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ANOTACE

Posttransla¢ni modifikace, které jsou ptitomné na proteinech a peptidech, jsou nositeli mnoha
funkci, naptiklad se muze jednat o signalizaci uvnitf buniky nebo vliv na strukturu a tvar
samotného proteinu, ktery uzce souvisi s jeho funkci a rovnéz s odbouratelnosti v buiice, nebo
mimo ni. Posttranslaénimi modifikacemi se dnes zabyva, mezi jinymi, védni obor proteomika.
Proteomickd analyza je riiznorodd smésice pristupli a strategii k piipravé vzorku a jeho
analyze. Tato prace se konkrétné zabyva studiem fosforylaci a vyuziva ptistup ptipravy
vzorku afinitni chromatografii na oxidu titani¢itém (MOAC), ktery je zde pouzivan ve formé
nékolika nosi¢l. Analyza z takto ziskanych vzorkl probihala na hmotnostnim spektrometru
LTQ-Orbitrap XL s MALDI ionizaci a Q Exactive s nano-LC-ESI. Soucasti této prace je
testovani vlastnosti nosictu (Titansphere, magnetické "core-shell" nanocastice a magnetické
nanotrubice z oxidu titani¢itého, které jsou potazeny magnetickymi Fe;O4 nanoc¢asticemi).

Oba mag. nosice byly vytvoteny Vv laboratotich FCHT-Univerzity Pardubice.

KLiICOVA SLOVA
Posttranslacni modifikace, Titansphere, Orbitrap, MALDI, LC-ESI, TiO, nanotrubice

potazené FesO4 magnetickymi nanocasticemi, Core-shell nanoc¢éstice



TITLE
MS analysis of proteines and its posttranslation modification with focus on phosphorylation

ANNOTATION

Post-translational modifications of proteins and peptides have many functions, for example it
may be cell signaling, or an effect on the structure and shape of the protein itself that is
closely related to its function as well as its degradation within or outside the cell. In nowadays
post-translational modifications are the object of proteomical studiing, amongst others.
Proteomic analysis is a diverse combination of approaches and strategies for sample
preparation and analysis. This diploma thesis deals specifically with the study of
phosphorylation and uses preparation of the sample by affinity chromatography on titanium
oxide (MOAC), which is used in the form of several carriers. Analyse of these samples was
carried out on an LTQ-Orbitrap mass spectrometer analyzer with MALDI ionization and
Q Exactive mass spectrometer with nano-LC-ESI. Part of this work is an evaluation of the
properties of carriers (Titansphere, magnetic core-shell nanoparticles and magnetic nanotubes
of titanium dioxide covered with magnetic Fe3O, nanoparticles). These magnetic carriers

were prepared in the FCHT laboratories of the University of Pardubice.

KEYWORDS: Post-translational modifications, Titansphere, Orbitrap, MALDI, LC-ESI,

TiO, nanoparticles coated with Fe304 magnetic nanoparticles, Core-shell nanoparticles
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0 Uvod a cile prace

Tato prace se veénuje jednomu z piistupu studia a proteomické analyzy
posttranslasnich modifikaci, konkrétné fosforylaci, které jsou zodpovédné za Sirokou skalu
pochodut v buiice. Jejich vliv saha i do degradability nékterych bunécnych proteind, které se
vyskytuji v neuralnich bunikach. Hyperfosforylace téchto proteinti je pokladana za jednu z
pri¢in neurodegenerativnich onemocnéni typu Alzheimerova choroba, frontotemporalni
demence aj. Pro analyzu komplexnich vzorku jako je lidské sérum, likvor nebo bunécény lyzat
je zasadni ziskat vzorky s vysokym zastoupenim fosforylovanych proteinii, piipadné peptidui.
Jejich zastoupeni je v takovych vzorcich minimalni a pro zvySeni lze vyuzit obohacovaci
techniky, napiiklad afinitni chromatografii na oxidech kovi. Tato prace si klade za cil
optimalizovat protokoly afinitni chromatografie na magnetickych a nemagnetickych nosicich
obsahujici oxid titani¢ity pro MS analyzu fosforylaci. Dale bylo cilem této prace porovnat
vlastnosti pouzivanych nosi¢t a vyhodnotit jejich ucinnost z hlediska zastoupeni

fosforylovanych peptidli v komplexnich vzorcich.

-20-



1 Teoreticka cast

1.1 Studium proteint

Studiem proteinti se zabyva védni obor proteomika, ta souvisi s mnoha dal§imi obory
studia bunky, jako je genomika, metabolomika aj. Pod proteomiku spada studium
posttransla¢nich modifikaci (PTM), mezi které se fadi fosforylace, hydroxylace, N-
glykosylace, acetylace, methylace, karboxylace, proteolyza a vibec vSechny upravy a

sestiihy, které se d&ji po translaci.
1.2 Posttranslacni modifikace

PTM se rozumi zména struktury proteinu mimo fetézec peptidovych vazeb mezi
jednotlivymi aminokyselinami. Je to modifikace, kterd probihd po translaci proteinu z
mediatorvé ribonukleové kyseliny (mRNA). Existuje také skupina, ktera se nazyva
kotransal¢ni, a Casto byva fazend pod PTM. S PTM se setkavdme u vSech bunécnych
organizmi, ovSem nalézame mezi nimi rozdily. Napiiklad E. coli produkuji proteiny bez
glykosylaci - divod selhavani produkovanych protilatek pfi rozeznavani savéich proteint.
(Jenkins, 1994). Mezi dalsi hojné zastoupeni PTM patii tvorba disulfidickych mustkd,

degradace signalnich Casti na proteinu a také fosforylace.

Enzymy potiebné ke katalyze fosforylace, kinazy, se nachédzeji jak v prokaryotickych
tak v eukaryotickych bunkach. V eukarotnich buiikdch nachdzime fosforylace (esterova
vazba) serinu, threoninu a tyrosinu. Rozdil mezi prokaryoty a eukaryoty je popisovan ve
slozitosti regulace fosforylaci, jejichZ tcel ¢asto spociva v prenosu signalu. O rozdilech mezi

kindzami pojednava napt. Kyriakis 2014.

1.3 Fosforylace proteinu a jeji funkce

vvvvvv

procesech. Cetnosti vyskytu patii mezi nejéastéjsi modifikace proteinii. K jejimu studiu byl
vy¢lenén specialni podobor proteomové analyzy - fosfoproteomika, ktera zkouma
fosfoproteiny v biologickém systému (Halada 2005).
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Fosforylaci rozumime pfipojeni fosfatu Kk postrannimu fetézci aminokyseliny pfies
akceptorovou skupinu za vzniku kovalentni vazby. Donorem fosfatu pro takovou reakci je
vétsinou adenosintrifosfat (ATP). VéEtsinou se tak déje za katalyzy enzymd, které se souhrnné

oznacuji jako kinazy.

Fosforylace miize probihat na skupinach -OH za vzniku O-fosfatu (serin, tyrosin a
threonin), -NH, za vzniku N-fosfatu (histidin na pozicich 1 a 3, arginin a lysin), -COOH za
vzniku acyl-fosfatu (asparagova a glutamova kyselina) a -SH skupiny za vniku S-fosfatu

(cystein). U eukaryot probiha vznik O-fosfatu.

Vychazime-li z formy nepatologického proteinu, ktery je fosforylovan na urcitych
mistech ve svém fetézci, uréitym poctem fosfatovych skupin, pak za patologicky stav
muizeme povaZovat fosforylaci, ktera se 1i§i at’ mistem nebo poctem fosfatovych skupin
(Delobel 2008). Fosforylace mohou vznikat na novych mistech de novo, k ¢emuz muze
dochazet pti mutaci na urovni nukleovych kyselin (NA), tedy zaménou aminokyseliny v
fetézci proteinu. Mize dojit také k nespravnému poskladani proteinu, diky tomu se zptistupni
aminokyselina, ktera mize podléhat fosforylaci. Takovy protein ovSem musi existovat tak
dlouho, aby se funkéné projevil jako patologicky nebo se projevila absence jeho fyziologické
funkce. Spravné je defektni protein oznaCen jako chybny ubiqitinilaci a odbouran v
proteasomu. Tato teze ovSem neplati pfi neuropatologiich, kdy se proteiny agreguji v
neurdlnich bunkach a tkéanich, protoZze nepodléhaji odbourani v proteasomu, ackoli jsou

ubiqvitinylované (Tai 2008).

Proteinova fosforylace miize zvysit nebo snizit enzymovou aktivitu a mize ménit jiné
biologické aktivity, jako je napiiklad transkripce a translace. Navic nékteré fosforylaéni mista
na daném proteinu jsou stimulujici, zatimco jiné jsou inhibi¢ni (Roskoski 2015). Proteinova
fosforylace zahrnuje vyvazeny ucinek protein kindz a fosfoproteinovych fosfataz, diky cemuz

je fosforylace a defosforylace celkove reverzibilni proces.
MgATP™ + protein-OH— protein-OPO3* + MgADP+H*

Pro reakci je nutny dvojvazny kation, jako je Mg?*. Aktivita n&kterych protein kinaz in
vitro je v&tsi s Mn®* nez s Mg?*, ale bun&na koncentrace Mg?* je mnohem vétsi nez Mn?",

takze fyziologicky ptrevladajici substrat je MgATP". Serin a threonin obsahuji alkoholovy
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bocni fetézec, zatimco tyrosin obsahuje fenolicky postranni fetézec. Na zakladé fosforylované
skupiny -OH (alkohol nebo fenol) jsou tyto proteiny klasifikovany jako protein-serin/threonin
kinazy (385 c¢lentl), protein-tyrosin kinazy (90 ¢leni) a tyrosin-kinazové proteiny (43 ¢lent).

Z 90 protein-tyrosin kinaz je 58 receptorovych a 32 je nereceptorovych proteint

V roce 1988 byly analyzovany sekvence asi péti desitek serin/threonin a tyrosin-kinaz
a byly rozdéleny podle primarni struktury do 11 domén (I-XI), které obsahuji 250 az 300
aminokyselin. Doména I je bohata na Gly, obsahuje "GxGxxG" motiv, o které se pozdéji
zjistilo, Ze prekryje vazbu s ATP. Doména II obsahuje Lys 72, ktery je vysoce konzervovan a
naléza se v motivu Ala-Xxx-Lys. Pravdépodobné je tento Lys zodpovédny za zprosttedkovani
pfenosu protonu. Doména III ma invariantni glutamatovy zbytek, ktery vytvaii solny mistek
Lys s Ala-Xxx-Lys v aktivni konformaci. Doména IV obsahuje variabilni sekvenci, ve které
se vyskytuje konzervovany hydrofobni zbytek (Leu, lle nebo Val). Doménu V tvofi dalsi
variabilni sekvence. Nejvyssi vyskyt konzervovanych aminokyselin obsahuji domény VI az
IX. Doména VI je délena na VIaa VIb. Vla obsahuje maly zbytek, glycin, dvé libovolné
aminokyseliny a dva hydrofobni zbytky, jako je tyrosin/leucin, a doména VIb obsahuje
konzervovanou sekvenci Tyr/HisArgAsp, ktera spoluvytvaii katalytickou smycku. Doména
VIl obsahuje signaturu AspPheGly. Aspartatové zbytky mohou reagovat s fosfatovou
skupinou z ATP ptes spolny mustek, ktery mohou vytvaret za pomoci Mg2+ kationtu. Doména
VIl obsahuje konzervovanou sekvenci AlaProGlu, které piedstavuje pocatek a konec
segmentu slouziciho k aktivaci proteinkinazy, coz naznacuji studie mutagenity Src kinazy,
ktera tento motiv rovnéz obsahuje. Doména IX obsahuje konzervovany aspartat oddéleny od
konzervovaného glycinu a doména X se sklad4d z variabilni sekvence, o které se pozdéji
zjistilo, Ze tvoii a-helix. Doména XI obsahuje konzervovany hydrofobni zbytek oddéleny od
spodniho argininu, z néhoz vznika solny mustek s Glu z AlaProGlu domény VIII (Hanks
1988, Roskoski 2015, Obrazek 1: Struktura PKA).

14 Kinazy

Jedna se 0 skupinu enzymd, které jsou schopné svou aktivitou katalyzovat piipojeni
fosfatu k molekule. Jejich funkénimi protéjsky jsou enzymy zvané fosfatazy, které katalyzuji

rozpojeni vazby mezi fosfatem a zbytkem molekuly, tzv. defosforylaci.
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Rodina gent lidské proteinové kindzy se sestava z 518 ¢lentt a ze 106 pseudogeni.
Asi50 z 518 nazyvame proteinové pseudokinazy, které coby genové produkty postradaji
dulezité katalytické zbytky (Manning 2002). Témét vsechny aktivni proteinkindzy obsahuji
sekvenci Lys/Glu/Asp/Asp, ktera hraje dilezitou strukturni a katalytickou roli. Proteinkinazy
obsahuji hydrofobni katalytické, regulacni trny a dal§i struktury, které jsou potiebné k

sestaveni aktivniho enzymu (Roskoski 2015).

Prvnim biochemicky charakterizovanym enzymem asociovanym s katalyzou reakce,
pii niz je transportovan fosfat byla fosforylaza a mechanismus jeji regulace vedl k objeveni
proteinové kinazy (protein kindza A nebo PKA), ktera je cyklicky adenosin monofosfat
(cAMP) dependentni. PKA katalyzuje fosforylaci a také aktivaci fosforylaz. D¢gj, do kterého
je tato kinaza zapojena je prvni objasnénou proteinkinazovou kaskadou. Jedna se 0 signal
receptoru epidermalniho rastového faktoru, ktery je znam jako Ras-Raf-MEK-ERK, coz
znamena “kindza aktivujici mitogenem aktivovanou proteinovou kinazu (MAPK)-
extracelularnim signalem regulovanou kinazu (ERK)". Tento model zahrnuje protein-tyrosin
kinazu, protein-serin/threonin kinazu a proteinkinazy s dualni specifitou. PKA je v tomto
piipad¢ charakteristickym zastupcem této rodiny enzymi a je nejvice popsanou

proteinkinazou (Roskoski 2015).

Proteinkinazy a pseudokinazy mohou interagovat s jinymi proteiny, jde o0
nekatalytické alosterické interakce. Stavaji se tak dilezitymi regulaénimi prvky z pohledu
biochemie a bunééné biologie, které studuji proteinkinazovou super-rodinu (Roskoski 2015).
Vyznamné misto zde zaujima regulace, velmi vzacné je pro reakci vyzadovan dvojvazny
kation, napiiklad Mg?*. Proteinkinidzy mohou existovat v bazalnim stavu a aktivovat se

riznymi regula¢nimi stimuly pouze v piipadé nutnosti (Roskoski 2015).

Existuji dva obecné druhy konformaénich zménu vétSiny proteinkinaz. Prvni
konformaéni zména zahrnuje vytvotfeni neporusené regulacni patete pro vytvoreni aktivniho
enzymu. Druha konformacni zména nastdva u aktivnich kindz, jde 0 pfepinani mezi

otevienymi a uzavienymi konformacemi béhem svych katalytickych cyklt (Roskoski 2015).

Kindzy muizeme rozdélit pro ucel této prace napiiklad podle toho, na které
aminokyseliny jsou schopny vazat fosfat. Prolin dependentni glykogen syntdza kinaza 3 beta

forma (GSK-3pB) fosforyluje serin a threonin, a to na prefosforylovanych peptidech
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(Hromadkova 2018, Golpich 2015). CAMP dependentni PKA je schopna oproti GSK-3f3
fosforylovat i tyrosin (Visconti 1995). MAPK1 ERK?2 je schopna vazat fosfatovou skupinu na
serin a treonin(Yang 1999). Protoonkogenova tyrosinova proteinkinaza Src (SRC) katalyzuje

vazbu fosfatu pouze na tyrosin (Tang 2017).

Mimo jiné na vyse popsané skutecnosti se zakladaji néktera 1éCiva, ktera se pouzivaji k
inhibici téchto enzymi. Jsou to latky, které se vazi na ATP-vazebné misto cilovych enzymt a

roz$ituji je do blizkosti hydrofobni kapsy.
1.4.1 Glykogen syntaza kinaza 3 p

GSK 3 patti do skupiny CMCG, ktera dostala nazev podle kinaz, které ji tvofi. Jedna
se o nékolik prolinem fizenych kinaz zahrnujici cyklin-dependentni kinazy (CDK),
mitogenem aktivované proteinové kinazy (MAPK), glykogen syntazové kinazy (GSK) a
kinazy podobné CDK (CDK-like kinases, CLK). Existuje ve dvou isoformach, tj. GSK-3a a
GSK-3pB, o hmotnosti 51 respektive 47 kDa. GSK-3p je regulovana posttransla¢ni fosforylaci
Ser9 (inhibi¢ni) a Tyr216 (aktivujici) zatimco u GSK-3a je Ser2l a Tyr279 (Prasanth
Saraswati 2017).

Fosforylace GSK-3B vyzaduje ptedchozi fosforylace jinou protein kindzou. GSK-3
postupné fosforyluje napt: Ser 652, Ser 648, Ser 644 a Ser 640 ve sméru od karboxylového
konce k amino-konci, ptfi¢emz pozice kazdé nasledujici fosforylace zavisi na piedchozi
fosforylaci P + 4 (Dajani 2001). Jedna se o enzym s délkou 420 aminokyselin. Fosforylace v
fetézci muZzeme najit na pozicich 9, 216, 390 a 402. V buikach se vyskytuje spolu s
isoenzymem GSK 3 alfa (Bax 2001, Zhang 2011). GSK-3p je konstitutivné aktivni kinaza,
jejiz aktivita je negativné regulovana proteinkinazou B (Akt), ktera zprostfedkovava
fosforylaci Ser9. Inhibice GSK-3 neni zprosttedkovana pouze fosforylaci Akt. | jiné
proteinové kinazy, jako je tteba PKA a protein kinaza C (PKC) mohou inhibovat GSK-3 .
Dokonce také MAPK sehrava roli v inhibici GSK-3 (Golpich 2015).

Lze shrnout, ze obecné velmi dilezitymi vlastnostmi jsou ptisobeni jakozto negativni
regulator pfi hormonalni regulaci gluk6zové homeostdzy, Wnt signalizaci a regulaci

transkripénich faktorti a mikrotubulii, MAPT/TAU a jinych (Atkins 2013, Magbool 2016).
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142 PKA

Podle Taylor 2012 se PKA sklada ze dvou obecnych typt (I a II). Existuji Ctyfi
neredundantni R-podjednotky (Rla, RIB, Rlla a RIIv) u lidi a mysi. Tyto podjednotky se 1isi
ve svych vzorech exprese a celularni lokalizaci, tii katalytické podjednotky (Co/B/y) u lidi a
dveé u mysi (Ca /P), jak shrnuje Kirschner 2009.

Neucinny PKA holoenzym obsahuje dvé regulacni a dvé katalytické podjednotky.
Regulace aktivity PKA pomoci cAMP, jejiho druhého posla, je jedinecnd v tom, Zze
nezahrnuje fosforylac¢ni defosforylaci segmentu, ktery je zodpovédny za aktivaci, ale zahrnuje
vazbu cAMP na regula¢ni podjednotky holoenzymu proteinkinazy. Po vazbé molekul cAMP
se holoenzym disociuje do dimeru regula¢ni podjednotky (kazdy monomer vaze dva cAMP) a
dvou aktivnich katalytickych podjednotek podle nasledujici chemické rovnice (Corbin 1978):
R,C, + 4 CAMP & Ry(CAMP), +2C

Protein kinaza A a vSechny ostatni proteinové kinazové fetézce maji maly

aminoterminalni lalok (N-lalok) a velky karboxyterminalni lalok (C-lalok) (Taylor 2012).

N-lalok a C-lalok tvofi $térbinu, ktera slouzi jako dokovaci misto pro ATP pod

smyc¢kou bohatou na Gly, coz je patrné z Chyba! Nenalezen zdroj odkazii..

. (A)

N-lobe

K71-E91
Y~ salt bridge
< G-rich loop
over ATP

Hinge ‘ \ / J
> Seryl substrate j’ 7'
) \) 8

Catalytic loop

o) ) Mg>2*-binding

F102 \'r"“» 4/ L\ loop
| HO®
Q149

segment
pT197

C-lobe f’ ;

\

Protein substrate

Obrazek 1: Struktura PKA

Pievzato z Roskoski 2015

N-lobe - N-lalok, G-rich loop over ATP - smycka bohata na Glu kolem ATP, Hinge - zavés, Seryl
substrat- postranni Zetezec serinu, Catalytic loop - katalyticka smycka, C-lobe - C-lalok, Protein
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substrate - proteinovy substrat, salt bridge - solny miistek, Mg®* binding loop - vazebna smyc&ka pro
Mg?*, Activation segment- aktivaéni segment.

Malé N-a velké C-laloky pftispivaji k nukleotidové vazbé, vétSina interakci zahrnuje
N-lalok. Maly lalok proteinkindz obsahuje konzervovanou na glycin bohatou (GxGx®G)
ATP-fosfatovou vazebnou smycku (Zhang 1993).

Na Prevzato z: Roskoski 2015

je vidét smycka PKA bohata na glycin, ktera obsahuje *°°GTGSFG®. Z terciarni
struktury je patrné, Ze ptredposledni fenylalanin 54 a tieti glycin 55 kotvi a-fosfat z ATP.
Aminoskupina a hydroxylova skupina Ser53 z vySe uvedené smycky reagujis y-fosfatem.
Tteti glycin G52 tvoii vodikovou vazbu s G55. Lys72 z B-fetézce drzi a- a B-fosfaty v poloze.
Glu9l z a-helixu vytvaii solny mustek s Lys72 a prispiva ke stabilizaci jeho interakce s
témito fosfaty. Aminoskupina c¢islo 6 adeninové baze ATP vytvati vodikovy mustek S
karbonylovym kyslikem Glul121, prvnim globularnim zbytkem PKA. N-1 a N-7 adeninového
kruhu tvofi vodikovou vazbu s hlavnim fetézcem aminoskupiny zbytku kloubu Val123 a
hydroxyskupiny Thr183 blizko pocatku aktiva¢niho segmentu. Thr183 je jedinecny pro PKA
a neni zakonzervovan v rodiné proteinkinidzy. Adeninova baze interaguje s nékolika
hydrofobnimi zbytky v ATP-vazebné kapse, zahrnujici Leud49, Val57, Ala70, Metl20,
Tyrl22, Val123 z N-laloku a Leul73 z C-laloku (Zhang 1993).

SIg e
ﬁﬁm p2 -

Obrazek 2: Struktura PKA detail; Adenine - adenin, Ribose - riboza
_97.-



Pievzato z: Roskoski 2015

Jak jiz bylo zminéno vyse, a3-vlakno vSech proteinovych kinaz typicky obsahuje
sekvenci Ala-Xxx-Lys, jejiz lyzin v PKA Lys 72 vytvaii solny mistek s konzervovanym
glutamatem blizko stfedu aC-helixu Glu91. P¥itomnost solného mustku mezi B-Lys a B-Glu je
zasadni pro tvorbu aktivnich proteinovych kinaz. C-lalok, ktery vyznamné piispiva k vazbé
proteinu/peptidu se substratem, se podili také na nukleotidové vazbé. I'-fosfat interaguje s
Lys168 v Kkatalytické smycce. Zbytek tohoto lysinu konzervovan ve skupiné

serin/threoninovych kindz.

