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1 UVOD

Proteomika je analyticky pfistup vyuZivany ke kvantitativni, ale 1 kvalitativni
charakterizaci proteinovych vzorkl. Diky zna¢nému mnoZstvi informaci, které nam
proteomika nabizi, vSak muzeme tento pfistup vyuzit i ke komplexnimu studiu
proteinovych interakci a molekuldrnich mechanismi biochemickych procest. Jednim
z mnohych vyuZiti metod kvantitativni proteomiky tak mulze byt kupiikladu studium
protein — proteinovych interakci a protein — ligandovych interakei (Zhang et al., 2013).
Tvorba interakci mezi malymi molekulami razného charakteru a proteinem ci proteiny
navzdjem je kliCovym procesem Sirokého spektra biologickych procesit a tedy
i fungovani Zivych organismu (Steinbrecher a Labahn, 2010). Kritickym krokem pro
odhaleni slozitych molekularnich vztahi v Zivych systémech je tedy mapovani
interaktomu — kompletni sité proteinovych interakci organismu a zaroven jednou
z hlavnich oblasti soucasného biologického vyzkumu (De Las Rivas a Fontanillo,
2010).

Vazba ligandu je zodpovédna za konformacni zménu proteinu, ktery nasledkem
toho poskytuje piislusnou odezvu. Zarovenn vSak dochdzi u proteinu k pfidruZzenym
zméndm ovliviigjicim flexibilitu, stabilitu a dynamické chovani proteinu (Celej et al.,
2003). Velikost téchto zmén odpovida sile, s jakou se dany ligand na protein vaZze.
Vzhledem k povaze této price je nejzajimavéjSim aspektem zmeéna tepelné stability
proteinu. Termostabilita proteinll je vSak zaroven vzdy znac¢né zavisla na podminkach
prostiedi reakce jako pH, iontova sila a samoziejmé teplota (Borzova et al., 2016).

Experimentalni ¢ast této prace je vénovana optimalizaci metody pro studium
proteinovych interakci na zdkladé zmén termostability proteinu po vazbé ligandu. Pro
ucely experimentélni Casti této prace byl zakoupen enzym alkalicka fosfatasa ve formeé
lyofilizovaného prasku, ktery ovSem nebyl ¢isty — obsahoval fadu dalSich proteinti. Tato
skuteCnost byla pro ucely mé prace vyhodnd, jelikoZ hlavnim cilem bylo dokézat, Ze
navrzené postupy je mozné vyuzit pro vzorky, kde je cileny protein soucasti proteinové
smési. Jako ligand alkalické fosfatasy byl vybran jeji substrat para-nitrofenylfosfat

(pNPP) a nekompetitivni inhibitor L-fenylalanin.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Metody studia proteinovych interakci

Interakce biologickych makromolekul za tvorby specifickych komplext je zakladem
vétSiny procesil v Zivych organismech. Proteiny se ¢asto vdZou pomoci nekovalentnich
interakci s dalSimi proteiny, peptidy, substraty a jinymi ligandy jako molekuly kysliku
¢i kovu, pticemz kli€ovou roli pfi tom hraje molekularni rozpoznavani (Janin, 1995; Du
et al., 2016). Interakce proteinit mohou byt studovany prostfednictvim proteinového
skladani, signalnich transdukci, imunitni odpovédi, zmény termodynamickych
vlastnosti ¢i na bazi samotné interakce proteinu s ligandem (Wilchek er al., 2006).
U enzymu mtiZze po interakci dojit ke zméné kinetickych vlastnosti, tvorbé nového
aktivniho mista ¢i k jeho inhibici (Monod et al., 1965; Weber et al., 1993, Vincent
et al., 1972). Postupem ¢asu bylo vyvinuto mnoho metod fyzikalnich, biochemickych ¢i
molekularn€ biologickych, které na zékladé povahy zminénych zmén dokazi proteinové
interakce identifikovat a charakterizovat. V této kratké kapitole budou z téchto metod
strucné popsany pouze ty nejznamejsi a nejbeéznéjsi.

Klasickou fyzikdlni metodou analyzy proteinovych interakci je afinitni
chromatografie. Protein je kovalentné vazan k matrici v kolonég, zatimco potencionalni
ligandy jsou soucésti faze mobilni. Podle své afinity k proteinu jsou bud’ eluovany nebo
specificky zachyceny (Cuatrecasas, 1970). Eluce zachycenych proteinti se klasicky
provadi zvySenou koncentraci soli, chaotropnimi latkami, kofaktory ¢i dodecylsiranem
sodnym (SDS; Phizicky a Fields, 1995). Analogem afinitni chromatografie je afinitni
blotting zaloZeny na detekci interakci proteinti, peptidd ¢i jinych liganda s proteiny
imobilizovanymi na membrané po predchozim elektroforetickém rozdéleni (Creighton,
1997).

Dalsi standardni metodou studujici protein-proteinové interakce je
koimunoprecipitace. Ta spocivd v Setrné lyzi buncék pii zachovani proteinovych
komplexi a néasledném ptidavku protilitky pro rozpoznéani testovaného proteinu.
Komplex interagujicich proteinti s protilatkou je poté precipitovdn a proteiny jsou
analyzovany (Lee, 2007).

Jeden z nejstarSich pfistupti k problematice proteinovych interakci je chemické
prokiiZeni bifunkénimi Cinidly. Pfi ném dochazi k vytvofeni kovalentni vazby mezi

cilovymi skupinami postrannich fetézcl interagujicch proteinti, nachdzejicimi se ve
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vzdélenosti odpovidajici délce bifunkéniho €inidla. Nasleduje elektroforetické rozdéleni
vzniklych multimerd a jejich identifikace vzhledem k vyS§i molekulové hmotnosti
(Traut et al., 1989).

Prevratné pro studium proteinovych interakci in vivo se stalo vyvinuti
kvasni¢ného dvojhybridniho systému. Jedna se o molekul4drné genetickou metodu, ktera
jako dikaz protein-proteinové interakce vyuziva funkci transkripéniho aktivatoru. Ten
sestavd z DNA-vazebné domény a aktivacni domény. DNA vazebnd doména zajist'uje
zacileni aktivatoru na specificky gen a aktivacni doména nese katalytickou aktivitu diky
kontaktu s dal§imi proteiny nutnymi pro spusténi transkripéniho mechanismu. Tyto dvé
domény mohou byt propojeny prostiednictvim interakce dvou proteind, coz je nasledné
detekovano expresi reportérovych gentl (Fields a Song, 1989).

Jinou alternativou studia proteinovych interakci je vyuZiti metod zaloZenych na
meéfeni tepelnych vlastnosti proteind. Interakce proteinti s ligandy je totiz obvykle
doprovizena zménou termostability, denaturacni teploty a tepelné kapacity proteinu
(Celej et al., 2003). Pro méfeni tepelné stability je bézné¢ vyuZivano nckolik metod,
o kterych bude pojednano v nasledujici kapitole. Tato prace je v€novana optimalizaci
postupu pro studium proteinovych interakci pomoci metod kvantitativni proteomiky
praveé na zakladé jejich termostability. Velkou vyhodou tohoto pfistupu by byla moZnost
provadeét analyzu cilového proteinu ve smési obsahujici vice proteinti. To metody bézné

vyuzivané pro studium proteinovych interakci, zminéné vySe, obvykle neumoziuji.

2.2 Tepelna stabilita enzymiu
Enzymy jsou skupinou globularnich bilkovin, jejichZ tercidlni struktura je drZena
pohromadé pomoci slabych molekuldrnich interakci. K naruseni téchto sil v§ak mnohdy
dochazi jiz s malou zménou teploty, coZ ma za nasledek denaturaci enzymu. Pii
denaturaci je naruSena tercidlni struktura, pfi¢emz je ptvodné definovany sféricky tvar
bilkoviny rozvracen za vzniku chaoticky stoceného fetézce. Proces denaturace je spojen
se zmeénami fyzikalnich i biologickych vlastnosti enzymu. U vétSiny enzymii dochazi ke
ztrat€¢ jejich katalytické aktivity, jelikoZz tato je podminéna praveé specifickym
prostorovym uspotfadanim jeho tercialni struktury (McMurry, 2007).

Konformacni stabilita je definovana jako rozdil volné Gibbsovy energie AG mezi
sloZenym a rozloZenym stavem proteinu. Pro vétSinu proteint existuje teplotni rozmezi,

ve kterém je jejich stabilita nepfimo umeérnd k teplot€. S rostouci teplotou klesa volna
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Gibbsova energie. V rovnovaze, kdy je koncentrace sloZeného a rozloZeného stavu
proteinu shodni, je AG nulova. Teplota, pii které rovnovaha nastava, se nazyva teplota
tani (Tn; Brandts a Lin, 1990). K zachovani stability pfispiva velké mnoZstvi slabych,
nekovalentnich interakci jako vodikové vazby ¢i van der Waalsovy sily. Nejvetsi mirou
se vSak na stabilizaci proteinové struktury podileji hydrofobni interakce, jejichz sila
dokonce roste se zvySujici se teplotou do 75 °C (Menéndes-Arias a Argosf, 1989).
K destabilizaci konformace naopak vedou sily konformacni entropie. VSechny sily jsou
navic ovlivnény okolni teplotou, typem rozpoustédla a dalSimi podminkami prostiedi
(Creighton, 1993).

Teplotni nestabilita enzymi je velmi dileZitd z hlediska regulace jejich funkce
a nem¢la by tak byt vnimana jako urcité omezeni. Existuje totiz velmi tzky vztah mezi
stabilitou, flexibilitou a aktivitou enzymu (Daniel, 1996). Mezi t€émito veli¢inami musi
byt zajiSténa takova rovnovaha, aby pftiliSna stabilita neomezovala flexibilitu enzymu
a tedy i efektivitu jeho katalytickych vlastnosti. Neptfiméfené velka flexibilita enzymu
by naopak méla za nésledek sniZenou stabilitu vedouci krozvolnéni struktury

a denaturaci (Huber a Bennett, 1983).

2.2.1 Metody pro zvySeni termostability enzymii
Enzymy se uplatituji v nejriiznéjSich oborech a odvétvich primyslu, kde je mnohdy
potieba vyuZzivat vysSich teplot. ZvySeni reakéni teploty z 25 °C na 75 °C napiiklad
umoznuje urychlit proces az stokrét, s vySsi teplotou je mozné zabranit bakteridlnim
kontaminacim, sniZuje se hustota média atd. (Klibanov, 1983). Tepelnd degradace
enzymu je pro vétSinu prumyslovych aplikaci velkou piekazkou, a tak bylo vyvinuto
mnoho metod, které se snazi o zvySeni jejich termostability (Iyer a Ananthanarayan,
2008).

Jednim z pfistupt feSeni zminéného problému je vyuZzivani enzymi izolovanych
z termofilnich a hypertermofilnich organismii, které jsou pfizptisobeny Zivotu
v prostiedi o vysoké teploté a povétSinou se fadi k doméné Archea (Stetter et al., 1983).
Vyhodou téchto termoenzymil je vét§i mnoZstvi nekovalentnich interakci, rigidnéjsi
struktura, vEtSi ucinnost skladani proteinu a naopak sniZend entropie rozkladani
(Mozhaev a Martinek, 1984). Piikladem vyuziti v potravinafstvi jsou napiiklad

termostabilni o-amylasa z B. stearothermophilus ¢i glukosaisomerasa z termofilnich

11



zastupcu tfidy bakterii Bacilli (Schmid, 1979). V molekularni biologii maji
nezastupitelnou roli termostabilni DNA polymerasy, napt. Tag polymerasa z bakterie
Thermus aquaticus (Ladero et al., 2002).

Enzymy termofili ov§em nejsou velmi uc¢inné za mirnych teplot a jejich izolace je
navic pomérné niro¢nd. Jako vyhodnéjSi pfistup se tak jevi genetickd modifikace
mezofilnich organismu, tedy klonovani termofilnich genli do organismt vyZadujicich
pro svij rast mirnou teplotu (Iyer a Ananthanarayan, 2008).

Podobnym feSenim je také vyuZiti specidlné navrZzenych bodovych mutaci
v genech mezofilnich enzymil za tcelem zvySeni teplotni stability. V téchto piipadech
byvaji napiiklad nahrazeny termolabilni aminokyseliny (asparagin) za aminokyseliny
s Vyss§i teplotni stabilitou (threonin, izoleucin; Fagain, 1995).

Dal$im zptisobem zvySeni termostability enzymu je jejich chemickd modifikace
jako napfiklad sitovani pomoci cross-linkert ¢i pfipojeni enzymu k polymertim. Tyto
zpusoby modifikace ovSem nejsou v praxi bézné vyhledavané (Davis, 2003).

Oproti tomu se velmi osvédcCily metody imobilizace enzymt na pevnych nosicich.
Tepelnou stabilitu nejlépe zvySuje imobilizace s vyuZitim vicebodovych kovalentnich
vazeb mezi enzymem a matrix (Guisan et al., 1993).

Nejstars$i cestou ke zvySeni tepelné stability enzymil je piidavek substratu c¢i
jiného ligandu, které jsou pro enzymovou reakci vlastni. Pfi vazb¢ ligandu totiZ dochazi
k energetickému péarovani a rozvinuti struktury proteinu. RozloZeni energie pii vazbé
ligandu zptsobi vzrist volné Gibbsovy energie, coZ ma za nésledek zvyseni Ty, proteinu
(Privalov, 1979).

Zmeény tepelné stability jsou pifimo umérné afinité proteinu k danému ligandu.
Piidavek substritu vSak miiZe mit v uritych pfipadech na termostabilitu enzymu

1 opacny, ¢i zadny efekt (Schmid, 1979).

2.2.2 Méreni termostability enzymii

Referencni metodou pro méfeni tepelné stability proteinil je diferenéni kompenzaéni
kalorimetrie (DSC, =zangl. Differential Scanning Calorimetry) pouzivana od
sedmdesatych let dvacatého stoleti. DSC analyzuje rozdil v pf{jmu energie
mezi méfenym vzorkem a referencnim vzorkem béhem regulované teplotni zmény.

UmozZiuje rozliSeni teplotniho prechodu s pfesnosti + 0,05 °C. MnoZstvi energie
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pottebné k vyrovnani teplotniho rozdilu pfimo koreluje s termodynamickymi
vlastnostmi vzorku. Tato metoda ov§em neumoZziuje méteni vice vzorkil najednou pii
vysoce vykonnych analyzach (Krishinan a Brandts, 1978; O'Neil, 1964).

Zminény problém vSak prekonava diferencni skenovaci fluorimetrie (DSF). Tato
metoda vyuziva citlivych fluorescencnich barviv navazanych na protein. M¢€fi se zména
fluorescence po puasobeni tepelnych vlivii a rozkladu proteinu. DSF je mozné
provést napiiklad v uspofddani RT-PCR v 96 jamkach, ¢i s pomoci spektrofluorimetrii
ve 384 jamkéch (Senisterra a Finerty, 2009). V pfipad¢ spektrofluorimetrii ov§em neni
precizné kontrolovéana rychlost ohfevu, a tak nejsou ziskana data natolik robustni, jako
v ptipad¢ RT-PCR experimentti. Namétené kiivky zavislosti fluorescence na teploté
maji sigmoidni charakter a poskytuji informaci o teploté tani proteinu (Lo et al., 2004).
NejcCastéji pouzivanou fluorescen¢ni sondou je diky vysokému poméru signalu k Sumu
barvivo SYPRO Orange (Niesen ef al., 2007). Problémy mohou nastat pti analyze
membranovych proteint, kdy dochazi ksilné fluorescenci sondy v hydrofobnim
prostiedi micel detergentu uzitého k rozpusSténi proteinu, coZ ma za nasledek vysoké
fluorescenéni pozadi (Yeh et al., 2006).

Metoda vyuzivajici  diferencniho statického rozptylu svétla (DSLS,
z ang. Differential Static Light Scattering) je ovSem vhodnd i ke studiu proteinti
poskytujicich vysoké fluorescen¢ni pozadi. U této metody je principem méteni vyskyt
proteinovych agregétil, na rozdil od pfedchozich zminénych metod, kde byl klicovy
vyskyt proteinli v rozloZeném stavu. Vychazi se z predpokladu, Ze proteiny denaturuji
nevratn¢ a to prave v dusledku jejich agregace. Vystupni hodnotou tak neni teplota tani,
nybrz teplota agregace T,,,. Namisto intenzity fluorescence se méfi intenzita
uvolnéného svétla pti agregaci (Senisterra et al., 2006). Neni tedy potieba piidavku
externich sond. Metoda je zaroven velmi robustni a je mozZné ji provést ve
384 jamkovém uspotiddani. Nekteré proteiny pii svém rozkladu ovSem neagreguji, coz
vyuziti DSLS pro méfeni jejich termolability znemoziiuje (Senisterra a Finerty, 2009).

Pii metod¢ izotermické denaturace (ITD) dochazi k méfeni kinetiky rozkladu
proteinli pii konstantni teploté, kterd je obvykle o n¢€kolik °C niZsi, nez T,. Podobné
jako u DSF je vyuZivano reportérovych barviv. Rychlost rozkladu proteinové struktury
za téchto podminek muze odhalit rozdily v termostabilit¢ proteinii s daleko vétsi

s s v

citlivosti, nez teplota tini ¢i teplota agregace u vySe zminénych metod (Senisterra et al.,
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2008). Metody DSC, DSF ¢i DSLS je nicméné tieba vyuzit pro zjiSténi teploty tani

analyzovaného proteinu (Senisterra a Finerty, 2009).

2.2.3 Studium tepelné stability proteini ovlivnénych vazbou ligandu

V poslednich letech se rozvinul vyzkum termostability proteinii v piitomnosti
nejriznéjSich latek. V piipadé, Ze je denaturace spojend s ireverzibilni agregaci
denaturovanych molekul proteinli, mize byt jako meéfitko proteinové termostability
vyuZzita teplota agregace T, zmifovand jiz v Kap 2.2.2 vsouvislosti s DSLS.
Vystupem fluorescennich méfeni byva hodnota T, (viz Kap 2.2). Pfi studiu
proteinovych interakci na zéklad¢ teplotniho vlivu byva sledovan posun hodnot Ty, Ci
T v pfitomnosti ¢i nepfitomnosti vdzaného ligandu. Mira teplotniho posunu by méla
byt zaroven umeérna afinité ligandu k proteinu (Kurganov, 2013).

Martinez Molina et al., 2013 pfi své praci vyuZili metodu Cellular thermal shift
assay (CETSA), pii které jsou pusobeni riiznych teplot vystaveny buiikky nebo bunééné
extrakty inkubované s riiznymi ligandy. MnozZstvi cilovych proeint v rozpustné frakci
po zahiivani bylo kvantifikovano relativné z intenzity proteinovych pasit po Western
blotu. Zjistili vSak, Ze tato metodika nebyla vhodna pro nehomogenni proteinové vzorky
a samoziejm¢ pro proteiny, u kterych nedochazi k tepelné agregaci. O rok pozdé&ji se
podatilo spojit metodu CETSA s MS (Savitski et al., 2014) pii studiu interakce
inhibitort s kinasami. Bylo zjiSténo, Ze proteiny o mensi hmotnosti maji tendenci byt
stabilngjsi, neZ proteiny o hmotnosti vétsi. Také zjistili, Ze u bunéénych extraktl je
Tm proteint asi o 2,7 °C vys$i, neZ u intaktnich bun€k. Stabilita proteinii je tedy
ovlivnéna biologickou povahou vzorku. Tato prace vSak byla omezena pouze na
studium kinas a nenabizela moZnosti pouziti pro membranové proteiny. Tuto skute¢nost
ptekonali Huber et al., 2015, kteii sledovali posuny T, riznych membranovych
proteintli, oxidoreduktas i hydrolas ve vzorcich bun¢k karcinomu tlustého stfeva. Ke
svému studiu opét pouZili spojeni CETSA a MS. Reinhard et al., 2015 provadéli svou
studii opét s membranovymi proteiny s pomoci metody nazvané termalni profilovani
proteomu. Pro extrakci membrinovych proteinti v této praci vyuZivali nejriznéjsi
detergenty a zjistili, Ze jejich pouZziti nemélo Zadny na posun kfivek ziskanych pro
protein a ligand. Ziroven vSak dokézali, Ze s pouzitim detergentu se Tu sniZila
primérné o 2,9 °C. Také bylo zjiStno, Ze membranové proteiny agregovaly za vysSich

teplot s primérnou Ty, 51,6 °C, nez proteiny uviti bunék s primérnou Ty, 49,5 °C.
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2.3 Kbvantitativni proteomika

Kvantitativni proteomika je analyticky pfistup vyuZivany ke kvantitativni charakterizaci
proteinovych vzorkidl. Klasické metody kvantifikace proteind zahrnuji pouZiti
specifickych barviv, fluoroforti a radioaktivity. Bohuzel maji tyto metody urcité
nedostatky — mnohdy pfimo neodhaluji identitu protein a jsou vyuZitelné spiSe pro
abundantni a rozpustné proteiny. Tyto problémy jsou ovSem piekondny s pouZitim
LC-MS technik. Kvantifikace je vSak i v tomto piipad¢ znacn€ komplikovana kvili
Siroké Skéle fyzikalné chemickych vlastnosti proteolyticky Stépenych peptidi, které
vedou k rozdilim odezvy hmotnostniho analyzatoru. Pro pfesnou kvantifikaci je obecné
zapotiebi srovnani vSech jednotlivych peptidii napii¢ experimenty. Toho miiZze byt
dosaZeno n¢kolika zplisoby (Bantscheff ef al., 2007). Jeden ze dvou hlavnich pfistupti
vyuziva ke kvantifikaci proteini a peptidu izotopické znacky ¢i standardy. NovéjSim
pfistupem je tzv. label-free kvantifikace. S jeho pomoci dochédzi ke srovnani dvou ¢i
vice experimentl piimym porovnidnim intenzity signidlu pro jednotlivé peptidy
(Bondarenko et al., 2002), nebo vyuZzitim mnoZstvi ziskanych spekter, pfifazenych
peptidu/proteinu, jako indikatoru jejich mnoZstvi v daném vzorku (Liu ef al., 2004).

