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SEZNAM ZKRATEK 1 

Seznam zkra tek 

ACN acetonitril 

BCA kyselina bicinchoninová 

BP (6-amino-l-hydroxyhexan-1,1-diyl) bisfosfonová kyselina 

EDTA-Na2 disodná sůl kyseliny ethylendiaminotetraoctové 

HEPES kyselina N-(2-hydroxyethyl)piperazin-N/-2-ethansnlfonová 

HP-IMAC vysokotlaká afinitní chromatografie na imobilizovaných 

kovových iontech 

HQ 8-hydroxychinolin 

IDA iminodioctová kyselina 

IMAC afinitní chromatografie na imobilizovaných kovových iontech 

MA-BP sorbent na bázi poly(glycidyl methakrylát-co-ethylen 

dimethakrylátu) obsahující (6-amino-l-hydroxyhexan-l,l-diyl) 

bisfosfonovon kyselinu 

MA-IIQ sorbent na bázi poly(glycidyl methakrylát-co-ethylen 

dimethakrylátu) obsahující 8-hydroxychinolin 

MALDI-TOF Matrix Assisted Laser Desorption Ionization - Time Of Flight 

MALDI-TOF MS Matrix Assisted Laser Desorption Ionization - Time Of Flight 

Mass Spectrometry 

MES kyselina 2-(N-morfolin)ethansulfonová 

MS hmotnostní spektrometrie 

POROS MC20 sorbent na bázi poly (styren-co-divinylbenzenu) obsahující 

iminodioctovou kyselinu 

PTFE polytetrafiuorethylen 

TFA kyselina trifluoroctová 
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Uvod 
Fosforylace je jednou z nejdůležitějších posttranslační modifikací proteinů. Proces 

fosforylace/defosforylace umožňuje regulaci téměř všech aspektů buněčného života a je 
klíčovým mechanismem pro udržování homeostasy buněk. Abnormální fosforylace proto 
souvisí s mnoha závažnými lidskými onemocněními jako je např. rakovina. 

Fosforylace hlavních žaludečních aspartátových proteas pepsinů a jejich prekurzorů 
pepsinogenů se liší v závislosti na živočišném druhu. Pepsiny a pepsinogeny někte-
rých živočichů obsahují fosfátové skupiny, jiné však tyto skupiny nemají. Fosforylace 
lidských pepsinů a pepsinogenů pravděpodobně souvisí s různými žaludečními onemoc-
něními. Pacienti s rakovinou žaludku vykazují vyšší stupeň fosforylace pepsinogenů než 
zdraví lidé. Aby bylo možné využít tento poznatek pro diagnostické účely, je nejprve 
nezbytné vypracovat jednoduché a spolehlivé metody pro studium fosforylace pepsinů 
a pepsinogenů, které by byly použitelné i pro malá množství vzorku. 

Předkládaná dizertační práce se zabývá vypracováním vhodného metodického pří-
stupu pro studium fosforylace proteinů se zaměřením na lidské pepsiny. Pozornost byla 
věnována zejména vypracování metod pro selektivní separaci fosforylovaných a nefos-
forylovaných forem pepsinů pomocí vysokotlaké afinitní chromatografie na imobilizo-
vaných kovových iontech. Dále se tato práce věnuje vypracování metod pro selektivní 
izolaci fosfopeptidů z proteolyticky rozštěpených pepsinů. jejich následnou detekci, iden-
tifikaci a určení místa fosforylace pomocí afinitní chromatografie a MALDI-TOF/TOF 
hmotnostní spektrometrie. 
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1. Teoretická část 

1.1 Fosforylace pro te inů 

Fosforylace je jednou z nejdňležitějších a co do počtu nejčastější posttranslační mo-

difikací proteinů. Jedná se o reverzibilní a velmi rychlý proces, který může modulovat 

funkční vlastnosti proteinů tím, že způsobuje změnu jejich konformace. Změna konfor-

mace vede ke zvýšení nebo snížení jejich aktivity a stability [1, 2], nebo umožní jejich 

interakci s dalšími proteiny vytvořením vhodného vazebného místa [3, 4j. Systém fosfo-

rylace/defosfoiylace proteinů umožňuje regulaci téměř všech aspektů buněčného života. 

Jako regulační mechanismus je nepostradatelný pro buněčné procesy jako jsou signální 

transdukce, genová exprese, proliferace a diferenciace buňky, kontrola buněčného cyklu, 

buněčná adheze a metabolismus [5-9]. O významu této modifikace svědčí i fakt, že při-

bližně 30% všech proteinů v eukaryontních organismech je v daném čase fosforylováno 

[10] a až 50% všech proteinů může být někdy během svého života fosforylováno [11, 12], 

V eukaryontním proteomu je až několik set tisíc potencionálních fosforylačních míst 

[13]-

1.1.1 V ý s k y t fosforylovaných aminokyse l in v p ro te inech 

Jsou známy čtyři různé typy vazeb fosfátů v peptidovém řetězci: O-fosfáty, N-fosfáty, 

acylfosfáty a 5-fosfáty. O-fosfáty (O-fosfonionoestery) vznikají fosforylací hydroxylo-

vých skupin serinových (S), threoninových (T) a tyrosinových (Y) zbytků. ./V-fosfáty 

(fosfoamidy) jsou vytvářeny fosforylací volné aminoskupiny histidinových (H), arginino-

vých (R) a lysinových (K) zbytků. Acylfosfáty (fosfátové anhydridy) jsou produkovány 

při fosfoiylaci zbytků asparagových (D) a glutamových (E) kyselin [14]. S-fosfáty (S-

fosfothioestery) jsou vytvářeny při fosforylaci cysteinu (C) a jsou obsaženy v reakčních 

meziprodukech několika enzymů [15]. Na obr. 1.1 jsou zobrazeny struktury fosfoamino-

kyselin nalezených v různých organismech. 

Zastoupení jednotlivých typů fosforylovaných aminokyselin se u eukaryontních a 

prokaryontních organismů liší. V proteinech eukaryontních organismů se nejčastěji vy-

skykují O-fosfáty. Nejběžnější jsou fosforylace serinového a threoninového zbytku, méně 

už tyrosinového (poměrné zastoupení pS : pT : pY* je 1800 : 200 : 1) [16-18]. Naproti 

tomu v prokaryontních organismech se často vyskytují A7"-fosfáty, především fosfohisti-

din, a také acylfosfáty [19]. Ostatní fosfoaminokyseliny se vyskytují v prokaryontních i 

*pS - fosfoserin, pT - fosfothreonin. pY - fosfotyrosin 
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Obr . 1.1: Chemické struktury fosforylovaných aminokyselin 

eukaryontních organismech velmi zřídka. 

Jednotlivé fosforylované aminokyseliny se liší svou chemickou stabilitou, což ovliv-
ňuje možné způsoby jejich detekce. Všechny O-fosfáty jsou stabilní v kyselém prostředí, 
v přítomnosti hydroxylaminu a pyridinu, proto je detekce fosfoserinu a fosfothreoninu 
možná po kyselé hydrolýze proteinů. Fosfotyrosin je stabilní i v alkalickém prostředí, 
proto se jeho detekce obvykle provádí po alkalické hydrolýze proteinů. N-fosfáty s vý-
jimkou fosfoargininu jsou relativně stabilní v alkalickém prostředí, ale extrémně labilní 
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v kyselém prostředí, proto je jejich detekce možná pouze po alkalické hydrolýze. Všechny 
acylfosfáty jsou reaktivní fosfoaminokyseliny; jsou nestabilní v kyselém i alkalickém 
prostředí, a proto mohou být analyzovány pouze nepřímo. Fosfocystein je nestabilní 
v kyselém prostředí, ale relativně stabilní v alkalickém prostředí 14, 20], 

1.1.2 Z p ů s o b fosforylace p ro te inů 

Fosforylace proteinů je katalyzována proteinkinasami. Tyto enzymy patří mezi transfe-
rasy, které katalyzují přenos 7-fosfátu z adcnosintrifosfátu na specifickou aminokyse-
linu, respektive nukleofilní akceptor v jejím postranním řetězci [13. 21]. Podle toho, 
které aminokyselinové zbytky jsou fosforylovány, lze eukaryontní proteinkinasy rozdělit 
11a serin/threonin-proteinkinasy, tyrosin-proteinkinasy a proteinkinasy s duální speci-
fitou [13, 22, 23]. Serin/threonin-proteinkinasy tvoří asi 80% všech proteinkinas. Tyto 
proteinkinasy katalyzují fosforylaci serinových a threoninových zbytků, ale preferují 
serinové zbytky. Tyrosin-proteinkinasy katalyzují fosfoiylaci tyrosinových zbytků. Pro-
teinkinasy s duální specifitou působí jako serin/threonin-proteinkinasy a zároveň i jako 
tyrosin-proteinkinasy [13, 22, 24]. V prokaryontních a v malé míře také v eukaryont-
ních organismech se vyskytují ještě histidin-proteinkinasy, které katalyzují fosforylaci 
histidinových zbytků [25-27]. 

Všechny proteinkinasy fosforylují proteiny ochotněji než samotné aminokyseliny. To 
je dáno tím, že aktivní místo proteinkinas interaguje nejenom s fosforylačním místem 
proteinu, ale také se sousedními aminokyselinovými zbytky [13, 28]. Každá proteinki-
nasa je schopna rozpoznat pouze určitou aminokyselinovou sekvenci. Tato sekvence pak 
určuje peptidovou specifitu dané proteinkinasy a bývá označována jako sekvenční motiv 
rozpoznávaný proteinkinasou. Identifikace sekvenčních motivů pro jednotlivé protein-
kinasy je cílem intenzivního výzkumu [13, 20, 28-31]. Identifikované sekvenční motivy 
mohou být použity k předpovědi, které proteiny by mohl)'' být danou proteinkinasou 
fosforylovány [13]. 

Substrátová specifita proteinkinas je ovlivněna také existencí interakčních domén. 
Tyto domény se nalézají ve vzdálenosti 5 0 - 100 aminokyselinových zbytků od aktivních 
míst proteinkinas a zvyšují jejich afinitu pro určité proteiny. Tyto proteiny musejí mít 
ve své struktuře vhodný sekvenční motiv, tzv. „docking" místo, které je rozpoznáno 
interakční doménou proteinkinasy. Interakce mezi proteinkinasami a „docking" místy 
proteinů zvyšují lokální koncentrace proteinů a tím usnadňují jejich efektivní fosforylaci 
[13, 32]. Některé proteinkinasy jsou schopny fosforylovat pouze několik proteinů, jiné 
stovky proteinů [13]. 

Defosforylace proteinů je katalyzována proteinfosfatasami, které patří mezi hydro-
lytické enzymy. Podobně jako proteinfosfatasy se eukaryontní proteinfosfatasy rozdě-
lují podle toho, který aminokyselinový zbytek v proteinu defosforylují. Serin/threonin-
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proteinfosfatasy defosforylují fosfoserinové a fosfothreoninové zbytky, ale na rozdíl od 
příslušných proteinkinas preferují fosfothreoninové zbytky. To by mohlo vysvětlit, proč 
se v proteinech nachází více fosfoserinových zbytků než fosfothreoninovým. Tyrosin-
proteinfosfatasv defosforylují fosfotyrosinové zbytky. Proteinfosfatasy s duální speci-
fitou vykazují aktivitu jak tyrosin-proteinfosfatas tak serin/threonin-proteinfosfatas, 
proto mohou defosforylovat fosfotyrosinové i fosfothreoninové nebo fosfoserinové zbytky 
[13, 33, 34]. V prokaryontních organismech byly objeveny také histidin-proteinfosfatasy, 
které katalyzují defosforylaci fosfohistidinu [27]. Tyto enzymy se sporadicky vyskytují 
i u obratlovců [35]. 

Lidský genom kóduje 518 proteinkinas a asi 140 proteinfosfatas [3, 13, 24, 36, 37]. 
Počet tyrosin-proteinkinas se příliš neliší od počtu tyrosin-proteinfosfatas, stejně jako 
počet proteinkinas s duální specifitou se příliš neliší od počtu proteinfosfatas s duální 
specifitou. Naproti tomu počet serin/threonin-proteinkinas je asi 15krát větší než po-
čet serin/threonin-proteinfosfatas. Přesto serin/threonin-proteinfosfatasy nemají nižší 
specifitu než serin/threonin-proteinkinasy. To je dáno tím, že katalytická podjednotka 
serin/threonin-proteinfosfatasy může asociovat s různými regulačními podjednotkami, 
a tím ovlivňovat substrátovou specifitu této serin/threonin-proteinfosfatasy. Nicméně 
podobně jako proteinkinas}'- jsou některé proteinfosfatasy schopné defosforylovat pouze 
několik proteinů, zatímco jiné stovky [13, 34, 37]. 

Momentální stav fosforylace proteinu, a tím i jeho aktivity, závisí na poměru aktivit 
proteinkinas a proteinfosfatas, které na něj působí [17]. 

1.1.3 Souvislost mezi fosforylací p r o t e i n ů a l idskými 

o n e m o c n ě n í m i 

Jak už bylo výše zmíněno, proces fosforylace/defosforylace reguluje téměř všechny 
aspekty buněčného života a je klíčovým mechanismem pro udržování homeostasy buněk 
[3, 10]. Abnormální fosforylace proto souvisí s mnoha závažnými lidskými onemocněními 
jako je např. rakovina, diabetes nebo revmatoidní artritida. Zejména mutace v protein-
kinasách, případně proteinfosfatasách, se významně uplatňují v řadě těchto onemocnění 
[10]. Existuje dokonce databáze mutací v proteinkinasách a s nimi asociovaných lidských 
onemocnění [38]. Také mnoho přírodně se vyskytujících toxinů a patogenů působí pro-
střednictvím změny fosforylačního stavu řady intracelulárních proteinů [10]. 

Při různých druzích rakoviny dochází ke zvýšené/snížené expresi proteinkinas a 
k funkčním mutacím jejich genů jako jsou delece, translokace, amplifikace a/nebo virové 
inzerce [3, 39]. Následkem těchto mutací jsou produkovány proteinkinasy s abnormální 
aktivitou. Až u 50% všech lidských tyrosin-proteinkinas byla v souvislosti s různými 
druhy rakovin zjištěna abnormální změna v jejich aktivitě [39]. Velký počet proteinki-
nas asociovaných s rakovinou a dalšími onemocněními vedl a stále ještě vede k intenziv-
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nímu úsilí o vyvinutí specifických inhibitorů proteinkinas, ktcrc by se mohly uplatnit při 
léčbě těchto onemocnění. Některé z vyvinutých inhibitorů jsou již zkoušeny v klinických 
testech [3, 10]. 

Proteinkinasy a jejich substráty mohou sloužit jako užitečné molekulární markery 
rakoviny zvláště neocenitelné pro svou potenciální rozlišovací sílu v molekulární klasi-
fikaci rakovin (diagnóze), v předpovídání klinického výsledku (prognóze) a v předpo-
vídání odpovědi na léky. To je dáno tím, že fosfoproteomy normálních a nádorových 
tkání se liší a navíc se liší i fosfoproteomy jednotlivých nádorů. Je tedy možné nalézt 
fosfoproteiny, jejichž fosforylace je charakteristická pouze pro určité onemocnění. Tyto 
fosfoproteiny pak mohou sloužit jako markery daného onemocnění a jejich hledání je 
cílem intenzivního výzkumu [39]. 

1.2 Peps iny a pepsinogeny a jej ich fosforylace 

1.2.1 Peps iny a peps inogeny 

Pepsiny jsou hlavní proteolytické enzymy žaludeční šťávy obratlovců, které kata-
lyzující štěpení peptidových vazeb uvnitř polypeptidových řetězců. Ve svém aktivním 
místě obsahují dva zbytky kyseliny asparagové, a proto se řadí do rodiny aspartáto-
vých proteas. Stejně jako další aspartátové proteasy se vyznačují nízkým pH optimem 
proteolytické aktivity a jsou syntetizovány ve formě inaktivních proenzymů [40]. 

U obratlovců byly nalezeny tři odlišné pepsiny - pepsin A (E.C.3.4.23.1), pepsin B 
(E.C.3.4.23.2) a pepsin C (E.C.3.4.23.3). Tyto pepsiny jsou produkovány ve formě pří-
slušných inaktivních pepsinogenů buňkami žaludeční sliznice a jsou sekretovány do ža-
ludeční dutiny, kde jsou přeměněny na aktivní enzym. Zastoupení jednotlivých pep-
sinogenů se liší v závislosti na živočišném druhu. Například žaludeční sliznice prasete 
produkuje převážně pepsinogen A [41] a v malé míře i pepsinogen B [42] a pepsinogen C 
[43]. Naproti tomu u potkana byl nalezen pouze pepsinogen C [44]. U primátů jsou syn-
tetizovány pepsinogeny A a C [45-47]; přítomnost pepsinogenů B zjištěna nebyla. 

1.2.1.1 Lidské peps iny a peps inogeny 

V lidské žaludeční šťávě se nacházejí dvě imunochemicky a biochemicky odlišné 
aspartátové proteasy - pepsin A a pepsin C. 

Pepsin A, označovaný také jen jako pepsin, je hlavní proteasou lidské žaludeční šťávy. 
Je sekretován ve formě inaktivního proenzymů - pepsinogenů A - hlavními buňkami ve 
žláznaté oblasti fundu a těla žaludku (viz obr. 1.2) [48]. Mimo žaludek se pepsinogen A 
v malém množství nachází také v krevním séru a v moči [40]. Lidská žaludeční sliznice 
produkuje celkem pět isozymogenů pepsinogenů A, které se liší se svými fyzikálně-
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Obr . 1.2: Schéma lidského žaludku. 

chemickými vlastnostmi. Podle klesající elektroforetické (anodické) mobility byly tyto 
isozymogeny označeny Pgl - Pg5 [48]. Dominantními isozymogeny jsou Pg3 a Pg5 [49]. 

Pepsin C bývá označován triviálním názvem gastriksin. Podobně jako pepsinogen A 
je produkován ve formě inaktivního proenzymu pepsinogenu C (progastriksinu) hlav-
ními buňkami v žláznaté oblasti fundu a těla žaludku. Dále je vytvářen pylorickými 
žlázkami v antru žaludku, Brunnerovými žlázkami v proximálním dvanáctníku a epi-
telovými buňkami prostaty a semenných váčků. Stejně jako pepsinogen A se v malém 
množství nachází také v krevním séru [40]. V lidské žaludeční sliznici jsou produkovány 
dva isozymogeny pepsinogenu C. Ty byly podle klesající elektroforetické (anodické) 
mobility označeny Pg6 a Pg7 [48]; dominantní je isozymogen Pg7 [40]. 

1.2.1.2 S t r u k t u r a peps inů a peps inogenů 

Do dnešního dne byla stanovena kompletní primární struktura více než 50 pepsino-
genů z různých živočišných druhů; jako první byla určena kompletní aminokyselinová 
sekvence prasečího pepsinu A [50]. Aminokyselinovou sekvenci odvozenou z nukleoti-
dové sekvence cDNA nebo genomické DNA lze rozdělit na tři části: signální peptid 
(prepeptid), propeptid (aktivační peptidy) a vlastní enzymovou část (pepsinovou část). 
Signální peptid je vysoce h}rdrofóbní peptid složený asi z 15 aminokyselinových zbytků, 
které jsou odštěpeny signální peptidasou během syntézy pepsinogenu při vstupu do 
endoplazmatického retikula. Nativní pepsinogen je tvořen pouze pepsinovou částí a 
propeptidem [41]. 

Pepsinogeny jsou tvořeny jedním polypeptidovým řetězcem o délce asi 370 ami-
nokyselin, který je spojen třemi intramolekulárními disulfidickými můstky. N-konec 
polypeptidového řetězce (40 - 50 aminokyselin) tvoří propeptid, který je uvolněn při 
aktivaci pepsinogenů [51]. Propeptid je silně bazický, obsahuje velké množství lysino-
vých a argininových zbytků, zatímco zbytek řetězce (pepsin) obsahuje velké množství 
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zbytků asparagových a glutamových kyselin a velmi málo bazických aminokyselin [52], 
V tab. 1.1 je uveden počet aminokyselinových zbytků a zastoupení bazických amino-
kyselin v prasečím pepsinogenu A [53, 54], lidském pepsinogenu A [49, 55] a lidském 
pepsinogenu C [56]. 

Tab . 1.1: Aminokyselinové složení vybraných pepsinogenů 

Prasečí Lidský Lidský 
pepsinogen A pepsinogen A pepsinogen C 

Počet aminokys. zbytků 44; z toho 9 K, 47; z toho 7 K, 43; z toho 8 K 
v propeptidu 2 R a 2 H 5 R a 1 H 3 R a 1 H 

Počet aminokys. zbytků 326; z toho 1 K, 326; z toho 3 R, 329; z toho 3 R 
v aktivním enzymu 2 R a 1 H a 1 H a 1 H 

Celkový počet 370; z toho 10 K, 373; z toho 7 K, 372; z toho 8 K 
aminokys. zbytků 4 R a 3 H 8 R a 2 H 6 R a 2 H 

Terciální struktura je známa pro prasečí pepsinogen A a pepsin A, pro lidský pep-
sinogen A a pro lidský pepsinogen C [41]. Lidský pepsinogen A je více podobný prase-
čímu pepsinogenu A než lidskému pepsinogenu C. Molekuly pepsinogenu (obr. 1.3 A) se 
skládají ze dvou domén, které mají dvojnásobnou osu symetrie a jsou převážně tvořeny 
strukturami skládaného listu (na obr. 1.3 šedě). Spojení těchto dvou domén vytváří 
štěrbinu vázající substrát. Štěrbina tvoří aktivní místo a obsahuje dva zbytky kyseliny 
asparagové (na obr. 1.3 červeně). V pepsinogenu je tato štěrbina překryta propeptidem 
(na obr. 1.3 A zeleně), který slouží k zablokování vstupu substrátu do aktivního místa. 
Propeptid je vázán elektrostatickými interakcemi, vodíkovými vazbami a hydrofóbními 
interakcemi a je nezbytný k udržení pepsinogenu v inaktivní formě v neutrálním pH 

[52]. 
Při pH nižším než 5 jsou pepsinogeny konvertovány na aktivní enzymy - pepsiny. 