Lys72 z PKA také vytvaii solné mistky s obéma a- a y-fostaity ATP. Dva aspartatove
zbytky v motivu Lys Glu Asp Asp se vyskytuji ve velkém laloku (Roskoski 2015). V PKA
funguje Aspl66 jako katalytickd béaze, kterd odebird proton ze substratli protein-
serin/threonin, ¢imz usnadiuje nukleofilni zasah do atomu y-fosforu MgATP (Zhou 1997).
Tato baze se vyskytuje v katalytické smycce protein-serin/threonin kinazy s kanonickou
"H/YRDKPEN" sekvenci (Hanks 1988). V nereceptorovych protein-tyrosin kinazach ma
katalyticka smycka kanonickou "HRDLRAAN" sekvenci, zatimco v receptorovych protein-

tyrosin kinazach je sekvence "HRDLAARN" (Roskoski 2015).

Ze studie struktury Katalytické podjednotky mysiho PKA navézaného na Mg?*
peptidovy substrat a analog ATP (AMP-PNP, 5p-adenylyl-a, y-imidodifosfat) vyplyva, ze
Mmechanismus vSech proteinkindz bude vyzadovat dva magnéziové ionty pro katalyzu

(Roskoski 2015).
143 MAPK-1 ERK2

Je obecné znamo, Ze ERKI a ERK2 jsou piibuzné serin/threonin kindzy, které se
ucastni Ras (proteiny kédované genem c-ras)-Raf (rodina serin/threoninovych kinaz)-MEK-
ERK-MAPK kaskady pienosu signalu. Tato kaskada se podili na regulaci Sirokého spektra
procest, které zahrnuji buné¢nou adhezi, bunéénou migraci, pieziti bun¢k, diferenciace,
metabolismu a mnoha dal$ich. Vzhledem k tomu, Ze rodiny Raf kinazy a MEK maji tizkou
substratovou specifitu, ERK 1/2 katalyzuje fosforylaci stovek cytoplazmatickych a
nuklearnich substratii véetné regula¢nich molekul a transkripénich faktorti (Kondoh 2007).

Mezi dulezité funkce MEK1/2 patii katalyza fosforylace lidského ERK1/2 na Thr183/Tyr185
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a Thr202/Tyr204. Pro aktivaci enzymu je nutna fosforylace jak tyrosinu, tak treoninu (Zhang
1993).

ERK1/2 jsou prolinem fizené kinazy, které upiednostiuji katalyzu fosforylace
substratti obsahujicich sekvenci Pro-Xxx-Ser/Thr-Pro (Davis 1993). Mimo téchto primarnich
strukturnich pozadavkl, mnoho substrati ERK1/2 ma D-dokovaci misto, F-dokovaci misto

nebo oboji (Zhang 1994).

Regulaéni defosforylace ERK1/2 je zprostfedkovana protein-tyrosinovou fosfatazou,
protein-serinovou/threoninovou fosfatazou a fosfatazou s dvoji specificitou. Kombinace kinaz
a fosfatdz Cini celkovy proces reverzibilni. Fosforylace nuklearnich transkripénich faktora
Ets, Elk a c-Fos za katalyzy ERK 1/2 piedstavuje dilezitou funkci a vyzaduje translokaci
ERK1/2 do jadra aktivnimi a pasivnimi pienaSeCi, které obsahuje jaderny por. Tyto
transkripcni faktory se podileji na bezprostfedni ¢asné genové reakei (Owens 2007, Farooq
2004).

MAPK je serin/threoninova kinaza. Allesi 1995 shrnuje, Ze jeji aktivace a deaktivace
se déje na podkladé¢ fosforylaci a defosforylaci treoninovych a tyrosinovych zbytkl v
aktivaéni smycce. Tyto zbytky se nachazeji v uspoiadani Thr-Glu-Tyr (183-185 na p42MAPK
isoform¢). MAPK fosforyluji substrat na serinovém nebo tyrosinovém zbytku, ktery je
nasledovan prolinem. Substratova selektivita je dana specifickymi motivy, které se
fyziologicky na téchto substratech vyskytuji. Specificita MAPK kaskady je dana interakci s
vice segmenty proteinové kostry (Roux 2004).

MAPK/ERK kaskada ovlivituje regulaci velkého pocétu bunéénych procest, jako
naptiklad embryogenezi, proliferaci, diferenciaci a apoptdézu indukovanou podnéty, které
souvisi se zménami na povrchu bunék, metabolického stavu a prostfedi bunky. Kaskada
MAPK/ERK zprostfedkovava také rizné biologické funkce, jako je riist bunck, adheze,
diferenciace prostfednictvim regulace transkripce, translace a cytoskeletalniho pteskupeni.
Kaskada MAPK/ERK hraje také urcitou ulohu pfi iniciaci a regulaci meidzy, mitozy a
postmitotnich funkci (Carnegello 2011, Pearson 2001).
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1.4.4 Proto-onkogenova tyrosin-proteinova kinaza Src

Nereceptorova proteinova tyrosinkinaza, ktera se aktivuje po zapojeni mnoha raznych
tfid bunéénych receptord, vcetné receptorti imunitni odezvy, integrinii a dalSich adheznich
receptord, tyrosinkindz receptorovych proteind, receptorti sdruzenych s G proteinem a také
cytokinovych receptort. Utastni se v signalizaénich cestach, které kontroluji riiznorodé
spektrum biologickych aktivit, mezi které patii genova transkripce, imunitni odpoveédi,

bunécna adheze, progrese bunécného cyklu, apoptdzy, migrace a transformace.

Proto-onkogenni cytoplazmaticka tyrosinkinaza rodiny SRC je exprimovana V
urcitych plné diferencovanych buiikach, jako jsou neurony, destiCky a makrofagy.
Fosforylace aktivacni smycky tyrosinu aktivuje enzym. Fosforylace tyrosinu na C-konci

pomoci Csk inhibuje enzym (Ma 2002).

Sekvence "ETEVELYNEF" lokalizovana na 176-186 v Rab7 je optimalni
substratovou sekvenci pro Src kinazu, protoze zbytek Y183 mize byt fosforylacnim mistem
pro Src kinazu. Pro ovéfeni této hypotézy byl vygenerovan Rab7Y183F mutant v bunikach
Hela. Bunécné lyzaty byly zpracovany pro detekci fosforylace tyrosinu Rab7. Vysledkem,
podle ocekavani, byla zabrana fosforylace tyrosinu v Rab7Y183F, coz naznaluje, Ze

substituce hydrofobnim fenylalaninem za Y183 rusi tyrosinovou fosforylaci Rab7 (Lin 2017).

Protein-tyrosin Kinazy obsahuji region Pro-lle/Val-Lys/Arg-Trp-Thr/Met-Ala-Pro-Glu,
zatimco protein-serin/threoninové Kinazy region Gly-Thr/Ser-X-X-Tyr/Phe-X-Ala-Pro-Glu.
Tyto regiony se nachazeji v doménach VI a VII a piispivaji k substratové specificité¢ kinazy
(Hanks 1988).

1.5 Tau protein a neuropatologie

Alonso 2004 uvadi vyc¢et mist na Tau, ktera patii mezi kriticka pro hyperfosforylaci
Ser199/Ser202/Thr205, Thr212, Thr231/Ser235, Ser262/Ser356, a Ser422. Dalsi mista a
posttranslaéni modifikace Tau popisuje Hanger 2007. Ferrer 2001 uvadi vycet kinaz, které
mohou fosforylovat neurofilamenty a Tau protein. Jsou to PKA, PKC, cyklin-dependentni

kindzy 5 (Cdk5), extracelularni signal-regulujici kinazy (ERK), GSK-3, proteinkinazy

-30 -



aktivované stresem (SAPK) a kaseinové kinazy | a Il (CAMK1 a CAMPK2). V¢tsina

fosforylacnich mist se skladd z motivu opakovanych sekvenci Lys-Ser-Pro.

Dale uvadi, s odvolanim na Robinson 1997, ze bovinni Tau nebo rekombinantni lidské
Tau proteiny mohou byt hyperfosforylovany proteinovou kinazou PK40, Ktera zkiizené
reaguje s ERK-specifickymi protilatkami (PK40erk) a vytvaii parova Sroubovita vlakna
pripominajici ty, které se vyskytuji u AD. Ptesto fosforylace Tau rliznymi kindzami zavisi na
poradi, ve kterém kindzy fosforyluji Tau. VySe zminéna fosforylace PKA ¢aste¢né inhibuje
pusobeni PK40erk.

Intraneuronalni inkluze vytvotené z hyperfosforylované mikrotubuly asociované s Tau
proteinem a extracelularni depozity p-amyloidniho proteinu (AP) jsou definujici pro
neuropatologickou charakteristiku Alzheimerovy choroby (Alzheimer deasease, AD)
(Goedert 2006). Mezi charakteristické znaky AD patti AP plaky, neurofibrilarni spleté
(Neurofibrilar Tangels, NFT) a neurodegenerace. AP peptid je hlavni sloZkou senilnich plaki
a bylo dokazano, ze AP vlakna z pora v neuronech jsou zodpovédna za ptiliv vapniku do
neuronu a pusobi tak jeho smrt (Demuro 2011). NFT se skladaji z neurofibrilarnich
proteinovych agregati, které se tvofi na podkladé hyperfosforylovaného Tau proteinu, coz je
jeden z mikrotubularnich proteinti (Kuhla 2007). Roberson 2007 uvadi, Ze AP mohou byt
zodpoveédné za akceleraci agregace Tau proteinu v NFT. Je prokazano, Ze vliv na tvorbu NTF
ma 1 chybné Stépeni Tau proteinu za Asp421 kaspazou, kdy dochdzi k tvorbé peptidu o
velikosti 20 AK, ktery snadno tvoii amfipaticky alfa-helix (Gamblin 2003).

Tau inkluze pfi absenci extracelularnich depoziti jsou charakteristické pro AD a
ne¢kolik dalSich neurodegenerativnich onemocnéni, vcetn¢ progresivni supranuklearni
paralyzy, kortikobazdlni degenerace, Pickovy nemoci, dédicné frontotempordlni demence a
parkinsonismu asociovaného s chromozémem 17(FTDP-17T) (Poorkaj 1998). ldentifikace
mutaci v Tau v FTDP-17T byla stanovena jako kauzalni dysfunkce Tau proteinu v

neurodegenerativnich chorobach (Poorkaj 1998).

Vsechna vySe uvedend onemocnéni byla spojena s abnormalné vlaknitou helikaIni
formou hyperfosforylované frakce Tau. Napiiklad fosforylace na serinu 422 (S422) a
trojnasobna fosforylace na tyrosinu 212 (T212), S214 a T217 je abnormalni, protoze neni

ptitomna u Tau v normalnim dospélém lidském mozku (Yoishida 2006). K fosforylaci
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dochazi i na dalSich mistech na Tau v normalnim mozku, ov§em méné nez na vlaknitém Tau

(Delobel 2008).

Patologicka cesta vedouci z normalniho rozpustného na nerozpustny Tau protein je
pravdépodobné zdrojem neurodegenerace u téchto onemocnéni. Na zékladé vysledkt v linii
mysi exprimujici lidsky Tau s mutacemi FTDP-17T bylo zjisténo, ze hyperfosforylace Tau
vyskytujici se na mnoha mistech ptedchazi zformovani Tau do vlaknité nerozpustné formy
(Allen 2002). Navic zvySeni fosforylace rozpustného Tau vedlo ke zvySeni tvorby vlaken, coz

naznacuje, ze fosforylace mize vést k zformovani vlaken (Schneider 1999).

Studie (Shneider 1999) uvadi, ze fosforylace Tau na nékterych mistech brani sestaveni
vlaken, a ze jeji abnormalni fosforylace neni dostate¢na pro tvorbu vldken v bunétnych

modelech.

Terminem Tauopatie rozumime smésnou skupinu neurodegenerativnich onemocnénti,
které se projevuji vzristem fosforylace na Tau proteinu v cytoplazmé neuronti a gliovych
bungk a v jejich procesech. Ferrer 2001 shrnuje, Ze abnormalni kumulace takového Tau je pro
tyto nemoci charakteristickd. Navic isoformy tohoto proteinu mezi sebou produkuji specifické
Tau vazby, které jsou patrné po oznaceni specifickymi protilatkami proti fosforylovanému

Tau podrobené technice Western blot (Ferrer 2001).
1.6  Strategie a specifika pripravy vzorku v proteomické analyze

Dnesni proteomickd analyza vyuziva mnoha rGznych pfistupi k samotné analyze.
Napriklad protilatky proti fosforylovanym proteinim 2-D elektroforézu nebo proteinové Cipy.
Jednim z vyuzivanych piistupti je hmotnostné spektrometrickd analyza naptiklad ve spojeni s
kapalinovou chromatografii. V tomto uspofaddni jsou protedzou naStépené proteiny z
komplexniho vzorku nejprve podrobeny separaci kapalinovym chromatografem a eluce je
vedena ptimo na iontovy zdroj hmotnostniho analyzatoru. Pii takovém uspofadani se vétSinou

uziva elektrosprejova ionizace vzorku (ESI) piipadné ESI s nanosprejem (NSI).

V  proteomice se Casto setkdvdme s vyuZzitim Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization (MALDI), kterd naopak vyzaduje vzorek v pevném stavu. Z toho

vyplyva, Ze riizné ionizacni zdroje vyZaduji, riizné metody piipravy vzorkl. Ptistupu, kdy je
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prvné protein $tépen proteazou fikame "bottom-up". Dalsim piistupem je "top-down", kdy

jsou analyzovany intaktni proteiny (Ivanov 2011).

Pro zkoumani proteini resp. fosfopeptidi v realnych vzorcich hmotnostni
spektrometrii je tfeba pii zpracovani téchto vzorkii, myslet na jejich komplexnost. Pravé
slozitost a mnozstvi peptidl, které nejsou predmétem studia, ale jsou ptitomny ve vzorku a
stézuji analyzu fosfopeptidi. Z tohoto divodu je zapotiebi vzorky obohatit, coz ve

fosfoproteomice znamena zvysit podil fosfopetidii k balastnim, nefosforylovanym, peptidim.

1.6.1 Obohacovani fosfopeptidii

Existuje nékolik technik, které jsou zaloZzeny na principu afinitni chromatografie,
kterymi lze vzorek obohatit. Jsou to naptiklad afinitni chromatografie na imobilizovanych
kovech (Immobilized Metal Affinity Chromatography, IMAC), chromatografie s hydroxyapatitem
(Hydroxy Apatite chromatography, HAP), afinitni chromatografie na oxidech kovi (Metal
Oxide/hydroxide Affinity Chromatography, MOAC) aj. Tyto techniky mohou byt doplnény o
iontové vyménou chromatografii na silnych katexech (Strong Cation-eXchange chromatography,
SCX), hydrofilni interak¢éni chromatografie (Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography,
HILIC), interak¢ni chromatografie s elektrostatickou repulzi (Electrostatic Repulsion hydrophilic

Interaction Chromatography, ERLIC) (Salovska 2012).

Princip MOAC byl vyuzivan v této praci a spociva v afinité fosfopeptidi k oxidim
kovti, jako je napt. TiO,. Pfi nizkém pH dochazi k protonizaci fosfat a kyselych zbytkl na
peptidu. Principidlné se jedna o sdileni ionti ve vazbé mezi Lewisovymi Kyselinami
(fosfoskupinou na fosfopeptidu) a Lewisovymi zdsadami (TiO3), jak je patrné z Obrazek 3
(Beltran 2012). Peptidy, které nemaji ve své struktuie fosforylované aminokyseliny, jsou na

TiO; zadrzovany méné.
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Obrazek 3: Schéma vazby proteinu na TiO, povrch nosice

Nespecificky mohou byt véazadny 1 peptidy s vySSim obsahem aminokyselin
s karboxylovymi skupinami v postrannim fetézci (asparagové a glutamové) (Klemm 2006).
Ke snizeni nespecifické sorpce se mimo jiné pouzivaji nékteré monokarboxylové a
dikarboxylové kyseliny napt. kyselinu mlé¢nou, glutamovou, dihydroxybenozovou kyselinu
(DHB) aj., které soutézi o vazebna mista na nosici s nefosforylovanymi peptidy (Sugiyama
2009).

Mezi dalsi chemikalie pro zvySeni vazebné specificity patii napf. Kyselina
trifluoroctova nebo mraven¢i pro upravu pH a acetonitril, ktery potla¢uje hydrofobnich
interakce se sorbentem. Pouziti vysoké koncentrace karboxylové kyseliny ve fazi navazovani
fosfopeptidu na nosi¢ mize zvysit specificitu vazby, ale sou¢asné¢ mize dochazet ke ztratam
slab&ji vazanych fosfopeptidi. Toto se tykd piedevSim peptidi monofosforylovanych

(Salovska 2012).

Samotné provedeni obohaceni fosfopeptidi je v literatuie popisovano nékolika
zpusoby, offline a online. Off-line pfistup je rozsitenéjsi a déli se jesté na dva zpusoby
provedeni. Sorbent lze umistit bud’ do $pi¢ky pipety a obohaceni se provadi opakovanym
pruchodem roztoku peptidi pies sorbent, nebo se v mikrozkumavce, kde jsou ¢&astice s
oxidem kovu smichany s roztokem peptidti, coz muze byt vyhodnéjsi diky del$imu kontaktu
vzorku s &asticemi (Beltran 2012, Salovska 2012).

Po provedeni patfiéného poctu promyti sestupnou fadou roztokii acetonitrilu a

trifluoroctovou kyselinou (trifluoracetic acid, TFA), které zajistuji vymyti nespecificky

-34-



navazanych peptidd, je obvykle provedena bazicka eluce. Eluce monofosforylovanych
peptidi  byly provedeny napiiklad roztokem 1 % TFA ve 20 % acetonitrilu a
multifosforylované v zasaditém pH vodnym roztokem hydroxidu amonného (Salovska 2012).
Z dtvodu, které uvadi Beltran 2012, se vicendsobné fosforylované peptidy vazou silnéji na
TiO; a k piekonani tohoto limitu je tfeba pouzit bazicky eluéni pufr, o uréité iontové sile.
Takovy pufr musi byt schopen hydrolyzovat fosfat, ktery se vaze na TiO,. Online pfistup je
popsan v Kapitole 1.9.

TiO, je pravdépodobné nejpouzivanéjSim typem sorbentu pro obohacovani
fosfopeptidii. Mize byt pouzit i oxid zirkoniCity (ZrO;), ktery vykazuje podobné vlastnosti
jako TiO,, ktery ovSem ma vyssi afinitu k multifosforylovanym peptidim (Kweon 2006).
Podobné vlastnosti jako MOAC vykazuje i IMAC, ktery vyuziva Al, Ga, Fe aj. Srovnanim
IMAC s MOAC se podrobnéji zabyva Beltran 2012, Larsen 2005 a Tichy 2011.

1.6.2 Vlastnosti TiO,

TiO; je dobie dostupny a tedy nejuzivanéjsi sorbent k obohacovani fosfopeptidu. Je
vysoce selektivni k fosfopeptidim, udrzuje stabilni vazbu s fosfopeptidy pti promyvani, které
je nedilnou soucasti obohacovani (Klemm 2006). Struktura a zadrZovaci schopnosti titanu
jsou silné zavislé na technice tepelného zpracovani ¢astic (Tani 2002). Efektivitu obohacovani
oxidem titani¢itym lze ovlivnit pfiddnim riznych ¢inidel (Larsen 2005), coz je popsano v

Kapitole 1.6.1.

Dalsimi ¢inidly, ktera maji vliv na sorpéni vlastnosti, jSOU substituované karboxylové
kyseliny s aromatickym jadrem, monokarboxylové aromatické kyseliny nebo alifatické
kyseliny napt. ml¢ena, trifluoroctova nebo octova. U téchto kyseliny byla prokazana vysoka
ucinnost (Breitkopf 2012). Nejucinnéjsi z aromatickych karboxylovych kyselin obsahuji
hydroxylovou skupinu v poloze ortho, coz zajistuje redukci nespecifické vazby peptida 1épe
nez v piipadé hydroxylové skupiny v poloze meta (Dobson 2000). Podle studie Sugiyama
2007 se jevi jako nejvhodngjsi mezi alifatickymi kyselinami, kyselina mlé¢na, jejiz schopnost
potlacit nespecifickou vazbu byla nejvyssi. Titanovy sorbent pouzity ve studii, ktery byl
modifikovan kyselinou mlénou, mél oproti ostatnim porovnavanym latkdm nejvyssi pocet
identifikovanych fosfopeptidii a také nejvy$si pomér fosforylovanych k nefosforylovanym
peptidim.
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Dalsim podstatnym faktorem pro selektivitu obohacovani je hmotnostni pomér peptida
a TiO,. Podle studie Li 2009, ktera pracovala s lyzatem HeLa bunék je optimalni hmotnostni
pomér od 1:2 do 1:8. Vyssi nebo nizs$i pomér selektivitu nezvySoval. Ve studii je zminéno, ze
mnohonasobné fosforylované peptidy byly lépe identifikovany pii malém mnozstvi Castic

TiO,, a monofosforylované peptidy pii vy$Sim mnozstvi ¢astic.
1.6.2.1 Titansphere

Jedna se 0 komer¢né vyrabény produkt (GL Sciences, Japan). Jde o 10 um velké
sférické Castice TiO,, které maji CasteCné porézni povrch a idealni fyzikalni vlastnosti pro
chromatografii. Vyrobce uvadi, Zze ve srovnani s béZznymi materialy na bazi oxidu kiemicitého
ma Titansphere nékolik vyhod. Vykazuje velmi dobré vlastnosti mj. pti sorpci fosfopeptidu,
vysokou selektivitu k fosforylovanym peptidim, kterou lze podpofit alifatickou
hydroxykyselinou, snadno se s nim zachazi pii promyvani a eluci. Prace s nim nevyzaduje
z4dné specialni podminky. Jeho pracovni schopnost neni omezena na jednoduché smeési

peptidi, ale 1ze ho pouzit i pro bunécné lyzaty (Pinkse 2004, Deng 2016, Tan 2013).

x15,000 x100,000
Obrazek 4: Titanspherel0 um velké sférické ¢astice TiOzzvétseni 15 000 krat (vlevo), 100 000 krat
(vpravo)

Pievzato z internetového zdroje 1

1.6.2.2 Magnetické core-shell nanocastice

Vyhoda magnetickych nosicli spo¢ivd v moznosti snadné separace na magnetickém
separatoru, pii zachazeni se vzorkem. Magnetické jadro FesO, a povrch TiO; spolu tvofi
Castice o vel. 100 nm. Ptiprava ¢astic pouzitych v této praci vychazi z prace Alvarez 2010,

ackoli mnozstvi a druh reagencii pro ptipravu ¢astic pouzivanych v této praci byly upraveny.
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Vyvoj magneticky aktivnich nosici je v poslednich letech pfedmétem mnoha projekti a
vyzkumné cinnosti. Je pfedmétem mnoha uprav, pfi snaze o zachovani magnetickych
vlastnosti a vysoké selektivity. Dalsi diillezitou vlastnosti je citlivost, tato se 1isi v zavislosti na
vyrobni metodé a provedené modifikaci. Nosi¢ ma stejn¢ jako Titansphere vyborné selekéni
vlastnosti a v tomto ohledu se od né&j velmi nelisi, avSak jeho velkou devizou je magnetismus,

ktery umoziiuje z postupu separace vyloucit centrifugu.

