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CILE PRACE

Cile této prace byly stanoveny takto:
e Vypracovat odbornou resersi na téma proteinovych fosforylaci a proteomickych
metod vhodnych kjejich vyzkumu se zaméfenim na metody izolace
a prekoncentrace fosforylovanych peptidu.
e Experimentalné ovétit funkénost a ucinnost vybranych metod pouzivanych pro
izolaci a prekoncentraci fosforylovanych peptida
e Na zéklad¢ ziskanych vysledki vypracovat pracovni protokol pouzitelny pro

rutinni separace fosforylovanych peptida.



1 TEORETICKA CAST
1.1 Proteomika

Proteomika je védni obor, ktery se zabyva studiem exprese genetické informace
na urovni proteind. Mapuje fenotypovy projev genomu a navazuje tak na genomiku
a transkriptomiku. Vénuje se analyze proteinu z hlediska jejich struktury, vzajemnych
interakci, funk¢nich vztaht a také z hlediska jejich celkového mnozstvi. V soucasné
dobg je proteomika jednou z nejprogresivnéjsich védnich disciplin (Jensen et al. 2006).

K rozvoji proteomiky piispé€l ptichod sofistikované technologie, kterd umoznila
identifikaci proteinti a peptidd v komplexnich biologickych vzorcich s velmi vysokou
citlivosti detekce dosahujici az 10™ mol (Mallick a Kuster 2010). Je to hmotnostni
spektrometrie (MS), ktera muze poskytovat uzitecné informace 0 identité, struktufe,
regulaci a funkci proteint, ¢imz se vyznamnou mérou podili na pochopeni vztaht
v biologickych systémech (Walther a Mann 2010). Rada vyznamnych objevii v biologii
¢i lékarské fyziologii byla u¢inéna prave s vyuZzitim MS.

V minulosti byla napt. publikovana série experimentl vénovanych funkci
mitochondridlniho proteinového komplexu, ktery se aktivné ucastni apoptozy.
S vyuzitim elektrofrézy v polyakrylamidovém gelu a nasledné LC-MS/MS analyzy
autofi zjistili, ze komplex ma strukturu heteropentameru (Harada et al. 1999).
Piekvapenim bylo zjisténi, Ze jeden z jeho podfizenych proteint je hexokinasa, ktera se
svou glykolytickou aktivitou ucastni degradace glukdzy. Tento objev vedl k hypotéze,
ze apoptdza a glykolyza, dvé zdanlivé nesouvisejici drahy, sdili spole¢né enzymy
(Danial et al. 2003).

MS piispéla také tieba k pochopeni tlohy chaperoni pii cystické fibroze. Bylo
zjisténo, Ze Chaperony napomahaji spravnému sestaveni chloridovych kanali CFTR
v endoplasmatickém retikulu a jejich transportu do cytoplasmatické membrany (Riordan
et al. 2005). Bodova mutace AF508 na CFTR je pro cystickou fibrozu charakteristickou
mutaci, ktera brani pfirozenému Sestaveni CFTR a vede k jeho degradaci (Loo et al.
1998). Aktivaci specifickych chaperont z rodiny Hsp dochazi ke spravnému slozeni
mutovaného kanalu a jeho transportu k membrané. S vyuzitim imunoprecipitace
anasledné LC-MS/MS analyzy byla popsana interakce chaperonti s AF508-CFTR
(Washburn et al. 2001).



Neville et al. se pak také zabyval chloridovym kanalem CFTR, a to konkrétn¢
identifikaci jeho proteinovych fosforylaci. Byl jednim z prvnich, kdo k tomuto ucelu
pouzil pted MS analyzou selektivni obohaceni fosforylovanych peptidit pomoci afinitni
chromatografie na imobilizovaném iontu Fe** (Neville et al. 1997). Ukazalo se tak, ze

MS je jednim z moznych nastroji analyzy posttranslacnich modifikaci.

1.2 Posttransla¢ni modifikace

Posttransla¢ni modifikace jsou specifické zmény ve struktufe proteinu, které
jsou vyvolany kovalentni vazbou urcitych funkénich skupin na definovanych mistech
primarni struktury proteinu. MS je pak idealni technikou pro jejich determinaci
a identifikaci, protoZze kovalentni vazba dané chemické skupiny k aminokyseliné vede
ke zvySeni jeji molekulové hmotnosti. Napiiklad fosforylace tyrozinu je pii MS
detekovéana jako nartst jeho hmoty ze 163 Da na 243 Da, ktery je disledkem ptipojeni
HPO3 skupiny o hmotnosti 80 Da. MS tak umoziuje prosettit fosforylaéni mista po celé
délce intaktniho proteinu nebo tryptického peptidu s rozliSenim na urovni aminokyselin.
Vedle fosforylace lze dale zminit napt. acetylaci (+/—42 Da), deaminaci asparaginu na
kyselinu asparagovou (+1 Da) nebo v pripadé intaktnich proteind detekci disulfidickych
miustkt mezi cysteiny (-2 Da) (Jensen 2006).

Zatimco piislusné geny koduji aminokyselinovou sekvenci proteinu,
posttranslacni modifikace moduluji napt. jeho aktivitu a stabilitu v realném case. Je
ziejmé, ze tato schopnost dava posttranslanim modifikacim vyznamné postaveni
v systémech bunécné regulace a signalizace u prokaryotickych i eukaryotickych
organismil, a to znich déla jeden z nejatraktivnéjSich pfistupii moderni proteomiky
(Jensen 2006, Thingholm et al. 2009).

V minulosti bylo publikovano mnoho studii zabyvajici se souvislostmi mezi
jednotlivymi typy posttranslaénich modifikaci a biologickou funkci. Rada praci
vychézela z pfedpokladu, Ze jedna modifikace konkrétni aminokyseliny je spojena
s jednou biologickou funkci. Dnes je vsak jiz znamo, ze biologické funkce jsou ¢asto
regulovany ptesnou souhrou vice modifikaci na vice mistech proteinu najednou. Vyskyt
urc¢itého souboru posttranslacnich modifikaci na proteinu pak zavisi na typu buiky, typu
tkan¢ a okolnich podminkach. Pfikladem jsou modifikace histond, které moduluji
strukturu chromatinu. Vyznamnymi modifikacemi, které se prostiednictvim fady

enzymu ucastni tohoto procesu, jsou metylace, acetylace, fosforylace a ubikvitinylace.
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Ty ovliviuji interakce histonovych proteini s DNA a tidi tak replikaci, transkripci nebo
reparaci. Mimo to byly mnohonasobné posttranslaéni modifikace nalezeny také na
nuklearnich transkripénich faktorech, dale na strukturnich proteinech cytoskeletu,
receptorech v cytoplazmatické membrané nebo enzymech (Obrazek 1) (Fischle et al.
2003; Cosgrove et al. 2004).

O

Cytosol

Mikrotubul

Jadro

Proteasom

Obrazek 1 ~ Ptiklady postranslaénich modifikaci. Fosforylace v signalni draze,
glykosylace membranového proteinu, fosforylace a acetylace mikrotubuld, metylace

histont a ubikvitinylace proteinu ur¢ené¢ho k degradaci. Adaptovano podle Jensen 2006.

Skute¢nost, ze proteiny mohou nést celou fadu modifikaci, také dramaticky
zvySuje rozmanitost a heterogenitu produkti genové exprese. Odhaduje se, ze
posttranslaéni modifikace spolu s mRNA sestfihem davaji v lidském genomu vznik
stovkam tisicti produkti z odhadovanych 22500 otevienych ctecich ramct (Jensen
2006).

Dnes je znamo vice nez 200 rtiznych typa posttranslacnich modifikaci, které

mohou byt kovalentné€ vazany na kterykoliv protein. Kromé vysSe jmenovanych se jedna
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napi. o glykosylace, sulfatace, farnesylace, oxidace, deaminace nebo hydroxylace.
Z dostupnych databazi a statistik vyplyva, Ze KkdneSnimu dni bylo dosud
experimentalné odhaleno a potvrzeno celkem 221020 unikatnich posttranslacné
modifikovanych mist, z nichz téméf 70 % (153113 mist) pfipada pouze fosforylacim
(http://dbptm.mbc.nctu.edu.tw/).

1.3 Fosforylace

Nejbéznéjsim a v soucasné dobé nejprostudovanéjSim typem proteinové posttranslacni
modifikace je fosforylace. Fosforylace ptredstavuje d¢j, pti kterém dochazi k reverzibilni
adici zbytku kyseliny fosforeéné na boéni fetézce aminokyselin proteinu. Bylo zjisténo,
ze u eukaryot jsou fosforylace uskute¢fiovany ptedev§im na aminokyselinach serinu,
threoninu a tyrosinu (Obrazek 2). Kromé toho byly popsany fosforylace i na dalSich
aminokyselinach jakymi jsou histidin, arginin, lysin, cystein, kyselina asparagova
a glutamova (Eyrich et al. 2011).

OH
HO\ R

oH CH; OH

P
S o)
O/ O OH \\P/O o) OH HO\ N
P
v . ~
HO™ =
H/&O OH\Q\I O// 0) 0]
NH, NH;

NH,

Obrazek 2 Fosforylované  aminokyseliny.  Zleva  fosfoserin,  fosfotyrozin

a fosfothreonin.

Kontrolu nad udrzbou fosforylaci vykonavaji protein kinasy a fosfatasy. Kinasy
svou enzymatickou ¢innosti umoziiuji adici zbytku kyseliny fosfore¢né na bocni fetézce
aminokyselin cilového proteinu z vysokoenergetickych latek jako ATP nebo GTP. To
vede k zdsadnim zméndm konformace, ¢imz protein docasné ziskd nové vlastnosti.
Fosforylace timto zpusobem ovlivituji napft. katalytickou aktivitu, protein-proteinové
interakce nebo stabilitu modifikovaného proteinu. V ndvaznosti na kinasy pracuji
fosfatasy, které v procesu defosforylace hydrolyticky odstépuji fosfatovou skupinu od
hydroxylu cilového proteinu (Thingholm et al. 2009).

Jak vyplyva z ptedchoziho odstavce, fosforylace je reverzibilnim déjem, ktery

vlivem pfesné souhry kinas a fosfatas udrzuje dynamiku zivé buiky. Je klicovou
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slozkou signalnich drah a v mnoha ptipadech zprostiedkovava ptenos signalu v reakci
na podnét z vnéjSiho nebo vnitiniho prostiedi. Aktivace jedné kinasy totiz muize za
kratky cas vyvolat fosforylaci mnoha proteint v signalni draze, ¢imz je signal velmi
rychle pfeveden a zesilen (Graves et al. 1999). Proteinové fosforylace tak hraji
nezbytnou ulohu v regulaci metabolismu a genové exprese, ¢imz ovliviiuji takové
biologické procesy, jakymi jsou napt. proliferace, diferenciace nebo apoptosa
(Blume-Jensen et al. 2007). Poruchy fosforylaci pak mohou vyvolat fadu onemocnéni.
Mohou vést kdiabetes, chronickym zanétim, dédicnym onemocnénim,
neurodegenerativnim zménam jako je Alzheimerova choroba (Zhu et al. 2002) nebo ke
vzniku a rozvoji rakoviny (Clevenger et al. 2004).

Je ztejmé, ze vySe zminéné skuteCnosti jsou divodem toho, Ze v soucasné dobé

je analyze fosforylaci vénovana zvysena pozornost.

