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SOUHRN

Predlozena bakaladiska prace se zabyva studiem moznosti separace a analyzy
fosfopeptida a fosfoproteinti pomoci technik kapilarni elektroforézy. V praci jsou popsany
teoretické aspekty kapilarni elektroforézy a jejich technik, funkce a vyznam proteinovych
fosforylaci a nékteré v literatuie publikované vysledky 0 vyuziti kapilarni elektroforézy
pro separace fosforylovanych a defosforylovanych peptidd a pro analyzu vzorki

obsahujicich tau protein.

KLICOVA SLOVA

Kapilarni elektroforéza; Fosforylované proteiny; Fosfopeptidy; Tau protein.



SUMMARY

Possibilities of separation and analysis of phosphopeptides and phosphoproteins
using capillary electrophoresis techniques were investigated. This work describes
theoretical aspects of capillary electrophoretic separation and CE techniques, an importace
of protein phosphorylation and some published applications of CE techniques for
separation of phosphorylated and dephosphorylated peptides and for analysis of tau protein

samples.
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1 Uvod

Kapilarni elektroforéza (CE) je analytickd metoda, pomoci které se separuji nabité
nebo nenabité Castice v tizké kapilafe za pouziti vysokého napéti. Elektroforéza je Siroce
vyuzivand v analyze biologickych makromolekul. Jednotlivé elektroforetické techniky jsou
relativné jednoduché a levné a nékteré z nich jsou vhodné pro sériova stanoveni, napt. v

klinickych laboratofich [1,2].

Pocatky elektroforézy se datuji na konec 19. Stoleti, kdy takovym prvnim milnikem
byla prace o migraci iontll v elektrolytech publikovana Kohlrauschem v roce 1897. Prvni
ptibuznou techniku CE, kapilarni zénovou elektroforézu (CZE) predstavil S. Hjertén, ktery
provedl prvni experiment v kiemenné kapilafe s vnitinim primérem 1-3 mm. Dal§im
dalezitym krokem ve vyvoji CE byla redukce vnitiniho priméru kapilary na 0,2-0,5 mm,
diky této redukci byla odstranéna nutnost otaceni kapilary. Brzy poté Everaerts a Hoving-
Keulemans izotachoforeticky oddé¢lili nckteré organické kyseliny \4
polytetrafluoroethylenovych kapilarach o vnitinim praméru 0,5 mm [3]. J. Jorgenson a K.
Lukacs pouzili poprvé v roce 1981 kiemenné kapilary o vnitinim priaméru 75 pm jako
separacni kolony v kapildrni zénové elektroforéze. V roce 1984 polozil zdklady pro
micelarni elektrochromatografii S. Terabe tim, Ze poprvé pouzil tenzid pii separaci

neutralnich latek [4].

Kapilarni elektroforéza je univerzdlni metoda, ktera zahrnuje nékolik technik.
Vlastni separacni mechanismy jednotlivych technik se odliSuji 1 v zavislosti na pouzitém

médiu v kapilafe. Mezi techniky CE patfi:

e Kapilarni zonova elektroforéza (CZE)

e Kapilarni gelova elektroforéza (CGE)

e Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie (MEKC nebo MECC)
e Kapilarni elektrochromatografie (CEC)

e Kapilarni izoelektrickéd fokusace (CIEF)

e Kapilarni izotachoforéza (CITP)
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2 Kapilarni elektroforéza

Pod nazvem Xkapilarni elektroforéza se v literatufe oznacuji techniky, jejichz
spole¢nym rysem je separace latek ucinkem elektrického pole béhem migrace v roztoku a
kapilarni format jejich instrumentace. Uspofadani piistroje pro kapilarni elektroforézu je
znazornéno Na obrazku 1[4]. Hlavni ¢asti piistroje jsou: zdroj vysokého napéti, separacni
kapilara prochézejici detekénim systémem, ktery je propojen se zafizenim pro sbér dat, a
automaticky davkova¢ vzorku. VétSinou je pristroj pro CE ovladén a kontrolovan

pocitacem [5,6].

zdroj vysokého
napéti

re
M |

separacni kapilara

uzemnéna
eleltroda

deteltor

watupni  vEorek —! yystupnd
radobla tada

Obrazek 1: Schéma piistroje pro CE [4]

2.1 Principy CE

2.1.1 Elektroforeticka pohyblivost

Vlastni separace pomoci kapilarni elektroforézy je zaloZzena na odlisné rychlosti

nabitych ¢astic v elektrickém poli. Rychlost pohybu iontl je dana vztahem
V= UE

kde v je rychlost pohybu iontl, u. je elektroforeticka pohyblivost a E je intenzita
elektrického pole. Intenzita elektrického pole je funkci vlozeného napéti a celkové délky
kapilary [7]. Pohyblivost ionti se fidi jejich velikosti a poctem néboji. Mensi ionty se
pohybuyji rychleji nez vétsi ionty se stejnym nabojem. Podobné, ionty nesouci vice naboji

se pohybuji rychleji nez ionty nesouci pouze jeden naboj, byt’ se stejnou velikosti. Béhem
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elektroforézy se ustanovuje rovnovazny stav, kdy se elektricka sila vyrovna se treci silou
prostiedi, ve kterém se pohybuje nabita Castice. V tomto bod¢ jsou tedy obé sily stejné, ale

maji opacny smér. To vyjadiuje vztah:
qE = é6nnrv

kde q je naboj, # je viskozita roztoku a r je polomér ionta [5,7].

2.1.2 Elektroosmoticky tok (EOF)

Vlozené napéti zpusobi v kapilafe naplnéné roztokem elektrolytu tok podél
kapilary. Tento tok cerpa ionty podél kapilary smérem k detektoru a nazyva se
elektroosmoticky tok. Pro CE se bézné pouzivaji kapilary z tavené¢ho kiemene. Povrch
vnitiku kapilary nese ionizovatelné silanolové skupiny, které snadno disociuji a predavaji
kapilarni sténé¢ zaporny naboj. Kdyz je kapilara naplnénd roztokem pufru (pracovni
elektrolyt), zdporny naboj kapilarni stény pfitahuje kladny néboj iontl pochdzejicich
z pufru. Tim se vytvaii elektricka dvojvrstva a rozdil potenciala (zeta potencial) u kapilarni
stény, jak zndzorfiuje Sterntiv model na obrazku 2. Tento model elektrické dvojvrstvy
zahrnuje pevnou vrstvu naadsorbovanych ionti a difuzni vrstvu, ve které muze dojit
k pohybu ionti tepelnym pohybem. Zeta potencial se vytvafi v daném misté elektrické
dvojvrstvy a exponencidlné klesd s rostouci vzdalenosti od vnitinitho povrchu stény

kapilary.

negatively charged surface wall
|

go| o
gle| ®e o2 @
el eela o
@@% Q @I ’
& ® @ e)ll

@ ® solution
oo o o
gele gl © o
9% | o o
gole @ @

stern layer (Ii\ﬁuse layer
(fixed)

Obrizek 2: Sterntiv model elektrické dvojvrstvy
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Pokud vlozime napé€ti na kapilaru, kationty v difizni vrstvé migruji smérem ke
katod¢ a pohyb kationtl je doprovazen pohybem pracovniho roztoku. Vysledkem je tedy

tok iontti ve sméru ke katodé, rychlosti popsanou vztahem

= E = £ E
VEor = HEorL = 4

kde ¢ je dielektricka konstanta pracovniho elektrolytu, { je zeta potencial, 7 je

viskozita pracovniho elektrolytu a E je intenzita elektrického pole [5,7,8].

Protoze je elektroosmoticky tok vyvolan nabojem na vnitinim povrchu kapilary, je
profil tohoto toku plochy (pistovy) na rozdil od parabolického profilu laminarniho
proudéni (obr. 4), a proto ma maly vliv na rozmyvani zon separovanych latek. Toho faktu
je vyzito u kapilarni elektrochromatografie (CEC), kdy je separacni kapilara naplnéna
staciondrni fazi podobné jako u HPLC, ale diky pistovému profilu elektroosmotického toku
se u CEC dosdhne mnohem vyss$i separacni ucinnosti. Dalsi vyhodou EOF je, Ze zptisobuje

pohyb téméft vsech iontil ve stejném sméru bez ohledu na naboj [7].