Při aktivaci dochází k protonaci karboxylových skupin zbytků asparagových kyselin 
v aktivním místě enzymu, a tím k zeslabení interakcí mezi propeptidem a aktivním 
enzymem. To vede ke změně konformace a vynoření propeptidu, který je následně od-
štěpen [51, 52]. Odštěpení propeptidu při pH vyšším než 2,5 probíhá smíšeným reakčním 
mechanismem zahrnujícím intermolekulární i intramolekulární reakce, v pH nižším než 
2,5 probíhá intramolekulárními reakcemi. Po odštěpení propeptidu dochází k dalším 
konformačním změnám, které odkryjí oba dva zbytky kyseliny asparagové umístěné 
v aktivním místě a uvolní štěrbinu (aktivní místo) pro vazbu substrátu (obr. 1.3 B) 

[51]. 
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O b r . 1.3: Terciální struktura prasečího pepsinogenu A (A) a prasečího pepsinu A (B) 
Šedě - pepsinová část složená ze dvou domén; zeleně - propeptid; červeně - dva zbytky 
kyseliny asparagové v aktivním místě; modře - serinový zbytek, na který je vázána fosfátová 
skupina. 

1.2.1.3 V la s tnos t i peps inu a peps inogenů 

Pepsinogeny jsou složeny asi z 370 aminokyselinových zbytků a jejich relativní mo-
lekulová hmotnost je asi 40 000 [51]. Jejich izolelektrický bod je ve srovnání s jinými 
proteiny nízký a jeho hodnota se pohybuje v rozmezí 3,7 - 3,95 [51, 57]. Jak již bylo zmí-
něno dříve, při aktivaci pepsinogenů na pepsiny dochází k odštěpení 40 - 50 aminokyse-
lin, a tím ke snížení relativní molekulové hmotnosti zhruba na 35 000 [51]. V důsledku 
ztráty většiny bazických aminokyselin (tab. 1.1) dochází také k výraznému poklesu izo-
elektrického bodu na hodnotu nižší než 1 [51, 58]. V tab. 1.2 jsou uvedeny relativní 
molekulové hmotnosti pro lidské a prasečí pepsiny a pepsinogeny. 

Tab . 1.2: Relativní molekulové hmotnosti lidských a prasečích pepsinů a pepsinogenů. 

Enzym A/r 

lidský pepsinogen A 40 306 
lidský pepsin A 34 628 
lidský pepsinogen C 40 568 
lidský pepsin C 35 461 
prasečí pepsinogen A 39 533 
prasečí pepsin A 34 510 

Relativní molekulové hmotnosti (A/r) byly převzaty z databáze Expasy (SIB, Ženeva, Švýcar-
sko). 

Pepsiny jsou proteolyticky aktivní při nízkém pil, nejvyšší aktivitu vykazují kolem 
pH 2 - 3. Se zvyšováním pH nad 3 jejich aktivita klesá. Lidský pepsin A vykazuje 
nejvyšší aktivitu při použití hemoglobinu jako substrátu při pH 2,0, lidský pepsin C 
při pH 2,3 [49] a prasečí pepsin A při pH 2,2 [59]. Při pH vyšším než 6,0 je pepsin A i 
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pepsin C neaktivní, ale jejich aktivitu lze obnovit snížením pH. Při pH vyšším než 7 je 
pepsin A už irreverzibilně denaturován, zatímco aktivitu pepsinu C lze stále ještě čás-
tečně obnovit snížením pH [49]. Pepsinogeny jsou na rozdíl od pepsinň stabilní v mírně 
kyselých až mírně alkalických pH. V pH nižších než 5 jsou pepsinogeny konvertovány 
na aktivní pepsiny. V pH vyšších než 8,5 jsou lidské pepsinogeny A a C denaturovány 
[60]. Prasečí pepsinogen A je irreverzibilně denaturován až v pH vyšších než 10,5 [59]. 

1.2.2 Fosforylace peps inů a peps inogenů 

Fosforylace pepsinů a pepsinogenů se liší v závislosti na živočišném druhu. Pep-
siny a pepsinogeny některých živočichů obsahují fosfátové skupiny, jiné tyto skupiny 
nemají. Liší se i počet vázaných fosfátových skupin. Například prasečí pepsinogen A i 
pepsin A obsahují ve svých molekulách jednu fosfátovou skupinu, která je vázána na 
serinovém zbytku v poloze 68 [61]. Tento fosfoserinový zbytek se nachází na povrchu 
molekuly pepsinu [62]. Obdobně je fosforylován i opičí pepsinogen A, který ve své mole-
kule obsahuje také jednu fosfátovou skupinu vázanou na serinovém zbytku [45]. Hovězí 
pepsinogen A může ve své molekule obsahovat dokonce několik fosfátových skupin, 
vázaných pravděpodobně na serinových zbytcích [63, 64]. Naproti tomu některé pep-
siny a pepsinogeny ve svých molekulách fosfátové skupiny vůbec neobsahují. Například 
u potkaního pepsinogenů C nebyla nalezena žádná fosfátová skupina [44], stejně jako 
u opičího pepsinogenů C [46, 47] a prasečího pepsinogenů C [65]. Ani u kuřecího pep-
sinogenů A nebyla zjištěna přítomnost fosfátových skupin, ale zato je tento pepsinogen 
glykosylován v místě, na kterém se v prasečím pepsinogenů A nachází fosfátová skupina 

N . 
Dlouhou dobu se předpokládalo, že lidské pepsinogeny ve svých molekulách žádné 

fosfátové skupiny neobsahují [40, 49]. Později však bylo zjištěno, že lidské pepsinogeny 
a pepsiny jsou fosforylovány a navíc se ukazuje, že fosforylace lidských pepsinogenů 
a pepsinů je pravděpodobně ovlivněna stavem žaludeční sliznice a souvisí s různými 
žaludečními onemocněními. U zdravých lidí nebyly v pepsinogenů C detegovány žádné 
fosfátové skupiny, zatímco v pepsinogenů A byla nalezena jedna fosfátová skupina ale 
pouze v některých jeho izoformách (Pg2 a Pg4). Bylo zjištěno, že fosfátová skupina je 
vázána na serinovém zbytku [67]. Naproti tomu pepsinogeny pacientů s karcinomem 
žaludku vykazují zvýšenou fosforylaci. Nicméně jednotlivé studie se rozcházejí v počtu 
detegovaných fosfátových skupin. Hynek a kol. nalezl jednu fosfátovou skupinu v mole-
kule pepsinogenů A a dvě fosfátové skupiny v molekule pepsinogenů C [68]. Jiná studie 
prokázala přítomnost jedné fosfátové skupiny v molekule pepsinogenů C a jedné až dvou 
v molekule pepsinogenů A [69]. Navíc pepsinogen}' pacientů s karcinomem žaludku vy-
kazují vyšší fosforylaci než pepsinogeny pacientů s vředovou chorobou [70, 71]. Doposud 
však není známo, na které aminokyselinové zbytky jsou fosfátové skupiny vázány. 
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1.3 M e t o d y pro separaci , izolaci a analýzu fosfory-

lovaných pro te inů a p e p t i d ů 

Navzdory velkému pokroku v separačních a detekčních technikách není z následují-
cích důvodů studium fosforylace jednoduchou a rutinní záležitostí, (i) Rozsah fosforylace 
je obecně nízký; jen nepatrná část proteinů v buňce je v daném čase fosforylovaná. (ii) 
Absolutní množství fosfoproteinu v buňce je velmi malé. (iii) Místa fosforylace stejného 
proteinu se mohou lišit. Fosfoprotein je heterogenní, existuje v několika různých fosfory-
lovaných formách, (iv) Dynamický rozsah používaných analytických metod pro studium 
fosforylace je omezený. Výsledkem je identifikace pouze majoritní formy fosfoproteinu, 
zatímco minoritní formy nejsou vůbec detegovány. (v) V důsledku kontaminace fos-
fatasami může během přípravy vzorku docházet k částečnému odštěpení fosfátových 
skupin, (vi) Vzhledem ke kyselému a hydrofilnímu charakteru fosfopeptidů je účinnost 
jejich ionizace při analýzách hmotnostní spektrometrií podstatně nižší v porovnání s ne-
modifikovanými peptidy. Současně může docházet ke ztrátám fosfopeptidů 11a sorbentu 
používaném na odsolení peptidové směsi vzniklé po proteolytickém štěpení fosfopro-
teinu [17, 72, 73]. Přehled nejvíce používaných metod pro selektivní obohacení, izolaci 
a separaci fosforylovaných proteinů a peptidů a jejich následnou detekci, identifikaci a 
určení místa fosforylace je uveden v následujících podkapitolách. 

1.3.1 M e t o d y použ ívané p ro separac i a izolaci fosfoprote inů a 

fo s fopep t idů 

Metody pro separaci a izolaci fosfoproteinů a fosfopeptidů využívají změny izoelek-
trického bodu proteinů po navázání fosfátové skupiny nebo změny imunogenních vlast-
ností po fosforylaci proteinů nebo schopnosti fosfátové skupiny interagovat s kovovými 
ionty. Zvláštní skupinou jsou pak metod}'' založené na chemické derivatizaci fosfátové 
skupiny proteinů. Stručný přehled jednotlivých metod je uveden v následujících pod-
kapitolách. 

1.3.1.1 I o n t o v ě - v ý m ě n n á ch romatogra f i e 

Iontově-výměnná chromatografie je jednou z nejpoužívanějších metod separace pro-
teinů, která využívá jejich rozdílných nábojů. Náboj proteinu je silně závislý na pH, 
při pH vyšším než pí jsou proteiny adsorbovány na anexy a při pH nižším než pí jsou 
proteiny adsorbovány na katexy. Adsorbované proteiny jsou eluovány změnou pH nebo 
zvýšením iontové síly. 

Substituce neutrální hydroxylové skupiny serinu, threoninu a tyrosinu negativně na-
bitou fosfátovou skupinou způsobuje snížení izoelektrického bodu proteinu, tedy změnu 
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náboje proteinu. Toho lze využít k separaci fosforylovaných a nefosforylovaných peptidů 
a proteinů na katexech a anexech. Na katexech lze při nízkém pH (2,7) dosáhnout sepa-
race fosfopeptidů z peptidových směsí vzniklých proteolytickým štěpením proteinů try-
psinem. Spolu s fosfopeptidy jsou ale také eluovány silně kyselé nefosforylované peptidy 
[23, 74-76]. Fosfopeptidy, které obsahují velký počet fosfátový skupin a mají záporný 
náboj, se na katexy neadsorbují [16]. 

Separace fosforylovaných peptidů z peptidových směsí vzniklých proteolytickým ště-
pením proteinů trypsinem lze dosáhnout také na anexech. Fosfopeptidy jsou na anexy 
adsorbovány silněji než nefosforylované peptidy a jejich interakce s anexy je tím silnější, 
čím vyšší je počet fosfátových skupin. Ale stejně jako na katexech tak i anexech mohou 
být spolu s fosfopeptidy eluovány i některé nefosforylované peptidy [77]. 

Na anexech lze také separovat různě fosforylované formy jednoho izolovaného pro-
teinu. Obdobně jako v případě fosfopeptidů je na anex nejsilněji adsorbována nejvíce fos-
forylovaná forma proteinu a nejslaběji jeho nefosforylovaná forma, která je také nejdříve 
eluována [78-81]. 

Využití iontově-výměnné chromatografie pro separaci fosfoproteinů a fosfopeptidů 
má i určitá omezení. Tato metoda vyžaduje velká množství vzorku (desítky miligramů). 
Při chromatografii je navíc vzorek rozdělen na mnoho částí, z nichž každá vyžaduje 
separátní analýzu hmotnostní spektrometrií, což vede k vyšší časové náročnosti této 
metody [18]. 

1.3.1.2 C h r o m á t ofokusace 

Chromatofokusace je metoda separace proteinů, která využívá rozdílného izoelek-
trického bodu separovaných proteinů. Chromatofokusaci lze použít k separaci fosfory-
lované a nefosforylované formy jednoho proteinu a také k separaci rozdílně fosforylova-
ných forem jednoho proteinu, protože navázáním fosfátové skupiny/fosfátových skupin 
dochází ke změně izoelektrického bodu proteinu [82, 83]. Tato metoda není schopna 
odlišit různou pozici fosfátové skupiny; chromatofokusaci nelze separovat dvě mono-
fosforylované formy jednoho proteinu, které se liší pouze umístěním fosfátové skupiny 

[84]. 

1.3.1.3 I m u n o p r e c i p i t a c e 

Imunoprecipitace pomocí fosfo-specifických monoklonálních nebo polyklonálních pro-
tilátek patří k nejjednodušším metodám izolace fosfoproteinů [17]. Tato metoda se často 
používá k izolaci fosfoproteinů obsahujících fosfotyrosin [85-87], ale pouze sporadicky 
k izolaci fosfoproteinů obsahujících fosfoserin a fosfothreonin [88]. To je dáno tím, že 
protilátky proti fosfoserinu a fosfothreoninu často rozpoznávají celý sekvenční motiv ob-
klopující fosforylovaný aminokyselinový zbytek, a jsou proto schopné imunoprecipitovat 
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pouze některé fosfoproteiny obsahující fosfoserinové a fosfothreoninové zbytky [89]. Na-
proti tomu protilátky proti fosfotyrosinu rozpoznávají primárně fosfotyrosin, ačkoliv i 
ony mohou být částečně ovlivněny okolními aminokyselinami. Proto je vhodné pro irnu-
noprecipitaci fosfoproteinů obsahujících fosfotyrosin použít několik různých protilátek 
proti fosfotyrosinu [18]. 

Snahy o izolaci fosfopeptidň pomocí protilátek proti fosfotyrosinu jsou velmi spora-
dické a většinou nebyly příliš úspěšné v důsledku nízké selektivity a citlivosti použitých 
protilátek [90, 91]. Teprve nedávno byla provedena úspěšná imunoprecipitace fosfopep-
tidů pomocí nových protilátek proti fosfotyrosinu [92]. 

1.3.1.4 Afini t ní ch roma tog ra f i e na oxidech kovů 

Afinitní chromatografie na oxidech kovů je používaná pro selektivní izolaci a oboha-
cení fosfopeptidů z komplexních biologických směsí. Tato metoda využívá vysoké afinity 
fosfátových skupin k určitým oxidům kovů. Schopnost oxidu titaničitého selektivně ad-
sorbovat organické fosfáty byla popsána už v roce 1990 [93], ale teprve nedávno byl 
oxid titaničitý použit pro selektivní separaci fosforylovaných peptidů [94-96]. Předpo-
kládaná interakce fosfátové skupiny s oxidem titaničitým je na obr. 1.4 [97]. Podobně 
jako u afinitní chromatografie na ¿mobilizovaných kovových iontech jsou fosfopeptidy 
na oxid titaničitý adsorbovány v kyselém prostředí a eluovány jsou v zásaditém pro-
středí. Spolu s fosfopeptidy mohou být na oxid titaničitý adsorbovány i nefosforylované 
peptidy. .Jejich adsorpci lze omezit esterifikací jejich karboxylových skupin [94, 98] nebo 
použitím kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové, ftalové nebo salicylové při adsorpci a promý-
vání [97]. 

O OH 

P 

O o 

T i0 2 TI'02 

Obr . 1.4: Vazba fosfátu na oxid titaničitý [97] 

Pro izolaci fosfopeptidů z proteolytickv štěpených proteinů lze použít i oxid zirko-
ničitý [99, 100]. Oxid zirkoničitý vykazuje větší selektivitu pro fosfopeptidy obsahující 
jednu fosfátovou skupinu, zatímco oxid titaničitý preferuje fosfopeptidy s větším po-
čtem fosfátových skupin [99]. Nedávno byly fosfopeptidy selektivně izolovány také na 
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oxidu železitém .101], oxidu hlinitém ¡102], oxidu galitém [103] a oxidu niobičném [104]. 
Chromatografie na jednotlivých oxidech kovů jsou komplementární; použitím několika 
různých oxidů kovů lze docílit izolace více fosfopeptidů. 

Ačkoli se afinitní chromatografie na oxidech kovů osvědčila pro izolaci fosfopeptidů 
obsahujících fosfátové skupiny vázané jak na serinových, tak threoninových tak i tyro-
sinových zbytcích, nemusí být vhodná pro izolaci fosfoproteinů a velkých fosfopeptidů 
v důsledku stérického bránění [16]. 

1.3.1.5 Af in i tn í ch roma tog ra f i e na imobi l izovaných kovových iontech 

Afinitní chromatografie na imobilizovaných kovových iontech (IMAC) představuje 
nejběžnější metodu pro selektivní izolaci, obohacení i separaci fosfopeptidů a fosfopro-
teinů z biologických vzorků. Tuto metodu lze použít jak pro peptidy a proteiny fosfo-
rylované na serinových a threoninových zbytcích, tak pro peptidy a proteiny fosfoiylo-
vané na t.yrosinových zbytcích. IMAC je založena na vysoké afinitě fosfátových skupin 
proteinů k určitým kovovým iontům (železité, galité) imobilizovaným prostřednictvím 
chelátového ligandu na inertní matrici. Chelátové ligandy určují množství koordinačně-
kovalentních vazeb dostupných pro interakci kovového iontu s fosfátovou skupinou 
a ovlivňují tak sílu interakce s fosfoproteiny a fosfopeptidy. Mezi nejčastěji použí-
vané chelátové ligandy patří iminodioctová kyselina (IDA) a nitrilotriocotvá kyselina 
(NTA). IDA vytváří s kovovým iontem tři koordinačně-kovalentní vazby; zbylá tři ko-
ordinační místa kovového iontu, obsazená slabě vázanou vodou, jsou dostupná pro 
vazbu fosfátu (obr. 1.5 A). NTA vytváří s kovovým iontem čtyři koordinačně-kovalentní 
vazby a pro vazbu fosfátu zůstávají pouze dvě místa (obr. 1.5 B). Méně používaný li-
gand tris(karboxymethyl)ethylendiamin (TED) poskytuje pro vazbu fosfátu dokonce 
jen jedno místo (obr. 1.5 C) a naopak další ligand 8-hydroxychinolin (HQ) nechává pro 
vazbu fosfátu čtyři nhsta (obr. 1.5 D) [89, 105, 106]. 

IMAC byla použita k separaci různě fosforylovaných forem jednoho izolovaného pro-
teinu, případně peptidu, jak bylo ukázáno např. na separaci různě fosforylovaných forem 
ovalbuminu [107], fosvitinu [108], sacharosasynthasy [109] nebo protaminu [110]. Níz-
kotlakou IMAC byly také separovány rozdílně fosforylované formy lidských pepsinů a 
pepsinogenů izolovaných ze žaludeční sliznice pacientů s různými žaludečními onemoc-
něními [111, 112]. 

IMAC lze také použít k izolaci fosfopeptidů [113-118] a fosfoproteinů [119, 120] 
z komplexních biologických směsí. Fosfopeptidy a fosfoproteiny jsou nejčastěji adsor-
bovány v kyselém prostředí (nízké pH) na železité nebo galité ionty imobilizované přes 
iminodioctovou nebo nitrilotrioctovou kyselinu. Jejich desorpce lze dosáhnout zvýšením 
pH nebo přídavkem fosfátových iontů, případně účinkem chelatačního činidla, které ale 
uvolňuje i kovové ionty [89, 105, 106]. Na imobilizované železité a galité ionty mohou být 
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Obr . 1.5: Komplex}' chelátových liganclů s železitými ionty 
(A) komplex iminodioctové kyseliny s železitým iontem, (B) komplex nitrilotrioctové kyseliny 
s železitým iontem, (C) komplex tris(karboxymethyl)ethylendiaminu s železitým iontem, (D) 
komplex 8-hydroxychmolinu s železitým iontem. 

spolu s fosfopeptidy a fosfoproteiny adsorbovány také nefosforylované peptidy a pro-
teiny bohaté na zbytky asparagových a glutamových kyselin [110, 116-118, 121-124]. 
Jejich adsorpci lze omezit vhodnou volbou chromatografických podmínek [125, 126] 
nebo esterifikací volných karboxylových skupin [116, 121, 127]. Nedávno byly pro obo-
hacení fosfopeptidů úspěšně použity i imobilizované titaničité [128, 129] a zirkoničité 
[130] ionty a pro vazbu fosfopeptidů při fyziologickém pH byl navržen dvoj jaderný zi-
nečnatý komplex označovaný „Phos-tag" [131]. 

Schopnost jednotlivých imobilizovaných kovových iontů adsorbovat fosfoproteiny a 
fosfopeptidy se liší. Některé studie zjistily vyšší selektivitu imobilizovaných galitých 
iontů pro fosfopeptidy [118] a ukázaly, že na imobilizované galité ionty se adsorbuje 
více fosfoproteinů než na imobilizované železité ionty [119]. Jiné studie ale naopak uvá-
dějí, že imobilizované železité ionty jsou schopny adsorbovat více fosfopeptidiVnež'ínlo-

/ I ' • bilizované galité ionty [116]. Z dalších studií zase vyplynulo, že imolmizp^ané galité 
fZ2 - cm 

ionty preferenčně obohacují fosfopeptidy s jednou fosfátovou skupinoi57 zatímco> žele-» ? 

