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CILE PRACE

e Vypracovani literarni reSerSe na téma studium struktury proteinti

e Experimenty s vytvofenim pfi¢nych vazeb u enzymu aminoaldehyddehydrogenasy

e Analyzovani aminokyselinovych  sekvenci  fragmentti, které  vzniknou
proteolytickym Stépenim modifikované aminoaldehyddehydrogenasy

na hmotnostnim spektrometru a s pomoci software MSX-3D



1 UVOD

Znalost struktury proteinu je nezbytna pro spravné a uplné pochopeni jeho biologické
funkce. Znalosti struktury proteinu neni mysleno jen jeho aminokyselinové slozeni, ale
také prostorové uspotfadani jeho fetézce Ci fetézci. Jak jsou v prostoru zohybané, jaky
celkovy tvar dana struktura ma, jestli vznikaji néjaké dutiny, apod. Tradicné se tyto
otazky fesi pomoci rentgenové krystalografie poptipad¢ pomoci spektroskopie nuklearni
magnetické rezonance. Ob¢ tyto metody ale maji své nedostatky (Rozbesky et al., 2012).

Rentgenovou krystalografii je mozno vyuzit jen u proteinti, které¢ tvoii kvalitni
krystaly, coz n€kdy vibec neni jednoduché docilit. Dalsim uskalim této metody je, Ze
nam fekne, jak protein vypada v krystalu. Ale uz nefekne nic o tom, jaky tvar zaujima ve
skute¢nosti roztoku, tedy u vétSiny proteini v pfirozeném prostiedi (Rozbesky et al.,
2012).

Kdyz by se prostorova struktura proteinu feSila pomoci spektroskopie nuklearni
magnetické rezonance, tak by se sice odstranil problém méteni krystalu (u této metody se
mefi rozpusténé vzorky), ale 1 tato metoda ma své omezeni. Tim hlavnim je, Ze ji miZzeme
aplikovat pouze pro proteiny spliujici urcity limit molekulové hmotnosti. Tato hranice se
dnes pohybuje kolem 50 kDa. Navic spole¢nym problémem vyse uvedenych metod je, ze
pottebuji relativné velké mnozstvi ¢istého proteinu (jedné se o miligramy) (Rozbesky et
al., 2012).

Alternativou k témto metodam se dnes stiva hmotnostni spektrometrie spojena s
vytvarenim pticnych vazeb mezi Giseky polypeptidového fetézce pomoci ¢inidel k tomu
uréenych. Takto upraveny protein je posléze $t€pen proteasami, ¢imZ vzniknou peptidové
fragmenty obsahujici modifikaci, nejlépe interpeptidovou pti¢nou vazbu. Tyto fragmenty
jsou nasledné analyzovany pomoci hmotnostniho spektrometru. Zpiisob uréovani struktur
proteint, ktery byl pravé nastinén, se dnes velice dynamicky rozviji (Rozbesky et al.,
2012).

Posledné jmenovanou metodou se zabyva i tato bakalafska prace. Tato metoda mutize
pomoci feSit prostorové uspordaddni rekombinantnich proteinti produkovanych

Odd¢lenim biochemie proteint a proteomiky Centru regionu Hana v Olomouci.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Studium struktury proteint

vvvvvv

Jsou tvofeny L-a-aminokyselinami, které jsou navzdjem spojené peptidovou vazbou
a tvoii polypeptidové fetézce. Na stavbé proteini se podili 20 proteinogennich
aminokyselin (Sipal et al., 1992).

U proteinli rozeznavame Ctyfi urovné struktury — primarni, sekundarni, terciarni
a kvartérni. Primarni struktura je tvofena sekvenci aminokyselin. Sekundarni struktura
vyplyva z toho, jaky tvar zaujimaji polypeptidové fetézce. Jejimi zékladnimi prvky jsou
a-Sroubovice (a-helix) a B-skladany list. Oba motivy stabilizovany pomoci vodikovych
mustki. Terciarni struktura popisuje celkové uspofadani fetézce v prostoru. Kvarterni
struktura u oligomernich proteint ukazuje vzajemné rozmisténi polypeptidovych fetézct

v kompletni molekule (Pingoud et al., 2002).

2.1.1 Metody studia primarni struktury

Nejvyznamnéj$imi postupy pro sekvencéni analyzu aminokyselin jsou dnes Edmanova
degradace a hmotnostni spektrometrie. Edmanova degradace je star§i z téchto dvou
zatimco hmotnostni spektrometrie potiebuje jen 100 fmol nebo 1 méng) (Deutzmann,

2004).

2.1.1.1. Edmanova degradace (Edmanovo odbouravani)

Zjistovani potfadi aminokyselin v proteinech je zde zaloZeno na jejich postupném
odbouravani z N-konce proteinu ¢i peptidu (Pingoud et al., 2002).

Princip této metody byl objeven v roce 1927 Maxem Bergmannem a jeho
spolupracovniky. K oznaceni N-konce dipeptidu pouzili fenylisothiokyanat. Touto reakci
vznikl fenylkarbamylpeptid, z jehoz N-konce se naslednou hydrolyzou odstépil
fenylhydantoin (Blombéck, 2003). V 50. letech tuto metodu vylepsil Pehr Edman
(Edman, 1950) a automatizoval ji spolu s Geoffrey Beggem v roce 1967 (Edman a Begg,
1967).
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Obr. 1: Princip EDMANOVY DEGRADACE. Degradace za¢ina reakci fenylisothiokyanatu
(PITC) s peptidem, ¢imz vznika fenylthiokarbamylpeptid (PTC-derivat). Z n& v prostiedi
bezvodé kyseliny trifluoroctové (TFA) vznikd derivat anilinothiazolinonu (ATZ-derivat),
z kterého Vv prostiedi vodné kyseliny trifluoroctové (TFA) vznika derivat N-fenylthiohydantoinu
(PTH-derivat) (McMurry, 2007).

Edmanova degradace (Obr. 1) zac¢ind nukleofilni adici N-koncové aminoskupiny
peptidu na fenylisothiokyanat (PITC). Produktem této reakce je fenylthiokarbamylpeptid

(PTC-peptid, PTC-derivat). Dal§im krokem odbourani je reakce amidové skupiny
thiokarbamoylového rezidua s karbonylovou skupinou N-koncové aminokyseliny, ktera
probihd za kyselé katalyzy bezvodé kyseliny trifluoroctové (TFA). Vznika derivat
anilinothiazolinonu (ATZ-derivat), jehoz soucasti je N-koncova aminokyselina peptidu,
a peptid, ktery je zkraceny o jednu aminokyselinu. V prostfedi vodné kyseliny
trifluoroctové  dochazi k pfesmyku derivatu anilinothiazolinu na  derivat
N-fenylthiohydantoinu (PTH), ktery je kone¢nym produktem Edmanovy degradace
(Pingoud et al., 2002). Urceni, o jaky PTH derivat se jedna, je délano chromatograficky.

Porovnava se jeho elu¢ni cas s eluénimi ¢asy PTH derivati vSech 20 proteinogennich

aminokyselin (McMurry, 2007).



Tato metoda ma samoziejme i sva omezeni. Jednim z nich je, Ze dlouhé proteiny nelze
analyzovat najednou, protoze postupné vznikaji nezadouci PTH derivaty, které omezuji
jednoznac¢nou identifikaci spravnych PTH derivati. Jsme takto schopni stanovit jen
30 - 40 aminokyselin (Pingoud et al., 2002). Tento nedostatek je feSen hydrolyzou
proteinu, ktera se déje bud’ chemicky (plisobenim zfedéné kyseliny), nebo enzymovée
(ptisobenim vhodné proteasy, napf. trypsinu, chymotrypsinu). Vysledkem hydrolyzy je
smés malych fragmenti, které uz mohou byt analyzovany. Potadi jednotlivych fragmentt
se potom urc¢i porovnanim piekryvajicich se koncit (McMurry, 2007).

Dal8im omezenim je, Zze N-konec peptidu musi byt volny. Velké mnozstvi proteinti ho
ma vsak blokovany posttranslaénimi modifikacemi (napi. O- a N-glykosylace, acetylace)
nebo modifikovanymi aminokyselinami (jedna se napiiklad o kyselinu pyroglutamovou).
Tento problém se opét fesi pouzitim vhodného enzymu, napf. na odstranéni kyseliny

pyroglutamové se pouzije enzym pyroglutaminpeptidasa (Pingoud et al., 2002).

2.1.1.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je metoda, ktera umoziuje separaci jednotlivych molekul
ve vakuu na zakladé rozdilného poméru hmotnosti a naboje (m/z) pomoci elektrického
a magnetického pole. Vyjimku tvofi TOF analyzatory. (Pingoud et al., 2002).

Tato metoda byla plivodné uréena pro analyzu malych tékavych molekul, ale rozvoj
novych ionizacnich technik jako ionizace elektrosprejem (Fenn et al., 1989) a matrici
asistovana laserova desorpce / ionizace (Tanaka et al., 1988) umoznily analyzu velkych
netékavych molekul, jako jsou naptiklad proteiny.

Technika ionizace elektrosprejem (ESI) vytvofil roku 1989 John Bennett Fenn se
svymi spolepracovniky (Fenn et al., 1989). Jedna se o mékky druh ionizace, pii kterém
nedochazi k fragmentaci molekul. Pro tuto ionizaci se proteiny musi rozpustit v t€kavém
rozpoustédle. Pfi vlastni analyze je potom vzorek rozpraSen na malé kapicky, které jsou
vysuseny v proudu suchého plynu (Pingoud et al., 2002).

Technika matrici asistovana laserova desorpce / ionizace (MALDI) byla ve stejné dob¢
popsana hned dvéma vyzkumnymi skupinami roku 1988. Prvni byla vedena Franzem
Hillenkampem, Michaelem Karasem (Karas a Hillenkamp, 1988), druha potom Koichi
Tanakou (Tanaka et al., 1988). MALDI se postupné¢ stalo rozsifenym nastrojem pro
studium peptidii, proteini a mnoha dalSich biomolekul. Pii této ionizaci dochazi
k vypateni vzorku. Nejprve vzorek zkrystalizuje s matrici, ktera je obvykle tvofena slabou

organickou kyselinou absorbujici v UV oblasti. Po ozafeni laserem se smés matrice se
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vzorkem vypaii. Matrice pfitom hraje kliCovou roli, protoZe nese vzorek. Matrice také
slouzi jako donor protoni pro vzorek, ktery tak ziskdva kladny naboj (Karas
a Hillenkamp, 1988).

Ionizac¢ni zdroje ESI a MALDI, které byly vySe popsany, v pozitivhim mddu ionizace
uvolni ionty. Ty je vSak jesté potieba rozdélit podle poméru hmotnosti a naboje (m/z).
Muze k tomu byt pouzito n€kolik typti hmotnostnich analyzatorti, napt. kvadrupolovy
hmotnostni analyzator nebo priiletovy analyzator.

Kvadrupélovy hmotnostni analyzator se sklada ze c¢tyt stejnych kruhovych tyci,
mezi kterymi prolétavaji ionty. Na ty¢e se vklada rtizné napéti, podle kterého dopadaji
na detektor Castice s riznym pomérem m/z (Pingoud et al., 2002).

U pruletovych analyzatoru (Time of Fligh - TOF) jsou ionty urychleny a potom proleti
rovnou dlouhou trubici. Cas, ktery potiebuje dany ion pro prekonani vzdalenosti ze zdroje
k detektoru, se méfi a z néj se posléze uréuje pomér m/z (Pingoud et al., 2002).

Pro analyzu peptidové smési se Casto pouziva dvou spojenych hmotnostnich
spektrometri (tandemovéa spektrometrie - MS/MS) nebo propojeni hmotnostniho
spektrometru s né&jakou jinou separaéni technikou, napi. kapalinovou chromatografii
(LC), kapilarni elektroforézou (CE), vysokoucinné kapalinové chromatografii na reverzni
fazi (RP-HPLC) nebo dvoudimenzionalni HPLC (2D-HPLC) (Pingoud et al., 2002).

Hmotnostni spektrometrie ndm umoZiuje urcit sekvenci celého proteinu. Vyuziva se
Kk tomu napt. peptidového mapovani nebo de novo sekvenovani.

Peptidové mapovani je separace peptidi, které vznikly enzymatickou nebo chemickou
hydrolyzou zkoumaného proteinu. Vlastni separace se potom nejcastéji provadi pomoci
SDS-PAGE, RP-HPLC nebo kapilarni elektroforézou. Pro enzymatické Stépeni se
nejcasteji pouziva trypsin diky své velké specifi¢nosti ($t€épi pouze na karboxylovém
konci basickych aminokyselin argininu a lysinu, pokud za nimi nenasleduje prolin).
Z chemickych c¢inidel je nejpouzivanéjsi kyanobromid, ktery St€pi za methioninem.
Nasledné je protein identifikovan (Pingoud et al., 2002).

Pfi de novo sekvenovani je postup stejny jako u peptidového mapovani. Opét je protein
roz§tépen na peptidy, které jsou nésledné separovany. Tento postup je ale urcen
pro proteiny, jejichz sekvence zatim neni znama. Proto jsou vzniklé peptidy na zavér

fragmentovany na hmotnostnim spektrometru (Yergay et al., 2002).



2.1.2 Metody studia sekundarni struktury

Sekundarni struktura je velmi snadno popsatelnd pomoci spektroskopickych metod, napf.
cirkularnim dichroismem (CD) nebo infracervenou spektrometrii s Fourierovou

transformaci (FTIR) (Pingoud et al., 2002).

2.1.2.1 Cirkularni dichroismus

Cirkularni dichroismus (CD) vychazi z rozdilu v absorpci levotocivého cirkularné
polarizovaného svétla a pravotocCivého cirkuldrné polarizovaného svétla. Tento rozdil
vznika, kdyz je molekula asymetrickd. Asymetrickd molekula napt. obsahuje alespoi
jeden chiralni uhlik, tj. uhlik, na ktery jsou navazéany ctyii rizné atomy nebo skupina
atomt. Typickymi molekulami s chirdlnimi atomy jsou biomolekuly, napf. proteiny
(Alliance Protein Laboratories: http://www.ap-lab.com/circular_dichroism.htm; 23. 3.
2014).

Cirkularni dichroismus muzeme vyuzit ke studiu sekundarni a terciarni struktury
proteind, sacharidt, nukleovych kyselin a tekutych krystala (Pingoud et al., 2002). Tato
metoda se také vyuziva ke zjiStovani stability struktury pfi stresovych podminkach,
napi. termostabilita, pH stabilita, stabilita pfi denaturaci (Alliance Protein Laboratories:

http://www.ap-lab.com/circular_dichroism.htm; 23. 3. 2014).
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Obr. 2: CD SPEKTRUM nejcastéjsich motivi sekundarni struktury (Alliance Protein
Laboratories: http://www.ap-lab.com/circular_dichroism.htm; 23. 3. 2014).



Prevazujici sekundérni strukturu proteinli miizeme urcit CD spektrometrii ze signalt
ve vzdalené UV oblasti (190 - 250 nm). Pii téchto vinovych délkach se chromofory stavaji
peptidové vazby (Kelly a Price, 2000).

Zaznamem z CD spektrometru je CD spektrum (Obr. 2). Tvar kiivky v CD spektru
a také jeji maxima a minima jsou charakteristickou pro jednotlivé prvky sekundéarni
struktury. Kfivka charakteristickd pro a-helix tvoifi v rozmezi 200 - 250 nm tvar pismene
,»W. Minima této kiivky jsou kolem 208 nm a 222 nm. Kftivka ve tvaru pismene ,,v* je
typicka pro B-skladany list. Své minimum ma mezi 217 - 220 nm (Manavalan a Johnson,
1987).

Vzorek pro CD spektrometrii ve vzdalené UV oblasti nesmi byt rozpustén v pufru
¢1 Vv ptitomnosti aditiv, které absorbuji v této oblasti svételného spektra, napt. histidin

nebo imidazol tedy nemohou byt pouzity (Kelly a Price, 2000).

2.1.3 Metody studia tercialni struktury

Prostorovou strukturu proteinti tradiéné studujeme pomoci rentgenové krystalografie
a spektroskopie nuklearni magnetické rezonance (NMR spektroskopie). Informace o
doménové struktufe proteini mizeme ziskat rozStépenim vzorku specifickymi
proteasami a naslednou analyzou pomoci SDS-PAGE (Pingoud et al., 2002).

DalSimi metodami ziskavame informace o vzdalenosti mezi rezidui. Mezi n¢é patfi i
hmotnostni spektrometrie, kterd se bézné vyuziva k analyze vzorkl po izotopové vymeéné

vodiku a deuteria nebo vytvoreni pfi¢nych vazeb (Rozbesky et al., 2012).

2.1.3.1 Rentgenova krystalografie

Rentgenova krystalografie nebo téZ rentgenova strukturni analyza je analytickd metoda
zabyvajici se interakci krystali s monochromatickym rentgenovym zafenim
(The Official Web Site of the Nobel Prize: http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/phy
sics/laureates/1915/wl-bragg-lecture.pdf; 27. 3. 2014).

Zakladnim predpokladem pro pouziti této techniky ke strukturni analyze je,
ze zkoumana latka tvofi krystaly. Vytvofit takovy krystal ovSem cCasto neni nic
jednoduchého, coz lze uvést na ptikladu proteini a nukleovych kyselin, kdy vétSina latek
fadicich se mezi tyto biomolekuly ma pro krystalizaci své specifické podminky. At uz
ale krystal vznika za jakychkoli podminek, musi byt velky 0,1 - 0,5 mm, aby byl vhodny
pro difrakci (Pingoud et al., 2002).



Idedlni krystal ma zcela pravidelnou strukturu, kterd je tvofena opakujicim se
zakladnim motivem (zakladni buiikou). Ten je tvofen pravidelné uspotadanymi atomy.
Realné krystaly pochopitelné nejsou takto dokonalé (maji vice ¢1 méné poruch), ale toto
zakladni uspofadani dodrzuji (Pingoud et al., 2002).

Kdyz na krystal dopadne paprsek monochromatického rentgenového zéfeni, tak na
jednotlivych atomech dojde k rozdilnému rozptylu svétla. To na zékladé Huygensova
principu tvofi rizné vinoplochy, které na sebe narazeji. Pokud se potkaji vinoplochy se
stejnou fazi, tak dojde k zesileni viny. Jestlize na sebe narazi dvé vinoplochy s opacnou
fazi, tak dojde k zeslabeni viny. Vystupem z této analyzy je potom difraktogram. Ten je
pteveden Fourierovou transformaci do mapy elektronové hustoty (Pingoud et al., 2002).

Tato metody ma v praxi velké uplatnéni, napt. se vyuziva k vyzkumu novych 1éka a
kontrole jejich kvality. Rentgenové krystalografie zde slouZzi ke zkoumani tvaru molekuly
1écebné slozky ptipravku. Tvar této molekuly je pro vysledny lécebny efekt velice
dalezity. Jako ptiklad 1ze uvést vyvoj 1é¢iva proti viru HIV. Ten obsahuje proteasu, ktera
je nezbytna pro jeho mnoZeni. Je slozena ze dvou makromolekul a hleda se latka, ktera
by svym tvarem zapadla do zafezu mezi obéma makromolekulami, takze virus HIV by se

dale nemohl mnozit (Weber et al., 2013).

2.1.3.2 Spektroskopie nuklearni magnetické rezonance

Nuklearni (jadernd) magnetickd rezonance (NMR) je technika, kterou mizeme urcit
uhlikaty skelet organické slouceniny (McMurry, 2007).

Atomova jadra spousty prvkll maji nenulovy jaderny spin (rotuji kolem své osy). Jadra
prvkl maji také kladny naboj, takze se mohou chovat jako malé magnety a reagovat tedy
na vn¢j$i magnetické pole. Tyto magnetické vlastnost nemaji jadra vSech atomd, ale
pouze téch s lichym podtem protoniti (napt. *H, 2H, N, °F, 3!P) nebo s lichym podétem
neutroni (napt. *C) (McMurry, 2007).

Nepusobi-li na jadra vnéjs$i magnetické pole, jejich spiny jsou orientovany nahodile.
Dostanou-li se tato jadra mezi silné magnety, nato¢i se jaderné spiny bud’ ve sméru
(paraleln€), nebo proti sméru (antiparaleln¢€) vlozeného magnetického pole. Pusobi-li
potom na tyto jadra elektromagnetické zafeni o vhodné frekvenci, absorbuji energii a spin
se pfeméni. Jadra jsou potom V rezonanci s pouzitym zafenim, od ¢ehoz je odvozen nazev
nuklearni magneticka rezonance (McMurry, 2007).

Vystupem z této metody je NMR spektrum, v kterém jsou zaznamenany signaly

jednotlivych jader (McMurry, 2007). Jaky dany signal je, nezavisi pouze na jadru
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samotném, ale také na jeho chemickém okoli. Atomy, které maji odlisné chemické okoli,
se lisi rozlozenim elektrond a také tedy intenzitou jejich stinéni. Nejvice stinéné jadra
jsou v NMR spektru posunuto zcela vpravo (Pingoud et al., 2002).

Ptestoze pomoci NMR byla uz Gspésné urcena fada prostorovych struktur proteint,
neni tato technika béznou soucasti biochemické laboratoie, coz je zpisobeno predevsim
tim, Ze mtizeme zkoumat jen proteiny do urcité velikosti. Dal$i nevyhodou je vysoka cena

jednotlivych analyz (Pingoud et al., 2002).

2.1.3.3 Vytvareni pri¢nych vazeb

Prostorova struktura proteini se tradicné zkouma pomoci rentgenové krystalografie
a spektroskopie nuklearni magnetické rezonance. Tyto techniky sice poskytuji velmi
detailni informace o molekule, ale maji jistd omezeni. Rentgenovou krystalografii 1ze
zkoumat pouze latky, které tvoii kvalitni krystaly. Ne vSechny proteiny je ale tvofi.
Nekteré také krystalizuji Spatné a nékteré dokonce vitbec. Navic takto ziskané informace
jsou statické, nevypovidaji nic o struktuie za fyziologickych podminek v roztoku, kdy je
protein aktivni. NMR spektroskopie naproti tomu sice popisuje dynamickou strukturu
proteinu za fyziologickych podminek, ale jeji pouziti je omezeno velikosti proteinu.
V soucasnosti se bézné urcuji pouze struktury proteintl, jejichz molekulovd hmotnost
nepiesahuje 50 kDa. Navic obé metody vyzaduji relativné velké mnozstvi Cistého
proteinu. Kdybychom chtéli pouzit téchto metod k analyze vzorku, potfebovali bychom
fadoveé miligramy Cisté latky (Rozbesky et al., 2012).

Oproti tomu pro studium latky pomoci hmotnostniho spektrometru, kterym se
analyzuji vzorky modifikované Ccinidly pro vytvafeni pii€nych vazeb 1 vzorky
po izotopové vymény vodiku za deuterium, ktera je popsana dale, nam sta¢i pouze
femtomoly nebo i méné ¢isté latky (Thomas et al., 2004). Dalsi nespornou vyhodou této

metody oproti pfedchozim je, Ze vysledky jsou velmi rychle (Rozbesky et al., 2012).

2.1.3.4.1 Postupy pro vytvareni priénych vazeb

Tato metoda miize byt v praxi provedena tfemi riznymi zpuisoby. Prvnim je postup
Bottom-Up, druhym Top-Down a tietim vytvareni pficnych vazeb v zivych systémech
(Sinz, 2006).

Jako prvni byl zminén postup s ndzvem Bottom-Up. Zde je reakéni smés po vytvotfeni

pfi¢nych vazeb enzymové S§tépena. Vzniklé peptidy jsou rozdéleny pomoci SDS-PAGE



nebo kapalinové chromatografie. Analyza vzorkli je potom provedena pomoci
hmotnostniho spektrometru s ionizaci MALDI, poptipadé ESI. Protein je nasledné
identifikovan porovnanim seznamu molekulovych hmotnosti peptidi z namétené¢ho
hmotnostniho spektra s jiz existujici databazi (Young et al., 2000). Tento postup ma
samoziejme 1 sva uskali. Jednim problémem je, Ze produkty Stépeni pii ionizaci ESI Casto
ztraceji naboj e-aminoskupiny lysinu, takze nemohou byt detekovany. Obecnym
problémem hmotnostni spektrometrie (zvlasté u fragmenti s velkou molekulovou
hmotnosti) potom je, Ze stejny pomér m/z muze mit vice fragmenti s riznymi
aminokyselinovymi sekvencemi (Sinz, 2000).

