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Suhrn

Fosforylacia proteinov ma klti¢ovu tlohu v regulécii bunkovych signalnych drah. Je zahrnuta vo
vadsine bunkovych dejov, v ktorych suhra medzi kindzami a fosfatdzami prisne kontroluje bun-
kové deje ako napr. proliferaciu, diferenciaciu a apoptézu. Chybné alebo pozmenené signalne
drahy sa mnohokrat podielaju na vzniku réznych chorob, ¢o iba zdoraznuje doélezitost Studia
fosfoprotedmu. Abundancia fosfoproteinov je v protedme casto velmi nizka a na ich analyzu
su potrebné vysoko citlivé a $pecifické pristupy. Metédami kvantitativnej proteomiky je mozné
analyzovat zmeny v abundancii jednotlivych proteinov a ich posttranslacnych modifikaciach
a nasledne i v signdlnych drahach buniek. V tomto ¢lanku sa venujeme kvantitativno-proteo-
mickym metddam, ktoré je mozné pouzit pri studiu fosfoproteinov a ich zapojeni do signalnych
dréah.
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Summary

Protein phosphorylation is a key regulator in cellular signaling pathways. It is involved in most
cellular events in which interplay between phosphatases and kinases strictly controls biological
processes, such as differentiation, proliferation and apoptosis. Altered or defective signaling
pathways often result in various diseases, emphasizing the importance of studying the phos-
phoproteome. The abundance of phosphoproteins in the proteome is often very low, which re-
quires specific and highly sensitive approaches. By using quantitative proteomics methods, we
are able to analyze changes in abundance of proteins and their posttranslational modifications
and then changes in signaling pathways. In this review, we describe quantitative proteomics
methods, which could be used for study of phosphoproteins and their connection in signaling
pathways.
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Uvod

Fosforylacia proteinov je jednym z naj-
rozsirenejsich regula¢nych mechaniz-
mov v prirode. Je kfd¢ovym reguldtorom
vnutrobunkovych biologickych proce-
sov a momentalne najstudovanejsou
posttranslacnou modifikdciou protei-
nov. Fosforylaciou je obvykle iniciovana
signdlna transdukcia a 3irené signdly
v signalnych drahach buniek. Je to do-
¢asna a reverzibilna posttransla¢na mo-
difikdcia, ktora vedie k zmendm kon-
formacie, aktivity a interakcii proteinov
vo velmi kratkom ¢asovom useku. Pro-
teinovu fosforylaciu riadia dve skupiny
proteinov: kinazy (fosforyluju proteiny)
a fosfatazy (defosforyluju proteiny).
Casto su fosforylované viaceré rezidua
proteinu, a to vacsinou réznymi kina-
zami. Spomedzi aminokyselin sa u euka-
ryotov moéze fosforylovat serin, treonin,
tyrozin a histidin, ktory je vsak velmi la-
bilny a zriedka identifikovany vo fosfo-
proteomickych studiach.

Pristupy kvantitativnej proteomiky
ndm dovoluju analyzovat zmeny v ex-
presii proteinov (a fosfoproteinov) za
réznych podmienok a taktiez aj urcit
zmenu fosforylacie jednotlivych protei-
nov, ktoré tvoria zdkladnu funkénu jed-
notku signélnych drah.

V porovnani s ostatnymi proteinmi su
fosfoproteiny v bunkach pritomné vo
velmi nizkych mnozstvach, ¢o kompli-
kuje ich detekciu hmotnostnym spek-
trometrom a ndasledné analyzy. Z tohto
dbévodu su potrebné techniky, ktoré
umoziuju obohatenie vzoriek o fos-
fopeptidy (po proteolytickom Stie-
peni proteinov na peptidy) pred hmot-
nostne spektrometrickou analyzou.
»Strong cation exchange chromatogra-
phy” (SCX) [1], ,hydrophilic interaction
liquid chromatography” (HILIC) [2], obo-
hatenie fosfopeptidov oxidom titanici-
tym (TiO2) [3] ¢&i ,immobilized metal ion
affinity chromatography” (IMAC) [1] pa-
tria medzi techniky pomocou ktorych
sme schopni Uspesne izolovat fosfopep-
tidy pred MS analyzou. Naslednd kvapa-
linova chromatografia v spojeni s tan-
demovou MS analyzou (LC-MS/MS) je
vhodny pristup, ktory dovoluje identifi-
kaciu a kvantifikaciu tisicok fosforylac-
nych miest pocas jednej analyzy. Tieto,
ale aj dalsie metdédy a postupy pouzi-

