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Abstrakt

Bakterialni protein  WrbA zE. coli je zakladajicim c¢lenem nové rodiny FMN
dependentnich NAD(P)H oxidoreduktas, tvofici funk¢ni i strukturni vyvojovy stupen mezi
bakteridlnimi flavodoxiny a nékterymi savéimi NAD(P)H:chinon oxidoreduktasami.
Z téchto dtivodl je protein WrbA v posledni dobé¢ intenzivné studovan pomoci riiznych
analytickych metod i pocitacovych simulaci. Protein WrbA participuje na ochrané bun¢k
pted oxidativnim stresem, piesna funkce proteinu WrbA in vivo je vSak stale neznama.
Protein WrbA tvofi v roztocich multimery, v uM koncentracich se pfi nizkych teplotach
(4 °C) nachazi ve form¢ dimeru, s rostouci teplotou tetramerizuje. Dostupné trojrozmérné
krystalové struktury obsahuji informace pouze o tetramerni formé proteinu, dimerni forma
dosud nebyla strukturné charakterizovana.

Tato prace byla zaméfena na studium dynamického chovani proteinu Vv roztoku
metodami vodik-deuteriové vymény a chemického sitovani s néslednou analyzou
hmotnostnim spektrometrem S vysokym rozliSenim (FT-ICR). Sledovano bylo chovani
proteinu v zavislosti na vazbé kofaktoru FMN nebo zménach teploty a koncentrace.
Analyzou dat z vodik-deuteriové vymény byly =ziskdny informace 0 pfistupnosti
rozpoustédla a dynamice pro kompletni sekvenci proteinu. Popsan byl stabiliza¢ni vliv
kofaktoru na tetramerni strukturu proteinu, nalezeny byly ovSem i velice flexibilni oblasti
aminokyselinové sekvence napfi¢ vSemi experimentalnimi podminkami. Flexibilita ¢asti
sekvence byla potvrzena chemickym sitovanim. Kombinaci dat ziskanych vodik-
deuteriovou vyménou a chemickym sitovanim bylo navic uréeno rozhrani vzniku dimeru

Vv roztocich apoproteinu.

Klicova slova: hmotnostni spektrometrie, konformace proteinu, chemické zesiténi, vodik-
deuteriova vymeéna, protein vazajici tryptofanovy represor



Abstract

Bacterial protein WrbA from E. coli is the founding member of a new family
of FMN-dependent NAD(P)H oxidoreductases, forming a functional and structural bridge
between bacterial flavodoxin and certain mammalian NAD(P)H:quinone oxidoreductase.
For these reasons, protein WrbA is recently intensively studied using various analytical
and computing methods. Protein WrbA participates in the protection of cells against
oxidative stress, but precise function of the protein WrbA in vivo is still unknown. Protein
WIrbA forms multimers in solutions. In uM concentrations and at low temperature (4 °C)
the protein is in the form of a dimer, with increasing temperature becomes tetrameric.
Available three-dimensional crystal structure contains the information about the tetrameric
form of the protein, the dimeric form has not been structurally characterized.

This thesis was focused on the study of the dynamic behavior of protein WrbA in
solution using methods of hydrogen-deuterium exchange and chemical cross-linking
followed by mass spectrometric analysis with high resolution (FT-ICR). Behavior of the
protein was monitored according to the presence of cofactor FMN. Effect of temperature
and protein concentration was also studied. Hydrogen-deuterium exchange provided
information about solvent accessibility and dynamics of the entire protein sequence.
Cofactor stabilizing effect on the structure of the protein tetramer was described, however,
very flexible regions of the amino acid sequences were also found across all experimental
conditions. Flexible parts of the sequence were confirmed by chemical cross-linking.
Interface of dimer formation in apoprotein solution was also designed combining data

obtained by hydrogen-deuterium exchange and chemical cross-linking. (in Czech)

Key words: mass spectrometry, protein conformation, chemical cross-linking, hydrogen-
deuterium exchange, Tryptophan repressor binding protein
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1. Seznam zKkratek

ACN
BCA
CD
CID
DMSO
DMTMM
DSGdO
DSGd4
DSSd0
DSSd4
DTT
EDC
ESI
FAB
FT-ICR
H-D
HEPES
HPLC

LC-MS

LDS
MALDI

MES
Met10
MS/MS
NHS
NMR
PAGE
PDB ID
ORF
rpm
SDS
TrpR
WrbA

Acetonitril

Bicinchoninova kyselina

Cirkularni dichroismus

Kolizi indukované disociace

Dimethylsulfoxid
4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholinium chlorid
Disukcinimidyl glutarat

Disukcinimidyl glutarat, 4x deuterovany

Disukcinimidyl suberat

Disukcinimidyl suberat, 4x deuterovany

1,4-dithiothreitol
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid hydrochlorid
lonizace elektrosprejem (electrospray ionization)

Ionizace kolizi s urychlenymi atomy (fast atom bombardment)
Iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci
Vodik—deuteriova vyména
4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonova kyselina
Vysokoucinna kapalinova chromatografie (high-performance liquid
chromatography)

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

Methionin v pozici 10

Tandemova hmotnostni spektrometrie

N-hydroxysukcinimid

Nuklearni magneticka rezonance

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Identifikaéni kod struktury v Protein Data Bank®

Otevieny Cteci ramec (open reading frame)

Pocet otacek za 1 minutu

Dodecylsulfat sodny

Tryptofanovy represor

Protein vézajici tryptofanovy represor

(Tryptophan represor binding protein A)



2. Teoreticky uvod

2.1 Protein

Protein vazajici tryptofanovy represor (angl. Tryptophan represor binding protein A) je
historicky nazev pro 21 kDa velky, ve vodé rozpustny protein z Escherichie coli. Protein je
taktéZ oznaCovan zkratkou WrbA, odvozenou z anglického nazvu. Protein byl poprvé
charakterizovan vroce 1993 Yangem a Somervillem?, kterym se podafilo izolovat
a osekvenovat gen, z né¢hoz byla odvozena 198 aminokyselin dlouha sekvence. Protein
WrbA byl popsan jako protein produkovany béhem stacionarni faze bunééného cyklu
bakterialni bunky, kopurifikovany a koprecipitovany spolecné s tryptofanovym
represorem?. Z experimenti, ve kterych byla porovnavana zm&na mobility tryptofanového
represoru (TrpR) v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti a nepfitomnosti proteinu WrbA
a z nasledného porovnani miry protekce DNA pted ¢innosti endonukleasy, bylo usouzeno,
ze proteiny WrbA s TrpR spolu nejen interaguji, ale navic tato interakce zvySuje afinitu
TrpR k DNAZ

Vysledky téchto experimentli daly vzniknout dodnes pouzivanému nazvu tohoto
proteinu. PrestoZze bylo pozd¢jsimi experimenty prokazano, ze interakce proteinu WrbA
s tryptofanovym represorem je zcela nespecificka a afinitu TrpR k DNA nikterak

neOVliVﬁuje3, je ptvodné zvoleny nazev stale pouzivany.

2.1.1 Sekvenéni porovnani

V prvni polovin¢ devadesatych let minulého stoleti doslo k rozvoji informacnich
technologii, vyuzitelnych pro studium biomolekul. V soucasnosti bézné vyuzivané webové
sluzby, jako napiiklad algoritmus BLAST nebo sekvenéni porovnavani proteint, se V té
dobé teprve rozvijely. Ve snaze objasnit funkci a ziskat o proteinu dosud neznamé
strukturni informace, byly moznosti vypocetnich algoritmii vyuzity i v pfipad¢ proteinu
WrbA. Aminokyselinova sekvence proteinu WrbA byla porovnana vypocetnim
algoritmem FASTA se sekvencemi vSech proteinii zaznamenanych v té dobé v databazi
SwissProt.* Nejvyssi shodu s proteinem WrbA vykazoval teoreticky protein Ycp4, ktery
muze vzniknout posunem ¢teciho ramee (ORF) chromozomu 111 kvasinek Saccharomyces
cerevisiae. Jak protein WrbA, tak Ycp4 obsahuji na C-konci fetézce sekvenéni motivy,
které mohou tvofit supersekundarni strukturu helix-smycka-helix. Tento strukturni motiv

je zastoupen v siroké Skale proteini a jednou z funk¢énich vlastnosti téchto proteinu je



i vazba DNA (napf. transkripéni faktory). Vznikla tak domnénka, Ze proteiny WrbA
a Ycp4 mohou byt soucasti helix-smycka-helix DNA vazebné rodiny proteinﬁ4.

Na tuto avahu reagovali Koonin a Bork sd&lenim®, ve kterém odkazovali na svoji
diivéjsi genetickou studii kvasinkového chromozomu III s vyuzitim rtznych ctecich
ramct. Porovnanim teoretického proteinu Ycp4d (ORF systematické nazvoslovi gen
YCRO004C) srealnymi proteiny dosli ke zjisténi, Ze nejen teoreticky Ycp4, ale i protein
WrbA obsahuji ¢asti sekvence téméf totozné s vaznymi misty kofaktoru flavin

mononukleotidu (FMN) v n¢kolika znamych flavodoxinech® (Obr. 1).

FMN binding
[ i ]

sec. struct bbbbbbb  hhhhhhhiihhhhhhh  bbbbhhhh bbbbbbbb bbb

consensus ..UU,.8..6....&R..V. . .&....G.. V... . &....... ... U.UFG....6G. Ga..&....

Ycrdc Sc¢ 3 IATIITYSTYGHIDVLAQAVKKGVEAAGGKADIYR-VEETLPDE 23 EYDAFLFGVPTRFGN 75 PWGAGTLAGP 75 P25349sp
p25 Sp 6 VAIVIYSTYGHVVKLAEAEKAGIEKAGGKAVIYQ-FPETLSPE 22 QYDAFLPGYPTRYGT 79 SWGAGSYAGA 28 P30821sp
WrbA Ec 3 VLVLYYSMYGHIETMARAVAEGASKVDGAEVVVKRVPETMPPO 21 DYDAIIPGTPTRPGN 76 PYGATTIAGG 30 M99166sp
EST rice ? IYIVYYSMYGHVAKLAEEIEKGASSVEGVEVKLWQVPETLSDD = -====-=--======  =ceccoee-- D28297gb
Flav Me 1 VEIVYWSGTGNTEAMANEIEAAVKAA-GADVESVRFEDTNVDD 36 GKKVGLPGSYG-WGS 12 DTGATVIGTA 22 P00321sp
Flav Cm 0 MKIVYWSGTGNTEKMAELIAKGIIES-GKDVNTINVSDVNIDE 36 GCKKVALPGSYG-WGD 12 GYGCVVVETP 22 P00322sp
Flav Ds 3 SLIVYGSTTGNTETAAEYVAEAFENK-EIDVELKNVTDVSVAD 3 GYDIVLPGCST-WGE 51 KMGAVVIGDS 25 P18086sp
Flav Dd 3 VLIVFGSSTGNTESIAQKLEELIAAG-GHEVTLLNAADASAEN 3 GYDAVLPGCSA-WGM S1 ELGATIIAEG 23 P26492sp

MioC Ec ITLISGSTLGGAEYVAEHLAEKLEEAG P03817sp
P450red hum AAVPFGSQTGTAEDFAYRPSTEAKANF S29123PIR
NOs hum ATILYGSETGRAQSYAQQOLGRLFRKAF P29474sp
CysdJ Ec VTLISASQTGNARRVAEALRDDLLAAN FP14782sp
YihB Ec TLILFSTRDGOQTREIASYLASELKELG P27863sp

Obr. 1 — Sekven¢ni porovnani proteinu WrbA se znamymi flavodoxiny

prevzato z reference’

Na sdéleni o teoretickém vazném misté pro FMN v sekvenci proteinu WrbA>
zareagovali autofi novym sekvenénim porovnanim proteinu WrbA sjiz strukturné
i biochemicky popsanymi flavodoxiny (PDB ID: 1FLV, 10FV, 2FCR, 1FX1, 4FXN)’.
Tato in silico analyza prokazala, ze sekvence vSech proteinovych fetézcu si jsou podobné
a hojn¢ obsahuji i1 identické tuseky. Predikce sekundarni struktury aminokyselinové
sekvence proteinu WrbA ukazala velmi vyznamnou shodu s jiz vyfeSenymi strukturami

flavodoxinu.
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http://www.uniprot.org/uniprot/P25349
http://rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=1FLV
http://rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=1OFV
http://rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=2FCR
http://rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=1FX1
http://rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=4FXN

2.1.2 Flavodoxin WrbA
Flavodoxiny jsou bakteridlni proteinové elektronové pienasece vyuzivajici FMN jako
kofaktor. Strukturni uspofadani flavodoxint je klasifikovano jako tzv. ,,a/p twisted open
sheet” supersekundarni struktura, kdy hydrofobni jadro proteinu tvoii pét vuci sobé
stacejicich se paralelnich p-listi. Kazdy B-list je zpravidla zakoncen smyckou
nasledovanou helikalni strukturou (Obr. 2 A). Vazné misto kofaktoru v proteinech,
slozenych do takovychto trojrozmérnych utvarli, byva nejcastéji lokalizovano na C-
koncich B list, kde se na interakci s kofaktorem podileji smycky, spojujici B struktury
s a helixy®. Nejinak je tomu tak i v piipadé flavodoxinu z Clostridium beijerinckii, jehoz
krystalové struktura je na Obr. 2 B,

Protein WrbA se od flavodoxini 1isi aminokyselinovou sekvenci v oblasti helixu a4

a piedevsim pak vloZenymi sekvence helixii o’ a o6 a jejich okoli'®**

, atypickymi pro
znamé flavodoxiny (Obr. 2 B a C). V souvislosti s timto faktem bylo zavedeno oznaceni
pro rodinu proteind podobnych flavodoxinim (flavodoxin-like), jejiz je protein WrbA
hlavnim predstavitelem. Proto je tato skupina proteinti rovnéz oznacovana jako rodina

proteinu WrbA (WrbA family)*.

A

Obr. 2 — Sekundarni a terciarni struktura flavodoxini a ustalené znaceni segmenti
sekundarni struktury proteinu WrbA

A — schéma segmentii sekundarni struktury flavodoxinii, pievzato z reference®;

B — krystalova struktura flavodoxinu z Clostridium beijerinckii (PDB ID: 2FOX);

C — konven¢ni znaceni a Cislovani tseki sekundarni struktury proteinu Wrba, pievzato
z reference™
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http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=2FOX

2.1.3 Experimentalni studie proteinu WrbA

Po nékolika teoretickych analyzach se stal protein WrbA objektem zajmu také praci
experimentalnich. Prace Grandori a kolektivu v roce 1998° experimentalng dokézala roli
FMN jako fyziologického kofaktoru proteinu WrbA. Touto publikaci byly rovnéz
vyvraceny zavéry o specifické interakci WrbA s TrpR®. Mezi proteiny WrbA a TrpR
k interakci sice dochazi, ovsem stejny efekt byl pozorovan i pro smés proteini BSA
a TrpR. Interakce TrpR s WrbA neni specificka, ale vysvétluje se tzv. mechanismem
snizovani povrchu polymerd v roztoku (angl. volume excluded mechanism)®. Zvyseni
vazného efektu TrpR v interakci s WrbA k DNA, jaké popisovali diive Somerville a Yang?
vsak jiz pozorovano nebylo®. Tato rozsahla studie prinesla dalsi vysledky, a to zejména
pozorovani multimerizace proteinu WrbA v roztoku, kterou umocnuje piitomnost FMN.
Kombinaci dat ziskanych analytickou centrifugaci, gelovou filtraci a naméfenim CD
spekter proteinu WrbA dosli autofi k zavéru, Ze v roztocich protein WrbA rychle pfechazi
mezi svou dimerni a tetramerni formou, Vv zavislosti na koncentraci proteinu a vlastnostech
prostfedi.3 Protoze typické flavodoxiny multimerni stavy netvofi, autofi v souladu
s predchozi teoretickou praci’ predpokladali, Ze za multimerizaci je odpovédna pravé ast
sekvence ozna¢ovana jako helix 04, ktera se od typickych flavodoxind sekven¢né lisi®.

