UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE

Prirodovédecka fakulta
Katedra biochemie

Studium konformacnich zmén proteinti pomoci
hmotnostni spektrometrie

Study on conformational changes in proteins using
mass spectrometry

Michal Rosulek

Vedouci prace: RNDr. Petr Novak, Ph.D.
Praha 2013



Prohlaseni

ProhlaSuji, Ze jsem tuto bakalafskou préaci vypracoval samostatné pod vedenim Skolitele
RNDr. Petra Novéka, Ph.D. a vSechny pouZité prameny jsem fadn¢ citoval.

V Praze dne:......oovevevevevenennn..

Michal Rosulek



Podékovani

M¢ podékovani patii kolektivu pracovnikti Laboratofe charakterizace molekuldrni
struktury Mikrobiologického tistavu AV CR, v. v. i. za moZnost vypracovat v jejich
prostorach tuto bakalafskou praci a za poskytnuti pratelského pracovniho prostiedi. Dale
bych rad pod€koval vedoucimu této prace RNDr. Petru Novakovi, Ph.D. a konzultantovi
Mgr. Zdenkovi Kukackovi za ochotu, Cas a cenné rady, potiebné ke zdarnému dokonceni
této prace.

V neposledni fadé patii dik i mé rodin€ za poskytnuti nemalé podpory sméfované

K mym studiim.



Abstrakt

Proteiny a enzymy, které ke své aktivité vyzaduji pfitomnost specifického ligandu,
kofaktoru, popiipadé prostetické skupiny, podléhaji po navazani piislusnych molekul
konformacnim zméndm, umoziujicich efektivné vykonat jejich funkci. V nékterych
ptipadech jsou tyto zmény béznymi strukturnimi metodami tézko postizitelné. Vyuzitim
metody chemického zesiténi s analyzou produktii pomoci hmotnostni spektrometrie lze
konformacéni zmény takovychto proteinti zaznamenat a s nizkym rozliSenim i vizualizovat.

Tato prace se zabyva studiem konformac¢nich zmén indukovanych vazbou ligandu,
kationtu vapniku, na molekulu modelového proteinu kalmodulinu. Kalmodulin plni funkci
druhého posla v nékolika odlisnych bunéénych signaliza¢nich drahach. Tato funkce je tizce
spjata s dostatecnym dynamickym rozsahem molekuly kalmodulinu. Diky této vlastnosti je
kalmodulin vhodnym proteinem pro identifikaci konformacnich zmén. Vyuzitim ¢inidel
chemického zesiténi DSG a DSS, reagujicich selektivné s primarnimi aminy lysint,
s riznou délkou spojovaciho raménka, bylo po Stépeni trypsinem a separaci produktl
vysokotuéinnou Kkapalinovou chromatografii s naslednou hmotnostné spektrometrickou
analyzou nalezeno sedm unikatnich intraproteinovych spojeni. PouZitim izotopoveé
neznacenych ¢inidel v reakéni smési v pritomnosti vapenatych kationtti a naopak izotopové
znacenych Cinidel v reak¢éni smési, kde koncentrace vapenatych iontd byla nulova, bylo

mozné vzniklé lysin-lysinové interakce pro dané podminky kvantifikovat.

Kli¢ova slova: hmotnostni spektrometrie, konformaéni zména, kvantifikace chemického
zesiténi, kalmodulin



Abstract

Some proteins and enzymes require presence of their specific ligand, cofaktor or prosthetic
group for their activity. Binding of this specific molecule causes conformational changes,
which permits to perform their function. In some occasions the identification of
conformational changes is difficult. Using chemical cross-linking coupled with mass
spectrometry perform complex tool for searching and low resolution visualization of this
changes.

The aim of this thesis is study of conformational changes induced by binding of
calcium ion to calmodulin protein molecule. Calmodulin is a secondary intermediate
messenger, which can interact with various proteins. This feature associates with wide
dynamical range of calmodulin. Thus calmodulin is the suitable target for identifying
conformational changes. After reaction of protein with chemical cross-linkers with
different arm length (DSG and DSS) were products of reaction digested by trypsine.
Formed linked peptides were separated by high-performance liquid chromatography and
analysed followed mass spectrometry. Seven unique intramolecular cross-links were
identified. Using isotope unlabeled cross-link reagents in the presence of Ca** in
combination with using isotope labeled reagents in calcium free conditions we quantified

formed lysine-lysine cross-links. (in Czech)

Key words: mass spectrometry, conformational changes, quantitative cross-linking,
calmodulin
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1. Seznam zkratek

ACN
APG
DMSO
DSGdO
DSGd4
DSSd0
DSSd4
DTT
EDC
EDTA
EGTA
ESI
FAB
FT-ICR

HEPES
HPLC

IT
LC-MS

LDS
MALDI

MES
MS/MS
NHS
NMR
PAGE
PDB-ID
rpm
SAXS
SDS
TOF

Acetonitril

p-azidofenylglyoxal

Dimethylsulfoxid

Disukcinimidyl glutarat

Disukcinimidyl glutarat, 4x deuterovany

Disukcinimidyl suberat

Disukcinimidyl suberat, 4x deuterovany

1,4-dithiothreitol
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid hydrochlorid
Ethylendiamintetraoctova kyselina

Ethylenglykoltetraoctova kyselina

lonizace elektrosprejem (Electrospray ionization)

Ionizace kolizi s urychlenymi atomy (Fast atom bombardment)
Iontova cyklotronové rezonance s Fourierovou transformaci
4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonova kyselina
Vysokoucinna kapalinova chromatografie (High-performance liquid
chromatography)

Iontova past (Ion trap)

Kapalinova chromatografie spojena s hmotnostnim spektrometrem
(Liquid chromatography-mass spectrometry)

Dodecylsulfat lithny

lonizace laserem v ptitomnosti matrice (matrix assisted laser
desorption/ionization)

2-(N-morfolino)ethansulfonova kyselina

Tandemova hmotnostni spektrometrie

N-hydroxysukcinimid

Nuklearni magneticka rezonance

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Identifikagni kod struktury v Protein Data Bank®

Pocet otacek za 1 minutu

Malothlovy rentgenovy rozptyl (Small-angle X-ray scattering)
Dodecylsulfat sodny

Analyzator doby letu (Time of flight)



2. Teoreticky avod

2.1 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je jiz vice nez 100 let znama analyticka metoda. V poslednich
desetiletich zaziva velky rozmach pievazné ve spojitosti S analyzou biologického
materialu. Hmotnostni spektrometr se obecné skldda z c¢asti, na kterou je privadén nebo
aplikovan vzorek, dale pak ziontového zdroje a hmotnostniho analyzatoru opatfené¢ho
detektorem. Nezbytnou soucasti kazdého hmotnostniho spektrometru jsou vakuové pumpy,
udrzujici vystup z iontového zdroje, analyzator a detektor ve vakuu. V neposledni fadé¢
jsou soucasné hmotnostni spektrometry
vybaveny vypodetni technikou, ktera
naméfené veli¢iny prevadi na hmotnostni
spektrum (Obrazek ¢. 1).

Na ose X hmotnostniho spektra

relativni intenzita

jsou  vyneseny poméry  hmotnosti

analyzovanych iontd ajejich naboje

(m/z), zatimco osa y popisuje relativni

m/z intenzitu signalu jednotlivych iontu.

Obriazek ¢. 1 — Hmotnostni spektrum

2.1.1 Ionizac¢ni techniky
Tradi¢ni ioniza¢ni techniky jako naptiklad ionizace proudem elektrond (EI z angl. Electron
Impact) nelze kvuli destruk¢énimu wGéinku urychlenych elektronti vyuzit pro studium
biologického materialu. Ke studiu biologickych makromolekul pomoci hmotnostni
spektrometrie je nutné pouzit nedestruktivni ioniza¢ni techniky. Prvni takzvané ,,mé&kkou*
ioniza¢ni technikou byla metoda bombardovani matrice obsahujici vzorek urychlenymi
atomy argonu (FAB z angl. Fast Atom Bombardment)?.

Tato technika je vSak v dnesni dobé piekonana velmi jemnymi technikami ionizace
za pritomnosti matrice (MALDI zangl. Matrix Assisted Laser Desorption/lonization)

a ionizace elektrosprejem (ESI).



