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ANOTACE

Diplomova prace se zabyva imobilizaci proteinkinazy na magneticky nosic, fosforylaci
proteinli na tyrosinu a jeji detekci. Fosforylace byla provedena u dvou proteini -
alfa-synukleinu a myelinovém bazickém proteinu pomoci volné i imobilizované Src kinazy.
Detekce byla provedena metodami Western blotu pomoci dendrimeru pIMAGO a specifickych
protilatek proti fosforylovanému tyrosinu a hmotnostni spektrometrie. Stabilita imobilizované

Src kinazy byla sledovana pomoci Src peptidu s analyzou hmotnostni spektrometrii.

KLICOVA SLOVA

Fosforylace, fosfoproteiny, Src kindza, imobilizace enzymu, alfa-synuklein, myelinovy bazicky

protein, tau protein

TITLE

Detection of Enzymatic Activity of Src Kinase Immobilized on Magnetic Particles

ANNOTATION

The thesis deals with the immobilization of protein kinase on a magnetic carrier,
the phosphorylation of proteins on tyrosine and its detection. Phosphorylation was performed
on two proteins - alpha-synuclein and myelin basic protein using both soluble and immobilized
Src kinase. Detection was performed by Western blot methods using pIMAGO dendrimer and
specific antibodies against phosphorylated tyrosine and mass spectrometry. The stability

of immobilized Src kinase was monitored using Src peptide and mass spectrometry analysis.
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UvVoD

Fosforylace je jednou z posttranslacnich Uprav, kterd mé vliv na vyslednou strukturu
1 funkci proteint. Studium fosforylace na proteinech in-vitro mize pomoci objasnit patogeneze
mnoha chorob. K detekci fosforylace je tfeba citlivych metod. Nejcastéji se dnes pouziva
hmotnostni spektrometrie (MS), kterda umoziiuje do nékolika minut ziskat velké mnozstvi
vysledkt, které je nasledné potieba srovnat se spektry v databazich a urcit, jestli jsou dané
proteinové fragmenty fosforylovany. DalSimi metodami detekce jsou napiiklad pomoci
radioaktivniho znaceni izotopem fosforu nebo pomoci raznych chelatac¢nich latek, jako jsou
Zn>*, Mn?*, Ti*" a Ca®", které selektivné vazou fosforylaci na proteinu. Casta je i detekce
fosforylace pomoci specifickych protilatek nebo pomoci dendrimeru pIMAGO. Vyhodou
téchto detekci oproti MS detekci je, ze neni potieba drahého vybaveni.

Diplomova préce se zabyva optimalizaci metod detekce fosforylace na proteinech, a to
metodami Western blot s imunodetekci a s dendrimerem pIMAGO. Metoda imunodetekce
je zalozena na specifické reakci protilatky s cilovou strukturou — fosforylaci na aminokyseliné
tyrosinu. Metodou Western blotu s dendrimerem pIMAGO lze specificky prokazat cilovou
strukturu na proteinech, nezavisle na aminokyselin€, na které je fosfatova skupina navazana.

Dale se prace zabyva imobilizaci Src kindzy na magnetické Castice Sera-Mag Speed
Beads s modifikovanym karboxylovym povrchem a ovéfenim jeji skladovaci stability.
Takto pfipravena kinaza bude pouzita k fosforylaci vybranych proteini (myelinového
bazického proteinu a alfa-synukleinu). K detekci jeji aktivity budou pouzity optimalizované
metody — Western blot s dendrimerem pIMAGO a imunodetekci. Pro potvrzeni fosforylaci
bude pouzita hmotnostni spektrometrie, kterd ma moznosti potvrdit i konkrétni mista
fosforylace v proteinu. Analyzovan v tomto piipad€ neni cely protein, ale jeho fragmenty,
protoze nejprve dochazi k jeho rozstépeni na peptidy. Diky tomu jsme po porovnani vysledki
s databazi schopni urcit, na kterém peptidu a na kterém misté¢ v aminokyselinové sekvenci je
protein fosforylovan.

Fosforylace proteinii zejména na tyrosinu ma vztah k nékterym neurodegenerativnim
chorobam, zejména k Parkinsonové chorobé a Alzheimerov€é chorobé. O nékterych
fosfoproteinech specificky se vyskytujicich u téchto chorob se uvazuje jako o moznych
diagnostickych markerech. Proto je detekce proteinové fosforylace pfedmétem mnoha

vyzkumd.
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1. CiL DIPLOMOVE PRACE

Cilem diplomové prace bylo zavedeni a optimalizace metod k detekci enzymové
aktivity ~ Src kindzy.  Vybranymi metodami byl Western blot s imunodetekci
s anti-fosfotyrosinovymi protilatkami, Western blot s dendrimerem pIMAGO
a MALDI-Orbitrap MS. Fosforylace proteinti byla provedena volnou aimobilizovanou
Src kinazou. Dil¢im cilem u imobilizované Src kindzy bylo ovéfeni aktivity a skladovaci

stability pomoci fosforylace Src peptidu a metody detekce hmotnostni spektrometrie.

15



2. TEORETICKA CAST

2.1. Proteinkinazy

Proteinkinazy jsou proteiny spadajici do skupiny molekul s pfisné organizovanou
strukturou [1]. Predstavuji unikétni a presné definovany systém, ktery reguluje velkou fadu
procest ve vSech eukaryotickych buinikach [1]. Existuji i tyrosin proteinkindzy vylucované
mimo bunku, takze informace nemusi byt pfedavana pouze uvniti bunky, ale i mimo ni [2].

Jsou to enzymy ze skupiny transferaz, které katalyzuji fosforylaci. Tento proces je znam
jiz od 50. let minulého stoleti [1]. Maji opacnou funkci nez fosfatdzy, které v proteinech
odstranuji fosfatovou skupinu. V dnesni dobé je existuje nékolik skupin proteinkinaz.
Velikost a rozmanitost rodiny kinaz byla odhalena teprve az po osekvenovani celého genomu
[1]. V lidském organismu miZeme najit pfes 500 rtiznych kindz [3]. Rada znich mize
pfi poruSe zpUsobit zdvaznd onemocnéni. Proto je identifikace kinaz, jejich substrath
a potencialnich inhibitori nezbytnd pro pochopeni zdkladnich procest, diagnostiku
a objevovani novych 1ékti [4]. Na velkou ¢ast kindz se v posledni dobé zamétuje i protinddorova
lécba [3].

I kdyzZ je rodina proteinkindz pomérné rozmanita a kazda kinaza vykazuje jedinecné
variace proteinkindzové reakce, strukturu maji vSechny podobnou [5]. Skladaji se
z N-terminalniho laloku, ktery ma strukturu f-skladaného listu a slouzi ptevazné k vazbé ATP,
a z C-terminalniho konce, ktery mé strukturu a-helixu a je zodpovédny za spojeni kindzy
s peptidovym substratem [6].

Ulohou proteinkindz v bufice je pienos fosfatové skupiny z ATP (vétSinou)
na specifickou aminokyselinu v proteinu. Jedna se o vratnou reakci, protoze fosfatova skupina
muze byt hydrolyticky odStépena za katalyzy enzymem fosfatazou [7]. Fosforylace je jednou
z nejcastéjSich posttransla¢nich modifikaci proteinli u eukaryot [3]. Ovliviiuje asi 1/3 proteint
a jeji studovani in-vitro mize pomoci pochopit normalni i patologické stavy organismu [8].
I kdyz je totiz proces fosforylace v buiice velmi striktné kontrolovan a regulovan, obcas
se dostane mimo kontrolu. Néslednd hyper- nebo hypofosforylace muize vést k rozvoji
onemocnéni. Nejcastéji je pozorovana u nadorovych onemocnéni a neurodegenerativnich
chorob. Eukaryotické proteinkinazy jsou regulovany piesné danymi ptisobky, naptiklad pomoci
hormont, neurotransmiterti nebo 1 pomoci nedostatku zivin a jinymi druhy stresu [1].
Tento zpiisob regulace vétSinou zajiStuje piestavbu molekuly a naslednou aktivaci nebo
inaktivaci enzymu, pfipadné spusténi celé kaskady d&ja [1]. Mize jit naptiklad o otevieni

kanalu nebo zah4jeni transkripce.
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Fosforylace neni jedinou posttranslacni Gpravou proteinti. Dal§imi modifikacemi jsou
glykosylace, acylace nebo methylace [7]. I kdyz tyto reakce nejsou tak ¢asté, jsou také velmi

dualezité pro strukturu a funkci vyslednych proteini [9].

2.1.1. Patogeneze fosforylace

Nadmérna nebo nedostate¢na fosforylace proteinti predstavuje pomérné velky problém.
Vede ke ztrat¢ funkce proteinit a jejich naslednému hromadéni v bunkach. Za normalnich
okolnosti jsou nefunkéni proteiny likvidovany v proteazomu uvnitf buiiky pomoci ubikvitinu.
Pokud je ale proteinti ptilis vysoka hladina a je piekroc¢ena kapacita proteazomi, nadbytecné
proteiny agreguji. To vede k vyvoldni apoptozy, v nékterych ptipadech 1 nekrozy bunky.
Dale miize dojit k aktivaci imunitniho systému, nejriznéj$im zanétim, likvidaci bunék
v mozku a u pacienta dochazi k mentalnim zménam. Buiiky dale nejsou obnovovany, protoze
i pres pomérné¢ dobré prokrveni ma nervova tkan velmi Spatnou regenerativni schopnost.
Postupem casu dochdzi k progresi onemocnéni. Mezi nemoci, u kterych se vyskytuje
hyperfosforylace proteint, se fadi amyloidéza, Alzheimerova choroba, Huntingtonova choroba,
Jakobova choroba a také Parkinsonova choroba, které se budu v praci dale vénovat.

Proces fosforylace je tedy velmi dilezity pro spravnou strukturu, ale i funkci proteint.

2.1.2. Déleni proteinkinaz

Proteinkinazy se od sebe odlisuji zpiisobem regulace a také substraty, které fosforylu;ji
[3]. Podle toho, ktery postranni fetézec aminokyseliny kinazy fosforyluji, je mizeme rozdélit
na serin, threonin a tyrosin kindzy. PficemzZ serin a threonin kinazy jsou ¢asto fazeny do jedné
spole¢né skupiny tzv. serin/threonin kindz [7]. Dale existuje mald skupina tzv. dual
specifickych kinaz, které mohou fosforylovat serin/threonin nebo tyrosinové substraty [10].
Kromé téchto skupin existuji jeSté kinazy, které¢ fosforyluji histidin. Ty ale u eukaryot
nenajdeme, vyskytuji pouze u bakterii.

Prvni skupina, serin/threonin kindzy, katalyzuje pfenos fosfitu na serinové
nebo threoninové zbytky. Do této velké skupiny fadime celou fadu vyznamnych kindz,
napiiklad cAMP-dependentni proteinkinaza, proteinkindza A, proteinkindza B [7; 10].
Najdeme zde asi 400 riznych kinaz [6]. Tyrosin kindzy tvoii druhou, vyrazné mensi skupinu.
Dnes je znamo asi 90 rtiznych kindz specifickych pro rezidua tyrosinu [6]. Jejich tkolem
je fosforylace tyrosinu na O-fosfotyrosin. Druh¢ skupin€ — tyrosin kindzdm se budu podrobnéji

vénovat dale.
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2.1.3. Specificnost fosforylace

Mista pro fosforylaci na proteinech mohou byt rozpoznana vice kindzami, pficemz
kazda muze ovlivnit funkci nebo strukturu vysledného proteinu jinak [7].
Specificnost fosforylace je zajisténa n€kolika zptisoby.

Proteinkinazy selektivné cili na substraty pomoci nékolika typa fyzikalnich interaket,
Casto pres vodikové miistky. Substrat (fosforylovany aminokyselinovy zbytek) musi prechodné
interagovat s aktivnim mistem kindzy. K dalSimu zajisténi specifi¢nosti pfispivaji Siroké
Stérbiny  proteinkindz, které interaguji s misty lemujici oblast fosforylace [3].

Predstava interakce kinazy se substratem je zndzornéna na Obrazku 1.

Interakce kindazového Substrat

substratu —

Strana katalytickych
interakci

doména

Dokovaci interakce

Adaptor

o Modulan
Doménove interakce doména

Adaptorové interakce

Obrazek 1 Interakce enzymu a substratu. Pfevzato a upraveno [3].

Regulace fosforylace je pomérné slozita pomoci hormonti a dalsich ptisobkt. Nékdy je
usporadani fosforylace hierarchické v podobé riznych kaskad. V takovych piipadech jsou
signdly Casto sméfovany z extracelularniho prostoru, pfes membranu az do jadra bunky
prostfednictvim rliznych drah. Vysledkem muze byt inhibice nebo stimulace d&ja, jakymi mize

byt naptiklad transkripce a podobné [7].
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2.2. Tyrosinkinazy

V dnesni dob¢ je znamo asi 518 riiznych proteinkinaz. Z toho je vice nez 90 tyrosinkinaz
[11]. Tyto enzymy kovalentné¢ modifikuji hydroxylové zbytky na tyrosinech v proteinovych
substratech ptenosem y-fosfatové skupiny z ATP [12]. Ovliviyji tim bunécny rist a déleni,
diferenciaci, reguluji apoptozu, prenos signalu do buiiky [13]. Znamo je sice zatim jen necelych
100 tyrosin kindz, ve skutecnosti jich miize existovat daleko vic. Miizeme je rozdélit
na receptorové a nereceptorové kinazy [14; 15].

Kinazy v organismu zajist'uji fosforylaci riznych proteint a tim ovliviiuji jejich aktivitu
a funkci. Bylo zjisténo, Ze rizné chyby ve fosforylaci proteint vyrazné ovlivni jejich vlastnosti
a strukturu a mohou pak zpiisobovat rizné patologické stavy. Z poslednich studii vyplyva,
ze se tyrosinova fosforylace proteinil podili na patogenezi nékterych onemocnéni daleko vice,
nez se predpokladalo [16]. Diky nastupu novych analytickych metod — zejména diky
sekvenovani nové generace, byly osekvenovany nadorové linie a odhaleny mutace v genech
koédujici tyrosin kindzy, které mohou zplisobit nadorovou transformaci bunky [17].
Pravé nadorovym onemocnénim bylo v poslednich 30 letech vénovano velké mnoZzstvi
pozornosti [11]. Byl zaznamenén i negativni vliv Src kindzy na mitochondrie [18].
Mutace v genech pro kindzy mohou vést i krozvoji neurodegenerativnich chorob.

Také proto ma studium fosforylace in- vitro velky vyznam.

2.2.1. Receptorové tyrosin kinazy

Do skupiny receptorovych tyrosin kindz (RTKs) mizeme zafadit tyrosin kindzy,
které maji transmembranovou doménu, takze se vyskytuji pouze v cytoplazmatické membrané.
Déle maji extracelularni doménu (ECD), kterd je schopna vazat specificky ligand. Pravé diky
rozmanitosti ECD jsou receptory schopny specificky rozpoznat odlisné proteinové ligandy,
které pak vyvolavaji jedinecnou odezvu. VéEtSina kindz ale mize byt aktivovéana vice nez jednim
substraty. Intraceluldarni doména se skladd zregulacni oblasti, tyrosinkindzové domény
a C-termindlni [17]. Funguji podobné jako ostatni enzymy. Po navazani ligandu
do extracelularni ¢asti enzymu dochazi ke konforma¢nim zménam molekuly. Ligandem muize
byt rozpustny nebo membranovy protein [19]. Ta umoziluje autofosforylaci v tyrosinkindzové
doméné a tim dochazi k aktivaci enzymu [17]. Po této aktivaci je mozna vazba enzymu a ATP
do intracelularni ¢asti enzymu a muze probéhnout fosforylace. Tento proces mize spustit

kaskadu dé&ju, ktera konci az v jadre.
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Do této skupiny patii celkem 58 tyrosin kindz [11]. Tyto tyrosin kindzy jsou dale
rozdelené do 20 podskupin [15].

2.2.2. Nereceptorové tyrosin kinazy

Nereceptorové tyrosin  kindzy (nRTKs) nemaji transmembranovou doménu,
nachazeji se naptiklad v cytosolu, nebo jadie bunky. Tvoii mensi skupinu nez receptorové,
v lidském organismu jich najdeme celkem 32 [20]. Ty jsou dale rozd€lené do 10 rodin — Alb,
Ack, Csk, Fak, Fes, Frk, Jak, Src, Tec, Syk [12].

Dale bude pozornost vénovana nejvice rodiné Src. Typickym zastupcem
je Src tyrosinova kindza, kterd je dilezita pro spravnou proliferaci, migraci, invazi a pfeziti
bunck [21]. Tato skupina je v posledni dob¢ hojné studovana, protoze sem dale fadime kinazy
Brk, které jsou dilezitym onkogenem, objevuji se hlavn€é u nadort prsu [21; 22].
Podrobnéji budou Src kindzy rozebrany v nasledujici kapitole.

Tyrosin kinazy maji vztah 1 k rozvoji neurodegenerativnich onemocnéni. V poslednich
20 letech byly hojné¢ studovéany posttranslaéni modifikace (PTM) u tau proteinu, z nich hlavné
fosforylace, a jejich vztah k Alzheimerové chorobé. Bylo zjisténo, Ze fosforylace na nékterych
specifickych mistech ovliviiuje vlastnosti tau proteinu [16]. A to hlavné jeho rozpustnost.

Kinazy rodiny Src a Alb se zase podileji na patogenezi Parkinsonovy choroby [16].
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2.3. Src kinazy

Proteinkinazy patfici do Src skupiny jsou jiz dlouhd 1éta pfedmétem vyzkumi.
Tyrosinova kindza Src byla mezi prvnimi popsanymi onkogeny [18]. Existuji 2 typy.
Prvni pochazi z viru Rousova sarkomu, ktery zplsobuje nadorové onemocnéni kurat.
Byl objeven jiz v roce 1911 a probihala na ném uz cela fada studii [5]. Dale jesté existuje jeji
normalni bunény homolog, kddovany fyziologickym genem vyskytujicim se u zvitat a lidi
[20]. Jedna se o prvni proto-onkogen [5]. Zkoumana je jak lidska Src kinaza, tak i kuteci Src.
Oba proteiny si jsou velmi podobné, vykazuji 99,6 % identitu. Kufeci virovy protein Src
se od ni mirné odlisuje [5].

Celkem do této rodiny spada 11 kinaz. Dle ptibuznosti je l1ze rozdélit do 3 podskupin.
Do prvni skupiny se fadi enzymy Src, Fyn, Yes a Fgr. Do druhé skupiny patii enzymy
Blk, Hck, Lck a Lyn. Do posledni, tfeti skupiny pak patii Brk, Frk a Srm.
Enzymy ve tfeti skupiné jsou velmi vzdalené pfibuzné enzymim v L. a II. skupiné [5; 20].
Odlisuje se od nich strukturou. Sice maji, podobné jako ptedchozi 2 skupiny, domény (SHI,
SH2, SH3), ale nemaji myristoylovou skupinu na N-konci a C-terminalni regula¢ni konec [5].

V organismu se vyskytuji prakticky vSude a maji dualezitou roli. Funguji jako
proto-onkogeny a maji vliv na morfologii bunék, pohyblivost, proliferaci a pteziti [20].
Hlavni vyznam maji Src kindzy pii proliferaci buné€k. MiZze byt aktivovdna pii simulaci
receptoru epidermalniho ristového faktoru, ktera vede k proliferaci bun¢k. Také je aktivovana
pii pfechodu bun¢k z G2 do M faze bunécného cyklu. Nejspis se ale kinazy ucastni 1 jinych
procestt nez jen bunééného dé€leni, protoze jsou pfitomny i v bezjadernych burkach
(trombocytech) a to dokonce v 5-200krat vySs$i hladiné neZ u vétSiny ostatnich bunék.

Je také ptitomna v neuronech [20].

2.3.1. Struktura Src proteinkinazy
Pro Src kindzu, stejné jako pro ostatni proteiny plati, Ze pro spravnou funkci musi byt
posttranslaén¢é modifikovana. Tento d¢j je nutny pro fungovani kindz v buiice. Ve své struktuie
nemaji tyto kindzy domény typické pro receptorové kindzy — extracelularni cast vazajici ligand
a intracelularni ¢ast schopnou vézat substrat a ATP. Nicméné i tyto kindzy mohou byt
v nékterych ptipadech zakotveny v membrané, a to diky modifikaci na N-konci. Src kinazy
maji ve své struktute (Obrazek 2) myristoylovany konec, oblast kladn€ nabitych aminokyselin,

SH2 a SH3 domény, tyrosin kindzovou katalytickou doménu a koncovou C-oblast [20].
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Na N-konci molekuly je misto methioninu na glycinu navdzdna 14-uhlikata
myristoylova skupina. Dochazi k tomu po reakci s myristoyl-CoA [5]. To zajiStuje kinazdm
lepsi zakotveni do cytoplazmatické membrany, proto je tato posttranslacni modifikace nutna
[20]. Nicméné pouze myristoylace nestaci k zakotveni kindzy do membrany [5]. Src kinazy
maji ve své molekule nékolik domén — SH4 (myristoylova skupina), SH3, SH2, SH1 (doména
protein-tyrosin kindzy), dale jedine¢nou doménu, linker SH2-kindzy a regula¢ni segment

na C-teminalnim konci [23].
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Obrazek 2 Struktura Src proteinkindzy. Pfevzato a upraveno z [23].

Doménu SH3 tvofi asi 60 aminokyselinovych zbytkl. Je slozena z 5 antiparalelnich
B-prament, 2 smycek zvanych RT a n-Src smycky. Smycky lezici na obou koncich povrchu
sloZzeného z aromatickych a hydrofobnich zbytkli tvoii rozpoznavaci misto proteinovych
sekvenci (hlavné polyprolin). Proliny interaguji s aromatickymi zbytky v doméné SH3 [5].

Doménu SH2 tvofi asi 100 aminokyselinovych zbytkli a vazou se na fosfotyrosin
na C-terminalnim konci. Je sloZzena z centralniho, tfivldknového B-skladan¢ho listu, z kazdé
strany obaleného jednim helixem (al, a2). Jsou zde 2 kapsy, jedna pro vazbu fosfotyrosinu,
druhé pro vazbu C-termindlnich konct [5].

Domény SH2 a SH3 jsou velmi dulezité pro intramolekuldrni a intermolekularni
interakce, které reguluji lokalizaci, ndbor substratu a katalytickou aktivitu [13]. Vyskytuji se
na zadni strané€ kindzové domény, mimo aktivni misto [20]. Prostfednictvim intramolekulérnich
kontaktli omezuji aktivitu enzymu. Po pfemisténi intramolekuldrnich domén mohou proteiny
aktivovat Src kindzu. Proteiny, které obsahuji ligandy téchto domén, mohou na domény vazat
a ptitahovat je do specifickych mist bunék [20; 23]. 3D struktura molekuly kindzy je zndzornéna

na Obrazku 3.
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Maly lalok
C-helix

SH3 Smycka bohaté na G

Activation

Obrazek 3 Struktura Src kinazy. Pfevzato a upraveno z [20].

2.3.2. Aktivita Src kinaz
Aktivita kindz v buiice je velmi pfisné kontrolovdna. Aby byla zaji§téna rychla
odpovéd’, ahlavné specifickd aktivita kindz, nachazi se jich vétSina v neaktivnim stavu.
K aktivaci dochdzi po kontaktu s aktivaéni molekulou [24]. Aktivita Src proteinkinaz
je regulovana tyrosinovou fosforylaci. Diky tomu dochazi ke zméné konformace molekuly

(Obrazek 4) a kinaza se stava aktivni.
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/
Autoinhibovna Src Aktivovana Src

Obrazek 4 Zména konformace Src kinazy po aktivaci. Pfevzato a upraveno z [23].

Mezi hlavni fosforylaéni mista lidského Src patii tyrosin 419, na kterém muze dojit
k fosforylaci sousedni molekulou Src (trans-autofosforylace), popfipadé jinou kindzou.

Nachazi se v aktivacni smycce katalytické domény. Jeho fosforylace podporuje aktivitu
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enzymu [5]. Druhym dulezitym mistem je tyrosin 530, na kterém dochazi k fosforylaci
za pomoci jinych proteinkinaz. VétSinou diky C-termindlni Src kindze nebo Csk homologni
kinaze. Toto misto se nachazi mimo aktivacni smycku, jeho fosforylaci dochdzi k inhibici
fosforylace [5; 20]. Virovy onkogenni protein Rousova sarkomu se na svém C-termindlnim
konci vyrazné 1isi od lidského nebo kuteciho Src. Nenajdeme u néj ekvivalent Tyr530, ktery by
fungoval jako autoinhibitor, proto ma tento enzym zvySenou bazalni aktivitu [5].

Pokud je enzym neaktivni, obsahuje ve své molekule néjaky zlom, ohyb, ktery
katalytickou aktivitu vylucuje. Pii aktivaci dochazi vlivem elektrostatickych zmén ke zméné
struktury, ldmani, vytvareji se jiné vodikové vazby a molekula je tak ptipravena pro fosforylaci
proteinu [5]. Aby dale mohla prob&hnout fosforylace proteinu je nutna piitomnost 2 iontt Mg?".
Obecné je pro ¢innost proteinkinaz potteba iont Mg?" nebo Mn?*. Uvniti bunék je ale vy3si
substratu Mg-ATP, interaguje s komplexem enzym/kov-nukleotid, aby se zvysila katalyticka
G¢innost [5]. Funkce Mg?" a dalsich dvojmocnych kationtll v reakcich zprostiedkovanych
proteinkindzami jsou slozité. Byly zkoumény jak na receptorovych, tak i na nereceptorovych
kin4zéach. Zatim nebyla zcela objasnéna [5].

