Metody analizy fosforylacji bialek

STRESZCZENIE

Fosforylacja i defosforylacja pelnia fundamentalna role w wiekszosci $ciezek sygnalo-
wych, mogac bezposrednio regulowaé rézne aspekty funkcji bialka. Szacuje sie, ze w
bialkach kodowanych przez ludzki genom znajduje sie okoto 100 000 potencjalnych miejsc
fosforylacji, a okoto 30-50% wszystkich biatek w komérce moze byé fosforylowane, co wigze
sie bezposrednio z pelnionymi przez nie funkcjami. W celu ustalenia, czy dane bialko ulega
fosforylacji, bada si¢ ewentualne zmiany w jego ruchliwosci wywolane przez te modyfika-
cje, w zelu poliakryloamidowym podczas elektroforezy (PAGE) jedno- i/lub dwukierunko-
wej. Natomiast tandemowa spektrometria mas (MS/MS) umozliwia okreslenie w nim kon-
kretnego miejsca fosforylacji. Analiza in silico, czyli przeszukiwania dostepnych baz danych
pozwala na przewidywanie, ktore kinazy moga fosforylowaé konkretne miejsce w badanym
bialku, nastepnie tak uzyskane dane sa weryfikowane na drodze doswiadczalnej: in vitro i/
lub in vivo.

WPROWADZENIE

Identyfikacja i nastepujace po niej blizsze zdefiniowanie miejsc fosforylacji
bialek, jak i calego proteomu, stanowia istotny krok ku lepszemu zrozumieniu
zlozonej sieci przekazywania sygnatu w komérce [1]. Fosforylacja i defosforyla-
posrednio regulowac rézne aspekty funkcji biatka. Maja one znaczenie miedzy
innymi w degradacji i stabilizacji bialek, ich lokalizacji komérkowej, a takze w
oddziatywaniach zachodzgcych miedzy nimi [2,3]. Fosforylacja nie jest zatem
jedynie swoistym przelacznikiem aktywnosci biatek, lecz takze istotng modyfi-
kacja odpowiadajaca za szereg proceséw zachodzacych w organizmach.

W 1932 roku Phoebus A. Levene i Fritz A. Lipmann wyizolowali fosfoseryne,
dajac poczatek badaniom nad fosforylacja biatek. Dzi$§ wiadomo, Ze modyfikacja
ta ma ogromne znaczenie biologiczne jako jedna z najwazniejszych, jakim pod-
dawane sg bialka, wplywajac na ich strukture trzeciorzedowa, a takze pelnione
przez nie funkcje [4].

Fosforylacja jest potranslacyjna modyfikacja katalizowang przez rodzine en-
zymoéw zwanych kinazami bialkowymi. Polega ona na przylaczeniu do biatka
reszty fosforanowej i jest odwracalna, co w znaczacy sposéb usprawnia procesy,
w jakie zaangazowane sa ufosforylowane biatka. Komoérka moze bowiem szyb-
ko zmienia¢ ich aktywnos¢ bez potrzeby produkgji i transportu nowych bialek,
co ma ogromne znaczenie dla jej funkcjonowania. Bez modyfikacji potranslacyj-
nych inaktywacja biatka, ktérego funkcjonowanie nie jest w danym momencie
potrzebne komérce (np. enzymu lub czynnika transkrypcyjnego), wymagataby
jego degradacji, zas aktywacja - jego syntezy, zaczynajacej sie od transkrypciji i
translacji. Oba te procesy sa dlugotrwate i kosztowne energetycznie. Natomiast
dodanie lub usuniecie konkretnej grupy fosforanowej wymaga katalizy tylko
jednej reakcji chemicznej, jest procesem bardzo szybkim i zuzywajacym wielo-
krotnie mniej energii niz synteza lub degradacja bialek.

