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Cile prace
Cile bakalarské prace byly stanoveny nasledovng:

* Vypracovat reSersi na téma piiprava vzorku v proteomice se zaméfenim na moderni
metody Sté€peni proteint, konkrétn€ na metodu FASP.

* VyzkousSet si praci s modelovou rostlinou A. thaliana (vysev, pé€stovani) 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 oznacované jako
proteiny (neboli bilkoviny). Molekuly proteinli jsou ve srovnani s molekulami sacharida
¢i soli obvykle vétsi. Tvoreny jsou jednim ¢i vice polypeptidy, jejichz zakladni stavebni
jednotky predstavuji aminokyseliny (AMK). Ptirozené vyskytujici se AMK v bilkovinach
jsou oznacovany jako proteinogenni a je jich znamo dvacet jedna, i kdyz ve vétSiné proteina
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
vznika za odStépeni nizkomolekuldrni slouCeniny (v tomto pfipadé vody) jedna veétsi
molekula. Délka této vazby &ini piiblizné 1.32 A, je tedy kratsi nez vazba jednoducha,
ale delsi nez vazba dvojna (Alberts B. ez al., 2014).

Proteiny predstavuji zakladni efektory vSech bunécnych procesi a soucasnée také
zabezpecuji kooperaci mezi jednotlivymi bunéCnymi 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 d&ja se ucastni, je délime
do sedmi zakladnich tfid, a to mezi proteiny strukturni, transportni, obranné, regulacni,
katalytické, motorové ¢i zdsobni (Berg J. et al., 2015).

Funkce, pfipadné aktivita proteini musi byt v burice peclivé regulovana. To se déje
na nékolika urovnich. Prvni z nich je regulace celkové hladiny daného proteinu, ktera jednak
probiha jiz pfi transkripci, ptipadné muize byt zajisténa pomoci riznych posttranskripénich
mechanismu (napiiklad alternativni sestiih nebo RNA interference). Stejné tak ale maze byt
mnozstvi proteinu regulovano i pomoci cilené degradace. Dalsim vyznamnym krokem, kdy
dochazi k modulaci proteinovych funkci, je pfi skladani polypeptidového fetézce
a naslednych posttranslacnich modifikaci (PTM), které vyznamné ovliviiuji konformaci
bilkovin. Spravna funkce proteinu je v neposledni fadé 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 védcu z celého svéta. V prvé tadé doslo
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predevs§im k rozvoji odvétvi, znamého jako genomika, kterd se zabyva studiem genomu
konkrétniho organismu. Jednim z nejzasadnéjSich projektd byl poté Projekt sekvenovani
lidského genomu (anglicky 7he Human Genome Project), ktery oficialn€é 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 patnacti let, piicemz
prvni vysledky byly publikovany v tnoru roku 2001 (Lander E. S. ef al., 2001). V dubnu
roku 2003 bylo oznadmeno jeho ukonceni (Collins F. S. et al., 2003b) pfi prtilezitosti
50. vyroci od objevu dvousroubovice DNA (Collinsova M., Jiracek J., 2004).

S rozvojem odvétvi zabyvajicim se geny se pak védci zacali op€tovné zabyvat také
vice do hloubky studiem proteind, jelikoz prave prostiednictvim nich je geneticka informace

v organismu vyjadfena.

1.3 Proteomika

Na prelomu osmdesatych a devadesatych let tak vznikla nova védni disciplina zvana
proteomika. Proteomika se zabyva studiem proteomu a jejim obecnym cilem je systematicky
rozbor proteinii v zavislosti na jejich vlastnostech. Je tak bez pochyby schopna zna¢né
prispét k pochopeni funkci gend. Definic proteomiky existuje vsak cela rada.

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. ef al., 2011). Nazev vznikl slozenim dvou slov,
a to: "PROTEin" a "genOM". Proteom je mozné definovat jako veskery soubor proteint
exprimovanych v konkrétnim Case a za danych podminek v dané buiice, 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, separacnich a spektroskopickych metod (pfedev§im hmotnostni
spektrometrie; MS) stala proteomika jednou z nejdynamictéjSich véd (Chmelik J., 2005)
a také silnou bioanalytickou zakladnou pro zodpovidani riznych védeckych otazek z oblasti
mediciny (napf. studium mechanismu pfiin rdznych onemocnéni, pifevazné zaméfené
na oblast rakoviny), biologie, farmacie (vyzkum léciv, biomarkert, cilti drog), ¢i biochemie
(Megger et al., 2013).

Jejim velmi dilezitym ukolem je objasnit role bilkovin v jednotlivych bunécnych

procesech a drahach. K tomu je vsak tfeba znat molekulovou hmotnost daného 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 stdle neodmysliteln€ navazuje na genomiku

(Chmelik J., 2005).

1.4 Priprava vzorku pro proteomicky vyzkum

Priprava vzorku patii mezi jeden z nejkritictéjSich tkont, se kterym se kazdy proteomik
pred samotnou finalni analyzou setkd (Ahmed F. E., 2009). Pfed pfipravou vzorku je vSak
nejdrive velmi dalezité stanovit, co je cilem vlastni analyzy, a zvolit tak pro dany biologicky
material 1 vhodnou metodu a poté dodrzovat doporu¢ené podminky. V tomto piipadé
je asi nejdulezit€jSim kritériem, zda maji byt proteiny ziskany v nativni podobg,
tedy se zachovanou biologickou aktivitou, nebo mohou byt pro dany experiment
v denaturovaném stavu. Podle této skuteCnosti pak napiiklad volime teplotu, pii které
experimenty provadime, typ homogenizace, pouzita ¢inidla atd. Pro uspé$nou proteomickou
analyzu je také dulezité chranit proteiny pied vlivem endogennich proteaz, a to pifidanim
jejich inhibitort. Endogenni proteazy totiz zpusobuji proteolyzu, coz vede k rozkladu
proteint na peptidy a v extrémnim pfipadé az na jednotlivé AMK. Pouzivanymi inhibitory
jsou naptiklad PMSF, EDTA, leupeptin, aprotin a fada dalSich (Bodzon-Kulakowska
A. et al., 2007). Kromé& proteolyzy je ve vybranych pfipadech nutné zabranit i degradaci
PTMs jako jsou napiiklad defosforylace proteint, coz se v tomto piipadé zajist'uje pridanim
inhibitord fosfataz jako je napiiklad 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 proteind

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

1.4.1 Homogenizace biologického materialu

Jak bylo napsano vySe, aby mohly byt proteiny pozd¢€ji prevedeny do roztoku, je nutné
nejdiive buiky pouzivaného materidlu rozru$it, a to pomoci homogenizace. Ta hraje
predevs§im u organismu s pevnou bunécnou sténou (bakterie, archea, houby, fasy a rostliny)
zasadni roli. Homogenizace mize byt provedena riznymi zpusoby, mezi které patii
napf. homogenizace ultrazvukem, aplikaci rlznych enzymu, opakovanym mrazenim
a rozmrazovanim, vysokym tlakem (napf. French-press) nebo rozdrcenim materidlu

tlou¢kem v tfeci misce s kapalnym dusikem (Pingoud A. et al., 2002).
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1.4.2 Extrakce a solubilizace proteinu

Po homogenizaci nasleduje extrakce a solubilizace proteind. Nej¢astéji pouzivana Cinidla,
kterymi je mozno extrakci proteini zna¢n€ podpofit, jsou nazyvana detergenty.
Molekuly detergentti jsou tvofeny polarni (hydrofilni) a nepolarnim (hydrofobnim) ¢asti,
jsou tedy fazeny mezi latky amfipatické stejné tak jako i1 fosfolipidy tvofici bunécné
membrany. Diky stejné povaze fosfolipidi a detergenti jsou detergenty po pridani
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 pfi takzvané kritické micelarni koncentraci detergentu, kdy tak dochazi
k rozruS§eni membrany, ¢imz je docileno extrakce intracelularnich i transmembranovych

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

membranovy protein

l molekula detergentu
® ®
o O [

Obr. 1. Fosfolipidovd membrana (zobrazeno hnédou barvou) s membranovym proteinem a vclenénymi

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

Detergentt existuje cela fada a podle jejich charakteru se rozdé€luji do tii zakladnich
skupin, a to do iontovych, neiontovych a zwiterriontovych.

Nabita &ast iontovych detergenti nese bud’ kladny, & zaporny naboj. Radi se k silng
denaturujicim ¢inidlim a jednim z nejznaméjSich zastupct je dodecylsulfat sodny (SDS).

Mezi neiontové detergenty, které na rozdil od detergentti iontovych nenesou zadny
naboj, patfi naptiklad 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 dilezité zachovat strukturu
proteint v nativnim stavu, a tedy i uchovat jejich pavodni aktivitu.

Kombinaci vlastnosti iontovych a neiontovych detergentd jsou detergenty

zwiterriontové neboli obojetné. Obojetné jsou nazyvany, jelikoz jejich molekuly obsahuji
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jak kladny, tak i zaporny naboj a jejich celkovy naboj je tak nulovy. Denaturace zptsobena
obojetnymi detergenty neni tak ucinna jako denaturace iontovymi detergenty. Piikladem
zwitteriontového detergentu je napt. CHAPS (Reisinger V., Eichacker L. A., 2008).
Dal§imi latkami, které se pro extrakci pouzivaji, jsou tzv. chaotropni Cinidla.
Ta se do roztoku ptidavaji jak za uCelem omezeni elektrostatickych interakci, tak predev§im
pro preruseni nekovalentnich vazeb (vodikovych mustki mezi karbonylovymi a imidovymi
skupinami) v AMK, ¢imz dochazi k rozpleteni pfirozené konformace proteinu ¢ili k jejich
denaturaci. Pti praci s latkami tohoto typu, kterymi jsou napt. mocCovina, thiomocovina
¢i guanidin hydrochlorid, je vSak tfeba brat ohledy na pracovni teplotu, jelikoz nékteré z nich
patii mezi latky termolabilni a zvySena teplota vede k jejich rozkladu na nezadouci vedlejsi
produkty. Naptiklad u mocCoviny dochazi pii delSich inkubacich pfi teplotach vyssSich nez
30 °C kjejimu postupnému rozkladu a vzniku reaktivnich isokyanatovych anionti, které
mohou nahodné modifikovat (pfesné€ji 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 detergentii; zleva: Triton X-100, CHAPS.

