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1. TEORETICKA CAST

1.1 Aspartatové proteinazy (EC 3.4.23)

Asparatové proteinazy patii do skupiny enzymu hydrolyzujicich bilkoviny. Aktivni
centrum téchto enzymu obsahuje dva zbytky kyseliny asparagové (Asp). Vzhledem ke
své maximalni aktivité v rozmezi pH 1,5 az 5,0 byly dfive nazyvéany kyselé proteinazy,
od roku 1981 se dle doporuceni IUB pro né€ pouZziva oznafeni aspartdtové proteinazy.

Aspartatové proteinazy pepsinového typu jsou syntetizovany v podob¢ neaktivnich
proenzymu. V kyselém prostfedi dochdzi k jejich aktivaci odsStépenim aktivacniho
peptidu, ktery zakryva aktivni centrum, a naslednou zménou konformace molekuly.

Aktivni enzym je inhibovan pepstatinem, methylesterem diazoacetyl-norleucinu

nebo 1,2-epoxy-3-(p-nitrofenoxy)propanem [1,2].

1.1.1 Lidské Zaludecni aspartatové proteinazy

Nazev lidské Zalude¢ni aspartatové proteindzy zahrnuje pet skupin strukturné velice
podobnych enzymil - pepsinti: pepsin A (pepsin), pepsin C (gastriksin), kathepsin D
(CTSD), kathepsin E (CTSE, pepsin B) a chymosin [1].

Zaludedni proteinazy tvofi jeden polypeptidovy fetézec propojeny tiemi
intramolekularnimi disulfidickymi mustky. Obsahuji velké mnozstvi dikarboxylovych
kyselin a B-hydroxyaminokyselin, naopak bazickych aminokyselin je v jejich fetézci
malo. Z toho vychazi jejich vysoka aktivita a stabilita v kyselém prostiedi. Molekulové
hmotnosti se pohybuji okolo 35 kDa pro aktivni formy enzymid, pro
proenzymy - zymogeny okolo 40 kDa [1,3].

Pepsin A (EC 3.4.23.1)

Jedna ze dvou hlavnich skupin zaludecnich proteinaz, pepsin A, je produkovan
hlavnimi a mukéznimi buitkami zlaznatého epitelu téla a fundu zaludku ve formé
zymogenu - pepsinogenu A (PGA). V malém mnozsvi se pepsin A vyskytuje téz

v krevnim séru a v moci. Jevi vysokou afinitu k hemoglobinu a syntetickému substratu
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N-acetyl-L-fenylalanyl-3,5-dijod-L-tyrosinu. Optimalni pH prosttedi pro jeho
maximalni ucinnost je v rozmezi 1,8 - 2,2. Relativni molekulovd hmotnost aktivniho
enzymu je 34 000 [1,3].

Pepsin C (EC 3.4.23.3)

Druhy majoritni enzym lidské zalude¢ni S$tavy, nazyvany téz gastriksin, je
produkovan jako pepsinogen C (PGC, progastriksin) hlavnimi a mukéznimi buiikami
zlaznatého epitelu téla, fundu, pyrolické Casti a antra zaludku. Déle je produkovan téz
Brunnerovymi zldzkami proximalni ¢asti dvanactniku a epitelovymi bunkami prostaty a
seminalnich vackt. V malém mnozstvi se muze nachazet i v krevnim séru, v moci
pouze pii patologickych stavech. Maximalni aktivitu vykazuje pfi pH okolo 3.0,
relativni molekulova hmotnost aktivniho enzymu je 31 500 [1,2,3,]

Ostatni Zalude¢ni proteinazy - kathepsin E, kathepsin D, chymozin

Kathepsin E (pepsin B; EC 3.4.23.34) je minoritni komponentou lidské zaludecni
Stavy. Jako PGC je syntetizovan povrchovymi buiikami Zaludec¢ni sliznice téla a fundu.
Byl nalezen téZ v lymfoidni tkéni, v neutrofilech a v mocovém méchyfti [1,2,3].

Kathepsin D (EC 3.4.23.5) je intracelularni proteindzou. Vyskytuje se v nékterych
bunikach zaludec¢ni sliznice, v. mukoznich krckovych bunkéch, v krycich buiikach, v
pyrolickych zlaznatych buiikach a v makrofazich [1,2,3].

Chymozin (EC 3.4.23.4) je neonatdlni Zzalude¢ni proteindza nachazejici se

v zalude¢ni $taveé novorozenct. Ma schopnost srazet mléko (chymazova aktivita) [1]

1.1.2 Prasedi pepsin A

PraseCi pepsin A je z aspartitovych proteindz nejlépe prostudovan. Relativni
molekulova hmotnost pepsinogenu je 40 000, aktivniho enzymu kolem 35 000.
Molekulu enzymu tvoii jeden polypeptidovy fetézec propojeny na tfech mistech
disulfidickymi -S-S- mustky. Ve své molekule ma vazanou D-glukézu. Obsah bazickych
aminokyselin v molekule praseciho pepsinu A je velice maly, pouze jeden lysin a dva
argininy [3,4].

Od molekul pepsinll z jinych zdrojii se odliSuje poctem fosfatovych skupin. Praseci

pepsin A ma ve své molekule pravé jednu fosfatovou skupinu navdzanou na serin


http://www.expasy.org/enzyme/3.4.23.5
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v pozici 68. Tento fosfoserinovy zbytek se nachdzi na povrchu molekuly. Lidské
pepsiny A i C mohou obsahovat 0 az 3 fosfatové skupiny vazané na hydroxylové
skupiny serinovych zbytkt [3,5].

Terciarni struktura molekuly prasec¢iho pepsinu ma doménovy charakter, molekula
obsahuje dvé podobné domény spojené kratkymi hydrofobnimi interakcemi. Celkova
struktura molekuly tvoii beta-fetézec s malymi helikdlnimi useky.

Aktivni misto se nachazi v S§térbiné mezi doménami. Aminokyseliny, nachazejici se
ve §térbin¢€ proteindzy, silné ovliviiuji jeji interakci se substratem. Nepatrnd zména
aminokyselinového sloZeni v této oblasti ovlivni substratovou specifitu enzymu.

Pro aktivaci pepsinogenu je nezbytnd piitomnost vodikovych ionti. Pfi pH
kolem 4 nastava autolyza a jeji rychlost narlstd s dalSim poklesem pH. V neutralnim
prostiedi jsou proenzymy stabilizovany v inaktivni formé elektrostatickymi interakcemi
mezi bazickymi aminokyselinami aktiva¢niho peptidu a zdpornymi néboji
dikarboxylovych kyselin enzymu. Poklesem pH jsou karboxylové skupiny
protonizovany. Dochazi ke konformacnim zméndm, které zplsobuji odsunuti
aktiva¢niho peptidu ze $térbiny a tim se odkryje aktivni centrum enzymu. Nakonec je

aktivacni peptid o délce 40-50 aminokyselinovych zbytka Gplné odstépen [3,4].

1.1.3 Patologické zmény fosforylace lidskych aspartatovych proteinaz

Dulezitym ukazatelem karcinogeneze zaludku se v poslednich letech stdva stupent
fosforylace bilkovin. Bylo nalezeno nékolik praci, zabyvajicich se fosforylaci
pepsinogent. Jensen a spol. [6] prokazali u zdravych jedinci piitomnost jednoho
fosfoserinového zbytku v molekule PGA, zatimco molekula PGC neobsahovala Zadny.
Hynek a spol. [7] se zabyvali vyskytem fosfatovych skupin u pacientii trpicich
rakovinou zaludku, pomoci RP-HPLC a CZE (kapilarni zénova elektroforéza) prokazali
jednu fosfatovou skupinu v molekule PGA a dvé fosfatové skupiny v molekule PGC.
Dalsi vyzkum byl proveden Majer¢dkovou a spol. [8] pomoci protilatek viaci
fosfoproteiniim. U pacientl trpicich zalude¢nimi viedy a rakovinou zaludku potvrdili
pritomnost jedné fosfatové skupiny v molekule PGC a nejmén¢ jedné v molekule PGA.
K podobnym vysledkim dosla i Vaiikova [3], potvrdila vySs$i stupen fosforylace

lidského PGA u pacientli s nadorem zaludku.
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1.2 Priprava peptidovych smési proteolytickym $tépenim

Nejbéznéjsi strategie pro identifikaci proteinu vychdzi z pocate¢niho Stépeni na
peptidy bud enzymovou nebo chemickou cestou. S rostouci délkou peptidovych
fragmenti roste pravdépodobnost jejich piekryti a zvySuje se obtiznost jejich
identifikace.

Proteolyza se jiz v ramci proteomiky stala rutinni zaleZitosti, nebot’ je komercné
dostupna celé fada enzymil, které Ize volit a aplikovat na zédklad¢ pozadavkl kladenych
na vyslednou peptidovou smés. Nabizi n¢kolik praktickych vyhod: vysokou specifitu,
minimalizované vedlejsi reakce a dobrou UCinnost Stépeni. Dulezita je pii tom
optimalizace slozeni a pH reakéniho pufru, poméru enzym/substrat, teploty a doby
inkubace.

Chemické metody Sté€peni proteinit se pouzivaji pouze jako dopliikové. Nachazeji
uplatnéni zejména tam, kde neni mozné ve specifickém piipadé provadét proteolyzu.
Pomérn¢ Setrnd je hydrolyza proteinli zfedénou kyselinou mravenci, kterd pisobi
v mist¢ zbytkli kyseliny asparagové a zarovenn je dobrym rozpoustédlem pro tadu
proteint. NejCastéji pouzivanym chemickym c¢inidlem je kyanobromid, ktery Stépi
v kyselém prostiedi methioninylové vazby na povrchu molekuly [3,9].

Pro dostate¢né reprodukovatelné St€peni je nutné, aby analyzovana bilkovina byla
nejprve denaturovdna, nejcastéji rozpusténim bilkoviny v denaturujicim roztoku
(napt. 6M HCI, 8M mocoving, merkaptoetanolu). Nekteré vysoce stabilni bilkoviny je
nutno pfed denaturaci vhodné modifikovat, napt. redukci disulfidovych vazeb
dithiothreitolem (DTT) a néaslednou alkylaci reaktivnich cysteinti jodacetamidem (IAA)
[3,9].

Pti enzymatickém Sté€peni je nutné zvolit vhodny pomér enzymu k substratu. VEtsi
mnozstvi proteindzy muze vést k problémim, jako jsou nespecifické Stépeni nebo
autolytické Stépeni samotné proteindzy. Disledkem autolyzy je vyskyt peptidovych
fragmentt Stépici proteindzy ve vysledné smési peptid. Vznika tim ruSivé pozadi v MS

detekci analyzované smési peptidl a zpisobuje horsi interpretaci.

1.2.1 Proteolytické enzymy - proteinazy

Proteolytické enzymy katalyzuji exergonni hydrolyzu peptidovych vazeb
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v proteinech a peptidech.