V roce 2004 byla sledovana genové exprese V E. coli zavisla na ¢innosti > podjednotky
RNA polymerasy. RNA polymerasovéa o° podjednotka kontroluje expresi ur€itych genti
v reakci na nutricni, ¢i jiny vnéjsi stres. Mezi geny kontrolované timto mechanismem patii
i gen pro protein WrbA. Z toho je ziejmé, ze¢ WrbA neni protein produkovany pouze
ve stacionarni fazi bunééného cyklu bakterie, ale k jeho expresi dochazi i v podminkach,

kdy je organismus vystaven vng&jsimu stresu®.
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2.1.3.1 Analyticka ultracentrifugace proteinu WrbA

Vliv koncentrace a teploty na multimerizaci proteinu WrbA byl v nedavné dob¢ sledovan
pomoci analytické ultracentrifugace. Méfeni byla provedena RNDr. Ondfejem Vankem,
Ph.D. pisobicim na Katedie biochemie Pfirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy
v Praze (dosud nepublikovano). Z vysledku analyzy vyplyva, ze pii teploté 5 °C (Obr. 3 str
A nahofe) se protein vroztoku nachazi ve dvou multimernich stavech — dimernim
i tetramernim. Se snizujici se poc¢atecni koncentraci se podil dimeru zvysuje. Stavu, kdy je
pomér koncentraci dimeru a tetrameru v roztoku roven jedné (Kp), protein dosahuje pii
koncentraci, odpovidajici ptiblizné¢ SuM monomeru. Pii koncentraci proteinu odpovidajici
1uM monomeru se protein v roztoku nachazi pouze ve formé dimeru. Naopak pfi teploté
20 °C (Obr. 3 A dole) se protein vyskytuje vyhradné¢ ve formé tetrameru pii vSech
sledovanych koncentracich. Holoprotein WrbA (vdzané FMN) se vyskytuje rovnéz ve
formé¢ tetrameru, a to pii obou teplotach a vSech sledovanych koncentracich. (Obr. 3 B).
Na zaklad¢ ultracentrifugacnich analyz byly stanoveny vychozi experimentalni podminky

pro tuto diplomovou praci.
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Obr. 3 — Experimenty analytické ultracentrifugace
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2.1.4 Enzymova aktivita WrbA

Vyse zminéna prace, sledujici produkci proteinu Wrba pfi stresovych podminkach se stala
voditkem k popsani oxidoreduktasové aktivity'. Zarovei byla pro protein WrbA
provedena nova in silico sekvenc¢ni analyza. Po nékolikastupniovém kriterialnim tfidéni byl
z 30 vybranych sekvenci WrbA podobnych proteinii sestaven prvni fylogeneticky strom
rodiny WrbA, ktera v té dob¢ citala pies 200 zastupct napii¢ riznymi druhy organismda.
Mezi nimi bylo nalezeno i osm NAD(P)H:chinon oxidoreduktas z organismt spadajicich
do tfid hub a zelenych rostlin. To bylo impulsem pro prvni enzymovou charakterizaci
protein WrbA. Uginnost pienosu elektront proteiny WrbA na rizné akceptory byla
mefena spektrofotometricky pfi 340 nm. Jako donor elektronii byl pouzit NADH.
Nameétené hodnoty specifické aktivity proteinu v zavislosti na elektronovém akceptoru
popisuje Tab. 1. Schopnost redukovat oxidované formy chinoidnich latek podporuje teorii

. o L e 13,15
o roli proteini WrbA v obrané pied oxidativnim stresem

. Enzymova aktivita WrbA
proteini je vrozsahu 2-3 jednotek pH konstantni, avSak protein je aktivni pouze

v piitomnosti FMN, jehoZ vazba je na pH zavisla™,

Tab. 1 - Specifické aktivity proteini WrbA z E. coli a A. fulgidus

Avg sp act (U* mg ') = SD

Electron acceptor
WIbAL o WIDAL fidus

1,4-Benzoquinone 990 = 30 25,000 = 850
1,4-Naphthoquinone 560 =30 8,900 = 260

Menadione 430 = 10 1,300 = 10
2,3-Dihydroxy-5-methyl-1.4-benzoquinone 930 = 60 6,700 = 140
Potassium ferricyanide 50=1.6  1.400 =80
Dichloroindolphenol 160 = 3.0 1,400 =70

¢ Micromoles of NADH oxidized per minute.

Pozn.: Aktivitni experimenty byly vzhledem k rozdilnym Zivotnim teplotnim optimim obou
organismtl provadény pii rtuznych teplotach. Archaeoglobu fulgidus je hypertermofilni sulfat
redukujici bakterie spadajici do taxonomické domény Archea. Pievzato z reference”.

Skute¢nost, ze protein WrbA disponuje oxidoredukéni aktivitou, vyuzili Noll a kolektiv
ve své studii elektrochemickych vlastnosti proteinu, kdy pfenos elektronti na protein byl
zajistén flavinem modifikovanou zlatou elektrodou. Autofi Vtéto praci popisuji
mechanismus vymény elektronti jako dvoukrokovy, kdy rychlost pienosu prvniho
elektronu je krokem urc¢ujicim rychlost reakce. U proteinu WrbA vSak dochazi k jevu,
ktery je v kontrastu s chovanim obdobnych flavodoxind. U bakteriadlnich flavodoxind je
akceptor stabilni v takovém stavu, kdy je redukovana pouze jedna funkéni skupina

(semichinon). Naproti tomu v pfipad¢ proteinu WrbA je stabilni az pIné redukovana forma
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akceptoru. Timto chovanim protein WrbA piipomina spise FAD dependentni eukaryotické
oxidoreduktasy, jakou je naptiklad sav¢i NAD(P)H:chinon oxidoreduktasa Nqol, znama
té7 jako DT-diaforasa™.

2.1.5 Krystalové struktury proteini WrbA rodiny

Funkce vSech proteini souvisi S jejich trojrozmérnou strukturou, diky které aminokyseliny
ziskavaji prostorovou konfiguraci, nezbytnou pro jejich ¢innost. Strukturni informace
o zastupcich rodiny WrbA byly dlouhou dobu odvozeny pouze zaminokyselinové
sekven¢ni podobnosti proteinti rodiny WrbA s flavodoxiny a vykazovaly pouze teoreticky
charakter.

Prvni krystalova struktura zastupce vyse zminéné rodiny proteint byla objasnéna v roce
2005'. Cilovymi molekulami této strukturni analyzy byly proteiny WrbA z organismil
Deinococcus radiodurans a Pseudomonas aeruginosa. S proteinem WrbA z E.coli maji
proteiny z obou zminénych organismii sekvenéni identitu necelych 40 %, zatimco mezi
sebou jsou identické pouze z 29 %. Oba proteiny byly krystalovany jak v apo- (bez FMN)
tak v holoforrm¢ (s FMN). RozieSeni krystalovych struktur potvrdilo pfedpokladanou
supersekundarni strukturu monomeru podobnou flavodoxinim, tzv ,,a/f twisted open
sheet”. Jak apo- tak holoforma krystalovaly jako homotetramery, které vznikly nejspise
jako dimer dimerl, kdy jednotlivé homodimery vznikaji interakcemi helixu o4. Tato
skute¢nost nebyla do té doby u flavodoxini popsana. FMN byl vazan k monomeru
proteinu v poméru 1:1 v mistech, ktera byla diive predikovana®. Krystalové struktury dale
odhalily vazna mista kofaktoru, ktera Se nachazi na povrchu molekuly v blizkosti
dimeriza¢niho rozhrani. Rozdily apo- a holoproteinu v terciarni a kvartérni struktufe jsou
ovSem zanedbatelné. Zavérem autofi definitivné vyvratili teorii?, podle které protein WrbA
interaguje s tryptofanovym represorem.

Prvni krystalograficka strukturni studie proteinu WrbA z E.coli byla provedena v roce
2007, Protein byl krystalovan pouze ve formé s navazanym FMN, aviak v reakci na
publikaci Patridge a Ferryho', popisujici protein WrbA jako NAD(P)H:chinon
oxidoreduktasu, byl protein krystalovan i v piitomnosti elektronového donoru NADH
a akceptoru v podobé 1,4-benzochinonu. Lokalizaci FMN vazaného v aktivnim misté

spolecné s elektronovym donorem, respektive akceptorem znazornuje Obr. 4 str. 16.

15



o . \_\
Obr. 4 — Vazné misto FMN proteinu WrbA

A — pozice FMN (oranzov¢) a donoru elektronu NADH (zluté); B — akceptor elektronu
1,4-benzochinon (fialove); odstiny modré — rizné podjednotky proteinu WrbA, PDB ID:
3B6J (A) a 3B6K (B)

Prozatim posledni publikovana krystalova struktura, vyznacujici se téméf atomickym
rozliSenim 1.2 A, byla vyfeSena vroce 2013". Krystal, difraktujici s takto vysokym
rozliSenim, se autorim podafilo piipravit diky zaméné flavin adenindinukleotidu (FAD)
misto FMN jako kofaktoru. Mapa elektronové hustoty ve vazném misté a jeho tésném
okoli byla relevantni pouze pro isoaloxazinovou cast kofaktoru. Proto je ve vysledné
struktute jako kofaktor vyobrazen pouze FMN, ackoli byl pii krystalizaci pouzit FAD.
Vysoké rozliseni umoznilo poprvé v historii pozorovat diive predikovanou konformaci
isoaloxazinového kruhu zvanou propeler twist, kdy jeho atomy nelezi v jedné roviné
(Obr. 5, str. 17). Poprvé byla diky vysokému rozliSeni popsana oxidace methioninu
v pozici 10 (Metl0). Oxidace Metl0 je vazana pouze na piitomnost kofaktoru ve
vazebném misté, coz bylo potvrzeno tandemovou hmotnostné spektrometrickou
analyzou'’. B&hem purifikadnich procesti protein WrbA ztraci sviyj fyziologicky navazany
kofaktor a vysledny precistény produkt se vyskytuje pouze ve formé apoproteinu. V takto
pfipraveném proteinu neni oxidace Metl0 pfitomna, a to dokonce po dobu nékolika
mésicu, prestoze purifikace a manipulace s proteinem probihaly za pfistupu vzdusného
kysliku. Po pfidani flavinového kofaktoru K apoproteinu lze pozorovat plné oxidovany

Met10 jiz po pé&tihodinové inkubaci®®.
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Obr. 5 — Konformace FMN oznacovana jako propeler twist

Jak jiz bylo popsano v kapitole 2.1.4 str. 14, protein WrbA se zda byt funkénim
mezistupném Vv evoluci oxidoreduktas, spojujicim bakterialni FMN dependentni
jednoelektronové flavodoxiny a dvouelektronové FAD dependentni NAD(P)H:chinon
oxidoreduktasy z vysSich organismii. Poziénim porovnanim trojrozmérnych krystalovych
struktur bylo zjisténo, Ze podobnost proteinu WrbA s kratkymi bakterialnimi flavodoxiny
a sekventné¢ del$imi eukaryotickymi oxidoreduktasami neni pouze funkcni, ale |

strukturni®® (Obr. 6).

Obr. 6 — Prostorové strukturni porovnani proteinu WrbA

A — porovnani proteinu WrbA (zelené) s flavodoxinem (Cervené) z Desulfovibrio vulgaris
B — protein WrbA (zelené) se savcéi NAD(P)H:chinon reduktasou (¢erven¢); PDB 1D:1J8Q
a 1QRD, pievzato z reference®
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Role proteinu WrbA v organismech je stale pfedmétem vyzkumu. Casteéné by na
otazku fyziologické funkce tohoto proteinu mohla odpovédét studie chovani proteinu
Vv roztoku, predev§im dynamiky vzniku a udrZzeni dimer-tetramerni rovnovahy nebo dil¢i
konformacni zmény struktury v zdvislosti na sledovanych podminkach. Prestoze
krystalové struktury detailné mapuji celou strukturni hiearchii konfigurace proteinového
fetézce, informace o dynamice proteinu tyto struktury neobsahuji. Idealni metodou
s vysokym prostorovym rozliSenim, ktera umoziuje sledovat dynamiku proteinu v roztoku,
je nuklearni magneticka rezonance (NMR.) Kvuli velikosti tetrameru pies 80 kDa je vSak
takovéto métfeni béznymi metodami NMR takika neproveditelné. K ziskdni informaci
o konformacnich zménach, pfistupnosti solventu ¢i celkové dynamice proteinu lze vyuzit
alternativni metody studia velikosti, tvaru a struktury molekul, jakymi jsou napiiklad
analyticka ultracentrifugace?® nebo metody vyuZivajici hmotnostni spektrometrii, jako

jontova mobilita®!, vodik-deuteriova V}'/ménazz, & chemické sitovani®,
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2.2 Metody vyuzivajici hmotnostni spektrometrii ke studiu

struktury biomolekul

Studium proteinovych struktur tradi¢nimi metodami rentgenostrukturni analyzy a NMR
s sebou nese jistd omezeni. Rentgenostrukturni analyza je limitovana nutnosti pfipravit
biologického materialu. Dalsi nevyhoda tkvi v tom, ze proteiny mohou v krystalové miizce
vlivem krystalografickych kontaktid s ostatnimi molekulami zaujimat jiné, nez fyziologické
konformace?®. Nutno podotknout, Ze biomolekuly v krystalu nejsou zcela rigidni, protoze
se Vvjejich tésné blizkosti nachdzi nezanedbatelné mnozstvi vody, kterda umoziuje
biomolekule v krystalu urcitou flexibilitu. Z ¢asti je tato flexibilita zahrnuta ve veli¢ing
zvané teplotni B-faktor.

Analyza pomoci NMR je sice provadéna v roztoku, avsak i zde je nutné piipravit velké
mnozstvi Cisté, izotopové znacené formy proteinu, ktera bude obsahovat jadra atomu
s nenulovym jadernym spinem. Problémem pii m&feni NMR spekter byva obvykle ¢asova,
¢i teplotni nestabilita méfeni molekuly, nebot’ ziskani kompletniho objemu dat trva casto
1 tydny. V posledni dobé se proto stale Castéji vyuzivaji alternativni ptistupy k fesSeni
proteinové struktury, jako naptiklad malothlovy rozptyl rentgenovych paprskd, Kkryo-
elektronova mikroskopie nebo Ramanova spektroskopie. Dalsi alternativou ke studiu
struktury biologickych makromolekul je vyuziti hmotnostni spektrometrie.

Ackoli je hmotnostni spektrometrie jako analytickda metoda znama vice nez 100 let,
robustni a vysokoenergetické¢ iontové zdroje neumoznovaly dlouhou dobu vyuzit tuto
metodu ke studiu biologicky vyznamnych makromolekul. Tradi¢ni ioniza¢ni techniku,
jakou je ionizace proudem elektroni (angl. electron impact), bohuzel nelze smysluplné
vyuzit ke studiu biomolekul.

Zavedeni nedestruktivnich ioniza¢nich technik koncem 80. let 20. stoleti umoznilo bez
nezddouci fragmentace ionizovat a nasledné analyzovat i biologické makromolekuly.
Nejvyuzivangj$imi takzvanymi mékkymi ioniza¢nimi technikami jsou ionizace laserem
v piitomnosti matrice (tzv. MALDI z angl. matrix assisted laser desorption/ionization)**®
a zejména pak ionizace elektrosprejem (ESI)?. Kombinaci m&kkych ioniza¢nich technik s
metodami chemického sitovani proteini nebo vodik-deuteriové vymeény, do té doby
vyuzivané pievazné v NMR, lze pomoci hmotnostni spektrometrie krom¢é primarni

struktury proteini (sekvence) popisovat i strukturu trojrozmérnou. Témito metodami lze
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ziskat informace o pfistupnosti rozpoustédla, dynamice molekul v roztoku, tvorbé
nadmolekularnich komplexi ¢i interakce receptoru s ligandy.