Szacuje sie, ze w bialkach kodowanych przez ludzki genom znajduje sie okoto
100 000 potencjalnych miejsc fosforylacji [5], a okoto 30-50% wszystkich biatek
w komérce moze by¢ fosforylowane [6], co wigze sie bezposrednio z petnionymi
przez nie funkcjami. Zmieniony poziom fosforylacji biatka moze by¢ przyczy-
na, badz nastepstwem wystapienia powaznych choréb, takich jak nowotwory,
cukrzyca, czy reumatoidalne zapalenie stawéw [7]. Kinazy biatkowe stanowia
druga co do znaczenia grupe bialek docelowych dla opracowywania nowych
lekéw (po receptorach sprzezonych z biatkami G) i to na nie kieruje sie 20-30%
wysitkéw firm farmaceutycznych, zmierzajacych do opracowania nowych le-
kow. Znanych jest wiele bardzo obiecujacych przykladéw zastosowania inhibi-
toréw kinaz biatkowych do leczenia r6znych choréb nowotworowych, takich jak
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przewlekla biataczka szpikowa i niedrobnokomoérkowy rak
ptuc [8]. Te przyklady dodatkowo podkreslaja kluczowa
role fosforylacji bialek w organizmie czlowieka.

Wszystko to sprawia, ze badania fosforylacji bialek i
poznawanie szlakéw przekazywania sygnatu, ktére te fos-
forylacje reguluja, oraz biologicznego znaczenia tych mo-
dyfikacji dla funkcjonowania bialek i catego organizmu sa
niezwykle istotne, a takze maja duze znaczenie spoteczne i
ekonomiczne. Moga sie one okaza¢ praktycznie przydatne
w przysztosci, przyczyniajac sie do opracowania nowych
lekéw i innych metod terapii

Préba kompleksowego zbadania fosforylacji interesuja-
cego nas bialka powinna rozpocza¢ sie od ustalenia, czy w
ogole jest ono fosforylowane. Nastepny krok stanowi usta-
lenie konkretnych reszt aminokwasowych, ktére ulegaja
fosforylacji. Na koricu nalezy zidentyfikowa¢ kinazy i fos-
fatazy zaangazowane w proces fosforylacji i defosforylacji
badanego biatka oraz podjaé prébe poznania biologicznych
nastepstw wprowadzenia w nim takiej modyfikacj.

CZY BADANE BIALKO JEST FOSFORYLOWANE?

W celu ustalenia, czy interesujace nas bialko ulega fos-
forylacji, bada sie ewentualne zmiany w jego ruchliwosci
wywolane przez te modyfikacje w zelu poliakryloami-
dowym podczas elektroforezy (PAGE, ang. polyacrylami-
de gel electrophoresis) jedno- i/lub dwukierunkowej. Zel
poliakryloamidowy sklada sie z tancuchéw poliakry-
loamidu potaczonych miedzy soba w wyniku dziatania
sieciujacego N,N’-metyleno-bis-akryloamidu. Larnicuchy
te tworza gesta sie¢ umozliwiajaca migracje rozdziela-
nych na zelu czasteczek, ktére r6znia sie wielkoscia i fa-
dunkiem elektrycznym. W trakcie trwania elektroforezy
natadowane czasteczki przemieszczaja sie w polu elek-
trycznym w kierunku przeciwnie naladowanej elektrody
i w efekcie ulegaja rozdzialowi. Elektroforeza w warun-
kach denaturujacych (SDS-PAGE) przeprowadzana jest z
wykorzystaniem soli sodowej siarczanu dodecylu (SDS),
bedacego anionowym detergentem. SDS wigze sie z hy-
drofobowymi grupami aminokwaséw w rozdzielanych
biatkach, nadajac im tadunek ujemny, przez co podczas
trwania elektroforezy przesuwaja sie one w kierunku
elektrody dodatniej. Poniewaz ilos¢ SDS przylaczonego
do badanych biatek jest w tym przypadku proporcjonal-
na do ich wielkosci, mozliwe jest rozdzielenie tych cza-
steczek pod wzgledem masy (wieksze przemieszczajq sie
w zelu poliakryloamidowym wolniej od mniejszych) [9].
Biatka ufosforylowane zazwyczaj charakteryzuja sie inna
ruchliwoscia w Zelu niz pozbawione tej modyfikacji. Po
przeprowadzeniu elektroforezy biatka przenoszone sa
na membrane z nitrocelulozy lub polifluorku winylidenu
(PVDF) pod wplywem napiecia elektrycznego. Metoda
ta, zwana Western-blot pozwala na pézniejsza identyfi-
kacje badanych biatek z wykorzystaniem technik immu-
nodetekcyjnych. Gléwnym ograniczeniem SDS-PAGE
jest fakt, ze nie kazda fosforylacja powoduje przesuniecie
w ruchliwosci elektroforetycznej czasteczek biatkowych
w zelu, wiec wynik nie zawsze jest wiarygodny [1]. Z
tego wzgledu wykorzystuje sie takze elektroforeze dwu-
wymiarowa, bedaca jedna z najskuteczniejszych metod
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jesli chodzi o wykrywanie potranslacyjnych modyfikacji
biatek [10].