50 nm

TiO, shell

Obrazek 5: "'Core-shell” nano¢astice; TiO,shell - TiO, schranka, FesO, core - Fe;0, jadro
Pievzato z: Alvarez 2010

1.6.2.3 Titanové nanotrubice s magnetickymi vlastnostmi

Kulovité magnetické materialy nabizeji sviij sféricky povrch pro sorpci vzorku, ale 1ze
vyuzivat 1 jiné tvary, které mohou dosahovat vyssiho aktivniho povrchu, piipadné mohou byt
pokryty magnetickymi nanocasticemi. Dal$im faktorem je niz$i cena oproti mezoporéznimu
Titansphere. Ve studii Wijeratne 2015 byly pouZity titanové nanotrubice radidlné tvofené na
titanovych dratech. Vysledky ukazuji, Ze tato architektura mize poskytovat fosfopeptidové
obohaceni s podobnou kapacitou jako komeréné dostupny Titansphere, ktery je obecné
povazovan za jeden z nejlepsich. Dale je tieba zminit, Ze rozméry mohou byt ménény v délce
a priméru, takze je mozné presn¢ nastavit parametry a optimalizovat jejich funkénosti. Dale
bylo prokazano, ze TNT nabizeji podobnou u¢innost pro obohaceni fosfopeptidi ve srovnani
se souCasnym nejlepSim nosicem. Na jejich vnitini a vnéjSi povrch lze umistit Fes3O4

nanocastice o velikosti 8 nm, diky kterym ma nosi¢ magnetické vlastnosti. Shresha 2012
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shrnuje ve své praci vlastnosti, kterymi disponuji trubice a které lze vyuzit napfi¢
medicinalnimi a primyslovymi aplikacemi. Ptipravu nanotrubic, tak jako napft. v této praci,
lze provést podle prace (Macak 2013), jejimz produktem byly trubice s vnitfnim primérem
asi 125 nm a prace (Das 2017), kde byl vnitini primér trubic 230 nm. Poté byl produkt
sonifikovan v 5% isopropanolu. Potazeni magnetickymi nanocasticemi bylo provedeno
prolitim roztoku nanocastic ptes trubice, pod kterymi byl umistén silny magnet. Pro pokryti
nanotrubic bylo, navzdory poznatkim z literatury, pouZito 10 ul na 1 cm? povrchu nanotrubic
(Kup¢ik 2017). Mnozstvi adsorbovaného proteinu zavisi na vnitfnim praméru, délce

nanotrubic, tedy sorbénim povrchu i na naboji (Kulkarni 2016).

Obrazek 6.: Snimek ze skenovaciho elektronového mikroskopu; a) nanotrubice TiO, b) nanotrubice
TiO, pokryté Fe;O4 Pfevzato a upraveno z Kupcik 2017

1.6.3 Priprava vzorku pro MS analyzu po obohaceni

Eluéni roztoky, které vznikaji pfi zpracovani vzorku, by mély mit co nejmensi objem a
je proto potieba je zakoncentrovat. V tomto stavu jsou vzorky podrobeny kapalinové
chromatografie na reverzni fazi k odstranéni zbylych neéistot. Jeji princip spociva v interakci
analytu s nepolarni stacionarni fazi (silikagel s kratkymi fetézci uhlovodiki) a s polarnim
rozpoustédlem. Polarni a iontové slouceniny, kterymi sole bez pochyby jsou, jsou undseny

polarnim rozpoustédlem (voda) a analyt s afinitou k nepolarni fazi je zadrzovan na koloné.

- 38 -



Eluce analytu z kolony probihda méné polarnim rozpoustédlem (acetonitril), které dostate¢né

narusuje hydrofobni interakce mezi analytem a stac. fazi (Gobom 1999).
1.7 Hmotnostni spektrometrie

Ve fosfoproteomice se uplatiuji predev§im MALDI, ESI pfipadné¢ NSI ve spojeni s
linearni iontovou pasti + orbitrap (LTQ-Orbitrap) nebo s cyklotronovou iontovou rezonanci s
Fourieorvou transformaci (Fourier transformation-ion cyclotron resonance, FT-ICR) nebo
priletovym analyzatorem (time of flight, TOF). Rizné hmotnostni spektrometry vyzaduji
rizné metody ptipravy vzorkli. Pro NSI musi byt mnozstvi vzorku a c¢inidel upraveno ze
specifickych postupti pro ESI. Navic v NSI (Du 2009) mohou byt v porovnani s ESI
vyZadovany dal$i postupy, jako je odsoleni ZipTip, coZ je jednokrokové odsoleni pro peptidy
a proteiny pies C4 sorbent.

MALDI-TOF vyzaduje matrici pro ionizaci v pevné fazi, LTQ analyzuje jen
proteolyticky $tépené peptidy, zatimco LTQ-Orbitrap je schopen analyzovat jak peptidy, tak
intaktni proteiny. Vzorky musi byt pfipraveny odlisné¢ pro rizné hmotnostni spektrometry,
ruzné aplikace stejného ndstroje, jako je ESI a nanosprejem ESI (NSI) v LTQ Orbitrap.

Mohou také vyzadovat odlisné metody ptipravy vzorki.

1.7.1 Princip MS

Hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry, MS) je analyticka technika, jejiz
princip spo¢iva v méfeni poméru hmotnosti a ndboje vzorku v zavislosti na pohybu v
elektrickém nebo magnetickém poli. V prvni fazi je tfeba vzorek pfevést na ionizovanou
plynnou fazi a vzniklé ionty pak separovat pravé podle hodnoty poméru jejich hmotnosti
a naboje (m/z), kde naboj nabyva celo¢iselné kladné hodnoty. Vysledkem je tzv.
hmotnostni spektrum, na jehoZ ose x je vynesen interval hodnot m/z a na ose y intenzita
odezvy detektoru. Jedna se o destruktivni metodu, ktera je velmi citlivd. Mnozstvi
vzorku, které je zapotiebi k analyze se pohybuje v fddu nano az mikrogramii, potazmo

femtomolt. McLafferty 1996 publikoval detekéni limit 0.7-3.0 attomolti na FT-ICR.
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Posloupnost déju, pobihajicich pti MS: pfevedeni vzorku z pevné nebo kapalné
faze na plynné ionty, jejich separace podle m/z a detekce. Schematicky vyjadiena

ionizace molekuly vzorku a jeji fragmentace, probihajici pii MS:

MM +e
ionizace molekuly za vzniku molekularniho iontu
M*— A"+ m’

rozpad molekularniho (prekurzorového) iontu na fragmentovy (produktovy) ion a
elektroneutralni ¢astici

Pro analyzu iontli v hmotnostnim spektrometru, véetné téch obsahujici analyzatory
Orbitrap, FT-ICR a TOF, je naprosto klicové vakuum v zafizeni (10™- 10®Pa), které brani
vzadjemnym kolizim ¢astic v plynné fazi. RGzné typy analyzatorii pracuji za rGzné siln¢ho
vakua. Ptistroje s dlouhou drahou letu iontl potiebuji vysoké vakuum, protoze umoznuje delsi
sttedni drahu letu molekulovych iontii a svazek iontl leticich na detektor je lépe fokusovan.
Na druhou stranu vysoké vakuum znaéné prodrazuje piistroj. Pro méfeni iontd v pfistroji
slouzi i iontova optika (C-past, kvadrupol, oktapél, filtry neutralnich ¢astic aj.), jejichz

zapojeni do pristroje se odrazi také na cen¢.

Srazky iontii ovSem lze vyuzit k fragmentaci molekulovych iontii. Lze vybrat svazek
ionti podle m/z a namisto okamzitého odeslani na detektor, je mozné ho podrobit
fragmentaci. Tim vzniknou nové ionty, které jsou analyzovany. Tato technika vzniku se

nazyva tandemova hmotnostni spektrometrie, (EI-Aneed 2009; Glish 2003).

r wr

1.7.2 Zakladni ¢asti hmotnostniho spektrometru

Zakladem kazdého hmotnostniho analyzitoru je iontovy zdroj, hmotnostni
analyzator a detektor. Iontové zdroje uzivané k proteomické analyze jsou v zasadé dva,
MALDI a ESI. Pokrocilé piistroje obsahuji soustavu tzv. skimerd, na néz je ptivedeno

vzestupné napéti, a svou konstrukei zaostiuji svazek ionti.

Jako hmotnostni analyzator jsme v praktické ¢asti této diplomové prace vyuzivali
hybridni hmotnostni spektrometr vyuzivajici Orbitrap v kombinaci s linearni iontovou

pasti (linear ion trap, LIT) s moznosti indukované kolizni disociace (CID), ktera probiha
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v LIT, nebo vysokoenergetické kolizni disociace (HCD) probihajici v dedikované
fragmentacni cele. Ob¢ tyto moznosti, pfipadné jejich kombinace, lze vyuzit pfi

fragmentaci. Vice je popsano v Kapitole 1.8.

lontovy Analyzator | IDetektor
zdroj

Obrazek 7: Zakladni schéma hmotnostniho spektrometru

1.7.3 lonizace

Obecné délime ionizacni techniky na "tvrdé a mekké" podle energie, kterd je
potiebna pro ionizaci vzorku nebo podle tlaku, za kterého jsou schopny pracovat.
Rozeznavame iontové zdroje pracujici za atmosférického tlaku (API) a zdroje operujici
za vakua. Nelze urc¢it univerzalni zptisob ionizace. Rtizné zptisoby ionizace jsou vhodné

pro riznou chemickofyzikalni povahu vzorku.
1.7.3.1 lonizace elektrosprejem

V ESI je vzorek rozpustén v polarnim, tékavém rozpoustédle (voda, metanol, etanol
nebo ACN) a prochazi pies jehlu s vysokym kladnym nebo zapornym potencialem (vzhledem
k povrchu trysky) Vysoky napéti (1 az 4 kV) mezi jehlou a tryskou zpiisobuje, ze tekutina
vytvaii Taylorav kuzel, ktery je na $pic¢ce obohacen pozitivnimi nebo zapornymi ionty. Sprej
nabitych kapicek vylétava z kuzelu diky elektrickému poli. Kapky se smrstuji odpafovanim,
kdy je trhd naboj na jejich povrchu, coz jim usnadnuje proud dusiku, ktery prochazi pies

piedni stranu ioniza¢niho zdroje.

Tonty se vytvaieji pti atmosférickém tlaku a prochazeji skrze otvor do vakuové oblasti
a odtud pfes maly otvor do vysokého vakua MS analyzatoru (Aleksandrov 1984, Fenn 1989,
Yamasitha 1984). K protonaci v pozitivnim ioniza¢nim modu je ¢asto pfidano malé mnozstvi
kyseliny mraven¢i nebo kyseliny octové. V rezimu negativni ionizace je piidan roztok

amoniaku nebo tékavy amin, aby se podpofila deprotonace analytu molekul.

ESI-MS mitiZze byt pouzit pro analyzu polarnich molekul v rozmezi od méné nez 100

Da az po cely virus s hmotnosti 2 MDa (Tito 2000) a dokonce i 100 MDa jediny iont DNA
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(Chen 1995). Tuto techniku mizeme oznalit za pomérné Setrnou. Dilezitym rysem ESI je
schopnost generovat nasobné nabité ionty, coz umoznuje analyzu velkych proteind v MS
analyzatorech s omezenym rozsahem m/z. Nevyhodou ovSem je, ze vzorky poskytuji
komplexni spektra vicenasobn¢ nabitych iontl, coz ¢ini z interpretace ESI spekter obtiznou
disciplinu a v praxi musi pocitace transformovat nabité iontové obalky na jednotlivé piky 0
ptislusné molekulové hmotnosti. ESI umoznuje jak kvalitativni, tak kvantitativni Stanoveni v

omezeném koncentracnim rozsahu. (Pramanik 2002, EI-Aneed 2009)

Opaénd
Sprejovaci jehla Tayloriv kuzel elektroda

Nerovnomérné %,
stepeni kapky

Zdroj napéti
Obrazek 8: Uspotadani ESI

Pievzato a upraveno z Pramanik 2002

1.7.3.2 lonizace MALDI

MALDI ionizace je mekka technika, ktera se pouziva naptiklad pro ionizaci
molekul biopolymert, napi. proteind, lipida (Balazy 2004), a nukleové kyseliny (Gut
2004). Co se ty¢e polarity, lze MALDI uplatnit u latek nepolarnich az polarnich. Pro
MALDI je extrémné diilezitd matrice, mezi jejiz funkce patii absorpce laserové energie a
pfeména vétSiny z ni na teplo. Matrice v plynném stavu ma dostateCnou energii, aby
zachytila a poté vyloucila analyt, ktery byl v ni nebo na ni kokrystalovan. Typické lasery
pro MALDI pouzivaji impulsy od nékolika stovek nanosekund (napt. N, 337 nm, 3 ns
nebo trojnasobné Nd: YAG, 355 nm, 4-7 ns, Er: YAG 2,98 mm 200 ns) (Cole 2012).
Tato ionizace pracuje pfedev§im se vzorky v pevné fazi. lonizace probiha obvykle za
snizeného tlaku: (< 1 Pa). Vznikaji vétSinou jednou ¢i dvakrat nabité ionty (Croxatto

2007) a muze dochazet k tvorbé adukti s alkalickymi kovy.
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iontova optika
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2 / zasahu laserem
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__spot vzorku

| fmmm desticka

Dusikovy laser

Obrazek 9: MALDI ionizace

Technika nanaSeni vzorku spolecné s matrici na desku uréenou pro MALDI se
provadi n¢kolika zptisoby. Vzorek se muze smichat s matrici a spole¢né nanést na desku,
cozZ je obvykly zptisob, pfipadné se nanasi vzorek na desku a poté se prevrstvi matrici.
Existuje 1 zpusob, kdy se nanasi vzorek na spotu, na kterou je prve nanesena matrice a
poté je vzorek prevrstven matrici. Dal§imi modifikacemi vznikly metody odvozené od
MALDI jsou to: laserova ionizace (Laser Desorption/lonization, LDI), Povrchem
ZlepSena laserova ionizace (Surface Enhanced Laser Desorption/lonisation, SEDLI) a
Desorp¢ni ionizace na poréznim silikonu (Desorption lonization On porous Silicon,
DIOS). DIOS vyuziva na ter¢iku porézni silikon. LDI je metoda, kdy samotny analyt plni
funkci matrice, neni tedy nutné ptidavat matrici. SELDI vyuziva imobilizovanou skupinu

na teréiku, na kterou se specificky vazi urCité proteiny, nasleduje aplikace matrice a

MALDI ionizace.

Po naneseni na desku z pravidla dochazi k odpateni rozpoustédla matrice a jejiho
vykrystalizovani. Vzorek spole¢né s matrici je kratkym pulsem dusikového laseru
desorbovan a unasen do analyzatoru (EI-Aneed 2009). MALDI je pulzni technika, ktera
je Casto spojena s TOF analyzatorem a poskytuje tak vysokou citlivost a jednoduché
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provedeni na kondenzovaném vzorku (Fuchs 2009), je mozné MALDI spojit i s FT-ICR,
qTOF nebo orbitrapem, pfipadné s iontovou pasti, v nasi laboratofi jsme vyuzivali
spojeni MALDI a LTQ-Orbitrap.

Mezi vhodné typy matrice patii aromatické karboxylové kyseliny, které absorbuji
UV zafeni pti vinové délce laseru: kyselina a-kyano-4-hydroxyskoticovou (CHCA) s
pridavkem hydrogencitratu diamonného (DAHC), 2,5-dihydroxybenzoova (DHB),
chlorsalicylova, sinapova, trinydroxyacetofenon (THAP) jejich derivaty aj. Podrobnéji se
timto zabyva Fukuyama 2011. Je obesné znamo, ze CHCA je vhodna pro vzorky do
5000 Da méfené v pozitivnim modu, u kterych neni ocekavan obsah fosforylovanych
peptidi. DHB samotnd je vhodna pro detekci menSich molekul, s pfidavkem kyseliny
ortofosfore¢né, ktera podporuje ionizaci fosfopeptidd, lze ji pouzit pro jejich detekci.
THAP je vhodna pro detekci fosfopeptidi. Sinapova kyselina je vhodna pro detekci

molekul vétsich nez 5000 Da.
1.7.4 Analyzatory v hmotnostni spektrometrii

Ugelem hmotnostniho analyzatoru je déleni iontti po ionizaci podle poméru m/z.
Analyzator je umistén mezi iontovym zdrojem a detektorem. Déleni iontt probiha za
vysokého vakua, které se 1isi podle typu analyzatoru. Analyzatory se od sebe navzajem lisi v
mnoha smérech, napt. rozliSeni, pofizovaci naklady pfesnost a piedevSim princip. Obecné
plati, ze nejmén¢ presné s nejmensim rozliSenim jsou kvadrupdl a iontova past. Spolecné s
piesnosti a rozliSenim stoupaji i pofizovaci naklady. Mezi analyzatory s nejvyssi presnosti

patii Orbitrap, FT-ICR a TOF (Hu 2005).

Hlavni analyzatory, se kterymi setkame pii proteomické analyze jsou kvadrupol,
Orbitrap, LIT v¢etné jejich kombinaci a TOF analyzator. Dal§imi vyuzivanymi analyzétory

jsou FT-ICR a sféricka iontova past (IT).
1.7.4.1 Kvadrupodlovy analyzator

Zékladnim principem kvadrupoélového (dnes se muzeme setkat i s oktapolovym)
hmotnostniho filtru jsou ty¢e elektricky spojeny v parech. Dva protilehlé pary vzdy davaji DC

a RF potencidly o stejné velikosti, ale s opaénym znaménkem. lonty vystupujici ze zdroje,
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typicky zrychlené potencidlem 5 az 20 V vstupuji do oblasti analyzatoru mezi ty¢emi a
pohybuji se rovnobézné s ty¢emi. Pfi danych hodnotach potenciald DC a RF budou mit pouze
ionty v ur¢itém uzkém rozmezi m/z stabilni trajektorie. Rozsah m/z iontl, které prochazeji,
zavisi na poméru mezi potencialem DC a RF. lonty, které nemaji stabilni trajektorii, narazi na
tyce, nikdy tedy nedosahnou detektoru. Pohyb iontu leticiho v kvadrupolovém poli je popsan

Mathieuovou rovnici (Mathieu 1868, McLachlan 1947).

v

Kvalitativng, t€zké (inertnéjsi) ionty vétSinou reaguji na DC slozku pole, zatimco leh¢i
(rychlejsi) ionty reaguji na RF slozku. Jeden par ty¢i funguje jako vysoko propustny filtr a
nuti t€Zké ionty zlstavat uprostied mezi elektrodami. Leh¢i ionty reaguji rychleji a jednou za
cyklus jsou pfitazeny k elektrodé¢ zménou jedné ze slozek (DC nebo RF) na kratky okamzik.
Jestlize je hmotnost iontu dostate¢né nizka, je takto zrychlen a zasahne elektrodu ptedtim, nez
se sila znovu zméni. Opacny par ty¢i funguje jako nizkopriachodovy filtr. Ionty s vysokou

hmotou jsou pfitazeny a narazi na jednu z elektrod (Ekman 2009).

Pti zkoumani urc¢it¢ho rozsahu m/z jsou hodnoty vySe zminénych velicin ménény
podle algoritmu vyrobce tak, aby doslo k analyze co nejsirsiho spektra. Siti spektra si miize
uzivatel zvolit. Tento hmotnostni analyzator je velmi rychly, umoznuje kvantifikaci (S
kontinualnim iontovym zdrojem) a je pomérné levny a hlavné mizeme v ném provadét
fragmentaci iontl. Jeho nevyhodami jsou relativné nizka citlivost ve srovnani s modernimi
konstrukcemi (Orbitrap, FT-ICR atd.), malé rozliSeni, a jeho rozsah je omezeny, piiblizné
m/z < 4000.

detektor

. - =)
iontovy
zdroj

Obriazek 10: Schéma vybéru iontového svazku pii priletu kvadrupolovym analyzatorem
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Kvadrupély lze skladat paraleln¢ a kombinovat s jinymi analyzatory, kde provadéji
predselekci nebo fragmentaci iontt. Trojity kvadrupol (QQQ) je Siroce pouzivany piistroj v
tandemové spektrometrii, zejména v bioanalytickych testech. QQqQ v kombinaci s online
separaci LC se Casto pouziva v kvantitativni analyze molekul, které jsou nizce zastoupeny v
komplexnich smésich (Hopfgartner 2003). V rezimu monitorovani vybranych reakci (selected
reaction monitoring - SRM) je prvni kvadrupél QqQ nastaven na vybér daného rozmezi m/z.
Nicméné kdyz je vzorek velmi slozity, napiiklad télesné tekutiny jako je sérum nebo moc,
rozliSeni chromatografické separace casto neni dostate¢né¢ vysoké a kyzend sloucenina, se
muze spole¢né eluovat s dalsimi molekulami ve vybraném rozsahu m/z. Ve vét§iné nastroji
QqQ je druhy kvadrupdl ve skuteCnosti oktapdlem nebo hexapolem, ale z historickych

dtvodi je oznacovan jako kvadrupdl. Zde dochazi ke kolizi s plynem - fragmentaci.

Tteti kvadrupdl je stejn€ jako prvni nastaven tak, aby jim prochazely molekulové ionty
o konkrétnim m/z, urCity fragment slouceniny, které je analyzovana. Tento dvoufazovy proces
filtrovani hmoty poskytuje vysokou specificnost i pro vysoce slozité vzorky a relativné rychlé

chromatografické separace (Ekman 2009).
1.7.4.2 Tontova past

Iontova past pracuje podobné jako kvadrupol. Navic zahrnuje tieti rozmér, diky
kruhové elektrod¢ s hyperboloidnim prufezem a dvéma postranimi elektrodami, ze kterych se
sklada. Prostor, ktery spoleéné vytvaii je mistem, kde ionty (nad urcitou hodnotou m/z)
osciluji a jsou zde zadrzeny. Tento stav je zajiStén kombinaci vlozeného stfidavého a
radiofrekvencniho napéti. Spole¢né s ionty se v pasti nachazi i plyn (helium). Tento plyn plni
funkci tzv. tlumiciho plynu, pouziva se k tlumeni oscilaci iontli uvnitt pasti. Postupnym
zvySovanim amplitudy vysokofrekvencniho napéti dochazi k vypuzovani iontl z pasti na

detektor.
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Obrazek 11: Schéma iontové pasti

Jinou variantou je linearni iontova past LIT, ktera funguje celkem podobné jako
cylindricka, méa vSak dilezit¢ vyhody. Béhem vstifiku miize byt amplituda hlavniho
vysokofrekvencniho napéti bud’ konstantni, nebo proménliva. S konstantni amplitudou napéti
RF, kde ionty vstupuji do aktivniho pole zachycovani, se iontova kineticka energie rozptyli
béhem kolizi s atomy tlumiciho plynu. ZvySeni amplitudy je synchronizovano s iontovou
injekci. Tato metoda je zvlasté vhodna pro vstfikovani impulsnich iontl, jako je napiiklad
MALDI, kde je pomérn¢ velké rozpéti pocatecnich rychlosti ionta (Doroshenko 1993, Eiden
1993).

