KBB/SZZPR - Proteomika
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Proteom a peptidom, vysvétleni pojmu, popis jejich vlastnosti a rozdild/odlisnosti. Vyznamné
obory a jejich pfinos v rozvoji proteomiky a peptidomiky. Strategie analyzy protein(i a peptid
(Bottom-up, Shotgun, Top-down), popis principl, rozdil( a vyuZiti.

Peptidové mapovani (PMF), zakladni princip metody, zakladni charakteristiky a omezeni metody.
Ptiprava vzork( a typy hmotnostnich analyzatort vhodnych pro PMF. Vyhledavaci algoritmy a
databaze, identifikace proteinu ze spekter.

Peptidové sekvenovani (PS, MS/MS), zakladni princip metody, zakladni charakteristiky, typy
pristupl k PS (DDA, Mse). Vyznamné kroky p¥i pfipravé vzorkd a typy hmotnostnich analyzator(
vyuzivanych pro PS. Vyhleddavaci algoritmy a databaze, postupy identifikace peptidd a proteint
ze spekter.

Analyza protein( a jejich vlastnosti. Metodické pristupy charakterizace molekulové hmotnosti
proteind a isoelektrickych vlastnosti. Stanoveni molekulové hmotnosti proteind pfi pouziti
MALDI a ESl ionizace, jejich rozdily.

Frakcionace protein( a peptidd na zakladé velikosti a hydrofobnich vlastnosti. Metodické
pristupy, principy metod (SEC, gelova elektroforéza, SPE-C18) a uvedte pfriklady aplikace
jednotlivych metod. Analyza makromolekularnich komplext — pfistupy a metody.

Frakcionace proteinl a peptidd na zdkladé naboje a biospecifickych vlastnosti. Metodické
pristupy, principy metod (SCX, SAX, IEF, Chromatofokuzace, afinitni a imunoafinitni
chromatografie), ptiklady aplikace jednotlivych metod.

Isoelektricka fokusace. Vysvétleni pojmda, principu metody, usporadani, provedeni a vlastnosti;
aplikace pro analyzu peptid(i a proteini, moZnosti usporadani pro analytické a preparativni
ucely, zpUsoby identifikace proteinl po déleni.

Polyakrylamidova elektroforéza. Vysvétleni pojm(, principu metody, usporadani, provedeni a
vlastnosti; aplikace pro analyzu peptidd a proteinl, mozZnosti usporadani pro analytické
a preparativni ucely, zpUsoby identifikace protein( po déleni.

Dvoudimenzionalni polyakrylamidova elektroforéza. Vysvétleni pojmi, principu metody,
usporadani, provedeni a vlastnosti; aplikace pfi analyze proteind, vyhody/nevyhody této
techniky; technika DIGE, princip, vyhody, provedeni a pouZiti.

Multidimenzionalni techniky déleni protein( a peptidd. Vysvétleni pojmu, princip metody, typy
usporadani, provedeni a vlastnosti. Vysvétlete aplikaci pfi analyze proteinl a peptidl, uvedte
vyhody/nevyhody této techniky v porovnani s2-DE; priklady kombinaci technik a jejich
zdlivodnéni.

Fragmentace peptidd v hmotnostni spektrometrii. Techniky fragmentace peptidd v hmotnostni
spektrometrii (CID, ETD, ECD, SID, IRMPD, HCD); jejich principy, vlastnosti, typy iontovych sérii a
pouZziti. Nomenklatura fragmentace peptidd (iontové série vs. zpUsob aktivace).

loniza¢ni techniky v hmotnostni spektrometrii vyuzivané v proteomice. Principy MALDI a ESI
ionizace peptid( a proteind, jejich vlastnosti, vyuZiti, typy hmotnostnich analyzator(. Hlavni
kroky ptipravy vzorkl pro jednotlivé ionizacni techniky.



13. Kvantitativni proteomika. Vysvétleni pojm(, obecné déleni metod pro kvantitativni proteomiku.
Definice idealniho standardu pro hmotnostni spektrometrii, pouziti kvantitativni proteomiky.
Vyhody/nevyhody rlznych pristupll ke znaceni protein( a peptidl v kvantitativni proteomice
z hlediska presnosti analyzy.

14. Metody metabolického a enzymového izotopického znaceni protein( a peptidd v kvantitativni
proteomice. Principy metod (SILAC, N15-znacdeni, C13-znaceni, 016/018 inkorporace);
vyhody/nevyhody jednotlivych metod a jejich pouziti.