Za normalnich podminek je vétSina (cca 90 %) Src kindzy fosforylovano na Tyr530.
Fosfotyrosin 530 v C-termindlnim konci se tak nésledn¢ mutze navdzat na doménu SH2
a stabilizovat celou molekulu neaktivniho enzymu [20]. Vytvéii zde zapadku, ktera stabilizuje
pfipojeni domény SH2 k velkému laloku [5]. Stabiliza¢ni funkci ma i doména SH3.
Nejriznéj$i mutace v SH2 doméné se ukazaly jako mozZné pficiny zmény aktivity kinazy, ktera
nasledné vedla k rozvoji nddorovych onemocnéni. Mutace totiZ miiZze ovlivnit funkéné dilezité
aminokyseliny, které se podileji na vazbé ligandu, nebo zprostiedkovavaji interakce
s katalytickou doménou. To nasledné vede k jejich nedostatecné nebo nadmérné aktivité [24].

V pribéhu let bylo vyvinuto mnoho usili a bylo vedeno nemaélo klinickych studiich pro
identifikaci inhibitorti Src proteinkinaz, které by mohly pomoct v 1é¢bé solidnich néadori
predevsim prsu a plic [25]. Jsou to naptiklad ptipravky desatinib a ponatinib, které vytvareji
vodikové vazby a propojuji tak malé a velké kinazové laloky. Diky tomu je molekula udrzovana
v neaktivni formé& [5]. Snad bude casem podobného pokroku vl1écbé dosazeno

1 u neurodegenerativnich chorob.
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2.4. Alfa-synuklein

Alfa-synuklein je neuronalni protein, ktery spolu s beta- a gama-synukleinem patii
do skupiny synukleinovych proteinti. VSechny se za fyziologickych podminek vyskytuji
na presynaptickych termindlech a mozku [26; 27]. Fyziologicka funkce je zatim jen malo
pochopena. Podileji se na stabilit¢ membrany neuront, ovliviiuji presynaptickou signalizaci
[27]. Alfa-synuklein nejspiSe muze pusobit také jako molekularni chaperon a poméhat
pii opétovném skladani SNARE proteinti. Alfa-synuklein se pfimo vaze na synaptobrevin-2
SNARE proteinu a podporuje tvorbu SNARE komplexu [28]. Roli hraje i v regulaci
dopaminové neurotransmise a to tak, Ze se spojuje s dopaminovym neurotransportérem
a moduluje jeho aktivitu [29].

Genetické zmény SNCA vedou knékolika patologiim (synukleinopatiim).
Fibrilarni agregéty synukleinu tvoti hlavni slozku amyloidnich plakd u Alzheimerovy choroby,
jsou hlavni slozkou Lewyho télisek a nachazeji se také uvnitf neuronti v agregatech podobnych
Lewyho télisklim, gliovych inkluzi. Byl sice popsdny patologie, které byly zplsobeny
mutacemi beta nebo gama-synukleinu, nejsou ale pfili§ rozsifené [26]. Jiz v roce 1997 bylo
zjisténo ze ma alfa-synuklein vyznam pro neurodegenerativni onemocnéni [30]. Byl nalezen
vztah mezi bodovou mutaci v genu kodujici synuklein a Parkinsonovou chorobou [26].
Kromé¢ Parkinsonovy choroby se alfa-synuklein vyskytuje také u jinych synukleinopatii —
mnohotna systémova atrofie (MSA), mnoho ptipadlii Alzheimerovy choroby, neurodegenerace
s akumulaci Zeleza v mozku typu I (NBIA) nebo Cisté autonomni selhani (PAF) [26; 31].
Objasnéni mechanisml, které vedou k agregaci alfa-synukleinu je nezbytné pro vyvoj uc¢inné
strategie pro diagnostiku, 1é€bu a prevenci Parkinsonovy choroby [28].

Alfa-synuklein je kodovan genem SNCA (synonyma NACP, PARKI1)
na chromozomu 4 a je tvofen 140 aminokyselinami. Velikost nativné rozlozeného monomeru
alfa-synukleinu je 14 kDa [32]. Casto je ale za nedenaturaénich podminek izolovan z mozkové
tkané jako tetramer s velikosti 58 kDa [32]. Krom¢ monomer( a tetrameri muze tvofit i dimery
[28]. Za fyziologickych podminek se vytvaii rovnovaha mezi rozpustnymi tetramery,
monomery a membranove vazanymi multimery [33].

O tom, jestli bude alfa-synuklein tvofit monomer nebo tetramer nejspiSe rozhoduji
posttranslaéni modifikace. Fyziologickd je pro néj struktura a-helixu, u patologii vétSinou
zaujimé strukturu B-sklddaného listu [33]. Synuklein se skladd ze 3 odliSnych domén
(Obrazek 5) [29]. Prvni ¢ast na N konci je tvofena 1-60 aminokyselinové zbytky.

Druh4, prostfedni ¢ast je tvofena 61-95 zbytky a je znama jako neamyloidni slozka. Tato ¢ast
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je dulezitd pro agregaci. Treti cast, C-koncova slozka, tvofend rezidui 96-140 je hlavnim

fosforylacnim mistem [28].

Vazba na membranu
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Obrazek 5 Rozmisténi domén a AMK sekvence alfa-synukleinu. Pievzato a upraveno z [34].

Ackoli je alfa-synuklein hlavné intracelularni protein (cytoplazmatickd membrana,
cytoplazma, jadro), miizeme ho najit i v télnich tekutinach, a to v krvi, likvoru a plazmé nebo
na synapsi [27]. Je zvaZovan jako jeden z moznych diagnostickych markerti v ¢asném stadiu

Parkinsonovy choroby [27]. Nicméné¢ jeho pouZiti je potieba jesté provéfit.

2.4.1. Agregace a toxicita alfa-synukleinu

Agregaty alfa-synukleinu je moZné detekovat v riznych typech bunék a intracelularnich
prostorech [33]. Vytvafii se ve 3 krocich. V prvnim kroku dochéazi k omezeni rychlosti, kterou
mély byt rozpustné¢ nestrukturni proteiny preménény na casteCné rozpustné oligomery.
Nasledné oligomery agreguji do nerozpustnych fibril. Nakonec jsou formovany amyloidni
fibrilarni agregéty. Bylo zjisténo, Ze tyto agregaty jsou odolné vii¢i detergentlim a castecné viici
plisobeni proteindzy K [28].

Fibrily 1 oligomery vykazuji znacnou cytotoxicitu. Jsou zodpoveédné za mitochondrialni
dysfunkci, endoplazmaticky retikularni stres, dysfunkci proteazomového systému, fagocytozu
a zanétlivou odpovéd’ v mikrogliich, poskozeni membrany a synaptickou dysfunkei [28].

Dopaminergni neurony maji vysoké energetické ndroky a vySS$i oxidacni stres,
proto jsou velmi ndchylné k nedostatené mitochondridlni funkci. Pro spravnou funkci

mitochondrii je dilezitd translokdza vnéjsi membrany (TOM20). Alfa-synuklein se vaze
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na TOM20 a inhibuje tak proteinovy transport. Krom¢ toho ovliviiuje alfa-synuklein i hlavni
kandl mitochondridlni membrany, napétové zavisly aniontovy kandl VDAC,
ktery je zodpovédny za tok vétSiny metabolitd. Oligomery synukleinu zplisobuji fragmentaci
mitochondrii a apoptdzu dopaminergnich neuroni [28].

U endoplazmatického retikula dochazi pifi akumulaci oligomert alfa-synukleinu
k indukei chronického stresu. Oligomery inhibuji i proteazomalni systém. Mohou se pfimo
vazat na proteazom 20S a inhibovat proteazomalni aktivitu proteolytického systému.

Alfa-synuklein také velmi ovliviiuje mikroglie a tim i fagocytézu. Mikroglie jsou malé
bunky v centralnim nervovém systému podobné makrofagtim, které jsou schopny fagocytozy,
podileji se na chemotaxi a produkuji rizné cytokiny. Extracelularni monomerni alfa-synuklein
muze podpofit a zvySit fagocytéozu mikroglii. Pokud je ale alfa-synuklein agregovan,
dochazi k jeji inhibici [28].

Také muze, mimo jiné, zpisobovat synaptickou dysfunkci, kterd je typickym jevem
doprovazejicim Parkinsonovu chorobu. Jeho oligomery inhibuji tvorbu SNARE komplexu.
Dale inhibuji mikrotubuly, které jsou diilezité pro udrzeni neuronédlni homeostazy [28].

Agregaty tedy pusobi toxicky na buiiky, vedou k jejich dysfunkci a degeneraci.
Také maji schopnost §ifit se do jinych oblasti mozku prostiednictvim pienosu z butiky na buitku
prionovym zpusobem [33]. To znamend, Ze podobné jako priony mohou v mozku Sifit

pfes propojené neurony [35].

2.4.2. Posttransla¢ni modifikace alfa-synukleinu
Protein mutze byt posttranslaéné modifikovan nékolika zplsoby — fosforylaci,

nitrosilaci, oxidaci, ubikvitinaci, glykosylaci, poptipadé glykaci (Obrazek 6).

Fosforylace
e O-glcNAcylace

e Ubikvitinace
Sumoylace
—  Zkraceni
Nitrace
SN J R S & o &
lll[[ lkl [ ‘r ‘rk ‘rl Qq I{\ Cjﬁ
611 y osl l Ll b
H2N Amfipaticka repetitivni oblast Hydrofob. pept. Kysela oblast COOH
-7 \ S

Obrazek 6 Posttranslacni modifikace alfa-synukleinu. Pfevzato a upraveno z [28]. Zmifiované tyrosiny jsou
oznaceny jako Y125, Y133, Y136 a Y39.
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Nejvice studovana z téchto modifikaci je fosforylace [29]. Posttranslacni modifikace
mohou vyrazné ovlivnit agregaci a toxicitu alfa-synukleinu. Proto jejich zkoumani muze
pomoci objasnit patofyziologické rysy synukleinopatii.

Ne vSechny posttranslacni modifikace ale vedou k vyssi toxicit€. Nekteré vykazuji
ochranné Uc¢inky preruSenim agregace nebo snizenim bunééné toxicity [33]. Takovou PTM
muze byt acetylace na methioninu (Met-1). Tento krok je nutny a velmi dualezity pro spravné
skladani proteinu [29; 31]. Studie, pii které byl pouzit rekombinantni alfa-synuklein, zjistila,
ze pii acetylaci dochazi k rozsifeni jeho a-Sroubovicového vinuti a tim je zabranéno jeho
agregaci [33]. Pri této studii byl pouzit rekombinantni alfa-synuklein ptipraveny v E. coli
a purifikovany na his tagu [36]. Vysledky byly porovnavany s alfa-synukleinem, ktery byl
izolovan z lidskych erytrocytii, ktery tuto PTM jiz mél [37]. Dle neddvného vyzkumu
se na procesu agregace podileji i kovové ionty a 3,4-dihydroxyfenyaldehyd [38; 34]. Vliv iontl
byl hojné¢ studovan v souvislosti s rozvojem neurodegenerativnich chorob, protoze mnoho
amylogennich proteinii je schopno vazat ionty kovl a s neurodegenerativnimi poruchami
je Casto spojovana systémova i tkanova nerovnovaha hladin iontt kovi [38]. U Parkinsonovy
choroby byly studovény hlavné vlivy iontd Cu?" a Fe®" na agregaci alfa-synukleinu.
Bylo zjisténo, Zze vyrazné zavisi na tom, jestli je acetylovan nebo ne. V piipadé acetylace byl
prokazan protektivni u¢inek Fe®" iontdi [38]. Kromé acetylace by mohla mit protektivni vliv
1 glykace.

Fosforylované jsou pievazné serinové zbytky, a to vpozici 87 a 129.
Kinézy zodpovédné za fosforylaci na Ser-129 jsou beta-adrenergni receptor kindza 1 (BARK1),
serin/threonin proteinkinadza (PLK2), G protein vdzana receptor kinaza 5 (GRKYS), kaseinaza |
a II (CKI, CKII) [29]. Prave fosforylace na Ser-129 je pomé&rné rozséhla u synukleinopatii a pfi
in-vitro fosforylaci na serinu podporovala tvorbu nerozpustnych fibril [29]. Pokud se
pfi imunohistochemii pouZiji znacené protilatky pro S129-fosforylovany alfa-synuklein,
jsou zvyraznéna Lewyho téliska. Znamena to, Ze hyperfosforylace alfa-synukleinu by mohla
prispivat k tvorbé téchto utvard [26]. U nékterych bunéénych modeld byla zaznamenana
zvySena tvorba fibril po fosforylaci Ser-129 pomoci CKII. U modelu Drosophilla se ukazala
fosforylace Ser-129 pomoci GRK2 také jako toxicka. Pti studiich provadénych na transgennich
mySich byla ovéfena neuroprotektivni role PLK2, kterd se vaze pfimo na alfa-synuklein
a zajiStuje selektivni odklizeni prostiednictvim lysozom-autofagni degradace. Proces je zavisly
na ATP [28]. Bylo tedy zjiSténo, Ze stejna modifikace provedend jinym enzymem, ma jiny

ucinek.
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Alfa-synuklein mtize byt fosforylovéan i na tyrosinu, a to v pozicich 39, 125, 133 a 136
[28; 39]. Za fosforylaci na Tyr-125 je zodpovédna pievazné Fyn tyrosin kindza (FYN) [29].
Rada kinaz, zprostiedkovavajici fosforylaci na Tyr-125 je ale zatim stale nezndma. Zaroveti se
stale nepodafilo prokazat, zda ma fosforylace na tyrosinu 133 a 135 vliv na agregaci
alfa-synukleinu. Fosforylace na Tyr-125 vliv na agregaci nema [28]. Rada vyzkumi
ale prokézala, ze pravé hyperfosforylace na tyrosinu 39 ma na tvorb¢ agregatt velky vliv [39;
40; 41].

Residua tyrosinu mohou byt také modifikovana nitraci. Dochazi k ni pfi plisobeni
kysliku a oxidu dusného na rezidua tyrosinu. VSechna 4 rezidua v alfa-synukleinu jsou
nachylnd na nitraci [28]. Muze také dojit k zesitovani tyrosinu na stabilni oligomery [29].
Tyto procesy rovnéz prispivaji k tvorbé charakteristickych 1¢ézi u synukleinopatii [29].

Bylo zjisténo, ze alfa-synuklein, ktery je soucésti Lewyho télisek je velmi Casto
ubikvitovan. Jeho vSudypfitomnd, pievazujici struktura je diubikvitinovana [29].
Nicmén¢ se piedpoklada zapojeni ubikvitinace 1 do patologického procesu. Do ubikvitinace
alfa-synukleinu jsou zapojeny 3 ubikvitin-protein ligazy CHIP, SIAH a Nedd4 [28].

Posttranslacnich modifikaci ovliviiujicich vlastnosti alfa-synukleinu je tedy cela fada.
Jejich pritomnost vyrazné¢ ovliviiuje jeho agregaci a toxicitu. Vyzkum posttranslacnich
modifikaci ndm mulze pomoci pochopit pficiny nékterych neurodegenerativnich chorob
a zaroven prispét k vyvoji novych terapeutickych pfistup. Je ale tfeba myslet na to,
ze dosavadni experimenty byly vétSinou provadény in-vitro, takZze zjiSténé poznatky
by nemusely platit in-vivo. DalSim problémem je, Ze vétSina proteind je pfirozené
multifosforylovanych a pokud je chceme nechat fosforylovat in-vitro pomoci kinéz,
muzeme se setkat s tim, Ze kindzy budou interagovat mezi sebou a ovliviiovat svoji aktivitu.

Tato problematika zlstava do budoucna vyzvou.

2.4.3. Parkinsonova choroba

Parkinsonova choroba je dnes pomérné€ béZzna chronicka progresivni neurodegenerativni
choroba postihujici pfevazné starSi osoby [42]. Obvykle se objevuje po dosazeni veku 50 let,
ale jsou znadmy 1 formy, které zacinaji v mladSim véku a vétSinou se tyto formy projevuji
atypicky [29]. Jedna se o druh¢ nejcastéj$i neurodegenerativni onemocnéni [43]. V roce 2016
bylo na svété priblizné 6,1 milionu osob s touto nemoci. Béhem poslednich 20 let se vyskyt
a prevalence tohoto onemocnéni v populaci rychle zvysily. Z dat vyplyva, Ze by Parkinsonova
choroba mohla byt nejrychleji rostoucim neurodegenerativnim onemocnénim na svété [44].
Zatim vSak nejsou znamy piesné piiCiny tohoto nartistu [44]. VétSina piipada je sporadicka,
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nejspise tedy bude pticina rozvoje multifaktoridlni a vliv budou mit enviromentalni i genetické
faktory [29].

Jednou z diskutovanych pfi¢in nartstu je starnuti populace, nicméné rozvoj nemoci
nejspiSe nesouvisi pouze se stafim. DalSimi diskutovanymi pii¢inami jsou genetické
predispozice €i znecisténi zivotniho prostfedi pesticidy nebo jinymi chemikaliemi [44].
Nekteré formy Parkinsonovy choroby mohou byt dédi¢né [44]. Je zndmo, Ze onemocnéni je
zpusobeno variantami ovliviiujici gen PARK1 a PARK4 a jde o autozomaln¢ dominantni
chorobu [29]. Tato choroba také castéji postihuje muze, traumatické poranéni také zvysuje
pravdépodobnost vyskytu. Nicméné neni zadny ukazatel, ktery by pomohl vyjasnit pfesnou
pticinu jejiho rozvoje [45].

Tato komplexni neurodegenerativni porucha je charakterizovdna bradykinezi, klidovym
ttesem, svalovou rigiditou, posturalni nestabilitou dale dystonickymi kiecemi nebo demenci.
V ojedinélych piipadech se mohou ptidat halucinace nebo paranoia [29; 46]. Onemocnéni je
doprovazeno ztratou dopaminergnich neuronl v substantia nigra pars compacta [43].
Kvili tomu je poté nedostatek dopaminu na synapsich a dochazi k poruse Sifeni vzruchu.
Jedna se tedy o presynaptické postizeni. K urychlené smrti a vymizeni téchto neuronti pfispiva
nejspiSe souhra nékolika faktorti [44]. Typicky se u této nemoci objevuje alfa-synuklein,
coz je presynapticky protein, ktery by mohl pfispivat k patogenezi nékolika zplsoby [26].
Typicky ale dochazi vlivem hyperfosforylace k hromadéni nefunkéniho proteinu.
ProtoZe funkéniho proteinu je malo, bunika vyrabi stale dalsi. Z pocatku je ¢ast likvidovana
v proteazomu, ale pozdéji protein agreguje a objevuji se tak Utvary typické pro Parkinsonovu
chorobu — Lewyho téliska. Jde o intraneurondlni akumulace agregovanych proteinti [46].

Dale se na rozvoji podili dysfunkce mitochondrii, lysozomi nebo transportu vezikul
a neurozanét, ktery se rozviji v disledku snahy imunitniho systému odstranit atypické struktury
z tkdng, pfitom ale organismus poskozuje vlastni buiiky [44]. Na lysozomalni dysfunkci
se navic podili 1 dalsi kinaza (LRRK?2). V poslednich letech se zkouma tada jejich inhibitort.
Pfi jeji nadmérné aktivité dochéazi ke zvysSené fosforylaci, a tedy 1 aktivaci Rab GTPaz, které
se velkou mérou podileji na regulaci sekrecnich a endocytarnich drah [47]. Tato kin4za pisobi
jako spousté¢ lysozomalni dysfunkce [47].

Predpoklada se, Ze na rozvoj nemoci v ranych stadiich miize mit vliv i nervova
hyperaktivita. Nejhojné&j$im excitacnim neurotransmiterem v CNS je glutamat a zména jeho
homeostdzy ma za nasledek neurotoxicitu. Nadmérné uvoliiovani glutdmatu do substantia nigra
pars compacta ma za nasledek aktivaci aktivaci glutamatovych receptorti, pfiliv Ca*" a diky

tomu jsou spustény rizné destruktivni kaskady. ZvySena neuronalni aktivita pak zvySuje
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uvolnovani alfa-synukleinu [45]. Neuronalni exitotoxicita hraje nejspise zasadni roli pfi rozvoji
Parkinsonovy choroby.

Bylo také zjisténo, ze alfa-synuklein inhibuje mitochondrialni komplex I, podobn¢ jako
toxiny z vn¢jSiho prostiedi a zvySuje tim pravdépodobnost Parkinsonovy choroby [43].
Neni ovSem jasné, zda alfa-synuklein a ziskané poskozeni mitochondridlniho komplexu I jsou
pri¢inou rozvoje nemoci nebo doprovodnym jevem [43].

Stanoveni diagndézy je vétSinou slozit¢ a trvda nékolik mésici  [48].
Parkinsonova choroba je ¢asto spojena i s jinymi chorobami, a navic nelze s jistotou urcit,
zda se jedna praveé o ni nebo o jinou chorobu. Zatim totiz nejsou k dispozici zddné spolehlivé
diagnostické markery, které by lékaifim pfi urceni diagndézy pomohly, a proto je vétSinou
stanovena na zdklad¢ klinickych projeva, 1 kdyz ty jsou Casto velmi variabilni a nespecifické.
Typicky se vyskytuje tetrdda bradykineze, klidovy tfes, rigidita (ztuhlost) a posturalni
instabilita [42; 44]. OvSem postupem casu, jak nemoc progreduje se ptidavaji dalsi pfiznaky.
Objevovat se mohou i deprese [44].

Jednoznaén¢ potvrdit Parkinsonovu chorobu lze aZz pomoci imunohistochemie
po zhotoveni histologického preparatu [26]. Typicka je ptitomnost Lewyho télisek (Obrazek 7),
coz jsou intraneuronalni inkluze s alfa-synukleinem v cytoplazmé blizko jadra [43].
Pomérmné novym zjisténim je, ze se podobné patologické zmény mohou v ¢asnych fazich
onemocnéni objevovat 1 ve vice organech, a nejen v mozku. Naptiklad v k0zi, tlustém stieveé
nebo slinnych Zlazach. To naznacuje, Ze by Parkinsonova choroba mohla byt multisystémové

onemocnéni [44].

Obrazek 7 Lewyho téliska v nervové tkani. Prevzato z [49].

Béhem poslednich 5 let se zacinaji hromadit informace, Ze se na rozvoji Parkinsonovy

choroby miiZe podilet i tau protein, ktery je primarné spojen s Alzheimerovou chorobou [45].
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Tau protein 1 alfa-synuklein jsou si v mnohém velmi podobné. Oba proteiny se v mozku
vyskytuji ve velmi hojné mite, maji vlastnosti podobné prionim (mohou S§ifit nespravné
poskladanou konformaci). Oba proteiny navic mohou navzajem urychlit agregaci [45].

Lécba Parkinsonovy choroby je pomérné problematickd a v souCasné dobé je spise
symptomatickd. Nemoc jako takova je nevyléCitelnd, 1ze ale zmirnit jeji progresi. Existuje sice
moznost dodavat chybéjici dopamin, ale ani v tomto ptipadé nedochéazi k vyznamnému zlepSeni
stavu pacienta [42]. Navic postupem Casu se u pacienta rozviji zavislost na dopaminu

a vyzaduje tak podavani stale vysSich davek.
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2.5. Myelinovy bazicky protein MBP

Myelinovy bazicky protein se nachdzi na myelinové pochvé v centralni
nervové soustavé, kde hraje roli pfi jejim formovani a stabilizaci. Spolu s alfa-synukleinem
a tau proteinem patii mezi nejhojnéjsi proteiny v CNS. Jiz dlouhou dobu je studovan jako faktor
patogeneze autoimunitniho neurodegenerativniho onemocnéni - roztrousené sklerozy [50].

Tento protein méa 9 izoforem. Nejméné modifikovand a nejhojnéjsi izoforma je CI.
Dale existuji izoformy C2, C3, C4, CS5, C6, C7, C8-A, C8-B [51]. Izoforem ale miize byt i vétsi
mnozstvi. Mensi izoformy nejspiSe hraji roli pfi remyelinizaci axonti u roztrousené sklerdzy.
Druhd, neklasickd skupina izoforem muZze podilet na transkripénich procesech nebo
na signalizaci drah v T-lymfocytech a nervovych buikach. Toto pomérné Siroké spektrum
izoforem vznika diky volitelnym posttranslaénim modifikacim [51]. Izoforma C1 ma nejméné
PTM, naproti tomu izoforma C8 ma velké mnozstvi PTM. Proto ma nejzapornéj$i naboj.
Kazdy z izomertt ma specializovanou funkci. Protilditkovd a bunécnd imunita zaméfena
proti MBP se vyskytuje u roztrousené sklerdzy.

Protein mé celkem 304 aminokyselin, které mohou byt modifikovany fosforylaci,
deaminaci asparaginu nebo glutaminu, citrulaci argininu nebo metylaci. U izoforem 3,4, 5a 6
je odstranény methionin a alanin na N-terminalnim konci je acetylovany. Naboj proteinu zavisi
na poméru metylovanych zbytkt argininu, a protoze ten se béhem starnuti snizuje, kladny naboj
proteinu se zvySuje. Nejvice kladna je izoforma C1, nejméné pak C8-B [51].