14 Proteomicka analyza fosforylaci

V minulosti byly k identifikaci fosfoproteint/fosfopeptidic pouzivany metody
zalozené na znaCeni radioaktivnim izotopem *P nebo **P (MacDonald et al. 2002;
Bendt et al. 2003). Casto pouzivanymi metodami byly také Edmanovo odbouravani,
kapilarni elektroforéza nebo dvourozmérnad elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
(Roepstorff et al. 1974). V dnesni dobé se analyza fosforylaci opira piedevs§im o metody
analyzy zaloZzené na MS. I pfesto, Ze vyuZiva této velmi sofistikované technologie,
setkava se moderni fosfoproteomika s fadou problém1.

Studie odhaduji, Ze vice neZ polovina vSech vytvofenych proteini je béhem
Zivota vystavena procesu fosforylace. Navzdory tomu, Ze jsou proteinové fosforylace
nejrozsirené]si posttranslacni modifikaci, hladiny fosforylovanych proteinti v bunice jsou
udrZzovany ve velmi nizkych koncentracich. Dale je také znamo, ze proces fosforylace
neprobihd stochiometricky. Ve skutenosti to znamena, ze Vjednom case je
modifikovana pouze urcitda ¢ast populace daného proteinu. To predstavuje velky
problém pro proteomickou analyzu, protoze signaly fosfoproteinti/fosfopeptidii jsou pfi
MS analyze Casto zastinény signdly ostatnich (nefosforylovanych) proteind/peptida.
Nezbytnym krokem pted MS analyzou se proto stala prekoncentrace
fosfoproteint/fosfopeptidii, pii niz je z komplexniho proteomu bunééného lyzatu
izolovana menSinova fosforylovana ¢ast. To vede ke zlepSeni citlivosti a i¢innosti MS

analyzy (Jensen 2006).
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Proteomickd analyza fosforylaci se sklada z nékolika kroka. Jeji nedilnou
soucasti je vzdy proteolytické $tépeni smési proteinti na smés peptidd, ze které jsou
extrahovany fosfopeptidy a ty jsou analyzovany pomoci LC-MS/MS. Tento pfistup
muze zahrnovat také frakciona¢ni kroky na riaznych urovnich (Obrazek 3)

(Engholm-Keller et al. 2011).

| Komplexni smés proteinQ |

Frakcionace
SDS-PAGE...

Stépeni |
Frakcionace

SCX, HILIC, IEF...
Obohaceni
IMAC, TiO2, PAC...

Frakcionace
SAX, ERLIC...

| LC-MS/MS |

| Bioinformaticka analyza |

Obrazek 3 Schéma analyzy fosforylovanych peptidi.

Napt. SDS-PAGE a n¢které chromatografické metody jsou pouzivany
k frakcionaci komplexni smési proteinti jesté pied jejich Stépenim (Tsai et al. 2008;
Engholm-Keller et al. 2011). V tad¢ studii bylo popsano nékolik metod vhodnych
k frakcionaci fosfopeptidu pied jejich obohacenim. Lze zminit naptiklad izoelektrickou
fokusaci (IEF) (Macarrone et al. 2006), iontové vyménnou chromatografii na silném
katexu (SCX) (Ballif et al. 2004) a silném anexu (SAX) (Han et al. 2008), kapalinovou
chromatografii s hydrofilni interakci (HILIC) (McNulty et al. 2008) ¢i jeji variantu
s elektrostatickou repulzi (ERLIC) (Alpert et al. 2008). Tyto metody mohou byt pouzity
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také k frakcionaci jiz obohacenych fosfopeptidli pred samotnou LC-MS/MS analyzou
(Engholm-Keller et al. 2011).

Na tomto misté¢ je nutné fici, Ze nedilnou soucésti analyzy proteinovych
fosforylaci je také bioinformatické zpracovani dat. To vSak pfedstavuje velmi rozséhlé
téma (Deutsch et al. 2008), které neni pfedmétem této prace, a proto mu zde neni
vénovana dal$i pozornost.

Pro selektivni obohaceni at' uz frakcionovanych, nebo nefrakcionovanych
fosfopeptidd, bylo v nedavné dobé uspésné zavedeno nékolik metod. Mezi nejcastéji
pouzivané se dnes fadi imunoprecipitace (Rush et al. 2005), chemické metody
(McLachlin a Chait 2003; Bodenmiller et al. 2007) a metody zalozené na afinitni
chromatografii (Larsen et al. 2005; Jensen a Larsen 2007).

Imunoprecipitace

Afinitni chromatografie

Oxid titaniity =

Chemicka derivatizace

Pfima afinitni purifikace
Znaceni biotinem
Fosfospecifické stépeni

Fosfoserin =—» Dehydroalanin

H

Fosfothreonin =  B-methyldehydroalanin

Fosforamidatova chemicka derivatizace (PAC)

Obrazek 4 Metody selektivniho obohaceni fosfopeptidi. Adaptovano podle
Thingholm et al. 2009.
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1.4.1 Imunoprecipitace

Jednotlivé fosfoproteiny a fosfopeptidy mohou byt z bunééného lyzatu izolovany
pomoci protilatek. V minulosti byly takto pouzity protilatky proti fosfoserinu,
fosfothreoninu 1 fosfotyrozinu. Vysoce selektivni se ukédzaly byt protilatky proti
fosforylovanému tyrozinu. Piestoze je fosfotyrozin v piirodé zastoupen nejméné
(Hunter et al. 1980), jeho separace byla Gspésné provedena hned nékolikrat. Steen et al.
vyuzil tuto metodu ke studiu receptoru epidermalniho rastového faktoru a popsal jeho
ulohu v signalni draze (Steen et al. 2002). Rush et al. pouzil protilatky proti
fosfotyrozinu k obohaceni tryptickych peptidi a identifikoval tak 185 fosforylacnich
mist na tyrozinu v bunééné linii Jurkat (Rush et al. 2005). Stejné postupoval také Villén
et al., ktery popsal 385 fosforylaénich mist na bunkach mySich jater. Ve svych
experimentech pracoval s 80 mg proteinti, tedy mnozstvim, které je v bunénych
a tkanovych kulturach relativné obtizné dostupné (Villén et al. 2007). To doklada, Ze je
tato metoda naro¢na na mnozstvi vstupniho materialu. V nékterych pracich byly pouzity
také protilatky proti fosfoserinu a fosfothreoninu. Ty vSak byly limitovany nizkou
selektivitou a tak nejsou ve fosfoproteomice bézné pouzivany (Grenborg et al. 2002;
Zhang et al. 2002).

1.4.2 Chemické metody

Nekteré pristupy obohaceni fosfopeptidi byly vyvinuty na zakladé chemické
derivatizace. Jednou z moznych metod je B-eliminace fosfoserinu a fosfothreoninu
nasledovand Michaelovou adici. V zéasaditych podminkach je ze serinu a threoninu
odstranéna fosfoskupina za vzniku dehydroalaninu, resp. p-methyldehydroalaninu. Ty
jsou poté modifikovany volnou sulfthydrylovou skupinou, kterd mize slouzit bud’ pfimo
k afinitni purifikaci (McLachlin a Chait 2003) nebo nepfimo k navazani biotinové
znaCky a nasledné purifikaci pomoci avidinu (Oda et al. 2001). Knight et al. pouzil
B-eliminaci v kombinaci s proteolytickym Sstépenim, kde fosfoserin a fosfothreonin
modifikoval na aminoethylcystein a B-methylaminoethylcystein, na které potom zacilil
specifické proteasy. Vzniklé peptidové fragmenty s fosforylacnimi misty byly
identifikovany tandemovou hmotnostni spektrometrii (Knight et al. 2003). Nevyhodou
této metody je skuteCnost, Ze neni citliva k fosforylaci tyrozinu, protoze fosfotyrozin

nepodléhd B-eliminaci, a Ze interaguje s jinymi modifikacemi, které [-eliminaci
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podléhaji (napf. glykosylace). B-climinaci je tedy mozné obohatit fosfopeptidy
obsahujici fosfoserin a fosfothreonin, ovSem pouze za predpokladu, ze tyto
aminokyseliny nejsou v peptidovém fetézci nasledovany prolinem (McLachlin a Chait
2003, Collins et al. 2007).

Jinym pfistupem chemické derivatizace je fosforamidatova chemicka metoda
(PAC). Tento vicestupnovy proces je zalozen na kondenzaci cystaminu s fosforylovymi
skupinami peptidd, které po redukci interaguji s iodacetylovymi skupinami
imobilizovanymi na polymernich ¢asticich (Tao et al. 2005) nebo sklenénych kuli¢kach
(Bodenmiller et al. 2007). Fosfopeptidy jsou poté eluovany za kyselych podminek. Aby
bylo zabranéno nezadoucim interakcim s karboxylovymi skupinami nefosforylovanych
peptidd, musi kondenzaci piedchazet krok methylesterifikace (Zhou et al. 2001). PAC
ma tu vyhodu, Ze v jejim pribéhu nedochazi k odstépeni fosforylové skupiny
od peptidu, coz usnadniuje identifikaci fosforylacniho mista pomoci LC-MS/MS. Na
druhou stranu je omezena vyraznymi ztratami, protoze zahrnuje mnoho reakénich kroku
(Bodenmiller et al. 2007).

1.43 IMAC

Znacného pokroku dosahly v poslednich nékolika letech metody zalozené na
afinitni chromatografii. Jednou z nejvyznamnéjsich se stala afinitni chromatografie na
imobilizovanych iontech kovi (IMAC). IMAC byla poprvé pouzita pii purifikaci
proteind interakci s histidinovymi a cysteinovymi postrannimi fetézci (Andersson
aPorah 1986). Klicovou roli zde hraji kovové ionty chelatované Kkyselinou
nitrilotrioctovou ptipadné iminodioctovou imobilizovanou na pevné fazi, na nichz se
zachycuje cilova funk¢éni skupina analytu obsazeného ve fazi mobilni. Sila vazby
a ucinnost purifikace je dana typem funkcéni skupiny a pouzitym kovem. Napf. Cu?,
Ni%*, Zn** a Co®" vykazuji vysokou afinitu vzhledem ke skupinim obsahujici dusik,

I** a Ca®* se ukazaly byt vhodnymi sorbenty pro izolaci

zatimco ionty Fe3*, Ga2+, A
skupin obsahujici kyslik jako napt. fosfat. Tim se IMAC otevird moznost uplatnéni
v purifikaci fosforylovanych proteini nebo Castéji peptidi (Gaberc-Porekar a Menart
2001).

V proteomice naSel vyuziti zejména imobilizovany iont F e* ktery byl pouzit jak
pii obohaceni fosfoproteint, tak fosfopeptidl ziskanych proteolytickym $tépenim. Mezi
prvnimi, kdo vyuzili IMAC s Fe®* kationtem, byli vroce 1997 Neville
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a spolupracovnici, ktefi jej aplikovali pfi obohaceni fosfopeptidiic pochazejicich
z proteinu CFTR (Neville et al. 1997). Vyznam Fe** byl pozdgji prokéazan také v dalsich
pracich (Anguenot et al. 1999; Stensbale et al. 2004). V posledni dob¢ se ukazalo byt
vysoce U&inné také pouziti iontd Zr** a Ti**. Zhou et al. provedl srovnani Gginnosti
obohaceni fosfopeptidti bovinniho sérového albuminu (BSA) a bun¢k mysSich jater
s vyuzitim Fe**, Zr*" a Ti** a dosel k zavéru, Ze nejlepsich vysledki dosahuje Ti**
(Zhou et al. 2008). Dalsi usp&ch Ti** piinesli Lai et al., kteti pouzili Ti** k obohaceni
fosfopeptidi odvozenych od fosfoproteini bunék linie Raji. V této praci dosahli
relativné vysoké 88% selektivity (Lai et al. 2012). Vysoka selektivita byla prokazana
také pii obohaceni fosfopeptidi z a-kaseinu a p-kaseinu s pouzitim Ti*" imobilizovaném
na disperznich ¢asticich. (Zhou et al. 2013).

