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Abstrakt

Reverzibilni fosforylace proteinpati mezi nejdynanditéjSi posttranskni modifikace.
Fosforylace hraje idezitou roli v mnoha bustnych procesech, jmenujme rfapurééné dleni,
pienos signalu, dynamiku cytoskeletu, regulaci tises| cileni proteiha metabolizmus. Bohuzel
mnozstvi fosfoproteiin v buice neodpovida jejich vyznamu, a tak byva nevyhnétalyuzit
obohacovacich technik. K obohaceniza dojit bd’ ve forme fosfoproteirii, nebo fosfopeptia
popr. maZe byt zvolena kombinace obotigtupi. VétSina obohacovacich strategii je zaloZzena na
chemické modifikaci fosfét afinit¢ fosfatu ke kladé nabité chromatografické matrici a na
pouZziti protilatek.

Jednotlivé metody maji své vyhody i nevyhody. Nakiampletniho a spolehlivého
odhaleni fosfoproteomu Ize obvykle dosahnout komtinekolika metod. V poslednichép
letech byly mnohé protokoly vylepSeny a dalSi serabjevily. Tato bakal&ska prace tak shrnuje

obohacovaci metody uzivané ve fosfoproteomice.

Kli¢ova slova: fosfoproteomika, obohacovani fosfoproteimbohacovéani fosfopepfid IMAC,
MOAC, oxid titantity (TiO,), hydroxid hlinity Al(OH), protilatky

Abstract

Reversible protein phosphorylation represents ohethe most rapid and dynamic
posttranslational modifications. Phosphorylatioaygl a key role in many cellular processes as
cell division, signal transduction, cytoskeletomdsnics, translation regulation, protein targeting
and metabolism. Unfortunately, the importance obggioproteins is not mirrored in their
abundance so enriching strategies are mostly eigleit The enrichment can be performed either
at the stage of phosphoproteins or at the stagbadgphopeptides. Alternatively, a combination of
both strategies can be used. Most enriching siesegre based on chemical modifications,
affinity of phosphates to positively-charged chrémgaaphy matrix or antibodies.

Every method used has its advantages as well aswdistages. Moreover, satisfactory
coverage of phosphoproteome is very often reaclesbimbination of more methods. In the past
five years many protocols have been improved erméitively new approaches have appeared. So

in this bachelor thesis, the available enrichméategies are reviewed.

Key words: phosphoproteomics, phosphoprotein enrichment, topsgptide enrichment, IMAC,
MOAC, titanium dioxide (TiQ), aluminium hydroxide Al(OHy) antibodies
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1. Uvod

Donedavna byla hlavnimtigtupem sledujicim expresi dgeiranskriptomika. Tento
piistup se dnes jevi jako nedostatg protoZze fitomnost dané mRNA v liwge nemusi
znamenat, Ze je v Boe g@islusny protein zastoupen ve stejné koncentracinfids-Davis et
al., 2005; de Groot et al., 2007). VySSi koncemtnaiRNA nez odpovidajiciho proteinuiae
byt dana transkripci, ktera neni doprovazena taghslané mRNA, iixXemZ tento transkript
muze byt v buice skladovan. K podobné situaci dochazi iipgE, kdy je protein labilgjsi
nez dand mRNA. Ogaa situace, tedy vysSi koncentrace proteinu tisblu3né mRNA, rize
byt zpisobena extrémni stabilitou produkovaného proteigsiokym stupsm translace, nebo
rychlejsi degradaci mMRNA neZ daného proteinu.

VySe zmigné skuténosti potvrzuji dlezitost proteomiky, ktera umodje ziskat
nemusi znamenat, Ze je opravdu fimk ktomu je leckdy poeba posttranstaich
modifikaci, nap. glykosylace, fosforylace nebo acetylace. Fostmglje velmi dynamickou
posttranslani modifikaci, jejiz hladina v bice je gesré regulovana celodadou kinaz a
fosfataz.

Fosfatova skupina, ktera jéi losforylaci proteinu kovalentnpiipojena na fisluSnou
aminokyselinu, rani vlastnosti tohoto proteinu. Jeho izoelektrickgdbje diky fosfatu
posunut do kyselejSi oblasti (Darewicz et al., 200Baporny naboj fosfatu e byt
zodpowdny za zminu konformace daného proteinu, haglykogen fosforylaza vlivem
fosforylace pechazi do aktivni konformace (Fletterick and Sprat®@B2). Takto se fite
zmenit nejen interakce aminokyselin v ramci jednohoteinu, ale také se mohou poamt
meziproteinové interakce, napmezi cytochromem a jeho vazebnymi proteiny (Kitrak,
2004). V neposlednfack mize byt fosfat navazan do aktivniho mista enzymblo&ovat
jeho funkci, nap u izocitrat dehydrogenazy (Garnak and Reeve9)197

Fosforylace ma kiiovou Ulohu v mnoha buédnych procesech. Fosforylace
prislusnych cyklin-dependentnich kindz je spjataiesipou regulaci bwtného cyklu
(Dephoure et al., 2008). Fosfor§td kaskady jsou zodpéuné za penos vijSiho signalu do
buiiky, jmenujme napklad MAP kinazovou kaskadu (Mishra et al., 200BxISim mistem,
kde fosforylace sehravail@zitou ulohu, je dynamika cytoskeletu (Augustirieak, 2008).
Mnohé transkripni faktory jsou nasgrovany z cytosolu do jadra diky fosforylaci, nap
velky antigen T viru SV40 (Rihs et al., 1991), nefampak diky defosforylaci, napegula&ni
protein SWI5 kvasinky (Moll et al., 1991). V nepeshi fadd je pomoci fosforylace
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regulovan metabolismus, nagnhibicni fosforylace izocitrat dehydrogenazy (Garnak and
Reeves, 1979), nebo akttrda fosforylace glykogen fosforylazy (Fletterick ar@prang,
1982). Fosforylace RNA polymerazy Il na jeji C-témaini domés je dilezita pro elongéni
fazi transkripce (Baskaran et al., 1997). Fosfaglabozomalnich proteinse uplatuje i
regulaci translace (Ballesta et al., 1999).

Proteiny nejastji nesou fosfat navazanyrgs kyslik, jak je tomu u serinu (pS) a
threoninu (pT), viz Obr. 1. MenSi zastoupeni m&diysosin (pY), majici fosfat vazany
rovreéz pres kyslik. Porér pS:pT:pY byl u lidskych busgnych kultur stanoven jako 78:18:3,8
(Beausoleil et al., 2004), 86,4:11,8:1,8 (Olseralet 2006) nebo 84:14:2,3 (Molina et al.,
2007) v zavislosti na pouzitych tkach, u bakteridacillus subtilis 70:20:10 (Macek et al.,
2007), uArabidopsis thaliana 85:10,7:4,3 (Sugiyama et al., 2008jwvBdni gedpoklad, Ze u
rostlin je fosforylace na tyrosinu zastoupena &néez u zivgichu, tak nejspiSe nebude
pravdivy.

DalSi fosforylovanou aminokyselinoutire byt histidin, ktery vaze fosfargs dusik
(viz Obr. 1). Fosfohistidin se vyskytuje ve dvoofiarméch, 1-fosfohistidin a 3-fosfohistidin.

Fosforylace histidinu byla popséan

O
., . ., . vz o
zejména u rostlin a bakterii, nicngér; ¢ /\/LL 0 0 OH
o-f-0 OH  obo oH 9 NH
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s fosfohistidinem (Kowluru et al. fosfoserin  fosfothreonin fosfotyrosin

1996). U bakterii pIni fosforylacd o i
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chemotaxe (Birck et al., 1999 o
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Obr. 1 — Vzorce nejcastéji se vyskytujicich fosforylovanych

prenosu Slgnalu CytOkmtn (TO et aminokyselin. Vzorce  vytvofeny  pomoci  softwaru

al., 2007) a ethylenu (Gamble et a] ChemsSketch.

1998). Zajimavosti mnohych fosfohistidinovych reosp je, Ze penaSeji fosfat na kyselinu
asparagovou, a tim ji fosforyluji. Tento proces pgpsan u receptoru cytokitir{To et al.,
2007). Za zminku je8tstoji vzack se vyskytujici fosfoarginin a fosfolysin (Besamtad,
2009).

Fosforylované aminokyseliny se liSi svou odolndsikyselému a zasaditému pH.
Nadale nebudeme wuvazovat o fosfoargininu, fosfolysi ani o fosfoaspartatu.
Fosfohydroxyaminokyseliny (tedy pS, pT a pY) jsaab#ini za mirg kyselého pH, jejich
polocas rozpadu v 1 M HCIip100 °C je asi 18 h pro pS nebo pT a asi 5 h pf@puclos et
al., 1991). Naproti tomu @hizoformy histidinu jsou v kyselém pH nestabilnl-fosfohistidin
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a 3-fosfohistidin maji pokas rozpadu v1 M HClip49 °C 18 s a 25 s (Hultquist, 1968).
Ok¢ izoformy fosfohistidinu a fosfotyrosin jsou stalbiilza mirg alkalického pH, zatimco
fosfoserin a fosfothreonin jsou za takovych podrkimestabilni.

Labilita fosfohistidinu za mirh .
kyselého pH vede k tomu, Zzesgmymi | .12

2 ‘g ‘
fosfoproteomickymi technikami, kterg N “\‘M M ‘“ iE i
o Ll "‘““m\ l \‘ Ll s‘,‘% J‘ h‘w

iy

budou pednmetem této bakal&ké prace,
byva fosfohistidin  nedetekovatelny ..o S b)
Nezidka se totiz uziva kyselycl P

chemikalii (nap. kyseliny trichloroctove)

*OF ke *ox

26782
3799

k proteinové extrakcti nektery z pufi

pi’-| obohacovani je S|éh<yse|y Chceme-| Obr. 2 — VMS spektru pied obohacenim nebyl
i detekovat fosfohistidin vm'msluéném detekovan zadny fosfopeptid (a), naopak po obohaceni
pomoci MOACu oxidem titani¢itym byly fosfopeptidy

vzorku, musime naSe metody tOMU| gspssne detekovany (b). Fosfopeptidy jsou oznadeny
Gcelu prizpasobit. Nskteré z &chto metod | hvézdickou. Upraveno podle (Jensen and Larsen, 2007)

jsou shrnuty v recentnimighledném ¢lanku (Besant and Attwood, 2009) a nebudou
predmétem této bakak&ké prace.

V daném okamziku je v liige fosforylovano pouzeékolik procent proteifi. Navic
muze byt ten samy proteintippmen jak ve své fosforylované tak nefosforylovaoélols.
Kvili své nizké koncentraci se obvykle fosfoproteitnaezeji mezi abundantjgimi proteiny.
Navic fosfopeptidy byvajiip hmotnostni spektrometrii ménisgsné ionizovany nez jejich
odpovidajici nefosforylované formy. Jsou-li ve Jkaopiitomny jak fosfopeptidy tak peptidy
nefosforylované, prawgodobnost ionizace fosfopepiida tim detekce, byva snizena (viz
Obr. 2). Z¥chto divoda je nezbytné provést obohaceni o fosfoproteinydipsptidy,
abychom se zbavili nefosforylovanych protépeptidi a dosgli tak k usgsné identifikaci
vétSiho mnozstvi z nich, a tim s#lpiZili aktudlnimu stavu fosfoproteomu vime.

Metody obohacovani zaznamenaly v poslednigthlgtech vyrazny pokrok a navic se
objevily rnékteré metody nové. Je tedy velmi vhodné ty nejpd§8i z nich i s jejich
inovacemi sepsat, a proto jsem se rozhodl psatldfakau praci na toto téma.cRoli je
vylepSeni obohacovacich technik doprovazeno @olh podmitno pokroky v hmotnostni
spektrometrii, inovace MS v této praci popsany wmelu Neni mozné detadinobsahnout
vSechny obohacovaci metody, a tak dopodrobna jemebrany jen ty uziva&si, naopak

nekteré mén pouzivané jsou zmény jen strgné.