15. Metody chemického izotopického znaceni proteind a peptidd v kvantitativni proteomice.
Principy metod (ICAT, ICPL, ITRAQ, TMT, reduktivni dimetylace ), pojem isobarickd znacka;
vyhody/nevyhody jednotlivych metod a jejich pouziti.

16. Absolutni kvantifikace a labelfree metody kvantitativni analyzy protein( a peptidli pomoci
hmotnostni spektrometrie. Principy metod (AQUA, MRM, Peptide ion intensity counting, lon
accounting, Spectral counting ); zakladni vyhody/nevyhody jednotlivych metod a jejich poutziti.

PROTEOMIKA - sylabus znalosti

Proteomika — znalosti by mély pokryvat oblasti pouziti modernich biochemickych a analytickych technik
ke kvalitativni a kvantitativni charakterizaci peptidl a proteinl v biologickych materidlech.

Proteomika, peptidomika — definice, prehled, vysvétleni pojm(, cile, komplexita a dynamicnost

proteomu. Strategie analyzy peptidd a proteint (Bottom-up, Shotgun, Top-down) — principy usporadani,

rozdily, vyuziti. Zakladni postupy ptipravy vzorkl pro proteomickou analyzu (pufry pro nativni nebo

denaturacni analyzu, inhibitory protedz, denaturanty, reduktans) — vysvétleni dlivodd pouZiti. Metody
prefrakcionace komplexnich smési proteind (konvenéni biochemické, biospecifické)-rozdéleni, principy

metod, vyuziti. Elektroforetické metody analyzy protein(i - isoelektrickd fokusace (isoelektricky bod

proteinu, fokusacni efekt, amfolyty, usporadani IEF, IPG stripy) — vlastnosti, pfiprava, pouziti, podminky
provedeni IEF, detekce protein(l); nativni, denaturacni a redukujici elektroforéza (principy technik,
principy provedeni, rozdily, uspfadani, vyuziti, detekce proteint); dvoudimenzionalni elektroforéza
(princip metody, princip provedeni, uporadani, omezeni a vyuziti). Sté&peni proteinl pro_identifikaci

pomoci MS metod (typy enzymu a jejich déleni, princip Stépeni protein( a postupy pri Stépeni v gelu a

v roztoku). Multidimenziondlni techniky identifikace peptidd a proteind (princip kapalinové

chromatografie, déleni typl kapalinové chromatografie, principy sil a efektl ovliviiujici déleni a aplikace
v peptidové a proteinové analyze); multidimenzionalni techniky (MuD) — princip usporadani, dlvody
pouZiti, typy kombinaci technik, pikova kapacita, typy propojeni + vyhody a nevyhody, MuD techniky pro
déleni proteinl a peptidl. Hmotnostni spektrometrie (princip, vlastnosti, schéma MS pfistroje, zakladni

procesy v MS, ioniza¢ni techniky ESI, MALDI, vlastnosti, pouZiti, typy hmotnostnich analyzatorl —
kvadrupol, iontovad past, analyzator doby letu, OrbiTrap — vlastnosti, poufZiti, princip; tandemové
hmotnostni analyzatory + principy, aplikace, vyuziti). Metody excitace a fragmentace peptidi — CAD/CID,

ETD, ECD, HCD, PQD - rozdily, vyuZiti, nomenklatura stépeni peptidl. Interpretace hmotnostnich spekter

v proteomice (hmotnostni spektrum, kvazimolekuldrni ionty, monoizotopickd a prlimérnd hmotnost,



izotopické piky, uréovani naboje iontl, stanoveni rozliSeni pristroje). Metody identifikace peptidd a

proteind — Peptide Mass Fingerprinting (PMF) a pomoci peptidového sekvenovani ,Data
dependent/independent analysis”, pfiprava a analyza vzorkl pomoci MALDI a ESI ionizace, Cisténi
peptidl na RP fazich, MALDI matrice — princip pouZiti, vlastnosti, aplikace v proteomice). Interpretace
MS dat v proteomice (urceni molekulové hmotnosti proteini pomoci MALDI a ESI ionizace — rozdily,

databdazové vyhledavaci algoritmy pro identifikace peptid a proteint — principy, rozdily, pouZiti; zdroje
a typy databazi pro proteomiku). Kvantifikace v proteomice (dlivody, idealni standard pro MS, déleni

pfistupl a technik pro kvantifikaci proteinl a peptidl, rozdily, vyhody vs nevyhody, aplikace — relativni
vs. absolutni, in vitro vs in vivo znaceni, 2D elektroforéza, metabolické isotopické, enzymatické a
chemické znaceni, absolutni kvantifikace AQUA, labelfree kvantifikace).



