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1. Uvod - proteolytické enzymy a jejich tiloha
v proteomice

Proteomika je védecka disciplina, kterd zkouma pro-
teom, tedy soubor vSech proteini produkovanych urcitou
butikou, tkdni nebo organismem. Definuje rovnéz vzijem-
né interakce téchto proteint'. VyuZiva metod s vysokou
vykonnosti (high throughput) jako jsou dvourozmérna
(2D) elektroforéza, kapalinova chromatografie (LC)
a hmotnostni  spektrometrie (MS) sionizaci MALDI
(matrix-assisted laser desorption/ionization tj. laserova
desorpce a ionizace sUCasti matrice) nebo ESI
(electrospray ionization tj. ionizace elektrosprejem)’.
S rozvojem instrumentace MS pouzivané v proteomice se
kli¢ovym stal zpiisob aplikace proteinového vzorku'. Nej-
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pocatecniho Stépeni na peptidy, které se déje bud’ enzymo-
vou nebo chemickou cestou. Molekulova hmotnost pepti-
dovych fragmentl se pak méfi na hmotnostnim spektrome-
tru s vysokou piesnosti’. Proteolyza se jiz v ramci proteo-
miky stala rutinni zalezitosti, nebot’ je komer¢n¢ dostupna
cela fada enzymil, které lze volit a aplikovat na zaklade
pozadavki kladenych na vyslednou peptidovou smés. Na-
bizi n€kolik praktickych vyhod: vysokou specifitu, mini-
malizované vedlej§i reakce a dobrou G&innost $t&peni'.
Dulezitd je pfitom optimalizace slozeni a pH reakéniho
pufru, poméru enzym/substrat, teploty a doby inkubace. Ze
vSech dostupnych proteolytickych enzymi se v proteomice
nejéastéji vyuziva trypsin. Ma definovanou a pomérné
uzkou substratovou specifitu a poskytuje peptidy o veli-
kosti vhodné pro MS analyzu, které maji navic na C-konci
zbytky bazickych aminokyselin argininu a lysinu'*. Pokud
je tfeba S§tépit jinym enzymem, d&je se tak zpravidla
v omezeném mnozstvi ptipadd. Piikladem mutze byt studi-
um posttranslaénich modifikaci proteinu (fosforylace, gly-
kosylace aj.), nebot’ trypsinové Stépeni nemusi vzdy po-
skytovat peptidy o vhodné velikosti obsahujici modifiko-
vané misto'.

Chemické metody Stépeni proteinli se pouzivaji pouze
jako dopliikové, nejsou tedy tak bézné jako metody enzy-
mové. Chemie nachédzi uplatnéni zejména tam, kde neni
mozné ve specifickém ptipadé provadét proteolyzu'. Pfi-
kladem mutize byt pouziti BrCN tj. bromkyanu pro $tépeni
ve vodé nerozpustnych nebo membranovych proteind
(specifické piisobeni ¢&inidla na zbytky methioninu)’.
Podobné muzeme pro Sté€peni zbytkl tryptofanu vyuzit
BNPS-skatolu tj. 3-brom-3-methyl-2-[(2-nitrofenyl)mer-
kapto]-3H-indolu®. Pomé&rné 3etrna je hydrolyza proteint
zfedénou kyselinou mravenci, kterd ptisobi v misté zbytkl
kyseliny asparagové a zaroven je dobrym rozpoustédlem
pro fadu proteind’.

2. Reakce katalyzovana proteolytickymi
enzymy

Proteolytické enzymy katalyzuji exergonni hydrolyzu
peptidovych vazeb v proteinech a peptidech (obr. 1). Sy-
nonymni nazev proteasy se pouziva od konce 19. stoleti®.
Kolem roku 1930 jiz bylo zndmo mnoho enzymu tohoto
typu a nezavisle se vytvorily dva zplsoby klasifikace.
V Némecku zavedli Grassmann a Dyckerhoff pojmy pro-
teinasa a peptidasa’: proteinasa ptsobi na proteiny, kdezto
peptidasa na malé oligopeptidy. Pfi¢ina ptednostniho pu-
sobeni nékterych enzyml na malé peptidy byla vysvétlena
pfi pouziti peptidovych substratli s blokovanymi ¢i volny-
mi koncovymi skupinami®. Ukézalo se, e proteinasy ne-
vyzaduji pfitomnost volnych koncil substratd. Naopak
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Obr. 1. Hydrolytické Stépeni peptidové vazby trypsinem; Upraveno podle textu Dunn B. M., v knize: Proteolytic Enzymes. A Practical
Approach (Beynon R., Bond J. S., Eds.), str. 79, Oxford University Press, Oxford 2001. Na str. 80-84 lze v uvedené knize najit i reak¢éni

mechanismy ostatnich typt peptidas

enzymy pusobici na kratké oligopeptidy vyzaduji alespon
jeden konec volny — v blizkosti mista Stépeni. Bergmann
a Ross pouzili poprvé pojem peptidasa v SirSim slova
smyslu, tedy pro vSechny enzymy, které hydrolyzuji pepti-
dové vazby'®. V zavislosti na misté piisobeni na polypepti-
dovém fetézci byly peptidasy rozdéleny na dvé skupiny.
Prvni skupinu tvofi endopeptidasy, které katalyzuji hydro-
Iyzu peptidovych vazeb uvniti fetézce a tvori tak §tépné
peptidy o rozmanité délce. Druhou skupinou jsou exopep-
tidasy, které katalyzuji hydrolytické odStépeni koncové
aminokyseliny. Mohou byt proto klasifikovany jako N-
koncové exopeptidasy (aminopeptidasy) nebo C-koncové
exopeptidasy (karboxypeptidasy)'"'2. Pouziti pojmu pepti-
dasa (ekvivalentné peptidhydrolasa) v uzkém i SirSim
slova smyslu se tak stalo zavadéjicim. Podle doporuceni
International Union of Biochemistry and Molecular Biolo-
gy (IUBMB, Mezinarodni unie pro biochemii a molekular-
ni biologii) by méla byt dana prednost pouzivani v Sir§im
vyznamu®. Pro enzymy piisobici na oligopeptidy (nikoli na
celé proteiny) by se pak mélo uzivat odvozenych vyrazi
exopeptidasa, kde specifita vyZaduje volné koncové skupi-
ny nebo oligopeptidasa, je-li specifita vazana na délku
oligopeptidu (dipeptidasa, tripeptidasa apod.)®.