Dalsi mozny postup se nazyva Top-Down. Zde jsou proteiny s pfiénymi vazbami
analyzovany intaktné pted Stépenim, po kterém nasleduje analyza pomoci hmotnostniho
spektrometru. Je tedy vynechano enzymatické $tépeni vzorku (Kelleher et al., 1999).
Hmotnostni spektrometr, ktery se nejcastéji pouziva pro tento postup je typu ESI-FTICR
(hmotnostni spektrometr s ionizaci elektrosprejem a s Fourierovou transformaci). Své
omezeni ma i tento postup. Velmi tézko se totiz provadi analyza velkych proteint.
Resenim mutize byt postup, ktery zvolil Petr Novak se svymi spolupracovniky. Pii
charakterizaci byl hovézi rhodopsin nejdfive st€pen pomoci bromkyan, ktery $tépi na
C-konci methioninu. Potom nasledovala analyza vzniklych fragmentd pomoci ESI-
FTICR-MS/MS. Tento postup ve své podstaté kombinaci obou vySe jmenovanych
(Novak et al., 2005).

Poslednim postupem, ktery byl zminén v prvnim odstavci, bylo vytvafeni pti¢nych
vazeb pfimo v zivych systémech. Tyto vazby se zde tvoii mezi interagujicimi proteiny
pfimo v jejich pfirozeném prostfedi, coZ nam umoziuje sledovat bunééné procesy.
Jednou z cest, jak tohoto dosahnout, je oSetfeni bunék glutaraldehydem. Tato latka rychle
pronika buné€nou sténou a vytvaii piicné vazby mezi proteiny interagujicimi v butice.
Protein, ktery zkoumame, se potom preCisti pomoci imunoafinitni chromatografie a
nakonec stanovi pomoci tandemového hmotnostniho spektrometru (Vasilescu et al.,
2004).

2.1.3.4.2 Cinidla pro tvorbu p¥i¢nych vazeb

Podle vzhledu délime c¢inidla pro tvorbu pficné vazby na homobifunkéni,
heterobifunkéni, €inidla s nulovou délkou vazby a trifunkéni. Homobifunkéni ¢inidla maji
stejné funk¢ni skupiny a naopak heterobifunkcni ¢inidla maji rozdilné funkcni skupiny.

Cinidla s nulovou délkou vazby propoji dva fetézce tak, Ze mezi nimi nevznika spojovaci
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linie - vazba je propojenim mezi dvéma atomy z puvodnich fetézc (Sinz, 2006).
Trifunkéni Cinidla spojuji fetézce stejné jako bifunkéni Cinidla, ale maji navic jesté treti
funk¢ni skupinu, kterd slouzi bud’ k pfipojeni k tietimu fetézci, nebo se pii precisténi
produktu vyuzije afinity této skupiny k biotinu (Trester-Zedlitz et al., 2003).

Tato ¢inidla samoziejmé mizeme délit i podle funkénich skupin, se kterymi reaguji.
Nejbéznéjsi  Cinidla reaguji s aminoskupinami, sulthydrylovymi skupinami
nebo karboxyskupinami. Zvlastnim typem ¢inidel jsou ¢inidla aktivovana svétlem (Sinz,
2006).

Mezi ¢inidla reagujici s aminoskupinami, napi. volnymi N-konci peptidi ¢i
e-aminoskupinami lysind, se fadi N-hydroxysukcinimidestery (NHS estery), imidoestery
a karbodiimidy.

NHS estery (Obr. 3 - A) jsou asi nejrozsifenéjsi skupinou ¢inidel reagujicich
s aminoskupinami. V prub&hu reakce s nukleofilem se uvolni NHS (poptipadé sulfo-NHS
- viz dale) skupina. Reakce téchto ¢inidel probihd za fyziologického pH (7,0 - 7,5).
Velkym problémem téchto Cinidel ale je, Ze nejsou rozpustné ve vodném roztoku,
takze jejich pouziti vyzaduje nejdiive rozpusténi v organickém rozpoustédle. Z tohoto
diavodu se misto nich pouzivaji sulfo-NHS estery, coz jsou jejich analoga, ktera uz ale
jsou ve vodé rozpustna (Sinz, 2006).

Imidoestery (Obr. 3 - B) maji mensi aktivitu pro tvorbu pii¢né vazby smérem
K nukleofilu nez ostatni ¢inidla. Tyto estery jsou na rozdil od NHS esterti ve vodé
rozpustné, coz ale zvysuje jejich odbourani hydrolyzou na méné nez pll hodiny (Hunter
a Ludwig, 1962). V porovnani s NHS estery maji tato ¢inidla mensi ucinek pii vytvareni
pfi¢nych vazeb mezi aminoskupinami (Dihazi a Sinz, 2003).

Karbodiimidy (Obr. 3 - C) se fadi mezi ¢inidla s nulovou délkou vazby. Vytvaii vazbu
mezi prostorové  blizkymi  skupina. Jejich nejznaméj$im  zastupcem je
EDC  (1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid),  ktery  vytvaii  vazbu
mezi karboxylovou skupinou a aminoskupinou. Do reakéni smési se pridava jesté
sulfo-NHS, ktery stabilizuje meziprodukt. (Hoare a Koshland, 1966).

Mezi ¢inidla reagujici se sulfhydrylovymi skupinami se fadi predev§im maleinimidy
(Obr. 3 - D). Tyto ¢inidla vytvareji pticné vazby mezi SH skupinami cysteini. Problém
ale nastava ve chvili, kdy dojde k redukci disulfidovych vazeb mezi peptidy, ¢imz
vzniknou dal$i sulfhydrylové skupiny, s kterymi je moZno reagovat. Z tohoto divodu

muze dojit pii pouziti téchto Cinidel ke zkresleni prostorové struktury proteinu (Sinz,
2006).
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Obr. 3: REAKCNI SCHEMATA nejbézngjsich skupin CINIDEL pro vytvateni piiénych vazeb
(Sinz, 2006).

Fotoreaktivni Cinidla (Obr. 3 - E) reaguji se zkoumanou molekulou az po vystaveni
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UV svétlu. Ideélni ¢inidlo tohoto typu by mélo mit vysokou reaktivitu, mélo by byt
stabilni ve tmé a vysoce citlivé ke svétlu o vinové délce, ktera neznici biologicky vzorek.
Také by reakci s proteiny mél vznikat stabilni a specificky produkt, ktery bychom byli
schopni izolovat, ptecistit a analyzovat na hmotnostnim spektrometru. Aryl azidy jsou
¢inidla, s kterymi se z této skupina setkavame nejcastéji. Dale sem patii diaziriny a diazo

slouceniny (Sinz, 2006).

2.1.3.4 Vyména vodiku za deuterium

Je to metoda, pii které je atom vodiku, ktery se nachazi tieba na aminoskupiné zapojené
do peptidové vazba ale 1 jinde, vyménén za deuterium. Kombinaci této metody
S hmotnostni spektrometrii miizeme zkoumat aminokyselinovou sekvenci proteinu,
prostorovy tvar molekuly i dynamiku proteinu. Znalost vSech téchto informaci je
nezbytna pro uplné pochopeni funkce dané bilkoviny (Rozbesky et al., 2012).

Metoda samotna zacind rozpu$ténim proteinu ve vhodném vodném (H20) pufru,
ktery neobsahuje tézkou vodu (D20). Dalsim krokem je fedéni tohoto roztoku pufrem,
ktery obsahuje stejné slozky jako prvni pufr, ale misto bézné vody (H20) obsahuje tézkou
(deuterovanou) vodu (D20). Tato izotopova vyména je acidobazicky katalyzovana,
a proto ji vyznamné ovlivituje pH roztoku. To obvykle byva zhruba 7 (fyziologické pH),
kdy protein zaujima konformaci nejvice se blizici té, v které se nachazi v jeho piirozeném
prostfedi. Reakce potom probihd po definovanou dobu. Na konci tohoto Casového
intervalu je vyména ukoncéena prudkym poklesem pH na 2,5 a snizenim teploty na 0 °C
(Engen, 2009).

Vymeénég ale nemusi podléhat vSechny vodiky v proteinu. To, jestli se ji budou ti¢astnit
¢1 nikoli, zaleZi predev§im na dvou skutecnostech. Za prvé zalezi na tom, jestli je dany
atom vodiku v kontaktu s rozpoustédlem, a za druhé na tom, jestli se dany atom podili
na vodikové vazbé€. Z toho vyplyva, Ze u riiznych proteind je rychlost této reakce rizna.
Na zaklad¢ rychlosti reakce potom mizeme vyvozovat urcité predpoklady pro jednotlivé
molekuly. Pomala reakce napovida, Ze vodiky nejsou pro rozpoustédlo snadno dostupné
a / nebo molekula obsahuje vodikové vazby. Naopak rychla reakce napovida, ze vodiky
jsou v kontaktu s rozpoustédlem a / nebo molekula neobsahuje vodikové vazby (Engen,
2009).

Detekce izotopovych vymeén, které probéhly je mozna nékolika zplisoby. Nejcastéji se
tato metoda pouziva ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (Englander et al., 2003). Je

tomu tak, protoze vyména kazdého atomu vodiku *H za deuterium 2D (?H) piedstavuje
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nartist hmotnosti molekuly o 1 Da. Dochézi tedy ke zméné¢ hmotnosti molekuly, kterou
lze snadno detekovat pomoci hmotnostniho spektrometru. H/D vyménu je ale mozno
spojit i s jinymi technikami, napf. s nuklearni magnetickou rezonanci (Wand a Englander,
1996), nebo s Ramanovou spektroskopii (Hildebrandt et al., 1993).

Pti studiu prostorové struktury proteint lze tuto techniku kombinovat s vytvarenim
pticnych vazeb. V takovém piipad¢ se jedna Cast vzorku postupné nechéd reagovat
s n¢kolika ¢inidly pro vytvaieni pticné vazby a dalsi cast vzorku podstoupi izotopovou
vyménu vodiku za deuterium. Ob¢ frakce jsou potom samostatné analyzovany pomoci
hmotnostniho spektrometru a porovnanim dat z obou méfeni se usuzuje na prostorovou
strukturu molekuly. Tohoto postupu uzil napifiklad Daniel Rozbesky se svymi
spolupracovniky k zptesnéni struktury mysiho receptoru NKR-P1A, ktery se nachdzi na
povrchu zabijackych bunék, jenZ bojuji proti virdlnim infekcim a tumorovym bunkam

(Rozbesky et al., 2012).
2.2 Studované enzymy

2.2.1 Alkoholdehydrogenasy

Alkoholdehydrogenasy (ADH, EC 1.1.1.1) tvofi rozsédhlou skupinu enzymt, které jsou
odpovédné za vratnou oxidaci alkoholii na odpovidajici aldehydy nebo ketony. K této
oxidaci vyuzivaji soucasné redukce NAD(P)" na NAD(P)H (de Smidt et al., 2008).

ADH jsou v enzymovém systému zafazeny mezi oxidoreduktasy. Vlastni skupina
ADH se potom jesté dale déli do tii rozdilnych nadrodin - dehydrogenasy/reduktasy
se stfedn¢ dlouhym fetézcem (MDR), dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem
a zelezem aktivované ADH (de Smidt et al., 2008).

Tyto enzymy byly identifikovany jak v prokaryotnich, tak v eukaryotnich
organismech. Nejvice je ovSem prostudovana ADH z mikroorganismu Saccharomyces

cerevisiae (de Smidt et al., 2008).

2.2.1.1 Alkoholdehydrogenasa ze Saccharomyces cerevisiae

ADH se hlavné podili na dvou dilezitych energetickych drahach S. cerevisiae,
kterymi jsou glykolyza a aerobni respirace. Ethanol, ktery je timto enzymem vyuZzivan,
je totiz koncovym produktem alkoholové fermentace navazujici na glykolyzu. Ethanol
také muze slouzit 1 jako zdroj uhliku béhem aerobni respirace, kdy ADH katalyzuje

vzajemnou preménu acetaldehydu na ethanol (de Smidt et al., 2008).
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Postupnym badanim se zjistilo, Ze S. cerevisiae nema pouze jednu ADH ale hned
sedm (ADH1 - ADH7). Kazda z nich je kédovana jinym genem, takze kazda ma trochu
jinou sekvenci aminokyselin a trochu jinou funkci (Larroy et al., 2002).

ADH ma tetramerni strukturu. Kazdy monomer je slozen ze tfi domén - z domény
vazajici koenzym, oligomeriza¢ni domény a z katalytické domény (de Smidt et al., 2008).

Kazdy tetézec obsahuje jednu reaktivni sulfthydrylovou skupinu (cysteinovy zbytek).
Diky tomu se miize vazbou jednoho atomu zinku a jednoho molu NAD*/NADP* vytvofit
aktivni misto pii poskladani tetrameru (Kégi a Vallee, 1960). Aktivni misto jednotlivych
isoenzymit ADH je stejné, 1isi pouze v drobnostech, naptiklad jednou aminokyselinou,
kdy je u ADH1 v pozici 294 methionin, zatimco u ADH2 a ADH3 je to leucin (Ganzhorn
etal., 1987).

Vyzkum postupné ukdzal, ze aktivni enzym (tetramer) vaze Ctyfi molekuly NAD+
a Ctyfi atomy zinku (Karlovi¢ et al., 1976). Atomy zinku jsou dtlezité, protoze pomahaji
drzet pohromadé kvartérni strukturu enzymu (Kigi a Vallee, 1960). Navic maji
nenahraditelnou roli i v oxidaci alkoholi. Zde se podili na stabilizaci alkoholatového
iontu v kroku, kdy dochazi k pfenosu vodiku. Zinek tady pasobi jako akceptor elektrontl,
¢imz zvysuje elektrofilni charakter aldehydd. To nasledné usnadiuje pienos vodikového

atomu na aldehyd (Klinman, 1975).

2.2.2 Aminoaldehyddehydrogenasy

Aminoaldehyddehydrogenasy (AMADH) jsou enzymy, které¢ katalyzuji oxidaci
w-aminoaldehydii na odpovidajici -aminokyseliny. Tato reakce je také spojena s redukei
NAD(P)* na NAD(P)H (Brauner et al., 2003).

AMADH patii do nadrodiny aldehyddehydrogenas (ALDH). Zde se ftadi
bud’ do rodiny ALDH9, nebo do rodiny ALDH10. Toto rozd¢leni do nékolika rodin je
zpuisobeno kritérii, ktera jsou stanovena pro zafazovani jednotlivych enzymu do systému.
Podle nich tvofi jednu rodinu enzymy, které maji alesponn 40 % aminokyselinové
sekvence totozné. Protoze ale u AMADH se tato shoda pohybuje jen mezi 35 - 39 %, tak
jsou tyto enzymy fazeny do riznych rodin, 1 kdyZ katalyzuji stejny typ reakce (Kopecny
etal., 2013).

Rodina ALDH9 a nékolik ¢lentt rodiny ALDHI10 pfedstavuje enzymy tii
metabolickych drah, které¢ spolu vzajemné nesouvisi. Je to metabolismus polyamind,
cholinu a lysinu. Klasifikace zalozend na zaklad€ substratové specificnosti rozdéluje

¢leny této rodiny do Ctyf riznych skupin. Jsou to 4-aminobutyraldehdehydrogenasy
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(ABALDH, EC 1.2.1.19), 4-guanidinobutyraldehyddehydrogenasy (GBALDH,
EC 1.2.1.54), betainaldehyddehydrogenasy (BADH, EC 1.2.1.8)
a 4-trimethylaminobutyraldehyddehydrogenasy (TMABALDH, EC 1.2.1.47). Polyaminy
jsou oxidovany na o-aminoaldehydy a peroxid vodiku. Cholin je oxidovan
cholinoxidasou popfipadé cholinmonooxygenasou na betainaldehyd (BAL).
Metabolismus lysinu vede k N,N,N-trimethyl-4-aminobutyraldenydu (TMABAL).
Vsechny tyto drahy kon¢i aldehydovymi slouceninami, které jsou oxidovany ¢leny rodin
ALDH9 a ALDH10. Tvoii se netoxické metabolity jako je B-alanin nebo y-aminomaselna
kyselina (GABA) (Tylichova et al., 2010).

Enzymy z nadrodiny aldehyddehydrogenas se vyskytuji bud’ jako dimery, nebo jako
tetramery. Kazdy monomer je potom slozen z oligomerni domény, domény vazajici
NAD(P)" a z katalytické domény (Tylichova et al., 2010). V aktivnim misté
aminoaldehyddehydrogenas ma katalytickou funkci cysteinové residuum (Brauner et al.,
2003). Proto na n¢ inhibi¢n¢ pusobi sulhydrylova ¢inidla jako 4-chloromerkuribenzoan
nebo N-methylmaleinimid (Sebela et al., 2000). Dale se v katalytickém misté AMADH
nachdzi jesté¢ asparagin, kyselina glutamova a cela fada dalSich aminokyselin, které
usnadiuji vazbu substratu (Kopecény et al., 2013).

Reakéni mechanismus katalyzy AMADH (Obr. 4) je typicky pro zastupce nadrodiny
ALDH. | zde se tvofi z aminoaldehydovych substrati kovalentni meziprodukt, ktery je
pozd¢ji pfeménén na piislusSnou aminokyselinu. Samotna katalyza zacina nukleofilnim
atakem substratu (aminoaldehydu) na cystein v katalytickém misté. Tento atak vede ke
vzniku kovalentné vazaného thiohemiacetalu (kovalentniho meziproduktu). Z néj potom
putuje atom vodiku na C4 atom nikotinamidového kruhu NAD®. Tento pienos
spotiebovava energii. Diivodem je, Ze karbonylovd skupina ma bipolarni charakter.
V poslednim katalytickém kroku se ke slovu dostane glutamat, jehoz funkci zde je
aktivovat molekulu vody. Ta provede nukleofilni atak na thioester. Tato hydrolyza vede
k rozstépeni thioesterové vazby, ¢imz dojde k uvolnéni ptislusné aminokyseliny. NADH
nakonec oddisociuje z vazebného mista (Perez-Miller a Hurley, 2003).

Vyzkumna ¢innost Oddéleni biochemie proteini a proteomiky zfizeného v ramci
Centra regionu Hand pro biotechnologicky a zemédé&lsky vyzkum se zamétuje predevsim
na izoenzymy z hrachu setého (Pisum sativum) - PSAMADH1 a PSAMADH?2 - kukufice
seté (Zea mays) - ZmAMADH1a, ZmAMADH1b a ZmAMADH2 - a rajcete jedlého
(Solanum lycopersicum) - SIAMADH1 a SIAMADH?2 (Kopec¢ny et al., 2013).
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Obr. 4: Reakéni MECHANISMUS KATALYZY AMADH. Katalytické misto enzymu je
znazornéno s residuem cysteinu, které vykonava katalytickou ¢innost. REAKCE I: Je zde
znazornén nukleofilni atak substratu na cystein, vznikd thiohemiacetalovy meziprodukt.
REAKCE II: Zde proton putuje z meziproduktu na NAD* a vznika NADH a thioester. REAKCE
IIT: Hydrolyzou Thioesteru se uvolituje aminokyselina (zde je to B-alanin). REAKCE IV: Dochazi
k uvolnéni NADH a navazani dalsiho NAD* (Tylichova et al., 2007).

2.2.2.1 Aminoaldehyddehydrogenasa z hrachu setého (Pisum sativum)

Pro rostliny je typické, Ze maji vice izoenzymu. V hrachu setém se vyskytuji dva
(PsSAMADHI1 a PsAMADH?2). Elementarni jednotka krystalu PSAMADHI obsahuje 6
velmi podobnych dimerti, zatimco elementarni jednotka krystalu PSAMADH?2 obsahuje
pouze 1 dimer. Gelovou chromatografii bylo potom prokazano, ze aktivni formou
Vv roztoku je dimer (Tylichova et al., 2010).

Vsechny monomery obou isienzymtl jsou sloZzené ze tfi domén jako vSechny
aldehyddehydrogenasy. Kazdy monomer ma doménu vazajici koenzym, katalytickou

doménu a oligomerni doménu (Tylichova et al., 2010).
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Kazdy isoenzym obsahuje jeden kation, ktery je vazan blizko mista vézajiciho
koenzym. Je zde vazan v duting. Zjistilo se to pomoci atomové absorp¢ni spektrometrie
krystalu enzymu, ktera ukazala pi{tomnost 2,5 mol Na* na mol dimerniho enzymu, coz
zhruba dava jeden Na* na jeden monomer. Role tohoto monovalentniho iontu v AMADH
zatim neni zcela objasnéna. Snad stabilizuje enzym skrze koordinacni vazby, nebo je
dtlezity pro navazani NAD™ (Tylichova et al., 2010).

PSAMADHL1 je asi 5 - 8 A siroky a 14 A hluboky. Substratovy kanadl PSAMADH2 je
tvarem 1 velikosti podobny tomu v isoenzymu 1. Na jeho pocatku jsou umistény
aminokyseliny, které zachyti substrat. Oba izoenzymy zde maji téméf stejné
aminokyselinové slozeni, které se 1i$i pouze na tfech mistech. Dvé z téchto zmén se tykaji
hned vstupu do kanalu. Ala 109 u PsAMADHI1 je u PsAMADH2 nahrazen Trp 109
a Ser 453 je nahrazen Cys 453. Posledni zménou je, ze misto Phe 288 u PSAMADHI je
u PSAMADH2 Trp 288. Substrat se postupné pohybuje dovniti kanalku, az dojde ke
katalytickému mistu, kde je umistén Cys 294. Pokud je substrat vhodny, tak je zde
pfeménén na produkty, které vychazeji ven opacnou stranou kanalu (Tylichova et al.,

2010).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie

2-iodacetamid (Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Spolkova republika Némecko)
2-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich® Chemie GmbH , Spolkova republika Némecko)
a-chymotrypsin (MP Biomedicals, LLC, Francie)

a-kyano-4-hydroxyskoficova kyselina (Bruker Daltonik GmbH, Spolkova republika
Némecko)

acetonitril (Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Spolkova republika Némecko)

akrylamid (Bio-Rad Laboratories, Inc., Spojené staty americké)
bis(N-hydroxysukcinimid)suberat (Sigma-Aldrich® Chemie GmbH , Spojené staty
americke)

bis(N-sukcinimid)glutarat (Sigma-Aldrich® Chemie GmbH , Spojené staty americké)
Coomassie Brilliant Blue G 250 (SERVA Electrophoresis GmbH, Spolkova republika
Némecko)

dihydrogenfosfore¢nan amonny (Sigma-Aldrich® Chemie GmbH , Svycarsko)
dihydrogenfosfore¢nan draselny (Sigma-Aldrich® Chemie GmbH , Spolkova republika
Némecko)

dimethyl sulfoxid (Sigma-Aldrich® Chemie GmbH , Francie)

dithiothreitol (Bio-Rad Laboratories, Inc., Spojené staty americké)

dodecylsulfat sodny (SERVA Electrophoresis GmbH, Spolkova republika Némecko)
glycin (Sigma-Aldrich® Chemie GmbH , Spojené stity americké)

hovézi sérovy albumin (Sigma-Aldrich Co. LLC, Spojené¢ staty americké)
hydrogenfosfore¢nan draselny (Fluka™ Analytical, Spolkova republika Némecko)
hydrogenuhli¢itan amonny (Fluka™ Analytical, Spolkova republika Némecko)
hydroxid sodny (Fluka™ Analytical, Spolkova republika Némecko)

hydroxid draselny (Sigma-Aldrich Co. LLC, Spolkova republika Némecko)

chlorid sodny (Sigma-Aldrich Co. LLC, Spojené staty americké)

kyselina bicinchoninova (Sigma-Aldrich Co. LLC, Spojené staty americké)

kyselina ethylendiamintetraoctové (Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Spolkova republika
Némecko)

kyselina mravenci (Merck KGaA, Spolkova republika Némecko)

kyselina octova (Merck KGaA, Spolkova republika Némecko)
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kyselina trifluoroctova (Merck KGaA, Spolkova republika Némecko)

