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Abstrakt

Intermedidlni filamenta jsou slozky cytoskeletu tvoiené velkou rodinou vlaknitych
proteinti specificky exprimovanych prakticky ve vSech diferenciovanych buiikach.
Za fyziologickych podminek se samovoln¢ skladaji do vldken v procesu, ktery zahrnuje
nékolik fazi organizace podjednotek. Tato vlakna poskytuji buiikdm elastické vlastnosti,
¢imz umoznuji udrzovat jejich strukturni a mechanickou integritu. Zatimco struktura
ostatnich cytoskeletalnich slozek je v dnesni dob¢ jiz dobie prozkoumana, podrobné
informace o struktufe intermedialnich filament v rGznych fazich skladani stale nejsou
k dispozici. Nové poznatky o struktufe téchto proteini by pfitom mohly mit velky ptinos
pro pochopeni mnoha patologickych mechanismi souvisejicich se zménami jejich
exprese v bunkach.

Tato prace se zabyva studiem interakci dimernich podjednotek v tetramernim
vimentinu, proteinu IIl. tfidy intermedialnich filament. Chemickym siténim smési
izotopove znaceného a neznaceného tetramerniho vimentinu, naslednym proteolytickym
Stépenim a analyzou pomoci hmotnostni spektrometrie byly identifikovany produkty
interdimerniho, intradimerniho a intrapeptidového siténi. Kvantifikaci byly ziskany
informace o interdimernich a intradimernich vzdéalenostnich omezenich, které¢ umoznuji

charakterizaci detailngj$i tetramerni struktury vimentinu.

Kli¢ova slova: intermedidlni filamenta, cytoskelet, chemické siténi, hmotnostni

spektrometrie



Abstract

Intermediate filaments are cytoskeleton components formed by a large family of fibrous
proteins specifically expressed in nearly all differentiated cells. Under physiological
conditions, they spontaneously assemble into fibers in a process that involves several
stages in the organization of subunits. These fibers provide elastic properties to the cells,
allowing them to maintain their structural and mechanical integrity. While the structure
of other cytoskeletal components is now well researched, detailed information on the
structure of intermediate filaments at various stages of assembly is still not available.
Thus, new insights into the structure of these proteins could be of great benefit
in understanding of various pathological mechanisms associated with changes in their
expression in cells.

This thesis studies interactions of dimeric subunits in the tetrameric assembly of
vimentin, class IIl protein of intermediate filaments. By chemical cross-linking of
isotopically labeled and unlabeled tetrameric vimentin mixture, followed by proteolytic
cleavage and mass spectrometry analysis, interdimeric, intradimeric and intrapeptide
cross-linking products were identified. Quantification yielded information on
interdimeric and intradimeric distance constraints, which allow the characterization of a

more detailed tetrameric vimentin structure.

Key words: intermediate filaments, cytoskeleton, chemical cross-linking, mass
spectrometry
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1 TEORETICKY UVOD

1.1 Cytoskelet

Cytoskelet tvoii integrovanou sit’ polymernich proteind, nachazejici se v cytosolu
eukaryotickych bun¢k. Hraje vyznamnou roli v mnoha bunécnych funkcich. Poskytuje
bunice vnitini oporu a poméaha udrzovat jeji tvar. Zajistuje pohyb celé bunky, transport
organel a molekul uvniti buiiky, komunikaci s jaddrem. Podili se na signalizaci, udrzovani
homeostazy ¢i déleni bunék. Je to vysoce strukturovany dynamicky systém, ktery je
neustale reorganizovan v reakcich na vnéjsi a vnitini podnéty v procesech bunééného

déleni, migrace, specifickych uspotadanich organel a intracelularniho transportu [1,2].

1.1.1 SloZky cytoskeletu

Cytoskeletalni sit” se sklada ze tfi typt filament, a to z mikrofilament, intermediarnich
filament a mikrotubulii, které se navzdjem 1i$i svymi charakteristickymi vlastnostmi
a dynamikou. Vzajemné interakce téchto jednotlivych komponent poskytuji cytoskeletu
jako celku flexibilitu a umoziuji jeho neustalé preskupovani, aby bylo vyhovéno
pottebam builkky za riznych podminek. Mikrofilamenta jsou tenka vldkna tvotfena
z aktinu, mikrotubuly jsou silnéjsi dutd vlakna skladajici se z heterodimert a,B-tubulinu.
Intermedidlni filamenta, jejichz nazev byl odvozen od skutecnosti, Ze pramér téchto
filament (~ 10 nm) se rozmérové nachazi mezi aktinovymi mikrofilamenty (~ 6 nm)
a mikrotubuly (~ 23 nm), jsou tvofena riznymi vldknitymi proteiny [3]. Svymi
vlastnostmi se v mnoha aspektech vyznamné li§i od mikrofilament a mikrotubuld, které
maji naopak mnoho spole¢ného.

