UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI
Prirodovédecka fakulta

Laborator ristovych regulatoru

Srovnani vybranych metod proteolytického Stépeni se

zamérenim na vzorky tylakoidni membrany

BAKALARSKA PRACE
Autor: Natalie Zemankova
Studijni program: B1501 Experimentalni biologie
Studijni obor: Experimentalni biologie
Forma studia: Prezenéni
Vedouci prace: Mgr. Ivo Chamrad, Ph.D.

Termin odevzdani prace: 2022



Bibliograficka identifikace

Jméno a piijmeni autora

Nazev prace

Typ prace
Pracovisté

Vedouci prace

Rok obhajoby prace
Abstrakt

Kli¢ova slova

Pocet stran
Pocet ptiloh
Jazyk

Natalie Zemankova

Srovnani vybranych metod proteolytického Stépeni se
zamé&fenim na vzorky tylakoidni membréany

Bakalaiska

Laboratof riistovych regulatorti

Mgr. Ivo Chamréd, Ph. D.

2022

Tato bakalai'ska prace je vénovana srovnani vybranych metod
proteolytického Stépeni se zaméfenim na vzorky tylakoidni
membrany vyizolované z modelové rostliny husenic¢ku rolniho
(Arabidopsis thaliana). Pro experimentélni ¢ast byla vybrana
metoda pfipravy vzorku za pomoci membranového filtru
(FASP). Na zékladé studia dostupnych publikaci bylo vybrano
nékolik variant, s jejichz pomoci byly proteiny z tylakoidni
membrany zpracovany, analyzovany pomoci LC-MS/M a
ziskané vysledky byly poté vzajemné porovnany. Pro srovnéni
ucinnosti zminované metody oproti donedavna bézné
uzivanym metoddm proteolytického Stépeni bylo taktéz
provedeno Stépeni dané proteinové smesi v roztoku.

protein, proteomika, proteolytické Stépeni, FASP, Arabidopsis
thaliana, chloroplast, tylakoidni membrana

64

0

Cesky



Bibliographical identification

Author’s first name and surname

Title of thesis

Type of thesis
Department

Supervisor

The year of presentation

Abstract

Keywords

Number of pages
Number of appendices

Language

Natalie Zemankova

Comparison of selected protein digestion methods with
a focus on thylakoid membrane samples

Bachelor

Laboratory of growth regulators

Mgr. Ivo Chamréd, Ph. D.

2022

This bachelor thesis is deals with the comparison of
selected protein digestion methods, focusing on
thylakoid membrane samples isolated from the model
plant Arabidopsis thaliana. Namely, the filter-aided
sample preparation (FASP) method was chosen for the
experimental part. Based on the current literature,
several variants of the method were selected and used
for the digestion of thylakoid proteins, which were
further analysed by LC-MS/MS. As a “golden
standard”, in-solution digestion utilizing urea was also
performed. The obtained results were then compared
and discussed.

protein, proteomics, proteolytic cleavage, FASP,
Arabidopsis  thaliana,  chloroplast,  thylakoid
membrane

64

0

Czech



,Prohlasuji, ze jsem ptredlozenou bakaldiskou praci vypracovala samostatné¢ pod
vedenim Mgr. Iva Chamréada, Ph. D. za pouziti literatury, kterou cituji a uvadim

v seznamu citované literatury.*

V Olomouci dne 11. 8. 2022 Podpis:



Podékovani

Touto cestou bych rdda pod€kovala svému vedoucimu bakalarské prace Mgr. Ivovi
Chamradovi, Ph. D. za vstficny pfistup, ochotu a cenné rady, které mi v prib&hu prace
vénoval. Taktéz dékuji Mgr. Tereze Vanské za pomoc pfi vysevu a péstovani rostlinného
materidlu a Mgr. Rénému Lenobelovi, Ph. D. za pomoc s analyzou vzorkd pomoci

LC-MS/MS.



Obsah

CILE PRACE. ... ..ottt sttt 10
1 TEORETICKA CAST ...ttt st 11
LT PROEEINY vttt ettt ettt ettt st ettt e sae e 11
1.2 Od genomiky K Prot@OIMNICE .......eeeviieiiieeiieeiiieeiee et eere e e e e sebeeeraeeseneeesaeeesnseesnnneas 11
1.3 Prot@OmMIKa. ....c..oouiiiiiiiiiiiicicete et 12
1.4 Priprava vzorku pro proteomicky VYZKUM .........cccceccviiiciiiiiiieieecieeeee e 13
1.4.1 Homogenizace biologického Materidlll ...........cceeveieierierinieeieceieeee e 13

1.4.2 Extrakce a solubilizace proteintl.............cciecueiierieiiieiieieeiesieere e eee e esreeveeae e e saeeveeaseees 14

1.4.3 Odstranéni nezadoucich 1atek ze VZOTKU ..........ccoeviioiiiniiiiiiniiiincnceseceee e 16

1.5 StEPENT PrOEINTL. ...t ee e een e ees e seenens 17
1.5.1 Denaturace, redukce a alkylace Proteintl..........ceceeveruererereserieieierieiese e seeseeeseeeeeeenaeneens 18

1.5.2 ProteOlytiCKe SEEPEN.....eiuiieieeieieieieteie sttt ettt et ettt e e e s e sestestessesneeseeneensensens 19

1.6 Nejcastéjsi metody proteolytického StEPENi .......c.ceecveeiciiiiiieeieeceeee e, 21
1.6.1 StEPEni Proteintl V ZEIU .......o.oveeveveeeeeeeceeeeeeeeeee e naeeeeneeenn 21

1.6.2 StEPENT Proteintl V IOZEOKU ...........vvoveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeese e ees s eee e en s 21

1.6.3 Priprava vzorku za pomoci fIItIU ........ccueeevieiiiiiiciciececeeeee e e 22
1.6.3.1 Ptiprava vzorku za pomoci filtru umoziujici zachyceni N-glykosylovanych peptidi......... 24

1.6.3.2 Priprava vzorku za pomoci filtru s vicendsobnym enzymatickym Stépenim.............cccccueueee 26

1.6.3.3 Priprava vzorku za pomoci filtru v pfitomnosti polyethylenglykolu s aktivovanymi thioly. 27

1.6.3.4 Priprava vzorku fixovaného pomoci formalinu a zalitého parafinem za pomoci filtru......... 29
1.6.3.5 Modifikovana pfiprava vzorku za pomoci filtru.........ccoeveviirieriecierieeceeeeeee e 30
1.6.3.6 Zdokonalena pfiprava vzorku za pomoci filtrU..........cceeieriieiininieeeeseee e 31

2 EXPERIMENTALNI CAST ..ot sssessens 32
2.1 CREMUIKALIC. ..c..eeeiieiieeieeeeee ettt et ettt ettt e b e b e naee 32
A 204701 ARSI 33
2.3 POUZILY MALETIAL.....c.uviiiiiiiiieciee ettt et s e et e e st eesbeesereeestaeesnsaeensaeas 34
2.4 PHSITOJOVE VYDAVENT...cuviiiiiiieiiieiieeiee ettt steeete e st eesaeessseeestaeessseesssaeesnsaeennneas 35
2.5 MELOAY ... vieieieeeiie ettt e et e ettt e et e et e e st e e e bt e e s taeetbeeanbaeesbeeentaeerbeensraeeraeeanraeenraeas 36
2.5.1 Vysev a péstovani husenic¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) ..................ceovvceeeeeeeeevenenennnns 36
2.5.2 Izolace tylakoidnich MEMDIAN..........ccoeieirieieieee et 37
2.5.2.1 Homogenizace rostlinného materidlll ............ccevverieiienienieieeiereeeee et 37
2.5.2.2 Izolace chloroplastti a tylakoidnich membran .............ccoeceeriieieniecienieceeee e 37
2.5.2.3 Méfeni koncentrace Chlorofylll.......ccoevieierieiiiiieie e 37

2.5.3 StEPENT ProteiNtl V IOZEOKU . ........o.veeeeeeeeeeeeeeeeee e ese e ee e ennees 38



2.5.3.1 Extrakce proteintl z tylakoidni membIrany ............ccoccvevevieniieiienieieseeeeeee e 38

2.5.3.2 Kvantifikace proteind pomoci 2-D Quant Kitt .........c.cceveveriieienieienieieeeee e 38

2.5.3.3 Redukce a alkylace proteintl V roZtOKU..........cervrrieiieriieieiecieieeieec et 40

2.5.3.4 Enzymatické §tépeni proteintl V roZtOKU........c.covevieiierierieieeienieeieet e 40

2.5.4 Stépeni proteinti pomoci Metody FASP ............ccooiiivieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 41
2.5.4.1 Extrakce a redukce proteini z tylakoidni membrany v rdmci metody FASP............ccc.... 41

2.5.4.2 Kvantifikace proteint v ramei metody FASP: 2-D Quant Kit........c.ccccecevvenininencncncnenene. 41

2.5.4.3 Promyti a alkylace proteinli na MemMDIANE............cceocveruerieriieieiieieneeee e neas 41

2.5.4.4 Enzymatické $tépeni na MEMDIANE. ..........ccceevierierieiieiesiee et neas 42

2.5.4.5 Filtrace peptidli preS MEMDIANUL ........ccceecueriieieiieie ettt ee st eae st eae e ensessaessesnaensens 42

2.5.5 Priprava peptidli pfed MS analYZou .........cccoevuerieiereiieiceeieeeeeiee e 43
2.5.5.1 Precisténi peptidl na C18 reVerzni fAZi .........ccevvevieiieriieieiieierieeeeee et 43

2.5.5.2 Zahusténi a findlni nafed@ni €TUATT .........coeveririiiiiiiiiiic e 43

2.5.6 LC-MS/MS QNALYZA ......ooueiieieiiciicieceeeeet ettt sttt sesessesessessesseeneeneeseensensensans 44
2.5.7 Zpracovani ziskanych MS/MS dat.........ccceoieieiieieneierereeee et 45

3 VY SLEDKY w.ooiiiuiirneiineeissesessesssse s ssses sttt st st ssssessssessssssssessens 46
3.1 EXIraKCe PIOLEINTL ..uveeieviiiiiieeiieecieeeiteeeieeette e s teeeiteesebeeeseaeesssaeessaeessaeessaesssaeensseeenneens 46
3.2 Metoda FASP a jeji Zvolene varianty...........ccceeecveeeriieecieeeiieeeiee e eveesveeesvee e 47
3.2.1 Pocet identifikovanych proteintl...........cccceviririeieieieerere sttt 47

3.2.2 Pocet prifazenyCh pepticll........ccocveriererieeiriseeeetee ettt eens 48

3.2.3 POCEt MIS/MS SPEKLET ....eiuviietieiiieiiiciteieett ettt ettt ettt beebessbesseesteenseensenes 49
3.2.4 POKIyti SEKVENCE PIOTEINT. ... eeveeeieuieietereesieeteeiteeteeieeeteseestesseesessteseensensessessessessesseeseensensensens 50

4 DISKUZE ..ottt ettt e e e st e et e st e e e ateesateeenbteesabeeenaneeas 52
5 ZAVER ...ttt 56
SEZNAM POUZITE LITERATURY .....covvrrimmriimriimeeimenesesessessssesssessssessssesssssssssaee 57



Seznam zKkratek

ABC
ACN
AMK
ArgC
ArgN
BSA
C18
CAM
CMC
DDA
DNA
DRSC
DTE
DTT
E1-E6
EDTA
eFASP
ESI
FA
FASP
FASP 1
FASP 2
FASP 3

FASP 4

GluC
HEPES
CHAPS
Chls
nLC
IAA

Uhli¢itan amonny

Acetonitril

Aminokyselina/y

Endoproteédza Stépici proteiny na C-koncové strané argininovych zbytka
Endoproteéaza Stépici proteiny na N-koncové stran€ argininovych zbytki
Hovézi sérovy albumin

Uhlovodikovy fetézec obsahujici 18 uhlikti
Karboxyamidomethylcystein

Kriticka koncentrace micel

Analyza zéavisla na datech

Deoxyribonukleova kyselina

Detergent-odstraiujici centrifugacni kolonka

Dithioerythritol

Dithiothreitol (2,3-dihydroxy-1,4-dithiolbutan)

Eluéni roztok 1-6

Kyselina ethylendiamintetraoctova

Zdokonalena ptiprava vzorku za pomoci filtru

Ionizace pomoci elektrospreje

Kyselina mravenci

Ptiprava vzorku za pomoci filtru

Metoda FASP vyuzivajici ve svém postupu 8M UA

Metoda FASP vyuzivajici ve svém postupu 6M UA a 2M thiomocovinu
Metoda FASP snavySenymi promyvacimi kroky vyuzivajici ve svém
postupu 8M UA

Metoda FASP snavySenymi promyvacimi kroky vyuzivajici ve svém
postupu 6M UA a 2M thiomocovinu

Endoproteédza Stépici proteiny na C-koncové strané glutamovych zbytkt
Kyselina 2-4-(2-hydroxyethyl)-piperazin-1-yl)-ethansulfonova
3-[(3-cholamidopropyl)dimethylamono]-1-propanesulfonat

Chlorofyly

Nanokapilarni chromatografie

Jodacetamid



IS

LC
LysC
MED
MeSH
mFASP
MS
N-glyko
PMSF
PNGéza F
PTM

Q
Q-TOF

SDC
SDS
SDS-PAGE

TAPEG
TCEP

V roztoku

Kapalinovéa chromatografie

Endoproteédza Sté€pici proteiny na C-koncové stran¢ lysinovych zbytki
Vicenasobné enzymatické §tépeni

2-merkaptoethanol

Modifikovana piiprava vzorku za pomoci filtru

Hmotnostni spektrometrie

N-glykosylované

Fenylmethylsulfonyl fluorid

N-glykosidaza F

Posttranslacni modifikace

Kvadrupol

Hybridni hmotnostni spektrometr s kvadrupolovym analyzatorem a
analyzatorem délky letu

Deoxycholat sodny

Dodecylsulfat sodny

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu
sodného

Polyethylenglykol s aktivovanymi thioly

Tris(2-karboxyethyl)fosfin



Cile prace
Cile bakalaiské prace byly stanoveny nasledovné¢:

* Vypracovat reSerSi na téma piiprava vzorku v proteomice se zaméfenim na moderni
metody Stépeni proteintl, konkrétné na metodu FASP.

* Vyzkouset si praci s modelovou rostlinou A. thaliana (vysev, péstovani) a nasledné také
techniky izolace tylakoidni membrany.

* VyzkouSet vybrané varianty metody FASP pro proteinové vzorky pochazejici z
tylakoidni membrany.

