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Uvod

Celiakie (glutensenzitivni enteropatie) je chronické
onemocnéni, které postihuje nejen clovéka, ale i mono-
gastrickd zvirata. Toto metabolické, geneticky podminéné
onemocnéni mize byt definované jako porucha, pti které
dochdzi k poskozeni sliznice tenkého stfeva, kde dochazi
k mizeni klkd a mikroklkd. Tato disfunkce vedouci
k malabsorpci Zivin je spojend s pfijmem potravin, které
obsahuji bilkovinny komplex pSenice, jeCmene, Zita a ov-
sa, nazyvany gluten, a intolerance k nému pfetrvavd po
cely zivot' ™. Toto chronické stievni onemocn&ni mé poca-
tek obvykle v détstvi a jeho v soucasnosti jedina 1écba je
zalozena na odstranéni potravin obsahujicich gluten
z jidelnicku.

Gluten (glutenové bilkoviny) je bilkovinny komplex
lokalizovany v endospermu obilného zrna. Podle Codex
Alimentarius je gluten definovan jako bilkovinna frakce
z pSenice, jeCmene, Zita a ovsa nerozpustnd ve vode
a 0,5 M-NaCl. Glutenové bilkoviny jsou zasobni proteiny
obilného zrna, kde prolaminy hraji vyznamnou roli pfi
kliceni zrna jako zdroj dusiku, a to diky vysokému obsahu
glutaminu (typicky 22-45 % v nékterych piipadech az
56 % vsech aminokyselin). Prolaminy spolu s gluteliny
jsou velmi dulezité ztechnologického hlediska, jelikoz
maji zasadni vliv na kvalitu a vlastnosti tésta, kde gliadiny
jsou odpovédné za viskozitu a roztaznost a gluteniny za
elasticitu® ",

Glutenové bilkoviny se klasicky déli na monomerni
prolaminy (bilkovinna frakce rozpustna ve vodnych rozto-
cich alkoholll) a polymerni gluteliny (bilkovinna frakce
rozpustna ve zfedénych vodnych roztocich kyselin a za-
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sad). V ptipad¢ pSenice je mozno gliadiny (prolaminy pSe-
nice) dale rozdélit na zakladé rozdilné elektroforetické
mobility v polyakrylamidovém gelu pfi nizkém pH na o-,
B-, v- a w-gliadiny, kde a-gliadiny maji nejvyssi elektrofo-
retickou mobilitu a w-gliadiny nejnizsi. a-, B- a y-gliadiny
obsahuji intramolekularni disulfidové vazby, kdeZzto -
gliadiny neobsahuji 74dné sirné aminokyseliny'>™*. Glute-
niny se déli na nizkomolekularni (LMW) a vysokomoleku-
larni (HMW) podjednotky, které obsahuji intermolekularni
disulfidové vazby. Molekulové hmotnosti gliadini a LMW
glutenind lezi zhruba v rozmezi 30—40 kDa, zatimco pro
HMW  gluteniny je typickd molekulovd hmotnost
v rozmezi 65-90 kDa (cit."*').

Jak bylo uvedeno vySe, n€které glutenové bilkoviny
jsou toxické pro pacienty trpici celiakii. Vzhledem k tomu,
ze obilniny pfedstavuji vyznamnou surovinu pro vyrobu
potravin, je tfeba uCinnych a spolehlivych analytickych
metod pro identifikaci téchto toxickych bilkovin v potravi-
nach. Nejcastéji pouzivanou metodou pro kontrolu obsahu
glutenu v potravinach jsou testy ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) zalozené na monoklonalnich nebo
polyklondlnich protilatkach schopnych rozpoznat toxické
slozky ve vzorcich potravin'>'®. Dalsi &asto pouZivanou
metodou je tzv. immunoblotting®'’. Ob& metody jsou zalo-
zené na reakci protilatek, coz na jedné strané zajistuje
vysokou specifitu a citlivost analyz, ale na druhé strané
tyto metody mohou obcas poskytnout falesné vysledky
(jak pozitivni, tak i negativni reakce). Navic testy ELISA
davaji spolehlivé vysledky v ptipad¢ analyzy glutenovych
bilkovin pSenice a zita, mén¢ spolehlivé vysledky
v pfipadé jeCmene a v pfipad€ ovsa nebyla zatim vyvinuta
souprava ELISA poskytujici spolehlivé vysledky. Z téchto
diivodil je tfeba vyvijet dalSi neimunologické metody, jez
by byly alternativou k jiz zavedenym metodam.