\—

a) Elektroosmoticky tok (CE) b) Laminarni tok (HPLC)

Obrazek 3: Srovnani profilu EOF u CE a laminarniho toku u HPLC a jejich vliv na tvar pikti rozdélovanych
latek [6]
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2.1.3 Jouleovo teplo

Pti prichodu elektrického proudu kapildrou se generuje tepelnd energie tzv.
Jouleovo teplo. Toto teplo zavisi na prochazejicim elektrickém proudu, dale je urceno
rozmeéry kapilary, vodivosti elektrolytu a napétim. Vznikajici teplo v kapilaie je nezadouci,
protoze vyvolava nerovnomérny teplotni gradient, zménu viskozity elektrolytu a nasledné
rozsifeni zon analytl. Hlavni vyhodou provadéni elektroforézy v tzkych kapilarach je

eliminace Jouleova tepla [7].
2.2 Instrumentace

2.2.1  Davkovani vzorku

Roztok vzorku miize byt davkovan do kapilary pomoci n¢kolika technik. VSechny
techniky vyzaduji ponoteni konce kapilary do roztoku vzorku a vyvinuti ur€ité sily k nasati
vzorku do kapilary. Je dilezité, aby bylo mozné reprodukovatelné davkovat velmi malé
(nanolitry). V praxi se nejcastéji pouzivaji techniky hydrodynamické a elektrokinetické
[5-7].

a) Elektrokinetické technika

Provadi se tak, Ze se jeden konec kapilary
ponoii do nadobky s roztokem vzorku, do které je
zaroven ponofena i pracovni elektroda. Na elektrodu
se poté vklada nizké napéti v kratkych intervalech,
Které zptisobi migraci nabitych &astic do kapilary.
Nevyhodou této techniky je, Ze pohyblivEjsi castice
migruji do kapilary ve vétSim mnoZstvi nez méné

pohyblivé ¢astice.

b) Hydrodynamicka technika

Nasavani vzorku do kapilary lze provést tremi
zpusoby: pomoci gravitaéniho prutoku, rozdilu tlaki

nebo vytvofenim vakua. Gravitani spad vznika
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zvednutim nadobky s roztokem vzorku nad nadobku
spufrem a nad detektor. Rozdil tlakd vznika
pusobenim tlaku na konci kapilary. Podtlak se vytvari
na vystupnim konci kapilary. Vyhodou této techniky
je, ze do kapilary nadavkuji vSechny slozky vzorku (i

elektroneutralni).

2.2.2 Kapilary

V praxi se pro vétSinu separaci pouzivaji kapilary z taveného kiemene, protoze
kfemen umoziuje generovat EOF, je chemicky a elektricky inertni a UV transparentni.
Kapilary jsou potazeny ochrannou vrstvou polyamidu. V misté detekce se vytvaii optické
,0kno® odstranénim malé ¢asti polyamidového povlaku. Odstranéni se provadi pomoci
ziletky, vyleptanim pomoci zahtaté koncentrované kyseliny sirové nebo opalenim. Jako
alternativni materidl separacni kapilary lze pouzit teflon [7,8]. VéEtSinou se pouzivaji
kapilary s vnitinim pramérem 25 — 200 um s efektivni délkou 50 — 75 cm. Efektivni délka
je definovana jako vzdalenost kapilary z mista ddvkovani do mista detekce. Tato délka je
dulezita, protoze z jeji velikosti se urCuje pohyblivost. Celkova délka kapilary je pak o
nékolik cm delsi v zavislosti na pouZzitém pifistroji. U nékterych komeréné dodavanych
piistroju se lze setkat s kazetami, v nichz je kapilara ulozena. Tato kazeta je pak vybavena

chladicim zatizenim, aby se eliminoval vliv generované¢ho Jouleova tepla.

2.2.3 Detekce

Mezi nejvice vyuzivanou detekéni techniku patii absorpce UV zafeni. Pfi pouZiti
kapilar z taveného kiemene lze pouZit vlnovou délku 200 nm a vice. Linearni detekéni
rozsah je omezen kvili kratké optické draze paprsku, ktera je dana vnitfnim primérem
kapilary. Nékteré latky, jako napt. peptidy, nejsou silnymi chromofory, a jejich detekce
pomoci UV pak mize byt zajisténa ptidanim pomocné latky do pracovniho elektrolytu,
ktera dobtfe absorbuje v UV oblasti. Prichod analyzovaného peptidu detektorem pak
zpusobi pokles absorbance [7].

Diky malym rozmérim kapildry a malym davkovacim objemiim vzorku musi byt
detek¢ni techniky pro CE velmi citlivé. Citlivost 1 rozsah detekce Ize zlepsit zvétSenim

vnitiniho priméru kapilary. Specialni konstrukce kapilar mize byt vyuzita i K prodlouzeni
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optické drahy, napt. vytvoienim bubliny v kapilafe v misté detekce (tzv. bubble cell).
Spolu s tim dochazi i k poklesu rychlosti toku elektrolytu v rozsiteni kapilary.

2.2.4  Zdroj vysokého napéti

Separace jsou provadény pii napéti 5 — 30 KV a odpovidajicimu proudu v rozmezi 0
— 300 pA. Velikost generovaného proudu je tfeba kontrolovat, protoze separace provadéné
pii proudech nad touto hodnotou mize vést k nestabilit¢ a k nereprodukovatelnosti
stanoveni [5]. Pracovni napéti vkladané na elektrody je bud kladné nebo zaporné,
v zavislosti na pozadavcich pfi analyze Zména polarity se provadi pifimo na
vysokonapétovém zdroji, uzemnovaci elektroda je pfipojena blize k detektoru a elektroda

S vétsim potencidlem je pfipojena na druhém konci. [7].

2.2.5 Pracovni elektrolyt

V CE muze byt pouzito mnoho roztoki, které plni funkci pracovniho elektrolytu
neboli pufru. Nejcastéji pouzivanymi pufry jsou fosfaty, acetaty, boritany a vnitini soli
jako TRIS a MES, které jsou vyuzivany pro separaci proteinti a peptidi. Na spravném
vybéru elektrolyti zavisi fada faktorl jako rozpustnost, stabilita analytu v elektrolytu,
stupen ionizace, vliv pH, odvod tepla generovaného pfi prichodu proudu kapildrou atd.
Elektrolyty mohou obsahovat fadu aditiv v zavislosti na pouzité technice CE. Piikladem
muze byt pouziti micel v MEKC. Pfidavek organickych rozpoustédel do elektrolytt
umoziuje analyzu téch latek, které nejsou za béznych podminek rozpustné. Organicka
rozpoustédla také snizuji velikost EOF, coZ mizZe mit vliv na lepsi analyzu, byt na tkor

Casu separace [6,8].
2.3 Techniky CE

2.3.1 Kapilarni zonova elektroforéza (CZE)

Tento zplsob separace, pi1 kterém latka migruje kapilarou, je nejvyuzivanéjsi.
Nabizi efektivni rozdéleni latek a rychlou analyzu. Elektrolyt miize byt kysely (citrat,
fosfat), zasadity (boritany) nebo amfotericky. Pokud vlozime napéti na elektrody, ionty
zacnou v kapilafe migrovat smérem k opacné nabité elektrod€ linearni rychlosti. Vnitini
povrch kapilary je pokryt silanolovymi skupinami, které v zavislosti na pH elektrolytu

tonizuji. Pfi pH > 3 dochazi k disociaci a zaporné nabity povrch kapilary vyvazuji kladné
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ionty elektrolytu, ¢imz se vytvaii elektricka dvojvrstva a zeta potencial. Kladn¢ nabité
ionty z této difuzni vrstvy putuji smérem ke katodg€, s sebou strhavaji i elektrolyt a vytvaii
se EOF. Pokud je EOF v¢étsi jak elektroforetickd migrace putuji ke katode i zaporné nabité
ionty [9,10].

2.3.2  Kapildrni gelova elektroforéza (CGE)

Tato technika ptedstavuje separaci v kapilafe vyplnéné agarosovym nebo
polyakrylamidovym gelem (PAGE). Kapilara je tedy vyplnéna elektrolytem
impregnovanym do gelu. Separa¢ni mechanismus je zaloZzen na rozdilu molekulovych
hmotnosti. V gelu s riznou velikosti pord migruji nabité molekuly matrici gelu riznou
rychlosti, jsou ruzné zadrzovany. Vedle toho funguje gel jako médium, které zabrafuje
adsorpci molekul na vnitini sténu kapilary a eliminuje EOF. CGE se vyuziva zejména pfi

separaci makromolekul [6,9].

2.3.3 Micelarni elektrokineticka kapilarni elektrochromatografie (MEKC)

MEKC systém obsahuje dvé fdze — vodnou fazi a micelarni fazi, separacni
mechanismus je tedy zalozen na rozdéleni rozpusténé Castice mezi micely a vodnou ¢ast.
Micely se vytvari v zdkladnim elektrolytu pfidanim povrchové aktivni latky. MEKC se
nejcastéji provadi s aniontovymi povrchové aktivnimi latkami jako je napt. dodecylsulfat
sodny (SDS). V ptipad€ pouziti téchto latek, maji hydrofobni konce skupin tendenci se
orientovat do stiedu micely a nabité skupiny smérem k povrchu micely. Povrch micel SDS
ma zaporny naboj. Tyto micely vykazuji velkou elektroforetickou pohyblivost smérem
k anod¢, ktera je v opaéném sméru nez EOF sméfujici ke katodé. Pokud velikost EOF
pfevazuje mirn€ nad elektroforetickou pohyblivosti, pohybuje se vodna faze rychleji nez
micelarni. Latky se d¢li mezi dvé faze, coz vede kjejich zadrzovani na zéklade
rozpustnosti micel. Hydrofobni latky interaguji siln€ji s micelami a tak migruji pomaleji

nez hydrofilni latky. MEKC se vyuziva pro separace neutralnich molekul [6].

