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Fosforilirani proteini nastajajo v procesu post-translacijske modifikacije,
imenovane fosforilacija. V celicah se nahajajo v nizkih koncentracijah. Za
proucevanje fosfoproteoma je zelo pomembno, da je v ociS€enih vzorcih
zadostna koli¢ina fosforiliranih proteinov. S kromatografsko locbo se
izognemo postopkom obarjanja vzorcev, pri katerih se lahko del
fosforiliranih proteinov izgubi. Kovinsko-kelatna afinitetna kromatografija
(IMAC) je vse bolj uveljavljena tehnika za selektivno lo¢evanje bioloskih
molekul. V tem diplomskem delu smo razvili hitro in selektivno metodo
obogatitve fosforiliranih proteinov na CIM® IDA Fe’" monolitnem nosilcu.
Najprej smo razvili primeren kromatografski nosilec z imobiliziranim
zelezovim centralnim atomom in ga okarakterizirali. Poiskali smo pogoje
vezave in elucije standardnega fosforiliranega proteina. Uspesnost selektivne
vezave smo preverili z realnim vzorcem kvasnega ekstrakta Saccharomyces
cerevisiae. Selektivnost logbe na CIM® IDA Fe’™ monolitnem nosilcu smo
potrdili z 2-D elektroforezo, kjer smo dobljene gele barvali s specificnimi
fluorescentnimi barvili. Izkazalo se je, da je CIM® IDA Fe’" nosilec le delno
selektiven, zato potrebuje produkt Se optimizacijo, da bi lahko postal trzno
zanimiv.
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AB  Phosphorylated proteins are produced in post-translation process named
phosphorylation. They are present in cells in very low concentrations. In
order to study phosphoproteom it is very important to deal with a sufficient
amount of phosphorylated proteins in samples. With chromatographic
separation we can avoid precipitation of proteins that can lead to loss of
phosphorylated proteins. Immobilized Metal Ion Affinity Chromatography
(IMAC) is a more and more widely used technique for selective separation of
biological molecules. In this work, a fast and selective technique for
concentrating proteins on CIM® IDA Fe*" monolithic column was developed.
A chromatographic carrier with immobilized ferric ion in center was
prepared and characterized. Binding and elution conditions for
phosphorylated proteins were optimized and column efficiency was tested for
selective binding with yeast extract from Saccharomyces cerevisiae. Column
efficiency was confirmed with 2-D electrophoresis. Different specific
fluorescent dyes were used for protein detection. It was established that
CIM® IDA Fe’* monolithic columns are only partially selective for
phosphorylated proteins, so further optimization is needed for potential
commercial application.
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Hodogram poteka dela

Prebojna krivulja brez monolitnega nosilca — eksperimentalno dolo¢anje
mrtvega volumna sistema

Adsorpcijska izoterma za bakrove ione na CIM® IDA monolitnem
nosilcu pri razli¢nih koncentracijah bakrovih ionov v vodni raztopini

Adsorpcijska izoterma za nikljeve ione na CIM® IDA monolitnem
nosilcu pri razlicnih koncentracijah nikljevih ionov v vodni raztopini

Adsorpcijska izoterma za Zelezove ione na CIM® IDA monolitnem
nosilcu pri razli¢nih koncentracijah zelezovih ionov v vodni raztopini

Adsorpcijske izoterme za Zelezove ione razli¢nih koncentracij na CIM®
IDA monolitnem nosilcu pri razli¢nih pretokih

Prebojna krivulja Zelezovih ionov na HiTrap IMAC nosilcu

a) Zacetni kromatogram (bazna linija) vezne A; (20 mM Na,HPOy,
0,5 M NaCl, pH 7,4) in elucijske mobilne faze A, (20 mM Na,HPO,,
0,5 M NacCl, 250 mM imidazol, pH 7,4); b) Kromatogram raztopljenega
standardnega fosforiliranega proteina beta-kazeina (¢ = 1 mg/mL) v
mobilni fazi A; (20 mM Na;HPOy4, 0,5 M NaCl, pH 7,4)

Primerjava zaletnega kromatograma (bazne linije) in kromatograma
raztopljenega standardnega fosforiliranega proteina beta-kazeina v
mobilni fazi A; (20 mM Na,HPOy, 0,5 M NaCl, pH 7,4)

a) Zacetni kromatogram (bazna linija) vezne B; (20 mM Na,HPO,,
0,5 M NaCl, 20 mM imidazol, pH 7,4) in elucijske mobilne faze B,
20 mM Na,HPO4, 0,5 M NaCl, 250 mM imidazol, pH 7.4);
b) Kromatogram raztopljenega standardnega fosforiliranega proteina
beta-kazeina (c = 1 mg/mL) v mobilni fazi B; (20 mM Na,HPO,,
0,5 M NaCl, 20 mM imidazol, pH 7,4)

a) Primerjava zaCetnega kromatograma (bazne linije) in kromatograma
raztopljenega standardnega fosforiliranega proteina beta-kazeina v
mobilni fazi By (20 mM Na,HPO4, 0,5 M NaCl, 20 mM imidazol,
pH 7.4); b) Povecana slika 11a

a) Zacetni kromatogram (bazna linija) vezne C; (20 mM Na,HPO,,
0,5 M NaCl, pH 7,1) in elucijske mobilne faze C, (20 mM Na,HPO,,
0,5 M NacCl, 250 mM imidazol, pH 7,1); b) Kromatogram raztopljenega
standardnega fosforiliranega proteina beta-kazeina (¢ = 1 mg/mL) v
mobilni fazi C; (20 mM Na,HPO,4, 0,5 M NaCl, 20 mM imidazol,
pH 7,1)
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Primerjava zaCetnega kromatograma (bazne linije) in kromatograma
raztopljenega standardnega fosforiliranega proteina beta-kazeina v
mobilni fazi C; (20 mM Na,HPO,, 0,5 M NaCl, pH 7,1)

a) Zacetni kromatogram (bazna linija) vezne D; (20 mM Na,HPOy,
0,5 M NaCl, 20 mM imidazol, pH 7,1) in elucijske mobilne faze D,
(20 mM Na,HPO4, 0,5 M NaCl, 250 mM imidazol, pH 7,1);
b) Kromatogram raztopljenega standardnega fosforiliranega proteina
beta-kazeina (¢ = 1 mg/mL) v mobilni fazi D; (20 mM Na,HPO,,
0,5 M NaCl, 20 mM imidazol, pH 7,1)

Primerjava zacetnega kromatograma (bazne linije) in kromatograma
raztopljenega standardnega fosforiliranega proteina beta-kazeina v
mobilni fazi D; (20 mM Na,HPO,4, 0,5 M NaCl, 20 mM imidazol,
pH7,1)

a) Zacetni kromatogram (bazna linija) vezne E; (20 mM Tris,
0,5 M NaCl, pH 7.,4) in elucijske mobilne faze E, (20 mM Tris,
0,5 M NaCl, 100 mM imidazol, pH 7,4); b) Kromatogram raztopljenega
standardnega fosforiliranega proteina beta-kazeina (¢ = 1 mg/mL) v
mobilni fazi E; (20 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7,4)

Primerjava zaCetnega kromatograma (bazne linije) in kromatograma
raztopljenega standardnega fosforiliranega proteina beta-kazeina v
mobilni fazi E; (20 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7,4)

a) Zacetni kromatogram (bazna linija) vezne F; (20 mM Tris,
0,5 M NaCl, pH 7,4) in elucijske mobilne faze F, (20 mM Tris,
0,5 M NacCl, 250 mM imidazol, pH 7,4); b) Kromatogram raztopljenega
standardnega fosforiliranega proteina beta-kazeina (¢ = 1 mg/mL) v
mobilni fazi F; (20 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7,4).

a) Primerjava zaCetnega kromatograma (bazne linije) in kromatograma
raztopljenega standardnega fosforiliranega proteina beta-kazeina v
mobilni fazi F; (20 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7,4); b) Povecana
slika 19a

a) Zacetni kromatogram (bazna linija) vezne G; (20 mM Tris,
0,5 M NaCl, pH 7,4) in elucijske mobilne faze G, (100 mM glicin,
pH 3,0); b) Kromatogram raztopljenega standardnega fosforiliranega
proteina beta-kazeina (c = 1 mg/mL) v mobilni fazi G; (20 mM Tris,
0,5 M NaCl, pH 7,4)

a) Primerjava zaCetnega kromatograma (bazne linije) in kromatograma
raztopljenega standardnega fosforiliranega proteina beta-kazeina v
mobilni fazi G; (20 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7,4); b) Povecana
slika 21a
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a) Zacetni kromatogram (bazna linija) vezne H; (20 mM Tris,
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

2-D elektroforeza dvo-dimenzionalna elektroforeza

APS amonijev persulfat (angl. ammonium persulfate)

BSA goveji serumski albumin (angl. bovine serum albumine)

CHAPS (angl. 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-
propanesulfonate)

CIM® Convective Interaction Media®

DTT ditiotreitol (angl. dithiothreitol)

Fe(I1) zelezovi ioni (spojine), v katerih je oksidacijsko §tevilo **

HPLC visokotlacna tekoc¢inska kromatografija (angl. high
presure/preformance liquid chromatography)

IDA iminodiocetna kislina (angl. iminodiacetic acid)

IEF izoelektricno fokusiranje (angl. isoelectric focusing)

IMAC kovinsko-kelatna afinitetna kromatografija (angl. immobilized

metal-chelate affinity chromatography)

IPG trak z imobiliziranim pH gradientom

JAA jodoacetamid

mM 10~ mol/L

SDS natrijev dodecil sulfat (angl. sodium dodecyl sulfate)

SDS PAGE natrijev dodecil sulfat poliakrilamidna gelska elektroforeza
(angl. sodium dodecyl sulfate polyacrilamide gel
electrophoresis)

TEMED tetrametiletilendiamin

v/v mL/100 mL

w/v g/100 mL
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1 UvOoD

Proteomika je veja znanosti, ki proucuje izrazanje razlicnih proteinov, njihove
post-translacijske modifikacije in interakcije proteinov v proteomu (Ahmed in Rice, 2005).
Medtem ko je sestava genoma v celici stalna in skoraj identicna za vse celice dolo¢enega
organa ali organizma, je proteom izredno kompleksen in dinamicen. Njegova sestava se
neprestano spreminja, saj se odziva na razne zunanje vplive (Neverova in Van Eyk, 2005).

Proteini so podvrzeni Stevilnim post-translacijskim modifikacijam in se dogajajo
neodvisno od genoma (Riggs in sod., 2005). Fosforilirani proteini nastanejo v procesu
post-translacijske modifikacije, imenovane fosforilacija. Proces sodi med reverzibilne
modifikacije in je pomemben za regulacijo aktivnosti proteinov kot odgovor na signale
znotraj in zunaj celic, zato je razumevanje celicnega delovanja nepopolno brez preucitve
fosfoproteoma.

Koli¢ina fosforiliranih proteinov v celici je majhna. Obicajni postopki ciScenja
fosforiliranih proteinov vkljuCujejo obarjanje, pri cemer se del proteinov izgubi. Za
lo¢evanje proteinov sta najpogosteje uporabljeni tehniki tekoCinska kromatografija in
detekcija proteinov z dvodimenzionalno gelsko elektroforezo (2-DE) (Neverova in Van
Eyk, 2005).

Kovinsko-kelatna afinitetna kromatografija (angl.: Immobilized-Metal  Affinity
Chromatography - IMAC) je loCevalna tehnika, ki se uporablja pri analitskem in
preparativnem cCiS¢enju proteinov. V primerjavi z ostalimi afinitetnimi separacijskimi
tehnikami je zmerno specificna tehnika. Vedno bolj se uveljavlja zaradi naslednjih
prednosti: stabilnost ligandov, moZnost nanasanja raztopin z veliko koncentracijo
proteinov, mili elucijski pogoji, preprosta regeneracija, moznost dela pri denaturacijskih
pogojih in nizki operativni stroski. Zaradi tega ima Siroko podrocje uporabe.

Z IMAC tehniko selektivno koncentriramo fosforilirane proteine v celicah, ki imajo v
strukturi fosforilirane aminokisline kot so serin, treonin in tirozin (Trojer in sod., 2005).
Fosforilirani proteini kazejo afiniteto do kovinskih ionov kot so npr.: Zelezovi (III) in
galijevi ioni. Do Zelezovih ionov imajo vecjo afiniteto enkrat fosforilirani proteini, do
galijevih ionov pa veckrat fosforilirani proteini. Prav tako selektivno ¢istimo z genskim
inZeniringom pridobljene rekombinantne proteine, ki imajo dodane histidinske podaljske
(Trojer in sod, 2005) ter proteine, ki tvorijo komplekse s kalcijevimi ioni (Blowers in
Park., 2000). V splosnem z IMAC tehniko ¢istimo proteine, pri katerih se elektroni
donorskih skupin na povrsini proteinov povezejo z elektron-akceptorskimi kovinskimi ioni
na kromatografskem nosilcu.

CIM® (angl.: Convective Interaction Media®) metakrilatni monolitni kromatografski
nosilci so stacionarne faze, ki zaradi strukture omogocajo precrpavanje tekocine pri velikih
pretokih in majhnem zmanj$anju tlaka. Ti monolitni nosilci so kemijsko in mehansko
obstojni, omogo&ajo delo v Sirokem obmo&ju pH vrednosti in ionske jakosti. CIM® nosilci
so zaradi velikih preto¢nih kanalov, ki imajo za posledico konvektivni transport molekul,
idealne stacionarne faze za loCevanja vecjih molekul, kot so proteini in DNA, ter tudi
vegjih delcev kot so virusi. V uporabi so CIM® nosilci v obliki diskov in cevnih modulov,
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razli¢nih velikosti in volumnov, od 0,34 mL diska do 8000 mL cevnega modula za uporabo
v industrijskih procesih.

1.1 NAMEN DELA

Fosforilirani proteini se v celicah nahajajo v nizkih koncentracijah. Namen dela je postaviti
hitro in ucinkovito metodo za selektivno CciSCenje oz. koncentracijo fosforiliranih
proteinov. Delo bo obsegalo karakterizacijo metakrilatnih monolitnih nosilcev za Cis¢enje
fosforiliranih proteinov in primerjavo karakteristik z delénimi nosilci. Dolocili bomo jakost
vezave razli¢nih kovinskih ionov na monolitnem in delénem nosilcu. Poiskali bomo pogoje
vezave in elucije fosforiliranih proteinov na monolitnem nosilcu, naredili primerjavo
vezave standardnih fosforiliranih in nefosforiliranih proteinov na monolitnem nosilcu in
kapacitete fosforiliranih proteinov na monolitnem in delénem nosilcu. Vpliv pretoka na
kapaciteto nosilcev ter selektivnost na realnem vzorcu bomo izvedli na monolitnem
nosilcu. Ucinkovitost koncentriranja fosforiliranih proteinov bomo potrdili z 2-D
elektroforezno tehniko, kjer bomo gele barvali z razlicnimi selektivnimi barvili in

ovrednotili proteinske profile.

Zaradi razSirjenosti metode IMAC in uporabnosti monolitnih nosilcev za loCevanje
proteinov bi bil monolitni nosilec CIM® IDA Fe®** trzno zanimiv proizvod.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 FOSFORILIRANI PROTEINI

Fosforilirani proteini nastajajo v celici kot posledica reverzibilne post-translacijske
modifikacije imenovane fosforilacija. Fosforilacija je vezava fosfatne skupine (PO4”) na
protein in poteka na tocno dolo¢enih aminokislinah v verigi peptida oz. proteina (Krabbe in
sod., 2006). Te aminokisline so serin, treonin in tirozin v evkariontskih celicah, medtem ko
se v prokariontskih celicah fosfatna skupina aminokisline veze na histidin, glutaminsko in
asparaginsko kislino. V evkariontskih in prokariontskih celicah so zasledili, da so vezna
mesta fosfatne skupine tudi aminokisline lizin, arginin in cistein (Yan in sod., 1998).

Proces fosforilacije je pomemben pri signalni transdukciji, pri rasti in razvoju celice ter pri
regulaciji aktivnosti proteinov kot odgovor na signale znotraj in zunaj celic (Krabbe in sod,
2006). Prav tako je pomemben pri citoskeletni regulaciji in apoptozi (McLachlin in Chait,
2001).

Fosfatna skupina se prenese na protein iz molekule ATP ali GTP. Veze se na hidroksilno
skupino aminokisline. SploSna reakcijska shema za prenos fosfatne skupine je:
protein + ATP — fosforiliran protein + ADP.

Fosforilacija kot tudi defosforilacija sta pomembni post-translacijski reakciji, ker je od tega
odvisna tudi aktivnost mnogih encimov in receptorjev. Fosforilacija spremeni funkcijo
proteinov s spremembo encimske aktivnosti ali afiniteto do drugih proteinov (Hanash,
2003).

Fosforilirani proteini sluzijo kot biomarkerji za razlicne oblike in stopnje napredovanja
bolezni kot so rak in Alzheimerjeva bolezen (Krabbe in sod., 2006). Vsebnost
fosforiliranih proteinov je v teh primerih precej vecja kot vsebnost nefosforiliranih
proteinov. Ocenjeno je, da je ena tretjina vseh evkariontskih proteinov fosforiliranih,
vendar je njihova koncentracija v zdravih celicah med 1-2 % (Azarkan in sod., 2007).
Delez fosforiliranih proteinov v malignih — tumorskih celicah pa se mocno poveca
(Patwardhan in Miller, 2007).

Stopnja fosforilacije oz. defosforilacije je regulirana s spremembami v aktivnosti protein
kinaz in protein fosfataz. Ocenjeno je, da je v cloveSkem genomu kodiranih 600 protein
kinaz in 200 protein fosfataz (Klumpp in Krieglstein, 2002). Kovalentne post-translacijske
modifikacije proteinov kot sta fosforilacija in defosforilacija, sta nadzorovani z encimsko
aktivnostjo na celicni membrani, v ribosomih, v mitohondrijih in v jedru (Holmes in
Schiller, 1997).