Specifita enzymu je ddna vlastnostmi vazebnych mist, tvoficich aktivni misto
enzymu. Na zéklad¢ poznatkli o aktivnim misté¢ enzymii se nakonec ustalily Ctyfi
charakteristické skupiny proteindz: serinové, cysteinové (thiolové), aspartitové a
proteinazy obsahujici kovovy ion jako kofaktor. K nim pak piibyla jest¢ skupina
threoninovych proteindz. Tato klasifikace se objevuje 1 v tzv. systému EC, na némz je
zalozeno néazvoslovi enzymu. Proteolytické enzymy jsou klasifikovany jako soucést
ttidy 3-hydrolazy, z Sesti enzymovych tfid. Proteindzy tvoii podtiidu 3.4-hydrolazy.
V ramci této podtiidy je pak rozliSovana celé fada podpodtiid [9].

V peptidovém mapovani se nejvice vyuziva trypsin. Déle se vyuZivaji chymotrypsin,
ktery ve svém fetézci obsahuje 101 aminokyselin stejnych jako jsou v fetézci trypsinu,
rostlinné endopeptidazy papain, bromelain, ¢i enzymy ziskané z kultur mikroorganismu

thermolysin nebo subtilisin.

Tabulka 1.1: Piehled pouzivanych proteinaz [3,9]:

Enzym Misto Stépeni pH
optimum
Trypsin (EC 3.4.21.4) Lys, Arg 8,0—-38,5
Chymotrypsin (EC 3.4.21.1) Phe, Tyr, Trp 7,0-9,0
Staphylococcal proteinaza-V§8 Glu, Asp 4,0-28,0
(EC3.4.21.19)
Pepsin (EC 3.4.23.1) Siroka specifita 2,0-3,0
Papain (EC 3.4.22.2) Siroka specifita 6,0-7,0
Subtilisin (EC 3.4.21.62) Siroka specifita 7,0-11,0
Thermolysin (EC 3.4.24.4) Siroka specifita 7,0 —8.5

1.2.2 Chymotrypsin (EC 3.4.21.1)

Chymotrypsin patii mezi serinové proteinazy, které maji v aktivnim misté jeden
funkén€ vyznamny zbytek serinu (Ser) a jejichZz enzymova aktivita je inhibovédna
diisopropylfluorfosfatem. Jsou syntetizovany v podobé neaktivnich zymogent.
Ziskavaji se ztraviciho traktu obratlovcl, ucastni se trdveni potravy. Serinové

proteinazy se vyskytuji ve vSech vyvojovych stupnich zivocichl a téz u nékterych
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bakterii [3].

Hovézi chymotrypsin je syntetizovan ve form¢ neaktivniho chymotrypsinogenu
(MW 25 000), ktery obsahuje 249 aminokyselin a 5 disulfidovych vazeb [10,11].
Extrakt z hovéziho pankreatu obsahuje dvé formy zymogenu: chymotrypsinogen A
(245 aminokyselin; MW 25 700; pl 9,1) a chymotrypsinogen B (248 aminokyselin;
MW 25 800; pI 5,2) [9].

K aktivaci dochazi v duodenu plsobenim trypsinu, ktery z chymotrypsinogenu
odstépi dipeptidy Serl4-Argl5 a Thr147-Asnl48. Z pivodné jednoho peptidového
fetézce se vytvori tf1, vzajemné spojené disulfidovymi -S-S- vazbami, zméni se tercialni
struktura molekuly a zptistupni se aktivni misto enzymu. Vzniklé aktivni enzymy se
znaci feckou abecedou (chymotrypsin A: a-, -, 8-, T-, chymotrypsin B: a-, ©-) [12].

Chymotrypsin §tépi peptidové vazby specificky (ve srovnani s trypsinem je vSak
specifita nizsi) za aromatickymi zbytky (Tyr, Phe, Trp) a rozmérnymi alifatickymi
nepolarnimi zbytky aminokyselin (Met, Leu). Stpeni nastivd, je-li nasledujici
aminokyselinovy zbytek prolin. Nasleduje-li bazicky aminokyselinovy zbytek, dochéazi
ke zvyseni rychlosti Stépeni, v ptipad¢ kyselého zbytku se rychlost snizuje [3].

Chemismus $tépeni je popisovan jako dvoustupiiova reakce. Nukleofilni hydroxylova
skupina serinového zbytku napadne vazbu -CO-NH- a za vytvofeni esteru se uvolni
prvni §tép s novym aminokyselinovym koncem. Hydrolyzou se uvolni druhy $tép a

regeneruje se aktivni enzym [3].

1.2.3 Méreni proteolytické aktivity

Metitkem aktivity endopeptidaz je mnozstvi St€pnych peptidi uvolnénych za urcity
casovy interval.

Nejstarsi metody méfeni aktivity jsou zalozeny na spektrofotometrickém stanoveni
peptidi v reakéni smési po vysrazeni a odstranéni nezreagovaného proteinového
substratu. Napi. Ansonova metoda vyuziva hemoglobinu jako substratu a §tépné peptidy
(obsahujici Tyr) se stanovuji fenolovym ¢inidlem [9].

S rozvojem chemie peptidii se zacaly vice uplatiiovat syntetické substraty. Jejich
Stépeni endo- ¢i exopeptidazou ma nejcastéji za nasledek uvolnéni chromoforu (existuji

1 rozmanité fluorogenni substraty), ktery se méfi spektrofotometricky pii odpovidajici
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vlnové délce [9].

Jako substrat pro chymotrypsin se pouZiva N-sukcinyl-L-fenylalanin-p-nitroanilid
(SUPHEPA) a sleduje se absorbance pifi 405 nm nebo ester N-benzoyl-L-tyrosinu
(BTEE) a méfi se absorbance pti 256 nm [9,13].

1.2.4 Stabilizace enzymi

Vyuziti katalytickych vlastnosti enzymu v biochemii, primyslu, mediciné a dalSich
oborech je bézna zalezitost. Uréitym omezenim pi1 vyberu proteindz k hydrolytickému
Stépeni bilkovin je nejenom jejich specifita Stépeni ve vztahu ke studované bilkoving,
ale také jejich stabilita za danych podminek a déale schopnost autolytického Stépeni,
které ma za nasledek hor$i interpretaci vysledkti analyzy vzniklych peptidd. Pro
zlepSeni vysledkl Stépeni proteinli a zvySeni stability proteinazy, byly pouzity dva
ptistupy: jednak rizny zplsob imobilizace proteindz [14] na rizné typy sorbentl
(chromatografické sorbenty [15], magnetické castice [20,21]) a jednak modifkace
molekul proteindz, jako glykosylace (napt. glykosylace trypsinu [15, 51] nebo
reduktivni methylace [52] nebo acylace [54].

K ziskédni dostatecné ucinné a stabilni formy imobilizovaného enzymu je rozhodujici
vybér vhodnych podminek imobiliza¢ni reakce. Podminky imobilizace mohou piiznivé
ovlivnit reakci nosi¢-enzym. Nejvétsi vliv maji reakéni Cas, pH reakéniho prostiedi,

teplota, pufracni prostiedi a ptitomnost inhibujicich latek [14].

1.2.4.1 Modifikace o-chymotrypsinu glykosylaci

Pti stabilizaci a-chymotrypsinu glykosylaci dochazi k strukturni modifikaci
aminoskupiny enzymu reduktivni alkylaci.

Jako modifikatory se vyuzivaji prosté alifatické aldehydy nebo ketony, v ptipadé
glykosylace je to aldehydovéa skupina sacharidu (D-galaktoza, laktéza). V ptipadé
a-chymotrypsinu poskytuji aminoskupinu zbytky lysinu nachézejici se na povrchu
molekuly. Reakei jsou aminoskupiny pfevedeny na piislusny mono- nebo dialkylamino

derivat. Modifikace probihd za mirnych podminek (37 °C, pH 7,5) [15].
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Vailkkova [3] sledovanim termostability prokazala, ze glykosylace stabilizuje
a-chymotrypsin. Pfitomnost sacharidu chrani enzym proti autolyzacnimu Stépeni a
stabilizuje proteinovou strukturu (zmenseni nepolarnich ploch na povrchu). Stabilnéjsi
preparat ziskala pti glykosylaci a-chymotrypsinu laktdzou.

Také Sola a spol. [17,18,19] se ve svych nékolika studiich zabyvali glykosylaci
a-chymotrypsinu. Jako sacharid pouzili disacharid laktéozu a polysacharid dextran a
sledovali zmény termodynamické a kinetické stability v zavislosti na zménéch stupné
glykosylace a velikosti sacharidu. Zatimco kinetickd stabilita zalezela prevazné na
velikosti pouzité¢ho sacharidu, vétsi termostability bylo dosazeno vzristajici glykosylaci

enzymu.

1.2.4.2 Imobilizace a-chymotrypsinu

Sacharidy se mohou uplatnit i v imobilizaci bilkovin. Pro vazbu lze pouzit bud
sacharidové ¢asti bilkoviny nebo sacharidovych zbytki nosice. Oba pfistupy jsou
zaloZeny na selektivni oxidaci sacharidovych zbytkl jodistanem, vytvofené aldehydové
skupiny jsou pak vyuzity pro imobilizaci. Vznikl4 vazba je typu Schiffovy baze, vazba
musi byt stabilizovana redukci borhydridem [3].

Vaitkova [3] ve své studii zjistila, ze imobilizace glykosylovaného enzymu neni
vhodnd pro dal$i vyuziti, nebot oa-chymotrypsin vazany timto zpilisobem na
hydrazidovou celulézu mé nizkou specifickou aktivitu. Nejlepsich vysledki
dosdhla imobilizaci a-chymotrypsinu na glykosylovany polyakrylamid: vysoké
mnozstvi navazaného enzymu, vysoka aktivita i1 ucinnost imobilizace. AvSak
optimalizaci podminek vazby enzymu na nosic zjistila, Ze vysoké mnoZstvi navdzaného
a-chymotrypsinu vede k poklesu relativni specifické aktivity, coz ptisoudila stérickému
branéni navazanych molekul.

Hong a spol. [20,21] se zabyvali navdzanim a-chymotrypsinu na magnetickych
gelovych nanocasticich. V prvni studii imobilizovali enzym na pfipravené nanocastice
kovalentni vazbou s reakénimi aminoskupinami pomoci karbodiimidové¢ aktivace. Dosli
k zavéram, ze nizs§i pH pufracniho prostiedi zajistuje lepsi imobilizaci enzymu, avSak
pozorovali vétSi ztratu aktivity imobilizovaného enzymu. Také zvySenim mnozstvi

enzymu vreakéni smési dospéli ke zvySeni vazebné kapacity. Imobilizaci
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a-chymotrypsinu docilili vétSi termostability, opakované pouzitelnosti (b&hem
dvouhodinového intervalu po Sestkrate pouzitém imobilizovaném enzymu jeho aktivita
vyznamn¢ nepoklesla) a prodlouzili stabilitu enzymu béhem uskladnéni.