W przypadku elektroforezy dwukierunkowej (2-DE)
analiza przeprowadzana jest dwustopniowo. Najczesciej
wykorzystuje sie rozdziat bialek w zaleznosci od ich punktu
izoelektrycznego (pl), ktory jest pierwszym etapem elektro-
forezy. Jest to mozliwe ze wzgledu na amfoteryczny cha-
rakter bialek. Nastepnie czasteczki bialkowe o podobnym
punkcie izoelektrycznym rozdzielane sa w elektroforezie
SDS-PAGE pod wzgledem masy czasteczkowej. Niewat-
pliwa zaleta elektroforezy dwukierunkowej jest mozliwos¢
przeprowadzenia jednoczesnego rozdzialu nawet kilku
tysiecy bialek, z ktérych czes¢ mogta nie zostaé wczesdniej
scharakteryzowana.

Metode te rozpoczyna ogniskowanie izoelektryczne (IEF,
ang. isoelectric focusing) w zelu poliakryloamidowym, beda-
ce pierwszym wymiarem elektroforezy (o$ X), w ktérym
czasteczki rozdzielane sg ze wzgledu na ich punkt izoelek-
tryczny. Wykorzystywany jest zel o zréznicowanym pH
(wartoé¢ pH wzrasta ku katodzie), do ktérego przylozone
jest napiecie elektryczne. Mozna przygotowad¢ go samo-
dzielnie lub kupi¢ w postaci komercyjnie dostepnych pa-
skow IPG (ang. immobilized pH gradient). Czasteczki biatko-
we migruja w zelu, az dotra do miejsca gdzie pH jest réwne
ich punktowi izoelektrycznemu i tam sie zatrzymujg. W celu
przeprowadzenia rozdziatu elektroforetycznego w drugim
wymiarze (0$ Y) zel lub paski o ustalonych gradientach pH
mocuje sie na zelu poliakryloamidowym i przeprowadza
elektroforeze SDS-PAGE. Plamy reprezentujace interesu-
jace nas biatko wizualizuje sie z wykorzystaniem techniki
Western-blot przy uzyciu specyficznych przeciwcial. Mimo
znaczacych postepéw w rozwoju metod badania proteomu
elektroforeza dwukierunkowa wcigz pozostaje jedna z naj-
wazniejszych metod analizy potranslacyjnych modyfikacji
biatek [11-13].

Kazda dodatkowa grupa fosforanowa powoduje zmiane
tadunku elektrycznego bialka, a tym samym jego pozyciji.
Mozna zatem zaobserwowac szereg plam na zZelu odpo-
wiadajacych czasteczkom biatkowym o réznej liczbie grup
fosforanowych, co daje nam obraz zloZonosci procesu fosfo-
rylacji zachodzacego w komoérce [1] (Ryc. 1).
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Rycina 1. Schemat rozdziatu biatek z wykorzystaniem elektroforezy dwuwy-
miarowej. W pierwszym etapie biatka sg rozdzielane ze wzgledu na ich punkt

izoelektryczny (pl), w drugim etapie ze wzgledu na mase czasteczkowa. Opraco-
wano na podstawie [12].
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Istniejg takze inne metody pozwalajace na ustalenie, Oczyszczone bialko mozna nastepnie wykorzystaé na

