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ANOTACE

Diplomovéa prace se zabyva piipravou a charakterizaci magnetického nosice
s imobilizovanou Src kindzou. Solubilni i imobilizovand forma Src kindzy byla pouzita
k in vitro fosforylaci hovéziho myelinového bazického proteinu a rekombinantniho proteinu
Tau-441. Uspésnost fosforylace byla hodnocena metodou Western blot, dale pomoci

dendrimeru pIMAGO a metodou MALDI-Orbitrap hmotnostni spektrometrie.

KLICOVA SLOVA

Imobilizovana Src kindza, fosforylace, magneticky nosi¢, myelinovy bazicky protein, Tau-441,

dendrimer pIMAGO, hmotnostni spektrometrie

TITLE

Immobilization of Src Kinase to a Magnetic Carrier for Phosphorylation of Proteins

ANNOTATION

The thesis deals with the preparation and characterization of magnetic carrier with
immobilized Src kinase. Both soluble and immobilized Src kinase was used to in vitro
phosphorylation bovine myelin basic protein and recombinant protein Tau-441. The success of
phosphorylation was assessed by Western blotting, pIMAGO dendrimer and MALDI-Orbitrap
mass spectrometry.

KEYWORDS

Immobilized Src kinase, phosphorylation, magnetic carrier, myelin basic protein, Tau-441,

pIMAGO dendrimer, mass spectrometry
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0 UVOD

Fosforylace je jednou z posttransla¢nich modifikaci, kterou zprosttedkovavaji enzymy
nazyvané kinazy. Prostfednictvim této posttranslacni modifikace dochéazi nejen k regulaci
funkce proteintl, ale také k regulaci Sirokého spektra bunéénych procest, jako je diferenciace
a proliferace bungk, apoptéza ¢i bunééné preziti. Poruchy fosforyla¢niho procesu vedou ¢asto
k rozvoji patologickych stavii, mezi né€z se fadi naptiklad neurodegenerativni, autoimunitni,

nadorova ¢i hematoonkologickd onemocnéni.

Teoreticka cast diplomové prace se zabyva zatazenim Src kindzy do skupiny tyrosin
kinaz, jeji charakterizaci, regulaci, vyskytem a funkci. DalsSimi castmi prace je piehled
a vyznam imobiliza¢nich metod enzymii k pevnému nosici, detekénich metod fosforylaci
a obohacovacich metod fosfopeptidii a fosfoproteinti. Imobilizace enzymi je velice studovanou
oblasti, a to pfedevsim diky vyhoddm, které imobilizované enzymy poskytuji oproti solubilnim
formam. Hlavnimi vyhodami je moZnost jejich opakovaného pouziti, vyssi stabilita, snadna
separace z reak¢ni smési a tim i1 vysS$i Cistota vysledného produktu reakce a zna¢né snizeni
ekonomickych nakladi. Vyuziti magnetickych nosi¢ti k imobilizaci enzyml je spojeno

pfedevs§im s moznosti jejich velice rychlé separace z reakéni smési.

Experimentalni c¢ast diplomové prace je zaméfena na imobilizaci Src kindzy na
magneticky nosi¢ a sledovani skladovaci a operac¢ni stability imobilizované kinazy. Dale byla
Src kinaza jak ve své solubilni, tak také imobilizované form¢, pouzita k in vitro fosforylaci
hovéziho myelinového bazického proteinu a rekombinantniho proteinu Tau-441. Detekce
uspésnosti in vitro fosforylace byla hodnocena metodou Western blot, pomoci dendrimeru
pIMAGO a metodou MALDI-Orbitrap hmotnostni spektrometrie.
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1  CILE DIPLOMOVE PRACE

Cilem teoretické ¢asti diplomové prace bylo vytvofit ucelenou kompilaéni praci zabyvajici se:
e zafazenim Src kinaz do skupiny tyrosin kindz,
e metodami vazby enzymu k pevnému nosici,

e prehledem obohacovacich a detekénich metod fosfopeptidi a fosfoproteini.

Cilem experimentalni ¢asti diplomové prace byla:
e piiprava a charakterizace Src kinazy imobilizované na magneticky nosic,
o fosforylace peptidovych a proteinovych substratii solubilni i imobilizovanou Src

kinazou a detekce uspésnosti in vitro fosforylace.
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2 TEORETICKA CAST

2.1  Tyrosin kinazy

Kinazy jsou rozsahlou rodinou enzymd patiici do tfidy transferaz. Tyto enzymy jsou
odpovédné za pienos fosfatové skupiny z vysokoenergetického donoru, jako je napiiklad
adenosintrifosfat (ATP), na akceptorovou molekulu. Tento proces je obecné nazyvan jako
fosforylace [1]. Jednou ze skupin pattici do rodiny kinaz jsou enzymy nazyvané jako protein
kindzy. Tyto enzymy umoznuji pienos fosfatové skupiny na jeden nebo vice
aminokyselinovych zbytkli postranniho fetézce proteinového substratu, coz vede ke
konformacni zméné ovlivigjici funkci proteinu. Protein kinazy, jakozto velka a strukturné
riznoroda skupina enzymu [2], se d€li do dvou Sirokych podskupin, a to s ohledem na jejich
substratovou specifitu [3]. Prvni podskupinou jsou serin/threonin kinazy, které katalyzuji
ptenos fosfatové skupiny z ATP na serinové ¢i threoninové zbytky proteint. Druhou
podskupinou jsou tyrosin kinazy, které naopak katalyzuji pienos fosfatové skupiny z ATP na

tyrosinové zbytky proteinu [4].

Tyrosin kindzy prostiednictvim fosforylace tyrosinovych zbytkti ovliviiuji Siroké
spektrum vlastnosti proteint, jako je napiiklad enzymova aktivita, subcelularni lokalizace, ¢i
schopnost interakce s jinymi molekulami. Tyrosin kinazy se 0castni velkého mnoZstvi
signalnich kaskad, pfi nichz jsou signaly z extraceluldrniho prostoru pfenaseny pies bunécnou
membranu do cytoplazmy buriky. Prostiednictvim dalSich interakci s proteiny mohou signaly
sméfovat az do jadra buriky, coz v koneéném dusledku muze vést k aktivaci nebo inhibici
transkripénich faktort, regulujicich expresi cilovych gent [5]. Tyrosin kinazy jsou soucasti
procesu, které jsou odpoveédné za klicové udalosti v lidském organismu [6]. Podili se naptiklad
na indukci bunééné mitdzy, regulaci bunééného rastu [7], proliferaci [5], aktivaci imunitniho

systému [7], regulaci fibroblastd [5] nebo mezibunééné komunikaci [8].

Tyrosin kinazy se déli do dvou podskupin. V piipadé prvnim, kdy je enzymova aktivita
nedilnou soucasti receptoru na povrchu bunky, se tyto kindzy nazyvaji jako receptorové tyrosin
kinazy (RTKS). Mimo jiné jsou také definovany jako kinazy obsahujici ve své struktuie
transmembranovou doménu. V pifipadé druhém, kdy enzymova aktivita neni prokazatelné
spojena s receptorem na povrchu buiiky, se podskupina takovychto kinaz naopak nazyva jako
nereceptorové tyrosin kinazy (NRTKS). Oproti RTKSs je tato podskupina definovana jako

skupina kinaz, ktera ve své struktufe neobsahuje transmembranovou doménu [9].
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2.1.1 Receptorové tyrosin Kkinazy

V lidském genomu bylo identifikovano 58 RTKs, které jsou rozdéleny do 20 rtiznych
rodin [10]. Systematicky nazev RTKs je ATP: [protein]-L-tyrosin O-fosfotransferazy [11].
Jednd se o transmembranové glykoproteiny Vystupujici jako receptory, které maji
enzymatickou aktivitu. RTKSs jsou schopny aktivovat fadu signalnich drah, jako naptiklad
bunéénou proliferaci, diferenciaci, migraci, apoptéozu nebo metabolické pochody [8]. Pod
pojmem RTKSs se skryva siroké spektrum enzymd, podilejicich se nejen na dulezitych funkcich
organismu [12], ale také na rozvoji riznych patologickych stavi, které mohou byt disledkem
genetické zmény nebo abnormality RTKs. Mutace v genetickém ptedpisu téchto enzymt byla
kauzalné spojena napiiklad s rakovinou prsu, diabetes mellitus typu Il nebo aterosklerézou.
Souvislost téchto patologickych stavii s poruchou RTKSs vedla k rozvoji nové generace 1é¢iv,

ktera maji schopnost blokovat nebo snizovat aktivitu RTKs [13].

Do skupiny RTKs patii napiiklad inzulinové receptory a receptory pro rustové faktory,
jako je receptor pro epidermalni ristovy faktor (EGF), receptor pro fibroblastovy rustovy faktor
(FGF), receptor pro rustovy faktor odvozeny od trombocyti (PDGF), receptor pro vaskularni
endotelovy rustovy faktor (VEGF) nebo receptor pro nervovy rustovy faktor (NGF), pficemz
vSechny tyto faktory v reakcich vystupuji jako ligandy RTKSs [12]. K samotné aktivaci RTKs
dochazi po navazéni vhodného ligandu na vazebné misto a nasledné, prostfednictvim
fosforylace tyrosinovych zbytka [8], procesu dimerizace a aktivace tyrosin kinazové domény

[14] dochazi k ptenosu signalu z extracelularniho prostoru do cytoplazmy buriky [8].

Struktura receptorovych tyrosin kinaz

Struktura RTKSs (Obr. 1) je rozdé¢lena na tii funkéné odlisné oblasti, a to extracelularni
oblast vazajici polypeptidové ligandy, transmembranovy helix a cytoplazmatickou oblast
obsahujici tyrosin kinazovou doménu. Dale je moZzno rozlisit také juxtamembranovou oblast,
kterd je zaclenéna mezi transmembranovym helixem a tyrosin kindzovou doménou,

a C-terminalni konec, jakozto regulacni oblast [15].

Extracelularni oblast je zna¢né rozmanita napiic vSemi podrodinami RTKs. Sklada se
Z linearni fady po sobé nasledujicich domén. Mezi nejcastéji se vyskytujici domény patii
L doména, imunoglobulin-like doména, cystein-rich (na cystein bohatd) doména, leucin-rich
(na leucin bohatd) doména nebo fibronektin typu III doména. Veskeré domény se od sebe
navzajem lisi napiiklad poctem aminokyselin tvoficich doménu, vyslednou strukturou, druhem

ptitomnych vazeb nebo mistem jejich nejcastéjsiho vyskytu [15]. Extracelularni oblast se podili
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pfedevSim na rozpozndvani dimernich ligandi a procesu dimerizace receptorového fetézce
[16]. Vétsina ligandt vazajicich se na extracelularni oblast je ve vodé rozpustna, s vyjimkou

ligandt Eph podrodiny [17].

Transmembranovy segment, propojujici extracelularni domény s doménami
intracelularnimi, je slozen z 20-24 hydrofobnich zbytki, které jsou usporddany do struktury
pravoto¢ivého o helixu [14]. Transmembranovy segment hraje dulezitou roli jak
v dimerizaénim procesu, tak pii aktivaci receptoru [18]. Bylo prokazano, Zze tyto
transmembranové segmenty maji sklon k tvorbé stabilnich dimernich struktur uvniti membrany
[19], prispivaji k celkové stabilité receptoru a kontroluji orientaci katalytickych domén po celé
délce receptoru. V transmembranovém segmentu miize také dochédzet ke strukturalnim
zméndm, vznikajicim v disledku mutaci transmembranovych domén. Tyto mutace se nasledné

mohou §ifit na extracelularni i katalytické domény [20].

Struktura cytoplazmatické oblasti je v porovnani s extracelularni oblasti zna¢né
jednotnéjSi. Je rozdélena na juxtamembranovou oblast, tyrosin kindzovou doménu

a C-terminalni konec [15].

Juxtamembranova oblast, jakozto isek mezi transmembranovou doménou a tyrosin
kinazovou doménou, pracuje synergicky s doménou transmembranovou, a to predevsim diky
jeji lokalizaci. Struktura juxtamembranového segmentu je 40-80 zbytkt dlouha a obsahuje
nékolik bazickych aminokyselin, jako je lysin a arginin, které jsou umistény pobliz
membranového povrchu. Toto umisténi mé svtyj funkéni vyznam, jelikoz bylo prokazano, ze
pravé tyto aminokyseliny slouzi jako vazebna mista pro signalni molekuly [20]. Nahodna
mutace, delece nebo inverze v juxtamembranové oblasti mize byt spojena s rozvojem

patologickych stavi, jako je napiiklad rakovina plic [21].

Struktura tyrosin kinazové domény je slozena z vétsi karboxy-terminalni smycky,
ktera ma charakter o helixu a amino-koncové smycky obsahujici pét B skladanych listd a jeden
a helix. V pribéhu procesu fosforylace se ATP vaze na $térbinu mezi témito dvéma smyc¢kami,
zatimco peptidové substraty se navazuji na karboxy-terminalni smycku [22]. Dalsi ¢asti
struktury tyrosin kindzové domény je aktivacni smycka, kterd se podili na vazbé hoi¢ik-ATP
[23]. Autofosforylace aktiva¢ni smyc¢ky mimo jiné vedet také ke stimulaci katalytické aktivity

RTKs [24].

C-terminalni konce se mezi jednotlivymi ¢leny RTKs lisi velikosti a obsahem tyrosinu.

Tyto rozdily maji v kone¢ném disledku vliv na rozvoj a trvani intraceluldrnich signali.
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C-termindlni konec ve své struktufe obsahuje dlouhy segment vice nez 200 zbytkll. Nicméné

jen nekolik z nich ma charakter tyrosinu, a pravé tyto tyrosinové zbytky po aktivaci receptoru

podléhaji autofosforylaci. Tyrosinové zbytky slouzi také jako vazebna mista pro efektorové

proteiny, které ptrenasSeji signal dale do nitra buiiky. Veskeré tyrosinové zbytky potiebné pro

signaliza¢ni procesy RTKs jsou umistény na C-terminalnim konci [25].
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Proces pienosu signalu RTKSs je zahdjen vazbou dimerniho ligandu na extracelularni

domény receptoru. Vazba ligandu ma za nasledek zvysSeni stability receptorového fetézce, ktery

je v nasledujicim procesu autofosforylovan Géinkem tyrosin kinazové domény. Cely tento

proces je obecné nazyvan jako trans-fosforylace. Tato nekovalentni dimerizace je spojena

s konformaénimi zménami, které vedou k aktivaci cytoplazmatické tyrosin kinazové domény

receptoru [13]. Nicméné nékteré ligandy maji charakter monomeru. Piikladem mutze byt EGF.

Vazba takovychto monomernich ligandl na pfisluSna vazebnd mista vyvolava konformacni

zmény. Dochazi k posunuti intramolekularni smycky a vystaveni vazebné domény receptoru,

coz ma vliv na prubéh dimerizace [27].

Proces dimerizace fetézce RTKs zahrnuje rotaci N-konce a taktéz rotaci C-konce.

Aktivacni smycka nesouci tyrosinové zbytky, které slouzi jako vazebna mista, se presunuje tak,

aby byla moznd vazba ATP a autofosforylace tyrosinovych zbytki lokalizovanych na opaéném

fetézci receptoru. Trans-fosforylace tyrosinovych zbytktl lokalizovanych na aktivaéni smycce
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stabilizuje konformaci receptoru a preruSuje vazbu mezi tyrosiny a vazebnymi misty
proteinovych substratd, coz umoznuje pristup k C-konci a nésledné¢ také rozvoj tyrosin

kinazové aktivity [28].

Fosforylace katalytické domény RTKs zvySuje nebo snizuje aktivitu tyrosin kindzové
domény, zatimco nekatalytické domény vytvateji variabilni vazebna mista pro cytoplazmatické
molekuly, které se pfimo ucastni intracelularnich signalnich drah. Tyto vazebna mista jsou
Casto lokalizovéana Vv juxtamembranové oblasti nebo na C-konci. Umoznuji vazbu, aktivaci
a fosforylaci Sirokého spektra cytoplazmatickych proteintl, jejichz aktivace vede ke spusténi
intracelularnich signalnich drah. Tyto proteiny obsahuji ve své struktuie Src-homology 2 (SH2)
doménu nebo fosfotyrosin (pTyr) vazajici doménu, ktera rozpoznava tyrosin-fosforylované
receptorové fetézce. Tyto proteiny mohou mit vnitini enzymatickou aktivitu, ptikladem mutze
byt Src kinaza nebo fosfolipaza Cy. Mimo to mohou tyto proteiny slouzit také jako adaptérové,

jejichz ulohou je aktivace jinych enzymu [29].

2.1.2 Nereceptorové tyrosin kinazy

NRTKSs jsou velkou podrodinou tyrosin kinaz [30]. Jejich systematicky nazev je
ATP: [protein]-L-tyrosin O-fosfotransferazy [11]. Jedna se o cytoplazmatické enzymy, které ve
své struktute neobsahuji extracelularni ani transmembrdanovou doménu. VétSina téchto enzym
je lokalizovand v cytoplazmé, ale mohou se vyskytovat i NRTKs, které jsou ukotveny
K bunééné membrané [9]. Jejich funkce je zalozena na fosforylaci tyrosinovych zbytkl

aktivujicich proteiny, které dale reguluji Siroké spektrum procesu eukaryotickych bunék [30].

V lidském organismu bylo identifikovano 32 NRTKs, které jsou rozdéleny do
10 raznych rodin. Mezi tyto rodiny patii rodina Abl, Ack, Csk, Fak, Fes, Frk, Jak, Src, Tec
a Syk. Nekteré z téchto enzymi jsou specifické jen pro urcité tkang, jiné se naopak vyskytuji
napfi¢ celym organismem. Funkce NRTKS je spojena napiiklad s fizenim bunééné proliferace,
diferenciace, ale i apoptozy [31]. Jedna se 0 centralni komponenty signalni kaskady receptori
T-lymfocytil, pfi niz jsou dulezité predev§im pii zahdjeni, udrZzovani a regulaci signalizace
zavislé na téchto antigennich receptorech [32]. Velké mnozstvi signalnich drah spojenych

s NRTKSs se omezuje pouze na hematopoetické bunky [9].

Struktura nereceptorovych tyrosin kinaz
Struktura NRTKs (Obr. 2) je napii¢ vSemi rodinami velice rozmanitd. Nicméné
vSechny rodiny maji n€kolik spole¢nych strukturdlnich rysti. VSechny NRTKSs maji alespon

jednu tyrosin kinazovou doménu dlouhou 275 aminokyselinovych zbytki, jejiz soucasti je
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aktivni misto. Dale obsahuji oblasti, nachazejici se na cytoplazmatickych doménach, jejichz
funkci je umoznit interakci s pTyr zbytky nebo s jinymi specifickymi motivy. Ve vétsing
pfipadi se jedna o oblasti umoznujici interakce protein-protein, protein-lipid nebo
protein-deoxyribonukleova kyselina (DNA). Enzymaticka aktivita NRTKs ¢asto podléha

pozitivni nebo negativni regulaci, zapti¢inéné fosforylaci kritickych tyrosinovych zbytku [9].

Mezi nejcastéji se vyskytujici domény, tedy mimo téch, které se vyskytuji u vSech
rodin NRTKS, patii pfedevsim SH2 a Src-homology 3 (SH3) doména. SH2 doména je typicka
pro rodiny Fes, Csk, Abl nebo Src [26]. Jedna se o priblizn¢ 100 aminokyselin dlouhé tseky,
které rozpoznavaji fosforylované tyrosinové zbytky [33]. Druhou nejcastéji se vyskytujici
doménou je SH3. Tato doména je charakteristicka pro rodiny Abl, Src nebo Csk. Jedna se
0 malé proteinové tseky, které jsou Vv porovnani s doménou SH2 kratsi a skladaji se jen
z 60 aminokyselinovych zbytki [34]. Dal§imi méné Casto se vyskytujicimi doménami mohou
byt naptiklad Jak homology domény, které¢ jsou typické pro rodinu Jak, ddle domény vazajici
DNA, které se vyskytuji u rodiny Abl nebo integrin vazajici domény typické pro rodinu
Fak [26].
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Obr. 2 Struktura nereceptorovych tyrosin kiniz, upraveno dle [26]

Pienos signalu nereceptorovymi tyrosin kinazami

Ptenos signalu zastupci jednotlivych rodin NRTKSs je v zavislosti na jejich strukturalni
a funkéni odliSnosti rozdilny. Pfikladem muiZe byt pfenos signélu prostfednictvim rodiny Tec
Kinaz. Tec kinazy jsou aktivovany nékolika membranovymi receptory, jako napiiklad receptory
pro integriny, tumor nekrotizujici faktory nebo samotnymi RTKSs. Proces aktivace Tec kinaz je
dvoustupnovy d¢j. V kroku prvnim dochazi k interakci PH (pleckstrin homology) domény

s fosfolipidy, podjednotkami receptorti spiazenych s G-proteiny nebo s protein kinazami C.
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V dusledku interakce dochdzi k translokaci Tec kinazy do okoli plazmatické membrany buiiky.
V kroku druhém dochazi k fosforylaci tyrosinovych zbytkl katalytické domény Tec kinazy,
ato v dusledku aktivace Src kinaz. Poté nastava proces autofosforylace tyrosinovych zbytki

v SH3 doméné a spusténi dalSich nitrobunéénych signalnich drah [35].

Druhym ptikladem mutze byt ptfenos signalu prostfednictvim rodiny Syk kindz.
Celkova tyrosin kinazova aktivita Syk kinaz je regulovana SH2 doménami. Samotny pifenos
signalu témito kindzami je zahajen vazbou dvou domén SH2 na tyrosin-fosforylované motivy
ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif) lokalizované na ( fetézci
T-lymfocyti. Tato vazba snizuje inhibici tyrosin kindzové domény, coz v kone¢ném disledku

vede ke stimulaci katalytické aktivity Syk kinazy [36].
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2.2 Src kinazova rodina

Manning et al. publikovali, ze lidska Src kinazova rodina se sklada z 11 ¢lent [37].
Radi se zde &tyfi uzce piibuzné enzymy patiici do skupiny I, a to Src, Fyn, Yes a Fgr. Déle se
zde tadi Ctyfi uzce pribuzné enzymy pattici do skupiny II, a to Blk, Hck, Lck a Lyn. Zbylé tii
enzymy Frk, Srm a Brk patii do skupiny 111 [38].

2.2.1 Skupina |

Fyn kinazy jsou pfevazné exprimovany mozkovou tkani a hematopoetickymi bunikami
[39]. Aktivita Fyn kinaz je podobn¢ jako u ostatnich ¢lenti Src kinazové rodiny regulovana
intramolekularnimi interakcemi, které¢ zavisi na rovnovaze mezi fosforylaci a defosforylaci
tyrosinu [40]. Aktivni forma téchto kindz je znama v podobach FynT a FynB. Obé tyto aktivni
formy se vyskytuji predev§im v hematopoetickych bunkach, nicméné aktivni forma FynB je ve
vysokém zastoupeni pfitomna také v mozkové tkani [41]. Fyziologicky se Fyn kinazy podileji
na regulaci procest, jako je signalizace zprostfedkovand receptory T-lymfocytd, bunééném
déleni, adhezi, cytoskeletarni piestavbé, funkci trombocytli nebo myelinizaci centralni nervové

soustavy [42].

Yes kinazy jsou exprimovany hematopoetickymi bunikami, buitkami proximalniho
tubulu a buitkami zaludecni sliznice [43]. Tyto NRTKSs se podileji na regulaci bunééného rustu,
apoptoze, diferenciaci, adhezi bun¢k a remodelaci bunééného cytoskeletu [39]. V pribéhu
stimulace T-lymfocytd prostrednictvim cytokinu CXCL12 fosforyluji Yes kinazy mediatorové
proteiny a tim vyvolavaji migraci T-lymfocytd [44]. Yes kindzy hraji roli také v prubéhu
bunééného cyklu, kdy zprostiedkovavaji fosforylaci cyklin-dependentni kinazy 4, ¢imz

umoznuji regulaci G1 faze [45].

Exprese Fgr kinaz byla detekovana v neutrofilech [46], monocytech, NK bunkach
a lymfocytech [47]. Fyziologicky se tyto kinazy podileji na ptenosu signali z povrchovych
receptorll imunitnich bunék a pfispivaji tak k regulaci imunitni odpovédi. Reguluji funkci
neutrofild, monocytd, makrofagh a Zirnych bunék, podileji se na remodelaci cytoskeletu bunky
v pribéhu reakce na extracelularni podnéty, fagocytoze, adhezi a migraci bun¢k. Déle tyto

kinazy podporuji také degranulaci mastocyti a sekreci prozanétlivych cytokini [48].

O Src kinazach bude blize pojednano v kapitole 2.3 Src kinazy.

25



2.2.2  Skupina ll

Blk kindzy jsou exprimovany lymfatickymi organy, Langerhansovymi ostravky
pankreatu, Leydigovymi butikami nebo vlasovymi folikuly [49]. Exprese téchto kinaz je pod
kontrolou nuklearniho faktoru kB [50]. Blk kinazy se podileji na rastu, diferenciaci a bunééné
signalizaci B-lymfocytu. Signalizace zprostfedkovana Blk kindzami hraje dilezitou roli
pfedev§im v pfenosu signall, které jsou u B-lymfocytli iniciovany stimulaci povrchovych
receptorti. Mimo to Blk kinazy podporuji pfechod pro-B-lymfocytt do stadia pre-B-lymfocyti
a jsou soucasti signalnich drah vedoucich k zastaveni ristu B-lymfocytli a navozeni jejich
apoptozy [51]. V Langerhansovych ostrivcich pankreatu Blk kinazy funguji jako modulatory

beta bun¢k a tim stimuluji sekreci inzulinu [49].

Hck kinazy jsou nejéastéji exprimovany myeloidnimi buiikami a B-lymfocyty [52].
Velmi vysoké koncentrace téchto kinaz byly detekovany v granulocytech [53]. Hck kinazy se
ucastni prenosu signalil z povrchovych receptorti imunitnich bun¢k, hraji dilezitou roli pfi
regulaci imunitnich odpovédi, reguluji funkci imunitnich bunék a podileji se na bunécné

proliferaci, adhezi a migraci [54].

Lck kinazy jsou nejCastéji exprimovany lymfoidnimi bunikami. Jednou z hlavnich
funkei Lck kindz je zprostiedkovani signdlnich drah T-lymfocyti. Pti téchto signalnich drahach
jsou Lck kindzy asociovany s cytoplazmatickymi konci koreceptrori CD4 a CD8 [55].
V piipad¢, ze receptor T-lymfocytt (TCR) rozpozna specificky antigen prezentovany hlavnim
histokompatibilnim komplexem (MHC), dojde k reakci katalyzované Lck kinazou, ktera vede
k fosforylaci intracelularnich fetézcti molekuly CD3 a {-fetézci TCR. Vysledkem sledu téchto
reakci je aktivace tyrosin kindzy ZAP-70, kterd katalyzuje fosforylaci dalSich molekul

zapojujicich se do této signalni drahy [56].

Lyn kindzy jsou exprimovany hematopoetickymi [57] a neuronalnimi buiikami [58].
Jejich pfitomnost byla detekovana v placenté, fetalnim mozku, plicich, jatrech a ledvinach [59].
Lyn kinazy se podileji na inhibici proliferace myeloidnich bunék [60]. Mimo to se Lyn kinazy
ucastni inzulinové signdlni drahy. Aktivace Lyn kindzy v inzulinové signalni draze vede
k fosforylaci substratu inzulinového receptoru 1. Tato fosforylace zapticinuje zvyseni poctu
glukozovych transportéru 4 na bunééné membrané, coz ma za nasledek zvysené vyuziti glukdzy
[61]. Bylo také prokazano, ze aktivace Lyn kinaz inhibuje hepatocelularni apoptdzu a podporuje

regeneraci jaterni tkan¢ [62].
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2.2.3  Skupina lll

Frk kinazy jsou pfevazné exprimovany epitelidlnimi bunécnymi liniemi a tkanémi,
zejména jater, ledvin, prsu a tlustého stieva [63]. Frk kindzy negativné reguluji proliferaci
bunék. Dale pozitivné reguluji stabilitu Fosfatazového a tenzinového homologu (PTEN), a to

fosforylaci Tyr336, coz zabranuje jeho ubiquitinaci a nasledné degradaci [64].

Srm kinazy jsou exprimovany V jatrech, plicich, brzliku, ledvinéch, srdci nebo slezing.

Ve velké mife jsou exprimovany také v keratinocytech [65].

Brk kinazy jsou typické pro epitelialni tkan¢. Ve vysokém mnoZstvi jsou exprimovany
tkani tenkého stieva a prostaty. Jejich exprese stoupa v prubéhu nadorového onemocnéni prsu,
vajeéniku, tlustého stieva [66] a prostaty [67]. Brk kindzy se zapojuji do riznych signalnich
drah a podileji se na rozvoji nadorovych onemocnéni. Jejich presna funkce se 1isi v zavislosti

na typu bunky a intracelularni lokalizaci [68].
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2.3 Src kinazy

Src kindzy se staly objektem intenzivniho zkoumani v souvislosti s malignimi
transformacemi a onkogenezi. VétSina studii zabyvajici se touto problematikou vychazela
Z prace uvetejnéné roku 1911. Tato prace pojednavala o viru Rousova sarkomu, virového
nadorového onemocnéni kurat, jehoz objevitelem se stal americky virolog Francis Peyton Rous
[69]. Virovy protein, jakozto v-Src je kddovan rakovinnymi onkogeny Rousova sarkomaviru,

zatimco normalni bunéény homolog Src je kédovan fyziologickym genem [70].

VSechny protein kinazy v¢etné Src kinaz katalyzuji nize uvedenou reakci (Rovnice 1).
Pii této reakci dochazi k pienosu fosfatové skupiny z vysokoenergetického donoru, jako je ATP
na proteinovy substrat. Dochazi ke vzniku fosforylovaného proteinového substratu
a adenosindifosfatu (ADP). Ke spravnému prubehu reakce je zapotiebi dvoumocného iontu,
v tomto piipadé iontu Mg?*. Tento proces je obecné nazyvan jako fosforylace a jednd se
0 nejrozsifenéjsi posttranslacni modifikaci, kterd je vyuzivana ke zprostfedkovani signalnich
transdukeci [37].

MgATP!~ + protein — 0: H - protein — 0: PO3~ + MgADP + H*
Rovnice 1 Reakce katalyzovana protein kinazami [37]

Src kindzy jsou exprimovany vsSudypfitomné. Nachéazeji se v mozkové tkani,
osteoklastech nebo trombocytech. V porovnani s ostatnimi buiitkami je exprese Src kinaz
VvV trombocytech mnohonasobné vyssi. Src kindzy jsou pfitomny také ve fibroblastech, kde jsou
spojeny s endozomy, perinuklearni membranou, sekre¢nimi vezikulami nebo cytoplazmatickou
stranou plazmatické membrany, kde mohou interagovat s fadou ristovych faktord, integrint
asreceptory spfazenymi s G proteinem. Touto cestou mohou slouZit jako zakladni
zprostiedkovatelé signalnich transdukci [68]. Exprese vysokych hladin Src kinaz
Vv trombocytech a neuronech naznacuje, ze se tyto kinazy podileji i na jinych procesech [68]

nez je jen regulace apoptozy, progrese bunééného rustu, diferenciace bunék a regulace imunitni

odpovedi [39].

