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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva izolaci, purifikaci a frakcionaci fosfopeptida
mikrogradientovou chromatografii na kolonach se stacionarni fazi s oxidem titanicitym a
naslednou analyzou frakci pomoci hmotnostni spektrometrie. K optimalizaci mikrogradientové
separace a frakcionace fosfopeptidti na TiO2 mikrokulickach byly pouzity jednoduché smési
peptidua trypticky nastépenych standardnich proteind a-kaseinu, hovéziho sérového albuminu a
fosvitinu. Nasledn¢ byla optimalizovana separace vyzkouSena a ovéfena pomoci

celobunééného lyzatu Jurkat bun€k (T-bunééného lymfomu) nastépeného trypsinem.
KLiCOVA SLOVA

Fosfoprotein, fosfopeptid, obohacovani, frakcionace, afinitni chromatografie, oxid

titanicity, hmotnostni spektrometrie

TITLE

Chromatographic Isolation and Fractionation of Phosphopeptides Using Titanium

Dioxide Stationary Phase.
ANNOTATION

This thesis deals with microgradient chromatography using titanium dioxide solid phase
for isolation, purification and fractionation of phosphopeptides with mass spectrometry used
for its analysis of fractions afterwards. Simple mixtures of digested standard proteins a-casein,
bovine serum albumin and phosvitin were used to optimization of microgradient separation and
fractionation of phosphopeptides by TiO, microparticles. Optimization of microgradient

separation was tested and verified by trypsin digested lysate of Jurkat cells (T-cell lymphoma).
KEYWORDS

Phosphoprotein, Phosphopeptides, Enrichment, Fractionation, Affinity

Chromatography, Titanium Dioxide, Mass Spectrometry
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kyselina trifluoroctova (z angl. Trifluoroacetic Acid)
analyzator doby letu (z angl. Time of Flight)
promyvaci roztok (z angl. Washing Buffer)



Uvod
Posttranslacni modifikace (PTM) jsou chemické modifikace proteind, které se mohou
vyskytovat na proteinu po jeho vzniku na ribozomu. PTM tak zpisobuji komplexnost lidského
proteomu. Ovliviiyji funkei proteinu, jeho stabilitu, lokalizaci, interakci s jinymi proteiny
i degradaci proteini. Modifikace jiz existujicich proteinti je schopnost buiiky umoznujici

rychlou reakci na signaly ze svého okoli [1, 2].

Fosforylace patii mezi nejdulezitéjsi PTM proteini a vyskytuje se zejména na
serinovych, threoninovych a tyrozinovych zbytcich. Fosforylace je vysoce dynamicky proces.
V bunice muze byt 40 % az 60 % docasné fosforylovanych proteinti a builkky velmi casto
pouzivaji pravé fosforylaci jako molekularni pfepinac¢ pro aktivitu proteinu. Prostiednictvim
fosforylace a defosforylace je ovliviiovano obrovské mnozstvi bunéénych procest zahrnujici
ptenos signalu, diferenciaci bunék i kontrolu buné¢ného cyklu a metabolismu [2,3]. Témét
vSechny procesy regulované fosforylaci proteinli jsou reverzibilni a fizené kombinovanym
pusobenim dvou riznych enzymii. Nejen fosforylace, ale i dalsi PTM hraji dulezitou roli
Vv biologické homeostaze. Naruseni jejich regulace muze vést k patologii, ktera mize piispivat
k patogenezi riznych onemocnéni, jako je napiiklad Diabetes mellitus typu Il, Cysticka fibroza
¢i neurodegenerativni nemoci (Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba a dalsi).

Deregulace téchto cest muze vést az k rozvoji rakoviny [1].

Analyza i identifikace fosfoproteintl a zjistovani fosforylaénich mist jsou tedy dillezité
nejen pro porozuméni regulacni role, kterou hraje fosforylace v butikach, ale i pro diagnostiku

a ucinnou terapii nejen imunologickych patologii [4].

Tato prace se zamé&fuje na metody separace a purifikace fosfoproteinii nasledované
analyzou pomoci hmotnostniho spektrometru. Experimentdlni cast prace se pak zabyva
pievazné optimalizaci mikrogradientové metody separace fosfopeptidii na stacionarni fazi

S oxidem titani¢itym.
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1 Teoreticka Cast

1.1 Proteomika

Proteomika je védni obor, ktery se zabyva systematickou analyzou proteind. Zakladnim
cilem tohoto oboru je identifikace proteinti ve zdravé nebo patologické buiice ¢i tkani, analyza
jejich struktury, lokalizace, funkce a vzajemné interakce [5]. Proteomické studie piispély
k objasnéni fyziologické a farmakologické role proteinti v biologickém systému. Proteomika je
zaméfena na porozumeéni patofyziologickych mechanismii v lidském téle, které jsou zékladem
onemocnéni [6]. Hlavni prilomy této oblasti umoznily pouzivani proteinti v diagnostice ve
form¢ biomarkerti. Kromé diagnostickych biomarkeri se proteomika také zaméfuje na

identifikaci prediktivnich a terapeutickych biomarkeri [5,6].

Podle hlavnich cild se proteomika déli na analytickou, strukturni, funkéni a srovnavaci
proteomiku. Analytickd proteomika se snazi o identifikaci proteinii jako je stanoveni
molekulové hmotnosti, sekvence aminokyselin a urceni posttransla¢nich modifikaci. Hlavnim
cilem strukturni proteomiky je studium struktury proteinti rdznymi technikami jako je
rentgenova krystalografie, nuklearni magneticka rezonance a dalsi. Funkcni proteomika studuje
biologické funkce urcitého proteinu s cilem zjistit jeho roli v butice. Srovndvaci proteomika
porovnava slozité smési proteini. Sleduji se zde zmény ve sloZeni proteinii V normalnich
zdravych bunkach a abnormalnich patologickych bunkach (naptiklad malignich bunkach) [7].
Existuji vSak i dalsi odvétvi proteomiky jako je fosfoproteomika, zabyvajici se analyzou
fosfoproteinu, glykoproteomika studujici glykoproteiny, expresni proteomika zabyvajici se
pocétem proteind, které jsou exprimovany v riznych typech bunék a klinicka proteomika, ktera
se zabyva analyzou proteinti v biologickych vzorcich s cilem identifikovat biomarkery pro

diagnozu a 1écebné ucely [8].

Pro separaci a identifikaci proteomt existuji hlavni dva analytické pfistupy. Prvnim
piistupem je ,,top-down* proteomika, kde jsou intaktni proteiny rozdéleny a poté analyzovany
hmotnostni spektrometrii. V ,,bottom-up‘ proteomice se nejdiive $tépi slozita smés proteint
anasledné jsou vzniklé peptidy chromatograficky rozdéleny a analyzovany nejcastéji

tandemovou hmotnostni spektrometrii [7,9].

Proteomika se opira o tii zakladni technologické kroky. Prvni krok zahrnuje metody
frakcionace komplexnich smési proteinti pfipadné peptidii, dalsi je hmotnostni spektrometrie
k ziskani udaju potiebnych k identifikaci proteinti a v neposledni fad¢ je to bioinformatika pro

zpracovani surovych hmotnostnich spektralnich dat do proteinovych dat [10].
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Pokroky v oblasti analytické chemie a vyvoj chromatografie a hmotnostni spektrometrie
(MS) umoznily piesnou, reprodukovatelnou a spolehlivou analyzu proteini. Proteomické
piistupy zaloZené na rozvoji MS jsou schopny identifikovat a stale piesnéji detekovat s velkou
citlivosti pfitomnost velmi nizkych koncentraci protein V pomérné¢ komplexnich matricovych
biologickych vzorcich [5,11,12]. MS muze byt pouzita ke zjisténi lokalizace, struktury,
regulace ¢i funkce proteint [13]. Dale také umoziuje studium cetnych posttranslacnich
modifikaci proteint, které reguluji bunécéné specifické reakce a podminuji funkéni heterogenitu

bunééné kompozice [14].

1.1.1 Proteom a stavba proteinu

Termin ,,proteom* poprvé pouzil Mark R. Wilkins v roce 1994. Nazev vznikl z anglické
definice ,,PROTEin complement expressed by a genOME® [15]. Proteom zahrnuje veskeré
proteiny ¢i jejich riizné modifikace, které jsou pfitomny v daném okamziku v buiice nebo tkani.
Tyto proteiny tvoii pfevazujici soucdst bunéénych struktur a vykonavaji prakticky vSechny
bunééné funkce od zpracovani a prevadeéni biologickych informaci az po vyménu latek

a energie [16].

Zakladni stavebni jednotkou proteind jsou aminokyseliny (AMK). Proteiny jsou bézné
tvofeny dvaceti tzv. proteinogennimi AMK, které jsou navzdjem spojeny peptidovymi vazbami
a vytvareji dlouhy fetézec. VSechny proteinogenni AMK jsou a-aminokyseliny tzn. na jednom
konci maji karboxyskupinu a aminoskupinu na atomu uhliku vedle karboxylové skupiny. Kazda
a-AMK obsahuje tedy atom uhliku (a-uhlik), atom vodiku, karboxylovou skupinu,
aminoskupinu a skupinu R (postranni fetézec), ktera je jedine¢na pro kazdou AMK (obr. 1).
Podle R skupiny se daji AMK rozdélit na ¢tyti zékladni skupiny: hydrofobni (obsahuji dlouhé
alifatické nebo aromatické postranni fetézce), hydrofilni (nesou polarni skupiny -NHz, -COOH,
-OH, -SH), bazické (obsahuji vice aminoskupin) a kyselé (obsahuji dva karboxyly). VSechny
proteinogenni AMK maji zasadné L-konfiguraci (aminoskupina smétuje od karboxylu doleva)
a jsou opticky aktivni (chiralni). Jako chiralni uhlik se oznacuje a-uhlik, na kterém se nachazeji
4 rizné substituenty. Vyjimkou je nejjednodussi AMK glycin, ktery je achiralni, kde R je atom
vodiku. Pti acidobazickych reakcich funguji vSechny AMK jako kyselina a zdsada zaroven.
Vytvafeji tzv. amfion neboli obojetny iont. Karboxylova skupina odStépuje proton,
aminoskupina proton vaze a tim dochazi k ptesunu naboje. Zda pievlada kladny ¢&i zaporny
naboj zalezi pouze na pH, ve kterém se AMK nachazeji. pH pii kterém jsou v molekule
vyrovnany kladné a zaporné naboje a vysledny ndboj je tedy nulovy, se nazyva izoelektricky
bod pl [17,18].

18



R
= Skupina R

skupina

alfa uhlik

HOOC e C e NH,
I\ \ amino
H

karboxylova
skupina

Obrazek 1: Znazornéni struktury a aminokyseliny. Pfevzato a upraveno z [19].

Reakci dvou AMK, pfi niZ reaguje a-aminoskupina jedné AMK s karboxylovou skupinou
druhé AMK za odStépeni molekuly vody, vznika dipeptid. Zbytky aminokyselin jsou spojeny
peptidovou vazbou. Polykondenzaci aminokyselin do linearniho fetézce vznika polypeptid.

Kazda AMK ma rizné vlastnosti, které umoziuji proteintim rozdilné funkce [17].

Peptid je nizkomolekularni latka vznikajici kondenzaci AMK. Podle poctu spojenych
AMK v fetézci se rozd€luji na oligopeptidy obsahujici 2-10 AMK a polypeptidy 10-100 AMK.
Podle struktury fetézce se daji také rozdélit na linearni ¢i cyklické. V lidském organismu
zastupuji mnoho funkci. Mohou to byt naptiklad hormony (insulin, oxytocin apod.),

neuromodulatory (endorfiny) a dalsi.

Proteiny jsou vysokomolekularni latky obsahujici vice nez 100 AMK spojenych
peptidovou vazbou do polypeptidového fetézce. Primarni strukturu proteint urcuje linearni
sekvence aminokyselin. Specifické pofadi AMK v polypeptidovém fetézci je zakdodovano
v DNA. Priestoze existuje pouze dvacet proteinogennich AMK, je pocet jejich variaci

v molekule obrovsky. Primarni struktura tedy udava vlastnosti a strukturu proteinu [17,18].

Sekundarni struktura je prostorové uspofadani AMK Vv urcitém misté¢ hlavniho
polypeptidového fetézce bez ohledu na jeho postranni fetézce. Existuji dvé zakladni sekundarni
struktury a-helix a B-skladany list. Ve struktufe a-helixu je polypeptidovy fetézec stoceny do
pravotocivé Sroubovice. Zavity Sroubovice jsou stabilizovany vodikovymi mistky mezi
karboxy-kyslikem a amino-vodikem AMK kazdé ctvrté peptidové vazby. R-skupiny smétuji
ven z fetézce. Dalsi sekundarni struktura proteinti je B-sklddany list. V této struktuie jsou
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polypeptidové fetézce uspotadany vzajemné rovnobézné a antiparalelng. Retézce jsou spojeny
vodikovymi vazbami mezi AMK. R-skupiny se v tomto pfipadé nachézeji nad a pod rovinou
listu [17,18,20].

Prostorové usporadani o-helixu ¢i B-skladaného listu tvofi terciarni trojrozmérnou
strukturu proteini. Konformaci proteinového fetézce ovliviuji vedle vodikovych vazeb také
postranni fetézce jednotlivych AMK a dalsi intramolekularni vazebné interakce. Uplatiuji se
zde disulfidické mistky, hydrofobni ¢i iontové vazby a van der Waalsovy sily [17,18]. Skladani
proteinti je urCeno pravé iontovymi interakcemi mezi nabitymi R-skupinami AMK,
hydrofobnimi interakcemi, kdy hydrofobni R-skupiny sméfuji spiSe dovniti proteint
a hydrofilni R-skupiny jsou na povrchu, kde mohou interagovat s vodou [17]. Proteiny mizeme
podle terciarni struktury rozdé€lit na dv€ zékladni skupiny. Fibrildrni proteiny, které maji
polypeptidové fetézce usporadany v jednom sméru a vodikové vazby vznikaji mezi riznymi
fetézci. Tyto proteiny maji v organismu vétSinou strukturni funkci. Dalsi jsou globularni
proteiny. Vodikovymi vazbami jsou vazany ¢asti jednoho fetézce a jejich molekuly maji

kulovity tvar. V organismu to jsou pievazné enzymy a transportni ¢i receptorové proteiny.

Kvartérni struktura se vytvati pouze u proteint, které jsou slozeny z vice polypeptidovych
fetézcl (podjednotek). Stejné jako terciarni struktura je urena iontovymi, hydrofobnimi
interakcemi, disulfidickymi mustky mezi postrannimi fetézci AMK. V zavislosti na poctu
dil¢ich jednotek je miizeme rozd¢€lit na monomery, dimery, trimery a tak dale. V zavislosti, zda

jsou podjednotky totozné ¢i nejsou se pripojuje predpona homo- nebo hetero- [17,18].
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1.2 Posttransla¢ni modifikace proteini

Posttranslacni modifikace jsou specifické chemické zmeény proteinové struktury,
zpusobené proteolytickym Stépenim nebo piidanim modifika¢ni skupiny K jedné ¢i vice
aminokyselinam a probihaji po proteosyntéze proteinu na ribozomech. PTM definuji funk¢ni
a strukturni rozmanitost proteini, takze genovy produkt muze byt pfitomen v né¢kolika rtiznych
modifikovanych formach [21,22]. Tyto modifikace (obr. 2) jsou zptisobeny piidanim funkéni
skupiny (napiiklad fosforylace), pfidanim malych proteinti ¢i peptida (ubikvitinace), cukernych
fetézcl (glykozylace) nebo pridanim lipidd (palmitoylace) na aminokyselinové zbytky. Tyto
kovalentni ptfidavky se casto vyskytuji v disledku signalizatni kaskddy a mohou byt
reverzibilni v zavislosti na typu modifikace a signaliza¢ni drahy [23]. Napiiklad pti signalizaci
umozhuje kinazova kaskada reverzibilni vazbu, popfipadé¢ odstranéni fosfatu. Kombinace

riznych PTM vede k heterogenité proteinti [22].

N-Glykosylace

Fosfolipidova dvouvrstva

Acetylace

250 99008

& Fosforylace

Mono-ubikvitinace

{ub )

Polyubikvitinace

Obrazek 2: Lokalizace posttranslacnich modifikaci na obecné struktufe transportniho proteinu. Pfevzato a
upraveno z [23].

Pfevazna cast bilkovin eukaryotickych bunck podléha PTM. Pravdépodobnost pro
danou modifikaci je dana aminokyselinovou sekvenci, strukturdlnim a chemickym slozenim
povrchu bilkovin a také dostupnosti potiebnych proteinovych prekurzort. PTM maji velky
biologicky vyznam. Jsou velmi rozsitené a hraji vyznamnou roli pii regulaci mnoha
proteinovych funkci. Moduluji mimo jiné napiiklad funkéni expresi transportniho proteinu.

Tyto proteiny jsou rozhodujici pro distribuci Siroké Skaly endogennich sloucenin jako jsou
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hormony, Zlucové kyseliny, peptidy, lipidy, 1éky a dalsi [23]. PTM urcuji také terciarni
a kvartérni strukturu proteind a reguluji jejich lokalizaci, obrat ¢i jejich interakci s jinymi

proteiny [21].
V soucasné dob¢ je znamo vice nez 400 posttransla¢nich modifikaci proteind [23].

1.2.1 Metody detekce posttransla¢nich modifikaci proteini

Prvni ptistup k identifikaci PTM navrhl Yates et al. v roce 1995. VyCerpavajici ptistup
k vyhledavani mél vSak sva zavazna omezeni, protoze mohl zohlednit pouze né&kolik
modifikaci. To znamenalo, ze badatel musel pfedem odhadnout, které¢ PTM jsou pfitomny ve
vzorku, coz bylo a je nerealistické. V diisledku toho se v soucasnosti provadi vyhledavani pouze

malého souboru PTM (jako je fosforylace) a ignoruji se vSechny ostatni PTM [24,25].

Metody, které umoziuji charakterizaci proteinovych ko- a posttransla¢nich modifikaci,
se stale rozSifuji, coz umoznuje studovat strukturdlni a funkéni roli riznych proteinovych
posttransla¢nich modifikaci a také studium interakce typu protein-protein [23,24]. Pro
charakterizaci fosfoproteint se diive vyuzivalo peptidové sekvenovani s vyuzitim Edmanovy
degradace v kombinaci se znacenim 2P, Metoda ma vsak n&kolik omezeni. Peptidy musi byt
pted analyzou oddéleny kapalinovou chromatografii. To snizuje celkovou citlivost a zvySuje se

doba analyzy, proto tato metoda neni vhodna pro analyzu komplexnich vzorka [26].

V soucasné dobé je zakladni metodou pro identifikaci a charakterizaci kovalentnich

modifikaci a také pro kvantifikaci jejich zmén hmotnostni spektrometrie viz kapitola 1.4.

Dalsi metodou pro detekci a identifikaci PTM je dvourozméra elektroforéza (2-DE).
Tato metoda separace a izolace proteini je zaloZzena na odlisném izoelektrickém bodé
a molekulové hmotnosti riizn€ modifikovanych forem urcitého proteinu. Pro detekci intaktnich
modifikovanych proteind v gelu se pouZzivaji selektivni specifické sondy, popiipadé blotovani
na membrany. Naptiklad pro specifickou detekci fosfoproteinti v 2-DE gelech je mozné pouzit
radioaktivni znaéeni proteinti inkorporaci radioaktivnim izotopem 3?P. Pro specifické barveni
glykoproteini a fosfoproteinii v gelech byly vyvinuty fluorescencni barviva umoZiujici
multiplexni analyzu modifikovanych proteinii. Pro specifickou vizualizaci proteind
Vv elektroforetickych gelech se pouziva western blot. Tato metoda vyuZziva protilatek proti
fosfoamino kyselinam pro detekci fosfoproteini a konjugovanych lektinti pro detekcei
glykoproteind. Pro analyzy pomoci 2-DE je vhodné nejprve proteinové vzorky zjednodusit

naptiklad precisténim nebo obohacenim modifikovanych proteind [27].
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1.2.2 Fosforylace proteinu

Fosforylace proteint je rychlé a reverzibilni modifikace s relativn€ nizkymi metabolickymi
naklady. Postihuje asi dvé tietiny celkového lidského proteomu a je tedy pravdépodobné
nejrozsifenéjsi a nejlépe prozkoumana PTM. Fosfoproteomika byla zalozena jako podoblast
proteomiky, kterd se zamétuje pouze na identifikaci a charakterizaci fosforylovanych proteint
[27,28]. V posledni dobé se fosfoproteomika velice rychle rozviji, diky pokrokiim v technikach
obohacovani fosfopeptidi a hmotnostni analyze fosfopeptidi [29]. Existuje né€kolik typu
fosforylace. N-, S- a acylfosforylace jsou minoritni, proto se analyza fosforylace zaméfuje

predevsim na O-fosforylace, které jsou nejcastéjsi [30].

