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2 Uvod acile prace

Tématem této diplomové préce je studium interakci celych proteint s ligandy pomoci
hmotnostni spektrometrie. V teoretické Casti diplomové prace je zpracovana literarni reSerse
na téma hmotnostni spektrometrie se zamétenim na ESI a MALDI, coz jsou ioniza¢ni
techniky vhodné pro ionizaci proteinti. Soucasti teoretické Casti prace je také popis interakci
proteinu s ligandy z hlediska jejich vyznamu a detekce.

V experimentalni ¢asti se vénuji optimalizaci méfené koncentrace cytochromu ¢ a BSA
a vazb& téchto proteinu s protinadorovymi 1éCivy jako triterpen, Kkarboran a cisplatina
S pouzitim dvou hmotnostnich spektrometrtt ESI/QqTOF a MALDI-TOF.

Cilem prace bylo zjistit koncentraéni rozsah proteinli, ve kterych je mozna analyza
a sledovat interakci cytochromu a BSA ve zvoleném koncentraénim rozsahu s triterpenem,

karboranem a cisplatinou.



I. Teoreticka Cast

3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je analyticka technika, ktera mtze poskytovat jak kvalitativni
(molekulova hmotnost), tak kvantitativni informaci (koncentrace) o molekulach analytu

po jejich pfeméné na ionty. Analyzované molekuly jsou nejprve zavedeny do iontového
zdroje hmotnostniho spektrometru, kde jsou ionizovany z elektricky neutralnich atomt nebo
molekul na kladné nebo zé&porné ionty. Poté ionty sméfuji do hmotnostniho analyzatoru,
v némz jsou rozd€leny Vv zavislosti na jejich poméru hmotnost/naboj (m/z) a nasledné putuji
k detektoru. lonty zachycené na detektoru generuji signal, ktery je zaznamenavan
pocitatovym systémem. Pocita¢ zobrazuje signaly v podob&é hmotnostniho spektra, které
ukazuje relativni ¢etnost iontt podle jejich m/z poméru (Ho et al., 2003).

Prostor analyzatoru, detektoru a piipadné i iontového zdroje je hluboce vakuovan, aby
nedochazelo ke srazkam molekul plynu s analyzovanymi ionty. Hodnoty vakua se pohybuji
od 10 az do 10 torri podle typu hmotnostniho analyzatoru. Vakuum je vytvafeno pomoci
kombinace rota¢ni olejové pumpy a turbomolekulérni pumpy (Dastych et al., 2012).

K vlastnostem hmotnostni spektrometrie patéi vysoky detekéni limit, rychlost

a rozmanitost pouziti (Hoffmann a Stroobant, 2007).

Normalni tlak SnizZeny tlak

Vlozeni ‘ lonizacni

vzorku ‘ technika |guo Pocitac

Obr. 1: Zakladni schéma hmotnostniho spektrometru

(Ptevzato a upraveno podle (Vidova et al., 2008)



3.1 lontové zdroje

V iontovém zdroji jsou vzorky pfed analyzou ionizovany. Pouzivaji se rizné ionizacni
techniky, které se voli podle fyzikalng - chemickych vlastnosti analytu. Techniky ionizace
muzeme rozdélit na tvrdé a mékké. Tvrdé ionizacni techniky jsou velmi energické a zptisobuji
rozsahlou fragmentaci. Tvrdou technikou je elektronova ionizace (El) zaloZena na principu
pfedani energie molekulam analytu od proudu leticich elektronli. Nejcastéji vznikaji kladné
nabité radikaly, u kterych nasledné dochazi k fragmentaci (de Hoffmann and Stroobant, 2007;
Friedecky and Lemr, 2012).

Setrngjsi metodou, kterd se jiz fadi k mékkym ionizaénim technikam je chemicka
ionizace (Cl), kde rychle letici elektrony ionizuji nejprve molekuly reakéniho plynu a ty
potom piedavaji energii molekulam analytu (Dastych et al., 2012). U EI, CI a ionizace polem
jsou latky ionizovany v plynné fazi. Jejich pouziti je omezeno jen pro slouéeniny dostate¢né
tekavé a tepelné stabilni. Velké mnozstvi slouéenin je vSak teplotné labilnich a u nich se
pouzivaji jiné ioniza¢ni techniky.

U tepelné labilnich slouéenin pouzivame dva typy zdroji: iontové zdroje kapalné faze
(rozpraSovaci ionizace) a zdroje iontt pevne faze (desorpéni ionizace). U iontového zdroje
kapalné faze je analyt v roztoku. Tento roztok je ve formé kapicek rozprasen do zdroje, kde
jsou pii atmosférickém tlaku produkovany ionty. Tomuto typu iontovych zdroji odpovida
elektrosprej (ESI), chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI) a fotoionizace
za atmosférického tlaku (APPI) (Busch, 1995, de Hoffmann and Stroobant, 2007).

V iontovych zdrojich druhého typu je analyt v netékavé pevné fazi. Analyzovany
vzorek v pevné fazi se ptipravuje riznymi zpusoby, které Casto zahrnuji pouziti matrice.
Matrice maze byt bud’ pevna latka, nebo visk6zni kapalina, kterd se smicha se vzorkem.
Takto ptipraveny vzorek je pak ozafen energetickymi ¢asticemi nebo fotony, které zptsobi
desorpci iontd z povrchu. lonty jsou poté pomoci elektrického pole nasmérovany
do analyzatoru. Tato strategie k produkci iontt je pouzivana u ionizace/desorpce laserem
za UcCasti matrice (MALDI), desorpce plazmou a desorpce polem (de Hoffmann and
Stroobant, 2007).

Vyse zminéné ionizaéni techniky EST a MALDI umoziuji s vysokou citlivosti ionizovat
peptidy a proteiny bez nadmérné fragmentace. Jejich objev v 80. letech 20. stoleti byl klicovy
pro rozvoj MS (Patterson and Aebersold, 2003). Témto metodam se budu blize vénovat
v nasledujici kapitole.

10



3.1.1 Elektrosprej
V roce 1984 John Fenn poprvé popsal vyuziti elektrospreje pii analyze proteind (Yamashita
and Fenn, 1984). Za tento objev mu byla v roce 2002 udélena Nobelova cena za chemii
(Fenn, 2003).

lonizace elektrosprejem probiha pti atmosférickém tlaku. Kapalny vzorek prochazi
sprejovaci kapilarou, kde jsou diky rozdilu elektrickych potenciali mezi kapilarou a vstupem
do hmotnostniho analyzatoru tvoieny nabité kapic¢ky (Ho et al., 2003; Yates, 2004). Kapicky
se odpafovanim rozpoustédla neustale zmensuji, coz vede ke zvySovani hustoty povrchového
naboje. Rozpoustédlo je odpafovano diky proudéni susiciho plynu (napf. dusiku) a zvysené
teploté ve zdroji (Ho et al., 2003). Jakmile kapi¢ky dosahnou tzv. Rayleighova limitu, pfti
kterém odpudiva sila mezi stejnymi naboji piekroci silu povrchového napéti kapky, dojde
ke Coulombické explozi a ionty jsou uvolnény z povrchu kapky (Hilton and Benesch, 2012;
Yates, 2004).

Odparovani
rozpoustédla iomene=)> Uvolnéni analyzovaného iontu

ZmlZzujici plyn

Aerosol Susici plyn

Kapilara

Obr. 2: Schematické zndzornéni elektrospreje

(Ptevzato z: http://holcapek.upce.cz/teaching/Holcapek_EMSV_MS.pdf, stazeno 20. 4. 2015)
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ESI je schopno produkovat vicenasobné nabité ionty, které maji za nasledek snizeni
hodnoty m/z, pfi niz je molekula detekovana (napt. molekula o hmotnosti 20 000 nesouci 20
naboji muze byt detekovana uz pii hodnoté m/z = 1000). Diky vicenasobné nabitym iontim
se zvySuje rozsah méfitelnych hmot pfistroje a je umoznéno pouziti mnoha riuznych typi
analyzatort. U méfeni pomoci ESI lze vypocitat skute¢nou molekulovou hmotnost iontu
(Dastych et al., 2012; Yates, 1998).

Elektrosprej je citlivy na pfitomnost soli, detergentt ¢i pufri ve vzorku. Tyto latky
mohou reakci s analytem tvofit adukty, které zt€zuji urceni molekulové hmotnosti analytu
nebo mohou potlacovat tvorbu iontd analyzované molekuly. Proto je dulezité soli, pufry
a detergenty pted ionizaci pomoci ESI ze vzorku odstranit (napf. separaci pomoci kapalinové
chromatografie).

Mezi ptednosti elektrospreje patii snadné ptipojeni k separacnim technikam a Setrné
ionizace bez nasledné fragmentace molekulovych iontt. Je vhodny pro méfeni netékavych,
polarnich a vysokomolekularnich latek, krom¢ proteini a peptidi také nukleovych kyselin
a sacharida (Dastych et al., 2012; Yates, 1998).

3.1.2 lonizace laserem za ué€asti matrice

Princip MALDI byl poprvé ptredstaven v roce 1985 védci Michaelem Karasem a Franzem
Hillenkampem (Karas et al., 1985). lonizaci proteint pouZzitim laseru a kapalné matrice prvné
uskute¢nil védec Koichi Tanaka (Tanaka et al., 1988). Za vyvoj MALDI byl v roce 2002
stejné jako John Fenn ocenén Nobelovou cenou za chemii (Tanaka, 2003).

