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ANOTACE

Diplomova prace se zabyva zavedenim metody pro fosforylaci peptidii a proteini
pomoci solubilnich a imobilizovanych kindz. Vybranymi kindzami pro fosforylaci byla
proteinkindza A a glykogen syntdza kindza-3. V ramci prace byla vybrana a optimalizovana

metoda pro prikaz a kontrolu uc¢innosti fosforylace peptidi a proteinti.
KLiCOVA SLOVA

fosforylace, kindzy, fosfoproteiny, proteinkinaza A, glykogen syntaza kinaza-3
TITLE

Phosphorylation of recombinant proteins by soluble and immobilized kinases

ANNOTATION

This thesis deals with the implementation of method for phosphorylation of peptides
and proteins by soluble and immobilized kinases. The selected kinases for phosphorylation
were proteinkinase A and glycogen synthase kinase-3. This thesis include selection and
optimalization of method for detection and controlling effectiveness of phosphorylation of
peptides and proteins.

KEYWORDS

phosphorylation, kinases, phosphoproteins, proteinkinase A, glycogen synthase kinase-3
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0. UVOD

Fosforylace je posttranslacni modifikace proteinti, kterou zprostiedkovavaji enzymy
oznacované kinazy. Fosforylace ovlivituje funkce proteint, dale regulaci mnoha buné¢nych
procesii, napiiklad regulaci bunééného cyklu, proliferace a diferenciace bunék, regulaci
bunécného pieziti a apoptdzy bunck a dalsi.

Zmeény ve fosforylaci proteinii ¢asto souvisi s patologickymi stavy ve tkadnich a mohou
vést ke vzniku zavaznych onemocnéni, napiiklad neurodegenerativnich chorob, celé fady
nadorovych onemocnéni véetné krevnich malignit, onemocnéni spjatych s autoimunitni reakci
organismu apod. Studium téchto procesti na molekularni Grovni a hledani moznosti jejich
ovlivnéni je Z pohledu praktické mediciny velice aktudlni. Jediné na zdkladé pochopeni téchto
déja probihajicich na Grovni buiiky, tkdni, organt nebo celého organismu lze navrhnout a poté
overtit kvalitativné nové terapeutické postupy. S tim souvisi 1 pozadavky na vhodné analytické
metody a metody monitorujici proces fosforylace cilovych molekul probihajici in vivo
v organismu nebo in vitro Vv laboratofi. Ovéfené postupy jsou poté vyuzity téz pro
regulovanou a kontrolovanou fosforylaci a ptipravu vhodnych standardii a reagencii pro
diagnostiku, at’ jiz v ramci vyzkumu, ptipadné klinickych studii.

Diplomova prace se zabyva popisem in vivo fosforylace proteinti a charakterizaci
vybranych vyznamnych kinaz z hlediska jejich struktury, regulace, vyskytu a funkce. Soucasti
prace je také prehled metod vhodnych pro detekci fosforylovanych proteint. Dalsi ¢ast prace

je vénovana charakterizaci vybranych diagnosticky vyznamnych fosfoproteint.

Diplomova prace se zabyva zavedenim vhodné metody pro kontrolu ucinnosti
fosforylace peptidi/proteinli, budoucich standardli pro diagnostické metody. Fosforylace
probihd za tcasti solubilnich forem kinaz nebo pomoci nosic¢ii s imobilizovanymi enzymy na
pevné fazi. V rdmci prace byla zavedena metoda kovalentni vazby vybranych kinaz na povrch
magnetickych ¢astic spolu se stanovenim jejich enzymové aktivity. Dale byla zavedena
a experimentaln¢ ovéfena metoda pro kontrolu ucinnosti in vitro fosforylace vybranych

peptidl a proteini S vyuzitim hmotnostni spektrometrie, jako vhodné detekéni metody.
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1. TEORETICKA CAST

1.1. Proteiny a vyznam posttransla¢nich modifikaci

Proteiny plni v organismu mnoho funkci, které zahrnuji ptredevSim funkci katalytickou,
strukturdlni, transportni, signalizacni a regulacni. Proteiny jsou syntetizovany pii procesu
translace na ribozomech, které zprosttedkovavaji spojeni aminokyselin v sekvenci urcené
mediatorovou RNA (mRNA). Primarni struktura proteini je dana sekvenci aminokyselin
spojenych peptidovou vazbou. Sekundarni struktura proteini je predstavovana a-helixy
a B-skladanymi listy. Dle terciarni struktury lze proteiny rozd¢lit na globularni a fibrilarni.
Kvarterni struktura proteind slozenych ze dvou a vice polypeptidovych fetézch je dana
vzajemnym uspoiadanim jejich podjednotek v jeden funkéni celek (Lodish, 2004).

Proteiny podléhaji riznym posttranslacnim modifikacim, ke kterym dochéazi jednak
na volnych -NHz a -COOH skupinach, ale také na dalsich funkénich skupinach proteint. Mezi
nejvyznamngjs$i posttranslatni modifikace proteini lze ftadit fosforylaci, acetylaci,
glykosylaci, hydroxylaci, methylaci a jiné. V jejich dusledku mize byt ovlivnéna konformace
a funkce jednotlivych proteint (Lodish, 2004).

1.1.1. Fosforylace proteini

Fosforylace patii mezi nejvyznamnéjsi posttransla¢ni modifikace proteinti. Fosforylace
proteinu je katalyzovana enzymy nazyvanymi Kindzy a je zalozena na pienosu fosfatové
skupiny ziskané nejcastéji z adenosintrifosfatu (ATP) na hydroxylovou skupinu serinu,
threoninu nebo tyrosinu. Naopak defosforylace fosforylovanych proteini je katalyzovana
enzymy nazyvanymi fosfatazy. Schematické znazornéni pribéhu fosforylace a defosforylace
proteint je uvedeno na Obrazku 1. V dusledku fosforylace dochazi ke zménam naboje, a tedy
konformace proteinti (Lodish, 2004). Fosforylace se podili zejména na regulaci funkci
proteini, dale na regulaci mezibunécné komunikace, ovliviiuje proliferaci a diferenciaci

buné¢k, metabolismus, pohyb nebo apoptézu bunék (Manning, 2002).
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Obrazek 1 Schematické znazornéni prubéhu fosforylace a defosforylace proteinii (Lodish, 2004, modifikovano)

1.1.2. Kinazy

Kindzy jsou enzymy zprostiedkovavajici pienos fosfatové skupiny z adenosintrifosfatu
(ATP) nebo guanosintrifosfatu (GTP) na specificky proteinovy substrat. Z tohoto divodu
kinazy nalezi do enzymové ttidy transferaz. Fosforylace je lokalizovana v katalytickém misté
kindzy, které umoznuje jednak vazbu ATP nebo GTP a jednak vazbu specifického

proteinového substratu (Martin, 2013a).

Dosud bylo u ¢lovéka popsano celkem 518 kindz. Na zaklad¢é sekvenéni podobnosti
katalytickych domén bylo 478 kindz zafazeno mezi typické kinazy, které lze rozdélit
do 8 skupin. Kinazy fosforylujici proteiny na serinu a threoninu tvoii skupinu proteinkinaz
obsahujici CDK, MAPK, GSK-3 a CLK rodiny (CMGC), skupinu kasein kinaz 1 (CK1),
skupinu Ca?*/kalmodulin-dependentnich proteinkindz (CAMK), skupinu proteinkiniz
obsahujici PKA, PKG a PKC rodiny (AGC), skupinu homologt kvasinkovych kinaz Sterile 7,
Sterile 11, Sterile 20 (STE) a skupinu dalsich proteinkinaz. Kinazy fosforylujici proteiny na
tyrosinu tvoii skupinu tyrosinovych kinaz (TK). Skupina tyrosinovych kinaz like (TKL)
zahrnuje rizné kinazy s vlastnostmi podobnymi se serin/threonin kindzami i tyrosin kindzami.
Piehled vybranych rodin kinaz naleZicich do jednotlivych skupin typickych kindz je uveden
v Tabulce 1 -3. Zbylych 40 kindz tvofi skupinu atypickych kinaz (Cell Signaling
Technology, 2017; Manning, 2002).
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Tabulka 1 Piehled vybranych rodin kinaz naleZicich do skupin CMGC, CK1 a CAMK (Cell Signaling
Technology, 2017; Manning, 2002)

Skupina proteinkinaz obsahujici CDK, MAPK, GSK-3 a CLK rodiny (CMGC)

Cyklin-dependentni kinazy (CDK)
Glykogen syntaza kinazy-3 (GSK-3)
Mitogenem aktivované proteinkindzy (MAPK)
Dualné specifické kinazy regulované fosforylaci tyrosinu (DYRK)
Cdc2-like kinazy (CLK)
Cyklin-dependentni kinazy like (CDKL)
Serin-arginin proteinkinazy pro sestiihovy faktor (SRPK)
Skupina kasein kinaz 1 (CK1)

Kasein kinazy 1 (CK1)
Tau tubulin kinazy (TTBK)
Kindzy spojené s vakcinii (VRK)

Skupina Ca**/kalmodulin-dependentnich proteinkiniz (CAMK)
Ca?*/kalmodulin-dependentni proteinkindzy 1 (CaMK1)
Ca?*/kalmodulin-dependentni proteinkindzy 2 (CaMK2)
Ca?*/kalmodulin-dependentni proteinkinizy like (CAMKL)

Fosforyladza kin4zy (PhK)

Ca?*/kalmodulin-dependentni serin proteinkinazy (CASK)
Proteinkinazy asociované se smrti (DAPK)

Kinazy lehkého fetézce myosinu (MLCK)

Testis-specifické serin kinazy (TSSK)

Proteinkinidzy D (PKD)

Doublecortin- a CAMK-like kinazy (DCAMKL)

MAPK-aktivované proteinkindzy (MAPKAPK)

Tabulka 2 Pfehled vybranych rodin kiniz nalezicich do skupin AGC a TK (Cell Signaling Technology, 2017;
Manning, 2002)

Skupina proteinkinaz obsahujici PKA, PKG a PKC rodiny (AGC)
Proteinkinazy A (PKA)
Proteinkinazy B (PKB)
Proteinkinazy C (PKC)
Proteinkinazy N (PKN)
Proteinkinazy G (PKG)
Proteinkinazy myotonické dystrofie (DMPK)
Kinazy regulované sérem a glukokortikoidy (SGK)
Ribozomalni protein S6 kinazy (RSK)
Receptorové Kinazy spojené s G proteinem (GRK)
S mikrotubuly asociované serin/threonin kinazy (MAST)
Skupina tyrosinovych kinaz (TK)

Src tyrosin kinazy (Src)
Abl tyrosin kinazy (Abl)
Tec tyrosin kindzy (Tec)
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Tabulka 3 Piehled vybranych rodin kindz naleZicich do skupin TKL, STE a skupiny dal§ich proteinkinaz (Cell
Signaling Technology, 2017; Manning, 2002)

Skupina tyrosinovych kinaz like (TKL)
Kinazy smésnych linii (MLK)
Kinazy asociované s receptorem pro interleukin-1 (IRAK)
Proteinkinazy interagujici s receptorem (RIPK)
Skupina homologti kvasinkovych kinédz Sterile 7, Sterile 11, Sterile 20 (STE)
Kinazy mitogenem aktivovanych proteinkinaz (STE7/MAPKK)
Kinazy kindz mitogenem aktivovanych proteinkinaz (STE11/MAPKKK)
Kinaza kinaz kinaz mitogenem aktivovanych proteinkinaz (STE20/MAPKKKK)
Skupina dalSich proteinkindz

Kasein kinazy 2 (CK2)
Polo-like kinazy (PLK)
Kindzy Ca?*/kalmodulin-dependentnich proteinkinaz (CAMKK)

1.1.3. Fosfatazy

Fosfatazy lze rozd€lit do 4 rodin. Rodina fosfoproteinfosfataz (PPP) zahrnujici
proteinfosfatizu 1 (PP1), proteinfosfatazu 2A (PP2A), proteinfosfataizu 2B (PP2B),
proteinfosfatazu 4 (PP4), proteinfosfatazu 5 (PP5), proteinfosfatazu 6 (PP6) a proteinfosfatazu
7 (PP7) a rodina metal-dependentnich proteinfosfataz (PPM) umoznuji defosforylaci proteint
fosforylovanych na serinu, pfipadné threoninu. Rodina protein tyrosin fosfataz (PTP)
umoziuje defosforylaci proteinti fosforylovanych na tyrosinu. Posledni rodinu tvofti fosfatazy

vyuzivajici katalyzu zalozenou na aspartatu (Moorhead, 2009).

1.2. Charakterizace vybranych Kkinaz vyznamnych p#i fosforylaci
diagnosticky vyznamnych proteinu

V této kapitole jsou bliZze charakterizovany z hlediska struktury, regulace, vyskytu
a funkce vybrané vyznamné kindzy zahrnujici cyklin-dependentni kinazy (CDK), glykogen
syntaza kinazy-3 (GSK-3), mitogenem aktivované proteinkinazy (MAPK), dudlné specifické
kindzy regulované fosforylaci tyrosinu (DYRK), kasein kindzy (CK), tau tubulin kinazy
(TTBK), fosforylaza kinazy (PhK), proteinkinazy A (PKA), proteinkinazy B (PKB),
proteinkinazy C (PKC) a Src tyrosin kinazy (Src) (Martin, 2013a).

1.2.1. Cyklin-dependentni kinazy (CDK)

CKD zahrnuji 13 izoforem oznacovanych CDKI1 - CDK13 (De Vivo, 2011).
Molekulova hmotnost izoforem CDK je v rozmezi 30 — 40 kDa a jejich sekvenéni homologie
dosahuje 40 % (Hardcastle, 2002). CDK jsou katalytické podjednotky a cykliny jsou
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regulacni podjednotky komplexit CDK-cyklin (Jeffrey, 1995). CDK jsou slozeny
Z N-terminalni globuldrni domény tvotené B-skladanymi listy a jednim a-helixem potfebnym
pro interakci CDK s cyklinem a z C-terminalni globularni domény, ktera je tvofena predevsim
z a-helixd a obsahuje aktivacni smycku, ktera za¢ina motivem Asp-Phe-Gly a je mistem, kde
dochazi k fosforylaci prostiednictvim CDK-aktiva¢ni kinazy (CAK). Mezi globularnimi
doménami se nachazi misto obsahujici ATP a umoznujici vazbu substratu (De Vivo, 2011).
Pro aktivaci CDK je nezbytna vazba cyklinti a v n¢kterych ptipadech je pro Uplnou aktivaci
nutna také fosforylace threoninovych zbytkii v CDK podjednotce prostiednictvim CAK
(Jeffrey, 1995), ktera je slozena ze tii podjednotek (CDK?7, cyklin H a MATT1) (Lolli, 2005).
CDK2 muze byt aktivovana vazbou cyklini A, B a E a nésledné fosforylaci pomoci CAK
(Li, 2015). CDKS je aktivovana tvorbou komplexi s p35 nebo p39, které jsou exprimovany
napiiklad v neuronech. Pro aktivaci CDKS5 jiz neni nutnd fosforylace aktivacni smycky

(De Vivo, 2011).

CDK se podili zejména na regulaci cyklu bunécného déleni, proliferace a transkripce.
Vyznamnou ulohu pii apoptéoze ma CDK2 a v nervovych bunkach se uplatiuje predevsim

CDK5 (Gray, 1999).

1.2.2. Glykogen syntaza kinazy-3 (GSK-3)

GSK-3 zahrnuje dvé savéi izoformy oznacované GSK-3a a GSK-3B. Molekulova
hmotnost izoformy GSK-3a dosahuje 51 kDa. Mensi izoforma GSK-3B ma molekulovou
hmotnost 47 kDa. Struktura GSK-3 je charakteristicka ptitomnosti C-terminalni domény
a kindzové domény s 98% sekvencni homologii mezi izoformami, dalsi ¢asti je N-terminalni
doména, ktera v piipadé izoformy GSK-3a zahrnuje navic oblast bohatou na glycin, jak je
znazornéno na Obrazku 2 (Doble, 2003). Aktivace GSK-3 je umoznéna fosforylaci tyrosinu
lokalizovaného v aktiva¢ni smyéce. V ptipadé GSK-3a se jedna o Tyr?’®, zatimco u izoformy
GSK-3p je fosforylovan Tyr?t® (Cole, 2004). Naopak inhibice aktivity GSK-3 je zptisobena
fosforylaci prostiednictvim proteinkinazy B (PKB) nebo proteinkindzy A (PKA) na Ser?
v piipadé GSK-3a a na Ser® v piipadé GSK-3B (Fang, 2000). Piiklad in vitro fosforylace
peptidového substratu pomoci GSK-3p uvedl Bowley (2005).

GSK-3 je pfitomna ve vSech savc¢ich tkanich. Mezi vyznamné funkce GSK-3 patii
regulace metabolismu glykogenu, dale regulace proliferace a diferenciace bunék a syntézy

proteint (Frame, 2001).
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Obrazek 2 Schematické znazornéni struktury GSK-3 (Doble, 2003, modifikovano)

1.2.3. Mitogenem aktivované proteinkinazy (MAPK)

MAPK zahrnuji p38, c-Jun N-terminalni kinazy (JNK) a extracelularn¢ regulované
kinazy (ERK). p38 a JNK jsou soucasné povazovany za stresem aktivované proteinkinazy
(SAPK) (YYang, 2007). SAPK patii do rodiny MAPK, ovSem jejich aktivace je umoznéna
prostfednictvim bunééného stresu, kterym miize byt naptiklad chemicky a tepelny Sok nebo
pusobeni UV zafeni. Dal§i moZnost aktivace SAPK spociva v piisobeni cytokinli na
povrchové receptory bunék, napiiklad interleukinu-1 (Goedert, 1997). p38 a JNK se uplatnuji
pfedevs§im pii regulaci zanétlivych reakci a pii apoptdze, zatimco ERK jsou vyznamné

zejména pro diferenciaci, proliferaci a ptezivani bunék (Yang, 2007).

Kinazy p38

p38 je podrodinou MAPK a u savcl zahrnuje 4 izoformy oznacované p38a, p38p, p38y
ap385 (Remy, 2010). Vsechny izoformy p38 maji molekulovou hmotnost 38 kDa
a homologie jejich aminokyselinovych sekvenci dosahuje 60 % (Cuenda, 2007). Kinazy p38
jsou slozeny ze dvou domén oddélenych mistem umoziujicim vazbu substratu. N-terminalni
doména obsahuje vazebné misto pro adeninovy kruh ATP. C-termindlni doména tvori
vazebné misto pro hoicik a fosforylaéni misto (Wilson, 1996). Aktivace p38 je
zprosttedkovana dvojitou fosforylaci motivu Thr-Gly-Tyr v piipadé bunééného stresu nebo za
pusobeni cytokinli. Aktivaci p38 zprostiedkovavaji MAPK kindzy oznacované MKKS3
a MKK®6, které jsou prostfednictvim fosforylace aktivovany pfislusnymi MAPK kinaza
kinazami (MAPKKK) (Thornton, 2009).

[zoformy p38a a p38P se vyskytuji témet ve vSech tkanich. Izoforma p38y se nachazi
zejména ve svalové tkani a izoforma p38d je pritomna ptredevSim v kizi, tenkém stieve

a ledvinach (Hui, 2007). Funkce kinaz p38 zahrnuje regulaci normalnich imunitnich reakci
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a zanétlivych reakci, dale napiiklad regulaci bunééného cyklu, diferenciace, proliferace

a apoptozy (Cuenda, 2007).

c-Jun N-terminalni kinazy (JNK)

JNK je podrodinou MAPK a u savcu zahrnuje 3 izoformy oznaCované¢ JNKI, JNK2
a JNK3 (Bogoyevitch, 2010). JNK jsou slozeny ze dvou domén s aktivnim mistem ve tvaru
Stérbiny (Davis, 2000). Aktivace JNK probiha v reakci na bunéény stres a je regulovana
dvojitou fosforylaci motivu Thr-X-Tyr prostiednictvim MAPK kinaz zahrnujicich MKK4
a MKK7, kter¢é jsou aktivovany fosforylaci pfislusnymi MAPKKK (Tournier, 1999).

[zoformy JNK1 a JNK2 jsou exprimovany ve vSech tkanich. Izoforma JNK3 je
pfitomna zejména v mozku, dale naptiklad v srde¢ni tkani nebo varlatech (Bode, 2007). INK
se podili na regulaci bunéénych procesti, zahrnujicich naptiklad bunécny rist, diferenciaci,

transformaci nebo apoptozu (Wada, 2004).

Extracelularné regulované kinazy (ERK)

ERK jsou podrodinou MAPK a zahrnuji p44 (ERK1), p42 (ERK2) a PK40 ERK
(Pei, 2002). Struktura ERK je sloZena z N-terminalni domény propojené s vétsi C-terminalni
doménou, ptfi¢emz vazba ATP je lokalizovana v prohlubni mezi doménami (Cobb, 1995).
ERKI1 a ERK2 jsou aktivovany prostfednictvim Ras/Raf/MEK/ERK kaskady (Jiang, 2000),
jejiz vyznam spoc€ivda mimo jiné v ovlivnéni aktivity proteinti regulujicich apoptézu. Ras je
maly protein, ktery vaze GTP a aktivuje kaskddu Raf/MEK/ERK. Raf je serin/threonin kinaza
(McCubrey, 2007). Aktivaci ERK1 a ERK2 zprostiedkovava ERK1/2 kinaza prostfednictvim

specifické fosforylace threoninu a tyrosinu v regula¢nich mistech (Jiang, 2000).

ERK1 a ERK2 se vyskytuji zejména v neuronech, dendritech, axonech a také
v astrocytech (Ferrer, 2001). Hlavni vyznam ERK1 a ERK2 spociva v regulaci bunécné

proliferace a diferenciace, dale v regulaci buné¢ného pieziti nebo apoptozy (Wortzel, 2011).

1.2.4. Dualné specifické kinazy regulované fosforylaci tyrosinu (DYRK)

Rodina DYRK zahrnuje pét lidskych kinaz délenych do dvou tfid. Do tfidy I nalezi
izoformy DYRKIA a DYRKIB, zatimco do tiidy II patii izoformy DYRK2, DYRK3
a DYRK4 (Soundararajan, 2013). VSechny izoformy DYRK jsou slozeny z homologni
kindzové domény a ptilehlé DYRK homologni oblasti. Aktivace DYRK je zprostfedkovana
autofosforylaci druhého tyrosinu motivu Tyr-X-Tyr, ktery je u vSech izoforem lokalizovany
v aktiva¢ni smyc¢ce (Lochhead, 2005).
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DYRK plni dillezité funkce zejména pii regulaci neurogeneze, déle se u€astni napiiklad
regulace bunécné¢ diferenciace, bunécného pieziti, RNA splicingu a apoptozy

(Soundararajan, 2013).

1.2.5. Kasein kinazy (CK)

Rodiny kasein kinaz 1 a 2 (CKl1, CK2) patii mezi prvni popsané proteinkinazy
(Knippschild, 2005). CK1 zahrnuje u savc 7 monomernich izoforem oznacovanych CKla,
CK1p, CKly1, CKlyz, CKlys, CK16 a CKleg a lisicich se molekulovou hmotnosti v rozsahu
38 —53 kDa (Giamas, 2007; Cheong, 2011). N-terminalni kinazové domény jednotlivych
izoforem CKI1 jsou homologni z 53 — 98 %, zatimco C-terminalni domény se vyznamné lisi.
Mezi doménami se nachazi katalyticka Stérbina pro vazbu ATP a substratu (Cheong, 2011).
CK1 vyuzivaji jako donor fosfatu vyhradné¢ ATP (Knippschild, 2005). Regulace CK1 neni
zalozena na fosforylaci aktivacni smycky, ale mize byt zprosttedkovana PKA fosforylaci
(Cheong, 2011), jejimz piikladem je fosforylace CK18 na Ser®° (Giamas, 2007), dale asociaci
CK1 s regulac¢nimi proteiny 14-3-3 (Clokie, 2009) nebo autoinhibici (Cheong, 2011).

CK1 jsou exprimovany ve vSech tkanich (Knippschild, 2005) a jejich hlavni funkci je

regulace bunééné proliferace, DNA reparace a rekombinace a apoptozy (Giamas, 2007).

CK2 je tetramer slozeny ze dvou katalytickych podjednotek CK2a (42 kDa) nebo
CK2a’ (38 kDa) a dvou regulac¢nich podjednotek CK2p (28 kDa) (Yao, 2012; Ahmad, 2008).
Asociaci podjednotek mohou vzniknout tfi rizné izoformy CK2 oznaCované aafp, oo BB
aa’aBP (Yao, 2012). CK2 je na rozdil od CK1 schopna vyuzit jako donor fosfatu nejen ATP,
ale také GTP (Litchfield, 2003). Na regulaci CK2 se podili rizné mechanismy, které zahrnuji
naptiklad regulovanou expresi a asociaci podjednotek CK2. Dalsi moznosti regulace CK2 je
interakce s molekulami, jejimz piikladem je interakce s Pinl. V pfipadé nékterych
mechanismu regulace se na aktivaci CK2 podili fosforylace CK2, avSak nekteré mechanismy
fosforylaci nepotiebuji (Litchfield, 2003).

CK2 je exprimovana ve vSech lidskych tkanich (Yao, 2012), pti¢emz k jeji nadmérné
expresi dochazi v nadorovych a leukemickych bunkach (Graham, 2000). Vyznam CK2
spocivd zejména v bunécném rlstu a proliferaci ale také naptiklad v supresi apoptozy

(Ahmad, 2008).
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1.2.6. Tau tubulin kinazy (T TBK)

TTBK zahrnuje dvé izoformy oznacované TTBK1 a TTBK2 (Kitano-Takahashi, 2007).
TTBKI1 je slozena z 1321 aminokyselin a tvoii N-termindlni kinazovou doménu obsahujici
P-smycku a aC-helix, dale polyglutamatovou doménu a C-terminalni doménu obsahujici
Asp-Phe-Gly motiv a aktivatni smycku (Kiefer,2014). TTBK2 je slozena
z 1244 aminokyselin. Kindzové domény TTBKI1 a TTBK2 dosahuji 88% sekvenéni
homologie (Ikezu, 2014).

TTBK1 se vyskytuje v mozku, ptedevsim v cytoplasmé kortikalnich a hipokampalnich
neuront (Sato, 2006). TTBK2 je exprimovdna v mozku, zejména v Purkynovych buiikéch
mozeCku, granularnich buiikach, hipokampu, stfednim mozku a substantia nigra
(Houlden, 2007) i v dalsich tkanich zahrnujicich naptiklad srde¢ni a svalovou tkan, thymus,
slezinu a ledviny (Bouskila, 2011). TTBKI1 je vyznamna zejména pro aktivaci CDKS5
a GSK-3pB. TTBK2 se podili naptiklad na embryogenezi, ddle se uplatiiuje pii regulaci mitdozy

nebo pfi prezivani bunék (Ikezu, 2014).

1.2.7. Fosforylaza kinazy (PhK)

PhK obsahuje katalytickou podjednotku y a tfi regula¢ni podjednotky oznacované a, 3
a 9. V molekule PhK se vyskytuji ¢tyfi molekuly kazdé ze zminénych podjednotek a celkova
molekulova hmotnost dosahuje 1300 kDa (Brushia, 1999). PhK je Ca?*-dependentni enzym,
jehoz aktivace je umoZnéna zejména fosforylaci prostfednictvim cAMP-dependentni

proteinkinazy (Paudel, 1993).

PhK je exprimovana zejména v kosternim svalu, dale naptiklad v srde¢nim svalu
amozkové tkani (Chamberlain, 1987). Vyznam PhK spociva zejména v regulaci
glykogenolyzy. PhK pfitomnd v mozkové tkani se podili na regulaci nervovych funkci

(Paudel, 1993).

1.2.8. Proteinkinazy A (PKA)

PKA je heterotetramer tvotici dvé izoformy oznacované PKA typu I a PKA typu II,
které jsou sloZeny ze dvou stejnych katalytickych podjednotek a dvou stejnych regulacnich
podjednotek (Del Gobbo, 2016). Katalytické podjednotky jsou ozna¢ovany Ca, CB a Cy
a umoznuji vazbu MgATP a substratu (Skalhegg, 1997). Izoformy PKA typu I obsahuji
regulac¢ni podjednotky R1A nebo R1B a izoformy PKA typu II jsou slozeny z regulac¢nich
podjednotek R2A nebo R2B (Del Gobbo, 2016). PKA je cAMP-dependentni proteinkinaza,
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jejiz aktivace je zaloZena na oddéleni dvou katalytickych podjednotek od dimeru regulaénich
podjednotek v pfitomnosti cAMP. Zakladem je vazba cAMP na dvé mista lokalizovana na
kazdé regula¢ni podjednotce, v jejimz disledku dochdzi k disociaci za vzniku dimeru
regulacnich podjednotek a dvou aktivnich katalytickych podjednotek (Skalhegg, 1997).

Na Obrazku 3 je schematicky znadzornéna struktura a aktivace PKA (Rehmann, 2007).

Inaktivni proteinkindza A

Regulacni
podjednotka
MH‘H

atalyticka
o dje%tn otka

D cAMP
| i
atalytickyc
podjednotek

Aktivni proteinkindza A

B Doména vazajici cyklicky nukleotid
b ] Doména vazajici cyklicky nukleotid
B pseudo-substratova sekvence
[ | Dimerizatni doména

Obrazek 3 Schematické znazornéni struktury a aktivace proteinkinazy A (Rehmann, 2007, modifikovano)

PKA se vyskytuje ve vSech sav¢ich buinikach (Taylor, 2012). Regula¢ni podjednotky
R1A a R2A se nachazi ve vSech tkanich. Pro regulacni podjednotku R1B je charakteristicky
vyskyt v mozkové tkani a lymfocytech. Regula¢ni podjednotka R2B se vyskytuje zejména
v mozkové a tukové tkani (Del Gobbo, 2016). PKA se podili napiiklad na regulaci bunééné

diferenciace, proliferace a paméti (Taylor, 2012).

1.2.9. Proteinkinazy B (PKB)

PKB zahrnuje tfi lidské izoformy ozna¢ované PKBa, PKBB a PKBy (Nicholson, 2002).
[zoformy PKB obsahuji N-termindlni doménu, centralni kindzovou doménu a C-terminalni

regulaéni doménu (Hanada, 2004). Predpokladem pro aktivaci PKB je naptiklad pusobeni
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hormonti nebo riistovych faktorii. Aktivace PKB je zprostfedkovana fosforylaci Thr®%

nasledovanou dalsi fosforylaci mista lokalizovaného v regula¢ni doméné (Nicholson, 2002).

Izoformy PKBa a PKBp se vyskytuji ve vSech tkanich. PKBp se vyskytuje zejména
Vtukové tkani a kosternim svalu. PKBy se nachazi pfedevSim v mozkové tkani
(Hanada, 2004). PKB se podili zejména na regulaci imunitnich procest, dale naptiklad na
regulaci bunééné proliferace a apoptdzy, piipadné tumorigenezi (Dhawan, 2002). Dilezitou
vlastnosti PKB je také schopnost fosforylovat GSK-3 (Didichenko, 1996).

1.2.10. Proteinkinazy C (PKC)

PKC zahrnuje u savcii 12 izoforem délenych do tfi podskupin oznacovanych klasické
PKC obsahujici izoformy a, Bi, fu a y, dale nové PKC zahrnujici izoformy o, €, n, a 0
a posledni podskupinou jsou atypické PKC s izoformami  a A/t (Alkon, 2007). Struktura
charakteristickd pro vSechny izoformy PKC obsahuje C-terminalni katalytickou doménu
a N-terminalni regulacni doménu, ktera zahrnuje Cl motivy vazajici fosfatidylserin
a diacylglycerol a C2 doménu umoziujici vazbu Ca?* (Xu, 2004). Pro aktivaci klasickych
PKC je nezbytna pfitomnost Ca?" a diacylglycerolu, zatimco aktivace novych PKC vyzaduje
pouze diacylglycerol. Aktivace atypickych PKC je umoznéna prostfednictvim klasickych,
ptipadné novych PKC (Koivunen, 2006).

I1zoformy PKC se vyskytuji ve vSech tkanich (Koivunen, 2006) a plni vyznamné funkce
v bunkach imunitniho systému, a to zejména v lymfocytech, mastocytech a makrofazich
(Xu, 2004). PKC se podili nejen na regulaci rustu a proliferace buné€k, ale také napiiklad na

regulaci bunééné smrti (Freeley, 2011).

1.2.11. Src tyrosin Kkinazy (Src)

Src exprimované v centralnim nervovém systému zahrnuji Src, Fyn, Lck, Lyn a Yes
(Scales, 2011). Struktura kinaz rodiny Src zahrnuje C-terminalni doménu, kinazovou doménu,
linker, dale SH2 doménu, SH3 doménu a N-terminalni doménu (Parsons, 2004).
Predpokladem pro aktivaci Src je naptiklad plsobeni rlistovych faktor. Src mohou byt déle
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aktivovany prostfednictvim defosforylace Tyr>" pftislusnou fosfatdzou, ptipadné vazbou

urcitych proteind na SH2 nebo SH3 doménu (Brown, 1996).

Kindzy Src, Fyn a Yes se vyskytuji ve vSech tkanich, zatimco pro kindzu Lck je

charakteristicka exprese v mozkové tkani a T-lymfocytech a kinaza Lyn se nachazi zejména
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v mozkové tkani a B-lymfocytech. Vyznamnou funkci rodiny Src je naptiklad regulace

bunééného rustu a diferenciace nebo piezivani bun¢k (Parsons, 2004).

1.3. Metody detekce fosforylovanych proteini

Pro detekci fosforylovanych proteinii 1ze vyuzit fadu metod, jejichZ ptehled je uveden
v Tabulce 4. Kazda ztéchto metod je vhodna pro uréity typ analyz a ma své piednosti,
pfipadné zapory.