Cylindricka past je kompaktni zatizeni s primérem a délkou kolem 5 cm a LIT ma pfi
podobném praméru délku zhruba 20 cm. LIT ma vétsi objem nez cylindrickd a miize uchovat
vice iontil. Mezi nevyhody téchto pasti spada interval vybéru hmoty, ktery asto nemize byt
nastaven dostate¢né¢ uzky pro vybér jednoho izotopu, zvIasté ne v ptipad€é ndsobné nabitych
iontli. Pro detekci fragmentd s malou hmotnosti mé tento analyzétor limit, ktery se pohybuje

kolem 25 % zachycenych ionti (Ekman 2009)
1.7.4.3 Hmotnostni analyzator doby letu
Princip pulzné-priletového analyzatoru spociva v méfeni doby letu ionti, kterou

pottebuji k priletu letovou trubici na detektor. Ionty se stejnou kinetickou energii jsou
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urychleny kratkym napétovym pulsem do trubice, takze rychlost iontti s men$im m/z je vyssi
nez u téch, které maji m/z vyssi, a proto se pohybuji rychleji, tudiz se rychleji dostanou na

detektor (Demartini 2013).

TOF ma teoreticky neomezeny hmotnostni rozsah (Cotter 1992). V praxi je vsak
rozsah omezen ztratou kontroly nad kinetickou energii a prostorovymi rozlozenimi iontl s
rostouci hmotnosti, kdyz jsou vstiikovany do zrychlovaci oblasti hmotnostniho spektrometru.

V dusledku toho se hmotnostni pfesnost a rozliseni zmensuji, jak se zvySuje m/z (Lee 2011a,
Lee 2011b).

M¢teni spekter je velice rychlé, takze zalezi teoreticky pouze na dobé, po kterou jsou
ionty analyzovany, aby staily dopadnout na detektor. Na rozdil od kvadrupoélu, TOF
neselektuje vybrany rozsah m/z, ale analyzuje cely rozsah (Olthoff 1988).

Samotny linearni TOF ma prakticky rozliSeni pouze cca 1000-3000 FWHM (Full
width at half maximum, plnd §ife v poloviné maxima), coZ bylo zlepSeno pomoci dalSich

konstrukénich prvku jako je napft. reflektron a nebo také zpozdénou extrakci iontl ze vzorku u

MALDI.

Analyzator TOF doplnény o reflektron ma vylepsené rozliSeni az 15000-25000 (popf.
50000) FWHM. Tento typ tofu vyuziva tzv. iontového zrcadla neboli reflektronu, kdy ionty o
stejném m/z a vEtsi kinetické energii leti hloubé&ji do reflektronu, ¢imz urazi delsi drahu, coz
pak vede k lepsi fokusaci iontll o stejném m/z na detektor. Pfi ionizaci totiz ziskaji ionty
Kinetickou energii s uréitou distribuci. To snizuje moznost rozliSeni a na zdznamu pozorujeme

rozsifeni jejich pikt. Existuji i dal$i modifikace, které zlepsuji rozliSeni TOF analyzatoru.

Mezi nevyhody zapojeni reflektronu patii snizeni citlivosti kvili del§i draze a dobé
letu, a ztrata iontd pfi ,,obraceni sméru iontt v reflektronu. Pouzitelny limit MS analyzy v
reflektronu je mensi nez 10000 — 15000. Analyza intaktnich bilkovin a jejich profilovani se
provadi v linearnim modu. OvSem, vysledky jsou vyrazné presnéjsi v reZzimu reflexe nez v

linearnim rezimu (Bonk 2001, Corxatto 2012, Wieser 2012).
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Obrazek 12: Schéma TOF analyzatoru s Reflektronem
Ptevzato a upraveno z: Wang 2016.

1.7.4.4 Orbitrap — Elektrostaticka orbitalni past

V analyzatoru typu Orbitrap jsou ionty charakterizovany na zdkladé své thlové
rychlosti (frekvence priletu) kolem osy z. Orbitrap se sklada z vnéjsi a stiedové vietenové
elektrody, na kterou je vloZeno napéti. lonty kruhovym pohybem rotuji okolo a podél
stiedové elektrody. Frekvence pruletu v 0se z je nepfimo iumérna odmocniné z m/z (Hu 2005,
Makarov 2000, Makarov 2010). Neexistuje zde magnetické nebo radiofrekvenéni pole, takze
iontova stabilita je dosazena vyluéné ionty, které obihaji kolem axiadlni elektrody a také
provadéji harmonické kmity podél elektrody (Hu 2005, Makarov 2000). To je dano specialné
zakiivenymi elektrodami, diky kterym na ionty neplisobi vektor r, ktery je kolmy na osu z a
piimy pohyb po této ose je Cisté kvadraticky. Takze pohyb iontii podél 0sy z je nezavisly a

jeho funkce je neptimo timérna poméru m/z podle rovnice (Ekman 2009):

Samotna analyza probiha tak, ze piredselektovany (podle m/z) uzky svazek iontd
vstupuje do elektrického pole v cele orbitrapu. ZvySenim napéti, které stlacuje ionty, se
uvadéji do pohybu. Nasledné se napéti stabilizuje, ¢imz se stabilizuje i pohyb ionti. Uhlové
roz§ifeni, které vznikd po tom, co piestava plsobit radiofekvencni napéti, vytvoii rotujici

prstenec iontd kolem elektrody a detektor odecita proud, ktery ionty indukuji svym pohybem.
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Pro pfepis signalu z detektoru do dat hmotnostni spektra se pouziva Fourierova transformace
(Hu 2005, Scigelova 2006).

Rozlisovaci schopnost Orbitrapu, ktery byl pouzivan pii analyzach v této praci byla do
100000, nové Orbitrapy tuto hodnotu jiz presahuji. Se zvysujicimi se pozadavky na presnost
roste i ¢as potfebny k analyze. Pfesnost hmotnostniho méfeni peptidovych smési, v zavislosti
na konkrétnim, analyzatoru pohybuje kolem 2 ppm (Yates 2006). I kdyz ma orbitrap oproti

FT-ICR nizsi rozliSovaci schopnost a spravnost urceni hmoty, ale vyrazné nizsi potizovaci

naklady.
ESl zdroj Kvadrypol Tlakove Multl ol
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Obrazek 13: Orbitrap ve spojeni s EST ionizaci
Pievzato a upraveno z: Makarov 2010,

1.7.4.5 Tontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci

Detekce je zaloZzena na méfeni proudu, ktery ionty indukuji na detekénich deskach
svym pohybem po orbitach v ICR cele. Fourierovou transformaci se piepocétou frekvence
orbitalniho priletu do stupnice m/z, ¢imz ziskame hmotnostni spektrum. lonty v cele, se
pohybuji po cykloidalni draze s urcitou frekvenci diky v silnému magnetickému poli (cca 7
Tesla), které plisobi na celu a ionty uvnitt. Poté jsou ionty excitovany Sirokopadsmovym
radiofrekvenénim polem (RF) na vy$si drahy. Po ustani pusobeni RF ionty pokracuji na
orbitich s vétsim polomérem, ale se stejnymi frekvencemi. Kazda hodnota m/z ma

charakteristickou cyklotronovou frekvenci, ktera ji odpovida. (Demartini 2013)

Mezi vyhody tohoto analyzatoru patii vétsi rozliSeni nez, které nabizi Orbitrap a patii
mezi nedestruktivni analyzatory. Jeho velikou nevyhodou jsou pofizovaci néklady a

poZadavky na nizké tlaky.

-850 -



1.7.5 Vybrané detektory v hmotnostni spektrometrii

Ulohou detektoru je pfeménit energii prichozich ¢astic na elektricky signal, ktery je
registrovan elektronickymi zatizenimi a pfenesen do pocitace systém ziskavani hmotnostniho
spektrometru. V principu jde o uvolnéni energie pti dopadu na detektor, coz zpisobi emise
sekundarnich ¢astic, napriklad elektrony nebo fotony. PfiCemz pocet sekundarnich Castic
Casto zavisi na energii a/nebo na rychlosti dopadajiciho iontu. Z toho plyne nevyhoda pro
stejn¢ rychlé ionty o nizké hmotnosti, které mohou byt v TOF analyzatorech. Mezi zakladni
typy detektorti fadime Faradayovu klec, elektronovy nasobic a detektor s konverzni dynodou

a fotonasobic¢em.
1.7.5.1 Faradayova klec

Faradayovu klec tvofi konverzni elektroda (dynoda) miskovitého tvaru, ktera ma
povrch z BeO nebo GaP. Dopad iontu zpusobi vytrzeni elektronu z povrchu elektrody a ten
dopadne na anodu. Vznikly elektricky proud je zesilen zesilovac¢em. Tento typ detektoru ma

nizkou citlivost, kvili Sumu samotného zesilovace.
1.7.5.2 Elektronové nasobice

Elektronové nésobiCe obsahuji vice elektrod, které =zesiluji elektronovy proud
dopadajicich ontt 10* az 108 krat. Principialné se jedna o soustavu dynod, ze kterych dopad
elektronu nebo iontu vyvola vytrZzeni dvojnasobku elektronti. Napéti, které je vloZeno na tuto
soustavu je obvykle mezi 1,5 az 3 kV. Signal se zesiluje v podstaté geometrickou fadou, coz

tento detektor Cini citlivym.
1.7.5.3 Detektor pro Orbitrap a FT-ICR

Orbitrap a FT-ICR nepracuji s elektronasobi¢i nebo fotonasobici. Detekce oscilace
iontl je zaloZena na dvou elektrodéach, na kterych je indukovéan proud pravé priletem iontt.
Detekce proudového obrazu je (v soucasnosti) jedinou metodou nedestruktivni v MS je

detektor proudového obrazu.

Ve FT-ICR jsou ionty zachyceny v magnetickém poli a pohybuji se kruhovym
pohybem s frekvenci, ktera zavisi na jejich m/z. Odpovidajicim zpisobem jsou detekovany
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ionty v orbitrapu a jejich pohyb v harmonickych kmitoctech ve sméru z s frekvenci, kterd je
zavisld na m/z, ale nezédvisld na energii a prostorovém Sifeni iontt. Pro detekci musi ionty
projit kolem dvojice detekénich desek. Pokazdé, kdyz ion prochazi, proudi deskou maly
proud. Frekvence kazdého generovaného proudu odpovidaji urcité m/z. Dulezitou vyhodou

nedestruktivni detekce jeze umoziuje znovu naméfit jiz zjisténé ionty.
1.8 Fragmentace a tandemova hmotnostni spektrometrie

Spojenim dvou a vice analyzatorti za sebou se vytvofi tzv. tandemova hmotnostni
spektrometrie, ktera umoznuje fragmentaci iontu a nasledné analyzu produktt. Hmotnostni
spektra, ktera vznikaji, jsou oznacovana jako MS/MS piipadné MS?. Pokud budou dale

fragmentovany fragmentované ionty, data takto ziskana se oznacuji jako tzv. MS?.

K fragmentaci se obvykle vyuziva helium nebo dusik v kolizni cele, se kterym se srazi
ionty analytu. Ze zdrojovych iontti, jsou srazkami s plnem vytvotfeny idealné dva fragmenty o
celkové hmotnosti, pti jednotkovém naboji, ktera se rovna hmotnosti zdrojového iontu. Toho
jevu lze vyuzit, se znalosti jeho zakonitosti, napfiklad pro pfiblizné aZ Gplné urceni struktury

organické molekuly nebo primarni aminokyselinové struktury peptidu.

Vv v

Analyzatory se dnes bézn¢ kombinuji mezi sebou napft. trojity kvadrupo6l, kvadrup6l s

TOF analyzatorem, TOF/TOF, LIT a Orbitrap, Q a Orbitrap aj.
1.8.1 lontové aktivaéni metody

Samotna aktivace iontu za ucelem jeho fragmentace zavisi na MS instrumentaci a

analyzované slou¢enin¢ a strukturnich informacich, které chceme ziskat.
Rozpad ve zdroji

Rozpad ionti na fragmenty nastava, kdyz prekurzorové ionty ziskaji dostate¢nou
vnitini energii, at’ uz pfi vytvareni nebo srdzkami a rozpadaji se diiv, nez opusti zdroj.
Pravdépodobnost rozpadu ve zdroji zdvisi silné na typu iontového zdroje a vybranych
provoznich parametrech. Nicméné, rozpad v zdroji neumoziiuje oddéleni prekurzorovych

iontd rtiznymi m/z pted disociaci a neni tedy skute¢né tandemovou metodou MS (Ekman
2009)
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Rozpad za zdrojem

Hlavnim rozdilem v mezi rozpady je to, Ze vzniklé metastabilni ionty jsou dostatecné
stabilni po cas, ktery stravi ve zdroji. Proto mohou byt piedrozdéleny dle m/z a mohou byt
podrobeny tandemovému MS méfeni. Prikladem, kdy se pouziva metastabilni fragmentace, je
MALDI- rozpad za zdrojem (MALDI-PSD) v kombinaci s analyzatorem TOF nebo TOF-
TOF.

Kolizné indukovana disociace

Pti CID se prekurzorové ionty srazi s atomy nebo molekulami plynu, jako je dusik,
argon nebo helium a fragment. Pfi srazce je Cast kinetické energie preménéna na
vibra¢ni/rotacni energii ptivodniho iontu. Pokud je ziskana vnitfni energie dostatecné vysoka,
prekurzorové ionty budou fragmentovany dostatecné rychle, aby fragmenty iontl byly
pozorovany ve hmotnostnim spektrometru. V zavislosti na typu analyzatoru hmotnosti se
provadi bud’ vysokoenergeticka CID (kiloelektronvoltova kolizni energie) nebo
nizkoenergetickd CID (100 eV). Nizkoenergetickda CID je obvykla ve kvadrupdlech a
iontovych pastech. CID s vysokou energii je typicka pro nastroje sektoru a TOF.

CID s vysokou energii se provadi zrychlenim prekurzorovych iontl na kiloelektronové
energie a naslednou kolizi s atomy nebo molekulami plynu v kolizni bufice. Jedna srazka staci
k vyvolani elektronové excitace prekurzorového iontu a nasledné¢ dochazi prakticky ke vSem
strukturdlné moznym fragmentacim, které se pravdépodobné vyskytuji. Napiiklad
vysokoenergetické CID ¢Casto §té€pi postranni fetézce peptidii a umoziiuje tak rozliSovat mezi
aminokyselinami leucin a isoleucin, které maji stejné elementarni slozeni. Pii CID dochazi ke
Stépeni nejslabsich vazeb (zejména peptidovych vazeb). Pii CID fragmentaci peptidii vznikaji
zejména b a y ionty. Modifikujici funkéni skupiny (posttranslacni modifikace) se vétSinou
odstépuji a nelze je detekovat. Vysokoenergetickdi CID je povaZzovana za velmi
reprodukovatelnou. To je zplusobeno vysokou kinetickou energii akcelerovaného

prekurzorového iontu (Eknam 2004).
Disociace zachytem elektronu

Disociace zachytem elektronu (Electron capture dissociation, ECD) nastava, kdyZz

prekurzorovy iont zachycuje nizkoenergeticky (1 eV) elektron, vytvaii excitovany radikalovy
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iont a poté se rychle disociuje. Disociace v ECD je rychlejsi nez proces redistribuce energie,
¢imz vznikd ndhodnéj$i fragmentace, nez jaka byla pozorovdna pti pomalych metodach
ohievu. Pro peptidy ECD casto vytvari ionty fragmentl typu C a zZ St€penim vazby C- a -N.
Pro studium PTM je zajimavé, Ze labilni modifikace, jako je O/N-glykosylace, fosforylace a

jiné labilni posttransla¢ni modifikace, jsou zachovany (Zubarev 2004).
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Obrazek 14: Fragmenty peptidi vznikajici pii fragmentaci

1.9 Spojeni hmotnostni spektrometrie s kapalinovou chromatografii

Spojeni separa¢ni a analytické techniky umoziuje detailnéj$i analyzu vzorku.
V Kapitole 1.9.1 je popsana kapalinova chromatografie, diky které bylo mozné zvysit pokryti
analyzy peptidi ze smési proteinll. Jednotlivé kapky gradientu ACN, ktery prochdzel ptes
kolonu s analytem, byly zachytdviny na MALDI desku, a poté analyzovany pomoci

hmotnostni spektrometrie. Tento postup se da oznacit za off-line ptistup.
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Jako online instrumentacni spojeni je nejc¢astéji pouzivano jiz zminéné spojeni nékteré
formy LC s ESI (NSI) ionizaci a n€kterym z analyzatori. Pfistup spociva v pfimém
davkovani vzorku po separaci na LC do hmotnostniho spektrometru. Toto umoziiuje ionizace
typu ESI, kde se piebytek mobilni faze odpafuje. Kolony, jsou plnéné vysoce Cistym
sorbentem. Bézné rozméry kolon jsou od 75 um do 4.6 mm ID a délky 20 — 250 mm, velikost

¢astic se pohybuje v rozmezi 1.9 pum — 12 um (Thermo Fisher Scientific, obchodni brozura).

Pokrokem v této metodice je nano-LC, kde se snizil objem vzorku pfivadéného na
ESI. (Bylo prokazano snizeni rychlosti prutoku z pL/min do nL/min zvys$i ioniza¢ni Gi¢innost
a prenos ionti z iontového zdroje na hmotnost spektrometr (Marginean2007). Pti konstantnim
zpétném tlaku jsou niz§i prutoky dosazeny menSim priamérem kolony nebo jejim
prodlouzenim. Shen 2013 ve své praci prokazal dramaticky narist proteomového pokryti pti
pouziti délky 87 cm kolony napIlnéné C18 s 3 um pory. Mezi vyhody LC-MS spojeni obecné
patii vysoka mira separace komplexnich vzorkli, ovSem s tim je spojena ¢asova naroc¢nost

analyzy a nemald finan¢ni narocnost.

Pro spojeni LC a MS v proteomice existuje vice pristupti, napiiklad SCX, SAX, RP-
LC, ERLIC nebo HILIC s MS. Pii chromatografii se silnou katexovou vyménou (SCX)
peptidy jsou zadrZzovany na koloné na zaklad¢ interakce mezi kladné nabitymi peptidovymi
skupinami a negativn¢ nabitou kolonovou néplni. Pti kyselém pH (pH<3) dostavaji peptidy
kladny ndboj na N-konci a postrannich fetézcich argininu, lysinu a histidinu, zatimco
karboxylové skupiny na C-konci se stavaji neutraln¢ nabitymi. Fosfatové skupiny zlstavaji
negativné nabité pii tomto nizkém pH, coZz vede k tomu, Ze peptidy obsahujici fosfatové
skupiny maji niz§i afinitu k negativné nabité naplni a proto, jsou fosfopeptidy eluovany v
diive (Grimsrud 2010).

Chromatografie s vysokou aniontovou vyménou (SAX) je metoda separace peptidd,
ktera je zalozena na silngjSim negativnhim naboji a tak mohou byt zadrzovany kyselejsi
peptidy nez u SCX. Pouziti SAX pro obohaceni fosfopeptidii by nemélo byt vést k vazné
ztraté fosfopeptidl. Dalsi vyznamnou vyhodou pouziti SAX pro analyzu fosfoproteint je to,
ze SAX ma schopnost frakcionovat fosfopeptidy. V roce 2003 Niihse usp&sné pouzil SAX
chromatografii s eluci solného gradientu jako predfrakéni krok pred IMAC pro identifikaci
fosfoproteini plazmatické membrany (Nithse 2003). SCX, SAX a RP-LC s gradientem pH
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eluce byly kombinovany v Yin-yang multidimenziondlni metod¢ kapalinové chromatografie s

tandemovou hmotnostni spektrometrii (MDLC-MS/MS) (Dai 2007).

Isoelektrické zaostfovani (IEF) bylo také prezentovano jako metoda fosfopeptidového
obohacovani, které vyuziva rozdil v pl hodnotach kyselejSich fosfopeptidii a méné kyselych
nefosforylovanych peptidi (Maccarrone 2007, Xu 2007). Nedavna studie zavedla novou
metodiku, ktera zahrnuje separaci proteinti IEF, fosfopeptidové obohaceni pomoci IMAC a
analyza LC-MS/MS pro mapovani fosfoproteomu v lidské bunééné linii prostaty LNCaP
(Chen 2010).

HILIC byl Ccastéji pouzivan pro malé polarni latky (naptiklad 1éCiva,
aminoglykosidova antibiotika, glykany, kyselinu listovou a jeji metabolity, aj.) nez pro
frakcionaci peptidl, ale je zde vyuzivan také retencni Cas se zvySuje s rostouci polaritou
peptidu (Alpert 1990), protoZe zadrzovani analytu je zptsobeno rozdilnou afinitou k vrstve,
ktera je bohatda na vodu a hydratuje polarni stacionarni fazi a k pomérné hydrofobnimu
eluénimu ¢inidlu. Obvykle jde o 10 az 40% roztok vody v acetonitrilu. Mechanismus je
podrobné popsan v Hemstrom 2006. Gilar 2005 ukazal, ze HILIC ma vy$$i stupen
ortogonality k RP-LC neZ vSechny b&zné pouzivané peptidové frakcionaéni techniky, coz je

dano jejich riznymi principialni mechanismy.

(Electrostatic Repulsion-hydrophilic Interaction Chromatography, ERLIC) je novy
chromatograficky ptistup, ktery byl vyvinut zvlasté pro obohaceni a frakcionaci fosfopeptidu.
Kombinuje elektrostatickou piitazlivost s hydrofilnimi interakcemi k selektivnimu zachyceni
fosfopeptidii. Pfi nizkém pH (pH=2) ziistavaji fosfatové skupiny negativné nabité, zatimco
karboxylové skupiny se stavaji neutralné nabité a bazické aminoskupiny kladné nabité.
Fosfatové skupiny jsou elektrostaticky vazany na kolonu; nicméné jejich afinita neni
dostatecna k ptekonani elektrostatického odpuzovani z pozitivn€ nabitych aminoskupin. Proto
je tfeba zvySit hydrofilni interakce fosfatové skupiny pouzitim vysokych koncentraci

organického rozpoustédla napt. 70% acetonitril (Alpert 2008).