czy badane biatko ulega fosforylacji. Mozliwe jest oczysz- przyklad do barwienia Phos-tag (barwnikiem rozpoznaja-
czenie interesujacego nas biatka z ekstraktéw komoérko- cym ufosforylowane reszty aminokwasowe w biatkach) [14],
wych przy uzyciu komercyjnie dostepnych przeciwcial je a takze zbadac jego fosforylacje za pomoca przeciwcial spe-
rozpoznajacych, bedace pierwszym krokiem do dalszych cyficznych dla konkretnych ufosforylowanych reszt amino-
analiz. Wykorzystuje sie do tego celu chromatografie po- kwasowych. Innym podejéciem jest autoradiografia. Metoda
winowactwa (AC, ang. affinity chromatography). Przepro- ta polega na wyznakowaniu komérek [y-*P]JATP w celu p6z-
wadzana jest ona zazwyczaj dwuetapowo. Pierwszy etap niejszej identyfikacji interesujacych nas biatek. Znakowanie
procedury polega na zwigzaniu sie bialek z ligandem radioaktywne jest metoda bardzo czulg, a fosforylowane bial-
unieruchomionym na ztozu. W drugim, nastepujacym ka moga by¢ tatwo wizualizowane po elektroforezie przez
po przeptukaniu zloza, eluuje si¢ wczesdniej specyficznie autoradiografie. Mozliwe jest w ten sposéb wykrycie nawet
zwigzane molekuly. Przyktadem zi6z wykorzystywa- niewielkiej iloéci endogennego biatka ulegajacego fosforyla-
nych do wyodrebnienia interesujacego bialka z ekstraktu ¢ji w komorce. Jednakze obecne ograniczenia prawne i nie-
komoérkowego sa zloza zawierajgce biatko A lub biatko bezpieczenstwo zwiazane z wykonywaniem takich ekspery-
G. Biatka A i G sa pochodzenia bakteryjnego i oddziatuja mentéw skutkuje tym, iz doswiadczenia z wykorzystaniem
one z czasteczkami przeciwcial, co pozwala na zwigzanie substancji znakowanych radioaktywnie przeprowadzane sg
komplekséw biatko-przeciwcialo. jedynie wtedy kiedy zawioda inne metody detekgji.
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Rycina 2. Analiza fosforylacji bialek za pomoca tandemowej spektrometrii mas (MS/MS). (A) Probki biatka sa trawione enzymem proteolitycznym.

Otrzymane peptydy sa rozdzielane metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC, ang. high performance liquid chromatography) w odwréconym ukfadzie faz
(RP, ang. reversed phase). Poszczegdlne rozdzielone pasma sa wprowadzane do spektrometru mas. Rozpoznawanie peptydéw odbywa sie za pomoca algorytmu wyko-
rzystujacego dane widmowe i baze danych sekwengji bialek. (B) W spektrometrze mas generowane sa dwa podstawowe typy informacji. W pierwszym etapie okresla sie
stosunki mas do fadunkéw macierzystych jonéw peptydowych (MS lub MS!). Nastepnie wyodrebniane sa pojedyncze peptydy, jak pokazano na przykltadzie zaznaczone-
go piku, i poddawane sa one dalszej fragmentacji przez zderzenia z czasteczkami gazu obojetnego, w wyniku czego z jonu macierzystego powstaja jony potomne. Drugi
analizator takiego spektrometru rejestruje stosunki mas do fadunkéw jonéw potomnych (widmo masowe). Ten sposob pracy spektrometru mas nazywany jest trybem
MS/MS lub MS? Przy wystarczajacym pokryciu fragmentéw jonow, pozycja ufosforylowanej reszty aminokwasowej, zaznaczonej pomaranczowym kotkiem, moze by¢
zidentyfikowana na podstawie widma MS/MS (diagram goérny). Jednak fragmentacja czesto uwalnia wzglednie labilne grupy fosforanowe kosztem bardziej informatyw-
nej fragmentacji faricucha peptydowego (diagram dolny). W skrajnych przypadkach widma MS/MS sa zdominowane przez pojedynczy jon reprezentujacy nienaruszony
peptyd pozbawiony grupy fosforanowej. (C) Lokalizacja miejsca fosforylacji zalezy od wykrycia jonéw, ktére pozwalaja na rozréznienie pomiedzy potencjalnymi ufosfo-
rylowanymi resztami aminokwasowymi. W przedstawionym przykladzie treonina i tyrozyna sa rozdzielone jedna reszta aminokwasowa. Jony fragmentow pokazanych
na srodkowym diagramie nie zawieraja ufosforylowanej reszty aminokwasowej lub maja takie same stosunki mas do fadunkéw dla obu potencjalnych fosfopeptydow. Na
prawym diagramie przedstawiono sytuacje umozliwiajacg identyfikacje konkretnej ufosforylowanej reszty aminokwasowej. Jesli to reszta treoninowa jest ufosforylowana,
nalezy spodziewac sie wykrycia niektérych lub wszystkich czterech specyficznych fragmentéw pokazanych u gory. Jesli natomiast fosforylacji ulegta reszta tyrozynowa,
powinnismy wykry¢ cztery specyficzne fragmenty pokazane u dotu. Opracowano na podstawie [1].
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IDENTYFIKACJA MIEJSC FOSFORYLAC]I