897

3. Zdroje a klasifikace proteolytickych enzymii

Nejbéznéjsi endopeptidasy se ziskavaji z organt tra-
viciho traktu obratlovct (pankreas — elastasa, enterokina-
sa, chymotrypsin, trypsin; Zaludek — pepsin), z krve
(thrombin), sleziny (kathepsiny), rostlinného materialu
(bromelain, ficain, papain) ¢i z kultur mikroorganismii
(Glu-C, Pronase, subtilisin, thermolysin). Aminopeptidasy
a karboxypeptidasy se izoluji z pankreatu, rostlin a mikro-
organismu .

Aktivni misto peptidasy se obvykle nachdzi v ryze na
povrchu molekuly mezi dvéma pfilehlymi strukturnimi
doménami®. Specifita enzymu je tak déna vlastnostmi va-
zebnych mist umisténych podél ryhy u mista, kde probiha
hydrolyza peptidové vazby®. P¥i postupném zohlediiovani
aktualnich poznatkli o podstaté katalytického mista se
nakonec ustalily Ctyfi charakteristické skupiny peptidas:
serinové, cysteinové (thiolové), aspartatové a dale peptida-
sy obsahujici kovovy ion jako kofaktor®™'. K nim pak ne-
davno ptibyla skupina threoninovych peptidas'’. Tato
v podstaté jiz historicka klasifikace se dodnes objevuje
v tzv. systému EC, na némz je zaloZzeno nazvoslovi enzy-
mi®. Pro diskusi evoluénich a strukturnich vztahti mezi
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Klasifikace proteolytickych enzymi v Enzyme Nomenclature

Referaty

17,18

Endopeptidasy s dosud neznamym mechanismem katalyzy tvoti podpodtiidu EC 3.4.99.

Podpodtiida Souhrnny nazev Typicky ptiklad Poznamka

EC34.11 aminopeptidasy leucylaminopeptidasa, zahrnuje i byvalé EC 3.4.1
EC3.4.11.1

EC3.4.13 dipeptidasy Glu-Glu dipeptidasa, zahrnuje i byvalé EC 3.4.3
EC3.4.13.7

EC3.4.14 dipeptidylpeptidasy, tripeptidyl- dipeptidyldipeptidasa I, zahrnuje i byvalé EC 3.4.4

peptidasy EC3.4.14.1

EC3.4.15 peptidyldipeptidasy peptidyldipeptidasa A,
EC3.4.15.1

EC3.4.16 serinové karboxypeptidasy karboxypeptidasa C, zahrnuje i byvalé EC 3.4.12
EC3.4.16.5

EC3.4.17 metalokarboxypeptidasy karboxypeptidasa A, zahrnuje i byvalé EC 3.4.2, EC
EC3.4.17.1 3.4.12

EC 3.4.18 cysteinové karboxypeptidasy kathepsin X, EC 3.4.18.1

EC3.4.19 w-peptidasy pyroglutamylpeptidasa I, zahrnuje i byvalé EC 3.4.12
EC3.4.19.3

EC3.4.21 serinové endopeptidasy trypsin, EC 3.4.21.4

EC3.4.22 cysteinové endopeptidasy papain, EC 3.4.22.2 zahrnuje i byvalé EC 3.4.4

EC3.4.23 aspartatové endopeptidasy pepsin A, EC 3.4.23.1 zahrnuje i byvalé EC 3.4.4

EC3.4.24 metaloendopeptidasy thermolysin, EC 3.4.24.27 zahrnuje i byvalé EC 3.4.4

EC 3.4.25 threoninové endopeptidasy komplex endoproteinas protea-

somu, EC 3.4.25.1

peptidasami je dilezity princip homologie, tedy zjistovani
podobnosti, kterda neni ndhodnd, na zakladé porovnani
(alignment) aminokyselinovych sekvenci'®. Vy&erpavajici
informace o peptidasach a jejich proteinovych inhibitorech
jsou k dispozici v databazi MEROPS, ktera je pfistupna
on-line na http://merops.sanger.ac.uk/ (cit.'®).
Proteolytické enzymy jsou v katalogu Enzyme No-
menclature'’, ktery aktualizuje a vydava nazvoslovny
vybor pfi IUBMB, klasifikovany jako soucast tfidy
3-hydrolasy (celkem je Sest enzymovych tfid). Pepti-
dasy tvofi podtfidu 3.4-hydrolasy ptsobici na pepti-
dové vazby. V ramci této podtfidy pak rozliSujeme
celou fadu podpodtiid (tabulka I). Katalog enzymu
v hypertextové formé s odkazy na dalsi specializo-
vané webové stranky a databaze je k dispozici na
internetu, http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/.
Katalog je vydavan knizn&'’ a aktualizovan dodatky'®. Pti
srovnani zpusobu klasifikace ostatnich enzymut na jedné
stran¢ a peptidas na strané¢ druhé nalezneme jednu vy-
znamnou odlisnost®. Rozdilné proteiny jsou klasifikovany
jako jeden a tyz enzym, katalyzuji-li stejnou reakci. Na
zaklad¢ popisu této reakce pak miuzeme enzym snadno
pojmenovat. Pokud jediny enzymovy protein katalyzuje
nekolik reakci, miize mit pfifazeno i vice EC Ccisel. Pro
peptidasy byl zvolen odliSny pfistup, nebot’ v zdkladnim
principu je reakce, kterou katalyzuji, vSeobecné shodna.
Specifita se samoziejmé lisi, ale i kdyz je zndma, je prak-
ticky nemozné z ni vyvodit jednoduché pojmenovani. Za-
visi totiz nejen na charakteru aminokyselinovych zbytk
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okolo s§tépného mista, ale i na konformaci polypeptidové-
ho fetézce substratu®. Vyuziva se proto klasifikace podle
typu katalytického mista na zéklad¢ experimentd s inhibi-
tory®. Nadto jsou odlideny i peptidasy z riiznych zdroj,
které jinak vykazuji obdobnou nebo identickou specifitu:
napf. elastasa zpankreatu (EC 3.4.21.36) a elastasa
z leukocytl (EC 3.4.21.37).