vané vo fosfoproteomickych experimen-
toch budeme blizsie rozoberat v nasle-
dujucej casti ¢lanku.

Metody kvantifikacie
fosfoproteinov

Na kvantifikdciu zmien fosfoproteinov
je mozné pouzit proteomické pristupy
ako napr. ,stable isotope labeling with
amino acids in cell culture” (SILAC) [4],
ktory sa da pouzit iba na zivé bunkové
kultdry. Jedna sa o metabolické znace-
nie aminoyselin, pri ktorom v priebehu
kultivacie dochadza k inkorporacii taz-
kych aminokyselin (znacené stabilné
izotopy lyzinu a argininu) do novosynte-
tizovanych proteinov. Pri tejto metéde je
mozné pouzit tazké izotopy lyzinu a ar-
gininu (R10K8), stredne tazké izotopy
lyzinu a argininu (R6K4) a neznacené,
[ahké médium (ROKO).

Medzi izotopické znacenia fosfopep-
tidov patria napr. ICAT, dimetylové a '®0O
znacenie.

ICAT (isotope-coded affinity tags),
teda thiol-reaktivne molekuly obsahu-
juce tazké alebo lahké izotopy, pred-
stavuje jednu z najstarsich technik [5].
ICAT znacka pozostava z reaktivnej sku-
piny, ktord je orientovand na cystein,
polymerového linkera s 6smimi deu-
tériami a biotinovej skupiny, ktord do-
voluje purifikaciu znac¢enych peptidov.
V ICAT experimente su dva proteinové
pooly denaturované a redukované, cys-
teinové rezidud proteinov su nasledne
znacené fahkym alebo tazkym reagen-
tom. Znacené pooly su potom zmiesané,
precistené od nadbytecného reagentu
a Stiepené vhodnou proteadzou. Peptidy
obsahujuce cystein, nesuce lahku alebo
tazkd znacku su nasledne zachytené po-
mocou avidinovej kolény, cez biotinovu
skupinu na znacke. Peptidy su potom
vyeluované z koldny a analyzované na
MS [6].

Pri dimetylovom znaceni su proteiny
najprv stiepené vhodnou protedzou, ako
napr. trypsin, nasledne su peptidy z roz-
nych vzoriek oznac¢ené dimetylovymi
znackami a analyzované na LC/MS, pri-
¢om rozdiel abundancie dimetylovych
znaciek je pouzity na porovnanie rozdie-
lov v abundancii peptidov vo vzorkach.
Toto znacenie je zaloZzené na reakcii pri-
marnych peptidovych aminov (N-konce

peptidov a epsilonové amino skupiny ly-
zinovych rezidui) s formaldehydom a vy-
tvoreni Schiff bazy, ktord je rapidne re-
dukovand pridanim cyanoborohydridu.
Dimetylové znacenie je mozné pou-
Zit ako triplex, kde je pri znaceni ,lah-
kou znackou” pouzity obycajny formal-
dehyd a cyanoborohydrid, ¢o sposobi
zvysenie hmotnosti o 28 Da na primarny
amin v peptide. Pouzitie denaturova-
ného formaldehydu a obycajného cya-
noborohydridu spdsobi zvysenie hmot-
nosti o 32 Da, ¢o je strednd znacka [7].
Inkorporacia tazkej znacky je dosiahnuta
kombindaciou denaturovaného a *C-zna-
¢eného formaldehydu s cyanoborodeu-
teridom, ¢o vedie k zvySeniu hmotnosti
o036 Da[8].