Tabulka 4 Ptrehled metod detekce fosforylovanych proteini (Jia, 2012; Bahk, 2013; Iliuk, 2012; Jabbari, 2014;
Qiao, 2007)

Metody detekce fosforylovanych proteint
Radioaktivni znageni fosfoproteini izotopem *2P nebo 3P
Metody vyuzivajici fosfo-specifické protilatky

Metodv bro Stains-All
Y PO "Pro-Q Diamond
barveni/znaceni
fosfoproteinii Phos-tag
pIMAGO
Metoda obohaceni fosfoproteinti pomoci imunoprecipitace
Afinitni chromatografie na imobilizovanych iontech kovii (IMAC)
Metod IMAC se sekven¢ni eluci (SIMAC)
s % y pr,o Hydrofilni interak¢ni chromatografie (HILIC)
obonacent Afinitni elektroforéza na imobilizovanych iontech kovii (IMAEP)
a analyzu —— -
, Afinitni chromatografie na TiO»
fosforylovanych -
proteint/peptidé Afinitni chromatografie na ZrO;
Obohaceni fosfopeptidl na desticce
PolyMAC
Iontoveé vyménné chromatografie na silném katexu (SCX) a silném
anexu (SAX)

Hmotnostni spektrometrie (MS)

1.3.1. Radioaktivni zna&eni fosfoproteinii izotopem 2P nebo P

Pro vysoce senzitivni detekci fosforylovanych proteinti je vhodné jejich radioaktivni
znadeni izotopem anorganického fosforu *2P nebo **P. Princip metody je zaloZen na kinazami
zprosttedkovaném prenosu fosforylovych skupin obsahujicich tyto izotopy na proteiny
(Jia, 2012), nasledné separaci vzniklych fosfoproteini pomoci 1D nebo 2D gelové
elektroforézy (Delom, 2006) a autoradiografické detekci (Jia, 2012; Delom, 2006).

Tvorba fosfoproteintl se zaclenénym izotopem 3?P je in vitro umoznéna inkubaci
s [y*?P]JATP (Funchal, 2003), zatimco pro utvafeni zna¢enych fosfoproteini in vivo je

nezbytna inkubace bunék s [**Plortofosfatem (Smal, 2006). Piiklad znaceni fosfoproteinti
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invivo popisuje metoda diferencialniho znaceni fosfoproteinu (DIPPL), jejiz princip je
zaloZen na odliSném znaceni bun€k v zavislosti na aktivité urcité kindzy. V piipad¢ inaktivni
kindzy jsou buiiky znaéeny 32P. Pokud je kindza aktivni, jsou buiiky oznadeny *P.
Po smichani bunécnych extraktl jsou pomoci 2D gelové elektroforézy, vyuZzivajici v prvni
dimenzi izoelektrickou fokusaci na imobilizovaném pH gradientu a ve druhé dimenzi
polyakrylamidovou gelovou elektroforézu v prostiedi dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE),
proteiny separovany. Detekce emise izotopu 2P i 3P umoziiuje zobrazeni proteini znacenych
obéma izotopy. Pouziti dvou acetdtovych folii umisténych mezi gelem a detekéni deskou
zpusobuje selektivni blokaci emise 3P (Wyttenbach, 2006). Je dileZité zminit, Ze fosforylaéni

mista proteind se mohou lisit p#i fosforylaci in vitro a in vivo (Delom, 2006).

Radioaktivni zna¢eni fosfoproteinii pomoci 3P ptedeviim v kombinaci s metodami
hmotnostni spektrometrie a Edmanova sekvenovani umoZiluje analyzu a piesné urceni
fosforylaénich mist fosfoproteini (Campbell, 2002). Nevyhody radioaktivniho znaceni
fosfoproteinti zahrnuji zejména praci s nebezpeénym radioaktivnim materialem (lliuk, 2012).
Proto byla vyvinuta metoda, kterd kombinuje znaceni fosfatové skupiny fosfoproteini pomoci
stabilniho izotopu [y-804]JATP s hmotnostni spektrometrii a je vhodna pro specifickou

a kvantitativni analyzu fosforyla¢nich mist bez nutnosti vyuZiti radioizotopu (Molden, 2014).

1.3.2. Metody vyuzivajici fosfo-specifické protilatky

Dalsim piistupem pro senzitivni detekci fosfoproteinti je vyuziti protilatek
rozpoznavajicich fosforylované formy serinu, threoninu nebo tyrosinu (Kaufmann, 2001),
piipadné protilatek proti specifickym fosforylovanym aminokyselindm konkrétnich proteinti
(Bertrand, 2010). Metody vyuzivajici fosfo-specifické protilatky zahrnuji naptiklad pienosové
techniky s imunochemickou detekci. Provedeni westernového pienosu je zalozeno na separaci
fosfoproteini pomoci SDS-PAGE nebo 2D gelové elektroforézy a nasledném pienosu na
nitrocelulozovou (NC) nebo polyvinyliden difluoridovou (PVDF) membranu. Po blokaci
mohou byt membrany inkubovany se specifickou monoklonalni nebo polyklonalni primarni
protilatkou. V dalsim kroku jsou membrany inkubovany se sekundarni protilatkou znacenou
nejcastéji  kienovou peroxidazou (HRP). Vizualizaci fosfoproteini umoznuje detekce

chemiluminiscence. (Petry, 2014; Bertrand, 2010; Kaufmann, 2001; Goedert, 1994).

Vysoce senzitivni kvantifikaci specifické fosforylace proteinii v komplexnich vzorcich
umoznuje metoda ELISA-PLA, jejiz schematické uspotfadani je znazornéno na Obrazku 4.

Metoda je zaloZzena na sendviovém komplexu tvofeném imobilizovanou vychytavaci
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protilatkou proti danému antigenu, navazanym proteinem a detekéni fosfo-specifickou
protilatkou. K obéma sekundarnim protilaitkhm je pfipojena odliSna PLA sonda
(oligonukleotid) a nasleduje DNA hybridizace a ligace, amplifikace signalu a detekce pomoci

znacené detek¢ni sondy (Tong, 2016).

U?Chﬂé\fﬂﬂfﬂb — — a \ _.-& _ P # B )
Fosfoprotein — @ ! . X = i h
Detekéni Ab — X
Sekundarni Ab ..i
s PLA sondou Ligace —
Amplifikace — t-x

=7

Detekéni sonda —
Obrazek 4 Metoda ELISA-PLA, Ab — protilatka (Tong, 2016, modifikovano)

Metoda pro detekci fosfoproteinti v butikach pomoci imunofluorescenéni mikroskopie
vyuziva fosfo-specifické priméarni protilatky a sekundarni protilatky znacené fluoroforem
(Bertrand, 2010).

Byla popsana také metoda vyuzivajici mikro¢ip pro detekci fosfoproteini za ucasti
specifickych  protilatek  (Obrazek 5). Principem metody je imobilizace protilatek
rozpoznavajicich ur¢ité proteiny na mikrocip, ktery je poté inkubovan s bunéénym extraktem
obsahujicim sledované fosfoproteiny a nésledné s fluorescencné zna¢enymi protilatkami proti
fosforylovanym aminokyselindm, napiiklad fosfotyrosinu. Vyhodou zminéného uspotadani

metody je nizka spotieba reagencii a moznost automatizace (Gembitsky, 2004).

Fluorofor —

Detekéni Ab —

Fosforylovana aminokyselina ——
Protein —

Vychytavaci Ab — ¢

Obrazek 5 Schéma mikrocipu pro detekci fosfoproteinti za ucasti specifickych protilatek, Ab — protilatka
(Gembitsky, 2004, modifikovano)
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Hlavni vyhodou vSech metod vyuZivajicich fosfo-specifické protilatky je vysoka
specifita a senzitivita zavisla pfedev§im na kvalité pouzivanych protilatek (Jia, 2012).

Nevyhodou je vysoka cena téchto protilatek (lliuk, 2012).

1.3.3. Metody pro barveni/znaceni fosfoproteini

Komerén¢ dostupné techniky pro barveni/znaceni fosfoproteinii umoziujici posouzeni
celkové miry fosforylace proteinti zahrnuji ¢tyfi odlisné metody oznacované Stains-All,

Pro-Q Diamond, Phos-tag a pIMAGO (lliuk, 2012).

Metoda barveni fosfoproteinit pomoci Stains-All

Barvivo Stains-All obsahujici kationické karbokyaniny (Green, 1973) je znazornéno na
Obrazku 6 (Kovalska, 2002) a je vhodné pro detekci fosfoproteini separovanych
na polyakrylamidovém gelu (Green, 1973). Princip metody spo¢iva v modrém zbarveni velmi
kyselych proteinii zahrnujicich fosfoproteiny a proteiny vézajici Ca?', ale také nukleovych

kyselin DNA a RNA. Pro méné¢ kyselé proteiny je charakteristické Cervené zbarveni

(Steinberg, 2003).
S | S—
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Obrazek 6 Struktura barviva Stains-All (Kovalska, 2002)

Hlavni nevyhody pti barveni fosfoproteini pomoci barviva Stains-All jsou nizka
senzitivita a nedostate¢na stabilita na svétle (Goldberg, 1997). Pro odstranéni téchto
nedostatki byla vyvinuta metoda kombinujici barveni fosfoproteini po separaci na
polyakrylamidovém gelu pomoci Stains-All s néslednou inkubaci v roztoku dusi¢nanu
stiibrného  (Myers, 1996). Zatimco samotné barveni Stains-All umoznuje detekci
fosfoproteinii v mnozstvi mensim nez 100 ng, kombinace Stains-All s inkubaci v dusi¢nanu
stiibrném umoznuje detekci méné nez 1 ng fosfoproteinu (Goldberg, 1997). Optimalizace
postupu provedeni metody Stains-All vedla nejen ke zvySeni senzitivity s moznosti detekce
fosfoproteind v mnozstvi az 0,5 — 1 ng, ale také ke zvySeni selektivity, rychlosti provedeni

metody a stability barveni na svétle (Cong, 2013).
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Metoda barveni fosfoproteinii pomoci Pro-Q Diamond

Metoda Pro-Q Diamond je vhodna pro detekci proteind, které obsahuji fosforylovanou
formu serinu, threoninu nebo tyrosinu (Steinberg, 2003). Principem barveni pomoci Pro-Q
Diamond je nekovalentni vazba tohoto ligandu na fosfatovou skupinu fosfoproteint
(Goodman, 2004). Metoda je zalozena na separaci fosfoproteini pomoci SDS-PAGE nebo
2D gelové elektroforézy, nasledné fixaci, inkubaci gelu v barvicim roztoku a jeho odbarveni.
Vizualizaci fosforylovanych proteinii umoznuje detekce fluorescence, jejiz intenzita souvisi
s mirou fosforylace proteini. Pro-Q Diamond mé excitaéni maximum pii vinové délce
555 nm a emisni maximum pii 580 nm. Fosfoproteiny je mozné pii tomto usporadani metody
kvantifikovat v rozsahu 1 ng—1 ug (Steinberg, 2003). Barveni Pro-Q Diamond je vhodné
také pro detekci fosfoproteint, které byly separovany pomoci elektroforézy a nésledné
transferovany na PVDF nebo NC membranu. Mez detekce fosfoproteinti se v tomto piipadée
pohybuje v rozmezi 2 —4 ng (Goodman, 2004). Hlavni vyhody metody Pro-Q Diamond
zahrnuji vysokou fosfo-specificitu a senzitivitu (Steinberg, 2003), rychlost a snadné provedeni
metody (Steinberg, 2003; Goodman, 2004).

Metodu Pro-Q Diamond je mozné provést v kombinaci s barvenim SYPRO Ruby, které
umoziuje detekci celkovych proteinii a pomér signalii ziskanych z obou metod tedy poskytuje
informaci o mife fosforylace proteini vzhledem k jejich mnozstvi (Schulenberg, 2003).

Metoda Pro-Q Diamond je také kompatibilni s hmotnostni spektrometrii (Steinberg, 2003).

Metoda oznacovana jako detekce fluorescence ve zkumavce (FDIT) vyuziva barveni
Pro-Q Diamond pro vysoce specifickou a senzitivni detekci fosfoproteinti. Princip metody
spociva v inkubaci roztoku fosforylovaného proteinu s Pro-Q Diamond ve zkumavce za tmy
anasledné peletaci fosfoproteinu s navazanym Pro-Q Diamond chladnym acetonem.
Po centrifugaci je odstranén supernatant obsahujici nenavazany Pro-Q Diamond. Peleta je
poté rozpusténa ve vodé a umisténa na cernou mikrotitracni desticku ke zméteni fluorescence.
Vyhodou metody FDIT je nizka spotieba reagencii, vysoka reprodukovatelnost a rychlost
provedeni metody (Jin, 2016).

Metodu Pro-Q Diamond je mozné pouzit také ve spojeni s mikroCipy pro selektivni
a senzitivni detekci a kvantifikaci celkové fosforylace proteinti. Mez detekce fosfoproteind

zavisi na mnozstvi fosforylovanych aminokyselin a pohybuje se v rozmezi 312 — 625 fg

(Martin, 2003).
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Metoda znaceni fosfoproteinii pomoci Phos-tag

Phos-tag je oznaeni pro alkoxidem ptemosténé dvoujaderné kovové komplexy, které
obsahuji Zn?* nebo Mn?* jonty (Kinoshita, 2015; Kinoshita, 2006) a umoziji detekci
pritomnych fosforylovanych forem serinu, threoninu, tyrosinu nebo histidinu fosfoproteint
(Barbieri, 2008). Na Obrazku 7 je znazornéna struktura molekuly Phos-tag a vazba fosfatové
skupiny fosfoproteinu. Princip separace fosfoproteinti na gelu pomoci SDS-PAGE je zaloZen
na vyuziti Mn?*-Phos-tagli navdzanych na polyakrylamid, které umoziuji vazbu fosfatu
fosfoproteint (Kinoshita, 2006). Dalsi moznost provedeni metody je zalozena na transferu
elektroforeticky separovanych fosfoproteini na PVDF membranu a vyuziti biotinylovaného
Zn?*-Phos-tagu, ktery umoziiuje vazbu fosfatové skupiny fosfoproteinti. Prostfednictvim
streptavidinu konjugovaného s HRP je nasledné¢ umoznéna chemiluminiscencni detekce.
Vyhodnou zminéného postupu je dosaZeni senzitivni a specifické detekce fosfoproteinti

(Kinoshita, 2006).
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Phos-tag RGPﬁg_-Phuﬁ-tag

¥ = Biotin nebo Polyakrylamid
MZ* = Mn?* nebo Zn**

Obrazek 7 Struktura molekuly Phos-tag a znazornéni zachytu fosfatové skupiny fosfoproteinu
(Kinoshita, 2006, modifikovano)

Pro separaci a detekci izoforem fosfoproteinti se stejnym poétem fosfatovych skupin je
vhodné vyuziti SDS-PAGE s Mn?*-Phos-tagy navazanymi na polyakrylamid s naslednym
westernovym pienosem a detekci pomoci fosfo-specifickych protilatek (Kinoshita, 2008).
Modifikace metody SDS-PAGE s Mn?*-Phos-tagy a s naslednym westernovym pienosem
umoziuje také rychlou separaci a detekci izotypt fosfoproteini o molekulové hmotnosti vétsi

nez 200 kDa (Kinoshita, 2009).

Metoda SDS-PAGE s Mn?'-Phos-tagy navazanymi na polyakrylamid v prostiedi
zéasaditého pH je ovSem vhodna pouze pro separaci urcitych fosfoproteinti. Z tohoto divodu
byla vyvinuta metoda SDS-PAGE s Zn?*-Phos-tagy v prostiedi neutralniho pH Bis-Tris pufru
s naslednym barvenim pomoci SYPRO Ruby nebo westernovym pienosem

a vyuzitim fosfo-specifickych protilatek (Kinoshita, 2011). Tato metoda ovSem neni vhodna
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pro detekci fosfoproteinii o vysoké molekulové hmotnosti, proto byla popsana metoda
SDS-PAGE s Zn?*-Phos-tagy Vv prostfedi neutralniho pH pufru Tris-kyselina octova. Oba vyse
zminéné pufry lze vyuzit také pfi provedeni dvourozmérné fluorescencni diferencni gelové
elektroforézy (2D fluorescence DIGE), ktera je kombinaci klasické SDS-PAGE v prvni
dimenzi a SDS-PAGE s Zn%*-Phos-tagy V prostfedi neutralniho pH v dimenzi druhé
(Kinoshita, 2012).

Komeréné dostupné SuperSep Phos-tag gely o neutrdlnim pH a s navazanymi
Zn?**-Phos-tagy jsou vhodné pro SDS-PAGE v kombinaci nejen s Tris-glycinovym, ale také
s Tris-tricinovym elektroforetickym pufrem. Vyhodou pouziti druhého zminéného pufru je
moznost dosazeni lepsi detekce fosforylovanych peptidi a proteinii o nizké molekulové

hmotnosti, a to v rozsahu 8,8 — 35 kDa (Kinoshita-Kikuta, 2012).

Metoda znaceni fosfoproteinit pomoci dendrimeru pIMAGO

Vysoce specifickou detekci a kvantifikaci celkové fosforylace proteini umoziuje
metoda zalozena na vyuziti solubilniho nanopolymeru (dendrimeru) na bazi polyamidoaminu
ozna¢ovaného pIMAGO, ktery obsahuje jednak Ti* ionty nezbytné pro selektivni vazbu
fosfatovych skupin fosfoproteini, ale také biotinové skupiny potiebné pro senzitivni detekci
nejcastéji na principu spektrometrie nebo chemiluminiscence. Struktura reagencie pIMAGO
je znazornéna na Obrazku 8. Metodou pIMAGO lze detekovat fosfoproteiny v mnozstvi
mensim nez 100 pg (lliuk, 2011; Iliuk, 2012).

Avidin-HRP
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Obrazek 8 Struktura reagencie pIMAGO a znazornéni principu provedeni metody (Iliuk, 2011; Iliuk, 2012,
modifikovano)
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Metoda pIMAGO muze byt provedena v uspoiadani na mikrotitracni desticce. Princip
metody je zalozen na imobilizaci fosforylovanych proteini na povrch jamek destiCky
prostfednictvim pasivni adsorpce a nasledné blokaci neobsazenych mist. Vazba reagencie
PIMAGO na fosfatové skupiny imobilizovanych fosfoproteinti je poté zprosttedkovana Ti**
ionty. Nasledné biotinové skupiny navazané reagencie pIMAGO umozZiiuji vazbu nejcastéji
HRP konjugované s avidinem, pfi¢emz je detekce provedena po piidani chromogenniho nebo
chemiluminiscen¢niho substratu. Dal$i mozZnosti je vazba fluoroforu konjugovaného

s avidinem umoziujici fluorescenéni detekci (lliuk, 2011; Iliuk, 2015).

Detekce fosforylovanych proteinti pomoci dendrimeru pIMAGO muze byt provedena
také v usporadadni na membrané¢ po westernovém prenosu. Metoda je zalozena na separaci
fosfoproteinii pomoci SDS-PAGE a jejich prenosu na PVDF nebo NC membranu. Nasleduje
blokace membrany, vazba reagencie pIMAGO na fosfitové skupiny fosfoproteint

a chemiluminiscen¢ni, ptipadné fluorescenéni detekce (lliuk, 2012; lliuk, 2015).

1.3.4. Metody pro obohaceni a analyzu fosforylovanych proteini/peptidi

Pro zvySeni senzitivity detekce fosfoproteini a fosfopeptidii pomoci hmotnostni
spektrometrie (MS) je v nékterych piipadech nezbytné jejich ptedchozi obohaceni. Divodem
je zejména malé mnoZzstvi a nedostatecnd ucinnost ionizace fosfoproteinii a fosfopeptida

ve srovnani s nefosforylovanymi proteiny a peptidy (Tichy, 2011).

Metoda obohaceni fosfoproteinit pomoci imunoprecipitace

Metoda pro izolaci a obohaceni protein fosforylovanych na tyrosinu je zalozena na
imunoprecipitaci s vyuzitim protilatek proti fosfotyrosinu imobilizovanych na agarézovych
kuli¢kach a nasledné eluci navazanych fosfoproteinit pomoci fenylfosfatu (Steen, 2002).
Zvyseni selektivity a senzitivity imunoprecipitace proteinii fosforylovanych na tyrosinu lze
dosdhnou pouzitim imunoprecipitacniho pufru, ktery obsahuje definované mnozstvi
neiontového  detergentu  n-oktyl glukosidu  (Zhang, 2006).  Obohaceni  proteinti
fosforylovanych na serinu nebo threoninu pomoci imunoprecipitatnich metod bylo
komplikované z divodu nedostatku protilatek proti fosfoserinu a fosfothreoninu, nicméné jiz
bylo popsano nékolik fosfoserin a fosfothreonin specifickych protilatek, které 1ze k tomuto

ucelu pouzit (Grenborg, 2002).
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Afinitni chromatografie na imobilizovanych iontech kovii

Metoda afinitni chromatografie na imobilizovanych iontech kovi (IMAC) je vhodna
pro obohaceni fosfopeptidi a fosfoproteinii pfed hmotnostni spektrometrii (Thingholm, 2009;
Machida, 2007). Principem metody je vznik koordina¢ni vazby mezi imobilizovanym
kovovym iontem, kterym mize byt Fe*, AI**, Ga®*, Co?" nebo Zn?* a elektron donorovou
fosfatovou skupinou fosfoproteint. Imobilizace kovovych iontl je zprostiedkovana ligandem,
ktery je kovalentné vazany na nosic¢i na bazi agardzy nebo pryskyfice. Piikladem pouZzivanych
ligandt je kyselina iminodioctova a kyselina nitrilooctova. Eluce navazanych fosfoproteint je
umoznéna fosfatovym pufrem o alkalickém pH (Machida, 2007; Thingholm, 2009;
Posewitz, 1999). Mectoda IMAC muze byt v off-line uspofadani na mikrokolonkach
v pipetovych Spickdch nebo v kolonkach pro HPLC, coz umoznuje rychlé, selektivni
a reprodukovatelné obohaceni fosfoproteini pro naslednou analyzu a identifikaci
(Ruprecht, 2015). Pro detekci malych mnozstvi fosfoproteinii je z divodu omezeni ztrat
vzorku vhodné on-line spojeni kolonek IMAC s hmotnostnim spektrometrem

(Nuwaysir, 1993).

Afinitni chromatografie na imobilizovanych iontech kovii se sekvencni eluci

Afinitni chromatografie na imobilizovanych iontech kovi se sekvenéni eluci (SIMAC)
je dalsi metoda pro obohaceni fosfopeptidu, kterd vyuziva IMAC mikrokolonky a umoziuje
sekvenéni separaci monofosforylovanych peptidii a mnohondsobné fosforylovanych peptida
pfitomnych v biologickych vzorcich. Princip metody je zalozen na eluci
monofosforylovanych peptidit za kyselych podminek, zatimco eluce mnohonasobné
fosforylovanych peptidi je mozna za Dbazickych podminek (Thingholm, 2008).
Vysoce specifického obohaceni fosfopeptidi lze dosdhnou kombinaci tii metod, které
zahrnuji TiO2 obohaceni fosfopeptidil, naslednou sekvenéni separaci monofosforylovanych
peptidi  a mnohonasobné fosforylovanych peptidi pomoci SIMAC a frakcionaci

monofosforylovanych peptidi pomoci hydrofilni interakéni kapalinové chromatografie
(HILIC) (Engholm-Keller, 2012).

Hydprofilni interakéni chromatografie

Hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC) umoziuje selektivni obohaceni
fosfopeptidi. Metoda je zaloZena na tvorbé vodikovych vazeb mezi peptidy a hydrofilni
stacionarni fazi. Vzhledem k tomu, Ze retence peptidi zdvisi na jejich hydrofilnich

vlastnostech, je retence fosfopeptidii z divodu pfitomnosti silné¢ hydrofilnich fosfatovych
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skupin vétsi neZ v ptipadé peptidii nefosforylovanych. Eluci zajist'uje mobilni faze o zvySujici
se polarité. Vysoké selektivity 1ze dosdhnout néslednym obohacenim fosfopeptidii pomoci

metody IMAC (McNulty, 2008).

Afinitni elektroforéza na imobilizovanych iontech kovii

Afinitni elektroforéza na imobilizovanych iontech kovi (IMAEP) je vhodna pro
obohaceni fosfoproteini ptitomnych v biologickych vzorcich. Metoda je zaloZena na vyuziti
FeCls, ktery je imobilizovan v polyakrylamidovém gelu béhem jeho polymerace a je nezbytny
pro zachyceni fosfoproteini. Nasledné je provedena separace zachycenych fosfoproteinil
pomoci elektroforézy a jejich eluce prostiednictvim elu¢niho pufru s obsahem uhli¢itanu

sodného a pomoci elektroeluce (Jabbari, 2014).

Afinitni chromatografie na oxidu titanicitém

Afinitni chromatografie na oxidu titani¢itém (TiO2) umoziuje selektivni obohaceni
a izolaci fosfopeptidt. Metoda je zalozena na zachyceni fosfopeptidii na sférickych casticich
oxidu titanicitého za kyselych podminek, naptiklad v pfitomnosti kyseliny octové. Eluce
fosfopeptidi z kolonky je poté umoznéna bazickym eluénim pufrem s obsahem
hydrogenuhli¢itanu amonného (Pinkse, 2004). Pro zvySeni selektivity zachyceni fosfopeptida
na mikrokolonkach s TiO2 lIze pouzit kyselinu 2,5-dihydroxybenzoovou (2,5-DHB)
(Larsen, 2005; Thingholm, 2006) nebo roztok kyseliny ftalové obsahujici acetonitril
a kyselinu trifluoroctovou. Eluce monofosforylovanych i mnohonasobné fosforylovanych
peptidd je nasledné umoznéna pomoci bazického elu¢niho pufru obsahujiciho hydroxid
amonny (Thingholm, 2006). Vyhodou této obohacovaci metody je rychlé provedeni

a moznost automatizace (Pinkse, 2004).

Afinitni chromatografie na oxidu zZirkonicitém

Afinitni chromatografie na oxidu zirkoni¢itém (ZrO.) umoziiuje vysoce selektivni
obohaceni a izolaci zejména monofosforylovanych peptidii. Naopak vyssi selektivitu pro
obohaceni mnohonasobné fosforylovanych peptidd vykazuje vySe zminéna afinitni
chromatografie na TiO2 (Kweon, 2006). Specifické obohaceni fosfopeptidl lze provést také
S vyuzitim nanocastic ZrO,. Metoda je zaloZzena na inkubaci produktt St€peni fosfoproteinti
ziedénych kyselym pufrem s obsahem kyseliny octové a acetonitrilu s nanocéasticemi ZrO»,
pricemz jsou fosfopeptidy zachyceny na téchto nanoc¢asticich. Po centrifugaci a odstranéni

supernatantu lze zachycené fosfopeptidy eluovat pomoci sonikace v piitomnosti bazického
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elu¢niho pufru obsahujicitho hydroxid amonny. Vyhodou pouZiti nanocéastic ZrO2 je vétsi
specificky povrch ve srovnani s mikrocCasticemi a s tim souvisejici vétsi kapacita pro vzorek

(Zhou, 2007).

Obohaceni fosfopeptidii na destic¢ce

Metody pro obohaceni fosfopeptidli pfimo na desticce umoznujici naslednou detekci
pomoci hmotnostni spektrometrie S vyuzitim laserové desorpce/ionizace za pritomnosti
matrice a analyzatoru doby letu (MALDI-TOF MS) maji fadu vyhod zahrnujicich snadné
arychlé provedeni, malou spotiebu vzorku a sniZzeni jeho ztrdt a nizkou mez detekce

fosfopeptida (Qiao, 2007; Eriksson, 2010; Zhou, 2006).

Metoda pro vysoce senzitivni a selektivni obohaceni fosfopeptidi pfimo na
modifikované MALDI desticce (Obrazek 9) je zaloZzena na koordina¢ni interakci mezi
fosfatovou skupinou fosfopeptidl a slinutymi nanoc¢asticemi TiO3 tvoficimi spoty na desticce
z nerezové oceli. Produkty Stépeni fosfoproteini jsou zfedény pufrem obsahujicim kyselinu
2,5-DHB a aplikovany na spoty, pfi¢emz dochazi k zachyceni fosfopeptidid na nanocasticich
TiO2. Povymyti nefosforylovanych peptidii jsou zachycené fosfopeptidy eluovany za
bazickych podminek pomoci vodného roztoku amoniaku. Kyselina 2,5-DHB slouzi jako
matrice pro MALDI-TOF MS analyzu fosfopeptidt (Qiao, 2007).

27, hv

UV laser - 7
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1l Uvolnéna matrice a vzorek ;

&m Slinutd vrstva Tio2

-0‘4)

TiO2 nanocastice

V ) Desticka z nerezové oceli

Fosfoprotein

Obrazek 9 Schéma obohacovaci metody na MALDI desti¢ce modifikované nanocasticemi TiO; (Qiao, 2007,
modifikovano)

Dalsi metoda pro selektivni a senzitivni obohaceni fosfopeptidi na modifikované
desti¢ce je zaloZena na vyuziti slinuté tenké mezoporézni vrstvy anatasu TiO2 tvofici spoty na
konduktivnim sklenéném povrchu a nasledné detekci na TiO2 zachycenych fosfopeptida

pomoci MALDI-TOF MS (Eriksson, 2010).
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Vysoce specifické a senzitivni obohaceni fosfopeptidii umoZiluje také metoda
vyuzivajici interakce mezi fosfatovou skupinou fosfopeptidi a fosfonatem zirkonicitym
modifikujicim desticku z porézniho kiemiku. Produkty §tépeni fosfoproteind jsou zfedény
kyselym pufrem obsahujicim acetonitril, kyselinu trifluoroctovou a NaCl a aplikovany
na modifikovanou desticku, kterd umoziiuje za téchto podminek zachyceni fosfopeptida.
Po vymyti nefosforylovanych peptidit je pfidina matrice tvofend kyselinou 2,5-DHB
a zachycené fosfopeptidy jsou detekovany pomoci MALDI-TOF MS (Zhou, 2006).

Afinitni zachyceni na polymeru funkcionalizovaném kovovymi ionty

Afinitni zachyceni na polymeru funkcionalizovaném kovovymi ionty (PolyMAC) je
vhodnou metodou pro vysoce selektivni a senzitivni izolaci a obohaceni fosforylovanych
peptidii pfitomnych v komplexnich vzorcich (Obrazek 10). Metoda je zalozena na vyuziti
solubilniho nanopolymeru (dendrimeru) na bazi polyamidoaminu obsahujiciho ionty Ti, které
umoznuji vazbu fosfatovych skupin fosfopeptidii a aldehydické funkéni skupiny, jejichz
funkci je zprostiedkovat vazbu na pevnou fazi tvotfenou napiiklad agar6zovymi nebo

magnetickymi kulickami (Iliuk, 2010).
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Obrazek 10 Schéma metody PolyMAC (lliuk, 2010, modifikovano)

lontové vyménna chromatografie na silném katexu a silném anexu

Iontové vymeénna chromatografie na silném katexu (SCX) a silném anexu (SAX) jsou
metody, které umoznuji selektivni obohaceni a separaci fosfopeptidii od nefosforylovanych
peptidi na zakladé¢ odlisSného néboje a odpovidajicich elektrostatickych interakci

se stacionarni fazi (Villén, 2008; Han, 2008; Motoyama, 2007).
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Princip metody SCX je zaloZen na negativnim néboji fosfatovych skupin fosfopeptidi
pii kyselém pH o hodnoté 2,7. Za téchto podminek jsou fosfopeptidy méné zadrzovany na
stacionarni fazi tvotené naptiklad polysulfoethylem A a jsou tedy eluovany z kolony rychleji

nez nefosforylované peptidy (Villén, 2008).

Metoda SAX je zalozena na uplné ionizaci fosfatovych skupin fosfopeptida pii slabé
kyselém pH, zatimco karboxylové kyseliny nefosforylovanych peptidi jsou za téchto
podminek pouze casteCné ionizovany. V dusledku vétsiho negativniho naboje jsou
fosfopetidy na stacionarni fazi tvofené napiiklad ¢asticemi POROS 20 HQ zadrZovany vice

nez nefosforylované peptidy (Han, 2008).

Obohaceni fosfopeptidii umoziuje také chromatografie vyuzivajici iontové vyménnou
pryskyrici, ktera je tvofena smési anexu a katexu a umisténa v jedné kolon¢. Metoda je
zaloZena na zvySeném zadrzeni kyselych fosfopeptidi v kolon€, zatimco zadrzeni neutralnich

a bazickych peptidi je naopak mirné snizeno (Motoyama, 2007).

1.3.5. Hmotnostni spektrometrie se zaméirenim na analyzu fosfopeptidi

Hmotnostni spektrometrie (MS) je zaloZena na tvorbé iontl fosfopeptidi predevSim
pomoci laserové desorpce/ionizace za pritomnosti matrice (MALDI), pfi¢emZ matrici je
kyselina 2,5-dihydroxybenzoova (2,5-DHB), nebo pomoci elektrosprejové ionizace (ESI)
a nasledné separaci vzniklych ionti podle poméru jejich nadboje a hmotnosti (m/z) nejcastéji
prostiednictvim analyzatoru doby letu (TOF). U fosforylovanych peptidl je pozorovan posun
m/z o 80 hmotnostnich jednotek oproti nefosforylované varianté¢ peptidu (Janek, 2001).
Tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS) je zalozena na izolaci vybraného iontu a jeho
kolizi za vzniku fragmentt, které jsou nasledné analyzovany. Metoda MS/MS umoziuje

lokalizaci fosforylovanych aminokyselin u fosfopeptida (Lund, 2001).

Senzitivni analyzu fosfoproteinli umoZiuje spojeni hmotnostni spektrometrie
a 2D gelové elektroforézy, kterd kombinuje diskovou PAGE a izoelektrickou fokusaci na
tenké vrstvé polyakrylamidového gelu (PAGIF). Po obarveni gelu metodou kompatibilni
s MS, napiiklad Coomassie brilliant blue, jsou spoty obsahujici vybrané fosfoproteiny
vytiznuty, odbarveny a dehydratovany. Po tryptickém §tépeni a extrakci nasleduje analyza
pomoci MS (Mamone, 2003).

Detekce fosforylacnich mist fosfoproteinit pfitomnych v komplexnich vzorcich je
umoznéna spojenim metod fragmentace fosfoproteinii s tandemovou hmotnostni

spektrometrii. Nejcastéji pouzivanou metodou fragmentace fosfoproteini je kolizné
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indukovana disociace (CID). Metoda je zaloZena na srazkach protonovanych fosfopeptidu
urychlenych elektrickym potencidlem s inertnim plynem, kterym muze byt naptiklad helium,
dusik nebo argon. Diky vysoké nestabilit¢ fosfatové skupiny lokalizované na serinu
a threoninu dochazi k neutralnim ztratdm zejména H3PO4 o molekulové hmotnosti 98 Da

a v mensi mife také HPO3 0 molekulové hmotnosti 80 Da (Brown, 2015; Boersema, 2009).

Mezi dalsi metody fragmentace fosfoproteint patii disociace zachytem elektronti (ECD)
(Shi, 2001), disociace pienosem elektronu (ETD) (Syka, 2004) a fotodisociace s vyuzitim
infraervenych a ultrafialovych lasert (Brodbelt, 2009).