MALDI je stejné jako ESI mekka ionizaéni technika, kterd generuje ionty ozarenim
pevné smési laserovym paprskem. Tato metoda ionizace se stala rozsifenou pro produkci
intaktnich plynnych iontu z latek, jako jsou proteiny, oligonukleotidy a syntetické polymery.
MALDI se vyznacuje snadnou piipravou vzorku a vétsi toleranci ke kontaminaci solemi,
pufry a detergenty oproti ESI (de Hoffmann and Stroobant, 2007; Veenstra and Yates, 2006).

Tonizace laserem za ucasti matrice probiha ve dvou krocich. Nejprve se analyzovany
vzorek smicha s nasycenym roztokem matrice. Nasyceny roztok je pfipraven rozpusSténim
matrice napiiklad ve vod¢, acetonitrilu, acetonu nebo v tetrahydrofuranu. Matrice je mala
organickd molekula s konjugovanymi vazbami, ktera siln¢ absorbuje energii pfi vinové délce
laseru. Vznikla smés je nanesena na MALDI desti¢ku ve formé spotu a necha se zaschnout.
Analyt s matrici po zaschnuti vytvoii krystalickou strukturu (de Hoffmann and Stroobant,
2007; Veenstra and Yates, 2006).

Druhy krok probiha za podminek vakua uvniti zdroje hmotnostniho spektrometru.

Vykrystalizovana smés na MALDI desti¢ce je ozaifena kratkymi laserovymi pulzy (Busch,
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1995). Laser slouzi k excitaci matrice, ktera zpusobi rychlé zahiati molekul matrice, jejich
desorpci a pievedeni do plynné faze. Odpafena matrice s sebou strhdva molekuly analytu.
Dojde k ion-molekularnim reakcim mezi analytem a ionizovanou matrici. Matrice pfenesenim
protonu ionizuje molekuly analytu. lonty v plynné fazi jsou pak urychlovany pomoci
elektrostatického pole smérem k analyzatoru (de Hoffmann and Stroobant, 2007). MALDI je
pulzni technika a proto je nejéastéji spojovana s TOF analyzatorem, ktery je schopny

separovat pulzné produkované ionty. (Dastych et al., 2012).

se¥
' ?’3-? ‘
Smichana matrice Exnﬂ
se vzorkem \':9;,//
[+-]
5
E <]
g e .
§ &
z © e
L #] b % Ionizace o © MUIEI:.I larni ionty
L o]
© @ o . . . o

Desorpce

Obr. 3: Schéma MALDI
(ptevzato a upraveno podle: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Maldi.svg, stazeno 7.
4.2016)

Podobné jako u ESI, muze MALDI produkovat jak pozitivni tak negativni ionty.
Pozitivni ionty jsou tvofeny pfijetim protonu. U MALDI vétSina analytl pfijme jediny proton
a proto jsou peptidové a velké bimolekularni ionty nejcastéji jednonasobné nabité (Veenstra
and Yates, 2006).

Klicovym bodem pro tuspésnou MALDI analyzu snejvyssi moznou citlivosti
a presnosti je spravna volba matrice. K nejoblibenéjsim matricim pouzivanym v proteomice
patii ~ kyselina  a-kyano-4-hydroxyskoticova (CHCA), kyselina  3,5-dimethoxy-4-
hydroskoficova (kyselina sinapova, SA) a kyselina 2,5-dihydroxybenzoova (DHB) (Tab. 1).
Obecné muzeme fici, z2 CHCA je vhodna pro peptidové mapovani, SA se hodi nejlépe

13



pro studium vétsich proteinit a DHB se obvykle pouZziva pro hydrofobni glyko- a fosfopeptidy
(Bodzon-Kulakowska et al., 2007).

Tab. 1: Nejcasteji pouzivané matrice pro MALDI a jejich uziti pro rizné typy vzorkii
(upraveno podle Hoffmann a Stroobant, 2007

Matrice Zkratka Vzorek
a-kyano-4-hydroxyskoficova CHCA peptidy, proteiny, sacharidy
kyselina

2,5 - dihydroxybenzoové kyselina DHB peptidy, proteiny, sacharidy,

syntetické polymery,
organické molekuly

3,5-dimethoxy-4-hydroskoficova kyselina | SA peptidy, proteiny
(sinapova)
3-hydroxypikolinova kyselina HPA oligonukleotidy

3.2 Hmotnostni analyzatory

Jak jiz bylo zminéno, hmotnostni analyzator je Soucasti hmotnostniho spektrometru, kde
dochazi k separaci iontd na zékladé poméru hmotnosti k néboji (m/z). Déleni ionti je
zalozeno na riznych fyzikalnich principech. Analyzatory pouzivaji elektrické (statické
¢i dynamické) nebo magnetické pole, pripadné jejich kombinace. Rozlisujeme né€kolik typi
hmotnostnich analyzatorti. Prvni zahrnuje skenujici analyzatory, které souvisle v ¢ase separuji
a propousti ionty s ur¢itou hodnotou m/z (kvadrupdl - Q, iontova past). Ke druhému typu
fadime analyzatory s pfesunem vsech iontt soucasné do letove trubice, kde se pro jejich
separaci vyuziva rozdilného Casu letu k detektoru (analyzator doby letu - TOF). Orbitrap
a iontova cyklotrénova rezonance (ICR) tvofi tfeti typ analyzatort, které rozdéluji ionty podle

jejich m/z rezonanéni frekvence (Dvotakova et al., 2014; Friedecky and Lemr, 2012).

3.2.1 Kvadrupél

Velmi rozsitenym hmotnostnim analyzatorem je v soucasné dobé kvadrupol. Je slozen ze 4
rovnobéznych kovovych ty¢i kruhového prifezu, které jsou piipojeny ke zdrojim
stejnosmérného a stiidavého napéti (elektrody naproti sobé maji vzdy stejnou polaritu,
(Obr. 4). Tonty jsou pfivedeny do stiedu kvadrupdlu a zanou oscilovat. Na zakladé velikosti
stejnosmérného napéti a amplitudy stéidavého napéti v daném casovém okamziku se ionty
s urcitym pomérem mM/z pohybuji po stabilni trajektorii, projdou kvadrupélem a dopadnou
na detektor. Ostatni ionty, které maji nestabilni trajektorii, jsou vychyleny, zachyceny na tyci

a k detektoru se nedostanou.
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Kvadrupdl maze pracovat ve dvou rezimech (mddech). Prvnim je skenovaci, kdy se
plynule méni vkladané napéti, coz umoziniuje v kratkém ¢asovém intervalu (napf. 1 s) proméfit
vSechny hodnoty m/z. U druhého rezimu - tzv. SIM (single ion monitoring) se nastavi
elektrické pole kvadrupolu tak, aby prochazel pouze jeden nebo n¢kolik piislusnych iontt.
Prvni mod ma nizsi citlivost, ale umoziuje sledovani vsech ionta vzniklych v iontovém
zdroji. SIM rezim se naopak vyuzivd pro citlivou kvantifikaci pfedem vybranych latek
(Friedecky and Lemr, 2012).

Detektor

Ion se stabilni trajektorii g

Iontovy zdroj (|

' | Vkladané stejnosmérné
@ a stridavé napeéti

Obr. 4: Schéma kvadrupo6lu
(pfevzato a upraveno podle: https://www.chromservis.eu/g/time-of-flight-gc-ms,
stazeno 1. 12. 2015)

3.2.2 lontova past
Tyto hmotnostni analyzatory funguji stejné jako kvadrupol na principu zachycovani iontd
Vv elektrickém poli. RozliSujeme sférickou (3D) iontovou past a linearni (2D) iontovou past.
Sférickou iontovou past tvofi stfedova prstencova elektroda a dvé krajni elektrody,
na které je vkladano vysokofrekvenéni napéti (trojrozmérna obdoba kvadrupodlu). Na rozdil
od kvadrupoélu (2 sméry pohybu iontil) je zde pohyb ionti regulovan ve tfech smérech. lonty
se uvniti 3D iontové pasti pohybuji po urcitou dobu po kruhovych drahach a podle jejich
pomeéru m/z jsou z pasti selektivné vypuzovany.
Linearni iontova past tvarové pfipomind kvadrupdl, na jehoz koncich jsou elektrody

s vloZzenym elektrostatickym polem, které zabranuje iontim opustit prostor pasti (Dastych et
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al., 2012). Vyhodou 2D pasti oproti pasti 3D je vétsi dynamicky rozsah a vyssi citlivost, diky
kterym Ize identifikovat i nizké koncentrace proteinli v proteomu. DalSimi pozitivy 2D pasti
je vys§i rozliSeni (u vicendsobné¢ nabitych ionti Ize wurcit pocet néaboji)
a moznost akumulovat vét§i mnozstvi ionti na rozdil od sférické pasti.

Iontové pasti jsou relativné levné a umoznuji také rychlou a citlivou tandemovou

hmotnostni spektrometrii (Obr. 5) (Verner, 2005).