Pro zvoleni vhodného detergentu a jeho koncentrace je dilezitym faktorem charakter
izolovanych proteint, ale i kompatibilita ¢inidla s metodami, které chceme v dal§im postupu
pouzivat. Napfiiklad v pfipad€ analyzy pomoci MS je vhodné volit ¢inidla neiontova (napf.
Triton). Iontova Cinidla se také nedoporucuji pro izoelektrickou fokusaci, a to pravé kvuli
jejich naboji, ktery muze v pribéhu fokusace narusit pH gradient a separaci tak negativné
ovlivnit. Dal§imi ptipady inkompatibility je napt. vysoka koncentrace denaturujicich ¢inidel
s enzymatickym $tépenim proteinu ¢i SDS elektroforéza, ktera nesnese vysoké koncentrace
chaotropnich ¢inidel (Pingoud A. ef al., 2002). Pokud je ale pouziti interferujicich Cinidel
pro proteinovou extrakci a solubilizaci preci jen nezbytné, piipadné pokud vzorek sam

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

Odstranovanymi interferujicimi latkami byvaji pfedev§im anorganické soli, respektive
vznikajici ionty (Na®, K¥) a jiné latky, jako napt. 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, pfi kterém skrze
semipermeabilni membranu o rizné¢ velkych poérech difunduji malé molekuly
po koncentra¢nim gradientu, a to do dialyza¢niho roztoku s mnohonasobn¢ vét§im objemem,
nez je objem roztoku s proteiny na druhé strané membrany. Uplné minimalizace neéistot
ve vzorku jsme schopni docilit opakovanym vymeénovanim dialyzacniho roztoku (Pientka
Z., Palaty Z. (ed.), 2012).

Na podobném principu je zalozZena i ultrafiltrace vyuzivajici ultrafiltraéni 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, Casto v rozpéti od 0,3-10 bar. Castice, které zustavaji zachycené
membranou, se tak odvijeji od priméru pérd. Obecné se voli membrany o velikosti pora
o desetinu vétsi, nez je velikost molekul, které chceme od analytu oddélit (Pientka Z., Palaty
Z. (ed.), 2012).

Dalsi zvyuzivanych metod pro cisténi vysokomolekularnich latek (zejména
proteintl) je gelova permeacni chromatografie, pomoci které je separace jednotlivych
molekul dosazeno taktéz v zavislosti na jejich molekulové hmotnosti (Holding S. R., 1984).
Smés v koloné prochézi skrze stacionarni fazi tvofenou malymi gelovymi kulickami
o definované velikosti pord. Prostory stacionarni faze jsou vyplnény vhodnym
rozpoustédlem, tzv. mobilni fazi (Kasparkova V., 2010). Molekuly o vétsi molekulové
hmotnosti s ¢asticemi délicitho materialu neinteraguji a jsou volné unaseny mobilni fazi dal,
kdezto molekuly mensiho priméru jsou v prubéhu sestupovani kolonou zadrzovany

porovitou hmotou gelu (Klouda P., 2003).
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Obr. 3: Schéma gelové permeacni chromatografie. Upraveno podle DRGP institute, 2018 v aplikaci BioRender
(https://biorender.com).

K oddéleni proteini je dale mozné vyuzit metodu zvanou precipitace neboli
vysrazeni. Zakladnim mechanismem této metody je takova zmeéna rozpoustédla, ktera
povede ke snizeni rozpustnosti a naslednému vysrazeni proteini (napf. pridanim
organického rozpoustédla nebo zménou pH). Rozpustnost proteini zavisi na usporadani
hydrofobnich a hydrofilnich AMK zbytki na jejich povrchu. Proteiny s vysokym obsahem
hydrofobnich AMK na povrchu jsou ve vodném rozpoustédle mélo rozpustné. Hydrofilni
povrchové zbytky proteinu naopak interaguji s iontovymi skupinami v rozpoustédle, a tim
podporuji jeho rozpustnost. Pii srazeni proteini za pomoci organickych rozpoustédel
je tieba, aby bylo Cinidlo kompletné misitelné s vodou. Prikladem organického rozpoustédla
vhodného pro vysrazeni proteinli je obvykle aceton, dale se muzeme setkat napf.

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

1.5 Stépeni proteini

V predchozich kapitolach byly struéné€ popsany moznosti ptipravy vzorku v proteomice,
respektive jeji nejdulezitéjsi body. Pro finalni MS analyzu je vSak zadouci pracovat
s molekulami s niz§i molekulovou hmotnosti, nez jakou maji samotné proteiny. Z tohoto
divodu je pred samotnou identifikaci proteini nutné provést jejich nastépeni na peptidy,
a to bud’ neenzymaticky za vyuziti chemikalii, nebo cestou enzymatickou prostfednictvim
proteolytickych enzymu (Switzar L. et al., 2013). Jelikoz se neenzymatické St€peni proteind
pouziva jen zfidka, v nasledujicich kapitolach se budeme podrobnéji vénovat enzymatické
proteolyze. Nejprve si probereme jeji zakladni 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 pfistupnosti substratu (jmenovité daného
Sté€piciho mista) u terciarni struktury proteinu dulezité jednotlivé proteiny nejprve
denaturovat (Granvogl B. et al., 2007a; Cleland W. W, 1964).

Denaturaci tedy dojde k rozpleteni proteint z jejich ptuvodni kvartérni ¢i terciarni
struktury na strukturu primarni, a to jednak rozruSenim slabych vazebnych interakci
(vodikové mustky, van der Waalsovy sily), iontovych vazeb, hydrofobnich interakei,
elektrostatickych interakci a také kovalentnich disulfidovych vazeb molekul cystind, které
terciarni strukturu znacné stabilizuji. Tim dochazi k oddé€leni jednotlivych polypeptidu
a k tzv. rozbaleni proteinu, ¢imz je vysledna efektivita Stépeni znané zvysena. (Hale J. E.
et al., 2004).

V ptipadé nekovalentnich vazebnych interakci lze vazby prerusit s vyuzitim jiz
zminovanych chaotropnich Cinidel a detergentt. Disulfidické mustky je mozné rozrusit
nékolika zpusoby, redukcni Sté€peni patfi vSak mezi nejbéznéji pouzivanou metodu.
Je provadéno v lehce zasaditém roztoku (~ pH 8), bez ptfitomnosti kysliku a teploté okolo
56-95°C. V minulosti byl nejpouzivanéjsim reduktantem 2-merkaptoethanol (MeSH), jehoz
interakce s proteinem je znazornéna na Obr. 4. Ten je v dnesni dobé ale nahrazovan zejména
dithiothreitolem (DTT) neboli Clelandovym c¢inidlem, anebo izomerem dithiothreitolu —
dithioerythritolem (DTE), a to z divodu jejich nizsi toxicity a vyssiho redoxniho potencialu.
Jelikoz v§ak DTT neni schopné rozrusit cysteinové mustky uvniti molekuly proteinu, musi
proces redukce probihat za denaturujicich podminek, a to napfiklad pfidanim mocoviny
¢i SDS, jak jiz bylo uvedeno vyse (kapitola 1.4.2). Redukce disulfidové vazby pomoci DTT
probiha jako dvoustupiiova reakce, pii niz dochazi ke tvorbé cyklické termodynamicky
stabilni slouceniny trans-4,5-dihydroxy-o-dithianu, jak zobrazuje Obr. 5 (Cleland W. W.
etal., 1995; Simpson R. J., 2003).

MeSH

/ SH SH o o
s+ — o S — e I s—s
HO HO —

HO
bis(hydroxyethyl)disulfid

R

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

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

V soucasné dobé byl vyvinut postup pro redukci a alkylaci cysteini v proteinech
béhem jediného kroku, a to pomoci <¢inidla sestavajiciho zredukéniho Cinidla
triethylfosfinu, alkyla¢niho ¢inidla jodoethanolu a t€kavého pufru uhli¢itanu amonného.
Vyhodou pouziti tohoto Cinidla je nizsi pocet kroku pii zpracovani a ¢asov€ nenarocné
odstranéni prebyteCnych cinidel (napf. odparenim) a zaroven 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 enzymi.

1.5.2 Proteolytické Stépeni
Enzymatické Sté€peni je St€peni za vyuziti nékterého z enzymu, nazyvanych proteazy (taktéz
peptidazy ci 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. endoproteazy) za ucasti molekuly vody (Barrett A. J. et al., 2014). Rozkladem proteint
pomoci specifické proteazy je ziskan definovany pocet charakteristickych peptidii s danou
molekulovou hmotnosti a tu 1ze poté vyuzit v hmotnostni spektrometrii k jejich identifikaci.

K dispozici je pro tento ucel Siroka Skala proteaz (neboli peptidaz) (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. Pii prekroceni
pozadovanych hodnot by enzym totiz ztratil svoji stabilitu a proteolytickou aktivitu ztracel.
Dulezité je i zvolit spravnou koncentraci enzymu — pomér enzymu ku substratu a dobu jeho
inkubace. Dal§im kritériem pfi vybéru vhodného enzymu je jeho specificita, tedy schopnost
rozruSeni peptidové vazby mezi konkrétnimi AMK (Lopez-Ferrer D. et al., 2000).