V poslednich deseti letech se objevilo n¢kolik praci
zabyvajicich se moznosti analyzy glutenovych bilkovin
hmotnostni spektrometrii, konkrétn€¢ se jednd o techniku
desorpce a ionizace laserem za pritomnosti matrice
s analyzatorem doby letu (MALDI-TOF MS)"*%!%13:18-21,
V téchto ptipadech byla MALDI-TOF MS pouzita pro
pfimou analyzu glutenovych bilkovin bez ptedchozi sepa-
race jednotlivych slozek analyzované smési obilnych bil-
kovin. Nicméné kvuli velmi vysoké homologii gluteno-
vych bilkovin nelze pouzit metodu analyzy intaktnich
bilkovin pro jejich jednoznacnou identifikaci. Spolehlivou
metodou pro jednoznacnou identifikaci bilkovin toxickych
pro pacienty s celiakii by se mohla stat proteomicka identi-
fikace, kterou jako prvni v piipadé obilovin pouzil Chme-
lik a spol.”>?. Cilem této prace je zjistit moznosti proteo-
mické analyzy pro jednoznac¢nou identifikaci glutenovych
bilkovin s ohledem na identifikaci bilkovin zpasobujicich
celiakii. Vzhledem k vysoké homologii primarnich struk-
tur glutenovych bilkovin neni jejich identifikace na zékla-
dé techniky zvané ,,peptide mass fingerprinting* mozna, je
nezbytné pouzit modernich metod vyuzivajicich pro iden-
tifikaci bilkovin fragmentaci peptida.
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Experimentalni ¢ast

Material

Jako vychozi materiél pro extrakci glutenovych bilko-
vin byla pouzita pSeni¢na mouka. Veskeré pouzité chemi-
kalie byly p.a. produkty Sigma-Aldrich (Schnelldorf, N¢-
mecko), chymotrypsin byl od Roche Diagnostics
(Mannheim, Némecko). Pro pfecisténi vzorki byly pouzity
pipetové Spicky ZipTip Cig (Millipore, Billerica, USA).

Extrakce glutenovych bilkovin

Navazka 50 mg pSeni¢né mouky byla nejprve extra-
hovéana deionizovanou vodou, ¢imz doSlo k odstranéni
albumind ze vzorku. Samotné glutenové bilkoviny byly
poté extrahovany vodnym roztokem 60% ethanolu. Kazda
extrakce byla provedena dvakrat s 0,5 ml extrakéniho €ini-
dla na tfepacce po dobu 30 min pfi laboratorni teploté.
Ethanolové extrakty byly odstfedény pii 12 000 g po dobu
10 min. Po odstfedéni byly oba ethanolové extrakty spoje-
ny a vysuSeny ve vakuové odparce.

1-D elektroforéza v polyakryl-
amidovém gelu (1-D PAGE)

Vysusené extrakty byly rozpustény v roztoku obsahu-
jicim 125 pl vodného roztoku 60% ethanolu a 25 pl
50 mM oktyl-B-D-glukopyranosidu. Vzorek pro gelovou
elektroforézu byl pfipraven smichdnim tohoto ethanolové-
ho roztoku se vzorkovym pufrem (50 mM TRIS-HCI
(pH 6,8), 4% dodecylsulfat sodny (SDS), 12% glycerol,
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2% B-merkaptoethanol,  0,01% bromofenolovd  modf)
v poméru 1:1. Vzorek byl povaien (10 min) a 20 pl takto
pripraveného vzorku bylo naneseno na polyakrylamidovy
gel. Pro separaci bilkovin byl pouzit 12% tris-glycinovy
gel NOVEX (Invitrogen, Frederick, USA). K barveni
bilkovin v gelu bylo pouZzito barvivo Coomassie Brilliant
Blue R-250 (fixace bilkovin v gelu byla provedena rozto-
kem obsahujicim 45 % methanolu a 5 % kyseliny octové
(1 hodina), barveni bilkovin v gelu roztokem obsahujicim
45 % methanolu, 5 % kyseliny octové a 0,1 % Coomassie
Brilliant Blue R-250 (45 min), nasledné odbarveni gelu
bylo provedeno roztokem obsahujicim 5 % methanolu
a 7 % kyseliny octové (24 hodin)).