Nespornou vyhodou metod studia biomolekul pomoci hmotnostni spektrometrie je
moznost analyzovat vzorek za fyziologickych podminek. Tyto metody piedevsim
umoznuji sledovat biomolekuly v roztocich o velmi nizkych koncentracich analytu (fddové
mikromolarnich). Oproti tomu proces krystalizace a NMR experimenty vyzaduji mnozZstvi
1 koncentraci proteinu o nékolik fada vyssi. Takto vysoké koncentrace mohou ovlivnit
rovnovazny stav molekuly v roztoku, zejména u proteinu WrbA, jehoz multimerizace je
zavisla na koncentraci’. Dal§imi vyhodami hmotnostni spektrometrie jsou rychlost
akvizice a interpretace naméfenych dat. Strukturni data ziskana pomoci hmotnostné
spektrometrickych technik nesou nezastupitelné informace, piestoze zdaleka nedosahuji

prostorového rozliSeni rentgenové krystalografie ani NMR.

2.2.1 Vodik-deuteriova vyména
Princip vodik-deuteriové vymeény vyuziva jevu, kdy kovalentné vazané vodiky v molekule
proteinu, podléhaji ve vodném prostiedi kontinualni vyméné za vodiky z roztoku. Toho lze
vyuzit pii pouziti deuterium oxidu v nejvyssi mozné koncentraci jako rozpoustédla.
Vodiky jsou v zavislosti na piistupnosti rozpoustédla Vrizné mife vyménovany za
deuterium a ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem lze se zvySujici se deuteraci sledovat
hmotnostni posun proteinu nebo jednotlivych peptidl. Ve spojeni shmotnostnim
spektrometrem se ve vysoké mife vyuziva az od 90. let 20. stoleti, pfestoze pocatky této

V navaznosti na Pauligovu a Coreyho predikci vodikové vazby, jako hlavni interakce
umoznujici tvorbu a-helixu a B-Iistu”, vypracovali Lindestrem-Lang a Hvidt metodu, ktera
ptitomnost vodikovych vazeb v proteinech potvrdila. Metoda byla zalozena na vyméné
vodikt insulinu s 99,6% deuterium oxidem, ve kterém byl protein rozpustén. V uritych
Casovych intervalech byly zamrazeny jednotlivé frakce, které byly nasledné lyofilizovany
za snizeného tlaku v pfitomnsoti P,Os. Vysusené vzorky byly néasledné rozpustény v Cisté
vodé. Mnozstvi vyménéného deuteria bylo vypocitano z rozdilu hustot vody ¢isté a vody
s obsahem deuteria, vzniklé opétovnym rozpusténim deuterovaného proteinu 28,

Dale byl popsan jev, kdy dochazi v pritomnosti vzdusné vlhkosti k takzvané zpétné
vymeéné (z angl. backexchange) deuteria za vodik a také zménu miry deuterace v zavislosti
na experimentalni teploté, kdy vymeéna probihala pii rlznych teplotich s rGznou

kinetikou®®.
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2.2.2 Kinetika vyménné reakce

Vodiky biologické makromolekuly mohou byt vyménény za vodiky rozpoustédla tfremi
typy reakci podle zplsoby katalyzy. Jedna-li se o reakci Kkatalyzovanou protonem,
takzvanou kyselou katalyzu, rychlost je ur¢ena konstantou druhého fadu ky+. Analogicky
muze byt reakce katalyzovana hydroxidovym aniontem s bazickou rychlostni konstantou
kou- nebo pouze molekulami vody (ky,o). Celkova kinetika k. vymény je souctem

piispévki vsech tii typl katalyz, jak popisuje Rovnice (D%,
kr = kH+ + kOH_ + kHZO (1)

Prispévek vymény katalyzované vodou je v porovnani s katalyzou protonem a
hydroxidovym aniontem mnohem nizsi, piestoze tato pomaléd reakce probiha neustdle pti

jakychkoli podminkéch.

2.2.3 Faktory ovliviiujici kinetiku vymény

Pti sledovani celkové miry deuterace mohou k vysledné hodnoté teoreticky pfispivat tii
typy vodika v zavislosti na atomu, se kterym sdileji vazbu. Vodiky vazané kovalentn¢ na
atomy uhliku podléhaji vodik-deuteriové vyméné velmi vzacné a lze je tedy s témér
absolutni jistotou vyloucit z moznych adeptii na deuteraci. Oproti tomu vodiky, vazané na
funkéni skupiny postrannich fetézcl se vyméinuji srozpoustédlem tak rychle, ze
Kk deuteraci téchto funkénich skupin dochazi témét okamzité. Stejnou rychlosti vSak
dochazi i ke zpétné vyméné deuteria za vodik a proto se na vysledné deuteraci ve vétSing
ptfipadli neprojevi. Poslednim typem vodikl vyskytujicich se v proteinech jsou vodiky
amidické, lokalizované na atomu dusiku peptidové vazby. Amidické vodiky se vyskytuji
u vSech aminokyselin s vyjimkou prolinu. Z hlediska kinetiky vymény jsou amidické
vodiky jediné, pro které Ize miru deuterace spolehliveé pozorovat.

Amidické vodiky jsou taktéz velmi dulezité z hlediska utvafeni sekundarnich struktur
proteinové patefe. Dusiky proteinové patefe jsou totiz donory vodikovych vazeb, které
zprosttedkovavaji amidické vodiky a jejichz akceptory jsou kysliky karbonyld jinych
aminokyselin nebo molekul vody. Tvorba vodikovych vazeb je také jednim z klicovych
faktord, ovliviigjicich rychlost vymény. Vodiky, participujici na téchto interakcich,
podléhaji vyméné mnohem pomaleji nez vodiky v nestrukturovanych castech proteinu
(Obr. 2).
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Rychlost deuterace amidickych vodiki je dale ovlivnéna pfistupnosti rozpoustédla
k danému tseku sekvence proteinu. Aminokyseliny hydrofobniho jadra proteini nebo
transmembranové useky membranovych proteini jsou deuterovany mnohem pomaleji

(¢asto dokonce viibec), nez ¢asti proteinli pfimo interagujici s rozpoustédlem.
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Obr. 7 — Vyména amidickych vodikii za deuterium

A — stav amidickych vodikl na poc¢atku vymény (vodiky barveny cerveng)

B - stav vymény v urcitém c¢ase od zahajeni vymény (deuterium znaceno zelen¢), vodiky
ve strukturovanych castech nepfistupnych rozpoustédlu se vyméiuji pomaleji nez
v ¢astech strukturovanych; ilustra¢ni obrazek

Velmi dilezitym faktorem, ovlivilujicim rychlost vymény, je z hlediska moznosti
vlastniho provedeni experimentu hodnota pH. Zavislost rychlosti vymény na pH lze

vyjadiit Rovnici (2)%
k; = ky+107PP + koy-10®PP~PKD) 4 ko, 2)

kde k. je celkova rychlostni konstanta vymény vodiku za deuterium, Ky je disocia¢ni
konstanta D,O, pD je korigovana hodnota pH pro deuterovany pufr (pD = pH + 0,4)*".
ky+ a kou- jsou rychlostni konstanty pro katalyzy kyselou a bazickou, ky, o je rychlostni
konstanta vymény katalyzované vodou. Je-li tato rovnice vynesena do grafu zavislosti
logaritmu celkové rychlostni konstanty v zavislosti na pH (Graf ¢. 1), 1ze jednoduse
odecist, ze rychlost vymény amidickych vodiki proteinové patete je nejnizsi v oblasti pH

mezi hodnotami 2-3*. Odchylenim od t&chto hodnot rychlost vymény prudce nardsta a to
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jak smérem k nizSimu, tak i vy$§imu pH. Mira ndrGstu rychlosti je zhruba 10x na jednu
jednotku pH. Proto se v experimentech vodik-deuteriové vymeény reakce zhasi rychlym
okyselenim reakéni smési na hodnotu pH 2,5. Sedé zbarvend oblast pH je v H-D
experimentech nejcastéji vyuzivana ke znaceni proteini a to jak z divodu velmi vysoké
rychlosti vymeény, tak ptevazné kvili hodnotam pH blizicich se piirozenému prostiedi

vyskytu sledovanych proteini.
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Graf €. 1 — Zavislost rychlosti vymény na pH

Pozn.: Sed€ vybarvena oblast odpovida nejcastéjsim hodnotam pH, pfi kterych je znaceni deuteriem
provadéno, vyména probihd nejnizsi rychlosti v oblasti kolem pH 2,5; pfevzato a upraveno z
reference®

Poslednim a taktéz velmi podstatnym faktorem ovliviiujicim rychlost vymény vodiku je
teplota, pti které reakce probihd. Tuto skute¢nost je zndma jiz z prvnich praci Lindestroma-
Langazg. Teplotni zavislost 1ze pro modelovy polyalaninovy peptid pii teplote 20 °C
vyjadiit Rovnici (3)%

~Eal7-oq]

ki(T) = k(293)e” & ©)

kde k. je rychlost vymény, T je teplota reakce, Ea je aktivaéni energie reakce a R je
univerzalni plynova konstanta. Aktivacni energie dosahuje pro rizné druhy katalyzy
odlisSnych hodnot. Pro nejcastéji vyuzivanou bazicky katalyzovanou reakci nabyva Ea
hodnoty 17 kcal/mol (71,128 kJ/mol). Z rovnice (3) vyplyva, ze snizenim teploty 0 10 °C

se snizi rychlost vymény pfiblizn¢ 2,8krat. I ovlivnéni reakéni rychlosti teplotou se
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vyuziva pfi zhaseni vymény. Po prudkém okyseleni reakce je roztok navic rychle ochlazen

nebo zamrazen. Tim se velmi razantng potladi zp&tna vyména deuterii za vodiky™.

2.2.4 Vyvoj metody vodik-deuteriové vymény

Informacni hodnota ziskand touto metodou byla dlouhou dobu omezena pouze na zjisténi
poméru vyménénych amidickych vodik a celkového poctu teoreticky Vyméniteln}'/chzg.
Pomér byl vypocitavan z rozdilu hustot ¢istého rozpoustédla a rozpoustédla s obsahem
deuteria, vzniklého opétovnym rozpusténim po zastaveni vymény lyofilizovaného
proteinu. Navic proces suseni a dlouhodoba manipulace v ptitomnosti vzdusné vlhkosti
podporovaly nezddouci zpétnou vyménu deuterii zpét za vodik. Z takto ziskanych dat
nebylo mozné lokalizovat pozici vyménénych vodikd.

Pocatkem 90. let 20. stoleti pfiSel s rozSitenim mékkych ioniza¢nich technik pro
hmotnostni spektrometrii i posun v oblasti H-D vymeény. Ionizace proteinu elektrosprejem
umoznila pozorovat konformaéni zménu, indukovanou denaturaci proteinu. V souvislosti
S rozvolnénim prostorové struktury dochézi k naristu celkové hmoty proteinu vlivem
vétsiho po¢tu vyménénych vodiki za deuterium a soucasné ke zvySovani ionizovatelnosti
molekuly®. Analyza produktu vyménné reakce pomoci hmotnostniho spektrometru sice
pfinesla vyznamny posun z hlediska pfesnosti a reprodukovatelnosti méfeni, nicméné
Vv oblasti prostorového rozliseni vymény zadna zména nenastala.

Spojeni kapalinové chromatografie a hmotnostniho spektrometru umoznilo vyuzit
kyselé aspartatové proteasy, zpocatku zejména pepsin, jako ndastroj ke zvySeni
prostorového rozligeni vyménénych amidickych vodika®. Aspartatové proteasy G&inng
Stépi v oblasti hodnot pH nizsich nez 3. Tato vlastnost je velmi dilezitd vzhledem ke snaze
potlacit zpétnou vyménu béhem analyzy, nebot’ rychlost vymeény (i zpétné) je v oblasti pH
2,5 nejnizsi (viz. 2.2.3, str. 22). Kromé pepsinu se dnes vyuzivaji proteasy aspergilopepsin
a rhizopuspepsin®. Nejnov&jsimi zastupci aspartatovych proteas, vyuZivanych v metods

H-D vymény, jsou pepsin z arktické tresky®®, plasmepsin 11°

a zejména proteasa
nepenthesin | z lagkovky Nepenthes gracilis®®. Vyuzitim riznych proteas a jejich moznych
kombinaci lze ziskat lepsi peptidové pokryti sekvence, coz s sebou nese zvySeni
prostorového rozliSeni H-D vymeény. Proteasy jsou Casto imobilizovany na hydrofobni
nosice, coz prodluzuje jejich zivotnost a vyrazné usnadiuje manipulaci S nimi®.

Kapalinova chromatografie vyuziva standardné dvou mobilnich fazi, fazi polarni, kde

rozpoustédlem je nejCastéji voda, a nepolarni, kde hlavni slozku tvofi organické
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rozpoustédlo. Z hlediska potlaceni zpétné vymény deuteria za vodiky je velmi dilezité
provadét Stépeni proteinu 1 naslednou separaci peptida pii nizké teploté. Nejniz$i mozna
teplota, pti které muze byt kapalinova chromatografie vyuzivana, je bod tuhnuti polarni
faze, tedy hodnota teploty blizka 0 °C.

Spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem umoznilo diky rychlé
analyze produktu zavedeni nového pfistupu ke znaCeni proteini deuteriem. Vedle
tradiéniho kontinualniho znaceni (Obr. 8), které wvychazi =z pavodniho principu
Lindestroma-Langa, se zagalo pouZivat i znateni pulsni*’. V pripadé kontinualniho znageni
je protein vystaven v case 0 S vysokému nadbytku deuteria. V piesné definovanych
casovych intervalech jsou zreak¢ni smési odebirany frakce a rychlym okyselenim
a zamraZenim je vyména zastavena. Pulsniho znaeni lze vyuzit naptiklad pii sledovani
proteinového skladani (angl. folding). K denaturovanému proteinu se piida vysoky
nadbytek cistého rozpoustédla, ¢imz je indukovano opétovné sbaleni proteinu do nativni
konformace (tzv. renaturace metodou rychlého nafedéni). Z tohoto roztoku se poté
v asovych intervalech odebiraji frakce, které jsou vSechny pieneseny do nadbytku
deuterovaného pufru na pfesné¢ definovanou dobu. Nésleduje opét zhaSeni vymeény

a zamrazeniZ> 44,

' zhadeni . :
kontinualni . viase , HPL(IZ—MS
znadeni ] t.t, ...t i Stépeni analyza ;
—— | deuterovany | "~ 5 > [ peptidy 5 [mira de;{;grace
pD 6,8 protein pH25 | pH25 pH peptidu
: . mobilnich fazi
_____ sexperimentalni | 1. 496°C tecdeeccceeat Q°C teeee--v-.., teplotaMS ..
+ teplota | R R + instrumentu .

Obr. 8 - Obecné usporadani experimentu kontinualni vodik-deuteriové vymény

Analyzou proteinu pomoci vodik-deuteriové vymeény lze ve struktufe velmi dobfie
lokalizovat mista, kde je protein nebo proteinovy komplex ptistupny rozpoustédlu béhem
libovolné casové skaly. K ziskani informaci o vzajemné pozici a vzdalenosti jednotlivych
aminokyselinovych zbytki v molekule proteinu s vyuzitim hmotnostni spektrometrie Ize

vyuzit metodu chemického sit'ovani.
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2.3 Chemické sit’ovani

Vznik nové kovalentni vazby v proteinu, iniciovany chemickym cinidlem nebo
fotochemicky, se nazyva chemické sitovani. Prvni experimenty vyuzivajici chemického

sitovani se objevily jiz v 70. letech. 20. stoleti “**?

, ovSem kvuli absenci vykonnych
analytickych instrumenti neposkytovaly takové experimenty relevantni strukturni data. Az
teprve v kombinaci s hmotnostné spektrometrickou analyzou vynikaji moznosti této
metody. Diky hmotnostnim analyzatorim s vysokym rozliSenim nebo pomoci
fragmenta¢nich metod je mozné ptesn¢ lokalizovat spojené aminokyseliny. Vysledkem
takovych analyz je soubor vzdalenosti konkrétnich funkénich skupin v molekule proteinu.
Experimenty jsou provadény v roztocich, ¢imz muze byt simulovano pfirozené prostredi
vyskytu proteinu. Maximalni vzdéalenost takovychto funkénich skupin se vypocitava na
zékladé délky raménka pouzitého sit'ovaciho ¢inidla (Obr. 11, str. 30).