^ 7 w 
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zité ionty preferují více fosforylované peptidy [132], a že výsledky izolací fosfopeptidů 
na jednotlivých imobilizovaných kovových iontech jsou komplementární [132, 133]. Vol-
bou vhodných sorbentů, optimalizací cliromatografických podmínek pro daný vzorek 
a případnou esterifikací karboxylových skupin proteinů a peptidů lze dosáhnout vyšší 
selektivity a získání většího počtu fosforylovaných peptidů a proteinů. 

1.3.1.6 M e t o d y založené na chemické der iva t izac i fosfá tové skupiny 

Několik alternativních cest puriíikace a v některých případech i izolace fosfopep-
tidů je založeno na selektivní chemické modifikaci fosforylovaných aminokyselin. Jedna 
z těchto cest zahrnuje vystavení fosfoproteinů a fosfopeptidů silně alkalickému prostředí, 
při kterém dochází k /^-eliminaci fosfátů za vzniku reaktivních dvojných vazeb, na něž 
je následně adován ethanthiol [134]. Popsaný postup byl později modifikován tak, aby 
umožnil i specifickou izolaci původně fosforylovaných peptidů: fosforylované aminoky-
selinové zbytky byly substituovány derivátem biotinu (obr. 1.6) a izolovány afinitní 
chromatografií na imobilizovaném avidinu [135]. Oba popsané postupy jsou použitelné 
pouze pro peptidy fosforylované na serinových a threoninových zbytcích; peptidy fosfo-
rylované na tyrosinových zbytcích .^-eliminaci nepodstupují [134, 135]. Navíc substituce 
derivátem biotinu vyžaduje modifikaci reaktivních cysteinových zbytků oxidací kyseli-
nou permravenčí, současně se ovšem mohou oxidovat i methioninové a tryptofanové 
zbytky. Další komplikace může způsobovat i případná O-glykosylace, která také snadno 
podléhá /^-eliminaci [135]. Nespornou výhodou obou popsaných postupů je nahrazení 
záporně nabité fosfátové skupiny neutrální funkční skupinou. Nově modifikované pep-

PO 3 H 2 CH 2CH 2SH 
I Base C H HSCH 2CH 2SH ^ 
I I > II 2 I v I 

CH2
 1 R - H N — C — O - R ' ^ CH2 I I 

R - H N - C H - O - R ' R - H N - C H - O - R ' 

H 
/—j-N 

3r tT§ H 

U u N N N-4 
H O V 

HOOC^ O ^ N - S C H 2 C H 2 

Biotin 1 s - W B i o t i n — , 
1 ^ r u . 

CH2 | 2 
R _ H N - C ' H - 0 - R ' R - H N - C H - O - R ' 

Obr . 1.6: Schéma sustituce fosfátové skupiny serinového zbytku derivátem biotinu 

[135] 
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tidy se v porovnání s původními fosfopeptidy mnohem lépe ionizují a také ochotněji 
fragmentují. Navíc nová funkční skupina je dostatečně stabilní a při fragmentaci nedo-
chází k jejímu přednostnímu odštěpení jako v případě fosfátové skupiny, což zjednodu-
šuje detekci tandemovou hmotnostní spektrometrií a usnadňuje určení místa fosforylace 

Další postup selektivní izolace fosfopeptidů (obr. 1.7) zahrnuje následující kroky. 
Proteiny jsou po alkvlaci cysteinů štěpeny specifickou proteasou. Aminoskupiny vznik-
lých peptidů jsou zablokovány terc-butyloxy-karbonylovou skupinou a karboxylové a 
fosfátové skupiny jsou poté derivatizovány amidací. Fosfátové skupiny jsou následně 
regenerovány kyselou hydrolýzou fosforamidátových vazeb. Přebytečný amin je odstra-
něn promytím peptidů na reverzní fázi. Poté jsou fosfátové skupiny modifikovány kon-
denzací s cystaminem. Následná redukce disulfklové vazby uvnitř cystaminu generuje 
volnou sulfhydrylovou skupinu na každou fosfátovou skupinu fosfopeptidů. Přebytek 
cystaminu, redukčního činidla a vedlejších produktů reakce je odstraněn promytím 
peptidů na reverzní fázi. Modifikované fosfopeptidy jsou následně zachyceny na sor-
bentu s i mobilizovanou jodacetylovou skupinou a po promytí jsou uvolněny rozštěpe-

Obr . 1.7: Schématické znázornění strategie selektivní izolace fosfopeptidů [136] 
Detaily jsou uvedeny v textu. tBoc - terc-butyloxy-karbonylová skupina, EDC - N,N'-
dimethylaminopropylethylkarbodiimid hydrochlorid, TFA - trifluoroctová kyselina, DTT -
dithiothreitol. 

[17]. 

tBoc—Hr> c—NHC2H4OH 
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ním fosforamidátové vazby kyselinou trifluoroctovou, která zároveň odstraňuje chránící 
terc-butyloxy-karbonylovou skupinu 136]. 

Oba uvedené postupy izolace fosfopeptidů se skládají z celé řady chemických reakcí 
a čistících kroků, z nichž každý představuje nezanedbatelné ztráty. Dostatečně velké 
množství vzorku je tedy obecným požadavkem přístupu založeného na chemické de-
rivatizaci fosfátové skupiny, což zatím umožňuje detekci a identifikaci pouze hojně se 
vyskytujících fosfopeptidů/fosfoproteinů [17, 73]. 

1.3.2 De tekce fos fopep t idů a fos fopro te inů po e lekt rofore t ické 

separac i 

1.3.2.1 R a d i o a k t i v n í značení 

Klasický přístup detekce fosforylace spočívá v inkorporaci radioaktivně značeného 
fosfátu do fosfoproteinů. In vivo značení proteinů zahrnuje inkubaci celých organismů, 
buněk nebo tkání s [32P]fosfátem. Dalším krokem je pak separace proteinů z lyžova-
ných buněk SDS-polyakrylamidovou gelovou elektroforézou nebo dvourozměrnou gelo-
vou elektroforézou a detekce fosforylace autoradiografh nebo „Phosphorlmager" systé-
mem [20, 72, 137]. Tato metoda je velmi citlivá, ale její použití je omezeno na orga-
nismy a buňky, které jsou schopny radioaktivní značku inkorporovat v průběhu růstu 
[20]. Navíc značení 32P nemusí být příliš efektivní v důsledku vysokých koncentrací 
neradioaktivního endogenního ATP a ačkoliv mnoho fosfoproteinů může být vizuali-
zováno autoradiografh, nemusí být přítomny v množství dostatečně velkém pro jejich 
identifikaci [72]. 

In vitro značení zahrnuje inkubaci proteinů s proteinkinasami a [7—32P]ATP, slou-
žícímu jako donor fosfátové skupiny. Pokud je ale protein již plně fosforylován in vivo, 
k navázání další fosfátové skupiny už nedojde a fosforylace tohoto proteinu nebude 
detegována [20]. Fosforylace zjištěná pomocí in vitro značení nemusí být fyziologicky 
relevantní, je třeba ji ověřit in vivo [20, 72]. 

1.3.2.2 De tekce pomoc í fosfo-specifických p ro t i l á t ek 

K detekci fosfoproteinů lze použít protilátky, které rozpoznávají fosforylované ami-
nokyselinové zbytky. Proteiny jsou nejprve separovány SDS-polyakrylamidovou elektro-
forézou, dvourozměrnou gelovou elektroforézou nebo izoelektrickou fokusací a fosfopro-
teiny jsou následně detegovány pomocí protilátek proti fosfoserinu, fosfothreoninu nebo 
fosfotyrosinu 90, 137-139]. V současnosti je komerčně dostupná celá řada kvalitních 
protilátek zejména proti fosfotyrosinu. Nicméně protilátky, které specificky rozeznávají 
fosfoserin a fosfothreonin, jsou citlivé 11a aminokyselinovou sekvenci obklopující fos-
forylovaný aminokyselinový zbytek, a proto nejsou schopny univerzální detekce všech 
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proteinů fosforylovaných na serinových a threoninových zbytcích. Proto je tato me-

toda používána hlavně pro detekci proteinů fosforylovaných na tyrosinových zbytcích 

[72, 140]. 

Pomocí polyklonálních protilátek proti fosfoserinu, fosfothreoninu a fosfotyrosinu 

byla v molekulách lidských pepsinogenů separovaných izoelektrickou fokusací detego-

vána jedna fosfátová skupina v molekule pepsinogenů C a nejméně jedna v molekule 

pepsinogenů A [69]. 

1 .3 .2 .3 D e t e k c e f o s f o p r o t e i n ů a f o s f o p e p t i d ů p o u ž i t í m f o s f a t a s 

Fosfatasy hydrolyticky odštěpují fosfátové skupiny fosfoproteinů. Defosforylace pro-

teinů vede ke změně jejich izoelektrického bodu a molekulové hmotnosti, tedy i ke změně 

migračního chování během dvourozměrné elektroforézy. Toho lze využít k rozlišení fos-

forylovaných a nefosforylovaných forem proteinů. Pokud je část proteinového vzorku 

separována dvourozměrnou elektroforézou přímo a druhá část až po defosforylaci, lze 

porovnáním obou elektroforeogramů detegovat fosforylované proteiny [141]. Pro de-

tekci změn v migračním chováním proteinů po jejich defosforylaci fosfatasou lze použít 

i technologii diferenční gelové elektroforézy, která umožňuje detekci fosforylovaných a 

defosforylovaných proteinů v jednom gelu [142]. 

Změna vlastností proteinů, respektive peptidů, po jejich defosforylaci byla využita i 

při detekci fosfátových skupin v lidských pepsinogenech izolovaných ze žaludeční sliznice 

pacientů trpících rakovinou žaludku. Část pepsinogenů byla po proteolytickém štěpení 

separována RP-HPLC* a kapilární zónovou elektroforézou, druhá část byla nejprve 

defosforylována kyselou fosfatasou z brambor, poté štěpena a separována RP-HPLC 

a kapilární zónovou elektroforézou. Porovnáním elektroforetických záznamů pak byla 

detegována jedna fosfátová skupina v molekule lidského pepsinogenů A a dvě fosfátové 

skupiny v molekule lidského pepsinogenů C [68]. 

1.3.3 De tekce a ident if ikace fos fopep t idů a fosfopro te inů po-

mocí h m o t n o s t n í s p e k t r o m e t r i e 

K detekci a. hlavně k identifikaci fosfopeptidů a fosfoproteinů a určení místa fosfo-

rylace je dnes téměř výhradně používána hmotnostní spektrometrie (MS). MS posky-

tuje informaci o molekulové hmotnosti proteinů a peptidů. Fosforylací proteinů dochází 

ke zvýšení jejich molekulové hmotnosti; navázání každé fosfátové skupiny na serinový, 

threoninový nebo ty rosí nový zbytek vede ke zvýšení molekulové hmotnosti o 80 hmot-

nostních jednotek, tzv. Daltonů (Da). Změření molekulové hmotnosti intaktního fos-

foproteinů v kombinaci se znalostí molekulové hmotnosti nemodifikovaného proteinu 

* „reverse phase high performance liquid chromatography" 
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či defosforylací fosfatasou umožňuje určení průměrného počtu fosfátů navázaných na 
polypeptidový řetězec. Pro získání přesnějších informací je nutné protein podrobit pro-
teolýze a pracovat s jeho fragmenty - peptidy [17]. 

K identifikaci proteinů a fosfoproteinů pomocí peptidového mapování je dnes úspěšně 
používána technika MALDI-TOF MS („matrix-assisted laser desorption ionisation-
time-of-flight mass spectrometry"). Protein je nejprve proteolyticky rozštěpen na směs 
peptidů, která je analyzována MALDI-TOF MS. Pomocí porovnání experimentálně na-
měřené peptidové mapy s teoretickými peptidovými mapami všech proteinů v databázi 
(např. Swiss-Prot, SIB. Ženeva. Švýcarsko) je protein následně identifikován. K identi-
fikaci fosfopeptidů lze použít porovnání peptidových map před a po reakci s alkalickou 
fosfatasou. Fosfopeptid lze identifikovat na základě charakteristického posunu, který 
je následkem ztráty fosfátu/fosfátů způsobené alkalickou fosfatasou. Počet fosfátových 
skupin navázaných na původním fosforylovaném peptidu lze určit z rozdílu hmotnosti 
fosfopeptidů a jeho defosforylovaného analogu; ztráta každého fosfátu způsobuje pokles 
hmotnosti peptidu o 80 Da [133, 143-146]. 

Technika MALDI-TOF MS také někdy umožňuje rozlišit mezi fosforylací na šeřinu 
nebo threoninu a fosforylací na tyrosinu. Při měření v režimu kladných iontů mohou 
peptidy fosforylované na serinových a threoninových zbytcích vykazovat významnou 
ztrátu neutrální molekuly H 3 P 0 4 (ztráta 98 Da) a v mnohem menší míře také ztrátu 
H P O 3 (ztráta 80 Da). Naproti tomu peptidy fosforylované na tyrosinových zbytcích 
vykazují výhradně ztrátu I iP0 3 , což je způsobeno vyšší stabilitou aromatického kruhu 
fosfotyrosinu. Rozdílná fragmentace peptidů fosforylovaných na tyrosinových zbytcích 
umožňuje jejich odlišení od peptidů fosforylovaných na serinových a threoninových zbyt-
cích [147, 148]. 

Detekci a identifikaci fosfopeptidů pomocí MALDI-TOF MS může komplikovat po-
tlačení jejich ionizace přítomnými nefosforylovanými peptidy a obecně slabá ionizace 
fosfopeptidů při měření v režimu kladných iontů. Důsledkem toho je, že signály fos-
fopeptidů mohou být v naměřených MS spektrech velmi slabé nebo nejsou vůbec za-
znamenány. Pro překonání tohoto problému se osvědčilo fosfopeptidy nejprve izolovat 
afinitní chromatografií 11a imobilizovaných kovových iontech nebo afinitní chromatogra-
fií 11a oxidech kovů a teprve poté je analyzovat MALDI-TOF MS [97, 98, 145, 149]. 
Ionizaci fosfopeptidů lze také mírně zlepšit použitím 2,5-dihydroxybenzoové kyseliny 
jako MALDI matrice [150] nebo přídavkem kyseliny fosforečné [151], alkylfosfonových 
kyselin [152] nebo amonných solí [153] do MALDI matrice. 

Spojení MALDI s tandemovým hmotnostním spektrometrem, jako je TOF-TOF, 
kvadrupól-TOF nebo iontová past, umožňuje nejenom detekci a identifikaci fosfopep-
tidů po jejich izolaci afinitní chromatografií ale také následnou lokalizaci míst fosforylace 
založenou na MS/MS sekvenování [98, 124, 150, 154]. Tandemové hmotnostní spektro-
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metry umožňují provést fragmentaci vybraných pepticlových iontů kolizně indukovanou 
disociací. Fosfopeptidy při fragmentaci produkují nejenom sekvenčně specifické frag-
menty ale také fragmenty, které jsou specifické pro fosfátové skupiny. Při měření v re-
žimu záporných iontů fosfopeptidy poskytují charakteristické fragmentové ionty PO3 
(m/z 79) a PO9 (m/z 63), což dovoluje jejich vysoce specifickou detekci pomocí skenu 
rodičovského iontu 1155, 156]. Při měření v režimu kladných iontů peptidy fosforylo-
vané na serinových a tyrosinových zbytcích vykazují ztrátu H3PO4 (ztráta 98 Da); 
v MS/MS spektru je pak obvykle zaznamenán velmi intenzivní ion odpovídající ztrátě 
98 Da. MS/MS spektrum zároveň poskytuje informace o lokalizaci fosforylace. Původní 
fosfoserin je pak v peptidu identifikován jako dehydroalanin a původní fosfothreonin 
jako dehydroamino-2-máselná kyselina [98, 154, 157]. Peptidy fosforylované na tyro-
sinových zbytcích při fragmentaci sice nevykazují ztrátu H3PO4, ale v jejich MS/MS 
spektrech, naměřených v režimu kladných iontů, lze nalézt charakteristický imoniový 
ion (m/z 216,043) [158]. 
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2. Cíl práce 
Cílem předkládané dizertační práce bylo vypracování vhodného metodického pří-

stupu pro studium fosfoproteinů se zaměřením na lidské žaludeční aspartátové proteasy 
(pepsiny). Tyto proteiny jsou charakterizovány vyšším obsahem kyselých aminokyse-
linových zbytků, a proto nelze na tyto proteiny dosud popsané metody pro izolaci a 
separaci fosfoproteinů a fosfopeptidů jednoduše aplikovat. Pozornost jsme proto zamě-
řili zejména na vypracování metod pro selektivní separaci takovýchto fosfoproteinů a 
fosfopeptidů pomocí afmitní chromatografie. K řešení tohoto úkolu bylo potřeba: 

• Porovnat schopnosti několika HP-IMAC sorbentů, lišících se inertní matricí, chelá-
tovými ligandy a imobilizovanými kovovými ionty, separovat nativní fosfoproteiny 
(modelové fosfoproteiny: prasečí pepsin A, kuřecí ovalbumin) 

• Na vybraných HP-IMAC sorbentech separovat fosforylované a nefosforylované formy 
lidských pepsinů 

• Vypracovat metody separace fosfopeptidů z proteolyticky rozštěpených pepsinů na 
IMAC sorbentech a na oxidu titaničitém a ověřit místa fosforylace pomocí MALDI-
T O F / T O F MS (modelový protein: prasečí pepsin A) 

• Použít námi vypracovanou metodu pro separaci fosfopeptidů z proteolyticky roz-
štěpených proteinů lidské žaludeční šťávy a identifikovat fosforylační místa těchto 
proteinů, zejména pepsinů 
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3. Experimentální část 

3.1 Chemikál ie 

Prasečí pepsin A (EC 3.4.23.1), kuřecí ovalbumin, hovězí hemoglobin, kyselá fos-
fatasa z brambor (EC 3.1.3.2), chlorid železitý, dusičnan železitý, chlorid galitý, dusič-
nan galitý, uranyl octan, hydrogenfosforečnan amonný, hydroxid amonný, dimethylamin 
hydrochlorid, HC1 v methanolu, isopropylamin, ethylamin, l-ethyl-3-(3-dimethylamino-
propyl)karbodiimid, kyselina 2-(N-morfolin)ethansulfonová (MES), kyselina N-(2-hydro-
xyethyl)piperazin-N/-2-ethansulfonová (IiEPES), acetonitril (ACN). kyselina trifluoroc-
tová (TFA), močovina, hydrogenuhličitan amonný, a-chyniotrypsin z hovězího pan-
kreasu (EC 3.4.21.1), jodacetamid a dithiotreitol byly zakoupeny od Sigma-Aldrich 
(St. Louis, MO, USA). Diazomethan byl vyroben z p-tolylsulfonylmethylnitrosamidu 
Dr. Martinem Hrubým (Ústav makromolekulární chemie, Akademie věd, Česká repub-
lika). BCA1 M Protein Assay Reagent A, roztok hovězího sérového albuminu o kon-
centraci 2 mg/ml (standard pro stanovení proteinů) a Phosphoprotein Phosphate Es-
timation Assay Kit byly zakoupeny od Pierce (Rockford, IL, USA). Kyselina 2,5-
dihydroxybenzoová, kyselina cv-kyano-4-hydroxyskořicová, 2,5-dihydroxyacetofenon a 
MALDI kalibrační standardy „Peptide Calibration Standard" a „Protein Calibration 
Standard I" byly pořízen)' od Bruker Daltonics (Břemen, Německo). Ostatní chemikálie 
byly od IPL (Uherský Brod, Česká republika). 

Sorbenty MA-BP a MA-HQ byly vyrobeny Dr. Martinem Hrubým a Dr. Milanem J. 
Benešem (Ústav makromolekulární chemie, Akademie věd, Česká republika) a byly na-
plněny do HPLC kolon (250 mm x 4 mm I.D.) firmou Labio (Praha, Česká republika). 
Kolona POROS MC20 (100 mm x 4,6 mm I.D.) byla získána od Applied Biosystems 
(Foster City, CA, USA). Špičky obsahující C18 fázi (PerfectPure C18 Tip) byly zakou-
peny od Eppendorf (Hamburg, Německo) a špičky TopTip IMAC (Fe3+), TopTip IMAC 
(Ga3 +) a Toptip T i0 2 od Glygen (Columbia, VA, USA). 

3.2 P ř í s t r o j e 

Chromatografická měření na kolonách POROS MC20 a MA-BP byla prováděna na 
IIPLC systému od firmy Ecom (Praha, Česká republika) nebo Dionex (Sunnyvale, CA, 
USA). HPLC systém od firmy Ecom se softwarem Clarity (DataApex, Praha, Česká 
republika) byl vybaven dvěma čerpadly LCP 4000, dynamickou směšovací komorou, 
autosamplerem AS54 a UV/VIS spektrometrem LCD 2084 (280 nm) a byl doplněn 
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sběračem frakcí Fraction Collector 2110 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). 
Dionex Summit HPLC systém s Chromeleon softwarem (Dionex, Sunnyvale, CA, 

USA) byl vybaven gradientovou pumpou umožňující až kvartérní gradient, termosta-
tovaným automatickým dávkovačem, kolonovým termostatem, detektorem s diodovým 
polem, pH detektorem a sběračem frakcí. Teplota kolony byla udržována na 25 °C a 
absorbance efluentu byla monitorována při 280 nm, 220 inn a 214 nm. 

Spektrofotometrická měření byla prováděna na přístroji Multiscan Microplate Rea-
der MCC/340 (Thermo Fislier Scientific, Waltham, MA, USA). K temperování byla po-
užívána vodní lázeň Julabo IiE-4 (JULABO Labortechnik, Seelbach, Německo), Accu-
Block Digital Dry Bath (Labnet International, Oakham, Rutland, UK) a Incubator 
witli Orbita! Sliaker SI50 (Stuart Scientific, Stone, Staffordshire, UK). K odstřeďo-
vání byla využívána centrifuga s chlazením 5415R (Eppendorf, Hamburg, Německo). 
K odpařování byla použita vakuová odparka Eppendorf Concentrator 5301 (Eppen-
dorf, Hamburg, Německo). 