Zakladnimi stavebnimi prvky mikrofilament 1 mikrotubulii jsou globularni proteiny,
monomerni aktin a dimer o,B-tubulinu, zatimco zakladni stavebni slozkou inter-
medidlnich filament je fibrilarni dimer. Zpisob, jakym intermedialni filamenta tvoii
vlakna, je také podstatné odliSny od ostatnich cytoskeletalnich komponent. Mikrotubuly
a mikrofilamenta sestavuji polarni vlakna za dodani energie ve formé ATP ¢i GTP,
pficemz polymerace pfednostné probihd na jednom konci, zatimco na druhém konci
dochdzi k depolymeraci [4]. Intermedidlni filamenta vykazuji za fyziologickych
podminek jedine¢nou schopnost samovolného sestaveni bez zapojeni nukleotidovych
trifosfath [5]. Intermedialni filamenta se prodluzuji pfipojovanim podjednotek na oba
konce. Podjednotky se vSak také mohou zaclenovat po celé délce vlaken, coz vede ke
znacné nehomogenité v jejich Sitce [6]. Aktinova mikrofilamenta spolecné s mikrotubuly

udavaji morfologii buiiky. Poskytuji drdhy pro molekularni motory, které zajist'uji
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transport molekul a organel bunkou, napomahaji pifi bunééném déleni a bunécné
lokomoci. Polarita téchto filament udava smér pohybu molekuldrnich motort kinesinu,
dyneinu a myosinu podél vldken. Naproti tomu intermedialni filamenta tvofi nepolarni
struktury a nemohou slouzit pro transport pomoci molekularnich motorti. Mohou vsak
s molekuldrnimi motory interagovat jako ndklad [7]. DalSim rozdilem ve srovnani
s ostatnimi slozkami cytoskeletu je specifita exprese proteinli intermedialnich filament
v konkrétnich bunkach. Intermedialni filamenta jsou nejdynamictéjSimi prvky
cytoskeletu a od ostatnich cytoskeletalnich vlaken se 1iSi svymi elastickymi
vlastnostmi [8§].

Zatimco struktury mikrotubulti a mikrofilament jsou dnes jiz dobie prozkoumané,

organizace intermedidlnich filament je v souasné dobé mnohem méné zndma. Strukturni

informace jsou pfitom nezbytné pro Uplné pochopeni funkci téchto filament v bunkach.
1.1.2 Intermedidlni filamenta

Intermedidlni filamenta jsou dynamické prvky cytoskeletu, které tvofi sit’ mezi povrchem
bunky a jadrem. V jadfe se podili na organizaci nukleoskeletu, v cytoplazmé propojuji
jadernou membranu s plazmatickou a zprostfedkovavaji vzajemnou komunikaci
cytoskeletalnich komponent. Vytvafi vldkna o priméru piiblizn€ 10 nm poskytujici
bunkam elastické vlastnosti, ¢imZ zabrafiuji mechanickému stresu bunék, které jsou
vystaveny vnéjsimu ¢i vnitinimu fyzickému naméahani [9]. Jsou sloZzeny z jednoho nebo
vice ¢lent velké rodiny vysoce nerozpustnych proteind, jejichz exprese je specifické pro
dany bunéény a tkanovy typ. Za fyziologickych podminek jsou sité intermedidlnich
filament velmi stabilni, odolné proti solubilizaci vysokymi teplotami, vysokymi
koncentracemi soli i detergenti [10].

