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Uvod
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Fosforylace je jednou z nejdtlezitéjsich posttranslaéni modifikaci proteinti. Proces
fosforylace/defosforylace umoziuje regulaci téméf viech aspektt bunééného Zivota a je
klicovym mechanismem pro udrzovani homeostasy bunék. Abnormaélni fosforylace proto
souvisi s mnoha zavaznymi lidskymi onemocnénimi jako je napf. rakovina.

Fosforylace hlavnich Zaludeénich aspartatovych proteas pepsinti a jejich prekurzorii
pepsinogenti se lisi v zavislosti na Zivocisném druhu. Pepsiny a pepsinogeny nékte-
rych Zivocichtt obsahuji fosfatové skupiny, jiné vsak tyto skupiny nemaji. Fosforylace
lidskych pepsint a pepsinogentt pravdépodobné souvisi s riznymi Zaludeénimi onemoc-
nénimi. Pacienti s rakovinou Zaludku vykazuji vyssi stupen fosforylace pepsinogenti nez
zdravi lidé. Aby bylo mozné vyuzit tento poznatek pro diagnostické ucely, je nejprve
nezbytné vypracovat jednoduché a spolehlivé metody pro studium fosforylace pepsini
a pepsinogenti, které by byly pouZitelné i pro mald mnozstvi vzorku.

Predkladana dizertacni prace se zabyva vypracovanim vhodného metodického pii-
stupu pro studium fosforylace proteinti se zaméfenim na lidské pepsiny. Pozornost byla
vénovana zejména vypracovani metod pro selektivni separaci fosforylovanych a nefos-
forylovanych forem pepsintt pomoci vysokotlaké afinitni chromatografie na imobilizo-
vanych kovovych iontech. Déle se tato prace vénuje vypracovani metod pro selektivni
izolaci fosfopeptidii z proteolyticky rozstépenych pepsinti. jejich naslednou detekci, iden-
tifikaci a uréeni mista fosforylace pomoci afinitni chromatografie a MALDI-TOF/TOF

hmotnostni spektrometrie.
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1. Teoreticka c¢ast

1.1 Fosforylace proteint

difikaci proteinti. Jednéa se o reverzibilni a velmi rychly proces, ktery mtze modulovat
funkéni vlastnosti proteinti tim, Ze zptisobuje zménu jejich konformace. Zména konfor-
mace vede ke zvySeni nebo sniZeni jejich aktivity a stability [1, 2], nebo umozni jejich
interakci s dalsimi proteiny vytvorenim vhodného vazebného mista [3, 4]. Systém fosfo-
rylace/defosforylace proteini umoziiuje regulaci téméi viech aspekttt bunééného zivota.
Jako regulaéni mechanismus je nepostradatelny pro bunééné procesy jako jsou signalni
transdukce, genova exprese, proliferace a diferenciace buiiky, kontrola bunééného cyklu,
bunééna adheze a metabolismus [5-9]. O vyznamu této modifikace sv&ddi i fakt, ze pii-
blizné 30% vSech proteint v eukaryontnich organismech je v daném &ase fosforylovano
[10] a aZ 50% v8ech proteint miZze byt nékdy béhem svého Zivota fosforylovano [11, 12].
V eukaryontnim proteomu je az nékolik set tisic potenciondlnich fosforyla¢nich mist
[13].

1.1.1 Vyskyt fosforylovanych aminokyselin v proteinech

Jsou znamy Ctyfti riizné typy vazeb fosfatti v peptidovém retézci: O-fosfaty, N-fosfaty,
acylfosfaty a S-fosfaty. O-fosfaty (O-fosfomonoestery) vznikaji fosforylaci hydroxylo-
vych skupin serinovych (S), threoninovych (T) a tyrosinovych (Y) zbytkd. N-fosfaty
(fosfoamidy) jsou vytvareny fosforylaci volné aminoskupiny histidinovych (H), arginino-
vych (R) a lysinovych (K) zbytkit. Acylfosfaty (fosfatové anhydridy) jsou produkovany
pii fosforylaci zbytkt asparagovych (D) a glutamovych (E) kyselin [14]. S-fosfaty (S-
fosfothioestery) jsou vytvareny pfi fosforylaci cysteinu (C) a jsou obsaZeny v reakénich
meziprodukech nékolika enzymu [15]. Na obr. 1.1 jsou zobrazeny struktury fosfoamino-
kyselin nalezenych v rtiznych organismech.

Zastoupeni jednotlivych typt fosforylovanych aminokyselin se u eukaryontnich a
prokaryontnich organismti li§i. V proteinech eukaryontnich organismu se nejéastéji vy-
skykuji O-fosfaty. Nejbézné;jsi jsou fosforylace serinového a threoninového zbytku, méné
uz tyrosinového (pomérné zastoupeni pS : pT : pY™* je 1800 : 200 : 1) [16-18]. Naproti
tomu v prokaryontnich organismech se ¢asto vyskytuji N-fosfaty, predev§im fosfohisti-

din, a také acylfosfaty [19]. Ostatni fosfoaminokyseliny se vyskytuji v prokaryontnich i

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

eukaryontnich organismech velmi ziidka.

Jednotlivé fosforylované aminokyseliny se lisi svou chemickou stabilitou. coz ovliv-
liuje mozné zpusoby jejich detekce. VSechny O-fosfaty jsou stabilni v kyselém prostiedi,
v piitomnosti hydroxylaminu a pyridinu, proto je detekce fosfoserinu a fosfothreoninu
mozna po kyselé hydrolyze proteinti. Fosfotyrosin je stabilni i v alkalickém prostiedi,
proto se jeho detekce obvykle provadi po alkalické hydrolyze proteinti. N-fosfaty s vy-

jimkou fosfoargininu jsou relativné stabilni v alkalickém prostiedi, ale extrémné labilni
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v kyselém prostiedi, proto je jejich detekce mozna pouze po alkalické hydrolyze. Viechny
acylfosfaty jsou reaktivni fosfoaminokyseliny; jsou nestabilni v kyselém i alkalickém
prostiedi, a proto mohou byt analyzovany pouze nepiimo. Fosfocystein je nestabilni

v kyselém prostiedi, ale relativné stabilni v alkalickém prostiedi 114, 20].

1.1.2 Zpusob fosforylace proteint

Fosforylace proteinii je katalyzovana proteinkinasami. Tyto enzymy patii mezi transfe-
rasy, které katalyzuji prenos v-fosfatu z adenosintrifosfatu na specifickou aminokyse-
linu, respektive nukleofilni akceptor v jejim postrannim fetézci [13. 21]. Podle toho,
které aminokyselinové zbytky jsou fosforylovany, lze eukaryontni proteinkinasy rozdélit
na serin/threonin-proteinkinasy, tyrosin-proteinkinasy a proteinkinasy s dudlni speci-
fitou [13, 22, 23]. Serin/threonin-proteinkinasy tvofi asi 80% vsech proteinkinas. Tyto
proteinkinasy katalyzuji fosforylaci serinovych a threoninovych zbytk, ale preferuji
serinové zbytky. Tyrosin-proteinkinasy katalyzuji fosforylaci tyrosinovych zbytki. Pro-
teinkinasy s dudlni specifitou piisobi jako serin/threonin-proteinkinasy a zéaroveii i jako
tyrosin-proteinkinasy [13, 22, 24]. V prokaryontnich a v malé mite také v eukaryont-
nich organismech se vyskytuji je$té histidin-proteinkinasy, které katalyzuji fosforylaci
histidinovych zbytkd [25-27].

Vsechny proteinkinasy fosforyluji proteiny ochotnéji nez samotné aminokyseliny. To
je déno tim, Ze aktivni misto proteinkinas interaguje nejenom s fosforylaénim mistem
proteinu, ale také se sousednimi aminokyselinovymi zbytky |13, 28|. Kazda proteinki-
nasa je schopna rozpoznat pouze urcitou aminokyselinovou sekvenci. Tato sekvence pak
urcuje peptidovou specifitu dané proteinkinasy a byva oznacovana jako sekvenéni motiv
rozpoznavany proteinkinasou. Identifikace sekvenénich motivii pro jednotlivé protein-
kinasy je cilem intenzivniho vyzkumu [13, 20, 28-31]. Identifikované sekvenéni motivy
mohou byt pouzity k predpovédi, které proteiny by mohly byt danou proteinkinasou
fosforylovany [13].

Substratova specifita proteinkinas je ovlivnéna také existenci interakénich domén.
Tyto domény se nalézaji ve vzdalenosti 50 — 100 aminokyselinovych zbytkt od aktivnich
mist proteinkinas a zvySuji jejich afinitu pro uréité proteiny. Tyto proteiny museji mit
ve své struktufe vhodny sekvenéni motiv, tzv. ,docking® misto, které je rozpoznano
interakéni doménou proteinkinasy. Interakce mezi proteinkinasami a ,,docking” misty
proteint zvy$uji lokalni koncentrace proteint a tim usnadiiuji jejich efektivni fosforylaci
[13, 32]. Nékteré proteinkinasy jsou schopny fosforylovat pouze nékolik proteint, jiné
stovky proteini [13].

Defosforylace proteint je katalyzovana proteinfosfatasami, které pat¥i mezi hydro-
lytické enzymy. Podobné jako proteinfosfatasy se eukaryontni proteinfosfatasy rozdé-

luji podle toho, ktery aminokyselinovy zbytek v proteinu defosforyluji. Serin/threonin-
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proteinfosfatasy defosforyluji fosfoserinové a fosfothreoninové zbytky, ale na rozdil od
piislusnych proteinkinas preferuji fosfothreoninové zbytky. To by mohlo vysvétlit, proé
se v proteinech nachazi vice fosfoserinovych zbytki nez fosfothreoninovym. Tyrosin-
proteinfosfatasv defosforyluji fosfotyrosinové zbytky. Proteinfosfatasy s dudlni speci-
fitou vykazuji aktivitu jak tyrosin-proteinfosfatas tak serin/threonin-proteinfosfatas,
proto mohou defosforylovat fosfotyrosinové i fosfothreoninové nebo fosfoserinové zbytky
13, 33, 34]. V prokaryontnich organismech byly objeveny také histidin-proteinfosfatasy,
které katalyzuji defosforylaci fosfohistidinu [27]. Tyto enzymy se sporadicky vyskytuji
i u obratlovct [35].

Lidsky genom kéduje 518 proteinkinas a asi 140 proteinfosfatas [3, 13, 24, 36, 37].
Pocdet tyrosin-proteinkinas se pfili§ nelisi od poctu tyrosin-proteinfosfatas, stejné jako
pocet proteinkinas s dualni specifitou se piili§ nelisi od poétu proteinfosfatas s dualni
specifitou. Naproti tomu pocet serin/threonin-proteinkinas je asi 15krat vétdi nez po-
et serin/threonin-proteinfosfatas. Piesto serin/threonin-proteinfosfatasy nemaji nizsi
specifitu nez serin/threonin-proteinkinasy. To je ddno tim, Ze katalytickd podjednotka
serin/threonin-proteinfosfatasy mutze asociovat s rtiznymi regulaénimi podjednotkami,
a tim ovlivilovat substratovou specifitu této serin/threonin-proteinfosfatasy. Nicméné
podobné jako proteinkinasy jsou nékteré proteinfosfatasy schopné defosforylovat pouze
nékolik proteind, zatimco jiné stovky [13, 34, 37).

Momentalni stav fosforylace proteinu, a tim i jeho aktivity, zavisi na poméru aktivit

proteinkinas a proteinfosfatas, které na néj plisobi [17].

1.1.3 Souvislost mezi fosforylaci proteini a lidskymi

onemocnénimi

Jak uZ bylo vy8e zminéno, proces fosforylace/defosforylace reguluje téméi vSechny
aspekty bunééného Zivota a je kliCovym mechanismem pro udrzovani homeostasy bunék
[3, 10]. Abnormalni fosforylace proto souvisi s mnoha zévaznymi lidskymi onemocnénimi
jako je napf. rakovina, diabetes nebo revmatoidni artritida. Zejména mutace v protein-
kinasach, pripadné proteinfosfatasach, se vyznamné uplatiiuji v fadé téchto onemocnéni
|10]. Existuje dokonce databaze mutaci v proteinkinaséch a s nimi asociovanych lidskych
onemocnéni [38]. Také mnoho pfirodné se vyskytujicich toxintt a patogent piisobi pro-
stfednictvim zmény fosforylaéniho stavu fady intracelularnich proteint [10].

P¥i rtznych druzich rakoviny dochdzi ke zvySené/sniZené expresi proteinkinas a
k funkénim mutacim jejich genti jako jsou delece, translokace, amplifikace a/nebo virové
inzerce 3, 39]. Nasledkem téchto mutaci jsou produkovany proteinkinasy s abnormaélni
aktivitou. AZ u 50% vsech lidskych tyrosin-proteinkinas byla v souvislosti s riiznymi
druhy rakovin zjisténa abnormalni zména v jejich aktivité [39]. Velky podet proteinki-

nas asociovanych s rakovinou a dal$imi onemocnénimi vedl a stale jesté vede k intenziv-
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nimu usili o vyvinuti specifickych inhibitort protcinkinas, ktere by se mohly uplatnit pii
1é¢bé téchto onemocnéni. Nékteré z vyvinutych inhibitora jsou jiz zkouSeny v klinickych
testech [3, 10].

Proteinkinasy a jejich substraty mohou slouzit jako uziteéné molekularni markery
rakoviny zvlasté neocenitelné pro svou potencialni rozliSovaci silu v molekularni klasi-
fikaci rakovin (diagnéze), v pfedpovidani klinického vysledku (progndzc) a v predpo-
vidani odpovédi na léky. To je dano tim, ze fosfoproteomy normaélnich a nadorovych
tkani se lis1 a navic se li8i i fosfoproteomy jednotlivych nadort. Je tedy mozné nalézt
fosfoproteiny, jejichz fosforylace je charakteristickd pouze pro urcité onemocnéni. Tyto
fosfoproteiny pak mohou slouzit jako markery daného onemocnéni a jejich hledani je

cilem intenzivniho vyzkumu [39].

1.2 Pepsiny a pepsinogeny a jejich fosforylace

1.2.1 Pepsiny a pepsinogeny

Pepsiny jsou hlavni proteolytické enzymy Zalude¢ni §tadvy obratlovel, které kata-
lyzujici Sté€peni peptidovych vazeb uvnitf polypeptidovych fetézcii. Ve svém aktivnim
misté obsahuji dva zbytky kyseliny asparagové, a proto se fadi do rodiny aspartato-
vych proteas. Stejné jako dalsi aspartatové proteasy se vyznacuji nizkym pH optimem
proteolytické aktivity a jsou syntetizovany ve formé inaktivnich proenzymt [40].

U obratlovctt byly nalezeny tii odlidné 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 produkovany ve formé pii-
sludnych inaktivnich pepsinogentt buiitkami zaludeéni sliznice a jsou sekretovany do Za-
lude¢ni dutiny, kde jsou preménény na aktivni enzym. Zastoupeni jednotlivych pep-
sinogenii se li§i v zavislosti na Zivoc¢isném druhu. Napiiklad Zzaludeéni sliznice prasete
produkuje pievdZné pepsinogen A [41] a v malé mife i pepsinogen B [42] a pepsinogen C
[43]. Naproti tomu u potkana byl nalezen pouze pepsinogen C [44]. U priméti jsou syn-

tetizovdny pepsinogeny A a C [45-47]; pfitomnost pepsinogenu B zjisténa nebyla.

1.2.1.1 Lidské pepsiny a pepsinogeny

V. lidské zaludeéni $tavé se nachdzeji dvé imunochemicky a biochemicky odlidné
aspartatové proteasy — pepsin A a pepsin C.

Pepsin A, oznadovany také jen jako pepsin, je hlavni proteasou lidské Zalude¢ni §tavy.
Je sekretovan ve formé inaktivniho proenzymu — pepsinogenu A — hlavnimi buiikami ve
7laznaté oblasti fundu a téla Zaludku (viz obr. 1.2) [48]. Mimo Zaludek se pepsinogen A
v malém mnoZzstvi nachdzi také v krevnim séru a v moé¢i [40]. Lidska Zaludeéni sliznice

produkuje celkem pét isozymogent pepsinogenu A, které se liSi se svymi fyzikalné-
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Obr. 1.2: Schéma lidského Zaludku.

chemickymi vlastnostmi. Podle klesajici elektroforetické (anodické) mobility byly tyto
isozymogeny oznaceny Pgl — Pg5 [48]. Dominantnimi isozymogeny jsou Pg3 a Pg5 [49].

Pepsin C byva oznacovan trivialnim néazvem gastriksin. Podobné jako pepsinogen A
je produkovan ve formé inaktivniho proenzymu pepsinogenu C (progastriksinu) hlav-
nimi bunikami v Zlaznaté oblasti fundu a téla Zaludku. Déle je vytvaien pylorickymi
zlazkami v antru Zaludku, Brunnerovymi zlazkami v proximalnim dvanactniku a epi-
telovymi bunikami prostaty a semennych vackt. Stejné jako pepsinogen A se v malém
mnozstvi nachdzi také v krevnim séru [40]. V lidské Zaludeéni sliznici jsou produkovany
dva isozymogeny pepsinogenu C. Ty byly podle klesajici elektroforetické (anodické)

mobility oznaleny Pg6 a Pg7 [48]; dominantni je isozymogen Pg7 [40].

1.2.1.2 Struktura pepsinu a pepsinogent

Do dnesniho dne byla stanovena kompletni primarni struktura vice nez 50 pepsino-
gentl z riznych Zivocidnych druhi; jako prvni byla uréena kompletni aminokyselinova
sekvence praseéiho pepsinu A [50]. Aminokyselinovou sekvenci odvozenou z nukleoti-
dové sekvence cDNA nebo genomické DNA lze rozdélit na t¥i ¢asti: signalni peptid
(prepeptid), propeptid (aktivaéni peptidy) a vlastni enzymovou ¢ast (pepsinovou ¢ast).
Signalni peptid je vysoce hydrofébni peptid slozeny asi z 15 aminokyselinovych zbytkii.
které jsou odstépeny signalni peptidasou béhem syntézy pepsinogenu pri vstupu do
endoplazmatického retikula. Nativni pepsinogen je tvoren pouze pepsinovou Casti a
propeptidem [41].

Pepsinogeny jsou tvoreny jednim polypeptidovym fetézcem o délce asi 370 ami-
nokyselin, ktery je spojen tfemi intramolekuldrnimi disulfidickymi mtistky. N-konec
polypeptidového fetézce (40 — 50 aminokyselin) tvoii propeptid, ktery je uvolnén pfi
aktivaci pepsinogenti [51]. Propeptid je silné bazicky, obsahuje velké mnoZstvi lysino-

vych a argininovych zbytk, zatimco zbytek Fetézce (pepsin) obsahuje velké mnoZstvi
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zbytkill asparagovych a glutamovych kyselin a velmi malo bazickych aminokyselin [52].
V tab. 1.1 je uveden pocet aminokyselinovych zbytkd a zastoupeni bazickych amino-
kyselin v praseim pepsinogenu A [53, 54], lidském pepsinogenu A [49, 55] a lidském
pepsinogenu C [56].

Tab. 1.1: Aminokyselinové sloZeni vybranych pepsinogenti

Praseci Lidsky Lidsky
pepsinogen A pepsinogen A pepsinogen C

Pocet aminokys. zbytkti  44; z toho 9 K, 47; z toho 7 K,  43; z toho 8 K

v propeptidu 2Ra2H 5RalH 3RalH
Pocet aminokys. zbytki  326; z toho 1 K,  326; z toho 3 R, 329; z toho 3 R
v aktivnim enzymu 2RalH alH alH

Celkovy pocet 370; z toho 10 K, 373; z toho 7 K, 372; z toho 8 K
aminokys. zbytki 4Rad3H 8Ra2H 6Ra2H

Tercialni struktura je znama pro prase¢i pepsinogen A a pepsin A, pro lidsky pep-
sinogen A a pro lidsky pepsinogen C [41]. Lidsky pepsinogen A je vice podobny prase-
¢imu pepsinogenu A neZ lidskému pepsinogenu C. Molekuly pepsinogenu (obr. 1.3 A) se
skladaji ze dvou domén, které maji dvojnasobnou osu symetrie a jsou prevazné tvoreny
strukturami sklddaného listu (na obr. 1.3 Sed€). Spojeni téchto dvou domén vytvari
Stérbinu vazajici substrat. Stérbina tvori aktivni misto a obsahuje dva zbytky kyseliny
asparagové (na obr. 1.3 Cervené). V pepsinogenu je tato Stérbina prekryta propeptidem
(na obr. 1.3 A zelené), ktery slouzi k zablokovani vstupu substratu do aktivniho mista.
Propeptid je vazan elektrostatickymi interakcemi, vodikovymi vazbami a hydrofébnimi
interakcemi a je nezbytny k udrzeni pepsinogenu v inaktivni formé v neutralnim pH
[52].

Pri pH niZ$im nez 5 jsou pepsinogeny konvertovany na aktivni enzymy — pepsiny.
Pii aktivaci dochézi k protonaci karboxylovych skupin zbytki asparagovych kyselin
v aktivnim misté enzymu, a tim k zeslabeni interakci mezi propeptidem a aktivnim
enzymem. To vede ke zméné konformace a vynofeni propeptidu, ktery je nasledné od-
Stépen [51, 52]. Odstépeni propeptidu pii pH vy$sim nez 2,5 probihd smiSenym reakénim
mechanismem zahrnujicim intermolekularni i intramolekularni reakce, v pH nizZ§im nez
2,5 probihd intramolekularnimi reakcemi. Po odstépeni propeptidu dochazi k dalsim
konformaénim zménam, které odkryji oba dva zbytky kyseliny asparagové umisténé
v aktivnim misté a uvolni Sterbinu (aktivni misto) pro vazbu substratu (obr. 1.3 B)
51].
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Obr. 1.3: Terciélni struktura prase¢iho pepsinogenu A (A) a praseéiho pepsinu A (B)
Sedé — pepsinova ¢ast slozena ze dvou domén; zelené — propeptid; ervené — dva zbytky
kyseliny asparagové v aktivnim misté; modfe — serinovy zbytek, na ktery je vazana fosfatova

skupina.