Velké uskali, kterému metoda IMAC ¢eli, je nespecificka vazba
nefosforylovaych peptidu. Interference vznikaji nejcastéji u peptidu obsahujici zaporné
nabité nemodifikované aminokyseliny s karboxylovou skupinou v postrannim fetézci.
Tim se snizuje selektivita a ucinnost purifikace. Jako feSeni tohoto problému byla
navrzena metylace karboxylovych skupin (Ficarro et al. 2002). Experimenty vSak
ukazaly, Ze samotna metylace muize zpisobovat deaminaci glutaminu za vzniku
kyseliny glutamové, resp. asparaginu za vzniku kyseliny asparagové (Seward et al.
2004; Trinidad et al. 2006). Tim se zna¢né komplikuje pribéh purifikace. Podminkou
metylace je navic lyofilizace vzorku, pfi niz dochazi k vyznamnym ztratam fosfopeptidi
(Speicher et al. 2000; Stewart et al. 2001). Alternativnim pfistupem zvyseni selektivity
se ukazala byt uprava pH podobné, jako je tomu u iontové vyménné chromatografie. Jak
predstavil Kokubu et al., zvolenim vhodnych reak¢nich podminek, pfedevsim sloZeni
pufrti, mize byt dosaZzeno vysoké selektivity a efektivity purifikace (Kokubu et al.
2005). Teoretické vypolty ukazaly, ze omezeni ionizace karboxylovych skupin je
dosazeno zvySenim koncentrace organického rozpoustédla acetonitrilu (ACN) a dale
také okyselenim vzorku organickou kyselinou, napf. kyselinou trifluoroctovou (TFA),
kdy dochazi k protonizaci karboxylovych skupin, ¢imz je omezena nespecificka vazba

(Yeetal. 2010).

1.4.4 Oxid titanicity

Dalsi vyznamnou metodou selektivniho obohaceni fosforylovanych peptidt se

ukézala byt afinitni chromatografie na oxidu titani¢itém. Jedna se o metodu, kterd spada
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do skupiny analytickych metod zaloZenych na afinitni chromatografii na oxidech kovl
(MOAC) a ve fosfoproteomice patii mezi nejpouzivanéjsi. Metoda se spoléha na
interakci mezi fosforylovou skupinou a oxidem titani¢itym, pficemz rozhodujicim
faktorem je afinita kysliku fosforylové skupiny k atomu titanu (Aryal a Ross 2010). Na
tomto misté je nutné také zminit, ze kromé izolace fosfopeptidi se oxid titanicity stal
také vhodnym sorbentem pro izolaci fady dalsich biomolekul. Jednou z jeho prvnich
aplikaci byla separace ribonukleotidl a deoxyribonukleotidii ve
vysokoucinné kapalinové chromatografii (HPLC) (Kawahara et al. 1989). Byl také
uspésné pouzit v separaci organického fosfatu od organického sulfatu a kyselych
karboxylovanych slozek (Matsuda et al. 1990) nebo v separaci nukleosid mono-, di-
a trifosfat pfi studiu aktivity ATPas (Kimura et al. 2004). Vyuziti naSel také v izolaci
fosfolipidu (Calvano et al. 2009) a nedavno glykopeptida (Lowe 2001) nebo peptida
modifikovanych N-acetylglukosaminem (Graham et al. 2011).

Milnikem z hlediska fosfoproteomiky se stalo vyuziti oxidu titani¢itého
v selektivnim obohaceni fosforylovanych aminokyselin (lkeguchi et al. 1997). V této
praci byl oxid titanicity pouzit v kombinaci s SCX a spektrofotometrickou detekei.
Jednalo se o viibec prvni studii, kterd pfedstavila moznost separace fosforylovanych
aminokyselin a peptidi od jejich nefosforylovanych protéjskt. O nekolik let pozdéji
publikovali Kuroda et al. a Pinkse et al. nezavisle na sob¢ studie, ve kterych k analyze
fosfopeptidi pouzili usporadani 2D-LC-MS/MS. Metoda se spoléhala na tandemovou
hmotnostni spektrometrii, které piedchazela postupnd separace peptidi na oxidu
titani¢itém a reverzni fazi. Smés peptidi byla nanesena V kyselém pufru na oxid
titani¢ity. Poté byly fosfopeptidy eluovany dihydrogenfosforeCnanem draselnym
a hydrogenuhli¢itanem amonnym, separovany na analytické kolon& naplnéné nosi¢em
na bazi CI18 a pomoci ESI iontového zdroje nastfikovany piimo do hmotnostniho
spektrometru, kde probihala jejich MS analyza. Metoda se vSak podobné¢ jako v ptipadé
IMAC setkavala s nespecifickou vazbou zaporné nabitych nefosforylovanych peptida
(Kuroda et al. 2004; Pinkse et al. 2004). Ukazalo se, Ze tento nezaddouci jev znamena
pro fosfoproteomiku skute¢né velkou vyzvu a fada praci se jim zabyva dodnes.

Ke zvyseni selektivity ptispél vyznamnou mérou Larsen et al., ktery ve své praci
navrhl pfidani kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové (DHB) do kyselého pufru, v némz byly
peptidy naneseny na off-line mikrokolonu s oxidem titani¢itym (Larsen et al. 2005).
Tato modifikace vedla k vyraznému poklesu vazby nefosforylovanych peptidd, ¢imz se

dramaticky zvysila selektivita purifikace. Mechanismus Uc¢inku je zaloZzen na dvou
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jevech. Jednak dochazi vlivem velmi nizkého pH pufru k protonizaci karboxylovych
skupin a tim padem k neutralizaci nefosforylovanych peptidi, které by jinak byly
zaporn¢ nabity. Fosfoskupiny si naproti tomu vzhledem K jejich nizké disocia¢ni
konstanté zachovavaji negativni naboj. Druhym a vyznamnéjSim jevem je vazebna
interakce mezi DHB a oxidem titani¢itym, resp. atomem titanu. DHB ma podobny
vazebny mod jako karboxylové skupiny nefosforylovanych peptidi a kompetuje s nimi
o vazebna mista na oxidu titanic¢itém (Obrazek 6). Naproti tomu fosforylované peptidy
se koxidu titani¢itému vazou v odliSném modu (Obrazek 5) (Connor et al. 1999;
Dobson et al. 2000). Podobny u¢inek, jako ma DHB, byl prokazan také na kyseliné
ftalové a malych alifatickych hydroxyl-substituovanych karboxylovych kyselinach
(Obrazek 6) (Tani et al. 1999).

R R
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Obrazek 5 Vazebny mod fosforylové skupiny fosfopeptidu a vazebny mod
karboxylové kyseliny nefosforylovaného peptidu. Adaptovano podle Engholm-Keller
a Larsen 2011.
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Obrazek 6  Vazebny mod DHB, kyseliny glykolové a kyseliny mlécné, ktery imituje
vazbu karboxylové skupiny nefosforylovanych peptidi s oxidem titanicitym.

Adaptovano podle Engholm-Keller a Larsen 2011.

Prokazalo se vsak, ze DHB stejné jako kyselina ftalova jsou vzhledem ke své
hydrofobni aromatické povaze eluovany na reverzni fazi spolecné s peptidy a negativné

pak ovliviiuji LC-MS/MS analyzu (Engholm-Keller a Larsen 2011). DHB proto byla
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postupem ¢asu nahrazena jinymi, ve vod¢ 1épe rozpustnymi kyselinami jako je kyselina
glykolova (Jensen a Larsen 2007) nebo kyselina glutamova (Wu et al. 2007). Aryal
a Ross ve své praci srovnali DHB a kyselinu glykolovou a dosli k ptekvapivému zavéru,
7ze obohaceni peptidi nanaSenych v kyselém pufru bez ptidavku aditiva vede ke
stejnému vysledku jako obohaceni s pfidavkem kyseliny glykolové (Aryal a Ross
2010). Srovnani provedl také Sugiyama et al.,, ktery sledoval ucinnost izolace
fosfopeptidic s ptidavkem DHB, kyseliny glykolové, mlécné, jable¢né, tartarové
a B-hydroxypropanové. Zjistil, ze nejlepSich vysledki s ohledem na selektivitu a pocet
izolovanych fosfopeptidii na oxidu titani¢itém dosahuje kyselina mlé¢na (Sugiyama et
al. 2007). Uspéchu dosahl také Mazanek etal., ktery piredstavil smés kyselin
1-oktansulfonové (OSA) a DHB (Mazanek et al. 2007). Stejni autofi pozdéji
publikovali aktualizaci protokolu, ve které zminénou smés inovovali Kyselinou
heptafluoromaselnou (HFBA) (Mazanek et al. 2010). Z vysledku piedloZenych praci je
ziejmé, ze doposud nebylo jednoznacné urceno, ktera zuvedenych kyselin je jako
aditivum nejvhodnéjsi.

Afinitni chromatografie na oxidu titani¢itém je b&zné provadéna v off-line
uspoiadani a to ve vsadkovém nebo mikrokolonkovém provedeni (Wilson-Grady et al.
2008; Delcourt et al. 2007; Molina et al. 2007; Baker et al. 2009; Engholm-Keller et al.
2012). V off-line uspofadani probiha obohaceni oddélené od analyzy na hmotnostnim
spektrometru a nedochdzi tak ke kontaktu rozpoustédel, zejména pak siln¢ kyselych
nanaSecich a elu¢nich pufrd s analytickym systémem. V disledku toho je zajisténa
vysoka selektivita a LC-MS/MS analyza neni ruSena potencialnimi kontaminanty
(Jensen a Larsen 2007). Vedle toho vsak také existuje on-line usporadani, kde kolona
s oxidem titani¢itym je soucasti LC-MS/MS systému tak, jak jej pouzil Pinkse et al.
Vzhledem ktomu, ze zde nelze pouzit kompetitivni slozky v podobé organické
kyseliny, jako tomu bylo v off-line uspofadani, Celi tato metoda nizké selektivité
(Lemeer et al. 2008). Jako mozné feSeni této nevyhody bylo navrzeno sendvicové
usporadani kolon C18-TiO,-C18 a pridani aditiv do elu¢niho pufru jako je fosfore¢nan
sodny, fluorid draselny a vanadi¢nan sodny (Lemeer et al. 2008).

Skutecnost, Ze oxid titanicity vykazuje vysokou afinitu k organickému fosfatu
podobng, jako ionty né€kterych kovt pouzivanych v IMAC, je dnes velmi dobie znama.
V neddvné dobé€ bylo publikovano nékolik studii s cilem porovnat vysledky IMAC
a afinitni chromatografie na oxidu titanic¢itém. Jensen a Larsen ve své praci dosli

k zavéru, ze metoda na oxidu titaniitém S pouzitim kyseliny glykolové jako
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kompetitivni slozky vykazuje vyssi selektivitu nez IMAC (Jensen a Larsen 2007).
Podobny vysledek byl publikovan v praci Cantin et al. 2007. Naproti tomu studie
Bodenmillera et al., ktera porovnala IMAC, oxid titani¢ity a chemickou metodu
B-climinace, odhalila nejvyssi selektivitu u IMAC (Bodenmiller et al. 2007).
Z rozdilnosti vysledku je tedy ziejmé, ze selektivita uvedenych metod je velmi zavisla
na podminkach, za kterych je experiment vykondvan. Dale bylo prokazano, ze oxid
titani¢ity je na rozdil od IMAC tolerantni vzhledem k solim, detergentim a reagentim
bézné¢ pouzivanych v biologickém a biochemickém vyzkumu, jako je Triton-X100,
dodecylsulfat sodny (SDS) nebo ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Jensen
a Larsen 2007).