4. Strucny piehled vlastnosti vybranych
enzymu

V proteomice nachézeji uplatnéni zejména endopepti-
dasy pouzivané k piipravé peptidovych smési a nasledné
MS analyze peptidi (tabulka IT)'>. Svij vyznam viak
maji 1 karboxypeptidasy a aminopeptidasy, které se vyuzi-
vaji pro tzv. zebrickové sekvencovani (ladder sequencing)
a pii analyze posttranslaénich modifikaci proteini'® %, Po
endopeptidasovém $tépeni proteinového vzorku nasleduje
postupné Stépeni exopeptidasou z C- nebo N-konce. Jsou
generovany série peptidi (ladders), ve kterych se kazda
komponenta 1i$i od té nasledujici o jeden aminokyselinovy
zbytek. Tyto peptidy jsou analyzovany metodou MS a na
z4klad¢ hmotnostnich rozdilli mezi po sob¢ nasledujicimi
proteolytickymi fragmenty je pak uréena aminokyselinova
sekvence. Cely proces vede k identifikaci mista modifika-
ce.

Trypsin (EC 3.4.21.4) je serinova endopeptidasa tra-
viciho traktu obratlovet s mirné alkalickym optimalnim
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Tabulka II

Proteolytické enzymy b&zné pouzivané v proteomice''>'"'®

Enzym Misto Stépeni Vyjimka Rozsah pH

Trypsin C-konec R-X, K-X X=P 7,0-9,0

Chymotrypsin C-konec F-, Y-, W-, L-, I-, V- a M-X X=P 7,5-8,5

Endoproteinasa Glu-C (V8-DE) C-konec E-X, D-X X=P 4,0-8,0

Endoproteinasa Lys-C C-konec K-X X=P) 8,5-8,8

Endoproteinasa Arg-C C-konec R-X X=P) 7,5-8,5

Endoproteinasa Asp-N N-konec X-D, X-E 6,0-8,5

Elastasa C-konec A, V,L, I, G, S 8,5

Pepsin F,M, L, W (zvl. F-L, F-F, F-Y) 2-4

Pronase smés endo- a exoproteinas, Stépi témet 7,0-8,0°
vSechny peptidové vazby

Subtilisin Siroka specifita, pref. C-konec nenabité 7,0-11,0
aminokyseliny

Thermolysin Siroka specifita (W, Y, F,[,L, V, A, M), 6,0-10,0

prevazné N-konec X-F, X-L

*V zavislosti na povaze smési

pH a striktni specifitou pro zbytky lysinu a argininu.
Trypsin je z pankreatu vylucovan do dvanactniku ve for-
mé& inaktivniho prekurzoru trypsinogenu®. Hovézi trypsi-
nogen ma relativni molekulovou hmotnost 24 000 a p/ 9,4.
Aktivuje se odstépenim N-koncového hexapeptidu piisobe-
nim enterokinasy a kaskadovité pak autolyzou'?. Vznika p-
trypsin s jednim polypeptidovym fetézcem (223 aminoky-
selin; M, =23 300; p/ 10,5)'***, ktery podléha dalsi autoly-
ze za vzniku vicefetézcovych produkti (fetézce spojeny
disulfidovymi vazbami) — a-trypsinu (2 fetézce) a pseudo-
trypsinu (3 fetézce). Pseudotrypsin se svou specifitou §té-
peni blizi chymotrypsinu®. Trypsin obsahuje 101 amino-
kyselin ve stejnych polohach jako v sekvenci chymotrypsi-
nu (41 %)">%.

Chymotrypsin (EC 3.4.21.1) ve skuteCnosti piedsta-
vuje skupinu strukturné a katalyticky ptibuznych serino-
vych endopeptidas (optimum pH ~ 7,0-9,0)'?. Extrakt
z hovéziho pankreatu obsahuje dvé formy zymogenu: chy-
motrypsinogen A (245 aminokyselin; M; = 25 700; p/ 9,1)
a chymotrypsinogen B (248 aminokyselin; M, = 25 800; p/
5,2)'2. Aktivace zymogenti se Glastni trypsin, z&asti je
autokatalytickd. V zavislosti na podminkdch mohou
z chymotrypsinogenu A vznikat ©-, a-, 6-, - nebo vy-
chymotrypsin'?. Specifita §t&peni je na rozdil od trypsinu
nizka®®, preferuje aromatické aminokyseliny (tabulka II).

Elastasa (EC 3.4.21.36) je serinova endopeptidasa
(240 aminokyselin; M, = 25 700). Inaktivni prekurzor pro-
elastasa se tvofi v pankreatu a je aktivovan trypsinem.
Vykazuje homologii s trypsinem i chymotrypsinem,
zejména pokud jde o dulezité katalytické aminokyseliny.
Specifita Stépeni zahrnuje nepolarni nearomatické zbytky
(tabulka IT), optimum pH je 8,0-8,5 (cit.'?).

Pepsin je kyseld aspartitovd endopeptidasa
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(maximalni aktivita pii pH 1,0-2,0), ktera je hlavnim en-
zymem zaludeéni $tavy obratlovet'>. Majoritni slozkou je
pepsin A (EC 3.4.23.1) s relativni molekulovou hmotnosti
34 500 (327 aminokyselin). V Zalude¢ni sliznici se tvoii
jako inaktivni pepsinogen (M,= 42 500). Aktivace zymo-
genu je autokatalytickd v ptfitomnosti HCI (cit.'). Minorit-
ni pepsiny jsou klasifikovany jako pepsin B (gelatinasa,
EC 3.4.23.2) a pepsin C (gastriksin, EC 3.4.23.3), tvofi se
z vlastnich zymogenu. Specifita §tépeni (tabulka IT) zahr-
nuje hydrofobni zbytky, zvlasté aromatické'.