* Interpretovat, porovnat a diskutovat ziskané vysledky.
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1 Teoreticka cast

1.1 Proteiny

Neodmyslitelnou soucasti kazdého zivého organismu jsou makromolekuly ozna¢ované jako
proteiny (neboli bilkoviny). Molekuly proteint jsou ve srovnani s molekulami sacharida
¢i soli obvykle vétsi. Tvofeny jsou jednim ¢i vice polypeptidy, jejichz zékladni stavebni
jednotky predstavuji aminokyseliny (AMK). Ptirozené vyskytujici se AMK v bilkovinach
jsou oznacovany jako proteinogenni a je jich zndmo dvacet jedna, i kdyz ve vétSin€ proteint
se jich vyskytuje pouze dvacet. Jednotlivé AMK jsou vzajemné propojené pomoci peptidové
vazby mezi aminoskupinou jedné AMK a karboxylovou skupinou jejiho souseda. Peptidova
vazba vznika kondenzaci, tedy reakci, pfi niz ze dvou vychozich organickych molekul
vznikd za od$tépeni nizkomolekularni slouceniny (v tomto piipadé vody) jedna vétsi
molekula. Délka této vazby ¢&ini piiblizng 1.32 A, je tedy krat$i nez vazba jednoducha,
ale del$i nez vazba dvojna (Alberts B. et al., 2014).

Proteiny piedstavuji zékladni efektory vSech bunécnych procesti a souCasné také
zabezpeCuji kooperaci mezi jednotlivymi bunéénymi aktivitami. Zajistuji tak tedy
v podstaté spravny chod organismu. Proteiny s podobnou funkci pak (vétSinou) maji
i podobné slozeni a sekvenci AMK. Podle toho, kterych bunécnych déjii se ucastni, je délime
do sedmi zakladnich tfid, a to mezi proteiny strukturni, transportni, obranné, regulacni,
katalytické, motorové ¢i zasobni (Berg J. et al., 2015).

Funkce, pfipadné aktivita proteini musi byt v bunice peclivé regulovéana. To se d&je
na n¢kolika urovnich. Prvni z nich je regulace celkové hladiny daného proteinu, ktera jednak
probiha jiz pii transkripci, pfipadné miize byt zajisténa pomoci riznych posttranskripénich
mechanismu (napiiklad alternativni sestfih nebo RNA interference). Stejné tak ale mize byt
mnozstvi proteinu regulovano i pomoci cilené degradace. Dal$im vyznamnym krokem, kdy
dochazi k modulaci proteinovych funkei, je pifi sklddani polypeptidového fetézce
a naslednych posttranslacnich modifikaci (PTM), které¢ vyznamné ovliviiuji konformaci
bilkovin. Spravna funkce proteinu je v neposledni fad¢ také dana jeho lokalizaci v buiice,

tkani ¢i organismu (Cox, J., Mann, M., 2007; Balbuena T. S. et al., 2011).

1.2 Od genomiky k proteomice

Vyvoj metod molekularni biologie béhem sedmdesatych az osmdesatych let minulého stoleti

s sebou piinesl obrovskou pozornost spousty védcti zcelého svéta. V prvé tadé doslo
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pfedevsim k rozvoji odvétvi, znamého jako genomika, kterd se zabyva studiem genomu
konkrétniho organismu. Jednim z nejzésadnéjSich projekti byl poté Projekt sekvenovani
lidského genomu (anglicky The Human Genome Project), ktery oficialné zapocal v fijnu
roku 1990 (Collins F. S. et al., 2003a; Collinsova M., Jiracek J., 2004). Cilem projektu bylo
urcit sekvenci DNA celého euchromatického lidského genomu, a to do patnécti let, pti¢emz
prvni vysledky byly publikovany v tinoru roku 2001 (Lander E. S. ef al., 2001). V dubnu
roku 2003 bylo ozndmeno jeho ukonceni (Collins F. S. et al., 2003b) pfti ptilezitosti
50. vyroci od objevu dvousroubovice DNA (Collinsova M., Jiracek J., 2004).

S rozvojem odvétvi zabyvajicim se geny se pak védci zacali opétovné zabyvat také
vice do hloubky studiem proteini, jelikoZ pravé prostiednictvim nich je geneticka informace

v organismu vyjadiena.

1.3 Proteomika

Na pielomu osmdesatych a devadesatych let tak vznikla novd védni disciplina zvana
proteomika. Proteomika se zabyva studiem proteomu a jejim obecnym cilem je systematicky
rozbor proteinti v zavislosti na jejich vlastnostech. Je tak bez pochyby schopna zna¢né
ptispét k pochopeni funkci genil. Definic proteomiky existuje vSak cela fada.

Se samotnym pojmem "proteom" pfisel poprvé australsky molekularni biolog Marc
Raymond Wilkins, kdyz jej predstavil vroce 1994 na védecké konferenci Od genomu
k proteomu (anglicky From Genome to Proteome) v italském mésté Siené¢ (Godovac-
Zimmermann J., 2008; Balbuena T. S. et al., 2011). Nazev vznikl slozenim dvou slov,
a to: "PROTEin" a "genOM". Proteom je mozné definovat jako veskery soubor proteint
exprimovanych v konkrétnim ¢ase a za danych podminek v dané burice, tkani ¢i organismu,
obsahujici také veskeré jejich posttranslacni modifikace, vzajemné interakce a formy.

Za poslednich nekolik let se diky dal§imu rozvoji molekularni biologie, genomiky,
bioinformatiky, separa¢nich a spektroskopickych metod (pfedev§im hmotnostni
spektrometrie; MS) stala proteomika jednou z nejdynamictéjSich véd (Chmelik J., 2005)
a tak¢ silnou bioanalytickou zakladnou pro zodpovidani riiznych védeckych otazek z oblasti
mediciny (napf. studium mechanisml pfi¢in rGznych onemocnéni, pfevazné¢ zameétené
na oblast rakoviny), biologie, farmacie (vyzkum lé¢iv, biomarkert, cilti drog), ¢i biochemie
(Megger et al., 2013).

Jejim velmi dilezitym ukolem je objasnit role bilkovin v jednotlivych bunéénych

procesech a drahach. K tomu je vSak tieba znat molekulovou hmotnost dané¢ho proteinu,
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tedy presnou sekvenci AMK, ze kterych je protein sestaven, a pfipadné i jeho mozné
posttransla¢ni modifikace. Zde tedy proteomika stale neodmysliteln€ navazuje na genomiku

(Chmelik J., 2005).

1.4 Priprava vzorku pro proteomicky vyzkum
Ptiprava vzorku patii mezi jeden z nejkriti¢téjsich tkond, se kterym se kazdy proteomik
pred samotnou findlni analyzou setkd (Ahmed F. E., 2009). Pied piipravou vzorku je vSak
nejdiive velmi dulezité stanovit, co je cilem vlastni analyzy, a zvolit tak pro dany biologicky
material i vhodnou metodu a poté dodrzovat doporu¢ené podminky. V tomto ptipadé
tedy se zachovanou biologickou aktivitou, nebo mohou byt pro dany experiment
v denaturovaném stavu. Podle této skutecnosti pak napiiklad volime teplotu, pifi které
experimenty provadime, typ homogenizace, pouzita ¢inidla atd. Pro uspé$nou proteomickou
analyzu je také dilezité chranit proteiny pfed vlivem endogennich protedz, a to pfiddnim
jejich inhibitord. Endogenni protedzy totiz zpisobuji proteolyzu, coz vede k rozkladu
proteinti na peptidy a v extrémnim piipad€ az na jednotlivé AMK. Pouzivanymi inhibitory
jsou napiiklad PMSF, EDTA, leupeptin, aprotin a fada dalSich (Bodzon-Kulakowska
A. et al., 2007). Kromé proteolyzy je ve vybranych ptfipadech nutné zabranit i degradaci
PTMs jako jsou napiiklad defosforylace proteintl, coz se v tomto piipad¢ zajist'uje ptidanim
inhibitori fosfataz jako je naptiklad fluorid sodny nebo vanadi¢nan sodny.

At uz je ale zvolené experimentalni schéma jakékoli, prvnim krokem pfi samotné
ptipraveé vzorku je vzdy izolace proteinové smési z vybraného biologického materialu, ktera
probiha v nasledujicich krocich: homogenizace a extrakce a solubilizace proteint

(Aebersold R., Mann M., 2016).

1.4.1 Homogenizace biologického materialu

Jak bylo napsano vyse, aby mohly byt proteiny pozdéji pfevedeny do roztoku, je nutné
nejdiive buiky pouzivaného materidlu rozrusit, a to pomoci homogenizace. Ta hraje
predevsim u organismi s pevnou bunécnou sténou (bakterie, archea, houby, fasy a rostliny)
zasadni roli. Homogenizace mlze byt provedena rGznymi zplsoby, mezi které patii
napf. homogenizace ultrazvukem, aplikaci rtiznych enzymu, opakovanym mrazenim
a rozmrazovanim, vysokym tlakem (napf. French-press) nebo rozdrcenim materidlu

tlouckem v tfeci misce s kapalnym dusikem (Pingoud A. et al., 2002).
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1.4.2 Extrakce a solubilizace proteini

Po homogenizaci nésleduje extrakce a solubilizace proteind. Nejcastéji pouzivana Cinidla,
kterymi je mozno extrakci proteind znaéné podpofit, jsou nazyvana detergenty.
Molekuly detergentl jsou tvoieny poldrni (hydrofilni) a nepoldrnim (hydrofobnim) ¢asti,
jsou tedy fazeny mezi latky amfipatické stejné tak jako i fosfolipidy tvofici bunécné
membrany. Diky stejné povaze fosfolipidi a detergentli jsou detergenty po pfidani
do roztoku schopny interakce uvnitf membrany, a stit se tak jeji soucasti (Obr. 1)
za vzniku lipid-detergentovych, protein-detergentovych a lipid-protein-detergentovych
micel. To nastava pii takzvané kritické micelarni koncentraci detergentu, kdy tak dochézi
k rozruSeni membrany, ¢imz je docileno extrakce intracelularnich i transmembranovych

proteint (Pingoud A. et al., 2002).

membranovy protein

l molekula detergentu
® o
o O [

Obr. I: Fosfolipidovd membrana (zobrazeno hnédou barvou) s membranovym proteinem a vclenénymi

molekulami detergentu (zobrazeno ¢ernou barvou). Vytvoreno v aplikaci BioRender (https://biorender.com).

Detergentli existuje cela fada a podle jejich charakteru se rozd€luji do tii zdkladnich
skupin, a to do iontovych, neiontovych a zwiterriontovych.

Nabita ast iontovych detergentii nese bud’ kladny, ¢i zaporny nédboj. Radi se k silné
denaturujicim ¢inidlim a jednim z nejznaméjsich zastupct je dodecylsulfat sodny (SDS).

Mezi neiontové detergenty, které na rozdil od detergentil iontovych nenesou zadny
naboj, patii napiiklad digitonin, Triton X-100, Triton X-114, Zween 20 a Zween 80.
Neiontové detergenty jsou bézné pouzivany pro solubilizaci hydrofobnich membranovych
proteinti, avSak nemaji schopnost jejich denaturace a naruSeni protein-proteinovych
interakci. Diky tomu je jejich uziti vhodné pfi procesech, kdy je diilezité zachovat strukturu
proteinll v nativnim stavu, a tedy i uchovat jejich ptivodni aktivitu.

Kombinaci vlastnosti iontovych a neiontovych detergentli jsou detergenty

zwiterriontové neboli obojetné. Obojetné jsou nazyvany, jelikoZ jejich molekuly obsahuji
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jak kladny, tak i zdporny naboj a jejich celkovy néboj je tak nulovy. Denaturace zpisobena
obojetnymi detergenty neni tak ucinna jako denaturace iontovymi detergenty. Piikladem
zwitteriontového detergentu je napt. CHAPS (Reisinger V., Eichacker L. A., 2008).
Dalsimi latkami, které se pro extrakci pouzivaji, jsou tzv. chaotropni Cinidla.
Ta se do roztoku piidavaji jak za i€elem omezeni elektrostatickych interakci, tak pfedev§im
pro pferuseni nekovalentnich vazeb (vodikovych mistk mezi karbonylovymi a imidovymi
skupinami) v AMK, ¢imz dochazi k rozpleteni ptirozené konformace proteinti ¢ili k jejich
denaturaci. Pfi préci s latkami tohoto typu, kterymi jsou napf. mocovina, thiomocovina
¢i guanidin hydrochlorid, je vSak tfeba brat ohledy na pracovni teplotu, jelikoz n¢které z nich
patii mezi latky termolabilni a zvySena teplota vede k jejich rozkladu na nezadouci vedle;jsi
produkty. Napftiklad u moc€oviny dochazi pfi delSich inkubacich pii teplotach vyssich nez
30 °C k jejimu postupnému rozkladu a vzniku reaktivnich isokyanatovych aniontl, které
mohou ndhodné modifikovat (pfesnéji karbamylovat) postranni fetézce AMK, coz vede
k naristu molekulové hmotnosti proteinu nebo peptidu, a takto znacné komplikuje

identifikaci proteinti pomoci MS analyzy.

Obr. 2: Strukturni vzorce detergentli; zleva: Triton X-100, CHAPS.

Pro zvoleni vhodného detergentu a jeho koncentrace je dillezitym faktorem charakter
izolovanych proteint, ale i kompatibilita ¢inidla s metodami, které chceme v dal§im postupu
pouzivat. Napftiklad v piipad¢ analyzy pomoci MS je vhodné volit ¢inidla neiontova (napf.
Triton). Iontova ¢inidla se také nedoporucuji pro izoelektrickou fokusaci, a to pravé kvili
jejich naboji, ktery miize v prubehu fokusace narusit pH gradient a separaci tak negativné
ovlivnit. Dal$imi ptipady inkompatibility je napt. vysoka koncentrace denaturujicich ¢inidel
s enzymatickym St€penim proteint ¢i SDS elektroforéza, kterd nesnese vysoké koncentrace
chaotropnich ¢inidel (Pingoud A. ef al., 2002). Pokud je ale pouziti interferujicich ¢inidel
pro proteinovou extrakci a solubilizaci pfeci jen nezbytné, pfipadné¢ pokud vzorek sam

obsahuje velké mnozstvi takovychto latek, je potieba je jesté pied dalsimi kroky odstranit.
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1.4.3 Odstranéni nezadoucich latek ze vzorku

Odstranovanymi interferujicimi latkami byvaji pfedevSim anorganické soli, respektive
vznikajici ionty (Na*, K*) a jiné latky, jako napf. pigmenty, lipidy, nukleové kyseliny
¢i pfidané inhibitory protedz, které by mohly rusit aktivitu pozdéji pfidaného enzymu.

Jednou ze separacnich metod slouzicich k odstranéni nechténych molekul ze vzorku
je dialyza. Principem metody je osmoéza Cili pasivni transport, pii kterém skrze
semipermeabilni membranu o rdzné velkych porech difunduji malé molekuly
po koncentra¢nim gradientu, a to do dialyza¢niho roztoku s mnohonasobn¢ vétsim objemem,
neZ je objem roztoku s proteiny na druhé strané membrany. Uplné minimalizace neéistot
ve vzorku jsme schopni docilit opakovanym vyménovanim dialyzaéniho roztoku (Pientka
Z., Palaty Z. (ed.), 2012).