Prvni prace vyuzivajici chemické sitovani kombinované s hmotnostni analyzou byla
publikovana v roce 2000 kolektivem autorky Young. K sitovani proteinu bylo vyuzito
&inidlo bis-(sulfosukcinimidyl) glutarat (BS®), které se b&zné& pouziva dodnes.** Pro

v

snadnéjsi interpretaci hmotnostnich spekter byla nasledné vyuzita i izotopoveé znacena

ve + 11 454 C 1y . v , , , C g v . N
&inidla*. Analyticka technika prosla od té doby vyraznymi technickymi zménami, avSak
principidlné se dnesSni uspofadani metody chemického sitovani od této plivodni vyrazné

nelisi.

2.3.1 Zakladni usporadani metod chemického sitovani

Spole¢nym rysem sitovacich reakci ve spojeni s hmotnostni spektrometrii je tvorba nové
kovalentni vazby proteinu, kterd muze byt iniciovana fotochemicky nebo piidavkem
modifikaéniho ¢inidla. Modifikovany protein je nasledné analyzovan hmotnostnim
spektrometrem a ze ziskanych hmotnostnich spekter jsou vznikla zesiténi ptesné
lokalizovana. Vystupem analyzy produktl sitovacich experimenti je soubor
vzdalenostnich omezeni vybranych funkénich skupin v molekule proteinu.

Protein je nutné pievést do pufru, ktery nebude obsahovat zddné slozky se stejnymi
funkénimi skupinami, které jsou cilem sitovaci reakce. Pokud je sitovaci reakei sledovana
interakce proteinu s ligandy, kterymi mohou byt ionty kovi, ribonukleové kyseliny ¢i dalsi
proteinova molekula, je nutné pfed samotnou reakci vyckat na ustanoveni rovnovahy

v reak¢éni smési. Sit'ovaci ¢inidla jsou do roztoku proteinu pfidavana v nizkych objemech
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koncentrovanych roztokl. Po urcité dobé je sitovaci reakce zastavena pfidanim nadbytku
latek, obsahujici stejné funkéni skupiny jako cilovd aminokyselina sit'ovaci reakce.

Kurceni sekvence sledovaného peptidu a stim spojenou identifikaci zesiténych
aminokyselin lze vyuzit jeden ze dvou zékladnich piistupii. Castéji vyuzivany je tradiéni,
tzv. bottom-up piistup, kdy je analyzovana molekula nejprve vystavena proteolytickému
nebo chemickému Stépeni. Nejcasteji jsou vyuzivany specifické proteasy, jako napiiklad
trypsin. Smés takto ziskanych peptida je zpravidla separovana na analytickych kolonach
S obracenou fazi, ptipadné na iontoménicich, a nasledn¢ pfimo analyzovana hmotnostnim
spektrometrem s analyzatorem s Vvysokym rozliSenim, jakym mtze byt iontova
cyklotronova rezonance (ICR) nebo orbitrap. Porovnanim naméfenych hmot
s generovanou knihovnou hmot teoretickych spojeni, zprostiedkovanych pouzitym
¢inidlem, lze k namé&fenym hodnotam pfifadit S ur€itou statistickou odchylkou sekvenci
spojenych peptidi. Hmoty S pfifazenou teoretickou sekvenci jsou nasledné podrobeny
fragmentaci. Analyzou fragmentacnich spekter je mozné piesné identifikovat spojené
peptidy i konkrétni aminokyseliny.*’

Alternativni pfistup, analogicky nazyvany top-down,48 nahrazuje proteolytické nebo
chemické Stépeni reakéni smési izolaci vybraného iontu v plynné fazi ptimo v téle
hmotnostniho spektrometru. Pro kompletni reakéni smés, obsahujici modifikovany
1 nemodifikovany protein je zméfeno hmotnostni spektrum. Na zékladé¢ znalosti
molekulové hmoty proteinu a sitovaciho Ccinidla je vybran zreakéni smési iont,
odpovidajici hmotou zpravidla jedenkrat modifikovanému proteinu. Vybrany iont je poté
izolovan a akumulovan v ICR cele a nasledné¢ je fragmentovan pomoci nékteré
Z fragmentacnich technik. Fragmentaci iontu je mozné provést v zavislosti na povaze
analytu disociaci elektronovym pfenosem49, disociaci elektronovym zachytem Vv piipade
posttranslatné modifikovaného analytu, kolizi indukovanou disociaci (CID) nebo
infradervenou multifotonovou disociaci®®®*. P¥ifazeni sekvence fragmentatnim iontim se
provadi bud’ ru¢né, nebo s vyuzitim bioinformatiky na zakladé znalosti sekvence
analyzovaného proteinu. Porovnani obou pfistupti k hmotnostné spektrometrické analyze
proteint je znazornéno na Obr. 9 str. 28.

Novinkou Vv oblasti chemického sitovani proteinti je prace Laboratofe strukturni
biologie a bun&né signalizace Mikrobiologického tistavu AV CR, kdy je modifikaci
bottom-up metody analyzy produkti sitovacich reakci mozné sledovat dynamické chovani

molekul, konkrétn¢ indukované zmény jejich konformaénich stava (Obr. 9 str. 28).
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Obr. 9 - Shrnuti tFi sou¢asnych pristupi analyzy produkti sit’ovacich reakei

Modra linie — shrnuje bottom-up pfistup modifikace smési deuterovanych a
nedeuterovanych ¢inidel kombinovany se specifickou proteolyzou v gelu nebo roztoku.
Peptidy jsou analyzovany hmotnostnim spektrometrem a identifikovany na zéklad& pfesné
hmoty nebo z koliznich spekter vybranych iontu.

Fialova linie — vychazi z bottom-up, modifikace deuterovanym nebo nedeuterovanym
¢inidlem v pfitomnosti nebo neptitomnosti induktoru konformaéni zmény.

Zluta linie — piistup top-down — modifikovany protein je cely analyzovan, vybrany stav
proteinu je Vv hmotnostnim spektrometru izolovan a fragmentovan. Spojeni jsou
identifikovana z MS/MS spekter.
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2.3.2 Modifikace sit’ovacimi ¢inidly

Chemické sitovani ve spojeni s hmotnostni spektrometrii napomaha k objasnéni predev§im
terciarnich a kvarternich struktur proteini v podminkach simulujicich jejich ptfirozené
prostiedi. Nesmirnou vyhodou jsou diky vysoké piesnosti hmotnostnich analyzatorti, nizké
poZzadavky na mnozstvi analytu. V soucasnosti je popsano nepieberné mnozstvi Cinidel,

které kovalentné modifikuji nejriznéjsi funkéni skupiny biologickych molekul.

2.3.2.1 Rozdéleni sitovacich ¢inidel

Sitovaci Cinidla lze obecné rozdélit na dvé skupiny. Prvni skupinu tvofi ¢inidla, jejichz
reaktivita je modulovana pfitomnostni funkénich skupin v molekule. Reaktivnimi
funkénimi skupinami jsou naptiklad aldehydy nebo primérni aminy. Do druhé skupiny
¢inidel se fadi tzv. fotoaktivovatelna c¢inidla, jejichz reaktivitu lze indukovat pulzem
ultrafialového zafeni. BéZné vyuzivana fotoaktivovatelna cinidla obsahuji v molekule
azidovou funk¢ni skupinu. Fotoaktivovatelné syntetické analogy aminokyselin, obsahujici
v molekule diazirinové kruhy, se vyuZivaji v sitovani proteinovych molekul®*>*,

Oba zédkladni typy c¢inidel lze dale délit podle poctu reaktivnich skupin na mono-,
bi- nebo polyfunkéni. Monofunkéni ¢inidla, obsahujici pouze jednu reaktivni skupinu, se
vyuzivaji predevsim ke studiu reaktivity postrannich fetézci proteind, ¢imz lze ziskat
predstavu o uspofadani, interakcich a solubilizaci perifernich aminokyselin. Bifunkéni
¢inidla obsahuji dvé funkéni skupiny. Reaktivni skupiny mohou byt chemicky indukované,
fotoaktivovatelné nebo lze pouzit jejich kombinaci. Jsou-li funkéni skupiny sitovaciho

¢inidla rozdilné, jedna se o takzvana cCinidla heterobifunk¢ni, jsou-li reaktivni skupiny

identické, mluvime o ¢inidlech homobifunké&nich®.

2.3.2.2 NHS estery

N-hydroxysukcinimid (NHS) estery jsou sitovaci Cinidla, reagujici zejména s primarnimi
aminy, Vv proteinové struktuie s e-aminoskupinou lysinu nebo N-koncem fetézce. NHS
estery patii k nejvyuzivangj$im sitovacim ¢inidlim jiz od 70. let minulého stoleti®’. Jejich
selektivita ovsem neni dokonald, minoritn¢ tato ¢inidla reaguji s hydroxylovymi skupinami
tyrosinu, serinu i treoninu, a to v zavislosti na pH reakce®>>*. NHS estery jsou obtizng
rozpustné ve vod¢, ve vodném prostiedi navic rychle hydrolyzuji za vzniku karboxylovych

kyselin, kter¢ jiz nejsou reaktivni. Pro modifikaci primarnich amint témito ¢inidly lezi pH
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optimum mezi hodnotami 7-9. Z principu reakce je nutné k udrzeni optimalnich hodnot pH
vyuzit pufry, které neobsahuji primarni aminy>. Reakce homobifunkéniho NHS esteru

disukcinimidyl glutaratu (DSG) s primarnimi aminy je znazornéna na Obr. 10.
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Obr. 10 - Schéma reakce NHS esteru DSG s primarnimi aminy

Disukcinimidyl glutarat (Obr. 11 vlevo) umoziuje spojeni primarnich amini ve
vzdalenosti az 7,7 A®. Dal§im hojn& vyuZivanym sitovacim &inidlem je disukcinimidyl
suberat (Obr. 11 vpravo), jenz umoznuje kovalentni spojeni primarnich amint
ve vzdalenosti az 11,4 A>. Analogickd, ve vodé rozpustna &inidla vznikaji modifikaci
imidylovych kruht sulfatovymi skupinami.

VétSina sitovacich experimentli se v soucasnosti provadi kombinacemi izotopove
znacenych a neznacCenych cCinidel. Izotopové znacena cCinidla se pouzivaji z divodu
snadng&j$i interpretace produktd chemického sitovani*®. Ve vysledném spektru zavislosti
relativni intenzity signdlu na m/z jsou produkty sitovaci reakce izotopové znacenym

¢inidlem posunuty od signalti ¢inidla nezna¢eného o hodnotu, odpovidajici rozdilu hmot

¢inidel lomenou nabojem. V ptipadé 4krat deuterovaného ¢inidla DSG se jednd 0 posun o
hodnotu 4,025/z.
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2.3.2.3 Dihydrazidy
Aminokyseliny asparagova a glutamova, obsahujici na konci svého postranniho fetézce
karboxylovou skupinu -COQO", dosahuji v proteinech prumérného celkového zastoupeni
kolem 12 %. Navic jsou diky své hydrofilité lokalizovany pfedev§im na povrsich proteind,
¢imz jsou vhodnymi cili sitovacich reakci.

Chemické sitovani karboxylovych skupin v molekule proteinu bylo zavedeno Novakem
a Kruppou v roce 2008, K sitovani byly vyuzity dihydrazidy kyselin §tavelové, sebakové
a adipové (ADH). ADH je nejvice vyuzivany vzhledem k dostupnosti a idealni délce
spojovaciho raménka. Samovolné reaguji s hydrazidy pouze aldehydy ¢i ketony, a proto
je nutné karboxylové skupiny proteinu nejprve aktivovat. Aktivace je provadéna
pridavkem modifikovaného karbodiimid hydrochloridu (EDC)®, nebo 4-(4,6-dimethoxy-
1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholinium chloridu (DMTMM)®’, jenZ jsou pridavéany
k proteinu spolec¢né s dihydrazidy. Schéma reakce aktivované EDC popisuje Obr. 12.

Nevyhodou sitovani proteinu dihydrazidy s vyuzitim EDC jako aktivatoru
karboxylovych skupin, je hodnota pH, pii které tato Cinidla reaguji. Optimem takovéto
reakce je pH mezi hodnotami 5-7, coz mize ovliviiovat biochemické a strukturni déje

v molekule®®

. Se zvysujici se hodnotou pH klesa vytézek reakce. Naopak reakce
hydrazidu katalyzovana DMTMM poskytuje dobré vyt&zky i pii neutralnim pH,
R
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Obr. 12 - Schéma reakce dihydrazidu kyseliny adipové aktivované piitomnosti EDC
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2.3.3 Distan¢éni geometrie a proteinové modelovani

Distan¢ni geometrie je matematické odvétvi, zabyvajici se popisem bodi v prostoru
pomoci jejich vzidjemnych vzdalenosti. Pfinos distancni geometrie pro strukturni biologii
objevil Crippen v 80. letech 20. stoleti®. Analyzami znamych krystalovych struktur bylo
zjisténo, ze konformace proteinli jsou vymezeny geometrickymi a energetickymi
omezenimi postrannich fetézci aminokyselin. Na tomto poznatku sestavili Havel
a Crippen vypocetni algoritmus, diky kterému bylo mozné vypocitat na zakladé vyse
zminénych omezeni atomové koordinétyeo. Trojrozmérnou strukturu proteinii, které¢ neni
mozné analyzovat rentgenovou difrakci, je mozné sestavit pomoci NMR experimentl
pravé diky informacim o distan¢ni geometrii jednotlivych rezonujicich atomil, nejcasteji
atomu vodiku ziskanych méfenim NOE spekterel.

Dalsim odvétvim strukturni biologie je homologni modelovani. Pfedpokladem pro
sestaveni homologniho modelu proteinu, jehoz struktura neni objasnéna, je existence
sekvenéng podobné trojrozmémé struktury®*®. V piipadech, kdy neexistuje vyfesena
struktura identicka minimalné¢ z 30 %, lze modelovani provadét pomoci systémd,
vyuzivajicich soucasné strukturni databaze k vypoctim mozné konformace proteinu pouze
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na zakladé¢ znalosti aminokyselinové sekvence (angl. knowledge-based) Prvnim

celosvétové dostupnym softwarem, umoziujicim takovéto vypocty i na béznych pocitacich
se stal program A. Saliho Modeller®®®.