Souhra dvou typli enzymd, proteinovych kinaz a fosfataz, kontroluje modifikaci substratu.
Reverzibilni fosforylaci proteinu (obr. 3) se rozumi kovalentni ptipojeni fosfatové skupiny
dodané z adenosintrifosfatu (ATP) na volny hydroxyl postrannich fetézci aminokyselin
anasledné odstranéni fosfatu z fosforylovaného proteinu. Pfipojeni fosfatové skupiny je
katalyzovano proteinkinazami, které jsou specifické urcité aminokyselinové zbytky (napiiklad
tyrozinkinaza), tak i pro urcité sekvenéni motivy. Proteinkinazovy komplement tvoii vzajemné
propojenou sit’, ktera tidi bunééné signalizaéni drahy a také pifimo vzijemné moduluje
fosforylace specifické pro danou lokalitu. Mnoho kinaz navic podstupuje intermolekularni
autofosforylace v prubéhu jejich aktivace v disledku konformaénich zmén, napiiklad pii
spojeni s extracelularnimi ligandy, interagujicimi proteinovymi faktory nebo molekulami
druhych poslt [30,31]. Soucasti fosforylace jsou ale také proteinfosfatazy, které zajistuji
specifické odstranéni fosfatu. Jeden aminokyselinovy zbytek mutize byt v ptipadé fosforylace
modifikovan riznymi zplsoby kinaz a fosfataz, proto mohou byt modifikace jednoho
aminokyselinového zbytku odlisné [21,28]. V eukaryotickych bunkach dochazi k fosforylaci
nejcastéji na serinu, poté na threoninu a méné ¢asto na tyrozinovych zbytcich [31]. Fosforylaci

také podléha histidin, avSak fosfohistidin je velmi labilni a obtizny pro analyzu [32].
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Obrazek 3: Schéma serinové fosforylace. Pievzato a upraveno z [33].

Tato vSudypfitomna posttranslaéni modifikace hraje kli¢ovou roli v regulaci mnoho
bunéénych procest eukaryotickych bun¢k jako je proliferace, diferenciace, metabolismus ¢i
apoptoza [29]. Fosforylace reguluje ale i transkripci a translaci. Existuji dva zakladni
mechanismy, kterymi fosforylace tidi proteinovou aktivitu. Je to modulace interakci protein-
protein a zména konformace proteinti popsand vyse. Diky zménam v konformaci proteind se
podili naptiklad na modulaci aktivit ¢etnych metabolickych enzymu, jako je pyruvat
dehydrogenéza ¢i glykogen syntaza. Proto také jako prvni fosfoprotein byl objeven metabolicky
enzym glykogen fosforylaza. Kromé vyse zminénych funkci slouzi také jako mechanismus
molekuldrniho ptfepinani V intracelularnich signalnich drahéach, obratu proteini, interakce,
konformace ¢i lokalizace proteint [31]. Deregulované defektni signalizaéni cesty fosforylace
Casto vedou k abnormalitam vyvolavajici rizné onemocnéni, napiiklad diabetes mellitus
typu I, cysticka fibroza, Alzheimerova choroba a mnoho dalSich. Deregulovana signalizace je
také charakteristicky znakem rakoviny. Z tohoto diivodu je velmi dilezité spravné pochopeni

fosforylace proteint a jejich analyza [30,34].

Ptikladem regulace metabolismu fosforylaci je sekrece inzulinu po jidle. Na inzulin
sekretovany z pankreatu reaguji pouze cilové tkané€ a buiky (adipocyty, hepatocyty, myocyty)
se specifickym povrchovym receptorem pro inzulin. Pfipojeni inzulinu do receptoru je
zpracovano klicovymi kindzami a iniciuje se kaskada intracelularnich fosforylaci proteini

Vv cilovych bunkach. Zpracovani fosfo-signalu zprosttedkované inzulinem neni jediny impuls
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pro fosforylaci proteind v buiikach. Fosforylaci také ovliviiuji podnéty, které bunky obdrzi
Vv reakci na jidle, jako je dostupnost zivin ¢i zmény hladin metabolitd, cirkulujicich hormont,
cytokint a rustovych faktorti. Takova integrace signalu probiha né¢kolika mechanismy jako je
vicestupnova fosforylace cilovych proteinti, casové nebo prostorové kodovani informaci nebo

prostfednictvim komunikace mezi kinazami [31].

Pomoci MS bylo prokazano, ze klicové regulacni proteiny jsou Casto fosforylovany na
vice mistech a proteiny, které byly povazovany za substraty jedné kinazy, jsou ve skute¢nosti
cile n€kolika ruznych kindz [31]. Vice fosforylacnich mist proteinu umoziuje vetsi
pfizpusobivost riznym funkcim, v zavislosti na tom, které misto fosforylace bude obsazeno.
Naptiklad fosforylace jedné konkrétni AMK miize zptisobit konformacni zmény proteinu, které
mohou vést k fosforylaci dalsich aminokyselinovych zbytki nebo naopak mohou fosforylaci
blizkych AMK zabranit [32].
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1.3 Separacni a purifika¢ni metody fosfoproteint

souCasné¢ho proteomického vyzkumu. Rozvijejici se proteomické technologie, jako je
obohacovani fosfopeptidli, vysoce piesna hmotnostni spektrometrie a stim souvisejici
bioinformatika, umoziuji analyzovat celé fosfoproteomy. Kvantitativni metody mohou
hodnotit relativni zménu fosforylace pro né€kolik tisic mist v jediném experimentu [35].
Komplexni analyza fosforylace proteinii zahrnuje identifikaci fosfoproteini a fosfopeptidi,

lokalizaci fosforylovanych zbytki a kvantitativni stanoveni fosforylace [32].

Analyza fosfoproteomli se skladd zné€kolika kroki. Dilezitou soucasti analyzy
fosforylace peptidi je vhodna ptiprava vzorkt. Prvnim krokem je frakcionace komplexnich
smési proteinti pomoci SDS-PAGE, ptipadné 2D-PAGE. Dal§im velmi dalezitym krokem je
proteolytické $tépeni proteini na smés peptidi, které mohou byt opét frakcionovany [29,32].
Jednim z klicovych poZadavkd na fosfoproteomovou analyzu je také odstranéni hojné
zastoupenych nefosforylovanych peptidi z komplexnich smési a zakoncentrovani méné
zastoupenych fosfopeptidi. Proto se casto pfed MS analyzou provadi purifikace
fosforylovanych peptidti obohacovacimi technikami (viz kapitola 1.3.2) [36,37]. Strategie
purifikace vyuzivaji ¢asto fyzikalni vlastnosti proteinu k jejich izolaci. V kazdém kroku ¢isténi
je dualezité vybirat vhodné podminky s ohledem na lyzu bunék, pro zachovani co nejvétsiho
mnozstvi fosforylovanych proteind. Problémem pfi lyze bunck je uvolnéni vSech fosfataz a
protedz z buiky. Plisobenim proteaz by dochazelo k degradaci proteinti a plisobenim fosfataz
k defosforylaci béhem piipravy vzorki. To lze potlacit pfidanim vhodné smési inhibitort
proteaz a fosfatdz. Naptiklad nékteré inhibitory fosfatdz inhibuji pouze odstranéni fosfatu ze
serinu ¢i threoninu, ale neinhibuji defosforylaci tyrozinu. Z tohoto divodu je nutné pouzivat
smés vice typl inhibitord fosfataz. Pti studiu dynamické fosforylace proteinti je také dualezité
inhibovat proteinové kinazy. Toho se nejéastéji dosahuje pfidanim EDTA nebo inhibitort
specifickych kinadz do pufri [18, 36]. Analyza fosforylaci by méla mit pfesné naplanované

vhodné podminky jako jsou pufry, rozsah pH ¢i teplota béhem analyzy [38].

1.3.1 Elektromigra¢ni metody separace proteini

Detekce fosfoproteinli v komplexnich smésich je velmi slozitd bez pfedchozi separace
proteini. Zakladni metodou pro separaci proteinu je elektroforéza. Elektroforéza vyuziva
rozdilné pohyblivosti nabitych ¢astic ve stejnosmérném elektrickém poli. Rychlost pohybu

¢astic zavisi na velikosti ndboje a velikosti molekuly.
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Nejbéznéjsim typem elektroforetickych metod Vv analyze proteinii je elektroforéza
V polyakrylamidovém gelu. Existuji dva hlavni typy gelové elektroforézy. Nativni gelové
elektroforéza, ktera probiha bez denaturac¢nich ¢inidel a proteiny migruji podle svého celkového
naboje, velikosti a tvaru. Druhym typem je gelova elektroforéza v ptitomnosti dodecylsulfatu
sodného (SDS-PAGE). SDS je aniontovy detergent, ktery denaturuje proteiny a poskytuje jim
uniformni zaporny néboj. Proteiny se diky tomu separuji pouze na zékladé své molekulové

hmotnosti [8,39].

Dalsi elektroforetickou metodou pro separaci proteinli je dvourozmérna elektroforéza
Vv polyakrylamidovém gelu (2D-PAGE) po které nasleduje analyza MS. Tato metoda primarné
slouzi k rozd€leni komplexnich smési proteini podle jejich pl a molekulové hmotnosti, ale
umoznuje také srovndvat relativni mnozstvi proteinli zriznych proteinovych vzorkd.
Posttranslacné¢ modifikované proteiny maji razné pl, kdy diky ptidané, poptipadé ubrané
chemické skupiné dochazi k detekovatelné zméné pl proteinu. Tato zména je pak jesté vice

patrna u vicenasobn¢ fosforylovanych proteint [10,35,37].

Fosfoproteiny oddélené 2D-PAGE mohou byt vizualizovany né¢kolika zpiisoby piimo
v 2D gelech s pouzitim fosfospecifickych skvrn nebo technikou Western blot. Prvnim
zpusobem je standardni barveni proteinovych skvrn pomoci Coomassie Brilliant Blue nebo
stiibfeni. Dal§im zplsobem miZe byt pouziti fosfospecifického barveni. Vyuziva se
fluorescen¢ni barva Pro-Q Diamond, ktera selektivné barvi fosfatové skupiny navazané na
threoninu, serinu a tyrozinu. Alternativou muze také byt velmi citlivé radioaktivni znaceni
fosfoproteintl pomoci radioaktivnich izotopt 3P nebo **P a naslednym radioimunoblotovanim.
Radioaktivni znaceni proteini je mozné jak in vivo, tak in vitro. Buiiky v in vivo znaceni se
inkubuji pfimo s 32P. Nevyhodou tohoto znadeni je, Ze 3P je po mnoho bunék toxicky. Vlivem
radioaktivity miize dochazet k poSkozeni DNA a nasledné aktivaci systému oprav DNA,
ptipadné k apoptdze bunck. Dal§im problémem této detekce je, Ze konstitutivné fosforylované
proteiny s nizkym obratem fosfatu obsahuji pouze malé mnozstvi radioaktivity a tim mohou
unikat detekci. Invitro znaCeni zahrnuje inkubaci proteinti se specifickymi kindzami
v pfitomnosti [gamma-3¥*P] -ATP. Za vhodnych podminek se 3P za¢leni do fosforylované
AMK. Hlavni nevyhodou této metody je nespecifické fosforylace cilovych proteinli kindzami.
Tento problém je zpisoben predev§im neptirozené vysokou koncentraci kindzy ve srovnani

s koncentraci substratu [35,37].
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Dalsi metoda pouzivana k detekcei specifickych proteind je Western blot (WB). Kombinuje
elektroforetickou separaci s imunoafinitni detekci K identifikaci specifickych proteini. Sklada
se ze tf1 zékladnich kroki. Prvnim krokem je separace proteint podle jejich velikosti za pouziti
SDS-PAGE. Nasledné¢ jsou separované proteiny preneseny na membranu elektroblotovanim
[40,41]. Pfitomnost daného proteinu je na membrané detekovana pomoci fosfospecifickych
protilatek. Tato metoda je schopna detekovat velmi malé mnozstvi fosfoproteind, ale specifita
a citlivost velmi zavisi na pouzité protilatce. Detekce s vyuzitim protilatky proti fosfoserinu,
fosfothreoninu nebo fosfotyrozinu neposkytuje zadné informace o specifickych fosforylacnich
mistech proteinu. Musi se proto dale jesté provézt MS analyza vytiznutych proteinovych skvrn
z gelu, ktera mé ovSem také sva uskali z diivodu spole¢né migrace proteinti. Druhou moznosti

vizualizace je pouziti protilatek proti specifickym fosforylaénim mistim v proteinech [32,36].

1.3.2 Chromatografické obohacovaci techniky fosfoproteintu

V soucasné dob¢ existuji rizné strategie fosfoproteomického obohacovani. Mezi
nejvice vyuzivané patfi zejména afinitni chromatografie, napiiklad afinitni chromatografie
na imobilizovanych kovovych iontech (IMAC), afinitni chromatografie s oxidem kovu
(MOAC) - naptiklad chromatografie s oxidem titani¢itym, chromatografie s vyménou kationtti
(SCX) a dalsi. Zadny postup vsak nedokaze poskytnout komplexni profil fosfopeptidi a tyto
metody jsou vzajemné komplementarni [42]. Z téchto metod jsou ¢asto IMAC a chromatografie
s TiO2 vyuzivany jako druhy rozmér obohacovani fosfopeptidi. V prvnim rozméru
obohacovani a separaci peptidl se vyuziva nejéastéji separacni technika SCX. Jako alternativa

k SCX by mohla byt také izoelektricka fokusace (IEF) [43].

Afinitni chromatografie

Afinitni chromatografie (AC) se vyuziva pied separaci proteind ke snizeni slozitosti
vzorku, k predkoncentraci a zachyceni specifickych proteinti/peptidi pro zvySeni citlivosti pred
MS analyzou. Purifikace proteinovych smési pomoci AC a nasledna MS analyza slouzi pro
studium interakci protein-protein. AC peptidovych smési a MS analyza poskytuje studium PTM
mist. AC se také mimo jiné vyuziva pied separaci proteinti pomoci 2-DE pro zakoncentrovani
a piedbéznou tpravu vzorkd. Dochazi k odstranéni proteint, které by mohly rusit separaci

pomoci 2-DE, vizualizace proteind s nizkou koncentraci atd. [44,45].

Principem afinitni chromatografie (obr. 4) je specificka interakce imobilizovaného
ligandu a cilového proteinu. Ligand je kovalentné vazany na nosi¢. Velky rozsah liganda

umoznuje oddélit riizné druhy proteinti z komplexniho vzorku. Z komplexnich smési Ize také
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pomérné snadno izolovat proteiny s PTM, které se ve vzorcich vyskytuji v nizkych
koncentracich. Pokud mobilni faze protékajici kolonou obsahuje proteiny s vysokou afinitou
k ligandu, dojde k jejich zachyceni. Proteiny, které nevykazuji afinitu k ligandu, kolonou pouze
protékaji. Vazba mezi ligandem a proteinem musi byt dostate¢né specificka a reverzibilni, tj. Ze
se protein na ligand vaze nekovalentni vazbou. Tim je umoznéno Setrné uvolnéni proteinu
z ligandu. Eluce proteinu je mozna dvéma zptsoby. Prvnim z nich je kompetitivni eluce. Eluce
se provadi elu¢nim roztokem obsahujici exogenni nebo volny ligand, ktery soutézi o vazebné
misto proteinu s imobilizovanym ligandem na nosici. Elu¢ni roztok mtize také obsahovat analyt
s vys$i afinitou k ligandu, nez ma protein a dojde k vytésnéni. Druhou metodou eluce proteinu
je zména podminek, ve kterych protein nevykazuje afinitu k ligandu a z vazby se uvolnuje.
Vhodnou zménou podminek zde byva nejcastéji mirnd zmeéna pH piipadné zména iontové sily

roztoku [18,46,47].
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Obrazek 4: Princip afinitni chromatografie. Pfevzato a upraveno z [45].

Chromatografie na imobilizovanych kovovych iontech (IMAC)

IMAC je Siroce pouzivand afinitni technika pro obohacovani fosfopeptidi pied
analyzou MS (obr. 6). Obohacuje fosforylované serinové, threoninové i tyrozinové zbytky.
IMAC vyuziva vysokou afinitu fosfatli ke stacionarni fazi s kovovym chelatem zejména

trojmocnych kationtl Fe3*, Ga®*, poptipadé AI®* standardné pouzivanych. Aviak neddvno byly
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zavedeny i tetravalentni kationty Ti** a Zr**. Pozitivné nabité kovové ionty jsou V koloné
imobilizovany na polymernich nosic¢ich riznymi chelata¢nimi latkami. Nejvice vyuZzivané jsou
kyselina nitrilotrioctova a kyselina iminodioctova [38,48]. Zbyvajici koordina¢ni misto na

kovovém iontu umoziuje interakci s fosfatem [30].

IMAC je zalozena na ptitomnosti negativné nabitych fosfatovych skupin. Fosfopeptidy
pii prichodu kolonou vytvaieji komplexy s kladné nabitymi kovovymi ionty a tim jsou
V kolon¢ zachyceny. Nefosforylované peptidy jsou vymyty z kolony a poté mohou byt
fosfopeptidy eluovany z kolony pomoci solnych ¢i pH gradientti. Nevyhodou této metody je,
ze nefosforylované peptidy obsahujici vicecetné kyselé¢ aminokyselinové zbytky (kyselina
asparagova a kyselina glutamova) vykazuji také afinitu ke stacionarni fazi, ¢imz se snizuje
selektivita metody. Tento problém lze vyiesit derivatizaci (esterifikaci) karboxylovych skupin
na kyselych postrannich fetézcich aspartatu a glutamatu. Pro zvySeni u¢innosti systému IMAC
je vhodné zjednodusit peptidovy vzorek. Toho Ize dosahnout vyuzitim prefrakciona¢nich metod
jako je imunoprecipitace zminéna vyse, dale pak IEF, iontoméniCovou chromatografii nebo
hydrofilni interak¢ni chromatografii (HILIC). IMAC je také kompatibilni pro nasledné déleni
a detekci fosfopeptidi pomoci kapilarni elektroforézy (CE), LC-MS/MS ¢i MALDI-MS
[30,31,37,49,50]. Obdobou IMAC je sekvenéni eluce z IMAC (SIMAC), ktera se vyuziva
k oddéleni multifosforylovanych peptidi od monofosforylovanych [37].

Chromatografie s oxidem kovu (MOAC)

Dalsi metodou selektivniho obohacovani fosfopeptidi je afinitni chromatografie
s oxidem kovu (MOAC) zalozené na specifické afinité oxida kovi k fosfatové skupiné (obr. 6)
[30,35]. MOAC tak piedstavuje dulezitou alternativu k IMAC. Nejcastéji pouzivanymi
materialy jsou oxid titani€ity a oxid zirkonic¢ity. Dal$i méné€ pouzivané oxidy kovi zahrnuji také
oxid cinicity, oxid hafnia, oxid galia ¢i hydroxyapatit. VétSinou se vyuzivaji komeréné dostupné
Casticové sorbenty a obohacovani se provadi v davkovém rezimu [51,52]. Oxid titaniCity je
vysoce chemicky stabilni, tuhy a ma jedine¢né amfoterni iontoméni¢ové vlastnosti. TiOz je také
tolerantni vici vétsiné pouzivanych pufrt a soli [35]. Mimo jiné vykazuje vysokou afinitu ke
slouceninam obsahujici fosfaty. TiO2 chromatografie je vysoce selektivni pro fosfopeptidy
a v offline nastaveni pfedstavuje pomérmné snadné a rychlé provedeni bez potieby drahého
vybaveni [32]. Proto se offline pfistup vyuziva nejcastéji. Mozné je i pouziti online nastaveni,
které umoziuje automatizaci. Online pfistup je vhodny piedev§im pro vzorky s malym

omezenym mnozstvim, protoze jsou zde minimalizovany kroky pro zpracovani vzorku. Online
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nastaveni je vyuzivano zejména v systému LC-MS, kde jsou oxidy kovi imobilizovany

v piedkolonkach pied kone¢nym krokem chromatografické separace [30].