Analýza proteinových a peptidových vzorků byla prováděna na hmotnostním spek-
trometru Aut.ofiex II T O F / T O F systému (Bruker Daltonics, Břemen, Německo) s vy-
užitím AnchorChip ocelového terčíku nebo standardního ocelového terčíku „MTP 384 
massive target T", oba s 384 pozicemi (Bruker Daltonics, Břemen, Německo). 

Používaná voda byla připravena Milli-Q systémem (Millipore Corporation, Billerica, 
MA, USA). Roztoky a pufry byly před použitím přefiltrovány přes 0,2 //in membránové 
filtry z nitrátu celulosy (Whatman, Maidstone, Kent, UK) na vakuové filtrační apara-
tuře (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Vzorky byly před aplikací na kolony pře-
filtrovány přes filtrační nástavce Puradisc s PTFE (polytetrafluorethylen) membránou 
o velikosti pórů 0,45 //m (Whatman, Maidstone, Kent, UK). 

3.3 M e t o d y použi té ke s tud iu p ro te inů 

3.3.1 Vzorky 

Resekované části žaludků, získané na 1. chirurgické klinice 1. LF UI< v Praze, 
byly promyty 50 mM Tris pufrem pH 7,2 a jednotlivé části byly rozděleny do něko-
lika proužků. Oddělená sliznice byla homogenizována v 50 mM Tris pufru pH 7,2 (1 g 
tkáně na 4 ml pufru). Homogenát byl centrifugován 60 min při 400 g za teploty 4 °C. 
Supernatant byl dlouhodobě uchováván ve zmraženém stavu při -18 °C. 

Lidská žaludeční šťáva, získaná na 4. interní klinice 1. LF UK v Praze, byla lyofili-
zována a uchovávána dlouhodobě při -18 °C. 
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3.3.2 I M A C 

3.3.2.1 I n t e r a k c e p raseč ího peps inu A s che lá tovými l igandy kovalentně 
v á z a n ý m i n a po lymer ní ma t r i c i 

Kolony MA-BP, MA-HQ a POROS MC20 (bez kovových iontů) byly ekvilibrovány 
0,1% kyselinou octovou nebo 50 mM octanovým pufrem pH 4,0 nebo 0,1% kyselinou 
octovou s přídavkem NaCl (1 M) nebo 50 mM octanovým pufrem pH 4,0 s přídavkem 
NaCl (1 M). Po aplikaci 200 /_/l roztoku prasečího pepsinu A (1 mg/ml adsorpčního 
pufru) byly kolony promyty adsorpčním pufrem. Navázaný pepsin byl eluován 200 mM 
fosfátovým pufrem pH 7,2. Na koloně MA-HQ byl zkoumán vliv ještě následujících 
pufrů na adsorpci a desorpci prasečího pepsinu A: 50 mM octanový pufr pH 3,5 - 6,0 
obsahující 0 - 1 M NaCl: 50 mM fosforečnanový pufr pH 5,6 a 6.0 obsahující 0 nebo 1 M 
NaCl; 50 mM octanový pufr pH 6,0 obsahující 20 mM N-acetyl-L-fenylalanyl-3,5-dijod-
L-tyrosin. Byly odebírány 0,5 - 1 ml frakce, v nichž byl stanovoven stanoven obsah 
proteinu (viz kap. 3.3.6.1) a proteolytická aktivita pepsinu (viz kap. 3.3.6.2). Není-li 
uvedeno jinak, průtoková rychlost byla 0,5 ml/min. 

3.3.2.2 Sycení kolon Fe 3 + , Ga3+ a UO? + ionty 

Kolona naplněná MA-BP sorbentem byla promyta 60 ml vody. Sorbent byl poté 
nasycen 60 ml 100 mM dusičnanu železitého obsahujícího 2 M octan amonný nebo 
60 ml 100 mM dusičnanu galitého nebo 60 ml 150 mM uranyl octanu. I< odstranění 
nenavázaných nebo slabě vázaných iontů byl sorbent promyt 60 ml vody a 60 ml 0,5 M 
NaCl. 

Sycení kolony POROS MC20 bylo provedeno podle instrukcí výrobce. Kolona byla 
postupně promyta 35 ml vody, 35 ml 50 mM clisodné soli kyseliny ethylendiamintetra-
octové (EDTA-Na2) obsahující 1 M NaCl a znovu 35 ml vody. Sorbent byl poté nasycen 
50 ml 100 mM chloridu železitého nebo 50 ml 100 mM chloridu galitého nebo 50 ml 
150 mM uranyl octanu a promyt 35 ml vody a 35 ml 0,5 M NaCl. 

3.3.2.3 P o s t u p př i I M A C 

Obecný postup zahrnoval následující kroky: 
• promytí adsorpčním pufrem 
• aplikace vzorku (200 //1) 
• vymytí neadsorbovaných látek adsorpčním pufrem 
• desorpce elučním pufrem (lineární gradient nebo izokraticky) 

Byly použity následující roztoky a pufry: 0,1% kyselina octová obsahující 0 - 1 M 
NaCl, 50 mM octanový pufr pH 4,0 - 6,0 obsahující 0 - 1 M NaCl nebo 0 - 100 mM 
NaH 2 P0 4 , 200 mM fosforečnanový pufr pH 3,0, 4,0, 6,0 a 7,2, 25 mM Tris pufr pH 7,2, 
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50 raM MES pH 7,2, 200 mM uhličitanový pufr pH 10,7, 50 mM EDTA-Na2 obsahující 
1 M NaCl. Průtoková rychlost byla 0,5 ml/min. Byly odebírány 0,5 ml frakce, v nichž 
byl stanoven obsah proteinu (viz kap. 3.3.6.1), případně proteolytická aktivita (viz kap. 
3.3.6.2). Obsah proteinů stanovený v odebíraných frakcích byl použit k vypočtení vý-
těžku („recovery"). Výtěžek byl určen jako množství eluovaného proteinu vyjádřeného 
v procentech množství aplikovaného proteinu. 

3.3.2.4 S tanoven í kapac i ty s o r b e n t u p ro prasečí peps in A 

Roztok pepsinu v 0,1% kyselině octové (1 mg/ml) byl aplikován na kolonu tak 
dlouho, než bylo dosaženo jejího úplného nasycení (proteolytická aktivita a koncentrace 
pepsinu v odebíraných frakcích vykazovaly konstantní hodnotu). Sorbent byl promyt 
0.1% kyselinou octovou a pepsin byl eluován 200 mM fosforečnanovým pufrem pH 7,2. 
V eluátu byl stanoven obsah pepsinu (viz kap. 3.3.6.1). Kapacita byla vyjádřena v mi-
ligramech pepsinu adsorbovaného na 1 ml sorbentu. 

3.3.3 Iontově v ý m ě n n á ch romatogra f i e na H E M A - B I O 1000 

D E A E 

Supcrnatant získaný ccntrifugací homogenátu lidské žaludeční sliznice byl přefiltro-
ván přes PTFE membránu s velikostí pórů 0,45 //m. Aby došlo k aktivaci pepsinogenů 
na pepsiny, bylo pH homogenátu upraveno 1 M HC1 na hodnotu 3 a roztok byl inkubo-
ván přes noc při 5 °C. Poté byl roztok dvakrát zředěn 20 mM octanovým pufrem pH 4,0. 
Takto upravený vzorek (10 ml) byl aplikován na kolonu HEMA-BIO 1000 DEAE. 

Lyofilizát lidské žaludeční šťávy byl rozpuštěn v 20 mM octanovém pufru pH 4,0 a 
přefiltrován přes PTFE membránu s velikostí pórů 0,45 /L/m. Takto připravený roztok 
(20 ml) byl aplikován na kolonu HEMA-BIO 1000 DEAE. 

Kolona Bio-Spin (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) byla naplněna 0,5 ml sorbentu 
HEMA-BIO 1000 DEAE (Tessek, Praha, Česká republika) a byla postupně promyta 
50 ml vody, 30 ml 20 mM octanového pufru pH 4,0, 30 ml 20 mM octanového pufru 
pH 4,0 obsahujícího 1 M NaCl a nakonec byla ekvilibrována 50 ml 20 mM octanového 
pufru pH 4,0. Poté byl na kolonu nanesen vzorek (10 ml aktivovaného homogenátu 
nebo 20 ml šťávy) a kolona byla promyta 20 ml 20 mM octanového pufru pH 4,0. Eluce 
pepsinů byla provedena 3 - 4 ml 20 mM octanového pufru pH 4,0 obsahujícího 1 M 
NaCl. Eluát byl dialyzován 1 x 2 hod proti vodě, 3 x 2 hod a 1 x 12 hod proti 10 mM 
HEPES pH 7,4. 
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3.3.4 Modi f ikace karboxylových skup in praseč ího peps inu A 

3.3.4.1 A m i d a c e peps inu s d i m e t h y l a m i n e m , e t h y l a m i n e m a isopropylami-
n e m [159] 

K roztoku pepsinu v 200 raM MES pH 5,5 (4 mg/6 ml) byl přidán přebytek dimethy-
lamin hydrochloridu (0,24 mmol) nebo isopropylaminu (1,42 mmol) nebo ethylaminu 
(1,42 mmol). Po přidání l-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidu (354 //l) byl 
roztok zředěn vodou na 8 ml a inkubován 6 hod při 4 °C. Reakce byla ukončena přidá-
ním 100 mM octanového pufru pH 5,0 (8 ml). Roztok pepsinu byl následně dialyzován 
3 x 2 hod a 1 x 12 hod proti 0,1% kyselině octové při 4 °C. Výsledek modifikace 
pepsinu byl vyhodnocen pomocí MALDI-TOF MS. 

3.3.4.2 Es te r i f ikace peps inu HC1 v m e t h a n o l u [121] 

K pepsinu (0.5 mg) byla přidána 4 M HC1 v methanolu (1,5 ml) a směs byla inku-
bována 3 hod při 25 °C. Poté byl roztok pepsinu odpařen do sucha na vakuové odparce 
a odparek byl rozpuštěn v 0.1% kyselině octové (2 ml). Výsledek modifikace pepsinu 
byl vyhodnocen pomocí MALDI-TOF MS. 

3.3.4.3 Es te r i f ikace peps inu d i a z o m e t h a n e m ,160, 161] 

I< roztoku pepsinu v 10 mM HEPES pH 7,4 (4 mg/4 ml) byl přidáván čerstvě připra-
vený roztok diazomethanu v etheru (žlutý) tak dlouho, dokud docházelo k odbarvování 
etherového roztoku diazomethanu. Poté byla vodná fáze obsahující pepsin oddělena a 
dialyzována 3 x 2 hod a 1 x 12 hod proti 0,1% kyselině octové při 4 °C. Výsledek 
modifikace pepsinu byl vyhodnocen pomocí MALDI-TOF MS. 

3.3.5 Defosfory lace praseč ího peps inu A 

Modifikovaná metoda popsaná Martinem a kol. ¡162] byla použita pro defosforylaci 
pepsinu. Roztok pepsinu v 10 mM octanovém pufru pH 5,5 obsahujícím 20 mM MgCl2 

(10 mg/10 ml) byl inkubován s kyselou fosfatázou z brambor (1 mg) 24 hod při 37 °C 
za neustálého míchání. Poté byl roztok dialyzován 3 x 2 hod a 1 x 12 hod proti 50 mM 
octanovému pufru pH 4,0. 

3.3.6 Ana ly t i cké m e t o d y 

3.3.6.1 S tanoven í koncen t r ace p ro t e inů 

Koncentrace proteinů byla stanovena BCA metodou [163]. Toto stanovení je založeno 
na reakci peptidové vazby s Cu2 + ionty v alkalickém prostředí za vzniku Cu+ iontů, 
které následně tvoří s BCA purpurově zbarvené komplexy. Pro sestrojení kalibrační 
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přímky byly použity roztoky hovězího sérového albuminu o známé koncentraci (7,8 -
500 ¿¿g/ml). 
Roztoky: 

• roztok A: BCA™ Protein Assay Reagent A 
• roztok B: 4% CuS0 4 

• roztok AB: směs roztoku A a roztoku B v poměru 50:1 
• standardy: roztoky hovězího sérového albuminu o známé koncentraci 

Provedení v mikrotitrační destičce (stanovení se provádí v duplikátu): 
• do jamky se napipetuje 40 //I vzorku nebo standardu o známé koncentraci 
• přidá se 200 /¿I roztoku AB 
• destička se promíchá na třepačce a inkubuje 30 min při 60 °C 
• změří se absorbance při 540 nm 

3.3.6.2 S tanoven í p ro teo ly t ické ak t iv i ty peps inu 

Proteolytická aktivita pepsinu byla stanovena modifikovanou metodou dle Ansona a 
Mirského [164]. Tato metoda je založena na štěpení hovězího hemoglobinu pepsinem za 
vzniku peptidů, jejichž množství je přímo úměrné aktivitě pepsinu a stanovuje se BCA 
metodou po vysrážení nerozštěpeného hemoglobinu a pepsinu trichloroctovou kyselinou 
(TCA). Proteolytická aktivita byla vyjádřena v jednotkách PU. 1 PU je takové množství 
enzymu, které přemění za 1 min při pH 2 a 37 °C takové množství hemoglobinu na 
peptidy, že uvolněné peptidy způsobí změnu absorbance AA540 o 0,001, měřeno BCA 
metodou. 
Roztoky: 

• roztok hemoglobinu: 20 ml 2,5% roztoku hemoglobinu a 5 ml 0,3 M HC1 
• 0,3 M TCA 
• roztok AB: směs BCA™ Protein Assay Reagent A a 4% CuS04 v poměru 50:1 

Provedení: 
• 250 /d roztoku hemoglobinu se napipetuje do mikrozkumavky a roztok se nechá 

10 min temperovat ve vodní lázni při 37 °C 
• k roztoku se přidá 50 /A vzorku 
• přesně po 10 min se reakce zastaví 500 ¡A 0,3 M TCA 
• po dalších 5 min se mikrozkumavka vyndá z lázně a nechá se 15 min odstředbvat 

na centrifuze rychlostí 12 000 otáček za min 
• stanovení obsahu peptidů v supernatantu BCA metodou v mikrotitrační destičce 

(stanovení se provádí v duplikátu): 
o do jamky se napipetuje 20 /¿I supernatantu 
o přidá se 200 //I roztoku AB 
o destička se promíchá na třepačce a inkubuje 30 min při 60 °C 
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o změří se absorbance při 540 nm 

3.3.6.3 S tanoven í obsahu fosforu 

Obsah fosforu v pepsinu byl stanoven pomocí „Phosphoprotein Phosphate Esti-
mation Assa}' Kit". Toto stanovení je založeno na alkalické hydrolýze fosfátových sku-
pin ze serinových a threoninových zbytků fosfoproteinů a na kvantifikaci uvolněného 
fosfátu pomocí malachitové zeleně a molybdenanu amonného. 
Roztoky: 

• 2.0 M NaOH 
• 4,7 M HC1 
• fosfátový reagent: směs roztoku molybdenanu amonného a roztoku malachitové 

zeleně v poměru 1:3 
• standardy: roztoky fosvitinu o známé koncentraci a známém množství fosforu 

Provedení v mikrotitrační destičce (stanovení se provádí v triplikátu): 
• do jamky se napipetuje 50 //I vzorku nebo standardu o známé koncentraci a zná-

mém množství fosforu 
• přidá se 50 //I 2,0 M NaOH 
• destička se promíchá na třepačce a inkubuje 30 min při 65 °C 
• přidá se 50 //I 4,7 M IICl a destička se promíchá 
• přidá se 50 /¿I fosfátového reagentu 
• destička se promíchá a inkubuje 30 min při laboratorní teplotě 
• změří se absorbance při 650 nm 

3.4 M e t o d y použi té k analýze p e p t i d ů 

3.4.1 Š těpen í peps inu a - c h y m o t r y p s i n e m 

Roztoky: 
• roztok A: 1,6 M hydrogenuhličitan amonný obsahující 7 M močovinu 
• roztok B: 0,45 M dithiotreitol 
• roztok C: 0,1 M jodacetamid 
• «-chymotrypsin o koncentraci 1 mg/ml 

Postup: 
• do mikrozkumavky se napipetuje 500 //I roztoku pepsinu o koncentraci 1 mg/ml 

a pH roztoku se upraví roztokem A na 7,5 - 8,0 
• přidá se 10 //I roztoku B, směs se zamíchá a inkubuje 25 min při 50 °C 
• směs se nechá vychladnout na laboratorní teplotu 
• přidá se 10 fA roztoku C, směs se zamíchá a inkubuje 10 min při laboratorní 
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teplotě 
• do směsi se přidá 50 ¿/I roztoku cv-chymotrypsinu o koncentraci 1 mg/ml (poměr 

pepsin : a-chymotrypsin je 10:1) a směs se inkubuje za stálého míchání 18 hod 
při 37 °C 

• reakce je ukončena okyselením roztoku na pH 4 TFA 
Slepý pokus byl proveden úplně stejným způsobem, pouze místo pepsinu byl použit 
samotný pufr; takto byly získány autolytické štěpy a-chymotrypsinu. 

3.4.2 P řeč i š t ěn í a odsolení p e p t i d ů na špičkách s C18 fází 

Označení špiček: PerfectPure C18 Tip 
Roztoky: 

• roztok A: 50% ACN 
• roztok B: 0,1% TFA 
• roztok C: 0,1% TFA obsahující 50% ACN 

Postup - špička se postupně promyje: 
• 10 x 10 //I roztoku A 
• 10 x 10 //I roztoku B 
• 10 x 10 //I vzorku 
• 10 x 10 /¿I roztoku B 
• 1 x 4 //I roztoku C (eluce) 

Eluát byl podroben MALDI-TOF/TOF MS analýze. 

3.4.3 Izolace fos fopep t idů na špičkách s TÍO2 

Označení špiček: TopTip TiO-2 

Roztoky: 
• adsorpční roztok: 5% TFA obsahující 80% ACN 
• eluční roztoky: 5 mM amoniak pH 10,5; 200 raM hydrogenfosforečnan amonný 

pH 7,9 
Postup - špička se postupně promyje: 

• 10 x 10 //I adsorpční ho roztoku 
• 10 x 10 ¿/I vzorku (proteiny rozštěpené a-chymotrypsinem) 
• 10 x 10 /d adsorpčního roztoku 
• eluce: 3 x 5 //I elučního roztoku 

Eluáty byly podrobeny MALDI-TOF/TOF MS analýze. 
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3.4.4 Izolace fos fopep t idů na špičkách se so rben ty obsahuj í -
cími imobi l izované Fe3 + nebo G a 3 + ionty 

Označení špiček: TopTip IMAC (Ga 3 + ) a TopTip IMAC (Fe3 +) 

Roztoky: 

• adsorpční roztoky: 0,1% kyselina octová; 0,1% kyselina octová obsahující 1 M 

NaCl 

• eluční roztoky: 5 mM amoniak pH 10,5; 200 mM fosforečnanový pufr (Na+) pH 7,2; 

200 mM hydrogenfosforečnan amonný pH 7,9 

Postup - špička se postupně promyje: 

• 5 x 20 //I adsorpčního roztoku 

• 5 x 20 //I vzorku (proteiny rozštěpené a-chymotrypsinem) 

• 5 x 20 //I adsorpčního roztoku 

• eluce: 3 x 5 //I elučního roztoku 

Eluáty byly podrobeny M A L D I - T O F / T O F MS analýze. 

3.4.5 Izolace fos fopep t idů na H P L C s o r b e n t u obsahu j íc ím imo-

bil izované Fe3 + ionty 

Označení kolony: POROS MC20-Fe3+ 

Roztoky: 

• adsorpční roztok: 0,1% kyselina octová 

• eluční roztoky: 5 mM amoniak, pH 10,5; 200 mM fosforečnanový pufr (Na+) 

pH 7,2; 200 mM hydrogenfosforečnan amonný pH 7,9 

Postup: 

• ekvilibrace HPLC kolony adsorpčním roztokem 

• aplikace 200 //I vzorku (proteiny rozštěpené a-chymotrypsinem) 

• promytí kolony adsorpčním roztokem (20 min) 

• eluce elučním roztokem či roztoky ( 1 5 - 2 0 min) 

• průtoková rychlost: 0,5 ml /min 

• odebírány 0,5 ml frakce 

Eluáty byly podrobeny M A L D I - T O F / T O F MS analýze.* 

*Po eluci fosforečnanovým pufrem byly frakce nejprve odsoleny na špičkách s C18 fází a pak analyzovány 
MALDI-TOF/TOF MS 
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3.5 M A L D I - T O F a M A L D I - T O F / T O F MS 

MALDI-TOF a MALDI-TOF/TOF spektra byla naměřena v pozitivním módu na 
hmotnostním spektrometru Autoflex II TOF/TOF. který byl vybaven dusíkovým lase-
rem (337 lim) a FlexControl softwarem. 

3.5.1 Nanesen í vzorků na M A L D I te rč íky 

3.5.1.1 A n a l ý z a fo s fopep t idů (eluáty ze špiček s imobilizovanými Fe3+ nebo Ga3 + 

ionty, z HPLC kolony s imobilizovanými Fe3+ ionty a ze špiček s Ti0 2 ) 

0,5 //I roztoku matrice (5 mg kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové / 1 ml 1% kyseliny 
fosforečné obsahující 30% ACN) bylo napipetováno na AnchorChip terčík a bylo pone-
cháno na vzduchu zaschnout, pak bylo přidáno 0,5 ¿/l vzorku nebo standardu a roztok 
byl opět nechán na vzduchu zaschnout. Terčík byl vložen do hmotnostního spektrometru 
a peptidy byly podrobeny MS a MS/MS analýze. 