Laemmliho vzorkovy pufr (Bio-Rad Laboratories, Inc., Spojené staty americké)
methanol (Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Spolkova republika Némecko)
N-[2-hydroxyethyl]piperazin-N’-ethansulfonova kyselina (Sigma-Aldrich® Chemie
GmbH, Spolkova republika Némecko)

n-butylalkohol (Ing. Petr Svec - PENTA s.r.0., Ceska republika)
N,N‘-methylen-bis(akrylamid) (Bio-Rad Laboratories, Inc., Spojené staty americké)
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (Bio-Rad Laboratories, Inc., Spojené staty
americké)

pentahydrat siranu méd'natého (Sigma-Aldrich® Chemie GmbH , Spolkova republika
Némecko)

peroxodisiran amonny (Sigma-Aldrich® Chemie GmbH , Spolkova republika Némecko)
pufr pro separacni gel (Bio-Rad Laboratories, Inc., Spojené staty americké)

pufr pro zaostiovaci gel (Bio-Rad Laboratories, Inc., Spojené staty americké)

standardy obarvené pro SDS-PAGE (Bio-Rad Laboratories, Inc., Spojené staty americké)
peptidové standardy pro MALDI-TOF (Bruker Daltonik GmbH, Spolkova republika
Némecko)

tris(hydroxymethyl)aminomethan (MP Biomedicals, LLC, Francie)

trypsin (MP Biomedicals, LLC, Francie)

3.2 Pristroje

box lamindrni biohazard CytoFAST Elite 212 (Faster S.r.I., Italie)

centrifuga IEC CL31/CL31R Multispeed (Thermo Fisher Scientific Inc., Spojené staty
americke)

centrifuga SPECTRAFUGE MINI (Labnet International, Inc., Korea)

Cisticka ultrazvukova K-5LM (Kraintek s.r.o0., Slovenska republika)

digestof MERCI M 1500 (MERCI, s.r.0., Ceska republika)

filtraéni souprava pro centrifugaci Amicon® Ultra 0,5 mL Centrifugal Filters (Merck
Millipore Ltd., Irsko)

hmotnostni spektrometr MALDI-TOF/TOF Ultraflextreme (Bruker s.r.o., Spolkova
republika Némecko)

hmotnostni spektrometr MALDI-TOF Microflex LRF20 (Bruker s.r.o., Spolkova
republika Némecko)
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koncentrator vakuovy Concentrator plus / Vacufuge® plus (Eppendorf AG, Spolkova
republika Némecko)

MALDI desticka pFocus 384 circles 900 um s drzakem Magnetic Holder (Hudson
Surface Technology, Spojené staty americké)

MALDI desticka MSP BigAnchor 96 (Bruker Daltonik GmbH, Spolkovéa republika
Némecko)

michacka magnetickd IKA® Big Squid (IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Spolkova
republika Némecko)

odstiedivka MiniSpin® Plus (Eppendorf AG, Spolkova republika Némecko)

pH metr pH50 (LABOSERY s.r.0., Ceska republika)

skener UMAX PowerLook 1120 USG (Umax BINUSCAN, Spojené staty americké)
souprava pro elektroforézu Mini-PROTEAN® 3 Cell (Bio-Rad Laboratories, Inc.,
Spojené staty americké)

spektrofotometr Lightwave Il (Biochrom Ltd., Anglie)

$picky ZipTipcis (Merck Millipore Ltd., Irsko)

termoblok MD-01 (Major Science, Spojené staty americké)

Thermomixer comfort 1,5 ml (Eppendorf AG, Spolkova republika Némecko)

tfepacka KS 130 basic (IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Spolkova republika Némecko)
trepacka ,,VORTEX* SA8-regulované oti¢ky s nastavcem SAS8/1 (Stuart™ Scientific,
Anglie)

vahy analytické RADWAG X (RADWAG, Polsko)

vyvéva M35 (KNF Neuberger GmbH, Spolkova republika Némecko)

3.3 Metody

Pokusy dale popsané byly provadény se dvéma enzymy. Prvnim byla
alkoholdehydrogenasa z kvasinek Saccharomyces cerevisiae a druhym byl isoenzym
PSAMADH2 aminoaldehyddehydrogenasy z hrachu (Pisum sativum). Pokus
s alkoholdehydrogenasou byl urCen pro optimalizaci podminek reakce druhého vyse

jmenovaného enzymu.
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3.3.1 Piiprava vzorki pro pokus

3.3.1.1 Rozpousténi alkoholdehydrogenasy

Alkoholdehydrogenasa byla rozpu$téna A% 50 mmol.I* HEPES
(N-[2-hydroxyethyl]piperazin-N"-ethansulfonova kyselina) pufru o pH 7,5. Ustojny
roztok je$té obsahoval NaCl o koncentraci 1 mol-lt a EDTA (kyselinu
ethylendiamintetraoctovou) o koncentraci 1 mmol-1". pH bylo upraveno piikapavanim

NaOH. V pokusu byl pouzit zasobni roztok enzymu o koncentraci 5 mg/ml.

3.3.1.2 Vyména pufru ultrafiltraci u aminoaldehyddehydrogenasy

Vzorek rekombinantni PSAMADH?2, ktery izolovala Michaela Balasova z Escherichia
coli, byl ziskan rozpustény v Tris pufru. Tento pufr ale bohuzel neni vhodny pro optimalni
prabéh reakce enzymu s ¢inidly pro tvorbu pti¢né vazby, protoze jeho sloZzka sama o sobé
reaguje. Z tohoto diivodu bylo nejdiive nutné enzym pievést do vhodného pufru.

Pufr byl vyménén ultrafiltraci na chlazené centrifuze IEC CL31/CL31R Multispeed.
Ta byla pied zacatkem pokusu vychlazena na 4 °C. Mezitim se do patron s ultrafiltrem
(30 kDa) v plastovych 1.5 ml mikrozkumavkach napipetoval roztok PsAMADH2.
Centrifugacni zkumavky se vlozily do centrifugaci. Operace trvala 15 minut, relativni
centrifugaéni sila byla 10 000 g a teplota 4 °C. Po zastaveni centrifugy zbylo nad
ultrafiltrem méné nez 40 pl piivodniho roztoku. K nému byl ptidan 300 ul 20 mmol.1*
K-fosfatového pufru o pH 7, ktery byl pfipraven z KzHPO4 a KH2PO4, pH bylo upraveno
pomoci roztoku KOH. Centrifugacni zkumavky s patronami byly opét vloZeny
do chlazené centrifugy, kde probihala po dobu dal$ich 15 minut ultrafiltrace za stejnych
podminek jako piedtim. Tento krok byl proveden celkem ttikrat. Enzym byl nésledné

ziskan v 20 mmol.I* K-fosfatovém pufru, pH 7.

3.3.2 Méreni koncentrace aminoaldehyddehydrogenasy
spektrofotometrii s bicinchoninovou kyselinou

Reakéni roztok pro méteni koncentrace touto metodou se pfipravuje smichanim ¢inidel
A a B v objemovém poméru 50:1. Cinidlo A je roztok bicinchoninové kyseliny. Ten se

sklada z 1% roztoku sodné soli kyseliny bicinchoninové, 2% Na2CO3-H20, 0,16%
roztoku sodné soli kyseliny vinné, 0,4% NaOH a 0,95% NaHCOs. Cinidlo B je 4% roztok
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Obr. 5: KALIBRECNI KRIVKA BSA, s jejiz pomoci byla uréena koncentrace vzorku
PSAMADH?2.

CuS04-5H20; 2 ml reakéniho roztoku se pak pipetuji do kazdé zkumavky, ktera je pouzita
Vv pokusu.

Koncentrace enzymu je zde stanovena pomoci kalibra¢ni kiivky. Kalibraéni kiivka
byla pfipravena z pipetovanych davek rizného mnozstvi hovéziho sérového albuminu
(BSA) (Obr. 5). Pti ptiprave této kalibracni fady se vychazelo ze zasobniho roztoku BSA,
ktery mél koncentraci 1 mg/ml. Do rliznych zkumavek, v kterych byl reakéni roztok, se
postupné napipetovalo 5, 10, 15, 20, 30 a 40 ul zasobniho roztoku, ¢imz vznikla kalibraéni
fada, kterd byla sloZena z roztokti o obsahu 5, 10, 15, 20, 30 a 40 ug BSA. Kazdy roztok
BSA byl ptipraven tfikrat. Jako blank byl pouZit reak¢ni roztok.

Vzorek pro méfeni koncentrace enzymu byl pfipraven ptidanim 2 pl jeho roztoku
do 2 ml reakéniho roztoku. Taktéz byl ptipraven tiikrat.

Koncentrace enzymu byla stanovena spektrofotometricky pfi 562 nm (Smith et al.,
1985). Z naméfenych absorbanci byla pomoci rovnice piimky linearni regrese
z kalibraéni kiivky BSA (Obr. 5) vypoé&itana koncentrace. Ta byla 3,3 mg-ml? (Tab. 1).
Pfi znalosti objemu vzorku pro urceni koncentrace enzymu, ktery byl 144 pl, bylo

stanoveno, Ze v ném je rozpusténo 480 ug PSAMADH?2.
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Tab. 1: Tabulka obsahuje namétené ABSORBANCE VZORKU pro uréeni KONCENTRACE
PSAMADH?2 a také z n&j vypocitané koncentrace. V dolni ¢asti tabulky je uvedena primérna
koncentrace a smérodatna a relativni odchylka.

A ¢ [pg-plt] ¢ [mg-ml]
0,038 3,203 3,203
0,040 3,359 3,359
0,041 3,438 3,438

Cpramer [mg-ml?]: 3,3
Smérodatna odchylka [mg-ml?]: 0,119
3,580

Relativni odchylka [%]:

wrwv

3.3.3 Vytvareni pri¢nych vazeb

Pro vytvéfeni pficnych vazeb byla pouzita ¢inidla bis(N-hydroxysukcinimid)suberat
(DSG) a bis(N-sukcinimid)glutarat (DSS). Obé& slouzi k propojovani primarnich
aminoskupin, které jsou obsazeny v lysinovych zbytcich. Reakce mezi Cinidly a enzymy
byla provedena pii 37 °C. Doba trvani pokusu byla 30 minut. Reakce byla zastavena
zamrazenim (Jacobsen et al., 2006).

Nejdiive ale bylo nutné tento krok optimalizovat (urcit, v jakém poméru se maji enzym
a Cinidlo nechat reagovat). K tomu byl zvolen enzym alkoholdehydrogenasa
ze Saccharomyces cerevisiae, protoze ma podobnou prostorovou strukturu jako hlavni
objekt zajmu, tedy aminoaldehyddehydrogenasa z Pisum sativum.

Alkoholdehydrogenasa byla rozpusténa v 50 mmol.I'* HEPES pufru o pH 7,5 (viz
kapitola 3.3.1.1). V pokusu byl pouzit zasobni roztok enzymu o koncentraci 5 mg/ml.
Cinidla byla rozpusténa v dimethylsulfoxidu. Koncentrace ¢inidel byla 300 mmol-17.
Reakce byla zkoumana ve dvou variantach. Cinidlo bylo pouZito bud’ v 50-ti molarnim
nadbytku, nebo v 200 molarnim nadbytku.

Pokus s aminoaldehydehydrogenasou byl uz proveden pouze s 200 molarnim
nadbytkem ¢inidel, protoZe pfedchozi test ukazal, Ze v obou ptipadech doslo k vytvotfeni
pricnych vazeb. Lisila se pouze svym mnozstvim (u vyssiho poméru bylo pti¢nych vazeb
vice). Zasobni roztoky byly o koncentraci 100 mmol-1"}, aby mohly byt pipetovany

vhodné objemy, protoze enzymu bylo méné nez v pfedchozim piipadé.
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3.3.4 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pritomnosti

dodecylsiranu sodného

Pro vlastni rozdéleni protein byl piipraven 10% separacni gel. Skladal se z 3,4 ml
AA/BIS (akrylamid/N,N’"-methylenbisakrylamid; 30% T/0,8% C (w/w)); 2,5 ml Tris-HCI
pufru (1,5 mol 17, pH = 8,8) ; 3,8 ml H20; 0,1 ml 10% (w/w) SDS (dodecylsiran sodny)
; 0,01 ml TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin) a 0,05 ml 10% (w/w) APS
(peroxodisiran amonny).

K zaostteni separovanych proteinil procesem isotachoforézy byl pouzit 4% zaostrovaci
gel. Byl pfipraven z 0,65 ml AA/BIS (30% T/0,8% C (w/w)) ; 1,25 ml Tris-HCI pufru
(0,5 mol-1*%, pH = 6,8) ; 2,95 ml H,0; 0,1 ml 10% (w/w) SDS; 0,01 ml TEMED a 0,06
ml 10% (w/w) APS. Rozméry hotového diskontinudlniho systému gelti byly 8 x 10 cm,
tloustka 1 mm.

Elektroforéza probihala za konstantniho napéti 130 V, pocatecni proud byl 52 mA,
Casem se tento snizoval az k 20 mA a separace trvala 1 hodinu a 15 minut.

Proteiny v gelech byly néasledné obarveny barvivem Coomassie Brilliant Blue R-250
v standardnim roztoku obsahuji 5% (v/v) methanol a 7% (v/v) kyselinu octovou.

Proteinové standardy o zndmé molekulové hmotnosti byly od firmy Bio Rad.
Obsahovaly myosin (M; = 205 kDa), B-galaktosidasu (M; = 116 kDa), hovéziho sérovy
albumin (M; = 66 kDa), ovalbumin ze slepic¢iho vejce (Mr = 45 kDa), karboanhydrasu
(M; = 29 kDa), inhibitoru trypsinu ze soji (M = 20 kDa), lysozym (M; = 14,3 kDa)
a aprotinin (M = 6,5 kDa).

Z kazdého vyse popsaného vzorku bylo odebrano 50 pl do novych mikrozkumavek..
Ke kazdému alikvotu pak bylo napipetovano 50 pul Laemmliho vzorkového pufru (pomér
michani vzorku k pufru je 1:1 (v/v)). Vzorky byly potom nechany po dobu 5 minut
v termobloku pii 100 °C. (Rozbesky et al., 2012). Zahtatim v ptitomnosti detergentu
dojde k vytvofeni zaporné nabitych proteinovych micel, o jejichz migraci v podminkach

SDS-PAGE rozhoduje pouze velikost a tvar (ve vztahu k molekulové hmotnosti).

3.3.5 Stépeni proteini v gelu rozdélenych elektroforézou

v polyakrylamidovém gelu

Barvenim proteini v gelu po elektroforéze se objevi proteinové pasy. Pro ziskani
jednotlivych proteini a jejich dalsi zpracovani se tyto pasy vyiezou z gelu skalpelem

a rozkraji na malé kousky, které se pfemisti do mikrozkumavky.
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3.3.5.1 Zpracovani gelovych kouskii barvenych barvivem Coomassie

Gelové kousky se prevrstvi 100 ul 0,1 mol.I'* NH4HCOs. Po 15 minutach se pfida rovnéz
100 pl, ale tentokrat smési mol.I”Y NHsHCO3 a acetonitrilu,1:1 (v/v). Po dalsich 15
minutach se veskera kapalina z mikrozkumavky odstrani (doslo k odbarveni gelu)
a nahradi se 150 pl acetonitrilu. Tim dojde k wvysuSeni a zbélani kouskua
polyakrylamidového gelu. Acetonitril se po 15ti minutach odpipetuje a vysusené gelové
kousky jsou ptipravené pro dalsi zpracovani. Krok, ve kterém se k gelovym kouskiim
pridava roztok 0,1 mol.I't NH4sHCOj3 a acetonitrilu smichanych v poméru 1:1 (v/v), je
mozné opakovat vicekrat, pokud by se gelové kousky neodbarvily (Shevchenko et al.,
1996). Je ale vzdy nutné jako mezikrok zafadit inkubaci v samotném 0,1 mol.l

NH4HCOs.

3.3.5.2 Redukce a alkylace proteini

K redukci proteinti v gelu je pouzit 10 mmol.l? roztok dithiotreitolu v 0,1 mol.I*
NHsHCOs. Ke gelovym kouskiim se ptidda 100 pl tohoto roztoku. Gelové kousky
s dithitreitolem se nechaji 30 minut inkubovat pii 56 °C. Po uplynuti dané doby se
odstrani veskera kapalina z mikrozkumavky a ke gelovym kousktim se opét ptida 100 pl
acetonitrilu.

Dalsim krokem je alkylace peptidi. Ta se provadi pomoci jodacetamidu.
Po odstranénni acetonitrilu se ke gelovym kouskim napipetuje 100 pl 55 mmol.1** roztoku
jodacetamidu v 0,1 mol.I"X NH4HCOs. Jodacetamid se nechd plisobit po dobu 20 minut
pii pokojové teploté ve tme. Potom se roztok odstrani pipetou a misto néj se pro promyti
do mikrozkumavky napipetuje 150 pl 0,1 mol.I? NH4HCOs3, ktery se po 15 minutich
odstrani.

Na zavér se ke gelovym kouskiim opét piida 100 pl acetonitrilu, ktery se po 15ti

minutach odstrani (Shevchenko et al., 1996).

3.3.5.3 Stépeni proteinii v gelovych kouscich

Vzorky proteinil v gelu byly St€peny dvéma enzymy. Prvnim z nich byl trypsin, ktery byl
modifikovan rafinosou (Sebela et al., 2006), a druhym chymotrypsin. Zasobni roztok
trypsinu v 0.1% (v/v) kyselingé mravenéi mél koncentraci 200 pmol-17. Zasobni roztok
chymotrypsinu mél stejnou koncentraci jako zasobni roztok trypsinu a byl pfipraven

stejné. Oba enzymy byly rozpustény v 50 mmol.I'*  NH4HCOs, ktery byl vychlazen
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na 4 °C. Vysledna koncentrace enzymi v roztocich byla 2 pumol-1"%. Ke gelovym kouskiim
vysuSenym acetonitrilem bylo napipetovano 50 pl roztoku enzymu. Enzymy byly
ponechany, aby difundovaly do gelovych kouski, jednu hodinu pii 4 °C. Nizka teplota
byla pouzita, aby nedoslo k jeho autolyze. Vlastni st€peni probihalo pies noc v termostatu
pti 37 °C (Shevchenko et al., 1996).

3.3.6 Odsoleni peptidii v digestech pro méreni na hmotnostnim

spektrometru MALDI-TOF/TOF

3.3.6.1 Izolace peptidu z gelovych kouskii

Do kazdé mikrozkumavky bylo pfidano 100 ul smési 5% kyseliny mravenci a acetonitrilu
smichanych v poméru 1:2 (v/v). Gelové kousky se smési se potom nechaly inkubovat
po dobu 15 minut pii 37 °C za tiepani na termostatované tiepacce. Béhem této doby doslo
ke kompletnimu uvolnéni peptidl z gelovych kouski do roztoku, ktery byl pfepipetovan
do novych mikrozkumavek. Ty byly nasledn€ umistény do vakuové odparky pro odpateni

rozpoustédla (Shevchenko et al., 2007).

3.3.6.2 Odpareni roztoki ve vakuové odparce

Vzorky zustaly ve vakuové centrifugaéni odparce po dobu 90 minut pii 45 °C. Béhem
této doby se veskery roztok odpaftil a peptidy zlistaly usazené na dné¢ mikrozkumavky.
Ptistroj byl v modu V-AL, ktery je naprogramovan pro odpafovani alkoholovych

rozpoustédel.

3.3.6.3 Prvni rozpusténi peptidu v kyseliné trifluoroctové

Do kazdé mikrozkumavky bylo pfidano 15 pl 0,1% (v/v) kyseliny trifluoroctove (TFA).
Vzorky byly potom zcentrifugovany na minicentrifuze. Potom byly umistény na 15 minut
do ultrazvukové lazné. Diivodem byla snaha ziskat co nejveétsi mnozstvi rozpusténych

peptidi. Nasledovala opakovana centrifugace.

3.3.6.4 Odsoleni vzorku

Nejdiive byly pfipraveny nové mikrozkumavky, do kterych bylo napipetovano 15 pl
tzv. nepiiméeho eluéniho roztoku. Ten se sklada z 750 pl acetonitrilu, 40 ul TFA (2,5%

(v/v) vodny roztok) a 210 pul deionizované vody.
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K samotnému odsoleni byly pouzity ZipTip Spicky s C18 chromatografickym
materidlem. Nejdiive bylo nutné kazdou S$picku navlh¢it. To bylo udélano tak, ze se
pies sorbent dvakrat nasal pipetou vlh¢ici roztok. Od tohoto kroku az do konce procedury
se do Spicky nesmi dostat vzduch, aby bylo dosazeno optimalni separace. Vlh¢ici roztok
se se sklada z 50% acetonitrilu a 0,1% TFA. Ptipravuje se z 400 ul TFA (2,5% (v/v)
vodny roztok), 5 000 pl acetonitrilu a 4 600 ul destilované vody.

Po navlhc¢eni se musi sorbent ve Spic¢ce ekvilibrovat. Postup je stejny jako u vlhceni,
pouze se do Spicky nasava jiny roztok a to ekvilibracni. Ten je tvoten 0,1% TFA. Opét je
dilezité nenasat do Spicky vzduch.

Pro naneseni vzorku se $pickou opakované pipetovanim (az 10 x) nasdva a vypousti
rozpustény vzorek peptidid, pficemz dojde k jejich zachyceni na obracené fazi. I zde,
stejné€ jako v predchozich krocich, se do Spi¢ky nesmi dostat vzduch.

Dale se postupuje tak, ze do Spicky se pipetovanim nasaje ekvilibracni roztok, ktery se
nasledné napipetuje do odpadu. Opét je dilezité nenasat do Spicky vzduch. Tento krok se
opakuje pétkrat.

Odsolené peptidy se uvolni do nepfimého elu¢niho roztoku, ktery byl na zacatku
odsolovani napipetovan do novych mikrozkumavek, jeho desetindsobnym nasavanim

do $picky a naslednym vypousténim.

3.3.6.5 Druhé rozpusténi vzorki v kyseliné trifluoroctové

Neptimy elucni roztok byl ze vSech zkumavek odpaten. Dalsi postup byl stejny jako
v kapitole 3.3.6.2. Posléze byly peptidy rozpustény v 0,1% TFA. Postup zde byl stejny
jako v kapitole 3.3.6.3.

3.3.7 Méreni vzorkii pomoci hmotnostniho spektrometru

Analyza peptidi z digesti modifikovanych enzyma byla provedena pomoci
hmotnostniho spektrometru typu MALDI-TOF nebo MALDI-TOF/TOF. Jako matrice
byl pouzit roztok HCCA (kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova) 0 koncentraci
0,7 mg-ml. HCCA byla rozpusténa ve smési 85% acetonitrilu, 15% vody, 0,1% TFA
a 1 mmol-1? NHsH2PO4. Pro MALDI-TOF piistroj byla pouzita 2 mg.ml* HCCA

ve smesi 2% (v/v) TFA: acetonitril, 1:2, v/v.
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Jako kalibra¢ni standardy byly pouzity peptidy bradykinin (1-7), angiotensin II,
angiotensin I, substance P, bombesin, renin adrenokortikoidni hormon (Stép 1-17),
adrenokortikoidni hormon (§tép 18-39) a somatostatin 28, a to podle navodu dodavatele.

Hmotnostni spektra byla zmeéfena na MALDI-TOF hmotnostnim spektrometru
Microflex LRF20 (Bruker Daltonik, Spolkova republika Némecko). Byl pouzit pozitivni
ioniza¢ni mdd, kdy byly produkovany kladné ionty [M + H]". Mgéfeni probihala
zanasledujicich napéti: akcelera¢ni napéti bylo 18,00 kV, extrak¢ni napéti bylo 15,40 KV,
napéti na Cocee bylo 9,30 kV a reflektorové napéti bylo 19,00 kV. Kompletni hmotnostni
spektra byla pofizovana v rozsahu m/z 0 - 6 000. Jedno vysledné (sumarni) spektrum se
vzdy skladalo z 600 namétenych spekter. Fingerprintova peptidova spektra byla ziskédna
pomoci software flexControl 3.4 a zpracovana pomoci flexAnalysis 3.4. Vyhledavéani
Vv proteinové databazi (NCBInr) probihalo pomoci software Biotools a Mascot (Matrix
Science: http://matrixscience.com). Chyba, s kterou byly touto metodou pfifazovany
peptidy ze spektra Kk teoretickym peptidim, byla 100 ppm. Pocitalo se
karbamidomethylaci cysteint jako globalni modifikaci, oxidovany methionin byl zvolen
jako variabilni modifikace, dal$im ze zvolenych parametri bylo jedno zapomenuté
Stépeni (,,missed cleavage®).