Interakce oxidu kovi se slouceninami obsahujici fosfat je stale zkoumana. Byl
prokazany bidentatni charakter vazby fosfatovych aniontti k TiO> (obr. 5). Interakce oxid kovu
a fosfat mohou byt také zalozené na principu vymeény iontil, kde oxidy kovl plsobi jako
Lewisova kyselina. Fosfopeptidy jsou proto nejucinnéji obohaceny pii nizkém pH. Typicky je
rozsah pH 2-3 pro zabranéni nespecifické vazby nefosforylovanych peptidti diky protonaci
jejich karboxylovych skupin. Pro zvySeni specificnosti MOAC se k rozpoustédlim
pouzivanych pro vazbu pridavaji naptiklad kyselina trifluoroctovéa nebo kyselina mravenéi pro
kontrolu pH a acetonitril (50-80%) pro zabranéni hydrofobnich interakci se sorbentem [30].
Tyto ptidavné latky jsou vétSinou monokarboxylové, poptipadé dikarboxylové kyseliny, které
soutézi s kyselymi nefosforylovanymi peptidy o vazebna mista oxidu kovu. Ptikladem téchto
piisad je také kyselina mlécna nebo kyselina 2,5-dihydroxybenzoova vhodnéjsi pro MOAC na
TiO: ¢i kyselina B-hydroxypropanova pro ZrO2. Vyhodou je také, Ze tyto kyseliny nesnizuji
afinitu fosfopeptidi k pouzitym oxidim kovu [36,48].

Obriazek 5: Bidentatni charakter interakce oxidu kovu a fosfatu (Me = kov). Pievzato z [30].

lontové vyménna chromatografie (1EX)

lontové vyménna chromatografie (IEX) separuje proteiny s rozdilnym povrchovym
nabojem a separace je tak zalozena na reverzibilni interakci nabitého proteinu/peptidu a nabité
stacionarni faze. Tyto reverzibilni interakce jsou fizeny tak, aby probihala bud’ vazba proteinu
nebo jeho eluce. Celkovy naboj proteinu zavisi na poctu a typu ionizovatelnych
aminokyselinovych skupin a méni se v zavislosti na pH média. Kazdy protein ma hodnotu pl,
ktera odpovida pH, pfi kterém ma tento protein nulovy naboj a neinteraguje s nabitym

sorbentem. Pfi hodnotach pH média vyssich, nez pl proteinu je protein zaporné nabity a pii
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hodnotach pH nizsich, nez pl je protein kladn€ nabity [53]. lontové vyménna chromatografie
tedy umoznuje separaci jak kationtd, tak aniontd prostfednictvim interakce s nabitou
stacionarni fazi. Funk¢ni skupiny matrice mohou byt nabity jak kladné, tak zaporné v zavislosti
na principu IEX. Pozitivné nabitda matrice anex vaze negativné nabité ionty neboli anionty
napiiklad ionizované karboxylové kyseliny. Nejéastéji pouzivanymi funkénimi skupinami jsou
kvarterni aminy a diethyl-aminoethylové skupiny. Naopak katex je tvofen ¢asticemi obsahujici
zaporné nabité funk¢ni skupiny a je schopny vazat kationty, jako jsou napiiklad protonované
baze. Pouzivaji se sulfopropylové nebo karboxymethylové skupiny [54-56]. Jak anex, tak katex
muzeme klasifikovat na slabé a silné ionexy. Slaby katex je tvofen slabou kyselinou, ktera
postupné pii poklesu pH ztraci sviij naboj. Sem muzeme =zatradit jiz zminénou
karboxymethylovou funkéni skupinu. Silny katex je tvoten silnou kyselinou, Ktera udrzi svij
naboj v Sirokém rozmezi pH. V tomto piipad¢ se pouzivaji sulfopropylové funkéni skupiny.
Slaby anex je tvofen

diethyl-aminoethylovymi skupinami a silny anex kvartérnimi aminovymi skupinami [55].

Mobilni faze obsahuje pufr pro udrzeni stabilniho pH. MF také obsahuje konkuren¢ni
iont neboli protiiont, ktery slouzi k vytésnéni iontii analytu ze stacionarni faze. Protiiont ma
stejny naboj jako ionty vzorku [57]. Proteiny/peptidy se na kolonu vazou pii nizké iontové sile.
Sila interakce protein-stacionarni faze je ddna poctem nabojlii na analyzovanych molekulach
a na funk¢nich skupinach. Pfi zméné podminek jsou navazané proteiny desorbovany. Eluci je
mozné provést dvojim zpusobem, a to bud’ gradientem soli nebo pH gradientem. Prvnim
zpusobem je tedy zvyseni koncentrace soli, kdy se nejprve zacnou eluovat slabé vazané
proteiny. Se stoupajici koncentraci soli se nasledné eluuji i siln€ji vazané proteiny. Druhym
zpusobem je eluce pH gradientem, kdy je nizka konstantni iontova sila a v prib&éhu eluce
dochazi pouze ke zméné pH eluc¢niho roztoku. Eluce také zavisi, zda je separace provadéna na
silném katexu (SCX) nebo na silném anexu (SAX). ZvySeni pH pufru mobilni faze v rezimu
SCX zpisobi, Ze je molekula méné pozitivné nabita a protein tedy vytvari slabsi iontovou
interakci se zaporné nabitymi skupinami stacionarni faze a dojde k poklesu retence. Naopak pfi
snizeni pH pufru mobilni faze se retence zvysi. Piesné opacné je tomu v rezimu SAX, kdy
zvySeni pH mobilni faze zvysi 1 retenci molekul a snizenim pH mobilni faze se molekula stava
protonizovanou, tedy méné negativné nabitou a retence je nizsi [55,58,59]. Proteiny jsou béhem
eluce pH gradientem zaostfeny v uzSich pasech, coz zplsobuje vyssi rozliSeni oproti eluci
gradientem soli. Dalsi vyhodou pH gradientu je, Ze je pomérné dobie regulovatelny

a opakovatelny v Sirokém rozsahu pH [59]. Pii substituci hydroxylovych skupin serinu,
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threoninu a tyrozinu negativné nabitou fosfoskupinou dojde ke zméné pl proteinu. Jak je
znamo, proteiny se eluuji v poradi podle jejich pl v pH gradientu, a proto touto zménou pl Ize
nejen oddélit fosforylované proteiny od nefosforylovanych, ale také umoziiuje postupnou eluci
vicefosforylovanych izoforem proteinu. K takovéto eluci je vSak zapotiebi dostate¢né dlouhy

gradient [53,59].

IEX konkrétné chromatografie s vyménou kationtd (SCX) se ¢asto pouziva k separaci
a predfrakcionaci komplexnich smési obsahujici fosforylované peptidy (obr. 6) pted analyzou
kapalinové chromatografie s reverzni fazi LC-MS [60]. Principem obohacovani fosfopeptida
zalozené¢ na silné vyméné kationtl je rozdil nébojovych stavli fosforylovanych
a nefosforylovanych peptidii. Separace se provadi pi1 pH mensi nez 3, kdy karboxylové skupiny
kyseliny asparagové a glutamové jsou protonovany a kyselejsi fosfatova skupina neni.
Fosfoskupina ud€luje peptidu zaporny naboj a z tohoto diivodu se fosfopeptidy na koloné
zadrzuji velmi $patng, popiipadé vibec. Cim vice je peptid fosforylovany. tim diive se eluuje
tzn. nejprve jsou eluovany mnohonasobné fosforylované peptidy, nasledné difosforylované,
monofosforylované peptidy, a nakonec nefosforylované peptidy. Nevyhodou této metody je
Casna eluce jinych modifikovanych peptidi naptiklad N-acetylovanych peptida ¢i
glykopeptidti, které nereaguji se stacionarni fazi, a proto je poticba jest¢ dalsi metoda
obohacovani k oddéleni nefosforylovanych peptidi od fosfopeptidii. SCX se diku tomu ¢asto
pouziva v kombinaci s IMAC (SCX-IMAC) nebo TiO; (SCX-TiO2). Velkou vyhodou SCX je
schopnost odstranit detergenty a chaotropni latky, které by nasledné zhorSovaly MS analyzu
[30, 34, 60, 61]. Henrich et al. vyvinuli také dvourozmérnou SCX. Separace se zde provadi pii
dvou riznych kyselych hodnotach pH, coZz umoZziuje obohaceni riznych tfid fosfopeptida.
Nejprve je separace a eluce provedena pii pH 3, kdy dochézi k eluci ,,neutralnich® fosfopeptidi
a nasledn¢ jsou spole¢né eluovany obvyklé peptidy a ,,bazické fosfopeptidy. Tato koeluce je
dale oddélena SCX pii pH 1. Peptidy, které neobsahuji fosfatovou skupinu nejsou timto pH
ovlivnény, naopak fosfatové skupiny fosfopeptidii pfi pH 1 jsou protonovany. Zména néaboje

fosfopeptidi tak umozni jejich G¢inné obohaceni [62,63].

Pfi iontové vyménné chromatografii na silném anexu (SAX) se na kolon& zadrzuji
fosfopeptidy a nefosforylované peptidy protékaji kolonou bez zachyceni [32,64]. Dilezitym
faktorem pfi obohacovani fosfopeptidi pomoci SAX je pH nandSeciho roztoku.
Nefosforylované peptidy obsahuji karboxylové skupiny, které pii kyselém pH mens$i nez
2 ¢aste¢né ionizuji, jsou nenabité a na anexu se nezadrzuji [65]. Zatimco fosfopeptidy jsou pfi

tak nizkém pH diky pfitomnosti fosfatovych skupin zdpornéji nabité, proto maji na koloné vyssi
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retenci. Vyhodou SAX oproti SCX je, zZe nedochazi ke ztratam mnohondsobné fosforylovanych

peptidi, protoze maji nejzapornéjsi naboj a tudiz se stacionarni fazi interaguji nejsilnéji [64,66].
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Obrazek 6: Obohacovaci techniky pro fosfopeptidy. Pfevzato a upraveno z [67].

1.3.3 DalSi obohacovaci techniky fosfoproteini

Kapalinova chromatografie

Dal8i metodou pro separaci proteinii ze smési je kapalinovad chromatografie (LC).
V proteomice se LC nejcastéji pouziva v rezimu s reverzni fazi (RP-LC), diky kompatibilité
mobilnich fazi s naslednou MS detekci. Chromatograficka separace snizuje pocet analytl
vstupujicich do hmotnostniho spektrometru, ¢imzZ se snizi potencial pro potlaceni ionizace.
Dalsi vyhodou zavedeni RP-LC pfed MS analyzou je zakoncentrovani analytli a zvySeni
citlivosti detekce MS. Kapalinova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii je tedy

klicovym prvkem kvantitativni proteomiky [9,68].

Obecnym principem kapalinové chromatografie je distribuce latek mezi stacionarni fazi
a mobilni kapalnou fazi, kterd protéka kolonou. Nejcastéjsi stacionarni fazi v RP-LC je
nepolarni oktadecylsilikagel. Polarnéj$i mobilni fazi je smés vody a organického rozpoustédla
misitelného s vodou (acetonitril). Pro denaturaci proteinti/peptidi a pro sniZeni iontové

interakce se stacionarni fazi, se do mobilni faze piidava navic kyselina trifluoroctova, mravenci
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ptipadné octova [9]. Zakladem separace peptidl je hydrofobni interakce peptidl a stacionarni
faze. Peptidy jsou na kolonu naneseny za podminek s nizkym organickym rozpoustédlem
Vv mobilni fazi. Peptidy jsou poté eluovany gradientem organického rozpoustédla a uvolnuji se
z kolony podle sily hydrofobnich interakci se stacionarnim nosi¢em [69,70]. Fosfopeptidy jsou

hydrofilni molekuly a proto je jejich retence na stacionarni fazi snizena [71].

Hydrofilni interakéni chromatografie

Hydrofilni interak¢ni chromatografie (HILIC) je alternativou vysokouc¢inné kapalinové
chromatografie (HPLC) pro separaci polarnich latek. V. HILIC se vyuzivaji hydrofilni
stacionarni faze jako je napiiklad oxid kfemicity a hydrofobni organické mobilni faze.
Hydrofilni stacionarni faze obsahuje vodu z pufru, kterd vytvaii vodni vrstvu. To umoziuje
rozd€leni hydrofilnich analyti mezi hydrofilni vrstvu a hydrofobni eluéni pufr [72,73]. Na
zaklad¢ silné hydrofility fosfatové skupiny fosforylovanych peptidi 1ze HILIC pouzit i pro
selektivni obohaceni a frakcionaci fosfopeptidi [74]. Peptidy se nanesou na kolonu
Vv organickém rozpoustédle a eluuji se gradientem vodného rozpoustédla. Gradientova eluce
zac¢ind organickym rozpoustédlem s nizkou polaritou a postupné dochazi ke zvySeni
hydrofilnosti mobilni faze zvySovanim obsahu vody. Za optimalnich podminek dochdzi
k separaci fosfopeptidi od nefosforylovanych a kyselych peptidd. Tato metoda je standardni
metodou online separace pied analyzou MS [73,74].

Zvlastnim typem HILIC je elektrostatickd repulzné-hydrofilni interakéni
chromatografie (ERLIC). ERLIC je stejn¢ jako HILIC vhodn4 metoda pro selektivni izolaci
fosfopeptidi po tryptickém Sté€peni. Principem je elektrostatické odpuzovani a hydrofilni
interakce. Stacionarni faze ma podobny naboj jako analyty, které maji byt separované. Bazické
aminokyseliny v peptidech jsou odpuzovany stacionarni fazi a zaroven jsou fosfopeptidy

zadrzovany ve vodné vrstvé kolem stacionarni faze [73,75].

Multidimenzionalni kapalinova chromatografie

Komplexni vzorky vyzaduji separacni techniky, které maji vysokou rozliSovaci
schopnost. Jeden chromatograficky rozmér byva nedostateny pro Uplné rozdéleni
komplexnich smeési, proto se v soucCasné dob& V proteomické analyze hojné vyuziva
multidimenzionalni kapalinova chromatografie (MDLC). Vzorek je podroben dvéma odlisnym
separacnim mechanismim. Zakladem je RP-LC v kombinaci s dal§imi chromatografickymi
metodami napiiklad SCX, IMAC, HILIC atd. Hlavnim cilem je frakcionace vzorkl pted

analyzou
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RP-LC/MS [68]. MDLC jsou vyvinuty pfevazné pro ,,bottom-up“ proteomiku (obr. 7). Proteiny
jsou izolovany z bunécného lyzatu a poté enzymaticky nastépeny nejcastéji trypsinem. Kazdy
protein je naStépen na mnoho peptida (30-50 1 vice), ¢imz se vyrazné zvysuje slozitost vzorkd.
Peptidy jsou nasledné separovany pomoci MDLC a poté analyzovany hmotnostnim
spektrometrem [76,77]. Vyhodou systému MDLC-MS je vysoké rozliSeni a vysoka kapacita
pro separaci peptidu [78].

SCX/RP-LC je jednou z nejcastéji vyuzivanych kombinaci MDLC systému pro separaci
peptidi. V prvnim rozméru jsou peptidy rozdéleny na frakce podle svého naboje a ve druhém
rozméru (RP-LC) se v kazdé frakci z SCX-LC déli peptidy na zaklad¢ hydrofobicity. Vysoka
ucinnost separace je dana zejména kombinaci vysoce ortogonalnich separa¢nich mechanismd,
které maji odliSené separacni principy. Vhodnou ortogonalitu zajistuje také kombinace
HILIC/RP-LC [68]. RP-LC je velmi ¢asto pouzivana jako druhy rozmér, protoze je
kompatibilni s MS [79].

Podle zpiisobu pfenosu vzorku z prvni dimenze na druhou miuze MDLC probihat
v online i v offline rezimu. Online MDLC lze rozd¢lit na ,,heart-cutting® a ,,comprehensive*
LC. Hlavnim rozdilem mezi t€émito dvéma technikami je mnozstvi separované smési, ktera se
piendsi z prvniho rozméru do druhého. Pti ,,heart-cutting* provedeni jsou do druhého rozméru
pfenaSeny pouze frakce vzorku, které obsahuji cilovou latku. V ,,comprehensive® provedeni se
separuje cela komplexni smés obéma rozméry [77]. Hlavni vyhodou online provedeni je, ze
nedochdzi ke ztraté¢ vzorku. Nevyhodou je omezena flexibilita nasledné analyzy ziskanych
frakci. Online rezim je vhodny zejména pro analyzu omezenych mnozstvi vzorkil ptipadné
nestabilnich sloucenin. V offline provedeni jsou vzorky rozdéleny v prvnim rozméru a poté se
sbiraji frakce, které jsou pak naneseny a rozdéleny ve druhém rozméru. ZvySuje se tedy
pravdépodobnost vzniku chyb a velkou nevyhodou jsou ztraity vzorku a nizka
reprodukovatelnost. Vyhodou offline frakcionace je flexibilné;jsi analyza. Umoznuje davkovani
vétsiho mnozstvi pocatecnich vzorkl, vice cykli separace kazdé frakce, dal§i zpracovani
vzorkll po frakcionaci, ale také analyzu kazdé frakce na riznych typech hmotnostniho
spektrometru, které mohou poskytovat rizné informace atd. Vyuziva se hlavné pro analyzu

velmi slozitych vzorku [68,78].
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Obrazek 7: Typicky experimentalni postup pro ,.bottom-up* proteomiku s MDLC separaci. Pfevzato a upraveno
z [69].

1.3.4 Nové trendy v izolaci fosfoproteini

Pro zlepSeni ucinnosti extrakce béhem obohacovani fosfopeptidii je snaha o vyvoj
apouzivani riznych druhG technik a materidli. Piikladem je pouzivani polymert,
mezoporéznich materidlii a nanomaterialt, které zvySuji GC€innosti extrakce diky jejich
vysokému specifickému povrchu. Navic mezoporézni materidly a nanomateridly maji také
specialni vlastnosti povrchu, které Gc¢inné zlepSuji obohacovani fosfopeptidd [63]. Vznik
nanomateriali umoznilo rychlé, efektivni a pohodlné separace a obohaceni makromolekul
proteomu. Proto je v posledni dob¢ trendem vyvoj riznych druhti nanoc¢astic nejen v MOAC.
Typické jsou magnetickeé kulicky o velikosti nm, které se skladaji z magnetitového jadra
potazené tenkou vrstvou oxidu kovu. Nanomaterialy maji velky pomér povrchu k objemu
a poskytuji tak vétsi kontakt s cilovymi analyty, coZ podporuje jejich obohacovani. Dalsi
vyhodou nanomateriald je také to, Ze vykazuji lepsi vazebnou kapacitu oproti konvenénim
afinitnim sorbentim. Nanocastice mohou byt imobilizovany v kolon€ na povrchu ¢asticovych
nebo monolitickych nosi¢l. Nespornou vyhodou magnetického jadra castice je také snadné

odstranovani nechténych nenavazanych analytl pfitomnych v roztoku vzorku [30,65,80-82].

V soucasné dob¢ je snaha vyvinout nové strategie a materialy pro obohaceni fosfopeptida

a glykopeptid zaroven. Dochazi ke spojeni zejména HILIC pro obohaceni glykopeptidi
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a MOAC (hlavné TiO2) pro obohaceni fosfopeptidii. Tyto strategie vyzaduji navrh novych
multifunkénich materidlti obsahujici hydrofilni skupiny a oxidy kovi, které by soucasné
vyuzivaly jak vyhod MOAC, tak HILIC [83]. Xu et al. navrhli a syntetizovali selektivni
SiO2-NH2@TiO2 duté mikrokuli¢ky. Tyto mikrokuli¢ky byly uspésné aplikovany na soucasné
obohaceni jak fosfopeptidu, tak glykopeptidt jednim materialem s riznymi funkcemi. Nicméné
kvuli nedostate¢né afinitni schopnosti SiO2-NH2@TiO2 mikrokulicek nebylo obohaceni
fosfopeptida a glykopeptidi dostate¢né uspokojivé, proto je nutné zkoumat dalsi multifunkéni
materialy pro soucasné obohaceni fosfopeptidu a glykopeptidi [84,85]. Dalsim takovym
piikladem je pravé piiprava magnetickych hybridnich nanokompozit na bazi oxidu titanic¢itého.
V tomto ptipad¢ je Kk vrstvé oxidu titani¢itého na povrchu magnetické ¢astice vazan glutathion
(GSH) prostiednictvim vazebné interakce mezi thiolovou skupinou GSH a nanoc¢asticemi zlata.
Vznikaji tedy hydrofilni magnetické Castice tzv. Mag TiO2-GSH (obr. 8), které maji diky TiO2
a GSH afinitu k fosfopeptidim i glykopeptidim a zaroven diky jadru ¢astic z Fe3O4 je pomérné
usnadnéna a urychlena separace chténych analytt od kapaliny [84].
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Obrazek 8: Schématické znazornéni a) syntézy magnetickych ¢astic Mag TiO»-GSH

b) soucasné obohaceni fosfo i glykopeptidi pomoci Mag TiO2-GSH. Ptevzato a upraveno z [84].