2. Literarni p rehled

Obohacovaci metody uZzivané ve fosfoproteomice buddéto bakalgské praci
tozcleny na ty, jeZ obohacuji o intaktni fosfoproteaya ty, které obohacuji o fosfopeptidy
vzniklé proteolytickym Sfpenim fosfoproteit (viz Obr. 3).

Toto ckleni slouZi jen ke zjednoduSeni orientace, mnoh@®ayetotiz nasly uplani
v obou strategiich, fiitemz pokroky protokdl objevené fi obohacovani fosfopeptidjsou
vyuzivany i @i obohacovani fosfoproteina naopak. Navic n&zka se vyuZiva ifstupu
kombinovaného — nejprve se obohacuje o fosfoprgtaimo jejich separaci aépeni se
provadi jest fosfopeptidové obohaceni, nebo se uziva nezaetsbel fFistupi v kombinaci
s dalSimi metodami (n&p izotopového zngeni fosfoproteil), aby se tak ziskaly co
nejkompletrjsi informace o fosforylovanych proteinech (Ito at, 2009). Také se e
provadt paralel@ obohaceni dsma metodami ze stejného okruhu, happrovadt
obohacovani o fosfopeptidy pomoci oxidu titéého a oxidu zirkoritého, protoze vystupy
obou metod se pehud liSi (Mazanek et al., 2010).

a) proteinova extrakce b) proteinova extrakce
obohaceni Stépeni proteazou
o fosfoproteiny (napf. trypsinem)
rozdéleni fosfoprotein( prefrakcionace
na 2D IEF-PAGE (napf. SAX, SCX)
vyfiznuti spotl a obohaceni
Stépeni protedzou o fosfopeptidy
\ 4 A
hmotnostni hmotnostni
spektrometrie spektrometrie
Obr. 3 — Schematické porovnani dvou zakladnich pfistupu proteomického vyzkumu. a) obohaceni ve stadiu
fosfoprotein(, b) obohaceni ve stadiu fosfopeptidd.




2.1. Obohacovani na darovni fosfoprotein @

Tato strategie zé@na extrakci protein kterou je v pipact rostlinnych vzork nutno
provést s dostataou pelivosti, protoze rostlinné hiky jsou ohranieny burénou sénou a
¢asto obsahuji rozliné sekundarni metabolity. Lze pouZizmé zgisoby extrakce v zavislosti
na tom, jaké proteiny a v kolika frakcich chcemskaf. Celkovy extrakt je pak rozpast
v pufru, v imz dojde k vychyténi fosfoprotain Ziskané fosfoproteiny se obvykl€lidna
dvojroznerné elektroforéze (IEF-PAGE). Na elektroforetograsaiobjevi jednotlivé spoty
odpovidajici nejastji jednomu proteinu, alas je ale v jednom spotu identifikovano vice
proteini. Spoty, které maji byt analyzovany,iigheme a proteiny v nich obsazené &gaisbe
pomoci specifické proteazy (daptji se uziva trypsin). Ziskané peptidy jsou podrgben
meéteni na MS.

Vyhodou tohoto fistupu je, Zze pomoci IEF-PAGE zjistime izoelektjickod a
molekularni hmotnost daného proteinu. Tyto inforemanohou napomociip identifikaci
téchto bilkovin. Vyhledavaci algoritmust@e najit s vysokou shodou proteiny s extrémnim
izoelektrickym bodem, takovym, ktery na naSem dvajerném elektroforetogramu nebyl k
vidéni. Za takové situace nebude pr&yoldobné, Ze se skdt& jedna o tento protein, nebo
jeho izoelektricky bod je jiny nez je¢ekavano. DalSim pozitivem tohotdigtupu je, Ze
jednotlivé proteiny (fip. skupiny proteifl) jsou oddleny. Ziskané spektrum pepiitak pati
idealrg jednomu proteinu, tudiz jeho identifikace je prgwaldobrjSi, protoze je provedena
na zaklad nékolika peptidi (nejen &ch fosforylovanych), a tudiz sekvence prolieimize byt
lépe pokryta. Nevyhodou metod obohacujicich ve istddsfoprotei je nedostaina
rozpustnost nebo roglitelnost ukitych skupin proteif, piikladre prilis malych, silg
lipofilnich a €ch s extrémnim izoelektrickym bodem. Jejich ztrdteozi také pi
nevyhnutelnych srézecich krocich, hapomoci methanolu a chloroformu (Wessel and
Fligge, 1984), f» vymené pufri.

Mezi metody nejasgji uzivané k obohacovani o fosfoproteiny ipgprotilatky a
afinitni metody. Afinitni metody vyuZivaji zaporr@maboje fosfatovych skupinjigs réz
jsou vazany k pozitivhnabité matrici, jiz fize byt kationty kovu na nasinebo samostatné
castice kovovych oxitl nebo hydroxid. Pro lepsSi pehlednost jsou kapitoly o afinitnich
metodach roztleny podle pouzité metody, na IMAC (chelkata afinitni chromatografie,
angl. immobilized metal affinity chromatography) MOAC (afinitni chromatografie
s vyuzitim kovoveho oxidu, angl. metal oxid affinichromatography). Na principu afinity

zaporrg nabitych fosfat ke kladré nabité chromatografické matrici funguji i mnohériexni



kity. Témi se v tomto fehledu zabyvat nebudu, protoZze neznalost konktésiazeni jejich
pufri neumoiuje diskuzi o pesném principu metody ani diskuzi o optimalizacitodyg

Upravou sloZeni puit

2.1.1. Protilatky

Protilatky jsou schopny specificky vazat latky gliénymi epitopy, mj. proteiny.
Podstatou této techniky je tedy vyuziti specifidkyprotilatek k vychytani protein
v piipadt vychytavani proteiln fosforylovanych na tyrosinu. Pouzitym modelem by
bunky HelLa (Pandey et al., 2000), kultury B-Buninfikovanych virem Ebstein-Barrove
(Imam-Sghiouar et al., 2002) nebo imortalizovangklyuodvozené od myeloidni leukemické
linie K562 (Lind et al., 2008). Pro rostlinné mogléhto metoda #iliS vyuZivana nebyla,
ve s\tle novych vysledk jevi jinak (Sugiyama et al., 2008).

Problémem protilatek proti fosfothreoninu a fostase byla jejich nefun&nost (i
imunoprecipiténich protokolech (a tedyipobohacovani), &oli byly dostupné a pro detekci
na imunoblotech fungovaly déd (Grgnborg et al., 2002). DalSi komplika@shto protilatek
byva, Ze jsou zacileny na rozsahlejSi epitop neihpo fosforylovanou aminokyselinu. Tak
se mize stat, Ze dité proteiny jsou lépe vychytany nez jiné, hapcité protilatky proti pS
nebo pT diskriminuji mista sousedici s prolinemgpak jiné protilatky jsou na takova mista
cileny. Resto byly protilatky v praxi vyuzity k vychytani S proteiri z celkového extraktu
HelLa burk (Grgnborg et al., 2002).

Nevyhodou této metodyipvyuziti k rozsahlému hledani maximalniho mnozstvi
fosfoproteiri je, Ze pro kazdou fosforylovanou aminokyselinazgpotebi vyuzit sluzeb jiné
protilatky, oproti tomu afinitni metody (MOAC, IMACjsou schopny vychytat veSkeré
fosforylované aminokyseliny. Tato nevyhoda si&mprongnit ve vyhodu, pokud nas zajima
pouze wéitd skupina fosfoproteily obvykle se toho vyuziva pro vychytavani protem
fosfotyrosinem. Protilatkové obohacovani o pT aj@3imitovano mnozstvim dostupnych
protilatek, které dofe funguji gi obohacovacich protokolech.

Protilatek bylo vyuZzito takéipobohacovani o fosfopeptidy s fosfotyrosinem (Zhan
and Neubert, 2006), v dané sekci se ale touto roatqmo nedostatek prostoru uz blize

zabyvat nebudu.



2.1.2. IMAC

Tento z@isob obohacovani jéastji vyuzivan k obohacovani na arovni fosfopeptid
(viz kap. 2.2.1). Matrici této metody tkiorizné nosie s chelaténim ligandem (informace
jsou uvedeny v kapitole o fosfopeptidech), ktendijaabity pomoci kovovych katiahtnaf.
kationty gallitymi, Zelezitymi nebo nikelnatymi. @i tomu MOAC uZziva jako matrici oxidy
nebo hydroxidy kotr.

Problémem, ktery #a tato metoda ijp obohacovani fosfoproteinbyly signifikantni
ztraty proteiri a také inkompatibilita obohacené frakce s dvojr&rmou elektroforézou. Tyto
probléemy byly vyeSeny v protokolu uZivajicim chelatdho ligandu NTA (kys.
nitrilotrioctovd) s F&" neseného na agaréze (Dubrovska and Souchelny2§4). Burcny
extrakt z lidské butné kultury MCF10A v lyz&nim roztoku (1 % Triton X-100, 150 mM
NaCl, 10 mM Tris-Cl, pH 8,0) byl inkubovan sp&h& s matrici. Navazané proteiny byly
Sestkrat promyty promyvacim pufrem (5 mM Tris-GB30ImM NaCl, pH 6,3) a fosfoproteiny
byly uvolrény pomoci elaniho pufru (100 mM DTT, 2 % SDS, 50mM Tris-Cl, pH8b
inkubaci po dobu 5 minip95 °C.

IDA- IDA- NTA-  NTA-Corresponding unbound fractions

V dalsi  studii otestovali| ., G Gi FPe Ga

ki

kombinaci dvou nosii

s chelatanimi ligandy (sefar6za-IDA

FEg: |

a agar6za-NTA) se dma kovovymi Ed

kationty (Zelezitymi a gallitymi), - i

ztehoz se ligand IDA ukézal by .. E LJ h
lepSi variantou nez NTA a gallitg . -

ionty porekud efektivigji | =

vychytavaly fosfoproteiny nez ionty

zelezite (Collins et al., 2005), Obr. 4 pomoci proQ (rdzovy kanal) a posléze pomoci Sypro Ruby
Pro dalSi pokusy na synaptozome| (zeleny kanal). Fosforylované proteiny jsou vidét bud Gerné

Obr. 4 — Obrazek vznikly slozenim stejného gelu barveného

myéi byI zvolen sefar6za-IDA s @a nebo ruZové, zelené bandy odpovidaji nefosforylovanym
proteinm. Marker obsahoval dva bandy nefosforylované
(116 a 55 kDa) a dva fosforylované (45 a 23 kDa). Prvni Ctyfi
elektroforetogramu eluatu byl( vzorky za markerem jsou eludty za vyuZiti riznych kombinaci

chelataéni ligand + kov, dalSi &tyfi vzorky jsou odpadnimi

Acgkoliv  k obohaceni doSlo, nd

k nalezeni #kolik malo proteir,
frakcemi za tychz podminek. PFitomnost zelenych bandu

které se na fosfat-specmckem Pro v eluatech svéd¢i o jisté nespecifité metody. Zelenou Sipkou

barvivu tén& neobarvily a byly| jsou oznageny nefosforylované ribozomaini proteiny (jak byly

detekovény az barvivem Sypro Rub pozdéji identifikovany). Prevzato z (Collins et al., 2005).
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barvicim vSechny proteiny. Lze se tedy domnivatptiehaceni neni zcela specifické (viz
Obr. 4).