2.1.1.1 MALDI

Technika ionizace analytu laserem v pfitomnosti matrice se pouziva od konce 80. let
minulého stoleti, kdy byla predstavena pany K. Tanakou, F. Hillenkampem
a M. Karasem.®* Analyt se pii pouziti této techniky necha zkrystalovat s nadbytkem nosné
matrice. Pti vyuziti UV laserd byvaji matrici aromatické kyseliny (naptiklad derivaty
kyseliny benzoové), které jsou netékavé a maji vysokou stabilitu ve vakuu. Zaroven tato
nosna matrice musi vysoce absorbovat zareni vinovych délek pouzitého laseru. Kratkym
pulsem laserového zafeni analyt sublimuje do plynné faze, pficemz dojde k pfenosu H*
z matrice na analyt. Ionizaci pomoci MALDI vznikaji pfevazné jedenkrat nabité ionty,

¢imz lze ziskat snadno interpretovatelnd hmotnostni spektra.

2.1.1.2 lonizace elektrosprejem

Ionizace biologickych makromolekul pomoci elektrospreje byla poprvé popsana Johnem
Fennem v roce 1985.° lonizace elektrosprejem je postavena na fyzikalnich zakladech.
Vysokym napétim v fadech kilovolti mezi Spickou duté sprejovaci jehly a vstupnim
otvorem do hmotnostniho spektrometru dochéazi k tvorbé nabitych kapicek, vzniklych
prutokem roztoku vzorku uzkym otvorem sprejovaciho hrotu. Priichodem kapicek vzorku
vyhfivanym prostorem 0 teploté ptiblizn¢ 200°C dochazi k odpateni rozpoustédla a snizeni
objemu mnohonasobné nabitych kapének. Jakmile se velikost kapének snizi pod
Rayleightv limit stability, dochazi K repulzi povrchovych naboju a kapénky roztoku
analytu podléhaji takzvané Coulombické explozi. Tim se zvysi pocet kapének a naboj se
rozlozi na vét§im povrchu, ¢imzZ se repulze snizi. Po odpafeni veskerého rozpoustédla se
v prostoru iontového zdroje vyskytuji pouze molekuly analytu, zpravidla vicenasobné

nabité.

2.1.2 Analyzatory v hmotnostni spektrometrii
Ke zjisténi poméru m/z méfené molekuly lze vyuzit riznych analyzatorii. Analyzatory se
od sebe lisi rychlosti a pfesnosti méfeni, rozlisenim, hmotnostnim rozsahem nebo métenou

fyzikélni veli¢inou. Nize je uveden piehled dnes nejbéznéji pouzivanych typi analyzatort.

2.1.2.1 Kvadrupol

Pomoci kvadrupélu je mozné filtrovat ionty analytu podle poméru m/z. Tento analyzator
byl sestaven v 50. letech minulého stoleti némeckym fyzikem Wolfgangem Paulem.®’
Kvadrupodl je sestaven ze Ctyi paralelné orientovanych vodivych ty¢i. Na dvé protilehlé

tyCe je piivadéno stejnosmerné napéti (U) polarity kladné, na zbyvajici dvé napéti polarity
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zaporné. NavSechny tyCe je piivadéno i napéti stfidavé (V). Vhodnou kombinaci
stejnosmérného a stiidavého napéti privadéného na vodivé tyce lze ze smési iontd propustit
do prostoru detektoru pouze ionty spliujici pozadovany parametr hodnoty m/z. Plynulou
soucasnou zménou slozek U a V lze analyzatorem postupné propoustét vSechny ionty
V ureném rozsahu m/z.

Kvadrupél lze pro analyzu ionti pouzit samostatné nebo v kombinaci tii
kvadrupél v fadg, ¢imZ lze provadst takzvané tandemové (MS/MS) experimenty.? Tato
kombinace kvadrupolt se oznacuje TSQ (z anglického Triple Stage Quadrupole) nebo
QqQ (malym q se oznacuje kvadrupdl, v némz dochazi k fragmentaci iontt s koliznim
plynem). Prvni kvadrupdl plni funkci separacni, pouze ionty o urittm m/z podléhaji
V druhém kvadrupolu fragmentaci po srazkach s koliznim plynem. Jako kolizni plyn se
vyuzivaji inertni plyny jako naptiklad dusik nebo argon. Treti analyzator opét separuje
vzniklé fragmenty podle poméru m/z a ptivadi je na detektor.

Mezi vyhody kvadrupdlového analyzatoru patii nizké potfizovaci i provozni
naklady, relativné malé rozméry a rychla analyza celého spektra. Hodnota poméru m/z

4000 je horni limitou hmotnostniho rozsahu tohoto analyzétoru.

2.1.2.2 Tontova past

Stejné jako kvadrupol, i iontova past (IT, z anglického lon Trap) jako analyzator ionti
Vv hmotnostni spektrometrii byla popsana v 50. letech 20. stoleti W. Paulem.’ Iontova past
se sklada ze tfi elektrod. Prstencova elektroda je z obou stran uzaviena kruhovymi
elektrodami, v nichz jsou otvory pro vstup a vystup iontll. Vhodnou kombinaci stfidavého
a stejnosmérného napéti, pfivadéného na elektrody 1ze pozadované ionty zadrzet v prostoru
mezi elektrodami. Postupnou zménou kombinovaného napéti je mozné kontinudlné
privadét na detektor ionty o rlizném poméru m/z. Prostor iontové cely je vyplnén heliem o
nizkém tlaku, které zmiriiuje oscilace zadrzovanych iontil, ¢imZ dochdzi k niz§im ztratdm
analytu a tim je dosazeno lepSiho rozliSeni.

Iontovd past muize slouzit jako kolizni cela, v niz lze opakované provadét
fragmentaci a selekci produktii fragmentace (MS" experimenty). Dal§imi vyhodami iontové
pasti jsou jeji malé rozméry, rychlost analyzy a vysokd citlivost. Nevyhodami jsou
omezeny hmotnostni rozsah poméru m/z omezeny hodnotou 6000, nizsi dosazené rozliseni

| pfesnost.
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2.1.2.3 Analyzator doby letu

Analyzator doby letu (TOF zangl. Time Of Flight) je zalozen na principu rozdéleni
nabitych ¢astic v prostoru disledkem jejich riznych rychlosti. V druhé poloviné 40. let byl
tento analyzator pfedstaven W. Stephensemlo, k jeho rozvoji vSak doslo az s pfichodem
ioniza¢ni techniky MALDI.* Nabitym &sticim ziskanych iontovym zdrojem je v prostoru
pulznich elektrod prudkym narGstem potencidlu v fadech desitek kilovolti dodéana
kineticka energie, diky niz ptechazeji do evakuované trubice analyzatoru. Ionty o stejném
naboji, ziskaji stejnou kinetickou energii. Castice s hmotnosti nizsi se budou pohybovat
vy$$i rychlosti nez Castice 0 hmotnosti vyssi. Podle doby, zakterou ionty dosahnou
detektoru na konci této trubice, Ize stanovit pomér m/z téchto ¢astic.

TOF analyzator 1ze pouzit bud’ v linedrnim modu, popsaném vyse, nebo s vyuzitim
jontového zrcadla, neboli reflektronu.*® Reflektron je prostor konce letové trubice
analyzatoru osazeny elektrodami, na néz je vlozen gradient napéti stejné polarity, jakou ma
naboj analyzovanych castic. Tento gradient ma vzristajici hodnoty ve sméru vektoru
rychlosti ¢astic. Céstice o stejné molekulové hmotnosti s vy3§i kinetickou energii penetruji
do téla potencidlové bariéry hloubéji a tim jsou oproti Casticim o stejné molekulové
hmotnosti, avsak s nizsi kinetickou energii, pozdrzeny na vystupu z iontového zrcadla. Tim
dochazi k fokusaci iontového svazku ¢astic se stejnym pomérem m/z.

Stanoveni poméru m/z Castic analyzitorem doby letu poskytuje vysledky
s vysokym rozliSenim 1 pfesnosti. V linearnim uspofadani analyzatoru neni teoreticky
stanoven hmotnostni rozsah analyzovanych molekul. Uspotadani s vyuzitim reflektronu
poskytuje veétsi rozliSeni spektra disledkem delsi drahy letu Castice. SpoleCnym rysem

obou uspofadani je vysoka rychlost analyzy.