Data ziskand metodami kvantitativni proteomiky jsou typicky velmi komplexni.
Dokonce i1 ty nejpokrocilej§i hmotnostni spektrometry jsou piehlceny mnoZstvim
peptidit obsaZenych ve vzorku. Dusledkem je, Ze béhem jedné analyzy muZe byt
identifikovana jen urcitd ¢ast z celkového mnozZstvi proteinii ve vzorku (Aebersold,
2003). Pro kvantifikaci proteina je zapotiebi, aby byl dany protein detekovan v ramci
vSech experimentl, aby mohlo dojit k naslednému srovnani. Tato podminka vSak neni
vZdy splnéna, a tak je mozné kvantifikovat opét pouze urcitou Cast z identifikovanych
proteind (Liu et al., 2004; Obr. 1).

Metody kvantitativni proteomiky ovSem neslouzi pouze ke kvantifikaci proteinti
jako takovych, ale nabizeji moznost studovat stabilni ¢i pfechodné proteinové interakce
a interakce zavislé na posttranslaénich modifikacich proteinli. V téchto piipadech
pomery stabilnich izotopt rozliSuji sloZeni bilkovin dvou nebo vice proteinovych

komplexi.
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Proteiny ve vzorku

MnoZstvi proteinu

Identifikované proteiny

Kvantifikované proteiny

»
-

Koncentrace proteinu

Obr. 1 Schematické znazornéni frakci proteomu, které mohou byt identifikovany ¢i
kvantifikovany pomoci metod kvantitativni proteomiky, zaloZenych na hmotnostni
spektrometrii (pfevzato a upraveno z Bantscheff et al., 2007).

MizZou tak byt rozliSeny skutecné komponenty proteinového komplexu
a nespecificky asociované proteiny. V piipad¢ proteinovych komplexi izolovanych
z bun€k v riznych stavech mohou byt sledovany dynamické zmény proteomu napiic

témito stavy (Blagoev et al., 2003; Ranish et al., 2003).

2.3.1 Proteomické techniky pro kvantifikaci proteini a peptidi

s pouzitim izotopovych znacek a standardi
Jeden z hlavnich pfistupti je zaloZen na teorii izotopového fedéni, podle které je
izotopoveé znaceny peptid chemicky identicky se svym neznacenym protéjSkem a tudiz
se tyto dva peptidy budou chovat identicky 1 béhem chromatografické ¢i hmotnostni
analyzy. Hmotnostni spektrometr dokédze rozliSit hmotnostni rozdil mezi znacenou
a neznacenou formou peptidu, diky ¢emuZ je umoZnéno srovnani intenzit jejich signala
anasledna kvantifikace (Gygi et al., 1999). Postupné bylo vyvinuto mnoho metod
zaloZenych na izotopovém znaceni a pouziti standardil, pficemz kazd4 s sebou piinasi

urcité vyhody a nevyhody.
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2.3.1.1 Metabolické izotopové znaceni
Metabolické izotopové znaceni je na rozdil od ostatnich piistupii provadéno in vivo
aznacka je tak zavedena do vzorkl jiZ béhem bunéfného rlstu a déleni. Nasledna
analyza uZ probih4 se vSemi vzorky soucasné a jsou tak eliminovany chyby zpiisobené
odd€lenou manipulaci se vzorky. Dal§i vyhodou je, Ze metoda neni limitovana
maximalnim moZznym mnoZstvim vzorku ke znaceni (Bantscheff er al., 2007).
Nevyhodou ovSem je, Ze tento zpusob znaceni je moZno uZit jen na vzorky vychazejici
z bunéénych kultur. Nékteré bunééné linie jsou navic na zmény sloZeni kultiva¢niho
média citlivé a kultivace tak nemusi byt zcela uspéSna (Blagoev et al., 2004).

Pouzivaji se tfi typy metabolického znaceni. Prvnim typem je PN inkorporace,
u které mohou byt porovnany dva nezdvislé vzorky — jeden kultivovany v izotopicky
obohacenych médiich s °N ionty a druhy ve standardnich médiich se '*N ionty (Oda
et al., 1999). Podobné probiha také °C inkorporace, kdy prvni vzorek je kultivovan na
C obohacenych médiich a druhy na ">C ochuzenych médiich (Zamboni et al., 2009).
Tietim typem je inkorporace aminokyselin znacenych stabilnimi izotopy, zkrdcené
SILAC. V tomto ptipadé jsou builkky péstovany v médiu ochuzeném o esencidlni
aminokyseliny, které jsou naopak nahrazeny izotopov€ znacenymi aminokyselinami
(napf. "Cg-lysin, 13C6—arginin), popiipadé¢ pouze jejich pfirozenou formou. Timto
zptisobem je moZzné porovnat az tfi nezavislé vzorky (Ong et al., 2002). SILAC ma
ovSem velké omezeni z hlediska vyuZiti — neni mozZné takto znacit bakteridlni, tkanové,

ani rostlinné vzorky (Lau et al., 2014).

2.3.1.2 Enzymatické znaceni

Tento typ znaCeni vyuZiva proteolytické reakce enzymd, kdy je béhem $tépeni do nové
vznikajicich peptidi zaclenén '*0/'°0 kyslik. Nasledn& dochézi jako u jinych metod
k porovnani téchto dvou hmotnostnich variant peptida a relativni kvantifikaci pomoci
MS. Timto zptisobem tedy mohou byt rozliSeny dva nezavislé vzorky (Ye et al., 2009).
V ptipad€ uZiti trypsinu pro St€peni dochazi na karboxylové skupiné C konce peptidil
k zaméné dvou '°0 atomii za dva 'O atomy pochézejici z H,'*O vody. Hmotnostni
rozdil mezi srovndvanymi peptidy pak odpovida 4 Da (Schnolzer et al., 1996). Vyhodou
této metody oproti ostatnim metodam zaloZenym na izotopovych znackach je, Ze neni
zaloZena na znaceni a tedy i vyskytu urcitych aminokyselin. Na rozdil od SILAC je

enzymatické znaceni vhodné pro klinické vzorky omezeného mnoZstvi (plasma, sérum,
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zmrazena tkan). Navic je tato metoda finan¢n¢ nendro¢na (Chahrour et al., 2015).
Problémem naopak byva nekompletni za&lendni 'O do molekuly a s tim souvisejici

nepresnost kvantifikace (Reynolds et al., 2002).

2.3.1.3 Chemické znaceni

Tyto metody znaceni vyuZivaji in vitro chemickych reakci nejriznéjSich isotopomernich
znacek, typickych pro konkrétni metodu, se specifickymi reaktivnimi skupinami
v proteinech a peptidech. Vyhodou tohoto zptisobu znaceni je obecné Sirokd mozZnost
vyuZziti pro nejriznéjsi vzorky, vetn¢ vzorkl zivociSnych i lidskych tkani, u kterych
metabolické znaceni selhava.

Vroce 1999 byla vyvinuta prvni metoda s komeréné dostupnymi Cinidly pro
kvantitativni porovnani hladin peptidi a proteint ve dvou vzorcich - ICAT
(z ang. Isotope Coded Affinity Tag). ICAT znaceni vyuZiva reakce biotinylovanych
derivatl joadacetamidu s SH-skupinami cysteinl proteinli ve vzorku. Znacené peptidy
jsou selektivné izolovany na streptavidinovych kolonach a analyzovany hmotnostnim
spektrometrem (Gygi et al., 1999). Dalsi metodou je PhIAT (z ang. Phosphoprotein
Isotope-coded Affinity Tag) vyuZivajici isotopové znaceni a biotin pro kvantitativni
méteni rozdill mezi fosforylovanymi vzorky. Po proteolytickém Sté€peni jsou znacené
peptidy opét afinitn€ zachyceny na avidinovém nosi¢i a dale analyzovany pomoci
LC-MS (Goshe et al., 2001). Neselektivni ICPL (z ang.- Isotope-Coded Protein
Labelling) je znaCeni zaloZené na schopnosti N-hydroxysukcinimidovych estert
kyseliny nikotinové derivatizovat primarni aminoskupiny - tedy vedlejsi fetézce lysina
a N-konce proteini. ICPL reagent je mozné vyuZzit pro znaceni aZz Ctyf nezavislych
vzorkli (Schmidt et al., 2005). VSechny tyto metody patii mezi metody neizobarické,
pfi¢emz peptidy s riznymi znaCkami maji riiznou hmotnost a v MS spektru tedy tyto
peptidy tvoii samostatné piky.

DalSim pfistupem jsou metody zaloZené na isobarickém znaceni. Diky isobarické
povaze reagentu je mozné vidét jeden peptid ze vSech srovnavanych vzorkl jako jediny
pik v hmotnostnim spektru. Diky tomu je redukovana hustota dat a prekryvani piki
cizich peptidl. Isobarickd znacka obsahuje reaktivni skupinu, reportérovou skupinu
a vyrovnavaci skupinu navrzené tak, aby soucet jejich hmotnosti byl vZzdy konstantni,
ackoliv jejich dil¢i hmotnosti se rizni pro rtizné vzorky (Ross et al., 2004). Znaceni
pomoci ITRAQ (z ang. Isobaric Tags for Relative and Absolute Quantification) vychazi
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z reakce specialné pripravenych ¢inidel s primarnimi aminy. Nevyhodou této metody je
bohuZel problematickd kvantifikace u komplexnich smési proteinii a Spatna detekce
peptidl s nizkou abundanci (Karp et al., 2010). Dal$im typem isobarického znaceni je
TMT (z ang. Tandem Mass Tag) od firmy ThermoScientific. Stejné jako u metody
ITRAQ, 1 TMT ¢inidlo reaguje opét s primarnimi aminy ve vzorcich a umozZiuje
soucasn¢ relativni a absolutni kvantifikaci (Thompson et al., 2003). Pomoci tohoto
znadeni je moZné srovnani aZ deseti vzorkii soucasné diky kombinaci °C a "N isotopti
reportérové skupiny (McAlister et al., 2012). Metodika umozZiiuje pro hmotnostni
analyzu vyuzit jak HCD (z ang. Higher-Energy Collisional Dissociation), tak ETD
(z ang. Electron transfer Dissociation) typ fragmentace (Xiong et al., 2011; Viner
et al., 2009). Problém tohoto typu znaceni je stejny, jako u znaceni ITRAQ (Chahrour
et al., 2015).

Zvlastnim typem strategie pro kvantifikaci proteinti je AQUA (z ang. Absolute
Quantification). Na rozdil od pfedchozich zminénych metod vyuZzivajicich izotopovych
znacek a standardd krelativni kvantifikaci, slouzi AQUA jiz podle nazvu ke
kvantifikaci absolutni. Metodika zahrnuje pouZiti syntetickych isotopové znacenych
peptidi jako standardi. Takové peptidy jsou analogy nativnich peptidii vytvoienych
béhem S$tépeni analyzovaného vzorku. Vybér vhodného peptidu je soucasti nutné
optimalizace kaZzdého experimentu (Gerber et al., 2003). Do syntetickych standardnich
peptidi mohou byt zaneseny modifikace, napi. fosforylace, pro nésledné porovnini
vzorkl s posttranslaénimi modifikacemi a bez nich., coZ je velkou vyhodou (Chahrour
et al., 2015). Nevyhodou vyuziti AQUA peptidi je vysokd cena a ¢asova narocnost
jejich navrzeni a ptipravy (Modzel et al., 2014).

N—termini kvantitativni dimethylace peptidii je metoda, o které bude vzhledem
k experimentalni ¢asti této prace pojednano podrobnéji. Principem této metody je
znaCeni proteasou nastépenych peptidi raznych vzorkd pomoci izotopomernich
dimethylovych znacek. Znacené vzorky jsou smichdny a analyzovany soucasn¢ pomoci
LC-MS, zatimco abundance ¢i intenzita peptida liSicich se o definovany hmotnostni
rozdil vlivem rozdilnych izotopomernich znacek reprezentuji obsah jednotlivych
proteind v riznych porovnavanych vzorcich. Znaceni je zaloZeno na reakci primarnich
amind proteasou nasStépénych peptidi s formaldehydem za tvorby Shiffovy baze, ktera
je nasledné redukovéina piidavkem kyanoborohydridu sodného do smési (Boersema
et al., 2009). V ptipad¢ tryptickych peptidi, které jsou vyuZivany nejcastéji, se peptidy
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v tripletu li§i po znaceni o 4 Da v pfipadé St€peni za argininem, v piipad¢ Stépeni za
lysinem o 8 Da, jelikoZ je znafen jak N konec peptidu, tak postranni fetézec lysinu
(Obr. 2; Boersema et al., 2008). Ackoliv by bylo obdobnym zplisobem mozZné vytvofit
vice variant znacek, atedy srovnavat zaroven vice neZz tfi vzorky vzniklé znacené
peptidy by se mezi sebou liSily pouze o 2 Da a interpretace a kvantifikace namétenych
dat by byla velmi obtiZzna a neptehledna. Vyhodou této metody znaceni je jeji financni
nenarocnost, moznost znaceni vzorkl se sub-mikrogramovym az
miligramovym obsahem proteinii a moZnost automatizace provedenim reakce online
s LC-MS. Hlavni vyhodou je vSak skuteCnost, Ze metoda nepodléhd omezenim
souvisejicim s puvodem vzorku. Je tedy moZné ji aplikovat na prakticky jakykoliv
biologicky vzorek, vzhledem k tomu, Ze je dimethylace provadéna na drovni peptidu.
Zaroven je vSak znaceni na tdrovni peptidi nevyhodou v tom smyslu, Ze Stépeni peptidil
cely proces Casové prodluZzuje a dava prostor pro vytvoreni chyb jesté pfed samotnym
znacenim. Dalsi nevyhodou muize byt vyskyt izotopového efektu béhem LC separace

(Boersema et al., 2009).

,CHs +28Da
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Obr. 2 Schéma znaCeni peptidovych triplexd pomoci N-termini kvantitativni dimethylace
peptidl (pievzato a upraveno z Boersema et al., 2009).
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2.3.2 Label-free kvantifikace

Ackoliv kvantifikaéni metody vyuZivajici izotopové znaceni skytaji mnohd pozitiva,
jejich uskute¢néni vyZaduje obecné Casové naroc¢nou a sloZitou piipravu vzorki. Cena
mnohych reagencii je navic mnohdy dosti vysoka. Krom¢ toho je pomoci izotopovych
znacek, s vyjimkou metod TMT a iTRAQ, moZzné porovnavat pouze 2 az 4 vzorky.
Kvantifikace bez izotopickych standardi neboli labelfree kvantifikace je tedy pfistup,
ktery se vyvinul pfedev§im za ucelem usnadnéni, urychleni a sniZeni ndkladl
kvantifika¢niho procesu (Zhu et al., 2009). Label-free kvantifikace ma vSak také mnoha
uskali. Na rozdil od metod zaloZenych na izotopovych znackach a standardech se kazdy
jednotlivy vzorek zkazdého biologického stavu analyzuje samostatné a miZe tak
dochézet k posunlim retencnich ¢asii ¢i m/z hodnot. Nasledkem je nepiesnost a veétsi
rozptyl naméfenych dat a stim souvisejici nutnost velké reprodukovatelnosti
opakovanych analyz LC-MS ¢i LC-MS/MS. Z diivodu velkého objemu dat sesbiranych
po LC-MS/MS analyze komplexnich proteinovych smési je nutnd automatizovana
analyza a normalizace téchto dat pro porovnani vzorkli mezi sebou (Wiener et al.,
2004).

Kvantifikace je obecné zaloZena na dvou kategoriich méfeni. Prvnim pifipadem je
relativni kvantifikace pomoci intenzit piki z LC-MS. Normalizace tak vychazi
z retenCnich Casti a identifikace peptidi. Po prekryti analyzovanych chromatogrami
dochézi k analyze ploch pikl analyz s definovanym retenénim casem a hodnotou m/z
(Chelius a Bondarenko, 2002).

Druhym typem méfeni je relativni kvantifikace a normalizace na pocet
analyzovanych spekter pfislusSejicich danému proteinu. Metoda vychédzi z faktu, zZe
nariist proteinové abundance ma za nésledek nérGst poctu proteolytickych peptidii
a obracené. Tento nartist poctu nastépenych peptidii znamena zaroven zlepSeni pokryti
proteinové sekvence a zvySeni poctu identifikovanych peptidi a poctu celkové
identifikovanych MS/MS spekter pro kazdy protein (Washburn ez al., 2001). Pro tento
typ kvantifikace existuje vSak jeSt¢ n€kolik dil¢ich strategii, které se mezi sebou lisi
porovnavanim odliSnych parametrt vedoucich k vysledkiim. Jedna z nejzndméjSich
strategii je zaloZena na méfeni tzv. indexu proteinové abundance (PAI), definovaného
jako pocet identifikovanych peptidi pro dany protein oproti poctu peptidii, které mohou

byt z daného proteinu teoreticky ziskany (Ishihama et al., 2005).
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2.4 Priprava vzorku pro MS analyzu

Vysledky ziskané proteolytickymi metodami jsou mimo jiné velmi zdvislé také na
piipravé vzorku. Kritick4 je predevS§im Cast postupu od Stépeni proteinu po koncovou
hmotnostni analyzu. Spravné navrZeni a provedeni jednotlivych metodickych kroki

ovliviiuje jak celkovou kvalitu, tak i citlivost analyzy (Rappsilber et al., 2003).

2.4.1 Proteolytické Stépeni proteini

K digesci proteini je moZzné vyuZzit Siroké spektrum endoproteas, které jsou vice i
mén¢ specifické, cenové ndkladné a vhodné pro urcité typy proteinovych vzorka.
Zdaleka nejpouzivangjSim je vSak trypsin produkujici peptidy velmi vhodné pro
naslednou MS/(MS) analyzu. Stépi peptidové vazby na C konci bazickych aminokyselin
argininu a lysinu. Vysledné peptidy maji velikost od 800-2000 Da. Takto velké peptidy
mohou byt analyzovény s velkou citlivosti a diky vysoké bazicité argininu a lysinu jsou
béhem ionizace velmi dobfe protonizovany. Nej€astéji vyuZivané zpusoby Stépeni
proteintl jsou S$tépeni v gelu a $tépeni v roztoku (von Hagen, 2008).