Znacenie pomocou 0 je relativne
jednoducha, enzymovo-sprostredko-
vana technika znacenia peptidov po-
mocou H, 0. Tento pristup je spojeny
s protedzami 2. triedy, napr. trypsinom,
ktoré katalyzujui vymenu dvoch %O até-
mov za dva 80 atémy na C-terminadlnej
karboxylovej skupine proteolitického
peptidu, ¢o vedie k posunu hmotnosti
0 4 Da medzi 1-krat nabitymi r6zne zna-
¢enymi peptidmi v MST méde [6].

TMT (tandem mass tag) [9] a iTRAQ
(the isobaric tag for relative and ab-
solute quantitation) [10] su izobarické
znacenia fungujuce na velmi podob-
nom principe. V porovnani s tradi¢nymi
kvantifika¢nymi metédami su schopné
pouzitim tandemovej MS analyzy si-
multanne identifikovat a kvantifiko-
vat 6-8 vzoriek. TMT molekula pozos-
tava z reaktivnej skupiny, ktora znaci
primarne aminové skupiny; reportéro-
vej skupiny, ktord udava v MS/MS méde
abundanciu peptidu po zmiesani pep-
tidov; odstiepitelného linkeru, ktory
uvolnuje TMT reporterovy fragment
v MS/MS analyze a hmotnostne norma-
liza¢nej skupiny, ktord vyrovnava hmot-
nostné rozdiely medzi jednotlivymi re-
portérovymi fragmentami na udrzanie
konstantnej celkovej hmotnosti zna-
Ciek v sete [11]. KedZe sa jedna o izo-
barické znacky, kvantifikacia prevedena
v MS/MS maode porovnanim ploch pikov
oznacenych iénov vychadza z fragmen-
tacie znacky, teda rovnaké spektrum je
pouzité na kvantifikiciu a identifikaciu
fosfopeptidu [12].
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Pri label free kvantifikacii su protei-
nové zmesi analyzované priamo a vzorky
sU navzajom porovnané az po samostat-
nych analyzach. Pri tejto metéde nie
su vzorky zmie$ané, teda je mozné do-
siahnut vyssieho proteémového pokry-
tia a neexistuje Ziaden limit v pocte vzo-
riek, ktoré mozu byt porovnavané [13].
Nevyhodou tohto pristupu je nepri-
tomnost formélneho vnutorného Stan-
dardu, ¢o moze viest k vyznamnym
chybdm v individualnych datasetoch.
Tento nedostatok je vSak minimalizo-
vany analyzou niekolkych biologickych
replikatov [6].

Proteolytické stiepenie

Pred hmotnostnou analyzou je potrebné
vzorky upravit tak, aby boli kompatibilné
s meranim na hmotnostnom spektrome-
tri. Prvym krokom je Stiepenie proteinov
na peptidy pouzitim vhodnej protedzy.
Na to, aby mohla proteaza proteiny efek-
tivne Stiepit, je potrebnd ich denaturé-
cia, redukcia a alkylacia. Na denatura-
ciu sa pouzivaju rézne reagencie, napr.
B-merkaptoetanol, SDS. Medzi najviac
pouzivané redukcné Cinidlo patri dithio-
treitol (DTT) alebo Tris (2-carboxyethyl)
phosphine (TCEP), ktoré redukuju disul-
fidové mostiky medzi cysteinovymi sku-
pinami. Nasleduje alkylacia thiolovych
skupin pomocou jédacetamidu (IAA),
ktory zabranuje ich reoxiddcii. Proteiny
sU potom Stepené protedzami na pep-
tidy, ktoré je mozné analyzovat na hmot-
nostnom spektrometri. Pouzivaju sa pro-
tedzy s vysokou Specificitou Stiepenia,
aminokyselinové retazce Stiepia iba za
urcitymi aminokyselinami. Jednou z naj-
beznejsie pouzivanych proteaz je tryp-
sin, ktory Stiepi retazec aminokyselin na
karboxylovej strane lyzinu a argininu, ak
za nimi nenasleduje prolin. Existuje via-
cero postupov, ako proteiny pripravit
na proteolytické stiepenie. Ich vyber za-
visi na type a mnozstve vzorky, kedze pri
niektorych postupoch su starty vzoriek
vdcsie nez pri inych.

