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Abstrakt 

Reverzibilní fosforylace proteinů patří mezi nejdynamičtější posttranslační modifikace. 

Fosforylace hraje důležitou roli v mnoha buněčných procesech, jmenujme např. buněčné dělení, 

přenos signálu, dynamiku cytoskeletu, regulaci translace, cílení proteinů a metabolizmus. Bohužel 

množství fosfoproteinů v buňce neodpovídá jejich významu, a tak bývá nevyhnutelné využít 

obohacovacích technik. K obohacení může dojít buď ve formě fosfoproteinů, nebo fosfopeptidů, 

popř. může být zvolena kombinace obou přístupů. Většina obohacovacích strategií je založena na 

chemické modifikaci fosfátů, afinitě fosfátu ke kladně nabité chromatografické matrici a na 

použití protilátek. 

Jednotlivé metody mají své výhody i nevýhody. Navíc kompletního a spolehlivého 

odhalení fosfoproteomu lze obvykle dosáhnout kombinací několika metod. V posledních pěti 

letech byly mnohé protokoly vylepšeny a další se nově objevily. Tato bakalářská práce tak shrnuje 

obohacovací metody užívané ve fosfoproteomice.  

 

Klí čová slova: fosfoproteomika, obohacování fosfoproteinů, obohacování fosfopeptidů, IMAC, 

MOAC, oxid titaničitý (TiO2), hydroxid hlinitý Al(OH)3, protilátky 

Abstract 

Reversible protein phosphorylation represents one of the most rapid and dynamic 

posttranslational modifications. Phosphorylation plays a key role in many cellular processes as 

cell division, signal transduction, cytoskeleton dynamics, translation regulation, protein targeting 

and metabolism. Unfortunately, the importance of phosphoproteins is not mirrored in their 

abundance so enriching strategies are mostly inevitable. The enrichment can be performed either 

at the stage of phosphoproteins or at the stage of phosphopeptides. Alternatively, a combination of 

both strategies can be used. Most enriching strategies are based on chemical modifications, 

affinity of phosphates to positively-charged chromatography matrix or antibodies. 

Every method used has its advantages as well as disadvantages. Moreover, satisfactory 

coverage of phosphoproteome is very often reached by combination of more methods. In the past 

five years many protocols have been improved or alternatively new approaches have appeared. So 

in this bachelor thesis, the available enrichment strategies are reviewed.  

 

Key words: phosphoproteomics, phosphoprotein enrichment, phosphopeptide enrichment, IMAC, 

MOAC, titanium dioxide (TiO2), aluminium hydroxide Al(OH)3, antibodies 
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1. Úvod 

Donedávna byla hlavním přístupem sledujícím expresi genů transkriptomika. Tento 

přístup se dnes jeví jako nedostatečný, protože přítomnost dané mRNA v buňce nemusí 

znamenat, že je v buňce příslušný protein zastoupen ve stejné koncentraci (Holmes-Davis et 

al., 2005; de Groot et al., 2007). Vyšší koncentrace mRNA než odpovídajícího proteinu může 

být dána transkripcí, která není doprovázena translací dané mRNA, přičemž tento transkript 

může být v buňce skladován. K podobné situaci dochází i v případě, kdy je protein labilnější 

než daná mRNA. Opačná situace, tedy vyšší koncentrace proteinu než příslušné mRNA, může 

být způsobena extrémní stabilitou produkovaného proteinu, vysokým stupněm translace, nebo 

rychlejší degradací mRNA než daného proteinu. 

Výše zmíněné skutečnosti potvrzují důležitost proteomiky, která umožňuje získat 

realističtější data než poskytuje transkriptomika. Dokonce i přítomnost proteinu v buňce ještě 

nemusí znamenat, že je opravdu funkční, k tomu je leckdy potřeba posttranslačních 

modifikací, např. glykosylace, fosforylace nebo acetylace. Fosforylace je velmi dynamickou 

posttranslační modifikací, jejíž hladina v buňce je přesně regulována celou řadou kináz a 

fosfatáz. 

Fosfátová skupina, která je při fosforylaci proteinu kovalentně připojena na příslušnou 

aminokyselinu, mění vlastnosti tohoto proteinu. Jeho izoelektrický bod je díky fosfátu 

posunut do kyselejší oblasti (Darewicz et al., 2005). Záporný náboj fosfátu může být 

zodpovědný za změnu konformace daného proteinu, např. glykogen fosforyláza vlivem 

fosforylace přechází do aktivní konformace (Fletterick and Sprang, 1982). Takto se může 

změnit nejen interakce aminokyselin v rámci jednoho proteinu, ale také se mohou pozměnit 

meziproteinové interakce, např. mezi cytochromem a jeho vazebnými proteiny (Kim et al., 

2004). V neposlední řadě může být fosfát navázán do aktivního místa enzymu, a blokovat 

jeho funkci, např. u izocitrát dehydrogenázy (Garnak and Reeves, 1979). 

Fosforylace má klíčovou úlohu v mnoha buněčných procesech. Fosforylace 

příslušných cyklin-dependentních kináz je spjata s přesnou regulací buněčného cyklu 

(Dephoure et al., 2008). Fosforylační kaskády jsou zodpovědné za přenos vnějšího signálu do 

buňky, jmenujme například MAP kinázovou kaskádu (Mishra et al., 2006). Dalším místem, 

kde fosforylace sehrává důležitou úlohu, je dynamika cytoskeletu (Augustine et al., 2008). 

Mnohé transkripční faktory jsou nasměrovány z cytosolu do jádra díky fosforylaci, např. 

velký antigen T viru SV40 (Rihs et al., 1991), nebo naopak díky defosforylaci, např. regulační 

protein SWI5 kvasinky (Moll et al., 1991). V neposlední řadě je pomocí fosforylace 
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regulován metabolismus, např. inhibiční fosforylace izocitrát dehydrogenázy (Garnak and 

Reeves, 1979), nebo aktivační fosforylace glykogen fosforylázy (Fletterick and Sprang, 

1982). Fosforylace RNA polymerázy II na její C-terminální doméně je důležitá pro elongační 

fázi transkripce (Baskaran et al., 1997). Fosforylace ribozomálních proteinů se uplatňuje při 

regulaci translace (Ballesta et al., 1999). 

Proteiny nejčastěji nesou fosfát navázaný přes kyslík, jak je tomu u serinu (pS) a 

threoninu (pT), viz Obr. 1. Menší zastoupení má fosfotyrosin (pY), mající fosfát vázaný 

rovněž přes kyslík. Poměr pS:pT:pY byl u lidských buněčných kultur stanoven jako 78:18:3,8 

(Beausoleil et al., 2004), 86,4:11,8:1,8 (Olsen et al., 2006) nebo 84:14:2,3 (Molina et al., 

2007) v závislosti na použitých buňkách, u bakterie Bacillus subtilis 70:20:10 (Macek et al., 

2007), u Arabidopsis thaliana 85:10,7:4,3 (Sugiyama et al., 2008). Původní předpoklad, že u 

rostlin je fosforylace na tyrosinu zastoupena méně než u živočichů, tak nejspíše nebude 

pravdivý.  

Další fosforylovanou aminokyselinou může být histidin, který váže fosfát přes dusík 

(viz Obr. 1). Fosfohistidin se vyskytuje ve dvou izoformách, 1-fosfohistidin a 3-fosfohistidin. 

Fosforylace histidinu byla popsána 

zejména u rostlin a bakterií, nicméně 

i u živočichů lze najít proteiny 

s fosfohistidinem (Kowluru et al., 

1996). U bakterií plní fosforylace 

histidinu úlohu např. při signalizaci 

chemotaxe (Birck et al., 1999), 

zatímco u rostlin je to např. role při 

přenosu signálu cytokininů (To et 

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

1998). Zajímavostí mnohých fosfohistidinových receptorů je, že přenášejí fosfát na kyselinu 

asparagovou, a tím ji fosforylují. Tento proces byl popsán u receptoru cytokininů (To et al., 

2007). Za zmínku ještě stojí vzácně se vyskytující fosfoarginin a fosfolysin (Besant et al., 

2009).  

Fosforylované aminokyseliny se liší svou odolností ke kyselému a zásaditému pH. 

Nadále nebudeme uvažovat o fosfoargininu, fosfolysinu, ani o fosfoaspartátu. 

Fosfohydroxyaminokyseliny (tedy pS, pT a pY) jsou stabilní za mírně kyselého pH, jejich 

poločas rozpadu v 1 M HCl při 100 °C je asi 18 h pro pS nebo pT a asi 5 h pro pY (Duclos et 

al., 1991). Naproti tomu obě izoformy histidinu jsou v kyselém pH nestabilní – 1-fosfohistidin 

 

Obr. 1 – Vzorce nejčastěji se vyskytujících fosforylovaných 

aminokyselin. Vzorce vytvořeny pomocí softwaru 

ChemSketch. 
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a 3-fosfohistidin mají poločas rozpadu v 1 M HCl při 49 °C 18 s  a 25 s (Hultquist, 1968). 

Obě izoformy fosfohistidinu a fosfotyrosin jsou stabilní za mírně alkalického pH, zatímco 

fosfoserin a fosfothreonin jsou za takových podmínek nestabilní. 

Labilita fosfohistidinu za mírně 

kyselého pH vede k tomu, že běžnými 

fosfoproteomickými technikami, které 

budou předmětem této bakalářské práce, 

bývá fosfohistidin nedetekovatelný. 

Nezřídka se totiž užívá kyselých 

chemikálií (např. kyseliny trichloroctové) 

k proteinové extrakci či některý z pufrů 

při obohacování je slabě kyselý. Chceme-

li detekovat fosfohistidin v příslušném 

vzorku, musíme naše metody tomuto 

účelu přizpůsobit. Některé z těchto metod 

jsou shrnuty v recentním přehledném článku (Besant and Attwood, 2009) a nebudou 

předmětem této bakalářské práce. 

V daném okamžiku je v buňce fosforylováno pouze několik procent proteinů. Navíc 

může být ten samý protein přítomen jak ve své fosforylované tak nefosforylované podobě. 

Kvůli své nízké koncentraci se obvykle fosfoproteiny ztrácejí mezi abundantnějšími proteiny. 

Navíc fosfopeptidy bývají při hmotnostní spektrometrii méně úspěšně ionizovány než jejich 

odpovídající nefosforylované formy. Jsou-li ve vzorku přítomny jak fosfopeptidy tak peptidy 

nefosforylované, pravděpodobnost ionizace fosfopeptidů, a tím detekce, bývá snížena (viz 

Obr. 2). Z těchto důvodů je nezbytné provést obohacení o fosfoproteiny/fosfopeptidy, 

abychom se zbavili nefosforylovaných proteinů/peptidů a dospěli tak k úspěšné identifikaci 

většího množství z nich, a tím se přiblížili aktuálnímu stavu fosfoproteomu v buňce. 

Metody obohacování zaznamenaly v posledních pěti letech výrazný pokrok a navíc se 

objevily některé metody nové. Je tedy velmi vhodné ty nejpodstatnější z nich i s jejich 

inovacemi sepsat, a proto jsem se rozhodl psát bakalářskou práci na toto téma. Ačkoli je 

vylepšení obohacovacích technik doprovázeno a občas i podmíněno pokroky v hmotnostní 

spektrometrii, inovace MS v této práci popsány nebudou. Není možné detailně obsáhnout 

všechny obohacovací metody, a tak dopodrobna jsou rozebrány jen ty užívanější, naopak 

některé méně používané jsou zmíněny jen stručně. 