L\"T ‘7L
J‘V ‘\/

Akumulace Prekurzorovy ion zadrzen
/ \ o‘/) O oam |
Kolize Produktové ionty
vypuzeny a detekovany
mnozstvi

m/z

Obr. 5: Schematické zndazornéni 3D iontové pasti pri méreni MS/MS
(ptevzato a upraveno podle Hmotnostni spektrometrie, Michal Hol¢apek:

http://holcapek.upce.cz/teaching/Holcapek EMSV_MS.pdf, stazeno 20. 4. 2015)
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3.2.3 Analyzator doby letu
Analyzatory doby letu (z angl.. Time-of-Flight - TOF) patii k nejjednodus$im hmotnostnim
analyzatorum. Pomér m/z stanovuji méfenim doby, za kterou ionty pieleti vakuovanou trubici
az k detektoru.

Letova draha iontti mize byt prodlouzena pomoci iontového zrcadla - tzv. reflektronu,
které se zabuduje na konec priletové trubice (Obr. 6). Reflektron odrazi ionty zpét
do letové trubice a otaci jejich smér letu do takového Uhlu, aby se nekiizily s ionty
vstupujicimi do letové trubice. Kromé prodlouzeni drahy letu dochazi také ke korekci rozdilt
Kinetické energie mezi ionty se stejnou hodnotou m/z vystupujicich ze zdroje. Tonty s vétsi
kinetickou energii a tedy i v&tsi rychlosti proniknou do reflektronu hloubg&ji nez ionty
s kinetickou energii nizsi. V dasledku toho dojde ke zdrZeni ionti s vétsi kinetickou energii
v reflektronu a jejich sou¢asnému zachytu na detektoru s pomalej$imi ionty, které maji stejny
pomér m/z. (de Hoffmann and Stroobant, 2007; Yates, 1998).

30kv - @ stejny pomér m/z, ale

O jina kineticka energie
| 2 B
| 4] U

| 1 =t (m/z)
lontovy zdroj Letova trubice Detektor ~ SPATNE ROZLISENI!
= = 23 kV
20V - i stejny pomér m/z, ale T
0 jina kinet. energie | l—

TLRR
I
= 0 ®
Letova trubice s‘l t (m/z)
=S it , s
Iontovy zdroj l DOBRE ROZLISENI!
Detektor Reflektron

Obr. 6: Schéma analyzatoru doby letu bez reflektronu a se zabudovanym reflektronem

(pfevzato a upraveno podle J. Cvacka:

http://www.muj-web.cz/MC230P43/files/03_MC230P43_2014.pdf; stazeno 9. 12. 2014)
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3.3 Tandemova hmotnostni spektrometrie

Tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS) je velmi citlivd metoda umoziujici rychlou
analyzu bez nebo ve spojeni se separa¢ni metodou (napt. GC, LC). U MS/MS jsou za sebou
zapojeny dva hmotnostni analyzatory a mezi né€ je vloZena kolizni cela. V prvnim analyzatoru
probiha vybér iontl s ur¢itou hodnotou m/z, které pak vstupuji do kolizni cely, kde dochazi
k jejich fragmentaci. Fragmentové (produktové) ionty jsou po vstupu do druhého analyzatoru
zaznamenany jako hmotnostni spektrum (Dastych et al., 2012).

3.3.1 Trojity kvadrupadl
Trojity kvadrupdl (QgQ) je velmi oblibeny diky jeho cenové dostupnosti, robustnosti
a vysokeé citlivosti pti studiu slozitych biologickych vzorka.

Prvni (Q1l) a tieti kvadrupdl (Q3) pracuji jako hmotnostni analyzéatory. Druhy
kvadrupol slouzi jako kolizni cela, do které je pod tlakem nékolika desetin Pascald privadén
kolizni plyn (dusik, argon, xenon, helium). Elektricky urychlené ionty putujici z prvniho
kvadrupdlu se zde srazi s molekulami kolizniho plynu. Srazkami dochazi k tzv. kolizné
indukované disociaci (CID), kdy zvySena vnitini energie iontt vede k jejich fragmentaci.

Trojity kvadrupdl muze pracovat ve ¢tyfech rezimech skenovani.

Sledovani rozpadu vybraného iontu (Selected reaction monitoring, SRM)

Q1 vybere ion prekurzoru a ten je v kolizni cele fragmentovan pii podminkach
optimalni kolizni energie pro nejintenzivngjsi fragment, ktery je vybran pomoci Q3. Takto
jsou postupné¢ proméfeny vsechny latky ze vzorku. SRM se pouziva pro kvantifikaci
a pro stanoveni vice analytl ve vzorku, kdyz kazdy z nich vytvaii fragmenty jinym zpiisobem.
Prakticky tedy muzeme pomoci tohoto médu méfit az stovky analyti béhem jedné analyzy,
coz Se oznacuje jako ,,Multiple reaction monitoring“ (MRM).

Sken produktovych (dcerinych) iontii

Prvni kvadrupol propousti ion s uréenou hodnotou m/z. Po fragmentaci v kolizni cele
pracuje Q3 v rezimu skenovani definovaného rozsahu m/z. Detektor zaznamenava vsechny
vznikle fragmenty. Sken produktovych iont se pouziva pro identifikaci latek nebo pti vyvoji
metody, protoZze pfinasi informace o struktufe latky a jeji kompletni fragmentaci.

Sken prekurzorovych (mateiskych) ionti

Zde naopak Q1 pracuje ve skenovacim rezimu, tedy postupné propousti do Q2 ionty se
zvySujici se hodnotou m/z. Q3 propousti k detektoru pouze jeden urcity fragment. Tento
rezim je vhodny pro sledovani molekul analytu se stejnou funk¢ni skupinou, které maji

typickou fragmentaci (napft. fosfat u nukleotidd).
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Sken neutralni ztraty

Q1 skenuje ionty z urcitého rozsahu m/z a Q3 skenuje interval m/z, ktery je nizsi
o ur¢itou neménnou hodnotu. Konstantni hodnota ptedstavuje neutralni fragment, ktery vznikl
v kolizni cele ztratou ze struktury prekurzorového iontu.
Podobné¢ jako u skenu prekurzorh se i sken neutrdlni ztraty pouziva pro molekuly se stejnou
strukturni ¢asti. Dal§i vyuziti najdeme v ptipadé derivatizace aminokyselin, u kterych
navazana funkéni skupina zvySuje ionizaci a pii fragmentaci poskytuje neutralni fragment

(Friedecky and Lemr, 2012; Fryc¢ék et al., 2003).

3.3.2 Kvadrupél - TOF analyzéator

Hybridni hmotnostni spektrometr QQTOF se sklddd obdobné jako trojity kvadrupdl
z po¢ate¢niho kvadrupolového analyzatoru, druhého kvadrupdlu, ktery funguje jako kolizni
cela a tieti kvadrupol je u QqTOFu nahrazen analyzatorem doby letu (Obr. 7).

Tento piistroj kombinuje vyhody obou typi hmotnostnich analyzatorii: iontovou
selektivitu a citlivost kvadrup6lu a vysoké rozliSeni a piesné uréeni hmotnosti u TOF
analyzatoru.

Pii klasickéem MS meéfeni kvadrupdl (nékdy také hmotnostni filtr) pracuje pouze
ve skenovacim rezimu, coZ umoziuje vSem iontim prochdzet pfimo do analyzatoru TOF.
U MS/MS analyzy projde z kvadrup6lu do kolizni cely pouze pfislusny ion (¢i ionty), Ktery
v cele podstoupi fragmentaci prostiednictvim srazek s neutralnim plynem. Vzhledem
k vysledné vysoké energii se pak fragmentové ionty ochladi (vzajemnymi sraZkami)
a nasledné urychlenim nasméruji do letového analyzatoru, kde jsou detekovany podle jejich
poméru m/z (Veenstra and Yates, 2006).

QqTOF byva néjcastéji spojen s iontovym zdrojem ESI (Guerrera and Kleiner, 2005).
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Obr. 7: Schéma hybridniho hmotnostniho spektrometru QqTOF
(prevzato a upraveno podle: http://holcapek.upce.cz/teaching/Holcapek_EMSV_MS.pdf)

3.4 Detektory

Posledni ¢asti hmotnostniho spektrofotometru je detektor, ktery zaznamenava ionty letici
z analyzatoru a jejich signdl pfevadi do digitdlniho formatu. Obvyklym detektorem je
elektronovy nasobi€, ktery obsahuje sadu dynod. Pfi narazu iontu do prvni dynody dojde
k emisi elektronu, ktery dopadem na dal$i dynodu vyrazi dalsi elektrony. Vznika elektricky
proud, ktery je sérii dynod postupné zesilovan.

Zvlastni skupinou detektort je orbitrap a iontova cyklotronova rezonance. U nich jsou
vSechny ionty detekovany diky indukci proudu v disledku oscilace iontu v analyzatoru.
Frekvence iontll o rizné velikosti m/z je zpracovana Fourierovou transformaci a pfevedena

na hmotnostni spektrum (Dastych et al., 2012; Friedecky and Lemr, 2012).
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4 Pristupy k proteomickému studiu

Pro studium proteini pomoci MS se v dne$ni dobé vyuzivaji dva hlavni piistupy. Prvnim je
bottom-up (enzymatické $té€peni proteinti na peptidy) a druhym piistupem je top-down (bez
enzymatického Stépeni proteind).