Stejné tak jako jsou spojeny HILIC a MOAC pro separaci glykoproteint a fosfoproteintl,
mohou byt spojeny I principy HILIC a IMAC. V tomto pfipad¢ se vyuziva magnetickych

mesoporéznich mikrocastic oxidu kfemicitého (Mag-MSMs), které jsou modifikovany
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polyethyleniminem (PEI), kyselinou fytovou (PA) a ionty Ti*". Takovéto &astice jsou
oznacoviny Mag-MSMS@PEI-PA-Ti** [86]. Dalsim piikladem mohou byt grafenové ¢astice
modifikované PEI, PA a Ti* (MagG@PEI@PA-Ti*) [87]. Kyselina fytova pouzita jako
modifika¢ni material ma v tomto ptfipadé mnoho vyhod. Diky Sesti fosfatovym skupinam ve
struktufe poskytuje silnd afinitni mista pro vazbu kovovych iontl napiiklad Ti*" a tim vznika
afinitni materidl IMAC pro separaci fosfopeptidi. Na zakladé dobré hydrofilnosti PEI i PA
mohou byt separovany glykopeptidy pies hydrofilni interakce. Vznika tak dvoutcéelovy
materidl, ktery podle rtznych vazebnych schopnosti umoziuje soucasné obohaceni
fosfopeptidit a N-glykopeptidi. Za pouziti riiznych vazebnych podminek obohaceni, lze
dosahnout selektivniho obohaceni bud’ fosfopeptidi nebo glykopeptidu [86, 87].

Zhu et al. ve své studii predstavili vyvoj nového nanokompozitu pro separaci a obohaceni
fosfopeptidi. Vytvorili TiO2/Bi/Fe/Zr nankompozit, kde byly na komer¢né¢ dostupné
nanoé&astice TiO2 soucasné vélenény tfi kovové kationty Bi**, Fe** a Zr** (obr. 9). Tento novy
nankompozit vykazoval nizs$i detekéni limit a vysS$i selektivni vazbu fosfopeptida

z jednoduchych i komplexnich smési [88].
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Obriazek 9: Modifikace TiO, nano¢astic a analyza fosfopeptidi. Pievzato a upraveno z [88].

Pro zlepSeni specifi¢nosti obohacovani fosfopeptidi bylo vyvinuto mnoho riznych
materialt.. Takovym ptikladem nového afinitniho materialu mize byt i kompozit PAA-TI/TiO;
vyroben koordinaci titanu s polyakrylatem (PAA). Diky pfitomnosti siln€ hydrofilnich
karboxylovych skupin je inhibovana nespecificka vazba kyselych nefosforylovanych peptidi a
oxid titani¢ity umoznuje selektivni obohaceni fosfopeptidi. Vynikajici citlivost, vysoka
selektivita i dobra regenerace PAA-TIi/TiO2 kompozit po obohacovani fosfopeptidi predstavuje

velky potencial tohoto materialu ve vyzkumu fosfoproteomu [89].
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Dal8im ptikladem pro selektivni obohaceni fosfopeptidit mize byt material pro afinitni
chromatografii s imobilizovanymi kovovymi ionty na bazi gadolinia, ktery navrhli Jiang et al.
Na povrch magnetické nanodastice potazené glutationem byl imobilizovan Gd** iont, ktery
vykazuje specifickou afinitu k fosfatovym skupindm GSH obsahuje rtizné koordina¢ni skupiny
véetné karboxylu, aminu thiolu a amidu a umoziuje tak pomérné silné koordina¢ni interakce
ptes karboxylové skupiny s prvky vzacnych zemin mezi které patii i gadolium. V této studii byl
tak poprvé pro obohaceni fosfopeptidii vyuzit IMAC material na bazi Gd** s GSH jako
chelata¢nim c¢inidlem. Diky vysoké selektivité materidlu by mohla mit tato nova strategie

obohacovani velky potencial pro budouci vyzkum fosfoproteomu [90].

Neexistuje vSak zadna metoda, ktera by byla schopna poskytnout komplexni profil celého
fosfoprotecomu. IMAC obohacuje vice multifosforylované peptidy, zatimco MOAC
monofosforylované peptidy. Da-Song et al. vytvoftili hybridni material, ktery tyto dvé metody
spojuje. Pfipravili nanocastice FesOs@nSiO.@mSiO2/TiOx-Ti**, které spojuji vyhody pro
obohaceni mono a multifosforylovanych peptidi. V téchto casticich je na povrch oxidu
ktemicitého nanesena vrstva TiO2 a nasledné jsou pomoci propyl-methyl-fosfonatu chelatovany
ionty Ti*". Takovéto ¢astice maji vysokou povrchovou plochu, vysokou adsorpéni kapacitu

I dobrou citlivost pro obohacovani fosfopeptidii z komplexnich smési [65].

V roce 2016 byly také poprvé ptipraveny a Gspé$né pouzity magnetické ¢astice na bazi
magnetického grafitového nitridu uhliku g-C3N4. Tyto ¢astice byly vyvinuty pro obohaceni
fosfopeptidii na anexu (AEX). g-C3Ns byl imobilizovan na FesOs@SiO, Castice tepelnou
polykondenzaci. Magneticky g-CsNs sorbent je v kyselém prostfedi stabilni a minimalizuje
nespecifickou adsorpci. Velké mnozstvi dusiku na povrchu ¢astic zvysilo vazebnou kapacitu
a tim se zlepsila i retence fosfopeptidii. Zavedeni tohoto magnetického g- C3N4 by mohlo mit

potencial pro zlepSeni obohacovani fosfopeptidl v rezimu AEX [65,91].
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1.4 Hmotnostni spektrometrie
1.4.1 Princip

Hmotnostni spektrometrie je analytickd metoda. V hmotnostnim spektrometru dochazi
k ionizaci puvodné neutralnich molekul na ionty. Ionty jsou nasledné¢ Vv hmotnostnim
analyzatoru rozd€leny podle poméru hmotnosti a naboje (m/z) v elektrostatickych,
magnetostatickych nebo elektromagnetickych poli [92]. Vysledny zdznam signala z detektoru
je zpracovan ve formé hmotnostnich spekter, kde osa x je pomér hmotnosti a naboje

jednotlivych iontd a 0sa y relativni mnozstvi.

Existuje mnoho typd hmotnostnich spektrometrti diky velkému poctu kombinaci
ionizac¢nich metod a hmotnostnich analyzatort pro separaci iontd. Spoleénym znakem vétSiny
hmotnostnich spektrometrli je, Ze ionizace a iontova separace probihaji z pevné nebo kapalné
faze v plynné fazi ve vakuu, kdy analyzované slouceniny musi byt odpafeny a pfeneseny do
vakua bud’ pfed nebo béhem ionizace. Dal§im dilezitym znakem hmotnostnich spektrometr
je, ze jsou spojitelné se separa¢nimi technikami jako je plynova chromatografie nebo HPLC.
Vsechny hmotnostni spektrometry se skladaji ze tii zdkladnich ¢asti: iontovy zdroj, analyzator

a detektor castic (obr. 10) [92,93].
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Obrazek 10: Schéma hmotnostniho spektrometru.

1.4.2 Vybrané ioniza¢ni techniky

Ionizace vzorku je dulezitym krokem, ktery se provadi v iontovém zdroji. V zavislosti
na analyzované molekule je tfeba pouZzit riznych ioniza¢nich metod. Naptiklad netékavé
molekuly citlivé na teplo, jako je vétSina biomolekul, nemohou byt ionizovéany elektronovou

ionizaci [92]. Tato metoda je typickym zastupcem tvrdych ionizacnich technik. K ionizaci
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biomolekul mezi které patii i fosfoproteiny/fosfopeptidy se pouzivaji zejména mékké ionizaéni
techniky, naptiklad ionizace elektrosprejem (ESI), ionizace laserem za ti¢asti metrice (MALDI)
atd. Tyto mékké ionizaéni techniky ionizuji velké molekuly bez ovlivnéni jejich integrity [93].
V piipadé proteinti/peptidi musi ionizacni zdroj nejen ionizovat molekuly, ale musi také
produkovat desolvatované ionty v plynné fazi. Z tohoto diivodu se k ionizaci proteinti vyuzivaji

vyhradné ESI nebo MALDI [94].

Ionizace laserem za ticasti matrice

MALDI patii mezi laserové desorp¢ni ionizace a cely proces probiha ve vakuu. Tato
metoda je tiikrokova, kdy nejprve pred ionizaci dochazi ke smichani vzorku s matrici, které
jsou spole¢né€ naneseny na spotu desticky. Poté matrice v hmotnostnim spektrometru absorbuje
ultrafialové (UV) svétlo z laserového paprsku. Tim dochazi k ohtati ¢asti matrice, ktera se
desorbuje a nese neporusené molekuly analytu (obr. 11). Soucasné dochazi k ionizaci matrice,
ktera pifedava naboj analytu a dochazi také k jeho ionizaci [93-95]. Nejcastéji jSou pouzivané
dusikové UV lasery, pro Kkteré se pouzivaji ruzné matrice napiiklad, Kkyselina
a-kyani-4-hydroxyskoticova, kyselina 2,5-dihydroxybenzoova apod. Vsechny tyto matrice
maji absorpci kolem 337 nm, coz je vinova délka N> laseru [92].

Analyzator
77

Laser 2 '
*+et+  lonizace analytu
.+;‘. lonizace matrice
Aadhara N s
7 T ==
Matrice Analyt

Obrazek 11: Ionizace laserem za GCasti matrice. Pfevzato a upraveno z [93].

lonizace elektrosprejem

Principem ESI je prichod rozpusténého analytu kovovou kapilarou, na kterou je
vlozeno vysoké napéti (2-5 kV). Elektrosprej je vytvofen v disledku velkého rozdilu
elektrostatického potencialu mezi hrotem kapilary a elektrodou. V pfitomnosti velkého

elektrostatického pole jsou vznikajici kapi¢ky na hrotu kapilary polarizovany. Kapicky nesou
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na svém povrchu velké mnozstvi naboji a pomoci proudiciho zmlzujiciho plynu (dusiku)
vytvareji aerosol. Rozpoustédlo je nasledné z nabitych kapi¢ek odpafovano a dochazi ke
zvyseni hustoty povrchového naboje. Pti dosazeni kritické hodnoty tzv. ,,Rayleighova‘“ limitu
dochazi ke Coulombické explozi a rozpadu kapky na jesté mensi kapicky. Opakovanim tohoto
procesu vznikaji mensi a mensi kapicky a pfi zmenseni na ur¢itou mez dochazi k uvolnéni iontti
z povrchu kapicek do plynné faze. Tyto ionty jsou nasledné vedeny do analyzatoru a detektoru
[92, 93]. Vlastnosti ESI je, Ze ionty mohou ziskat i vicenasobné naboje. Pro proteiny/peptidy
Ize ziskat ionty s riznymi poméry m/z. Peptidy $té€pené trypsinem byvaji obvykle dvakrat az
tiikrat nabité a pomérné snadno se fragmentuji i s niz$i aktivaéni energii [94]. Nevyhodou je
potlaceni ionizace analytu, pokud jsou ve stejném okamziku pfitomny také rizné soli ze vzorkd,
které maji fadové vyssi koncentrace a snaz se ionizuji. Této nevyhod¢ Ize piedchazet vhodnou
separaci analytu od slozek potlacujicich jeho ionizaci. Nejastéji se pouziva kapalinova

chromatografie [93].

Neutralni eluent Polarizovany Kapicka s
s analytem eluent Rayleigh limitem

)
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Obrazek 12: lonizace elektrosprejem. Pfevzato a upraveno z [92].

1.4.3 Vybrané hmotnostni analyzatory

Analyzator slouzi k oddé€leni ziskanych iontd v iontovém zdroji. Hmotnostni analyzator
pouziva pro separaci ionti fyzikalni vlastnosti, zejména elektrické nebo magnetické pole [94].
V proteomice mohou byt pouzity rGzné hmotnostni analyzatory ve spojeni se spravnym
zdrojem iontd, ktery lze pouzit pro ionizaci proteinii a peptidi. Nejcastéji se pouzivaji
kvadrupoly (Q), analyzatory doby letu (TOF) a iontové pasti, piipadné jejich kombinaci

vznikaji hybridni analyzatory. Kombinuji schopnosti riznych analyzatort a jsou to napiiklad
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Q-TOF, Q-0-Q, TOF-TOF, LTQ Orbitrap, Q Orbitrap apod. Hmotnostni analyzatory jsou velmi

dilezitou a neustale se rozvijejici slozkou hmotnostnich spektrometri [94,96-98]

Kvadrupoél

Kvadrup6lovy hmotnostni analyzator se sklada ze Ctyf rovnobéznych tyc¢i (obr. 13), na
které je vlozeno vysokofrekvenéni stfidavé napéti. Na dvé protilehlé tyce je soucasné vedeno
také kladné stejnosmérné napéti a na dalsi dve je aplikovano zéporné stejnosmeérné napéti. lonty
uvnitt kvadrupoélu osciluji a pro danou hodnotu stejnosmeérného a stfidavého napéti jsou stabilni
oscilace pouze pro definovany rozsah hodnot m/z. lonty se stabilni trajektorii prochazi
analyzatorem do detektoru. Ionty s nestabilni oscilaci jsou zachyceny na ty¢ich kvadrup6lu a
tim se nedostavaji do detektoru. Postupnou zménou velikosti stfidavého a stejnosmérného

napéti lze proskenovat zvoleny rozsah m/z hodnot [94,99,100].

detektor

kvadrupdlové tyce
_—r

vstup
iontd

vystupni §térbina

ionty se stabilni
trajektorii
ionty s nestabilni

vstupni $térbina trajektorif

Obrazek 13: Schéma kvadrupdlového hmotnostniho analyzatoru. P¥evzato a upraveno z [101].

Iontova past

Iontova past (IT) se sklada zjedné prstencové elektrody (obr. 14) a ze dvou
hyperbolickych koncovych elektrod, které slouzi jako koncové uzavéry. Na elektrody je
vloZeno napéti. lonty generované ve zdroji jsou do pasti ptivadény kratkym napetovym pulzem
a prochazeji vstupnim otvorem koncové elektrody. Uvnitf pasti se za stabilnich podminek ionty
pohybuji po slozitych drahach. Postupnou zménou amplitudy na prstencové elektrodée ziskéavaji
ionty nestabilni oscilace a podle m/z jsou vypuzovany vystupnim otvorem koncové elektrody
na detektor. Uvnitf pasti se také nachazi tlumici plyn, nej€astéji helium. Pomaha pti zachytavani
iontl, tlumi oscilace v 0se z a udrzuje tak ionty ve stiedu pasti. Pfitomnosti plynu jsou vyrazné

zvyseny Citlivost a hmotnostni rozliseni [99,100].
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IT existuje i v linearnim uspofadani (LIT). Vyhodou LIT je vyssi kapacita pasti
akumulace iontd i lepsi Gcinnost jejich zachyceni. Je tvofena hyperbolickymi tycemi a ve
stiedové Casti pasti jsou ionty zadrzovany aplikaci vhodného napéti na tyce. Nasledné jsou

ionty z pasti vypuzovany piivedenim rezonanéniho signalu [102,103]

elektronovy
nasobic

.
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I — ‘ >
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Obrazek 14: Schéma iontové pasti (IT). Pfevzato a upraveno z [100].

Orbitrap

Hmotnostni analyzator Orbitrap je iontova past bez vysokofrekvencniho napéti nebo
magnetického pole. Ma pomérné vysokou rozliSovaci schopnost (vice nez 100 000) a vysokou
ptesnost urceni hmoty (pod 1 ppm s interni kalibraci). Orbitrap se sklada ze dvou vnéjSich
elektrod a jedné centralni elektrody (obr. 15). Mezi elektrodami je aplikovano stejnosmérné
napéti. lonty jsou v Orbitrapu zachyceny elektrodynamickym stlacenim a nasledné rotuji kolem
vnitini elektrody a zaroven i kolmo na ni v 0se z, pricemz elektrostaticka pfitazliva sila je
V rovnovaze s odstfedivou silou rotujiciho iontu. Rizné ionty osciluji s riznou frekvenci podél
osy z podle jejich m/z a to vede k méfeni jejich m/z hodnot. Frekvence oscilace iontl jsou

pomoci Fourierovy transformace pievedeny na hmotnostni spektra [97,104—106].
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Obrazek 15: Schéma orbitrapu. Pfevzato a upraveno z [106].

vstup iontd

1.4.4 Detektory

Detektor ptfeménuje energii ptichozich iontd z analyzatoru na signdl, ktery je nasledné
meéfen elektronickymi zafizenimi a pfenesen do pocitace, kde vznikd hmotnostni spektrum.
Detektory jsou vyuzivany témét u vSech analyzatorti s vyjimkou Orbitrapu a iontové
cyklotronové rezonance s Fourierovou transformaci, kde je analyzator zaroven i detektorem.

Nejcastéji jsou pouzivané tfi typy detektorti — elektronovy nasobic, fotonasobi¢ a Faradayova

klec [99,100].

1.4.5 MS analyza fosfoproteini

Hmotnostni spektrometrie se pouziva bud’ pro méteni molekulové hmotnosti polypeptidu
nebo pro stanoveni dalSich strukturnich znakt, véetné aminokyselinové sekvence nebo mista
ptipojeni a typu PTM. PTM proteinu vede k hmotnostnimu pfirGstku ptipadné deficitu
vzhledem k molekulové hmotnosti aminokyselinové sekvence bez PTM. Naptiklad fosforylace
serinu vede ke zvySeni molekulové hmotnosti o 80 Daltont (Da) to znamen4, Ze molekularni
hmotnost serinového zbytku se zvysi z 87 Da na 167 Da. Pfesnym stanovenim molekulové
hmotnosti intaktniho proteinu pomoci MS muze byt tento hmotnostni pfirtistek detekovan.
Modifikované oblasti proteint jsou dale charakterizovany také mapovanim peptidové hmoty
a dalSim enzymatickym S$t€penim proteinu. Fosforylovany protein je enzymaticky Stépen na
smés peptidl, které jsou analyzovany pomoci MS pro detekci hmotnostniho ptirastku opét
80 Da na jednu fosfatovou skupinu v peptidu. Porovnanim s pifedpokladanou molekulovou

hmotnosti jednotlivych peptidi se zkouma zmétena molekulova hmotnost nastépenych peptida
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[107,108]. Problémem je sulfonace, ktera zptisobuje téméf stejny posun hmoty jako fosforylace.
Proto je analyza nastépené smési fosfopeptidii Casto kombinovana s pouzitim fosfatazy, ktera
specificky odstépuje fosfatové skupiny na peptidu. Tato hmotnostni zména je pomoci MS
detekovana jako ubytek 80 Da [26].

Dalsimi PTM, které¢ mohou byt identifikovany pomoci MS jsou napftiklad acetylace, ktera
zvysuje molekulovou hmotnost o 42 Da, methylace +14 Da, N-glykozylace >800 ¢i disulfidické

mustky, které molekulovou hmotnost naopak snizuji ptiblizné 0 2 Da [23].

Identifikace a charakterizace fosfopeptidi v komplexni smési neni vSak mozna bez
ptedchozich obohacovacich krokt diky jejich nizké koncentraci ve vzorcich. V pfitomnosti
nefosforylovanych peptidii dochazi k potlaceni signalu fosfopeptidi, coz je nezadouci.
Dtvodem je zejména vliv fosfatové skupiny na ionizaci fosforylovanych peptidi v MS ¢imz
dochazi ke sniZeni ioniza¢ni G¢innosti fosfopeptidi v pFitomnosti nefosforylovanych peptidi
detekci fosfopeptidl v piitomnosti nefosforylovanych peptidia. To ¢ini analyzu naro¢nou a pro
zvySeni ioniza¢ni G€innosti, detekéni citlivosti a efektivné;si charakterizaci fosfopeptidi se pred
analyzou MS provadi obohacovani fosforylovanych peptidi z komplexnich peptidovych smési.
I ptesto jsou vzorky Casto velmi slozité pro hloubkovou charakterizaci pomoci MS, proto se
muze pred obohacovanim provadét i predfrakcionaéni krok naptiklad kapalinovou
chromatografii. Dulezitd je tedy pfed MS analyzou vhodna izolace a purifikace
fosfopeptidovych vzorku (viz kapitola 1.3) [29,31,32,36,38].

Ptestoze MS za posledni roky ve svém vyvoji velmi pokrocila a v sou¢asné dob& je mozné
kvalitativné i kvantitativné monitorovat tisice fosforylaci proteinii je MS analyza fosforylaci
proteini stale naro¢na. To je zpsobeno zejména diky substechiometrické fosforylaci proteint
a vnitini labilité fosfatové skupiny. Problémem je také jednoznacna lokalizace fosforylovanych
mist v identifikovanych fosfopeptidech. Protoze fosfatova skupina je pomérné labilni miZze
dochazet k jeji ztraté a to bud’ jako ztrata neutralni kyseliny fosforecné HsPO4 nebo jako ztrata
metafosforeCné kyseliny HPOs. Prestoze tyto ztraty nenarusuji identifikaci fosfopeptidu,

mohou branit spravné identifikaci fosforylovanych mist v peptidu [109].
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1.4.6 Identifikace proteint

V soucasné dob¢ existuje mnoho prohledavacich programi jako jsou napiiklad Mascot,
Sequest, Protein Prospector a dalsi, které pomoci riznych algoritmti porovnavaji ziskana
experimentalni hmotnostni spektra s daty V proteinovych databazich. Vysledkem je
identifikace konkrétnich proteind a peptida. Stejné€ jako existuji riizné srovnavaci nastroje, tak
jsou k dispozici i ruzné proteinové databaze ve kterych lze data o proteinech vyhledavat.