Kinaze so razdeljene v dve vecji skupini glede na to, s katerimi aminokislinami reagirajo.
Prvi razred so serin-treonin kinaze, drugi razred so tirozin kinaze. Vse tri aminokisline
vsebujejo v strukturi hidroksilno skupino (—OH), na katero se veZejo fosfatne skupine. Med
procesom fosforilacije se ne fosforilira samo ena aminokislina v verigi peptida oz.
proteina, ampak se lahko fosforilira ve¢ aminokislin. Tako nastanejo enkrat, dvakrat ali
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veckrat fosforilirani proteini. Z veckratno fosforilacijo proteina se spremeni struktura
proteina, kar vpliva na njegovo aktivnost (Brusic in sod., 2007). Druga skupina encimov so
fosfataze. Fosfataze so prav tako razdeljene v dve skupini. Prva so serin-treonin fosfataze,
druga pa tirozin fosfataze. Obstajajo pa tudi specificne fosfataze, ki imajo zmoZnost
defosforilacije vseh treh aminokislin (Holmes in Schiller, 1997).

22  METODE LOCEVANIJA IN DETEKCIJA FOSFORILIRANIH PROTEINOV

2.2.1 Visokotla¢na tekocinska kromatografija

Najpogostejse separacijske tehnike, ki jih uporabljamo za identifikacijo in karakterizacijo
molekul, so kromatografske in elektroforezne metode. Temeljijo na locevanju komponent
v vzorcu, ki poteka na osnovi razliénih fizikalno-kemijskih lastnosti sestavin. Pri
kromatografiji so te molekulska masa, oblika, hidrofobnost ter specificna afiniteta do
drugih substanc. Danes so kromatografske metode najbolj uporabljane separacijske
metode, ki omogocajo analizo, izolacijo in ¢iS€enje vzorcev. Najpomembnejsa znacilnost
kromatografskih metod je porazdeljevanje komponent vzorca med dvema fazama,
stacionarno in mobilno. Tok mobilne faze nosi molekule mimo stacionarne faze, pri Cemer
se zacnejo sestavine locevati zaradi razli¢nih fizikalnih interakcij s stacionarno oz. mobilno
fazo. Glede na polozaj stacionarne faze in nain potovanja mobilne faze razdelimo
kromatografske metode na dve osnovni skupini, kolonsko in planarno kromatografijo. Pri
kolonski kromatografiji je stacionarna faza v kolonah, pri planarni kromatografiji pa je
stacionarna faza nanesena na plosce ali v pore na papirju. Glede na vrsto mobilne faze
razdelimo kolonske kromatografske metode v tri osnovne skupine: tekoc¢insko in plinsko
kromatografijo ter kromatografijo pod superkriticnimi pogoji. TekoCinska kromatografija,
predvsem visokotlacna tekocCinska kromatografija (HPLC), je najpogosteje in najSirSe
uporabljena kromatografska metoda. Glede na mehanizem lo¢evanja komponent v vzorcu
jo razdelimo na porazdelitveno, adsorpcijsko, ionsko izmenjevalno, izkljucitveno, kiralno
in afinitetno kromatografijo (Kocevar in sod., 2007).

Vecina biokemijskih procesov v organizmih temelji na specifi¢nih interakcijah med
bioloskimi molekulami. Te interakcije so navadno reverzibilne, saj potekajo preko
nekovalentnih povezav. Pri afinitetni kromatografiji so vzpostavljene podobne razmere.

Afinitetna kromatografija je vrsta adsorpcijske kromatografije, ki temelji na zmoZznosti
bioloskih makromolekul, da specifi¢no in reverzibilno vezejo komplementarne molekule.
Med njimi obstaja t.i. bioloska afiniteta. Molekula, imobilizirana na nosilec, predstavlja
stacionarno fazo kromatografske kolone. Imobilizirana molekula se imenuje ligand
(Turkova, 1984). Ko vzorec, ki vsebuje molekulo z biolosko afiniteto do liganda, prehaja
preko nosilca, pride pri dolo¢enih pogojih do adsorpcije te molekule na ligand. Vezi, s
katerimi sta ligand in molekula vezana v kompleks, so lahko elektrostatske, hidrofobne
in/ali vodikove. Prekinejo se lahko s spremembo pH, ionske moci, dielektricne konstante,
temperature, z ultrazvokom ali pa z uporabo denaturantov (gvanidinijev klorid). VCasih se
uporablja t.i. afinitetna elucija, kjer eluent oz. nevezna mobilna faza vsebuje visoko
koncentracijo prostega liganda, ki tekmuje z imobiliziranim ligandom za vezavo z
molekulami vzorca (Jones, 2000).
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Obstajata dve vrsti ligandov: naravno prisotni in sinteti¢ni afinitetni ligandi. Naravni
ligandi so v glavnem proteinskega znacaja in so zato podvrZeni denaturaciji. Sinteti¢ni so
stabilni in imajo obicajno vecje kapacitete do proteinov. Interakcije med sinteticnimi
ligandi in molekulami so specificne (Jones, 2000). V afinitetno kromatografijo uvrs¢amo
stacionarne faze z naravnim imobiliziranim ligandom, v psevdoafinitetno kromatografijo
pa stacionarne faze s sinteti¢cnim ligandom.

Uspesnost afinitetnega ¢iSc¢enja je odvisna od jakosti in kapacitete vezave liganda in ciljne
molekule, prav tako pa od uspesnosti imobilizacije liganda na nosilec in hidrodinamskih
lastnosti nosilca (Podgornik, 1998).

Siroka uporaba afinitetne kromatografije pri razliénih aplikacijah je pripeljala do razvoja
novih specificnih afinitetnih kromatografskih tehnik, med katerimi so posamezne tehnike
dobile svoja poimenovanja. Tako danes poznamo afinitetne kromatografske tehnike kot so
imunoafinitetna, hidrofobna, lektin-afinitetna, kovinsko-kelatna, kovalentno-afinitetna,
receptorsko-afinitetna kromatografska tehnika itd. (Bailon in sod., 2000).

2.2.1.1 Kovinsko-kelatna afinitetna kromatografija

Kovinsko-kelatna afinitetna kromatografija (angl.: Immobilized-Metal  Affinity
Chromatography-IMAC) je separacijska tehnika, ki izkoris¢a razlicno afiniteto proteinov
do imobiliziranega kovinskega iona na kromatografskem nosilcu. Razlicna afiniteta
proteinov do kovinskega iona izvira iz tvorbe koordinativnih vezi med kovinskim ionom in
doloceno stransko verigo aminokislin na povrsini proteina (Chaga, 2001). Tehnika je danes
Siroko uporabna, poznana pa ze vrsto let. Leta 1975 jo je razvil Jerker Porath s sodelavci

NI %

(1975), danes pa se vedno bolj uveljavlja za ciS€enje proteinov (Scopes, 1994).

Reverzibilna elektrostatska interakcija med izpostavljenimi aminokislinami z elektron-
donorskimi lastnostmi (serin, treonin, tirozin, histidin) in elektron-akceptorskim kovinskim
ionom (Fe’*, Ga’, AI’*, Cu®*, Ni*") omogo&a hitro in selektivno izolacijo proteinov
(Arnold, 1991).

Fosforilirani proteini so izpostavljeni elektrostatski interakciji med imobiliziranimi
kovinskimi ioni na matriksu kromatografskega nosilca in elektronskimi donorji na povrsini
proteina. Na ta nacin se tvorijo koordinativne vezi med kovino in fosforiliranimi proteini
(Holmes in sod., 1997). Fosforilirane proteine, ki jih ¢istimo z Fe’” IMAC-om eluiramo
najpogosteje s pH gradientom (Andersson in Porath, 1986) ali s solnim gradientom
(Holmes in sod., 1997).

Ucinkovitost IMAC sistema pri izolaciji fosforiliranih proteinov je odvisna od Stevilnih
faktorjev: ustrezna izbira kovinskega iona, izbira stacionarne faze ter pH vrednost
nalagalne in elucijske mobilne faze (Trojer in sod., 2005).

Pri IMAC-u so centralni atomi kovinski ioni iz skupine prehodnih elementov v periodnem
sistemu, ki so razdeljeni v tri skupine. V prvo skupino spadajo Fe**, Ga**, A", Ca¥’, ti
kaZejo afiniteto do spojin, ki vsebujejo v strukturi atome kisika. V drugi skupini so Cu’,
Hg2+, Ag’, ti kaZzejo afiniteto do spojin, ki vsebujejo atome Zvepla. V tretji skupini
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kovinskih ionov so Cu®*", Ni*", Zn**, Co*". Ti pa kaZejo afiniteto do spojin, ki vsebujejo
atome dusika, kisika in Zvepla (Chaga, 2001).

Selektivnost kovinskih ionov je zelo razlicna. Pri pH vrednosti, kjer je adsorpcija
optimalna (kisel ali nevtralen pH), kovinski ioni iz prve in tretje skupine reagirajo z
drugimi stranskimi verigami na povrSini proteina. Le-to pa omogoca ucinkovito selektivno
loCevanje proteinov iz kompleksnih mesanic (Chaga, 2001).

Kovinski ion je najpomembnejsi del adsorpcijskega centra. Vezan je na izpostavljenih
mestih kromatografskega matriksa, kjer se tvorijo kompleksi s preiskovano molekulo
(Porath, 1992). Na nosilec je vezan preko kelirajocCe spojine (IDA-iminodiocetna kislina),
do katere ima vecjo afiniteto kot do proteinov, ki jih Cistimo. Za vezavo proteinov mora
imeti kovinski ion eno ali ve¢ prostih koordinativnih vezi (Gaberc-Porekar in Menart,
2001).

V prvih raziskavah je Porath s sodelavci (1975) ugotovil, da imajo bakrovi ioni veliko
kapaciteto za proteine, kar je kasneje potrdil tudi Chaga s sodelavci (1993). Veliko
afiniteto do fosforiliranih proteinov kazejo predvsem kovinski ioni iz prve skupine kot so
Fe’*, Ga’" in A" (Porath, 1992). Ti ioni kazejo veliko tendenco za vezavo z OH", O, ali
F~ skupinami, t.i. elektronsko bogatimi bazami, ki zlahka donirajo elektrone iz p orbital v
prazne d orbitale kovinskega iona, pri ¢emer se tvori kompleks kovina-ligand (Andersson,
1996). Za fosforilirane proteine je znacilno, da imajo Zelezovi ioni vecjo afiniteto do enkrat
fosforiliranih proteinov, medtem ko imajo galijevi ioni vecjo afiniteto do veckrat
fosforiliranih proteinov (Posewitz in Tempst, 1999).

Ligand je lahko atom, ion ali molekula, ki se veze na centralni atom. Ta donira proste
elektrone centralnemu atomu. Nastane koordinativha vez, kjer en atom prispeva oba
elektrona v kovalentno vez. Koordinativna vez se uvr§¢a med delno kovalentne in delno
ionske vezi (Atkins in sod, 1995).

Donorji elektronov (N, S, O) v kelatnih skupinah, so kovalentno pritrjeni na
kromatografski nosilec in koordinativnho vezejo kovinske ione. Najbolj uveljavljeni
kovinski kelatorji vsebujejo tri (tridentati), Stiri (tetradentati) ali pet (pentadentati)
elektron-donorskih skupin, ki se poveZejo s tremi, $tirimi oziroma petimi koordinacijskimi
mesti kovinskih ionov. Preostale koordinativne vezi kovinskih ionov so zasedene z
molekulami vode in se lahko izmenjajo s proteinskim donorjem elektronov. Najpogosteje
uporabljen kelator je IDA, ki je tridentat (Anspach, 1994).

Kelatne skupine uc¢inkujejo tudi kot ionski izmenjevalci in pri nizki ionski jakosti Se vedno
ohranijo to funkcijo. Da prepre€imo nespecificne ionske interakcije in povecamo
adsorpcijo tarénega proteina v kompleks s kovinskim ionom, dodamo v mobilne faze vecje
koli¢ine soli (> 0,5 M NaCl) (Porath, 1992).

Tetradentati imajo vecjo afiniteto za kovinske ione kot tridentati, a zaradi manjSega Stevila
prostih koordinativnih mest veZzejo manj proteinov. Predstavnik tetradentatov je NTA
(nitrilo triocetna kislina). Ta lastnost se pri pentadentatih Se stopnjuje, npr. pri N,N,N'-Tris
(karboksimetil) etilendiamin (TED) (Gaberc-Porekar in Menart, 2001).



Plevcak S. Postavitev metode za detekcijo fosforiliranih proteinov.
Diplomsko delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2010 7

Na kelatorske skupine (IDA, NTA, TED) niso vezani vsi kovinski ioni enako moc¢no.
Nekateri so Sibkeje, drugi mocneje adsorbirani. Za uspesno locevanje tarénih molekul,
moramo Sibko vezane kovinske ioni odstraniti s kromatografskega nosilca. Najveckrat kot
mobilno fazo za izpiranje Sibko vezanih kovinskih ionov na nosilcih uporabljamo
0,001-0,01 M raztopino imidazola, 0,1-1 M raztopino glicina ali 0,01 M raztopino HCI
(Porath, 1992).

Nekateri kovinski ioni morajo biti pripravljeni v kislih raztopinah, kjer je pH vrednost med
3 in 5. Kovinski ion Fe** je eden izmed teh. Sol, ki vsebuje kovinski ion (FeCl; — Zelezov
triklorid), raztopimo v 0,01 M raztopini HCI. Prav tako je potrebno pred crpanjem
raztopine zelezovih ionov preko kromatografskega nosilca nosilec ustrezno pripraviti.
Kondicioniramo ga s precrpavanjem 0,01 M raztopine HCI. Nalaganje nosilca z Zelezovimi
ioni v kislem je nujno, da se izognemo nastajanju zelezovih hidroksidov v raztopini
(Porath, 1992).

IMAC tehnika lahko poteka v skoraj celotnem bioloskem pH obmocju (4 < pH < 10).
IMAC tehnika je uporabna tudi v prisotnosti ali odsotnosti kaotropnih soli. To so
denaturajoci reagenti, npr.: guanidin klorid in urea, ki porusijo tridimenzionalno strukturo
makromolekul proteinov in DNA. IMAC kromatografske nosilce lahko uporabljamo tudi
kot ionske izmenjevalce (Chaga, 2001).

Zaradi zelo razli¢nih pogojev pri IMAC tehniki, se le ta uporablja za izolacijo proteinov iz
organizmov, ki zivijo v ekstremnih pogojih. Nosilci, z imobiliziranimi zelezovimi ioni, so

bili uporabljeni pri visoki koncentraciji soli (1,5-3 M NaCl) za cis€enje proteinov iz
halofilnih mikroorganizmov (Chaga in sod., 1993).

Glede na vrsto vzorca imamo pri uporabi IMAC tehnike Stiri moznosti. Prva je, da se
protein ne veze koordinativno na kovinski ion in potuje po kromatografskem nosilcu brez
zadrzevanja (negativna adsorpcija) (Porath, 1992). Druga moznost je ta, da se protein veze
s kovinskim ionom, le tega odstrani iz kromatografskega matriksa in skupaj potujeta po
kromatografskem matriksu brez nadaljnjega zadrZevanja (spiranje kovinskega iona)
(Porath, 1992). Tretja moznost in zelen rezultat je, da se protein koordinativno veze na
imobiliziran kovinski ion in se odstrani z elucijsko mobilno fazo z nosilca (Porath, 1992).
Cetrta moznost pa je pojav nespecifi¢nih interakcij proteina s kromatografskim nosilcem
(nespecificne vezave), kar pomeni, da ima protein afiniteto do nosilca, ne pa do kovinskega
iona (Chaga, 2001).

2.2.1.2 Kromatografski nosilci

Izbira nosilca (stacionarne faze) lahko klju¢no vpliva na delovanje imobiliziranega liganda.
Idealni nosilec ima sledece lastnosti:

- netopnost v mediju, v katerem izvajamo imobilizacijo in locevanje molekul,

- primerna prepustnost in velika specificna povrsina,

- mehanska odpornost in kemijska stabilnost,

- vsebnost reaktivnih skupin (epoksi skupine, hidroksilne skupine),

- velika kapaciteta za vezavo liganda in majhna nespecifi¢na adsorpcija,

- trzna dostopnost.
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Univerzalnega nosilca, ki bi ustrezal vsem tem nastetim kriterijem, ni. Za posamezen
ligand in vrsto uporabe izberemo najprimernejsi nosilec (Turkova, 1984).

Glede na izvor delimo nosilce na naravne in sinteticne. Med naravne nosilce uvr§¢amo
naravne polisaharide (agaroza, celuloza), silikate in aluminijev oksid. Z izdelavo
sinteti¢nih nosilcev so zeleli izboljsati lastnosti naravnih nosilcev. Med sinteticne nosilce
spadajo akrilamidni polimerni nosilci, metkrilatni nosilci ter nosilci iz polistirena in
njegovih derivatov (Podgornik, 1998).

Agaroza je linearni polisaharid. Tvori mo¢no zamrezeno tridimenzionalno strukturo, ki jo
v vozli§¢ih povezujejo mocne vodikove vezi. Struktura vsebuje relativno velike pore, skozi
katere lahko potujejo makromolekule. Velikost por lahko poljubno spreminjamo, saj je
obratno sorazmerna s koncentracijo agaroze. Agaroza tvori t.i. mehke gele, ki se pod
vplivom tlaka hitro deformirajo. Kemijske modifikacije potekajo na —OH skupinah
(Podgornik, 1998).