Subtilisiny (EC 3.4.21.62) piedstavuji Sirokou skupi-
nu extraceluldrnich serinovych endopeptidas (optimum pH
~10,0) s vysokou termostabilitou, které jsou produkovany
baktériemi rodu Bacillus®’. Nejznamngjsi jsou subtilisin
typ Carlsberg a subtilisin BPN” (shodny s preparatem No-
vo, téz Nagarse) z B. subtilis respektive B. amyloquefaci-
ens. Jsou to strukturné velmi podobné enzymy tvotené
jedinym polypetidovym fetézcem, ktery cita 274
(Carlsberg) nebo 275 aminokyselinovych zbytkd (BPN").
Relativni molekulova hmotnost ¢ini zhruba 27 500, speci-
fita $tépeni je nizka. Existuje jistd preference pro velky
nenabity zbytek u §tépené peptidové vazby substratu®’.

Thermolysin (EC 3.4.24.27) je termostabilni neutralni
metaloendopeptidasa z Bacillus thermoproteolyticus (316
aminokyselin; M, = 37 500). Molekula obsahuje ion Zn*"
a3 ionty Ca®', vapnik pfispiva k termostabilité®®. Zhruba
50 % aktivity pretrva hodinovou inkubaci pii 80 °C (cit.'?).
Jeho specifita neni vyhranéna (tabulka II), podobné jako
u subtilisinu Ize rozeznat jistou preferenci®®.

Streptomyces griseus slouzi k produkci komeréniho
produktu s obchodni znatkou Pronase'’. Jde o filtrat
z kultury zminéné streptomycety, ktery obsahuje smeés
proteolytickych enzymt (napf. SG-trypsin, proteasu A
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a B)?. Vyznamnou slozkou je i serinova endopeptidasa,
kterd preferencné Stépi u karboxylu kyseliny glutamové.
Oznacuje se jako proteasa E (188 aminokyselin; M, =
20 000)*.

Serinova endopeptidasa Glu-C (téz Protease V8, EC
3.4.21.19) je produktem bakterie Staphylococcus aureus
V8. Stépi peptidové vazby na C-konci kyseliny glutamové
pfipadné kyseliny asparagové (u Asp ve srovnéni s Glu az
3000x pomaleji, optimum pH ~ 8,0)*°. Sekvence méa 268
aminokyselin (M, = 30 000), tvoii se z prekurzoru (336
aminokyselin; M, = 36 300)*'. Endopeptidasa Lys-C (EC
3.4.21.50) z Lysobacter enzymogenes rovnéZ obsahuje
katalyticky serin (269 aminokyselin; M; = 28 000). V roz-
mezi pH 7,0-9,0 stépi peptidové vazby na C-konci lysi-
nu****. Thiolova endopeptidasa Arg-C z Clostridium histo-
Iyticum (clostripain, EC 3.4.22.8) je heterodimer (526 ami-
nokyselin; M, = 59 600)**. Serinova endopeptidasa Arg-C
(EC 3.4.21.-) z Lysobacter enzymogenes je monomer (M, =
26 000)*. Oba enzymy §tdpi specificky u argininového
karboxylu (optimum pH ~ 7,5). Enzym Asp-N (EC
3.4.24.33) z Pseudomonas fragi je metaloendopeptidasa
(M, = 27 000)*®, ktera §t&pi peptidové vazby na N-konci
kyseél}ny asparagové nebo cysteové v rozmezi pH 6,0—8,0
(cit.”").

Nejznaméjsi metalokarboxypeptidasy jsou karboxy-
peptidasy A a B, které se 1isi st€penim aminokyselin z C-
konce substrati'?, Karboxypeptidasa A (EC 3.4.17.1) pre-
ferencné §tépi aminokyseliny s aromatickym nebo rozvét-
venym postrannim fetézcem. Naproti tomu karboxypepti-
dasa B (protaminasa, EC 3.4.17.2) preferencné odstépuje
lysin a arginin'®. Karboxypeptidasa Y (téz karboxypeptida-
sa C, EC 3.4.16.5) je serinova exopeptidasa. Enzym
z kvasinky Saccharomyces cerevisiae (M, = 60 000) ma
optimum pH pii 4,5-6,0 (cit.**). Ma irokou specifitu
auvoliiuje z C-konce proteinti a peptidii aminokyselinové
zbytky vcetné prolinu, u glycinu a kyseliny asparagové je
uvolilovani vyznamné zpomaleno .

5. Trypsin a jeho vyjime¢né postaveni
v proteomice

Rychly vyvoj genomiky pfinesl generovani objem-
nych databazi, které zahrnuji nejen fragmenty DNA, ale
i celé genomy. Uspéch strategie identifikace proteind
v proteomice spoléhd na vyskyt hledané proteinové sek-
vence v takové databazi'®. U organismil s dosud nezna-
mym genomem je pomiickou de novo sekvencovéani pepti-
di a predpoklad homologie (vyhledavani typu MS Blast
(cit.*) nebo MultiTag (cit.*®)). Pro Stépeni proteind
v roztoku se vyuzivaji endopeptidasy uvedené v tabulce II,
pripadné& n&které dal§i enzymy (proteinasa K, cit.*"). Pokud
provadime Sté€peni v polyakrylamidovém gelu, jednim z
limitujicich faktorti difuze peptidasy k substratu je velikost
jeji molekuly. Pro 12% polyakrylamidovy gel, ktery je
standardné pouzivan k ptipravé proteinového vzorku pro
MS analyzu®, byla odvozena zdanliva velikost péra 20 az
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30 A (cit.**). Molekula B-trypsinu ma véetn& solvatadniho
obalu rozméry mensi (17 A)*. Pro vétsi molekuly peptidas
je difuzi branéno ze sterickych duvodi, pfipadné je zcela
znemoznéna. K dal§im vyhoddm pouziti trypsinu v proteo-
mice patii jeho striktni substratova specifita dana konfigu-
raci aktivniho mista (obr. 1), kterd poskytuje pfimétené
mnozstvi definovanych peptidovych fragmentt o priznivé
ionizovatelnosti a velikosti pro MS analyzu'. Ostatng, vy-
hodné je i optimum pH trypsinu, které umozinuje praci
s levnym t€kavym pufrem na bédzi hydrogenuhli¢itanu
amonného (pH 7,8)".