 

Obr. 2 – V MS spektru před obohacením nebyl 

detekován žádný fosfopeptid (a), naopak po obohacení 

pomocí MOACu oxidem titaničitým byly fosfopeptidy 

úspěšně detekovány (b). Fosfopeptidy jsou označeny 

hvězdičkou. Upraveno podle (Jensen and Larsen, 2007) 
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2. Literární p řehled 

Obohacovací metody užívané ve fosfoproteomice budou v této bakalářské práci 

tozděleny na ty, jež obohacují o intaktní fosfoproteiny a na ty, které obohacují o fosfopeptidy 

vzniklé proteolytickým štěpením fosfoproteinů (viz Obr. 3).  

Toto dělení slouží jen ke zjednodušení orientace, mnohé metody totiž našly uplatnění 

v obou strategiích, přičemž pokroky protokolů objevené při obohacování fosfopeptidů jsou 

využívány i při obohacování fosfoproteinů a naopak. Navíc nezřídka se využívá přístupu 

kombinovaného – nejprve se obohacuje o fosfoproteiny a po jejich separaci a štěpení se 

provádí ještě fosfopeptidové obohacení, nebo se užívá nezávisle obou přístupů v kombinaci 

s dalšími metodami (např. izotopového značení fosfoproteinů), aby se tak získaly co 

nejkompletnější informace o fosforylovaných proteinech (Ito et al., 2009). Také se může 

provádět paralelně obohacení dvěma metodami ze stejného okruhu, např. provádět 

obohacování o fosfopeptidy pomocí oxidu titaničitého a oxidu zirkoničitého, protože výstupy 

obou metod se poněkud liší (Mazanek et al., 2010).   

 

 

proteinová extrakce 

prefrakcionace 

(např. SAX, SCX) 

štěpení proteázou 

(např. trypsinem) 

obohacení 

o fosfopeptidy 

hmotnostní 

spektrometrie 

proteinová extrakce 

rozdělení fosfoproteinů 

na 2D IEF-PAGE 

obohacení 

o fosfoproteiny 

vyříznutí spotů a 

štěpení proteázou 

hmotnostní 

spektrometrie 

a) b) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 3 –  Schematické porovnání dvou základních přístupů proteomického výzkumu. a) obohacení ve stádiu 

fosfoproteinů, b) obohacení ve stádiu fosfopeptidů. 
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2.1. Obohacování na úrovni fosfoprotein ů 

Tato strategie začíná extrakcí proteinů, kterou je v případě rostlinných vzorků nutno 

provést s dostatečnou pečlivostí, protože rostlinné buňky jsou ohraničeny buněčnou stěnou a 

často obsahují rozličné sekundární metabolity. Lze použít různé způsoby extrakce v závislosti 

na tom, jaké proteiny a v kolika frakcích chceme získat. Celkový extrakt je pak rozpuštěn 

v pufru, v němž dojde k vychytání fosfoproteinů. Získané fosfoproteiny se obvykle dělí na 

dvojrozměrné elektroforéze (IEF-PAGE). Na elektroforetogramu se objeví jednotlivé spoty 

odpovídající nejčastěji jednomu proteinu, občas je ale v jednom spotu identifikováno více 

proteinů. Spoty, které mají být analyzovány, vyřízneme a proteiny v nich obsažené naštěpíme 

pomocí specifické proteázy (nejčastěji se užívá trypsin). Získané peptidy jsou podrobeny 

měření na MS. 

Výhodou tohoto přístupu je, že pomocí IEF-PAGE zjistíme izoelektrický bod a 

molekulární hmotnost daného proteinu. Tyto informace mohou napomoci při identifikaci 

těchto bílkovin. Vyhledávací algoritmus může najít s vysokou shodou proteiny s extrémním 

izoelektrickým bodem, takovým, který na našem dvojrozměrném elektroforetogramu nebyl k 

vidění. Za takové situace nebude pravděpodobné, že se skutečně jedná o tento protein, neboť 

jeho izoelektrický bod je jiný než je očekáváno. Dalším pozitivem tohoto přístupu je, že 

jednotlivé proteiny (příp. skupiny proteinů) jsou odděleny. Získané spektrum peptidů tak patří 

ideálně jednomu proteinu, tudíž jeho identifikace je pravděpodobnější, protože je provedena 

na základě několika peptidů (nejen těch fosforylovaných), a tudíž sekvence proteinů může být 

lépe pokryta. Nevýhodou metod obohacujících ve stádiu fosfoproteinů je nedostatečná 

rozpustnost nebo rozdělitelnost určitých skupin proteinů, příkladně příliš malých, silně 

lipofilních a těch s extrémním izoelektrickým bodem. Jejich ztráta hrozí také při 

nevyhnutelných srážecích krocích, např. pomocí methanolu a chloroformu (Wessel and 

Flügge, 1984), při výměně pufrů.  

Mezi metody nejčastěji užívané k obohacování o fosfoproteiny patří protilátky a 

afinitní metody. Afinitní metody využívají záporného náboje fosfátových skupin, přes něž 

jsou vázány k pozitivně nabité matrici, jíž může být kationty kovu na nosiči nebo samostatné 

částice kovových oxidů nebo hydroxidů. Pro lepší přehlednost jsou kapitoly o afinitních 

metodách rozděleny podle použité metody, na IMAC (chelatační afinitní chromatografie, 

angl. immobilized metal affinity chromatography) a MOAC (afinitní chromatografie 

s využitím kovového oxidu, angl. metal oxid affinity chromatography). Na principu afinity 

záporně nabitých fosfátů ke kladně nabité chromatografické matrici fungují i mnohé komerční 
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kity. Těmi se v tomto přehledu zabývat nebudu, protože neznalost konkrétních složení jejích 

pufrů neumožňuje diskuzi o přesném principu metody ani diskuzi o optimalizaci metody 

úpravou složení pufrů.  

2.1.1. Protilátky 

Protilátky jsou schopny specificky vázat látky s rozličnými epitopy, mj. proteiny. 

Podstatou této techniky je tedy využití specifických protilátek k vychytání proteinů 

obsahujících příslušné fosforylované aminokyseliny. Nejširšího uplatnění našla tato metoda 

v případě vychytávání proteinů fosforylovaných na tyrosinu. Použitým modelem byly např. 

buňky HeLa (Pandey et al., 2000), kultury B-buněk infikovaných virem Ebstein-Barrové 

(Imam-Sghiouar et al., 2002) nebo imortalizované buňky odvozené od myeloidní leukemické 

linie K562 (Lind et al., 2008). Pro rostlinné modely tato metoda příliš využívána nebyla, 

neboť se předpokládalo, že u rostlin je zastoupení fosfotyrosinu nižší než u živočichů, což se 

ve světle nových výsledků jeví jinak (Sugiyama et al., 2008). 

Problémem protilátek proti fosfothreoninu a fosfoserinu byla jejich nefunkčnost při 

imunoprecipitačních protokolech (a tedy při obohacování), ačkoli byly dostupné a pro detekci 

na imunoblotech fungovaly dobře (Grønborg et al., 2002). Další komplikací těchto protilátek 

bývá, že jsou zacíleny na rozsáhlejší epitop než pouhou fosforylovanou aminokyselinu. Tak 

se může stát, že určité proteiny jsou lépe vychytány než jiné, např. určité protilátky proti pS 

nebo pT diskriminují místa sousedící s prolinem, naopak jiné protilátky jsou na taková místa 

cíleny. Přesto byly protilátky v praxi využity k vychytání pT/pS proteinů z celkového extraktu 

HeLa buněk (Grønborg et al., 2002). 

Nevýhodou této metody při využití k rozsáhlému hledání maximálního množství 

fosfoproteinů je, že pro každou fosforylovanou aminokyselinu je zapotřebí využít služeb jiné 

protilátky, oproti tomu afinitní metody (MOAC, IMAC) jsou schopny vychytat veškeré 

fosforylované aminokyseliny. Tato nevýhoda se může proměnit ve výhodu, pokud nás zajímá 

pouze určitá skupina fosfoproteinů, obvykle se toho využívá pro vychytávání proteinů s 

fosfotyrosinem. Protilátkové obohacování o pT a pS je limitováno množstvím dostupných 

protilátek, které dobře fungují při obohacovacích protokolech.  

Protilátek bylo využito také při obohacování o fosfopeptidy s fosfotyrosinem (Zhang 

and Neubert, 2006), v dané sekci se ale touto metodou pro nedostatek prostoru už blíže 

zabývat nebudu. 
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2.1.2. IMAC 

Tento způsob obohacování je častěji využíván k obohacování na úrovni fosfopeptidů 

(viz kap. 2.2.1). Matrici této metody tvoří různé nosiče s chelatačním ligandem (informace 

jsou uvedeny v kapitole o fosfopeptidech), které jsou nabity pomocí kovových kationtů, např. 

kationty gallitými, železitými nebo nikelnatými. Oproti tomu MOAC užívá jako matrici oxidy 

nebo hydroxidy kovů.  

Problémem, který měla tato metoda při obohacování fosfoproteinů byly signifikantní 

ztráty proteinů a také inkompatibilita obohacené frakce s dvojrozměrnou elektroforézou. Tyto 

problémy byly vyřešeny v protokolu užívajícím chelatačního ligandu NTA (kys. 

nitrilotrioctová) s Fe3+ neseného na agaróze (Dubrovska and Souchelnytskyi, 2005). Buněčný 

extrakt z lidské buněčné kultury MCF10A v lyzačním roztoku (1 % Triton X-100, 150 mM 

NaCl, 10 mM Tris-Cl, pH 8,0) byl inkubován společně s matricí. Navázané proteiny byly 

šestkrát promyty promývacím pufrem (5 mM Tris-Cl, 150 mM NaCl, pH 6,3) a fosfoproteiny 

byly uvolněny pomocí elučního pufru (100 mM DTT, 2 % SDS, 50mM Tris-Cl, pH 6,8) 

inkubací po dobu 5 min při 95 °C.  

V další studii otestovali 

kombinaci dvou nosičů 

s chelatačními ligandy (sefaróza-IDA 

a agaróza-NTA) se dvěma kovovými 

kationty (železitými a gallitými), 

z čehož se ligand IDA ukázal být 

lepší variantou než NTA a gallité 

ionty poněkud efektivněji 

vychytávaly fosfoproteiny než ionty 

železité (Collins et al., 2005), Obr. 4. 

Pro další pokusy na synaptozomech 

myši byl zvolen sefaróza-IDA s Ga3+. 

Ačkoliv k obohacení došlo, na 

elektroforetogramu eluátu bylo 

k nalezení několik málo proteinů, 

které se na fosfát-specifickém ProQ 

barvivu téměř neobarvily a byly 

detekovány až barvivem Sypro Ruby 

 

Obr. 4 – Obrázek vzniklý složením stejného gelu barveného 

pomocí proQ (růžový kanál) a posléze pomocí Sypro Ruby 

(zelený kanál). Fosforylované proteiny jsou vidět buď černě 

nebo růžově, zelené bandy odpovídají nefosforylovaným 

proteinům. Marker obsahoval dva bandy nefosforylované 

(116 a 55 kDa) a dva fosforylované (45 a 23 kDa). První čtyři 

vzorky za markerem jsou eluáty za využití různých kombinací 

chelatační ligand + kov, další čtyři vzorky jsou odpadními 

frakcemi za týchž podmínek. Přítomnost zelených bandů 

v eluátech svědčí o jisté nespecifitě metody. Zelenou šipkou 

jsou označeny nefosforylované ribozomální proteiny (jak byly 

později identifikovány).  Převzato z (Collins et al., 2005). 
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barvícím všechny proteiny. Lze se tedy domnívat, že obohacení není zcela specifické (viz 

Obr. 4). 