Z vybéru vSech komeréné dostupnych proteolytickych enzymua je v proteomice
nejvyuzivanéj§i proteazou trypsin, ktery byl shodou okolnosti také nejdiive objevenym
enzymem tohoto typu. Trypsin je fazen mezi serinové endoproteazy Cili enzymy §tépici
proteiny uvniti peptidového fetézce, stejné tak jako méné specificky chymotrypsin. Jedna
se 0 enzym odolny vuci autolyze s presné definovanou specifitou $té€peni, a to na C-konci
zakladnich zbytkt lysinu (Lys; K) a argininu (R; Arg) s vyjimkou pfipadt, kdy za nimi
nasleduje nepolarni AMK prolin (Pro; P). Jelikoz jsou lysin i arginin v proteinech
bohaté zastoupeny, vznikaji St€penim pomoci trypsinu peptidy o pramérné délce
~ 14 AMK, které jsou vhodné pro MS analyzu. (Switzar L. ef al., 2013; Burkhart J. M. et.
al., 2012; Stosova T. et al., 2005). Jelikoz je trypsin vylutovan do tenkého stfeva, jeho
optimalni pH je mirn¢ alkalické (~ pH 7-9) a optimélni teplota odpovida teploté télesné
(37 °C).

Dalsim proteolytickym enzymem, ktery je soucasti traviciho traktu obratlovci —
konkrétné zaludku, je pepsin. Pepsin patti mezi endopeptidazy 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 kviili své nizsi specifit¢ méne vyuzivanym enzymem pro ucely MS
analyzy. Vyslednym produktem nespecifickych protedz je totiz vysoky pocet kratkych
peptidi, coz komplikuje jednak jejich detekci pomoci MS, ale hlavné jejich uspésnou
identifikaci, jelikoz takto kratké peptidy mohou byt Casto spole¢né pro vice proteind
(Switzar L. et al., 2013).

Ptehled dalSich moznych alternativ trypsinu, mezi které patii naptiklad endoproteaza

GluC, LysC, ArgN, ArgC, je uveden v Tab. 1.
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Tab. I: Pichled proteaz pouzivanych v proteomice (Stosova 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
Endoproteaza LysC C-konec K-X X=P) 8,5-8.8
Endoproteaza ArgC C-konec R-X X=P) 75-85
Endoproteaza AspN N-konec X-D, X-E 6,0-8.5
Elastaza C-konec A, V.L,1.G, S 8.5
Pepsin F, M, L, W (zvl. F-L, F-F, F-Y) 2,0-4.0
Pronaza TéméF vechny peptidové vazby 7,0-8,0 4
Subtilisin C-konec nenabit¢ AMK 7,0-11,0
Thermolysin W.Y,F,I,L V, A, M (zvl. N-konec X-F, 6,0-10.0
X-L)

AV zavislosti na povaze smési

1.6 Nejcasté)Si metody proteolytického Stépeni

1.6.1 Stépeni proteini v gelu

Mezi Casto pouzivanou metodu patii Sté€peni proteini v gelu, ktera vyuziva separace
extrahovanych proteinti pomoci SDS-PAGE. Stépeni proteind v gelu ma ale nékolik
nevyhod, mezi které patfi kuptikladu limitujici velikost pouzité proteazy, a to z davodu
nesnadného pronikéni proteaz s vyssi molekulovou hmotnosti do gelu, coz mé za nasledek
slabé nastépeni proteinti na peptidy. Dalsim negativem, se kterym se u této metody muzeme

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

1.6.2 Stépeni proteinii v roztoku

Dalsi moznou alternativou je Stépeni proteind v roztoku, které je uskuteCnéno Ctyfmi
zakladnimi kroky, a to denaturaci, redukci, alkylaci a samotnym enzymatickym Stépenim,
pfi¢emz prvnimi tfemi kroky jsou vytvotreny vhodné podminky pravé pro enzymatickou
aktivitu pouzivanych proteaz. V ramci této metody se pro extrakci a denaturaci proteint
pouzivaji nejcastéji mocovina ¢i guanidin-hydrochlorid (ptfipadné i thiomocovina). Metoda
v roztoku s sebou ale také pfinasi rizné nevyhody. Jednou z nich je napf. kontaminace
peptidového vzorku pouzitymi €inidly (napf. zbytky chaotropnich, redukénich a alkylacnich

¢inidel ¢i autolytické peptidy pouzitého enzymu). Dale se muzeme setkat s Castou
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pfitomnosti peptidii s vynechanym §tépnym mistem, ktera je zpusobena nedostateCnou
denaturaci proteinu pii vyuziti né€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 u€inna metoda, ktera byla vytvorena za uCelem zpracovani
proteinovych extraktl, jejichz soucasti jsou detergenty, ve vétsin€ piipadi SDS. U FASP,
na rozdil od ostatnich pfistupt, je k odstranéni SDS vyuzit odstfedivy systém, nazyvan jako
ultrafiltracni FASP jednotka (anglicky "ultrafiltration FASP unit"). Ta obsahuje celulosovou
membranu s definovanymi pory, ktera umoznuje u¢innou vyménu pufra a s tim i odmyti
detergentu. Diky tomu jsou také eliminovany znacné ztraty vzorku, ke kterym mize
dochazet napfiklad u srazeni proteini nebo u extrakce na pevné fazi (Wisniewski J. R,
2019). Tim padem muze 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 probehlo roku 2005 L. Manzou
a kol. Tkanové ¢i bunétné lyzaty piipravené za vysoké koncentrace SDS jsou za ucelem
rozruSeni disulfidickych mustki nejprve vystaveny pusobeni nékterého zredukénich
¢inidel, casto vyuzivany je napt. DTT nebo TCEP. Po extrakci a redukci proteinu je tfeba
vzorek naredit, standardné pomoci 8M mocoviny, tak, aby byla snizena kriticka
micelarni koncentrace (CMC) detergentu. Tim je dosazeno rozpadu micel a komplexid
protein-detergent, v dusledku ¢ehoz mohou molekuly detergentu snadno projit skrze filtracni
membranu, a tak je docileno jeho odstranéni. Volné thiolové skupiny je nasledné potreba
oSetfit alkyla¢nim cinidlem, jak je jiz uvedeno v kapitole 1.5.1. Na zavér celé pripravy
je na proteiny v prostfedi vhodného pufru aplikovana endoprotedza, typicky trypsin.
Nastépené peptidy jsou po inkubaci propustény skrze filtr a ziskavame tak peptidovou smés
jako ultrafiltrat, pficemz vytézek peptidd odpovida zhruba 50-70 % ptvodniho mnozstvi
proteint (Wisniewski J. R., 2016; Wisniewski J. R. ef al., 2011a; Wisniewski J. R. et al.,
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2009). Zjednodusené schématické znazornéni postupu metody FASP muzeme vidét

na Obr. 6.

Lyzét
SDS
DTT UA IAA UA ABC Enzym
C 1 C c [ c | l C W C c | 1+C ‘

e —— — = —_— = — — — z —> — — o = | = — =
- . Vymeéna
Prepipetovani vzorku ymena
do FASP jednotky l l l spodni Csti l

SDS TIAA UA Peptidy
DIT 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).

Dulezitym parametrem pro efektivni zpracovani vzorku je nepochybné vybér vhodné
ultrafiltraéni centrifugacni jednotky, ktery se v ramci metody FASP vyuziva. V praxi
se setkame se dvéma typy jednotek, a to sjednotkami "Microcon", které maji filtry
usporadané horizontalné€ (viz Obr. 7 vlevo), a s jednotkami "Amicon Ultra" (viz Obr. 7
vpravo) s ultrafiltraénimi membranami umisténymi po jejich stranach (Lipecka et al., 2016;
Wisniewski J. R., 2016). Jako vykonngjsi byly prokazany jednotky "Microcon", coz
se zfeymé odrazi na tzv. vétSim ,prazdném objemu” u jednotek "Amicon Ultra", ktery
zpomaluje odstranéni detergentu. Kromé toho 1 vétsi vnitini povrch "Amicon Ultra" jednotek

s nevratnou adsorpci patrné souvisi s nizsi vytéznosti proteintt (Wisniewski J. R., 2017).

Misto vpraveni proteinového vzorku

Ultrafiltrani membrana ———» Yo7
' VS.

Obr. 7: Komercn¢ dostupné ultrafiltracni jednotky. Vlevo: "Microcon", Vpravo: "Amicon Ultra". A — svrchni
Cast  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 rizné
molekulové velikosti. Metoda byla v jejich pocatcich vyvinuta s pouzitim filtraénich
membran s malymi pory s meznimi hranicemi molekulovych hmotnosti: 3 000 a 10 000 Da
(3 a 10 kDa). Pozdé&ji se vSak ukazalo, ze pouziti ultrafiltratnich jednotek s nizkymi
meznimi hodnotami je nepraktické zdavodu zvySené retence delSich peptida
a pomalej§iho toku filtranim zafizenim, ktery cely proces pfipravy vzorku znacné
prodluzoval. Z tohoto divodu jsou dnes doporucovany predevsim 30 kDa filtry, které stale
ucinné zadrzi denaturované proteiny, ale zamezi nechténym ztratam peptidi. Mezi dalsi
vyhody 30 kDa filtrd patfi taktéz snizeni doby nutné pro centrifugaci (pfiblizné 3krat)
a odstfedivé sily z 14000 g na 10000 g, ¢imz se eliminuje riziko jejich protrzeni
(Wisniewski J. R, 2016; Wisniewski J. R. et al., 2011).

Dal§im studovanym aspektem byla kapacita filtraCnich jednotek, kdy nejvySsi
vytéznost vykazovalo pouziti vzorka obsahujicich do 100 ug celkové proteinové slozky.
Pfi pouziti vys$sich mnozstvi byl pozorovan kontinualni pokles vytézku — napt. u 400 pg byl
pokles az polovicni oproti doporuc¢ované hranici 100 pg (Wisniewski J. R, 2016).