Piikladem jsou proteinové databaze na serveru UniProt (SwissProt, TTEMBL) [97,110].

Existuji 1 rGzné piistupy pro identifikaci peptidi. Metody se daji rozdélit na metody
de novo, které analyzuji spektra bez referencnich peptidi, ¢i metody databazového
vyhledavani, kde jsou namétena spektra porovnavana s teoreticky predikovanym spektrem pro
kazdy peptid v databazi. Dale jsou to hybridni metody, které jsou kombinaci pfedchazejicich
dvou pfistupti a posledni metodou je vyhledavani v knihovnéach, kdy se naméfend spektra

porovnavaji s dfive zméfenymi a anotovanymi spektry peptida [111].
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Cile diplomové prace

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo optimalizovat chromatografickou metodu
separace fosfoproteinii konkrétné mikrogradientovou separaci a frakcionaci fosfopeptidli na
stacionarni fazi s oxidem titani¢itym a s gradientem pH v mobilni fazi. Dal§im cilem bylo také
porovnani ucinnosti této mikrogradientové separace s ucinnosti izolace fosfopeptidi pomoci

vsadkového usporadani.
Seznam cila diplomové prace:

— Pfiprava vzorku pro analyzu — tryptické St€peni analyzovanych proteind.
— Osvojeni standardni metody obohaceni fosfopeptidli na oxidu titani¢itém.
— Ptiprava kapilarnich kolonek s reverzni fazi nebo oxidem titanicitym.
— Purifikace peptidi mikrogradientovym zatizenim.
— Tvorba mobilni faze s gradientem pH v mikrostiikacce.
— Frakcionace fosfopeptidi mikrogradientovym zafizenim s oxidem titani¢itym jako
stacionarni fazi s gradientem pH v mobilni fazi.
— Frakcionace vzorki obsahujicich fosfopeptidy:
1. jednoducha smés obsahujici nastépeny fosfoproteinu;

2. komplexni smés peptidi pochazejici z nastépeného celobunééného lyzatu.
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Pristroje a pomicky

analytické vahy Kern ABT-220-5DM (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)
analytické vahy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments GmbH, Gottingen, Némecko)
automatické pipety Eppendorf Research (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

centrifuga Eppendorf MiniSpin (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

FEP hadi¢ka 1/16°” OD x 0,25 mm ID (VICI AG+, dodavatel Labicom, Olomouc, CR)
hmotnostni spektrometr MALDI LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA)

hmotnostni spektrometr Q Exactive (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA)

insulinova stfikacka bez jehly, objem 100 pl, (Becton Dickinson (BD), New York, NJ,
USA)

kapalinovy chromatograf UltiMate 3000 HPLC system (Dionex, USA)

kapalinovy chromatograf UltiMate 3000 RSLC-nano HPLC systém (Dionex, USA)
koncentrator Concentrator Plus 5305 (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

MALDI deska 384 Well Plate (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)
mikropipety (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

mikrostiikacka Hamilton (25 pl, 100 pl, 250 ul) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
mikrozkumavky (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

pH metr model Orion 420 (Thermo Electron Corporation, Massachusetts, USA)
piedvazky KERN 440-33N (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)

sklenény filtr 9.0 (Whatman, Maidstone, UK)

stanice pro produkci redestilované vody TKA Smart2Pure (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, USA)

Spicky GELoader (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

termomixér TS-100 (Biosan, Riga, Litva)

trepacka Vortex mixer Wx (Velp Scientifica, Usmate, Italie)

ultrazvuk Sonorex Digitec (Bandelin, Berlin, Némecko)
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2.2 Chemikalie a reagencie
o Acetonitril (ACN; Honeywell Fluka, New Jersey, USA)
e Amoniak vodny roztok (Penta, Chrudim, CR)
e Bis-Tris propan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e Dithiotreitol (DTT; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e Dodekahydrat hydrogenfosforeénanu disodného (Penta, Chrudim, CR)
e Hydrogencitrat dvojamonny (DAHC; Honeywell Fluka, New Jersey, USA)
e Hydrogenfosforeénan disodny-12 H,O (Penta, Chrudim, CR)
e Hydrogenuhligitan amonny (ABC; Penta, Chrudim, CR)
e Hydroxid amonny (NH4OH, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e Jodoacetamid (IAC; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
o Kyselina 2,5-dihydroxybenzoova (DHB; LaserBio Labs, Sophia-Antipolis, Francie)
e Kyselina mlééna (LA; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e Kyselina octova (Lach:ner, Neratovice, CR)
e Kyselina o-fosfore¢na (Fluka, Buchs, Svycarsko)
e Kyselina skoticova (CHCA; Honeywell Fluka, New Jersey, USA)
e Kiyselina trifluoroctova (TFA; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e Modifikovany trypsin (Promega, Madison, WI, USA)
e Octan sodny (Penta, Chrudim, CR)
e Surfaktant RapiGest SF (Waters, Milford, MA, USA)

2.3 Nosice

e Kinetex EVO C18 resin, 2,6 um (Phenomenex, USA)
e POROS Oligo R3 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

o Castice oxidu titani¢itého Titansphere, 5 um a 10 pm (GL Sciences, Japan)

2.4 Vzorky
e a-kasein (ACAS; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e Hovézi sérovy albumin (BSA; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e Fosvitin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e Celobunéény lyzat Jurkat bunék (T-bunéény lymfom) naStépeny trypsinem
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2.5 Proteolytické Stépeni a-kaseinu pomoci trypsinu

Roztoky

e 50mM ABC

e 200mM DTT v 50 mM ABC

e 400 mM IAC v 50 mM ABC

e 20%TFA

e roztok modifikovaného trypsinu (20 pug rozpusténych ve 100 uL 50 mM ABC)

Postup

Ke 100 pg vzorku proteinu rozpusténého v 55 pL roztoku 50 mM ABC bylo pfidano
10 uL 200 mM DTT. Roztok byl inkubovan 30 min pii teploté 60 °C v termomixéru pii
450-500 rpm. Po vychlazeni na laboratorni teplotu bylo pfidano 10 pL 400 mM IAC a roztok
byl opét inkubovan 30 min v temnu pfi laboratorni teploté. Poté bylo pfidano 10 pL. 200 mM
DTT a probehla inkubace 15 min pfi laboratorni teploté k neutralizaci prebyte¢ného IAC.
Béhem neutralizace byl pfipraven roztok trypsinu v objemu potifebném ke Stépeni, ktery byl
15 min zahfivan pti 30 °C v inkubatoru. 10 puL aktivovaného trypsinu po inkubaci bylo piidano
k roztoku proteinu (hmotnostni pomér 1:50 trypsin:protein). Takto pfipravena smés byla
inkubovana pies noc pii 37 °C v termomixéru. Po inkubaci byla reakce ukoncena pridanim

5 uL 20% TFA, aby vysledné pH roztoku bylo mensi nez 3.

2.6 Proteolytické Stépeni hovéziho sérového albuminu pomoci trypsinu

Roztoky
e Stejné jako v kapitole 2.5
Postup

Ke 480 pg vzorku proteinu rozpusténého v 55 pL roztoku 50 mM ABC bylo piidano
50 uL 200 mM DTT. Roztok byl inkubovan 30 min pii teplot¢ 60 °C v termomixéru pii
450-500 rpm. Po vychlazeni na laboratorni teplotu bylo pfidano 50 pL 400 mM IAC a roztok
byl opét inkubovan 30 min v temnu pfi laboratorni teploté. Poté bylo pfidano 50 pL. 200 mM
DTT a probehla inkubace 15 min pfi laboratorni teploté k neutralizaci prebyte¢ného IAC.
Béhem neutralizace byl pfipraven roztok trypsinu v objemu potfebném ke Stépeni, ktery byl
15 min zahfivan pii 30 °C v inkubatoru. 100 uL aktivovaného trypsinu po inkubaci bylo

ptidano k roztoku proteinu (hmotnostni pomér 1:50 trypsin:protein). Takto pfipravena smés
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byla inkubovana pfes noc (maximalné vsak 20 hod) pti 37 °C v termomixéru. Po inkubaci byla

reakce ukoncena pridanim 10 uL 20% TFA, aby vysledné pH roztoku bylo mensi nez 3.

2.7 Proteolytické $tépeni fosvitinu pomoci trypsinu
Roztoky

e 0,175% surfaktant RapiGest SF

e Ostatni roztoky stejné jako v kapitole 2.5
Postup

K 200 pg vzorku proteinu rozpusténé¢ho ve 40 pL roztoku 50 mM ABC bylo ptidano
70 uL 0,175% Rapigest SF v 50 mM ABC a 20 uL 200 mM DTT. Roztok byl inkubovan 30 min
pii teploté 60 °C v termomixéru pii 450-500 rpm. Po vychlazeni na laboratorni teplotu bylo
ptidano 20 uL 400 mM IAC a roztok byl opét inkubovan 30 min v temnu pfi laboratorni teploté.
Poté¢ bylo pfidano 20 uL. 200 mM DTT a probéhla inkubace 15 min pfi laboratorni teploté
k neutralizaci pfebyteéného IAC. Béhem neutralizace byl pfipraven roztok trypsinu v objemu
potfebném ke Stépeni, ktery byl 15 min zahtivan pti 30 °C v inkubatoru. 20 pL aktivovaného
trypsinu po inkubaci bylo piidano k roztoku proteinu (hmotnostni pomér 1:50 trypsin:protein).
Takto pfipravend smés byla inkubovéna pfes noc (maximdlné vSak 20 hod) pii 37 °C
v termomixéru. Po inkubaci byla reakce ukonéena pfidanim 10 uL 10% TFA, aby vysledné pH
roztoku bylo mensi nez 2. Vzorek byl nakonec 5 min stoen v centrifuze pti 13000xg.

Supernatant byl odebran a uchovan k dalsi analyze.

2.8 Obohacovani standardnich fosfopeptidii na casticich Titansphere ve
vsadkovém uporadani
Roztoky
e 80% ACN/0,1% TFA
e LB:80% ACN/5% TFA + 1M LA
e WBLI1: 80% ACN/1% TFA
e WB2: 20% ACN/0,5% TFA
e EBI1: 1% NH4+OH
o 20% TFA
e Roztok nosi¢e Titansphere velikosti 10 um (0,5 mg nosice v200 puL
80% ACN/0,1% TFA)
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Vzorky

e 40 pmol trypticky nastépeného a-kaseinu rozpusténého v LB

e Smés trypticky nastépeného 50 pmol a-kaseinu + 500 pmol BSA rozpusténé v LB

Postup

0,5 mg nosic¢e Titansphere 10 um bylo s pomoci centrifugy (60 s, 3000xg) promyto
1x 500 uL 80% ACN/0,1% TFA a 1x 500 uL LB. K promytému nosici bylo pfidano 200 uL
roztoku nastépeného a-kaseinu. Nasledn¢ byl nosi¢ se vzorkem inkubovan 30 min v temnu pii
laboratorni teplot¢ za mirného tfepani v termomixéru. Po inkubaci byl roztok s nenavazanymi
slozkami odstranén z reak¢éni smési a uchovan v jiné mikrozkumavce. Poté byl nosi¢ promyt
opét s pomoci centrifugy (60 s, 3000xg) 2x 400 uL LB, 2x 400 uL. WBL1 a 1x 400 uL WB2.
K takto promytému nosic¢i bylo pfidano 100 pL EL1. Nasledné byl vzorek inkubovan 15 min
pti teploté 25 °C na termomixéru pii 1200 rpm. Béhem této inkubace probihala eluce.
Po probéhlé inkubaci byl roztok nad nosi¢em (90 pL) odebran, vlozen do jiné mikrozkumavky

a okyselen 10 uL 20% TFA.

2.9 Odsoleni vzorkii na mikrokolonkach plnénych nosicem POROS

Oligo R3
Roztoky

e Reverzni faze POROS Oligo R3 v 80% ACN/0,1% TFA

e 80% ACN/0,1% TFA

e 0,1%TFA

e Matrice CHCA (5 mg/mL CHCA v 60% ACN/0,1% TFA + 2 mM DAHC)
e Matrice DHB (10 mg/mL DHB v 50% ACN/0,1% TFA + 1% H3PQOys)

Vzorky

e Trypticky nastépeny o-kasein
e Trypticky nastépeny BSA
e Smés trypticky nastépeného a-kaseinu + BSA

e Trypticky nastépeny fosvitin
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Postup

Nejprve byl pfipraven zasobni roztok stacionarni faze POROS Oligo R3. K 1,35 mL
(9/10) rozpoustédla 80% ACN/0,1% TFA bylo pfidano 150 pL (1/10) faze po sedimentaci.
Konec $picky GeLoader byl opatrné stlaen tak, aby nedochéazelo k uvoliovani faze ze Spicky.
Do pfipravené Spicky bylo pipetovano cca 10 pL. homogenizované faze. Faze ve Spicce byla
tlacena insulinovou stiikackou, ktera zajistila pretlak a tim byl umoznén prichod rozpoustédla
s fazi. Vysledna kolonka byla 1 cm dlouhd (maximalné 1,5 cm). Poté byla kolonka promyta
10 uL 80% ACN/0,1% TFA a 15 pL 0,1% TFA tak, aby 5 uL zistalo nad fazi ve Spicce.
Do takto promyté kolonky byl nanesen vzorek po 20-30 uL. Faze s navazanym vzorkem byla
promyta 1x 15 pL 0,1% TFA tak, Ze nad fazi nezistal zddny objem rozpoustédla. Faze byla
vysuSena protlacenim zbytkového vzduchu, aby nedochédzelo k fedéni elu¢niho roztoku.
Nasledné byly do $picky pipetovany 4 pL. matrice pro eluci. Pro vzorky obsahujici fosfopeptidy
byla pouzita DHB matrice a pro vzorky bez fosfopeptidii matrice CHCA. Eluce byla provedena
ptimo na MALDI desku na jeden ter¢ik tak, aby ter¢ik byl z 1/2-3/4 zakryt roztokem
(cca1-1,5 uL).

2.10 Priprava kapilarnich kolonek
Roztoky

e 80% ACN/0,1% TFA

e LB:80% ACN/5% TFA + 1M LA

e WB1: 80% ACN/1% TFA

e EBI1: 1% NHsOH

o EB2: 3% NH4OH/45% ACN/50 mM Na;HPO4

e Roztok nosice Titansphere velikosti 5 pm (5 mg nosic¢e v 200 pL 80% ACN/0,1% TFA)

Postup

K 5 mg Titansphere bylo ptidano 100 pL 80% ACN/0,1% TFA. Nejprve byla vytvofena
kolonka z FEP hadicky. Na jednom konci hadicky byla pomoci klesti vytazena uzka Spicka.
Kolonka byla cca 0 1-2 cm delsi, nez méla byt délka kolonky naplnéna nosi¢em. Nasledné byl
do kolonky vlozen kovovou kapildrou (i.d. pfiblizn€¢ 300 um) vytiznuty sklenény filtr, ktery
slouzil jako frita. Poté byla kolonka naplnéna nosi¢em Titansphere nasledujicim zptisobem: do
insulinové stiikacky BD bez jehly snasazenou 10 pL SpiCkou byl natazen

80% ACN/0,1% TFA, vzduch, nasledné roztok s nosicem a opét vzduch. Pfipravena kolonka
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byla spojena se $pickou a stlacenim pistu insulinové stiikacky byl generovan tlak, ktery protlacil
nosic ze $picky do kolonky. Nasati nosice do $picky a plnéni kolonky bylo opakovano tolikrat,
aby vysledna délka kolonky naplnéna nosi¢em byla cca 5 cm, pfi¢emz 1 mg nosic¢e odpovida
piiblizn¢ 1 cm kolonky. Nakonec se pfipravena kolonka adekvatné¢ zkratila podle délky

naplnéné faze.

U piipravené kolonky byla vzdy provedena ekvilibrace nosice. Kolonka byla promyta
20 uL LB, 20 uL 80% ACN/0,1% TFA, 30 uL LB a 30 uL WBI. Poté nasledovalo postupné
promyti 20 pL roztoki: 80% ACN/0,1% TFA, EBI, EB2, EB1 a nakonec opét
80% ACN/0,1% TFA. Jedna kolonka byla pouzita maximalné Sestkrat.

2.11 Mikrogradientova separace vzorki na kolonce plnéné Titansphere 5 pm

Roztoky

e 80% ACN/0,1% TFA

e LB:80% ACN/5% TFA + 1M LA

e WBLI1: 80% ACN/1% TFA

e 100 mM CH3COONa

e 0,5% CH3COOH

e 0,5%TFA

e 100 mM Bis-Tris propan/HCI pH 10
e 100 mM Bis-Tris propan/HCI pH 9
e 100 mM Bis-Tris propan/HCI pH 8
e 100 mM Bis-Tris propan/HCI pH 7
e EBI1: 1% NHsOH

e EB2: 3% NH4OH/45% ACN/50 mM Na;HPO4
o 20% TFA

Vzorky

e Smeés trypticky nastépeného 30 pmol a-kaseinu + 300 pmol BSA rozpusténé v LB
e 30 pmol trypticky nastépeného fosvitinu rozpusténého v LB
e Celobunécny lyzat Jurkat bunék (T-bunéény lymfom) nastépeny trypsinem (500 pg)

rozpustény v LB
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Postup

Pro promyti kolonky bylo do stfikacky natazeno 20 puL LB a 20 uL
80% ACN/0,1% TFA. Obsah stiikacky byl v opacném potadi protlac¢en skrz kolonku. Nasledné
byl davkovan vzorek tak, ze do stfikacky bylo nasato 10 pL LB a 50 pL vzorku. Rychlost
prutoku vzorku byla 2 uL./min a vazba vzorku tedy probihala 30 min. Poté nasledovalo promyti
kolonky po vazb¢ 30 uL LB a 30 uL WBI1. Po promyti kolonky byl proveden prvni gradient.
Frakce pro piipravu prvniho gradientu byly do stiikacky natazeny v potfadi uvedeném v tabulce
1 podle elu¢niho schématu A. Obsah stiikacky byl protlacen skrz kolonku v opa¢ném poradi.
Jimany byly dv¢ frakce po 30 pL do mikrozkumavek. Poté byly do stiikacky natazeny frakce
pro druhy gradient v potadi uvedeném V tabulce 2 podle elu¢niho schématu A. Frakce byly opét
protlaceny skrz kolonku a jimalo se Sest frakci po 15 pL do zkumavek. Tyto frakce byly déle
okyseleny takovym objemem 20% TFA, aby vysledné pH bylo mensi nez 5. Nakonec byla
kolonka regenerovana 30 pL 1% NH4OH a 30 uL 80% ACN/0,1% TFA. Vsech osm frakci

ziskanych ze dvou gradientl bylo nasledné odsoleno dle postupu popsaného v kapitole 2.9.

Tabulka 1: SloZeni frakci pro ptipravu prvniho eluéniho gradientu

Eluéni Eluéni Eluéni Eluéni

Eluéni roztok schéma | schéma | schéma | schéma
A B C D
100 mM Bis-Tris propan/HCI 15 uL 15 uL 15 uL 15 uL
Prvni pH 7
gradientova 100 mM CH3COONa 15 uL 15 uL 15 uL 15 uL
eluce 0,5% CH3;COOH 15 ul 15 ul 15 ulL 15 ul
0,5% TFA 15 uL 15 uL 15 ulL 15ulL
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Tabulka 2: Slozeni frakci pro piipravu druhého eluéniho gradientu

Eluéni Elu¢ni | Elu¢ni | Eluéni
Eluéni roztok schéma | schéma | schéma | schéma
A B C D
EB2 15 uL 15ul | 25uL -
EB1 15pL | 15uL | 15uL -
100 mM Bis-Tris propan/HCI i 15 | 15uL 20 L
pH 11
Druha | 100MM B'Sg;”lsopmpa”/ HCL ! 4500 | 15 | 150 | 20 4L
gradientova - -
eluce 100 mM BIS;)L”S propan/HCI 15 L 150 | 15uL 20 uL
100 mM BIS;JLI’I; propan/HCI 15 uL 15 L 5 L 20 uL
100 mM Bis-Tris propan/HCI
oH 7 15 uL - - -
Samostatna EB1 i ) ) 20 uL
eluce

2.12 Modifikace mikrogradientové separace vzorki na Kkolonce plnéné

Titansphere 5 pm
Roztoky

e 100 mM Bis-Tris propan/HCI pH 11

e Ostatni roztoky stejné jako v kapitole 2.11
Vzorky

e 30 pmol trypticky nastépeného fosvitinu rozpusténého v LB
e Smés trypticky nastépeného 30 pmol fosvitinu + 300 pmol BSA rozpusténé v LB
e Celobunécny lyzat Jurkat bunék (T-bunéény lymfom) nasStépeny trypsinem (500 ug)

rozpustény v LB

2.12.1 Mikrogradientova separace B
Postup je shodny s postupem v kapitole 2.11 s upravou pH pufru Bis-Tris propan/HCI
dle tabulky 3. Frakce pro druhy gradient byly do stfikacky natazeny v pofadi uvedeném

v tabulce 2 dle elu¢niho schématu B.
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Tabulka 3: Uprava pH eluénich roztokd Bis-Tris propan/HCI

Puvodni pH Upravené pH
10 11
9 10
8 9
7 8

2.12.2 Mikrogradientova separace C
Postup je shodny s mikrogradientovou separaci B v této kapitole s pravou délky vazby

vzorku, jimani frakci prvniho gradientu a Gpravou objemt roztokl v druhém gradientu.