Ptiprava vzorku pro hmotnostné
spektrometrickou analyzu

Po separaci pomoci 1-D PAGE byly jednotlivé skvrny
bilkovin z gelu vyfiznuty a podrobeny enzymatickému
Stépeni. Nejprve byly vytiznuté kousky gelu odbarveny
roztokem acetonitril/voda (1:1, 2 x 15 min) a poté jesté
roztokem acetonitril/0,1 M-NH4HCO; (1:1, 20 min). Bil-
koviny byly poté redukovany 10 mM dithiothreitolem
anasledné alkylovany 55 mM iodoacetamidem. K enzy-
matickému S$té€peni bilkovin byl pouzit chymotrypsin
(12,5 ng pl™ chymotrypsinu v 50 mM NH,HCO3). Stépeni
probihalo pfi teploté 37 °C po dobu 18 h. Vysledné pepti-
dy byly z gelu extrahovany roztokem acetonitril/25 mM
NH4HCO; (1:1, 30 min) a 5% kyselinou mravenci (2 x 15
min), extrakty byly spojeny a vysuseny ve vakuové odpar-
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Obr. 1. Fragmentaéni spektrum MALDI QIT RTOF peptidu ([M + H]*) o molekulové hmotnosti 2050,3 Da se znazornénymi
y- a b-ionty; ze spektra je mozné z netiplnych sérii y- a b-iontl vyc¢ist ¢ast sekvence: SPKLSGOQGQR(PG)Q, jako kolizni plyn byl pouzit

argon
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ce. Pro hmotnostné-spektrometrické analyzy byly vysusené
vzorky peptidli rozpustény v 15 pl 0,1% kyseliny trifluor-
octové a nasledné precistény pomoci ZipTip pipetovych
$picek C5 (cit.**?).

Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektra byla méfena na hmotnostnim
spektrometru MALDI TOF vybaveném tzv. curved
field reflektronem (AXIMA CFR, Shimadzu Biotech
Kratos Analytical, Manchester, UK) a na hmotnostnim
spektrometru  MALDI TOF/TOF (4700 Proteomics
Analyzer, Applied Biosystems, Framingham, USA).
MS/MS experimenty byly provadény na pfistrojich
MALDI QIT RTOF  (hybridni hmotnostni spektrometr
s kvadrupolovou iontovou pasti, AXIMA QIT, Shimadzu
Biotech Kratos Analytical, Manchester, UK) a MALDI
TOF/TOF hmotnostnim spektrometru. Jako kolizni plyn
byl u obou pfistroji pouzit argon. Pro ucely hmotnostni
spektrometrie byly pouzity jako matrice kyselina a-kyano-
-4-hydroxyskoficovd (6 mgml™' v roztoku acetonitri-
1/0,1% kyselina trifluorooctova, 1:1) a kyselina 2,5-di-
hydroxybenzoova (15 mg ml™" v methanolu). Vzorek byl
smichan s matrici ptimo na desti¢ce v poméru 1:1 a to jak
pro MS, tak i pro MS/MS experimenty.
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Vysledky a diskuse

JelikoZ pSeni¢na mouka je vychozim materidlem pii
vyrobé mnoha potravin, byla pouzita pro identifikaci bil-
kovin toxickych pro pacienty s celiakii. Glutenové bilkovi-
ny extrahované vodnym roztokem 60% ethanolu byly
separovany pomoci 1-D PAGE. Rozdélené bilkoviny byly
poté podrobeny enzymatickému S$tépeni v gelu chymo-
trypsinem, ktery §tépi peptidové vazby na C-konci tyrosi-
nu, fenylalaninu, tryptofanu, leucinu, methioninu a alaninu
(pokud je pted né€kterou zminovanou aminokyselinou pro-
lin, enzym peptidovou vazbu nestépi). Diky velmi nizké-
mu obsahu argininu a lysinu ve struktufe glutenovych bil-
kovin nebylo mozné pouzit trypsin, ktery je nejcastéji pou-
zivanym enzymem pfi proteomickych analyzach pro svou
vysokou specifitu®®.

Vzniklé chymotryptické peptidy byly analyzovany
dale hmotnostnimi spektrometry MALDI. Nejprve bylo
zméfeno hmotnostni spektrum jednotlivych vzorkd, tzv.
experimentalni ,,peptide mass fingerprint“. Vyhodnoce-
ni takto ziskanych spekter pomoci volné pfistupnych vy-
hledavacich programi a databazi bilkovin bohuzel
v naprosté vétsing pfipadt nevedlo k identifikaci zadnych
bilkovin, coz je zptisobeno jednak velmi vysokou homolo-
gii glutenovych bilkovin a jednak nedostatecnym rozdéle-
nim jednotlivych glutenovych bilkovin gelovou elektrofo-
rézou 1-D. Proto je k jednoznacné identifikaci téchto
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Obr. 2. Fragmentaéni spektrum MALDI TOF/TOF peptidu ([M + H]") o molekulové hmotnosti 2182,2 Da se zniazornénymi y- a b-
ionty a nékterymi imoniovymi ionty (nalezené imoniové ionty: P, V, L(I), N, Q, F, R); ze spektra 1ze na zaklad¢ netiplnych sérii y-
a b-iontt vycist ¢ast sekvence: S(V)Q(PQQ)L/I(PQF)EEL/I, jako kolizni plyn byl pouzit argon
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bilkovin nutné pouzit tandemovou hmotnostni spektro-
metrii. Za timto ucelem byly vybrané peptidy podrobe-
ny kolizné-indukované fragmentaci a to na pfistrojich
MALDI QIT RTOF a MALDI TOF/TOF.