2.1.2.4 Orbitrap

Orbitrap je nejnové&jsim typem hmotnostniho analyzatoru a svou konstrukci vychazi
ziontové pasti. Tento analyzator byl zkonstruovan ruskym fyzikem Alexandrem
Makarovem v roce 2005.* Nabité &astice jsou zadrzovany v prostoru mezi vnitini
vietenovitou a vngj$i elektrodou. Napéti piivadéné na wvnitini elektrodu, vytvari
v mezielektrodovém prostoru elektrické pole, které zadrzuje ionty v okoli wvnitini
elektrody. Ionty, jejichZ frekvence rotace kolem stfedové elektrody je zavisla na poméru
m/z, indukuji svym pohybem proud na vngjsi elektrodé. Zaznam téchto indukcnich iontd je

z ¢asové domény preveden do domény frekvenéni vyuzitim Fourierovy transformace.
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2.1.2.5 Iontové cyklotronova rezonance (ICR)

Za rozvojem iontové cyklotronové rezonance jako hmotnostniho analyzatoru stoji
B. Komisarov a A. Marshall.”® Iontové cyklotronova rezonance poskytuje ze vsech
pouzivanych analyzatort nejlepsi rozliSeni a nejvysSs$i presnost méteni. Po prichodu
analytu iontovym zdrojem jsou nabité ¢astice zadrzeny v cele, kterd je vystavena plisobeni
silného magnetického pole o intenzit¢ az 18 Tesla. V takto silném magnetickém poli se

ionty pohybuji po cykloidnich drahach s frekvenci

kde g je naboj iontu, B intenzita magnetického pole a m je hmotnost iontu. Pisobenim
proménného stiidavého napéti jsou ionty excitovany ze svych cykloidnich drah na drahy
S vétSim polomérem pohybu. Excitované ionty maji pak v zavislosti na jejich m/z rizné
cyklotronové frekvence. Ty jsou =zaznamenavany v podob¢ elektrického proudu,
indukovaného pohybujicimi se nabitymi ionty kolem detek¢nich elektrod na povrchu
cely.*®

Priméarnim vystupem ICR analyzétoru je spektrum zavislosti intenzity superpozice
signalu vsech iontl na Case. Aplikaci Fourierovy transformace lze prevést spektrum
z ¢asové domény do domény frekvencni, ¢imz ziskdme hmotnostni spektrum, tedy

spektrum zavislosti relativni intenzity na m/z.*>

2.1.2.6 Vyuziti chromatografickych metod k separaci smési analyti pred
aplikaci na hmotnostni spektrometr

K separaci smési analytl se jiz dlouhou dobu pouzivaji techniky plynové chromatografie,

vysokou¢innné kapalinové chromatografie nebo kapilani elektroforézy. Tyto separacni

systémy lze pfimo piedfadit pted iontovy zdroj hmotnostniho spektrometru, kde ihned

dochazi k ionizaci separovaného analytu.

Separace latek bilkovinné povahy rozpusténych v kapalném mediu lze provést
vysokotlakou kapalinovou chromatografii na obracené fazi. V tomto uspotfadani je
stacionarni faze chromatografické kolony tvofena nepolarnimi latkami, na kterych se
zachytavaji peptidy unasené polarni mobilni fazi. Peptidy jsou v takovychto kolonach
déleny podle miry interakce jejich hydrofobnich ¢ésti se stacionarni fazi. Eluce zadrzenych

peptidl je provadeéna vzriistajicim podilem organického rozpoustédla v mobilni fazi.
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2.2 Modifikace Cinidly pro chemické zesiténi

Stanoveni proteinové struktury se tradicné provadi metodami rentgenostrukturni analyzy
nebo NMR spektroskopie. Rentgenostrukturni analyza je limitovana moznosti pfipravit
Vv krystalech nejsou ve svych nativnich stavech. Analyza pomoci NMR je sice provadéna
Vv roztoku, je vSak nutné piipravit velké mnozstvi Cisté izotopové znacené formy proteinu,
ktera bude obsahovat jadra atomt s nenulovym jadernym spinem.

V posledni dob& se proto stdle Castéji vyuzivaji alternativni piistupy k feSeni
proteinové struktury, napiiklad SAXS, kryo-elektronova mikroskopie, Ramanova
spektroskopie nebo strukturni hmotnostné spektrometricka analyza. Jednim z pfistupt
hmotnostné spektrometrické analyzy je jeji kombinace s chemickym zesiténim proteind.
Ta napomahd k objasnéni piedevsim tercidrnich a kvarternich struktur proteint
vV podminkdch simulujicich jejich pfirozené prostiedi. Nesmirnou vyhodou jsou diky
vysoké piesnosti hmotnostnich analyzatori nizké pozadavky na mnozstvi analytu.
Chemickym zesiténim proteind lze napiiklad ur¢it maximalni nebo minimalni vzdalenost
uréitych aminokyselin v prostoru a tim upfesnit krystalovou strukturu proteinu®’, sledovat

18,19,20

mista protein-proteinové interakce ¢i rozdilné produkty chemického zesiténi

v zavislosti na sekundarni struktufe.”*

V soucasnosti je popsano nepieberné mnozstvi ¢inidel, které¢ kovalentné modifikuji
nejrizn&j$i funkéni skupiny biologickych molekul. Cinidly pro chemické zesiténi lze
krom& proteini modifikovat také nukleové kyseliny, lipidy nebo sacharidy.?

K modifikacim postrannich fetézc proteinii se vyuzivaji Cinidla, reagujici selektivné

s funk¢ni skupinou vybrané aminokyseliny.

2.2.1 Obecné rozdéleni sitovacich ¢inidel proteinii
Sitovaci Cinidla Ize délit podle poctu funkénich skupin na mono-, di- nebo trifunkéni.
Monofunkéni €inidla, obsahujici pouze jednu reaktivni skupinu, se vyuZivaji predevS§im
ke studiu reaktivity postrannich fetézct proteint, ¢imz lze ziskat predstavu o usporadani,
interakcich a solubilizaci perifernich aminokyselin. Pro snadnéj$i identifikaci
modifikovanych aminokyselin se vyuzivd fluorescencné aktivnich c¢inidel, nejcastéji
derivatd fluoresceinu.?

Difunkéni a trifunkéni Cinidla se pouzivaji ke kovalentnimu spojeni prostorove
vzdéalenych aminokyselinovych zbytkli. Vicefunkéni cinidla lze dale rozd€lit na

homofunk¢ni a heterofunkéni. Jako homofunkéni se ¢inidla oznacuji v ptipadé€, kdy jsou
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vSechny koncové reaktivni skupiny molekuly identické. Naopak heterofunkcni cinidla
obsahuji v ramci jedné molekuly vice funkénich skupin.

Dale mohou byt sitovaci ¢inidla rozdélena na nestépitelna, kdy spojeni funkénich
skupin ¢inidla (tzv. raménko) je nejCastéji zajiSt€éno uhlovodikovym fetézcem, nebo
Stépitelnd. Vazba mezi atomy v urcité casti Stépitelného raménka je chemicky c¢i
mechanicky mén¢ stabilni, a lze ji pferusit napiiklad indukovanou kolizi v cele
hmotnostniho analyzatoru® nebo zménou reakénich podminek, nejéastsji pH.?

Sitovaci ¢inidla mohou byt izotopové znacena. Izotopové znaCena cinidla se

v

vyuzivaji pro snadnéjsi identifikaci modifikovanych proteini v hmotnostnich spektre(:h,24

2.2.2 Déleni sitovacich ¢inidel proteini podle cilové aminokyseliny
Podle cilové aminokyseliny rozliSujeme ¢inidla modifikujici:

- cystein — Cinidla reaguji s thiolovou skupinou za vzniku sulfidové nebo
disulfidové vazby. Piikladem takového ¢inidla miize byt thiopyridyl disulfid.

- arginin — Pomoci APG (p-azidofenylglyoxal) mize byt znacena guanidylova
skupina argininu.

- asparagovou nebo glutamovou kyselinu — Cinidlo zprostiedkovava vznik
amidové vazby mezi karboxylovou skupinou aminokyselin a primarnim
aminem lysinu nebo N-koncem proteinového fetézce. Vzhledem k tomu, Ze
V kovalentnim spojeni aminu a karboxylové skupiny zadné ¢ast molekuly
¢inidla neparticipuje, se tato ¢inidla oznacuji jako tzv. ,,zero-length reagents®,
do cestiny prekladané jako ,,Cinidla nulové vdalenosti®. Z chemického hlediska
se jednd o substituovany karbodiimid. NejpouZivanéj$im Ccinidlem nulové
vzdalenosti je EDC.22 EDC muze taktéz fungovat jako aktivator kyselych
aminoskupin pro reakci s dihydrazidy, derivaty vyssich organickych dikyselin
(napiiklad dihydrazid kyseliny adipové nebo pimenové).?