Ve druhé studii pouzili pro imobilizaci na magnetické gelové nanocastice
karboxylovych reakénich skupin, ¢imz dosahli vysoké, dlouhotrvajici rezistence proti

zméndm pH a tepelné denaturaci [21].

1.3 Identifikace fosforylovanych peptidi ziskanych $tépenim pepsinu

Reverzibilni fosforylace proteinti katalyzovana kindzami a fosfatdzami je obecnym
mechanizmem konecné upravy proteinové struktury a funkce. Fosforylace proteinti
hraje klicovou roli v regulaci dulezitych funkci buiiky jako je bunécny rist, diferenciace
a metabolismus [23].

K rozliSeni fosforylovanych pepsint a pepsinogenti od nefosforylovanych forem jiz
byly pouzity nésledujici metody separace:

1) Afinitni chromatografie na imobilizovanych kovovych iontech (IMAC), kde byla
vyuzita interakce fosfatovych skupin fosforylovanych peptida s imobilizovanymi
kovovymi ionty (viz kap.1.3.1.2).

2) Spojeni RP-HPLC a CZE: RP-HPLC byla vyuzita pro ptedseparaci a CZE k
separaci peptidovych fragmenti pepsinii a pepsinogent vzniklych Stépenim
a-chymotrypsinem [7,22].; popf. samotnou CZE s naslednou MS detekci [43].
Identifikace fosforylovanych fragmentt byla provedena porovnanim peptidovych
map fosforylovanych a defosforylovanych forem [7,22,43].

3) Separace fosfopeptidit pomoci specifickych anti-P-Ser/anti-P-Thr/ anti-P-Tyr
protilatek [8, 45].

1.3.1.1 Vysokou¢inna kapalinova chromatografie s reverzni fazi (RP-HPLC)
Pro déleni komplikovanych smési latek, jako jsou napt. latky biologického ptivodu,
je dnes nejvyuzivangj$i metodou vysokoucinna kapalinovd chromatografie (HPLC).

Vysokou ucinnost metody zajistuje vyuziti stacionarnich fazi, tvofenych malymi
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Casticemi pravidelného tvaru o jednotné velikosti a vysoké porovitosti, piipadné
tvofenych monolitickou vrstvou polymeru o definované porovitosti, které homogenné
vypliuji chromatografickou kolonu.

Pouziti obracenych (reverznich) fazi (RP-HPLC) rozSifuje oblast vyuziti na polarni,
ionizovatelné i nepolarni analyty.

Stacionarni fazi v RP-HPLC tvofi nejcastéji silikagel modifikovany nepolarnimi
funkénimi skupinami (oktadecyl, butyl, oktyl, a dalsi). Mobilni fazi tvofi voda nebo
pufr s pfidavkem organického modifikatoru [24].

Rozhodujicim procesem pro separaci analytu jsou hydrofobni interakce s mobilni
fazi. Jejich velikost zavisi na polarité analytu, na relativni permitivité a na povrchovém
napé¢ti mobilni faze (s klesajicim povrchovym napétim klesa retence analytu). Retence
analytu klesa s rostouci koncentraci organického rozpoustédla v mobilni fazi[25].

Eluce byva casto provedena linearnim gradientem - kontinudlnim zvySovanim
koncentrace siln¢jSiho eluentu, organického modifikdtoru B (acetonitril, ethanol,
tetrahydrofuran) v organickém rozpoustédle A (kyselina trifluoroctova, kyselina
trichloroctova).

Volba mobilni faze je pro pribéh analyzy velice dilezita. Pritomnost komplexacnich
latek nebo nevhodné pH miize vést k abnormalitdm retence, rozstépeni pikli nebo
k denaturaci separovanych bilkovin. Pouziti silikagelového nosice je také omezeno
hodnotou pH mobilni faze (pH 2,5 az 8,0) [25].

Separace je v prvé fadé ovlivnéna samotnou strukturou analyzovanych latek. Smési
latek s rozvétvenymi fetézci jsou stacionarni fazi zadrzovany méné nez analogické latky
s jednoduchymi nevétvenymi fetézci. Nenasycené latky eluuji také diive nez zcela
nasycené analogy. Separace biopolymernich latek je ovlivnéna vicenasobnymi
interakcemi se stacionarni fazi. Ustavovani rovnovahy u biopolymerii probiha proto
pomaleji [25].

Literatura zabyvajici se vyuzitim RP-HPLC pfi studiu proteind a jinych biomolekul
je velice obsahla. Jako ptiklad je mozné uvést nasledujici prace: Qian a kol. [26]
vyhodnotili vyhody spojeni kapalinové chromatografie shmotnostni detekci
v proteomice a vyuziti této metody v klinické praxi. Pomoci RP-HPLC byly ve studii
Krabba a kol. [27] separovany a identifikovany fosforylované peptidy. Vzorky

obsahujici fosforylované i nefosforylované peptidy byly separovany na reverzni fazi,
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eluent byl nasledn¢ rozdélen na dvé cCasti. Jedna byla vedena do iontové vyménné
reakéni civky, pracujici na principu Fe(Il)-IMAC (viz kapitola 1.3.1.2) ve spojeni
s fluorescencni detekci. Druhd ¢ést byla vedena ptfimo do hmotnostniho detektoru, kde
byly zpracovany pouze piky, odpovidajici signdlu z iontové vyménného separacniho
systtmu s UV detekci. Linearitu metody testovali vrozsahu 0,5-80,0 pM
fosforylovanych peptidi, pficemz dosahli pro monofosforylované peptidy limitu

detekce 0,5 uM.

1.3.1.2 Afinitni chromatografie na imobilizovanych Zelezitych iontech
(Fe(IID-IMAC)

Jednou z dalSich specifickych metod, pouZivanych k separaci peptidil, piipadé celych
bilkovinnych molekul, nebo k jejich purifikaci, je afinitni chromatografie na
imobilizovanych kovovych iontech (IMAC). Principem metody je rozdilnad afinita
separovanych bilkovin ke kovovym iontim, ktera je odvozena od koordinac¢nich vazeb
mezi kovovymi ionty a ur€itymi postrannimi fetézci aminokyselin na povrchu bilkoviny
[28].

Klasifikacni systém pouzivany mnoha autory vychazi od Pearsona [29], ktery
rozdélil kovové ionty do tii kategorii (silné, stfedné silné, slabé) na zakladé preferencni
reaktivity kovll vii¢i nukleofilim. Skupina silnych kovovych iontl zahrnuje Fe’*, Ca*" a
AP’", které upfednostiiuji kyslik. Slabé kovové ionty, jako Cu’, Hg®", Ag', reaguji
pfevazné se sirou. Stiedné silné kovové ionty (Cu’, Ni*', Zn*, Co") vytvafi
koordina¢ni vazbu s dusikem, kyslikem a sirou.

Cheléatové ligandy jsou zalozené na bdzi iminodioctové struktury. Nejcastéji je to
iminodioctova  kyselina (IDA), tvorici tfi vazby skovovym iontem a
tris(karboxymethyl)ethylendiamin (TED), ktery tvofi pét vazeb s kovovym iontem.
Dals$im pouzivanym chelatovym ligandem je nitriltrioctova kyselina (NTA), jenz vaze
kovovy kationt ¢tyimi vazbami [30].

Matrice pro navazani chelatovych ligandit musi byt mechanicky a chemicky stabilni,
hydrofobni s hydratovanym ,,mékkym* povrchem, inertnim vii¢i biomakromolekuldm a

musi mit makroporézni strukturu [31,32].
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Pro klasickou IMAC (nizkotlakou) se pouzivaji nékteré anorganické matrice — oxidy,
sulfidy, karbonaty, silikaty a fosfaty, a Castéji organické polymery — agardzové gely,
Sephadexy, Trisakryly a Spherony [32].

K separaci fosfopeptidii ze smési se nejcastéji vyuziva Fe(Ill) iontl. Specifickou
separaci fosfopeptidil 1ze provést 1 pomoci Ga(IIl) iontti nebo dioxidu titanu [45].

Zakladnim principem metody Fe(Ill)-IMAC, je silnd afinita Fe(Ill) iontd,
povazovanych za silnou Lewisovu kyselinu, ke kysliku, vazanému ve fosfatovych,
sulfatovych, karboxylovych nebo fenolovych funkénich skupinach, vystupujicimu jako
silna baze [33].

Toomik a spol. [34] zjistili, Ze sila vazby nukleotidii neni ovlivnéna poctem fosfata
v molekule. Vysokou afinitu k Fe(IIl) ¢astecné vysvétluje zplisob vazby, fosfat se vaze
dvémi koordina¢nimi vazbami, vznikd Ctyi¢lenny kruh, oproti karboxylové skupiné,
ktera tvoii pouze jednu vazbu.

Interakci  Zelezitych iontd s fosfatem studovali Chung a spol. [35]
v PEG/dextranovém dvoufdzovém systému. S rostoucim pH se afinita fosfatu k Fe'*
iontiim snizovala. Narust afinity vrozmezi pH 3 - 5 byl pfipsan ionizaci druhého
kyselého kysliku fosfatové skupiny. Nad pH 5 afinita poklesla nasledkem kompetitivni
vazby zelezitych iontl s hydroxylovymi ionty.

Eluce analyti vazanych ptes fosfatové skupiny mize byt provedena gradientem pH
nebo pridavkem kompetitivnich latek do mobilni faze (napt. fosfatovych ionti,
imidazolu nebo organickych kyselin) [28,30,36]. Ve studii Muszynské a spol. [37] se
zakladni peptidy v IMAC koloné€ nesorbovaly. Kyselé peptidy byly zadrZeny a nasledné
eluovany v Sirokém piku v rozmezi pH 5,5 — 6,2. Fosfopeptidy byly eluovany v rozmezi
pH 6,9 - 7.5.

Separaci analytu, kapacitu a selektivitu ovliviiuje nékolik faktorti. Je to predevSim
hustota imobilizovanych kovovych ionti [38], iontova sila pufru, pfitomnost povrchoveé
pfistupnych fosfatovych skupin proteinu a izoelektricky bod separovaného proteinu.

Bylo zjisténo, ze peptidy obsahujici aminokyseliny s vétsim mnozstvim
karboxylovych skupin jsou také slabé zadrzovany Fe(IIl)-IDA-agar6zovym gelem.
Slabé komplexy tvoii Fe(Ill) ionty také s ligandy obsahujicimi dusik a siru [27,39, 45].
Problém nespecifické vazby kyselych aminokyselinovych zbytkii mtize byt fesSen jejich

blokaci pomoci o-methyl esterifikace [49].
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Ve studii Li a spol. [23] byla k separaci fosfopeptidi vyuzita jednolita vrstva oxidu
hlinitého pokryvajici povrch superparamagnetickych ¢astic oxidu Zelezit¢ho. Navazané
fosfopeptidy detegovali pomoci MALDI-MS, pfimym umisténim mikroc¢astic na
MALDI ter¢ik. Podobna metoda byla pouzita i ve studii Hana a spol. [47], kde autofi

pripravili polymerizaci Fe,O; mikroc¢astice pro separaci fosfopeptidi.