Seznam molekulovych hmotnosti peptidi ([M+H]"), které byly naméieny, byl posléze
pocitacové zpracovan internetovym softwarem MSX-3D, ktery vytipoval hmoty
pravdépodobnych peptidi s pfiénymi vazbami a jinymi modifikacemi — ,.slepy konec*
(Heymann et al., 2008).

MS/MS  hmotnostni spektra byla naméfena na hmotnostnim spektrometru
MALDI-TOF/TOF Ultraflextreme (Bruker Daltonik, Spolkové republika Némecko). Byl
pouzit pozitivni ionizaéni mod, kdy byly produkovany kladné ionty [M + H]". Pocateéni
méteni MS spekter probihala za nésledujicich podminek: akcelera¢ni napéti bylo
25,04 kV, extrakéni napéti bylo 22,35 kV, napéti na coéce bylo 7,71 kV, reflektorové
napéti 1 bylo 26,42 kV a reflektorové napéti 2 bylo 13,55 kV. Z naméfené¢ho spektra
byly vybrany prekurzory pomoci software flexAnalysis 3.4. MS/MS spektra bvla méfena
S pouzitim software flexControl a metody pro aktivni funkci LIFT cely pfistroje. Byla
vyuzita pfednastavena metoda vyrobce. Po ovéfeni spravného vybéru prekurzorového
peptidu byla namétena spektra fragmentl, bylo akumulovano 16 000 jednotlivych
spekter. Pfi fragmentaci PSD (,,post source decay*) vznikaji imoniové ionty (informace

o obsazenych aminokyselinach), dale ionty sérii b a a, ale pfevazné ionty série y
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(C-koncové fragmenty). Z iontd fady y byla pomoci software Biotools (nastroj

RapiDeNovo) urc¢ena peptidova sekvence.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pritomnosti

dodecylsiranu sodného

Pomoci elektroforézy byly rozd€leny jednotlivé proteiny pred reakci a po ni na zakladé
jejich pohyblivosti v elektrickém poli.

V pokusu s alkoholdehydrogenasou bylo elektroforézou rozdéleno celkem 5 vzorkl
(Obr. 6). Byl to nemodifikovany protein (NP), dva vzorky enzymu modifikovaného
¢inidlem DSG liSici se pouze pouzitym molarnim pomérem enzymu k ¢inidlu (1:50 je
znacen G_5, 1:200 je znaen G_2) a dale vzorky enzymu modifikovaného ¢inidlem DSS
taktéz s rozdilnym vzdjemnym molarnim pomérem enzymu a ¢inidla (pfi 1:50 je oznaceni
S_5, pti 1:200 pak G_2).

V pokusu s PSAMADH2 byly vzorky tii (Obr. 7). Elektroforeticky byl rozdélovan
vzorek nemodifikovaného proteinu (NP) a dva zorky modifikované €inidly v moldrnim
poméru enzymu k ¢inidlu 1:200 (vzorek s DSG je oznacen g 2 a vzorek s DSS je oznacen
s _2).
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Obr. 6: POLYAKRYLAMIDOVY GEL po visualizaci proteint, ktery dokumentuje pokus
s ALKOHOLDEHYDROGENASOQOU. Po obou stranach gelu jsou standardy (ST), vedle nich je
nemodifikovany protein (NP). Uprostfed gelu jsou rozdéleny vzorky enzymu, ktery byl
modifikovan ¢inidly. Zleva to byla modifikace ¢inidlem DSG (molarni pomér enzymu k ¢inidlu
1:50 je oznacen jako G5, molarni pomér enzymu k ¢inidlu 1:200 je oznacen jako G 2) a ¢inidlem
DSS (molarni pomér enzymu k ¢inidlu 1:50 je oznacen jako S_5, molarni pomér enzymu k ¢inidlu
1:200 je oznacen jako S 2). Obdélniky oznacuji jednotlivé proteinové pasy, které byly nasledné

vvvvv

odpovidajici molekulova hmotnost.
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Obr. 7: POLYAKRYLAMIDOVY GEL pro vizualizaci proteintl, ktery dokumentuje pokus
s AMINOALDEHYDDEHYDROGENASOU. Po obou stranach gelu jsou standardy (ST),
vedle levého standardu je nemodifikovany protein (NP). Uprostied gelu jsou rozdéleny vzorky
enzymu, ktery byl modifikovan €inidly. Zleva to byla modifikace ¢inidlem DSG (molarni pomér
enzymu k ¢inidlu 1:200 je oznacen jako g 2) a ¢inidlem DSS (molarni pomér enzymu k ¢inidlu
1:200 je oznacen jako s 2). Obdélniky oznacuji jednotlivé proteinové pasy, které byly nasledné

vvvvv

odpovidajici molekulova hmotnost.
4.2 Modifikace alkoholdehydrogenasy ze Saccharomyces cerevisiae

Cilem pokusu s alkoholdehydrogenasou ze S. cerevisiae bylo optimalizovat podminky
reakce s ¢inidly DSG a DSS tak, aby nasledné byla provedena modifikace isoenzymu 2
aminoaldehyddehydrogenasy z hrachu (PSAMADH2). Alkoholdehydrogenasa byla
k tomuto ucelu vybrana z toho duvodu, ze ma s PSAMADH2 podobnou prostorovou
strukturu. K provedeni pokusu byly zvoleny podminky, které byly diive publikovany
v ¢lanku Jacobsen et. al (2006). Jedinym rozdilem byla vétsi koncentrace soli v pouZzitém
pufru. Podle piedpokladu vedl zvoleny postup k tvorb¢ pti¢nych vazeb v proteinu, které
bylo mozné lokalizovat hmotnostné spektrometrickou analyzou peptidii vzniklych
proteolytickym Stépenim (digesci).

Ke stépeni byly vybrany dvé proteasy - trypsin a chymotrypsin. Trypsin ma z téchto
dvou enzymil vétsi specifiénost §tépeni. Stépi totiz pouze na karboxylovém konci
basickych aminokyselin argininu a lysinu, pokud ale za nimi v sekvenci nenasleduje
prolin. Chymotrypsin je z tohoto pohledu mén¢ specificky, protoze $tépi na karboxylové
stran¢ velkych hydrofobnich aminokyselin, jako jsou fenylalanin, tryptofan a tyrosin
(Sipal et al., 1992). Uz jen tato zakladni fakta o funkci obou proteas napovidaji,

ze hmotnostni spektra peptidii nameétena s piislusSnymi digesty se budou znacné lisit. Lze
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to ukdzat na porovnani hmotnostnich spekter nemodifikované alkoholdehydrogenasy
Stépené trypsinem (Obr. 8) nebo chymotrypsinem (Obr. 9). Pii jejich vzajemném srovnani
je totiz spektrum ziskané u nemodifikované alkoholdehydrogenasy Stépené

chymotrypsinem daleko bohatS$i na peptidy, nez je tomu u spektra vychdzejiciho

Z trypsinového Stépeni.
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Obr. 8: Hmotnostni spektrum NEMODIFIKOVANE ALKOHOLDEHYDROGENASY,
ktera byla stépena TRYPSINEM. Bylo pofizeno na hmotnostnim spektrometru MALDI-TOF

pfi pozitivni ionizaci.
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Obr. 9: Hmotnostni spektrum  NEMODIFIKOVANE isoenzymu 2
ALKOHOLDEHYDROGENASY, ktera byla $tépena TRYPSINEM. Bylo pofizeno na
hmotnostnim spektrometru MALDI-TOF pfi pozitivni ionizaci.
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4.2.1 Stépeni modifikovanych vzorki trypsinem

Uz pfi prvnim pohledu je ziejmé, Ze hmotnostni spektra modifikovanych enzymu se lisi
od spekter nemodifikovaného proteinu (Obr. 10, Obr. 11). Vzajemnym porovnanim
potom Ize vidét, ze v hmotnostnich spektrech modifikovanych proteini nékteré ptivodné
pozorovatelné peptidové piky zanikaji (v odpovidajicich peptidech tak zjevné doslo
k reakci Cinidel s aminokyselinovymi zbytky, napf. k jednoduché modifikaci — ,,dead
end®, nebo k tvorb¢ pficné vazby s jinym peptidem), anebo naopak vznikaji (objevuji se
logicky v dusledku modifika¢nich reakci, jak jiz bylo zminéno). Tato skutecnost je tedy
potvrzenim, ze reakéni podminky byly zvoleny spravné.

Zpracovanim hmotnostnich spekter (anotace piklt) byl ziskan seznam molekulovych
hmotnosti peptidli, ktery byl nasledné vlozen do internetové softwarové aplikace
MSX-3D (Heymann et al., 2008). Pouziti tohoto software umoziuje identifikovat
vSechny moznosti modifikacnich reakci vcetné intrapeptidovych a interpeptidovych
propojeni, kterd mohou vzniknout. Program MSX-3D umoZiluje pracovat nejen se
sekvencemi, ale i s prostorovymi strukturami ziskanymi z databaze PDB (Protein Date
Bank: http://www.rcsh.org/pdb). V tom piipadé se u navrzenych propojeni ukazuje i tidaj
o vzdalenosti propojovanych peptidii vychazejici z dat krystalové struktury, ktery by mél
odpovidat s urCitou toleranci délce Cinidla. Tak Ize posoudit spravnost navrhu.

Pouzité latky (DSG a DSS) patii mezi bifunk¢ni ¢inidla, coz znamend, Ze maji dva
reaktivni konce. Mlize tedy vznikat vice typl peptidii modifikovanych témito €inidly.

Prvni moznosti je, Ze ¢inidlo pfi reakci vyuzije pouze jednu svou funkéni skupinupro
reakci s aminokyselinovym zbytkem a druha funkéni skupina reaguje pouze s vodou.
Vznikne tak modifikace, které se fiké ,,dead end“, tedy tvorba mrtvého nebo slepého
konce ¢i zakonceni. Tato varianta se vyskytuje v tom piipad¢€, Ze neni v odpovidajici
vzdalenosti k dispozici dal§i aminokyselinovy zbytek pro vytvofeni pficné vazby. Byla
tak ve vétSin€ piipadi nejhojné&ji zastoupenou moznosti. Seznam peptidovych
molekulovych hmotnosti, které pravdépodobné ukazuji na tvorbu slepého konce, je shrnut
Vv tabulce jak pro ¢inidlo DSG (Tab. 2), tak pro ¢inidlo DSS (Tab. 4).

Druhou moZnosti, jak mohou reagovat ¢inidla, je, ze propoji dvé aminokyseliny
(v ptipadé¢ DSG a DSS jsou to lysiny) v ramci jednoho peptidu, pokud to umoznich
vzdalenost blizkych lysinovych zbytkli. Vznik4 intrapeptidovd pficnd vazba. Pfi
nasledném §tépeni modifikovaného proteinu jsou pak jiz lysinové zbytky na fad¢ mist

zreagované a tudiz pro trypsinové Sté€peni nepiistupné. Program MSX-3D pocitéa i s touto
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variantou, odpovidajici vysledky jsou ukazany v tabulce jak pro DSG (Tab. 3),
tak pro DSS (Tab. 5).
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Obr. 10: Hmotnostni spektrum, které pochazi z pokusu s ALKOHOLDEHYDROGENASOU
modifikovanou ¢inidlem DSG (vzorek G_5.1). Protein byl §tépen TRYPSINEM. Hmotnostni
spektrum bylo pofizeno na hmotnostnim spektrometru MALDI-TOF pfi pozitivni ionizaci.
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Obr. 11: Hmotnostni spektrum, které dokumentuje pokus

s ALKOHOLDEHYDROGENASOU modifikovanou ¢inidlem DSS (vzorek S_5.1). Protein
byl stépen TRYPSINEM. Hmotnostni spektrum bylo pofizeno na hmotnostnim spektrometru
MALDI-TOF pfi pozitivni ionizaci.
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Posledni moznosti vytvoreni pti€né vazby je propojeni dvou aminokyselin z jinych
¢asti polypeptidového fetézce. Vznikaji interpeptidové pticné vazby. Ve vzorku proteinu
modifikovaného ¢inidlem DSG nebyly zadné takové moznosti softwarem MSX-3D
piredpovézeny. Po pouziti ¢inidla DSS vSak k takovym reakcim pravdépodobné doslo,
vysledky jsou shrnuty v tabulce (Tab. 6). Jejich prikladem je peptid s m/z 3369,892,
jejiz pravdépodobna pii¢na vazba je znazornéna na obrazki (Obr. 12).

Jelikoz obé c¢inidla (jak DSG, tak DSS) reaguji s primarnimi aminy, mohla by
teoreticky reagovat se stejnymi lysinovymu zbytky a vytvofit tak modifikované peptidy,
které se budou navzajem liSit svou molekulovou hmotnosti s diferenci danou rozdilem
molekulovych hmotnosti téchto ¢inidel. Molekulovd hmotnost DSG je 326,3 Da a DSS
368,3 Da. Hmotnostni rozdil tedy ¢ini 42 Da. Z porovnani molekulovych hmotnosti obou
¢inidel rovnéz vyplyva, ze vétsi molekulovou hmotnost bude mit peptid modifikovany
¢inidlem DSS. Takové vysledky byly v naméfenych spektrech zaznamenany. Jako piiklad
1ze uvést m/z hodnoty 2 373,220 (Tab. 3) a 2 415,260 (Tab. 5), které obé piedstavuji
stejny peptid, na ktery jsou ale napojena dv¢ rizna ¢inidla. Toto bylo pozorovéano ve dvou
pfipadech u peptidl, které vdzou cinidlo se slepym koncem, a ve tfech ptipadech,

kde pravdépodobné mohlo dojit k vytvoreni pti¢né vazby v ramci jednoho peptidu.

Obr. 12: Obrazek ukazuje pii¢nou vazbu u PEPTIDU s m/z 3 369,892. Propojeni Lys21
a Lys347, které se oba nachazeji v fetézci D ALKOHOLDEHYDROGENASY, je tvofeno
ginidlem DSS. Délka piiéné vazby je vyjadiena v A. Alkoholdehydrogenasa je tvofena &tyimi
fetézci (A, B, C, D). Ty jsou od sebe v abecednim potadi odliSeny ¢tyimi stupni Sedé (nejsvétlejsi
je fetézec A, nejtmavsi fetézec D).
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Tab. 2: Tabulka dokumentuje pokus s ALKOHOLDEHYDROGENASOU ze Saccharomyces cerevisiae, DSG a TRYPSINEM. Jsou Vv ni uvedeny peptidy,
na kterych by podle softwaru MSX-3D mélo byt napojeno CINIDLO DSG SE SLEPYM KONCEM. K jednotlivym peptidim je v tabulce uvedeno m/z,
fetézec enzymu, z kterého pochézi, pocatek a konec peptidu vzhledem k ptivodnimu umisténi v fetézci, sekvence peptidu, piipadna alkylace peptidu na cysteinu
s oznacenim alkylovaného residua, piipadna oxidace methioninu s oznacenim oxidovaného residua a oznaceni lysinu, na ktery je napojeno ¢inidlo DSG.

Sekvence

m/z Rétézec Alkylace C Oxidace M DSG
Zacatek Konec Aminokyseliny

1321,650 A 81 91 GWKIGDYAGIK x x K83
B 81 91 GWKIGDYAGIK x x K83

C 81 91 GWKIGDYAGIK x x K83

D 81 91 GWKIGDYAGIK x x K83

1783,860 A 8 21 GVIFYESHGKLEYK x x K17
B 8 21 GVIFYESHGKLEYK x x K17

C 8 21 GVIFYESHGKLEYK x x K17

D 8 21 GVIFYESHGKLEYK x x K17
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Tab. 3: Tabulka dokumentuje pokus s ALKOHOLDEHYDROGENASOU ze Saccharomya cerevisiae, DSG a TRYPSINEM. Jsou v ni uvedeny peptidy,
u kterych mélo podle softwaru MSX-3D CINIDLO DSG PROPOJIT LYSINY V RAMCI JEDNOHO RETEZCE. K jednotlivym peptidim je v tabulce
uvedeno m/z, fetézec enzymu, z kterého pochazi, pocatek a konec peptidu vzhledem k piivodnimu umisténi v fetézci, sekvence peptidu, pfipadna alkylace
peptidu na cysteinu s oznacenim alkylovaného residua, pfipadna oxidace methioninu s oznac¢enim oxidovaného residua, ptipadné jiné zmény na fetézci oproti
puvodnimu stavu, oznaceni lysind, na které je napojeno ¢inidlo DSG (napt. K274 znamena, ze Cinidlo je napojeno na lysin 274 daného fetézce), a délka piicné

vazby.
/2 Retézec Sekvence Alkylace Oxidace Ji{lé Vzdalenost
Zatatek  Konec Aminokyseliny C M zmény K, K, [A]
2357,220 C 315 334 SPIKVVGLSTLPEIYEKMEK x x x K318 K331 5,55
A 315 334 SPIKVVGLSTLPEIYEKMEK x x x K318 K331 5,73
B 315 334 SPIKVVGLSTLPEIYEKMEK x x x K318 K331 9,03
D 315 334 SPIKVVGLSTLPEIYEKMEK x x x K318 K331 11,21
2373,220 Cc 315 334 SPIKVVGLSTLPEIYEKMEK x M332 x K318 K331 5,55
A 315 334 SPIKVVGLSTLPEIYEKMEK x M332 x K318 K331 5,73
B 315 334 SPIKVVGLSTLPEIYEKMEK x M332 x K318 K331 9,03
D 315 334 SPIKVVGLSTLPEIYEKMEK x M332 x K318 K331 11,21
2461,280 C 212 233 SIGGEVFIDFTKEKDIVGAVLK x x x K223 K225 15,08
A 212 233 SIGGEVFIDFTKEKDIVGAVLK x x x K223 K225 15,11
2640,360 B 8 29 GVIFYESHGKLEYKDIPVPKPK x x x K17 K21 7,87
A 8 29 GVIFYESHGKLEYKDIPVPKPK x x x K17 K21 8,28
C 8 29 GVIFYESHGKLEYKDIPVPKPK x x x K17 K21 11,78
D 8 29 GVIFYESHGKLEYKDIPVPKPK x x x K17 K21 13,68
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Tab. 3: Tabulka dokumentuje pokus s ALKOHOLDEHYDROGENASOU ze Saccharomyces cerevisiae, DSG a TRYPSINEM. Jsou Vv ni uvedeny peptidy,
u kterych mélo podle softwaru MSX-3D CINIDLO DSG PROPOJIT LYSINY V RAMCI JEDNOHO RETEZCE. K jednotlivym peptidim je v tabulce
uvedeno m/z, fetézec enzymu, z Kterého pochazi, pocatek a konec peptidu vzhledem k piivodnimu umisténi v fetézci, sekvence peptidu, pfipadna alkylace
peptidu na cysteinu s oznacenim alkylovaného residua, pfipadna oxidace methioninu s ozna¢enim oxidovaného residua, piipadné jiné zmény na feté€zci oproti
puvodnimu stavu, oznaceni lysind, na které je napojeno ¢inidlo DSG (napt. K274 znamena, ze Cinidlo je napojeno na lysin 274 daného fetézce), a délka pti¢né
vazby. (POKRACOVANI)

/2 Retézec Sekvence Alkylace Oxidace Jiné DSG Vzdalenost
Zatatek  Konec Aminokyseliny C M zmény K, K, [A]
3460,740  C 224 257 oo aon ATPECRHCTINVEY x x K225 K233 8,60
B 224 257 oo VRV OATDECRHGTINVEV x x K225 K233 1148
A 224 257 oo onl ATDECRHCTINVEV x x K225 K233 1357
D 224 257 EXKDIVGAVLKATDGGAHGVINVSV « « « K225 K233 13,72
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Tab. 4: Tabulka dokumentuje pokus s ALKOHOLDEHYDROGENASQU ze Saccharomyces cerevisiae, DSS a TRYPSINEM. Jsou v ni uvedeny peptidy,
na kterych by podle softwaru MSX-3D mélo byt napojeno CINIDLO DSS SE SLEPYM KONCEM. K jednotlivym peptidiim je v tabulce uvedeno m/z, fetézec
enzymu, z kterého pochazi, pocatek a konec peptidu vzhledem k plivodnimu umisténi v fetézci, sekvence peptidu, pfipadna alkylace peptidu na cysteinu
s oznacenim alkylovaného residua, piipadna oxidace methioninu s oznacenim oxidovaného residua a oznaceni lysinu, na ktery je napojeno ¢inidlo DSS.

m/z Rétézec Sekvence Alkylace C Oxidace M DSS
Zacatek Konec Aminokyseliny

1363,710 A 81 91 GWKIGDYAGIK x x K83

B 81 91 GWKIGDYAGIK x x K83

C 81 91 GWKIGDYAGIK x x K83

D 81 91 GWKIGDYAGIK x x K83

1582,870 A 18 29 LEYKDIPVPKPK x x K21

K27

B 18 29 LEYKDIPVPKPK x x K21

K27

C 18 29 LEYKDIPVPKPK x x K21

K27

D 18 29 LEYKDIPVPKPK x x K21

K27

1774,880 A 197 211 VLGIDGGEGKEELFR x x K206

B 197 211 VLGIDGGEGKEELFR x x K206

C 197 211 VLGIDGGEGKEELFR x x K206

D 197 211 VLGIDGGEGKEELFR x x K206
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Tab. 4: Tabulka dokumentuje pokus s ALKOHOLDEHYDROGENASOU ze Saccharomyces cerevisiae, DSS a TRYPSINEM. Jsou Vv ni uvedeny peptidy,
na kterych by podle softwaru MSX-3D mélo byt napojeno CINIDLO DSS SE SLEPYM KONCEM. K jednotlivym peptidiim je v tabulce uvedeno m/z, fetézec
enzymu, z kterého pochazi, pocatek a konec peptidu vzhledem k pivodnimu umisténi v fetézci, sekvence peptidu, pripadna alkylace peptidu na cysteinu
s oznacenim alkylovaného residua, pfipadna oxidace methioninu s ozna¢enim oxidovaného residua a oznaceni lysinu, na ktery je napojeno ¢inidlo DSS.
(POKRACOVANI)

m/z Rétézec Sekvence Alkylace C Oxidace M DSS
Zacatek Konec Aminokyseliny

1825,900 A 8 21 GVIFYESHGKLEYK x x K17
B 8 21 GVIFYESHGKLEYK x x K17

C 8 21 GVIFYESHGKLEYK x x K17

D 8 21 GVIFYESHGKLEYK x x K17

2369,120 A 192 211 AMGYRVLGIDGGEGKEELFR x M193 K206
B 192 211 AMGYRVLGIDGGEGKEELFR x M193 K206

C 192 211 AMGYRVLGIDGGEGKEELFR x M193 K206

D 192 211 AMGYRVLGIDGGEGKEELFR x M193 K206




Tab. 5: Tabulka dokumentuje pokus s ALKOHOLDEHYDROGENASQU ze Saccharomyces cerevisiae, DSS a TRYPSINEM. Jsou v ni uvedeny peptidy,
u kterych mélo podle softwaru MSX-3D CINIDLO DSS PROPOJIT LYSINY V RAMCI JEDNOHO RETEZCE. K jednotlivym peptidim je v tabulce
uvedeno m/z, fetézec enzymu, z kterého pochazi, pocatek a konec peptidu vzhledem k piivodnimu umisténi v fetézci, sekvence peptidu, pfipadna alkylace
peptidu na cysteinu s oznacenim alkylovaného residua, pfipadna oxidace methioninu s ozna¢enim oxidovaného residua, pfipadné jiné zmény na fetézci oproti
puvodnimu stavu, oznaceni lysintl, na které je napojeno ¢inidlo DSS (napt. K274 znamena4, Ze ¢inidlo je napojeno na lysin 274 daného fetézce), a délka piicné

vazby.
/2 Retézec Sekvence Alkylace Oxidace Ji{lé Vzdalenost
Zatatek  Konec Aminokyseliny C M zmény K, K, [A]
2415,260 C 315 334 SPIKVVGLSTLPEIYEKMEK x M332 x K318 K331 5,55
A 315 334 SPIKVVGLSTLPEIYEKMEK x M332 x K318 K331 5,73
B 315 334 SPIKVVGLSTLPEIYEKMEK x M332 x K318 K331 9,03
D 315 334 SPIKVVGLSTLPEIYEKMEK x M332 x K318 K331 11,21
2682,400 B 8 29 GVIFYESHGKLEYKDIPVPKPK x x x K17 K21 7,87
K21 K27 17,09
A 8 29 GVIFYESHGKLEYKDIPVPKPK x x x K17 K21 8,28
K21 K27 22,95
C 8 29 GVIFYESHGKLEYKDIPVPKPK x x x K17 K21 11,78
K21 K27 18,04
D 8 29 GVIFYESHGKLEYKDIPVPKPK x x x K17 K21 13,68
K21 K27 19,98
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Tab. 5: Tabulka dokumentuje pokus s ALKOHOLDEHYDROGENASQU ze Saccharomyces cerevisiae, DSS a TRYPSINEM. Jsou v ni uvedeny peptidy,
u kterych mélo podle softwaru MSX-3D CINIDLO DSS PROPOJIT LYSINY V RAMCI JEDNOHO RETEZCE. K jednotlivym peptidim je v tabulce
uvedeno m/z, fetézec enzymu, z kterého pochazi, pocatek a konec peptidu vzhledem k piivodnimu umisténi v fetézci, sekvence peptidu, pfipadna alkylace
peptidu na cysteinu s oznacenim alkylovaného residua, pfipadna oxidace methioninu s ozna¢enim oxidovaného residua, ptipadné jiné zmény na fetézci oproti
puvodnimu stavu, oznaceni lysini, na které je napojeno Cinidlo DSS (napi. K274 znamena, Ze ¢inidlo je napojeno na lysin 274 daného fetézce), a délka piicné
vazby. (POKRACOVANI)

/2 Retézec Sekvence Alkylace Oxidace Jiné DSS Vzdalenost
Zatatek  Konec Aminokyseliny C M zmény K, K, [A]
3502690 C 224 257 oo aon ATPECRHCTINVEY x x K225 K233 8,60
B 224 257 oo VRV OATDECRHGTINVEV x x K225 K233 1148
A 224 257 oo onl ATDECRHCTINVEV x x K225 K233 1357
D 224 257 EXKDIVGAVLKATDGGAHGVINVSV « « « K225 K233 1372
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Tab. 6: Tabulka dokumentuje pokus s ALKOHOLDEHYDROGENASQOU ze Saccharomyces cerevisiae, DSS a TRYPSINEM. Jsou v ni uvedeny peptidy,
u kterych podle softwaru MSX-3D pravdépodobné doslo k VYTVORENI PRICNE VAZBY CINIDLEM DSS. K jednotlivym peptidiim je v tabulce uvedeno
m/z, fetézec enzymu, z kterého pochazi, pocatek a konec peptidu vzhledem k pivodnimu umisténi v Fetézci, sekvence peptidu, pfipadna alkylace peptidu
na cysteinu s oznac¢enim alkylovaného residua, pfipadna oxidace methioninu s oznacenim oxidovaného residua, ptipadné jiné zmény na fetézci oproti pivodnimu
stavu, oznaceni lysintl, na které je napojeno ¢inidlo DSS (napt. A: K274 znamena, Ze ¢inidlo je napojeno na lysin 274 fetézce A), a délka pti¢né vazby.