Gallity iont fungoval nejlépe i v dalSi studii naygi fibroblastové kultte (Machida et
al., 2007). lonty byly vazany néem Poros MC. # porovnani gkolika kovovych iont
(Ga™*, Fe*, zr?*, AI*Y) se jevil jako nejlepsi gallity iont (G. Vzorek byl rozpu&n v pufru
obsahujicim 50 mM MES a 0,5 M NaCl, pH 5,5. Optimidodnota pH pufru byla hledana
experimentals, pri vysSich hodnotach (tedy pH kolem 6,0 az 7,0)asfofylované proteiny
nezachycovaly, a tak byly vymyty.fiPnizSich pH, uzivanych pro IMAC fosfopepiid
(Posewitz and Tempst, 1999)iibe dochazet k precipitactkterych proteif. VySSi molarita
chloridu sodného byla také nevhodnd, protoze \otaztbylo pak pilis mnoho iont, které
mohly oslabovat interakci fosfat gallitymi kationty, naopak bez jehéitomnosti dochazelo
k vySSimu podilu vazby nespecifickych proteifrosfoproteiny po dvouhodinové inkubaci a
promyti ve stejném pufru byly uvainy pufrem s 0,2 M fosfotmanem sodnym (pH 8,0)
inkubaci pi 60°C po dobu 15 min. V dalSi praci byla také podna funknost Kiznych ionfi
(Novotna et al.,, 2008). Tyto pokusy byly nasledovadPLC, ne gelovymi metodami
separace, jako ui@dchozi prace. V této studii nedavaly gallité iofgginoznan¢ nejlepsi
vysledky, steji dokre totiz dopadly i dalsi testované ionty {eUG,>").

Ackoli se ve dvou pracich jevil 1épe gallity iont (s et al., 2005; Machida et al.,
2007), Zelezity iont navazadn na IDA-agarose bytaxptaké vyuZit (Imam-Sghiouar et al.,
2005). V neposledriads byl pouZit chelatani ligand NTA nabity Ni* (Lenman et al., 2008)
pro obohaceni fosfoprotdirze étyrdenni bug¢né kulturyArabidopsis thaliana.

DalSi metodou zaloZzenou na principu IMAC je metadévajici 1,3-bis[bis(pyridin-2-

ylmethyl)amino]propan-2-olatodizigeaty komplex, zvany

Phos-Tag, vazany na agarosu. Tento komplex ma oa o o’@
[
atomech zinku po jednom chyfixim elektronu, a tak je j \N -o’P\O' N N
schopen do tohoto mista vazat fosfat, jenZz ma gooj 7 2n£* Z\nz; =
/ I

/
prebyvajicim elektronu na dvou kyslikovych atome| |
(Kinoshita et al., 2005), viz Obr. 5). Lyzat lidsky burgk

. 1. . . , Obr. 5 — Zplisob vazby fosfatu do
epidermalniho karcinomu byl rozp&stv inkub&nim pufru

komplexu Phos-Tag. Pro ilustraci

(0,1 M Tris-CHCOOH, 1 M CHCOONa, pH 7,5) affdan | je na obrazku  znarornén

k Phos-Tagu (Kinoshita-Kikuta et al., 2006). Foséapiny | fenlfosfat a ne fosfoprotein,
Upraveno podle (Kinoshita et al.,

se vazaly p pokojové teplat po dobu 5 min. Po filtraci 3 2005)

trojnasobném promyti byly fosfoproteiny uvéhy elwnim
pufrem (0,1 M Tris-CHCOOH, 1 M NaCl a 10 mM NaiPQ,, pH 7.5). Eluce byla dvakrat
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zopakovana. Zajimavosti je, Zze 1 M NaCl nezvladiraait nespecifické vazbproteini,
zatimco u IMACu s GH vazanym na Poros MC svou Glohu zvladl i 0,5 M Né@chida et
al., 2007). Namisto chloridu sodného tak byl proogfiag vyuzit octan sodny, ktery
nespecifické vazbkarboxylovych skupin usiSné zabranil. Naopak v etinim pufru se octan
sodny neosidcil, protoze cast fosfoproteifi zistavala u¥znéna v matrici, tudiz dostal
piednost chlorid sodny, ktery uvmival veSkeré fosfoproteiny. Dale stoji za zminkel,s&
elueni pufr neliSil od inkubéniho hodnotou pH, ale pouze sloZzenim. K u¥nintak stailo
pridat chlorid sodny (coz je v souladui®gchozimi protokoly, kdeiflis vysoka koncentrace
chloridu sodného branila vazliosfoproteiri k matrici) a dihydrogenfosfoéean sodny (coz
je také v souladu sfedchozimi vysledky, kde byl dihydrogenfosféman v elénim pufru
rovreéz piéitomen). DalSi zajimavosti této metody je, Ze weeh neni fitomen Zadny
detergent nebo redtlki agens a Ze vSechny kroky probihallygokojové teplat (Kinoshita-
Kikuta et al., 2006). Komplex Phos-Tag nalezl umpiat také gi SDS-PAGE, kde je s@asti
gelu a zfisobuje zpoZéehi fosforylovanych proteiin pti migraci gelem (Barbieri and Stock,
2008), a tak je umoZna separace fosforylované a nefosforylované foramétio proteinu.
Nevyhodou metody IMAC je jeji mozZna nespecifita elostaténa prowienost pro
obohacovani fosfoprotein DalSim problémem je nedostatek srovnavacich ziatava tak
otazkou, zda-li uzivané pufry a kombinace chélsitzh ligand s kovy jsou skui@¢ temi
optimalnimi. Pro praci s rostlinnym materidlem jal&l nevyhodou, Ze IMAC byl pro
obohacovani o fosfoproteiny me&mnzivan na rostlinnych modelechieBto ma metoda 8y
vyznam, protoZze spektrum metod pro obohacovaniofwsfeiri je o réco chudSi nez
spektrum metod pro fosfopeptidové obohacovanies svoji moznou nespecifituthe byt
metoda uzitena jako pedfrakcionéni technika. Ziskanou obohacenou frakci je nasledn

mozné nagpit protedazou a podrobit obohacovani o fosfopeptidy

2.1.3. MOAC

MOAC uziva jako matrici oxil nebo hydroxid kowvi, pro fosfoproteinové obohaceni
byly uzity hlavre hydroxid hlinity a oxid titartity. Zminované oxidy/hydroxidy kav jsou
nerozpustné ve veda v kyselém pH maji pozitivni naboj a mohou talkctpdat zaporé
nabité fosfoproteiny.

2.1.3.1.Hydroxid hlinity

Hydroxid hlinity byl z kovovych oxid/hydroxidi pouzivan pro obohacovani

fosfoproteirii nejvice. Optimalizace protokolu byla provedenaaldad vysledki ziskanych
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s vyuzitim rekolika standardnich protein(Wolschin et al., 2005). Z nich¢které byly
fosforylovany (pepsin, ovalbuminp-kasein) a jiné ne (glukéza oxidaza, lysozym,
konalbumin, BSA). Optimalnim inkubaim pufrem se ukézal byt tento: 8 M &owina,
30 mM MES, 20 mM imidazol, 0,2 M aspartat drasel@y, M glutamat sodny a 0,25 %
CHAPS, pH 6,1). Paricetiminutové inkubaci proteins matrici je ss st@ena a matrice je
Sestkrat promyta promyvacim pufrem o stejném slojeko inkub&ni pufr. Uvolréni
fosfoproteini je docileno inkubaci matrice s é&him pufrem (100 mM difosfotman
draselny, 8 M méovina, pH 9,5) po dobu 20-ti min.

Nejprve se blize budemenovat slozkam inkuldaiho pufru. M@ovina ve vysokych

koncentracich spolu s CHAPSem vede k denaturadeipiip coZz se ukazalo byt wipac

vazani fosfoproteiin na chromatograficko
200mM__50mM 10 mM

matrici vyhodné. Po denaturaci je tot TP SN EF TP SN EF TP SN EF

kDa - — — —

piinegjmensim ¢ast&né zamezena  vazb:

nespecifickych protein na chromatografickou 4461

Phospho-
proteins

matrici, coZz niiZze byt z@sobeno denaturac Eg—l.
.
domeén k nespecifické vazbvhodnych. Fdani | ,5_

imidazolu do pufru siléa omezilo nespecifickou H

vazbu histidinu (obsahujiciho imidazolovy kry
ve své struktte). Kyselina asparagova

glutamova pat mezi kyselé aminokyseliny o
da

k jejichz nezadouci vazZbna kladg nabity proteins

hydroxid hlinity miZze také dochazet. Tét
nespecifi¢ Ize zabranit fitomnosti soli &chto

aminokyselin v inkub&im pufru. V givodni 1 2 34 567 829
praci byla pouzita 0,2 M koncentrace (Wolsch P 6 — Elektroforetogram z - optimalizace
i ] koncentrace iontl kyselych aminokyselin
et al, 2005). Takova koncentrace sice v§ - .« i pufr (200, 50 a 10 mM). Nahofe
k vysoké specifit, zarove ale miZze znemoznit| je fosfat-specifické proQ barveni, dole barveni
vazbu rékterych slab se Vé.ZB.jI'CI'Ch pomoci SyproRuby. TP = celkovy extrakt; SN =
. ) odpad bez fosfoproteinli; EF = obohaceny
fosfoproteiri  (viz  Obr. 6). Koncentracg eluat. BliZSi popis v textu. Pfevzato z (Rohrig et

fosfoproteiri v odpadnim supernatantu byla 1 al.. 2008).

gelu dolie detekovatelna (vzorek 2), naopak koncentraceeipiot eluatu byla filiS nizka
(vzorek 3), tudiz byla zkouSena i koncentrace ni@fl5 M a 0,01 M (Rohrig et al., 2008).
Tyto koncentrace byly naopakilis nizké, protoze nespecifita metody bytdip vysoka, coz

Ize odvodit z velmi vysoké koncentrace protemeluatu (vzorky 6 a 9) a zaravdéntr
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nulové koncenterace protéinv odpadnim supernatantu (vzorky 5 a 8). Rozumnym
kompromisem mezi specifitou a zahrnutim co nejh@giatu fosfoproteiri se tak ukazala
byt 0,10 M koncentraceipvazani fosfoproteiin a 0,15 M koncentraceéhem promyvacich
kroka.

SlozZeni eldniho pufru i doba inkubace byly &pexperimentalé uréeny. Ri piilis
nizkém pH pufru se neuvaval protein nejvice fosforylovany (v pokusu jiml lykasein
s osmi fosfaty). Jako efektigj$i se ukazal byt difosfoteanovy pufr nez ten fosfareanovy
a koncentrace 100 mM (Wolschin et al., 2005gsio v dalSi studii autbdomnivajice se, ze
znana cast fosfoproteit zistava u¥zréna v matrici, uzivali jako optimalni koncentraci
dihydrogenfosforénanu 200 mM (Rdohrig et al., 2008).

MOAC byl tsgsne pouzit k obohacovéani fosfoprotdirz listi Arabidopsis thaliana
(Wolschin et al., 2005)a, ze semArabidopsis thaliana, ztasy Chlamydomonas reinhardtii
(Wolschin et al., 2005)b a z lisixerofytni rostlinyCraterostigma plantagineum (Rohrig et
al., 2008). Tato metoda tthe vychytavat fosfoproteiny nejen z komplexnicht@irmvych
extrakti, ale také z extraktu z&ité burééné frakce, naip z mitochondrii (Ito et al., 2009).
V posledni dob se objevila prace odvedena na jinych organizmezhrostlinach, konkrén
na bakteriiPseudomonas aeruginosa (Petrova and Sauer, 2009).