2.3.1 Struktura Src kinaz

Lidsky gen Src kinaz koduje fetézec 536 aminokyselin. Od N-konce Src kinazy ve své
struktute (Obr. 3) obsahuji myristoylovou skupinu, unikatni doménu, doménu SH3, doménu
SH2, SH2-kinazovy linker, kindzovou doménu nazyvanou také jako Src-homology (SH1)
doména a C-terminalni regula¢ni segment. Mimo to tyto kindzy obsahuji dvé dulezita regulacni

fosforylaéni mista, a to Tyr419 a Tyr530.
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Myristoylova skupina SH2 - Kinazovy linker Y419 Y530

DD ] -

?

\aC-heIix

Kast:]%f;a Aktivacni segment/

N a

SH1 = Kinazova doména

Obr. 3 Struktura lidské Src kinazy, upraveno dle [71]

Myristoylova skupina

Myristoylova skupina Src kindz je vyuzivana k procesu myristoylace [68].
Kuspésnému pribéhu myristoylace je potfeba enzymu N-myristoyl transferdzy, jakozto
katalyzatoru [72] a sedmi aminokyselin lokalizovanych na N-konci, pfiCemz prvni
aminokyselinou v fetézci musi byt glycin [73]. V pribéhu toho procesu je Etrnacti-uhlikaty
myristat nasycenych mastnych kyselin kovalentné vazan k N-koncovému glycinovému zbytku
prostfednictvim amidové vazby. Cela reakce v koneéném diisledku vede k myristoylaci jakozto
nevratné modifikaci [72]. Myristoylace je primarné vyuzivana k ukotveni proteinu k bunééné
membrané [68]. Nicmén¢ samotna myristoylace neni dostate¢né silna a potiebuje druhy signal.
Pro Src kinazy je druhym signalem interakce aminokyselin s kyselymi fosfolipidy na vnitini
stran¢ fosfolipidové dvojvrstvy. Témér vSechny ostatni kinazy pattici do Src kindzové rodiny
jsou modifikovany pfipojenim Sestnacti-uhlikatého palmitatu na cysteinové zbytky N-konce.
Procesy myristoylace a palmitoylace spolu tvofi dudlni signalni motiv, ktery umoznuje vazbu
kindz k bunécné membrané. Samotnd vazba k membranam je dilezita pro zprostfedkovani
bunéénych funkei, a z tohoto divodu Src kinazy, které nejsou myristoylované nemohou

indukovat buné¢nou transformaci [72].

SH3 doména

SH3 doména ma schopnost vazat se na sekvence, které mohou piijimat levostrannou
Sroubovicovou konformaci. Tato doména se sklada z 60 aminokyselinovych zbytkl. Celkova
struktura domény ma charakter § barelu, skladajiciho se z péti antiparalelnich (3 fetézci a dvou
prominentnich smycek nazyvanych jako smycka RT a smycka n-Src. Tyto smycky jsou
lokalizovany po dvou stranach tak, aby ohranicovaly misto obsahujici aromatické a hydrofobni
zbytky. Misto mezi témito dvéma smyckami tvoii rozpoznavaci misto pro proteinové sekvence
nesouci PxxXP motiv, ktery se obvykle nachazi v mistech cilovych proteint bohatych na prolin.

Proteinové sekvence nesouci motiv PxxP vyZzivaji helikalni strukturu polyprolinu typu 11, ktera
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kompletuje s doménou SH3. Proliny obsazené Vv téchto sekvencich v pribéhu vazby interaguji

s aromatickymi postrannimi fetézci na povrchu SH3 domény [74].

SH2 doména

SH2 doména se sklada ze 100 aminokyselinovych zbytki. Jeji struktura je slozena
z centralniho antiparalelniho tii fetézcového B skladaného listu, ktery je z obou stran obklopen
helixy nazyvanymi jako ol a a2, a ze dvou rozpoznavacich kapes [75]. Prvni kapsa se nazyva
fosfotyrosinova. Ve své struktufe obsahuje argininovy zbytek a vaze se na motiv pYEEIL Druha
kapsa se navazuje C-koncem na pTyr prostfednictvim jedné nebo vice hydrofobnich vazeb.
SH2 doména se vSak miize vazat také na fadu sekvenci, které neodpovidaji optimalnimu motivu
PYEEI. SH2 doména se miize intramolekularné vazat na pTyr530, ktery ma vliv na inhibici
aktivity proteinové kinazy. Pfesné sekvence tohoto intramolekularniho mista je pYQPG. Jedna
se tedy o0 jednu z neoptimalnich vazebnych sekvenci pro tuto doménu. Vysledkem je, ze vazba
na takovouto neoptimalni sekvenci muze byt snadno nahrazena vazbou na sekvenci

optimalng&jsi, coz v kone¢ném dusledku muze vést k aktivaci enzymu [76].

Doména SH3 a doména SH2 maji étyii dulezité funkce [68]. Prvni z téchto funkci je,
ze intramolekularnimi kontakty omezuji aktivitu enzymu. Druhou funkci je, Ze proteiny, které
obsahuji vazebnd mista pro SH3 a SH2 doménu, mohou s témito doménami interagovat
a lokalizovat se tak na specifickd mista v buiice. Tieti funkci je, ze disledkem
intramolekularniho pfemistovani domény SH3 nebo SH2 mize dojit se stimulaci Src kinazové
aktivity. Posledni funkeci je, Ze proteiny, které ve své strukture obsahuji vhodna vazebna mista

pro tyto dvé domény, mohou preferencné slouzit jako substraty pro Src kinazy [39].

Kinazova doména
Sekundarni struktura kindzové domény se sklada z velké karboxy-terminalni smycky,
ktera je tvofena zbytky 341-520 a malé amino-terminalni smycky, ktera je tvofena zbytky

267-337. Mezi témito dvéma smyckami je lokalizovano aktivni misto kinazy.

Velkéd karboxy-terminalni smycka Src kinaz je pfedevS§im helikalniho charakteru
a obsahuje Sest segmentl nazyvanych jako aD-al helixy [77]. Prvni rentgenova struktura
proteinové kinazy obsahovala kratky helix mezi aktivaéni sekvenci a aF helixem. Tato
struktura v té dob¢ nebyla nijak pojmenovana [78]. S postupem casu se ukazalo, ze tento helix
je pritomen ve vSech strukturach proteinovych kinaz, vcetné Src kinaz, a stal se sedmym
segmentem karboxy-terminalni smycky nazyvanym jako oEF helix. Dulezitym mistem této

smycky je aF helix, ktery tvoii hydrofobni jadro. Mezi helixy aH a al je pfitomen aHI helix.
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Mimo to velka karboxy-terminalni smycka obsahuje sedm kratkych  fetézcti znacenych jako

B6-p12 [71].

Struktura malé¢ amino-terminalni smycky je charakteristicka ptitomnosti regulacniho
oC-helixu a péti antiparalelnich fetézct B1-B5, které spolecné utvareji strukturu B-skladaného
listu [77]. Helix oC ma schopnost rotovat a piekladat se s ohledem na zbytek smycky tak, ze
umoziuje omezeni piistupu K aktivnimu mistu [68]. Cela tato smycka se spolu
s karboxy-terminalni smy¢kou primarné podili na ukotveni a orientaci ATP. Soucasti struktury
této smycky je také na glycin bohatd smycka (G-rich), ktera tvoii ¢ast vazebného mista pro

ATP [78].

Jak uz bylo zminéno, aktivni misto Src kindzy se nachazi mezi karboxy-terminalni
smyckou a amino-termindlni smyckou. Tyto dvé smycky se mohou navzajem pohybovat tak,
Ze umoznuji otevieni nebo uzavieni pristupu K aktivnimu mistu. Otevieni $térbiny mezi
smyckami je nezbytné pro vazbu ATP a uvolnéni ADP, zatimco uzavieni §térbiny je potieba
k pfevedeni zbytkti do aktivniho mista [3]. Jednotlivé zbytky aktivniho mista pochazeji z obou
smycek, z ¢ehoz vyplyva, ze jakékoliv zmény v jejich orientaci mohou napomahat nebo
omezovat ¢innost kinazy. Jadro aktivniho mista obsahuje K/D/D motiv zbytkd, ktery urCuje
katalytické vlastnosti kinazy [79]. Lys295 predstavuje invariantni zbytek, ktery tvoii iontové
pary s a- a B-fosfaty ATP. Asp386 orientuje skupinu proteinového substratu nesouci tyrosin do
katalytického mista. Mimo to muze Asp386 fungovat jako katalytickda baze, ktera odebira
proton z tyrosinu, ¢imz napomaha nukleofilnimu ataku atomu y-fosforu MgATP. Asp404 je
prvni zbytek aktivaéni smycky nachazejici se v karboxy-terminalni smyéce. Asp404 vaze Mg?*
podporujici katalytickou reakci [80].

vvvvvv

fosforylace Src kindz, a to Tyr419. Aktivacni segment inaktivni Src kindzy obsahuje helixy
oALl, o AL2 a oEF, zatimco aktivacni segment aktivni Src kinazy postrada helixy oALL,
aAL2a obsahuje pouze helix oEF [71].

Regulacni mista

V molekule Src kinazy jsou pfitomna dvé dalezita regulacni fosforyla¢ni mista. Prvni
z téchto regulacnich mist je Tyr530 nachazejici se v C-termindlnim regulaénim segmentu.
Tyr530 se intramolekularné vaze na doménu SH2 a za béznych podminek in vivo je
fosforylovan v 90 az 95 % ptipadid [81]. Jeho fosforylace je disledkem aktivity jinych tyrosin
kinaz, véetné Csk a Chk [82]. Radi se mezi inhibiéni regulatory fosforylace [68].
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Src kindazy mohou podstoupit také proces intramolekularni autofosforylace, ktera je
katalyzovana jinou Src molekulou. K tomuto procesu autofosforylace dochazi na Tyr419, ktery
je lokalizovan v aktivacni smycce kindzové domény. Tyr419 je druhym dalezitym stimulacnim
regulatorem fosforylace Src kindz, a to z divodu, Ze jeho fosforylace podporuje kindzovou

aktivitu [68]. Na Obr. 4 je znazornéna podrobna struktura inaktivni a aktivni Src kinazy.

(A) Inaktivni - (B) Aktivni N-konec

SH3 /> b
n-Src . /\\ 2 N-konec SH,3 &\ S
N\ ¥ 11— 3 1o
B1p2 l?j:‘] 7 Gy’ ) Y # Kinazova
‘ A Y139"{ N138*> ) doména

aC-helix RS <~

Aktivni misto ——» (7 C-konec

aAL1 e
Aktivagni oD X f){yn ") _/pY530
segment QAL2 /@ )’JR”S
aF— ) al

Obr. 4 Sekundarni struktura (A) inaktivni a (B) aktivni lidské Src kinazy, upraveno dle [71]

2.3.2 Regulace aktivity Src kinaz

Jedny z prvnich studii zabyvajicich se regulaci Src kinaz vedly k nazoru, Ze na inhibici
aktivity téchto kinaz se podileji SH2 a SH3 domény, a to piesnéji blokaci aktivniho mista.
Nicméné pozdg€jsi trojrozmérné strukturalni analyzy ukazaly, ze tento nazor je mylny [78].
Systém regulujici aktivitu Src kinaz se sklada ze tii slozek, které Harrison oznacuje jako latch,

clamp, switch [83]. Schéma systémi regulujicich aktivitu Src kinaz je znazornéno na Obr. 5.

SH2-Kinazovy linker

N.

Switch
Clamp <
| Velka karboxy-terminalni
L smy¢ka kinazové
domény

Latch

Obr. 5 Systémy regulujici aktivitu Src kinaz: latch, clamp, switch, upraveno dle [83]
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Doména SH2 se vaze na Tyr530 C-terminalniho regulacniho segmentu, ¢imz vznika
slozka latch, stabilizujici pfipojeni SH2 domény [71]. Prikladem poskozeni tohoto systému je
ptaci onkogenni forma Src kindz, kterd v C-terminalnim regula¢nim segmentu postrada tyrosin,
ktery slouzi jako inhibi¢ni regulator fosforylace. Z toho diivodu je onkogenni forma Src kinazy

konstitutivné aktivovana [84].

Slozka clamp sdruzuje dohromady SH2 a SH3 domény, které se piipojuji ke kindzové
doméné. Sdruzenim SH2 domény s doménou SH3 a piipojenim tohoto celku ke kinazové
doméné dochazi k vytlaceni aC helixu a kritického Glu313 z jejich pivodni lokalizace, coz

vede Kk autoinhibici enzymové aktivity [83].

Slozka switch se tyka aktiva¢ni smycky kindzové domény. Diky této sloZce miize
aktiva¢ni smycka prechazet z inaktivni konformace na konformaci aktivni, a to piesné&ji

autofosforylaci Tyr419 katalyzovanou jinou Src kinazou [83].

Unlatching, unclamping a switching

Inaktivni Src kindzy jsou charakteristické lokalizaci pTyr530 ve vazebné kapse SH2
domény. Procesem zvanym unlatching mtize dojit k uvolnéni pTyr530 z vazebné kapsy
SH2 domény. V disledku uvolnéni pTyr530 dochazi také k procesu zvanému unclamping,
ktery neumoziuje dale blokovat kinazovou doménu a udrzovat ji tak v inaktivni konformaci.
Uvolnény pTyr530 podléha defosforylaci katalyzované riiznymi tyrosin fosfatdzami, coz vede
k pfemén¢ enzymu na jeho aktivni formu [83]. Mezi fosfatazy umoznujici tuto defosforylaci
patii naptiklad protein tyrosin fosfatdza 1B nebo transmembranové enzymy zahrnujici CD45,
protein tyrosin fosfatazu o, protein tyrosin fosfatazu ¢ a protein tyrosin fosfatazu A [85]. Proces
unlatching je nasledovan procesem zvanym switching, ktery je charakteristicky autofosforylaci
Tyr419 katalyzovanou jinou Src kinazou. Nasledné je Src kinaza stabilizovana v jeji aktivni

form¢ [86]. Schéma procesu unlatching, unclamping, a switching je znazornéno na Obr. 6.

Prechod aktivni formy na formu inaktivni

Pro pfechod Src kinaz z jejich aktivni formy na formu inaktivni je potieba protein
tyrosin fosfataz BAS. Jednd se o vSudypfitomné exprimované cytosolové fosfatazy, jejichz
oznaceni BAS znaci jejich prvotni identifikaci u basofilt. Protein tyrosin fosfatazy. katalyzuji
defosforylaci pTyr419 zpét na jeho nefosforylovanou formu Tyr419 [85]. V nasledujici reakci

dochazi k obnoveni intramolekularnich vazeb mezi doménou SH2 a SH3 [87].

Poslednim krokem vedoucim Kk inaktivaci Src kinaz je fosforylace Tyr530

lokalizovaného na C-terminalnim regulacnim segmentu a obnoveni slozky latch. Takovouto
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fosforylaci mohou katalyzovat dva typy kinaz, a to Csk kinaza a Chk kinaza [88]. Csk kinaza
byla prvni identifikovanou kindzou, ktera byla prokazateln¢ spojena s fosforylaci Src kinaz na
Tyr530. Csk kindza je exprimovana ve vSech savc¢ich buiikach, zatimco exprese Chk kinazy je
omezena pouze na hematopoetické buriky, neurony a varlata [68]. Schéma piechodu aktivni

formy Src kinazy na formu inaktivni je uvedeno na Obr. 6.

___Myristoylova
skupina a
unikatni
doména

SH3/SH2
ligand

Aktivni
Switching

ATP

SrcADP

Unlatching
_— S

Inaktivni Src kinaza H,O P;

PTP1B, PTPa/e/A

L Csk, Chk

ADP/ }P Aktivni Src kinaza

Obr. 6 Regulace aktivity Src kinaz, upraveno dle [71]

Role horecnatych ionti v pribéhu katalytického procesu

Src kindzy vyzaduji pfitomnost dvojmocného kationtu pro spravny prubéh katalytické
reakce. Ve vétsin¢ pfipadt tyto enzymy vyuzivaji kationty hofe¢naté nebo manganaté.
V disledku toho, Ze intracelularni koncentrace hoic¢iku je ve srovnani s intracelularni
pro spravny rozvoj katalytické aktivity a ve srovnani s kationty manganatymi jsou témito
enzymy castéji vyuzivany. V prubéhu katalytické reakce je potteba dvou kationtli hote¢natych,
pficemz jeden je nutnou soucdsti nukleotidového substratu MgATP, zatimco druhy kationt
vstupuje do reakce samostatn¢ a interaguje s komplexem enzym-kov-nukleotid, ¢imz

napomaha ke zvySeni katalytické aktivity enzymu [71].

V souvislosti se studiem ulohy hotec¢natych iontli v pribéhu katalytického procesu
proteinovych kinaz bylo provadéno mnoho studii. Armstrong et al. potvrdili, ze katalyticka

podjednotka proteinovych kinaz v ptitomnosti nukleotidového ADP obsahuje dvé vazebna
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mista pro hofecnaté kationty. V prib¢hu studie také zpozorovali, ze se zvySujici se koncentraci
hotecnatych kationtli dochazi k nartistu reakéni rychlosti, nicméné pii dosazeni koncentrace
75 M hote¢natych kationti doslo naopak k poklesu reakéni rychlosti [89]. Jacobsen et al. se ve
své studii zabyvali zkoumanim ulohy hofe¢natych kationtti, k ¢emuz vyuzivali reakéni kinetiku
V rovnovazném stavu, rentgenovou krystalografii a molekularni simulace dynamiky. Jejich
studie prokézala, Ze hofecnaté kationty jsou nezbytné pro efektivni pfenos fosfatu. Dale
potvrdili, ze mobilita ADP je omezena v ptipad¢, kdy jsou na ADP vazany dva kationty hot¢iku
ve srovnani s vazbou jednoho kationtu hot¢iku [90]. Pofadi vazby jednotlivych hoifeénatych
ionti bylo dlouho nejasné [91]. Vysledky studie Armstronga et al. uvadi, ze vazba dvojmocného
kationtu je v nepfitomnosti ADP nebo ATP velmi slaba. Tento poznatek odpovida tomu, ze
v prvnim kroku reakce dochazi k vazbé jednoho hofeénatého kationtu na nukleotidovy ATP
a nasledn¢ az k vazb¢ druhého hofe¢natého kationtu na komplex enzym-kov-nukleotid [89].
Poradi uvolnéni hotecnatych kationtli je nejasné, nicméné je znamo, ze hotfeCnaty kationt

vazany na ADP se uvoliiuje v poslednim, rychlost omezujicim kroku katalytické reakce [92].

Na Obr. 7 je znazornéno schéma pribéhu katalytické reakce protein kinaz. V prvnim
kroku do reakce vstupuje nukleotidovy substrat MgATP a samostatny hofec¢naty kationt.
Nejdiive dochézi k vazbé nukleotidového substratu MgATP do pfislusného mista enzymu a az
poté dochazi k vazbé druhého hotecnatého kationtu na komplex enzym-kov-nukleotid. V kroku
druhém do reakce vstupuje peptidovy substrat, ktery se vhodné orientuje a vaze se do aktivniho
mista enzymu. V kroku tfetim dochézi k pfenosu fosfatové skupiny na peptidovy substrat.
V kroku ¢tvrtém nastava uvolnéni fosfoproteinu a jednoho hote¢natého kationtu, ktery byl
pivodné vazan na komplex enzym-kov-nukleotid. V kroku poslednim, patém se uvoliuje

nukleotidovy substrat MgADP [71].
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Obr. 7 Schéma pribéhu katalytické reakce protein kinaz, upraveno dle [71]

v-src kinazy

Onkogen v-src vznika transdukei genu c-Src kutat benignim virem leukozy ptaki. Src
gen je ve virovém genomu exprimovan ve formé fosfoproteinu o velikosti 60kDa, taktéz
znaCeného jako pp60v-src. Bunéfna transformace je vysledkem nadmérné fosforylace
pp60v-src. Geny c-Src jsou exprimovany ve formé fosfoproteinu o velikosti taktéz 60kDa,
znaenych jako pp60c-Src. Pp60c-Src jsou pfitomny v genomu eukaryot. Ve srovnani je
pp60c-Src méné aktivni pp60v-src a neindukuje bunéénou transformaci, i kdyz je exprimovan
v hladinach srovnatelnych s hladinami pp60v-src. Vyssi aktivita pp60v-src je dana
nepfitomnosti jednoho z regula¢nich mist, a to Tyr530 nachazejiciho se na C-terminalnim

konci, jehoz nepfitomnost ma za nasledek neschopnost inhibice aktivity tohoto enzymu [93].

2.3.3 Prehled regulacnich funkci Src kindz v lidském organismu
Src kinazy se v lidském organismu podileji na Sirokém spektru funkei, pficemz mnoho
z nich je spojeno s rozvojem nadorovych onemocnéni. Src kinazy reguluji naptiklad bunécnou

adhezi, kdy pro spravny prub¢h adheze, migrace, ¢i déleni bunék jsou dulezita bunééna spojent,
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a to predevsim zonula occludens a zonula adhaerens. Pravé Src kindzy jsou jedny z hlavnich
enzymu podilejicich se na vzniku a odstranéni téchto bunéénych spoji [94]. V priubéhu vzniku
nebo odstranéni téchto spoji jsou Src kinazy pfidruzovany k plazmatické membrané
prostiednictvim myristoylové skupiny, poté jsou aktivovany a translokovany na
membranoveé-cytoskeletarni rozhrani, kde katalyzuji vznik nebo odstranéni bunéénych spojii
[95]. Aktivované formy Src kinaz tvoii na periferiich bun¢k komplexy s cytoplazmatickymi
proteiny, mezi néz patéi naptiklad fokalni adhezivni kinaza (FAK) [96]. Src kinazy ve
spolupraci s FAK zprostiedkovavaji  pfenos signali  z extraceluldrniho komplexu
matrix-integrin do vnitiniho prostoru buiiky, ¢imz ovliviiuji bunéénou motilitu, proliferaci

a preziti [97].

Src kinazy se také podileji na aktivaci signdlnich drah zprostfedkovanych receptory.
V tomto ptipad¢ signalni drahy rastovych faktort aktivované RTKs mohou dale aktivovat Src
kindzy. U vétSiny nddorovych onemocnéni je tato signalni draha naruSena a to tak, ze nadoroveé
zvrhlé¢ bunky nadmérné exprimuji, nebo maji konstitutivné aktivovanou signalizaci RTKs

a v dusledku toho zvysené exprimuji nebo aktivuji Src kinazy [98].

Provadéné studie naznacuji, ze Src kinazy se mohou podilet také na regulaci progrese
buné¢né proliferace a mitogeneze [99]. Src Kinazy jsou docasné aktivovany béhem ptechodu

z G2 do M faze a jejich aktivace je nezbytna pro efektivni bunééné déleni [100].

Dalsi regulacni funkce Src kinaz je spojena s regulaci angiogeneze. Dysregulace
angiogeneze je jednou z ¢astych pfi¢in nadorovych onemocnéni. Samotny proces angiogeneze
je regulovan Sirokym spektrem cytokini podporujicich migraci a proliferaci endotelovych
bunék [101]. Aktivace Src kinaz ma v procesu angiogeneze za nasledek zvySeni exprese

proangiogennich cytokinli, mezi néz se fadi napiiklad VEGF nebo interleukin 8 [101].

Regulace remodelace kostni tkan€ a vzniku kostnich metastaz je dalSim regula¢nim
mechanismem Src kinaz. V tomto piipadé Src kinazy funguji jako centralni regulatory
remodelace kostni tkané€, coZz bylo prokdzano na mysich prostych Src kinaz, jez byly vysoce
nachylné k rozvoji osteoporozy [102]. Vyskyt Src kinaz je navic vyrazné zvysen u funkénich
osteoklastli. PferuSeni signalizace zprostiedkované Src kindzami praveé u téchto osteoklastl

zabrafuje jejich migraci a nasledné resorpci kostni tkané [103].

Src kinazy se podileji také na regulaci zanétlivé reakce, pii niz se zapojuji do
signalnich drah spjatych s Toll-like receptory (TLRs) [104]. Napiiklad TLR2 je stimulovan

lipoproteiny gram pozitivnich bakterii, a pravé Src kindzy jsou §iroce vyuzivany v dalSich
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reakcich této signalni drahy [105]. V ptipad¢é TLR3, ktery je stimulovan virovymi ligandy, Src
kindzy interaguji s cytoplazmatickym koncem tohoto receptoru a prostfednictvim dalSich
regulaénich mechanismi indukuji antivirové a¢inky [106]. Poslednim ptikladem je TLR4,
ktery se podili na regulaci obrannych mechanismi. Doposud neni zndmo, zda se Src kinazy
ptimo vazi na TLR4. Nicméné molekula CD14, o niz je znamo, ze tvoii komplex s TLR4, se

sdruzuje s Src kindzami, coz naznacuje tomu, ze Src kindzy s timto receptorem interaguji [107].

Dalsi regulacni funkci Src kinaz je regulace mitochondrialnich funkci. Src kindzy jsou
citlivé na redoxni zmény, a proto oxidace téchto kinaz vede k jejich aktivaci. Hlavni cesta
aktivujici Src kinazy v mitochondriich je katalyzovana tyrosin fosfatdzami, které mohou byt
aktivovany zvySenim mitochondrialni koncentrace vapniku. Stejné jako Src kinazy jsou tyrosin
fosfatazy citlivé na redoxni zmény a jejich oxidace inhibuje jejich aktivitu. Src kinazy se

v mitochondriich podileji pfedev§im na regulaci oxidativni fosforylace a apoptozy [108].

Src kinazy se podileji také na regulaci pannexinovych kanal centrdlniho nervového
systému. Pannexinové kanaly jsou membranové molekuly, které reguluji priichod ionti, malych
molekul a metabolit mezi intracelularnim a extracelularnim prostorem. Pannexinové kanaly
podléhaji posttranslacnim modifikacim, z nichz pravé fosforylace ma zasadni vliv na jejich
funk¢nost. Posledni studie naznacuji, ze pravé Src kinazy se ve velké mife podili na regulaci

aktivity téchto kanalt [109].

2.3.4 Substraty Src kinaz

Osmdesata 1éta minulého stoleti byla obdobim objevu onkogennich signalnich drah
zprostfedkovanych v-src kinazami [110] a dalSimi protein tyrosin kinazami [111]. Objev
onkogennich signalnich drah vedl také ke snahdm identifikovat substraty kindz Gcastnicich se
téchto signalnich drah. Identifikace substrati RTKs byla usnadnéna tvorbou ligandem
indukovaného komplexu receptor-substrat, ktery mohl byt nasledné imunoprecipitovan.
Naopak tomu bylo v piipadé¢ substratti Src kinaz, kdy pfi identifikaci téchto substrati muselo
dojit k mnoha technickym omezenim. Samotna identifikace substratii Src kinadz byla velmi
zdlouhavym a pracovné naronym procesem, ktery zahrnoval znaceni Src-transformovanych
bunék izotopem fosforu, naslednou separaci radioaktivné znacenych fosfoproteinii pomoci
2D polyakrylamidové gelové elektroforézy a alkalické oSetfeni v gelu, které vedlo ke $tépeni
fosfoserinu a fosfothreoninu a odstranéni intaktniho pTyr. V pribéhu ¢asu se metoda ukazala
jako nedostate¢né uc¢inna a do roku 1988 bylo touto metodou identifikovano jen nékolik malo

substratli, mezi néz se fadi naptiklad Bl-integrin, talin, vinculin, fosfatidylinositol-3 kinaza,
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calpactin nebo mitogenem aktivovana protein kinaza (MAPK) [112]. Tato metoda potykajici
se smnoha technickymi problémy byla v pribéhu Casu nahrazena metodou vyuzivajici
specifickych protilatek namifenych proti pTyr [113], které se za vhodné nastavenych podminek
navazuji na proteiny obsahujici pTyr. Takto znacené proteiny je nasledné mozno

imunoprecipitovat nebo vizualizovat metodou Western blot [114].

Substraty Src kinaz vyuzivané k fosforylacim in vivo

S piibyvajicimi studiemi, zabyvajicimi se tlohou Src kinaz v lidském organismu
a jejich zapojenim V riznych signalnich drahach, neustalé nartsta i pocet identifikovanych
substratll ucastnicich se fosforylaci in vivo. Mezi takovéto substraty patii naptiklad cortactin,

AFAP1, p130CAS, FAK nebo p120-catenin [115].

Cortactin, také ¢asto oznacovan jako p85, je lokalizovan predevsim na kortikalnim
aktinovém cytoskeletu [116] a je fosforylovan zastupci Src kinazové rodiny po piedchozi
aktivaci receptoru pro FGF. Hlavni funkci tohoto proteinu je podpora polymerizace aktinového

cytoskeletu a také se vyznamné podili na migraci a endocytdze bunék [117].

AFAP1 byl plvodné oznacovan jako tyrosin-fosforylovany protein o velikosti
110 kDa. Imunofluorescenéni analyza bun€k zaméfend na tento protein odhalila, Ze je
asociovan predevsim s aktinovymi filamentami. Diky karboxytermindlniho leucinového

motivu je AFAP1 schopen multimerizovat a napomahat tak k zesiténi aktinovych vlaken [115].

Protein p130CAS je dalsim ze zastupct substratii Src kinaz. Jeho hlavni funkce je
spojena piedevsim s buné¢nou adhezi [118]. Fosforylace p130CAS je vyslednou reakci na
interakci integrinti. Tento protein je lokalizovan do centralnich mist adheze a mé dulezitou

ulohu jak v pribéhu adheze, tak v prib&hu cytoskeletarni remodelace a migrace bunék [115].

FAK, taktéz oznacovana jako p125, se nachazi ptedevsim ve mistech fokalnich adhezi.
Hlavnim fosforylaénim mistem tohoto substratu je Tyr397, ktery tvoti vazebné misto pro SH2
doménu Src kinaz. V disledku fosforylace je FAK schopna podilet se na regulaci signdlnich

drah ovliviiujicich napfiklad buné¢ny rist nebo pohyblivost bunék [115].

P120-catenin je ve srovnani s ostatnimi substraty odlisny tim, Ze jeho fosforylace
koreluje s mirou transformace bun¢k, coz nasvéd¢uje tomu, Ze by se tento substrat mohl
vyznamné podilet na mechanismech souvisejicich s transformaci bun€k. Mimo to je také

vyznamnym regulatorem bunééné adheze [119].
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Substraty Src kinaz vyuZivané Kk fosforylacim in vitro

Jako substraty Src kindz vyuzivané k fosforylacim in vitro slouzi kratké syntetické
peptidové fetézce, které obsahuji aminokyselinovou sekvenci shodnou se sekvenci Casti fetézce
proteinu vyuzivaného organismem k fosforylacim in vivo. Tyto syntetické substraty slouzi
Vv laboratorni praxi napiiklad ke zjisténi aktivity nebo stability jak solubilnich, tak
I imobilizovanych enzymu, optimalizaci reakénich podminek nebo zjisténi prubéhu dané
reakce. Ptikladem takovéhoto syntetického substratu je napiiklad protein o aminokyselinové
sekvenci KVEKIGEGTYGVVYK. Tato sekvence se Vv lidském organismu vyskytuje mezi
pozicemi 6 az 20 aminokyselinového fetézce kinazy, ozna¢ované také jako p34cdc2, ktera je
invivo fosforylovana Src kindzami [120]. Dalsim piikladem je synteticky substrat
0 aminokyselinové sekvenci YIYGSFK, ktery je vysoce specificky pro celou Src kindzovou

rodinu [121].