1.3.2 Detekce fosforylovanych peptidi pomoci MALDI-TOF hmotnostni

spektrometrie

Vysokouc¢innou detekéni metodou, pouzivanou pii identifikaci bilkovin, je
MALDI-TOF (laserova desorpce a ionizace za ucasti matrice ve spojeni s priletovym
analyzatorem).

Tandemové spojeni MALDI-TOF-TOF muze poskytnout strukturni informace
o analyzované bilkovin¢ s dostatecnou citlivosti pro jeji identifikaci a analyzu
postransla¢nich modifikaci [42], jako jsou fosforylace, deamidace nebo glykosylace
[43].

Fragmentované ionty peptidd, ziskané z MALDI zdroje, jsou smési y-, b- a a-iontt,
doprovazenych ionty, které pochazi z neutralni ztraty amoniaku nebo vody. Pomér a
intenzita fragmentovanych ionti velice zavisi na sérii iontd, produkovanych MALDI
zdrojem. Peptidy s jednim nabojem vznikaji pfednostné nasledkem Stépeni C-terminalni
vazby kyselych zbytki asparagové a glutdimové kyseliny a N-terminélni vazby prolinu
[44].

Detekce fosfopeptidii Casto vychazi z fragmentace fosfoesterové vazby v P-Ser,
P-Tyr a P-Thr. Zejména B-eliminace fosforové kyseliny z P-Ser nebo P-Thr vede
k identifikaci fosfopeptidli v hmotnostni spektrometrii. Peptidy obsahujici P-Tyr mohou
byt specificky detegovany produkei imoniového iontu z P-Tyr zbytk.

Pii analyze fosforylovanych peptidi dochazi pifi MALDI-TOF MS detekci
k nékolika problémim. Ve smési peptidi dochédzi k potlaceni signalu fosfopeptidii
nasledkem pfitomnosti nefosforylovanych analogi. A pokud je protein fosforylovan
v malém mnozstvi, detekce fosfopeptidu je obtizna. Navic fosforylace miize inhibovat
Stépeni pomoci trypsinu, pozici fosfatové skupiny v misté Stépeni [45, 46, 47, 48].

Dal$im obecnym problémem miize byt efekt matrice [42].
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K fteSeni téchto probléml se vyuziva separacnich metod: napt. IMAC, CZE, GE
(gelové elektroforézy) [43, 45, 46, 47], radioaktivniho znadeni pomoci P [45, 46],
enzymové defosforylace [45, 46, 48] nebo imunochemickych metod [45], jako néstrojli

k izolaci a odliseni fosfopeptidii od rusicich nefosforylovanych forem.
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1.4 Cil prace

Cilem diplomové prace bylo vypracovat spolehlivou metodu pro separaci a
identifikaci fosfopetidl, kterd by mohla byt vyuZita pro studium lidskych pepsint a
pepsinogent. Téma diplomové prace navazuje na dlouholety vyzkum zamétfeny na
oblast aspartatovych proteindaz a jejich zmén v postranslacnich modifikacich, které
doprovazeji néktera onemocnéni zaludku.

Ke splnéni vytceného cile diplomové prace je nutné feSeni ndsledujicich dil¢ich

krokt pti pouziti praseciho pepsinu A jako modelového proteinu:

nalézt vhodné podminky pro §té€peni pepsinu a-chymotrypsinem;

- imobilizace a-chymotrypsinu na magnetické ¢astice a jejich vyuziti pro piipravu
smési peptidi pepsinu;

- separace vzniklych peptidi pomoci RP-HPLC a IMAC s imobilizovanymi
Fe(I1I) ionty;

- identifikace fosfopeptidi pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie.
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2. EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pouzité chemikalie a pristroje

2.1.1 Chemikalie

Acetonitril (Labscan, Irsko)

BSA (Sigma-Aldrich, USA)

Dekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (Sigma-Aldrich, USA)
Dithiotreitol (Sigma-Aldrich, USA)

EDTA (Sigma-Aldrich, USA)

Hovézi a-chymotrypsin (Sigma-Aldrich, USA)

Hydrogenuhli¢itan amonny (Sigma-Aldrich, USA)

Chlorid Zelezity (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod, Ceska Republika)

IDA (Sigma-Aldrich, USA)

Jodacetamid (Sigma-Aldrich, USA)

Kyselina fosforeéna (Ing. Petr Luke§, Uhersky Brod, Ceska Republika)
Kyselina chlorovodikova (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod, Ceska Republika)
Kyselina octova (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod, Ceska Republika)
Kyselina trifluoroctova (Sigma-Aldrich, USA)

Kyselina trichloroctova (Ing. Petr Luke§, Uhersky Brod, Ceska Republika)
Mocovina (Sigma-Aldrich, USA)

N,N-dimetylformamid (Sigma.Aldrich, USA)
N-sukcinyl-L-fenylalanin-p-nitroanilid (Sigma-Aldrich, USA)

Octan sodny (Sigma-Aldrich, USA)

Praseci pepsin A (Sigma-Aldrich, USA)

Reagent A: 1% bicinchoninat sodny, 2% Na,CO;.H,O, 0,16% vinan sodny, 0,4%
NaOH, 0,95% NaHCOs;, (pH=11,25) (Pierce, USA)

Reagent B: 4% CuS0,.5H,0 (Sigma-Aldrich, USA) v deionizované vodé
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2.1.2 Laboratorni material

Perfect Pure C-18 Tip (Eppendorf, Némecko)

Magnetické agarosové mikrocastice - Magnetic Glyoxal 4% Agarose Beads 20-75 pm
(BioScience, USA)

Mikrotitraéni desti¢ka P (Gama Group, Ceské republika)

Syringe Filter 0,45 ul, PTFE Filter Media (Whatman, USA)

Bio-Spin Disposable Chromatography Columns - 1,0x10,0 cm (Bio-Rad, USA)

10 ml chromatograficka kolona — 0,8x4,0 cm (Sigma-Aldrich, USA)

2.1.3 Pristroje

Accublock Digital Dry Bath (Labnet International Inc., USA)
Analytické vahy Mettler Toledo AB 104 (Véhy a vazici systémy — Petr Hepnar, Ceska
Republika)
Chromatograficka kolona ZOBRAX Eclipse XDB — C18 (Agilent, USA)
MALDI TOF/TOF MS (Bruker Daltonics, Némecko)
Multiscan MCC/340 (Labsystem, Finsko)
Orbital Incubator SI 50 (Barloworld-Scientific, Velké Britanie)
pH metr 3305 (Jenway, Velka Britanie)
Sklenéna elektroda HC 143 (Theta 90, Ceska Republika)
Software CSW dodany firmou Ecom (Cesk4 Republika)
Spektrofotometricky detektor OPAL (Ecom, Praha, Ceska Republika)
Termostatova lazen (Julabo, USA)
Vysokoucinny kapalinovy chromatograf, ktery se sklada z nasledujicich ¢asti:
Beta gradientova pumpa (Ecom, Ceska Republika)
Davkova¢ D (Ecom, Ceska Republika)
Dynamické sméSovaci komora (Knauer, Némecko)
Kolektor frakei 2110 (Bio-Rad, USA)
Odvzdusiiovaé mobilni faze Degasser Dg 3014 (Ecom, Ceska Republika)
Termostat kolony (Ecom, Ceska Republika)
UV / VIS spektrofotometricky detektor LCD 2084 (Ecom, Ceska Republika)
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2.2 Pracovni postupy

2.2.1 Analytické metody

2.2.1.1 Stanoveni koncentrace proteinu

Pro zjiSténi koncentrace bilkoviny ve vzorku byla pouzita BCA metoda
(viz. Kap.1.2.3), poprvé popsand Smithem a spol. [40]. Principem stanoveni je redukce
Cu™ iontd na Cu’ ionty v alkalickém prostfedi. Produkce Cu’ iontd je funkci
koncentrace proteinu ve vzorku a zavisi téZ na dob& inkubace. Reakci Cu’ ionti
s bicinchoninovou kyselinou (BCA) vznik4d fialov€ zbarveny komplex, méfitelny
spektrofotometricky [41].

Postup

Stanoveni koncentrace proteinu bylo provedeno v mikrotitraéni desticce. K 40 pl
vzorku bylo pfidano 200 pl smési A + B (smés A: 1 % bicinchoninat sodny,
2 % Na,CO; . H,0, 0,16 % vinan sodny, 0,4 % NaOH, 0,95 % NaHCOs;, (pH 11,25);
smés B: 4 % CuSO, . SH,O v deionizované vod¢) v poméru 49:1. Stanoveni bylo
provadéno ve dvou paralelnich vzorcich.

Desticka byla 5 minut tfepana a poté umisténa do termobloku piedehiatého na
teplotu 60 °C. Po 30 minutach byla zméfena absorbance pii 540 nm na pfistroji
Multiscan MCC/340. Koncentrace proteinu byla urena z kalibracni zévislosti
absorbance standardniho roztoku BSA na jeho zndmé koncentraci. Kalibracni zavislost

standardu byla vzdy nové méfena spolu s métenymi vzorky.

2.2.1.2 Stanoveni enzymové aktivity imobilizovaného a-chymotrypsinu

Enzymova aktivita a-chymotrypsinu imobilizovaného na magnetickych agar6zovych
mikrocasticich byla stanovena metodou podle Nagela a spol. [13]. Pro stanoveni byl

pouzit nizkomolekuldrni substrat N-sukcinyl-L-fenylalanin-p-nitroanilid (SUPHEPA).

Postup
K 2,4 ml 0,1 M Tris-HCI pufru (pH 7,8), ktery obsahoval 0,025 M chlorid vapenaty,
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bylo pfidano 200 ul suspenze magnetickych castic s imobilizovanym enzymem a 100 pl
substratu (100 mg SUPHEPA v 10 ml N,N-dimetylformamidu). Smé&s byla inkubovana
10 minut pti teplot¢ 37 °C. Pfidanim 0,5 ml 30 % kyseliny octové byla reakce
zastavena, poté byla méfena absorbance pti 405 nm.

Pro sestrojeni kalibra¢ni zavislosti bylo pouzito misto suspenze magnetickych castic
s navazanym enzymem 200 pl roztoku a-chymotrypsinu o vzrlstajicim mnozstvi
enzymu - 150, 200, 250, 300, 350 a 400 pg, ostatni Cinidla byla pfiddna ve stejném
mnozstvi.

Enzymova aktivita a-chymotrypsinu imobilizovaného na magnetické castice byla
stanovena ze zavislosti aktivity volného a-chymotrypsinu na mnoZzstvi volné proteinazy.
Bylo urceno, jakému mnozstvi volné formy enzymu v 200 pl roztoku proteindzy
odpovida aktivita enzymu imobilizovaného na 200 pl magnetickych ¢astic.