Rychlost priitoku vzorku byla 1 pL /min a vazba vzorku tedy probihala 1 hod v ptipadé

fosvitinu a smési fosvitinu s BSA a v pfipad¢ lyzatu byla vazba 2 hod.

Po provedeni prvniho gradientu byly jimany dvé frakce — prvni frakce 50 uL a druha
frakce 10 pL.

Ve druhém gradientu doslo ke snizeni objemu prvniho elu¢niho roztoku (konkrétné
100 mM Bis-Tris propan/HCI pH 8) z 15 pL na 5 uL a ke zvySeni objemu posledniho elu¢niho
roztoku (konkrétné EB2) z 15 pL na 25 pL. Frakce pro druhy gradient byly do stiikacky
natazeny v potradi uvedeném v tabulce 2 dle elu¢niho schématu C. Frakce byly jimany jako
v kapitole 2.11. Kolonka byla nakonec regenerovana 60 uL 1% NHsOH a poté 60 uL
80% ACN/0,1% TFA. Vsech osm frakei ziskanych ze dvou gradientti bylo nasledné odsoleno
dle postupu popsaného v kapitole 2.9, ptipadné 2.14.

2.12.3 Mikrogradientova separace D

Postup je shodny s mikrogradientovou separaci B s vyjimkou druhého gradientu. Pro
druhy gradient byly do stiikacky natazeny frakce v poradi uvedeném v Tabulka 2 dle elu¢niho
schématu D. Byly sbirany ¢tyti frakce po 20 L. Po provedeni druhého gradientu se kolonkou
protlacilo jesté zvlast 20 uL EB1 a nasledné se cely objem jimal, jako posledni frakce. Eluce

roztokem EB2 byla Gplné€ vynechéna.
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2.13 Obohacovani fosvitinu a bunééného lyzatu na céasticich Titansphere

/4 4

5 um ve vsadkovém usporadani

Roztoky

e 0,1%TFA
o EB2: 3% NH4OH/45% ACN/50 mM NaxHPO4
e Roztok nosic¢e Titansphere velikosti 5 um (3 mg nosic¢e v 200 uL 80% ACN/0,1% TFA)

e Ostatni roztoky stejné jako v kapitole 2.8
Vzorky

e Celobunécny lyzat Jurkat bunék (T-bunéény lymfom) nastépeny trypsinem (500 pg)
rozpustény v LB

e 30 pmol trypticky nastépeného fosvitinu rozpusténého v LB
Postup

3 mg nosic¢e Titansphere 5 um bylo s pomoci centrifugy (60 s, 3000xg) promyto
1x 400 uL 80% ACN/0,1% TFA a 1x 400 uL LB. Nasledn¢ byl nosi¢ ekvilibrovan 1x 500 uL
80% ACN/0,1% TFA, 500 uL LB, 200 uL EB1, 200 uL. EB2, 200 uL EB1, 500 uL
80% ACN/0,1% TFA a 500 pL LB. K ptipravenému nosici bylo pfidano 200 pL roztoku
obsahujici vzorek rozpustény v LB. Nasledné byl nosic¢ se vzorkem inkubovan 30 min v temnu
pti laboratorni teploté za mirného tfepani v termomixéru pii 1200 rpm, aby nedochazelo
k sedimentaci castic. Po inkubaci byl roztok s nenavazanymi slozkami odstranén z reakéni
smési a uchovan v jiné mikrozkumavce. Poté byl nosi¢ promyt opét s pomoci centrifugy
(60, 3000%g) 2x 400 nuL LB, 2x 400 uL WB1 a 1x 400 pL WB2. Promyvani probihalo pomalu
(alespont 1 min) a byl pouzit vortex, aby byly vSechny ¢astice vzdy resuspendovany. K takto
promytému nosici bylo ptidano 100 pLL EBI1. Pro prvni eluci byl vzorek inkubovéan 15 min pfi
teploté 25 °C na termomixéru pii 1200 rpm. Po probéhlé inkubaci byl roztok nad nosi¢em
(90 pL) odebran, vlozen do jiné mikrozkumavky, okyselen 20% TFA a zakoncentrovan na cca
20 pL. Zbyly roztok ve zkumavce byl odstranén do odpadu. K nosic¢i bylo nasledné ptidano
100 nL EB2 a opét nasledovala inkubace 15 min pii teploté 25 °C na termomixéru pii 1200 rpm.
Po probéhlé inkubaci byl roztok nad nosicem (90 pL) odebran, okyselen 20% TFA,
zakoncentrovan dosucha a rozpustén v 15 pL 0,1% TFA. Nésledné byl vzorek podle pH
doplnén 5 puL bud 0,1% TFA pii kyselém pH nebo 5% TFA pii zasaditém pH vzorku.
Dv¢ frakce ziskané z eluce byly nasledné odsoleny dle postupu popsaném v kapitole 2.14.
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2.14 Odsoleni vzorkii na mikrokolonkach plnénych nosi¢em C18

Roztoky

o (Cisty ACN

e 80% ACN/0,1% TFA

e Slozeni frakci pro tvorbu elu¢niho gradientu na reverzni fazi
o 2% ACN/0,1% TFA
o 8% ACN/0,1% TFA
o 16% ACN/0,1% TFA
o 24% ACN/0,1% TFA
o 32% ACN/0,1% TFA
o 40% ACN/0,1% TFA

Vzorky

e Frakce fosvitinu a lyzatu pfipravené v kapitole 2.12 a 2.13
Postup

Nejprve byla piipravena mikrokolonka dle postupu popsaném v kapitole 2.10
srozdilem v tom, ze FEP hadi¢ka byla naplnéna stacionarni fazi Kinetex EVO C18 resin,
2,6 um a jeji délka byla cca 10 mm. Nasledné byla kolonka ekvilibrovana promytim 15 pL
¢istého ACN, 15 pL 80% ACN/0,1% TFA a 10 pL 2% ACN/0,1% TFA. Po promyti byl na
kolonku nanesen vzorek tak, Ze do mikrostiikacky bylo nejprve natazeno 5 pL
2%ACN/0,1% TFA a poté 20 pL vzorku. Obsah stiikacky byl protlacen skrz kolonku. Po
naneseni vzorku byla samotna mikrostiikacka promyta 80% ACN/0,1% TFA a 40% ACN/0,1%
TFA. Poté byly do stiikacky postupné natazeny 4 pL eluénich roztokti v potadi:
40% ACN/0,1% TFA, 32% ACN/0,1% TFA, 24% ACN/0,1% TFA, 16% ACN/0,1% TFA,
8% ACN/0,1% TFA, a 2% ACN/0,1% TFA. Obsah stiikacky byl protlaéen skrz kolonku tak,
ze prvni 4 uL (obsahujici nejnizsi koncentraci ACN) se nechaly protéct do odpadu (proplach
kolonky) a zbylych 20 pL eluéniho gradientu bylo sbirano do mikrozkumavky. Vzorek byl poté
vysusen ve vakuové centrifuze a zamrazen pro pozd¢jsi analyzu. Kolonka po eluci byla promyta

20 pL ¢istého ACN, 20 uL 80% ACN/0,1% TFA a 10 uL 2% ACN/0,1% TFA.
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2.15 MS analyza vzorki standardnich proteini

MS analyza peptidovych smési byla provedena pomoci hybridniho hmotnostniho
spektrometru LTQ Orbitrap XL s MALDI ionizaci. Pfed samotnou analyzou byl kazdy vzorek
odsolen dle postupu v kapitole 2.9. Méteni bylo provedeno v pozitivnim médu s rozlisenim
60000 FWHM pii 400 m/z a v rozsahu m/z od 700 do 4000.

Zpracovani dat - kasein, hovézi sérovy albumin

Naméfena hmotnostni spektra byla zpracovana v softwaru Thermo Xcalibur (Thermo
Fisher Scientific, USA, v. 2.2.44) a poté byly piky extrahovany pomoci softwaru mMass
(Strohalm M., v. 5.5.0). Metodou peptidového mapovani byla ziskana data analyzovana pomoci
prohledavaciho nastroje MS-Fit (Protein Prospector, v. 5.22.1). Hledani bylo provedeno proti
proteinové databazi SwissProt (2017.11.01) s nasledujicim nastavenim: proteolytické §tépeni
proteinu pomoci trypsinu, maximalné jedno mozné vynechdni §tépného mista enzymu,
hmotnosti tolerance pro peptidy 10 ppm, povolend konstantni modifikace karbamidomethylace
cysteinu, variabilni modifikace Gln na kyselinu pyroglutamovou na N-konci peptidu, oxidace
methioninu, acetylace na N-konci proteinu a fosforylace na serinu, threoninu nebo tyrozinu.
Pro usnadnéni porovnavdni naméfenych dat s daty v databdzi byly zaddny jedinecné
identifikatory proteinti se kterymi mély byt ziskana data srovnana: P02662 (a-S1-kasein),
P02663
(a-S2-kasein), P02666 (pB-kasein), P02769 (sérovy albumin) a manualné anotovana. Podle

ziskanych vysledkl byla nasledné vyhodnocena namétend hmotnostni spektra.
Zpracovani dat — fosvitin

Naméfena hmotnostni spektra byla zpracovana v softwaru Thermo Xcalibur (Thermo
Fisher Scientific, USA, v. 2.2.44) a poté byly piky extrahovany pomoci softwaru mMass
(Strohalm M., v. 5.5.0). Nasledné byla manualné pripravena databaze fosforylaci fosvitinu
podle ziskanych vysledkt vzorku fosvitinu z analyzy LS-MS a dle Czernik et al. v programu
Microsoft Excel [112]. Namétena data byla srovnana s daty v pfipravené databazi. Podle

ziskanych vysledki byla nasledné vyhodnocena naméfend hmotnostni spektra.
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2.16 LC-UV analyza vzorki fosvitinu a lyzatu
Roztoky

e mobilni faze A: 2% ACN/0,1% TFA
e mobilni faze B: 80% ACN/0,1% TFA

Vzorky

e Frakce fosvitinu a lyzatu ptipravené v kapitole 2.12 a 2.13

Postup

Tato analyza probihala na Katedie molekularni patologie a biologie, Fakulty vojenského

zdravotnictvi, Univerzity obrany v Hradci Kralové.

Vybrané vzorky pfipravené v kapitole 2.12 a 2.13 byly po rozmrazeni rozpustény v 20 uL
mobilni faze A a ptepipetovany do vialek pro LC separaci. Poté ndsledovala separace pomoci
kapalinového chromatografu UltiMate 3000 HPLC system. Tento systém je tvoifen dvéma
kolonami a to p-piedkolonou (300 pm x 5 mm) naplnénou 5 um &asticemi C18PepMap100 A
(Dionex, USA) a analytickou kolonou (100 um x 150 mm) naplnénou cCasticemi
Atlantis C18 3 um 100 A (Waters, USA). Separace vzorkil probihala bilinedrnim gradientem
5-45% ACN/0,1% TFA po dobu nastavenou V pouzit¢é metodé¢ pro konkrétni vzorek.

Po separaci nasledovala detekce pomoci UV detektoru s nastavenou vinovou délkou 215 nm.

2.17 LC-MS analyza vzorka fosvitinu a lyzatu
Roztoky

e mobilni faze A: 2% ACN/0,1% FA
e mobilni faze B: 80% ACN/0,1% FA

Vzorky

o Frakce fosvitinu a lyzatu ptipravené v kapitole 2.12 a 2.13
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Postup

Tato analyza probihala opét na Katedie molekularni patologie a biologie, Fakulty

vojenského zdravotnictvi, Univerzity obrany v Hradci Kralové.

Vybrané vzorky pfipravené v kapitole 2.12 a 2.13 byly po provedené LC-UV analyze
nasledn¢ znovu separovany pomoci UltiMate 3000 RSLC-nano HPLC system. Tento systém je
tvofen piedkolonou (75 um x 20 mm) naplnénou 3 pm ¢asticemi Acclaim PepMap100 C18
a separacni kolonou (75 pm x 150 mm), ktera je naplnéna ¢asticemi 2 pm Acclaim PepMap
RSLC C18. Vsechny vzorky byly separovany dvojitym linecarnim gradientem ACN (3-44%)
pricemz separace vzorkl probihala po dobu nastavenou v pouzité metod¢ pro konkrétni vzorek.
UltiMate 3000 RSLC-nano HPLC system je spojen s Q Exactive hmotnostnim spektrometrem
pro detekci separovanych latek. Analyza separovanych analyti pomoci Q Exactive
hmotnostniho spektrometru byla provedena v pozitivnim moédu s rozliSenim 70000 FWHM
a s full MS skenem (3501650 m/z). Top 12 prekurzort bylo analyzovano pomoci MS/MS pti
17500 FWHM.

Ke zpracovani a vyhodnoceni namétenych dat byl pouzit software Proteome Discover
(Thermo Fisher Scientific, USA, v. 2.3.0.523) a vyhledavaci nastroj Mascot (v. 2.4.1). Hledani
peptida z fosvitinu bylo provedeno proti proteinové databazi SwissProt (2017.10.25) nebo
taxonomické podcasti ,,Chicken” databaze UniProt (referen¢ni proteom UP000000539,
2019.04.24). Hledani peptidi zlyzatu bylo provedeno proti proteinové databazi
UniProt_Human (referen¢ni proteom UP000005640, 2019.02.26) s nasledujicim nastavenim:
proteolytické Stépeni proteinu pomoci trypsinu, maximalné dvé mozné vynechani S$tépného
mista enzymu, hmotnosti tolerance prekurzorového iontu 10 ppm, hmotnostni tolerance
fragmentovaného iontu 20 mmu, povolend konstantni modifikace karbamidomethylace
cysteinu, variabilni modifikace GIn na kyselinu pyroglutamovou na N-konci peptidu, acetylace

na N-konci proteinu, oxidace methioninu a fosforylace na serinu, threoninu nebo tyrozinu.
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Analyza proteolyticky Stépenych standardnich proteini

Pro praci a optimalizaci mikrogradientové separace na TiO2 byly pouzivany roztoky
standardnich proteinti a-kaseinu, hovéziho sérové albuminu a fosvitinu. Tyto standardy byly
nejprve proteolyticky nastépeny trypsinem. Poté byla provedena MS analyza pro kontrolu
spravného nastépeni proteint. Kazdy standard byl pro méfeni piipraven v dubletu.
Vyhodnoceni ziskanych dat bylo provedeno dle postupu v kapitole 2.15. Pokryti peptidové
sekvence a-kaseinu podjednotky S1 bylo 67,3 % a podjednotky S2 58,8 % a sekvenc¢ni pokryti
BSA bylo 41,5 %. Po vyhodnoceni dat jsme ovéfili, Ze standardni proteiny a-kasein (obr. 16)
BSA (obr. 17) a fosvitin (obr. 18) byly spravné nastépeny a mohly se dale vyuzit

Vv experimentech.
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Obriazek 16: MALDI LTQ Orbitrap - MS spektrum a-kaseinu §té€peného trypsinem. Hodnoty m/z fosfopeptidi
ozna¢eny ovalnym boxem. Pouzitd matrice: DHB.
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Obriazek 17: MALDI LTQ Orbitrap - MS spektrum BSA $tépeného trypsinem. Pouzita matrice: CHCA.
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Obrazek 18: MALDI LTQ Orbitrap - MS spektrum fosvitinu $tépeného trypsinem. Hodnoty m/z fosfopeptida
oznaceny ovalnym boxem. Pouzitd matrice: DHB.

3.2 Mikrogradientova separace fosfopeptidu a-kaseinu

V této Casti prace bylo provedeno prvni testovani a optimalizace protokolu (kapitola 2.11)
mikrogradientové separace fosfopeptidi na jednoduché smeési peptidi ziskané tryptickém
Stépenim a-kaseinu a BSA. Nanaseci pufr kromé vyssi koncentrace TFA obsahoval také LA
pro snizeni vazby kyselych nefosforylovanych peptida a tim 1 zlepSeni obohaceni fosfopeptidii
na TiO2 mikrokulickach. Nasledné promyvani bylo provadéno také za kyselych podminek
v pritomnosti bud’ 5% TFA a 80% ACN nebo 1% TFA a 80% ACN, kdy v riznych pracich
napiiklad Sugiyama et al. [113] bylo popsano, Ze kyselé podminky s 50-80% ACN a pouziti
alifatickych hydroxykyselin je G¢inné pro snizeni vazby kyselych peptidi. Nasledné byl
sestaven prvni gradient, ktery mél za ukol odmyt peptidy obsahujici vysoké mnozstvi kyselych
AMK (kyselina asparagova a glutamova) a zarovein nemélo dochazet K eluci fosforylovanych
peptidi. Na zaklad¢ predchozich praci [114] byl poté sestaven druhy gradient, ktery slouzil
keluci fosfopeptidi Ssriznou vazebnou afinitou. Tento gradient se skladal
z Bis-Tris propan/HCI pufra o riznych pH a NH4OH. NH4OH je bézné vyuzivané elucni
¢inidlo pro fosfopeptidy navdzané naptiklad na TiO; nosiCe a ma tendenci eluovat kratsi
fosfopeptidy, ale zaroven ma problémy s eluci multifosforylovanych peptida. Bis-Tris propan
je vhodny pro eluci delsich fosfopeptidti [114]. Do gradientu byl jako posledni elu¢ni roztok
zatazen také EB2 obsahujici ACN, fosfore¢nan disodny a vys$si koncentraci NH4OH, ktery

slouzil pro eluci multifosforylovanych peptidu.
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Pro snadnou identifikaci fosfopeptidii a-kaseinu byla sestavena tabulka (pPiiloha 1),
ktera se nachazi v ptiloze. Tento ptehled vychazi jednak z prace Larsen et al. [26] a jednak
Z experimentalnich dat naméfenych béhem prace na této praci. Ve vSech nasledujicich

kapitolach byly fosfopeptidy identifikovany dle této tabulky v pfiloze.

3.2.1 Uprava pH eluénich roztoki

Nejprve byla provedena mikrogradientova separace fosfopeptidia a-kaseinu
30 pmol + BSA 300 pmol dle postupu v kapitole 2.11 (elu¢ni schéma A). Pro separaci byla
pouzita kolonka S vnitinim pramérem 250 um plnéna ¢asticemi Titansphere o praméru 5 um
a délce 48 mm. Nasledné byla provedena MS analyza frakci peptidovych smési pomoci
hybridniho hmotnostniho spektrometru LTQ Orbitrap XL s MALDI ionizaci (kapitola 2.15).
Takto byly vyhodnoceny vSechny frakce vzorkl v této i nasledujici kapitole 3.3.

Z dtivodu nepftitomnosti fosfopeptidii v prvnich tfech frakcich a pfitomnosti malého
mnozstvi fosfopeptidi v dalSich frakcich (obr. 19) jsme se rozhodli modifikovat postup
mikrogradientové separace upravou pH pufru Bis-Tris propan/HCI v druhém gradientu (elu¢ni
schéma B, kapitola 2.12.1). Konkrétné Bis-Tris propan/HCI pH 7 bylo zvySeno na pH 8,
nasledujici Bis-Tris propan/HCI pH 8 byl zvysen na pH 9, poté bylo pH zvyseno z 9 na pH 10
a pH posledniho roztoku Bis-Tris propan/HCI o pH 10 byl zvySen na pH 11 coz bylo pH ¢istého

Bis-Tris propanu.
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Obrazek 19: MALDI LTQ Orbitrap - MS spektrum smési a-kaseinu + BSA z druhého gradientu
mikrogradientové separace (eluéni schéma A). Hodnoty m/z fosfopeptidi oznaceny ovalnym boxem. Pouzita
matrice: DHB. A: prvni frakce, B: druha frakce, C: tieti frakce, D: ¢tvrta frakce, E: pata frakce, F: Sesta frakce.