2.3.4 Kapilarni elektrochromatografie (CEC)

CEC je chromatografickd separacni technika, ve které je kapalnd mobilni faze
fizena hnaci elektroosmotickou silou. VyuZivaji se kfemenné kapilary s vnitinim

primérem 50 — 200 pm, uvnitt pokryté vrstvou polyimidu, které funguji jako stacionarni
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faze. Jako kapalnou fazi lze pouzit napiiklad acetonitril. Neutrdlni ¢astice se oddé€luji na
zaklad¢ rozdilné interakce mezi stacionarni a mobilni fazi, jako v HPLC. Nabité latky jsou
oddé€lovany 1 pomoci jejich raznych elektroforetickych pohyblivosti. CEC miize nabidnout
ucinné separace slozitych smési jako napft. biologickych vyznamnych latek v komplexnich

matricich [11,12].

2.3.5 Kapilarni izoelektricka fokusace (CIEF)

Technika se bézné provadi v plochych deskach nebo v kiemennych kapilarach
gelového formatu, jejichz vnitiek je potazen polyakrylamidem. Odd€lovani neutralnich
molekul probihd v gradientu pH, ktery je generovan amfolyty pisobenim vloZeného napéti.
Analyty jsou fokusovany v izoelektrickém bodé v pH gradientu mezi dvéma elektrolyty,
hydroxid sodnym jako katolytem a kyselinou fosforecnou jako amfolytem.
V izoelektrickém bodé se vytvari zony, které je nutno pro vizualizaci obarvit. Pfi absenci
EOF jsou zony uvolnovany hydrodynamicky nebo chemicky. Béhem této mobilizace se
udrzuje napéti, které slouzi jako stabilizator, aby nedochazelo k rozmyvéani analytu.
Tomuto ,,nastaveni“ se nazyva dvoukrokova CIEF. V pritomnosti elektroosmoézy je
mobilizace dosaZzeno pomoci EOF, coz se nazyva jednokrokova CIEF. EOF Ize eliminovat
diky wvnitinimu povrchu kapilary pouzitim methylcelulosy nebo nesitovaného
polyakrylamidu. CIEF je vhodna technika pro analyzu amfoternich slouc¢enin, malych

molekul ¢i bunéénych struktur [13].

2.3.6 Kapilarni izotachoforéza (CITP)

V CITP systému migruje vzorek mezi vedoucim a koncovym elektrolytem.
Vedouci elektrolyt obsahuje koion s vét§i mobilitou neZ maji ostatni slozky vzorku, naproti
tomu koncovy elektrolyt obsahuje koion s mensi mobilitou nez maji ostatni slozky vzorku.
V aniontové CITP se pouzivaji jako vedouci elektrolyt anionty, nejcastéji chloridy,
aminokyseliny (histidin, alanin) nebo neutralni latky. V kationtové CITP se jako vedouci
elektrolyt pouzivaji necastéji draselné nebo amonné soli. Touto metodou je mozné
stanovovat anionty i kationty, ale nikdy ne soucasné. Slozky vzorku jsou oddé€lovany
vlivem napéti a tvori diskrétni zonu, ktera je v kontaktu jak s vedoucim, tak s koncovym
elektrolytem. Jakmile systém dosahne rovnovahy, vSechny zony migruji stejnou rychlosti a
jsou uspotadany podle klesajici mobility. V zavislosti na Case se pak sleduje vodivost pii

pruchodu jednotlivych zon detektorem [14].
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3 Proteiny a peptidy
Proteiny jsou zakladni soucasti zivé hmoty, soucasti vétSiny bunék, kde plni kol
stavebni a jsou na n¢ rovnéz vazany zivotni pochody organismu. Zakladnimi stavebnimi

prvky molekul peptidl a proteint jsou aminokyseliny v urcitém poctu a potadi.

Aminokyseliny maji v naSem téle dulezitou roli, zejména pak pravé jako stavebni
prvky proteinit a peptidi. Pro syntézu téchto sloucenin je dulezitych celkem dvacet
zékladnich aminokyselin, nejméné devét Z nich funguje jako mineraly a hormony a musi
byt ziskavany z potravy [15]. K vytvofeni peptidi se aminokyseliny navzajem propojuji
peptidovou vazbou. Jedna se o kovalentni vazbu mezi karboxylovym uhlikem jedné
aminokyseliny a koncovou amino- skupinou druhé aminokyseliny. Dipeptidy, tripeptidy,
oligopeptidy a polypeptidy jsou slozeny z dvou, tii a vice molekul aminokyselin.
Polypeptidy jsou polymery aminokyselin s molekulovou hmotnosti mensi jak 10 kD.
Proteiny jsou pak makromolekuly, kdy kazdy polymer je tvofen velkym poctem
aminokyselinovych molekul. Kazda bilkovina nese ve své molekule uhlik, vodik, kyslik a

dusik. Mnoho proteini obsahuje siru a nékteré i fosfor [16].

3.1 Struktura

Presnd sekvence aminokyselin v peptidovém fetézci je urCena geneticky.
Syntetizovany polypeptidovy fetézec se skldda do trojrozmérného tvaru, ktery je pro néj
charakteristicky. Dana konformace je zavisla na aminokyselinové sekvenci a je
stabilizovana nasobnymi slabymi interakcemi. Jakykoliv vliv narusujici tyto interakce vede

K naru$eni piivodni konformace a tento proces nazyvame denaturace [17].

3.1.1 Primarni struktura

Primérni struktura je sekvence aminokyselin tvofend ptevazné peptidovymi
vazbami. Tam, kde peptidovy fetézec nese cystein, mize byt v¢lenéna do postranniho
fetézce disulfidicka vazba, kterd propojuje dva cysteinové zbytky v fetézci. Aminoskupina
na jednom konci a karboxylova skupina na druhém zlstavaji volné, nazyvaji se jako N-
terminalni a C-termindlni konce peptidového fetézce. Jednotlivé aminokyseliny jsou pak

¢islovany od N-konce k C-konci [16].
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3.1.2 Sekundarni struktura

Sekundarni struktury tvofi trojrozmérmné konformace proteinid. Molekularni fetézce
bilkovin jsou obvykle uspofadany do strukturalnich segmentt s riiznou konformaci jako je
pravideln¢ vinutd a-Sroubovice, rovny B-sklddany list, zahnuty B-ohyb nebo nepravidelné
uspotradana o konformace. Neopakujici se sekvence -ohybu navzajem propojuji opakujici
se jednotky o-Sroubovice a -sklddaného listu. Asi polovina peptidového Tfetézce
primérného globuldrniho proteinu je usporadana v pravidelnych sekvencich a-Sroubovice
a B-skladaného listu, zbytek se skldda z nepravidelnych smycek. Zcela hydrofilni segmenty
Z polarnich aminokyselin tvofi nepravidelné a neuspofadané smycky. Hydrofobni
segmenty slozené z nepolarnich aminokyselin tvofi bud’ a-Sroubovice nebo B-skladany list
[16].

3.1.3 Terciarni struktura

Tercidrni struktura je trojrozmérna struktura, kde umisténi atomil v prostoru vytvaii
polypeptidovy fetézec. Terciarni struktura slozena z menSich polypeptidi (pfiblizné 200
aminokyselin) vytvaii obvykle jeden strukturdlni prvek. Trojrozmérna struktura vétSich
polypeptidii vykazuje pfitomnost dvou i vice strukturdlnich podjednotek. Poté co je
polypeptidovy fetézec organizovan do struktur jako je a-Sroubovice, B-skladany list a
dalsich, vznikaji kombinace téchto struktur nazyvané jako supersekundarni struktury.
Nekolik sousednich sekundarnich struktur fetézce se mtze skladat a stacet a vytvaret tak
kompaktné zformované globularni ¢asti nazyvané domény. Protein mize obsahovat jednu
nebo vice postupné jdoucich domén. Vysledkem prostorového uspoiadéani strukturnich
domén v polypeptidovém fetézci je trojrozmérna struktura nazyvand jako terciarni. Je to
kone¢na nativni konformace monomert bilkovin skladajicich se zjednoho fetézce.
Terciarni struktury polypeptidovych fetézci jsou stabilizovany predevsim hydrofobnimi

interakcemi mezi nepolarnimi skupinami aminokyselin postrannich fetézct [16,17].

3.1.4 Kvartérni struktura

VétSina proteinti jsou oligomery, jejichz molekuly se skladaji ze dvou nebo vice
stejnych ¢i rozdilnych podjednotek, které drzi pohromadé pomoci nekovalentnich vazeb.
Prostorové uspotfadani téchto podjednotek tvoii kompletni tvar piedstavovany kvartérni

strukturou. Pokud ma protein identické podjednotky, hovoiime o homodimeru, jsou-li
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podjednotky rozdilné, nazyvame jej heterodimer. Podjednotky drzi pohromad¢ predevsim
vodikovymi vazbami a iontovymi vazbami mezi poldrnimi aminokyselinami a nékterymi
hydrofobnimi interakcemi mezi nepoldrnimi aminokyselinami. Stejné podjednotky jsou

uspofadany symetricky v kvartérni struktufe a udéluji tim bilkoviné rota¢ni symetrie [16].
3.2 Vlastnosti

3.2.1 Stereochemie

Jednim z hlavnich ryst vSech aminokyselin (kromé glycinu) je, ze maji ve své
molekule chirdlni uhlik. DalSim rysem je, ze vSechny aminokyseliny v Zivych organismech
jsou ve své podstaté asymetrické. Aminokyseliny v proteinech maji vzdy L-konfiguraci,
ktera je aktivni. Totéz plati prakticky o vSech biomolekulach, které jsou chiralni; jeden
enantiomer je biologicky aktivni, zatimco druhy neni. V pifipadé¢ aminokyselin se malé

mnozstvi enantiomert D nachdzi v ptfirod€, napt. v bunécnych sténdch mikroorganismii

[18].