Pro zvySeni citlivosti spektrofotometrické detekce byla alternativné stanoveni
provedena s niz§imi objemy reak¢nich ¢inidel. Do 1,0 ml 0,1 M Tris-HCI pufru
(pH 7.,8), obsahujici 0,025 M chlorid vépenaty, bylo pfidano 200 pl suspenze
magnetickych ¢astic s imobilizovanym  a-chymotrypsinem (200 pl  volného
a-chymotrypsinu) a 100 ul  substratu (100 mg SUPHEPA v 10,0 ml

N,N-dimetylformamidu). Dalsi kroky stanoveni zlstaly stejné.

2.2.2 Imobilizace a-chymotrypsinu na magnetickych &asticich

Imobilizace a-chymotrypsinu na magnetickych casticich byla provedena na katedie
biochemie Ptirodovédecké fakulty Karlovy Univerzity v Praze nasledujicim postupem.

Postup

1,0 ml komeréné dodanych agarosovych magnetickych Castic byl promyt 0,1 M
roztokem NaHCQO;, smichan s 2,0 ml roztoku a-chymotrypsinu (11,5 mg v 1,0 ml 0,1 M
NaHCO;) a za stalého tfepani byla smés inkubovana pfi laboratorni teploté po dobu
24 hodin.

Poté byly castice snavazanym a-chymotrypsinem tfikrdt promyty 2,0 ml
0,1 M NaHCOj; a neobsazené —CHO skupiny byly deaktivovany 2,0 ml roztoku glycinu
(10 mg v 1,0 ml 0,1 M NaHCOs) po dobu 60 minut. Po promyti destilovanou vodou a
0,1 M NaHCO; byly magnetické castice redukovany 30 minut 2,0 ml roztokem
kyanoborhydridu sodného (7,5 mg v 1,0 ml 0,1 M NaHCO;) a kone¢né promyty
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0,1 M NaHCO;, destilovanou vodou a fosforeCnanovym pufrem.

2.2.3 Stépeni prasetiho pepsinu a-chymotrypsinem

Praseci pepsin byl Stépen upravenou modifikovanou metodou podle Stone a spol
[50].

Postup

8 mg praseciho pepsinu A bylo rozpusténo v 2,0 ml roztoku 0,4 M NH,HCO;,
obsahujictho 8 M mocovinu. Bylo pfidano 200 upl 0,045 M DTT a smés byla
inkubovana za stalého michani 15 minut pfi 50 °C. Po ochlazeni na laboratorni teplotu
bylo pfidano 200 pul 0,01 M IAA a smés byla inkubovéna pfi laboratorni teploté po dobu
10 minut. Poté¢ bylo pifiddno 5,4 ml redestilované¢ vody a 200 pul roztoku
a-chymotrypsinu (I mg/ml) nebo 200 pl suspenze magnetickych Céstic
s imobilizovanym a-chymotrypsinem. Reakéni smés byla inkubovéna pfi teploté 37 °C
za stalého michani po dobu 24 hodin. Reakce byla ukoncena okyselenim reakcéniho
roztoku 30 % kyselinou octovou na pH 4, v pripad¢ imobilizovaného a-chymotrypsinu
odstranénim magnetickych ¢astic z reakéniho roztoku.

Pii optimalizaci procesu Stépeni byly teplota a doba inkubace vzorku se Stépici
proteindzou a-chymotrypsinem ménény. Vzorek byl inkubovan po dobu: 3, 6, 12, 18,
24, 36, 48, 72 hodin. Po zjisténi optimalni doby inkubace bylo provedeno Stépeni
praseCiho pepsinu a-chymotrypsinem po tuto dobu pii teplotich: 8 °C, laboratorni

teploté (28 °C), standardni teploté 37 °C a pii teploté 50 °C.

2.2.3.1 Upravena metoda Stépeni praseciho pepsinu A

1 mg praseciho pepsinu A byl rozpustén v 1,0 ml 0,10 M octanového pufru s 1,00 M
NaCl (pH 3,7) a pH reakéni smési bylo upraveno 1,60 M NH,;HCO; s obsahem 7,00 M
mocoviny na hodnotu 7,5 - 8,0. Po pfidani 20 pl 0,45 M DTT byla smés inkubovéna za
stalého michéni po dobu 15 minut pii 50 °C. Po ochlazeni na laboratorni teplotu bylo
pridano 20 pl 0,10 M TAA a smés byla inkubovana pti laboratorni teplot¢ po dobu
10 minut. Nasledné bylo pfiddno 100 pl roztoku a-chymotrypsinu (1 mg/ml) nebo

100 ul suspenze magnetickych castic s imobilizovanym a-chymotrypsinem. Reakcni
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smés byla inkubovana pii teploté 37 °C za stalého michani po dobu 24 hodin. Reakce
byla ukoncena okyselenim reakéniho roztoku koncentrovanou kyselinou trifluoroctovou
na (TFA) pH4,0, v pfipad¢ imobilizovaného a-chymotrypsinu odstranénim

magnetickych ¢astic z reakéniho roztoku.

2.2.4 Separace peptidi

2.2.4.1 RP-HPLC separace peptidovych fragmenti

Peptidy praseciho pepsinu A, vznikl¢ Stépenim pomoci a-chymotrypsinu, byly
separovany vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s reverzni fazi.

Postup

Vzorek peptidi byl nanesen na kolonu ZOBRAX Eclipse XDB-C18
(4,6 x 150 mm, 3,5 pwm) pomoci Sesticestného ventilu s davkovaci smyckou. Objem
nastiiku byl 200 ul, pratokova rychlost 0,5 ml/min a teplota kolony 40 °C. Byla pouzita
nasledujici eluce: 5 min izokraticky eluentem A (0,1 % TCA), pak linedrnim gradientem
eluentu B (60 % ACN v 0,1 % roztoku TCA) od 0 % do 75 % B béhem 60 min, nakonec
izokraticky 10 min 100 % eluentem B. Separované peptidy byly detegovany

spektrofotometricky pii vinové délce 220 nm.

2.2.4.2 Separace fosforylovanych peptidi pomoci Fe(I1I)-IMAC

Separace fosfopeptidii vzniklych chymotryptickym Stépenim prasec¢iho pepsinu A
byla provedena pomoci nizkotlaké afinitni chromatografie na imobilizovanych
zelezitych iontech.

Postup

Na chromatografickou kolonu (1,0 x 10,0 cm), ktera byla naplnéna 3,0 ml Sepharosy
obsahujici vazanou IDA, byly naneseny 2,0 ml 0,05 M roztoku FeCls. Nezachycené Fe’*
ionty byly odstranény promytim kolony 30,0 ml deionizované vody. Poté byla kolona
promyta 30,0 ml equilibra¢niho 0,10 M octanového pufru (pH 5,6). Na piipravenou

kolonu byl nanesen vzorek peptidii a provedena equilibrace 30,0 ml 0,10 M octanového
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pufru (pH 5,6). Adsorbované peptidy byly eluovany izokraticky 30,0 ml 0,05 M
fosfore¢nanového pufru (pH 6,0), prutokovou rychlosti 0,33 ml/min a detegovany
spektrofotometricky UV detektorem pti 280 nm.

Po kazdé analyze byly navazané Fe’" ionty z kolony odstranény 3,0 - 5,0 ml 0,20 M
roztoku EDTA.

Z divodh snizeni objemi roztokd a zamezeni nezddoucimu fedéni vzorku bylo
pouzito pro separaci 1,0 ml chromatografické kolony (0,8 x 4,0 cm). Ta byla naplnéna
1,0 ml Sepharosy s navazanou IDA a promyta 20,0 ml deionizované vody. Poté bylo na
kolonu naneseno 10,0 ml 0,1 M roztoku FeCl; a kolona byla postupné promyta 20,0 ml
deionizované vody, 20,0 ml 0,05 M octanového pufru (pH 4,0), 20,0 ml 0,05 M
fosfore¢nanového pufru (pH 7,2), opét 20,0 ml octanového pufru, 20,0 ml eluéni faze
RP-HPLC systému (60 % ACN v 0,1 % TCA) a znovu 20,0 ml octanového pufru.
Na takto piipravenou kolonu byl nanesen vzorek a kolona byla equilibrovana 20,0 ml
0,05 M octanového pufru (pH 4,0). Eluce byla provedena izokraticky, 2,0 ml 0,05 M
fosfore¢nanového pufru (pH 7,2). Prvni dvé 0,5 ml elu¢ni frakce byly zachyceny a

analyzovany pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie.

M Wew

2.2.5 Precisténi vzorku pred hmotnostni detekci

Pro sniZzeni Sumu v zaznamu MS detektoru byl vzorek po separaci pomoci
Fe(III)-IMAC zbaven elu¢niho fosfore¢nanového pufru precisténim extrakei tuhou fazi
(SPE; Perfect Pure C-18 Tip, Eppendorf)

Postup

SPE kolonka s C-18 fazi byla 10 x promyta 10 pl 50 % roztoku ACN a nésledné
10 x 10 pl 0,1 % TFA. Poté byl na kolonku pomalu nanesen vzorek, 10 x 10 ul, pfi¢emz
pii vypousténi vzorku byla vznikajici kapka né€kolikrat opétovné nasavana pipetou zpét.
Po naneseni vzorku byla kolonka znovu promyta 10 x 10 pl 0,1 % roztoku TFA, druha a
treti frakce byla zachycena. Vzorek byl eluovan 2 x2 pul roztoku 0,1 % TFA

v 50 % ACN. Eluat byl sbirdn a zamrazen pro pozdé¢jsi identifikaci peptidii metodou
MALDI-TOF.
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2.2.6 Analyza vzorki pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie

Analyzu provedl Mgr. Petr Ptikryl z Ustavu patologické fyziologie 1. Lékaiské
fakulty na ptistroji MALDI TOF/TOF MS (Bruker Daltonics, Némecko).
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3. VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Optimalizace procesu Stépeni praseciho pepsinu A volnym

a-chymotrypsinem

3.1.1 Vliv doby na $tépeni praseciho pepsinu A

Stépeni prase¢iho pepsinu A bylo provedeno za konstantnich podminek (viz.
Kap. 2.2.3.1). Analyzovand bilkovina byla inkubovdna s roztokem volného
a-chymotrypsinu po dobu 3, 6, 12, 18, 24, 36, 48, 72 hodin. Vyhodnoceni bylo
provedeno na zaklad¢ chromatografického zaznamu separace vzniklych peptidit pomoci
RP-HPLC s UV detekci. Byl vybran nejvy$si pik stg vrozmezi 20-35 min
(ptedpokladany vyskyt fosforylovaného peptidu [3,4]). U tohoto piku (tg = 32,41 min)
byly porovnany zmény plochy a vySky béhem ménici se reakéni doby.

Vysledky proteolytického Stépeni praseciho pepsinu A po trech a Sesti hodinach byly
nereprodukovatelné. To mohlo byt zpiisobeno autolytickym St€penim pepsinu. Po
zastaveni reakce okyselenim reakéni smési doSlo sice k inaktivaci a-chymotrypsinu,
ale nerozstépeny pepsin mohl byt timto krokem aktivovan (nejvétsi aktivitu vykazuje
v kyselém prostiedi), coZ mohlo zplsobit jeho autolytické Stépeni.