Bottom-up je postup, kdy je nejprve dany protein separovan ze smési a poté enzymove
St€pen na peptidy. Smés peptida je nasledné charakterizovana hmotnostni spektrometrii.
Proteiny lze $tépit v gelu (in-gel digestion/ §t€peni) nebo v roztoku (in-solution).

U in-gel Sté€peni se z gelu vyfiznou prouzky, které obsahuji proteiny. Piidanim
redukéniho ¢inidla je rozrusena 3D struktura proteinu a tim dojde k zpfistupnéni vétsiho poctu
sférickych mist a k efektivnéjsimu proteolytickému $tépeni. Aby nedoslo k opétovné tvorbé
disulfidickych mustkid (3D struktury) vlivem vzdu$né oxidace, je nutné pridat alkylaéni
¢inidlo. K samotnému Stépeni se nejéastéji pouziva enzym trypsin, ktery §tépi proteinovy
fetézec za argininem a lysinem (pokud za nimi nenasleduje prolin) smérem k C-konci.
Nevyhodou této metody mize byt nedokonalda extrakce peptidi zgelu a obtizna
automatizovatelnost, naopak vyhodou je ¢aste¢né odstranéni ne€istot pfi naneseni na gel.

Pii $tépeni in-solution dochazi ke $tépeni proteind piimo v roztoku. Oproti Sté€peni
Vv gelu je u této metody snadnéjsi robotickd ptiprava vzorku.

Top-down piistup je zalozen na analyze proteinu izolovaného z komplexniho vzorku,
kdy nedochazi k proteolytickému Stépeni proteinu. Analyza intaktniho proteinu je méné
ucinna nez méfeni peptidi, poskytuje vSak informace o kompletni sekvenci aminokyselin
a posttransla¢nich modifikacich. Dal$i vyhodou této techniky je stanoveni pfesné molekulové
hmotnosti (Chmelik, 2005; Dvoiakova et al., 2014).

Ve své diplomové praci vyuZivam tohoto pfistupu ke studiu proteint a jejich vazby

s ligandy.
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5 Interakce protein-ligand

5.1 Struktura proteint

Proteiny jsou slozeny z aminokyselin, které tvoii peptidové fetézce. Molekuly proteint maji
slozité prostorové uspotradani, které je rozdélovano do ¢ty urovni, a to na primarni,
sekundarni, terciarni a kvartérni strukturu proteina (Obr. 8).

Zastoupeni jednotlivych aminokyselin a jejich sekvence (pofadi) piedstavuje primarni
strukturu proteint. Aminokyseliny jsou Vv peptidovém fetézci navzdjem pospojovany
peptidovou vazbou -CO-NH-. Slozeni a sekvence aminokyselin je pro kazdy druh proteinu
charakteristickd, sekvence urcuje konformaci celé molekuly a tim i jeji vlastnosti.

Sekundarni strukturu tvofi prostorova orientace polypeptidového fetézce, ktery je
Vv prostoru stabilizovan pomoci vodikovych mustk mezi peptidovymi vazbami v fetézci.
Polypeptidovy fetézec muze mit konformaci oznacovanou jako a-helix nebo B-skladany list.
a-helix je Sroubovicové usporadani, které je stabilizovdno vodikovymi mistky mezi nad
sebou lezicimi peptidovymi vazbami (aminokyseliny téhoz fetézce). U B-struktury skladaného
listu probihaji tiseky fetézce vedle sebe. Vodikové mustky propojuji dva sousedici fetézce.

Jako terciarni strukturu oznacujeme trojrozmérné uspotadani celého peptidového
fetézce, tedy konecnou strukturu molekuly proteinu. Na stabilizaci postranniho fetézce
aminokyselin se zde uplatiuji vazby: vodikové miustky, disulfidické mustky, hydrofobni
interakce a iontové vazby.

Nékteré bilkoviny jsou slozeny z vice polypeptidovych fetézct (podjednotek) spojenych
nekovalentnimi vazbami. Podjednotky maji stejnou nebo rozdilnou strukturu. Pfikladem
podjednotkovych (polymernich) proteini jsou nékteré enzymy, hemoglobin, myoglobin,
feritin, protilatky a jiné. Biologicka aktivita polymernich proteint je dana jejich kvartérni
konformaci (Fellnerova et al., 2014; Necas et al., 1989).
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Obr. 8: Struktura proteinii (pievzato a upraveno podle:
http://academic.brooklyn.cuny.edu/biology/bio4fv/page/prot_struct-4143.JPG,
stazeno 6. 4. 2016)
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5.2 Interakce proteinu s nizkomolekularnimi ligandy

Zivé organismy jsou schopny reagovat na podnéty a zachovévat si svou homeostazu diky
existenci nekovalentnich interakci, na kterych se podili z velké casti proteiny. Proteiny
komunikuji pies fyzické interakce a pro predani informace je téeba specificky rozpoznat jejich
interagujici partnery. Vazba latek na proteiny je uskute¢néna pomoci nekovalentnich interakci
jako jsou van der Waalsovy sily, vodikové vazby a hydrofobni interakce (Boeri Erba, 2014).
Prostfednictvim téchto interakci proteiny vazou ligandy, jako jsou jiné proteiny, ionty,
substraty, kofaktory, malé molekuly nebo 1é¢iva, sacharidy, DNA a RNA (Boeri Erba, 2014;
Held et al., 2011)

Schopnost proteinti vazat ligandy je dilezita pro vSechny zivotni procesy v organismu.
Protein-ligandové interakce napiiklad zprostfedkovavaji vychytani a skladovani molekuly
(napf. u vazby kysliku na hemoglobin), molekularni rozpoznavani vedouci k pienosu
informaci (neurotransmitery nebo ristové hormony), tvorbu biologickych struktur (napiiklad
v RNA-ribozomovych interakcich) (Held et al., 2011).

Rozvoj blizsiho pochopeni strukturné funk¢nich vztahti proteinti ve vazbé s ligandy je
zakladem molekularnich véd. Interakce proteinii s malymi molekulami jsou zasadni jak pro
¢innost mnoha farmaceutickych latek, tak pro Siroké spektrum biologickych procest (Olsson
et al., 2008). Navézany ligand méni stav a funkci proteinu (Protein- Ligand Interaction
(Theory) : Bioinformatics Virtual Lab III: Biotechnology and Biomedical Engineering).
Funkéni aktivita je ovlivnéna napiiklad vyvolanim (nebo blokovanim) posttranslacni
modifikace (napft. fosforylace), ktera nasledné zméni konformaci proteinu.

Vazebné misto Ize definovat jako dutinu na povrchu proteinu tvoifenou konkrétnim
uspofadanim aminokyselin. Vazba zavisi na tvorbé kontakti mezi chemickymi skupinami
vazebné latky a skupinami, které jsou ve vazebném misté cilového proteinu (Han and Hwan
Kim, 2007).
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5.3 Metody studia interakce proteinti s ligandy

5.3.1 Afinitni purifikace

Afinitni purifikace je technika zalozend na interakci mezi ligandem (sonda) a proteinem
(cilovd molekula; Obr. 9). Tato technika byla vyvinuta na pocatku roku 1950 a je uspésné
pouzivana ke studiu fady proteinovych interakci a pii identifikaci molekularnich (lékovych)
cila.

Piiprava bunééného lyzatu Piiprava sondy

Lol

\ -
m/z
LC-MS/MS
Vymyti nespecifickych proteini Separace na 1 D SDS PAGE
Eluce ,
> o
9

Legenda

& |Specificky protein
#’J |Nespecificky protein

Ligand
Biotin

=
‘Q* Kuli¢ky pokryté

streptavidinem

Obr. 9: Schéma afinitni purifikace (upraveno podle (Rylova et al., 2015)
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Nejprve se provede modifikace a imobilizace sondy na pevnou matrici. Poté je
imobilizovana sonda inkubovana s danym vzorkem obsahujicim proteiny (obvykle bunéény
lyzat). Béhem inkubace dojde k navazani interagujicich proteind na sondy. Nespecificky
navazané proteiny a jiné (kontaminujici) molekuly jsou nasledné odmyty. Zachycené proteiny
jsou eluovany pomoci pufru, ktery pierusi ligand-proteinoveé interakce. Vyeluované proteiny
jsou analyzovény a identifikovany technikami jako je 1D nebo 2D gelova elektroforéza,

western blotting nebo hmotnostni spektrometrie (Rylova et al., 2015).

5.3.2 DARTS
DARTS (z angl. Drug Affinity Responsive Target Stability) je technika zalozena na relativni

konformacni stabilité proteinu po navdzani malé molekuly (ligandu). Vazba ligandu muze
stabilizovat konformaéni strukturu proteinu tak, ze se protein stane odolng&jsim proti
denaturaci a méné nachylnym k proteolyze. Navazanim ligandu na protein se ochrani $tépici
misto proteazy.