Gallitý iont fungoval nejlépe i v další studii na myší fibroblastové kultuře (Machida et 

al., 2007). Ionty byly vázány nosičem Poros MC. Při porovnání několika kovových iontů 

(Ga3+, Fe3+, Zn2+, Al3+) se jevil jako nejlepší gallitý iont (Ga3+). Vzorek byl rozpuštěn v pufru 

obsahujícím 50 mM MES a 0,5 M NaCl, pH 5,5. Optimální hodnota pH pufru byla hledána 

experimentálně, při vyšších hodnotách (tedy pH kolem 6,0 až 7,0) se fosforylované proteiny 

nezachycovaly, a tak byly vymyty. Při nižších pH, užívaných pro IMAC fosfopeptidů 

(Posewitz and Tempst, 1999), může docházet k precipitaci některých proteinů. Vyšší molarita 

chloridu sodného byla také nevhodná, protože v roztoku bylo pak příliš mnoho iontů, které 

mohly oslabovat interakci fosfátů s gallitými kationty, naopak bez jeho přítomnosti docházelo 

k vyššímu podílu vazby nespecifických proteinů. Fosfoproteiny po dvouhodinové inkubaci a 

promytí ve stejném pufru byly uvolněny pufrem s 0,2 M fosforečnanem sodným (pH 8,0) 

inkubací při 60°C po dobu 15 min. V další práci byla také porovnána funkčnost různých iontů 

(Novotna et al., 2008). Tyto pokusy byly následovány HPLC, ne gelovými metodami 

separace, jako u předchozí práce. V této studii nedávaly gallité ionty jednoznačně nejlepší 

výsledky, stejně dobře totiž dopadly i další testované ionty (Fe3+a UO2
2+).  

Ačkoli se ve dvou pracích jevil lépe gallitý iont (Collins et al., 2005; Machida et al., 

2007), železitý iont navázán na IDA-agarose byl v praxi také využit (Imam-Sghiouar et al., 

2005). V neposlední řadě byl použit chelatační ligand NTA nabitý Ni2+ (Lenman et al., 2008) 

pro obohacení fosfoproteinů ze čtyřdenní buněčné kultury Arabidopsis thaliana.  

Další metodou založenou na principu IMAC je metoda užívající 1,3-bis[bis(pyridin-2-

ylmethyl)amino]propan-2-olatodizinečnatý komplex, zvaný 

Phos-Tag, vázaný na agarosu. Tento komplex má na dvou 

atomech zinku po jednom chybějícím elektronu, a tak je 

schopen do tohoto místa vázat fosfát, jenž má po jednom 

přebývajícím elektronu na dvou kyslíkových atomech 

(Kinoshita et al., 2005), viz Obr. 5). Lyzát lidských buněk 

epidermálního karcinomu byl rozpuštěn v inkubačním pufru 

(0,1 M Tris-CH3COOH, 1 M CH3COONa, pH 7,5) a přidán 

k Phos-Tagu (Kinoshita-Kikuta et al., 2006). Fosfoproteiny 

se vázaly při pokojové teplotě po dobu 5 min. Po filtraci a 

trojnásobném promytí byly fosfoproteiny uvolněny elučním 

pufrem (0,1 M Tris-CH3COOH, 1 M NaCl a 10 mM NaH2PO4, pH 7.5). Eluce byla dvakrát 

 

Obr. 5 – Způsob vazby fosfátu do 

komplexu Phos-Tag. Pro ilustraci 

je na obrázku znárorněn 

fenylfosfát a ne fosfoprotein. 

Upraveno podle (Kinoshita et al., 

2005) 
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zopakována. Zajímavostí je, že 1 M NaCl nezvládl zabránit nespecifické vazbě proteinů, 

zatímco u IMACu s Ga3+ vázaným na Poros MC svou úlohu zvládl i 0,5 M NaCl (Machida et 

al., 2007). Namísto chloridu sodného tak byl pro Phos-Tag využit octan sodný, který 

nespecifické vazbě karboxylových skupin úspěšně zabránil. Naopak v elučním pufru se octan 

sodný neosvědčil, protože část fosfoproteinů zůstávala uvězněna v matrici, tudíž dostal 

přednost chlorid sodný, který uvolňoval veškeré fosfoproteiny. Dále stojí za zmínku, že se 

eluční pufr nelišil od inkubačního hodnotou pH, ale pouze složením. K uvolnění tak stačilo 

přidat chlorid sodný (což je v souladu s předchozími protokoly, kde příliš vysoká koncentrace 

chloridu sodného bránila vazbě fosfoproteinů k matrici) a dihydrogenfosforečnan sodný (což 

je také v souladu s předchozími výsledky, kde byl dihydrogenfosforečnan v elučním pufru 

rovněž přítomen). Další zajímavostí této metody je, že v pufrech není přítomen žádný 

detergent nebo redukční agens a že všechny kroky probíhaly při pokojové teplotě (Kinoshita-

Kikuta et al., 2006). Komplex Phos-Tag nalezl uplatnění také při SDS-PAGE, kde je součástí 

gelu a způsobuje zpoždění fosforylovaných proteinů při migraci gelem (Barbieri and Stock, 

2008), a tak je umožněna separace fosforylované a nefosforylované formy daného proteinu.  

Nevýhodou metody IMAC je její možná nespecifita a nedostatečná prověřenost pro 

obohacování fosfoproteinů. Dalším problémem je nedostatek srovnávacích dat, zůstává tak 

otázkou, zda-li užívané pufry a kombinace chelatačních ligandů s kovy jsou skutečně těmi 

optimálními. Pro práci s rostlinným materiálem je další nevýhodou, že IMAC byl pro 

obohacování o fosfoproteiny méně užíván na rostlinných modelech. Přesto má metoda svůj 

význam, protože spektrum metod pro obohacování fosfoproteinů je o něco chudší než 

spektrum metod pro fosfopeptidové obohacování. I přes svoji možnou nespecifitu může být 

metoda užitečná jako předfrakcionační technika. Získanou obohacenou frakci je následně 

možné naštěpit proteázou a podrobit obohacování o fosfopeptidy. 

2.1.3.  MOAC 

MOAC užívá jako matrici oxidů nebo hydroxidů kovů, pro fosfoproteinové obohacení 

byly užity hlavně hydroxid hlinitý a oxid titaničitý. Zmiňované oxidy/hydroxidy kovů jsou 

nerozpustné ve vodě a v kyselém pH mají pozitivní náboj a mohou tak pochytat záporně 

nabité fosfoproteiny. 

2.1.3.1.  Hydroxid hlinitý 

Hydroxid hlinitý byl z kovových oxidů/hydroxidů používán pro obohacování 

fosfoproteinů nejvíce. Optimalizace protokolu byla provedena na základě výsledků získaných 
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s využitím několika standardních proteinů (Wolschin et al., 2005). Z nich některé byly 

fosforylovány (pepsin, ovalbumin, α-kasein) a jiné ne (glukóza oxidáza, lysozym, 

konalbumin, BSA). Optimálním inkubačním pufrem se ukázal být tento: 8 M močovina, 

30 mM MES, 20 mM imidazol, 0,2 M aspartát draselný, 0,2 M glutamát sodný a 0,25 % 

CHAPS, pH 6,1). Po třicetiminutové inkubaci proteinů s matricí je směs stočena a matrice je 

šestkrát promyta promývacím pufrem o stejném složení jako inkubační pufr. Uvolnění 

fosfoproteinů je docíleno inkubací matrice s elučním pufrem (100 mM difosforečnan 

draselný, 8 M močovina, pH 9,5) po dobu 20-ti min.  

Nejprve se blíže budeme věnovat složkám inkubačního pufru. Močovina ve vysokých 

koncentracích spolu s CHAPSem vede k denaturaci proteinů, což se ukázalo být v případě 

vázání fosfoproteinů na chromatografickou 

matrici výhodné. Po denaturaci je totiž 

přinejmenším částečně zamezena vazba 

nespecifických proteinů na chromatografickou 

matrici, což může být způsobeno denaturací 

domén k nespecifické vazbě vhodných. Přidání 

imidazolu do pufru silně omezilo nespecifickou 

vazbu histidinu (obsahujícího imidazolový kruh 

ve své struktuře). Kyselina asparagová a 

glutamová patří mezi kyselé aminokyseliny, 

k jejichž nežádoucí vazbě na kladně nabitý 

hydroxid hlinitý může také docházet. Této 

nespecifitě lze zabránit přítomností solí těchto 

aminokyselin v inkubačním pufru. V původní 

práci byla použita 0,2 M koncentrace (Wolschin 

et al., 2005). Taková koncentrace sice vede 

k vysoké specifitě, zároveň ale může znemožnit 

vazbu některých slabě se vázajících 

fosfoproteinů (viz Obr. 6). Koncentrace 

fosfoproteinů v odpadním supernatantu byla na 

gelu dobře detekovatelná (vzorek 2), naopak koncentrace proteinů v eluátu byla příliš nízká 

(vzorek 3), tudíž byla zkoušena i koncentrace nižší, 0,05 M a 0,01 M (Röhrig et al., 2008). 

Tyto koncentrace byly naopak příliš nízké, protože nespecifita metody byla příliš vysoká, což 

lze odvodit z velmi vysoké koncentrace proteinů v eluátu (vzorky 6 a 9) a zároveň téměř 

 

Obr. 6 – Elektroforetogram z optimalizace 

koncentrace iontů kyselých aminokyselin 

v nanášecím pufru (200, 50 a 10 mM). Nahoře 

je fosfát-specifické proQ barvení, dole barvení 

pomocí SyproRuby. TP = celkový extrakt; SN = 

odpad bez fosfoproteinů; EF = obohacený 

eluát. Bližší popis v textu. Převzato z (Röhrig et 

al., 2008). 
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nulové koncenterace proteinů v odpadním supernatantu (vzorky 5 a 8). Rozumným 

kompromisem mezi specifitou a zahrnutím co nejvyššího počtu fosfoproteinů se tak ukázala 

být 0,10 M koncentrace při vázání fosfoproteinů a 0,15 M koncentrace během promývacích 

kroků. 

Složení elučního pufru i doba inkubace byly opět experimentálně určeny. Při příliš 

nízkém pH pufru se neuvolňoval protein nejvíce fosforylovaný (v pokusu jím byl α-kasein 

s osmi fosfáty). Jako efektivnější se ukázal být difosforečnanový pufr než ten fosforečnanový 

a koncentrace 100 mM (Wolschin et al., 2005). Přesto v další studii autoři domnívajíce se, že 

značná část fosfoproteinů zůstává uvězněna v matrici, užívali jako optimální koncentraci 

dihydrogenfosforečnanu 200 mM (Röhrig et al., 2008). 

MOAC byl úspěšně použit k obohacování fosfoproteinů z listů Arabidopsis thaliana 

(Wolschin et al., 2005)a, ze semen Arabidopsis thaliana, z řasy Chlamydomonas reinhardtii 

(Wolschin et al., 2005)b a z listů xerofytní rostliny Craterostigma plantagineum (Röhrig et 

al., 2008). Tato metoda může vychytávat fosfoproteiny nejen z komplexních proteinových 

extraktů, ale také z extraktu z určité buněčné frakce, např. z mitochondrií (Ito et al., 2009). 

V poslední době se objevila práce odvedená na jiných organizmech než rostlinách, konkrétně 

na bakterii Pseudomonas aeruginosa (Petrova and Sauer, 2009). 