Protein mize byt fosforylovan na nékolika mistech pomoci serin/threonin proteinazy
TAOK2, VRK2, mitogenem aktivovana proteinkindzou 11, 12 a 14 (MAPK11, MAPK12
a MAPK14) a deformovanou kindzou 1 (MINK1) [51].

2.5.1. Roztrousena skleréza

Roztrousena skler6za je chronické zanétlivé onemocnéni centrdlniho nervového
systému postihujici zejména Zeny v mladém véku (20-40 let) [52; 53]. Vyjimecné se miize
objevit pfed 18. rokem zivota nebo po 50. letech Zzivota [54]. Jde o multifaktoridlni,
autoimunitni, demyelinizujici, neurodegenerativni onemocnéni s nezndmou patogenezi [50].
Toto onemocnéni je nejCastéjsi pfi¢inou invalidity mladych dospélych. Postihuje zhruba
2,3 miliont lidi po celém svété. Nejrozsifenéjsi je v severni Americe a Evropé€, naopak nejnizsi
prevalence roztrouSené sklerdzy je v oblasti subsaharské Afriky a v Asii [55].

Onemocnéni je doprovazeno zanétem, demyelinizaci nervovych vlédken, a jejich

pferuseni. V né€kterych ptipadech se miize myelinova pochva znovu vytvofit a obalit axon [50].
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Pokud ale dojde kjeho pferuSeni, porucha je trvald a dochazi k zaniku vedeni [54].
Projevy nemoci jsou pak velmi rozmanité, protoze zavisi na poskozené nervové draze.
Vétsinou se ale vyskytuje porucha zrakového pole, ktera nékdy miize koncCit slepotou.
Je to zdlvodu postizeni zrakového nervu. Dale se muze vyskytovat porucha hybnosti,
ktera miize postihovat jednu az vSechny Ctyfi koncetiny. Pacienti pak maji problém s jemné&jsi
motorikou nebo s chlzi, Casto pfi ni potfebuji oporu [54]. Postupné pteruseni axoni
a demyelinizace vede k dysfunkci mozkového kmene a mozecku, které jsou zodpovédné
za rovnovahu. Proto je dal$imi ¢astymi projevy nevolnost, problémy s chlzi a tfes rukou.
Dale se objevuje i mravenceni nebo necitlivost koncetin [54].

Roztrousena skleréza je povazovana za autoimunitni onemocnéni. Na patogenezi
se podileji autoreaktivni Th1 a Th17 lymfocyty. Dosud neni znam antigen, ktery reakci spousti,
nicmén¢ po kontaktu s nim dochdzi ke spusténi reakce, pfi které jsou produkovany prozanétlivé
cytokiny, interleukin 1 a 17 a interferon gama. To vede k up-regulaci, dalsi produkci cytokint
a aktivaci buné€k a poruseni hematoencefalické bariéry, coz umozni buiitkam migrovat do CNS
[53]. Kromé téchto bunéénych mechanismu je roztrouSena skler6za podminéna i zménami
v humoralni imunité. Casto jsou v lézich v mozku naléziny B lymfocyty, plazmatické buiiky
a protilatky [52].

Protilatky jsou u roztrousené sklerdzy brany vétSinou jako patogenni. Nejspise maji vliv
na demyelinizaci. NejspiSe jsou cilené na myelinové nebo oligodendrocytarni proteiny,
a to na myelinovy bazicky protein, proteolipidovy protein, glykoprotein sdruZzeny s myelinem
a myelinovy oligodendrocytarni protein [54]. Pravé MBP, ktery ma mezi myelinovymi proteiny
nejvetsi zastoupeni (asi 1/3) je povazovan za hlavni cil imunitni odpovédi. Nalez protilatek
v séru nebo likvoru pacientl je ale spiSe povaZovan za ukazatel neurologického poSkozeni
nez za primarni pfi¢inu nemoci [54].

Dle studii by za rozvojem roztrouSené sklerézy mohla byt porucha funkce
non-receptorovych tyrosin kindz. Tato porucha mé pak za nasledek patologickou aktivaci
T a B lymfocyti [12].

Diagnéza RS se provadi kombinaci klinickych a radiologickych ptiznakda.
Zakladem diagnozy je 5 kli¢ovych znaki. Casto je ale problém onemocnéni diagnostikovat,
pokud ma pacient atypické piiznaky. Lécba onemocnéni neni v soucasné chvili moZzna.

Existuji pouze riizné chorobu modifikujici terapie [56].
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2.6. Tau protein

Tau protein, zndmy také jako s mikrotubuly asociovany protein Tau (MAPT),
je zodpoveédny za skladani a stabilitu neuronti a také za udrzovéni polarity neuront [57].
Vétsinou se vyskytuje v axonech neurontl, v cytosolu [58]. Funguje jako spojovaci protein.
Jeho C-konec se vaze na axonalni mikrotubuly a N-konec se vadze na sloZky nervové
plazmatické membrany [58]. Tau protein je slozen z 758 aminokyselin a jeho celkova velikost
je 79 kDa. Gen tau senachdzi na chromozomu 17 (pfesn€ji na 17qg21) [59].
Protein ma 9 izoforem, které jsou produkovany na zéklad¢ alternativniho sesttihu. [zoformy se
od sebe mohou liSit pfitomnosti nebo nepifitomnosti 5 exonit zcelkovych 15.
Jedna je exprimovana v perifernim nervstvu, zatimco ostatni jsou exprimovany v centralnim
nervovém systému [58]. Jeho pfesna fyziologickd funkce v mozku zatim neni zndma [59].

Tau protein je hojné¢ spojovan  srozvojem  Alzheimerovy  choroby.
Jeho hyperfosforylované  formy  jsou  hlavnim  znakem  tohoto = onemocnéni.
Abnormalni akumulace fosforylovaného tau proteinu je patologickym markerem i u dalSich
primarnich a sekundarnich tauopatii [60]. Primarni tauopatie jsou onemocnéni, u kterych hraje
tau protein hlavni roli. Patii sem frontotempolarni lobarni degradace tau, sporadicka
mnohocetna systémova tauopatie, Pickova choroba [61]. Do sekundéarnich tauopatii spadaji
onemocnéni  jako  Alzheimerova choroba, chronickd traumatickd encefalopatie,
Creutzfeld-Jakobova choroba. Tau protein vyznamné piispiva k jejich patogenezi,
ale neni primarni pficinou [61].

Pochopeni chovani proteinkinaz, které¢ Tau fosforyluji se zda byt klicovym pro vyvoj
novych 1€k a 1écbu Alzheimerovy choroby [62]. Kindzy, které po aktivaci zplsobuji agregaci
tau proteinu jsou glykogensyntazova kinaza 3, cyklin-dependentni kindza 5, P38 mitogenem
aktivovana protein kiniza, stresem aktivovand kiniza, aminoterminalni kindzy. Na agregaci
muze mit vliv 1 inaktivace nékterych fosfataz, a to tau fosfatazy, proteinové fosfatazy 2A [59].

Tento protein lze pouzit i jako biomarker. Jeho rozpustnd forma je pfitomna
v mozkomis$nim moku zdravych jedincti i nemocnych. Jeho koncentrace mé vztah ke stavu
onemocnéni [60; 63]. Vyskyt tau proteinu neni ale omezena jen na neurony v CNS.
Vyskytuje se 1 v jinych strukturach a vykonéva zde rizné funkce. V defosforylovaném stavu
muze chranit DNA pied poskozenim. Jeho hyperfosforylovana forma narusuje transport z jadra

do cytoplazmy. Dochéazi k tomu kvili interakci hyperfosforylovaného proteinu s jadernymi

pory [45].

35



2.6.1. Posttransla¢ni modifikace tau proteinu

U tau proteinu byly identifikovany ¢etné posttranslacni modifikace. Studie se vétSinou
zamétuji na patologické formy, nicméné vyskytuji se i ve fyziologickych podminkach [61].
fosforylovéan na reziduich serinu, threoninu i tyrosinu. Tau protein je velice slozity fosfoprotein,
dokonce jeden z nejslozitéjSich. Ve své struktuie ma velky pocet mist, na kterych muze
probéhnout fosforylace, a to celkem 85. Z tohoto mnozstvi je 45 zbytki serinu, 35 threoninu
a5 tyrosinu [62]. Bylo zjisténo, Ze fosforylace na Ser-579 ovlivituje schopnost vazat
a stabilizovat mikrotubuly [58]. Pro vétSinu téchto rezidui jsou znamy i kindzy, které je mohou
fosforylovat. Existuje 5 rezidui, u kterych nejsou kindzy znamy a neni znama ani jejich funkce
nebo piipadny podil na rozvoji chorob. Objev téchto kinaz je nejspiSe nezbytny pro pochopeni
patogeneze a vyvoj léebné strategie neurodegenerativnich chorob [62]. Nékteré fosforylace
tau proteinu mohou inhibovat jeho agregaci [60]. Za fyziologického stavu je fosforylace
koordinovana ¢innosti kindz a fosfataz a je reverzibilni. Neurony tak maji pfirozenou hladinu
fosforylace [60].

Dalsi PTM, acetylace a ubiqitinace, se vyskytuji hlavné na reziduich lysinu.
Acetylace je Casto in-vitro zkoumanou modifikaci lysinu a argininu, které mohou zvysovat jeho
agregaci. Tau ma nejspiSe vnitini acetyltransferdzovou aktivitu a podléha vlastni acetylaci [61].
Ubikvitinace je dilezitd PTM v eukaryotickych buikach, kterd se podili na homeostaze
proteinti. Casto se vyskytuje i v mistech bohatych na prolin [60]. Hlavnim mistem je Lys-48,
dochazi ale také k ubigqitinaci spojené s Lys-6 a Lys-11. Nicmén¢ kvtli tomu, Ze ubikvitinace
siln€ zvySuje degradaci agregovaného tau proteinu, je pomérné tézké ji detekovat [60; 59].
Je mozna 1 O-glykosylace nebo methylace, vyskytuji se ale ve velmi malém mnoZstvi.
O-glykosylace se vyskytuje hlavné na serinu nebo threoniu a dost ¢asto na stejnych mistech
dochazi 1 k fosforylaci. Methylace se vyskytuje pfevazné€ na reziduich lysinu [60].

U tau proteinu je mozna 1 neenzymaticka modifikace — glykace. Jde o kovalentni vazbu
mezi cukrem a aminoskupinou proteinu a vytvofeni ketoaminu. Nasledné¢ miize dochazet
k oxidaci a zesitovani coz miize mit vliv na stabilizaci agregéti tvoficich splet” parovych
Sroubovicovych vlaken [58].

Pti studiich zkoumajici PTM tau proteinu, byly zjistény modifikace na 55 rGznych

fosforylaénich mistech, 19 acetylacnich, 17 ubiqitinacnich a 4 metyla¢nich mistech [60].
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2.6.2. Alzheimerova choroba

Toto progresivni neurodegenerativni onemocnéni patii v dneSni dobé mezi
nejrozsitenéjsi. Odhaduje se, Ze po celém svété postihuje 60-80 % lidi trpici demenci [62].
V soucasné dob¢ (2019) postihuje piiblizn¢ 50 miliond lidi po celém svéte [64]. Onemocnéni je
definovano rozséhlou ztratou neuronii a vytvafenim proteinovych depozit mozku, kterd jsou
tvofena amyloidnimi plaky a intracelularnimi neurofibrilarnimi  spletenci  [57].
Ty jsou zptisobené hyperfosforylaci tau proteinu.

Béhem poslednich let dochézi k velkému naristu poctu lidi trpicich timto
onemocnénim, zatim vSak potfdd neni znamd pticina. Existuji dédi¢né formy, velka c¢ast
se ale §ifi sporadicky, vliv mohou mit i enviromentalni faktory [64; 65]. Jedna se ziejmé
o multifaktorialni onemocnéni. Pravdépodobné se na tomto onemocnéni podili mitochondrialni
dysfunkce, oxida¢ni stres, naruSeni autofagie, chronicky stres endoplazmatického retikula
a zavazné metabolické problémy vedouci k masivni neurondlni apoptdze [65]. Tyto vSechny
véci vedou poSkozeni neuronl a ztraté¢ synapsi. Toto pak vede u pacientd ke zhorSeni
kognitivnich funkci [65]. Dale dochézi k progresivnimu poklesu paméti, dezorientaci, pacient
se postupem ¢asu neni schopny postarat sdim o sebe, trpi zménami osobnosti. Prvnim pfiznakem
zacinajiciho rozvoje Alzheimerovy choroby je porucha kratkodobé paméti [64].

Tau protein muaze ovlivnit mitochondridlni funkci na nékolika {rovnich,
a to utransportu, morfologie a bioenergetiky. Ma vliv na mitochondridlni komplex I
V disledku toho dochazi ke zvySené produkci ROS a k peroxidaci lipid, ke zménadm
mitochondrialni dynamiky a zhorSené oxidacni fosforylaci. Objevuje se snizend aktivita
pyruvat dehydrogenazy, snizené bunécné dychani, zhorSena regulace proteini krebsova cyklu,
antioxidacnich proteinti. [65]. Chronicky stres pak mél za nasledek poSkozeni neuront
prefrontalni kiry.

Tau patologie u tohoto onemocnéni zacina cCasto v odliSnych oblastech mozku,
a to v entorhinalni klife a hipokampu [65]. Odtud se $ifi mozkem v nepfedvidatelném sméru
[60]. U pacientt 1ze casto nalézt neurofibrilarni spleti, které se skladdaji z hyperfosforylovanych
vlaken Tau proteinu [66]. Neuronalni cytoskelet v mozku je postupné nahrazovan spleti
parovych Sroubovicovych vldken [58]. Pravé fosforylace tohoto proteinu vede ke zméné jeho
vazebné afinity k mikrotubuliim a k indukci agregace proteint [62]. Neni pfesné dany urcity
fosforylaéni vzorec, ale existuji mista, ktera maji k fosforylaci sklon. Témito misty jsou
Tyr-231, Ser-235 a Ser-262 [60]. Hyperfosforylace pak ovliviiuje rozpustnost proteinu

a dochéazi k tvorbé fibril.
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V dnesni dobé¢ sice existuje n€kolik 1ékli na Alzheimerovu chorobu. Zadny z nich ji
ale nedokaze uc¢inné 1éc¢it. VEtSinou jen zpomaluji progresi onemocnéni. Témito 1éky jsou

inhibitory acetylcholinesterdzy a memantin. Oba reguluji aktivitu neurotransmitert [64].
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2.7. Imobilizované kinazy

Studium aktivity kinaz in-vitro neni rutinni metodou. Neni diivod aktivitu kindz sledovat
rutinng, a proto je sledovana hlavné ve vyzkumnych centrech. Metod pro detekci je v soucasné
chvili pomérné dost, da se pouzit MS, pIMAGO detekce, detekce se specifickymi protilatkami
anebo tradicni metoda s pouzitim radioaktivné znaceného ATP. Komplikace pii detekci
ale miize predstavovat n¢kolik vlastnosti kindz. Tou hlavni je citlivost kindz na zménu vnéjsiho
prostiedi. Kindzy jsou nachylné na zménu teploty i zménu pH. Také je velmi slozité regulovat
jejich aktivitu. Zaroven i jejich skladovaci stabilita v ¢ase vyrazné¢ klesa. Jednim z poslednich
problémt je, ze pii pouziti volné kinazy je po provedeni fosforylace potieba jeji odstranéni
z roztoku [67]. Vyhodnym feSenim je navazat enzymy na pevny povrch (magnetické ¢astice)
a experimenty provadét simobilizovanymi kindzami [67]. Lze je pouzit k fosforylaci
rekombinantnich proteint ¢i peptidi in-vitro a po ukonceni reakce je oddélit ze smési pomoci
magnetického pole. Ziskame tak fosforylované produkty s minimalni kontaminaci enzymy [68;
69]. Takto upravené enzymy jsou odolnégjsi, a i v organickém prostfedi si zachovavaji svoji
aktivitu. Mohou se tak pouzit pro katalyzu reakci na hydrofobnich substratech
anebo v pfitomnosti organickych rozpoustédel [67]. Navic magnetické ¢astice s navazanym
enzymem si zachovavaji svou aktivitu a mohou tak byt pouzity opakované [70; 71].
Diky opakovanému pouziti imobilizovanych enzymil je provedeni experimentu levnéjsi.
Vyhodna je i mozZnost rychlého zastaveni reakce odstranénim enzymu ze smési a zlepSeni
stability enzymu vici teploté, rozpoustédlim, pH, kontaminantim a necistotdm [70].
Imobilizace je tedy jednou z metod, ktera ptispiva k lepSimu vyuziti kindz v analyzach a snizuje
naklady na analyzy navzdory nakladlim, spojenych s jejich vyrobou [70; 72]. V posledni dobé
jsou imobilizované enzymy v analyzdch upfednostiiovany [72]. V nékterych piipadech
je imobilizace enzymu nutnosti [71].

Kinazy mohou byt imobilizovany na pevny povrch pomoci nejriznéjSich metod.
Techniky imobilizace Ize dle principu vazby rozdélit na fyzikalni a chemické. Fyzikalni metody
jsou charakteristické slabSimi interakcemi. Té&mito interakcemi jsou predevsim
Van der Waalsovy sily, hydrofobni interakce, iontova vazby nebo vodikové vazby [70; 71].
Tato pomérné slabd vazba by neméla zmeénit strukturu proteinu nebo jeho aktivitu [67].
U chemickych metod je zase podstatou tvorba kovalentni vazby mezi modifikovanym
povrchem nosice a enzymem [70]. Nicméné ani jedna metoda neni idedlni pro vSechny enzymy
a mize dochazet k stérickému branéni aktivniho mista. Tento problém se povedlo

minimalizovat u afinitni imobilizace, kde se vyuziva specifickych afinitnich vazeb [73].
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Na tomto principu jsou zalozeny rekombinantni enzymy glutathion-S-transferdza (GTYS),
histidin (His), ¢i protein vazajici maltozu. Ty mohou vytvéfet afinitni interakce se specifickymi
ligandy jakymi jsou glutathion (GSH), Ni ¢i maltdza, které jsou na povrchu pevné faze [73].

I kdyz je mozné pevné faze rizné¢ modifikovat a vhodné pfipravit pro vazbu enzym,

ne vSechny enzymy lze pro imobilizaci pouzit.

2.7.1. Metody imobilizace

Jak jiz bylo zminéno vyse, kindzy mohou byt imobilizovany na zaklad¢ fyzikalnich nebo
chemickych metod. Fyzikédlni adsorpce je metoda reverzibilni imobilizace, enzymy jsou
adsorbovany na povrch. Tato metoda je nejjednodussi, nejrychlejs$i a nejlevnéj$i zptsob
imobilizace enzymi s pomérné vysokou katalytickou aktivitou [69]. K adsorpci dochazi
na zéklad¢ slabych, nespecifickych sil jako jsou Van der Waalsovy sily, hydrofobni interakce
nebo vodikové vazby, ptipadné iontovymi vazbami [70; 72]. Vazba na nosi¢ je reverzibilni,
za vhodnych podminek mohou byt enzymy odstranény. Pokud tedy jiz enzym neni aktivni,
lze ho vyménit a nosi¢ pouzivat opakovane. Nevyhodou tohoto zplisobu imobilizace je tnik
enzymu z nosic¢e [70]. Imobilizace na principu adsorpce vétSinou zahrnuje inkubaci nosice
v roztoku s enzymem nebo se roztok enzymu nechava zaschnout na povrchu elektrod [72].

Dalsi zptsob imobilizace vyuziva afinitni vazbu mezi specifickymi molekulami.
Ty mize piedstavovat GST tag a glutathion modifikovany na magnetickych kulickach.
Kromé toho Ize také vyZit specifické vazby histidinové kotvy s bivalentnimi kovovymi ionty
na magnetickych &asticich [68]. Casto je tento zpiisob vazby fazen do metod fyzikalni adsorpce,
kde se vyuziva specifické vazby mezi komplementarnimi biomolekulami [70].

Dalsi z fyzikalnich metod imobilizace je zachyceni enzymu v nosi¢i nebo uvniti jeho
vladken, do polymerni sit€¢, membrany nebo mikrokapsle [69]. Tato metoda imobilizace
je ireverzibilni. Tento zpusob zajiStuje lepSi mechanickou odolnost systému a zamezuje
vyplavovani enzymu [70]. Volbou nosi¢e se vyrazn¢ ovlivni prostfedi, ve kterém enzym
funguje. Zachyceni do nanostrukturnich nosict, kterymi mohou byt elektrolyticky uspotfadana
nanovlakna bylo hojné pouzivano v oblastech chemie, biomedicinskych biosenzort [72].

Zesitovani je dalsi fyzikalni metodou, ktera zabraiuje vyplavovani enzymu ze systému.
Jde o vytvofeni vazeb, zesitovani molekul enzymu mezi sebou. K tomu se pouZivaji rlizna
¢inidla, nejcastéji glutaraldehyd. Tato metoda tedy nepotiebuje k imobilizaci nosic.
To odstraiiuje nevyhody spojené s pouzitim nosice. Tou hlavni je, Ze pfi pouziti nosice dochazi
ke snizovani aktivity enzymu v disledku jejiho fedéni. Pti zesitovani ziskame pouze Cisty
enzym [70].
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Kovalentni vazba je nejpouzivanéjSi metodou imobilizace. Spada do chemickych
metod. Mohou ji byt pfipojeny enzymy napiiklad na magnetické kulicky s modifikovanym
povrchem, kde muze byt aldehydicka, karboxylova, hydroxylova skupina nebo aminoskupina
[74]. Vazba pak vznikd mezi karboxylem, resp. aldehydem a volnymi aminoskupinami
v molekule enzymu [68; 72]. Pro aktivitu enzymu je rozhodujici orientace kovalentni vazby.
Nejvyssi aktivitu si enzym zachovéava, pokud do vazby nejsou zapojeny AMK v aktivnim
centru molekuly enzymu [70].

Kazdd zmetod vazby ma své vyhody i nevyhody. Proto je tfeba zvolit metodu

podle toho, zda bude vhodna k pouzitému enzymu.

2.7.2. Nosice

Cilem imobilizace je vazba enzymu na nosi¢ a zachovani jeho aktivity. Proto je dulezité
pred samotnou imobilizaci zvazit vlastnosti enzymu i nosici. Hlavné je dulezité si zjistit,
jak jsou uspotadany, jaké maji funk¢ni skupiny, néboj a jestli je dany nosi¢ pro enzym vhodny
[75]. Po imobilizaci enzymil se Casto provadi blokace volného povrchu nosicl za tcelem
sniZzeni nespecifické interakce mezi analyty a stabilizace enzymu. K dispozici je cela fada
blokujicich ¢inidel, z hlediska dostupnosti a ceny se nejéastéji pouziva BSA [75].

Jako nosi¢ lIze pouzit prakticky jakykoli materiadl, at uz jde o organicky nebo
anorganicky, ktery bude mit dobrou biokompatibilitu [76]. Idedlni matrice by méla mit
vlastnosti jako je inertnost, stabilita, schopnost regenerace, schopnost snizit inhibici produktu
nebo nespecifickou adsorpci a zvysit specifitu a aktivitu enzymu [72]. Pfi vybéru materialu
rozhoduje jeho cena, dostupnost a stabilita ve specifickych podminkach. Casto je potieba vzit
v uvahu vyuziti imobilizovaného enzymu a podle toho zvazit a vybrat velikost Castic,
jejich povrch, strukturu ptipadné typ funkénich skupin [69]. Dtllezité je také zvazit, zda je dany
typ matridlu vhodny pro enzym. Neexistuje totiZ univerzalni material vhodny pro vSechny
enzymy a jejich pouziti [76].

Z anorganickych materidli se pouzivd oxid kiemicity, hydroxyapatit [67; 74].
Oproti polymernim materidlim maji tu vyhodu, Ze jsou velmi stabilni a vysoce odolné
viici kyselinam i zasadam. Casto se pro svou odolnost pouZivaji jako nosi¢e pro HPLC [76].

Organické materialy zahrnuji ptirodni i syntetické latky. Casto se pouziva chitin,
chitosan, celul6za, kolagen, karagenan a nékteré syntetické polymery jako polystyren,
divinylbenzoova pryskyfice [72]. Dale lze pouzit i latky jako glutaraldehyd, bisdiazobenzidin
nebo hexamethylendiisokyanat [72]. I kdyZ maji syntetické materidly dobré fyzikalni
a chemické vlastnosti, ukazalo se, Ze pro udrZzeni aktivity enzymi je lepsi pouZit napiiklad
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polysacharidy. Nejslibngji se jevi chitosan, ktery je vhodny pro imobilizaci enzymi,
neovliviluje vyrazné jejich aktivitu. Casto se pouziva v kombinaci s algintem, aby se zabranilo
uvolilovani enzymu znosi¢e [72]. Problémem je jeho nestabilita ve vodném prostiredi,
kdy dochazi k jeho bobtnani. Proto je pfipravovan hybridni chitosan spolu s SiO; [76].