2.3.5 Inhibitory Src kinaz

Studie, zabyvajici se navrhem a naslednou syntézou vhodnych inhibitortt Src kinaz,
jsou zaméfeny na rozvoj novych farmaceutickych prostfedkii vyuzitelnych piredevsim
v onkologii. Src kinazy nejsou samy o sob¢ primarnim spoustééem tumorigeneze, ale jSou spise
povazovany za ucastniky mnoha signalnich drah, které se spole¢né podileji na proliferaci
a preziti nadorové zvrhlych bunék. Proto je velice nepravdépodobné, ze by monoterapie
zamétend pouze na inhibici samotnych Src kinaz byla v onkologické 1é¢bé ucinna. Z tohoto
divodi se ve vétsing piripadl syntetizuji inhibitory, které reguluji nékolik signélnich drah

zaroven a tim zvySuji G¢inek onkologické 1é¢by [71].

Nejcastéji vyuzivanou skupinou inhibitort jsou takzvané ATP-kompetitivni
inhibitory, které maji schopnost soutézit o vazebné misto enzymu s molekulou ATP. Cast
vazebného mista pro molekulu ATP tvoifi smycka bohat4 na glycin, které je pfitomna napfi¢
celym spektrem proteinovych kindz. Na glycin bohatd smycka tvoii vi€ko nad navédzanou
molekulou ATP a je jednou z nejpohyblivéjsich casti proteinovych kinaz. Jeji vysoka
pohyblivost je pravdépodobné zpiisobena nutnosti kindzy v prvnim kroku vazat molekulu ATP
anasledné ihned uvoliovat molekulu ADP. Samotny fosfat molekuly ATP je ve smy¢ce bohaté

na glycin vazan pomoci tfetiho glycinu a pfedposledniho fenylalaninu [122].

ATP-kompetitivni inhibitory Src kindzy se déli do dvou hlavnich tfid, a to tfidy typu I
a tfidy typu II [123]. Inhibitory tfidy typu I jsou charakteristické svou vazbou na DFGD motiv

Src kindz, zatimco inhibitory tfidy typu II jsou charakteristické svou vazbou na DGFD motiv
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Src kinaz [124]. Mezi zastupce kompetitivnich inhibitorti Src kinaz se fadi naptiklad 1é¢iva
znama pod nazvy Bosutinib, Dasatinib, Ponatinib, Vandetanib nebo Saracatinib [71]. Diky
rentgenové krystalografii bylo zjisténo, ze pravé Dasatinib [124] a Bosutinib patii do tiidy
inhibitord Src kinaz typu I [123].

Bosutinib

Bosutinib je syntetickym derivatem chinolonu, ktery funguje jako dudlni
ATP-kompetitivni inhibitor kinaz. Jeho mechanismem ucinku je kompetitivni inhibice jak
BCR-ADI tyrosin kindz, tak nékterych ¢lent Src kindzové rodiny, mezi néz patii Src kindzy,
Lyn kindzy a Hck kindzy. Inhibice skupiny téchto kindz vede k Gtlumu bunécného ristu
a navozeni apoptdzy [125]. Bosutinib se v soucasné dobé pouziva k 1é¢bé chronické myeloidni
leukémie s pozitivnim nalezem Philadelphského chromozomu a pti 1€¢bé akutni lymfoblastické
leukémie taktéz s pozitivnim nélezem Philadelphského chromozomu. Dalsi klinické studie
Bosutinibu mohou rozsitit spektrum jeho uplatnéni, pticemz v soucasné dobé¢ ptipada v tivahu

moznost jeho vyuziti pfi 1é¢bé nadoru prsu a glioblastomu [71].

Dasatinib

Dasatinib je dalsi ze =zastupci ATP-kompetitivnich inhibitori kindz. Jeho
mechanismem Uc¢inku je kompetitivni inhibice BCR-Abl tyrosin kindzy a nékterych ¢lenti Src
kinazové rodiny, mezi néz se fadi Lck kinazy, Fyn kindzy a Yes kinazy [71]. Dasatinib je
vyuzivan pro lé¢bu pacientli s chronickou myeloidni leukémii a u pacienti s akutni
lymfoblastickou leukémii v obou ptipadech se sou¢asnym pozitivnim nalezem Philadelphského

chromozomu [126].

Ponatinib

Ponatinib je taktéZ ATP-kompetitivni inhibitor kindz. Jeho mechanismem ucinku je
ATP-kompetitivni inhibice BCR-Abl tyrosin kinaz, zastupcl Src kindzové rodiny a celé fady
buné&nych receptort, jako jsou receptory pro VEGF nebo receptory pro FGF [71]. Ponatinib
se stejné¢ jako v predchéazejicich dvou ptipadech vyuziva pii 1€cbé chronické myeloidni
leukémie s pozitivnim ndlezem Philadelphského chromozomu a pii 1é€bé akutni lymfoblastické
leukémie taktéz s pozitivnim nalezem Philadelphského chromozomu [127]. Dal§i moznosti
vyuziti tohoto 1é¢iva je pfi 1é€b&é nadorového onemocnéni jater, Zlu¢niku, $titné zlazy nebo

malobunééného karcinomu plic [128].
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Vandetanib
Vandetanib je 1é¢ivo inhibujici ¢leny Src kinazové rodiny, RET tyrosin kinazy
a bunécné receptory, mezi néz se fadi receptory pro VEGF nebo receptory pro EGF [71].

Vandetanib se vyuziva predevsim pii 1é€bé nadorového onemocnéni §titné Zlazy [129].

Saracatinib
Saracatinib je 1éCivo inhibujici jak BCR-ADbI kinazy, tak i ¢leny Src kinazové rodiny.
Jeho ucinky jsou zkoumany v souvislosti s 1éEbou kolorektalniho karcinomu, nadorového

onemocnéni zaludku, vajecnikii a malobunééného karcinomu plic [71].

DalSi inhibitory

Mimo vySe zminéné inhibitory Src kindz byla provadéna studie, pifi niz byla
hodnocena tada cyklickych a linearnich peptidd, které mély slouzit jako inhibitory Src kinaz.
Struktury téchto linearnich i cyklickych peptidi se navzdjem liSily pfitomnosti riiznych
aminokyselin. Tato studie vedla ke zjisténi, Ze linearni peptidy vystupujici jako inhibitory maji
omezenou stabilitu a Spatnou biologickou dostupnost piedevs§im v disledku toho, Ze jsou
proteolyticky degradovany bunéénymi proteazami. Pro zvyseni stability, G¢innosti a selektivity
téchto linearnich peptidi by bylo zapotiebi dalsich syntetickych modifikaci. Déle bylo zjisténo,
ze cyklické peptidy obsahujici ve své struktufe arginin a tryptofan funguji jako nejlepsi
inhibitory Src kindz. Samotna cyklizace ma za nésledek zvySeni stability inhibitoru a také

zvyseni jeho afinity [130].
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2.4 Ukotveni enzymii k pevnému nosici

Enzymy jsou Siroce vyuzivany napii¢ rozsahlym spektrem prumyslovych odvétvi,
nejcastéji vV pramyslu potravinaiském, chemickém a farmaceutickém. Vyuzivani solubilnich
forem enzyma V primyslovych procesech je doprovdzeno nedostate¢né¢ dlouhou dobou
provozni stability enzymu, kratkou skladovaci dobou a nemoznosti opakovaného pouziti.
VSechny tyto zasadni nevyhody solubilnich forem enzymi je mozno piekonat takzvanou

imobilizaci enzyma [131].

Pojem imobilizace enzymu popisuje proces vedouci k ukotveni enzymu k pevnému
nosic¢i. Obecné je v biotechnologii imobilizace popisovéana jako proces pouzivany k fyzikalni
nebo chemické fixaci bun€k, organel, enzymi nebo jinych proteind, jako naptiklad
monoklonélnich protiladtek na pevny nosi¢, do pevné matrice nebo pro zadrzeni membranou.
Proces imobilizace je provadén piedevSim za ucelem zvySeni stability imobilizované latky

a moznosti jejiho opakovaného pouziti [132].

Pojem imobilizovany enzym je definovan jako enzym vazany na organickou nebo
anorganickou matrici nebo také jako enzym zadrzeny membranou. Samotna imobilizace
enzymu vede primarné ke zvyseni stability enzymu, moznosti jeho opakovaného pouziti [133],
zvyseni jeho odolnosti vii¢i zménam zivotniho prostiedi, moznosti rychlého ukonceni reakce,
snadné separaci imobilizovaného enzymu z reakéni smési a moznosti kontinualniho provozu
enzymatickych procesi. Nicméné imobilizované enzymy maji 1 své nevyhody a to napiiklad,
nevyhody je vSak moZno eliminovat vybérem vhodného materidlu nosice, formou nosice

a zpusobem vazby enzymu.

Imobiliza¢ni metody neboli metody, kterymi je mozno ukotvit enzymy k pevnému
nosici, se zpravidla dé€li na imobilizacni metody reverzibilni a imobiliza¢ni metody
irreverzibilni. Reverzibilni imobilizaéni metody jsou charakterizovany moZnosti uvolnéni
enzymu z vazby na nosic, a to, aniz by doslo ke snizeni aktivity enzymu nebo poruseni nosice.
Uvolnéni enzymu z vazby na nosi¢ je mozno navodit napiiklad zménou pH, reakéni teploty,
iontové sily nebo polarity rozpoustédla. Mezi reverzibilni metody ukotveni enzymi k pevnému
nosici patii adsorpce, vazba pomoci kovu, vazba pomoci disulfidickych mistkii nebo rtizné
druhy bioafinitnich interakci. Naopak imobiliza¢ni metody irreverzibilni jsou charakterizovany

nemoznosti uvolnéni enzymu z vazby na nosi¢, aniz by nedoslo ke ztraté aktivity enzymu nebo
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poruseni nosie. Mezi irreverzibilni metody ukotveni enzyml k pevnému nosi¢i patii

kovalentni ukotveni, fyzické zachyceni nebo cross-linking.

2.4.1 Reverzibilni metody ukotveni enzymii k pevnému nosici

Adsorpce

Adsorpce se fadi mezi nekovalentni metody imobilizace. Zpravidla je délena do dvou
skupin, a to na pasivni adsorpci na hydrofobnich povrSich nebo na adsorpci pomoci
elektrostatickych interakci s nabitymi povrchy. Obecnou vyhodou adsorpce je, zZe neni potieba
zadné predchozi modifikace enzymu, aby doslo k Gispé$né imobilizaci. JelikoZ je adsorpce
nekovalentni metodou, potyka se také s nevyhodami, sice Ze tato imobilizace zahrnuje pouze
relativné slabé a reverzibilni interakce. Mimo to adsorpce proteinti na rizné druhy povrchu
casto vede ke konformacnim zméndm a denaturaci proteinti, které mohou mit za nasledek
masivni ztratu biologické aktivity proteinu. Mezi nejvice rozsifenou modifikaci adsorpce patii
pouziti nitrocelulozovych membran a skel potazenych polylysinem uréenych pro
elektrostatickou adsorpci enzyma [131]. Dalsi moznosti modifikace je adsorpce na
mezoporézni silikaty. Tyto mezoporézni silikaty jsou charakteristické povrchem amorfniho
kiemiku a poéry o velikosti vrozmezi 20-300 A. A pravé tyto pravideln& se opakujici
mezoporézni struktury nabidly moznost adsorpce, popiipad¢ i zachyceni velkych molekul
pfimo uvniti pori. Mezoporézni silikaty jsou chemicky a mechanicky stabilni a jejich povrch

je mozno modifikovat riznymi funkénimi skupinami a regulovat tak prabéh imobilizace [134].

Vazba pomoci kovii

Vazba pomoci kovi, také Casto nazyvana jako immobilized metal-ion affinity, je
Siroce vyzivanou metodou pro docasné zachyceni proteind piedev§im v priub&hu procesu jejich
¢isténi. Asi nejznamgjsi afinitni znackou vyuzivanou V této metod¢ je polyhistidinova kotva.
Tato polyhistidinova kotva se sklada z Sesti sekvenénich histidinovych zbytku, které maji
schopnost chelatovat s pfechodnymi kovy, jako je nikl, zinek nebo méd’, jez jsou pevné vazany
na povrchu vhodného nosice. Nevyhoda této metody je spojena s pomérné nizkou silou
vazebnych interakci. Uvolnéni enzymu nebo jiného proteinu z vazby na nosic¢ je mozno navodit

naptiklad dostate¢nou zménou pH [135].

Vazba pomoci disulfidickych miistki
Tato metoda imobilizace je zaloZena na tvorb¢ disulfidickych mustki mezi enzymem
a nosicem. Enzymy, které nesou neesencialni skupiny thiolu, které nejsou nutné k zachovani

struktury a aktivity enzymu, mohou byt imobilizovany na nosi¢e nesouci na svém povrchu
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reaktivni disulfidy nebo oxidy disulfidu, jako jsou thiosulfinatové nebo thiosulfonatové
skupiny. Vyhodou této metody je piedevsim jeji vratnost, ktera miize byt navozena reakci
s vhodnym c¢inidlem, jako je naptiklad dithiothreitol. Pti reakcich s ¢inidly, jako je zminény
dithiothreitol, dochazi k degradaci imobilizovaného enzymu daleko rychleji nez k degradaci

samotného nosice, coz umoziuje opétovné pouziti nosice v dalSich procesech [136].

Bioafinitni interakce

Bioafinitni imobilizace jsou zalozeny na bioafinitnich interakcich utvérejicich se mezi
afinitnimi pary. Existuje velké mnozstvi afinitnich part, pfi¢emz mezi nejzndméjsi patii
biotin-avidin nebo protilatka-antigen. Bioafinitni imobilizace se dale déli na dva typy.
V piipadé prvnim je na matrici piedem vazan ligand, ktery ma afinitu k enzymu, zatimco
Vv ptipadé druhém je enzym konjugovan s jinou molekulou, ktera ma afinitu k matrici. Pouziti
afinitniho paru antigen-protildtka je primarn¢ spojeno s metodou afinitni chromatografie
vyuzivané predevsim k izolaci specifickych proteinti ze smési. Tyto afinitni pary mohou byt
vyuzity také k imobilizaci enzymd, ale potykaji se s n¢kolika nevyhodami. Jednou z nevyhod
je, ze pro jednotnou a dostateCnou imobilizaci je potfeba monoklondlnich protilatek, s jejichz
pouzitim se zvysuji 1 ndklady dané metody. Relativné slaba vazba, vznikajici mezi afinitnim
parem antigen-protilatka, znamena, ze takovato interakce muze byt pro vétSinu imobilizaci
nevhodna. Opakem je afinitni par biotin-avidin [137]. Vazba vznikajici mezi biotinem
a avidinem je extrémné silnd, cemuz napomaha skutecnost, Ze tyto proteiny jsou velice stabilni
vici zménam teploty, pH, piisobeni denaturaénich &inidel a pUisobeni protedz. Siroka $kala
materidli, jako jsou mikrotitracni desticky, vlakna nebo magnetické Castice, na néz mohou byt

timto afinitnim parem imobilizovany enzymy, pfispéla k popularité této metody [138].

2.4.2 Irreverzibilni metody ukotveni enzymii k pevnému nosici

Kovalentni ukotveni

Ke vzniku kovalentni vazby dochéazi reakci s funkénimi skupinami na povrchu
proteinu. Pfikladem kovalentniho ukotveni je naptiklad vznik amidové vazby, kterd vznika
reakci aminovych skupin lysinovych zbytkd s aktivni formou esteru, jakoZto nosicem.
Prikladem aktivni formy esteru je naptiklad N-hydroxysukcinimid ester, jehoz pouziti ma i své
nevyhody. Tyto estery jsou nestabilni ve vodném prostfedi, a proto je samotnd imobilizace
doprovazena také hydrolyzou esteru, ktera vede Kniz§im imobiliza¢nim vytézkam.
Alternativou mize byt vznik sekundarni aminové vazby, kterd vznika reakci aldehydickych
skupin s aminoskupinami. Tato reakce je nasledovana redukci pomoci kyanoborohydridu

sodného nebo jiného ¢inidla [131]. Pro kovalentni imobilizaci jsou také Casto vyuZzivany
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cysteinové zbytky nesouci thiolové skupiny, které snadno podléhaji konjugaci s nenasycenymi
karbonyly za vzniku stabilnich thioesterovych vazeb. Ddle se pro kovalentni imobilizaci
vyuzivaji také zbytky kyseliny asparagové a kyseliny glutamové. Nezbytnym krokem takovéto
imobilizace je in situ konverze na jejich odpovidajici aktivni ester s karbodiimidovym ¢inidlem
a pomocnym nukleofilem. Vyhodou této imobilizace je, Ze obé ¢inidla jsou ve vod¢ rozpustna

a mohou byt pouzita ve vodnych médiich [139].

Fyzické zachyceni

Struktura enzymu mtize byt naruSena plisobenim negativnich vlivii vnéjsiho prostredi,
a proto se z pohledu ochrany struktury enzymu jevi jako nejlepsi zpusob imobilizace metoda
zapouzdieni. Zapouzdieni je nejCastéji zalozeno na sol-gel metodé¢, pfi které je enzym zachycen
do matrice sol-gelu. Sol-gel je chemicky inertni oxid kiemicity, ktery je za béznych podminek
porézni a kiehky, ale jeho modifikace umoziuji navodit jeho tepelnou a mechanickou stabilitu.
V prvnim kroku syntézy sol-gelu dochazi ke kyselé hydrolyze tetraalkoxysilant, kterd je
nasledovana kondenzaci. VSechny vzniklé pory jsou naplnény vodou a alkoholem a vznika
takzvany aquagel. Aquagel je poté vysuSen odpafovanim a vznika takzvany xerogel. Aquagel
muze byt také odparovan oxidem uhli¢itym a vznika aerogel. Do takto syntetizovanych struktur

jsou nasledné imobilizovany enzymy [140].

Druhou modifikaci fyzického zachyceni je metoda zapouzdieni do lipidovych vezikul.
Jedna se o polymolekularni agregaty tvorené dvojvrstvou amfifilnich molekul, jako jsou
napfiiklad fosfolipidy. Vnéjsi ¢ast vezikul je hydrofobni, zatimco vnitini ¢ast je hydrofilni a je
naplnéna tekutinou, ktera odpovida vodnému roztoku, v némz byly vezikuly ptipraveny [131].
Tato metoda imobilizace je vyuzivana predevSim v biomedicinskych oborech. Prave zde se tyto
imobilizované enzymy zapouzdiené¢ ve vezikuldch vyuZivaji pfedevSim pii substitunich
terapiich souvisejicich s deficitem nebo poruchou funkénosti enzymu, kdy je zapotiebi
transportovat funkéni enzym do daného mista v lidském organismu [141]. Vyhodng&jsi
alternativou k lipidovym vezikulam jsou nanocasticové systémy biologicky rozlozitelnych
polymerd, jejichz vyhodou je delSi doba cirkulace v krevnim ob&hu a vys$si kapacita pro
imobilizaci enzymu. Jako nosi¢e v téchto polymernich nanocasticovych systémech se vyuziva
alginat nebo chitosan, pfi¢emz bylo zjisténo, ze oproti Samotnému alginatu nebo samotnému
chitosanu, kopolymer alginatu a chitosanu vytvaii pfiznivéjsi podminky pro ochranu

a stabilizaci v prib&hu zapouzdieni a nasledného uvolnéni imobilizované latky [142].
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Cross-linking

Cross-linking, jinak také nazyvan jako zesiténi, je imobilizacni metoda, ktera vede ke
vzniku takzvanych zesiténych enzymovych krystalli nebo zesiténych enzymovych agregati.
Zesiténé enzymové krystaly jsou vysoce aktivni imobilizované enzymy, které jsou svoji
provozni stabilitou, moznosti opakovatelného pouziti a vysokou katalytickou aktivitou idealni
pro vyuziti v primyslovych biotransformacich. Nevyhoda téchto krystald je spojena s jejich
vznikem, ke kterému dochazi procesem krystalizace. Proto, aby doslo K tspésné krystalizaci,
je potieba vysoce Cistych enzymd, s ¢imz jsou spojeny i vysoké naklady této metody [143].
Alternativou K zesiténym enzymovym krystaliim jsou zesiténé krystalové agregaty, které jsou
produkovany jednoduchym srazenim enzymt ve vodném roztoku v pfitomnosti vhodného
zesit'ujiciho Cinidla, nejcastéji glutaraldehydu. Tyto agregéaty jsou dohromady udrzovany
nekovalentnimi interakcemi, které nenaruSuji tercidlni strukturu enzymu a nevedou tedy
k jejich denaturaci. Nasledné zesiténi vhodnym zesitujicim c¢inidlem vede ke vzniku
nerozpustnych agregatl, které neztratily katalytickou aktivitu [144]. Enzymy imobilizované
timto zpiisobem jsou velmi ucinnymi biokatalyzatory, a to predevS§im diky jejich ekonomické
vyrobé a efektivité metody. Metoda zesiténi, vedouci ke vzniku zesiténych enzymovych
agregatil, je pouzitelnd v podstaté pro jakykoliv enzym vcetné oxidoreduktaz zavislych na

kofaktoru [143].

2.4.3 Materialy pouZivané jako nosice
Biopolymery

Ze skupiny biopolymert se k imobilizacim pouZivaji zejména biopolymery ve vodé
nerozpustnych polysacharidd, jako je celuloza, $krob, agardza nebo chitosan. Tyto matrice tvoii
inertni vodné gely vyznacujici se vysokou pevnosti i pii jejich nizkych koncentracich [145].
Diky své chemické struktuie a snadné aktivaci mohou byt pouzity jak k reverzibilnim, tak
I k ireverzibilnim imobilizacim. S pouzitim vhodnych ¢inidel je mozno imobilizovat na tyto
nosi¢e i metodou cross-linking, ktera navic zvysi jejich mechanickou a tepelnou odolnost. Pro
konjugaci biopolymeru s imobilizovanym enzymem se vyuziva radikalovych a adi¢nich reakci
nebo reakci s aldehydy, karbodiimidy, epoxidy nebo aktivnimi estery, z nichz nékteré jsou
vhodnéjsi pro in situ konjugaci s biopolymer, zatimco jiné jsou vhodné&jsi pro konjugaci

a purifikaci ex situ [131].

Hydrogely
Enzymy mohou byt v nevodnych médiich imobilizovany na kryogely nebo pfirodni ¢i

syntetické hydrogely. Naptiklad kryogely polyvinylalkoholu, které jsou vytvareny metodou
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zmrazovani a rozmrazovani, byly Siroce vyuzivany pro imobilizaci celych bunck [146].
Nicméné volné enzymy, predevsim vzhledem ke své velikosti, mohou difundovat z gelové
matrice do vodného prostiedi a tim znemoznit imobilizaci. Aby doslo k uspé$né imobilizaci
enzyml na hydrogely, musi byt velikost enzymu zvétSena, a to napiiklad takzvanym

zesitovanim nebo vytvofenim komplexu s polyelektrolytem [131].

Anorganické nosice

Pro imobilizaci enzymti mohou byt pouzity také anorganické nosice vyrobené z oxidu
hlinitého, oxidu kfemicitého, zeolitu nebo mezoporézniho oxidu kiemicitého [147]. Nosic¢e na
bazi oxidu kiemicitého jsou nejvhodnéj$i matrici pro imobilizaci enzymi k vyzkumnym
Ggeltim. Casto vyuZivané jsou také silikagely, jejichz hlavni vyhodou v porovnani s ostatnimi
mekkymi gely je jejich vysokd mechanicka odolnost, umoziiujici jejich pouziti v $ir§im rozsahu
experimentalnich podminek, a to predevSim za velmi vysokych tlakii, o ¢emz svédci jejich
vyuziti pii vyrobé kolon pro vysoko u¢innou kapalinovou chromatografii [131]. Navic tyto
silikagely mohou byt snadno modifikovany chemickymi metodami poskytujicimi rizné typy
funkénich skupin, které wusnadiiuji vazbu enzymu [148]. Jednou z nejjednodussich
a nejlevnéjsich metod, jak imobilizovat enzym na nosi¢ z oxidu kiemicitého, je jednoducha
adsorpce. Tento proces je vyuzivan napiiklad pro ptipravu enzym do detergentnich
praska [131].

Syntetické organické polymery

Ze skupiny syntetickych organickych polymert jsou k imobilizacim nejcastéji
pouzivany akrylové pryskyfice, jako naptiklad Eupergit C. Jedna se o makroporézni kopolymer
N,N'-methylen-bi-(methakrylamidu), glycidylmethakrylatu, alylglycidyletheru,
a methakrylamidu s pramérnou velikosti pora 25 nm [149]. Nosi¢e vyrobené z téchto
akrylovych pryskyfic jsou velice hydrofilni a stabilni viici mechanickym i chemickym zmé&nam
vrozmezi pH od 0 do 14. Dalsi vlastnosti je jejich vysoka odolnost viici bobtnani nebo
smrstovani pii velkych zménach pH. Imobilizace velkého mnozstvi enzymii kovalentni vazbou

na tyto akrylové pryskyfice je typicka predev§im pro prumyslova pouziti [131].

Inteligentni polymery

Inteligentni polymery jsou nosice, které jsou charakteristické velkymi konforma¢nimi
zménami v dasledku reakce na zménu teploty, pH ¢i iontové sily. Nejvice studovanym
pfikladem inteligentniho polymeru je poly-N-isopropylakrylamid. Vodné roztoky tohoto

polymeru vykazuji kritickou teplotu okolo 32°C. Pfi hodnotach nizsich, nez je kriticka teplota
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je polymer ve vod¢ rozpustny, zatimco pii hodnotach vyssich, nez je kriticka teplota se polymer
stava nerozpustnym, a to v dusledku vylu¢ovani molekul vody ze své struktury. Imobilizace
muze byt provedena za podminek, kdy je enzym rozpustny, ¢imz se minimalizuje omezeni
difuze a ztrata aktivity enzymu v disledku konformacnich zmén na povrchu nosice. Nasledné
zvyseni teploty nad hodnotu kritické teploty vede ke srazeni imobilizovan¢ho enzymu, coz
usnadnuje jeho vyuziti a opétovné pouziti. Imobilizace je provadéna metodou kovalentni vazby,
kdy se obecné pouzivaji dvé modifikace. Prvni modifikace je zalozena na zavedeni
polymerizovatelnych vinylovych skupin do struktury imobilizovaného enzymu a nasledné
kopolymeraci s poly-N-isopropylakrylamidem. Druha modifikace je zaloZena na rekci amino
skupin  na povrchu enzymu sreaktivnimi  esterovymi  vazbami  kopolymeru

N-isopropylakrylamidu [143].

Zlaté nanocastice

Rozvoj nanotechnologie vedl také k rozvoji nanobiotechnologie a nanobiokatalyzy.
V oboru nanobiokatalyzy jsou enzymy imobilizovany na rizné druhy nanomaterialt, a to
pfedev§im metodou jednoduché adsorpce a kovalentni vazby. PredevSim velky povrch
nanomateridlli ma za nasledek zvyseni enzymové aktivity a stability imobilizovaného enzymu
ve srovnani s b&Znymi nosici [150]. Casto vyuZivané jsou nanoéastice vzacnych kovi, zejména
tedy nanocastice zlata, které diky svym elektrickym, optickym a tepelnym vlastnostem nasly
své uplatnéni v oblasti fyziky, chemie, biologie i mediciny. Jejich Siroké spektrum uplatnéni
vedlo také k vyvoji riznych metod pfipravy zlatych nanocastic [151]. Typicky se zlaté
nanocastice pripravuji chemickou redukci soli odpovidajictho kovu, a to v pfitomnosti
stabilizatoru, ktery se vaze na jejich povrch za ucelem stabilizace. Dal§im krokem je povrchova
pasivace vedouci k ochrané mnohovrstvy nanocastic. Nejcastéji se k této pasivaci pouzivaji
citrat nebo thiol-funkcionalizované organické latky, zapouzdieni ve vodném prostiedi

reverznich mikroemulzi nebo disperze v polymernich matricich [131].

Magnetické ¢astice

V uplynulych letech doslo k vyraznému rozvoji technologii v oblasti magnetickych
nosi¢l, které jsou vyuzivany naptiklad k magnetické separaci. Magnetickd separace je
technologie vyuzivajici mikrometrickych, nanometrickych, paramagnetickych
a feromagnetickych c¢astic k separaci latek z chemickych a biologickych vzorkt. S rozvojem
nanotechnologie doslo i k rozvoji magnetickych nanocastic, které jsou v soucasné dob¢ Siroce
studovany [152]. Magnetické nanocastice vykazuji  vlastnost nazyvanou jako

superparamagnetismus, ktera znamena, ze takovéto Castice jsou pfitahovany magnetickym
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polem, ale po odstranéni magnetického pole nezachovavaji zadny zbytkovy magnetismus a jsou
voln¢ suspendovany v roztoku [131]. Magnetické Castice vyrabéné z oxidu Zeleza byly nejdiive
vyvinuty jako zobrazovaci latky pro magnetickou resonanci. Dnes se magnetické Castice
vyuzivaji také k imobilizaci enzymu, ktera primarné vede K posileni stability enzymu a jejich
snadné separaci z reak¢ni smési [153]. Magnetické nanocastice jsou vyuzivany také v medicing,
a to k usnadnéni diagnostiky a pii 1é¢bé. Nanocastice zeleza byly pouzity napiiklad u 1é¢by
nadort, kde jejich hlavni Glohou byla pfednostni akumulace v nadorovych tkanich [154].
Samotna ptiprava magnetickych nanoc¢astic zahrnuje spole¢né sraZzeni zeleznatych a zelezitych
iontll v zdkladnich roztocich. Nasledn¢é je mozno ¢astice pokryt oxidem kiemicitym nebo
polymery, jako je dextranem a polyvinylalkohol, pfedev§im za ucelem zvySeni jejich

stability [131].

2.4.4 Prehled praktického vyuziti imobilizovanych kinaz

V dnesni dobé nachazi imobilizace kindz wuplatnéni predevS§im v odvétvi
biotechnologie, kde se imobilizované kinazy stavaji soucasti specializovanych biosenzord.
Mimo to nachazi imobilizace enzymu uplatnéni také v ptipadech, kdy je potieba ziskat
opakované pouzitelny enzym a zvysit jeho stabilitu naptiklad v primyslovych procesech.
Piikladem samotné imobilizace kinazy na nosi¢ muze byt imobilizace hexokindzy na
polystyrenové Castice obsahujici pfimés chitosanu. Tato imobilizace byla provedena metodou
adsorpce a vedla ke vzniku ¢astic citlivych na glukozu, které mohou byt dlouhodobé skladovany
a jsou opakovatelné pouzitelné. Nicméné tyto Castice jsou také doprovazeny ztratou aktivity
enzymu, kterd je ale v porovnani se solubilni hexokindzou z praktického a ekonomického

hlediska kompenzovana pravé moznosti opakovaného pouziti [155].