Upravou pH Bis-Tris propan/HCI vznikl modifikovany gradient (eluéni schéma B,

kapitola 2.12.1). Touto mikrogradientovou separaci byla provedena separace fosfopeptidi

a-kaseinu 30 pmol + BSA 300 pmol. Pro separaci byla pouZita opét kolonka plnéna ¢asticemi

Titansphere (délka 48 mm, i.d. 250 um, ¢astice 5 um). Po vazbé vzorku byl nejprve aplikovan

prvni gradient pro odmyti peptidii s kyselymi AMK. Gradient se skladal z nasledujicich frakci:
15uL 100 mM Bis-Tris propan/HCI pH 8, 15uL 100 mM CH3COONa, 15puL
0,5% CH3COOH a 15 pL 0,5% TFA (

Tabulka 1). Jimany byly dvé frakce po 30 pL. Poté byl proveden druhy gradient

skladajici se z jiz upravenych Bis-Tris propan/HCI elucnich roztoki: 15 pL EB2, 15 pL EBI,
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15 uL 100 mM Bis-Tris propan pH 11, 15 pL
100 mM Bis-Tris propan/HCI pH 10, 15 pL. 100 mM Bis-Tris propan/HCI pH 9, 15 uL
100 mM Bis-Tris propan/HCI pH 8 (Tabulka 2). VSech osm frakci bylo odsoleno na
mikrokolonkach plnénych nosicem POROS Oligo R3. Nasledné byla provedena MALDI-MS
analyza frakci (kapitola 2.15).

Z obrazku 20 je patrné, ze se fosfopeptidy zacaly eluovat mnohem diive, konkrétné ve druhé
frakci, v porovnani s aplikaci elu¢nich schématu A. Ve druhé a tieti frakci pfevazovaly
monofosforylované peptidy, zatimco v dalSich frakcich se objevovaly uz i multifosforylované
peptidy, coz wukazuje na prvotni UspéSnou separaci. Pomérové nejvice bylo
multifosforylovanych peptidii v paté frakci. Po upravé pH roztokii Bis-Tris propanu/HCI doslo
k vyraznému zlepSeni separace fosfopeptidi, proto takto modifikovany postup (eluéni schéma

B) byl pouzivan v dalsich optimalizacich separace.
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Obrazek 20: MALDI LTQ Orbitrap - MS spektrum smési a-kaseinu + BSA z druhého gradientu po tpravé pH
elu¢nich roztoku (eluéni schéma B). Hodnoty m/z fosfopeptidii oznaceny ovalnym boxem. Pouzita matrice:
DHB. A: prvni frakce, B: druha frakce, C: tfeti frakce, D: ¢tvrta frakce, E: pata frakce, F: Sesta frakce.

3.2.2 Optimalizace délky kolonky

Pro separaci fosfopeptidil z naStépeného standardniho proteinu na kolonce dlouhé 48 mm
bylo testovano, zda by bylo mozné takto dlouhou kolonku zkratit se stejnou separa¢ni uc¢innosti.
Zkracenim délky kolonky by doSlo k spofe pouzitého nosi¢e a mohla by byt ovlivnéna
i nespecificka sorpce. Proto byly testovany dvé délky kolon pfipravenych dle postupu
v kapitole 2.10.

dle schématu

B fosfopeptidt vzorku a-kaseinu 30 pmol + BSA 300 pmol na kolonce dlouhé 21 mm (postup

Nejprve byla provedena mikrogradientovd separace elu¢niho

v kapitole 2.12.1). VSechny frakce byly opét analyzovany na hmotnostnim spektrometru.

V prubéhu prvniho gradientu nebyl eluovan zadny fosfopeptid (obr. 21). Ve druhém gradientu
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se fosfopeptidy objevily v prvnich ttech frakcich (obr. 22). Jeden monofosforylovany peptid se
eluoval v prvni frakci, pficemz ve druhé frakci se nachazelo uz vice monofosforylovanych

peptidi. Ve tieti frakci se objevily i difosforylované peptidy. Dalsi tii frakce neobsahovaly opét

zadné fosfopeptidy.
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Obrazek 21: MALDI LTQ Orbitrap - MS spektrum smési a-kaseinu + BSA z prvniho gradientu
mikrogradientové separace (eluéni schéma B) na kolonce dlouhé 21 mm. Pouzita matrice: DHB. A: prvni frakce,
B: druha frakce.
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Obrazek 22: MALDI LTQ Orbitrap - MS spektrum smési a-kaseinu + BSA z druhého gradientu
mikrogradientové separace (elu¢ni schéma B) na kolonce dlouhé 21 mm. Hodnoty m/z fosfopeptidi oznaceny

ovalnym boxem. Pouzita matrice: DHB. A: prvni frakce, B: druha frakce, C: tfeti frakce, D: étvrta frakce, E: pata
frakce, F: Sesta frakce.

Poté byla provedena mikrogradientova separace dle elu¢niho schématu B vzorku
a-kaseinu 30 pmol + BSA 300 pmol na kolonce dlouhé 48 mm a po separaci byla provedena
opét MS analyza frakci. V prvnim gradientu se opét neobjevily zadné fosfopeptidy (obr. 23),
coz bylo v souladu s o¢ekavanym chovanim podle navrhu slozeni prvniho elu¢niho gradientu.
Ve druhém gradientu se fosfopeptidy zacaly eluovat az ve druhé frakci (obr. 20) v porovnani
seluci na kratké kolonce, ale zaroven eluce na del§i kolonce byla z hlediska detekce
fosfopeptida v dalSich frakcich podstatné lepsi. Rozdil mezi separaci na kratké a dlouhé
kolonce nastal hlavné v poslednich tfech frakcich druhého gradientu, kdy se kromé velkého

poctu mono a difosforylovanych peptidii zacaly objevovat i multifosforylované peptidy.
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Tim byla prokazéana lepsi separace fosfopeptidi na delsi kolonce, proto pro dalsi experimenty
byly pouzivany kolonky dlouhé 40-53 mm. Zaroveil je patrné, ze tento systém je CasteCné

schopen separovat fosfopeptidy na zakladé poctu fosforylovanych skupin.
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Obriazek 23: MALDI LTQ Orbitrap - MS spektrum smési a-kaseinu + BSA z prvniho gradientu
mikrogradientové separace (eluéni schéma B) na kolonce dlouhé 48 mm. Pouzita matrice: DHB. A: prvni frakce,
B: druha frakce.

3.3 Optimalizace mikrogradientové separace fosfopeptidi fosvitinu

Pro dal$i optimalizace postupu jiz modifikované mikrogradientové separace (kapitola
2.12.1, elu¢ni schéma B) jsme rozhodli pouzivat modelovy vzorek fosvitinu, ktery ma vysoké
mnozstvi potencialnich fosforylovanych mist a po jeho nastépeni mize byt ve smési pfitomno
vysoké mnozstvi i multifosforylovanych peptidi. Pro identifikaci fosfopeptidi fosvitinu byla
také sestavena tabulka (Ptiloha 2), ktera se nachazi v ptiloze. Tento ptehled vychazi zejména
z experimentalnich dat ziskanych z LC-MS/MS analyzy tohoto vzorku (kapitola 2.17) a je
doplnén daty z Czernick et al. [112]. Fosfopeptidy z fosvitinu v dalSich experimentech byly
identifikovany dle této tabulky.
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3.3.1 Opakované pouziti kolonky

Pro ovéfeni, ze piipravenou kolonku je mozné pouzivat opakované aniz by dochazelo ke
snizovani ucinnosti separace, ptipadné ke snizovani u¢innosti zachytu fosfopeptidi byla
pifipravena kolonka s ¢asticemi Titansphere (42 mm, i.d. 250 um, ¢astice 5 um). Na ni byla
provedena mikrogradientova separace (elu¢ni schéma B, kapitola 2.12.1) a MALDI-MS
analyza (kapitola 2.15) celkem Sestkrat se stejnymi vzorky fosvitinu 30 pmol a poté jednou
SLB misto vzorku (slepy vzorek). VSech Sest provedeni mikogradientové separace
fosfopeptidi z fosvitinu se téméf nelisilo. Na obrdzku 24 jsou porovnany prvni, tfeti a paté
frakce prvniho a Sestého pokusu separace. Az na prvni frakci jsou pomérové intenzity
fosfopeptidii velmi podobné, coz svédci o reprodukovatelnosti protokolu izolace a separace

fosfopeptida z fosvitinu.
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Obrazek 24: MALDI LTQ Orbitrap - MS spektrum fosvitinu z druhého gradientu mikrogradientové separace
(elu¢ni schéma B) prvniho a Sestého pokusu. Hodnoty m/z fosfopeptidi oznaeny ovalnym boxem. Pouzita
matrice: DHB. Prvni obohaceni fosfopeptidii: A: prvni frakce, B: tieti frakce, C: pata frakce. Sesté obohaceni
fosfopeptidi: D: prvni frakce, E: tfeti frakce, F: pata frakce.
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I ptes uspesné testovani opakovatelnosti kolonky nebyla ti¢innost separace fosfopeptida
optimalni, protoze se monofosforylované a difosforylované peptidy nachdzely ve vice elu¢nich
frakcich (obr. 25). Dochazelo tim k ¢aste¢nému fedéni fosfopeptidii nez k jejich ucinné separaci
a frakcionaci. Tento problém jsme se snazili adresovat jinym navrhem experimentli popsanych

Vv nasledujici kapitole.

Posledni pokus mikrogradientové separace na stejné kolonce s Casticemi Titansphere
(délka 42 mm, i.d. 250 um, ¢astice 5 um) byl proveden s ¢istym LB (slepy vzorek). V tomto
piipadé byl vidét také slaby signal fosfopeptidi, ktery byl zptisobeny retenci fosfopeptidu
v kolonce z piedchozich separaci. Mnozstvi fosfopeptidi a jejich intenzita byla ale vyrazné
nizs$i oproti klasické separaci vzorku. Kolonka se tedy d& pouzit opakované, aniz by byla

snizovana U¢innost separace.
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Obrazek 25: MALDI LTQ Orbitrap - MS spektrum fosvitinu z druhého gradientu mikrogradientové separace

(eluéni schéma B). Hodnoty m/z fosfopeptidi oznaceny ¢ervené. Hodnoty m/z fosfopeptid oznaceny ovalnym

boxem. PouZita matrice: DHB. A: prvni frakce, B: druha frakce, C: téeti frakce, D: ¢tvrta frakce, E: pata frakce,
F: Sesta frakce.
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3.3.2 Uprava objemu elu¢nich roztoki pouZitych p¥i tvorbé gradientu

Nejprve byla provedena mikrogradientova separace (elu¢ni schéma B, kapitola 2.12.1)
fosfopeptida fosvitinu 30 pmol, pficemz prvni gradient se skladal z frakci: 15 uL. 100 mM
Bis-Tris propan/HCI pH 8, 15 uL 100 mM CH3COONa, 15 pL 0,5% CH3COOH a 15 uL
0,5% TFA. Poté byl proveden druhy gradient skladajici se z frakci: 15 pL EB2, 15 pL EB1,
15 L 100 mM Bis-Tris propan pH 11, 15 uL 100 mM Bis-Tris propan/HCI pH 10, 15 uL
100 mM Bis-Tris propan/HCI pH 9, 15 uL. 100 mM Bis-Tris propan/HCI pH 8. Nasledné byla
provedena opét MALDI-MS analyza (kapitola 2.15), pficemz vSech osm frakci bylo pted
analyzou odsoleno na mikrokolonkach plnénych nosi¢em POROS Oligo R3 (kapitola 2.9).

7 obrazku 25, ale i z experimenti opakovatelnosti V piedchozi kapitole je patrné, ze
separace fosfopeptidi nebyla stile optimalni a nasledujici modifikaci postupu
mikrogradientové separace (elu¢ni schéma C, kapitola 2.12.2) jsme se snazili o posun eluce
vice fosfopeptidii do prvni frakce druhého gradientu. Provedli jsme Upravu objemt prvniho
a posledniho elu¢niho roztoku ve druhém gradientu. Objem prvniho elu¢niho roztoku, tedy
Bis-Tris propane/HCI pH 8, byl snizen z 15 pL na 5 uL, protoze zde téméf nedochazelo k eluci
aprvni frakce neobsahovaly fosfopeptidy, ptipadné se jich zde objevovalo malo (obr. 25).
Naopak objem posledniho elu¢niho roztoku EB2 byl zvySen z 15 pL na 25 pL hlavné z divodu

efektivnéjsi eluce multifosforylovanych peptida (Tabulka 2, eluéni schéma C).

Po modifikaci postupu byla provedena mikrogradientova separace fosfopeptidu (elucni
schéma C, kapitola 2.12.2). Z obrazku 26 je patrné, Ze doslo k posunuti eluce fosfopeptida.
Monofosforylované peptidy se zacaly objevovat jiz v prvni frakci a jejich majoritni zastoupenti
pretrvavalo jen do druhé frakce, kdy se naopak zacaly eluovat difosforylované peptidy. Patrny
modifikovany protokol byl nasledné pouzit pro separaci fosfopeptidi z realného vzorku

celobunééného lyzatu Jurkat bunék.
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Obrazek 26: MALDI LTQ Orbitrap - MS spektrum fosvitinu druhého gradientu separace s upravenymi objemy
elu¢nich roztoku (eluéni schéma C). Hodnoty m/z fosfopeptidii oznaceny ovalnym boxem. Pouzita matrice:
DHB. A: prvni frakce, B: druha frakce, C: tfeti frakce, D: ¢tvrta frakce, E: pata frakce, F: Sesta frakce.

3.4 Analyza komplexniho vzorku peptidi
3.4.1 LC-UV analyza

V této Casti prace byla provedena mikrogradientova separace fosfopeptidt realného vzorku
celobunééného lyzatu Jurkat bunck naSt€peného trypsinem jako piiklad komplexni smési
peptidu, které se vyskytuji v biologickych analyzéach. Jako vychozi byl pouzit optimalizovany
protokol z kapitoly 3.3.2, tedy mikrogradientova separace dle elu¢niho schématu C (kapitola
2.12.2). Pro separaci byla pfipravena nova kolonka s c¢asticemi Titanspehere (délka 55 mm,
I.d. 250 pum, c¢astice 5 um) a pro separaci bylo pouzito 0,5 mg nastépené smesi proteinli

Z bunééného lyzatu Jurkat bunck. Ziskané frakce byly poté odsoleny na kratkych 10 mm
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kolonkach plnénych stacionarni fazi Kinetex EVO C18, 2,6 um (kapitola 2.14). Pro eluci
vzorku z kolonky byl pouzit gradient ACN (2% — 40%). Poté byly vSechny frakce vysuseny

a zamrazeny. Tésné pred analyzou pomoci LC-UV byly frakce rozmrazeny a rozpusStény
v 20 uL 2% ACN/0,1% TFA.

Na obrazku 27 je v prvni frakci prvniho gradientu (chromatogram A) vidét pomérné silny
signal na chromatogramu. V této frakci se dalo predpokladat, ze se pravdépodobné jedna
0 nefosforylované peptidy, coz bylo potvrzeno naslednou LC-MS analyzou. Ve druhé frakci
prvniho gradientu nebyl zaznamenan téméf zadny signal. Nedochazelo tak k eluci peptida
a dalo se zde ocCekavat, ze vétSina fosfopeptidii by se méla nasledné nachazet ve frakcich

druhého gradientu, coz bylo nasim cilem.
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Obrazek 27: Chromatograficky zaznam ziskanych frakei lyzatu z mikrogradientové separace (elucni schéma C).
Prvni gradient: A: prvni frakce, B: druha frakce. Druhy gradient: C: prvni frakce, D druha frakce, E: tieti frakce,
F: ¢tvrta frakce, G: pata frakce, H: Sesta frakce.

V prvni frakci druhého gradientu (obr. 27, chromatogram C) byl zaznamenan silny signal
Vv Sirokém reten¢nim Case a pravdépodobné by se zde mélo jednat o fosfopeptidy. Ve druhé
frakci je na chromatogramu vidét slabsi signal, coz svéd¢i 0 mensim mnozstvi eluovanych
(fosfo)peptidi. V dalsich frakcich se nevyskytoval témér zadny signal, coz znamena, Ze vétSina
peptidi byla eluovana na zacatku druhého eluéniho gradientu. Takovato separace nebyla

optimalni pro analyzovany komplexni vzorek peptidd, jelikoz se zkolony pii této
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mikrogradientové separaci (elu¢ni schéma C) uvolnovalo vse najednou na zacatku druhého
gradientu a nedochazelo k efektivni frakcionaci. Ke zlepseni separace by mohlo dojit zvySenim
objemu prvniho eluéniho roztoku druhého gradientu (Bis-Tris propan/HCI pH 8). Z tohoto
divodu jsme se wvratili k postupu mikrogradientové separace ¢. 1 fosfopeptidi
optimalizovaného v kapitole 3.2.1 (elu¢ni schéma B, postup v kapitole 2.12.1). Z obrazku 28 je
vidét, Ze v prvni frakci prvniho gradientu byl zaznamenan opét pomérné silny signal s vysSim
retencnim ¢asem. Pravdépodobné zde dochéazelo opét k eluci nefosforylovanych peptida, stejné
jako v piedchozim piipadé, nebot’ prvni eluéni gradient je pro vSechna elu¢ni schémata shodny.

Ve druhé frakci prvniho gradientu nebyl také opét zaznamenan zadny signal.
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Obrazek 28: Chromatograficky zdznam ziskanych frakei lyzatu z mikrogradientové separace (elu¢ni schéma B).
Prvni gradient: A: prvni frakce, B: druha frakce. Druhy gradient: C: prvni frakce, D druha frakce, E: tieti frakce,
F: ¢tvrta frakce, G: pata frakce, H: Sesta frakce.

Na chromatografickém zaznamu z LC-UV analyzy (obr. 28) je vidét opét intenzivni
signal v prvni frakci druhého gradientu. Oproti pfedchozimu experimentu (obr. 27) byl
zaznamenan vyss$i signal i1 ve druhé a tfeti frakci. Potvrzeni identity peptidii bylo provedeno
v nasledujici kapitole pomoci LC-MS/MS analyzy a databazového vyhledavani. Ve c&tvrté
frakci je vidét velmi slaby signal, kdy pravdépodobné dochazelo k eluci zbyvajicich

Vv v

(fosfo)peptidi. V dalsich frakcich uz nedochazelo k témét zadné eluci peptida.
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Porovnanim obrazku 27 a 28 je vidét, ze ve tieti a ¢tvrté frakci mikrogradientové separace
druhé gradientové eluce v eluénim schématu C neni zadny signal, ale pfi mikrogradientové
separaci podle eluéniho schématu B se signal v téchto frakcich objevuje. Je tedy patrné, Ze doslo
k posunu eluce (fosfo)peptidit pomoci mikrogradientové separace elu¢niho schématu B oproti
separaci elué¢niho schématu C. Proto se mikrogradientova separace elu¢niho schématu B jevi

lepsi pro analyzu komplexnich vzorkl peptidi.

......

modifikovany postup separace (eluéni schéma D, kapitola 2.12.3). Doslo zde k Gpravé frakci
druhého gradientu. Upraveny druhy gradient se skladal pouze z pufri Bis-Tris propan/HCI
oraznych pH (Tabulka 2, elu¢ni schéma D). Poté byla provedena eluce roztokem EB1
samostatné. Navic byly zvySeny objemy vSech frakci z 15 uL na 20 pL. Na obrazku 29 je vidét,
ze V prvni frakci prvniho gradientu byl zaznamendn opét pomérné silny signal. Ve druhé frakci
prvniho gradientu nebyl opét zadny signal. V prvni frakci druhého gradientu byl zaznamenan
také silny signal, jako u pfedeslych separaci. Ve druhé frakci druhého gradientu je vidét slaby
signal a ve tfeti frakci je patrny uz jen velmi slaby signal. Pro lepsi porozuméni dosazenych
vysledkl bylo nutné provést LC-MS analyzu, ziskanych frakci. Jejich vysledky jsou rozebrany

Vv nasledujici kapitole.
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Obrazek 29: Chromatograficky zdznam ziskanych frakci lyzatu z mikrogradientové separace (elu¢ni schéma D).
Prvni gradient: A: prvni frakce, B: druhd frakce. Druhy gradient: C: prvni frakce, D druha frakce, E: tfeti frakce,
F: ¢étvrta frakce. G: frakce ze samostatné eluce roztokem EB1.
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3.4.2 LC-MS analyza

Hlavnim cilem této c¢asti prace bylo porovnat uU¢innost mikrogradientové separace
fosfopeptidi s metodou vsadkové separace fosfopeptidi. LC-MS/MS analyze byly podrobeny
frakce lyzatu Jurkat bun€k z mikrogradientové separace dle elu¢niho schématu B (kapitola
2.12.1) optimalizované v kapitole 3.2.1 a frakce z mikrogradientové separace dle eluc¢niho
schématu D (kapitola 2.12.3). Ze ziskanych dat byly v Proteome Discoverer vytvofeny
Vennovy diagramy pro porovnani mnozstvi fosforylovanych nebo nefosforylovanych peptidi

ve vybranych frakcich pro lepsi pochopeni u¢innosti mikrogradientové separace fosfopeptida.