1.2.1.3 Vlastnosti pepsinu a pepsinogenu

Pepsinogeny jsou slozeny asi z 370 aminokyselinovych zbytki a jejich relativni mo-
lekulovd hmotnost je asi 40 000 [51]. Jejich izolelektricky bod je ve srovnani s jinymi
proteiny nizky a jeho hodnota se pohybuje v rozmezi 3,7 - 3,95 [51, 57]. Jak jiZ bylo zmi-
néno diive, pii aktivaci pepsinogent na pepsiny dochazi k odstépeni 40 — 50 aminokyse-
lin, a tim ke sniZeni relativni molekulové hmotnosti zhruba na 35 000 [51]. V dusledku
ztraty vétsiny bazickych aminokyselin (tab. 1.1) dochézi také k vyraznému poklesu izo-
elektrického bodu na hodnotu nizsi nez 1 [51, 58]. V tab. 1.2 jsou uvedeny relativni

molekulové hmotnosti pro lidské a prasec¢i pepsiny a pepsinogeny.

Tab. 1.2: Relativni molekulové hmotnosti lidskych a prasecich pepsinti a pepsinogenii.

Enzym M,

lidsky pepsinogen A 40 306
lidsky pepsin A 34 628
lidsky pepsinogen C 40 568
lidsky pepsin C 35 461

praseCi pepsinogen A 39 533
praseci pepsin A 34 510

Relativni molekulové hmotnosti (M) byly prevzaty z databaze Expasy (SIB, Zeneva, Svycar-
sko).

Pepsiny jsou proteolyticky aktivni pfi nizkém pll, nejvyssi aktivitu vykazuji kolem
pH 2 - 3. Se zvySovanim pH nad 3 jejich aktivita klesa. Lidsky pepsin A vykazuje
nejvyssi aktivitu pii pouziti hemoglobinu jako substratu pii pH 2,0, lidsky pepsin C
pii pH 2,3 [49] a praseci pepsin A pii pH 2,2 [59]. Pfi pH vy8Sim nez 6,0 je pepsin A i
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pepsin C neaktivni, ale jejich aktivitu lze obnovit snizenim pH. P¥i pH vy$sim nez 7 je
pepsin A uz irreverzibilné denaturovan, zatimco aktivitu pepsinu C lze stéle jesté ¢as-
te¢né obnovit snizenim pH [49]. Pepsinogeny jsou na rozdil od pepsinti stabilni v mirné
kyselych az mirné alkalickych pH. V pH nizsich neZz 5 jsou pepsinogeny konvertovany
na aktivni pepsiny. V pH vyssich nez 8,5 jsou lidské pepsinogeny A a C denaturovany

[60]. Prase¢i pepsinogen A je irreverzibilné denaturovan az v pH vyssich nez 10,5 [59].

1.2.2 Fosforylace pepsinit a pepsinogenu

Fosforylace pepsini a pepsinogenti se lisi v zavislosti na Zivo¢isném druhu. Pep-
siny a pepsinogeny nékterych zivocichli obsahuji fosfatové skupiny, jiné tyto skupiny
nemaji. Lisi se i pocet vazanych fosfatovych skupin. Naptiklad praseci pepsinogen A i
pepsin A obsahuji ve svych molekulach jednu fosfatovou skupinu, ktera je vazana na
serinovém zbytku v poloze 68 [61]. Tento fosfoserinovy zbytek se nachdzi na povrchu
molekuly pepsinu [62]. Obdobné je fosforylovéan i opiéi pepsinogen A, ktery ve své mole-
kule obsahuje také jednu fosfatovou skupinu vdzanou na serinovém zbytku [45]. Hovézi
pepsinogen A muze ve své molekule obsahovat dokonce nékolik fosfatovych skupin,
vazanych pravdépodobné na serinovych zbytcich [63, 64]. Naproti tomu nékteré pep-
siny a pepsinogeny ve svych molekulach fosfatové skupiny viibec neobsahuji. Napiiklad
u potkaniho pepsinogenu C nebyla nalezena Zadna fosfatova skupina [44], stejné jako
u opi¢iho pepsinogenu C [46, 47] a prase¢iho pepsinogenu C [65]. Ani u kufeciho pep-
sinogenu A nebyla zjisténa piitomnost fosfatovych skupin, ale zato je tento pepsinogen
glykosylovan v misté, na kterém se v prase¢im pepsinogenu A nachazi fosfatova skupina
(66].

Dlouhou dobu se pfedpokladalo, Ze lidské pepsinogeny ve svych molekulach zZadné
fosfatové skupiny neobsahuji [40, 49]. Pozdéji vSak bylo zjisténo, Ze lidské pepsinogeny
a pepsiny jsou fosforylovany a navic se ukazuje, Ze fosforylace lidskych pepsinogentt
a pepsint je pravdépodobné ovlivnéna stavem Zalude¢ni sliznice a souvisi s rfiznymi
zalude¢nimi onemocnénimi. U zdravych lidi nebyly v pepsinogenu C detegovany zadné
fosfatové skupiny, zatimco v pepsinogenu A byla nalezena jedna fosfatova skupina ale
pouze v nékterych jeho izoformach (Pg2 a Pgd). Bylo zjisténo, Ze fosfatova skupina je
vazdna na serinovém zbytku [67]. Naproti tomu pepsinogeny pacientl s karcinomem
zaludku vykazuji zvySenou fosforylaci. Nicméné jednotlivé studie se rozchazeji v poctu
detegovanych fosfatovych skupin. Hynek a kol. nalezl jednu fosfatovou skupinu v mole-
kule pepsinogenu A a dvé fosfatové skupiny v molekule pepsinogenu C [68]. Jind studie
prokazala pritomnost jedné fosfatové skupiny v molekule pepsinogenu C a jedné az dvou
v molekule pepsinogenu A |69]. Navic pepsinogeny pacientl s karcinomem Zzaludku vy-
kazuji vyssi fosforylaci nez pepsinogeny pacientii s viedovou chorobou [70, 71]. Doposud

vdak neni zndmo, na které aminokyselinové zbytky jsou fosfatové skupiny vazany.
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1.3 Metody pro separaci, izolaci a analyzu fosfory-

lovanych proteini a peptidua

Navzdory velkému pokroku v separaénich a detekénich technikach neni z nasleduji-
cich divodii studium fosforylace jednoduchou a rutinni zalezitosti. (i) Rozsah fosforylace
je obecné nizky; jen nepatrna ¢ast proteinii v buiice je v daném case fosforylovana. (ii)
Absolutni mnozstvi fosfoproteinu v buiice je velmi malé. (iii) Mista fosforylace stejného
proteinu se mohou lisit. Fosfoprotein je heterogenni, existuje v nékolika riiznych fosfory-
lovanych forméach. (iv) Dynamicky rozsah pouZivanych analytickych metod pro studium
fosforylace je omezeny. Vysledkem je identifikace pouze majoritni formy fosfoproteinu,
zatimco minoritni formy nejsou viibec detegovany. (v) V dusledku kontaminace fos-
fatasami mtze béhem piipravy vzorku dochazet k ¢astecnému odstépeni fosfatovych
skupin. (vi) Vzhledem ke kyselému a hydrofilnimu charakteru fosfopeptida je Gi¢innost
jejich ionizace pii analyzach hmotnostni spektrometrii podstatné nizsi v porovnani s ne-
modifikovanymi peptidy. Soucasné miize dochazet ke ztratam fosfopeptidt na sorbentu
pouzivaném na odsoleni peptidové smési vzniklé po proteolytickém Stépeni fosfopro-
teinu {17, 72, 73]. Piehled nejvice pouzivanych metod pro selektivni obohaceni, izolaci
a separaci fosforylovanych proteindt a peptida a jejich naslednou detekei, identifikaci a

uréeni mista fosforylace je uveden v nasledujicich podkapitolach.

1.3.1 Metody pouzivané pro separaci a izolaci fosfoproteina a

fosfopeptidi

Metody pro separaci a izolaci fosfoproteini a fosfopeptidi vyuzivaji zmény izoelek-
trického bodu proteint po navazani fosfatové skupiny nebo zmeény imunogennich vlast-
nosti po fosforylaci proteini nebo schopnosti fosfatové skupiny interagovat s kovovymi
ionty. Zvlastni skupinou jsou pak metody zaloZené na chemické derivatizaci fosfatové
skupiny proteinti. Struény pirehled jednotlivych metod je uveden v nésledujicich pod-

kapitolach.

1.3.1.1 Iontové-vyménna chromatografie

Iontové-vymeénna chromatografie je jednou z nejpouzivanéjsich metod separace pro-
teint, kterd vyuZziva jejich rozdilnych nabojt. N4aboj proteinu je silné zavisly na pH,
pfi pH vyssim nez pl jsou proteiny adsorbovany na anexy a pri pH niz§im neZ pl jsou
proteiny adsorbovany na katexy. Adsorbované proteiny jsou eluovany zménou pH nebo
zvySenim iontové sily.

Substituce neutralni hydroxylové skupiny serinu, threoninu a tyrosinu negativné na-

bitou fosfatovou skupinou zptisobuje snizeni izoelektrického bodu proteinu, tedy zménu
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naboje proteinu. Toho lze vyuzit k separaci fosforylovanych a nefosforylovanych peptidi
a proteini na katexech a anexech. Na katexech 1ze pii nizkém pH (2,7) dosdhnout sepa-
race fosfopeptidli z peptidovych smési vzniklych proteolytickym Stépenim proteinti try-
psinem. Spolu s fosfopeptidy jsou ale také eluovany silné kyselé nefosforylované peptidy
[23, 74-76]. Fosfopeptidy, které obsahuji velky pocet fosfatovy skupin a maji zaporny
naboj, se na katexy neadsorbuji [16].

Separace fosforylovanych peptidt z peptidovych smési vzniklych proteolytickym $té-
penim proteind trypsinem lze dosahnout také na anexech. Fosfopeptidy jsou na anexy
adsorbovany silnéji nez nefosforylované peptidy a jejich interakce s anexy je tim silnéjsi,
¢im vyssi je pocet fosfatovych skupin. Ale stejné jako na katexech tak i anexech mohou
byt spolu s fosfopeptidy eluovany i nékteré nefosforylované peptidy [77].

Na anexech lze také separovat rtizné fosforylované formy jednoho izolovaného pro-
teinu. Obdobné jako v pripadé fosfopeptidi je na anex nejsilnéji adsorbovéana nejvice fos-
forylovana forma proteinu a nejslabéji jeho nefosforylovana forma, ktera je také nejdiive
eluovéna [78-81].

Vyuziti iontové-vymeénné chromatografie pro separaci fosfoproteinti a fosfopeptidt
mé i uréitd omezeni. Tato metoda vyZaduje velkd mnozstvi vzorku (desitky miligrami).
PYi chromatografii je navic vzorek rozdélen na mmnoho ¢&asti, z nichz kazda vyzaduje
separatni analyzu hmotnostni spektrometrii, coz vede k vyssi ¢asové narocnosti této
metody [18].

1.3.1.2 Chromatofokusace

Chromatofokusace je metoda separace proteinti, ktera vyuziva rozdilného izoelek-
trického bodu separovanych proteinti. Chromatofokusaci l1ze pouzit k separaci fosfory-
lované a nefosforylované formy jednoho proteinu a také k separaci rozdilné fosforylova-
nych forem jednoho proteinu, protoze navazanim fosfatové skupiny/fosfatovych skupin
dochézi ke zméné izoelektrického bodu proteinu [82, 83]. Tato metoda neni schopna
odligit rtiznou pozici fosfatové skupiny; chromatofokusaci nelze separovat dvé mono-
fosforylované formy jednoho proteinu, které se lisi pouze umisténim fosfatové skupiny
[84].

1.3.1.3 Imunoprecipitace

Imunoprecipitace pomoci fosfo-specifickych monoklonélnich nebo polyklonalnich pro-
tilatek patii k nejjednodussim metodam izolace fosfoproteinti [17]. Tato metoda se asto
pouziva k izolaci fosfoproteinti obsahujicich fosfotyrosin [85-87], ale pouze sporadicky
k izolaci fosfoproteintt obsahujicich fosfoserin a fosfothreonin [88]. To je ddno tim, Ze
protilatky proti fosfoserinu a fosfothreoninu ¢asto rozpoznavaji cely sekvenéni motiv ob-

klopujici fosforylovany aminokyselinovy zbytek, a jsou proto schopné imunoprecipitovat
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pouze nékteré fosfoproteiny obsahujici fosfoserinové a fosfothreoninové zbytky [89]. Na-
proti tomu protilatky proti fosfotyrosinu rozpoznavaji primarné fosfotyrosin, ackoliv i
ony mohou byt ¢astecné ovlivnény okolnimi aminokyselinami. Proto je vhodné pro imu-
noprecipitaci fosfoproteini obsahujicich fosfotyrosin pouzit nékolik rtiznych protilatek
proti fosfotyrosinu [18].

Snahy o izolaci fosfopeptidi pomoci protilatek proti fosfotyrosinu jsou velmi spora-
dické a vétsinou nebyly prilis aspésné v disledku nizké selektivity a citlivosti pouZitych
protilatek [90, 91]. Teprve neddvno byla provedena tispé$na imunoprecipitace fosfopep-

tidt pomoci novych protilatek proti fosfotyrosinu [92].

1.3.1.4 Afinitni chromatografie na oxidech kovu

Afinitni chromatografie na oxidech kovil je pouzivana pro selektivni izolaci a oboha-
ceni fosfopeptidii z komplexnich biologickych smési. Tato metoda vyuZiva vysoké afinity
fosfatovych skupin k uréitym oxidiim kovii. Schopnost oxidu titanic¢itého selektivné ad-
sorbovat organické fosfaty byla popsédna uz v roce 1990 [93], ale teprve neddvno byl
oxid titaniéity pouzit pro selektivni separaci fosforylovanych peptidii [94-96]. Predpo-
kladand interakce fosfatové skupiny s oxidem titani¢itym je na obr. 1.4 [97]. Podobné
jako u afinitni chromatografie na imobilizovanych kovovych iontech jsou fosfopeptidy
na oxid titaniéity adsorbovany v kyselém prostiedi a eluovany jsou v zasaditém pro-
stfedi. Spolu s fosfopeptidy mohou byt na oxid titanic¢ity adsorbovany i nefosforylované
peptidy. Jejich adsorpci lze omezit esterifikaci jejich karboxylovych skupin [94, 98] nebo
pouzitim kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové, ftalové nebo salicylové pii adsorpci a promy-
vani [97].

o) OH
P
o) o)
TiO, TiO,

Obr. 1.4: Vazba fosfatu na oxid titanicity [97)

Pro izolaci fosfopeptidii z proteolytickv $tépenych proteinti lze pouzit i oxid zirko-
nicity [99, 100]. Oxid zirkoniéity vykazuje vétsi selektivitu pro fosfopeptidy obsahujici
jednu fosfatovou skupinu, zatimco oxid titaniéity preferuje fosfopeptidy s vétsim po-

¢tem fosfatovych skupin [99]. Nedavno byly fosfopeptidy selektivné izolovany také na
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oxidu Zelezitém 101}, oxidu hlinitém [102], oxidu galitém [103] a oxidu niobiéném [104].
Chromatografie na jednotlivych oxidech kovii jsou komplementarni; pouZitim nékolika
riznych oxidl kovii Ize docilit izolace vice fosfopeptidil.

Ackoli se afinitni chromatografie na oxidech kovii osvédéila pro izolaci fosfopeptidii
obsahujicich fosfatové skupiny vdzané jak na serinovych, tak threoninovych tak i tyro-
sinovych zbytcich, nemusi byt vhodna pro izolaci fosfoproteinti a velkych fosfopeptidii

v diisledku stérického branéni [16].

1.3.1.5 Afinitni chromatografie na imobilizovanych kovovych iontech

Afinitni chromatografic na imobilizovanych kovovych iontech (IMAC) pfedstavuje
nejbéznéjsi metodu pro selektivni izolaci, obohaceni i separaci fosfopeptidii a fosfopro-
teinti z biologickych vzorki. Tuto metodu lze pouzit jak pro peptidy a proteiny fosfo-
rylované na serinovych a threoninovych zbytcich, tak pro peptidy a proteiny fosforylo-
vané na tyrosinovych zbytcich. IMAC je zaloZena na vysoké afinité fosfatovych skupin
proteinti k ur€itym kovovym ionttim (Zelezité, galité) imobilizovanym prostfednictvim
chelatového ligandu na inertni matrici. Chelatové ligandy uréuji mnozstvi koordinacné-
kovalentnich vazeb dostupnych pro interakci kovového iontu s fosfatovou skupinou
a ovliviiuji tak silu interakce s fosfoproteiny a fosfopeptidy. Mezi nejéastéji pouzi-
vané chelatové ligandy patfi iminodioctova kyselina (IDA) a nitrilotriocotva kyselina
(NTA). IDA vytvafi s kovovym iontem tfi koordinaéné-kovalentni vazby; zbyla tfi ko-
ordinaéni mista kovového iontu, obsazena slabé vazanou vodou, jsou dostupna pro
vazbu fosfatu (obr. 1.5 A). NTA vytvafi s kovovym iontem étyfi koordinaéné-kovalentni
vazby a pro vazbu fosfatu ziistavaji pouze dvé mista (obr. 1.5 B). Méné pouzivany li-
gand tris(karboxymethyl)ethylendiamin (TED) poskytuje pro vazbu fosfatu dokonce
jen jedno misto (obr. 1.5 C) a naopak dalsi ligand 8-hydroxychinolin (HQ) nechava pro
vazbu fosfatu étyfi mista (obr. 1.5 D) [89, 105, 106].

IMAC byla pouZita k separaci rtizné fosforylovanych forem jednoho izolovaného pro-
teinu, pfipadné peptidu, jak bylo ukdzano napf. na separaci riizné fosforylovanych forem
ovalbuminu [107], fosvitinu [108], sacharosasynthasy [109] nebo protaminu [110]. Niz-
kotlakou INIAC byly také separovany rozdilné fosforylované formy lidskych pepsinti a
pepsinogenti izolovanych ze zalude¢ni sliznice pacientt s riiznymi Zaludeénimi onemoc-
nénimi [111, 112].

INAC lze také pouZit k izolaci fosfopeptidi [113-118] a fosfoproteint [119, 120]
z komplexnich biologickych smési. Fosfopeptidy a fosfoproteiny jsou nejcastéji adsor-
bovany v kyselém prostiedi (nizké pH) na Zelezité nebo galité ionty imobilizované pies
iminodioctovou nebo nitrilotrioctovou kyselinu. Jejich desorpce lze dosahnout zvySenim
pH nebo pridavkem fosfatovych ionti, pfipadné uéinkem chelataéniho ¢inidla, které ale

uvolituje i kovové ionty [89, 105, 106]. Na imobilizované Zelezité a galité ionty mohou byt
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Obr. 1.5: Komplexy chelatovych ligandi s Zelezitymi ionty
(A) komplex iminodioctové kyseliny s Zelezitym iontem, (B) komplex nitrilotrioctové kyseliny
s Zelezitym iontem, (C) komplex tris(karboxymethyl)ethylendiaminu s Zelezitym iontem, (D)

komplex 8-hydroxychmolinu s Zelezitym iontem.

spolu s fosfopeptidy a fosfoproteiny adsorbovany také nefosforylované peptidy a pro-
teiny bohaté na zbytky asparagovych a glutamovych kyselin [110, 116-118, 121-124].
Jejich adsorpci lze omezit vhodnou volbou chromatografickych podminek [125, 126]
nebo esterifikaci volnych karboxylovych skupin |116, 121, 127]. Neddvno byly pro obo-
haceni fosfopeptidii Uisp&$né pouzity i imobilizované titanicité [128, 129] a zirkonicité
[130] ionty a pro vazbu fosfopeptidi pii fyziologickém pH byl navrZen dvojjaderny zi-
nenaty komplex oznafovany , Phos-tag® [131].

Schopnost jednotlivych imobilizovanych kovovych iont adsorbovat fosfoproteiny a
fosfopeptidy se lisi. Nékteré studie zjistily vyssi selektivitu imobilizovanych galitych
iontti pro fosfopeptidy [118] a ukdzaly, Ze na imobilizované galité ionty se adsorbuje
vice fosfoproteintt nez na imobilizované Zelezité ionty [119]. Jiné studie ale naopak uva-
déji, Ze imobilizované Zelezité ionty jsou schopny adsorbovat vice fosfope dﬁ‘nei'imrg—
bilizované galité ionty [116]. Z dalsich studii zase vyplynulo, Ze iI'l'lOIﬂ?ZQM&I]é;‘jgali{@

Tl [
ionty preferenéné obohacuji fosfopeptidy s jednou fosfatovou skupmoﬁ zatin}co,,Ze?leg".

H e’ *
of':\/
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zité ionty preferuji vice fosforylované peptidy [132], a Ze vysledky izolaci fosfopeptidfi
na jednotlivych imobilizovanych kovovych iontech jsou komplementarni [132, 133]. Vol-
bou vhodnych sorbent, optimalizaci chiromatografickych podminek pro dany vzorek
a piipadnou esterifikaci karboxylovych skupin proteini a peptidi 1ze dosdhnout vyssi

selektivity a ziskani vétsiho poctu fosforylovanych peptidi a proteinti.