3.2.2 Acidobazicke viastnosti

Aminokyseliny s a-amino- skupinou maji pKa v rozmezi hodnot 9 — 10, kdezto a-
karboxylové kyseliny maji pKa okolo 2 — 2,5. Diky tomu pak Vv roztoku existuji jako
neutralni molekuly. Jejich hodnoty pKa jsou nizs§i nez u monofunkénich karboxylovych
kyselin a amind, protoZe kladny naboj na aminoskupiné pfi nizkém pH stabilizuje zaporny
naboj karboxylové skupiny. Chovani proteint z velké Casti zavisi tedy na pH. Isoelektricky
bod je hodnota pH, pfi kterém ionty nemigruji v elektrickém poli. pH isoelektrického bodu
zavisi na disociacnich konstantach kyselych i zasaditych skupin. Isoelektricky bod proteinti
je tak zavisly na poméru poctu volnych karboxylovych a volnych aminoskupin, které

naopak zavisi na slozeni aminokyselin v proteinovém fetézci [18, 19].

3.2.3 Fyzikalni viastnosti

Neméné dllezita je 1 klasifikace aminokyselin na zakladé hydrofobnich a
hydrofilnich vlastnostech postranniho fetézce. Cim vétsi je kladny naboj postranniho
fetézce, tim vétsi je hydrofobnost molekuly. Naopak ¢im vétsi je zaporny naboj, tim vetsi
je hydrofilicita molekuly. Na zakladé toho byly aminokyseliny rozdéleny do tii skupin,

které se mohou navzijem prolinat. Polarni aminokyseliny a amidy jsou hydrofilni,
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hydroxy- aminokyseliny jsou piechodné a alifatické i aromatické aminokyseliny jsou
hydrofobni [18].

3.3 Rozdéleni bilkovin

Proteiny jsou klasifikovany na zaklad¢ jejich chemického slozeni a jejich
molekularni struktury. Lze je d€lit i podle jejich rozpustnosti, ale toto déleni je ponc¢kud

komplikované [20]. Patii mezi né:

e Albuminy
e Globuliny
e Histony

e Gluteliny

e Prolaminy
e Skleroproteiny
e SloZené bilkoviny
Jednd se o specialni tfidu bilkovin, které maji neaminokyselinovou cast (tzv.
prostetickou skupinu) piipojenou k bilkovinné ¢ast fetézce. Mezi tyto bilkoviny
patti [20]:
e Metaloproteiny
e Glykoproteiny
e Lipoproteiny
e Nukleoproteiny
e Chromoproteiny

e Fosfoproteiny
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4  Fosfoproteiny a fosfopeptidy (fosforylace)

Bilkoviny se tvoii procesem zvanym proteosyntéza. Tento proces se sklada ze dvou
krokt, kdy prvnim je transkripce a druhym je translace. Posttranslacni modifikace pak

upravuji bilkoviny, kdy mutize dojit ke vzniku napft. fosforylovanych proteint.

4.1 Transkripce

Transkripci se rozumi pienos genetické informace z DNA do RNA molekuly. Jedna
0 proces vytvoieni vldkna RNA na principu komplementarity k vlaknu DNA, kdy proti
adeninu v DNA je fazen uracil v RNA. Pracovnim vlaknem je oznacovano jedno vldkno
DNA, které slouzi jako matrice pro vytvoieni RNA. Druhé vldkno je pamét'ové vlakno a za
normalnich podminek K jeho transkripci nedochazi. Transkripce probiha od 5° konce
vldkna ke 3" konci. Mezi hlavni enzymy podilejici se na transkripci patii DNA dependentni
RNA polymerasy. U eukaryotickych bun¢k se transkripce Gcastni fada bilkovin, které se
nazyvaji transkripcni faktory a rozliSuji se fimskymi cCislicemi. Transkripci u eukaryot
vznikd RNA prekursorového typu, ze které se stdva definitivni funkéni molekula az

postrankripcnimi upravami [21].

4.2 Translace

Jedna se o pienos genetické informace z kddu mRNA do poradi aminokyselin
V polypeptidovém fetézci. K tomuto procesu je nutné, aby v buiice byly pfitomny, kromé
materialu a zdroje energie, také dalsi latky jako jsou ribozomy, mRNA, tRNA a enzymy
zajiStujici odpovidajici reakce. U prokaryotickych organismil probihd translace soub&ézné
s transkripci. U eukaryot vznika transkripci hnRNA a poté dochazi k posttranskripnim
upravam. Kone¢nd molekula mRNA je transportovéna z jadra do cytoplazmy pomoci
transportnich proteini a az v cytoplazmé dochazi na ribozomech k translaci. Pied
zahdjenim samotné translace musi byt aminokyseliny aktivovany pomoci ATP. Pomoci
enzymu aminoacyl-transfer-RNA-syntetasy jsou pfipojeny aktivované aminokyseliny na
nesouci metionin, SGTP a selF2 do komplexu. Tento komplex je vdzan na malou
ribozomalni podjednotku a poté je pomoci elF k této malé podjednotce pfipojena molekula
mRNA. Stépenim ATP se ziskdva energie, aproto se mRNA posunuje po malé
podjednotce ribozomu, dokud nenarazi na triplet AUG. Vznikly komplex je spojen s v&tsi

podjednotkou ribozomu za pomoci energie, ktera vznika Stépenim GTP. Timto vznika
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ribozom, kde je Met-tRNA na peptidovém mist¢, na aminoacylové misto je fazena tRNA
odpovidajici druhému tripletu pomoci elongacniho faktoru. Pomoci ribozomalnich peptidii
dochazi k vytvotreni peptidové vazby mezi metioninem a druhou aminokyselinou. Cely

proces kon¢i tim, ze bilkovinny faktor uvolni hotovy polypeptid z ribozomu [21].

4.3 Post-translacni modifikace

Jedna se o soubor kovalentnich zmén, tyto zmény jsou provadény po piekladu
sekvence nukleotidi mRNA do aminokyselinové sekvence na ribozomu. Post-translacni
modifikace 1ze rozdé¢lit do dvou kategorii. Prvni z nich je kovalentni vazba jedné nebo vice
skupiN (napt. fosforyl nebo acetyl) na jeden nebo vice postrannich fetézcti aminokyselin
v bilkovin¢. Do druhé skupiny patii hydrolytické $tépeni jedné nebo vice peptidovych
vazeb v bilkoviné pomoci enzymu protein-hydrolasa. Téméf vSechny ze zhruba 200 druhti
post-transla¢nich modifikaci, které maji kovalentné vazany skupiny k postrannim fetézclim

Vv proteinech, se provadi pomoci enzymu, bilkovin s katalytickou aktivitou [22].

Post-translaéni modifikace maji ptfedevS§im dva cile. Jednim je fizeni bunécéné
lokalizace. Kovalentni modifikace sekvenci aminokyselin specifickymi faktory je
prostfedek pro regulaci jaderné lokalizace. Druhym cilem je fizeni interakce protein-
protein. Spektrum modifikaci je Siroké a zahrnuje vSechny bilkovinné modifikace
pouzivané buiikou pro kontrolu funkce proteinu. Kazdd modifikace miiZze slouZit pro
konkrétni icel a mlze prob&hnout jako reakce na urcity podnét. Jedna se o zmény

reverzibilni, které umoznuji dynamické modifikace systému [23].

4.3.1 Fosforylace

Nejrozsifengj$i post-translacni modifikaci proteinii je reverzibilni fosforylace
proteini, ktera hraje regulacni roli v téméf kazdé ¢innosti buniky [25]. K fosforylaci
dochazi predevsim na serinu a threoninu, ale mizeme ji pozorovat i na tyrosinu ve formé
stabilnich fosfomonoestert. Nicméné i dal§i aminokyseliny jako histidin, arginin a lysin
také mohou byt fosforylovany. Odhaduje se, Ze asi jedna tietina z potencialnich 30 000
lidskych bilkovin miize byt v urcité fazi svého zivotniho cyklu v eukaryotické buiice
substratem pro fosforylaci. Reverzibilni fosforylace proteini ovliviiuje zakladni bunécné

procesy, véetné metabolismu, ristu, diferenciaci, imuniteé, uceni a paméti. Fosforylace a
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defosforylace jsou regulovany pomoci specifickych enzymd, protein-kindz a protein-

fosfataz, ob¢ tyto reakce jsou fizeny oddélené [22-24].