Priklad fragmentace peptidu o molekulové hmotnosti
2050,3 Da ([M + HJ") je uveden na obr. 1, ktery ukazuje,
ze fragmentace peptidi na pfistroji MALDI QIT RTOF
vede ke vzniku velkého mnozstvi fragmentl, diky nimz
neni vyhodnoceni takovych hmotnostnich spekter snad-
né. VétSina téchto fragmentd odpovida internim frag-
mentim. Nicméné pomoci nalezenych y- a b-iontd je
mozné urcit vetsi ¢ast sekvence analyzovaného peptidu
(SPKLSGQGOR(PG)Q). Na zaklad¢ analyzy MS/MS byla
zjisténa sekvence peptidu YYPTSPKLSGQGQRPGQW,
na jejimz zakladé byla identifikovana bilkovina vysoko-
molekularni jednotka gluteninu DXS5. Obr. 2 je ptikladem
fragmentace peptidu o molekulové hmotnosti 2182,2 Da
(IM + H]") na pfistroji MALDI TOF/TOF, jehoZ sekvence
je AQGSVQPQQLPQFEEIRNL. Vysledné hmotnostni
spektrum obsahuje méné fragmentl nez v piedchozim
pripadg, coz je zpuisobeno zejména sniZzenou tvorbou inter-
nich fragmentl (oblast od 500 Da vyse). Nicmén¢ i v tom-
to hmotnostnim spektru byly nalezeny nelplné série y-
a b-iontd, ze kterych je mozné urcit ¢ast sekvence analyzo-
vaného peptidu (S(V)Q(PQQ)L/I(PQF)EEL/I). Kromé y-
ab-iontd byly v hmotnostnim spektru (obr.2) nalezeny
nékteré imoniové ionty, které poskytuji informaci o ami-
nokyselinovém slozeni peptidu. Vyhodnocenim spektra na
obr. 2 byla identifikovéna bilkovina a-gliadin. V piipadé
obou analyzovanych peptidi byl pro vyhodnoceni naméie-
nych hmotnostnich spekter pouzit databazovy vyhledavaci
program Mascot a jako databaze bilkovin byla pouzita
databaze NCBInr. Oba analyzované chymotryptické pepti-
dy byly pro identifikované bilkoviny specifické a jejich
fragmentace vedla k jednozna¢né identifikaci bilkovin.

Zavér

Vysledky uvedené v této praci dokazuji, ze proteo-
mickd analyza je vhodnou metodou pro jednoznacnou
identifikaci glutenovych bilkovin v potravinach. Pro enzy-
matické Stépeni glutenovych bilkovin byl pouzit chymo-
trypsin jako vhodny enzym poskytujici v ptipad¢ gluteno-
vych bilkovin peptidy o molekulovych hmotnostech vhod-
nych pro analyzy hmotnostni spektrometrii MALDI TOF.
Navic chymotrypsin mtize byt pouzit za zcela stejnych
experimentdlnich podminek a ve stejném mnozstvi jako
trypsin. Dale bylo zjisténo, ze k jednoznacné identifikaci
glutenovych bilkovin je nutné zejména kvili jejich vysoké
homologii pouzit tandemovou hmotnostni spektrometrii.
Zde popsany postup proteomické analyzy mulize byt pouzit
jako alternativni metoda k jiz zavedenym technikdm jako
jsou napf. testy ELISA pro identifikaci bilkovin toxickych
pro pacienty s celiakii, kdy analyzou MS/MS chymotryp-
tickych peptidii glutenovych bilkovin je mozné nalézt to-
xické peptidové sekvence v analyzovaném vzorku.
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J. Salplachta®, G. Allmaier’, and J. Chmelik®
(“ Department of Analytical Chemistry, Academy of Sci-
ences of the Czech Republic, Brno, " Department of
Chemical Technology and Analysis, Technical University
Wien, Rakousko): Proteomic Identification of Gluten
Proteins

Proteomics-based identification strategy for gluten
proteins in ethanolic extracts of wheat flour is described in
this study. Protein extracts were separated by 1D gel elec-
trophoresis and subjected to in-gel digestion with chy-
motrypsin which was found an appropriate proteolytic
enzyme for the purpose. Based on collision-induced disso-
ciation of selected chymotryptic peptides using MALDI
QIT RTOF and MALDI TOF/TOF, the high-molecular-
weight glutenin subunit DX5 and o-gliadin were identi-
fied. This strategy allows unambiguous identification of
proteins toxic for patients with coeliac diseases.