Data ziskana sitovacimi reakcemi, tj. maximalni vzdalenosti dvou atomut v prostoru,
informace o povrchovém uspofadani aminokyselin nebo rizné vzdjemné orientaci
proteinovych podjednotek, Ize diky témto modelovacim vypocetnim algoritmiim snadno
vizualizovat. Spravné interpretovana hmotnostné spektrometrickd data lze vyuzit
k upfesnéni jiz znamé krystalové strukturu proteinu®, sledovat mista protein-proteinové

68-69

interakce , €1 rozdilné produkty chemického sitovani V zavislosti na sekundéarni

struktufe’’. Distanéni omezeni, plynouci z identifikovanych aminokyselinovych spojeni,

Ize vyuzit pti popisu & modelovéani proteinové struktury de novo’ "%
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3. Cile prace

» studovat vliv kofaktoru FMN, teploty a koncentrace na strukturu proteinu WrbA

* popsat technikami H-D vymény a chemického sitovani dynamiku proteinu
Vv roztoku

* ur€it rozhrani vzniku dimeru molekuly a nasledn¢ tetrameru (Obr. 13)

velké
rozhrani

Obr. 13 — Dvé potencialni dimeriza¢ni rozhrani proteinu WrbA
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4. Material

4.1 Biologicky material
protein WrbA

pfipraven Mgr. Olgou Ettrichovou z Oddéleni struktury a funkce proteintt Ustavu

nanobiologie a strukturni biologie Akademie véd Ceské republiky, v. v. i

proteasy
pepsin, rhizopuspepsin Sigma-Aldrich, USA; imobilizovan v nasi laboratofi
nepenthesin pfipraven a imobilizovan v nasi laboratofi
trypsin Promega, USA

4.2 Seznam chemikalii

1,4-dithiothreitol

4-ethylmorfolin

Arginin

APCI-L Low Concentration Tuning Mix
Acetonitril (LC-MS ¢istota)

Coomassie Brilliant Blue R 250
Deuterium oxid

Dimethylsulfoxid

Disukcinimidyl glutarat

Disukcinimidyl glutarat 4x deuterovany
Disukcinimidyl suberat

Disukcinimidyl suberat 4x deuterovany
Dodecylsulfat lithny

Ethanol

Ethanolamin

Ethylacetat

HEPES

Hydroxid sodny

Hydrogenfosforec¢nan sodny

Chlorid sodny

Chlorid véapenaty

Isopropylalkohol (LC-MS cistota)
Kyselina mravenc¢i (LC-MS Ccistota)
Kyselina octova (LC-MS cistota)
Kyselina trifluoroctova (LC-MS Cistota)
Methanol (LC-MS ¢istota)

NuPAGE® LDS vzorkovy pufr
NuPAGE® MES SDS 20x koncentrovany pufr
Voda (LC-MS c¢istota)
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Fluka, Svycarsko
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Agilent Technologies, USA
Merck, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Merck, Némecko
Thermo Scientific, USA
Thermo Scientific, USA
Thermo Scientific, USA
Thermo Scientific, USA
Thermo Scientific, USA
Merck, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Merck, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, CR
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Merck, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Merck, Némecko
Invitrogen, USA
Invitrogen, USA
Merck, Némecko



4.3 Seznam pristroji a materialu

Analytické vahy
Automatické pipety

Centrifuga stolni, Minispin
Digitalni multimetr
Elektroda pH metro Biotrode
Elektroforeticka souprava
Hmotnostni spektrometr Apex-Ultra 9,4T
Hmotnostni spektrometr solariX XR 12T
HPLC systém Agilent 1200
HPLC systém UltiMate® 3000
HPLC pumpa Prominence LC-20AD
Chladici lazen
Chladnicka
Chromatografické kolony:
Acclaim C18 PepMap™ 100 (0,1x150 mm)
gastice o priiméru 3 um, velikosti porit 100 A
Acclaim C18 PepMap™ 100 (0,1x20 mm)
gastice o priiméru 5 um, velikosti portt 100 A
Jupiter C18 (0,550 mm)
&astice o priméru 5 pum, velikosti port 300 A
MicroTrap™ - peptidova
MacroTrap™ - proteinova
Mikrostiikacka 250 pl
NuPAGE® Novex® 4-12% Bis-Tris gel
pH metr Orion 2D star
pH metr 200
Predvazky HF1200G
Sonikaéni lazen
Termostat stolni
Termostat Thermomixer Comfort
UV-VIS spektrometr DeNovix DS-11
Vakuova odparka Savant SPD 121P
Vakuova odparka Speedvac
Vialky se septem
Vodni lazen
Vortex VELP
Zdroj napéti PowerPac
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Mettler Toledo, Svycarsko
Eppendorf, Némecko
Gilson, USA

Eppendorf, Némecko
Fluka, Svycarsko
Hamilton, Svycarsko
BioRad, USA

Bruker Daltonics, Némecko
Bruker Daltonics, Némecko
Agilent Technologies, USA
Thermo Scientific, USA
Shimadzu, Japonsko
Pharmacia Biotech, Svédsko
Zanussi, Italie

Thermo Scientific, USA

Thermo Scientific, USA

Phenomenex, USA

Michrom Bioresources, USA
Michrom Bioresources, USA
Hamilton, USA

Invitrogen, USA

Thermo Scientific, USA
Beckman, USA

AND, USA

Bandellin, Némecko

Grant, Velka Britanie
Eppendorf, Némecko
DeNovix, USA

Thermo Scientific, USA
Jouan, Francie

Agilent Technologies, USA
Memert, Némecko
Scientifica,ltalie

BioRad, USA



4.4 Seznam roztoku

Barvici roztok
0,25% (m/v) Coomasie Brilliant blue R250; 45% methanol v 10% kyselin¢ octové

Elektrodovy pufr
5% NuPAGE® MES SDS elektrodovy pufr (50mM MES, 50mM Tris Base, 0.1% SDS,
1mM EDTA, pH 7,3)

Mobilni faze pro LC-MS analyzu
Faze A — 0,1 % kyselina mravenci v 2% ACN
Faze B — 0,1% kyselina mravenci v 98% ACN

Mobilni faze pro H-D LC-MS analyzu
Faze A — 2% acetonitril a 0,4% kyselina mravenéi ve vodé
Faze B — 0,4% kyselina mravenci v 95% acetonitrilu

Odbarvovaci roztok
35% ethanol a 10 % kyselina octova ve vod¢

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

Vzorkovy pufr
100mM dithiothreitol v NuPAGE® LDS vzorkovém pufru

Znacici H,O pufr H-D vymény
20mM Na,HPO,100mM NaCl, pH 7,2

Znacici DO pufr H-D vymény
20mM NazHPO,4, 100mM NaCl, pH 6,8 (pD 7,2)

Zhaseci pufr H-D vymény A
IM glycin ve vodé¢, pH 2,3

Zhaseci pufr H-D vymény B
1M glycin, 65mM NacCl, 13,05mM Na,HPO, ve vod¢, pH 2.4

4.5 Softwarové vybaveni

Data Analysis 4.1 Bruker Daltonics, Némecko

DeutEx ms.biomed.cas.cz, CR

Links (diive ASAP) Algoritmus pro vyhodnoceni MS dat
sitovacich reakci skupiny M. Young44

MASCOT Matrix Science, Velka Britanie

mMass 5.4.1 mMass.org, CR"

MS Tools ms.biomed.cas.cz, CR™

PyMol 1.7.2.1 Schrédinger, USA
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https://www.bruker.com/service/support-upgrades/software-downloads/mass-spectrometry.html
http://www.matrixscience.com/search_form_select.html
http://www.mmass.org/
http://ms.biomed.cas.cz/MSTools/
https://www.pymol.org/

5. Metody

5.1 MS charakterizace proteinu

Dvacet pg proteinu WrbA bylo odsoleno 0,5% kyselinou mravenci na proteinové koloné
MacroTrap. Protein byl eluovan 50 pl 80% ACN s 0,5% kyselinou mraven¢i. Protein byl
nasledné ¢tyfikrat ziedén 50% methanolem ve vodé na vyslednou koncentraci 0,1 mg/ml.
Me¢fteni vlastnosti intaktniho proteinu probihalo na hmotnostnim spektrometru solariX
XR (Bruker Daltonics) siontové cyklotronovou rezonanéni celou S Fourierovou
transformaci (FT-ICR). lonizace probihala v elektrospreji pfi pritoku analytu 2 pl/min.
Meéfeni probihalo v pozitivnim modu s akvizici dat 2 miliony databod. Hmotnostni rozsah
byl nastaven na hodnoty 150-2500 m/z. Vysledné spektrum vzniklo primérovanim osmi

po sob¢ nasledujicich spekter.

5.2 Vodik-deuteriova vyména

5.2.1 Priprava reakénich smési

Protein WrbA se nachazel v roztoku o slozeni 20mM Na;HPO,, 100mM NaCl, pH 7,2.
Koncentrace proteinu byla 125uM (2,58 mg/ml). Vodik-deuteriova vyména byla sledovana
celkem pro osm podminek, lisicich se koncentraci proteinu (1,5 a 20uM) a teplotou (4 a 20
°C), pfi které vymeéna probihala. Vliv teploty a koncentrace byl sledovan jak pro
apoprotein, tak i holoprotein (koncetrace FMN 50uM). Mnozstvi proteinu Ve vychozich
smésich bylo pro vSechny podminky 23 pg. SloZeni smési na pocatku vymény je pro
jednotlivé podminky popsano v Tab. 2 str. 38.

Reakéni smési byly pro ustaveni rovnovahy ponechany 1 hodinu pii pfislusSnych
teplotach. Vzorky, jejichz experimentalni teplota byla 4 °C, byly temperovany v chladici
lazni Pharmacia Biotech. Teplota chladici 14zn€ byla v priitbéhu experimentu kontrolovana
digitalnim multimetrem. Vzorky s teplotou reakce 20 °C byly temperovany termostatem

Thermomixer Comfort.
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Tab. 2 — SloZeni vzorki pro vodik-deuteriovou vyménu

Znaceni Koncentrace Teplota Koncentrace  Pomér H,O a
podminek proteinu [pM] [°C] FMN [puM] D,0O pufru
1,5W4 15 4 0 1:4
1,5W20 1,5 20 0 1:4
1,5W4F 15 4 50 1:4
1,5W20F 1,5 20 50 14
20w4 20 4 0 1:4
20W20 20 20 0 1:4
20WA4F 20 4 50 1:4
20W20F 20 20 50 1:4

5.2.2 Provedeni vodik-deuteriové vymény

Temperované vzorky byly v ¢ase 0 spétkrat ziedény deuterovanym znacicim pufrem
o slozeni 20mM Na;HPO,4,100mM NaCl, v D,0, pD 6,8, temperovaného na piislusné
teploty. V piesné¢ definovanych ¢asovych intervalech, byly z reakénich smési odebirany
frakce, které obsahovaly shodné 100 pmol proteinu. Frakce ze vzorkt s 1,5uM proteinem
byly pteneseny do 1M glycinového zhaseciho pufru A o pH 2,3, Frakce s 20uM proteinem
do zhaseciho pufru B o slozeni 1M glycin, 65 mM NacCl, 13,05mM Na,HPO,, pH 2,4.
Ihned po pteneseni frakce do zhaseciho pufru byla smés rychle a prudce zamichéna
a okamzit¢ zamrazena v tekutém dusiku. Zmrazené vzorky byly skladovany
V hlubokomrazicim boxu pfi teploté -80°C. Rozdilné slozeni zhaSecich pufri bylo zvoleno
s ohledem na vyrovnani obsahu soli ve vSech vzorcich, coz bylo dillezité pro naslednou
digesci a chromatografickou separaci na kolonach s obracenou fazi.

Casové intervaly sbéru frakci byly uréeny s ohledem na rozdil teplot, pii kterych
vyména probihala. Dle obecné rovnice (2) str. 22 byla pro korekéni teplotni faktor
vypocitana hodnota 5,6. Vyména pti 4°C probihd zhruba 5,6krat pomaleji nez pii 20°C.
Vyména pii 4 °C byla proto zastavovdna v ¢asovych intervalech 5,6krat delSich, nez

v ptipadé 20°C sady vzorki. VSechny ¢asy odbéru frakci shrnuje Tab. 3.

Tab. 3 - Casy odbéru frakei v jednotlivych teplotnich podminkach (v sekundach)

Frakce|123456789

Casodbéru20°C | 10 30 56 168 313 600 939 1753 3360
Cas odbéru4°C | 56 168 313 939 1753 3360 5257 9811 18816
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Nedeuterované kontrolni vzorky byly pfipraveny oddélené. SloZeni nedeuterovanych
vzorki (ND) je shrnuto v Tab. 4. Tyto vzorky byly taktéz zmrazeny v tekutém dusiku
a uchovany pii -80 °C. Nedeuterované vzorky byly pfipraveny pii teploté 20 °C.

Tab. 4 — SloZeni nedeuterovanych vzorki

Pomér objemu reakéniho

Znaceni Mnozstvi Koncentrace Y, " Vysledny
podminek proteinu EMN roztoku a zhaseciho pufru objem
[pmol] [nM] A B [l]
1,5WND 100 0 31 - 100
1,5WFEND 100 50 31 - 100
20WND 100 0 - 1:19 100
20WFND 100 50 - 1:19 100

5.2.3 Optimalizace proteolyzy proteinu WrbA

Optimalizace $tépeni proteinu WrbA byla provedena pfistupem peptidového mapovani za
vyuziti LC-MS/MS analyzy. Schéma pouzitého LC systému popisuje Obr. 14. Pratok
mobilnich fazi systémem, sestavené¢ho z proteasové, odsolovaci peptidové a analytické
kolony, byl zajistén HPLC systémy Shimadzu LC-20AD a Agilent 1200 a ovladan pomoci

dvou vicecestnych ventili.

.......... r-.---.E._-_._.-._._.------.
[

pepsin){rhizopuspepsin)l

— >(—_-|

100 pl

95% ACN, 0,4% FA

~ ol
E 2 O\ @ \\D aQ
protein T} @ 2 E + |HPLC Agilent
100 prno >. ..... ‘.'....._.® 1: . oc @ C 8 | =< 15, gacen

[ analyticka kolona ]

Jupiter C18
.......... I.-.---.----.-.-.-./\.-----..-.-.-.-.----.---.é-.-.-.-.--.-.--l.-----.--.-.-.-
1 ------------ nanaska HPLC Shimadzu v 2 odsoleni
davkovani 200 i min”', 0,4% FA | FT-ICR MS | ------------ eluce

Obr. 14 — Zapojeni chromatografického systému pro $tépeni a separaci vzorka vodik-

deuteriové vymény pred MS analyzou
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Zasobni roztok proteinu byl nafedén zhaSecim pufrem na koncentraci 3 pmol/pl.
V kazdé analyze bylo do systému naneseno 100 pl zfedéného proteinu (300 pmol). Protein
byl §té€pen pomoci riznych imobilizovanych proteas (pepsin, rhizopuspepsin a nepenthesin
a kombinacemi pepsin-nepenthesin a pepsin-rhizopuspepsin) pii pritocich 0,4% kyseliny
mraven¢i (mobilni faze HPLC Shimadzu) 100 nebo 200 pl/min, Produkty $tépeni byly
koncentrovany na peptidové koloné MicroTrap, kde byly soucasné odsoleny. Eluce
z peptidové kolony a separace na analytické kolon¢ Jupiter C18 (0,5x50 mm, 5 um pramér
&astic, velikosti porti 300 A) byla zajisténa gradientem mobilnich fazi HPLC systému
Agilent, priatok 15 pl/min. Slozeni mobilnich fazi — A: 0,4% v 2% acetonitrilu; B: 0,4%
kyselina mraven¢i v 95% acetonitrilu. Hodnoty procentualniho zastoupeni faze B v Case
jsou popsany v Tab. 5. Cas 0 min odpovidal okamziku prepnuti ventilu 1 do pozice
davkovani analytu na proteasovou kolonu. V ¢ase 4 minuty byl ventil 2 pfepnut do pozice

eluce vzorku a zaroven bylo zahajeno sbirani hmotnostnich spekter.

Tab. 5 — Zastoupeni mobilni faze B v gradientu LC-MS/MS analyzy peptidového

mapovani
100-
v zastoupeni
Cas | mobilni fize B < 80 -
[min] e,
[%0] m
0—4 10 ‘g 60 -
4-20 10-25 "E“
20-20,1 25-599 2 40
20,1-25 99 3 |
25-25,1 99-10 8 20 _/
25,1- 10 ]
O T T T T 1 1

0 4 8 12 16 20 24 28
Cas [min]

Analyza produktl $tépeni byla provedena pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie
(MS/MS) instrumentem Apex Ultra Qe (Bruker Daltonics) vybavenym iontové
cyklotronovou rezonan¢ni celou s Fourierovou transformaci (FT-ICR) v magnetickém poli
0 indukci 9,4 T. Ionizace ionti probihala v elektrospreji (ESI). M¢feni probihala
V pozitivnim modu s akvizici dat 512 tisic databodi. Hmotnostni spektrometr byl externé
kalibrovan pomoci argininovych klastrti. Hmotnostni rozsah byl nastaven na hodnoty 150-

1800 m/z. MS/MS spektra byla sbirana v data-dependentnim modu s dynamickym
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vybérem prekurzorového iontu. Z kazdého MS skenu bylo automaticky vybrano
Sest nejintenzivnéjsSich signalu ionti, které byly nasledné podrobeny fragmentaci technikou
CID v hexapolu. Produkty $tépeni byly na zakladé koliznich spekter identifikovany
pomoci algoritmu MASCOT. Mapa peptidového pokryti sekvence byla nasledné sestavena

pomoci webové sluzby DrawMap.