PrestoZze Al(OH3}-MOAC byl pouzit na mnohych modelech, je otazkoo,jaké miry
se jedna o specifickou metodu. V originalni pradalpredvedena specifita diky obohacovani
smesi fosforylovanych a nefosforylovanych proteifWolschin et al.,, 2005), protoze
nefosforylované proteiny se do matrice nezachyyavahalsim pokusem byla defosforylace
eluatu pomoci alkalické fosfatazy (Rohrig et aDp8). Na blotu, barveném pomoci fosfat-
specifického barviva proQ, doslo po defosforylaei &nizeni signalu. Takovy vysledek
nazng&uje, Ze eluat je bohatSi o fosfoproteiny, ale otézkaistava, kolik obsahoval
piipadnych nespecifickych protéinAlkalicka fosfataza totiz zcela nedefosforylugeghny
proteiny (Fila, nepublikovand data), coZ je celklgické, zamyslime-li se nad ftem
fosfataz a kindz v bice a nutnosti jejich alespaast&né specifity. Slaby signal nemusi byt
zpasoben pitomnosti fosfoproteiln miZe se jednat o obarveni pozadi, barvivo proQ jé tot
velmi citlivé a s vyrazé mensSi intenzitou barvi také nefosforylované protgiSteinberg et
al., 2003). DalSim naznakem specifity MOACu s hyditem hlinitym je zvySeni po#nu
fosforu ku sie v eluétu oproti celkovému extraktiéi méreni pomoci uLC—-ICP-MS (Kruger
et al., 2007).

Koneng, v naSi laborai® byly provedeny pokusy o defosforylaci celkového

proteinového extraktu pylu tabaku a vazani takietresého extraktu pomoci Al(OHl)Fila,
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nepublikovana data). Alkalicka fosfataza bohuZealefesforylovala vesSkeré fosfoproteiny,
pravcEpodobré kvili své substratové specifit Nekompletd defosforylovany vzorek se
GspesSne vazal na matrici a nebylo tak mozné odlisit, zdsel vdzaly proteiny nespecificky
nebo neodstramymi fosfatovymi skupinami. Pokusy o defosforylacipomoci oxidu
ceriitého (Tan et al., 2008) nedopadly &SmE, protoze proteiny byly oxidem zachycovany
spiSe nez defosforylovany. Diky nemoznosti kompldafosforylace celkového extraktu tak
nase mysSlenka (defosforylovat komplexni vzorek &ugd se o obohaceni) k poZzadované

analyze specifity MOACu nevedla.

2.1.3.2.0xid titani ity

Partikuli oxidu titantitého se v drtivé &Sin¢ piipadi pouzivAd k obohacovani o
fosfopeptidy, pesto bylo tohoto oxidu vyuzito i k obohaceni o égsbteiny (Lenman et al.,
2008). Bylo porovnano obohaceni v denaturujicird (@, motovina, 30 mM MES, 20 mM
imidazol, 0,2 M aspartat draselny, 0,2 M glutamatny a 0,25 % CHAPS, pH6,1) a
nativnim pufru (100 mM MES, 200 mM NaCl, 2 % glyokr25 mM fluorid sodny, 1 mM
molybdat sodny, 0,2 % Tween 20, 0,2 % Triton X-100uM leupeptin, 1 nM calyculin A,
1 mM fenylmethylsulfonyl fluorid a 1 mM orthovanadsodny, pH 6,1). Po dvouhodinové
inkubaci byla matrice dvakrat promyta stejnym poifréEluce fosfoproteiin byla provedena
nasledujicim pufrem: 200 mM MdPQy, 75 az 100 mM difosfotman sodny, 0,2 % Tween
20 a 0,2 % Triton X-100, za denatémé&ch podminek navic 6 M niovina.

Zajimavosti je, Ze kazdy ze standardnich fosfoprdtbylo mozné zachytit a uvolnit
jen jednim typem pufru. PouZitelnost této metodykamplexnim vzorku byla testovana na
ctyidennich bu&nych kulturach Arabidopsis thaliana (Lenman et al., 2008). Oboji
podminky byly funkni a liSily se ziskanym spektrem fosfoprofeimapovidajice tak o
autai uvazuji o rozdilu mezi denaturujicimi a nativnipoidminkami, sam bych vzal v Gvahu
také pongrné odliSné slozeni obou pifra vyzkouSel nedenaturujici pufr podobného slozeni
jako byl pufr denaturujici. SloZeni pufru totiz rgil ovliviuje, které proteiny budou
solubilizovany, pop které proteiny budou extrahovany, jedna-li seratggnovou extrakci
(Sheoran et al., 2009). Navititomnost inhibito# fosfataz (nap vanadatu a calyculinu) vede
ke zhorSené speciimetody pi obohacovani o fosfopeptidy (Aryal and Ross, 2010)

Obohacovéni fosfoproteirpomoci oxidu titartitého bylo porovnano s vychytavanim
fosfoproteiri pomoci IMACu za vyuZiti chemataiho ligandu NTA s Ni* (viz kapitola
2.1.2). Oba zpsoby obohacovani se liSily ziskanym proteinovymkgpen. V kazdém
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piipadt se nejspiSe jedna o odliSnyigpb vazby fosfoprotein coz favorizuje pokazdé jiné
fosfoproteiny. Této hypotéze odpovida i to, Zze udéaz metod byla vazba fosfoprotiein
blokovana jinou latkou. Vazba k oxidu titainému byla blokovanaiftomnosti fosfatu a ne
imidazolu, zatimco Ni-NTA se chovatgsré naopak.

Nevyhodou této metody je, Zéi pbohacovani fosfoproteinnebyla ie aplikovana a

tudiz hrozi, Ze neni proptimalizovana. Otazkouwigtava i jeji specifita.

2.2. Obohacovani na urovni fosfopeptid d

P tomto @istupu se také nejprve extrahuji proteiny. Extmakelé buiky byva ilis
komplexni, a tak je vhodné provést vicekrokovouakd proteim — nag. v piipad rostlin
odctlit cytosolické, membranové aéabvé proteiny, jak bylo provedendi gxtrakci proteiit
z pylu Arabidopsis thaliana, (Holmes-Davis et al., 2005) — nebo provést negrlo
prefrakcionaci pomocigkteré chromatografické metody (fa@pAX, SCX, HILIC). Proteiny
Ize také rozdit gelovymi metodami (SDS-PAGE, 2D IEF-PAGE) afizynout pouze protein,
ktery nas zajima a s tim dale pracovat. Velmi vigognfosfopeptidové obohacovani, pokud
se zabyvame pouze ditou buré¢nou frakci, nap mitochondridlnimi proteiny (lto et al.,
2009).

Bud’ celkovy extrakt (pokud je ménkomplexni) nebo jeho jednotlivé frakce jsou
podrobeny &peni specifickou proteazou. Ziska se takésmeptidi, mezi nimiz jsou i
peptidy fosforylované a jinak modifikované. Po ohoéni ziskame frakci fosfopepiicktera
je podrobena gteni na MS a nasledre identifikovana.

Vyhodou tohoto fistupu je, Ze peptidyipdstavuji mé& komplexni struktury nez
celé proteiny, takZe riziko nespecifity byclm byt nizSi nez vfpact proteini. DalSim
pozitivem je, Ze velmi malé, sinlipofilni proteiny a ty sextrémnim pH nebudou
znevyhodgny, jak se tomu iiive stat p rozpoustni a sréZzeni za vyuziti fosfoproteinového
obohacovani. Vyhodou je také Zna mnozstvi studi€mito metodami provedenych.

Negativem je roz8peni proteinu na jednotlivé peptidy. Obohacenadeaje smnisi
vSech fosfopeptill ztraci se tedyifpadny spolény pavod rekolika peptidi (bilkovina mize
samozejm¢ obsahovat vice fosforyaich mist, a tak bude roZpena na &kolik raznych
fosfopeptidi), protoze ho nelze ¢&it. Identifikace fosfoproteinu tak zavisi na jedimé
fosfopeptidu. Nepomohou nam nefosforylované peptigyiklé z daného proteinu, protoze
téch jsme se zbavili ip obohacovacim kroku. Identifikace proteinu podiediného
fosfopeptidu nize byt znan¢ komplikovana zejména u protéimbsahujicich doménu, ktera

je vlastni vice bilkovindm. Problémyue identifikace na zakl@djednoho fosfopeptidu
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piinasSet pi také praci s pléh neosekvenovanymi organizmy. V takoveérfippd miaze i
identifikaci pomoci pitomnost ¥tSiho mnozstvi peptid daného proteinu, i éth

nefosforylovanych. P hledani

v databazi a rozhodovani se o relevai

ziskanych vysledk nam nfize pomoci| protein
digest

znalost molekularni  hmotnosti

izoelektrického bodu, tedy Udajkteré
pii obohacovani o fosfopeptid)
neziskame, coz je dalSi nevyhodou té
strategie. Negativem i@s vSechny
snahy #stava jisty podil nespecificky

vazanych peptiil

Mezi uzivane metody
obohacujici o fosfopeptidy gagfinitni
metody (MOAC, IMAC, nonphosphopeptide gigest enriched

. . hosphopeptides
chromatografie s hydroxyapatitem, v reagent phosphopep
Obr. 7 — Schematicky prabéh afinitnich obohacovacich

metod, IMACu a MOACu. Pfevzato z (Dunn et al., 2010).

Obr. 7), chemické modifikace

protilatky a  selektivni  sradZen

fosfopeptidi. Za metody spiSe prefrakciama Ize povazovat iontoémicové chromatografie

SAX a SCX a kapalinovou chromatografii HILIC.

2.2.1. IMAC

IMAC vyuziva kovovych katiorit navazanych na
urcity chelat&ni ligand (viz Obr. 8). Tentoiphled nebude OF_L’”
kompletnim vgtem vSech pouzitych protokgl ale spise “{JF”
bude pojednavat o jednotlivych vylepSenich zajincavgro ::_ﬂ..; U ok
uzivatele této metody, nap feSeni problému nespecifity. j DN} T ;

NejuzivagjSimi chelatanimi ligandy jsou Kkys. o7 N :

| IMAC |

iminodioctova (IDA, viz Obr. 9a) a kys. nitrilotitova
(NTA, viz Obr. 9b), z uzivanych kdwzpomea&me napiklad

kationty Zelezité, gallité, zirko#ité a hlinit¢é (Dunn et al.,

Obr. 8 — Vazba fosfatu na
kovovy iont ukotveny
chelata¢nim ligandem, jimz je
2010). NTA g pouziti s F& vedlo k lep$i specifitneZ IDA | zde NTA. Upraveno podie

www.moffitt.org.

(Neville et al., 1997), ale ve jiné studii uzivajiéa" bylo

lepSi variantou IDA (Posewitz and Tempst, 1999%kd\ vysledky favorizuji vyuZiti
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gallitych ionti (Posewitz and Tempst, 1999), velk&tSina pokus byla provedena
S matricemi vazajicimi Zelezité ionty.
Pro zlepSeni specifity je nutné inkébapufr okyselit kyselinou octovou (optimalni se

jevilo pH 2-2,5), picemzZ dilezitou sloZkou tohoto pufru byl i acetonitril, kfezabraiuje

" b o vazl® nespecifickych hydrofobnich pepiidio matrice
o o Hko_ (Posewitz and Tempst, 1999). Fosfat ma své pKa
. HLO_ O)\/N priblizn¢ pii pH 2,1, zatimco kyseliny glutamova a
o Ne, olo asparagovaippH 3,65 resp. 4,25 (Kokubu et al., 2005).
Obr. 9 — Strukturni  vzorce | J€ poteba podotknout Ze tatdisla se vztahuji na

chelatacnich ligandu  nejcastéji | samostatné aminokyseliny a fosfat, vramci peptidu
uzivanych pro MOAC. a) IDA; b) NTA.

mohou byt tyto hodnoty posunutyii PH mezi tmito
Pfevzato z (Dunn et al., 2010). yt iyt yp yr Flb

hodnotami (tedy zmiémé pH 2-2,5) jsou &sSinou
protonovany pouze kyselé aminokyseliny, a tak jgtgkjich zaporny nabofimz by se nila
snizit jejich afinita k matrici. Na stranu druhaasfat \¥tSiny fosfopeptid protonovany neni,
tudiz se mze svym zapornym nabojem @Sps vazat. Podle jistych Uvah je optimalni pH
inkubaniho pufru ve skutaosti kompromisnim bodemjfimémz se dostate¢ silné vazou

k matrici fosfopeptidy, a tak nedochazi k jejicindkt, a na druhou stranu se t&mevazou
kyselé nespecifické peptidy (Tsai et al., 2008). Je velmi kyselych pH (kolem 1 az 1,5) je
totiz mozno docilit iplné protonace kys. glutamavasparagové a naopak jen za pH vysSiho
nez 3 se zcela deprotonuji fosfopeptidy.