Pred vlastnym proteolytickym Stiepe-
nim je potrebné odstranit denaturacny
roztok, ktory nie je kompatibilny s pro-
teolytickymi enzymami, a preto sa za-
miena za roztok mocoviny. Pri filter
aided sample preparation” (FASP) pro-
tokole sa tento krok deje na ,cut off” fil-

tri (10 kDa, alebo 30 kDa), kde prebieha
aj nasledna redukcia, alkyldcia a vlastné
proteolytické Stiepenie. Medzi nevy-
hody tohto postupu patri ¢iastocna
strata vstupného materialu na filtri [14].

Stiepenie v roztoku je postup, pri
ktorom sa do skimavky so vzorkou pro-
teinov postupne pridavaju jednotlivé
roztoky zaistujice denaturaciu, redukciu
a alkylaciu (napr. mocovina, DTT, IAA).
Prebytok alkyla¢ného ¢inidla je nasledne
odstraneny pridanim redukcného ¢i-
nidla, aby sa v hmotnostnom spektre
neobjavovali satelitné peptidové piky
nesuce vzniknuté modifikacie zvysujuce
ich m/z. Nakoniec sa priddva protedza
a roztok NH,HCO,, ktory je s fiou kompa-
tibilny a poskytuje vhodné podmienky
na Stiepenie. V pripade tohto postupu
vstupny material sice zostdva zacho-
vany, ale vietky pridané reagencie zosta-
vaju v roztoku spolu so vzorkou a pred
dalsim krokom je nutné ziskané peptidy
purifikovat [15].

Pri Stiepeni proteinov v géli sa bun-
kovy lyzat najprv rozseparuje na poly-
akrylamidovom géli. Zvac¢sa sa pou-
zivaju denatura¢né 1D alebo 2D
elektroforézy, ktoré separuju denaturo-
vané proteiny podla molekulovej hmot-
nosti (proteiny s najvyssou hmotnostou
putuja v géli najpomalsie), ¢im zaro-
vert umoznuju presné stanovenie mole-
kulovej hmotnosti. Pri 1D elektroforéze
sa proteiny separuju iba podla mole-
kulovej hmotnosti. Pri 2D elektroforéze
sa proteiny rozdeluju najprv podla izo-
elektrického bodu, ¢o je pH, pri ktorom
maju molekuly nulovy naboj, a nepo-
hybuju sa v elektrickom poli [16]. Nasle-
duje ich delenie v druhom smere podla
molekulovej hmotnosti. Najvacsou vy-
hodou tychto postupov je precistenie
proteinov od nizkomolekulovych ne-
Cistot, ako napr. detergentov a zloziek
pufrov, ktoré casto nie su kompatibilné
s naslednou MS analyzou. Na vizualiza-
ciu proteinov sa pouzivaju napr. trifenyl-
metdnové farbivda Coomassie brilliant
blue (R250, G250), ktoré sa viazu na pro-
teiny prostrednictvom van der Waaleso-
vych a elektrostatickych interakcii [17].
NajbeZnejsie pouzivanou je Coomassie
brilliant blue G250, ktora je schopna vi-
zualizovat uz 0,3 ng proteinu v géli.
Komercne su dostupné aj fluorescencné

znacky, napr. Sypro Ruby, Flamingo,
¢i Deep Purple, ktoré maju senzitivitu
okolo 1 ng detekovaného proteinu.
Velmi citlivym pristupom je farbenie
striebrom, pomocou ktorého je mozné
vizualizovat 0,3 ng proteinu. Po farbeni
su jednotlivé bandy vyrezané z gélu,
odfarbené a proteiny Stiepené protea-
zou. Nevyhoda tejto metddy spociva
v strate proteinov nerozpustnych v SDS
pufri a proteinov s nizkou molekulovou
hmotnostou [18].