Je znamo, Ze oxid titani¢ity ma vyskou afinitu vzhledem k vicendsobné
fosforylovanym peptidim (Thingholm et al. 2008). To ptedstavuje problém pii jejich
eluci, nebot’ mnohondsobné fosforylované peptidy jsou k oxidu titani¢itému vazany
relativné silnou vazbou. Z toho duvodu je pro purifikaci vicenasobné fosforylovanych
peptidi preferovana metoda IMAC (Jensen a Larsen 2007, Thingholm et al. 2008).

Inovativni metodou, kterd kombinuje vyhody oxidu titani¢itého a IMAC, se stala
IMAC se sekvenéni eluci (SIMAC). Metoda je citliva jak na jednonasobné, tak
vicenasobn¢ fosforylované peptidy. Fosfopeptidy, které se nenavazou na IMAC, jsou
sbirany a obohacovany na koloné¢ s oxidem titani¢itym. Tim je dosaZeno vysoké

ucinnosti a selektivity (Thingholm et al. 2008; Engholm-Keller et al. 2012).

145 MS analyza fosforylaci

V dne$ni dobé se k MS analyze fosforylaci nejcastéji pouziva tandemova
hmotnostni spektrometrie (MS/MS), pficemZz jsou k ni vyuZivany rizné typy
analyzatoru. Pfikladem je iontova past, trojnasobny kvadrupolovy analyzator (QqQ),
hybridni analyzétor typu Q-TOF, cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci
(FT-ICR) (Zubarev et al. 1998) nebo LTQ-Orbitrap (Makarov 2000). Ke kazdé z téchto
metod se pak vazou rizné techniky fragmentace.

Hmotnostnimi spektrometry typu QqQ nebo Q-TOF jsou nejcastéji vybaveny
kolizn¢ indukovanou fragmentaci (CID). Pfi ni dochédzi ke sraZkdm ionizovanych
peptidi s molekulami inertniho plynu (napt. He nebo Ar). Kineticka energie je
rozdistribuovana v ramci peptidového ftetézce a v disledku vibraci jader dochazi

k rozruSeni nejméné stabilnich kovalentnich vazeb. To vede ke vzniku N-terminalnich
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iontovych sérii zna¢enych a, b a C-terminalnich sérii X, y (Obrazek 7). Protoze jsou ale
fosforylace zna¢né nestabilni, dochazi ptfednostné k odstépeni fosfoskupiny a tim je
mozno detekovat tzv. neutralni ztratu. V piipadé serinu a threoninu se jedna o neutralni
ztratu 98 Da, coz odpovida odstépeni H3PO,. Fosforylace tyrozinu je stabilnéjsi a pii
stejné energii je generovana neutrdlni ztrata 80 Da jako duasledek odstépeni HPOs.
(Roepstorff et al. 1984; Biemann et al. 1988). Na zakladé moznosti detekce neutralni
ztraty byly vyvinuty skenovaci mody, které umoznuji identifikaci fosforylaci.
Nejjednodussim moédem je MS/MS detekce ztraty H3PO4 z rozdili hmotnosti mezi
spektrem prekurzorovych ionti a spektrem fragmenti o vySe jmenovanych 98 Da
(Covey et al. 1991).

S hmotnostnimi spektrometry na zéklad¢ iontové pasti se poji fragmentacni
metody CID, vicestupnova aktivace (MSA), vysokoenergeticka C-trap disociace (HCD)
a disociace prenosem elektronu (ETD).

Pti MSA je doddna aktivatni energie soucasné jak fosforylovanym
prekurzoriim,tak také iontim s hodnotou m/z s predpokladanou neutralni ztratou,cimz
dochéazi k komplexni fragmentaci vSech prekurzord, které jsou zadrzovany Vv iontové
pasti. Tim je dosazeno kombinované¢ho spektra, které zahrnuje jak informace
z hmotnostniho spektra, tak informace o iontech neutralni ztraty (Schroeder et al. 2004).
Posledni studie prokézaly, Ze aCkoliv je MSA pomalejsi nez CID, lze pomoci ni

identifikovat vice unikatnich fosfopeptidi (Ulintz et al. 2009; Timm et al. 2010).

-------

.......

Obrazek 7 Nazvoslovi iontovych sérii vznikajicich pii fragmentaci peptidi. Adaptovano

podle Palumbo et al. 2011.
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Casto pouzivanou metodou fragmentace Ve spojitosti s popularitou
Orbitrapovych analyzatort je dnes HCD. Tato metoda produkuje kromé b a y iontt také
dalsi typy, ¢imz jsou ziskany dalsi uzitecné informace (napf. fosfotyrozinvy imoniovy
iont, ktery usnadnuje identifikaci fosforylace tyrozinu). Metoda naptiklad umoznuje od
sebe rozliSit hmotnostné velmi podobné struktury jako je Lys od Gln nebo Leu od Ile
(Olsen et al. 2007).

ETD vychazi z modelu disociace elektronovym zachytem, ptivodné navrzenym
pro FT-ICR (Zubarev et al. 2000). Zde dochazi k pfenosu elektronu
Z jednoelektronového donoru, ¢imz je akceptorovy peptid redukovan a fragmentovan.
Vhodnymi donory se ukézaly byt anionty s niz$i elektronovou afinitou, jakymi jsou
anthracen nebo azobenzen (Syka et al. 2004). Fragmentace pomoci ETD poskytuje ¢
a z ionty (Obrazek 7) a nejvyssi t€¢innost ma pii vybéru prekurzort s nadbojem 3+ a vice.
Vyhodou ETD je skutecnost, Ze pifi fragmentaci piednostné dochadzi ke Stépeni
peptidové patete a posttranslaéni modifikace jsou zachovany. Tim je umoznéna jejich

piima identifikace (Good et al. 2007).
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pouzité chemikalie

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina (HEPES/NaOH pH 7.5)
(Sigma), chlorid sodny (Lachner), IGEPAL CA 630 (Sigma), deoxycholat sodny
(Sigma), dodecylsulfat sodny (SDS) (Serva), chlorid hofe¢naty (Lachner), dithiothreitol
(DTT) (Sigma), fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) (Sigma), Roche EDTA free
(Sigma), vanadi¢nan sodny (Sigma), fluorid sodny (Sigma), B-glycerolfosfat (Sigma),
molybdenan sodny (Sigma), tartarat sodny (Sigma), butyrat sodny (Sigma), benzoasa
(Novagen), Coomassie Brilliant Blue G-250 (Thermo Scientific), aceton (Sigma),
bovinni sérovy albumin (BSA) (Sigma), bikarbonat triethylamonny (TEAB) (Fluka),
mocovina (Sigma), thiomocovina (Fluka), tris(2-karboxyethyl)fosfin (TCEP) (Fluka),
iodoacetamid (IAM) (Sigma), trypsin (katedra biochemie UP), kyselina trifluoroctova
(TFA) (Sigma), kyselina mravenéi (FA) (Sigma), acetonitril (ACN) (Sigma), methanol
(Merck), Quant-iT Protein Assay Kit (Invitrogen), peptidy BSA (Bruker Daltonics),
adenosin trifosfat (ATP) (Sigma), hydroxid amonny (Merck), kyselina octova (AA)
(Fluka); kyselina 1-oktansulfonova (OSA) (Sigma); kyselina 2,5-dihydroxybenzoova
(DHB) (Sigma); kyselina heptafluoromaselna (HFBA) (Sigma), kyselina L-glutamova
(Sigma); kyselina glykolova (Sigma), kyselina mlééna (Sigma), 2-propanol (Fluka),
deionizovana voda (Fluka), Titanspere TiO, 10 um (GL Sciences Inc. Japan), 3M
Empore C8 extraction disk, 3M Empore C18 extraction disk, Macro SpinColumn

(Harvard apparatus)

2.2 PouZzité pristrojové vybaveni

Thermomixer Eppendorf Comfort, ThermoStat Eppendorf Plus, sonifika¢ni lazen
Kraintek, Eppendorf Concentrator Plus, centrifuga IEC CL31R Multispeed, Vortex
mixer Stuart SA8, spektrofotometr Synergy H4 Hybrid Reader (BioTek)

2.3 Pouzité nastroje a material

Pipeta Eppendorf Research 1-10 ul, pipeta Eppendorf Research 10-100 ul, pipeta
Eppendorf Research 100-1000 ul, pfislusné $pi¢ky (Eppendorf), Spicky GE Loader
0,5-20 ul (Eppendorf), pipeta Hamilton-Bonaduz Schweiz 500 ul, Hamiltonovy jehly
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(praimér 18G a 22G), 96-jamkova elisa deska, 96-jamkova deska urCend pro méfeni
fluorescence, mikrozkumavky (Eppendorf), sklenéné vialky s konickym dnem (Waters),
sklenéné Total Recovery vialky (Waters), kalibrované pH papirky (Sigma).

2.4  PouZzité roztoky
Piiprava HeLa lyzatu

Lyzaé¢ni pufr: 25mM HEPES/NaOH pH 7,5; 150mM NaCl; 1% IGEPAL CA 630;
0,1% deoxycholat sodny; 0,1% SDS; ImM MgCl,; ImM DTT; 1mM PMSF; Roche
EDTA free (50x); 1ImM NazVO,4; 10mM NaF; 5mM B-glycerolfosfat; ImM Na;MoOy;
4mM tartarat sodny; 10mM butyrat sodny

Mocovinovy pufr: 100mM TEAB pH 8,0; 6M mocovina; 2M thiomocovina

Reduk¢éni ¢inidlo: 100mM TEAB pH 8,0; 25mM TCEP

Alkylaéni ¢inidlo: 100mM TEAB pH 8,0; 330mM IAM

NanasSeci pufr pro C18 purifikaci: 30% TFA

Promyvaci pufr pro C18 purifikaci: 0,4% FA; 2% TFA

Eluéni pufr pro C18 purifikaci: 90% ACN; 50mM TEAB

Roztok pro rozpusténi peptidi pfed MS mérenim: 0,5% FA

Izolace fosfopeptidii

NanasSeci pufr A: 1% TFA; 30% ACN

Promyvaci pufr A;: 1% TFA,; 50% ACN

Promyvaci pufr A;: 1% TFA,; 75% ACN

Nanaseci pufr B: 20% AA; 420mM OSA; 50 mg/ml DHB; 0,1% HFBA
Promyvaci pufr B: 0,1% TFA; 80% ACN

NanaSeci pufr C: 2% TFA; 65% ACN; saturovana kyselina glutamové (25 mg-ml™)
Promyvaci pufr C;: 0,5% TFA, 65% ACN

Promyvaci pufr C,: 0,1% TFA, 65% ACN

NanasSeci pufr D: 5% TFA; 80% ACN; 1M kyselina glykolova
Promyvaci pufr D;: 1% TFA; 80% ACN

Promyvaci pufr D,: 0,1% TFA,; 20% ACN

Nanaseci pufr E: 0,1% TFA, 70% (v/v) ACN, 3,33M kyselina mlé¢na
Promyvaci pufr: E: 0,1% TFA, 70% ACN
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Eluéni pufr 1: 40% ACN; 1% NH;OH
Eluéni pufr 2: 40% ACN; 1% NH;OH; 50mM ATP

Piecisténi izolovanych fosfopeptidii na C18 reverzni fazi

Aktivaéni roztok: 100% 2-propanol

Nanaseci a promyvaci roztok: 5% FA

Eluéni roztok: 50% methanol; 2,5% FA

2.5 Metody
25.1 Priprava HeLa lyzatu
Lyze bunék linie HeLa S3

K peletu HeLa S3 bunék byl napipetovan lyza¢ni pufr o objemu 100 pl na bunky
sklizené z jedné kultivacni desky. Pomoci Hamiltonovy pipety byla suspenze desetkrat
nasata a vypusténa. Poté bylo pfidano 200 U benzoasy (8 pl), suspenze byla promichana
a inkubovana 15 minut na ledu. K suspenzi bylo piidano dal$ich 200 U benzoasy a bylo
pokrac¢ovano v inkubaci na ledu dalsich 15 minut. Nasledovala centrifugace 15 minut
pii 15000 G a 4 °C. Supernatant byl ptepipetovan do ¢isté mikrozkumavky
a centrifugovan dal$ich 30 minut pti 30000 G a 4 °C.