Proteolytické Stépeni proteinli sestdva z nékolika krokt, které jsou s drobnymi
upravami spole¢né pro Stépeni v gelu i v roztoku. Rozpusténi a denaturace je prvnim
krokem udpravy proteinového vzorku. Pro tento ucel jsou vyuZivany nejriznéjsi latky od
mocoviny, pies dalsi detergenty, surfaktanty a organicka rozpoustédla. S pomoci téchto
latek tedy dochazi k rozruSeni kvartérni a terciarni struktury proteinu a tedy umoZznéni ¢i
zlepSeni prubé&hu proteolytického Stépeni. Nevyhoda je, Ze po jejich ptfidani ¢asto dojde
ke sniZeni proteolytické aktivity enzymu ¢i k neZidouci interferenci s hmotnostni
analyzou ¢i kapalinovou chromatografii (Strader et al., 2006). Je tedy velmi dileZité
pfed hmotnostni analyzou ze vzorku vymyt detergenty a neZadouci latky pted eluci (Lin
et al., 2010). Dalsim bodem $tépeni v roztoku je redukce proteint. Ta probihd pii vyssi
teplot¢ — standardné¢ 56 °C sredukénim cinidlem dithiotreitolem (DTT). Redukéni
¢inidlo zplsobi rozpad disulfidového mustku cystinu na dvé volné sulfhydrylové
skupiny cysteinu. Tim dochazi k dalSimu rozvolnéni tercidlni struktury proteinu.
Po 30-45 minutach inkubace nésleduje proces alkylace pomoci alkyla¢niho c¢inidla
jodacetamidu (IAA). Alkylacni ¢inidlo reaguje s volnymi sulfhydrylovymi skupinami
cysteinu za tvorby S-karboxyamidomethylcysteinu, ktery nemuiZe byt zpétné

reoxidovan. Dojde tedy k ochranéni SH-skupin pfed op€tovnym spojenim v disulfidovy
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mustek. Alkylace probiha 30 minut pfi laboratorni teploté ve tm¢. Redukce a alkylace
pfed samotnym Stépenim nejsou zcela nutné, ale umoZziuji trypsinu maximalni piistup
k mistim Stépeni, coZ vyrazné zvysi pokryti proteinové sekvence po MS analyze.
V ptipadé proteinového vzorku bez obsahu cysteini je moZzné tyto kroky preskocit.
Po alkylaci je moZné znovu ptidat redukéni €inidlo. Tento krok slouZi ke spotfebovéni
piebyte¢ného alkyla¢niho Cinidla, které by mohlo alkylovat néasledné ptidany
proteolyticky enzym. V piipadé¢ vybéru trypsinu pro Stépeni jej nasledné piidame
v poméru 1:20 - 1:100 (w/w) vzhledem k obsahu proteinu ve vzorku. Proteinovy vzorek
je ponechan Stépeni po 4-18 hodin pii 37 °C. Pro vysokou aktivitu trypsinu je vhodné
zajistit pH hodnotu vzorku okolo osmi. Pro zastaveni reakce je naopak dulezité sniZit
pH na hodnotu 2-3 pomoci kyseliny trifluoroctové (TFA) ¢i kyseliny mravenci (FA;
Gundry et al., 2009).

Samotnému S$tépeni proteini v gelu zpravidla pfedchéazi jejich separace v gelu
pomoci gelové elektroforézy. Soucasti bottom-up piistupu v proteomice byva konkrétné
denaturujici polyakrylamidova gelova elektroforéza v piitomnosti dodecylsiranu
sodného (SDS-PAGE). Po jejim provedeni jsou obarvené proteinové bandy vyfeziny
z gelu a proteiny podrobeny 3tépeni. Stépeni v gelu ma oproti §tépeni v roztoku tu
vyhodu, Ze diky ptedchozi frakcionaci pomoci elektroforézy mohou byt nasledné
analyzovany puvodné vice komplexni vzorky (Aebersold a Mann, 2003; Granvogl
et al., 2007). Dal$sim pozitivem miZe byt usnadnéni manipulace se vzorkem napiiklad
pii odstrafiovéni produktii alkylace cysteinu (Stosova et al., 2005).

Stépeni v roztoku je jedna ze standardnich technik vyuZivanych v shotgun
proteomice. Zahrnuje denaturaci, redukci, alkylaci a digesci proteinového vzorku
v kapalné fazi. Jednd se o bé€Znou, velmi casto pouzZivanou metodu, kterd je
aplikovatelna na rizné typy vzorkt (Li er al., 2004). Cely proces $tépeni v roztoku
muze byt proveden v jediné zkumavce, ¢imZ je eliminovana ztrita vzorku spojend
s pfenosem vzorku. Vyhoda S§tépeni v roztoku tkvi v jeho jednoduchosti a ptimocarosti
provedeni. Déle je nutné mensi mnoZstvi proteinu ve vzorku, nez u Stépeni v gelu, diky
menSim ztratdm vzorku (Feist a Hummon, 2015). DalSi vyhodou je vyS$Si ucinnost
Stépeni, pfiCemz ucinnost St€peni v gelu spolecné s extrakci je pouze 70-80% oproti
ucinnosti Stépeni v gelu (Shevchenko er al., 1996). BéZn€ jsou proteiny v roztoku
Stépeny po nékolik hodin ¢i pfes noc za ucelem vytvofeni dostatecného

a odpovidajictho mnoZstvi peptidii pro analyzu. I pfes dlouhou dobu Stépeni vSak
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mnohdy dochézi ke vzniku nedostate¢ného mnozstvi peptidii predev$im u hydrofobnich
a proteolyticky rezistentnich proteinti. Tento nedostatek pak vede ke Spatné identifikaci

proteinil (Russel ef al., 2001).

2.4.2 Odsoleni a prekoncentrace peptidii

Peptidové vzorky ziskané proteolyzou obvykle nejsou rovnou podrobeny hmotnostni
analyze. Je to z toho dlivodu, Ze koncentrace vzorkil a pufry, ve kterych jsou vzorky
rozpu$tény, nejsou kompatibilni s vysoce citlivou MS analyzou (Rappsilber et al.,
2003). Pro zakoncentrovani a purifikaci vzorka bylo vyvinuto nékolik metod. Mezi né
patii dialyza, ultrafiltrace, gelovd permeacni chromatografie, afinitni purifikace
aextrakce na pevné fazi (Gilar et al., 2001). Ultrafiltrace a gelovd permeacni
chromatografie vSak Casto nezajisti dostatecné odsoleni pro MS. Dialyza poskytuje
dostate¢né odsoleni vzork, ale je pomérn¢€ narocné a drahé ji zautomatizovat (Schuette
et al., 1995).

Extrakce na pevné fazi neboli SPE (z ang. Solid Phase Extraction) s reverzni fazi
je rozSifend a dostupnd metoda v Sirokém spektru provedeni. Existuje nékolik
pozadavkl hrajicich roli pti vybéru staciondrni fize. Adsorbent by mél mit co nejmensi
vliv aktivity zbytkovych silanolovych skupin kvuli eliminaci sekundarni retence
sodnych a draselnych kationtli a nasledn¢ jejich mozné koeluce se vzorkem. Vzorky by
mély byt eluovany v co nejmenSim objemu tak, aby byl tento objem kompatibilni
s pozadavky pro MALDI-TOF-MS ¢i ESI-MS analyzu. SPE by také neméla byt
negativné ovlivnéna vysuSenim sorbentu béhem extrakce (Gilar et al., 2001). Pti
klasické extrakci na pevné fazi je absorbent umistén v pritokovych kolonkach
napojenych na zdroj vakua. Pro prici s malymi objemy vzorku (< 50 ul) je vSak
vyhodnéjsi pouzivat pro davkovany vzorek kapilary, kanalky mikrofluidnich zafizeni, ¢i
Spicky pipet (Alwael et al., 2011).

Vyhoda SPE ve S$pickach pipet je jejich snadné pouziti, spotieba mensiho
mnoZstvi rozpoustédel a mensi objem vzorku. Piipadné je moZné zpracovidvat vice
vzorkll soucasné s pouZitim multikandlovych pipet ¢i robotického systému pro
pipetovéani. Pottebny tlak pro prichod tekutiny Spi¢kou miiZe byt aplikovan pipetou,
stifkackou, centrifugaci ¢i napojenim na vakuovy manifold (Altun et al., 2010).

Provedeni Spicek pro SPE proSlo od svého zavedeni fadou zmén kvuli odstranéni
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urcitych problémi. Klicovymi nedostatky byly niZsi senzitivita pro mald mnoZstvi
proteinit extrahovanych ve velkém objemu, reproduktivita a robustnost (Rappsilber
et al., 2003).

Na odsolovani, obohaceni, purifikaci a frakcionaci vzorki proteint 1ze vyuZit jak
komer¢né dostupnych Spicek, tak téch rucné vyrobenych. Komeréné dostupné jsou
naptiklad Siroce pouZzivané Spicky ZipTip od spoleCnosti Milipore. Tyto komerc¢ni
Spicky vSak maji jistd negativa jako relativné vysokd cena, mnohdy neuspokojivé
vazebné vlastnosti polymerniho adsorpéniho materidlu ¢i poZadované elu¢ni objemy
(Larsen et al., 2002; Steward et al., 2001). Piikladem ru¢né¢ vyrobenych SPE Spicek
jsou stop-and-go extrak¢ni Spicky, zkracené StageTips (Obr. 3). C18 disky, poptipadé
disky jiné reverzni faze, jsou ru¢né vyfezdvany jehlou ze specidlniho porozniho
materialu (napf. Empore Disk C18). Nasledné jsou disky z jehly vytlaCeny a pfiméfenou
silou zatlateny do Spic¢ky. Reverzni faze mlze byt zakotvena v teflonu a je udrZzovana

na misté diky zuZujicimu se pruméru Spicky.

Tlak vzduchu stiikacky

)

Zasobnik tekutiny

Spicka pro
pipety

Kulicky
reverzni faze
zakotvené
v teflonu

Obr. 3 Schematické znazornéni StageTips - ru¢né vyrdbénénych Spicek pro SPE (pfevzato
a upraveno z Rappsilber et al., 2003).
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Stejné jako u klasické SPE je reverzni faze postupné vhodné vybranymi roztoky
ekvilibrovana, aktivovdna, promyta a poté je nandSen vzorek. Zachyceny analyt je
nasledn¢ promyvan a eluovan. Nevyhodou ru¢né vyrabénych Spicek pro SPE je jisté
casova naro¢nost piipravy, pozitivem vSak je vyS$i navratnost peptidii CiSt€énych na
StageTips oproti komerénim ZipTips, niZsi cenové naklady a vétsi objemova kapacita

(Rappsilber et al., 2003; Steward et al., 2001).

2.5 Hmotnostni spektrometrie v proteomice

Hmotnostni spektrometrie (MS) je mocnym néstrojem pro kvalitativni a kvantitativni
analyzu. Principem této metody je selektivni izolace iontd ze vzorku podle jejich
mérného naboje m/z, tedy hmotnosti k ndboji. Tyto ionty v plynné fazi jsou bud’
pozitivn¢ ¢i negativné¢ nabité. (Zhang et al., 2013). Prvni pfistroj charakteru
hmotnostniho spektrometru byl zkonstruovéan v roce 1913, kdy tento piistroj umoziioval
pouze analyzu malych anorganickych molekul (Thomson, 1913). Dnes jsou s pomoci

MS analyzovany i biologické makromolekuly prakticky bez hmotnostnich limith

(Zhang et al., 2013).

2.5.1 Ionizacni techniky vyuzivané v proteomice

Iontovy zdroj je Cast hmotnostniho spektrometru, kde dochazi k tvorbé nabitych
¢astic - iontl. Je vstupem do dalSich ¢asti pfistroje, tedy do analyzatoru a detektoru
(Dass, 2007). Proteomicky vyzkum je s MS technologiemi tzce spojen pifedevSim
od doby vyvoje mékkych ionizacnich technik — ionizace elektrosperejem (ESI;
Yamashita a Fenn, 1984) a laserové desorpCni ionizace za spoluucasti matrice (MALDI;
Karas a Hillenkamp, 1988). Termin mé&kka ionizacni technika znamend, Ze analytu je
behem ionizace pfeddno minimum vnitini energie (Zhang et al., 2013).

ESI-MS je pouzivana ke studiu netékavych a termicky labilnich anorganickych
latek, stejné tak jako komplexnich biologickych struktur. Pro ionizaci elektrosprejem je
potieba vzorky rozpustit v polarnim pufru ¢i rozpoustédle, tak aby mohly byt
do ioniza¢niho zdroje zavedeny pod atmosferickym tlakem tenkou kapilarou. Na
kapilaru je vloZeno napéti 3-4 kV, ¢imz dojde k tvorbé nabitych kapek, které jsou
postupné odpafeny s pomoci horkého inertniho plynu (Dass, 2007). Pivodné byly
vzorky zavadény pod prutokem 2-20 pl/min (Whitehouse et al., 1985). Pozdéji byl
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vyvinut nanosprej, ktery pracuje pfi velmi nizkém pritoku nanolitrl za minutu.
Vyhodou nanospreje je také zlepSeny mechanismus tvorby ionti, ktery je vhodny
napiiklad pro analyzu glykokonjugatl (Karas et al., 2000).

MALDI je ionizacni technika, pfi které jsou ionty na rozdil od ESI uvolnény
zpevné faze. Vzorek je nejprve rozpuStén ve vhodném solventu a smichan
s nadbytenym mnoZstvim vhodn€ vybrané matrice. Nasledn€ je takto pfipraveny
vzorek nanesen na MALDI desticku a ponechan voln¢ krystalovat. Vzorek je pfeveden
do plynné faze pomoci laserového paprsku. Dojde totiZ k absorpci energie laseru matrici
a nasledné desorpci a ionizaci analytu ve vzorku (Karas a Hillenkamp, 1988; Zhang

etal.,2013).

2.5.2 Hmotnostni analyzatory

Hmotnostni analyzator je ¢ast pfistroje, kde dochéazi k separaci ionti podle jejich m/z
hodnot. Existuje mnoho typd analyzatord, potiebnéji vSak budou rozebrany
dva - kvadrupdlovy analyzator a analyzator doby letu, které pozd¢ji daly diky svému
spojeni vzniknout hybridni technologii Q-TOF

Kvadrupoélovy analyzétor je sloZen ze Ctyf paralernich elektrickych ty¢i. Na dvou
tyCich je vloZeno napéti stejnosmérného proudu a na zbylych dvou radiofrekvencni
napéti. Ionty jsou elektrickou silou nasmérovany do kvadrup6lu. Zménami hodnot
napéti na tycich a frekvence je korigovan prichod iontl s riznymi hodnotami m/z skrz
kvadrupdl. Ty ionty, co neprojdou skrz, narazi na nékterou z ty¢i, kde se vybiji.
Kvadrupdl tak funguje jako iontovy filtr. Hlavni vyhodou kvadrup6lového analyzatoru
je jeho nizkd cena, mald velikost, robustnost a snadni udrzba. Je vSak limitovan
hmotnostnim rozsahem analyzovanych m/z hodnot iontl, nizkym rozliSenim
a neumoznuje fragmentaci MS/MS (Zhang et al., 2013).

Analyzator doby letu TOF (z ang. Time Of Flight) je zaloZen na priletu
ionizovanych molekul 1-2 metry dlouhou trubici pfed dosazenim detektoru. Pokud jsou
dva ionty vytvoreny ve stejny ¢as a maji stejny naboj, dorazi do detektoru za stejny cas.
VyuZziva se tedy zavisloti m/z hodnoty iontli na ¢ase (Schlag, 2012). Nevyhodou je, Ze
nckterym iontim o stejné m/z je udé€lena jind kinetickd energie Ei. Ion s vyssi Ey tak
dosahne detektoru rychleji, coZ vede ke $patnému rozlifeni iontii. ReSenim je p¥ipojeni

soucastky zvané reflektron. Diky ni ionty o vétsi Ey leti hloubéji do iontového zrcadla
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reflektronu a urazi del§i dréahu, nisledkem cehoz jsou na detektoru fokusovany ionty
se stejnou hodnotou m/z (Mamyrin a Shmikk, 1979). Na druhou stranu dochazi
u reflektronovych TOF analyzitorG ke ztratim iontl a maji tak menSi citlivost.
Vyhodou TOF analyzatort je témé&f neomezeny hmotnostni rozsah analyzovanych m/z

v ptipad¢ usporadani bez reflektronu (Zhang et al., 2013).

2.5.3 Tandemova hmotnostni spektrometrie

Tandemova hmotnostni spektrometrie tkvi vizolaci specifické hodnoty m/z
prekurzorovych iontd, které mohou byt podrobeny disociaci a nésledné produkci
fragmentl rodi¢ovského iontu. K tomu je tieba spojeni dvou a vice hmotnostnich
analyzatorti v prostoru ¢i Case. Prvni analyzator slouZi typicky k izolaci iontu, druhy
na tvorbu iontovych fragmentl v kolizni cele a koncovy analyzator separuje tyto
fragmenty podle m/z hodnot (Zhang et al., 2013). Jednim z béZn€ uZivanych
tandemovych hmotnostnich analyzatort je trojity kvadrup6lovy analyzator oznacovany
QgQ. Jde o prostorové spojeni tfi kvadrupdll, piicemz prostiedni slouzi jako kolizni
cela (Yost a Enke, 1978).

Hybridni hmotnostni analyzétor je takovy, ktery spojuje vice analyzéatort riizného
typu. Jednim z hybridnich analyzatort je Q-TOF. Skldda se ze dvou kvadrupdli
a jednoho analyzatoru doby letu. Vyhodou takového uspofadani je kombinace kladnych
vlastnosti obou typt dil¢ich analyzatorti. Q-TOF tak disponuje skenovacimi vlastnostmi
kvadrup6lu a zdrovenn vysokym rozliSenim priletového analyzitoru. Poskytuje
informace jak v jednoduchém a rychlém MS moédu, tak v tandemovém MS/MS médu.
Dalsi vyhodou je moznost spojeni s ESI i MALDI ionizaci (Morris et al., 1996; Ens
a Standing, 2005).

2.6 Alkalicka fosfatasa

Alkalickd fosfatasa (ALP; E.C. 3.1.3.1.) je hojn€ rozSifeny nespecificky enzym
katalyzujici hydrolyzu fosfatovych monoesterti pti bazickych hodnotich pH. ALP je
ovSem také fosfodiesterasa a v ptitomnosti vysoké koncentrace fosfatovych akceptort je
tento enzym schopen fosfotransferazovych reakci (Millan, 2006). Jako substraty ALP
jsou v laboratorni praxi nejCastéji vyuzivany syntetické estery jako p-nitrofenylfosfat

(pPNPP) ¢i fenylfosfat. Enzym byva vyuzivan nejcastéji v laboratofich molekularni
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biologie pro defosforylaci nukleotidii ¢i jako znacka pii enzymové imunoanalyze
(McComb et al., 1979; Aizawa, 1994). Uziti nachazi téZ v mlékarenstvi jako indikétor
Ucinnosti pasterizace (Kay, 1935). V neposledni fadé ma alkalickd fosfatasa klinicky
vyznam pro diagnézu Sirokého spektra onemocnéni (McComb et al., 1979).

Alkalickd fosfatasa se v pifrodé nachdzi v rGznych strukturnich formach.
Vzhledem k tomu, Ze je tento enzym soucasti nejriiznéjSich organismii od prokaryot
po eukaryota s vyjimkou n¢kterych vysSich rostlin, strukturni odliSnosti jsou reakci
na pfizpiisobeni se Zivotnim podminkdm daného organismu (Sharma et al., 2014). Sav¢ci
ALP mi kuptikladu oproti bakteridlni ALP bazi¢téjsi pH optimum, je véizana
na membranu nebo mé vyssi hodnoty Ky, a specifické aktivity (Millan, 2006).

Nejlépe je prostudovana alkalickéd fosfatasa z Escherichia coli (Obr. 4). Enzym
se zde nachéazi ve formé dimeru o Mr piiblizné 94000 Da s identickymi podjednotkami
(Besman a Coleman, 1985).

Soucésti enzymu jsou Ctyfi zineCnaté ionty a dva ionty hofeCnaté, pfiCemz
se zinek nachazi v aktivnich mistech A a B a hoi¢ik v aktivnim misté¢ C jednotlivych
podjednotek. PIn¢ aktivni formu ALP lIze tedy oznafovat jako nativni (ZnaZngMgc),
enzym. Ackoliv sekven¢ni homologie mezi ALP z E. coli a ALP z vyS$Sich organisml
dosahuje pouze 25-30 %, oblasti aktivnich mist napfi¢ riznymi organismy jsou vysoce
konzervované s rozdily pouze na tfech pozicich (Holtz a Kantrowitz, 1999).

Mechanismus reakce zahrnuje formaci nekovalentniho fosfitového komplexu,
kdy dva atomy kysliku z fosfatu tvoii fosfatovy miistek mezi ZnA a ZnB, zatimco dva
zbylé kysliky fosfatu tvoii vodikové vazby s guanidinovou skupinou Argl66 enzymu.
To umoziuje udrzet v poZadované pozici reziduum Ser102, které zodpovida za iniciaci
nukleofilni reakce na fosfat a je béhem hydrolyzy fosfatu fosforylovidno. Aktivni misto
C s hofe¢natym iontem neni v dostatecné blizkosti na to, aby se mohlo pfimo podilet
na mechanismu hydrolyzy fosfatu. Hof¢ik vSak hraje nezastupitelnou roli pfi stabilizaci

o 24

poli v okoli aktivniho mista (Coleman, 1992; Holtz a Kantrowitz, 1999).

29



Obr. 4 Schéma prostorové struktury alkalické fosfatasy z E. coli. (pfevzato z Kim a Wyckoff,
1991).