Separacia peptidov pomocou
kvapalinovej chromatografie
Na rozdelenie komplexnych vzoriek
peptidov ziskanych FASP protokolom
alebo Stiepenim v roztoku, ako aj na od-
stranenie zloziek, ktoré moézu interfero-
vat s dalsimi postupmi, je mozné pouzit
kvapalinovu chromatografiu. High-per-
formance liquid chromatography (HPLC)
mbze byt pouzitd na separaciu peptidov
na zéklade hydrofobicity, naboja alebo
velkosti. Kombinaciou vhodnych analy-
tickych kolén a gradientov je mozné vy-
brat frakcie obsahujuce peptidy a fosfo-
peptidy a dalej ich analyzovat. Vybrané
typy kolén a ich vlastnosti budu popi-
sané v dalej casti:

- Na negativne nabitych funk¢nych sku-
pindch kolény strong cation exchange
chromatography (SCX) sa pri pH 2,7 za-
chytdvaju najma 1-krat fosforylované
+1 kladne nabité fosfopeptidy. V eluo-
vanej frakcii sa nachadzaju multifosfo-
rylované peptidy, preto je nutné eluat
zachytit [1].

- Hydrophilic interaction liquid chro-

matography (HILIC) je vysoko rozliso-

vacia separac¢nd technika, pri ktorej sa
vyuzivaju vodikové interakcie medzi
peptidom a neutrdlnou, hydrofilnou
stacionarnou fazou. Retencia vzrastd
so zvysujucou sa polaritou peptidu.

Vzorky sU nandsané vo faze s vyso-

kym podielom organickych zluéenin

a eluované zvysujucou sa polaritou

mobilnej fazy [2].

Electrostatic repulsion-hydrophilic in-

teraction chromatography (ERLIC) je

separdcia zalozend na anion exchange
chromatography v kombindacii s hyd-
rofilnymi interakciami. Fosfatové sku-
piny su ciasto¢ne ionizované a elek-
trostaticky pritahované k stacionarnej
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faze. Ako prvé su eluované nefosfo-
rylované, monofosforylované a difos-
forylované peptidy, kedZze multifos-
forylované peptidy obsahuju viacero
negativnych nabojov na fosfatovych
skupindch a eluuju sa neskor [19].

Techniky obohacovania vzoriek

o fosfopeptidy

Obohatenie fosfopeptidov je klucovy
krok v priprave vzoriek na identifikova-
nie fosforylovanych aminokyselin. Kon-
centracia fosfoproteinov je v bunke
v porovnani s ostatnymi proteinmi
velmi nizka a su takmer nemeratelné
dostupnymi technikami hmotnostnej
spektrometrie. Fosfopeptidy zle ioni-
zuju, ¢o je doésledkom pritomnosti fos-
fatovej skupiny, ktora je zaporne na-
bita. Tym ovplyvnuje efektivitu ionizacie
a detekcie pri kyslych podmienkach,
ktoré sa pouzivaju pri analyze v pozi-
tivnom maode [20]. Fosfopeptidy byvaju
v spektrach prekryté fragmentmi nefos-
forylovanych/abundantnejsich pepti-
dovych iénov, ktoré maju ovela vyssiu
intenzitu signalu. Na ziskanie/obohate-
nie fosfopeptidov zo vzoriek bolo vyvi-
nutych viacero metdd, ktoré vyuzivaju
vazbu fosfatovej skupiny na matricu.
Medzi najviac pouzivané obohacovacie
metody patria obohatenie fosfopepti-
dov oxidom titanicitym (TiO,), immobi-
lized metal ion affinity chromatography
(IMAC) a sequentional elution from
IMAC (SIMAC).