Kromé celkového mnozstvi proteinti pak vysledek stépeni pro metodu FASP kriticky
ovlivilyji 1 dal$i parametry vzorku, a to pfedevs§im celkové mnozstvi SDS, respektive jeho
pomér ku proteinim. DoporuCovany pomér je 2:1, mezni pomér pfi pouziti trypsinu potom
4:1 az 6:1. VyS8si mnozstvi detergentu se jiz nedoporucuje, protoze by bylo velmi
problematicky odstranitelné, a nasledné by mohlo interferovat s trypsinovou aktivitou.
Pro kvantitativni extrakci proteinti je nutné dosahnout takové koncentrace SDS v extrakénim
pufru, aby doslo ke tvorbé micel, tedy odpovidajici jeho CMC. Ta je 0,2% (w/v), bézné

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

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

Proteiny s navazanou cukernou slozkou, tzv. glykoproteiny, tvofi pfiblizné¢ polovinu
pfirozené¢ se vyskytujicich proteini. Proces glykosylace, probihajici v lumen
endoplazmatického retikula a v Golgiho komplexu, tedy patfi mezi jednu z nejbéznéjSich
PTMs proteint, ktera 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 proteini ¢i v dalSich

fyziologickych procesech, jako je iontovy transport, katalyza, bunééna imunita, regulace
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rastu 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
— ?:?5‘; s Inkubace glykovanych N= Vyména spodni :
‘J‘ peptidd s lektiny Casti jednotky C ‘ |
— =, — |7 — =
C
Peptidy Nenavézané Finalni smés
peptidy N-glykosylovanych
peptidd
LC-MS/MS
analyza
—>
FASP N-glyko FASP
o
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 — Vyt¢znost N-glykosylovanych peptidu, vlevo: bez pouziti PNGazy, vpravo:
za pouziti PNGézy. Upraveno v aplikaci BioRender (https://biorender.com) podle Zielinska D. F. et al., 2010.

Z divodu Castého vyskytu glykosylacnich mist u membranovych proteind, které jsou
Casto obtizné analyzovatelné, byla vytvofena varianta metody FASP, pomoci které jsme
schopni tyto proteiny velmi presné 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 smeés peptidd, po Cemz nasleduje navazani glykosylovanych
peptidi na afinitni matrici, kterou jsou v tomto piipadé lektiny. Poté dojde k centrifugaci,

kdy neglykosylované peptidy projdou skrze filtr do spodni ¢asti jednotky, a smés komplext
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N-glykovany peptid-lektin je zachycen na filtru diky sférickému tvaru lektina. Pro rozruseni
téchto komplext je ke smési na filtru pridan deglykosylacni enzym PNGaza, bez kterého
by finalni vytézek z puivodni slozky N-glykovanych peptidu ¢inil jen ptiblizn€ 0,5 %. Oproti
tomu pfi jeho pouziti a nasledné centrifugaci ziskame smés N-glykosylovanych peptidu
se zhruba stonasobné vys§im obohacenim (viz Obr. 8B). Finalni 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 popsano 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 Stépenim, kdy jsou proteiny
vystaveny pusobeni vice enzymu (bé€zné€ 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
lyzét A B
( S& ) \\\ \\\" — \\\ — % —
U - R < I - 2
— — | — S — D — 5
Vyména 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 rozsiteni metody MED-FASP. C — centrifugace, I — inkubace. Vytvoieno
v aplikaci BioRender (https://biorender.com).

26


http://biorender.com

Hlavnimi vyhodami MED-FASP jsou vy$§i vytézek a nizs§i pravdépodobnost
vynechani jednotlivych §tépnych mist (Wisniewski J. R., Mann M., 2012). Jak mtizeme vidét
z Obr. 10, nejvhodnéjsi kombinaci enzymi pro dosazeni nejvyssiho vytézku peptida jsou
LysC a trypsin, kdy se po nasté€peni proteini LysC a eluci vzniklych peptidi zbyly
proteinovy material na filtru vystavi pasobeni trypsinu. Rozdilné peptidové vzorky ziskané
z jednotlivych Stépeni jsou poté oddélené€ analyzovany LC-MS/MS (Wisniewski J. R., Mann
M., 2012; Wisniewski J. R., Rakus D., 2014).

25000
Prvni enzym
20000 Druhy enzym: Trypsin
. Kombinace
=2 15000 -
)
a,
E 10000 -
<
o~
g
) 5000 -
0
GluC ArgC LysC AspN Trypsin

Obr. 10: Pocet identifikovanych peptidi po provedeni MED-FASP za pouziti nékolika 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 preruseni disulfidovych mustkd a nasledna alkylace
volnych thiolovych skupin patfi mezi zakladni kroky proteomické pripravy vzorku.
Alternativou k oSetfeni volnych thiolovych skupin jodacetamidem muze byt vyuziti
kovalentni chromatografie zalozené 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 peptidi ke snizeni slozitosti vzorku a
k usnadnéni identifikace méné 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., Pru§ G, 2015).

27



X HS_ .R

+ Cys e

= S 2
N 7 SPEG R

TAPEG PT

Obr. 11: Derivatizace volnych sulfhydrylovych 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., Prus G., 2015.

Jako vyhodné se ukazalo také spojeni metod MED-FASP a TAPEG-FASP, kdy
postupnym Stépenim pomoci LysC a trypsinu ziskavame dvé oddélené peptidové frakce,
a nakonec redukci disulfidovych vazeb u peptidi obsahujicich cystein a PEG umoziiuje
ziskat frakci tieti. Ve srovnani se samotnou metodou MED-FASP, kombinaci MED-FASP
s TAPEG-FASP jsme schopni identifikovat pfiblizné o 20-30 % vice unikatnich peptidu
(Wisniewski J. R, Prus G, 2015). Schématické znazornéni postupu TAPEG-FASP mzeme
vidét na Obr. 12.

28



Lyzat

DTT UA IAA A B
C [ ] ] 1+c T 1+c
— — I — — I — —_— = — -
PFepipelovén’i vzorku do :: P P
FASP jeginotky : Vyména l Vyména l
: gpodni Casti spodni Casti
Peptidy Peptidy
A B
LC-MS/MS LC-MS/MS
analyza analyza
FASP : >
MED-FASP : > i Izolace peptidi
+ obsahujicich cystein
TAPEG [-mercaptoethanol
c 1+C
7—‘ - —
PT Peptidy C
LC-MS/MS
analyza
TAPEG-FASP >

Obr. 12: Schématické znazornéni pracovnich postupit metody: FASP, MED-FASP a TAPEG-FASP;
C - centrifugace, I — inkubace, IAA — jodacetamid, LC-MS/MS - kapalinovd chromatografiec spojena
s hmotnostni spektrometrii, UA — mo€ovina, PEG — polyethylen glykol, PT — thionovy tautomer pyridin-2-
thiolu, TAPEG - polyethylen glykol saktivovanymi 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
Pii dlouhodobém uchovani vzorkd, predev§im tak lidskych tkani napf. v nemocnicnich
biobankach, je potfeba je upravit tak, aby nedoslo k jejich znehodnoceni. Za timto ucelem
jsou vyuzivany stabilizacni nebo téz fixacni Cinidla, ktera vyvolavaji Setrnou denaturaci
enzymu a tim vzorky konzervuji proti vlastni autolyze. Pfikladem takto oSetfenych vzorkt
jsou tzv. "FFPE vzorky" ("Formalin-Fixed Paraffin-Embedded") cili vzorky fixované
formaldehydem a zalité v parafinovém blocku.

Pro proteomickou analyzu dlouhou dobu povazovana za jedinou vhodnou volbu byla

Cerstva nebo zmrazena tkan. Naopak pouziti tkan€ chemicky oSetfené bylo z hlediska
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analyzy piili§ obtizné. FFPE material ma vSak celou fadu pfednosti jako je napf. snadna
manipulace, obrovsky pocet dostupnych vzorkl (napf. z odvétvi patologie) s moznosti jejich
vzajemného porovnani a odolnost, ktera snizuje riziko degradace biologického materialu,
as tim i spojené piipadné zkresleni vysledka (Ostasiewicz P., Wisniewski J. R., 2017,
Ostasiewicz P. et al., 2010).

Prvni navrh pracovniho protokolu metody "FFPE FASP", ktery umoziioval u¢innou
izolaci z fixovaného materidlu, predstavil roku 2010 P. Ostasiewicz a kol. V prvé tadé
je nutné FFPE vzorky narezat na tenké tkariové fezy (~ 4-10 um), které se nanesou a uchyti
za vyuziti UV svétla na povrch histologického sklicka. Pro proteomickou analyzu je potfeba
ztéchto vzorka efektivné odstranit obsazené mnozstvi parafinu, coz je uskuteCnéno
deparafinaci — promytim sklicka v xylenu. Vzorek je poté rehydratovan pomoci série rizné
koncentrovanych roztoka ethanolu (97, 80, 70 a 50%) ve vodé. Poté se vzorek vysusi
ve vakuu a homogenizuje v pfitomnosti Tris/HCl a SDS. Nasledné se homogenat inkubuje
pii teploté ~ 99 °C, coz zajisti preruSeni methylenovych mustkd, které vznikly pfi fixaci
formaldehydem. Dale je postup stejny jako u standardniho protokolu FASP, popsaného
v kapitole 1.6.3 (Ostasiewicz P. et al., 2010; Gustafsson O. J. et al., 2015).

1.6.3.5 Modifikovana priprava vzorku za pomoci filtru

Modifikovana piiprava vzorku za pomoci filtru neboli zkracené "mFASP" ("modified Filter-
Aided Sample Preparation") je upravenou verzi FASP metody, od které se li§i ve dvou
hlavnich bodech. Zaprvé se béhem §tépeni proteint trypsinem pro zvyseni aktivity enzymu
pfidava malo koncentrovany (~ 0,4%) deoxycholat sodny (SDC). Po nastépeni proteind
trypsinem v pritomnosti SDC nasleduje bud okyseleni roztoku 10% (v/v) kyselinou
trifluoroctovou, ¢imz je vroztoku vytvorena bila nerozpustnd srazenina SDC, ktera
se snadno odstrani centrifugaci, nebo se pfed LC-MS/MS analyzou pouzije k odstranéni
detergentu tzv. "DRSC" (z ang. "Detergent Removal Spin Column") spinova kolona (Ni M.
et al., 2017). Prabéh odstranéni SDC okyselenim znazorfiuje Obr. 13.
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Obr. 13 Odstranéni SDC ze vzorku. A — dokon¢ené $t€peni trypsinem za piitomnosti SDC, B — vytvoreni
bilého precipitantu po okyseleni vzorku, C — bily pelet SDC na dn¢ zkumavky po centrifugaci. Pfevzato z Ni
M. etal., 2017.