CIM® (Convective Interaction Media) monolitni nosilec, na katerega je imobilizirana
dolo¢ena molekula (protein, kovinski ion, IDA), je pripravljen z radikalsko
kopolimerizacijo reaktivnega monomera (GMA — glicidil metakrilata) in zamrezevalca —
divinilnega monomera (EDMA - etilen dimetakrilata) v prisotnosti porogena (visji
alkoholi) in iniciatorja polimerizacije (Barut in sod., 2003).

Tipi¢na sestava monomerov in porogenov je:
- 24 % glicidilmetakrilata (GMA),
- 16 % etilendimetakrilata (EDMA),
- 12 % dodekanola,
- 48 % cikloheksanola,
- 1 % azobisizobutironitrila.

Med polimerizacijo prihaja do reakcij med dvojnimi vezmi monomerov, rezultat je
makroporozen polimer, z reaktivnimi epoksi skupinami, ki jih lahko naknadno
modificiramo (Podgornik, 1998). Hitrost locevanja je odvisna od strukture
kromatografskega nosilca. Razlikujemo sledece nosilce: porozni delci, neporozni delci,
preto¢ni — gigaporozni delci, lovkasti (tentacle) nosilci, membrane, monoliti (Podgornik,
1998).

Porozni delci so nosilci, ki se v kromatografiji uporabljajo najdlje. Predvsem zaradi dobre
lo¢ljivosti in velike kapacitete vezave so v splosnem Se danes prevladujoci nosilci. Te
lastnosti pa se lahko relativno hitro slabsajo s povecanjem linearne hitrosti oz. z veCanjem
pretoka skozi sloj delcev, saj veCina aktivne povrSine, na kateri poteka loCevanje, lezi
znotraj zaprtih por. TekocCina v teh porah skoraj miruje, kar pomeni, da potujejo molekule
v pore predvsem na podlagi difuzijskega transporta. Molekule potrebujejo dovolj Casa, da
lahko pripotujejo do aktivnega mesta (Podgornik, 1998).

Monolitni nosilci so ena zadnjih generacij v razvoju kromatografskih nosilcev.
Predstavljajo vmesno stopnjo med nosilci v obliki delcev in membranami. Polimerni
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monolitni nosilec je porozen monolit v enem kosu, zgrajen iz medsebojno polimeriziranih
mikrometrskih kroglic (Strancar in sod., 2002). Med mikronskimi zrni so ve&ji in manjsi
kanali. T.i. bimodalna razporeditev omogoca majhne povratne tlake zaradi pretoka skozi
makrokanale premera 1-3 pm ter veliko specificno povr§ino pretocnih mezokanalov
premera 100 nm, v katerih poteka adsorpcija oz. desorpcija. Prenos molekul poteka
prakti¢no v celoti na osnovi konvekcije (Podgornik, 1998).

Poznamo ve¢ vrst monolitnih nosilcev; silikatne, poliakrilamidne, nosilce na osnovi
celuloze, stiren-divinilbenzenske in poli(glicidilmetakrilat-ko-etilendimetakrilat)-ne
nosilce (Strancar in sod., 2002). Slednji predstavljajo osnovo monolitnih enot s trznim
imenom CIM®™. Od leta 1998 jih proizvaja podjetje BIA Separations d.o.o. (Ljubljana,
Slovenija).

Najpomembnejie prednosti CIM® nosilcev v primerjavi s poroznimi delci so:

- od pretoka neodvisna locljivost in dinamicna kapaciteta,

- Ce se v monolitu ujamejo zracni mehurcki, jih izperemo iz monolita z mobilno fazo,

- ciljne molekule lahko izperemo v zelo koncentrirani obliki tako, da s stisnjenim
zrakom potisnemo majhen volumen elucijskega pufra preko monolita,

- zmanjSana inaktivacija biomolekul =zaradi kratkega kontaktnega casa s
kromatografskim nosilcem,

- velika dinamiéna kapaciteta za zelo velike molekule (Strancar, 2003).

Premer CIM® diska je 12 mm, njegova visina pa le 3 mm. Ta t.i. »kratki sloj« omogo¢a
optimalno locevanje velikih biomolekul, poveca hitrost locevanja, zmanjSa povratni tlak,
preprecuje nespecificne vezave in spremembe v strukturi biomolekule, locljivost za velike
biomolekule pa ostane v pogojih gradientnega locevanja prakticno nespremenjena
(Strancar s sod., 2002).

2213 Karakterizacija nosilca — adsorpcijska izoterma

Adsorpcija je proces, pri katerem se plin ali tekocina v obliki tankega filma molekul ali
atomov (adsorbati) akumulira na povrSini trdnega ali tekocega adsorbenta. Med tekocino in
trdnim nosilcem nenehno poteka izmenjava molekul (adsorpcija-desorpcija). Delez
adsorpcije je delez spremembe pokritosti povrSine nosilca in se dolo¢i z merjenjem
spremembe zasedenih in prostih adsorpcijskih mest v doloCenem casu na nosilcu.
Langmuirjeva izoterma opiSe razmerje med adsorpcijo in desorpcijo (Atkins in de Paula,
2002).

Adsorpcijska izoterma je krivulja, ki opisuje odvisnost dinamic¢ne kapacitete nosilca od
koncentracije molekule v mobilni fazi pri konstanti temperaturi. 1z njene oblike lahko
ugotovimo, v kaksni meri se molekule vezejo na ligand nosilca (Branovi¢, 2001).
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Adsorpcijsko izotermo matemati¢no opisemo s pomoc¢jo Langmuirjeve enacbe:

xC
g = e X (1)
(K +C)
q masa molekul adsorbiranih na nosilec pri doloc¢eni koncentraciji molekul

Omax maksimalna adsorpcijska kapaciteta nosilca
K4is  konstanta disociacije kompleksa
C koncentracija molekul

22.14 Karakterizacija nosilca — kapaciteta

Kapaciteta kromatografskega nosilca za doloceno makromolekulo je pomemben
parameter, saj vpliva na u¢inkovitost procesov locevanja. Dinamicno kapaciteto dolocamo
s pomocjo prebojne krivulje. Prek stacionarne faze nosilca ¢rpamo raztopino z znano
koncentracijo makromolekule — topljenca. Molekule topljenca se adsorbirajo na aktivno
povrsino stacionarne faze. Ko se precrpa zadostna kolicina raztopine in je vecina aktivnih
mest zasedenih z molekulami topljenca, se ostale molekule topljenca ne morejo vec
adsorbirati na ligand. Pojavijo se v eluentu, zato (v primeru proteinov) zaznamo povecanje
signala UV detektorja. Po dolo¢enem casu postane hitrost adsorpcije molekul na ligand
enaka hitrosti desorpcije, vzpostavi se dinami¢no ravnotezje. Dinamic¢no kapaciteto
dolo¢imo tako, da pri dolo¢enem odstotku maksimalne vrednosti signala izracunamo maso
topljenca, ki se je vezala na volumen nosilca (Afeyan in sod., 1990). Kapaciteta je odvisna
od razli¢nih kromatografskih parametrov, kot so npr. pH mobilne faze, ionska jakost in
hitrosti mobilne faze.

2.2.2 2-D elektroforeza

Glavni koraki 2-D elektroforeze so (Gorg in sod., 2007):
- ekstrakcija proteinov,
- separacija proteinov z 2-D elektroforezo,
- detekcija proteinov.

Po detekeiji proteinov lahko sledi Se rac¢unalniska analiza 2-D gelov ter identifikacija in
karakterizacija proteinov.

Metodo je razvil O'Farrell (1975) v kombinaciji izoelektricnega fokusiranja v prvi
dimenziji, v drugi dimenziji pa natrijev dodecilsulfat poliakrilamidne elektroforeze (Gorg
in sod., 2007).

Izoelektricno fokusiranje je elektroforezna tehnika za separacijo proteinov glede na
njihovo izoelektricno tocko (pI). Raztopina amfolitov (to so proteini, ki delujejo kot
kisline ali kot baze) se najprej lo¢i na tankem gelu, ki je nanesen na traku z imobiliziranim
pH gradientom (IPG-trak). Potovanje molekul po IPG-traku v elektricnem polju je
osnovano na pH gradientu. Ko dodamo mesanico razli¢nih proteinov, [IPG-trak priklju¢imo
na vir napetosti in stece elektricni tok. Na zacetku so molekule proteinov nabite, pozitivnho
oz. negativno. Njihovo gibanje po IPG-traku se zaustavi pri tisti pH vrednosti, kjer protein
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nima veC naboja, to je v njegovi izoelektricni tocki. Kot rezultat dobimo proteine
razporejene po [PG-traku glede na izoelektricno tocko proteina (GE Healthcare, 2004).

Nato pa se proteini locijo Se glede na molekulsko maso (druga dimenzija). Ta dimenzija se
imenuje poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti ionske povrSinsko aktivne
snovi, npr.: natrijevega dodecilsulfata (SDS-PAGE). IPG-trak iz prve dimenzije ro¢no
prenesemo na vrh SDS-PAGE gela. Zaradi vezave SDS-a na protein, dobijo enote
negativen naboj, proteini se zacno premikati v gelu proti anodi.

Hidrofobni del SDS-a se zelo mocno veze na dve aminokislini v denaturirani polipeptidni
verigi. Vsaka molekula SDS-a ima dva negativna naboja. S tem prekrije naboj, ki bi ga
protein lahko imel. Razmerje med dolzino verige proteina v kompleksu z SDS-om je enako
za vse proteine, ki imajo zato tudi enako elektroforezno mobilnost (Kocevar in sod., 2007).

Za prekinitev inter- in intra molekularnih disulfidnih vezi v proteinih uporabimo dodatek
reducentov kot sta 2-merkaptoetanol in ditiotreitol (DTT) (Gorg in sod., 2007).
Uporabljajo se tudi detergenti, kot sta CHAPS in Triton X-100, da preprec¢imo hidrofobne
interakcije med proteini. S tem prepreimo agregacijo in obarjanje proteinov. Dodatek
glicerola izni¢i elektroosmotski ucinek in s tem omogoca boljSi prenos proteinov z
IPG-traku v gel (Gorg in sod., 2007).

Proteini nato potujejo po matriksu gela, ki ga predhodno pripravimo s polimerizacijo
akrilamida in N,N-dimetil-bisakrilamida (bisakrilamid). Med polimerizacijo nastane
zamrezena struktura gela (nastanejo pore). Stopnja zamreZenosti je odvisna od razmerja
akrilamida in bisakrilamida (Wittmann-Liebold in sod., 2006). Ve¢ji proteini potujejo
pocasneje, manjsi hitreje. Na razpon locenih mas pa lahko vplivamo z gostoto gela in s
pogoji elektroforeze (Cas in napetost) (GE Healthcare, 2004). Po koncani elektroforezi
fiksiramo proteine v gelu, da ne difundirajo znotraj gela in da odstranimo neproteinske
komponente, ki bi ovirale nadaljnje postopke barvanja z ustreznimi barvili — vizualizacija
(Gorg in sod., 2007).

Klasicne metode za detekcijo proteinov na 2-D gelu vkljucujejo barvanje z anionskimi
barvili (Coomassie Blue), negativno barvanje s kovinskimi kationi (Zn-imidazol), barvanje
s srebrom, fluorescencno barvanje (Sypro Ruby) in oznacevanje z radioaktivnimi izotopi
(Ramagli, 1999). Specificne metode barvanja za detektiranje proteinov na 2-D gelih se
uporabljajo za doloCevanje post-translacijskih modifikacij proteinov. Za fosforilirane
proteine se uporablja fluorescentna detekcija z uporabo selektivnega barvila Pro-Q
Diamond. Prednost te metode je, da je preprosta in hitra. V praksi se uporablja tudi prenos
proteinov na membrane (blotting) in detektiranje z uporabo specificnih monoklonskih
protiteles (Gorg in sod., 2007).

Po koncani detekciji je na vrsti dokumentacija obarvanih 2-D gelov z uporabo razli¢nih
kamer in fotoaparatov. Sledi Se racunalniska obdelava slik.

Ena vecjih prednosti 2-D elektroforeze je ta, da lahko na enem gelu vidimo vec tiso¢
elektroforetskih lis proteinov. Detektiramo lahko elektroforetske lise, ki vsebujejo manj kot
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1 ng proteinov in proucujemo proteine po post-translacijskih modifikacijah (Gorg in sod.,
2007).

Pomanjkljivost te tehnike je v tem, da ne moremo analizirati proteinov, ki imajo ekstremne
izoelektricne tocke in ne moremo analizirati tistih proteinov, ki so manjsi od 15 kDa
(Humphery-Smith, 2003). Velika koncentracija prisotnih soli (>100 mM) ovira
elektroforezno separacijo, poveca prevodnost pri IEF, zato je potrebno predhodno
odstraniti prisotne soli z obarjanjem, dializo oz. 2-D ocis¢evalnim kompletom (GE
Healthcare, 2004). Veliki koncentraciji soli pri IEF se lahko izognemo tako, da v zacetni
fazi uporabimo manjSo napetost — okoli 100V (Gorg in sod., 2007).



Plevcak S. Postavitev metode za detekcijo fosforiliranih proteinov.
Diplomsko delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2010

13

3 MATERIALI IN METODE

3.1 POTEK DELA

1. korak: razvoj metode za selektivno CiSCenje

Standardi:  fosforilirani proteini in Kromatografija — karakterizacija CIM”™
nefosforilirani proteini IDA Fe(IIT) monolitnega nosilca

A 4
Razvoj metode za separacijo fosforiliranih
proteinov od nefosforiliranih proteinov

v
Separacija fosforiliranih proteinov
od nefosforiliranih proteinov

2. korak: razvoj metode za potrditev selektivno ocis¢enih fosforiliranih proteinov

Celi¢ni  ckstrakt  kvasovke
Saccharomyces cerevisiae

¥
Separacija fosforiliranih proteinov
od nefosforiliranih proteinov

A 4
| Potrditev selektivnosti z 2-D elektroforezo |

A 4
| Barvanje z barvilom Pro-Q Diamond |

A
| Barvanje z barvilom Sypro Ruby |

Slika 1: Hodogram poteka dela
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3.2  MATERIALI

3.2.1 Kemikalije

3.2.1.1 Visokotla¢na tekoc¢inska kromatografija

e Merck:

dinatrijev hidrogenfosfat dihidrat — Na,HPO4-2H,0
klorovodikova kislina — HCI

natrijev hidrogenkarbonat — NaHCO;

natrijev klorid — NaCl

nikljev sulfat heksahidrat — NiSO4-6H,0

tris (hidroksimetil)-aminometan — H,NC(CH,OH);

bakrov sulfat pentahidrat — CuSO4-5H,0
imidazol — C3H4N2

zelezov(III) klorid heksahidrat — FeCl;-6H,O
zelezov(III) klorid anhidrid — FeCls;

e Kemika:

EDTA

32.1.2 2-D elektroforeza
e GE Healthcare:

»2-D Clean Up« komplet
CHAPS
IPG pufer 4-7

e Kemika:

e Merck:

natrijev acetat

acetonitril (100 %)

glicin

klorovodikova kislina (37 %)
metanol (100 %)

ocetna kislina (100 %)



Plevcak S. Postavitev metode za detekcijo fosforiliranih proteinov.
Diplomsko delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2010

15

Sigma:
- agaroza
- akrilamid/bisakrilamid (30 % / 0,8 %)
- APS
- bromfenol modro
- DTT
- glicerol
- JAA
- mineralno olje
- SDS
- TEMED
- urea
- tiourea

3.2.2 Raztopine

3221 Visokotlacna tekoc¢inska kromatografija

Raztopine kovinskih ionov:
1 M raztopina CuSO4

1 M raztopina NiSOg4

0,5 M raztopina FeCl;

250 mM raztopina Fe Cl;

Raztopine za spiranje kovinskih ionov:
1 M raztopina HCI1
0,01 M raztopina HCI

Raztopine za razvoj metode:
Mobilna faza A;: 20 mM Na,HPOy, 0,5 M NaCl, pH 7,4
Mobilna faza A;: 20 mM Na,HPOy,, 0,5 M NacCl, 250 mM imidazol, pH 7,4

Mobilna faza B;: 20 mM Na,HPO,, 0,5 M NaCl, 20 mM imidazol, pH 7,4
Mobilna faza B;: 20 mM Na,HPOy, 0,5 M NaCl, 250 mM imidazol, pH 7,4

Mobilna faza C;: 20 mM Na,HPOy, 0,5 M NaCl, pH 7,1
Mobilna faza C,: 20 mM Na,HPOy, 0,5 M NaCl, 250 mM imidazol, pH 7,1

Mobilna faza Dy: 20 mM Na,HPO,, 0,5 M NaCl, 20 mM imidazol, pH 7,1
Mobilna faza D;: 20 mM Na,HPOy, 0,5 M NaCl ,250 mM imidazol, pH 7,1
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Mobilna faza E;: 20 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7.4
Mobilna faza E;: 20 mM Tris, 0,5 M NaCl, 100 mM imidazol, pH 7,4

Mobilna faza F;: 20 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7,4
Mobilna faza F»: 20 mM Tris, 0,5 M NacCl, 250 mM imidazol, pH 7,4

Mobilna faza G: 20 mM Tris, 0,5 M NacCl, pH 7,4
Mobilna faza G,: 100 mM glicin, pH 3,0

Mobilna faza H;: 20 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7,4
Mobilna faza H: 20 mM NaHCOs, 0,5 M NaCl, pH 9,6

3222 2-D elektroforeza

Raztopina za rehidracijo IPG-trakov:

Preglednica 1:  Priprava raztopine za rehidracijo IPG-trakov

Sestavina Koli¢ina Kon¢na koncentracija
urea 10,5¢g ™™

tiourea 38¢g 2M

CHAPS 0,5¢g 2 % (wW/v)

IPG pufer 4-7 500 pulL 2 % (v/v)

bromfenol modro 0,0005 g 0,002 (w/v)
bidestilirana voda do 25 mL

Pred uporabo raztopini za rehidracijo trakov dodamo 5,6 mg DTT/2 mL raztopine.