Stanoveni koncentrace proteinit metodou Bradfordové

Do 96-jamkové desky bylo napipetovano 10 pl 10x zfedéného vzorku ve étyiech
opakovanich. Do dalSich jamek bylo jako blank napipetovano 10 pl 10x zfedéného
lyza¢niho pufru, a to také ve Ctyfech opakovanich. Dale byla do 96-jamkové desky ve
dvou opakovanich napipetovana po 10 pl série standardi BSA o koncentraci 2000,
1500, 1000, 750, 500, 250, 125,25 a0 ug-ul’l. Ke vzorku a standardim bylo piidano
300 pl barviva Coomassie Brilliant Blue a 96-jamkova deska byla 5 minut inkubovana
pfi laboratorni teploté. Poté byla zméfena absorbance pifi vlnové délce 595 nm

a regresné byla stanovena koncentrace proteint (ug-pul™).
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Precipitace proteinu

Objem ziskaného bunécéného lyzatu byl zméfen pipetovanim a zaznamenan
a k lyzatu byl piidan vychlazeny aceton ve Ctyfnasobném objemovém nadbytku. Po
dikladném promichani byl vzorek inkubovan ptes noc pti —20 °C.

Nasledujici den probe&hlo promyvani proteinli v Cistém acetonu. Precipitat byl
nejprve centrifugovan 15 minut pii 30000 G a 4 °C. Supernatant byl opatrné odstranén
a pelet byl promyt 1 ml ¢istého acetonu. Nasledovala centrifugace po dobu 10 minut pfi
10000 G a 4 °C. Poté byl opatrné odstranén supernatant, pelet byl znovu promyt v 1 ml
Cistého acetonu a opét centrifugovan 10 minut pii 10000 G a 4 °C. Od precipitatu bylo
opatrn¢ odpipetovano piiblizné 80 % objemu acetonu a zbytek byl odpatfen ve vakuové

odparce pti 30 °C.
Stépeni

K proteinovému peletu byl pfidan mocovinovy pufr o objemu 50 pl na kazdych
500 pg proteint. Nasledovalo rozpousténi proteinti za neustalého promichavani po dobu
2 hodin pti 1200 rpm a 25 °C. Vzorek byl poté rozpipetovan po 50 ul do sklenénych
vialek s konickym dnem. Do vialek bylo k proteintim ptidano redukéni ¢inidlo TCEP ve
vysledné koncentraci 5 mM (12,5 pl zasobniho roztoku o koncentraci 25 mM, viz vyse).
Nasledovala inkubace po dobu 45 minut pti 25 °C. Poté bylo pfidano alkylacni ¢inidlo
IAM ve vysledné koncentraci 55 mM (12,5 ul zasobniho roztoku o koncentraci 330
mM, viz vyse) a vialky byly inkubovany 30 minut p#i 25 °C ve tmé&. Vzorky byly dale
zfedény 425 pl deionizované vody, jejich pH bylo zméfeno pomoci kalibrovanych pH
papirkt a v ptipad¢ potieby upraveno na 7,5-8,5 ptidavkem 1M TEAB. Ke vzorkiim byl
Vv poslednim kroku pfidan trypsin v poméru 1:20 (trypsin:proteiny; 25 ug trypsinu na
vialku) a vzorky byly inkubovany 16 hodin pii 37 °C.

Purifikace na C18 reverzni fazi

Ke vzorkiim bylo pfidano 5 pl roztoku 30% TFA tak, aby pH vzorku bylo
snizeno na mén€ nez 5. Byl pfipraven pfislusny pocet Macro Spin kolon (kapacita
500 ug peptidia), které byly upevnény ve 2ml mikrozkumavkach. Kolony byly
aktivovany nanesenim 200 pl 100% methanolu a centrifugovany 1 minutu pti 1000 rpm

a 25 °C. Proces aktivace byl zopakovan. Nasledovala ekvilibrace ptidavkem 200 pl
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promyvaciho pufru a centrifugace 1 minutu pii 1000 rpm a 25 °C. Krok ekvilibrace byl
zopakovan.

Na kolony byly naneseny okyselené vzorky a kolony byly centrifugovany
2 minuty pii 800 rpm a 25 °C. Poté bylo do kolon napipetovano 200 ul promyvaciho
pufru a kolony byly centrifugovany 1 minutu pii 1400 rpm a 25 °C. Proces promyvani
byl zopakovan. Kolony byly poté upevnény do ¢istych mikrozkumavek.

Eluce probéhla nanesenim 200 ul elu¢niho pufru a naslednou centrifugaci
2 minuty pifi 800 rpm a 25 °C. Elu¢ni krok byl zopakovan. Kolony byly na zavér
centrifovany 2 minuty pii 2000 rpm a 25 °C.

Eluat byl prenesen do sklenénych vialek a odpafen ve vakuové odparce (pii
30 °C)

Odparek byl rozpustén v deionizované vodé na piedpokladananou koncentraci

5 pg-pl™, 15 minut sonikovan a 15 minut vortexovan.
Stanoveni obsahu peptidit (Quant-iT Protein Assay Kit)

Bylo pfipraveno 2,5 ml pracovniho roztoku Quant-iT Protein Assay Kit, ktery
obsahoval smés reagenti A a B v poméru 1:200. Vzorek byl zfedén 50x do objemu
100 pl. Do 96-jamkové desky urcené pro méteni fluorescence bylo napipetovano 5 pl
vzorku v Sesti opakovanich. Dale byl do desky napipetovan standard peptidd BSA
0 mnozstvi 200 a 400 ng ve dvou opakovanich. Ke vzorkiim a standardu bylo ptidano
200 ul pracovniho roztoku. Deska byla inkubovana ve tmé po dobu 10 minut
a fluorescence byla proméfena pii 470/570 nm a senzitivité 75. Byla vynesena zavislost
RFU na mnozstvi peptidi @ pomoci linearni regrese bylo kvantifikovano mnozstvi
peptidi ve vzorku.

Pro kontrolni LC-MS/MS analyzu (ovéfeni kvality S$tépeni) bylo nasledné
pfipraveno 100 pl vzorku o koncentraci 0,0357 pgul™ a to fedénim Gerstve

kvantifikovaného vzorku pomoci 0,5% (v/v) FA.
Alikvotace

Vzorek byl rozpipetovan po 110 ng do sklenénych vialek s kénickym dnem.
Alikvoty byly pii 30 °C odpafeny do sucha ve vakuové odparce a odparky byly

uskladnény v —80 °C az do dalsiho pouziti.
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2.5.2 Izolace fosfopeptidi ve vsadkovém uspoiadani

Izolace fosfopeptidi ve vsadkovém uspoiadani byla provedena podle postupu

publikovaného v Engholm-Keller et al. 2012.
Piiprava vzorku

Peptidy (110 pg) byly rozpustény ve 220 ul pfislusného nanéseciho pufru,

10 minut sonikovany, 10 minut vortexovany a kratce zcentrifugovany.
Piiprava a ekvilibrace oxidu titanicitého

Do 2ml mikrozkumavky bylo navazeno piiblizné pfesn¢ 5 mg oxidu titanicitého.
K nému byl pfidan 1 ml 100% ACN. Oxid titani¢ity byl pipetovanim rozsuspendovan
a5 minut sonikovan. Suspenze byla 5 minut vortexovana a ihned poté bylo 50 pl
suspenze piepipetovano do cCisté 2ml mikrozkumavky. Nasledovala centrifugace po
dobu 2 minut pti 10000 G a 25 °C. Supernatant byl opatrné¢ odpipetovan pomoci
GE Loader S$picky. K usazenému oxidu titani¢itému bylo pfiddno 100 pl ptislusného
nandSeciho pufru a suspenze byla promichavana 10 minut pti 1400 rpm a 25 °C.
Nasledovala centrifugace 2 minuty pii 10000 G a 25°C. Supernatant byl opatrné

odpipetovan.
Naneseni vzorku a promyvdani

K ekvilibrovanému oxidu titani¢itému bylo naneseno 100 ul vzorku (50 pg
peptidd na 250 pg TiO,, pomér 1:5). Suspenze byla inkubovana za neustalého michani
po dobu 30 minut pfi 1000 rpm a 25 °C v Thermomixeru Eppendorf. Poté byla
mikrozkumavka s nanesenym vzorkem centrifugovana 2 minuty pii 10000 G a 25 °C.
Supernatant byl opatrné odpipetovan, pifenesen do nové mikrozkumavky a zamrazen pii
—80 °C. Ke vzorku bylo napipetovano 100 pl nanaSeciho pufru, oxid titanicity byl
pipetovanim rozsuspendovan a prenesen do ¢isté 2ml mikrozkumavky. Ta byla poté
centrifugovana 2 minuty pii 10000 G a 25°C. Supernatant byl opatrné odpipetovan a ke
vzorku bylo naneseno 100 pl pfisluSného promyvaciho pufru 1. Mikrozkumavka se
vzorkem byla poté promichana v Thermomixeru Eppendorf po dobu 15 sekund pfii
1400 rpm a 25 °C. Nasledovala centrifugace 2 minuty pii 10000 G a 25 °C. Supernatant
byl opatrné odpipetovan a ke vzorku bylo napipetovano 100 pl promyvaciho pufru 2.
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Vzorek byl opét promichan 15 sekund pii 1400 rpm a 25 °C v Thermomixeru
Eppendorf a 2 minuty centrifugovan pti 10000 G a 25 °C. Supernatant byl opatrné
odpipetovan a k oxidu titani¢itému bylo piidano 100 pl deionizované vody. Vzorek byl
promichan 15 sekund pii 1400 rpm a 25 °C v Thermomixeru Eppendorf a centrifugovan

2 minuty pii 10000 G a 25 °C. Supernatant byl nasledné opatrné odstranén pipetovanim.