Dynamika fosforylace proteinii je rozhodujici pro post-translacni modifikace
v mnoha eukaryotickych signalnich drahdch. Zahajeni signadlu mutze nastat, kdyz je
fosforylovan postranni fetézec proteinu. Ke zruSeni signalu muze dojit dvéma cestami.
Jednou je proteolytické rozlozeni fosforylovaného proteinu. Druha a castéjsi cesta je
hydrolytické odstrandni —PO3” skupiny, které zachovava bilkovinnou kostru pro dalsi dgje.
Anorganicky fosfat se pii fyziologickém pH vyskytuje nejCastéji ve formé dianiontu
HPO,* nebo v kyselin¢ fosforecné. Centralni atom ma oxidacni stav 5+ a je elektrofilni,
periferni kyslik je zdporné€ nabity a je potencialnim nukleofilem generujicim reaktivitu pro
fostaty. Fosfatové skupiny jsou pfi fyziologickém pH stabilni, ale mohou absolvovat adi¢ni
nebo eliminaéni reakce katalyzované enzymy. Anorganicky pyrofosfat P,0/% je
tetraaniontem kyseliny pyrofosfore¢né, ve kterém je jeden =z kysliki aniontem
anorganického fosfatu druhé molekuly, eliminaci vody vznikd anhydridovéd vazba. Tato
anhydridova vazba v pyrofosfatu je vice destabilizované nez esterova vazba v monofosfatu
a tak je chemicky aktivnéjsi pro ptfenos fosfatové skupiny. Fosfodiesterové vazby se
nachazeji v trifosfatovém fetézci jako je v ATP nebo v internukleotidovych vazbach jako
jsou v RNA nebo DNA. ATP jako kosubstrat v podstaté vSech protein-kindz ma tfi
postranni fosfatové fetézce v anhydridové vazbé, coz je strukturni zaklad pro
termodynamickou aktivaci pro pienos bud’ a, S nebo y fosfatové skupiny na nukleofilni
alkoholovou skupinu fetézce serinu, threoninu nebo tyrosinu. Mg?* ionty vazi do komplexu
dva kysliky fosfatové skupiny v ATP, snizuji tak bariéru pro selektivni pienos fosforylové
skupiny na nukleofil. Mechanismus pfenosu y-PO42' skupiny na postranni fetézec zahrnuje
selektivni atak elektrofilniho y-P z komplexu Mg-ATP. Vazebna mista bilkovin, které jsou
fosforylovany, se v serinu, threoninu i tyrosinu od sebe lisi. Tetraanion ATP je stabilni ve
vodném roztoku, pyrofosfatové vazby jsou aktivovany, aby fidily fosforylace nukleofilnich
postrannich fetézct. Zavedeni PO, skupiny k jednomu nebo k vice postrannim fetdzcam
slozenych bilkovin ddva moznost vzniku spojeni vodikovou vazbou, ktera miize zpusobit

nepatrnou reorganizaci bilkovinného mikroprostiedi, které fidi konformaéni zmény [22].
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Na zéklad¢ strukturnich a funkénich parametrti se eukaryotické protein-kinazy déli

do né¢kolika podskupin. Ser/Thr kinazyse dé€li na:

e Cyklické nukleotid-dependentni protein kinazy (cAPK, cGPK)
e Fosfolipidové dependentni protein kindzy

e Ca*/kalmodulin dependentni protein kinazy

e Ribozomalni S6 protein kindzy

e Cyklické dependentni kinazy (cdk, cdc2-kinaza)

e Rafkinazy

e Mitogen aktivujici kinazy (MAP-kinaza)

e Kasein kinazy CK1

e Kasein kindzy CK2 a glykogen syntetickd kinazy 3

e DNA-dependentni kinazy

Tyrosinové kinazy mohou byt rozdéleny do dvou hlavnich podskupin:

e Cytoplazmatické tyrosin kinazy zahrnujici poddruhy Src, Csk, Btk, Syk,
JAK, FAK, Abl a Fps/Fes-like kinazy

e Transmembranové receptorové Tyr-kinazy

Katalytické domény eukaryotickych protein kindz jsou lemovany vysoce
variabilnimi regulaénimi doménami, které obsahuji vazebnad mista pro ptisluSné regulacni
proteiny, motivy fidici intracelularni translokaci a obsahuji moduly pro pfijem vstupnich
signalti. Tyto regulaéni domény jsou zodpovédné za velkou variabilitu protein kinaz
Vreakci na rizné vstupni signaly. Aktivita enzymi je regulovana, zdvisi na aktivaci
pomoci signali. Bez signalu zlstava enzym neaktivni. Regulace ¢innosti protein-kinaz
probihd na zakladé mechanizmu nazyvaného jako intrastericka kontrola. Na rozdil od
alosterické interakce, kdy se na enzym vaze ligand strukturné¢ odliSny od substratu,
intrasterické kontroly je dosaZzeno pomoci tzv. pseudosubstratové domény. To je peptidova
sekvence, kterd se vztahuje k aktivnimu mistu v disledku strukturni analogie se sekvenci
fosforylované bilkoviny, kromé& toho, Ze neobsahuje fosforylované aminokyseliny.
Odstranéni pseudosubstratové sekvence, napi. pomoci proteolyzy, vede k aktivni protein-
kinaze. Pseudosubstratovda doména mize byt lokalizovana bud’ na stejném polypeptidovém
fetézci jako katalytické centrum jako napf. v piipad€ protein-kindzy nebo na samostatnych
regulacnich podjednotkach jako v ptipadé cAMP-dependentni protein kindzy. Dalsi typ
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intrasterického kontrolniho mechanismu je pro nékteré Tyr-kinazy poddruhu Src. Zde je
pevné v neaktivnim stavu v intramolekularni interakci s C-termindlnim fosforylovanym
zbytkem s SH2 doménou, napi. aminokyselinova sekvence se specificky vaze na
fosforylovany zbytek tyrosinu. Pro aktivaci je nutna defosforylace proteinu

prostfednictvim tyrosin-fosfatazy [25].

4.3.2 Fosforylace tyrosinu

Fosforylované tyrosinové proteiny piedstavuji pouze malou ¢ast z bunéénych
fosfoproteinti. Jsou doménou spiSe eukaryotickych bunék, kde hraji dilezitou roli
Vv centralnich dg&jich bunééného zivota. Tyrosinové fosforylace se ucastni fyziologickych
procest, které jsou spojeny s mnohobunéénymi organismy, zejména tvorba a regenerace
tkani, napt. hraji klicovou roli pfi regeneraci jater, proces vyplyvajici z poSkozeni a ztraty
tkané je zaméfen na stimulaci kompenzacniho ristu jater s funkei, kterd podporuje télesnou
homeostadzu, podili se i na imunitnim dohledu. Vyvoj, udrzba a opravy tkani jsou
regulovany pifimym kontaktem mezi bunikami a interakcemi mezi buitkami a intracelularni
matrix, oboji zprostfedkované adhezivnimi molekulami. Cytoplazmatické tyrosinové
protein- kinazy nazyvané fokalni adhezivni kindzy (FAK) hraji klicovou roli v této
interakci, protoze zprostiedkovavaji signaly z bunéného prostiedi. Tyto signaly jsou
pfijimany specidlnimi transmembranovymi proteiny — integriny. Integriny jsou adhezivni
molekuly, které maji dva ucely: pfipojeni extracelularni struktury k cytoskeletovym
proteinlim a jednak regulaci fady bunéénych odpovédi véetné cytoplazmatické koncentrace
iontl a genové exprese. Tkanovy vyvoj, opravy a homeostdza nejsou fizeny pouze
adhezivnimi molekulami, ale i fadou polypeptidovych hormonti jako napf. rtstovymi
faktory nebo cytokiny. VétSina ztéchto faktori mutze vyvolat fosforylaci tyrosinu.
Fosforylace tyrosinu také poskytuje sekundarni vystupni signal pro receptory, které nemaji
vnitini kindzovou aktivitu, ale komunikuji po aktivaci s riznymi cytoplazmatickymi nebo
membranoveé vazanymi tyrosin-kinazami. Tento mechanismus ¢innosti je charakteristicky
pro B a T bunééné receptory a cytokiny. Fosfotyrosin je rozpoznan vazebnymi misty na
bilkovinach, coz vede k reverzibilni interakci na principu zdmek a kli¢. Tyto receptory se
nazyvaji SH2 domény. Mnoho signalnich bilkovin nese jednu nebo vice SH2 domén, které
jim umoznuji komunikaci s fosforylovanymi tyrosinovymi proteiny. SH2 domény rozlisuji
mezi riznymi fosfotyrosinovymi zbytky na zékladé strukturnich parametrti, coZz napomaha

ke vzniku signalnich transdukénich komplext [25,26].
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5 Vyuziti Kkapilarni elektroforézy pro analyzu fosfopeptidi a
fosfoproteint

Fosfoproteomika se zabyva analyzou fosforylace proteint. K hlavnim cilim patfi
identifikace fosfopeptidi a fosfoproteini a také kvantifikace fosforylace. I ptesto, Ze
analytické separacni techniky proSly béhem poslednich let vyvojem, neni analyza
fosfoproteint rutinni zaleZzitosti. Univerzalni metoda pro analyzu fosforylovanych proteinti
a peptidu neexistuje, proto je nutné vybirat z dostupnych metod, kde musime vzit v potaz
urcité parametry ovliviiujici volbu metody jako je typ fosforylované aminokyseliny, zda

mame k dispozici samotny fosfoprotein ¢i smés a jakou informaci chceme ziskat [27].