Aby se jesté zlepSily vlastnosti materiali pouzivanych pro imobilizaci, jsou mozné
i nejriznéj$i modifikace jejich povrchi. K imobilizaci se pouzivaji magnetické Castice,
protoze jejich pouziti ma celou fadu vyhod. Takovymi mohou byt magnetické ¢astice Sera-Mag
Speed Beads modifikované karboxylovou skupinou. Existuji i ¢astice s aldehydovymi, Ni*",
Co** funkénimi skupinami [68]. Tyto &astice maji velky povrch, vysokou vazebnou kapacitu,
citlivost, stabilitu. Vyhodou je jejich rychlé reakéni kinetika a rychld doba magnetické odezvy,
a hlavné nizk4 nespecifické vazba a jednoducha manipulace se vzorkem a jeho snadna separace
pomoci magnetického pole. Takze mohou byt ze vzorku snadno odstranény a ptedchazi
se kontaminaci fosforylovanych produktii nebo takto mohou byt kindzy jednoduse vyménény
[68]. Vazbou na magnetické ¢astice by nemélo dochéazet k ovlivnéni aktivitu nebo specifitu
kinazy. Castice jsou veliké pfiblizné 1 um. Jejich jadro je vyrobeno ze styrenu pomoci
polymerace. Na toto jaddro je pak nésledné¢ nanesena jedna nebo dv€ vrstvy magnetitu.
Cela Castice je wupravena tak, aby se predchazelo nespecifické vazbé proteind.
Povrchova modifikace pomoci karboxylové skupiny umoznuje kovalentni vazbu nejen pro
proteiny aleipro ostatni biomolekuly jako jsou nukleové kyseliny. Céstice maji Siroké
spektrum pouziti naptiklad pro ptipravu vzorkd, v proteomice, pro izolaci nukleovych kyselin

nebo pro imunotesty.

2.7.3. Vyuziti imobilizovanych enzymu

Enzymy imobilizované na magnetické ¢astice mohou mit diky snadné manipulaci celou
fadu vyuziti. Kindzy mohou byt vyuZity pro in-vitro fosforylaci peptidi a proteinii. Kde se daji
vyuzit pro fosforylaci, nasledné ze vzorku odstranit. Castice mohou byt opakované pouzity
a vzorek Ize analyzovat na MS s minimalni kontaminaci kindzy. To je velkd vyhoda oproti
pouziti volné kinazy.

Rizné proteazy imobilizované na magnetické Castice se mohou pouZit pii kapilarni
elektroforéze. Bylo zjisténo, Ze magnetické ¢astice za vhodnych podminek vytvaii v kapilare
sit [77]. Prvné jsou do kapilary nadavkovany castice s imobilizovanym enzymem.
Naésledné mize byt na kolonu nadédvkovan vzorek, ktery je pii priichodu kolonou Stépen

enzymem. Pouziti imobilizovanych enzymi tedy piinasi celou fadu vyhod.
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2.8. Metody detekce fosforylace

Pro studium aktivity proteinkinaz lze pouzit n¢kolik metod, je ale tfeba dbat na jejich
ucinnost a citlivost. Existuji testy zalozené na radioaktivnich nebo povrchové-plazmovych
resonancnich technikach (SPR). Ty jsou sice velmi citlivé, stanoveni rychlé a vyborné
pro provadéni vyzkumut. Nicméné je potieba néakladnych pfistroja, slozitych procesi.
Vétsina metod je zaloZzena na pouziti ATP, které je znacCeno radioizotopem nebo biotinem,
dale na pouziti protilatek nebo proteinti vazajici fosfaty [78]. V pfipad¢ ptipravy specifickych
protilatek je tieba vyrobit protilatky vzdy pro kazdou jednotlivou fosforylaci na proteinech [78].

Neékteré metody detekuji vSechny fosforylace na proteinu nebo peptidu, nezavisle
natom, na jaké AMK je fosfatovy zbytek. Takovou metodou je napiiklad pIMAGO.

Dalsi a nejpouzivanéj$i metodou detekce jsou metody hmotnostni spektrometrie.

2.8.1. Western blot s naslednou imunodetekci fosfoproteinii na membrané

Detekce fosforylace proteinii imobilizovanych na membrané po provedeni
Western blotu je dnes béZnou metodou. Proteiny ve vzorku se nejprve rozdéli pomoci
SDS-PAGE elektroforézy podle své molekulové hmotnosti. Nasledné dojde k jejich pfenosu
na nitrocelul6zovou membranu, kde mizou byt po blokaci detekovany pomoci
fosfo-specifickych protilatek [79]. Daji se detekovat fosforylované formy tyrosinu, serinu,
threoninu.

Navzdory pomérné Sirokému rozSifeni ma tato metoda nékolik nedostatkd.
Jednim z nich je nedostatek kvalitnich fosfo-specifickych protilatek [80]. Dale pak znalost
mista fosforylace, specifické aminokyselinové sekvence. Specifické anti-fosfoprotilatky se jsou
schopné navazat pouze na ur€ité aminokyselinové sekvence. Pokud misto fosforylace neni
znamé, nejsou dostupné prisluSné protilatky. Proto tuto metodu lze pouzit pouze na znamé
fosforylace. Dal§im drobnym nedostatkem je pomérné vysoka cena specifickych protilatek.
Pro kazdé misto fosforylace musi byt protildtka vytvofena. Nakonec jsou také drobnym

nedostatkem této metody zdlouhavé procesy inkubace membrany s protilatkami [73].

2.8.2. pIMAGO
Metoda vyuZzivajici specifitu dendrimeru pIMAGO pro detekci jakéhokoli fosfoproteinu
neni na rozdil od imunodetekce zaloZena na specifickych protilatkach, a vazba neni ovlivnéna
sekvenci aminokyselin. Proto mize byt detekovéana jakakoli fosforylace na jakémkoli misté

proteinu nezavisle na aminokyselinovém zbytku [79].
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Technologie je zalozena na ve vodé rozpustnych, globuldrnich nanopolymerech
tzv. dendrimerech, které jsou spojeny s reaktivnimi skupinami. Témi mohou byt napiiklad
Ti'V*ionty. Ty zajistuji vysoce specifické rozpoznavani fosfatovych skupin [81]. Vice skupin
na dendrimeru zajiStuje velmi silnou vazbu na fosfoproteiny, coz ma za nasledek velmi
vysokou specifitu [80]. Cinidlo pIMAGO je vazano s biotinem, coz usnadiuje detekci,
pfi niz se vyuziva specifické vazby mezi biotinem a avidinem.

Pti detekci fosfoproteinii na membrané se vychazi z postupu velmi podobného Western
blotu s imunodetekci. Po provedeni elektroforetického d€leni, transferu na membranu a jejim
zablokovani se ptidd pIMAGO reagent znaceny biotinem [82]. Ten tedy nahrazuje primarni
protilatku pouzivanou u imunodetekce. Dale se prida konjugat, pouziva se znaceny avidin.
Vzdy se musi analyzovat i vzorek kontrolniho fosfoproteinu [79].

Vizualizace vysledku miize probéhnout dvéma zpiisoby. V postupu lze pouzit avidin
znaceny kifenovou peroxiddzou a ndsledné pouzit chemiluminiscencni substrat. Je tedy
zaznamenana chemiluminiscence jako pozitivni vysledek a dikaz toho, ze ve vzorku
je ptitomen fosfoprotein. Druhou moznosti je pouzit avidin s fluorescen¢ni znackou, nasledné
je pak snimana fluorescence. Oba tyto zplsoby ndm umozni pouhy prikaz fosforylace
na proteinu, ale neni mozné urcit jeho kvantitu.

Vyhodou této metody je velikost dendrimeru. JelikoZ jde o nanopolymery, I1ze ve stejné
chvili analyzovat fosforylace pomoci pIMAGO a zaroven celkové mnozstvi proteinu na stejné
membran€ pomoci protilaitek. Nedochazi zde totiz ke stérickému branéni [80].
Velikost dendrimeru je né€kolikandsobné mensi nez velikost protilatky, a to asi 14 kDa [80].

Tuto metodu lze vyuzit kromé& detekce proteinii imobilizovanych na membrané
1 k detekcei v desti¢ce podobné jako metodou ELISA. Hlavni aplikaci téchto metod je sledovani
zmén fosforylace b&hem in-vitro fosforyla¢nich testl. Metody se 1iSi citlivosti detekce.
Metoda pro uspotadani v desti¢ce by méla byt citlivéjsi a méla by byt schopna detekovati 10 ng
proteinu [83]. Pro spolehlivou detekci fosfoproteinti na membrané je tieba alesponn 100 ng
proteinu [84]. Dle zdroje [85] je mozné pomoci metody pIMAGO v uspofadani v destice
detekovat fosforylaci koncentraci od 2 ng/ul. Pfi detekci na membrané byla pro spolehlivou

detekci potieba koncentrace v pg.

2.8.3. Hmotnostni spektrometrie
Hmotnostni spektrometrie patii v proteomice mezi nenahraditelné analytické metody.
MtuZe byt pouzita pro identifikaci a kvantifikaci proteinovych izoforem, proteinovych

konformaci a interakci, ale hlavné pro detekci Cetnych posttranslacnich tprav [86].
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Analyzovany mohou byt celé proteiny nebo jsou pomoci protedz rozStépeny a vzniklé
samotnou analyzou provést nabohaceni pozadovaného proteinu a pak je cilené analyzovan jen
urCity protein nebo peptid [86]. Vysledky jsou pak srovnany s proteinovymi databdzemi,
coz ndm umozni urcit, zda jde o spravny protein.
metod. Ma ale fadu vyhod jako napftiklad rychlost detekce. Analyza fosforylovanych peptida
pomoci MS ma ale mnoho uskali. Problémem je primarné nizké zastoupeni analyzovaného
fosfoproteinu ve vzorcich, nizka ioniza¢ni u¢innost, nestabilni fosfatova ¢ast nebo interference
nefosforylovanych proteini. Toto jsou pfi¢iny zkreslenych vysledk a nespravnych zavéri
[87]. K odstranéni téchto problém piispiva nabohaceni fosfopeptidii na TiO: ¢astice [87].

Pro detekci PTM lze pouzit cilenou LC-MS, ktera také ptispiva k lepSim a pfesnéjSim
vysledkiim [87]. Ve studii z roku 2020 byla takto profilovana fosforylacni mista v receptoru
rustového epidermdalniho faktoru a nadorové linie rakoviny plic. Z vysledkli se poté
identifikovala fosforyla¢ni mista souvisejici s rakovinou [86].

Problém pfi detekci mohou piedstavovat proteomy obsahujici vice PTM nebo rtizné
polymerni a rozvétvené PTM, hlavné glykosylace a polyubikvitinace. Nicméné existuji
postupy, jak tyto struktury zpracovat a analyzovat [86]. Navic v poslednich 10letech doslo
k vyraznému pokroku v oblasti hmotnostni spektrometrie. Byly naptiklad navrZzeny nové
metody znaceni a detekce. Je moZné znacit vice vzorkd, analyzovat vSechny najednou a tim
vyrazn¢ urychlit praci. Stale se jesté pracuje na novych ¢inidlech, takze by v budoucnu mohlo

byt multiplexovani na jesté vyssi urovni [88].

2.8.4. Radioaktivni detekce fosfoproteinu

K ovéteni fosforylace substratu, tedy aktivity kinazy, 1ze pouzit i radioaktivni detekci.
Ta je zalozena na pouziti radioaktivné znadeného adenosintrifosfatu (Y?P)ATP.
Vychazi se z toho, Ze se pii reakci zacleni znaceny fosfat do substratu, nasledné se detekuje
radioaktivni zafeni. Vysledkem je elektroforeticky zaznam.

Assay se provadi tak, Ze se necha inkubovat kindza spolecné se znatenym ATP
a peptidem, ktery ma byt fosforylovan. Reakce je po inkubaci zastavena piidanim Laemmliho
vzorkového pufru, vzorky jsou naneseny na gel a nechaji se elektroforeticky rozdélit.
Fosforylovany peptid Ize detekovat na gelu autoradiografii nebo lze provést Westernovy pienos
na polyvinyldenfluoridovou (PVDF) membréanu. Ta je po vysuSeni vystavena fosforové cloné

nebo rentgenovému filmu a jsou detekovany radioaktivné znacené bilkoviny. Doba expozice
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muze trvat n€kolik hodin az dnd. Zalezi na specifické aktivité radioizotopu a kinetice reakce
[89].

Pro pracovniky a Zivotni prostfedi pfedstavuje pouziti radioaktivnich sloucenin v této
metod¢ také vyssi riziko [73]. Je tfeba pouzivat vhodné osobni ochranné pomiicky, standardné
se pouziva plast, dvojité rukavice a ochranné bryle. Déle vzorky, které obsahuji ?P ATP
by mély byt pfed uzivatelem stinény, aby se minimalizovala expozice. Kazdy pracovnik
by u sebe m¢l mit zafizeni monitorujici zafeni. VSechny kontaminované materialy musi byt
likvidovany dle ptredem dané¢ho, pomérné ptisného predpisu [89].

Tuto kindzovou assay navic mohou provadét jen ncktera pracovisté. Navic je tato
metoda velmi drahd, kvili pouziti radioaktivnich sloucenin a pfistrojové technice [89].
Z téchto diivodit se v dnesni dob€ pouzivaji spiSe testy zalozené na protilatkach, detekci
chemiluminiscen¢niho zafeni nebo detekce pomoci hmotnostni spektrometrie.

V idealnim pftipadé¢ by se pro ziskani komplexniho obrazu o tom, jak se kindza chova
in-vitro a in-vivo mélo pouzit nékolik rtiznych postupt [89]. VétSina kindz v in-vivo modelu
funguje jako komplex s jinymi bunécnymi slozkami. Proto se mohou v in-vitro modelu chovat
jinak. Proto je tfeba vysledky interpretovat s opatrnosti a soucasti testii by vzdy mély byt

pozitivni a negativni kontroly [89].
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2.9. Multifosforylované peptidy

Fosforylace proteini je tedy hojné sledovanou a studovanou PTM.
Vétsina fosfoproteinti je ale fosforylovana na vice mistech, dochédzi ke shlukovani a tvorbé
heterogennich smési. Z toho diivodu je biologicky ucinek fosforylace obvykle studovan pomoci
syntetickych, homogennich multifosforylovanych peptida (MPP). Nicméné vyroba téchto
peptida je pomérné slozita, pti vyrobnim procesu se muselo fesit nékolik problémi, které proces
brzdily nebo neumoziiovaly. V posledni dob¢ ale doslo k velkému pokroku, problémy
se podafilo odstranit nebo minimalizovat a cely proces syntézy urychlit [90]. Aktudlné existuje
nékolik moznosti vyroby multifisforylovanych peptidi: Fmoc SPSS pomoci modifikovanych
peptid, SPSS v kombinaci s mikrovinym zafenim, semisyntéza proteinl, syntéza proteinQ
a kombinace biotechnologie, fosforylacni pfistup zalozeny na enzymech [9].

Syntéza Fmoc peptidi obsahujici 1-3 fosforylaéni mista je pomérné€ snadna. Je mozné
vyrobit fosfoproteiny o délce az 70 AMK. Vyroba je zalozena na chemické syntéze peptidi
na pevné fazi [9]. Pokud ale protein obsahuje vice jak 4 fosforylacni mista, je syntéza pomérné
narocnd, obzvlast, pokud jsou seskupend u sebe [91]. Problémem je ptedevSim to,
ze u prekurzort dochézi ke stérickému branéni a elektrostatickému odpuzovani.
Dalsi komplikaci predstavuje tvorba struktury B-skladaného listu v alkalickych podminkach
[91]. Pfi syntéze multifosforylovanych peptidi se proto tyto problémy obchazi ¢astou zménou
reakénich podminek, hlavné ¢astou zménou reakéni teploty. Dobu jedné syntézy se podatilo
zkratit na nékolik minut [68].

Semisyntetickym pfistupem je mozné syntetizovat peptidy v délce 50 AMK.
Kombinuje synteticky a rekombinantné pfipravené fragmenty. Touto metodou je mozné

pfipravit proteiny alfa-synuklein, tau protein a huntingtin [9].
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Potiebné vybaveni

Analytické vahy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments GmbH, Géttingen, Némecko)
Aparatura pro horizontalni elektroforézu (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

Aparatura pro Semi-dry Western blot (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

Automatické pipety Eppendorf Research (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Bio Vortex V1 (Biosan, Riga, Lotyssko)

Centrifuga Eppendorf MiniSpin (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Hmotnostni spektrometr MALDI LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA)

Koncentrator Eppendorf Concentrator Plus (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
Laboratorni laminovacka (ETA, Praha, CR)

Nahradni folie pro svate¢ky (ETA, Praha, CR)

Nitrocelul6zovd membréana (NC), porozita 0,2 um (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
Magnetické michadlo

Magneticky stojanek (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, USA)

MALDI desticka

Parafilm (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

pH metr Boeco BT-600 (Boeco, Hamburg, Némecko)

pH papirky (Lach-Ner, Neratovice, CR)

Petriho misky

Predvazky KERN 440-33N (Kern A Sohn GmbH, Balingen, Némecko)

Rotator Bio Rs-24 (Biosan, Riga, LotySsko)

Silné filtracni papiry Extra Thick Blot Paper (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

Spi¢ky (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Stanice pro vyrobu ultracisté vody Halios, Biotech (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA)

Stanice pro fotografovani membran a geli ChemiDoc™ XRS + Systém s Image Lab ™
softwarem (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

Termostat blokovy Grant-Bio BTD (Grant Instruments LtD., Cambridgeshire,
Anglie, UK)

Termostat (Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach, Némecko)

Thermo-Shaker TS-100 (Biosan, Riga, LotySsko)

48


https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&q=waltham&si=AMnBZoFk_ppfOKgdccwTD_PVhdkg37dbl-p8zEtOPijkCaIHMi0reyFz8w4MuNEV80ZZzFs5iBMgX7YMq70XPldd6Bbz6Xf3_O28MdWx4QfIKhk8lNL5B3LQSMwxKWwS_-FmqAbIkiNgMP8VT7BTGygsRy3023aqiAlTVIO0zIBmsCD_o9ncGNFPTlKI7kuW-LyoRnc6lbUJ&sa=X&ved=2ahUKEwivyZTJxs_-AhVCSPEDHbcPAbgQmxMoAXoECGcQAw

Ttepacka Multi-functional Orbital Shaker PSU-20i (Biosan SIA, Riga, Lotyssko)
Topné hnizdo Block Heater Grand Bio BTD (Grand Instruments Ltd.,
Cambridgeshire, UK)

Ultrazvukova cisticka Sonorex Digitec (Bandelin, Némecko)

Zdroj napéti PowerPac 200 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

Zkumavky 0,2; 0,5; 1,5; 2 a 5 ml (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Zkumavky s upravenym vnitinim povrchem Protein Lobind Tubes 0,5 a 1,5 ml

(Eppendorf, Hamburg, Némecko)

3.2. Imobilizace enzymu na magnetické ¢astice

3.2.1. Imobilizace trypsinu na magnetické Castice

Pti praci se vychézelo z postupli uvedenych v [92].

Chemikalie:

Benzamidin (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Chlorid vapenaty; CaCl, (Lach-Ner, Neratovice, CR)

Dihydrat dihydrogenfosforecnanu sodného; NaH.POs - 2 HxO (Lach-Ner,
Neratovice, CR)

Dodekahydrat  hydrogenfosforecnanu  sodného;  Na,HPO4 - 12 HyO
(Lach- Ner, Neratovice, CR)

Hovézi sérovy albumin (BSA) z hovéziho séra (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Kyselina chlorovodikova 35%, HCL (Penta, chrudim, CR)
N-(3-dimethylaminopropyl)-N’"-ethylkarbodiimid hydrochlorid; EDC (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)

N-hydroxysulfosukcinimid sodny; Sulfo-NHS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Hovézi trypsin, T9021-1G (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, Lot # 101M7013V)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan; Tris (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Nosi¢:
- Sera-Mag Speed Beads, magnetické Ccastice s karboxylovou funkéni skupinou,
0,816 pum (ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)
Roztoky:

0,1 M tris-HCI pufr pH 7,8 s 0,01 M CaCl,
0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3
0,01 M fosfatovy pufr pH 7,3
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- 0,01 M fosfatovy pufr pH 7,3 s 0,5 % BSA
- Roztok trypsinu s benzamidinem (pomér w/w 10:1): 6 mg trypsinu v 940 ul 0,1 M

fosfatového pufru pH 7,3 s 60 pl zasobniho roztoku benzamidinu. Roztok byl inkubovan
10 minut za mirné¢ho otaceni pti laboratorni teploté. Byl pfipraven Cerstvy.
- Roztok EDC: 18,88 mg EDC bylo rozpusténo v 500 ul 0,01 M fosfatového pufru pH 7,3
- Roztok sulfo-NHS: 3,14 mg sulfo-NHS bylo rozpusténo v 500 ul 0,01M fosfatového
pufru pH 7,3

- 0,064 M zéasobni roztok benzamidinu v 0,1 M fosfatovém pufru pH 7,3

Postup:

Sterilni $pi¢kou byl ze zasobniho roztoku odebran 1 mg &astic. Castice byly 5x promyty
0,01 M fosfatovym pufrem pH 7,3. Po poslednim promyti bylo k ¢asticim v rychlém sledu
ptidano 200 pl roztoku EDC, 200 pl roztoku sulfo-NHS a po rychlém promichani 500 pl
roztoku trypsinu s benzamidinem. Roztoky EDC a sulfo-NHS byly rozpustény tésné pred
pridanim k casticim, promichany a pipetovany. Reak¢ni smés byla doplnéna 100 ul 0,01 M
fostatového pufru pH 7,3 anebo 100 ul 0,01 M fosfatového pufru pH 7,3 s 0,5 % BSA
(vysledna koncentrace v 1 ml je 0,05 %).

Imobilizace probihala ptes noc (16 h) pii 4°C za mirného otaCeni. Poté byla odebrana
vazebna frakce a uschovana pro piipadné stanoveni aktivity (-20°C). Nasledovalo promyvani
¢astic pomoci magnetického separatoru nejprve 4x 1 ml 0,1 M fosfatovéhym pufrem pH 7,3
a nasledné 3x 1 ml 0,1M tris-HCL pufrem pH 7,8 s 0,01M CaClz. Po promyti byl supernatant
1 ¢astice v 0,1 M tris-HCl pufr pH 7,8 s 0,01 M CaClz a s ptidavkem 50 pl roztoku benzamidinu
(0,0032 M) ulozeny do lednice, kde mohly byt uchovavany nebo k nim byl rovnou ptidan

substratovy roztok a byla stanovena aktivita.

3.2.2. Stanoveni aktivity trypsinu pomoci substratu BAPNA
Pti praci se vychazelo z postupti uvedenych v [92].
Chemikalie:
- Kyselina octova; CH;COOH, 99% (Lach-Ner, Neratovice, CR)
- Chlorid vapenaty; CaCls (Lach-Ner, Neratovice, CR)
- Dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného; NaH,PO4 -2 H20
- Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného; NaoHPOj4 -12 H,O
- N-a-Benzoyl-D,L-arginin-p-nitroanilid; BAPNA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
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N,N-dimethylformamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Kyselina chlorovodikova 35%, HCL (Penta, chrudim, CR)

Trypsin, T9021-1G (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, Lot # 101M7013V)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan; Tris (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Roztoky:

0,1 M tris-HCI pufr pH 7,8 s 0,01 M CaCl,

0,055M substratovy roztok BAPNA v N,N-dimethylformamidu (zabaleno v alobalu)
30% kyselina octova

Zasobni roztok 1 mg/ml v 0,1 M Tris-HCI pufru, pH 7,8 s 0,01 M CaCl»

Zasobni roztok 0,2 mg/ml v 0,1 M Tris-HCI pufru, pH 7,8 s 0,01 M CaCl

Postup:

Nejprve byla pfipravena kalibra¢ni fada dle Tabulky 1. Kazdého kalibraéniho bodu bylo

ptipraveno 100 pl.

Tabulka 1: Kalibra¢ni fada trypsinu.

Koncentrace Zasobni roztok Redici roztok
(ng/100 pl) trypsinu (0,2 mg/ml) (0,1M tris-HCl s 0,01M CaClz)
0 (BLANK) 0l 100 pl

2 10 ul 90 ul
4 20 pl 80 ul
6 30 ul 70 ul
8 40 pl 60 ul
10 50 pl 50 pl
12 60 ul 40 pl
14 70 ul 30 ul
20 100 pl 0l

Ke kalibra¢nim bodim (100 pl) bylo pfidano 0,88 ml 0,1 M Tris-HCI pufru,

pH 7,8 s 0,01 M CaClz a 20 pl roztoku BAPNA. Ke vzorku imobilizovaného enzymu (1mg)
bylo ptidano 0,88 ml 0,1 M Tris-HCl pufru, pH 7,8 s 0,01 M CaClz a 20 pl roztoku BAPNA.

Nasledovala 30 minutova inkubace vzorkl za mirného otaceni pii 37°C.

Po inkubaci byla reakce zastavena piidanim 200 upl 30% kyseliny octové.

V ptipadé vzorkl obsahujici enzym imobilizovany na ¢astice byla prvné pomoci magnetického

stojanku odebrana tekutina bez ¢astic a prenesena do nové eppendorf zkumavky. K ni pak byla

kyselina octova pfidana. Kdyby byla pfidana k ¢asticim, doslo by k jejich zniceni.