1.3.1.6 Metody zaloZené na chemické derivatizaci fosfatové skupiny

Nékolik alternativnich cest purifikace a v nékterych piipadech i izolace fosfopep-
tid je zaloZeno na selektivni chemické modifikaci fosforylovanych aminokyselin. Jedna
z téchto cest zahrnuje vystaveni fosfoproteinti a fosfopeptidii silné alkalickému prosttedi,
pii kterém dochéazi k f-eliminaci fosfatii za vzniku reaktivnich dvojnych vazeb, na néz
je nasledné adovéan ethanthiol [134]. Popsany postup byl pozdg&ji modifikovén tak, aby
umoznil i specifickou izolaci ptivodné fosforylovanych peptid: fosforylované aminoky-
selinové zbytky byly substituovdny derivatem biotinu (obr. 1.6) a izolovany afinitni
chromatografii na imobilizovaném avidinu [135]. Oba popsané postupy jsou pouZitelné
pouze pro peptidy fosforylované na serinovych a threoninovych zbytcich; peptidy fosfo-
rylované na tyrosinovych zbytcich G-eliminaci nepodstupuji [134, 135]. Navic substituce
derivatem biotinu vyZaduje modifikaci reaktivnich cysteinovych zbytki oxidaci kyseli-
nou permravendi, soucasné se ovSem mohou oxidovat i methioninové a tryptofanové
zbytky. Dalsi komplikace mtize zptisobovat i piipadna O-glykosylace, kterd také snadno
podléhd f-eliminaci [135]. Nespornou vyhodou obou popsanych postupt je nahrazeni

zapornd nabité fosfatové skupiny neutralni funkéni skupinou. Nové modifikované pep-

PO 3H, CH,CH,SH
I Base cH HSCH,CH,SH é
2 [
| — I —
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Obr. 1.6: Schéma sustituce fosfatové skupiny serinového zbytku derivatem biotinu
(135]
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tidy se v porovnani s pavodnimi fosfopeptidy mnohem lépe ionizuji a také ochotnéji
fragmentuji. Navic nova funkéni skupina je dostateéné stabilni a pri fragmentaci nedo-
chézi k jejimu pfednostnimu odstépeni jako v pripadé fosfatové skupiny, coz zjednodu-
Suje detekci tandemovou hmotnostni spektrometrii a usnadiuje uréeni mista fosforylace
[17].

Dalsi postup selektivni izolace fosfopeptidii (obr. 1.7) zahrnuje nésledujici kroky.
Proteiny jsou po alkvlaci cysteini Stépeny specifickou proteasou. Aminoskupiny vznik-
Iych peptidi jsou zablokovany terc-butyloxy-karbonylovou skupinou a karboxylové a
fostatové skupiny jsou poté derivatizovany amidaci. Fosfatové skupiny jsou nasledné
regenerovany kyselou hydrolyzou fosforamidatovych vazeb. Pfebytecny amin je odstra-
nén promytim peptidi na reverzni fazi. Poté jsou fostatové skupiny modifikovany kon-
denzaci s cystaminem. Nasledna redukee disulfidové vazby uvnitf cystaminu generuje
volnou sulfhydrylovou skupinu na kazdou fosfatovou skupinu fosfopeptidi. Prebytek
cystaminu, redukéniho ¢inidla a vedlejsich produktii reakce je odstranén promytim
peptidii na reverzni fazi. Modifikované fosfopeptidy jsou nasledné zachyceny na sor-

bentu s imobilizovanou jodacetylovou skupinou a po promyti jsou uvolnény rozstépe-

1B 0 C m N C =NHC,H,OH

Obr. 1.7: Schématické znazornéni strategie selektivni izolace fosfopeptidu [136]
Detaily jsou uvedeny v textu. tBoc — terc-butyloxy-karbonylovd skupina, EDC - N,N’-
dimethylaminopropylethylkarbodiimid hydrochlorid, TFA - trifluoroctova kyselina, DTT -

dithiothreitol.
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nim fosforamidéatové vazby kyselinou trifluoroctovou, ktera zaroven odstranuje chranici
terc-butyloxy-karbonylovou skupinu 1136].

Oba uvedené postupy izolace fosfopeptidi se skladaji z celé fady chemickych reakeci
a Cisticich krokt, z nichZ kazdy predstavuje nezanedbatelné ztraty. Dostatecné velké
mnozZstvi vzorku je tedy obecnym pozadavkem piistupu zalozeného na chemické de-
rivatizaci fosfatové skupiny, coz zatim umoziuje detekci a identifikaci pouze hojné se

vyskytujicich fosfopeptidi/fosfoproteinii [17, 73].

1.3.2 Detekce fosfopeptida a fosfoproteina po elektroforetické

separaci

1.3.2.1 Radioaktivni znaédeni

Klasicky pristup detekce fosforylace spoéiva v inkorporaci radioaktivné znaceného
fosfatu do fosfoproteini. In vivo znaéeni proteinti zahrnuje inkubaci celych organismii,

[*?P]fosfatem. Dalsim krokem je pak separace proteini z lyzova-

bunék nebo tkani s
nych bunék SDS-polyakrylamidovou gelovou elektroforézou nebo dvourozmérnou gelo-
vou elektroforézou a detekece fosforylace autoradiografii nebo ,Phosphorlmager” systé-
mem |20, 72, 137]. Tato metoda je velmi citlivd, ale jeji pouziti je omezeno na orga-
nismy a bunky, které jsou schopny radioaktivni znaéku inkorporovat v priibéhu ristu
[20]. Navic znaceni 32P nemusi byt piili§ efektivni v disledku vysokych koncentraci
neradioaktivniho endogenniho ATP a ackoliv mnoho fosfoproteini miize byt vizuali-
zovano autoradiografil, nemusi byt pritomny v mnozstvi dostateéné velkém pro jejich
identifikaci [72].

In vitro znadeni zahrnuje inkubaci proteini s proteinkinasami a [y—3?P]ATP, slou-
zicimu jako donor fosfatové skupiny. Pokud je ale protein jiz plné fosforylovan in vivo,
k navazani dalsi fosfatové skupiny uz nedojde a fosforylace tohoto proteinu nebude
detegovana [20]. Fosforylace zjisténd pomoci in vitro znaceni nemusi byt fyziologicky

relevantni, je t¥eba ji ovéfit in vivo [20, 72].

1.3.2.2 Detekce pomoci fosfo-specifickych protilatek

K detekci fosfoproteini lze pouzit protilatky, které rozpoznavaji fosforylované ami-
nokyselinové zbytky. Proteiny jsou nejprve separovany SDS-polyakrylamidovou elektro-
forézou, dvourozmérnou gelovou elektroforézou nebo izoelektrickou fokusaci a fosfopro-
teiny jsou nasledné detegovany pomoci protilatek proti fosfoserinu, fosfothreoninu nebo
fosfotyrosinu 190, 137-139]. V soucasnosti je komeréné dostupné celd fada kvalitnich
protilatek zejména proti fosfotyrosinu. Nicméné protilatky, které specificky rozeznavaji
fosfoserin a fosfothreonin, jsou citlivé na aminokyselinovou sekvenci obklopujici fos-

forylovany aminokyselinovy zbytek, a proto nejsou schopny univerzalni detekce vSech
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proteinti fosforylovanych na serinovych a threoninovych zbytcich. Proto je tato me-
toda pouzivana hlavné pro detekci proteinii fosforylovanych na tyrosinovych zbytcich
(72, 140].

Pomoci polyklonalnich protilatek proti fosfoserinu, fosfothreoninu a fosfotyrosinu
byla v molekulach lidskych pepsinogenti separovanych izoelektrickou fokusaci detego-
vana jedna fosfatové skupina v molekule pepsinogenu C a nejméné jedna v molekule

pepsinogenu A [69].

1.3.2.3 Detekce fosfoproteinu a fosfopeptidti pouzitim fosfatas

Fosfatasy hydrolyticky odstépuji fosfatové skupiny fosfoproteinti. Defosforylace pro-
teini vede ke zméné jejich izoelektrického bodu a molekulové hmotnosti, tedy i ke zméné
migraéniho chovani béhem dvourozmérné elektroforézy. Toho lze vyuZit k rozliSeni fos-
forylovanych a nefosforylovanych forem proteinti. Pokud je éast proteinového vzorku
separovana dvourozmérnou elektroforézou pfimo a druha ¢ast aZ po defosforylaci, 1ze
porovnanim obou elektroforeogrami detegovat fosforylované proteiny [141]. Pro de-
tekcl zmén v migraénim chovanim proteint po jejich defosforylaci fosfatasou lze pouZit
i technologii diferenéni gelové elektroforézy, kterd umoziiuje detekci fosforylovanych a
defosforylovanych proteint v jednom gelu [142].

Zmeéna vlastnosti proteint, respektive peptidi, po jejich defosforylaci byla vyuzita i
pri detekcei fosfatovych skupin v lidskych pepsinogenech izolovanych ze Zaludeéni sliznice
pacient trpicich rakovinou Zaludku. Cést pepsinogenti byla po proteolytickém §tépeni
separovana RP-HPLC* a kapilarni zdnovou elektroforézou, druha ¢ast byla nejprve
defosforylovana kyselou fosfatasou z brambor, poté Stépena a separovana RP-HPLC
a kapilarni zénovou elektroforézou. Porovnanim elektroforetickych zaznami pak byla
detegovana jedna fosfatova skupina v molekule lidského pepsinogenu A a dvé fosfatové

skupiny v molekule lidského pepsinogenu C [68].

1.3.3 Detekce a identifikace fosfopeptidii a fosfoproteintt po-

moci hmotnostni spektrometrie

K detekci a hlavné k identifikaci fosfopeptidii a fosfoproteinii a uréeni mista fosfo-
rylace je dnes témér vyhradné pouZivana hmotnostni spektrometrie (MS). MS posky-
tuje informaci o molekulové hmotnosti proteint a peptidt. Fosforylaci proteintt dochazi
ke zvySeni jejich molekulové hmotnosti; navazani kazdé fosfatové skupiny na serinovy,
threoninovy nebo tyrosinovy zbytek vede ke zvyseni molekulové hmotnosti o 80 hmot-
nostnich jednotek, tzv. Daltoni (Da). Zméfeni molekulové hmotnosti intaktniho fos-

foproteinu v kombinaci se znalosti molekulové hmotnosti nemodifikovaného proteinu

* ;reverse phase high performance liquid chromatography“
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¢i defosforylaci fosfatasou umoziuje uréeni primérného poétu fosfatt navazanych na
polypeptidovy tetézec. Pro ziskani pfesnéjsich informaci je nutné protein podrobit pro-
teolyze a pracovat s jeho fragmenty — peptidy [17].

K identifikaci proteinti a fosfoproteinti pomoci peptidového mapovani je dnes isp&3né
pouzivana technika MALDI-TOF MS (,,matrix-assisted laser desorption ionisation-
time-of-flight mass spectrometry®). Protein je nejprve proteolyticky rozstépen na smés
peptidii, kterd je analyzovana MALDI-TOF MS. Pomoci porovnéni experimentalné na-
meérené peptidové mapy s teoretickymi peptidovymi mapami vSech proteini v databéazi
(napt. Swiss-Prot, SIB. Zeneva. Svycarsko) je protein nasledné identifikovan. K identi-
fikaci fosfopeptidi lze pouZit porovnani peptidovych map pifed a po reakci s alkalickou
fosfatasou. Fosfopeptid lze identifikovat na zakladé charakteristického posunu, ktery
je nasledkem ztraty fosfatu/fosfati zptsobené alkalickou fosfatasou. Podet fosfatovych
skupin navazanych na pavodnim fosforylovaném peptidu lze ur¢it z rozdilu hmotnosti
fosfopeptidu a jeho defosforylovaného analogu; ztrata kazdého fosfatu zpusobuje pokles
hmotnosti peptidu o 80 Da [133, 143-146).

Technika MALDI-TOF MS také nékdy umoziiuje rozlisit mezi fosforylaci na serinu
nebo threoninu a fosforylaci na tyrosinu. Pii méreni v rezimu kladnych iontt mohou
peptidy fosforylované na serinovych a threoninovych zbytcich vykazovat vyznamnou
ztratu neutralni molekuly H3PO, (ztrata 98 Da) a v mnohem mensi mife také ztratu
HPOj3 (ztrata 80 Da). Naproti tomu peptidy fosforylované na tyrosinovych zbytcich
vykazuji vyhradné ztratu HPOs, coz je zptisobeno vyssi stabilitou aromatického kruhu
fosfotyrosinu. Rozdilna fragmentace peptidt fosforylovanych na tyrosinovych zbytcich
umoziiuje jejich odlideni od peptidi fosforylovanych na serinovych a threoninovych zbyt-
cich [147, 148].

Detekei a identifikaci fosfopeptidi pomoci MALDI-TOF MS mtize komplikovat po-
tladeni jejich ionizace pritomnymi nefosforylovanymi peptidy a obecné slaba ionizace
fosfopeptidii pfi méfeni v reZzimu kladnych ionti. Disledkem toho je, Ze signdly fos-
fopeptidid mohou byt v naméfenych MS spektrech velmi slabé nebo nejsou viibec za-
znamenany. Pro piekonani tohoto problému se osvéddéilo fosfopeptidy nejprve izolovat
afinitni chromatografii na imobilizovanych kovovych iontech nebo afinitni chromatogra-
fif na oxidech kovil a teprve poté je analyzovat MALDI-TOF MS [97, 98, 145, 149].
Ionizaci fosfopeptidl lze také mirné zlepsit pouZitim 2,5-dihydroxybenzoové kyseliny
jako MALDI matrice [150] nebo ptidavkem kyseliny fosforeéné [151], alkylfosfonovych
kyselin [152] nebo amonnjch soli [153] do MALDI matrice.

Spojeni MALDI s tandemovym hmotnostnim spektrometrem, jako je TOF-TOF,
kvadrupdl-TOF nebo iontova past, umoziuje nejenom detekei a identifikaci fosfopep-
tid{ po jejich izolaci afinitni chromatografii ale také naslednou lokalizaci mist fosforylace

zaloZenou na MS/MS sekvenovani [98, 124, 150, 154]. Tandemové hmotnostni spektro-
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metry umoznuji provést fragmentaci vybranych peptidovych ionti kolizné indukovanou
disociaci. Fosfopeptidy pii fragmentaci produkuji nejenom sekvenéné specifické frag-
menty ale také fragmenty, které jsou specifické pro fosfatové skupiny. P¥i méfeni v re-
Zzimu zapornych iontl fosfopeptidy poskytuji charakteristické fragmentové ionty PO,
(m/z 79) a PO, (m/z 63), coz dovoluje jejich vysoce specifickou detekci pomoci skenu
rodicovského iontu 1155, 156]. Pfi méfeni v rezimu kladnych iontt peptidy fosforylo-
vané na serinovych a tyrosinovych zbytcich vykazuji ztratu HzPO, (ztrata 98 Da);
v MS/MS spektru je pak obvykle zaznamenan velmi intenzivni ion odpovidajici ztraté
98 Da. MS/MS spektrum zéaroveil poskytuje informace o lokalizaci fosforylace. Pivodni
fosfoserin je pak v peptidu identifikovan jako dehydroalanin a ptivodni fosfothreonin
jako dehydroamino-2-méaselna kyselina |98, 154, 157]. Peptidy fosforylované na tyro-
sinovych zbytcich pfi fragmentaci sice nevykazuji ztratu HzPOy, ale v jejich MS/MS
spektrech, naméfenych v rezimu kladnych iontd, lze nalézt charakteristicky imoniovy

ion (m/z 216,043) [158].
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2. Cil prace

Cilem predkladané dizertaéni prace bylo vypracovani vhodného metodického pii-
stupu pro studium fosfoproteinii se zamérenim na lidské Zaludeéni aspartatové proteasy
(pepsiny). Tyto proteiny jsou charakterizovany vyssim obsahem kyselych aminokyse-
linovych zbytkid, a proto nelze na tyto proteiny dosud popsané metody pro izolaci a
separaci fosfoproteinti a fosfopeptidi jednoduse aplikovat. Pozornost jsme proto zameé-
fili zejména na vypracovani metod pro selektivni separaci takovychto fosfoproteini a

fosfopeptidi pomoci afimitni chromatografie. K feSeni tohoto tkolu bylo potfeba:

® Porovnat schopnosti nékolika HP-IMAC sorbent, lisicich se inertni matrici, chela-
tovymi ligandy a imobilizovanymi kovovymi ionty, separovat nativni fosfoproteiny

(modelové fosfoproteiny: praseéi pepsin A, kufeci ovalbumin)

® Na vybranych HP-IMAC sorbentech separovat fosforylované a nefosforylované formy

lidskych pepsint

® Vypracovat metody separace fosfopeptidii z proteolyticky rozstépenych pepsinti na
INAC sorbentech a na oxidu titani¢itém a ovéfit mista fosforylace pomoci MALDI-
TOF/TOF MS (modelovy protein: praseéi pepsin A)

® Pouzit ndmi vypracovanou metodu pro separaci fosfopeptidi z proteolyticky roz-
stépenych proteini lidské Zaludecni tavy a identifikovat fosforylaéni mista téchto

proteini, zejména pepsini
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3. Experimentalni c¢ast

3.1 Chemikalie

Prase¢i pepsin A (EC 3.4.23.1), kufeci ovalbumin, hovézi hemoglobin, kysel4 fos-
fatasa z brambor (EC 3.1.3.2), chlorid Zelezity, dusi¢nan Zelezity, chlorid gality, dusié-
nan gality, uranyl octan, hydrogenfosforetnan amonny, hydroxid amonny, dimethylamin
hydrochlorid, HCl v methanolu, isopropylamin, ethylamin, 1-ethyl-3-(3-dimethylamino-
propyl)karbodiimid, kyselina 2-(N-morfolin)ethansulfonova (MES), kyselina N-(2-hydro-
xyethyl)piperazin-N'-2-ethansulfonova (HEPES), acetonitril (ACN). kyselina trifluoroc-
tovd (TFA), mocovina, hydrogenuhli¢itan amonny, a-chymotrypsin z hovéziho 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 Hrubym (Ustav makromolekularni chemie, Akademie véd, Ceska repub-
lika). BCA'™™ Protein Assay Reagent A, roztok hovéziho sérového albuminu o kon-
centraci 2 mg/ml (standard pro stanoveni proteini) a Phosphoprotein Phosphate Es-
timation Assay Kit byly zakoupeny od Pierce (Rockford, IL, USA). Kyselina 2,5-
dihydroxybenzoova, kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova, 2,5-dihydroxyacetofenon a
MALDI kalibra¢ni standardy ,,Peptide Calibration Standard“ a ,Protein Calibration
Standard I byly potizeny od Bruker Daltonics (Bremen, Némecko). Ostatni chemikalie
byly od IPL (Uhersky Brod, Ceska republika).

Sorbenty MA-BP a MA-HQ byly vyrobeny Dr. Martinem Hrubym a Dr. Milanem J.
Benesem (Ustav makromolekuléarni chemie, Akademie v&d, Ceska republika) a byly na-
plnény do HPLC kolon (250 mm x 4 mm I.D.) firmou Labio (Praha, Ceské republika).
Kolona POROS MC20 (100 mm x 4,6 mm 1.D.) byla ziskdana od Applied Biosystems
(Foster City, CA, USA). Spi¢ky obsahujici C18 fazi (PerfectPure C18 Tip) byly zakou-
peny od Eppendorf (Hamburg, Némecko) a 3pic¢ky TopTip IMAC (Fe**), TopTip IMAC
(Ga*) a Toptip TiO, od Glygen (Columbia, VA, USA).

3.2 Pristroje

Chromatografickd méreni na kolonach POROS MC20 a MA-BP byla provadéna na
IIPLC systému od firmy Ecom (Praha, Ceska republika) nebo Dionex (Sunnyvale, CA,
USA). HPLC systém od firmy Ecom se softwarem Clarity (DataApex, Praha, Ceskd
republika) byl vybaven dvéma cerpadly LCP 4000, dynamickou sméSovaci komorou,
autosamplerem AS54 a UV/VIS spektrometrem LCD 2084 (280 nm) a byl doplnén
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shéracem frakei Fraction Collector 2110 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

Dionex Summit HPLC systém s Chromeleon softwarem (Dionex, Sunnyvale, CA,
USA) byl vybaven gradientovou pumpou umoziiujici az kvartérni gradient, termosta-
tovanym automatickym déavkovacem, kolonovym termostatem, detektorem s diodovym
polem, pH detektorem a shéracem frakci. Teplota kolony byla udrZovdna na 25 °C a
absorbance efluentu byla monitorovana pifi 280 nm, 220 mmn a 214 nm.

Spektrofotometrickd méreni byla provadéna na piistroji Multiscan Microplate Rea-
der MCC/340 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). K temperovani byla po-
uzivana vodni lazeti Julabo [HE-4 (JULABO Labortechnik, Seelbach, Némecko), Accu-
Block Digital Dry Bath (Labnet International, Oakham, Rutland, UK) a Incubator
with Orbital Shaker SI50 (Stuart Scientific, Stone, Staffordshire, UK). K odstiedo-
vani byla vyuZivana centrifuga s chlazenim 5415R (Eppendorf, Hamburg, Némecko).
K odpafovani byla pouZita vakuova odparka Eppendorf Concentrator 5301 (Eppen-
dorf, Hamburg, Némecko).

Analyza proteinovych a peptidovych vzorkt byla provadéna na hmotnostnim spek-
trometru Autoflex II TOF/TOF systému (Bruker Daltonics, Bremen, Némecko) s vy-
uzitim AnchorChip ocelového terciku nebo standardniho ocelového teréiku ,,NTP 384
massive target T“, oba s 384 pozicemi (Bruker Daltonics, Bremen, Némecko).

Pouzivana voda byla pfipravena Milli-Q systémem (Millipore Corporation, Billerica,
MA, USA). Roztoky a pufry byly pied pouzitim prefiltrovany pies 0,2 jun membranové
filtry z nitratu celulosy (Whatman, Maidstone, Kent, UK) na vakuové filtra¢ni apara-
tufe (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Vzorky byly pfed aplikaci na kolony pie-
filtrovany pfes filtracéni nastavce Puradisc s PTFE (polytetrafluorethylen) membranou

o velikosti péri 0,45 pm (Whatman, Maidstone, Kent, UK).