Jelikoz ma fosforylace velky vyznam, bylo na vyvoj metod pro charakterizaci
fosforylace na serinu, threoninu a tyrosinu vynalozeno velké usili. Klasické metody
zahrnuji zaclenéni nuklidu %2p do bilkovinného fetdzce s pouzitim radioaktivniho ATP.
Radioaktivni proteiny jsou pak detekovany béhem frakcionace napi. kapalinovou
chromatografii nebo dvojrozmérnou gelovou elektroforézou. Tyto techniky jsou ale
pracné, vyzaduji velké mnozstvi fosforylovanych proteini a znaéné mnozstvi

radioaktivnich latek [28].

Kapilarni elektroforéza je technika pro vysoké rozliSeni a separaci stanovovanych
molekul riznych velikosti od nizkomolekularnich latek aZ po biologické makromolekuly.
Ve studii [29] byly pro elektroforetickou separaci pouzity tii dvojice fosforylovanych
peptidt, obsahujicich serin, threonin a tyrosin, a jejich nefosforylovanych analogli pro
ucely dalSich biochemickych studii makromolekuldrnich interakci. Analytické parametry
byly optimalizovany pro dosazeni lepsich vysledku (sloZeni, koncentrace a pH pracovniho
elektrolytu). Metoda MALDI-TOF-MS byla vyuzita pro kontrolu molekulové hmotnosti
fosforylovanych a nefosforylovanych peptidi. Pocatecni faze vyzkumu byla zamétena na
hodnoceni a vyvoj metod pro kontrolu ¢istoty fosfotyrosinu po organické syntéze. Poté
byla metoda pouzita pro separaci ostatnich peptidi. Stanoveni bylo provedeno v
elektrolytu s extrémni hodnotou pH = 11 pro tyrosin a pH = 2,5 pro serin a threonin.
Dtvodem vysSich hodnot pH byla adsorpce peptidi na kapilarni sténu, pokud je pH
elektrolytu kyselé, kapilara uvniti zdstava neutralni. Na obrazku 4 je zobrazena separace
dvojice peptidit obsahujicich tyrosin. Separace byla provedena ve 20 mM CAPS pufru o
pH 11, UV detekce byla provedena pti vinové délce 214 nm. Jako vnitini standard byl
pouzit 0,2 uM N-FMOC-O-dimethylfosfo-L-tyrosin v CAPS pufru. Pik nefosforylovaného
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peptidu obsahujiciho tyrosin (YEEI) byl detekovan v ¢ase 12 minut, zatimco pik
fosforylovaného peptidu (YpEEI) byl detekovan v ¢ase 13 minut.
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Obrazek 3: Elektroforegram peptidi obsahujicich tyrosin. Piky: a) N-FMOC-O-dimethylphospho-L-
tyrosine, b) YEEI, c) YpEEI [29]

Obrazky 5 a 6 znazorfiuji separaci dvojice peptidi obsahujicich serin a threonin.
Separace probihaly v citratovém pufru 0 pH 2,5 a na UV detektoru byla nastavena vinova
délka 229 nm. Na obrazku ¢. 5 Ize pozorovat, ze peptid obsahujici nefosforylovany serin
(KRPSQRHGSKY) byl detekovan v case 9,5 minut a fosforylovany analog
(KRPSpQRHGSKY) v ¢ase 10,4 minut. Pii separaci peptidii obsahujicich threonin se pik
nefosforylovaného peptidu (KRTIRR) objevil vcase 8,9 minut, zatimco pik
fosforylovaného peptidu (KRTpIRR) az v ¢ase 9,9 minut.
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Obrazek 4: Elektroforegram peptida obsahujicich serin. Piky: a) KRPSQRHGSKY, b) KRPpQRHGSKY, ¢)
N-FMOC-Arg-OH [29]
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Obrazek 5: Elektroforegram peptidi obsahujicich threonin. Piky: a) KRTIRR, b) KRTpIRR, ¢) N-FMOC-
Arg-OH [29]

Vyhodnou vlastnosti téchto analyz je, Ze migrac¢ni potadi separovanych slozek je
predvidatelné. Vnitini standard N-FMOC-O-dimethylfosfo-L-tyrosin obsahuje ve své
molekule jednu karboxylovou skupinu. Nefosforylovany peptid obsahujici tyrosin (YEEI)
ma ve své molekule dvé karboxylové skupiny ze dvou glutaminovych zbytkd a jednu
hydroxylovou skupinu z tyrosinového zbytku, ztohoto duvodu je intenzita negativni
ionizace peptidu vétsi nez u standardu pii pH 11. Fosforylovany peptid s tyrosinem
obsahuje navic jednu fosfatovou skupinu, 1 to pfispiva k vyssi intenzité negativni ionizace.
Tyto rozdily v intenzité ionizace lze pfedvidat a migrace slozek je nasledujici: 1. vnitini
standard, 2. YEEI a 3. YpEEIL jak vyplyva zobrazku 4. Elektroforegramy peptida
obsahujici serin a threonin jsou si podobné. Vnitini standard N-FMOC-Arg-OH obsahuje
ve své molekule jednu amino- skupinu. Peptidy obsahujici nefosforylovany serin
(KRPSQRHGSKY) a threonin (KRTIRR) maji ¢tyfi amino skupiny ptispivajici k pozitivni
ionizaci v molekule. Pozitivni ionizace ve struktuie peptidi podporuje elektroforetickou

migraci, a proto se tyto peptidy pohybuji rychleji nez standard [29].

Béhem poslednich 50. let doSlo kvyvinuti mnoha dvourozmérnych
(dvoudimenzionalnich) metod pro testovani funkénich skupin ve slozitych smésich
analytl. Jednou z technik je na enzymu zalozena diagonalni kapilarni elektroforéza, kde se
uplatiiuji stejné separacni reZimy V obou dimenzich (rozmérech). Pfi absenci upravy
analytl mezi jednotlivymi separaénimi dimenzemi budou mit stejné migrac¢ni Casy a

vytvoii body (skvrny), které v grafu maji tvar diagonaly. Pokud dojde k upravé (reakce,
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enzymatickd modifikace) mezi separa¢nimi dimenzemi, dojde i ke zméné€ migrac¢niho Casu

a vytvoii se body, které jsou mimo diagonalu (obr. 7b) [30].

Detector

Migration time cap 1

Power supply 1 Power supply 2

Buffer 1 Buffer 2 Waste

Obrazek 6: Enzymaticky diagonalni kapilarni elektroforeticky systém. A — dvoudimenzionalni kapilarni
elektroforéza s identickymi separacnimi mody s vyuzitim mikroreaktoru na konci prvni kapilary. B —
Dvourozmérny graf znazoriiujici neupravené a upravené slozky [30]

Jedno-dimenzionalni separace byla provedena v kapilafe s vnitinim pramérem
50 um a délce 50 cm a na elektrody bylo vlozeno napéti -20 kV. Jako pracovni elektrolyt
byl pouzit 10 mM hydrogenuhli¢itan amonny o pH = 8. Diagonalni kapilarni
elektroforeticky systém byl tvofen dvéma kapilarami o délce 25 cm S vnitinim priimérem
50 um a vzdéalenost mezi konci obou kapildr ¢inila 50 pm. Stejné jako u jedno-
dimenzionalni separace byl pouzit 10 mM hydrogenuhli¢itan amonny o pH = 8 jako
pracovni elektrolyt. Vnitini povrch separacnich kapildr byl dynamicky modifikovan
pomoci smési UltraTrol™. Jako enzym byla pouzita alkalické fosfataza, ktera byla
kovalentné imobilizovana na supermagnetickych mikrocasticich. V experimentu byly
pouzity dva vzorky. Prvnim byl monofosfopeptidovy standard odvozeny od B-kaseinu a
druhym byl vzorek enzymaticky Stépeného a-kaseinu. Obrazek 8 pak ukazuje
elektroforegram fosfopeptidového standardu a jeho nefosforylované formy. U obou forem

je velky rozdil v mobilité, coz je zplsobeno jejich rozdilnymi naboji.
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Obrazek 7: Elektroforeticka analyza fosforylovaného peptidu a jeho nefosforylované formy [30]