Raztopine za pripravo loc¢ilnega gela:

- 1,5 M raztopina Tris-HCI, pH 8,8
Zatehtamo 36,3 g Tris-a, dodamo 150 mL bidestilirane vode, uravnamo pH
vrednost na 8,8 s koncentrirano HCI, dodamo bidestilirano vodo do 200 mL.
- 10 % (w/v) raztopina SDS
Zatehtamo 10,0 g SDS-a in dopolnimo do 100 mL z bidestilirano vodo.
- Raztopina akrilamid/bisakrilamid (30 % / 0,8 %).
- 10 % (w/v) raztopina APS
Zatehtamo 0,1 g APS in dodamo do 1 mL bidestilirano vodo.



Plevcak S. Postavitev metode za detekcijo fosforiliranih proteinov.
Diplomsko delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2010 17

Lod¢ilni gel debeline 1 mm:

Preglednica 2:  Priprava locilnega gela z debelino Imm z 12 % (w/v) koncentracijo akrilamida

Sestavina Koli¢ina sestavin za pripravo akrilamidnega
gela 12 % (w/v)

akrilamid/bisakrilamid (30 % /0,8 %) | 15,7 mL

1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 9,8 mL
10 % (w/v) raztopina SDS 0,4 mL
bidestilirana voda 13,0 mL
10 % (w/v) raztopina APS 195 uL
TEMED 13 ulL

Raztopino APS in TEMED dodamo k raztopini preostalih sestavin (akrilamid/bisakrilamid
+ raztopina Tris-HCI + raztopina SDS + bidestilirana voda), ki smo jo predhodno razplinili

na ultrazvo¢ni kopeli (15 minut). Koli¢ine ustrezajo za pripravo dveh gelov debeline 1mm
(V=19mL).

Osnovni raztopina za uravnotezenje:

Preglednica 3:  Priprava osnovne raztopine za uravnotezenje

Sestavina Koli¢ina Koncna koncentracija
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 5mL 50 mM

urea 36 g 6 M

glicerol 30 mL 30 % (v/v)

SDS 2g 2 % (W/v)

bromfenol modro 0,002 g 0,002 % (wW/v)
bidestilirana voda do 100 mL

Raztopina za uravnotezenje I:

Zatehtamo 0,2 g DDT in dopolnimo do 20 mL z osnovno raztopino za uravnoteZenje.

Raztopina za uravnoteZenje 1I:

Zatehtamo 0,96 g JAA in dopolnimo do 20 mL z osnovno raztopino za uravnotezenje.
Raztopini za uravnotezenje I in II pripravimo sveze.

Agarozna raztopina:

V 250 mL infuzijsko steklenico zatehtamo 0,5 g agaroze in dodamo 100 mL 1 x SDS
elektroforeznega pufra. Raztopino segrejemo v mikrovalovni pecici in dodamo kristalcek
barvila bromfenol modro. Tako pripravljeno raztopino lahko hranimo na sobni temperaturi
1 mesec.
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SDS elektroforezni pufer:

Preglednica 4:  Priprava SDS elektroforeznega pufra
5 x SDS elektroforezni pufer 1 x SDS elektroforezni pufer
Sestavina Koli¢ina | Koncna koncentracija | Koli¢ina | Kon¢na koncentracija
Tris 150¢g 260 mM 30g 52 mM
glicin 72,0 g 960 mM 144 ¢ 192 mM
SDS 50g 0,5 % (w/v) 10g 0,1 % (w/v)
bidestilirana voda do 1000 mL

Fiksacijska raztopina:

Preglednica 5:  Priprava fiksacijske raztopine

Sestavina Koli¢ina (mL)
50 % metanol (v/v) 500

10 % ocetna kislina (v/v) 100
bidestilirana voda do 1000 mL

Raztopina za razbarvanje I:

Preglednica 6:  Priprava raztopine za razbarvanje |

Sestavina Koli¢ina (mL)
1 M natrijev acetat, pH 4,0 50

100 % acetonitril (v/v) 200
bidestilirana voda do 1000 mL

Raztopina za razbarvanje 1I:

Preglednica 7:  Priprava raztopine za razbarvanje 11

Sestavina Koli¢ina (mL)
10 % metanol (v/v) 100

7 % ocetna kislina (v/v) 70
bidestilirana voda do 1000 mL

3.2.3 Vzorci

Standardni proteini:

- fosforilirana proteina:

= beta-kazein (Sigma)
= fosfitin (Sigma)

- nefosforiliran protein:

= BSA (albumin govejega seruma (Sigma))
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Realni vzorec:

- Celi¢ni ekstrakt kvasovk Saccharomyces cerevisiae (celokupna koncentracija
vodotopnih proteinov 2 g/L)

3.2.4 Oprema

3.2.4.1 Visokotla¢na tekocinska kromatografija

Kromatografski nosilci:

Za razvijanje metode smo uporabljali monolitni nosilec CIM® IDA (BIA Separations). Kot
referencni nosilec smo uporabljali agarozni nosilec HiTrap IMAC (GE Healthcare). Na
monolitni in agarozni nosilec smo po ustreznih postopkih imobilizirali kovinske ione.
Dobili smo selektivni CIM® IDA Fe’" monolitni nosilec in HiTrap IMAC Fe’* agarozni
nosilec. Obe selektivno loCujeta fosforilirane proteine od nefosforiliranih proteinov.

3242 2-D elektroforeza
Prva dimenzija:

- komercialni IPG-trakovi z imobiliziranim pH gradientom (GE Healthcare),
- podstavek z rezami in pokrovom za rehidracijo IPG-trakov (GE Healthcare),
- Multiphor II elektroforetska enota (GE Healthcare),

- steklen podstavek z elektrodnimi prikljucki (GE Healthcare),

- plasti¢na posoda z vdolbinami (GE Healthcare),

- elektrodni trakovi (GE Healthcare),

- elektrodi (GE Healthcare),

- usmernik EPS 3501 XL (GE Healthcare),

- termostatski cirkulator MultiTemp III (GE Healthcare).

Druga dimenzija:

- vertikalni diskontinuirni elektroforetski sistem SE 600 Hoeffer Scientific
Instruments,

- 1-mm distancniki,

- steklene plosce,

- zgornja in spodnja posoda z elektrodama,

- hladilni sistem v obliki preto¢ne cevi,

- usmernik EPS 3501 XL (GE Healthcare),

— ultrazvoc¢na kopel (Sonis Pio).

Programska oprema:

- sistem za dokumentacijo 2-D gelov G BOX:HR (Syngene)
- racunalniski program za obdelavo gelov 2-D Dymension (Syngene).
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3.3 METODE

3.3.1 Visokotla¢na tekofinska kromatografija

Metodo za selektivno locevanje fosforiliranih proteinov od nefosforiliranih proteinov smo
razvijali z uporabo sistema za visokotlacno tekocinsko kromatografijo, HPLC. Sistem
HPLC smo sestavili iz naslednjih delov: dveh ¢rpalk Knauer (HPLC Pump 64), 10 mL
analitskih glav, injektorja, injekcijske zanke 10 pL, UV detektorja Knauer (UV-VIS
detektor VWM Knauer 36801), interface Knauer. Vse dele smo povezali s kapilarami.
Sestavljen sistem HPLC smo upravljali z vnaSanjem parametrov v programski paket
Eurochrom 2000 za Windows. Uporabljali smo linearne in stopenjske gradiente, od 100 %
vezne mobilne faze (A;-H;) do 100 % elucijske mobilne faze (A,-H,). S spreminjanjem
gradienta obeh Crpalk in kombinacijo veznega in elucijskega pufra smo spreminjali sestavo
mobilne faze.

Standardne proteine smo raztapljali v razli¢nih raztopinah vezne mobilne faze A;-H,.
Celicni ekstrakt kvasovke so pripravili na Biotehniski fakulteti, na Katedri za
Biotehnologijo. Za vezavo fosforiliranih proteinov na kromatografski nosilec smo
uporabljali razliéne vezne mobilne faze (A;-H,), z razlicnimi pH vrednostmi (7,1-7,4). Za
elucijo komponent smo uporabljali razlicne kombinacije elucijskih mobilnih faz (A,-H,) z
razli¢énimi vrednostmi pH (3,0-9,6) in razli¢nimi koncentracijami imidazola (0-250 mM).
Raztopine proteinov smo med posameznimi nanosi hranili v hladilniku pri 4 °C. Pretok je
bil konstanten (3 mL/min). Temperatura je bila 25 °C. Absorbanco smo merili z UV
detektorjem pri valovni dolzini 280 nm.

33.1.1 Dolocanje dinami¢ne kapacitete za kovinske ione

Kovinske ione smo imobilizirali na CIM® IDA monolitni nosilec. To je epoksi nosilec, na
katerega je kovalentno vezana iminodiocetna kislina. CIM® IDA nosilec tvori komplekse s
kovinskimi ioni. Uporabljali smo Ze pripravljene CIM® IDA monolitne nosilce. Pomembno
pri imobilizaciji kovinskih ionov je, da se le-ti v zadostni koli€ini vezejo na nosilec, saj le
ti selektivno vezejo proteine. Koli¢ino kovinskih ionov na nosilcu podajamo kot kapaciteta
za kovinske ione. EnacCba za izracun kapacitete kovinskih ionov:

_ (¢ X tSO% _ertvi) X Craztopine

Vo ...(2)
q kapaciteta za kovinske ione na nosilcu (umol/mL)
0] pretok mobilne faze (mL/min)
t50% ¢as pri 50 % preboju (min)
Vinrtvi mrtev volumen sistema (mL)
Craztopine koncentracija raztopine kovinskega iona (mol/mL)
Vhosilca volumen kromatografskega nosilca (mL)

Pretok mobilne faze (®@) preko sistema smo merili z merilnim valjem (volumen mobilne
faze na Casovno enoto). Raztopino kovinskih ionov znane koncentracije (Craztopinc) SMO
pripravili tako, da smo zatehtali ustrezno koli¢ino kovinskih ionov v obliki soli, jo raztopili
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in dopolnili do ustreznega volumna. Mrtvi volumen (Vi) smo dolocili eksperimentalno.
Vrednost preboja pri 50 % (tso;) maksimalne vrednosti absorbance smo odcitali iz
prebojne krivulje kromatograma. Volumen nosilca (Visiica) je 0,34 mL.

3.3.1.2 Dolocanje dinami¢ne kapacitete za standardne proteine

Proteini se reverzibilno vezejo na kromatografski nosilec. Glede na Stevilo vezavnih mest
na nosilcu lahko doloc¢imo, kolik$na koli¢ina proteina se bo vezala na nosilec. Kapaciteta
za proteine nam pove, koliko proteinov (mg) se bo vezal na volumsko enoto nosilca (mL).
Dinami¢no kapaciteto smo dolodali iz prebojnih krivulj. Nosilec oz. CIM® IDA disk z
imobiliziranim kovinskim ionom smo najprej spirali z vezno mobilno fazo, dokler signal
na detektorju ni dosegel konstantne vrednosti. Nato smo preko nosilca ¢rpali standardno
raztopino beta-kazeina v vezni mobilni fazi. Iz prebojne krivulje, ki se je izrisala na
kromatogramu, smo odcitali ¢as pri preboju 50 % maksimalne vrednosti absorbance.
Dinamic¢no kapaciteto smo izracunali po enacbi 2 (poglavije 3.3.1.1).

3.3.2 Priprava celi¢nega ekstrakta celic kvasovke Saccharomyces cerevisiae

K 0,6 g mokre kvasne biomase smo dodali 2,5 mL sterilnega ohlajenega pufra
(20 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7,4) in 3 g sterilnih cirkonij kremencevih kroglic. Sledilo je
razbijanje celic 5 x po 1 minuto na vrtinéniku z vmesnimi 1-minutnimi intervali na ledu.
Tako dobljeni homogenat smo centrifugirali pri 20000 g 20 minut pri 4 °C. Supernatant
(ekstrakt) smo do analize hranili pri -80 °C. Koncentracijo proteinov v ekstraktu smo
dolocili po Bradfordovi metodi (Bradford, 1976).

3.3.3 2-D elektroforeza

3.3.3.1 Cis¢enje vzorcev z uporabo »2-D Clean Up« kompleta

- prenos vzorcev (volumni frakcije) v mikrocentrifugirko,

- dodatek trikratnega volumna precipitanta (glede na volumen vzorca), meSanje na
vrtinéniku in inkubacija na ledu 15 minut,

- dodatek trikratnega volumna ko-precipitanta meSanici vzorca (glede na volumen
vzorca) in precipitanta, kratko meSanje na vrtin¢niku,

- centrifugiranje pri 8000 g 10 min pri temperaturi 4 °C,

- odstranitev supernatanta s previdnim pipetiranjem, sediment se ne sme
resuspendirati,

- dodatek 80 pL. ko-precipitanta (prekrije sediment) in inkubacija na ledu 5 minut,

- centrifugiranje pri 8000 g 5 minut pri temperaturi 4 °C, odstranitev supernatanta,

- dodatek 50 pL bidestilirane vode (prekrije sediment), mesanje na vrtin¢niku, da se
sediment resuspendira,

- dodatek 1 mL pufra za izpiranje (ohlajen na temperaturo -20 °C 1 uro) in 5 uL
aditiva, meSanje na vrtincniku (resuspendiranje sedimenta),

- inkubacija pri temperaturi -20 °C 30 minut, meSanje na vrtin¢niku 20-30 sekund
vsakih 10 minut,

- centrifugiranje pri 10000 g 10 minut pri temperaturi 4 °C,

- odstranitev supernatanta (viden bel sediment), susenje sedimenta na zraku najvec
5 minut,
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- raztopitev sedimenta v raztopini za rehidracijo [PG-trakov in meSanje na vrtinéniku
do popolnega raztapljanja sedimenta,

- centrifugiranje pri 8000 g 10 minut pri temperaturi 20 °C ter nanos supernatanta na
[PG-trak in uporaba [PG-traka v 1. dimenziji 2-D elektroforeze oz. hranjenje
IPG-traka pri temperaturi -80 °C.

3.3.3.2 Prva dimenzija

Rehidracija IPG-trakov:

Uporabili smo IPG-trakove z imobiliziranim pH gradientom (4,0 — 7,0 ) dolzine 13 cm, ki
smo jih hranili pri temperaturi -20 °C. Za rehidracijo smo uporabili podstavek z rezami in
pokrovom. Podstavek smo najprej uravnali v ravnovesno lego, nato pa v sredino reze
odpipetirali 250 pL raztopine za rehidracijo trakov z vkljuenim vzorcem (v 250 uL je
60 pg vzorca). S traku z anodnega konca smo odstranili plasti¢no folijo, ki je prekrivala
gel, in ga previdno polozili z gelom navzdol v rezo ter prekrili z 2,5 mL mineralnega olja.
Vse smo pokrili s pokrovom. Rehidracija je potekala 13 ur.

Izoelektriéno fokusiranje:

Po koncani rehidraciji smo trakove sprali z bidestilirano vodo in jih osusili na filter papirju,
obrnjene z gelom navzgor. Na plosco, ki zagotavlja konstantno temperaturo 20 °C med
potekom IEF, smo nanesli 3 — 4 mL mineralnega olja, ¢ezenj postavili steklen podstavek z
elektrodnimi prikljucki. V podstavek smo dali plasticno plos¢o z vdolbinami, pred tem pa
v podstavek nalili 10 mL mineralnega olja. V vdolbine plasti¢ne plos¢e smo polozili
[PG-trakove z gelom navzgor. Odrezali smo dva enako dolga elektrodna trakova, ju
omocili v bidestilirani vodi in rahlo osusili ter polozili pravokotno na oba konca trakov.
Cez niju smo namestili elektrodi. IPG-trakove smo prelili s 170 mL mineralnega olja.
Pogoji IEF so bili sledeci:

Preglednica 8:  Pogoji izoelektricnega fokusiranja

Faza IEF Napetost (V) Cas trajanja (min)
1. faza 300 1

2. faza 3500 90

3. faza 3500 260

IEF je potekalo pri temperaturi 20 °C. Po kon¢anem IEF smo trakove shranili v plasti¢ni
mapi pri temperaturi -80 °C do izvedbe druge dimenzije.

3333 Druga dimenzija
Vlivanje gelov:

Med stekleni plosci, ki skupaj z ostalimi sestavnimi deli tvorijo kalup, smo vlili locilni gel
(19 mL za en gel) z 12 % (w/v) koncentracijo akrilamida (debelina gela je 1 mm). Na
zgornjo povrsino gela smo z mikropipeto nanesli tanko plast bidestilirane vode, ki gelu
prepreci stik s kisikom ter omogoca enakomerno polimerizacijo. Ko je gel polimeriziral,
smo vodo odlili in povr§ino gela dobro osusili s fenom.
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Uravnotezenje IPG-trakov:

[PG-trakove smo vzeli iz zamrzovalnika in jih prenesli v epruvete z 10 mL pufra za
uravnotezenje 1. Nato smo jih dali na stresalnik za 15 minut. Iz pufra za uravnotezenje I
smo [PG-trakove prenesli v epruvete z 10 mL pufra za uravnotezenje II in jih dali na
stresalnik Se za 15 minut. IPG-trakove smo pred prenosom na locilni gel osusili na filter

papirju.

Prenos IPG-trakov na nosilni gel:

Na povrsino locilnega gela smo nalili agarozno raztopino, ki je bila segreta na 80 °C in
takoj, previdno, brez tvorbe mehurckov, spustili skozi [PG-trak, ki se je usedel na povrsino
gela. Ko se je agarozni gel strdil, smo nadaljevali z SDS PAGE.