Přestože Al(OH)3-MOAC byl použit na mnohých modelech, je otázkou, do jaké míry 

se jedná o specifickou metodu. V originální práci byla předvedena specifita díky obohacování 

směsi fosforylovaných a nefosforylovaných proteinů (Wolschin et al., 2005), protože 

nefosforylované proteiny se do matrice nezachytávaly. Dalším pokusem byla defosforylace 

eluátu pomocí alkalické fosfatázy (Röhrig et al., 2008). Na blotu, barveném pomocí fosfát-

specifického barviva proQ, došlo po defosforylaci ke snížení signálu. Takový výsledek 

naznačuje, že eluát je bohatší o fosfoproteiny, ale otázkou zůstává, kolik obsahoval 

případných nespecifických proteinů. Alkalická fosfatáza totiž zcela nedefosforyluje všechny 

proteiny (Fíla, nepublikovaná data), což je celkem logické, zamyslíme-li se nad počtem 

fosfatáz a kináz v buňce a nutnosti jejich alespoň částečné specifity. Slabý signál nemusí být 

způsoben přítomností fosfoproteinů, může se jednat o obarvení pozadí, barvivo proQ je totiž 

velmi citlivé a s výrazně menší intenzitou barví také nefosforylované proteiny (Steinberg et 

al., 2003). Dalším náznakem specifity MOACu s hydroxidem hlinitým je zvýšení poměru 

fosforu ku síře v eluátu oproti celkovému extraktu při měření pomocí µLC–ICP-MS (Krüger 

et al., 2007).  

Konečně, v naší laboratoři byly provedeny pokusy o defosforylaci celkového 

proteinového extraktu pylu tabáku a vázání takto ošetřeného extraktu pomocí Al(OH)3 (Fíla, 
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nepublikovaná data). Alkalická fosfatáza bohužel nedefosforylovala veškeré fosfoproteiny, 

pravděpodobně kvůli své substrátové specifitě. Nekompletně defosforylovaný vzorek se 

úspěšně vázal na matrici a nebylo tak možné odlišit, zda-li se vázaly proteiny nespecificky 

nebo neodstraněnými fosfátovými skupinami. Pokusy o defosforylaci  pomocí oxidu 

ceričitého (Tan et al., 2008) nedopadly úspěšně, protože proteiny byly oxidem zachycovány 

spíše než defosforylovány. Díky nemožnosti kompletní defosforylace celkového extraktu tak 

naše myšlenka (defosforylovat komplexní vzorek a pokusit se o obohacení) k požadované 

analýze specifity MOACu nevedla. 

2.1.3.2.  Oxid titani čitý 

Partikulí oxidu titaničitého se v drtivé většině případů používá k obohacování o 

fosfopeptidy, přesto bylo tohoto oxidu využito i k obohacení o fosfoproteiny (Lenman et al., 

2008). Bylo porovnáno obohacení v denaturujícím (6,4 M močovina, 30 mM MES, 20 mM 

imidazol, 0,2 M aspartát draselný, 0,2 M glutamát sodný a 0,25 % CHAPS, pH 6,1) a 

nativním pufru (100 mM MES, 200 mM NaCl, 2 % glycerol, 25 mM fluorid sodný, 1 mM 

molybdát sodný, 0,2 % Tween 20, 0,2 % Triton X-100, 10 µM leupeptin, 1 nM calyculin A, 

1 mM fenylmethylsulfonyl fluorid a 1 mM orthovanadát sodný, pH 6,1). Po dvouhodinové 

inkubaci byla matrice dvakrát promyta stejným pufrem. Eluce fosfoproteinů byla provedena 

následujícím pufrem: 200 mM Na2HPO4, 75 až 100 mM difosforečnan sodný, 0,2 % Tween 

20 a 0,2 % Triton X-100, za denaturačních podmínek navíc 6 M močovina. 

Zajímavostí je, že každý ze standardních fosfoproteinů bylo možné zachytit a uvolnit 

jen jedním typem pufru. Použitelnost této metody na komplexním vzorku byla testována na 

čtyřdenních buněčných kulturách Arabidopsis thaliana (Lenman et al., 2008). Obojí 

podmínky byly funkční a lišily se získaným spektrem fosfoproteinů, napovídajíce tak o 

vhodnosti užití rozdílných podmínek k získání co nejširšího spektra fosfoproteinů. Ačkoliv 

autoři uvažují o rozdílu mezi denaturujícími a nativními podmínkami, sám bych vzal v úvahu 

také poměrně odlišné složení obou pufrů a vyzkoušel nedenaturující pufr podobného složení 

jako byl pufr denaturující. Složení pufru totiž silně ovlivňuje, které proteiny budou 

solubilizovány, popř. které proteiny budou extrahovány, jedná-li se o proteinovou extrakci 

(Sheoran et al., 2009). Navíc přítomnost inhibitorů fosfatáz (např. vanadátu a calyculinu) vede 

ke zhoršené specifitě metody při obohacování o fosfopeptidy (Aryal and Ross, 2010). 

Obohacování fosfoproteinů pomocí oxidu titaničitého bylo porovnáno s vychytáváním 

fosfoproteinů pomocí IMACu za využití chematačního ligandu NTA s Ni2+ (viz kapitola 

2.1.2). Oba způsoby obohacování se lišily získaným proteinovým spektrem. V každém 
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případě se nejspíše jedná o odlišný způsob vazby fosfoproteinů, což favorizuje pokaždé jiné 

fosfoproteiny. Této hypotéze odpovídá i to, že u každé z metod byla vazba fosfoproteinů 

blokována jinou látkou. Vazba k oxidu titaničitému byla blokována přítomností fosfátu a ne 

imidazolu, zatímco Ni-NTA se choval přesně naopak. 

Nevýhodou této metody je, že při obohacování fosfoproteinů nebyla šíře aplikována a 

tudíž hrozí, že není plně optimalizována. Otázkou zůstává i její specifita. 

2.2. Obohacování na úrovni fosfopeptid ů 

Při tomto přístupu se také nejprve extrahují proteiny. Extrakt z celé buňky bývá příliš 

komplexní, a tak je vhodné provést vícekrokovou extrakci proteinů – např. v případě rostlin 

oddělit cytosolické, membránové a stěnové proteiny, jak bylo provedeno při extrakci proteinů 

z pylu Arabidopsis thaliana, (Holmes-Davis et al., 2005) – nebo provést negelovou 

prefrakcionaci pomocí některé chromatografické metody (např. SAX, SCX, HILIC). Proteiny 

lze také rozdělit gelovými metodami (SDS-PAGE, 2D IEF-PAGE) a vyříznout pouze protein, 

který nás zajímá a s tím dále pracovat. Velmi vhodné je fosfopeptidové obohacování, pokud 

se zabýváme pouze určitou buněčnou frakcí, např. mitochondriálními proteiny (Ito et al., 

2009). 

Buď celkový extrakt (pokud je méně komplexní) nebo jeho jednotlivé frakce jsou 

podrobeny štěpení specifickou proteázou. Získá se tak směs peptidů, mezi nimiž jsou i 

peptidy fosforylované a jinak modifikované. Po obohacení získáme frakci fosfopeptidů, která 

je podrobena měření na MS a následně je identifikována. 

 Výhodou tohoto přístupu je, že peptidy představují méně komplexní struktury než 

celé proteiny, takže riziko nespecifity by mělo být nižší než v případě proteinů. Dalším 

pozitivem je, že velmi malé, silně lipofilní proteiny a ty s extrémním pH nebudou 

znevýhodněny, jak se tomu může stát při rozpouštění a srážení za využití fosfoproteinového 

obohacování. Výhodou je také značné množství studií těmito metodami provedených.  

Negativem je rozštěpení proteinu na jednotlivé peptidy. Obohacená frakce je směsí 

všech fosfopeptidů, ztrácí se tedy případný společný původ několika peptidů (bílkovina může 

samozřejmě obsahovat více fosforylačních míst, a tak bude rozštěpena na několik různých  

fosfopeptidů), protože ho nelze určit. Identifikace fosfoproteinu tak závisí na jediném 

fosfopeptidu. Nepomohou nám nefosforylované peptidy vzniklé z daného proteinu, protože 

těch jsme se zbavili při obohacovacím kroku. Identifikace proteinu podle jediného 

fosfopeptidu může být značně komplikovaná zejména u proteinů obsahujících doménu, která 

je vlastní více bílkovinám. Problémy může identifikace na základě jednoho fosfopeptidu   
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přinášet při také práci s plně neosekvenovanými organizmy. V takovém případě může při 

identifikaci pomoci přítomnost většího množství peptidů daného proteinu, i těch 

nefosforylovaných. Při hledání 

v databázi a rozhodování se o relevanci 

získaných výsledků nám může pomoci 

znalost molekulární hmotnosti a 

izoelektrického bodu, tedy údajů, které 

při obohacování o fosfopeptidy 

nezískáme, což je další nevýhodou této 

strategie. Negativem přes všechny 

snahy zůstává jistý podíl nespecificky 

vázaných peptidů. 

Mezi užívané metody 

obohacující o fosfopeptidy patří afinitní 

metody (MOAC, IMAC, 

chromatografie s hydroxyapatitem, viz 

Obr. 7), chemické modifikace, 

protilátky a selektivní srážení 

fosfopeptidů. Za metody spíše prefrakcionační lze považovat iontoměničové chromatografie 

SAX a SCX a kapalinovou chromatografii HILIC. 

2.2.1. IMAC 

IMAC využívá kovových kationtů navázaných na 

určitý chelatační ligand (viz Obr. 8). Tento přehled nebude 

kompletním výčtem všech použitých protokolů, ale spíše 

bude pojednávat o jednotlivých vylepšeních zajímavých pro 

uživatele této metody, např. o řešení problému nespecifity.  

Nejužívanějšími chelatačními ligandy jsou kys. 

iminodioctová (IDA, viz Obr. 9a) a kys. nitrilotrioctová 

(NTA, viz Obr. 9b), z užívaných kovů vzpomeňme například 

kationty železité, gallité, zirkoničité a hlinité (Dunn et al., 

2010). NTA při použití s Fe3+ vedlo k lepší specifitě než IDA 

(Neville et al., 1997), ale ve jiné studii užívající Ga3+ bylo 

lepší variantou IDA (Posewitz and Tempst, 1999). Ačkoli výsledky favorizují využití 

 

Obr. 8 – Vazba fosfátu na 

kovový iont ukotvený 

chelatačním ligandem, jímž je 

zde NTA. Upraveno podle 

www.moffitt.org. 

 

Obr. 7 – Schematický průběh afinitních obohacovacích 

metod,  IMACu a MOACu. Převzato z (Dunn et al., 2010). 
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gallitých iontů (Posewitz and Tempst, 1999), velká většina pokusů byla provedena 

s matricemi vázajícími železité ionty.  

Pro zlepšení specifity je nutné inkubační pufr okyselit kyselinou octovou (optimální se 

jevilo pH 2-2,5), přičemž důležitou složkou tohoto pufru byl i acetonitril, který zabraňuje 

vazbě nespecifických hydrofobních peptidů do matrice 

(Posewitz and Tempst, 1999). Fosfát má své pKa 

přibližně při pH 2,1, zatímco kyseliny glutamová a 

asparagová při pH 3,65 resp. 4,25 (Kokubu et al., 2005). 