V pripade TiO, (volné castice s prie-
merom 10 um) dochdadza k vazbe fos-
fopeptidu cez fosfatové OH skupiny za
kyslych podmienok. Uvolnenie tejto
vdzby nastéva za zasaditych podmienok,
pricom uvolnené sui najma monofosfo-
rylované peptidy (multifosforylované
peptidy sa na TiO, viazu s prili$ vysokou
afinitou a ich elucia je velmi obtiazna).
Na TiO, sa méZu viazat aj kyslé peptidy,
¢omu sa da predist znizenim pH kyseli-
nou trifluéroctovou alebo pridanim ky-
seliny dihydrobenzoovej, ¢i mliecnej,
ktoré sa na TiO, viaZu s vys$sou afini-
tou nez kyslé peptidy, ale s nizSou nez
fosfopeptidy [3].

Pri metéde IMAC su i6ny kovov (Fe3*,
AP*, Ga**, Co?") chelatované na castice
pokryté nitrilotrioctovou alebo imino-
dioctovou kyselinou, ¢im vytvaraju sta-

cionarnu fazu, na ktord sa mdézu na-
viazat negativne nabité fosfopeptidy
v mobilnej faze. Tato metdda je vhodna
hlavne pre obohatenie multifosforylo-
vanych peptidov. VaZnym problémom
tohto postupu je nespecificka vdzba
nefosforylovanych peptidov obsahu-
jucich viacnasobne kyslé rezidud ami-
nokyselin, ¢o znizuje selektivitu. Jed-
nou z moznosti ako zvysit selektivitu
tejto metddy je rovnako ako pri TiO,
zniZzenie pH[1].

SIMAC metéda kombinuje vyhody
TiO, a IMAC pristupu. KedZe pri IMAC su
preferen¢ne naviazané multifosforylo-
vané peptidy a pri TiO, monofosforylo-
vané, kombindciou tychto dvoch metod
je mozné dosiahnut jednoduchého obo-
hatenia mono- i multifosforylovanych
peptidov. IMAC je pouzity ako prvy krok,
kde po vazbe nasleduje eltcia monofos-
forylovanych peptidov za kyslych pod-
mienok (pH 1,0) a potom eltcia multi-
fosforylovanych peptidov za bazickych
podmienok (pH 11,3). Daldim krokom je
obohatenie monofosforylovanych pep-
tidov TiO, Casticami [1].

Hmotnostne spektrometricka
analyza

Peptidy (fosfopeptidy) je mozné iden-
tifikovat pomocou MALDI-MS (mat-
rix-aassisted laser desorption/ionization -
mass spectrometry, tj. hmotnostného
spektrometru s ionizadciou pomocou
laseru za ucasti matrice) alebo pro-
strednictvom LC-MS/MS (liquid chro-
matography - mass spectrometry)
s elektrosprejovou ionizaciou. Pri hlb-
Sich fosforyla¢nych studidch je doéle-
zité urcit Specificki aminokyselinu,
ktora bola fosforylovana (miesto fosfo-
rylacie) v danom biologickom experi-
mente. Preto sa vyuziva tandemovéa MS
analyza s collision-induced dissociation
(CID) a electron-transfer dissociation
(ETD) fragmentéciou. Pri CID fragmenta-
cii dochadza k strate fosfatovej skupiny
H,PO, pri fosfoserine a fosfotreonine
a HPO, pri fosfotyrozine. Nedostatkami
tejto metddy su nizka ionizacna efekti-
vita a skord strata labilnej fosfatovej sku-
piny, ¢o ma za nasledok nizky pocet pep-
tidovych fragmentov na identifikaciu.
ETD Sstiepi peptidovu kostru bez odstie-
penia labilnych posttranslacnych mo-

difikacii, ako napr. fosforylacie. ETD ma
vyssiu pravdepodobnost Gspesnej fosfo-
peptidovej identifikicie pre prekurzory
s nizkym m/z a ndbojovym stavom > 2,
kym CID je Uspesnejsia pre dvojnasobne
nabité peptidy a tie s vysokym m/z [21].
Niektoré Studie porovndvajuce ETD
a CID navrhuju vyuzitie oboch metéd
fragmentécie na dosiahnutie komplex-
nej analyzy fosforylacie [21-23].