SDS PAGE:

Ko se je agarozna raztopina strdila, smo kalup namestili med dve posodi, kjer se nahajata
elektrodi. Obe posodi smo napolnili z 1 x SDS elektroforeznim pufrom. Potovanje vzorcev
je potekalo s hlajenjem v smeri anode najprej 15 minut pri konstantnem toku 20 mA/gel in
nato pri konstantnem toku 40 mA/gel, dokler barvilo bromfenol modro ni doseglo
spodnjega roba. Po koncani elektroforezi smo odstranili steklene plosce in gele obdelovali
v postopku barvanja.

3334 Barvanje gelov

Barvanje z barvilom Pro-Q Diamond:

Po koncani elektroforezi smo gele barvali s selektivnim fluorescentnim barvilom Pro-Q
Diamond, ki se selektivno veZe na fosforilirane proteine. Postopek barvanja je vkljuceval
predhodno fiksacijo proteinov v gelu, izpiranje gela, barvanje z barvilom in ponovno
izpiranje. Protokol barvanja je v preglednici 9.

Preglednica 9:  Barvanje z barvilom Pro-Q Diamond

Korak Raztopina E;Zg;?ilel (mL) (Crﬁisn) Ponovitev
1 | fiksacija fiksacijska raztopina 100 30 2x
2 | izpiranje bidestilirana voda 200 10 3x
3 | barvanje barvilo Pro-Q Diamond 200 120 1x
4 | razbarvanje | raztopina za razbarvanje I | 100 30 4 x
5 | izpiranje bidestilirana voda 200 5 4 x

Po koncanem protokolu barvanja s Pro-Q Diamond barvilom smo gele fotografirali in
shranili slike za nadaljnjo elektronsko obdelavo in ovrednotenje.
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Barvanje z barvilom Sypro Ruby:

Gele smo po barvanju s Pro-Q Diamond prenesli nazaj v plasticne posode in nadaljevali s
protokolom barvanja z drugim fluorescentnim barvilom Sypro Ruby, ki se selektivno veze
na bazi¢ne aminokisline in polipeptidno verigo. S tem smo dobili celoten proteinski profil

naSega vzorca. Protokol barvanja je v preglednici 10.

Preglednica 10: Barvanje z barvilom Sypro Ruby

Korak Raztopina E;(z)igg;flrel (mL) (Criisn) Ponovitev
1 | barvanje Sypro Ruby 200 480 1x
2 | razbarvanje | raztopina za razbarvanje II | 200 30 2x
3 | izpiranje bidestilirana voda 200 5 2x
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4 REZULTATI

Namen diplomske naloge je bil razvoj metode za loc¢evanje fosforiliranih proteinov od
nefosforiliranih proteinov. Prvi korak je bila imobilizacija kovinskih ionov na monolitni
kromatografski nosilec in njegova karakterizacija. Nato je sledil razvoj metode selektivne
obogatitve standardnih fosforiliranih proteinov in uporaba razvite metode na realnem
vzorcu kvasnega ekstrakta Saccharomyces cerevisiae. V drugem koraku smo rezultate
loCevanja potrdili z metodo 2-D elektroforeze.

4.1 VISOKOTLACNA TEKOCINSKA KROMATOGRAFIJA

4.1.1 Eksperimentalno dolo¢anje mrtvega volumna sistema

Celoten mrtvi volumen sistema (Vi sistema) J€ S€stavljen iz volumna kapilar med ohi§jem
in detektorjem, volumna ohis$ja in volumna por monolita. Volumen por monolitnega
nosilca (Vpor) je 0,2 mL. Dolocili smo mrtvi volumen sistema od zaetka ohi§ja do
detektorja skupaj s kapilarami brez monolitnega nosilca v ohisju. Pripravili smo raztopino
kovinskih ionov znane koncentracije (Crazopine). Raztopino kovinskih ionov smo pripeljali
po kapilarah HPLC sistema do zacetka ohi§ja. S programom Eurochrom 2000 za Windows
smo napisali ustrezno kromatografsko metodo in tako racunalniSko spremljali odziv
absorbance na detektorju. V programu se je izrisala prebojna krivulja kovinskih ionov, kjer
smo odcitali ¢as pri 50 % preboju (tsoe). Zaradi natancnosti smo merili pretok mobilne
faze. V stekleno ¢aSo smo zbirali eluent in s tehtanjem eluenta v dolo¢enem c¢asu izracunali
izmerjen pretok (®). Iz podatka tspe, in @ smo izracunali mrtvi volumen sistem (Vi
sistema ), K1 znasa 0,185 mL.

800

=N
S
>

400 4

Absorbanca pri 420 nm (mAU)

0 0,1 0,2 03 04 0,5

Cas preboja (min)
Slika 2: Prebojna krivulja brez monolitnega nosilca — eksperimentalno dolo¢anje mrtvega volumna sistema
Celoten mrtvi volumen sistem (Vi celoten) J€ tako seStevek volumna por (Vo) in mrtvega

volumna sistema brez kromatografskega nosilca (Vi sistema ). Celoten mrtvi volumen
sistema je 0,385 mL. Ta podatek smo uporabljali pri nadaljnjih izracunih.
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4.1.2 Karakterizacija CIM® IDA Cu?** monolitnega nosilca

Naredili smo adsorpcijsko izotermo bakrovih ionov. Pripravili smo raztopine bakrovih
ionov z razli¢nimi koncentracijami od 0,5 mM do 250 mM iz predhodno pripravljene
1 M raztopine bakrovih ionov. Pri vsaki koncentraciji raztopine smo naredili prebojno
krivuljo in pri tem merili pretok. Nastavljen pretok je bil s pomoc¢jo programske opreme
3 mL/min, vendar smo za natan¢no merjenje uporabljali merilni valj in v Casovni enoti
merili dejanski pretok. Na detektorju je bila nastavljena valovna dolzina 310 nm, ker imajo
bakrovi ioni pri tej vrednosti absorpcijski maksimum. Iz prebojne krivulje smo odcitali ¢as
pri preboju tsoy, in iz zbranih podatkov izracunali kapaciteto bakrovih ionov na nosilcu. 1z
podatkov o kapaciteti bakrovih ionov pri dani koncentraciji smo naredili adsorpcijsko
izotermo. Po vsakem nalaganju bakrovih ionov na nosilec smo le-te sprali z 1 M raztopino
HCl in s tem pripravili nosilec za ponovno nalaganje bakrovih ionov. Kapaciteto bakrovih
ionov smo izracunali po enacbi 2 (poglavje 3.3.1.1). Podatki so zbrani v preglednici §t. 11
in prikazani na sliki 3.
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Preglednica 11: Podatki za adsorpcijsko izotermo bakrovih ionov na CIM® IDA monolitnem nosilcu

Koncentracija Izmerjen pretok Odcitan tsgv, Kapaciteta
(mM) (mL/min) (min) (umol/mL)
0,05 3,020 69,620 30,9
0,30 3,039 10,737 28,5
0,35 2,984 8,853 26,8
0,40 3,105 8,018 28,8
0,45 3,070 6,710 26,8
0,50 3,144 6,679 30,3
1,0 3,129 3,306 29,3
1,5 3,123 2,115 27,4
2,0 3,117 1,577 26,7
2,5 3,185 1,249 26,4
3,0 3,141 1,042 25,5
3,5 3,142 0,896 25,0
4,0 3,132 0,782 243
4,5 3,109 0,715 243
5,0 3,131 0,626 23,2
5,5 3,122 0,600 24,1
6,0 3,084 0,553 233
7,0 3,102 0,492 23,5
8,0 3,130 0,419 21,8
9,0 3,119 0,410 23,7
10,0 3,094 0,384 23,6
15,0 3,045 0,296 22,7
20,0 3,097 0,253 23,4
25,0 3,072 0,236 25,0
30,0 3,048 0,209 22,2
35,0 3,089 0,196 22,7
40,0 3,155 0,184 23,1
50,0 3,142 0,171 22,2
75,0 3,139 0,153 20,9
100,0 3,185 0,147 24,7
125,0 3,135 0,140 19,5
150,0 3,126 0,139 21,8
175,0 3,153 0,132 16,4
200,0 3,146 0,134 22,1
250,0 3,166 0,132 23,9
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Kapaciteta bakrovih ionov na
IDA monolitnem nosilcu (wmol/mL)
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Slika 3: Adsorpcijska izoterma za bakrove ione na CIM® IDA monolitnem nosilcu pri razli¢nih

koncentracijah bakrovih ionov v vodni raztopini

4.1.3 Karakterizacija CIM® IDA Ni** monolitnega nosilca

Naredili smo adsorpcijsko izotermo nikljevih ionov. Pripravili smo si raztopine nikljevih
ionov razlicnih koncentracij od 0,5 mM do 100 mM iz predhodno pripravljene
1 M raztopine nikljevih ionov. Adsorpcijsko izotermo smo dolocili na enak nacin kot v
tocki 4.1.2. Na detektorju je bila nastavljena valovna dolzina 380 nm, ker imajo nikljevi
ioni pri tej vrednosti absorpcijski maksimum. Kapaciteto nikljevih ionov smo izracunali po
enacbi 2 (poglavje 3.3.1.1). Podatki so zbrani v preglednici 12 in prikazani na sliki 4.

Preglednica 12: Podatki za adsorpcijsko izotermo nikljevih jonov na CIM® IDA monolitnem nosilcu

Koncentracija Izmerjen pretok Odcitan tsgo, Kapaciteta
(mM) (mL/min) (min) (umol/mL)
5,0 3,020 0,577 20,0
10,0 3,003 0,299 15,3
20,0 3,026 0,178 9,4
25,0 3,030 0,160 7,9
30,0 3,060 0,156 8,6
40,0 3,054 0,147 8,1
50,0 2,967 0,144 7,3
75,0 3,023 0,137 7,8
100,0 3,059 0,134 9,6
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Slika 4: Adsorpcijska izoterma za nikljeve ione na CIM® IDA monolitnem nosilcu pri razliénih
koncentracijah nikljevih ionov v vodni raztopini

4.1.4 Karakterizacija CIM® IDA Fe** monolitnega nosilca

Naredili smo adsorpcijsko izotermo Zelezovih ionov. Pripravili smo si raztopine zelezovih
ionov razlicnih koncentracij od 1 mM do 100 mM iz predhodno pripravljene
250 mM raztopine zelezovih ionov. Adsorpcijsko izotermo smo dolocili na enak nacin kot
v tocki 4.1.2. Na detektorju je bila nastavljena valovna dolzina 420 nm, ker imajo zelezovi
ioni pri tej vrednosti absorpcijski maksimum. Po vsakem nalaganju Zelezovih ionov na
nosilec, smo le te sprali z 1 M raztopino HCI in s tem pripravili nosilec za ponovno
nalaganje Zelezovih ionov. V kolikor je ostal monolitni nosilec po spiranju z 1 M raztopino
HCI $e vedno obarvan, smo ga ¢ez noc pustili v 1 M raztopini HCI. Kapaciteto Zelezovih
ionov smo izracunali po enacbi 2 (poglavje 3.3.1.1). Podatki so zbrani v preglednici 13 in
prikazani na sliki 5.

Preglednica 13: Podatki za adsorpcijsko izotermo Zelezovih ionov na CIM" IDA monolitnem nosilcu

Koncentracija Izmerjen pretok Odc¢itan tsgo, Kapaciteta

(mM) (mL/min) (min) (umol/mL)
1,0 3,075 2,469 21,2
5,0 3,080 0,634 23,2
10,0 3,091 0,381 23,5
20,0 3,107 0,265 26,3
30,0 3,131 0,221 27,7
40,0 3,120 0,193 26,4
50,0 3,117 0,179 26,3
75,0 3,173 0,158 274
100,0 3,149 0,153 30,0
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Slika 5: Adsorpcijska izoterma za Zelezove ione na CIM® IDA monolitnem nosilcu pri razliénih
koncentracijah zelezovih ionov v vodni raztopini

Prednost monolitnih nosilcev je od pretoka neodvisna kapaciteta, zato smo naredili
adsorpcijsko izotermo pri razli¢nih pretokih raztopine zelezovih ionov. Slika 6 nam pokaze
kapacitete nosilca za zelezove ione v odvisnosti od njihovih koncentracij pri pretokih
1, 3 in 5 ml/min. Posamezne meritve niso bile narejene v paralelkah. Vse vrednosti
kapacitet za Zelezove ione so pri vsakem pretoku razprSene v obmocju med 20 in 28
umol/mL. Zato lahko sklepamo, da je dinamiCna kapaciteta neodvisna od pretoka

(preglednica 14).

Preglednica 14: Podatki za adsorpcijsko izotermo Zelezovih ionov na CIM® IDA monolitnem nosilcu

Koncentracija [zmerjen pretok Odcitan tsge, Kapaciteta
(mM) (mL/min) (min) (umol/mL)
10,0 1,028 1,178 24,5
40,0 1,041 0,563 24,5
75,0 1,027 0,465 22,0
10,0 3,102 0,332 19,2
40,0 3,119 0,176 20,0
75,0 3,143 0,157 25,3
10,0 4,776 0,255 24,6
40,0 4,707 0,128 26,4
75,0 4,704 0,108 28,1
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Slika 6: Adsorpcijske izoterme za elezove ione razliénih koncentracij na CIM® IDA monolitnem nosilcu pri
razliénih pretokih

4.1.5 Karakterizacija HiTrap IMAC Fe’" del¢nega nosilca

Del eksperimenta je primerjava karakteristik monolitnega nosilca z del¢nim nosilcem. Za
del¢ni nosilec smo uporabili HiTrap IMAC agarozni nosilec proizvajalca GE Healthcare.
Nosilec se razlikuje po volumnu in po vrsti stacionarne faze (I mL pri HiTrap IMAC
koloni). Pod enakimi pogoji kot na CIM® IDA nosilec smo nalagali raztopino Zelezovih
ionov na HiTrap IMAC nosilec. Predhodno smo ga kondicionirali z 0,01 M raztopino HCI.
Pretok pri nalaganju zelezovih ionov je bil 1 mL/min. Med meritvijo smo merili dejanski
pretok. Kapaciteto zelezovih ionov smo izracunali po enacbi 2 (poglavje 3.3.1.1). Podatki
so zbrani v preglednici 15. Na sliki 7 je prikazana prebojna krivulja.
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Slika 7: Prebojna krivulja Zelezovih ionov na HiTrap IMAC nosilcu
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Preglednica 15: Podatki za adsorpcijsko izotermo Zelezovih ionov na HiTrap IMAC nosilcu

Koncentracija Izmerjen pretok Odcitan tsg, Kapaciteta
(mM) (mL/min) (min) (umol/mL)
50,0 1,050 1,313 25,3
100,0 1,054 1,176 36,7

4.1.6 Iskanje pogojev za vezavo in elucijo fosforiliranih proteinov

V prvem koraku razvoja metode je bilo potrebno najti ustrezne pogoje za vezavo
standardnih fosforiliranih proteinov na nosilec. Pri tem smo uporabili vec razli¢nih
mobilnih faz z razlicnimi vrednostmi pH. Ko se je vzor¢ni protein vezal na nosilec, je
sledil drugi korak. V tem koraku je bilo potrebno izbrati ustrezne pogoje, da se protein
eluira (odstrani) z nosilca.

Za standardni fosforilirani protein smo uporabljali protein beta-kazein. Koncentracija
proteina v vezni mobilni fazi je bila vedno 1 mg/mL. Raztopino proteina smo si pripravili
vedno na enak nacin. V majhno stekleno posodico smo zatehtali koli¢ino proteina in ga
raztopili v ustreznem volumnu vezne mobilne faze, da je bila koncentracija proteina
1 mg/mL. Vzorec smo nanasali na nosilec prek nanasalnega ventila, na katerem je bila
10 puL zanka. S stekleno nanaSalno iglo smo odmerili 30 pL vzorca. Z 20 pL smo
predhodno sprali zanko. Vzorcev raztopljenih proteinov nismo filtrirali.

Na ¢rpalko A na HPLC sistemu smo postavili vezno mobilno fazo (A;-H;). Na ¢rpalko B
na HPLC sistemu smo postavili elucijsko mobilno fazo (A,-H,). Uporabljali smo
kombinacije vezne mobilne faze A; in elucijske mobilne faze A,, v naslednjem koraku je
bila vezna mobilna faza B; in elucijska mobilna faza B, vse do zadnje kombinacije
mobilnih faz H; in H,.

S programom Eurochrom 2000 za Windows smo uravnavali odstotek pretoka posamezne
mobilne faze in s tem dobivali linearne in stopenjske gradiente od 0 do 100 % elucijske
mobilne faze. S tem smo spreminjali vezne pogoje na nosilcu. Pretok mobilne faze je
vseskozi 3 mL/min.