Na podobném principu je zaloZena i ultrafiltrace vyuzivajici ultrafiltracni membranu
o vhodné zvolené velikosti pord. Na rozdil od dialyzy, ktera je zalozena na pasivnim
transportu molekul, je u ultrafiltrace k udrzeni stalého toku molekul skrze membranu potieba
vyuzit uréitého tlaku, Easto v rozpéti od 0,3-10 bar. Castice, které ziistavaji zachycené
membranou, se tak odvijeji od priméru porti. Obecné se voli membrany o velikosti port
o desetinu v¢tsi, nez je velikost molekul, které chceme od analytu oddélit (Pientka Z., Palaty
Z. (ed.), 2012).

Dalsi zvyuzivanych metod pro cisténi vysokomolekuldrnich latek (zejména
proteintl) je gelovd permeacni chromatografie, pomoci které je separace jednotlivych
molekul dosazeno taktéz v zavislosti na jejich molekulové hmotnosti (Holding S. R., 1984).
Smés v kolon¢ prochazi skrze stacionarni fazi tvofenou malymi gelovymi kuli¢kami
o definované velikosti port. Prostory stacionarni fdze jsou vyplnény vhodnym
rozpoustédlem, tzv. mobilni fazi (Kasparkova V., 2010). Molekuly o vétsi molekulové
hmotnosti s ¢asticemi déliciho materidlu neinteraguji a jsou voln€ unaSeny mobilni fazi dal,
kdezto molekuly mensiho priméru jsou v pribéhu sestupovani kolonou zadrZzovany

poérovitou hmotou gelu (Klouda P., 2003).

16



Smér
toku

e%®  Molekuly vétsi nez pory v gelu
Molekuly mensi nez pory v gelu
O Gelové Castice

Obr. 3: Schéma gelové permeacni chromatografie. Upraveno podle DRGP institute, 2018 v aplikaci BioRender
(https://biorender.com).

K oddé¢leni proteind je dale mozné vyuzit metodu zvanou precipitace neboli
vysrazeni. Zakladnim mechanismem této metody je takovd zména rozpoustédla, kterd
povede ke sniZzeni rozpustnosti a naslednému vysrazeni proteind (napi. pfidanim
organického rozpoustédla nebo zménou pH). Rozpustnost proteinit zavisi na uspotradani
hydrofobnich a hydrofilnich AMK zbytki na jejich povrchu. Proteiny s vysokym obsahem
hydrofobnich AMK na povrchu jsou ve vodném rozpoustédle malo rozpustné. Hydrofilni
povrchové zbytky proteinu naopak interaguji s iontovymi skupinami v rozpoustédle, a tim
podporuji jeho rozpustnost. Pii sraZeni proteind za pomoci organickych rozpoustédel
je tfeba, aby bylo ¢inidlo kompletn€ misitelné s vodou. Ptikladem organického rozpoustédla
vhodného pro vysrdzeni proteinti je obvykle aceton, dale se muzeme setkat napf.

s methanolem ¢i ethanolem (Pingoud A. et al., 2002; Erde J. et al., 2014).

1.5 Stépeni proteini

V ptedchozich kapitolach byly struéné popsany moznosti pfipravy vzorku v proteomice,
s molekulami s niz§i molekulovou hmotnosti, nez jakou maji samotné proteiny. Z tohoto
diivodu je pfed samotnou identifikaci proteind nutné provést jejich nastépeni na peptidy,
a to bud’ neenzymaticky za vyuziti chemikalii, nebo cestou enzymatickou prostiednictvim
proteolytickych enzymti (Switzar L. et al., 2013). Jelikoz se neenzymatické Stépeni proteinil
pouziva jen ztfidka, v nasledujicich kapitolach se budeme podrobnéji vénovat enzymatické
proteolyze. Nejprve si probereme jeji zdkladni kroky a poté budou nastinény konkrétni

metodické postupy, které jsou v soucasnosti nejcastéji pouzivany.
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1.5.1 Denaturace, redukce a alkylace proteinu

Pii enzymatické proteolyze je z divodu obtizné ptistupnosti substratu (jmenovité daného
Stépiciho mista) u tercidrni struktury proteinu dilezité jednotlivé proteiny nejprve
denaturovat (Granvogl B. et al., 2007a; Cleland W. W., 1964).

Denaturaci tedy dojde k rozpleteni proteinti z jejich plivodni kvartérni ¢i tercidrni
struktury na strukturu priméarni, a to jednak rozruSenim slabych vazebnych interakci
(vodikové mustky, van der Waalsovy sily), iontovych vazeb, hydrofobnich interakci,
elektrostatickych interakci a také kovalentnich disulfidovych vazeb molekul cystind, které
terciarni strukturu znacné stabilizuji. Tim dochdzi k oddéleni jednotlivych polypeptidi
a k tzv. rozbaleni proteinu, ¢imz je vysledna efektivita §tépeni zna¢né zvysena. (Hale J. E.
et al., 2004).

V pfipadé¢ nekovalentnich vazebnych interakci lze vazby pferusit s vyuZzitim jiz
zminovanych chaotropnich ¢inidel a detergentii. Disulfidické mustky je mozné rozrusit
nékolika zplsoby, redukéni Stépeni patii vSak mezi nejbéznéji pouzivanou metodu.
Je provadéno v lehce zasaditém roztoku (~ pH 8), bez pfitomnosti kysliku a teploté okolo
56-95°C. V minulosti byl nejpouzivanéjsim reduktantem 2-merkaptoethanol (MeSH), jehoz
interakce s proteinem je zndzornéna na Obr. 4. Ten je v dnes$ni dob¢ ale nahrazovan zejména
dithiothreitolem (DTT) neboli Clelandovym ¢inidlem, anebo izomerem dithiothreitolu —
dithioerythritolem (DTE), a to z diivodu jejich nizsi toxicity a vyssiho redoxniho potencialu.
Jelikoz v§ak DTT neni schopné rozrusit cysteinové miistky uvnitt molekuly proteinu, musi
proces redukce probihat za denaturujicich podminek, a to naptiklad pfiddnim mocoviny
¢i SDS, jak jiz bylo uvedeno vyse (kapitola 1.4.2). Redukce disulfidové vazby pomoci DTT
probihd jako dvoustupiiové reakce, pfi niz dochédzi ke tvorbé cyklické termodynamicky
stabilni slouCeniny trans-4,5-dihydroxy-o-dithianu, jak zobrazuje Obr. 5 (Cleland W. W.
et al., 1995; Simpson R. J., 2003).

MeSH

/R SH SH SH R
HO HO /—/

HO
bis(hydroxyethyl)disulfid

R

Obr. 4: Redukce disulfidického muistku pomoci 2-merkaptoethanolu. R — zbytek polypeptidového fetézce.
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Obr. 5: Redukce disulfidického muistku pomoci dithiothreitolu. R — zbytek polypeptidového fetézce.

Jelikoz jsou volné sulthydrylové skupiny vysoce reaktivni, mtize dojit k jejich zpétné
reoxidaci, ¢imz se protein vraci do ptivodni struktury. Z tohoto divodu je dilezité na tyto
skupiny navazat vhodné alkylacni Cinidla, tedy latky, které pienaseji alkylové skupiny.
Tento proces je oznaCovan jako tzv. alkylace (Hale J. E. ef al., 2004). Mezi nejcastéji
pouzivané alkylaéni ¢inidlo patfi jodacetamid, po jehoz aplikaci se cysteinové zbytky jevi
jako karboxyamidomethylcystein (CAM) se zménou hmotnosti pfiblizné¢ +57 Da, ¢imz
se specifickd hmotnost AMK cysteinu zvysi z 103,009 Da na 160,031 Da. Alternativnim
alkyla¢nim ¢inidlem je naptiklad kyselina jodoctova (Granvogl B. et al., 2007b; Switzar L.
etal.,2013).

V soucasné dobé byl vyvinut postup pro redukci a alkylaci cysteint v proteinech
behem jediného kroku, a to pomoci <¢inidla sestdvajictho zredukéniho Ccinidla
triethylfosfinu, alkyla¢niho €inidla jodoethanolu a tékavého pufru uhli¢itanu amonného.
Vyhodou pouziti tohoto ¢inidla je nizsi pocet krokd pii zpracovani a ¢asoveé nendrocné
odstranéni pfebyteénych cinidel (napf. odpafenim) a zdroven vykazuje v roztoku
kompatibilitu s chaotropnimi ¢inidly (Hale J. E. et al., 2004).

Po denaturaci, redukci a nasledné alkylaci jsou proteiny pfipraveny ke Stépeni

typicky prostfednictvim nékterého z enzymu.

1.5.2 Proteolytické Stépeni
Enzymatické Stépeni je Stépeni za vyuziti n€kterého z enzym, nazyvanych proteazy (taktéz
peptidazy ¢i proteinazy). Tyto enzymy, patiici do tfidy hydrolaz, $tépi peptidovou vazbu,

a to bud’ na C- nebo N-konci polypeptidového fetézce (tzv. exoproteazy) nebo uvnitf fetézce
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(tzv. endoprotedzy) za G€asti molekuly vody (Barrett A. J. ef al., 2014). Rozkladem proteini
pomoci specifické protedzy je ziskan definovany pocet charakteristickych peptidl s danou
molekulovou hmotnosti a tu 1ze poté vyuZzit v hmotnostni spektrometrii k jejich identifikaci.

K dispozici je pro tento ucel Siroka Skéla protedz (neboli peptiddz) (Switzar L. et al.,
2013). Kazdy enzym ma své specifické podminky pro to, aby byl aktivni. Je tedy tfeba
zajistit napiiklad optimalni rozmezi teploty a pH reakéniho pufru. Pfi piekroceni
pozadovanych hodnot by enzym totiz ztratil svoji stabilitu a proteolytickou aktivitu ztracel.
Dtlezité je i zvolit spravnou koncentraci enzymu — pomér enzymu ku substratu a dobu jeho
inkubace. Dals$im kritériem pii vybéru vhodného enzymu je jeho specificita, tedy schopnost
rozruseni peptidové vazby mezi konkrétnimi AMK (Lopez-Ferrer D. et al., 2006).

Z vybéru vsech komercné dostupnych proteolytickych enzymil je v proteomice
nejvyuzivanéjs$i protedzou trypsin, ktery byl shodou okolnosti také nejdiive objevenym
enzymem tohoto typu. Trypsin je fazen mezi serinové endoproteazy Cili enzymy S$tépici
proteiny uvnitf peptidového fetézce, stejné tak jako méné specificky chymotrypsin. Jedna
se o enzym odolny vii¢i autolyze s ptesné definovanou specifitou Stépeni, a to na C-konci
zakladnich zbytkl lysinu (Lys; K) a argininu (R; Arg) s vyjimkou pfipadid, kdy za nimi
nasleduje nepolarni AMK prolin (Pro; P). Jelikoz jsou lysin i arginin v proteinech
bohaté¢ zastoupeny, vznikaji Stépenim pomoci trypsinu peptidy o prumérné délce
~ 14 AMK, kter¢ jsou vhodné pro MS analyzu. (Switzar L. ef al., 2013; Burkhart J. M. et.
al., 2012; Stosova T. et al., 2005). JelikoZ je trypsin vyludovan do tenkého stieva, jeho
optimalni pH je mirné alkalické (~ pH 7-9) a optimalni teplota odpovida teploté télesné
(37 °C).

Dalsim proteolytickym enzymem, ktery je soucasti traviciho traktu obratlovel —
konkrétné Zzaludku, je pepsin. Pepsin patii mezi endopeptiddzy aspartatové a jeho optimalni
pH se odviji od kyselého prostiedi, ve kterém se nachazi (~ pH 2-4) (Stosova T. et al., 2005).
Na rozdil od trypsinu je kvuli své nizsi specifit¢ méné vyuzivanym enzymem pro ucely MS
analyzy. Vyslednym produktem nespecifickych proteaz je totiz vysoky pocet kratkych
peptidi, coz komplikuje jednak jejich detekci pomoci MS, ale hlavné jejich tGspéSnou
identifikaci, jelikoz takto kratké peptidy mohou byt Casto spolecné pro vice proteind
(Switzar L. et al., 2013).

Piehled dalSich moZnych alternativ trypsinu, mezi které patii napiiklad endoprotedza

GluC, LysC, ArgN, ArgC, je uveden v Tab. 1.
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Tab. I: Piehled proteaz pouzivanych v proteomice (Stosové T. et al., 2005).

Enzym Misto Stépeni Vyjimka Rozsah pH
Trypsin C-konec R-X, K-X X=P 7,0-9,0
Chymotrypsin C-konec F-, Y-, W-, L-, I-, V-, M-X X=P 7,5-8,5
Endoproteaza GluC C-konec E-X, D-X X=P 4,0-8,0
Endoprotedza LysC C-konec K-X (X=P) 8,5-8,8
Endoproteaza ArgC C-konec R-X (X=P) 7,5-8,5
Endoproteaza AspN N-konec X-D, X-E 6,0-8,5
Elastaza C-konec A, V,L, I, G, S 8,5
Pepsin F,M, L, W (zvl. F-L, F-F, F-Y) 2,0-4,0
Pronaza Téméf viechny peptidové vazby 7,0-8,0
Subtilisin C-konec nenabité AMK 7,0-11,0
Thermolysin W,Y,F, LLL,V, A, M (zvl. N-konec X-F, 6,0-10,0
X-L)

AV zavislosti na povaze smési

1.6 NejcastéjSi metody proteolytického Stépeni

1.6.1 Stépeni proteini v gelu

Mezi Casto pouzivanou metodu patii St€peni proteini v gelu, kterd vyuziva separace
extrahovanych proteinii pomoci SDS-PAGE. Stépeni proteini v gelu méa ale nékolik
nevyhod, mezi které patii kuptikladu limitujici velikost pouzité proteazy, a to z divodu
nesnadného pronikdni protedz s vyssi molekulovou hmotnosti do gelu, coz ma za nésledek
slabé nastépeni proteinil na peptidy. Dal$im negativem, se kterym se u této metody miiZzeme

setkat je nizka vytéznost ziskanych peptidil z gelové matrice (Wisniewski J. R., 2019).

1.6.2 Stépeni proteini v roztoku

DalSi moznou alternativou je St€peni proteinit v roztoku, které je uskutecnéno Ctyimi
zakladnimi kroky, a to denaturaci, redukei, alkylaci a samotnym enzymatickym S$tépenim,
pfi¢emz prvnimi tfemi kroky jsou vytvofeny vhodné podminky pravé pro enzymatickou
aktivitu pouzivanych protedz. V ramci této metody se pro extrakci a denaturaci proteind
pouzivaji nejcastéji mocovina ¢i guanidin-hydrochlorid (pfipadné i thiomocovina). Metoda
v roztoku s sebou ale také pfinasi rizné nevyhody. Jednou z nich je napt. kontaminace
peptidového vzorku pouzitymi Cinidly (napf. zbytky chaotropnich, redukénich a alkylacnich

¢inidel ¢i autolytické peptidy pouzitého enzymu). Dale se miizeme setkat s castou

21



pfitomnosti peptidii s vynechanym S$tépnym mistem, kterd je zplsobena nedostate¢nou
denaturaci proteinu pfi vyuziti n€kterého ze zminénych chaotropnich ¢inidel bez detergentu

(Wisniewski J. R., 2019).