Po zastaveni reakce bylo 200 ul vzorku pieneseno do desticky a proméfeno

na spektrofotometru Multiscan pii 405 nm.
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3.2.3. Imobilizace Src kinazy na magneticky nosi¢

Pti praci se vychazelo z postupti uvedenych v [85].

Chemikalie:

1,4-Dithiotreitol, DTT (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Ethylenglykol-bis-aminoethylether-N,N,N,N-tetraoctova kyselina; EGTA
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

HEPES (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Hydroxid sodny; NaOH (Penta, Chrudim, CR)

Chlorid vapenaty; CaCl, (Lach-Ner, Neratovice, CR)

MES (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)
N-(3-dimethylaminopropyl)-N"-ethylenkarbodiimid ~ dydrochlorid; EDAC, EDC
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

N-hydroxysulfosukcinimid sodny; Sulfo-NHS (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Rekombinantni lidskd Src kinaza, aktivni, exprimovana v E. coli, molekulova hmotnost

83 kDa, (0,1 pg/ul), v ultracisté vodé, uchovavan v -80°C, (Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA, S1076)

Roztoky:

0,5 M MES puft, pH 6,0

50 mM MES puft, pH 6,0

40 mM HEPES puft, pH 7,2

9 M NaOH

Reakéni pufr, pH 7,2: 40 m M HEPES, 5 mM MgCl, 2 mM DTT, 5 mM EGTA

Sera-Mag Speed Beads, magnetické Castice s karboxylovou funk¢ni skupinou,

0,816 um (ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

Postup:

Pti imobilizaci Src kindzy na magneticky nosi¢ bylo postupovano dle [85].

Nejprve byl sterilni Spickou ze zasobniho roztoku odebran 0,1 mg magnetickych ¢astic,

které¢ byly pomoci magnetického separatoru promyty 5x 1 ml 50 mM MES pufru, pH 6,0.

K magnetickym casticim bylo ptfidano 660 pl ultracisté vody, 110 ul 0,5 M MES pufru, pH 6,0.

Mnozstvi 2,42 mg Sulfo-NHS bylo rozpusténo v 220 pl ultracisté vody a ptidano ke smési.

Déle bylo 2,2 mg EDAC rozpusténo ve 110 pl ultracisté vody a pfidano ke smési bylo.
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Takto pfipravena reakéni smés byla inkubovéna (30 minut, laboratorni teplota, mirné otaceni).
Poté byly magnetické ¢astice promyty 1x 1 ml 0,5 M MES pufru, pH 6,0 a 1x 1 ml 50 mM
MES pufru, pH 6,0. Po promyti bylo k ¢asticim ptfidano 485 pul 50 mM MES pufru, pH 6,0
a 0,5 pl (0,5 pg) Src kinazy (Pti imobilizaci s BSA bylo pfidano 485 pl 0,05% BSA v 50 mM
MES pufru. Takto pfipravend reakéni smés byla inkubovéana (16 hodin, 4 °C, mirné otaceni).
Po inkubaci byla odebrana vazebna frakce, ktera byla zamrazena na -20 °C. Castice byly
promyty 4x 1 ml 50 mM MES pufru, pH 6,0 a 3x 1 ml 40 mM HEPES pufru,
pH 7,2 a resuspendovany v 0,6 ml reak¢éniho pufru. Pro pozdé€jsi pouziti mohou byt magnetické
Castice s imobilizovanou Src kindzou skladovany v 40 mM HEPES pufru,

pH 7,2 pfi teploté 4 °C.

3.3. Fosforylace substratu Src kinazou in-vitro
Pti préci se vychazelo z postupti uvedenych v [85].
Chemikalie a proteiny:
- Adenosin-5"-trifosfat, ATP (New England Biolabs, Massachusetts, USA)
- 1,4-Dithiotreitol, DTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
- Ethylenglycol-bis-2-aminoethylether-N,N,N,N-tetraoctova kyselina, EGTA
(Sigma- Aldrich, St. Louis, MO, USA)
- HEPES (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
- Hydroxid sodny, NaOH (Penta, Chrudim, CR)
- Chlorid hote¢naty, MgCl, (Lach-Ner, Neratovice, CR)
- Kyselina trifluoroctovd 99%, TFA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
- Peptidovy  substrat, c¢-SRC substrate; H-Tyr-Ile-Tyr-GLY-Ser-Phe-Lys-OH,
skladovén pfti -20°C (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA)

- Myelinovy bazicky protein (MBP) izolovan z hovéziho mozku, molekulova hmotnost

18,4 kDa, ZR o koncentraci 1 pg/ul, roztok uchovavan v -20°C (Sigma- Aldrich,
St. Louis, MO, USA, M1891-5MQ)

- Rekombinantni lidské Src kinaza, exprimovana v E. coli, molekulova hmotnost 83 kDa,

ZR 1 pg/10 pl, rozpusténa ve vod¢, alikvoty uchovavany v -80°C, (Sigma Aldrich,
St. Louis, MO, USA, S1076-10UG)

- Rekombinantni lidsky alfa-synuklein, exprimovan v E. coli, ¢istota >95%, molekulova

hmotnost 14,46 kDa, ZR 1 o koncentraci 1 pg/ul, roztok uchovavan v -20°C
(rPeptide, Bogart, Ga, USA, S-1001-1)
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Roztoky:
- Reakéni pufr pH 7.2: 40mM HEPES, 5 mM MgCL2, 2mM DDT, 5SmM EGTA
- ATP (10mM)
- TFA 5%

- Rekombinantni Src kindza, koncentrace 1 pug/10 pl
Potieby:
- Lobind mikrozkumavky Eppendorf 0,5 a 1,5 ml

3.3.1. Fosforylace peptidového substratu v ¢ase volnou kinazou
Postup:
Reakéni smés byla ptipravena v mikrozkumavce (0,5 ml) smichanim 5 upl (0,5 pg)
Src kindzy, 5 pl (10 pg) peptidového substratu, 5 pl ATP a 85 pl reakéniho pufru.
Mikrozkumavka byla inkubovana v termobloku s tfepanim pii 250 rpm, 30°C 48 hodin.
Po 1, 3, 24 a 48 hodinadch byly do novych zkumavek odebrany frakce (10 pl).
Odebrané frakce byly okyseleny 5% TFA na vysledné pH 1-2. Detekce fosforylace

byla provedena hmotnostni spektrometrii (MS).

3.3.2. Fosforylace peptidového substratu v ¢ase imobilizovanou Src kiniazou
Reakéni smés byla pfipravena v mikrozkumavce (1,5 ml). K 0,1 mg castic
s imobilizovanou kindzou bylo pfidano 90 ul reakéniho pufru, 5 pl ATP (0,5 mM) a 5 pl
peptidového substratu (10 pg). Takto pfipravena smés byla inkubovana 48 hodin pii 30°C,
250 rpm v termobloku. V €asech 1; 3; 24 a 48 hodin byly pomoci magnetického separatoru
odebirany alikvoty (10 pl), které byly okyseleny 3 pl 5% TFA na vysledné pH 1-2.
Byly uchovéavany pfi -20°C a analyzovany MS.

3.3.3. Fosforylace proteinu volnou Src kinazou
Postup:

Do eppendorf zkumavek (1,5 ml) snizkou nespecifickou sorpci (Lobind) byla
pfipravena reakéni smés obsahujici 10 pg proteinu (MBP nebo alfa-synukleinu), 10 ul ATP
(1 mM), 1 pg volné kinazy a 70 pl reakéniho pufru. Smés byla inkubovana na ttepacce pii 250
rpm, 24 hodin pfi 30 °C. Po inkubaci byla smés rozdélena na alikvoty.

Pro Western blot s pIMAGO a imunodetekci bylo odebrano 80 pl smési, pro detekci
MS bylo odebrano 20 pl. Do prazdné zkumavky bylo pfidano 50 ul 0,5% SDS a zkumavka
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byla inkubovana na ttepacce 5 minut pii 500 rpm. Nasledné bylo téchto 50 pl rozdéleno, 10 pl
bylo ptidano k 20 pl, cely objem byl okyselen 5% TFA a v -20°C uschovan pro naslednou MS
analyzu. Zbylych 40 ul bylo pfidano k 80 pl. Tato smés byla umisténa do koncentratoru,
kde byla zakoncentrovana na objem 50 ul (s 8 ug proteinu). Z tohoto objemu bylo 25 ul
uschovano do mrazdku pro pfipadné pozdéjsi opakovani elektroforézy. Zbylych 25 pl
bylo rozdéleno na 2x 12,5 ul (v kazdém 2 pg proteinu). Jeden vzorek byl zpracovan dle postupu
pro elektroforézu (kapitola 3.4), Western blot a néslednou imunodetekci (kapitola 3.5),
druhy byl zpracovan dle postupu pro Western blot s pIMAGO detekci (kapitola 3.6).

3.3.4. Fosforylace proteinu Src kindzou imobilizovanou na magnetické ¢astice

K alikvotu c¢astic s imobilizovanou Src kinazou (0,1 mg d&astic, 1 pg kinazy)

bylo ptidano 80 pl reakéniho pufru, 10 ug proteinu (MBP nebo alfa-synukleinu) a 10 ul ATP

(1 mM). Smés byla smichana a inkubovana v Lobind eppendorf zkumavkach. Takto ptipravena
smés byla inkubovéna na tfepacce pii 250 rpm, 30°C, 24 hodin.

Podobné jako u fosforylace volnou Src kindzou i tady byl pro Western blot s pIMAGO

a imunodetekci odebran objem 80 pl vzorku (8 pg proteinu), pro detekci MS byl odebran objem

20 pl (2 pg proteinu). Do prazdné zkumavky s ¢asticemi bylo piiddno 50 pl 0,5% SDS

a zkumavka byla inkubovéna na tfepacce 5 minut pii 500 rpm. Nasledné bylo téchto 50 ul

rozdéleno stejné€ jako v predchozim piipadé¢ (kapitola 3.3.3.).

3.4. SDS-PAGE elektroforéza
Pti praci se vychazelo z postupti uvedenych v [93] a [85].
Chemikalie a proteiny:

- Akrylamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Dodecylsulfat sodny, SDS (Lachema, Neratovice, CR)
- Glycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
- Kyselina chlorovodikova 35%, HCL (Penta, Chrudim, CR)

- Marker molekulovych hmotnosti; Precision Plus Protein™ Standards, dual color,
10 - 250 kDa, (Bio-rad, Hercules, CA, USA)

- Marker molekulovych hmotnosti; Precision Plus Protein™ Standards, unstained,
10 - 250 kDa, (Bio-rad, Hercules, CA, USA)

- N,N’-methylenbis(akrylamid) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
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N, N, N, N-tetramethylendiamin, TEMED (Lachema, Neratovice, CR)

Persiran amonny (Lachema, Neratovice, CR)

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan, Tris (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Myelinovy bazicky protein (MBP) z hovéziho mozku, MW 18,4 kDa, (1 pg/ul),
v ultracisté vod¢, uchovavan v -20°C (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Lidské IgG zlidské plazmy, lyofilizat, molekulovd hmotnost 150 kDa, (1 pg/ul),
v 0,01 M fostatovém pufru, pH 7,3, uchovavan v -20°C (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

Hovézi sérovy albumin (BSA) zhovéziho séra, lyofilizat, molekulovd hmotnost
66,5 kDa, (1 pg/ul), v0,01 M fosfaitovém pufru, pH 7,3, uchovavan v -20°C
(Sigma- Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Rekombinantni Src kindza, lidska, aktivni, exprimovana v E. coli, molekulova hmotnost

83 kDa, (0,1 pg/ul), v ultracisté vodé, uchovavan v -80°C, (Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA, S1076)

Rekombinantni alfa-synuklein, exprimovan v E. coli, Cistota >95%, molekulova

hmotnost 14,46 kDa, ZR 1 o koncentraci 1 pg/ul, roztok uchovavan v -20°C
(rPeptide, Bogart, Ga, USA, S-1001-1)

Roztoky:

Roztok A (30% smés akrylamidu a bisakrylamidu)
Roztok B (1,5M Tris-HCI puft, pH 8,8)
Roztok C (1,0M Tris-HCI pufr, pH 6,8)
Roztok D (10% roztok SDS)
Roztok E (10% roztok persiranu amonného)
TEMED (N, N, N, N-tetramethylendiamin)
Vzorkovy pufr
o Laemmli sample buffer 1x a 4x (Bio-Rad, Herkules, CA, USA) bez ptidavku
2-merkaptoetanolu
o Laemmli sample buffer (Bio-Rad, Herkules, CA, USA) s ptidavkem
2-merkaptoetanolu

Elektrodovy puft: 0,025M Tris, 0,192 M glycin s 0,1% SDS, pH 8,3 - 8,6

Roztok MBP: koncentrace 1 pg/ pul, v 0,01 M fosfatovém pufru, pH 7,3
Roztok IgG: koncentrace 1 mg/ml
Roztok BSA: koncentrace 1 mg/ml
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Postup pripravy gelii:

Skla, hiebinek (0,75 mm, 10 jamek), drzak i guma k polymeraci gelu byly pfed vloZzenim
do aparatury odmastény vodou s jarem, oplachnuty a otfeny lihem. Skla byla vlozena do drzaku
aparatury a zajiSténa. Spodni strana skel byla utésnéna pomoci parafilmu, aby se piedeslo
vytékani gelu pii davkovani. Takto pfipravend skla byla umisténa na gumu do prihledného
stojanku pro nalévani gelu, a jesté zajiSténa Spickou.

Déle byly ptipraveny smési geli smichanim destilované vody, roztoka A, B, C D, E
a TEMED v poméru dle Tabulky 2 pro d€lici a poté zaostfovaci gel. Roztok dé€liciho gelu byl
po promichéni nadavkovan mezi pfipravend skla po rysku a prevrstven destilovanou vodou.
Takto ptipraveny gel polymeroval 30 minut. Poté byla pomoci filtra¢niho papiru odsata
pfebyte¢na voda. Byla nachystdna smés pro zaostfovaci gel a nadavkovana az po horni okraj

skel. Do zaostfovaciho gelu byl umistén hiebinek. Takto ptipraveny gel tuhnul 15 minut.

Tabulka 2: Pfiprava geld

12% delici gel 16,5% délici gel 5% zaostiovaci gel
Destilovana voda 1,68 ml 0,9 ml 1,4 ml

Roztok A 2 ml 2,75 ml 0,33 ml
Roztok B 1,25 ml 1,25 ml -

Roztok C - - 0,25 ml
Roztok D 0,05 ml 0,05 ml 0,02 ml
TEMED 0,002 ml 0,002 ml 0,002 ml
Roztok E 0,05 ml 0,05 ml 0,02 ml

Po ztuhnuti zaostfovaciho gelu byla nejprve skla s drzdkem uvolnéna ze stojanku,
nasledné 1 zdrzaku a byl opatrné¢ vyjmut hiebinek. Gely byly umistény do aparatury
do elektroforetické vany a zality elektrodovym pufrem tak, aby se jim jamky promyly.
Takto jsou gely pfipraveny pro aplikaci vzorkd.

Gely je mozné ptipravit predem a skladovat pti 4-8°C. V takovém piipad€ jsou gely po
pfipravé a vytaZeni hiebinku uloZeny do suché, ¢isté misky, zabalené do vlhkého papiru a folie,

aby se zabranilo jejich vyschnuti.

Piiprava a aplikace vzorku:
Do cistych zkumavek byla pfipravena smés ze vzorkii a vkladaciho pufru.
Nasledné byly zkumavky vloZeny do topného hnizda a inkubovany pii 100 °C 3 minuty.

Po zchladnuti byly vzorky davkovany do jamek zaostfovaciho gelu automatickou pipetou
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a plastovymi Spickami nebo pomoci GELoaderu. Pii tomto kroku lze pouzit Hamiltonovu
pipetu. Po aplikaci kazdého vzorku je ale potieba ji fadn€ promyt etanolem.

Pti aplikaci vzorki do gelu je dilezité, aby byly gely umistény v elektroforetické
aparature, jejich jamky byly zcela zality elektrodovym pufrem a kratsi skla sméfovala do stfedu.
Po aplikaci vzorki se s gely nesmi vice manipulovat a elektroforetické déleni je potieba spustit

co nejdiive.

Spusténi elektroforézy a ukonceni:

Vnitini prostor mezi gely musi byt naplnén elektrodovym pufrem zcela
aby elektroforéza probihala, prostor kolem skel by mél byt naplnén po rysku na sténé
elektroforetické vany. Vana byla uzaviena vikem tak, aby byly odpovidajici elektrody u sebe,
zapojena do zdroje, na kterém byly nastaveny hodnoty 30 mA (na jeden gel), konstantni napéti
180 V a 45 minut. Déleni vétSinou probiha 45-50 minut, ¢elo by mélo byt u dolniho okraje skel.
Je tieba kontrolovat, zda po zapnuti elektroforéza probihd, to se ovéfi pritomnosti bublinek.
Nékdy mize dojit k poklesu hladiny elektrodového pufru mezi gely a elektroforéza
pak pfestane probihat. V takovém ptipad€ je potfeba vypnout zdroj, doplnit pufr a nasledné
pokracovat v déleni.

Jakmile ¢elo doputuje ke spodnimu okraji aparatury, byl vypnut zdroj napéti a odpojena
vana. Elektrodovy pufr je mozné pouzit opakované (2-3x). Gely byly vyjmuty z drzéku,
skla byla odd¢€lena pomoci Spachtle a stfickou s destilovanou vodou byly pteneseny do Petriho
misek. Gely mohou byt po kratkou dobu skladovany v misce s destilovanou vodou. Pro delsi

skladovani je tfeba proteiny v gelu fixovat pomoci fixacniho roztoku alespont 30 minut.

3.4.1. Barveni proteinti v gelu pomoci Coomassie G-250 Stain
Vizualizace proteint v gelu lze dosdhnout pomoci Coomassie Blue. Citlivost barveni
pomoci Coomassie Blue je pfiblizné 0,3-1 pg proteinu. Pro vétsi citlivost 1ze gel obarvit pomoci
dusi¢nanu stfibrného. Proteiny v gelu se barvi pifimo po elektroforetické separaci,
pokud je potieba zjistit pozice proteini. Nebo se gel barvi az po pieneseni na membranu,

pro ovéfeni, Ze se pienesly vSechny proteiny z gelu. Vazba barviva na proteiny je ireverzibilni.

Chemikalie:
- Ethanol (Lach-Ner, Neratovice, CR)
- Kyselina octova; CH;COOH, 99% (Lach-Ner, Neratovice, CR)
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Roztoky:
- Bio-Safe coomassie G-250 Stain (Bio-Rad, Herkules, CA, USA, BR121521)

- Fixacni roztok: 5% kyselina octova a 50% etanol

Postup:

Gel byl nejprve proplachnut destilovanou vodou, nésledné byl zalit fixacnim roztokem
a inkubovdn 20 minut na michacce pii laboratorni teploté. Poté byl fixacni roztok slit.
Gel byl rehydratovan v destilované vod¢ 30 minut. Nakonec byl gel inkubovan v barvicim
roztoku Commasie Brilliant Blue po dobu 40-60 minut. Pro odbarveni pozadi gelu byl gel

promyvan vodou 2x 20 minut.

3.4.2. Barveni proteini roztokem AgNO3
Barveni stfibrem je nejcitlivéjsi metodou barveni. Limit detekce je 1-10 ng proteinu
v gelu. Pii barveni dochazi k interakci kladn& nabitych Ag® iontli se zaporné nabitymi
skupinami proteint v gelech a se sulfatovou skupinou SDS. Po pfidani vyvijejiciho se roztoku

dochézi k redukci Ag” iontii na Ag’.

Chemikalie:

- Amoniak, vodny roztok 25-29% (Penta, Chrudim, CR)

- Dusi¢nan stfibrny AgNO; (Penta, Chrudim, CR)

- Ethanol (Lach-Ner, Neratovice, CR)

- Formaldehyd, vodny roztok 36-38% (Penta, Chrudim, CR)

- Glutaraldehyd 50% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- Hydroxid sodny (Penta, Chrudim, CR)

- Kyselina citronova, bezvoda (Penta, Chrudim, CR)

- Kyselina octova; CH;COOH, 99% (Lach-Ner, Neratovice, CR)
Roztoky:

- 10% glutaraldehyd (pfipravuje se Cerstvy)

- Fixaéni roztok: 5% kyselina octova + 50% ethanol

- NaOH 9M

- Roztok stiibra AgNO320%

- Roztok amoniakalniho stiibra: 20% AgNOs byl postupné pfikapavan k roztoku (10,5 ml
destilované vody, 0,7 ml amoniaku a 119,9 ul 9 M NaOH) az do okamziku vytvoteni
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bézovohnédého zakalu. Po vytitrovani byl roztok doplnén na objem 50 ml destilovanou
vodou.

- Ustalovaci roztok: 5% kyselina octova

- Vyvolavaci roztok: 0,05% kyselina citronova + 0,04% formaldehyd

Postup:

Po provedeni transferu byl gel umistén do vody. Nasledné byl gel fixovan ve fixacnim
roztoku alespont 30 minut na tfepacce za laboratorni teploty. Tento krok Ize provést 1 pies noc
(4°C). Poté se gel rehydratuje 30 minut v destilované vod¢ na tiepacce. Veskeré inkubace
probihaly za laboratorni teploty. Po rehydrataci gelu nasleduje inkubace s 10%
glutaraldehydem 30 minut na tfepacce a promyti destilovanou vodou 6x 10 minut na tfepacce.
Proplachnuty gel byl inkubovan 12 minut s 20% roztokem AgNOs3, pak byl gel rychle oplachnut
destilovanou vodou a byl pfidan vyvolévaci roztok. Inkubace s vyvolavacim roztokem je jen
kratka — par minut na tfepacce. Gel je tfeba sledovat, jestli se jiz objevuji prouzky. Pokud uz je
vSe dostateCn¢ vybarveno, slije se vyvolavaci roztok a prida se ustalovaci roztok, ve kterém

se gely mohou uchovavat pii 4 °C.

3.5. Semi-dry Western blot s naslednou imunodetekci

3.5.1. Westernovy pi‘enos proteini na membranu

Pti praci se vychazelo z postupti uvedenych v [85] a [94].
Chemikalie:

- Glycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- Methanol 99,9% (Penta, Chrudim, CR)

- Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan; Tris (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Roztoky:

- Transferovy roztok: 25 mM Tris, 192 mM glycin, 20% etanol

Postup:

Nitrocelul6zova membrana byla ustfizena podle Sablony. Manipulace s membranou
probihala vyhradné pomoci pinzety a vrukavicich. Pfed transferem byla membrana
1 2 blotovaci papiry inkubovéna v transferovém roztoku 30 minut pii 4°C.

Po provedeni elektroforetické separace a vyjmuti gelu ze skel byl gel pomoci proudu

destilované vody ze sttiCky splachnut do misky. Po proplachnuti gelu ve vodé€ a ofiznuti byl gel
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inkubovan v transferovém roztoku 20 minut pii 4°C. Do Cist¢ Western blotové aparatury byl
nejprve umistén blotovaci papir, na né¢j membrana, potom gel, a nakonec druhy blotovaci papir.
Aparatura byla uzaviela vikem a pfipojena ke zdroji. Na zdroji byl nastaven konstantni

proud 0,3 A (pro jeden gel) a napéti 12 V. Transfer probihal 70 minut.

3.5.2. Detekce proteinti na nitrocelul6zové membrané pomoci Ponceau S

Postup vychazel z postupu uvedeného v [85] a [94].

Ponceau S je barvivo, které se pouziva pro obarveni membrany po provedeni transferu.
Citlivost barveni s Ponceau S je asi 2x vétsi nez pomoci Coomassie Blue, teda asi 5 pg.
Diky tomuto barveni zjistime G¢innost transferu, zda se povedlo proteiny na membranu pievést,
nebo zda zlstaly na gelu. Barveni proteinii pomoci Ponceau S je reverzibilni a da se odstranit

pfi promyvacich krocich pomoci destilované vody.

Chemikalie:
- Kyselina octova; CH;COOH, 99% (Lach-Ner, Neratovice)
- Ponceau S (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Roztoky:

- Barvici roztok: 0,1% Ponceau S a 1% kyselina octova

Postup:

Po provedeni westernového pfenosu na membranu byla membrana inkubovéana 30 minut
v roztoku Ponceau S pii laboratorni teploté¢ za mirného michéni. Po inkubaci bylo pozadi
odbarveno destilovanou vodou. Membrana byla vyfocena pomoci programu GeneSys.
Nasledné¢ byla ponechana v destilované vodé, doslo k jejimu odbarveni, takZe mohla

prob&hnout imunodetekce nebo pIMAGO detekce.