5.2.4 Hmotnostné spektrometricka analyza produkti H-D vymény

Stépeni a chromatograficka separace nedeuterovanych vzorkd a produktd H-D vymény
probihala ve stejném uspotfadani jako peptidové mapovani. Vzorky byly po vyjmuti
z mrazictho boxu rychle rozmrazeny pomoci vortexu a okamzit¢ preneseny do
chromatografického systému (Obr. 14 str. 39). Protein byl $tépen kombinaci dvou
imobilizovanych proteas v potadi pepsin-rhizopuspepsin. Pritok HPLC systému Shimadzu
byl stanoven na 200 pl/min. Po 4 minutovém odsoleni peptidii na koloné¢ MicroTrap byl
pfepnutim ventilu 2 na kolonu pfiveden elu¢ni gradient mobilnich fazi A a B pumpovany
HPLC systémem Agilent 1200 (Tab. 6). MS analyza probihala v pozitivnim modu
s akvizici dat 1 milion databodi. Hmotnostni rozsah byl nastaven na hodnoty 300-1800

m/z. Hmotnostni spektra vznikla primérovanim ¢tyt cykli méteni.

Tab. 6 - Zastoupeni mobilni faze B v gradientu LC-MS analyzy produkta H-D

vymény
100 A
x zastoupeni
C?S mobilni faze B g 801
[min] o po
[%0] o
0—4 10 & 607
4-11 10-25 E
@
11-11,1 2599 g 40 1
11,1-16 99 @
16-16,1 9910 N 20 _/
16,1 10 - -
O T T T T T T T T
0 4 8 12 16

Cas [min]
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5.3 Sit’ovaci reakce

5.3.1 Priprava proteinu pro sit’ovaci reakce

Protein WrbA byl skladovan v roztoku sodnofosfatového pufru o pH 7,2 pti -80 °C. Do
pufru pro sitovaci reakce (10mM HEPES, 50 mM NaCl, pH 7,0) byl protein pfeveden
gelovou filtraci pomoci kolony Micro BioSpin™ P-6. Kolona s nosidem byla pred
pouzitim pfipravena podle protokolu vyrobce. Nasledn¢ byla kolona Ctyfikrat promyta 0,5
ml pufru pro sitovaci reakce. Centrifugace pti promyvani probihala zrychlenim 1000 x g
po dobu 1 minuty. VVzorek byl na kolonu nanesen v objemu 70 pl. Eluce vzorku z kolony

probihala pii zrychleni 1000 x g po dobu 3,5 minuty.

5.3.2 Stanoveni koncentrace metodou BCA

Celkova koncentrace proteinu po gelové chromatografii byla stanovena
spektrofotometricky pomoci bicinchoninové kyseliny (BCA). Kalibra¢ni pfimka byla
sestrojena dle navodu dodavatele zvodnych roztokd hovéziho sérového albuminu
o koncentracich 0, 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,5 a 2 mg/ml. Referenéni pozadi bylo stanoveno
vzorkem s nulovou koncentraci proteinu. Vzorek proteinu byl pted piipravou BCA roztoku
dvakrat zfedén vodou, roztok vzorku byl ptipraven v duplikatu. Méfeni bylo provedeno na
UV-VIS spektrometru DeNovix DS-11 vobjemu 2 pul. Kalibra¢ni roztoky

1 roztoky vzorkl byly méfeny ttikrat. Vyslednou hodnotou koncentrace byl primér métenti.

5.3.3 Reakce s €¢inidly chemického sitovani

Deuterovana i nedeuterovana c¢inidla disukcinimidyl glutarat a disukcinimidyl suberat byla
rozpuSténa na koncentraci 3 mg/ml v bezvodém ethylacetatu. Roztoky deuterovanych
a nedeuterovanych forem Cc¢inidla byly smichany v poméru 1:1. Smési ¢inidel byly
rozdéleny na dvé poloviny, kdy jedna ¢ést byla 30 minut temperovana pii 4°C, druha pii
20°C.

Chemické sitovani bylo provedeno s 15 pg proteinu o koncentracich 1,5uM a 20uM pfi
teplotach 4° a 20°C, jak v pfitomnosti FMN tak v jeho nepfitomnosti. PouZity material
(Spicky, stojanky) a vSechny slozky sitovacich reakci (roztoky proteinu a ¢inidel, zhaseci
roztok) byly temperovany 1 hodinu pii pfisluSnych teplotach. Experimenty pii 4°C

probihaly v klimatizované chladové mistnosti. Experimenty pii 20°C byly provadény
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Vv laboratofi, teplota roztokdi byly udrZovana termostatem Thermomixer Comfort.
Pro kazdou koncentraci proteinu byly pfipraveny kontrolni vzorky bez chemického Cinidla.

Sitovaci ¢inidla byla do roztoku proteinu ptidavana v 20 nasobném molarnim nadbytku
nad proteinem. Po pfidani ¢inidla byla smés kratce zamichana. Sitovaci reakce probihala
1 hodinu. Reakce byla zastavena piidanim ethanolaminu do reak¢éni smési. Molarni
koncentrace ethanolaminu byla dvojndsobna oproti koncentraci sitovaciho Ccinidla.
Ethanolamin byl pfidavan 1000krat ziedény v 10mM ethylmorfolinovém pufru, pH 8,4.

Po zamichani byly vzorky ponechany reagovat 1 hodinu pii piislusné teploté.

5.3.4 Elektroforeticka separace produkti sitovaci reakce

Cistota proteinu a charakterizace vzniklych produkti byla zjisténa elektroforetickou
separaci V polyakrylamidovém gelu v ptitomnosti dodecylsulfatu lithného (LDS). Ze vSech
vzorkll byla odebrana jedna tfetina objemu (5 pg proteinu). Frakce, obsahujici 1,5uM
protein byly sesuseny na vakuové odparce Speedvac na objem 20uM frakce, tj. asi 12 pl.
Vsechny frakce byly nésledné dvakrat ziedény dvakrat koncentrovanym vzorkovym
pufrem. (100mM DTT v komerénim LDS vzorkovém pufru). Vzorky byly zamichany
a inkubovany v termostatu pfi teploté 90°C po dobu 5 minut. Po centrifugaci (12 000 X g,
15s) bylo do jamek komeréné dodavaného polyakrylamidového gelu NuPAGE
s gradientem zesiténi 4-12 % pipetovano 24 ul vzorkd.

Jako elektrodovy pufr byl pouzit vodou 20x zfedény komercni MES SDS elektrodovy
pufr. Separace proteinli probihala za konstantniho napéti 200 V a horni limitni hodnota
proudu byla nastavena na hodnotu 250 mA. Proteiny v gelu byly vizualizovany barvicim
roztokem, piebyteéné barvivo bylo nasledné nékolik hodin odmyvano odbarvovacim

roztokem. Po odbarveni byly gely skladovany v 1% roztoku kyseliny octové.

5.3.5 Proteolyza produktii sitovaci reakce

5.3.5.1 Enzymova proteolyza v gelu

Po Uplném vymyti piebyte¢ného barviva z polyakrylamidového gelu odbarvovacim
roztokem byly Casti gelu obsahujici zesitény monomer proteinu vyjmuty skalpelem,
rozkrajeny na ¢asti 0 velikosti cca 1x1 mm a pfeneseny do mikrozkumavek. Pro uplné
odbarveni proteinu byl gel v mikrozkumavkach prevrstven 100 upl 100mM
ethylmorfolinového pufru a po zamichani bylo pfidano dal§ich 100 pl ACN.
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Po 10 minutové sonikaci byl roztok odebran a proces odbarveni byl jesté jednou opakovan.
Poté byl gel pievrstven 100 ul ACN, po 5 minutové sonikaci byl roztok vyménén za 50%
acetonitril. Po opétovné 5 minutové sonikaci byl gel zcela vysusen na vakuové odparce
Speedvac. Vysuseny gel byl prevrstven roztokem trypsinu ve 10mM ethylmorfolinovém
pufru s 10% ACN o koncentraci proteasy 10 pug/ml. Stépeni probihalo pies noc pii 37 °C.

Po stépeni byl roztok odebran do novych mikrozkumavek a peptidy z gelu byly
postupn¢ vymyvany 30 ul 0,1% TFA, 80% ACN s 0,1% TFA a 50% ACN. Po piidani
roztoku byl obsah zkumavek vzdy zamichan a vystaven 5 minutové sonikaci. Po sonikaci
byl aktudlni roztok od gelu odebran a smisen s roztokem po stépeni. Obsah novych
mikrozkumavek byl na vakuové odparce Speedvac zakoncentrovan na objem cca 50 pl.
Nasledovalo odsoleni na peptidové koloné¢ MicroTrap 0,1% TFA. Peptidy byly z kolony
eluovany 50 pul 80% ACN s 0,1% TFA.

5.3.5.2 Enzymova proteolyza v roztoku

Druha tietina vzorkd byla pfipravena pro $tépeni proteasou trypsin. Vzorky obsahujici
1,5uM protein byly sesuseny na vakuové odparce Speedvac na vysledny objem asi 12 pl.
Zasobni vodny roztok trypsinu o koncentraci 1 pg/ul byl zfedén stépicim pufru (10mM
ethylmorfolinovy pufr s 10% ACN, pH 8,4) na koncentraci proteasy 2,75 ng/ul. Roztok
proteinu byl roztokem proteasy doplnén na 50 pl. MnozZstvi piidané proteasy odpovidalo
molarnimu poméru proteasa:protein 1:50. Stépeni probihalo pies noc v termostatu pii

teploté 37 °C

5.3.5.3 Chemicka proteolyza

Zbyvajici tfetina vzorkll byla vystavena chemické proteolyze v pritomnosti CNBr.
Bromkyan byl rozpustén na koncentraci 20 mg/ml v 70% vodném roztoku TFA. Vzorky
proteinu byly vysuSeny na vakuové odparce a opét rozpustény v 50 pl roztoku bromkyanu.
Zkumavky byly kvili zamezeni piistupu svétla ke vzorku obaleny alobalem
a umistény pies noc do digestofe. Nasledn¢ byly vzorky opét vysuSeny na vakuové

odparce a poté rozpusStény ve 100 pl 50% methanolu.
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5.3.6 LC-MS analyza produktii sitovaci reakce

Vzorky proteinu po chemické nebo enzymové proteolyze Vv roztoku i v gelu byly zcela
vysuSeny na vakuové odparce Speedvac. K lyofilizatu byly ptidany 2 ul 80% ACN v 0,1%
TFA. Po 5 minutové sonikaci bylo k roztoku pfidano 50 ul 0,1% TFA. Vzorky byly
zamichany na vortexu a poté opét 5 minut sonikovany. Cast vzorktl byla dvakrat ziedéna
0,1% TFA a ptenesena do LC-MS vialek se septem.

Odsoleni a separace peptidi probihala v HPLC systém UltiMate® 3000. Na kolonu
Acclaim C18 PepMap™ 100 (0,1x20 mm, 5 pM primér &astic, velikost péra 100 A) byly
naneseny 2 ul vzorku o koncentraci proteinu 0,05 mg/ml. Odsoleni probihalo 3 minuty
pratokem mobilni faze 10 ml/min. V ¢ase 3 minuty byl na odsolovaci kolonu vpustén
gradient mobilnich fazi (faze A: 0,1 % kyselina mraven¢i v 2% ACN; faze B: 0,1%
kyselina mraven¢i v 98% ACN) o pritoku 0,5 pl/min. Vyplavené peptidy byly separovany
na analytické kolon& s obracenou fazi Acclaim C18 PepMap™ 100 (0,1x150 mm, 3 pm
priimér &astic, velikosti porti 100 A) vyhiivané na 60 °C. Procentuelni zastoupeni mobilni
faze B v Case popisuje Tab. 7.

HPLC systém byl spojen s hmotnostnim spektrometrem solariX XR (Bruker Daltonics)
s nano-elektrosprejem jako iontovym zdrojem a FT-ICR analyzatorem v magnetickém poli
0 indukci 12 T. Sbér dat byl zapocat v ¢ase 6 minut od naneseni vzorku na kolonu
a probihal po dobu 54 minut. Méfeni probihala v pozitivnim modu s akvizici 1 milion
databodd. Hmotnostni rozsah byl zvolen mezi hodnotami m/z 250 a 2000 m/z. Akumulace
iontt v ICR cele byla nastavena na 0,4 s. Vysledna spektra vznikla primérovanim ¢ty

po sobé¢ nasledujicich méteni.

Tab. 7 - Zastoupeni mobilni faze B gradientuLC-MS analyzy produkti chemického

sitovani

160 -

x zastoupeni = 80 1
[%ilrsl] mobilni faze B o

[%0] & 60 1

0 2 = ]

0-43 2—-45 L 40 -
4346 4595 2

46—-49 95 S 20 -

49-50 922 ]

5O_> 2 O ¥ M ¥ v ¥ i ¥ M 1 M 1

0 10 20 30 40 50 60
Cas [min]

45



5.4 Vyhodnoceni LC-MS dat

Nameétena LC-MS data byla zpracovana v programu DataAnalysis 4.1 (Bruker Daltonics).
Dekonvoluce dat byla provedena algoritmy SNAP nebo FTMS. Dekonvoluvana data byla
zdivodu snazSi manipulace exportovana do formdati podporovanych dalSimi
programovymi nastroji, vytvorenymi pro efektivni praci s hmotnostné spektrometrickymi
daty.

Data ziskanad zH-D vymény byla vyhodnocena pomoci programu DeutEx. Tento
program vyhledavé na zéklad€ vstupnich parametri zmény v intenzit€ jednotlivych izotopti
piislusného peptidu v zavislosti na zvySujicim se poctu vyménénych deuterii. Vstupnimi
parametry byly reten¢ni ¢asy peptidii nalezenych pifi peptidovém mapovani algoritmem
MASCOT. Vystupem zprogramu DeutEx jsou grafy zavislosti procenta deuterace
jednotlivych peptidii na délce izotopového znaceni.

Snazsi interpretaci dat ziskanych =z experimenti chemického sitovani umoziuje
program zalozeny na algoritmu Links. Ten vytvafi virtudlni knihovnu hmotnosti peptid,
véetné modifikovanych, které je mozné teoreticky ziskat z proteinu §tépenim urcitou
specifickou proteasou. Teoretické hmotnosti z takto vytvoiené knihovny jsou porovnavany
s experimentalné¢ naméfenymi dekonvoluvanymi hodnotami. Pokud smérodatna odchylka
experimentalni hmotnosti od hmotnosti teoretické neptfesahuje hodnotu 3 ppm, je
k experimentalnim signalim piifazena teoreticka sekvence. Takto piifazené signaly jsou

poté zpétné fyzicky dohledany v hmotnostnich spektrech a ru¢né€ validovany.
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6. Vysledky

6.1 MS charakterizace proteinu WrbA

Ovéteni molekulové hmotnosti monomeru proteinu WrbA a jeho spravné sbaleni bylo
provedeno pomoci hmotnostné spektrometrické charakterizace intaktniho proteinu.
Molekulova hmotnost monomerni jednotky byla stanovena z ndbojového stavu
[M+15H*]™* (Obr. 15) na hodnotu 20 714,68 Da. Tato hodnota odpovida teoretické
molekulové hmotnosti monomerni jednotky proteinu WrbA dlouhé 197 aminokyselin, tedy

.....

vyloucena jeho ptipadna degradace.
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Obr. 15 — Hmotnostni spektrum intaktniho proteinu WrbA
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6.2 Vodik-deuteriova vyména

6.2.1 Optimalizace digesce proteinu WrbA

Neznaceny protein WrbA byl vystaven Sté€peni riznymi imobilizovanymi proteasami
i jejich kombinacemi pii prutoku kolonou 100 nebo 200 pl/min. Produkty St€peni byly po
separaci podrobeny kolizi indukované disociaci a na zaklad¢ téchto koliznich spekter byly
identifikovany pomoci algoritmu MASCOT. Z identifikovanych peptidi byla pomoci
webové aplikace MSTools sestavena celkova mapa sekvenc¢niho pokryti (viz. Obr. P1,
Priloha 1). Produkty Stépeni se odliSovaly zejména ve dvou oblastech sekvence
znazornénych na Obr. 16. Pro dalsi analyzy byla jako nejuc¢innéjsi vybrana kombinace
imobilizovanych proteas Vv potfadi pepsin-rhizopuspepsin pii priutoku mobilni faze
200 pl/min.