Nosilec smo pred pricetkom metode kondicionirali z vezno mobilno fazo, dokler ni bil
signal na UV detektorju pri valovni dolzini 280 nm konstanten oz. do vrednosti pH vezne
mobilne faze.
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4.1.6.1 Uporaba mobilne faze A; in A,

Mobilna faza A; ne vsebuje imidazola, v mobilni fazi A, pa je imidazol
(250 mM raztopina). Vrednost pH mobilnih faz je 7,4. Standarden fosforiliran protein smo
raztopili v mobilni fazi A;. Monolitni nosilec smo predhodno kondicionirali z mobilno
fazo A, do vrednosti pH 7,4. Na nosilec smo nanesli mobilno fazo A, in tako posneli odziv
mobilnih faz na nosilcu (slika 8a). Nato smo na nosilec nanesli standardni fosforiliran
protein raztopljen v mobilni fazi A, (slika 8b).

a) b)
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Slika 8: a) Zacetni kromatogram (bazna linija) vezne A; (20 mM Na,HPO,, 0,5 M NaCl, pH 7.4) in elucijske
mobilne faze A, (20 mM Na,HPO,, 0,5 M NaCl, 250 mM imidazol, pH 7,4); volumen vezne faze
A, 10 pL, pretok 3 mL/min; b) Kromatogram raztopljenega standardnega fosforiliranega proteina
beta-kazeina (¢ = 1 mg/mL) v mobilni fazi A; (20 mM Na,HPO,, 0,5 M NaCl, pH 7,4); volumen
nanesenega vzorca 10 uL, pretok 3 mL/min

Na sliki 9 je prikazana primerjava: na CIM® IDA Fe’" nosilec smo nanesli mobilno fazo
A\ in standardni fosforilirani protein raztopljen v mobilni fazi A;.
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Slika 9: Primerjava zaCetnega kromatograma (bazne linije) in kromatograma raztopljenega standardnega
fosforiliranega proteina beta-kazeina v mobilni fazi A; (20 mM Na,HPO,, 0,5 M NaCl, pH 7,4).
Vezna mobilna faza je 20 mM Na,HPO,, 0,5 M NaCl, pH 7.4, elucijska mobilna faza je
20 mM Na,HPOy,, 0,5 M NaCl, 250 mM imidazol, pH 7,4. Volumen nanesenega vzorca 10 pL;
pretok 3 mL/min
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4.1.6.2 Uporaba mobilne faze B; in B,

Mobilna faza B; vsebuje imidazol (20 mM raztopina). Prisotnost manjse koncentracije
imidazola stimulira vezavo proteinov. Mobilna faza B, vsebuje ve¢ imidazola
(250 mM raztopina). Vrednost pH obeh mobilnih faz je 7,4. Na nosilec smo nanesli
mobilno fazo B, in tako dobili odziv mobilnih faz na nosilcu (slika 10a) in standardni
fosforilirani protein raztopljen v mobilni fazi B, (slika 10b).
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Slika 10: a) Zacetni kromatogram (bazna linija) vezne B; (20 mM Na,HPO,, 0,5 M NaCl, 20 mM imidazol,
pH 7,4) in elucijske mobilne faze B, (20 mM Na,HPO,, 0,5 M NaCl, 250 mM imidazol, pH 7,4);
volumen vezne faze B; 10 pL, pretok 3 mL/min; b) Kromatogram raztopljenega standardnega
fosforiliranega proteina beta-kazeina (¢ = 1 mg/mL) v mobilni fazi B; (20 mM Na,HPO,,
0,5 M NaCl, 20 mM imidazol, pH 7,4); volumen nanesenega vzorca 10 puL, pretok 3 mL/min

—Kromatogram = Gradient

Na sliki 11 je prikazana primerjava: na CIM® IDA Fe’* nosilec smo nanesli mobilno fazo
B in standardni fosforiliran protein raztopljen v mobilni fazi B;.
a) b)
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Slika 11: a) Primerjava zacetnega kromatograma (bazne linije) in kromatograma raztopljenega standardnega
fosforiliranega proteina beta-kazeina v mobilni fazi B, (20 mM Na,HPO,, 0,5 M NaCl,
20 mM imidazol, pH 7,4). Vezna mobilna faza je 20 mM Na,HPO,, 0,5 M NaCl, 20 mM imidazol,
pH 7.4, elucijska mobilna faza je 20 mM Na,HPO,, 0,5 M NaCl, 250 mM imidazol, pH 7.4.
Volumen nanesenega vzorca 10 pL; pretok 3 mL/min; b) Povecana slika 11a
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4.1.6.3

Uporaba mobilne faze C; in C,

Standardni fosforiliran protein se v mobilni fazi A; in B, pri pH 7,4 ni vezal na nosilec,
zato smo spremenili pH vrednost mobilne faze C; na pH 7,1. Na nosilec smo nanesli
mobilno fazo C; in tako dobili odziv mobilnih faz na nosilcu (slika 12a) in standardni
fosforiliran protein raztopljen v mobilni fazi C; (slika 12b).
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Slika 12: a) Zacetni kromatogram (bazna linija) vezne C; (20 mM Na,HPO,4, 0,5 M NaCl, pH 7,1) in

elucijske mobilne faze C, (20 mM Na,HPO,, 0,5 M NaCl, 250 mM imidazol, pH 7,1); volumen
vezne faze C; 10 pL, pretok 3 mL/min; b) Kromatogram raztopljenega standardnega
fosforiliranega proteina beta-kazeina (¢ = 1 mg/mL) v mobilni fazi C; (20 mM Na,HPO,,
0,5 M NaCl, 20 mM imidazol, pH 7,1); volumen nanesenega vzorca 10 pL, pretok 3 mL/min

Na sliki 13 je prikazana primerjava: na CIM" IDA Fe’ nosilec smo nanesli mobilno fazo
C, in standardni fosforiliran protein raztopljen v mobilni fazi C;.

Slika 13:
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Primerjava zaCetnega kromatograma (bazne linije) in kromatograma raztopljenega standardnega
fosforiliranega proteina beta-kazeina v mobilni fazi C; (20 mM Na,HPO,, 0,5 M NaCl, pH 7,1).
Vezna mobilna faza je 20 mM Na,HPO, 0,5 M NaCl, pH 7,1, elucijska mobilna faza je
20 mM Na,HPO,, 0,5 M NaCl, 250 mM imidazol, pH 7,1. Volumen nanesenega vzorca 10 pL;
pretok

3 mL/min
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4.1.6.4

Uporaba mobilne faze D; in D,

V mobilni fazi D; smo uporabili imidazol (20 mM raztopina) pri vrednosti pH 7,1. Na
nosilec smo nanesli mobilno fazo D; in tako dobili odziv mobilnih faz na nosilcu (slika
14a). Nato smo na nosilec nanesli standardni fosforiliran protein raztopljen v mobilni fazi
D, (slika 14b).

a)

250

3

Absorbanca pri 280 nm (mAU)

o
~

100

Odstotek mobilne faze B (%)
(mAU)

Absorbanca pri 280 nm
=

. . 0 1 2
as (min . .
Cas (min) Cas (min)
— Kromatogram = Gradient —Kromatogram = Gradient

100

Odstotek mobilne faze B (%)

Slika 14: a) Zacetni kromatogram (bazna linija) vezne D, (20 mM Na,HPO, 0,5 M NaCl, 20 mM imidazol,
pH 7,1) in elucijske mobilne faze D, (20 mM Na,HPO,, 0,5 M NaCl, 250 mM imidazol, pH 7,1);
volumen vezne faze D; 10 puL, pretok 3 mL/min; b) Kromatogram raztopljenega standardnega
fosforiliranega proteina beta-kazeina (¢ = 1 mg/mL) v mobilni fazi D; (20 mM Na,HPO,,
0,5 M NaCl, 20 mM imidazol, pH 7,1); volumen nanesenega vzorca 10 pL, pretok 3 mL/min

Na sliki 15 je prikazana primerjava: na CIM® IDA Fe®" nosilec smo nanesli mobilno fazo
D, in standardni fosforiliran protein raztopljen v mobilni fazi D;.
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Slika 15: Primerjava zacetnega kromatograma (bazne linije) in kromatograma raztopljenega standardnega
fosforiliranega proteina beta-kazeina v mobilni fazi D; (20 mM Na,HPO,, 0,5 M NaCl,
20 mM imidazol, pH 7,1). Vezna mobilna faza je 20 mM Na,HPOy,, 0,5 M NaCl, 20 mM imidazol,
pH 7,1, elucijska mobilna faza je 20 mM Na,HPO,, 0,5 M NaCl, 250 mM imidazol, pH 7,1.

Volumen nanesenega vzorca 10 pL; pretok 3 mL/min
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4.1.6.5 Uporaba mobilne faze E; in E,

Predpostavili smo, da se standardni fosforiliran protein ne veze na nosilec zaradi
prisotnosti fosfatnih skupin v veznih mobilnih fazah. Uporabili smo drugo vezno mobilno
fazo in sicer 20 mM Tris, 0,5M NaCl, pH 7,4. Na nosilec smo nanesli mobilno fazo E; in
tako dobil odziv mobilnih faz na nosilcu (slika 16a) in standardni fosforiliran protein
raztopljen v mobilni fazi E; (slika 16b).

a)

o
~

100 100

B

100

£
B
B

2
2
3

=]

=

&
B

40

Absorbanca pri 280 nm (mAU)

Odstotek mobilne faze B (%)
Absorbanca pri 280 nm (mAU)
Odstotek mobilne faze B (%)

8

0 1 2 3 4 5 6
Cas (min)
— Kromatogram — Gradient — Kromatogram — Gradient

Slika 16: a) Zacetni kromatogram (bazna linija) vezne E; (20 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7,4) in elucijske
mobilne faze E, (20 mM Tris, 0,5 M NaCl, 100 mM imidazol, pH 7,4); volumen vezne faze E,
10 pL, pretok 3 mL/min; b) Kromatogram raztopljenega standardnega fosforiliranega proteina
beta-kazeina (¢ = 1 mg/mL) v mobilni fazi E; (20 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7,4); volumen
nanesenega vzorca 10 uL, pretok 3 mL/min

Cas (min)

Na sliki 17 je prikazana primerjava: na CIM® IDA Fe’ nosilec smo nanesli mobilno fazo
E| in standardni fosforiliran protein raztopljen v mobilni fazi E;.
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Slika 17: Primerjava zacetnega kromatograma (bazne linije) in kromatograma raztopljenega standardnega
fosforiliranega proteina beta-kazeina v mobilni fazi E; (20 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7,4). Vezna
mobilna faza je 20 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7,4, elucijska mobilna faza je 20 mM Tris,
0,5 M NaCl, 100 mM imidazol, pH 7,4. Volumen nanesenega vzorca je 10 uL; pretok 3 mL/min
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4.1.6.6 Uporaba mobilne faze F; in F;

Po vezavi standardnega fosforiliranega proteina na nosilec je sledil drugi korak, v katerem
smo protein eluirali z nosilca. Uporabili smo imidazol (250 mM raztopino) v mobilni fazi
F, pri vrednosti pH 7,4. Na nosilec smo nanesli mobilno fazo F; in tako dobil odziv
mobilnih faz na nosilcu (slika 18a) in standardni fosforiliran protein raztopljen v mobilni
fazi F; (slika 18b).
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Slika 18: a) Zacetni kromatogram (bazna linija) vezne F; (20 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7,4) in elucijske
mobilne faze F, (20 mM Tris, 0,5 M NaCl, 250 mM imidazol, pH 7,4); volumen vezne faze F,
10 pL, pretok 3 mL/min; b) Kromatogram raztopljenega standardnega fosforiliranega proteina
beta-kazeina (¢ = 1 mg/mL) v mobilni fazi F; (20 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7,4); volumen
nanesenega vzorca 10 pL, pretok 3 mL/min

Na sliki 19 je prikazana primerjava: na CIM" IDA Fe’" nosilec smo nanesli mobilno fazo
F, in standardni fosforiliran protein raztopljen v mobilni fazi F;.
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Slika 19: a) Primerjava zaCetnega kromatograma (bazne linije) in kromatograma raztopljenega standardnega
fosforiliranega proteina beta-kazeina v mobilni fazi F; (20 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7,4). Vezna
mobilna faza je 20 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7,4, elucijska mobilna faza je 20 mM Tris,
0,5 M NaCl, 250 mM imidazol, pH 7,4. Volumen nanesenega vzorca 10 pL; pretok 3 mL/min;
b) Povecana slika 19a
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4.1.6.7

Uporaba mobilne faze G| in G,

Pri mobilni fazi G, smo uporabili pH gradient. Standardni fosforiliran protein smo raztopili
v 20 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7,4. Za mobilno fazo G, smo uporabili 100 mM glicin,
pH 3,0. Na nosilec smo nanesli mobilno fazo G, in tako dobili odziv mobilnih faz na
nosilcu (slika 20a) in standardni fosforiliran protein raztopljen v mobilni fazi G; (slika

20b).
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Slika 20:
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a) Zacetni kromatogram (bazna linija) vezne G; (20 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7,4) in elucijske
mobilne faze G, (100 mM glicin, pH 3,0); volumen vezne faze G, 10 pL, pretok 3 mL/min;
b) Kromatogram raztopljenega standardnega  fosforiliranega proteina  beta-kazeina
(c =1 mg/mL) v mobilni fazi G| (20 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7,4); volumen nanesenega vzorca
10 pL, pretok 3 mL/min

Na sliki 21 je prikazana primerjava: na CIM® IDA Fe’* nosilec smo nanesli mobilno fazo
G in standardni fosforiliran protein raztopljen v mobilni fazi G;.
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Slika 21:
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a) Primerjava zaCetnega kromatograma (bazne linije) in kromatograma raztopljenega standardnega
fosforiliranega proteina beta-kazeina v mobilni fazi G; (20 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7,4). Vezna
mobilna faza je 20 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7,4, elucijska mobilna faza je 100 mM glicin,
pH 3,0. Volumen nanesenega vzorca 10 uL; pretok 3 mL/min; b) Povecana slika 21a
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4.1.6.8 Uporaba mobilne faze H; in H,

Pri mobilni fazi H, smo uporabili pH gradient. Standardni fosforiliran protein smo raztopili
v 20 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7,4. Za mobilno fazo H, smo uporabili 20 mM NaHCO;,
0,5M NaCl, pH 9,6. Na nosilec smo nanesli mobilno fazo H, in tako dobili odziv mobilnih

faz na nosilcu (slika 22a) in standardni fosforiliran protein raztopljen v mobilni fazi H,
(sliki 22b).
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Slika 22: a) Zacetni kromatogram (bazna linija) vezne H; (20 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7.,4) in elucijske
mobilne faze H, (20 mM NaHCO;3, 0,5 M NaCl, pH 9,6); volumen vezne faze H; 10 pL, pretok
3 mL/min; b) Kromatogram raztopljenega standardnega fosforiliranega proteina beta-kazeina

(c =1 mg/mL) v mobilni fazi H; (20 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7.,4); volumen nanesenega vzorca
10 pL, pretok 3 mL/mi

Na sliki 23 je prikazana primerjava: na CIM® IDA Fe’" nosilcu smo nanesli mobilno fazo
H; in standardni fosforiliran protein raztopljen v mobilni fazi H;.
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Slika 23: a) Primerjava zaCetnega kromatograma (bazne linije) in kromatograma raztopljenega standardnega
fosforiliranega proteina beta-kazeina v mobilni fazi H; (20 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7,4). Vezna
mobilna faza je 20 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7,4, elucijska mobilna faza je 20 mM NaHCOs;,
0,5 M NaCl, pH 9,6. Volumen nanesenega vzorca 10 pL; pretok 3 mL/min; b) Povecana slika 23a
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4.1.7 Doloc¢anje kapacitete za proteine na kromatografskih nosilcih

Pomembna karakteristika nosilca je njegova dinami¢na kapaciteta, saj nam pove, koliko
spojine (proteina, DNA) lahko vezemo na nosilec. Kapaciteto za protein smo dolocali iz
prebojne krivulje. Monolitni in del¢ni nosilec smo najprej spirali z vezno mobilno fazo
20 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7,4. Signal na detektorju je vedno dosegel konstantno
vrednost. Nato smo prek nosilca priceli Crpati raztopino standardnega fosforiliranega
proteina. Iz prebojne krivulje, ki se je izrisala na kromatogramu, smo odc¢itali ¢as pri 50 %
preboju. Dinamicno kapaciteto smo izracunali po enacbi 2 (poglavje 3.3.1.1).

4.1.7.1 Kapaciteta za protein na CIM®™ IDA Fe’" monolitnem nosilcu

Koncentracija standardnega fosforiliranega proteina je bila 0,51 mg/mL. Raztopino
proteina smo nalagali na nosilec pri pretoku 1 mL/min. Zaradi nihanj v pretoku na HPLC
sistemu smo merili dejanski pretok preko nosilca. V €asovni enoti smo merili pretecen
volumen. Kapaciteto za protein smo izracunali po enacbi 2 (poglavje 3.3.1.1). Podatki so
zbrani v preglednici 16. Na sliki 24 je prikazana prebojna krivulja standardnega
fosforiliranega proteina na monolitnem nosilcu.

Preglednica 16: Kapaciteta za protein na CIM® IDA Fe*" nosilcu

Koncentracija Izmerjen pretok Odcitan tsge, Kapaciteta
(mg/mL) (mL/min) (min) (mg/mL)
0,51 1,085 11,685 18,5
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Slika 24: Prebojna krivulja standardnega fosforiliranega proteina na CIM® IDA Fe'" nosilcu
Ker je za monolitne nosilce znacilno, da je kapaciteta nosilca od pretoka neodvisna, smo

naredili Se kapacitete za protein pri razli¢nih pretokih. Podatki so zbrani v preglednici 17.
Kapacitete za protein se z veCanjem pretoka manjsa.
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Preglednica 17: Kapaciteta za protein pri razliénih pretokih na CIM® IDA Fe*' nosilcu

Koncentracija Izmerjen pretok Odcitan tsg, Kapaciteta

(mg/mL) (mL/min) (min) (mg/mL)
0,51 1,07 11,64 18,1
0,50 2,30 5,06 16,5
0,51 4,33 2,04 12,6

4.1.7.2 Kapaciteta za protein na HiTrap IMAC Fe®* delénem nosilcu

Koncentracija standardnega fosforiliranega proteina je bila 0,915 mg/mL. Raztopino
proteina smo nalagal na nosilec pri pretoku 1 mL/min. Zaradi nihanj v pretoku na HPLC
sistemu smo meril dejanski pretok preko nosilca. V Casovni enoti smo merili preteCen
volumen. Podatki so zbrani v preglednici 18. Na sliki 25 je prikazana prebojna krivulja
standardnega fosforiliranega proteina na del¢nem nosilcu.