Relativni kvantifikaci, sekvenovani a také detekci fosforylacnich mist fosfopeptidi
umoznuje jejich znaceni stabilnimi izotopy v kombinaci s hmotnostni spektrometrii. Metoda
je zaloZzena na znaCeni tryptickych fosfopeptidii prostiednictvim esterifikace jejich
karboxylovych skupin se stabilnimi izotopy, nasledném obohaceni pomoci metody IMAC

a analyze prostfednictvim tandemové hmotnostni spektrometrie (He, 2004).

Senzitivni identifikaci a kvantifikaci proteini fosforylovanych na serinu a threoninu
umoziuje také kombinace metody vyuzivajici izotopicky kodované afinitni tagy (PhIAT)
a hmotnostni spektrometrie. Metoda PhIAT je zalozena na znaceni fosfoproteinti stabilnimi
izotopy a nasledné¢ biotinem, pficemz jsou znacené fosfopeptidy vzniklé po proteolytickém
Stépeni izolovany pomoci afinitni chromatografie na imobilizovaném avidinu. Takto ziskané
fosfopeptidy jsou separovany pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC)

a poté analyzovany prostfednictvim tandemové hmotnostni spektrometrie (Goshe, 2002).

Dalsi metoda pro kvantifikaci fosfoproteini vyuziva amino-reaktivni izobarické tagy
(iTRAQ) v kombinaci s tandemovou hmotnostni spektrometrii. Metoda je zaloZzena na
separaci a izolaci fosfoproteini pomoci SDS-PAGE a jejich nasledném tryptickém $tépeni za
vzniku fosfopeptidi, které jsou chemicky znaCeny pomoci iTRAQ, obohaceny naptiklad
prostiednictvim metody IMAC, separovany kapalinovou chromatografii (LC) a analyzovany

pomoci MS/MS (Sachon, 2006).

Metoda absolutni kvantifikace (AQUA) umoznuje piesné stanoveni absolutniho
mnozstvi fosforylovanych proteini. Metoda je zaloZena na piipravé vnitinich standard
v podobé syntetickych fosforylovanych peptidii s inkorporovanymi stabilnimi izotopy, které
jsou nasledné pouZity k ptesné kvantifikaci fosforylovanych peptidi vzniklych po tryptickém
Stépeni analyzovanych fosfoproteind, pficemz analyza je provedena pomoci MS/MS

(Gerber, 2003).
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Analyza fosforylovanych proteini vyuZivajici MS detekce miiZze byt provedena také na
mikrocipu. Fosfopeptidy vzniklé po tryptickém Stépeni fosfoproteinit mohou byt analyzovany
piimo nebo po separaci v mikrofluidnim systému. Vyhody MS zahrnuji pfedevs§im vysokou
senzitivitu, rychlé a snadné provedeni. Spojeni MS s mikro¢ipovym uspoiadanim umoznuje

navic nizkou spofebu vzorku a omezeni jeho kontaminace (Dawoud, 2007).

1.4. Charakterizace vybranych diagnosticky vyznamnych fosfoproteini

1.4.1. Neurofibromin

Neurofibromin je protein o molekulové hmotnosti 250 kDa, ktery je kédovan tumor
supresorovym genem oznacovanym NFI1. Funkce neurofibrominu spociva v regulaci
bunécného rlstu a diferenciace. V dusledku patologického snizeni exprese neurofibrominu
dochdzi ke zvySeni bunétné proliferace a k rozvoji neurofibromatézy typu 1, kterd je
charakterizovana tvorbou benignich nadori periferniho nervového systému (Feng, 2004).

Zvysena fosforylace neurofibrominu prostfednictvim proteinkinazy A (PKA) na Thr?>,

Ser?™, Ser®’® Ser?® g Ser?®13 ysnadiuje interakci s proteinem 14-3-3, ktera piispiva

k negativni regulaci funkce neurofibrominu (Feng, 2004).

1.4.2. Prionovy protein (PrP)

Normalni bunéény prion (PrPC) je glykoprotein ptitomny fyziologicky v lidskych
buiikach, zatimco patologicky bunéény prion (PrPSc) vznika v diisledku defektu pii sbalovani
PrPC. Patologicky PrPSc se akumuluje v butikach, nasledné dochazi k tvorbé fibrilarnich
struktur a ke spongiformnim zméndm v mozkové tkani. Tyto zmény jsou charakteristické pro
vzacna neurodegenerativni onemocnéni nazyvand transmisivni spongiformni encefalopatie,

mezi které patii naptiklad Creutzfeldt-Jacobova choroba (Gozke, 2008).

Jednou z pfic¢in konforma¢nich zmén proteinti jsou posttranslaéni modifikace, proto byl
zkouman vliv fosforylace na konformac¢ni zmény PrP in vitro. Bylo zjisténo, Ze neuronalni
cyklin-dependentni kindza 5 (CDKS5) fosforyluje rekombinantni PrP na Ser*® a Ze takto
fosforylovany PrP tvoii fibrilarni struktury a agregaty. Lze pfedpokladat, ze ke konformac¢nim
zménam PrP prostiednictvim fosforylace mutze dochazet také in vivo. Detekce
fosforylovaného PrP byla provedena napiiklad blotovacimi technikami s vyuzitim

fosfo-specifickych protilatek (Giannopoulos, 2009).
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1.4.3. Huntingtin

Huntingtin je protein o molekulové hmotnosti 350 kDa, ktery se vyskytuje ve vSech
lidskych tkanich, pfedevSim v neuronech a gliovych bunikdch v mozku. Huntingtin se podili
zejména na axonalnim transportu a na regulaci bunééného pieziti. Za patologickych podminek
dochazi k expanzi polyglutaminové sekvence v N-termindlni doméné huntingtinu
a k naslednému rozvoji neurodegenerativniho onemocnéni centralniho nervového systému

nazyvaného Huntingtonova choroba (Schulte, 2011).

Huntingtin podléha tad¢ posttranslacnich modifikaci, naptiklad ubikvitinylaci,
sumoylaci nebo fosforylaci (Warby, 2005). Posttranslaéni modifikace umoziuji regulaci
toxického pisobeni patologické formy huntingtinu, které zptsobuje dysfunkci a néaslednou
smrt neurontd (Anne, 2007). Napiiklad fyziologicka fosforylace huntingtinu prostfednictvim
proteinkinazy B (PKB) na Ser*?! nebo prostiednictvim cyklin-dependentni kinazy 5 (CDK5)
na Ser'8 a Ser'? chrani proti toxickému plsobeni patologické formy huntingtinu
(Warby, 2005; Anne, 2007). Detekce fosforylovaného huntingtinu muze byt provedena
naptiklad blotovacimi technikami s vyuzitim fosfo-specifickych protilatek (Anne, 2007).

1.4.4. a-synuklein

a-synuklein zahrnuje 4 izoformy o délce 98 — 140 aminokyselin tvofené alternativnim
sesttihem z SNCA genu (Bungeroth, 2014). Za fyziologickych podminek je a-synuklein
solubilni protein, ktery se nachédzi v presynaptickém zakonceni axond nervovych bunék

(Waxman, 2011).

a-synuklein podléha posttranslaénim modifikacim, zahrnujicim napiiklad acetylaci,
nitraci, ubikvitinylaci, sumoylaci a fosforylaci (Samuel, 2016). Fosforylaci a-synukleinu
zprostiedkovavaji zejména kasein kinazy (CK1, CK2) a polo-like kinazy (PLK-1, PLK-2,
PLK-3) (Waxman, 2011). Za patologickych podminek dochazi k agregaci a-synukleinu, ktery

je hyperfosforylovany na Ser!?

a tvofi hlavni slozku Lewyho télisek. Agregovany
a-synuklein pfitomny v neuronech a gliovych buiikich je charakteristickym znakem
neurodegenerativnich onemocnéni nazyvanych synukleinopatie, mezi které¢ patii napiiklad
Parkinsonova choroba, demence s Lewyho télisky nebo Alzheimerova choroba s vyskytem
Lewyho télisek (Waxman, 2011; Ma, 2016). Detekce fosforylovaného a-synukleinu byla
provedena napiiklad blotovacimi technikami s imunochemickou detekci s vyuzitim

fosfo-specifickych protilatek nebo radioaktivnim znaéenim izotopem 2P (Waxman, 2011).
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1.4.5. Myelinovy bazicky protein

Myelinovy bazicky protein (MBP) zahrnuje 6 izoforem o molekulové hmotnosti
vrozsahu 14 — 21,5 kDa, které jsou tvofeny alternativnim sestiihem z genového komplexu
Golli. Nejhojnéji zastoupena izoforma MBP v myelinu dospélého clovéka ma molekulovou
hmotnost 18,5 kDa (Hill, 2005). MBP je jednim z nejvice zastoupenych proteinti v myelinu.
Jednd se o pozitivné nabity protein, ktery je vazadn na cytosolicky povrch membrany
oligodendrocytii prostiednictvim elektrostatickych interakci s negativné nabitymi lipidy
a podili se zejména na adhezivnich procesech pfi tvorbé myelinové pochvy axonl neuronti

centralniho nervového systému (Boggs, 2012).

MBP podléha posttranslacnim modifikacim, které zahrnuji naptiklad N-termindlni
acylaci, methylaci, deamidaci, deiminaci a fosforylaci (Hill, 2005). Fosforylace MBP muize
byt pfi¢inou poruchy interakce mezi MBP a lipidy v myelinové pochvé. V dasledku poruchy
téchto interakci dochazi k destabilizaci a strukturnim zméndm myelinové pochvy. Fosforylaci
MBP umoziuje zejména mitogenem aktivovana proteinkindza (MAPK), ktera fosforyluje
MBP na Thr%, jehoz fosforylace je regulovana béhem myelinogeneze a demyelinizaéniho
onemocnéni oznaCovaného roztrouSena sklerdza. Dalsi proteinkinazy schopné fosforylovat
MBP  zahrnuji napfiklad proteinkinazu A (PKA), proteinkinazu C (PKC)
a Ca?*/kalmodulin-dependentni proteinkinazu 2 (CaMK2) (Atkins, 1999).

Detekce fosforylovaného MBP byla provedena napriklad blotovacimi technikami
s imunochemickou detekci s vyuzitim fosfo-specifickych protilatek (Atkins, 1999). Dalsi
pristup vhodny pro detekci fosforylovaného MBP vyuziva metod hmotnostni spektrometrie

po ptedchozim proteolytickém Stépeni (Erickson, 1990).

1.4.6. Tau protein

Tau protein je strukturni S mikrotubuly asociovany protein exprimovany zejména
v axonech nervovych bunék centralniho nervového systému. Za fyziologickych podminek je
tau protein solubilni a plni svou hlavni funkci spocivajici ve stabilizaci axonalnich
mikrotubulli, které se podileji na zachovani struktury nervovych bunék a axonalnim
transportu (Scholz, 2014; Dani, 2016). Ovsem za patologickych podminek dochazi v dasledku
hyperfosforylace tau proteinu a tvorby neurofibrildrnich smotki k oddéleni tau proteinu
od mikrotubulti, coz ma za nasledek jejich destabilizaci. Rozdilna uloha tau proteinu

ve zdravé a poskozené nervové buiice je znazornéna na Obrazku 11 (Brunden, 2009).
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Shluky Tau proteini /# ©

Obrazek 11 Uloha tau proteinu ve zdravé a po§kozené nervové buiice (Brunden, 2009, modifikovano)

o

Struktura a izoformy tau proteinu

V centralnim nervovém systému dospélého Clovéka je exprimovano 6 izoforem tau
proteinu, které jsou znazornény na Obrazku 12. Délka izoforem tau proteinu je v rozsahu
352 — 441 aminokyselin a mechanismem jejich vzniku je alternativni sestftih genu MAPT
17921.3.

v N-terminalni oblasti li§i pfitomnosti exonu 2 a exonu 3. Nasleduje doména bohat4 na prolin,

lokalizovaného na 17.chromozomu v oblasti Izoformy tau proteinu se

ktera je spole¢na pro vSechny izoformy. Ve sméru k C-termindlni oblasti jsou lokalizovany
3 nebo 4 oblasti, které umoznuji vazbu na mikrotubuly a jsou oznacovany M1, M2 (kdédovana

exonem 10), M3 a M4 (Noble, 2013).

M-terminalni Mikrotubuly C-terminalni
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ez Poménafonata [w[ma]ma [me o 417
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! E2[B3 el naprolin mmmm

Exon2 Exon3
Obrazek 12 Izoformy tau proteinu (Noble, 2013, modifikovano)
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Aminokyselinovda  sekvence  nejdelsi  izoformy tau  proteinu  tvofené
441 aminokyselinami je znazornéna na Obrazku 13. Tau protein patii mezi proteiny, které se
V nativnim stavu vyskytuji nesbalené. Dochazi pouze ke vzniku ptechodné sekundarni

struktury tvotené a-helixy a -skladanymi listy (Kolarova, 2012; Mukrasch, 2009).

N-terminalni oblast 50
d
MAEPRQEFEV MEDHAGTYGL GDRKDQGGYT MHODQEGDTD AGLKESPLQT
Polypeptidova sekvence Polypeptidova sekvence
kddovana exonem 2 kddovana exonem 3 IGIIJ
PTEDGSEEPG SETSDAKSTP TAEDVTAPLV DEGAPGKOAA AQOPHTEIPEG
150

_—

TTAEEAGIGD TPSLEDEAAG HVTQARMVYS3K SKDGTGSDDK KAKGADGKTK

Oblast bohata na prolin 2-(II.I'.]
IATPRGAAPP GOKGQAMNATR IPAKTPPAPK TPPESSGEPPK SGDRSGYSSP

Oblast bohatd na prolin 25;*'3

o )
GSPGTPGSRS RTPSLPTPPT REPHEVAVVR TPPKSPSSAK SRLQTAPVPM
B-struktura
EfJVDIINKEED 3?[}

Lo
PODLEKNVKSKI GSTENLKHQP GGGKVQIINK KLDLSNVQSK CGSKDNIKHV
L B-struktura _
TVQIVYKS!! 330

i ]
PGGGESVQIVY KPVDLSKVTS KCGSLGNIHH KPGGGQVEVK SEKLDFKDRY

400
P
QSKIGSLDNI THVPGGGNKK IETHKLTFRE HNAKAKTDHGA EIVYKSPVVS

- ]
GDTSPRHLSN VSSTGSIDMV DSPQLATLAD EVSASLAKQG L

Obrazek 13 Aminokyselinova sekvence nejdel$i izoformy tau proteinu (Kolarova, 2012; Mukrasch, 2009,
modifikovano)

Vyznam tau proteinu u neurodegenerativnich chorob

Neurodegenerativni choroby, na jejichz patogenezi se podili tvorba neurofibrilarnich
smotkil v disledku agregace hyperfosforylovaného tau proteinu, se nazyvaji tauopatie
azahrnuji  fadu chorob, =z nichz nejbézngjsi je  Alzheimerova choroba
(Schraen-Maschke, 2004). Jako dalsi tauopatic lze jmenovat progresivni supranuklearni
obrnu, frontotemporalni demenci a Parkinsonismus vazany na 17. chromozom, Pickovu
chorobu, kortikobazalni degeneraci, frontotemporalni lobarni degeneraci, chronickou
traumatickou encefalopatii, nemoc s argyrofilnimi zrny a vékové vazanou primarni tauopatii

(Schraen-Maschke, 2004; Dani, 2016).

Alzheimerova choroba byla popsdna v roce 1907 Aloisem Alzheimerem a je hlavni

pti¢inou demence u starnouci populace. Alzheimerova choroba je -charakterizovana

pritomnosti B-amyloidnich plakti a neurofibrilarnich smotk tvoienych hyperfosforylovanym
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tau proteinem v mozkové tkani (Mehta, 2015). Patogeneze Alzheimerovy choroby je
schematicky znazornéna na Obrazku 14 (Musiek, 2015). Amyloidni prekurzorovy protein je
membranovy protein, ktery je St€pen sekretdzami o, p a y za vzniku amyloid B peptida.
Amyloid B142 snadno oligomeruje a agreguje za tvorby extracelularnich plakt, které jsou
pfi¢inou poruchy synapse a zaniku nervovych bunék v mozku a jejich toxické plisobeni ma
vliv také na patologické zmény hyperfosforylovaného tau proteinu. Za téchto podminek tau
protein oligomeruje, agreguje a nakonec tvofi neurofibrilarni smotky, které jsou piicinou

strukturalnich a funk¢nich zmén nervovych bunék (Ballard, 2011).

v-sekretaza
ci-sekretdza
B-sekretdza l .

a
l‘ a 3
| | Ol
Amyloid B peptid

Amyloidni
| prekurzorovy
protein

OB00 4

Amyloid pfss, Amyloid Bao, Amyloid sz
(Amyloid Paz nachylny k agregaci)

Amyloid B o
Amyloid B Amyloid B agregaty TSDIublltm_
monomer oligomery s = au protein
A — = AL e— ;Eﬁ. —— Fosforylace
=& T —a Tau proteinu
MNerozpustny
Tau protein
Propagace
Tau proteinu
Meurodegenerace

Obrazek 14 Schéma vzniku Amyloid B agregatii a tau agregatu, které zpuisobuji neurodegeneraci (Musiek, 2015,
modifikovano)

Posttranslacéni modifikace tau proteinu

Tau protein podléhd riznym posttranslaénim modifikacim, z nichz nejvice zastoupenou
je fosforylace, které bude vénovana samostatné kapitola. Mezi dal$i vyznamné posttranslacni
modifikace tau proteinu patii polyaminace, agregace, glykace, glykosylace, nitrace,
ubikvitinylace, stépeni, prolyl-izomerizace, sumoylace a oxidace. V Tabulce 5 je uveden

ptehled posttranslaéné modifikovanych mist na nejdelsi izoformé tau proteinu (Martin, 2011).
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Tabulka 5 Posttransla¢né modifikovand mista na nejdelsi izoformé tau proteinu (Martin, 2011)

Posttranslaéni . .
modifikace Lokalizace na tau proteinu
] G|n6, Ly524, G|n88, G|n124, Ly5163, LySl74, LySlBO, LySlgO, LySZZS,
Polyaminace Lys®, Lys?® GIn?*, GIn®, GIn?®, GIn®st, Lys®3, Lys®®, GIn®
Va|275: G|n276: ”6277, 1”8278, A:sn279, |_1y5280, \}a|306’ C;In307, ”’8308'
Agregace Va3, Tyrdl0, | ys3tt
Ly387, Ly3132, LySlSO, Ly8163, Ly3174, Ly3225, Ly8259, LySZBO, Ly5281,
Glykace Lys®7, Lys3, Lys%?
Thr181: Serlgg,’Serzoz, Thr2%®, Thr?!2, Ser?4, Thr?l’, Ser?%?, Ser®%,
Glykosylace Serd04 gerd22
Nitrace Tyr®8, Tyr?®, Tyrl®? Tyr3%
Ubikvitinylace Lys®™* Lys3!t Lys®?
Stépeni Asp'®, Glu®t, Asp*?!
Prolyl-izomerizace | Thr?%
Sumoylace Lys340
Oxidace Cys®?

Fosforylace tau proteinu

Fosforylace patfi mezi nejvyznamnéj$i posttranslacni modifikace tau proteinu.
Fosforylace tau proteinu je zprostfedkovana fadou kindz a je zaloZena na kovalentni vazbé
fosfatové skupiny na hydroxylovou skupinu serinu, threoninu nebo tyrosinu
(Prokopovich, 2017). Na nejdelsi izoform¢ tau proteinu se nachazi 85 potencionalnich
fosforyla¢nich mist, jejichz piehled je uveden v Tabulce 6 (Martin, 2011). Stav fosforylace
tau proteinu je dilezitym faktorem v regulaci jeho aktivity a podili se na zménach jeho afinity
k mikrotubulim. Podle odhadii je za fyziologickych podminek tau protein fosforylovan na
18 fosforyla¢nich mistech. OvSem v mozku pacientii s Alzheimerovou chorobou dochazi
K hyperfosforylaci tau proteinu, ktera spociva v az CEtyfnasobném zvySeni poctu jeho

fosforylaci (Prokopovich, 2017).
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Tabulka 6 Pichled fosforyla¢nich mist na nejdelsi izoformé tau proteinu (Martin, 2011)

Fosforyla¢ni mista na tau proteinu
detekovana v mozku za fyziologickych
podminek 1 v mozku pacienta
s Alzheimerovou chorobou

Ser*®, Thr8! Serl® Serl®® Ser?02 Thr?05 Thr??,
Thr?", Thr?3, Ser?®, Ser®®®, Ser#%, Ser404
Ser*1?, Ser*13, Ser416

Thr”, Tyr?®, Thr3®, Thr, Thr®2, Ser®®, Thr®,
Fosforyla¢ni mista na tau proteinu Thri®t Thri®2 Thrill) Ser!st Thri3S Thri4,
vyskytujici se v mozku predeviim za | Thri®®, Ser!® Thr?®, Ser?4!, Thr2, Thr?®3,
fyziologickych podminek Ser?®, Ser?®, Ser3®, Ser18, Ser320, Serd?4) Serd4t,
Ser352 Thrd®! Thr373, Thy386, Thrél4
Tyr®8, Ser%® Thrb® Thr', Ser!3, Thri%, Thri®,
Fosforyla¢ni mista na tau proteinu Thri™, Ser'84 Ser'8 Sert® Tyrl®7 Ser?%,
vyskytujici se zejména v mozku Ser?0 Ser?4 Ser?%’, Ser?®®, Ser?8, Ser?2, Ser?8d,
pacientii s Alzheimerovou chorobou | Ser®®, Tyr3%, Thr4% Seri® Ser4?? Thr4?’,
Ser#33. Serd3s
Dalsi piedpokladana fosforylaéni mista | Thr, Ser®?, Thr3, Ser® Thr’®, Ser'?®, Sert’,
na tau proteinu Tyr Thr3® Thr¥”’

Prehled kinaz fosforylujicich tau protein

Kindzy schopné fosforylovat tau protein lze rozdélit do tfech skupin. Prvni skupinu
tvofi prolinem fizené proteinkindzy (PDPK), které umoziuji fosforylaci tau proteinu na
aminokyselinovych zbytcich serinu nebo threoninu nasledovanych prolinem (Martin, 2013a).
Skupina PDPK zahrnuje naptiklad cyklin-dependentni kinazy (CDK), glykogen syntaza
kinazy-3 (GSK-3), dale mitogenem aktivované proteinkinazy (MAPK) a stresem aktivované
proteinkindzy (SAPK). V disledku nepfiméfeného plsobeni proteinkinaz PDPK dochézi
k patologické fosforylaci tau proteinu podilejici se na agregacnich procesech, které ovliviuji

vazbu tau proteinu na mikrotubuly (Sergeant, 2008; Martin, 2013a).

Do druhé skupiny patii proteinkinazy netizené prolinem (non-PDPK) (Martin, 2013a).
Skupina non-PDPK zahrnuje naptiklad dualné specifické kinazy regulované fosforylaci
tyrosinu (DYRK), kasein kinazy (CK), tau tubulin kinazy (TTBK), fosforylaza kinazy (PhK),
proteinkindzy A (PKA), proteinkinazy B (PKB), proteinkindzy C (PKC) a proteinkinazy N
(PKN). Vyznam proteinkinaz skupiny non-PDPK spoc¢iva predevsim v signalni transdukci

(Buée, 2010; Sergeant, 2008; Martin, 2013a).

Do tfeti skupiny nélezi tyrosinové kindzy (TK), které jsou schopné fosforylovat tau
protein na aminokyselinovych zbytcich tyrosinu a zahrnuji napfiklad kindzy Src
(Martin, 2013a).

V Tabulce 7 je uveden piehled fosforylacnich mist na nejdelsi izoformé tau proteinu

zprosttedkovanych kinazami GSK-3 a PKA (Sergeant, 2008; Mendoza, 2013).
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Tabulka 7 Ptehled fosforyla¢nich mist na nejdel$i izoformé tau proteinu zprostfedkovanych kinazami GSK-3
a PKA (Sergeant, 2008; Mendoza, 2013)
Proteinkindza Fosforyla¢ni mista na tau proteinu

GSK-3a Thr?3, Ser?S, Ser?®?, Ser®?* Ser®*®, Ser®%, Ser4®
Ser®®, Thr¥®, Thr®, Thri4®, Thri3, Thrl?, Thri8!, Ser®, Ser!®, Ser?%?,
Thr?%, Ser?l® Thr?2 Thr?l”, Thr??, Thr?3, Ser?®, Ser?®’, Ser?#!,

GSK-3
B Thl‘245, Sel’258, SerZGZ, Ser285, Ser289, Ser305’ Ser324, Ser352, Ser356, Thr373,
Serd® Sert® Thr4%3 Sert% Sert®® Ser*l2 Serld Thri!4, Ser*l®, Sert??
PKA Sert®® Ser?%® Ser?l0 Ser2ld Thr245 Ser?®8 Ser?62 Ser?®®, Serd%® Serdlé,

Ser®?, Ser®, Ser®2, Ser®®, Ser?®, Ser#'?, Ser*'3, Thr*!4, Ser*®, Ser#®

Piehled fosfataz defosforylujicich tau protein

Fosfatazy schopné defosforylovat tau protein Ize rozd€lit na fosfoproteinfosfatazy
(PPP), které¢ zahrnuji proteinfosfatazu 1 (PP1), proteinfosfatazu 2A (PP2A), proteinfosfatazu
2B (PP2B) a proteinfosfatazu 5 (PP5), a na protein tyrosin fosfatazy (PTP). Nejvyznamng;jsi
fosfatazou defosforylujici hyperfosforylovany tau protein je PP2A, kterd je sloZena
ze strukturdlni podjednotky A, regulatni podjednotky B a katalytické podjednotky C.
Regulaci PP2A umoziuje zejména fosforylace, methylace nebo vazba endogennich inhibitort
(Martin, 2013b).

Uvedené fosfatazy jsou exprimovany v mozku a u pacientii s Alzheimerovou chorobou
je jejich celkova aktivita zhruba polovi¢ni (Martin, 2013b). Fosfatazy se podileji naptiklad
na regulaci bunécné proliferace a diferenciace, dale na regulaci apoptozy a degradace proteinti
(Perluigi, 2016). Fosfatazy nalezici do skupiny PPP umoznuji in vitro defosforylaci tau
proteinu na urcitych fosforyla¢nich mistech, zahrnujicich Ser!®, Ser?% Thr?%, Thr?'2, Ser?!4,
Ser?®, Ser?2 Ser3®, Ser®™ a Ser®®. Zminéné fosfatazy jsou schopné defosforylovat tau
protein na rdznych fosforylatnich mistech sriznou ucinnosti, coz zavisi zejména
na zastoupeni jednotlivych fosfataz v ur¢itych oblastech mozku a na jejich afinité a specifické

enzymatické aktivité vaci tau proteinu (Liu, 2005).

Metody detekce fosforylovaného tau proteinu

Detekci fosforylovaného tau proteinu umoziuji napfiklad metody vyuzivajici
fosfo-specifické protilatky. V soucasné dobé je velké mnozstvi komerc¢né dostupnych
monoklonalnich 1 polyklondlnich protilatek proti specifickym fosforylacnim mistim tau
proteinu, které lze vyuzit naptiklad pro blotovaci techniky s imunochemickou detekci nebo
imunofluorescencni mikroskopii. Mysi monoklonalni primarni protilatky zahrnuji naptiklad

AT8 (pSer202/pThr205), AT180 (pThr231), AT270 (pThrl8l), MC6 (pSer235), CP13
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(pSer202) a PHF-1 (pSer396/pSer404). Piikladem krali¢ich polyklonalnich primarnich
protilatek je pS199 (pSer199), pS202 (pSer202), pT205 (pThr205), pT212 (pThr212), pS214
(pSer214), pT217 (pThr217), pT231 (pThr231), pS235 (pSer235), pS262 (pSer262), pS396
(pSer396), pS404 (pSerd404), pS409 (pSerd409) a pS422 (pSerd22) (Petry, 2014;
Bertrand, 2010).

Metoda Pro-Q Diamond byla vyuzZita pro barveni fosfoproteinti pfitomnych v substantia
nigra a korovych oblastech mozku pacienti s Alzheimerovou chorobou. Fosfoproteiny byly
separovany 2D gelovou elektroforézou a jejich identifikace byla provedena po Stépeni
trypsinem pomoci MS (Zahid, 2012). Dale byla metoda Pro-Q Diamond ve spojeni
s 2D gelovou elektroforézou, barvenim SYPRO Ruby a MS vyuzita pro detekci zmén
ve fosforylaci proteinli pfitomnych v hipokampu pacienti s Alzheimerovou chorobou

ve srovnani s kontrolnimi vzorky (Di Domenico, 2011).

Pro detekci fosforylace tau proteinu v lidském mozku je vhodna metoda SDS-PAGE
vyuzivajici Phos-tagy (Kimura, 2016). Napiiklad separaci izoforem tau proteinu s jednou
fosfatovou skupinou na odlisném tyrosinu lze provést pomoci SDS-PAGE s Mn?*-Phos-tagy
navazanymi na polyakrylamid, coz umoznuje detekci jednotlivych izoforem na zakladé
posunu v jejich pohyblivosti a nésledného imunoblotu s vyuzitim protildtek proti
fosfotyrosinu (Kinoshita, 2008). Dalsim ptikladem metody pro separaci rekombinantniho tau
proteinu fosforylovaného na tyrosinu je SDS-PAGE s Zn?*-Phos-tagy v prostiedi neutralniho
pH Bis-tris pufru s naslednym barvenim pomoci SYPRO Ruby nebo imunoblotem

s protilatkami proti fosfotyrosinu (Kinoshita, 2011).