U savcu se alkalicka fosfatasa nachazi ve velkém mnoZzstvi v jatrech, stfevech,
placentg, kostech a ledvinach. Podle tkanég, ve které dochazi k expresi, tedy rozliSujeme
Ctyfi isozymy tohoto enzymu — intestindlni ALP, placentidlni ALP, ALP zarode¢nych
bun¢k a tkanoveé nespecifickou ALP nebo také L/B/K ALP (z ang.-jaterni, kostni,
ledvinné; Sharma et al., 2014). Savéi ALP je stejné jako u E. coli dimer, oviem
s prumérnou molekulovou hmotnosti okolo 120000 Da, pfi¢emzZ podjednotky jsou vetsi
a glykosylované (Besman a Coleman, 1985). V experimentdlni Casti této prace je
vyuZivana intestindlni alkalickd fosfatasa, jejiz molekulovd hmotnost je okolo
160000 Da. Stabilita této AP je nejvyssi pii pH 7,5 — 9,5. V kyselém prostiedi naopak
dochazi utohoto enzymu k inaktivaci, avSak je mozZznd ochrana proti denaturaci
v kyselém prostiedi zprosttedkovana ptitomnosti anorganického fosfatu (Fosset et al.,
1974).

Mezi nejznaméjsi inhibitory savCi alkalické fosfatasy patii L-homoarginin,
levamisol a fosfat, ktery za vhodnych podminek vystupuje také jako substrat ALP.
L-homoarginin a levamisol ov§em neplsobi na placentélni a intestindlni formu enzymu
(Fishman a Sie, 1970). V této praci byl k inhibici hovézi intestindlni alkalické fosfatasy
pouzit L-fenylalanin. Stejnou latku k inhibici krysi intestinalni ALP pouZzili ve své praci
Ghosh a Fishman (1966). Zjistili, Ze stupen inhibice ALP L-fenylalaninem pfi pouZziti
fenylfosfatu jako substratu je siln¢ zavisly na hodnoté pH prostiedi reakce, a Ze
optimidlni pH pro inhibici je 10,2. Také bylo zjisténo, Ze dana inhibice je
nekompetitivniho typu a je vyrazn€ ovlivnéna koncentraci substratu i inhibitoru. Pozdé&ji

bylo objasnéno, Ze inhibitor vtomto pfipadé nema vliv na tvorbu komplexu
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enzym-substrat, ale Ze zabraiiuje uvolnéni anorganického fosfatu v konecné fazi reakce
(Fernley a Walker, 1970).

Termostabilita sav¢i alkalické fosfatasy je vyrazné niZsi, nez termostabilita tohoto
enzymu z E. coli. Navic se hodnoty tepelné stability 1i8i v ptipad¢ jednotlivych isoforem
savéi ALP, pfestoZe mechanismus tohoto typu inaktivace je u vSech isoforem stejny.
U intestindlni a tkdnové nespecifické ALP je aktivita vyrazn€ potlacena pfi teplotach
vysSich nez 65 °C, kdezto placentidlni ALP je aZz pozoruhodné stabilni — muze byt
zahfivana na teplotu 65 °C po celou hodinu, aniZ by doSlo ke sniZeni aktivity (Sharma
etal., 2014). Bylo zjiSténo, Ze u bovinni intestindlni alkalické fosfatasy se konec
induk¢ni periody, tedy faze prfedchazejici hlavnimu procesu tepelné inaktivace, objevuje
pii 55 °C. Mechanismus tohoto procesu je vSak znacn¢ zavisly na experimentalnich
podminkich dané reakce, a tak je potieba zminit, Ze této hodnoty bylo dosaZeno pfi
pH 7,5 v Tris- HCI pufru a p-NPP uZitym jako substrét. Se zvySujici se teplotou (60 °C)

miZe dojit k upInému zaniku induk¢éni faze (Obr. 5; Poltorak et al., 1999).

V/V,, relative acitivity

0 50 100 150 200 250 300
time, min

Obr. 5 Kfivky tepelné inaktivace bovinni intestindlni APL vyjadfené jako zavislost relativni
aktivity na ¢ase pfi dané teploté (pfevzato z Poltorak et al., 1999).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzity material a pristroje

3.1.1 Chemikalie
Alkalickd fosfatasa z hovézi stfevni sliznice, > 10 DEA/mg (Sigma Aldrich,
Némecko)
BSA, 99% electrophoresis grade (Sigma Aldrich, Némecko)
Bradford Protein Assay Kit (Bio-Rad, USA)
Coomassie Brilliant Blie G-250 (Merck, Némecko)
Dithiotreitol (Serva, Némecko)
Dodecylsiran sodny (Serva, Némecko)
Formaldehyd 20% in D,O (Cambridge Isotope Laboratories, USA)
Formaldehyd 37% (Sigma Aldrich, USA)
Glycin (Sigma Aldrich, USA)
Hydroxid amonny > 25 % (Fluka, Svycarsko)
Isopropanol (Merck, Némecko)
Jodacetamid (Sigma Aldrich, USA)
Kyanoborohydrid sodny (Sigma Aldrich, USA)
Kyselina mravenci > 98% (Sigma Aldrich, Némecko)
Kyselina octova 99% (Lach-Ner, CR)
Kyselina trihydrogenfosforecna (Sigma Aldrich, Némecko)
Laemliho pufr 2x koncentrovany (Sigma Aldrich, Némecko)
LC-MS grade voda (Merck, Némecko)
L-fenylalanin (Sigma Aldrich, USA)
Methanol pro LC-MS (Biosolve, Francie)
Mocovina (Sigma Aldrich, USA)
N, N, N’, N’- tetramethylethylendiamin , TEMED (Merck, Némecko)
n-butanol (Sigma Aldrich, USA)
Peroxodisiran amonny, APS (Serva, Némecko)
p-nitrofenylfosfat (Sigma Aldrich, USA)
Proteinovy standard Precision Plus, Unstained, (Biorad, USA)

Siran amonny (Merck, Némecko)
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TEAB pufr pro HPLC, IM (Fluka, Svycarsko)

Trisaminomethan (MP Biomedicals, Francie)

Trypsin modifikovany rafinosou 200 uM — piipravil prof. Mgr. Marek Sebela, Dr.
Trypsin, Sequencing Grade, modifikovany, >5000 u/mg (Promega, USA)

3.1.2 Pouzité pristroje a experimentalni vybaveni
Analytické vahy (Radwag, Polsko)
Centrifuga 5702 (Eppendorf, Némecko)
Centrifuga MiniSpin (Eppendor, Némecko)
Digitalni pH metr (XS Instruments, Cina)
Elektromagneticka michacka (Chromservis, CR)
Extrakéni disky C18 (Dyneon LLC, USA)
Hmotnostni spektrometr maXis UHR-Q-TOF (Bruker Daltonik, Némecko)
Indikatorové papirky pH 0,0 — 6,0 (Sigma Aldrich, USA)
Indikétorové papirky pH 0,0 — 14,0 (Sigma Aldrich, USA)
Inkubator zkumavek Drybath (Major Science, USA)
Kapalinovy chromatograf Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific, USA)
Laboratorni skener Umax U9908-HARO (Amersham Bioscience Corp, USA)
Rotac¢ni odparka Concentrator plus (Eppendorf, Némecko)
Sada pipet Eppendorf Research (Eppendorf, Némecko)
Spektrofotometr Lightwave II (WPA Biochrom)
Thermomixer komfort (Eppendorf, Némecko)
Thermostat plus (Eppendorf, Némecko)
Total Recovery vialky (Waters, USA)
Tiepacka Unimax 1010 (Heidolph Instruments GmbH)
Ultrazvukova ¢isticka (Kraintek, CR)
Ultrazvukova lazen (VWR International, USA)
Vaha laboratorni (VIBRA, Japonsko)
Vortex V-1 Plus (Biosan, Litva)
Zatizeni pro elektroforézu Mini protean (Bio-Rad, USA)
Zdroj k elektroforéze (Biorad, USA)
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3.2 Metody

3.2.1 Stanoveni celkové koncentrace proteini v roztoku alkalické

fosfatasy metodou Bradforda
Jako vzorovy protein byla v této praci pouZita intestinalni alkalicka fosfatasa z hovézi
sliznice zakoupend ve formé& lyofilizovaného praSku od firmy Sigma Aldrich. MnoZstvi
ALP, resp. celkové mnozstvi vSech proteint obsaZenych v tomto produktu, bylo méteno
spektrofotometricky metodou Bradforda. K méfeni bylo pouZito Cinidlo s obsahem
barviva Coomassie Brilliant Blue G-250, metanolu a kyseliny fosfore¢né, dostupné jako
soucast kitu od firmy Biorad. Pro vytvoteni fady kalibra¢nich standardi slouzil roztok
hovéziho sérového albuminu (BSA) v koncentracich 125, 250, 500, 750 a 1000 pg.ml'l.
Jako vzorek slouzil roztok ALP s teoretickou koncentraci 1000 pg.ml'1. Do 96 jamkové
mikrotitraéni desticky bylo pipetovano vzdy 10 pl standardu ¢i vzorku a nésledné

200 pl ¢inidla. Po 10 min inkubace byla méfena absorbance pii 595 nm.

3.2.2 Stépeni proteinii v roztoku

Pro Stépeni proteini v roztoku byly vytvofeny zdsobni roztoky BSA o koncentraci
10 mg.ml" a alkalické fosfatasy o koncentraci 10 mg.ml" a 32 mg.ml’ ve vodé.
PoZzadované mnozstvi zasobniho roztoku proteinu bylo smichdno s TEAB pufrem
o koncentraci 100 mmol.I" pro vytvofeni pracovniho roztoku proteinu. Koncentrace
proteinu ve vzorku se liSila dle potfeb jednotlivych experimenti a je popsina
v podkapitolach niZe popisujicich provedeni téchto experimentii. Z pracovniho roztoku
proteinu  bylo odebrano mnozZstvi odpovidajici objemu Stépiciho roztoku
do mikrozkumavek o objemu 1,5 ml. Tyto a vSechny dal$i objemy pouZitych roztoku
jsou uvedeny v Tab. 1. K proteinovému roztoku byla pfiddna mocovina o koncentraci
8 mol.I"'. Poté bylo piidano redukéni &inidlo dithiothreitol (DTT; ¢ = 50 mmol.l")
a vzorky byly umistény na Thermomixer, kde byly protfepavany a redukovany po dobu
45 min pii 56 °C pii 300 rpm. Néasledné bylo pfidano alkyla¢ni ¢inidlo jodacetamid
(IAA; ¢ = 330 mmol.I'"), obsah mikrozkumavek byl Setrné promichan poklepanim
prstem a ponechdn 30 min alkylaci ve tmé pfi laboratorni teploté. Poté bylo opét

pfidano redukéni €inidlo DTT pro spotfebovani pifebytecného alkyla¢niho €inidla.
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Tab. 1 Objemy dil¢ich sloZek vyuzitych pro $tépeni proteind v roztoku

objem roztoku pro $tépeni 200 pl 100 pl 50 ul
protein + 100 mM TEAB Sul 2,5 ul 1,25 ul
8M mocovina 15 ul 7,5 ul 3,75 ul

55 mM DTT 4 ul 2ul 1Tul

330 mM [IAA 4 ul 2 ul 1 ul

55 mM DTT 8 ul 4 ul 2ul

10 mM TEAB 164 ul 82 ul 41 ul
trypsin + 10 mM TEAB 2 ul 2 ul (2 ul)
98% FA 10,1 pl 5,1 ul 2,6 ul

Poté byly na thermomixeru vzorky tfepany po dobu 30 min pii 56 °C. Déle byl
ke vzorkim pfidin TEAB pufr pro zfedéni mocoviny. Vzorky proteini byly
proteolyticky Stépeny pomoci trypsinu. Zisobni roztok trypsinu byl fedén na rtizné
koncentrace popsané niZe v ramci dil¢ich experimentl. K fedéni zasobniho roztoku
trypsinu slouzil vzdy TEAB pufr o koncentraci 10 mmol.I". Z vytvofenych pracovnich
roztokl byly do mikrozkumavek se vzorky odebirdny zpravidla 2 pl, ackoliv tento
objem nebyl zavisly na objemu Stépici reakce a mohl tak byt ménén podle poZadované
koncentrace. Po Setrném promichéni a kratkém stoCeni byly vzorky ponechény inkubaci
v thermomixeru pies noc pii 37 °C. Nasledujicitho dne byla proteolytickda reakce
zastavena piidavkem 98% kyseliny mravenci o objemu 20krat menSim, neZ celkovy

objem vzorku v mikrozkumavce.

3.2.2.1 Zjisténi optimalniho objemu reakce pro Stépeni

Za ucelem zjisténi, v jakém objemu roztoku dochézi k nejicinnéjsimu Stépeni proteind,
byl pouZzit BSA. Tento protein byl St€pen pomoci trypsinu ve 200 ul, 100 ul a 50 ul
Stépiciho roztoku podle Tab 1. Pro kazdou ze tfi variant objeml roztoku pro Stépeni
bylo zhotoveno 6 vzorkii. Ve vSech vzorcich bylo zachovano stejné mnoZstvi St€peného
proteinu — 2 pg. Pro samotné §tépeni byl pouzit 200 umol.I"" zdsobni roztok trypsinu
modifikovaného rafinosou (Sebela et al., 2006). V tomto experimentu byla pouZita
koncentrace trypsinu v poméru 1:20 vzhledem ke koncentraci S§tépeného proteinu
Pracovni roztok trypsinu mél tedy takovou koncentraci, aby se po piidani 2 pl tohoto
roztoku nachazelo ve vzorku 0,1 pg trypsinu. Po St€peni v roztoku byly peptidové
vzorky preciStény na reverzni fazi pomoci StageTips technologie (Kap. 3.2.5).

V posledni fazi byly vzorky podrobeny LC-MS analyze (Kap. 3.2.9), po které byla
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srovndna kvalita identifikace proteinli, mnozstvi uvolnénych peptidd, jejich

reprodukovatelnost a také kvalita ziskanych hmotnostnich spekter pro jednotlivé

vvvvv

3.2.2.2 Zjisténi optimalni koncentrace trypsinu

V rdmci tohoto experimentu doslo ke Stépeni vzorkli BSA a ALP s obsahem rizného
mnoZstvi téchto proteinli a zaroven riiznych koncentraci trypsinu vzhledem k proteinu.
Tentokrat byly vzorky také znaceny pomoci reduktivni dimethylace (Kap. 3.2.3)
s pouZitim t€zké znacky jako standardu a lehké znacky pro jednotlivé vzorky s riiznou
koncentraci proteinu a trypsinu. V objemu 50 ul byly $tépeny vzorky obsahujici 1 pg,
2,5 ug a5 ug BSA ¢i ALP. Pro kazdou z proteinovych koncentraci byl St€épen vzorek
s koncentraci pfidaného trypsinu 1:20, 1:40, 1:60, 1:80 a 1:100 vzhledem k mnoZstvi
proteinu. Celkem tedy bylo vytvofeno 15 vzorkii pro BSA a 15 vzorkl pro ALP, které
byly po Sté€peni znaceny lehkou znackou. V objemu 100 ul byl St€pen jeden vzorek
obsahujici 80 ug BSA ¢i1 ALP, ktery byl nasledné znaCen t€Zkou znackou. Po naznaceni
byl tento vzorek rozdélen na 16 alikvott, kdy na kazdy z patnacti vzork pripadalo 5 ug
téZce znaceného standardu. Po smichéni tak doslo k vytvofeni vzorki s pomérem lehké
a tézké znacky (L:H) 1:5, 1:2 a 1:1. Nésledn¢ byly vzorky podrobeny odsoleni
a LC-MS/MS analyze. Ziskana data byla pouZzita k vyhodnoceni optimalni koncentrace
trypsinu pro $tépeni proteini v roztoku. Také byl sledovan pocet identifikovanych
peptidd u jednotlivych proteini. Kromé& samotného BSA a ALP byla vyhodnocovéana
také data ziskana pro serotransferin, ktery byl soucasti vzorkii ALP vzhledem k niz§imu
obsahu tohoto proteinu v zakoupeném produktu. Pro tcely dal$ich experimentl byly pro

ALP vybrany peptidy s vysokou intenzitou a vhodnym aminokyselinovym sloZenim.

3.2.2.3 Zjisténi  vlivu  trypsinové koncentrace na  dosaZeni
odpovidajiciho poméru L:H

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, zda ma koncentrace trypsinu pii Stépeni

proteinovych vzorkl vliv na pfesnost pomérti L:H po smichani téchto vzorki. Za timto

ucelem bylo vytvoieno 15 vzorki s obsahem 5 pug ALP ve vzorku. Tyto vzorky byly

nasledné St€peny v objemu 50 ul v triplikatech trypsinem v pomérech 1:20, 1:40, 1:60,

1:80 a 1:100 vzhledem k obsahu ALP.
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Téchto 15 vzorkli bylo znaceno lehkou znackou. Déle byl pripraven standard, kdy
v objemu 100 ul byl Stépen jeden vzorek obsahujici 80 ug ALP. Ten byl nésledné
znacen tézkou znackou. Po naznaceni byl tento vzorek rozdélen na 16 alikvott, kdy na
kazdy z patnacti vzorkd ptipadalo 5 pug téZce znac¢eného standardu. Po smichéani tak
doSlo k vytvofeni vzorkd spomérem L:H 1:1. Nésledné¢ byly vzorky podrobeny
odsoleni a LC-MS/MS analyze. Ze ziskanych dat byly vyhodnocovany pouze dva

peptidy ALP vybrané v pfedchozim experimentu jako nejvhodné;jsi.

3.2.2.4 Stépeni s vyuzitim komeréniho purifikovaného trypsinu

Ucelem tohoto experimentu bylo porovnat, nakolik se 1i§f kvalita dat naméfenych pro
vzorky ALP S$tépené dvéma rlznymi roztoky trypsinu. Roztok prvniho trypsinu
modifikovaného rafinosou, vyuZivany ve vSech dosavadnich experimentech, byl
pripravovan dle price (Sebela et al., 2006). Tento zdsobni roztok byl piipravovan
v koncentraci 200 pmol.1"'. Druhy roztok trypsinu byl pfipraven z komeréné dostupného
purifikovaného produktu od firmy Promega upraveného reduktivni metylaci.
Pro vytvofeni zésobniho roztoku bylo zapotiebi rozpustit 20 pg lyofilizovaného
trypsinu ve 100 pul 50 mmol.I" octovové kyseliny.

Pro ob¢ varianty trypsinu bylo pfipraveno 15 vzorka, které v triplikatech
obsahovaly 1, 2,5, 5, 10 a 25 ug ALP. Tyto vzorky byly St€peny trypsinem, jehoZz
koncentrace byla v poméru 1:60 oproti mnoZzstvi proteinu ve vzorku. Nasledné doslo ke
znaceni téchto vzorkl lehkou znackou. Zaroveii bylo k obéma sadam 15 vzork §t€peno
dalSich 15 vzorkl standardli obsahujicich vzdy 5 ug ALP. Po znaceni tézkou znackou
byly vzorky standardi pfiddny k mikrozkumavkim s obsahem ALP o rtzné
koncentraci. Poté doslo k precisténi vzorkii pomoci StageTips a LC-MS/MS analyze.
Data byla vyhodnocovana pro vybrané peptidy ALP, ale také BSA a serotransferinu,
které jsou soucasti zakoupeného enzymu ALP. Byly sestrojeny kalibrac¢ni kiivky
vybranych peptidi vSech tif proteinti. Kvalita ziskanych dat po Stépeni vzorki dvéma
riznymi roztoky trypsinu byla porovndvina na zdkladé pomérG tryptickych
a chymotryptickych peptidii a celkového poctu tryptickych peptidi. K vyhodnoceni

téchto parametra byly pouzity vzorky s obsahem L:H 1:1.
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3.2.2.5 Stépeni vzorki po tepelném ovlivnéni a interakci s ligandem

Provedeni tohoto experimentu bylo kone¢nym krokem experimentalni price. Cilem
bylo zjistit, zda pfitomnost substritu p-nitrofenylfosfatu (p-NPP) a inhibitoru
L-fenylalaninu ALP ovliviiuje jeho termostabilitu. Byly pouZity dfive pfipravené
alikvoty vzorkit ALP. Tyto vzorky tedy obsahovaly pouze ALP, ALP a inhibitor ¢i ALP
a substrit. Byly podrobeny zahtivani na 9 riznych teplot — 20, 35, 43, 50, 56, 62, 68, 75
a 90 °C. Podrobna piiprava téchto vzorki je popsana v Kap. 3.2.8. Pro kazdou teplotu
a kombinaci ALP/ALP + inhibitor/ALP + substrat byl k dispozici 1 vzorek. V ptipadé,
Ze by béhem zahiivani nedoslo k agregaci proteinil a jejich vylouceni ze vzorku, by
pfipravené alikvoty obsahovaly 5 pg ALP. Vzorky byly Stépeny komerénim
purifikovanym trypsinem v objemu 50 pl v poméru 1:60 vzhledem k pfedpokladanému
mnozstvi 5 ug proteint ve vzorku, ackoliv se méla koncentrace proteinti vlivem teploty
snizovat. Ke vS§em témto 27 vzorklim byly pfipraveny standardy, které obsahovaly 5 pug
ALP. Tyto standardy byly Stépeny za stejnych podminek jako vzorky po tepelném
ovlivnéni. Po proteolytickém St€peni byly zahfivané vzorky podrobeny znaceni lehkou
znackou a standardy znaceni téZkou znaCkou. Nasledné byly vzorky po zahfivani

smichany se standardy, odsoleny pomoci StageTips a analyzovany pomoci LC-MS/MS.