Sekvence

DSS

m/z Retézec Alkylace Oxidace Jirvlé Vzdalenost
Zadatek Konec Aminokyseliny C M zmeny Ki Ko [A]
2597,400 C 197 211 VLGIDGGEGKEELFR x x x
C 311 318 GLVKSPIK x x x C: K206 C: K314 18,11
B 197 211 VLGIDGGEGKEELFR x x x
B 311 318 GLVKSPIK x x x B: K206 B: K314 18,44
D 197 211 VLGIDGGEGKEELFR x x x
D 311 318 GLVKSPIK x x x D: K206 D: K314 19,17
A 197 211 VLGIDGGEGKEELFR x x x
A 311 318 GLVKSPIK x x x A: K206 A: K314 20,78
3369,892 D 18 38 LEYKDIPVPKPKANELLINVK x x x
D 341 347 YVVDTSK x x x D: K21 D: K347 21,73
3628,800 C 197 211 VLGIDGGEGKEELFR x x x
C 315 331 SPIKVVGLSTLPEIYEK x x x C: K206 C: K318 11,25
A 197 211 VLGIDGGEGKEELFR x x x
A 315 331 SPIKVVGLSTLPEIYEK x x x A: K206 A: K318 11,62
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Tab. 6: Tabulka dokumentuje pokus s ALKOHOLDEHYDROGENASQOU ze Saccharomyces cerevisiae, DSS a TRYPSINEM. Jsou v ni uvedeny peptidy,
u kterych podle softwaru MSX-3D pravdépodobné doslo k VYTVORENI PRICNE VAZBY CINIDLEM DSS. K jednotlivym peptidiim je v tabulce uvedeno
m/z, fetézec enzymu, z kterého pochazi, pocatek a konec peptidu vzhledem k pivodnimu umisténi v Fetézci, sekvence peptidu, pfipadna alkylace peptidu
na cysteinu s oznac¢enim alkylovaného residua, pfipadna oxidace methioninu s oznac¢enim oxidovaného residua, ptipadné jiné zmény na fetézci oproti pivodnimu
stavu, oznacCeni lysind, na které je napojeno Cinidlo DSS (napt. A: K274 znamend, Ze ¢inidlo je napojeno na lysin 274 fetézce A), a délka pricné vazby.

(POKRACOVANI)
e Sekvence Alkylace Oxidace Jiné DSS Vzdalenost

m/z Retézec - - < A
Zatatek  Konec Aminokyseliny C M zmény K, K, [A]

3628,800 D 197 211 VLGIDGGEGKEELFR x x x
D 315 331 SPIKVVGLSTLPEIYEK x x x D: K206 D: K318 12,51

B 197 211 VLGIDGGEGKEELFR x x x
B 315 331 SPIKVVGLSTLPEIYEK x x x D: K206 D: K318 13,53




4.2.2 Stépeni modifikovanych vzorki chymotrypsinem

I pfi porovnani hmotnostnich spekter peptidi z enzymu modifikovaného ¢inidly DSG
(Obr. 14) a DSS (Obr. 13) a stépeného chymotrypsinem jsou vidét rozdily na prvni
pohled. I zde, stejné jako u vzorkt ziskanych trypsinovym §tépenim, nékteré hmotnostni

signaly zanikaji, nebo naopak vznikaji.
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Obr. 14: Hmotnostni spektrum, které je vysledkem pokusu

s ALKOHOLDEHYDROGENASOU modifikovanou ¢inidlem DSS (vzorek S_5.2). Protein byl
sttpen CHYMOTRYPSINEM. Hmotnostni spektrum bylo pofizeno na hmotnostnim
spektrometru MALDI-TOF pfi pozitivni ionizaci.
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Obr. 13: Hmotnostni spektrum dokumentuje pokus s ALKOHOLDEHYDROGENASOU

modifikovanou ¢inidlem DSG (vzorek G_5.4). Protein byl st¢pen CHYMOTRYPSINEM.
Hmotnostni spektrum bylo pofizeno na hmotnostnim spektrometru MALDI-TOF pfi pozitivni

ionizaci.
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I kdyz bylo softwarem MSX-3D ptfedpovézeno mnohem méné¢ modifikovanych
peptidii, nez tomu bylo u vzorkt Stépenych trypsinem, tak i zde bylo mozné najit v§echny
varianty modifikace. Peptidy s navazanymi ¢inidly se slepym koncem byly nalezeny
u vzorkd modifikovanych obéma ¢inidly a jsou opét shrnuty v tabulkach (Tab. 7, Tab. 9).
Peptidy s ¢inidlem navazanym v ramci jednoho fetézce bohuzel nebyly zjistény u vzorku
modifikovaného pomoci DSS, ale jen u vzorku modifikovaného pomoci DSG (Tab. 8).
U interpeptidovych pfi¢nych vazeb se tato situace zase obratila, protoze tentokrat nebyly
predpovézeny Zzadné u proteinu modifikovaného pomoci DSG. Hodnoty m/z peptidd,
které zfejm¢ obsahuji tento typ pii¢nych vazeb, jsou shrnuty v tabulce (Tab. 10).
Interpeptid potom znazornuje i obrazek nize (Obr. 15). Je to peptid o m/z 2 406,290, coz je
mezi detekovanymi peptidy nejvyssi m/z.

Stejné jako u enzymu Stépeného trypsinem, i u enzymu Stépeného chymotrypsinem
bylo v hmotnostnich spektrech pozorovano, ze ob¢ ¢inidla reaguji se stejnym postrannim
zbytkem.. Jedna se o peptidy, na kterych je napojeno ¢inidlo se slepym koncem, a
poskytujici signaly s m/z 1 732,790 u DSG (Tab. 7) a1 775,010 u DSS (Tab. 9).

w197 TN

C: K83 A: K17

Obr. 15: Obrazek ukazuje pfi¢nou vazbu u PEPTIDU s m/z 2 406,290. Zde jsou ¢inidlem DSS
propojeny Lysl17 z fetézce A a Lys83 z fetézce C ALKOHOLDEHYDROGENASY. Délka
piiéné vazby je vyjadiena v A. Alkoholdehydrogenasa je tvofena Styimi fetézci (A, B, C, D). Ty
jsou od sebe v abecednim poradi odliseny ¢tyimi stupni Sedé (nejsvétlejsi je fetézec A, nejtmavsi
fetézec D).
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Tab. 7: Tabulka dokumentuje pokus s ALKOHOLDEHYDROGENASOU ze Saccharomyces cerevisiae, DSG a CHYMOTRYPSINEM. Jsou v ni uvedeny
peptidy, na kterych by podle softwaru MSX-3D mélo byt napojeno CINIDLO DSG SE SLEPYM KONCEM. K jednotlivym peptidim je v tabulce uvedeno
m/z, fetézec enzymu, z kterého pochazi, pocatek a konec peptidu vzhledem k piivodnimu umisténi v fetézci, sekvence peptidu, ptipadna alkylace peptidu na

cysteinu s oznacenim alkylovaného residua, pfipadna oxidace methioninu s oznacenim oxidovaného residua a oznaceni lysinu, na ktery je napojeno ¢inidlo
DSG.

m/z Rétézec Selovence - - Alkylace C Oxidace M DSG
Zacatek Konec Aminokyseliny

1264,610 A 83 92 KIGDYAGIKW x x K83

K91

B 83 92 KIGDYAGIKW x x K83

K91

C 83 92 KIGDYAGIKW x x K83

K91

D 83 92 KIGDYAGIKW x x K83

K91

1567,710 A 330 341 EKMEKGQIVGRY x M332 K331

K334

B 330 341 EKMEKGQIVGRY x M332 K331

K334

C 330 341 EKMEKGQIVGRY x M332 K331

K334

D 330 341 EKMEKGQIVGRY x M332 K331

K334
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Tab. 7: Tabulka dokumentuje pokus s ALKOHOLDEHYDROGENASOU ze Saccharomyces cerevisae, DSG a CHYMOTRYPSINEM. Jsou V ni uvedeny
peptidy, na kterych by podle softwaru MSX-3D mélo byt napojeno CINIDLO DSG SE SLEPYM KONCEM. K jednotlivym peptidim je v tabulce uvedeno
m/z, fetézec enzymu, z kterého pochazi, pocatek a konec peptidu vzhledem k piivodnimu umisténi v fetézci, sekvence peptidu, ptipadna alkylace peptidu na

cysteinu s oznacenim alkylovaného residua, pfipadna oxidace methioninu s oznacenim oxidovaného residua a oznaceni lysinu, na ktery je napojeno ¢inidlo
DSG. (POKRACOVANI)

Sekvence

m/z Rétézec . . Alkylace C Oxidace M DSG
Zacatek Konec Aminokyseliny

1732,790 A 196 210 RVLGIDGGEGKEELF x x K206

A 196 210 RVLGIDGGEGKEELF x x K206

A 196 210 RVLGIDGGEGKEELF x x K206

A 196 210 RVLGIDGGEGKEELF x x K206
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Tab. 8: Tabulka dokumentuje pokus s ALKOHOLDEHYDROGENASOU ze Saccharomyces cerevisiae, DSG a CHYMOTRYPSINEM. Jsou v ni uvedeny
peptidy, u kterych mélo podle softwaru MSX-3D CINIDLO DSG PROPOJIT LYSINY V RAMCI JEDNOHO RETEZCE. K jednotlivym peptidim je
v tabulce uvedeno m/z, fetézec enzymu, z kterého pochazi, pocatek a konec peptidu vzhledem k pivodnimu umisténi v fetézci, sekvence peptidu, piipadna
alkylace peptidu na cysteinu s ozna¢enim alkylovaného residua, ptipadna oxidace methioninu s oznacenim oxidovaného residua, ptipadné jiné zmény na fetézci
oproti ptivodnimu stavu, oznaceni lysintl, na které je napojeno ¢inidlo DSG (napt. K274 znamena, Ze Cinidlo je napojeno na lysin 274 daného fetézce), a délka

pticné vazby.

. Sekvence Alkylace Oxidace Jiné Vzdalenost
m/z Retézec - - < A
Zatatek  Konec Aminokyseliny C M zmény K, K, [Al
1549,680 C 330 341 EKMEKGQIVGRY x M332 x K331 K334 8,68
A 330 341 EKMEKGQIVGRY x M332 x K331 K334 9,05
D 330 341 EKMEKGQIVGRY x M332 x K331 K334 10,47
B 330 341 EKMEKGQIVGRY x M332 x K331 K334 11,07
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Tab. 9: Tabulka dokumentuje pokus s ALKOHOLDEHYDROGENASOU ze Saccharomyces cerevisiae, DSS a CHYMOTRYPSINEM. Jsou Vv ni uvedeny
peptidy, na kterych by podle softwaru MSX-3D mélo byt napojeno CINIDLO DSS SE SLEPYM KONCEM. K jednotlivym peptidim je v tabulce uvedeno
m/z, fetézec enzymu, z kterého pochazi, pocatek a konec peptidu vzhledem k ptivodnimu umisténi v fetézci, sekvence peptidu, ptipadna alkylace peptidu na

cysteinu s oznacenim alkylovaného residua, pfipadna oxidace methioninu s oznacenim oxidovaného residua a oznaceni lysinu, na ktery je napojeno ¢inidlo
DSS.

Sekvence

m/z Rétézec . . Alkylace C Oxidace M DSS
Zacatek Konec Aminokyseliny

1775,010 A 196 210 RVLGIDGGEGKEELF x x K206

B 196 210 RVLGIDGGEGKEELF x x K206

C 196 210 RVLGIDGGEGKEELF x x K206

D 196 210 RVLGIDGGEGKEELF x x K206




Tab. 10: Tabulka dokumentuje pokus s ALKOHOLDEHYDROGENASOU ze Sacharomyces cerevisiae, DSS a CHYMOTRYPSINEM. Jsou Vv ni uvedeny
peptidy, u kterych podle softwaru MSX-3D pravdépodobné doslo k VYTVORENI PRICNE VAZBY CINIDLEM DSS. K jednotlivym peptidiim je v tabulce
uvedeno m/z, fetézec enzymu, z kterého pochazi, pocatek a konec peptidu vzhledem k piivodnimu umisténi v fetézci, sekvence peptidu, pfipadna alkylace
peptidu na cysteinu s oznacenim alkylovaného residua, pfipadna oxidace methioninu s oznac¢enim oxidovaného residua, pfipadné jiné zmény na fetézci oproti
puvodnimu stavu, oznaceni lysinti, na které je napojeno ¢inidlo DSS (napt. A: K274 znamena, Ze ¢inidlo je napojeno na lysin 274 fetézce A), a délka pti¢né
vazby.

e Sekvence Alkylace Oxidace Jiné DSS Vzdalenost
m/z Retézec - - < A
Zatatek  Konec Aminokyseliny C M zmény K, K, [A]
2186,060 B 330 341  EKMEKGQIVGRY x M332 x
D 83 87 KIGDY x x x B: K334 D: K83 22,21
2406,290 A 13 20 ESHGKLEY x x x
C 83 92 KIGDYAGIKW x x TO: K91 A:K17 C:K83 19,68

*T0 - na lysinu, ktery je uveden za dvojteckou, je pfipojeno ¢inidlo DSS se slepym koncem



4.3 Modifikace izoenzymu 2 aminoaldehyddehydrogenasy z hrachu

Z optimalizace podminek tedy vyplynulo, Ze pii takto vysokych molarnich pomérech
enzymu a cinidla (1:50, 1:200), jako byly pouzity u alkoholdehydrogenasy ze S.
cerevisiae, vzdy dojde k vytvoreni urcitého poctu pti¢nych vazeb. Na zakladé této ivahy
byl pro pokusy s PsSAMADH?2 zvolen vyssi z poméri (1:200), aby pfi¢nych vazeb vzniklo
CO Moznd nejvice.

Kdybychom opét srovnali hmotnostni spektra nemodifikovaného proteinu Stepeného
trypsinem (Obr. 16) a chymotrypsinem (Obr. 17), zjistili bychom, Ze stejné jako
u alkoholdehydrogenasy je hmotnostni spektrum po chymotrypsinovém §tépeni mnohem
bohatsi na peptidy nez spektrum znazornujici stépeni trypsinem.

Naprosta vétSina pficnych vazeb, které byly detekovany, se nachazi na povrchu
enzymu nebo na rozhrani jeho podjednotek. Tento efekt je dan tim, Ze tato mista jsou
pro ¢inidla mnohem Iépe pfistupna nez mista uvniti struktury.

Hmotnostni spektra peptidi vzniklych st¢penim modifikované PSAMADH?2 po reakci
s DSS (Obr. 19, Obr. 22) pouzitim obou proteas jsou pii vzajemném porovnani bohatsi

na mnozstvi signald nez v ptipadé vysledkt s DSG (Obr. 18, Obr. 21).
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Obr. 16: Hmotnostni  spektrum  NEMODIFIKOVANEHO  isoenzymu 2
AMINOALDEHYDDEHYDROGENASY z Pisum sativum, ktery byla §tépen TRYPSINEM.
Bylo potizeno na hmotnostnim spektrometru MALDI-TOF pfi pozitivni ionizaci.
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Obr. 17: Hmotnostni  spektrum  NEMODIFIKOVANEHO isoenzymu 2

AMINOALDEHYDDEHYDROGENASY z Pisum sativum, ktery byla Stépen
CHYMOTRYPSINEM. Bylo pofizeno na hmotnostnim spektrometru MALDI-TOF

pfi pozitivni ionizaci.
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4.3.1 Stépeni trypsinem
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Obr. 18: Hmotnostni spektrum, které dokumentuje pokus

s AMINOALDEHYDDEHYDROGENASOU modifikovanou ¢inidlem DSG (vzorek g_2.3).
Protein byl stépen TRYPSINEM. Hmotnostni spektrum bylo pofizeno na hmotnostnim

spektrometru MALDI-TOF pti pozitivni ionizaci.
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Obr. 19: Hmotnostni spektrum, které dokumentuje pokus

s AMINOALDEHYDDEHYDROGENASOU modifikovanou ¢inidlem DSS (vzorek s_2.3).
Protein byl stépen TRYPSINEM. Hmotnostni spektrum bylo pofizeno na hmotnostnim

spektrometru MALDI-TOF pti pozitivni ionizaci.
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V tomto pokusu byly detekovany vsechny typy reakce cinidel, jak byly popsany
u alkoholdehydrogenasy. Nejvice bylo zastoupeno navazani ¢inidla na jednou reak¢ni
misto a vytvoreni slepého konce. U DSG bylo takovych peptida 10 (Tab. 11) a u DSS 19
(Tab. 14). Ostatnich piipadt navazani c¢inidel uz bylo podstatné méné. Piipady,
kdy ¢inidlo propojovalo lysinové zbytky v jednom peptidu, byly nalezeny vzdy 4 pro obé
¢inidla (Tab. 12, Tab. 15). Interpeptidové pricné vazby se vyskytovaly ve stejné Cetnosti.
Tyto vysledky jsou rovnéz shrnuty v tabulkach (Tab. 13, Tab. 16). Jako graficka ukazka
interpeptidu byl zvolen peptid 0 nejvyssim poméru m/z: 3 771,150 (Obr. 20).

Rovnéz zde lze porovnanim spekter zjistit, ze obé Cinidla maji stejny cil, kterym je
primarni aminoskupina lysinu. Jak uz bylo popsano u S$tépeni modifikované
alkoholdehydrogenasy, ¢inidla se vazou na lysinové zbytky v identickych peptidech.
Porovnanim spekter byly identifikovany hned dva takové ptipady. Prvnim je peptid, ktery
nese Cinidlo se slepym koncem. Ve spektru enzymu modifikovaného pomoci DSG ho
predstavuje signal s m/z 2 012,993 (Tab. 11) a ve spektru enzymu modifikovaného
pomoci DSS zase signal s m/z 2 055,193 (Tab. 14). Druhym zjisténym ptipadem jsou
peptidové signaly s m/z 1 237,687 u vzorku s DSG (Tab. 12) a 1 279,820 u vzorku s DSS
(Tab. 15), které oba piedstavuji jeden peptid s ¢inidlem, které je na ném navazano obéma

svymi konci.

Obr. 20: Obrazek znazoriuje piiénou vazbu u peptidu s m/z 3 771,150. Cinidlo DSG v tomto
interpeptidu ~ spojuje  Lys313 v  fetézci A a Lys499 v  fetézci B
AMINOALDEHYDDEHYDROGENASY. Hmota byla detekovana pti St€épeni TRYPSINEM.
Délka piiéné vazby je vyjadiena v A. Retézec A je svétle $edy a fetézec B tmavé Sedy.
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Tab. 11: Tabulka dokumentuje pokus s AMINOALDEHYDDEHYDROGENASOU z Pisum sativum, DSG a TRYPSINEM. Jsou v ni uvedeny peptidy,
na kterych by podle softwaru MSX-3D mélo byt napojeno CINIDLO DSG SE SLEPYM KONCEM. K jednotlivym peptidiim je v tabulce uvedeno m/z,
fetézec enzymu, z kterého pochézi, pocatek a konec peptidu vzhledem k ptivodnimu umisténi v fetézci, sekvence peptidu, piipadna alkylace peptidu na cysteinu
s oznacenim alkylovaného residua, piipadna oxidace methioninu s oznacenim oxidovaného residua a oznaceni lysinu, na ktery je napojeno ¢inidlo DSG.

. Sekvence )
m/z Rétézec - - Alkylace C Oxidace M DSG
Zacatek Konec Aminokyseliny
1517,694 A 58 71 NKGADWATASGAVR x x K59
B 58 71 NKGADWATASGAVR x x K59
1644,715 A 317 329 NIKISDPLEEGCR C328 x K319
B 317 329 NIKISDPLEEGCR C328 x K319
1744,705 A 58 73 NKGADWATASGAVRAR x x K59
B 58 73 NKGADWATASGAVRAR x x K59
1856,869 A 6 20 QLFINGDWKAPVLNK x x K14
B 6 20 QLFINGDWKAPVLNK x x K14
2012,993 A 6 21 QLFINGDWKAPVLNKR x x K14
K20
B 6 21 QLFINGDWKAPVLNKR x x K14
K20
2127,052 A 6 21 QLFINGDWKAPVLNKR x x K14, K20
B 6 21 QLFINGDWKAPVLNKR x x K14, K20
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Tab. 11: Tabulka dokumentuje pokus s AMINOALDEHYDDEHYDROGENASOU z Pisum sativum, DSG a TRYPSINEM. Jsou v ni uvedeny peptidy,
na kterych by podle softwaru MSX-3D mélo byt napojeno CINIDLO DSG SE SLEPYM KONCEM. K jednotlivym peptidim je v tabulce uvedeno m/z,
fetézec enzymu, z kterého pochézi, pocatek a konec peptidu vzhledem k ptivodnimu umisténi v fetézci, sekvence peptidu, ptipadna alkylace peptidu na cysteinu
s oznacenim alkylovaného residua, pfipadna oxidace methioninu s oznacenim oxidovaného residua a oznaceni lysinu, na ktery je napojeno ¢inidlo DSG.
(POKRACOVANI)

. Sekvence ]
m/z Rétézec - - Alkylace C Oxidace M DSG
Zacatek Konec Aminokyseliny
2176,858 A 58 76 NKGADWATASGAVRARYLR x x K59
B 58 76 NKGADWATASGAVRARYLR x x K59
2282,142 A 129 146 QKAPVSLPMDTFKSHVLR x x K130, K141
B 129 146 QKAPVSLPMDTFKSHVLR x x K130, K141
3771,150 A 22 57 IPVINPATQONIIGDIPAATKEDVDVAVAAAKTALTR x x K41
K52
B 22 57 IPVINPATQNIIGDIPAATKEDVDVAVAAAKTALTR x x K41
K52
3885,231 A 22 57 IPVINPATQONIIGDIPAATKEDVDVAVAAAKTALTR x x K41, K52

B 22 57 IPVINPATONITIGDIPAATKEDVDVAVAAAKTALTR x x K41, K52
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Tab. 12: Tabulka dokumentuje pokus s AMINOALDEHYDDEHYDROGENASOU z Pisum sativum, DSG a TRYPSINEM. Jsou v ni uvedeny peptidy,
u kterych mélo podle softwaru MSX-3D CINIDLO DSG PROPOJIT LYSINY V RAMCI JEDNOHO RETEZCE. K jednotlivym peptidim je v tabulce
uvedeno m/z, fetézec enzymu, z kterého pochazi, pocatek a konec peptidu vzhledem k piivodnimu umisténi v fetézci, sekvence peptidu, pfipadna alkylace
peptidu na cysteinu s oznacenim alkylovaného residua, pfipadna oxidace methioninu s ozna¢enim oxidovaného residua, ptipadné jiné zmény na fetézci oproti
puvodnimu stavu, oznaceni lysind, na které je napojeno ¢inidlo DSG (napt. K274 znamena, Ze ¢inidlo je napojeno na lysin 274 daného fetézce), a délka piicné
vazby.