Pro analyzu struktury a fosforylace tau proteinu je vhodna metoda zaloZzend na analyze
produkti jeho tryptického S$tépeni pomoci ionizaéni metody MALDI v kombinaci
s hmotnostni spektrometrii vyuZivajici iontovou cyklotronovou rezonanci s Fourierovou
transformaci (FTICR). Jednd se o velmi senzitivni metodu s vysokym hmotnostnim
rozlisenim (Becker, 2007). Dalsi metoda vhodna pro detekci specifickych fosforylaénich mist
lidského rekombinantniho tau proteinu je zaloZena na jeho tryptickém S$tépeni za vzniku
fosfopeptidi, jejich obohaceni pomoci metody IMAC a nasledné analyze tandemovou

hmotnostni spektrometrii (Lund, 2001).
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2. CILE DIPLOMOVE PRACE

Hlavnim cilem diplomové prace bylo zavést metodu pro kontrolu Gc¢innosti fosforylace
peptidii/proteini pomoci solubilnich a imobilizovanych kindz. Soucasti tkold bylo ovéfit
moznosti detekce miry fosforylace vybranych peptidii pomoci metod SDS-PAGE v prostiedi
tricinu bez/s ptidavkem mocoviny a bodového ptenosu na membranu. Dal$im tkolem bylo
zavést metodu pro priikaz fosforylace proteinti pomoci dendrimeru pIMAGO, pticemz byla
provedena optimalizace metody v kombinaci s bodovym pfenosem na membranu, dale
v kombinaci s polosuchym westernovym pfenosem na membranu a v usporadani na
mikrotitracni desti¢ce. Dal$i ¢ast diplomové prace byla zaméfena na imobilizaci vybranych
modelovych enzyml na magnetické cCastice vcetné stanoveni jejich enzymové aktivity.
V ramci diplomové prace byla zavedena metoda pro kontrolu ucinnosti fosforylace peptida
S vyuzitim hmotnostni spektrometrie. Dal$i ¢ast prace byla zamefena na detekci enzymové
fosforylace proteinu pomoci metody polosuchého westernového pienosu s vyuzitim

fosfo-specifickych protilatek a metody hmotnostni spektrometrie.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Potiebné vybaveni

Ptistroje a pomucky:

Predvazky KERN 440-33N (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)

Analytické vahy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments GmbH, Gottingen, Némecko)
pH metr Boeco BT-600 (Boeco, Hamburg, Némecko)

Zatizeni pro polyakrylamidovou gelovou elektroforézu Mini-PROTEAN® Tetra Cell
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

Zatizeni pro polosuchy westernovy pienos Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

Silné filtra¢ni papiry Extra thick blot filter paper (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

Zdroj napéti Power Pac 200 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

Mikrostiikacka Hamilton (Hamilton AG, Bonaduz, GR, SV}'Icarsko)

Zatizeni pro izoelektrickou fokusaci PROTEAN IEF Cell (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA)

Zatizeni pro bodovy pienos DHM-96 Dot Blot (Scie-Plas Ltd., Cambridge, Anglie,
UK)

Zatizeni pro zdznam geld a membran Molecular Imager® ChemiDoc™ XRS+ with
Image Lab™ Software (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

MALDI LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

MALDI desti¢ka Opti-TOF™ 384 Well Insert (Applied Biosystems/MDS SCIEX,
Framingham, MA, USA)

Magneticky separator pro zkumavky Dynal® MPC-S (Dynal, Carlsbad, CA, USA)
Magneticky separator pro mikrotitraéni desticky MagnetoPURE-96 (Chemicell
GmbH, Berlin, Némecko)

Spektrofotometr pro mikrotitra¢ni desticky Multiskan RC, typ 351 (Labsystems,
Helsinki, Finsko)

Termostat Memmert (Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach, Némecko)

Centrifuga Eppendorf MiniSpin (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Koncentrator Eppendorf Concentrator plus (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Rotator Bio RS-24 (Biosan, Riga, Lotyssko)

Thermo-Shaker TS-100 (Biosan, Riga, Lotyssko)
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Blokovy termostat Grant-Bio BTD (Grant Instruments Ltd., Cambridgeshire, Anglie,
UK)

Multifunkéni orbitalni tfepacka PSU-20i (Biosan, Riga, Lotyssko)

Trepacka pro mikrotitracni desticky Grant-Bio PMS-1000i (Grant Instruments Ltd.,
Cambridgeshire, Anglie, UK)

Bio Vortex V1 (Biosan, Riga, LotyS$sko)

Michadlo magnetické MM 4 (LAVAT Chotutice, Radim u Kolina, CR)

Zatizeni  pro vyrobu ultracist¢  vody  TKA  Smart2Pure (TKA
Wasseraufbereitungssysteme GmbH, Niederelbert, Némecko)

Automatické pipety Eppendorf Research (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
Mikrotitraéni desticka typu P s upravenym povrchem jamek pro sorpci proteind,
96 jamek, ELISA Microplate high binding (bioWORLD, Dublin, OH, USA)
Mikrotitra¢ni desti¢ka typu P Micro-Method Plates 96 Wells Flat Bottom (Anicrin,
Scorze, Italie)

Zkumavky 0,2, 0,5, 1,5 a 2 ml (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Centrifugaéni filtraéni zkumavky Amicon® Ultra-0,5 ml Centrifugal Filters,
Ultracel®-10K (Merck Millipore Ltd., Carrigtwohill, Irsko)

Zkumavky s upravenym vnitinim povrchem Protein LoBind Tubes 0,5 ml (Eppendorf,
Hamburg, Némecko)

Spi¢ky s prodlouzenym tenkym koncem Eppendorf GELoader Tips (Eppendorf,
Hamburg, Némecko)

Nosi¢ OLIGO™ R3 Reversed — Phase Resin (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA)

Nosi¢ Titansphere™ TiO Bulk Material, 10 um (GL Sciences, Tokio, Japonsko)

Pouzité magnetické ¢astice:

Sera-Mag Speed Beads, magnetické Ccastice s karboxylovou funkéni skupinou
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

Pouzit¢ membrany:

Nitrocelulézova (NC) membrana, porozita 0,2 um (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
Polyvinyliden difluoridovd (PVDF) membrana, Immun-Blot® PVDF Membrane,
porozita 0,2 um (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
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Proteiny:

Myelinovy bazicky protein z hovéziho mozku (MBP), lyofilizat, Cistota > 90 %
(SDS-PAGE), molekulova hmotnost 18,4 kDa (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Protein tau-441*, rekombinantni, His-tagovany, uskladnén v PBS pufru po dobu 1 rok
(poskytnuto Narodnim tistavem dusevniho zdravi, Klecany, CR)

Protein tau-441, rekombinantni, DNA sekvence kodujici lidskou tau-441 izoformu
2N4R, puvod E. coli, lyofilizat, bez His-tagu, cistota > 90 % (SDS-PAGE),
molekulova hmotnost 45,9 kDa (rPeptide, Bogart, GA, USA)

Hovézi sérovy albumin (BSA), lyofilizat, Cistota > 98 % (agardzova elektroforéza),
precisténi pomoci tepelné frakcionace, molekulova hmotnost 66 kDa (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)

Ovalbumin, albumin z kufeciho vajecného bilku, lyofilizat, Cistota > 95 % (agar6zova
elektroforéza), pieisténi pomoci chromatografie, molekulova hmotnost 44,3 kDa

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
a-kasein z hovéziho mléka, lyofilizat, Cistota > 70 % (elektroforéza), piecisténi
pomoci chromatografie, molekulova hmotnost 25 kDa (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,

USA)

Proteolytické enzymy:

Trypsin z hovéziho pankreatu, modifikovan pomoci L-1-tosylamido-2-fenylethyl
chloromethyl ketonu (TPCK) a dialyzovan, lyofilizat, molekulova hmotnost 23,8 kDa,
aktivita 12885 U/mg (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), dale pouzivan nazev
TPCK-trypsin

Sequencing grade modified trypsin, prase¢i, modifikovan pomoci reduktivni
methylace, TPCK a afinitné piecistén, lyofilizat (Promega, Madison, WI, USA)
a-chymotrypsin z hovéziho pankreatu, lyofilizat, molekulova hmotnost 25 kDa,
aktivita 57,24 U/mg (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Kinazy a fosfatazy:

Proteinkinaza A (PKA), podjednotka Co mysi, rekombinantni, puvod E. coli,
uchovavaci roztok: 20 mM MOPS pH 7, 150 mM NaCl, 1 mM DTT, 1 mM EDTA
a 50% glycerol, ¢istota > 95 % (SDS-PAGE), molekulova hmotnost 41 kDa, aktivita
22058824 U/mg (Biaffin GmbH & Co KG, Kassel, Némecko), dale pouzivan nazev
PKA
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Glykogen syntaza kinaza-3p (GSK-3B), rekombinantni, ptivod E. coli, uchovavaci
roztok: 50 mM NaCl, 30 mM Tris-HCI pH 7,5, 1 mM EDTA, 5 mM DTT, 0.03% Brij
a 50% glycerol, molekulova hmotnost 47 kDa, aktivita 5000000 U/mg (New England
Biolabs, Ipswich, MA, USA), dale pouzivan nazev GSK-3

Alkalicka fosfataza z hovézi ledviny, lyofilizat, aktivita 3,4 U/mg (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)

Kratké peptidy:

Peptidovy substrat pro PKA oznacovany kemptid (1), lyofilizat, Cistota > 95 %
(HPLC), molekulova hmotnost 771,91 Da, aminokyselinova sekvence: Leu-Arg-Arg-
Ala-Ser-Leu-Gly (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Peptidovy substrat pro PKA oznacovany kemptid (2), lyofilizat, Cistota > 97 %
(HPLC), molekulova hmotnost 771,9 Da, aminokyselinova sekvence: Leu-Arg-Arg-
Ala-Ser-Leu-Gly (Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, USA)

Peptidovy substrat pro GSK-3, molekulovd hmotnost 1992 Da, aminokyselinova
sekvence: Arg-Arg-Arg-Ala-Ala-Glu-Glu-Leu-Asp-Ser-Arg-Ala-Gly-pSer-Pro-Gln-
Leu (Biomol Research Labs, Plymouth Meeting, PA, USA)

Peptidovy substrat pro MAPK, aminokyselinova sekvence: Lys-GlIn-Ala-Glu-Ala-Val-
Thr-Ser-Pro-Arg (Calbiochem, San Diego, CA, USA)

Pouzité primarni protilatky:

Tau monoklonalni protilatka (Tau 46.1) (od Dr. Francisco Garcia-Sierra, Mexico City,
Mexico)

Monoklonalni mysi fosfo-PHF-tau pSer202/pThr205 protilatka (ATS), uchovavaci
roztok: PBS, pfecisténi na proteinu A (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
Monoklonalni mysi fosfo-PHF-tau pThr231 protilatka (AT180), uchovavaci roztok:
PBS (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

Polyklonalni krali¢i anti-tau pSer396 protilatka, uchovavaci roztok: PBS pH 7,4
a0,02% azid sodny, precisténi pomoci imunoafinitni chromatografie (GenScript,
Piscataway, NJ, USA)

Polyklonalni krali¢i tau pSer356 protilatka, uchovavaci roztok: PBS pH 7,4, 150 mM
NaCl, 0,02% azid sodny a 50% glycerol, ptfecisténi pomoci afinitni chromatografie

(Assay Biotechnology Company, Sunnyvale, CA, USA)
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Pouzité sekundarni protilatky:

Polyklonalni kozi anti-krali¢i IgG protilatka konjugovana s HRP, uchovavaci roztok:
0,01 M PBS pH 7,4, 1% BSA a 0,01% thimerosal (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

Polyklonalni kozi anti-mysi IgG konjugovana s HRP, uchovavaci roztok: 0,01 M PBS
pH 7,4, 1% BSA a 0,01% thimerosal (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

3.2. Polyakrylamidova gelova elektroforéza v prostiedi dodecylsulfatu

sodného a glycinu

Pouzité chemikalie:

Akrylamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

N,N’-methylenbis(akrylamid) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Dodecylsulfat sodny (SDS) (Lachema, Neratovice, CR)

Persiran amonny (Lachema, Neratovice, CR)

N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (TEMED) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

Glycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Kyselina chlorovodikova 35% (HCI) (Lach-Ner, Neratovice, CR)

2-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Pouzité roztoky:

Roztok A: 29,2% akrylamid, 0,8% bisakrylamid
Roztok B: 1,5 M Tris-HCI pufr pH 8,8
Roztok C: 1 M Tris-HCI pufr pH 6,8
Roztok D: 10% SDS
Roztok E: 10% persiran amonny
Elektrodovy pufr: 0,025 M Tris, 0,192 M glycin, 0,1% SDS pH 8,3 — 8,6
Vzorkovy pufr: 2x Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
bez/s ptidavkem 2-merkaptoethanolu
Marker molekulovych hmotnosti:
= Precision Plus Protein™ Unstained Standards, 10 — 250 kDa (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA)
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= Precision Plus Protein™ Dual Color Standards, 10 — 250 kDa, pouZivany

v ptipad¢ nasledného polosuchého westernového pifenosu na membranu

(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
Postup:

Roztok déliciho gelu o dané porozité byl tvofen destilovanou vodou a roztoky A, B, D,
TEMED a E (Tabulka 8), pipetovan mezi skla pro elektroforézu a ptevrstven destilovanou
vodou. Na zpolymerovany délici gel byl davkovan roztok zaostiovaciho gelu tvofeny
destilovanou vodou a roztoky A, C, D, TEMED a E (Tabulka 8) a mezi skla byla vlozena
Sablona s jamkami. Skla se zpolymerovanymi gely byla upevnéna do elektroforetické vany,
do které byl aplikovan elektrodovy pufr. Vzorky byly ziedény vzorkovym pufrem v poméru
1:1 a poté povafeny v blokovém termostatu pii teploté 100 °C po dobu 3 min a po ochlazeni
na laboratorni teplotu byly pomoci Hamiltonovy pipety davkovany do jamek v zaostfovacim
gelu vzniklych po vyndani Sablony s jamkami. Proteinovy marker byl ddvkovan na gel bez
upravy. Elektroforetické déleni bylo provedeno pii konstantnim napéti 180 V po dobu

pfiblizné 50 min.

Tabulka 8 Slozeni déliciho a zaostfovaciho gelu pro provedeni SDS-PAGE v prostiedi glycinu

Zaostrovaci gel (ml) Délici gel (ml)

5% 12% 13% 16,5% 20%
Destilovana voda 1,4 1,68 15 0,9 0,665
Roztok A 0,33 2,0 2,2 2,75 3,335
Roztok B - 1,25 1,25 1,25 1,25

Roztok C 0,25 - - - -
Roztok D 0,02 0,05 0,05 0,05 0,05
Roztok E 0,02 0,05 0,05 0,05 0,05
TEMED 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002

3.3. Polyakrylamidova gelova elektroforéza v prostredi dodecylsulfatu

sodného a tricinu

Pouzité chemikalie:

= Akrylamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

» N,N’-methylenbis(akrylamid) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

= Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

= Dodecylsulfat sodny (SDS) (Lachema, Neratovice, CR)

= Persiran amonny (Lachema, Neratovice, CR)
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= N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (TEMED) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

= Tricin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

= Kyselina chlorovodikova 35% (HCI) (Lach-Ner, Neratovice, CR)

Pouzité roztoky:

» Roztok Al: 46,5% akrylamid, 3% bisakrylamid
» Roztok A2: 48% akrylamid, 1,5% bisakrylamid
» Roztok B: 3 M Tris-HCI pufr pH 8,45 s 0,3% SDS
» Roztok C: 10% persiran amonny
» Elektrodovy puftr: 0,1 M Tris, 0,1 M tricin, 0,1% SDS
»  Vzorkovy pufr: Tricine Sample Buffer (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
=  Marker molekulovych hmotnosti:
= Precision Plus Protein™ Unstained Standards, 10 — 250 kDa (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA)
= Polypeptide SDS-PAGE Molecular Weight Standards, 1,4 — 26,6 kDa
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

Postup:

Roztok déliciho gelu byl tvofen destilovanou vodou aroztoky Al, B, TEMED a C
(Tabulka 9), pipetovan mezi skla pro elektroforézu a pievrstven roztokem B s destilovanou
vodou v pomeéru 1 : 3. Na zpolymerovany délici gel byl davkovan roztok zaostfovaciho gelu
tvofeny destilovanou vodou a roztoky A2, B, TEMED a C (Tabulka 9) a mezi skla byla
vloZena Sablona s jamkami. Skla se zpolymerovanymi gely byla upevnéna do elektroforetické
vany, do které¢ byl aplikovan elektrodovy pufr. Vzorky byly zfedény vzorkovym pufrem
vpoméru 1:1 a poté povateny v blokovém termostatu pii teploté¢ 100 °C po dobu 3 min.
Polypeptidovy marker byl ziedén vzorkovym pufrem v poméru 1 : 20 a povaien v blokovém
termostatu pii teplot¢ 100 °C po dobu 3 min. Elektroforetické déleni bylo provedeno pfti
konstantnim napéti 30 V pfi laboratorni teploté po dobu 30 min a poté pti konstantnim napéti

100 V pti teplote 4 °C po dobu piiblizné 2 hod.
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Tabulka 9 SlozZeni déliciho a zaostfovaciho gelu pro provedeni SDS-PAGE vV prostiedi tricinu

Zaosttovaci gel (ml) Efél‘;; '%?16(0211()3
Destilovana voda 2,1 1,666
Roztok Al - 1,666
Roztok A2 0,25 -
Roztok B 0,775 1,666
Roztok C 0,025 0,025
TEMED 0,0025 0,0025

3.4. Polyakrylamidova gelova elektroforéza v prostiedi dodecylsulfatu

sodného a tricinu s pridavkem mocoviny

Metoda pro separaci polypeptidi o nizké molekulové hmotnosti pomoci SDS-PAGE

v prostiedi tricinu S pfidavkem moc¢oviny byla upravena podle Jiang (2016).

Pouzité chemikalie:

Chemikalie uvedené v kapitole 3.3

Mo¢ovina (Lach-Ner, Neratovice, CR)
2-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Pouzité roztoky:

» Roztoky uvedené v kapitole 3.3 (pokud neni uvedeno jinak)

*  Vnitini elektrodovy pufr: 0,1 M Tris, 0,1 M tricin, 0,1% SDS pH 8,25
» Postranni elektrodovy pufr: 0,1 M Tris-HCI pufr pH 8,9

Tricine Buffer (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

* Vzorkovy puft: Sample

bez/s ptidavkem 2-merkaptoethanolu
Postup:

Postup provedeni metody byl az na nékolik obmén shodny s postupem uvedenym
v kapitole 3.3. Roztok déliciho gelu s pfidavkem mocoviny a roztok zaostiovaciho gelu byly
ptipraveny podle Tabulky 10. Vnitini elektrodovy pufr byl aplikovan do prostoru mezi skla
sgely, zatimco postrannim elektrodovym pufrem byla naplnéna -elektroforeticka vana.
Elektroforetické déleni bylo provedeno pfi konstantnim napéti 60 V pfi laboratorni teploté po
dobu 30 min a nasledné pii konstantnim napéti 140 V pii laboratorni teploté po dobu piiblizné
1 hod.
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Tabulka 10 Slozeni déliciho a zaostfovaciho gelu pro provedeni SDS-PAGE V prostiedi tricinu s pfidavkem

mocoviny

Zaostrovaci gel (ml) Délici gel (ml)
5% T,3%C 18% T,6% C
Destilovana voda 1,7 1,82
Roztok Al - 2,18
Roztok A2 0,3 -
Roztok B 1 2
Roztok C 0,03 0,025
TEMED 0,004 0,0025
Mocovina - 159

3.5. Dvourozmérna polyakrylamidova gelova elektroforéza

Pouzité chemikalie:

Mocovina (Lach-Ner, Neratovice, CR)

Thiomocovina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
DeStreak Reagent (GE Healthcare, Uppsala, Svédsko)

hydrat ~ (CHAPS)

Bromfenolova modi (Lachema, Neratovice, CR)

Roztok s amfolyty Pharmalyte™ pH 3 — 10 (GE Healthcare, Uppsala, Svédsko)
Roztok s amfolyty Pharmalyte™ pH 8 — 10,5 (GE Healthcare, Uppsala, Svédsko)
Dodecylsulfat sodny (SDS) (Lachema, Neratovice, CR)

Glycerol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Dithiothreitol (DTT) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Jodacetamid (IAA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Mineralni olej (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

Agardza (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Pouzité roztoky:

Rehydrataéni roztok: 6 M mocovina, 2 M thiomocovina, 4% CHAPS, 40 mM Tris,
60 ul DeStreak Reagent, 10 ul zasobniho roztoku bromfenolové modie, doplnéno

ultracistou vodou na celkovy objem 5 ml
Ekvilibra¢ni roztok: 6 M mocovina, 2% SDS, 15 ml glycerol, 1,67 ml 1,5 M Tris

pH 8,8, doplnéno ultracistou vodou na celkovy objem 50 ml
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= 1% DTT v ekvilibraénim roztoku
= 4% IAA v ekvilibraénim roztoku

»  0,5% agar6za s 0,75% bromfenolovou modfi
Polyakrylamidovy gelovy prouzek s imobilizovanym pH gradientem (IPG):

= Immobiline™ DryStrip pH 3 — 10 NL, 7 cm (GE Healthcare, Uppsala, Svédsko)
Postup:

Do plastové vanicky byl ddvkovan roztok obsahujici 137 pl rehydrataéniho roztoku,
3 ul vzorku, 1,3 ul Pharmalyte™ pH 3 — 10 a 0,65 ul Pharmalyte™ pH 8 — 10,5. Prouzek IPG
byl polozen na roztok, pielit mineralnim olejem a inkubovan pfi teploté 20 °C po dobu
18 hod. Nasledné byly na elektrody v zafizeni pro izoelektrickou fokusaci umistény malé
navlhcené filtracni papiry a pripraveny prouzek IPG, ktery byl nasledné ptelit mineralnim
olejem. Izoelektricka fokusace byla provedena v 7 krocich (1 — 150 V, 2 hod, 2 — 300 V,
1 hod, 3-900 V, 1 hod, 4 — 2100 V, 1 hod 20 min, 5— 3500 V, 1 hod, 6 — 3500 V, 1 hod, 7 —
3500 V, vice nez 9000 Vh). Poté byl pfipraven roztok de¢liciho gelu o pozadované porozité
pro SDS-PAGE v prostiedi glycinu podle postupu uvedeného v kapitole 3.2 a pipetovan az
k okraji skel a mezi skla byla vlozena sablona sjamkou na prouzek IPG a marker
molekulovych hmotnosti. Prouzek IPG byl inkubovan v ekvilibracnim pufru s 1% DTT po
dobu 15 min a nasledné v ekvilibra¢nim pufru se 4% IAA za tmy po dobu 15 min. Prouzek
IPG byl vlozen do jamky v pfipraveném délicim gelu a pielit 0,5% agardzou s piidavkem
bromfenolové modii. Elektroforetické déleni bylo provedeno pii konstantnim napéti 180 V po

dobu pfiblizné 1 hod.

3.6. Barveni geli roztokem Coomassie G-250 Stain
Pouzité chemikalie:

= Kyselina octova 99% (Lach-Ner, Neratovice, CR)

= Ethanol (Lach-Ner, Neratovice, CR)
Pouzité roztoky:

= Fixacni roztok: 5% kyselina octova, 50% ethanol
= Barvici roztok Bio-Safe™ Coomassie G-250 Stain (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

Postup:

Po provedeni elektroforetického déleni proteinti byl gel promyt destilovanou vodou.

Vsechny kroky barveni gelu byly provedeny za mirného michani pti laboratorni teploté. Gel
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byl inkubovan ve fixa¢nim roztoku po dobu 30 min a poté promyt destilovanou vodou 3x po
dobu 5 min. Nasledn& byl gel inkubovan v roztoku Bio-Safe™ Coomassie G-250 Stain po

dobu 1 hod a promyt destilovanou vodou 2% po dobu 30 min.

3.7. Barveni geli roztokem amoniakalniho stfibra
Pouzité chemikalie:
= Kyselina octova 99% (Lach-Ner, Neratovice, CR)
= Ethanol (Lach-Ner, Neratovice, CR)
» Glutaraldehyd 50% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
» Dusicnan stiibrny (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
= Amoniak vodny roztok 25 — 29% (Penta, Praha, CR)
= Hydroxid sodny (NaOH) (Penta, Praha, CR)
= Kyselina citronova bezvoda (Penta, Praha, CR)

= Formaldehyd vodny roztok 36 — 38% (Penta, Praha, CR)
Pouzité roztoky:

» Fixacni roztok: 5% kyselina octova, 50% ethanol

10% glutaraldehyd

Roztok amoniakdlniho stiibra:
= Kroztoku 10,5 ml destilované vody s 0,7 ml vodného roztoku amoniaku
a119,5 ul 9 M NaOH byl ptikapavan 20% dusi¢nan stiibrny do vzniku svétle
hnédého zbarveni a nasledné byl roztok doplnén destilovanou vodou na

celkovy objem 50 ml.

Vyvolavaci roztok: 0,05% kyselina citronova, 0,04% formaldehyd

Ustalovaci roztok: 5% kyselina octova
Postup:

Po provedeni elektroforetického déleni proteint byl gel promyt destilovanou vodou. Gel
byl inkubovan ve fixacnim roztoku za mirného michani pfi laboratorni teploté po dobu 30 min
nebo pti teploté 4 °C pies noc. Dalsi kroky barveni gelu byly provedeny za mirného michani
pfi laboratorni teploté. Gel byl inkubovan v destilované vodé¢ po dobu 30 min a poté
v 10% roztoku glutaraldehydu po dobu 30 min. Gel byl promyt destilovanou vodou 6x po

dobu 10 min a inkubovan v roztoku amoniakalniho stfibra po dobu 15 min. Po promyti gelu
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destilovanou vodou bylo provedeno jeho vyvolani pomoci vyvolavaciho roztoku a ptevedeni

do ustalovaciho roztoku.

3.8. Barveni gelii pomoci ProteoSilver™ Silver Stain Kit
Pouzité chemikalie:

= Kyselina octova 99% (Lach-Ner, Neratovice, CR)

= Ethanol (Lach-Ner, Neratovice, CR)

Pouzité roztoky:

» ProteoSilver™ Silver Stain Kit (ProteoSilver roztok stéibra, ProteoSilver
senzibilizator, ProteoSilver vyvijeci roztok 1, ProteoSilver vyvijeci roztok 2,
ProteoSilver zastavovaci roztok) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

» Fixacni roztok: 10% kyselina octova, 50% ethanol

= 30% ethanol

= Roztok senzibilizatoru: 1% ProteoSilver senzibilizator

= Roztok stiibra: 1% ProteoSilver roztok sttibra

»  Vyvijeci roztok: 5% ProteoSilver vyvijeci roztok 1, 0,1% ProteoSilver vyvijeci
roztok 2

Postup:

Na ptipravu vSech potiebnych roztokd byla pouzita ultracistd voda. VSechny kroky
barveni gelu byly provedeny za mirného michani pii laboratorni teploté. Po provedeni
elektroforetického déleni proteinti byl gel inkubovan ve fixa¢nim roztoku po dobu 20 min.
Poté byl gel promyt 30% roztokem ethanolu po dobu 10 min a ultrac¢istou vodou po dobu
10 min. Gel byl inkubovan v roztoku senzibilizatoru po dobu 10 min a nasledné promyt
ultracistou vodou 2x po dobu 10 min. Poté byl gel inkubovan v roztoku stfibra po dobu
10 min a promyt ultra¢istou vodou po dobu 1 min. Gel byl inkubovan ve vyvijecim roztoku
po dobu 3 — 7 min a poté byl k vyvijecimu roztoku ptidan ProteoSilver zastavovaci roztok
v objemu odpovidajicim 5 % objemu vyvijeciho roztoku a byla provedena inkubace po dobu

5 min. Gel byl promyt ultra¢istou vodou po dobu 15 min.
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3.9. Polosuchy tzv. ,,semi-dry* westernovy prenos proteinii na membranu
Pouzité chemikalie:
= Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
= Glycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
= Methanol (Lach-Ner, Neratovice, CR)
Pouzité roztoky:
= Ptenosovy roztok: 25 mM Tris, 192 mM glycin, 20% methanol
Postup:

PVDF membrana, na rozdil od NC membrany, byla nejprve inkubovana v methanolu po
dobu 5 min. Vybrana membrana a filtra¢ni papiry byly inkubovany v pienosovém roztoku po
dobu 30 min. Po provedeni elektroforetického déleni proteint byl gel promyt destilovanou
vodou a inkubovan v pienosovém roztoku po dobu 20 min. Do zafizeni pro polosuchy
westernovy prenos proteini na membranu byl umistén prvni filtracni papir, membrana, gel
a druhy filtra¢ni papir, pfi¢emz k sob& byly jednotlivé vrstvy pfitlaceny. Pfenos byl proveden

pfi konstantnim napéti 12 V po dobu 30 min.

3.10. Bodovy prenos tzv. ,,dot-blot* proteinii na membranu
Pouzité chemikalie:
= Chlorid sodny (NaCl) (Lach-Ner, Neratovice, CR)
= Chlorid draselny (KCI) (Penta, Praha, CR)
= Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2PO4) (Lach-Ner, Neratovice, CR)
= Hydrogenfosforeénan disodny dodekahydrat (Na;HPO4-12 H,0) (Penta, Praha, CR)
= Methanol (Lach-Ner, Neratovice, CR)
Pouzité roztoky:
= PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 1,47 mM KH2PO4, 8,1 mM Na;HPO4-12 H>0
pH 7,2
Postup:
PVDF membrana, na rozdil od NC membrany, byla nejprve inkubovana v methanolu po

dobu 5 min. Vybrana membrana byla upevnéna do zatfizeni pro bodovy ptenos proteini na

membranu. VSechny jamky byly promyty PBS 2x po 100 ul. Poté byly pipetovany vzorky
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ziedéné pomoci PBS na objem 100 pl. Nakonec byly vSechny jamky promyty PBS 2x po
100 pl.

3.11. Barveni membran roztokem Ponceau S
Pouzité chemikalie:

= Ponceau S (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

= Kyselina octova 99% (Lach-Ner, Neratovice, CR)
Pouzité roztoky:

= Roztok Ponceau S: 0,1% Ponceau S, 1% kyselina octova
Postup:

Po provedeni polosuchého westernového ptenosu proteinit byla membrana inkubovéana
v roztoku Ponceau S za mirného michani pii laboratorni teploté po dobu 5 — 20 min. Nasledné

bylo odbarveno pozadi membrany proudem destilované vody ze stiicky.

3.12. Barveni membran roztokem koloidniho zlata

Pouzité chemikalie:
= Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
= Chlorid sodny (NaCl) (Lach-Ner, Neratovice, CR)

=  Tween 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
= Kyselina chlorovodikova 35% (HCI) (Lach-Ner, Neratovice, CR)

Pouzité roztoky:

= TTBS: 20 mM Tris, 500 mM NacCl, 0,3% Tween 20 pH 7,5

= Barvici roztok Colloidal Gold Total Protein Stain (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
Postup:

Vsechny kroky barveni membrany byly provedeny za mirného michani pfi laboratorni
teploté. Po provedeni polosuchého westernového pienosu nebo bodového pienosu proteint
byla membrana promyta TTBS 3x po dobu 20 min a ultracistou vodou 3% po dobu 2 min.
Poté byla membrana inkubovana v roztoku Colloidal Gold Total Protein Stain po dobu 2 hod.

Nakonec byla membrana promyta ultrac¢istou vodou 3% po dobu 1 min.
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3.13. Detekce fosfoproteini na membrané s vyuzitim specifickych protilatek

Metoda pro detekci fosforylovaného proteinu tau-441 na membrané s vyuZzitim

specifickych protilatek byla upravena podle Hromadkova (2015).

Pouzité chemikalie:

Chlorid sodny (NaCl) (Lach-Ner, Neratovice, CR)

Chlorid draselny (KCl) (Penta, Praha, CR)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2PO4) (Lach-Ner, Neratovice, CR)
Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat (NazHPO4-12 H,0) (Penta, Praha, CR)
Tween 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Odtuénéné susené mléko Laktino (Artifex Instant, Touzim, CR)

Pouzité roztoky:

PBS-T: 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 1,47 mM KH2PO4, 8,1 mM NaxHPO4-12 H20,
0,1% Tween 20 pH 7,2
Blokacni roztok: 10% odtu¢néné susené mléko Laktino v PBS-T
Redici roztok pro protilatky: 1% BSA v PBS-T
Clarity™ Western ECL Substrate (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
» Roztok chemiluminiscen¢niho substratu: roztok peroxidu a roztok luminolu

s urychlovacem v poméru 1 : 1

Postup:

Po provedeni polosuchého westernového pienosu proteini byla NC membrana

inkubovéna v bloka¢nim roztoku za mirného michéni pfi laboratorni teploté po dobu 2 hod.

Poté byla membrana inkubovédna se ziedénou primarni protildtkou za mirného michani pti

teploté 4 °C pies noc. Nasledné byla membrana oplachnuta PBS-T a promyvana PBS-T 4x po

dobu 5 min. Membrana byla inkubovana se ziedénou sekundarni protilatkou za mirného

michani pfi laboratorni teplot¢ po dobu 1,5 hod. Poté byla membrana oplachnuta PBS-T

apromyvana PBS-T 4x po dobu 5 min. Membrana byla inkubovana s roztokem

chemiluminiscenéniho substratu pii laboratorni teploté¢ po dobu 5 min a byla provedena

detekce. Membrana byla uchovana v PBS-T pufru pfi teploté 4 °C.
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3.14. Uvolnéni vazanych protilatek z membrany
Pouzité chemikalie:

= Glycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

= Kyselina chlorovodikova 35% (HCI) (Lach-Ner, Neratovice, CR)
Pouzité roztoky:

»  Promyvaci pufr: 100 mM glycin-HCI pufr pH 2,6
Postup:

Uvedeny postup byl pouzit kuvolnéni jiz navazanych specifickych protilatek

z membrany za Gcelem dalSich analyz. VSechny kroky postupu byly provedeny za mirného
michani pii laboratorni teploté. Membrana byla promyta PBS-T 2x po dobu 5 min a poté
inkubovana v promyvacim pufru po dobu 30 min. Nasledné byla membrana promyta PBS-T

3% po dobu 10 min. Poté byla membrana inkubovana v bloka¢nim roztoku po dobu 2 hod

a znacena dalsi primarni protilatkou podle postupu uvedeného v kapitole 3.13.

3.15. Uvolnéni vazanych protilatek z membrany S vyuzitim
2-merkaptoethanolu

Pouzité chemikalie:
=  Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
= Kyselina chlorovodikova 35% (HCI) (Lach-Ner, Neratovice, CR)

= Dodecylsulfat sodny (SDS) (Lachema, Neratovice, CR)
= 2-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Pouzité roztoky:
» Promyvaci pufr s2-merkaptoethanolem: 100 mM Tris-HCI pufr pH 6,8 s 2% SDS
a 0,7% 2-merkaptoethanolem
Postup:

Membrana byla promyta PBS-T za mirného michéni pii laboratorni teploté 2% po dobu
15 min. Poté byla membrana inkubovana v promyvacim pufru s 2-merkaptoethanolem
za mirného michani pfi teplot¢ 50 °C po dobu 30 min. Membrana byla promyta PBS-T za
mirného michéni pfi laboratorni teploté 2% po dobu 15 min. Poté byla membréana inkubovéana
Vv bloka¢nim roztoku po dobu 2 hod a znacena dalSi primarni protilatkou podle postupu

uvedeného v kapitole 3.13.
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3.16. Detekce fosfoproteini pomoci dendrimeru pIMAGO v kombinaci
S bodovym prenosem na membranu

Pouzité chemikalie:
= Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

= Chlorid sodny (NaCl) (Lach-Ner, Neratovice, CR)
=  Tween 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Pouzité roztoky:

= TBS-T:0,05 M Tris, 0,15 M NacCl, 0,1% Tween 20 pH 7,4
=  pIMAGO®-biotin Phosphoprotein Detection Kit (pIMAGO reagencie, avidin-HRP,
10x bloka¢ni pufr, 5x pIMAGO pufr, 10x promyvaci pufr, 5x IAA, kontrolni
fosfoprotein) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
= Clarity™ Western ECL Substrate (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
* Roztok chemiluminiscen¢niho substratu: roztok peroxidu a roztok luminolu

s urychlovac¢em v poméru 1 : 1
Postup:

Po provedeni bodového pienosu fosfoproteini na PVDF nebo NC membranu podle
postupu uvedeného v kapitole 3.10 byla membrana znac¢ena pomoci dendrimeru pIMAGO.
Roztoky, které jsou soucasti kitu, byly fedény na pozadovanou koncentraci ultracistou vodou,
pokud neni uvedeno jinak. VSechny kroky zna¢eni membrany byly provedeny za mirného
michani pfi laboratorni teploté. Nejprve byla membrana blokovana za rtiznych podminek, jak
je uvedeno v kapitole 4.3.1. Poté byla membrana inkubovana s biotinylovanou pIMAGO
reagencii zfedénou 1x pIMAGO pufrem v poméru 1 :1000 po dobu 1 hod. Nasledné byla
membrana promyta 1x promyvacim pufrem 3% po dobu 5 min a TBS-T 1% po dobu 5 min.
Membrana byla inkubovana s komplexem avidin-HRP ziedénym 1x bloka¢nim pufrem
vpoméru 1:1000 po dobu 1 hod. Membrana byla promyta TBS-T 3x po dobu 5 min.
Membrana byla inkubovana s roztokem chemiluminiscenéniho substratu pii laboratorni
teploté po dobu 2 min a byla provedena detekce. Membranu lze uchovavat v TBS-T pii
teploté 4 °C.
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3.17. Detekce fosfoproteini pomoci dendrimeru pIMAGO v kombinaci
S polosuchym westernovym pirenosem na membranu

Pouzité chemikalie:
» Chemikalie uvedené v kapitole 3.16
= Dithiothreitol (DTT) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Pouzité roztoky:

» Roztoky uvedené v kapitole 3.16
»  Vzorkovy pufr: 2x Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) bez/s
ptidavkem DTT
= Marker molekulovych hmotnosti pro detekci fosfoproteinti:
= PeppermintStick™ Phosphoprotein Molecular Weight Standards (Molecular
Probes, Eugene, OR, USA)

Postup:

Vzorky fosfoproteinii byly ziedény vzorkovym pufrem bez nebo s piidavkem DTT
v poméru 1 : 1, povafeny v blokovém termostatu pfi teplot€¢ 97 °C po dobu 5 min a nasledné
ochlazeny na laboratorni teplotu. K vybranym vzorkiim ziedénym vzorkovym pufrem
s ptidavkem DTT byl pfidan IAA na celkovou koncentraci 1x a prob¢hla inkubace ve tmé pfi
laboratorni teplot¢ po dobu 15 min. Marker molekulovych hmotnosti pro detekci
fosfoproteinti byl zfedén vzorkovym pufrem bez nebo s ptidavkem DTT v poméru 1 : 6 a také
povafen v blokovém termostatu pfi teploté 97 °C po dobu 5 min. Pfipraveny marker, vzorky
a kontrolni fosfoprotein byly separovany pomoci SDS-PAGE vV prostiedi glycinu podle
postupu uvedeného v kapitole 3.2. Nasledné byl proveden polosuchy westernovy pfenos na
PVDF membranu podle postupu uvedeného v kapitole 3.9. Poté byla provedena detekce
fosfoproteinii znac¢enim membrany pomoci dendrimeru pIMAGO podle postupu uvedené¢ho
v kapitole 3.16. V tomto piipadé byla membrana blokovana v 1x bloka¢nim pufru pii

laboratorni teploté po dobu 1 hod.