Badania fosforylacji bialek prowadzone sa od dziesigecio-
leci, jednakze ostatnie postepy w spektrometrii mas (MS,
ang. mass spectrometry) zrewolucjonizowaly analize sygna-
lizacji wewnatrzkomérkowej, umozliwiajac precyzyjna i
szybka identyfikacje miejsc fosforylacji. Spektrometria mas
jest podstawowa metoda umozliwiajaca okreslenie doktad-
nej masy czasteczkowej bialka. Jednakze, w kontekscie
analizy fosforylacji bialek, tandemowa spektrometria mas
(MS/MS) jest narzedziem znacznie bardziej precyzyjnym.
W podstawowym eksperymencie mapowania miejsc fosfo-
rylacji z uzyciem MS/MS, oczyszczone biatko trawione jest
specyficzng proteaza (np. trypsyna) w celu wytworzenia
mieszaniny peptydéw, za$ réwnolegle za pomoca algoryt-
moéw komputerowych oraz baz danych sekwencji biatko-
wych przeprowadza sie teoretyczne przewidywania widm
MS/MS. Mapowanie ufosforylowanych peptydéw odbywa
si¢ poprzez przyréwnanie uzyskanych danych do widm
teoretycznych, ktére rozpatruja wszystkie mozliwe fosfo-
rylowane wersje kazdego peptydu [15, 16]. Ciekawa mo-
dyfikacja metody MS/MS jest zastosowanie jej w ukladzie:
chromatograf cieczowy - tandemowy spektrometr mas LC
MALDI/ToF/ToF (desorpcja laserowa z udziatem matrycy,
MALDI, ang. Matrix Assisted Laser Desorption lonisation; czas
przelotu, ToF, ang. Time of Flight). W tym ukladzie poddane
uprzedniemu trawieniu proteolitycznemu mieszaniny mo-
dyfikowanych i niemodyfikowanych peptydéw sa przed
wykonaniem widm masowych rozdzielane chromatogra-
ficznie, co znacznie zwieksza wydajnosé i precyzje metody

[17,18] (Ryc. 2).

Ciagly rozw6j spektrometrii mas doprowadzil do opra-
cowania kilku technik stuzacych do oznaczania wzglednej
iloéci biatka, takich jak: etykietowanie izotopowe (ang.
isotopic labelling) (SILAC [19], ICAT [20], iTRAQ [21],
SRM [22], liczenie spektralne (ang. spectral counting) [23]
lub pomiar natezenia jonu (ang. lon intensity measurement)
[23]. Techniki te umozliwiaja bezposrednie poréwnanie
pozioméw biatka pomiedzy prébkami, dzieki temu do-
starczajac wiekszej ilosci danych na temat ekspresji genu
kodujacego to biatko w uktadach biologicznych. Obecnie,
z technik wymienionych powyzej, duza popularnoscia
cieszy sie metoda znakowania stabilnym izotopem w ho-
dowli komérkowej (SILAC, ang. stable isotope labeling in cell
culture), bazujaca na wlaczaniu przez komoérki do syntezy
wlasnych biatek znakowanych izotopowo, nieradioak-
tywnych aminokwaséw dodanych uprzednio do hodowli.
Aminokwasy takie jak arginina czy lizyna, ktére nie moga
byé¢ zsyntetyzowane przez komoérki ssacze, znakowane
sq izotopami wegla, azotu lub wodoru, a nastepnie pro-
by wyznakowane lgczone sg z préba kontrolng i podda-
wane analizie spektrometrycznej, a uzyskane widma mas
umozliwiaja okreslenie ewentualnych réznic. Metoda SI-
LAC moze by¢ wykorzystana do identyfikacji kinaz biat-
kowych oddziatujacych na okreélone miejsce fosforylacji
(znakowanie aminokwas6éw tworzacych miejsca wiazania)
bez wczeéniejszej wiedzy o szlakach sygnalizacyjnych w
komérce, ponadto jest ona technika niezwykle praktyczna,
gdyz nie wymaga zastosowania dodatkowych reakcji che-
micznych z wyjatkiem przygotowania pozywki z wyzna-
kowanymi aminokwasami [24].
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KTORA KINAZA FOSFORYLUJE DANE BIALKO?