F G N M S 6 Q M R T F L G A L Y G K L A S V F s s T
79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 100 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111 112 113
fmme— ——

WrbA_iRpn_100 pl/min: 195 of 197 ~ 99%
WrbA_iPep_100_pl/min: 197 of 197 ~ 100%
WrbA_iNep 100 pl/min: 197 of 197 ~ 100%
Wrba_iPep+iNep_200_pl/min: 197 of 197 ~ 100%
WrbA_iPep+iRpn_200 pl/min: 197 of 197 ~ 100%

Total: 197 of 197 = 100%

Obr. 16 — Pokryti sekvence peptidy ziskané $tépenim riznymi proteasami

A — oblast sekvence mezi aminokyselinami 79 a 90, stépeni kombinaci pepsinu a
rhizopuspepsinu (tmavé modrd) poskytuje v této oblasti V porovnani s ostatnimi proteasami
nejvyssi variabilitu peptidd, coZ je pro metodu H-D vymény velmi vyhodné

B — Stépeni pepsinem a rhizopuspepsinem poskytuje v porovnani s ostatnimi proteasami
Vv oblasti aminokyselin 100 az 113 vice kratSich a piekryvajicich se peptidl; vytvofeno
pomoci webové sluzby MSTools"
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6.2.2 Interpretace LC-MS dat vodik-deuteriové vymény

Vodik-deuteriova vyména proteinu WrbA byla sledovana v deviti ¢asovych bodech pfi
osmi reakénich podminkach. Reakéni podminky byly stanoveny na zakladé vysledki
ultracentrifuga¢nich experimentt proteinu popsanych v kapitole 2.1.3 str. 13. Sledovan byl
vliv teploty 4 a 20 °C a koncentrace (1,5uM nebo 20uM) proteinu. V kazdé podmince byl
navic sledovan vliv kofaktoru FMN. Hmotnostni spektra byla zpracovana programem
DeutEx, jehoz vystupem jsou grafy zéavislosti procenta vyménénych vodikd z celkového

NS 24

pii 4 °C korigovana na hodnotu 20 °C.

6.2.2.1 Celkova charakterizace
Vodik-deuteriova vymeéna proteinu WrbA byla sledovana celkem na 90 peptidech,
vzniklych §tépenim imobilizovanymi proteasami pepsinem a rhizopuspepsinem pii pritoku
mobilni faze 200 ul/min. Na 15 peptidech nebyla pozorovana Zadna vyména amidickych
vodikli. Zména vSech podminek se projevila na deuteraci 21 peptidi. SniZzeni poctu
vyménénych deuterii vlivem pouze ptitomnosti kofaktoru FMN bylo pozorovano na deviti
peptidech (pfiklad uveden na Obr. 17 A, str. 50). Zménu deuterace v zavislosti pouze na
rozdilné koncentraci proteinu WrbA vykazovalo pét peptida (Obr. 17 B). Jako nezavisla na
teploté, avSak zavisla na zbylych experimentalnich podminkach, se projevila mira
deuterace 15 sledovanych peptida (Obr. 17 C). Na vodik-deuteriovou vyménu zbyvajicich
25 nalezenych peptidii nemaji zmény experimentélnich podminek vyrazny vliv. Cast D
Obr. 17 na strané 50 popisuje peptid 153-163, jehoz chovani se od ostatnich peptidi lisi.
Dané chovani lze pozorovat pouze v casech 10 a 30 s vodik-deuteriové vymeény.
Tento jev poukazuje na vyskyt dvou oligomernich stavii molekuly proteinu nebo dvou
konformacnich stavil pfislusného regionu.

Grafy procenta deuterovanych aminokyselin z celkového poctu vymeénitelnych
v zavislosti na Case odbéru vzorku jsou pro vSechny nalezené peptidy uvedeny jako
Obr. P2, ptiloha 2. Vyznamné peptidy z hlediska vlivu pfitomnosti kofaktoru a peptidy,

reprezentujici mozna dimerizacni rozhrani, jsou detailnéji popsany dale.
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Obr. 17 — Grafy zavislosti procenta deuterace na ¢ase pro vybrané peptidy

A — vliv FMN na deuteraci peptidu 68-79; B — vliv rozdilné koncentrace na procentualni
deuteraci peptidu 47-64; C — vliv vSech experimentalnich podminek vyjma teploty na
deuteraci peptidu 111-121; D — detail peptidu 153-163 v¢etné hmotnostnich spekter

6.2.2.2 Vliv kofaktoru FMN

V ptitomnosti FMN je multimeriza¢ni rovnovaha posunuta ve prospéch tetrameru, coz je
dobie patrné na vyméné peptidu 122-127 (Obr. 18 str. 51). Cervené kiivky a spektra
v ¢astech B a C reprezentuji data ziskand v podmindch 1,5uM protein pii 4°C bez
kofaktoru (v rovnovaze dimer), modra barva reprezentuje podminky 1,5uM protein pii
20 °C bez FMN (tetramer) a zluta barva reprezentuje pritomnost FMN, kdy je protein vzdy
V tetramerni formé. Zatimco v podminkach bez kofaktoru je peptid vystaven rozpoustédlu
a vodiky vyménuje, v pfitomnosti kofaktoru K vyméné téméf nedochazi. FMN tedy
tetramer siln¢ stabilizuje a V pfitomnosti kofaktoru se protein ve formé& dimeru vibec
nevyskytuje. V podminkach bez kofaktoru a vyss$i teploty (modra barva) se protein
v roztoku taktéz vyskytuje ve formé tetrameru. V tomto piipad€ se vSak jednd o rychlou
dynamickou rovnovahu a tim je umoznéna Casteéna deuterace peptidu 122-127. Pozice
peptidu 122-127 v trojrozmérné struktuie tetrameru proteinu WrbA je zvyraznéna

¢ervenou barvou v krystalové struktuie na Obr. 19 str. 51
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Obr. 18 — Hmotnostni spektra a zavislost procenta deuterace na ¢ase peptidu 122-127

A — MS spektrum nedeuterovaného peptidu; B — graf zavislosti procenta deuterace na Case
vymény vybranych podminek; C — MS spektra peptidu odpovidajici zvyraznénym bodim
v grafu B ve vybranych ¢asech 600 a 3600 s; ¢asové udaje jsou prepocitany na teplotu
reakce 20 °C.

Obr. 19 — Lokalizace peptidu 122-127 (¢ervené) v ramci tetrameru struktury 3ZHO
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Z dosazenych vysledkil 1ze usuzovat, ze vazba FMN ma vyznamny stabiliza¢ni efekt
Z hlediska celkové tetramerni struktury, avSak existuji 1 regiony sekvence na jejichz
dynamiku nema piitomnost FMN vliv. Toto je patné zejména v oblasti helixu o6 a
nestrukturované c¢asti v jeho blizkém okoli, oblasti unikatni pro proteiny rodiny WrbA.
Konkrétné je tato oblast pokryta peptidy 34-46 a 47-67, jejichZz deuteraci znazoriuji grafy
A a B na Obr. 20. Vzhledem K totozné hodnoté deuterace holoproteinu i apoproteinu
v ptislusnych podminkach je zfejmé, ze tato oblast sekvence s kofaktorem FMN
neinteraguje a tim padem nesnizuje piistupnost rozpoustédla. Zejména z grafu B deuterace
peptidu 47-67 je patrné, ze piistupnost rozpoustédla se lisi pouze v zavislosti na teploté
reakce. VIiv koncentrace se na této oblasti sekvence taktéz neprojevuje. Se snizujici se
teplotou se region sekvence 33-67 stava vice flexibilnim a umoziuje vyménu vice

amidickych vodiki.
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Obr. 20 — Vliv kofaktoru FMN na oblast helixu a6 a jeho okoli

A, B — grafy zavislosti procenta deuterace na Case peptidi 33-46 a 47-67. Zobrazeny jsou
vybrané podminky zachycujici jak apoprotein v dimeru (Cervena kiivka) i tetrameru
(zelena kiivka), tak holoprotein (vzdy tetramer) ve stejnych koncentracnich a teplotnich
podminkach. C — Zluté zvyraznéna oblast sekvence 33-67 v krystalové struktuie 3ZHO
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6.2.2.3 Uréeni multimeriza¢nich rozhrani

Diky existenci trojrozmérné krystalové struktury proteinu WrbA byly vybrany oblasti
sekvence, nachazejici se vyluéné na jednom z moznych dimeriza¢nich rozhrani. Tyto
oblasti byly porovnany s mapou peptidu identifikovanych MS/MS analyzou. Jako vhodné
pro urceni dimeriza¢niho rozhrani byly shledany peptidy 80-86 a 136-142. Grafy zavislosti
procenta deuterace na Case obou téchto peptidii a jejich pozice v ramci trojrozmérné
krystalové struktury jsou na Obr. 21. Peptid 80-86, jehoz deuteraci v ¢ase popisuje graf Ay,
je zelené vyznacen v ¢asti Ap. Peptid 80-86 je vystaven rozpoustédlu v piipadé dimerizace
pres velké (fialové) rozhrani. Druhym, stejné dlouhym nalezenym peptidem je sekvence
136-142, jehoz graf a pozice ve struktuie je v c¢asti B. Tento peptid je pfistupny

rozpoustédlu v piipad¢ dimerizace pies malé (zelené) rozhrani.
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Obr. 21 - Dvé mozZna dimeriza¢ni rozhrani proteinu WrbA

A — dimer vznikajici ptes velké (fialové rozhrani); B — dimer ptes malé (zelené) rozhrani;
A;, B;— zavislost deuterace na Case dimeru (Cervena kiivka) a tetrameru (modra);
Az, B, — peptidy 80-86 a 136-142 zvyraznéné V krystalové struktuie 3ZHO.
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Ki#ivky grafi A; a By na Obr. 21 str. 53 reprezentuji podminky 1,5uM proteinu pii
raznych teplotach. Cervena kiivka odpovida teploté 4°C (pii nizké koncentraci dimer)
a modra 20 °C (tetramer). Mira deuterace peptidu 136-142 v podminkach dimeru je téméf
totozna s deuteraci v podminkach tetrameru. Naproti tomu deuterace peptidu 80-86
V podminkach dimeru se oproti tetramernim podminkdm razantné zvySuje. Z porovnani
obou grafii je tedy ziejmé, Ze v podminkach vyskytu dimeru je peptid 80-86 vice piistupny
rozpoustédlu nez peptid 136-142, a tedy ze dimer v roztoku vznika pies velké (fialové)

rozhrani, zatimco malé (zelené) je vystaveno rozpoustédlu.
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6.3 Chemické sit’ovani

6.3.1 Elektroforeticka separace produkti sitovaci reakce

Cistota proteinu a charakterizace produktd sitfovacich reakci byla ovéfena
elektroforetickou separaci V polyakrylamidovém gelu (Obr. 22). Chemicky zesitény
monomer proteinu disponuje zvysenou elektroforetickou mobilitou v gelu, coz dokladaji
prouzky ve vétSich vzdalenostech od startu elektroforézy v porovnani s kontrolnimi
vzorky. Soucasné jsou patrné i pruhy v oblastech dimeru a vy$$ich multimert, zejména
v podminkach vysoké teploty a vysoké koncentrace, kdy je protein v roztoku ve formé
tetrameru. V kontrolnich vzorcich bez chemického ¢&inidla nebyly viditelné Zadné
multimerni stavy. V pfitomnosti kofaktoru FMN je ziejmy pokles intenzity pruhi

multimernich stavii u obou ¢inidel a pfi vSech koncentracich i teplotach.

zZ pd
< rd = g < =z = £
w ™ : w i 5
y . Q2 Qoo y .9 P o oU
PP U o & s C Lo U & s
< T O O o o ° o 9O 9 o o
EiII+<+090a g EY YO dq0
L : = O I S < <O
233233333z £ 233223323 ¢
0O K sgagnlnsgsgs SVWOsasg0O WS S 6
N ™ v~ N N ~ v~ (N (N Xx N v~ v~ (N N «~ «~ (N (N X
k‘gg DSG DSS
<— tetramer
62 <— trimer
49
38 <— dimer
28
T s b i et i W) SR R A L L B B s < monomer
14 e v -

Obr. 22 — Produkty sit'ovaci reakce vizualizované v polyakrylamidovém gelu

kontrola — protein (mnozstvi shodné s ostatnimi drahami) bez chemického c¢inidla
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6.3.2 Produkty sit’ovaci reakce identifikované programem Links

Produkty sitovacich reakci Stépené v roztoku byly separovany pomoci kapalinové
chromatografie a analyzovany hmotnostnim spektrometrem s vysokym rozliSenim
analyzatoru. Hmotnostni spektra byla editovana programem Data Analysis 4.1. Namétené
experimentalni hodnoty byly porovnavany s knihovnou teoretickych zesiténi, generovanou
na zakladé sekvence proteinu a pouzité proteasy programem Links. Pokud odchylka
teoretické a experimentalni hmoty byla niz$i nez 3 ppm, doslo k pozitivnimu pfirazeni
sekvence k experimentalnim signalim. Vsechna teoreticky prifazena zesiténi byla nasledné
vyhledana v hmotnostnich spektrech a ruéné validovana. Nalezena zesiténi v jednotlivych

podminkéach jsou shrnuta v Tab. 8.

Tab. 8 - Identifikovana spojeni ¢inidly DSG a DSS v jednotlivych podminkach

Spojené LSuM,4°C  1,5uM,20°C 20 uM,4°C 20 uM, 20 °C

aminokyseliny DSG DSS DSG DSS DSG DSS DSG DSS
N-terminus — K 2 X X X X X X X X
N-terminus — K 27 X X X X X X X X
N-terminus — K 49 X X X X X X X X
N-terminus — K 53 X X
K27 -K 36 X X X X X X X X
K49 -K 49 X X X X

K49 - K53 X X X

Pozn.: pozitivni vyskyt je vyznacen kiizkem

Nezvyraznénd zesiténi jsou dobie interpretovatelnd v modelu krystalové struktury
proteinu WrbA. Jednd se o zesiténi lysinll ve vzdalenostech odpovidajicim pouzitym
¢inidlim v oblastech proteinu s definovanou sekundarni strukturou (Obr. 23 A str. 57).

Tucné zvyraznéna zesiténi se tykaji lysint 49, respektive 53. Tyto lysiny se nachazi
Vv oblasti sekvence unikdtni pro proteiny rodiny WrbA, ktera neni z velké c¢ésti nijak
strukturovana. V piipad€ zesiténi lysin 49 — lysin 49 se jednd o jediné identifikované
intermolekularni spojeni dvou monomernich jednotek (Obr. 23 B str. 57). Flexibilita této
oblasti byla popsana vyse v souvislosti s vodik-deuteriovou vyménou (Obr. 20 str. 52).

Flexibilitu tohoto regionu potvrzuje i zesiténi N-terminalniho aminu a lysinu 49 nebo
lysinu 53 v ramci jedné podjednotky. Vznik téchto spojeni v ramci jedné podjednotky byl

ovéfen extrakci peptidtt z monomerniho pruhu z polyakrylamidového gelu, kde bylo toto
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zesiténi taktéz nalezeno. V krystalové struktufe neni mozné spojeni N-konce s lysinem 49
nebo lysinem 53 vizualizovat. V databazi ModBase byl nalezen homologni model proteinu
WrbA™, na kterém je mozné tato zesitdni interpretovat (Obr. 23).