3.5.1.2 Ana lýza p e p t i d ů (eluáty ze špiček s C18 fází) 

0,5 //I vzorku nebo standardu bylo napipetováno na standardní ocelový terčík a bylo 
ponecháno na vzduchu zaschnout, pak bylo přidáno 0,5 /A roztoku matrice (1 ml ACN 
+ 1 ml 1% kyseliny octové + 1 ml (3 mg kyseliny a-kyano-4-hydroxyskořicové / 1 ml 2% 
TFA obsahující 50% ACN)) a roztok byl opět nechán na vzduchu zaschnout. Terčík byl 
vložen do hmotnostního spektrometru a peptidy byly podrobeny MS, případně MS/MS 
analýze. 

3.5.1.3 Ana lýza p ro t e inů a modif ikovaných p r o t e i n ů 

1 //. 1 vzorku nebo standardu byl smíchán s 1 //I 2% TFA a 1 /¿I roztoku matrice (7,6 mg 
2,5-dihydroxyacetofenonu / 0,5 ml 20 raM hydrogencitrátu amonného obsahujícího 75% 
ethanol). Ze směsi byl 1 /il napipetován na AnchorChip terčík a byl nechán na vzduchu 
zaschnout. Terčík byl vložen do hmotnostního spektrometru a proteiny byly podrobeny 
MS analýze. 

3.5.2 M S a M S / M S ana lýza p e p t i d ů a fos fopep t idů 

Hmotnostní spektrometr byl před analýzou vzorků externě kalibrován pomocí stan-
dardu „Peptide Calibration Standard", který obsahoval angiotensin II, angiotensin I, 
substanci P, bombesin, ACTH (1-17), ACTH (18-39) a somatostatin 28. Po kalib-
raci byly vzorky peptidů a fosfopeptidů nejprve podrobeny MS analýze. Ze získaných 
MALDI-TOF spekter byly vybrány nejintenzivnější píky a ty byly podrobeny MS/MS 
analýze. 
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3.5.3 M S ana lýza p ro t e inů 

Hmotnostní spektrometr byl před analýzou proteinových vzorků externě kalibrován 
pomocí standardu „Protein Calibration Standard I", který obsahoval insulin, ubikvitin 
I, cytochrom C a myoglobin. Po kalibraci byly vzorky podrobeny MS analýze. 

3.5.4 Ident i f ikace p e p t i d ů 

Programy FlexAnalysis a BioTools (Bruker Daltonics, Bremen, Německo) spolu s vy-
hledávacím programem Mascot (Matrix Sciences, Londýn, UK) a databází Swiss-Prot 
(SIB. Ženeva, Švýcarsko) byly použity k identifikaci peptidů z naměřených MALDI-
TOF a MALDI-TOF/TOF spekter. Byly použity následující vyhledávací parametry: 
tolerance hmotnosti peptidů - 150 ppm a tandemová tolerance hmotnosti - 0,7 Da, 
enzym - chymotrypsin, „missed cleavage" - 5. 
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4. Výsledky a diskuze 
V první části práce jsme se zabývali metodami umožňujícími separaci fosforylo-

vaného proteinu. V další části práce jsme věnovali pozornost metodám separace fos-
fopeptidů po proteolytickém štěpení studovaného fosfoproteinu. Použití těchto metod 
umožňuje nejenom určení stupně fosforylace proteinu, ale i identifikaci fosforylačních 
míst. 

V naší práci jsme používali pro vypracování vhodných postupů modelové fosfopro-
teiny (prasečí pepsin A a kuřecí ovalbumin), u kterých je znám počet fosfátových skupin 
i místa fosforylace. Vypracované metody jsme pak použili pro separaci a charakterizaci 
různých forem lidských pepsinů. Pro selektivní separaci fosfoproteinň a fosfopeptidů 
jsme zvolili afinitní chromatografii na imobilizovaných kovových iontech (IMAC). Pro 
separaci fosfopeptidů byla použita také afinitní chromatografie na oxidu titaničitém. 
Pro identifikaci fosforylačních míst jsme využili tandemové hmotnostní spektrometrie 
(MALDI-TOF/TOF MS). 

4.1 H P - I M A C fosfoproteinů 

Cílem této části práce bylo porovnat schopnosti několika HP-IMAC sorbentů se-
parovat intaktní fosfoproteiny za podmínek HPLC. Tyto sorbenty se lišily typem ma-
trice a chelátového ligandu i imobilizovanými kovovými ionty. Byly testovány mat-
rice na bázi poly(glycidyl methakrylát-co-ethylen dimethakrylátu) a poly(styren-co-
divinylbenzenu) obsahující následující kovalentně vázané chelátové ligandy: (6-amino-
l-hydroxyhexan-l,l-diyl) bisfosfonovou kj^selinu (BP), iminodioctovou kyselinu (IDA) 
a 8-hydroxychinolin (HQ). Na tyto ligandy pak byly imobilizovány železité, galité nebo 
uranylové ionty. 

Aplikovatelnost vybraných HP-IMAC sorbentů v separaci a analýze fosfoproteinň 
byla testována na dvou modelových fosfoproteinech - prasečím pepsinu A a kuřecím 
ovalbuminu. Prasečí pepsin A obsahuje ve své molekule jednu fosfátovou skupinu váza-
nou na serinový zbytek [61] a jeho izoelektrický bod je nižší než jedna [51, 58]. Naproti 
tomu ovalbumin obsahuje ve své molekule dvě fosfátové skupiny vázané na serinové 
zbytky i 165] a jeho izoelektrický bod je 4,6 [166]. 
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4.1.1 V ý b ě r s o r b e n t ů p r o H P - I M A C fos fopro te inů 

Pro separaci fosfoproteinů byly vybrány následující matrice s kovalentně vázanými 
chelátovými ligandy (obr. 4.1), které bylo možné použít za podmínek HPLC: 

• POROS MC20 - sorbent na bázi poly(styren-co-divinylbenzenu) obsahující váza-
nou iminodioctovou kyselinu (IDA) 

• MA-BP - sorbent na bázi poly(glycidyl methakrylát-co-ethylen dimethakrylátu) 
obsahující vázanou (6-amino-l-hydroxyhexan-l,l-diyl) bisfosfonovou kyselinu (BP) 

• MA-HQ - sorbent na bázi poly(glycidyl methakrylát-co-ethylen dimethakrylátu) 
obsahující vázaný 8-hydroxychinolin (HQ) 

-COOH 

-COOH 

Obr. 4.1: Schématické znázornění polymerních sorbentů vybraných pro imobilizaci 
kovových iontů 
(A) POROS MC20 obsahující vázanou iminodioctovou kyselinu (IDA), (B) MA-BP obsahující 
vázanou (6-amino-l-hydroxyhexan-l,l-diyl) bisfosfonovou kyselinu (BP) a (C) sorbent MA-
HQ obsahující vázaný 8-hydroxychinolin (HQ). Ligandy IDA, BP a HQ jsou označeny modře. 

4.1.1.1 Vliv matrice a chelátového Ugandu na adsorpci prasečího pepsinu A 

V prvních experimentech byla testována možná interakce prasečího pepsinu A s che-
látovými ligandy vázanými na inertní matrice bez přítomnosti imobilizovaných kovo-
vých iontů. Bylo zjištěno, že za kyselých adsorpčních podmínek (0,1% kyselina octová 
nebo 50 mM octanový pufr pH 4,0) se na sorbenty obsahující BP a IDA adsorbovalo 
jen malé množství aplikovaného pepsinu (10%, respektive 15%), které se ještě nepatrně 
snížilo se zvýšením iontové síly (0,1% kyselina octová obsahující 1 M NaCl nebo 50 mM 
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octanový pufr pH 4,0 obsahující 1 M NaCl). Naproti tomu na sorbentu obsahujícím 
HQ byla za kyselých adsorpčních podmínek (50 mM octanový pufr pH 3,5 nebo 4,0) 
pozorována téměř kompletní adsorpce pepsinu. 

Odlišnému chování pepsinu na sorbentu obsahujícím 8-hydroxychinolin byla věno-
vána větší pozornost. Bylo zjištěno, že adsorpce pepsinu na tomto sorbentu se mírně 
zvyšuje se zvyšujícím se pH. K úplné adsorpci aplikovaného pepsinu došlo při nízké ion-
tové síle a pH 5,5 - 6,0 nezávisle na složení adsorpčního pufru (50 mM octanový nebo 
50 mM fosforečnanový pufr). Kompletní desorpce bylo dosaženo zvýšením iontové síly 
adsorpčního pufru (1 M NaCl) (obr. 4.2). Adsorbovaný prasečí pepsin A bylo možné 
eluovat také adsorpčním pufrem obsahujícím 20 mM N-acetyl-L-fenylalanyl-3,5-dijod-
L-tyrosin, který se používá jako substrát specifický pro pepsin A. 
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Obr . 4.2: Chromatografie prasečího pepsinu A na sorbentu MA-HQ 
Černě - absorbance při 280 nm; červeně - proteolytická aktivita; aplikováno 250 /il roztoku 
prasečího pepsinu A (1,5 mg/ml 50 mM octanového pufru pH 6,0); 1 - 5 0 mM octanový pufr 
pH 6,0; II - 50 mM octanový pufr pH 6,0 obsahující 1 M NaCl; průtoková rychlost - 1 ml/min. 

Vzhledem k vysoké adsorpci prasečího pepsinu A na MA-HQ sorbent v nepřítom-
nosti kovových iontů hy\y pro imobilizaci kovových iontů vybrány pouze sorbenty ob-
sahující BP (MA-BP) a IDA (POROS MC20). 
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4.1.1.2 H P - I M A C sorbenty 

Pro separaci fosfoproteinů byly použity HP-IMAC sorbenty, jejichž složení a použí-
vané označení je uvedeno v tab. 4.1. Tyto sorbenty byly připraveny imobilizací železi-
tých, galitých a uranylových iontů na chelátové ligandy vázané na inertní matrici. Pro 
imobilizaci kovových iontů byly vybrány následující dva chelátové ligandy: IDA (PO-
ROS MC20). běžně používaná při afinitní chromatografii na imobilizovaných kovových 
iontech, a BP (MA-BP). 

Tab . 4.1: Složení použitých HP-IMAC sorbentů 

Matrice Ligand Kovový ion Označení 

BP-MA poly(glycidyl (6-amino-l- Fe3+ BP-Fe3+ 

methakrylát-co- hydroxy hexan-1,1- Ga3 + BP-Ga3+ 

ethylen diyl) bis(fosfonová UO?+ BP-UO?+ 

dimethakrylát) kyselina) (BP) 

POROS MC20 poly(styren-co- iminodioctová Fe3+ IDA-Fe3+ 

di vinylbenzen) kyselina (IDA) Ga3 + IDA-Ga3+ 

u o r IDA-UOi+ 

V literatuře je uvedeno, že u nízko- a střednětlakých IMAC sorbentů bylo pozoro-
váno vymývání imobilizovaných kovových iontů; tyto sorbenty vykazovaly až 4% ztrátu 
kovových iontů v jednom chromatografickém cyklu [167]. Naproti tomu námi používané 
HP-IMAC sorbenty vázaly železité, galité a uranylové ionty dostatečně pevně; v průběhu 
chromatografii nebylo pozorováno jejich uvolňování. Jedinou výjimku představoval MA-
BP sorbent s imobilizovanými uranylovými ionty, které se z tohoto sorbentů uvolňovaly. 
Proto nebyl tento sorbent dále používán. 

4.1.2 I M A C mode lových fosfopro te inů 

Připravené HP-IMAC sorbenty byly porovnány s ohledem na jejich schopnost ad-
sorbovat modelové fosfoproteiny - kuřecí ovalbumin a prasečí pepsin A. Oba proteiny 
byly na připravených IMAC sorbentech s výjimkou IDA-Ga3+ kompletně adsorbovány 
v kyselé oblasti pH (50 mM octanový pufr pH 4,0 nebo 0,1% kyselina octová) a při 
nízké iontové síle (obr. 4.3), obdobně, jak bylo popsáno v literatuře [89, 105, 106]. Cho-
vání proteinů na IMAC sorbentech za těchto podmínek je ukázáno na obr. 4.4; obdobné 
chromatogramy byly získán}' na všech použitých sorbentech. Zvýšení iontové síly ad-
sorpčního pufru (50 mM octanový pufr pH 4,0 obsahující 1 M NaCl nebo 0,1% kyselina 
octová pH 3,2 obsahující 1 M NaCl) nemělo vliv na adsorpci proteinů na BP-Fe3+, 
IDA-Fe3+ a BP-Ga3 + sorbentech, ale způsobilo pokles jejich adsorpce na IDA-UOo"1" a 
IDA-Ga3+ sorbentech (obr. 4.3). 
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Obr. 4.3: Adsorpce prasečího pepsinu A (A) a kuřecího ovalbuminu (B) na IMAC 
sorbentech s ¿mobilizovanými Fe3+, Ga3 + a UO^1 ionty 
Chromatografické podmínky: aplikováno 200 roztoku proteinu (1 mg/ml adsorpčního roz-
toku); adsorpční roztok - 0,1% kyselina octová nebo 0,1% kyselina octová obsahující 1 M 
NaCI; průtoková rychlost 0,5 ml/min. Osa y: množství adsorbovaného proteinu vyjádřené 
v procentech množství aplikovaného proteinu. 
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O b r . 4.4: Cliromatografie prasečího pepsinu A na I D A - U O ^ sorbentu 

Aplikováno 200 //I roztoku pepsinu (1 mg/ml 0,1% kyseliny octové); I - 0.1% kyselina octová; 

II - 200 mM uhličitanový pufr pH 10,7; průtoková rychlost 0,5 ml/min. 

Zvýšení iontové síly adsorpčního pufru vede k zeslabení elektrostatických interakcí 

mezi protein}'' a nabitými IMAC sorbenty. Důsledkem je pak snížení adsorpce těch 

proteinů, které interagují s IMAC sorbenty právě prostřednictvím elektrostatických in-

terakcí. V případě našich sorbentů došlo k poklesu adsorpce proteinů na IDA-UO?4" 

a IDA-Ga3 + sorbentech. Na adsorpci proteinů na těchto sorbentech se tedy pravděpo-

dobně podílejí elektrostatické interakce. Obdobné výsledky byly zjištěny i v případě 

adsorpce sérových proteinů na chelatovaných Ga 3 + a Al3~ iontech [168], jejich adsorpce 

se také v nízkém pH snižovala se zvyšující se iontovou silou. 

Naproti tomu adsorpce pepsinu a ovalbuminu na IDA-Fe3 + , BP-Fe3 + a BP-Ga 3 + 

sorbentech nebyla v nízkém pH adsorpčního pufru ovlivněna přítomností 1 M NaCl; 

adsorpce tedy pravděpodobně nebyla založena na elektrostatických interakcích. K po-

dobnému závěru dospěla i Muzsynska a kol. 110] v případě adsorpce fosfopeptidů a 

/?-kaseinu na chelatovaných Fe3+ iontech, která nebyla ovlivněna přítomností 1 M NaCl 

v adsorpčním pufru. Obdobné výsledky byly získány i v případě zkoumání vlivu ion-

tové síly na adsorpci ovalbuminu 107], fosvitinu 108] a dalších fosfopeptidů ji 17] na 

chelatovaných Fe3 " iontech. Porathova skupina [107, 110] vysvětluje adsorp< 

váných proteinů a peptidů na chelatovaných železitých iontech tvorbou 

fosfátovými skupinami proteinů a chelatovanými železitými ionty; dva ki 

fosfátové skupiny jsou donory elektroného páru a železitý ion funguje 
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elektroných párů. 
Zkoumali jsme také vliv pH na adsorpci proteinů. Zatímco vzrůst pH na 6,0 měl 

za následek pokles adsorpce proteinů na IDA-Ga3+ a IDA-UO^ sorbentech (obr. 4.5), 
změna pH neovlivnila adsorpci proteinů na BP-Fe3 + , IDA-Fe3+ a BP-Ga3 + sorbentech. 
Další zvýšení pH vedlo k poklesu adsorpce i na těchto sorbentech. Snížená adsorpce na 
chelatovaných železitých a galitých iontech při vyšším pH byla pozorována i v případě 
jiných fosfoproteinů a fosfopeptidů [107, 118, 119]. 

A 1 0 0 • _ 
^ ^ Bpepsin 

• ^ ^ I ' 

lElfllri 
pH 3.2 pH 4.0 pH 4.5 pH 5.0 pH 5.5 pH 6.0 

B 100 

• pepsin 
^ ^ •ovalbumin 

Wíitd 
pH 3.2 pH 4.0 pH 4.5 pH 5.0 pH 5.5 pH 6.0 

Obr. 4.5: Adsorpce prasečího pepsinu A a kuřecího ovalbuminu na IDA-UO^ sor-
bentu za různých chromatografickýcli podmínek 
Chromatografickč podmínky: aplikováno 200 fú roztoku proteinu (1 mg/ml adsorpčního roz-
toku); adsorpční roztok - 0,1% kyselina octová nebo 50 mM octanový pufr pH 4,0 - 6,0 
neobsahující NaCl (A) nebo obsahující 1 M NaCl (B); eluční pufr - 200 mM uhličitanový pufr 
pH 10,7; průtoková rychlost 0,5 ml/min. Osa y: množství adsorbovaného proteinu vyjádřené 
v procentech množství aplikovaného proteinu. 
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Retence proteinů a peptidů na IMAC sorbentech může být ovlivňována také cha-
rakterem chelátového ligandu, jak bylo ukázáno na následujícíh příkladech. Neville a 
kol. [122] a Cirulli a kol. [124] zjistili, že složení peptidů adsorbovaných na železité ionty 
imobilizované prostřednictvím IDA se liší od složení peptidů adsorbovaných na železité 
ionty imobilizované pomocí nitrilotrioctové kyseliny. Obdobně Collins a kol. [169] po-
zoroval, že adsorpce fosfoproteinů na železitých a galitých iontech imobilizovaných přes 
IDA se liší od adsorpce fosfoproteinů na železitých a galitých iontech imobilizovaných 
přes nitrilotrioctovou kyselinu. V naší práci jsme použily dva typy chelátových ligandů: 
IDA, používanou v řadě studiích (např. !124, 170]), a nový ligand BP. Porovnáním vý-
sledků se ukázalo, že oba proteiny byly silněji adsorbovány na IMAC sorbenty obsahující 
železité a galité ionty imobilizované pomocí BP než na ty obsahující železité a galité 
ionty imobilizované pomocí IDA. K jejich desorpci stačily mírnější eluční podmínky 
(viz dále). 

Desorpce pepsinu a ovalbuminu z IMAC sorbentů byla provedena několika způ-
soby: specificky fosfátovými ionty (kompetitivní látky), nespecificky zvýšením pH a 
také chelatačním činidlem (disodnou solí kyseliny ethylendiaminotetraoctové (EDTA-
Na2)). V tab. 4.2 je shrnuto, které eluční pufry desorbovaly proteiny z jednotlivých 
IMAC sorbentů. 

Eluce roz toky obsahu j í c ími fosfátové ionty. Z tab. 4.2 vyplývá, že desorpce 
pepsinu a ovalbuminu ze sorbentů obsahujících IDA lze dosáhnout za mírnějších pod-
mínek než ze sorbentů obsahujících BP. Například zatímco z IDA-Ga3+ sorbentů byly 
oba proteiny desorbovány pouhým přidáním dihydrogenfosforečnanu sodného do ad-
sorpčního pufru, aniž by se změnilo pH pufru, k desorpci z BP-Ga3 + sorbentů bylo 
třeba použít fosforečnanového pufru a zároveň zvýšit pH. Obdobně k desorpci pep-
sinu a ovalbuminu z IDA-Fe3+ sorbentů stačila pouhá přítomnost fosfátových iontů 
v adsorpčním pufru, zatímco pro desorpci pepsinu z BP-Fe3+ sorbentů byl nezbytný 
fosforečnanový pufr o pH nejméně 6. Navíc ovalbumin byl na BP-Fe3+ sorbent vázán 
natolik pevně, že k jeho desorpci bylo nutné použít EDTA-Na2. K desorpci proteinů 
z IDA-UOo ' sorbentů nebylo možné použít roztoky obsahující fosfátové ionty, protože 
UOo+ ionty tvoří s fosfátovými ionty nerozpustné produkty. 

Už Trojer a kol. [127] ve své práci ukázal, že desorpce fosfopeptidů z IMAC sor-
bentů může být závislá na pH fosforečnanového pufru. Zjistil, že se zvyšujícím se pH 
fosforečnanového pufru se zvyšuje množství desorbovaných fosfopeptidů. Toto pozoro-
vání si vysvětluje deprotonací fosfátových iontů při vyšších pH, případně vytěsňováním 
fosfopeptidů O H - ionty, které jsou hojnější při vyšších pH (bazická eluce). Ve většině 
dalších prací se pro desorpci fosfopeptidů a fosfoproteinů z IMAC sorbentů obsahujících 
železité a galité ionty používají fosforečnanové pufry o pH 7 - 9 [117-119, 171, 172]. 