. Sekvence Alkylace Oxidace Jiné DSG Vzdalenost
m/z Retézec - - . . i
Zatatek  Konec Aminokyseliny C M zmény K, K, [Al
1237,687 A 311 319 IVKWIKNIK x x x K313 K316 10,52
B 311 319 IVKWIKNIK x x x K313 K316 9,90
2150,085 A 129 146 QKAPVSLPMDTFKSHVLR x x x K130 K141 7,93
B 129 146 QKAPVSLPMDTFKSHVLR x x x K130 K141 11,01
2166,027 A 129 146 QKAPVSLPMDTFKSHVLR x M137 x K130 Ki141 7,93
B 129 146 QKAPVSLPMDTFKSHVLR x M137 x K130 K141 11,01
2508,257 A 311 329 IVKWIKNIKISDPLEEGCR C328 x T0: K319 K313 K316 10,52
B 311 329 IVKWIKNIKISDPLEEGCR C328 x T0: K319 K313 K316 9,90

* TO - na lysinu, ktery je uveden za dvojteckou, je pfipojeno ¢inidlo DSS se slepym koncem
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Tab. 13: Tabulka dokumentuje pokus s AMINOALDEHYDDEHYDROGENASOU z Pisum sativum, DSG a TRYPSINEM. Jsou v ni uvedeny peptidy,
u kterych podle softwaru MSX-3D pravdépodobné doslo k VYTVORENI PRICNE VAZBY CINIDLEM DSG. K jednotlivym peptidiim je v tabulce uvedeno
m/z, fetézec enzymu, z kterého pochazi, pocatek a konec peptidu vzhledem k pivodnimu umisténi v Fetézci, sekvence peptidu, pfipadna alkylace peptidu
na cysteinu s oznac¢enim alkylovaného residua, pfipadna oxidace methioninu s oznacenim oxidovaného residua, ptipadné jiné zmény na fetézci oproti pivodnimu
stavu, oznaceni lysintl, na které je napojeno ¢inidlo DSG (napt. A: K274 znamena, Ze ¢inidlo je napojeno na lysin 274 fetézce A), a délka pti¢né vazby.

Sekvence

DSG

m/z Retézec Alkylace Oxidace Jivné Vzdalenost
Zadatek  Konec Aminokyseliny C M zmény* K, K, [A]
2192,086 A 433 438 VTKAFK x x x
B 58 71 NKGADWATASGAVR x x x A: K435 B: K59 11,91
A 58 71 NKGADWATASGAVR x x x
B 433 438 VTKAFK x x x A: K59 B: K435 12,36
2956,423 A 433 438 VTKAFK x x x
B 129 146 QKAPVSLPMDTFKSHVLR x x T0: K141 A: K435 B: K130 8,89
A 129 146 QKAPVSLPMDTFKSHVLR x x T0: K141
B 433 438 VTKAFK x x x A: K130 B: K435 8,82
T0: K130 A: K141 B: K435 14,41
3411,848 A 433 438 VTKAFK x x x
B 125 146 LDARQKAPVSLPMDTFKSHVLR x x T0: K141 A: K435 B: K130 8,89
A 125 146 LDARQKAPVSLPMDTFKSHVLR x x T0: K141
B 433 438 VTKAFK x x x A: K130 B: K435 8,82
T0: K130 A: K141 B: K435 14,41
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Tab. 13: Tabulka dokumentuje pokus s AMINOALDEHYDDEHYDROGENASOU z Pisum sativum, DSG a TRYPSINEM. Jsou v ni uvedeny peptidy,
u kterych podle softwaru MSX-3D pravdépodobné doslo k VYTVORENI PRICNE VAZBY CINIDLEM DSG. K jednotlivym peptidiim je v tabulce uvedeno
m/z, fetézec enzymu, z kterého pochazi, pocatek a konec peptidu vzhledem k pivodnimu umisténi v Fetézci, sekvence peptidu, pfipadna alkylace peptidu
na cysteinu s oznac¢enim alkylovaného residua, pfipadna oxidace methioninu s oznac¢enim oxidovaného residua, ptipadné jiné zmény na fetézci oproti pivodnimu
stavu, oznaceni lysini, na které je napojeno ¢inidlo DSG (napt. A: K274 znamena, Ze Cinidlo je napojeno na lysin 274 fetézce A), a délka pricné vazby.

(POKRACOVANI)
. Sekvence Alkylace Oxidace Jiné DSG Vzdalenost
m/z Retézec - - - i
Zatatek  Konec Aminokyseliny C M zmény K, K, [Al
3771,150 A 311 319 IVKWIKNIK x x TO: K316
B 481 500 QVTQYISEEPWGWYQPPAKL x x x A: K313 B: K499 14,90
A 481 500 QVTQYISEEPWGWYQPPAKL x x x
B 311 319 IVKWIKNIK x x T0: K316 A: K499 B: K313 12,63

* TO - na lysinu, ktery je uveden za dvojteckou, je pfipojeno ¢inidlo DSS se slepym koncem
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Tab. 14: Tabulka dokumentuje pokus s AMMINOALDEHYDDEHYDROGENASOU z Pisum sativum, DSS a TRYPSINEM. Jsou v ni uvedeny peptidy,
na kterych by podle softwaru MSX-3D mélo byt napojeno CINIDLO DSS SE SLEPYM KONCEM. K jednotlivym peptidiim je v tabulce uvedeno m/z, fetézec
enzymu, z kterého pochazi, pocatek a konec peptidu vzhledem k plivodnimu umisténi v fetézci, sekvence peptidu, pfipadna alkylace peptidu na cysteinu
s oznacenim alkylovaného residua, piipadna oxidace methioninu s oznacenim oxidovaného residua a oznaceni lysinu, na ktery je napojeno ¢inidlo DSS.

. Sekvence )
m/z Rétézec - - Alkylace C Oxidace M DSS
Zacatek Konec Aminokyseliny
942,553 A 311 316 IVKWIK x x K313
B 311 316 IVKWIK x x K313
953,576 A 15 21 APVLNKR x x K20
B 15 21 APVLNKR x x K20
1175,571 A 342 350 ILKFVSNAK x x K344
B 342 350 ILKEFVSNAK x x K344
1453,773 A 311 319 IVKWIKNIK x x K313, K316
B 311 319 IVKWIKNIK x x K313, K316
1559,837 A 58 71 NKGADWATASGAVR x x K59
B 58 71 NKGADWATASGAVR x x K59
1686,873 A 317 329 NIKISDPLEEGCR C328 x K319
B 317 329 NIKISDPLEEGCR C328 x K319
1815,981 A 330 344 LGPVVSEGQYEKILK x x K341
B 330 344 LGPVVSEGQYEKILK x x K341
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Tab. 14: Tabulka dokumentuje pokus s AMMINOALDEHYDDEHYDROGENASOU z Pisum sativum, DSS a TRYPSINEM. Jsou v ni uvedeny peptidy,
na kterych by podle softwaru MSX-3D mélo byt napojeno CINIDLO DSS SE SLEPYM KONCEM. K jednotlivym peptidiim je v tabulce uvedeno m/z, fetézec
enzymu, z kterého pochazi, pocatek a konec peptidu vzhledem k plivodnimu umisténi v fetézci, sekvence peptidu, pfipadna alkylace peptidu na cysteinu
s oznacenim alkylovaného residua, pfipadna oxidace methioninu s ozna¢enim oxidovaného residua a oznaéeni lysinu, na ktery je napojeno ¢inidlo DSS.
(POKRACOVANI)

y Sekvence ]
m/z Rétézec - - Alkylace C Oxidace M DSS
Zacatek Konec Aminokyseliny
1899,026 A 6 20 QLFINGDWKAPVLNK x x K14
B 6 20 QLFINGDWKAPVLNK x x K14
2037,148 A 351 368 SEGATILTGGSRPEHLKK x x K367
B 351 368 SEGATILTGGSRPEHLKK x x K367
2055,193 A 6 21 QLFINGDWKAPVLNKR x x K14
K20
B 6 21 QLFINGDWKAPVLNKR x x K14
K20
2211,280 A 6 21 QLFINGDWKAPVLNKR x x K14, K20
B 21 QLFINGDWKAPVLNKR x x K14, K20
2366,364 A 129 146 QKAPVSLPMDTFKSHVLR x x K130, K141
B 129 146 QKAPVSLPMDTFKSHVLR x x K130, K141
2382,300 A 129 146 QKAPVSLPMDTFKSHVLR x M137 K130, K141
B 129 146 QKAPVSLPMDTFKSHVLR x M137 K130, K141
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Tab. 14: Tabulka dokumentuje pokus s AMMINOALDEHYDDEHYDROGENASOU z Pisum sativum, DSS a TRYPSINEM. Jsou v ni uvedeny peptidy,
na kterych by podle softwaru MSX-3D mélo byt napojeno CINIDLO DSS SE SLEPYM KONCEM. K jednotlivym peptidiim je v tabulce uvedeno m/z, fetézec
enzymu, z kterého pochazi, pocatek a konec peptidu vzhledem k plivodnimu umisténi v fetézci, sekvence peptidu, pfipadna alkylace peptidu na cysteinu
s oznacenim alkylovaného residua, ptfipadna oxidace methioninu s ozna¢enim oxidovaného residua a oznaceni lysinu, na ktery je napojeno Cinidlo DSS.
(POKRACOVANI)

m/z Rétézec Sekvence . . Alkylace C Oxidace M DSS
Zacatek Konec Aminokyseliny
2462,278 A 330 350 LGPVVSEGQYEKILKFVSNAK x x K341
K344
B 330 350 LGPVVSEGQYEKILKFVSNAK x x K341
K344
2555,420 A 345 367 FVSNAKSEGATILTGGSRPEHLK x x K350
B 345 367 FVSNAKSEGATILTGGSRPEHLK x x K350
2666,473 A 368 388 KGFFIEPTIITDVTTNMQIWR x x K368
B 368 388 KGFFIEPTIITDVTTNMQIWR x x K368
2839,638 A 345 368 FVSNAKSEGATILTGGSRPEHLKK x x K350, K367
B 345 368 FVSNAKSEGATILTGGSRPEHLKK x x K350, K367
3270,990 A 22 52 IPVINPATQONIIGDIPAATKEDVDVAVAAAK x x K41
B 22 52 IPVINPATQNIIGDIPAATKEDVDVAVAAAK x x K41
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Tab. 14: Tabulka dokumentuje pokus s AMMINOALDEHYDDEHYDROGENASOU z Pisum sativum, DSS a TRYPSINEM. Jsou v ni uvedeny peptidy,
na kterych by podle softwaru MSX-3D m¢lo byt napojeno CINIDLO DSS SE SLEPYM KONCEM. K jednotlivym peptidim je v tabulce uvedeno m/z, fetézec
enzymu, z kterého pochazi, pocatek a konec peptidu vzhledem k plivodnimu umisténi v fetézci, sekvence peptidu, pfipadna alkylace peptidu na cysteinu

s oznacenim alkylovaného residua, ptipadna oxidace methioninu s ozna¢enim oxidovaného residua a oznaceni lysinu, na ktery je napojeno ¢inidlo DSS.
(POKRACOVANI)

. Sekvence ]
m/z Rétézec - - Alkylace C Oxidace M DSS
Zacatek Konec Aminokyseliny

4049,721 A 15 52 APVLNKRIPVINPATQNIIGDIPAATKEDVDVAVAA x x K20
AK

K41

B 15 52 APVLNKRIPVINPATQNIIGDIPAATKEDVDVAVAA x x K20
AK

K41
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Tab. 15: Tabulka dokumentuje pokus s AMINOALDEHYDDEHYDROGENASOU z Pisum sativum, DSS a TRYPSINEM. Jsou v ni uvedeny peptidy,
u kterych mélo podle softwaru MSX-3D CINIDLO DSS PROPOJIT LYSINY V RAMCI JEDNOHO RETEZCE. K jednotlivym peptidim je v tabulce
uvedeno m/z, tetézec enzymu, z kterého pochazi, pocatek a konec peptidu vzhledem k piivodnimu umisténi v fetézci, sekvence peptidu, pfipadna alkylace
peptidu na cysteinu s oznacenim alkylovaného residua, pfipadna oxidace methioninu s ozna¢enim oxidovaného residua, ptipadné jiné zmény na fetézci oproti
puvodnimu stavu, oznaceni lysintl, na které je napojeno ¢inidlo DSS (napt. K274 znamena4, Ze ¢inidlo je napojeno na lysin 274 daného fetézce), a délka piicné

vazby.

. Sekvence Alkylace Oxidace Jiné DSS Vzdalenost

m/z Retézec - - . . i

Zatatek  Konec Aminokyseliny C M zmény K, K, [Al

1279,820 A 311 319 IVKWIKNIK x x x K313 K316 10,52

B 311 319 IVKWIKNIK x x x K313 K316 9,90

2037,148 A 6 21 QLFINGDWKAPVLNKR x x x K14 K20 16,76

B 6 21 QLFINGDWKAPVLNKR x x x K14 K20 17,19

2192,257 A 129 146 QKAPVSLPMDTFKSHVLR x x x K130 K141 7,93

B 129 146 QKAPVSLPMDTFKSHVLR x x x K130 K141 11,01

2592,497 A 311 329 IVKWIKNIKISDPLEEGCR C328 x TO: 319 K313 K316 10,52

TO: 313 K316 K319 17,05

TO: 316 K313 K319 22,78

B 311 329 IVKWIKNIKISDPLEEGCR C328 x TO: 319 K313 K316 9,90

TO: 313 K316 K319 17,19

TO: 316 K313 K319 22,48

* TO - na lysinu, ktery je uveden za dvojteckou, je ptipojeno ¢inidlo DSS se slepym koncem
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Tab. 16: Tabulka dokumentuje pokus s AMINOALDEHYDDEHYDROGENASOU z Pisum sativum, DSS a TRYPSINEM. Jsou v ni uvedeny peptidy,
u kterych podle softwaru MSX-3D pravdépodobné doslo k VYTVORENI PRICNE VAZBY CINIDLEM DSS. K jednotlivym peptidiim je v tabulce uvedeno
m/z, fetézec enzymu, z kterého pochazi, pocatek a konec peptidu vzhledem k pivodnimu umisténi v Fetézci, sekvence peptidu, piipadna alkylace peptidu
na cysteinu s oznac¢enim alkylovaného residua, pfipadna oxidace methioninu s ozna¢enim oxidovaného residua, ptipadné jiné zmény na fetézci oproti pivodnimu
stavu, oznaceni lysintl, na které je napojeno ¢inidlo DSS (napt. A: K274 znamena, Ze ¢inidlo je napojeno na lysin 274 fetézce A), a délka pti¢né vazby.

Sekvence

DSS

m/z Retézec Alkylace Oxidace Jirvlé Vzdalenost
Zadatek Konec Aminokyseliny C M zmeny K1 K> [A]

2234,261 A 433 438 VTKAFK x x x

B 58 71 NKGADWATASGAVR x x x A: K435 B: K59 11,91

A 58 71 NKGADWATASGAVR x x x

B 433 438 VTKAFK x x x A: K59 B: K435 12,36
2292,261 A 433 438 VTKAFK x x x

B 129 141 QKAPVSLPMDTFK x x x A: K435 B: K130 8,89

A 129 141 QKAPVSLPMDTFK x x x

B 433 438 VTKAFK x x x A: K130 A: K435 8,82
3458,109 A 58 71 NKGADWATASGAVR x x x

A 125 141 LDARQKAPVSLPMDTFK x x x A: K59 A: K130 19,62

B 58 71 NKGADWATASGAVR x x x

B 125 141 LDARQKAPVSLPMDTFK x x x B: K59 B: K130 18,82
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Tab. 16: Tabulka dokumentuje pokus s AMINOALDEHYDDEHYDROGENASOU z Pisum sativum, DSS a TRYPSINEM. Jsou v ni uvedeny peptidy,
u kterych podle softwaru MSX-3D pravdépodobné doslo k VYTVORENI PRICNE VAZBY CINIDLEM DSS. K jednotlivym peptidiim je v tabulce uvedeno
m/z, fetézec enzymu, z kterého pochazi, pocatek a konec peptidu vzhledem k pivodnimu umisténi v Fetézci, sekvence peptidu, pfipadna alkylace peptidu
na cysteinu s oznac¢enim alkylovaného residua, pfipadna oxidace methioninu s oznacenim oxidovaného residua, ptipadné jiné zmény na fetézci oproti pivodnimu
stavu, oznaceni lysind, na které je napojeno ¢inidlo DSS (napt. A: K274 znamenad, Ze ¢inidlo je napojeno na lysin 274 fetézce A), a délka pii¢né vazby.

(POKRACOVANI)
. Sekvence Alkylace Oxidace Jiné DSS Vzdalenost
m/z Retézec - - < A
Zatatek  Konec Aminokyseliny C M zmény K, K, [Al
4049,721 A 15 21 APVLNKR x x x
IPVINPATONIIGDIPAATKEDVD _ _
A 22 52 VAVAAAK x x x A: K20 A: K41 15,82
B 15 21 APVLNKR x x x
IPVINPATONIIGDIPAATKEDVD ) )
B 22 52 VAVAAAK x x x B: K20 B: K41 13,72
A 58 71 NKGADWATASGAVR x x x
A 125 146 LDARQKAPVSLPMDTFKSHVLR x x x A:K59 A:K130 19,62
B 58 71 NKGADWATASGAVR x x x
B 125 146 LDARQKAPVSLPMDTFKSHVLR x x x B: K59 B: K130 18,82




4.3.2 Stépeni chymotrypsinem
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Obr. 21: Hmotnostni spektrum, které dokumentuje pokus

s AMINOALDEHYDDEHYDROGENASOU modifikovanou ¢inidlem DSG (vzorek g_2.3).
Protein byl st¢pen CHYMOTRYPSINEM. Hmotnostni spektrum bylo pofizeno na hmotnostnim

spektrometru MALDI-TOF pti pozitivni ionizaci.
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Obr. 22: Hmotnostni spektrum, které dokumentuje pokus

s AMINOALDEHYDDEHYDROGENASOU modifikovanou ¢inidlem DSS (vzorek s_2.3).
Protein byl st¢pen CHYMOTRYPSINEM. Hmotnostni spektrum bylo pofizeno na hmotnostnim

spektrometru MALDI-TOF pti pozitivni ionizaci.
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Tento pokus vyuzit chymotrypsinu dopadl mnohem lépe nez u alkoholdehydrogenasy,
alespont co se tyCe mnozstvi peptidii s pficnou vazbou predpovézenych programem
MSX-3D. Nejvice opét bylo téch, které¢ maji pouze jednoduse ptipojené ¢inidlo se slepym
koncem. U DSG jich bylo 11 (Tab. 17), u DSS dokonce 12 (Tab. 19). Intrapeptidové
pticné nebyly bohuzel u vzorku modifikovaného DSG zjistény. U vzorku
modifikovaného pomoci DSS sice ano, ale jen v omezené mife - byly pouze 2 (Tab. 20).
Interpeptidové piicné vazby byly nalezeny u enzymu modifikovaného obéma ¢inidly.
Vice, piesnéji 12, jich vzniklo po pouziti ¢inidla DSS (Tab. 21), zatimco po reakci s DSG
jich bylo z namétenych hmotnostnich dat pfedpovézeno jen 5 (Tab. 18). Peptid,
ktery z nich ma nejvyssi hodnotu m/z, je 2 795,352 (Obr. 23).

I zde byly pfi porovnani molekulovych hmotnosti peptidii nalezeny ptipady, kdy se
m/z hodnoty signald ve spektrech peptidi z proteinu modifikovaného pomoci DSG a DSS
lisily o hmotnostni rozdil 42 Da. Z toho vyplyva, jak uz bylo zminéno, ze se velmi
pravdépodobné jedna o stejné peptidy, jejichz rozdilné molekulové hmotnosti jsou dany
vazbou ptislusnych ¢inidel. Takovychto dvojic se zde vyskytlo hned 6. V§echno jsou to
vSak peptidy, které nesou ¢inidlo navazané s tvorbou slepého konce. Jako ptiklad lze
uvést peptidy m/z 2 985,489 (Tab. 17) pti pouziti DSG a m/z 3 027,587 pii pouziti DSS
(Tab. 19).

Obr. 23: Obrazek znazorfiuje piiénou vazbu u peptidu s m/z 2 795,352. Cinidlo DSG zde tvoii
pficnou  vazbu mezi Lys460 v fetézci A a Lys480 v  fetézci B
AMINOALDEHYDDEHYDROGENASY. Hmota byla detekovana pii  Stépeni
CHYMOTRYPSINEM. Délka pti¢né vazby je vyjadiena v A. Retézec A je svétle Sedy a fetézec
B tmaveé Sedy.
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Tab. 17: Tabulka dokumentuje pokus s AMINOALDEHYDDEHYDROGENASOU z Pisurq sativum, DSG a CHYMOTRYPSINEM. Jsou v ni uvedeny
peptidy, na kterych by podle softwaru MSX-3D mélo byt napojeno CINIDLO DSG SE SLEPYM KONCEM. K jednotlivym peptidim je v tabulce uvedeno
m/z, fetézec enzymu, z kterého pochazi, pocatek a konec peptidu vzhledem k piivodnimu umisténi v fetézci, sekvence peptidu, ptipadna alkylace peptidu na

cysteinu s oznacenim alkylovaného residua, pfipadna oxidace methioninu s oznacenim oxidovaného residua a oznaceni lysinu, na ktery je napojeno ¢inidlo
DSG.

y Sekvence )
m/z Rétézec - - Alkylace C Oxidace M DSG
Zacatek Konec Aminokyseliny

921,522 A 457 464 GGVKRSGF x x K460
B 457 464 GGVKRSGF x x K460

1042,634 A 308 314 LNRIVKW x x K313
B 308 314 LNRIVKW x x K313

1779,888 A 438 451 KAGIVWVNCSQPCF C446, C450 x K438
B 438 451 KAGIVWVNCSQPCF C446, C450 x K438

1794,923 A 388 401 REEVFGPVLCVKTF C397 x K399
B 388 401 REEVFGPVLCVKTF C397 x K399

2115,206 A 141 158 KSHVLREPIGVVGLITPW x x K141
B 141 158 KSHVLREPIGVVGLITPW x x K141

2420,230 A 417 437 GLGAAVISNDLERCERVTKAF C430 x K435
B 417 437 GLGAAVISNDLERCERVTKAF C430 x K435

2530,300 A 119 140 ADLAEKLDARQKAPVSLPMDTF x x K124

K130
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Tab. 17: Tabulka dokumentuje pokus s AMINOALDEHYDDEHYDROGENASOU z Pisum sativum, DSG a CHYMOTRYPSINEM. Jsou v ni uvedeny
peptidy, na kterych by podle softwaru MSX-3D mélo byt napojeno CINIDLO DSG SE SLEPYM KONCEM. K jednotlivym peptidiim je v tabulce uvedeno
m/z, fetézec enzymu, z kterého pochazi, pocatek a konec peptidu vzhledem k piivodnimu umisténi v fetézci, sekvence peptidu, ptipadna alkylace peptidu na
cysteinu s oznacenim alkylovaného residua, pfipadna oxidace methioninu s oznacenim oxidovaného residua a oznaceni lysinu, na ktery je napojeno ¢inidlo
DSG. (POKRACOVANI)

m/z Rétézec Selovence Alkylace C Oxidace M DSG
Zacatek Konec Aminokyseliny

2530,300 B 119 140 ADLAEKLDARQKAPVSLPMDTF x x K124

K130

2915,473 A 315 339 IKNIKISDPLEEGCRLGPVVSEGQY C328 x K316

K319

B 315 339 IKNIKISDPLEEGCRLGPVVSEGQY C328 x K316

K319

2985,489 A 116 140 EYYADLAEKLDARQKAPVSLPMDTF x x K124

K130

B 116 140 EYYADLAEKLDARQKAPVSLPMDTF x x K124

K130

3029,538 A 315 339 IKNIKISDPLEEGCRLGPVVSEGQY C328 x K316

K319

B 315 339 IKNIKISDPLEEGCRLGPVVSEGQY C328 x K316

K319
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Tab. 18: Tabulka dokumentuje pokus s AMINOALDEHYDDEHYDROGENASOU z Pisum sativum, DSG a TRYPSINEM. Jsou v ni uvedeny peptidy,
u kterych podle softwaru MSX-3D pravdépodobné doslo k VYTVORENI PRICNE VAZBY CINIDLEM DSG. K jednotlivym peptidiim je v tabulce uvedeno
m/z, fetézec enzymu, z kterého pochazi, pocatek a konec peptidu vzhledem k pivodnimu umisténi v Fetézci, sekvence peptidu, pfipadna alkylace peptidu
na cysteinu s oznac¢enim alkylovaného residua, pfipadna oxidace methioninu s oznacenim oxidovaného residua, ptipadné jiné zmény na fetézci oproti pivodnimu
stavu, oznaceni lysintl, na které je napojeno ¢inidlo DSG (napt. A: K274 znamena, Ze ¢inidlo je napojeno na lysin 274 fetézce A), a délka pti¢né vazby.