Je potřeba podotknout že tato čísla se vztahují na 

samostatné aminokyseliny a fosfát, v rámci peptidu 

mohou být tyto hodnoty posunuty. Při pH mezi těmito 

hodnotami (tedy zmíněné pH 2-2,5) jsou většinou 

protonovány pouze kyselé aminokyseliny, a tak je skryt jejich záporný náboj, čímž by se měla 

snížit jejich afinita k matrici. Na stranu druhou fosfát většiny fosfopeptidů protonovaný není, 

tudíž se může svým záporným nábojem úspěšně vázat. Podle jistých úvah je optimální pH 

inkubačního pufru ve skutečnosti kompromisním bodem, při němž se dostatečně silně vážou 

k matrici fosfopeptidy, a tak nedochází k jejich ztrátě, a na druhou stranu se téměř nevážou 

kyselé nespecifické peptidy (Tsai et al., 2008). Jen ve velmi kyselých pH  (kolem 1 až 1,5) je 

totiž možno docílit úplné protonace kys. glutamové a asparagové a naopak jen za pH vyššího 

než 3 se zcela deprotonují fosfopeptidy.  

Kromě optimálního pH sehrává svou roli i iontová síla inkubačního roztoku (Ndassa et 

al., 2006). Byly porovnány dva pufry o odlišném složení, konkrétně 25 % acetonitril, 1 % kys. 

octová, 100 mM NaCl (Ficarro et al., 2002) oproti 33,3 % acetonitril, 33,3 % methanol, 

0,01 % kyselina octová (Ndassa et al., 2006). Snížení koncentrace kyseliny octové zlepšilo 

specifitu metody. Navíc za žádných podmínek chlorid sodný nezlepšoval specifitu metody, 

tudíž nebyl v novém roztoku obsažen. Podobně neměl NaCl do 1 M koncentrce žádný vliv na 

specifitu (Kokubu et al., 2005). Dlužno podotknout, že Ndassa se svými kolegy peptidy 

modifikoval pomocí esterifikace, narozdíl od mnohých jiných prací, které se tomuto kroku 

snažily vyhnout.  

V další studii peptidy esterifikovány nebyly a přesto bylo dosaženo vysoké specifity 

(Kokubu et al., 2005). Nanášecí pufr byl tentokrát o následujícím složení: 50 % acetonitril, 

0,3 % kys. trifluoroctová. Srovnáním efektivity jednotlivých kyselin při vytěsňování 

negativně nabitých peptidů se dospělo k následující řadě: kys. trifluoroctová (TFA) ≥ kys. 

chlorovodíková > kys. mravenčí > kys. octová. Úspěšnost vytěsňovat kyselé peptidy tedy 

 

Obr. 9 – Strukturní vzorce 

chelatačních ligandů nejčastěji 

užívaných pro MOAC. a) IDA; b) NTA. 

Převzato z (Dunn et al., 2010). 
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víceméně pozitivně korelovala se sílou kyseliny. Ačkoli TFA byla nejúspěšnější, je zapotřebí 

ji dodat ve správné koncentraci, nízká koncentrace není úspěšná pro diskriminaci kyselých 

peptidů, zatímco příliš vysoká koncentrace zabraňuje vazbě fosfopeptidů. V další studii se 

uvažuje, že nejde o nižší pKa TFA než kys. octové, ale spíše o atomy fluoru, které 

napomáhají selektivitě metody (Tsai et al., 2008). Tsaiovi a jeho kolegům vyšla jako 

selektivnější látka kys. octová. Kys. fluoroctová se jevila jako nevhodná, protože kromě 

soutěžení o vazbu s nespecifickými peptidy vedla souboj i s fosfoeptidy, a tak způsobovala 

jejich ztrátu. Tsai s kolegy navrhl užití vyššího pH pro inkubační pufr než bylo do té doby 

obvyklé (nad pH 3,5), vede to podle jejich dat k vyšší senzitivitě metody a pokud se dodá 

dostatečně vysoká koncentrace kys. octové (6 %), selektivita metody ohrožena není. Jedině za 

vyššího pH je dosaženo dostatečné deprotonace všech fosfátů, a tak by se měl ztrácet menší 

podíl fosfopeptidů. Případné deprotonované karboxylové skupiny kys. glutamové a 

asparagové jsou nuceny soutěžit o vazbu s kys. octovou, která vede v dostatečné míře k 

vytěsňování kyselých peptidů. 

Pro blokaci nespecifických hydrofobních interakcí peptidů s matricí se užívá obvykle 

acetonitril, což se ukázalo být smysluplné, protože stejný úkol nebyl dostatečně splněn 

samotnými methanolem, ethanolem nebo acetonem (Kokubu et al., 2005). 

Dále pro zvýšení specifity dobře zafungoval 1,1,1,3,3,3-hexafluorizopropanol 

(Barnouin et al., 2005). Barnouin s kolegy poukázali také na to, že užívání kaseinu coby 

standardu může vést k mírně zkresleným výsledkům, protože kasein produkuje svým 

štěpením kyselé peptidy. Vázání fosfopeptidů je nejspíše kyselostí umocněno, a tak se jeví 

jako optimální složení nanášecího pufru takové, které by mohlo vést ke ztrátě bazičtějších 

fosfopeptidů. V pokuse byly fosfopeptidy ze silně bazického histonu H1 zachyceny s nižší 

senzitivitou než kyselé fosfopeptidy kaseinu. Je tedy dobré brát s jistou rezervou výsledky 

získané na kaseinových peptidech a nepotvrzené při práci s peptidy jinými. 

Kromě optimalizace složení a pH inkubačního pufru je jednou z možností, jak zamezit 

nespecifické vazbě peptidů, provedení esterifikace karboxylových skupin (Ficarro et al., 

2002). Tento nápad ale není optimálním řešením, neboť esterifikace nemusí proběhnout 

úplně, tudíž hrozí zvýšení komplexity vzorku a nezachycení některých fosfopeptidů. Přesto je 

třeba připomenout, že v dané studii metoda esterifikace vedla ke zvýšení specifity a byla 

úspěšně použita při studiu fosfoproteinů z lyzátu kvasinky Saccharomyces cerevisiae (Ficarro 

et al., 2002). 

Dalším způsobem, jak snížit nespecifitu metody je využít ke štěpení jiné proteázy než 

nejčastěji užívaného trypsinu (Seeley et al., 2005). Proteáza glu-C štěpí aminokyselinový 
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řetězec za kyselinou glutamovou a asparagovou, takže ve většině peptidů není přítomno více 

kyselých aminokyselin než jedna. Trypsinové peptidy mohou běžně obsahovat kyselých 

aminokyselin více. Za použití této proteázy tak došlo ke snížení počtu extrémně kyselých 

peptidů. Protože se k matrici vážou nespecificky zejména kyselé peptidy, dospělo se 

k vylepšení specifity metody. Zajímavé je, že při využití proteázy glu-C následovaném ZrO2-

MOACem ke snížení nespecifity nedošlo (Kweon and Hakansson, 2006). To může být 

způsobeno odlišnou povahou nespecifických vazeb ke Ga3+ v IMACu a ZrO2 v MOACu. 

Neméně důležitou součástí protokolu je složení elučního pufru. Nejprve byly 

fosfopeptidy z IMACu uvolňovány pomocí kyseliny fosforečné, jejíž ionty musely být před 

MS odstraněny (Posewitz and Tempst, 1999). Z tohoto důvodu byla zavedena eluce pomocí 

roztoku hydroxidu amonného o pH 10,5, jež fungovala dobře hlavně pro Ga3+-IMAC. Při 

využití železitých iontů bohužel zůstávaly fosfopeptidy částečně vázány na matrici.  

Další z užívaných elučních směsí pro uvolňování fosfopeptidů z Fe3+-NTA byl roztok 

obsahující 2,5-dihydroxybenzoovou kyselinu (DHB), jednu z alternativ pro tvorbu matrice při 

MALDI MS (Hart et al., 2002). Je tak možné fosfopeptidy uvolnit z matrice IMACu a rovnou 

nanést na ocelový nosič pro MALDI MS. Mnohonásobně fosforylované peptidy nebyly 

uvolněny, a tak bylo nutné provádět další kolo eluce pomocí pufru 

s dihydrogenfosforečnanem amonným, který naštěstí příliš neinterferuje s MS technikami. 

Mnohonásobně fosforylované peptidy i ty jednou fosforylované se podařilo uvolnit naráz 

pomocí směsi DHB a kyseliny fosforečné (Stensballe and Jensen, 2004). Kyselina fosforečná 

navíc zesilovala signál na MALDI MS, čímž zvyšovala šanci na úspěšnou detekci méně 

zastoupených fosfopeptidů. Jakkoli je DHB výhodné pro uvolňování před MALDI MS, tak je 

nevhodné pro eluci před ESI MS. (Imanishi et al., 2007) proto vyvinuli eluční roztok 

obsahující kyselinu fosforečnou v kombinaci s acetonitrilem, který podle jejich výsledků 

uvolňoval větší podíl fosfopeptidů než ostatní eluenty. Ve Ndassově studii byly rovněž 

porovnávány eluční pufry o různém složení. Nejlépe dopadla kys. sulfosalicylová, nepříliš 

hůře si vedly kys. nitrooctová, kys. octová a DHB (Ndassa et al., 2006). 

Další nutností pro IMAC a další metody je pečlivě provedená proteinová extrakce, aby 

bylo docíleno odstranění nukleových kyselin, které se vážou na matrici IMACu a mohou vést 

ke ztrátě fosfopeptidů (Li et al., 2009). Nutnost zbavit proteinové vzorky nukleových kyselin 

není ničím novým, neboť je nezbytným krokem i při použití dvojrozměrné elektroforézy, u 

níž mohou nukleové kyseliny narušit izoelektrickou fokusaci.  

Přítomnost detergentů interferuje s vázáním fosfopeptidů k matrici a vede 

ke zvýšenému zastoupení vícenásobně fosforylovaných peptidů oproti peptidům 
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fosforylovaným jen jednou (Jensen and Larsen, 2007). Vícenásobně fosforylované peptidy 

byly výrazněji zastoupeny i v dalších studiích bez použití detergentů (Ficarro et al., 2002; 

Nousiainen et al., 2006). Zavedením vhodného pufru a užitím chromatografické kolony o 

dostatečné kapacitě se tento nežádoucí efekt snižuje (Ndassa et al., 2006).  

Jednou a mnohonásobně fosforylované peptidy lze od sebe záměrně oddělit 

(Thingholm et al., 2008). Tato metoda byla pojmenována SIMAC a je založena na principu 

odlišné afinity monofosforylovaných a mnohonásobně fosforylovaných peptidů ke 

chromatografické matrici. Nejprve se provede obohacení pomocí IMACu podle (Kokubu et 

al., 2005). Jednou fosforylované peptidy byly uvolněny za pomoci kyselého roztoku (1 % 

TFA, 20 % acetonitril, pH 1,0), zatímco ve druhém kroku byly mnohonásobně fosforylované 

peptidy eluovány alkalickým roztokem (roztok hydroxidu amonného, pH 11,3). 

Monofosforylované proteiny a nezachycené peptidy byly ještě podrobeny TiO2-MOACu 

podle (Jensen and Larsen, 2007). I ve frakci s nezachycenými peptidy se totiž nalézaly 

některé fosfopeptidy a naopak fosfopeptidová frakce byla kontaminována některými kyselými 

peptidy. Kombinace IMACu s MOACem tak posílila specifitu metody. SIMAC byl 

s úspěchem aplikován na extrakt z mezenchymálních buněk a vedl k identifikaci většího 

množství fosfopeptidů než MOAC samotný (Thingholm et al., 2008). SIMAC byl efektivnější 

zejména v obohacování o mnohonásobně fosforylované peptidy.  