Soucasna studie provadéna na burnikach HeLa ukazuje pouziti SCX, HILIC a ERLIC
jako piedsepara¢nich metodu pro fosfopeptidy, které byly nasledovany separaci na reverzni
fazi s MS/MS analyzou (RP-LC-MS/MS) (Zarei 2011).
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1.9.1 Mikrogradientova kapalinova chromatografie

Jednim z moznych uspotfadani RP-LC je tzv. mikrogradientova separace. Tato
jednoduché metoda je vhodna ptedevsim pro jednoduchou separaci peptidi pred MALDI-MS
analyzou, kdy poskytuje oproti pfimému naneseni na MALDI desticku vyssi pokryti
peptidové sekvence pii analyze jednoduchych peptidovych smési pomoci MS, coz je v této
praci experimentalné ovéieno, nez pii separaci mobilni fazi o jedné koncentraci. Jeji princip
spo¢iva v prutoku mobilni faze, kterou je napf. zvySujici se gradient acetonitrilu pies
stacionarni fazi (silikagel C18). Kratké peptidy, a ty, které obsahuji malé mnozstvi
aminokyselin s hydrofobnimi postranimi fetézci jsou eluovany pii nizké koncentraci ACN.
Postupné dochazi k eluci dalsich peptidt, u kterych se zvySuje hydrofobicita zvySovanim
podilu ACN. Obrovsky pfinos ma tato metoda v dostupnosti, kdy neni zapotiebi vysokych

investic. (Moravcova 2009).
1.10 Identifikace peptidii z analyzovanych dat

Pro identifikaci a peptidi a proteinii existuje fada databazi a programi pro
vyhledavani dat o proteinech, predikci sekvence a porovnavani s naméfenymi spektry. Data
Z tandemové hmotnostni spektrometrie vyhodnocujeme programy, mezi né¢ fadime napf.
MASCOT, SEQUEST, ProteinLynx a dal$i. Existuje také mnoho databazi, které zahrnuji
celou skalu proteini (UniProt, SwissProt atd.) nebo se pfimo specializuji na fosfoproteiny
(Phosida, P3DB, Peptide Atlas, PhosphoPep a dalsi). Dalsim uzitecnym pomocnikem pii
analyzach proteini je pracovni sada nastroju ProteinProspector, ktera obsahuje nastroje pro
vyhledavani v databazich a porovnava s nimi naméfena spektra, in-silico §tépeni proteint,
porovnavani MS/MS spekter a dal$i. Jednim z nastroju je i MS-fit, ktery slouzi k identifikaci

peptidt technikou peptidového mapovani, tzv. "peptide mass fingerprinting".
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2 Experimentalni ¢ast

2.1

Pristroje a pomiicky

pH metr model BOECO BT-600 (BOECO, Hamburg, Némecko)

analytické vahy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments, GmbH, Géttingen,
Némecko)

zdroj napéti PowerPac 200 (Bio-Rad, Hercules, USA)

stanice pro denzitometrické vyhodnoceni geli ChemiDoc XRS+ System s Image
Lab softwarem (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

zafizeni na vyrobu ultracisté vody TKA Smart2Pure (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, USA)

mikrozkumavky (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

pipetovaci $picky (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

pipetovaci $picky GEloader tips (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

automatické pipety Eppendorf Research (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
termoshaker TS-100 (Biosan, Riga, Litva)

centrifuga MiniSpin® (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

vakuovy koncentratorPlus (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

mikrostiikatka Hamilton (25 ul, 100 ul,500 ul) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

insulinova stiikacka bez jehly, objem 100 ul, (BECTON DICKINSON (BD),
New York, NJ, USA)

kolona pro mikrogradientovou separaci smési ACAS a BSA:

teflonova hadicka (Labicom, vnitini primér 0,25 mm a vngjs$i 1/16""), sklenéna
kapilara (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornie, USA) o vnitinim
priméru 0,05 mm s polyimidovou povrchovou Upravou, stacionarni faze C 18
(¢astice o velikosti 2,7um)

Kkolona pro mikrogradientovou separaci buné¢ného lyzatu:
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e teflonové hadicka (Labicom, vnitini pramér 0,25 mm a vnéjsi 1/16""), sklenény
filtr 9.0 (Whatman, England), stacionarni faze Kinetex evo C18 2,6 pm, ODG-
4725 (Phenomex, CA, USA)

e vzorkova MALDI deska 384-wellplate, (ThermoFisher Scientific, Waltham,
MA, USA)

e hmotnostni sepktometr MALDI LTQ-Orbitrap XL (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA)

e ultrazvukova lazen Sonorex digitec (Bandelin, Berlin, Némecko)

2.2 Polyakrylamidova gelova elektroforéza pro analyzu proteini a

peptida

Pouzité chemikalie

e Chymotrypsin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) bovinni serovy albumin
(BSA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e lidsky imunoglobulin G (hulgG) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e N,N’-methylen-bis-akrylamid (C;H1oN20,) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

e N,N,N',N’- tetramethylethylendiamin (TEMED, CgHisN2) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA)

e persiran amonny ((NHy4)2S,0g) (Lach-Ner, Neratovice, CR)

e standard molekulovych hmotnosti Precision Plus Protein™ Standards -
Unstained, 10 — 250kDa, (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

e tris(hydroxymethyl) - aminomethan (C4H11NO3) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

e Dbromfenolova modi (C19H1005Br,S) (Lach-Ner, Neratovice, CR)

e vzorkovy pufr (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

e glycin (C;H2NO,) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e Barvici roztok Coomaseie Blue(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
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2.2.1 Roztoky

e roztok A: 30% smés akrylamidu a N,N’-methylen-bis-akrylamidu

e roztok B: 1,5M Tris-HCI pufr pH 8,8 (upraveno pH pomoci 6M HCI)

e roztok C: 1,0M Tris-HCI pufr pH 6,8 (upraveno pH pomoci 6M HCI)

e roztok D: 10% roztok SDS

e roztok E: 10% roztok persiranu amonného (byl ptipraven vzdy Cerstvy)

e clektrodovy pufr pH 8,3 — 8,6: 0,025M Tris, 0,192 M glycin a 0,1 % SDS

e fixacni roztok: 5% kyselina octova + 50% ethanol, destilovana voda

e 10% roztok glutaraldehydu:glutaraldehyda destilovana voda

e roztok amoniakdlniho stfibra: 20% dusi¢nan stfibrny, destilovana voda,
4,5% hydroxid amonny, 9M hydroxidu sodného (239 pul/100 ml rozotku)

e vyvolavaci roztok: 0,05% kyselina citronova, 0,04% formaldehyd, destilovana
voda

e ustalovaci roztok: 5% kyselina octova, destilovana voda

2.2.2 Vzorky:
e IgG
e BSA

e Chymotrypsin

e Smeés vyse uvedenych vzorkl

2.2.3 Postup

Byl ptipraven 12% délici gel o slozeni [ml]: destilovand voda 1,68; roztok A 2,0;
roztok B 1,25;roztok D 0,05;roztok E 0,05, TEMED 0,002.

Do zkumavky byla napipetovéana destilovand voda, roztoky A, B, D a TEMED a smés
byla dikladn¢ promichdna. Poté byl pfidan roztok E, smés byla promichdna, napipetovana po
rysku do prostoru mezi dvé skla a ptevrstvena destilovanou vodou. Béhem 20 - 30 minut gel
zpolymeroval a mezi gelem a vrstvou vody se vytvofilo ostré rozhrani. Destilovana voda byla
odsata prouzkem filtraéniho papiru. Nasledovala pfiprava zaosttovaciho gelu o slozeni /ml

destilovand vodal,4;roztok A 0,33;roztok C 0,25;roztok D 0,02;roztok E 0,02.
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Do zkumavky byla napipetovéana destilovand voda, roztoky A, C, D a TEMED a smés
byla dikladné promichana. Poté byl pfidan roztok E, smés byla promichana a napipetovana
na zpolymerovany délici gel. Nakonec byla mezi skla vloZena Sablona s deseti jamkami. Gel
zpolymeroval béhem 15-ti minut. Po skonfené polymeraci byla odstranéna Sablona a
vytvofené jamky pro vzorky byly proplachnuty elektrodovym pufrem, ktery byl ponechan
V jamkach.

Vzorky byly pfipraveny smichanim vzorku s pufrem pro vzorky v poméru 1:1 (napf.
15 pl + 15 pl). Smés byla promichéna a povafena po dobu 3 minut pfi 100°C. Molekulovy

marker byl pouZit bez povareni.

Skla s pripravenymi gely byla vlozena do elektroforetické vany, byla vyjmuta Sablona
pro vytvofeni jamek a jamky byly proplachnuty elektrodovym pufrem pro odstranéni
nezpolymerovaného gelu. Elektroforeticka vana byla naplnéna elektrodovym pufrem.Vzorky
byly davkovany pomoci Hamiltonovy stiikacky v objemu 15 ul. Standard molekulovych
hmotnosti byl davkovan v objemu 7 ul pro barveni pomoci Coomassie brillant blue, resp. 3 pl
pro barveni roztokem amoniakalniho stfibra. Elektroforetickd separace probihala za podinek:
konstantni napéti 180 V a proud 30 mAna 1 gel. Déleni bylo ukonceno po doputovani
bromfenolové modii na uroven dolniho okraje skel (cca 60 minut). Nasledovalo barveni

Coomassie Blue.
Coomassie Blue barveni:

Promyti gelu ultracistou vodou, pak 30 minut ponechdno ve fixatnim roztoku
(ptipadné v lednici pfes noc). Poté¢ 30 minut podrobeno rehydrataci v ultraisté vodé.
Nasleduje barveni (30 - 60 minut). Nakonec je gel podroben odstranéni nenavazaného barviva

promyvanim v ultracisté vode¢.
Barveni stfibrem:

Po vlastnim elektroforetickém déleni byl gel proplachnut vodou a fixovan pies noc pii
4°C ve fixa¢nim roztoku. Rehydratace gelu v destilované vodé trva 30 minut, nasledujici
inkubace 30 minut v 10% roztoku glutaraldehydu. Poté byl gel promyt destilovanou vodou - 6
x 10 minut. Dale byl inkubovan 15 minut v roztoku amoniakalniho stiibra. Nasleduje promyti

v destilované vodé. Nakonec je gel ponoien do vyvolavaciho roztoku a poté do ustalovaciho.
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2.3 Stépeni bovinniho sérového albuminu solubilnim trypsinem

Pouzité materidly a chemikalie

e 1,1 1-trifluoroctova kyselina, C,0,HF; (TFA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

e Dbovinni serovy albumin (BSA), (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e dithiotreitol, C4H;00,S; (DTT), (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)(Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e iodoacetamid C;H4INO (IAA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e trypsin (Sequencing Grade, Promega Corporation, Madison, WI, USA)

e hydrogenuhli¢itan amonny, NH;HCO3, (ABC) (Lachema, Neratovice, Ceska
Republika

2.3.1 Roztoky

e 04MIAA

e 02MDTT

e 0,05MABC

e roztok trypsinu rozpustény ve vyrobcem dodaném roztoku

o 20% TFA

2.3.2 Postup

1 mg proteinu byl rozpustén v 240 ul 50 mM ABC. Bylo ptidano 50 ul 0,2 M DTT a
30 minut pii teploté 60°C byl roztok inkubovan. Po chlazeni na laboratorni teplotu bylo
pfidano 50 pl IAA a smés byla inkubovéan ave tmé 30 minut pfi laboratorni teploté. Déle bylo
pfidano opét 50 ul DTT a nasledovala inkubace pii laboratorni teploté¢ 15 minut. Poté byl ke
smési pridan roztok trypsinu (E:S 1:50 m/m), ktery byl pfedtim 15 minut zahtivan pii 30°C.
Cela smés byla inkubovana 18 hodin pfi 37°C. Po inkubaci bylo pfidano 10 pl 20% TFA k

zastaveni reakce. Vzorek byl odsolen, a pfipraven pro méfeni na MS, viz kapitola 2.6.
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2.4 Stépeni alfa kaseinu solubilnim trypsinem

Pouzité materidly a chemikalie

e 1,1 1-trifluoroctova kyselina, C,0,HF; (TFA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

e a-kasein (ACAS), (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e dithiotreitol, C4H;00,S; (DTT), (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)(Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e iodoacetamid C;H4INO (IAA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e trypsin (Sequencing Grade, Promega Corporation, Madison, WI, USA)

e hydrogenuhli¢itan amonny, NH;HCO3, (ABC) (Lachema, Neratovice, Ceska
Republika

2.4.1 Roztoky

e 04MIAA

e 02MDTT

e 0,056 MABC

e Trypsin rozpustény ve spoludodaném skladovacim rozotoku

o 20% TFA

2.4.2 Postup

0,5 mg proteinu bylo rozpusténo v 120 ul 0,05 M ABC. Bylo piidano 25 ul 0,2 M
DTT a 30 minut pii teploté 60°C byl roztok inkubovan. Po chlazeni na laboratorni teplotu
bylo ptidano 25 pl IAA a smés byla inkubovan ave tmé¢ 30 minut pfi laboratorni teploté. Dale
bylo pfidano opét 25 pl DTT a nasledovala inkubace pti laboratorni teploté 15 minut. K
roztoku byl ptidan trypsin (E:S 1:50 w/w), ktery byl piedtim 15 minut zahiivan pii 30°C. Cela
sm&s byla inkubovana 18 hodin pii 37°C. Po inkubaci bylo ptidano 10 pl 20% TFA k

zastaveni reakce. Vzorek byl odsolen viz kapitola 2.6.
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2.5 Stépeni vzorku z polyakrylamidového gelu

Pouzité materidly a chemikélie

e 1,1 1-trifluoroctova kyselina, C,0,HF; (TFA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

e a-kasein (ACAS), (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e acetonitril, C;HsN (ACN) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e Dbovinni serovyabumin (BSA), (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e dithiotreitol, C4H100,S,(DTT), (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e iodoacetamid C;H4INO (IAA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e 1gG Human, (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e kyslina mravenci (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e trypsin (Sequencing Grade, Promega Corporation, Madison, USA)

e hydrogenuhli¢itan amonny, NH;HCO3, (ABC) (Lachema, Neratovice, Ceska
Republika

2.5.1 Roztoky

e 0,55 MIAA

e 0,1MDTT

e 0,05MABC

e trypsin rozpustény ve spoludodaném skladovacim rozotoku
e 5% TFA

o 20% TFA

e 100% ACN

e odbarvovaci roztok: 50% ACN/50 mM ABC

e extrakéni roztok: 60% ACN/2% kys. mravenci

2.5.2 Postup

Z gelu byl vyfiznut kyZeny prouzek gelu s proteinem, ktery byl pienesen do
mikrozkumavky a Spickou rozdrcen na malé kousky. K takto pfipravenému gelu bylo ptidano

100 pl odbarvovaciho roztoku asmés byla inkubuovana 30 minut, dokud nedoslo k odbarveni
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gelu, ptipadné byl postup opakovan do uplného odbarveni gelu.Poté bylo ptidano 400ul
100% ACN a nésledovala inkubace, dokud gel nemél bilou barvu. Poté byl zbyly roztok
odtazen a ke vzorku bylo ptidano 30 - 50 ul 10 mM DTT a nasledovala inkubace 30 min pfi
60 °C. Dale bylo ptidano 400ul 100% ACN a inkubovano opét do zbélani gelu. Poté byl
zbyly roztok odtazen. Po ochlazeni na laboratorni teplotu bylo ptidano 30 - 50ul 55mM IAA a
inkubovano 30 minut v temnu pfi laboratorni teploté. Poté ptidano 400ul 100% ACN a opét

inkubovano do zbélani gelu s naslednym odstranénim zbylého roztoku.

K ptipravenému gelu ptidano 20 - 50 pl roztoku trypsinu (podle mnozstvi gelu). Gel
byl inkubovan pii1 4°C po dobu 30 minut, aby se trypsin nasal do gelu. V ptipadé, Ze po této
dob¢ neni gel ponoteny v roztoku, ptida se dalsi roztok trypsinu a nasleduje inkubace po dobu
45 min pii 4°C. Pokud je ponoieny, pokracuje inkubace dalSich 20 min a poté je ptidano 10 ul
100 mM ABC a vzorek je inkubovan ptes noc pii 37°C. Po nastépeni byl supernatant odebran
a okyselen 5% TFA a pfipraven Kk analyze pomoci MS, viz kapitola 2.6. Ke zbylému gelu
bylo ptidano 30 - 60 pul (podle mnozstvi gelu) extrakéniho roztoku a nasleduje inkubace po
dobu 15 min pti 37°C. Takto extrahované peptidy z gelu jsou odeberany do nové zkumavky,

vysuseny a jsou ptipraveny kK MS analyze, jak je uvedeno v kapitole

2.6 Odsolovani vzorku na reverzni fazi a priprava vzorku pro MS

analyzu

Pouzité materiadly a chmikalie

e POROS Oligo R3 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

e 1,1 1-trifluoroctova kyselina, C,0,HF; (TFA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

e 2,5-dihydroxybenoova kyselina,C;HsO, (DHB) (LaserBio Labs SARL,
Valbonne, Francie)

e a-kasein (ACAS), (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e acetonitril, C,HsN (ACN) (Fluka; Honeywell Internacional, Morrisontown,
New Jersey)

e bovinni serovy albumin (BSA), (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
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e hydrogencitrat dvojamonny (CgHsO7N,, DAHC) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA)

e kyano-4-hydroxyskoficova kyselina, C1oH;0O3N (CHCA) (LaserBio Labs SARL,
Valbonne, Francie)

e Kkyselina ortofosfore¢na, H3PO4 (Merck KGaA, Darmstadt, Némecko))
2.6.1 Roztoky

e 0,1%TFA

o 80%ACN/0,1% TFA

e resuspendovana reverzni faze POROS Oligo R3 v 80%ACN/0,1% TFA

e DHB (10mg/ml DHB rozpustené¢ v 50% ACN/0,1% TFA s ptidavkem 1%
H3PO,)

e CHCA (5mg/ml CHCA rozpusten¢ v 60% ACN/0,1% TFA s ptidavkem 2 mM
DAHC)

2.6.2 Postup

Stacionarni faze POROS Oligo R3 byla nadavkovana do GeLoader $picky, na které
byla stlacena posledni cca 2-3 mm tak, aby nedochazelo k uvoliiovani faze. Kolona méfi
kolem 1,5 cm. Jako zdroj tlaku byla pouzita insulinova stfikacka. Kolona byla promyta 10 pl
80% ACN/0,1% TFA a 15 ul 0,1% TFA tak, aby 5 ul zustalo nad fazi. Vzorek byl nanasen po
20 - 30 ul, pficemz neni faze vysuSovana vzduchem. Féaze s navazanym vzorkem byla
promyta 1x — 2x 15 ul 0,1 % TFA a vysuSena vzduchem skrz fazi. Eluce byla provedena 4 pl
CHCA matrice pro vzorky neobsahujici fosforylované peptidy nebo DHB matrici pro
fosforylované peptidy. Prvni kapka eluce byla nanesena ptimo na MALDI desku na jeden

tercik.
2.7 Mikrogradientova separace na reverzni fazi

Pouzité materiadly a chemikalie

e Ascentis Express Peptide ES-C18, vel. ¢astitic 2,7um (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA)
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e 1,1 1-trifluoroctova kyselina, C,0,HF; (TFA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

e 2,5-dihydroxybenoova kyselina, C;HsO4 (DHB) (LaserBioLab, San Francisco,
CA, USA)

e a-kasein (ACAS), (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e acetonitril, C,HsN (ACN) (Fluka; Honeywell Internacional, Morrisontown,
New Jersey)

e Dbovinni serovy albumin (BSA), (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e kyselina ortofosforecna, HsPO, (Fluka; Honeywell Internacional, Morrisontown,
New Jersey)

2.7.1 Roztoky

e 0,1%TFA

o 80%ACN/0,1% TFA

e gradientové roztoky: (2%, 8%, 16%, 24%, 30%, 40% ACN)/ 0,1 TFA

e DHB (10 mg/ml DHB rozpustené¢ v 50% ACN/0,1% TFA s ptidavkem 1%
H3PO,)

2.7.2 Postup

Kolona 1 byla promyta 20 ul ¢istého ACN, 20 ul 80% ACN/0,1% TFA a 20 ul 2%
gradientového roztoku. Vzorek byl nasan do mikrostiikacky Hamilton (25 pl) pficemz bylo
nejiive natazeno 5 pl 2% gradientového roztoku. Po naneseni vzorku na kolonubyla stfikacka
promyta 80% ACN/0.1% TFA a poté 40% gradientovym roztokem. Gradient ACN byl
natazen do stfikacky postupné v potadi 40%, 30%, 24%, 16%, 9%, 2% vzdy v objemu 4 ul.
Prvni 4 pl nebyly zachytavany a 20 pl roztoki gradientu bylo naneseno na 24 ter¢iki MALDI
desky po zhruba 0,7 ul, za sledovani zistatku objemu gradientového roztoku v Hamilotonové
mikrostiikacce. Kazdy ter¢ik byl ptekryt 0,5 pl DHB matrice. Po pouZiti byla kolona promyta
20 nl180% ACN/0,1% TFA a 20 ul ¢istého ACN.
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2.8 Obohacoviani modelové smési peptidi (BSA a ACAS) afinitni

chromatografii na TiO,

Pouzité materidly a chemikalie

e nanocastice ,,core-shell (NPs), sarze Fell, 100 nm; jadro FesO4 a povrch TiO;
(laboratorné p¥ipraveno na FCHT UPCE, Pardubice, Ceska Republika)

e Titansphere (TiS), 10 um, TiO,, (GLSciences, Japan)

e nanotrubice TiO, (TNT), TiO; nanotrubice pokryté FezOjcastice (8 nm);
pramér 230 nm (laboratorné pfipraveno na FCHT UPCE, Pardubice, Ceska
Republika)

e resuspendovana reverzni faze POROS Oligo R3 v 80%ACN/0,1% TFA

e 1,1 1-trifluoroctova kyselina, C,0,HF; (TFA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

e o-kasein (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e acetonitril, C,HsN (ACN) (Fluka; Honeywell Internacional, Morrisontown,
New Jersey)

e dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného, Na,HPO, - 12 H,O (Penta, Praha,
Czech Republic)

e hydroxid amonny, NH4,OH (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e Kkyselina ortofosfore¢na, HsPO, (Fluka; Honeywell Internacional, Morrisontown,
New Jersey)

e Kkyselina mlé¢na, C303Hg(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
2.8.1 Roztoky

e 20% TFA

e 80%ACN/0,1% TFA

e vazebny pufr (Loading buffer, LB): 80% ACN, 5% TFA, 1M kys. mlé¢na,
e promyvaci pufr 1 (Washing buffer 1, WB 1): 80%ACN/1% TFA,

e promyvaci pufr 2 (Washing buffer 2, WB 2): 20%ACN/0,5% TFA,

e clu¢ni pufr 1 (Eluting bufferl, EB 1): 1% NH,OH,
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e clucni pufr 2, (Eluting buffer 2, EB 2): 3% NH4OH, 50 mM Na;HPO,, 40 %

ACN
e DHB (10mg/ml DHB rozpustené¢ v 50% ACN/0,1% TFAs ptidavkem 1%
H3PO,)
2.8.2 Vzorky

e Smés BSA a ACAS, které byly ptipraveny podle postupu, které je uveden v
kapitole O resp. 2.4.

2.8.3 Postup

Veskeré tiepani a inkubace v tomto postupu byly provadény provadéno na

Termoshaker TS-100 rychlosti 1100-1300 ot/min, tak aby byly ¢astice udrzovany ve vznosu.

Z divodu odpadéavani necistot z nosiCe, které by mohly ruSit stanoveni, pfipadné

zanaset kolonu se uvadi ¢astice do cyklu:

1 mg NPs byl resuspendovan ve 400 pl 80% ACN/0,1% TFA, nasledné 2 x promyt 400 pl
80% ACN/0,1% TFA a inkubovan ve 400 ul vazebného pufru 15 min. pii laboratorni teploté.
Poté byl nosi¢ 2x promyt 400 ul 80% ACN/0,1% TFA, inkubovan 15 min. ve 400 pl eluéniho
pufru 1 a nakonec promyt 2 x 400 ul 80% ACN/0,1% TFA.