Pfi srovnani vytéznosti metody mFASP vyuzivajici pti §tépeni SDC a DRSC kolonu
a standardni metody FASP bylo zji§téno, ze u mFASP bylo identifikovano vy§si mnozstvi
peptidt, a to hlavné pii pouziti DRSC kolon. Na zakladé této skuteCnosti se predpoklada,
ze pravé DRSC kolony jsou vhodné pro dikladné odstranéni piipadn€ zbylého stopového

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

1.6.3.6 Zdokonalena priprava vzorku za pomoci filtru

S dalS§im upravenym postupem standardni FASP metody se muzeme setkat u tzv.
zdokonalené pfipravy 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 proteint.

K tomuto ucelu se jakozto mirny detergent pouziva kyselina deoxycholova, ktera
jednak zlepSuje ucinnost enzymatického Stépeni u cytosolovych i membranovych proteint,
a také se da nasledné jednoduse odstranit. Celkova vyssi vysledna vytéznost je navic taktéz
jesté podpotena pasivaci membrany pomoci Tweenu 20, ktery znesnadriuje vazbu proteina

na povrchu filtranich membran (Erde J. e al., 2014, 2017).
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Chemikalie

Fluka (Spojené stdaty americké)
*  Mocovina (UA)

* Thiomoc¢ovina

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

GE Healthcare (Velka Britdanie)
e 2-D Quant kit

Lachner (Ceskd republika)

» Sachar6za

Merck (Némecko)
» Ethanol
*  Methanol

* MS voda (ddH>0)
* Acetonitril (ACN)

* 2-propanol

Promega (Spojené stdty americké)
» Sequencing Grade Modified Trypsin

Serva (Némecko)
* Dodecylsulfat sodny (SDS)

Sigma-Aldrich (Spojené stdaty americké)
* Askorbat sodny

* Jodacetamid (IAA)

* Hydrogenuhli¢itan amonny

* Chlorid hotecnaty

* 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 sacharoza, 400 mM NaCl, 4 mM MgCl,, 5 mM
askorbat sodny, 2 mg/ml BSA, pH 7,2

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

Meéreni koncentrace chlorofylit

* 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/HCI, 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/HCI, 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 thiomoc¢ovina, pH 8,5

* Alkyla¢ni roztok A: 100 mM Tris/HCIl, 8 M mocovina, 50 mM IAA, pH 8,5

* Alkylaé¢ni roztok B: 100 mM Tris/HCI, 6 M mocovina, 2 M thiomocovina, 50 mM TAA,
pH 8,5
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* 25 mM Tris/HCI, pH 8,5

Frakcionace peptidit na C18 reverzni fazi v usporadani Stage Tip
* Aktivacni roztok: 2-propanol

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

* Elu¢ni roztok 1: 25 mM NH4HCOs3, 8% (v/v) ACN, pH 10

* Elu¢ni roztok 2: 25 mM NH4HCOs3, 12% (v/v) ACN, pH 10

* Elu¢ni roztok 3: 25 mM NH4HCOs3, 16% (v/v) ACN, pH 10

* Elu¢ni roztok 4: 25 mM NH4HCOs3, 20% (v/v) ACN, pH 10

* Elu¢ni roztok 5: 25 mM NH4HCOs3, 24% (v/v) ACN, pH 10
 Elu¢ni roztok 6: 25 mM NH4HCOs3, 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 ul, 20 pl GELoader, 10-100 ul, 100-1000 pl)

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

Hamilton (Spojené stdty americké)

* Hamiltonova jehla (praimér 16 G)

Kimberly-Clark (Spojené stdty 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 stdty americké)
» Kapilarni pfedkolona (75 um x 3 cm, IntegraFrit)
* Analyticka kapilarni kolona (50 pum 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 stdty 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 stdty americké)
* TycCovy mechanicky laboratorni homogenizator T 25

» Tiepacka Vortex 4 basic

Ohaus (Svycarsko)
» Stolni centrifuga Frontier 5306

Sartorius (Némecko)

» Laboratorni analytické vahy CPA225D — OCE

Shinko Denshi (Japonsko)
* Laboratorni vahy VIBRA

Thermo (Spojené stdty 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 huseniCku rolniho (Arabidopsis thaliana)

Semena rostliny Arabidopsis thaliana, ekotyp Columbia (Col-0), byla zasazena do pfedem
sterilizované hliny v nékolika kvétinacich (1 semeno na kvétinac). Kvétinace se zasazenymi
semeny byly ulozeny do rustové komory (tzv. fytokomory). Podminky osvétleni
pro optimalni rast byly stanoveny na svételny rezim kratkého dne, 8 h den (od 7-15 h)
a 16 h tma, pfiemz intenzita osvétleni byla nastavena na 110 umol - m* - s’1. Rostliny byly
péstovany po dobu osmi tydna pii 22/20 °C a relativni vlhkosti 60 %. Béhem rastu byly

rostliny pravidelné kontrolovany a zalévany vodou.
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2.5.2 Izolace tylakoidnich membran

2.5.2.1 Homogenizace rostlinného materialu

Osmitydenni rostliny byly pfesunuty z fytokomory do zatemnéné laboratore. Po 20minutové
temnostni adaptaci probihala vSechna nasledujici prace pifi tlumeném zeleném svétle.
Od rostliny byly odstfizeny nejdiive celé listy, které byly posléze rozstiihany na jemnéjsi
kousky pro snadn€j§i homogenizaci. Nastiihané kousky listi byly umistény
do homogeniza¢ni nadoby a poté zality 100 ml pufru A. Homogenizace rostlinného
materialu byla provedena za pomoci tyCového laboratorniho homogenizatoru pti 13000
otaCkach za minutu v péti-vtefinovych intervalech, které byly prolozeny kratkymi,

asi patnactivtefinovymi prestavkami.

2.5.2.2 Izolace chloroplastu a tylakoidnich membran

Homogenat byl prefiltrovan pres 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 S§tétecku
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 skoncCeni centrifugace
byl supernatant odpipetovan a pelet byl rozsuspendovan ve 2 ml vychlazeného 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 membranami byla prepipetovana do nové
mikrozkumavky, kterd byla zabalena do alobalu a pfi nasledné manipulaci skladovana

na ledu.

2.5.2.3 Méreni koncentrace chlorofylu

Byly pfipraveny Ctyfi 2ml mikrozkumavky, do kterych byly napipetovany 2 ml acetonu
a 5 ul 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 ug chls/ml) v suspenzi acetonového extraktu:

Cq = 1225 (Agg32 — A7s0) — 2.79 - (Agaes — A7s0) = koncentrace chlorofylu a
cp = 21.50 - (Agaes — A7so) — 5.10 (Agg32 — A7s0) = koncentrace chlorofylu b

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

az do nasledného pouziti.

2.5.3 Stépeni proteinti v roztoku

2.5.3.1 Extrakce proteinu z tylakoidni membrany

Néahodné vybrané tii alikvoty obsahujici tylakoidni membrany byly po rozmrazeni
centrifugovany za nasledujicich 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 inkubovany v Thermomixeru
za nasledujicich podminek: 1500 rpm, 1 hod, 20 °C. Nasledné 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 proteinu pomoci 2-D Quant kitu

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

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

Cislo vzorku 1 2 3 4 5 6
Mnozstvi BSA [u] 0 5 10 15 20 25
Celkové mnozstvi proteina [Lg] 0 10 20 30 40 50

Ze tii ptipravenych alikvotd obsahujicich proteiny extrahované z tylakoidni
membrany bylo odpipetovano 5 ul do novych 2ml mikrozkumavek, a to vzdy ve tfech
opakovanich. Poté bylo ke v§em vzorkiim kalibracni fady i ke vzorkiim proteinu ptidano
500 wl roztoku precipitantu. Jednotlivé vzorky byly vortexovany a inkubovany 3 minuty
pii 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 pfipadé vSak jen po dobu nékolika
vtefin. Zbyly supernatant byl odstranén pomoci pipety a k vyslednému peletu bylo
pfipipetovano 100 pl roztoku médi a 400 ul vody. Vzorky byly intenzivné vortexovany
a byl knim pfipipetovan 1 ml pracovniho roztoku. Po opétovném provortexovani byla
provedena dvacetiminutova inkubace za laboratorni teploty. Nasledovalo méfeni absorbance
jednotlivych vzorkd pfi 480 nm pomoci laserového spektrofotometru. Jako blank byla

pouzita voda. Vysledna kalibra¢ni kfivka je zndzornéna na Obr. 14.
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Obr. 14: Kalibratni kiivka znazoriujici zavislost absorbance pii 480 nm na mnozstvi BSA. Vynesené body

reprezentuji primer hodnot ze dvou méfeni (z tohoto ditvodu nejsou vyneseny chybové tsecky).
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Z naméfenych hodnot absorbanci byla za pomoci regresni rovnice dopocitana

celkova koncentrace a také celkové mnozstvi proteind v analyzovanych vzorcich.

2.5.3.3 Redukce a alkylace proteinu v roztoku

Na zaklad¢ vypocitanych hodnot byly piipraveny tii vzorky obsahujici 20 ug proteind. Jejich
objem byl nasledné doplnén na 30 pl extrakénim pufrem a vzorky byly opatrné vortexovany.
Poté byl pfipraven Cerstvy roztok redukéniho ¢inidla tris(2-karboxyethyl)fosfinu (TCEP)
o koncentraci 25 mM. Jelikoz byla pozadovana finalni koncentrace redukéniho cCinidla
ve vzorku obsahujicim proteiny 5 mM, bylo ho k jednotlivym vzorkiim pfipipetovano
7,5 ul. Vzorky byly nasledné promichany a inkubovany po dobu 30 minut v Thermomixeru
pfi 1000 rpm a 20 °C.