1.6.3 Priprava vzorku za pomoci filtru
Ptiprava vzorku za pomoci filtru neboli zkracené FASP (z anglického "Filter-Aided Sample
Preparation") je univerzalni a G¢innd metoda, ktera byla vytvofena za G¢elem zpracovani
proteinovych extraktl, jejichz soucasti jsou detergenty, ve vétSiné ptipadt SDS. U FASP,
na rozdil od ostatnich pfistuptl, je k odstranéni SDS vyuzit odstfedivy systém, nazyvan jako
ultrafiltra¢ni FASP jednotka (anglicky "ultrafiltration FASP unit"). Ta obsahuje celulosovou
membranu s definovanymi pory, ktera umoznuje uc¢innou vyménu pufrd a s tim i odmyti
detergentu. Diky tomu jsou také eliminovany znacné ztraty vzorku, ke kterym muze
dochazet naptiklad u srdZeni proteinli nebo u extrakce na pevné fazi (Wisniewski J. R.,
2019). Tim padem mtize byt SDS pouzit pro proteinovou extrakci, coz je vyhodné zejména
pro proteiny hydrofobniho charakteru, jejichz problematickou rozpustnost SDS fesi
rozruSenim lipidové membrany za tvorby micel. Detergent je nasledné schopen také
interakce s hydrofobnim jadrem proteinu, ¢imz ho navic denaturuje (Kachuk C., Doucette
A. A, 2018).

Metoda FASP byla poprvé prezentovana roku 2009 J. R. Wisniewskim a kol.
v navaznosti na praci metody "spin filter", jejiz pfedstaveni prob¢hlo roku 2005 L. Manzou
a kol. Tkanové ¢i bunécné lyzaty ptipravené za vysoké koncentrace SDS jsou za ucelem
rozruseni disulfidickych mustkii nejprve vystaveny plisobeni nékterého z redukénich
Cinidel, Casto vyuzivany je napt. DTT nebo TCEP. Po extrakci a redukci proteint je tieba
vzorek nafedit, standardn¢ pomoci 8M mocoviny, tak, aby byla snizena kriticka
micelarni koncentrace (CMC) detergentu. Tim je dosaZeno rozpadu micel a komplexti
protein-detergent, v disledku c¢ehoz mohou molekuly detergentu snadno projit skrze filtra¢ni
membranu, a tak je docileno jeho odstranéni. Volné thiolové skupiny je néasledné potieba
oSetfit alkylaénim cinidlem, jak je jiz uvedeno v kapitole 1.5.1. Na zavér celé pifipravy
je na proteiny v prostfedi vhodného pufru aplikovana endoproteaza, typicky trypsin.
Nasteépené peptidy jsou po inkubaci propustény skrze filtr a ziskdvame tak peptidovou smes
jako ultrafiltrat, pficemz vytézek peptidii odpovida zhruba 50-70 % plvodniho mnozstvi

proteini (Wisniewski J. R., 2016; Wisniewski J. R. et al., 2011a; Wisniewski J. R. et al.,
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2009). Zjednodusené schématické znazornéni postupu metody FASP milizeme vidét

na Obr. 6.

Lyzét
SDS
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Prepipetovani vzorku V}'/rr}évn’a ‘
do FASP jednotky l l l spodni ¢asti l
SDS T1AA UA Peptidy
DTT UA l
LC-MS/MS
analyza

Obr. 6: Schématické znazornéni postupu metody FASP. ABC — 50 mM uhli¢itan amonny, DTT — dithiothreitol,
TAA - jodacetamid, SDS — dodecylsulfat sodny, UA — mocovina, C — centrifugace, I — inkubace. Vytvoieno
v aplikaci BioRender (https://biorender.com).

Dtlezitym parametrem pro efektivni zpracovani vzorku je nepochybné vybér vhodné
ultrafiltracni centrifugacni jednotky, ktery se vramci metody FASP vyuziva. V praxi
se setkdme se dvéma typy jednotek, a to sjednotkami "Microcon", které maji filtry
uspotddané horizontaln€ (viz Obr. 7 vlevo), a s jednotkami "Amicon Ultra" (viz Obr. 7
vpravo) s ultrafiltracnimi membranami umisténymi po jejich strandch (Lipecka et al., 2016;
Wisniewski J. R., 2016). Jako vykonné&jsi byly prokazény jednotky "Microcon", coz
se zfejm¢ odrazi na tzv. vétSim ,,prazdném objemu* u jednotek "Amicon Ultra", ktery
zpomaluje odstranéni detergentu. Kromé toho i vétsi vnitini povrch "Amicon Ultra" jednotek

s nevratnou adsorpci patrné€ souvisi s niz8i vytéznosti proteinti (Wisniewski J. R., 2017).

Misto vpraveni proteinového vzorku

e I

3
24

1

Ultrafiltraéni membrana —— 7777 .
\ | L -

VS.

Obr. 7: Komer¢né dostupné ultrafiltracni jednotky. Vlevo: "Microcon", Vpravo: "Amicon Ultra". A — svrchni
c¢ast  jednotky, B —  spodni  ¢ast  jednotky. Stazeno z  https://www.ubuy.mv/en/;

https://www fishersci.se/se/en/home.html.
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Filtry jsou podle poréznosti membrany piijatelné pro proteiny odpovidajici rtizné
molekulové velikosti. Metoda byla v jejich pocatcich vyvinuta s pouzitim filtracnich
membran s malymi pory s meznimi hranicemi molekulovych hmotnosti: 3 000 a 10 000 Da
(3 a 10 kDa). Pozdé¢ji se vSak ukézalo, Ze pouziti ultrafiltracnich jednotek s nizkymi
meznimi hodnotami je nepraktické zdivodu zvysené retence delSich peptidi
a pomalejsiho toku filtraénim zafizenim, ktery cely proces pfipravy vzorku znacné
prodluzoval. Z tohoto divodu jsou dnes doporuc¢ovany predevsim 30 kDa filtry, které stale
ucinné zadrzi denaturované proteiny, ale zamezi nechténym ztratdm peptidi. Mezi dalsi
vyhody 30 kDa filtrdi patii taktéz snizeni doby nutné pro centrifugaci (ptiblizné 3krat)
a odstredivé sily z 14000 g na 10000 g, ¢imz se eliminuje riziko jejich protrzeni
(Wisniewski J. R., 2016; Wisniewski J. R. et al., 2011).

DalS$im studovanym aspektem byla kapacita filtracnich jednotek, kdy nejvyssi
vytéznost vykazovalo pouziti vzorkid obsahujicich do 100 pg celkové proteinové slozky.
Pti pouziti vyssich mnozstvi byl pozorovan kontinualni pokles vytézku — napt. u 400 pg byl
pokles az polovi¢ni oproti doporu¢ované hranici 100 pg (Wisniewski J. R., 2016).

Kromé celkového mnozstvi proteint pak vysledek Stépeni pro metodu FASP kriticky
ovliviluji 1 dal$i parametry vzorku, a to pfedev§im celkové mnozstvi SDS, respektive jeho
pomér ku proteinim. Doporu¢ovany pomeér je 2:1, mezni pomér pii pouZiti trypsinu potom
4:1 az 6:1. Vyssi mnozstvi detergentu se jiz nedoporucuje, protoZze by bylo velmi
problematicky odstranitelné, a nasledné¢ by mohlo interferovat s trypsinovou aktivitou.
Pro kvantitativni extrakci proteint je nutné dosahnout takové koncentrace SDS v extrakénim
pufru, aby doslo ke tvorbé micel, tedy odpovidajici jeho CMC. Ta je 0,2% (w/v), bézne

se pak uzivaji koncentrace v rozmezi 1-4 % (w/v) (Wisniewski J. R., 2019).

1.6.3.1 Priprava vzorku za pomoci filtru umoZiujici zachyceni
N-glykosylovanych peptidi

Proteiny s navazanou cukernou slozkou, tzv. glykoproteiny, tvoifi pfiblizné polovinu
pfirozen¢ se vyskytujicich proteinii. Proces glykosylace, probihajici v lumen
endoplazmatického retikula a v Golgiho komplexu, tedy patii mezi jednu z nejbeznéjsich
PTMs proteinli, kterd vyznamné ovliviiuje jejich biologickou aktivitu a funkci (Aoki-
Kinoshita K. F., 2022; Spiro R. G., 2002; Ruddock L. W., Molinari M., 2006). Glykany
pfipojené na proteiny hraji podstatnou roli napf. pfi sestavovani proteinli ¢iv dalSich

fyziologickych procesech, jako je iontovy transport, katalyza, bunééna imunita, regulace
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ristu a vyvoj organismu (Zielinska D. F. et al., 2010; Herscovics A., 1999). Glykoproteiny

jsou tak Castym predmétem studia proteomickou analyzou.

A Peptidy
Proteinovy +
lyzat Lektiny PNGaza
X o < “
\E = .= Inkubace glykovanych 7 Vyména spodnixﬂlé“ =
m m pepndusleknny L Casti jednotky u‘ C
— — ) = —_— )
Peptidy Nenavédzané Finalni smés
peptidy N-glykosylovanych
peptidd
LC-MS/MS
analyza
— < >
FASP N-glyko FASP
0
B 0,5 % 46 %

N-glykosylované peptidy
Neglykosylované peptidy

Obr. 8: A —Zjednodusené schéma postupu metody N-glyko FASP. C — centrifugace, LC-MS/MS — kapalinova
chromatografie spojena s MS. B — Vytéznost N-glykosylovanych peptidt, vlevo: bez pouziti PNGazy, vpravo:
za pouziti PNGazy. Upraveno v aplikaci BioRender (https://biorender.com) podle Zielinska D. F. et al., 2010.

Z dtivodu castého vyskytu glykosylacnich mist u membranovych proteind, které jsou
Casto obtizné analyzovatelné, byla vytvofena varianta metody FASP, pomoci které jsme
schopni tyto proteiny velmi pfesné mapovat. Touto variantou je tzv. N-glyko FASP (,,FASP-
based N-linked glycopeptide capture method”; Obr. 8A). Pocatecni kroky celého postupu
jsou stejné jako u klasické metody FASP, kdy jsou proteiny naStépeny v ultrafiltracni
centrifugacni jednotce na smés peptidii, po ¢emz nasleduje navazani glykosylovanych
peptidi na afinitni matrici, kterou jsou v tomto ptipadé¢ lektiny. Poté dojde k centrifugaci,

kdy neglykosylované peptidy projdou skrze filtr do spodni ¢4sti jednotky, a smés komplexi
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N-glykovany peptid-lektin je zachycen na filtru diky sférickému tvaru lektint. Pro rozruSeni
téchto komplexi je ke smési na filtru pfidan deglykosylaéni enzym PNGaza, bez kterého
by finalni vytézek z pivodni slozky N-glykovanych peptidi €inil jen ptiblizné 0,5 %. Oproti
tomu pii jeho pouziti a nasledné centrifugaci ziskame smés N-glykosylovanych peptidi
se zhruba stondsobné vySsim obohacenim (viz Obr. 8B). Findlni smés peptidi se poté

analyzuje pomoci LC-MS/MS (Zielinska D. F. et al., 2010).

1.6.3.2 Priprava vzorku za pomoci filtru s vicendsobnym enzymatickym
Stépenim

Jak jiz bylo popséno v kapitole 1.6.3, ve standardnim postupu metody FASP
se pro zpracovani proteinové smési vyuziva jediny enzym, typicky trypsin. MiZeme
se vsak také setkat s postupem s rozsifenym enzymatickym $tépenim, kdy jsou proteiny
vystaveny pusobeni vice enzymui (bézné¢ dvou, ale i vice) po sobé — tzv. MED-FASP
(z ang. "Multi-Enzyme Digestion FASP"). Zjednoduseny postup MED-FASP metody
zobrazuje Obr. 9.

Proteinovy Enzym Enzym
lyzat A B
L N
ﬁ ] 1+C | 1+C [
e e = =
Vymeéna Vymeéna
spodni ¢asti l spodni ¢asti l
Peptidy Peptidy
A B
LC-MS/MS LC-MS/MS
analyza analyza
FASP >
MED-FASP >

Obr. 9: Schématické znazornéni rozsifeni metody MED-FASP. C — centrifugace, I — inkubace. Vytvoieno
v aplikaci BioRender (https://biorender.com).
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Hlavnimi vyhodami MED-FASP jsou vys$si vytézek a niz$i pravdépodobnost
vynechani jednotlivych S§tépnych mist (Wisniewski J. R., Mann M., 2012). Jak mizeme vidét
z Obr. 10, nejvhodnéjsi kombinaci enzymt pro dosazeni nejvyssiho vytézku peptidl jsou
LysC a trypsin, kdy se po nastépeni proteinli LysC a eluci vzniklych peptidi zbyly
proteinovy material na filtru vystavi plisobeni trypsinu. Rozdilné peptidové vzorky ziskané
z jednotlivych §tépeni jsou poté oddélené analyzovany LC-MS/MS (Wisniewski J. R., Mann
M., 2012; Wisniewski J. R., Rakus D., 2014).
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> Kombinace
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GluC ArgC LysC AspN Trypsin

Obr. 10: Pocet identifikovanych peptidii po provedeni MED-FASP za pouziti né€kolika kombinaci vybranych
protedz. Upraveno podle Wisniewski J. R., Mann M., 2012.

1.6.3.3 Priprava vzorku za pomoci filtru v pritomnosti polyethylenglykolu

s aktivovanymi thioly

V kapitole 1.5.1 bylo popsano, ze pteruseni disulfidovych mistkii a nésledna alkylace
volnych thiolovych skupin patii mezi zdkladni kroky proteomické piipravy vzorku.
Alternativou k oSetfeni volnych thiolovych skupin jodacetamidem mulze byt vyuziti
kovalentni chromatografie zaloZzené na principu navazani volnych thiolovych skupin na
polyethylen glykoly (PEG) — tzv. PEGylace (viz Obr. 11), ¢imZ je umoznéna izolace peptida
obsahujicich cystein. V praxi pak vede izolace téchto peptidl ke snizeni slozitosti vzorku a
k usnadnéni identifikace mén& zastoupenych proteini. Modifikace FASP metody
vyuzivajici k derivatizaci proteint na cysteinovych zbytcich PEG s aktivovanymi thioly se
oznacuje jako TAPEG-FASP ("Thiol-Activated PolyEthylene Glycol FASP") (Wisniewski
J.R., Prus G, 2015).
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TAPEG PT

Obr. 11: Derivatizace volnych sulthydrylovych skupin pomoci polyethylen glykolu s aktivovanymi thioly
(TAPEG); Cys — cystein, PEG — polyethylen glykol, PT — thionovy tautomer pyridin-2-thiolu, R!? — zbytky
polypeptidového fetézce, TAPEG — polyethylenglykol s aktivovanymi thioly. Upraveno podle Wisniewski J.
R., Pru$ G., 2015.