1.1.2.1 Rozdéleni a vyskyt

V lidském genomu bylo nalezeno asi 70 geni kodujicich rizné proteiny intermedidlnich
filament, které tvofi jednu z nejpocetnéjSich proteinovych rodin [11]. Proteiny
intermedialnich filament se nachazi prakticky ve vSech diferenciovanych buiikach a jsou
pfitomny jak v cytoplazmé, tak v jadfe. V riiznych buinikach a tkanich jsou specificky
exprimovany ruzné typy proteini intermedialnich filament, viz Obrdzek 1 (str. 13).
Existuje vice nez 50 proteint intermedialnich filament, které jsou rozdéleny do péti
hlavnich kategorii na zaklad¢ jejich strukturni a sekven¢ni podobnosti [6], viz Tabulka 1
(str. 12). V zavislosti na jejich typu tvoii homopolymery ¢i heteropolymery. Mezi

nejvyznamngj$i proteiny intermedidlnich filament patii pfedev§im keratiny, laminy,
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desmin, vimentin, glidlni fibrilarni protein (GFAP, zangl. Glial Fibrillary Acidic
Protein), neurofilamenta, periferin ¢i syncoilin. Prvni ¢tyfi typy (I — IV) se nachazi
v cytoplazmé, zatimco typ V je pfitomny v jadie a tvoti vlaknitou sit’ na vnitinim povrchu
jaderné membrany. Dand bunka mtize exprimovat vice proteinti intermedialnich filament,

avsak vétsina bunck exprimuje prevazné jeden cytoplazmaticky typ [9].

Tabulka 1. Klasifikace proteint intermedidlnich filament na zaklad€ jejich strukturni a sekvencni

podobnosti

Typ 1 Kysel¢ keratiny

Typ II Bazické keratiny

TypIII  Desmin, Vimentin, GFAP, Periferin, Syncoilin

Typ IV Neurofilamenta (NF-L, NF-M, NF-H), o —internexin, Nestin, Synemin
TypV Laminy A, B, C

Typ VI Filensin, Phakinin

Typ I a Il tvoti nejvetsi skupina cytoplazmatickych intermedidlnich filament, mezi které
patii kyselé a bazické keratiny. Keratiny se vyskytuji pouze jako heteropolymery. Jejich
vlakna se skladaji z heterodimernich podjednotek tvotenych specifickymi kombinacemi
keratinii typu I a typu II. Nejsou vSak schopny tvofit polymery s intermedialnimi
filamenty jinych typi. Keratiny jsou produkovany hlavné epitelidlnimi bunikami, jsou
pritomny v ktizi, vlasech, nehtech. V lidském téle je exprimovano 54 rtiznych keratind
v zavislosti na bunécném typu a stupni diferenciace [12].

Mezi intermedialni filamenta typu III patii proteiny desmin, vimentin, periferin, GFAP
a syncoilin tvofici homopolymery. Jsou vSak také schopny tvofit heteropolymery s jinymi
proteiny typu III nebo IV. Desmin je exprimovan ve vSech typech svalovych bunék, tedy
v bunikach hladkého, ptficné pruhovaného 1 srdecniho svalstva [13]. Desminova vlakna
jsou odpovédnd za stabilizaci sarkomer ve stahujicim se svalu. Vimentin se nachazi
v buitkkdch mezenchymalniho plvodu, jako jsou pojivové a endotelidlni bunky ¢i
leukocyty. Periferin je pfitomen pfedevsim v neuronech periferniho nervového systému,
zatimco GFAP je exprimovan v astrocytech a gliovych buikach obklopujicich

neurony [9].
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K intermedidlnim filamenttim typu IV fadime neurofilamentové proteiny, které byly
pojmenovany na zaklad¢ svych odlisSnych molekulovych hmotnosti jako NF-L (light),
NF-M (medium), NF-H (heavy), dale a-internexin, nestin a synemin. Tyto proteiny tvori
heteropolymery spojenim s dal$imi proteiny typu III nebo IV, a-internexin vsak dokaze
vytvafet také homopolymery. Proteiny intermedidlnich filament typu IV jsou
exprimovany v neuronech, kde se podileji na radidlnim rtistu axonti. Synemin se zaroven
nachazi ve vSech typech svalovych bunék. Intermedidlni filamenta typu V, laminy,
se vyskytuji vyhradné v bunééném jadre, kde tvofi sit’ podporujici jadernou membranu.
Mezi proteiny typu VI patii dal§i ¢lenové rodiny intermedidlnich filament, které
nevykazuji sekvencni a strukturni rysy charakteristické pro predchozich pét hlavnich typi
a nelze je tedy zaradit do Zadné z hlavnich kategorii. Patfi sem naptiklad filensin

a phakinin, heteropolymerni proteiny nachazejici se v o¢ni ¢occe [14].