- lysin — Primarni aminy lysinu nebo N-konce proteinu jsou ¢astou cilovou
funk¢ni skupinou sitovacich reakci. Polarni e-aminoskupiny jsou vétSinou
lokalizovany na povrchu proteinu a jsou tedy dobie pfistupné pro rozpusténé
¢inidlo. K modifikaci primarnich amind se pouzivaji derivaty fenolu
a predeviim imidoestery, konkrétnd N-hydroxysukcinimid (NHS) estery. %°

- ostatni — V souCasné dobé jiz existuji Cinidla, kterd mohou modifikovat dalsi
aminokyseliny, jako naptiklad tyrosin nebo methionin. Vyuziti téchto ¢inidel

Vv praxi v8ak neni pfili§ Casté.
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2.2.3 NHS estery

Homobifunkéni N-hydroxysukcinimid estery patii kK nejvyuzivangjsim sitovacim cinidlam.
Cinidla tohoto typu se k sitovani proteinti pouZivaji jiz od 70. let minulého stoleti.?” NHS
estery jsou obtizné rozpustné ve vod¢, ve vodném prosttedi navic dochazi k jejich
hydrolyze za vzniku karboxykyselin, které jsou jiz nereaktivni. Pti fyziologickém pH jsou
tato Cinidla hydrolyzovana béhem nékolika hodin, se stoupajicim pH se jejich degradace
zrychluje. pH optimum sitovaci reakce je mezi hodnotami 7-9, které je udrzovano pufry
neobsahujicimi primarni aminy.?* Reakce homobifunk&niho NHS esteru disukcinimidyl

glutaratu (DSG) s primarnimi aminy je znazornéna na obrazku ¢. 3.

S

0
N R, R,
0 NH NH
0 0 0 0 0
NH, . ENR,
L + HO-N E— + HO—
R
0 0 é 0 0
0 0 o NH
NN N R,
C):o 0

Obrazek ¢. 2 - Schéma reakce NHS esteru DSG s primarnimi aminy

e

Disukcinimidyl glutarat (Obrazek ¢. 3) umoziuje zesiténi primarnich amini, jejichz
vzdalenosti se pohybuji vrozmezi 3,1-7,7 A.® Dalsim hojn& vyuZivanym sitovacim
¢inidlem je disukcinimidyl suberat (Obrazek ¢. 3), jenz umoziuje kovalentni spojeni
primérnich amint ve vzdalenosti 5,6-11,4 A%

Izotopove€ znaCena cCinidla se pouzivaji z divoda snadnéjsi interpretace produktii
chemického zesiténi.?® Ve vysledném spektru zavislosti relativni intenzity signalu na m/z
jsou produkty sitovaci reakce izotopové znacenym ¢inidlem posunuty od signali ¢inidla
neznaceného o hodnotu 4,025/z.

11L,4A

7.7A
b ;o o ° Obrizek & 3
& m )Nﬁ &O\I‘/\/\/\)I\OIN Homobifunkéni NHS estery
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2.3 Distalni geometrie

Homologni modelovani struktur proteinti, které neni mozné analyzovat rentgenovou
difrakci nebo NMR, je limitovano existenci sekvencné¢ podobného proteinu nebo
proteinové domény s jiz vyfeSenou trojrozmérnou strukturou. V piipadech, kdy neni
mozné nalézt dostatetné shodnou rozieSenou strukturu, lze K modelovani vyuzit
vypocCetnich systémil, zalozenych na vyuziti distalni geometrie.30 Distalni geometrie je
vypocetni technika, sestavena G. Crippenem and T. Havelem, vyuzivajici poznatkl
limitnich vzdéalenosti atomil, ziskanych porovnanim mnoha trojrozmé&rych struktur.*
Distalni geometrie se taktéz vyuziva pii interpretaci NMR dat.

Data ziskana sitovacimi reakcemi, tj. vzdalenosti dvou atoma v prostoru, informace
o povrchovém uspofadani aminokyselin nebo rtizné vzijemné orientaci proteinovych
podjednotek 1ze diky témto modelujicim vypocetnim systémut vizualizovat homolognim

modelem.

2.4 Kalmodulin

Kalmodulin je vapnik-vazajici protein, vyskytujici se v buiikach organismu fisi zivocichil,
rostlin, hub 1 prvoki, kde je jednim z nejrozsifenéjSich medidtor signalizacnich drah.%
Sekvence kalmodulinu obsahuje 148 aminokyselin, z nichz je sedm lysint schopnych
interagovat s NHS estery. Lysin 115 je primarné modifikovan trimethylaci e-aminoskupiny
a N-konec proteinu je modifikovan acetylaci. Takto blokované primarni aminy nezasahuji
do reakce s ¢inidly pro chemické zesiténi.

Molekulova hmotnost proteinu je piiblizné 17 kDa. Jeho sekvence je ve vSech
organismech velmi konzervovana, u nékterych zastupci Zivoc¢isného druhu je dokonce
totozna.®

Aminokyselinovy fetézec kalmodulinu je tvofen N-koncovou a C-koncovou
strukturni doménou, jez jsou spojené flexibilnim centralnim a-helixem. Kazda z domén
obsahuje dva strukturni lignad vazajici motivy helix-smycka-helix, umoznujici vazbu
vapenatych kationti (Obrazek ¢. 4, str. 18). Tento motiv se v anglo-saské literatuie
oznaluje jako ,,E-F hand“** Pravé kalmodulin je typickym zéastupcem rodiny t&chto
proteinii.®® Pfi obsazeni ligand vazajicich motivil vapenatymi kationty dochazi ke zm&né&
struktury obou koncovych domén, ovSem flexibilita centralniho o-helixu zistava

zachovéna.
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Terciarni struktury kalmodulinu, at’
jiz s navazanym ligandem ¢i bez néj, jsou
jiz n¢kolik let znamy. Vzhledem k velké
flexibilité¢ centralniho a-helixu je popsano
mnoho odlisnych konformaci.
Rentgenostrukturni  analyzou  Kkrystalu
kalmodulinu s navazanymi ligandy byly
popsany dvé krajni konformace: kompaktni
uzaviend (PDB-ID 1PRW) a oteviena
(PDB-ID  1EXR).**  Trojrozméma

Obrazek ¢é. 4 - E-F hand

strukturni motiv>®

struktura kalmodulinu bez navazanych
ligandu byla ziskana pomoci NMR (PDB-ID
1CFD).%

2.5 Urceni struktury proteinii pomoci sitovaci reakce a

hmotnostni spektrometrie

Kombinaci sitovaci reakce proteinu v roztoku, odpovidajicimu jeho nativnim podminkam,
naslednym Stépenim produktii reakce proteasou a analyzou vzniklych peptidi pomoci
citlivych analyzatori hmotnostniho spektrometru Ize ziskat cenné informace o struktute
pouzitého proteinu. Kombinace téchto metod byla do praxe zavedena na pielomu tisicileti
praci kolektivu M. Youngové.41 Na tuto praci navazovaly dalsi projekty feSeni nové nebo
upfesnéni stavajici trojrozmérné struktury proteinovych komplexﬁ42 ¢i protein-
proteinovych interakei.*?