Nejprve se bunécny lyzat inkubuje s pozadovanym ligandem (malou molekulou)
a s neaktivnim strukturnim analogem ligandu (napf. DMSO) (Rylova et al., 2015). Dal§im
krokem metody DARTS je separace ligandem oSetieného proteinového vzorku
a neoSetfeného (kontrolniho) vzorku po $tépeni protedzou pomoci SDS-PAGE. Po obarveni
gelu modii Coomassie Sypro Ruby nebo stiibrem vyhleddvame jednotlivé elektroforetické
bandy, které jsou intenzivnéjsi U jednoho vzorku nez u druhého proteinového vzorku (Obr.
10). Band, ktery se svou intenzitou li§i mezi oSetfenym a neoSetfenym vzorkem, odpovida
proteinu o$etfenému 1é¢ivem. Bandy mohou byt nasledné vytiznuty z gelu, $t€peny trypsinem
a analyzovany kapalinovou chromatografii ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii
(LC-MS/MS) (Lomenick et al., 2011).
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Obr. 10: Schéma metody DARTS (upraveno podle (Rylova et al., 2015)
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5.3.3 Studium interakci pomoci hmotnostni spektrometrie

Béhem poslednich dvou desetileti se stala MS cennym ptistupem K vySetfovani nekovalentné
vazanych komplexa. Hmotnostni spektrometrie je nastrojem nejen pro studium kovalentnich
komplexi, u kterych je jeji uzivani dobfe znamo, ale také piedevsim pro interakce proteina

s ligandy, které jsou nekovalentni (Schmidt and Robinson, 2014). MS mé& pro studium
interakci ve srovnani s jinymi technikami nékolik vyhod, a to zejména citlivost a rychlost
analyzy (Boeri Erba, 2014).

Ptredpokladem pro udrzeni nekovalentnich interakci béhem pienosu do plynné faze je
zachovani proteinu v jeho nativnim stavu, tedy nerozvinuti jeho jednotek. V ¢asovém
horizontu hmotnostné¢ spektrometrické analyzy je vSak nativni konformace proteinu
zachovana (Ruotolo and Robinson, 2006). V porovnani s jinymi typy MS analyz, se
nepouziva ani kyselé prostiedi, ani organicka rozpoustédla (Boeri Erba, 2014; Schmidt and
Robinson, 2014)

Nedenaturujici neboli nativni hmotnostni spektrometrie intaktnich komplext protein-
ligand muze odhalit jejich sloZeni, heterogenitu, stechiometrii, topologii a interakce
podjednotek. Hmotnostni rozsah mize zahrnovat malé ligandy aZ po velké sestavy proteint,
Casto ve stejném hmotnostnim spektru (Schmidt and Robinson, 2014).

Obecné plati, ze ke studiu nekovalentnich interakci je nutné nejen dodrzovat odpovidajici
podminky ionizace, ale také pouzivat pfistroje, které jsou specialné upraveny pro rozdéleni
a detekei téchto velkych komplexd.

Dnes jsou siroce pouzivany hmotnostni spektrometry QqTOF, které vykazuji vysokou
citlivost pti velkém poméru m/z (Boeri Erba, 2014).

Pouziti hmotnostni spektrometrie pro studium bilkovin a bilkovinnych komplexi ma
vyuziti ve strukturni biologii a biomedicinském vyzkumu. Farmaceuticky pramysl zavisi
na nastrojich pro screening milionu slou¢enin k identifikaci molekul, které se specificky vazi

na cilové proteiny. Stechiometrie vazby ligandu mize byt u ESI-MS méiena dobie, zatimco

vvvvv
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6 Experimentalni ¢ast

6.1 Material a metody

6.1.1 Chemikalie

Voda pro MS (Direct-Q 3 System, Millipore, Francie);
Acetonitril pro LC-MS (ACN, Sigma-Aldrich, Némecko)

Triterpen odvozeny od kyseliny betulinové, koncentrace 1 mmol/l (chemicka
knihovna UMTM)

Cisplatina o koncentraci 0,5 mg/ml (EBEWE, Rakousko)

Karboran o koncentraci 10 mmol/I (chemické knihovna UMTM)

Hoveézi sérovy albumin (BSA, Sigma Aldrich, USA)

Cytochrom c (Sigma-Aldrich)

L-Tryptofan (Sigma-Aldrich, USA)

Kyselina sinapova (3,5-dimethoxy-4-hydroskoticova kyselina, Bruker, Némecko)
Citrat amonny (Sigma-Aldrich)

Hydroxid amonny (Sigma-Aldrich)

6.1.2 Pristrojové vybaveni

hmotnostni spektrometr TripleTOF® 5600+ System (AB SCIEX, Némecko)
hmotnostni spektrometr Bruker Ultraflextreme (Bruker Daltonics, Némecko)
analytické vahy (SCALTEC)

tiepacka Vortex (HEIDOLPH REAX Control)

Thermomixer Comfort (Eppendorf, Némecko)

6.1.3 Software

flexControl verze 3.3 (Bruker Daltonics, Némecko)
FlexAnalysis software verze 3.3 (Bruker Daltonics, Némecko)
Analyst TF 1.6 (AB Sciex, USA)

ESlprot verze 1.0
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6.2 Metody

V experimentalni ¢asti prace se zabyvam métenim hmoty intaktnich proteina (bez
enzymatického S$tépeni a bez fragmentace) a méfenim interakei téchto proteind
s nizkomolekularnimi ligandy. Pro studium interakci byly pouzity dva typy hmotnostnich
spektrometrii: QqTOF s iontovym zdrojem ESI a MALDI-TOF.

6.2.1 Priprava vzorki

Priprava roztokii cytochromu ¢

Na analytickych vahach byl navazen 1 mg cytochromu c. Ten se pomoci MS vody naiedil na
pozadovanou koncentraci 1 mg/ml. Cytochrom c o této koncentraci byl dale fedén dvojkovou
koncentra¢ni fadou. Redénim byly ziskany tyto koncentrace: 1000; 500; 250; 125; 62,5;
31,25; 15,63; 7,81; 3,91; 1,95 pg/ml.

Priprava roztokit hoveziho sérového albuminu

Stejnym zplsobem jako u cytochromu c byla pfipravena dvojkova koncentra¢ni fada
hovéziho sérového albuminu (BSA) o koncentracich: 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,63;
7,81; 3,91; 1,95 pg/ml.

Priprava smésnych vzorku s ligandy

Podle intenzity hmotnostniho spektra cytochromu ¢ a BSA byla pro vazbu s ligandy zvolena
jako optimalni koncentrace 15,63 pg/ml. K témto koncentracim byly spocitany ekvimolarni
objemy ligandu. Pro triterpen o koncentraci 1000 pumol/l byl vypocitan ekvimolarni objem
0,69 pl, pro karboran o ¢ = 100 pmol/l byl pouzit objem 7 pl a u cisplatiny o ¢ = 1700 pumol/I
byl vypocitan objem 0,40 pl. Byly ptipraveny 3 proteinové vzorky o koncentraci 15,63 pg/ml

a ke kazdému pfipipetovano ekvimolarni mnozstvi jednoho z ligandi. Chemické struktury
triterpenu a cisplatiny jsou znazornény na Obrazku 11 a chemicka struktura karboranu

na obrazku 12. Triterpen je odvozeny od kyseliny betulinove.

Cl, NH,
PN
CI* "NH,

Obr. 11: Struktura kyseliny betulinové (triterpen) a cisplatiny
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Obr. 12: Polyhedralni struktura karboranu - C,B1oH1, (pfevzato od Jemmis et al., 2006)

Pro méfeni vzorkii na MALDI-TOF ptipravu smésné¢ho vzorku BSA s tryptofanem
byla pouzita koncentrace BSA 10 mg/ml a koncentrace tryptofanu 10 mg/ml.

Piiprava vzorku avidinu s biotinem byla zalezitosti chemické syntézy a je popsana
v publikaci Jedinakové a kolektivu (Jedindkova et al., 2016). Ve strucnosti, 1ul avidinu,
avidinu s meziproduktem a avidinu s finlnim produktem byly smichany s1 ul sinapové
kyseliny (MALDI matrice), naneseny na teréik a analyzovany pomoci MALDI-TOF.

6.2.2 Analyza na ESI/QgqTOF

Hmotnostni spektrometr ESI/QqTOF byl nastaven pro piimy nastiik vzorku. Pfed pouZitim
a po kazdém meéfeni vzorku byl piistroj promyt pomoci 50 % ACN. Po ptipojeni stiikacky
obsahujici roztok standardu k iontovému zdroji probéhla kalibrace. Vzorky byly do iontového
zdroje aplikovany pomoci stiikacky (500 pl) pfipojené k pumpé s krokovym motorem
a nastavenym pratokem 10 pl/min. Na iontovém zdroji byly nastaveny tyto podminky: prtitok
dusiku 50 I/min, pratok plynu ,,Curtain gas“ 20 I/min, teplota 300°C a napéti na sprejovaci
jehle 5000 V.

Pro ziskani MS spektra studované latky byl hmotnostni spektrometr nastaven na rezim
TOF MS v pozitivnim médu a v rozsahu hmot od 500 do 3000 Da. Hodnota deklasteriza¢niho
potencialu (DP) byla 200 V a kolizni energie (CE) 10 V. Po ustaleni signalu byla zméfena

a ulozena MS spektra. Doba sbirani spekter byla 1 minuta.
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6.2.3 Priprava MALDI matrice

Na analytickych vahach bylo navazeno 25 mg kyseliny sinapové a 50 mg citratu amonného.
Kyselina sinapova a citrat amonny byly smichany, rozpustény v 0,5 ml deionizované vody
a vytitrovany na pH 7 pomoci koncentrovaného hydroxidu amonného (postupnym piidavanim
7 ul hydroxidu).