3.5.3. Detekce fosforylace na proteinech pomoci specifickych protilatek
Postup vychazel z postupu uvedeného v [94].
Chemikalie
- Clarity™ Western ECL substrate (Biorad, Hercules, CA, USA, 1705062)
o Obsahuje roztok peroxidu a luminolu s urychlova¢em
- Chlorid sodny, NaCl (Lach-Ner, Neratovice, CR)
- Chlorid draselny, KCl (Penta, Chrudim, CR)
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Dihydrogenfosforeénan draselny, KH,PO4 (Lach-Ner, Neratovice, CR)

Dodekahydrat  hydrogenfosfore¢nanu  sodného, = NaHPO; - 12 H>O
(Lach- Ner, Neratovice, CR)

Krali¢i anti-mysi IgG protilatky znacené HRP, skladovany pii -20°C (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA, A9044)

Mysi monoklonalni anti-fosfotyrosin protilatky, skladovéany pii -20°C (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA, SLBV4381)

Mysi monoklonalni protilatky anti-alfa-synuklein, fosforylovany Tyr32, Izotyp: IgG1,
K, koncentrace 0,5 mg, skladovany pii 2°C (BioLegend, Francie, 899202)

Susené mléko, odtucnéné (Nutri Star, Praha, CR)

Tween 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Roztoky

Postup

PBS-T, pH 7.2 - 7.4. 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 1,5 mM KH>PO4; 8,1 mM
Na;HPO4 -12 H20; 0,1% Tween 20
Blokacni roztok: 10% susSené mléko v PBS-T

Roztok primérnich protildtek: Mysi monoklondlni anti-fosfotyrosin protilatky fedéné

1:2000, v PBS-T pufru

Roztok primérnich protilatek: MySi anti-alfa-synuklein protilatky tedéné 1:100,
v PBS- T pufru
Roztok sekundérnich protildtek: Kralic¢i anti-mysi IgG znacené HRP, fedéné 1:10 000,
v PBS-T pufru

Chemiluminiscenéni substratovy roztok: Reagencie z kitu Clarity™ Western ECL

substrate byly smichany 1:1.

Membrana byla po barveni v roztoku Ponceau S blokovana v 10% bloka¢nim roztoku

na tfepacce (2 hodiny, laboratorni teplota). Po blokaci byla zatavena do folie se 3 ml roztoku

primarni protilatky fedénou v poméru 1:2000. Inkubace probihala 20 hodin za mirného otaceni

pii 4 °C. Po inkubaci byla membrana promyta na tfepacce v PBS-T (3x 5 minut, laboratorni

teplota). Poté znovu zatavena do folie a byly kni pfidiny 3 ml sekundarni protilatky

(fedéni 1:10 000). Inkubace probihala 2 hodiny za mirné¢ho otd¢eni pfi laboratorni teploté.

Po inkubaci byla membréana opét promyta v PBS-T (5x 5 minut, mirné michéani pfi laboratorni

teploté). Pti poslednim promyti byl pfipraven chemiluminiscen¢ni substrat. Promytd membrana

byla umisténa do Cisté Petriho misky, na jeji povrch byl nanesen chemiluminiscencni substrat
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(2 ml) a nasledovala inkubace na tiepacce (1-3 minuty, laboratorni teplota, zabaleno v alobalu).
Pfi praci s chemiluminiscencnim roztokem je tfeba pracovat ve tmé, v idedlnim piipadé
zhasnout v laboratofi. Nakonec byla provedena chemiluminiscen¢ni detekce pomoci stanice

GeneSys.

3.6. Detekce fosfoproteinii v membrané pomoci kitu pIMAGO

Metoda pIMAGO detekce byla ptevzata a upravena z [81].

Pti detekci pomoci pIMAGO kitu je tieba nejprve proteiny rozdélit pomoci SDS-PAGE
a provést Western blot. Gely byly pfipraveny dle kapitoly 3.2. Vzorky jsou pred nadavkovanim
na gel inkubovany v roztoku SDS/DTT (3 minuty, 100°C). Nasledn¢ byl pfidan 5x [AA
aby jeho vyslednd koncentrace byla 1x. Vzorky byly inkubovany 15 minut ve tmé.
Po nadavkovani vzorkid na gel byla spusténa elektroforéza dle postupu popsaného v kapitole
3.2.
Po provedeni elektroforetického déleni nasledoval Westernovy pfenos proteinti na membranu
dle kapitoly 3.3.1. Membrana byla po pfenosu obarvena v Ponceau S a gel v Coomassie Blue

a AgNO:s.

Chemikalie:
- 1,4-Dithiotreitol, DTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
- 2-jodacetamid, IAA, skladovano pfi 2-8°C (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
- Kontrolni fosfoptotein z kitu, B-kasein (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
- Chlorid sodny, NaCl (Lach-Ner, Neratovice, CR)
- Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan, Tris (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
- Avidin-HRP, skladovano v -20°C,
- pIMAGO reagent, skladovano pti 2-8°C, (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
- 2-jodacetamid, IAA, skladovéno pii 2-8°C, (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
- 10x Blokovaci pufr, skladovano pti 2-8°C, (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
- 5x pIMAGO puft, skladovéno pii 2-8°C, (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
- 10x Wash pufr, skladovano pti 2-8°C, (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
- Clarity™ Western ECL substrate (Biorad, Hercules, CA, USA, 1705062)
Roztoky:
- DTT 50 mM
- kit na pIMAGO: 10x Wash pufr, 5x pIMAGO pufr a 10x blokovaci pufir byly

pied pouzitim fedény destilovanou vodou, aby jejich vysledna koncentrace byla 1x.
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- Konjugit: avidin-HRP, fedén 1: 2 000 v blokovacim pufru
- TBST pufr, pH 7.5: 50 mM Tris, 150 mM NacCl, 0,1% Tween 20

- Chemiluminiscenéni substratovy roztok: Reagencie zkitu Clarity™ Western ECL

substrate byly smichany 1:1.

Postup:

Membréna byla po ptfenosu blokovana 1 hodinu v blokovacim pufru na tfepacce
pii laboratorni teploté. Tento krok 1ze provést i pies noc v uzaviené Petriho misce s blokovacim
pufrem na tiepacce v lednici. Na membranu vystaci 10 ml pufru. Druhy den byla pfipravena
smés pIMAGO reagencie v pIMAGO pufru v poméru 1:1000. Membrana byla umisténa
do Cisté misky a tato smés k ni byla pfidana, inkubace probihala 1 hodinu na tifepacce
pti laboratorni teploté. Nasledn€ byla membréna promyla 3x 10 ml Wash pufru. Po promyti
pufrem byla membrana jesté jednou promyta TBST pufrem. Kazdy promyvaci krok trval
5 minut. Po promyti byl k membran¢ pfidan roztok konjugatu avidin-HRP s blokovacim
pufrem v poméru 1:2000.

Membrana byla inkubovana 1 hodinu na tfepacce pti laboratorni teploté. Po inkubaci
byla membréana 3x promyta v TBST (kazdé promyti trvalo 5 minut). Nakonec byl ptidan roztok
chemiluminiscen¢niho substratu, nasledovala kratkd inkubace na tfepacce pii laboratorni

teploté ve tmé (1-3 minuty). Membrana byla po vyvolani nafocena na stanici GeneSys.

3.7. Priprava vzorku proteinu pro analyzu hmotnostni spektrometrii
3.7.1. Proteolytické Stépeni proteinu volnym sekvencné modifikovanym
trypsinem
Pti praci se vychazelo z postupu uvedeného v [85].

Trypsin je enzym, ktery Stépi peptidy specificky za argininem nebo lysinem.
Problém pfedstavuje autolyza trypsinu. Diky tomu pak vznikaji fragmenty, které mayji
pseudo- chymotrypsinovou aktivitu a §té€pi nespecificky. Pfi praci se pouzival sekvencné
modifikovany veptfovy trypsin. Tento trypsin je modifikovany reduk¢ni methylaci lysinovych

rezidui, diky které vznika vysoce stabilni molekula, odolna vii¢i autolyze [95].

Chemikalie:
- 2-jodacetamid, IAA (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)
- 1,4-Dithiotreitol, DTT (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)
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- Hydrogenuhli¢itan amonny, NH4HCO3

- Kyselina trifluoroctova, TFA, 99% (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- Sekven¢né¢ modifikovany veptovy Trypsin/Lys-C Mix, Mass Spec Grad, aktivita:
19136 U/mg, lyofilizat, skladovan v -20 °C (Promega Corporation, Madison,
Wisconsin, USA)

Roztoky:

- 50 mM NH4HNO;3;

- 200 mM DTT v 50 mM NH4sHNO;3

- 400 mM TAA b 50 mM NH4HNO3

- 10% TFA

- Roztok trypsinu: 20 pg trypsinu rozpusténo v 200 pl fediciho pufru z kitu

Postup:

Vzorek proteinu po fosforylaci byl zcela odpaten v koncentratoru (45 °C, 1400 rpm),
odpafovani trvalo 50-60 minut. Nasledné byl vzorek rozpuStén v 50 mM NH4sHNO3
do celkového objemu 60 pl. Ke vzorku bylo ptidano 10 pul 200 mM DTT v 50 mM NH4HNO3
a nasledovala inkubace reakéni smési v termobloku s ttepanim (30 minut, 60 °C, 600 rpm).
Po vychlazeni reakéni smési na laboratorni teplotu bylo pfidéno 10 pl 400 mM IAA v 50 mM
NH4HNO3 a nésledovala inkubace (30 minut, laboratorni teplota, ve tmé&, na rotatoru). Poté bylo
pfidano k reakéni smési 10 pul 200 mM DTT v 50 mM NH4HNO3, aby doslo k neutralizaci
prebytecného IAA. Nasledovala inkubace smési (15 minut, laboratorni teplota, na rotatoru).

Béhem této inkubace byl pfipraven pracovni roztok trypsinu. Ze zasobniho roztoku bylo
odpipetovano pro reakci potfebné mnozstvi. Trypsin/Lys C se do reakce s proteinem piidava
v hmotnostnim poméru 1:40. Odebrané mnoZzstvi trypsinu bylo zahtato (30 °C, 15 minut).
Takto pfipraveny trypsin byl pfidan k vzorku. Nasledovala inkubace smési v termo-shakeru
(16 hodin, 37°C, 500 rpm). Po inkubaci bylo §tépeni proteinu zastaveno pomoci piidavku 5 pl
10% TFA. Vzorky nestépeného proteinu byly uchovavany v -20 °C.

3.7.2. Obohaceni fosfopeptidii na nosi¢i TitansphereTM TiO Bulk Matterial
Chemikalie:

- Acetonitril 99%, ACN (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- Castice Titansphere™ TiO Bulk Matterial

- Hydrogenfosforeénan sodny, Na;HPO4 (Penta, Chrudim, CR)
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- Hydroxid amonny, NH4OH (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- Kyselina mlé¢na 85%, LA (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- Kyselina trifluoroctova 99%, TFA (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Roztoky:

- 20% TFA

- 20% ACN s 0,5% TFA

- 80% ACN s 0,1% TFA

- 80% ACN s 1% TFA

- 80% ACN s 5% TFA a 1 M kyselinou mlé¢nou (LA)

- Eluéni roztok: 1% NH4OH

Postup:

Z ptipravené suspenze titanovych ¢astic bylo pro analyzu odebrano 0,5 mg castic. Takto
ptipravené Castice byly promyty. Nejprve k nim bylo pfiddno 1x 400 ul 80% ACN s 0,1% TFA
(1 minuta, 3000 rpm) a 1x 400 pl 80% ACN s 5% TFA a 1 M LA (1 minuta, 3000 rpm).
K takto pripravenému nosici byl ptidan vzorek fosfopeptidli rozpustény v 80% ACN s 5% TFA
a1 M LA do celkového objemu 200 pl (ke 100 pl vzorku bylo pridano 100 pl 80% ACN
s 5% TFA a1 M LA). Nosi¢ s nanesenym vzorkem byl poté inkubovan (30 minut, laboratorni
teplota, 1150 rpm, ve tm€). Po inkubaci byl odebran roztok s nenavazanymi slozkami,
prepipetovan do nové zkumavky, okyselen 20% TFA a uschovan v -20 °C. Nosi¢ byl promyt
2x 400 pl 80% ACN s 5% TFA a 1M kyseliny mlééné (1 minuta, 3000 rpm), 2x 400 pl 80%
ACN s 1% TFA (1 minuta, 3000 rpm) a 1x 400 ul 80% ACN s 05% TFA (1 minuta, 3000 rpm).
K promytému nosici bylo ptidano 100 pl elu¢niho roztoku a nésledovala inkubace (15 minut,
laboratorni teplota, 1400 rpm). Poté byl supernatant odebran a okyselen 20% TFA (cca 2 pl)
na vyslednou hodnotu pH 3-4. Obohacené vzorky fosfopeptidii mohou byt pied odsolovacim
krokem skladovany pfi teploté -20 °C.

3.7.3. Odsoleni vzorku proteinii na pevné fazi OLIGO
Chemikalie:
- Acetonitril 99,9%; ACN (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)
- Kyselina 2,5-dihydroxybenzoova, DHB (LaserBio Labs SARL, Valbonne, Francie)
- Kyselina fosfore¢na; H3PO4 (Fluka, New Jersey, USA)
- Kyselina trifluoroctova 99%; TFA (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)
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Roztoky:
- 80% ACN s 0,1% TFA
- 0,1% TFA
- Matrice pro fosfopeptidy: DHB 10 mg/ml v 50% ACN s 0,1% TFA a 1% H3POq4
- Suspenze faze: OLIGO™ R3 reversed — Phase Resin v 80% ACN s 0,1% TFA

Postup:

Konec Spicky GELoaderu byl stlacen tak, aby jim mohla prochéazet tekutina,
ale nedochazelo ptitom k uvolnovani faze. Nasledné do né&j bylo davkovano 10 pl suspenze
faze. Aby byl zajistén prichod fdze GELoadrem, byla stlacena stiikackou. Do takto pfipravené
mikrokolonky bylo davkovano 15 pl 80% ACN s 0,1% TFA tak, aby cca 5 pl zlstalo nad fazi.
Takto ptipravené kolonky Ize skladovat v uzavieném stojanku v lednici pfti 4 °C.

Do takto pfipravenych kolonek bylo davkovano 20 pl vzorku. Vzorek byl protlacen
skrz fazi v mikrokolonce tak, Ze jeho ¢ast zlstala nad pevnou fazi. Kdyby byl protlacen
dosucha, dochazelo by k vysuSovani faze proudem vzduchu. Pii tomto kroku doslo k navazani
vzorku na pevnou fazi. Néasledovalo promyti navazaného vzorku 15 ul 0,1% TFA a tentokrat
byla protlacena vSechna tekutina do sucha. Eluce vzorku byla provedena ptimo na MALDI
desticku pomoci 3 pl matrice, cely objem byl protladen na 1 spot. Vzorky se po naneseni na
desticku nechaly zaschnout, mohou se skladovat pii pokojové teploté uzaviené v krabicce
nebo analyzovat hned.

Z hmotnostniho spektrometru ziskame hmotnostni spektra. Z hmotnostnich spekter byly
odecteny relativni intenzity pikd, které odpovidaly fosforylované a nefosforylované forme
v ptipad¢ analyzy peptidového substratu. Ze ziskanych intenzit byla vypoctena procentualni

mira fosforylace peptidového substratu dle Rovnice 1.

I (fosforylovany substrat)

Mira fosforylace [%] = 100

= X
I (nefosforylovany substrat) + I (fosforylovany substrat)

Rovnice 1 Vypocet miry fosforylace peptidového substratu [%], I — relativni intenzita piku.

Po ziskani hmotnostnich spekter u proteini (MBP, alfa-synuklein) je tfeba porovnat
vysledky ziskané na analyzatoru s hmotnostnimi spektry proteini v databazich
(databaze UniProt, Swiss-Prot) azjistit, zda byl protein fosforylovan. Pfi analyze

MALDI-Orbitrap hmotnostni spektrometrii mize dochazet k malému rozdilu v ionizaci
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substratu. Zalezi, do kterého mista na desticce je paprsek laseru namifen. Vyslednd intenzita
piku pak nemusi zcela odpovidat redlné koncentraci slozek analytu. I pfesto je tato metoda
pomérné presna a citliva.

Vysledky analyz byly vyhodnocovany v online programu MS-Fit. Pii analyze
byla nastavena maximalni mozné chyba v pfesnosti ur¢eni hmoty na 10 ppm a povolena byla
maximalné 2 vynechand mista St€peni. Jako variabilni modifikace byly nastaveny fosforylace
(S, T,Y), oxidace (M), glutamin na kyselinu pyroglutdmovou a acetylace na N-termindlni Casti
proteinu. Jako fixni modifikace byla nastavena karbamidomethylace (C).

Analyzu MS 1 vyhodnocovani ziskanych vysledki provedl Mgr. Ondifej Moravek.
Vzorky byly analyzovany na hmotnostnim spektrometru MALDI LTQ Orbitrap XL,
ktery analyzuje v pozitivnim modu s rozliSovaci schopnosti 60000 (FWHM u m/z = 400).
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

Tématem experimentalni ¢asti prace bylo zavést a optimalizovat citlivé metody detekce
tyrosinové fosforylace proteind zaloZzené na Western blotu s detekci dendrimerem pIMAGO
a imunodetekci se specifickymi anti-pTyr protilatkami. Pro ovéfeni ziskanych vysledkt
byla pouzivana hmotnostni spektrometrie (MS) [85]. Fosforylace na tyrosinu u proteina
se vyskytuje viibec nejméné, ve srovnani s fosforylacemi na serinu a threoninu [7] a metody
jeji detekce musi byt pomérné citlivé.

Optimalizované byly pifipravné kroky separace proteinii v SDS-PAGE gelu a podminky
pfenosu proteini na membranu, barveni proteinti s Ponceau S, Coomassie Blue a AgNOs
a také imunodetekce a detekce dendrimerem pIMAGO. Prace na nékolika urovnich navazuje
na vysledky diplomové prace Mgr. Markéty Fojtikové [85], kterd se zabyvala predevSim
ptipravou a charakterizaci imobilizované Src kindzy a nasledné fosforylaci proteini Tau a MBP
s detekci pomoci pIMAGO kitu v ELISA a provedeni MS analyz.

V této praci se zaméfujeme piedevsim na detekci fosforylace proteinii na tyrosinu.
Pro fosforylace substrati byla vyuzivana Src kindaza volna a imobilizovana
na superparamagnetické Céstice Sera-Mag Speed Beads. V pfedchozi praci s imobilizaci
Src kinazy bylo zjisté€no, ze aktivita kinazy po Sesti opakovanych pouziti klesla 0 92,99 % [85].
Zaroven pii skladovani imobilizované kindzy (bez BSA) po dobu jeden mésic doslo k poklesu
aktivity 0 33,61 % [85]. V této praci jsme pii imobilizaci Src kinazy ovérovali piinos mozného
pfidavku BSA, ktery je pouZivan pro sniZeni nespecifické sorpce proteinti napiiklad
v microarrays [75], na aktivitu a skladovaci stabilitu imobilizované Src. Src kinaza
imobilizovana za novych podminek byla pouzita k in-vitro fosforylaci proteini — MBP

a alfa-synukleinu, s cilem studia fosforylovanych mist u obou fosfoproteini.
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4.1. Optimalizace metod pro detekci fosforylace proteinii na tyrosinu v

membrané

Cilem experimentt bylo zavést a optimalizovat metodu Western blotu s imunodetekci
piirozen¢ fosforylovanych proteini pomoci protilatek se specifitou proti fosfotyrosinu
(anti-pTyr) a pomoci dendrimeru pIMAGO, ktery ma specifitu k fosfoskupinam. Metody se
mohou na zaklad¢ odlisnych detek¢nich principti (dendrimer a protilatka) lisit citlivosti detekce.
Kromé koncentrace proteinu muze citlivost detekce zaviset i na mite fosforylace [84].

Pro imunodetekci fosforylace proteinu byly pouzivany primarni monoklonalni mysi
anti-pTyr protilatky. Jako konjugat pak krali¢i anti-mysi IgG protilatky znacené HRP.
Na membrané byly vizualizovany pouze proteiny, které byly fosforylovany na tyrosinu.
Cilem optimalizaci bylo provéfeni postupu pieneseni separovanych proteinii z gelu
do membrany a ovéfeni fedéni a detekce anti-pTyr protilatek. K optimalizacim jsme pouzili
proteiny s fosforylacemi na tyrosinu - myelinovy bazicky protein (MBP), lidské IgG,
a Src kindzu. Fosforylaci na tyrosinu jsme ovéfili také v databazi UniProt [96; 97; 98].
Hovézi sérovy albumin byl pouzit Jako negativni kontrolni protein bez fosforylaci
(opét ovéteno v databédzi UniProt [99]).

V prvnich experimentech byla cilem pfedevs§im optimalizace ¢asu transferu a kontrola
imunodetekce s anti-p-Tyr. Byly pouzity vzorky s rGznou koncentraci lidského IgG.
Nejprve bylo provedeno elektroforetické rozdéleni proteinti v SDS PAGE dle kapitoly 3.4.
Vzdy byl jeden vzorek vloZen do vkladaciho pufru G a dalsi do pufru F s merkaptoethanolem.
U vzorkl v pufru G s merkaptoetanolem doslo k redukei disulfidickych mustki a rozkladu
molekul proteinti. Po elektroforetickém déleni nasledoval 30 minut dlouhy Westernovy pienos
(dle kapitoly 3.5.1.). Nejprve byl prenos proteinli na membranu ovéfen pomoci Ponceau S
a poté imunodetekci s anti-pTyr dle kapitoly (3.5.3.). Na membran¢ tak bylo mozné vidét
molekulu celého lidského IgG i jeho fragmenty, tedy lehkeé 1 t€Zké fetézce.

Chemiluminiscen¢ni signal byl na membrané zaznamenan ve vSech drahach, ve kterych

byl vzorek IgG, signél chemiluminiscence byl pomérné silny (Obrazek 8).
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Obrazek 8 Detekce ptirozené fosforylace u vzorkl IgG. Separaéni draha €. 1 — Marker molekulovych hmotnosti;
€.3,5 a7 - lidské IgG ve vkladacim pufru F, koncentrace 10 pg, 5 pg a 1 pg; €. 4, 6 a 8 — lidské IgG ve vkladacim
pufru G, koncentrace 10 pg, 5 pg a 1 pg. NC membrana znacena anti-pTyr protilatkami.

Uspé&sné se povedlo detekovat fosforylaci u nativniho proteinu IgG a ovéfit fedéni

primarnich protilatek.

Soucasti prace bylo zavést a optimalizovat metodu detekce fosfoproteinii
na NC membrané¢ pomoci dendrimeru pIMAGO-biotin. Pomoci této metody lze detekovat
fosforylaci nezavisle na AMK, kter4 je fosforylovdna. Nezalezi tedy, jestli je fosfatova skupina
navazana na serin, threonin nebo tyrosin. Metoda byla pouzivana jiz diive v ELISA uspotadani,
viz [85]. Tato diplomova prace se zabyva optimalizaci varianty pro Western blot. Pro tento ucel
byly kdispozici komeréni kity s detekci chemiluminiscence (avidin-HRP) a s detekci
fluorescence (avidin-Fluor 550 1 avidin-Fluor 800). Jako kontrolni protein je v kitu pouZivan
B-kasein, ktery je pfirozené¢ fosforylovan na Thrl8, Ser21, Ser23, Ser24, Ser25
(oveteno v databazi UniProt, [100]). Jeho velikost je 24 kDa.

Kombinace s DTT a IAA potitebna pro Western blot s pIMAGO detekci zptisobuje lehké

rozmazani separovaného proteinu (Obrazek 9).
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Obrazek 9 Detekce pfirozené fosforylace u vzorki MBP, IgG a BSA. Separacni draha: ¢ 1 — Marker
molekulovych hmotnosti; €. 3 — nativni MBP v koncentraci 1 pg; €. 4 — lidské IgG v koncentraci 0,5 pg;
€. 5 — lidské IgG v koncentraci 1 pg; €. 6 — lidské IgG v koncentraci 2 pg; €.7 - BSA v koncentraci 1 pug;
¢. 9 — a-kasein, kontrolni fosfoprotein z pIMAGO kitu; €. 10 — B-kasein, kontrolni fosfoprotein z pIMAGO kitu.
(A) SDS-PAGE, 12% gel po ptenosu, barveno koloidnim stfibrem, (B) NC membrana, barveno Ponceau S.
Doba transferu: 30 minut.

Zavérem experimentu bylo, Ze pro dalsi praci bylo potfeba snizit koncentraci DTT.
Piivodni doporucend koncentrace DTT byla 50 mM, kvili vysledkim byla sniZzena na 25 mM.
Bylo také zjisténo, ze bude lepsi dobu transferu 30 minut (Obrazek 9) prodlouzit na 70 minut

(Obrazek 10), aby se zajistil maximalni pfenos proteini na membranu.

Pfi dal$im experimentu pro ovéteni citlivosti detekce pomoci pIMAGO byly pouzity
ruzné koncentrace lidského IgG — 0,5; 1 a 2 pg. Pro separaci SDS-PAGE byly také ptipraveny
proteiny s fosforylacemi o- a B-kasein pro kontrolu spravnosti provedeni testu. Vzorky IgG
byly vloZzeny do SDS/DTT azbyld ¢ast pouze do 2x Laemliho vkladaciho pufru G.
Po SDS-PAGE separaci byl proveden transfer na NC membranu (70 minut) a obarveni
membrany v Ponceau S. Byly pfipraveny dva identické gely a pifenosy na NC membranu.
U jedné membrany byla provedena imunodetekci (obradzek neuveden) a u druhé pomoci
dendrimeru pIMAGO. Na membrané §lo po pIMAGO detekci vidét odezvy od kontrolnich
proteind (a1 B- kaseinu) a u IgG v SDS/DTT o koncentraci 1 a 2 pg (Obrazek 10).