Analyzovanie dat

Kritickou sucastou vsetkych proteo-
mickych studii je analyza dat, pri kto-
rej sa vyuzivaju bioinformatické a Statis-
tické pristupy. Ziskané MS/MS data su
porovnané s databdzou Uniprot pro-
teome [24] s pouzitim softwarov Mascot
(Matrix Science Inc.) alebo Sequest [25].
Na spracovanie dat, prehladanie data-
baz a kvantitativne vyhodnotenie roz-
dielov medzi fosfoproteinmi v jednotli-
vych vzorkach je mozné pouzit program
Proteome Discoverer 1.4 (Thermo Fis-
her Scientific) s algoritmom Phos-
phoRS 3.1 [26] umoziujlucim predikciu
lokalizécie fosforylovanych miest. K dis-
pozicii st aj dalSie podobné programy
MaxQuant [27] a SkyLine [28].

Pri identifikovanych fosfoproteinoch
je potrebné brat do Uvahy zmenu fos-
forylacie oproti kontrolnej vzorke a cel-
kovej expresii proteinu. Proteiny so sig-
nifikantnymi zmenami fosforylacie
mézu byt dalej pouzité na studium sig-
nalnych drah pomocou 3pecializova-
nych programov ako napr. Ingenuity
Pathway Analysis (IPA) [29], David [30]
alebo PathVisio [31]. Tieto programy
su schopné graficky znazornit signélne
drahy na zaklade informacii ziskanych
z databaz a vedeckych publikacii. Umoz-
nuju tiez porovnanie jednotlivych drah,
a teda definovanie hlavnych rozdielov
medzi signalnymi drahami v réznych
bunkach.

Zaver

Na $tudium zmien v signélnych drdhach
buniek je mozné vyuzit proteomické
pristupy. Kvantitativna proteomika
umoznuje urcit zmeny v signalnych dra-
hach zahinajuce zmeny v expresii pro-
teinov, ako aj zmeny v posttranslacnych
modifikaciach (fosforylaciach), ktoré
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NOV A SIGNALNYCH DRAH KVANTITAT

VNO-PROTEOMICKYMI METODAMI

Proteolitické Stiepenie
a) FASP - filter aided sample
preparation
b) stiepenie v roztoku
¢) Stiepenie v géli

\/

Kapalinova chromatografia

a) SCX - strong cation exchange

b) HILIC - hydrophilic interaction
liquid chromatography

¢) ERLIC - electrostatic repul-
sion — hydrophilic interaction
chromatography

\/

Obohatenie fosfopeptidov

a)Tio,
b) IMAC - immobilized metal ion affi-
nity chromatography

¢) SIMAC - sequential elution from
IMAC

Hmotnostne spektrometricka
analyza
a) MALDI/MS
b) LC-ESI/MS
+ tandemové MS/MS analyzy (CID, ETD)

\]
Analyza dat - urcenie
signalnych drah
a) ingenuity pathway analysis
b) path visio
¢) david
\_ %

Tab. 1. Schéma postupu spracovania
vzorky proteomickymi metédami.

su zdkladnym mechanizmom pri zapi-
nani/vypinani signalnych drah. Vzhla-
dom na nizku abundanciu fosfopro-
teinov v bunkach a ich problematické
zachytenie hmotnostnym spektrome-
trom je spravna volba metdéd kluc¢ovym
krokom (tab. 1.).

Nedostatky pri momentalne pouziva-
nych postupoch poskytuju Siroky pries-
tor na vylep3enie metéd. Zamedzenie
straty materidlu pri priprave vzoriek, ¢i
vazbe kyslych peptidov na castice pri

obohacovacich technikach su problémy,
ktoré je nutné riesit. Nemenej déle-
Zitymi su i obmedzenia v MS analyze
a bioinformatickych aplikéacidch. Rov-
nako aj zdokonalovanie starych a vyvoj
novych metéd a programov na analyzu
méze rapidne prispiet k vylepSeniu de-
tekcie a identifikacie proteinov.
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