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Biatka sg sktadnikami budulcowymi komorek, ktore bezposrednio zapewniajg potencjalng funkcje genow
poprzez enzymatyczng katalize, sygnalizacj¢ molekularng i fizyczne interakcje. Badania zwigzane z tym
obszarem dotycza proteomiki. Z chwila pojawienia si¢ calego sekwencjonowania genomu, proteomika na
duza skale zaczeta szybko dominowa¢ w wieku postgenomicznym.

Jedng z pierwszych technik analitycznych uzywanych w proteomice byta dwuwymiarowa elektroforeza
zelowa (2D-GE), w ktorej nastgpuje migracja naladowanych elektrycznie czastek w polu elektrycznym
i separacja biatek. Obecnie jednak badania proteomiczne wiazg si¢ z duzg roéznorodnoscig metod
analitycznych takich jak spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fouriera (FT-IR), spektroskopia
Ramana, spektroskopia ultrafioletowa (UV-VIS), magnetyczny rezonans jadrowy (NMR) czy tez metody
fluorescencyjne. Jednakze, obecnie najpotezniejszym narzedziem w tym obszarze badan jest spektrometria
mas obejmujaca identyfikacje/charakterystyke biatek oraz ich modyfikacje potranslacyjne (PTM). PTM sa
zmianami chemicznymi reszt aminokwasowych wywierajagcymi wptyw na wiasciwosci fizykochemiczne
biatek. Wprowadzenie nowych grup chemicznych w okreslone pozycje biatka moze prowadzi¢ do wielu
zmian w funkcji biatka, ktérego roézne izoformy moga uczestniczy¢é w roznych procesach biologicznych.
Obecno$¢ PTM w biatku prowadzi do zmian w oddzialywaniach z innymi biatkami czy tez wptywa na
trzeciorzedowa strukture biatek. Znaczenie PTM znajduje szerokie zastosowanie wykorzystywane
w procesach biochemicznych, klinicznych i technologii zywnosci. Mimo Ze stopien modyfikacji jest zwykle
niski, to efekty funkcjonalne moga okaza¢ si¢ powazne w przypadku oddziatywania na domeny funkcyjne.
Dlatego tez, glownym celem projektu sg badania majace na celu opracowanie metod analizy PTM na bazie
biatek mleka i serwatki. W tym celu zostanie wykorzystane najnowocze$niejsze instrumentarium
badawcze, jak na przyktad technologia laserowej jonizacji/desorpcji probki wspomagana matryca
z analizatorem czasu przelotu (MALDI-TOF MS) oraz wspomaganej nanostrukturami (NALDI). W celu
pozyskania biologicznie aktywnych biatek wykorzystane zostanie mleko krowie oraz serwatka, ktora przez
dhugi okres czasu postrzegana byla jedynie jako odpad. W trakcie realizacji projektu przeprowadzona
zostanie fizykochemiczna charakterystyka wyizolowanych biatek za pomoca elektroforezy zelowej, a takze
przeprowadzone zostang pomiary potencjalu zeta celem okreslenia ich punktéw izoelektrycznych.
Dodatkowo opracowana zostanie klasyczna metoda trawienia w roztworze oraz przy wykorzystaniu
kapilarnych reaktoréw enzymatycznych (CER), a takze proba potaczenia CER z robotem do frakcjonowania.
Doglebny przeglad oraz badania réznych PTM odgrywaja istotng role w utorowaniu prawidtowej drogi do
identyfikacji i ukierunkowania nowych biomarkerow w celu ulatwienia rozwoju skutecznej diagnostyki
i terapii. Dodatkowo lepsze zrozumienie PTM wystepujacych w mleku podczas przetwarzania
i przechowywania moze pomdc modulowaé wplyw obrobki cieplnej na wilasciwosci odzyweze
i technologiczne. Znajomos¢ miejsc modyfikacji zmodyfikowanych biatek daje nowe spojrzenie na to w jaki
sposob kazde miejsce moze mie¢ korzystny lub niekorzystny wplyw na konkretng wtasciwos¢ mleka.

Niewatpliwa zaleta spektrometrii mas jest jej bardzo wysoka czutos$¢, selektywno$¢, szeroki zakres
analizy mas, ktére w potgczeniu z innymi technikami analitycznymi, takimi jak chromatografia cieczowa
(LC-MS) lub elektroforeza kapilarna (np. metoda elektroforezy stref kapilarnych (CZE-MS)
i dwuwymiarowa elektroforeza zelowa (2D-GE)) daje pot¢zne narz¢dzie do analizy bardzo ztozonych
mieszanin, takich jak peptydy i biatka. Sekwencjonowanie profilowanych peptydow przez MALDI-TOF MS
oraz odmiana tego podejscia NALDI-TOF MS zapewniajag dodatkowy aspekt zawartosci informacji
w profilach proteomicznych, co ma kluczowe znaczenie w wykrywaniu nowych biomarkerow. Istotno$¢
spektrometrii mas w tym kontekécie badan podkreslono w 2002 r. nagroda Nobla w dziedzinie chemii.
Trawienie biatka najcze$ciej odbywa si¢ za pomoca trypsyny. Proteolityczne peptydy sa wymywane
i preparowane na ptytce MALDI. MALDI-TOF MS zapewnia dobrg kompatybilno$¢ wysokiej
przepustowosci, a takze dobra czutos¢ w zakresie niskich wartosci femtomoli. Identyfikacja biatka zalezy od
masowego odcisku palca peptydowego, ktory uzywany jest do przeszukiwania bazy danych sekwencji
biatek. W badaniach MS/MS pierwszym etapem jest wybranie jonu prekursorowego i rozdrobnienie go na
kawatki. Natomiast drugim etapem jest masowa analiza powstatych fragmentow. Jony fragmentow powstate
w wyniku rozszczepienia szkieletu peptydowego sa najbardziej korzystne dla identyfikacji biatka, z tego
wzgledu iz pozwalajg na swoistg identyfikacje i szybkie wyszukiwanie komputerowe baz danych sekwencji
biatek.