3.18. Detekce fosfoproteini pomoci dendrimeru pIMAGO v uspoiadani
na mikrotitrac¢ni desticce
Pouzité chemikalie:
= Hydrogenuhli¢itan sodny (NaHCOs) (Penta, Praha, CR)
= Uhli¢itan sodny dekahydrat (Na2COs-10 H20) (Penta, Praha, CR)
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Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Chlorid sodny (NaCl) (Lach-Ner, Neratovice, CR)

Tween 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Hovézi sérovy albumin (BSA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Kyselina chlorovodikova 35% (HCI) (Lach-Ner, Neratovice, CR)

Kyselina octova 99% (Lach-Ner, Neratovice, CR)

Octan sodny trihydrat (CH3COONa-3 H20) (Lachema, Neratovice, CR)
3,3",5,5 -tetramethylbenzidin dihydrochlorid (TMB) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Peroxid vodiku 30% (H202) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Kyselina sirova 96% (H2SOa) (Lachema, Neratovice, CR)

Pouzité roztoky:

Postup:

Uhli¢itanovy pufr: 70 mM NaHCO3, 30 mM Na>COs-10 H.O pH 9,2 - 9,6

TBS-T: 0,05 M Tris, 0,15 M NaCl, 0,1% Tween 20 pH 7,6

Blokaéni roztok: 1% BSA v TBS-T

pIMAGO®-biotin Phosphoprotein Detection Kit (pIMAGO reagencie, avidin-HRP,
5% pIMAGO pufr) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

0,1 M octanovy pufr pH 5,4

Zasobni roztok TMB: 0,6% TMB v DMSO

Substratovy roztok: 0,1 M octanovy pufr pH 5,4 (10,82 ml), zasobni roztok TMB
(180 ul), 0,003% H20-

Zastavovaci roztok: 1 M H2SO4

Pro ptipravu vSech potiebnych roztoki byla pouzita ultracista voda. Jednotlivé inkubace

byly provedeny pii laboratorni teploté za tfepani pii 400 rpm, pokud neni uvedeno jinak.

Ptislusné mnozstvi vzorku fosfoproteinu bylo zfedéno uhli¢itanovym pufrem a davkovano na

mikrotitracni desticku v objemu 50 ul na jamku. Inkubace byla provedena pti laboratorni

teploté za tfepani po dobu 5 min a nasledné pfi teploté 4 °C bez tfepani pies noc. Pti kazdém

kroku postupu byl dany roztok z destiCky vyklepnut. Poté byl pfidan blokacni roztok

v objemu 100 ul na jamku a byla provedena blokace pfi laboratorni teploté za tfepani po dobu

1 hod, ptipadné pii teploté 4 °C bez tfepani pres noc. Byla pfidana biotinylovand pIMAGO

reagencie ziedéna 1x pIMAGO pufrem v objemu 50 ul na jamku a byla provedena inkubace
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po dobu 1 hod. Desti¢ka byla promyta v mnozstvi 100 pl na jamku 1x pIMAGO pufrem
3% po dobu 2 min a bloka¢nim roztokem 1x po dobu 15 min. Byl pfidan komplex avidin-HRP
ziedény bloka¢nim pufrem v objemu 50 pl na jamku a byla provedena inkubace po dobu
1 hod. Desticka byla promyta v mnozstvi 100 pl na jamku TBS-T pufrem 3x po dobu 2 min.
Byl ptfidan substratovy roztok v mnozstvi 100 pl na jamku a byla provedena inkubace za tmy
po dobu 7 min. Reakce byla zastavena pfidanim zastavovaciho roztoku v mnozstvi 50 pl na

jamku a byla zméfena absorbance pii vinové délce 450 nm.

3.19. Odsoleni vzorku a analyza (fosfo)proteinii/peptidit pomoci hmotnostni
spektrometrie
Pouzité chemikalie:
= Acetonitril (ACN) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
»  Kyselina trifluoroctova (TFA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
= Kyselina o-kyano-4-hydroxyskoficova (CHCA) (Fluka, Buchs, Svycarsko)
» Hydrogencitrat dvojamonny (DAHC)
= Kyselina 2,5-dihydroxybenzoova (DHB) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
= Kyselina fosfore¢na (HsPO4) (Fluka, Buchs, Svycarsko)

Pouzité roztoky:

= 80% ACNs0,1% TFA

= 0,1% TFA

= 5% TFA

= Suspenze faze: OLIGO™ R3 Reversed — Phase Resin v 80% ACN s 0,1% TFA
= Matrice pro peptidy: CHCA (5 mg/ml) v 60% ACN, 0,1% TFA, 2 mM DAHC
= Matrice pro fosfopeptidy: DHB (10 mg/ml) v 50% ACN, 0,1% TFA, 1% HzPO4

Postup:

Do GELoader $picky s mirn¢ stla¢enym koncem byla nanesena ziedéna suspenze faze,
ktera byla nasledné protlacena. Faze zachycena v GELoader $picce tvofila kolonku o délce
pfiblizné 1,5 cm. Na piipravenou kolonku bylo davkovano 10 pl 80% ACN s0,1% TFA
a protlaceno. Poté bylo na kolonku davkovano 15 upl 0,1% TFA a protlaceno, pficemz
ptiblizné 5 pl roztoku bylo ponechano nad kolonkou. Vzorek okyseleny pomoci 5% TFA byl
davkovan na kolonku a protla¢en. Kolonka byla poté promyta 15 pl 0,1% TFA a byl protlacen
zbytkovy vzduch. Eluce na spotu MALDI desticky byla provedena pomoci matrice CHCA
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v piipad¢ vzorku, u kterého nepfedpokladame vyskyt fosfopeptidi, nebo DHB v ptipadé
vzorku obsahujiciho i fosfopeptidy. Analyza byla provedena pracovnikem laboratofe pomoci
hmotnostniho spektrometru MALDI LTQ Orbitrap XL operujiciho v pozitivnim modu pfi
rozlisovaci schopnosti 60000 (FWHM u m/z = 400). Metody vyhodnoceni jsou popsany
u konkrétnich kapitol.

3.20. Imobilizace TPCK-trypsinu na magnetické ¢astice

Metoda pro imobilizaci enzymu na magnetické castice s vyuzitim EDAC a Sulfo-NHS

byla upravena podle Jankovicova (2008).
Pouzité chemikalie:
= Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat (NaH2POs-2 H,0) (Penta, Praha, CR)
= Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat (NazHPO4- 12 H20) (Penta, Praha, CR)
= Benzamidin hydrochlorid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
= N-(3-dimethylaminopropyl)-N"-ethylkarbodiimid hydrochlorid (EDAC)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
= N-hydroxysulfosukcinimid sodny (Sulfo-NHS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Pouzité roztoky:

= PB: 0,1 M fostatovy pufr pH 7,3
= 1% benzamidin hydrochlorid v PB

Postup:

Postup je uveden pro vazbu 3 mg TPCK-trypsinu na 1 mg magnetickych ¢astic. Byl
odebran 1 mg magnetickych castic, které byly s vyuzitim magnetického separatoru promyty
5x1,5 ml PB. Roztok TPCK-trypsinu byl pfipraven rozpusténim 3 mg TPCK-trypsinu
ve 480 ul PB spridavkem 20 ul 1% roztoku benzamidin hydrochloridu v PB. Takto
pfipraveny roztok byl inkubovan pii laboratorni teplot¢ na rotidtoru po dobu 10 min.
K magnetickym ¢asticim bylo pfidano 7,5 mg EDAC ve 200 ul PB, 3,75 mg Sulfo-NHS
ve 200 ul PB, 500 pl ptipraveného roztoku TPCK-trypsinu a 100 ul PB. Byla provedena
inkubace pii teploté 4 °C na rotatoru pies noc. Poté byly magnetické Castice s navazanym
TPCK-trypsinem promyty 10x 1,5 ml PB a resuspendovany v 1 ml PB. Magnetické Castice
snavazanym TPCK-trypsinem byly uchovany v PB spfidavkem 15 pl 1% roztoku
benzamidin hydrochloridu v PB pfi teploté 4 °C.
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3.21. Stanoveni aktivity imobilizovaného TPCK-trypsinu
Pouzité chemikalie:
= Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
= Kyselina chlorovodikova 35% (HCI) (Lach-Ner, Neratovice, CR)
= Chlorid vapenaty (CaCl,) (Penta, Praha, CR)
» N-a-benzoyl-D,L-arginin-4-nitroanilid  hydrochlorid (BAPNA) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)
* N,N-dimethylformamid 99% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
= Kyselina octova 99% (Lach-Ner, Neratovice, CR)
Pouzité roztoky:
»  Redici roztok: 0,1 M Tris-HCI pufr pH 7,8 s 0,025 M CaCl»
» Roztok TPCK-trypsinu: 0,1% TPCK-trypsin v fedicim roztoku
= Substratovy roztok: 0,055 M BAPNA v N,N-dimethylformamidu
= Zastavovaci roztok: 30% kyselina octova

Postup:

Do dvou zkumavek byl odebran 0,1 mg magnetickych ¢&astic s navazanym
TPCK-trypsinem a castice byly promyty 5% 0,5 ml fediciho roztoku a poté resuspendovany
ve 100 pl fediciho roztoku. Z roztoku TPCK-trypsinu byly ptipraveny kalibracni roztoky
0 celkovém objemu 100 pl a koncentraci TPCK-trypsinu 1, 3, 5, 7, 9 a 11 pg/100 pnl.
Ke kalibra¢nim roztokim i  Kroztokim s magnetickymi  Casticemi S navazanym
TPCK-trypsinem byl pfidan 1 ml fediciho roztoku a 200 pl substratového roztoku.
Nasledovala inkubace pii laboratorni teplot¢ na rotatoru po dobu 30 min. Reakce byla
zastavena ptidanim 200 pl zastavovaciho roztoku. Poté byly odseparovany magnetické ¢astice
a kalibra¢ni roztoky a vzorky byly davkovany v objemu 200 pl na mikrotitra¢ni desticku

a byla zméfena absorbance pii vlnové délce 405 nm.

3.22. Imobilizace a-chymotrypsinu na magnetické ¢astice
Pouzité chemikalie:

= MES (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

= Hydroxid sodny (NaOH) (Penta, Praha, CR)
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» N-(3-dimethylaminopropyl)-N"-ethylkarbodiimid hydrochlorid (EDAC)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

= N-hydroxysulfosukcinimid sodny (Sulfo-NHS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

= Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat (NaH2PO4-2 H,0) (Penta, Praha, CR)

= Hydrogenfosforeénan disodny dodekahydrat (Na;HPO4-12 H20) (Penta, Praha, CR)

Pouzité roztoky:

= 0,5M MES pufr pH 6
= 50 mM MES pufr pH 6
= PB:0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3

Postup:

Postup je uveden pro vazbu 3 mg a-chymotrypsinu na 1 mg magnetickych ¢astic. Byl
odebran 1 mg magnetickych castic, které byly promyty 5x 1,5 ml 50 mM MES pufru.
K magnetickym casticim bylo pfidano 110 pl 0,5 M MES pufru, 660 pl ultracisté vody,
2,42 mg Sulfo-NHS ve 220 ul ultracisté vody a 2,2 mg EDAC ve 110 pl ultradisté vody
a byla provedena inkubace pfti laboratorni teploté na rotatoru po dobu 30 min. Poté byly
magnetické ¢astice promyty 1x 1,5 ml 0,5 M MES pufru a 1x 1,5 ml 50 mM MES pufru.
Roztok 3 mg a-chymotrypsinu v1,5 ml 50 mM MES pufru byl ptidan k magnetickym
Casticim a byla provedena inkubace pii teplot¢ 4 °C na rotatoru pies noc. Poté byly
magnetické Castice s navazanym a-chymotrypsinem promyty 10x 1,5 ml 50 mM MES pufru,

3x 1 ml PB a resuspendovany v 1 ml PB, v némz byly uchovany pfi teploté 4 °C.

3.23. Stanoveni aktivity imobilizovaného a-chymotrypsinu
Pouzité chemikalie:
= Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
= Kyselina chlorovodikova 35% (HCI) (Lach-Ner, Neratovice, CR)
= Chlorid vapenaty (CaCly) (Penta, Praha, CR)
= N-sukcinyl-L-fenylalanin-p-nitroanilid (SUPHEPA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)
» N,N-dimethylformamid 99% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Pouzité roztoky:

= Redici roztok: 0,1 M Tris-HCI pufr pH 8 s 10 mM CaCl
* Roztok a-chymotrypsinu: 0,1% a-chymotrypsin v fedicim roztoku
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» Substratovy roztok: 0,026 M SUPHEPA v N,N-dimethylformamidu
Postup:

Do dvou zkumavek byl odebran 0,1 mg magnetickych ¢astic s navdzanym
a-chymotrypsinem a castice byly promyty 3x 0,5 ml fediciho roztoku a poté resuspendovany
ve 100 pl tfediciho roztoku. Z roztoku a-chymotrypsinu byly pfipraveny kalibra¢ni roztoky
0 celkovém objemu 100 pl a koncentraci a-chymotrypsinu 5, 10, 25, 50, 75 a 100 pug/100 pl.
Kalibra¢ni roztoky i roztoky s magnetickymi ¢asticemi s navazanym a-chymotrypsinem byly
preneseny do jamek mikrotitra¢ni desticky a bylo pfidano 100 pl substratového roztoku. Byla
provedena inkubace pii teplot¢ 37 °C za mirného michani po dobu 30 min. Poté byly
odseparovany magnetické Castice a kalibracni roztoky a vzorky byly davkovany v objemu
150 pl do novych jamek mikrotitracni desticky a byla zméfena absorbance pfi vinové délce
405 nm.

3.24. Imobilizace alkalické fosfatazy na magnetické Castice
Pouzité chemikalie:
= MES (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
=  Glycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
= Chlorid zineénaty (ZnCly) (Lachema, Neratovice, CR)
=  Chlorid hote¢naty (MgCl2)
= Hydroxid sodny (NaOH) (Penta, Praha, CR)
* N-(3-dimethylaminopropyl)-N’-ethylkarbodiimid hydrochlorid (EDAC)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
» N-hydroxysulfosukcinimid sodny (Sulfo-NHS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Pouzité roztoky:

= 0,5M MES pufr pH 6
= 50 mM MES pufr pH 6
» Reakéni pufr: 0,1 M glycinovy pufr pH 10,4 s 1 mM ZnCl; a 1 mM MgCl;

Postup:

Postup je uveden pro vazbu 3 mg alkalické fosfatdzy na 1 mg magnetickych ¢éstic. Byl
odebran 1 mg magnetickych &astic, které¢ byly promyty 5x 1,5 ml 50 mM MES pufru.
K magnetickym casticim bylo piidano 110 pl 0,5 M MES pufru, 660 ul ultracisté vody,
2,42 mg Sulfo-NHS ve 220 ul ultracisté vody a 2,2 mg EDAC ve 110 pl ultradisté vody

72



a byla provedena inkubace pii laboratorni teploté na rotatoru po dobu 30 min. Poté byly
magnetické ¢astice promyty 1x 1,5 ml 0,5 M MES pufru a 1x 1,5 ml 50 mM MES pufru.
Roztok 3 mg alkalické fosfatazy v 1,5 ml 50 mM MES pufru byl ptfidan k magnetickym
casticim a byla provedena inkubace pfi teplot¢ 4 °C na rotdtoru pies noc. Poté byly
magnetické Castice s navazanou alkalickou fosfatazou promyty 5x 1,5 ml 50 mM MES pufru
a 5x 1,5 ml reakcniho pufru a resuspendovany v 1 ml reakéniho pufru, v némz byly uchovany

pii teploté 4 °C.

3.25. Stanoveni aktivity imobilizované alkalické fosfatazy
Pouzité chemikalie:
=  Glycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
= Chlorid zineénaty (ZnCl,) (Lachema, Neratovice, CR)
» Chlorid hote¢naty (MgCly)
= Hydroxid sodny (NaOH) (Penta, Praha, CR)
» Hexahydrat disodné soli 4-nitrofenyl fosfatu (PNPP) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

Pouzité roztoky:

» Reakéni pufr: 0,1 M glycinovy pufr pH 10,4 s 1 mM ZnCl; a 1 mM MgCl;

= 1 mM MgCl,

» Roztok alkalické fosfatazy: 2 mg alkalické fosfatazy v 0,6 ml 1 mM roztoku MgCl;
vychlazeného na 4 °C

*  Substratovy roztok: 100 mM PNPP v ultracisté vodé

= Zastavovaci roztok: 3 M NaOH

Postup:

Do dvou zkumavek byl odebran 0,1 mg magnetickych ¢astic s navazanou alkalickou
fosfatazou ve 100 pl reakéniho roztoku. Z roztoku alkalické fosfatazy byly piipraveny
kalibra¢ni roztoky Vreakénim pufru o celkovém objemu 100 pl a koncentraci alkalické
fosfatazy 3,3, 6,7, 10, 16,7, 33,3 a 50 pg/100 pl. Ke kalibraénim roztokiim ik roztoktim
S magnetickymi Casticemi s navdzanou alkalickou fosfatdzou bylo pfidano 800 pl reakéniho
pufru a 100 ul substratového roztoku. Byla provedena inkubace pii laboratorni teploté za tmy
a za mirného michani po dobu 20 min. Reakce byla zastavena ptidanim 200 ul zastavovaciho

roztoku. Poté byly odseparovany magnetické Castice a kalibra¢ni roztoky a vzorky byly
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davkovany v objemu 150 ul na mikrotitracni desti€¢ku a byla zmétena absorbance pfi vinové

délce 405 nm.

3.26. Rozvolnéni, redukce a alkylace myelinového bazického proteinu
Pouzité chemikalie:

» Hydrogenuhli¢itan amonny (NHsHCO3)

» RapiGest SF Surfaktant (Waters Corporation, Milford, MA, USA)

= Dithiothreitol (DTT) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

= Jodacetamid (IAA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Pouzité roztoky:

= 50 mM NHsHCO3
= 0,2% RapiGest SF Surfaktant v 50 mM NHsHCOs3

= 05MDTT
= 1MIAA
Postup:

Myelinovy bazicky protein (MBP) byl rozvolnén pomoci roztoku RapiGest SF
Surfaktant a nasledné redukovan a alkylovan. Vsechny inkubace byly provedeny za tiepani
pfi 400 rpm. Do zkumavky bylo pfeneseno 204 ng MBP rozpusténého v 204 pl ultracisté
vody, bylo ptidano 204 ul 0,2% roztoku RapiGest SF Surfaktant v 50 mM NHsHCO3 a byla
provedena inkubace pfi teplot¢ 37 °C po dobu 5 min. Poté bylo piidano 13 ul 50 mM
NHsHCO3z a 18 ul 0,5 M DTT a byla provedena inkubace pfi teplot¢ 60 °C po dobu 30 min.
Po ochlazeni roztoku na laboratorni teplotu bylo pfidano 11 pul 1 M IAA a byla provedena

inkubace pfi laboratorni teploté ve tmé& po dobu 30 min.

Byla provedena také pouze redukce a alkylace MBP. VSechny inkubace byly i v tomto
pripad¢ provedeny za tiepani pii 400 rpm. Do zkumavky bylo pieneseno 204 pg MBP
rozpusténého v 204 pl ultracisté vody, bylo pfidano 217 pl 50 mM NH4HCO3z a 18 pl 0,5 M
DTT a byla provedena inkubace pfi teploté 60 °C po dobu 30 min. Po ochlazeni roztoku na
laboratorni teplotu bylo pfidano 11 ul 1 M IAA a byla provedena inkubace pii laboratorni

teploté ve tmé po dobu 30 min.
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3.27. §tépeni myelinového bazického proteinu dvéma proteolytickymi
enzymy vazanymi na nosic¢
Pouzité chemikalie:
» Hydrogenuhli¢itan amonny (NH4HCO3)
= Chlorid vapenaty (CaCly) (Penta, Praha, CR)
Pouzité roztoky:
= 50 mM NHsHCO3
= 50 mM NHsHCO3s 25 mM CaCl>
Postup:

Pomér aktivniho navazaného proteolytického enzymu a MBP pro $tépeni byl 1 : 20.
Do zkumavek bylo pfeneseno pfisluSné mnozstvi magnetickych castic s navazanym
enzymem. Castice s imobilizovanym TPCK-trypsinem byly promyty 3x 0.4 ml 50 mM
NH4HCOs. Castice s imobilizovanym a-chymotrypsinem byly promyty 3x 0,4 ml 50 mM
NHsHCO3s 25 mM CaCly. Poté byl k magnetickym ¢asticim pfidan piipraveny MBP a roztok
50 mM NH4HCO3 v piipadé stépeni imobilizovanym TPCK-trypsinem nebo NH;HCO3
s25mM CaCl, v ptipadé S$tépeni imobilizovanym a-chymotrypsinem a byla provedena

inkubace pfi laboratorni teploté na rotatoru po celkovou dobu 3 hod.

3.28. Stanoveni miry fosforylace kratkych peptidii pomoci solubilnich kinaz
v Case
Pouzité chemikalie:
= HEPES (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
» Chlorid hote¢naty (MgCl>)
= Dithiothreitol (DTT) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
= EGTA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
= Hydroxid sodny (NaOH) (Penta, Praha, CR)
Pouzité roztoky:

= Adenosin-5’-trifosfat, 10 mM (ATP) (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA)
» Reakéni pufr: 40 mM HEPES, 5 mM MgClz, 2 mM DTT, 5 mM EGTA pH 7,2
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Postup:

Do zkumavek byly ptfidany v pfislusném mnozstvi reakéni slozky tvofené reakénim
pufrem, solubilni kinazou, kratkym peptidem a ATP (konkrétni udaje viz kapitola 4.6.1). Byla
provedena inkubace pii teploté 30 °C za tiepani po celkovou dobu 3 hod, pficemz byly
Vv odpovidajicich casech sbirany frakce o daném objemu a piislusné vzorky fosforylovaného
kratkého peptidu byly odsoleny a analyzovany pomoci hmotnostni spektrometrie podle

postupu uvedeného v kapitole 3.19.

3.29. Imobilizace vybranych kinaz na magnetické castice
Pouzité chemikalie:
» MES (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
= HEPES (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
= Chlorid hote¢naty (MgCly)
= Dithiothreitol (DTT) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
= EGTA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
= Hydroxid sodny (NaOH) (Penta, Praha, CR)
» N-(3-dimethylaminopropyl)-N"-ethylkarbodiimid hydrochlorid (EDAC)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
=  N-hydroxysulfosukcinimid sodny (Sulfo-NHS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Pouzité roztoky:

= 0,5M MES pufr pH 6

= 50 mM MES pufr pH 6

= 40 mM HEPES pufr pH 7,2

= Reakéni pufr: 40 mM HEPES, 5 mM MgClz, 2mM DTT, 5 mM EGTA pH 7,2

Postup:

Postup je uveden pro vazbu piislusSného mnozstvi kindz na 0,6 mg magnetickych ¢éstic.
Bylo odebrano 0,6 mg magnetickych ¢astic, které byly promyty 5% 1 ml 50 mM MES pufru.
K magnetickym casticim bylo pfidano 110 pl 0,5 M MES pufru, 660 pl ultracisté vody,
2,42 mg Sulfo-NHS ve 220 ul ultracisté vody a 2,2 mg EDAC ve 110 pl ultradisté vody
a byla provedena inkubace pfi laboratorni teploté na rotatoru po dobu 30 min. Poté byly
magnetické castice promyty 1x 1 ml 0,5 M MES pufru a 1x 1 ml 50 mM MES pufru.

K magnetickym ¢asticim byl pfidan roztok ptislusSného mnoZstvi dané kinazy v 50 mM MES
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pufru, pficemz celkovy objem vazebného roztoku byl 500 pl. Byla provedena inkubace pfi
teploté 4 °C na rotatoru pies noc. Poté byly magnetické Castice s vazanou kindzou promyty
4x 1 ml 50 mM MES pufru, 3x 1 ml HEPES pufru a resuspendovany v 0,6 ml reakéniho
pufru. Magnetické castice simobilizovanymi kindzami byly uchovany v HEPES pufru pfi
teploté 4 °C.

3.30. Stanoveni miry fosforylace kratkych peptidi pomoci imobilizovanych
kinaz v Case

Pouzité chemikalie:
» Chemikalie uvedené v kapitole 3.28

Pouzité roztoky:

» Roztoky uvedené v kapitole 3.28
» 40 mM HEPES pufr pH 7,2

Postup:

Z magnetickych castic s vazanou kinazou byly vytvoreny pfislusné alikvoty, k nimz
byly pfidany v daném mnozstvi reakcni slozky tvofené reakénim pufrem, kratkym peptidem
a ATP (konkrétni udaje viz kapitola 4.6.3 a 4.7.1). Byla provedena inkubace pii teploté 30 °C
za tfepani po celkovou dobu 3 hod, pfi¢emz byly v odpovidajicich ¢asech sbirany frakce
0 daném objemu a to iSmagnetickymi ¢asticemi, které byly nasledné odseparovany
a prislusné vzorky fosforylovaného kratkého peptidu byly odsoleny a analyzovany pomoci

hmotnostni spektrometrie podle postupu uvedeného v kapitole 3.19.

3.31. Stanoveni operacni stability imobilizovanych kinaz
Pouzité chemikalie:
» Chemikalie uvedené v kapitole 3.28
Pouzité roztoky:
» Roztoky uvedené v kapitole 3.30
Postup:

Z 0,6 mg magnetickych ¢astic s vazanou kindzou byly vytvofeny 3 alikvoty, k nimz
byly pifidany v pfisluSném mnozstvi reakéni slozky tvofené reakénim pufrem, kratkym

peptidem a ATP (konkrétni udaje viz kapitola 4.6.6). Byla provedena inkubace pfi teploté
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30 °C za tfepani po dobu 1 hod. Po inkubaci byl reakéni roztok odseparovan od Castic
a prislusné vzorky fosforylovaného kratkého peptidu byly odsoleny a analyzovany pomoci
hmotnostni spektrometrie podle postupu uvedeného v kapitole 3.19. Magnetické Castice byly
promyty 4x 0,2 ml HEPES pufru a 1x 0,2 ml reakéniho pufru a experiment byl opakovan,
pficemZ bylo béhem 12 hod provedeno celkem 9 cykla.

3.32. Stanoveni skladovaci — operac¢ni stability imobilizovanych kinaz
Pouzité chemikalie:
» Chemikalie uvedené v kapitole 3.28
* Azid sodny
Pouzité roztoky:
» Roztoky uvedené v kapitole 3.30
= 40 mM HEPES pufr s 0,01% azidem sodnym
Postup:

Z 0,6 mg magnetickych c¢astic s vdzanou kindzou byly vytvotfeny 3 alikvoty, k nimZ
byly pfidany v pfisluSném mnozstvi reak¢ni slozky tvofené reakénim pufrem, kratkym
peptidem a ATP (konkrétni idaje viz kapitola 4.6.7 a 4.7.2). Byla provedena inkubace pfi
teplot¢ 30 °C za tfepani po dobu 6 hod nebo 1 hod. Po inkubaci byl reakéni roztok
odseparovan od castic a pfislusné vzorky fosforylovaného kratkého peptidu byly odsoleny
a analyzovany pomoci hmotnostni spektrometrie podle postupu uvedeného v kapitole 3.19.
Magnetické cCastice byly promyty 3x 0,2 ml HEPES pufru a uchovany v HEPES pufru
5 0,01% azidem sodnym, pifipadné pouze v HEPES pufru pfi teploté 4 °C. Experiment byl
opakovan po 7 nebo po 14 dnech, pticemz byly pied kazdym dalSim opakovanim experimentu

magnetické ¢astice promyty 4x 0,2 ml HEPES pufru a 1x 0,2 ml reakéniho pufru.

3.33. Fosforylace proteinu tau-441 solubilnimi kinazami
Pouzité chemikalie:

» Chemikalie uvedené v kapitole 3.28

» Kyselina trifluoroctova (TFA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Pouzité roztoky:

» Roztoky uvedené v kapitole 3.28
= 5% TFA
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Postup:

Do zkumavek byly piidany reakéni slozky tvofené reakénim pufrem, proteinem
tau-441, ATP a solubilnimi kinazami (konkrétni tidaje viz kapitola 4.9.1). Byla provedena
inkubace reakénich roztoku pii teploté 30 °C za tfepani pii 250 rpm po dobu 20 hod. Poté
byly jednotlivé reakéni roztoky okyseleny 5% TFA, zakoncentrovany pii teploté¢ 30 °C po
dobu 2 hod a ziedény vzorkovym pufrem s ptidavkem 2-merkaptoethanolu.

3.34. Fosforylace proteinu tau-441 imobilizovanou proteinkinazou A
Pouzité chemikalie:
» Chemikalie uvedené v kapitole 3.28
Pouzité roztoky:
» Roztoky uvedené v kapitole 3.28
Postup:

Do zkumavek Protein LoBind byly pfidany v piislusném mnozstvi magnetické ¢astice
s vazanou PKA, reak¢ni puftr, protein tau-441 a ATP (konkrétni udaje viz kapitola 4.9.2).
Byla provedena inkubace za mirného otaceni pii teploté 30 °C po dobu 6 hod a 20 hod.
Po inkubaci byly reakéni roztoky odpipetovany a bylo provedeno uvolnéni molekuly proteinu
tau-441.

3.35. Uvolnéni proteinu tau-441 po inkubaci s magnetickymi c¢asticemi
pomoci roztoku kyseliny trifluoroctové

Pouzité chemikalie:
» Kyselina trifluoroctova (TFA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Pouzité roztoky:
= 0,05% TFA

Postup:

Pro uvolnéni proteinu tau-441 byly magnetické castice nebo zkumavky v piipadé
kontrol promyty 2x 100 pl 0,05% TFA po dobu 2 min. Ziskané roztoky byly spojeny
S ptivodnim odpipetovanym reakénim roztokem, zakoncentrovany pfi teploté 30 °C po dobu

3 hod a poté ziedény vzorkovym pufrem s pridavkem 2-merkaptoethanolu.
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3.36. Uvolnéni proteinu tau-441 po inkubaci s magnetickymi c¢asticemi
pomoci roztoku deoxycholatu sodného

Pouzité chemikalie:
= HEPES (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

» Deoxycholat sodny (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
» Kyselina trifluoroctova (TFA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Pouzité roztoky:

= 40 mM HEPES pufr pH 7,2
* 0,1% deoxycholat sodny ve 40 mM HEPES pufru

= 20% TFA
= 0,5% TFA
Postup:

Pro uvolnéni proteinu tau-441 byly magnetické cCastice nebo zkumavky V ptipadé
kontrol promyty 1x 100 pl 0,1% deoxycholatu sodného ve 40 mM HEPES pufru po dobu
20 min. Roztok byl odseparovan od magnetickych Castic, vychlazen na 4 °C a okyselen
pomoci 20% TFA na celkovou koncentraci 0,5%, pfi¢emz doslo k vysrazeni. Byla provedena
centrifugace pii 12100 g po dobu 5 min a supernatant byl odebran. Peleta byla
resuspendovana ve 100 ul 0,5% TFA a byla provedena centrifugace pii 12100 g po dobu
Smin a supernatant byl odebrdn a spojen s pfedchozim supernatantem a plivodnim
odpipetovanym reakénim roztokem. Ziskany roztok byl zakoncentrovan pfi teploté 30 °C po

dobu 3 hod a poté zfedén vzorkovym pufrem s piidavkem 2-merkaptoethanolu.

3.37. Uvolnéni proteinu tau-441 po inkubaci s magnetickymi c¢asticemi
pomoci roztoku Tweenu 20

Pouzité chemikalie:
= HEPES (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
=  Tween 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Pouzité roztoky:

= 40 mM HEPES pufr pH 7,2
= 0,05% Tween 20 ve 40 mM HEPES pufru
= 0,01% Tween 20 ve 40 mM HEPES pufru
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Postup:

Pro uvolnéni proteinu tau-441 byly magnetické Castice nebo zkumavky V ptipadé
kontrol promyty 1x 100 ul 0,05% (0,01%) Tweenu 20 ve 40 mM HEPES pufru po dobu
20 min. Ziskany roztok byl spojen s puvodnim odpipetovanym reakénim roztokem
a davkovan do centrifugacni filtraéni zkumavky Amicon-10K a doplnén ultradistou vodou na
celkovy objem 0,5 ml. Byla provedena centrifugace pii 12100 g po dobu 5 min. Poté byl
znovu doplnén objem ultracistou vodou na 0,5 ml a byla provedena centrifugace pti 12100 g
po dobu 30 min. Nasledné byl do ¢isté zkumavky pfemistén zakoncentrovany vzorek pomoci
centrifugace pii 1000 g po dobu 2 min. Ziskany vzorek byl zifedén vzorkovym pufrem

s pridavkem 2-merkaptoethanolu.

3.38. Uvolnéni proteinu tau-441 po inkubaci s magnetickymi c¢asticemi
pomoci roztoku Tritonu® X-100

Pouzité chemikalie:
= HEPES (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
= Triton® X-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Pouzité roztoky:

= 40 mM HEPES pufr pH 7,2
= 0,05% Triton® X-100 ve 40 mM HEPES pufru
= 0,01% Triton® X-100 ve 40 mM HEPES pufru

Postup:

Pro uvolnéni proteinu tau-441 byly magnetické Castice nebo zkumavky V pfipadé
kontrol promyty 1x 100 pl 0,05% (0,01%) Tritonu® X-100 ve 40 mM HEPES pufru po dobu
20 min. Ziskany roztok byl spojen s puvodnim odpipetovanym reakénim roztokem a dalsi
postup zakoncentrovani vzorku pomoci centrifugacnich filtratnich zkumavek Amicon-10K

byl shodny s postupem uvedenym v kapitole 3.37.

3.39. Stépeni proteinu tau-441 trypsinem
PouZité chemikalie:
* Hydrogenuhli¢itan amonny (NH4HCO3)

= Dithiothreitol (DTT) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
= Jodacetamid (IAA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
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» Kyselina trifluoroctova (TFA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Pouzité roztoky:

* 50 mM NH;HCOs3

= 200 MM DTT v 50 mM NH4HCO3

= 400 mM IAA v 50 MM NH4HCO3

= 20% TFA

* Roztok trypsinu: 20 pug sequencing grade modified trypsinu ve 100 pl 50 mM
NH4HCOs3

Postup:

Vzorek proteinu tau-441 byl zakoncentrovan a nasledné rozpustén v 60 pl 50 mM
NHsHCOs. Poté bylo pfidano 10 pl 200 mM DTT v 50 mM NH4HCO3 a byla provedena
inkubace pfi teploté 60 °C za tfepani po dobu 30 min. Po ochlazeni roztoku na laboratorni
teplotu bylo ptidano 10 ul 400 mM IAA v 50 mM NH4HCOs3 a byla provedena inkubace pfi
laboratorni teploté ve tmé& po dobu 30 min. Bylo pfidano 10 pul 200 mM DTT v 50 mM
NH4HCOs3 a byla provedena inkubace pfi laboratorni teploté po dobu 15 min. Roztok trypsinu
o daném objemu byl inkubovan pfi teploté 30 °C po dobu 15 min a nasledné pfidan k roztoku
S proteinem tau-441 a byla provedena inkubace pfi teploté¢ 37 °C pies noc. Pomér trypsinu
a proteinu tau-441 pro $tépeni byl 1 : 50. Poté byl roztok okyselen pomoci 20% TFA.