Kromé optimalniho pH sehrava svou roli i iontova silkubaniho roztoku (Ndassa et
al., 2006). Byly porovnany dva pufry o odliSnémzslni, konkréta 25 % acetonitril, 1 % kys.
octovd, 100 mM NacCl (Ficarro et al., 2002) opro8,3 % acetonitril, 33,3 % methanol,
0,01 % kyselina octova (Ndassa et al., 2006). @inikencentrace kyseliny octové zlepsilo
specifitu metody. Navic za zadnych podminek chleadny nezlepSoval specifitu metody,
tudiZ nebyl v novém roztoku obsaZzen. Podohentl NaCl do 1 M koncentrce Zadny vliv na
specifitu (Kokubu et al., 2005). Dluzno podotknoag Ndassa se svymi kolegy peptidy
modifikoval pomoci esterifikace, narozdil od mnomyjoych praci, které se tomuto kroku
snazily vyhnout.

V dalSi studii peptidy esterifikovany nebyly &pto bylo dosazeno vysokeé specifity
(Kokubu et al., 2005). NanaSeci pufr byl tentoladbasledujicim slozeni: 50 % acetonitril,
0,3% kys. trifluoroctova. Srovnanim efektivity featlivych kyselin @i vytésiovani
negativié nabitych peptid se dosplo k nasledujicitads: kys. trifluoroctova (TFA)> kys.

chlorovodikova > kys. mravén> kys. octova. Usgnost vygsiovat kyselé peptidy tedy
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ORI 4

vicemér pozitivre korelovala se silou kyseliny.ckoli TFA byla nejuspsrejsi, je zapatebi

ji dodat ve spravné koncentraci, nizka koncentrame uspSna pro diskriminaci kyselych
peptidi, zatimco piliS vysoka koncentrace zalitge vazle fosfopeptidi. V dalSi studii se
uvazuje, Ze nejde o nizSi pKa TFA nez kys. octoaie, spiSe o atomy fluoru, které
napomahaji selektivit metody (Tsai et al., 2008). Tsaiovi a jeho kdlegvysla jako
selektivrejSi latka kys. octova. Kys. fluoroctova se jevilk¢ nevhodna, protoZze krém
sougzeni o vazbu s nespecifickymi peptidy vedla soub®fosfoeptidy, a tak Zsobovala
jejich ztratu. Tsai s kolegy navrhl uziti vySSihdA pro inkub&ni pufr nez bylo do té doby
obvyklé (nad pH 3,5), vede to podle jejich dat ESiysenzitivik metody a pokud se doda
dostaten¢ vysoka koncentrace kys. octové (6 %), selektinittody ohroZzena neni. Jedira
vySSiho pH je dosazeno dostaté deprotonace vSech fosfaa tak by se ¥ ztracet mensi
podil fosfopeptid. Fripadné deprotonované karboxylové skupiny kys. glotze a
asparagové jsou nuceny st o vazbu s kys. octovou, kterd vede v dostatemie k
vytésiiovani kyselych peptid

Pro blokaci nespecifickych hydrofobnich interakeppidi s matrici se uziva obvykle
acetonitril, coz se ukazalo byt smyslupiné, protsieginy ukol nebyl dostate¢ splren
samotnymi methanolem, ethanolem nebo acetonem {{o&tial., 2005).

Dale pro zvySeni specifity déd zafungoval 1,1,1,3,3,3-hexafluorizopropanol
(Barnouin et al., 2005). Barnouin s kolegy poukiaraké na to, Ze uzivani kaseinu coby
standardu riwe vést k miré zkreslenym vysledikm, protoZe kasein produkuje svym
Sttpenim kyselé peptidy. Vazani fosfopejitig@ nejspiSe kyselosti umagio, a tak se jevi
fosfopeptidi. V pokuse byly fosfopeptidy ze séirbazického histonu H1 zachyceny s nizSi
senzitivitou nez kyselé fosfopeptidy kaseinu. J#ytdobré brat s jistou rezervou vysledky
ziskané na kaseinovych peptidech a nepotvrzéna4ei s peptidy jinymi.

Kromé optimalizace sloZeni a pH inkulrdho pufru je jednou z moznosti, jak zamezit
nespecifické vazb peptich, provedeni esterifikace karboxylovych skupin (Ficaet al.,
2002). Tento napad ale neni optimalnfesenim, nehlb esterifikace nemusi prébnout
aplre, tudiz hrozi zvySeni komplexity vzorku a nezacyggkterych fosfopeptid. Presto je
treba pipomenout, Ze v dané studii metoda esterifikacdavé@ zvySeni specifity a byla
UuspEsns pouzita i studiu fosfoprotein z lyzatu kvasinkySaccharomyces cerevisiae (Ficarro
et al., 2002).

DalSim zgisobem, jak snizit nespecifitu metody je vyuzit Kgpéni jiné proteazy nez

negastji uzivaného trypsinu (Seeley et al., 2005). Prmaeglu-C Sfpi aminokyselinovy
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fettzec za kyselinou glutamovou a asparagovou, takaetgex peptich neni gitomno vice

kyselych aminokyselin nez jedna. Trypsinové peptidghou BZné obsahovat kyselych
aminokyselin vice. Za pouZiti této proteazy taklod& snizeni p&iu extrémgd kyselych

peptidi. ProtoZze se k matrici vazou nespecificky zejmérnaselé peptidy, dosio se

k vylepSeni specifity metody. Zajimaveé je, ZeyyuZziti proteazy glu-C nasledovaném 4rO
MOACem ke snizeni nespecifity nedosSlo (Kweon andadason, 2006). To ime byt

zpisobeno odlisnou povahou nespecifickych vazeb Ké GBMMACuU a ZrG,v MOACu.

Nemér dalezitou sowasti protokolu je sloZeni elmiho pufru. Nejprve byly
fosfopeptidy z IMACu uvalovany pomoci kyseliny fosfoéaé, jejiz ionty musely bytipd
MS odstraginy (Posewitz and Tempst, 1999). Z tohofwatu byla zavedena eluce pomoci
roztoku hydroxidu amonného o pH 10,5, je? fungowddre hlavié pro G&"-IMAC. Pi
vyuziti Zelezitych iont bohuZzel astavaly fosfopeptidgast&né vazany na matrici.

Dal$i z uZivanych etinich sngsi pro uvolovani fosfopeptitl z F€*-NTA byl roztok
obsahuijici 2,5-dihydroxybenzoovou kyselinu (DHEBYQru z alternativ pro tvorbu matricé p
MALDI MS (Hart et al., 2002). Je tak mozné fosfopeyp uvolnit z matrice IMACu a rovnou
nanést na ocelovy nd@sipro MALDI MS. Mnohonasob# fosforylované peptidy nebyly
uvolneny, a tak bylo nutné provédd dalSi kolo eluce pomoci pufru
s dihydrogenfosfokganem amonnym, ktery nasti pilis neinterferuje s MS technikami.
Mnohonasob# fosforylované peptidy i ty jednou fosforylované geddilo uvolnit naradz
pomoci smisi DHB a kyseliny fosforéné (Stensballe and Jensen, 2004). Kyselina fasfare
navic zesilovala signal na MALDI MSiimz zvySovala Sanci na Ggmou detekci men
zastoupenych fosfopeptidJakkoli je DHB vyhodné pro uvgbvani ged MALDI MS, tak je
nevhodné pro eluciipd ESI MS. (Imanishi et al., 2007) proto vyvinulu@&i roztok
obsahujici kyselinu fosfoteou v kombinaci s acetonitrilem, ktery podle jejigkisledki
uvoloval wtSi podil fosfopeptid nez ostatni eluenty. Ve Ndassostudii byly rovréz
porovnavany elni pufry o fizném slozeni. Nejlépe dopadla kys. sulfosalicylaveilis
huie si vedly kys. nitrooctova, kys. octovid a DHB (Nsk et al., 2006).

DalSi nutnosti pro IMAC a dalSi metody jefpe¢ provedena proteinova extrakce, aby
bylo docileno odstrami nukleovych kyselin, které se vazou na matricAlM1 a mohou vést
ke ztrat fosfopeptidi (Li et al., 2009). Nutnost zbavit proteinové vzpikukleovych kyselin
neni néim novym, nebo je nezbytnym krokem iip pouZziti dvojrozrnérné elektroforézy, u
niZ mohou nukleové kyseliny narusit izoelektrickokusaci.

Pritomnost detergefit interferuje s vazanim fosfopepiid k matrici a vede

ke zvySenému zastoupeni vicenasobriosforylovanych peptiil oproti peptidm
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fosforylovanym jen jednou (Jensen and Larsen, 200ienasobé fosforylované peptidy
byly vyrazrgji zastoupeny i v dalSich studiich bez pouziti dggati (Ficarro et al., 2002;
Nousiainen et al., 2006). Zavedenim vhodného pafuzitim chromatografické kolony o
dostateéné kapacit se tento nezadouci efekt snizuje (Ndassa etQil§)2

Jednou a mnohonasabnfosforylované peptidy lze od sebe zé&n¢ oddlit
(Thingholm et al., 2008). Tato metoda byla pojmema SIMAC a je zaloZena na principu
odlisné afinity monofosforylovanych a mnohonasbbifosforylovanych peptidl ke
chromatografické matrici. Nejprve se provede obehapomoci IMACu podle (Kokubu et
al., 2005). Jednou fosforylované peptidy byly u¢al za pomoci kyselého roztoku (1 %
TFA, 20 % acetonitril, pH 1,0), zatimco ve druhéroka byly mnohonasokinfosforylované
peptidy eluovany alkalickym roztokem (roztok hyddhx amonného, pH 11,3).
Monofosforylované proteiny a nezachycené peptidly gs€ podrobeny TiG-MOACu
podle (Jensen and Larsen, 2007). | ve frakci saigzenymi peptidy se totiz nalézaly
nekteré fosfopeptidy a naopak fosfopeptidova frakgla Bontaminovanadkterymi kyselymi
peptidy. Kombinace IMACu s MOACem tak posilila siite metody. SIMAC byl
s usgchem aplikovan na extrakt z mezenchymalnich¢kua vedl k identifikaci ¥tSiho
mnoZstvi fosfopeptitlnez MOAC samotny (Thingholm et al., 2008). SIMAg efektivrejSi
zejména v obohacovani o mnohonasolmsforylované peptidy.

Samotny IMAC byl pouZit $ obohacovani mnohych komplexnich vzirkmenujme
nagiklad kvasinku Saccharomyces cerevisiae (Ficarro et al., 2002), proteinovy extrakt
z mozku mysi (Kokubu et al.,, 2005) zrostlinnychagr pak membranové proteiny
Arabidopsis thaliana (Nuhse et al., 2004).