Piikladem praktického vyuziti imobilizovanych kinaz je jejich uplatnéni pii vyrobé
amperometrického glycerolového biosenzoru. V tomto pfipadé byly piipraveny enzymy
glycerol kinaza a glycerol-3-fosfat oxidaza, které byly navdzany na nanocastice a tyto
nanocastice s navdzanymi enzym byly nasledné¢ metodou fyzikalniho zachyceni imobilizovany
na grafitovou elektrodu. Druhou moznosti imobilizace by mohla byt i klasicka adsorpce, a to
diky elektrostatické ptitazlivosti mezi negativné nabitymi karboxylovymi skupinami grafitové
elektrody a aminoskupinami enzymu navazaného na povrchu nanocastic. Takto vytvorené
biosenzory vykazovaly lepsi analytické vlastnosti z hlediska rychlosti odezvy a nizkého
detekéniho limitu ve srovndni s glycerolovymi biosenzory, které vyuzivaji jen solubilni formy

enzymu [156].
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Druhym ptikladem je jednoduchy biosenzor pro stanoveni koncentrace ATP ve
vodnych vzorcich. Tento biosenzor je zaloZzen na konduktometrickém pievodniku, ktery
obsahuje dva pary zlatych elektrod. Na jeden z téchto para elektrod byl metodou zesiténi
Vv pfitomnosti zesitujiciho ¢inidla glutaraldehydu imobilizovan enzym hexokindza. Tento
biosenzor byl UspéSné pouzit pro méfeni koncentrace ATP ve farmaceutickych vzorcich

a uvazuje se také o jeho vyuziti ke stanoveni ATP a glukosy ve vodnych vzorcich [157].

Ttietim prikladem uplatnéni imobilizovanych kinaz jsou biostripy pouzitelné pro
stanoveni triacylglycerolti. Opakované pouzitelny biostrip obsahuje enzymy imobilizované na
akrylaminovych sklenénych casticich, které jsou wumistény na plastifikovaném
polyvinylchloridovém stripu. Nevyhodou téchto biostripii je, Zze jsou zatiZzeny ztratami
sklenénych ¢astic v disledku vymyvani, coz vede k postupné ztraté aktivity imobilizovaného
enzymu. Z tohoto divodu byla provedena studie se snahou vyvinout levnéjsi a stabilngjsi
biostrip pro stanoveni triacylglycerold. Pfimo na polyvinylchloridovy biostrip byly metodou
kovalentniho ukotveni imobilizovany enzymy lipdza, glycerol kindza, glycero-3-fosfat oxidaza
a peroxidaza. Takto modifikované biostripy jiz nejsou zatizeny ztratami z vymyvani a jsou

pouzitelné ve 200 opakovanich s pouze 50% ztratou aktivity enzymu [158].

Dalsim nalezenym ptikladem vyuziti imobilizovanych kinaz v literatufe je kovalentni
imobilizace GSK3p a MAPK 1, také oznacované jako ERK2, na karboxylované magnetické
¢astice Sera-Mag. V tomto ptipadé byly nizkomolekularni substraty pouzity k ovéteni uspésné
imobilizace enzymu a takto imobilizované enzymy byly po ovéfeni pouzity k fosforylaci
proteinu Tau. Ve srovnani s rozpustnymi formami enzymt je prace s enzymy imobilizovanymi
na magnetické ¢astice spojena se snadnou manipulaci, moznosti jejich opakovatelného pouziti
a tim i se snizenim nakladd dané analyzy. V ptipadé imobilizace GSK3p byla zbytkova aktivita
po 10 pouzitich 99,5 + 0,34 %, zatimco zbytkova aktivity imobilizované ERK?2 ¢inila po 10
pouzitich 36,2 £2,01 %. Velice diilezitou vlastnosti téchto imobilizovanych enzymi je moznost
jejich rychlého odstranéni z reakéni smési, coZ minimalizuje kontaminaci fosforylovanych

produkti [159].

51



2.5  Aplikace tyrosin kinaz pro fosforylace modelovych molekul in vitro
Posttransla¢ni modifikace poskytuji v organismu moznost regulace aktivity proteint,
jejich subcelularni lokalizace ¢i stability. Mezi tyto posttranslacni modifikace patii mimo jiné
také proces fosforylace, ktery je podrobné¢ zkouman védnim oborem nazyvanym jako
fosfoproteomika [160]. Fosfoproteomika je ¢asti proteomiky, ktera se zabyva globalni analyzou
fosforylaci proteinil, pii¢emz mezi hlavni cile tohoto oboru patii identifikace fosfoproteint
a fosfopeptidn, piesna identifikace fosforylaénich mist a kvantifikace fosforylaci [161]. Pocet
substrati kindz je v lidském organismu znacné rozsahly a odhaduje se, ze ptiblizn¢ 30 %
proteint lidského organismu je fosforylovano [162]. Ve v§ech eukaryotickych bunkach dochazi
k fosforylacim primarn€ na serinu, poté na threoninu a nejméné Casto na tyrosinu [163].
Fosforylace serinu predstavuji pfiblizné 90 % veskerych fosforylaci, dalSich 10 % pfipada na
fosforylace threoninu a pouhych 0,05 % veskerych fosforylaci pfipadd na fosforylace

tyrosinu [164].

Vzhledem k vySe zminénému vysokému podilu fosforylovanych proteini vzrostla
i snaha 0 vyvoj novych proteinovych farmaceutickych prostiedki, S jejichZ rozvojem souvisi
také produkce rekombinantnich proteind. Proteiny jsou z hlediska struktury a funkce
komplexnimi molekulami, které je nutné Syntetizovat biologickymi procesy uvnitt expresnich
systémi. Rekombinantni proteiny jsou ¢asto syntetizovany v expresnich systémech odliSného
druhu, jejichz DNA byla rekombinovana ¢i upravena, a pravé proto jsou produkty téchto
systémi nazyvany jako rekombinantni proteiny. Jako expresni systémy jsou nejCastéji
vyuzivany bakterie, jejichZ hlavni nevyhoda souvisi s neschopnosti posttranslacné modifikovat
syntetizované proteiny zplsobem, jakym je tomu u eukaryotickych bunék. Dlvodem
neschopnosti bakterii posttranslaéné modifikovat proteiny je odliSna buné¢na struktura, ktera
ve srovnani s eukaryotickymi bunkami neobsahuje hlavni mista posttranslacnich modifikaci,
a to endoplazmatické retikulum a Golgiho aparat. Ke spravné funkci rekombinantnich proteint
je nutna jejich posttranslaéni modifikace zahrnujici také fosforylaci, kterou je mozno provést

metodami in vitro [165].

2.5.1 Tau protein

VétSina neurodegenerativnich onemocnéni je charakterizovana intraceluldrnimi
agregaty nerozpustnych proteinli, mezi néz se fadi také Tau protein. Tau protein je jednim
z proteini asociovanych s mikrotubuly, ktery je schopen Vv intracelularnim prostoru neurond
a gliovych bungk vytvaret agregaty. Tento patologicky nalez je spoleénym znakem pro skupinu

chorob souhrnné nazyvanych jako tauopatie [166]. Do skupiny tauopatii se fadi naptiklad
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Alzheimerova choroba, progresivni supranuklearni obrna, Pickova choroba nebo
kortikobazalni degradace [167].

Tau protein patii do rodiny proteinii asociovanych S mikrotubuly, které jsou
exprimovany ptredev§im v neuronech, kde hraji dalezitou roli ptfi uskupovani tubulinovych
monomert do mikrotubult, které spole¢né dale utvareji mikrotubulinové neurondlni sité. Tau
protein piispiva piedevs§im ke stabilizaci mikrotubuli a ve své hyperfosforylované formé vede
naopak k jejich depolymerizaci. Tyto mikrotubuly se dale podileji na zachovani buné¢ného
tvaru a axonalnim transportu. Mimo to je Tau protein schopen vytvaiet vazby mezi mikrotubuly

a dal§imi cytoskeletarnimi prvky nebo jinymi proteiny [168].

Struktura a fosforyla¢ni mista Tau proteinu

Ve struktufe Tau proteinu Ize napti¢ celou aminokyselinovou sekvenci rozlisit Ctyfi
funkéné a strukturdlng odliSné domény, a to N-termindlni projekéni doménu, na prolin bohatou
oblast, oblast vazajici mikrotubuly a C-terminalni oblast [166]. V dospélém centralnim
nervovém systému se Tau protein vyskytuje celkem v Sesti izoformach, a to v rozmezi délek
352 az 441 aminokyselin. Molekulové hmotnosti jednotlivych izoforem dosahuji hodnot od 45
do 65 kDa [168]. Jednotlivé izoformy se navzajem li§i piitomnosti nebo nepfitomnosti
exonu 2 (E2) a exonu 3 (E3), které jsou umistény na N-terminalnim konci. Neptitomnost E2
i E3 vede ke vzniku ON izoformy, pfitomnost pouze E2 vede ke vzniku 1N izoformy
a pritomnost E2 i E3 vede ke vzniku izoformy 2N. Druhym znakem rozliSujici typy izoforem
je pritomnosti tfi nebo Ctyt repetitivnich oblasti umisténych na C-terminalnim konci, znac¢enych
jako M1, M2, M3 a M4. Neptitomnost pouze M2 repetitivni oblasti vede ke vzniku 3R
izoformy, zatimco ptitomnost vSech Ctyf repetitivnich oblasti vede ke vzniku 4R izoformy.
Jednotlivymi kombinacemi mohou vzniknout izoformy typu ON3R, 1IN3R, 2N3R, ON4R, 1N4R
a 2N4R [167], jejichz struktura je zobrazena na Obr. 8.
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Obr. 8 Struktura jednotlivych izoforem lidského Tau proteinu, upraveno dle [167]
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Identifikace fosforylacnich mist Tau proteinu se staly cilem studii provadénych jak na
rekombinantnim Tau proteinu metodami in vitro, tak na fyziologickych i patologickych
posmrtnych bioptickych odbérech mozkové tkang, a to piimymi sekvencnimi metodami, jako
je hmotnostni spektrometrie a Edmanovo odbouravani nebo nepfimymi metodami pomoci
fosfospecifickych Tau protilatek [167]. Izoforma 2N4R lidského Tau proteinu, vyskytujici se
V centralnim nervovém systému, jejiz molekulova hmotnost dosahuje hodnoty 45,9 kDa
obsahuje 85 fosforyla¢nich mist, z toho 45 fosforyla¢nich mist tvoii serin a 35 threonin. Téchto
80 fosforylaénich mist muze byt fosforylovano serin/threonin kindzami. Pouhych pét
fosforylacnich mist je tvofeno tyrosinem, a to presnéji Tyrl8, Tyr29, Tyr197, Tyr310 a Tyr394,
které mohou byt fosforylovany tyrosin kindzami [166]. Schéma fosforylacnich mist izoformy

2N4R lidského Tau proteinu je znazornéno na Obr. 9.

M threonin W serin M tyrosin

T 0 1 N A1 A
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M prokazana fosforylace in vivo nebo in vitro predpokladana fosforylace

Obr. 9 Fosforyla¢ni mista izoformy 2N4R Tau proteinu, upraveno dle [166]

Hyperfosforylace Tau proteinu

Hyperfosforylace Tau proteinu byla identifikovana jako hlavni molekularni znak
neurofibrilarni degradace u Alzheimerovy choroby a dalSich tauopatii. V pokrocilych stadiich
Alzheimerovy choroby nesou Tau proteiny trojnasobné mnozstvi fosfati ve srovnani
s fyziologickymi nalezy. Hyperfosforylace je charakterizovana zvySenym podilem molekul
Tau proteinu, které jsou fosforylovany na danych zbytcich, spiSe nez zvySenim poctu
fosforylovanych zbytki na kazdé molekule Tau proteinu. Hyperfosforylace Tau proteinu,
vznikajici diisledkem nerovnovahy aktivity proteinovych kinaz a fosfataz, je rozhodujici pro
tvorbu fibrilarnich Tau agregatli. Vznik téchto agregatli je spojen se ztratou schopnosti Tau
proteinu stabilizovat mikrotubuly, ndslednym naruSenim dynamiky cytoskeletu a axonalniho
transportu, coz v kone¢ném dusledku vede K synaptické dysfunkci a neurodegeneraci. Nicméné
hyperfosforylace Tau proteinu neni nutné Skodlivd, a to jak za fyziologickych, tak
I patologickych stavii. Napiiklad v pribéhu embryonalniho vyvoje mozku dochazi ke zvySeni
fosforylace Tau proteinu. Reverzibilni fosforylace Tau proteinu byla taktéZ pozorovana u stavi

doprovazenych hypotermii, chronickym stresem nebo anestezii [166].
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2.5.2 Myelinovy bazicky protein

Myelinovy plast je multilameldrni membranovou strukturou obalujici axony
centralniho a periferniho nervového systému. Pouze proteiny tvoii 30 % suSiny myelinu.
Dvéma nejvice zastoupenymi proteiny v myelinu jsou proteolipidy a pravé myelinové bazické
proteiny (MBPs) [169].

MBP se primarn¢ podili na tvorbé a zhutnéni cytoplazmatického povrchu
oligodendrocytii a Schwannovych bunék. MBP miiZe interagovat s jinymi proteiny, jako je
napftiklad aktin, tubulin, kadherin nebo negativné nabité lipidy. Mimo to miize vystupovat jako
membranovy protein vazajici aktin, coZ umoziuje jeho ucast pii pfenosu extracelularnich
signala do cytoskeletu oligodendrocyt [170]. Tento protein se také podili na stimulaci aktivity
fosfolipazy C a mize mit potencialni regulacni funkci jako transkripéni faktor. V souvislosti
s patologickymi procesy je MBP cilem autoimunitni reakce, ktera ma za nasledek degradaci

myelinového plaste, jako je tomu v piipad¢ roztrousené sklerozy [169].

MBP je charakteristicky vysokym stupném posttranslacnich modifikaci. Mezi typické
posttransla¢ni modifikace patii deaminace glutaminu, acetylace alaninu, deaminace argininu za
vzniku citrulinu a fosforylace nékolika fosforylaénich mist [171]. Tyto posttranslacni

modifikace mohou mit také patologicky t¢inek pii destabilizaci myelinu [170].

Struktura a fosforyla¢ni mista myelinového bazického proteinu

MBP se vyskytuje v nékolika izoformach, jejichz molekulové hmotnosti dosahuji
hodnot od 17,3 do 33,1 kDa. Jednotlivé izoformy mohou existovat jako jeden z mnoha moznych
nabojovych izomerd, pfi¢emz odliSnost nabojii je ddna riznou kombinaci posttranslacnich
modifikaci [172]. Tyto nabojové izomery jsou oznacovany jako C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7
a C8, a to podle eluéniho profilu jednotlivych izomert na katexové koloné pii pH 10,5 [173].
Izomer C1 je nejméné posttranslaéné modifikovan a ma nejkladngj$i naboj. Naopak je tomu
Vv ptipadé izomeru C8, ktery je ze vSech izomert nejvice posttranslaéné modifikovan a ma tedy
nejzapornéjsi naboj [172].

Fosforylace MBP je komplexni regula¢ni proces, ktery pfispiva ke stabilité
myelinového plasté. Mira fosforylace MBP v myelinovém plésti se méni v reakci na tcinek
nervového potencialu. MBP miize byt in vitro fosforylovan protein kinazou C, protein kinazou

A, glykogen syntazou kinazou, kalmodulin-dependentni kinazou a MAPK. Fosforyla¢ni mista
in vitro se v nekterych ptipadech 1isi od fosforylacnich mist MBP in vivo [170]. Vyuzitim
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fosfospecifickych protilatek, bylo detekovano jedno =z hlavnich fosforylacnich mist

specifickych pro MAPK, a to Thr95 [174].

2.5.3 Metody detekce fosforylovanych peptidi a proteini

Jednou z nejstarsich metod detekce fosfopeptidi a fosfoproteinti je metoda vyuzivajici
radioaktivni znaCeni izotopem fosforu, dalSi moznosti detekce jsou metody vyuzivajici
fosfospecifické protilatky nebo chelata¢ni slouceniny [175]. S postupnym rozvojem metod
hmotnostni spektrometrie nasla i tato metoda své uplatnéni v detekci fosforylaci. V dnesni dobé

se jedna jiz o jednu z nejcastéji vyuzivanych metod detekce v této problematice [176].

Metody vyuzivajici radioaktivni znaceni izotopem fosforu

Jednou z tradi¢nich metod detekce fosforylace peptidi ¢i proteint je radioaktivni
znadeni izotopem fosforu 32P [175]. Tato metoda je zaloZena na znadeni peptidd &i proteini
podléhajicich kinidzovym reakcim radioaktivné znadenym (y*2P)ATP. V pribéhu kinazové
reakce dochazi k inkorporaci radioaktivné zna¢eného fosfatu do mista fosforylace peptidového
¢1 proteinového substratu. Mira kindzové aktivity je pfimo umérnd intenzité¢ radioaktivniho
zateni, které taktéz koreluje s relativni mirou fosforylace substratu. Obvykle jsou radioaktivné
znacené peptidy a proteiny rozdéleny na gelu metodou dvourozmérné polyakrylamidové gelové
elektroforézy a nasledné pieneseny na nitrocelul6zovou membranu [177]. Mira radioaktivity je
poté detekovana autoradiografickymi metodami. Vyraznymi nevyhodami této metody je
pracnost, dlouhd doba analyzy, nutnost opatrné manipulace s radioaktivnim materidlem

a potencialni riziko pro lidské zdravi [175].

Metody vyuzivajici fosfospecifické protilatky

Prvni zminka o fosfospecifickych protilatkach pftisla roku 1981, kdy byla poprvé
zdokumentovana produkce fosfospecifickych protilatek u kraliki  imunizovanych
benzylfosfonatem konjugovanym s hemocyaninem. Tento druh protilatek Siroce rozpoznaval
proteiny nesouci pTyr [178]. O deset let pozdéji byly vyvinuty fosfospecifické protilatky, které
vznikly imunizaci kralikti syntetickymi fosfopeptidy, které predstavovaly aminokyselinovou

sekvenci obklopujici fosforyla¢ni misto cilového proteinu [179].

Detekce fosforylovanych peptidi a proteinii pomoci fosfospecifickych protilatek je
alternativni metodou. Navzdory dlouhodobé znalosti této metody existuje mnoho nedostatki,
které omezuji aplikaci této detekce. Naptiklad moznost pouziti fosfospecifickych protilatek
vyzaduje predchozi znalost fosforylatnich mist a omezuje analyzy pouze na jiz

charakterizované fosforylace. Dalsi nevyhodou této metody je, Ze uspéSnost detekce zavisi na
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specifité¢ a afinit¢ protilatek Kk pozadovanému fosfoproteinu. To znamend, ze pro kazdé
fosforylaéni misto musi existovat specificka protilatka, coz ¢ini tuto metodu velice nakladnou.
Fosfospecifické protilatky jsou stale velice cenné pro analyzu specifickych fosforylacnich

procest, ale jsou neoptimalni pro analyzy vedouci k objevu novych fosforyla¢nich mist [180].

Fosfospecifické protilatky mohou byt vyuzivany ve spojeni s imunoanalytickymi
metodami Western blot nebo Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA). Wester blot je
jednou z ¢asto vyuzivanych metod k detekci fosforylovanych peptida a proteint. V prvnim
kroku je analyt rozdélen metodou polyakrylamidové gelové elektroforézy v piitomnosti
dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE) a nasledné je pienesen na nitrocelulézovou nebo
polyvinylidenofluoridovou membranu. Analyt je nasledné detekovan pomoci fosfospecifickych
protilatek. Druhou moznosti je metoda ELISA. Jednd se o ¢asto vyuZzivanou metodu, a to
piedevsim diky jejim vyhodam, které jsou spojeny se snadnou kvantifikaci prosttednictvim
standardul, vysokou citlivosti a moznosti prace s malymi objemy analytu [175]. Ptikladem kitu
zalozeného na principu ELISA s fosfospecifickymi protilatkami je Protein Tyrosine Kinase
Assay Kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Metody vyuZivajici chelata¢ni slouc¢eniny

Dalsi skupinou metod detekujici fosforylované peptidy a proteiny jsou metody
vyuzivajici chelata¢ni slou¢eniny, které maji schopnost se selektivné vazat na fosfatové skupiny
fosfoproteini. Tyto chelata¢ni slouceniny ve své struktuie obsahuji ionty kovii, a to predevsim
ionty Zn?*, Mn?*, Ca?* nebo Ti**, které umoziiuji specifickou vazbu k fosfatové skuping. Déle
tyto slouceniny obsahuji znacky, diky kterym je mozno detekovat fosforylace. Posledni slozkou
chelatacnich sloucenin je samotna nosna latka, kterd funguje jako nosi¢ kovl a detekénich

znacek [175].

Detekce pomoci znac¢ky Phos-tag

Jednou z modifikaci vyuZzivajici chelata¢ni slouceniny je detekce pomoci znacky
Phos-tag. Struktura této znacky obsahuje alkoxidem pifemosténé ionty Zn?* nebo Mn?*, které
specificky rozpoznavaji fosfomonoesterové dianionty vazané na serinovych, threoninovych
nebo tyrosinovych zbytcich fosfoproteini. Phos-tag znacky se mohou vyuzivat ve spojeni
S polyakrylamidovou gelovou elektroforézou, kde vazba Phos-tag znacky na fosfoprotein
nasledné elektroforetické oddéleni od nefosforylovanych proteini. Dal$i modifikaci je

konjugace Phos-tag znac¢ek s biotinem pro usporadani Western blot. Po rozdéleni fosfoproteini
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na polyvinylidenfluoridové membrané a oznaceni fosfoproteint Phos-tag znackou je piidan
komplex streptavidin-peroxidaza a je detekovana pritomnost fosforylace. Phos-tag znacky jsou
vhodnym prostfedkem jak pro detekci, tak pro separaci, purifikaci ¢i analyzu analytu

hmotnostni spektrometrii [181].

Detekce pomoci dendrimeru pIMAGO

Dalsi modifikaci metod vyuzivajicich chelata¢ni slouceniny je detekce pomoci
dendrimeru pIMAGO. Technologie této detekce je zaloZena na ve vod¢é nerozpustnych,
globularnich nanopolymerech, nazyvanych jako dendrimery. Tyto dendrimery jsou
funkcionalizovany reaktivnimi skupinami Ti*" iontii rozpoznavajicich fosfatové skupiny
a molekulami biotinu, které specificky interaguji s molekulami avidinu, coz umoznuje prikaz
ptitomnosti fosforylace. Specificka vazba mezi dendrimerem pIMAGO a fosfatovou skupinou
je zalozena na interakcich naboj-ndboj [180], kdy ionty Ti** jsou schopny specificky
rozpoznavat fosfatové skupiny, a to piedev§im v ptitomnosti benzoovych a a-hydroxy kyselin

[182]. Struktura molekuly pIMAGO je znazornéna na Obr. 10.

Obr. 10 Struktura molekuly pIMAGO [180]

Dendrimer pIMAGO miize byt vyuzit pro detekci fosfoproteinti vazanych na pevné
fazi mikrotitra¢ni desticky nebo na polyvinylidenfluoridovych membranach. Kazda molekula
pIMAGO obsahuje nékolik funkénich skupin, ¢imz se zvySuje u¢innost detekce. Modifikace
detekce na polyvinylidenfluoridovych membranach je podobna metodé Western blot, kdy

rozdil spociva v substituci primarni protilatky dendrimerem pIMAGO a substituci sekundérni
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protilatky komplexem avidin-peroxidaza nebo komplexem avidin-fluorofor. Modifikace na
pevné fazi mikrotitracni desticky je velice podobnd metodé ELISA. V prvnim kroku dochézi
k pasivni adsorpci proteinu na pevnou fazi, ktera je nasledovana blokaci. Poté je misto primarni
protilatky piidan dendrimer pIMAGO znaceny biotinem, ktery specificky rozpoznava fosfatové
skupiny. V poslednim kroku dochéazi k detekci a kvantifikaci fosforylace komplexem
avidin-peroxidaza nebo avidin-fluorofor [180]. Schéma detekce fosfoproteini pomoci

dendrimeru pIMAGO je znazornéno na Obr. 11.
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Obr. 11 Pracovni postup detekce fosfoproteini pomoci dendrimeru pIMAGO (A) na membrané nebo (B)
mikrotitracni desticce. X oznacuje kienovou peroxidazu nebo fluorofor konjugovany s avidinem. P oznacuje
fosfoprotein, upraveno dle [180].

Metody hmotnostni spektrometrie

Proteomické studie zalozené na hmotnostni spektrometrii jsou rozvijeny piedev§im
v disledku skutecnosti, Ze posttranslacni modifikace nemohou byt identifikovany pouze
samotnou sekvenaci DNA. Proto se hmotnostni spektrometrie stala dualeZitou technikou,
v dnesni dob¢ jiz rutinné vyuzivanou, pro kvantifikaci fosforylaci a identifikaci fosforyla¢nich
mist [183]. Ve srovnani s vySe zminénymi detekénimi metodami fosforylaci ma hmotnostni
spektrometrie své vyhody spojené piedevSim s mensi ¢asovou naro¢nosti, moznosti pouziti

malych objemt vzorkd, vysokou citlivosti a selektivitou [176].

Ptiprava vzorkll pro analyzu hmotnostni spektrometrii se sklada z n¢kolika kroki.
V ptipad¢ analyzy fosfoproteinli pochézejicich z bunééného lyzatu je potieba pii lyze bunky
pouzit inhibitory fosfataz minimalizujici defosforylaci a degradaci fosfoproteini. DalSim

krokem v piipadé analyzy dlouhych proteini je $tépeni proteazou, naptiklad trypsinem. Tyto
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protedzy umozni vznik smési menSich peptidi, které jsou vhodné pro fragmentaci
v hmotnostnim spektrometru [183]. Vzhledem k tomu, ze fosfoproteiny se mohou vyskytovat
Vv relativné nizkych koncentracich, je v dal§im kroku vhodné fosfoproteiny obohatit [184]. Pro
obohaceni fosfoproteinti existuje Siroké spektrum metod, o kterych bude blize pojednano
v kapitole 2.5.4 Metody pro obohaceni fosforylovanych peptidi a proteini. Nékteré vzorky
poté vyzaduji Cistici nebo odsolovaci krok. Jedné se naptiklad o vzorky obsahujici nadbytek
ATP, jako je tomu v piipadé in vitro fosforyla¢nich reakci nebo vzorky rozpusténé v silné
iontovych roztocich, napiiklad v mocoving€. Takto pfipravené vzorky mohou byt zavedeny do
hmotnostniho spektrometru naptiklad kapalinovou chromatografii spojenou s ionizaci
elektrosprejem nebo pomoci desorpéni ionizace laserem za asistence matrice (MALDI) [183].
Mezi matrice vyuzivané metodou MALDI patfi kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova,
kyselina 2,5-dihydroxybenzoova nebo 2,4,6-trihydroxyacetofenon [184]. Nej¢astéji vyuzivané
analyzatory hmotnostni spektrometrie pro analyzu fosforylaci pracuji na principu zachytu iontt
v cele &i pasti, jako napiiklad linearni iontovéa past a orbitrap. Casto vyuzivanou modifikaci
hmotnostni  spektrometrie pro detekci fosforylaci je také tandemova hmotnostni

spektrometrie [183].

Detekce fosfopeptidi pomoci hmotnostni spektrometrie miize vychazet napiiklad ze
skuteCnosti, ze fosfatazy jsou schopny defosforylovat neboli odstranit fosfatové skupiny
zZ fosfopeptidii, coz zpusobi relativni hmotnostni posun oproti ptivodnimu fosfopeptidu.
V zavislosti na poctu fosfatovych skupin dochdzi k hmotnostnimu posunu o n-nasobek -80 Da,
které ptipadaji na jednu fosfatovou skupinu (HPOs = 79.966 Da), pficemZ n znaéi pocet
fosfatovych skupin [185]. Druha moznost detekce fosfopeptidi pomoci hmotnostni
spektrometrie je zaloZena na iontovém skenovani prekurzoru. Tato metoda vychazi ze
skutecnosti, Ze fosfatové skupiny maji béhem fragmentace, za podminek vysokého pH,
tendenci ztracet ionty, které vedou ke vzniku fosfatovych aniontii o poméru m/z rovno 79 (POs).
Hmotnostni spektrometry pracujici v zaporném iontovém rezimu jsou nastaveny tak, aby
detekovaly tento signal [186]. Tieti moznosti detekce fosfopeptidi pomoci hmotnostni
spektrometrie je sken neutralnich ztrat. Tato metoda je vyuzivana u tandemové hmotnostni
spektrometrie v pozitivnim rezimu a vychazi ze skutecnosti, ze peptidy nesouci fosfoserin
a fosfothreonin podléhaji B-eliminaéni reakci vedouci k neutralni ztraté 98 Da (H3zPO4) nebo
80 Da (HPO3). A prave tento jev mize byt pouzit pro selektivni detekci fosfopeptidi [176]. Ve
spektrech tandemové hmotnostni spektrometrie ztrata kyseliny fosforecné (HsPOs) prevadi

fosfoserinové a fosfothreoninové zbytky na dehydroanilinové (69 Da) a dehydroaminomaselné
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(83 Da) zbytky, které prezentuji piesné umisténi fosfoserinovych a fosfothreoninovych
zbytku [187].

2.5.4 Metody pro obohaceni fosforylovanych peptidi a proteini

Fosfoproteiny a fosfopeptidy se bézné ve vzorcich vyskytuji v nizkych koncentracich,
naptiklad v porovnani s jejich nefosforylovanymi protéjsky, a proto je vhodné pied analyzou
takovéto vzorky obohatit. Obohacovaci metody se bézn¢ dé€li na dvé skupiny, a to metody, které
obohacuji celé fosfoproteiny a metody, které obohacuji fosfopeptidy, které vznikly nastépenim
fosfoproteinu protedzou. Mezi bézné vyuzivané obohacovaci metody pro celé fosfoproteiny
patii afinitni chromatografie na imobilizovanych iontech kovli a metody zalozené na
protilatkach. Mezi metody obohacujici pouze fosfopeptidy patii afinitni chromatografie na
imobilizovanych iontech kovu, afinitni chromatografie na oxidech kovt, iontové vyménna
chromatografie na silném katexu nebo silném anexu a hydrofilni interakéni chromatografie,
dale také metody zalozené na protilatkach, alternativnich modifikacich vyuzivajici afinitni
purifikaci [188] nebo také obohacovaci metody na desticce [189]. Principy jednotlivych

obohacovacich metod jsou uvedeny na Obr. 12.

(A) Afinitni purifikace: Anorganické modifikace (B) Afinitni purifikace: Protilatky

. Feld ST
IMAC: Fe’t MOAC: TiO, pS/pT oY

) )
R 8 L £

(C) Chemicka derivatizace (D) Chromatografie
sCX SAX HILIC
RN
CH S + st
[N 5 VAV B VA AY
"N sH NS TN . @/T\f )
+
| A A
CH,
| € \/1\/
NS RIS Vs
N ARYAY VM Ay

Obr. 12 Principy obohacovacich metod fosfopeptidti a fosfoproteinti, jednotlivé zkratky oznacuji: (IMAC) afinitni
chromatografie na imobilizovanych iontech kovi,, (MOAC) afinitni chromatografie na oxidech kovti, (S) serin,
(T) threonin, (Y) tyrosin, (pS) fosfoserin, (pT) fosfothreonin, (pY) fosfotyrosin, (S*) dehydroanylin, (T%*)
dehydro-2-aminomaselna kyselina, (SCX) iontové vyménna chromatografie na silném anexu, (SAX) iontové
vyménna chromatografie na silném anexu, (HILIC) hydrofilni interakéni chromatografie, upraveno dle [188].
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Afinitni chromatografie na imobilizovanych iontech kovii

Obohacovaci metody, zalozené na afinitni chromatografii na imobilizovanych iontech
kovti, vyuzivaji afinity fosfatovych skupin k iontim piechodnych kovii, mezi né€z se nejcastéji
fadi ionty Cu?*, Ni?*, Zn?*, Fe**, Co?*, AP* a Ga*. Vzijemna interakce je zaloZzena na
koordina¢nich vazbach vznikajicich mezi donorovym elektronem fosfatové skupiny a iontem
ptechodného kovu [190]. Pfechodné kovy maji mimo jiné také afinitu k dusiku a sife. To
znamend, ze napiiklad silnd koordinacni vazba vznikd mezi ionty piechodnych kovl
a histidinem. Proto byla afinitni chromatografie na imobilizovanych iontech kovi ptivodné
vyvinuta jako metoda pro separaci peptidii bohatych na histidin [191]. Bylo zjisténo, Ze ionty
Cu?*, Ni?*, Zn?* a Co%*" maji vys§i afinitu k funkénim skupinam bohatych na dusik, zatimco
ionty Fe®*, AI®* a Ga®" maji vyssi afinitu ke kysliku fosfatové skupiny. lonty Fe** maji vysokou
afinitu k fosfatovym skupinam a zaroven relativné nizkou afinitu pro fenolové skupiny. Pravé
diky témto vlastnostem jsou ionty Fe* nejéastéji vyuzivany pravé pro obohaceni

fosfopeptida [190].