Jako vyhodné se ukéazalo také spojeni metod MED-FASP a TAPEG-FASP, kdy
postupnym Stépenim pomoci LysC a trypsinu ziskdvame dvé oddé€lené peptidové frakce,
a nakonec redukci disulfidovych vazeb u peptidi obsahujicich cystein a PEG umoziiuje
ziskat frakci tfeti. Ve srovnani se samotnou metodou MED-FASP, kombinaci MED-FASP
s TAPEG-FASP jsme schopni identifikovat pfiblizné o 20-30 % vice unikatnich peptidi
(Wisniewski J. R., Pru$ G., 2015). Schématické znazornéni postupu TAPEG-FASP miiZeme
vidét na Obr. 12.
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Obr. 12: Schématické zndzornéni pracovnich postupii metody: FASP, MED-FASP a TAPEG-FASP;
C — centrifugace, I — inkubace, IAA — jodacetamid, LC-MS/MS — kapalinovd chromatografie spojena
s hmotnostni spektrometrii, UA — mocovina, PEG — polyethylen glykol, PT — thionovy tautomer pyridin-2-
thioluy, TAPEG - polyethylen glykol s aktivovanymi thioly. Upraveno v aplikaci BioRender
(https://biorender.com) podle Wisniewski J. R., 2017.

1.6.3.4 Priprava vzorku fixovaného pomoci formalinu a zalitého parafinem za

pomoci filtru
Pti dlouhodobém uchovani vzorkt, predevsim tak lidskych tkani napf. v nemocni¢nich
biobankach, je potfeba je upravit tak, aby nedoslo k jejich znehodnoceni. Za timto Gcelem
jsou vyuzivany stabilizacni nebo téz fixacni Cinidla, ktera vyvolavaji Setrnou denaturaci
enzymu a tim vzorky konzervuji proti vlastni autolyze. Pfikladem takto oSetfenych vzorki
jsou tzv. "FFPE vzorky" ("Formalin-Fixed Paraffin-Embedded") ¢ili vzorky fixované
formaldehydem a zalité v parafinovém blocku.

Pro proteomickou analyzu dlouhou dobu povazovéna za jedinou vhodnou volbu byla

Cerstvd nebo zmrazend tkan. Naopak pouziti tkané chemicky oSetfené bylo z hlediska
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analyzy pfili§ obtizné. FFPE materidl ma vSak celou fadu pfednosti jako je napf. snadna
manipulace, obrovsky pocet dostupnych vzorki (napt. z odvétvi patologie) s moznosti jejich
vzéjemného porovnani a odolnost, kterd snizuje riziko degradace biologického materialu,
as tim 1 spojené piipadné zkresleni vysledkl (Ostasiewicz P., Wisniewski J. R., 2017;
Ostasiewicz P. et al., 2010).

Prvni navrh pracovniho protokolu metody "FFPE FASP", ktery umozioval G¢innou
izolaci z fixovan¢ho materidlu, ptedstavil roku 2010 P. Ostasiewicz a kol. V prvé tadé
je nutné FFPE vzorky nafezat na tenké tkanové fezy (~ 4-10 um), které se nanesou a uchyti
za vyuziti UV svétla na povrch histologického sklicka. Pro proteomickou analyzu je potfeba
z téchto vzorkli efektivné odstranit obsazené mnozstvi parafinu, coz je uskutecnéno
deparafinaci — promytim sklicka v xylenu. Vzorek je poté rehydratovan pomoci série rtizné
koncentrovanych roztokll ethanolu (97, 80, 70 a 50%) ve vod¢. Poté se vzorek vysusi
ve vakuu a homogenizuje v pfitomnosti Tris/HCI a SDS. Nésledné se homogenat inkubuje
pfi teploté ~ 99 °C, coz zajisti preruSeni methylenovych mustkt, které vznikly pii fixaci
formaldehydem. Dale je postup stejny jako u standardniho protokolu FASP, popsaného
v kapitole 1.6.3 (Ostasiewicz P. ef al., 2010; Gustafsson O. J. et al., 2015).

1.6.3.5 Modifikovana priprava vzorku za pomoci filtru

Modifikovana ptiprava vzorku za pomoci filtru neboli zkracené "mFASP" ("modified Filter-
Aided Sample Preparation") je upravenou verzi FASP metody, od které se lisi ve dvou
hlavnich bodech. Zaprvé se béhem $tépeni proteinl trypsinem pro zvyseni aktivity enzymu
pridava malo koncentrovany (~ 0,4%) deoxycholat sodny (SDC). Po nasStépeni proteinil
trypsinem v pfitomnosti SDC nésleduje bud’ okyseleni roztoku 10% (v/v) kyselinou
trifluoroctovou, ¢imz je v roztoku vytvofena bild nerozpustnd srazenina SDC, ktera
se snadno odstrani centrifugaci, nebo se pied LC-MS/MS analyzou pouzije k odstranéni
detergentu tzv. "DRSC" (z ang. "Detergent Removal Spin Column") spinova kolona (Ni M.
et al.,2017). Pribéh odstranéni SDC okyselenim znazorfiuje Obr. 13.
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Obr. 13: Odstranéni SDC ze vzorku. A — dokoncené $tépeni trypsinem za pfitomnosti SDC, B — vytvoreni
bilého precipitantu po okyseleni vzorku, C — bily pelet SDC na dné zkumavky po centrifugaci. Pfevzato z Ni
M. et al.,2017.

Pii srovnani vytéznosti metody mFASP vyuzivajici pfi $t€peni SDC a DRSC kolonu
a standardni metody FASP bylo zjisténo, Zze u mFASP bylo identifikovadno vys§i mnozstvi
peptidd, a to hlavné pfi pouziti DRSC kolon. Na zakladé této skutecnosti se predpoklada,
ze pravé DRSC kolony jsou vhodné pro dikladné odstranéni piipadné zbylého stopového

mnozstvi detergentit (Ni M. et al., 2017).

1.6.3.6 Zdokonalena priprava vzorku za pomoci filtru

S dal$im upravenym postupem standardni FASP metody se mizeme setkat u tzv.
zdokonalené ptipravy vzorku za pomoci filtru neboli zkracené eFASP ("enhanced Filter-
Aided Sample Preparation"), ktera byla navrzena jednak s cilem snizeni ztrat vzorku, a také
s navySenim vytéznosti hydrofobnich proteind.

K tomuto ucelu se jakozto mirny detergent pouziva kyselina deoxycholova, ktera
jednak zlepSuje t¢innost enzymatického Sté€peni u cytosolovych i membranovych proteintl,
a také se da nasledné jednoduse odstranit. Celkova vyssi vysledna vytéznost je navic taktéz
jesté podpotena pasivaci membrany pomoci Tweenu 20, ktery znesnadiiuje vazbu proteinti

na povrchu filtraénich membran (Erde J. et al., 2014, 2017).

31



2 Experimentalni ¢ast

2.1 Chemikalie

Fluka (Spojené stdaty americké)
* Mocovina (UA)

* Thiomocovina

* Tris(2-karboxyethyl)fosfin hydrochlorid (TCEP)

GE Healthcare (Velkad Britanie)
e 2-D Quant kit

Lachner (Ceskd republika)

e Sachardza

Merck (Némecko)
e FEthanol
e Methanol

* MS voda (ddH20)
* Acetonitril (ACN)
* 2-propanol

Promega (Spojené stdaty americké)

* Sequencing Grade Modified Trypsin

Serva (Némecko)

* Dodecylsulfat sodny (SDS)

Sigma-Aldrich (Spojené stdaty americké)
* Askorbat sodny

* Jodacetamid (IAA)

* Hydrogenuhli¢itan amonny

* Chlorid hotfe¢naty

* Chlorid sodny

* Hydrogenuhli¢itan amonny
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» Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA)
* Kyselina 2-4-(2-hydroxyethyl)-piperazin-1-yl)-ethansulfonova (HEPES)
* Kyselina mravenci (FA)

* Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)

2.2 Roztoky

Homogenizace rostlinného materidlu
* Pufr A: 35 mM HEPES, 400 mM sachar6za, 400 mM NaCl, 4 mM MgClL, 5 mM
askorbat sodny, 2 mg/ml BSA, pH 7,2

Izolace tylakoidnich membran
* Pufr B: 25 mM HEPES, 150 mM NaCl, 8 mM MgCl, 1 mM EDTA, pH 7,5
*  Pufr C: 50 mM HEPES, 400 mM sachar6za, 15 mM NaCl, 5 mM MgCl,, pH 7,2

Méieni koncentrace chlorofylii

. 80% (v/v) ACN

2-D Quant kit

* Pracovni roztok: pomér Reagent A:Reagent B 100:1

Stépeni proteinii v roztoku

* Extrakéni pufr: 25 mM Tris/HCL, 6 M mocovina, 2 M thiomocovina, pH 8,5
* Redukéni roztok: 100 mM Tris/HCl, 25 mM TCEP, pH 8,5

* Alkylaéni roztok: 100 mM Tris/HCI, 330 mM TAA, pH 8,5

* 25 mM Tris/HCI, pH 8,5

Stépeni proteinii pomoci metody FASP

* Extrakéni pufr: 100 mM Tris/HCl, 2% (w/w) SDS, 5 mM TCEP, pH 7,6

* Promyvaci roztok A: 100 mM Tris/HCI, 8 M mocovina, pH 8,5

* Promyvaci roztok B: 100 mM Tris/HCI, 6 M mocovina, 2 M thiomocovina, pH 8,5

* Alkylaéni roztok A: 100 mM Tris/HCI, 8 M mocovina, 50 mM IAA, pH 8,5

* Alkylaéni roztok B: 100 mM Tris/HCI, 6 M mocovina, 2 M thiomocovina, 50 mM TAA,
pH 8,5
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Frakcionace peptidit na C18 reverzni fazi v uspoidadadni Stage Tip

25 mM Tris/HCI, pH 8,5

Aktivaéni roztok: 2-propanol

Ekvilibra¢ni a promyvaci roztok: 5% (v/v) FA

Eluéni roztok 1: 25 mM NH4HCO;3, 8% (v/v) ACN, pH 10
Eluéni roztok 2: 25 mM NH4HCO3, 12% (v/v) ACN, pH 10
Eluéni roztok 3: 25 mM NH4HCO3, 16% (v/v) ACN, pH 10
Eluéni roztok 4: 25 mM NH4HCO3, 20% (v/v) ACN, pH 10
Eluéni roztok 5: 25 mM NH4HCO3, 24% (v/v) ACN, pH 10
Eluéni roztok 6: 25 mM NH4HCO3, 48% (v/v) ACN, pH 10

Mobilni faze pro LC-MS/MS

Mobilni faze A: 0,1% (v/v) FA
Mobilni faze B: 90% (v/v) ACN, 0,1% (v/v) FA

2.3 Pouzity material

Dr. Maisch GmbH (Némecko)

Reverzni faze A (Reprosil-Pur 200 C18-AQ, 5 um)
Reverzni faze B (Reprosil-Pur 200 C18-AQ, 3 um)

Eppendorf (Némecko)

Automatické pipety (0,1-2,5 ul, 1-10 ul, 10-100 pl, 100-1000 pl, 0,5-5 ml)
Pipetovaci Spicky (1-10 pl, 20 ul GELoader, 10-100 pl, 100-1000 pl)

Mikrozkumavky (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)

Hamilton (Spojené stdaty americké)

Hamiltonova jehla (primér 16 G)

Kimberly-Clark (Spojené stdaty americké)

Chemicky inertni laboratorni utérky Kimwipes
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Merck Milipore (Irsko)
 Filtra¢ni jednotky Microcon Ultracel, YM — 30, cut off 30 kDa

New Objective (Kalifornie — Spojené stdaty americké)
» Kapilédrni pfedkolona (75 pm x 3 cm, IntegraFrit)
* Analyticka kapilarni kolona (50 um x 20 cm, SilicaTip)

Sigma-Aldrich (Spojené stdaty americké)

» Solid Phase Extraction Disk — matrix active group C18 (oktadecyl)

» Kalibrované pH papirky P-4411 (rozmezi: pH 1-14, pH 1-7, pH 7-14)
* Parafilm M

Simax (Ceskd republika)
» Sklenéné odmérné valce

» Sklenéné kadinky

Waters (Spojené stdaty americké)

» Sklenéné vialky Total recovery

2.4 Pristrojové vybaveni
Biochrom (Spojené stdty americké)

* Spektrofotometr WPA Lightwave II.

BioSan (Spojené staty americké)
* Magneticka michacka MS-3000

Bruker Daltonics (Némecko)
* Tandemovy hmotnostni analyzator Q-TOF vybaven ionizaci elektrosprejem (ESI)

(UHR-Q-TOF)

Eppendorf (Némecko)
* Blokovy termostat Thermomixer comfort

* Rotacni vakuova odparka Concentrator plus
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IKA (Spojené staty americké)
* TyC€ovy mechanicky laboratorni homogenizator T 25

» Ttepacka Vortex 4 basic

Ohaus (S‘vycarsko)
» Stolni centrifuga Frontier 5306

Sartorius (Némecko)

» Laboratorni analytické vahy CPA225D — OCE

Shinko Denshi (Japonsko)
* Laboratorni vahy VIBRA

Thermo (Spojené stdaty americké)
* Centrifuga IEC CL31R Multispeed
* Systém nanokapilarni chromatografie (nLC) (RSLCnano3000, Dionex)

XS Instruments (Itdlie)
» Stolni pH metr pH50

2.5 Metody

2.5.1 Vysev a péstovani husenic¢ku rolniho (4rabidopsis thaliana)

Semena rostliny Arabidopsis thaliana, ekotyp Columbia (Col-0), byla zasazena do pfedem
sterilizované hliny v n€kolika kvétinacich (1 semeno na kvétinac¢). Kvétinace se zasazenymi
semeny byly ulozeny do rastové komory (tzv. fytokomory). Podminky osvétleni
pro optimalni rist byly stanoveny na svételny rezim kratkého dne, 8 h den (od 7-15 h)
a 16 h tma, pfi¢emz intenzita osvétleni byla nastavena na 110 umol - m - s7!. Rostliny byly
pestovany po dobu osmi tydna pti 22/20 °C a relativni vlhkosti 60 %. Béhem rlstu byly

rostliny pravidelné kontrolovany a zalévany vodou.
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2.5.2 1zolace tylakoidnich membran

2.5.2.1 Homogenizace rostlinného materialu

Osmitydenni rostliny byly pfesunuty z fytokomory do zatemnéné laboratote. Po 20minutové
temnostni adaptaci probihala vSechna nésledujici prace pii tlumeném zeleném svétle.
Od rostliny byly odstfizeny nejdiive celé listy, které byly posléze rozstiithany na jemnéjsi
kousky pro snadnéjSi homogenizaci. Nastithané kousky listd byly umistény
do homogenizacni nadoby a poté zality 100 ml pufru A. Homogenizace rostlinného
materidlu byla provedena za pomoci tyCového laboratorniho homogenizatoru pii 13000
otaCkach za minutu v péti-vtefinovych intervalech, které byly prolozeny kratkymi,

asi patnactivtefinovymi prestavkami.