3.3 Metody pouzité ke studiu proteinti

3.3.1 Vzorky

Resekované ¢asti zaludkt, ziskané na 1. chirurgické klinice 1. LF UK v Praze,
byly promyty 50 mM Tris pufrem pH 7,2 a jednotlivé ¢asti byly rozdéleny do néko-
lika prouzkii. Oddélena sliznice byla homogenizoviana v 50 mM Tris pufru pH 7,2 (1 g
tkdané na 4 ml pufru). Homogenat byl centrifugovan 60 min pii 400 g za teploty 4 °C.
Supernatant byl dlouhodobé uchovavan ve zmrazeném stavu pii —18 °C.

Lidska Zalude¢ni §tava, ziskana na 4. interni klinice 1. LF UK v Praze, byla lyofili-

zovana a uchovavana dlouhodobé pii -18 °C.
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3.3.2 IMAC

3.3.2.1 Interakce praseciho pepsinu A s chelatovymi ligandy kovalentné

vazanymi na polymerni matrici

Kolony MA-BP, MA-HQ a POROS MC20 (bez kovovych iontl1) byly ekvilibrovany
0,1% kyselinou octovou nebo 50 mM octanovym pufrem pH 4,0 nebo 0,1% kyselinou
octovou s pfidavkem NaCl (1 M) nebo 50 mM octanovym pufrem pH 4,0 s pfidavkem
NaCl (1 M). Po aplikaci 200 gl roztoku praseéiho pepsinu A (1 mg/ml adsorpéniho
pufru) byly kolony promyty adsorpénim pufrem. Navazany pepsin byl eluovan 200 mM
fosfatovym pufrem pH 7,2. Na koloné MA-HQ byl zkoumén vliv jesté nasledujicich
pufrit na adsorpci a desorpci prasec¢iho pepsinu A: 50 mM octanovy pufr pH 3,5 — 6,0
obsahujici 0 — 1 M NaCl: 50 mM fosfore¢nanovy pufr pH 5,6 a 6.0 obsahujici 0 nebo 1 M
NaCl; 50 mM octanovy pufr pH 6,0 obsahujici 20 mM N-acetyl-L-fenylalanyl-3,5-dijod-
L-tyrosin. Byly odebirany 0,5 — 1 ml frakce, v nichZ byl stanovoven stanoven obsah
proteinu (viz kap. 3.3.6.1) a proteolyticka aktivita pepsinu (viz kap. 3.3.6.2). Neni-li

uvedeno jinak, pratokova rychlost byla 0,5 ml/min.

3.3.2.2 Syceni kolon Fe?*, Ga’* a UO2" ionty

Kolona naplnénad MA-BP sorbentem byla promyta 60 ml vody. Sorbent byl poté
nasycen 60 ml 100 mM dusi¢nanu Zelezitého obsahujiciho 2 M octan amonny nebo
60 ml 100 mM dusi¢nanu galitého nebo 60 ml 150 mM uranyl octanu. K odstranéni
nenavazanych nebo slabé vazanych iont byl sorbent promyt 60 ml vody a 60 ml 0,5 M
NaCl.

Syceni kolony POROS MC20 bylo provedeno podle instrukei vyrobce. KKolona byla
postupné promyta 35 ml vody, 35 ml 50 mM disodné soli kyseliny ethylendiamintetra-
octové (EDTA-Na,y) obsahujici 1 M NaCl a znovu 35 ml vody. Sorbent byl poté nasycen
50 ml 100 mM chloridu Zelezitého 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 Postup pri IMAC

Obecny postup zahrnoval nasledujici kroky:
" promyti adsorpénim pufrem
" aplikace vzorku (200 )
= vymyti neadsorbovanych latek adsorpénim pufrem
= desorpce eluénim pufrem (linearni gradient nebo izokraticky)
Byly pouzity nésledujici roztoky a pufry: 0,1% kyselina octova obsahujici 0 — 1 M
NaCl, 50 mM octanovy pufr pH 4,0 — 6.0 obsahujici 0 — 1 M NaCl nebo 0 — 100 mM
NaH,PO,, 200 mM fosforeénanovy pufr pH 3,0, 4,0, 6,0 a 7,2, 25 mM Tris pufr pH 7,2,
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50 mM MES pH 7,2, 200 mM uhlié¢itanovy pufr pH 10,7, 50 mM EDTA-Na, obsahujici
1 M NaCl. Priitokova rychlost byla 0,5 ml/min. Byly odebirdany 0,5 ml frakce, v nichz
byl stanoven obsah proteinu (viz kap. 3.3.6.1), pfipadné proteolyticka aktivita (viz kap.
3.3.6.2). Obsah proteinii stanoveny v odebiranych frakcich byl pouZit k vypoéteni vy-
tézku (,recovery“). Vytézek byl uréen jako mmozstvi eluovaného proteinu vyjadieného

v procentech mnozZstvi aplikovaného proteinu.

3.3.2.4 Stanoveni kapacity sorbentu pro praseci pepsin A

Roztok pepsinu v 0,1% kyseling octové (1 mg/ml) byl aplikovdn na kolonu tak
dlouho, nez bylo dosazeno jejiho iiplného nasyceni (proteolytické aktivita a koncentrace
pepsinu v odebiranych frakcich vykazovaly konstantni hodnotu). Sorbent byl promyt
0.1% kyselinou octovou a pepsin byl eluovan 200 mM fosforeénanovym pufrem pH 7,2.
V eludtu byl stanoven obsah pepsinu (viz kap. 3.3.6.1). Kapacita byla vyjadiena v mi-

ligramech pepsinu adsorbovaného na 1 ml sorbentu.

3.3.3 Iontové vyménna chromatografie na HEMA-BIO 1000
DEAE

Supernatant ziskany centrifugaci homogenatu lidské Zaludedni sliznice byl prefiltro-
van pfes PTFE membranu s velikosti pért 0,45 jim. Aby doslo k aktivaci pepsinogenti
na pepsiny, bylo pH homogenatu upraveno 1 M HCI na hodnotu 3 a roztok byl inkubo-
véan pies noc pii 5 °C. Poté byl roztok dvakrat ziedén 20 mM octanovym pufrem pH 4,0.
Takto upraveny vzorek (10 ml) byl aplikovan na kolonu HEMA-BIO 1000 DEAE.

Lyofilizat lidské Zaludeéni §tavy byl rozpustén v 20 mM octanovém pufru pH 4,0 a
prefiltrovian pres PTFE membréanu s velikosti pért 0,45 jum. Takto pfipraveny roztok
(20 ml) byl aplikovan na kolonu HEMA-BIO 1000 DEAE.

Kolona Bio-Spin (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) byla naplnéna 0,5 ml sorbentu
HEMA-BIO 1000 DEAE (Tessek, Praha, Cesk4 republika) a byla postupné promyta
50 ml vody, 30 ml 20 mM octanového pufru pH 4,0, 30 ml 20 mM octanového pufru
pH 4,0 obsahujiciho 1 M NaCl a nakonec byla ekvilibrovana 50 ml 20 mM octanového
pufru pH 4,0. Poté byl na kolonu nanesen vzorek (10 ml aktivovaného homogenatu
nebo 20 ml §tavy) a kolona byla promyta 20 ml 20 mM octanového pufru pH 4,0. Eluce
pepsintt byla provedena 3 — 4 ml 20 mM octanového pufru pH 4,0 obsahujiciho 1 M
NaCl. Eluét byl dialyzovan 1 x 2 hod proti vodé, 3 x 2 hod a 1 x 12 hod proti 10 mM
HEPES pH 7,4.
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3.3.4 Modifikace karboxylovych skupin prasec¢iho pepsinu A

3.3.4.1 Amidace pepsinu s dimethylaminem, ethylaminem a isopropylami-
nem [159]

K roztoku pepsinu v 200 mM MES pH 5,5 (4 mg/6 ml) byl ptidan piebytek dimethy-
lamin hydrochloridu (0,24 mmol) nebo isopropylaminu (1,42 mmol) nebo ethylaminu
(1,42 mmol). Po pfidani 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidu (354 pl) byl
roztok zi'edén vodou na 8 ml a inkubovan 6 hod pii 4 °C. Reakce byla ukonéena prida-
nim 100 mNM octanového pufru pH 5,0 (8 ml). Roztok pepsinu byl nasledné dialyzovan
3 x 2 hod a1 x 12 hod proti 0,1% kyseliné octové pii 4 °C. Vysledek modifikace

pepsinu byl vyhodnocen pomoci NJALDI-TOF MIS.

3.3.4.2 Esterifikace pepsinu HCI v methanolu [121]

K pepsinu (0.5 mg) byla priddna 4 M HCI v methanolu (1,5 ml) a smés byla inku-
bovana 3 hod pii 25 °C. Poté byl roztok pepsinu odpaten do sucha na vakuové odparce

a odparck byl rozpustén v 0.1% kyseliné octové (2 ml). Vysledek modifikace pepsinu
byl vyhodnocen pomoci MALDI-TOF MNIS.

3.3.4.3 Esterifikace pepsinu diazomethanem 160, 161]

K roztoku pepsinu v 10 mM HEPES pH 7,4 (4 mg/4 ml) byl pfidavéan cerstvé pfipra-
veny roztok diazomethanu v etheru (zZluty) tak dlouho, dokud dochézelo k odbarvovani
etherového roztoku diazomethanu. Poté byla vodna faze obsahujici pepsin oddélena a
dialyzovdna 3 x 2 hod a 1 x 12 hod proti 0,1% kyseliné octové pti 4 °C. Vysledek

modifikace pepsinu byl vyhodnocen pomoci MALDI-TOF MS.

3.3.5 Defosforylace prase¢iho pepsinu A

Modifikovand mectoda popsand Martinem a kol. |162] byla pouZita pro defosforylaci
pepsinu. Roztok pepsinu v 10 mM octanovém pufru pH 5,5 obsahujicim 20 mM MgCl,
(10 mg/10 ml) byl inkubovén s kyselou fosfatdzou z brambor (1 mg) 24 hod pii 37 °C
za neustdlého michani. Poté byl roztok dialyzovan 3 x 2 hod a1 x 12 hod proti 50 mM

octanovému pufru pH 4,0.

3.3.6 Analytické metody

3.3.6.1 Stanoveni koncentrace proteini

Koncentrace proteint byla stanovena BCA metodou [163]. Toto stanovent je zaloZeno
na reakeci peptidové vazby s Cu?*t jonty v alkalickém prostiedi za vzniku Cu* ionti,

které nasledné tvori s BCA purpurové zbarvené komplexy. Pro sestrojeni kalibra¢ni
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pifmky byly pouZity roztoky hovéziho sérového albuminu o zndmé koncentraci (7,8 —
500 peg/ml).
Roztoky:

= roztok A: BCATM Protein Assay Reagent A

= roztok B: 4% CuSO,

® roztok AB: smés roztoku A a roztoku B v poméru 50:1

® standardy: roztoky hovéziho sérového albuminu o zndmé koncentraci
Provedeni v mikrotitraéni desticce (stanoveni se provadi v duplikatu):

® do jamky se napipetuje 40 1 vzorku nebo standardu o zndmé koncentraci

® prida se 200 g roztoku AB

® desticka se promicha na tfepacce a inkubuje 30 min p#i 60 °C

® zméfi se absorbance pii 540 nm

3.3.6.2 Stanoveni proteolytické aktivity pepsinu

Proteolyticka aktivita pepsinu byla stanovena modifikovanou metodou dle Ansona a
Mirského [164]. Tato metoda je zaloZena na $tépeni hovéziho hemoglobinu pepsinem za
vzniku peptidi, jejichZ mnozZstvi je pfimo tmérné aktivité pepsinu a stanovuje se BCA
metodou po vysrazeni nerozstépeného hemoglobinu a pepsinu trichloroctovou kyselinou
(TCA). Proteolyticka aktivita byla vyjadfena v jednotkach PU. 1 PU je takové mnoZstvi
enzymu, které preméni za 1 min pii pH 2 a 37 °C takové mnozstvi hemoglobinu na
peptidy, Ze uvolnéné peptidy zptisobi zménu absorbance AAzyp 0o 0,001, méifeno BCA
metodou.

Roztoky:

= yoztok hemoglobinu: 20 ml 2,5% roztoku hemoglobinu a 5 ml 0,3 M HCI

= 0,3 M TCA

» roztok AB: smés BCATM Protein Assay Reagent A a 4% CuSO, v poméru 50:1
Provedeni:

= 250 pd roztoku hemoglobinu se napipetuje do mikrozkumavky a roztok se necha

10 min temperovat ve vodni lazni pii 37 °C

= k roztoku se pfida 50 pl vzorku

® piesné po 10 min se reakce zastavi 500 pl 0,3 M TCA

= po daldich 5 min se mikrozkumavka vynda z ldzné a nechd se 15 min odstiedovat

na centrifuze rychlosti 12 000 otacek za min

® stanoveni obsahu peptidl v supernatantu BCA metodou v mikrotitraéni desticce

(stanoveni se provadi v duplikatu):
o do jamky se napipetuje 20 pl supernatantu
o prida se 200 yl roztoku AB

o desti¢ka se promicha na tfepacce a inkubuje 30 min pii 60 °C
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o zméii se absorbance pii 540 nm

3.3.6.3 Stanoveni obsahu fosforu

Obsah fosforu v pepsinu byl stanoven pomoci ,Phosphoprotein Phosphate Esti-
mation Assay Kit“. Toto stanoveni je zaloZeno na alkalické hydrolyze fosfatovych sku-
pin ze serinovych a threoninovych zbytkt fosfoproteint a na kvantifikaci uvolnéného
fosfatu pomoci malachitové zelené a molybdenanu amonného.

Roztoky:

= 2.0 M NaOH

= 47 M HCI

= fosfatovy reagent: smés roztoku molybdenanu amonného a roztoku malachitové

zelené v poméru 1:3

® standardy: roztoky fosvitinu o znamé koncentraci a znaimém mnozstvi fosforu
Provedeni v mikrotitraéni destiéce (stanoveni se provadi v triplikatu):

® do jamky se napipetuje 50 pl vzorku nebo standardu o znamé koncentraci a zna-

mém mnozstvi fosforu

® piida se 50 gl 2,0 M NaOH

® desticka se promicha na tiepacce a inkubuje 30 min pfi 65 °C

= piida se 50 yd 4,7 M 11C1 a desticka se promicha

® piidé se 50 pl fosfatového reagentu

® desticka se promicha a inkubuje 30 min pii laboratorni teploté

= zméii se absorbance pii 650 nm

3.4 Metody pouzité k analyze peptidt

3.4.1 Stépeni pepsinu a-chymotrypsinem

Roztoky:
® roztok A: 1,6 M hydrogenuhli¢itan amonny obsahujici 7 M mocovinu
® roztok B: 0,45 M dithiotreitol
® roztok C: 0,1 M jodacetamid
® a-chymotrypsin o koncentraci 1 mg/ml
Postup:
® do mikrozkumavky se napipetuje 500 sl roztoku pepsinu o koncentraci 1 mg/ml
a pH roztoku se upravi roztokem A na 7,5 — 8,0
= piidéd se 10 ul roztoku B, smés se zamicha a inkubuje 25 min pii 50 °C
= smés se necha vychladnout na laboratorni teplotu

= piida se 10 yd roztoku C, smés se zamicha a inkubuje 10 min pii laboratorni
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teploté
® do smési se pridad 50 pl roztoku a-chymotrypsinu o koncentraci 1 mg/ml (pomér
pepsin : a-chymotrypsin je 10:1) a smés se inkubuje za stalého michani 18 hod
pii 37 °C
= reakce je ukoncena okyselenim roztoku na pH 4 TFA
Slepy pokus byl proveden uplné stejnym zptisobem, pouze misto pepsinu byl pouZit

samotny pufr; takto byly ziskany autolytické stépy a-chymotrypsinu.

3.4.2 Precisténi a odsoleni peptidi na Spickach s C18 fazi

Oznaceni $picek: PerfectPure C18 Tip
Roztoky:
® roztok A: 50% ACN
= roztok B: 0,1% TFA
= yoztok C: 0,1% TFA obsahujici 50% ACN
Postup — spicka se postupné promyje:
10 x 10 gl roztoku A
10 x 10 pl roztoku B
10 x 10 pl vzorku
10 x 10 yd roztoku B
® 1 x 4 pul roztoku C (eluce)
Eluét byl podroben MALDI-TOF/TOF MS analyze.

3.4.3 Izolace fosfopeptidu na sSpickach s TiO,

Oznaceni spicek: TopTip TiO,
Roztoky:
® adsorpéni roztok: 5% TFA obsahujici 80% ACN
® cluéni roztoky: 5 mM amoniak pH 10,5; 200 mM hydrogenfosfore¢nan amonny
pH 7,9
Postup — $picka se postupné promyje:
= 10 x 10 s adsorpéniho roztoku
® 10 x 10 ul vzorku (proteiny roz§tépené a-chymotrypsinem)
®= 10 x 10 pl adsorpéniho roztoku
® eluce: 3 x 5 pil eluéniho roztoku
Eluaty byly podrobeny MALDI-TOF/TOF MS analyze.
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3.4.4 Izolace fosfopeptidii na sSpickach se sorbenty obsahuji-

cimi imobilizované Fe?" nebo Ga’" ionty

Oznadeni $pi¢ek: TopTip IMAC (Ga®**) a TopTip IMAC (Fe3*)
Roztoky:
® adsorpéni roztoky: 0,1% kyselina octové; 0,1% kyselina octova obsahujici 1 M
NaCl
® elucni roztoky: 5 mM amoniak pH 10,5; 200 mM fosfore¢nanovy pufr (Na*) pH 7,2;
200 mM hydrogenfosforeénan amonny pH 7,9
Postup — $picka se postupné promyje:
= 5 x 20 pl adsorpéniho roztoku
® 5 x 20 s vzorku (proteiny roz$tépené a-chymotrypsinem)
5 x 20 pl adsorpéniho roztoku
® eluce: 3 x 5 yd eluéniho roztoku
Eluaty byly podrobeny MALDI-TOF/TOF MS analyze.

3.4.5 Izolace fosfopeptidii na HPLC sorbentu obsahujicim imo-

bilizované Fe3* ionty

Oznaceni kolony: POROS MC20-Fe3*
Roztoky:
® adsorpéni roztok: 0,1% kyselina octova
® eludni roztoky: 5 mM amoniak, pH 10,5; 200 mM fosfore¢nanovy pufr (Na*)
pH 7,2; 200 mM hydrogenfosfore¢nan amonny pH 7,9
Postup:
® ekvilibrace HPLC kolony adsorpénim roztokem
= aplikace 200 ;1 vzorku (proteiny rozstépené a-chymotrypsinem)
= promyti kolony adsorpénim roztokem (20 min)
® eluce eluénim roztokem ¢&i roztoky (15 — 20 min)
= pritokova rychlost: 0,5 ml/min
® odebirdany 0,5 ml frakce
Eluéaty byly podrobeny MALDI-TOF/TOF MS analyze.”

*Po eluci fosforeénanovym pufrem byly frakce nejprve odsoleny na Spickach s C18 fazi a pak analyzovany
MALDI-TOF/TOF NS
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3.5 MALDI-TOF a MALDI-TOF/TOF MS

MALDI-TOF a MALDI-TOF/TOF spektra byla naméfena v pozitivinim mdédu na
hmotnostnim spcktrometru Autoflex II TOF/TOF. ktery byl vybaven dusikovym lasc-

rem (337 nm) a FlexControl softwarem.

3.5.1 Naneseni vzorkta na MALDI terciky

3.5.1.1 Analyza fosfopeptida (eludty ze $picek s imobilizovanymi Fe3* nebo Ga3*

ionty, z HPLC kolony s imobilizovanymi Fe** ionty a ze $picek s TiO,)

0,5 pl roztoku matrice (5 mg kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové / 1 ml 1% kyseliny
fosforeéné obsahujici 30% ACN) bylo napipetovédno na AnchorChip teréik a bylo pone-
chano na vzduchu zaschnout, pak bylo piidano 0,5 1 vzorku nebo standardu a roztok
byl opét nechan na vzduchu zaschnout. Terc¢ik byl vlioZen do hmotnostniho spektrometru

a peptidy byly podrobeny MS a MS/MNS analyze.

3.5.1.2 Analyza peptidl (eluaty ze $picek s C18 fazi)

0,5 1 vzorku nebo standardu bylo napipetovdno na standardni ocelovy tercik a bylo
ponechano na vzduchu zaschnout, pak bylo pfidano 0,5 yl roztoku matrice (1 ml ACN
+ 1 ml 1% kyseliny octové + 1 ml (3 mg kyseliny a-kyano-4-hydroxyskoficové / 1 ml 2%
TFA obsahujici 50% ACN)) a roztok byl opét nechan na vzduchu zaschnout. Teréik byl
vloZen do hmotnostniho spektrometru a peptidy byly podrobeny MS, pfipadné MS/NMS

analyze.

3.5.1.3 Analyza proteini a modifikovanych proteint

1 1 vzorku nebo standardu byl smichdn s 1 1l 2% TFA a 1 zd roztoku matrice (7,6 mg
2,5-dihydroxyacetofenonu / 0,5 ml 20 mM hydrogencitratu amonného obsahujictho 75%
ethanol). Ze smési byl 1 ul napipetovan na AnchorChip tercik a byl nechdn na vzduchu
zaschnout. Tercik byl vlozen do hmotnostniho spektrometru a proteiny byly podrobeny

MS analyze.