Eluce

K promytému oxidu titani¢itému bylo naneseno 100 pl elu¢niho pufru 1. Vzorek
byl umistén do Thermomixeru Eppendorf, kde byl inkubovan po dobu 15 minut pfi
1000 rpm a 25 °C. Nasledovala centrifugace 2 minuty p#i 10000 G a 25 °C. Supernatant
byl odpipetovan a ptenesen do Cisté mikrozkumavky. Eluat byl okyselen 5 pl 100% FA
a promichan na vortexu. Poté byl eluat umistén na vakuovou odparku a odpatfovan
30 minut pii 30 °C. K oxidu titani¢itému bylo napipetovano 100 pl elu¢niho pufru 2.
Vzorek byl inkubovan v Thermomixeru Eppendorf po dobu 30 minut pii 1000 rpm
a 25 °C. Supernatant byl pfiddn k odpatovanému eluatu, ke kterému bylo soucasné
napipetovano dalsich 5 pl 100% FA. Eluat byl promichan na vortexu a bylo

pokra¢ovano v odpafovani pii 30 °C do objemu cca 2 pl.

2.5.3 Izolace fosfopeptidii v kolonkovém usporadani

Izolace fosfopeptidi ve vsadkovém usporadani byla provedena dle postupu

publikovaného v Rappsilber et al. 2007.

Priiprava vzorku

Peptidy (110 pg) byly rozpustény v 55 ul ptislusného nanaseciho pufru, 10

minut sonikovany, 10 minut vortexovany a kratce centrifugovany.

Piiprava a ekvilibrace TiO, Stage Tips

Z3M Empore disku C8 byla vyseknuta fritka pomoci Hamiltonovy jehly
o pruméru 22G. Fritka byla vpravena do GE Loader $picky a $picka byla upevnéna do
1,5ml mikrozkumavky. Do 2ml mikrozkumavky bylo navéazeno pfiblizné piesn¢ 5 mg
oxidu titani¢itého, k némuz byl pfidin 1 ml 100% ACN. Oxid titaniity byl

rozsuspendovan a 5 minut sonikovan. Poté byl michdn 5 minut na vortexu a 50 pl
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suspenze bylo ihned piepipetovano do ptipravené GE Loader Spicky s C8 fritkou. Takto
pripravena kolonka byla centrifugovana 2 minuty pii 3000 rpm a 25 °C. Do $picky bylo
napipetovano 20 pl ptislusného nanédseciho pufru. Nasledovala centrifugace pfi stejnych
parametrech a do $picky bylo pfidano dal$ich 20 ul nanaSeciho pufru. Kolonka byla

pied nanesenim vzorku znovu centrifugovana 2 minuty pii 3000 rpm a 25 °C.
Naneseni vzorku a promyvdni

Ekvilibrovana kolonka byla upevnéna do €isté 1,5ml mikrozkumavky. Do $picky
bylo naneseno 25 ul vzorku (50 pg peptidi na 250 pug TiO,, pomér 1:5). Vzorek byl
centrifugovan 5 minut pfi 2000 rpm a 25°C. Na kolonku bylo naneseno 20 pl
nanaseciho pufru a kolonka byla centrifugovana 2 minuty ptfi 3000 rpm a 25 °C. Poté
bylo na oxid titani¢ity naneseno 20 pl promyvaciho pufru 1 a kolonka byla
centrifugovana 2 minuty pii 3000 rpm a 25 °C. Tento krok byl nasledné zopakovan
S promyvacim pufrem 2. Poslednim krokem promyvani bylo naneseni 20 ul 40% ACN
a centrifugace 2 minuty pti 3000 rpm a 25 °C.

Eluce

Spicka s promytym oxidem titani¢itym byla upevnéna do nové 1,5ml
mikrozkumavky obsahujici 10 pl 25% FA. Do $pi¢ky bylo naneseno 20 pl elu¢niho
pufru 1 a byla provedena centrifugace 5 minut, 2000 rpm, 25 °C. Poté bylo naneseno
20 pl elu¢niho pufru 2 a nasledovala centrifugace pii stejnych podminkéach. Eluéat byl

zakoncentrovan na vakuové odparce na objem cca 2 pl.

¥ Wew

2.5.4 Precisténi fosfopeptidi na C18 reverzni fazi
Piiprava vzorku

Zakoncentrovany vzorek byl rozpustén v 50 pl 5% FA, 5 minut sonikovan,

5 minut vortexovan a kratce centrifugovan.
Piiprava, aktivace a ekvilibrace C18 Stage tips

Z 3M Empore disku C18 byla Hamiltonovou jehlou o priméru 18G vyseknuta
fritka. Ta byla vpravena do zastiizené 200ul Spicky a Spicka byla upevnéna do 1,5ml
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mikrozkumavky. Kolonka byla aktivovana 50 ul 100% 2-propanolu a centrifugovana
1,5 minuty pti 4000 G a 25 °C. Na kolonku bylo dale naneseno 50 ul 5% FA a byla

zopakovana centrifugace. Kolonka byla upevnéna do ¢isté mikrozkumavky.
Naneseni vzorku a promyvani

Na C18 kolonku byl nanesen vzorek a nasledovala centrifugace 2,5 minuty pii
1000 G a 25 °C. Kolonka byla poté promyta 50 ul 5% FA a centrifugovana 1,5 minuty
pti 2000 G a 25 °C. Tento krok byl opakovan jesté jednou. Poté byla kolonka pfenesena

a upevnéna do nové mikrozkumavky.
Eluce

Nasledovala eluce fosfopeptid 50 ul elu¢niho roztoku a centrifugace 2,5 minuty
pfi 1000 G a 25 °C. Elu¢ni krok byl zopakovan a eluat byl ptepipetovan do sklenéné
Total Recovery vialky. Poté byl eluat odpafen do sucha na vakuové odparce (15 minut,
30 °C) a odparek byl bud’ uskladnén pii —80 °C, a nebo rozpustén ve 28 ul 0,5% FA
a ihned analyzovan pomoci LC-MS/MS.

2.5.,5 LC-MS/MS analyza

Analyza veSkerych vzorki byla provedena na systému nanokapilarni
chromatografie (nLC) (nanoEASY, Proxeon, Nizozemi, Bruker Daltonics, Némecko)
s tandemovou hmotnostni detekci Q-TOF vybavenou ESI ionizaci (UHR-Q-TOF
maXis, Bruker Daltonics, Némecko). Rozmrazené vzorky byly ultrazvukovany po dobu
5 min a preneseny do autosampleru nLC. Do nLC systému bylo nastfiknuto 7 pl vzorku
(v ptipadé vzorkl pripravenych pro kontrolu kvality $tépeni se jednalo o objem
obsahujici 250 ng peptidi; v ptipadé vzorkd s obohacenymi fosfopeptidy se jednalo
025 % zdaného vzorku) apeptidy byly zachyceny na nanokapilarni piredkoloné
(75 um x 3 cm, IntegraFrit, New Objective, CA, USA) naplnéné reverzni fazi (Reprosil
GOLD C18, 5um, Dr. Maisch GmbH, Némecko). Po izokratickém promyti
zachycenych peptidi pomoci 10 pl 2% FA byly tyto peptidy postupné uvoliiovany
pomoci 125minutové gradientové eluce (Tabulka 1) na analytickou nanokapilarni
kolonu (50 um x 15 cm, SilicaTip, New Objective, CA, USA) napln€nou reverzni fazi
(Reprosil GOLD C18, 3 pm, Dr. Maisch GmbH, Némecko) pii priitoku 80 nl-min™.
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SloZeni mobilnich fazi bylo nasledujici: pufr A: 0,4% FA ve vod¢, pufr B: 0,4% FA

v 80% acetonitrilu.

Tabulkal  Nastaveni nLC 125minutového gradientu pro eluci peptidii z reverzni

nanokapilarni kolony.

%

Cas  Pufr A (%) Pufr B (%)

0 98 2
3 92 8
50 82 18
79 72 28
85 68 32
93 55 45
99 35 65
100 5 95
105 5 95
108 98 2
124 98 2

Peptidy eluované z analytické kolony byly analyzovany po elektrospray ionizaci
pomoci tandemové hmotnostni analyzy metodou ,,data-dependent analysis (DDA)*
s kolizi indukovanou fragmentaci peptidi v kolizni cele. Nastaveni hmotnostniho
analyzatoru bylo nasledujici: Zdroj (Source; capillary voltage 1900 V; Dry gas:
2,5 I'min; Dry temperature: 160 °C); Tune Page nastaveni (Ion funnel RF 400 Vpp;
Multipole RF 400 Vpp; Quadrupole ion energy 5 eV; collision energy 8 eV; Collision
RF 1200 Vpp; Ion cooler RF 350 Vpp; transfer time 85 us; pre-puls storage 7 ps);
MS/MS nastaveni (Auto MSMS on; 4 precursor ions; threshold pro pfepinani z MS na
MSMS mod 5000 cts; active exclusion po 3 spektrech po dobu nasledujicich 9 s;
excluded mass rozsah prekurzord 50-350 Da and 1500-2200 Da). MS data byla sbirana
v hmotnostnim rozsahu 50-2200 m/z s dobou sbéru (acquisition time) 500 ms pro MS

a 250-750 ms pro MS/MS v zavislosti na intenzité prekurzoru.

2.5.6 Zpracovani dat

UlozZena surova data byla zpracovana pomoci programu DataAnalysis v. 4.2
(Bruker Daltonics, Némecko) a pievedena do formatu mgf (Mascot generic files)
obsahujiciho seznamy mérnych hmotnosti prekurzori a jejich fragmentacni spektra.

Tyto soubory byly pouzity k databdzovému prohledavani pomoci Mascot algoritmu (in-
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house mascot server, Matrix Science, England, UK) proti databazi UnitProt human
ver. 201207 (86725 sekvenci, UniProtKB; www.UniProt.org ). Prohledavani prob¢&hlo
S nasledujicim nastavenim: pouzitd proteasa ke Sté€peni: trypsin; maximalni povoleny
pocet vynechanych Stépnych mist (miss cleavage) 1; povolené modifikace peptida:
karbamidomethylace cysteinti jako pevna (fixed), acetylace lyzinu, acetylace N-koncu
proteinl, oxidace methioninu, fosforylace serinu, threoninu a tyrosinu byly nastaveny
jako variabilni; povolené odchylky pro MS prekurzori: 10 ppm a pro MS/MS
fragmentace peptidi 0,1 Da; minimalni skore pro identifikaci peptidi 15, minimalni
délka peptidu 7 aminokyselin; significance threshold p<0,05. Vysledky prohledavani
a identifikace peptidii byly exportovany ve form¢ DAT soubori a byly spolecné
s odpovidajicimi mgf soubory pouzity k dalSimu bioinformatickému zpracovani pomoci
programu Trans-proteomic pipeline (TPP) v. 4.6.2 (Keller et al. 2005).

V programu TPP byl nastaven prohledavaci algoritmus MASCOT a databaze
UnitProt human ver. 201207. DAT soubory byly konvertovany do formatu XML
a statisticky zpracovany modulem PeptideProphet (Keller et al. 2002) za pouziti
nastaveni ,,use phospho information* a ,,use accurate mass binding“. Vysledné tabulky
byly pfevedeny do formatu XLS a vyhodnoceni vysledki bylo provedeno v programu
MS Excel.
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2.6 Vysledky a diskuze
2.6.1 Experimentalni strategie

Jak jiz bylo naznaceno v ptedchozich kapitolach, afinitni chromatografie na
oxidu titaniCitém se stala i¢innou a ¢asto pouzivanou metodou selektivniho obohaceni
fosfopeptidii. Piesto se tato technika potyka s problémy, z nichz nejvyznamnéjSim jsou
nespecifické interakce kyselych peptidii s oxidem titani¢itym. V poslednim desetileti
byla proto vyvinuta nemala snaha v jejim zdokonaleni a ukazalo se, ze ptidavek
alifatickych organickych kyselin do nandseciho pufru vede v tomto sméru k vyraznému
zlepSeni. Autofi nezavisle na sob¢ piedstavili a Gspésné pouzili hned nékolik takovych
aditivnich kyselin.