Metoda se &kolikrat ukazala byt ménselektivni nez MOAC s oxidem titatilym
nebo zirkontitym (Larsen et al., 2005; Kweon and Hakanssong2@@ou et al., 2007; Aryal
and Ross, 2010), srovnatelna specifita byla pozZoravap v Tsaiog praci (Tsai et al.,
2008). DalSi nevyhodou metody je narozdil od MOAGkompatibilita s chelatorem EDTA
(Jensen and Larsen, 2007), jenizm byt napomocny jako inhibitor fosfataz (fosfatéagto
pozaduji ke své aktivithorecnaté ionty, které EDTA vyvazuje) a jenz by zbavik&xta&ni
ligand neseného kovu. Bohuzel titpmnost detergeatinterferuje s IMACem sil&ji nez
s TiO,-MOACem (Jensen and Larsen, 2007).

Vyhodou metody je jeji dlouha tradice a mnoZstvétdpnych dat. V publikacich je
piedveden dostatek moznosti, jejichZz optimalizaci pretokol nastavit tak, aby vedl
k dobrym vysledikm. Tato data jsou také pouzitelna k inspiratii ZlepSovani specifity
protokoii na MOAC. Kombinaci s TI@MOACem vznikl novy protokol, SIMAC
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(Thingholm et al., 2008). Nelze ro¥h opomenout fakt, Zze IMAC tZe slouZzit jako
samostatna metoddipasejici odliSné spektrum fosfopepitich tak v kombinaci s ostatnimi
metodami (fosforamidatova chemicko-modittkd metoda a TIQMOAC) miZe pokryt tSi
cast fosfoproteomu (Bodenmiller et al., 2007). Raltkkoese tak nejedna o metodu zavrZzenou,
mimo jiné i z divodu mnohych rozsahlych studii diky ni s&dpem provedenych (viz
piedchozi odstavec).

Zawrem je dobré fipomenout, Zedlko Ize vybrat z vySe ziwdvanych vylepSeni
jedinou nejlepsSi cestu. Je pelba si ugdomit, Ze IMAC (a potazmo jiné metody)ae vest
k odlisné spolehlivym vysledkm v zavislosti na vnaSseném vzorku. Navic nesmime
peptidi, nemusi znamenat, Ze metoda zafunguje se stejaktivéou pro komplexni vzorek.
Optimalni protokol se iize liSit také podle uzitého typu ionizacé MS (ESI versus
MALDI). Navic ne vSechny kombinace chemikalii, pg#i a peptid byly v praxi
vyzkouseny, tudiz optimum metodya#e Zistavat skryto v &§aké nevyzkouSené kombinaci

vylepSeni.

2.2.2. MOAC

MOAC vyuziva jako chromatografické matricéizné kovové oxidy. Fosfatove
skupiny jsou vychytany diky svému negativnimu nabepsfopeptidy jsou uéthto metod
zachycovany zpravidla za nizkého pH, princip odidniry protonace fosfatu a kyselych
aminokyselin je stejny jako ipadt IMACu. Tento rozdil v protonaci fosfatu a kyselych
aminokyselin opt nebyva dostatey, a tak je nutné vyuZzit aditiv, ktera blokuji baz

nespecifickou, fcemz vazbu fosfopeptidumoziuii.

2.2.2.1.0xid titani ity

Oxid titankity byl pro obohacovani fosfopeptid metodou MOAC vyuzZivan
nejhojrgji, tudiz jeho dalSi vyuziti je vyhodné z hlediskmnozstvi dostupnych
experimentalnich dat a potazmo z hlediska dos@dstupnych vylepSeni protokolu.

V prvni préci, jiz se budu zabyvat, byl oxid tit&ty nejprve vyuZzit k obohacovani
syntetickych fosfopeptida peptid pochazejicich z kravské protein kinazy G (Pinkisale
2004). Fosfopeptidy byly uvtbvany pomoci pufru o nasledujicim sloZzeni: 250 mM
hydrogenuhliitan amonny, pH 9. Metoda sice vedla k obohacefustopeptidy, ale row¥
se vmensi ni¢ vazaly i kyselé peptidy. Autose snazili tento efekt obejit pomoci

methylesterifikace karboxylovych skupin, podébjako v gipack IMACu (Ficarro et al.,
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2002). Jenze v dalSi studii bylo ukadzano, Ze tdtenuckd modifikace neprobiha se
stoprocentni &nnosti, a tak by mohlo dojit k nezddoucimu zvySkamplexity vzorku
(Larsen et al., 2005).

Larsen s kolegy pozé#nili podminky eluce fosfopeptig protoze zjistili, Zze po eluci
roztokem o pH 9 je mozno uvolnit dalsi fosfopeptynoci hydroxidu amonného (pH 10,5).

Pivodre se nanasely fosfopeptidy k obohacovani na oxitAnititém v 60 %-nim

roztoku akrylamidu okyseleném kyseling-
a) b)

octovou (0,1-0,25M, pH 2,7-2,9), vys o OH
N/
selektivity Ize ale dosahnout okyselovani O/P\O
0,1 % Kkys. trifluoroctovou (Larsen et al o, 0O -
TG, TG, TiO,

2005). Pozdji byly jeSt vyzkouSeny vysSi

Obr. 10 — Dvé struktury vazeb na oxid titanicity. a)
koncentrace, 5 % a 10 %, z nichzae da]' geometrie vazby s ftalatem; b) geometrie vazby

vpraxi pOUZI't (Jensen and Larsen, 200| fosfopeptidi. Upraveno podle (Larsen et al., 2005).

Tendence blokovat nespecifickou vazbu peptitesajici viad kys. trifluoroctova > kys.
fluoroctové > kys. octova byla pozorovana i v negépraci na kaseinovych peptidech (Aryal
and Ross, 2010). Lépe se v této recentni studjieyata 1 %-ni koncenrace nez 0,1 %-ni nebo
5 %-ni. Ri pouziti samotnych kyselin octové nebo jejich flm@anych derivat se utité
peptidy vazaly nespecificky, a tak se &utozhodli gidat kompetitivni vyvazouakyselych
peptidi, 2,5-dihydroxybenzoovou kyselinu (DHB) (Larserakt 2005).

DHB bylo vyzkouSeno v najergjSich koncentracich, figemz gitomnost falest
pozitivnich peptid negativié korelovala s koncentraci: 0, 1, 10 a 20 mg.mle dluZno
podotknout, Ze i@dchozi pokusy byly provéady s fosfopeptidy ziskanymi&tenim jediného
proteinu. Vysledky se i&dre komplexnim vzorkem fosfopepfid smichanymi
s nefosforylovanymi peptidy podply smysluplnost vylepSeni. V komplexnim vzorku dyl
potieba pidavat DHB ve ¥t&i koncentraci (200 mg.f, aby zvladalo Gsgns blokovat
vazani nespecifickych peptidDuvodem, pré i vysoka koncentrace DHB seif ve vazk
s kyselymi peptidy a ne s fosfopeptidy, je patadliSny zpgisob vazby obou skupin k T}O
(viz Obr. 10). Tato hypotéza byla potvrzena tim, Kies. fosforénda nebyla schopna
kompetovat o vazbu s nespecifickymi peptidy, alepak spiSe konkurovala fosfopejgind.
Razné kyseliny jsou schopny kompetovat s nespecifickavazovanim zhruba v nasledujici
sestupné posloupnosti: DHB = kys. salicylovd = kitalova > kys. benzoova = kys.
cyklohexanova > kys. fosfa¥ea > kys. trifluoroctova > kys. octova. V porovn&eiektivity
metody dopadl lépe TiEEMOAC nez IMAC (Larsen et al., 2005). Optimalni fokol byl
posléze shrnut v Thingholmé¥lanku (Thingholm et al., 2006).
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DHB se nakonec neukazalo byt po vSech strankasmalptim kompetitorem, protoze
jeho koeluce sdkterymi fosfopeptidy i LC vedla ke sniZzeni gtu identifikovanych
fosfopeptidi na MS (Sugiyama et al, 2007). Krdmtoho gFitomné DHB
zpasobovalo ucpavani chromatografické kolony. Protéte studii byl testovan kompeéti
efekt alifatickych organickych hydroxykyselin.édéina hydroxykyselin UsiSné sniZzovala
mnozstvi vazanych nefosforylovanych peptids pfipad uZziti oxidu titanéitého a
zirkonicitého, ale ne fd pouZziti hydroxidu hlinitého.

. Pro oxid titantity fungovala nejlépe kyselina néléa. Narozdil od DHB jsou pouzité
hydroxykyseliny hydrofilgjsSi, a tudiz potize na kapalinové chromatografiideiegi.
Zajimavosti je, Ze aplikace imidazolu, glutamatuaspartatu (uzivanatipobohacovani
fosfoproteini a fosfopeptid pomoci hydroxidu hlinitého) ke st&nvyraznému snizeni
nespecifity nevedla a vzdy byly v obohacené fragiitomny i rgjaké nefosforylované
peptidy. Na druhou stranu jéeba poukazat na vysledkyii michz kyselina glutamova ke
snizeni nespecifity vedla (Wu et al., 2007). Vénstestudii byla navic metoda vyuZita pro
fosfopeptidové obohaceni z komplexniho vzorku, tyzdeLa bugk. Fri tomto pokuse byl
lepSim kompetitorem laktat nez DHB. V recentnictkysech na kaseinovych peptidech
negineslo gidani DHB lepSi vysledek nez optimalizovany inkétiapufr bez kompetitoru
(Aryal and Ross, 2010).

V Jenseno¥ ¢lanku byly dalSi snahy o nahrazeni DHB (Jensen laarden, 2007).
Tentokrat byl testovan efekt kyseliny glykolovéz jbyla podobé usgsna jako kyselina
ftalova. Bohuzel kyselina glykolova sedtla s nespecifickymi peptidy ménisgsre ve
studii jiné (Sugiyama et al., 2007). Nakonec regkedtanek gisel s vysledky, kde je se
zvySujici koncentraci kys. glykolové zvySovana medfta (Aryal and Ross, 2010). ©b
prvré zminované prace se shodly ve vhodnosti uziti kyselingcng. Zvlastd se chovala
kyselina citronova, ktera sice snizovala nespdaficazani, ale také vedla ke snizeni vazby
monofosforylovanych peptid(Jensen and Larsen, 2007). Kyselina oktansulfoid®@@ mM)

v kombinaci s DHB (20 mg.nf) taktéZ zvySuje specifitu  (Mazanek et al., 2007).
V navazujicich experimentech byla navySena konaeattchto latek a namisto kyseliny
trifluoroctové byla k okyseleni inkubaaho pufru pouzita 0,1 %-ni kys. heptafluorobutanov
(Mazanek et al., 2010). Aby se atiteyhnuli potizim, které DHB zjsobuje pi kapalinove
chromatografii, zéadili do protokolu dalsi promyvaci krok.

Odlisné vysledky v efektiuvit kys. glykolové pouzité k inhibici nespecifické gz
peptidi ve dvou pracich fze byt zgisobena odliSnymi vlastnostmi pouzitych partikulidax

titanic¢itého v zavislosti na vyrobci (Cantin et al., 200&po odliSnou krystalinitou (Imami et
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al., 2008). Selektivitu této metody rasinovliviuje pongr mezi mnozstvim partikuli oxidu
titani¢cittho a mnozstvim peptid(Li et al., 2009)a/b. V Liovych pokusech bylo si&j
mnoZzstvi extraktu z HelLa bk bylo podrobeno obohacovani za poma@ného mnozstvi
oxidu titantitého, ¢imz se ukazalo, Ze do dté koncentrace fibyvA mnoZstvi
identifikovanych fosfopeptiidl ale pokud se tento praltgradi (u HeLa busk byl timto
optimem pondr hmotnosti peptitl ku hmotnosti oxidu 1:2 az 1:8)igbyte&ny oxid titantity
snizuje mnozstvi navazanych fosfopeptid¥iliS malé mnozstvi partikuli naopak nesta
vychytat veSkeré fosfopeptidy.