Afinitni chromatografie na oxidech kovi

Afinitni chromatografie na oxidech kovi nejcastéji vyuziva jako matrice oxid
titanicity nebo oxid zirkonicity. Tyto oxidy disponuji vlastnosti, Ze v prostfedi kyselého pH
ziskavaji kladny naboj a jsou schopny afinitné vazat negativné nabité fosfatové skupiny. K eluci
afinitné vazanych fosfopeptidii se nejéastéji pouzivaji roztoky hydroxidu amonného [188].
Oxid zirkoniéity disponuje vysokou fyzickou a tepelnou stabilitou [192] a i pfes tyto vlastnosti
je v soucasné dobé¢ Castéji vyuzivanou matrici oxid titanicity. Mimo vySe zminénych oxidu se

jako matrice miize vyuzivat také oxid hlinity nebo oxid niobi¢ny [188].

Iontové vyménna chromatografie na silném katexu nebo silném anexu

Obohacovaci metody, vyuZivajici iontové vyménnou chromatografii na silném katexu
nebo silném anexu, patii mezi pfimé obohacovaci metody, které déli molekuly na zaklad¢ jejich
naboje. V piipad¢ chromatografie na silném katexu nese stacionarni faze negativné nabité
funkéni skupiny. Na svilj povrch pevné vaze kationty, které mohou byt postupné eluovany
zvySujicim se gradientem soli nebo pH [193]. Fosfopeptidy se v takovémto piipadé, diky
zapornému naboji fosfatovych skupin, nevazi na stacionarni fazi [188]. lontové vyménna
chromatografie na silném anexu je zaloZend na stejném principu, pouze s opacnymi polaritami.
V tomto piipadé¢ stacionarni faze nese kladné nabité funkcni skupiny, které maji schopnost
vazat anionty [193]. Zde se fosfopeptidy pomoci zaporné nabitych fosfatovych skupin vazi na

stacionarni fazi a poté jsou eluovany ptridavkem vhodného elu¢niho ¢inidla [188].
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Hydrofilni interakéni chromatografie

Obohacovaci metody vyuzivajici hydrofilni interak¢éni chromatografii jsou zalozeny
na vzajemné interakci molekul s hydrofilni stacionarni fazi, a to v dusledku vzniku vodikovych
vazeb. Sila interakce se stacionarni fazi se zvySuje s rostouci polaritou molekul [194].
Zakladem této obohacovaci metody v ptipade fosfopeptidi je, Ze tyto fosfopeptidy ve srovnani
s nefosforylovanymi peptidy maji vyssi hydrofilni charakter a jsou zadrzovany stacionarni fazi,
zatimco nefosforylované peptidy prochazeji obohacovacim systémem bez zadrzeni. Eluce
fosfopeptidii se provadi polarni, hydrofilni mobilni fazi. Jak hydrofilni interakcni
chromatografie, tak i iontové vyménna chromatografie na silném katexu nebo silném anexu
nejsou samy o sob¢ dostatecné specifickymi metodami. A pravé proto jsou tyto metody
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naptiklad afinitni chromatografie na imobilizovanych iontech kovi [188].

Obohacovaci metody zaloZené na protilatkach

Stejné jako pro detekéni metody, tak taktéZ pro metody obohacovaci je mozno vyuZzit
fosfospecifické protilatky [176]. Tato obohacovaci metoda vyuziva specifitu nékterych
protilatek vuc¢i fosforylovanym oblastem peptidi [188]. V dnesni dobé existuje nékolik
komeréné dostupnych protilatek, které¢ jsou schopny specificky rozpoznavat fosforylované
serinové, threoninové nebo tyrosinové zbytky [176]. Nejéastéji je tato obohacovaci metoda
modifikovand jako imunoprecipitacni reakce, pii které dochdzi k precipitaci fosfopeptida
fosfospecifickymi protilatkami. Vys$8i uspéSnost obohacovacich metod zaloZzenych na
protilatkach byla prokazana u obohacovani peptidi a proteint fosforylovanych na tyrosinovych
zbytcich, a to i pies to, ze ve srovnani s fosforylacemi serinu a threoninu se fosforylace tyrosinu
vyskytuji v daleko niz$ich hladinach [188].

Alternativni obohacovaci metody zaloZené na afinitni purifikaci

Jednou z alternativnich obohacovacich metod zalozenych na afinitni purifikaci je
obohacovani pomoci zna¢ky Phos-tag. Jedna se o stejnou znacku, kterd je pouZivana taktéz
k detekci fosfopeptidii a fosfoproteini. Phos-tag znacka je komplex nesouci dva ionty Zn?*,
ktery byl navrZen tak, aby mél Vv prostiedni neutralniho pH vysokou afinitu pro fosfatové
skupiny [195]. Druhou moznosti alternativni obohacovaci metody zalozené na afinitni
purifikaci je srazeni fosfopeptidt s ionty Ca?*. Tato metoda je zaloZzena na sraZeni ionty Ca?",
kdy je ke vzorku obsahujicimu fosfopeptidy pfidana vapenatd stl. Vzajemna interakce téchto
komponent vede ke vzniku nerozpustného fosforeénanu vapenatého, ktery mize byt poté od

smési peptidi oddélen [196].
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Obohacovaci metody na desticce

Obohacovaci metody pfimo na destickach slouzicich pro MALDI analyzu hmotnostni
spektrometrii jsou jednou z nejvhodnéjSich obohacovacich metod. Tento typ obohaceni
umoziuje minimalni manipulaci se vzorkem, a tim i snizeni ztrat zapfi¢inénych touto
manipulaci, jak je tomu u jinych obohacovacich metod. Povrch desti¢ek miize byt modifikovan
ionty pfechodnych kovi, jako napiiklad Ga** nebo Fe®*, riznymi druhy polymert, oxidem
zirkoni¢itym nebo oxidem titani¢itym. Jedna se tedy o uplatnéni nékterych vyse zminénych
obohacovacich metod pfimo na desticce. Samotny proces prace se vzorkem se sklada
z inkubace vzorku na desti¢ce za tcelem vazby fosfopeptidl, nasledného proplachovaciho
kroku, ktery odstrani vSechny nefosforylované peptidy, a kone¢ného kroku pfidani vhodné

matrice [189].

Metody zaloZené na chemické derivatizaci

Metody zalozené na chemické derivatizaci zahrnuji selektivni modifikaci fosfatové
skupiny jesté pfed samotnym obohacovacim krokem. Nejcastéji se tato metoda pouZziva pred
analyzou pomoci hmotnostni spektrometrie. Divodem této derivatizace je snaha o zvyseni
citlivosti a sekvencniho pokryti fosfopeptidové analyzy odstranénim fosfatovych skupin pied
analyzou. Derivatizace zabranuje neutralnim ztratim kyseliny fosfore¢né, které maji za
nasledek snizeni fragmentaéni ucinnosti zbyvajici ¢asti peptidu béhem analyzy tandemovou
hmotnosti spektrometrii. Derivatizace se sklada z B-elimina¢niho kroku fosfatové skupiny
a nasledné Michaelovy adice vhodné skupiny. Nejéastéji se fosfatova skupina eliminuje silnou
bazi, jako je hydroxid sodny nebo hydroxid barnaty, a poté je ptfidana latka, kterd je schopna
vytvofit skupinu stabiln€ji vazanou na nenasycenych zbytcich, jako naptiklad
1,2-ethandithiol [188].
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EXPERIMENTALNI CAST

Pristroje a pomiicky

Analytické vahy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments, GmbH, Géttingen, Némecko)
Aparatura pro elektroforetickou separaci Mini-PROTEAN Tetra Cell, Bio-Rad
(Hercules, CA USA)

Aparatura pro Semi-dry Wester blot Trans-Blot SD Semi-dry transfer cell, Bio-Rad
(Hercules, CA, USA)

Automatické pipety Eppendorf Research (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Bio vortex V1 (Biosan, Riga, LotySsko)

Centrifuga Eppendorf MiniSpin (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Folie na mikrotitra¢ni desti¢ky (Simport, Saint-Mathieu-de-Beloeil, Kanada)
Fotografovaci stanice ChemiDoc™ XRS+ System s Image Lab™ softwarem, Bio-Rad
(Hercules, CA, USA)

Inkubator Memmert INE 400 (Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach, Némecko)
Inzulinova st¥ikacka U-100 (B. Braun, Praha, CR)

Koncentrator Eppendorf Concentrator Plus (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
Magneticky separator Tube SureBeads™, Bio-Rad (Hercules, CA USA)

Magnetické michadlo s ohfevem model MSH-300 (Biosan SIA, Riga, Loty$sko)
MALDI desti¢ka Opti-TOF™ 384 Well Insert (Applied Biosystems/MDS SCIEX,
Framingham, MA, USA)

MALDI LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)
Mikropipety (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Mikrosttikacka Hamilton (Hamilton AG, Bonaduz, GR, §V}’1carsk0)

Mikrozkumavky (BioTech a.s., Praha, CR a Eppendorf, Hamburg, Némecko)
Mikrotitracni desticka S plochym dnem, 96 jamek (Anicrin S.R.L., Scorze, Italie)
Nitrocelulozova (NC) membrana, porozita 0,2 um, Bio-Rad (Hercules, CA, USA)
Nosi¢ Titansphere™ TiO Bulk Material, 5 um (GL Sciences, Tokio, Japonsko)
OLIGO™ R3 Reversed — Phase Resin (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA)

Orbitalni tfepacka Multi-functional Orbital Shaker PSU-20i (Biosan SIA, Riga,
Lotyssko)

Parafilm (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)
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pH metr model Orion 420 (Thermo Electron Corporation, Massachusetts, USA)

pH papirky (Lach-Ner, Neratovice, CR)

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

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

Silné filtra¢ni papiry Extra thick blot paper, Bio-Rad (Hercules, CA, USA)
Spektrofotometr pro mikrotitra¢ni desticky Multiscan RC, typ 351 (Thermo
LabSystems Inc., Helsinky, Finsko)

Spektrofotometr pro mikrotitracni desticky BioTek PowerWave 340 (Thermo
LabSystems Inc., Helsinky, Finsko)

Stanice pro produkci redestilované vody TKA Smart2Pure (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, USA)

Spi¢ky s prodlouzenym tenkym koncem Eppendorf GELoader Tips 20ul (Eppendorf,
Hamburg, Némecko)

Thermo-Shaker TS-100 (Biosan SIA, Riga, Lotyssko)

Topné hnizdo Block heater Grant Bio BTD (Grant Instruments Ltd., Cambridgeshire,
UK)

Tiepacka pro mikrotitraéni desticky Grant Bio PMS-100i (Grant Instruments Ltd.,
Cambridgeshire, UK)

Ultrazvuk Sonorex Digitec (Bandelin, Némecko)

Vakuovacka (ETA, Praha, CR)

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

Zkumavky 0,2; 0,5; 1,5; 2; 5 ml (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
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3.2

Imobilizace Src kindazy na magneticky nosic¢

Pouzité chemikalie:

Dithiotreitol (DTT, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Ethylenglykol-bis-2-aminoethylether-N,N,N,N-tetraoctova kyselina (EGTA,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

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

Hydroxid sodny (NaOH, Penta, Chrudim, CR)

Chlorid hofe¢naty (MgClz)

MES (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
N-(3-dimethylaminopropyl)-N"-ethylkarbodiimid hydrochlorid (EDAC,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

N-hydroxysulfosukcinimid sodny (Sulfo-NHS, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Src kindza, lidska, aktivni, rekombinantni, exprimovana v E.Coli, > 70 %
(SDS-PAGE), molekulova hmotnost 83 kDa, aktivita 83 — 113 nmol/min-mg
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Pouzité roztoky:

0,5 M MES pufr, pH 6,0

50 mM MES pufr, pH 6,0

40 mM HEPES pufr, pH 7,2

9 M NaOH

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

Pouzité magnetické nosice:

Postup:

ProMag® HC 1 Series, magnetické ¢&astice s karboxylovou funkéni skupinou,
0 0,87 um (Bangs Laboratories Inc., Indiana, USA)
Sera-Mag Speed Beads, magnetické castice s karboxylovou funkéni skupinou,

@ 0,816 um (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

Metoda imobilizace Src kinazy na magneticky nosi¢ byla upravena podle [159].

Postup je uveden pro vazbu 1,5 pg Src kindzy na 0,3 mg magnetického nosice. Bylo odebrano

0,3 mg magnetickych castic, které byly pomoci magnetického separatoru promyty 5x 1 ml

50 mM MES pufru, pH 6,0. K magnetickym ¢asticim bylo pfidano 660 ul ultracisté vody,
110 pl 0,5 M MES pufru, pH 6,0, 2,42 mg Sulfo-NHS ve 220 ul ultrac¢isté vody a 2,2 mg EDAC
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ve 110 pl ultracist¢é vody. Takto pfipravena reakéni smés byla inkubovana (30 minut,
laboratorni teplota, mirné otaceni). Poté byly magnetické ¢astice promyty 1x 1 ml 0,5 M MES
pufru, pH 6,0 a 1x 1 ml 50 mM MES pufru, pH 6,0. Po promyti bylo k ¢asticim pfidano 485 ul
50 mM MES pufru, pH 6,0 a 15 ul (1,5 pg) Src kinazy. Takto piipravena reakéni smés byla
inkubovana (16 hodin, 4 °C, mirné otaceni). Nasledujici den byla od ¢astic odebrana vazebna
frakce, ktera byla zamrazena na -20 °C a ¢astice byly promyty 4x 1 ml 50 mM MES pufru,
pH 6,0, 3x 1 ml 40 mM HEPES pufru, pH 7,2 a resuspendovany v 0,6 ml reak¢niho pufru. Pro
pozdéjsi pouziti mohou byt magnetické Castice s imobilizovanou Src kinazou skladovany

v 40 mM HEPES pufru, pH 7,2 pfi teploté 4 °C.

3.3 Fosforylace peptidového substratu Src kinazou

Metoda fosforylace peptidového substratu Src kinazou vychazi z principu uvedeného
Vv [197]. Metoda byla zalozena na reakci peptidového substratu s ATP za katalyzy Src kinazou
v piitomnosti Mg?* v prostfedi pH 7,2. Vyslednym produktem reakce je fosforylovany
peptidovy substrat a ADP.

Pouzité chemikalie:
e Adenosin-5 -trifosfat, 10 mM (ATP, New England Biolabs, Massachusetts, USA)
e Dithiotreitol (DTT, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e Ethylenglykol-bis-2-aminoethylether-N,N,N,N-tetraoctova kyselina (EGTA,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

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

e Hydroxid sodny (NaOH, Penta, Chrudim, CR)

e Chlorid hotfe¢naty (MgCl>)

e Kyselina trifluoroctova 99% (TFA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e Peptidovy  substrdt pro  c-Src  kindzu,  aminokyselinovd  sekvence:
H-Tyr-1le-Tyr-Gly-Ser-Phe-Lys-OH (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA)

e Src kinaza, lidska, aktivni, rekombinantni, exprimovana v E.Coli, > 70 %
(SDS-PAGE), molekulova hmotnost 83 kDa, aktivita 83 — 113 nmol/min-mg
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Pouzité roztoky:
e 5%TFA
e 9 M NaCH
e 40 mM HEPES pufr, pH 7,2
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e Reakéni pufr, pH 7,2: 40 mM HEPES, 5 mM MgClz, 2 mM DTT, 5 mM EGTA

3.3.1 Fosforylace peptidového substratu solubilni Src kinazou v ¢ase
Postup:

Byly pfipraveny tii riizné reakéni smési, pfiCemz kazda byla pfipravena ve tfech
opakovanich. Pro pfipravu prvni reakéni smési bylo do zkumavky davkovano 87 pl reakéniho
pufru, 5 ul ATP (0,5 mM), 5 ul (10 ug) peptidového substratu a 3 pl (0,3 pg) Src kinazy. Pro
piipravu druhé reakéni smési bylo do zkumavky davkovano 85 ul reakéniho pufru, 5 ul ATP
(0,5 mM), 5 ul (10 pg) peptidového substratu a 5 ul (0,5 pg) Src kindzy. Pro piipravu tieti
reak¢ni smési bylo do zkumavky davkovano 80 pl reakéniho pufru, 5 ul ATP (0,5 mM), 5 ul
(10 pg) peptidového substratu a 10 pl (1 pg) Src kinazy. Takto ptipravené reakéni smési byly
inkubovany (24 hodin, 30 °C, 250 rpm). V ¢asech 5 minut, 15 minut, 30 minut, 1 hodina,
2 hodiny, 3 hodiny, 5hodin a 24 hodin byly ze vSech reakénich smési odebrany frakce
0 objemu 10 pl, které byly okyseleny pfidavkem 10 ul 5% TFA na hodnotu pH 1 — 2. Vzorky
fosforylovanych peptidovych substrati byly skladovany pfi teploté -20 °C.

3.3.2 Fosforylace peptidového substratu Src Kkinazou imobilizovanou na
magneticky nosic¢ v ¢ase
Postup:

Z magnetickych castic s imobilizovanou Src kinazou byly vytvofeny tii alikvoty
obsahujici 0,1 mg magnetickych ¢astic. Ke kazdému alikvotu magnetickych ¢astic byly ptidany
reakéni komponenty, a to 90 ul reakéniho pufru, 5 ul ATP (0,5 mM) a5 ul (10 pg) peptidového
substratu. Takto pfipravené reakéni smési byly inkubovany (24 hodin, 30 °C, 250 rpm).
V ¢asech 5 minut, 15 minut, 30 minut, 1 hodina, 2 hodiny, 3 hodiny, 5 hodin a 24 hodin byly
ze vSech reak¢nich smeési odebrany frakce o objemu 10 pl (s magnetickymi c¢asticemi).
Magnetické castice byly odseparovany a frakce s fosforylovanym peptidovym substratem byly
okyseleny ptidavkem 10 ul 5% TFA na hodnotu pH 1 — 2. Vzorky fosforylovanych peptidovych
substratti byly skladovany pii teploté -20 °C.

3.3.3 Stanoveni opera¢ni stability Src kinazy imobilizované na magneticky nosic¢
Postup:

Z magnetickych c¢astic s imobilizovanou Src kinazou byly vytvotfeny dva alikvoty
obsahujici 0,1 mg magnetickych ¢astic. Ke kazdému alikvotu magnetickych ¢astic byly ptidany
reakéni komponenty, a to 90 ul reakéniho pufru, 5 pl ATP (0,5 mM) a5 ul (10 pg) peptidového
substratu. Takto pfipravené reakcéni smési byly inkubovany (24 hodin, 30 °C, 250 rpm). Po
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24 hodinach byly z obou reakénich smési odebrany frakce o objemu 10 pl (s magnetickymi
Casticemi). Magnetické Castice byly odseparovany a frakce s fosforylovanym peptidovym
substratem byly okyseleny piidavkem 10 ul 5% TFA na hodnotu pH 1 — 2. Vzorky
fosforylovanych peptidovych substrati byly skladovany pii teploté -20 °C. Po provedeni reakce
a odebrani frakci byly magnetické ¢astice promyty 3% 0,2 ml 40 mM HEPES pufru, pH 7,2.
Totozna reakce byla se stejnymi magnetickymi ¢asticemi provedena v dalSich péti po sobé

jdoucich opakovéanich.

3.3.4 Stanoveni skladovaci stability Src kinazy imobilizované na magneticky
nosic
Postup:

Z magnetickych castic S imobilizovanou Src kinazou bylo vytvofeno 10 alikvoti
obsahujicich 0,1 mg magnetickych ¢astic. Kazdy tyden byly ke dvéma alikvotim ptidany
reakéni komponenty, a to 90 ul reakéniho pufru, 5 ul ATP (0,5 mM) a5 ul (10 pg) peptidového
substratu. Takto ptipravené reakéni smési byly inkubovany (24 hodin, 30 °C, 250 rpm). Poté
byly z obou reak¢nich smési odebrany frakce o objemu 10 pl (s magnetickymi Casticemi).
Magnetické castice byly odseparovany a frakce s fosforylovanym peptidovym substratem byly
okyseleny ptidavkem 10 pl 5% TFA na hodnotu pH 1 — 2. Vzorky fosforylovanych peptidovych
substrati byly skladovany pii teploté -20 °C. Po provedeni reakce a odebrani frakci byly
magnetické ¢astice promyty 3x 0,2 ml 40 mM HEPES pufru, pH 7,2 a skladovany pii teploté
4 °C. TotoZzna reakce byla kazdy tyden provedena se dvéma novymi alikvoty magnetickych

¢astic s imobilizovanou Src kinazou.

3.4  Fosforylace myelinového bazického proteinu Src kinidzou
Pouzité chemikalie:
e Acetonitril 99,9% (ACN, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e Adenosin-5 -trifosfat, 10 mM (ATP, New England Biolabs, Massachusetts, USA)
e Dithiotreitol (DTT, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e Ethylenglykol-bis-2-aminoethylether-N,N,N,N-tetraoctova kyselina (EGTA,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e HEPES (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e Hydroxid sodny (NaOH, Penta, Chrudim, CR)
e Chlorid hotfe¢naty (MgCl>)
e Kyselina trifluoroctova 99% (TFA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
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e Myelinovy bazicky protein z hovéziho mozku, lyofilizat, ¢istota > 90 % (SDS-PAGE),
molekulova hmotnost 18,4 kDa (MBP, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e Src kinaza, lidska, aktivni, rekombinantni, exprimovana v E.Coli, > 70 %

(SDS-PAGE), molekulova hmotnost 83 kDa, aktivita 83 — 113 nmol/min-mg
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Pouzité roztoky:
e 0,05% TFA
e 5WTFA
e 9M NaOH
e Reakéni pufr, pH 7,2: 40 mM HEPES, 5 mM MgCl, 2 mM DTT, 5 mM EGTA

e Zasobni roztok MBP o koncentraci 1 mg/ml ultracisté vody

3.4.1 Fosforylace myelinového bazického proteinu solubilni Src kinazou
Postup:

Byla ptipravena reakéni smeés, ktera obsahovala 10 pl (10 pg) zasobniho roztoku MBP,
10 ul ATP (1 mM), 10 pl (1 pg) solubilni Src kinazy a 70 ul reakéniho pufru. Reakéni smés
byla inkubovana (20 hodin, 30 °C, 250 rpm). Po inkubaci byla reakéni smés rozdélena na
alikvoty obsahujici 2x 2 ug fosforylovaného MBP, ke kterym bylo piidano 7 ul 4x Laemmli
Sample Buffer s pfidavkem 2-merkaptoethanolu (3 minuty, 100 °C, skladovani 4 °C) (analyza
metodou Western blot), 5 pg fosforylovaného MBP (analyza hmotnostni spektrometrii) a 1 pg
fosforylovaného MBP (analyza kitem pIMAGO), které byly okyseleny ptidavkem 5% TFA na
vysledné pH 3 — 4. Okyselené vzorky byly skladovéany pfi teploté -20 °C.

3.4.2 Fosforylace myelinového bazického proteinu Src kinazou imobilizovanou
na magneticky nosi¢
Postup:

Bylo odebrano 0,1 mg magnetickych ¢astic s imobilizovanou Src kindzou, ke kterym
bylo pfidano 5 pl (5 pg) zasobniho roztoku MBP, 5 ul ATP (0,5 mM) a 90 pl reakéniho pufru.
Reak¢ni smés byla inkubovana (20 hodin, 30 °C, 250 rpm). Po inkubaci byly magnetické
Castice oddéleny a byl odebran roztok s fosforylovanym MBP. Za tuéelem uvolnéni
sorbovaného MBP byly magnetické castice promyty 2x 100 pl 0,05% TFA (2 minuty,
laboratorni teplota, mirné otaceni). Po promyti byly magnetické ¢astice oddéleny a veskery
objem 0,05% TFA byl pfidan Kk jiz odebranému roztoku s fosforylovanym MBP. Cely objem
byl poté rozdélen na alikvoty o obsahu 2 pg fosforylovaného MBP (analyza hmotnostni

71



spektrometrii), 2 ug fosforylovaného MBP (analyza metodou Western blot) a 1pug
fosforylovaného MBP (analyza kitem pIMAGO). VSechny alikvoty byly okyseleny pfidavkem
5% TFA na hodnotu pH 3 — 4 a skladovany pii teploté -20 °C.

3.5 Defosforylace myelinového bazického proteinu alkalickou fosfatazou

Pouzité chemikalie:

e Alkalicka fosfatdza z hovézi ledviny, lyofilizat, aktivita >5 U/mg proteinu (ALP,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

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

e Chlorid hofe¢naty (MgClz)

e Chlorid zineénaty (ZnClz, Lachema, Neratovice, CR)

e Myelinovy bazicky protein z hovéziho mozku, lyofilizat, ¢istota> 90 % (SDS-PAGE),
molekulova hmotnost 18,4 kDa (MBP, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Pouzité roztoky:
e Reakéni pufr, pH 10,4: 0,1 M glycin, 1 mM MgCl,, 1 mM ZnCl>

e Zésobni roztok ALP o koncentraci 1 mg/ml reakéniho pufru

e Zasobni roztok MBP o koncentraci 1 mg/ml ultracisté vody

Postup:
Byla ptipravena reak¢ni smés, ktera obsahovala 5 pl (5 pg) zasobniho roztoku MBP,

10 pl (10 pg) zasobniho roztoku ALP a 35 pl reakéniho pufru. Reakéni smés byla inkubovana
(2 hodiny, 30 °C, 250 rpm). Vzorek defosforylovaného MBP byl skladovan pfi teploté -20 °C.

3.6 Fosforylace proteinu Tau-441 Src kinazou
Pouzité chemikélie:
e Adenosin-5 -trifosfat, 10 mM (ATP, New England Biolabs, Massachusetts, USA)
e Dithiotreitol (DTT, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e Ethylenglykol-bis-2-aminoethylether-N,N,N,N-tetraoctova kyselina (EGTA,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e HEPES (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e Hydroxid sodny (NaOH, Penta, Chrudim, CR)
e Chlorid hote¢naty (MgCl>)
e Kyselina trifluoroctova 99% (TFA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

72



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

e Src kinaza, lidska, aktivni, rekombinantni, exprimovana v E.Coli, > 70 %
(SDS-PAGE), molekulova hmotnost 83 kDa, aktivita 83 — 113 nmol/min-mg
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Pouzité roztoky:
e 0,05% TFA
e 5%TFA
e 9 M NaOH
e Reakéni pufr, pH 7,2: 40 mM HEPES, 5 mM MgClz, 2 mM DTT, 5 mM EGTA

e Zasobni roztok proteinu Tau-441 o koncentraci 100 pg/100 pl ultradisté vody

3.6.1 Fosforylace proteinu Tau-441 solubilni Src kinazou
Postup:

Byla pfipravena reakéni smés, kterd obsahovala 10 pl (10 pg) zasobniho roztoku
proteinu Tau-441, 10 ul ATP (1 mM), 5 ul (0,5 pg) solubilni Src kindzy a 70 pl reakéniho
pufru. Reakéni smés byla inkubovana (20 hodin, 30 °C, 250 rpm). Po inkubaci byla reakéni
smés rozdélena na alikvoty obsahujici 2x 2 pg fosforylovaného proteinu Tau-441, ke kterym
bylo ptidano 7 ul 4x Laemmli Sample Buffer s ptidavkem 2-merkaptoethanolu (3 minuty,
100 °C, skladovani 4 °C) (analyza metodou Western blot), 5 pg fosforylovaného proteinu
Tau-441 (analyza hmotnostni spektrometrii) a 1 pg fosforylovaného proteinu Tau-441 (analyza
kitem pIMAGO), které byly okyseleny piidavkem 5% TFA na vysledné pH 3 — 4. Okyselené
vzorky byly skladovany pfi teploté -20 °C.

3.6.2 Fosforylace proteinu Tau-441 Src kinazou imobilizovanou na magneticky
nosic

Postup:

Bylo odebrano 0,1 mg magnetickych ¢astic s imobilizovanou Src kinazou, ke kterym
bylo piidano 10 pl (10 pg) zasobniho roztoku proteinu Tau-441, 10 ul ATP (1 mM) a 80 ul
reak¢niho pufru. Reakéni smés byla inkubovana (20 hodin, 30 °C, 250 rpm). Po inkubaci byly
magnetické Castice oddéleny a byl odebran roztok s fosforylovanym proteinem Tau-441. Za
ucelem uvolnéni sorbovaného proteinu Tau-441 byly magnetické ¢astice promyty 2x 100 pl

0,05% TFA (2 minuty, laboratorni teplota, mirné otaceni). Po promyti byly magnetické ¢astice
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oddéleny a veskery objem 0,05% TFA byl ptidan k jiz odebranému roztoku s fosforylovanym
proteinem Tau-441. Poté byl cely objem reakéni smési rozdélen, zpracovan a skladovan jako

Vv ptipad¢ kapitoly 3.6.1.