Preglednica 18: Kapaciteta za protein na HiTrap IMAC Fe' nosilcu

Koncentracija Izmerjen pretok Od¢itan tsgo, Kapaciteta
(mg/mL) (mL/min) (min) (mg/mL)
0,915 1,05 40,82 38,5
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Slika 25: Prebojna krivulja standardnega fosforiliranega proteina na HiTrap IMAC Fe*' nosilcu

4.1.8 Preverjanje razvite metode s standardnimi proteini

Ko smo CIM® IDA Fe*" monolitnemu nosilcu dolo¢ili lastnosti (kapaciteta kovinskega
iona, kapaciteta za protein) in na njem razvili metodo za vezavo in elucijo fosforiliranega
proteina, smo preverili uspeSnost metode s selektivno lo¢bo razlicnih standardnih
fosforiliranih proteinov od nefosforiliranih proteinov. Pripravili smo si raztopino
nefosforiliranega proteina (BSA) in fosforiliranega proteina (fosfitin) s koncentracijo
1 mg/mL. Raztopili smo ju v vezni mobilni fazi 20 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7,4. Na
pripravljen CIM® IDA Fe*" monolitni nosilec smo nanesli posamezen protein. Slika 26a



Plevcak S. Postavitev metode za detekcijo fosforiliranih proteinov.
Diplomsko delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2010 43

prikazuje nanos nefosforiliranega proteina, slika 26b prikazuje nanos in vezavo
fosforiliranega proteina.
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Slika 26: a) Kromatogram nefosforiliranega proteina BSA (c = 1 mg/mL) raztopljenega v vezni mobilni fazi
H; 20 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7,4. Volumen nanesenega vzorca 10 pL; pretok 3 mL/min;
b) Kromatogram vezave standardnega fosforiliranega proteina fosfitina (¢ = 1 mg/mL)
raztopljenega v vezni mobilni fazi H; 20 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7,4. Volumen nanesenega
vzorca je 10 pL; pretok 3 mL/min

Pripravili smo raztopino BSA in fosfitina s koncentracijo 0,5 mg/mL ter ju zmesal skupaj.
Na nosilec CIM® IDA Fe’" smo nanesli vzorec in preverili selektivnost monolitnega
nosilca. Selektivna locba je prikazana na sliki 27.
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Slika 27: Kromatogram selektivna locbe fosforiliranega (fosfitin, ¢ = 0,5 mg/mL) od nefosforiliranega
(BSA, ¢ = 0,5 mg/mL) proteina na CIM® IDA Fe*" monolitnem nosilcu. BSA (¢ = 1 mg/mL) in
fosfitin (¢ = 1 mg/mL) smo raztopili v vezni mobilni fazi H; 20 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7,4 ter
ju zmesali skupaj. Volumen nanesenega vzorca (BSA in fosfitin) 10 uL, pretok 3 mL/min
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4.1.9 Uporaba razvite metode na monolitnem nosilcu za realni vzorec S. cerevisiae

Uporabili smo razvito metodo na standardnih fosforiliranih proteinih pri selektivnem
¢iSenju realnega vzorca. Za realni vzorec smo uporabili celi¢ni ekstrakt kvasovke
Saccharomyces cerevisiae s celokupno koncentracijo vodotopnih proteinov 2 g/L, merjeno
po metodi Bradford. Priprava vzorca je opisana pod tocko 3.2.2.

Vzorec je bil pripravljen v vezni mobilni fazi 20 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7,4. Za
elucijsko mobilno fazo smo uporabili 20 mM NaHCOs, 0,5 M NaCl, pH 9,6. Volumen
vzorca nanesenega na CIM® IDA Fe*" monolitni nosilec je 500 pL.

Za potrditev uspesnosti locevanja fosforiliranih proteinov od nefosforiliranih proteinov z
2-D elektroforezo, smo potrebovali posamezne frakcije proteinov. Za prvi vzorec smo
zbrali zaCetni vzorec celicnega ekstrakta kvasovk Saccharomyces cerevisiae (frakcija 1).
Drugi vzorec so nevezani proteini na CIM® IDA Fe*" nosilcu (frakcija 2), tretji vzorec so
proteini, katere smo eluirali iz CIM® IDA Fe’" nosilca (frakcija 3). V frakciji 2 so
nefosforilirani proteini, v frakciji 3 so fosforilirani proteini. Na sliki 28 je prikazana vezava
in elucija realnega vzorca s primerjavo glede na bazno linijo (nanesena vezna mobilna
faza). Na sliki 29 je prikazana povecava kromatograma frakcije fosforiliranih proteinov.
Pregled podatkov je zbran v preglednici 19.

Preglednica 19: Pregled zbranih frakcij kvasnega ekstrakta Saccharomyces cerevisiae za 2-D elektroforezo

Oznaka frakcije | Opis frakcije Volumen nanasanja (uL)
1 Zacetni vzorec (pred nanosom na kolono) | 500
2 Nefosforilirani proteini 500
3 Fosforilirani proteini 500
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Slika 28: Kromatogram selektivnega loCevanja fosforiliranih proteinov od nefosforiliranih proteinov v
realnem vzorcu kvasnega ekstrakta Saccharomyces cerevisiae na CIM™ IDA Fe®" monolitnem
nosilcu. Vzorec pripravljen v vezni mobilni fazi H; 20 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7,4. Volumen
realnega vzorca 500 pL, pretok 3 mL/min. Vrh 1: nefosforilirani proteini, vrh 2: fosforilirani
proteini



Plevcak S. Postavitev metode za detekcijo fosforiliranih proteinov.

Diplomsko delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2010 45
200 - - 100
Nefosforilirani
proteini
160 - / L 80

Fosforilirani
proteini F 60

[ )
S
L

%
IS
L

r 40

I \/—m L 20

0 1 2, 3 4 5
Cas (min)

Odstotek mobilne faze B (%)

Absorbanca pri 280 nm (mAU)

N
=)

— Bazna linija — UV odziv realnega vzorca — Gradient

Slika 29: Povecava slike 28

4.2  2-D ELEKTROFOREZA

4.2.1 Doloc¢anje koncentracije proteinov v zbranih frakcijah

Zbranim frakcijam smo dolocili koncentracijo proteinov po metodi Bradford (Bradford,
1976).

4.2.2 Cis€enje z »2-D Clean Up« kompletom

V zbranih frakcijah proteinov je prisoten NaCl v koncentraciji 0,5 M, ki ostane in lahko
ovira postopek izoelektricnega fokusiranja. Zato smo zbrane frakcije predhodno ocistili z
»2-D Clean Up« kompletom, pri ¢emer smo oborili proteine, odstranili prisotne necistoce
in proteine nato ponovno raztopili v rehidracijskem pufru. Postopek je opisan pod tocko
3.3.3.1.

4.2.3 Masa proteinov za nanos na IPG-trakove

Pri 2-D elektroforezi je omejitev glede najvecjega volumna vzorca in najmanjse
koncentracije proteinov v tem volumnu, katere je Se mozno detektirati na gelu s
posameznimi barvili. Na posamezen [PG-trak smo nanesli 60 pg proteinov pobranih v
frakcijah 1 in 2, v primeru frakcije 3 smo bili zaradi mase omejeni in je bil nanos le 20 pg.
Da so slike 2-D elektroforeze lepo vidne, je priporocljiva masa proteinov v vzorcu 100 pg
v 250 uL.
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Preglednica 20: Masa proteinov kvasnega ekstrakta Saccharomyces cerevisiae v posamezni frakciji

Oznaka Koncentracija proteinov Kon¢na masa proteinov (ug) v
frakcije (ng/pL) 250 uL frakcije

1 2,22 60

2 0,58 60

3 0,08 20

Sledil je nanos vzorca na IPG-trakove (rehidracija), IEF, SDS-PAGE elektroforeza ter
postopka barvanja. Vsi postopki so opisani pod poglavji 3.3.3.2.,3.3.3.3.in 3.3.3.4.

4.2.4 Proteinski profili po barvanju z barvilom Pro-Q Diamond

Gele smo barvali najprej z barvilom Pro-Q Diamond ter primerjali proteinski profil frakcije
2 (nefosforilirani proteini) in frakcije 3 (fosforilirani proteini) s frakcijo 1 (zacetni realni
vzorec). Po barvanju smo gele fotografirali.

a)

e
a)

-

Slika 30: .é) Pfo;[einski profil kvasnegai ekstrékté'Sac.chér.omyces. cerevisiae -prle locbo r.1a..1.10s11cu (fraéija

.

b)

1) barvan z barvilom Pro-Q Diamond; b) Proteinski profil nefosforiliranih proteinov po lo¢bi na
nosilcu (frakcija 2) barvan z barvilom Pro-Q Diamond; c) Proteinski profil fosforiliranih proteinov
po lo¢bi na nosilcu (frakcija 3) barvan z barvilom Pro-Q Diamond
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4.2.5 Proteinski profili po barvanju z barvilom Sypro Ruby

Po barvanju s Pro-Q Diamond smo gele barvali Se s fluorescentnim barvilom Sypro Ruby.
Je bolj obcutljivo od barvila Pro-Q Diamond, vendar je manj specifi¢no, saj se veze v
ogrodje proteinov. Po barvanju smo gele fotografirali.
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Slika 31: a) Proteinski profil kvasnega ekstrakta Saccharomyces cerevisiae pred lo¢bo na nosilcu (frakcija
1) barvan z barvilom Sypro Ruby; b) Proteinski profil nefosforiliranih proteinov po locbi na
nosilcu (frakcija 2) barvan z barvilom Sypro Ruby; ¢) Proteinski profil fosforiliranih proteinov po
lo¢bi na nosilcu (frakcija 3) barvan z barvilom Sypro Ruby
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4.2.6 Primerjava gelov barvanih z razli¢nimi barvili

Pro-Q Diamond je selektivno barvilo in se veze na fosforilirane proteine. Sypro Ruby je
obcutljivejse barvilo in se veZe na ogrodje proteinov. Slika 32a prikazuje proteinski profil
fosforiliranih proteinov v frakciji 1, barvanih z barvilom Pro-Q Diamond. Slika 32c
prikazuje proteinski profil vseh proteinov v frakciji 1, barvanih z barvilom Sypro Ruby.
Slika 32b prikazuje proteinski profil fosforiliranih proteinov v frakciji 3, barvanih z
barvilom Pro-Q Diamond. Slika 32d prikazuje proteinski profil vseh proteinov v frakciji 3,
barvanih z barvilom Sypro Ruby.
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Slika 32: a) Proteinski profil kvasnega ekstrakta Saccharomyces cerevisiae pred lo¢bo na nosilcu (frakcija
1) barvan z barvilom Pro-Q Diamond; b) Proteinski profil fosforiliranih proteinov po locbi na
nosilcu (frakcija 3) barvan z barvilom Pro-Q Diamond; ¢) Proteinski profil zacetnega vzorca pred
lo¢bo na nosilcu (frakcija 1) barvan z barvilom Sypro Ruby; d) Proteinski profil fosforiliranih
proteinov po locbi na nosilcu (frakcija 3) barvan z barvilom Sypro Ruby
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4.2.7 Ovrednotenje fosforiliranih proteinov s programom 2-D Dymension

S programom 2-D Dymension smo ovrednotili gel, kjer je frakcija fosforiliranih proteinov.
Gel smo najprej barvali z barvilom Pro-Q Diamond, nato z barvilom Sypro Ruby. V
program 2-D Dymension smo vnesli obe sliki ter ju prekrili in tako dolo¢ili lise, ki se
prekrivajo (temno modro obrobljene lise). Te nakazujejo prisotnost fosforiliranih
proteinov.
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Slika 33: Primerjava gela fosforiliranih proteinov (frakcija 3) barvanega s Pro-Q Diamond in Sypro Ruby.
Temno modro obrobljene lise prikazujejo ujemanje in prekrivanje lis fosforiliranih proteinov na
gelu.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Fosforilirani proteini se v celicah nahajajo v zelo majhnih koncentracijah. S klasi¢nimi
postopki obarjanja se lahko proteini, ki so v manjSih koncentracijah, izgubijo iz vzorca.
Zato smo Zeleli na CIM® monolitnih nosilcih postaviti hitro in selektivno metodo za
koncentracijo fosforiliranih proteinov v vzorcu. U¢inkovitost metode smo Zeleli potrditi z
2-D elelektroforezo, kjer smo gele barvali s selektivnimi fluorescentnimi barvili.

5.1.1 Visokotla¢na tekocinska kromatografija

5.1.1.1 Karakterizacija kapacitete na kovinski ion na kromatografskih nosilcih

Pomembna karakteristika nosilca je njegova dinamicna kapaciteta, saj nam pove, koliko
spojine (kovinski ion, protein) lahko veZemo na nosilec. Proteini, ki so fosforilirani, imajo
na doloCenih aminokislinah vezane fosfatne skupine. Te imajo tudi sposobnost
koordinativne vezave. Potrebno je bilo izbrati ustrezen kromatografski nosilec. Odlocili
smo se za CIM® IDA monolitni nosilec, ker ima v svoji osnovni strukturi imobilizirano
iminodiocetno kislino, ki tvori komplekse s kovinskimi ioni. Za fosforilirane proteine pa so
ze Porath in sodelavci (1975) dokazali, da se koordinativno veZejo z Zelezovimi ioni. Na ta
nacin smo izbrali monolitni nosilec in centralni atom.

Zaradi Ze poznanega postopka (Porath, 1992) imobilizacije bakrovih in nikljevih ionov na
CIM® IDA monolitni nosilec in njihovega spiranja, smo ponovili postopek imobilizacije in
spiranja le teh ter preverili njihove kapacitete za kovinske ione. Za CIM® IDA Cu*'
monolitni nosilec je kapaciteta nosilca znaSala okoli 25 umol/mL (preglednica 11). Za
CIM® IDA Ni*" monolitni nosilec je kapaciteta nosilca znagala okoli 17 pmol/mL
(preglednica 12). Kovinske ione smo odstranili z nosilca s ¢rpanjem 1 M raztopine HCl
preko nosilca.

Zelezov(IIT) klorid smo raztopili v 0,01 M raztopini HCI. Pri niZji pH vrednosti smo se
izognili tvorbi kovinskih hidroksidov. S tem smo dobili stabilno raztopino Zelezovih ionov
pri sobni temperaturi. Ker je koli¢ina proteinov, ki se bo vezala na nosilec, odvisna od
koli¢ine imobiliziranih kovinskih ionov na nosilcu, smo dolo¢ili kapaciteto za Zelezove
jone na CIM® IDA Fe’" monolitnem nosilcu. V povprecju je dosegla vrednosti
26 umol/mL (preglednica 13). Ione Zeleza smo z nosilca odstranili s ¢rpanjem 1 M
raztopine HCI preko nosilca. Zelezovi ioni se moéneje veZzejo v kompleks z iminodiocetno
kislino kot bakrovi ali nikljevi ioni. Po spiranju nosilca z 1 M raztopino HCI so kovinski
ioni zeleza ostali Se vedno vezani na nosilec (obarvan nosilec). Za popolno odstranitev
zelezovih ionov iz matriksa nosilca smo pustili nosilce preko noci v 1 M raztopini HCL.

Adsorpcijska izoterma nam opisuje ravnotezje med kovinskimi ioni v mobilni fazi in
veznimi mesti na povrsini stacionarne faze. Iz slik 3, 4 in 5 je razvidno, da je ravnotezje
pomaknjeno k stacionarni fazi. To pomeni, da je ve¢ja adsorpcija kovinskih ionov na
povrsino stacionarne faze kot desorpcija. Prav tako ostane ravnotezje pomaknjeno k
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stacionarni fazi, ne glede na hitrost pretoka mobilne faze. Slika 6, preglednica 14 in
komentar v poglavju 4.1.4 kaZejo na neodvisnost kapacitete nosilca za zelezove ione od
pretoka.

Za primerjavo s konkurenénimi nosilci smo izbrali kelatni HiTrap IMAC Fe’* nosilec
proizvajalca GE Healthcare, ki smo mu prav tako dolo€ili kapaciteto za zelezove ione. V
povpre¢ju je kapaciteta znasala 30 umol/mL (preglednica 15), kar je nekoliko ve¢ kot
kapaciteta CIM"™ IDA Fe’" nosilca.

5.1.1.2 Razvoj metode na CIM® IDA Fe®" monolitnem nosilcu

Uporabili smo beta-kazein, ki je standarden fosforiliran protein. Poiskati je bilo potrebno
pogoje vezave fosforiliranega proteina na nosilec in pogoje elucije z nosilca. Naredili smo
pregled (screening) mobilnih faz. Ker se standardni fosforiliran protein veze koordinativno
v kompleks z Zzelezovim ionom, smo izloc¢ili mozne ionske interakcije vzorca z nosilcem
tako, da smo v mobilne faze dodali 0,5 M NaCl. Pred nanosom vzorca na nosilec smo
naredili pri vsaki kombinaciji mobilnih faz Se test vezave mobilnih faz. Dobili smo
osnovno stanje nosilca z izbranimi mobilnimi fazami (bazno linijo). Pred vsakim
nanasanjem vzorca ali vezne mobilne faze na nosilec, smo nosilec kondicionirali z vezno
mobilno fazo do konstantnega signala na detektorju oziroma do vrednosti pH vezne
mobilne faze.

Pogosto se za loCevanje bioloskih vzorcev uporabljajo fosfatne mobilne faze. Pripravili
smo vezno mobilno fazo A;: 20 mM Na,HPO,, 0,5 M NaCl, pH 7,4, v kateri smo raztopili
protein. Elucijo smo izvedli z gradientom imidazola. Imidazol se v vecji koncentraciji
pogosto uporablja kot eluent, saj tekmuje z vzorcem za vezavna mesta na nosilcu in na ta
nacin izpodriva vezane proteine. Pripravili smo mobilno fazo A,: 20 mM Na,HPO,,
0,5 M NaCl, 250 mM imidazol, pH 7,4. Protein se v mobilni fazi A; ni vezal na nosilec
(slika 8b in 9).