Sekvence

DSG

m/z Retézec Alkylace Oxidace Jirvlé Vzdalenost
Zadatek Konec Aminokyseliny C M zmeny K1 K> [A]

1676,976 A 495 500 QPPAKL x x x

B 308 314 LNRIVKW x x x 1 K499 B: K313 12,63

A 308 314 LNRIVKW x x x

B 495 500 QPPAKL x x x 1 K313 B: K499 14,90
1840,045 A 494 500 YQPPAKL x x x

B 308 314 LNRIVKW x x x 1 K499 B: K313 12,63

A 308 314 LNRIVKW x x x

B 494 500 YQPPAKL x x x 1 K313 B: K499 14,90
2370,183 A 495 500 QPPAKL x x x

B 268 281 EDVDLDKAAEWAIF x x x 1 K499 B: K274 11,10

A 268 281 EDVDLDKAAEWAIF x x x

B 495 500 QPPAKL x x x 1 K274 B: K499 14,98
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Tab. 18: Tabulka dokumentuje pokus s AMINOALDEHYDDEHYDROGENASOU z Pisum sativum, DSG a CHYMOTRYPSINEM. Jsou v ni uvedeny
peptidy, u kterych podle softwaru MSX-3D pravdépodobné doslo k VYTVORENI PRICNE VAZBY CINIDLEM DSG. K jednotlivym peptidiim je v tabulce
uvedeno m/z, fetézec enzymu, z kterého pochazi, pocatek a konec peptidu vzhledem k piivodnimu umisténi v fetézci, sekvence peptidu, pfipadna alkylace
peptidu na cysteinu s oznacenim alkylovaného residua, pfipadna oxidace methioninu s ozna¢enim oxidovaného residua, ptfipadné jiné zmény na fetézci oproti
puvodnimu stavu, oznaceni lysind, na které je napojeno ¢inidlo DSG (napt. A: K274 znamena, ze ¢inidlo je napojeno na lysin 274 fetézce A), a délka piicné
vazby. (POKRACOVANI)

miz  Retézec Sekvence Alkylace Oxidace  Jiné DSG Vzdilenost
Zatatek  Konec Aminokyseliny C M zmény K, K, [A]

2530,300 A 457 464 GGVKRSGF x x x

B 472 485 GLDNYLSVKQVTQY x x x A: K460 B: K480 10,89

A 472 485 GLDNYLSVKQVTQY x x x

B 457 464 GGVKRSGF x x x A: K480 B: K460 10,73
2795,352 A 457 471 GGVKRSGFGRELGEW x x %

B 477 485 LSVKQVTQY x x x A: K460 B: K480 10,89

A 477 485 LSVKQVTQY x x x

B 457 471 GGVKRSGFGRELGEW x x x A: K480 B: K460 10,73
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Tab. 19: Tabulka dokumentuje pokus s AMINOALDEHYDDEHYDROGENASOU z Pisum sativum, DSS a CHYMOTRYPSINEM. Jsou v ni uvedeny
peptidy, na kterych by podle softwaru MSX-3D mélo byt napojeno CINIDLO DSS SE SLEPYM KONCEM. K jednotlivym peptidim je v tabulce uvedeno
m/z, fetézec enzymu, z kterého pochazi, pocatek a konec peptidu vzhledem k piivodnimu umisténi v Fetézci, sekvence peptidu, pfipadna alkylace peptidu na

cysteinu s oznacenim alkylovaného residua, ptipadna oxidace methioninu s oznacenim oxidovaného residua a oznacéeni lysinu, na ktery je napojeno ¢inidlo
DSS.

y Sekvence )
m/z Rétézec - - Alkylace C Oxidace M DSS
Zacatek Konec Aminokyseliny

963,526 A 457 464 GGVKRSGF x x K460
B 457 464 GGVKRSGF x x K460

1084,650 A 308 314 LNRIVKW x x K313
B 308 314 LNRIVKW x x K313

1790,880 A 457 471 GGVKRSGFGRELGEW x x K460
B 457 471 GGVKRSGFGRELGEW x x K460

1836,949 A 388 401 REEVFGPVLCVKTF C397 x K399
B 388 401 REEVFGPVLCVKTF C397 x K399

2157,217 A 141 158 KSHVLREPIGVVGLITPW x x K141
B 141 158 KSHVLREPIGVVGLITPW x x K141

2353,144 A 457 476 GGVKRSGFGRELGEWGLDNY x x K460
B 457 476 GGVKRSGFGRELGEWGLDNY x x K460

2462,246 A 417 437 GLGAAVISNDLERCERVTKAF C430 x K435
B 417 437 GLGAAVISNDLERCERVTKAF C430 x K435
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Tab. 19: Tabulka dokumentuje pokus s AMINOALDEHYDDEHYDROGENASOU z Pisum sativum, DSS a CHYMOTRYPSINEM. Jsou Vv ni uvedeny
peptidy, na kterych by podle softwaru MSX-3D mélo byt napojeno CINIDLO DSS SE SLEPYM KONCEM. K jednotlivym peptidim je v tabulce uvedeno
m/z, fetézec enzymu, z kterého pochazi, pocatek a konec peptidu vzhledem k piivodnimu umisténi v fetézci, sekvence peptidu, ptipadna alkylace peptidu na
cysteinu s oznacenim alkylovaného residua, piipadna oxidace methioninu s oznacenim oxidovaného residua a oznacéeni lysinu, na ktery je napojeno ¢inidlo
DSS. (POKRACOVANI)

m/z Rétézec Sekvence Alkylace C Oxidace M DSS
Zacatek Konec Aminokyseliny

2572,310 A 119 140 ADLAEKLDARQKAPVSLPMDTF x x K124

K130

B 119 140 ADLAEKLDARQKAPVSLPMDTF x x K124

K130

2957,609 A 315 339 IKNIKISDPLEEGCRLGPVVSEGQY C328 x K316

K319

B 315 339 IKNIKISDPLEEGCRLGPVVSEGQY C328 x K316

K319

3027,587 A 116 140 EYYADLAEKLDARQKAPVSLPMDTF x x K124

K130

B 116 140 EYYADLAEKLDARQKAPVSLPMDTF x x K124

K130
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Tab. 19: Tabulka dokumentuje pokus s AMINOALDEHYDDEHYDROGENASOU z Pisum sativum, DSS a CHYMOTRYPSINEM. Jsou Vv ni uvedeny
peptidy, na kterych by podle softwaru MSX-3D mélo byt napojeno CINIDLO DSS SE SLEPYM KONCEM. K jednotlivym peptidim je v tabulce uvedeno
m/z, fetézec enzymu, z kterého pochazi, pocatek a konec peptidu vzhledem k piivodnimu umisténi v fetézci, sekvence peptidu, ptipadna alkylace peptidu na
cysteinu s oznacenim alkylovaného residua, pfipadna oxidace methioninu s oznacenim oxidovaného residua a oznaceni lysinu, na ktery je napojeno ¢inidlo
DSS. (POKRACOVANI)

m/z Rétézec Sekvence Alkylace C Oxidace M DSS
Zacatek Konec Aminokyseliny

3399,865 A 457 485 GGVKRSGFGRELGEWGLDNYLSVKQVTQY x x K460

K480

B 457 485 GGVKRSGFGRELGEWGLDNYLSVKQVTQY x x K460

K480

3501,020 A 234 267 TGSSATGSKIMTAAAQLVKPVSLELGGKSPLVVF x x K242

K252

K261

B 234 267 TGSSATGSKIMTAAAQLVKPVSLELGGKSPLVVF x x K242

K252

K261
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Tab. 20: Tabulka dokumentuje pokus s AMINOALDEHYDEDEHYDROGENASOU z Pisum sativum, DSS a CHYMOTRYPSINEM. Jsou V ni uvedeny
peptidy, u kterych mélo podle softwaru MSX-3D CINIDLO DSS PROPOJIT LYSINY V RAMCI JEDNOHO RETEZCE. K jednotlivym peptidim je
v tabulce uvedeno m/z, fetézec enzymu, z kterého pochazi, pocatek a konec peptidu vzhledem k pivodnimu umisténi v fetézci, sekvence peptidu, piipadna
alkylace peptidu na cysteinu s ozna¢enim alkylovaného residua, ptipadna oxidace methioninu s oznacenim oxidovaného residua, ptipadné jiné zmény na fetézci
oproti ptivodnimu stavu, oznaceni lysintl, na které je napojeno ¢inidlo DSS (napt. K274 znamena, ze Cinidlo je napojeno na lysin 274 daného fetézce), a délka

pticné vazby.

. Sekvence Alkylace Oxidace Jiné DSS Vzdalenost
m/z Retézec - - . . i
Zatatek  Konec Aminokyseliny C M zmény K, K, [Al
2554,315 A 119 140 ADLAEKLDARQKAPVSLPMDTF x x x K124 K130 20,82
B 119 140 ADLAEKLDARQKAPVSLPMDTF x x x K124 K130 22,43

TGSSATGSKIMTAAAQLVKPVSLE ,

3639,159 A 234 267 LGGKSPLVVE x x TO: K261 K242 K252 18,35
B 234 267  [CSSATGSKIMIAAROLVKPVSLE x TO: K261 K242 K252 16,72

LGGKSPLVVFE

*TO - na lysinu, ktery je uveden za dvojteckou, je ptipojeno ¢inidlo DSS se slepym koncem
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Tab. 21: Tabulka dokumentuje pokus s AMINOALDEHYDDEHYDROGENASOU z Pisum sativum, DSS a CHYMOTRYPSINEM. Jsou Vv ni uvedeny
peptidy, u kterych podle softwaru MSX-3D pravdépodobné doslo k VYTVORENI PRICNE VAZBY CINIDLEM DSS. K jednotlivym peptidiim je v tabulce
uvedeno m/z, fetézec enzymu, z kterého pochazi, pocatek a konec peptidu vzhledem k piivodnimu umisténi v fetézci, sekvence peptidu, piipadna alkylace
peptidu na cysteinu s oznacenim alkylovaného residua, pfipadna oxidace methioninu s ozna¢enim oxidovaného residua, ptfipadné jiné zmény na fetézci oproti
puvodnimu stavu, oznaceni lysinti, na které je napojeno ¢inidlo DSS (napt. A: K274 znamena, Ze ¢inidlo je napojeno na lysin 274 fetézce A), a délka piicné

vazby.
m/z Retizec Sekvence Alkylace Oxidace Jiné DSS Vzdalenost
Zatatek  Konec Aminokyseliny C M zmény K, K, [A]
1718,997 A 495 500 QPPAKL x x x
B 308 314 LNRIVKW x x x - K499 B: K313 12,63
A 308 314 LNRIVKW x x x
B 495 500 QPPAKL x x x 1 K313 B: K499 14,90
1882,064 A 494 500 YQPPAKL x x x
B 308 314 LNRIVKW x x x 1 K499 B: K313 12,63
A 308 314 LNRIVKW x x x
B 494 500 YQPPAKL x x x : K313 B: K499 14,90
2125,155 A 492 500 GWYQPPAKL x x x
B 308 314 LNRIVKW x x x 1 K499 B: K313 12,63
A 308 314 LNRIVKW x x x
B 492 500 GWYQPPAKL x x x 1 K313 B: K499 14,90
2572,310 A 457 464 GGVKRSGF x x x
B 472 485 GLDNYLSVKQVTQY x x x 1 K460 B: K480 10,89
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Tab. 21: Tabulka dokumentuje pokus s AMINOALDEHYDDEHYDROGENASOU z Pisum sativum, DSS a CHYMOTRYPSINEM. Jsou Vv ni uvedeny
peptidy, u kterych podle softwaru MSX-3D pravdépodobné doslo k VYTVORENI PRICNE VAZBY CINIDLEM DSS. K jednotlivym peptidiim je v tabulce
uvedeno m/z, fetézec enzymu, z kterého pochazi, pocatek a konec peptidu vzhledem k piivodnimu umisténi v fetézci, sekvence peptidu, pfipadna alkylace
peptidu na cysteinu s oznacenim alkylovaného residua, pfipadna oxidace methioninu s ozna¢enim oxidovaného residua, ptipadné jiné zmény na fetézci oproti
puvodnimu stavu, oznaceni lysinti, na které je napojeno ¢inidlo DSS (napt. A: K274 znamena, Ze ¢inidlo je napojeno na lysin 274 fetézce A), a délka pti¢né
vazby. (POKRACOVANI)

m/z Retizec Sekvence Alkylace Oxidace Jilvlé DSS Vzdalenost
Zatatek  Konec Aminokyseliny C M zmény K1 K [A]

2572,310 A 472 485 GLDNYLSVKQVTQY x x x
B 457 464 GGVKRSGF x x x A: K480 B: K460 10,73

3482,056 A 393 416 GPVLCVKTFSTEEEAIDLANDTVY  C397 x x
A 438 443 KAGIVW x x x A: K399 A: K438 20,64

B 393 416 GPVLCVKTFSTEEEAIDLANDTVY  C397 x x
B 438 443 KAGIVW x x x B: K399 B: K438 21,06

4446,805 A 457 485 GGVKRSGFGIEEVLTGQEYWGLDNYLSVK " " "
477 485 LSVKQVTQY x x x A: K460 B: K480 10,89

A 477 485 LSVKQVTQY x x x
B 457 485 GGVKRSGFGEEVLTGQEYWGLDNYLSVK x x x  AK480 B: K460 10,73

4619,830 B 119 140 ADLAEKLDARQKAPVSLPMDTF x M137 x
B 477 493 LSVKQVTQYISEEPWGW x x x B: K130 B: K480 12,62

A 119 140 ADLAEKLDARQKAPVSLPMDTF x M137 x
A 477 493 LSVKQVTQYISEEPWGW x x x A: K130 A: K480 14,10
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Tab. 21: Tabulka dokumentuje pokus s AMINOALDEHYDDEHYDROGENASOU z Pisum sativum, DSS a CHYMOTRYPSINEM. Jsou Vv ni uvedeny
peptidy, u kterych podle softwaru MSX-3D pravdépodobné doslo k VYTVORENI PRICNE VAZBY CINIDLEM DSS. K jednotlivym peptidiim je v tabulce
uvedeno m/z, fetézec enzymu, z kterého pochazi, pocatek a konec peptidu vzhledem k piivodnimu umisténi v fetézci, sekvence peptidu, pfipadna alkylace
peptidu na cysteinu s oznacenim alkylovaného residua, pfipadna oxidace methioninu s ozna¢enim oxidovaného residua, ptfipadné jiné zmény na fetézci oproti
puvodnimu stavu, oznaceni lysint, na které je napojeno ¢inidlo DSS (napt. A: K274 znamena, Ze ¢inidlo je napojeno na lysin 274 fetézce A), a délka pii¢né
vazby. (POKRACOVANI)

. Sekvence Alkylace Oxidace Jiné DSS Vzdalenost
m/z Retézec - - < A
Zatatek  Konec Aminokyseliny C zmény K, K, [Al
4619.830 B 315 339 IKNIKISDPLEEYGCRLGPVVSEGQ c298 N
B 388 401 REEVFGPVLCVKTF C397 x B: K316 B: K399 22,26
ATASGAVRARYLRAIAAKVTEKKP _
5725,653 A 64 106 FLAKLESIDCGKPLDEAAW ca7 TO: K81
A 340 345 EKILKF x x A: K99 A: K341 18,65
TO: K85  A: K99 A: K34l 18,65
TO: K86 A: K99 A: K341l 18,65
TO: K91 A: K99 A: K341 18,65
ATASGAVRARYLRAIAAKVTEKKP
5725,653 A 64 106 ELAKLESIDCGKPLDEAAW Cco7 *
A 340 345 EKILKF x TO: K344 A: K99 A: K341 18,65
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Tab. 21: Tabulka dokumentuje pokus s AMINOALDEHYDDEHYDROGENASOU z Pisum sativum, DSS a CHYMOTRYPSINEM. Jsou Vv ni uvedeny
peptidy, u kterych podle softwaru MSX-3D pravdépodobné doslo k VYTVORENI PRICNE VAZBY CINIDLEM DSS. K jednotlivym peptidiim je v tabulce
uvedeno m/z, fetézec enzymu, z kterého pochazi, pocatek a konec peptidu vzhledem k piivodnimu umisténi v fetézci, sekvence peptidu, pfipadna alkylace
peptidu na cysteinu s oznacenim alkylovaného residua, pfipadna oxidace methioninu s ozna¢enim oxidovaného residua, ptfipadné jiné zmény na fetézci oproti
puvodnimu stavu, oznaceni lysinti, na které je napojeno Cinidlo DSS (napt. A: K274 znamena, Ze Cinidlo je napojeno na lysin 274 tfetézce A), a délka pficné

vazby. (POKRACOVANI)

. Sekvence Alkylace Oxidace Jiné DSS Vzdalenost
m/z Retézec - - »
Zatatek  Konec Aminokyseliny C M zmény Ky K, [A]
ATASGAVRARYLRAIAAKVTEKKP _ _
B 64 106 FLAKLESIDCGKPLDEAAN ca7 x TO: K81 B: K341 18,65
TO: K86 B: K99 B: K341 18,65
T0: K91 B: K99 B: K341 18,65
ATASGAVRARYLRAIAAKVTEKKP
B 64 106 ELAKLESIDCGKPLDEAAW co7 * *
B 340 345 EKILKF x x TO: K344 B: K99 B: K341 18,65
A 494 500 YQPPAKL x x x
TGSSATGSKIMTAAAQLVKPVSLE _ _ _
B 234 278 LGGKSPLVVFEDVDLDKAAEW x x TO: K242 A: K499 B: K274 11,10
TO: K252 A: K499 B: K274 11,10
TO: K261 A: K499 B: K274 11,10
TGSSATGSKIMTAAAQLVKPVSLE _
5725,653 A 234 278 L.GGKS PLVVFEDVDLDKAAEW x x TO: K242
B 494 500 YQPPAKL x x x A: K274 B: K499 14,98
TO: K252 A: K274 B: K499 14,98
TO: K261 A: K274 B: K499 14,98

* TO - na lysinu, ktery je uveden za dvojteckou, je ptipojeno ¢inidlo DSS se slepym koncem



4.3.3 Fragmentace peptida

K ovéteni sekvenci vybranych modifikovanych peptidii bylo vyuzito jejich fragmentace
a mefeni MS/MS spekter.

Pro fragmentaci byly zvoleny celkem tfi peptidy. Dva z nich mély piedstavovat peptid,
na kterém je napojeno Cinidlo se slepym koncem. Posledni vybrany peptid byl
predpokladanym zéstupcem té varianty modifikace, kdy jsou vlastné¢ dva rizné peptidy
propojeny pricnou vazbou. Divodem, pro¢ byly vybrany zrovna tyto peptidy a nikoli jiné,
je, ze ve spektru se piislusné signaly nachazely v izolovaném postaveni, a proto bylo
mozné dané peptidové ionty v hmotnostnim spektrometru snadno izolovat jako
prekurzory pro fragmentaci. Pouzitd fragmentace na pfistroji TOF/TOF je vysledkem
rozpadu prekurzorového iontu za iontovym zdrojem (,,post-source decay*, PSD). Takto
vzniklé fragmenty maji v TOF1 analyzatoru stejnou rychlost jako prekurzor. Aby bylo
mozné je detekovat, musi dojit k jejich akceleraci v tzv. LIFT cele pfistroje. Po této
,reakceleraci® putuji fragmenty v TOF2 analyzatoru s riznou rychlosti a je mozné je

detekovat na zakladé métené doby letu.

4.3.3.1 Fragmentace peptidu s m/z 1 084,650

Tento peptid byl zjistén ve spektru z pokusu s PSAMADH2, kdy byl enzym modifikovan
pomoci ¢inidla DSS a nésledné Stépen chymotrypsinem (Tab. 19). Molekulova hmotnost
odpovida peptidu s navazanym cinidlem, které ma slepy konecPiedpovézend sekvence
byla LNRIVKW.

V MS/MS spektru bylo nejdfive potvrzeno zastoupeni aminokyselin na zakladé
nalezenych imoniovych iontl, které jsou pro né charakteristické. Sekvence pak byla
urCena na zakladé ¢teni hmotnostnich rozdili v sérii y-iontd, které vznikaji rozbitim
peptidovych vazeb a obsahuji C-konec peptidu. Takto bylo také mozné Cist, Ze lysinovy
zbytek je modifikovan navazanym Cinidlem DSS (Tab. 22). Zde vznikla v sérii y-iontd
hmotnostni vzdalenost, ktera pfedstavuje prave lysin s ¢inidlem DSS (Obr. 24). Takto

byla potvrzena sekvence predpovézena v programu MSX-3D.
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Obr. 24: Je to MS/MS spektrum peptidu 0 m/z 1 084,650, ktery je tvofen PEPTIDEM
s navazanym ¢&inidlem DSS  MAJICI  SLEPY KONEC. Peptid  vznikl
CHYMOTRYPSINOVYM Stépenim. Jeho sekvence je LNRIVKW. V hmotnostnim spektru
jsou zvyraznény IONTY RADY y, podle kterych byla potvrzena sekvence tohoto peptidu. V levé
¢asti hmotnostniho spektra je vidét mezera, ve které neni detekovany zadny y ion. Tato mezera
ptredstavuje prvni aminokyselinu sekvence a lysin S navazanym ¢inidlem DSS.

Tab. 22: Tabulka ukazuje jednotlivé detekované y- IONTY vzniklé fragmentaci prekurzorového
peptidu 0 m/z 1 084,650, odpovidajici sekvence a m/z hodnoty.

yion Sekvence m/z
Vs DSS + VKW 488,713
Ya TVKW 587,733
Vs RIVKW 701,714
Ve NRIVKW 971,322
Y7 LNRIVKW 1084,687
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4.3.3.2 Fragmentace peptidu s m/z 1 559,837

Peptid byl detekovan v pokusu, kdy byl enzym modifikovan pomoci ¢inidla DSS a
nasledné §tépen trypsinem (Tab. 14). Slo opét o zastupce peptidu, kdy software MSX-3D
naznacoval existenci peptidu nesouciho Cinidlo se slepym koncem. Piedpokladana
sekvence byla NKGADWATASGAVR.

Jeji potvrzeni bylo stejné jako u ptedchoziho ptipadu, tedy ze série ionti fady Yy
v MS/MS spektru (Tab. 23). A stejné jako v predchozim piipadé i zde vznikal y ion s

lysinem, na kterém je navazano ¢inidlo (Obr. 25).