Tato Cast prace je veénovana experimentalnimu ovéfeni ucinnosti vybranych
aditivnich organickych kyselin na vytézek a selektivitu obohaceni fosforylovanych
peptidl afinitni chromatografii na oxidu titani¢itém. S ohledem na dostupné protokoly
publikované v poslednich n€kolika letech byly vybrany nasledujici pufry (resp. pufrové
systémy):

e Pufr A: bez pridavku aditivni kyseliny (Aryal a Ross 2010)

e Pufr B: smé&s kyselin OSA, DHB, HFBA (Mazanek et al. 2010)
e Pufr C: kyselina glutamova (Wu et al. 2007)

e Pufr D: kyselina glykolova (Jensen a Larsen 2007)

e Pufr E: kyselina mlé¢na (Sugiyama et al. 2007)

Jako biologicky material byla vybrana bunééna linie HeLa S3. Z hlediska
fosforylaci se jedna o velmi dobfe definovany material (Beausoleil et al. 2004;
Amanchy et al. 2005; Olsen et al. 2006), ktery je dnes v proteomice povazovan za
proteinovy standard. Lyze bunck (cca 120 miliond) a extrakce proteini byla podle
protokolu provedena pomoci smési denaturujicich a nedenaturujicich detergenti.
Vytézek extrakce dosahl 10,5 mg proteinii. Nasledovalo tryptické Stépeni a kvantifikace
vzniklych peptidi. Vytézek stépeni byl stanoven na 3,5 mg tryptickych peptidi, coz

znaci GspeSnost Stépeni 33,3%.

36



Jako vychozi mnoZzstvi pro separace fosfopeptidi bylo zvoleno 50 pg peptida.
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Pro kazdy z vybranych pufrovych systémii bylo provedeno selektivni obohaceni
fosfopeptidic ve vsadkovém a kolonkovém uspofadani S pouzitim 250 ug oxidu
titani¢itého (hmotnostni pomér peptidy:TiO, 1:5, viz Kettenbach a Gerber 2011; Li et
al. 2009), a to ve dvou technickych opakovanich. Kazdy ze ziskanych vzorkd byl
nasledné analyzovan ve dvou nezavislych LC-MS/MS analyzach (Obrazek 8). Ze
ziskanych dat byly vytvofeny seznamy peptidl, znichz byl stanoven pocet

fosforylovanych a nefosforylovanych peptidi izolovanych ptislusnou metodou.

2.6.2 Primé srovnani metod pro obohacovani fosfopeptidu pomoci TiO;

V ramci této studie bylo identifikovano celkem 516 unikatnich fosforylovanych
a 861 nefosforylovanych peptidi. Na jednu LC-MS/MS analyzu pak bylo
fosfopeptidd byl 3 a nevyssi 166. Pfi srovnani s dostupnou literaturou pak tato data
odpovidaji vysledkiim dosazenych autory studii, ve kterych byl jako biologicky material
pouzit komplexni bunéény lyzat. Primérné pocty fosfopeptidii na jednu analyzu se totiz
pohybuji vrozmezi 70 az 160 (Sugiyama et al. 2007; Li et al. 2009; Kettenbach
a Gerber 2011).

m7<pl

m6<pl<7
E5<pl<6
O4<pl<5
O3<pl<4
o pl<3

Obrazek 9  Pomérové zastoupeni vSech nefosforylovanych peptidd podle pl.
Hodnoty byly ziskany s pouzitim on-line aplikace Protein Cutter (Raus et al. 2013;
http://biochemie.upol.cz/software/proteincutter/).

Dalsi vyrazné shody s literaturou bylo dosaZzeno pii analyze sloZeni

nefosforylovanych peptidi. Jeji vysledky ukézaly, ze u vice nez 75 % z celkovych
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861 nefosforylovanych peptidii byly zaznamenany hodnoty pl mensi nez 7 a vyrazné
zastoupeni kyselych aminokyselin (Obrazek 9). To odpovida teorii, ze kontaminace
selektivniho obohaceni je zplsobena pifevazné kyselymi peptidy, které se svymi
deprotonizovanymi karboxylovymi skupinami pfednostné¢ vazou na oxid titanicity

(Kuroda et al. 2004; Pinkse et al. 2004; Larsen et al. 2005; Jensen a Larsen 2007).

180

160 -

140 -

120 -

Peptidy

60 -

40 -

O T T T
Bez aditiva Smés kyselin Kys. glutamova Kys. glykolova Kys. mlé¢na

m Nefosforylované peptidy @ Fosforylované peptidy

Obrazek 10  Vytézky peptidi ve vsadkovém uspotadani. Hodnoty byly vypocitany
jako prumér poctu fosforylovanych a nefosforylovanych peptidii detekovanych ve

¢tyfech nezavislych LC-MS/MS analyzach 25 % eluatu z oxidu titanicitého.

Nejvyssiho vytézku v souctu fosforylovanych a nefosforylovanych peptidi
dosahla jak v pifipadé vsadkového (Obrazek 10), tak kolonkového usporadani
(Obrazek 11) metoda bez aditivni organické Kkyseliny. Vysoky nadbytek
nefosforylovanych peptidli a nizky podil fosfopeptidl, tedy nizkéa selektivita (Obrazek
12), predevsim v kolonkovém uspotfadani, vSak znaci, ze prosté okyseleni pufru
a protonizace kyselych nefosforylovanych peptidii neni pro selektivni obohaceni
dostatecné. Tato skutecnost jiz byla nékolikrat dokumentovana v pracich, kde ke
zvySeni selektivity autofi pouzili ne€ktery z uvedenych kompetitord (Jensen a Larsen
2007; Sugiyama et al. 2007; Wu et al. 2007; Mazanek et al. 2010).
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Zajimavého vysledku bylo dosazeno pifi pouziti smési kyselin dle studie

Mazanek et al. 2010. Tato metoda vykazovala selektivitu pies 50% (Obrazek 12), ale

v

Tabulka 2). Kettenbach a Gerber v praci zroku 2011 diskutuji moznost, Ze vysoké
koncentrace organickych kyselin mohou vést k protonizaci fosforylové skupiny nebo
k pifimé¢ kompetici soxidem titaniitym a tim k vytésnovani fosfopeptidi
z chromatografické kolony (Kettenbach a Gerber 2011). S ohledem na toto zjisténi se
lze domnivat, ze pii pouziti smési kyselin OSA, DHB a HFBA miize dochazet ke
stejnému jevu. Navic vzhledem k vysoké hustoté nanaSeciho pufru bylo z praktického

hlediska provedeni vsadkové i kolonkové metody zna¢né problematické.
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B Nefosforylované peptidy = @ Fosforylované peptidy

Obrazek 11  Vytézky peptidi v kolonkovém uspofadani. Hodnoty byly vypocitany
jako primér poctu fosforylovanych a nefosforylovanych peptidi detekovanych ve

¢tyfech nezavislych LC-MS/MS analyzach 25 % eluatu z oxidu titanicitého.

Nejlepsich vysledkl dosédhla kyselina glutamova. To dokazuje praimérny vytézek
116 fosfopeptidi ve vsadkovém (Obrazek 10) a 101 v kolonkovém uspofadani
(Obrazek 11) a prumérna selektivita 84,3 %, resp. 76,7 % (Obrazek 12). Navic celkovy
pocet fosfopeptidli izolovanych s pouzitim kyseliny glutamové dosédhl 349, coz

piedstavuje 2x az 3x vice nez u ostatnich metod (Tabulka 2). Lze tedy usoudit, ze pfi
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experimentalnich podminkdch popsanych Vvtéto praci je kyselina glutamova
nejucinngjsi kompetitivni Kyselinou. Podobnych vysledki bylo dosazeno v praci Wu et
al. 2007. Autor zde demonstroval pouziti kyseliny glutamové pii izolaci fosfopeptidti na
oxidu titani¢itém, kterd byla nasledovana SCX frakcionaci. Kyselina glutamova
v saturované koncentraci zde vedla k naristu selektivity od 63% do 90% v zavislosti na
frakci SCX.

100 -

90 A

60 -
50 A

40 |

Selektivita (%)

10 A

Bez aditiva Smés kyselin Kys. glutamova Kys. glykolova Kys. mlé¢na

B Vsadkova metoda BEKolonkova metoda

Obrazek 12  Selektivita. Sloupce vyjadiuji pramérné procentudlni zastoupeni

fosforylovanych peptidil izolovanych s pouzitim dané organické kyseliny.

Jako dalsi G¢inny kompetitor kyselych nefosforylovanych peptidi a adekvatni
nahrada do té doby pouzivané DHB byla vroce 2007 piedstavena také kyselina
glykolova (Jensen a Larsen 2007). Z dosazenych vysledka je ziejmé, ze 1M kyselina
glykolovéa do jisté miry snizuje podil zachytavani nefosforylovanych peptidl, nezvySuje
vsak podil fosforylovanych peptidu a selektivita je srovnatelna s variantou bez aditiva.
To ¢aste¢né potvrzuje vysledky prace Aryal a Ross 2010, kde autofi dosli k zavéru, ze
kyselina glykolova nema na selektivni obohaceni fosfopeptid vliv. Omezend i¢innost
kyseliny glykolové byla dokumentovana také v praci Sugiyama et al. 2007, kde byl
z tryptickych peptidi kaseinu, fetuinu a fosvitinu izolovan S pouZzitim kyseliny

glykolové mirny nadbytek nefosforylovanych peptidid. Srovnani s ptivodni literaturou
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Jensen a Larsen 2007 neni bohuzel mozné, protoze autofi nepracovali s komplexnim
proteinovym lyzatem, ale jako material pouzili sérii standardnich fosfoproteinti. Nové&jsi
prace Engholm-Keller a Larsen 2012 sice pracuje s peptidy ziskanymi S$tépenim
komplexniho proteinového lyzatu, ale pouziva jiny material (Titansphere, velikost ¢astic
3 um) a metodiku (eluaty z oxidu titanicitého byly dale frakcionovany pomoci metody
SIMAC).

Poslednim modifikatorem, ktery byl ve srovnani pouzit, byla kyselina mlé¢na
(Sugiyama et al. 2007). Ta dosahla primérného vytézku 42 fosfopeptidi ve vsadkovém
(Obrazek 10) a 58 v kolonkovém uspofadani (Obrazek 11), pficemz pramérna
selektivita se pohybovala v rozmezi 35 % az 41 % (Obrazek 12). Tento vysledek je
srovnatelny s vytézky a selektivitou kyseliny glykolové. Rozdilné hodnoty byly
dosazeny v celkovém poctu unikatnich fosforylovanych peptidu (176 kyselina mlé¢na,

118 kyselina glykolova, viz Tabulka 2).

Tabulka 2 Celkovy pocet unikatnich fosforylovanych peptidu.