3.40. Obohaceni fosfopeptidi
Pouzité chemikalie:
= Acetonitril (ACN) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
» Kyselina trifluoroctova (TFA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
» Kyselina mlééna 85% (LA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
» Hydroxid amonny (NH4OH) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
= Hydrogenfosforeénan disodny (NazHPO4) (Penta, Praha, CR)
Pouzité roztoky:
= 80% ACNs5% TFAalM LA
= 80% ACNSs1% TFA
= 80% ACNs0,1% TFA

= 20% ACNs0,5% TFA
= 1% NHsOH
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= 50% ACN s 3% NH4OH a 50 mM Na;HPO4
Postup:

Pro obohaceni fosfopeptidii byl odebran 1 mg nosi¢e Titansphere™ TiO Bulk Material,
ktery byl prostiednictvim centrifugace pti 3000 g po dobu 1 min promyt 0,5 ml 80% ACN
s0,1% TFA a poté 0,5 ml 80% ACN s5% TFA a 1 M LA. Nasledn¢ byl k nosi¢i pfidan
roztok obsahujici fosfopeptidy v 80% ACN s 5% TFA a1 M LA o celkovém objemu 200 pl.
Byla provedena inkubace pti laboratorni teploté za tfepani po dobu 30 min. Nasledné byl
odebran roztok a nosi¢ byl promyt 2x 0,4 ml 80% ACN s5% TFA a 1 M LA, 2x 0,4 ml
80% ACN s 1% TFA a 1x 0,4 ml 20% ACN s 0,5% TFA. Eluce fosfopeptida byla provedena
pomoci inkubace nosic¢e se 100 pl 1% NH4OH na rotatoru po dobu 15 min. Ziskany roztok
obsahujici fosfopeptidy byl nasledné€ analyzovan pomoci hmotnostni spektrometrie podle
postupu uvedeného v kapitole 3.19. Poté bylo knosi¢i ptidano 100 pl 50% ACN
s 3% NH:OH a 50 mM Na;HPOs a byla provedena inkubace na rotatoru po dobu 15 min.

Roztok byl odpipetovan a také analyzovan pomoci hmotnostni spektrometrie.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

V ramci experimentalni ¢asti diplomové prace bylo mym ukolem nejprve ovéiit kvalitu
vybranych proteinii pomoci polyakrylamidové gelové elektroforézy v prosttedi dodecylsulfatu

sodného a glycinu na polyakrylamidovych (PAA) gelech o rizné porozité.

4.1. Separace vybranych proteinii pomoci polyakrylamidové gelové

elektroforézy v prostredi dodecylsulfatu sodného a glycinu

Separace vybranych proteinii zahrnujicich myelinovy bazicky protein (MBP), protein
tau-441* a protein tau-441 pomoci SDS-PAGE vV prostiedi glycinu byla provedena podle
postupu uvedeného v kapitole 3.2. Byla porovnana separace vybranych proteinti na 12%,
13%, 16,5% a 20% gelu. Gely byly barveny roztokem Coomassie G-250 Stain podle postupu
uvedeného v kapitole 3.6 a vysledky separaci jsou znazornény na Obrazku 15. Prouzky
piislusejici myelinovému bazickému proteinu v separa¢nich drahdch 2 — 4 odpovidaji
teoretické molekulové hmotnosti 18,4 kDa. Z obrazku je dale patrné, Ze protein tau-441*
pfitomny v separa¢ni draze 5 jiz nebyl dostate¢né kvalitni a zfejm¢ byl fragmentovan. Pozice
prouzku odpovidajiciho proteinu tau-441 v separa¢ni draze 6 nekorelovala s teoretickou
molekulovou hmotnosti 45,9 kDa, coz bylo zplsobeno nizS§i mobilitou proteinu tau-441
Vv prosttedi PAA gelu za pfitomnosti SDS. Pro dalsi experimenty byl pouzivan pouze
komer¢né dodavany protein tau-441. Na zakladé vysledkt byl pro dalsi experimenty separace
myelinového bazického proteinu vybran 16,5% gel, zatimco pro dalsi experimenty separace

proteinu tau-441 byl vybran 12% gel.
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Obrazek 15 Ovéteni kvality vybranych proteind: myelinovy bazicky protein (MBP), protein tau-441* a protein
tau-441 pomoci SDS-PAGE vV prosttedi glycinu, separacni draha 1 — marker molekulovych hmotnosti
proteinovy, 2 — MBP (2 ug), 3 — MBP (1 pg), 4 — MBP (0,5 pg), 5 — protein tau-441* (1 pg), 6 — protein tau-441
(1 png) (A) 12% gel, B) 13% gel, C) 16,5% gel, D) 20% gel, barveno roztokem Coomassie G-250 Stain)
4.2. Vybér analytické metody detekce vybranych kratkych peptidi a jejich
fosforylace

Dalsim tkolem bylo ovéfit moznosti kontroly G¢innosti fosforylace vybranych kratkych

peptidit pomoci metod polyakrylamidové gelové elektroforézy v prosttedi dodecylsulfatu

sodného a bodového pienosu na membranu.

4.2.1. Detekce vybranych kratkych peptidi pomoci polyakrylamidové gelové
elektroforézy v prostiredi dodecylsulfiatu sodného a tricinu
Nejprve byla ovéiena moznost detekce kratkych peptidii zahrnujicich peptidovy substrat
pro PKA oznacovany kemptid (7 AA), peptidovy substrat pro GSK-3 (17 AA) a peptidovy
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substrat pro MAPK (10 AA) pomoci metody SDS-PAGE v prostiedi tricinu provedené podle
postupu uvedeného v kapitole 3.3. Pro tento ucel byl pouzit gel 16,5% T, 6% C. Vzorky
jednotlivych kratkych peptidi byly na gel nanaseny v mnozstvi 2 ug a 4 ug. Gel byl barven
roztokem Coomassie G-250 Stain podle postupu uvedeného v kapitole 3.6 a je znazornén na
Obrazku 16.
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Obrazek 16 Ovétfeni moznosti detekce vybranych kratkych peptidd: peptidovy substrat pro PKA oznacovany
kemptid (7 AA), peptidovy substrat pro GSK-3 (17 AA) a peptidovy substrat pro MAPK (10 AA) pomoci
SDS-PAGE v prostiedi tricinu, separa¢ni draha 1 — marker molekulovych hmotnosti proteinovy, 2 — marker
molekulovych hmotnosti polypeptidovy, 3 — kemptid (2 ug), 4 — kemptid (4 ng), 5 — peptidovy substrat pro
GSK-3 (2 pg), 6 — peptidovy substrat pro GSK-3 (4 nug), 7 — peptidovy substrat pro MAPK (2 pg), 8 — peptidovy
substrat pro MAPK (4 pg) (16,5% T, 6% C gel, barveno roztokem Coomassie G-250 Stain)

Prestoze byla pouzita metoda SDS-PAGE vV prostiedi tricinu s PAA gelem o nizké
porozité¢, nebyla posledni pozice markeru molekulovych hmotnosti pro polypeptidy
odpovidajici 1,4 kDa jiz na gelu zfetelna. Vysledky analyzy SDS-PAGE vV prostfedi tricinu
potvrdily, ze vybrané kratké peptidy nejsou timto gelem zachytitelné. Proto byla nasledné

zhodnocena moznost detekce vybranych kratkych peptidd pomoci modifikované metody

SDS-PAGE vV prostiedi tricinu s piidavkem mocoviny.

4.2.2. Detekce vybranych kratkych peptidi pomoci polyakrylamidové gelové
elektroforézy v prostiedi dodecylsulfatu sodného a tricinu s pridavkem
mocoviny

Ovéfeni moznosti detekce vybranych kratkych peptidi pomoci metody SDS-PAGE

Vv prostiedi tricinu S pfidavkem mocoviny bylo provedeno podle postupu uvedeného v kapitole

3.4. Pro tento ucel byl pouzit gel 18% T, 6% C s ptidavkem mocoviny. Vzorky jednotlivych
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kratkych peptidd byly na gel nandSeny v mnozstvi 5 pg. Gel byl barven roztokem

amoniakalniho stiibra podle postupu uvedeného v kapitole 3.7 a je znazornén na Obrazku 17.

14,4kDa

6,5kDa

3,5 kDa ~ '

1,4kDa

Obrazek 17 Ovéteni moznosti detekce vybranych kratkych peptidd: peptidovy substrat pro PKA oznaovany
kemptid (7 AA), peptidovy substrat pro GSK-3 (17 AA) a peptidovy substrat pro MAPK (10 AA) pomoci
SDS-PAGE v prostiedi tricinu s pfidavkem mocoviny, separacni draha 1 — marker molekulovych hmotnosti
polypeptidovy, 2 — kemptid (5 pg), 3 — peptidovy substrat pro GSK-3 (5 pg), 4 — peptidovy substrat pro MAPK
(5 png), 5 — kemptid (5 pg), 2-merkaptoethanol, 6 — peptidovy substrat pro GSK-3 (5 ng), 2-merkaptoethanol
(18% T, 6% C gel, barveno roztokem amoniakalniho stiibra)

Pti pouziti metody SDS-PAGE v prostiedi tricinu s ptidavkem mocoviny a s naslednym
barvenim gelu roztokem amoniakalniho stfibra jiz byly prouzky odpovidajici kratkym
peptidim po obarveni na gelu v zén¢ predpokladané molekulové hmotnosti zietelné, nicméné

pro detekci miry fosforylace kratkého peptidu neni tato metoda vhodna.

4.2.3. Detekce vybranych kratkych peptidi pomoci metody bodového pienosu

na membranu

Ovéfeni moZnosti detekce vybranych kratkych peptidi pomoci metody bodového
pienosu na polyvinyliden difluoridovou (PVDF) a nitrocelul6zovou (NC) membranu bylo
provedeno podle postupu uvedeného v kapitole 3.10. Vzorky jednotlivych kratkych peptida
byly na vybranou membranu nanaSeny V mnozstvi 4 pg, 3 pg, 2 pg a 1 pug. Jako pozitivni
kontrola byl pouzit protein o vy$§i molekulové hmotnosti, konkrétné hovézi sérovy albumin
(BSA) v mnozstvi 2 pg. Membrany byly barveny roztokem koloidniho zlata podle postupu

uvedeného v kapitole 3.12 a jsou znazornény na Obrazku 18.
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Pozice vzorkd na membrané:
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Kemptid (4 pg) | Kemptid (3 pg) | Kemptid (2 pg) | Kemptid (1 pg) -

Obrazek 18 Ovéteni moznosti detekce vybranych kratkych peptidd: peptidovy substrat pro PKA oznaovany
kemptid (7 AA), peptidovy substrat pro GSK-3 (17 AA) a peptidovy substrat pro MAPK (10 AA) metodou
bodového pfenosu na membranu, pozitivni kontrolu pfedstavuje hovézi sérovy albumin (A) PVDF membrana,
B) NC membrana, barveno roztokem koloidniho zlata)

Pii provedeni metody bodového pfenosu nebyly ve srovnani s pozitivni kontrolou
(BSA, 66 kDa) vybrané kratké peptidy dostate¢né zietelné ani na jednom z typ pouzitych
membran. Vzhledem kuvedenym vysledkim byla pro kontrolu ucinnosti fosforylace

Vv

spektrometrie (viz kapitola 4.6 a 4.7).

4.3. Detekce fosfoproteinti pomoci dendrimeru pIMAGO

Soucasti tkolli v ramci diplomové prace bylo vybrat a zavést rychlou a pfistrojové méné
naro¢nou metodu pro prikaz fosforylace proteinti pomoci dendrimeru pIMAGO v kombinaci
s avidin-HRP. Nejprve byla provedena detekce fosfoproteinii pomoci dendrimeru pIMAGO
v kombinaci s bodovym pienosem na membranu za 0U¢elem vybéru vhodné membrany
a optimalizace metody jeji blokace. Nasledn¢ byla optimalizovana detekce fosfoproteint
pomoci dendrimeru pIMAGO v kombinaci s polosuchym westernovym pfenosem na
membranu. Nakonec byla provedena optimalizace metody V uspotadani na mikrotitra¢ni

desticce.
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4.3.1. Detekce fosfoproteinii pomoci dendrimeru pIMAGO v kombinaci

S bodovym prenosem na membranu

Detekce vybranych fosfoproteint pomoci dendrimeru pIMAGO v kombinaci
s bodovym ptenosem na NC a PVDF membranu byla provedena podle postupu uvedeného
v kapitole 3.16. Na vybranou membranu byly aplikovany vzorky fosfoproteinti zahrnujicich
ovalbumin, o-kasein a myelinovy bazicky protein. Jako negativni kontrola byl pouzit
nefosforylovany protein hovézi sérovy albumin. Jednotlivé vzorky byly davkovany
na membranu v mnozstvi 1 pg, 0,5 pug a 0,25 pg. Byla provedena optimalizace blokace
membrany, pfiCemz byla membrana blokovana a) bloka¢nim pufrem pfi laboratorni teploté po
dobu 1 hod, b) bloka¢nim pufrem s piidavkem 5% BSA pfi laboratorni teploté po dobu 1 hod
a c¢) bloka¢nim pufrem pii teploté 4 °C ptes noc. Membrany po detekci fosfoproteinii pomoci

dendrimeru pIMAGO jsou znazornény na Obrazku 19.

Pti vybéru vhodné membrany pro detekci fosfoproteinit pomoci dendrimeru pIMAGO
byla hodnocena mira nespecifické sorpce (pozadi) a jako vhodnéjsi byla vybrana PVDF
membrana. Byly porovnany tii metody blokace membrany, znichz byla zvolena jako
optimalni blokace bloka¢nim pufrem pii laboratorni teploté po dobu 1 hod. Intenzita zbarveni
membrany v misté¢ aplikace jednotlivych fosfoproteini odpovidala mitfe jejich fosforylace.
Pro dalsi experimenty detekce fosfoproteini pomoci dendrimeru pIMAGO v kombinaci
S polosuchym westernovym pfenosem na membranu byla na zidkladé¢ vySe uvedenych

vysledkll vybrana PVDF membrana a jeji blokace bloka¢nim pufrem pfi laboratorni teploté po
dobu 1 hod.
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Obrazek 19 Optimalizace detekce vybranych fosfoproteinii: ovalbumin, a-kasein a myelinovy bazicky protein
pomoci dendrimeru pIMAGO v kombinaci s bodovym pfenosem na membranu, negativni kontrolu predstavuje
hovézi sérovy albumin (A) NC membréana, B) PVDF membrana)

4.3.2. Detekce fosfoproteinii pomoci dendrimeru pIMAGO v kombinaci
S polosuchym westernovym prenosem na membranu

Detekce vybranych fosfoproteini pomoci dendrimeru pIMAGO v kombinaci

S polosuchym westernovym pienosem na membranu byla provedena podle postupu

uvedeného v kapitole 3.17. Vzorky tvofily kalibrac¢ni fadu smési tii fosfoproteinti, pficemz

ovalbumin a a-kasein byly zastoupeny v jednotlivych vzorcich v mnozstvi 400 ng, 200 ng,

100 ng, 50 ng, 25 ng, 12,5 ng, 6,25 ng, 3,12 ng, 1,56 ng a 0,78 ng, zatimco myelinovy bazicky
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protein byl ve vzorcich zastoupen ve dvojnadsobném mnozstvi tedy 800 ng, 400 ng, 200 ng,
100 ng, 50 ng, 25 ng, 12,5 ng, 6,25 ng, 3,12 ng a 1,56 ng. Byly provedeny tfi zplisoby upravy
vzorkli. V prvnim ptipad¢ byly vzorky zfedény vzorkovym pufrem bez ptidavku DTT.
V druhém piipadé byly vzorky zfedény vzorkovym pufrem s ptidavkem DTT. Pii tfetim
zpiisobu upravy vzorkli byly vzorky zifedény vzorkovym pufrem s piidavkem DTT

a inkubovany s IAA.

Separace piipravenych vzorkd fosfoproteini pomoci SDS-PAGE vV prostiedi glycinu
s 16,5% gely byla provedena podle postupu uvedeného v kapitole 3.2. Nasledné byl proveden
polosuchy westernovy pienos separovanych fosfoproteini na PVDF membrany podle postupu
uvedeného v kapitole 3.9. Gely po transferu byly barveny roztokem Coomassie G-250 Stain
podle postupu uvedeného v kapitole 3.6. Membrany po transferu byly barveny pomoci
dendrimeru pIMAGO podle postupu uvedené¢ho v kapitole 3.17. Nakonec byly membrany
barveny roztokem koloidniho zlata podle postupu uvedeného v kapitole 3.12. Na Obrazku 20
je znazornéna membrana a gel po barveni pro ptipad upravy vzorkl ziedénim vzorkovym

pufrem s ptidavkem DTT a inkubaci s IAA.

Marker molekulovych hmotnosti pro detekci fosfoproteini je tvofen Ctyfmi
nefosforylovanymi proteiny o molekulové hmotnosti 116,3 kDa, 66,2 kDa, 18 kDa a 14,4 kDa
a dvéma fosfoproteiny, které jsou predstavovany ovalbuminem o molekulové hmotnosti
45kDa a B-kaseinem o molekulové hmotnosti 23,6 kDa. Jak je ziejmé z Obrazku 20, pfi
barveni separovanych proteinti na gelu po transferu roztokem Coomassie G-250 Stain nebo na
PVDF membrané po transferu roztokem koloidniho zlata jsou detekovany nefosforylované
| fosforylované proteiny markeru molekulovych hmotnosti. Zatimco pii barveni PVDF
membrany pomoci dendrimeru pIMAGO s chemiluminiscen¢ni detekci jsou specificky

detekovany pouze fosfoproteiny markeru molekulovych hmotnosti.

Pii detekci fosfoproteini pomoci dendrimeru pIMAGO v kombinaci s polosuchym
westernovym prenosem bylo v ptipad¢ vzorkti upravenych ziedénim vzorkovym pufrem bez
ptidavku DTT dosazeno meze detekce ovalbuminu a myelinového bazického proteinu 200 ng
a a-kaseinu 100 ng (vysledky neukazany). Pfi upravé vzorki ziedénim vzorkovym pufrem
s piidavkem DTT bylo dosazeno meze detekce ovalbuminu 100 ng, a-kaseinu 50 ng
a myelinového bazického proteinu 200 ng (vysledky neukazany). ZlepSeni citlivosti bylo
dosazeno pii upravé vzorkll zfedénim vzorkovym pufrem s pfidavkem DTT a néslednou
inkubaci s IAA, pficemz byla mez detekce ovalbuminu a myelinového bazického proteinu

100 ng a a-kaseinu 50 ng, jak je ziejmé z Obrazku 20. Pro detekci fosfoproteinii pomoci
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dendrimeru pIMAGO lze na zaklad¢ uvedenych vysledkti povaZovat za nejvhodnéj$i upravu
vzorkl jejich zfedénim vzorkovym pufrem s pfidavkem DTT a naslednou inkubaci s IAA. Pro
ovéfeni, zda protein byl nebo nebyl fosforylovan a do jaké miry, je nutné soucasné pouzit

jednu s vyse zminénych barvicich technik, pti¢emz obé jsou srovnateln¢ citlivé.
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Obrazek 20 Detekce vybranych fosfoproteint: ovalbumin (44,3 kDa), a-kasein (25 kDa) a myelinovy bazicky
protein (18,4 kDa), vzorky zfedény vzorkovym pufrem s pfidavkem DTT a inkubovany s IAA, separa¢ni draha
1 — marker molekulovych hmotnosti pro detekci fosfoproteini, 2 — ovalbumin (400 ng), a-kasein (400 ng), MBP
(800 ng), 3 — ovalbumin (200 ng), a-kasein (200 ng), MBP (400 ng), 4 — ovalbumin (100 ng), a-kasein (100 ng),
MBP (200 ng), 5 — ovalbumin (50 ng), a-kasein (50 ng), MBP (100 ng), 6 — ovalbumin (25 ng), a-kasein (25 ng),
MBP (50 ng), 7 — ovalbumin (12,5 ng), a-kasein (12,5 ng), MBP (25 ng), 8 — ovalbumin (6,25 ng), a-kasein
(6,25 ng), MBP (12,5 ng), 9 — ovalbumin (3,12 ng), a-kasein (3,12 ng), MBP (6,25 ng), 10 — ovalbumin
(1,56 ng), a-kasein (1,56 ng), MBP (3,12 ng), 11 — ovalbumin (0,78 ng), a-kasein (0,78 ng), MBP (1,56 ng), 12 —
kontrolni fosfoprotein (A) PVDF membrana, detekce pomoci dendrimeru pIMAGO, B) PVDF membrana,
barveno roztokem koloidniho zlata, C) SDS-PAGE vV prostiedi glycinu, 16,5% gel, gel po transferu barven
roztokem Coomassie G-250 Stain)
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4.3.3. Detekce fosfoproteini pomoci dendrimeru pIMAGO vV usporadani

na mikrotitra¢ni desti¢ce

Detekce fosforylovanych proteinti pomoci dendrimeru pIMAGO je mozna i v jamkach
mikrotitrani destiCky podle postupu uvedeného v kapitole 3.18. Pfi prvnim provedeni
experimentu byla pouzita mikrotitracni desticka supravenym povrchem jamek pro sorpci
proteini. Do jamek vzdy dvou sloupct desticky byl davkovan protein ovalbumin v mnozstvi
400 ng, 200 ng, 100 ng, 50 ng, 25 ng a 0 ng. Biotinylovana pIMAGO reagencie byla zfedéna
pIMAGO pufrem vpoméru 1:200 a poté davkovana do jamek lichych tadkt desticky,
piicemz do jamek sudych fadka desticky byl davkovan pouze pIMAGO pufr. Komplex
avidin-HRP byl ziedén bloka¢nim roztokem v poméru 1 :100, 1:200, 1:400 a 1:800
a davkovan do jamek vzdy dvou fadkt desticky. Z namétenych hodnot absorbance pfi vinové
délce 450 nm byly patrné pfili§ vysoké hodnoty absorbance slepého vzorku (vysledky

neukéazany). Pfi¢inou by mohla byt vysoka nespecifickd vazba nékteré z reagencii na desticku.

Z uvedené¢ho divodu byla pfi druhém provedeni experimentu pouzita mikrotitraéni
desticka Anicrin bez specialni Gpravy vnitiniho povrchu jamek. Do jamek vzdy dvou sloupct
desti¢ky byl davkovan protein ovalbumin v mnozstvi 400 ng, 200 ng, 100 ng, 50 ng, 25 ng
a 0 ng. Biotinylovana pIMAGO reagencie byla zfedéna pIMAGO pufrem v poméru 1 : 200,
1:400,1:800a1l:1600 a davkovana postupné do jamek lichych fadka desticky, pficemz do
jamek sudych tadkt desticky byl davkovan pouze pIMAGO pufr. Komplex avidin-HRP byl
zfedén bloka¢nim roztokem v pomeéru 1 : 400 a davkovan do jamek vSech fadka desticky. Pro
jednotliva fedéni biotinylované pIMAGO reagencie byly z primérnych hodnot naméfené
absorbance ze dvou opakovani a po odecteni absorbance slepého vzorku sestrojeny kalibra¢ni
zavislosti vyjadiujici zavislost absorbance na mnozstvi ovalbuminu, jak je znazornéno
v Grafu 1. Vyznamného snizeni nespecifického pozadi oproti predchozimu experimentu bylo
dosazeno zménou pouzité mikrotitracni desticky. Nicméné zejména u fedeni biotinylované
pPIMAGO reagencie 1:200 a1l :400 byly pozorovany hodnoty absorbance slepého vzorku
stale mirn¢ zvysené (0,371 a 0,262). Z tohoto diivodu bylo pii dal§im provedeni experimentu
znovu optimalizovdno nejen fedéni biotinylované pIMAGO reagencie, ale také fedéni
komplexu avidin-HRP. Z kalibra¢nich zavislosti 1ze pifiblizné odecist linearni rozsah metody,
ktery je ptfiblizn€¢ do 150 ng ovalbuminu, proto bylo pti dalSim provedeni experimentu také

snizeno mnozstvi ovalbuminu vazaného na desti¢ku.
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Graf 1 Graf zavislosti absorbance na mnozstvi ovalbuminu (jsou uvedeny primérné hodnoty naméiené
absorbance ze dvou opakovani a po odecteni slepého vzorku)

Pii tfetim provedeni experimentu byla opét pouzita mikrotitratni desticka Anicrin.
Do jamek vzdy dvou sloupct desticky byl davkovan protein ovalbumin v mnozstvi 200 ng,
100 ng, 75 ng, 50 ng, 25 ng a 0 ng. Biotinylovand pIMAGO reagencie byla zfedéna pIMAGO
pufrem vpoméru 1:400, 1:800 a 1:1600 a davkovana do jamek desticky. Komplex
avidin-HRP byl ziedén bloka¢nim roztokem v poméru 1 :400 a 1 : 800 a davkovan do jamek
desticky. Pro jednotliva fedéni biotinylované pIMAGO reagencie a kompexu avidin-HRP
byla z primérnych hodnot namétené absorbance ze dvou opakovani a po odecteni absorbance
slepé¢ho vzorku sestrojena kalibra¢ni zavislost vyjadiujici zavislost absorbance na mnozstvi
ovalbuminu, jak je znazornéno v Grafu 2. Zejména u fedeni biotinylované pIMAGO
reagencie 1 : 400 a komplexu avidin-HRP 1 : 400 lze pozorovat hodnotu absorbance slepého
vzorku stale mirn¢ zvySenou (0,252). Nicméné pii fedéni biotinylované pIMAGO reagencie
1 :400 a komplexu avidin-HRP 1 : 800 jiz bylo dosazeno snizeni hodnoty absorbance slepého
vzorku (0,190), pifi¢emz ze smérnice odpovidajici kalibra¢ni zavislosti lze usuzovat na
ptijatelnou citlivost metody. Z kalibracnich zavislosti lze ptiblizné odecist linearni rozsah

metody, ktery je ptiblizné do 150 ng ovalbuminu.
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Graf 2 Graf zavislosti absorbance na mmnozstvi ovalbuminu (jsou uvedeny primérné hodnoty naméiené
absorbance ze dvou opakovani a po odecteni slepého vzorku)

Pii provedeni detekce fosfoproteini pomoci dendrimeru pIMAGO v usporadani na
mikrotitra¢ni desti¢ce bylo dosazeno vyssi citlivosti metody nez Vv pfipadé kombinace
s polosuchym westernovym pienosem. Tato metoda s mikrotitra¢ni destickou Anicrin je dle

nasich dosazenych vysledkid vhodna pro monitorovani fosforylace proteind.

4.4. Imobilizace modelovych enzymi na magnetické Castice a stanoveni
jejich aktivity

Dalsi cast diplomové prace byla zaméfena na imobilizaci modelovych enzymd,

konkrétné¢ dvou proteolytickych enzymi TPCK-trypsinu a a-chymotrypsinu a enzymu

pouzivané¢ho pro defosforylaci proteinii oznacovaného alkalickd fosfatdza, na magnetické

Castice vetné stanoveni enzymové aktivity.

4.4.1. Imobilizace TPCK-trypsinu na magnetické ¢astice a stanoveni jeho aktivity

Imobilizace 3 mg TPCK-trypsinu na 1 mg magnetickych ¢astic byla provedena podle
postupu uvedeného v kapitole 3.20 a stanoveni jeho aktivity bylo provedeno podle postupu
uvedeného v kapitole 3.21. Primérné hodnoty namétené absorbance kalibra¢nich roztokt
ze dvou opakovani a po odecténi slepého vzorku byly pouzity pro sestrojeni kalibracni

ptimky zavislosti absorbance na koncentraci TPCK-trypsinu, jak je znazornéno v Grafu 3.
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Graf 3 Graf zavislosti absorbance na koncentraci TPCK-trypsinu (jsou uvedeny primérné hodnoty naméfené
absorbance ze dvou opakovani a po odecteni slepého vzorku)

Primérna hodnota naméiené absorbance vzorku imobilizovaného TPCK-trypsinu
ze dvou opakovani a po odecteni slepého vzorku byla 0,505 (vztazeno k 0,1 mg nosice).
Svyuzitim rovnice kalibraéni pfimky byla vypocétena koncentrace imobilizovaného
TPCK-trypsinu odpovidajici 22,7 ug na 1 mg magnetickych ¢astic a jeho aktivita odpovidajici
292,5 U na 1 mg magnetickych ¢astic. Tento nosi¢ s navazanym TPCK-trypsinem byl poté

pouzit pro §t€peni myelinového bazického proteinu (viz kapitola 4.5).

4.4.2. Imobilizace o-chymotrypsinu na magnetické castice a stanoveni jeho
aktivity
Imobilizace 3 mg a-chymotrypsinu na 1 mg magnetickych ¢astic byla provedena podle
postupu uvedeného v kapitole 3.22 a stanoveni jeho aktivity bylo provedeno podle postupu
uvedeného v kapitole 3.23. Primérné hodnoty naméfené absorbance kalibracnich roztoki
ze dvou opakovani a po odecténi slepého vzorku byly pouzity pro sestrojeni kalibracni

piimky zavislosti absorbance na koncentraci a-chymotrypsinu, jak je zndzornéno v Grafu 4.

Priméma hodnota naméfené absorbance vzorku imobilizovaného a-chymotrypsinu
ze dvou opakovani a po odecteni slepého vzorku byla 0,079 (vztazeno k 0,1 mg nosice).
S vyuzitim rovnice kalibraéni piimky byla vypoctena koncentrace imobilizovaného
a-chymotrypsinu odpovidajici 62,8 pg na 1 mg magnetickych castic a jeho aktivita
odpovidajici 3,6 U na 1 mg magnetickych castic. Tento nosi¢ snavazanym
a-chymotrypsinem byl poté pouzit pro Stépeni myelinového bazického proteinu

(viz kapitola 4.5).
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Graf 4 Graf zavislosti absorbance na koncentraci a-chymotrypsinu (jsou uvedeny primérné hodnoty naméfené
absorbance ze dvou opakovani a po odecteni slepého vzorku)

4.4.3. Imobilizace alkalické fosfatizy na magnetické castice a stanoveni jeji
aktivity
Imobilizace 3 mg alkalické fosfataizy na 1 mg magnetickych castic byla provedena
podle postupu uvedeného v kapitole 3.24 a stanoveni jeji aktivity bylo provedeno podle
postupu uvedeného v kapitole 3.25. Primérné hodnoty naméfené absorbance kalibra¢nich
roztokli ze dvou opakovani a po odecténi slepého vzorku byly pouzity pro sestrojeni

kalibra¢ni ptimky zavislosti absorbance na koncentraci alkalické fosfatazy, jak je zndzornéno

v Grafu 5.
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Graf 5 Graf zavislosti absorbance na koncentraci alkalické fosfatazy (jsou uvedeny primérné hodnoty naméiené
absorbance ze dvou opakovani a po odecteni slepého vzorku)
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Primérna hodnota naméfené absorbance vzorku imobilizované alkalické fosfatazy
ze dvou opakovani a po odecteni slepého vzorku byla 0,041 (vztaZzeno k 0,1 mg nosice).
S vyuzitim rovnice kalibra¢ni pfimky byla vypoctena koncentrace imobilizované alkalické
fosfatazy odpovidajici 8,8 pg na 1 mg magnetickych ¢astic a jeji aktivita odpovidajici 0,03 U
na 1 mg magnetickych castic. Uvedené hodnoty byly vypocteny i piesto, ze hodnota
absorbance vzorku byla nizs§i nez absorbance odpovidajici prvnimu bodu kalibra¢ni zavislosti.
Dle dosazenych vysledkli lze konstatovat, ze nosi¢ vykazuje extrémné nizkou aktivitu
vzhledem k mnozstvi vazaného enzymu. Domnivame se, Ze mohla byt velice nizka uc¢innost
vazby nebo byla alkalicka fosfatdza po vazb€ inaktivovdna. Tento nosi¢ s navazanou

alkalickou fosfatazou nebyl pro dalsi experimenty pouzit.

4.5. Stépeni  myelinového bazického  proteinu imobilizovanymi
proteolytickymi enzymy

Proteolytické enzymy zahrnujici TPCK-trypsin a a-chymotrypsin byly imobilizovany
na magnetické ¢astice podle postupu uvedeného v kapitole 3.20 a 3.22 a byla stanovena jejich
aktivita podle postupu uvedeného v kapitole 3.21 a 3.23. Pro enzymatické $tépeni byl pouzit
rozvolnény, pifipadné nerozvolnény, redukovany a alkylovany myelinovy bazicky protein
podle postupu uvedeného v kapitole 3.26. Stépeni MBP bylo provedeno podle postupu

uvedeného v kapitole 3.27.

Ziskané produkty $tépeni MBP odebrané v ¢ase 3 hod byly odsoleny a analyzovany
pomoci hmotnostni spektrometrie podle postupu uvedeného v kapitole 3.19, jak je znazornéno
na Obrazku 21 a?22. Vysledky analyzy produktd Stépeni MBP pomoci hmotnostni
spektrometrie byly vyhodnoceny metodou Peptide Mass Fingerprinting v online programu
MS-Fit, ktery je soucasti ProteinProspector (v 5.19.1). Experimentalni data byla porovnana
pomoci MS-Fit proti Swiss-Prot databazi. V ptipadé Stépeni rozvolnéného MBP
TPCK-trypsinem bylo dosaZzeno 81,7% sekvencniho pokryti, zatimco pii Stépeni
nerozvolnéného MBP TPCK-trypsinem bylo dosazeno 69,8% sekven¢niho pokryti. V ptipadé
Stépeni rozvolnéného MBP a-chymotrypsinem bylo dosaZzeno 32% sekvenc¢niho pokryti,
zatimco pfi $tépeni nerozvolnéného MBP  a-chymotrypsinem bylo dosaZeno
66,9% sekvencniho pokryti. Pfi analyze produkti S$t€épeni MBP pomoci hmotnostni
spektrometrie se pro $tépeni TPCK-trypsinem osvédéilo pracovat srozvolnénym MBP.