2.5.2.2 Izolace chloroplastii a tylakoidnich membran

Homogenat byl pfefiltrovan ptes nylonovou sitku do nové kadinky umisténé na ledu.
Filtrat byl nasledné rovnomérné rozdélen do Ctyt centrifugacnich zkumavek s konickym
dnem a byla provedena centrifugace za nasledujicich podminek: 5000 g, 6 min, 4 °C.
Po centrifugaci byl supernatant odpipetovan a ziskany pelet byl pomoci Stétecku
rozsuspendovan ve 2 ml vychlazeného pufru B. Po rozsuspendovani peletu byl objem téchto
Ctyt zkumavek slit do dvou, které byly doplnény na vysledny objem 40 ml pufrem B. Byla
provedena centrifugace, a to za podminek: 5000 g, 10 min, 4 °C. Po skonceni centrifugace
byl supernatant odpipetovan a pelet byl rozsuspendovan ve 2 ml vychlazené¢ho pufru C.
Objem dvou zkumavek byl slit do jedné a nasledné doplnén na 40 ml pufrem C. Poté byla
provedena posledni centrifugace: 5000 g, 10 min, 4 °C, po jejimz skonceni byl supernatant
odpipetovan a pelet byl pomoci automatické pipety rozsuspendovan v 1,5 ml pufru C.
Vysledna suspenze s tylakoidnimi membrdnami byla pfepipetovana do nové
mikrozkumavky, kterd byla zabalena do alobalu a pfi nasledné manipulaci skladovédna

na ledu.

2.5.2.3 Méreni koncentrace chlorofyli

Byly pfipraveny ¢tyfi 2ml mikrozkumavky, do kterych byly napipetovany 2 ml acetonu
a 5 pl suspenze izolovanych tylakoidnich membran. Uzaviené mikrozkumavky byly
vortexovany a poté centrifugovany za nasledujicich podminek: 10 000 g, 10 min, 4 °C.
Supernatanty byly po skoncené centrifugaci odpipetovany do novych mikrozkumavek.

Objemy mikrozkumavek byly postupné piepipetovany do kyvety a na laserovém
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spektrometru u nich byla zmétena absorbance pii vinovych délkach 470 nm (karotenoidy),
663,2 nm (chlorofyl a), 646,8 nm (chlorofyl ) a 750 nm (pozadi). Jako blank byl pouzit
80% vychlazeny aceton.

Za pomoci Lichtenthalerovych rovnic (Lichtenthaler, 1987) byla dopocitana

koncentrace chlorofylu a a b (v pg chls/ml) v suspenzi acetonového extraktu:

Cq = 12.25 (Age32 — A7s0) — 2.79 - (Agaes — Ayso) = koncentrace chlorofylu a
cp = 21.50 - (Agagg — A7s0) — 5.10 (Aggs32 — Ays0) = koncentrace chlorofylu b

Suspenze byla po zméfeni koncentrace chlorofyll rozdélena do 0,5ml
mikrozkumavek na alikvoty, které obsahovaly 110 pg celkovych chlorofyld (25 pl).
Alikvoty byly nasledné zmrazeny tekutym dusikem a wuskladnény pii -80 °C

az do nasledného pouziti.

2.5.3 Stépeni proteini v roztoku

2.5.3.1 Extrakce proteini z tylakoidni membrany

Néhodné¢ vybrané tii alikvoty obsahujici tylakoidni membrany byly po rozmrazeni
centrifugovany za nésledujicich podminek: 1500 g, 4 min, -4 °C. Supernatant byl
odpipetovan a k peletu bylo pfidano 100 pl extrakéniho pufru, ve kterém byl pelet pomoci
pipety fadné rozsuspendovan. Vzorky byly poté inkuboviany v Thermomixeru
za nasledujicich podminek: 1500 rpm, 1 hod, 20 °C. Nasledn¢ byly vzorky opét
centrifugovany za téchto podminek: 15000 g, 10 min, 20 °C. Po centrifugaci byly
supernatanty obsahujici rozpusténé proteiny pieneseny do novych 0,5ml mikrozkumavek

a byl zméfen jejich objem.

2.5.3.2 Kvantifikace proteinii pomoci 2-D Quant kitu

Nejdtive byl pfipraven pracovni roztok, a to smichanim reagentu A s reagentem B, v poméru
100 (A) : 1 (B). Poté byla ve dvou opakovanich pfipravena kalibra¢ni fada pomoci roztoku
hovéziho sérového albuminu (BSA) o koncentraci 2 mg/ml. MnozZstvi BSA pipetovaného

do jednotlivych mikrozkumavek je uvedeno v Tab. 2.
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Tab. 2: Kalibraéni fada BSA.

Cislo vzorku 1 2 3 4 5 6
Mnozstvi BSA [ul] 0 5 10 15 20 25
Celkové mnozstvi proteint [pg] 0 10 20 30 40 50

Ze tiipfipravenych alikvotl obsahujicich proteiny extrahované z tylakoidni
membrany bylo odpipetovano 5 ul do novych 2ml mikrozkumavek, a to vzdy ve tfech
opakovanich. Poté bylo ke vSem vzorkiim kalibrac¢ni fady 1 ke vzorkiim proteinti pfidano
500 upl roztoku precipitantu. Jednotlivé vzorky byly vortexovany a inkubovany 3 minuty
pti laboratorni teploté. Poté bylo do vSech mikrozkumavek ptidano 500 pl co-precipitantu
a vzorky byly opét promichany za pomoci vortexu. Nasledné byly vzorky centrifugovany
za téchto podminek: 10000 g, 5 min, 20 °C. Supernatant byl posléze opatrné¢ odlit
do odpadni kadinky a vzorky centrifugovany, v tomto ptipadé vSak jen po dobu nékolika
vtetin. Zbyly supernatant byl odstranén pomoci pipety a k vyslednému peletu bylo
ptipipetovano 100 pl roztoku médi a 400 pl vody. Vzorky byly intenzivné vortexovany
a byl k nim pfipipetovan 1 ml pracovniho roztoku. Po opétovném provortexovani byla
provedena dvacetiminutova inkubace za laboratorni teploty. Nasledovalo méteni absorbance
jednotlivych vzorkli pfi 480 nm pomoci laserového spektrofotometru. Jako blank byla

pouzita voda. Vysledna kalibra¢ni kiivka je zndzornéna na Obr. 14.
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Obr. 14: Kalibracni kiivka znazormujici zavislost absorbance pfi 480 nm na mnozstvi BSA. Vynesené body

reprezentuji prumér hodnot ze dvou méfeni (z tohoto diivodu nejsou vyneseny chybové usecky).
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Z naméfenych hodnot absorbanci byla za pomoci regresni rovnice dopocitana

celkova koncentrace a také celkové mnozstvi proteinti v analyzovanych vzorcich.

2.5.3.3 Redukece a alkylace proteinii v roztoku

Na zéklad¢ vypocitanych hodnot byly pfipraveny tii vzorky obsahujici 20 pg proteint. Jejich
objem byl nasledné doplnén na 30 pl extrakénim pufrem a vzorky byly opatrné vortexovany.
Poté byl pripraven Cerstvy roztok redukéniho ¢inidla tris(2-karboxyethyl)fosfinu (TCEP)
o koncentraci 25 mM. JelikoZz byla pozadovana finalni koncentrace redukéniho ¢inidla
ve vzorku obsahujicim proteiny 5 mM, bylo ho k jednotlivym vzorkim pfipipetovano
7,5 ul. Vzorky byly nasledn€ promichany a inkubovany po dobu 30 minut v Thermomixeru
pti 1000 rpm a 20 °C.

Poté nasledovala alkylace proteini pomoci Ccerstvé piipraveného roztoku
jodacetamidu (IAM) o koncentraci 330 mM. Alkyla¢niho ¢inidla bylo ke vzorkim
se zredukovanymi proteiny ptipipetovano 7,5 ul a vysledné koncentrace IAM v roztoku tak
¢inila 55 mM. Vzorky byly vortexovany a inkubovany ve tmé po dobu 30 minut
v Thermomixeru pifi 1000 rpm a 20 °C. Nakonec byly vzorky doplnény na findlni objem
300 pl pomoci 25 mM Tris/HClI pH 8,5, ¢imz byla chaotropni ¢inidla mocovina
a thiomocovina 10x nafedéna a bylo tak zabranéno mozné interferenci s aktivitou trypsinu.
Poté byly vzorky vortexovany a probéhla kontrola jejich pH pomoci kalibrovanych pH
papirku.

2.5.3.4 Enzymatické Stépeni proteinii v roztoku

K jednotlivym vzorkiim, u kterych probéhla redukce i alkylace, byly pfipipetovany 2 ul
roztoku trypsinu o koncentraci 0,5 pg - ul ! (vysledny pomér trypsinu ku proteinim: 1:20)
a vzorky byly nékolikrat opatrné¢ propipetovany. Poté byly v S5s intervalech jemné
vortexovany a inkubovany do druhého dne v Thermomixeru za nasledujiciho nastaveni: 500
rpm a 37 °C. Po 24hodinové inkubaci byly vzorky az do dalSiho zpracovani umistény
do -20 °C (Leon L. R. et al., 2013).

40



2.5.4 Stépeni proteinii pomoci metody FASP

2.5.4.1 Extrakce a redukce proteinii z tylakoidni membrany v ramci metody
FASP

Extrakce proteinil z tylakoidnich membrén byla v rdimci metody FASP provedena obdobné,
jako je uvedeno v kapitole 2.5.3.1 o extrakci proteinti pted St€penim v roztoku, s vyjimkou
extrakéniho pufru, ktery mél v tomto piipad¢ odlisné slozeni. Pro tuto metodu byl zvolen
extrakéni pufr obsahujici 100 mM Tris/HCI pH 8,5, 2% (w/w) SDS a 5 mM TCEP, piicemz
vypocteny pomér SDS ku proteiniim byl 3,8:1.

2.5.4.2 Kvantifikace proteinti v ramci metody FASP: 2-D Quant kit
Stejné tak jako u metody Sté€peni proteini v roztoku (popséno v kapitole 2.5.3.2) bylo
i u metody FASP po extrakci proteind z tylakoidnich membréan provedeno jejich stanoveni

pomoci 2-D Quant kitu, ¢imz byla zjiSténa koncentrace proteinli v jednotlivych vzorcich.

2.5.4.3 Promyti a alkylace proteinii na membrané

Standardni provedeni

Do filtra¢nich jednotek Microcon YM-30 s hodnotou cut-off 30 kDa byl napipetovan objem
vzorkl odpovidajici 20 pg celkovych proteinil. Pro variantu A (varianta s mocovinou) bylo
poté ke vzorku pfipipetovano 200 pl promyvaciho roztoku A , u varianty B (varianta
zalozend na kombinaci mocCoviny a thiomocoviny) pak 200 pl promyvaciho roztoku B.
Vzorky byly nasledné inkubovany v Thermomixeru nastaveném na: 1 min, 750 rpm a 20 °C.
Nasledovala centrifugace po dobu 15 min pti 10 000 g a 20 °C. Cely krok byl u obou variant
zopakovan pouze s nasledujicimi rozdily: objem promyvacich roztokd byl 100 pl,
a centrifugace probihala po dobu 20 min. Permeat byl posléze odlit do odpadni kadinky.

K retentatu bylo poté pfiddno 100 pl pfislusného alkylaéniho roztoku (A a B).
Vzorky byly nasledné¢ umistény do Thermomixeru se stejnym nastavenim rychlosti michéni
i teploty, kde byly inkubovany po dobu 20 min ve tmé. Po inkubaci vzorki byla provedena
10minutova centrifugace pii 10 000 g a 20 °C. Nasledujici kroky byly poté provedeny
dvakrat: napipetovani 100 pl pfisluSnych promyvacich pufrti (promyvaci pufry A a B)
k odpovidajicim vzorkiim, promichani vzorki na Thermomixeru (750 rpm, 1 min, 20 °C)
a centrifugace (10 000 g, 10 min, 20 °C). U obou variant pak bylo k retentatu napipetovano
100 pl 25 mM Tris/HCI pH 8,5, vzorky byly promichany v Thermomixeru (750 rpm, 1 min,
20 °C) a centrifugovany (10 000 g, 5 min, 20 °C).
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Ke vSem vzorklim bylo déle ptipipetovano 50 pl 25 mM Tris/HCI pH 8,5 a bylo

provedeno jejich promichani v thermomixeru (1000 rpm, 5 min, 20 °C).

Provedeni s navySenym poctem promyvacich krokii

Paraleln¢ byla provedena i druha verze celého postupu, kdy byly u obou popsanych variant
navyseny pocty jednotlivych promyvacich krokl. Konkrétné se jednalo o nasledujici zmény.
Promyvacich roztokl bylo pro prvni promyti pipetovano dvakrat vys$si mnozstvi, tedy 200
pl. Po alkylaci a centrifugaci vzorkd byly provedeny tfi promyvaci kroky (na rozdil
od standardniho provedeni, kdy byly promyvaci kroky provedeny dva). Ttikrat bylo
provedeno taktéz promyti pomoci 100 pl 25 mM Tris/HCI pH 8,5.

2.5.4.4 Enzymatické $tépeni na membrané

Po redukci a alkylaci proteinii nasledovalo jejich naStépeni, a to enzymaticky pomoci
trypsinu. Toho bylo k jednotlivym proteinovym vzorkiim pfipipetovano 2 pl o koncentraci
0,5 ug - pl !, tudiz jeho zastoupeni ve vzorku vzhledem k proteinim odpovidalo 1:20.
Probéhlo rychlé promichdni vzorkli v Thermomixeru (1 min, 1000 rpm, 20 °C),
do Thermomixeru byl pro zvySeni vlhkosti pfidan navlh¢eny brousek a nasledovala inkubace

ptes noc pii 500 rpm a 37 °C.

2.5.4.5 Filtrace peptida pies membranu

Po enzymatickém S$tépeni byly vzorky vytaZzeny z Thermomixeru, kratce centrifugovany
na nizké otacky pomoci stolni centrifugy a poté opét promichdny v Thermomixeru
pfi nastaveni: 750 rpm, 5 min, 20 °C. Nasledovala centrifugace za podminek: 10 000 g,
5 min, 20 °C.

Po centrifugaci bylo k retentatu pfipipetovano 100 ul 25 mM Tris/HCl. Vzorky
byly opét promichany v Thermomixeru pti: 750 rpm, 5 min, 20 °C a zcentrifugovany
pti: 10 000 g, 5 min, 20 °C. Tento krok byl jest¢ jednou zopakovan.

Na zaveér byl filtrdt obsahujici vzniklé peptidy prepipetovan ze sbérné
mikrozkumavky do predem oznacené¢ vialky a byl pipetovanim by zméfen jeho objem.

Vsechny vzorky byly nasledné uskladnény v -80 °C.
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2.5.5 Priprava peptidi pied MS analyzou

¥ Wew

2.5.5.1 Precisténi peptidi na C18 reverzni fazi

Piiprava a aktivace C18 Stage Tips

Z C18 disku byly za pouziti Hamiltonovy jehly o priméru 16 G vykrojeny dvé fritky, které

byly nasledn¢ vpraveny do zastiihnuté zluté Spicky (10-100 ul). Timto zpiisobem byla

pfipravena mikrokolonka, ktera byla dale vloZena do otvoru ve vicku 1,5ml mikrozkumavky.
Do mikrokolonky bylo napipetovano 50 pl 2-propanolu a poté byla provedena

3,5minutova centrifugaci pfi nastaveni 3000 g a 20 °C. Pfedchozi krok byl zopakovan jesté

jednou. Kolonka byla néasledn¢ obdobnym zpiisobem ve dvou krocich ekvilibrovana 50 pl

5% (v/v) FA (nastaveni centrifugace bylo: 2000 g, 4 min, 20 °C) a pfenesena do nové 1,5ml

mikrozkumavky.