Po 12 hodinéch §tépeni mély porovnavané chromatogramy stejny charakter. LiSily se
pouze ve velikostech ploch a vySek pikli. Na Obr. 3.1 jsou porovnany zmény plochy a
vysky piku tg = 32,41 min v zavislosti na délce Stépeni. Jako optimélni byla stanovena
doba §tépeni 24 hodin, plocha a vyska piku je dostateéné velika. Stépenim po dobu
36 hod bylo dosazeno vyssich hodnot plochy a vysky tohoto piku v porovnani s dobou
Stépeni 24 hod, avSak zména nebyla velika a z divodu zbyteéného prodlouzeni doby

analyzy bylo zvoleno 24 hod jako optimalni.
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Obrazek 3.1: Zmény plochy a vysky piku tg = 32,41 min v zavislosti na dobé& §tépeni prase¢iho
pepsinu A a-chymotrypsinem.

8 mg praseciho pepsinu A; 200 pl roztoku volného a-chymotrypsinu (1mg/ml); St€peni: 12, 18, 24, 36,
48, 72 hod. pti 37 °C; RP-HPLC separace: davkovani: 200 pl; F = 0.5 ml/min; eluce: 5 min equilibracni
faze A: 0,1/99,9 (v/v) TCA/deionizovand H,O, 60 min gradient 0 —75 % elucni faze B: 40/60 (v/v)
A/ACN, 10 min 100 % B; detekce: 220 nm. A je plocha piku [mV/s], h vyska piku [mV] a t« doba §tépeni
[hod] volnym a-chymotrypsinem.
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3.1.2 Vliv teploty na Stépeni praseciho pepsinu A

Po urceni optimalni doby stépeni bylo nutné urcit optimalni teplotu S$tépeni. Postup
pii pfipravé Stépt byl stejny jako pii optimalizaci reakéni doby, po pfidani volného
a-chymotrypsinu byla reakéni smés inkubovéna po dobu 24 hodin pfi teploté 8 °C,
laboratorni teploté (28 °C), standardni teploté 37 °C a pii teploté 50 °C. Vyhodnoceni
bylo provedeno porovnanim zmén plochy a vysky piku tg = 33,35 min
chromatografického zaznamu separace pomoci RP-HPLC, béhem meénici se teploty

Stépeni (viz.Obr.3.2).
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Obrazek 3.2: Zmény plochy a vysky piku tg = 33,35 min v zavislosti na ménici se teploté
Stépeni.

8 mg praseciho pepsinu A; 200 pl roztoku volného a-chymotrypsinu (1mg/ml); St€peni: 24 hod. pfi 8§, 28,
37, 50 °C; RP-HPLC separace: davkovani: 200 ul; F =0.5 ml/min; eluce: 5 min equilibra¢ni faze A:
0,1/99,9 (v/v) TCA/deionizovand H,O, 60 min gradient 0 — 75 % eluc¢ni faze B: 40/60 (v/v) A/ACN,
10 min 100 % B; detekce: 220 nm. A je plocha piku [mV/s], h vyska piku [mV] a t teplota stépeni [°C]

volnym a-chymotrypsinem.
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Tiebaze byl signal UV detektoru pii teplotach 8 a 27 °C vyssi nez pii teploté 37 °C,
byla méteni pfi téchto teplotdch nereprodukovatelna.

37 °C bylo podle ptedpokladu pro aktivitu a-chymotrypsinu ideélni. Pti teploté 50 °C
bylo dosazeno podobného charakteru chromatogramu. Odlisnosti ve velikosti plochy a

vysky piku tg = 33,35 min byly v porovnani s teplotou Stépeni 37 °C malé.

3.2 Separace hydrolytickych $tépi praseciho pepsinu A

Vzhledem k obtizné dostupnosti vzorki lidskych pepsinogeni a pepsinti bylo pro
studium peptidii pouzito modelové bilkoviny, prasec¢iho pepsinu A.

Prase¢i pepsin A ma podobné aminokyselinové slozeni a vlastnosti jako lidsky
pepsin A. Navic ve své molekule obsahuje jednu fostatovou skupinu, ¢imz je vhodnym
modelem 1 pro studium fosforylace pepsind.

V primarni struktufe molekuly prase¢iho pepsinu A je obsazeno malé mnozstvi
bazickych aminokyselin, dva argininylové a jeden lysylovy zbytek v C-koncové ¢asti
peptidového fetézce. Z toho diavodu je pouziti trypsinu pro hydrolytické Stépeni

molekuly nevhodné. Ke §tépeni byl pouzit a-chymotrypsin.

3.2.1 Stépeni prasetiho pepsinu A volnym a-chymotrypsinem

3.2.1.1 RP-HPLC separace hydrolytickych §téph prase¢iho pepsinu A

Chromatograficky zaznam peptidl ziskanych §t€épenim praseciho pepsinu A volnym
a-chymotrypsinem je na Obr. 3.3. Stépeni probihalo za optimalnich podminek, separace
byla provedena linedrnim gradientem eluentu B — 60 % ACN v rozpoustédle A - 0,1%
TCA (0 az 75 %) po dobu 60 min. Zaroveil byla provedena slepad analyza bez
pritomnosti praseciho pepsinu A za stejnych podminek Stépeni.

Pro identifikaci pikii chromatogramu, které pftislusi slozkdm reakcéni smési, byla za
stejnych podminek provedena analyza smési mocoviny, NH;HCO;, DTT a IAA.
Koncentrace vSech slozek smési byla stejna jako ve findlnim hydrolyzovaném vzorku

praseC¢iho pepsinu A. Srovnani chromatogrami slepého vzorku a vzorku obsahujici
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hydrolyzat je uvedeno na Obr. 3.3.
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Obrazek 3.3: Porovnani chromatogrami A) slepého vzorku a-chymotrypsinu, B) vzorku
hydrolytickych $tépt praseciho pepsinu A v kompletni reakéni smési, C) slepého vzorku slozek
reak¢ni smési.

Vzorek A: 200 pl roztoku volného a-chymotrypsinu (1 mg/ml) v reakéni smési; vzorek B: 8 mg praseciho
pepsinu A, 200 pl volného a-chymotrypsinu (I mg/ml) v reakéni smési; vzorek C: reakéni smés DTT,
IAA, mocovina, NH;HCO;; Stépeni: 24 hod. pii 37 °C; RP-HPLC separace: davkovani: 200 pl;
F = 0.5 ml/min; eluce: 5 min equilibra¢ni faze A: 0,1/99,9 (v/v) TCA/deionizovana H,O, 60 min gradient
0—75 % elucni faze B: 40/60 (v/v) A/ACN, 10 min 100 % B; detekce: 220 nm. Az je absorbance pii 220

nm, tg retenéni ¢as [min].

Z Obr. 3.3 vyplyva, ze piky v ¢asovém rozmezi 0-22 minut odpovidaji slozkdm

reakéni smési, dale pak eluuji §t€pné produkty praseciho pepsinu A.
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Déle z Obr. 3.3 vyplyva, ze pti pouziti UV detekce nebyly prokézany zadné

autolytické Stépy oa-chymotrypsinu. Pomoci citlivéjsi detekce hmotnostnim
detektorem MALDI-TOF/TOF vSak vroztoku volného a-chymotrypsinu jeho
autolytické $tépy prokazany byly.

K prokazani autolytickych §tépi enzymu metodou RP-HPLC s UV detekei bylo
pouzito vysSich koncentraci reakcnich slozek, postup Stépeni viz. Kap. 2.2.3.1.

Vysledky jsou uvedeny na Obr. 3.4.
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Obrazek 3.4: Porovnani separovanych autolytickych $tépti volného a-chymotrypsinu A) a
a-chymotryptickych §té€pt praseciho pepsinu A v kompletni reakéni smési B) pomoci RP-HPLC
s UV detekci.

200 pl roztoku volného a-chymotrypsinu (1 mg/ml) (vz. A,B); 8 mg praseciho pepsinu A (vz. B); §tépeni:
24 hod. pti 37°C; RP-HPLC separace: davkovani: 200 pl; F = 0.5 ml/min; eluce: 5 min equilibracni faze
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A: 0,1/99,9 (v/v) TCA/deionizovana H,O, 60 min gradient 0 — 75 % elu¢ni faze B: 40/60 (v/v) A/ACN,

10 min 100 % B; detekce: 220 nm. Axy je absorbance pii 220 nm, tr retenéni ¢as [min].

Z ptedeslého Obr. 3.4 vyplyvd, Ze pii analyze koncentrovangjSiho roztoku
a-chymotrypsinu pomoci RP-HPLC s UV detekci byly v roztoku prokdzany autolytické
Stépy enzymu odpovidajici pikim v oblasti 26-45 minuty, které v analyze (za stejnych
podminek) méné koncentrovaného vzorku prokazany nebyly. Neptitomnost
autolytickych $tépli v chromatografickém zdznamu analyzy méné koncentrovaného
vzorku je déna nizsi citlivosti UV detekce.

V jednotlivych 0,5 ml frakcich ziskanych pomoci RP-HPLC bylo stanoveno
mnozstvi bilkoviny metodou BCA. Jako standardu pro sestrojeni kalibracni zavislosti
bylo vyuzito znamych koncentraci hovéziho sérového albuminu. Porovnani
chromatografického zaznamu separovanych peptidi a odpovidajictho mnoZstvi

bilkoviny v jednotlivych frakcich je uvedeno na Obr. 3.5.

30 40 50 79 75

o.?_. 1200 T I T I T I T /A 175 =
e I | =
. 900 — chromatogram =

1 60

220

. A = mnoZstyi bilkowiny

300

-300

-600

Obrézek 3.5: Chromatograficky zdznam RP-HPLC separace smési peptidl prase¢iho pepsinu
A a mnozstvi bilkoviny v jednotlivych frakcich.

8 mg praseciho pepsinu A; 200 pl roztoku volného a-chymotrypsinu (Img/ml); §tépeni: 24 hod. pii
37 °C; RP-HPLC separace: davkovani: 200 pl; F = 0.5 ml/min; eluce: 5 min equilibra¢ni faze A: 0,1/99,9
(v/v) TCA/deionizovana H,O, 60 min gradient 0 —75 % elucni faze B: 40/60 (v/v) A/ACN, 10 min
100 % B; detekce: 220 nm; stanoveni bilkoviny: BCA metodou; standard BSA. A,y je absorbance pii 220
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nm, tg retencni ¢as [min], m hmotnost bilkoviny [ug] v 0,5 ml frakei.

Mnozstvi bilkoviny v jednotlivych frakcich BCA metodou odpovidd charakteru
ziskaného chromatogramu $§tépi prase¢itho pepsinu A. Ve frakcich ziskanych
v 0 - 22 minuté byla reakce na bilkovinu také pozitivni. Jednd se o faleSn¢ pozitivni
reakci, nebot’ v tomto Casovém rozmezi, jak bylo prokazano viz. vyse Obr. 3.3, eluuji
slozky reakéni smési. Bylo potvrzeno, Zze mocovina dava falesn¢ pozitivni reakci pfi

této metode [41].