3.2.3 Reduktivni dimethylace peptidi

Reduktivni dimethylace vzorkl probihala dvéma zpilisoby. Nejprve byla tézka znacka
plnici funkci standardu pfidavana pouze do jednoho vzorku s obsahem 80 pg proteinu.
Tento vzorek byl nésledné délen na alikvoty a rozpipetovidn do jednotlivych vzorki
znacenych lehkou znackou. Objemy a koncentrace latek pridavanych do reakce v tomto
piipadé jsou uvedeny v tabulce niZe (Tab. 2). Pozdé&ji byl pro kazdy vzorek znaceny
lehkou znackou pouZivén jeden standard St€peny a znaeny samostatné. Pro tento piipad
jsou informace o jednotlivych slozkach ptiddvanych ke vzorkiim uvedeny téZ v tabulce
(Tab. 3).

Vzorky po proteolytickém St€peni v roztoku byly nejprve kratce stoceny.
Nasledné bylo Stépeni zastaveno piidavkem 98 % FA (Tab. 1). Poté byly vzorky
odpatfeny téméi do sucha pomoci vakuové odparky po dobu asi 45 min. Nasledn¢ byl
k odparkéiim pfidin 100 mmol.I" TEAB pufr pro rozpuiténi. U rozpu§ténych

a promichanych vzorkt bylo tfeba upravit pH na hodnotu mezi 5-8,5. K tomu byl pouZit
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opét TEAB pufr, oviem okoncentraci 1 moll'. Kovéfeni pH byly vyuzity
indikatorové papirky s rozsahem pH 0,0 — 14,0. Poté byl pro vneseni lehké znacky
do vzorkli pouZzit roztok formaldehydu CH,O, kdeZto pro vneseni téZké znacky
do vzorkil roztok deuterovaného formaldehydu CD,O. Vzorky byly kratce promichany
a stoeny na dno zkumavky. Nasledné¢ byl k obsahu mikrozkumavek ptidan roztok
kyanoborohydridu sodného NaBH3;CN. Takto byly vzorky inkubovany v termomixeru
pii 700 rpm a 20 °C po dobu 40 min. Po inkubaci byly vzorky promichiny, stoeny
na dno zkumavky a kroky od ptidavku CH,O/CD,0O po ptidavek NaBH3;CN, vcetné
inkubace, byly opakovéany. Poté byly vzorky pfeneseny na led a do digestote pro dalsi
manipulaci. Znaceni bylo zastaveno piidavkem 1% NH4OH. Po zamichani a stoceni
byla ke vzorkiim pfidana 5% FA. Nasledné doslo ke smichani vzorkli zna¢enych lehkou
a tézkou znackou. Nakonec byly vzorky s uritym pomérem L:H odpafeny témért
do sucha na vakuové odparce. Pro néslednou purifikaci vzorkt pomoci StageTips byly

vzorky rozpustény ve 100 ul 5% FA.

Tab. 2 Objemy a koncentrace sloZek ptidanych ke vzorkiim pro znaeni v piipad€ pouZiti pouze
jednoho téZce znaceného vzorku déleného na alikvoty.

Znaceni lehkou znackou Znaceni té€Zkou znackou
100 mmol.I" TEAB 100 ul 100 mmol.I" TEAB 100 ul
1 mol.I" TEAB 8 ul) 1 mol.I"' TEAB (8 ul)
4% CH,O 8 ul 20% CD,0O 8 ul
0,6 mol.I" NaBH;CN 8 ul 6 mol.I" NaBH;CN 4ul
1% NH,OH 32 ul 1% NH,OH 160 ul
5% FA 16 ul 5% FA 80 ul

Tab. 3 Objemy a koncentrace sloZek pridanych ke vzorkim pro znaceni v piipadé pouziti
odpovidajictho mnozstvi samostatné Stépenych a té¢Zce znacenych standardd.

Znaceni lehkou znackou Znaceni tézkou znackou
100 mmol.I" TEAB 100 pl 100 mmol.I"' TEAB 100 pl
1 mol.I"' TEAB (8 ul) 1 mol.I'' TEAB (8 ul
4% CH,0 8 ul 4% CD,0O 8 ul
0,6 mol.I" NaBH;CN 8 ul 0,6 mol.I"' NaBH;CN 8 ul
1% NH,OH 32 ul 1% NH,OH 32ul
5% FA 16 ul 5% FA 16 ul
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3.2.4 Priprava StageTips mikrokolon

Jako stacionarni fize byly vyuZity extrakéni disky 3M C18 (Dyneon LLC, USA),
ze kterych byly dutou jehlou vykrojeny mensi disky o priméru asi 1 mm. Tyto drobné
disky byly vytlateny zjehly ven a soucasné umistény do Zluté 200 pl Spicky
se zkrdcenym - zastfiZzenym hornim okrajem. Do jedné Spicky byly vzdy vloZeny
soucasn¢ dva disky vzhledem k tomu, Ze kapacita jednoho disku je 5 pg. Nasledn¢ byly
do vi¢ek mikrozkumavek o objemu 1,5 ml vytvoieny otvory pomoci kovové pinzety.

Do téchto otvort byly upevnény ptipravené StageTips.

3.2.5 Odsolovani vzorki

Ke vzorklim piimo po proteolytickém Stépeni jsem piidala 98% kyselinu mravenci (FA)
tak, aby jeji objemovy zlomek v celkovém objemu byl 5 % (Tab. 1) a lehce jsem vzorky
promichala. V pfipadé vzorka po dimethylaci peptidu byl tento krok proveden jiz diive.
Nutné bylo u vzorkl zajistit pH < 5, k ¢emuZ byly vyuZity indikdtorové papirky
s rozsahem pH 0,0 — 6,0. Mezitim byla provedena aktivace reverzni faze pfipravenych
StageTips kolon pomoci 50 ul isopropanolu a centrifugaci po dobu 3 min pfi
3000 g v ekvilibra¢nich mikrozkumavkach. Poté byla provedena ekvilibrace reverzni
faze na pocatecni podminky pomoci 50 ul 5% FA (2x), kdy centrifugace trvala 3 min
pii 2500 g. Nasledné byly StageTips mikrokolony pfeneseny do Cistych mikrozkumavek
a byly na n¢ naneseny vzorky. V zdvislosti na objemu vzorkil byly vzorky naneseny
bud’ najednou ¢i v n€kolika fazich tak, aby objem jednoho naneseni neptekrocil 60 ul.
V ptipadé, Ze vzorek obsahoval vice nez 10 ug proteind, byl pomérné rozdelen do vice
mikrokolon. Nanesené vzorky byly postupné centrifugovany po dobu 5 minut pii
1200 g. Vzorky byly poté promyty 50 ul 5% FA (2x), kdy centrifugace probihala
2,5 min pii 2000 g. Pro eluci vzorka jsem StageTips mikrokolonky pienesla do Cistych
mikrozkumavek a nanesla 50 ul elu¢niho ¢inidla 50% MeOH/2,5% FA (2x) a takto
jsem vzorky centrifugovala 5 min pfi 1500 g. Nakonec byly vzorky potieti
centrifugovany 5 min pii 3000 g bez ptfidani elu¢niho €inidla. Vzorky byly pieneseny

do vialek pro naslednou LC-MS analyzu a v nich odpafeny pii 45 °C.
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3.2.6 Studium miry agregace proteinového vzorku po tepelném

ovlivnéni
Za ucelem zjiSténi zmény aktivity alkalické fosfatasy pfi jejim zahfivani byl pfipraven
zésobni roztok tohoto proteinu o koncentraci 2 mg.ml” v 100 mmol.lI"' TEAB pufru.
Déle byl pfipraven zasobni roztok inhibitoru alkalické fosfatasy L-fenylalaninu
o koncentraci 80,02 mmol.I"" v 100 mmol.I"' TEAB pufru. Také byl vytvofen roztok
substritu alkalické fosfatasy p-NPP o koncentraci 84,6 mmol.I"' ve 100 mmol.I"' TEAB
pufru. Kviili své nestabilité¢ byl roztok substratu vZzdy pfipraven Cerstvy.

V rdmci prvniho experimentu byla sledovdna mira agregace vzorkil s obsahem
ALP a inhibitoru a vzorkli pouze s ALP. Do 10 mikrozkumavek bylo ptfidano 12,5 ul
ze zasobniho roztoku alkalické fosfatasy obsahujicich 25 pg proteinu. Do péti z téchto
mikrozkumavek bylo déle pfidano 12,5 pl zasobniho roztoku L-fenylalaninu. Obsah
zkumavek byl doplnén 100 mmol.I" TEAB pufrem na 50 pl. Vysledna koncentrace
L-fenylalaninu v 50 pl smési tedy byla 20 mmol.l". Vzorky byly ponechiny 30 min
inkubaci pfi pokojové teploté pro vytvoreni interakce ALP s inhibitorem. Poté byly
vzorky zahiivany po dobu 5 min pii teplotich 20, 35, 50, 75 a 90 °C. Nasledné byl
obsah mikrozkumavek kritce stoen na dno. Po vychladnuti byly vzorky umistény
do centrifugy, kde byly stoeny na 20 minut pii 4 °C a 25000 g. Po centrifugaci bylo
opatrn¢ z hladiny vzorkli odebrano 10 pl supernatantu do ¢isté mikrozkumavky. Takto
byly vzorky pfipraveny pro SDS-PAGE.

Nasledujici experiment byl proveden obdobnym zplisobem, pouze s tim rozdilem,
Ze zahtivani vzorkl probihalo po dobu 1, 2, 3,4 a 5 h pti 50, 75 a 90 °C.

Nakonec byl proveden experiment, v raimci kterého byla sledovdna mira agregace
vzorkll s obsahem ALP a substritu p-NPP a vzorki pouze s ALP. Do Sestnicti
mikrozkumavek bylo opét pfidano 12,5 ul ze zisobniho roztoku ALP obsahujicich
25ug proteinu. Dale byl vytvofen roztok p-NPP o koncentraci 84,6 mmol.l”
ve 100 mmol.lI" TEAB pufru. Do osmi mikrozkumavek s ALP bylo ptiddno 12,5 ul
zasobniho roztoku p-NPP, jehoZ vyslednd koncentrace v 50 pl smési po doplnéni
100 mmol.I"" TEAB pufrem tedy byla 15 mmol.l". Pfipravené vzorky obsahujici pouze
ALP, ¢i1 ALP a substrat byly inkubovany 30 minut pfi pokojové teplot€. Nasledné byly
zahtivany po dobu 1 h pfi teplotach 35, 50, 75 a 90 °C. Poté doslo k okyseleni vzorkl
piidavkem 4,5 ul 5% FA na hodnotu pH 5. Po okyseleni se vzorky nechaly inkubovat

15 min pii laboratorni teploté. Nasledné byly vzorky centrifugovany pii 25000 g
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po dobu 20 min pfi 4 °C. Po stoceni bylo z hladiny vzorkti odebrano 10 ul supernatantu

do c¢isté mikrozkumavky. Takto byly vzorky pfipraveny pro SDS-PAGE.

3.2.7 SDS PAGE a barveni geli

Pro primarni informaci o dbytku mnoZstvi proteinii ve vzorcich vlivem jejich tepelné
agregace byla provedena polyakrylamidova gelova elektroforéza. Mnozstvi dil¢ich
slozek k pfipravé geli pro elektroforézu jsou uvedena v Tab. 4. Pro pfipravu
10% d¢€liciho gelu byla do odsavaci Erlenmeyerovy banky nejprve pfidana smeés
30% akrylamidu a 0,8% bisakrylamidu (AA/BIS), 1,5 mol-1"! Tris-HCl pufru o pH 8,8
avody. Smés byla 20 min michdna a odvzduSiovéana. Po uplynuti této doby byl
ke smési ptidan TEMED, 10% roztok SDS, 10% roztok APS a celd smés byla jemné
promichana a nanesena mezi ptipravend skla. Poté bylo tieba prevrstvit jesSté tekuty gel
n-butanolem nasycenym vodou, ktery byl po zatuhnuti gelu odstranén. Béhem tuhnuti
deliciho gelu byly do Erlenmeyerovy banky ptidany prvni tfi sloZky zaostfovaciho gelu,
tedy 30% akrylamid s 0,8% bisakrylamidem, 0,5 mol-1"" Tris-HCI pufr o pH 6,8 a voda.
Po 20min odvzduSnovani byl do banky pfidan opét TEMED, 10% roztok SDS,
10% roztok APS a po fadném promichani vSech sloZek byl obsah banky nanesen mezi
skla na zatuhly délici gel zbaveny n-butanolu. Mezi skla byl do jeSt¢ tekutého
zaostfovactho gelu vloZen hiebinek pro vytvofeni jamek. Po 30 min tuhnuti byl gel
pfipraven na vyjmuti ze stojanku a na nanseni vzorki.

Vzorky byly pted nanesenim na gel smichany 1:1 s Laemliho vzorkovacim
pufrem a umistény na 5 min do termobloku pii 95 °C tak, aby doSlo k tepelné
denaturaci. Do komurky mezi skly v elektrodovém drzdku a do elektrodové vany byl
nalit elektrodovy pufr o pH 8,3 a slozeni 25 mmol-1"" Tris, 192 mmol-1" glycin a 0,1 %
(w/v) SDS. Po vyjmuti hfebinkii a propipetovani jamek bylo naniSeno 20 ul smési
vzorku s pufrem, popiipadé¢ 5 ul proteinového standardu (Precision plus, Biorad).
Separace proteina probihala pti stalém napeti 110 V.

Po elektroforetické separaci byly gely barveny koloidnim roztokem barviva
Coomassie Brilliant Blue o sloZeni 0,12% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250,
10% (w/v) siran amonny a 10% (v/v) kyseliny fosforecni. Tento zisobni roztok byl
pied pouZitim smichidn v poméru 4:1 (v/v) s metanolem (MeoH). Tuto smés bylo nutné

nechat michat 15 min. Gely t4dn€ oplachnuté destilovanou vodou byly umistény
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do Petriho misek s pfiblizn€ 30 ml ptfipraveného barviva. Za stalého michani byly gely
ponechény barveni pfes noc.

Nasledujici den bylo tfeba gely odbarvit. Nejprve byla z Petriho misek odstranéna
barvici smés a veSkeré jeji zbytky. Gely proplachnuté destilovanou vodou byly
umistény opét do Petriho misky, tentokrat v§ak naplnéné 20% (v/v) kyselinou octovou.
Za stalého michéani byly gely odbarvovany tak dlouho, dokud nebylo odbarveno pozadi
gelt, tedy 5-6 h. PriibéZné€ byl po 30min intervalech odbarvovaci roztok vyménovan pro
zkrdceni doby a lepSi ucinnost odbarvovani. Odbarvené gely byly oplachnuty
a umistény do Petriho misky s deionizovanou vodou a takto uchovany v lednici.

Obrazovy zaznam gelll byl ziskdn spomoci skeneru Umax U9908-HARO

(Amersham Bioscience Corp, USA) a zpracovan s pouzitim softwaru ImageMaster.

Tab. 4 Objemy slozek pro piipravu gell na elektroforézu.

SloZka Délici gel 10 % Zaosttovaci gel 4%

AA/BIS 30%, 0,8% 3.4 ml 0,65 ml
1,5mol.I" HCI, pH 8,8 2,5 ml -

0,5mol.I"" HCI, pH 6,8 - 1,25 ml

H20 3,8 ml 2,95 ml

10% SDS 0,1 ml 0,1 ml

10% APS 0,05 ml 0,06 ml

TEMED 0,015 ml 0,01 ml
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3.2.8 Studium zmén aktivity alkalické fosfatasy po tepelném

ovlivnéni a v pritomnosti substratu a inhibitoru

Za ucelem zjiSténi zmény aktivity ALP pfi jejim zahfivani byl pouZit zasobni roztok
tohoto proteinu o koncentraci 2 mg.ml™ v 100 mmol.I"' TEAB pufru. Také byl pouZit
zasobni roztok inhibitoru alkalické fosfatasy L-fenylalaninu o koncentraci
80,02 mmol.I" v 100 mmol.l' TEAB pufru. Dile byl vytvofen roztok substritu
alkalické fosfatasy p-NPP o koncentraci 84,6 mmoll" v 100 mmol.I"' TEAB pufru.
Do mikrozkumavek obsahujicich 25 ul 100 mmol.I"" TEAB pufru bylo odebrano 12,5 ul
ze zasobniho roztoku alkalické fosfatasy obsahujicich 25 pg proteinu. Pro sledovéni
vlivu inhibitoru na aktivitu ALP po tepelném ovlivnéni bylo do mikrozkumavek dale
pfidano 12,5 ul zadsobniho roztoku L-fenylalaninu tak, Ze jeho vysledna koncentrace
v50 pl smési byla 20 mmol.lI". Pro sledovani vlivu substrdtu na aktivitu ALP
po tepelném ovlivnéni bylo naopak piidano 12,5 ul zasobniho roztoku p-NPP jehoz
vysledna koncentrace v 50 ul smési tedy byla 15 mmol.I".

Ptipravené vzorky obsahujici pouze ALP, ¢i ALP a substrat, poptipadé¢ ALP
a inhibitor byly inkubovany 30 min pfi pokojové teploté. Nasledné byly zahtivany
po dobu 1 h pfi riiznych teplotach — 20, 35, 43, 50, 56, 62, 68, 75 a 90 °C. Nésledn¢
doslo k okyseleni vzorki ptidavkem 4,5 pl 5% FA na hodnotu pH 5. Pro posouzeni
vlivu okyseleni na vysledné hodnoty absorbance byly pro kombinaci ALP a substrit
vyhotoveny dvé¢ sady vzorkt, pficemZ jedna z nich zlstala neokyselena — tedy s pH 8,5.
Po okyseleni se vzorky nechaly inkubovat 15 min pfi laboratorni teploté. Nasledné byly
vzorky centrifugovany pii 25000 g po dobu 20 min pii 4 °C. Po centrifugaci bylo
opatrn¢ z hladiny vzorkd odebrdno 10 ul supernatantu do cisté mikrozkumavky.
(Zaroven bylo odebrano dal$ich 10 ul supernatantu pro pozdéjsi St€peni (Kap. 3.2.2.5).
K nim bylo ptidano 500 ul substratu ALP p-nitrofenylfosfatu o koncentraci 15 mmol.1".
Takto byly vzorky ponechany inkubovat po dobu 1 h pti 35 °C. Nésledné byly vzorky
fedény pomoci 100 mmol.lI" TEAB pufru. V piipads vzorkit ALP a ALP s inhibitorem
stailo fedéni 3x, pro vzorky ALP se substratem bylo zapotiebi fedit vzorky 40x. Poté
byla méfena absorbance barevného produktu reakce ALP a p-nitrofenylfosfatu
pfi absorpénim maximu 405 nm. Z naméfenych hodnot byl vytvofen graf zavislosti
absorbance na dobé zahifivani vzorkd pro varianty vzorkll s obsahem ALP (pH 5),
ALP+ inhibitor (pH 5) a ALP+ substrat (pH 5) a ALP+ substrat (pH 8,5). VSechny

vzorky byly vyhotoveny v duplikatech.
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3.2.9 nLC-MS/MS analyza

Vzorky, obsahujici naStépené a reduktivni dimethylaci modifikované peptidy, byly
analyzovany pomoci systému kapilarni chromatografie (nLC; RSLCnano, Thermo
Fisher Scientific, USA) online spojeného s tandemovym hmotnostnim analyzatorem
Q-TOF vybavenym nano-ESI ionizaci (UHR-Q-TOF maXis, Bruker Daltonics,
Némecko). Ptipravené odpatfené vzorky ve sklenénych vialkach byly rozpustény v 50 ul
roztoku 5% kys. mravenci (FA) modifikované 5% MeOH, sonikovany po dobu 5 min
a preneseny do autosampleru chromatografického systému. K analyze byly odebrany
2 Wl vzorku a obsazené peptidy byly pii prutoku 4 ul/min zachyceny na piedkoloné
75 pm x 3 cm (IntegraFrit, New Objective, CA, USA) naplnéné reverzni fazi (Reprosil
GOLD C18, 5um, Dr. Maisch GmbH, Némecko) pomoci vzorkovaci pumpy a néasledné
izokraticky promyty 21 ul 2% FA. D¢leni zachycenych peptidii bylo provedeno
dvouslozkovou gradientovou eluci v pribéhu 47 min na analytické nanokapilarni
koloné (50 pm X 20 cm, SilicaTip, New Objective, CA, USA) naplnénou reverzni fazi
(Reprosil AQ C18, 3 um, Dr. Maisch GmbH, Némecko) pii pritoku 200 nl/min. Elu¢ni
gradient byl vytvofen michanim mobilni faze A (0,1% FA) a mobilni faze B (90%
acetonitril modifikovany 0,1% FA) se smérnici michani sloZek gradientu
odpovidajici nartstu mobilni faize B v mobilni fazi A s rychlosti 1,25% slozky B/min

v pribéhu 20 min (cely gradient je uveden v Tab. 5).
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Tab. 5 Nastaveni chromatografického déleni peptidii obsaZenych ve vzorcich pomoci 47 min
gradientu pfi pritoku 200 nl/min. SloZeni mobilnich fazi bylo nasledujici: pufr A: 0,1% FA
ve vode, pufr B: 90% acetonitrilu modifikovaného 0,1% FA.