Poté nasledovala alkylace proteini pomoci Cerstvé piipraveného roztoku
jodacetamidu (IAM) o koncentraci 330 mM. Alkyla¢niho ¢inidla bylo ke vzorkim
se zredukovanymi proteiny piipipetovano 7,5 ul a vysledna koncentrace IAM v roztoku tak
¢inila 55 mM. Vzorky byly vortexovany a inkubovany ve tmé& po dobu 30 minut
v Thermomixeru pii 1000 rpm a 20 °C. Nakonec byly vzorky doplnény na finalni objem
300 pul pomoci 25 mM Tris/HCl 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
papirki.

2.5.3.4 Enzymatické Stépeni proteinu v roztoku

K jednotlivym vzorkam, 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 5s 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 1. R. et al., 2013).
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254 étépeni proteini pomoci metody FASP

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

Extrakce proteint z tylakoidnich membran byla v ramci metody FASP provedena obdobnég,
jako je uvedeno v kapitole 2.5.3.1 o extrakci proteint pred St€penim v roztoku, s vyjimkou
extrakéniho pufru, ktery mél v tomto pripadé odlisné slozeni. Pro tuto metodu byl zvolen
extrakeni pufr obsahujici 100 mM Tris/HCI pH 8,5, 2% (w/w) SDS a 5 mM TCEP, ptficemz
vypocteny pomér SDS ku proteinim byl 3,8:1.

2.5.4.2 Kvantifikace proteinu v ramci metody FASP: 2-D Quant kit
Stejné€ tak jako u metody St€peni proteind v roztoku (popsano v kapitole 2.5.3.2) bylo
i u metody FASP po extrakci proteina z tylakoidnich membran provedeno jejich stanoveni

pomoci 2-D Quant kitu, ¢imz byla zjisténa koncentrace proteina v jednotlivych vzorcich.

2.5.4.3 Promyti a alkylace proteini na membrané

Standardni provedeni

Do filtra¢nich jednotek Microcon YM-30 s hodnotou cut-off 30 kDa byl napipetovan objem
vzorkt odpovidajici 20 ug celkovych proteind. 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 nésledné inkubovany v Thermomixeru nastaveném na: 1 min, 750 rpm a 20 °C.
Nasledovala centrifugace po dobu 15 min pii 10 000 g a 20 °C. Cely krok byl u obou variant
zopakovan pouze s nasledujicimi rozdily: objem promyvacich roztoki byl 100 ul,
a centrifugace probihala po dobu 20 min. Permeat byl posléze odlit do odpadni kadinky.

K retentatu bylo poté piidano 100 pl piislusného alkylacniho roztoku (A a B).
Vzorky byly nasledné umistény do Thermomixeru se stejnym nastavenim rychlosti michani
i teploty, kde byly inkubovany po dobu 20 min ve tmé. Po inkubaci vzorka byla provedena
10minutova centrifugace pii 10 000 g a 20 °C. Nasledujici kroky byly poté provedeny
dvakrat: napipetovani 100 pl pfislusnych promyvacich pufri (promyvaci pufry A a B)
k odpovidajicim vzorkiim, promichani vzorkti 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 vzorkim bylo dale pfipipetovano 50 ul 25 mM Tris/HCI pH 8,5 a bylo

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

Provedeni s navySenym poctem promyvacich krokii

Paralelné byla provedena i1 druha verze celého postupu, kdy byly u obou popsanych variant
navyseny pocty jednotlivych promyvacich kroka. Konkrétné se jednalo o nasledujici zmény.
Promyvacich roztoka bylo pro prvni promyti pipetovano dvakrat vyssi mnozstvi, tedy 200
ul. Po alkylaci a centrifugaci vzorki byly provedeny tfi promyvaci kroky (na rozdil
od standardniho provedeni, kdy byly promyvaci kroky provedeny dva). Trtikrat bylo
provedeno taktéz promyti pomoci 100 pl 25 mM Tris/HCI pH 8,5.

2.5.4.4 Enzymatické Stépeni na membrané

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

pfes noc pi1 500 rpm a 37 °C.

2.5.4.5 Filtrace peptidu pies membranu

Po enzymatickém S§tépeni byly vzorky vytazeny z Thermomixeru, kratce centrifugovany
na nizké otacky pomoci stolni centrifugy a poté opét promichany 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 pii: 750 rpm, 5 min, 20 °C a zcentrifugovany
pii: 10 000 g, 5 min, 20 °C. Tento krok byl jesté jednou zopakovan.

Na zavér byl filtrat obsahujici vzniklé peptidy prepipetovan ze sbérné
mikrozkumavky do pfedem 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 peptidu pred MS analyzou

2.5.5.1 Precisténi peptidu na C18 reverzni fazi

Priprava a aktivace C18 Stage Tips

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

byly nasledné vpraveny do zastfihnuté zluté Spicky (10-100 ul). Timto zpisobem byla

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

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

jednou. Kolonka byla nasledné obdobnym zptisobem ve dvou krocich ekvilibrovana 50 ul

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

mikrozkumavky.

Naneseni a eluce peptidi

Vzorky po enzymatickém §tépeni byly nejprve okyseleny pfidavkem cisté FA a to taky, aby
kazdy vzorek dosahoval finalni koncentrace 5 % (v/v). Do ekvilibrovanych mikrokolonek
v Cistych mikrozkumavkach byly naneseny vzorky v objemu odpovidajicimu 5 ug peptidu
(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 pul 5%
(v/v) FA a byla provedena centrifugace pti: 2000 g, 4 min, 20 °C.

Mikrokolonky byly nasledné pifeneseny 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 elucni 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 pred vlastni hmotnostni analyzou bylo zahusténi a nafedéni eluatt.
Vialky s eluaty byly proto pieneseny do vakuové centrifugacni odparky a v ni byly eluaty
zahustény na finalni objem 1-2 pl pfi nésledujicim nastaveni: V-AQ, 45 °C, brake-on.
Na zavér byly zahusténé vzorky natfedény piidavkem 20 pl 5% (v/v) FA a po diakladném
propipetovani byly pfipraveny k nasledné LC-MS/MS analyze.
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2.5.6 LC-MS/MS analyza

Analyza vSech vzorkli byla uskute¢néna 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 nastfik pomoci nastfikové jehly
do nLC systému. Z celkového objemu vzorku bylo do systému vsttiknuto 5 ul, tedy 25 %.
Peptidy byly poté zachyceny na kapilarni pfedkoloné (75 um x 3 cm) naplnéné C18 reverzni
fazi A. DalSim krokem bylo 10minutové izokratické promyti zachycenych peptida,
a to pomoci 20 ul 2% (v/v) FA. Po dokonceném piecisténi peptidu doslo k jejich postupnému
uvolnovani z pfedkolony 70minutovou gradientovou eluci pfi stalém pratoku 200 nl/min
na analytickou kapilarni kolonu (SilicaTip, 50 um x 20 cm) naplnénou C18 reverzni fazi B.
Slozeni mobilnich fazi A a B, pouzitych pfi eluci, zobrazuje Tab. 3.

Nasledovala ionizace vyeluovanych peptidi 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 nasledujici: napéti na vstupni kapilare: 1250 V; susici plyn: 8 I/min; teplota
suSiciho plynu viontovém 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 s snasleduyjicim nastavenim: minimalni intenzita iontd: 2500 ionti (counts), kolizni
energie je proménna (je nastavovana v rozsahu od 14-38 V) dle velikosti a naboje
analyzovaného iontu, doba snimani fragmentacnich spekter je v rozsahu od 60-250 ms

v zavislosti na intenzité fragmentovaného iontu.
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Tab. 3: Gradientova eluce peptida

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

Hruba data ziskana z hmotnostniho analyzatoru byla zpracovana v programu MaxQuant
software 2.0.3.0 (Tyanova et al., 2016), ktery vyuziva prohledavaci algoritmus Andromeda
(Cox et al., 2011) s vyuzitim nastaveni "Bruker TOF" (Beck ef al., 2015). Proteiny byly
identifikovany pomoci databdze obsahujici referencni proteom Arabidopsis thaliana
ekotypu Columbia, ktery byl stazen z databaze UniProt (stazeno 7. 4. 2022; 39 328 sekvenci)
a soubor Castych kontaminantd (327 proteinovych sekvenci). Proces identifikace
v Andromeda byl nasledovny: moznost vynechani $t€pnych mist (anglicky miss cleavage):
2x; mozné fixni modifikace peptidid: karbamidomethylace cysteinu; mozné variabilni
modifikace peptidi: deaminace asparaginu, N-koncova acetylace proteinti, minimalni délka
peptidového fetézce: 7 AMK; hladina filtrace faleSnych nalezli na urovni spekter, peptida

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

3.1 Extrakce proteini

Pro extrakci tylakoidnich proteini byly provedeny dva odliSné postupy v zavislosti
na nasledné pouzité metodé piipravy, respektive Stépeni vzorku. Pii metode S§tépeni
v roztoku byla extrakce provedena za pouziti mocoviny a thiomocoviny, avSak pfi metodé
FASP bylo extrakci mozno provést v pritomnosti SDS. V tomto piipadé piedstavoval
dilezity parametr spravné€ zvoleny pomeér SDS ku proteinim. Alikvoty tylakoidni
membrany, které byly k extrakcim pouzity, obsahovaly vzdy 110 pg celkovych chlorofylu.
Dostupna literatura uvadi, ze tylakoidni membranu tvoti ptiblizné z 50 % proteiny a z 50 %
lipidy, pficemz chlorofyly tvoii 21 % lipidu (Flannery S. E., 2021a). Pomoci znalosti
mnozstvi chlorofylti ve vzorku je tak mozné dopocitat i piiblizné mnozstvi proteinu, které
by mélo byt okolo 520 ug. Pii objemu extrakéniho pufru 100 pl a finalni koncentraci SDS
2 % (w/v) by tak vysledny vzajemny pomeér SDS:proteiny mél byt 3,8:1. Srovnani obou

extrakci zobrazuje Obr. 15.
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Obr. 15: Srovnani vytéznosti extrakce proteini v zavislosti na pouziti SDS. Shora: Finalni koncentrace
proteinii v roztoku v zavislosti na pouziti SDS (ug/ul); Celkovy vytéZzek protein v zavislosti na pouziti SDS

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

Z téchto vysledku je patrné, ze celkové vySsi vytéznosti dosahovala extrakce
v piitomnosti SDS, a to témer dvojnasobné. Za zminku urcité také stoji, ze extrakce pomoci
SDS byla z hlediska vytézkt také opakovatelnéjsi, jak doklada smérodatna odchylka
(Obr. 15), ptipadné vypocteny variacni koeficient (pro extrakci bez SDS 11,4 %, kdezto
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u extrakce s SDS odpovidal 4,4 %). I kdyz byl pomér SDS:proteinim na zakladé doporuceni
dostupné literatury zvolen tak, aby pfi 2% (w/v) koncentraci a objemu extrak¢niho pufru
100 pl teoreticky dosahoval hodnot okolo 3,8:1, celkové mnozstvi proteini vSak bohuzel
nedosahovalo predpokladanych hodnot a pomér SDS:proteinim se pohyboval spise okolo

18:1.