3.5.2 MS a MS/MS analyza peptidt a fosfopeptidi

Hmotnostni spektrometr byl pfed analyzou vzorki externé kalibrovan pomoci stan-
dardu ,,Peptide Calibration Standard“, ktery obsahoval angiotensin II, angiotensin I,
substanci P, bombesin, ACTH (1-17), ACTH (18-39) a somatostatin 28. Po kalib-
raci byly vzorky peptidi a fosfopeptidi nejprve podrobeny MS analyze. Ze ziskanych
MALDI-TOF spekter byly vybrany nejintenzivnéjsi piky a ty byly podrobeny NS/NS

analyze.
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3.5.3 MS analyza proteinu

Hmotnostni spektrometr byl pfed analyzou proteinovych vzorkl externé kalibrovéan
pomoci standardu ,,Protein Calibration Standard I“, ktery obsahoval insulin, ubikvitin

[, cytochrom C a myoglobin. Po kalibraci byly vzorky podrobeny MS analyze.

3.5.4 Identifikace peptida

Programy FlexAnalysis a BioTools (Bruker Daltonics, Bremen, Némecko) spolu s vy-
hledavacim programem Mascot (Matrix Sciences, Londyn, UK) a databéazi Swiss-Prot
(SIB. Zeneva, Svycarsko) byly pouZity k identifikaci peptid@ z naméfenych MALDI-
TOF a MALDI-TOF/TOF spekter. Byly pouZity nasledujici vyhledavaci parametry:
tolerance hmotnosti peptidu — 150 ppm a tandemova tolerance hmotnosti — 0,7 Da,

enzym — chymotrypsin, ,missed cleavage* — 5.
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4. Vysledky a diskuze

V prvni ¢asti prace jsme se zabyvali metodami umozZiiujicimi separaci fosforylo-
vaného proteinu. V dalsi ¢asti prace jsme vénovali pozornost metoddm separace fos-
fopeptidit po proteolytickém $tépeni studovaného fosfoproteinu. PouZiti téchto metod
umozije nejenom urceni stupné fosforylace proteinu, ale i identifikaci fosforylacnich
mist.

V nasi praci jsme pouZzivali pro vypracovani vhodnych postupt modelové fosfopro-
teiny (praseci pepsin A a kufeci ovalbumin), u kterych je znam podcet fosfatovych skupin
1 mista fosforylace. Vypracované metody jsme pak pouZili pro separaci a charakterizaci
riznych forem lidskych pepsinii. Pro selektivni separaci fosfoproteini a fosfopeptidii
jsme zvolili afinitni chromatografii na imobilizovanych kovovych iontech (INMAC). Pro
separaci fosfopeptidi byla pouZita také afinitni chromatografie na oxidu titani¢itém.

Pro identifikaci fosforylaénich mist jsme vyuzili tandemové hmotnostni spektrometrie

(MALDI-TOF/TOF MS).

4.1 HP-IMAC fosfoproteinu

Cilem této ¢asti prace bylo porovnat schopnosti nékolika HP-IMAC sorbentti se-
parovat intaktni fosfoproteiny za podminek HPLC. Tyto sorbenty se lisily typem ma-
trice a chelatového ligandu i imobilizovanymi kovovymi ionty. Byly testovany mat-
rice na bazi poly(glycidyl methakrylat-co-ethylen dimethakrylatu) a poly(styren-co-
divinylbenzenu) obsahujici nasledujici kovalentné vazané chelatové ligandy: (6-amino-
1-hydroxyhexan-1,1-diyl) bisfosfonovou kyselinu (BP), iminodioctovou kyselinu (IDA)
a 8-hydroxychinolin (HQ). Na tyto ligandy pak byly imobilizovany Zelezité, galité nebo
uranylové ionty.

Aplikovatelnost vybranych HP-IMAC sorbentli v separaci a analyze fosfoproteinii
byla testovana na dvou modelovych fosfoproteinech — prase¢im pepsinu A a kufecim
ovalbuminu. Prase¢i pepsin A obsahuje ve své molekule jednu fosfatovou skupinu vaza-
nou na serinovy zbytek [61] a jeho izoelektricky bod je niZsi neZ jedna [51, 58]. Naproti
tomu ovalbumin obsahuje ve své molekule dvé fosfatové skupiny vazané na serinové

zbytky [165] a jeho izoelektricky bod je 4,6 [166].
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4.1.1 Vybér sorbentu pro HP-IMAC fosfoproteinu

Pro separaci fosfoproteinti byly vybrany nésledujici matrice s kovalentné vazanymi

chelatovymi ligandy (obr. 4.1), které bylo mozné pouzit za podminek HPLC:

= POROS MC20 - sorbent na bazi poly(styren-co-divinylbenzenu) obsahujici vaza-

nou iminodioctovou kyselinu (IDA)

= MA-BP - sorbent na bazi poly(glycidyl methakrylat-co-ethylen dimethakrylatu)

obsahujici vdzanou (6-amino-1-hydroxyhexan-1,1-diyl) bisfosfonovou kyselinu (BP)

= MA-HQ - sorbent na bazi poly(glycidyl methakrylat-co-ethylen dimethakrylatu)

obsahujici vazany 8-hydroxychinolin (HQ)

-COOH

-COOH

Obr. 4.1: Schématické znazornéni polymernich sorbentt vybranych pro imobilizaci
kovovych iontii

(A) POROS MC20 obsahujici vazanou iminodioctovou kyselinu (IDA), (B) MA-BP obsahujici
vazanou (6-amino-1-hydroxyhexan-1,1-diyl) bisfosfonovou kyselinu (BP) a (C) sorbent MA-

HQ obsahujici vazany 8-hydroxychinolin (HQ). Ligandy IDA, BP a HQ jsou oznaéeny modfre.

4.1.1.1 Vliv matrice a cheldatového ligandu na adsorpci praseciho pepsinu A

V prvnich experimentech byla testovana mozna interakce prase¢iho pepsinu A s che-
latovymi ligandy vdzanymi na inertni matrice bez pfitomnosti imobilizovanych kovo-
vych iontt. Bylo zjisténo, Ze za kyselych adsorpénich podminek (0,1% kyselina octova
nebo 50 mM octanovy pufr pH 4,0) se na sorbenty obsahujici BP a IDA adsorbovalo
jen malé mnozstvi aplikovaného pepsinu (10%, respektive 15%), které se jesté nepatrné

snizilo se zvy$enim iontové sily (0,1% kyselina octova obsahujici 1 M NaCl nebo 50 mM
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octanovy pufr pH 4,0 obsahujici 1 M NaCl). Naproti tomu na sorbentu obsahujicim
HQ byla za kyseljych adsorpénich podminek (50 mM octanovy pufr pH 3,5 nebo 4,0)
pozorovana témeér kompletni adsorpce pepsinu.

Odlisnému chovani pepsinu na sorbentu obsahujicim 8-hydroxychinolin byla véno-
vana vétsi pozornost. Bylo zjisténo, Ze adsorpce pepsinu na tomto sorbentu se mirné
zvySuje se zvySujicim se pH. K uplné adsorpci aplikovaného pepsinu doslo pii nizké ion-
tové sile a pH 5,5 — 6,0 nezavisle na sloZeni adsorpéniho pufru (50 mM octanovy nebo
50 mM fosfore¢nanovy pufr). Kompletni desorpce bylo dosazeno zvySenim iontové sily
adsorpéniho pufru (1 M NaCl) (obr. 4.2). Adsorbovany prase¢i pepsin A bylo mozné
eluovat také adsorpénim pufrem obsahujicim 20 mM N-acetyl-L-fenylalanyl-3,5-dijod-

L-tyrosin, ktery se pouZiva jako substrat specificky pro pepsin A.

350 1750

300 1500
250 1250 O
200 3
I 1000 2

o
R 150 750
X 0]
< 3
100 500 o
o)
50 0]
250 o
[oR
0 ————
8 12 16 20
t (min)

Obr. 4.2: Chromatografie prasec¢iho pepsinu A na sorbentu MA-HQ

Cerné — absorbance pii 280 nm; éervené — proteolyticka aktivita; aplikovano 250 pl roztoku
prase¢iho pepsinu A (1,5 mg/ml 50 mM octanového pufru pH 6,0); 1 — 50 mM octanovy pufr
pH 6,0; II - 50 mM octanovy pufr pH 6,0 obsahujici 1 M NaCl; pritokova rychlost — 1 ml/min.

Vzhledem k vysoké adsorpci prase¢iho pepsinu A na MA-HQ sorbent v nepiitom-
nosti kovovych iontt byly pro imobilizaci kovovych iont vybrany pouze sorbenty ob-
sahujici BP (MA-BP) a IDA (POROS MC20).
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4.1.1.2 HP-IMAC sorbenty

Pro separaci fosfoproteini byly pouzity HP-INAC sorbenty, jejichz sloZeni a pouZi-
vané oznaceni je uvedeno v tab. 4.1. Tyto sorbenty byly pfipraveny imobilizaci Zelezi-
tych, galitych a uranylovych iont na chelatové ligandy vazané na inertni matrici. Pro
imobilizaci kovovych iontl byly vybrany nésledujici dva chelatové ligandy: IDA (PO-
ROS MC20). béZné pouzivana pfi afinitni chromatografii na imobilizovanych kovovych
iontech, a BP (MA-BP).

Tab. 4.1: Slozeni pouzitych HP-INAC sorbentti

Matrice Ligand Kovovy ion  Oznadeni
BP-MA poly(glycidyl (6-amino-1- Fe3+ BP-Fe3+
methakrylat-co- hydroxyhexan-1,1- Ga3+ BP-Ga%*t
ethylen diyl) bis(fosfonova UOZ" BP-UO%+
dimethakrylat)  kyselina) (BP)
POROS MC20 poly(styren-co- iminodioctova Fe3* IDA-Fe**
divinylbenzen)  kyselina (IDA) Gadt IDA-Ga3®*
uoz* IDA-UO;"

V literatufe je uvedeno, Ze u nizko- a stfednétlakych IMAC sorbenti bylo pozoro-
vano vymyvani imobilizovanych kovovych ionti; tyto sorbenty vykazovaly az 4% ztratu
kovovych iontl v jednom chromatografickém cyklu [167]. Naproti tomu ndmi pouzivané
HP-IMAC sorbenty vazaly zelezité, galité a uranylové ionty dostate¢né pevné; v pribéhu
chromatografii nebylo pozorovano jejich uvolilovani. Jedinou vyjimku predstavoval MA-
BP sorbent s imobilizovanymi uranylovymi ionty, které se z tohoto sorbentu uvoliiovaly.

Proto nebyl tento sorbent dale pouzivan.

4.1.2 IMAC modelovych fosfoproteina

Pripravené HP-INAC sorbenty byly porovnany s ohledem na jejich schopnost ad-
sorbovat modelové fosfoproteiny — kufeci ovalbumin a praseé¢i pepsin A. Oba proteiny
byly na pfipravenych INIAC sorbentech s vyjimkou IDA-Ga3* kompletné adsorbovany
v kyselé oblasti pH (50 mM octanovy pufr pH 4,0 nebo 0,1% kyselina octovd) a pfi
nizké iontové sile (obr. 4.3), obdobné, jak bylo popsano v literatute [89, 105, 106]. Cho-
véani proteintt na INJAC sorbentech za téchto podminek je ukazano na obr. 4.4; obdobné
chromatogramy byly ziskany na vSech pouzitych sorbentech. Zvyseni iontové sily ad-
sorpéniho pufru (50 mM octanovy pufr pH 4,0 obsahujici 1 M NaCl nebo 0,1% kyselina
octova pH 3,2 obsahujici 1 M NaCl) nemélo vliv na adsorpci proteintt na BP-Fe3*,
IDA-Fe3+ a BP-Ga®" sorbentech, ale zptisobilo pokles jejich adsorpce na IDA-UO," a
IDA-Ga3* sorbentech (obr. 4.3).
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Obr. 4.3: Adsorpce praseéiho pepsinu A (A) a kufeciho ovalbuminu (B) na IMAC
sorbentech s imobilizovanymi Fe®*, Ga® a UO2" ionty

Chromatografické podminky: aplikovano 200 ul roztoku proteinu (1 mg/ml adsorpéniho roz-
toku); adsorpéni roztok — 0,1% kyselina octova nebo 0,1% kyselina octovd obsahujici 1 M
NaCl; priitokova rychlost 0,5 ml/min. Osa y: mnoZstvi adsorbovaného proteinu vyjadiené

v procentech mnozstvi aplikovaného proteinu.
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Obr. 4.4: Chromatografie praseciho pepsinu A na IDA-UO3* sorbentu
Aplikovano 200 sl roztoku pepsinu (1 mg/ml 0.1% kyseliny octové); I — 0.1% kyselina octova;

IT = 200 mMI uhli¢itanovy pufr pH 10,7; pritokova rychlost 0,5 ml/min.

ZvySeni iontové sily adsorpéniho pufru vede k zeslabeni elektrostatickych interakei
mezi proteiny a nabitymi INAC sorbenty. Disledkem je pak sniZeni adsorpce téch
proteinti, které interaguji s INAC sorbenty pravé prostiednictvim elektrostatickych in-
terakci. V p¥ipadé nasich sorbentt doslo k poklesu adsorpce proteintt na IDA-UOZ*
a IDA-Ga" sorbentech. Na adsorpci proteinti na téchto sorbentech se tedy pravdépo-
dobné podileji elektrostatické interakce. Obdobné vysledky byly zjistény i v pripadé
adsorpce sérovych proteinti na chelatovanych Ga** a A3~ iontech [168], jejich adsorpce
se také v nizkém pH sniZovala se zvysujici se iontovou silou.

Naproti tomu adsorpce pepsinu a ovalbuminu na IDA-Fe3*, BP-Fe3* a BP-Ga3*
sorbentech nebyla v nizkém pH adsorpéniho pufru ovlivnéna pritommnosti 1 M NaCl;
adsorpce tedy pravdépodobné nebyla zaloZzena na elektrostatickych interakcich. K po-
dobnému zavéru dospéla i Muzsynska a kol. [110] v p¥ipadé adsorpce fosfopeptidii a
3-kaseinu na chelatovanych Fe3* iontech, ktera nebyla ovlivnéna piitomnosti 1 M NaCl
v adsorpénim pufru. Obdobné vysledky byly ziskany i v piipadé zkoumani vlivu ion-
tové sily na adsorpci ovalbuminu 1107], fosvitinu 1108] a dalsich fosfopeptidii [117] na
chelatovanych Fe®* iontech. Porathova skupina [107, 110] vysvétluje adsorpe
vanych proteinti a peptidi na chelatovanych Zelezitych iontech tvorbou
fosfatovymi skupinami proteinti a chelatovanymi Zelezitymi ionty; dva ki

fosfatové skupiny jsou donory elektroného paru a zZelezity ion funguje
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elektronych part.

Zkoumali jsme také vliv pH na adsorpci proteint. Zatimco vzrist pH na 6,0 mél
za nasledek pokles adsorpce proteintt na IDA-Ga3+ a IDA-UOZ" sorbentech (obr. 4.5),
zména pH neovlivnila adsorpci proteintt na BP-Fe?* | IDA-Fe3t a BP-Ga®* sorbentech.
Dalsi zvyseni pH vedlo k poklesu adsorpce i na téchto sorbentech. Snizena adsorpce na
chelatovanych Zelezitych a galitych iontech pii vys§im pH byla pozorovana i v piipadeé

jinych fosfoproteinii a fosfopeptida [107, 118, 119].
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Obr. 4.5: Adsorpce praseciho pepsinu A a kufeciho ovalbuminu na IDA-UO3* sor-
bentu za riaznych chromatografickych podminek

Chromatografické podminky: aplikovano 200 sl roztoku proteinu (1 mg/ml adsorpéniho roz-
toku); adsorpéni roztok — 0,1% kyselina octova nebo 50 mM octanovy pufr pH 4,0 — 6,0
neobsahujici NaCl (A) nebo obsahujici 1 M NaCl (B); eluéni pufr — 200 mM uhliéitanovy pufr
pH 10,7; priitokova rychlost 0,5 ml/min. Osa y: mnoZstvi adsorbovaného proteinu vyjadiené

v procentech mnoZstvi aplikovaného proteinu.
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Retence proteinti a peptidti na IMAC sorbentech mutiZe byt ovliviiovdna také cha-
rakterem chelatového ligandu, jak bylo ukdzano na nasledujicih p¥ikladech. Neville a
kol. [122] a Cirulli a kol. |124] zjistili, Ze sloZeni peptid adsorbovanych na Zelezité ionty
imobilizované prostfednictvim IDA se lisi od sloZeni peptidf adsorbovanych na Zelezité
ionty imobilizované pomoci nitrilotrioctové kyseliny. Obdobné Collins a kol. |169] po-
zoroval, Ze adsorpce fosfoproteinii na Zelezitych a galitych iontech imobilizovanych pies
IDA se lisi od adsorpce fosfoproteinti na Zelezitych a galitych iontech imobilizovanych
pies nitrilotrioctovou kyselinu. V nasi praci jsme pouzily dva typy chelatovych ligandii:
IDA, pouzivanou v fadé studiich (napt. 1124, 170]), a novy ligand BP. Porovnanim vy-
sledki se ukazalo, Ze oba proteiny byly silnéji adsorbovany na INAC sorbenty obsahujici
Zelezité a galité ionty imobilizované pomoci BP nez na ty obsahujici Zelezité a galité
ionty imobilizované pomoci IDA. K jejich desorpci stacily mirnéjsi eluéni podminky
(viz déle).

Desorpce pepsinu a ovalbuminu z IMAC sorbent byla provedena nékolika zpt-
soby: specificky fosfatovimi ionty (kompetitivni latky), nespecificky zvySenim pH a
také chelatacnim ¢inidlem (disodnou soli kyseliny ethylendiaminotetraoctové (EDTA-
Na,)). V tab. 4.2 je shrnuto, které elucni pufry desorbovaly proteiny z jednotlivych
IMAC sorbenti.

Eluce roztoky obsahujicimi fosfatové ionty. Z tab. 4.2 vyplyva, ze desorpce
pepsinu a ovalbuminu ze sorbentti obsahujicich IDA lze dosdhnout za mirnéjsich pod-
minek neZ ze sorbentii obsahujicich BP. Napiiklad zatimco z IDA-Ga®* sorbentu byly
oba proteiny desorbovany pouhym pfidanim dihydrogenfosfore¢nanu sodného do ad-
sorpéniho pufru, aniz by se zménilo pH pufru, k desorpci z BP-Ga3* sorbentu bylo
tieba pouzit fosfore¢nanového pufru a zaroven zvysit pH. Obdobné k desorpci pep-
sinu a ovalbuminu z IDA-Fe3* sorbentu stacila pouha pritomnost fosfatovych iontt
v adsorpénim pufru, zatimco pro desorpci pepsinu z BP-Fe** sorbentu byl nezbytny
fosfore¢nanovy pufr o pH nejméné 6. Navic ovalbumin byl na BP-Fe** sorbent vdzan
natolik pevné, Ze k jeho desorpci bylo nutné pouzit EDTA-Na,. K desorpci proteint
z IDA-UO,™ sorbentu nebylo mozZné pouZit roztoky obsahujici fosfatové ionty, protoze
UO,™" ionty tvoii s fosfatovymi ionty nerozpustné produkty.

Uz Trojer a kol. [127] ve své praci ukazal, Ze desorpce fosfopeptidi z IMAC sor-
benttt miiZe byt zavisla na pH fosforeénanového pufru. Zjistil, Ze se zvysujicim se pH
fosfore¢nanového pufru se zvySuje mnozstvi desorbovanych fosfopeptidt. Toto pozoro-
vani si vysvétluje deprotonaci fosfatovych iontd pii vyssich pH, piipadné vytésnovanim
fosfopeptidit OH~ ionty, které jsou hojnéjsi pii vyssich pH (bazicka eluce). Ve vétsiné
dalsich praci se pro desorpci fosfopeptidii a fosfoproteint z INAC sorbentii obsahujicich
zelezité a galité ionty pouzivaji fosfore¢nanové pufry o pH 7 - 9 [117-119, 171, 172].

Eluce vzrustem pH. Jak je patrné z tab. 4.2, pepsin i ovalbumin byly z pou-
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Tab. 4.2: Desorpce prase¢iho pepsinu A a kuieciho ovalbuminu z IMAC sorbentii

s imobilizovanymi Fe3*, Ga®* a UO2" ionty

Eluéni pufr IDA-Fe** BP-Fe** [DA-Ga®* BP-Ga®* IDA-110,*
adsorpéni pufr

obsahujici 50 mM +/ + +/ + -/ = N
NaH,PO4

gradient 0 — 100 mM
NaH,PO, +/ + -/ - +/ + N
v adsorp¢nim pufru

200 mM
fosfore¢nanovy roztok +/ + +/ + N
pH 3,0

200 mM
fosforecnanovy roztok +/ + +/ + N
pH 4,0

200 mM
fosforecnanovy pufr +/ + +/ + +/ + N
pH 6,0

200 mM
fosfore¢nanovy pufr +/ + +/ + +/ + N
pH 7,2

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

25 mM Tris-HCI pH

it +/ + +/+ 4+ +

200 mM uhli¢itanovy

pufr pH 10,7 +/ + +/+ ++ +/+

50 mM EDTA-Na,

obsahujici 1 M NaCl ++ A+ H +/ + +/ +

modie: desorpce pepsinu; cervené: desorpce ovalbuminu; + desorbovano; — nedesorbovano;
N: roztoky obsahujici fosfatové ionty tvoii s UO," ionty nerozpustné produkty, proto tyto
roztoky nemohly byt pouzity pro desorpci proteini z IDA—UO%+ sorbentu



4. VYSLEDKY A DISKUZE 44

zitych sorbenttt (IDA-Fe3*, IDA-Ga®t, IDA-UO**, BP-Fe3* a BP-Ga®*) desorbovany
také vzristem pH a to i za neptitomnosti fosfatovych ionti v eluénim pufru. Jedinou
vyjimku reprezentoval ovalbumin adsorbovany na BP-Fe3* sorbent; ten se nepodafilo
desorbovat ani pufrem o pH 10,7. K podobnym vysledk dospéla i Muzsynska a kol.
|110], kterd zjistila, Ze nékteré fosforylované proteiny (fosforylovany protamin) a pep-
tidy lze desorbovat z chelatovanych Fe** iontt zvySenim pH, zatimco jiné (8-kasein) ne.
Desorpce zvySenim pH je piesto jednim z nejcastéjsim zptsobt desorpce fosfopeptidi
a fosfoproteint z INIAC sorbenttt obsahujicich Zelezité a galité ionty, zvlasté pokud jsou
desorbované proteiny a peptidy detegovany hmotnostni spektrometrii [122-124, 132].