Naneseni a eluce peptidit

Vzorky po enzymatickém $tépeni byly nejprve okyseleny piidavkem cisté FA a to taky, aby
kazdy vzorek dosahoval finalni koncentrace 5 % (v/v). Do ekvilibrovanych mikrokolonek
v ¢istych mikrozkumavkach byly naneseny vzorky v objemu odpovidajicimu 5 pg peptidi
(vzdy 25 % zcelkového objemu daného vzorku) a byla provedena centrifugace
za podminek: 1500 g, 7,5 min, 20 °C. Do mikrokolonek bylo dale naneseno vzdy 50 pl 5%
(v/v) FA a byla provedena centrifugace pti: 2000 g, 4 min, 20 °C.

Mikrokolonky byly nasledné ptfeneseny z mikrozkumavek do sklenénych Total
Recovery vialek. Do kazdé z mikrokolonek bylo pipetovano 50 ul elu¢niho roztoku 1 (E1),
na mikrokolonku byla postupné nasazena plastova stiikacka a elu¢ni roztok byl kazdou
mikrokolonkou pomalu protlacen do vialky. Stejny postup byl zopakovan i pro elucni

roztoky E2-E6.

2.5.5.2 ZahuSténi a finalni naredéni eluati

Poslednim krokem pied vlastni hmotnostni analyzou bylo zahuSténi a nafedéni eludtt.
Vialky s eluaty byly proto pfeneseny do vakuové centrifugacni odparky a v ni byly eluaty
zahustény na finalni objem 1-2 ul pfi nésledujicim nastaveni: V-AQ, 45 °C, brake-on.
Na zavér byly zahusténé vzorky natedény piidavkem 20 pl 5% (v/v) FA a po dikladném
propipetovani byly pfipraveny k nésledné LC-MS/MS analyze.
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2.5.6 LC-MS/MS analyza

Analyza vSech vzorkii byla uskuteCnéna prostfednictvim systému nanokapilarni
chromatografie (nLC) s Q-TOF ¢ili tandemovou hmotnostni detekci a s ionizaci
elektrosprejem (ESI).

Vzorky ve sklenénych vialkach byly vlozeny do autosampleru systému nLC, jehoz
teplota byla nastavena na 10 °C, a poté nasledoval jejich nastiik pomoci nasttikové jehly
do nLC systému. Z celkového objemu vzorku bylo do systému vstiiknuto 5 pl, tedy 25 %.
Peptidy byly poté zachyceny na kapilarni pfedkoloné (75 pm x 3 cm) naplnéné C18 reverzni
fazi A. Dal$im krokem bylo 10minutové izokratické promyti zachycenych peptidd,
a to pomoci 20 pl 2% (v/v) FA. Po dokonceném piecisténi peptidi doslo k jejich postupnému
uvolnovani z ptedkolony 70minutovou gradientovou eluci pfi stalém pratoku 200 nl/min
na analytickou kapilarni kolonu (SilicaTip, 50 pm x 20 cm) naplnénou C18 reverzni fazi B.
Slozeni mobilnich fazi A a B, pouzitych pfi eluci, zobrazuje Tab. 3.

Nasledovala ionizace vyeluovanych peptidd technikou ESI a jejich analyza
tandemovou hmotnostni spektrometrii metodou zvanou data-dependent analysis (DDA)
se srazkou vyvolanou fragmentaci iontl v kolizni cele. Parametry nastaveni iontového
zdroje byly nésledujici: napéti na vstupni kapilare: 1250 V; susici plyn: 8 I/min; teplota
suSiciho plynu v iontovém zdroji: 150 °C. Nastaveni extrakce iontu do hmotnostniho
analyzatoru (Tune Page) odpovidalo: Ion funnel RF: 400 Vpp; Multipole RF 400 Vpp;
Quadrupole ion energy 3.5 eV; collision energy 8 eV; Collision RF 1500 Vpp; transfer time
75 ps; pre-puls storage 12 ps). MS data v hmotnostnim rozsahu byla skenovana s dobou
sbéru 500 ms. Ionty vMS/MS modu byly fragmentovany v casovém cyklu
2 ssnasledujicim nastavenim: minimalni intenzita iontt: 2500 iontd (counts), kolizni
energie je proménnd (je nastavovana v rozsahu od 14-38 V) dle velikosti a ndboje
analyzovaného iontu, doba snimani fragmentacnich spekter je v rozsahu od 60-250 ms

v zavislosti na intenzit¢ fragmentovaného iontu.

44



Tab. 3: Gradientova eluce peptidii

Cas [min] Mobilni faze A [%] Mobilni faze B [%]
0 95 5
9 95 5

9,5 90 10
10,5 90 10
11 87 13
53 75 25
60 65 35
62 45 55
64 15 85
70 15 85

2.5.7 Zpracovani ziskanych MS/MS dat

Hrubé data ziskand z hmotnostniho analyzatoru byla zpracovana v programu MaxQuant
software 2.0.3.0 (Tyanova et al., 2016), ktery vyuZziva prohleddvaci algoritmus Andromeda
(Cox et al., 2011) s vyuzitim nastaveni "Bruker TOF" (Beck et al., 2015). Proteiny byly
identifikovany pomoci databdze obsahujici referen¢ni proteom Arabidopsis thaliana
ekotypu Columbia, ktery byl stazen z databaze UniProt (stazeno 7. 4. 2022; 39 328 sekvenci)
a soubor castych kontaminantii (327 proteinovych sekvenci). Proces identifikace
v Andromeda byl nasledovny: moznost vynechani stépnych mist (anglicky miss cleavage):
2x; mozné fixni modifikace peptidi: karbamidomethylace cysteinu; mozné variabilni
modifikace peptidi: deaminace asparaginu, N-koncova acetylace proteinti, minimalni délka
peptidového fetézce: 7 AMK; hladina filtrace faleSnych néalezli na trovni spekter, peptida

a proteinli: 1 % FDR (false discovery rate) (Gupta et al., 2011).
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3 VYSLEDKY

3.1 Extrakce proteinii

Pro extrakci tylakoidnich proteinti byly provedeny dva odlisné postupy v zavislosti
na nasledn¢ pouzité metod¢ piipravy, respektive Stépeni vzorku. Pii metodé Stépeni
v roztoku byla extrakce provedena za pouziti mocoviny a thiomocoviny, avSak pii metodé
FASP bylo extrakci mozno provést v pfitomnosti SDS. V tomto piipad¢ predstavoval
dilezity parametr spravné zvoleny pomér SDS ku proteinim. Alikvoty tylakoidni
membrany, které byly k extrakcim pouzity, obsahovaly vzdy 110 pg celkovych chlorofyli.
Dostupna literatura uvadi, ze tylakoidni membranu tvoii ptiblizné z 50 % proteiny a z 50 %
lipidy, pfi¢emz chlorofyly tvoii 21 % lipidi (Flannery S. E., 2021a). Pomoci znalosti
mnozstvi chlorofylii ve vzorku je tak mozné dopocitat i pfiblizné mnozstvi proteintl, které
by mélo byt okolo 520 pg. Pti objemu extrakéniho pufru 100 pl a finalni koncentraci SDS
2 % (w/v) by tak vysledny vzajemny pomér SDS:proteiny mél byt 3,8:1. Srovnani obou

extrakci zobrazuje Obr. 15.
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Obr. 15: Srovnani vytéZnosti extrakce proteinli v zavislosti na pouziti SDS. Shora: Finalni koncentrace
proteind v roztoku v zavislosti na pouziti SDS (ug/pl); Celkovy vytézek proteinti v zavislosti na pouziti SDS

(1g). Znazornéné primery a smérodatné odchylky byly vypocteny ze tii opakovani.

Z téchto vysledkl je patrné, ze celkové vyssi vytéznosti dosahovala extrakce
v pfitomnosti SDS, a to téméf dvojnasobné. Za zminku urcité také stoji, Ze extrakce pomoci
SDS byla z hlediska vytézka také opakovatelnéjsi, jak doklddd smérodatna odchylka
(Obr. 15), ptipadné vypocteny variacni koeficient (pro extrakci bez SDS 11,4 %, kdezto

46



u extrakce s SDS odpovidal 4,4 %). I kdyz byl pomér SDS:proteinlim na zakladé doporuceni
dostupné literatury zvolen tak, aby pii 2% (w/v) koncentraci a objemu extrakéniho pufru
100 pl teoreticky dosahoval hodnot okolo 3,8:1, celkové mnozstvi proteinii vSak bohuzel
nedosahovalo predpoklddanych hodnot a pomér SDS:proteiniim se pohyboval spise okolo

18:1.

3.2 Metoda FASP a jeji zvolené varianty

Na zaklad¢ vysledkt extrakci byly pro porovnani s metodou $tépeni v roztoku (IS) zvoleny

dv¢ varianty metody FASP, kazda ve dvou riznych provedenich:

* Metoda FASP za pouziti 8M mocoviny (FASP 1)

* Metoda FASP za pouziti 6M mocoviny a 2M thiomocoviny (FASP 2)

* Metoda FASP za pouziti 8M mocoviny s navySenym poctem promyvacich krokt
(FASP 3)

* Metoda FASP za pouziti 6M mocoviny a 2M thiomocoviny s navySenym poctem
promyvacich krokt (FASP 4)

Kazda ztéchto metod pak byla provedena ve tfech nezavislych opakovanich, vysledné

trypsinové lyzaty byly rozdéleny na 6 frakci a kazdy vzorek byl analyzovan ve dvou

LC-MS/MS méfenich. Vyhodnoceni ziskanych vysledkli pak bylo provedeno na zakladé

srovnani zékladnich parametri dosazenych identifikaci. Konkrétné §lo o celkové a primérné

pocty identifikovanych proteind, peptidi, MS/MS spekter a primérné pokryti identifikované

sekvence. Hodnocena byla také robustnost jednotlivych metod, a to na zakladé porovnani

smérodatnych odchylek, respektive vypocteného varia¢niho koeficientu.

3.2.1 Pocet identifikovanych proteinu

Z prezentované¢ho grafu (viz Obr. 17) je patrné, ze co se tyCe celkového poctu
identifikovanych proteint, poskytly vSechny testované metody pomérné srovnatelné
vysledky. U hodnot primérnych, které vyjadiuji pocet identifikaci na jedno opakovani,
pak uz byly rozdily vyssi. Nejvyssich hodnot celkové identifikovanych proteinti doséhly
metody FASP 2 a IS, u kterych bylo shodné¢ identifikovano celkem 504 proteinti. Metoda
IS vsak vykazuje daleko vyssi variabilitu (variacni koeficient odpovida 25 %) a zaroven

jibylo identifikovano i niz$i primérné mnoZzstvi proteini nez u FASP 2. Za nejméné i¢innou

Cvwr
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1 kvtli vysoké variabilité, mizeme piekvapivé oznacit FASP 1, tedy zakladni provedeni

FASP.
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Vybrané metody proteolytického Stépeni

Obr. 17: Graf znazornujici celkovy a primérny pocet identifikovanych proteinli v zavislosti na aplikaci
jednotlivych proteolytickych metod. IS — metoda v roztoku, FASP 1 — metoda FASP za pouziti 8M mocoviny,
FASP 2 — metoda FASP za pouziti 6M mocoviny a 2M thiomocoviny, FASP 3 — metoda FASP za pouziti 8M
mocoviny s pridanymi promyvacimi kroky, FASP 4 — metoda FASP za pouziti 6M mocoviny a 2M
thiomocoviny s pfidanymi promyvaci kroky. Znazornéné priméry a smérodatné odchylky byly vypocteny

ze tii opakovani.

3.2.2 Pocet prirazenych peptida

Z obecného hlediska se da fict, Ze pocty pfifazenych peptidii pro jednotlivé metody pomérné
veérné kopirovaly trendy popsané v predchozi kapitole. Jak mtizeme vidét z grafu na Obr. 16,
nejvynosnéjsi metodou se z hlediska poctu ptifazenych peptidl stala metoda FASP 2. Touto
metodou bylo identifikovano celkoveé 2074 peptidi. Vysoka detekce peptidii byla dosazena
také u IS, u které sice bylo v rdmci srovnani dosazeno druhého nejvyssiho poctu, konkrétné

1982 pfitazenych peptidl, avSak opét s vysokou variabilitou a variatnim koeficientem

v

cvwr

u metody FASP 3 (FASP vyuZivajici ve svém postupu 8 M mocovinu, a navic promyvaci

kroky), kterou bylo identifikovano 1698 peptidi.
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Obr. 16: Graf znézornujici celkovy a primérny pocet piifazenych peptidl v zavislosti na aplikaci jednotlivych
proteolytickych metod. IS — metoda v roztoku, FASP 1 — metoda FASP za pouziti 8M mocoviny, FASP 2 —
metoda FASP za pouziti 6M mocoviny a 2M thiomoc¢oviny, FASP 3 — metoda FASP za pouziti 8M mocoviny
s pfidanymi promyvacimi kroky, FASP 4 — metoda FASP za pouziti 6M mocoviny a 2M thiomocoviny

s pfidanymi promyvaci kroky. Znézornéné primeéry a smérodatné odchylky byly vypocteny ze tii opakovani.

3.2.3 PoCet MS/MS spekter

Dalsi srovnavany parametr pouZity pro vyhodnoceni provedenych experimentu pfedstavoval
pocet MS/MS spekter. Toto Cislo udava, kolik skend fragmentacnich spekter proved]
hmotnostni spektrometr pro pfifazené¢ peptidy, a je velmi dilezité pro piipadnou
MS kvantifikaci. V tomto ptipadé nejvyssi hodnoty prokazovala metoda FASP 4. Konkrétné
u této metody odpovidal celkovy pocet MS/MS spekter 36 955 a pocet primérny 12 318
MS/MS spekter. Na Obr. 18 miizeme také vidét nizkou variabilitu metody FASP 4
charakterizovanou malou smérodatnou odchylkou. Vysoky pocet spekter s nizkou
variabilitou byl taktéz ziskdn metodou FASP 2 (celkovy pocet: 32 653; primérny pocet:
10 884). Metody FASP 1 a FASP 3 na tom byly s poc¢tem spekter srovnatelné, avsak u FASP

1 mizeme vidét vyrazné vyssi variabilitu, a tedy 1 nizs$i opakovatelnost.
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Obr. 18: Graf znazornujici celkovy a primérny poc¢et MS/MS spekter v zavislosti na aplikaci jednotlivych
proteolytickych metod. IS — metoda v roztoku, FASP 1 — metoda FASP za pouziti 8M mocoviny, FASP 2 —
metoda FASP za pouziti 6M mocoviny a 2M thiomoc¢oviny, FASP 3 — metoda FASP za pouziti 8M mocoviny
s pfidanymi promyvacimi kroky, FASP 4 — metoda FASP za pouziti 6M mocoviny a 2M thiomocoviny

s pfidanymi promyvaci kroky. Znazornéné primeéry a smérodatné odchylky byly vypocteny ze tii opakovani.

