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Fosforylacia je postranslaéna modifikacia modulujica funkciu proteinu, ktora je nevyhnutna pre bunkova
signalizaciu, proliferaciu, diferencidciu a rast. lde o dynamicky proces, ktorého deregulacia spdsobuje
mnozstvo chorobnych procesov, vratane rakoviny (1). Technologie zaloZzené na kvapalinovej chromatografii,
ktora je spojena s hmotnostnou spektrometriou (MS) predstavuju efektivny nastroj na identifikaciu proteinov
a ich postranslacnych modifikacii. Pretoze fosforylované peptidy sa nachadzaju v komplexnych vzorkach
V ovela menSom zastipeni, v porovnani s ich nemodifikovanymi formami, je nutné, aby pracovny postup
obsahoval krok zabezpecujuci obohatenie fosforylovanych peptidov (2). Nevyhnutnou pripravy vzoriek je aj
frakcionacia, ktora vyznamne znizuje komplexnost’ vzoriek atym zvySuje mnozstvo identifikovanych
fosforylacnych miest.

Nedavno optimalizovany pracovny postup z nasho laboratoria zahfna extrakciu proteinov, enzymatické
Stiepenie proteinov na peptidy a extrakciu na reverznej faze. Nasleduju kroky typické pre pripravu
fosfoproteomickych vzoriek, konkrétne obohatenie fosfopeptidov pomocou afinitnej chromatografie s
imobilizovanym kovom (IMAC) a frakcionacia pomocousilnej anion-vymennej (SAX) a poréznej grafitovej
(PGC) chromatografie. Na MS analyzu sa pouziva kvapalinova chromatografia nanoflow Ultimate HPLC
spojena s hmotnostnym spektrometrom Orbitrap. Na spracovanie a bioinformaticki analyzu MS dat sa
vyuZivaju softvérové nastroje MaxQuant a Perseus (3).

Takymto spdsobom boli analyzované dve skupiny vzoriek, ktoré sa li§ili pouzitou frakcionacnou
technikou, PGC resp. SAX. Rozdiely medzi vzorkami boli skiimané na irovni proteinovych skupin, ako aj
fosforylacnych miest. Z naSich zisteni vyplyva, Ze pomocou roznych technik su vzorky obohacované o
rozlicné fosfopeptidy. Preto kombinaciou roéznych frakciona¢nych metdéd je mozné dosiahnut vyznamné
zvySenie mnozstva identifikovanych fosforyla¢nych miest. Pouzitim vyssie uvedeného spdsobu pripravy
vzoriek anaslednej analyzy pomocou hmotnostnej spektrometrie sme boli schopni identifikovat’ 1274
novych, doposial’ neanotovanych fosforylacnych miest, ktoré mézu byt prinosné pre pochopenie regulacie
bunkovych procesov.

Tato praca vznikla vd'aka podpore Agentiry na podporu vyskumu a vyvoja, v ramci projektu ¢. APVV-16-
0120, VEGA grantov 2/0026/18 a 2/0039/19, a Slovenskej akadémie vied, v ramci programu pre
doktorandov ¢. APP0007. Na podpore projektu sa dalej podielal Operacny program Integrovand
infrastruktura pre projekt: Centrum pre biomedicinsky vyskum — BIOMEDIRES - II. etapa, kod ITMS:
313011W428, spolufinancovany zo zdrojov Eurdpskeho fondu regionalneho rozvoja.
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