Eluce roztokem disodné soli EDTA. Jak je patrné z tab. 4.2, roztok EDTA-
Na, kompletné desorboval pepsin i ovalbumin ze vSech studovanych sorbentii. Protoze
se jednd o chelata¢ni cinidlo, byly spolu s proteiny z INIAC kolon odstranény také
kovové ionty. a proto bylo nutné po kazdé provedené chromatografii sorbent znovu
nasytit kovovymi ionty. Jak vyplyva z dal$ich studii, roztokem EDTA-Na, lze ispésné
desorbovat fosfopeptidy i z jinych INAC sorbentti obsahujicich Zelezité a galité ionty
(169, 173, 174].

Tab. 4.3: HP-INAC praseciho pepsinu A a kufeciho ovalbuminu: podminky adsorpce

a desorpce

INAC sorbent  Adsorpce Desorpce
BP-Fe3* 50 mM octanovy pufr pH 4,0 50 mM EDTA-Na, obsahujici
obsahujici 0 — 1 M NaCl, 1 M NaCl

0,1% kyselina octova
obsahujici 0 — 1 N NaCl

IDA-Fe3+ 50 mM octanovy pufr pH 4,0 200 mM fosfore¢nanovy pufr
obsahujici 0 — 1 N NaCl; pH 7,2
0,1% kyselina octova
obsahujici 0 — 1 M NaCl

BP-Ga3* 50 mM octanovy pufr pH 4,0 200 mM fosfore¢nanovy pufr
obsahujici 0 = 1 M NaCl,; pH 7,2
0,1% kyselina octova
obsahujici 0 = 1 M NaCl

IDA-Ga3* 50 mM octanovy pufr pH 4,0; 200 mM fosforeénanovy pufr
0,1% kyselina octova pH 7,2

BP-UO3" NP NP

IDA-UO?* 50 mM octanovy pufr pH 4.0; 200 mM uhli¢itanovy pufr
0,1% kyselina octova pH 10,7

NP - BP-UO,™ sorbent nelze pouzit v disledku vymyvani UO%+ iontt
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Interakce pepsinu a ovalbuminu s imobilizovanymi kovovymi ionty (Zelezitymi, gali-
tymi a uranylovymi) se vyznamné nelisily, ackoliv malé rozdily v optimalnich podmin-
kach pro adsorpcei a desorpei jednotlivych proteint byly pozorovany. Chromatografické
podminky pro kompletni adsorpci a desorpci obou proteintt na zkoumanych INMAC sor-
bentech jsou shrnuty v tab. 4.3.

Chromatografické charakteristiky INAC sorbentti obsahujicich imobilizované Fe3t,
Ga®*t a UO?" ionty byly stanoveny za podminek uvedenych v tab. 4.3 a jsou porovnény
v tab. 4.4. Pouzité INIAC sorbenty byly charakterizovany vysokou reprodukovatelnosti
(RSD kolem 1%) a vysokym vytézkem proteint (88 — 100%). Sorbenty s imobilizovanyni
Fe3t a Ga’t ionty vykazaly vyssi kapacitu nez sorbent obsahujici imobilizované UO?**
ionty. Na sorbentech BP-Ga®** a IDA-Fe®* byla zkouména i zavislost plochy eluéniho
piku na koncentraci aplikovaného praseéiho pepsinu A. Bylo zjisténo, Ze je linearni
v rozmezi koncentraci 20 ~ 1000 ;g/ml (R? = 0.9981) pro sorbent BP-Ga3t a 30 -
2000 pig/ml (R? = 0.9990) pro sorbent IDA-Fe?*.

Tab. 4.4: Chromatografické charakteristiky HP-INMAC sorbentt obsahujicich

imobilizované Fe3*, Ga** a UO,™ ionty

INAC sorbent  Kapacita Vytézek (%) Reprodukovatelnost

(mg/ml) (RSD) (%)

pepsin pepsin ovalbumin pepsin ovalbumin
BP-Fe3* 2,4 88 X 1,3 X
IDA-Fe3* 2,4 95 100 0,8 1,3
BP-Ga3* 2.2 100 100 1,2 2,0
IDA-Ga®* x* 46* 95 0,7 0,8
BP-UO3* NP NP NP NP NP
IDA-UO** 0,6 100 98 1,0 1,3

x nebylo stanoveno

* pepsin byl pouze ¢asteéné adsorbovan

Reprodukovatelnost — vyjadiena jako relativni smérodatna odchylka (RSD) plochy elu¢niho
piku, ktera byla stanovena v deseti identickych experimentech. Chromatografické podminky:
aplikovano 200  roztoku proteinu (1 mg/ml adsorpéniho roztoku); adsorpéni roztok — 0.1%
kyselina octova nebo 50 m\ octanovy pufr pH 4,0; eluéni pufr — 200 mMI fosfore¢nanovy pufr
pH 7,2 nebo v pfipadé IDA-UO,™ sorbentu 200 mM uhli¢itanovy pufr pH 10,7.

Vsechny sorbenty také prokazaly pomérné dlouhou Zivotnost. Sorbenty BP-Fe** a
BP-Ga®** byly pouzivany témér tii roky neZ doslo k jejich poskozeni a na kazdém z nich
bylo provedeno kolem dvou set experiment. Obdobny pocet experiment@ byl proveden
béhem dvou let i na kaZdém ze sorbentti IDA-Fe®*, IDA-Ga®*t a IDA-UO3", aniz by

doslo k viditelné zméné v chromatografickém chovani proteind.
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4.1.3 Shrnuti

Provedené pokusy ukézaly, Ze vSechny testované sorbenty s vyjimkou BP-UOj
mohou byt pouzity pro HP-IMAC fosfoproteint. Sila interakce mezi jednotlivymi IMAC
sorbenty a modelovymi proteiny (pepsin a ovalbumin) se ale ligila. BP-Fe3* sorbent
interagoval s proteiny velmi silné a pro jejich desorpci byla nutna EDTA-Na,. Naproti
tomu IDA-Ga3* sorbent interagoval s pepsinem jen slabé; byla pozorovana nekompletni
adsorpce pepsinu na tomto sorbentu. IDA-UO," také neinteragoval se sorbenty piilis
silné a navic vykazoval nizsi kapacitu. Proto byly pro adsorpci a desorpci studovanych

fosfoproteinil jako nejvhodnéji sorbenty vyhodnoceny IDA-Fe3* a BP-Ga3*.

4.2 Separace fosforylované a nefosforylované formy

pepsinu

Cilem této Casti prace bylo vypracovat jednoduchou INAC metodu k rozliSeni roz-
dilné fosforylovanych forem lidskych pepsinti. K tomuto tiéelu byly pouzity dva afinitni
sorbenty: *IDA-Fe3* a "BP-Ga3*. Jako modelovy protein byl zvolen praseci pepsin A,
obsahujici ve svém molekule jednu fosfatovou skupinu [61], a jeho defosforylovana forma.

Vypracovana metoda byla pouZita pro separaci lidskych pepsini.

4.2.1 Separace fosforylované a nefosforylované formy prase-

¢iho pepsinu A

4.2.1.1 Defosforylace prasec¢iho pepsinu A

Aby bylo moZné studovat separaci fosforylované a nefosforylované formy jednoho
proteinu, bylo nejprve nutné pfipravit nefosforylovanou formu modelového fosfopro-
teinu prasec¢iho pepsinu A. K odstranéni fosfatové skupiny jsme pouzili kyselou fosfatasu
z brambor. Tato fosfatasa umoZiiuje provést defosforylaci za mirné kyselého pH [175], a
tim zachovat nativni konformaci pepsinu. Za zvolenych podminek (pH 5,5) byl pepsin
defosforylovan pouze Gastecné. Ziskany preparat obsahoval 2 x 107° mold fosforu na
jeden gram proteinu, coz odpovida pritomnosti 0,7 moll fosfatovych skupin v jednom
molu praseciho pepsinu A. V souladu s diivéjsim pozorovanim |176], defosforylace pep-
sinu neméla vliv na jeho proteolytickou aktivitu. Toto zachovani proteolytické aktivity

by ale mohlo byt jednou z pficin pouze ¢astecné defosforylace pepsinu v diisledku Stépeni

*sorbent na bazi poly(styren-co-divinylbenzenu) obsahujici vazanou iminodioctovou kyselinu (IDA) a
imobilizované Zelezité ionty

Tsorbent na bazi poly(glycidyl methakrylat-co-ethylen dimethakrylatu) obsahujici vdzanou (6-amino-1-
hydroxyhexan-1.1-diyl) bisfosfonovou kyselinu (BP’) a imobilizované galité ionty
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fosfatasy ucinkem pepsinu. Dalsi pfi¢inou by mohla byt inhibice fosfatasy uvolnénymi
fosfatovymi ionty [177, 178].

4.2.1.2 IMAC praseciho pepsinu A a jeho defosforylované formy

Chromatografické chovani ¢asteéné defosforylovaného pepsinu na HP-IMAC sorben-
tech bylo porovnano s chovanim nativniho pepsinu. Vysledky chromatografii jsou uka-

zany na obr. 4.6. Jak je patrné, nebyl pozorovan Zadny rozdil ve schopnosti obou forem
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Obr. 4.6: HP-IMAC nativniho prase¢iho pepsinu A (Cerveny chromatogram) a jeho
Easteéné defosforylované formy (Gerny chromatogram) na IDA-Fe3* sorbentu (A) a BP-
Ga®* sorbentu (B)

Chromatografické podminky: aplikovano 200 pl roztoku proteinu (1 mg/ml 0,1% kyseliny
octové); I - 0,1% kyselina octova; II — 200 mM fosforeénanovy pufr pH 7,2; pritokova rychlost
0,5 ml/min.
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pepsinu se adsorbovat na imobilizované Fe** a Ga®* ionty. Tento vysledek naznaduje,
ze nejenom fosfatové skupiny pepsinu se Gcastni interakci s INAC sorbenty.

Jak ve své praci ukdzala Muzsynska a kol. [110], proteiny se na IMAC sorbenty
obsahujici Zelezité ionty mohou vazat také prostfednictvim volnych karboxylovych sku-
pin zbytkd asparagovych a glutamovych kyselin a C-koncovych aminokyselin. Ob-
dobné bylo prokazéano, Ze se na tyto sorbenty mohou adsorbovat i nefosforylované
peptidy [116-118, 121-124]. Adsorpce peptidi a proteint prostfednictvim volnjch kar-
boxylovych skupin byla zjisténa i v pfipadé INMAC sorbentt obsahujicich galité ionty
[116. 118, 171, 172]. Afinita karboxylovych skupin k imobilizovanym kovovym iontéim
je ale oproti fosfatovym skupinam nizsi; tyto skupiny vytvari pouze jednu koordinacéné-
kovalentni vazbu s kovovymi ionty, zatimco fosfatové skupiny tvoii dvé [106, 110]. Tato
afinita ale vyrazné vzristd, pokud jsou karboxylové skupiny lokalizovany vedle sebe
110, 179]. Pokud budeme uvazovat, ze 13% vSech aminokyselin tvoricich prase¢i pep-
sin A obsahuje volnou karboxylovou skupinu [53] a Ze Fada téchto aminokyselin je
lokalizovana vedle sebe, lze predpokladat, Ze k adsorpci pepsinu na INAC sorbentech

budou pfispivat i karboxylové skupiny pepsinu.

4.2.1.3 Modifikace karboxylovych skupin prasec¢iho pepsinu A

Abychom potlacili vliv karboxylovych skupin pepsinu na interakeci s IMAC sorbenty,
byly karboxylové skupiny pepsinu modifikovany esterifikaci methanolickou HCI nebo di-
azomethanem nebo amidaci dimethylaminem, ethylaminem nebo isopropylaminem. Pro
zhodnoceni jednotlivych modifikaci byly technikou NMALDI-TOF MS zméreny relativni
molckulové hmotnosti pepsinu pred a po jeho modifikaci. Vysledky jsou uvedeny v tab.
4.5 jako rozdil relativni molekulové hmotnosti pepsinu po modifikaci a pred modifikaci.
Vypocet teoretického naristu hmotnosti pepsinu po jeho modifikaci byl zaloZen na
predpokladu, Ze kazda karboxylova skupina pritomna v molekule pepsinu bude modifi-
kovéana. Zatimco pro omezeni sorpce nefosforylovanych peptidi se osvéddila esterifikace
HCI v methanolu 1116, 121, 127], u proteinu praseciho pepsinu A bylo nejvyssiho stupné
modifikace karboxylovich skupin (98% modifikovano) dosaZeno pii esterifikaci diazo-
methanem, jak je patrné z tab. 4.5. P1i esterifikaci ¢asteéné defosforylovaného pepsinu

diazomethanem bylo modifikovano témér 97% karboxylovych skupin.
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Tab. 4.5: Modifikace karboxylovych skupin prase¢iho pepsinu A

Modifikace Teoreticka  Zmétena Stupeii mo- Vysledek
AM; pepsin® AN, pepsin®  difikace (%)

Amidace
dimethylamin 1 134 2 588 228 vedlejsi reakce [180)]
ethylamin 1 134 450 40 neuplna modifikace
isopropylamin 1 722 1 509 88 netiplna modifikace
Esterifikace
methanolickd HCl 588 -10 579 - roz$tépeni pepsinu
diazomethan 588 577 (570°) 98 (97°) optimalni

¢ teoreticky nariist Af; pepsinu po modifikaci viech jeho karboxylovych skupin
b nartst, piipadné pokles (=), M, pepsinu po jeho modifikaci zjistény pomoci NMALDI-TOF
MS a vyjadreny jako rozdil m/z modifikovaného a nemodifikovaného pepsinu
¢ vysledky pro ¢asteéné defosforylovany pepsin

4.2.1.4 IMAC dvou forem prasec¢iho pepsinu A liSicich se stupnem fosfory-

lace po modifikaci karboxylovych skupin

Pepsin a jeho ¢asteéné defosforylovany derivat, oba csterifikované diazomethanecm,
byly podrobeny IMAC za stejnich podminek jako jejich nemodifikované analogy (viz
kap. 4.2.1.2). Vysledky chromatografickych separaci jsou ukazéany na obr. 4.7. Modifi-
kace karboxylovych skupin nativniho prasec¢iho pepsinu A neovlivnila jeho schopnost
interagovat s imobilizovanymi Fe?** a Ga3* ionty (BP-Ga®* a IDA-Fe®*); pepsin byl
kompletné adsorbovan (obr. 4.7). V pfipadé ¢astecné defosforylované formy enzymu,
modifikace jeho karboxylovich skupin snizila mnozstvi enzymu adsorbované na inmo-
bilizované kovové ionty (obr. 4.7). Neadsorbovand &¢ist modifikovaného Casteéné de-
fosforylovaného pepsinu reprezentovala 30 — 32% aplikovaného vzorku. MnoZstvi ne-
adsorbovaného proteinu korespondovalo s poklesem obsahu fosfatu v pepsinu po jeho
defosforylaci. Tyto vvsledky naznaduji, Ze fosfatova skupina pepsinu je po modifikaci
karboxylovych skupin odpovédna za interakci s INAC sorbenty.

Vysledky jednotlivych pokust ukdzaly, Ze praseci pepsin A interaguje s imobilizo-
vanymi kovovymi ionty nejen prostiednictvim své fosfatové skupiny, ale také prostied-
nictvim volnych karboxylovych skupin. Separace fosforylovanych a defosforylovanych
forem pepsinu metodou afinitni chromatografie na imobilizovanych Zelezitych a galitych
iontech mtize byt dosaZeno v pripadé, Ze jsou karboxylové skupiny predem esterifiko-
vany diazomethanem. Obdobné vysledky byly ziskany v piipadé separace fosfopeptidi
z komplexnich biologickych smési technikou INMAC [115, 116, 121, 127].
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Obr. 4.7: HP-INAC diazomethanem estrifikovaného praseciho pepsinu A (Gerveny
chromatogram) a jeho ¢aste¢né defosforylované formy také estrifikované diazomethanem
(¢erny chromatogram) na IDA-Fe3* sorbentu (A) a BP-Ga* sorbentu (B)
Chromatograficke podminky: aplikovano 200 pl roztoku proteinu (30 pg/ml 0,1% kyseliny
octové); I — 0,1% kyselina octova; II — 200 mM fosforeénanovy pufr pH 7,2; pratokova rychlost
0,5 ml/min.

4.2.2 Separace fosforylovanych a nefosforylovanych forem lid-

skych pepsini

Pouzitelnost vypracované metody separace fosforylovanych a nefosforylovanych fo-
rem pepsinu afinitni chromatografii na imobilizovanych Zelezitych a galitych iontech
byla ovéfovana na vzorcich lidské Zalude¢ni §tavy (ziskané od zdravého jedince) a lidské

zaludecni sliznice (ziskané od pacienta trpiciho karcinomem Zaludku). Z obou vzorki
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byly nejprve pomoci iontové-viménné chromatografic izolovany lidské pepsiny, které

byly nasledné modifikovany diazomethanem a scparovany IMAC.

4.2.2.1 Izolace lidskych pepsini iontové-vyménnou chromatografii

Lidské pepsiny byly izolovany ze zaludeéni §tavy zdravého jedince a ze zalude¢ni
sliznice pacienta s karcinomem Zaludku pomoci iontové-vimeénné chromatografic. Pro-
toze Zaludecni sliznice obsahuje pepsinogeny, bylo je nutné nejprve prevést na pepsiny.
K aktivaci pepsinogenti dochézi pri pH niz§im nez 5 [52]|. Proto jsme pH homogenatu
lidské Zaludeéni sliznice upravili na 3.

Takto upraveny homogenat lidské zZaludeéni sliznice stejné jako lidska Zaludeéni
§tava byl scparovan pomoci iontové-vyménné chromatografiic na anexu HEMA-BIO
1000 DEAE. Pii volbé chromatografickych podminek bylo vyuZito velmi nizkého izo-
elektrického bodu pepsinu (pI < 1 [51, 58]). Enzym byl adsorbovén pii pH 4,0, a tim
byla znaéné omezena moznost sorpce jinych proteinit nez pepsinu. Izolované pepsiny
byly eluovany zvysenim iontové sily. Pribéh chromatografii byl sledovan stanovenim
obsahu proteint (viz kap. 3.3.6.1) a proteolytické aktivity (viz kap. 3.3.6.2) v jednotli-
vych frakcich; vysledky jsou shrnuty v tab. 4.6 a tab. 4.7.

Vysledkem chromatografie lidské zaludeéni stéavy (tab. 4.6) byla separace proteoly-
ticky neaktivnich proteinti a peptidi, které se na anex neadsorbovaly, a proteolyticky
aktivnich proteint (pepsiny), které byly na anexu zadrzeny. Adsorbované pepsiny byly
uvolnény zvySenim iontové sily a jejich specifickd aktivita se zvysila 1,3x v porovnani
s lidskou Zaludeéni §tavou. Obdobné vysledky byly ziskany i pfi purifikaci pepsint z ho-
mogenatu lidské zaludeéni sliznice, jehoz pH bylo upraveno na 3 (tab. 4.7). Oproti za-
ludeéni 8tavé tento vzorek obsahoval mnohem vétsi mnoZstvi proteolyticky neaktivnich

proteinti a v pritbéhu chromatografie sc specificka aktivita pepsinu zvysila asi 9x.

Tab. 4.6: Vysledky purifikace lidskych pepsint ze Zaludeéni §tavy iontové-vyménnou
chromatografii na HEMA-BIO 1000 DEAE

Koncentrace Objem  Mnozstvi  Vytézek Specificka

proteinu proteinu aktivita*

(mg/ml) (ml) (mg) (%) (PU/mg)
Vzorek 0,521 20 10,42 100 94 000
Neadsorbovano 0.058 40 2,32 22 0
Eluovano 2,020 4 8,08 78 120 900

* proteolytickd aktivita pepsinu vztazena na 1 mg proteinu
Chromatografické podminky: vzorek — lidskd Zaludeéni 3tava; adsorpce — 20 mM octanovy
pufr pH 4,0; eluce — 20 mMI octanovy pufr pH 4,0 obsahujici 1 M NaCl.
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Tab. 4.7: Vysledky purifikace lidskych pepsint ze Zaludeéni sliznice
iontové-viménnou chromatografii na HENMA-BIO 1000 DEAE

Koncentrace Objem Mnozstvi Vytézek Specificka

proteinu proteinu aktivita*

(mg/ml) (ml) (mg) (%) (PU/mg)
Vzorek 6,792 10 67,92 100 5 924
Neadsorbovano 2,027 30 60,81 90 0
Eluovano 2,306 3 6,92 10 53 420

* proteolyticka aktivita pepsinu vztaZena na 1 mg proteinu

Chromatografické podminky: vzorek — homogenat lidské Zaludeéni sliznice, jehoZ pH bylo
upraveno na 3; adsorpce — 20 mM octanovy pufr pH 4,0; eluce — 20 mM octanovy pufr pIl
4,0 obsahujici 1 M NaCl.