Dale byl sledovan vliv tiznych detergefit na UspsSnost obohacovani. ddteré
detergenty (ndap SDS) jsou nejen kompatibilni s obohacovanim, redeic brani vazani
fosfopeptidi k plastovym mikrozkumavkam nebo &phm, a tak zvySuji koncentraci
ziskanych fosfopeptid Bylo totiz dokadzano, Ze fosfopeptidy maji tendeseczachycovat na
plastovych mikrozkumavkach a 8kach (Jensen and Larsen, 2007). Zajimavym napadem
bylo otestovat vliv fosfatdzovych inhibitboma specifitu obohacovani, mnohé z nich totiz
negativni vliv na specifitu maji (Aryal and Ros818).

Nakonec bych ckt kratce vzpomenout pouziti magneticky&stic oxidu Zeleznato-
Zeleziteho pokrytymi oxidem titatitym (Chen and Chen, 2005). Jejich vyhodou je,zee |
pouzit magnetického pole k jejich zachycetiippomyvacich krocich.

Obohacovani pomoci oxidu tit&itého bylo uzito v mnohych fosfoproteomickych
studiich, nafiklad jmenujme prace na HeLailkach (Olsen et al., 2006) a embryich izédk
Danio rerio (Lemeer et al., 2008), z rostlinnych praci pakompime nap. vyzkum na
bungénych kulturachArabidopsis thaliana (Sugiyama et al., 2008).

Zawérem je teba gipomenout, Ze optimalni podminky se u jednotlivijerhci o gco
liSily. Navic nelze opomenout vysledky, které ziskana fiznych pracovistich, si vzajemn
protifecily. Pred rozsahlejSim vyzkumem je tak vhodné provéstwéelaboratéi se svym
materialem #Bkolik pilotnich experimerit a zjistit tak, které podminky davaji nejspoleljii
vysledky. Jinak plati podobrjako v gipadt IMACu, Ze optimalni podminky se mohou liSit
podle pouzitého vzorku i podle typu pouzitétho M8&débre je treba brat s jistou rezervou

vysledky ziskané na standardnich proteinech a mé&f@oé na komplexnim vzorku.

2.2.2.2.0xid zirkoni ¢ity

Oxid zirkonkity byl poprvé vyuZit k obohacovani kaseinovych fmhp a @i té
piilezitosti byl porovnan s oxidem titaitym (Kweon and Hakansson, 2006). Nejprve byla

piredvedena nezbytnost nizkého pitgbohacovani (pH 2-3), aby byly karboxylové skypi
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protonovany a bez naboje, a aby fosfatové skupnmoyop nevazaly a #y swvij zaporny
naboj. Inkubani pufr obsahoval kyselinu mrawdn Nejlépe fungovalo uvéabvani pomoci
0,5 %-niho piperidinu (pH 11,5). Paralelni aplikaoboto protokolu na Ti@a ZrQ vedla

k lepSim vysledikm nez IMAC. Rozdil mezi afma oxidy byl ve schopnosti vazat jednou a
mnohonasobhfosforylované peptidy, prvni z nich chytal Iépadxirkonicity, ty druhé oxid
titanicity.

V dalSi studii byl nanaSeci pufr okyselen pomoc?d-0i kyseliny octové (Zhou et al.,
2007). Obohacené fosfopeptidy byly uvidy pomoci hydroxidu amonného (pH 11,5).
Metoda fungovala ajp |épe neZ FE-IMAC. Je vhodné zminit vyuZiti této metody pro
obohaceni extraktu zjater mysi a také fakt, Zerekgperini vazk¥ monofosfopeptid
nedochazelo.

DalSim vylepSenim metody byla aplikacézmych gidavnych latek blokujicich
nespecifickou vazbu k ZrOF¥i pouziti glykolové kyseliny byl oxid zirkogity o néco meénr
specificky nez oxid titadity (Jensen and Larsen, 2007). Je dolingogmenout, Ze tito autd
pouzili na okyseleni nanaSeciho roztoku 5 %-ni lkysetrifluorooctovou, ne kyselinu
mraverti. VEtSi specificity bylo dosazeno aplikaci organickygfdroxykyselin pitomnych
v nanasecim pufru (okyseleném régnTFA), nejlépe fungovalaB-hydroxypropanova
kyselina (Sugiyama et al., 2007). V této studii A0, pfi obohacovani komplexniho
extraktu z HeLa butk G¢inny obdobg jako TiO,. Oproti pivodni studii (Kweon and
Hakansson, 2006) ale Zs@epreferoval monofosforylované fosfopeptidy.

DHB m¢lo v dalSi studii vysledky na zvySenou specifitukgselina mléna na
snizenou specifitu obdobné jako pro oxid titégi(Aryal and Ross, 2010). V této studii byla
znovu pozorovana tendence oxidu zirkiho preferovat monofosforylované peptidy,
narozdil od prvni studie ale nebyl Zr@psi ve vychytavani monofosforylovanych peptid
ale stej® us@sny jako TiQ. Nedavno byly publikovany dalSi vysledky ukazyjizé oxid
zirkonicity je obohacovani podobnicinny jako oxid titantity. Velka ¢ast fosfopeptid byla
ale k nalezeni jen po obohaceni oxidem zir&ibymn a ne po obohaceni oxidem tit&tym a
naopak (Mazanek et al., 2010). Tyto vysledky poukiama to, Ze ve fosfoprotemice byva

smysluplné aplikovatdgkolik technik paralels.

2.2.2.3.Hydroxid hlinity

MOAC uZivajici jako matrici hydroxid hlinity, bylr@inaln¢ publikovan pedevsim
jako metoda pro obohacovani o fosfoproteiny. UZigioalnim¢lanku se ale objevuje vyuZiti

této metody pro obohacovani o fosfopeptidy (Wolsatial., 2005)a. Metoda byla&evana
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naa-kaseinu, ktery byl po trypsinovémsgeni solubilizovan v inkutdaim pufru pro MOAC
(30 mM MES, 20 mM imidazol, 0,2 M aspartat draselfy2 M glutamat sodny, 0,25 %
CHAPS, pH 6,1). Méovina tentokrat nebylaifiomna, protoZze se nejednalo o proteiny a
nebylo tak nutné navozovat denaturiapodminky. Inkubace s matrici a promyvani grob
stejre jako u fosfoproteifi. Eluce byla navozena ve dvou krocich¢aim pufrem 1 (60 mM
difosforeinan sodny, pH 8,3) a poté &him pufrem 2 (250 mM difosfotean sodny, pH
8,3). Za zminku stoji mérzasadité pH nez jaké se uziva pro eluci fosfoprote/ eluatu se
objevily tén®t vyhradré fosfopeptidy, jenze jef¢ba mit na pa#ti, Ze metoda byla
prozkousena jen nakaseinu. Pozfji se glutamat, aspartat a imidazol se neukazatytddy
aspESnymi v kompetici s nespecifickymi peptidy a v eluédyly pritomny i nefosforylované
peptidy (Sugiyama et al., 2007).

2.2.2.4.0xidy ostatnich kowi

Pro MOAC byly pouzity i oxidy dalSich kay nagiklad oxid gallity, oxid Zelezity,
oxid cinkity, oxid hafntity, oxid tantalény (Leitner, 2010). Jejich sp@leym jmenovatelem
je negilis Siroké vyuZziti, a tudiZz nedostatek dat, kt@u dostupna. Pro tento fakt a pro
nedostatek mista se jimi blize zabyvat nebudu.

2.2.3. Chromatografie s hydroxyapatitem

Nedavno byla publikovana dalSi zajimava afigithromatografickd metoda uzivajici
jako matrici hydroxyapatit (Mamone et al., 20104. \ minulosti byl hydroxyapatit vyuzivan
na oda@lovani fosfoproteifi o nizném stupni fosforylace, napr péipact rhodopsinu (Sale et
al., 1978). Hydroxyapatit je krystalickou latkou wercem Ca(POy)s(OH),. NanaSeci pufr
obsahujici hydrogenfosfaiean draselny (1 M JHPQ,, pH 7,4) vedl ke sniZzené schopnosti
hydroxyapatitu vazat monofosforylované peptidy, bgZzmohlo byt zfisobeno konkuremi
vazbou hydrogenfosfoteanovych ioni na hydroxyapatit. Tento problém byl fegen
vyuzitim Trisového pufru o stejném pH (20 mM Tri§-@H 7,4). Promyvaci pufr (20 mM
Tris-Cl, 20 % acetonitril, pH 7,2) pomohl zbavit seespecificky vazanych pepiid
Zajimavosti je moznost fosfopeptidy atlul/at postupty podle mnozstvi obsazenych fosfat
za pomoci hydrogenfosfafeanového pufru o zvySujici se koncentraci (20 mRInBM a
200 mM KHPOy, pH 7,2 a konény krok 1 M KeHP Oy, pH 7,8).

Ackoli metoda vypada velmi zajimava @i obohacovani o vicenasabn

fosoforylované peptidy naghéji nez TiO,-MOAC, pokud je mi znamo, nebyla &ena v jiné
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laboratdi a v pavodni publikaci byla zkouSena jen na standardniciiepech. Bed jejim

pouZzitim v praxi je proto nutné provést dostatektkainich pokus.

2.2.4. Obohaceni fosfopeptid G srazenim

Princip této metody je zaloZen na tom, Ze z rozlakwysrazet fosfotman vapenaty
(Zhang et al., 2007). Vzorek byl nejprve rozguast roztoku hydrogenfosfotaanu sodného
a po gidani chloridu vapenatého doslo kvysrazeni fosfwmeu vapenatého spote
s fosfopeptidy. Nefosforylované peptidy se nesra&itak lze oddit fosfopeptidovou
srazeninu centrifugaci. Po promyvce Ize sedimentsgendovat ve vhodném pufrdi ®elmi
nizké koncentraci fosfopepfid oproti koncentraci nefosforylovanych peptid byl
identifikovan jen wity podil fosfopeptid. Navazanim F&-IMACu na precipitaci proteiin
doSlo ke zlepSeni metody a k detek&isiho mnozstvi fosfopeptid

Funkénost metody spojené s IMACenti @plikaci na rozsahly vyzkum byla &ena
na proteinovém extraktu z embryi ryZgryza sativa (Zhang et al.,, 2007). Na extrakt
z mozkove tka# ¢loveéka s Alzheimerovou nemoci byla vedle samotného IMAG@ESNS
aplikovana samotna srazeci metoda (Xia et al., 2008

Kombinaci této metody s IMACem se dosdhne vysStiifyenez byva Bzné u
IMACu samotného. Nevyhodou srazeci metody je nedigsta provienost na #Sim
mnoZstvi modeél. Navic je otdzkou, do jaké miry je metoda nespa@f v originalni studii
totiz poukazuji na to, Ze kyselé peptidy by se mahké dostat do sedimentu (Zhang et al.,
2007).