LYS-49

Obr. 23 — Vizualizace zesiténi ¢inidly DSG a DSS v trojrozmérné struktuie

A — zesiténi vramci jedné (modré) monomerni jednotky; lysiny a zesiténi vyznaceny
fialové struktura 3ZHO; B — Zesiténi dvou monomernich (modré a oranzové) jednotek
mezi identickymi lysiny 49 a zesiténi N-konce a lysiny 49 a 53 v ramci jedné monomerni
jednotky dokazuje vyraznou flexibilitu této oblasti sekvence. Modra a oranzova
monomerni jednotka pochazi z krystalové struktury 3ZHO, ¢ervena z homologniho modelu
Vv databazi ModBase.
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7. Diskuze

Proteiny rodiny WrbA se zdaji byt funkénim®™ i strukturnim™ evoluénim mezistupndm
mezi kratkymi flavodoxiny z nizSich organismi a NADH:chinon oxidoreduktasami
z organismu vySsich. Protein WrbA z E. coli je nejvice prozkoumanym zastupcem této
rodiny. Protoze dochazi pti vystaveni produkénich bun€k stresovym faktordm
k nadprodukci proteinu WrbA, uvazuje se, ze tyto proteiny maji svou fyziologickou funkci
spojenou s obranou bunék pied oxida¢nim stresem™®. Mechanismus takovéto obrany vSak
dosud nebyl objasnén.

Protein WrbA z E. coli se ve vodnych roztocich pii uM koncentracich nevyskytuje jako
monomerni jednotka, nybrz vrovnovazném stavu rychle pfechdzi mezi dimerni
a tetramerni formou®. Prestoze pro protein WrbA existuji trojrozmérné strukturni modely
ziskané rentgenovou krystalografii, z principu téchto metod nebylo mozné ziskat strukturni
data pfi takto nizkych koncentracich. Na zdklad€ analytické ultracentrifugace provedené
Dr. Vankem (kapitola 2.1.3.1, str. 13) byly urCeny podminky pro charakterizaci
dynamického chovani a konformacnich zmén proteinu s vyuZitim technik hmotnostni
spektrometrie. Protein WrbA byl na$i laboratofi poskytnut Mgr. Olgou Ettrichovou.
Identita a homogenita vzorku byla ovéfena pomoci hmotnostni spektrometrie mefenim
intaktniho proteinu Vv denaturujicich podminkach v pfitomnosti kyseliny mravenci
a methanolu. Z méteni denaturovaného proteinu byla ur¢ena monoizotopicka hmota, ktera
byla nasledn¢ dilezitd predevsim pro vyhodnoceni hmotnostné spektrometrickych dat.

(Obr. 15, str. 47).

Dynamika proteinu a s ni souvisejici konformaéni zmény byly sledovany pomoci dvou
technik kombinovanych s analyzou hmotnostnim spektrometrem. Prvni metodou byla
vodik-deuteriovd vyména. Samotné analyze produkti vodik-deuteriové vymeény
predchazela optimalizace §tépeni proteinu WrbA. Stépeni bylo provedeno na kolonich
S imobilizovanymi proteasami pepsinem, rhizopuspesinem a nepenthesinem. VyuZzito bylo
i sériového zapojeni dvou kolon s riznymi proteasami, konkrétné¢ pepsinové kolony
nasledované kolonou s rhizopuspepsinem nebo nepenthesinem. Postupné $§tépeni dvéma
proteasami se ukazalo jako nejvice vyhodné. Prestoze vSechny proteasy (Vyjma samotného
pepsinu) pokryvaji svymi §tépy kompletni aminokyselinovou sekvenci, pro zlepseni

aminokyselinového rozliSeni H-D vymény je pozadovana €O nejvyssi variabilita
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vznikajicich peptidi. Z tohoto pohledu bylo nejlepSich vysledki dosazeno pomoci
kombinace proteas pepsin a rhizopuspepsin.

Vzhledem krozdilnym koncentracim proteinu (1,5uM a 20uM) ve vychozich
experimentalnich podminkach a k nutnosti analyzovat vzdy shodné mnozstvi proteinu bylo
nutné zastavovat vyménu riznymi zhaSecimi pufry. Pro vyrovnani mnozstvi soli
Vv zastavenych reakci byly vzorky s 20uM proteinem zhaseny 1M glycinovym pufrem
s ptidavkem soli a s vy§§im pH. Rozdil pH zhaSecich pufri byl uréen experimentalné.
Shodné¢ pH ve vSech zastavenych vzorcich je dulezité kvili eventudlni zpétné vymené
deuteria za vodik v pribéhu §tépeni a chromatografie. Obsah FMN vyrovndvan nebyl.

Vysledky H-D vymény ve vzorcich obsahujicich FMN se velmi dobie shoduji
s krystalovou strukturou holoproteinu WrbA'. Potvrzen byl jiz diive popsany silny
stabiliza&ni vliv na celkovou tetramerni strukturu®. Rovn&z byly nalezeny lokalni oblasti
sekvence, pro které je zhlediska H-D vymény pfitomnost FMN irelevantni. Zejména
oblast helixu a6 se vyznacuje i v pfitomnosti FMN zvySenou flexibilitou. S timto tvrzenim
koresponduji i teplotni B-faktory atomu této oblasti, zanesené v trojrozmérné krystalové
struktufe. Dalsi takovou oblasti jsou smycky, pro které kvili jejich vysoké flexibilité
nebylo v krystalu mozné ptesné urcit distribuci elektronovych hustot.

Jednou z takto flexibilnich oblasti je i okoli peptidu 153-163, jehoz chovani v prubéhu
vodik-deuteriové vymény je popsano ¢asti D na Obr. 17, str. 50. V hmotnostnich spektrech
jsou dobfe patrné dvé prekryvajici se izotopové obalky jednoho peptidu. Vyskyt tohoto
jevu doklada, ze se protein WrbA vyskytuje za urCitych podminek soucasné v rtiznych
konformacnich stavech. V podminkach vyskytu pouze dimerni formy (1,5uM protein, 4°C)
je tento peptid vyrazné deuterovan jiz v prvni frakci. Ve stejné frakci odebrané z reakce
probihajici pfi vyssi teploté jsou jiz patrné dva oddélené stavy peptidu, jak nedeuterovany,
tak deuterovany. Je velmi pravdépodobné, Ze piitomnost dvou odlisnych konformaci
je zplsobena dynamickou rovnovahou vzniku a rozpadu tetrameru. V reakcich obsahujici
vys§i koncentraci proteinu lze pozorovat stejny efekt, avSak vyslednd procentualni
deuterace je v porovnani s frakcemi 1,5uM proteinu nizsi. Z tohoto lze usuzovat, ze rozdil
koncentraci v ndmi provedenych experimentech ma vyssi stabiliza¢ni efekt na tetramerni
formu proteinu, nez jaky zptsobuje rozdil sledovanych teplot.

Vyskyt dvou rtizné deuterovanych populaci proteinu v roztoku obsahujiciho tetramerni
formu proteinu mize byt ovSem zplisoben pouze lokdlnimi zménami konformace zminéné
Casti fetézce. V in silico simulaci vyuzivajici molekularni dynamiku byly nalezeny regiony

(Casteén¢ se piekryvajici s peptidem 153-163), jejichz aminokyselinové sekvence
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umoznuji zvySenou fluktuaci kolem rovnovazné polohyls. Ve zbyvajicich oblastech
sekvence je simulovana fluktuace aminokyselinovych zbytkli pro vSechny podjednotky
témet totoznd, ovSem v regionech se zvySenou flexibilitou jsou vypocitané hodnoty
fluktuaci pro jednotlivé podjednotky rozdilné. Rozdilné dynamické chovani Ccasti
monomernich jednotek, vazanych v jednom tetrameru, by taktéz mohlo vysvétlovat vyskyt
rizné deuterovanych stavli jednoho peptidu. Tato vypocetni studie ovSem nebyla dosud
experimentalné ovéfena.

Dale byly nalezeny useky, ve kterych se mira deuterace liSila pouze vlivem koncentrace
proteinu, nebo rozdilné teploty. Jednim z peptidi, jehoz deuterace v apoproteinu byla silné
ovlivnéna zménou teploty, byl peptid 80-86. Tento peptid se nachdzi na malém
dimerizaénim rozhrani'®. Na druhém, velkém dimeriza&nim rozhrani byl nalezen stejné
dlouhy peptid, ovsem jeho deuterace nebyla zménou teploty téméf ovlivnéna. Porovnani
procent deuterace téchto dvou peptidi (Obr. 21, str. 53) a dat ziskanych analytickou
ultracentrifugaci (Obr. 3, str. 13) umoznilo ur¢it rozhrani vzniku dimeru. Dimerni forma
vznika v apoproteinu interakci dvou monomernich jednotek pies velké rozhrani, tetramer

nasledn¢ vznika jako dimer dimert ptes rozhrani malé.

Druhou metodou studia struktury proteinii pomoci hmotnostni spektrometrie vyuzitou
Vv této praci bylo chemické sitovani. K sitovacim reakcim byla pouzita standardné
pouzivand NHS cinidla DSG a DSS s délkou spojovacich ramének vhodnou k sitovani
primarnich aminéi ve vzdalenosti kolem 10 A. Pouzity dvacetinasobny molarni nadbytek
byl pouzit vzhledem velikosti proteinu a poctu lysini v aminokyselinové sekvenci, které
jsou hlavnimi cilovymi postranimi fetézci pti sitovani NHS c¢inidly. Vys$si nadbytky
¢inidel neni vyhodné pouZivat predevSim kvilli vzniku nadmérného mnoZstvi produkth
reakce. Vicenasobné modifikovany protein Cinidly situjicimi lysinova residua neni mozné
ucinn¢ $tépit pomoci trypsinu, ktery specificky hydrolyzuje peptidovou vazbu za
bazickymi aminokyselinami arginin a lysin. Specifické chemické Sté€peni peptidové vazby
pomoci bromkyanu je v takovém piipadé taktéz témét nevyuzitelné, nebot vznikajici
vicenasobné modifikované peptidy Ize jen obtizn¢ spravné identifikovat, a to ani S
vyuzitim fragmentac¢nich hmotnostné spektrometrickych analyz. Alternativou by mohlo
byt sitovani karboxylovych kyselin pomoci dihydrazidi, této moznosti v§ak nebylo kviili
nucenému snizeni pH pro spravny pribeh reakce vyuzito. Vyhodou NHS ¢inidel je jejich

vysoka reaktivita pti pH okolo hodnoty 7.
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Dil¢im cilem téchto experimentti bylo nalézt zesit'€ni dvou monomernich podjednotek
na obou multimeriza¢nich rozhranich. Tento dil¢i cil vSak nebyl zcela splnén, jelikoz
spojeni dvou podjednotek bylo nalezeno pouze na malém rozhrani mezi dvéma lysiny 49.
V souladu s vyse popsanymi zavéry z vodik-deuteriové vymény bylo toto zesiténi nalezeno
pouze Vv takovych vzorcich apoproteinu, které obsahuji protein WrbA ve formé tetrameru
(Tab. 8, str. 56). Piestoze protein tvoii tetramer i v podminkach nizké koncentrace a teploté
20 °C, v této skupiné vzorkti spojeni dvou lysinli 49 nalezeno nebylo. Tento fakt maze byt
ptidavano v dvacetinasobném molarnim nadbytku nad latkovym mnozstvim proteinu. Ve
vzorcich s 1,5uM proteinem tak vyslednd molarni koncentrace Ccinidel byla
nckolikandsobné niz8i nez v ptipadé vzorkil s 20uM proteinem, ackoli latkové mnoZstvi
¢inidla bylo ve vSech vzorcich totozné.

Primarni amin na N-konci alaninu v pozici jedna aminokyselinové sekvence je
Vv proteinu WrbA mimotadné reaktivni. Byla nalezena celkem Ctyii spojeni, na kterych se
N-konec podili. Nejvice zasadni z hlediska dynamiky molekuly proteinu jsou zesiténi
N-konce s lysiny 49 a 53 v ramci jedné podjednotky. Lysiny 49 a 53 se nachazeji v oblasti
okoli helixu 06. Vysoka flexibilita této oblasti byla diskutovana vyse. Tato oblast neni
nijak vyznamné strukturovdna ani v krystalografickém modelu a z vysledkit H-D vymény
je patrné, ze jeji flexibilita se s klesajici teplotou a snizujici se koncentraci zvysSuje.
K vizualizaci lysini 49 a 53 spojenych s N-koncovou aminokyselinou nebylo mozné
pouzit krystalovou strukturu a proto byl vyhledan homologni model (Obr. 23, str. 57)
S totoznou sekvenci, na némz je mozné tato spojeni demonstrovat.

Z vysledkl elektroforetické separace produktl zesiténi v polyakrylamidovém gelu
(kapitola 6.3.1 str. 55) je patrné, Ze pii stejnych teplotnich i koncentra¢nich podminkach
vznikd v porovnani s apoproteinem Vv pfitomnosti kofaktoru FMN méné zesiténych
multimernich stavii. To vSak kontrastuje S vysledky vodik-deuteriové vymeény, kdy
Vv pritomnosti FMN piechazi protein vzdy do formy tetrameru. Divody sniZzeni mnozstvi
produkt zesiténi, vznikajicich v pfitomnosti FMN, mohou byt dva. Prvnim muze byt
stabilizacni efekt FMN na lokalni stabilitu proteinového fetézce. OvSem vysledky vodik-
deuteriové vymény tuto moznost v oblastech sekvence s vyskytujicimi se lysiny vyvraceji.
Druhym a vice pravdépodobnym divodem poklesu vytézku chemické sitovaci reakce
v pritomnosti FMN se zda byt ovlivnéni kinetiky sitovacich c¢inidel molekulami
samotného FMN. Tuto domnénku c¢asteén¢ obhajuje 1 vétSi pocet nalezenych Céastecné

zreagovanych ¢inidel, spojenych s proteinem pouze jednou reaktivni skupinou.
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Zdanlive idedlnim feSenim pro popis zmény mezi dvéma konformacnimi stavy proteinu,
lisicich se pritomnosti nebo nepiitomnosti induktoru této zmény, je chemické sitovani
S vyuzitim rtizné izotopové znafenych c¢inidel v jednotlivych stavech. (Obr. 9, str. 28).
Tento piistup mé vSak jista striktni omezeni. V prvni fad¢ je nutné zajistit maximalni
moznou Uc¢innost proteolytického nebo chemického Stépeni, nebot’ je pro spravnou
interpretaci ziskanych dat nutné porovnavat nejkrat$i mozné zesiténé peptidy. Druhym
pfedpokladem je, Ze pfitomnost sitovaci reakce probihd Vobou porovnavanych
podminkach se stejnou kinetikou, tj. poskytuje stejné vytézky. Kvantitativni vyjadieni
konformac¢nich zmén tudiz nemohlo byt z vySe popsanych divodl provedeno, at’ jiz pro

sledovani vlivu FMN, koncentrace nebo teploty.

Ackoli jsou proteiny rodiny WrbA zndmy jiz vice nez cCtvrt stoleti, zlstavaji stale
objektem zajmu védcl po celém sveété. V soucasnosti jsou proteiny WrbA dobie
charakterizovany z hlediska strukturniho a biochemického, jejich presna uloha
v organismech vsSak zlstdva stdle neobjasnéna. DalSi experimenty vyuzivajici techniky
hmotnostni spektrometrie ke sledovani chovani proteinu WrbA mohou vést k urceni
disocia¢ni konstanty protein-FMN a dale pak ke sledovani stability tetramerni struktury

Vv prabéhu oxidoredukénich reakei katalyzovanych proteinem WrbA.
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8. Zavér
Cilem této diplomové prace bylo charakterizovat konforma¢ni zmény proteinu WrbA
pomoci technik spojenych s hmotnostni spektrometrii. Dosazené vysledky jsou shrnuty

Vv nasledujicich bodech.

* Experimenty vodik-deuteriové vymény byl popsan vliv FMN, teploty a
koncentrace proteinu na formovani a stabilitu tetrameru.

* Chemické zesiténi odhalilo zménu konformace helixu a6, oblasti typické pro
proteiny rodiny WrbA, ktera se vyznacuje vysokou flexibilitou.

* Vysledky vodik-deuteriové vymény i1 chemického sitovani umoznily urcit
dimeriza¢ni a tetrameriza¢ni rozhrani apoproteinu WrbA.
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