Pouzivani trypsinu je rozsifeno o protokoly s ostatni-
mi peptidasami. Vétsinou nejde o rutinni peptidové mapo-
vani, ale o analyzu specifickych vlastnosti proteind. Chy-
motrypsin nékdy nahrazuje ¢i dopliiuje trypsin pro pisobe-
ni v roztoku i gelu™*®. Vzhledem k velikosti molekuly je
pro Sté€peni proteintt v gelu vhodna i elastasa, napf. pfi
lokalizaci fosforylatnich mist". P studiu glykosylace se
uplatnily peptidasy Glu-C a Asp-N (cit.*®). Pouziti Glu-C,
Lys-C, pfipadné thermolysinu se osvédc¢ilo pfi analyze
peptidii s disulfidovymi vazbami®. Peptidasy Asp-N, Arg-
C, Glu-C a Lys C jsou diky striktni specifité¢ vyhodné pro
peptidové mapovani. S ohledem na velikost molekuly mo-
hou byt pouzity i v gelu®**'. Aplikace Pronasy je vazana
na analyzu proteinovych modifikaci — posttranslaénich® &i
vyvolanych piisobenim chemickych latek™. Enzym totiz
poskytuje pouze kratké peptidy (2—8 aminokyselin)’* a pro
peptidové mapovani je tak nevhodny. Pepsin nebo i jiné
peptidasy s kyselym optimem pH se vyuzivaji zejména pii
MS detekci strukturnich zmén v proteinech na zakladé
izotopové vymény vodik/deuterium>*>’. Kyselé prostiedi
je dilezité z toho divodu, aby k proteolyze dochazelo za
podminek, kdy je izotopovd vyména pomald. Pepsin byl
pouzit i pro $tépeni v gelu pfi analyze O-glykosylace pro-
teinu’®.

Jinymi limitujicimi faktory pouziti peptidas
v proteomové analyze jsou doba nutnd k dostatecné proteo-
lyze vzorku a rezistence nékterych proteint vaci Stépeni
(napt. kompaktnich globulinti). Pouziti trypsinu obvykle
vyzaduje dobu inkubace 4-24 h, pro né¢které proteiny je
ale i tak netginny®’. Priibéh $tépeni je primarné zavisly na
mobilité struktury substratu, kterou je mozné ovliviiovat
pfitomnosti denaturaénich Ginidel nebo teplotou®®™. Za
zvySené teploty 1ze vyuzit termofilnich peptidas: thermoly-
sin poskytuje vyznamné mnozstvi analyzovatelnych pepti-
dovych fragmentt jiz béhem kratké inkubace pii 65 °C
(15 min). Specifita $tépeni thermolysinu je pii této teploté
mnohem vy$3i nez za b&znych teplot’’. Pro proteiny na-
chylné k proteolyze (napt. myoglobin) je efekt thermolysi-
nu za zvySené teploty extrémné rychly a peptidové frag-
menty je tak mozné ziskat piimo na destiéce MALDI *’.

6. Méreni proteolytické aktivity
Meftitkem aktivity endopeptidas je mnozstvi Stépnych

peptidit uvolnénych za urcity Casovy interval. Absolutni
kvantifikace $§tépnych peptidi napf. hmotnostni spektro-
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metrii je vSak obtiznd a &asové naro¢na®. Pro 3tdpeni
v gelu je stanoveni dale zatizeno vyraznou statistickou
chybou souvisejici se sterickym stingnim §t&pnych mist®.
Nejstarsi metody méfeni aktivity jsou zaloZeny na spektro-
fotometrickém stanoveni peptidd v reakéni smési po vysra-
zeni a odstranéni nezreagovaného proteinového substratu.
Ansonova metoda vyuziva hemoglobinu jako substratu
a Stépné peptidy (obsahujici Tyr) se stanovuji fenolovym
¢inidlem®'. Kunitzova metoda je zaloZena na $tdpe-
ni kaseinu, absorpce uvolnénych peptidi (s obsahem Tyr
a Trp) se mé&H pii 280 nm (cit.®?). S rozvojem chemie pep-
tidi se zacaly vice uplatiiovat syntetické substraty. Jejich
Stépeni endo- ¢i exopeptidasou ma nejcastéji za nasledek
uvolnéni chromoforu (existuji vSak i rozmanité fluorogen-
ni substraty), ktery se méfi spektrofotometricky pti odpo-
vidajici vinové délce. Pro trypsin jsou k dispozici ethyles-
ter N®-benzoyl-L-argininu (BAEE) nebo N®-benzoyl-DL-
-arginin-4-nitroanilid (BAPNA)®. V prvnim piipadé se
sleduje narist absorpce pifi 253 nm, ve druhém piipadé pii
405 nm. Jako substrat pro chymotrypsin se pouziva ethy-
lester N-benzoyl-L-tyrosinu (BTEE); méfi se pfi 256 nm
(cit.**). Vhodnym substratem pro pepsin je oktapeptid Lys-
-Pro-Ala-Glu-Phe-Phe(NO;)-Ala-Leu (monitorovani pii
300 nm)®. Aktivitu peptidas specifickych pro kyselinu
glutamovou (napt. SGPE ze Streptomyces griseus) lze ur€it
s pouzitim substratu Z-Glu-NH-C¢H,-NO, (410 nm)®. Akti-
vitu nespecifického subtilisinu Ize rutinn€ stanovit s pouZzi-
tim fady substratd, zminit 1ze napt. N-sukcinyl-L-Ala-L-
-Ala-L-Pro-L-Phe-4-nitroanilid”’. Substratem pro karboxy-
peptidasu A je napt. Bz-Gly-Gly-L-a-hydroxy-p-fenyl-
laktat (monitorovani pti 254 nm)®.