4.2.2.2 IMAC lidskych pepsinua a jejich esterifikovanych derivatua

V kap. 4.2.1 byl vypracovan postup separace fosforylovanych a nefosforylovanych
forem prascciho pepsinu A na HP-IMAC sorbentech, ktery zahrnoval esterifikaci vol-
nych karboxylovych skupin pepsinu. Tento postup byl pouzit i pfi analyze lidskych
pepsint. Lidské pepsiny izolované ze Zaludeéni $tfavy zdravého jedince a ze Zaludeéni
sliznice pacienta s karcinomem Zaludku byly nejprve dialyzovany proti 10 mM HEPES
pH 7,4. Cast z nich byla modifikovdna diazomethanem a po tpravé pH na 4 byla sepa-
rovana pomoci IIP-INMAC na IDA-Fe®" sorbentu. Druhd &ast byla po tpravé pH na 4
separovana pomoci HP-IMAC na IDA-Fe3* sorbentu pfimo bez piedchozi modifikace
karboxylovych skupin. Vysledky obou HP-IMAC jsou ukézany na obr. 4.8 a obr. 4.9.
Ve frakcich odebiranych v pribéhu chromatografii byl stanoven obsah proteint (viz kap.
3.3.6.1) a fosfatovych skupin (viz kap. 3.3.6.3).

Na obr. 4.8 jsou porovnany chromatogramy lidskych pepsini izolovanych ze zZalu-
de¢ni §avy zdravého jedince a jejich diazomethanem esterifikovanych forem. Oba apli-
kované vzorky lidskych pepsint (nativni i modifikovany) obsahovaly 8,6 x 10~¢ mola
fosforu na jeden gram proteinu. To odpovida pritomnosti 0,3 mol fosfatovych skupin
v jednom molu pepsinu. Pokud vezmeme v Gvahu, Ze pepsiny zdravého ¢lovéka mohou
obsahovat maximalné jednu fosfatovou skupinu v molekule [67], 1ze z vysledki stanoveni
obsahu fosforu predpokladat, ze 30% molekul aplikovanych pepsint bylo fosforylovano.
7 porovnani obr. 4.8 a tab. 4.8 vyplyva, Ze vSechny nemodifikované pepsiny byly adsor-
bovany na IDA-Fe3* sorbentu bez ohledu na pritomnost fosfatovych skupin ve svych
molekuldch. Naproti tomu po esterifikaci pepsint doslo ke znac¢nému snizeni jejich ad-
sorpce; pouze 30% proteinti se adsorbovalo (pik 2 na obr. 4.8). Jak bylo zjisténo ze
stanoveni obsahu fosforu ve frakcich odpovidajicich piku 1, neadsorbované modifiko-

vané pepsiny fosfatové skupiny neobsahovaly (tab. 4.8). Lze tedy predpokladat, Ze na
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IDA-Fe’*t sorbent byly adsorbovany pouze modifikované pepsiny obsahujici fosfatové

skupiny.
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Obr. 4.8: Separace pepsinti izolovanych z lidské Zaludeéni $tavy (rtiZzovy chromato-
gram) a jejich diazomethanem modifikovanych derivatt (modry chromatogram) na IDA-
Fe?* sorbentu

Chromatografické podminky: aplikovano 200 ul roztoku proteinu (0,3 mg/ml 10 mM HEPES
okyseleného na pH 4,0); I — 0,1% kyselina octova; II — 200 mM fosforeénanovy pufr pH 7,2;

pritokova rychlost 0,5 ml/min.

Tab. 4.8: Separace lidskych pepsini izolovanych ze Zaludeéni §tavy zdravého jedince

na IDA-Fe3* sorbentu

Vzorek IMAC Protein P /molekula pepsinu
Lidské pepsiny Aplikovano vzorku 100% 0,3
Neadsorbovéano (pik 1) 0% 0,0
Eluovano (pik 2) 100% N
Esterifikované  Aplikovano vzorku 100% 0.3
lidské pepsiny  Neadsorbovéano (pik 1) 70% 0,0
Eluovano (pik 2) 29% N

P /molekula pepsinu — poéet fosfatovych skupin pfipadajici na jednu molekulu pepsinu

N — nelze urcit, eluéni mobilni fdze znemoziiuje stanoveni obsahu fosforu

Chromatografické podminky: vzorek — lidské pepsiny izolované ze Zalude¢ni §tavy; adsorpce —
0,1% kyselina octova; eluce — 200 mM fosfore¢nanovy pufr pH 7,2. Ve vzorku a ve frakcich
odpovidajicich piku 1 a piku 2 (viz obr. 4.8) byl stanoven obsah proteinu (viz kap. 3.3.6.1) a
fosfatovych skupin (viz. kap. 3.3.6.3).
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Vysledky chromatogiafickych separaci lidskych pepsini ziskanych ze Zaludeéni sliz-
nice pacienta s karcinomem Zaludku a jejich esterifikovanych derivati jsou porovnany na
obr. 4.9. Z chromatogrami je patrné, Ze neesterifikované pepsiny byly kompletné adsor-
bovéany na IDA-Fe3* sorbentu, zatimco jejich esterifikované derivaty byly adsorbovany
pouze Castecné. Ze stanoveni obsahu proteint v odebiranych frakcich odpovidajicich
piku 1 a piku 2 (tab. 4.9) bylo zjisténo, Ze se adsorbovalo pouze 49% esterifikovanych
pepsinit (pik 2 na obr. 4.9). Stanoveni obsahu fosforu (tab. 4.9) ukazalo, Ze aplikovany
vzorek obsahoval 3,2 x 1072 molu fosforu na jeden gram proteinu, coz odpovida 1,1
fosfatové skupiné na molekulu pepsinu, zatimco v neadsorbovanych proteinech nebyla
pritomnost fosfatovych skupin detegovana. Je velmi pravdépodobné, Ze fosforylované

pepsiny byly na IDA-Fe®** sorbent adsorbovény.
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Obr. 4.9: Separace pepsintl izolovanych z lidské Zaludeé¢ni sliznice (zeleny chromato-
gram) a jcjich diazomethanem modifikovanych derivati (&erveny chromatogram) na
IDA-Fe3* sorbentu

Vlozeny graf — vyfez. Chromatogiafické podminky: aplikovano 200 pl roztoku proteinu
(0,3 mg/ml 10 mM IIEPES okyseleného na pH 4,0); I — 0,1% kyselina octova; II — 200 mM

fosforeénanovy pufr pH 7,2; pritokova rychlost 0,5 ml/min.

Porovnanim obsahu fosfatovych skupin v molekulach lidskych pepsint pochézejicich
od zdravého a nemocného ¢lovéka (tab. 4.8 a tab. 4.9) se ukézalo, Ze pepsiny pacienta
s karcinomem Zaludku vykazovaly vyssi stupen fosforylace (zhruba 3,5%) ve srovnéani
s pepsiny zdravého Clovéka. Toto zjisténi je v souladu s dfive publikovanymi pracemi
[68, 111, 112], které ukazaly, Ze u pacientlt s rakovinou Zaludku miiZe dojit nejen ke

zvySené fosforylaci pepsinu A, ale také k fosforylaci pepsinu C, jehoz fosforylace nebyla
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Tab. 4.9: Separace lidskych pepsint izolovanych ze Zaludeé¢ni sliznice pacienta

s karcinomem Zaludku na IDA-Fe3* sorbentu

Vzorek INAC Protein P /molekula pepsinu
Lidské pepsiny  Aplikovano vzorku 100% 1,1
Neadsorbovano (pik 1) 0% 0,0
Eluovéno (pik 2) 100% N
Esterifikované  Aplikovano vzorku 100% 1,1
lidské pepsiny  Neadsorbovano (pik 1) 51% 0,0
Eluovéno (pik 2) 48% N

P /molekula pepsinu — pocéet fosfatovych skupin ptipadajici na jednu molekulu pepsinu

N - nelze urcit, eluéni mobilni faze znemozZiuje stanoveni obsahu fosforu

Chromatografické podminky: vzorek — lidské pepsiny izolované ze Zaludeéni sliznice; adsorpce —
0.1% kyselina octovéa; cluce — 200 mM fosfore¢nanovy pufr pH 7,2. Ve vzorku a ve frakcich
odpovidajicich piku 1 a piku 2 (viz obr. 4.9) byl stanoven obsah proteinu (viz kap. 3.3.6.1) a
fosfatovych skupin (viz. kap. 3.3.6.3).

u zdravych jedinct pozorovéna [67].

4.2.3 Shrnuti

V této Casti prace byl na modelovém proteinu, prasecim pepsinu A, vypracovan
postup separace fosforylovanych a nefosforylovanych forem pepsintt vysokotlakou afi-
nitni chromatografii na imobilizovangch Zelezitych iontech. Separace bylo dosaZeno po
esterifikaci volnych karboxylovych skupin pepsinu diazomethanem. Déle bylo ukazano,
Ze tato metoda je pouZitelna pro separaci fosforylovanych a nefosforylovanych forem

lidskych pepsint.

4.3 1Izolace fosfopeptidi a identifikace fosforylacnich
mist

Pro charakterizaci fosforylace uréitého proteinu za daného stavu organismu je du-
leZité nejen urcit stechiometrii fosforylace, ale také urcit mista fosforylace [17, 18, 73].
V predchozi kapitole byla feSena otdzka stupné fosforylace pepsinti, a proto jsme se
v této Casti prace zaméfili na uréeni mista fosforylace. Jak uz bylo zminéno vyse, za-
timco v lidském pepsinu C zdravého ¢lovéka nebyly fosfatové skupiny detegovany, u né-
kterych izoforem lidského pepsinu A byla nalezena jedna fosfatova skupina v molekule
[67]. Agkoli bylo zjisténo, Ze tato fosfatova skupina je vazana na serinovém zbytku [67],

neni doposud znama jeji pozice v sekvenci aminokyselin.
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Cilem této Casti prace bylo vypracovat postup pro uréeni fosforylaénich mist pepsint.
K tomuto ticelu byl pouzit modelovy fosfoprotein prase¢i pepsin A, ktery obsahuje jednu
fosfatovou skupinu vézanou na serinovy zbytek v pozici 68 [61]. Vypracovany postup

byl pouzit k uréeni fosforylaénich mist pepsinlt obsaZenych v lidské Zalude&ni stave.

4.3.1 Izolace a identifikace fosfopeptidu prasec¢iho pepsinu A

Pepsin byl nejprve rozstépen vhodnou endoproteasou na peptidy. Nasledovala izo-
lace fosfopeptidii z peptidové smési. Nakonec byly izolované fosfopeptidy analyzovany
MALDI-TOF/TOF hmotnostni spektrometrii a identifikovany pomoci vyhledavani v pro-

teinové databdzi.

4.3.1.1 Stépeni praseiho pepsinu A

Ke Stépeni proteini se nejcastéji pouziva trypsin, ktery $tépi peptidovy Fetézec za
zbytky lysinu a argininu. ProtoZe pepsiny obsahuji velmi malo bazickych aminokyselin
(pouze dva zbytky argininu a jeden lysinu) [53], byl pro §tépeni prase¢iho pepsinu A vy-
bran a-chymotrypsin. a-Chymotrypsin preferuje sté€peni peptidovych vazeb, kterych se
Uastni zbytky aromatickych aminokyselin (fenylalanin, tyrosin, tryptofan) nebo zbytky
nékterych dalsich hydrofobnich aminokyselin (leucin, methionin) [181].

Pred vlastnim stépenim byl pepsin denaturovan mocovinou, disulfidové mustky byly

redukovany pomoci dithiothreitolu a thiolové skupiny byly blokovany jodacetamidem.

4.3.1.2 TIzolace fosfopeptidu z praseciho pepsinu A rozstépeného a-chymo-

trypsinem

4.3.1.2.1 Vybér sorbentu pro izolaci fosfopeptidu
Pro izolaci fosfopeptidu ze smési peptidi ziskanych rozstépenim praseciho pepsinu A
a-chymotrypsinem byly zvoleny nasledujici sorbenty:
» sorbent obsahujici imobilizovany komplex (IDA-Fe3*) naplnény ve $pickach pro
analyzu mensich mnozstvi; komeréni nazev: TopTip IMAC (Fe?t)
® analogicky sorbent jako v pfedchozim piipadé, ale obsahujici imobilizované
Ga3* ionty; komeréni nazev: TopTip IMAC (Ga®**)
= HPLC sorbent obsahujici imobilizovany komplex IDA-Fe3*; komer¢ni ndzev:
POROS MC20-Fe3*

= TiO, naplnény ve §pickach; komeréni nazev: Toptip TiO,

4.3.1.2.2 Izolace fosfopeptidu praseciho pepsinu A na sorbentech s chelato-
vanymi Fe?~ a Ga®** ionty naplnénych ve $pickach
Pii hledani vhodnych chromatografickych podminek pro izolaci fosfopeptidu z pepti-

dové smési vzniklé roz§tépenim praseéiho pepsinu A a-chymotrypsinem na imobilizova-
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nych Fe** a Ga®" iontech se vychazelo z podminek pouZitych pii separaci fosfoproteint
(viz kap. 4.2). Na ekvilibraci sorbentlt a vymyti neadsorbovanych peptidfi byla pou-
zita 0,1% kyselina octova; zvySeni iontové sily tohoto roztoku (1 M NaCl) nemélo na
adsorpci peptidt Zadny vliv. Adsorbované peptidy byly desorbovéany rtiznymi eluénimi
roztoky a eluaty byly analyzovany MALDI-TOF MS.
K desorpci adsorbovanych peptid byly pouZity néasledujici roztoky:
= 200 mM fosforeénanovy pufr (Na*) pH 7,2. Piiklad ziskaného spektra je na
obr. 4.10 A. Kromé hlavnich pikia (m/z 1321,7; 1670,9; 1819,0) jsou ve spektru
patrné i tzv. adukty peptidi s jednim az tfemi sodikovovymi ionty (oznaceny
hvézdickou).
® 200 mM hydrogenfosforecnan amonny pH 7,9. Vzhledem k tomu, Ze amonné
ionty netvoii na rozdil od sodikovych iontii s peptidy adukty [179], je naméfené
spektrum jednodussi (obr. 4.10 B).
® 5 mM hydroxid amonny pH 10,5. Ziskané spektrum je na obr. 4.10 C. Nasledna
eluce 200 mM hydrogenfosforecnanem amonnym pH 7,9 uvolnila jesté dalsi
peptidy (obr. 4.10 D).
Obdobné vysledky byly ziskany i v piipadé pouZiti sorbentu s imobilizovanymi Ga3*

lonty.

4.3.1.2.3 Izolace fosfopeptidu praseciho pepsinu A na HPLC sorbentu s imo-
bilizovanymi Fe3" ionty
Pro izolaci fosfopeptidu z peptidové smési vzniklé roz§tépenim praseciho pepsinu A
a-chymotrypsinem na IHPLC sorbentu (POROS MC20) s imobilizovanymi Fe3* ionty
byly pouzity analogické chromatografické podminky jako v pfipadé separace fosforylo-
vané a nefosforylované formy pepsinu (viz kap. 4.2). Po aplikaci peptidové smési byly
neadsorbované peptidy vymyty 0,1% kyselinou octovou. Adsorbované peptidy pak byly
desorbovény riiznymi eluénimi roztoky a eluaty byly analyzovany MALDI-TOF NIS.
K desorpci adsorbovanych peptida byly pouzity nasledujici roztoky:
= 200 mM fosforeénanovy pufr (Na*) pH 7,2. Tento pufr desorboval vét§i mnoz-
stvi peptidf, jak vyplyvd z MALDI-TOF MS analyzy eluéniho piku (obr.
4.11 A,B).
= 5 mM hydroxid amonny a nésledné 200 mM hydrogenfosforecnan amonny pH
7,9. Ziskany chromatogram je ukdzan na obr. 4.12. MALDI-TOF MS analyzou
obou elu¢nich pikl bylo zjisténo, Ze roztok hydroxidu amonného (obr. 4.11 C)
desorboval pouze ¢tyfi peptidy, z nichZ jeden poskytl velmi intenzivni sig-
nal (m/z 1321,5). Naproti tomu roztok hydrogenfosfore¢nanu amonného (obr.
4.11 D) desorboval celou fadu peptidi. Porovnanim téchto spekter se spektrem

vzorku aplikovaného na HPLC sorbent (obr. 4.11 E) se ukézalo,
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Obr. 4.10: MALDI-TOF MS analyza peptidil praseéiho pepsinu A eluovanych riiznymi roztoky ze sorbentu s imobilizovanymi Fe?*
ionty naplnéném ve $picce

Hvézdicka oznacuje adukty se sodikem. Podminky separace: vzorck — praseéi pepsin A rozs$tépeny a-chymotrypsinem; adsorpee - 0,1% kysclina
octovd; cluce — 200 mM fosforeénanovy pufr (Nat) pH 7,2 (A) nebo 200 mM hydrogenfosforeénan amonny pH 7,9 (B) nebo 5 mM hydroxid
amonny pH 10,5 (C) a poté 200 mM hydrogenfosforeénan amonny pH 7,9 (D).
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Obr. 4.11: MALDI-TOF MS analyza peptidi prasceciho pepsinu A cluovanych riznymi roztoky z HPLC sorbentu s imobilizovanymi
Fe?* ionty

Podminky scparace: vzorck — prascéi pepsin A rozstépeny c-chymotrypsinem (E); adsorpee — 0,1% kysclina octova; cluce — 200 mM
fosfore¢nanovy pufr (Na®) pH 7,2 (A - frakce odebrana v 36. min analyzy, B - frakce odebrana v 37. min analyzy) ncbo 5 mM hydroxid amonny

pH 10,5 (C) a pote 200 mM hydrogenfosforeénan amonny pH 7,9 (D).
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ze ze vzorku byly adsorbovany pouze nékteré peptidy. Navic signaly téchto
peptidi mély v MS spektru aplikovaného vzorku jen malou intenzitu nebo
nebyly vibec viditelné, ziejmé v dlsledku potladeni jejich ionizace.

Z porovnani obr. 4.10 a obr. 4.11 vyplyva, zZe z HPLC sorbentu s imobilizovanymi
Fe* ionty byly danym eluénim pufrem desorbovany obdobné peptidy jako ze sorbent
s imobilizovanymi Fe3* a Ga3* ionty, které byly naplnény ve $pickach. Nicméné v MS
spektrech eludtd z jednolivych sorbentt jsou patrné drobné rozdily v mnoZstvi a inten-

zité jednotlivych peptidovych signéld.
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Obr. 4.12: Separace peptidi vzniklych Stépenim prase¢iho pepsinu A a-
chymotrypsinem na HPLC sorbentu s imobilizovanymi Fe3* ionty

Chromatografické podminky: aplikovdno 200 pul praseéiho pepsinu A rozstépeného a-chymo-
trypsinem; I — 0.1% kyselina octova; IT — 5 mM hydroxid amonny pH 10,5 (MALDI-TOF MS
spektrum na obr. 4.11 C); III — 200 mM hydrogenfosfore¢nan amonny pH 7.9 (MALDI-TOF
MS spektrum na obr. 4.11 D); priitokova rychlost 0.5 ml/min.

4.3.1.2.4 Izolace fosfopeptidu prasec¢iho pepsinu A na TiO; naplnéném ve
Spickach
Podminky pro izolaci fosfopeptidu z praseciho pepsinu A rozstépeného a-chymo-
trypsinem na TiO, byly pfevzaty od vyrobce $picek (Glygen) a upraveny dle literatury
[97]. Na ekvilibraci TiO a vymyti nenavazanych peptidt byla pouzita 5% TFA obsahu-
jici 80% ACN. Eluce byla provedena 5 mM hydroxidem amonnym pH 10,5 a eluét byl
analyzovan MALDI-TOF MS. Ziskané MS spektrum (obr. 4.13 A) ukézalo, Ze roztok
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Obr. 4.13: MALDI-TOF MS analyza peptid praseciho pepsinu A eluovanych z TiO, roztokem hydroxidu amonného (A) a nésledné
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Podminky separace: vzorek — prasedi pepsin A rozstépeny a-chymotrypsinem (C); adsorpce — 5% TFA obsahujici 80% ACN; eluce — 5 mM

hydroxid amonny pH 10,5 (A) a poté 200 mM hydrogenfosforeénan amonny pH 7,9 (B).
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hydroxidu amonnného desorboval z TiOy vétsi mnozstvi peptidi. Navic nasledné eluce
200 mM hydrogenfosforecnanem amonnym pH 7,9 uvolnila jesté dalsi peptidy (obr.
4.13 B). Porovnanim spekter eluat z TiO, (obr. 4.13 A,B) a spektra vzorku* aplikova-
ného na TiO, (obr. 4.13 C) se ukazalo, Ze v pfipadé praseciho pepsinu A rozstépeného
a-chymotrypsineimn se na TiO, absorbovalo velké mnozstvi peptidii, tedy i peptidy ne-

obsahujici fosfatovou skupinu.

4.3.1.3 Identifikace peptidii prasec¢iho pepsinu A desorbovanych ze sor-

bentt s imobilizovanymi Fe3* a Ga't ionty a z TiO,

Pro identifikaci fosfopeptidu prase¢iho pepsinu A byly vSechny peptidy desorbo-
vané ze sorbentdt s imobilizovanymi Fe** a Ga3* ionty a z TiO; podrobeny MALDI-
TOF/TOF MS analyze. Jedinym nalezenym fosfopeptidem byl peptidovy ion m/z 1321,
jehoz MS/MS spektrum je na obr. 4.14. Sekvence tohoto iontu byla identifikovana po-
moci Mascot vyhledavaciho algoritmu a databize Swiss-Prot jako EATpSQELSITY,
ktera obsahovala jednu fosfatovou skupinu vazanou na serinovy zbytek. Tato sekvence
odpovida zbytktun 124 — 134 praseciho pepsinogenu A s fosforylovanym serinovym
zbytkem v pozici 127. Mascot pfifadil uvedené sekvenci (EATpSQELSITY) skére 79,

TN W ¥

Obr. 4.14: MALDI-TOF/TOF MS spektrum rodi¢ovského iontu m/z 1321,6

Pokryti aminokyselinové sekvence je ukazano a, b a (b-Pi) fragmentovymi ionty. Ztrata 97,9 Da

(m/z 1223,7) ukazuje na monofosforylaci rodi¢ovského peptidu. Rozdil hmotnosti 167,0 Da
mezi fragmentaénimi ionty bd (m/z 469,1) a b3 (m/z 302,0) odpovida fosfoserinovému zbytku;

to indikuje fosforylaci na prvnim serinovém zbytku.