Pro méfeni na MALDI-TOF byly vzorky pfipraveny metodou dried droplet, tj.
smichany s ptipravenou matrici v poméru 1:1 (1 pl vzorku + 1 pl matrice), promichany
a v objemu 1 pl naneseny na MALDI desti¢ku a nechaly se zaschnout. Po vytvoteni krystalki
smési byla MALDI desticka vlozena do pfistroje.

6.2.4 Analyza na MALDI-TOF

Hmotnostni spektrometr MALDI-TOF byl nastaven na tyto podminky: rozsah m/z
20 000 - 150 000, napéti na detektoru 2913 V, relativni sila laseru 100 %. Napéti na iontovém
zdroji byla nésledujici: lon source (IS) 1 25,5 kV; IS 2 23,59 kV; Lens 6,96 kV. Bylo

nasbirano a secteno 2000 spekter.
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7 Vysledky

7.1 Linearita a senzitivita MS analyzy cytochromu c

a hoveéziho sérového albuminu

Tento experiment mé¢l za ukol odhalit linedrni rozsah a citlivost dvou hmotnostné

spektrometrickych piistupti — ESI-QqTOF a MALDI-TOF. K tomuto t¢elu jsme si vybrali

jeden protein s nizkou molekulovou hmotnosti (cytochrom c¢) a jeden protein se stfedni

molekulovou hmotnosti (BSA).

7.1.1 Analyza pomoci ESI-QqT

OF

Me¢éfenim na hmotnostnim spektrometru QqTOF byla pro koncentrace 1000; 500; 250; 125;

62,50; 31,25; 15,63; 7,81; 3,91 a 1,95 ug/ml ziskdna hmotnostni spektra cytochromu c a BSA.

Na Obrazku 13 muizeme vidét MS spektrum cytochromu c¢ pii koncentraci 1000 pg/ml.

U jednotlivych pikd jsou vyznaGeny nabojové stavy detekovanych iontt. Molekularni ionty

cytochromu byly naméteny od 1030 do 2472 m/z a zaznamenano bylo 8 nabojovych stavi.
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Obr. 13: Hmotnostni spektrum cytochromu c ziskané ionizaci elektrosprejem

Hmotnostni spektrum proteinu BSA v rozsahu 1500 - 2900 m/z je na Obrazku 14. U BSA

doslo k vytvoteni molekularnich iontt s 22 az 44 kladnymi naboji.

U MS spekter obou proteini mizeme vidét, ze pomoci ionizace elektrosprejem se

vytvorily vicenasobné¢ nabité ionty.
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Obr. 14: Hmotnostni spektrum BSA ziskané ionizaci elektrosprejem

U naméfenych spekter byl zvolen nejintenzivnéjsi ion 0 poméru m/z 1766,43
a hodnoty intenzit tohoto iontu v jednotk&ch cps (counts per second - pocet dopadu iontid
za sekundu) u kazdé piislusné koncentrace byly vyneseny do grafu (Graf 1). Byla vytvofena
kalibra¢ni kiivka pro cytochrom ¢ udavajici zavislost intenzity (cps) na koncentraci (pug/ml).
V pravém dolnim rohu Grafu 1 je vlozeny graf pro hodnoty koncentraci od 1,95 do 31,25.

Koncentrace od hodnoty 7,81 pg/ml (intenzita 594 cps) do hodnoty 500 pg/ml
77000 cps) 1000  pg/ml

K postupné saturaci. Pro méfeni cytochromu c je tedy optimalni pouzivat koncentrace z oblasti

(intenzita jsou linearni. Od koncentrace dochazi

linearity méteni a to: 7,81 - 500 pg/ml.

Graf 1 Kalibracni kiivka zavislosti intenzity na koncentraci cytochromu ¢ mérenda pomoci ESI
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U hovéziho albuminu byl taktéz sestrojen graf zavislosti intenzity na koncentraci
(Graf 2). V Grafu 2 je vlozen graf se stejnymi veli¢inami jako Graf 2 pro lepsi rozliSeni
koncentraci od 3,91 pg/ml do 62,50 pug/ml. Hodnoty intenzit u vSech métenych koncentraci
byly zjistény u molekularnich iontd s pomérem m/z 1919.

Od koncentrace 15,63 pg/ml az do 1000 pg/ml lze méfeni povazovat za linearni.
V tomto piipadé jest¢ nedochazi k saturaci, a proto mizeme pro praci s BSA zvolit

koncentraci 1000 pg/ml a vyssi.

Graf 2 Kalibracni kiivka zavislosti intenzity na koncentraci mereni BSA mérena pomoci ESI
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7.1.2 Analyza pomoci MALDI-TOF

Hmotnostnim spektrometrem MALDI-TOF byla stejné jako v ptipadé QqTOF naméfena m/z
spektra koncentraci 1000 - 1,95 pg/ml pro proteiny cytochrom ¢ a BSA. Na Obrazku 18 jsou
zachycena MS spektra cytochromu c (Obr. 18 A) a BSA (Obr. 18 B) naméfena pii
koncentracich 1000 pg/ml. U cytochromu ¢ vznikl 1x a 2x nabity ion a u BSA doslo
ke vzniku 3 nabojovych stavi. Pik cytochromu s jednim nabojem odpovida m/z 12 373.
Dvojnasobné nabity pik ma pomér m/z 6 188. U BSA ma jednonasobné nabity pik hodnotu
m/z 66 471, dvojnasobné nabity pik 33 259 m/z a trojnasobné nabity pik odpovida hodnoté
22123 m/z.

Oproti ESI nedoslo u MALDI ke vzniku tolika ndbojovych stavii ionti.
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Obr. 18: Hmotnostni spektra cytochromu ¢ (A) a BSA (B) ziskana ionizaci MALDI

36



Pro dvojkovou koncentra¢ni fadu cytochromu c¢ byl sestrojen graf (Graf 3) s rozsahem

intenzit od 0 do 17 000 cps. Zavislost koncentrace na intenzité mé ptiblizné linedrni charakter.

Graf 3 Kalibracni krivka zavislosti intenzity na koncentraci cytochromu ¢ mérend pomoci

MALDI
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V Grafu 4 jsou zaneseny hodnoty intenzit pro vSechny naméfené koncentrace BSA

(od 15,63 - 1000 pg/ml). Zavislost intenzity na koncentraci neni tplné linearni ani v tomto

ptipadé.

Graf 4: Kalibracni kriivka zavislosti intenzity na koncentraci BSA mérena pomoci MALDI
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7.2 Interakce proteinti s ligandy

V dalsi Casti experimentalni ¢asti se zabyvam interakci proteinti cytochromu ¢ a BSA s 3
protinadorovymi 1éCivy: triterpenem, karboranem a cisplatinou. Studovéana byla také interakce
BSA s aminokyselinou tryptofanem. Pro studium interakci s ligandy byla pro cytochrom c
jako nejvhodnéjsi zvolena koncentrace 15,63 pg/ml. Cytochrom c¢ o koncentraci 15,63 pg/mi
byl rozdélen na 4 vzorky. U prvniho vzorku bylo naméieno spektrum samotného proteinu.
K druhému vzorku byl ptidan triterpen, k tietimu karboran a ke ¢tvrtému cisplatina. U BSA

jsem pracovala s koncentraci 10 mg/ml.

7.2.1 Triterpen

Ke koncentraci 15,63 pg/ml cytochromu c bylo pfiddno ekvimolarni mnozstvi ligandu
triterpenu (0,69 ul), inkubovano 2 hodiny pii teploté 37° C a méfeno pomoci ESI/QqTOF.
Na Obrazku 15 je MS spektrum cytochromu c po interakci s triterpenem (na Obr. 15 A)
a spektrum samotného cytochromu c (Obr. 15 B). U spektra ptedstavujiciho interakci proteinu
s triterpenem mizeme vidét Sipkou oznacené 2 piky (A), které se u spektra samotného
cytochromu ¢ (B) nevyskytuji. Sipkou oznadené piky odpovidaji ligandu triterpenu, ktery se
na cytochrom ¢ navézal. Molekularni pik cytochromu ¢ mé hodnotu 1236,9 m/z. Prvni
oznaceny pik uréujici vazbu triterpenu s cytochromem ma m/z 1263,5 a druhy pik 1287,4.
Rozdily v hmotnosti mezi pikem cytochromu a piky zachycujicimi interakci jsou 26,6 m/z pro
prvni pik a 50,5 m/z v pifipadé druhého piku. Jelikoz je pozorovany molekularni ion 10 krat
nabity, odpovidad pik (1287,4 m/z) shmotnostnim posunem 50,5 m/z vazbé proteinu
s triterpenem, ktery ma molekulovou hmotnost 504 Da.
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Obr. 15 Porovnani spekter cytochromu ¢ po vazbé triterpenu (A) a cytochromu bez vazby
triterpenu (B), Sipkou oznaceny pik predstavuje spektrum cytochromu s navazanym
triterpenem

Interakce cytochromu c s triterpenem byla méfena také na MALDI pii stejnych
koncentracich vzorka jako u méfeni na ESI/QqTOF. Cervené spektrum na Obr. 16 odpovida
samotnému cytochromu a modfe zbarvené spektrum vzorku proteinu, ke kterému byl ptidan
triterpen. Spektra se piekryvaji a nedochazi k hmotnostnimu posunu k vy$s§im hodnotdm m/z,

ke kterému by mélo dojit v piipadé navazani triterpenu na cytochrom c.