Cas (min) %A %B
0 90 10
10 90 10
30 65 35
35 10 90
37 10 90
40 90 10
52 90 10

Rozdélené peptidy eluované z analytické kolony byly ionizovany ESI ionizaci
a detekovany metodou tandemové hmotnostni analyzy v usporddani ,,data-dependent
analysis (DDA)“ s kolizn¢ indukovanou fragmentaci peptidi v kolizni cele plnéné
dusikem. Nastaveni hmotnostniho analyzatoru bylo nasledujici: Zdroj (Source; capillary
voltage 1650 V; Dry gas: 6 L/min; Dry temperature: 150 °C); Tune Page nastaveni (Ion
funnel RF 400 Vpp; Multipole RF 400 Vpp; Quadrupole ion energy 3,2 eV; collision
energy 6 eV; Collision RF 1200 Vpp; transfer time 70 ps; pre-puls storage 12 ps);
MS/MS nastaveni (Auto MSMS on; Precursor Ions: 2s cycle time; threshold
pro ptepinani z MS na MSMS mdd 5000 cts; active exclusion po 2 spektrech po dobu
nésledujicich 30 s; excluded mass rozsah prekurzor 100-350 Da). MS data byla sbirdna
v hmotnostnim rozsahu 250-1600 m/z s dobou sbéru (acquisition time) 500 ms pro MS

a 100-300 ms pro MS/MS v zavislosti na intenzité prekurzoru.

3.2.10 Zpracovani dat

Nameéfena surova data byla zpracovana programem DataAnalysis v. 4.3 (x64; Bruker
Daltonics, Némecko), fragmentaéni spektra a mérné hmotnosti prekurzorti byly uloZeny
ve formatu mgf (Mascot generic file). Tato spektra byla importovdna do programu
ProteinScape v2.2 a vyuzita k identifikaci nejprve peptidi a nasledné€ proteinii pomoci
datab4dzového prohledavani pomoci Mascot algoritmu (in-house mascot server, Matrix
Science, England, UK) proti databazi obsahujici vybrané proteinové sekvence hovéziho
sérového albuminu, serotransferinu, alkalické fosfatdzy a dalSich béZnych

kontaminantt.
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Pro identifikaci peptidi a proteini byly nastaveny tyto parametry: Stépici
protedza: chymotrypsin/trypsin; maximéalni povoleny pocet vynechanych Stépnych mist
(miss cleavage) 5; povolené modifikace peptidi: karbamidomethylace cysteind jako
pevnd (fixed), acetylace N-konci proteinli, oxidace methioninu, dimetylace lysinu
a N-koncli peptidi (Dimethyl (K), Dimethyl (N-term), Dimethyl:2H(4) (K),
Dimethyl:2H(4) (N-term)) byly nastaveny jako variabilni; povolené odchylky
pro MS prekurzorii: 25 ppm a pro MS/MS fragmentace peptidi 0,03 Da; miniméalni
skore pro identifikaci peptidl 25, pro identifikaci proteinu minimalné 1 peptid s identity
skore definovanym algoritmem MASCOT na zdkladé velikosti databiaze; minimalni
skore pro identifikaci proteinit 30. Vysledky prohledavani a identifikace peptidi byly
exportovany do formatu XLS a vyhodnoceni vysledkii bylo provedeno v programu

MS Excel.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Stanoveni celkové koncentrace proteini v roztoku alkalické

fosfatasy metodou Bradforda
Spektrofotometrickym méfenim s vyuZitim metody Bradforda byla ziskdna kalibraéni
kiivka standardi BSA (Obr. 6). Také byla zmeéfena absorbance roztoku alkalické
fosfatasy, jehoZ teoretickd koncentrace dle navdzky by se rovnala 1000 pg.ml™.
Dosazenim zméfené hodnoty do rovnice charakterizujici zavislost absorbance na
koncentraci proteinii vSak bylo vypocteno, zZe skutecnd celkovi koncentrace proteinu
v daném roztoku se rovnala pouze 440,24 ug.ml'l. Hodnoty absorbance pro kazdy
standard 1 vzorek byly ziskdny ze tfi méfeni. Navazky vychoziho materialu ALP byly

tedy umérné navyseny.

Kalibracni krivka
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Obr. 6 Kalibra¢ni kiivka proteinovych standardi BSA pro stanoveni koncentrace proteinového
vzorku metodou Bradforda.
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4.2 Identifikace proteini v roztoku alkalické fosfatasy pomoci

hmotnostni spektrometrie
V ramci prvnich pokusnych experimentti byly proteolyticky nastépeny vzorky roztoku
ALP. Po odsoleni na StageTips a nLC-MS analyze byly identifikoviny proteiny
obsaZzené ve vzorku vici databazi Swiss-Prot a s pomoci vyhledavaciho néstroje
Mascot. Bylo zjiSténo, Ze vychozi material ALP obsahuje celé spektrum dalSich
proteinit  (Tab. 6) — vnejvétSim zastoupeni hovézi serotransferin, BSA
a dipeptidylpeptidasu 4. ALP byla identifikovana ve vychozim materidlu az jako
Ctrnacty protein v celkovém potradi. Kompletni pocet identifikovanych peptidii pro
vSechny proteiny ve vzorku byl 242, pro ALP vSak bylo identifikovano pouze 7 peptidi,
tedy neceld 3 % z celkového mnozstvi. Ackoliv je v ramci jednotlivych experimentl
uvadéno pouziti vzorki ALP, tyto vzorky obsahovaly vzdy komplexni proteinovou
smés s minoritnim obsahem samotné ALP. Této skutecnosti vSak bylo vyuzito — diky
nizkému obsahu ALP ve vychozim materidlu byly ziskdny vzorky proteinové smési.
Tato prace tak ma za tkol prokazat, Ze vyuzZité metody a postupy lze aplikovat na cilovy
protein i pfesto, Ze je souCasti smési vice proteini. Mnozstvi peptidi pro jednotlivé
experimenty a vzorky ALP vSak mélo urcitou variabilitu. V Tab. 7 je soupis peptidli
identifikovanych pro protein ALP v ramci jiného experimentu s jiZ optimalizovanymi
experimentalnimi podminkami. Tentokrat bylo identifikovano pro ALP celkem
15 peptida, tedy ptiblizn€ dvojnasobné mnozstvi oproti identifikaci v Tab. 6, coz svédci
o jisté variabilité poctu peptidi. Bylo identifikovano 12 tryptickych peptidl a 3 peptidy
semitryptické. Semitryptické peptidy se vSak nevyskytuji vZdy a reprodukovatelné,
jelikoZ za chymotryptickou stranou $tépu se vétSinou nachazi také misto pro Stépeni
trypsinem, ktery zde Stépi za vzniku delSi varianty daného semitryptického peptidu.
Z hlediska kvantifikace tedy takové peptidy nejsou Zadouci a je preferovian vybér
peptidi tryptickych. MnozZstvi tryptickych peptidi je vSak pro kvantifikaci také
nevhodné predv§im kvali vyskytu aminokyselin podléhajicich posttranslacnim
modifikacim ve své sekvenci. UrCity pocet peptidi z celkového mnozstvi se napft. kvili
své prostorové dostupnosti vyskytuje nepravidelné a ze zbytku pravidelné
se vyskytujicich peptidi se tedy da jen wurcitd cast peptidi s optimdlnim
experimentalnim chovanim vyuZzit pro kvantitativni reprezentaci proteinu. Vybér

takovych peptida pro studované proteiny je popsan v nésledujici kapitole (Kap 4.3).
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Tab. 6 Proteiny identifikované ve vzorku ALP po LC-MS analyze.

Protein Accession Poc.eto Pokryti
peptidi  sekvence
Serotransferrin OS=Bos taurus sp|Q29443|TRFE_BOVIN 68 66,2
Serum albumin OS=Bos taurus sp/P02769|ALBU_BOVIN 25 433
Dipeptidyl peptidase 4 OS=Bos taurus sp/P81425|DPP4_BOVIN 20 24.8
Filamin-C OS=Mus musculus sp|Q8VHX6|FLNC_MOUSE 14 5,6
Filamin-C OS=Homo sapiens splQ14315[FLNC_HUMAN 3 5,4
Polymeric 1m1i1uno globulin receptor spIP81265|PIGR_BOVIN 13 18.9
OS=Bos taurus
Adenosine deaminase OS=Bos taurus splP56658|ADA_BOVIN 11 32,8
Keratin, type II cytoskeletal 1 OS=Pan sp/ASA6M6[K2C1_PANTR 3 10.8
troglodytes
IgGFc-binding protein OS=Homo sapiens  sp|Q9Y6R7|[FCGBP_HUMAN 9 1,6
Ectonucleotide
pyrophosphatase/phosphodiesterase family sp/P15396|ENPP3_BOVIN 9 114
member 3 OS=Bos taurus
Alpha-2-macroglobulin OS=Bos taurus splQ7SIH1|A2MG_BOVIN 7 5,6
Dipeptidyl peptidase 1 OS=Bos taurus sp|Q3ZCJS|CATC_BOVIN 7 16
Keratin, type | cytosk.ele.:tal 10 OS=Canis spIQ6EIZO[K1C10_CANFA 4 10,4
familiaris
Intestinal-type alkaline phosphatase splP19111[PPBI_BOVIN 7 15,8
0OS=Bos taurus
Keratin, type I_I cytoskelet.al 2 epidermal spIP35908|K22E_HUMAN 6 11.9
OS=Homo sapiens
Fibrillin-1 OS=Bos taurus sp/P98133|FBN1_BOVIN 8 2,8
Cationic trypsin OS=Bos taurus splPO0760/TRY1_BOVIN 3 20,7
Lactotransferrin QS=Camelus splQOTUMO|TRFL,_CAMDR > 7.6
dromedarius
Keratin, type I cytos'keletal 9 OS=Homo spIP35527[K1C9_HUMAN 4 5.9
sapiens
Antithrombin-III OS=Bos taurus sp|P41361|ANT3_BOVIN 4 8,8
Transthyretin OS=Bos taurus splO46375[TTHY_BOVIN 3 24.5
Trefoil factor 3 OS=Bos taurus splA8YXX7|TFF3_BOVIN 3 53,1
Fibrinogen alpha chain OS=Bos taurus sp|P02672|FIBA_BOVIN 1 2,1
Dipeptidyl pepgdase 1 OS=Macaca splQ6OHGE|ICATC_MACFA 1 45
fascicularis
Dipeptidase 1 OS=Sus scrofa sp|P22412|DPEP1_PIG 1 2,4
60 kDa chaperonin 2 splQ6A6W2|CH602_PROAC 1 1,9

OS=Propionibacterium acnes
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Tab. 7 Peptidy vyskytujici se pro protein ALP. Mnohé z identifikovanych peptidii nemély
pravidelny vyskyt, nékteré v sekvenci obsahovaly aminokyseliny podéhajici posttranslaénim
modifikacim popiipadé obsahovaly mista pro $t€peni chymotrypsinem.

peptid specifita
FLGDGMGVPTVTATR.I semitrypticky
K.KLQPIQTAAK.N trypticky
K.LGPETPLAMDQFPY.V semitrypticky
K.LGPETPLAMDQFPYVALSK.T trypticky
K.LQPIQTAAK.N trypticky
K.NVILFLGDGMGVPTVTATR.I trypticky
K.QNLVQAWQAK.H trypticky
K.SVGVVTTTR.V trypticky
K.YMFPVGTPDPEYPDDASVNGVR.K trypticky
R.GFYLFVEGGR.I trypticky
R.GNEVTSVMNR.A trypticky
R.GTSIFGLAPSK.A trypticky
R.QVPDSAGTATAY.L semitrypticky
R.TIGVSAAAR.Y trypticky
R.VQHASPAGAYAHTVNR.N trypticky

4.3 Studium aminokyselinové sekvence a prostorového usporadani
vybranych peptidia

Nejprve byla vyhleddna aminokyselinovd sekvence proteinit ALP, BSA

a serotransferinu. K tomu byla pouZzita databaze UniProt, kde byl vygenerovan FASTA

format sekvence. Ten byl vloZzen do nastroje ProteinCutter na strankich

https://software.cr-hana.upol.cz/proteincutter/index.php. Bylo zjiSténo procentudlni

zastoupeni aminokyselin vyuZitelnych pro Stépeni trypsinem — Arg a Lys a také

zastoupeni aminokyselin, za kterymi St€pi chymotrypsin — Leu, Tyr, Phe a Trp.

MQGACVLLLLGLHLQLSLGLVPVEEEDPAFWNRQAAQALDVAKKLOPIQTAAKNVILEE SIS
ERILKGOMNGKIE TS T VALSK T YNVDROVPDSAGTATAY L. CGVKGNYRTIGVSAAARYNQC
KTTRGNEVTSVMNRAKKAGKSVGVVTTTRVOHASPAGAYAHTVNRNWY SDADLPADAQMNGCOD IAAQLV
NNMDIDVILGGGRKYMFPVGTPDPEYPDDASVNGVRKRKONLVOAWOAKHOGAQYVWNRTALLQAADDSS
VTHLMGLFEPADMKYNVQQDHTKDP TLOQEMTEVALRVVSRNPRGFYLFVEGGRIDHGHHDDKAYMALTEA
GMFDNAIAKANELTSELDTLILVTADHSHVF SFGGYTLRGTSIFGLAPSKALDSKSYTSILYGNGPGYAL
GGGSRPDVNDSTSEDP SYQQQAAVPQASETHGGEDVAVFARGPQAHLVHGVEEETFVAHIMAFAGCVEPY
TDCNLPAPTTATSIPDAAHLAASPPPLALLAGAMLLLLAPTLY

Obr. 7 Aminokyselinova sekvence alkalické fosfatasy se Zluté zvyraznénymi misty pro $tépeni

trypsinem (Arg, Lys), tyrkysové zvyraznénymi tryptickymi peptidy a Sed¢ zvyraznénymi
semitryptickymi peptidy vyskytujicimi se pii identifikaci ALP.
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Bylo zjiSténo, Ze aminokyselinovd sekvence ALP obsahuje oproti BSA
¢i serotransferinu  velmi nizké procento Stépnych mist pro trypsin (Tab. 8).
Z aminokyselinové sekvence je navic patrné, Ze potencionalni peptidy jsou povétSinou
prili§ dlouhé, ¢i naopak kratké k tomu, aby mohly slouzit ke kvantifikaci. (Obr. 7).
Optimalni délka peptidu spolehlivé reprezentujiciho protein pti kvantifikaci je totiz
mezi 5 a 22 aminokyselinami (Demeure et al., 2014). Do budoucna by tedy bylo vhodné
zvazit pouZiti jiného proteolytického enzymu ke Stépeni ALP — napt. Lys - C. Na Obr. 7
jsou pro nazornost také Zluté¢ zndzorn€na mista pro Stépeni trypsinem — Arg a Lys
a peptidy ALP, které byly identifikovany a jsou zdroven zobrazeny v Tab 7. Tyrkysové
jsou zvyraznény peptidy tryptické a Sedou barvou jsou zvyraznény peptidy
semitryptické. Je patrné, Ze dva ze semitryptickych peptidi K.LGPETPLAMDQFPY.V
a F.LGDGMGVPTVTATR.I byly pouze kratsi variantou tryptickych peptidi
K.LGPETPLAMDQFPYVALSK.T a K.NVILFLGDGMGVPTVTATR.I. Kvuli této
skutecnosti nemohly byt ani krat$i semitryptické, ani delSi tryptické varianty téchto
peptida pouZzity pro fadnou kvantifikaci.

Pro ALP byly vybrany urcité peptidy, jejichz aminokyselinové slozeni a délka
napovida jejich vhodnému chovani pfi St€peni a dobré reprodukovatelnosti. Zaroven
byly vybrany i n€které peptidy s vyskytem problémovych aminokyselin (Met, Asn, Gln,
Cys), ¢i semitryptické peptidy. Po vyhodnoceni dat pro jednotlivé peptidy
v nésledujicich experimentech bylo zjiStovano, zda vyskyt problémovych aminokyselin
v sekvenci peptidu zptisobi vZdy konkrétni negativni projev v kvalité ziskanych dat.
Také bylo zjisStovano, zda peptidy s vhodnym aminokyselinovym sloZenim skute¢né
poskytuji reprodukovatelnou odezvu. NejhorSich vysledki bylo dosaZeno se dvéma
peptidy R.QVPDSAGTATAY.L aK.LVIDLTKLGPETPLAMDQFPY.V 7z ¢asti
Stépenymi chymotrypsinem. Casto tyto peptidy nebyly vibec identifikovany

a nevykazovaly linearni odezvu na zmény koncentrace proteinu ve vzorku.

Tab 8. Srovnani procentudlniho obsahu mist v sekvenci proteini ALP, BSA a serotransferinu
vhodnych pro Stépeni trypsinem ¢i chymotrypsinem

AK pro Stépeni trypsinem (%) AK pro Stépeni chymotrypsinem (%)
ALP 7,7 16,5
BSA 12,6 16,5
serotransferin 14,2 19,6
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Trypticky peptid K.LQPIQTAAK.N byl zhlediska kvantifikace také
problematicky, jelikoz ziskané vysledky mély vysokou variabilitu zplisobeou
pravdépodobné vyskytem dvou GIn podléhajicich deaminaci. NejuspokojivéjSich
vysledkli bylo dosahovdno s peptidy R.TIGVSAAAR.Y a K.SVGVVTTTR.V.
Zajimavé je, Ze oba z téchto peptidii maji ve své sekvenci Thr a Ser, druhy z peptidii
dokonce tfi Thr za sebou, s moZnou tendenci k fosforylaci a pfesto nedoslo
k negativnimu ovlivnéni jejich vlastnosti pti kvantifikaci. Z toho je moZné usuzovat, ze
tendence téchto aminokyselin podléhat fosforylaci nema na experimentalni chovéni
peptidl natolik zaporny dopad, jako vyskyt aminokyselin, na kterych mtiZou probihat
jiné typy modifikaci — deaminace a tvorba disulfidickych mtstk. Ov§em i pro tyto typy
modifikaci mohou nastat vyjimky — napf. peptid K.ELPDPQESIQR.A proteinu
serotransferinu poskytoval i1 pfes vyskyt dvou Gln velmi reprodukovatelné vysledky
s odpovidajicimi poméry L:H. Pravdépodobné mél tento peptid velmi nizké sklony
k deaminaci Gln, coZ dokazuje individualitu chovani jednotlivych peptidl a roli mnoha
dalsich faktorti. Peptid K.GDVAFVK.D serotransferinu obsahoval ve své sekvenci Phe-
chymotryptické Stépné misto. Pravdépodobné tak pii jeho St€peni vznikaly peptidy
naolik malé, Ze unikly detekci. Nejspi§ z tohoto divodu se peptid choval velmi
variabiln€¢ a poméry L:H v krajnich hodnotich koncentraci proteinu (1 pg a 25 pg)
nebyly odpovidajici.

Déle byly vybrané peptidy zndzornény v ramci prostorové struktury daného proteinu.
K tomu byl vyuZit program PyMOL 2.0 (Schrédinger LLC, USA). Bylo zhodnoceno,
zda muzZe mit prostorové uspoiadani peptidu vliv na jeho chovéni pfi proteolytickém
Stépeni. Pro ALP byly ve 3D struktute proteinu zobrazeny peptidy R. TIGVSAAAR.Y
(Obr 8 a)) aK.SVGVVTTTR.V (Obr 8 b)), které spolehlivé reprezentovaly ALP pfi
kvantifikaci. Peptid R.TIGVSAAAR.Y se nachdzel na povrchu, byl tedy snadno
dostupny pro Stépeni trypsinem. Peptid K.SVGVVTTTR.V byl naopak lokalizovan
uvnitt struktury, jeho dostupnost byla tedy znesnadnénd, presto vSak jeho umisténi
nemélo negativni dopad na Sté€peni. Pro serotransferin byl zobrazen peptid
K.GDVAFVK.D (Obr. 9 a)), ktery nevykazoval vhodné vlastnosti pro kvantifikaci.
Bylo vSak zjisténo, Ze se stejné¢ jako druhy zobrazeny peptid K.GYLAVAVVK.T
(Obr. 9 b)) nachazi na povrchu struktury a divodem k jeho nevhodnému chovani pfi
Stépeni tedy pravdépodobné nebude jeho prostorové umisténi, ale vyskyt

chymotryptické aminokyseliny Phe v sekvenci.
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Obr. 8 Prostorova struktura alkalické fosfatasy. Cervené jsou vyznaGeny dva atomy Zn a atom
Mg reprezentujici lokaci aktivniho mista. Purpurové jsou vyznaCeny dva peptidy
a) RTIGVSAAAR.Y ab) K.SVGVVTTTR.V.