3.2 Metoda FASP a jeji zvolené varianty

Na zaklade vysledkt extrakci byly pro porovnani s metodou Stépeni v roztoku (IS) zvoleny

dvé 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 krokti (FASP 4)

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

trypsinové lyzaty byly rozdé€leny na 6 frakci a kazdy vzorek byl analyzovan ve dvou

LC-MS/MS méfenich. Vyhodnoceni ziskanych vysledki pak bylo provedeno na zaklade

srovnani zakladnich parametra dosazenych identifikaci. Konkrétné slo o celkové a prumérné

pocty identifikovanych proteint, peptidia, MS/MS spekter a primérné pokryti identifikované

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

smérodatnych odchylek, respektive vypocteného variacniho koeficientu.

3.2.1 Pocet identifikovanych proteinu

Z prezentovaného grafu (viz Obr. 17) je patrné, ze co se tyCe celkového poctu
identifikovanych proteint, poskytly vSechny testované metody pomémé srovnatelné
vysledky. U hodnot pramérnych, které vyjadiuji pocet identifikaci na jedno opakovani,
pak uz byly rozdily vyssi. Nejvyssich hodnot celkové identifikovanych proteind dosahly
metody FASP 2 a IS, u kterych bylo shodné identifikovano celkem 504 proteini. Metoda
IS vSak vykazuje daleko vyssi variabilitu (variacni koeficient odpovida 25 %) a zaroven
ji bylo identifikovano i nizsi primérné mnozstvi proteint nez u FASP 2. Za nejmén¢ ucinnou

metodu, a to jednak kvili nejniz§imu primérnému poctu identifikovanych proteind, a také
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i kvuli vysoké variabilité, mizeme piekvapivé oznacit FASP 1, tedy zakladni provedeni

FASP.

600

Celkovy pocet proteini

Pramémy pocet protein

Pocet identifikovanych proteina

IS FASP 1 FASP 2 FASP 3 FASP 4

Vybrané metody proteolytického Stépeni

Obr. 17: Graf znazoriujici celkovy a prumerny pocet identifikovanych proteini 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 pfidanymi promyvacimi kroky, FASP 4 — metoda FASP za pouziti 6M mocoviny a 2M
thiomocCoviny s pfidanymi promyvaci kroky. Znazornéné pruméry a smerodatné odchylky byly vypocteny

ze ti1 opakovani.

3.2.2 Pocet prirazenych peptidu

Z obecného hlediska se da fict, Ze pocty piitazenych peptida pro jednotlivé metody pomérné
vérné€ kopirovaly trendy popsané v predchozi kapitole. Jak mizeme vidét z grafu na Obr. 16,
nejvynosnéjsi metodou se z hlediska poctu prifazenych peptidu stala metoda FASP 2. Touto
metodou bylo identifikovano celkoveé 2074 peptida. Vysoka detekce peptida byla dosazena
také u IS, u které sice bylo v ramci srovnani dosazeno druhého nejvyssiho poctu, konkrétné
1982 pritazenych peptidt, avSak opét s vysokou variabilitou a variatnim koeficientem
dosahujicim az 34,2 %. Naopak nejnizsich vysledkt dosahla opét metoda FASP 1, a to jak
v celkovych, tak 1 v primérnych Cislech a velmi nizké opakovatelnosti charakterizované
nejvyssim variacnim koeficientem (37,4 %). Nejniz§i variabilitu mizeme naopak vidét
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 znazornujici celkovy a prumérny pocet pritazenych peptidi 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 thiomoc¢oviny

s piidanymi promyvaci kroky. Znazornéné pruméry a smérodatné odchylky byly vypocteny ze tii opakovani.

3.2.3 Pocet MS/MS spekter

Dalsi srovnavany parametr pouzity pro vyhodnoceni provedenych experimentu piedstavoval
pocet MS/MS spekter. Toto Cislo udava, kolik skenti fragmentacnich spekter provedl
hmotnostni spektrometr pro pfifazené peptidy, a je velmi dulezité pro piipadnou
MS kvantifikaci. V tomto pfipade 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 muzeme také vidét nizkou variabilitu metody FASP 4
charakterizovanou malou smérodatnou odchylkou. Vysoky pocet spekter s nizkou
variabilitou byl taktéz ziskan metodou FASP 2 (celkovy pocCet: 32 653; pramérny pocet:
10 884). Metody FASP 1 a FASP 3 na tom byly s poctem spekter srovnatelné, avsak u FASP

1 mizeme vidét vyrazné vyssi variabilitu, a tedy i nizsi opakovatelnost.
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Obr. 18: Graf znazorijici celkovy a pramerny poCet 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 thiomoc¢oviny

s piidanymi promyvaci kroky. Znazornéné pruméry a smérodatné odchylky byly vypocteny ze tii opakovani.

3.2.4 Pokryti sekvence proteinu

Co se tyka primérného pokryti sekvence proteint, nejvyssi hodnoty bylo dosazeno metodou
IS, kterou bylo pokryto 13,5 % z celkové proteinové sekvence, jak mizeme vidét z Obr. 19.
Nejmensi osekvenovani identifikovanych proteina pak dosahovala metoda FASP 1, pomoci
které pak bylo detekovano primérné 11,4 %. Na zakladé relativné malého rozdili u téchto
meznich hodnot pak miZeme konstatovat, ze rozdil mezi jednotlivymi metodami nebyl

u tohoto hodnoceného parametru pfili§ markantni.
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Obr. 19. Graf znazornujici prumérné 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 thiomoc€oviny, FASP 3 — metoda FASP za pouziti 8M moCoviny
s pfidanymi promyvacimi kroky, FASP 4 — metoda FASP za pouziti 6M mocoviny a 2M thiomoc¢oviny

s piidanymi promyvaci kroky. Znazornéné pruméry a smérodatné odchylky byly vypocteny ze tii opakovani.
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4 DISKUZE

Tato bakalarska prace se vénovala srovnani vybranych metod proteolytického
Stépeni se zaméfenim na vzorky tylakoidni membrany. Tylakoidni membrany jsou
membrany, které jsou soucasti rostlinnych organel — tzv. chloroplastd, kde hraji velmi
dulezitou roli pfevazné€ ve spojeni s jednim z kli¢ovych biochemickych déjt na nasi planeteé,
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 zajmu. Jakozto
membranové maji tylakoidni proteiny hydrofobni charakter, tudiz je jejich solubilizace
oproti napf. proteinim cytosolovym zna¢né slozitéjsi. V jejich struktufe je navic také
vétSinou mensi pocet Stépnych mist pro specifické proteazy a je u nich tedy zadouci
dosahnout co nejkvalitngjsi denaturace (Smith S. M., 2017). To v praxi znamena pouzit
misto chaotropniho Cinidla (napt. UA) spiSe detergent, idealné velmi ucinny SDS. Nedavna
proteomicka studie zamétujici se na stechiometrické poméry jednotlivych fotosyntetickych
komplext opravdu SDS pro extrakci, rozpusténi a denaturaci s vyhodou vyuzila, av§ak jeho
odstranéni bylo provedeno presrazenim proteini pomoci systému chloroform-methanol
(McKenzie S. D. et al., 2020). Tato metoda je sice pro tento ucel pouzitelna, ale bohuzel
muize vést k nevratnym ztratam vzorku (Petiik 1., 2015). (Flannery S. E. etal., 2021a, 2021b)
oproti tomu jako detergent vyuzili laurat sodny, ktery byl odstranén az po provedeném
Stépeni srazenim za pouziti kyseliny trifluoroctové. I tento postup pak miize v nékterych
ptipadech vést ke ztratam (Holubova J., 2020). V této praci byla pro experimentalni ¢ast
zvolena metoda FASP, ktera umoziiuje SDS pouzit, a diky ultrafiltracnimu membranovému
systému ho vzorku béhem pfiipravy zbavit. Tim je tak zajisténa kompatibilita vzorku
s trypsinovym S$tépenim a naslednou LC-MS/MS analyzou, a navic je jeS§t¢ predejito
zminovanym ztratam (Wisniewski J. R., 2019). Dalsi vyhody spocivaji v moznosti jejiho
pouziti i pro pomérné¢ mala mnozstvi proteind (5-10 pg; Sielaff M. ef al., 2017) a také
skutecnosti, 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 Casti byla pfiprava extrak¢niho pufru,
vramci které byla zasadnim parametrem volba spravné koncentrace SDS. Z odborné
literatury je znamo, ze k uplné extrakci proteinti dochazi az pii koncentraci detergentu blizici
se jeho CMC. Pro SDS pak plati, ze pti 2% (w/v) koncentraci v extrakénim Cinidlu dojde ke

kvantitativni extrakci proteint 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 pfipadée tylakoidni membrany,
ktera je slozena az z50 % zproteini (Flannery S. E., 2021a). Mnozstvi proteind
v jednotlivych alikvotech tylakoidnich membran bylo dopocitano z naméfeného mnozstvi
chlorofyla a na zakladé doporuceni dostupné literatury byl pomér SDS ku proteinim zvolen
tak, aby pii 2% (w/v) koncentraci a extrakénimu objemu 100 pl teoreticky dosahoval hodnot
okolo 3,8:1. Zvoleny pomér by tak mél odpovidat pfedpokladu dostate¢ného navazani SDS
na proteiny (k navazani by mélo dojit pfi poméru SDS ku proteinim odpovidajicimu 1,4:1)
a SDS by pii tom mélo byt stale dobfe odstranitelné (Wisniewski J. R., 2019).