EZDUU*
15004
Al S bl il " il " i
Obr. 16: Spektrum cytochromu c (¢ervené) a smésného vzorku cytochromu c s triterpenem

(modre)
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7.2.2 Karboran

K 15,63 mikromolarnimu cytochromu ¢ bylo pfidano desetinasobné mnozstvi ekvimolarniho
objemu karboranu, tj. 6,9 ul, inkubace probihala 2 hodiny pti 37° C a nasledné byla smés
métfena pomoci ESI/QQTOF. Vysledek méfeni byl porovnan se spektrem samotného
cytochromu. Na Obrazku 17 je zaznamenano spektrum cytochromu po vazbé karboranu (A)

a cytochromu ¢ (B). Na Obr. 17 A jsou Sipkami znazornény piky, které jsou u spektra
smésného vzorku proteinu s karboranem navic oproti spektru cytochromu c. Rozdil
molekulové hmotnosti je 3,9 Da u prvniho piku; 15,3 Da u druhého a 21,7 Da u tietiho piku.
lon 1374,1 je 9 kréat nabity. Ve spektru nebyl nalezen pik odpovidajici interakci proteinu

s karboranem, jehoz molekulova hmotnost je 485,26 Da.
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Obr. 17: Porovnani spekter cytochromu ¢ po vazbé karboranu (A) a cytochromu ¢ bez
navazaného karboranu (B), sipky oznacuji ionty proteinu s navazanym karboranem

7.2.3 Cisplatina

K proteinovému vzorku bylo pfidano 0,40 pl cisplatiny a probéhla dvouhodinova inkubace pfi
teploté 37° C. Spektrum cytochromu c¢ s navazanou cisplatinou je zobrazeno na Obrazku 18 A
a spektrum cytochromu c na Obr. 18 B. Molekularni ion cytochromu ¢ (na Obr. 18 A) ma
hodnotu 1236,9 m/z. Pik urCujici vazbu cisplatiny s cytochromem ma m/z 1266,9.
Po navazani cisplatiny doslo k nartstu molekulové hmotnosti cytochromu ¢ o 30 m/z.
Pozorovany pik je desetindsobné nabity, zjistény rozdil tedy odpovida molekularni hmotnosti

cisplatiny (300,05 Da). Pik 1244,2 s posunem o 7,3 Da neodpovida vazbé cisplatiny.
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Obr. 18: Porovnani spekter cytochromu ¢ po vazbé cisplatiny (A) a cytochromu ¢ bez
navazané cisplatiny (B)
Vazba cisplatiny na cytochrom ¢ byla soucasné¢ studovana na MALDI-TOF. Vzorek
s cytochromem a vzorek s cisplatinou a cytochromem byly pfipraveny smichanim matrice
(1 pl vzorku a 1 pl kyseliny sinapové). Oba vzorky byly zméfeny a jejich spektra porovnana.
Vysledné spektrum je na obrdzku 19. BohuZel v tomto ptipadé nebyl pozorovan hmotnostni

posun.
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Obr. 19: Spektrum cytochromu ¢ (Cervené) a cytochromu c cisplatinou (zelené)
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U analyzy interakce proteinu BSA sligandy na QQTOFu se nepodafilo ziskat
dostate¢né silny signal. Pro studium albuminovych interakci s ligandy jsme piesli na méfeni
pomoci MALDI-TOF, kde bylo ziskano spektrum urcujici vazbu cisplatiny na BSA. Na Obr.
20 je hmotnostni spektrum BSA (zelené) a BSA s navazanou cisplatinou (modfe). Na tomto
obrézku je zachycen hmotnostni posun modrého piku oproti zelenému, coz ptedstavuje nartist
hodnoty m/z ve spektru proteinu BSA s cisplatinou. Timto bylo potvrzeno, Ze doslo k vazbé
cisplatiny na BSA.

Na Obr. 21 je ptiblizena oblast od 66 000 do 69 000 m/z, kde doch&zi k hmotnostnimu
posunu ve spektru BSA navéazanou s cisplatinou.
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Obr. 20: Hmotnostni spektrum hovéziho albuminu a albuminu s navazanou cisplatinou,
zeleny pik = albumin, modry pik = BSA s navazanou cisplatinou
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Obr. 21: Hmotnostni spektrum hovéziho albuminu a albuminu s navazanou cisplatinou
zaostirené na molekuldarni ionty o m/z 66 000, zeleny pik = albumin, modry pik = BSA
s navazanou cisplatinou

7.2.4 Tryptofan

Kromé protinddorovych ligandli byla pro studium interakci pouZzita také aminokyselina
tryptofan. Ke koncentraci 10 mg/ml BSA byl ptidan tryptofan také o koncentraci 10 mg/ml
a probéhla inkubace pfes noc. Vzorek obsahujici samotné BSA a vzorek BSA s piidanym
tryptofanem byly méfeny na MALDI-TOF. Po zméfeni obou vzorku byla zisk&na spektra,
kterd jsou na Obr. 20. Zelenou barvou je zaznamenano spektrum pro BSA a Zlutou barvou
BSA ve vazbe¢ s tryptofanem. Z Obr. 20 je patrné, ze doslo k mirnému posunu hodnoty m/z

u vzorku BSA sptidanym tryptofanem, tedy k navazani tryptofanu na hovézi albumin.
Molekulova hmotnost tryptofanu je 204,23 Da.
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Obr. 22: Spektrum BSA a BSA pri vazbe s tryptofanem, zelené spektrum = protein BSA, zluté
spektrum = BSA s navazanym tryptofanem
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7.3 Vazba modifikovaného biotinu na avidin

V ramci experimentalni ¢asti prace jsem se také zabyvala interakci avidinu s modifikovanym
biotinem. Na oddéleni organické chemie pti UMTM byl modifikovan biotin pomoci azidu.
Takto modifikovany biotin byl navazan na avidin a vznikl komplex avidin-azidobiotin (tzv.
meziprodukt). Vznikly komplex byl dale podroben konjugaéni reakci s cykloocta-1,2,3-
selenadiazolem, ¢imz byl vytvoien vysledny konjugéat: 6-(3-(2-azidoacetyl)-1,1,1-trifluoro-
2,11,16-trioxo-6,9,12-trioxa-3,15-diazaicosan-20-yl)-2-oxohexahydro-1H-thieno[3,4d]
imidazol-4-ylium (Obr. 23). Konjugaci byla provedena kone¢na modifikace biotinu.

Mym cilem bylo ovéfit vazbu azidem modifikovaného biotinu na avidin a nasledné

probéhnuti konjugace s cykloocta-1,2,3-selenadiazolem pomoci analyzy na MALDI-TOF.

NH\/O\/\
(0] OH
Ri
Obr. 23: Konjugacni reakce komplexu avidin-modifikovany biotin s cykloocta-1,2,3-

selenadiazolem a vznik 6-(3-(2-azidoacetyl)-1,1,1-trifluoro-2,11,16-trioxo-6,9,12-trioxa-3,15-
diazaicosan-20-yl)-2-oxohexahydro-1H-thieno[3,4-d]imidazol-4-ylium
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Vysledek méfeni je zachycen na Obrazku 24, kde ¢erny pik hmotnostniho spektra
ptedstavuje samotny avidin, modry pik zachycuje komplex avidin-azidobiotin a ¢erveny pik
vysledny produkt konjugacni reakce. Na Obr. 24 je vidét, ze doslo jak k nartstu hodnoty m/z
po navazani azidobiotinu, tak po konjugaci s cykloocta-1,2,3-selenadiazolem.

Vysledek analyzy na MALDI-TOF potvrdil uspé$nost experimentu a byl zahrnut
Vv publikovaném ¢lanku (Jedinakova et al., 2016).

Reakce byla Gspé$né testovana pro znaCeni komplexu avidin-biotin. Tato reakce
probéhla za témé& ambientnich podminek, je tedy mozné vyuzit derivaty

cyklooctaselenadiazolu v molekulérni biologii.

170815 Avidin_0_D1_1 20-210kDa +
170615 zradeny avidin s produkter 0_D3 1 20-210kDa +
170815 avidin +meziprodukt_0_E4_1 20-210kDa +

o TR il ) f ‘--,#‘W‘r’“‘\-ﬁ';l\k\'r{m"-iﬂanm"

30500 31000 31500 32000 32500 33000 33500 34000 34500
7

Obr. 24: Hmotnostni spektrum avidinu, avidinu s meziproduktem a avidinu s produktem,
Cerny pik = avidin, modry pik = avidin s meziproduktem, cerveny pik = avidin s vyslednym
produktem

46



8 Diskuze

V experimentalni ¢asti diplomové prace byly nejprve nastaveny vhodné parametry
u ESI/QQTOF a MALDI-TOF pro méfeni hmoty celych proteini cytochromu ¢ a BSA
a téchto proteint ve vazb¢ s ligandy. Po optimalizaci podminek obou ptistroju byly postupné
zméfeny vzorky obou proteint S témito koncentracemi: 1000; 500; 250; 125; 62,50; 31,25;
15,63; 7,81; 3,91 a 1,95 pg/ml.