Postup obohaceni na nosic¢ich (TNT,NP a TiS) a pripravy vzorku pro analyzu na MS:

Vzorek smési trypticky stépeného BSA a ACAS ve zvoleném poméru a latkovém
mnozstvi obou slozek byl rozpustén ve vazebném pufru (200 pl na 1 mg nosice). 1 mg nosic
byl promyt v 500 ul 80% ACN/0,1% TFA, resuspendovan a nasledné centrifugovan (plati pro
TiS, 60s, 3000g) a separovan pomoci magnetického separitoru (plati pro TNT a NP).
Nésledovalo promyti 1x 400 pl promyvacim pufrem la 1x 400 plvazebného pufru. Poté bylo
ptidano 200 pl vzorku ke kazdému nosi¢i a nasledovala 30 min inkubace tfepanim v temnu
pfi laboratorni teploté. Byla odstranéna kapalna faze, nosi¢ byl promyt 2x 400 pl LB, 2x

400 pl promyvaciho pufru 1 a 1x 400 pl promyvaciho pufru 2.

Po pfidani 100 pl elu¢niho pufru 1 nasledovala inkubace 15 min, byla odebrana

kapalna faze a ptidano 10 pl 20% TFA. Pti snizeni mnoZstvi nosice byl ekvivalentné zmensen
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i objem elu¢niho pufru 1. Poté bylo ptidano 100 pl elu¢niho pufru 2, nasledovala inubace 15
min, odebrani kapalné faze a okyseleni 35 ul 20% TFA (pii snizeni mnozstvi nosice byl opét

ekvivalentné zmenSen i objem elu¢niho pufru 2).

Ziskané kapalné faze byly zakoncentrovany ve vakuovém koncentratoru. 2. eluce byla
vysusena do sucha, a proto byla nasledné rozpusténa v 20 pl 0,1% TFA. Ziskané vzorky byly
ptipraveny k analyze, jak je popsano v Kapitole 2.6.Nakonec byly vzorky méfeny na MALDI
LTQ-Obitrap XL v pozitivnim modu.

2.9 Optimalizace sloZeni elu¢niho roztoku 2

Pouzité materialy a chemikalie

e acetonitril, C,HsN (ACN) (Fluka; Honeywell Internacional, Morrisontown,
New Jersey)

e dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného, Na,HPO,4 - 12 H,O (Penta, Praha,
Czech Republic)

e hydroxid amonny, NH4,OH (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

2.9.1 Postup

Byly vytvofeny dvé€ fady roztokl o slozeni 3% NH4OH a 40% ACN se stoupajici
koncentraci Na, HPO4 od 40 mM do 100 mM a druha fada, ktera obsahovala 50 % ACN.
Roztoky byly podrobeny rozpousténi tfepanim v ruce a poté v ultrazvukové lazni a byla

sledovéna rozpustnost Na;HPO,.

2.10 Zmeéna slozeni elu¢niho roztoku 2

Pouzité materialy a chemikalie

e acetonitril, C,HsN (ACN) (Fluka; Honeywell Internacional, Morrisontown,
New Jersey)
e dekahydrat hydrogenfosfore¢énanu amonného (NH4);HPO410 H,O (Penta,
Praha, Czech Republic)
e hydroxid amonny, NH4OH (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
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2.10.1 Postup
Postup byl stejny jako v Kapitole 2.9.1
2.11  Analyza in-vitro fosforylovaného rekombinantniho Tau proteinu

Pouzité materidly a chemikalie

e Totozné jako v Kapitolach 2.7 a 2.88.
2.11.1 Vzorky

e Vzorek 1: rekombinantni Tau protein fosforylovany kindzam: GSK3 § a EKR 2

e Vzorek 2: rekombinantni Tau protein
2.11.2 Roztoky

e Totozené jako v kapitolach 2.7 a 2.88.
2.11.3 Postup

Postup byl totzny jako v Kapitole 2.88. Obohacovani probihalou pouze na Titansphere
mikrocasticich. Poté byly vzorky eluci podrobeny mikrogradientové separaci, podle Kapitoly
2.7.

2.12  Priprava bunééného lyzatu

Tento postup nebyl provadén v ramci této prace. Nize je pouze popsdna piiprava
analyzovaného vzorku, tak jak byl pfipraven na Katedfe molekularni patologie, Fakulty

vojenského zdravotnictvi, Univerzity Obrany v Hradci Kralové.

Komplexni peptidova smés byla pfipravena nasledujicim zptisobem. Jurkat buiiky byly
kultivovany v RPMI-1640 médiu s 10% (v/v) ptfidavkem fetalniho bovinniho séra (Sigma
Aldrich) pti 37°C v atmosfére s 5 % CO,. Bunky byly pasdzovany kazdé 2 nebo 3 dny.
Sklizené bunky byly nejdiive osetfeny 1mM pervanadatem po dobu 10 min pii 37°C (3.5 x

10" bungk/ml), které byly resuspendovany v ledové studeném hypotonickém lyzaénim pufru
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(10 mM Tris at pH 7.5 and 0.5 mMMgCl,) a lyzovany pomoci homogenizatoru dle Pottera a
Elvehjema. Proteinovy koncentrat v lyzatu byl méfen za pouziti Micro BCA kitu (Thermo
Pierce). Proteiny byly redukovany pfidavkem DTT (kone¢na koncentrace 10mM) po 1 hodinu
pti 37°C, kdy nasledovala alkylace TAA (kone¢na koncentrace 20mM) po tficet minut pti
laboratorni teploté ve tmé¢. Neutralizace ptebyte¢ného IAA byla provedena ptidanim DTT do
kone¢né koncentrace 20 mM a reakéni smes byla ponechdna 15 minut pii laboratorni teploté.
Proteiny byly Stépeni solubilnim trypsinem (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) v poméru
1:50 (m/m) pii 37°C pies noc. Peptidy byly odsoleny na Discovery DSC-18 SPE kazeté (500
mg/3 ml, Sigma Aldrich), eluovany 80% ACN/0.1% TFA a ususeny ve vakuové odparce.

2.13  Obohaceni a analyza fosfopeptidii z komplexniho vzorku

Pouzité materialy a chemikalie

e Pro obohaceni byly pouzity stejné chemikalie jako v Kapitole 2.8. Nebyly
pouzity NPs. Pii chromatografickém zpracovnani vzorki byla narozdil od
Kapitoly 2.7 pouzitda naplh kolony: Kinetex EVO CI18 2,6 um, ODG-4725
(Phenomex, CA, USA)

2.13.1 Roztoky

e Pouzity stejné roztoky jako v Kapitole 2.7 a 2.8.
2.13.2 Vzorky

e 2 x250 ug bunécného lyzatu, jejichz piiprava je popsana v Kapitole 2.122.
2.13.3 Postup

Z divodl odstranéni necistot, které zandsi kapalinovy chormatograf byl nosi¢ TiS i

TNT podroben zavedeni do cyklu

Resuspendované nosice v 80% ACN/0,1% TFA byly promyty 1 x 500 ul 80%
ACN/0,1% TFA, 500 pul vyzebnym pufrem a 500 ul 80% ACN/0,1% TFA. Dale byly 5 minut
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inkubovany v elu¢nim pufru 2 a v elu¢nim pufru 1 byly inkubovany 2 minuty pii laboratorni

teploté, poté 2x promyt 500 ul 80% ACN/0,1% TFA.

500 pg bunééného lyzatu bylo obohaceno na TiS (1 mg) a TNT (3 mg), zpiisobem
popsanym v Kapitole 2.8. Rozdil byl v pouziti 400 pl, namisto 200 pl vzorku, ktery obsahoval
250 pg bunééného lyzatu na jeden nosi¢. Ziskané elucni frakce byly podrobeny odsoleni na
mikrokolonce s gradientovou eluci podobné jako bylo popsano v Kapitole 2.7. Odchylky v
postupu jsou: pouziti kolony pro separaci bunécného lyzatu namisto kolony pro separacie
smesi BSA/ACAS a promyti kolony po naneseni vzorku 10 pl 2% gradientovym roztokem.
Dalsi zménou je jimani 20 pl vzorku do mikrozkumavek namisto rozdéleni na 24 ter¢ik na
MALDI desku. Jimani probihalo tak, ze prvni 4 pul eluatu z kolony nebyly zachytavany a
zbylych 20 pl bylo zachyceno do pfipravené mikrozkumavky. Obsah zkumavek byl poté

podroben odpateni ve vakuovém koncentratoru do sucha a zamrazen do analyzy na LC-MS.

Analyza vzorku lyzatu na LC-MS

Peptidy z komplexni smési byly separovany pomoci UltiMate 3000 RSLC-nano HPLC
system (Dionex), ktery obsahoval zachytnou kolonou (75 pm % 20 mm) naplnénou ¢ésticemi
3 um Acclaim PepMap100 C18, a také separacni kolonu (75 pm x 150 mm) napIlnénou 2 pm
Acclaim PepMap RSLC C18 casticemi. Vlastni separace probihala s dvojitym linearnim
gradientem acetonitrilu (3-44%) po dobu 89 min a takto separované analyty byly
analyzovany pomoci Q Exactive hmotnostniho spektrometru (Thermo Fisher Scientific)
pracujiciho v pozitivnim modu s "full MS" skenem (350-1650 m/z) pfi rozliseni 70 000
FWHM. Fragmentovano bylo top 12 prekurzord (MS/MS), které byly poté analyzovany
srozliSenim 17 500 FWHM. Proteome Discoverer software (Thermo Scientific, v. 1.4)
vyuzivajici Sequest HT jako vyhleddvaci néastroj by 1 pouzit pro vyhodnoceni MS/MS spekter.
Parametry nastaveni pro Sequest HT databazovy vyhledavaci ndstroj: proteinova databaze —
UniProt, taxonomie Homo sapiens (2017/11/01), enzym — trypsin, vynechanych $tépeni — 2,
tolerance prekurzorového iontu — 10 ppm, tolerance fragmentového iontu — 20 mmu, staticka
modifikace — carbamidomethyl (C), dynamické modifikace — oxidace (M), fosforylace (STY),

N-konec glutamat na pyro-glutdimovou kyselinu.
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3 Vysledky a diskuze

3.1 MS analyza peptidi bovinniho sérového albuminu a a-kaseinu

nastépenych solubilnim trypsinem

Analyza vzrokii byla provedena na hmotnostnim spektrometru LTQ Orbitrap XL
s MALDI ionizaci. (Analyza vzorki uvedenych v Kapitole 2.13.2 byla provedena také na LC-
ESI-Orbitrap na pracovisti Ustavu molekuldrni patologie fakulty vojenského zdravotnictvi
Univerzity Obrany v Hradci Kralové). Méteni probihalo v pozitivnim moédu pii rozliSeni
60000 FWHM pro rozsah m/z 700 - 4000. Ziskana data byla nasledn¢ exportovana pomoci
softwaru ThermoXcalibur (v2.1.0; ThermoFisherScientific Inc., Waltham, MA, USA) a piky
extrahovany v softwaru mMass (v5.5.0, volné dostupny). Takto ziskana data porovnana
metodou peptidového mapovani (peptide mass fingeprinting, PMF) s vyuzitim nastroje MS-
Fit (dostupny na webu z. http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-
bin/msform.cgi?form=msfitstandard) proti databazi Swiss-Prot (2017/11/01) pro organismus

Bos Taurus.

Takto =ziskana data porovnana metodou peptidového mapovani (peptide mass
fingeprinting, PMF) s vyuzitim nastroje  MS-Fit (dostupny na webu z:
http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/msform.cgi?form=msfitstandard) proti databazi

Swiss-Prot (2017/11/01) pro organismus Bos taurus.

MS-Fit nabizi Sirokou $kalu kritérii, podle nichz lze zuzit pole vyhledavani nebo se
zamétit na konkrétni soubor analytii. Mezi tato nastaveni patfi napf. nastaveni organismu
produkujiciho hledané proteiny, celou fadu zdrojovych databazi proteint, lze vyuzit i pfimé
vypsani kodii proteinu, se kterymi jsou experimentalni data porovnavana a celd fada

variabilnich a fixni modifikaci véetné fosforylace.

Mezi zadana kriteri patii pouzitim trypsinu jako proteolytického enzymu se dvéma
moZznymi vynechanimi §tépenim, tolerance hmotnostni peptidu byla nastavena na £10 ppm.

Jako povolena fixni modifikace byla nastavena karbamidomethylace cysteinu. Jako variabilni,
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acetylace na N-konci proteinu, kyselina glutamova na pyro-glutamovou, oxidace methioninu

a hlavn¢ fosforylaci na aminokyselinach threonin, serin a tyrosin.

Pro potvrzeni pritomnosti fosforylace na peptidu se da postupovat mimo jiné tak, ze v
nastroji Xcalibur vyhledavame ztraty 79,96 a 97,97, které znaci odstépeni fosfatu z molekuly
peptidu. Ztrata 80 se nazyva enzymatickd ztrata, kdy je z analytu odstépena kys.
metafosfore¢na, HPOj3 plisobenim S§tépiciho enzymu. Dalsi ztrata vznika na podkladé dodané
energie pii ionizaci nebo fragmentaci. Na zdznamu z MS analyzy ji mizeme obvykle vidét
jako ztratu o m/z 97,97, ktera zachycuje odstépeni molekuly kyseliny ortofosforecné, H3POa.
Takovéto ztraty ovSem muizeme logicky pozorovat pouze u jedenkrat nabitych molekulovych
iontll. U vicenasobné nabitych molekulovych ionth Ize logicky pozorovat ztraty z krat mensi
(Larsen 2008).
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MS analyza BSA:
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Obrazek 15: Spektrum trypticky nastépeného BSA; 700-4000; matrice CHCA s DAHC

Tak jak bylo uvedeno na zacatku této Kapitoly, tak i vzorky standardnich proteinti byly takto
vyhodnoceny. V této ¢asti bylo pfedevsim dulezité zjistit, zda standardy nastépené trypsinem
byly spravné ptipraveny a zda je bude mozné pozivat v dalSich analyzach. Pokryti peptidové
sekvence 51,6 % vztahujici se k Obrazku 15 znaci, Ze proteinovy standard BSA byl pfipraven

spravné a bude mozné jej vyuzit v dalSich experimentech.
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MS analyza ACAS:
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Obrazek 16: Spektrum trypsinem nastépeného ACAS; 700-4000; matrice DHB s H3PO,

Pokryti peptidové sekvence podjednotek ACAS S1 38,8 %, ACAS S2 26,1 %. Uvedena data
zachycuje Obrazek 16, a uvedena data znali, Ze proteinovy standard ACAS byl pfipraven

spravné a bude mozné jej vyuzit v dalSich experimentech.

3.1.1 Analyza vzorki rozdélenych pomoci polyakrylamidové elektroforézy

V souvislosti se standardné provadénymi postupy v proteomice pii analyze proteint ¢i
fosfoproteinti bylo provedeno SDS-PAGE vzorovych smési proteind. V této kapitole jsou
uvedeny vysledky z analyz standardnich proteini rozdélenych pomoci SDS-PAGE, které byly
extrahovany z gelu a $tépeny. Jako vzorek bylo pouZito: IgG, BSA, chymotrypsin, ACAS a
jejich smés. Takto rozdélené proteiny byly poté vizualizovany pomoci barviva Coomassie
Blue nebo barveny sttibrem. Vybrané prouzky byly jednotlivé vyfiznuty z gelu, podrobeny

Sté€peni solubilnim trypsinem a nakonec analyzovany na MALDI-Orbitrap v pozitivnim modu.
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Obrazek 17: Spektrum trypticky nastépeného BSA z polyakrylamidového gelu; 700-4000; matrice
CHCA a DAHC

Jako vzorovy byl vybran prouzek odpovidajici BSA. Spektrum uvedené na Obrazku
Obrazek 17 pochazi ze separace standardnich proteini na gelu. PO vyhodnoceni, které bylo
popsano Vv Kapitole 3.1 bylo zjisténo, Ze pokryti peptidové sekvence BSA je 63,6 %, coz

znaci, Ze protein byl Gispé€$né nastépen v gelu a pracovni postup je spravny.
3.2 Analyza fosfopeptidové obohacovaci u€innosti nosice Titansphere

Ve vSech nasledujicich kapitolach probéhla identifikace fosforylovanych a
nefosforylovanych peptidi dle popisu v kapitole 3.1. Takto identifikované fosfopeptidy byly
porovnany S Tabulka 11:Prehled prakticky identifikovanych fosfopeptidii z proteini: a-kasein
S1, a-kasein S2 a B-kasein, ktera je uvedena v ptilohach. Vyhodnoceni dat bylo provadéno

manualné.

Pfi prostém porovnani s databazi Swiss Prot se vyskytovalo mnoho falesné pozitivnich
vysledkd, proto byly takto ziskané vysledky identifikace fosfopeptidti porovnavany s Tabulka
11. Tabulka shrnuje vSechny vyskytujici se mozZnosti PTM fosfopeptidii, které byly pfti

vyhodnoceni dat identifikovany a fosfopeptidy identifikované v praci Larsen 2005.
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Smésny vzorek o sloZeni 300 pmol BSA a 30 pmol ACAS:
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Obrazek 18: Spektrum smési BSA:ACAS 300:30 pmol po obohaceni na nosi¢i TiS; 700-4000;
matrice DHB s H3PQO,, A: pivodni vzorek; B: eluce 1; C: eluce 2

Jak je vidét na Obrazku 18, v eluci 1 bylo nalezeno celkové 69 peptidl, z toho bylo 14
peptidi  fosforylovanych. V téchto 14 fosfopeptidech bylo nalezeno 5 peptidu
multifosforylovanych. V eluci 2 bylo nalezeno celkové 43 peptidi, z toho bylo
8 monofosforylovanych a 6 multifosforylovanych. Nosi¢ Titansphere je vhodny pro techniku

MOAC a pracovni protokol je mozné déle pouzivat.
3.2.1 Optimalizace metodiky

Byla testovana zména poctu promyvaciho kroku pro zvyseni selektivity nosi¢e. Bézné
provedeni popsané v Kapitole 2.8 bylo modifikovano na tii promyti promyvacim roztokem 1
a byl sledovan vliv na relativni intenzitu pikdi v hmotnostnim spektru a zménu poctu

identifikovanych peptidii, pfedevsim fosforylovanych.
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Obrazek 19: Spektra srovnani smési BSA:ACAS 300:30 pmol po obohaceni na nosi¢i TiS, pfi pouZiti
rozdilnych ptistupt; 700-4000; matrice DHB s H3PO. A: eluce 1; B: eluce 1 optimalizovana; C: eluce

2; D: eluce 2 optimalizovana.

Z Obrazku 19 je vidét, Zze zména poctu promyti nepfinesla zadné zlepsSeni v porovnani
se standardnim protokolem, protoze nedoslo ke zvysSeni poctu identifikovanych fosfopeptida

ani intenzit fosfopeptida a tudiz bylo nadéle vyuZzivano standardniho postupu.

3.2.2 Vyuziti mikrogradientové kapalinové chromatografie prii zvySovani

pokryti peptidové sekvence

Separace kapalinovou chromatografii s gradientem mobilni fdze by méla umoZnit lepsi
rozdéleni komplexniho vzorku a poskytnout méné bohata spektra, kde se snizuje vliv

potlacovani fosfopeptidii nefosfopeptidy.
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Pouziti mikrogradientové separace (kapitola 2.7) sice prodluzuje dobu analyzy vzorku,
na rozdil od prostého odsoleni podle Kapitoly 2.6, ale ptispiva k lepsi identifikaci
peptidi/fosfopeptidii v obohacovaném vzorku. Toto tvrzeni dokazuje fakt, ze provedeni
mikrogradientové separace umoznilo 46,6 % pokryti peptidové sekvence ACAS podjednotky
S1. Piiprostém odsoleni vzorku ACAS, ktery byl také nastépen solubilnim trypsinem bylo
dosazeno pokryti ACAS S1 podjednotky 38,8 %, coz znamena zvyseni o vice nez 8%.

3.3 Optimalizace sloZeni elu¢niho roztoku 2

Dalsi ¢asti prace byla optimalizace slozeni elu¢niho roztoku 2, ktery diky obsahu
hydrogenfosforeCnanu sodného a vys$§iho obsahu hydroxidu amonného, nez v elu¢nim
roztoku 1, ma vyssi eluéni silu pii eluci monofosforylovanych peptidd, které nebyly z nosice
eluovany eluénim roztokem 1. Tento silngjSi elucni roztok je schopen snaz eluovat také
vickrat fosforylované peptidy, které jsou k nosi¢i vazany silnéji. Optimalizaci jeho slozeni
jsme se snazili dosahnout vys§i specifity, kterou by mohla pfinést zména rozpustnosti

jednotlivych slozek, kterd by zajistila vyssi vzajemny podil téchto slozek.
Optimalizace kvantitativniho sloZeni elu¢niho roztoku 2:

Bylo provedeno testovani Sesti variant elu¢niho roztoku 2, tyto varianty se liSily v obsahu
ACN a latkovém mnozstvi Na;HPO,.

Tabulka 1: Slozeni testovanych eluénich roztoku 2

3% vodny roztok amoniaku
ACN 50% ACN 40%
Na,HPO4[mM] Na;HPOs[mM]
50 50
40 40
35 35

V puvodnim protokolu bylo uvedeno slozeni elu¢niho roztoku 2 (50% ACN,
3% NH4,OH a50 mM Na;HPO,). V tomto roztoku nedochazelo k uplnému rozpusténi
Na;HPO,. Byl hledan roztok s nejvyssi koncentraci NaoHPO,, ktery by byl zcela rozpustny

pii laboratorni teploté - optimalni roztok Jako optimalni byl shledan roztok o sloZeni 40%
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ACN, 3% NH,OHa 50 mM Na;HPO,. Po ochlazeni na teplotu 6°C, pfi které se uchovava v
lednici, byl vykrystalizovany Na,HPO,4 opétovné bezezbytku rozpustén v ultrazvukové 14zni,

na rozdil od roztok s vyssi koncentraci ACN.

Optimalizace kvalitativniho sloZeni elu¢niho roztoku 2:

Nahrazenim hydrogenfosfore¢nanu sodného hydrogenfosfore¢nanem amonnym jsme
testovali, jestli zména kationtu za takovy, ktery je obsazen v pritomném hydroxidu, zvysi
rozpustnost hydrogenfosforeCnanu a zvysi tak elucni silu roztoku. Bylo ptipraveno né€kolik

variant roztoku.