Obr. 9 Prostorova struktura serotransferinu. OranZov€ jsou vyznaCeny dva atomy Fe
reprezentujici lokaci aktivnich mist. Purpurové jsou vyznaceny dva peptidy a) K.GDVAFVK.D
ab) KGYLAVAVVK.T

Aminokyselinova sekvence ¢i prostorové usporadani danych peptidii ndim miiZe
mnohé napovédét o jejich vlastnostech pfi Stépeni a nasledné kvantifikaci, avSak
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vyznamnou roli hraje spousta dalSich faktorii jako nédboj, hydrofobicita, retencni
koeficient, energetické vlastnosti ¢i pfitomnost okolnich peptidi (Fusaro et al., 2009).
MoZnym zjednoduSenim vybéru proteotypickych peptidi je pouziti sofistikovanych
nastroji ¢i programl vyvinutych k tomuto dcelu, napi. PeptidePicker (Mohammed
et al., 2014) ¢i PeptideManager (Demeure et al., 2014).

Manuélni vybér peptidi pro kvantifikaci je tedy mozny, avSak dilezité je
experimentalné ovérit, Ze se vybrané proteotypické peptidy s vhodnou délkou vyskytuji

pravidelné€ a reprodukovatelné s vysokou intenzitou.

4.4 Zjisténi optimalniho objemu reakce pro Stépeni

Objem reakce, ve které dochdzi ke Stépeni proteinu trypsinem, je dilezitym faktorem
ovliviiujicim vyslednou kvalitu ziskanych dat po provedeni experimentu. Vzorky BSA
byly Stépeny ve tfech riznych objemech — 200, 100 a 50 pl. Pfedmétem vyhodnoceni
tohoto experimentu bylo srovnani kvality identifikace proteinti, mnozstvi uvolnénych
peptidd, jejich reprodukovatelnost a také kvalita ziskanych hmotnostnich spekter pro
jednotlivé varianty objema S$tépicich roztokli ve vzorcich. Na Obr. 10 jsou
chromatogramy vygenerované pro objem Stépiciho roztoku 200 pl (a) a pro objem
Stépiciho roztoku reakce 50 pl (b). Pfi jejich srovnéni je patrné, Ze v niZ§im objemu
50 pl doslo k produkci vétSiho mnoZstvi peptidd diky ucinnéjSimu St€peni vstupniho
proteinu a k zajiSténi vysoké reprodukovatelnosti procesu proteolytického St€peni, coz
je patrné ze zobrazenych chromatografickych zdznama. Naopak u objemu 200 pl byla
vykazovdna vysSi variabilita mezi St€épenymi vzorky, jak je vidét na variabilité
ziskanych chromatogramii. Pro dalsi praci se tedy jevilo jako idedlni $tépeni proteinti
v roztoku o co nejmensim objemu, tedy 50 pl. MoZznym uskalim v§ak mlzZe byt nutnost
pipetovani nizkych objemu jednotlivych ¢inidel a predevSim proteinového roztoku, kdy
muZe dochazet k negativnimu ovlivnéni analyzy vlivem pocitec¢ni chyby pipetovéni.
Vzhledem k tomu, Ze mnozstvi proteini v analyzovanych vzorcich byva Casto mensi
nez 100 ng, byva koncentrace proteinii v celkovém objemu vzorku velmi nizkd pro
dosazeni optimalni tc¢innosti proteolytického Stépeni. Jiz diive tedy byly publikovany
prace zabyvajici se sniZenim objemu pro reakci trypsinu s proteiny. Russel et al., 2001
¢i Strader et al., 2006 se rozhodli Stépit proteiny v pufrech s ptidavkem acetonitrilu,

ktery jakozZto organické rozpoustédlo stlacil proteiny do mensiho objemu a poskytl jim
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tak lepSi podminky pro interakci. Organickd rozpousStédla navic pomdhaji strukturu
proteinu rozvolnit a rozpustit jej. Ve své praci prezentovali nejvyssi zvySeni mnoZstvi
peptidl a pokryti proteinové sekvence pfi St€peni proteinit v 80 % acetonitrilu po dobu
1 h (Strader et al., 2006). Tyto vysledky byly vSak nasledné vyvraceny tim a tim, ktefi
zjistili, Ze jiz s pouzitim > 50 % acetonitrilu dochazi k vyraznému sniZeni trypsinové
aktivity a precipitaci proteini (Wall et al., 2011). Proto nebylo pouZiti organickych

s,

rozpoustédel za tic¢elem zvySeni tcinnosti proteolyzy nadale doporucovano.
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Obr. 10 Chromatogramy separace proteinového vzorku BSA Stépeného v objemu a) 200 pl,
b) 50 pl.
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4.5 ZjiSténi optimalni koncentrace trypsinu

Koncentrace trypsinu pro $tépeni proteinll je dal$im dileZitym parametrem, ktery je
vhodné optimalizovat pro dosazeni maximalniho vytézku a uplnosti Stépeni
a opakovatelnosti map molekulovych hmotnosti peptidovych S$tépti. Pocet peptidi
vzniklych trypsinaci proteinu totiZ pozitivn¢ ovliviiuje statistické skére pti vyhodnoceni
identifikace (Shevchenko et al., 2007). Velkym problémem spojenym s tryptickym
Stépenim proteinti je pfidruZzend chymotryptickd aktivita, kterd zplsobuje vyskyt
chymotryptickych $tépt. V piipad¢ sniZeni koncentrace trypsinu pouZité pro Stépeni
se umérné sniZi i koncentrace chymotrypsinu. Vzorky ALP a BSA tedy byly Stépeny
riznymi koncentracemi trypsinu vzhledem k mnoZstvi proteinu ve vzorku — 1:20, 1:40,
1:60, 1:80 a 1:100. Vzorky byly St€peny v objemu 50 pl a obsahovaly 1 pg, 2,5 pg
a5 ug BSA ¢i ALP znacené lehkou znackou a 5 pg pfislusSného standardu znaceného
téZkou znackou. Pro jednotlivé varianty mnoZstvi proteinu a koncentrace trypsinu byl
vytvofen pouze jeden vzorek. Informace pro serotransferin byla ziskana z identifikace
vzorkli ALP. U ziskanych dat po LC-MS analyze bylo spoc¢itino mnoZstvi tryptickych
a chymotryptickych peptidi. Jejich procentudlni pomér je vynesen v nize uvedenych
grafech (Obr. 11) proti trypsinovym koncentracim. Ziskané zavislosti ukazuji, Ze
nejlepsich vysledkl bylo dosaZeno u vSech proteint pfi nejvetsim fedéni trypsinu 1:100.
Pro vzorky s pomérem L:H 1:1 doSlo u ALP ke zlepSeni procentudlniho mnoZstvi
tryptickych peptid aZ o 30 %. U vzorkl s L:H 1:5 vS8ak k naristu % tryptickych $téph
s rostoucim fedénim trypsinu nedoslo.
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Obr. 11 Zavislost procentualniho mnoZstvi tryptickych peptidi na koncentraci trypsinu vztazené
k mnozZstvi proteinu ve vzorku. Méfeni bylo provedeno se sadami vzorkt s pomérem L:H 1:5,
1:2 a 1:1. Vysledky byly zpracovany pro a) ALP, b) BSA a c) serotransferin.
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Dal8im parametrem sledovanym v rdmci tohoto experimentu byl pocet a vyskyt
vhodnych tryptickych peptidi. Bylo zjiSténo, Ze se snizujici se koncentraci trypsinu
pocet peptidi Stépenych trypsinem klesd (Obr 12). U ALP a BSA dokonce doslo
k poklesu k nulovym hodnotadm pro vzorky s L:H 1:5. Pro ALP se zda patrny rostouci
trend u vzorkli s pomérem L:H 1:2 a 1:1. Vzhledem k tomu jak nizké pocty peptidii
vsak vzorky ALP poskytovaly, je tento nartust zanedbatelny. Pro BSA a serotransferin
jsou proto ziskané zavislosti smérodatné;jsi.

Po zvazeni vysledkl tykajich se procentudlniho mnoZstvi a poctu tryptickych
peptidi bylo tfeba nalézt kompromis pro vybér vhodné koncentrace trypsinu. Jako
optimélni tak byla vybrana koncentrace trypsinu 1:60 vzhledem k mnoZstvi proteinu
ve vzorku, jelikoZ dochazi ke znatelnému sniZeni chymotryptické aktivity pti zachovani
uspokojivého mnozZstvi ziskanych peptidi.

V ptipadég, Ze by chymotrypticka aktivita doprovazejici pouzity trypsin nebyla tak
vysokd, tedy pfi pouZiti trypsinu o vysoké cCistoté, trypsinova koncentrace 1:40 by
mohla byt pro proteolyzu optimalné;jsi.

Zajimavé je, Ze pro znaceni peptidii bylo nutné pouZiti dvojnasobného mnozZstvi
lehké znacky, nez ve svém protokolu uvadéji Boersema et al., 2009. Mnozstvi lehké
znacky bylo navySeno, jelikoZ v opacném piipadé€ bylo identifikovano velké mnoZstvi
nedoznacenych peptidl s negativnim dopadem na jejich kvantifikaci.
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Obr. 12 Zavislost poctu tryptickych peptidd na koncentraci trypsinu vztazené k mnozstvi
proteinu ve vzorku. Méfeni bylo provedeno se sadami vzorkd s pomérem L:H 1:5, 1:2 a 1:1.
Vysledky byly zpracovany pro a) ALP, b) BSA a c) serotransferin.
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4.6 Zjisténi vlivu trypsinové koncentrace na dosaZeni odpovidajiciho
poméru L:H
Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, zda m4 koncentrace trypsinu vliv na piesnost
dosazeni daného pomeéru lehké a t€zké znacky L:H ve vzorku. Pokus byl proveden
se vzorky ALP s obsahem proteinu 5 pg ve vzorku. Tyto vzorky byly St€peny v objemu
50 pl v triplikatech trypsinem v pomérech 1:20, 1:40, 1:60, 1:80 a 1:100 vzhledem
k obsahu ALP. Vzorky byly znaCeny lehkou znackou a smichany s téZce znaenymi
standardy v poméru 1:1. Pro vyhodnoceni ziskanych dat byly pouZzity dva peptidy
R.TIGVSAAAR.Y a K.SVGVVTTTR.V, které pii predchozich experimentech jako
jediné poskytovaly vysokou intenzitu, reprodukovatelnost a kvantitativni odezvu
nazmény koncentrace vstupniho proteinu. Oba sledované peptidy vykazovaly
podobnou tendenci chovéani pii rizném fedéni trypsinu (Obr. 13). Pfi nejvyssi
koncentraci trypsinu 1:20 byl pomér L:H vysoky a smérem k fedéni trypsinu 1:80
postupné klesal k naopak pfili§ nizkym hodnotdm. Piekvapité bylo, Ze pii koncentraci
trypsinu 1:100 doSlo ke znatelnému nartstu poméru L:H. Nejlepstho poméru bylo
dosazeno pii koncentraci trypsinu 1:40, nicméné pro dal$i experimenty byla jako

kompromis vzhledem k vysledkim v Kap. 4.5 vybrana koncentrace 1:60.
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Obr. 13 Graf zobrazujici dosaZeni spravnosti poméru L:H 1:1 pfi ménici se koncentraci trypsinu
pouzitého pro Stépeni vzorkd.
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4.7 Stépeni s vyuzitim komeréniho purifikovaného trypsinu

Jak jiz bylo zminéno, kvalita a Cistota trypsinu pouZitého pro Stépeni proteinii ma
zasadni vliv na vysledek provedenych experimentl. Kvalita §tépeni miZe byt negativné
ovlivnéna jednak piitomnosti chymotrypsinu a jednak tvorbou autolytickych peptidi
samotného trypsinu. Podil chymotrypsinu doprovazejicitho trypsin mize byt sniZen
napftiklad afinitni purifikaci trypsinu. Autolyzu trypsinu je moZné eliminovat modifikaci
Arg a Lys zbytkl v jeho molekule napiiklad alkylaci (Rice et al., 1977).

Ucgelem tohoto experimentu bylo zjistit, do jaké miry se bude odlisovat kvalita dat
ziskand pro vzorky Stépené dvéma trypsiny srtznou kvalitou. Prvni trypsin
modifikovany rafinosou byl pfipravovany a béZné pouZivany na oddéleni proteinli
a proteomiky v Centru regionu Hana a druhy byl komeréné dostupny purifikovany
trypsin od firmy Promega upraveny reduktivni metylaci. Pro obé varianty trypsinu byly
v triplikatech pfipraveny lehce znacené vzorky s obsahem 1, 2,5, 5, 10 a 25 ug ALP
a k nim téZce znacené standardy 5 ug ALP. Koncentrace trypsinu byla v poméru 1:60
oproti mnozstvi proteinli ve vzorku. Po ziskdni dat z hmotnostni analyzy byl
vyhodnocovan procentudlni pomér tryptickych a chymotryptickych peptidit pro ALP,
ale také pro BSA a serotransferin doprovazejici alkalickou fosfatasu ve vzorcich
(Tab. 9). Bylo zjisténo, Ze u BSA a serotransferinu doslo pfi pouZiti ¢istéjs$iho trypsinu
k nartistu mnoZstvi tryptickych peptidl asi o 30 %. Zaroven byl vyhodnocovan pocet
identifikovanych tryptickych peptidii. Ukazalo se, Ze u BSA a serotransferinu opét doslo
ke zlepSeni, pficemz se pocet identifikovanych tryptickych peptidi navySil asi
0 10 (Tab. 10). Prekvapivé bylo, ze u ALP nedoslo ke zlepSeni zadného ze dvou
parametri. Na druhou stranu je pocet dvanicti peptidi vzhledem k ne zcela ideélni
sekvenci ALP (Kap 4.3, Obr. 7) pomérné uspokojivy a i procentudlni mnoZstvi
tryptickych peptidic bylo oproti BSA a serotransferinu vyssi jiZz s pouZitim
rafinosovaného trypsinu.

Dale byly vytvoteny kalibraéni kiivky vybranych peptidl jednotlivych ti{ proteinti
(Obr. 14). Pro ALP byly jiz béhem ptedchozich experimentid vybrany dva peptidy
s vhodnym  aminokyselinovym  sloZenim  poskytujici ~ vysokou intenzitu,
reprodukovatelnost a linearni odezvu na zmény koncentrace — R. TIGVSAAAR.Y
a K.SVGVVTTTR.V. Podrobné;jsi popis toho, co je povazovano za vhodné ¢i nevhodné

aminokyselinové sloZeni peptidové sekvence, je uveden v Kap 4.3.
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Tab. 9 Procentualni zastoupeni tryptickych peptidit u proteini ALP, BSA a serotransferinu
ve vzorcich Stépenych dvéma roztoky trypsinu s riiznou cistotou.

protein % tryptickych peptidi
rafinosovany trypsin Promega trypsin
ALP 79,5+ 1,3 80,4+33
BSA 61,7+27 95,9+0,3
serotransferin 65,5+2,7 929+1,3

Tab. 10 Mnozstvi identifikovanych tryptickych peptidd u proteini ALF, BSA a serotransferinu
ve vzorcich Stépenych dvéma roztoky trypsinu s riznou ¢istotou.

protein pocet tryptickych peptidi
rafinosovany trypsin Promega trypsin
ALP 12+1 12+1
BSA 13+0 232
serotransferin 46 £3 352

Také byl pro porovnani vybran jeden peptid s nevhodnym aminokyselinovym sloZzenim
K.ILQPIQTAAK.N a dva semitryptické peptidy R.QVPDSAGTATAY.L,
K.LGPETPLAMDQFPY.V. Zhodnoceni vlivu aminokyseliného sloZeni na kvalitu
ziskanych dat je predmétem nésledujici kapitoly. Pro BSA a serotransferin byly peptidy
vybrany ndhodné.

Pfi porovnani linearity ziskanych kiivek peptida jednotlivych proteini u vzorkl
Stépenych dvéma rliznymi roztoku trypsinu jsou patrné urCité zmény. K pozitivnimu
ovlivnéni linearity kalibra¢nich zavislosti doSlo u ALP vSak pouze v piipad¢ peptidi
s vhodnym aminokyselinovym sloZenim, tedy peptidi R. TIGVSAAAR.Y
a K.SVGVVTTTR.V. U serotransferinu doslo v piipad¢ peptidu K.GDVAFVK.D také
ke zvySeni linearity Hodnoceni linearity u peptidi s nevhodnym aminokyselinovym
slozenim by vzhledem k jejich nizké reprodukovatelnosti nebylo relevantni, avSak
i u nékterych téchto peptidli BSA a serotransferinu se linearita zvysSila v ptipad¢ Stépeni
CistéjSim trypsinem. Predevsim vSak doslo diky pouziti komeréné dostupného trypsinu
k dosaZeni spravngjSich poméra L:H. Pfi Stépeni s vyuZitim rafinosovaného bylo
problémové dosazeni optimalntho poméru L:H pro krajni hodnoty sledovanych
koncentraci proteint, tedy vzorkli s L:H 1:5 a 5:1. PouZitim trypsinu od firmy Promega
bylo dosazeno spravnéjsiho poméru 1:5 u piislusnych vzorkd, predevSim pro BSA.
Promega trypsin byl proto pouZivan i v nésledujicich experimentech. Tento experiment
ukazal, Ze komer¢né dostupny trypsin o vySSi Cistot€ poskytuje ve€tSi procentudlni
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zastoupeni a mnoZstvi tryptickych peptidii a hlavné ptesnéjsi hodnoty L:H, takZe je
vhodnéjsi pro kvantitativni proteomické experimenty. Rafinosovany trypsin, poskytujici
vétsi mnoZstvi chymotrytickych $tépl, je vhodny pro pouZiti primarné v projektech
zamé&fenych na identifikaci proteinli nebo Stépeni proteint s niZ§im obsahem vhodnych

tryptickckych mist (niz§i obsah lysinu a argininu).
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Obr. 14 Kalibracni kiivky vybranych peptidt ziskané Stépenim vzorkd s koncentraci 1-25 pg
v poméru L:H 1:5 - 5:1a) pro ALP §tépenou méné Cistym rafinosovanym trypsinem, b) pro ALP
St€épenou trypsinem od firmy Promega, c) pro BSA St€épeny méné Cistym rafinosovanym
trypsinem, d) pro BSA §tépeny trypsinem od firmy Promega, e) pro serotransferin $t€épeny méné
¢istym rafinosovanym trypsinem, f) pro serotransferin Stépeny trypsinem od firmy Promega.
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4.8 Studium miry agregace proteinového vzorku po tepelném

ovlivnéni
Pro tento experiment byly vytvofeny vzorky obsahujici pouze ALP, ¢i ALP a inhibitor.
Vzorky byly zahfivany na riizné teploty po dobu 5 min, centrifugovany a v odebranych
alikvotech supernatantu byla sledovéana relativni zména proteinového profilu podle
intenzity zbarveni jednotlivych proteinovych pasii. Ugelem zahifvani téchto vzork{ na
ruzné teploty bylo dosahnout tepelné denaturace s naslednou agregaci proteint. Vlivem
rostouci teploty mélo dojit k vysrazeni proteinli z roztoku ve veétsi mife a tedy k jejich
ubytku v odebranych alikvotech supernatantu. Ukazalo se, Ze doba zahfivani 5 min je
pro agregaci proteinli a jejich vylouceni zroztoku zcela nedostaCujici. Intenzita
proteinovych pasl se totiZ s rostouci teplotou nezménila (Obr. 15). Je také moZné,
Ze mnoZstvi 5 pg proteinového vzorku bylo piiliz vysoké pro rychly pribéh agregace.
Bylo totiz zjisténo, Ze ackoliv pocatecni teplota agregace s rostouci koncentraci proteinu

kles4, tak zaroven klesa i rychlost agregace (Eronima et al., 2011).