Z hodnot intenzit ziskanych spekter byly sestrojeny kalibra¢ni kiivky, kde jsme se
u pozorovaného cytochromu c dostali i do oblasti saturace, zatimco u albuminu jsme této
hladiny nedosahli. To muze byt zplGsobeno dvéma divody. Hovézi sérovy albumin je
pfiblizné Sestkrat t¢z§i nez cytochrom c, analyzované mnozstvi bylo tedy imérné niz$i nez
v piipadé¢ cytochromu. Druhym moznym divodem dosaZeni saturace pouze v piipadé
cytochromu c je fakt, Ze lehéi proteiny se lépe ionizuji a jsou snadnéji zachyceny
na detektoru.

Rovnéz jsme porovnali dva hmotnostné spektrometrické piistupy ESI/QqTOF
a MALDI-TOF z hlediska jejich citlivosti a linearity. Zatimco ESI produkuje vicenasobné
nabité ionty, MALDI produkuje ionty s mnohem niz§im nabojovym stavem. Odecet
molekulové hmotnosti je tak mnohem snaZzsi oproti ESI, kde je nutno pouzivat specializovany
software k dekonvoluci proteinovych piki. Na druhou stranu, ionizace elektrosprejem je vice
reprodukovatelna a ma linearnéj$i odezvu v zavislosti na koncentraci vzorku. Nizka linearita
MALDI-TOF byla zptisobena nehomogenni krystalizaci proteintt s matrici. U nerovnomérné
distribuce analytu v matrici je pro méfeni nutné najit tzv. ,,sweet spots®, tedy mista, ktera jsou
dulezita k ziskani intenzivnich hmotnostnich pikd (Fujita and Fujino, 2013). Nehomogennost
krystalizace je vaznou piekazkou kvantitativniho méteni pomoci MALDI-TOF (Cramer,
2015).

V rdmci diplomové prace jsme se snazili vytvofit vhodny modelovy systém pro vazbu
protein-ligand. V ramci optimalizace jsme sledovali vazbu 4 ligandi s dobrou afinitou
K proteinim na cytochrom c a hovézi albumin. Interakce cisplatiny s cytochromem c¢ (Zhang
et al., 2012) a BSA jiz byla sledovana a popsana (Korkmaz et al., 2015). Karboran jsme si
zvolili diky tspé€snému pokusu vazby karboranu na proteiny v lidské krevni plazmé, ktery
proved| vedouci prace Tomas Ozdian.

U méfeni na QqTOFu byla zisk&na spektra, kterd zaznamendvaji navazani triterpenu
i cisplatiny na cytochrom c. Piky ve spektru vzorku cytochromu s ligandy byly srovnavany
s piky hmotnostniho spektra cytochromu. V piipadé karboranu nebyla detekovana interakce

s cytochromem, i kdyz jsme zkouseli rtizné inkuba¢ni podminky (od ptl hodiny pti pokojové
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teploté az po inkubaci pii 37° C po dobu 48 hodin). Divodem muze byt to, ze se karboran
na cytochrom c¢ nevadze, nebo Se vaze pouze slabé. DalSim divodem mohla byt také
nedostateéna optimalizace metody. Interakci BSA s ligandy se nepodafilo na QqTOFu
detekovat, zejména z davodi nabojové kompetice proteinu, Vvolného ligandu
a kontaminantnich pikd.

Pii analyze vazby ligandi na cytochrom ¢ na MALDI jsme bohuzel nevidéli zadnou
vazbu. Pfi¢ina tohoto jevu bude pfedmétem dal§iho vyzkumu, nebot’ jsme vznik vazby
nepozorovali ani po del$i inkubaci za zvySené teploty (24 hodin pii 37°C). Na MALDI jsme
nedetekovali ani vazbu albuminu s triterpenem a s karboranem. Pti¢ina mohla byt v absorpci
laserove energie karboranem a triterpenem a nasledném rozpadu vazeb. Ob¢ latky totiz
absorbuji v UV oblasti (Jin et al., 2015; Srivastava and Chaturvedi, 2010).

U BSA byly tspésné potvrzeny vazby s cisplatinou a tryptofanem, kdy pii porovnani
hmotnostnich spekter samotného BSA a vzorku BSA s pfidanou cisplatinou ¢i tryptofanem
byl zaznamenan pik s hmotnostnim posunem a doslo tedy k narGistu m/z. Byla prokazana
vazebna afinita cisplatiny k cytochromu c¢ (pomoci QqTOF) a k BSA (detekovano na
MALDI-TOF). Albumin je nejhojnéjsi protein ptitomny v krevni plazmé a je zodpovédny za
pfenos a distribuci Siroké $kaly endogennich a exogennich latek. Cisplatina, jako
protinadorové 1é¢ivo, se v krvi vaZze na albumin a proto je studium jeji interakce s albuminem
dulezité. Pocet vazebnych mist 1é¢iv a jejich piislusné vazebné afinity ma vliv na koncentraci
volné (G€inné) latky v plazmé Silnd vazba na albumin mulZe sniZit G¢innost, distribuci
a Vvylucovani 1éku, slabsi vazba mize byt uzitecnd pro transport léCiva. Driive se
predpokladalo, ze kovalentni komplex cisplatina-albumin nebude schopen dorucit cisplatinu
k cilové molekule. Existuje vSak tada zprav o pfiznivéjsich klinickych uéincich pozorovanych
pii podavani komplexu albumin-cisplatina, ve srovnani s podavanim cisplatiny samotné.
Kromé toho, se u pacientd léCenych cisplatinou, u kterych dojde k poklesu koncentrace
albuminu v plazmé, zvySuje mira toxicity a zhorSuje odpovéd’ nddoru na 1é¢bu. Role
albuminu pfi transportu 1é¢iv na bazi platiny neni zatim uplné jasna. V naSem piipadé jsme
pro experimenty pouzili hovézi sérovy albumin, ktery s lidskym sérovym albuminem sdili
76% sekvencni homologii. BSA majici i podobnou trojrozmérnou strukturu jako lidsky

albumin, se Casto pouziva pro spektroskopické studie (Krause-Heuer et al., 2012).
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Soucasti experimentalni ¢asti prace bylo také ovéfit interakci avidinu s biotinem u néhoz
probéhla modifikace. Podafilo se zméfit vazbu avidinu s azidobitonem (meziproduktem)
a avidin po konjugaci meziproduktu s cyklooctaselenadiazolem. Vysledny produkt, 6-(3-(2-
azidoacetyl)-1,1,1-trifluoro-2,11,16-trioxo-6,9,12-trioxa-3,15-diazaicosan-20-yl)-2-
oxohexahydro-1H-thieno[3,4-d]imidazol-4-ylium, byl syntetizovan piimo na avidinu, ¢imz se

potvrdila vhodnost reakce pro molekuléarni biologii.
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9 Zaver

V experimentalni ¢asti prace byl stanoven koncentracni rozsah cytochromu c a hovéziho
séroveho albuminu. Porovnali jsme dva hmotnostné spektrometrické piistupy ESI/QqTOF
a MALDI-TOF pro méfeni celych proteinti a protein-ligandovych interakci. Z pouzitych
ligandi se nam podafilo detekovat vazbu triterpenu scytochromem c, vazbu cisplatiny
s cytochromem ¢ a BSA a vazbu tryptofanu s BSA.

Nase metoda byla uspésné pouzita pro detekci vazby avidinu a modifikovaného biotinu.
Tyto vysledky byly publikovany v praci: Study and application of noncatalyzed photoinduced

conjugation of azides and cycloocta-1,2,3-selenadiazoles (Jedindkova et al., 2016).
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11 Seznam pouzitych zkratek

2D
3D
APCI

APPI
BSA
Cl
CID
DHB
El

ESI
GC
CHCA
ICR
LC
m/z
MALDI

MRM
MS/MS
MS

Q

QaQ
QqTOF

SA
SDS-PAGE
SIM

SRM

TOF

dvourozmérny

trojrozmérny

chemicka ionizace za atmosférického tlaku (atmospheric pressure chemical

ionization)

fotoionizace za atmosférického tlaku (atmospheric pressure photoionization)

hovézi sérovy albumin

chemicka ionizace (chemical ionization)

kolizn¢ indukovana disociace (collision-induced dissociation)

2,5-dihydroxybenzoova kyselina

elektronova ionizace (electron ionization)

ionizace elektrosprejem (electrospray ionization)

plynova chromatografie (gas chromatography)

a-kyano-4-hydroxyskoficova kyselina

iontova cyklotronova rezonance

kapalinova chromatografie (liquid chromatography)

pomér hmotnosti a ndboje (mass-to-charge)
laserovad desorpce/ionizace
desorption/ionization)

multiple reaction monitoring

za ucasti

tandemova hmotnostni spektrometrie

hmotnostni spektrometrie

kvadrupdl (quadrupole)

trojity kvadrupdl (triple quadrupole)

matrice

(matrix  assisted

kvadrupol s analyzatorem doby letu (quadrupole-time of flight)

sinapova kyselina (sinapinic acid)

polykakrylamidova elektroforéza s dodecylsulfatem sodnym

sledovani jednoho vybraného iontu (single ion monitoring)

sledovani rozpadu vybraného iontu (selected ion monitoring)

analyzator doby letu (time of flight)
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