Tabulka 2: Slozeni testovanych eluénich roztoki 2
3% vodny roztok amoniaku

ACN 50%

ACN 40%

(NH4);HPO4[mM]

(NH4);HPO4[mM]

300 100

200 50

100 40
50 20
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Obrazek 20: Ukazka testovanych roztokii po rozpousténi v ultrazvukové lazni, optimalni roztok je
oznacen Cervené

Kvantitativni slozeni optimalni roztoku nebylo zménéno oproti roztoku s obsahem
Na;HPO,. Zaména sodného kationtu za amonny nepiinesla zadné zlepSeni z hlediska intenzity
nebo poctu identifikovanych fosfopeptidi. Jako nejlepsi byl vyhodnocen roztok obsahujici
40% ACN, 3% NH4OH a 50 mM (NH,4),HPO,. Po ochlazeni na teplotu 6°C, stejnou jako je v
lednici, byl vykrystalizovany (NHg),HPO,4 opétovné bezezbytku rozpustén v ultrazvukové
lazni, na rozdil odroztokii s vy$8i koncentraci ACN resp. (NH4),HPO,. Pii pouziti
standardniho elu¢niho roztoku dvé jsme dosahli vyssiho poctu fosfopeptidi. Spektrum je

soucasti ptiloh - Obrazek24.

3.4 Analyza fosfopeptidi v reidlném vzorku Tau-proteinu na nosici

Titansphere

Optimalizovana metodika obohaceni smési peptidl a fosfopeptidii a mikrogradientové
separace byly pouzity k analyze realného vzorku, rekombinantniho Tau-proteinu, ktery byl
fosforylovan kindzami (poskytnuto Eliskou Stovickovou, vramci piipravy laboratorné
ptipravené¢ho fosforylovaného Tau proteinu). Jako kontrola byl zvolen rekombinantni Tau-

protein bez in-vitro fosforylace kinazami.
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Tabulka 3: Fosforylované peptidy nalezené na fosforylovaném rekombinantnim Tau-proteinu, po
obohaceni fosfopeptidd na nosic tis.

m/z Modifikace | Sekvence | Sekvence | Vynechané
(teoreticka) start konec Stépeni
1500.7458 1Fosfo 212 224 1
1658.7898 1Fosfo 354 369 0
1743.8789 1Fosfo 210 224 2
1786.8847 1Fosfo 354 370 1
1823.8453 2Fosfo 210 224 2
2060.0576 1Fosfo 299 317 0
Z

Tabulka 3: Fosforylované peptidy nalezené na fosforylovaném rekombinantnim Tau-

proteinu, po obohaceni fosfopeptidii na nosi¢ tis.

je patrné, Ze byly nalezeny fosfopeptidy na in-vitro fosforylovaném Tau-proteinu.
Coz potvrzuje, Ze Tau protein byl uspé€$né nafosforylovany a zaroven potvrzuje, ze metody
uvedené v kapitolach 2.7 — 2.8 jsou vhodné pro izolace fosfopeptidt z realnych vzorkd. Na
druhou stranu, v druhé eluci nebyly nalezeny zadné fosforylované peptidy, coz naznacuje, ze
se vSechny vyvazaly z nosice jiz pti prvni eluci. Elu¢ni roztok 2 o své elucni sile je predevsim
urcen pro extrakci siln€ji navdzanych peptidi na nosici a to predevsim multifosforylovanych.
Tento efekt je dilezity pro komplexni vzorky, kde se mulze nachazet vétsi mmnozstvi

vicenasobn¢ fosforylovanych peptidl, které se na nosi¢ vazi mnohem vétsi silou.

Podle ocekéavani nebyly na kontrolnim vzorku nalezeny zadné fosforylace. Pouzity
postup prace a material tedy neposkytuji falesné pozitivni vysledky. Titansphere byl otestovan
n¢kolika zpisoby a je mozné ho uzit jako referenéni materidl pro testovani magnetickych

nosicu.

3.5 Srovnani sorbénich vlastnosti nosi¢li Titansphere, magnetickych
nanocasticich a TiO, nanotrubic s Fe30; magnetickymi

nanocasticemi

Magnetické nosice poskytuji vyhodu pii provadéni piipravy vzorku k analyze. Vzorky
neni zapotiebi centrifugovat, ale postaci magneticky separator. Nemagneticky Titansphere a

magnetické nosice ,,core-shell“ nanocastice a nanotrubice z TiOzs magnetickymi
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nanocasticemi byly srovndny z hlediska poctu fosforylovanych peptidi v poméru k
nefosforylovanym, z hlediska absolutniho poctu fosforylovanych peptidi (nalezené podle
postupu uvedeného v Kapitole 3.1) a intenzit pikd, které zobrazuji fosfopeptidy

vV hmotnostnim spektru.

3.5.1 Mapovani vlastnosti nosi¢i na riznych pomérech latkovych mnoZstvi ve

smesi

V této casti byla srovndvéana stejnd mnozstvi nosict, 1 mg na riznych pomérovych
zastoupeni naStépenych proteintit ve smési. Toto mnozstvi nosi¢e k mnozstvi peptidd je

pokladano za vhodné pro testované rozmezi podle Li, 2009.

Analyza smési BSA:ACAS 300:150 pmol (n:n)

Tabulka 4:Analyza smési BSA:ACAS n=300:150 pmol po obohaceni fosfopeptidii na nosicich TiS,
NP a TNT

, . zastoupeni
Material Eluce nef05f0rylovane fosforyl.ovane CEIk?n: fosforylovanych
peptidy peptidy peptidl peptiddi [%]
. 1 2 9 11 81.8%
TS 2 1 14 15 93.3%
1 2 17 19 89.5%
TNT
2 2 17 19 89.5%
1 0 9 9 100.0%
NP 2 7 12 19 63.2%

Pii takto vysokém latkovém mnozstvi ACAS, jako je v této analyze je patrny
minimalni vliv nefosforylovanych peptidii, které by se mohly vazat na nosie a poté se
eluovat. Tento pomér nefosfopeptidi k fosfopeptidim se v redlnych vzorcich z pravidla
nevyskytuje. Proto byly testovany dal§i smési s vy$§im pomérem. Pro simulaci rtuznych
podminek byla testovdna riiznd mnozstvi, tak abychom pokryli vét§i mnozstvi moznych

variant. Spektra této analyzy jsou uvedena v piilohach pod oznac¢enim Obrazek 32, 33 a 34
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Analyza smési BSA:ACAS n=300:30 mol:

100 — 1567.743
] NL: 1.08E6
] 1399.694 A
50‘_
] 1267.706 1908.9262317.138
NI TR | 3002.391 3310.496 3638.925
1952.950p *
© 100
2 NL: 3.57E7
3 ] 2p* B
= - p* 1927.694
8 50 1660.803 p _
o ] 1847.978
= B \ *
ﬁ ) 1001.592 D) |2081.052 254 166 3193.546 3904.791
100 — 1639.942 1951.956 P
. o 1027 60427 NL: 2.66E5
1917085 1594.712 - ' c
50 — o 5p*
§ 1466.817 . P*2704.882P* ap* 3776.614
] 2081.051 3310.427 -
Ll [[1 I lul]u I'J l| “I. lL_ ol N .I.’/ . I/ A l
0\\\\\\\w\\w|\w\\|\\\\\\\\\1\\\\1
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
m/z

Obrazek 21: Spektrum smési BSA:ACAS 300:30 pmol po obohaceni na nosi¢i TiS; 700-4000;
matrice DHB s H3PQO,, A: piivodni vzorek; B: eluce 1; C: eluce 2
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Obrazek 22: Spektrum smési BSA:ACAS 300:30 pmol po obohaceni na nosi¢i NP; 700-4000;
matrice DHB s H3PQO,, A: pivodni vzorek; B: eluce 1; C: eluce 2
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Obrazek 23: Spektrum smési BSA:ACAS 300:30 pmol po obohaceni na nosi¢i TNT; 700-4000;

matrice DHB s H3PQO,, A: piivodni vzorek; B: eluce 1; C: eluce 2

Tabulka 5:Analyza smési BSA:ACAS v p
TiS, NP aTNT

oméru 300:30 pmol po obohaceni fosfopeptidii na nosi¢ich

Material | Eluce nefosforyflova ne fosforylpva ne celkgrrz foszf?)srzz:)]\?: :yl:/ch
peptidy peptidy peptidl peptidéi [%]

1 2 9 11 81.8%
Tis 2 2 17 19 89.5%
1 1 14 15 93.3%
TNT 2 2 17 19 89.5%

1 0 9 9 100.0%
NP 2 7 12 19 63.2%

Z Tabulky 5 je vidét, Zze v

eluci 2 nosi¢e NP je sice stejny absolutni pocet

identifikovanych peptidi (fosfo + nefosfo), ale procentudlni zastoupeni identifikovanych

v v
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nespecifickou sorpci i1 pfesto Ze veluéni frakei 1 nebyly nefosforylované peptidy
identifikovany viibec. Titanové nanotrubice vykazuji v prvni eluci podobné mnozstvi
nespecificky sorbovanych peptidt jako u TiS, ale procentualni zastoupeni identifikovanych
forem fosfopeptidii je o 10% vyssi coz zpusobil vyssi pocet identifikovanych fosfopeptidi,
coz je vyhodné. Druhé eluce poskytly stejné vysledky. Z hlediska intenzit jednotlivych pikd,
které nalezi fosfopeptidim na Obrazcich 21, 22 a 23 je napriklad patrné, Ze na nosi¢i NP je
dobte viditelny 5 krat fosforylovany peptid o m/z piiblizn€ 2704. Tento neni viibec patrny na
obrazku 23, coZ znaci, ze pfi tomto pomeérném zastoupeni fosfopeptidi je NP vhodngjSim

nosicem.
Analyza smési BSA:ACAS 3000:30 pmol (n:n):

Tabulka 6:Analyza 1 a 2; analyza smési BSA:ACAS v poméru 3000:30 pmol po obohaceni
fosfopeptidl na nosic¢ich TiS, NP a TNT

Analyza 1l
. . zastoupeni
Material | Eluce nefosiorg;ldovane fosfoeryliodvane Cg”i[?gs] fosforylovanych
peptiay peptiay pep peptid [%]
1 63 19 82 23.17%
TiS
! 5 65 13 78 16.67%
1 63 19 82 23.17%
TNT
2 38 13 51 25.49%
1 43 11 54 20.37%
NP
2 62 16 78 20.51%
Analyza 2
, , zastoupeni
Material | Eluce nefosiorg;ldovane fosfc;rylic;vane C::”i?g:j fosforylovanych
peptidy peptidy pep peptid [%]
1 61 11 72 15.3%
TiS
! 5 39 13 52 25.0%
1 43 17 60 28.3%
TNT
2 14 13 27 48.1%
1 80 6 86 7.0%
NP
2 46 14 60 23.3%
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Prostiedi, kde je desetinasobné vyssi vstupni mnozstvi peptidi z BSA, nez u pokusu v
Chyba! Nenalezen zdroj odkazii., jednoznacné zvysSuje miru nespecifické sorpce na vsech
nosic¢ich. Navzdory tomu si nosi¢e uchovavaji absolutni pocty identifikovanych fosfopeptidi
a vétsinou se jejich pocty zvysuji. NP vykazuji nejvyssi pocet nefosforylovanych peptidi, a
proto byly z dalSich experimentd vyfazeny. Vybrana spektra této analyzy jsou uvedena v
ptilohéch pod oznacenim Obrazek 25, 26 a 27.

3.6 Mapovani rozsahu obohacovaci ucinnosti titanovych nanotrubic ve

srovnani s nosicem Titansphere

Na zéklad¢ vysledki miry nespecifické sorpce, ktera byla vyssi nez u ostatnich dvou
nosicll popsanych v predchozich kapitolach, a tedy niz§iho procentudlniho zastoupeni
fosfopeptidii, bylo rozhodnuto o vyfazeni ,,core-shell” nanocastic z dalSich experimentt. Pro
dalsi experimenty byly pouzity pouze Titansphere a titanové nanotrubice. V této Casti byly

ovéfovany sorbéni vlastnosti nosict pii nizkém zastoupeni ACAS ve smési.
Analyza smési BSA:ACAS 300:5 pmol (n:n):

Bylo snizeno mnoZstvi ACAS ve smési na 5 pmol a tim testovana schopnost nosici
extrahovat ze smési fosfoproteiny za pritomnosti velkého pomérového mnozstvi
nefosfoproteinti. Oproti predchozim experimentim nebylo navySovano mmnozstvi peptidd

z BSA, ale naopak snizeno mnozstvi peptidi/fosfopeptidii z ACAS.

Tabulka 7: Analyza smési BSA:ACAS n=300:5 pmol po obohaceni fosfopeptidii na nosi¢ich
TiSa TNT

nefosforylované fosforylované celkem zastoupeni
Material | Eluce o t%d eytid eptidd fosforylovanych
peptiay peptidy pep peptid [%]
Tis 1 45 6 51 11.8%
[
2 51 10 61 16.4%
1 33 4 37 10.8%
TNT
2 29 7 36 19.4%

Procentudlni zastoupeni fosforylovanych peptidl, extrahovanych ze smési se mirné 1iSi mezi
nosic¢i. Zde vykazuji titanové nanotrubice niz§i absolutni pocet identifikovanych fosfopeptida

oproti Titansphere, ale také vyznamné niZsi nespecifickou sorpci.
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Analyza smési BSA:ACAS 300:1 pmol (n:n):

Dale jsme pokracovali jesté dal$im snizenim mnoZzstvi peptidii z ACAS ve smési na
1 pmol a tim testovana schopnost nosi¢ii extrahovat ze smési fosfoproteiny za ptitomnosti
velkého pomérového nadbytku nefosforylovanych proteinti. Zaroven bylo snizeno mnozstvi
nosi¢e na 0,25 mg, kvili jiz zminénym zavérim prace Li, 2009. Mnozstvi nosi¢e oproti
ptedchozim pokustiim bylo snizeno spole¢né se zna¢né klesajicim mnozstvim ACAS. Spektra

této analyzy jsou uvedena v ptilohach pod ozna¢enim Obrazek 28 a 29.

Tabulka 8:Analyza smési BSA:ACAS n=300:1pmol po obohaceni fosfopeptidd na nosi¢ich TiS a
TNT

nefosforylované | fosforylované celkem zastoupeni
Material | Eluce o '::d eytid eptidi fosforylovanych
PERREY Pepmey pep peptidd [%]
Tis L 48 7 55 12.7%
i
2 >6 9 65 13.8%
L 6 0 6 0.0%
TNT
2 10 1 11 9.1%

Pti takto vysokém podilu nefosforylovanych peptidi je patrna velka nespecificka
sorpce. Nizky absolutni pocet identifikovanych fosforylovanych peptida. Je ziejmé, ze vétSina

fosforylovanych peptidt se z nosice eluluje jiz v prvni eluci.

Z dil¢ich vysledkl je patrné, Ze pii vysokém zastoupeni fosfoproteinu ve vzorku
vSechny nosi¢e vykazuji nizkou nespecifickou sorpci, ktera se zvySuje s vzrustajicim
pomérovym zastoupenim nefosforylovanych peptidii ve vzorku pfed obohacenim. Ze srovnani
vysledkti pfi nizkém zastoupeni fosfopeptidi ve vstupnim vzorku je patrna nizs$i afinita
titanovych nanotrubic k nefosforylovanym proteinim, ktera by mohla byt déna nizsi
kapacitou nosiCe, coz je patrné pii srovnani Tabulky 7 a 8, kdy kleslo mnozZstvi nosice na 25
% a pocet identifikovanych nefosfopeptida klesl o zhruba dvé tietiny. Zaroven je zajimavé, ze
az pii snizeni latkového mnozstvi ACAS ve smési pod 30 pmol vyznamné klesl pocet
identifikovanych fosfopeptidi. Vybrand spektra této analyzy jsou uvedena v ptilohdch pod

ozna¢enim Obrazek 31 a 30.
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3.7  Analyza komplexni peptidové smési

Tato analyza probihala na 1 mg nosi¢e TiS a 3 mg nosi¢e TNT, kviili vykompenzovani
mozné niz8i kapacity nosiCe, ktera byla zjisténa spolupracujicim pracovistém (Katedra

vvvvvv

molekularni patologie, FVZ, Univerzita Obrany) pfii
nepublikovano). Cilem bylo rovnéz analyzovat miru nespecifické sorpce pii takovémto
zvySeni mnozstvi nosice. Pro velikou komplexitu vzorku byla analyza provadéna na nano-LC-

MS/MS a vyhodnoceni bylo provedeno pomoci Proteome discoverer 1.4.

Tabulka 9: Analyza lyzatu po obohaceni na TiS a TNT, vyjadfeny poéty identifikaci (fosfo)peptidi
v zavislosti na mite jejich fosforylace

Materidl | Eluce | Nefosforylované | 1x Fosfo 2x Fosfo 3x Fosfo 4x Fosfo 5x Fosfo
Ti El 1 1267 2662 270 11 1 0
is
El 2 70 299 22 1 0 0
Ell 242 804 60 0 0
TNT
EI2 559 1323 137 1 0
3000
2500
2000 -
B nefosforylované peptidy
1500 -
W 1x Fosforylvoané peptidy
1000 2x Fosforylované peptidy
- J
ﬂ 1 T T 1
TiS El 1 TiS El 2 TMT El 1 THT EI2

Graf 1: Zobrazeni absolutniho zastoupeni frakci v jednotlivych elucich analyzy lyzatu po obohaceni
na TiS a TNT, vyjadfeny pocty identifikaci (fosfo)peptidii v zavislosti na mife jejich fosforylace
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Tabulka 10: Procentualni srovnani zastoupeni fosfo a nefosfopeptidii analyzy lyzatu po obohaceni na
TiS a TNT, vyjadieny pocty identifikaci (fosfo)peptidi

Nefosforviované Suma Fosfo/nefosforylované
Material | Eluce y fosforylovanych .
peptidy oeptidi peptidy

El1 1267 2944 43.0%

Ti
N El 2 70 322 21.7%

El1 242 865 28.0%
TNT

ElI2 559 1466 38.1%
4500
4000
3500 -
3000
2500

W nefosforylované peptidy

2000
W fosforylované peptidy
1500
10040
500
. - |

TiSEl1 TiSEl 2 TNTE 1 TNT EI2

Graf 2: Absolutni zastoupeni fosforylovanych a nefosforylovanych peptidi ve vzorku lyzatu po
obohaceni na nosi¢ich Tisa TNT.

Z Tabulky 9, 10 a Grafu 1 je patrné, Ze nejvyssi pocet fosfopeptidi byl nalezen v
eluci 1 na nosici TiS, ale zdroveil ma tato frakce nejvyssi zastoupeni nefosfopeptidii. Eluce 2
nosi¢e TiS je velmi specifickd podle poméru nefosforylovanych:fosforylovanych peptidi
70:322, ale z toho bylo pouze 23 multifosforylovanych. Z vysledku je dale patrné, ze z TiS
jsou fosfopeptidy mnohem ochotnéji eluovany a vétsina se jich nachazi v prvni eluéni frakei,
na rozdil od TNT. Pro TNT plati, s vyjimkou poméru 300:1pmol, ze poskytuje vyssi nebo
srovnatelnou procentualni miru obsahu fosfopeptidi ve frakcich, jako tis, a eluce 2 ma vyssi
pocet multifosforylovanych peptidi. Tento materidl neméa tak vysoky pocet izolovanych

fosfoproteind, ale je obecné specifictéjsi, tzn., ma nizsi nespecifickou sorpci. Jeho problémem
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je kapacita a nepomohlo ani zvyseni poméru nosice na 3:1 (TNT:TiS), jeho hlavni vyhodou

tedy zustava vyssi specificita izolace fosfopeptida.

V navazujici praci by mély byt provedeny dalsi analyzy optimalizujici pomér téchto
nosi¢l. Nicméné nosi¢ TNT je i nadale vyvijen Centrem materiall a nanotechnologii a

V budoucnu budou testovany jeho nové varianty, které by mély pfinést zvySeni kapacity

tohoto nosice.
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4 Zavér

Ve své praci jsem se vénoval nékolika ptistuptim, které mohou slouzit k uspésné MS
analyze proteind a jejich fosforylace. Mezi tyto piistupy pafily jednak metody vlastni analyzy,
jako jsou napft. elektroforetické metody pro analyzu proteinii a fosfoproteini nebo MS
analyza fosfopeptidii po izolaci z jednoduchych, tak i z komplexnich proteinovych smési.
Vyznamna ¢ast této diplomové prace je vénovana obohacovani fosfopeptidi, kdy byly
testovany jak standardni metody pro izolaci fosfopeptidi na nemagnetickych nosic¢ich, tak i
prace s magneticky aktivnimi nanomaterialy a separacni techniky vyuzivajici TiO,

nanotrubice. Tyto materialy byly mezi sebou porovnavany.

Mezi dil¢i ukoly Vv této préaci patiila i optimalizace pracovniho protokolu, podle
kterého bylo provedeno obohaceni vzorkli na nosiCich. Tato optimalizace ovSem nebyla
piinosnd pro zvySeni poctu identifikovanych fosforylovanych peptida ani jejich intenzity ve
spektrech. Pouze mikrogradientova LC zvySila pokryti peptidové sekvence, coz bylo piinosné

pro separaci fosfopeptidit v komplexnich vzorcich.

Déle bylo cilem prace srovnat vlastnosti nosicu Titansphere, "core-shell" nanocastic a
nanotrubic z TiO,, pomoci testovani na pfipravenych vzorcich smési BSA a ACAS. V
kazdém experimentu Dbyl ziskan pozitivni vysledek ve smyslu identifikovanych
fosforylovanych peptidt. Jejich vyskyt ve vzorcich s nizkym zastoupenim ACAS na vstupu
byla nizs$i nez u smési s obsahem 30 pmol, z ¢ehoz vyplyva, ze obohacovaci u¢innost nosici
Titansphere a nanotrubic z TiO; klesa s mnozstvim fosforylovanych proteini ve vzorku. Pti
poméru 3000:30 pmol (BSA:ACAS) bylo pozorovano, ze se mmnozstvi identifikovanych
fosforylovanych peptidii nesnizilo, ale byl viditelny nartst nespecifické sorpce na nosicich,
které odpovida vysokému tomuto poméru. Podobny vysledek poskytuji i jiz zminéné poméry

300:5 a 300:1.

Nosi¢ magnetické "core-shell" nanocastice ma obecné vyssi nespecifickou sorpci nez
ostatni dva materialy. Nanotrubice z TiO, maji pifi nizkém zastoupeni fosforylovanych
peptidl nizsi nespecifickou sorpci nez nosi¢ Titansphere. Ze spekter pokustt 300:5 a 300:1,
tedy pfi nizkém zastoupeni fosfopeptidii na vstupu, je patrné, Ze TNT v druhé eluéni frakci
poskytuji n€které multifosforylované peptidy, coz je patrné z jejich intenzit, které nejsou

pouhym okem vidét u spekter nosi¢e TiS. Pfi analyze lyzatu bylo zjiSténo, Ze i pfes
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trojnasobné navyseni mnozstvi TNT oproti Titansphere je vy$s§i pocet peptidii sorbovany
praveé na Titanshpere, coz by mohlo ukazovat na niz§i vazebnou kapacitu TNT, ale snadné&ji se

z Titansphere uvoliuji multifosforylované peptidy a to jiz v prvni eluci.