Po zbadaniu, iz interesujace nas biatko ulega fosforylacji,
a przede wszystkim po uzyskaniu informacji, ktére kon-
kretnie reszty aminokwasowe sa fosforylowane, kolejnym
krokiem jest identyfikacja kinazy lub kinaz bezposrednio
oddziatywajacych na badane biatko. Zastosowanie od po-
czatku podejscia eksperymentalnego moze okazacé sie pew-
nym wyzwaniem. Dzieje sie tak po pierwsze dlatego, ze
wiele kinaz biatkowych posiada podobna do siebie domena
katalityczng w obrebie 250-300 reszt aminokwasowych ja
tworzacych, powoduje fosforylowaniem przez te enzymy
tego samego specyficznego motywu peptydowego w biatku
substratowym. Po drugie wydajnosé¢ fosforylacji moze by¢
na tyle niska, iz bardzo trudno bedzie ja wykry¢; domeny
katalityczne kinaz wykazuja niewielkie powinowactwo do
miejsc substratowych, a wiele kinaz wiaze sie ze swoimi
biatkami substratowymi poprzez dodatkowe miejsca do-
kowania (ang. Secondary docking sites) [25-28]. Dlatego tez
badania, ktére kinazy moga fosforylowaé konkretne miej-
sce w badanym biatku, dobrze jest rozpocza¢ od analizy in
silico, czyli przeszukiwania dostepnych baz danych takich
jak: Motif Scan, PhosphoMotif Finder, NetPhosK oraz Ki-
nasePhos. Na podstawie takiej analizy mozna wytypowaé
na przyklad, ze fosforylacja reszty serynowej lub treoni-
nowej poprzedzajacej w sekwencji biatka reszte prolinowa
(motyw Ser/Thr-Pro) moze by¢ katalizowana przez kinazy
aktywowane mitogenami (MAPK, ang. Mitogen-activated
protein kinase), kinazy zalezne od cyklin (CDK, ang. Cyclin-
-dependent kinase) oraz kinaze syntazy glikogenu 3 (GSK-3,
ang. Glycogen synthase kinase 3) [29]. Kolejnym etapem jest
weryfikacja uzyskanych z baz danych informacji na drodze
eksperymentalnej. Najlepsze wyniki mapowania czyli po-
szukiwania miejsca fosforylacji w interesujacym nas biatku
pochodza z podejscia taczacego dane uzyskane zaréwno in
vivo jak i in vitro. Korzystne jest zatem opracowanie systemu
in vitro do generowania fosforylowanego biatka potrzebne-
go do analizy. Iloé¢ materialu wyjéciowego wymagana do
pomyslnej analizy bedzie sie prawdopodobnie rézni¢, ale
powinna mie¢ zastosowanie zasada ,im wiecej tym lepiej”.
W celu ustalenia, czy wytypowane kinazy sa bezposred-
nio odpowiedzialne za fosforylacje badanego biatka, przy
planowaniu do$wiadczenia in vitro nalezy pamieta¢ o za-
stosowaniu odpowiedniej kontroli negatywnej (reakcji bez
dodatku badanej kinazy). Ponadto wlasciwie przeprowa-
dzona fosforylacja in vitro wymaga, aby oczyszczona kina-
za byta zdolna do skutecznego i umozliwiajacego detekcje
fosforylowania docelowego biatka. Jesli fosforylacja in vitro
wymaga wielokrotnego nadmiaru kinazy i dlugiego czasu
reakcji, natomiast ta sama kinaza in vivo katalizuje reakcje
w ciggu kilku minut, to badane biatko moze nie by¢ specy-
ficznym substratem lub wymagane sa dodatkowe czynniki
poprawiajace site oddzialywania enzym-substrat. Reakcje
fosforylacji in vitro przeprowadza sie najczesciej z zasto-
sowaniem komercyjnie dostepnych zestawéw, a detekcje
ufosforylowanego biatka mozna przeprowadzi¢ za pomoca
specyficznego przeciwciata lub metoda izotopowa [1].