Eluce v z r ů s t e m p H . Jak je patrné z tab. 4.2, pepsin i ovalbumin byly z pou-
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Tab . 4.2: Desorpce prasečího pepsinu A a kuřecího ovalbuminu z IMAC sorbentů 
s imobilizovanými Fe3+, Ga3 + a U O ^ ionty 

Eluční pufr IDA-Fe3+ BP-Fe3+ IDA-Ga3+ BP-Ga3 + IDA-HOj"1" 

adsorpční pufr 
obsahující 50 niM 
NaH 2 P0 4 

+/ + +/ + - / - N 

gradient 0 - 100 mM 
NaH 2 P0 4 

v adsorpčním pufru 
+/ + - / - +/ + N 

200 mM 
fosforečnanový roztok 
pH 3,0 

+/ + +/ + N 

200 mM 
fosforečnanový roztok 
pH 4,0 

+/ + +/ + N 

200 mM 
fosforečnanový pufr 
pH 6,0 

+/ + +/ + +/ + N 

200 mM 
fosforečnanový pufr 
pH 7,2 

+/ + +/ + +/ + N 

50 mM MES pH 7,2 +/ + +/ + +/ + +/ + 

25 mM Tris-HCl pH 
7,2 +/ + +/ + +/ + +/ + 

200 mM uhličitanový 
pufr pH 10,7 +/ + +/ + +/ + +/ + 

50 mM EDTA-Na2 

obsahující 1 M NaCl +/ + +/ + +/ + +/ + +/ + 

modře: desorpce pepsinu; červeně: desorpce ovalbuminu; + desorbováno; - nedesorbováno; 
N: roztoky obsahující fosfátové ionty tvoří s U09+ ionty nerozpustné produkty, proto tyto 
roztoky nemohly být použity pro desorpci proteinů z IDA-UO^ sorbentu 
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žitých sorbentů (IDA-Fe3 + , IDA-Ga3 + , IDA-U0 2 + , BP-Fe 3 + a BP-Ga 3 + ) desorbovány 

také vzrůstem pH a to i za nepřítomnosti fosfátových iontů v elučním pufru. Jedinou 

výjimku reprezentoval ovalbumin adsorbovaný na BP-Fe3 + sorbent; ten se nepodařilo 

desorbovat ani pufrem o pH 10,7. I< podobným výsledků dospěla i Muzsynska a kol. 

[110], která zjistila, že některé fosforylované proteiny (fosforylovaný protamin) a pep-

tidy lze desorbovat z chelatovaných Fe3+ iontů zvýšením pH, zatímco jiné (,0-kasein) ne. 

Desorpce zvýšením pH je přesto jedním z nejčastějším způsobů desorpce fosfopeptidů 

a fosfoproteinů z IMAC sorbentů obsahujících železité a galité ionty, zvláště pokud jsou 

desorbované proteiny a peptidy detegovány hmotnostní spektrometrií [122-124, 132]. 

E l u c e r o z t o k e m d i s o d n é soli E D T A . Jak je patrné z tab. 4.2, roztok EDTA-

Na2 kompletně desorboval pepsin i ovalbumin ze všech studovaných sorbentů. Protože 

se jedná o chelatační činidlo, byly spolu s proteiny z IMAC kolon odstraněny také 

kovové ionty, a proto bylo nutné po každé provedené chromatografii sorbent znovu 

nasytit kovovými ionty. Jak vyplývá z dalších studií, roztokem EDTA-Na2 lze úspěšně 

desorbovat fosfopeptidy i z jiných IMAC sorbentů obsahujících železité a galité ionty 

[169, 173, 174]. 

T a b . 4.3: HP-IMAC prasečího pepsinu A a kuřecího ovalbuminu: podmínky adsorpce 

a desorpce 

IMAC sorbent Adsorpce Desorpce 

BP-Fe3 + 50 niM octanový pufr pH 4,0 
obsahující 0 - 1 M NaCl; 
0,1% kyselina octová 
obsahující 0 - 1 M NaCl 

50 mM EDTA-Na2 obsahující 
1 M NaCl 

IDA-Fe3+ 50 mM octanový pufr pH 4,0 
obsahující 0 - 1 M NaCl; 
0,1% kyselina octová 
obsahující 0 - 1 M NaCl 

200 mM fosforečnanový pufr 
pH 7,2 

BP-Ga 3 + 50 mM octanový pufr pH 4,0 
obsahující 0 - 1 M NaCl; 
0,1% kyselina octová 
obsahující 0 - 1 M NaCl 

200 mM fosforečnanový pufr 
pH 7,2 

IDA-Ga3 + 50 mM octanový pufr pH 4,0; 
0,1% kyselina octová 

200 mM fosforečnanový pufr 
pH 7,2 

BP-UO^+ NP NP 

IDA-U0 2 + 50 mM octanový pufr pH 4.0; 
0,1% kyselina octová 

200 mM uhličitanový pufr 
pH 10,7 

NP - BP-UOo : sorbent nelze použít v důsledku vymývání U O ^ iontů 
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Interakce pepsinu a ovalbuminu s ¿mobilizovanými kovovými ionty (železitými, gali-
tými a uranylovými) se významně nelišily, ačkoliv malé rozdíly v optimálních podmín-
kách pro adsorpci a desorpci jednotlivých proteinů byly pozorovány. Chromatografické 
podmínky pro kompletní adsorpci a desorpci obou proteinů na zkoumaných IMAC sor-
bentech jsou shrnuty v tab. 4.3. 

Chromatografické charakteristiky IMAC sorbcntů obsahujících imobilizované Fc3+, 
Ga3+ a U02_r ionty byly stanoveny za podmínek uvedených v tab. 4.3 a jsou porovnány 
v tab. 4.4. Použité IMAC sorbenty byly charakterizovány vysokou reprodukovatelností 
(RSD kolem 1%) a vysokým výtěžkem proteinů (88 - 100%). Sorbenty s imobilizovanými 
Fe3+ a Ga3 + ionty vykázaly vyšší kapacitu než sorbent obsahující imobilizované U0 2 + 

ionty. Na sorbentech BP-Ga3 + a IDA-Fe3+ byla zkoumána i závislost plochy elučního 
píku na koncentraci aplikovaného prasečího pepsinu A. Bylo zjištěno, že je lineární 
v rozmezí koncentrací 20 - 1000 /¿g/ml (R2 = 0.9981) pro sorbent BP-Ga3+ a 30 -
2000 //.g/ml (R2 - 0.9990) pro sorbent IDA-Fe3+. 

Tab. 4.4: Chromatografické charakteristiky HP-IMAC sorbentů obsahujících 
imobilizované Fe3+, Ga3 + a UO> : ionty 

IMAC sorbent Kapacita 
(mg/ml) 

Výtěžek (%) Reprodukovatelnost 
(RSD) (%) 

pepsin pepsin ovalbumin pepsin ovalbumin 

BP-Fe3+ 

IDA-Fe3+ 

BP-Ga3+ 
IDA-Ga3+ 

BP-UO?+ 

IDA-U02 + 

2,4 
2,4 
2 2 
X * 

NP 
0,6 

88 
95 
100 
46* 
NP 
100 

X 

100 
100 
95 
NP 
98 

1,3 
0,8 
1,2 
0,7 
NP 
1,0 

X 

1,3 
2,0 
0,8 
NP 
1,3 

x nebylo stanoveno 
* pepsin byl pouze částečně adsorbován 
Reprodukovatelnost - vyjádřena jako relativní směrodatná odchylka (RSD) ploclty elučního 
píku, která byla stanovena v deseti identických experimentech. Chromatografické podmínky: 
aplikováno 200 /d roztoku proteinu (1 mg/ml adsorpčního roztoku); adsorpční roztok - 0.1% 
kyselina octová nebo 50 raM octanový pufr pH 4,0; eluční pufr - 200 mM fosforečnanový pufr 
pH 7,2 nebo v případě IDA-UOo~ sorbentu 200 mM uhličitanový pufr pH 10,7. 

Všechny sorbenty také prokázaly poměrně dlouhou životnost. Sorbenty BP-Fe34" a 
BP-Ga3+ byly používány téměř tři roky než došlo k jejich poškození a na každém z nich 
bylo provedeno kolem dvou set experimentů. Obdobný počet experimentů byl proveden 
během dvou let i na každém ze sorbentů IDA-Fe3+, IDA-Ga3+ a IDA-UO^, aniž by 
došlo k viditelné změně v chromatografickém chování proteinů. 
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4.1.3 S h r n u t í 

Provedené pokusy ukázaly, že všechny testované sorbenty s výjimkou BP-UOír 

mohou být použity pro HP-IMAC fosfoproteinů. Síla interakce mezi jednotlivými IMAC 

sorbenty a modelovými proteiny (pepsin a ovalbumin) se ale lišila. BP-Fe3 + sorbent 

interagoval s proteiny velmi silně a pro jejich desorpci byla nutná EDTA-Na2 . Naproti 

tomu IDA-Ga3 + sorbent interagoval s pepsinem jen slabě; byla pozorována nekompletní 

adsorpce pepsinu na tomto sorbentu. IDA-UO-2+ ^aké neinteragoval se sorbenty příliš 

silně a navíc vykazoval nižší kapacitu. Proto byly pro adsorpci a desorpci studovaných 

fosfoproteinů jako nejvhodnější sorbenty vyhodnoceny IDA-Fe3+ a BP-Ga 3 + . 

4.2 Separace fosforylované a nefosforylované formy 

peps inu 

Cílem této části práce b}do vypracovat jednoduchou IMAC metodu k rozlišení roz-

dílně fosforylovaných forem lidských pepsinů. K tomuto účelu byly použity dva afinitní 

sorbenty: *IDA-Fe3+ a T BP-Ga 3 + . Jako modelový protein byl zvolen prasečí pepsin A, 

obsahující ve svém molekule jednu fosfátovou skupinu [61], a jeho defosforylovaná forma. 

Vypracovaná metoda byla použita pro separaci lidských pepsinů. 

4.2.1 Sepa race fosforylované a nefosfory lované formy prase-

čího peps inu A 

4.2 .1 .1 D e f o s f o r y l a c e p r a s e č í h o p e p s i n u A 

Aby bylo možné studovat separaci fosforylované a nefosforylované formy jednoho 

proteinu, bylo nejprve nutné připravit nefosforylovanou formu modelového fosfopro-

teinů prasečího pepsinu A. K odstranění fosfátové skupiny jsme použili kyselou fosfatasu 

z brambor. Tato fosfatasa umožňuje provést defosforylaci za mírně kyselého pH [175], a 

tím zachovat nativní konformaci pepsinu. Za zvolených podmínek (pH 5,5) byl pepsin 

defosforylován pouze částečně. Získaný preparát obsahoval 2 x 10"° molů fosforu na 

jeden gram proteinu, což odpovídá přítomnosti 0,7 molů fosfátových skupin v jednom 

molu prasečího pepsinu A. V souladu s dřívějším pozorováním [176], defosforylace pep-

sinu neměla vliv na jeho proteolytickou aktivitu. Toto zachování proteolytické aktivity 

by ale mohlo být jednou z příčin pouze částečné defosforylace pepsinu v důsledku štěpení 

* sorbent na bázi poly (styren- co-divinylbcnzemi) obsahující vázanou iminodioctovou kyselinu (IDA) a 
imobilizované železité ionty 

* sorbent na bázi poly(glycidyl methakrylát-co-ethylen dimethakrylátu) obsahující vázanou (6-amino-l-
hydroxyhexan-l.l-diyl) bisfosfonovou kyselinu (BP) a imobilizované galité ionty 
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fosfatasy účinkem pepsinu. Další příčinou by mohla být inhibice fosfatasy uvolněnými 
fosfátovými ionty [177, 178]. 

4.2.1.2 I M A C prasečího pepsinu A a jeho defosforylované formy 

Chromatografické chování částečně defosforylovaného pepsinu na HP-IMAC sorben-
tech b)do porovnáno s chováním nativního pepsinu. Výsledk}* chromatografií jsou uká-
zány na obr. 4.6. Jak je patrné, nebyl pozorován žádný rozdíl ve schopnosti obou forem 
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Obr. 4.6: HP-IMAC nativního prasečího pepsinu A (červený chromatogram) a jeho 
částečně defosforylované formy (černý chromatogram) na IDA-Fe3+ sorbentu (A) a BP-
Ga3 + sorbentu (B) 
Chromatografické podmínky: aplikováno 200 /il roztoku proteinu (1 mg/ml 0,1% kyseliny 
octové); I - 0,1% kyselina octová; II - 200 mM fosforečnanový pufr pH 7,2; průtoková rychlost 
0,5 ml/min. 
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pepsinu se adsorbovat na imobilizované Fe3+ a Ga3+ ionty. Tento výsledek naznačuje, 
že nejenom fosfátové skupiny pepsinu se účastní interakcí s IMAC sorbenty. 

Jak ve své práci ukázala Muzsynska a kol. [110], proteiny se na IMAC sorbenty 
obsahující železité ionty mohou vázat také prostřednictvím volných karboxylových sku-
pin zbytků asparagových a glutamových kyselin a C-koncových aminokyselin. Ob-
dobně bylo prokázáno, že se na tyto sorbenty mohou adsorbovat i nefosforylované 
peptidy [116-118, 121-124]. Adsorpce peptidů a proteinů prostřednictvím volných kar-
boxylových skupin byla zjištěna i v případě IMAC sorbentů obsahujících galité ionty 
[116. 118, 171, 172]. Afinita karboxylových skupin k imobilizovaným kovovým iontům 
je ale oproti fosfátovým skupinám nižší; tyto skupiny vytváří pouze jednu koordinačně-
kovalentní vazbu s kovovými ionty, zatímco fosfátové skupiny tvoří dvě [106, 110]. Tato 
afinita ale výrazně vzrůstá, pokud jsou karboxylové skupiny lokalizovány vedle sebe 
110, 179]. Pokud budeme uvažovat, že 13% všech aminokyselin tvořících prasečí pep-

sin A obsahuje volnou karboxylovou skupinu [53] a že řada těchto aminokyselin je 
lokalizována vedle sebe, lze předpokládat, že k adsorpci pepsinu na IMAC sorbentech 
budou přispívat i karboxylové skupiny pepsinu. 

4.2.1.3 Modi f ikace karboxylových skup in p raseč ího peps inu A 

Abychom potlačili vliv karboxylových skupin pepsinu na interakci s IMAC sorbenty, 
byly karboxylové skupiny pepsinu modifikovány esterifikací methanolickou HC1 nebo di-
azomethanem nebo amidací dimethy laminem, ethyl aminem nebo isopropylaminem. Pro 
zhodnocení jednotlivých modifikací byly technikou MALDI-TOF MS změřeny relativní 
molekulové hmotnosti pepsinu před a po jeho modifikaci. Výsledky jsou uvedeny v tab. 
4.5 jako rozdíl relativní molekulové hmotnosti pepsinu po modifikaci a před modifikací. 
Výpočet teoretického nárůstu hmotnosti pepsinu po jeho modifikaci byl založen na 
předpokladu, že každá karboxylová skupina přítomná v molekule pepsinu bude modifi-
kována. Zatímco pro omezení sorpce nefosforylovaných peptidů se osvědčila esterifikace 
HC1 v methanolu ¡116, 121, 127], u proteinu prasečího pepsinu A bylo nejvyššího stupně 
modifikace karboxylových skupin (98% modifikováno) dosaženo při esterifikaci diazo-
methanem, jak je patrné z tab. 4.5. Při esterifikaci částečně defosforylovaného pepsinu 
diazoinethanem bylo modifikováno téměř 97% karboxylových skupin. 
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T a b . 4.5: Modifikace karboxylových skupin prasečího pepsinu A 

Modifikace Teoretická Změřená Stupeň mo- Výsledek 
AMr,pepsina AMr)Pepsin6 difikace (%) 

Amidace 
dimethylamin 1 134 2 588 228 vedlejší reakce [180] 

ethylamin 1 134 450 40 neúplná modifikace 
isopropylamin 1 722 1 509 88 neúplná modifikace 

Esterifikace 
methanolická HC1 588 -10 579 - rozštěpení pepsinu 

diazornethan 588 577 (570c) 98 (97c) optimální 
a teoretický nárůst Mr pepsinu po modifikaci všech jeho karboxylových skupin 
b nárůst, případně pokles (-), M r pepsinu po jeho modifikaci zjištěný pomocí MALDI-TOF 
MS a vyjádřený jako rozdíl m/z modifikovaného a nemodifikovaného pepsinu 
c výsledky pro částečně defosforylovaný pepsin 

4 .2 .1 .4 I M A C d v o u f o r e m p r a s e č í h o p e p s i n u A lišících se s t u p n ě m fosfory-

lace p o m o d i f i k a c i k a r b o x y l o v ý c h s k u p i n 

Pepsin a jeho částečně defosforylovaný derivát, oba esterifikované diazomethanem, 

byly podrobeny IMAC za stejných podmínek jako jejich nemodifikované analogy (viz 

kap. 4.2.1.2). Výsledky clironiatografických separací jsou ukázány na obr. 4.7. Modifi-

kace karboxylových skupin nativního prasečího pepsinu A neovlivnila jeho schopnost 

interagovat s imobilizovanými Fe3+ a Ga 3 + ionty (BP-Ga 3 + a IDA-Fe3+); pepsin byl 

kompletně adsorbován (obr. 4.7). V případě částečně defosforylované formy enzymu, 

modifikace jeho karboxylových skupin snížila množství enzymu adsorbované na inio-

bilizované kovové ionty (obr. 4.7). Neadsorbovaná část modifikovaného částečně de-

fosfoiylovaného pepsinu reprezentovala 30 - 32% aplikovaného vzorku. Množství ne-

adsorbovaného proteinu korespondovalo s poklesem obsahu fosfátu v pepsinu po jeho 

defosforylaci. Tyto výsledky naznačují, že fosfátová skupina pepsinu je po modifikaci 

karboxylových skupin odpovědná za interakci s IMAC sorbenty. 

Výsledky jednotlivých pokusů ukázaly, že prasečí pepsin A interaguje s imobilizo-

vanými kovovými ionty nejen prostřednictvím své fosfátové skupiny, ale také prostřed-

nictvím volných karboxylových skupin. Separace fosforylovaných a defosforylovaných 

forem pepsinu metodou afinitní chromatograíie na imobilizovaných železitýc.h a galitých 

iontech může být dosaženo v případě, že jsou karboxylové skupiny předem esterifiko-

vány diazomethanem. Obdobné výsledky byly získány v případě separace fosfopeptidů 

z komplexních biologických směsí technikou IMAC [115, 116, 121, 127]. 
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Obr. 4.7: HP-IMAC diazomethaiiem estriíikovaného prasečího pepsinu A (červený 
chromatogram) a jeho částečně defosforylované formy také estrifikované diazomethanem 
(černý chromatogram) na IDA-Fe3+ sorbentu (A) a BP-Ga3 + sorbentu (B) 
Chromatografickc podmínky: aplikováno 200 /il roztoku proteinu (30 /ig/ml 0,1% kyseliny 
octové); I - 0,1% kyselina octová; II - 200 mM fosforečnanový pufr pH 7,2; průtoková rychlost 
0,5 ml/min. 

4.2.2 Sepa race fosforylovaných a nefosforylovaných f o r e m lid-

ských peps inů 

Použitelnost vypracované metody separace fosforylovaných a nefosforylovaných fo-
rem pepsinu afinitní chromatografií na imobilizovaných železitých a galitých iontech 
byla ověřována na vzorcích lidské žaludeční šťávy (získané od zdravého jedince) a lidské 
žaludeční sliznice (získané od pacienta trpícího karcinomem žaludku). Z obou vzorků 
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byly nejprve pomocí iontově-výměnné chromatografic izolovány lidské pepsiny, které 
byly následně modifikovány diazomethanem a separovány IMAC. 

4.2.2.1 Izolace lidských pepsinů iontově-výměnnou chromátografií 

Lidské pepsiny byly izolovány ze žaludeční šťávy zdravého jedince a ze žaludeční 
sliznice pacienta s karcinomem žaludku pomocí iontově-výměnné chromatografic. Pro-
tože žaludeční sliznice obsahuje pepsinogeny, bylo je nutné nejprve převést na pepsiny. 
I< aktivaci pepsinogenů dochází při pH nižším než 5 [52]. Proto jsme pH homogenátu 
lidské žaludeční sliznice upravili na 3. 

Takto upravený homogenát lidské žaludeční sliznice stejně jako lidská žaludeční 
šťáva byl separován pomocí iontovč-výmčnné chromatografhc na anexu HEMA-BIO 
1000 DEAE. Při volbě chroinatografickýcli podmínek bylo využito velmi nízkého izo-
elektrického bodu pepsinu (pí < 1 [51, 58]). Enzym byl adsorbován při pH 4,0, a tím 
byla značně omezena možnost sorpce jiných proteinů než pepsinu. Izolované pepsiny 
byly eluovány zvýšením iontové síly. Průběh chroniatografií byl sledován stanovením 
obsahu proteinů (viz kap. 3.3.6.1) a proteolytické aktivity (viz kap. 3.3.6.2) v jednotli-
vých frakcích; výsledky jsou shrnuty v tab. 4.6 a tab. 4.7. 

Výsledkem chromatografie lidské žaludeční šťávy (tab. 4.6) byla separace proteoly-
ticky neaktivních proteinů a peptidů, které se na anex neadsorbovaly, a proteolyticky 
aktivních proteinů (pepsiny), které byly na anexu zadrženy. Adsorbované pepsiny byly 
uvolněny zvýšením iontové síly a jejich specifická aktivita se zvýšila 1,3 x v porovnání 
s lidskou žaludeční šťávou. Obdobné výsledky byly získány i při purifikaci pepsinů z ho-
mogenátu lidské žaludeční sliznice, jehož pH bylo upraveno na 3 (tab. 4.7). Oproti ža-
ludeční šťávě tento vzorek obsahoval mnohem větší množství proteolyticky neaktivních 
proteinů a v průběhu chromatografie se specifická aktivita pepsinu zvýšila asi 9x . 