Samotný IMAC byl použit při obohacování mnohých komplexních vzorků, jmenujme 

například kvasinku Saccharomyces cerevisiae (Ficarro et al., 2002), proteinový extrakt 

z mozku myši (Kokubu et al., 2005) z rostlinných prací pak membránové proteiny 

Arabidopsis thaliana (Nuhse et al., 2004).  

Metoda se několikrát ukázala být méně selektivní než MOAC s oxidem titaničitým 

nebo zirkoničitým (Larsen et al., 2005; Kweon and Hakansson, 2006; Zhou et al., 2007; Aryal 

and Ross, 2010), srovnatelná specifita byla pozorována např. v Tsaiově práci (Tsai et al., 

2008). Další nevýhodou metody je narozdíl od MOACu inkompatibilita s chelátorem EDTA 

(Jensen and Larsen, 2007), jenž může být nápomocný jako inhibitor fosfatáz (fosfatázy často 

požadují ke své aktivitě hořečnaté ionty, které EDTA vyvazuje) a jenž by zbavil chelatační 

ligand neseného kovu. Bohužel i přítomnost detergentů interferuje s IMACem silněji než 

s TiO2-MOACem (Jensen and Larsen, 2007).   

Výhodou metody je její dlouhá tradice a množství dostupných dat. V publikacích je 

předveden dostatek možností, jejichž optimalizací lze protokol nastavit tak, aby vedl 

k dobrým výsledkům. Tato data jsou také použitelná k inspiraci při zlepšování specifity 

protokolů na MOAC. Kombinací s TiO2-MOACem vznikl nový protokol, SIMAC 
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(Thingholm et al., 2008). Nelze rovněž opomenout fakt, že IMAC může sloužit jako 

samostatná metoda přinášející odlišné spektrum fosfopeptidů, a tak v kombinaci s ostatními 

metodami (fosforamidátová chemicko-modifikační metoda a TiO2-MOAC) může pokrýt větší 

část fosfoproteomu (Bodenmiller et al., 2007). Rozhodně se tak nejedná o metodu zavrženou, 

mimo jiné i z důvodu mnohých rozsáhlých studií díky ní s úspěchem provedených (viz 

předchozí odstavec). 

Závěrem je dobré připomenout, že těžko lze vybrat z výše zmiňovaných vylepšení 

jedinou nejlepší cestu. Je potřeba si uvědomit, že IMAC (a potažmo jiné metody) může vést 

k odlišně spolehlivým výsledkům v závislosti na vnášeném vzorku. Navíc nesmíme 

zapomenout, že i ty nejnadějnější poznatky získané na syntetických a standardních směsích 

peptidů, nemusí znamenat, že metoda zafunguje se stejnou efektivitou pro komplexní vzorek. 

Optimální protokol se může lišit také podle užitého typu ionizace při MS (ESI versus 

MALDI). Navíc ne všechny kombinace chemikálií, postupů a peptidů byly v praxi 

vyzkoušeny, tudíž optimum metody může zůstávat skryto v nějaké nevyzkoušené kombinaci 

vylepšení. 

2.2.2. MOAC 

MOAC využívá jako chromatografické matrice různé kovové oxidy. Fosfátové 

skupiny jsou vychytány díky svému negativnímu náboji. Fosfopeptidy jsou u těchto metod 

zachycovány zpravidla za nízkého pH, princip odlišné míry protonace fosfátu a kyselých 

aminokyselin je stejný jako v případě IMACu. Tento rozdíl v protonaci fosfátu a kyselých 

aminokyselin opět nebývá dostatečný, a tak je nutné využít aditiv, která blokují vazbu 

nespecifickou, přičemž vazbu fosfopeptidů umožňují. 

2.2.2.1.  Oxid titani čitý 

Oxid titaničitý byl pro obohacování fosfopeptidů metodou MOAC využíván 

nejhojněji, tudíž jeho další využití je výhodné z hlediska množství dostupných 

experimentálních dat a potažmo z hlediska dostatku dostupných vylepšení protokolu. 

V první práci, jíž se budu zabývat, byl oxid titaničitý nejprve využit k obohacování 

syntetických fosfopeptidů a peptidů pocházejících z kravské protein kinázy G (Pinkse et al., 

2004). Fosfopeptidy byly uvolňovány pomocí pufru o následujícím složení: 250 mM 

hydrogenuhličitan amonný, pH 9. Metoda sice vedla k obohacení o fosfopeptidy, ale rovněž 

se v menší míře vázaly i kyselé peptidy. Autoři se snažili tento efekt obejít pomocí 

methylesterifikace karboxylových skupin, podobně jako v případě IMACu (Ficarro et al., 
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2002). Jenže v další studii bylo ukázáno, že tato chemická modifikace neprobíhá se  

stoprocentní účinností, a tak by mohlo dojít k nežádoucímu zvýšení komplexity vzorku 

(Larsen et al., 2005).  

Larsen s kolegy pozměnili podmínky eluce fosfopeptidů, protože zjistili, že po eluci 

roztokem o pH 9 je možno uvolnit další fosfopeptidy pomocí hydroxidu amonného (pH 10,5).  

Původně se nanášely fosfopeptidy k obohacování na oxidu titaničitém v 60 %-ním 

roztoku akrylamidu okyseleném kyselinou 

octovou (0,1–0,25 M, pH 2,7–2,9), vyšší 

selektivity lze ale dosáhnout okyselováním 

0,1 % kys. trifluoroctovou (Larsen et al., 

2005). Později byly ještě vyzkoušeny vyšší 

koncentrace, 5 % a 10 %, z nichž obě se dají 

v praxi použít (Jensen and Larsen, 2007). 

Tendence blokovat nespecifickou vazbu peptidů klesající v řadě kys. trifluoroctová > kys. 

fluoroctová > kys. octová byla pozorována i v nedávné práci na kaseinových peptidech (Aryal 

and Ross, 2010). Lépe se v této recentní studii projevila 1 %-ní koncenrace než 0,1 %-ní nebo 

5 %-ní. Při použití samotných kyselin octové nebo jejích fluorovaných derivátů se určité 

peptidy vázaly nespecificky, a tak se autoři rozhodli přidat kompetitivní vyvazovač kyselých 

peptidů, 2,5-dihydroxybenzoovou kyselinu (DHB) (Larsen et al., 2005).  

DHB bylo vyzkoušeno v nejrůznějších koncentracích, přičemž přítomnost falešně 

pozitivních peptidů negativně korelovala s koncentrací: 0, 1, 10 a 20 mg.ml-1. Je dlužno 

podotknout, že předchozí pokusy byly prováděny s fosfopeptidy získanými štěpením jediného 

proteinu. Výsledky se středně komplexním vzorkem fosfopeptidů smíchanými 

s nefosforylovanými peptidy podpořily smysluplnost vylepšení. V komplexním vzorku bylo 

potřeba přidávat DHB ve větší koncentraci (200 mg.ml-1), aby zvládalo úspěšně blokovat 

vázání nespecifických peptidů. Důvodem, proč i vysoká koncentrace DHB soutěží ve vazbě 

s kyselými peptidy a ne s fosfopeptidy, je patrně odlišný způsob vazby obou skupin k TiO2 

(viz Obr. 10). Tato hypotéza byla potvrzena tím, že kys. fosforečná nebyla schopna 

kompetovat o vazbu s nespecifickými peptidy, ale naopak spíše konkurovala fosfopeptidům. 

Různé kyseliny jsou schopny kompetovat s nespecifickým navazováním zhruba v následující 

sestupné posloupnosti: DHB = kys. salicylová = kys. ftalová > kys. benzoová = kys. 

cyklohexanová > kys. fosforečná > kys. trifluoroctová > kys. octová. V porovnání selektivity 

metody dopadl lépe TiO2-MOAC než IMAC (Larsen et al., 2005). Optimální protokol byl 

posléze shrnut v Thingholmově článku (Thingholm et al., 2006). 

 

Obr. 10 – Dvě struktury vazeb na oxid titaničitý. a) 

geometrie vazby s ftalátem; b) geometrie vazby 

fosfopeptidů. Upraveno podle (Larsen et al., 2005). 
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DHB se nakonec neukázalo být po všech stránkách optimálním kompetitorem, protože 

jeho koeluce s některými fosfopeptidy při LC vedla ke snížení počtu identifikovaných 

fosfopeptidů na MS (Sugiyama et al., 2007). Kromě toho přítomné DHB 

způsobovalo ucpávání chromatografické kolony. Proto v této studii byl testován kompetiční 

efekt alifatických organických hydroxykyselin. Většina hydroxykyselin úspěšně snižovala 

množství vázaných nefosforylovaných peptidů v případě užití oxidu titaničitého a 

zirkoničitého, ale ne při použití  hydroxidu hlinitého. 

. Pro oxid titaničitý fungovala nejlépe kyselina mléčná. Narozdíl od DHB jsou použité 

hydroxykyseliny hydrofilnější, a tudíž potíže na kapalinové chromatografii nedělají. 

Zajímavostí je, že aplikace imidazolu, glutamátu a aspartátu (užívaná při obohacování 

fosfoproteinů a fosfopeptidů pomocí hydroxidu hlinitého) ke stejně výraznému snížení 

nespecifity nevedla a vždy byly v obohacené frakci přítomny i nějaké nefosforylované 

peptidy. Na druhou stranu je třeba poukázat na výsledky, při nichž kyselina glutamová ke 

snížení nespecifity vedla (Wu et al., 2007). Ve stejné studii byla navíc metoda využita pro 

fosfopeptidové obohacení z komplexního vzorku, lyzátu HeLa buněk. Při tomto pokuse byl 

lepším kompetitorem laktát než DHB. V recentních pokusech na kaseinových peptidech 

nepřineslo přidání DHB lepší výsledek než optimalizovaný inkubační pufr bez kompetitoru 

(Aryal and Ross, 2010). 

V Jensenově článku byly další snahy o nahrazení DHB (Jensen and Larsen, 2007). 

Tentokrát byl testován efekt kyseliny glykolové, jež byla podobně úspěšná jako kyselina 

ftalová. Bohužel kyselina glykolová soutěžila s nespecifickými peptidy méně úspěšně ve 

studii jiné (Sugiyama et al., 2007). Nakonec recentní článek přišel s výsledky, kde je se 

zvyšující koncentrací kys. glykolové zvyšována nespecifita (Aryal and Ross, 2010). Obě 

prvně zmiňované práce se shodly ve vhodnosti užití kyseliny mléčné. Zvláštně se chovala 

kyselina citronová, která sice snižovala nespecifické vázání, ale také vedla ke snížení vázby 

monofosforylovaných peptidů (Jensen and Larsen, 2007). Kyselina oktansulfonová (300 mM) 

v kombinaci s DHB (20 mg.ml-1) taktéž zvyšuje specifitu  (Mazanek et al., 2007). 

V navazujících experimentech byla navýšena koncentrace těchto látek a namísto kyseliny 

trifluoroctové byla k okyselení inkubačnáho pufru použita 0,1 %-ní kys. heptafluorobutanová 

(Mazanek et al., 2010). Aby se autoři vyhnuli potížím, které DHB způsobuje při kapalinové 

chromatografii, zařadili do protokolu další promývací krok.  

