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NOVE VYSOCE SELEKTIVNI ROZHRANI
PRO PROFILOVANI FOSFOPROTEOMU

POPIS PROBLEMU

Fosforylace je reverzibilni kovalentni modifikace proteini/peptidl, ktera upravuje jejich
funkéni aktivitu a ovliviuje radu procesu probihajicich v bunkach, tkianich nebo téle.
Fosfoproteomika se coby relativné nova oblast védy zaméruje na studium téchto procesu a
na kvantifikaci dynamickych zmén fosforylovanych proteint v pribéhu ¢asu s cilem urcit a
popsat vztah mezi regulaci fosforylace a patogenezi a vyvojem zavaznych onemocnéni.
Prikladem muze byt Parkinsonova choroba, kde je fosforylace zapojena do patologickych
neurodegenerativnich mechanismu, ¢i Alzheimerova choroba, kde je hyperfosforylace Tau
proteinu prikladem patologie souvisejici s fosforylaci. Abychom ziskali objektivni pohled na
biologické procesy asociované s fosforylaci, je nezbytna komplexni analyza fosforylovanych
proteinl. Nizka abundance fosfopeptidu, nizka ucinnost jejich ionizace, labilni fosfatova
skupina a interference nefosforylovanych peptidi vsak silné znesnadnuji komplexni
charakterizaci fosforylace proteinii a mohou vést az ke zkreslenym vysledkim ¢i zavadéjicim
zavéram. Ackoli jiz byla vyvinuta a pri analyze fosfoproteint aplikovana rada materidld s
deklarovanou afinitou, zadny z nich se nedokaze vyporadat se vSemi vyse uvedenymi aspekty
najednou.
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Je nesporné, ze pro fosfoproteomickou analyzu je naprosto zasadni specifické obohaceni
fosfopeptidl. Pro tyto ucely jsme vyuzili nanomaterial s velkym mérnym povrchem na bazi
anodickych jednorozmérnych (1D) TiO; nanotrubic homogenné pokrytych nanocasticemi
Fe304 (TiO;NTs@Fe3O4NPs). Kombinace TiO;NTs@Fe3O4NPs s optimalizovanym
protokolem pro obohaceni poskytuje, ve srovnani se zavedenymi mikrocasticemi TiO, a
materialy na bazi IMAC, zvysenou separacni specificnost a vétsi rozsah identifikovanych
fosfopeptidu.

Pouzity material (TiO,NTs@Fe30O4NPs) ma dalsi jedinecné vyhody: je netoxicky, robustni a
diky jeho vnitfnimu magnetismu jej Ize snadno oddélit z jakéhokoli roztoku.Vyhodné je i
pouziti TiO; jako zdkladu, diky némuz Ize material jednoduse a levné dekontaminovat UV
svétlem indukovanou fotokatalyzou a ve stejné kvalité opakované pouzit. Nase vysledky
prokazaly, ze tento material (TiO;NTs@Fe3O4NPs) separuje témér vyluéné fosfopeptidy a
vykazuje o 50 % lepsi preferenéni afinitu v pripadé dvojnasobné ¢i trojnasobné
fosforylovanych peptidi. Kromé toho také zachytiva vysoké mnozstvi unikatnich
fosfopeptid(, které nelze izolovat jinymi technikami. Tuto vlastnost Ize pIné vyuzit zejména
pri analyze hyperfosforylovanych proteini spojenych se zavaznymi degenerativnimi

onemocnénimi.
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MALDI-Orbitrap - hmotnostni spektra smési peptidi odvozenych z trypsin digestatu
a-kaseinu a BSA: a) puvodni smés peptidi, b) obohacena smés o TiO,NTs@Fe;O4NPs.

KOMERCNIVYUZITI

ID TiO3 nanotrubice pokryté nanocasticemi Fe304 maji diky svym unikatnim vlastnostem

predpoklady k vyuziti v biologickych a biochemickych védach nebo napr. biomediciné.

Material vykazuje vysokou specifiCnost, velky mérny povrch, magnetické vlastnosti a je
mozné ho fotokatalyticky regenerovat. TIO;NTs@Fe3O4NPs ma potencial otevrit nové
moznosti izolace a identifikace klinicky vyznamnych biomolekul. Technologie je nabizena k
licencovani a spolecnému vyvoji.
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