7. Poclitacova predikce Stépnych peptida

Zasadni vyznam pro identifikaci proteini metodou
MS ma predikce (ptedpovéd), jaké peptidy vzniknou pro-
teolytickym Sté€penim proteind. Metodologie identifikace
proteint je zalozena bud’ na principu tzv. map molekulo-
vych hmotnosti peptidd (peptide mass mapping ¢i peptide
mass fingerprinting) nebo na principu identifikace uplné ¢i
astedné sekvence (sequence tag)®™®. Oba tyto pfistupy
jsou zavislé na srovnani experimentalné ziskanych dat
s predpovédénymi. V prvnim piipadé jde o srovnani expe-
rimentalné¢ ziskaného souboru molekulovych hmotnosti
peptidl nebo souboru molekulovych hmotnosti iontl frag-
mentl vzniklych z prekurzorového iontu s pfislusnymi
predpovédénymi soubory. V druhém piipadé se pak srov-
nava experimentalné zjisténa Gplna nebo ¢astecné interpre-
tovand aminokyselinova sekvence s jejich predpovédmi.
Soubory dat se vzdy ptedpovidaji s ohledem na experi-
mentalni podminky. Zékladem takové piedpovédi jsou
sekvence v kompozitnich neredundantnich databazich”
(napt. OWL, NRDB, viz nize). Nésledné¢, pfi procesu zva-
ném §tépeni in silico, se na takto ziskané sekvence aplikuje
algoritmus, ktery nahrazuje St€épeni enzymem. Tento pro-
ces generuje soubor peptidovych sekvenci a jejich moleku-
lovych hmotnosti, a to bud’ ve formé jejich hmotnosti mo-
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noizotopickych nebo monoizotopickych s adici protonu
(zohlediiuje produkty vzniklé ionizaci). Soubor by mél
obsahovat i takové sekvence, které¢ obsahuji nedokonale
Stépené useky (miscleavage sites), vzniklé blokovanim
daného $tépného mista pro peptidasu sterickym usporada-
nim. Jejich pocet nastavuje uZivatel; bézné€ se uziva gene-
rovani peptidi obsahujicich jeden az dva nedokonale Sté-
pené useky, pro volbu vice nez dvou museji byt zasadni
divody. To proto, Ze soubor proteolytickych §tépti musi
byt pro nasledné srovnani s experimentalnimi daty co nej-
struénéjsi, jinak je ohrozeno spravné statistické vyhodno-
ceni shody’'. Dal§imi polozkami v souboru jsou peptidové
sekvence obsahujici modifikované aminokyseliny. Muze
jit o modifikace pfirozené — napt. fosforylace, zdmérné —
napt. alkylace cysteinu, nebo o modifikace vzniklé
v pribéhu piipravy vzorku — napf. oxidace methioninu
nebo tryptofanu. Opét plati, Ze vnesenim pfili§ mnoha
modifika¢nich parametri (>2) se vznikly soubor nadby-
te¢né komplikuje. Co proces generovani §tépnych peptidi
nemuze zohlednovat, to jsou posttranslacni upravy jako
naptiklad alternativni sesttih.

Existuje mnoho voln¢ i komercné dostupnych progra-
mil, které umoziuji identifikaci proteinti na zaklad¢ pred-
poveézenych proteolytickych §tépt a statistické vyhodnoce-
ni shody. OdliSnosti jsou prevazné v metodach vyhodnoce-
ni: http://umber.sbs.man.ac.uk/dbbrowser/OWL/, http://
www.ebi.ac.uk/~holm/nrdb90/, http://prospector.ucsf.edu/,
http://www.matrixscience.com/,  http://www.expasy.org/
tools/, http://prowl.rockefeller.edu/, http://
www.narrador.embl-heidelberg.de/GroupPages/PageLink/
peptidesearchpage.html, http://vigen.biochem.vt.edu/
protein_prospector/ucsthtml4.0/instruct/
fitman.htm#scoring.

8. Varianty procesu proteolyzy pouZivané
v proteomice

Pivodné se trypsin v proteomové analyze pouzival
pro rozloZzeni vzorku na S§tépné produkty, které usnaditova-
ly &i viibec umoziiovaly analyzu’®. S nastupem peptidové-
ho mapovéni a proteomiky s pouzitim MS se ukdazalo, Ze
Stépeni proteintt trypsinem (zkracené trypsinace) musi
spliiovat urcité podminky dané povahou metodiky analyzy.
Jde ptedevsim o maximalni vytézek a uplnost Stépeni (co
nejvetsi pocet peptidi vzniklych trypsinaci daného protei-
nu a pfitom experimentaln¢ zjistitelnych z jejich predpove-
déného poctu pozitivné ovliviiyje statistické skore pii vy-
hodnoceni identifikace), minimalizace autolyzy trypsinu
a opakovatelnost map molekulovych hmotnosti peptido-
vych $tépu®. Proces proteolytického $tépeni v roztoku
obsahuje ztoho divodu urCity pomér enzym/substrat
(napt. 1:50 az 1:5)%®°. Provadi se i redukce disulfidovych
vazeb dithiothreitolem a alkylace reaktivnich cysteinl
jodacetamidem, aviak jen je-li to nutné”. Stdpeni trypsi-
nem bézné probiha 12 h pfi 37 °C, pouzitim methylované-
ho trypsinu pii 58 °C lze dobu Sté€peni zkratit na 30 min
(cit.*%%.
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Podstatné vétsi vyznam pro proteomiku ma analyza
proteinti separovanych v polyakrylamidovych gelech”.
Proteolyza v gelu je sice komplikovana pfitomnosti poly-
akrylamidové matrice, do které musi trypsin proniknout,
na druhou stranu je usnadnéna manipulace se vzorkem,
napf. pfi odstrafiovani produktt alkylace cysteinu. Po vy-
volani barvenim pomoci modii Coomassie’* nebo stfi-
brem* jsou proteinové pasy vyfiznuty s minimem neobar-
venych okraji. Tyto ¢asti jsou potom dale nafezany na
kosti¢ky o velikosti cca 1 mm®. Kviili manipulaci se nedo-
porucuji mensi fragmenty (ucpavani $picky mikropipety).
Nasleduje odbarveni, dehydratace acetonitrilem a vysuse-
ni. Gel je pak rehydratovan roztokem trypsinu (1,5 uM)
v 50 mM uhli¢itanu amonném pii 4 °C, pficemz délka
rehydratace uruje vytdzek enzymového 3tépeni’. Stépeni
se provadi 12 h pfi 37 °C (je-li pouzit methylovany
trypsin, §t&pi se 30 min pii 58 °C) **. Postup lze rozsitit o
redukci a alkylaci, jak jiz bylo uvedeno vyse.