3.7  Detekce fosfoproteini pomoci kitu pIMAGO-biotin pro usporadani

na mikrotitra¢ni desticce
Pouzité chemikalie:
e pIMAGO®-biotin Phosphoprotein Detection Kit, for Microplate Blot, HRP-based
detection (400 wells) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e Chlorid sodny (NaCl, Lach-Ner, Neratovice, CR)
e Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e Tween 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Pouzité roztoky:
e TBS-T, pH 7,5: 50 mM Tris, 150 mM NacCl, 0,1% Tween 20

Postup:

Vzorky fosfoproteini byly rozpustény ve vazebném pufru V koncentracich
25 — 400 ng/100 pl a nasledné davkovany po 100 ul/jamka na mikrotitraéni desticku. Takto
ptipravena desti¢ka byla inkubovana (16 hodin, 4 °C, 400 rpm). Po inkubaci byl obsah jamek
vyklepnut, do jamek byl pipetovan blokaéni roztok 150 pl/jamka a desticka byla inkubovana
(2-3 minuty, laboratorni teplota). Nasledné byl obsah jamek vyklepnut a jamky desti¢ky byly
opét blokovany 150 pl/jamka blokaénim roztokem (30 minut, laboratorni teplota, 400 rpm).
V pribéhu inkubace byl do zkumavky ptipraven roztok pIMAGO reagencie v pIMAGO pufru
a to tak, ze na kazdych 100 ul pIMAGO pufru byl ptidan 1 pul pIMAGO reagencie. Po inkubaci
byla desticka vyklepnuta a byl pfidan roztok pIMAGO reagencie po 100 pl/jamka. Takto
piipravena desticka byla inkubovana (1 hodina, laboratorni teplota, 400 rpm). Po inkubaci byla
desticka vyklepnuta a promyta pIMAGO pufrem 150 pl/jamka (3% 2 minuty, laboratorni
teplota, 400 rpm). Poté byla desticka blokovana bloka¢nim roztokem 150 pl/jamka (15 minut,
laboratorni teplota, 400 rpm). V prubéhu blokace byl pfipraven roztok konjugatu avidin-HRP
v bloka¢nim roztoku a to tak, Ze na kazdych 100 ul bloka¢niho roztoku byl pfidan 1 pl
avidin-HRP. Takto pfipraveny roztok byl po blokaci a vyklepnuti desticky davkovan po
100 pl/jamka na mikrotitracni desticku a nasledovala inkubace (1 hodina, laboratorni teplota,
400 rpm). Poté byla desti¢ka vyklepnuta a promyta 150 ul/jamka TBS-T, pH 7,2 (3x 2 minuty,
laboratorni teplota, 400 rpm). Nasledné byl ptidan substrat po 100 pl/jamka. Desticka byla
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inkubovana (laboratorni teplota, 400 rpm) az do zeleno — modrého zbarveni jamek. Poté byla

reakce zastavena piidavkem zastavovaciho roztoku po 150 pl/jamka. Nakonec byla prométena

absorbance pii 415 nm na spektrofotometru BioTek PowerWave 340.

3.8

Polyakrylamidova gelova elektroforéza v pritomnosti dodecylsulfatu

sodného a glycinu

Pouzité chemikalie:

2-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Akrylamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Dodecylsulfat sodny (SDS, Lachema, Neratovice, CR)
Glycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Kyselina chlorovodikova 35% (HCI, Penta, Chrudim, CR)
Marker molekulovych hmotnosti:
o Precision Plus Protein™ Dual Color Protein Standards, 10 — 250 kDa, Bio-Rad
(Hercules, CA, USA)
o Precision Plus Protein™ Unstained Protein Standards, 10 — 250 kDa, Bio-Rad
(Hercules, CA, USA)
N,N’-methylenbis(akrylamid) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
N, N, N, N-tetramethylenethylendiamin (TEMED, Lachema, Neratovice, CR)
Persiran amonny (Lachema, Neratovice, CR)

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

Pouzité roztoky:

6 M HCI
Roztok A: 29,2% akrylamid, 0,8% N,N’-methylenbisakrylamidu
Roztok B: 1,5 M Tris-HCI pufr, pH 8,8
Roztok C: 1 M Tris-HCI pufr, pH 6,8
Roztok D: 10% SDS
Roztok E: 10% persiran amonny
Elektrodovy pufr: 0,025 M Tris, 0,192 M glycin, 0,1% SDS, pH 8,3 — 8,6
Vzorkovy pufr
o Laemmli Sample Buffer, Bio-Rad (Hercules, CA, USA) bez ptidavku
2-merkaptoethanolu
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o 1x a4x Laemmli Sample Buffer, Bio-Rad (Hercules, CA, USA) s ptidavkem
2-merkaptoethanolu

Postup:

Skla potiebna k vytvorfeni gelu byla nejprve o€isténa lihem a poté vlozena do drzaku.
Drzék se zajisténymi skly byl vlozen do stojanku, ve kterém probihd nalévani a nasledna

polymerace gelu.

Smés pro délici gel byla vytvorena smichanim destilované vody, roztoku A, B, D, E
a TEMED, pti¢emz piesné objemy jednotlivych slozek jsou uvedeny v Tab. 1. Takto vytvofena
smés byla homogenizovana promichanim, nadavkovana mezi skla a pievrstvena destilovanou
vodou. Polymerace dé¢liciho gelu probihala 20 minut. Po uplynuti doby potiebné k polymeraci
byla destilovana voda odsata filtraCnim papirem a byla piipravena smés pro zaostfovaci gel.
Smés pro zaostfovaci gel byla pfipravena smichdnim destilované vody, roztoku A, C, D, E
a TEMED, pti¢emz ptesné objemy jednotlivych slozek jsou uvedeny v Tab. 1. Takto vytvotena
smés byla homogenizovana promichanim, nadavkovana mezi skla, na jiz zpolymerovanou
vrstvu déliciho gelu a to tak, ze vrstva zaostfovaciho gelu sahala az po horni okraj skel. Po
nadavkovani smési pro zaostfovaci gel byla mezi skla vlozena $ablona umoziujici vytvoreni
jamek. Polymerace zaostfovaciho gelu probihala 20 minut. Po zpolymerovani zaostfovaciho
gelu byla opatrné vyjmuta Sablona a skla s gelem byla vytazena nejprve ze stojanku a poté
I Z drzaku a nasledn¢ vloZena do stojanku s elektrodami a takto pienesena do elektroforetické
vany. Vnitini prostor mezi gely byl vyplnén elektrodovym pufrem az po okraj skel a jamky

byly opatrné promyty elektrodovym pufrem.

V této fazi je gel ptipraven k aplikaci vzorku. Kazdy vzorek byl smichan s vzorkovym
pufrem v poméru 1:1, promichén a nasledné vlozen na 3 minuty do termobloku pfedehiatého
na 100 °C. Takto pfipravené vzorky byly po ochlazeni na laboratorni teplotu davkovany
Hamlitonovou pipetou do jamek zaostiovaciho gelu. Marker molekulovych hmotnosti byl na

gel davkovan bez tpravy.

Po nadavkovani vzorki a markeru byl prostor elektroforetické vany vyplnén
elektrodovym pufrem, vana byla uzaviena vikem a pfipojena ke zdroji napéti na kterém bylo
nastaveno napéti 180 V a proudu 30 mA v piipadé separace jednoho polyakrylamidového gelu.

Primeérna doba separace ¢inila 45 minut.
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Tab. 1 Pfiprava déliciho a zaostfovaciho gelu pro SDS-PAGE Vv pfitomnosti glycinu

Delici gel [ml] Zaostiovaci gel [ml] 5%
10% 12% 16,5%
Destilovana voda 2 1,68 0,9 1,4

Roztok A 1,65 2 2,75 0,33
Roztok B 1,25 1,25 1,25 -

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

3.8.1 Barveni gelu roztokem Coomassie G-250 Stain

Pouzité chemikalie:

e Ethanol (Lach-Ner, Neratovice, CR)
e Kyselina octova 99% (CH3sCOOH, Lach-Ner, Neratovice, CR)

Pouzité roztoky:

e Barvici roztok: Bio — Safe™ Coomassie G-250 Stain, Bio-Rad (Hercules, CA, USA)

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

Postup:

Po elektroforetické separaci byl gel vyjmut z elektroforetické aparatury a uvolnén ze
skel. VeSkeré inkubace probihaly pii laboratorni teplot¢ a za mirného michani. Gel byl
proplachnut destilovanou vodou a poté inkubovan 30 minut ve fixaénim roztoku. Nasledné byl
gel 30 minut rehydratovan v destilované vod¢ a poté pievrstven barvicim roztokem a inkubovan

1 hodinu. Po obarveni byl gel 2x 30 minut proplachovan destilovanou vodou.

3.8.2  Barveni gelu roztokem amoniakalniho stfibra

Pouzité chemikalie:

e Amoniak vodny roztok 25-29% (Penta, Chrudim, CR)

e Dusi¢nan stifbrny (AgNOs, Penta, Chrudim, CR)

e Ethanol (Lach-Ner, Neratovice, CR)

e Formaldehyd vodny roztok 36 — 38% (Penta, Chrudim, CR)
e Glutaraldehyd 50% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e Hydroxid sodny (NaOH, Penta, Chrudim, CR)

e Kyselina citronovéa bezvoda (Penta, Chrudim, CR)
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e Kyselina octova 99% (CHsCOOH, Lach-Ner, Neratovice, CR)

Pouzité roztoky:

e 10% glutaraldehyd

e Fixacni roztok: 5% kyselina octova, 50% ethanol
e Roztok amoniakalniho sttibra:
o 20% AgNOs byl prikapavan k roztoku (10,5 ml destilované vody, 0,7 ml
vodného roztoku amoniaku a 119,5 ul 9 M NaOH) do vzniku svétle hnédého
zakalu. Poté byl roztok doplnén destilovanou vodou na kone¢ny objem 50 ml.
e Ustalovaci roztok: 5% kyselina octova

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

Postup:

Po elektroforetické separaci byl gel vyjmut z elektroforetické aparatury a uvolnén ze
skel. Veskeré inkubace probihaly pii laboratorni teploté a za mirného michani. Gel byl
proplachnut destilovanou vodou a nasledné 30 minut fixovan ve fixaénim roztoku. Po fixaci
byl gel 30 minut rehydratovan v destilované vodé a nasledné inkubovan 30 minut v 10%
glutaraldehydu. Poté byl gel 6x po dobu 10 minut proplachovan destilovanou vodou.
Proplachnuty gel byl inkubovan 15 minut v roztoku amoniakalniho stfibra. Nasledné byl gel
proplachnut destilovanou vodou a vyvolan ve vyvolavacim roztoku. Vyvolany gel byl pfenesen

do roztoku ustalovaciho, ve kterém muze byt také skladovan.

3.9  Semi-dry Western blot s naslednou imunodetekci

3.9.1 Westernovy prenos proteinti na membranu
Pouzité chemikalie:
e Glycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e Methanol 99,9% (Penta, Chrudim, CR)
e Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Pouzité roztoky:

e Transferovy roztok (Towbin): 25 mM Tris, 192 mM glycin, 20% methanol

Postup:

Veskera manipulace s nitroceluldézovou membranou a blotovacimi papiry byla
provadéna vyhradné pomoci pinzety. Pfed samotnym transferem byla nitrocelulézova

membrana a dva blotovaci papiry inkubovany v transferovém roztoku (30 minut, 4 °C). Po
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provedeni elektroforetické separace proteint byl gel promyt destilovanou vodou a inkubovan
Vv transferovém roztoku (20 minut, 4 °C). Do Western blotové aparatury byl nejprve umistén
blotovaci papir, nasledné nitrocelulézova membrana, poté polyakrylamidovy gel a jako
posledni byl umistén druhy blotovaci papir. Poté byla aparatura uzaviena vikem. Transfer

probihal 30 minut pfi konstantnim napéti 12 V.

3.9.2 Detekce pirenosu proteinii na membranu roztokem Ponceau S
Pouzité chemikalie:

e Kyselina octova 99% (CH3COOH, Lach-Ner, Neratovice, CR)

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

Pouzité roztoky:

e Roztok Ponceau S: 0,1% Ponceau S, 1% kyselina octova

Postup:

Po provedeni westernového pfenosu proteini na membranu byla membrana
inkubovana 20 minut v roztoku Ponceau S pii laboratorni teploté a za mirného michani. Poté
bylo dle vizualniho hodnoceni odbarveno pozadi membrany proudem destilované vody ze
stricky.

3.9.3 Detekce fosfoproteinii na membrané s vyuzitim specifickych protilatek
Pouzité chemikalie:

e Clarity™ Western ECL Substrate, Bio-Rad (Hercules, CA, USA)

o Roztok chemiluminiscenéniho substratu: roztok peroxidu a roztok luminolu
s urychlovacem, pomér 1:1
e Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2PO4, Lach-Ner, Neratovice, CR)
e Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (NaoHPO4-12H20, Penta, Chrudim,
CR)
e Hovézi sérovy albumin (BSA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e Chlorid draselny (KCI, Penta, Chrudim, CR)
e Chlorid sodny (NaCl, Lach-Ner, Neratovice, CR)
e Su$ené mléko, odtuénéné (Nutri Star, Praha, CR)

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

Pouzité roztoky:

e Blokacni roztok: 10% susené mléko v PBS-T, pH 7,2
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e PBS-T, pH7,2: 137mM NaCl, 27mM KCIl, 15mM KH:PO4, 8,1 mM
NazHPO4-12H20, 0,1% Tween 20
e Redici roztok pro protilatky: 1% BSA v PBS-T, pH 7,2

Pouzité primarni protilatky:

e Monoklonalni mysi anti-pTyr protilatka, uchovavaci roztok: 20 mM fosfatovy pufr,
pH 7,5, 150 mM chlorid sodny, 50% glycerol, 3 mM azid sodny (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)

Pouzité sekundarni protilatky:

e Polyklonalni kozi anti-mysi IgG protilatka konjugovana s peroxidazou, uchovavaci
roztok: 0,01 M PBS pH 7,4, 150 mM chlorid sodny, 1% BSA a 0,01% thimerosal
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Postup:

Po provedeni westernového ptenosu proteinti na membranu byla membrana blokovana
v bloka¢nim roztoku (2 hodiny, laboratorni teplota, mirné michani). Po blokaci byla membrana
inkubovana s primarni protilatkou fedénou v poméru 1:2000 (16 hodin, 4 °C, mirné otaceni).
Po inkubaci byla membrana promyta v PBS-T, pH 7,2 (4x 5 minut, laboratorni teplota, mirné
michani). Poté byla membrana inkubovana se sekundarni protilatkou fedénou v poméru
1:10000 (2 hodiny, laboratorni teplota, mirné otaceni). Po inkubaci byla membrana promyta
v PBS-T, pH 7,2 (5% 5 minut, laboratorni teplota, mirné michani). Nasledné byla membrana
pfenesena na parafilm a na jeji povrch byl nanesen chemiluminiscencni substrat a nasledovala
inkubace (5 minut, laboratorni teplota, mirné michani). Nakonec byla provedena

chemiluminiscen¢ni detekce.

3.10 Priprava vzorki pro hmotnostni spektrometrii a nasledna analyza

3.10.1 Proteolytické Stépeni proteinu solubilnim modifikovanym trypsinem pro
sekvenaci
Pouzité chemikélie:
e 2-jodoacetamid (IAA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e Dithiotreitol (DTT, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e Hydrogenuhli¢itan amonny (NH4HCO3)
e Kyselina mraven¢i (HCOOH, Fluka, New Jersey, USA)
e Kyselina trifluoroctova 99% (TFA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
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e Modifikovany Trypsin pro sekvenaci/Lys-C Mix, Mass Spec Grad, aktivita:
19136 U/mg (Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA)

Pouzité roztoky:
e 50 mM NH4HCOs3
e 100 mM NH4HCOs3
e 200 mM DTT v 50 mM NH4HCO;3
e 10mMDTT ve 100 MM NHsHCO3
e 400 mM IAA v 50 mM NHsHCO3
e 55mM IAA ve 100 MM NH4HCO3
e 0,1%TFA
o 10% TFA
e Extrakéni roztok: 60% ACN/2% HCOOH
e (Odbarvovaci roztok: 50% ACN/50 mM NH4HCO3

Proteolytické Stépeni solubilnich proteinti solubilnim modifikovanym trypsinem pro
sekvenaci
Postup:

Vzorek proteinu byl odparen v koncentratoru (30 °C, 1400 rpm) a nasledné rozpustén
v 50 mM NH4HCO3 do celkového objemu 60 ul. Ke vzorku bylo pfidano 10 ul 200 mM DTT
v 50 mM NH4HCOs3 a nasledovala inkubace reakéni smési v termobloku s tfepanim (30 minut,
60 °C, 500 rpm). Po vychlazeni reakéni smési na laboratorni teplotu bylo ptidano 10 ul 400 mM
IAA v 50 mM NH4HCO3 a nasledovala inkubace (30 minut, laboratorni teplota, ve tm¢). Poté
bylo k reakéni smési pridano 10 ul 200 mM DTT v 50 mM NHsHCO3 za i¢elem neutralizace
prebyteéného IAA. Tato reakéni smés byla inkubovana (15 minut, laboratorni teplota). Béhem
neutralizace byl pfipraven zasobni roztok modifikovaného trypsinu, z n€hoz bylo odpipetovano
mnozstvi potiebné k reakci. Do reakce byl modifikovany trypsin pfidavan v hmotnostnim
poméru 1:50 (modifikovany trypsin:protein). Odebrané mnozstvi modifikovaného trypsinu
bylo zahtato na 30 °C po dobu 15 minut. Takto pfipraveny trypsin byl pfidan k roztoku proteinu
a reakéni smés byla doplnéna 50 mM NHsHCO3 do celkového objemu 95 pl. Nésledovala
inkubace (16 hodin, 37 °C, 500 rpm). Po nastépeni proteinu byla reakce zastavena piidavkem
5 ul 10% TFA. Vzorky nastépeného proteinu byly skladovany pfi teploté -20 °C.
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Proteolytické Stépeni proteinii Vv polyakrylamidovém gelu solubilnim modifikovanym

trypsinem pro sekvenaci
Postup:

Prislusné prouzky proteinu byly vyfiznuty z polyakrylamidového gelu barveného
Coomassie G-250 Stain, pfeneseny do zkumavky a rozdrceny na mensi kousky. Ke gelu bylo
ptidano 100 pl odbarvovaciho roztoku a nasledovala inkubace (30 minut, laboratorni teplota).
Pokud nedoslo k odbarveni gelu, krok byl zopakovan. Poté bylo ke gelu pfidano 400 pl 99,9%
ACN. Inkubace probihala, dokud gel nebyl bily a nasledné¢ byl zbyly roztok odsan. Ke vzorku
bylo poté ptidano 50 ul 10 mM DTT a nasledovala inkubace (30 minut, 60 °C, 500 rpm). Po
inkubaci bylo ke vzorku piidano 400 ul 99,9% ACN. Inkubace probihala, dokud gel nebyl bily
anasledné byl zbyly roztok odsan. Poté bylo ke vzorku ptidano 50 ul 55 mM IAA a nasledovala
inkubace (30 minut, laboratorni teplota, ve tm¢). Po inkubaci bylo ke vzorku ptidano 400 pl
99,9% ACN. Inkubace probihala, dokud gel nebyl bily a nasledné byl zbyly roztok odsan. Ke
vzorku bylo ptidano 50 pl roztoku trypsinu o koncentraci 10 ng/ul 10 MM NHsHCO3 s 10%
ACN. Takto byl vzorek inkubovan (50 minut, 4 °C). Po inkubaci byl vzorek pifemistén do
termobloku s tfepanim a inkubovan (18 hodin, 37 °C, 500 rmp). Po nastépeni byl odebran
supernatant a okyselen 5% TFA na vyslednou hodnotu pH 3 — 4. Ke zbylému gelu bylo pfidano
50 pl extrak¢éniho roztoku a nasledovala inkubace (15 minut, 37 °C, 500 rpm). Extrahované
peptidy byly vysuSeny (45 °C, 1400 rpm) a rozpustény ve 20 ul 0,1% TFA. Vzorky peptida
byly skladovany pii -20 °C.

3.10.2 Obohaceni fosfopeptidii na nosi¢i Titansphere™ TiO Bulk Material
Pouzité chemikalie:

e Acetonitril 99,9% (ACN, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e Hydrogenfosfore¢nan sodny (NazHPQ4, Penta, Chrudim, CR)

e Hydroxid amonny (NHsOH, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e Kyselina mlééna 85% (LA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e Kiyselina trifluoroctova 99% (TFA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Pouzité roztoky:
o 20% TFA
e 20% ACNs0,5% TFA
e 80%ACNsO0,1% TFA
e 80% ACNSs 1% TFA
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e 80%ACNs5% TFAalM LA
e Fluéni roztok: 1% NH4OH

Postup:
Pro obohaceni fosfopeptidii bylo odebrano 0,5 mg nosi¢e Titansphere™ TiO Bulk

Material, ktery byl pomoci centrifugace promyt 1x 400 ul 80% ACN s 0,1% TFA (1 minuta,
3000 rpm) a 1x 400 ul 80% ACN s 5% TFA a 1M LA (1 minuta, 3000 rpm). K takto
pfipravenému nosici byl pfidan vzorek fosfopeptidi rozpustény v 80% ACN s 5% TFA a1l M
LA do celkového objemu 200 pl. Nosi¢ s nanesenym vzorkem byl poté inkubovan (30 minut,
laboratorni teplota, 1150 rpm, ve tm¢). Po inkubaci byl odebran roztok s nenavazanymi
slozkami a nosi¢ byl promyt 2x 400 ul 80% ACN s 5% TFA a1l M LA, 2x 400 ul 80% ACN
s1% TFA a 1x 400 ul 20% ACN s 0,5% TFA. K promytému nosi¢i bylo pfidano 100 pl
elu¢niho roztoku a nasledovala inkubace (15 minut, laboratorni teplota, 1400 rpm). Po inkubaci
byl roztok nad nosi¢em odebran a okyselen 20% TFA na vyslednou hodnotu pH 3 — 4.
Obohacené vzorky fosfopeptidl byly skladovany pii teploté -20 °C.

3.10.3 Odsoleni vzorki na reverzni fazi OLIGO™ R3
Pouzité chemikalie:
e Acetonitril 99,9% (ACN, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e Kyselina 2,5-dihydroxybenzoova (DHB, LaserBio Labs SARL, Valbonne, Francie)

e Kyselina fosfore¢na (HsPOs, Fluka, New Jersey, USA)
e Kyselina trifluoroctova 99% (TFA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Pouzité roztoky:
e 80%ACNSsO0,1% TFA
e 0,1% TFA
e Matrice pro fosfopeptidy: DHB 10 mg/ml v 50% ACN s 0,1% TFA a 1% HsPO4
e Suspenze faze: OLIGO™ R3 Reversed — Phase Resin v 80% ACN s 0,1% TFA

Postup:
Konec GELoaderu byl na poslednich 2-3 mm stlacen tak, aby nedochazelo

k uvolnovani faze. Do takto piipraveného GELoaderu bylo davkovano 10-15 ul suspenze faze.
Faze byla opatrné stlacena inzulinovou sttikackou, diky ¢emuZ doSlo ke generaci mirného
pretlaku, ktery zajistil prichod faze GELoaderem. Davkovany objem suspenze faze byl upraven
tak, aby délka mikrokolonky dosahovala piiblizné 1 cm. Do takto pfipravené mikrokolonky
bylo davkovano 10 pl 80% ACN s 0,1% TFA a obsah byl plné protlacen skrz mikrokolonku.
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Poté byla mikrokolonka promyta 15 pul 0,1% TFA tak, aby 5 ul zlstalo nad fazi (takto
ptipravené mikrokolonky je mozno skladovat pfi teploté 4 °C). Od této chvile bylo vse skrz
mikrokolonku protlacovano zpét do ptivodnich zkumavek se vzorkem a to proto, aby byl vzorek
ptipadné k dispozici, i kdyZ nafedény. Na piipravenou mikrokolonku bylo pipetovano 20 ul
okyseleného, v pfipade€ potieby i obohaceného vzorku a protlaceno skrz mikrokolonku tak, aby
nedochazelo k vysuSovéani faze proudem vzduchu. Faze s navdzanym vzorkem byla promyta
15 ul 0,1% TFA a zbytkovy vzduch byl protlacen skrz fazi. Eluce vzorku na spotu MALDI
desticky byla provedena 4 pl matrice.

3.10.4 Analyza vzorkid hmotnostni spektrometrii
Postup:

Analyza vzorki byla provedena Mgr. R. Kupéikem z KBBV. Vzorky byly
analyzovany na hmotnostnim spektrometru MALDI LTQ Orbitrap XL, ktery analyzuje
V pozitivnim modu s rozliSovaci schopnosti 60000 (FWHM u m/z = 400).

3.10.5 Vyhodnoceni dat ziskanych hmotnostni spektrometrii

Stanoveni miry fosforylace peptidového substratu solubilni/imobilizovanou Src kinazou
Postup:

I pfes to, ze mize dochazet k rozdilim v ionizaci substratu pied a po fosforylaci
a nemusi tak nutné€ intenzita pln€ odpovidat redlné koncentraci jednotlivych polozek, tak byla
tato metoda vyuzita k porovnani fosforylace a byla pro potieby hodnoceni této prace nazvana
jako mira fosforylace dle [159]. Metodou hmotnostni spektrometrie byla ziskana
MALDI-Orbitrap hmotnostni spektra. Pomér hmotnosti a naboje (m/z) fosforylované formy
peptidového substratu pro c-Src kinazu odpovida hodnoté 957,4, zatimco m/z nefosforylované
formy peptidového substratu odpovida hodnoté 877,4. Z hmotnostnich spekter byly odecteny
relativni intenzity pikti odpovidajici fosforylované a nefosforylované formé peptidového
substratu. Ze ziskanych intenzit byla vypoctena procentudlni mira fosforylace peptidového

substratu podle Rovnice 2.

Mira fosforylace [%] = I (fosforylovany substrat) 100
ira fostorylace | %] = (nefosforylovany substrat) + I (fosforylovany substrat)

Rovnice 2 Vypocet miry fosforylace peptidového substratu [%], I — relativni intenzita piku
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Vyhodnoceni analyzy proteint

Postup:

Metodou hmotnostni spektrometrie byla ziskana MALDI-Orbitrap hmotnostni
spektra. Vysledky analyzy byly vyhodnoceny metodou ,,Peptide Mass Fingerprinting* v online
programu MS-Fit, ktery je soucasti ProteinProspector v 5.19.1. Experimentalni data v tomto
programu byla porovnana S teoretickymi hodnotami proteini ze Swiss-Prot databaze.
Maximalni mozna chyba v pfesnosti urCeni hmoty byla stanovena na 10 ppm a povoleny
maximalné¢ dvé vynechand mista Stépeni. Jako wvariabilni modifikace byly nastaveny:
fosforylace (S, T, Y), oxidace (M), glutamin na kyselinu pyroglutimovou a acetylace

N-terminalni ¢asti proteinu. Jako fixni modifikace byla nastavena karbamidomethylace (C).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Stézejnim tématem diplomové prace byla imobilizace Src kindzy na magnetické
castice a sledovani miry aktivity imobilizované kindzy pomoci fosforylace peptidového
substratu s cilem ovéfit stabilitu imobilizované kinazy. Pro ovétfeni schopnosti solubilni
i imobilizované Src kinazy fosforylovat vysokomolekularni substrat byly vybrany dva
modelové proteiny, a to hovézi myelinovy bazicky protein a rekombinantni protein Tau-441,

kodujici lidskou izoformu 2N4R.

4.1 Priprava imobilizované Src kinazy

Imobilizace enzym je velice studovanou oblasti, a to pfedevsim diky vyhodam, které
imobilizované enzymy poskytuji oproti solubilnim formédm. Hlavnimi vyhodami je moznost

vvvvv

vysledného produktu reakce a zna¢né snizeni ekonomickych néakladi.

Pro ovéfeni aktivity solubilnich i imobilizovanych enzymu a optimalizaci reakénich
podminek je mozno vyuzit nizkomolekularni peptidové substraty. Pro ucely stanoveni miry
fosforylace Src kinazou (ASV, c-Src, p60-Src) byl pouzit peptidovy substrat o molekulové
hmotnosti 877,3 Da a aminokyselinové sekvenci H-Tyr-1le-Tyr-Gly-Ser-Phe-Lys-OH. Metoda
fosforylace peptidového substratu Src kinazou vychazi z principu uvedeného v [197]. Stanoveni
miry fosforylace bylo zalozeno na reakci peptidového substratu s ATP za katalyzy Src kindzou
v piftomnosti Mg?*, pfi pH 7,2. Vyslednym produktem reakce je fosforylovany peptidovy
substrat a ADP. Mira fosforylace peptidového substratu byla hodnocena pomoci
MALDI-Orbitrap hmotnostni spektrometrie na zakladé pomeéru relativnich intenzit pika
odpovidajicich fosforylované formé peptidového substratu a celkové intenzity signalu, ktera
byla dana souc¢tem relativnich intenzit pikii odpovidajicich fosforylované a nefosforylované

formé peptidového substratu [198].

4.1.1 Optimalizace podminek fosforylace peptidového substratu Src kinazou
Cilem experimentu bylo ovéfit podminky metody fosforylace a jeji detekce se
zvySujici se koncentraci solubilni Src kindzy vstupujici do reakce. Metoda byla provedena dle
kapitoly 3.3.1. Reakéni smési byly tvofeny reakénim pufrem, peptidovym substratem, ATP
a Src kinazou v ruznych koncentracich (0,3 ug, 0,5 ug a 1 pug/100 ul) v celkovém reakénim
objemu 100 pl. V ¢asech 5 minut, 15 minut, 30 minut, 1 hodina, 2 hodiny, 3 hodiny, 5 hodin
a 24 hodin byly odebirdny frakce obsahujici 1 pg fosforylovaného peptidového substratu.
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Frakce peptidi byly nasledné odsoleny na reverzni fazi dle kapitoly 3.10.3 a analyzovany
MALDI-Orbitrap hmotnostni spektrometrii (Obr. 13).
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Obr. 13 MALDI-Orbitrap hmotnostni spektra peptidového substratu pro c-Src fosforylovaného solubilni Src
kinazou v koncentraci 1 pg/100 pl, matrice DHB; jsou uvedena hmotnostni spektra z druhého opakovani
experimentu.

Z jednotlivych MALDI-Orbitrap hmotnostnich spekter (Obr. 13) je patrné, Zze
S narustajicim Casem klesa intenzita nefosforylovaného peptidového substratu (m/z 877,4),
zatimco intenzita fosforylovaného peptidového substratu (m/z 957,4) se s nardstajicim Casem
zvySuje. Z MALDI-Orbitrap hmotnostnich spekter byly odecteny relativni intenzity pikt
odpovidajici fosforylované a nefosforylované formé peptidového substratu a mira fosforylace

substratu byla vyhodnocena dle kapitoly 3.10.5. Na zaklad¢ ziskanych primérnych hodnot miry
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fosforylace byl sestaven graf zavislosti procentualni miry fosforylace peptidového substratu

solubilni Src kinazou ve tfech riiznych koncentracich na ¢ase (Graf 1).
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Graf 1 Zavislost miry fosforylace peptidového substratu na ¢ase pro 0,3; 0,5 a 1 pg solubilni Src kinazy/100 pl;
prumérné hodnoty miry fosforylace peptidového substratu ze tfi opakovani a ptislusné smérodatné odchylky.

Z grafu 1 je patrné, Ze procentudlni mira fosforylace peptidového substratu ma
Vv zavislosti na mnozstvi solubilni Src kindzy vstupujici do reakce S jednotnym mnozstvim
substratu a ATP stoupajici tendenci. Nejvyssi procentudlni miry fosforylace peptidového
substratu bylo dosazeno pii pouziti Src kinazy v koncentraci 1 pug/100 pl. Po 24 hodinach bylo
fosforylovano 61,14 % peptidového substratu. Dale je z grafu ziejmé, ze k nejvyssimu nartstu
fosforylace dochazi v prvnich péti hodinach reakce. Z namétenych hodnot tedy vyplyva, Ze pro
dosazeni nejvyssi miry fosforylace je z vySe uvedenych koncentraci vhodna koncentrace

solubilni Src kinazy 1 pg/100 pl.