20°C 35°C 50 °C 75°C 90 °C kDa
-150

-100
-75

-50

-20

Obr. 15 Elektroferogram separace vzorkti ALP inkubovanych 5 min pfi riznych teplotach.
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Na vySe uvedeném elektroferogramu je pouze zidznam separace vzorkl s obsahem
pouze ALP, pro ALP a inhibitor byl totiz ziskan zcela stejny vysledek. Odolnost
proteint vici agregaci byla ptekvapiva, jelikoz Martinez Molina et al., 2013, Savitski
et al., 2014 i Huber et al., 2015 pfi své praci zahtivali své vzorky na rizné teploty pouze
3 min. Za tuto dobu dosdhli prokazatelné agregace proteini. Martinez Molina
et al., 2013 a Huber et al., 2015 dokézali, Ze ubytek proteinti po agregaci byl jiZ za tak
kratkou dobu zahiivani jasné¢ patrny i na membran¢ po Western blotu. Ve zminénych
publikacich vSak byly jako vzorky vyuZivany intaktni buiiky ¢i bunééné lyzaty, kdezto
v této praci byla pouzivana smés proteinll z jiZz purifikovaného materidlu. V natolik
komplexni smési proteinti, kterd je v buiikdch a bunéényh lyzatech mtze byt snazsi
dosdhnout agregace diky vétSimu mnozstvi proteinii a tedy veétSi Sanci vytvofeni
pocateCniho agregacniho centra, které podporuje agregaci dalSich proteinii. Z tohoto
diavodu jsou tedy pravdépodobné purifikované proteiny vici teploté a tedy i agregaci
odoln¢j$i. Molina et al., 2013 navic po tepelné inkubaci provedli ultracentrifugaci
vzorkl pti 100000 g, je tedy mozné Ze v naSem piipad¢ pouzitych 25000 g nebylo pro
fadné oddé€leni precipititu a supernatantu dostacujici.

Za Gcelem zjisténi, pti jaké teploté a jeji dobé plisobeni dojde ke znatelné agregaci
proteind ve vzorku, by proveden obdobny experiment s tim rozdilem, Ze tentokrat byly
vzorky ALP a ALP s inhibitorem podrobeny zahtivini po dobu 1-5 h pfi tfech rGznych
teplotach. Na Obr. 16 a) byly vzorky zahtivany na teplotu 50 °C. Ani po péti hodinich
vSak nedoslo k ubytku proteinového mnozstvi ve vzorcich. Dale byly vzorky obdobné
zahiivany na teplotu 75 °C (Obr 16 b)). Pii této teploté jiz byl patrny tbytek intenzity
proteinovych past jak pifi srovnani se zahfivinim na 50 °C, tak pfi srovnani doby
zahiivani na 75 °C. V ptfipadé zahiivani vzorkli na 90 °C se z barvenych geld jiZ
vytratily pasy pro vétSinu proteinii detekovanych pii nizsich teplotich (Obr. 16 c)).
Mezi zaznamy barvenych geli opét nejsou uvedeny varianty se vzorky ALP
s inhibitorem, jelikoZ mezi odpovidajicimi si vysledky se vzorky ALP nebyly patrné

zadné rozdily.
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a)

b)

Obr. 16 Elektroferogramy separace vzorkit ALP inkubovanych 1-5 h pii teploté¢ a) 50 °C,
b) 75 °Cazac) 90 °C.
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Ubytek proteinti vlivem tepelné agregace pro rizné teploty je v souladu
s vysledky ziskanymi v praci Yan et al., 2004, kde bylo zjiSt€éno pomoci metody
dvojdimenziondlni infracervené korelacni spektroskopie s hemoglobinem, Ze pfi teploté
od 44-54 °C prevaZzoval stav denaturacni, kdy se rozvolfiovala struktura proteinu.
Teprve pii teplot¢ od 54 -70 °C pievazoval stav tepelné agregace doprovazeny
denaturaci. Ackoliv pfi dvou nejvysSich pouZitych teplotach proteiny agregovaly, bylo
nutné miru agregace zvysit natolik, aby bylo mozné ziskat urcity gradient nartistu
agregace 1 pro nizsi teploty. Proto byla pii nasledujicim experimentu po zahiivani Cast
polovina vzorkit ALP ¢i ALP se substratem okyselena na pH 5 za tcelem sniZeni
rozpustnosti proteini. Na Obr. 17 a) je zachycena separace vzorkli bez okyseleni,
pricemz je patrné, Ze k ubytku proteint doslo pfi teploté 75 °C a ptredevsim pii teploté
90 °C, jak jiz znazornovaly Obr. 16. Zaroven nebyl znatelny Zadny rozdil mezi vzorky
ALP a ALP se substratem. U okyselenych vzorkii vSak byl patrny tbytek intenzity
proteinovych pasu jiz pii niZSich teplotiach. Zaroven se ukéazalo, Ze u vzorki ALP
se substratem se zachovalo vétsi mnoZstvi proteinti a byl tak patrny urcity stabilizacni

efekt této interakce.
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b)

ALP ALP + substrat
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Obr. 17 Elektroferogramy separace vzorki ALP a ALP po interakci se substratem
inkubovanych 1 h pfi riiznych teplotach a) pii pH 8,5 a za b) pii pH 5.

4.9 Studium zmén aktivity alkalické fosfatasy po zahfFivani

a v pritomnosti substratu a inhibitoru
Pro studium aktivitnich zmén enzymové aktivity ALP v zavisloti na teploté inkubace
vzorki ALP, ALP a substritu a ALP ainhibitoru byly vzorky zahiivany 1 h
pti teplotach 20, 35, 43, 50, 56, 62, 68, 75 a 90 °C. Po zahiivani a pted centrifugaci
byly vzorky okyseleny na pH 5 a pro ALP a substrat byla pfipravena neokyselena sada
vzorkll pro porovnani vlivu na vyslednou aktivitu. VSechny vzorky byly pfipraveny
v duplikatech. K alikvotiim supernatantil po zahiivani byl pfidan roztok substritu ALP
p-nitrofenylfosfatu. Nésledné byla métena absorbance vzniklého barevného produktu
reakce. Ziskané hodnoty absorbance byly normalizoviny na vychozi hodnotu 1 pro
20 °C a na hodnotu 0 pro 90 °C. Data relativni ztraty aktivity enzyMu ALP v zavislosti
na teplot€ inkubovanych vzorkl byla vynesena do grafu a proloZena sigmoidni funkci
(Boltzmann-sigmoid fit, SciDAVis v1.D005; Obr. 18). Je patrné, Ze ptitomnost
vhodného substritu pozitivné ovlivnila termostabilitu ALP, jelikoZ doSlo k mirnému
posunu zachovani enzymové aktivity ALP u vyssi teploty. ALP bez substratu ztratila
50 % aktivity voblasti 51 °C, kdezto v pfitomnosti inhibitoru k této ztrat¢ doslo
pti 52 °C a vlivem ptitomnosti substratu ptfisla ALP o 50 % své aktivity pti 52-53 °C.

Zaroven bylo zjisténo, Ze okyseleni vzorkti na pH 5 po tepelné inkubaci nemélo zasadni
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vliv na zménu aktivity ALP, jelikoz kiivky ziskané pro ALP + substrat mély velmi

podobny pribéh pii pH 5 (kfivka zelena; Obr. 18) 1 8,5 (kifivka modrd).

Aktivita AP vs teplotni denaturace

1+ & = 50% hodnota interakce:
AP (ph 5) 51°C
AP+INH (ph 5) 52 °C
AP+SUB (ph 5) 53 °C
AP+SUB (ph8.5) 52 °C

* aktivita-UVVIS_AP (pH 5)

= aktivita-UVVIS_AP+INH (pH 5)

04 ° aktivita-UVVIS_AP+SUB (pH 5)
7 s aktivita-UVVIS_AP+SUB (pH 8.5)

-1 — BoltzmannFit1:

0,2+ x0=50.6664770517482

— BoltzmannFit2:

x0=52.1420124422128
BoltzmannFit3:

x0=52.5363250960314

— BoltzmannFit4:

x0=52.3719607330282
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Obr. 18 Relativni pokles aktivity ALP vyjadreny jako z4vislost absorbance na inkubaéni teploté.
ALP byla inkubovidna samotnd, po interakci s inhibitorem a po interakci se substratem.
Absorbance byly normalizovany na hodnotu 1 pro 20 °C a na 0 pro 90 °C. Soucasti grafu jsou
hodnoty 50 % ztraty enzymové aktivity ALP samotné ¢i po inkubaci s interakénim partnerem.

4.10 Ubytek ALP vlivem agregace ve vzorcich po tepelném ovlivnéni
a v pritomnosti substratu a inhibitoru
Stabilizace proteinu ALP vlivem interakce se substrdtem a inhibitorem byla sledovéana
také pomoci metod kvantitativni proteomiky s vyuzitim znaceni technikou reduktivni
dimethylace a nasledné LC-MS/MS analyzy proteolyticky Stépenych vzorki. Tyto
vzorky byly pfipraveny stejné jako vzorky pouZzité ke studiu zavislosti stability
enzymové aktivity, pfi¢emz pro tuto analyzu byl pouzit dalsi alikvot odebrané rozpustné
frakce vzorkll po zahfivani a nasledném okyseleni na pH 5. Z Obr. 19 a) je patrny rozdil
teplotniho posunu mezi kiivkami pro vzorky ALP (Cernd kiivka) a vzorky
inkubovanymi v pfitomnosti substratu (zelena kiivka). Hodnota 50% stability se mezi
témito vzorky zménila o 13 °C ve prospéch vzorkl inkubovanych se substratem, coZ
svéd¢i o pomérné ucinném vlivu substratu p-NPP na tepelnou stabilizaci ALP.

Pro peptid K.SVGVVTTTR.V (Obr. 19 b)) bylo dosaZzeno obdobnych vysledkl
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se substratem p-NPP, ktery pii 50% tubytku stability navysil odolnost ALP vii¢i agregaci
012 °C. Velmi podobného vysledku dosidhli Molina et al., 2013 s pouZitim
antimetabolitem raltitrexed véazajictho se na thymidilatsynthasu. Buné&fny lyzét
s obsahem thymidilatsynthasy vykazoval pfi 50% relativni intenzité proteinovych past
po Western blotu teplotni posun o = 12 °C v pfipad€ pfitomnosti latky raltirexed.
Pro intaktni buiiky doslo ve zminéné praci k teplotnimu posunu za stejnych podminek
09 °C. Vjiné publikaci (Huber er al., 2015) ovSem nebyly teplotni posuny mezi
kontrolnimi vzorky a vzorky s pfitomnosti interagujici latky tak vyrazné. Napiiklad pro
inhibitor Nudix hydrolasy MTHI (S)-crisontinib byl teplotni posun pii 50% abundanci
proteinti = 5 °C oproti kontrolnimu vzorku intaktnich bun¢k s MTH1. V tomto ptipade
vSak byly kiivky teplotnich zvislosti ziskdny s vyuzitim metod kvantitativni
proteomiky.

Mensiho teplotniho posunu bylo dosaZzeno se vzorky ALP inkubovanymi
s inhibitorem L-fenylalaninem (Obr. 19 a), b), Cervena kitivka), pfi¢emZ byl teplotni
posun pii 50% tbytku stability dokonce o 1 °C niZs§i v piipadé¢ obou sledovanych
peptidil, neZ pro vzorky samotné ALP. Nicméné pfi vysSich teplotach — 75 az 90 °C je
patrné, Ze i v piitomnosti inhibitoru doslo k mirné stabilizaci ALP vic¢i tepelné agregaci
vzhledem k tomu, Ze pii téchto vysSich teplotich byl pomér vyjadiujici mnoZstvi
rozpustné frakce proteinit ve vzorcich vys$si, nez v pfipadé¢ vzorki samotné ALP.
L-fenylalanin mél na stabilizaci proteinu pravdépodobné mens$i Gcinky neZ substrat
p-NPP, jelikoZ inhibuje ALP nekompetitivné (Ghosh a Fishman, 1966) a nevaze se tedy

na rozdil od substritu ptimo do aktivniho mista.
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Obr. 19 Relativnim poklesem proteinového mnozstvi ve vzorku vlivem tepelné agregace pro
peptid a) R TIGVSAAR.Y a za b) K.SVGVVTTTR.V Kfivky byly ziskany pro vzorky ALP,
ALP po interakci se substraitem a ALP po interakci s inhibitorem. Inkubace vzorkit probihala 1
h pti 20-90°C. Hodnoty byly normalizovany na vychozi pomér 1 pro 20 °C. Soucasti grafu jsou
hodnoty 50 % interakce pro odecténi rozdili stability ALP samotné ¢i po inkubaci s interakénim
partnerem.

Na nésledujicim obrdzku (Obr. 20) je zobrazeno srovnani vysledkl tykajicich
se tepelné stability ALP detekovanych pomoci spektrofotometrického méteni aktivity

a ziskanych pomoci metod kvantitativni proteomiky. Toto srovnani zéroven
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pravdépodobné odpovidd rozdiliim mezi teplotou denaturace ALP detekované ztratou
aktivity a teplotou agregace sledované proteomickou metodou pomoci detekce zbytku
nevysrdZzené ALP v supernatantu. Je patrné, Ze denaturace a agregace jsou procesy
teplotné oddélené. Borzova et al., 2016 navic pfi studiu BSA pomoci DSC potvrzuje,
Ze jsou tyto procesy oddé€leny v Case diky rozdilné rychlosti téchto procesii. Rychlost
procesu tepelné denaturace spojend s rozvoliiovanim struktury proteinu je pfiblizné
shodné s rychlosti procesu agregace pii 60 °C. Pro ALP bylo pti 50 % hodnotach
stability enzymu zjiSténo, Ze teplotni posun mezi denaturaci, zastupovanou meétrenim
aktivity (modrd kiivka) a agregaci, zastupovanou ubytkem mnoZstvi proteinu
v supernatantu (¢ernd kfivka), byl 3 °C. Pro ALP inkubovanou spole¢né se substratem
p-NPP ¢inil teplotni posun mezi denaturaci (purpurova kiivka) a agregaci (zelena
kiivka) 13 °C. Pritomnost substratu p-NPP méla tedy pozitivni vliv na stabilizaci ALP
jak proti ztraté aktivity, tak proti tepelné agregaci, pficemz agregace byla z hlediska

teplotniho posunu omezena ve vétsi mife, nez ztrata aktivity.

Srovnani vysledki studia stability AP vs teplota
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Obr. 20 Porovnani relativni poklesu aktivity ALP vyjadieny jako zavislost absorbance na
inkubacni teploté méteny spektrofotometricky (prava osa) s relativnim poklesem proteinového
mnoZstvi ve vzorku vlivem tepelné agregace pro peptid R TIGVSAAR.Y méfenym metodami
kvantitativni proteomiky. Pro nédzornost byly zobrazeny kiivky pro vzorky ALP a ALP
po interakci se substratem. Inkubace vzorkl probihala 1 h pfi 20-90°C. Hodnoty absorbance
byly normalizovany na 1 pro 20 °C a 0 pro 90 °C. Hodnoty vyjadiujici dbytek mnoZstvi
proteinu ve vzorcich byly normalizovany na vychozi pomér 1 pro 20 °C.
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5 ZAVER

Cilem ptedloZené priace bylo optimalizovat metody pro kvantitativni analyzu tepelné
stability proteinu. K tomu byl vyuZivan protein alkalicka fosfatasa. Diky skute€nosti,
Ze vychozi materidl tohoto enzymu obsahoval proteinovou smeés, bylo ovéteno, Ze je
zvolend metodika vhodna pro studium cilového proteinu v komplexnéj$im proteinovém
vzorku. V rdmci optimalizace bylo zjiSt€no, Ze se sniZujicim se objemem roztoku
pro Stépeni dochdzi kzisku vétstho mnoZstvi peptidi a  zajiSténi  vetsi
reprodukovatelnosti proteolytického Stépeni diky zahuSténi a snadnéjSimu kontaktu
Stépenych proteinti s trypsinem v prostoru. Se sniZujici se koncentraci trypsinu roste
procentudlni mnoZstvi tryptickych peptidi oproti semitryptickym, ale zaroven dochazi
ke sniZovani poctu celkového mnoZstvi tryptickych peptidi. Pozitivné vSak lze
mnoZzstvi ziskanych tryptickych peptidi ovlivnit pouzitim purifikovaného kvalitniho
trypsinu s vy$$i odolnosti proti autolyze. Ve vzorcich Stépenych takovym trypsinem
od firmy Promega se také zvySil procentudlni obsah tryptickych peptidii a bylo
dosaZeno linearnéjsi odezvy peptidit po MS/MS analyze na vstupni mnoZstvi proteinu
oproti pouZiti rafinosovaného trypsinu Stépiciho Castéji na chymotryptickych mistech
peptidd. Vybér optimdlni kvality pouzitého trypsinu je vhodné ptizptsobit tomu, zda
budou Stépené proteiny pouze identifikovdny, nebo i kvantifikoviny. Pro ucely
kvantitativni proteomiky v této praci byl tedy dale vyuzivan purifikovany komeréné
dostupny trypsin o koncentraci v poméru 1:60 vzhledem k mnozstvi proteinu ve vzorku.
Dal$im cilem byla kvantitativni analyza stability vybraného proteinu po ovlivnéni
teplem a v pfitomnosti, ¢i nepiitomnosti vhodného interakéniho partnera. K tomu bylo
zapotiebi zajistit optimalni podminky pro tepelnou agregaci proteinti. Bylo zjiSténo,
Ze purifikované proteiny jsou vaci agregaci pravdépodobné mnohem odolnéjsi, nez
proteiny v komplexni smési bunécnych lyzath a bunék. Zaroven vSak lze podpofit
proces agregace proteinti snizenim hodnoty pH, ktera, jak bylo ovéfeno, neméla zasadni
vliv na zachovani aktivity ALP béhem teplotni inkubace. Pro studium interakce
proteinu s ligandem byly vyuZiviny vzorky ALP se substratem p-NPP a inhibitorem
L-fenylalaninem. Spektrofotometricky bylo zjiSténo, Ze pfitomnost téchto interakénich
partnerii méla pozitivni vliv na zachovani aktivity ALP pii zahfivani. Vysledky
kvantitativni proteomické analyzy ukazaly, Ze pouzité ligandy taktéz zvySily odolnost
ALP vici tepelné denaturaci a nasledné agregaci. Ze zmén zavislosti aktivity a agregace
na teploté¢ inkubace bylo zaroven patrné, Ze v piipad¢ interakce substratu p-NPP byla
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ALP odolnéjsi proti ztrat¢ aktivity a agregaci, neZz v piipad¢ interakce ALP
s inhibitorem L-fenylalaninem. Tento rozdil si lze vysvétlit tim, Ze L-fenylalanin je
nekompetitivni inhibitor ALP a na rozdil od substratu p-NPP tedy nezasahuje piimo
do aktivniho mista ALP a neovliviiuje jeho vlastnosti v takové mite. Po vyhodnoceni
ziskanych vysledkli tato prace prokazala, Ze navrzené spojeni metod kvantitativni
proteomiky Ize vyuzit pro studium proteinovych interakci intaktnich proteint

v komplexnich proteinovych smésich.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ALP
APS
AQUA
BSA
CETSA
C18
DDA
DSC
DSF
DSLS
DTT
ESI
ETD
FA
HCD
IAA
ICAT
ICPL
ITD
iTRAQ
Km
L:H

LC

m/z
MALDI
MeOH
MS

PAI
PhIAT
pNPP

Q
RT-PCR
SDS
SDS-PAGE
SILAC
SPE
StageTips
Tage
TEAB
TEMED
TFA

T
TMT
TOF
Tris

AG

alkalicka fosfatasa
adenosin-5"-fosfosulfat
absolutni kvantifikace
hovézi sérovy albumin
cellular thermal shift assay
oktadecylsilan
data-dependent analysis
diferen¢ni kompenzacni kalorimetrie
diferencni kompenzacni fluorimetrie
diferen¢ni staticky rozptyl svétla
dithiotreitol
ionizace elektrosprejem
fragmentace pienosem elektronu
kyselina mravenci
fragmentace indukovana kolizi pfi vyssi energii
jodacetamid
izotopoveé kddované afinitni znaceni
izotopoveé kddované afinitni znaceni
izotermickd denaturace
izobarické znaceni pro relativni a absolutni kvantifikaci
Michaelisova konstanta
pomér lehké a t€Zké znacky pii reduktivni dimethylaci
kapalinova chromatografie
pomér hmotnosti a ndboje iontl
laserova desorpcni ionizace se spoluti¢asti matrice
metanol
hmotnostni spektrometrie
index proteinové abundance
izotopoveé kédované afinitni znaceni fosfoproteini
p-nitrofenylfosfat
kvadrupdlovy analyzétor
polymerazova fet€¢zova reakce spojena s reverzni transkripci
dodecylsiran sodny
polyakrylamidova gelova elektroforéza s dodecylsiranem sodnym
inkorporace aminokyselin znac¢enych stabilnimi izotopy
extrakce na pevné fazi
Stop-and-go extrakéni Spicky
teplota agregace
trietylaminbikarbonatovy pufr
N, N, N’, N’- tetrametylendiamin
kyselina trifluoroctova
teplota tani
tandemova hmotnostni znacka
analyzétor doby letu
2-amino-2-hydroxymetylpropan-1,3-diol
volna Gibbsova energie
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