Zavedenim koliznich analyzatort pfi analyze produktl sitovaci reakce, je mozné
S jistotou urcit, ktera konkrétni aminokyselina v sekvenci proteinu byla cinidlem
modifikovéna, &imz doglo k dal§imu zpiesnéni dat pro homologni modelovani.**

Pouzitim reakci smési ¢inidel s riznou délkou sitovaciho raménka lze urcit, jaké
minimalni nebo maximalni vzdalenosti mohou nabyvat funkéni skupiny
aminokyselinovych zbytkii modifikovanych ¢inidlem.”® Tento p¥istup umoziuje sledovat
dynamiku proteinli, zejména membranovych, které jsou obtizn¢ izolovatelné pro
standardni techniky stanoveni struktury proteinﬁ.46 Vyuzitim c¢inidel s riznou délkou
sitovaciho raménka je u proteinli vazajicich ligand mozné postihnout nejen zménu jejich
konformace, v zavislosti na vazbé¢ ligandu, ale i tuto zménu za ¢asti izotopove znacenych

¢inidel kvantifikovat.
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3. Cil prace
Cilem této prace bylo reakcemi s €inidly chemického zesiténi, ndslednym hydrolytickym
Stépenim a analyzou pomoci hmotnostni spektrometrie zaznamenat a kvantifikovat
konformac¢ni zmény modelového proteinu kalmodulinu Vv pfitomnosti a nepiitomnosti jeho
ligandu, tj. kationtu vapniku. Tento ukol bylo mozné rozdé€lit do nasledujicich krokd:

- pfiprava proteinu pfed experimenty chemického zesiténi

- reakce proteinu s nedeuterovanym a deuterovanymi c¢inidly, optimalizace

digesce a naslednd LC-MS analyza
- Interpretace dat LC-MS analyzy s naslednou kvantifikaci konformaénich zmén

proteinu indukovanych pfitomnosti, respektive neptitomnosti ligandu
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4. Material

4.1 Seznam chemikalii

1,4-dithiothreitol

4-ethylmorfolin

Acetonitril (LC-MS cistota)

Coomassie Brilliant Blue R 250
Dimethylsulfoxid

Disukcinimidyl glutarat
Disukcinimidyl glutarat 4x deuterovany
Disukcinimidyl suberat

Disukcinimidyl suberat 4x deuterovany
Dodecylsulfat lithny

EGTA

Ethanol

Ethanolamin

HEPES

Hydroxid sodny

Chlorid sodny

Chlorid véapenaty

Isopropylalkohol (LC-MS ¢istota)
Kalmodulin

Methanol (LC-MS ¢istota)

Mravenci kyselina (LC-MS cistota)
NuPAGE® LDS vzorkovy pufr
NuPAGE® MES SDS 20x koncentrovany pufr
Octova kyselina

Trifluoroctova kyselina

Trypsin

Voda (LC-MS cistota)
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Fluka, Svycarsko
Sigma-Aldrich, USA
Merck, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Merck, Némecko
ThermoScientific, USA
ThermoScientific, USA
ThermoScientific, USA
ThermoScientific, USA
ThermoScientific, USA
Sigma-Aldrich, USA
Merck, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, CR
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Merck, Némecko
Merck, Némecko
Merck, Némecko
Fluka, Svycarsko
Invitrogen, USA
Invitrogen, USA
Fluka, Svycarsko
Fluka, Svycarsko
Promega, USA

Merck, Némecko



4.2 Seznam pristroji a materialu

Analytické vahy

Automatické pipety

Centrifuga stolni, Minispin

Dialyzaéni zkumavky, zachyt 3500 Da
Elektroda pH metro Biotrode
Elektroforeticka souprava

Hmotnostni spektrometr Apex-Ultra
Chladnicka

Chromatograficka kolona

Magic C18AQ (0,2 x 150 mm)

&astice o prameéru 5 um a velikosti port 200 A
NuPAGE® Novex® 4-12% Bis-Tris gel
pH metr Orion 2D star

pH metr 200

Predvazky HF1200G

Sonikac¢ni lazen

Termostat stolni

Vakuové odparka Savant SPD 121P
Vakuové odparka Speedvac

Vialky se septem

Vodni lazen

Vortex VELP

Zdroj napéti PowerPac

UHPLC systém Agilent 1200
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Mettler Toledo, Svycarsko
Eppendorf, Némecko
Eppendorf, Némecko
ThermoScientific, USA
Hamilton, Svycarsko
BioRad, USA

Bruker Daltonics, USA
Zanussi, Italie

Michrom Bioresources, USA
Invitrogen, USA
ThermoScientific, USA
Beckman, USA

AND, USA

Bandellin, Némecko
Grant, Velka Britanie
Thermo Fisher, USA
Jouan, Francie

Agilent, USA

Memert, Némecko
Scientifica,Italie
BioRad, USA

Agilent, USA



4.3 Seznam roztoku

Barvici roztok (100 ml)
0,25 g Coomasie Brilliant blue R250; 45 ml methanolu; 45 ml vody a 10 ml kyseliny
octoveé

Dialyzacni pufr (11)
5,84 g NaCl; 2,38 g HEPES; 0,38 g EGTA; | vody, pH 7,5

Elektrodovy pufr (800 ml)
40 ml NuPAGE® MES SDS 20x koncentrovaného elektrodového pufru (50 mM MES, 50
mM Tris Base, 0.1% SDS, 1 mM EDTA, pH 7.3), 760 ml vody

Mobilni faze pro LC-MS analyzu (1)

Faze A — 10 ml isopropylalkohol, 10 ml acetonitril, 2 ml kyseliny mravenci, dolnéno do 11
vodou

Faze B — 50 ml isopropylalkohol, 50 ml voda, 1,6 ml kyseliny mravenci, doplnéno do 1 1
acetonitrilem

Odbarvovaci roztok (100 ml)
35 ml ethanolu; 55 ml vody a 10 ml kyseliny octové

Stépici pufr
100mM ethylmorfolinovy pufr, 10% ACN ve vod¢, pH 8,4

Vzorkovy pufr
100mM dithiothreitol v NuPAGE® LDS vzorkovém pufru

4.4 Software

Data Analysis 4.0 Bruker Daltonics, USA
MSLinks ms3d.org, USA ¥/
mMass 5.4.1 mMass.org, CR “®
PyMol 1.4.1 Schrodinger, USA
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5. Metody

5.1 Dialyza pres semipermeabilni membranu

Dialyzou ptes semipermeabilni membranu Ize snizit koncentraci nezadoucich soli,
obsazenych v roztoku makromolekularni latky. Dialyzacni membranou difunduji
nizkomolekuldrni latky z mista o vyssi koncentraci do mist s koncentraci nizsi, zatimco
makromolekularni latky pifes membranu neprochazi. Dialyza probiha do stavu, kdy jsou
koncentrace latek, které jsou schopny difundovat, na obou stranach membrany totozné.
Velkym nadbytkem cistého rozpoustédla, do kterého nizkomolekularni latky difunduji, ¢i
jeho vyménou Ize dosdhnout stavu, kdy koncentrace nizkomolekularnich latek v retenatu
bude prakticky zanedbatelna.

Rozpusténim kalmodulinu ve vodé byl vytvofen roztok o koncentraci proteinu
1 mg/ml. Pro zjisténi zmény konformace kalmodulinu v ptitomnosti a nepfitomnosti jeho
ligandu, kterym byl v této praci kationt vépniku Ca?*, bylo nejprve nutné eliminovat
vyskyt jakychkoli nezadoucich vapenatych kationtd v roztoku proteinu. Roztok
kalmodulinu byl rovnomérné rozdélen do mikrozkumavek s dialyzaéni membranou,
zadrzujici molekuly o0 relativni molekulové hmotnosti vy$$i nez 3500. Dialyzacni
zkumavky byly umistény na dialyzaéni plovak. Dialyza probihala v chladové mistnosti za
stalého michani na magnetické michacce do 0,5 | dialyza¢niho pufru. Po 6 hodinach byl
dialyza¢ni pufr vyménén a dialyza pokracovala ptes noc. Obsah dialyza¢nich zkumavek
byl nasledné kvantitativné preveden do mikrozkumavek. Celkova koncentrace proteinu se

po dialyze snizila z 1 mg/ml na hodnotu 0,375 mg/ml.

5.2 Reakce s ¢inidly chemického zesiténi
Ptfed samotnou reakci se sitovacimi €inidly bylo nutné rozd¢lit roztok kalmodulinu na dvé
&asti. V prvni z nich byl rozpusténim chloridu vapenatého vytvofen 12mM roztok Ca®*
ionti. Tento roztok predstavoval reakéni podminky pro kalmodulin s navazanym
ligandem.