4.1.2 Fosforylace peptidového substratu Src kinazou imobilizovanou na

magneticky nosic¢

Cilem experimentu bylo pfipravit magneticky nosi¢ s imobilizovanou Src kinazou
a ovefrit aktivitu pripraveného nosice prostiednictvim fosforylace peptidového substratu. Pro
imobilizaci Src kinazy byly pouZity dva typy magnetickych €astic s karboxylovou funkéni
skupinou, a to magnetické ¢astice Sera-Mag Speed Beads s prumérem 0,816 pm a magnetické
¢astice ProMag® HC 1 Series s primérem 0,87 um. V obou piipadech se jedna o &astice
s rychlou magnetickou odezvou, modifikaci povrchu proti nespecifické vazbé a vysokou
vazebnou kapacitou deklarovanou vyrobci. Pro imobilizaci 0,5 pg Src kinazy na 0,1 mg

magnetickych castic dle kapitoly 3.2 byla pouzita kovalentni metoda imobilizace, principem
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které je interakce aminovych skupin enzymu s karboxylovymi skupinami nosi¢e v pfitomnosti
N-(3-dimethylaminopropyl)-N’-ethylkarbodiimid hydrochloridu (EDAC)

a N-hydroxysulfosukcinimidu sodného (Sulfo-NHS) za vzniku amidové vazby.

Ovéteni Gspésnosti imobilizace a aktivity imobilizované Src kinazy bylo provedeno
stanovenim miry fosforylace peptidového substratu dle kapitoly 3.3.2. Reakéni smés byla
tvofena 0,5 pg Src kinadzy imobilizované na 0,1 mg magnetickych castic, reakénim pufrem,
peptidovym substratem a ATP v celkovém reakénim objemu 100 ul. Nasledné¢ bylo
postupovano stejnym zptusobem jako v ptipadé fosforylace peptidového substratu solubilni Src

kinazou (kapitola 4.1.1) (MALDI-Orbitrap hmotnostni spektra neuvedena).

Na zaklad¢ ziskanych praimérnych hodnot miry fosforylace byl sestaven graf zavislosti
procentudlni miry fosforylace peptidového substratu Src kindzou imobilizovanou na

magnetické Castice na Case (Graf 2).
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Graf 2 Zavislost miry fosforylace peptidového substratu na ¢ase pro Src kinazu imobilizovanou na magnetické
Castice Sera-Mag Speed Beads a ProMag® HC 1 Series; primé&mé hodnoty miry fosforylace peptidového substratu
ze tii opakovani a pfislusné smérodatné odchylky.

Z grafu 2 je zfejmé, Ze v ptipadé imobilizace Src kindzy na magnetické Castice
Sera-Mag Speed Beads méla mira fosforylace peptidového substratu s nartstajicim Casem
vzestupny charakter. Po 24 hodinach byl v tomto pfipadé peptidovy substrat fosforylovan
ze 79,35 %. Ve srovnani s hodnotami miry fosforylace peptidového substratu solubilni Src
kinazou bylo v ptipad¢ imobilizované Src kindzy dosazeno vyssich hodnot. Z uvedenych dat
tedy vyplyva, ze imobilizace Src kinazy na magnetické ¢astice Sera-Mag vede k vyznamnému
zvySeni aktivity Src kindzy. Dale je z grafu zfejmé, ze v ptipad¢ imobilizace Src kinazy na

magnetické Castice ProMag® HC 1 Series nebylo s nariistajicim ¢asem dosazeno vzestupného
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charakteru hodnot procentualni miry fosforylace peptidového substratu. Z tohoto diivodu byly

¢astice ProMag® HC 1 Series vyhodnoceny jako nevhodné pro imobilizaci Src kindzy.

4.1.3 Stanoveni operacni stability Src kindzy imobilizované na magneticky nosi¢
U imobilizovanych enzymi se pro zjisténi moznosti jejich opakovaného pouziti
stanovuje takzvana operacni stabilita. Jedna se o metodu, pii které se hodnoti zmény aktivity

imobilizovaného enzymu pfii jeho opakovaném pouziti v nékolika po sob¢ jdoucich cyklech.

Cilem experimentu bylo sledovat operacni stabilitu Src kindzy imobilizované na
magnetické ¢astice Sera-Mag Speed Beads dle kapitoly 3.3.3. Reakéni smés byla tvofena 0,5 pg
Src kindzy imobilizované na 0,1 mg magnetickych cCastic, reakénim pufrem, peptidovym
substratem a ATP Vv celkovém reakénim objemu 100 pl. V Sesti po sob¢ jdoucich cyklech, vzdy
po 24 hodinach byly odebirany frakce obsahujici 1 pg fosforylovaného peptidového substratu.
Frakce peptidi byly nasledné odsoleny na reverzni fazi dle kapitoly 3.10.3 a analyzovany
MALDI-Orbitrap hmotnostni spektrometrii (Obr. 14).
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Obr. 14 MALDI-Orbitrap hmotnostni spektra peptidového substratu pro c-Src fosforylovaného Src kindzou
imobilizovanou na magnetické Castice Sera-Mag Speed Beads, operacni stabilita, matrice DHB; jsou uvedena
hmotnostni spektra z druhého opakovéani experimentu.
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Z MALDI-Orbitrap hmotnostnich spekter (Obr. 14) byly odecteny relativni intenzity
pikti odpovidajici fosforylované a nefosforylované formé peptidového substratu. Ziskané data

byla vyhodnocena dle kapitoly 3.10.5.

Na zéklad¢ ziskanych praimérnych hodnot miry fosforylace byl sestaven graf zavislosti
rezidudlni miry fosforylace peptidového substratu Src kindzou imobilizovanou na magnetické

¢astice na poctu cyklu (Graf 3).
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Graf 3 Operaéni stabilita Src kindzy imobilizované na magnetické ¢astice Sera-Mag Speed Beads znazornéna
prostiednictvim zavislosti rezidualni miry fosforylace peptidového substratu Src kindzou imobilizovanou na
magnetické ¢astice na pocétu cykli; primérné hodnoty miry fosforylace peptidového substratu ze dvou opakovani
a prislusné smérodatné odchylky.

Z grafu 3 je patrné, Ze pii opakovaném pouzivani zna¢né klesa aktivita nosice. Po Sesti
po sobé jdoucich opakovanich doSlo ke sniZeni rezidualni miry fosforylace peptidového
substratu z ptvodnich 52,07 % na pouhych 3,65 %. V pribéhu opakovaného pouzivani doslo
k poklesu aktivity 0 92,99 %, z ¢ehoz vyplyva, ze takto pfipraveny nosi¢ s imobilizovanou Src

kinazou neni vhodny pro opakovana pouZziti.

4.1.4 Stanoveni skladovaci stability Src kinazy imobilizované na magneticky
nosic¢
U imobilizovanych enzymi se stanovuje také takzvana skladovaci stabilita. Jedna se
o metodu, pii které se hodnoti zmény aktivity nosice pii jeho pouziti v delSich ¢asovych
intervalech, pficemz Vv pribéhu skladovani je imobilizovany enzym uchovavan za vhodnych

podminek.

Cilem experimentu bylo sledovat skladovaci stabilitu Src kinadzy imobilizované na

r o~ r

magnetické castice Sera-Mag Speed Beads dle kapitoly 3.3.4. Reak¢ni smés byla tvoiena 0,5 pg
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Src kinadzy imobilizované na 0,1 mg magnetickych c¢éstic, reakénim pufrem, peptidovym
substratem a ATP v celkovém reakénim objemu 100 pl. Po dobu péti tydnt, vzdy v tydennim
intervalu, byly po 24 hodinach odebirany frakce obsahujici 1 pg fosforylovaného peptidového
substratu. Nasledné bylo postupovano stejnym zplisobem jako v pfipad€ stanoveni operacni

stability (kapitola 4.1.3) (MALDI-Orbitrap hmotnostni spektra neuvedena).

Ze ziskanych pramérnych hodnot miry fosforylace peptidového substratu byl sestaven
graf zavislosti rezidudlni miry fosforylace peptidového substratu Src kinazou imobilizovanou

na magnetické ¢astice na poctu dnt (Graf 4).
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Graf 4 Skladovaci stabilita Src kinazy imobilizované na magnetické ¢astice Sera-Mag Speed Beads znazornéna
prostiednictvim zavislosti rezidualni miry fosforylace peptidového substratu Src kindzou imobilizovanou na
magnetické ¢astice na po¢tu dnl; primérné hodnoty miry fosforylace peptidového substratu ze dvou opakovani
a prislusné smérodatné odchylky.

Z grafu 4 je zfejmé, ze v prub&hu skladovani dochazi k postupnému sniZzovani aktivity
nosice. V den imobilizace Src kinazy na magnetické ¢astice dosahovala mira fosforylace
peptidového substratu 51,18 %. V pribéhu skladovani €astic po dobu ctyf tydnl doslo
ke snizeni rezidualni miry fosforylace peptidového substratu na 33,98 %. V priabéhu skladovani
v 40 mM HEPES pufr, pH 7,2 pii teploté 4 °C tedy doslo ke snizeni aktivity imobilizované Src
kin4zy 0 33,61 %.
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4.2  Fosforylace proteini Src kinazou a jejich detekce

Fosforylace proteini se ptirozen¢ vyskytuji na aminokyselinach serinu, threoninu
a tyrosinu. Fosforylace serinu ptedstavuji ptiblizné 90 % veskerych fosforylaci, dalsich 10 %
pfipada na fosforylace threoninu a pouhych 0,05 % veskerych fosforylaci pfipadd na
fosforylace tyrosinu. Stavy velice Casto spojené s hyperfosforylaci proteinti mohou byt jednou

Z pficin rozvoje neurodegenerativnich onemocnéni.

Pro fosforylaci tyrosinu Src kinazou byly vybrany dva modelové proteiny, a to hovézi
myelinovy bazicky protein (MBP) a rekombinantni protein Tau-441 s DNA sekvenci kodujici
lidskou izoformu 2N4R. V obou pfipadech se jedna o proteiny, které jsou velice Casto
zminovany v souvislosti s neurodegenerativnimi chorobami. U modelovych proteini byla
nejdiive analyzovana jejich Cistota a u MBP byla sledovana pfitomnost ptirozenych fosforylaci.
Poté byly proteiny fosforylovany solubilni Src kindzou a Src kindzou imobilizovanou na
magnetické ¢astice Sera-Mag Speed Beads. Uspé&snost in vitro fosforylace obou proteinti byla
sledovana detekéni metodou vyuzivajici dendrimer pIMAGO, metodou Western blot

s naslednou imunodetekci a pomoci MALDI-Orbitrap hmotnostni spektrometrie.

4.2.1 Ovéreni prirozené fosforylace myelinového bazického proteinu
Cilem experimentu bylo ovéfit Cistotu hovéziho MBP a analyzovat pfitomnost
ptirozené¢ se vyskytujicich fosforylaci. Tyto fosforylace se mohou vyskytovat na

aminokyselinach serinu, threoninu a tyrosinu.

Cistota hovéziho MBP byla ovéfena metodou SDS-PAGE dle kapitoly 3.8 (Obr. 15).
V separacnich drahach 1 — 3 byl separovan MBP v riznych koncentracich. Z divodu nutnosti
zakoncentrovani nékterych vzorktl fosforylovaného MBP po fosforylaci byl v separacni draze 4
analyzovan MBP, ktery byl ptfed separaci zakoncentrovan (45 °C, 1400 rpm). Detekované
prouzky MBP odpovidaji teoretické molekulové hmotnosti 18,4 kDa. Ze vSech separacnich
drah je patrné, ze MBP je z¢asti fragmentovan a tvofi oligomerni struktury. Dale je ze separacni
drahy 4 ziejmé, Ze zakoncentrovani MBP pied elektroforetickou separaci nema na kvalitu MBP

zasadni vliv.
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Obr. 15 SDS-PAGE analyza hovéziho MBP. Separa¢ni draha: MM — marker molekulovych hmotnosti Unstained
Protein Standards, 1 — 2 ug MBP, 2 — 1 uyg MBP, 3 — 0,5 ug MBP, 4 — 2 ug MBP zakoncentrovan (45°C,
1400 rpm). 16,5% gel barven roztokem amoniakalniho sttibra.

Detekce fosforylaci proteinu byla provedena pomoci dendrimeru pIMAGO-biotin.
Tato metoda je zalozena na interakcich naboj-naboj, které vznikaji mezi reaktivnimi skupinami
Ti** iont na povrchu dendrimeru pIMAGO a fosfatovymi skupinami fosfoproteinu. Povrch
dendrimeru pIMAGO je funkcionalizovan také molekulami biotinu, které specificky interaguji
s konjugatem enzymu s avidinem, a pravé vznik komplexu avidin-biotin umozinuje prikaz

ptitomnosti fosforylace.

Experiment byl proveden pomoci kitu pIMAGO Vv mikrotitra¢ni desticce dle kapitoly
3.7. Na desti¢ku byl MBP davkovan v koncentra¢nim rozmezi 25 — 400 ng/100 ul a absorbance
byla métena pii 415 nm proti slepému vzorku. Z primérnych hodnot naméfené absorbance ze
tii opakovani byla sestrojena kalibra¢ni zavislost absorbance na koncentraci MBP (Graf 5). Ze
zavislosti je patrna linearita v pouZzitém rozsahu koncentraci. Pro srovnani byl v testu zatazen
hovézi sérovy albumin (BSA), jako negativni kontrola bez ptirozené fosforylace. Z grafického

zobrazeni je moZno ptredpokladat, ze MBP je pfirozené fosforylovan.
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Graf 5 Zavislost absorbance na koncentraci hovéziho MBP pomoci detekéniho kitu pIMAGO pro fosfoproteiny,
kalibra¢ni fada MBP; primérné hodnoty ze tii opakovani.

Hovézi MBP ve své aminokyselinové sekvenci obsahuje celkem ctyii tyrosiny, které
mohou byt fosforylovany Src kindzou, a to Tyr12, Tyr67, Tyr126 a Tyr133. U MBP byla
provedena detekce ptitomnosti ptirozené se vyskytujici fosforylace tyrosinu pomoci anti-pTyr
protilatek metodou Western blot. K tomuto tGc¢elu byla provedena separace MBP metodou
SDS-PAGE dle kapitoly 3.8 s naslednym imunoblotem (Obr. 16). Do separa¢nich drah 1 a 2
byl aplikovan vzorek MBP v navazkach 2 pga 1 pga do separacnich drah 3 a 4 byly aplikovany
vzorky defosforylovaného MBP, které byly ptipraveny dle kapitoly 3.5. Po elektroforetické
separaci byl proveden westernovy pienos proteinti na membranu dle kapitoly 3.9.1 a membrana
byla obarvena roztokem Ponceau S dle kapitoly 3.9.2. Po pienosu byl gel za u¢elem zviditelnéni
separovanych proteini obarven roztokem amoniakalniho stéibra dle kapitoly 3.8.2.
Imunodetekce ptitomnosti fosforylace tyrosinu na membrané byla provedena dle kapitoly 3.9.3
pomoci monoklonalnich mysich anti-pTyr protilatek a konjugatu polyklonalniho koziho
anti-mysiho 1gG s kienovou peroxidazou. Po provedeni chemiluminiscen¢ni detekce proteinti
v membrané nebyly detekovany proteiny s fosforylaci na tyrosinu (obrazek neuveden).
V analyze nebyla pouzita pozitivni kontrola (protein s fosforylaci na tyrosinu), nelze tedy

s jistotou potvrdit, ze se v molekule MBP nevyskytuje ptirozena fosforylace tyrosinu.

95



A

MM
250 kDa : Y
B

a

75kDa | % <+1— ALP
50kDa * S | ) :
37kDa *
25kDa e

20 kDa '- .I I

15 kDa - g —

v — MBP

MM 1 2 4 5
B 3

250 kDa
150 kDa

100 kDa
75 kDa ;
50 kDa
37 kDa

25 kDa
20 kDa

15 kDa

10 kDa

Obr. 16 Detekce piirozené se vyskytujici fosforylace tyrosinu U hovéziho MBP. Separa¢ni draha: MM — marker
molekulovych hmotnosti Dual Color Protein Standards, 1 — 2 pg MBP, 2 — 1 ug MBP, 3, 4 — 2 ug MBP
defosforylovany alkalickou fosfatazou (ALP), 5 — 10 pg ALP. (A) SDS-PAGE v prostiedi glycinu, 16,5% gel po
ptenosu barven roztokem amoniakalniho stfibra, (B) NC membrana, barveno Ponceau S.

Pfirozena fosforylace MBP na aminokyselinach serinu, threoninu a tyrosinu byla
analyzovana také citlivou metodou MALDI-Orbitrap hmotnostni spektrometrie podle [159].
MBP byl nastépen solubilnim modifikovanym trypsinem pro sekvenaci dle kapitoly 3.10.1.
Fosfopeptidy byly nisledné obohaceny na nosi¢i Titansphere™ TiO Bulk Material dle kapitoly
3.10.2. Vzorek byl poté odsolen na reverzni fazi dle kapitoly 3.10.3 a analyzovan metodou
hmotnostni spektrometrie. Data byla vyhodnocena dle kapitoly 3.10.5. Na Obr. 17 je
znazornéno MALDI-Orbitrap hmotnostni spektrum analyzovaného MBP. Pfitomnost pfirozené
se vyskytujicich fosforylaci byla z MALDI-Orbitrap hmotnostniho spektra potvrzena detekci
nékolika fosfopeptidii uvedenych v Tab. 2.
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Obr. 17 MALDI-Orbitrap hmotnostni spektrum hovéziho MBP, matrice DHB; podtrzené jsou zvyraznény
detekované fosfopeptidy.

Tab. 2 Vyhodnoceni pfirozené se vyskytujicich fosforylaci hovéziho MBP lokalizovanych na serinu (S), threoninu
(T) nebo tyrosinu (Y) metodou MALDI-Orbitrap hmotnostni spektrometrie.

(experimrrgntélni) (teogiizcké) (A:?)i/)?: Wit Sels(éer?ce S?(ko\:'leerzzce rr}gtr:iegt};)réii A O 66 STEeD
881,264 881,262 1,32 2Fosfo 162 168 0 (R)SGSPMAR(R)
891,399 891,397 2,01 1Fosfo 97 104 0 (R)TPPPSQGK(G)
1163,570 1163,568 1,17 1Fosfo 1 9 1 (-)AAQKRPSQR(S)
1211,548 1211,546 1,50 1Fosfo 64 73 0 (R)TTHYGSLPQK(A)
1571,795 1571,794 0,77 1Fosfo 91 104 1 (K)NIVTPRTPPPSQGK(G)
1880,812 1880,812 0,44 1Fosfo 113 129 0 (R)FSWGAEGQKPGFGYGGR(A)

Z vysledki MALDI-Orbitrap hmotnostni spektrometrie bylo zfejmé, ze analyzované
fosfopeptidy byly v pribéhu analyzy dale fragmentovany ve zdroji hmotnostniho spektrometru,
kdy dochazelo ke ztraté fosfatové skupiny z detekovanych fosfopeptidi, coz je jev bézné se
vyskytujici pfi analyze fosfopeptidii s fosforylaci na serinu nebo threoninu. Pfitomnost této
fragmentace vSak neni typicka pro fosfopeptidy, u nichz je fosforylace lokalizovana na
tyrosinu. Navic pouze ve dvou identifikovanych fosfopeptidech byl v sekvenci piitomen
tyrosin. Tento poznatek tedy potvrzuje vysledky analyzy metodou Western blot s anti-pTyr

protilatkami, kdy nebyla u MBP prokazana ptitomnost fosforylace lokalizované na tyrosinu.
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4.2.2 Fosforylace myelinového bazického proteinu solubilni Src kinazou

Cilem experimentu bylo fosforylovat hovézi MBP solubilni Src kindzou a tuto
fosforylaci detekovat metodami zavedenymi v pfedchozich ¢astech prace. Fosforylace MBP
byla provedena za tcelem optimalizace reak¢nich a detekénich podminek celkem ve tiech

ruznych modifikacich.

V piipadé prvni modifikace experimentu bylo fosforylovano 5 ug MBP 1 pg solubilni
Src kindzy v ptitomnosti 1 mM ATP v celkovém reakénim objemu 50 pl. Reakéni smés byla
po fosforylaci rozdélena na alikvoty pro analyzu metodou Western blot s naslednou
imunodetekci, metodou MALDI-Orbitrap hmotnostni spektrometrie a pomoci kitu pIMAGO.
Vsechny alikvoty byly za ucelem zastaveni Src kinazové aktivity okyseleny piidavkem
5% TFA na hodnotu pH 3 —4. V piipadé druhé modifikace experimentu bylo zvyseno mnozstvi
MBP pro fosforylaci (10 pg) 1 pg solubilni Src kinazy v pfitomnosti 1 mM ATP v celkovém
reakénim objemu 50 pl. Po fosforylaci byla pro zastaveni Src kinazové aktivity cela reakéni
smés okyselena piidavkem 5% TFA na hodnotu pH 3 — 4. Po okyseleni byl do reakéni smési
pridan 20% acetonitril, za uc¢elem uvolnéni sorbovanych proteinti z povrchu reakéni zkumavky.
Nasledné byla reakéni smés rozdélena na alikvoty pro vyse zminéné analyzy. V piipad¢ tieti
modifikace experimentu bylo fosforylovano 10 pg MBP 1 pug solubilni Src kinazy
Vv ptitomnosti 1 mM ATP ve zvySeném reakénim objemu 100 pl dle kapitoly 3.4.1.

Vzorky fosforylovaného MBP urcené k analyze metodou Western blot s naslednou
imunodetekci byly analyzovany dle kapitoly 3.9. Jako pozitivni kontrola byla ve vSech
ptipadech pouZita aktivni forma solubilni Src kindzy, ktera je pfirozené¢ fosforylovana na

Tyr419.

V ptipadé prvni modifikace experimentu bylo z SDS-PAGE analyzy (obrazek
neuveden) ziejmé, ze v pribéhu inkubace dochéazi k pomérné velkym ztratam jak MBP, tak Src
kinazy, pravdépodobné Vv disledku sorpce proteinti na plastovy povrch zkumavky. Z tohoto
divodu byla v druhém experimentu navysena koncentrace MBP vstupujici do reakce, a navic
byl k reakéni smési po fosforylaci piidan 20% acetonitril, ktery mél uvolnit proteiny sorbované
na povrch reakéni zkumavky a tim snizit mozné ztraty proteini. Z SDS-PAGE analyzy vzorku
druhé modifikace experimentu (obrazek neuveden) bylo ziejmé, ze po piidavku acetonitrilu

nedoslo ke zlepseni uvolnéni proteind po fosforylaci.

V pripad¢ tieti modifikace experimentu nebyl vzorek pro analyzu metodou Western

blot okyselen 5% TFA a byl k nému ptidan pouze 4x Laemmli Sample Buffer s ptidavkem
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2-merkaptoethanolu. Ze separacnich drah 1 a2 na Obr. 18A je patrné, ze protein je jiz detekovan
a problém s jeho ztratou byl vyfeSen. Z Obr. 18A (drdha 1 a 2) je patrny mirny narust
molekulové hmotnosti fosforylovaného MBP ve srovnani s MBP bez Gipravy (draha 3 a 4), ktery
by mohl poukazovat na uspesnou fosforylaci. Po obarveni membrany roztokem Ponceau S po
ptenosu (Obr. 18B) je v tomto piipadé zieteln¢ detekovana ptitomnost jak MBP bez upravy
(draha 3 a 4), tak také MBP fosforylovaného solubilni Src kindzou (draha 1 a 2). Po provedeni
imunodetekce pfitomnosti fosforylace tyrosinu u MBP (Obr. 18C) nebyla detekovana
fosforylace na tyrosinu. Pozitivni vysledek byl detekovan pouze v ptipad¢ pozitivni kontroly

(draha 5, ¢erny ramecek).
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Obr. 18 Detekce uspésnosti fosforylace hovéziho MBP solubilni Src kinazou, 3. modifikace experimentu.
Separa¢ni draha: MM — marker molekulovych hmotnosti Dual Color Protein Standards, 1, 2 — 2 ug MBP
fosforylovany 0,2 pg solubilni Src, 3, 4 — 1 pg MBP, 5 — 0,4 pg Src kinazy. (A) SDS-PAGE v prostredi glycinu,
16,5% gel po pienosu barven roztokem amoniakalniho stfibra, (B) NC membrana, barveno Ponceau S, (C) NC
membrana, znaceno anti-pTyr.

MBP (200 ng) po fosforylaci solubilni Src kindzou a vSemi modifikacemi byl
analyzovan kitem pIMAGO dle kapitoly 3.7. Jako slepé vzorky byly pouzity reakéni smési bez
MBP a jako negativni kontrola byl pouzit hovézi sérovy albumin (BSA). Hodnoty absorbanci
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byly vyneseny do grafu soucasné s kalibra¢ni kiivkou MBP a také hodnotou absorbance MBP
po defosforylaci alkalickou fosfatazou dle kapitoly 3.5 (Graf 6). V ptipad¢ vzorkt ze vSech
modifikaci experimentu fosforylace MBP solubilni Src kinazou doslo k nartistu absorbanci na
velmi vysoké hodnoty. U prvni modifikace experimentu dosahla absorbance hodnoty 3,64,
Vv ptipadé druhé modifikace experimentu doslo k mirnému sniZeni absorbance na hodnotu 3,35,
zatimco v piipadé treti modifikace experimentu bylo dosazeno nejvyssi hodnoty absorbance,
ato 3,83. Ziskana data tedy prokazuji uspesnost fosforylace MBP solubilni Src kinazou
v piipadé vSech tii provedenych modifikaci experimenti. Z Grafu 6 je také ziejmé, ze u vzorku
defosforylovaného MBP doslo k poklesu absorbance na hodnotu 0,37, ktery ukazuje na tbytek

fosforylaci proteinu.

4
[ J
3,5 ® kalibracni fada hovéziho MBP
e 3
g defosforylace MBP alkalickou
b 2,5 fosfatazou
=,
@ 2 fosforylace MBP solubilni Src
= kinazou (1. experiment)
2 15 - )
S y= O'?OZX +0,0996 fosforylace MBP solubilni Src
-2 1 R*=0,9807 kindzou (2. experiment)
0,5 ® fosforylace MBP solubilni Src
kindzou (3. experiment)
0
0 100 200 300 400 BSA

Koncentrace myelinového bazického proteinu [ng/100 pl]

Graf 6 Zavislost absorbance na koncentraci hovéziho MBP pomoci detekéniho kitu pIMAGO pro fosfoproteiny,
fosforylace MBP solubilni Src kindzou; pro kalibra¢ni kiivku jsou uvedeny prumérné hodnoty ze tii opakovani,
pro fosforylaci MBP solubilni Src kinazou a defosforylaci MBP alkalickou fosfatazou je uvedena hodnota
Z jednoho opakovani.

Vzorky vsech modifikaci experimenti fosforylace MBP solubilni Src kinazou pro
analyzu metodou MALDI-Orbitrap hmotnostni spektrometrie byly nejprve nastépeny
solubilnim modifikovanym trypsinem pro sekvenaci dle kapitoly 3.10.1. Fosfopeptidy byly
nasledné obohaceny na 0,25 mg nosice Titansphere™ TiO Bulk Material dle kapitoly 3.10.2,

odsoleny na reverzni fazi dle kapitoly 3.10.3 a analyzovany metodou hmotnostni spektrometrie.

V piipadé¢ prvni a druhé modifikace experimentu nebyly v MALDI-Orbitrap
hmotnostnich spektrech patrné zadné peptidy (MALDI-Orbitrap hmotnostni spektra
neuvedena). Negativni vysledek byl v tomto piipad¢ s nejvétsi pravdépodobnosti disledkem

velké ztraty proteinu v prubéhu reakce, ktera byla potvrzena SDS-PAGE analyzami.
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MALDI-Orbitrap hmotnostni spektrum vzorku ze treti modifikace experimentu uvedené na

Obr. 19 ukazuje na uspésnou detekci fosfopeptida.
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Obr. 19 MALDI-Orbitrap hmotnostni spektrum hovéziho MBP fosforylovaného solubilni Src kinazou, matrice
DHB; podtrzené jsou zvyraznény detekované fosfopeptidy.

V tomto ptipadé doslo k uspésné detekci nékolika fosfopeptidu, které jsou uvedeny

v Tab. 3. V porovnani s analyzou hmotnostni spektrometrii MBP (kapitola 4.2.1, Tab. 2) doslo

k navySeni mnozstvi detekovanych fosforylaci u fosfopeptidl, které ve své aminokyselinové

sekvenci obsahuji tyrosin. Porovnani téchto dvou analyz vedlo k zavéru, ze Vv pripade

fosforylace MBP solubilni Src kinazou doslo k fosforylaci dvou fosforyla¢nich mist, a to Tyr67

a Tyrl26.

Tab. 3 Vyhodnoceni fosforylace tyrosinu (Y) hovéziho MBP solubilni Src kinazou pomoci MALDI-Orbitrap

hmotnostni spektrometrie.

(experimrrgntélni) (teo:c]{izcké) i?}gkr)r? R Sel;;gi’?ce ST(Ii)ferz:ce rr\lgtlzleéct};)r;ii e
881,262 881,262 -0,04 2Fosfo 162 168 0 (R)SGSPMAR(R)
1211,548 1211,546 1,55 1Fosfo 64 73 0 (R)ITTHYGSLPQK(A)
1291,514 1291,512 1,34 2Fosfo 64 73 0 (R)TTHYGSLPQK(A)
1617,711 1617,709 0,86 1Fosfo 10 23 1 (R)SKYLASASTMDHAR(H)
1633,704 1633,704 0,19 1Fosfo 10 23 1 (R)SKYLASASTMDHAR(H)
1880,814 1880,812 1,09 1Fosfo 113 129 0 (R)IFSWGAEGQKPGFGYGGR(A)
1960,779 1960,778 0,72 2Fosfo 113 129 0 (R)JFSWGAEGQKPGFGYGGR(A)
2525,039 2525,032 2,60 2Fosfo 113 134 1 (R)IFSWGAEGQKPGFGYGGRASDYK(S)

Z duvodu zvysené ztraty MBP a Src kinazy Vv jednotlivych reakénich smésich, byla

dale provéiena skutecnost, zda tyto ztraty nejsou zpusobeny degradaci proteinii v disledku

zastaveni fosforylacni reakce ptidavkem 5% TFA. Pro ucely ovéfeni této skuteCnosti byly
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vzorky o obsahu 2 pg MBP okyseleny 5% TFA na hodnotu pH 2 a takto byly inkubovany po
dobu 5 minut a 20 hodin. Nasledné byly vzorky separovany metodou SDS-PAGE na 16,5%
gelu (Obr. 20) dle kapitoly 3.8.
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Obr. 20 SDS-PAGE analyza hovéziho MBP v prostiedi TFA. Separa¢ni draha: MM — marker molekulovych
hmotnosti Unstained Protein Standards, 1, 2 — 2 pg MBP okyseleno TFA na pH 2, inkubace 20 hodin, 3, 4 —2 pg
MBP okyseleno TFA na pH 2, inkubace 5 minut, 5, 6 — 2 ug MBP. 16,5% gel barven roztokem amoniakalniho
stfibra.

Z Obr. 20 je patrné, ze Vv piipadé okyselenych vzorkt pravdépodobné dochazi
ke zvySeni fragmentace proteinu jiz po 5-ti minutové inkubaci V kyselém prostfedi TFA
(draha 3 a4). Ve srovnani s MBP bez upravy (draha 5 a 6) je ziejmy narust fragmenti v rozmezi
molekulovych hmotnosti 10 — 15 kDa. Bylo tedy prokazano, ze okyseleni vzorkt 5% TFA vede
k mirnému zvySeni fragmentace proteinu, ale neukazuje pfimo na velkou degradaci a naslednou

ztratu proteind z reakéni smési.