Odlišné výsledky v efektivitě kys. glykolové použité k inhibici nespecifické vazby 

peptidů ve dvou pracích může být způsobena odlišnými vlastnostmi použitých partikulí oxidu 

titaničitého v závislosti na výrobci (Cantin et al., 2007) nebo odlišnou krystalinitou (Imami et 
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al., 2008). Selektivitu této metody rovněž ovlivňuje poměr mezi množstvím partikulí oxidu 

titaničitého a množstvím peptidů (Li et al., 2009)a/b. V Liových pokusech bylo stejné 

množství extraktu z HeLa buněk bylo podrobeno obohacování za pomoci různého množství 

oxidu titaničitého, čímž se ukázalo, že do určité koncentrace přibývá množství 

identifikovaných fosfopeptidů, ale pokud se tento práh překročí (u HeLa buněk byl tímto 

optimem poměr hmotnosti peptidů ku hmotnosti oxidu 1:2 až 1:8), přebytečný oxid titaničitý 

snižuje množství navázaných fosfopeptidů. Příliš malé množství partikulí naopak nestačí 

vychytat veškeré fosfopeptidy.  

Dále byl sledován vliv různých detergentů na úspěšnost obohacování. Některé 

detergenty (např. SDS) jsou nejen kompatibilní s obohacováním, ale navíc brání vázání 

fosfopeptidů k plastovým mikrozkumavkám nebo špičkám, a tak zvyšují koncentraci 

získaných fosfopeptidů. Bylo totiž dokázáno, že fosfopeptidy mají tendenci se zachycovat na 

plastových mikrozkumavkách a špičkách (Jensen and Larsen, 2007). Zajímavým nápadem 

bylo otestovat vliv fosfatázových inhibitorů na specifitu obohacování, mnohé z nich totiž 

negativní vliv na specifitu mají (Aryal and Ross, 2010).  

Nakonec bych chtěl krátce vzpomenout použití magnetických částic oxidu železnato-

železitého pokrytými oxidem titaničitým (Chen and Chen, 2005). Jejich výhodou je, že lze 

použít magnetického pole k jejich zachycení při promývacích krocích. 

Obohacování pomocí oxidu titaničitého bylo užito v mnohých fosfoproteomických 

studiích, například jmenujme práce na HeLa buňkách (Olsen et al., 2006) a embryích zebřiček 

Danio rerio (Lemeer et al., 2008), z rostlinných prací pak vzpomeňme např. výzkum na 

buněčných kulturách Arabidopsis thaliana (Sugiyama et al., 2008). 

Závěrem je třeba připomenout, že optimální podmínky se u jednotlivých prací o něco 

lišily. Navíc nelze opomenout výsledky, které získány na různých pracovištích, si vzájemně 

protiřečily. Před rozsáhlejším výzkumem je tak vhodné provést ve své laboratoři se svým 

materiálem několik pilotních experimentů a zjistit tak, které podmínky dávají nejspolehlivější 

výsledky. Jinak platí podobně jako v případě IMACu, že optimální podmínky se mohou lišit 

podle použitého vzorku i podle typu použitého MS. Podobně je třeba brát s jistou rezervou 

výsledky získané na standardních proteinech a neprověřené na komplexním vzorku. 

2.2.2.2.  Oxid zirkoni čitý 

Oxid zirkoničitý byl poprvé využit k obohacování kaseinových peptidů a při té 

příležitosti byl porovnán s oxidem titaničitým (Kweon and Hakansson, 2006). Nejprve byla 

předvedena nezbytnost nízkého pH při obohacování (pH 2-3),  aby byly karboxylové skupiny 



 26 

protonovány a bez náboje, a aby fosfátové skupiny proton nevázaly a měly svůj záporný 

náboj. Inkubační pufr obsahoval kyselinu mravenčí. Nejlépe fungovalo uvolňování pomocí 

0,5 %-ního piperidinu (pH 11,5). Paralelní aplikace tohoto protokolu na TiO2 a ZrO2 vedla 

k lepším výsledkům než IMAC. Rozdíl mezi oběma oxidy byl ve schopnosti vázat  jednou a 

mnohonásobně fosforylované peptidy, první z nich chytal lépe oxid zirkoničitý, ty druhé oxid 

titaničitý.  

V další studii byl nanášecí pufr okyselen pomocí 10 %-ní kyseliny octové (Zhou et al., 

2007). Obohacené fosfopeptidy byly uvolněny pomocí hydroxidu amonného (pH 11,5). 

Metoda fungovala opět lépe než Fe3+-IMAC. Je vhodné zmínit využití této metody pro 

obohacení extraktu z jater myši a také fakt, že k preferenční vazbě monofosfopeptidů 

nedocházelo.  

Dalším vylepšením metody byla aplikace různých přídavných látek blokujících 

nespecifickou vazbu k ZrO2. Při použití glykolové kyseliny byl oxid zirkoničitý o něco méně 

specifický než oxid titaničitý (Jensen and Larsen, 2007). Je dobré připomenout, že tito autoři 

použili na okyselení nanášecího roztoku 5 %-ní kyselinu trifluorooctovou, ne kyselinu 

mravenčí. Větší specificity bylo dosaženo aplikací organických hydroxykyselin přítomných 

v nanášecím pufru (okyseleném rovněž TFA), nejlépe fungovala β-hydroxypropanová 

kyselina (Sugiyama et al., 2007). V této studii byl ZrO2 při obohacování komplexního 

extraktu z HeLa buněk účinný obdobně jako TiO2. Oproti původní studii (Kweon and 

Hakansson, 2006) ale ZrO2 nepreferoval monofosforylované fosfopeptidy.  

DHB mělo v další studii výsledky na zvýšenou specifitu a kyselina mléčná na 

sníženou specifitu obdobné jako pro oxid titaničitý (Aryal and Ross, 2010). V této studii byla 

znovu pozorována tendence oxidu zirkoničitého preferovat monofosforylované peptidy, 

narozdíl od první studie ale nebyl ZrO2 lepší ve vychytávání monofosforylovaných peptidů, 

ale stejně úspěšný jako TiO2. Nedávno byly publikovány další výsledky ukazující, že oxid 

zirkoničitý je obohacování podobně účinný jako oxid titaničitý. Velká část fosfopeptidů byla 

ale k nalezení jen po obohacení oxidem zirkoničitým a ne po obohacení oxidem titaničitým a 

naopak (Mazanek et al., 2010). Tyto výsledky poukazují na to, že ve fosfoprotemice bývá 

smysluplné aplikovat několik technik paralelně. 

2.2.2.3.  Hydroxid hlinitý 

MOAC užívající jako matrici hydroxid hlinitý, byl originálně publikován především 

jako metoda pro obohacování o fosfoproteiny. Už v originálním článku se ale objevuje využití 

této metody pro obohacování o fosfopeptidy (Wolschin et al., 2005)a. Metoda byla ověřována 
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na α-kaseinu, který byl po trypsinovém štěpení solubilizován v inkubačním pufru pro MOAC 

(30 mM MES, 20 mM imidazol, 0,2 M aspartát draselný, 0,2 M glutamát sodný, 0,25 % 

CHAPS, pH 6,1). Močovina tentokrát nebyla přítomna, protože se nejednalo o proteiny a 

nebylo tak nutné navozovat denaturační podmínky. Inkubace s matricí a promývání proběhlo 

stejně jako u fosfoproteinů. Eluce byla navozena ve dvou krocích, elučním pufrem 1 (60 mM 

difosforečnan sodný, pH 8,3) a poté elučním pufrem 2 (250 mM difosforečnan sodný, pH 

8,3). Za zmínku stojí méně zásadité pH než jaké se užívá pro eluci fosfoproteinů. V eluátu se 

objevily téměř výhradně fosfopeptidy, jenže je třeba mít na paměti, že metoda byla 

prozkoušena jen na α-kaseinu. Později se glutamát, aspartát a imidazol se neukázaly být tak 

úspěšnými v kompetici s nespecifickými peptidy a v eluátu byly přítomny i nefosforylované 

peptidy (Sugiyama et al., 2007).  

2.2.2.4.  Oxidy ostatních kovů 

Pro MOAC byly použity i oxidy dalších kovů, například oxid gallitý, oxid železitý, 

oxid cíničitý, oxid hafničitý, oxid tantaličný (Leitner, 2010).  Jejich společným jmenovatelem 

je nepříliš široké využití, a tudíž nedostatek dat, která jsou dostupná. Pro tento fakt a pro 

nedostatek místa se jimi blíže zabývat nebudu. 

2.2.3. Chromatografie s hydroxyapatitem 

Nedávno byla publikována další zajímavá afinitně-chromatografická metoda užívající 

jako matrici hydroxyapatit (Mamone et al., 2010). Již v minulosti byl hydroxyapatit využíván 

na oddělování fosfoproteinů o různém stupni fosforylace, např. v případě rhodopsinu (Sale et 

al., 1978). Hydroxyapatit je krystalickou látkou se vzorcem Ca10(PO4)6(OH)2. Nanášecí pufr 

obsahující hydrogenfosforečnan draselný (1 M K2HPO4, pH 7,4) vedl ke snížené schopnosti 

hydroxyapatitu vázat monofosforylované peptidy, což by mohlo být způsobeno konkurenční 

vazbou hydrogenfosforečnanových iontů na hydroxyapatit. Tento problém byl vyřešen 

využitím Trisového pufru o stejném pH (20 mM Tris-Cl, pH 7,4). Promývací pufr (20 mM 

Tris-Cl, 20 % acetonitril, pH 7,2) pomohl zbavit se nespecificky vázaných peptidů. 

Zajímavostí je možnost fosfopeptidy oddělovat postupně podle množství obsažených fosfátů 

za pomoci hydrogenfosforečnanového pufru o zvyšující se koncentraci (20 mM, 50 mM a 

200 mM K2HPO4, pH 7,2 a konečný krok 1 M K2HPO4, pH 7,8). 

Ačkoli metoda vypadá velmi zajímavě a při obohacování o vícenásobně 

fosoforylované peptidy nadějněji než TiO2-MOAC, pokud je mi známo, nebyla ověřena v jiné 
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laboratoři a v původní publikaci byla zkoušena jen na standardních proteinech. Před jejím 

použitím v praxi je proto nutné provést dostatek kontrolních pokusů. 

2.2.4. Obohacení fosfopeptid ů srážením 

Princip této metody je založen na tom, že z roztoku lze vysrážet fosforečnan vápenatý 

(Zhang et al., 2007). Vzorek byl nejprve rozpuštěn v roztoku hydrogenfosforečnanu sodného 

a po přidání chloridu vápenatého došlo k vysrážení fosforečnanu vápenatého společně 

s fosfopeptidy. Nefosforylované peptidy se nesráží, a tak lze oddělit fosfopeptidovou 

sraženinu centrifugací. Po promývce lze sediment resuspendovat ve vhodném pufru. Při velmi 

nízké koncentraci fosfopeptidů oproti koncentraci nefosforylovaných peptidů, byl 

identifikován jen určitý podíl fosfopeptidů. Navázáním Fe3+-IMACu na precipitaci proteinů 

došlo ke zlepšení metody a k detekci většího množství fosfopeptidů. 

Funkčnost metody spojené s IMACem při aplikaci na rozsáhlý výzkum byla ověřena 

na proteinovém extraktu z embryí rýže Oryza sativa (Zhang et al., 2007). Na extrakt 

z mozkové tkáně člověka s Alzheimerovou nemocí byla vedle samotného IMACu úspěšně 

aplikována samotná srážecí metoda (Xia et al., 2008). 

Kombinací této metody s IMACem se dosáhne vyšší specifity než bývá běžné u 

IMACu samotného. Nevýhodou srážecí metody je nedostatečná prověřenost na větším 

množství modelů. Navíc je otázkou, do jaké míry je metoda nespecifická, v originální studii 

totiž poukazují na to, že kyselé peptidy by se mohly také dostat do sedimentu (Zhang et al., 

2007). 

2.2.5. SCX a SAX 

SCX a SAX jsou typy kapalinové iontoměničové chromatografie. Při užití ve 

fosfoproteomice jsou nejčastěji následovány dalšími obohacovacími technikami, např. 