V druhé z mikrozkumavek byl rozpusténim NaCl navySena koncentrace sodnych
ionti zpuvodnich 100mM na 120mM. V tomto roztoku se zadné vapenaté ionty

nevyskytovaly, roztok tedy obsahoval kalmodulin bez navazaného ligandu.
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5.2.1 Reakce sitovacich ¢inidel s proteinem

Nejprve byly rozpusténim v DMSO pftipraveny roztoky DSGd0 a DSGd4, DSSd0 a DSSd4
o koncentracich 5 mg/ml. Z takto pfipravenych roztoki byly vytvofeny smési roztoki
deuterovanych a nedeuterovanych cinidel (d0/d4) v molarnim poméru 1:1. MnoZstvi
proteinu, pouzitého na reakci, bylo stanoveno na 10 ug, coz odpovida latkovému mnozstvi
6-10° mol. Cinidla chemického zesiténi byla k proteinu pfidavana v deseti nebo
tiicetinasobném molarnim nadbytku. Slozeni jednotlivych vzorkt na ptikladu ¢inidla DSG

popisuji Tabulky ¢. 1 a 2.

Tabulka €. 1 - SloZeni reakénich smési v pritomnosti Ca”" jonti sitovanych DSG

oznaceni ¢inidlo molémi )
nadbytek Cinidla
Cal0d0/d4 DSGd0/d4 10x
Ca30d0/d4 DSGd0/d4 30x
Cal0do DSGdO0 10x
Ca30d0 DSGd0 30x

Tabulka & 2 - SloZeni reakénich smési v nepiitomnosti Ca”" ionti sitovanych DSG

oznaceni ¢inidlo molémi )
nadbytek Cinidla
Nal0d0/d4 DSGd0/d4 10x
Na30d0/d4 DSGd0/d4 30x
Nal0d4 DSGd4 10x
Na30d4 DSGd4 30x

Po pfidani ¢inidla do roztoku kalmodulinu byly vzorky zamichany a ponechany dvé
hodiny reagovat pfi laboratorni teploté. Vzorky, obsahuji smés zna¢ené¢ho a neznaceného
¢inidla v molarnim poméru 1:1, byly pfipraveny pro ur€eni ti€innosti Cinidla, tj. zda pomér
znaenych a neznacenych komponent produktii bude odpovidat molarnimu poméru obou
forem ¢inidla ve vzorku. Navic byl pfipraven kontrolni vzorek kazdé skupiny, ktery

obsahoval pouze roztok kalmodulinu.

5.2.2 Zastavenireakce sitovacich ¢inidel

Vzniku nezadoucich interakci nezreagovanych ¢i ¢astecné zreagovanych ¢inidel s N-konci
peptidi, vzniklych $t€penim proteinu proteasou V roztoku, bylo zamezeno piidavkem
ethanolaminu do reakéni smési. Molarni koncentrace ethanolaminu byla vzdy dvojnasobna

oproti koncentraci sitovacich ¢inidel v dané reakci. Ethanolamin byl 1000x vyiedén
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v 100 mM ethylmorfolinovém pufru, pH 8,4. Po zamichani byly vzorky ponechiny
reagovat 30 minut pii laboratorni teploté.

Aby bylo mozné dalSim postupem kvantifikovat zménu struktury v nepfitomnosti a
pritomnosti ligandu, byl v této fazi smisen vzorek Cal0dO (protein s navazanym ligandem
sitovany nedeuterovanym cinidlem) se vzorkem Nal0d4 (protein bez navazaného ligandu
sitovany deuterovanym cinidlem). Tento krok byl proveden se vzorky s 30ti nasobnym
molarnim nadbytkem ¢inidla i se vzorky, k jejichz sitovani bylo pouzito ¢inidlo DSS.
Nasledujici postup byl provadén pouze se vzorky obsahujici smési deuterovanych a

nedeuterovanach ¢inidel.

5.3 Elektroforeticka separace produkti sitovaci reakce

Cistota proteinu a charakterizace vzniklych produktti byla zjisténa elektroforetickou
separaci V polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsulfatu lithného (LDS).
Soucasné byl touto metodou vyvracen vznik nezadoucich zesiténi dvou a vice molekul.

Ze vsech vzorkl byla odebrana polovina objemu, ke které byl pfidan ctyfikrat
koncentrovany vzorkovy pufr, obsahujici 100mM DTT v komerénim LDS vzorkovém
pufru. Vzorky byly zamichany a vystaveny 5 minutové inkubaci v termostatu pii teploté
90°C. Po centrifugaci (12000x g, 15 s) bylo do jamek komeréné¢ dodavaného
polyakrylamidového gelu s gradientem zesiténi 4-12 % pipetovano 25 pl vzorkd.

Jako elektrodovy pufr byl pouzit vodou 20x zfedény komeréni MES SDS
elektrodovy pufr. Separace proteint probihala za konstantniho napéti 200 V a horni limitni
hodnota proudu byla nastavena na hodnotu 250 mA. Proteiny v gelu byly vizualizovany
barvicim roztokem. Piebyte¢né barvivo bylo nasledné nékolik hodin odmyvéano roztokem

odbarvovacim.

5.4 Stépeni proteinu proteasou
K ur¢eni aminokyselin, které jsou vzajemné spojeny sitovacim ¢inidlem, je nutné rozstépit
protein na nejkratsi mozné peptidy. K rozstépeni kalmodulinu, modifikovaného sitovacim
¢inidlem, na kratsi peptidy byl v této praci vyuZit trypsin. Trypsin se fadi mezi proteasy
Stépici peptidovy fetézec za bazickymi aminokyselinami lysinem a argininem. pH
optimum této proteasy je 7,5 - 8,5.

K druhé poloving vzorki, nevyuzité pro kontrolu a charakterizaci produktii sitovaci

reakce elektroforetickou separaci v polyakrylamidovém gelu, byl pfidan roztok proteasy.
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Mnozstvi proteasy odpovidalo molarnimu poméru proteasa:protein 1:20. Roztok proteasy
vznikl 100nasobnym nafedénim zasobniho roztoku trypsinu o koncentraci 1 mg/ml
Stépicim pufrem. Po zamichani anasledné centrifugaci (12000 x g, 15 s) probihalo
Stépeni pii teplote 55°C. Po ¢tythodinové inkubaci byl ptidavek proteasy opakovan.
Podminky S§tépeni zlstaly rovnéz zachovany. Celkovy molarni pomér pouzité proteasy k
proteinu dosahl hodnoty 1:10. Poté byly vzorky centrifugovany (12000 x g, 15 s) a

uchovany ptes noc pfi teploté 4°C.

5.5 Analyza produkti sitovaci reakce pomoci LC-MS

K separaci raznych peptidi Ize vyuzit chromatografie na obracené¢ fazi. V tomto
usporadani je stacionarni napli chromatografické kolony tvofena nepolarnimi latkami, na
nichz jsou peptidy zachycovany. Déleni Vv takovychto kolondch probihd podle miry
interakce hydrofobnich ¢asti peptidu se stacionarni fazi. Mobilni fazi tvofi polarni a
nepolarni rozpoustédla. Eluce zadrzenych peptida je provadéna mobilni fazi se zvySujici se
koncentraci nepolarni slozky.

Separace probihala na koloné¢ Magic C18AQ, instalované v ptHPLC systému
Agilent 1200. Na kolonu bylo naneseno 5 pl vzorki, které byly pfed analyzou 5 minut
sonikovany a nasledné preneseny do vialek se septem. Pritok mobilni faze kolonou byl
nastaven na 5 pl/min, kolona byla vyhtivana na 30°C. SloZeni mobilni faze v Case popisuje

tabulka ¢. 3.

Tabulka ¢. 3 — Gradient mobilnich fazi v priibéhu separace na koloné

S obracenou fazi

cas/min zastoupeni mobilni zastoupeni mobilni
faze A /% faze B /%
0-5 99 1
5—6 99-90 1-10
6-40 9055 10-45
40-43 551 4599
43-49 1 99

HPLC systém byl propojen S hmotnostnim spektrometrem Apex-Ultra. Ionizace peptida
probihala technikou elektrospreje. Detekce nabitych peptidi probihala pomoci iontové

cyklotronové rezonance s Fourierovou transformace (FT-ICR). Hmotnostni rozsah byl
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zvolen mezi hodnotami m/z 250 a 1800. Sbér dat probihal 40 minut se zpozdénim osm

minut od aplikace vzorku na kolonu.