2.2.5. SCX a SAX

SCX a SAX jsou typy kapalinové iont@mcové chromatografie. P uziti ve
fosfoproteomice jsou n&gstji nasledovany dalSimi obohacovacimi technikami,pina

IMACem nebo MOACem. SpiSe nez k obohacovani tak tytetody slouzi k ziskani

subfrakci, a tim ke sniZzeni komplexity
pH 2,7 celk. naboj

2) W-Thr-Val-Asp-Ser -Pro-Lys -coon 2 daného vzorku. Gbtyto metody vedou

| . . .
® COOH N, @ k rozcEleni peptidi podle naboje.
b) NH;-Thr-Val -A]Sp -Ser -Pro- LP(S -COOH  q+ Nanaseci pufr pro SCX,
@ COOH }@ NH, B . .
HPO, kationtovou iontoranicovou

Obr. 11 — Naboje riaznych trypsinovych peptid v pufru pro | chromatografii ma kyselé pH 2,71 P
SCX. a) obvykly nefosforylovany peptid; b) fosfopeptid. tomto pH méa  N-konec peptidu a
Upraveno podle (Beausoleil et al., 2004).

aminokyseliny lysin, arginin a histidin
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pozitivni naboj +1 (viz Obr. 11).fpomaime, Ze trypsin 8pi po lysinu a argininu. Je-li na
C-konci peptidu jedna Zt¢hto aminokyselin a na N-konci pozitivni naboj aaskupiny,
dojdeme k z&kru, Ze \tSina trypsinovych peptid ma naboj +2. Fosfoskupina didje
peptidu jeden zaporny nabdajimz celkovy naboj &Siny jednou fosforylovanych pepftid
bude +1 a tyto peptidy se budou wamtat z kolony jako jedny z prvnich (Beausoleil bt a
2004). Nevyhodou metody za daného nastaveni jggkefosfopeptidy povazuje vyhragin
peptidy o naboji +1. Fosfopeptid obsahujici jedrzifivné nabitou aminokyselinu navic
bude mit naboj +2 a spadne tak mezi nefosforyloyemtidy. Naopak dvakrat fosforylovany
peptid ma za danych podminek nulovy nabikrét fosforylovany peptid je dokonce nabit
zaporr, a tak se tyto vicenasabfosforylované peptidy nezachyti do stacionarnéfaetim
dojde k jejich ztrat. SCX Ize zkombinovat ndps TiO,-MOACem (Olsen et al., 2006).

SAX, aniontova iontornicova chromatografie, vyuziva podobného principu jako
SCX, ale pH nanaSeciho pufru je sldtyselé, pH 4,0 (Han et al., 2008). Nefosforylované
peptidy jsou na svych karboxylovych skupinach iomémy pouzecasté&ng, zatimco
fosfopeptidy obsahuji fosfat navic, a tudiz jsopar&sji nabité. Na kolod SAXu se tak
fosfopeptidy budou véazat siji a uvolovat pozdji nez nefosforylované peptidy. SAX
narozdil od SCX nevede k mozné zirdéinohonasobh fosforylovanych peptil — ty maji
nejzaporgjSi naboj, a tedy nefSi afinitu ke kolos. SAX byl s uspchem pouzit
v kombinaci s F&-IMACem pii vyzkumu fosforylace membranovych protiiArabidopsis
thaliana (Nuhse et al., 2003).

2.2.6. HILIC
HILIC je typem kapalinové chromatografie. Podéhako SAX a SCX pedstavuje

spiSe metodu prefrakciotrd. HILIC je narozdil od fedchozich typ chromatografii zaloZzen
na rozaleni peptidi podle hydrofility (McNulty and Annan, 2008). Kléni peptid: je tento

typ chromatografie uzivaridceji nez gedchozi dva typy. Fosfopeptidy jsou obvykle
hydrofilni a nabité, a proto budou s chromatogkafickolonou interagovat siji, a tak bude
umozreéno jejich oddleni od peptid hydrofobnich nebo nefosforylovanych. Jde o metodu
prefrakcionace, protoze fosfopeptidy nejsou v dnakci jediné, a tudiz byva nevyhnutelné
vyuzit jeS¢ jiné obohacovaci techniky, napMAC. Obracené p@di metod (IMAC-HILIC)
bylo méré vhodné, protoZe v obohacenych frakcich byl¢mgapodil nefosforylovanych
peptici (McNulty and Annan, 2008). V této studii byl HILIQisgsSne vyuZzit jako
prefrakcion&ni krok pi zkoumani fosfoproteomu Hela bikn Nésledny IMAC byl

specifttéjSi nez bez provedeni prefrakcionace.
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2.2.7. Chemické modifikace

Metod chemické modifikace fosfopepiiéxistuje vice, pro ilustraci uvedu jen metodu
jedinou, B-eliminaci nésledovanou Michaelisovou adici (Thalet al., 2003). DalSi
modifikacni metody jsou k nalezeni nédad v recentnim jghledném¢lanku (Dunn et al.,
2010).

Nejprve se oxiduje cystein pomoci kyseliny peroxgwarti. Cystein musi byt
zablokovan, protoze by se mohl svou thiolovou skapiv za¥reénych krocich metody vazat
na nost vedle modifikovanych fosfopeptid Po zablokovani cysteinu dojdeigpbenim
hydroxidu sodného nebo barnatéh@-&liminaci fosfatu a z fosfoserinu a fosfothreoninu
vznikne dehydroalanin resp. kys. dehydroaminomasg@liz Obr. 12). No¥ vznikla dvojna
vazba na postranninettzci aminokyseliny umaiije adici. Konkrétd se k této reakci
vyuziva propandithiol,éimZz na zasaZenych aminokyselinach vznikne postrakopina
s koncovou thiolovou skupinou, jiz se da vyuzit pavazani modifikovaného peptidu na
dithiopyridinovy resin. Na tento resin se vychyfa modifikované fosfopeptidy (cystein je
zablokovan), jez Ize posléze uvolnit redukci poni®ET nebo 2-merkaptoethanolu.

Jednou z dalSich alternativ k vychytavani modiféwaych fosfopeptidl po B-eliminaci
je navazani biotinového tagu na modifikované pepédejich nasledné vychytavani pomoci
avidinu (Oda et al., 2001).

Nevyhodou B-eliminace je nemoznost jeji aplikace na fosfotyrosieba’ ten p-
eliminaci nepodléhd ¢které jiné metody chemické modifikace fosfotyropiemenit umi).
B-eliminaci podléhaji nejen fosfoserin a fosfothr@orale i O-glykosylované formyéthto

H H (I:I) 0 Michael addition H H %)
R=N=C=C=R" g_elimination R—H—C—g—R' HE” s gy RENTE=CR
e —— T T —
2
o dehydroalanine S—CH2CH;CH;-SH
PO3H3

phosphoserine @_ S- SWW.O
=N

dithiopyridine resin
OH

0O
HoH T HS/WSH H H I
R—N—(IJ—C—R' & R—N—?—C—R'
+ <|3H2 ——— Clin
SH S—CHCH,CH2-SH S—CH,CH,CHy= S-S
enriched peptide captured peptide

Obr. 12 — Schéma B-eliminace nasledované Michaelisovou adici, blizSi popis v textu. Pfevzato z (Dunn et al.,
2010).
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aminokyselin, a tak se neda odlisit, byl-li prot@ivodre glykosylovan nebo fosforylovan.
DalSi nevyhodou jsou ztraty materidlu a neudplnyibgin reakce, ktery five zvySovat

komplexitu vzorku.
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3. Zaver

Tato bakalska prace popisujeizné moznosti, jak obohatit vzorek o fosfoproteiny
nebo fosfopeptidy. Oba Zdhto @Fistupa maji své vyhody i nevyhody. Obohacovani celych
fosfoproteii umo#iuje jejich dleni na dvojrozrarné elektroforéze, a tak zjti jejich
izoelektrického bodu a molekularni hmotnosti. Narst druhou hrozi nezachyceni extrémn
malych, lipofilnich, kyselych a zasaditych proteirDbohacovani o fosfopeptidy uninge
obohacovat i o tyto extrémni fosfopeptidy. Vyhodeutaké mensi komplexita ziskanych
peptidi v porovnani s intaktnimi proteinyiésto se fosfopeptidové metody mnohdy potykaji
s nedostataou selektivitou a senzitivitou. Navic se nemusptige poddit identifikovat,
protoze identifikace se ndibe ofFit o dalSi peptidy daného proteinu. Veésinbez pedem
ozna&enych protein totiz nelze utit, ke kterému proteinu.peptid pat

Ze zmirgnych metod nelze vybrat jednu jedinou, ktera bylépej sphovala
pozadavky fosfoproteomickych vyzkumPopsané metody Ize tedy povaZzovat daleko spiSe za
plnohodnotné alternativy nez na prezentacti#kh od nejlepSich po nejhorsi.

Navic v mnohych vyzkumech bylo dokazano, Ze viagzpgpch metod vede k SirSimu
spektru identifikovanych fosfoprotain To je zmisobeno skutaosti, Zze kazda z metod
napomaha odhalit &itou ¢ast fosfoproteomu stsi efektivitou nez metoda jinad. Teprve
jejich kombinaci tak doseme k celkovému obrazu o fosfoproteomu (Bodenmide al.,
2007; Ito et al., 2009).

Mnohé metody, fipadre jejich inovace, se stale potykaji s nedostatkem
experimentalnich dat nebo s né&mnim na komplexnim vzorku. Vyborna fumiost metody
pii obohacovani standardnich profeitotiz nezarduje stejnou efektivitu i obohacovani
fosforylovanych protein nebo peptil z komplexnich biologickych vzoiék DalSim
problémem byva protidtdnost vysledk ziskanych fi zavedeni stejné inovace v protokolu ve
vice laboratéich. Mnohé protokoly tak jeStzdaleka nejsou ptnzdokonalené a jejich dalsi
optimalizace jsou mimo jinéipdmétem vyzkumu. Navic zlepSeni obohacovacich protokol
jsou doprovazena nutnymi optimalizacemi hmotnospektrometrie, které nebylygdmitem
této bakaléské prace.

Pres mnohé komplikace se #éi, Ze za poslednichéplet prodilala fosfoproteomika
se svymi obohacovacimi protokoly zng pokrok a bylo publikovano mnoho praci
popisujicich usgsré identifikované fosfoproteiny. iBsto tento pokrok neni dosazenim

vrcholu a zbyva mnoho prace s optimalizaci protikol
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4. Pouzité zkratky

DHB... kyselina 2,5-dihydroxybenzoova

DTT... dithiothreitol

ESI MS... hmotnostni spektrometrie s vyuZitim elektrosprejeeBizace (angl. electrospray
ionization mass spectrometry)

HILIC... kapalinova chromatografie¢lici podle hydrofilicity (angl. hydrophilic interéion
liquid chromatography)

IDA... kys. iminodioctova (angl. iminodiacetic acid)

IEF-PAGE... dvojrozmérna gelova elektroforéza (angl. isoelectric focgshpolyacrylamide gel
electrophoresis)

IMAC... chelat&ni afinitni chromatografie (angl. immobilized meadfinity chromatography)
LC... kapalinova chromatografie (angl. liquid chromatqimg

MLC-ICP-MS... kapilarni kapalinova chromatografie spojend s hwstmi spektrometrii
s indukné vazanym plazmatem (angl. capillary liquid chrongasphy — inductively coupled
plasma — mass spectrometry)

MALDI MS... hmotnostni spektrometrie s vyuZitim laserové iotezangl. matrix-assisted laser
desorption-ionization mass spectrometry)

MES... kyselina 2-(N-morfolino)ethansulfonova

MOAC... afinitni chromatografie s vyuzitim kovového oxidangl. metal oxid affinity
chromatography)

MS... hmotnostni spektrometrie (angl. mass spectrometry)

NTA... kyselina nitrilotrioctovgangl. nitrilotriacetic acid)

pS... fosfoserin

pT... fosfothreonin

pY... fosfotyrosin

SAX... aniontova iontorgni¢ova chromatografie (angl. strong anion exchangerohtography)
SCX... kationtové iontoréni¢ova chromatografie (angl. strong cation exchangerohtography)
SDS-PAGE... jednorozndrna gelova elektroforéza (angl. sodium dodecyl Isalp -—
polyacrylamide gel electrophoresis)

SDS...sodium dodecyl sulfat

SIMAC... IMAC s postupnym uvalovanim zachycenych peptidangl. sequentional elution
from IMAC)

TFA... kyselina trifluoroctova (angl. trifluoroacetic agid
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