W doswiadczeniu in vivo, nalezy najpierw zdefiniowac
warunki fizjologiczne, w ktérych badane biatko jest fosfory-
lowane. Moze to obejmowac stymulowanie komoérek bodz-
cem aktywujacym sygnalizacje lub synchronizacje komérek
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w odpowiedniej fazie cyklu komoérkowego. Prawidlowo
zaprojektowane doswiadczenie in vivo powinno umozliwié
uzyskanie biatka substratowego z komoérek kontrolnych,
komoérek w ktorych interesujaca nas kinaza jest hiperak-
tywowana oraz komorek z inaktywowana badang kinaza.
Nastepnie badane biatko substratowe powinno by¢ oczysz-
czone w warunkach, ktére pozwalaja na zachowanie jego
fosforylacji oraz zapewniaja uzyskanie wystarczajacej jego
ilosci. Oczyszczanie badanego biatka powinno odbywac
si¢ za pomoca metod pozwalajacych na jego specyficzne
uwalnianie. Dobrym przykladem jest sprzegniecie badane-
go biatka substratowego z metka hemaglutyniny (HA) lub
FLAG, a nastepnie jego oczyszczanie stosujac przeciwciata
lub elucje nadmiarem peptydu HA lub FLAG [30, 31]. Moz-
liwe jest réwniez oczyszczanie badanego bialka poprzez
wprowadzenie do niego znacznika TAP (ang. tandem affinity
purification) lub z innymi znacznikami opartymi na powino-
wactwie [32, 33].

Kolejnym etapem w prowadzonej analizie fosforyla-
¢ji moze by¢ sprawdzenie wigzania si¢ interesujacego nas
biatka z wytypowanymi kinazami. W tym celu dobrze jest
zastosowa¢ metody umozliwiajgce badanie oddziatywan
biatko-biatko, takie jak drozdzowy system dwuhybrydowy
[34] lub metoda GST pull-down [35].

PODSUMOWANIE

Fosforylacja biatek jest jedna z najbardziej rozpowszech-
nionych i ré6znorodnych modyfikacji potranslacyjnych wy-
stepujacych w naturze, a przede wszystkim jest ona jednym
z kluczowych mechanizméw regulacyjnych w komorce.
Spektrometria mas, a nastepnie eksperymentalna walidacja
miejsc fosforylacji, a takze ich znaczenia dostarczajg nie-
zbednych informacji poszerzajacych wiedze o procesach
biologicznych. Rozwoj technik eksperymentalnych umozli-
wia badaczowi skupienie sie na pojedynczych bialkach, co
przekltada sie na okreslenie specyficznej roli tych biatek oraz
nowych miejsc fosforylacji w kaskadzie sygnalizacyjnej. Po-
nadto analiza fosforylacji poszczegdlnych biatek oraz wpty-
wanie na jej przebieg za pomoca konkretnych zwigzkéw
chemicznych moze w niedalekiej przysztosci przyczynic sie
do opracowania wielu nowych lekéw na choroby nowotwo-
rowe i inne choroby cywilizacyjne.
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ABSTRACT

Phosphorylation and dephosphorylation play a fundamental role in most signaling pathways, as these processes can directly regulate various
aspects of protein function. It is estimated that there are about 100,000 potential phosphorylation sites in proteins encoded by the human ge-
nome and about 30-50% of all proteins in the cell can be phosphorylated, which is directly related to the functions they perform. To determine
whether a given protein is phosphorylated, any changes in its mobility caused by this modification are examined during PAGE electrophore-
sis. Concurrently, tandem mass spectrometry (MS/MS) allows to identify specific phosphorylation sites. The next step involves the prediction
(using in silico analysis) which kinases can phosphorylate a specific site in the given protein. Then, in order to verify the information obtained
from databases, in vitro and/or in vivo experiments are carried out.
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