*Pro odstranéni mocoviny byl vzorek pfed MALDI-TOF MS analyzou purifikovian na sorbentu s C18
fazi naplneném ve $picce
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coz bylo vyrazné nad limitem statistické vyznamnosti (skére 37) pro identitu/intenzivni
homologii. Nalezené misto fosforylace se shoduje s dfive zjisténou pozici fosfatové sku-
piny v praseci pepsinu A vazanou na serinovém zbytku v pozici 68 [61].

Dalsi peptidové ionty, které se podafilo identifikovat z naméfenych NS/MS spek-
ter, byly nefosforylované peptidy pochézejici z prasecihio pepsinu A (m/z 742; 1670;
1818; 1841), ptipadné z a-chymotrypsinu (m/z 1376). Vétsina z téchto identifikovanych
peptidi obsahovala nékolik zbytkil asparagovych a glutamovych kyselin, které byly
lokalizovany vedle sebe (peptidové ionty m/z 1670; 1818; 1841), coz mohlo vyrazné pii-
spét ke zvyseni pravdépodobnosti jejich adsorpce na INNAC sorbenty 110, 179]. Sorpce
nefosforylovanych peptidi bohatych na zbytky asparagovych a glutamovych kyselin na
sorbentech s imobilizovanymi Zelezitymi a galitymi ionty a na TiO,5 byla pozorovana jiz
difve [94, 116, 116-118, 121-124, 171, 172].

Adsorpéni a eluéni podminky, za kterych bylo na pouzitych sorbentech dosazeno nej-
vétsiho obohaceni fosfopeptidu (m/z 1321) pochézejiciho z praseciho pepsinu A, shrnuje
tab 4.10. Vysoké obohaceni fosfopeptidu (m/z 1321) a zaroven nizka adsorpce nefos-
forylovanych peptidid byla pozorovana v pripadé pouziti $pic¢ek naplnénych sorbenty

s imobilizovanymi Fe3™ nebo Ga3* ionty (obr. 4.10 B).
y Y

Tab. 4.10: Optimalni podminky pro izolaci fosfopeptidu z prase¢iho pepsinu A
rozstépeného a-chymotrypsinenm na sorbentech s imobilizovanymi Fe3* a Ga®** ionty a
na TiO»

Sorbent Adsorpéni podminky Eluéni podminky

HPLC sorbent  0,1% kyselina octovd 5 mM hydroxid amonny pH 10.5 +
s Fe3™ ionty 200 mMI hydrogenfosfore¢nan amonny
pH 7.9

Sorbent s Fe3*  0,1% kyselina octovd 200 mM hydrogenfosfore¢nan amonny
lonty ve Spicce pH 7,9
Sorbent s Ga**  0.1% kyselina octova 200 mM hydrogenfosfored¢nan amonny
lonty ve Spicce pH 7,9

TiO, ve §piéce 5% TFA v 80% ACN 5 mM hydroxid amonny pH 10,5 +
200 mM hydrogenfosforeénan amonny
pH 7,9

Tucné oznaceny mobilni faze, které uvolnily fosfopeptid ze sorbentti.

Dobré separace fosfopeptidu (m/z 1321) bylo dosazeno také na IIPLC sorbentu
s imobilizovanymi Fe3* ionty (obr. 4.11 C). Nevyhodou pouZiti tohoto sorbentu bylo
znacné ziedéni vzorku, z 200 z aplikovaného vzorku byly ziskany asi 2 ml eluatu.

Nejhorsgich vysledki bylo dosaZzeno na TiO, naplnéném ve $picce. Na TiO, se adsor-

bovalo velké mnoZstvi nefosforylovanych peptida. Aby byl fosforylovany peptid (m/z 1321)
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dobie viditelny v MS spektru eluatu. bylo nutné éast adsorbovany-ch peptidil nejprve
eluovat roztokem hydroxidu amonného a pak fosforvlovany peptid (m/z 1321) a dalsi
peptidy desorbovat roztokem hvdrogenfosforetnanu amonného. Navic ani pii postup-
ném uvolnovani peptidii z TiO» nebyvl fosfopeptid nejintenzivnéjsim iontem v NS spek-
tru. jak je patrné z obr. 1.13 B. Zajimavé je. Ze pokud bychom se striktné rdili doporu-
¢enim virobee $pic¢ek naplnényeh TiO» a eluovali adsorbované peptidy pouze roztokem
hydroxidu amonného. pak by se nam nepodatilo fosforvlovany peptid (m/z 1321) viibec
desorbovat.

Ziskané vysledky také ukazaly. Ze k detekei fosforviovanych peptidit NIALDI-TOTF
hmotnostni spektrometrii. je nezbvtné tvto peptidy nejprve alespon ¢aste¢né separo-
vat vhodnou metodou. Ve spektru ziskaném NALDI-TOF NS analyzou smési peptidi
vzniklveh rozstépenim prasec¢iho pepsinu A a-chymotrypsinem nelze pritomnost foslo-
peptidu (m/z 1321) detegovat (obr. 4.11 E. obr. 4.13 C). To je zFejmé diisledek potlaceni

ionizace fosfopeptidu pritomnymi nefosforviovanymi peptidy [17. 73].

4.3.2 Izolace a analyza fosfopeptidi ziskanych z proteint lid-
ské Zaludeéni stavy

Postup izolace fosfopeptidu a uréeni fosforvlaéniho mista praseciho pepsinu A byl
zit pro analyzu lidské Zalude¢ni stavy ziskané od zdravého jedi Proteiny lidské
pouzit pro analyzu lidské Zaludec¢ni stavy ziskané od zdravého jedince. Proteiny lidské
zaludecni Stavy byly nejprve rozstépeny a-chvmotrypsinen. Poté hyly fosfopeptidy od-
déleny na sorbentech obsahujicich Fe?~ nebo Ga*~ ionty nebo na TiQ,. analvzovany
MALDI-TOEF/TOF himotnostnim spektrometrem a identifikovany pomoci vyvhledavani

v proteinové databazi.

4.3.2.1 Stépeni proteint lidské Zaludeéni $favy (-chymotrypsinem

Stépeni Ivofilizatu lidské Zaludeeni $tavy ziskané od zdravého jedinee bylo prove-
deno stejnym zpuisobem jako stépeni praseciho pepsinu A. Proteiny byly nejdiive dena-
turovany mocovinou. disulfidove miistky byly redukovany dithiothreitolem a thiolové

skupiny byly blokovany jodacetamidem. Stépeni bylo provedeno a-chymotrypsinen.

4.3.2.2 Izolace fosfopeptidii na sorbentech obsahujicich Fe’” a Ga’~ ionty
a na TiO»

Ze smési peptidh ziskany-ch Stépenim proteint lidské Zaludeéni $tavy a-chyvinotrypsi-
nem byly na sorbentech obsahujicich imobilizované Fe* ™ nebo Ga*~ ionty nebo na TiO,
izolovany fosfopeptidy. Pro jejich adsorpci a desorpei byly prevzaty podininky. za nichz
bylo dosazeno nejvyssiho obohaceni fosfopeptidu prase¢iho pepsinu A (tab. 4.10). Ad-
sorbované peptidy byly ze sorbentf obsahujicich imobilizované Fe* = nebo Ga®* ionty

(8picky) eluovany 200 mNI hydrogenfosforeénanem amonngm pH 7.9. z ITPLC sorbentu
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s imobilizovantmi Fe?™ ionty a z TiO» postupné 5 mll hydroxidem amonnim pH
10.5 a 200 mMI hydrogenfosforecnanem amonnym pH 7.9. Roztok hydroxidu amonného
z HPLC sorbentu s imobilizovanimi Fe'~ ionty Zadné peptidy nedesorboval; desorpce
se zdarila az roztokem hvdrogenfosfore¢nanu amonného (obr. 4.15). Ziskana S spek-
tra eluatit ze sorbentu obsahujicich Fe®~™ a Ga®~ ionty a z TiO» jsou zobrazena na
obr. 1.16. Intenzivni piky z jednotlivich NS spekter byly podrobeny NS/MS analsze a

identifikovany pomoci vyhledavani v proteinové databdzi.
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Obr. 4.15: Separace peptidii z proteini lidské Zalude¢ni $tavy rozstépenych a-chymo-
trvpsinem na HPLC sorbentu s imobilizovanimi Fe3™ ionty

Chromatograficke podminkv: aplikovano 200 gl smési peptidi vzniklych stépenim proteint lid-
ské zaludeéni stavy a-chymotrypsinem: I - 0.1% kyselina octova: 11 = 5 mM hydroxid amonny
pH 10.5: 11T 200 m)I hvdrogenfosforeénan amonny pll 7.9 (NIALDI-TOF NS spektrum na

obr. -1.16 A): pritokova ryvchlost 0.5 ml/min.
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Obr. 4.16: MALDI-TOEF MS analyza peptid z proteintt lidské Zaludecni stavy desorbovanych ze sorbentu s imobilizovanymi Fo?+
Ga*! ionty a z TiO»

HPLC sorbent s imobilizovanymi Fe’ ! ionty — eluce 200 mM hydrogenfosforefnanem amonnym pIl 7,9 (A); sorbent s imobilizovanymi Ga?’

jonty (8picka) (B); sorbent s imobilizovanymi Fet! jonty (8picka) (C); TiOy (8picka)  cluce 5 mM hydroxidem amomnym pIl 10,5 (D) a pote
200 mM hydrogenfosfore¢nanem amonnym pH 7,9 (19); smés peptidit vznikla roz§tépenim proteinit lidske Zaludedni $avy a-chymotrypsinem

(vzorek) a odsolend na Spickiach s CL8 fazi (I7). Chromatografické podminky json uvedeny v tab. 4.10.
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4.3.2.3 Identifikace peptidt izolovanych na imobilizovanych kovovych ion-
tech a na TiO> z proteinu lidské Zaludeéni $tavy rozstépenych a-

chymotrypsinem; urcéeni fosforylaéniho mista lidského pepsinu A

Pro identifikaci fosfopeptidl z proteint lidské Zaludedni $tavy byly peptidy desorbo-
vané ze sorbent s imobilizovanymi Fe?~ a Ga*™ ionty a z TiO» analyvzovany MALDI-
TOF/TOF MIS. Identifikované peptidy jsou uvedeny v tab. 4.11. Bylo nalezeno Sest
fosfopeptidit™ (m/z 934: 1001: 1081: 1134: 1233: 1295). z nichz &tvii bylv identifikovany.
Tii (m/z 1081. 1134 a 1233) pochazely z lidského slinného kyselého PRP 1/2 (viz tab.
1.11) a jeden (m/z 1295) z lidského pepsinu/pepsinogenu A.

V lidském slinném kyselém PRP 1/2 byla identifikovana dvé mista fosforylace. Jedna
fosfatova skupina byla vazana na serinovy zbytek v pozici 24. jak byvlo zjisténo z NS/NS
spektra iontu m/z 1081 (sekvence DV'pSQED\V'PL). Druhad fosfatova skupina byla vé-
zana na serinovy zbyvtek v pozici 38. jak vyplynulo z MS/NIS spekter iontd m/z 113
(sekvence ISDGGDpSEQEL) a m/z 1233 (sekvence VISDGGDpSEQF). Identifikovana
mista fosforvlace v lidském slinném kyselém PRP 1/2 se shoduji s idaji publikovanymi
v literatuie 1182] a uvedensmi v databazi Expasy (SIB, Zeneva. Svycarsko).

Sekvence peptidového iontu m/z 1295, jehoz NS/NS spektrum je zobrazeno na
obr. -1.17. byla identifikovana jako QSTpSETVSITY a odpovidala zbvtktun 127 — 137
lidského pepsinogenu A s fosforvlovanym serinovym zbytkem v pozici 130 (tab. 1.11).
Mascot pritadil uvedené sekvenci (QSTpSETVSITY) skore 59, coz bylo virazné nad
limitem statistické vyznammosti (skore 39) pro identitu/intenzivni homologii. Zjisténi.
7e je fosfatova skupina vdzana na serinovém zbyvtku lidského pepsinu/pepsinogenu A, se
lidi obsahuji fosfoserin 167]. Déle se ukazalo. ze uréené misto fosforylace (Serl3() se
shoduje s pozici predpovézenou Expasy (SIB. Zeneva, Svicarsko) dle homologie s pep-
sinogeny A jinvch Zivocisnych druhi.

\" \IS spektru smési peptidi ziskané proteolytickym $tépenim proteini lidské zalu-
de¢ni §tavy® (obr. 1.16 F) byl mimo jiné nalezen také peptidovy ion m/z 1215, ktery
sice nebyl fosforvlovan, ale jehoz sekvence (QSTSETVSITY) se shodovala se sekvenci
peptidového iontu m/z 1295 a odpovidala zbytkim 127 - 137 lidského pepsinogenu A.
To by mohlo naznacovat. Zze ne viechny molekuly lidského pepsinu/pepsinogenu A jsou

vvvvvv

pouze nékteré izoformyv lidského pepsinu/pepsinogenu A fosforvlovany [67].

“Peptidy byvly oznadeny jako fosfopeptidy. pokud v MS/MS spektrun vykazaly ztratu 80 Da (ztrata
HPO3) a/nebo 98 Da (H3POy).

PRP - .proline-rich phosphoprotein

Pro odstranéni mocoviny byl vzorek pred MALDI-TOL NS anal¥zou purnifikovan na sorbentu s C'13
fazi naplnéném ve Spicce



m/z

Tab. 4.11: Identifikovandé peptidy a fosfopeptidy pochdzejict z proteintt lidské Zaludecni §tavy

Protein

Sckvence

Skore

Skore pro
identitn

SAMissed

cleavage

819 lidsky kathepsin D, kathepsin E,  WILGDVIEF 38 37 2
pepsinogen A nebo pepsinogen C
879 lidsky kathepsin D, kathepsin I5) DTGSSNLW H3 38 1
pepsinogen A nebo pepsinogen C
991 lidsky pepsinogen C DLGNNRVGF 376 — 384 38 38 |
1021 lidsky pepsinogen C WOQIGIEEF 250 = 257 40 38 1
1023 lidsky pepsinogen A GLSETEPGSE 164 173 70 38 1
1081 lidsky slinny kysely PRP 1/2 DVpSQEDVDPL 22 30 (24 fosfo) 11 40 0
1106 lidsky pepsinogen A VDEQPLENY 63 71 16 38 1
1134 lidsky slinny kysely PRP 1/2 ISDGGDpSEQF 32 11 (38 fosfo) 16 31 0
1145 lidsky pepsinogen A NLPTESGELW 352 3061 73 (Y |
1164 lidsky pepsinogen C GLSENEPGTNF 61 171 606 39 |
1176 lidsky pepsinogen A T TIGIGTPAQDE 78 89 79 38 0
1215 lidsky pepsinogen A QSTSETVSITY 127 137 59 10 0
1233  lidsky slinny kysely PRP 1/2  VISDGGDpSEQF 31 11 (38 fosfo) 56 36 0
1295 lidsky pepsinogen A QSTpSETVSITY 127 137 (130 fosfo) 59 39 0
1337 lidsky pepsinogen A LSADDQSGSVVIF 217 - 229 a7 40 1
1349 lidsky pepsinogen A NWVPVTVEGYW 242 ~ 252 49 40 2
1443 lidsky pepsinogen C QATGAQEDEYGQF 294 3006 66 10 1
1161 lidsky pepsinogen A QGMNLPTESGELW 349 361 56 39 1
1477 lidsky pepsinogen A QGoxidMNLPTESGELW 3149 361 11 37 1
1593 lidsky pepsinogen A DTVQVGGISDTNQIE 119 163 71 11 0
1757  lidsky pepsinogen A VDEQPLENYLDMEY 63 76 67 10 3
1904 lidsky pepsinogen A VDEQPLENYLDMEYF 63 77 71 42 1
1912 lidsky pepsinogen A AYPSISSSGATPVEDNIW 186 203 76 11 |
Skare  skdre pritazené dand sckvenci programem Mascot; Skére pro identitu - limit statistické vyznamnosti pro identitn/intenzivai

homologii; Missed cleavage® — pocet vazeb, kterd nebyly v oidentifikovandin peptidu rozStépeny a-chymotrypsinem, ackoliv mdély byt
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Obr. 4.17: MALDI-TOF/TOF MS spektrum rodi¢ovského iontu m/z 1295,6

Pokryti aminokyselinové sekvence je ukazano a, b a y fragmentovymi ionty. Ztrata 98 Da
(m/z 1197,7) ukazuje na monofosforylaci rodi¢ovského peptidu. Rozdil hmotnosti 167,1 Da
mezi fragmentaénimi ionty y8 (m/z 979,4) a y7 (m/z 812,3) odpovida fosfoserinovému zbytku;

to indikuje fosforylaci na druhém serinovém zbytku.

Z namérenych MS spekter (obr. 4.16) a z uvedenych vysledk identifikace peptidi
(tab. 4.11) vyplyva, Ze nejvyss§iho obohaceni fosfopeptidii bylo dosaZeno na sorben-
tech s imobilizovanymi Fe3* nebo Ga®* ionty naplnénych ve $pickach. Naproti tomu
nejmensi obohaceni fosfopeptid bylo pozorovano na TiO, naplnéném ve spicce. V elu-
atech z TiO4 bylo nalezeno velké mnozstvi nefosforylovanych peptidi. Navic signaly
fosfopeptid v MS spektrech eluatti mély velmi nizkou intenzitu. To mohlo byt zptso-

beno potladenim jejich ionizace p¥itomnymi nefosforylovanymi ionty [17, 73].

4.3.3 Shrnuti

V této Casti prace byl na modelovém proteinu, prase¢im pepsinu A, vypracovan
postup identifikace mista fosforylace. Postup zahrnoval nejprve rozstépeni pepsinu a-
chymotrypsinem, poté separaci fosfopeptidu na sorbentech obsahujicich Zelezité nebo
galité ionty nebo na oxidu titani¢itém a nakonec analyzu MALDI-TOF/TOF hmot-
nostni spektrometrii. Ze ziskanych spekter pak byl pomoci vyhledavani v proteinové
databazi identifikovan fosfopeptid a uréeno misto fosforylace. Vypracovany postup byl
pouZit pro proteiny lidské Zaludeéni §tavy zdravého jedince. Podafilo se identifikovat
nékolik fosfopeptidii pochazejicich ze dvou odlisnych proteini a ur¢it misto fosforylace

lidského pepsinu A.



5. Zavér

Porovnali jsme schopnosti nékolika sorbent urcéenyeh pro vvsokotlakou afinitni clino-
matografii na imobilizovansch kovov<ch iontech (ITP-INIAC) separovat intaktni fosfo-
proteinyv = pepsin a ovalbumin. Ukazali jsime. Ze vSechny testované sorbenty s vyjim-

kou BP-UO,™ mohou byt pouzity pro HP-INAC fosfoproteini. ale nejlepsich visledku

jsme dosahli s IDA-Fe!” a BP-Ga? " sorbenty.

Na modelovém proteinu. prasec¢im pepsinu A. jsme vypracovali metodu separace fos-
forvlovany-ch a defosforviovanveh forem pepsinu na sorbentech IDA-Fe3* a BP-Ga3~.
Ukazali jsme. Ze na retenci pepsinu na téchto sorbentech se kromeé fosfatovych skupin
pepsinu podili i karboxylové skupiny. Separace fosforvlované a defosforvlované formy

pepsinu jsme dosahli po esterifikaci voluvel karboxyvlovyel skupin diazomethanem.

Vypracovanou metodu separace fosforvlovansch a nefosforyvlovansch forem praseciho
pepsinu A vvsokotlakou afinitni chromatografii na imobilizovanych Zelezitveh a ga-
litteh iontech jsme pouzili pro separaci lidskych pepsinu. Z lidské Zaludeéni $tavy
ziskané od zdravého jedince a z lidské Zaludeéni sliznice ziskané od pacienta trpiciho
karcinomem zaludku jsme nejprve iontové-vimeénnou chromatografii izolovali lidské
pepsiny. které jsme nasledné podrobili esterifikaci diazomethanem. Modifikované lid-
ské pepsiny jsme separovali afinitni chromatografii na imobilizovany-ch Zeleziti-ch ion-
tech v zavislosti na pritomnosti fosfatovich skupin v jejich molekulach. Déle jsme
zjistill. ze pepsinv pacienta s karcinomem Zaludku mély vvSsi stupen fosforvlace nez

pepsiny zdravého jedince.

Pomoci modelového fosfoproteinu praseciho pepsinu A\ jsme vypracovali postup pro
identifikaci fosforvla¢niho mista pepsinu. Tento postup zahrnoval rozstépeni pep-
sinu a-chymotrypsinem. dale separaci vzniklého fosfopeptidu afimitni chiromatografii
na imobilizovanych Zelezit¥ch nebo galitch iontech nebo afinitni chiromatografii na
oxidu titaniéitém a nakonec analvzu MALDI-TOF;TOF hmotnostni spektrometrii.
Ze ziskanvceh spekter byl pak pomoci vyvhledavani v proteinové databazi identifikovan

fosfopeptid a uréeno misto fosforvlace.

Vypracovany postup identifikace mista fosforvlace jsme pouzili na proteiny lidské
zaludeceni stavy. kterou jsme ziskali od zdravého jedince. Podafilo se nam identifikovat
nékolik fosfopeptidu pochazejicich ze dvou odlisndch proteini a uréit misto fosforvlace

v lidském pepsinu A,
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