3.2.4 Pokryti sekvence proteint

Co se tyka pramérného pokryti sekvence proteinil, nejvyssi hodnoty bylo dosazeno metodou
IS, kterou bylo pokryto 13,5 % z celkové proteinové sekvence, jak miizeme vidét z Obr. 19.
Nejmensi osekvenovani identifikovanych proteinti pak dosahovala metoda FASP 1, pomoci
které pak bylo detekovano prumérné 11,4 %. Na zékladé¢ relativné malého rozdilt u téchto
meznich hodnot pak miizeme konstatovat, ze rozdil mezi jednotlivymi metodami nebyl

u tohoto hodnoceného parametru pfili§ markantni.

50



16
14

12
10 I I

FASP 1 FASP 2 FASP 3 FASP 4

Pramérné pokryti sekvence [%]

(= S e

Vybrané metody proteolytického Stépeni

Obr. 19: Graf znazoriujici primérné pokryti sekvence proteinii v zavislosti na aplikaci jednotlivych
proteolytickych metod. IS — metoda v roztoku, FASP 1 — metoda FASP za pouziti 8M mocoviny, FASP 2 —
metoda FASP za pouziti 6M mocoviny a 2M thiomocoviny, FASP 3 — metoda FASP za pouziti 8M mocoviny
s ptidanymi promyvacimi kroky, FASP 4 — metoda FASP za pouziti 6M mocoviny a 2M thiomocoviny
s pfidanymi promyvaci kroky. Znazornéné priméry a smérodatné odchylky byly vypocteny ze tfi opakovani.
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4 DISKUZE

Tato bakalarskd prace se vénovala srovnani vybranych metod proteolytického
St€épeni se zaméfenim na vzorky tylakoidni membrany. Tylakoidni membrany jsou
membrany, které jsou soucdsti rostlinnych organel — tzv. chloroplastd, kde hraji velmi
diilezitou roli pfevazné ve spojeni s jednim z klicovych biochemickych dé&jti na nasi planeté,
s fotosyntézou. Pravé zde totiz sidli fotosynteticky aparat, tvofeny nékolika proteinovymi
komplexy (Taiz L. et al., 2018). Diky této skutecnosti se v posledni dobé tylakoidni
membrana, a hlavné jeji proteinova slozka, dostava do centra védeckého zdjmu. JakoZto
membranové maji tylakoidni proteiny hydrofobni charakter, tudiz je jejich solubilizace
vétSinou mensi pocet Stépnych mist pro specifické protedzy a je u nich tedy zadouci
dosédhnout co nejkvalitngj$i denaturace (Smith S. M., 2017). To v praxi znamend pouzit
misto chaotropniho ¢inidla (napi. UA) spiSe detergent, idedln¢ velmi ucinny SDS. Nedavna
proteomicka studie zamétujici se na stechiometrické poméry jednotlivych fotosyntetickych
komplexti opravdu SDS pro extrakcei, rozpusténi a denaturaci s vyhodou vyuzila, avSak jeho
odstranéni bylo provedeno piesrdzenim proteini pomoci systému chloroform-methanol
(McKenzie S. D. et al., 2020). Tato metoda je sice pro tento ucel pouzitelnd, ale bohuzel
muze vést k nevratnym ztratdm vzorku (Petiik 1., 2015). (Flannery S. E. et al., 2021a, 2021b)
oproti tomu jako detergent vyuzili laurat sodny, ktery byl odstranén az po provedeném
St€peni srazenim za pouziti kyseliny trifluoroctové. I tento postup pak muize v n€kterych
ptipadech vést ke ztratdm (Holubova J., 2020). V této praci byla pro experimentalni ¢ast
zvolena metoda FASP, ktera umozituje SDS pouzit, a diky ultrafiltraénimu membranovému
systému ho vzorku béhem pfipravy zbavit. Tim je tak zajiSténa kompatibilita vzorku
s trypsinovym $tépenim a naslednou LC-MS/MS analyzou, a navic je jesté predejito
zminovanym ztratam (Wisniewski J. R., 2019). Dalsi vyhody spocivaji v moznosti jejiho
pouziti 1 pro pomérné mald mnozstvi proteinii (5-10 pg; Sielaff M. et al., 2017) a také
skute€nosti, ze je celkoveé velmi vhodna pro membranové proteiny (Wisniewski J. R. et al.,
2011b; Potriquet J. et al., 2017; Mikulasek K. et al., 2021).

Jednim z prvnich krokli experimentalni ¢asti byla pfiprava extrakéniho pufru,
vramci které byla zdsadnim parametrem volba spravné koncentrace SDS. Z odborné
literatury je zndmo, Ze k tiplné extrakci proteini dochézi az pti koncentraci detergentu blizici
se jeho CMC. Pro SDS pak plati, ze pti 2% (w/v) koncentraci v extrakénim ¢inidlu dojde ke

kvantitativni extrakci proteind ze vzorku (Wisniewski J. R., 2019). Je vSak také dulezité brat
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v potaz proteinové zastoupeni v daném vzorku €ili v tomto piipadé tylakoidni membrany,
kterd je slozena az z50 % zproteinli (Flannery S. E., 2021a). Mnozstvi proteint
v jednotlivych alikvotech tylakoidnich membran bylo dopocitino z naméfeného mnozstvi
chlorofyll a na zakladé doporuceni dostupné literatury byl pomér SDS ku proteiniim zvolen
tak, aby pti 2% (w/v) koncentraci a extrakénimu objemu 100 pl teoreticky dosahoval hodnot
okolo 3,8:1. Zvoleny pomér by tak mél odpovidat predpokladu dostate¢ného navazani SDS
na proteiny (k navazani by melo dojit pti poméru SDS ku proteiniim odpovidajicimu 1,4:1)
a SDS by pii tom mélo byt stile dobfe odstranitelné (Wisniewski J. R., 2019).

V kapitole 3.1 byla prezentovdna jak UcCinnost extrakce proteini bez pouziti
detergentu, tak za pfitomnosti SDS pro metodou FASP. Vétsiho mnozstvi vyextrahovanych
proteini bylo podle ptedpokladli, patrné v zavislosti na jejich hydrofobnim charakteru,
dosazeno za pouziti detergentu (viz Obr. 15). Celkovd mnozstvi proteini vSak bohuzel
nedosahovala hodnot vypoctenych na zakladé teoretickych piedpokladi a pomér
SDS:proteiny tak nebyl 3,8:1, ale pohyboval se spiSe okolo 18:1. To by poté mohlo vést
k nedostatecnému odstranéni detergentu a jeho pozdé€j$im interferencim. Proto byly na
zaklad¢ doporuceni z literatury otestovany také varianty metody FASP s navySenym poctem
promyvacich krokt, které by odmyti SDS mohly docilit (Wisniewski J. R., 2019).

Metoda FASP tak byla provedena ve dvou variantach a dvou provedenich, tedy
celkoveé Ctyfech rGznych verzich. Jako standard byla pouzita klasicka metoda Stépeni
v roztoku. Uelem prvnich dvou verzi FASP bylo srovnani dvou riznych promyvacich
roztokil zaloZzenych na pouziti 8M UA oproti 6M UA a 2M thiomocoving. Varianta s 6M UA
a 2M thiomocovinou byla navrzena z diivodu ovétfeni dovednosti thiomocoviny lépe
solubilizovat hydrofobni membranové proteiny nez samotna UA. Inspiraci pro tuto variantu
bylo slozeni extrakénich pufri vyuzivanych pro 2D-elektroforézu, pfi které se smési UA a
thiomocoviny bézné pouzivaji (Pingoud A. et al., 2002). Dalsi dvé verze FASP byly poté
provedeny za vyuziti stejnych chaotropnich ¢inidel jako varianty v prvni sérii s rozdilem v
poc¢tu promyvacich krokt, které byly v tomto ptipad¢ navyseny z divodii diskutovanych
vyse.

V ptedchozi kapitole s dosazenymi vysledky byl prezentovan pocet identifikovanych
peptidd a proteinti, dale pocet MS/MS spekter a také pokryti proteinové sekvence.
U zvoleného standardu, IS, si v pfilozenych grafech (viz Obr. 16-18) miizeme vSimnout, Ze
se v ramci tfi provedenych opakovani vyskytly velké odchylky a s tim souvisejici relativné
vysoky variaéni koeficient, ktery se pohyboval okolo 30 %. Opakovatelnost této metody,

hodnocené dosti vysokou variabilitou vysledkd, tedy nebyla ptili§ uspokojiva. Tim bylo
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ovéfeno tvrzeni mnohych autorti (shrnuto ve Wisniewski J. R., 2019) a soucasné i
proteomické vyzkumné skupiny Laboratote ristovych regulatort Univerzity Palackého, Ze
je extrakce membranovych proteint pouze za pouziti UA vétSinou problematicka, jelikoz
patné nedochdzi k jejich Gplné solubilizaci a denaturaci.

Nizsiho poctu identifikovanych proteint i peptidi nez u IS bylo dosazeno metodou
FASP 1, tedy zakladnim provedenim FASP, kterd navic dosahovala ptekvapivé Spatnych
vysledkll 1 z hlediska své opakovatelnosti. V rdmci dosazené¢ho poctu identifikovanych
proteintl a peptidl byl totiz variacni koeficient podobny jako u standardu, u MS/MS spekter
ale dosahoval az 50 %. Pfi¢inou mohlo byt stejn¢ jako u IS pouziti UA, ktera asi neni pro
solubilizaci a denaturaci membranovych proteinti tou nejvhodnéjsi moznosti.

Metoda FASP 2 byla provedena sice obdobn¢, ale misto 8M UA u ni bylo pouZito
6M UA a 2M thiomocoviny, kterd by méla, jak uz je uvedeno v textu vyse, membranové
proteiny solubilizovat a poté denaturovat 1épe nez UA. Tato skuteCnost byla na zakladé¢
ziskanych vysledkl opravdu potvrzena. Varia¢ni koeficient byl oproti standardu a FASP 1
znaéné nizsi, pramerné v ramcei vSech studovanych parametri odpovidal jen 6 %. Soucasné
byl touto metodou identifikovan nejvyssi pocet proteini a peptidit a taktéz pokryti
proteinové sekvence bylo nejvyssi. Da se tedy konstatovat, ze pouziti thiomocoviny v rdmci
prace s membranovymi proteiny zlepsilo robustnost této metody.

Dal8imi variantami byly FASP 3 a FASP 4, které byly oproti prvnim dvéma verzim
FASP provedeny s navySenim promyvacich krokl. Vysledky jednotlivych studovanych
parametrt byly v ramci téchto dvou variant dosti podobné a lepsi nez u IS. Co se tyce poctu
identifikovanych proteint a peptidi, varianta FASP 3 s 8M UA pak sice dosahovala vysSich
poctl, ale pouze v fadu desitek, coz neni vzhledem k celkovym hodnotam signifikantni. Co
se opakovatelnosti FASP 3 a FASP 4 tyce, i ta se u obou verzi také pfili$ neliSila (varia¢ni
koeficienty pro FASP 3 a 4 byly 6 % a 10 %). V ramci vyuziti 8M mocoviny (u FASP 1 a 3)
mizeme fict, Ze navySeny pocet promyvacich kroki (u FASP 3) pravdépodobné vedl
k efektivnéj$imu odstranéni SDS a zlepsil u¢innost metody, a to jak v poctu identifikovanych
proteint i peptidi, tak i ve vyrazném poklesu variability. To vSak neplatilo pfi srovnani verzi
zalozenych na ptidavku 2M thiomocoviny (FASP 2 a 4), jelikoz varianta FASP 2 dosahovala
lepsich vysledkd, a to jak z hlediska vys§iho poctu identifikovanych proteini a peptida, tak
z hlediska niz$i variability. Je mozné, ze divodem této skutecnosti byl zvySeny pocet krokli
v celém postupu, ktery mohl vést k vyS$$im proteinovym ztratdm zapti¢inénych napt. delsi

inkubaci proteinli na membrané, na které mohly zistat zachyceny. Tento jev byl jiz diive
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popsan (Erde J. et al., 2014) a teoreticky mohl ptevazit vyhody pramenici z u¢innéj$iho

odstranéni detergentu.
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S ZAVER

Hlavnim cilem této bakalatské prace bylo srovnani vybranych metod proteolytického
St€peni se zaméfenim na vzorky tylakoidni membrany, které se staly jednim z predméti
zajmu proteomické skupiny Laboratofe ristovych regulatortt Univerzity Palackého, a to
hlavné z diivodu jejich spojeni s fotosyntézou.

Experimentalni Cast prace se pfevazn¢ zameétovala na metodu FASP (pfipravu
vzorku za pomoci filtru) a jeji varianty, pficemZ standardem bylo proteolytické Stépeni
proteint v roztoku. Pfi¢inou této volby nebyly jen dlouho znamé a vyse diskutované vyhody
této metody, ale také n€kolik nedavnych reporti, které nezavisle na sobé upozorniovaly na
jeji pouzitelnost pro St€peni membranovych proteintt (Wisniewski J. R. et al., 2011b;
Potriquet J. et al., 2017; Mikulasek K. et al., 2021).

Dosazené vysledky vedly k nckolika zavérim. Prvnim znich bylo pomérné
prekvapivé zjisténi, ze samotnd extrakce, respektive vztah mezi koncentraci a mnozstvim
SDS a proteintl ve vzorku, mé vyznamny vliv na vysledek $tépeni. D4 se tedy fict, Ze se
ucinnost FASP metody odrdzi na samotné ptipravé vzorku. Z tohoto pohledu by bylo jeste
vhodné porovnat prezentované vysledky s experimenty se vzorky o vySS$i proteinové
koncentraci, a tedy lepSim pomérem SDS:proteiny. Ty v rdmci experimentalni ¢innosti sice
byly provedeny, ale jejich LC-MS/MS analyza jiz bohuzel nemohla byt do odevzdani této
prace z asovych a technickych diivoda provedena.

Zaroven se také osvédcila solubilizace a denaturace tylakoidnich proteinli pomoci
thiomocoviny, kdy jeji ispé€sSna aplikace celkové svédcila o tom, Ze prace s membranovymi
proteiny klade odlisSné naroky na zpracovani vzorku. Jevi se tedy velice vhodné vzdy
otestovat a pfipadné optimalizovat n€kolik vybranych variant zpracovani, jak tomu bylo
v této bakalaiské praci. Velmi zajimavé by proto bylo také experimentalni srovnani s dal§imi
znamymi variantami FASP, konkrétné mFASP (Ni M. et al., 2017) a eFASP (Erde J. et al.,
2014), které jsou zalozeny na pouziti odliSnych detergentii a pasivaci membrany. To vSak
bylo zcela mimo ¢asové moznosti této bakalatské prace.

Celkové vsak tato prace piinesla prvni tspéSnou aplikaci metody FASP v laboratofi
proteomické skupiny Laboratote riistovych regulatori Univerzity Palackého a jeji vysledky
pfinesly cennd voditka smérem k dal$i experimentiim s cilem zavést FASP do rutinni praxe.

Cile prace byly splnény.
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