Vsadkové usporadani Kolonkové usporadani Celkem
Bez aditiva 139 110 182
Smés kyselin 66 93 122
Kys. glutamova 230 235 349
Kys. glykolova 88 80 118
Kys. mlécna 82 150 176

Dale byly srovnany prumérné a celkové vytézky fosfopeptidi a selektivita mezi
vsadkovym a kolonkovym uspofaddnim. Z Obrazka 10 a 11 a Tabulky 2 vyplyva, ze
vytézky vsadkové a kolonkové metody jsou piiblizné stejné. Lisi se vSak selektivita,
ktera je s vyjimkou smési kyselin vys$si ve vsddkovém uspotadani. To je pravdépodobné
dano tim, ze nandSeni a promyvani peptidi probihaji po delsi dobu a za stalého
promichéavani.

Dalsi parametr, ktery byl pfi izolaci fosforylovanych peptidi zjistovan, byla
opakovatelnost. Tato veliina vyjadiuje procentualni zastoupeni téch unikatnich
fosforylovanych peptidi, které byly izolovany v obou opakovanich. Hodnoty
opakovatelnosti pro dané varianty jsou shrnuty v Obrazku 13. Kyselina glutamova
a kyselina mlécna sice dosahuji ve vsadkovém usporadani témer 50% opakovatelnosti,
Vv kolonkovém usporadani ale jejich opakovatelnost neptesahuje 21 %. Opakovatelnosti

30-40 % dosahly kyselina glykolova a pufr bez aditivni kyseliny. Izolace se smési
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kyselin OSA, DHB, HFBA méla opakovatelnost 23 % ve vsadkovém a 36 %
Vv kolonkovém uspotadani. Z téchto vysledkid neni jasné, zda a jak ma pfitomnost
kompetitivni kyseliny vliv na opakovatelnost. Témét u vsech izolaci (s vyjimkou
izolace se smési kyselin) vSak byla pozorovana vyssi opakovatelnost ve vsadkovém
uspofddani. Lze se tedy domnivat, Ze zpusob provedeni metody izolace fosfopeptidi

mize mit vliv na opakovatelnost.

60

Opakovatelnost (%)
w
o

Bez aditiva Smés kyselin Kyselina Kyselina Kyselina mlé¢na
glutamova glykolova

B Vsadkové uspofadani  mKolonkové usporadani

Obrazek 13  Opakovatelnost (%). Graf vyjadiuje procentualni zatoupeni fosfopeptidu,

které byly detekovany ve dvou nezavislych opakovani soucasné.
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ZAVER

Proteinové fosforylace predstavuji vSudyptitomny biologicky d¢j a v soucasné
dobé je jejich analyze vénovano znac¢né usili. Do popfedi se v nedavné dob¢ dostaly
analytické metody zalozené na MS. Jejich pouziti je znacné ztizeno vzhledem ke
skute¢nosti, ze hladiny fosforylovanych proteini jsou udrzovany ve velmi nizkych
koncentracich. Z toho divodu byly zavedeny prekoncentracni techniky, jejichz cilem je
izolovat fosforylované proteiny/peptidy a usnadnit tak MS analyzu. Jednou z takovych
technik je afinitni chromatografie na oxidu titani¢itém. Ta se ukazala byt vysoce
ucinnou, presto vsak stale limitovanou metodou obohaceni fosforylovanych peptida.
Relativné nedédvno bylo publikovano nékolik studii, které se vénuji zvyseni selektivity
vzhledem Kk fosfopeptidim. Z jejich vysledku vyplyva, Ze ke zvySeni selektivity do
znatné miry pfispiva pouziti nékterych organickych kyselin, které kompetuji
s nefosforylovanymi peptidy.

Tato bakalaiska prace (resp. jeji experimentalni ¢ast) byla zaméfena na ovéfeni
ucinnosti vybranych organickych kyselin na izolaci fosforylovanych peptidi na oxidu
titani¢itém. Experimenty byly provedeny ve vsadkovém a kolonkovém uspotradani
s kyselinou glykolovou, glutamovou, mléénou a smési kyselin OSA, DHB a HFBA.
S ptihlédnutim na diskutované vysledky byla pro vypracovani pracovniho protokolu
zvolena izolace v kolonkovém uspotfadani za pouziti pufracniho systému s kyselinou
glutamovou. Na tomto misté¢ je nutné zminit, ze U¢innost selektivniho obohaceni
peptid neni ddna jen ptidavkem aditivni organické kyseliny, ale podili se na ni fada
dalSich parametri. Objem pufru, ve kterém jsou fosfopeptidy nanaSeny na kolonu
s oxidem titani¢itym nebo doba jejich priitoku kolonou jsou jedny z moZnych faktord,
které mohou mit vliv na vysledek izolace fosforylovanych peptidii. Bylo prokazéano, ze
také koncentrace TFA a koncentrace aditivni kyseliny ovliviiuji vytézek a selektivitu
(Kettenbach a Gerber 2011). V neposledni fadé je podstatny také vzajemny pomér
nanasenych peptidii a oxidu titani¢it¢ho (Kettenbach a Gerber 2011; Li et al. 2009). Vliv
klicovych parametri na vysledek selektivniho obohaceni fosforylovanych peptidii
s vyuzitim kyseliny glutamové a optimalizace pracovniho protokolu jsou nyni inspiraci
pro budouci studium.

V nedavné dobé se objevily prace, které se zabyvaji globalni analyzou
fosforylaci v souvislosti s bunécnou signalizaci a rostlinnymi hormony (Heintz et al.
2006; Cerny et al. 2011; Henrichs et al. 2012; Zhang et al. 2013). Na Oddéleni
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biochemie proteind a proteomiky Centra Regionu Hana se toto téma aktuadlné fadi mezi
hlavni vyzkumné cile a jeji zdjem je obracen smérem ke globalni fosfoproteomice.
Poznatky ziskané v této bakalafské praci proto mohou byt pouzity pro analyzu
proteinovych fosforylaci a prispét tak k dalsimu rozvoji zde vykonavané

fosfoproteomiky.
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SEZNAM ZKRATEK

AA
ACN
ATP
BSA
CFTR
CID
DHB
DTT
EDTA
ERLIC

ESI
ETD
FA
FT-ICR
HCD
HEPES
HFBA
HILIC
IAM
IEF
IMAC
LC
LC-MS/MS
MS
MS/MS
MSA
nLC
OSA
PAC
PMSF

kyselina octova

acetonitril

adenosin trifosfat

bovinni sérovy albumin

transmembranovy regulator cystické fibrozy

disociace indukovana kolizi

kyselina 2,5-dihydroxybenzoova

dithiothreitol

kyselina ethylendiamintetraoctova

kapalinova chromatografie s hydrofilni interakei a elektrostatickou
repulzi

ionizace elektrosprejem

disociace elektronovym transferem

kyselina mravenci

iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci
vysokoenergeticka C-trap disociace

kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova
kyselina heptafluoromaselna

kapalinova chromatografie s hydrofilni interakci
iodacetamid

izoelektricka fokusace

afinitni chromatografie na imobilizovanych iontech kovi
kapalinova chromatografie

kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci
hmotnostni spektrometrie

tandemova hmotnostni spektrometrie

vicestupiiova aktivace

nanokapilarni kapalinova chromatografie

kyselina 1-oktansulfonova

fosforamidatovéa chemicka derivatizace

fenylmethylsulfonylfluorid
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Q-TOF

RP-C18
SAX
SIMAC

SCX
sDS
TCEP
TEAB
TFA
TPP

hybridni tandemovy hmotnostni spektrometr s kvadrupélovym
analyzatorem a analyzatorem doby letu

reverzni faze C18

iontoveé vyménna chromatografie na silném anexu

afinitni chromatografie na imobilizovanych iontech kovl se sekven¢ni
eluct

iontové vyménna chromatografie na silném katexu
dodecylsulfat sodny

tris(2-karboxyethyl)fosfin

bikarbonat triethylamonny

kyselina trifluoroctova

program Trans-Proteomic Pipeline
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PRILOHY

Piiloha 1: Pracovni protokol pro separaci fosfopeptida afinitni chromatografii na

oxidu titanic¢itém v kolonkovém usporadani

Material a nastroje:

Pipeta Eppendorf Research 1-10 ul, pipeta Eppendorf Research 10-100 ul, pipeta
Eppendorf Research 100-1000 pl, prislusné $picky (Eppendorf), $pi¢ky GELoader
0,5-20 pl (Eppendorf), Hamiltonovy jehla (pramér 22G), mikrozkumavky (Eppendorf).

Pristrojové vybaveni:
Sonifika¢ni ldzen Kraintek, Eppendorf Concentrator Plus, centrifuga IEC CL31R
Multispeed, Vortex mixer Stuart SA8

Roztoky:

Nanégeci pufr: 2% TFA, 65% ACN, saturovana kyselina glutamova (25 mg-ml™)
Promyvaci pufr 1: 0,5% TFA, 65% ACN

Promyvaci pufr 2: 0,1% TFA, 65% ACN

Elucni pufr 1: 1% NH40OH, 40% ACN

Eluéni pufr 2: 1% NH40H, 40% ACN, 50mM ATP

Postup:
Ptiprava vzorku:
1. Do vialky obsahujici peptidy komplexniho lyzatu (110 pg) piidat 55 pl
nanéaeciho pufru (cca 2 pg-pl™)
2. 10 minut sonikovat
10 minut vortexovat

4. Kratce centrifugovat

Ptiprava a ekvilibrace TiO, Stage Tips:
1. Z3M Empore disku C8 vyseknout jehlou o pruméru 22G fritku a vpravit ji do
zastiizené GE Loader $picky. Spicku upevnit do 1,5ml mikrozumavky
2. Do 2ml mikrozkumavky odvazit 5 mg Titansphere TiO,
3. Pridat 1 ml 100% ACN a pipetovanim rozsuspendovat
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10.

5 minut sonikovat
5 minut vortexovat a okamzit¢ prepipetovat 50 pl suspenze (250 pg) do

ptipravené GE Loader $picky s fritkou

. Centrifugovat 2 minuty, 3000 rpm, 25 °C

. Do $picky nanést 20 ul nanaseciho pufru

Centrifugovat 2 minuty, 3000 rpm, 25 °C

. Do $picky nanést dalsich 20 pl nanaSeciho pufru

Centrifugovat 2 minuty, 3000 rpm, 25 °C

Naneseni vzorku a promyvani:

1.

© 00 N o gk~ wDN

N
= O

Eluce:

o 0ok~ w N

Kolonku upevnit do ¢isté 1,5ml mikrozkumavky

Na TiO; nanést 25 pl vzorku (50 pg peptidi na 250 pg TiOy; pomér 1:5)
Centrifugovat 5 minut, 2000 rpm, 25 °C

Nanést 20 pl nanaseciho pufru

Centrifugovat 2 minuty, 3000 rpm, 25 °C

Nanést 20 pl promyvaciho pufru 1

Centrifugovat 2 minuty, 3000 rpm, 25 °C

Nanést 20 pl promyvaciho pufru 2

Centrifugovat 2 minuty, 3000 rpm, 25 °C

. Nanést 20 pl 40% ACN
. Centrifugovat 2 minuty, 2000 rpm, 25 °C

Spi¢ku s TiO2 upevnit do &isté 1,5ml mikrozkumavky obsahujici 10 ul 25% FA
Na TiO; kolonku nanést 20 pl elu¢niho pufru 1

Centrifugovat 5 minut, 2000 rpm, 25 °C

Na TiO; kolonku nanést 20 pl elu¢niho pufru 2

Centrifugovat 5 minut, 2000 rpm, 25 °C

Eluat odpafit ve vakuové odparce pii 30 °C na cca 2 pl koncentratu (doba cca
30 minut)

Provést precisténi eluatu na C18 Stage Tips