Potvrdilo se, Ze oba nosice s imobilizovanym enzymem jsou vhodné pro cilenou fragmentaci
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proteint pfed MS analyzou. Pro fragmentaci proteinu tau-441 vSak tyto nosice

s imobilizovanymi enzymy nebyly pouzity.
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Obrazek 21 MALDI-Orbitrap hmotnostni spektrum MBP A) rozvolnéného pomoci RapiGest SF Surfaktantu,
B) nerozvolnéného, s naslednym nastépenim pomoci imobilizovaného TPCK-trypsinu (matrice CHCA)
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Obrazek 22 MALDI-Orbitrap hmotnostni spektrum MBP A) rozvolnéného pomoci RapiGest SF Surfaktantu,
B) nerozvolnéného, s naslednym nastépenim pomoci imobilizovaného a-chymotrypsinu (matrice CHCA)

Produkty stépeni modelového proteinu MBP byly také analyzovany pomoci SDS-PAGE
Vv prostedi tricinu podle postupu uvedeného v kapitole 3.3. Gely byly barveny pomoci
ProteoSilver™ Silver Stain Kit podle postupu uvedeného v kapitole 3.8. Z uvedenych
vysledkii znazornénych na Obrazku 23 lze usuzovat, Zze neni nutné MBP pifed vlastnim
Stépenim rozvolnovat napiiklad pomoci roztoku RapiGest SF Surfaktant, ptipadné provést

redukci a alkylaci.
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Obrazek 23 Detekce produkti $té€peni rozvolnéného pomoci roztoku RapiGest SF Surfaktant, piipadné
nerozvolnéného, redukovaného a alkylovaného MBP pomoci SDS-PAGE Vv prostiedi tricinu, separa¢ni draha 1 —
marker molekulovych hmotnosti polypeptidovy, 2 — marker molekulovych hmotnosti proteinovy, 3 — MBP
(2 pg) rozvolnény, 4 — MBP (2 pg) rozvolnény, §tépeny (15 min), 5 — MBP (2 pg) rozvolnény, §tépeny (30 min),
6 — MBP (2 pg) rozvolnény, $tépeny (1 hod), 7 — MBP (2 pg) rozvolnény, stépeny (2 hod), 8 — MBP (2 pg)
rozvolnény, Stépeny (3 hod), 9 — MBP (2 pg) nerozvolnény, 10 — MBP (2 pug) nerozvolnény, sté€peny (15 min),
11 — MBP (2 pg) nerozvolnény, stépeny (30 min), 12 — MBP (2 ug) nerozvolnény, stépeny (1 hod), 13 — MBP
(2 pg) nerozvolnény, §tépeny (2 hod), 14 — MBP (2 ug) nerozvolnény, §tépeny (3 hod) (§tépeni imobilizovanym
A) TPCK-trypsinem, B) a-chymotrypsinem, C) TPCK-trypsinem a a-chymotrypsinem, 16,5% T, 6% C gel,
barveno pomoci ProteoSilver™ Silver Stain Kit)
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4.6. Fosforylace peptidového substratu kemptid pomoci proteinkinazy A

Soucasti ukolti v ramci diplomové prace bylo zavést metodu pro kontrolu ucinnosti
fosforylace peptidi/proteini. Metoda vychazela z principu uvedeného Kemp (1977). Metoda
byla zalozena na reakci kratkého peptidu s ATP za katalyzy kinazou v piitomnosti Mg?*
v prostiedi pH 7,2 za vzniku fosforylovaného peptidu a ADP. Vyhodnoceni aktivity kinaz
bylo provedeno pomoci hmotnostni spektrometrie jako procentualni mira fosforylace peptidu
na zakladé poméru relativni intenzity piku odpovidajiciho fosforylované formé peptidu
a celkové intenzity signalu dané souCtem relativnich intenzit pikti odpovidajicich

fosforylované a nefosforylované formé peptidu podle postupu uvedeného Bowley (2005).

4.6.1. Stanoveni miry fosforylace peptidového substratu kemptid pomoci solubilni
proteinkinazy A v ¢ase

Stanoveni miry fosforylace peptidového substratu pro PKA oznacovaného kemptid (1)
pomoci solubilni PKA v ¢ase bylo provedeno podle postupu uvedeného v kapitole 3.28.
Reakéni slozky byly tvofeny reakénim pufrem, solubilni PKA v celkové koncentraci 16,6 nM,
8,3nM, 6,1 nM, 41 nM a 2,1 nM, kemptidem (1) vmnozstvi 10 ug a ATP v celkové
koncentraci 0,5 mM. Celkovy reakéni objem pro kazdou koncentraci solubilni PKA byl
100 pl. Reakéni frakce o objemu odpovidajicim 1 ug kemptidu byly sbirany v ¢asech 5 min,
15 min, 30 min, 1 hod, 2 hod a 3 hod. Vybrana MALDI-Orbitrap hmotnostni spektra

kemptidu (1) fosforylovaného solubilni PKA jsou znazornéna na Obrazku 24.

Pomér hmotnosti a naboje (m/z) nefosforylované¢ho kemptidu odpovida hodnoté 772,48,
zatimco pomér m/z fosforylovaného kemptidu odpovidd hodnoté 852,45. Minoritni piky
odpovidajici poméru m/z nefosforylovaného kemptidu vznikaji az pii analyze hmotnostnim
spektrometrem, kdy dochazi k ¢aste¢nému odlomeni H3PO4 (minimalné i HPO3) ve zdroji
hmotnostniho spektrometru. Ze ziskanych hmotnostnich spekter byly odecteny relativni
intenzity fosforylovaného a nefosforylovaného kemptidu v daném ¢ase a z té€chto hodnot byla

vypoctena mira fosforylace kemptidu v daném ¢ase (Rovnice 1), jak je uvedeno v Tabulce 11.

[ (fosforylovany substrat) 00

. 4 0, — .
Mira fosforylace substratu (%) [ (fosforylovany substrat) + I (nefosforylovany substrat) 1

Rovnice 1 Vypocet miry fosforylace substratu, I — relativni intenzita
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Tabulka 11 Stanoveni miry fosforylace peptidového substratu pro PKA ozna¢ovaného kemptid (1) pomoci
solubilni PKA v Case

Solubilni Solubilni Mira fosforylace kemptidu (%)

PKA PKA

(ng/100u1) (nM) 5min | 15min | 30 min | 1 hod 2 hod 3 hod

68 16,6 97,46 99,30 98,06 97,82 97,88 97,81

34 8,3 79,90 98,00 97,75 98,28 97,81 97,64

1 25 6,1 26,41 | 46,90 65,07 81,48 89,77 90,20

2 25 6,1 30,70 53,05 78,01 95,36 97,67 97,24

3 25 6,1 34,08 57,95 79,22 96,09 96,64 97,35

2 25 6,1 30,4 52,63 74,1 90,98 94,69 94,93

o 25 6,1 3,14 4,52 6,40 6,72 3,51 3,34

17 4,1 20,72 40,94 | 53,97 62,40 68,82 69,75

8,5 2,1 5,83 11,39 13,41 15,99 18,86 18,08

Z vysledkt uvedenych v Tabulce 11 je ziejmé, ze pii celkové koncentraci solubilni
PKA 16,6 nM bylo dosazeno plné fosforylace kemptidu jiz po 5 min a pfi celkové koncentraci
solubilni PKA 8,3 nM bylo dosazeno plné fosforylace kemptidu po 15 min. Proto bylo dale
snizovano mnozstvi PKA ptfidavané do reakce, nicméné pii celkové koncentraci solubilni
PKA 4,1 nM a 2,1 nM nebylo dosazeno plné fosforylace kemptidu ani po 3 hod. Jako
optimalni pro stanoveni Casové zavislosti fosforylace kemptidu byla zvolena celkova
koncentrace solubilni PKA 6,1 nM, pfi¢emz byl experiment proveden ve tfech opakovanich
a z pramé&ru ziskanych hodnot a odpovidajicich smérodatnych odchylek byl sestrojen Graf 6

zéavislosti miry fosforylace kemptidu na case.
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Graf 6 Graf zavislosti miry fosforylace peptidového substratu pro PKA oznacovaného kemptid (1) pomoci
solubilni PKA o koncentraci 6,1 nM na ¢ase (jsou uvedeny primérné hodnoty miry fosforylace kemptidu ze
trech opakovani a odpovidajici smérodatné odchylky)
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Obrazek 24 MALDI-Orbitrap hmotnostni spektra peptidového substratu pro PKA oznacovaného kemptid (1)
fosforylovaného pomoci solubilni PKA o koncentraci 6,1 nM (jsou uvedena hmotnostni spektra ze druhého
opakovani experimentu) (matrice DHB)

4.6.2. Porovnani miry fosforylace peptidovych substrati kemptid poskytnutych

dvéma vyrobci

Fosforylace dvou kemptidii byla provedena podle upraveného postupu uvedeného
v kapitole 3.28 a vyhodnocena v zavislosti na ¢ase. Reakéni slozky byly tvofeny reakénim
pufrem, solubilni PKA v celkové koncentraci 6,1 nM, kemptidem (1 nebo 2) v mnozstvi
10 pg a ATP v celkové koncentraci 0,5 mM. Celkovy reakéni objem pro kazdy kemptid byl
100 pl. Reakéni frakce o objemu odpovidajicim 1 pg kemptidu byly sbirany v ¢asech 5 min,
15 min, 30 min, 1 hod, 2 hod a3 hod. MALDI-Orbitrap hmotnostni spektra obou

nefosforylovanych kemptida jsou znazornéna na Obrazku 25. Standardni sekvence kemptidu
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Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly s pomérem m/z 772 je rozsitena o jeden glycin Leu-Arg-Arg-
Ala-Ser-Leu-Gly-Gly s pomérem m/z 829, kdy u kemptidu (1) byl tento peptid velice
minoritni, zatimco u kemptidu (2) ma vyssi intenzitu. Vybrana MALDI-Orbitrap hmotnostni
spektra obou kemptidi fosforylovanych solubilni PKA jsou znazornéna na Obrazku 26.
S vyuzitim ziskanych hmotnostnich spekter pro kazdy kemptid byla vypocétena mira
fosforylace kemptidu v daném ¢ase. Ze ziskanych hodnot byl sestrojen Graf 7 zavislosti miry
fosforylace obou kemptidli na ¢ase. Z naméfenych hodnot je ziejmé, ze se mira fosforylace

kemptidu (1) a kemptidu (2) vyznamné nelisi.
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Obrazek 25 MALDI-Orbitrap hmotnostni spektra peptidovych substratii pro PKA oznacovanych kemptid (1)
a kemptid (2) (matrice DHB)
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Graf 7 Graf zavislosti miry fosforylace peptidovych substrati pro PKA oznacovanych kemptid (1) a kemptid (2)
pomoci solubilni PKA o koncentraci 6,1 nM na case
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Obrazek 26 MALDI-Orbitrap hmotnostni spektra peptidovych substratti pro PKA oznacovanych kemptid (1)
a kemptid (2) fosforylovanych pomoci solubilni PKA o koncentraci 6,1 nM (matrice DHB)
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4.6.3. Stanoveni miry fosforylace peptidového substratu kemptid pomoci

imobilizované proteinkinazy A v ¢ase

Stanoveni miry fosforylace peptidového substratu pro PKA oznacovaného kemptid (1)
pomoci imobilizované PKA v ¢ase bylo provedeno podle postupu uvedeného v kapitole 3.30.
Imobilizace 1,5 ug PKA na 0,6 mg magnetickych ¢astic byla provedena podle postupu
uvedeného v kapitole 3.29. Po zkuSenostech s imobilizaci PKA lze ptedpokladat, ze byla

veskerd PKA vyvazana na magnetické Castice (vysledky neukazany).

Z magnetickych ¢astic s vazanou PKA byly vytvofeny alikvoty o mnozstvi 0,2 mg,
0,1 mg, 0,05 mg a 0,027 mg magnetickych ¢astic, k nimz byly pfidany reakcni slozky tvotené
reakénim pufrem, kemptidem (1) v mnozstvi 10 ug a ATP v celkové koncentraci 0,5 mM.
Celkovy reakéni objem pro kazdy alikvot byl 100 ul. Reakéni frakce 0 objemu odpovidajicim
1 ug kemptidu byly sbirany v ¢asech 5 min, 15 min, 30 min, 1 hod, 2 hod a 3 hod.

Vybrana MALDI-Orbitrap hmotnostni spektra kemptidu (1) fosforylovaného
imobilizovanou PKA jsou znazornéna na Obrazku 27. S vyuzitim ziskanych hmotnostnich
spekter byla vypoétena mira fosforylace kemptidu v daném ¢ase. Experiment byl proveden
ve dvou opakovéanich a pro jednotlivdi mnoZstvi imobilizované PKA byly z primérnych
hodnot miry fosforylace kemptidu v daném case a odpovidajicich smérodatnych odchylek
sestrojeny grafy zavislosti miry fosforylace kemptidu na case (Graf 8 —12). Z vysledka
vyplyva, ze se mira fosforylace zvySuje imérné s casem a mnoZzstvim vdzaného enzymu
vlozeného do reakce. Na zaklad¢é vysledkii dosazenych pro peptidovy substrat 1ze usuzovat,
ze pro kvantitativni fosforylaci proteinti je mozné pouzit nosi¢ s 500 ng a 250 ng vazané
PKA, kde fosforylace probéhne do 60 min. Pro kontrolovanou fosforylaci ménici se v Case je
vhodné pouzit nosi¢ s 125 ng a 67,5 ng vazané PKA a takto si pfipravit pro dalsi studie

protein s riznou mirou fosforylace.
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Graf 8 Graf zavislosti miry fosforylace peptidového substratu pro PKA oznafovaného kemptid (1) pomoci
imobilizované PKA na ¢ase (jsou uvedeny primérné hodnoty miry fosforylace kemptidu ze dvou opakovani)
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Graf 9 Graf zavislosti miry fosforylace peptidového substratu pro PKA oznacovaného kemptid (1) pomoci
imobilizované PKA (500 ng PKA/0,2 mg magnetickych ¢astic) na ¢ase (jsou uvedeny priumérné hodnoty miry
fosforylace kemptidu ze dvou opakovani a odpovidajici smérodatné odchylky)
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Graf 10 Graf zavislosti miry fosforylace peptidového substratu pro PKA oznaovaného kemptid (1) pomoci
imobilizované PKA (250 ng PKA/0,1 mg magnetickych ¢astic) na ¢ase (jsou uvedeny primérné hodnoty miry
fosforylace kemptidu ze dvou opakovani a odpovidajici smérodatné odchylky)
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Graf 11 Graf zavislosti miry fosforylace peptidového substratu pro PKA oznacovaného kemptid (1) pomoci
imobilizované PKA (125 ng PKA/0,05 mg magnetickych ¢astic) na ¢ase (jsou uvedeny primérné hodnoty miry
fosforylace kemptidu ze dvou opakovani a odpovidajici smérodatné odchylky)

109



100
50
80 -
70 1
60 -
50
40
30
20
10 { =

Mira fosforylace kempticu (%)

I:I T T T T T T T T 1
a 20 40 60 80 100 120 140 180 180

Cas (min)

Graf 12 Graf zavislosti miry fosforylace peptidového substratu pro PKA oznaovaného kemptid (1) pomoci
imobilizované PKA (67,5 ng PKA/0,027 mg magnetickych ¢astic) na ¢ase (jsou uvedeny priamérné hodnoty
miry fosforylace kemptidu ze dvou opakovani a odpovidajici smérodatné odchylky)
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Obrazek 27 MALDI-Orbitrap hmotnostni spektra peptidového substratu pro PKA oznacovaného kemptid (1)
fosforylovaného pomoci imobilizované PKA (250 ng PKA/0,1 mg magnetickych ¢astic) (matrice DHB)

4.6.4. Zhodnoceni vlivu promyvacich roztokii na aktivitu vazané proteinkinazy A

Z divodu pozorované zvySené nespecifické sorpce proteinu tau-441 bylo nutné
experimentalné ovétit, za jakych podminek je mozné sorbované molekuly proteinu tau-441

kvantitativn€ uvolnit z povrchu nosice, aniz by byla ovlivnéna jeho enzymaticka aktivita.

Zkoumani zmén aktivity PKA imobilizované na magnetickych ¢asticich po inkubaci
s promyvacimi roztoky bylo provedeno na zakladé stanoveni miry fosforylace peptidového
substratu pro PKA oznacovaného kemptid (1) podle upraveného postupu uvedeného
v kapitole 3.30. Imobilizace 3 pg PKA na 0,6 mg magnetickych castic byla provedena podle
postupu uvedeného v Kapitole 3.29. Z magnetickych castic s vazanou PKA byly vytvoieny

téi alikvoty. Prvni alikvot magnetickych ¢astic byl pouzit jako kontrolni. Druhy alikvot
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magnetickych ¢astic byl inkubovan s 0,2 ml 0,05% TFA po dobu 5 min. Treti alikvot
magnetickych ¢astic byl inkubovan s 0,2 ml uhli¢itanového pufru (70 mM NaHCO3, 30 mM
Na2CO3z-10 H20 pH 9,2) po dobu 5 min. Po promyti magnetickych ¢astic byly k jednotlivym
alikvotim pfidany reakéni slozky tvotfené reakénim pufrem, kemptidem (1) v mnozstvi 5 pg
a ATP v celkové koncentraci 0,5 mM. Celkovy reakéni objem pro kazdy alikvot byl 100 pl
a inkubace byla provedena po dobu 2 hod. Ziskana MALDI-Orbitrap hmotnostni spektra
kemptidu (1) fosforylovaného imobilizovanou PKA po inkubaci s promyvacimi roztoky jsou
znadzornéna na Obrazku 28. Z vysledkl je ziejmé, Ze imobilizovana PKA je i po promyti

uvedenymi typy roztokl nadale aktivni.
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Obrazek 28 MALDI-Orbitrap hmotnostni spektra peptidového substratu pro PKA ozna¢ovaného kemptid (1)
fosforylovaného pomoci imobilizované PKA po inkubaci s promyvacimi roztoky (matrice DHB)
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4.6.5. Zhodnoceni vlivu roztoku detergentii na aktivitu vazané proteinkinazy A

Zajimalo nas, zda je mozné do promyvaciho roztoku piidat detergent a zvysit tak silu
roztoku a jeho schopnost uvolnit sorbované molekuly proteinu tau-441 z povrchu nosice.
Nasledujici takovy pfidavek detergentu nesnizi aktivitu

experiment ovefuje, zda

imobilizovaného enzymu.

Zkoumani zmén aktivity PKA imobilizované na magnetickych ¢asticich po inkubaci
sroztoky detergentli bylo provedeno na zadklad¢é stanoveni miry fosforylace peptidového
substratu pro PKA oznacovaného kemptid (2) podle upraveného postupu uvedeného
v kapitole 3.30. Imobilizace 1,5 pg PKA na 0,6 mg magnetickych ¢astic byla provedena podle
postupu uvedeného v kapitole 3.29. Z magnetickych ¢astic s vazanou PKA byly vytvoieny
tf1 alikvoty. Prvni alikvot magnetickych c¢astic byl pouzit jako kontrolni a byl inkubovéan
s 0,1 ml HEPES pufru po dobu 20 min. Druhy alikvot magnetickych castic byl inkubovan
s 0,1 ml 0,05% Tweenu 20 v HEPES pufru po dobu 20 min. Tteti alikvot magnetickych ¢astic
byl inkubovan s 0,1 ml 0,05% Tritonu® X-100 v HEPES pufru po dobu 20 min. Po promyti
magnetickych castic byly k jednotlivym alikvotiim pfiddny reakcni slozky tvorené reakénim
pufrem, kemptidem (2) v mnozstvi 10 pg a ATP v celkové koncentraci 0,5 mM. Celkovy
reakéni objem pro kazdy alikvot byl 100 ul a inkubace byla provedena po dobu 1 hod.
S vyuzitim ziskanych MALDI-Orbitrap hmotnostnich spekter kemptidu (2) fosforylovaného
imobilizovanou PKA po inkubaci sroztoky detergentd byla vypo¢tena mira fosforylace
kemptidu, jak je uvedeno v Tabulce 12. Z vysledku je zfejmé, Ze ptitomnost detergenti
Tween a Triton v koncentraci 0,05 % nema na aktivitu imobilizované PKA vliv.

Tabulka 12 Stanoveni miry fosforylace peptidového substratu pro PKA oznacovaného kemptid (2) pomoci
imobilizované PKA po inkubaci s roztoky detergentii

Mnozstvi Mg s Mira fo§f0ry1ace
Roztok detergentu imobilizované wr o ' kemptidu (%)
PKA (ng) Ll (1 hod)
Kontrola 500 0,2 91,17
0,05% Tween 500 0,2 86,37
0,05% Triton 500 0,2 96,48

4.6.6. Stanoveni operac¢ni stability imobilizované proteinkinazy A

BéZzné& se u imobilizovanych bioaktivnich systémi sleduje tzv. operacni stabilita, coZ je
zhodnoceni zmén aktivity nosice s vdzanym enzymem pii jeho opakovaném pouziti v pribchu

12 hod. Stanoveni operacni stability imobilizované PKA bylo provedeno podle postupu
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uvedeného v kapitole 3.31. Imobilizace 1,5 pg PKA na 0,6 mg magnetickych astic byla
provedena podle postupu uvedeného v kapitole 3.29. Z magnetickych ¢astic s vazanou PKA
byly vytvofeny 3 alikvoty, k nimz byly ptfidany reakéni slozky tvotfené reakénim pufrem,
kemptidem (2) v mnozstvi 10 pg a ATP v celkové koncentraci 0,5 mM. Celkovy reakcni
objem pro kazdy alikvot byl 100 pl. S vyuzitim ziskanych MALDI-Orbitrap hmotnostnich
spekter kemptidu (2) fosforylovaného imobilizovanou PKA pro kazdy cyklus byla vypoctena
mira fosforylace kemptidu v daném cyklu. Z primérnych hodnot miry fosforylace kemptidu
ze tfech opakovani a s vyuzitim odpovidajicich smérodatnych odchylek byl sestrojen Graf 13
zavislosti miry fosforylace kemptidu na pofadi cyklu. Imobilizovand PKA v radmci

9 opakovani je stale vysoce aktivni, vZdy je fosforylovano minimalné 97,5 % substratu.

=t

[=]

=]
i

96

94

92

Mira fosforylace kemptidu (%)

90 T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 47 7 B 9
Poradi cyklu

Graf 13 Graf znazornujici operaéni stabilitu imobilizované PKA prostiednictvim zavislosti miry fosforylace
peptidového substratu pro PKA oznacované¢ho kemptid (2) na poradi cyklu (jsou uvedeny primérné hodnoty
miry fosforylace kemptidu ze tfech opakovani a odpovidajici smérodatné odchylky)

4.6.7. Stanoveni skladovaci — opera¢ni stability imobilizované proteinkinazy A

U imobilizovanych bioaktivnich systéml se také b&zné sleduje tzv. skladovaci —
operaCni stabilita, coz je zhodnoceni zmén aktivity nosi¢e s vazanym enzymem pii jeho
opakovaném pouziti v delSich ¢asovych intervalech (1 — 2 tydny), mezi kterymi je nosi¢ za
vhodnych podminek skladovan. Stanoveni skladovaci — operacni stability imobilizované PKA
bylo provedeno podle postupu uvedené¢ho v kapitole 3.32. Pfi prvnim experimentu byla
provedena imobilizace 3 pg PKA na 0,6 mg magnetickych ¢astic podle postupu uvedeného
v kapitole 3.29. Z magnetickych ¢astic s vazanou PKA byly vytvofeny 3 alikvoty, k nimz
byly ptidany reakéni slozky tvofené reakénim pufrem, kemptidem (1) v mnozstvi 1 ug a ATP

v celkové koncentraci 1 mM. Celkovy reakéni objem pro kazdy alikvot byl 50 pl a inkubace
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byla provedena po dobu 6 hod. Magnetické castice byly vtomto piipadé uskladnény
vHEPES pufru s0,01% azidem sodnym. S vyuzitim ziskanych MALDI-Orbitrap
hmotnostnich spekter kemptidu (1) fosforylovaného imobilizovanou PKA byla vypoctena
mira fosforylace kemptidu v daném tydnu opakovani. Z primérnych hodnot miry fosforylace
kemptidu ze tfech opakovani as vyuzitim odpovidajicich smérodatnych odchylek byl
sestrojen Graf 14 zavislosti miry fosforylace kemptidu na daném tydnu. Z grafu je ziejmé, Ze

imobilizovana PKA je az do 6. tydne stale vysoce aktivni (fosforylovano minimalné 85,5 %

substratu).
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Graf 14 Graf znazortjici skladovaci — operaéni stabilitu imobilizované PKA prostfednictvim zavislosti miry
fosforylace peptidového substratu pro PKA oznacované¢ho kemptid (1) na daném tydnu (jsou uvedeny prumérné
hodnoty miry fosforylace kemptidu ze tfech opakovani a odpovidajici smérodatné odchylky)

Pfi druhém experimentu byla provedena imobilizace 1,5 pg PKA na 0,6 mg
magnetickych ¢astic podle postupu uvedeného v kapitole 3.29. Z magnetickych ¢astic
s vazanou PKA byly vytvofeny 3 alikvoty, k nimz byly pfidany reakéni slozky tvofené
reakénim pufrem, kemptidem (2) v mnozstvi 10 ug a ATP v celkové koncentraci 0,5 mM.
Celkovy reakéni objem pro kazdy alikvot byl 100 ul a inkubace byla provedena po dobu
1 hod. Magnetické ¢astice byly v tomto ptipadé uskladnény v HEPES pufru. S vyuzitim
ziskanych MALDI-Orbitrap  hmotnostnich  spekter  kemptidu (2) fosforylovaného
imobilizovanou PKA byla vypoétena mira fosforylace kemptidu v daném tydnu opakovani.
Z prumérnych hodnot miry fosforylace kemptidu ze tfech opakovani a S vyuzitim
odpovidajicich smérodatnych odchylek byl sestrojen Graf 15 zavislosti miry fosforylace
kemptidu na daném tydnu. Z grafu je zfejmé, ze imobilizovana PKA je az do 7. tydne stale

vysoce aktivni (fosforylovano minimalné 87 % substratu).
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Graf 15 Graf znazoriujici skladovaci — operaéni stabilitu imobilizované PKA prostfednictvim zavislosti miry
fosforylace peptidového substratu pro PKA oznacovaného kemptid (2) na daném tydnu (jsou uvedeny praimérné
hodnoty miry fosforylace kemptidu ze tfech opakovani a odpovidajici smérodatné odchylky)

4.7. Fosforylace peptidového substratu pomoci GSK-3

Dalsi ¢ast diplomové prace byla zamétena na fosforylaci peptidového substratu pomoci

imobilizované GSK-3.

4.7.1. Stanoveni miry fosforylace peptidového substratu pomoci imobilizované
GSK-3 v ¢ase

Stanoveni miry fosforylace peptidového substratu pomoci imobilizované GSK-3 v Case
bylo provedeno podle postupu uvedeného v kapitole 3.30. Imobilizace 0,2 pg GSK-3 na
0,4 mg magnetickych castic byla provedena podle postupu uvedeného v kapitole 3.29.
Z magnetickych ¢astic s vaizanou GSK-3 byly vytvoteny alikvoty o mnozstvi 0,2 mg, 0,1 mg,
0,06 mg a 0,025 mg magnetickych ¢astic, k nimz byly pfidany reakéni slozky tvofené
reakénim pufrem, peptidovym substratem pro GSK-3 v mnozstvi 5 pg a ATP v celkové
koncentraci 0,5 mM. Celkovy reakéni objem pro kazdy alikvot byl 100 pl. Reakéni frakce
0 objemu odpovidajicim 0,5 pg peptidového substratu byly sbirany v ¢asech 5 min, 15 min,
30 min, 1 hod, 2 hod a 3 hod.

Vybrana MALDI-Orbitrap hmotnostni spektra peptidového substratu fosforylovaného
imobilizovanou GSK-3 jsou znazornéna na Obrazku 29. Pomér hmotnosti a naboje (M/z)
nefosforylovaného peptidového substratu pro GSK-3 odpovidd hodnoté 1991,98, zatimco
pomér m/z fosforylovaného peptidového substratu pro GSK-3 odpovida hodnoté 2071,95.
Ze ziskanych hmotnostnich spekter byly odeCteny relativni intenzity fosforylovaného

a nefosforylovaného peptidového substratu v daném case a z téchto hodnot byla vypoctena
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mira fosforylace peptidového substratu v daném case (Rovnice 1). Ze ziskanych hodnot byl
sestrojen Graf 16 zavislosti miry fosforylace peptidového substratu na case. K plné
fosforylaci peptidového substratu dochazi po piidavku 100 ng imobilizované GSK-3 (0,2 mg

magnetickych ¢astic) po 3 hod a je vzdy imérna casu a mnozstvi enzymu.

o 100 .
T = 90 —
3 = 20 _ . MnoZstwi
E. 3 70 - imabilizované
25 60 _ — GSK-3 (ng)
% E 50 o ' * 100
=340 + 50
S £ 30 25
v - -

2 220 o . [ 12,5
ER10 - e —
= o [EV—=—""

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Cas (min)

Graf 16 Graf zavislosti miry fosforylace peptidového substratu pro GSK-3 pomoci imobilizované GSK-3 na
Case
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Obrazek 29 MALDI-Orbitrap hmotnostni spektra peptidového substratu pro GSK-3 fosforylovaného pomoci
imobilizované GSK-3 (100 ng GSK-3/0,2 mg magnetickych ¢astic) (matrice DHB)

4.7.2. Stanoveni skladovaci — opera¢ni stability imobilizované GSK-3

Stanoveni skladovaci — operaéni stability imobilizované GSK-3 bylo provedeno podle
postupu uvedeného v kapitole 3.32. Imobilizace 2 pg GSK-3 na 0,6 mg magnetickych ¢astic
byla provedena podle postupu uvedeného v kapitole 3.29. Z magnetickych ¢astic s vazanou
GSK-3 byly vytvofeny 3 alikvoty, k nimZ byly pfidany reakéni sloZzky tvofené reakénim
pufrem, peptidovym substratem pro GSK-3 v mnozstvi 1 ug a ATP v celkové koncentraci
1 mM. Celkovy reakéni objem pro kazdy alikvot byl 50 ul a inkubace byla provedena po
dobu 6 hod. Magnetické castice byly uskladnény v HEPES pufru s 0,01% azidem sodnym.
S vyuzitim ziskanych MALDI-Orbitrap hmotnostnich spekter peptidového substratu
fosforylovaného imobilizovanou GSK-3 byla vypoctena mira fosforylace peptidového

substratu v daném tydnu opakovani. Z primérnych hodnot miry fosforylace peptidového
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substratu ze tfech opakovani a svyuzitim odpovidajicich smérodatnych odchylek byl
sestrojen Graf 17 zavislosti miry fosforylace peptidového substratu na daném tydnu. Z grafu
je ziejmé, ze imobilizovand GSK-3 je az do 8. tydne stale vysoce aktivni (fosforylovano

minimaln¢ 98,5 % substratu).

100
98
96
94

92

Mira fosforylace peptidoveho
substratu pro G5K-3 (%)

a0
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Tyden

Graf 17 Graf znazoriujici skladovaci — operaéni stabilitu imobilizované GSK-3 prostiednictvim zavislosti miry
fosforylace peptidového substratu pro GSK-3 na daném tydnu (jsou uvedeny primérné hodnoty miry fosforylace
peptidového substratu pro GSK-3 ze tfech opakovani a odpovidajici smérodatné odchylky)

4.8. Dvourozmérna polyakrylamidova gelova elektroforéza proteinu

tau-441

S cilem si ovéfit kvalitu rekombinantniho proteinu tau-441, zda neni fragmentovan nebo
neagreguje, byla provedena 2D-PAGE podle postupu uvedeného v kapitole 3.5. Na gel byl
nanesen protein tau-441 v mnozstvi 3 pg. Gel byl barven roztokem amoniakalniho stiibra
podle postupu uvedeného v kapitole 3.7 a je znazornén na Obrazku 30. Protein tau-441 je na
gelu detekovan v zoné odpovidajiciho izoelektrického bodu a predpokladané molekulové

hmotnosti.
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Obrazek 30 Detekce proteinu tau-441 (3 pg) pomoci 2D-PAGE, separa¢ni draha M — marker molekulovych
hmotnosti proteinovy, Sipkou je oznacen protein tau-441 (12% gel, barveno roztokem amoniakalniho stiibra)

4.9. Enzymova fosforylace proteinu tau-441

Dalsi ¢ast diplomové prace byla zaméfena na fosforylaci proteinu tau-441 vybranymi
kinazami, konkrétné PKA a GSK-3.

4.9.1. Fosforylace proteinu tau-441 pomoci solubilni PKA a GSK-3

Fosforylace proteinu tau-441 pomoci solubilni PKA a GSK-3 byla provedena podle
postupu uvedeného v kapitole 3.33. Reakéni slozky byly tvofeny reakénim pufrem, proteinem
tau-441 v mnozstvi 2 ug, ATP vcelkové koncentraci 1 mM a solubilnimi kindzami
v mnozstvi uvedeném v Tabulce 13. Celkovy reakéni objem byl 50 ul. Ptipravené vzorky
fosforylovaného proteinu tau-441 byly separovany pomoci SDS-PAGE vV prostfedi glycinu
na12% gelu podle postupu uvedeného v kapitole 3.2. Poté byl proveden polosuchy
westernovy pienos na NC membranu podle postupu uvedeného v kapitole 3.9. Gel po
transferu byl barven roztokem Coomassie G-250 Stain podle postupu uvedeného v kapitole
3.6. Membrana po transferu byla barvena roztokem Ponceau S podle postupu uvedeného
v kapitole 3.11. Nasledn¢ byla membrana znacena pfisluSnou primarni protilatkou o daném
fedéni specifikovaném v Tabulce 14 podle postupu uvedeného v kapitole 3.13. Redéni
ptislusnych sekundarnich protilatek konjugovanych s HRP bylo 1:15000. Uvolnéni

vazanych protilatek z membrany bylo provedeno podle postupu uvedeného v kapitole 3.14.
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Metoda byla provedena dvakrat, pficemZz bylo zménéno pofadi pouzitych primarnich
protilatek a jejich fedéni, jak je uvedeno v Tabulce 14. Vysledky experimentu jsou

znazornény na Obrazku 31 a 32.