Proteolytické §tépeni vzorku na membranach po preno-
su z gelu metodou Western blotting se s nastupem proteo-
miky vyuzivajici MS zacalo provadét diive nez piima
trypsinace proteinii v gelech”. V b&zném postupu OMD
(on-membrane digestion) se pracuje s poly(vinyliden-
difluoridovou) tedy PVDF membranou, ktera je po pteno-
su obarvena roztokem amidocerni’®. Vyfiznuté kousky
membrany se odbarvi zfedénym methanolem a vysusi.
Potom se pfid4d roztok trypsinu v uhliitanu amonném
$ 30% obsahem acetonitrilu a pokracuje se inkubaci 12 h
pfi laboratorni teploté. Nésleduje odebrani horni vrstvy
a extrakce peptidi. Spojeny material se vysusi ve vakuo-
vém koncentratoru a suspenduje ve vhodném rozpoustédle
pro naslednou MS analyzu’®. Inovaci klasického postupu
je tzv. proces jednostupiiového Stépeni a pienosu (OSDT,
one-step digestion-transfer)’®. OSDT se provadi pfi labora-
torni teploté ve specidlnim zatizeni po dobu 12—-18 h. Pou-
ziva se komercéné dostupna membrana Immobilon-AV
(IAV), coz je PVDF membréna s aktivovanymi karbo-
xyskupinami pro vazbu proteinti nebo peptidi. Prenosovy/
Stépici sendvi¢ se skladd z dvojité vrstvy membrany
IAV imobilizovanym trypsinem vlozené mezi polyakryla-
midovy gel a PVDF membranu (sbérné plocha pro uvolné-
né peptidy)’.

Princip $tépeni vzorku trypsinem imobilizovanym na
membrané je zdokonalen pfi on-line proteolyze v mikro-
kolonach/reaktorech, a to v souvislosti s nahrazovanim
klasické 2D elektroforézy vicerozmérnou chromatografii
(MDC, multidimensional chromatography)’’. Stépeni se
provadi ve vodnych roztocich™ nebo ve smési
s misitelnou organickou fazi”’. Ziskané peptidy se bud’
pfimo analyzuji metodou MS nebo dale separuji. Pro pii-
mé spojeni Stépeni s nanoESI-MS analyzou bylo téZ po-
psano nano-zafizeni s trypsinem ukotvenym na membra-
n&*. Zajimavou moznosti je rychlé Stépeni trypsinem
ukotvenym na desticce MALDI (on-probe digestion). Jeho
nevyhodou je nutnost vysoké koncentrace trypsinu a tim
i zvyena kontaminace autolytickymi produkty®'. Srovnani

902

Referaty

ucinnosti $tépeni trypsinem v roztoku a imobilizovanym
trypsinem je shrnuto v cit.*.

9. Modifikace proteolytickych enzymii
(modulace funkc¢nosti a termostability)

Modula¢ni modifikace se tykaji pfedev§im dostupné-
ho trypsinu (i kdyZ tfeba i chymotrypsinu), jehoz zésadni
pouziti v proteomice je omezeno dvéma komplikacemi.
Enzym ma pomérné malou termostabilitu — k jeho vyrazné
inaktivaci dochézi jiz pii 37 °C (30% pokles aktivity po
pilhodinové inkubaci)®. V podminkach optimalni funké-
nosti trypsinu (mirné alkalické pH) a v nepfitomnosti sta-
bilizujicich ionti Ca®* probiha navic rychla autolyza®.
Autolytické peptidy predstavuji rusivé pozadi pti MS ana-
lyze smési Stépnych peptidd (digestu). Vzhledem
ke specifité stépeni (tabulka II) je mozné autolyzu elimino-
vat kovalentni modifikaci zbytkli lysinu a argininu
v molekule trypsinu®**. Nejjednodussim postupem je
alkylace nebo acylace lysinu® . Pfipravené derivaty,
napf. methylovany™, resp. acetylovany® nebo sukcinylo-
vany®® trypsin, vykazuji podstatné vy3§i rezistenci viii
autolyze nez samotny trypsin. Acetamidinaci lze docilit
zachovani kladného naboje pavodniho zbytku™. Reakci
trypsinu s 1-guanyl-3,5-dimethylpyrazolem vznika stabilni
guanylovany trypsin®®. Argininové zbytky v proteinech se
kvili své znacné bazicité alkyluji nebo acyluji obtizné€. Pro

trypsin byla popsana jejich modifikace reakci s bi-
acetylem®.
Jiz  methylovany trypsin je ve  srovnani