72



250 kDa
150 kDa
100 kDa

250 kDa
150 kD

100 ki3
75 kDa

5 kDa

20 kDa

-
—
o
-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

s Al R M s

150 kDs
100 kDs
75 kDa

50 kDa

\ T

Obrazek 10 Detekce prirozené fosforylace u vzorku lidského IgG, a-kaseinu a f-kaseinu. Separaéni draha
¢.1 — marker molekulovych hmotnosti; ¢.3,4a5—0,5; 1 a2 ug IgG, bez DTT; €. 6,7a 8- 0,5; 1 a2 pug IgG,
s DTT a IAA; ¢.9 — 1 ug a- kaseinu; ¢. 10 — kontrolni fosfoprotein (B-kasein). (A) SDS-PAGE elektroforéza,
12% gel, barveno AgNO3; (B) NC membrana po pfenosu, barveno Ponceau S; (C) NC membrana po Western

blot s pIMAGO detekci. Doba transferu: 70 minut.

Za stejné podminky experimenty byl zopakovan i1 s MBP, alfa-synukleinem

a kontrolnimi proteiny, IgG, BSA, o-kaseinu a [-kaseinu. Vzorky byly inkubovany

s 2x Laemliho vkladacim pufrem G 3 minuty pfi 100 °C (bez DTT). Poté byly hned

nadavkovany na gel, elektroforeticky rozd€leny a pieneseny na membranu. Déle bylo

postupovano podle pIMAGO postupu z kapitoly 3.6. Vysledek detekce fosforylace touto

metodou je na Obrazku 11.
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Obrazek 11 Detekce fosforylace proteinii na membrané pomoci pIMAGO. Separaéni draha: ¢. 1 — nMBP,
koncentrace 1 pg; €. 2 — Marker molekulové hmotnosti; €. 3 — nMBP, koncentrace 1 pg; €. 4, 5, 6 — lidské IgG,
koncentrace 0,5; 1 a 2 pg; €. 7 — BSA, koncentrace 1 pg; €. 8 — a-synuklein, koncentrace 1 pg; €. 9 — a-kasein,
koncentrace 1 pg; €. 10 — B-kasein. (A) SDS-PAGE, 12% gel po pfenosu, barveno AgNO3, (B) NC membrana,
barveno Ponceau S, (C) NC membrana po Western blot s pIMAGO detekci.

Na gelu barveném AgNOs3 (Obrazek 11A) je vidét nMBP, IgG, BSA 1 alfa-synuklein.
Kontrolni proteiny (a- 1 B-kasein) na gelu viditelné nejsou. Na gelu 1 membrané se velmi €asto
v draze s B-kaseinem objevoval velmi silny band na spodni ¢asti gelu. Podle odhadované
molekulové hmotnosti bylo zjiSt€no, Ze jde o barvu, kterd je soucasti vzorku,
nikoli o fragmentovany B-kasein. Na NC membran¢ (Obrazek 11B) je vidét, Ze proteiny jsou
na membranu pfeneseny v dostate¢ném mnozstvi, viechny jsou viditelné. Cas transferu
70 minut lze povazovat za dostatecny. Pozdé&ji bylo zjisténo, Ze MBP je fragmentovan,

na membrang¢ je jasn¢ vidét, Ze nema spravnou velikost a je tfeba pouzit MBP z jiného alikvotu.

Pti dal$i modifikaci experimentu s pIMAGO kitem (obrazek neuveden) nebyl
zaznamenan signal na membrané. Stejna membrana byla po detekci pomoci tohoto kitu
5x promyta PBS-T pufrem, pH 7,3 analyzovana pomoci imunodetekce (dle kapitoly 3.5.3.).

Po imunodetekci doslo k zaznamenani signalu (Obrazek 12). Na membrané byly jasné viditelné
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odezvy IgG. Je patrné i rizna koncentrace vzorkil IgG. Po pIMAGO detekci tedy lze provést

detekci pomoci protilatek.
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Obrazek 12 Detekce fosforylace u lidského IgG . Separaéni draha: ¢ 1 — Marker molekulovych hmotnosti;
¢.2,3,4 — MBP v koncentracich 1, 2 a 4 pg; €. 5, 6, 7 — lidské IgG v koncentracich 1, 2 a 4 pg; €. 8 — BSA

v koncentraci 1 pg. NC membrana, znaceno anti-pTyr.
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4.2. Imobilizovana Src kinaza

Pro nésledujici studium in-vitro fosforylace proteini byla pfipravena imobilizovana
Src  kindza. Cilem experimentd byla imobilizace kindzy kovalentni vazbou
na superparamagnetické castice a nasledné ovéteni jeji aktivity fosforylaci peptidového
substratu. Imobilizované enzymy maji fadu vyhod, jako jsou vyssi odolnost vici teploté,
zménam pH, kontaminantiim a necistotadm, a to i v organickém prostiedi. Je mozna rychla
separace z reakéni smeési a rychlé zastaveni reakce. Imobilizovany enzym si zachovava svou
aktivitu a je mozné ho pouzit opakované, coz €ini provedeni experimentu levnéjsi [67; 70; 71].

K hodnoceni aktivity imobilizované Src byl fosforylovan peptidovy substrat s detekei
pomoci hmotnostni spektrometrie. Mira fosforylace byla vyhodnocena jako pomér intenzit pika
fosforylovaného (m/z 957,4) a nefosforylovaného substratu (m/z 877,4) podle Rovnice 1
(v kapitole 3.7.3). Také byla aktivita imobilizované kindzy porovnavana s volnou kinazou.

Pted zahajenim experimentd se Src kinazou byla metoda vazby enzymu na Castice
ovéfena s enzymem se snadnou a rychlou detekci aktivity. Pro tento ucel byl pouzit hovézi
trypsin (3.4.21.4.) [101].

4.2.1. Imobilizace trypsinu na magnetické castice

Trypsin byl na magnetické ¢astice imobilizovan metodou dle [92] s pfidavkem BSA
dle postupu v kapitole 3.2.1, ve dvou opakovanich, a byla u néj sledovéna aktivita
po imobilizaci a také skladovaci a operacni stabilita. Pfi metodé vazby byl pouzit ptidavek BSA
podle [75] s cilem kontroly nespecifické sorpce proteini na magnetické ¢astice pii naslednych
fosforylacich. Zaroven bylo u vazby modelového enzymu potieba ovéfit, zda BSA neovliviiuje
enzymovou aktivitu. Testovana koncentrace byla 0,05% BSA.

Po imobilizaci byla stanovena aktivita trypsinu pomoci substratu BAPNA dle postupu
v kapitole 3.2.2. BAPNA je chromogenni substrat, ktery je $t€pen trypsinem za uvolnéni
p-nitroanilinu, ktery byl detekovan pfi vlnové délce 450 nm. To mé za nasledek zménu barvy
roztoku, kterdje snimdna kolorimetricky. Pro stanoveni koncentrace aktivniho trypsinu
na Casticich byla pfipravena kalibracni fada (2-20 pg trypsinu na 100 pl roztoku). K vytvofeni
kalibra¢ni kiivky byly pouzity pouze body z linearni oblasti kiivky (Graf 1).
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Graf 1 Kalibra¢ni kiivka trypsinu. Pracovalo se v dubletu.

K casticim byl pfidan substratovy roztok a byla zmétfena absorbance pii 405 nm.
Hodnoty absorbance i mnozstvi enzymu ziskané po ptepoctu z kalibraéni zavislosti jsou
uvedeny v Tabulce 3. Pivodni mnozstvi enzymu pro vazbu na ¢astice bylo 3 mg/1 mg ¢astic.
Na castice se navdzala jen ¢ast enzymu ze vzorku. Pocatecni aktivita enzymu u vzorku
s pouzitim BSA pfi imobilizaci se jevi jako niZ8i, nicméné v Case se aktivita enzymu jevi
jako stabilnéjsi.

Tabulka 3 Aktivita imobilizovaného trypsinu. Méfeni probihalo se 0,1 mg ¢astic s pfepoctem na cely nosic.
Experiment byl provadén v dubletu.

Primer Aktivita enzymu pg / mg
castic
Vzorek bez BSA 2,518 148,735 + 0,004
Vzorek s BSA 2,425 142,408 + 0,003

Soucasti experimentu s pfidavkem BSA bylo 1 sledovdni operacni stability.
K ¢asticim s trypsinem po stanoveni aktivity byl opét ptidan substratovy roztok, a po inkubaci
byla prométena absorbance. Cely experiment byl celkem 3x opakovén (Graf 2). Trend aktivity
trypsinu na Casticich u vzorku bez BSA v case viditelné a pomérné rychle klesal.
Zajimavy je ale trend u vzorku obsahujici BSA. Vysledna aktivita u vzorku s BSA se jevi
jako stabilngj$i pfi opakovaném pouzivani. Na pocatku dokonce doslo k nardstu aktivity.

Pro piesnéjsi vysledky by ovsem bylo potieba vice opakovani.
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Graf 2 Operacni stabilita trypsinu imobilizovaného na magnetické ¢astice s BSA a bez n¢j. Méfeni probihalo se
0,1 mg castic s pfepoctem na cely nosic. Experiment byl provadén v dubletu.

Oba vzorky (s pfidavkem BSA i bez) byly uschovany pti 4 °C a po tydnu analyzovany,
aby byla zjisténa 1 operacné-skladovaci stabilita (Graf 3). U imobilizovanych enzymi obecné
plati, Ze aktivita enzymu klesa s dobou skladovani a také s po¢tem pouzivani. I kdyz mize byt
autolyza trypsinu omezena imobilizaci, je vhodnéjsi ptidat k imobilizovanému trypsinu
inhibitor [102]. Po prvnim tydnu skladovéani byl u obou vzorkd imobilizovaného trypsinu
zaznamenan vyrazny pokles aktivity, ke kterému pfisp€l 1 fakt, ze byl skladovan pouze
v 0,1 M Tris-HCI pufru, pH 7,8 s 0,01 M CaCl,. Dalsi tyden byly vzorky skladovany v pufru
s ptidavkem roztoku benzamidinu (0,0032 M), ktery plsobi jako tzv. kompetitivni inhibitor
aktivity trypsinu. Kompetitivni inhibitor ma podobnou strukturu jako substrat,
navaze se do aktivniho mista enzymu, ale neni enzymem §tépen. Zpiisobuje stabilizaci enzymu.
Pfi zvySeni koncentrace substratu miize byt inhibitor z vazby senzymem vytésnén.
Po tydnu byl u obou vzorkli zaznamenan vyrazny narust aktivity, ktera se ptiblizila aktivité

puvodni (Graf 3).
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Graf 3 Operacné-skladovaci stabilita trypsinu imobilizovaného na castice. Méfeni probihalo s 0,1 mg castic.
Experiment byl provadén v dubletu.
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Aktivita trypsinu poklesla vlivem ptidavku BSA po 2 tydnech skladovani o 0,49 %.
U vzorku imobilizovaného trypsinu bez ptidavku BSA poklesla jeho aktivita o 9,35 %.
Ptidavek BSA tedy zvysil stabilitu trypsinu.

4.2.2. Imobilizace Src kinazy na magnetické ¢astice

Cilem experimentu bylo zjisténi miry fosforylace peptidového substratu volnou kindzou
v Case. Mira fosforylace byla vypocitana z intenzit pikti dle Rovnice 1. U experimentu byly
alikvoty odebirdany v ¢ase, abychom mohli hodnotit narGst aktivity volné kinazy.
Experiment byl proveden dle kapitoly 3.3.1. Reak¢éni smés tvotil HEPES pufr, ATP, peptidovy
substrat a volna Src kinaza (0,5 pl) v celkovém reakénim objemu 100 pl. Pro hodnoceni byl
pfipraven slepy vzorek bez enzymu a byl zpracovan stejné jako reakéni smés. Z reakéni smési
a slepého vzorku se byly odebrané alikvoty okyseleny 5% TFA a skladovany v -20 °C.
Vzorky byly nasledné ptipraveny pro MS analyzu dle postupu v kapitole 3.7. a analyzovany
(Graf 4, Tabulka 4).
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Graf 4 MALDI-Orbitrap hmotnostni spektra peptidového substratu fosforylovaného volnou Src kindzou
v koncentraci 0,5 pg. Intenzita laseru: 4 pl. Matrice DHB.
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Tabulka 4 Intenzita pikii fosforylovaného a nefosforylovaného peptidového substratu a mira fosforylace s
volnou Src kinazou ze dvou opakovani.

Eas Intenzita piku Intenzita piku Mira

fosforviace m/z = 877.43 (nefosf. m/z = 957.39 (fosf. fosforylace| % primér
y substrat) * 10 substrat) * 108 (%)
4,18 2,25 35,0

1h 29,80 = 5,19
3,49 1,14 24,6
3,62 4,98 57,9

3h 54,20 + 3,72
4,24 4,32 50,5
0,121 5,34 97,8

24 h 0,15 4,95 97,1 97,50 + 0,31
0,142 5,73 97,6
0,0955 6,43 98,5

48 h 0,0211 1,54 98,6 98,30 = 0,36
0,0799 3,6 97,8

Z hmotnostnich spekter je patrné, ze s pfibyvajicim cCasem klesd intenzita piku
nefosforylovaného substratu (m/z 877,43). Zatimco intenzita fosforylovaného substratu
(m/z 957,39) v Case stoupa. Po 48 hodinach fosforylace je ve vzorku vétSina substratu (98 %)
ve fosforylované formé. U slepého vzorku je pak vidét pouze pik nefosforylovaného substratu
(m/z 877,43). Timto experimentem jsme si ovetili funkci volné Src kinazy.

V Tabulce 5 je uvedeno srovnani miry fosforylace za stejnych podminek
s imobilizovanou kindzou. Bylo imobilizovano 0,5 pg Src kinazy na 0,1 mg magnetickych

¢astic (dle postupu 3.2.3.) V tomto piipad¢ byla imobilizace kindzy provedena bez ptidavku
BSA.

Tabulka 5 Srovnani miry fosforylace volné a imobilizované kinazy. Pocet opakovani 2.

Mira fosforylace imobilizovanou

Cas fosforylace Mira fosforylace volnou kinazou (%)

kinazou (%)

1h 29.8 0,2
3h 54,2 1,5
24h 97,5 8,1
48 h 983 13,7

V case byl u fosforylace imobilizovanou kindzou pozorovan jen velmi maly narist

fosforylace. Dlivodem niz$i miry fosforylace miiZze byt nespravna orientace imobilizovaného

enzymu nebo uvolnovani enzymu z nosice.
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V piedchozim experimentu se zjistilo, ze imobilizace Src kindzy velmi snizuje jeji
aktivitu. Proto bylo pro dalSi experimenty zvySeno mnozstvi imobilizované kinazy
na 1 pug/0,1 mg Castic. Zaroven bylo pfidano BSA, které by mohlo snizit sorpci kinazy na ¢astice
a zlepsit jeji aktivitu. Src kindza byla imobilizovana podle metody v [85] a pro porovnani byl
jeden vzorek proveden bez piidavku BSA, druhy vzorek v prostiedi 0,05 % BSA.
Mnozstvi kindzy v obou vzorcich bylo 1 pg a pracovalo se v dubletech.

Pro zjisténi aktivity Src kindzy byla po imobilizaci provedena fosforylace peptidového
substratu podle metody z kapitoly 3.3.1. Detekce fosforylovaného peptidu byla hodnocena MS
(Tabulka 6). Hodnoceni miry fosforylace bylo provedeno dle Rovnice 1.

Tabulka 6 Srovnani miry fosforylace imobilizovanou kindzou bez ptidavku a s ptidavkem BSA. Pocet
opakovani 2.

. Mira fosforylace imobilizovanou | Mira fosforylace imobilizovanou
Cas fosforylace
kinazou bez BSA (%) kinazou s pridavkem BSA (%)
1h 1,3 5,7
3h 16,9 11,2
24h 4,0 67,3
48 h 38,0 93,2

U kinazy imobilizované v prostfedi BSA byl v ase pozorovan velky narist intenzity
piku fosforylované formy substratu s mirou fosforylace ptes 93 % po 48 hodinach. U kinazy
bez BSA byla mira fosforylace peptidu odpovidajici aktivité po 48 hodinach jen 38 %.

Po imobilizaci byly u obou vzorkii a opakovani uschovany vazebné frakce
s nenavazanou Src kindzou. Tyto frakce byly po zakoncentrovéani ve vakuovém koncentratoru
na objem 100 pl pouzity k fosforylaci peptidového substratu (48 hodin). Naslednou MS
analyzou bylo zjis$téno, Ze pouze u jednoho vzorku byl detekovan maly pik fosforylovaného

peptidu a vypoctend mira fosforylace byla 1,6 %. Kindza byla z vétSiny navazana na castice.

4.2.3. Skladovaci stabilita imobilizované Src
Dalsi z charakterizaci imobilizovaného enzymu je sledovani skladovaci stability.
Pro tento ucel bylo pfipraveno 10 alikvotd imobilizované Src kinazy (1 pg Src kinazy
na 0,1 mg castic) s piidavkem 0,05% BSA v imobiliza¢ni smési [75]. Po imobilizaci byly
po tydnu skladovani pouzity k fosforylaci peptidového substratu 2 alikvoty ¢astic
s imobilizovanou Src kinazou, po dobu celkem 4 tydni. Po 24 hodinach fosforylace byla

detekce provedena pomoci MS. Ke skladovani slouzil 40 mM HEPES puft, pH 7,2 a alikvoty
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byly skladovany pii 4 °C. Z vysledka (Graf 5) je vidét, ze BSA zlepsilo aktivitu i stabilitu
imobilizované Src. Po imobilizaci byla aktivita imobilizované kinazy 85,36 %.

V priibéhu jejiho skladovani doslo k poklesu v aktivité, za 4 tydny o 10,82 %.
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Mira fosforylace (%)

Graf 5 Skladovaci stabilita imobilizované Src kinazy s pfidavkem BSA.

Od tretiho tydne skladovani ov§em dochazelo po fosforylaci u ¢asti magnetickych ¢astic
ke ztraté jejich magnetismu. Po vlozeni do magnetického stojanku nedoslo k jejich ptfichyceni
ke sténé, Castice s kindzou Castecné zistavaly usazené na dné€ zkumavky. To by mohlo ukazovat

na rozpad magnetickych ¢astic.
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4.3. Fosforylace MBP Src kinazou in-vitro a jeji detekce

Cilem experimentl byla tyrosinova fosforylace nativniho MBP in-vitro pomoci volné
a imobilizované Src kinazy a ovéfit je optimalizovanymi metodami Western blot pomoci
imunodetekce, dendrimeru pIMAGO a analyzou na hmotnostnim spektrometru.

Nativni MBP (P02687 Bovine) ma dle databaze UniProt ctyfi tyrosiny,
na kterych miize fosforylace probihat — 12, 67, 126 a 133 [96]. Z databaze také vyplyva,
ze muze byt pfirozen¢ fosforylovan na tyrosinu (zalezi na izoform¢). Pti piredeslych
experimentech se ndm fosforylaci na tyrosinu u MBP detekovat nepodafilo, nejspiSe tedy neni
na tyrosinu piirozen¢ fosforylovan.

Pti predeslych experimentech v praci [86] bylo zjisténo, ze dochézi ke ztratdm MBP
béhem fosforylace. Ke ztratdm dochazi nejspiSe v disledku vazby na povrchy zkumavek.
Proto bylo pfi dal§ich modifikacich experimentu pouzito vyssi mnozstvi MBP a vzdy byly pfi
praci pouzivany eppendorf zkumavky s nizkou sorpci. Pro zajisténi maximalniho zisku MBP
byly zkumavky po fosforylaci také proplachovany 0,5% SDS a tento roztok byl pfidan

ke vzorku. Tento krok se vyuzival pro maximalni zisk proteinu jiz v [85].

4.3.1. Detekce fosforylace MBP metodou Western blotu s imunodetekci

Cilem bylo fosforylovat MBP pomoci volné i imobilizované Src kindzy a nésledné
detekovat fosforylaci pomoci optimalizované metody Western blot s imunodetekci s anti-pTyr
protilatkami, pIMAGO detekci a ovéfit analyzou pomoci MS.

Pti prvni modifikaci experimentu bylo fosforylovano 10 pg MBP pomoci 1 pg volné
Src kindzy. Celkovy objem reakéni smési byl 100 pl. Z tohoto mnozZstvi byly 2 ug (20 pl)
pro imunodetekci. Tento alikvot byl zpracovan dle postupu pro elektroforézu (viz kapitola 3.2.)
s naslednym transferem na membranu a imunodetekcei (kapitola 3.3.). Druhy alikvot obsahujici
2 pg (20 pl) byl zpracovan dle kapitoly 3.6, detekce probéhla pomoci Western blotu
s pIMAGO detekci. Zbylych 6 pg (60 ul) bylo ponechdno ve zkumavce, okyseleno 5% TFA
na hodnotu pH 1-2 a analyzovano pomoci MS.

Na gelu po transferu (Obrazek neuveden) na membranu a barveni roztokem AgNO3 §lo
fosforylovany MBP (pMBP) je v pozici, ale jen velmi maly naznak. I kdyz byl viditeln&;si
na NC membrané, pomoci specifickych protildtek se ho prokdzat nepodafilo.
Koncentrace je nejspiS§ velmi nizkd pro detekci. Ackoli by méla byt koncentrace
fosforylovaného MBP i nativniho podobna a to 1 pg/jamku, na gelu i na membrané Slo vidét,

ze nativniho MBP (nMBP) je zde vyrazné vice. Fosforylace u MBP nejspisSe zptsobila to,
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ze se MBP vice pfichytava na stény zkumavek, a proto ho je na gelu méné. Déle byla na gelu
viditelnd molekula IgG, kterd byla prokdzdna 1 pomoci specifickych protilatek.
Na gelu i membrané byla viditelnd Src kinaza, jeji velikost ke 85 kDa. Diky pfirozené
fosforylace na Tyr419 ji bylo mozné vidét i po imunodetekci. Na gelu byl 1 kontrolni
fosfoprotein z pIMAGO kitu, kterym je B-kasein. Ten ale pomoci imunodetekce vizualizovan

nebyl, protoze nenese fosforylaci na tyrosinu.

Ze zbylych 6 pg urcenych pro detekci na MS byly odebrany 2 pg, upraveny dle postupu
3.7. a analyzovany na MS. Ani tady se fosforylaci nepodafilo prokéazat. Divodem opét mohlo
byt velmi malé mnozstvi analytu. Mnozstvi se odebiralo dle teoretick¢ho vypoctu.
Pti dalSich experimentech bylo potfeba pro tuto detekci odebrat vétsi mnozstvi analytu.
Pozdégji bylo zjisténo ze MBP, ktery byl v mrazdku ptipraveny byl jiz fragmentovany.
PiiSlo se na to pii experimentu, kdy byl pouzit 16,5% gel, a kterém bylo jasné vidét, Ze MBP
nema spravnou velikost a jednd se jen o jeho fragmenty. Takze divodem ptedeslych
neuspésnych vysledkii mohla byt i fragmentace proteinu. Proto bylo tieba ptipravit nové MBP
a srovnat jeho velikost se starym MBP. Vysledek transferu je vidét na Obrazku 13.
Velikost nového MBP odpovida 18 kDa. U starého MBP je vidét je Smouha o velikosti 10 kDa.
Cast MBP byla povatena s DTT (25 mM), aby se ovéfilo, zda bude i nové MBP tvofit §mouhy
vlivem DTT. MBP bez DTT a s DTT se od sebe liSily jen malo, velky vliv na tvofeni Smouh
tedy DTT nema. Pro dalSi experimenty byl tedy pouZzivan nové ptipraveny MBP.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

r

100 kDa
75 kDa
50 kDa
37 kDa

25 kDa
20 kDa

15kDa

MR

10 kDa

Obrazek 13 Ovéieni molekuly MBP z nového alikvotu. Separaéni draha €. 1 — Marker molekulovych hmotnosti;
¢. 2,3 — puvodni MBP, koncentrace 2 ug; €. 4, 5, 6 —novy MBP, koncentrace 0,5; 1 a2 pg; ¢. 7, 8,9 —nové MBP,
s DTT a IAA, koncentrace 0,5; 1 a 2 ug. NC membrana obarvena v Ponceau S.

Mohlo se tedy pokracovat v experimentech s novym MBP. Fosforylovano bylo celkem
10 pg MBP pomoci 1 pg Src imobilizované na 0,1 mg ¢astic a pro srovnani i 1 pg volné Src.

Oba experimenty byly provedeny v dubletu. Celkové mnozstvi 100 ul bylo rozdéleno
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dle kapitoly 3.3.3. Prazdnéd zkumavka po fosforylaci byla vyplachnuta roztokem 0,5% SDS,
roztokem SDS by mélo pomoci uvolnit MBP sorbovany na povrch zkumavek.
Po zakoncentrovani byly vzorky davkovany na gel. Aby nedochdzelo ke zbytecnému tfedéni,
byl pouzit 4x Laemliho vkladaci pufr. Teoretické mnozstvi MBP pfi davkovani na gel bylo
2 ng. Pro kontrolu byl do jedné pozice pfidan i nativni MBP, také v mnozstvi 2 pg a Src kinaza
(0,5 ng), ktera by poslouzila 1 jako pozitivni kontrola, protoze je fosforylovana na tyrosinu.
Protoze se tentokrdt pracovalo pouze s malymi proteiny, byl pouzit 16,5% gel.
Po provedeni elektroforézy a pfenosu na membranu byl na membrané vidét pouze marker,
jen lehky naznak nMBP. Dale pak Src kindza u vzorkti pMBP fosforylovanych volnou kinazou
(Obrazek 14). Po inkubaci s protilaitkami byl zaznamenin signdl pouze od Src kindz.
Je ale vidét, Ze pfi transferu nebyly pieneseny vSechny separované proteiny. Po obarveni gelu
vroztoku AgNOs; se na gelu objevil marker, Src kindza a Ilehce MBP.
Zvlastni je viditelny pokles koncentrace u MBP fosforylovaného pomoci volné kinazy.
Se vzorkem bylo zachazeno stejnég, jako se vzorkem fosforylovanym imobilizovanou kindzou.