3.2.1.2 Reprodukovatenost metody $tépeni volnym a-chymotrypsinem

s RP-HPLC separaci

K vyhodnoceni reprodukovatelnosti metody St€peni a nasledné separace fragmentt
praseciho pepsinu A RP-HPLC bylo pouZito péti nezavislych méteni. Z chromatogramii
bylo vybrano pét pikl, u kterych byly néasledné porovnany vysky a plochy. Vysledky
statistického vyhodnoceni jsou uvedeny v Tabulce 3.1 A) (str.41).

Absolutni rozdily v hodnotach reten¢nich ¢asii nepfesahuji 0,65 minut.
Z vypoctenych relativnich smérodatnych odchylek je zifejmé, ze metoda je pomérné
pfesnd. Vétsi chybou je zatizeno stanoveni vysky piku, nez plochy piku. Ve dvou
ptipadech vyhodnoceni vySky piku zpéti nezavislych méfeni piekrocila hodnota
relativni smérodatné odchylky 10 %, u vyhodnoceni ploch pika byla nejvyssi hodnota
smérodatné odchylky 8 %. Intervaly spolehlivosti byly vyjadifeny s pravdépodobnosti
95 %.

3.2.2 Stépeni praseéiho pepsinu A imobilizovanym o-chymotrypsinem

3.2.2.1 RP-HPLC separace hydrolytickych $tépu prasec¢iho pepsinu A

Vzhledem ktomu, Zze pii Stépeni praseciho pepsinu roztokem volného

a-chymotrypsinu byla ve smési vzniklych peptidii dokazana ptitomnost autolytickych
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Stépli proteinazy (viz. Kap. 3.2.1.1 Obr. 3.4), byla v dalSich expeimentech pouzita
imobilizovana forma enzymu. Pracovni postup imobilizace enzymu na magnetickych
mikrocasticich je uveden v Kap 2.2.2.

Enzym byl vadzan pfes -NH, skupiny lysinovych zbytkii na —CHO aktivované
skupiny nosice, agarézu obsahujici magnetické mikrocastice (viz Obr. 3.6). V prvnim
kroku vznikl mélo stabilni meziprodukt s dvojnou vazbou. Neobsazené aktivni —-CHO
skupiny bylo nutno inaktivovat roztokem glycinu. Nakonec byla dvojnd vazba

stabilizovana redukci pomoci kyanoborhydridu sodného.

NaCNBH "

GCHICHD + L-HHI —_— ﬂCHz{HIHH-L

AB = agardzové magneticke mikroéastice; L= ligand, lysinowy zbytek vazaného o-chymotrypsing (ghvcin

Obrazek 3.6: Vazba o-chymotrypsinu na aktivovany nosi¢, agarézové magnetické

mikrocastice.

Stépeni prase¢iho pepsinu A bylo provedeno postupem viz. Kap. 2.2.3.1.
Imobilizaci a-chymotrypsinu byla autolytickd schopnost enzymu minimalizovéna,

coZ je patrné zporovnani chromatogrami volné a imobilizované formy enzymu

(viz. Obr. 3.7).
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Obrazek 3.7: Porovnani chromatografickych zdznaml separace autolytickych §tépt A) volné
formy, B) imobilizované formy a-chymotrypsinu ziskanych pomoci RP-HPLC.

A: 200 pl roztoku volného a-chymotrypsinu (I mg/ml); B: 200 pl suspenze magnetickych &astic
s imobilizovanym enzymem; inkubace: 24 hod. pti 37 °C; RP-HPLC separace: davkovani: 200 pl;
F = 0.5 ml/min; eluce: 5 min equilibra¢ni faze A: 0,1/99,9 (v/v) TCA/deionizovana H,O, 60 min gradient
0—75 % elu¢ni faze B: 40/60 (v/v) A/ACN, 10 min 100 % B; detekce: 220 nm. Axy je absorbance pii 220

nm, tg retencni ¢as [min].

Porovnani chromatografickych zaznamii separovanych peptidovych fragmenti
praseciho pepsinu A, Stépenych jednak pomoci roztoku volného a-chymotrypsinu,
jednak pomoci imobilizované formy, je na Obr. 3.8.

V ptipad¢ imobilizovaného o-chymotrypsinu se zvétSily plochy a vysky pikd,

pricemz koncentrace praseciho pepsinu A pii ptipraveé vzorkl peptidl byla stejnd u obou
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forem Stépici proteinazy.
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Obrazek 3.8: RP-HPLC separace chymotryptickych $§tépti praseciho pepsinu A ziskanych
§tépenim A) volnym a-chymotrypsinem, B) imobilizovanym a-chymotrypsinem.

8 mg praseciho pepsinu A; A: 200 pl roztoku volného a-chymotrypsinu (1mg/ml); B: 200 pl suspenze
magnetickych ¢astic s imobilizovanym enzymem; Stépeni: 24 hod. pfi 37 °C; RP-HPLC separace:
davkovani: 200 pl; F=0.5mlmin; eluce: 5 min equilibracni faze A: 0,1/99,9 (v/v)
TCA/deionizovana H,O, 60 min gradient 0 — 75 % elucni faze B: 40/60 (v/v) A/ACN, 10 min 100 % B;

detekce: 220 nm. Axy je absorbance pii 220 nm, tr retencni ¢as [min].
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3.2.2.2 Reprodukovatenost metody $tépeni imobilizovanym o-chymotrypsinem

s RP-HPLC separaci

Vyhodnoceni reprodukovatelnosti metody $tépeni prase¢iho pepsinu A s pouzitim
imobilizovaného a-chymotrypsinu a nasledné RP-HPLC separace bylo provedeno z péti
nezavislych méfeni. Bylo vybrano $est piki', u kterych byly porovnany plochy a vysky.

Tabulka 3.1 A, B vyhodnocuje vysledné reprodukovatelnosti obou pouzitych postupti
Stépeni, pomoci roztoku volné formy enzymu A) a pomoci imobilizované formy B).

Pouziti imobilizované formy vedlo ke zvySeni reprodukovatelnosti vysledki.
Absolutni rozdily v hodnotach retenCnich cCasti Sesti porovndvanych piki v péti
nezavislych méfenich nepiesahuji 0,14 min. Relativni smérodatné odchylky ploch a
vysek piki klesly, v pfipadé¢ ploch nepiesahuji 4,5%. Vétsi chybou jsou zatizena

stanoveni vysek pikd, pfesto vSak s, nepfesahuji odchylku 10%.

"Vzhledem k odlinosti chromatografickych zaznamu separace chymotryptickych $tépa pepsinu
ziskanych Stépenim volnou formou a imobilizovanou formou enzymu, bylo vybrano pro
vyhodnoceni novych Sest samostatnych piku.
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Tabulka.3.1: Reprodukovatelnost metody Sté€peni prase¢iho pepsinu s naslednou RP-HPLC

separaci - pouziti A) volné formy a-chymotrypsinu; B) imobilizované formy a-chymotrypsinu.
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3.2.2.3 Stanoveni enzymové aktivity imobilizovaného a-chymotrypsinu

Pro stanoveni enzymové aktivity volného a imobilizovaného a-chymotrypsinu byla
pouzita metoda podle Nagela a spol. [13], jako nizkoumolekularni substrat byl pouzit
N-sukcinyl-L-fenylalanin-p-nitroanilid (SUPHEPA). Byla zméfena jednak zavislost
enzymové aktivity volného o-chymotrypsinu na mnozstvi volné proteinazy
v inkubaénim roztoku (Obr. 3.9) a jednak zéavislost na koncentraci substratu v reakéni
smési (bylo pouzito konstantni mnozstvi a-chymotrypsinu (400 pg) a koncentrace
substratu se zvySovala, 5, 10, 20, 30 a 40 mg/ml). Pfi vyS$Sim mnozstvi substratu
v reak¢ni smési se tvorila srazenina, pred méfenim aktivity bylo nutné vzorky filtrovat.

Na zakladé¢ ziskanych zavislosti byly zvoleny nejvhodnéj§i podminky
stanoveni: 200 pul enzymu, 100 pl substratu o koncentraci 40 mg/ml, 1 ml reakéniho
pufru: 0,1 M Tris-HCI pufr (pH 7,8) s obsahem 0,025 M chloridu véapenatého.

Déle byla stanovena enzymova aktivita o-chymotrypsinu imobilizovaného na
magnetické Castice. Ze zavislosti aktivity volného o-chymotrypsinu na mnozstvi
enzymu (Obr. 3.9) bylo zjisténo, ze aktivita 200 pl magnetickych c¢astic odpovida
aktivité roztoku obsahujiciho 422 ng volného enzymu v 200 pl reakéniho pufru.

Vedle stanoveni enzymové aktivity bylo mnozstvi navazaného a-chymotrypsinu
pfiblizn€ urc¢eno spektrofotometricky z rozdilu absorbanci roztoku enzymu pted a po
imobilizaci na magnetické ¢astice, pfi 280 nm: 1 ml ¢astic obsahoval pfiblizné 0,2 mg
imobilizovaného enzymu.

Stanoveni enzymové aktivity bylo dale pouzito ke sledovani zmén aktivity pii
opakovaném pouziti imobilizovaného enzymu ke Stépeni. Bylo zjisténo, Ze po
10 nasobném pouziti magnetickych castic s imobilizovanym enzymem klesla jejich
proteolytickd aktivita 40x. Vzhledem k tomu, Ze analyza pomoci RP-HPLC neprokézala
v pfipadé¢ imobilizovaného enzymu autolytické Stépeni (Kap. 3.2.2.1), vysvétleni
poklesu enzymové aktivity pii opakovaném pouziti bude pfedmétem dalSiho studia.

Na Obr. 3.10 jsou znazornény vysledky RP-HPLC analyzy proteolytickych Stépi
praseciho pepsinu, ziskanych pfi opakovaném pouZivani imobilizovaného
a-chymotrypsinu. Jak je vidét zuvedenych obrazkl, plochy a vysky pika, které
odpovidaji peptidim prase¢itho pepsinu A, se v zdvislosti na cCetnosti pouzivani

magnetickych ¢astic snizuji. Tato skuteénost odpovidd stanovené snizené aktivité



opakované pouzivanych ¢astic s imobilizovanym enzymem.
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Obrazek 3.9: Kalibra¢ni zavislost enzymové aktivity (vyjadfené zménou absorbance pfi
405 nm) volného a-chymotrypsinu na mnozstvi volné proteinazy v inkuba¢nim roztoku.

Reakeni pufr: 0,1 M Tris-HCI (pH 7,8) s obsahem 0,025 M chloridu vapenatého; koncentrace substratu
(SUPHEPA): 40 mg/ml; inkubace: 10 min pii teploté¢ 37 °C. A4s je absorbance méfena pii 405 nm,
m [pg] obsah a-chymotrypsinu v 200 pl roztoku enyzmu.
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Obrazek 3.10: Porovnani chromatogrami a-chymotryptickych $t€pi praseciho pepsinu A,
ziskanych §tépenim A) novych, B) 2 x pouzitych a C) 3 x pouzitych magnetickych mikrocastic
s imobilizovanym a-chymotrypsinem.