V kapitole 3.1 byla prezentovana jak uCinnost extrakce proteini bez pouZiti
detergentu, tak za pritomnosti SDS pro metodou FASP. Vét§iho mnozstvi vyextrahovanych
proteint bylo podle predpokladt, patrné v zavislosti na jejich hydrofobnim charakteru,
dosazeno za pouziti detergentu (viz Obr. 15). Celkova mnozstvi proteini vSak bohuzel
nedosahovala hodnot vypoctenych na zakladé teoretickych predpokladd a pomér
SDS:proteiny tak nebyl 3,8:1, ale pohyboval se spise okolo 18:1. To by poté mohlo vést
k nedostatenému odstranéni detergentu a jeho pozdé&Sim interferencim. Proto byly na
zaklad€ doporuceni z literatury otestovany také varianty metody FASP s navySenym poctem
promyvacich krokd, které by odmyti SDS mohly docilit (Wisniewski J. R., 2019).

Metoda FASP tak byla provedena ve dvou variantach a dvou provedenich, tedy
celkové Ctyfech raznych verzich. Jako standard byla pouzita klasicka metoda Stépeni
v roztoku. Ugelem prvnich dvou verzi FASP bylo srovnani dvou rznych promyvacich
roztokti zalozenych na pouziti 8M UA oproti 6M UA a 2M thiomocoving. Varianta s 6M UA
a 2M thiomoCovinou byla navrzena z divodu ovéfeni dovednosti thiomocoviny lépe
solubilizovat hydrofobni membranové proteiny nez samotna UA. Inspiraci pro tuto variantu
bylo slozeni extrakénich pufra vyuzivanych pro 2D-elektroforézu, pii které se smési UA a
thiomoCoviny bézné pouzivaji (Pingoud A. ef al., 2002). Dalsi dvé verze FASP byly poté
provedeny za vyuziti stejnych chaotropnich ¢inidel jako varianty v prvni sérii s rozdilem v
poctu promyvacich krokt, které byly v tomto pfipad€ navySeny z divodu diskutovanych

7w

vyse.
V predchozi kapitole s dosazenymi vysledky byl prezentovan pocet identifikovanych

peptidi a proteint, dale pocet MS/MS spekter a také pokryti proteinové sekvence.
U zvoleného standardu, IS, si v pfilozenych grafech (viz Obr. 16-18) mizeme v§imnout, Ze
se v ramci tif provedenych opakovani vyskytly velké odchylky a s tim souvisejici relativné
vysoky variacni koeficient, ktery se pohyboval okolo 30 %. Opakovatelnost této metody,

hodnocena dosti vysokou variabilitou vysledk, tedy nebyla prili§ uspokojiva. Tim bylo

53



ovéfeno tvrzeni mnohych autort (shrnuto ve Wisniewski J. R., 2019) a soucasné i
proteomické vyzkumné skupiny Laboratofe ristovych regulatortt Univerzity Palackého, ze
je extrakce membranovych proteind pouze za pouziti UA vétSinou problematicka, jelikoz
patné nedochazi k jejich uplné solubilizaci a denaturaci.

Nizsiho poctu identifikovanych proteina i peptidi nez u IS bylo dosazeno metodou
FASP 1, tedy zakladnim provedenim FASP, kterd navic dosahovala prekvapivé Spatnych
vysledkt i z hlediska své opakovatelnosti. V ramci dosazeného poctu identifikovanych
proteinti a peptidil byl totiz variacni koeficient podobny jako u standardu, u MS/MS spekter
ale dosahoval az 50 %. Pri¢inou mohlo byt stejn€ jako u IS pouziti UA, ktera asi neni pro
solubilizaci a denaturaci membranovych proteint tou nejvhodnéjsi moznosti.

Metoda FASP 2 byla provedena sice obdobné, ale misto 8M UA u ni bylo pouzito
6M UA a 2M thiomocoviny, ktera by méla, jak uz je uvedeno v textu vyse, membranové
proteiny solubilizovat a poté denaturovat 1épe nez UA. Tato skute¢nost byla na zakladé
ziskanych vysledkli opravdu potvrzena. Variacni koeficient byl oproti standardu a FASP 1
zna¢né nizsi, praimérné v ramci vSech studovanych parametri odpovidal jen 6 %. Soucasné
byl touto metodou identifikovan nejvyssi poCet proteini a peptidd a taktéz pokryti
proteinové sekvence bylo nejvyS$si. D4 se tedy konstatovat, ze pouziti thiomoc€oviny v ramci
prace s membranovymi proteiny zlepSilo robustnost této metody.

Dal§imi variantami byly FASP 3 a FASP 4, které byly oproti prvnim dvéma verzim
FASP provedeny s navySenim promyvacich kroki. Vysledky jednotlivych studovanych
parametra byly v ramci téchto dvou variant dosti podobné a lepsi nez u IS. Co se tyCe poctu
identifikovanych proteintl a peptidt, varianta FASP 3 s 8M UA pak sice dosahovala vyssich
poctt, ale pouze v fadu desitek, coz neni vzhledem k celkovym hodnotam signifikantni. Co
se opakovatelnosti FASP 3 a FASP 4 tyce, 1 ta se u obou verzi také prili$ nelisila (variacni
koeficienty pro FASP 3 a 4 byly 6 % a 10 %). V ramci vyuziti 8M mocoviny (u FASP 1 a 3)
muizeme fict, Ze navySeny poCet promyvacich kroki (u FASP 3) pravdépodobné vedl
k efektivnéjSimu odstranéni SDS a zlepsil ucinnost metody, a to jak v poctu identifikovanych
proteint i peptidd, tak i ve vyrazném poklesu variability. To vSak neplatilo pii srovnani verzi
zalozenych na ptidavku 2M thiomocoviny (FASP 2 a 4), jelikoz varianta FASP 2 dosahovala
lepsich vysledkd, a to jak z hlediska vyssiho poctu identifikovanych proteint a peptidu, tak
z hlediska nizsi variability. Je mozné, ze divodem této skutecnosti byl zvySeny pocet kroka
v celém postupu, ktery mohl vést k vy$sim proteinovym ztratdm zapii¢inénych napt. delsi

inkubaci proteinti na membran€, na které mohly zistat zachyceny. Tento jev byl jiz diive
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popsan (Erde J. et al., 2014) a teoreticky mohl pfevazit vyhody pramenici z u€innégjsiho

odstranéni detergentu.
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S ZAVER

Hlavnim cilem této bakalafské prace bylo srovnani vybranych metod proteolytického
Sté€peni se zaméfenim na vzorky tylakoidni membrany, které se staly jednim z predméta
zajmu proteomické skupiny Laboratofe rustovych regulatori Univerzity Palackého, a to
hlavné z davodu jejich spojeni s fotosyntézou.

Experimentalni ¢ast prace se pfevazné zameétfovala na metodu FASP (piipravu
vzorku za pomoci filtru) a jeji varianty, pficemz standardem bylo proteolytické Sté€peni
proteint v roztoku. Pfi¢inou této volby nebyly jen dlouho znamé a vyse diskutované vyhody
této metody, ale také né€kolik nedavnych reportd, které nezavisle na sobé upozorfiovaly na
jeji pouzitelnost pro St€peni membranovych proteind (Wisniewski J. R. ez al, 2011b;
Potriquet J. et al., 2017; Mikulasek K. et al., 2021).

Dosazené vysledky vedly k n€kolika zavéraim. Prvnim znich bylo pomérné
prekvapivé zjisténi, ze samotna extrakce, respektive vztah mezi koncentraci a mnozstvim
SDS a proteina ve vzorku, ma vyznamny vliv na vysledek $tépeni. Da se tedy fict, Ze se
ucinnost FASP metody odrazi na samotné ptipravé vzorku. Z tohoto pohledu by bylo jeste
vhodné porovnat prezentované vysledky s experimenty se vzorky o vysSi proteinové
koncentraci, a tedy lepsSim pomérem SDS:proteiny. Ty v ramci experimentalni ¢innosti sice
byly provedeny, ale jejich LC-MS/MS analyza jiz bohuzel nemohla byt do odevzdani této
prace z Casovych a technickych divodua provedena.

Zaroven se také osvédcila solubilizace a denaturace tylakoidnich proteinti pomoci
thiomocoviny, kdy jeji uspeésna aplikace celkové svédcila o tom, Ze prace s membranovymi
proteiny klade odli§né naroky na zpracovani vzorku. Jevi se tedy velice vhodné vzdy
otestovat a pfipadné optimalizovat nékolik vybranych variant zpracovani, jak tomu bylo
v této bakalarské praci. Velmi zajimavé by proto bylo také experimentalni srovnani s dalSimi
znamymi variantami FASP, konkrétné mFASP (Ni M. et al., 2017) a eFASP (Erde J. et al.,
2014), které jsou zalozeny na pouziti odlisnych detergentl a pasivaci membrany. To vSak
bylo zcela mimo Casové moznosti této bakalarské prace.

Celkoveé vSak tato prace prinesla prvni tispéSnou aplikaci metody FASP v laboratofi
proteomické skupiny Laboratofe rastovych regulatort Univerzity Palackého a jeji vysledky
pfinesly cenna voditka smérem k dalsi experimentim s cilem zavést FASP do rutinni praxe.

Cile prace byly splnény.
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