Smés fosforylovaného a nefosforylovaného peptidu byla analyzovdna pomoci
diagonalni CE (obr. 9). Pomémné nizka aktivita mikroreaktoru neumoznila Uplnou
defosforylaci peptidu. Dvoudimenzionalni elektroforegram ukazuje fadu bodd na
diagondle a jednu slozku mimo diagonalu. Toto misto je generovano fosfopeptidem, ktery
byl defosforylovan a ma totoznou mobilitu s fosforylovanym peptidem v prvni dimenzi,
protoze je od n&j odvozen. Ve druhé dimenzi ma stejnou mobilitu jako nefosforylovany
peptid, protoze je totozny s peptidem opoustéjicim reaktor. Malé mnozstvi
defosforylovaného peptidu vyluhovaného z reaktoru miize zpusobit stopu nachazejici se
mezi fosforylovanym a nefosforylovanym peptidem. Porovnanim separacnich cast

dojdeme k zavéru, ze dvoudimenzionalni separace podstatné zkratila ¢as separace.
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Obrazek 8: Rozdil v elektroforetickych mobilitach fosforylovaného a nefosforylovaného peptidu s nizkou
aktivitou reaktoru [30]
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Obrazek 10 znazoriuje diagonalni kapilarni elektroforetickou analyzu slozeného
vzorku enzymaticky Stépeného a-kaseinu. V prvnim pfipadé, kdy nebyl pouzit
mikroreaktor, se elektroforegram se skladd z bodt v diagondle. Ve druhém piipadé
mikroreaktor pouzit byl a body jsou mimo diagonalu, coz naznacuje, ze doslo
k defosforylaci. V tomto experimentu byl pouzit mikroreaktor s vysokou aktivitou.
Nékolik peptidii v (digest) obsahovalo vice fosforylovanych mist. Casteéné defosforované
peptidy by v grafu vytvofily horizontalni body. Tyto body nebyly zaznamenany, takze
doslo k aplné defosforylaci. V této analyze byl identifikovan soubor osmi rozlisitelnych

bodu a pouzita ne-linedrni regrese.
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Obrazek 9: Rozdilné mobility analyti z enzymaticky $t€peného a-kaseinu s vysokou aktivitou reaktoru. A —
bez pouziti reaktoru, B — za pouziti reaktoreu [30]

V tomto experimentu byl pouzit mikroreaktor obsahujici imobilizovanou alkalickou
fosfatazu, ktery byl umistén na distalnim konci prvni kapilary. Mikroreaktor odstraiioval
z frakce fosfatové skupiny béhem separacni doby piedeslé frakce. Jak jiz bylo naznaceno,
nefosforylované peptidy vytvarely v elektroforegramu body ve tvaru diagonaly, zatimco
peptidy, které byly defosforylovany vytvafely body mimo diagonalu. Pouzitd metoda
poskytovala mnohem rychlej$i separaci nez dvourozmérna HPLC, papirova

chromatografie nebo dvoudimenzionalni gelova elektroforéza [30].

Alzheimerova choroba je jedno znejcastéjSich a nejvice prozkoumanych
neurodegenerativnich onemocnéni, které je spojeno s poruchami Tau (t) proteinu. Dalsi

onemocnéni spojené s patologii Tau proteinu je Pickova choroba [31].
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Tau protein je fosfoprotein, je to hlavni neurondlni mikrotubularni protein. U lidi je
gen Tau proteinu lokalizovan na dlouhém raménku 17 chromozomu (17g21) a obsahuje
celkem 16 exont. Alternativni sestfih tfi uréitych exonti produkuje celkem Sest izoforem
Tau proteinu. Kazda z izoforem ma své fyziologické funkce a vzajemné se od sebe lisi
biologickou aktivitou. Hlavni znamou biologickou funkci Tau proteinu je stimulovat
stabilizovat mikrotubularni komplex slozeny z tubularnich podjednotek. Fosforylace Tau
proteinu reguluje Cinnost jeho vazby na mikrotubuly a stimulaci jejich komplexu, urcita
uroven fosforylace je tedy nutna pro optimalni funkci Tau proteinu. Hyperfosforylaci,
zhruba 3x — 4x vyssi urovni fosforylace, ztraci Tau protein svoji biologickou aktivitu.
Hyperfosforylaci je vSech Sest izoforem Tau proteinu agregovano a sparovano do
helikélnich filament a vytvaii se neurofibrilarni sit. Tvorba neurofibrilarni sité je

charakteristické poskozeni mozku pti Alzheimerové chorobé [32].

Ve studii [30] byly vyvinuty podminky pro CZE separaci riznych izoforem Tau
proteinu a pro separaci fosforylovanych a nefosforylovanych Tau-peptidi. Tato studie
kladla zna¢né ndroky na podminky pro separaci, protoze pét ze Sesti izoforem Tau proteinu
ma hodnotu pl nad 8,2 (tabulka 1) a dochéazi k interakcim izorforem s kapilarni sténou.
Metoda byla pouzita k separaci smési dvou bilkovin nefosforylované formy tau proteinu a

pro separaci in vitro fosforylovaného Tau-352 z ptislu§né nefosforylované formy.

Tabulka 1: Fyzikalné-chemické parametry izoforem Tau proteinu [33]

Protein Zkratka Cislo Molekulova pl
aminokyseliny hmotnost (*10°)

Izoforma 1 Tau-352 352 36,6 9,4
Izoforma 2 Tau-381 381 39,6 8,6
Izoforma 3 Tau-383 383 39,9 9,5
Izoforma 4 Tau-410 410 42,5 6,9
Izoforma 5 Tau-412 412 42,9 9,0
Izoforma 6 Tau-441 441 45,7 8,3
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Obrazek 10: CZE analyza izoformy Tau-352 pomoci A — nemodifikované kiemenné kapilary, B — kapilary
pokryté polyakrykamidem, C — kapilary pokryté polyethylenoxidem, D — kapilary pokryté polybrenem [33]

Pro minimalizaci kapilarnich interakci s proteiny byly vnitini povrchy kapilar rizné
modifikovany. Prvni experiment byl proveden s nemodifikovanou kiemennou kapilarou za
podminek, které mély zamezit adsorpci. Mezi rliznymi zasaditymi pufry, které byly
studovany (boritan sodny, CAPS pufr, CHES pufr 0 pH vrozmezi od 8,8 do 10,5 a
s iontovou silou od 20 mM do 100 mM), se ukazal jako nejlepsi 70 mM CHES pufr o pH
10. Na obrazku ¢. 1la je ale pozorovan Siroky pik, coz poukazuje na silnou interakci
kapilarni stény a Tau proteinu. Proto byly dale studovany pufry kyselé (fosfatovy,
octanovy a mravencanovy) 0 pH v rozmezi od 2,0 do 4,5 s iontovou silou od 20 mM do
100 mM, kdy poté nebyl zminovany pik detekovan, coz ukazuje na nevratnou adsorpci Tau
proteinu do kapilary. Jako prvni modifikace vnitiniho povrchu kapilary pro analyzu Tau-
352bylo pouzito pokryti polyakrylamidem, ktery byl s kapilarou kovalentné spojen
polymerni vrstvou. Byly testovany i rizné pracovni elektrolyty (tricin, fosfat, mravencan)

0 pH vrozmezi od 3 do 8. Za téchto podminek nebyl zaznamenan EOF, doslo tedy
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k efektivnimu zastinéni silanolovych skupin v kapilarni sténé. Piesto nebyl zminovany pik
zaznamenan. U¢innost separace se zlepsila pii pouziti fosfore¢nanu sodného o pH 3 jako
pracovniho elektrolytu (obr. 11b). Delsi doba analyzy a ne pfili§ dobra Gi¢innost ale vedla k
rozhodnuti, ze polyakrylamid jako modifikator povrchu kapilary neni vhodny pro tuto
analyzu. Dal$im testovanym modifikatorem byl polyethylenoxid, ktery byl naadsorbovan
na kapilarni st€énu pomoci slabych interakci. Polyethylenova vrstva v kapilaie byla pouzita
pro analyzu Tau-352 a Tau-441 s riznymi pufry o pH v rozmezi od 3 do 8. EOF byl asi 5x
nizsi nez pii pouziti nemodifikované kapilary. Symetricky pik dvou izoforem se objevil pii
pouziti fosfatového pufru o pH 3 (obr. 11c). Pridavek SDS do elektrolytu sice zlepsil
analyzu Tau-352, nicméné pro Tau-441 ptitomnost povrchové aktivni latky vyvolala
prodlouzeni doby analyzy na 40 minut a nizkou reprodukovatelnost jeho stanoveni. Jako
posledni modifikator byl testovan polybren. Jedna se o kvartérni amin, ktery velmi silné
interaguje se silanolovymi skupinami kapildrni stény a eliminuje tak EOF. Tato latka byla
pouzita pro analyzu Tau-352 a Tau-441 s pufy 0 pH v rozmezi od 3 do 10 (obr. 11d). Bylo
zjisténo, ze nejucinngjsi je fosfatovy pufr o pH 3. Fosfaty totiz mohou reagovat s proteiny
a stabilizovat tak jejich tercidrni struktury, ale také mohou zastinit povrch kapilarni stény a
tim eliminovat adsorpci proteinti na povrch. Pouzita polymerni vrstva zpusobila kratsi ¢as
separace a dobrou reprodukovatelnost stanoveni. Nasledné byly timto zpisobem
analyzovany i dal$i izoformy jako Tau-381, Tau-383, Tau-410 a Tau-412. Kazda izoforma

byla detekovéna Vv Case krat$Sim nez 20 minut.
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Obrazek 11: Elektroforeticka separace dvou pari Tau peptidi — nefosforylovaného a fosforylovaného
threoninu 231 a serinu 262 [33]
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Nakonec byla vyvinutd metoda pouzita pro separaci smési dvou fosforylovanych
Tau peptidi, které by mohly mit vyznam pfi detekci abnormdlnich fosforylacich (P-T231,
P-S262) a jejich nefosforylovanych analogti (NP-T231, NP-S262). Jak je patrné z obrazku

12, doslo k uplnému odd¢leni peptidli a doba analyzy byla kratsi nez 14 minut.