Nejprve bylo porovnano mnozstvi nefosforylovanych peptidit pfitomnych v obou
frakcich prvniho gradientu a prvni frakci druhého gradientu mikrogradientové separace
eluéniho schématu B. Na obrazku 30 je vidét, ze v prvni frakci prvniho gradientu je
nékolikanasobné vétsi piitomnost nefosforylovanych peptida (4096), které se nevyskytovaly ve
druhé frakci prvniho gradientu ani v prvni frakci druhého gradientu. Celkové se v prvni frakci
prvniho gradientu vyskytovalo 6069 nefosforylovanych peptidi, pticemz 1687 bylo
detekovano i v prvni frakci druhého gradientu. Zaroven obrazek 31 ukazuje, ze se v prvni
I druhé frakci prvniho gradientu mikrogradientové separace dle elu¢niho schématu
B vyskytovalo minimalni mnozstvi fosfopeptidit v porovnani s prvni frakci druhého gradientu.
V prvni frakci druhého gradientu bylo celkové 1984 fosfopeptidii z toho 1897 bylo unikatnich.
Detekci nejvyssiho mnozstvi nefosforylovanych peptidic v prvnim gradientu se potvrdilo
ponechani tohoto prvniho gradientu jako vhodného nastroje pro redukci nespecifické sorpce
nefosforylovanych peptidi. Zaroven bylo v prvnim gradientu detekovano minimalni mnozstvi
fosfopeptidl. Z toho vyplyva, ze se podafilo pfesné nastavit hranici mezi prvnim gradientem
a druhym gradientem tak, abychom minimalizovali nespecifickou sorpci a zaroven ziskali

maximalni mnozstvi fosfopeptida.
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1. frakce 1. gradientu

1. frakce 2. gradientu

Obrazek 30: Vennlv diagram zobrazujici mnozstvi identifikovanych nefosforylovanych peptidi ve vybranych
frakcich mikrogradientové elu¢niho schématu B.

1. frakce 1. gradientu

1 2. frakce 1. gradientu

1. frakce 2. gradientu

Obrazek 31: Vennuv diagram zobrazujici mnozstvi identifikovanych fosforylovanych peptidi ve vybranych
frakcich mikrogradientové separace elu¢niho schématu B.
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Srovnanim mikrogradientové separace elué¢nich schémat B a D byly potvrzeny vysledky
LC-UV analyz téchto dvou protokoll. Z obrazku 32 je patrné, Ze v elu¢nim schématu B se
eluuje celkové vice fosfopeptida (3220) nez v elu¢nim schématu D (2456). Zaroven vV elu¢nim
schématu B bylo eluovano 1272 unikatnich fosfopeptidi, coz je o 764 fosfopeptidl vice oproti

eluénimu schématu D. Proto lepsi separaci fosfopeptidii poskytuje navrzené elu¢ni schéma B.

Mikrogradientova

Mikrogradientova
separace B

_Separace D

Obrazek 32: Vennlv diagram zobrazujici celkové mnozstvi identifikovanych fosfopeptidii ve vsech frakcich
V elu¢nich schémat B a D.

Nasledné bylo porovnavano mnozstvi fosfopeptida lyzatu Jurkat bun€k obohacovaného
na Titansphere vsadkovym provedenim s mnozstvim fosfopeptidii  eluovanych
mikrogradientovou separaci podle elu¢niho schématu B. Pro vsadkové obohaceni fosfopeptidi
byly pouzity 3 mg nosice Titansphere 5 pm a 0,5 mg nastépené smési proteint z bunééného
lyzatu Jurkat bunék. Vsadkové obohaceni fosfopeptidi bylo pro kontrolu opakovano se stejnym
vzorkem dvakrat. Pro mikrogradientovou separaci byla ptipravena kolonka s c¢asticemi
Titansphere (délka 55 mm, i.d. 250 um, ¢astice 5 um). Pro ptipravu kolonky bylo pouZito
cca 6 mg nosice a pro separaci bylo vzato opét 0,5 mg nastépené smési proteinti z bunééného

lyzatu Jurkat bun¢k.

Z obrazku 33 je patrné, ze mikrogradientova separace fosfopeptidii je G¢inngjsi.
Mikrogradientovou separaci druhym gradientem dle elu¢niho schématu B bylo eluovano

0 1083 unikatnich fosfopeptidii vice nez pti vsadkovém provedeni. Obé provedeni vsadkového
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obohaceni mély téméf stejné mnozstvi eluovanych fosfopeptida (obr. 33). V prvnim vsadkovém
obohaceni bylo celkové mnozstvi fosfopeptidi 2250 (202 unikatnich) a ve druhém vsadkovém
obohaceni bylo celkem 2228 fosfopeptidi (166 unikatnich). Celkové mnozstvi
identifikovanych fosfopeptidii z druhého gradientu mikrogradientové separace dle elu¢niho
schématu B bylo 3186. Obrazek 34 ukazuje situaci pro prvni vsadkové provedeni porovnané
s mikrogradientovou  separaci.  Celkové  mnozstvi  detekovanych  fosfopeptida
z mikrogradientové separace bylo 3220 a vsadkovym obohacenim (souétem eluce 1 a eluce 2)
bylo detekovano 2309 fosfopeptidt. Celkovy pocet detekovanych fosfopeptidi po provedeni
mikrogradientové separace vzrostl o 29 % oproti celkovému mnozstvi detekovaného po
provedeni vsadkového obohacovani. Je také patrné, Zze mikrogradientovou separaci bylo
ziskano vice nez tisic (1334) unikatnich fosfopeptidi, které nebyly ziskany v prvnim provedeni
vsadkového provedeni. Vsadkovym obohacenim bylo eluovano pouze 417 jedineénych
fosfopeptidd, které naopak nebyly ziskany mikrogradientovou eluci. Z vySe popsanych dtvoda
je 1 pres vyssi cCasovou naro¢nost vhodnéjsi pro separaci aizolaci fosfopeptidii

mikrogradientova separace.

Vsadkové obohacovani 1
Eluce 1

VVsadkové obohacovani 2
B Eluce 1

Mikrogradientova separace

Obrazek 33: Venniiv diagram srovnavajici celkové mnozstvi identifikovanych fosfopeptid ze druhého
gradientu v mikrogradientové separaci dle eluéniho schématu B a v prvnich elucich dvou pokust vsadkového
obohacovani.
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Vsadkové obohacovani 1
Eluce 1

Vsadkové obohacovani
Eluce 2

Mikrogradientova separace

Obrazek 34: Vennlv diagram srovnavajici celkové mnozstvi identifikovanych fosfopeptidii v mikrogradientové
separaci dle elu¢niho schématu B a ve dvou elucich prvniho pokusu vsidkového obohacovani.

Z obr. 35 je patrné, Ze celkové mnozstvi nefosforylovanych peptidii z prvniho i druhého
gradientu bylo 7779 a vétSina nechténych nefosforylovanych peptidi (6069) byla eluovana
Vv prvni frakci prvniho gradientu dle elu¢niho schématu B. Nasledné byly porovnavany pouze
peptidy z druhého gradientu. Obrazek 36 ukazuje, ze mikrogradientova separace a vsadkové
obohacovani se lisily i v celkovém mnozstvi eluovanych peptidi. Obé vsadkové provedeni se
porovnanim poctil identifikovanych peptidii mezi sebou opét téméf nelisily. Pfi prvnim pokusu
bylo eluovano celkem 4804 peptidi a pii druhém pokusu 4601 peptidi. Pomoci
mikrogradientové separace se eluovalo vyrazné vétsi mnozstvi celkovych peptidi (7215).
Z tohoto celkového poctu peptidi bylo 2491 jedineénych pro mikrogradientovou separaci, coz
bylo mj. zpisobeno vyssi nespecifickou sorpci u mikrogradientové separace. Tato vySsi
nespecificka sorpce je zobrazena i na obr. 37, kde bylo pti mikrogradientové separaci druhym
gradientem eluovéano celkem 4316 nefosforylovanych peptidi, pficemz 1536 bylo jedine¢nych
pro mikrogradientovou separaci. Vyssi nespecificka sorpce by mohla byt zplisobena vétsim
mnozstvim pouzitého nosi¢e (pfiblizné¢ 6 mg castic Titansphere) pro mikrogradientovou

separaci oproti vsadkovému obohacovani fosfopeptidli (3 mg Castic Titansphere).
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V/sadkové obohacovani 1

1. frakce 1. gradientu

290

Mikrogradientova separace

Obrazek 35: Vennlv diagram srovnavajici celkové mnozstvi identifikovanych nefosforylovanych peptidu ve
vSech frakcich mikrogradientové separace dle eluéniho schématu B, v prvni frakci prvniho gradientu elu¢niho
schématu B a v prvni eluci prvniho provedeni vsadkového obohacovani.

Vsadkové obohacovani 1

Vsadkové obohacovani 2
Eluce 1 :

Eluce 1

Mikrogradientova separace

Obrazek 36: Vennuyv diagram srovnavajici celkové mnozstvi identifikovanych peptidii z druhého gradientu
v mikrogradientové separaci dle eluéniho schématu B a v prvnich elucich dvou pokust vsadkového.
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Vsadkové obohacovani 1
Eluce 1

VVsadkové obohacovani 2
' Eluce 1

Mikrogradientova separace

Obrazek 37: Venniv diagram srovnavajici celkové mnozstvi identifikovanych nefosforylovanych peptida
z druhého gradientu v mikrogradientové separaci dle eluéniho schématu B a v prvnich elucich dvou pokust
vsadkového obohacovani.

Na zavér byly srovnany i nékteré frakce mikrogradientové separace elu¢niho schématu
B mezi sebou. Z obrazku 38 i 39 vyplyva, ze nejvice fosfopeptida (celkem 2752) bylo eluovano
Vv prvni frakci druhého gradientu. Zaroven obrazek 38 ukazuje, Ze v prvni frakci se vyskytovalo
2036 unikatnich fosfopeptidii, coZ je nékolikanasobné vétsi pocet unikatnich fosfopeptidi nez
ve tieti a ¢tvrté frakci. Celkové bylo ve tieti frakei 1057 fosfopeptida a z toho jich bylo pouze
321 unikatnich. Ve ¢tvrté frakci se nachazelo velmi malé mnozstvi fosfopeptida a pouze 98 jich
bylo unikatnich. Na obrazku 39 je vidét, Ze v prvni frakci se nachazi velké mnozstvi unikatnich
fosfopeptid (2479). V paté a Sesté frakci druhého gradientu je ve srovnani s prvni frakci
ptitomno jest¢ méné fosfopeptidii nez ve Ctvrté frakci. V paté frakci bylo 161 fosfopeptida
(112 unikatnich) a v Sesté frakci 84 fosfopeptidi (35 unikatnich), které se nenachazely v prvni
frakci. Proto by pro dalsi analyzy bylo pravdépodobné vyhodné posledni tii frakce po
mikrogradientové separaci ptred vlastni LC-MS analyzou spojit za Gcelem zkraceni celkové

doby analyzy.
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1. frakce 2. gradientu

3. frakce 2. gradientu

4. frakce 2. gradientu

Obrazek 38: Venntllv diagram srovnavajici mnozstvi identifikovanych fosfopeptida v prvni, téeti a étvrté frakci
druhého gradientu mikrogradientové separace dle elu¢niho schématu B.

1. frakce 2. gradientu

5. frakce 2. gradientu

W 35

8 6. frakce 2. gradientu

Obrazek 39: Vennuv diagram srovnavajici mnozstvi identifikovanych fosfopeptidti v prvni, paté a Sesté frakci
druhého gradientu mikrogradientové separace dle elu¢niho schématu B.

V mnoha pftipadech, je u pracovniho postupu separace a izolace fosfopeptidl
z komplexnich smési zahrnuta nejprve separace a frakcionace vzorku pomoci napiiklad SCX
chromatografie. Nasledn€ jsou v§echny frakce podrobeny také obohaceni fosfopeptidii na TiO2
mikrokuli¢kach a nasledovany LC-MS analyzou [115]. Tento postup je ale velice pracny. Pii
mikrogradientové separaci na kolonce se stacionarni fazi na bazi TiO2 dochéazi zaroven
k obohaceni i separaci s naslednou eluci fosfopeptidi do vice frakci. Vyhodou takovéto
mikrogradientové separace je moznost vynechani dalSiho separa¢niho kroku (SCX, HILIC),

¢imz dochazi k celkovému zjednoduseni i urychleni separace a identifikace fosfopeptidu.
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Zavér
Fosfopeptidy ze smési lze obohatit a separovat riznymi metodami. Tato prace
se zabyvala zejména separaci fosfopeptidii na stacionarni fizi na bazi oxidu titanicitého

s naslednou MS analyzou.

Hlavnim cilem této prace byla optimalizace postupu mikrogradientové separace
fosfopeptidii na TiO2 nosi¢i a nasledné porovnani uc¢innosti této separace s jiz zavedenym

postupem vsadkového obohaceni a separace fosfopeptidi.

V prvni Casti prace byla optimalizovand mikrogradientovd separace fosfopeptidi
na jednoduché smési peptidi standardnich proteini. Optimalizovany pracovni postup
mikrogradientové separace byl nasledné ovéfen a vyzkouSen pomoci redlného vzorku
celobunécného lyzatu Jurkat bunék nastépeného trypsinem. Ukézalo se vSak, ze protokol
optimalizovany s peptidy standardnich proteinti neni uplné vhodny pro separaci fosfopeptidii
z komplexngjsi smési. Ztoho davodu byly nasledné¢ provedeny dalsi dva postupy
mikrogradientové separace fosfopeptidi z bunééného lyzatu Jurkat bunék, z nichz byl vybran

ten nejvhodné;jsi.

Na zaklad¢ minimalniho mnozstvi identifikovanych fosfopeptidii a velkého mnozstvi
nefosforylovanych peptidi v prvnim gradientu bylo potvrzeno, ze tento prvni gradient separace
slouzi jako ucinny promyvaci krok pro redukci nespecifické sorpce. Z toho vyplyva, ze se
podafilo vhodné nastavit prvni a druhy eluéni gradient tak, abychom minimalizovali

nespecifickou sorpci a zarovein ziskali maximalni mnozstvi fosfopeptidu.

V dalsi ¢asti prace byla porovnavana u¢innost mikrogradientové separace a vsadkového
obohacovani fosfopeptidli z bunécného lyzatu Jurkat bunck. Celkové mnozstvi detekovanych
fosfopeptidi po provedeni mikrogradientové separace bylo o 29 % vyssi, pfi¢emz bylo také

detekovéano 0 vice nez tisic unikatnich fosfopeptidii oproti vsadkovému uspotadani.

V neposledni tfadé¢ bylo také porovnano mnozstvi separovanych fosforylovanych
peptidi z realného vzorku v jednotlivych frakcich druhého gradientu mikrogradientové
separace. Kvili nizkému mnozstvi fosfopeptidii v poslednich tfech frakcich by bylo praktické

tyto frakce spojit pied vlastni LC-MS analyzou za ucelem urychleni provadéné analyzy.

Celkové je tedy mikrogradientova separace a frakcionace fosfopeptidi na koloné plnéné
TiO2 nosi¢em ptinosna zejména vzhledem k vys$simu poctu detekovanych fosfopeptidd a tim

Kk hlubsimu pokryti fosfoproteomu analyzovaného vzorku.
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Ptilohy

Priloha 1: Ptehled fosfopeptidii odvozenych po tryptickém $tépenim o S1 kaseinu, a S2 kaseinu a B kaseinu [26].

) o Larsen
Protein Peptidova sekvence (0d-do) Modifikace Cal [M+H]+ *
et al.
a-S2-kasein | EQLSTSEENSK (141-151) 1P 1331,53
a-S2-kasein | EQLSTSEENSK (141-151) 2P 1411,50
a-S2-kasein | TVDMESTEVFTK (153-164) 1P 1466,61 | 1466,6121
a-S2-kasein | TVDMESTEVFTK (153-164) 10 1P 1482,6070
a-S2-kasein | EQLSTSEENSKK (141-152) 2P 1539,5975
a-S2-kasein | TVDMESTEVFTKK (152-164) | 1P 1594,70 | 1594,7070
a-S2-kasein | KTVDMESTEVFTK (152-164) | 10 1P 1610,7019
a-Sl-kasein | VPQLEIVPNSAEER (121-134) | 1P 1660,79 | 1660,7942
a-Sl-kasein | YLGEYLIVPNSAEER 1P 1832,83
| DIGSESTEDQAMEDIK
a-S1-kasein 1P 1847,69 | 1847,7252
(58-73)
| DIGSESTEDQAMEDIK
a-S1-kasein 10 1P 1863,7202
(58-73)
| DIGSESTEDQAMEDIK
a-S1-kasein 2P 1927,69 | 1927,6916
(58-73)
| DIGSESTEDQAMEDIK
a-S1-kasein 10 2P 1943,6865
(58-73)
| YKVPQLEIVPNSAEER
a-S1-kasein 1P 1951,95 | 1951,9525
(119-134)
| NTMEHVSSSEESIISQETYK
a-S2-kasein 4P 2619,04
(17-36)
1Q—pyro-E
| QMEAESISSSEEIVPNSVEQK
a-S1-kasein 4P 2623,9201
(74-94)
| VNELSKDIGSESTEDQAMED
a-S1-kasein 3P 2678,01 | 2678,0229
IK (52-73)
VNELSKDIGSESTEDQAMED
a-S1-kasein 10 3P 2694,0178
IK (52-73)
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| QMEAESISSSEEIVPNSVEQK | 1P—pyro-Q
o-S1-kasein 2703,8864
(74-94) 5P
| QMEAESISSSEEIVPNSVEAQ
a-S1-kasein 5P 2720,91 | 2720,9130
K (74-94)
] QMEAESISSSEEIVPNSVEQK
a-S1-kasein 10 5P 2736,9079
(74-94)
| NTMEHVSSSEESIISQETYKQ
a-S2-kasein 4P 2747,10
(17-37)
| EKVNELSKDIGSESTEDQAM
o-S1-kasein 3P 2935,15
EDIK (50-73)
] NANEEEYSIGSSSEESAEVAT
a-S2-kasein 4P 3008,01 | 3008,0296
EEVK (61-85)
| NANEEEYSIGSSSEESAEVAT
a-S2-kasein 5P 3087,99 | 3084,9959
EEVK (61-85)
] KNTMEHVSSSEESIISQETYK
o-S2-kasein 4P 3132,20
QEK (16-39)

* experimentalné identifikované fosfopeptidy

Piiloha 2: Piehled experimentalné identifikovanych fosfopeptidii odvozenych po tryptickém $tépenim fosfvitinu
doplnénych fosfopeptidy z Czernick et al. [112].

Peptidova sekvence (od-do) Modifikace Cze:;lk i [M+H]+
TTSFPHAS (1249-1256) 1P 927,367
TTSFPHASA (1249-1257) 1P 998,404
TTSFPHASAA (1249-1258) 1P 1069,435 1069,443
TTSFPHASAA (1249-1258) 2P 1149,401 1149,411
DSSEEKFLR (1-9) 1P 1190,509
ASQGDPQINLK (1123-1133) 1P 1250,578
DSSEEKFLR (1-9) 2P 1270,475
SFPHASAAEGER (1251-1262) 1P 1338,547 1338,555
KILDDTDNQATR (1080-1091) 1P 1469,663
TTSFPHASAAEGER (1249-1262) 1P 1540,643 1540,643
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ESVLSDSGVSEYEK (1721-1734) 1P 1608,668
TTSFPHASAAEGER (1249-1262) 2P 1620,609 | 1620,609
GNTVLAEFGTEPDAK (1107-1121) 1P 1628,720 | 1628,720
AEFGTEPDAKTSSS (1112-1125) 3P 1666,532
TTSFPHASAAEGER (1249-1262) 3P 1700,575
KGNTVLAEFGTEPDAK (1106-1121) 1P 1756,815 | 1756,815
AEFGTEPDAKTSSSS (1112-1126) 4P 1833,531
SQFNSHSSYDIPNEWET 1P 2120,823
SQFNSHSSYDIPNEWET 2P 2200,795

- 3P 2408,935
AEFGTEPDAKTSSSSSSASSTATSSASS

(1112.1139) 5P 3024,960
AEFGTEPDAKTSSSSSSASSTATSSASSS | __ 1111997

(1112-1139)
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