Tab. 4.6: Výsledky purifikace lidských pepsinů ze žaludeční šťávy iontově-výměnnou 
chroniatografií na HEMA-BIO 1000 DEAE 

Koncentrace Objem Množství Výtěžek Specifická 
proteinu proteinu aktivita* 
(mg/ml) (ml) (mg) (%) (PU/mg) 

Vzorek 0,521 20 10,42 100 94 000 
Neadsorbováno 0.058 40 2,32 22 0 
Eluováno 2,020 4 8,08 78 120 900 

* proteolytická aktivita pepsinu vztažená na 1 mg proteinu 
Chroinatografické podmínky: vzorek - lidská žaludeční šťáva; adsorpce - 20 mM octanový 
pufr pH 4,0; eluce - 20 mM octanový pufr pil 4,0 obsahující 1 M NaCl. 
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Tab. 4.7: Výsledky purifikace lidských pepsinů ze žaludeční sliznice 
iontově-výměnnou chromatografh na HEMA-BIO 1000 DEAE 

Koncentrace Objem Množství Výtěžek Specifická 
proteinu proteinu aktivita* 
(mg/ml) (ml) (mg) (%) (PU/mg) 

Vzorek 6,792 10 67,92 100 5 924 
Neadsorbováno 2,027 30 60,81 90 0 
Eluováno 2,306 3 6,92 10 53 420 

* proteolytická aktivita pepsinu vztažená na 1 mg proteinu 
Chromatografické podmínky: vzorek - homogenát lidské žaludeční sliznice, jehož pH bylo 
upraveno na 3; adsorpce - 20 raM octanový pufr pH 4,0; eluce - 20 mM octanový pufr pil 
4,0 obsahující 1 M NaCl. 

4.2.2.2 I M A C l idských peps inů a je j ich es ter i f ikovaných de r ivá tů 

V kap. 4.2.1 byl vypracován postup separace fosforylovaných a nefosforylovaných 
forem prasečího pepsinu A na HP-IMAC sorbcntcch, který zahrnoval estcriíikaci vol-
ných karboxylových skupin pepsinu. Tento postup byl použit i při analýze lidských 
pepsinů. Lidské pepsiny izolované ze žaludeční šťávy zdravého jedince a ze žaludeční 
sliznice pacienta s karcinomem žaludku byly nejprve dialyzovány proti 10 mM HEPES 
pH 7,4. Část z nich byla modifikována diazomethanem a po úpravě pH na 4 byla sepa-
rována pomocí IIP-IMAC na IDA-Fe3+ sorbentu. Druhá část byla po úpravě pH na 4 
separována pomocí HP-IMAC na IDA-Fe3+ sorbentu přímo bez předchozí modifikace 
karboxylových skupin. Výsledky obou HP-IMAC jsou ukázán}'- na obr. 4.8 a obr. 4.9. 
Ve frakcích odebíraných v průběhu chromatografh byl stanoven obsah proteinů (viz kap. 
3.3.6.1) a fosfátových skupin (viz kap. 3.3.6.3). 

Na obr. 4.8 jsou porovnány chromatogramy lidských pepsinů izolovaných ze žalu-
deční šťávy zdravého jedince a jejich diazomethanem esterifikovaných forem. Oba apli-
kované vzorky lidských pepsinů (nativní i modifikovaný) obsahovaly 8,6 x 10 -6 molů 
fosforu na jeden gram proteinu. To odpovídá přítomnosti 0,3 molů fosfátových skupin 
v jednom molu pepsinu. Pokud vezmeme v úvahu, že pepsiny zdravého člověka mohou 
obsahovat maximálně jednu fosfátovou skupinu v molekule [67], lze z výsledků stanovení 
obsahu fosforu předpokládat, že 30% molekul aplikovaných pepsinů bylo fosforylováno. 
Z porovnání obr. 4.8 a tab. 4.8 vyplývá, že všechny nemodifikované pepsiny byly adsor-
bovány na IDA-Fe3+ sorbentu bez ohledu na přítomnost fosfátových skupin ve svých 
molekulách. Naproti tomu po esterifikaci pepsinů došlo ke značnému snížení jejich ad-
sorpce; pouze 30% proteinů se adsorbovalo (pík 2 na obr. 4.8). Jak bylo zjištěno ze 
stanovení obsahu fosforu ve frakcích odpovídajících píku 1, neadsorbované modifiko-
vané pepsiny fosfátové skupiny neobsahovaly (tab. 4.8). Lze tedy předpokládat, že na 
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IDA-Fe*+ sorbent byly adsorbovány pouze modifikované pepsiny obsahující fosfátové 
skupiny. 

210 
i ' i > i » • i 

Í 
i • i 

i 

180 - -

150 - -

CO 

2 120 - -

J Í 90 < - 1 
i 

-

60 : i I -

30 

0 
; \ i L i 1 30 

0 
i • i i . i -J i i i i i i i i i i i i i i_ 

0 5 10 15 20 25 30 35 

t (min) 

O b r . 4 .8: Separace pepsinů izolovaných z lidské žaludeční šťávy (růžový cliromato-

gram) a jejich diazomethanem modifikovaných derivátů (modrý chromatogram) na IDA-

Fe3 + sorbentu 

Chromatografické podmínky: aplikováno 200 /¿I roztoku proteinu (0,3 mg/ml 10 mM IiEPES 

okyselcného na pH 4,0); I - 0,1% kyselina octová; II - 200 mM fosforečnanový pufr pH 7,2; 

průtoková rychlost 0,5 ml/min. 

T a b . 4.8: Separace lidských pepsinů izolovaných ze žaludeční šťávy zdravého jedince 

na IDA-Fe3 + sorbentu 

Vzorek IMAC Protein P/molekula pepsinů 

Lidské pepsiny Aplikováno vzorku 100% 0,3 
Neadsorbováno (pík 1) 0% 0,0 
Eluováno (pík 2) 100% N 

Esterifi kované Aplikováno vzorku 100% 0.3 
lidské pepsiny Neadsorbováno (pík 1) 70% 0,0 

Eluováno (pík 2) 29% N 

P/molekula pepsinů - počet fosfátových skupin připadající na jednu molekulu pepsinů 
N - nelze určit, eluční mobilní fáze znemožňuje stanovení obsahu fosforu 
Chromatografické podmínky: vzorek - lidské pepsiny izolované ze žaludeční šťávy; adsorpce -
0,1% kyselina octová; eluce - 200 mM fosforečnanový pufr pH 7,2. Ve vzorku a ve frakcích 
odpovídajících píku 1 a píku 2 (viz obr. 4.8) byl stanoven obsah proteinu (viz kap. 3.3.6.1) a 
fosfátových skupin (viz. kap. 3.3.6.3). 
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Výsledky chromatogiafiekých separací lidských pepsinů získaných ze žaludeční sliz-

nice pacienta s karcinomem žaludku a jejich ester i íiko váných derivátů jsou porovnány na 

obr. 4.9. Z chromatogramů je patrné, že neesteriíikované pepsiny byly kompletně adsor-

bovány na IDA-Fe3+ sorbentu, zatímco jejich esterifikované deriváty byly adsorbovány 

pouze částečně. Ze stanovení obsahu proteinů v odebíraných frakcích odpovídajících 

píku 1 a píku 2 (tab. 4.9) bylo zjištěno, že se adsorbovalo pouze 49% esterifikovaných 

pepsinů (pík 2 na obr. 4.9). Stanovení obsahu fosforu (tab. 4.9) ukázalo, že aplikovaný 

vzorek obsahoval 3,2 x 10~° molů fosforu na jeden gram proteinu, což odpovídá 1,1 

fosfátové skupině na molekulu pepsinů, zatímco v neadsorbovaných proteinech nebyla 

přítomnost fosfátových skupin detegována. Je velmi pravděpodobné, že fosforylované 

pepsiny byly na IDA-Fe3 + sorbent adsorbovány. 
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Obr. 4.9: Separace pepsinů izolovaných z lidské žaludeční sliznice (zelený chromato-

gram) a jejich diazomethancm modifikovaných derivátů (červený chromatogram) na 

IDA-Fe3 + sorbentu 

Vložený graf - výřez. Chromatogiafické podmínky: aplikováno 200 fú roztoku proteinu 

(0,3 mg/ml 10 mM IIEPES okyseleného na pH 4,0); I - 0,1% kyselina octová; II - 200 mM 

fosforečnanový pufr pH 7,2; průtoková rychlost 0,5 ml/min. 

Porovnáním obsahu fosfátových skupin v molekulách lidských pepsinů pocházejících 

od zdravého a nemocného člověka (tab. 4.8 a tab. 4.9) se ukázalo, že pepsiny pacienta 

s karcinomem žaludku vykazovaly vyšší stupeň fosforylace (zhruba 3,5 x ) ve srovnání 

s pepsiny zdravého člověka. Toto zjištění je v souladu s dříve publikovanými pracemi 

[68, 111, 112], které ukázaly, že u pacientů s rakovinou žaludku může dojít nejen ke 

zvýšené fosforylaci pepsinů A, ale také k fosforylaci pepsinů C, jehož fosforylace nebyla 
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T a b . 4.9: Separace lidských pepsinů izolovaných ze žaludeční sliznice pacienta 

s karcinomem žaludku na IDA-Fe3+ sorbentu 

Vzorek IMAC Protein P/molekula pepsinu 

Lidské pepsiny Aplikováno vzorku 100% 1,1 
Neadsorbováno (pík 1) 0% 0,0 
Eluováno (pík 2) 100% N 

Esterifikované Aplikováno vzorku 100% 1,1 
lidské pepsiny Neadsorbováno (pík 1) 51% 0,0 

Eluováno (pík 2) 48% N 

P/molekula pepsinu - počet fosfátových skupin připadající na jednu molekulu pepsinu 
N - nelze určit, eluční mobilní fáze znemožňuje stanovení obsahu fosforu 
Chromatografické podmínky: vzorek - lidské pepsiny izolované ze žaludeční sliznice; adsorpce -
0.1% kyselina octová; eluce - 200 raM fosforečnanový pufr pH 7,2. Ve vzorku a ve frakcích 
odpovídajících píku 1 a píku 2 (viz obr. 4.9) byl stanoven obsah proteinu (viz kap. 3.3.6.1) a 
fosfátových skupin (viz. kap. 3.3.6.3). 

u zdravých jedinců pozorována [67]. 

4.2.3 S h r n u t í 

V této části práce byl na modelovém proteinu, prasečím pepsinu A, vypracován 

postup separace fosforylovaných a nefos fo ryl o va i iýc.11 forem pepsinů vysokotlakou afi-

nitní chromatografií na ¿mobilizovaných železitých iontech. Separace bylo dosaženo po 

esterifikaci volných karboxylových skupin pepsinu diazomethanem. Dále bylo ukázáno, 

že ta to metoda je použitelná pro separaci fosforylovaných a nefosforylovaných forem 

lidských pepsinů. 

4.3 Izolace fosfopept idů a identifikace fosforylačních 

míst 

Pro charakterizaci fosforylace určitého proteinu za daného stavu organismu je dů-

ležité nejen určit stechiometrii fosforylace, ale také určit místa fosforylace [17, 18, 73]. 

V předchozí kapitole byla řešena otázka stupně fosforylace pepsinů, a proto jsme se 

v této části práce zaměřili na určení místa fosforylace. Jak už bylo zmíněno výše, za-

tímco v lidském pepsinu C zdravého člověka nebyly fosfátové skupiny detegovány, u ně-

kterých izoforem lidského pepsinu A byla nalezena jedna fosfátová skupina v molekule 

[67]. Ačkoli bylo zjištěno, že ta to fosfátová skupina je vázána na serinovém zbytku [67], 

není doposud známa její pozice v sekvenci aminokyselin. 
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Cílem této části práce bylo vypracovat postup pro určení fosforylačních míst pepsinň. 
K tomuto účelu byl použit modelový fosfoprotein prasečí pepsin A, který obsahuje jednu 
fosfátovou skupinu vázanou na serinový zbytek v pozici 68 [61]. Vypracovaný postup 
byl použit k určení fosforylačních míst pepsinň obsažených v lidské žaludeční šťávě. 

4.3.1 Izolace a ident if ikace fos fopep t idu praseč ího peps inu A 

Pepsin byl nejprve rozštěpen vhodnou endoproteasou na peptidy. Následovala izo-
lace fosfopeptidů z peptidové směsi. Nakonec byly izolované fosfopeptidy analyzovány 
MALDI-TOF/TOF hmotnostní spektrometrií a identifikovány pomocí vyhledávání v pro-
teinové databázi. 

4.3.1.1 Štěpení prasečího pepsinu A 

Ke štěpení proteinů se nejčastěji používá trypsin, který štěpí peptidový řetězec za 
zbytky lysinu a argininu. Protože pepsiny obsahují velmi málo bazických aminokyselin 
(pouze dva zbytky argininu a jeden lysinu) [53], byl pro štěpení prasečího pepsinu A vy-
brán ft-chymotrypsin. a-Chymotrypsin preferuje štěpení peptidových vazeb, kterých se 
účastní zbytky aromatických aminokyselin (fenylalanin, tyrosin, tryptofan) nebo zbytky 
některých dalších hydrofobních aminokyselin (leucin, methionin) [181]. 

Před vlastním štěpením byl pepsin denaturován močovinou, disulfidové můstky byly 
redukovány pomocí dithiothreitolu a thiolové skupiny byly blokovány jodacetamidem. 

4.3.1.2 Izolace fosfopeptidu z prasečího pepsinu A rozštěpeného a-chymo-
trypsinem 

4.3.1.2.1 Výběr sorbentů pro izolaci fosfopeptidu 
Pro izolaci fosfopeptidu ze směsi peptidů získaných rozštěpením prasečího pepsinu A 

ď-chymotrypsinem byly zvoleny následující sorbenty: 
• sorbent obsahující imobilizovaný komplex (IDA-Fe3+) naplněný ve špičkách pro 

analýzu menších množství; komerční název: TopTip IMAC (Fe3+) 
• analogický sorbent jako v předchozím případě, ale obsahující imobilizované 

Ga3 + ionty; komerční název: TopTip IMAC (Ga3 +) 
• HPLC sorbent obsahující imobilizovaný komplex IDA-Fe3+; komerční název: 

POROS MC20-Fe3+ 

• TiO-2 naplněný ve špičkách; komerční název: Toptip TÍO2 

4.3.1.2.2 Izolace fosfopeptidu prasečího pepsinu A na sorbentech s chelato-
vanými Fe3' a Ga 3 + ionty naplněných ve špičkách 

Při hledání vhodných chromatografických podmínek pro izolaci fosfopeptidu z pepti-
dové směsi vzniklé rozštěpením prasečího pepsinu A a-chymotrypsinem na imobilizova-
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ných Fe3+ a Ga3 + iontech se vycházelo z podmínek použitých při separaci fosfoproteinů 
(viz kap. 4.2). Na ekvilibraci sorbentů a vymytí neadsorbovaných peptidů byla pou-
žita 0,1% kyselina octová; zvýšení iontové síly tohoto roztoku (1 M NaCl) nemělo na 
adsorpci peptidů žádný vliv. Adsorbované peptidy byly desorbovány různými elučními 
roztoky a eluáty byly analyzovány MALDI-TOF MS. 

K desorpci adsorbovaných peptidů byly použity následující roztoky: 
• 200 mM fosforečnanový pufr (Na+) pH 7,2. Příklad získaného spektra je na 

obr. 4.10 A. Kromě hlavních píků ( m / z 1321,7; 1670,9; 1819,0) jsou ve spektru 
patrné i tzv. adukty peptidů s jedním až třemi sodíkovovými ionty (označeny 
hvězdičkou). 

• 200 mM hydrogenfosforečnan amonný pH 7,9. Vzhledem k tomu, že amonné 
ionty netvoří na rozdíl od sodíkových iontů s peptidy adukty ¡179], je naměřené 
spektrum jednodušší (obr. 4.10 B). 

• 5 mM hydroxid amonný pH 10,5. Získané spektrum je na obr. 4.10 C. Následná 
eluce 200 mM hydrogenfosforečnanem amonným pH 7,9 uvolnila ještě další 
peptidy (obr. 4.10 D). 

Obdobné výsledky byl}'1 získány i v případě použití sorbentu s imobilizovanými Ga3+ 

ionty. 

4.3.1.2.3 Izolace fosfopeptidu prasečího pepsinu A na H P L C sorbentu s imo-
bilizovanými Fe3+ ionty 

Pro izolaci fosfopeptidu z peptidové směsi vzniklé rozštěpením prasečího pepsinu A 
a-chymotrypsinem na IiPLC sorbentu (POROS MC20) s imobilizovanými Fe3+ ionty 
byly použity analogické chromatografické podmínky jako v případě separace fosforylo-
vané a nefosforylované formy pepsinu (viz kap. 4.2). Po aplikaci peptidové směsi byly 
neadsorbované peptidy vymyty 0,1% kyselinou octovou. Adsorbované peptidy pak byly 
desorbovány různými elučními roztoky a eluáty byly analyzovány MALDI-TOF MS. 

K desorpci adsorbovaných peptidů byly použity následující roztoky: 
• 200 mM fosforečnanový pufr (Na+) pH 7,2. Tento pufr desorboval větší množ-

ství peptidů, jak vyplývá z MALDI-TOF MS analýzy elučního píku (obr. 
4.11 A,B). 

• 5 mM hydroxid amonný a následně 200 mM hydrogenfosforečnan amonný pH 
7,9. Získaný chromatogram je ukázán na obr. 4.12. MALDI-TOF MS analýzou 
obou elučních píků bylo zjištěno, že roztok hydroxidu amonného (obr. 4.11 C) 
desorboval pouze čtyři peptidy, z nichž jeden poskytl velmi intenzivní sig-
nál ( m / z 1321,5). Naproti tomu roztok hydrogenfosforečnanu amonného (obr. 
4.11 D) desorboval celou řadu peptidů. Porovnáním těchto spekter se spektrem 
vzorku aplikovaného na HPLC sorbent (obr. 4.11 E) se ukázalo, 
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ionty naplněném ve špičce 
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že ze vzorku byly adsorbovány pouze některé peptidy. Navíc signály těchto 

peptidů měly v MS spektru aplikovaného vzorku jen malou intenzitu nebo 

nebyly vůbec viditelné, zřejmě v důsledku potlačení jejich ionizace. 

Z porovnání obr. 4.10 a obr. 4.11 vyplývá, že z HPLC sorbentu s imobilizovanými 

Fe3_f ionty byly daným elučním pufrem desorbovány obdobné peptidy jako ze sořbentů 

s imobilizovanými Fe3+ a Ga 3 + ionty, které byly naplněny ve špičkách. Nicméně v MS 

spektrech eluátů z jednolivých sorbentů jsou patrné drobné rozdíly v množství a inten-

zitě jednotlivých peptidových signálů. 
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O b r . 4.12: Separace peptidů vzniklých štěpením prasečího pepsinu A a -

chymotrypsinem na HPLC sorbentu s imobilizovanými Fe3+ ionty 

Chromatografické podmínky: aplikováno 200 //1 prasečího pepsinu A rozštěpeného o-chymo-

trypsinem; I - 0.1% kyselina octová; II - 5 mM hydroxid amonný pH 10,5 (MALDI-TOF MS 

spektrum na obr. 4.11 C); III - 200 mM hydrogenfosforečnan amonný pH 7.9 (MALDI-TOF 

MS spektrum na obr. 4.11 D); průtoková rychlost 0.5 ml/min. 

4.3 .1 .2 .4 I zo lace f o s f o p e p t i d u p r a s e č í h o p e p s i n u A n a T i 0 2 n a p l n ě n é m ve 

šp i čkách 

Podmínky pro izolaci fosfopeptidu z prasečího pepsinu A rozštěpeného a-chymo-

trypsinem na T i 0 2 byly převzaty od výrobce špiček (Glygen) a upraveny dle literatury 

[97]. Na ekvilibraci TiO-2 a vymytí nenavázaných peptidů byla použita 5% TFA obsahu-

jící 80% ACN. Eluce byla provedena 5 mM hydroxidem amonným pH 10,5 a eluát byl 

analyzován MALDI-TOF MS. Získané MS spektrum (obr. 4.13 A) ukázalo, že roztok 
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Obr. 4.13: MALDI-TOF MS analýza peptidů prasečího pepsinu A eluovaných z TÍO2 roztokem hydroxidu amonného (A) a následně 

roztokem hydrogenfosforečnanu amonného (B) 

Podmínky separace: vzorek - prasečí pepsin A rozštěpený a-chymotrypsinem (C); adsorpce - 5% TFA obsahující 80% ACN; eluce - 5 mM 

hydroxid amonný pH 10,5 (A) a poté 200 111M hydrogenfosforečnan amonný pH 7,9 (B). 
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hydroxidu amonnného desorboval z TÍO2 větší množství peptidů. Navíc následná eluce 

200 mM hydrogenfosforečnanem amonným pH 7,9 uvolnila ještě další peptidy (obr. 

4.13 B). Porovnáním spekter eluátň z TÍO2 (obr. 4.13 A,B) a spektra vzorku* aplikova-

ného na TÍO2 (obr. 4.13 C) se ukázalo, že v případě prasečího pepsinu A rozštěpeného 

a-chymotrypsinem se na TÍO2 absorbovalo velké množství peptidů, tedy i peptidy ne-

obsahující fosfátovou skupinu. 

4 .3 .1 .3 Ident i f ikace p e p t i d ů praseč ího peps inu A desorbovaných ze sor-

b e n t ů s imobi l i zovanými Fe 3 + a G a i + ionty a z T i 0 2 

Pro identifikaci fosfopeptidu prasečího pepsinu A byly všechny peptidy desorbo-

vané ze sorbentň s imobilizovanými Fe3 + a Ga 3 + ionty a z TÍO2 podrobeny MALDI-

T O F / T O F MS analýze. Jediným nalezeným fosfopeptidem byl peptidový ion m/z 1321, 

jehož MS/MS spektrum je na obr. 4.14. Sekvence tohoto iontu byla identifikována po-

mocí Mascot vyhledávacího algoritmu a databáze Swiss-Prot jako EATpSQELSITY, 

která obsahovala jednu fosfátovou skupinu vázanou na serinový zbytek. Tato sekvence 

odpovídá zbytkům 124 - 134 prasečího pepsinogenu A s fosforylovaným serinovým 

zbytkem v pozici 127. Mascot přiřadil uvedené sekvenci (EATpSQELSITY) skóre 79, 

Obr. 4.14: M A L D I - T O F / T O F MS spektrum rodičovského iontu m/z 1321,6 

Pokrytí aminokyselinové sekvence je ukázáno a, b a (b-Pi) fragmentovými ionty. Ztráta 97,9 Da 

(m/z 1223,7) ukazuje na monofosforylaci rodičovského peptidů. Rozdíl hmotností 167,0 Da 

mezi fragmentačními ionty b4 ( m / z 469,1) a b3 (m/z 302,0) odpovídá fosfoserinovému zbytku; 

to indikuje fosforylaci na prvním serinovém zbytku. 