8 mg praseciho pepsinu A; 200 pl suspenze magnetickych castic s imobilizovanym enzymem; Stépeni:
24 hod. pti 37 °C; RP-HPLC separace: davkovani: 200 pl; F = 0.5 ml/min; eluce: 5 min equilibracni faze
A: 0,1/99,9 (v/v) TCA/deionizovana H,O, 60 min gradient 0 — 75 % elu¢ni faze B: 40/60 (v/v) A/ACN,

10 min 100 % B; detekce: 220 nm. Axy je absorbance pii 220 nm, tr retenéni ¢as [min].



3.3 Identifikace fosforylovaného peptidu praseciho pepsinu A
v RP-HPLC chromatogramu

Molekula praseciho pepsinu A obsahuje jednu fosfatovou skupinu, vazanou na
serinovy zbytek v pozici 68. Z tohoto divodu byl pouzit, jako modelova bilkovina
k optimalizaci analytického postupu pro studium fosforylace lidskych pepsini a

pepsinogent.

3.3.1 Predseparace fosforylovaného peptidu pomoci Fe(III)-IMAC

Pro identifikaci piku, ktery odpovida fosforylovanému peptidu v chromatografickém
zdznamu separace peptidil praseciho pepsinu A z RP-HPLC s UV detekci, bylo pouZzito
nejprve predseparace fosfopeptidu pomoci Fe(III)-IMAC. Praseci pepsin byl Stépen
imobilizovanym o-chymotrypsinem. Pro separaci byla pouzita 10 ml chromatograficka
kolona (1,0 x 10,0 cm) naplnénd 3 ml Sepharosy s navdzanou IDA. Separace byla
provedena postupem viz. Kap. 2.2.4.2. Chromatograficky zaznam je uveden na

Obr. 3.11.
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Obréazek 3.11: Separace fosforylovaného peptidu z chymotryptické smési peptidi prase¢iho
pepsinu A pomoci Fe(Ill)-IMAC.

8 mg praseciho pepsinu A; 200 pl suspenze magnetickych ¢astic s imobilizovanym enzymem; §tépeni:
24 hod. pti 37 °C; equilibrace kolony 0,10 M octanovym pufrem (pH 5,6); izokraticka eluce 0,05 M
fosforecnanovym pufrem (pH 6,0); F: 0,33 ml/min; detekce: 280 nm. A,s je absorbance pfi 280 nm,

tr retencni ¢as [min].

Béhem naneseni vzorku na kolonu a equilibrace kolony (83-269 min) doslo k vymyti
neadsorbovanych peptidi. V chromatogramu tvoii tyto peptidy prvni pik. Druhy pik
v chromatogramu tg = 279,67 min odpovidé fosforylovanému peptidu, jak bylo ovéfeno
metodou MALDI-TOF MS (pomér m/z = 1321,56).

V eluénich frakcich Fe(II)-IMAC separace, sbiranych po 1 ml, byla stanovena
bilkovina pomoci BCA metody. Frakce z ¢asového rozmezi 268,9-350,0 min (eluce),
kterd obsahovala nejvétsi mnozstvi bilkoviny, byla davkovana na RP-HPLC kolonu a
nasledné byla provedena separace linearnim gradientem.

Predpokladem tohoto analytického postupu bylo ziskat jeden charakteristicky pik



v chromatografickém zdznamu, ktery by odpovidal fosforylovanému peptidu
z praseciho pepsinu A. V chromatografickém zaznamu separace vSak nebyl zadny pik
prokdzan. Dlvodem je pravdépodobné velice nizkd koncentrace fosfopeptidu,
izolovaného pomoci Fe(IlI)-IMAC a nizké citlivost UV detekce. Béhem gradientové

eluce doslo k rozmyti peptidu v mobilni fazi.

3.3.2 Spojeni RP-HPLC predseparace se separaci pomoci FE(III)-IMAC
s hmotnostni detekci

Na zéklad¢ vysledkti ziskanych predeslym méfenim byl zvolen postup opacny.
Peptidy praseCiho pepsinu ziskané Stépenim imobilizovanym a-chymotrypsinem byly
nejprve piedseparovany pomoci RP-HPLC systému. Eluce byla provedena linedrnim
gradientem viz. Kap. 2.2.4.1. Chromatograficky zédznam byl rozdélen na
9 pétiminutovych usektu (16.-20., 21.-25., 26.-30., 31.-35., 36.-40., 41.-45., 46.-50.,
51.-55., 56.-60. minuta). Béhem 10 analyz byly frakce z téchto tiseka sbirany a slity
do 9 vzorka, odpovidajicich vzdy danému casovému useku.

Jednotlivé vzorky byly naneseny na Fe(III)-IMAC kolonu. Bylo pouzito 1 ml kolony
(0,8 x 4,0 cm), pro snizeni objemu roztokli a zamezeni nezadoucimu fedéni vzorku.
Postup separace je uveden v Kap. 2.2.4.2. Detekce elucnich frakci byla provedena
pomoci MALDI-TOF MS.

Vzorek z tiseku 31.-35. min z RP-HPLC systému obsahoval hledany fosforylovany
peptid z prasec¢iho pepsinu A (m/z = 1321,56).

V analyzovanych vzorcich 1-9 byly nalezeny peptidy prasec¢iho pepsinu A, které
obsahovaly vétsi mnozstvi kyselych aminokyselinovych zbytkl. Tento vysledek se
shoduje s vysledky Krabba a spol. [27]. Navic byly nalezeny i tzv. ,miss-cleavage*
fragmenty, které mély byt podle predpokladané specifity S$tépici proteinazy
a-chymotrypsinu §t€peny na vice mistech na mensi fragmenty.

Pomoci hmotnostni spektrometrie byl ve frakci z 41.-45. minuty prokdzan peptid
odpovidajici autolytickému §tépu a-chymotrypsinu. Intenzita signalu tohoto $tépu z MS
detektoru neni vysoka (kolem 500 a.u.).

Souhrn identifikovanych latek pomoci MALDI-TOF je uveden v Tab. 3.2.



Tabulka 3.2: Identifikované latky pomoci MALDI-TOF v RP-HPLC frakcich po separaci
fosfopeptidii na Fe(III)-IMAC kolong.

Identifikovana latka Frakce
Sfosforylovany peptid 7 praseciho pepsinu A (m/z = 1321,56) 4. (31.—35. min)
peptidy praseciho pepsinu A 1.-9.
(obsah kyselych aminokyselinovych zbytk)
»miss-cleavage* fragmenty (malo nastépené peptidy) 1.-9.
peptid odpovidajici autolytickému $tépu a-chymotrypsinu 6. (41. —45. min)

Jak jiz bylo zminéno, timto postupem byl vymezen cCasovy tusek 31.-35. min
vzaznamu z RP-HPLC systému s UV detekci, kde byla potvrzena piitomnost
fosfopeptidu. Pro piesnéjsi identifikaci bylo provedeno dal§ich 10 separaci
hydrolytickych $tépt modelového pepsinu, ze kterych byly sbirdny minutové frakce
zuseku 31.-35. min. Tyto frakce z RP-HPLC piedseparace byly naneseny na
Fe(Il)-IMAC kolonu. Eluat zFe(Ill)-IMAC separace byl analyzovan pomoci
MALDI-TOF MS.

Hledany fosfopeptid (pomér m/z=1321,56) s relativni molekulovou hmotnosti
41236,110 eluoval béhem 32. az 35. minuty separace, pfi¢emz nejveétsi koncentrace byla
ve frakci z 34. minuty, viz. Obr. 3.12. Aminokyselinové slozeni tohoto peptidu je:
E-A-T-S-Q-E-L-S-I-T-Y, kde prvni uvedeny serin obsahuje fosfatovou skupinu.

Porovnanim vysledki MS analyzy s chromatografickym zdznamem hydrolytickych
Stépti praseciho pepsinu A z RP-HPLC separacniho systému (viz. Obr.3.8), by mohl
hledanému fosfopeptidu odpovidat pik s R=34,54 min. Avsak jak je patrné¢ z Obr. 3.12,
hledany fosfopeptid eluuje ve trech frakcich v asovém rozmezi 33-35 min. Nelze tedy
v chromatogramu chymotryptické smeési praseciho pepsinu fosforylovanému peptidu

piifadit jeden pik.
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Obrazek 3.12: Zaznam MS analysy A) 32., B) 33., C) 34., a D) 35. frakce z RP-HPLC

separace chymotryptické smési $tépll praseéiho pepsinu A po Fe(Ill)-IMAC separaci

fosfopeptidu.
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4. ZAVER

Pro vypracovani metody separace a nasledné identifikace fosfopeptidii bylo pouzito
modelové bilkoviny prase¢iho pepsinu A. Ten ve své molekule obsahuje jednu
fosfatovou skupinu. Pro pfipravu smési peptidii praseciho pepsinu A byl pouzit jako
Stépici proteindza a-chymotrypsin. Byly nalezeny optimalni podminky pro S$tépeni
studovaného proteinu a pro separaci peptidi ze vznikajici smési pomoci RP-HPLC.
Pozornost byla vénovéna separaci fosfopeptidi.

Podrobnéjsi analyzou vznikajicich peptidovych $té€pit byly po Sté€peni pepsinu A
a-chymotrypsinem v peptidové smési nalezeny vedle peptidi pepsinu, také peptidové
Stépy odpovidajici chymotrypsinu, vznikajicich jeho autolytickou aktivitou.

Chymotrypsin byl imobilizovan pomoci svych volnych aminoskupin na magnetické
agardzové Castice, aktivované pomoci —CHO skupiny. Enzymova aktivita imobilizované
proteindzy byla porovnéna s aktivitou volné formy a-chymotrypsinu pii pouZiti nizko-
molekularniho substratu.

Imobilizovany o-chymotrypsin byl pouzit pro ptipravu peptidové smeési praseciho
pepsinu A a vysledky byly porovnany s vysledky ziskanymi volnym enzymem.
Pouzitim imobilizované proteindzy se podstatné snizil vyskyt autolytickych Stéptu ve
vysledné smési peptidil a zvysila se reprodukovatelnost vysledki.

Byla vypracovana metoda pro separaci a identifikaci fosfopeptidu. Jako nejucinné;jsi
byl nalezen postup zahrnujici separaci smési peptidi pomoci RP-HPLC, po které
nasledovala separace Casti peptidi pomoci IMAC s imobilizovanymi Fe(Ill) ionty a
analyza pomoci MALDI-TOF MS. Timto zpisobem byl identifikovan peptid s relativni
molekulovou hmotnosti 41236,110 spofadim aminokyselin E-A-T-S-Q-E-L-S-I-T-Y,

kde prvni uvedeny serin obsahuje fosfatovou skupinu.
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