5.6 Vyhodnoceni LC-MS spekter

Vystupem LC-MS analyzy jednoho vzorku je chromatograficky zaznam zavislosti
intenzity na m/z nabitych molekul. Spektra jednotlivych vzorkd byla programem Data
Analysis 4.0 pifevedena na jednotkovy naboj a exportovana do souborti kompatibilnich
s programem MSlinks.*’

Program MSIlinks vytvafi virtudlni knihovnu teoretickych hmotnosti zesiténych
peptid, které je mozné ziskat z proteinu Stépenim pouzitou proteasou. Teoretické
hmotnosti z takto vytvofené knihovny jsou porovnavany s experimentalné zjiSténymi
hodnotami. V piipadé¢ shody, tj. stavu, kdy relativni odchylka experimentalni hmotnosti od
hmotnosti teoretické nepfesahuje hodnotu 5 ppm, jsou Kk experimentalné ziskanym
hodnotam piitazeny konkrétni peptidy, jejichz lysiny jsou propojeny sitovacim ¢inidlem.

Kvantifikace téchto lysin-lysinovych interakci V pfitomnosti a nepiitomnosti
vapenatych kationtii byla provedena v programu mMass 5.4.1.* Funkce Envelope fit
porovnavd plochy pikil izotopové obalky peptidi spojenych deuterovanym a
nedeuterovanym cCinidlem. V pifipadé, kdy jsou stejné peptidy zesitovany cinidlem
znaenym 1 neznaenym, prispivaji K plocham pikt deuterované izotopové obalky i
minoritni t€Z8i izotopy obalky analytu nedeuterovaného. Tyto piispévky jsou od ploch pikt
deuterované komponenty odecteny. Vystupem analyzy konkrétnich zesiténych peptidt je
pomér zastoupeni nedeuterovaného a deuterovaného ¢inidla tvoticiho mezi t€émito peptidy
kovalentni spojeni. Pfipad, kdy je pomér nezna¢eného a znaceného zesitovaného peptidu

pfiblizné roven 50 % je uveden na Obrazku €. 5, str. 28.
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Formula: | C119H187M230425 Charge: | 3 Exchange: |H4 Vs, |H{2}4 Range: |0 = |1—

* Fitto; ™ Peaklist © Defautt FWHM: | 0.1 [+ Force  Rel int. threshold: | 1.0 % | Autoalign  Awverage X
# ] %

P H measured ¢ 0 =502

2.0e+08 | o * 1]498

%
*
1.5e+08 4
@

1.0e+08 4 o ¢

5 0e+07 +

0.0e+00 T T T T T

910.0 910.5 911.0 9115 912.0
m/z

Obrazek ¢. 5 — Priklad zastoupeni nedeuterovaného a deuterovaného Cc¢inidla

vV poméru priblizné 50:50 v zesiténém peptidu nalezeném v kontrolnim vzorku
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6. Vysledky

6.1 Elektroforeticka separace produkti sitovaci reakce

Cistota proteinu a charakterizace produktil sitovaci reakce byly ovéfeny elektroforézou
Vv polyakrylamidovém gelu (Obrazek ¢. 6). Chemické zesiténi zvySuje elektroforetickou
mobilitu proteinu v gelu, coz dokladaji prouzky ve vétsich vzdalenostech od startu
elektroforézy v porovnani s kontrolnimi vzorky. Soucasné je patrné, Zze i mobilita rizné
nebo mnohonasobné zesiténych proteinu se lisi. Dale Ize konstatovat, ze produkty reakce
¢inidel chemického zesiténi jsou odlisné v pritomnosti a neptitomnosti ligandu. Soucasné
byl vyvracen vznik dimerti ¢i vyssSich agregéatii proteinu. Tim bylo umoznéno Stépit a

analyzovat vzorky pfimo v roztoku, aniz bylo nutné piedem provadét elektroforetickou

separaci.
- X X
EOE x g S R
3 = o S c e 3 3
a5 2 T % 2 Z = =
w Z O Z Z O U U U
49 kDa
38 kDa
28 kDa
17 kDa -y . -
14 kDa G St et 7 oy et
6 kDa
3 kDa

Obrazek €. 6 - Produkty sitovaci reakce ¢inidlem DSG v polyarkylamidovém gelu

STD - proteinovy standard, CTRL — kontrolni vzorky, Ca — ptitomnost ligandu, Na — nepfitomnost
ligandu, CaNa — smés, 10x a 30x — molarni nadbytky ¢inidla

6.2 Produkty sitovaci reakce identifikované programem

MSlinks

Zesiténé ¢i modifikované peptidy, identifikované programem MSIlinks, byly manualné
dohledany Vv hmotnostnich spektrech. Timto krokem jsme eliminovali chybné
identifikované produkty sitovaci reakce. Celkem jsme nalezli ¢tyfi interpeptidova a tfi
intrapeptidova zesiténi. Vycet produkti chemického zesiténi je shrnut v Tabulce ¢. 4 na

strané 30.
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Tabulka €. 4- Identifikované zesiténé peptidy

modifikované modifikované DSG DSS
peptidy aminokyseliny | Ca* Na* | Ca? Na*

14-30,91-106 K21-K94 - - + +
14-30,75-77 K21-K75 - - + +
75-86,91-106 K77-K94 + + + +
75-77,91-106 K75-K94 + + + +
75-90 K75-K77 + + + +
75-86 K75-K77 + + + +
14-37 K21-K30 + + + +

Poznamka: pozitivni vyskyt identifikovaného zesiténi jednotlivym cinidlem a v piitomnosti

urc¢itého kationtu je ozna¢en znaménkem +

6.3 Kvantifikace lysin-lysinovych interakci v pritomnosti a

nepritomnosti ligandu

Produkty chemického zesiténi ziskané ze smési roztokd CalOdO s NalOd4 a Ca30d0
s Na30d4 v poméru 1:1 umoznuji kvantifikovat procentualni zastoupeni vyskytu dvou
konkrétnich aminokyselin, jez jsou spojeny sitovacim ¢inidlem. Slozky oznacené dO
obsahovaly pouze Ccinidlo s nedeuterovanym sitovacim raménkem, kdeZzto k reakci
proteinu se slozkami ozna¢enymi d4 bylo vyuzito ¢inidla deuterovaného. Na nasledujicich

obrazcich jsou zachyceny oba limitni stavy. Obrazek ¢. 7, na strané 31 popisuje izotopovou

obalku peptidi 75-77 a 14-30 spojenych ¢inidlem DSS.
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Formula: | C106H170M240365 Charge: | 3 Exchange: |H4 Vs, |H{2}4 Range: |0 = |1_

* Fitto: * Peaklist Default FWHM: | 0.1 ¥ Force  Rel int. threshold: | 1.0 % | Autoalign  Average X:
#. Yo
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o 110
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$
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Obrazek ¢. 7 — Izotopova obalka zesit'ovanych peptidi 75-77 s 14-30 (K75-K21)
¢inidlem DSS

Z procentualniho zastoupeni 99 % ve prospéch nedeuterované¢ho cinidla
predpokladame, Ze lysiny K75 a K21 podléhaji reakci se sitovacim ¢inidlem pouze
Vv ptipadé, Ze kalmodulin obsahuje navazané vapenaté ionty. Zcela odlisnou situaci

vystihuje Obrazek ¢. 8.

Farmula: |C141.I-|224N380535 Charge: | 3 Exchange: |H4 VE. |H{2}4 Range: |0 - |T
* Fitto: ™ Peaklist Default FWHM: | 0.1 [¥ Force  Rel int threshold: | 1.0 % W Autoalign  Average X
) # %o
o * measured + 0 10
N 1 89.0
&
9.0e+05
. ®
®
6.0e+05 & 2
*
3.0e+05 - »
&
& ]
0.0e+00 ~ *
T T T T T T
666.9 667.2 667.5 6675 665.1 668.4
mfz

Obrizek ¢. 8 — Izotopova obalka zesitovanych peptidi 75-86 s 91-106 (K77-K94)
¢inidlem DSG

31



Zde je na ptikladu peptidi 75-86 a 91-106, zesiténych cCinidlem DSG, demonstrovan
nadbytek spojeni, jez jsou tvofeny deuterovanym Cinidlem. Z poméru 11:89
procentualniho zastoupeni DSGd0:DSGd4 lze konstatovat, ze lysiny K77 a K94 mohou
byt Cinidlem svazany témeétr vyhradné v takové konformaci kalmodulinu, které protein
dosahuje v nepfitomnosti jeho ligandu.

Hodnoty procentualniho zastoupeni zesiténi lysini v zavislosti na typu ¢inidla a

ptitomnosti ligandu shrnuje Tabulka ¢. 5.