Tabulka 13 Koncentrace solubilni PKA a GSK-3 v reakénich roztocich pro fosforylaci proteinu tau-441

Reakce PKA (nM) GSK-3 (nM)
1 33 -
2 22 -
3 11 -
4 5,4 -
5 - 71
6 - 57
7 - 29
8 - 14
9 33 71

10 22 57
11 11 29
12 54 14

Tabulka 14 Potadi a fedéni primarnich protilatek pouZitych pro znaéeni membrany

Potadi Experiment 1 Experiment 2
rimarnich Primarni < Primérni ST
pprotiléltek protilatka il protilatka el
1 AT180 1:2000 pS396 1:3000
2 pS356 1:2000 ATS8 1:2000
3 AT8 1:2000 pS356 1:4000
4 pS396 1:2000 AT180 1:2000
5 Tau 46.1 1:60000 Tau 46.1 1 :60000
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Obrazek 31 Detekce (1) proteinu tau-441 M1 2 345678 9510111213
fosforylovaného solubilni PKA a GSK-3, separac¢ni
draha M - marker molekulovych hmotnosti
proteinovy, 1 — tau-441 (2 pg), PKA (33 nM), 2 — ey W - - W - -
tau-441 (2 ug), PKA (22 nM), 3 — tau-441 (2 pg),
PKA (11 nM), 4 — tau-441 (2 pg), PKA (5,4 nM),
5— tau-441 (2 pg), GSK-3 (71 nM), 6 — tau-441
(2 ng), GSK-3 (57 nM), 7 —tau-441 (2 pg), GSK-3
(29 nM), 8 —tau-441 (2 pg), GSK-3 (14 nM), 9 —
tau-441 (2 pg), PKA (33 nM), GSK-3 (71 nM),
10 - tau-441 (2 pg), PKA (22 nM), GSK-3
(57 nM), 11 - tau-441 (2 pg), PKA (11 nM),
GSK-3 (29 nM), 12 - tau-441 (2 pg), PKA
(5,4 nM), GSK-3 (14 nM), 13 — tau-441 (2 pg)
(A) SDS-PAGE v prostiedi glycinu, 12% gel, gel po transferu barven Coomassie G-250 Stain, Cervené
ramecky — fosforylovany tau-441, modry ramecek — nefosforylovany tau-441, B) NC membrana, barveno
Ponceau S, C) NC membrana, zna¢eno AT180, D) NC membrana, znaceno pS356, E) NC membrana,
znaceno ATS8, F) NC membrana, znaceno pS396, G) NC membrana, znaceno Tau 46.1)
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Obrazek 32 Detekce (2) proteinu tau-441 M :32 3 4.5 6 “7 839101312 13
fosforylovaného solubilni PKA a GSK-3, separacni
draha M - marker molekulovych hmotnosti
proteinovy, 1 — tau-441 (2 pg), PKA (33 nM), 2 - N
tau-441 (2 pg), PKA (22 nM), 3 — tau-441 (2 pg), — - — -—
PKA (11 nM), 4 — tau-441 (2 pg), PKA (5,4 nM),
5 - tau-441 (2 pg), GSK-3 (71 nM), 6 — tau-441
(2 ng), GSK-3 (57 nM), 7 —tau-441 (2 pg), GSK-3
(29 nM), 8 — tau-441 (2 pg), GSK-3 (14 nM), 9 —
tau-441 (2 pg), PKA (33 nM), GSK-3 (71 nM),
10 - tau-441 (2 pg), PKA (22 nM), GSK-3
(57 nM), 11 - tau-441 (2 ng), PKA (11 nM),
GSK-3 (29 nM), 12 - tau-441 (2 pg), PKA

(54 nM), GSK-3 (14 nM), 13 — tau-441 (2 ug)
(A) SDS-PAGE v prostiedi glycinu, 12% gel, gel po transferu barven Coomassie G-250 Stain, B) NC
membrana, barveno Ponceau S, C) NC membrana, znaceno pS396, D) NC membrana, znac¢eno ATS, E) NC
membrana, zna¢eno pS356, F) NC membrana, znaéeno AT180, G) NC membrana, znaceno Tau 46.1)
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Teoretickd molekulova hmotnost nefosforylovaného proteinu tau-441 je 45,9 kDa.
Zvysena detekovana molekulova hmotnost nefosforylovaného proteinu tau-441 je zptsobena
jeho nizsi mobilitou v prostitedi PAA gelu za ptitomnosti SDS. V ptipadé proteinu tau-441
fosforylovaného solubilni PKA i GSK-3 lze pozorovat dalsi zvySeni molekulové hmotnosti.
Vysledky obou experimentd detekce fosforylovaného proteinu tau-441 s vyuzitim
specifickych protilatek se mirn€ 1iSi. Tyto odliSnosti jsou ziejmé zpiisobeny nedokonalym
uvolnénim vazanych protilatek z membrany pred jejim znacenim dal$i primarni protilatkou.
Pravé ztohoto divodu byly provedeny dva experimenty s odliSnym pofadim pouzitych
primarnich protilatek. SDS-PAGE analyzou vzorkii proteinu tau-441, kam byla pfidana
solubilni forma enzymu GSK-3, byla zisténa velka kontaminace jinymi bliZze
nespecifikovanymi proteiny/fragmenty. Ze se jedna o kontaminaci a nehomogenitu roztoku
enzymu GSK-3 je ziejmé z klesajici intenzity prouzkli odpovidajici klesajicimu mnozstvi
enzymu pridavaného do roztoku. Pfesto je prouzek odpovidajici fosforylované formé proteinu

tau-441 ztetelny ve vSech separacnich drahach.

Protilaitka AT180 je namifena proti pThr231. U experimentu 1 byl pii znaceni
membrany protilatkou AT180 detekovan signal u vzorku proteinu tau-441 fosforylovaného
solubilni GSK-3 a smési solubilni PKA a GSK-3. U experimentu 2 byl pfi znaceni membrany
protilatkou AT180 detekovan signal u vzorku proteinu tau-441 fosforylovaného solubilni
GSK-3, nicméné u tau-441 fosforylovaného GSK-3 Vv nejvyssi koncentraci signal nebyl
detekovan, a to ani v pripad¢ dalich protilatek, coz mohlo byt zpusobeno nedokonalym
transferem na membranu. Signal byl detekovan také u vzorku proteinu tau-441
fosforylovaného smési solubilni PKA a GSK-3. Signal detekovany u vzorku proteinu tau-441
fosforylovaného solubilni PKA Ize v tomto pfipad¢é pficist pravé nedokonalému promyti
membrany. Protildtka pS356 je namifena proti pSer356. U experimentu 1 byl pfi znaceni
membrany protilatkou pS356 detekovan signal u vzorku proteinu tau-441 fosforylovaného
solubilni PKA, GSK-3 i smési PKA a GSK-3. U experimentu 2 byl pii znaCeni membrany
protilatkou pS356 také detekovan signal u vzorku proteinu tau-441 fosforylovaného solubilni
PKA, GSK-3 i smési PKA a GSK-3.

Protilatka ATS8 je namifena proti pSer202 a pThr205. U experimentu 1 byl pfi znaceni
membrany protilaitkou AT8 detekovan signal u vzorku proteinu tau-441 fosforylovaného
solubilni PKA, coz mohlo byt v tomto pifipadé zpisobeno nedokonalym promytim membrany
asmési PKA a GSK-3. U experimentu 2 byl pii znaceni membrany protildtkou ATS

detekovan signal u vzorku proteinu tau-441 fosforylovaného solubilni GSK-3 a smési PKA
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a GSK-3. Protilatka pS396 je namifena proti pSer396. U experimentu 1 byl pfi znaceni
membrany protilaitkou pS396 detekovan signal u vzorku proteinu tau-441 fosforylovaného
solubilni GSK-3 a sméesi PKA a GSK-3, pficemz signal u solubilni PKA byl zfejm¢e zptisoben
nedokonalym promytim membrany. U experimentu 2 byl pfi znac¢eni membrany protilatkou
pS396 detekovan signal u vzorku proteinu tau-441 fosforylovaného solubilni GSK-3 a smési
PKA a GSK-3. U obou experimentii byla jako posledni pouZzita pro znaCeni membrany
protilatka Tau 46.1 namifena proti vSem formam proteinu tau-441. U experimentu 2 nebyl pfi
znaCeni membrany protilatkou Tau 46.1 detekovan signal u vzorku proteinu tau-441
fosforylovaného solubilni GSK-3 v nejvyssi koncentraci, coz lze ptikladat nedokonalému

transferu na membranu.

Potvrdilo se, Ze metoda vyuzivajici fosfo-specifické protilaitky je vhodnd pro
monitorovani fosforylace proteini. Nicméné vzhledem ke zminénému nedokonalému
promyvani membrany pied jejim znaCenim dalSi primarni protilatkou lze pro dalsi
experimenty  doporucit uvolnéni  vazanych protilitek z membrany S vyuzitim

2-merkaptoethanolu podle postupu uvedeného v kapitole 3.15.

4.9.2. Fosforylace proteinu tau-441 pomoci imobilizované PKA

Imobilizace 2 pg PKA na 0,4 mg magnetickych Castic byla provedena podle postupu
uvedeného v kapitole 3.29. Byla ptipravena také kontrola 0,4 mg magnetickych ¢astic bez
vazané PKA. Do zkumavek Protein LoBind byly pfidany magnetické Castice s a bez vazané
PKA, reakéni pufr, protein tau-441 v mnozstvi 5 ug a ATP v celkové koncentraci 0,25 mM.
Celkovy reakéni objem byl 200 pl. Reakce byla provedena podle postupu uvedeného
v kapitole 3.34. Uvolnéni molekuly proteinu tau-441 bylo provedeno pomoci 0,05% TFA
podle postupu uvedené¢ho v kapitole 3.35. Nasledné¢ byly magnetické cCastice promyty
4x 0,4 ml reak¢éniho pufru a experiment byl opakovan. Byla provedena separace piipravenych
vzorkli pomoci SDS-PAGE vV prostiedi glycinu podle postupu uvedené¢ho v kapitole 3.2. Poté
byl proveden polosuchy westernovy prenos na NC membranu podle postupu uvedeného
v kapitole 3.9. Gel po transferu byl barven roztokem Coomassie G-250 Stain podle postupu
uvedeného v kapitole 3.6 a je znazornén na Obrazku 33 A. Membrana po transferu byla
barvena roztokem Ponceau S podle postupu uvedeného v kapitole 3.11 a je znazorné€na na
Obrazku 33 B.
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Obrazek 33 Detekce proteinu tau-441 po fosforylaci imobilizovanou PKA, uvolnéni pomoci 0,05% TFA,
separaéni draha M — marker molekulovych hmotnosti proteinovy, 1 — tau-441 (2,5 ug) po fosforylaci, 20 h,
1. experiment, 2 — tau-441 (2,5 pg) nefosforylovany, 1. experiment, 3 — tau-441 (2,5 ng) po fosforylaci, 20 h,
2. experiment, 4 — tau-441 (2,5 ug) nefosforylovany, 2. experiment, 5 — tau-441 (2 ug) (A) SDS-PAGE
v prostiedi glycinu, 12% gel, gel po transferu barven Coomassie G-250 Stain, B) NC membrana, barveno
Ponceau S)

Z vysledki je ziejmé, ze ve vzorku proteinu tau-441 po fosforylaci imobilizovanou
PKA nebyl protein tau-441 na gelu detekovan a vzhledem ke stejnému vysledku u vzorku,
kde byly s proteinem tau-441 inkubovany holé magnetické ¢astice se lze domnivat, ze protein
tau-441 silné sorboval na povrch ¢astic. Ani promyvaci krok s pfidavkem 0,05% TFA
nepomohl sorbované molekuly uvolnit. Také detekce fosforylovaného proteinu tau-441 na
membrané pomoci vybranych fosfo-specifickych protilatek nebyla uspésna, coz dokladovalo
sorpci.

Protoze protein tau-441 nebyl ve vzorcich po fosforylaci, pfipadné po kontaktu
s magnetickym nosi¢em prokdzan metodou SDS-PAGE, byly zafazeny i1 experimenty
ovétujici, zda molekuly proteinu tau-441 sorbovaly na povrch nosi¢e nebo zkumavky a zda
michanim s magnetickymi Casticemi nedochazelo k nespecifické fragmentaci. Mechanicka
degradace proteinu se nepotvrdila. S cilem uvolnit sorbované molekuly proteinu tau-441
z pevné faze byly pouzity dalsi promyvaci roztoky. V ptipadé pouziti 0,1% deoxycholatu
sodného ve 40 mM HEPES pufru (viz kapitola 3.36) nebylo dosazeno dostate¢ného uvolnéni
proteinu tau-441 po inkubaci s magnetickymi Casticemi. V  pfipadé pouziti
0,05% Tritonu® X-100 ve 40 mM HEPES pufru (viz kapitola 3.38) nebo 0,05% Tweenu 20
ve 40 mM HEPES pufru (viz kapitola 3.37) jiz bylo dosazeno dostatecného uvolnéni proteinu

tau-441 po inkubaci s magnetickymi ¢asticemi, jak je znazornéno na Obrazku 34.
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Obrazek 34 Optimalizace uvolnéni proteinu tau-441 po inkubaci s magnetickymi ¢&asticemi pomoci
0,05% Tritonu® X-100 ve 40 mM HEPES pufru a 0,05% Tweenu 20 ve 40 mM HEPES pufru, separaéni draha
1 — marker molekulovych hmotnosti proteinovy, 2 — tau-441 (1 pg), 3 — tau-441 (1 pg) bez nosi¢e, 6 hod,
uvolnéni Tritonem, 4 — tau-441 (1 ng) inkubace s magnetickymi ¢asticemi, 6 hod, uvolnéni Tritonem, 5 —
tau-441 (1 pg) inkubace s magnetickymi ¢asticemi, 3 hod, uvolnéni Tritonem, 6 — tau-441 (1 ug) bez nosice,
6 hod, uvolnéni Tweenem, 7 — tau-441 (1 ug) inkubace s magnetickymi ¢asticemi, 6 hod, uvolnéni Tweenem,
8 — tau-441 (1 ug) inkubace s magnetickymi Casticemi, 3 hod, uvolnéni Tweenem (SDS-PAGE vV prostiedi
glycinu, 12% gel, barveno roztokem amoniakalniho sttibra)

Vzhledem k dobrym vysledkiim experimentu pro uvolnéni proteinu tau-441 po inkubaci
s magnetickymi asticemi pomoci 0,05% Tritonu® X-100 ve 40 mM HEPES pufru
a 0,05% Tweenu 20 ve 40 mM HEPES pufru byla provedena dalsi optimalizace, pficemz byl
experiment proveden stejnym zpusobem jako predchozi, jen se dvéma obménami. Zminéné
obmény zahrnovaly prodlouZeni doby inkubace reakénich roztokl s magnetickymi ¢asticemi
asnizeni koncentrace detergentl, pficemz byl protein tau-441 uvolnén pomoci
0,01% Tritonu® X-100 ve 40 mM HEPES pufru a 0,01% Tweenu 20 ve 40 mM HEPES
pufru. Vysledky experimentu jsou znazornény na Obrazku 35. Jak je zfejmé z obrazku,
I v pfipadé snizeni koncentrace detergentd bylo uvolnéni proteinu tau-441 po inkubaci

S magnetickymi ¢asticemi Uspesné.
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Obrazek 35 Optimalizace uvolnéni proteinu tau-441 po inkubaci s magnetickymi ¢&asticemi pomoci
0,01% Tritonu® X-100 ve 40 mM HEPES pufru a 0,01% Tweenu 20 ve 40 mM HEPES pufru, separa¢ni driha
1 — marker molekulovych hmotnosti proteinovy, 2 — tau-441 (1 ng), 3 — tau-441 (1 pg) bez nosice, 20 hod,
uvolnéni Tritonem, 4 — tau-441 (1 pg) inkubace s magnetickymi ¢asticemi, 20 hod, uvolnéni Tritonem, 5 —
tau-441 (1 pg) inkubace s magnetickymi ¢asticemi, 6 hod, uvolnéni Tritonem, 6 — tau-441 (1 pg) bez nosice,
20 hod, uvolnéni Tweenem, 7 — tau-441 (1 pg) inkubace s magnetickymi ¢asticemi, 20 hod, uvolnéni Tweenem,
8 — tau-441 (1 pg) inkubace s magnetickymi ¢asticemi, 6 hod, uvolnéni Tweenem (SDS-PAGE vV prostiedi
glycinu, 12% gel, barveno roztokem amoniakalniho stiibra)

Vzhledem k vyse uvedenym vysledkim byl znovu proveden experiment fosforylace
proteinu tau-441 s PKA vazanou na nosi¢. Nejprve byla provedena imobilizace 1,5 pg PKA
na 0,6 mg magnetickych castic. Byla pfipravena také kontrola 0,6 mg magnetickych Castic
bez vdzané PKA. Do zkumavek Protein LoBind byly pfidany alikvoty magnetickych castic
sabez vazané PKA po 0,2 mg, k nimz byl pfidan reakéni pufr, protein tau-441 v mnozstvi
5 ug a ATP v celkové koncentraci 0,25 mM. Celkovy reakéni objem byl 200 ul. Uvolnéni
proteinu tau-441 bylo provedeno pomoci 0,01% Tweenu 20 ve 40 mM HEPES pufru. Byla
provedena separace piipravenych vzorkli pomoci SDS-PAGE vV prostiedi glycinu. Poté byl
proveden polosuchy westernovy pienos na NC membranu. Gel po transferu byl barven
roztokem amoniakalniho stfibra a je zndzornén na Obrazku 36 A. Membrana po transferu byla

barvena roztokem Ponceau S a je znazornéna na Obrazku 36 B.
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Obrazek 36 Detekce proteinu tau-441 po fosforylaci imobilizovanou PKA, uvolnéni pomoci 0,01% Tweenu 20
ve 40 mM HEPES pufru, separacni draha 1 — marker molekulovych hmotnosti proteinovy, 2 — tau-441 (2,5 pg)
po fosforylaci, 20 hod, 3 —tau-441 (2,5 pg) nefosforylovany, 20 hod, 4 — tau-441 (2,5 pg) po fosforylaci, 6 hod,
5 — tau-441 (2 pg) (A) SDS-PAGE v prostiedi glycinu, 12% gel, gel po transferu barven roztokem
amoniakalniho stfibra, B) NC membrana, barveno Ponceau S)

Z vysledki je ziejmé, ze opétovné doslo ke ztraté proteinu tau-441 béhem fosforylace
a nasledné ptipravy vzorkd pro analyzu. I ptesto, ze ve vzorcich nebyla metodou SDS-PAGE
prokazana pfitomnost proteinu tau-441, byly vzorky proteinu tau-441 po fosforylaci
imobilizovanou PKA analyzovany metodou hmotnostni spektrometrie, viz Tabulka 15.
Vzorek proteinu tau-441 po fosforylaci byl $t€pen pomoci trypsinu podle postupu uvedeného
Vv kapitole 3.39 a nasledn¢ obohacen podle postupu uvedeného v kapitole 3.40. Poté byl
vzorek odsolen a analyzovan pomoci hmotnostni spektrometrie podle postupu uvedeného
Vv kapitole 3.19. Vyhodnoceni bylo provedeno na zakladé neutralnich ztrat HsPO4 ve zdroji,
predikce fosforyla¢nich mist a pfimym porovnanim posunt m/z pro tau-441 a jeho in vitro
fosforylovanou formu. Pficemz bylo takto detekovano nékolik fosfopeptidii pochéazejicich

z fosforylované formy tau-441, coz dokazuje jeho tspésnou in vitro fosforylaci.

Tabulka 15 Vyhodnoceni fosforylace proteinu tau-441 imobilizovanou PKA pomoci hmotnostni spektrometrie

(experimrr{zn talni) | ( teorn;izcké) ((A:g);ﬁ) Modifikace s IS(;({;? ce Silz\;eerlce Vzgffi . Aminokyselinova sekvence
1500,750 1500,746 | 3,03 1Fosfo 212 224 1 (R)TPSLPTPPTREPK(K)
1658,795 1658,790 | 3,15 1Fosfo 354 369 0 (K)IGSLDNITHVPGGGNK(K)
1743,885 1743,879 | 3,39 1Fosfo 210 224 2 (R)SRTPSLPTPPTREPK(K)
1786,890 1786,885 | 2,85 1Fosfo 354 370 1 (K)IGSLDNITHVPGGGNKK(I)
1823,849 1823,845 1,79 2Fosfo 210 224 2 (R)SRTPSLPTPPTREPK(K)
2060,063 2060,058 | 2,38 1Fosfo 299 317 0 (K)HVPGGGSVQIVYKPVDLSK(V)
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Dosazené vysledky potvrdily, Ze nosi¢ s imobilizovanou PKA je moZzné pouZit pro
cilenou fosforylaci proteinti, av§ak u proteinu tau-441 s vysokou a opakované prokazanou
tendenci sorbovat a spontanné agregovat je nutné dofesit krok kvantitativniho uvolnéni

proteinu z povrchu magnetickych castic.
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5. ZAVER
Hlavnim cilem diplomové prace bylo zavést metodu pro kontrolu Gc¢innosti fosforylace

peptidii/proteind pomoci solubilnich a imobilizovanych kinaz.

V ramci ovéfeni moznosti detekce miry fosforylace vybranych peptidi pomoci metod
SDS-PAGE v prostiedi tricinu bez/s ptfidavkem mocoviny a bodového pfenosu na membranu
bylo potvrzeno, Ze pro tento tcel neni ani jedna ze zminénych metod vhodna. Proto byla pro

wewvr

metoda hmotnostni spektrometrie.

Dalsim ukolem bylo zavést metodu pro prikaz fosforylace proteini pomoci dendrimeru
pIMAGO. Byla provedena optimalizace metody v kombinaci sbodovym pifenosem na
membranu, dale v kombinaci s polosuchym westernovym pienosem na membranu
a v usporadani na mikrotitraéni desti¢ce. Bylo potvrzeno, ze metoda vyuzivajici dendrimer
pIMAGO je vhodna pro monitorovani fosforylace proteintl, pficemz byla prokdzana vyssi
citlivost metody Vv usporfadani na mikrotitracni desticce, nez v ptipadé jeji kombinace
S polosuchym westernovym pfenosem.

Dalsi cast diplomové prace byla zaméfena na imobilizaci vybranych modelovych
enzymu na magnetické Castice v€etné stanoveni jejich enzymové aktivity. Bylo ovéteno, Ze
nosice s imobilizovanymi proteolytickymi enzymy jsou vhodné pro cilenou fragmentaci

proteint pied jejich analyzou pomoci hmotnostni spektrometrie.

V ramci dalSich experimenti byla uspésné zavedena metoda pro kontrolu ucinnosti
fosforylace peptidii s vyuZitim hmotnostni spektrometrie. Déle bylo prokadzano, Ze pro
monitorovani enzymov¢ fosforylace proteini je vhodnad kombinace polosuchého
westernového prenosu a detekce pomoci fosfo-specifickych protilatek a metoda hmotnostni

spektrometrie.
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6. SEZNAM ZKRATEK

2,5-DHB — kyselina 2,5-dihydroxybenzoova (z angl. 2,5-dihydroxybenzoic acid)
2D — dvourozmérny (z angl. two-dimensional)

2D fluorescence DIGE — dvourozmérna fluorescenc¢ni diferencni gelova elektroforéza (z angl.
two-dimensional fluorescence difference gel electrophoresis)

AA — aminokyselina (z angl. amino acid)
Ab — protilatka (z angl. antibody)

Abl — Abl tyrosin kinazy

ACN — acetonitril (z angl. acetonitrile)

AGC — skupina proteinkinaz obsahujici PKA, PKG a PKC rodiny (z angl. containing PKA,
PKG, PKC families)

AQUA — absolutni kvantifikace (z angl. absolute quantification)
ATP — adenosintrifosfat (z angl. adenosine triphosphate)
BAPNA — N-a-benzoyl-D,L-arginin-4-nitroanilid hydrochlorid
BSA — hovézi sérovy albumin (z angl. bovine serum albumin)
CAK — CDK-aktiva¢ni kinazy (z angl. CDK-activating kinases)

CAMK - Ca?"/kalmodulin-dependentni proteinkinazy (z angl. calcium/calmodulin-dependent
protein Kinases)

CaMK1, CaMK2 - Ca?*/kalmodulin-dependentni  proteinkinazy 1,2  (z angl.
calcium/calmodulin-dependent protein kinases 1, 2)

CAMKK — kindzy Ca?*/kalmodulin-dependentnich proteinkindz (z angl.
calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinases)

CAMKL — Ca?*/kalmodulin-dependentni proteinkindzy like (z angl.
calcium/calmodulin-dependent protein kinases like)

CAMP — cyklicky adenosinmonofosfat (z angl. cyclic adenosine monophosphate)

CASK — Ca?*/kalmodulin-dependentni serin proteinkinazy (z angl.
calcium/calmodulin-dependent serine protein kinases)

CDK, CDK2, CDKS5 — cyklin-dependentni kinazy 2, 5 (z angl. cyclin-dependent kinases 2, 5)
CDKL - cyklin-dependentni kinazy like (z angl. cyclin-dependent kinases-like)

CID - kolizné indukovana disociace (z angl. collision-induced dissociation)

CK, CK1, CK2 —kasein kinazy 1, 2 (z angl. casein kinases 1, 2)

CLK — Cdc2-like kinazy (z angl. cdc2-like kinases)
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CMGC - skupina proteinkinaz obsahujici CDK, MAPK, GSK-3 a CLK rodiny (z angl.
containing CDK, MAPK, GSK-3, CLK families)

DAHC — hydrogencitrat dvojamonny (z angl. diammonium hydrogen citrate)
DAPK - proteinkinazy asociované se smrti (z angl. death-associated protein kinases)

DCAMKL - Doublecortin- a CAMK-like kindzy (z angl. doublecortin- and CAMK-like
Kinases)

DHB — kyselina 2,5-dihydroxybenzoova (z angl. 2,5-dihydroxybenzoic acid)

DIPPL — metoda diferencidlniho znaceni fosfoproteint (z angl. differential phosphoprotein
labeling)

DMPK - proteinkindzy myotonické dystrofie (z angl. dystrophia myotonica protein kinases)
DTT — dithiothreitol (z angl. dithiothreitol)

DYRK — dualn¢ specifické kinazy regulované fosforylaci tyrosinu (z angl. dual-specificity
tyrosine phosphorylation-regulated kinase)

ECD — disociace zachytem elektront (z angl. electron capture dissociation)
EDAC — N-(3-dimethylaminopropyl)-N"-ethylkarbodiimid hydrochlorid

ELISA — enzymova imunoanalyza na pevné fazi (z angl. enzyme-linked immunosorbent
assay)

ELISA-PLA (z angl. enzyme-linked immunosorbent assay — proximity ligation assay)
ERK — extracelularné regulované kinazy (z angl. extracellular signal-regulated kinases)
ESI — elektrosprejova ionizace (z angl. electrospray ionization)

ETD — disociace pienosem elektronu (z angl. electron transfer dissociation)

FDIT — detekce fluorescence ve zkumavce (z angl. fluorescence detection in tube)

FTICR — iontovd cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci (z angl. Fourier
transform ion cyclotron resonance)

FWHM — plna Sitka piku v poloving jeho vysky (z angl. full width at half maximum)

GRK — receptorové kinazy spojené s G proteinem (z angl. G protein-coupled receptor
Kinases)

GSK-3 — glykogen syntaza kinaza-3 (z angl. glycogen synthase kinase-3)
GTP — guanosintrifosfat (z angl. guanosine triphosphate)

HILIC — hydrofilni interak¢éni kapalinova chromatografie (z angl. hydrophilic interaction
chromatography)

HPLC - wvysokoucinna kapalinova chromatografie (z angl. high performance liquid
chromatography)

HRP — kienové peroxidaza (z angl. horseradish peroxidase)
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CHCA —kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova (z angl. a-cyano-4-hydroxycinnamic acid)
IAA — iodacetamid (z angl. iodoacetamide)

IMAC — afinitni chromatografie na imobilizovanych iontech kovil (z angl. immobilized metal
affinity chromatography)

IMAEP — afinitni elektroforéza na imobilizovanych iontech kovi (z angl. immobilized metal
affinity electrophoresis)

IPG — imobilizovany pH gradient (z angl. immobilized pH gradient)

IRAK — kinazy asociované s receptorem pro interleukin-1 (z angl. interleukin-1
receptor-associated kinases)

ITRAQ — izobarické tagy pro relativni a absolutni kvantifikaci (z angl. isobaric tags for
relative and absolute quantification)

JNK — c-Jun N-terminalni kindzy (z angl. c-Jun N-terminal kinases)
LA — kyselina mlé¢na (z angl. lactic acid)
LC — kapalinova chromatografie (z angl. liquid chromatography)

MALDI — laserova desorpce/ionizace za pritomnosti matrice (z angl. matrix-assisted laser
desorption/ionization)

MAPK — mitogenem aktivované proteinkinazy (z angl. mitogen-activated protein kinases)
MAPKAPK — MAPK-aktivované proteinkinazy (z angl. MAPK-activated protein kinases)
MAPKKK — MAPK kinaza kinazy (z angl. MAPK kinase kinases)

MAST — s mikrotubuly asociované serin/threonin kindzy (z angl. microtubule associated
serin/threonin kinases)

MBP — myelinovy bazicky protein (z angl. myelin basic protein)

MKK, MKK3, MKK4, MKK6, MKK7 — MAPK kinazy (z angl. MAPK kinases)

MLCK - kinazy lehkého fetézce myosinu (z angl. myosin light chain kinases)

MLK — kinazy smésnych linii (z angl. mixed-lineage kinases)

MRNA — mediatorova RNA (z angl. messenger RNA)

MS — hmotnostni spektrometrie (z angl. mass spectrometry)

MS/MS — tandemova hmotnostni spektrometrie (z angl. tandem mass spectrometry)

NC membréna — nitrocelul6zovd membréna (z angl. nitrocellulose membrane)

non-PDPK — prolinem nefizené protein kinazy (z angl. non-proline-directed protein kinases)
PAA — polyakrylamid (z angl. polyacrylamide)

PAGE — polyakrylamidova gelova elektroforéza (z angl. polyacrylamide gel electrophoresis)
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PAGIF — izoelektricka fokusace na tenké vrstvé polyakrylamidového gelu (z angl. isoelectric
focusing on thin-layer polyacrylamide gel)

PDPK — prolinem fizené proteinkinazy (z angl. proline-directed protein kinases)

PhIAT — izotopicky koédované afinitni tagy pro kvantifikaci fosfoproteini (z angl.
phosphoprotein isotope-coded affinity tags)

PhK — fosforylaza kinazy (z angl. phosphorylase kinases)
pIMAGO (z angl. phospho-imaging)

PKA — proteinkindzy A (z angl. proteinkinase A)

PKB — proteinkinazy B (z angl. proteinkinase B)

PKC — proteinkinazy C (z angl. proteinkinase C)

PKD - proteinkinazy D (z angl. protein kinase D)

PKG — proteinkindzy G (z angl. proteinkinase G)

PKN — proteinkindzy N (z angl. proteinkinase N)

PLK — polo-like kinazy (z angl. polo-like kinases)

PNPP — hexahydrat disodné soli 4-nitrofenyl fosfatu (zangl. 4-nitrophenyl phosphate
disodium salt hexahydrate)

PolyMAC - afinitni zachyceni na polymeru funkcionalizovaném kovovymi ionty (z angl.
polymer-based metal ion affinity capture)

PP1, PP2A, PP2B, PP4, PP5, PP6, PP7 — proteinfosfataza 1 — 7 (z angl. protein phosphatase
1-7)

PPM — metal-dependentni proteinfosfatazy (z angl. metallo-dependent protein phosphatases)
PPP — fosfoproteinfosfatazy (z angl. phosphoprotein phosphatases)

PrP — prionovy protein

PrPC — normélni bunécény prion

PrPSc — patologicky bunécny prion

PTP — protein tyrosin fosfatazy (z angl. protein tyrosine phosphatases)

PVDF membrana — polyvinyliden difluoridovd membrana (z angl. polyvinylidene difluoride
membrane)

RIPK — proteinkinazy interagujici s receptorem (z angl. receptor-interacting protein kinases)
RSK — ribozomalni protein S6 kinazy (z angl. ribosomal protein S6 kinases)
SAPK — stresem aktivované proteinkinazy (z angl. stress-activated protein kinases)

SAX — iontov€é vyménna chromatografie na silném anexu (z angl. strong anion exchange
chromatography)
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SCX — iontové vyménna chromatografie na silném katexu (z angl. strong cation exchange
chromatography)

SDS — dodecylsulfat sodny (z angl. sodium dodecyl sulfate)

SDS-PAGE - polyakrylamidova gelova elektroforéza v prostiedi dodecylsulfatu sodného
(z angl. sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis)

SGK — kinazy regulované sérem a glukokortikoidy (z angl. serum- and glucocortikoid-
regulated kinases)

SIMAC - IMAC se sekvenc¢ni eluci (z angl. sequential elution from IMAC)
Src — Src tyrosin kinazy

SRPK — serin-arginin proteinkindzy pro sestfihovy faktor (z angl. serine-arginine splicing
factor protein kinases)

STE - skupina homologii kvasinkovych kinaz Sterile 7, Sterile 11, Sterile 20 (z angl.
homologs of yeast Sterile 7, Sterile 11, Sterile 20 kinases)

STE11/MAPKKK - kinazy kinaz mitogenem aktivovanych proteinkinaz (z angl.
mitogen-activated protein kinase kinase kinases)

STE20/MAPKKKK — kindzy kinaz kinaz mitogenem aktivovanych proteinkinaz (z angl.
mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinases)

STE7/MAPKK — kindzy mitogenem aktivovanych proteinkinaz (z angl. mitogen-activated
protein kinase kinases)

Sulfo-NHS — N-hydroxysulfosukcinimid sodny

SUPHEPA - N-sukcinyl-L-fenylalanin-p-nitroanilid (z angl. N-succinyl-L-phenylalanin-p-
nitroanilid)

Tec — Tec tyrosin kinazy

TEMED — N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin

TFA — kyselina trifluoroctova (z angl. trifluoroacetic acid)
TK — tyrosinové kinazy (z angl. tyrosine kinases)

TKL — tyrosinové kinazy like (z angl. tyrosine kinase-like)
TOF — analyzatoru doby letu (z angl. time of flight)

TPCK - L-1-tosylamido-2-fenylethyl chloromethyl keton (z angl. L-1-tosylamido-2-
phenylethyl chloromethyl ketone)

Tris — Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
TSSK — testis-specifické serin kinazy (z angl. testis-specific serine kinases)
TTBK — tau tubulin kinazy (z angl. tau tubulin kinases)

VRK - kinazy spojené s vakcinii (z angl. vaccinia-related kinases)
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