K vyhodnoceni rozliSovaci schopnosti metody fosforylovanych Tau proteini a
jejich nefosforylované formy poslouzil in vitro pfipraveny Tau-352. Z obrazku 13 je
patrné, Ze separace probéhla béhem 15 minut s pfijatelnym rozliSenim. Poté byla testovana
smés ruznych izoforem fosforovanych a nefosforylovanych Tau proteini. K soucasnému
rozddéleni vsech Sesti izoforem nedoslo, piijatelné rozliSeni poskytla separace smési dvou
izoforem (obr. 13a). Pro zlepSeni separace bylo do pracovniho elektrolytu pfidano
komplexotvorné Cinidlo trifluorethanol. Pfidani ¢inidla mélo dva hlavni ucinky. Prvnim
ucinkem byla modifikace viskozity a relativni permitivity nosného elektrolytu, kdy doslo
ke zméné¢ zeta potencidlu a k obraceni EOF. Druhy jevem byla zména disocia¢ni konstanty
aminokyselin v proteinovém fetézci a zména jejich rozpustnosti v dusledku pouziti
organické latky. Dale byl zkouman vliv alkoholu (methanolu, ethanolu a TFE) na rozliSeni
Tau-441 a Tau-383. Pridavkem methanolu a ehtanolu v koncentracich od 5 do 20 % se
zvysily migraéni ¢asy obou izoforem v disledku snizeni EOF, ale tento ptidavek nemél
zadny vliv na rozliSeni sloZek. Oproti tomu pifidavek 10% TFE mél za nasledek zvySeni

migracnich Casi a zlepSeni rozliSeni obou izoforem (obr. 13d).

38



0.012 mixture
e »Jk'
- 3 Tou-383
o) =
L 3
s
: -
s -
® ©
a @
S 2 Tou-410
- =
a
=
0.000
0.000 v
10 15 20 10 15 20
Migration Time (min) Migration Time (min)
C D

010 | WRhTFE

mixture

Absorbance (AU.) g

S =

— :
g A

Taud4t |
Tau-352 j

Absorbance (A.U.)

Tau-410

\
0.00- L7 | i

10 25 10 25
Migration Time (min) Migration Time (min)

Obrazek 12: Separace fosforylovanych a nefosforylovanych Tau proteini pomoci kapilary pokryté
polybrenem. A — P-Tau-352 a NP-Tau-352, B — Tau-410 a Tau-383 NP-izoformy, C — Tau-410 a Tau-352
NP-izoformy, D — Tau-441 a Tau-383 NP-izoformy bez a s TFE [33]

Vyvinuta metoda miize byt uziteCnd pro vyvoj novych prostiedkii na podporu
diagnostiky neurodegenerativnich onemocnéni. V soucasné dobé neni citlivost detekce
této metody dostacujici pro méfeni pfimo z biologického vzorku, a proto bude pfedmétem

dal$ich zkoumani studium novych pfistuptt k oznacovani Tau proteint fluorescencni latkou

[33].

Muetzelburg a Hoffmann [34] vyvinuli systém pro separaci dvojnasobné
fosforylovanych sekvenci peptidii. Takto byli schopni studovat aktivitu protein-kinaz a
protein-fosfataz v kazdém misté fosforylace a vzniklé produkty separovat a kvantifikovat

pomoci CZE ve mravencanovém pufru. V této studii jsou sledovany dvé skupiny peptidd,
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které odpovidaji Tau-226-240 a Tau-386-406, které mohou nést az tfi fosforylované
skupiny serinu a threoninu. Separa¢ni podminky navrzené Gamblem a kol. [35] byly dale
optimalizovany zvySenim koncentrace kyseliny mravenci Vv pracovnim elektrolytu z 5 na
15%. Migracni Casy vSech izoforem se zvySily o 2 minuty a to diky eliminaci EOF.

Separa¢ni ucinnost se zvysila pro vSechny tfi monofosforylované peptidy (obr. 14e).
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Obrazek 13: Vliv riznych koncentraci kyseliny mravenc¢i na separaci peptidi Tau-386-406 obsahujicich
nefosforylovany peptid (Al) a tii peptidy fosforylované na pozicicich 15 (A2), 18 (A3) a 19 (A4).
Koncentrace kyseliny mravenéi byly v rozmezi od 5 do 15%, odpovidajici A) 1,30, B) 1,95, C) 2,60, D) 3,20
a E) 3,95 mol/l kyseliny mravenci [34]
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Obrazek 14: Elektroforegram skupiny peptidit Tau-226-240. A) kyselina mraven¢i, B) ethanol, C) methanol,
D) TFE v rGznych koncentracich. B1 — nefosforylovany peptid, zbyvajici peptidy jsou fosforylovany na
pozicich 6 (B2), 10 (B3) a 12 (B4). Dvojnasobné fosofrylované peptidy na pozicich 6 a 12 (B5), 10 a 12 (B6)
nebo 12 a 13 (B7) a trojnasobné fosforylované peptidy na pozicich 6, 12 a 13 (B8) nebo 10, 12 a 13 (B9) [34]
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V podminkich nastavenych pro optimalizaci Tau-386-406 nedosSlo k oddé€leni
fosfopeptidovych izoforem Tau-226-240 (obr. 15a). Tato smés deviti peptidi byla
rozdélena pouze casteCné, a to se zvySujicim se poctem fosforylovanych skupin.
Nefosforylovany peptid byl detekovan po 15 minutach separace a o pét minut pozdéji se
objevil monofosforylovany peptid ve dvou casteéné rozliSenych vrcholech. Tii
dvojnasobné fosforylované peptidy se objevily po dalsich osmi minutach v Sirokém piku.
Pouze dva trojnasobné fosforylované byly zcela rozdéleny po 41 a 44 minutach. Obrazky
¢. 15b a ¢ ukazuji, Zze po ptidavku methanolu nebo ethanolu do mravenc¢anového pufru
0 koncentracich 20 az 40% nedoslo ke zlepSeni separace. Dale byl testovan ptidavek TFE
do pracovniho elektrolytu. Pti pouziti 15% TFE se separace viditeln¢ zlepsila (obr. 15d)
[34].

Vyuziti TFE pfi separaci je vyhodné, protoze se jednd o organické rozpoustédlo,
které stabilizuje proteinové konformace. Snizuje prochézejici proud a tim i Joulovo teplo
Vv kapilare, ¢imz dochazi ke zlepSeni ucinnosti separace. Navic miize amidové skupiné
proteinu zabranit tvofit vodikové mustky S ostatnimi makromolekulami, a tak zabranit

interakcim protein-protein. Také muze podpofit rozpustnost bilkovin [33, 34].
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6 Zavér

Proteiny predstavuji velmi vyznamnou skupinu biopolymert, které plni regulacni
funkce mnoha zivotné dulezitych procest v zivych organizmech. Proteiny mohou podléhat
riznym posttranslatnim modifikacim, z nichZ nejcastéji se vyskytujicimi jsou fosforylace,
které hraji vyznamnou roli v mnoha dé&jich v bunce. Fosforylované proteiny lze
enzymatickym nebo chemickym zplsobem S§tépit na fosfopeptidy, které lze nasledné

separovat a analyzovat chromatografickymi a elektromigra¢nimi technikami.

Techniky kapilarni elektroforézy, zejména kapilarni zénova elektroforéza (CZE),
piedstavuji v soucasné dobé vyznamné instrumentalni analytické techniky pro separace
latek v kapalné fazi. Diky jednoduché instrumentaci, vysoké separacni ti€innosti, rychlosti
a reprodukovatelnosti analyz, velmi nizkym ddvkovanym objemim analyzovanych vzorki,
nizké spotiebe rozpoustédel a Setrnosti k zivotnimu prostiedi se CZE zatadila mezi rutinné

pouzivané separacni techniky.

Tato bakalarska prace shrnuje formou reserSe teoretické principy elektroforetické
separace a jednotlivych technik kapilarni elektroforézy a popisuje funkce proteinli v Zivych
organizmech a vyznam proteinovych fosforylaci. Ptedlozena prace dale poskytuje piehled
doposud v literatute publikovanych vysledkti o vyuziti kapilarni elektroforézy pro separace
fosforylovanych a defosforylovanych peptidi a pro analyzu vzorkli obsahujicich tau
protein, jehoz hyperfosforylace hraje vyznamnou roli v patogenezi neurofibrilarnich

degeneraci.
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