Tabulka ¢. 5 — Kvantifikace lysin-lysinovych interakei v riznych reakénich

podminkach
modifikované modifikované DSG DSS

peptidy aminokyseliny | ca** | Na* | ca®* | Na'
14-30,91-106 K21-K94 - - 92,1 7,9
14-30,75-77 K21-K75 - - 99,0 1,0
75-86,91-106 K77-K94 11,0 89,0 25,0 75,0
75-77,91-106 K75-K94 93,5 6,5 97,9 2,1

75-90 K75-K77 77,4 22,6 98,0 2,0

75-86 K75-K77 54,2 45,8 91,4 8,6

14-37 K21-K30 42,6 57,4 86,3 13,7

Poznamka: Ca®* - vznik chemického zesiténi v pfitomnosti ligandu, Na* v nepfitomnosti ligandu

Vysledné hodnoty kvantifikace lysin-lysinovych interakci, shrnuté v Tabulce €. 5,
jsou vizualizovany (Obrazek ¢. 9 a 10, str. 33 a 34) na trojrozmérnych strukturach

ziskanych rentgenostrukturni analyzou nebo NMR spektroskopii.
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Tabulka ¢. 6 — Legenda k obrazkim ¢. 9 a 10

Pomér
nedeuterovaného/deuterovaného 0 20 40 60 80 100
Cinidla (v procentech)

Barva

Obriazek ¢. 9 — Vizualizace chemickych zesiténi proteinu ¢inidlem DSS v pFitomnosti

ligandu (nahoie — oteviena konformace, model 1EXR; uprostied — uzaviena konformace, model

1PRW; dole ptechodna konformace — model 1DMO)
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Obriazek ¢. 10 — Vizualizace chemickych zesiténi proteinu ¢inidlem DSS

V nepritomnosti ligandu (model 1CFD, rtizné pohledy)
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7. Diskuze

Protein kalmodulin, ktery jako sekundarni posel figuruje v mnoha signalizacnich drahéch,
byl k této studii vybran pro jeho oc¢ekavanou flexibilitu. Zména koncentrace vapenatych
iontd v bunice indukuje po navazani téchto iontl do vaznych mist proteinu konformacni
zménu, diky které je kalmodulin schopen vazat se na Siroké spektrum cilovych enzymi ¢i
proteinti. Toto tvrzeni potvrzuji rizné konformace kalmodulinu ziskané at’ uz rentegnovou
difrakci nebo NMR spektroskopii.

Pro stanoveni konformac¢nich zmén tohoto proteinu v piitomnosti a nepfitomnosti
jeho ligandu bylo nejprve nutné pievést kalmodulin do prostiedi neobsahujici zadné
vapenaté, ani jiné dvojmocné kationty. Kalmodulin je schopen vézat i jiné ligandy,
napiiklad kationty hofecnaté,” nebo olovnaté, jejichz vazby se vyuzivaji pii strukturnich
anal}'IZéch.SO Dialyzou roztoku proteinu do pufru, obsahujiciho pouze jednomocné kationty
sodiku, byl rozpustény protein zbaven veskerych dvoumocnych nezadoucich kationtt.
Dialyza¢ni pufr navic obsahoval podil ethylenglykoltetraoctové kyseliny, ktera jakozto
chelatac¢ni ¢inidlo ma vysokou afinitu pro dvojmocné kationty. Rozdélenim roztoku
kalmodulinu na dvé poloviny a pfidanim definovaného mnozstvi vapenatych kationtii
k jedné z nich byla pfipravena reakéni prostiedi pro sitovaci reakce. V reakénich smésich,
neobsahujici vapenaté kationty byla navySena koncentrace kationtd sodnych z divodu
zachovani ptfiblizné stejné iontové sily v obou reakénich podminkach.

Reakce s ¢inidly pro chemické zesiténi probihala v roztoku o pH 7,5. Tato hodnota
je kompromisem mezi pH fyziologického roztoku a hodnotami pH optimalnimi pro
rychlou, selektivni reakci pouZitych ¢inidel s primarnimi aminy lysind. Se zvySujicimi se
hodnotami pH sice roste reaktivita Cinidel, ale protein by byl sitovan v podminkach ne
zcela odpovidajicim jeho pfirozenému prostredi.

Pro ureni pfesné pozice Cinidlem modifikované aminokyseliny v sekvenci je
nutné, predev§im v piipadech, kdy v procesu analyzy produktli neprobihd v hmotnostnim
spektrometru fragmentace iontli, dokonale chemicky nebo proteolyticky rozstépit protein
na co nejmensi peptidy. ProtoZe sitovaci reakce poskytuje v riznych reakénich prostiedich
odli$né produkty, je tento krok jeden z kliCovych v celé kvantifikaéni analyze. B&Zné
vyuzivana technika $té€peni produkta sitovaci reakce po elektroforetické separaci, kdy se
proteasa pfidava k proteinim fixovanym v gelu, dostate¢né nespliiuje vySe popsany
pozadavek. Proteolytickym S§tépenim proteinu v gelu totiz nelze vzdy dosahnout,

pfedevS§im ze sterickych dlvodl, uspokojivych vytézkli. Navic extrakci rozSt€penych
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peptidi z gelu nelze provést zcela kvantitativné, coz je ovSem pro stanoveni poméru
deuterované a nedeuterované komponenty ve vysledné izotopové obalce prislusného
produktu nezbytné. Vzhledem ke vzniku riznych produktt reakce v ptislusnych
prostiedich (Obrazek €. 6, str. 29) by smés zesitovanych proteinti obsahujici slozku
s deuterovanym a nedeuterovanym ¢inidlem musela byt selektovana z gelu jako celek,
nikoli po jednotlivych prouzcich (produktech), jak je tomu bézné. AvSak diky tomu, ze
charakterizace produktd sitovacich reakci neprokézala vznik zddnych vyssich komplexi,
mohlo byt Stépeni provaddéno piimo v roztoku, coz mélo pozitivni vliv jak na aktivitu
proteasy, tak na celkovy vytézek produkti.

Nalezena zesiténi, ktera jsou unikatni pro cinidlo o vétsi délce spojovaciho
raménka, nam poskytuje cennou informaci o vzdalenosti zesiténych lysini. Navic lze
kvantifikaci spojeni dvou konkrétnich aminokyselin obéma pouzitymi ¢inidly ziskat cenné
informace o dynamice proteinu v blizkosti modifikovanych aminokyselin.

V pribéhu vypracovani této prace byla zvefejnéna publikace kolektivu
J. Rappsilbera®, ktera se zabyva obdobnou problematikou. Prace tohoto kolektivu se
taktéz zabyva vyuzitim izotopov€ znacenych cinidel s naslednou kvantifikaci vzniklych
produktii, jejim cilem vSak nebylo studium konformacnich zmén, nybrz rozdil v poctu
unikatnich zesiténi a zastoupeni obou forem c¢inidla ve vysledné izotopové obalce pfi
rizném pocate¢nim reakénim molarnim poméru znaceného a neznaceného Cinidla. Jejich
vysledky potvrzuji i ndmi pozorovany jev, kdy pomér deuterované a nedeuterované
komponenty analytu odpovidd molarnimu poméru téchto ¢inidel v pocatecni reakéni smési.

Obe¢ prace vsak vykazuji velky potencial pro dalsi rozvoj této techniky
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8. Zavér

e Protein kalmodulin byl pted reakcemi s ¢inidly chemického zesiténi pieveden do
prostiedi S jasné definovanymi koncentracemi jeho ligandu a hodnotami pH
pfiblizné odpovidajicim fyziologickému roztoku.

e Opakovanym $tépenim produktl sitovaci reakce proteasou trypsinem byla ziskédna
smés nejmensich moznych zesiténych peptidii, na které je proteasa schopna protein
rozstépit.

e Smés peptidl byla separovana pomoci HPLC a analyzovana pomoci FT-ICR MS.

e S pomoci softwarového vybaveni byly identifikovany tii intrapeptidova spojeni,
vznikajici v pfitomnosti ¢inidla DSS 1 DSG.

e |dentifikovana byla rovnéz Ctyii zesiténi interpeptidova. Z nichz dvé vznikala
pouze reakci s ¢inidlem DSS.

e S vyuzitim izotopove znacenych Cinidel a vypocetnich algoritmli programu mMass
byly kvantifikovany konformaéni zmény indukované vazbou kationtu vapniku do

ligand vézajicich mist proteinu kalmodulinu.
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