IMACem nebo MOACem. Spíše než k obohacování tak tyto metody slouží k získání 

subfrakcí, a tím ke snížení komplexity 

daného vzorku. Obě tyto metody vedou 

k rozdělení peptidů podle náboje. 

Nanášecí pufr pro SCX, 

kationtovou iontoměničovou 

chromatografii má kyselé pH 2,7. Při 

tomto pH má N-konec peptidu a 

aminokyseliny lysin, arginin a histidin 

 

Obr. 11 – Náboje různých trypsinových peptidů v pufru pro 

SCX. a) obvyklý nefosforylovaný peptid; b) fosfopeptid. 

Upraveno podle (Beausoleil et al., 2004). 
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pozitivní náboj +1 (viz Obr. 11). Připomeňme, že trypsin štěpí po lysinu a argininu. Je-li na 

C-konci peptidu jedna z těchto aminokyselin a na N-konci pozitivní náboj aminoskupiny, 

dojdeme k závěru, že většina trypsinových peptidů má náboj +2. Fosfoskupina uděluje 

peptidu jeden záporný náboj, čímž celkový náboj většiny jednou fosforylovaných peptidů 

bude +1 a tyto peptidy se budou uvolňovat z kolony jako jedny z prvních (Beausoleil et al., 

2004). Nevýhodou metody za daného nastavení je, že jako fosfopeptidy považuje výhradně 

peptidy o náboji +1. Fosfopeptid obsahující jednu pozitivně nabitou aminokyselinu navíc 

bude mít náboj +2 a spadne tak mezi nefosforylované peptidy. Naopak dvakrát fosforylovaný 

peptid má za daných podmínek nulový náboj, třikrát fosforylovaný peptid je dokonce nabit 

záporně, a tak se tyto vícenásobně fosforylované peptidy nezachytí do stacionární fáze, a tím 

dojde k jejich ztrátě. SCX lze zkombinovat např. s TiO2-MOACem (Olsen et al., 2006).  

SAX, aniontová iontoměničová chromatografie, využívá podobného principu jako 

SCX, ale pH nanášecího pufru je slabě kyselé, pH 4,0 (Han et al., 2008). Nefosforylované 

peptidy jsou na svých karboxylových skupinách ionizovány pouze částečně, zatímco 

fosfopeptidy obsahují fosfát navíc, a tudíž jsou záporněji nabité. Na koloně SAXu se tak 

fosfopeptidy budou vázat silněji a uvolňovat později než nefosforylované peptidy. SAX 

narozdíl od SCX nevede k možné ztrátě mnohonásobně fosforylovaných peptidů – ty mají 

nejzápornější náboj, a tedy největší afinitu ke koloně. SAX byl s úspěchem použit 

v kombinaci s Fe3+-IMACem při výzkumu fosforylace membránových proteinů Arabidopsis 

thaliana (Nuhse et al., 2003).  

2.2.6. HILIC 

HILIC je typem kapalinové chromatografie. Podobně jako SAX a SCX představuje 

spíše metodu prefrakcionační. HILIC je narozdíl od předchozích typů chromatografií založen 

na rozdělení peptidů podle hydrofility (McNulty and Annan, 2008). K dělení peptidů je tento 

typ chromatografie užíván řidčeji než předchozí dva typy. Fosfopeptidy jsou obvykle 

hydrofilní a nabité, a proto budou s chromatografickou kolonou interagovat silněji, a tak bude 

umožněno jejich oddělení od peptidů hydrofobních nebo nefosforylovaných. Jde o metodu 

prefrakcionace, protože fosfopeptidy nejsou v dané frakci jediné, a tudíž bývá nevyhnutelné 

využít ještě jiné obohacovací techniky, např. IMAC. Obrácené pořadí metod (IMAC-HILIC) 

bylo méně vhodné, protože v obohacených frakcích byl značný podíl nefosforylovaných 

peptidů (McNulty and Annan, 2008). V této studii byl HILIC úspěšně využit jako 

prefrakcionační krok při zkoumání fosfoproteomu HeLa buněk. Následný IMAC byl 

specifičtější než bez provedení prefrakcionace.  
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2.2.7. Chemické modifikace 

Metod chemické modifikace fosfopeptidů existuje více, pro ilustraci uvedu jen metodu 

jedinou, β-eliminaci následovanou Michaelisovou adicí (Thaler et al., 2003). Další 

modifikační metody jsou k nalezení například v recentním přehledném článku (Dunn et al., 

2010). 

Nejprve se oxiduje cystein pomocí kyseliny peroxymravenčí. Cystein musí být 

zablokován, protože by se mohl svou thiolovou skupinou v závěrečných krocích metody vázat 

na nosič vedle modifikovaných fosfopeptidů. Po zablokování cysteinu dojde působením 

hydroxidu sodného nebo barnatého k β-eliminaci fosfátu a z fosfoserinu a fosfothreoninu 

vznikne dehydroalanin resp. kys. dehydroaminomáselná (viz Obr. 12). Nově vzniklá dvojná 

vazba na postranním řetězci aminokyseliny umožňuje adici. Konkrétně se k této reakci 

využívá propandithiol, čímž na zasažených aminokyselinách vznikne postranní skupina 

s koncovou thiolovou skupinou, jíž se dá využít pro navázání modifikovaného peptidu na 

dithiopyridinový resin. Na tento resin se vychytají jen modifikované fosfopeptidy (cystein je 

zablokován), jež lze posléze uvolnit redukcí pomocí DTT nebo 2-merkaptoethanolu. 

Jednou z dalších alternativ k vychytávání modifikovaných fosfopeptidů po β-eliminaci 

je navázání biotinového tagu na modifikované peptidy a jejich následné vychytávání pomocí 

avidinu (Oda et al., 2001). 

Nevýhodou β-eliminace je nemožnost její aplikace na fosfotyrosin, neboť ten β-

eliminaci nepodléhá (některé jiné metody chemické modifikace fosfotyrosin přeměnit umí). 

β-eliminaci podléhají nejen fosfoserin a fosfothreonin, ale i O-glykosylované formy těchto 

 

Obr. 12 – Schéma β-eliminace následované Michaelisovou adicí, bližší popis v textu. Převzato z (Dunn et al., 

2010). 
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aminokyselin, a tak se nedá odlišit, byl-li protein původně glykosylován nebo fosforylován. 

Další nevýhodou jsou ztráty materiálu a neúplný průběh reakce, který může zvyšovat 

komplexitu vzorku. 
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3. Závěr 

Tato bakalářská práce popisuje různé možnosti, jak obohatit vzorek o fosfoproteiny 

nebo fosfopeptidy. Oba z těchto přístupů mají své výhody i nevýhody. Obohacování celých 

fosfoproteinů umožňuje jejich dělení na dvojrozměrné elektroforéze, a tak zjištění jejich 

izoelektrického bodu a molekulární hmotnosti. Na stranu druhou hrozí nezachycení extrémně 

malých, lipofilních, kyselých a zásaditých proteinů. Obohacování o fosfopeptidy umožňuje 

obohacovat i o tyto extrémní fosfopeptidy. Výhodou je také menší komplexita získaných 

peptidů v porovnání s intaktními proteiny. Přesto se fosfopeptidové metody mnohdy potýkají 

s nedostatečnou selektivitou a senzitivitou. Navíc se nemusí peptid podařit identifikovat, 

protože identifikace se nemůže opřít o další peptidy daného proteinu. Ve směsi bez předem 

označených proteinů totiž nelze určit, ke kterému proteinu.peptid patří. 

Ze zmíněných metod nelze vybrat jednu jedinou, která by nejlépe splňovala 

požadavky fosfoproteomických výzkumů. Popsané metody lze tedy považovat daleko spíše za 

plnohodnotné alternativy než na prezentaci žebříčku od nejlepších po nejhorší.  

Navíc v mnohých výzkumech bylo dokázáno, že více použitých metod vede k širšímu 

spektru identifikovaných fosfoproteinů. To je způsobeno skutečností, že každá z metod 

napomáhá odhalit určitou část fosfoproteomu s větší efektivitou než metoda jiná. Teprve 

jejich kombinací tak dospějeme k celkovému obrazu o fosfoproteomu (Bodenmiller et al., 

2007; Ito et al., 2009). 

Mnohé metody, případně jejich inovace, se stále potýkají s nedostatkem 

experimentálních dat nebo s neověřením na komplexním vzorku. Výborná funkčnost metody 

při obohacování standardních proteinů totiž nezaručuje stejnou efektivitu při obohacování 

fosforylovaných proteinů nebo peptidů z komplexních biologických vzorků. Dalším 

problémem bývá protichůdnost výsledků získaných při zavedení stejné inovace v protokolu ve 

více laboratořích. Mnohé protokoly tak ještě zdaleka nejsou plně zdokonalené a jejich další 

optimalizace jsou mimo jiné předmětem výzkumu. Navíc zlepšení obohacovacích protokolů 

jsou doprovázena nutnými optimalizacemi hmotnostní spektrometrie, které nebyly předmětem 

této bakalářské práce. 

Přes mnohé komplikace se dá říci, že za posledních pět let prodělala fosfoproteomika 

se svými obohacovacími protokoly značný pokrok a bylo publikováno mnoho prací 

popisujících úspěšně identifikované fosfoproteiny. Přesto tento pokrok není dosažením 

vrcholu a zbývá mnoho práce s optimalizací protokolů. 



 33 

4. Použité zkratky 

DHB… kyselina 2,5-dihydroxybenzoová 

DTT… dithiothreitol 

ESI MS… hmotnostní spektrometrie s využitím elektrosprejové ionizace (angl. electrospray 

ionization mass spectrometry) 

HILIC… kapalinová chromatografie dělící podle hydrofilicity (angl. hydrophilic interaction 

liquid chromatography) 

IDA… kys. iminodioctová (angl. iminodiacetic acid) 

IEF-PAGE… dvojrozměrná gelová elektroforéza (angl. isoelectric focusing – polyacrylamide gel 

electrophoresis)  

IMAC… chelatační afinitní chromatografie (angl. immobilized metal affinity chromatography) 

LC… kapalinová chromatografie (angl. liquid chromatography) 

µLC-ICP-MS… kapilární kapalinová chromatografie spojená s hmotnostní spektrometrií 

s indukčně vázaným plazmatem (angl. capillary liquid chromatography – inductively coupled 

plasma – mass spectrometry) 

MALDI MS… hmotnostní spektrometrie s využitím laserové ionizace (angl. matrix-assisted laser 

desorption-ionization mass spectrometry)  

MES… kyselina 2-(N-morfolino)ethansulfonová 

MOAC… afinitní chromatografie s využitím kovového oxidu (angl. metal oxid affinity 

chromatography) 

MS… hmotnostní spektrometrie (angl. mass spectrometry) 

NTA… kyselina nitrilotrioctová (angl. nitrilotriacetic acid) 

pS… fosfoserin 

pT… fosfothreonin 

pY… fosfotyrosin 

SAX… aniontová iontoměničová chromatografie (angl. strong anion exchange chromatography) 

SCX… kationtová iontoměničová chromatografie (angl. strong cation exchange chromatography) 

SDS-PAGE… jednorozměrná gelová elektroforéza (angl. sodium dodecyl sulphate – 

polyacrylamide gel electrophoresis) 

SDS… sodium dodecyl sulfát  

SIMAC… IMAC s postupným uvolňováním zachycených peptidů (angl. sequentional elution 

from IMAC) 

TFA… kyselina trifluoroctová (angl. trifluoroacetic acid) 
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