Na zakladé téchto poznatkii byla ovéfena sorpce proteini na povrch reakéni
zkumavky. Za timto ucelem byly proteiny z povrchu reakéni zkumavky ze druhé modifikace
experimentu, u které doslo k nejvyraznéj$im ztratam, uvolnény 50 ul 0,5% silného detergentu
SDS. Zkumavka byla inkubovana (5 minut, laboratorni teplota, 500 rpm). Obsah zkumavky byl
poté zakoncentrovan (45 °C, 1400 rpm) a analyzovan metodou SDS-PAGE na 16,5% gelu dle
kapitoly 3.8 (Obr. 21).
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Obr. 21 SDS-PAGE analyza proteini uvolnénych z povrchu reakéni zkumavky s vyuzitim 0,5% SDS. Separacéni
draha: MM — marker molekulovych hmotnosti Unstained Protein Standards, 1 — proteiny uvolnéné z povrchu
reakéni zkumavky druhé modifikace experimentu. 16,5% gel barven roztokem amoniakalniho stiibra.

Z Obr. 21 (draha 1) je patrné, ze pouzitim detergentu doslo k uvolnéni zna¢ného
mnozstvi sorbovanych proteini. Na gelu je patrna pritomnost velkého mnozstvi Src kinazy
a také MBP. Lze tedy fici, ze v prib&hu experimentu fosforylace MBP solubilni Src kindzou
dochazi k pomérné velkym ztrdtdm proteind, které jsou zplisobeny zvySenou sorpci proteini na

povrch reakénich zkumavek.
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4.2.3 Fosforylace myelinového bazického proteinu Src kindzou imobilizovanou
na magneticky nosic¢
Cilem experimentu bylo fosforylovat hovézi MBP Src kinazou imobilizovanou na
magnetické Castice Sera-Mag Speed Beads a tuto fosforylaci detekovat metodami zavedenymi
v piedchozich ¢astech prace. Fosforylace MBP imobilizovanou Src kinazou byla provedena dle
kapitoly 3.4.2.

Vzorek fosforylovaného MBP urfeny pro analyzu metodou Western blot byl
analyzovan dle kapitoly 3.9 (Obr. 22).
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Obr. 22 Detekce tspésnosti fosforylace hovéziho MBP Src kinazou imobilizovanou na magnetické Castice.
Separacni draha: MM — marker molekulovych hmotnosti Dual Color Protein Standards, 1, 2 — 2 ug MBP
fosforylovany 0,04 pg magnetickych ¢astic s imobilizovanou Src kinazou, 3, 4 — 2 ug MBP defosforylovany
alkalickou fosfatazou, 5 — 2 ug MBP. (A) SDS-PAGE v prostiedi glycinu, 16,5% gel po pienosu barven roztokem
amoniakalniho stiibra, (B) NC membrana, barveno Ponceau S.

Ze separacnich drah 1 a 2 v porovnani se separacni drahou 5 (Obr. 22A) je patrné, ze
Vv pribéhu reakce dosSlo k vyrazné ztrat¢ MBP. Z ptedchozi zkuSenosti s fosforylaci MBP

solubilni Src kindzou je pravdépodobné, ze ztrata proteinu byla zplisobena zvySenou sorpci
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proteinu na povrch reakéni zkumavky, vtomto pfipadé také sorpci proteinu na povrch
magnetickych Castic a také skutecnosti, ze vzorek byl pfed analyzou okyselen 5% TFA. Po
obarveni membrany roztokem Ponceau S po pfenosu nebyla ptitomnost MBP patrna viibec
(Obr. 22B, draha 1 a 2). Po provedeni imunodetekce piitomnosti fosforylace tyrosinu u MBP
(obrazek neuveden) nebyla detekovana fosforylace na tyrosinu. Negativni vysledek je v tomto

ptipad¢ s nejvétsi pravdépodobnosti disledkem velké ztraty proteinu v pritbéhu reakce.

Vzorek MBP (200 ng) fosforylovaného Src kinazou imobilizovanou na magnetické
¢astice byl analyzovan pomoci kitu pIMAGO dle kapitoly 3.7. Jako negativni kontrola byl
pouzit hovézi sérovy albumin (BSA). Ze zavislosti absorbance na koncentraci MBP (Graf 7) je
ziejmé, ze v piipadé fosforylace MBP Src kindzou imobilizovanou na magneticky nosi¢ doslo
ke znatelnému nartstu absorbance oproti absorbanci MBP bez upravy. V porovnani
s experimenty se solubilni Src kinazou, kde absorbance fosforylovanych vzork dosahovaly
hodnot 3,35 — 3,83, doslo v tomto pfipadé k nartistu absorbance na hodnotu 0,814. Nizsi
hodnota absorbance mize byt vtomto piipadé zpusobena velkou ztratou MBP v prib&hu
reakce. Pres tuto skuteCnost ukazuje narust absorbance vzorku fosforylovaného MBP ve
srovnani s absorbanci vzorku MBP bez tpravy na uspésnou fosforylaci MBP Src kinazou

imobilizovanou na magneticky nosic.
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Graf 7 Zavislost absorbance na koncentraci hovéziho MBP pomoci detekéniho kitu pIMAGO pro fosfoproteiny,
fosforylace MBP Src kinazou imobilizovanou na magneticky nosic¢; pro kalibrac¢ni kiivku jsou uvedeny primérné
hodnoty ze ti{ opakovani, pro fosforylaci MBP Src kindzou imobilizovanou na magneticky nosi¢ a defosforylaci
MBP je uvedena hodnota z jednoho opakovani.

Vzorek MBP fosforylovaného Src kindzou imobilizovanou na magnetické astice pro
analyzu MALDI-Orbitrap hmotnostni spektrometrii byl zpracovan a analyzovan totoznym

zpusobem jako v pfipad¢ fosforylace MBP solubilni Src kinazou. V MALDI-Orbitrap
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hmotnostnim spektru v tomto piipadé nebyla patrnd pritomnost zadného peptidu
(MALDI-Orbitrap hmotnostni spektrum neuvedeno). Tuto skuteCnost lze vysvétlit jako
disledek velké ztraty proteinu v prubéhu fosforylacni reakce. V priabéhu fosforylace MBP Src
kinazou imobilizovanou na magnetické Castice dochazi k daleko vyraznéj$im ztratam proteinu

ve srovnani s fosforylaci MBP solubilni Src kinézou.

4.2.4 Fosforylace rekombinantniho proteinu Tau-441 Src kinazou

Druhym modelovym proteinem uréenym pro in vitro fosforylaci byl rekombinantni
protein Tau-441, ktery ve své aminokyselinové sekvenci obsahuje celkem pét tyrosinti, a to
Tyrl8, Tyr29, Tyrl97, Tyr310 a Tyr394. Pied zahajenim experimentii byla ovéfena Cistota

rekombinantniho proteinu Tau-441.

Cistota proteinu Tau-441 byla ovéfena metodou SDS-PAGE na 16,5% gelu dle
kapitoly 3.8 (Obr. 23). V separacnich drahach 1 — 3 byl separovan protein Tau-441 v riznych
koncentracich. Z divodu nutnosti zakoncentrovani nékterych vzorki fosforylovaného proteinu
Tau-441 po fosforylaci byl v separa¢ni draze 4 separovan protein Tau-441, ktery byl pied
separaci zakoncentrovan (45 °C, 1400 rpm). Jednotlivé prouzky proteinu Tau-441 dosahuji
molekulové hmotnosti okolo 70 kDa, coz nekoreluje s teoretickou molekulovou hmotnosti
tohoto proteinu (45,9 kDa). Pti¢inou vyssi hodnoty molekulové hmotnosti je snizena mobilita
proteinu v polyakrylamidovém gelu [199]. Ze vSech separacnich drah je patrné, Ze protein
Tau-441 je z¢asti fragmentovan a tvofi dimerni struktury. Déle je ze separacni drahy 4 ziejmé,
ze zakoncentrovani proteinu Tau-441 pted elektroforetickou separaci nema na jeho kvalitu

zasadni vliv a zaroven nedochazi k vyrazné ztraté proteinu v disledku zakoncentrovani.
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Obr. 23 SDS-PAGE analyza rekombinantniho proteinu Tau-441. Separa¢ni draha: MM — marker molekulovych
hmotnosti Unstained Protein Standards, 1 — 2 ug Tau-441, 2 — 1 ug Tau-441, 3 — 0,5 ug Tau-441, 4 — 2 pg
Tau-441 zakoncentrovan (45°C, 1400 rpm). 16,5% gel barven roztokem amoniakalniho stiibra.
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Struktura rekombinantniho proteinu Tau-441 vzhledem ke svému ptivodu neobsahuje
zadnou eukaryotni posttranslacni modifikaci, v¢éetn¢ fosforylace. Tato skute¢nost byla ovétrena
pomoci kitu pIMAGO dle kapitoly 3.7. Na desticku byl protein Tau-441 davkovan
v koncentraénim rozmezi 25 — 400 ng/100 pl. Absorbance byla méfena pii 415 nm.
Z primérnych hodnot namétfené absorbance ze tii opakovani byla sestrojena kalibracni
zavislost absorbance na koncentraci proteinu Tau-441 (Graf 8). Ze zavislosti je patrna linearita
Vv celém koncentraénim rozsahu. Absorbance 200 ng negativni kontroly, hovéziho sérového
albuminu (BSA), dosahovala hodnoty 0,139. Hodnota absorbance 200 ng proteinu Tau-441
dosahovala hodnoty 0,321, tedy vyssi nez negativni kontrola. Tato skute¢nost mtize u proteinu
Tau-441 ukazovat na nespecifickou vazbu dendrimeru pIMAGO. Na povrchu dendrimeru
pIMAGO jsou ptitomny Ti*" ionty, které se mohou mimo fosforylovanych zbytki nespecificky
vazat také na kyselé¢ aminokyseliny a histidin. V disledku vysokého zastoupeni kyseliny
asparagové (6,58 %), kyseliny glutamové (6,12 %) a histidinu (2,72 %) v aminokyselinové
sekvenci proteinu Tau-441 doslo k nespecifické vazbé dendrimeru pIMAGO na tyto
aminokyseliny a z tohoto divodu k fale$né pozitivni detekci fosforylace rekombinantniho

proteinu Tau-441.
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y =0,0015x + 0,0324
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R?=0,9949

Absorbance [415 nm]
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o
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Koncentrace proteinu Tau-441 [ng/100 pl]

Graf 8 Zavislost absorbance na koncentraci proteinu Tau-441 pomoci detekéniho kitu pIMAGO pro fosfoproteiny;
pramérné hodnoty ze tfi opakovani.
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Cilem nasledujicich experimentd bylo fosforylovat protein Tau-441 solubilni Src
kinazou a Src kindzou imobilizovanou na magnetické Castice Sera-Mag Speed Beads.
Fosforylace proteinu Tau-441 solubilni Src kinazou byla provedena dle kapitoly 3.6.1
s optimalizovanym postupem bez okyseleni TFA. Reak¢ni smés byla tvofena solubilni Src
kinazou, proteinem Tau-441, reakénim pufrem a ATP v celkovém reakénim objemu 100 pl. Pro
fosforylaci proteinu Tau-441 imobilizovanou Src kinazou dle kapitoly 3.6.2 byly zvoleny dva
typy nosicu. Prvni nosi¢ byl pfipraven dle kapitoly 3.2. V ptipad¢ druhém byla imobilizace Src
kinazy provedena v 50 mM MES pufr, pH 6,0 s piidavkem 0,05% BSA. Piidavek BSA vede
k blokaci nespecifické sorpce proteinti na povrch magnetického nosice v pribéhu fosforyla¢ni

reakce [199].

Vzorky fosforylovaného Tau-441 ur¢ené pro analyzu metodou Western blot byly
analyzovany dle kapitoly 3.9 (Obr. 24).

MM 1 2 3 4 5
250 kDa r— — =

100 kDa
75 kDa
50 kDa

37 kDa

<— BSA

'
'I
.

25 kDa
20 kDa A Tau-441

|

15 kDa

10 kDa

Obr. 24 SDS-PAGE analyza detekce tspésnosti fosforylace proteinu Tau-441 solubilni Src kinazou a Src kinazou
imobilizovanou na magnetické castice. Separa¢ni draha: MM — marker molekulovych hmotnosti Dual Color
Protein Standards, 1 — 2 ug Tau-441 fosforylovany 0,1 pg solubilni Src kinazy, 2 - 2 pg Tau-441 fosforylovany
0,02 mg magnetickych c¢astic s imobilizovanou Src kindzou, 3 — 2pg Tau-441 fosforylovany 0,02 mg
magnetickych ¢astic s imobilizovanou Src kindzou (blokace 0,05% BSA), 4 — 1 pug Tau-441,5-1 ug BSA. 16,5%
gel po ptenosu barven roztokem amoniakalniho stiibra.

V porovnani separa¢nich drah 1,2 a 3 na Obr. 24 s proteinem Tau-441 bez upravy
(draha 4) je v ptipad¢ fosforylovaného proteinu Tau-441 patrny mirny narGst molekulové
hmotnosti, ktery mize poukazovat na moznost uspésSné fosforylace. Ze separacni drahy 1 je
patrné, Ze v ptipadé fosforylace solubilni Src kindzou nedochazi v pribéhu reakce k zasadni
ztraté proteinu Tau-441. Ze separacnich drah 2 a 3 je naopak ziejmé, ze v piipadé fosforylace

imobilizovanou Src kinazou doslo k ubytku proteinu Tau-441 v jednotlivych reakénich

108



smésich. Pricinou této ztraty je pravdépodobné zvySena sorpce proteinu na povrch reakéni
zkumavky a na povrch magnetickych ¢astic. Ze separacni drahy 3 je vSak zfejmé, ze blokace
nespecifické sorpce pomoci BSA v pribéhu imobilizace neméla na sniZzeni sorpce proteinu
Vv pritbéhu fosforyla¢ni reakce zasadni vliv. Naopak v tomto pripadé doslo K znateln&jsi ztraté
proteinu. Po provedeni imunodetekce ptitomnosti fosforylace tyrosinu dle kapitoly 3.9 nebyla

ptitomnost fosforylace prokazana (obrazek neuveden).

Vzorky fosforylovaného proteinu Tau-441 (200 ng) byly analyzovana pomoci kitu
pIMAGO dle kapitoly 3.7. Jako negativni kontrola byl pouzit hovézi sérovy albumin (BSA).

2,5
® kalibra¢ni fada Tau-441
2
IS
c
v fosforylace Tau-441 solubilni Src
S 15 Kina
= indzou
(]
O
E 1 fosforylace Tau-441 Src kindzou
5 y= 0'02015)( +0,0324 imobilizovanou na magneticky
2 R?=0,9949 nosic
< 0,5 fosforylace Tau-441 Src kindzou
imobilizovanou na magneticky
nosic (0,05% BSA)
0 BSA
0 100 200 300 400

Koncentrace proteinu Tau-441 [ng/100 pl]

Graf 9 Zavislost absorbance na koncentraci proteinu Tau-441 pomoci detekéniho kitu pIMAGO pro fosfoproteiny,
fosforylace proteinu Tau-441 solubilni Src kindzou a Src kinazou imobilizovanou na magneticky nosi¢; pro
kalibraéni kiivku jsou uvedeny primérné hodnoty ze tii opakovéni, pro fosforylaci Tau-441 solubilni
a imobilizovanou Src kinazou je uvedena hodnota z jednoho opakovani.

Ze zavislosti absorbance na koncentraci proteinu Tau-441 (Graf 9) je ve vSech tfech
ptipadech fosforylovanych vzorkli znatelny narast absorbance oproti korelujicimu mnozstvi
proteinu Tau-441 bez upravy. K nejvy$Simu naristu doslo v piipadé fosforylace proteinu
Tau-441 solubilni Src kinazou, kdy absorbance dosahovala hodnoty 2,144. Nizsich hodnot bylo
dosazeno v ptipadé fosforylace proteinu Tau-441 imobilizovanou Src kinazou. V piipadé
fosforylace Src kindazou imobilizovanou na magnetické ¢astice bez blokace dosahla absorbance
hodnoty 0,821, zatimco v piipad¢ fosforylace Src kinazou imobilizovanou na magnetické
castice blokované BSA vzrostla absorbance na hodnotu 1,601. Nizsi hodnoty absorbanci
u fosforylaci imobilizovanou Src kinazou bez blokace mohou souviset s ¢asteCnou ztratou

proteinu Vv pribéhu reakce. Nicméné naridstem hodnot absorbanci jednotlivych vzorkt
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ve srovnani S absorbanci proteinu Tau-441 bez Gpravy byla pomoci kitu pIMAGO prokazana

uspésna fosforylace proteinu Tau-441 jak solubilni, tak také imobilizovanou Src kindzou.

Pro potvrzeni uspésnosti fosforylace proteinu Tau-441 metodou MALDI-Orbitrap
hmotnostni spektrometrie byly vzorky o obsahu 2 pg fosforylovaného proteinu Tau-441 nejprve
separovany metodou SDS-PAGE na 16,5% gelu dle kapitoly 3.8. Gel byl poté obarven
Coomassie G-250 Stain dle kapitoly 3.8.1 (obrazek neuveden). Protein Tau-441 byl nasledné
nastépen modifikovanym trypsinem pro sekvenaci v polyakrylamidovém gelu dle kapitoly
3.10.1. Extrakty peptidi byly odsoleny na reverzni fazi dle kapitoly 3.10.3 a analyzovany
metodou hmotnostni spektrometrie. Usp&$na fosforylace proteinu Tau-441 byla ve viech tiech

ptipadech fosforylaci potvrzena detekci nékolika fosfopeptida (Obr. 25A).

V MALDI-Orbitrap hmotnostnich spektrech bylo detekovano nékolik peptida s velmi
nizkou intenzitou (Obr. 25A, m/z 2050 — 2075). Z tohoto divodu byly supernatanty peptida
ziskané pfi Stépeni proteinu Tau-441 v polyakrylamidovém gelu navic obohaceny na 0,2 mg
nosi¢e Titansphere™ TiO Bulk Material dle kapitoly 3.10.2 a poté analyzovany hmotnostni
spektrometrii. Porovnani spekter neobohaceného a obohaceného vzorku spolu s posunem m/z,

ke kterému dochazi pii fosforylaci jednoho tyrosinu (pY), je uvedeno na Obr. 25.
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Obr. 25 MALDI-Orbitrap hmotnostni spektrum proteinu Tau-441 fosforylovaného Src kinazou imobilizovanou
na magnetické ¢astice (blokace 0,05% BSA) (A) bez obohaceni, (B) obohaceni na 0,2 mg nosi¢e Titansphere™
TiO Bulk Material, matrice DHB.
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Na Obr.

obohacenych na nosi¢i Titansphere™ TiO Bulk Material.

26 jsou znazornéna MALDI-Orbitrap hmotnostni spektra
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Obr. 26 MALDI-Orbitrap hmotnostni spektrum proteinu Tau-441 fosforylovaného (A) Src kindzou
imobilizovanou na magnetické castice (blokace 0,05% BSA), (B) Src kinazou imobilizovanou na magnetické
Castice, (C) solubilni Src kinazou, matrice DHB; podtrzené jsou zvyraznény detekované fosfopeptidy.

V Tab. 4 jsou uvedeny detekované fosfopeptidy ve vzorcich obohacenych

supernatantt. Z tabulky lze usoudit, ze v ptipadé fosforylace proteinu Tau-441 solubilni Src

kinazou i Src kindzou imobilizovanou na magnetické ¢astice s/bez blokace BSA doslo

k uspésné fosforylaci na ¢tyfech moznych fosforylaénich mistech, a to na Tyrl8, Tyrl97,

Tyr310 a Tyr394. Uspésnou fosforylaci potvrzuje také skutecnost, ze z MALDI-Orbitrap

hmotnostnich spekter bylo ziejmé, Ze analyzované fosfopeptidy nebyly v pribéhu analyzy dale

fragmentovany ve zdroji hmotnostniho spektrometru a nedochéazelo tedy ke ztraté fosfatové

skupiny z detekovanych fosfopeptida.
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Tab. 4 Vyhodnoceni fosforylace proteinu Tau-441 solubilni a imobilizovanou Src kindzou pomoci
MALDI-Orbitrap hmotnostni spektrometrie.

Fosforylace proteinu Tau-441 solubilni Src kindzou

T“’Z - m/; a Chyba Modifikace Sekvence | - Sekvence Vyne? }3ané1 ,mista Aminokyselinova sekvence

(experimentdlni) | (teoretickd) Appm start konec Stépeni
1473,6036 1473,6006 2,05 1Fosfo 195 209 0 (R)SGYSSPGSPGTPGSR(S)
2060,0644 2060,0576 3,27 1Fosfo 299 317 0 (K)HVPGGGSVQIVYKPVDLSK(V)
2116,8391 2116,8318 3,46 1Fosfo 6 23 0 (R)YQEFEVMEDHAGTYGLGDR(K)
2132,8323 2132,8267 2,65 1Fosfo 6 23 0 (R)IQEFEVMEDHAGTYGLGDR(K)
2133,8623 2133,8583 1,84 1Fosfo 6 23 0 (R)YQEFEVMEDHAGTYGLGDR(K)
2149,8593 2149,8532 2,82 1Fosfo 6 23 0 (R)IQEFEVMEDHAGTYGLGDR(K)
2244,9343 2244,9267 3,35 1Fosfo 6 24 1 (R)QEFEVMEDHAGTYGLGDRK(D)
2260,9303 2260,9217 3,83 1Fosfo 6 24 1 (R)QEFEVMEDHAGTYGLGDRK(D)
2261,956 2261,9533 1,19 1Fosfo 6 24 1 (R)QEFEVMEDHAGTYGLGDRK(D)
2277,9567 2277,9482 3,73 1Fosfo 6 24 1 (R)QEFEVMEDHAGTYGLGDRK(D)
2295,0734 2295,0653 3,54 1Fosfo 386 406 1 (K)TDHGAEIVYKSPVVSGDTSPR(H)
2494,2063 2494,1974 3,6 1Fosfo 384 406 2 (K)AKTDHGAEIVYKSPVVSGDTSPR(H)

Fosforylace proteinu Tau-441 imobilizovanou Src kindzou

(experimngntélni) (temr":iizcké) ir];{)kr): il il 2 Sels(t\;er?ce Sekko\ileerlce Vyneﬁcllélzgfﬁmism Amisl el SEaeie:
1212,5312 1212,5296 1,32 1Fosfo 386 395 0 (K)TDHGAEIVYK(S)
1473,6116 1473,6006 75 1Fosfo 195 209 0 (R)SGYSSPGSPGTPGSR(S)
2060,0646 2060,0576 34 1Fosfo 299 317 0 (K)HVPGGGSVQIVYKPVDLSK(V)
2116,8375 2116,8318 2,71 1Fosfo 6 23 0 (R)QEFEVMEDHAGTYGLGDR(K)
2132,8359 2132,8267 43 1Fosfo 6 23 0 (R)YQEFEVMEDHAGTYGLGDR(K)
2133,8525 2133,8583 -2,74 1Fosfo 6 23 0 (R)QEFEVMEDHAGTYGLGDR(K)
2149,859 2149,8532 2,69 1Fosfo 6 23 0 (R)QEFEVMEDHAGTYGLGDR(K)
2244,9307 2244,9267 1,78 1Fosfo 6 24 1 (R)YQEFEVMEDHAGTYGLGDRK(D)
2260,9401 2260,9217 8,17 1Fosfo 6 24 1 (R)QEFEVMEDHAGTYGLGDRK(D)
2261,9441 2261,9533 -4,06 1Fosfo 6 24 1 (R)QEFEVMEDHAGTYGLGDRK(D)
2277,957 2277,9482 3,87 1Fosfo 6 24 1 (R)YQEFEVMEDHAGTYGLGDRK(D)
2295,0751 2295,0653 4,28 1Fosfo 386 406 1 (K)TDHGAEIVYKSPVVSGDTSPR(H)
2494,1892 2494,1974 -3,29 1Fosfo 384 406 2 (K)AKTDHGAEIVYKSPVVSGDTSPR(H)

Fosforylace proteinu Tau-441 imobilizovanou Src kinazou (blokace 0,05% BSA)
m/z m/; Chyba Modifikace Sekvence | Sekvence | Vynechana mista Aminokyselinova sekvence

(experimentalni) | (teoreticka) Appm start konec Stépeni ¥
1212,5346 1212,5296 4,08 1Fosfo 386 395 0 (K)TDHGAEIVYK(S)
1411,6622 1411,6617 0,358 1Fosfo 384 395 1 (K)AKTDHGAEIVYK(S)
1473,6078 1473,6006 4,89 1Fosfo 195 209 0 (R)SGYSSPGSPGTPGSR(S)
2060,0603 2060,0576 1,32 1Fosfo 299 317 0 (K)HVPGGGSVQIVYKPVDLSK(V)
2116,8374 2116,8318 2,64 1Fosfo 6 23 0 (R)YQEFEVMEDHAGTYGLGDR(K)
2132,8337 2132,8267 33 1Fosfo 6 23 0 (R)YQEFEVMEDHAGTYGLGDR(K)
2133,849 2133,8583 -4,37 1Fosfo 6 23 0 (R)IQEFEVMEDHAGTYGLGDR(K)
2149,8585 2149,8532 2,46 1Fosfo 6 23 0 (R)YQEFEVMEDHAGTYGLGDR(K)
2244,9293 2244,9267 1,14 1Fosfo 6 24 1 (R)YQEFEVMEDHAGTYGLGDRK(D)
2260,9253 2260,9217 1,63 1Fosfo 6 24 1 (R)YQEFEVMEDHAGTYGLGDRK(D)
2261,9494 2261,9533 -1,74 1Fosfo 6 24 1 (R)QEFEVMEDHAGTYGLGDRK(D)
2277,9521 2277,9482 1,7 1Fosfo 6 24 1 (R)QEFEVMEDHAGTYGLGDRK(D)
2295,0722 2295,0653 3,01 1Fosfo 386 406 1 (K)TDHGAEIVYKSPVVSGDTSPR(H)

112




Z divodu piedeslé zkuSenosti se zvySenou sorpci proteintt na povrch zkumavky
v prub¢hu reakce byla i v ptipadé fosforylace proteinu Tau-441 provéfena tato skutecnost.
Za timto uc¢elem byly proteiny z povrchu reakéni zkumavky ze vSech tii experimentd uvolnény
50 ul 0,5% detergentu SDS. Zkumavky byly inkubovany (5 minut, laboratorni teplota,
500 rpm). Obsah zkumavek byl poté zakoncentrovan (45 °C, 1400 rpm) a separovan metodou
SDS-PAGE na 16,5% gelu dle kapitoly 3.8 (Obr. 27).

MM 1 2 3

250 kDa
L Tau-441

25kDe ™ Src kinaza

10kDa W

Obr. 27 SDS-PAGE analyza protein uvolnénych z povrchu reakénich zkumavek s vyuzitim 0,5% SDS.
Separacni draha: MM — marker molekulovych hmotnosti Unstained Protein Standards, proteiny uvolnéné
z povrchu reakéni zkumavky: 1 — fosforylace Tau-441 solubilni Src kinazou, 2 - fosforylace Tau-441 Src kinazou
imobilizovanou na magnetické ¢astice, 3 - fosforylace Tau-441 Src kindzou imobilizovanou na magnetické ¢astice
(blokace 0,05% BSA). 16,5% gel barven roztokem amoniakélniho stiibra.

Z Obr. 27 je ziejmé, ze jak pii fosforylaci proteinu Tau-441 solubilni Src kindzou, tak
Src kinazou imobilizovanou na magnetické ¢astice dochazi k vysoké sorpci proteinti na povrch
reak¢énich zkumavek. V separa¢ni draze 1 je patrné uvolnéni velkého mnozstvi Src kinazy
a proteinu Tau-441. V separaénich drahach 2 a 3 je naopak patrné uvolnéni velkého mnozstvi
pouze proteinu Tau-441. Lze tedy fici, ze v prib&hu fosforylace proteinu Tau-441 Src kinazou

dochazi také ke ztratam proteint, a to z duvodu zvysené sorpce na povrch zkumavek.
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5  ZAVER

Pro imobilizaci Src kindzy na magnetické ¢astice ProMag® HC 1 Series a Sera-Mag
Speed Beads byla vyuzita kovalentni metoda imobilizace prostfednictvim EDAC a Sulfo-NHS.
Z vysledku dosazenych aktivit s peptidovym substratem pro c-Src byly pro imobilizaci zvoleny
jako vhodnéjsi castice Sera-Mag Speed Beads. Tato imobilizovand Src kinaza dosahla

vyznamng vyssich aktivit také ve srovnani s aktivitou solubilni formy Src kinazy.

Na zéklad¢ procentualni miry fosforylace peptidového substratu stanovované po dobu
Ctyf tydni byl prokazan pokles ve skladovaci stabilité Src kindzy imobilizované na Castice
Sera-Mag Speed Beads 0 33,61 %. Dale bylo prokazano, ze operacni stabilita imobilizované
Src kindzy po Sesti opakovanych pouzitich klesla 0 92,99 %. Pro zlepseni operacni stability
imobilizované Src kindzy ptipad4 v ivahu moZnost vyuZiti jiného typu magnetického nosice,

ptipad¢€ pouziti jiné imobiliza¢ni techniky.

Solubilni a imobilizovana forma Src kinazy byla pouzita K in vitro fosforylaci dvou
modelovych proteint, a to hovéziho myelinového bazického proteinu a rekombinantniho
proteinu Tau-441. Na zvySeni miry fosforylace hovéziho myelinového bazického proteinu
solubilni i imobilizovanou Src kindzou ukdazaly vysledky ziskané pomoci kitu pIMAGO.
Z vysledkit metody MALDI-Orbitrap hmotnostni spektrometrie bylo mozné za tspésnou
fosforylaci povazovat pouze fosforylaci myelinového bazického proteinu solubilni Src kinazou,

kdy byla uspésné fosforylovana dvé ze ¢ty moznych fosforylaénich mist, a to Tyr67 a Tyr126.

V ptipadé proteinu Tau-441 byl protein fosforylovan solubilni Src kindzou a Src
kinazou imobilizovanou na Castice Sera-Mag Speed Beads. Pro fosforylaci byly pouzity
magnetické Castice s imobilizovanou Src kindzou jak neblokované, tak blokované hovézim
sérovym albuminem proti nespecifické sorpci. Tato blokace bohuZel nevedla ke sniZeni ztrat
proteinu v prubéhu fosforylace. Ve vSech piipadech byla tspé$na fosforylace prokazana
pomoci kitu pIMAGO. Z vysledktt metody MALDI-Orbitrap hmotnostni spektrometrie bylo
u vSech zpusobu fosforylaci proteinu Tau-441 mozné usoudit, Ze doslo k uspésné fosforylaci

Ctyt z péti moznych fosforylacnich mist, a to Tyrl8, Tyrl97, Tyr310 a Tyr394.

V pribéhu in vitro fosforylace hovéziho myelinového bazického proteinu
a rekombinantniho proteinu Tau-441 dochazi ke znaénym ztratam proteind, které jsou
disledkem zvySené sorpce proteinti na plastovy povrch reakénich zkumavek a ziejmeé také na
povrch magnetickych ¢astic s imobilizovanou kindzou. Optimalizace reakénich podminek

vedouci ke snizeni sorpce proteinll V priabéhu reakce se miize stat predmétem dal$iho vyzkumu.
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