Mobilni fazi B;: 20 mM Na,HPO,, 0,5 M NaCl, pH 7,4 smo dodali 20 mM imidazol.
Uporabili smo elucijsko mobilno fazo B,: 20 mM Na,HPO,, 0,5 M NaCl,
250 mM imidazol, pH 7,4. Prisotnost manjSe koli¢ine imidazola lahko stimulira vezavo
fosforiliranega proteina. Protein se v mobilni fazi B ni vezal na nosilec (slika 10b in 11).

Ker se vzorec pri vrednosti pH 7,4 ni vezal na nosilec, smo spremenili vrednost pH. V
mobilni fazi C;: 20 mM Na,HPO,, 0,5 M NaCl, pH 7,1 smo raztopili protein. Uporabili
smo elucijsko mobilno fazo C,: 20 mM Na,HPOy,, 0,5 M NaCl, 250 mM imidazol, pH 7,1.
Protein se v mobilni fazi C; ni vezal na nosilec (slika 12b in 13).

V mobilni fazi D;: 20 mM Na,HPO4, 0,5 M NaCl, 20 mM imidazol, pH 7,1 smo raztopili
protein. Uporabili smo elucijsko mobilno fazo D,: 20 mM Na,HPO,, 0,5 M NaCl,
250 mM imidazol, pH 7,1. Protein se v mobilni fazi D; ni vezal na nosilec (slika 14b in
15).

V mobilni fazi s hidrogenfosfatom(V) nismo dosegli vezave fosforiliranega proteina na
nosilec. Fosfatne skupine prisotne v mobilni fazi zasedejo vezna mesta na CIM® IDA Fe®*
monolitnem nosilcu. Ker je koncentracija fosfatnih ionov v mobilni fazi vecja kot je
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koncentracija fosforiliranih proteinov v mobilni fazi, se fosforilirani proteini ne vezejo na
nosilec. Tudi ¢e bi se vezali, bi jih fosfatni ioni v mobilni fazi kompetitivno izpodrinili z
nosilca. Zato smo uporabili drugo vezno mobilno fazo.

Protein smo raztopili v vezni mobilni fazi E;: 20 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7.,4. Za
elucijsko mobilno fazo pa smo uporabili E;: 20 mM Tris, 0,5 M NaCl, 100 mM imidazol,
pH 7,4. Ker v mobilni fazi ni bilo ve¢ fosfatnih ionov, se je protein vezal na nosilec (slika
16b). V elucijski mobilni fazi E; se protein ni eluiral z nosilca (slika 17).

Protein je bil vezan na kromatografski nosilec, vendar ga z imidazolom (100 mM
raztopina) nismo odstranili. Za vezno mobilno fazo smo uporabili F;: 20 mM Tris,
0,5 M NacCl, pH 7,4. Povecali smo koncentracijo imidazola v elucijski mobilni fazi F;:
20 mM Tris, 0,5 M NaCl, 250 mM imidazol, pH 7,4. Kljub vecji koncentraciji imidazola,
se protein ni eluiral z nosilca (slika 19).

Z imidazolom standardnega fosforiliranega proteina nismo odstranili. Pri afinitetni
kromatografiji se poleg solnih gradientov, gradientov z imidazolom, uporablja tudi pH
gradient za elucijo vezanih proteinov. Vezna mobilna faza je ostala enaka G;: 20 mM Tris,
0,5 M NaCl, pH 7,4. Za elucijsko mobilno fazo smo uporabili G,: 100 mM glicin, pH 3,0.
Protein se je vezal na nosilec (slika 20), pri nizji pH vrednosti se ni eluiral z nosilca
(slika 21).

Nizja pH vrednost ni vplivala na elucijo proteina, niti ni vplivala na izpiranje kovinskega
iona z nosilca. Zato smo v naslednjem koraku uporabili vezno mobilno fazo Hj:
20 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7,4 in za elucijsko mobilno fazo H,: 20 mM NaHCO;3,
0,5 M NaCl, pH 9,6. S to elucijsko fazo smo odstranili vezan protein z nosilca (slika 23).

5.1.1.3 Karakterizacija kapacitete za proteine na kromatografskih nosilcih

Poleg kapacitete za kovinski ion smo dolocili na kromatografskih nosilcih tudi kapaciteto
za proteine. Ko smo dolocili pogoje vezave in elucije fosforiliranega proteina, smo dolo¢ili
Se kapaciteto za proteine na CIM® IDA Fe®™ monolitnem nosilcu in HiTrap IMAC Fe’
del¢nem nosilcu. Kapaciteta za proteine je odvisna od kapacitete za imobilizirane kovinske
ione. Za CIM® IDA Fe®" monolitni nosilec je bila kapaciteta za protein 18,5 mg/mL pri
konstantnem pretoku 1 mL/min (preglednica 16), za HiTrap IMAC Fe’* deléni nosilec pa
38,5 mg/mL pri konstantnem pretoku 1 mL/min (preglednica 18).

Preverili smo e vpliv pretoka na kapaciteto za protein na CIM® IDA Fe’™ monolitnem
nosilcu. Kapaciteta naj bi bila neodvisna od pretoka mobilne faze. Pri ponovitvi
eksperimenta pri pretoku 1 mL/min smo dosegli podobno kapaciteto za protein in sicer
18,1 mg/mL. Pri pretoku 2 mL/min je bila kapaciteta za protein 16,5 mg/mL. Pri pretoku
4 mL/min smo dosegli niZjo kapaciteto in sicer 12,6 mg/mL (preglednica 17). ZmanjSanje
kapacitete je mozno zaradi uporabe istega standardnega fosforiliranega proteina, katerega
smo po posameznem nalaganju Cistili (zamenjali mobilno fazo) s PD10 kolono. Mozno da
je protein beta-kazein izgubil svojo vezavno aktivnost (spremenjena oblika proteina) ali pa
je ostalo Se nekaj elucijske mobilne faze v vezni mobilni fazi.
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5.1.1.4 Selektivna separacija fosforiliranih proteinov od nefosforiliranih proteinov

Za preizkus selektivnosti smo pripravili meSano raztopino fosforiliranega proteina
beta-kazeina in nefosforiliranega proteina BSA. Raztopili smo ju v vezni mobilni fazi
20 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7,4 in nanesli na kondicioniran CIM® IDA Fe*" monolitni
nosilec. Proteina sta se uspesno locila (slika 27).

5.1.1.5 Separacija vzorca celicnega ekstrakta kvasovke Saccharomyces cerevisiae

Na realnem vzorcu smo hoteli pokazati selektivno locbo fosforiliranih proteinov od
nefosforiliranih proteinov na CIM® IDA Fe®" monolitnem nosilcu z uporabo razvite
metode na standardnih fosforiliranih proteinih. Kvasni ekstrakt je bil pripravljen v mobilni
fazi 20 mM Tris 0,5 M NaCl pH 7,4. Na CIM® IDA Fe*" monolitni nosilec smo nanesli
500 pL vzorca. Zacetnega vzorca (frakcija 1) nismo filtrirali. Na kromatogramu smo
spremljali odziv absorbance in pobrali vrh nefosforiliranih proteinov (frakcija 2) in vrh
fosforiliranih proteinov (frakcija 3), katere smo kasneje analizirali z 2-D elektroforezo. Ze
sama kromatografska locba je pokazala, da je nosilec delno selektiven (slika 28 in 29).

5.1.2 2-D elektroforeza

Da bi bila metoda selektivnega locevanja hitra, smo hoteli pobrane frakcije brez vmesnih
postopkov uporabiti za analizo z 2-D elektroforezo. Vendar je bila v frakcijah prisotna
vecja koli¢ina soli, kar ovira postopek izoelektricnega fokusiranja, ker poveca prevodnost

worw v

kompletom, pri ¢emer smo odstranili prisotne soli in druge neproteinske snovi.

Z izoelektricnim fokusiranjem smo v prvi dimenziji 2-D elektroforeze locili proteine glede
na izoelektri¢ne tocke. Z SDS-PAGE v drugi dimenziji smo tako lo¢ene proteine locili Se
glede na molekulsko maso. Po konanem postopku SDS-PAGE, smo proteine v gelih
fiksirali s fiksacijsko raztopino, sicer lahko proteini difundirajo znotraj gela. Vzporedno pa
s fiksacijsko raztopino dosezemo tudi izpiranje necistoc, ki bi ovirale postopek barvanja.

5.1.2.1 Slike po barvanju z barvilom Pro-Q Diamond

Gele smo po fiksaciji barvali s selektivnim fluorescentnim barvilom Pro-Q Diamond. Le-ta
se veze na fosfatne skupine fosforiliranih proteinov. Gele smo slikali in z uporabo
racunalniskega programa 2-D Dymension ovrednotili slike. Na sliki 30a in 30c je prikazan
proteinski profil frakcije 1, kjer je razvidno, da so prisotni fosforilirani proteini v zacetnem
vzorcu. Na sliki 30b je prikazan proteinski profil frakcije 2, to so nefosforilirani proteini in
jih v gelu z barvilom Pro-Q Diamond nismo zaznali. Na sliki 30c je prikazan proteinski
profil frakcije 3, to so fosforilirani proteini, kateri so se selektivno lo¢ili na CIM® IDA Fe**
monolitnem nosilcu. Ker pa je bila masa proteinov v tej frakciji pri nanosu na IPG-trakove
manj$a (20 pg), zaznamo na gelu manj lis fosforiliranih proteinov. Mozno je, da so se na
CIM® IDA Fe® monolitni nosilec vezali e kakini drugi proteini z negativnim neto
nabojem, ki imajo afiniteto do Zelezovega iona. S tem so zasedli del vezavnih mest. Le-teh
pa pri barvanju z barvilom Pro-Q Diamond nismo zaznali. Ker je proteinski signal za
fosforilirane proteine manj zaznaven (frakcija 2), je mozno, da se je poleg fosforiliranih
proteinov na CIM® IDA Fe® monolitni nosilec vezala tudi molekula DNA, ki je prisotna v
zacetnem realnem vzorcu (frakcija 1). Molekula DNA vsebuje veliko fosfatnih skupin, ki ji
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dajejo skupno negativen neto naboj. Zaradi fosfatnih skupin bi se lahko le ta vezala na
nosilec in zasedla mesta fosforiliranim proteinom ter zaradi svoje velikosti v primerjavi s
proteini prekrila druga prosta vezna mesta.

Poleg selektivnega barvanja gelov smo vzporedno razvijali tudi postopek barvanja z
barvilom Pro-Q Diamond. Manjsa intenziteta obarvanosti gelov je lahko posledica
prekratkega kontaktnega Cas barvanja. Pomembno na intenziteto obarvanja vpliva tudi Cas
osvetljevanja pred slikanjem (Cas odprtja zaslonke). Ta dva parametra sta mogoce vplivala
tudi na to, da fosforiliranih proteinov na gelu nismo zaznali (slika 30b).

5.1.2.2 Slike po barvanju z barvilom Sypro Ruby

Fluorescentno barvilo Sypro Ruby se veze na ogrodje proteinov. Je manj selektivno od
barvila Pro-Q Diamond, a bolj obcutljivo. Z njim ze zaznamo vsebnost proteinov od 1 ng
do 1pg. Na sliki 31a je prikazan proteinski profil proteinov v frakciji 1. Na sliki 31b je
prikazan proteinski profil frakcije 2, to so nefosforilirani proteini. Na sliki 31c je prikazan
proteinski profil frakcije 3, to so fosforilirani proteini. Primerjava slik 31b in 31c pokaze,
da je CIM® IDA Fe’* monolitni nosilec delno selektiven, saj sta proteinska profila
razlicna.

5.1.2.3 Primerjava gelov barvanih z razli¢nimi barvili

Na sliki 32a je prikazan proteinski profil frakcije 1, barvan z barvilom Pro-Q Diamond, na
sliki 32b je prikazan proteinski profil frakcije 3, barvan z barvilom Pro-Q Diamond. Na
sliki 32¢ je prikazan proteinski profil frakcije 1, barvan z barvilom Sypro Ruby, na sliki
32d je prikazan proteinski profil frakcije 3, barvan z barvilom Sypro Ruby. Na sliki 32a in
32c je razviden profil fosforiliranih proteinov barvan z razli¢cnima barviloma. Na sliki 32a
je razvidno, da je barvilo Pro-Q Diamond selektivno barvilo, saj je intenziteta lis manjsa v
primerjavi s sliko 32c. Primerjava slik 32b in 32d je pokazala, da je nosilec delno
selektiven, kar smo potrdili tudi z racunalniSko obdelavo teh slik z racunalniSkim
programom 2-D Dymension (slika 33).
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52 SKLEPI

Imobilizacija kovinskih ionov na CIM® IDA monolitni nosilec je enostavna in hitra. S
siroko paleto kovinskih ionov dobimo selektivne CIM® IMAC monolitne nosilce.

CIM®™ IDA Fe®" monolitni nosilec je pri imobilizaciji kovinskih ionov neodvisen od
pretoka. Kapaciteta kovinskega iona je v povprecju 26 pmol/mL. Kapaciteta za proteine je
pri pretoku 1 in 2 mL/min 18,5 in 16,5 mg/mL. Z veCanjem pretoka se kapaciteta za
proteine manjsa.

HiTrap IMAC Fe’" deléni nosilec ima kapaciteto kovinskega iona okoli 30 pmol/mL.
Kapaciteto za proteine ima 38,5 mg/mL.

CIM® IDA Fe’" monolitni nosilec je primerljiv s konkurenénim HiTrap IMAC Fe’*
del¢nim nosilcem glede kapacitete za kovinski ion. Pomanjkljivost se pokaze v primerjavi
z del¢nim nosilcem pri kapaciteti za protein, kjer je za polovico manjsa od konkurencne.

Razvoj metod je z uporabo CIM®™ monolitnih nosilcev hiter, selektiven in enostaven. Zaradi
konvektivnega prenosa omogoca hitre in selektivne locbe. Omogoca delo pri velikih
pretokih z majhnim zmanjSanjem tlaka. Monoliti so kemijsko in mehansko odporni. Delo z
njimi je mozno v Sirokem razponu pH in ionske jakosti.

Z optimizacijo metode selektivnega loCevanja fosforiliranih proteinov bi bil izvedljiv
prenos vzorcev brez vmesnih postopkov obarjanja v analizo z 2-D elektroforezo.

S primerjavo in racunalnisko obdelavo slik barvanih z barvili Pro-Q Diamond in Sypro
Ruby smo potrdili uspesno in selektivno lo¢bo fosforiliranih proteinov od nefosforiliranih
proteinov v realnem vzorcu.

CIM® IDA Fe’* monolitni nosilec je delno selektiven nosilec za lodevanje fosforiliranih
proteinov od nefosforiliranih proteinov.
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6 POVZETEK

Fosforilirani proteini nastajajo v celicah kot posledica post-translacijske modifikacije.
Njihova koncentracija v celicah je zelo majhna. Brez preucitve fosfoproteoma je
poznavanje celicnih procesov nepopolno. Za preucevanje fosfoproteoma je zelo
pomembno, da je v ociSCenih vzorcih zadostna koli¢ina fosforiliranih proteinov. Klasi¢ni
postopki selektivne obogatitve vsebujejo postopke obarjanja, s tem se delez fosforiliranih
proteinov izgublja. Z uporabo CIM" monolitnih nosilcev se lahko tem postopkom
izognemo. Na CIM® IDA monolitni nosilec smo imobilizirali Zelezove ione in dobili
selektivno afinitetno stacionarno fazo. Lastnost, ki opiSe stacionarno fazo, je kapaciteta za
zelezove ione. Ta se giblje v obmocju med 20 in 28 pmol/mL in je primerljiva s
konkuren¢no stacionarno fazo proizvajalca GE Healthcare, katere kapaciteta za zelezove
ione je 30 umol/mL. Kapaciteta za ione Zeleza je pri monolitnem nosilcu neodvisna od
pretoka. Poleg kapacitete za kovinske ione smo monolitnemu in del¢énemu nosilcu dolo¢ili
kapaciteto za fosforiliran protein beta-kazein. Proteinska kapaciteta pri pretoku 1 mL/min
znasa pri CIM® IDA Fe®" monolitnem nosilcu 18,5 mg/mL, pri HiTrap IMAC Fe’*
del¢nem nosilcu 38,5 mg/mL. Proteinska kapaciteta se razlikuje za ve¢ kot 50 % in ni
primerljiva s konkuren¢nim nosilcem. Kapaciteta za proteine se z veCanjem pretoka
manjSa. S »screeningom« mobilnih faz smo izbrali ustrezne pogoje vezave in elucije
standardnih fosforiliranih proteinov na CIM® monolitni nosilec. Za vezno mobilno fazo je
bil izbran 20 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7,4. Za elucijsko mobilno fazo 20 mM NaHCOj3,
0,5 M NaCl, pH 9,6. Pokazali smo, da se na CIM® IDA Fe*" monolitni nosilec selektivno
vezejo fosforilirani proteini. S separacijo proteinov v kvasnem ekstraktu Saccharomyces
cerevisiae, s skupno koncentracijo 2 mg/mL vodotopnih proteinov, smo preverili
selektivnost CIM® IDA Fe’* monolitnega nosilca pri vezavi fosforiliranih proteinov od
nefosforiliranih proteinov. Za potrditev selektivnosti smo pobrali 3 frakcije razli¢nih
vzorcev in jih analizirali z 2-D elektroforezo. Vzorce proteinov smo locili v prvi dimenziji
z izoelektricnim fokusiranjem v pH gradientu na osnovi njihovih izoelektri¢nih tock, v
drugi dimenziji smo jih loc¢ili z SDS-PAGE glede na njihove mase. Dobljene gele smo
barvali s selektivnim fluorescentnim barvilom Pro-Q Diamond za fosforilirane proteine, s
katerim smo potrdili prisotnost fosforiliranih proteinov v zaetnem vzorcu in tudi
prisotnost v elucijski frakciji. Poleg prisotnih fosforiliranih proteinov smo detektirali tudi
druge proteine, zato sklepamo, da je monolitni nosilec CIM" IDA Fe*" delno selektiven
nosilec.
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