*Pro odstranění močoviny byl vzorek před MALDI-TOF MS analýzou purifikován na sorbentu s C18 
fázi naplněném ve špičce 
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což bylo výrazně nad limitem statistické významnosti (skóre 37) pro identitu/intenzivní 

homologii. Nalezené místo fosforylace se shoduje s dříve zjištěnou pozicí fosfátové sku-

piny v prasečí pepsinu A vázanou na serinovém zbytku v pozici 68 [61]. 

Další peptidové ionty, které se podařilo identifikovat z naměřených MS/MS spek-

ter, byly nefosforylované peptidy pocházející z prasečího pepsinu A (m/z 742; 1670; 

1818; 1841), případně z cv-chymotrypsinu ( m / z 1376). Většina z těchto identifikovaných 

peptidů obsahovala několik zbytků asparagových a glutamových kyselin, které byly 

lokalizovány vedle sebe (peptidové ionty m/z 1670; 1818; 1841), což mohlo výrazně při-

spět ke zvýšení pravděpodobnosti jejich adsorpce na IMAC sorbenty '110, 179]. Sorpce 

nefosforylovaných peptidů bohatých na zbytky asparagových a glutamových kyselin na 

sorbentech s imobilizovanými železitými a galitými ionty a na TÍO2 byla pozorována již 

dříve [94, 116, 116-118, 121-124, 171, 172], 

Adsorpční a eluční podmínky, za kterých bylo na použitých sorbentech dosaženo nej-

většího obohacení fosfopeptidu (m/z 1321) pocházejícího z prasečího pepsinu A, shrnuje 

tab 4.10. Vysoké obohacení fosfopeptidu (m/z 1321) a zároveň nízká adsorpce nefos-

forylovaných peptidů byla pozorována v případě použití špiček naplněných sorbenty 

s imobilizovanými Fe3"~ nebo Ga 3 + ionty (obr. 4.10 B). 

T a b . 4 .10: Optimální podmínky pro izolaci fosfopeptidu z prasečího pepsinu A 

rozštěpeného o-chyniotrypsineni 11a sorbentech s imobilizovanými Fe3 + a Ga 3 + ionty a 

na TiOo 

Sorbent Adsorpční podmínky Eluční podmínky 

HPLC sorbent 0,1% kyselina octová 5 mM h y d r o x i d a m o n n ý pH 10.5 + 
s Fe3+ ionty 200 mM hydrogenfosforečnan amonný 

pH 7,9 

Sorbent s Fe3+ 0,1% kyselina octová 200 mM h y d r o g e n f o s f o r e č n a n a m o n n ý 
ionty ve špičce pH 7,9 

Sorbent s Ga 3 + 0.1% kyselina octová 200 mM h y d r o g e n f o s f o r e č n a n a m o n n ý 
ionty ve špičce pH 7,9 

T i 0 2 ve špičce 5% TFA v 80% ACN 5 mM hydroxid amonný pH 10,5 H-
200 mM h y d r o g e n f o s f o r e č n a n a m o n n ý 
pH 7,9 

Tučně označeny mobilní fáze, které uvolnily fosfopeptid ze sorbentů. 

Dobré separace fosfopeptidu (m/z 1321) bylo dosaženo také 11a IIPLC sorbentů 

s imobilizovanými Fe3+ ionty (obr. 4.11 C). Nevýhodou použití tohoto sorbentů bylo 

značné zředění vzorku, z 200 //I aplikovaného vzorku byly získány asi 2 ml eluátu. 

Nejhorších výsledků bylo dosaženo 11a T i 0 2 naplněném ve špičce. Na T i 0 2 se adsor-

bovalo velké množství nefosforylovaných peptidů. Aby byl fosforylovaný peptid (m/z 1321) 
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dobře viditelný v MS spektru eluátu. bylo nutné část adsorbovaných peptidů nejprve 
eluovat roztokem hydroxidu amonného a pak fosforylovaný peptid ( m / z 1321) a další 
peptidy desorbovat roztokem hvdrogenfosforečnanu amonného. Navíc ani při postup-
ném uvolňování peptidů z TiOo nebyl fosfopeptid nejintenzivnějším iontem v MS spek-
tru. jak je patrné z obr. 4.13 B. Zajímavé je. že pokud bychom se striktně řídili doporu-
čením výrobce špiček naplněných TiOo a eluovali adsorbované peptidy pouze roztokem 
hydroxidu amonného, pak by se nám nepodařilo fosforylovaný peptid (m/z 1321) vůbec 
desorbovat. 

Získané výsledky také ukázaly, že k detekci fosforylovaných peptidů MALDI-TOF 
hmotnostní spektrometrií, je nezbytné tyto peptidy nejprve alespoň částečně separo-
vat vhodnou metodou. Ve spektru získaném MALDI-TOF MS analýzou směsi peptidů 
vzniklých rozštěpením prasečího pepsinu A a-chyniotrypsinem nelze přítomnost fosfo-
peptidu (m/z 1321) detegovat (obr. 4.11 E. obr. 4.13 C). To je zřejmě důsledek potlačení 
ionizace fosfopeptidu přítomnými nefosforvlovanými peptidy 17. 73]. 

4.3.2 Izolace a ana lýza fos fopep t idů získaných z p ro te inů lid-

ské ža ludeční šťávy 

Postup izolace fosfopeptidu a určení fosforvlačního místa prasečího pepsinu A byl 
použit pro analýzu lidské žaludeční šťávy získané od zdravého jedince. Proteiny lidské 
žaludeční šťávy byly nejprve rozštěpeny a-ehymotrypsineni. Poté byly fosfopeptidv od-
děleny na sorbenteeh obsahujících Fe3~ nebo Ga3~ ionty nebo na Ti0 2 , analyzovány 
MALDI-TOF/TOF hmotnostním spektrometrem a identifikovány pomocí vyhledávání 
v proteinové databázi. 

4.3.2.1 Štěpení proteinů lidské žaludeční šťávy a -chymotryps inem 

Štěpení lyofilizátu lidské žaludeční šťávy získané od zdravého jedince bylo prove-
deno stejným způsobem jako štěpení prasečího pepsinu A. Proteiny byly nejdříve dena-
turovánv močovinou, disulfidovc můstky byly redukovány dithiothreitolein a thiolové 
skupiny byly blokovány jodacetamidem. Štěpení bylo provedeno n-chymotrypsineni. 

4.3.2.2 Izolace fosfopeptidů na sorbenteeh obsahujících Fe5 a Ga3~ ionty 
a na TiOi 

Ze směsi peptidů získaných štěpením proteinů lidské žaludeční šťávy a-chymotrypsi-
nem byly na sorbenteeh obsahujících imobilizované Fe3 ' nebo Ga3~ ionty nebo na Ti0 2 

izolovány fosfopeptidv. Pro jejich adsorpci a desorpci byly převzaty podmínky, za nichž 
bylo dosaženo nejvyššího obohacení fosfopeptidu prasečího pepsinu A (tab. 4.10). Ad-
sorbované peptidy byly ze sorbentů obsahujících imobilizované Fe3~ nebo Ga3 ' ionty 
(špičky) eluovány 200 mM hydrogenfosforečnanem amonným pH 7,9. z IIPLC sorbentu 
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s ¡mobilizovanými Fe}~ ionty a z TiOo postupně 5 mM hydroxidem amonným pH 

10.5 a 200 mAI hydrogenfosforečnanem amonným pH 7.9. Roztok hydroxidu amonného 

z HPLC sorbentu s ¡mobilizovanými Fe1+ ionty žádné peptidy nedesorboval; desorpce 

se zdařila až roztokem hydrogenfosforečnanu amonného (obr. 4.15). Získaná MS spek-

tra eluátů ze sorbentu obsahujících Fe3~ a Ga3~ ionty a z TiOo jsou zobrazena na 

obr. 1.16. Intenzivní píky z jednotlivých MS spekter byly podrobeny MS/MS analýze a 

identifikovány pomocí vyhledávání v proteinové databázi. 
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O b r . 4 .15: Separace peptidň z proteinů lidské žaludeční šťávy rozštěpených n-chymo-

trvpsinem na HPLC sorbentu s imobilizovanými Fe3+ ionty 

Chrouiatografickc i)odiníiikv: aplikováno 200 //I směsi peptidů vzniklých štěpením proteinů lid-

ské žaludeční šťávy a-chymotrypsinem; I 0.1% kyselina octová: II 5 mM hydroxid amonný 

pH 10.5: III 200 mM hvdrogenfosforečnan amonný pil 7.9 (MALDI-TOF MS spektrum na 

obr. 4.16 A): průtoková rychlost 0.5 ml/min. 
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Obr. 4.1G: MALDI-TOF MS analýza peptidů z proteinů lidské žaludeční šťávy desorbovaných ze sorbentu s imobilizovanými Fe , i+ 

Ga'*+ ionty a z TiOo 

HPLC sorbent s imobilizovanými Fe'"1 ionty eluce 200 mM hydrogenfosforečnanem amonným pil 7,9 (A); sorbent s imobilizovanými Ga'i_i 

ionty (špička) (B); sorbent s ¡mobilizovanými Fe'5+ ionty (špička) (C); TÍO2 (špička) clucc 5 111M hydroxidem anionnýni pil 10,5 (D) a pote 

200 mM hydrogenfosforečnanem amonným pH 7,9 (E); směs peptidů vzniklá rozštěpením proteinů lidské žaludeční šťávy (v-chymotrypsinem 

(vzorek) a odsolená 11a špičkách s CIS fází (F). Chroniatograíické podmínky .jsou uvedeny v f.ab. 4.10. 
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4.3 .2 .3 Identi f ikace p e p t i d ů izolovaných na imobi l izovaných kovových ion-

tech a na TiO? z prote inů lidské žaludeční šťávy rozš těpených n-

c h y m o t r y p s i n e m ; určení fosforylačního m í s t a l idského peps inu A 

Pro identifikaci fosfopcptidů z proteinů lidské žaludeční šťávy byly peptidy desorbo-

vané ze sorbentů s imobilizovanými Fe3+ a Ga 3 + ionty a z TiOo analyzovány MALDI-

T O F / T O F MS. Identifikované peptidy jsou uvedeny v tab. 4.11. Bylo nalezeno šest 

fosfopeptidír (m/z 934: 1001; 1081: 1134: 1233: 1295). z nichž čtyři byly identifikovány. 

Tři (m/z 1081. 1134 a 1233) pocházely z lidského slinného kyselého PRP f 1/2 (viz tab. 

1.11) a jeden (m/z 1295) z lidského pepsinu/pepsinogenu A. 

V lidském slinném kyselém P R P 1/2 byla identifikována dvě místa fosforylace. Jedna 

fosfátová skupina byla vázána na serinový zbytek v pozici 24. jak bylo zjištěno z MS/MS 

spektra iontu m/z 1081 (sekvence DYpSQEDYPL). Druhá fosfátová skupina byla vá-

zána na serinový zbytek v pozici 38. jak vyplynulo z MS/MS spekter iontů m/z 1134 

(sekvence ISDGGDpSEQF) a m/z 1233 (sekvence VISDGGDpSEQF) . Identifikovaná 

místa fosforylace v lidském slinném kyselém P R P 1/2 se shodují s údaji publikovanými 

v literatuře 182] a uvedenými v databázi Expasy (SIB, Ženeva. Švýcarsko). 

Sekvence peptidového iontu m/z 1295. jehož MS/MS spektrum je zobrazeno na 

obr. 4.17. byla identifikována jako QSTpSETVSITY a odpovídala zbytkům 127 - 137 

lidského pepsinogenu A s fosforylovaným serinovým zbytkem v pozici 130 (tab. 4.11). 

Mascot přiřadil uvedené sekvenci (QSTpSETVSITY) skóre 59, což bylo výrazně nad 

limitem statistické významnosti (skóre 39) pro identitu intenzivní homologii. Zjištění, 

že je fosfátová skupina vázána na serinovém zbytku lidského pepsinu/pepsinogenu A, se 

shoduje s dřívějším pozorováním, že některé izoformv lidského pepsinogenu A zdravých 

lidí obsahují fosfoserin 67]. Dále se ukázalo, že určené místo fosforylace (Serl30) se 

shoduje s pozicí předpovězenou Expasy (SIB. Ženeva, Švýcarsko) dle homologie s pep-

sinogeny A jiných živočišných druhů. 

Y MS spektru směsi peptidů získané proteolytickým štěpením proteinů lidské žalu-

deční šťávy1 (obr. 4.16 F) byl mimo jiné nalezen také peptidový ion m/z 1215, který 

sice nebyl fosforylován, ale jehož sekvence (QSTSETYSITY) se shodovala se sekvencí 

peptidového iontu m/z 1295 a odpovídala zbytkům 127 - 137 lidského pepsinogenu A. 

To by mohlo naznačovat, že ne všechny molekuly lidského pepsinu/pepsinogenu A jsou 

fosforylovány. Tento poznatek by odpovídal dřívějšímu zjištění, že u zdravých lidí jsou 

pouze některé izoformv lidského pepsinu/pepsinogenu A fosforylovány [67]. 

"Peptidy byly označeny jako fosfopeptidy. pokud v MS/MS spektru vykázaly ztrátu 80 Da (ztráta 
HP03) a/nebo 98 Da (H3P04). 
PRP ,.proline-rich phosphoprotein" 

TPro odstranění močoviny byl vzorek před MALDI-TOF MS analýzou puntíkován na sorbentů s C'18 
fází naplněném ve špičce 



Tab. 4 .11: Identifikované peptidy a fosfopeptidy pocházející z proteinů lidské žaludeční šťávy 

m/z Protein Sekvence Skóre Skóre pro 
identitu 

„Missed 
cleavage" 

849 lidský katliepsin D, kathepsin E, 
pepsinogen A nebo pepsinogen C 

WILGDVF 38 37 2 

879 lidský kathepsin D, kathepsin E, 
pepsinogen A nebo pepsinogen C 

DTGSSNLW 53 38 1 

991 lidský pepsinogen C DLGNNRVGF 376 - 384 38 38 1 
1021 lidský pepsinogen C WQIGIEEF 250 - 257 40 38 1 
1023 lidský pepsinogen A GLSETEPGSF 164 173 70 38 1 
1081 lidský slinný kyselý P R P 1 /2 DVpSQEDVPL 22 30 (24 fosfo) 41 40 0 
1106 lidský pepsinogen A VDEQPLENY 63 71 46 38 1 
1134 lidský slinný kyselý P R P 1 /2 ISDGGDpSEQF 32 41 (38 fosfo) 46 34 0 
1145 lidský pepsinogen A NLPTESGELW 352 361 73 69 1 
1164 lidský pepsinogen C GLSENEPGTNF 161 171 66 39 1 
1170 lidský pepsinogen A GTIGIGTPAQDF 78 89 79 38 0 
1215 lidský pepsinogen A QSTSET VŠITY 127 137 59 40 0 
1233 lidský slinný kyselý P R P 1 /2 VISDGGDpSEQF 31 41 (38 fosfo) 56 36 0 
1295 lidský pepsinogen A QSTpSETVSITY 127 137 (130 fosfo) 59 39 0 
1337 lidský pepsinogen A LSADDQSGSVVIF 217 - 229 57 40 1 
1349 lidský pepsinogen A NWVPVTVEGYW 242 - 252 49 40 2 
1443 lidský pepsinogen C QATGAQEDEYGQF 294 306 66 40 1 
1461 lidský pepsinogen A QGMNLPTESGELW 349 361 56 39 1 
1477 lidský pepsinogen A QGoxidMNLPTESGELW 349 361 44 37 1 
1593 lidský pepsinogen A DTVQVGGISDTNQIF 149 163 71 41 0 
1757 lidský pepsinogen A VDEQPLENYLDMEY 63 76 67 40 3 
1904 lidský pepsinogen A VDEQPLENYLDMEYF 63 77 71 42 4 
1912 lidský pepsinogen A AYPSISSSGATPVFDNIW 186 203 76 41 1 
Skóre skóre přiřazené dané sekvenci programem Mascot; Skóre pro identitu limit statistické významnosti pro identitu/intenzivní 

homologii; „Missed eleavage" - počet vazeb, které nebyly v identifikovaném peptidů rozštěpeny (v-chyniotrypsinein, ačkoliv měly být 
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Obr. 4.17: M A L D I - T O F / T O F MS spektrum rodičovského iontu m/z 1295,6 

Pokrytí aminokyselinové sekvence je ukázáno a, b a y fragmentovými ionty. Ztráta 98 Da 

(m/z 1197,7) ukazuje na monofosforylaci rodičovského peptidu. Rozdíl hmotností 167,1 Da 

mezi fragmentačními ionty y8 ( m / z 979,4) ay7 (m/z 812,3) odpovídá fosfoserinovému zbytku; 

to indikuje fosforylaci na druhém serinovém zbytku. 

Z naměřených MS spekter (obr. 4.16) a z uvedených výsledků identifikace peptidů 

(tab. 4.11) vyplývá, že nejvyššího obohacení fosfopeptidů bylo dosaženo na sorben-

tecli s imobilizovanými Fe3 + nebo Ga 3 + ionty naplněných ve špičkách. Naproti tomu 

nejmenší obohacení fosfopeptidů bylo pozorováno na TÍO2 naplněném ve špičce. V elu-

átecli z TÍO2 bylo nalezeno velké množství nefosforylovaných peptidů. Navíc signály 

fosfopeptidů v MS spektrech eluátů měly velmi nízkou intenzitu. To mohlo být způso-

beno potlačením jejich ionizace přítomnými nefosforylovanými ionty [17, 73]. 

4.3.3 S h r n u t í 

V této části práce byl na modelovém proteinu, prasečím pepsinu A, vypracován 

postup identifikace místa fosforylace. Postup zahrnoval nejprve rozštěpení pepsinu cí-

chy motrypsinem, poté separaci fosfopeptidů 11a sorbentech obsahujících železité nebo 

galité ionty nebo na oxidu titaničitém a nakonec analýzu M A L D I - T O F / T O F hmot-

nostní spektrometrií. Ze získaných spekter pak byl pomocí vyhledávání v proteinové 

databázi identifikován fosfopeptid a určeno místo fosforylace. Vypracovaný postup byl 

použit pro proteiny lidské žaludeční šťávy zdravého jedince. Podařilo se identifikovat 

několik fosfopeptidů pocházejících ze dvou odlišných proteinů a určit místo fosforylace 

lidského pepsinu A. 
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5. Závěr 
• Porovnali jsme schopnosti několika sorbentů určených pro vysokotlakou afmitní clno-

niatografii na ¿mobilizovaných kovových iontech (IIP-IMAC) separovat intaktní fosfo-
proteinv - pepsin a ovalbumin. Ukázali jsme. že všechny testované sorbenty s výjim-
kou BP-UOo_ mohou být použity pro HP-IMAC fosfoproteinů. ale nejlepších výsledku 
jsme dosáhli s IDA-Fe5 ' a BP-Ga3 ' sorbenty. 

• Na modelovém proteinu, prasečím pepsinu A. jsme vypracovali metodu separace fos-
forylovaných a defosforvlovanvch forem pepsinu na sorbentech IDA-Fe3+ a BP-Ga3 + . 
Ukázali jsme. že na retenci pepsinu na těchto sorbentech se kromě fosfátových skupin 
pepsinu podílí i karboxylové skupiny. Separace fosforylované a defosforylované formy 
])epsinu jsme dosáhli po esterifikaci volných karboxylových skupin diazometlianem. 

• Vypracovanou metodu separace fosforylovaných a nefosforylovaných forem prasečího 
pepsinu A vysokotlakou aíinitní chromatograřií na imobilizovaných žclezitých a ga-
litých iontech jsme použili pro separaci lidských pepsinu. Z lidské žaludeční šťávy 
získané od zdravého jedince a z lidské žaludeční sliznice získané od pacienta trpícího 
karcinomem žaludku jsme nejprve iontově-výměnnou chromatograřií izolovali lidské 
pepsinv. které jsme následně podrobili esterifikaci diazometlianem. Modifikované lid-
ské pepsinv jsme separovali afinit ní chromát ograíií na imobilizovaných žclezitých ion-
tech v závislosti na přítomnosti fosfátových skupin v jejich molekulách. Dále jsme 
zjistili, že pepsinv pacienta s karcinomem žaludku měly vyšší stupeň fosforylace než 
pepsinv zdravého jedince. 

• Pomocí modelového fosfoproteinů prasečího pepsinu A jsme vypracovali postup pro 
identifikaci fosforylačního místa pepsinu. Tento postup zahrnoval rozštěpení pep-
sinu n-chymotrypsineni. dále separaci vzniklého fosfopeptidu afmitní chromátografií 
na imobilizovaných železitých nebo galitých iontech nebo aíinitní chromát ografií na 
oxidu titaničitém a nakonec analýzu MALDI-TOF/TOF hmotnostní spektrometrií. 
Ze získaných spekter byl pak pomocí vyhledávání v proteinové databázi identifikován 
fosfopeptid a určeno místo fosforylace. 

• Vypracovaný postup identifikace místa fosforylace jsme použili na proteiny lidské 
žaludeční šťávy, kterou jsme získali od zdravého jedince. Podařilo se nám identifikovat 
několik fosfopeptidu pocházejících ze dvou odlišných proteinů a určit místo fosforylace 
v lidském pepsinu A. 
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