15000
y, (174.8) y, (917.8)
¥ y,(273.8) int. 19508
y, (344.8) \ 5506
y, (401.8)
B y, (488.7) ¥, (1032.8)
Y, (659.7) y,, (1103.9)
©
B y, (660.7) y,, (1161.0)
3 y, (731.7) y,, (1445.4)
i=
5000 -
04
0 250 500 750 1000 1250 1500
m/z

Obr. 25: Je to MS/MS spektrum peptidu 0 m/z 1 559,837, kterd je tvofena PEPTIDEM
s navazanym ¢&inidlem DSS MAJICI SLEPY KONEC. Peptid vzniki TRYPSINOVYM
Stépenim. Jeho sekvence je NKGADWATASGAVR. V hmotnostnim spektru jsou zvyraznény
IONTY RADY vy, podle kterych byla potvrzena sekvence tohoto peptidu. V pravé &asti
hmotnostniho spektra je vidét mezera, ve které neni detekovany zadny y ion. Tato mezera
pfedstavuje lysin s navazanym cinidlem DSS.
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Tab. 23: Tabulka ukazuje jednotlivé detekované y-IONTY vzniklé fragmentaci prekurzorového
peptidu 0 m/z 1 559,837, odpovidajici sekvence a m/z hodnoty.

yion Sekvence m/z

y1 R 174,821
) VR 273,796
Va AVR 344,785
Ya GAVR 401,756
Vs SGAVR 488,732
Ve ASGAVR 559,725
y7 TASGAVR 660,725
Ve ATASGAVR 731,736
Yo WATASGAVR 917,785
Y10 DWATASGAVR 1032,839
Vi1 ADWATASGAVR 1103,897
Vi2 GADWATASGAVR 1160,957
Y14 DSS + KGADVATASGAVR 1445,417
Vis NKGADVATASGAVR 1559,628
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4.3.3.3 Fragmentace peptidu s m/z 2 192,086

Peptid s m/z 2 192,086 na zaklad¢ vystupu z programu MSX-3D pravdépodobné
predstavoval dva mensi peptidy spojené pii¢nou vazbou (Obr. 26). Objevil se pii méteni
s trypsinovym digestem PSAMADH2 modifikované ¢inidlem DSG (Tab. 13). Prvni ze
spojenych peptidic mél mit sekvenci VTKAFK a druhy sekvenci NKGADWATASGAVR.
Propojeni Cinidlem se predpokladalo ptes lysin 435 u mensiho peptidu a lysin 59 delsiho
peptidu.

Pti potvrzovani sekvence se postupovalo stejn¢ jako v obou ptedchozich ptipadech.
Op¢t zde vznikaly imoniové ionty a ionty fady Y, V pfipad¢ delSiho peptidu bylo mozné
y-ionty jednodusSe piifadit az do mista, kde je navazano Cinidlo. Piislusny lysinovy zbytek
byl nalezen ve velkém iontu, ktery svou molekulovou hmotnosti odpovidal souctu
molekulovych hmotnosti ¢asti aminokyselin z delSiho fetézce, vSech aminokyselin
z kratS$iho fetézce a ¢inidla DSG (Tab. 24). Tato skutecnost opét znamenala znacny
hmotnostni rozdil, ktery bylo mozné vidét v MS/MS spektru (Obr. 27). V MS/MS spektru
bylo mozné vidét i fragmentacni fadu y-iontd odpovidajicich mentSimu z obou

propojenych peptidu.

*A: K435

SR
11,9‘%)
{

B: K59

Obr. 26: Obrazek ukazuje propojeni Lys435 z fetézce A a Lys59 z fetézce B
AMINOALDEHYDDEHYDROGENASY (PsAMADH2) pomoci ¢inidla DSG, ¢imz vznikl
INTERPEPTID o m/z 2 192,086. Podjednotka A PsAMADH?2 je svétle Seda a podjednotka B
PsAMADH?2 je tmavé $ed4. Délka piiéné vazby je vyjadiena v A.
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Obr. 27: Je to MS/MS spektrum peptidu s m/z 2 192,086, ktery je tvoien DVEMA PEPTIDY
PROPOJENYMI CINIDLEM DSG. Peptid vznikl TRYPSINOVYM &tépenim. Sekvence
prvniho peptidu je VTKAFK a druhého NKGADWATASGAVR. V hmotnostnim spektru jsou
zvyraznény IONTY RADY y, podle kterych byla potvrzena sekvence tohoto peptidu. Ionty, které

jsou vidét, pochazeji z delsiho peptidu.

Tab. 24: Tabulka ukazuje jednotlivé detekované y-IONTY vzniklé fragmentaci prekurzorového

1000

y, (918.7)
int. 36749
y,, (1033.9)
y,, (1104.9)
y,, (1162.0)
y,, (1275.2)
1500 2000
m/z

peptidu m/z 2 192,086, odpovidajici sekvence a m/z hodnoty.

y ion Sekvence m/z
yi R 175,178
V2 VR 274,229
Vs AVR 345,264
Vi GAVR 402,287
Vs SGAVR 489,339
Yo ASGAVR 560,394
y7 TASGAVR 661,473
Vs ATASGAVR 732,548
Yo WATASGAVR 918,716
Y10 DWATASGAVR 1033,846
Vi1 ADWATASGAVR 1104,885
Y12 GADWATASGAVR 1161,976
Vi3 NGADVATASGAVR 1275,172

88



5 ZAVER

Pfi reakcich s <¢Cinidly pro tvorbu pficnych vazeb doslo k modifikaci
jak u alkoholdehydrogenasy ze Saccharomyces cerevisiae, tak u isoenzymu 2
aminoaldehyddehydrogenasy z Pisum sativum.

Pokus s alkoholdehydrogenasou slouzil k optimalizaci podminek reakce. Pii obou
zkousenych reak¢nich molarnich pomérech enzymu a ¢inidla (1:50, 1:200) doslo k tvorbé
pricnych vazeb. Nicméné u vyssiho pomeéru byla mira tvorby pii¢nych vazeb znatelnéjsi.
U aminoaldehyddehydrogenasy byl tedy pouzit molarni reakéni pomér enzymu k ¢inidlu
1:200.

Pro vytvoieni pficnych vazeb byla zvolena ¢inidla bis(N-sukcinimid)glutarat (DSG)
a bis(N-hydroxysukcinimid)suberat (DSS). Lepsich vysledkii bylo pfitom dosazeno
s DSS. Toto ¢inidlo je rozméroveé delsi ze zvolené dvojice a mlize proto vytvaret piicné
vazby na vétsi vzdalenost (délka DSG je 7,7 A; délka DSS je 11,4 A). Tato jeho vlastnost
byla ziejmé rozhodujici pro jeho vétsi usp&snost, protoze dana velikost 1épe vyhovuje
lysinovym zbytklim, se kterymi obé¢ ¢inidla reaguji.

Pro Stépeni enzymu s vytvoifenymi piicnymi vazbami byly zvoleny proteasy trypsin
a chymotrypsin. Obé hydrolasy uspésné a spravné $tépily. Vice peptidi poskytoval
chymotrypsin, protoZe méa mensi specificnost $tépeni nez druhy jmenovany.

Seznam molekulovych hmotnosti (m/z hodnot) peptidi vzeSly z méfeni na
hmotnostnim spektrometru byl pocitacové analyzovan pomoci softwaru MSX-3D, ktery
vybral m/z hodnoty, jez pravdépodobné odpovidaji peptidim s modifikaci ,,dead end*
(slepy konec) ptipadné s intrapeptidovou &i interpeptidovou pficnou vazbou. Tento
software také navrhnul sekvenci danych peptidli a délku vazby, kterou by tvofilo ¢inidlo.
Na zéklad€ porovnani délky cinidla a vzdalenosti z dostupné krystalové struktury pak
mohla byt vylou¢ena nerealna propojeni. Predikované sekvence byly pro kontrolu
ve tfech zvolenych pfipadech u PsAMADH2 potvrzeny méfeni tandemovych
hmotnostnich spekter (MS/MS) a analyzou sérii y-iontii ve fragmentacni fad€. Ve dvou
ptipadech se jednalo o peptid, ktery nesl ptipojené ¢inidlo DSS ve varianté slepého konce.
Byly to peptidy s m/z 1 084,650 a 1 559,837. V poslednim piipadé Slo peptid tvofeny
dvéma mensimi peptidy, které byly propojeny Cinidlem DSG. Peptid poskytoval v
hmotnostnim spektru signal s m/z 2192,086.

Metoda, kterou popisuje tato bakalarska prace, byla optimalizovana k béznému

uréovani informaci o prostorovych strukturach proteint v roztoku pro potteby Oddéleni
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biochemie proteinli a proteomiky Centra regionu Hana pro biotechnologicky a

zemé&délsky vyzkum na PiF UP v Olomouci.

90



6 LITERATURA

Alberts B., Bray D., Johnson A., Lewis J., Raff M., Roberts K., Walter P. (2001): Zaklady bunécné
biologie: Uvod do molekuldrni biologie buiiky. 1. vydani, Espero Publishing, Usti nad Labem,
Ceska republika, 630 stran.

Blombick B. (2003): Pehr Victor Edman: The Solitary Genius. In: History of Biochemistry:
Selected Topics in the History of Biochemistry. Personal Recollections. VII. vol. 42, 1. vydani,
(Semenza G., Turner A. J.), Elsevier Science B.V., Amsterdam, Nizozemsko, 103-136.

Brauner F., Sebela M., Snégaroff J., Pe¢ P., Meunier J.-C. (2003): Pea seedling aminoaldehyde
dehydrogenase: primary structure and active site residues. Plant Physiology and Biochemistry,
41, 1-10.

de Smidt O., du Preez J.C., Albertyn J. (2008): The alcohol dehydrogenases of Saccharomyces
cerevisiae: a comprehensive review. Federation of European Microbiological Societies, 8,
967-978.

Deutzmann R. (2004): Structural characterization of proteinsand peptides. Methods in Molecular
Medicine, 94, 269-297.

Dihazi G.H., Sinz A. (2003): Mapping low-resolution three-dimensional protein structures using
chemical and Fourier transform ion-cyclotron resonance mass spectrometry. Rapid
Communications in Mass Spectrometry, 17, 2005-2014.

Edman P. (1950): Method for Determination of the Amino Acid Sequence in Peptides. Acta
Chemica Scandinavica, 4, 283-293.

Edman P., Begg G. (1967): A Protein Sequenator. European Journal of Biochemistry, 1, 80-91.

Engen J.R. (2009): Analysis of Protein Conformation and Dynamics by Hydrogen/Deuterium
Exchange MS. Analytical Chemistry, 81,7870-7875.

Englander J.J., Del Mar Ch., Li W., Englander S.W., Kim J.S., Stranz D.D., Hamuro Y.,
Woods V.L. Jr. (2003): Protein structure change studied by hydrogen-deuterium Exchange,
functional labeling, and mass spectrometry. Proceedings of the National Academy of Sciences
of the United States of America, 100, 7057-7062.

FennJ. B., Mann M., Meng C. K., Wonq S. F., Whitehouse C. M. (1989): Electrospray ionization
for mass spectrometry of large biomolecules. Science, 246, 64-71.

Ganzhorn A.J., Green D.W., Hershey A.D., Gould R.M., Plapp B.V. (1987): Kinetic
characterization of Yeast Alcohol Dehydrogenases: AMINO ACID RESIDUE 294 AND
SUBSTRATE SPECIFICITY. The Journal of Biological Chemistry, 262, 3754-3761.

Heymann M., Paramelle D., Subra G., Forest E., Martinez J., Geourjon C., Deléage G. (2008):
MSX-3D: a tool to validate 3D protein models using mass spectrometry. Bioinformatics, 24,
2782-2783.

Hildebrandt P., Vanhecke F., Heibel G., Mauk A.G. (1993): Structural changes in cytochrome ¢
upol hydrogen-deuterium Exchange. Biochemistry, 32, 14158-14164.

Hoare D.G., Koshland D.E.Jr. (1966): A Procedur efor the Selective Modification of Carboxyl
Groups in Proteins. Journal of the American Chemical Society, 88, 2057-2058.

Hunter M.J., Ludwig M.L. (1962): The Reaction of Imidoesters with Proteins and Related Small
Molecules. Journal of the American Chemical Society, 84, 3491-3504.

Jacobsen R.B., Sale K.L., Ayson M.J., Novak P., Hong J., Lane P., Wood N.L., Kruppa G.H.,
Young M.M., Schoeniger J.S. (2006): Structure and dynamics of dark-bovine rhodopsin
revealed by chemical cross-linking and high-resolution mass spectrometry. Protein Science,
15, 1303-1317.

Kégi J.H.R., Vallee B.L. (1960): The Role of Zinc in Alcohol Dehydrogenase: V. THE EFFECT
OF METAL-BINDING AGENTS ON THE STRUCTURE OF THE YEAST ALCOHOL
DEHYDROGENASE MOLECULE. The Journal of Biological Chemistry, 235, 3188-3192.

Karas M., Hillenkamp F. (1988): Laser Desorption lonization of Proteins with Molecular Masses
Exceeding 10 000 Daltons. Analytical Chemistry, 60, 2299-2301.

Karlovi¢ D., Amiguet P., Bonner F.J., Luisi P.L. (1976): Spectroscopic Investigation of Binary
and Ternary Coenzyme Complexes of Yeast Alcohol Dehydrogenase. European Journal of
Biochemistry, 66, 277-284.

91



Kelleher N.L., Lin H.Y., Valaskovic G.A., Aaserud D.J., Fridriksson E.K., McLafferty F.W.
(1999): Top Down versus Bottom Up Protein Characterization by Tandem High-Resolution
Mass Spectrometry. Journal of the American Chemical Society, 121, 806-812.

Kelly S. M., Price N. C. (2000): The Use of Circular Dichroism in the Investigation of Protein
Structure and Function. Current Protein and Peptide Science, 1, 349-384.

Klinman J.P. (1975): Acid-Base Catalysis in the Yeast Alcohol Dehydrogenase Reaction.
The Journal of Biological Chemistry, 250, 2569-2573.

Kopec¢ny D., Koncitikova R., Tylichova M., Vigouroux A., Moskalikova H., Soural M., Sebela
M., Moréra S. (2013): Plant ALADH10 Family: Identifying Critical Residues for Substrate
Specificity and Trapping a Thiohemiacetal Intermediate. The Journal of Biological Chemistry,
288, 9491-9507.

Larroy C., Parés X., Biosca J.A. (2002): Characterization of a Saccharomyces cerevisiae
NADP(H)-dependent alcohol dehydrogenase (ADHVII), a member of the cinnamyl alcohol
dehydrogenase family. European Journal of Biochemistry, 269, 5738-5745.

Manavalan P., Johnson W. C. Jr. (1987): Variable selection method improves the prediction of
protein secondary structure from circular dichroism spektra. Analytical Biochemistry, 167, 76-
85.

McMurry J. (2007): Organickd chemie. 1. vydani, VUTIUM, Brno, Ceské republika, 1294 stran.

Novak P., Haskins W.E., Ayson M.J., Jacobsen R.B., Schoeniger J.S., Leavell M.D.,
Young M.M., Kruppa G.H. (2005): Unambiguous Assignment of Intramolecular Chemical
CrossLinks in Modified Mammalian Membrane Proteins by Fourier Transform-Tandem Mass
Spectrometry. Analytical Chemistry, 77, 5101-5106.

Perez-Miller S. J., Hurley T. D. (2003): Coenzyme Isomerization Is Integral to Catalysis in
Aldehyde Dehydrogenase. Biochemistry, 42,7100-71009.

Pingoud A., Urbanke C., Hoggett J., Jeltsch A. (2002): Biochemical Methods: A Concise Guide
for Students and Researchers. 1. vydani, Wiley-VCH Verlag GmbH, Weinheim, Spolkova
republika Némecko, 360 stran.

Rozbesky D., Man P., Kavan D., Chmelik J., Cerny J., Bezouska K., Novak P. (2012): Chemical
Cross-Linking and H/D Exchange for Fast Refinement of Protein Crystal Structure. Analytical
Chemistry, 84, 867-870.

Sinz A. (2006): CHEMICAL CROSS-LINKING AND MASS SPECTROMETRY TO MAP
THREE-DIMENSIONAL PROTEIN STRUCTURES AND PROTEIN-PROTEIN
INTERACTIONS. Mass Spectrometry Reviews, 25, 663-682.

Shevchenko A., Wilm M., Vorm O., Mann M. (1996): Mass Spectrometric Sequencing
of Proteins from Silver-Stained Polyacrylamide Gels. Analytical Chemistry, 68, 850-858.
Shevchenko A., Thomas H., Havlis J., Olsen J.VV., Mann M. (2007): In-gel digestion for mass
spectrometric characterization of proteins and proteomes. Nature Publishing Group, 6, 2856-

2860.

Smith P.K., Krohn R.I., Hermanson G.T., Mallia A.K., Gartner F.H., Provenzano M.D., Fujimoto
E.K., Goeke N.M., Olson B.J., Klenk D.C. (1985): Measurement of Protein Using
Bicinchoninic Acid. Analytical Biochemistry, 150, 76-85.

Sebela M., Brauner F., Radova A., Jacobsen S., Havli§ J., Galuszka P., Pe¢ P. (2000):
Characterisation of a homogeneous plant aminoaldehyde dehydrogenase. Biochimica
et Biophysica Acta, 1480, 329-341.

Sebela M., Stosova T., Havli§ J., Wielsch N., Thomas H., Zdrahal Z., Shevchenko A. (2006):
Thermostable trypsin conjugates for high-throughput proteomics: synthesis and permance
evaluation. Proteomics, 6, 2959-2963.

Sipal Z., Anzenbacher P., Pe¢ P., Pospisil J., Razi¢ka L. (1992): Biochemie. 1. vydani, Statni
pedagogické nakladatelstvi, Praha, Ceské republika, 480 stran.

Tanaka K., Waki H., Ido Y., Akita S., Yoshida Y., Yoshida T. (1988): Protein and Polymer
Analyses up to m/z 100 000 by Laser lonization Time-of-flight Mass Spectrometry. Rapid
Communications in Mass Spectrometry, 2, 151-153.

Thomas H., Havlis J., Peychl J, Shevchenko A. (2004): Dried-droplet probe preparation on
AnchorChipTM targets for navigating the acquisition of matrix-assisted laser

92



desorption/ionization time-of-fligh spektra by fluorescence of matrix/analyte crystals. Rapid
Communications in Mass Spectrometry, 18, 923-930.

Trester-Zedlitz M., Kamada K., Burley S.K., Feny6 D., Chait B.T., Muir T.W. (2003): A Modular
Cross-Linking Approach for Exploring Protein Interactions. Journal of the American
Chemical Society, 125, 2416-2425.

Tylichova M., Kopeény D., Snégaroff J., Sebela M. (2007): Plant aminoaldehyde
dehydrogenases: Has the time now come for new interesting discoveries? Current Topics in
Plant Biology, 8, 45-70.

Tylichova M., Kopecny D., Moréra S., Briozzo P., Lenobel R., Snégaroff J., Sebela M. (2010):
Structural and Functional Characterization of Plant Aminoaldehyde Dehydrogenase from
Pisum sativum with a Broad Specifity for Natural and Synthetic Aminoaldehydes. Journal of
Molecular Biology, 396, 870-882.

Vasilescu J., Guo X., Kast J. (2004): Identification of protein-protein interactions using in vivo
cross-linking and mass spectrometry. Proteomics, 4, 3845-3854.

Wand A.J., Englander S.W. (1996): Protein complexes studied by NMR spectroscopy. Current
Opinion in Biotechnology, 7, 403-408.

Weber I.T., Waltman M.J., Mustyakimov M., Blakeley M.P., Keen D.A., Ghosh A.K., Langan P.,
Kovalevsky A.Y. (2013): Joint X-ray/Neutron Crystallographic Study of HIV-1 Protease
with Clinical Inhibitor Amprenavir: Insights for Drug Design. Journal of Medicinal
Chemistry, 56, 5631-5635.

Yergey A.L., Coorseu J.R., Backlund P.S. Jr., Blank P.S., Humprey G.A., Zimmerberg J.,
Campbell J.M., Vestal M.L. (2002): De Novo Sequencing of Peptides Using
MALDI/TOF-TOF. Journal of the American Society for Mass Spectrometry, 13, 784-791.

Young M.M., Tang N., Hempel J.C., Oshiro C.M., Taylor E.W., Kuntz 1.D., Gibson B.W.,
Dollinger G. (2000): High throughput protein fold identification by using experimental
constraints devided from intramolecular cross-links and mass spectrometry. Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United States of America, 97, 5802-5806.

93



2D-HPLC

AA/BIS
ABALDH
ADH
ALDH
AMADH
APS
ATZ-derivat
BADH
BAL

BSA

CD

CE

EDC
EDTA
ESI

ESI-FTICR-MS/MS

G_2,0.2

G 5495

GABA
GBALDH
H/D vyména
HCCA

7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

dvoudimenzionalni vysokoucinna kapalinova
chromatografie

akrylamid/N, N -methylenbisakrylamid
4-aminobutyraldehdehydrogenasy
alkoholdehydrogenasa

aldehyddehydrogenasy
aminoaldehyddehydrogenasy

peroxodisiran amonny

derivéat anilinothiazolinonu
betainaldehyddehydrogenasy

betainaldehyd

hovézi sérovy albumin

cirkularni dichroismus

kapilarni elektroforéza
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid
kyselina ethylendiamintetraoctova

ionizace elektrosprejem

tandemova hmotnostni spektrometrie s ionizaci
elektrosprejem a Fourierovou
transformaci-iontova cyklotronova rezonance
vzorek  alkoholdehydrogenasy  respektive
aminoaldehyddehydrogenasy modifikovany
¢inidlem DSG v molarnim poméru 1:200
vzorek alkoholdehydrogenasy
respektiveaminoaldehyddehydrogenasy
modifikovany ¢inidlem DSG v molarnim
poméru 1:50

y-aminomaselna kyselina
4-guanidinobutyraldehyddehydrogenasy
vyména vodiku za deuterium

kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova
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HEPES

HIV
HPLC
LC
MALDI
MDR

MS/MS
MSX-3D

NAD(P)*

NAD(P)H

NHS
NKR-P1A

NMR

NP

pH

PITC

PSAMADH1, PsSAMADH?2

PSD
PTC-peptid, PTC-derivat

PTH
RP-HPLC

N-[2-hydroxyethyl]piperazin-N "-ethansulfonova
kyselina

virus lidské imunitni nedostatecnosti
vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
kapalinova chromatografie

matrici asistovana laserova desorpce / ionizace
dehydrogenasy/reduktasy se stfedn¢ dlouhym
fetézcem

tandemova hmotnostni spektrometrie
internetova aplikace urena k vytypovavani
hmot z hmotnostniho spektra,
kter¢ pravdépodobné piredstavuji  peptidy
S pti¢énymi vazbami
nikotinamidadenindinukleotid(fosfat)

v oxidované formé
nikotinamidadenindinukleotid(fosfat)

Vv redukované formé

N-hydroxysukcinimid

receptor (protein), ktery aktivuje odezvu
na virovou infekci

nuklearni magnetickd rezonance
nemodifikovany protein

zéporny logaritmus aktivity iontd H*
fenylisothiokyanat
isoenzymy aminoaldehyddehydrogenasy
z Pisum sativum

rozpad prekurzorového iontu za iontovym
zdrojem
fenylthiokarbamylpeptid
N-fenylthiohydantoin
kapalinova

vysokoucinna chromatografie

na reverzni fazi

95



S 2,52

S 5,55

SDS
SDS-PAGE

SIAMADH1, SIAMADH?2

ST

TEMED
TFA
TMABAL
TMABALDH
TOF

uv

viv

wiw

ZmAMADH1a, ZmAMADH]1b,

ZmAMADH?2

vzorek  alkoholdehydrogenasy  respektive

aminoaldehyddehydrogenasy modifikovany
¢inidlem DSS v molarnim poméru 1:200

vzorek  alkoholdehydrogenasy  respektive
aminoaldehyddehydrogenasy modifikovany
¢inidlem DSS v molarnim poméru 1:50
dodecylsiran sodny

elektroforéza v  polyakrylamidovém  gelu
Vv ptitomnosti dodecylsiranu sodného
isoenzymy aminoaldehyddehydrogenasy
ze Solanum lycopersicum

standardy

N,N,N’,N-tetramethylethylendiamin

kyselina trifluoroctova
N,N,N-trimethyl-4-aminobutyraldehydu
4-trimethylaminobutyraldehyddehydrogenasy
priletovy analyzator

ultrafialové svétlo

objemovy zlomek

hmotnostni zlomek

isoenzymy aminoaldehyddehydrogenasy ze Zea

mays
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