s nemodifikovanym enzymem odolngjsi vii¢i vyssim teplo-
tam*. Enzym byl té7 stabilizovan nitraci povrchovych tyro-
sinovych zbytki a jejich naslednou redukci na aminotyro-
sin®’. K obdobné stabilizaci vedla acylace o-chymo-
trypsinu reakci s anhydridy aromatickych karboxylovych
kyselin®’. Vyrazné rezistence viii tepelné inaktivaci lze
dosahnout vytvafenim konjugatli s oligo- a polymery. Za
zminku stoji modifikace linearnimi oligosacharidy™ &i
cyklodextriny®. Cyklodextrinové konjugaty trypsinu byly
pripraveny enzymovou metodou s transglutaminasou®.
V pfipadé€ polymerl je ovSem vysledkem rozmérnd mole-
kula, ktera sice mtze katalyticky puasobit v roztoku, ale je
nepouzitelna pro Stépeni v gelu. V literatute 1ze najit zmin-
ky o konjugatech trypsinu napf. s poly(N-isopropyl-
akrylamidem)”, methoxypolyethylenglykolem’', polyme-
ry sacharosy® a karboxymethylcelulosou®. Nage skupina
se zabyva konjugaty hovéziho trypsinu s oligosacharidy
a jejich testovanim pro §tépeni v gelu pii peptidovém ma-
povéani (MALDI-MS)”. Nejlepsich vysledki bylo dosaze-
no pouzitim rafinosy, maltotriosy a stachyosy (pro reakci
aktivovany oxidaci jodistanem). Pfislusné modifikované
trypsiny vykazuji vysokou termostabilitu (50% inaktivace
nastava az pii teplotach nad 60 °C, inkubace 30 min), pro-
dukce autolytickych peptidi je ve srovnani se samotnym
hovézim trypsinem vyrazné omezena’.
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10. Zavér - perspektivy proteolyzy v moderni
proteomice

Moderni techniky ESI-MS (ve spojeni s kvadru-
pdlovou iontovou pasti nebo analyzatorem FT-ICR — Fou-
rier transform ion cyclotron resonance) a MALDI-MS
(TOF/TOF, time-of-flight) umoZiiuji pracovat s intaktnimi
proteiny, provadét jejich fragmentaci a méteni MS/MS
(cit.”*). Tento postup se oznaluje jako top-down analyza
(fungujici shora dold, tj. od intaktniho proteinu k fragmen-
tim). Aktudlni alternativu pfedstavuje metoda bottom-up
(zdola nahoru), ktera se téZ oznacuje jako shotgun (= angl.
poloautomatickd brokovnice stilejici v kratkych interva-
lech)’. ,,Shotgun® proteomika je zaloZena na po&atecnim
Stépeni slozitého proteinového vzorku bud’ plsobenim
peptidas nebo chemickou metodou. Vysledkem je smés
peptidi, ktera je analyzovatelna metodou LC-ESI-MS/MS
nebo MALDI-MS s néslednou identifikaci bioinformatic-
kymi metodami. Pouziti MALDI-MS je vSak omezené
kvuli slozitosti digestli proteomt napf. celych virt nebo
baktérii. Vyhodnéjsi metodou LC-ESI-MS/MS lze béhem
jednoho dne rutinné¢ analyzovat 500-1000 proteint
z bun&éného lyzatu, a to na jediném pfistroji. Parametry
dostupnych technik ,,shotgun® proteomiky jako jsou thrn-
na rychlost, citlivost a dynamicky rozsah, nemohou byt
v soucasné dobé& s pouzitim ostatnich metod piekonany™.

Jak jiz bylo zminéno v uvodni Casti, fragmentace
membranovych a jinych ve vodé nerozpustnych proteinti je
Casto provadéna chemickymi metodami, tedy v prostfedi
organickych rozpoustédel nebo jejich smési s vodou
(methanol, acetonitril, kyselina mravenci). Podle potfeby
se navic jest¢ pridavaji detergenty%. Samotné chemické
Stépeni vSak Casto neposkytuje peptidy vhodné pro piimou
MS analyzu. Tento stupeii je proto nutné kombinovat se
§t&penim enzymovym’®. Zde bohuzel nardZime na nutnost
upravy vzorku pro dosazeni optimalnich podminek proteo-
lyzy, coz zpusobuje nezddouci prodlevy, zvlasté ve vysoce
vykonné a ,,shotgun* proteomice. Rada laboratofi se proto
zaméfila na vyvoj a hledani postupti umoznujicich aplikaci
peptidas v prostfedich s obsahem organického rozpouste-
dla’. Vzhledem k principu §t&pné reakce je nutna alespoi
minimalni pfitomnost vody v reakéni smési (proteolyza je
totiz hydrolyza). V soucasné dob¢ lze nalézt napf. prace
vyuZzivajici trypsinaci ve smési 60 % methanolu a 40 %
vodného roztoku NH;HCO;, pH 7,9 (cit.”®). Dalsim piistu-
pem miZze byt fragmentace nerozpustnych proteind robust-
ni, ale nespecifickou proteinasou K. Nabizi se rovnéz
chemickd modifikace specifickych peptidas, zejména
trypsinu, pro zvySeni stability v nevodnych prostiedich
jako je 50% acetonitril (Sebela a spol., nepublikované
vysledky).
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Proteolytic enzymes (peptidases) are important tools
for proteomic research. This article reviews their applica-
tion to digestion of proteins, which commonly precedes
the mass spectrometry analysis of proteins. In the opening
part, mechanism of proteolysis is described together with a
detailed introduction to classification and nomenclature of
enzymes. The following part brings an overview of prote-
olytic enzymes that are currently used in expression and
functional proteomics including their properties and speci-
ficity. The review continues with reports on assays of pro-
teolytic activity and computer prediction of peptide cleav-
age. The methodology of in-solution and in-gel digestion
of samples and the use of peptidases for cleavage of pro-
teins on membrane surfaces is also mentioned. Further-
more, chemical modifications of peptidases for improving
their stability to autolysis and thermal inactivation are
documented. Peptidase treatment of hydrophobic proteins
in solutions containing organic solvents are also men-
tioned. Finally, new perspectives of proteolysis in shotgun
proteomics are outlined.