A naopak jsou zde vidét spise jeho fragmenty.

A
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75 kDa "
50 kDa
37 kDa
25 kDa b
s
|
C
B
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 ] 7 8 9
100 kDa 3 2 i
100kDa o Ry 75 kDa ol =
75 kDa b et 50 kba
50 kDa 37 kDa
37kDa
25kDa
20 kDa 25 kDa
20 kDa
15kDa —
) 15 kba
10kDa

Obriazek 14 Detekce fosforylace MBP pomoci imunodetekce. Separaéni draha €.1 — Marker molekulovych
hmotnosti; €. 3 — nMBP, koncentrace 2 pg; €. 4 a 5 — pMBP fosforylovany imobilizovanou Src, koncentrace 2 u;
¢. 7 a 8 — pMBP volnou kinazou, koncentrace 2 pg; €. 9 — Src kinaza, koncentrace 0,4 pg. (A) SDS-PAGE, 16,5%
gel, barveno AgNO3; (B) NC membrana, barveno Ponceau S; (C) NC membrana po imunodetekci
pomoci anti-pTyr.
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4.3.2. Detekce fosforylace MBP metodou Western blotu s pIMAGO
Cilem byla detekce fosforylace provedené na MBP imobilizovanou a volnou
Src kindzou. Metodou Western blotu s pIMAGO detekci se jiz uspésné povedlo detekovat
prirozenou fosforylaci na alfa-kaseinu a IgG molekule.
Experiment byl zopakovan s novym alikvotem MBP, byly pouzity vzorky zpracované
dle kapitoly 3.3.3. Po transferu na membranu a jejim obarveni nebyly viditelné zadné proteiny.
Po detekci byl zaznamenan signal pouze od kontrolniho proteinu, MBP vidét nebyl.

Nejspise 1 v tomto ptipadé neprobéhl idealn¢ transfer.

4.3.3. Analyza fosforylace MBP hmotnostni spektrometrii

Vzorky proteinu (2 pg) uréené pro MS detekcei byly zpracovany dle postupu v kapitole
3.7. aanalyzovany na hmotnostnim spektrometru. Hodnoceni spekter provedl
Mgr. Ondiej Moravek. U ziskanych hmotnostnich spekter tryptickych peptidi MBP byla
hodnocena ptitomnost fosforylaci, predevs§im na tyrosinu. Spektra byla v programu porovnana
se sekvenci MBP. Pro vyhodnoceni je tieba znat sekvenci hovéziho MBP (Obrazek 15)
a také prirozené fosforylace u nativniho MBP. Tento protein mé& nékolik izoforem,
které se od sebe lisi mino jiné i fosforylacemi. Nativni MBP je fosforylovan pievazné
na serinech a threoninech [96]. Hovézi MBP méa v AMK sekvenci 4 tyrosiny, které mohou byt

teoreticky fosforylovany — tyrosin 12, 67, 126 a 133.

AAQKRPSQRS KYLASASTMD HARHGFLPRH RDTGILDSLG
RFFGSDRGAP KRGSGKDGHH AARTTHYGSL PQKAQGHRPQ
DENPVVHFFK NIVTPRTPPP SQGKGRGLSL SRFSWGAEGQ
KPGFGYGGRA SDYKSAHKGL KGHDAQGTLS KIFKLGGRDS
RSGSPMARR

Obrazek 15 AMK sekvence nativniho hovéziho MBP s vyznafenymi tyrosiny, na kterych mize fosforylace
prob&hnout. Pfevzato z [96].

V Tabulce 7 jsou uvedeny tryptické peptidy ziskané analyzou vzorku MBP
po fosforylaci imobilizovanou a volnou Src kinazou. Experiment byl provadén v dubletu.

Vysledky z MS potvrdily fosforylaci MBP na tyrosinu 12, 67 u obou vzorkl
fosforylovaného MBP (volnou i imobilizovanou Src kindzou). Fosforylace na tyrosinu 126 byla

prokédzana u MBP fosforlovaného volnou Src kinazou, u MBP fosforylovaného imobilizovanou
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nelze s jistotou fict, zda fosforylace na tomto tyrosinu probéhla. U MBP fosforylovaného
volnou kindzou by mohla byt fosforylace i na tyrosinu 133, ale také to nelze s jistotou fici.
Tohoto zavéru miazeme dospét za piedpokladu, ze Src kindza fosforylovala specificky pouze

tyrosiny.

Tabulka 7 MS detekce fosforylaci u molekuly MBP po fosforylaci imobilizovanou a volnou Src kinazou.
Vzorky byly pfipraveny ve dvou opakovanich a kazdy byl analyzovén v dubletu.

MBP fosforylovany imobilizovanou Src kinazou
“x Vynechana
¥n/z A m/? . Chyba PTM Zatatek Konec $tépna AMK sekvence
(experimentalni) | (teoretickd) | Appm sekvence | sekvence mista

1211,549 1211,546 2,73 1Phospho 64 73 0 (R)TTHYGSLPQK(A)

1402,585 1402,582 1,85 1Phospho 12 23 0 (K)YLASASTMDHAR(H)

1617,711 1617,709 1,34 1Phospho 10 23 1 (R)SKYLASASTMDHAR(H)

1617,71 1617,709 0,623 1Phospho 10 23 1 (R)SKYLASASTMDHAR(H)

1633,706 1633,704 | 1,16 | 'Oxidation 10 23 1 (R)SKYLASASTMDHAR(H)

1Phospho
1880,805 1880,812 -3,6 1Phospho 113 129 0 (R)FSWGAEGQKPGFGYGGR(A)
3198,517 3198,527 | -3,09 | 1Phospho 64 90 1 (R)TTHYGSLPQKAQGHRPQDENPVVHFFK(N)
3878,906 3878,924 -4,49 1Phospho 64 96 2 (R)TTHYGSLPQKAQGHRPQDENPVVHFFKNIVTPR(T)
MBP fosforylovany volnou Src kiniazou
m/z m/z Chyba Zacatek Konec Vynechana
(experimentalni) | (teoretickd) | Appm PTM sekvence | sekvence |S$tépna mista AMK sekvence

1384,664 1384,662 1,16 1Phospho 130 141 2 (R)JASDYKSAHKGLK(G)

1402,587 1402,582 3,66 1Phospho 12 23 0 (K)YLASASTMDHAR(H)

1617,711 1617,709 1,23 1Phospho 10 23 1 (R)SKYLASASTMDHAR(H)

1633,706 1633,704 | 1,11 | Oxidation 10 23 1 (R)SKYLASASTMDHAR(H)

1Phospho

1880,814 1880,812 1,05 1Phospho 113 129 0 (R)FSWGAEGQKPGFGYGGR(A)
3198,518 3198,527 -2,94 1Phospho 64 90 1 (R)TTHYGSLPQKAQGHRPQDENPVVHFFK(N)
1402,585 1402,582 2,1 1Phospho 12 23 0 (K)YLASASTMDHAR(H)

1617,712 1617,709 1,48 1Phospho 10 23 1 (R)SKYLASASTMDHAR(H)

1880,814 1880,812 1,41 1Phospho 113 129 0 (R)FSWGAEGQKPGFGYGGR(A)
3198,522 3198,527 -1,7 1Phospho 64 90 1 (R)TTHYGSLPQKAQGHRPQDENPVVHFFK(N)
3878,915 3878,924 -2,21 1Phospho 64 96 2 (R)TTHYGSLPQKAQGHRPQDENPVVHFFKNIVTPR(T)

Povedlo se tedy fosforylovat MBP volnou i imobilizovanou Src kindzou. I kdyz se ndm
fosforylaci nepovedlo prokdzat na membran€ po Western blotu pomoci imunodetekce
a dendrimeru pIMAGO, mizeme po MS detekei fici, Ze se fosforylace povedla. U detekci na
membran¢é byl nejspiSe problém s pfenosem proteinit z gelu na membranu, proto nebyly
detekovany odezvy. Pro lepsi vysledky MS detekce by ale bylo tieba zvysit mnozstvi proteinu,
a to na mnozstvi minimalné¢ 10 pg. I kdyZz bylo pifi imobilizaci kindzy pouzito BSA
a Lobind zkumavky, muze dochdzet k sorbovani proteinu na stény zkumavek
nebo na magnetické ¢astice.

Pii hodnoceni MS spekter je tfeba vzit v ivahu i hodnotu Appm. Cim je jeji hodnota

vyssi, tim méné je vysledek presny. V nasem ptipad¢ byla brana hodnota do |10).
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4.4. Fosforylace alfa-synukleinu Src kinazou in-vitro a jeji detekce

Dalsim proteinem vybranym k in-vitro fosforylaci byl rekombinantni lidsky
alfa-synuklein. Tento protein byl vyprodukovany v E. coli, a neptedpoklada se tak piirozend
fosforylace, ktera by mohla byt nalezena u savct. Z databaze UniProt vyplyva, Ze ve struktute
ma protein celkem 4 tyrosiny, na kterych mize teoreticky fosforylace probéhnout.
Jsou to tyrosiny 39, 125, 133 a 136. Zatim nebylo zjisténo, zda ma fosforylace na tyrosinu 133
nebo 136 vliv na agregaci alfa-synukleinu. Fosforylace na tyrosinu 125 vliv na agregaci nema.
Jako problémova se ale ukazuje hyperfosforylace na tyrosinu 39 [41].

Protein byl fosforylovan in-vitro volnou 1 imobilizovanou Src kindzou.
Detekce fosforylace proteinu probéhla metodami Western blot s protilatkami specifickymi
k anti-pTyr a se specifickymi protilatkami k alfa-synukleinu - anti-Tyr39. Dale prob¢hla
detekce metodou Western blotu s dendrimerem pIMAGO a detekce MS.

4.4.1. Detekce fosforylace alfa-synukleinu metodou Western blotu s pIMAGO
Nejprve byla provedena fosforylace (v dubletech) alfa-synukleinu (10 pg) dle postupu
v kapitole 3.3.3. a 3.3.4. Nasledn¢ bylo 100 pl smési rozdéleno: 20 pl bylo odebrano
a okyseleno 5% TFA, zbylych 80 ul bylo uréeno na SDS-PAGE analyzu a Western blotu
s imunodetekci a pIMAGO detekci. Prazdnd zkumavka po fosforylaci byla propldchnuta
50 ul 0,5% SDS, a pomérné¢ rozdélena ke vzorku na MS analyzu, vzorku uréenému
na elektroforézu. Vzorek byl pted elektroforézou zakoncentrovan na objem 50 pl. Objem 25 pl
byl okyselen 5% TFA a uschovan v -20°C. Zbyla polovina vzorku byla zpracovan dle postupu
pro Western blot a ndslednou imunodetekci (kapitola 3.5) a detekci s dendrimerem pIMAGO
(kapitola 3.6).
Vzorky byly zpracovany dle postupu v kapitole 3.6. Pti srovnani gelu barveného AgNOs
a membrany barvené v Ponceau S (Obrazek 16) je vidét, Ze nedoslo k dokonalému pienosu
vSech proteini. Na gelu (Obrazek 16A) miZeme vidét rekombinantni alfa-synuklein,
ktery je pfitomny pouze ve form¢ monomeru (14 kDa), protoze je vzorek pii piiprave
inkubovan s DTT. Zaroven lze u vSech vzori fosforylovaného alfa- synukleinu vidét
Src kinaza. Viditelna by ale méla byt jen u vzorku fosforylovaného volnou Src kindzou,
protoze tam neni moZznost ji po fosforylaci od vzorku oddélit. Jeji pfitomnost i u vzorku,
ktery byl fosforylovan imobilizovanou Src kindzou znaci, Ze se kindza uvoliiuje z nosice.
MozZznym divodem uvoliiovani kindzy z nosice je inkubace prazdné zkumavky s ¢asticemi

s 0,5% SDS. Na membrané po obarveni v Ponceau S je vidét p-alfa-synuklein fosforylovany
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volnou Src kinazou i Src kinaza. Po provedeni pIMAGO detekce Ize vidét signal u kontrolniho

proteinu, u Src kindzy uvolnéné z nosice a alfa-sinukleinu fosforylovaného volnou Src kinazou.

Fosforylace synukleinu imobilizovanou Src kindzou nebyla detekovana.
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Obrizek 16 Detekce fosforylace alfa-synukleinu metodou Western blot s pIMAGO detekci. Separaé¢ni draha ¢.1
— Marker molekulovych hmotnosti; €. 3 — rekombinantni alfa-synuklein, koncentrace 2 pg; €. 4 a 5 — fosforylovany
alfa-synuklein fosforylovany imobilizovanou Src, koncentrace 2 p; €. 7 a 8 — p-alfa-synuklein, fosforylovany
volnou kindzou, koncentrace 2 ug; €. 9 — Src kindza, koncentrace 0,4 pg; €.10 — kontrolni fosfoprotein.
(A) SDS- PAGE, 16,5% gel, barveno koloidnim stéibrem; (B) NC membrana, barveno Ponceau S;
(C) NC membrana po Western blotu s pIMAGO detekei.
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4.4.2. Detekce fosforylace alfa-synukleinu metodou Western blotu s

imunodetekci
Vtomto experimentu byly pro imunodetekci pouzity dvoji  protilatky
proti fosforylovanému tyrosinu, a to anti-pTyr protilatky, a anti-pTyr39, které se navazi
specificky pouze na fosforylovany tyrosin 39 alfa-synukleinu.
Vzorek fosforylovaného alfa-synukleinu z kapitoly 4.4.1. byl analyzovdn 1 pomoci
specifickych protilatek. Na membrané po separaci SDS-PAGE a Western blotu byl po obarveni

v Ponceau S (Obrazek 17) detekovan alfa-synuklein a nejspise i Src kindza uvolnéna z nosice.
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Obrazek 17 Detekce fosforylace alfa-synukleinu pomoci imunodetekce. Separaéni draha ¢&.1 — Marker
molekulovych hmotnosti; €. 3 — rekombinantni alfa-synuklein, koncentrace 2 pg; €. 4 a 5 — fosforylovany
alfa-synuklein fosforylovany imobilizovanou Src, koncentrace 2 p; €. 7 a 8 — fosforylovany alfa-synuklein,
fosforylovany volnou kinazou, koncentrace 2 pg; €. 9 — Src kinaza, koncentrace 0,4 pg. (A) SDS-PAGE, 16,5%
gel, barveno AgNO3; (B) NC membrana, barveno Ponceau S; (C) NC membrana po imunodetekci pomoci

anti-pTyr.

Po obarveni gelu v AgNOs je vidét, ze Cast proteinii na ném zlstala a nepienesla se.
Protoze nebyl pouzit merkaptoetanol nebo DTT, na gelu mlzeme vidét, Ze rekombinantni
alfa-synuklein vytvafi trimery. Monomer ma MW 14 kDa, na gelu lze vidét dal§i band
odpovidajici zhruba 40 kDa. U vSech p-alfa-synukleinti 1ze vidét Src kindzu. Spravné by méla
byt jen u vzorkl fosforylovanych volnou kinazou. Nejspi$ tedy dochézi k uvoliiovani kinazy

znosie. Spravné by meéla byt na nosi¢ navdzana kovalentné. Mize ale dojit k tomu,
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Ze se na nosi¢ navaze sorpci (nekovalentné), v takovém ptipadé pak mulze dojit k jejimu
uvoliovani pfi vymyvani zkumavek 0,5% SDS. V piipad¢ alfa-synukleinu nebyl na gelu
pozorovan tak vyrazny pokles mnozstvi proteinu po fosforylaci volnym enzymem jako u MBP.
Na gelu jsou vidét vSechny proteiny v dostatecné intenzité. Transfer na membranu nebyl idealni
ale alfa-synuklein se pfenesl v dostatecném mnozstvi pro naslednou detekci fosforylace.
Po imunodetekci byl zaznamenan pomérné silny signal od alfa-synukleinu fosforylovaného
volnym enzymem. Takze mulzeme fici, Ze se povedla fosforylace proteinu.
Nepovedlo se detekovat signal proteinu fosforylovaného imobilizovanym enzymem.
Na membrané by pfitom mél byt v dostateéném mnozstvi. Divodem mulze byt nizka
koncentrace (ne vSechen protein mize byt fosforylovan) nebo se fosforylace nezdatila vibec.
Dalsi protein, ktery poskytuje pozitivni odezvu je Src kinaza.

V dal$im experimentu byly pouZzity protilatky pouze proti pTyr39. Cilem bylo zjistit,
zda fosforylace prob¢hla na Tyr39 nebo na jiném tyrosinu. Pravé tato fosforylace se ukazuje
jako jednou z pficin tvorby nerozpustnych agregati alfa-synukleinu (Lewyho télisek) [41].
Primérni myS$i monoklonalni IgG1 protilatka se specifitou anti-pTyr39 se navaze na cilovou
strukturu fosforylovaného tyrosinu 39 v AMK sekvenci alfa-synukleinu specificky.
Pti Western blotu a nasledné imunodetekci se zdznamem chemiluminiscenéni odezvy se tak
objevi pozitivni odezva jen v pripad¢, ze fosforylace alfa-synukleinu probéhla na Tyr39.
Pokud by probé&hla na jinych tyrosinech, nebyla by fosforylace detekovana.

Pro detekci fosforylace alfa-synukleinu pomoci Western blotu s detekei specifickou
protildtkou byla vyuZzita membrana po pIMAGO detekci [80]. Membrana byla promyta
PBS-T pufrem, pH 7,4 (promyvani probihalo pfes noc, pii 4°C na tfepacce),
nasledné blokovana v 10% roztoku suSené¢ho mléka v PBS-T, pH 7,2 a dale se pokracovalo
dle postupu v kapitole 3.5.3. Po inkubaci se substratovym roztokem byla detekovana odezva

fosforylace alfa-synukleinu s volnou kinazou (Obréazek 18 ).
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Obriazek 18 Detekce fosforylace alfa-synukleinu na Tyr39 na NC membrané. Separacni draha ¢.1 — Marker

v

molekulovych hmotnosti; €. 3 — rekombinantni alfa-synuklein, koncentrace 2 pg; €. 4 a 5 — p-alfa-synuklein
fosforylovany imobilizovanou Src, koncentrace 2 p; €. 7 a 8 — p-alfa-synuklein, fosforylovany volnou kinazou,
koncentrace 2 ug; €. 9 — Src kinaza, koncentrace 0,4 pg.

4.4.3. Analyza fosforylace alfa-synukleinu hmotnostni spektrometrii

Vzorky proteinu (2pg) uréené pro MS detekci byly zpracovany dle postupu
v kapitole 3.7. a analyzovany na MS. Ziskand hmotnostni spektra byla porovnana v programu
porovnana se sekvenci alfa-synukleinu a byly hledany rozdily. Jedna se o rekombinantni
protein, ktery ve své struktufe nemd zadné savei fosforylace. Hodnoceni je tedy snazsi
nez u nativntho MBP. Pro porovnani bylo tfeba znat i sekvenci AMK rekombinantniho
alfa-synukleinu (Obrazek 19). Analyzou pomoci MS objeveny nékteré fosforylace
na threoninu a serinu. S ohledem na zaméteni DP budou vyhodnoceny pouze ty fosforylace,

které jsou na tyrosinu.

MDVFMKGLSK AKEGVVAAAE KTKQGVAEAA GKTKEGVLYV
GSKTKEGVVH GVATVAEKTK EQVTNVGGAV VTGVTAVAQK
TVEGAGSIAA ATGFVKKDQL GKNEEGAPQE GILEDMPVDP
DNEAYEMPSE EGYQDYEPEA

Obrazek 19 Sekvence AMK rekombinantniho alfa-synukleinu s vyzna¢enymi tyrosiny, na kterych mtze
fosforylace prob¢hnout. Prevzato z [29].

Ve studii [103] byla detekovana fosforylace lidského synukleinu v pozici Tyr39,
analyzou LC- MS/MS. Byl zde zkouman mozkomisni mok zdravych darci a pacienti
s Parkinsonovou chorobou a bylo zjisténo, Ze u nemocnych pacientii je v mozkomiSnim moku
vys$$i mnozstvi hyperfosforylovaného alfa-synukleinu na tyrosinu 39. Proto se o ném uvazuje

jako o mozném diagnostickém markeru [103].
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U alfa-synukleinu miize prob&hnout fosforylace teoreticky na 4 tyrosinech — 39, 125,
133 a 136. Krom¢ tyrosinu mize byt alfa-synuklein fosforylovan 1 na serinu.
V lidském organismu je alfa-synuklein fosforylovan pfedevSim na serinovych reziduich —
Ser87 a Ser129 [29]. Vzhledem k pouziti tyrosin kindzy pii fosforylaci byly v hmotnostnich
spektrech vyhledavany predevsim fragmenty obsahujici tyrosin, na kterych byla sledovana
pfitomnost fosforylace.

U alfa-synukleinu fosforylovaného volnou i imobilizovanou kinazou nebyly detekovany
peptidy obsahujici fosforylaci na tyrosinu. I kdyz se sice pomoci specifickych protilatek
a pomoci dendrimeru pIMAGO fosforylace podatila prokazat, potvrdit MS analyzou
se ji nepodatilo. Diivodem muize byt ptili§ nizka koncentrace proteinu. Pro pfisti experimenty
je tieba navysit mnozstvi proteinu, a to minimaln€ na 10 pg. Z ¢asovych diivodu jiz nebylo
mozné experimenty opakovat.

Pii hodnoceni MS spekter je tieba vzit v ivahu i hodnotu Appm. Cim je jeji hodnota

vyssi, tim méné je vysledek presny. V nasem piipad¢ byla brana hodnota do |10].
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5. ZAVER

Cilem diplomové prace byla detekce fosforylace proteint Src kindzou, imobilizovanou
na magnetické Castice. Pfi imobilizaci Src kindzy byl pouzit ptidavek BSA, ktery vyrazné
zlepsil jeji aktivitu (oproti imobilizaci bez pouziti BSA). Jeji aktivita po imobilizaci s BSA
je vexperimentu v Case zcela srovnatelnd s aktivitou volné Src kindzy. Pii experimentech
bylo zjisténo, ze se kindza z nosice uvoliluje. A to i kdyz byla vazdna na magnetické castice
s modifikovanym karboxylovym povrchem kovalentni vazbou, kterd je pomérné pevna.
Dlvodem uvolilovani pak mtze byt proplachovani ¢astic po fosforylaci 0,5 % SDS.

Také skladovaci stabilita imobilizované proteinkinazy byla v ptipadé pridavku BSA
vyrazné lepsi. Po cCtyfech tydnech skladovani poklesla aktivita enzymu jen o 10,82 %.
Imobilizovany enzym si tedy dlouhodobé udrzoval svou aktivitu, jen s malym poklesem.
Zaroven bylo zjisténo, Ze po tfech tydnech skladovani doslo po fosforylaci peptidu k rozpadani
magnetickych ¢astic a ke ztraté jejich magnetizmu. I to miiZe stat za poklesem aktivity kinazy.

Dale byla cilem fosforylace myelinového bazického proteinu a alfa-synukleinu
imobilizovanou a volnou Src kindzou a jeji detekce. Nejprve byla optimalizovana SDS-PAGE
separace a detekce proteintl, jejich transfer na NC membranu a néslednd detekce ptirozené
fosforylace proteinli pomoci fosfospecifickych protilatek a dendrimeru pIMAGO.

V ptipadé fosforylace MBP in-vitro jsme prokazali fosforylace na tyrosinu, a to pomoci
volné 1 imobilizované Src kindzy, metodou hmotnostni spektrometrie. Tuto fosforylaci
se nepodaftilo prokazat pomoci Western blotu s imunodetekci a ani s dendrimerem pIMAGO.
V obou piipadech nejspiSe neprobehl spravné transfer na membrénu, a proto by bylo tieba
experiment zopakovat. Koncentrace fosfoproteinu (2 pg) by méla byt dostatecna pro detekci.

U alfa-synukleinu byla po in-vitro fosforylaci volnou Src kinazou detekovéana
fosforylace na tyrosinu pomoci Western blotu s imunodetekci a s dendrimerem pIMAGO. Diky
protilatkdm specifickym proti fosforylovanému Tyr39 v alfa-synukleinu se prokézala
fosforylace pfimo na tyrosinu 39. Analyza hmotnostni spektrometrii fosforylaci na tyrosinu
neprokazala. Experiment s MS analyzou by bylo také potfeba zopakovat, s vyssi koncentraci
(vice nez 2 pg) proteinu. Problémem detekce proteinti po in-vitro fosforylaci proteinkinazami
jsou jejich ztraty v plastech a na magnetickych ¢asticich. Proto je potieba mit jejich koncentrace

vy$§i a pracovat s materidly, které omezi jejich nespecifickou adsorpci.
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