Nanotrubice z TiO; silngji zadrzuji multifosforylované peptidy, ve srovnani s
Titansphere, a tyto jsou uvolnény az v eluci 2. Absolutni pocet fosforylovanych peptidd, jak
mono tak multifosforylovanych je u Titansphere vyssi, ale to je doprovdzeno vyssi
nespecifickou sorpci. TNT se tedy ukazal, jako nejspecifi¢téjsi nosi¢ mezi srovnavanymi pro
pouziti v redlnych vzorcich, které maji nizké zastoupeni fosforylovanych peptidi. Tento
material povazuji za slibny pro dal$i vyvoj a mozné pouZiti v klinickych aplikacich. Tato
prace byla soucasti jiz probihajicich experimentl na pracovisti a vysledky prezentované Vv této
praci, by mohly pomoci pii dalsi charakterizaci a vyuZziti nosicl a to predev§im pokud se
jednd o volbu vhodného nosi¢e pro rizné aplikace a to vCetné analyzy klinickych a

vyzkumnych vzorkd.
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6 Prilohy

Tabulka 11:Pfehled prakticky identifikovanych fosfopeptidi z proteinti: a-kasein S1, a-kasein S2 a B-

kasein
Larsen vynechana
protein m/z 5005 Modifikace §té,pné zacatek | konec
mista

a S2 kasein | 1331.536 1331.530 |1P 0 141 151
o S2 kasein | 1411.503 1411.500 |2P 0 141 151
o S2 kasein | 1459.631 1P 1 141 151
o S2 kasein | 1466.612 1466.610 |1P 0 152 164
o S2 kasein | 1482.610 10 1P 1 152 164
o S2 kasein | 1539.598 2P 1 141 152
o S2 kasein | 1594.707 1594.700 |1P 1 152 164
a S1 kasein | 1660.794 1660.790 |1P 0 121 134
a S2 kasein | 1610.706 10 1P 1 152 164
o S2 kasein | 1722.802 1P 2 152 165
o S2 kasein | 1823.850 1P 2 152 165
a S1 kasein 1832.830 |1P - - -
o S1 kasein | 1847.725 1847.690 |1P 0 58 73
a S1 kasein | 1927.692 1927.690 |2P 0 58 73
a S1 kasein | 1943.695 10 2P 0 58 73
o S1 kasein | 1951.945 1P 3 119 134
o S1 kasein | 1951.953 1951.950 1P 1 119 134
a S1 kasein | 2007.668 3P 58 73
B kasein 2061.829 2061.830 |1P 0 48 63
o S1 kasein | 2080.047 1P 2 118 134
o S1 kasein | 2257.105 1p 1 121 139
B kasein 2352.850 |4P - - -
B kasein 2432.050 1p 1 45 63
o S1 kasein | 2518.090 1p 1 52 73
o S1 kasein | 2598.057 2P 1 52 73
a S2 kasein | 2618.905 2619.040 |4P 0 17 36
a S1 kasein | 2623.920 1Q->p-E 4P 0 74 94
a S1 kasein | 2678.023 2678.010 |3P 1 52 73
a S1 kasein | 2703.886 1Q->p-E 5P 74 94
o S2 kasein | 2716.259 2P 2 130 152
o S1 kasein |2719.881 1Q->p-E 10 5P 0 74 94
o S1 kasein | 2720.973 2720.910 |5P 0 74 94
a S1 kasein | 2736.908 10 5P 74 94
o S2 kasein 2747.100 |4P - - -
a S1 kasein | 2935.161 2935.160 |3P 2 50 73
B kasein 2966.165 2966.160 |4P 0 17 40
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o S2 kasein | 2987.192 3P 2 141 164
a S2 kasein | 3008.030 3008.010 |4P 0 61 85
o S2 kasein | 3087.996 3087.990 |5P 0 61 85
B kasein 3122.266 3122.270 |4P 1 - -
a S2 kasein 3132.20 4P - - -

Tabulka 11 byla vytvofena na zaklad¢ prakticky identifikovanych fosfopeptidi v prib&hu
experimentalni ¢innosti pii této praci, v porovnani s databazi Swiss Prot 17.11.01 a vysledkt

Z LC-MS v praci Larsen, 2005.

Tabulka 12: ACAS S1 teoretické varianty fosfopeptidii po nastépeni trypsinem

m/z Modifikace _c“,:,g;:;l::ir:;fa Zacatek Konec
828.34 1P 0 209 214
844.33 10 1P 0 209 214
908.30 2P 0 209 214
911.35 1P 0 99 105
924.30 10 2P 0 209 214
1026.49 1P 1 50 57
1347.67 1P 0 106 115
1417.65 1P 1 95 105
1427.64 2P 0 106 115
1586.75 1P 1 135 147
1588.85 1P 1 106 117
1602.75 10 1P 1 135 147
1660.79 1P 0 121 134
1668.82 2P 1 106 117
1716.94 1P 2 106 118
1774.04 1P 0 3 18
1796.91 2P 2 106 118
1847.73 1P 0 58 73
1863.72 10 1P 0 58 73
1927.69 2P 0 58 73
1943.69 10 2P 0 58 73
1951.95 1P 1 119 134
2007.66 3P 0 58 73
2023.65 10 3P 0 58 73
2031.92 2P 1 119 134
2033.18 1P 1 1 18
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2049.17 10 1P 1 1 18
2080.05 1P 2 118 134
2160.01 2P 2 118 134
2160.04 1P 1 99 115
2240.00 2P 1 99 115
2249.33 1P 1 3 22
2257.10 1P 1 121 139
2273.10 10 1P 1 121 139
2319.97 3P 1 99 115
2337.07 2P 1 121 139
2353.07 10 2P 1 121 139
2392.20 1P 2 38 57
2396.10 1P 0 148 166
2400.02 1Q->p-E 10 1P 0 74 94
2401.05 1P 0 74 94
2401.22 1P 2 99 117
2412.10 10 1P 0 148 166
2417.04 10 1P 0 74 94
2476.07 2P 0 148 166
2479.98 1Q->p-E 10 2P 0 74 94
2481.01 2P 0 74 94
2481.18 2P 2 99 117
2492.06 10 2P 0 148 166
2497.01 10 2P 0 74 94
2508.47 1P 2 1 22
2518.09 1P 1 52 73
2524.46 10 1P 2 1 22
2534.09 10 1P 1 52 73
2548.26 1P 2 119 139
2559.95 1Q->p-E 10 3P 0 74 94
2560.98 3P 0 74 94
2561.15 3P 2 99 117
2564.26 101pP 2 119 139
2576.98 103pP 0 74 94
2598.06 2P 1 52 73
2614.05 10 2P 1 52 73
2628.23 2P 2 119 139
2639.92 1Q->p-E 10 4P 0 74 94
2640.95 4p 0 74 94
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2644.22 10 2P 2 119 139
2656.94 10 4P 0 74 94
2666.33 1P 2 95 115
2678.02 3P 1 52 73
2694.02 10 3P 1 52 73
2708.20 3P 2 119 139
2719.88 1Q->p-E 10 5P 0 74 94
2720.91 5P 0 74 94
2724.19 10 3P 2 119 139
2736.91 10 5P 0 74 94
2746.30 2P 2 95 115
2757.99 4p 1 52 73
2773.98 10 4P 1 52 73
2775.23 1P 2 50 73
2791.22 10 1P 2 50 73
2826.27 3P 2 95 115
2855.19 2P 2 50 73
2871.19 10 2P 2 50 73
2906.31 1Q->p-E 10 1P 1 74 98
2907.34 1P 1 74 98
2923.34 10 1P 1 74 98
2935.16 3P 2 50 73
2951.16 10 3P 2 50 73
2986.28 1Q->p-E 10 2P 1 74 98
2987.31 2P 1 74 98
3003.31 10 2P 1 74 98
3015.13 4p 2 50 73
3031.12 10 4P 2 50 73
3066.25 1Q->p-E 10 3P 1 74 98
3067.28 3P 1 74 98
3083.27 103pP 1 74 98
3146.21 1Q->p-E 10 4P 1 74 98
3147.24 4p 1 74 98
3148.56 1P 2 121 147
3163.24 10 4P 1 74 98
3164.56 101pP 2 121 147
3226.18 1Q->p-E 10 5P 1 74 98
3227.21 5P 1 74 98
3228.53 2P 2 121 147
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3243.20 10 5P 1 74 98
3244.52 10 2P 2 121 147
3287.56 1P 1 140 166
3323.5402 1P 2 85 111
3339.5351 10 1P 2 85 111
3370.3759 4p 2 36 63
3375.547 1P 2 20 46
3403.5066 2P 2 85 111
3419.5015 10 2P 2 85 111
3450.3422 5P 2 36 63
3455.5134 2P 2 20 46
3483.4729 3P 2 85 111
3495.9438 1P 2 229 260
3499.4678 10 3P 2 85 111
3535.4797 3P 2 20 46
3575.9101 2P 2 229 260
3615.446 4p 2 20 46
3632.8248 1P 2 51 82
3651.7744 1P 1 3 33
3655.8764 3P 2 229 260
3712.7911 2P 2 51 82
3731.7407 2P 1 3 33
3792.7574 3P 2 51 82
3811.7071 3P 1 3 33
3825.8735 1P 2 69 100
3872.7238 4p 2 51 82
3878.9378 1P 2 3 35
3891.6734 4p 1 3 33
3905.8398 2P 2 69 100
3910.9099 1P 2 1 33
3926.9048 10 1P 2 1 33
3952.6901 5P 2 51 82
3958.9041 2P 2 3 35
3971.6397 5P 1 3 33
3985.8062 3P 2 69 100
3990.8762 2P 2 1 33

Tabulka byla vytvotena na zdklad€ porovnani s databazi Swiss Prot 17.11.01.
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Tabulka 13: ACAS S2 teoretické varianty fosfopeptidii po nastépeni trypsinem

m/z Modifikace §¥g’::;l:i2:a Zacatek Konec
826.913 1P 0 215 220
828.793 1P 0 168 173
955.02 1P 0 40 47
971.02 10 1P 0 40 47
983.999 1P 0 197 203
1003.05 1P 1 182 188
1056.19 1P 1 213 220
1058.07 1P 1 166 173
1060.18 1P 0 189 196
1063.98 2P 0 197 203
1083.03 2P 1 182 188
1099.09 1P 1 168 175
1103.25 1P 1 215 222
1125.21 1P 0 48 56
1131.22 1P 2 181 188
1136.17 2P 1 213 220
1138.05 2P 1 166 173
1183.23 2P 1 215 222
1186.25 1P 2 165 173
1205.19 2P 0 48 56
1211.2 2P 2 181 188
1259.43 1Q->pE 10 1 37 47
1266.23 2P 2 165 173
1276.38 1P 0 130 140
1327.38 1P 1 86 95
1327.52 1P 2 176 185
1328.37 1P 2 166 175
1332.26 1P 0 141 151
1339.41 1Q->pE 10 1P 1 37 47
1340.44 1P 1 37 47
1356.44 10 1P 1 37 47
1356.36 2P 0 130 140
1407.36 2P 1 86 95
1408.35 2P 2 166 175
1408.65 1P 1 204 214
1412.24 2P 0 141 151
1424.65 10 1P 1 204 214
1432.57 1P 1 129 140
1448.52 1P 0 96 106
1460.44 1P 1 141 152
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1467.54 1P 0 153 164
1479.67 1P 1 186 196
1483.54 10 1P 0 153 164
1492.22 3P 0 141 151
1492.49 3P 2 213 222
1512.55 2P 1 129 140
1540.42 2P 1 141 152
1547.52 2P 0 153 164
1559.65 2P 1 186 196
1563.52 10 2P 0 153 164
1572.2 4p 0 141 151
1595.71 1P 1 152 164
1595.71 1P 1 153 165
1608.78 1P 1 48 60
1611.71 10 1P 1 152 164
1611.71 10 1P 1 153 165
1620.4 3P 1 141 152
1627.5 3P 0 153 164
1637.97 1P 0 3 16
1643.5 10 3P 0 153 164
1675.69 2P 1 152 164
1675.69 2P 1 153 165
1688.76 2P 1 48 60
1691.69 10 2P 1 152 164
1691.69 10 2P 1 153 165
1700.38 4p 1 141 152
1714.86 1P 2 168 180
1723.48 10 4P 0 153 164
1723.89 1P 2 152 165
1739.89 10 1P 2 152 165
1755.67 3P 1 152 164
1755.67 3P 1 153 165
1771.67 10 3P 1 152 164
1771.67 103pP 1 153 165
1803.87 2P 2 152 165
1819.87 10 2P 2 152 165
1824.99 1P 2 153 167
1840.99 101pP 2 153 167
1851.65 10 4P 1 152 164
1851.65 10 4P 1 153 165
1883.85 3P 2 152 165
1897.35 1P 1 1 16
1899.85 103pP 2 152 165
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1904.97 2P 2 153 167
1913.35 10 1P 1 1 16
1920.97 10 2P 2 153 167
1945.18 1P 1 189 203
1964.23 1P 2 182 196
1979.83 10 4P 2 152 165
1981.23 1P 1 40 56
1984.95 3P 2 153 167
1997.23 10 1P 1 40 56
2000.95 10 3P 2 153 167
2005.15 1P 1 92 106
2025.16 2P 1 189 203
2044.21 2P 2 182 196
2061.21 2P 1 40 56
2064.37 1P 1 197 212
2064.93 4P 2 153 167
2077.21 10 2P 1 40 56
2080.37 10 1P 1 197 212
2080.93 10 4P 2 153 167
2085.13 2P 1 92 106
2105.14 3P 1 189 203
2124.19 3P 2 182 196
2136.56 1P 2 204 220
2141.19 3P 1 40 56
2144.35 2P 1 197 212
2152.56 10 1P 2 204 220
2157.19 10 3P 1 40 56
2160.35 10 2pP 1 197 212
2160.91 10 5P 2 153 167
2216.54 2P 2 204 220
2232.54 10 2P 2 204 220
2285.64 1Q->pE 10 2 37 56
2293.65 1P 2 197 214
2309.65 101pP 2 197 214
2364.66 1P 2 186 203
2365.62 1Q->pE 10 1P 2 37 56
2366.65 1P 2 37 56
2373.63 2P 2 197 214
2380.45 1P 0 17 36
2382.65 101pP 2 37 56
2389.63 10 2P 2 197 214
2396.45 101pP 0 17 36
2444.64 2P 2 186 203
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2445.6 1Q->pE 10 2P 2 37 56
2446.63 2P 2 37 56
2460.43 2P 0 17 36
2462.63 10 2P 2 37 56
2464.8 1P 2 40 60
2469.61 10 3P 2 197 214
2476.43 10 2P 0 17 36
2480.8 10 1P 2 40 60
2509.64 1P 1 130 151
2524.62 3P 2 186 203
2525.58 1Q->pE 10 3P 2 37 56
2526.61 3P 2 37 56
2540.41 3P 0 17 36
2542.61 10 3P 2 37 56
2544.78 2P 2 40 60
2556.41 10 3P 0 17 36
2560.78 10 2P 2 40 60
2589.62 2P 1 130 151
2604.6 4P 2 186 203
2620.39 4P 0 17 36
2624.76 3P 2 40 60
2636.39 10 4P 0 17 36
2637.82 1P 2 130 152
2640.76 10 3P 2 40 60
2665.83 1P 2 129 151
2669.6 3P 1 130 151
2676.9 1P 2 86 106
2700.37 5P 0 17 36
2716.37 10 5P 0 17 36
2717.8 2P 2 130 152
2745.81 2P 2 129 151
2749.58 4p 1 130 151
2756.88 2P 2 86 106
2765.88 1P 1 17 39
2769.71 1P 0 61 85
2780.35 6P 0 17 36
2781.88 101pP 1 17 39
2791.14 1P 0 107 128
2796.35 10 6P 0 17 36
2797.78 3P 2 130 152
2825.79 3P 2 129 151
2828.97 1P 2 141 164
2829.56 5P 1 130 151
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2836.86 3P 2 86 106
2844.97 10 1P 2 141 164
2845.86 2P 1 17 39
2849.69 2P 0 61 85
2860.33 7P 0 17 36
2861.86 10 2P 1 17 39
2871.12 2P 0 107 128
2876.33 10 7P 0 17 36
2877.76 4p 2 130 152
2905.77 4p 2 129 151
2908.95 2P 2 141 164
2909.54 6P 1 130 151
2924.95 10 2P 2 141 164
2925.84 3P 1 17 39
2929.67 3P 0 61 85
2941.84 10 3P 1 17 39
2947.32 1P 1 107 129
2951.09 3P 0 107 128
2956.31 10 8P 0 17 36
2957.74 5P 2 130 152
2985.75 5P 2 129 151
2988.93 3P 2 141 164
3004.93 10 3P 2 141 164
3005.82 4p 1 17 39
3009.65 4p 0 61 85
3021.82 10 4P 1 17 39
3025.55 1P 2 189 212
3027.3 2P 1 107 129
3037.72 6P 2 130 152
3041.55 10 1P 2 189 212
3065.73 6P 2 129 151
3068.91 4p 2 141 164
3084.91 10 4P 2 141 164
3085.8 5P 1 17 39
3089.63 5P 0 61 85
3101.8 105P 1 17 39
3105.53 2P 2 189 212
3107.28 3P 1 107 129
3121.53 10 2P 2 189 212
3148.89 5P 2 141 164
3164.89 105P 2 141 164
3165.78 6P 1 17 39
3169.61 6P 0 61 85
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3181.78 10 6P 1 17 39
3185.51 3P 2 189 212
3201.51 103pP 2 189 212
3244.87 10 6P 2 141 164
3245.76 7P 1 17 39
3249.59 7P 0 61 85
3253.28 1P 1 57 85
3261.76 107p 1 17 39
3325.6 1P 2 85 111
3341.6 10 1P 2 85 111
3372.31 4p 2 36 63
3377.61 1P 2 20 46
3405.58 2P 2 85 111
3421.58 10 2P 2 85 111
3452.29 5P 2 36 63
3457.59 2P 2 20 46
3485.56 3P 2 85 111
3498.06 1P 2 229 260
3501.56 10 3P 2 85 111
3537.57 3P 2 20 46
3578.04 2P 2 229 260
3617.55 4p 2 20 46
3635.03 1P 2 51 82
3654.02 1P 1 3 33
3658.02 3P 2 229 260
3715.01 2P 2 51 82
3733.98 2P 1 3 33
3794.99 3P 2 51 82
3813.96 3P 1 3 33
3828.19 1P 2 69 100
3874.97 4p 2 51 82
3881.31 1P 2 3 35
3893.94 4p 1 3 33
3908.17 2P 2 69 100
3913.37 1P 2 1 33
3929.37 101pP 2 1 33
3954.95 5P 2 51 82
3961.29 2P 2 35
3973.92 5P 1 3 33
3988.15 3P 2 69 100
3993.35 2P 2 1 33

- 127 -




Tabulka 14: Beta kasein teoretické varianty fosfopeptidli po nastépeni trypsinem

m/z Modifikace §Yg::;l:i::a Zacatek Konec
830.452 0 192 198
910.418 1P 0 192 198
1671.9 1P 1 185 198
2061.83 1P 0 48 63
2141.79 2P 0 48 63
2266.13 | 1P 0 199 217
2282.13 10 1P 0 199 217
2432.05 1P 1 45 63
2512.02 2P 1 45 63
2560.15 | 1P 2 44 63
2640.11 2P 2 44 63
2726.27 | 1P 0 17 40
2806.23 | 2P 0 17 40
2886.2 3p 0 17 40
2966.16 | 4P 0 17 40
2989.57 1P 1 199 224
3005.56 10 1P 1 199 224
3046.13 5P 0 17 40
3077.57 1P 1 192 217
3081.49 1P 1 17 43
3093.56 10 1P 1 192 217
3126.1 6P 0 17 40
3161.45 2P 1 17 43
3173.53 10 2P 1 192 217
3209.58 1P 2 17 44
3241.42 3P 1 17 43
3289.55 2P 2 17 44
3323.54 1P 2 85 111
3339.54 10 1P 2 85 111
3370.38 | 4P 2 36 63
3375.55 1P 2 20 46
3403.51 2P 2 85 111
3419.5 10 2P 2 85 111
3450.34 5P 2 36 63
3455.51 2P 2 20 46
3483.47 3P 2 85 111
3495.94 1P 2 229 260
3499.47 10 3P 2 85 111
3535.48 3P 2 20 46
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3575.91 |2P 2 229 260
3615.45 |4P 2 20 46
3632.82 |1P 2 51 82
3651.77 |1P 1 3 33
3655.88 | 3P 2 229 260
3712.79 |2pP 2 51 82
3731.74 |2P 1 3 33
3792.76 |3P 2 51 82
3811.71 |3P 1 3 33
3825.87 | 1P 2 69 100
3872.72 |4p 2 51 82
3878.94 |1P 2 35
3891.67 |4P 1 33
3905.84 |2P 2 69 100
391091 |1P 2 1 33
3926.9 10 1P 2 1 33
3952.69 |5P 2 51 82
3958.9 2pP 2 3 35
3971.64 |5P 1 33
3985.81 |3P 2 69 100
3990.88 | 2P 2 1 33
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Obrazek 24: Spektrum smési BSA:ACAS 300:30Vpmol po obohaceni na nosi¢i TiS; 700-4000;
matrice DHB s H3PQO,, A: eluce 2; B eluce 2 s pouzitim (NH4),HPO,
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Obrazek 25: Spektrum smési BSA:ACAS 3000:30 pmol po obohaceni na nosi¢i TiS; 700-4000;
matrice DHB s H3PQ,, A: pivodni vzorek; B: eluce 1; C: eluce 2
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Obrazek 26: Spektrum smési BSA:ACAS 3000:30 pmol po obohaceni na nosi¢i TNT; 700-4000;
matrice DHB s H3PO4, A: pivodni vzorek; B: eluce 1; C: eluce 2
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Obrazek 27: Spektrum smési BSA:ACAS 3000:30 pmol po obohaceni na nosi¢i NP; 700-4000;
matrice DHB s H3PO4, A: pivodni vzorek; B: eluce 1; C: eluce 2
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Obrazek 28: Spektrum smési BSA:ACAS 300:5 pmol po obohaceni na nosic¢i TiS; 700-4000; matrice
DHB s H3PO,, A: ptivodni vzorek; B: eluce 1; C: eluce 2
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Obrazek 29: Spektrum smési BSA:ACAS 300:5 pmol po obohaceni na nosi¢i TNT; 700-4000;
matrice DHB s H3PQ,, A: pivodni vzorek; B: eluce 1; C: eluce 2
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Obrazek 30: Spektrum smési BSA:ACAS 300:1 pmol po obohaceni na nosic¢i TiS; 700-4000; matrice
DHB s H3PO,, A: ptivodni vzorek; B: eluce 1; C: eluce 2
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Obrazek 31: Spektrum smési BSA:ACAS 300:1 pmol po obohaceni na nosi¢i TNT; 700-4000;
matrice DHB s H3PQy, A: pivodni vzorek; B: eluce 1; C: eluce 2
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Obrazek 32: Spektrum smési BSA:ACAS 300:150 pmol po obohaceni na nosi¢i TiS; 700-4000;
matrice DHB s H3PO,, A: eluce 1; B: eluce 2
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Obrazek 33: Spektrum smési BSA:ACAS 300:150 pmol po obohaceni na nosi¢i NP; 700-4000;
matrice DHB s H3PO,, A eluce 1; B: eluce 2
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Obrazek 34: Spektrum smési BSA:ACAS 300:150 pmol po obohaceni na nosi¢i TNT; 700-4000;
matrice DHB s H3;PO,, A eluce 1; B: eluce 2
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