O¢ni Eocka Vlasy a nehty
Phakinin (V1) Keratin 31-38 (1)
Filensin (V1) Keratin 81-86 (1)

Nervovy systém
Neurofilamenta -L, -M, -H (IV)
a-internexin (V)

Nestin (IV)

Periferin (Il1)

GFAP (1ll)

KoZni keratiny
Keratin 1, 2, 5, 6 (11)
Keratin 9, 10, 14-17, 19 (1)

/|

Epitelidini keratiny

Keratin 7,8 (1)

Sval (srdeéni, kosterni,
hladky)

Desmin (lll)

Syncoilin (1l1)

Synemin (IV)

Keratin 18-20 (1)

Krevni
cévy/mezenchym
Vimentin (IIl)

Jadro
Lamin A, C (V)
Lamin B1, B2 (V)

Obrazek 1. Distribuce proteint intermedidlnich filament v bunikach a tkanich lidského téla. Prevzato
a upraveno z [9].
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1.1.2.2 Struktura a funkce

Intermedialni filamenta jsou zapojena do mnoha bunécnych fyziologickych aktivit,
vcetné bunécéné motility, morfologie, mechaniky, adheze, distribuce organel a bunécné
signalizace. Hlavni intracelularni funkci intermedialnich filament je udrzovani strukturni
a mechanické integrity bunék a tkani [2,15]. Tato funkce je zajisténa vazbou
intermedialnich filament na mikrotubuly, aktinova filamenta, plazmatickou a jadernou
membranu. Pfendseni kontraktilnich sil je zprosttedkovano mezibunécnymi spoji, jako
jsou desmozomy a adhezni spoje, dale pomoci hemidesmosomil epitelovych bunék
a fokalni adhezi fibroblastti. Desmosomy ukotvuji intermedialni filamenta k plazmatické
membrané a prendSeji mechanické sily mezi sousednimi buitkami. Hemidesmosomy
propojuji intermedidlni filamenta pfes plazmatickou membranu s extraceluldrni matrix.
Kontinuita intermedialnich filament brdni nadmérnému roztahovani bunc¢k a dodava
tkanim jako jsou epitely jejich mechanickou integritu. Interakce intermedialnich filament
s ostatnimi cytoskeletalnimi slozkami a organelami, vcetné spojeni s plazmatickou
a jadernou membranou koordinuje velka rodina proteind asociovanych s intermedidlnimi
filameny (IFAP, z angl. Intermediate Filament-Associated Proteins) [13], viz Obrazek 2
(str. 15). Zatim nejlépe prostudovanym proteinem schopnym zajistit interakce mezi
cytoskeletalnimi systémy a dalSimi proteiny je plektin. Dal§im proteinem rodiny IFAP je
napiiklad desmoplakin, ktery zprostiedkovava piipojeni intermedialnich filament
k desmozomim.

Kromé této vyznamné mechanické funkce maji intermedidlni filamenta celou fadu
specializovanych intraceluldrnich funkci. Bylo zjiSténo, Ze se podili na transportu
membranovych organel i jejich fungovani, dale také na transportu proteint a lipida [3].
Svym ukotvenim k jaderné a plazmatické membrané vytvati v buiice konstrukce, které
ovliviiyji polohu organel. Pro interakci s organelami, jako jsou mitochondrie, Golgiho
aparat, lysosomy ¢i endosomy, vazou intermedialni filamenta rizné membranové
komponenty téchto organel [4]. Toto navazani zpravidla zajistuji IFAP. Dale pfispivaji
k signalizaénim procestim v reakci na stres bunék prostfednictvim signalni transdukce
1 k dynamickym bunéénym funkcim jako je mitdza, apoptoza €1 bunéénéd migrace [6].

Intermediélni filamenta propojuji bunéény povrch s jaddrem interakcemi s komplexem
Linkeru nukleoskeletu a cytoskeletu (LINC, z angl. Linker of Nucleoskeleton and
Cytoskeleton). Tyto interakce jsou zprostfedkovany plektinem a umoZziuji ptenos
mechanickych sil z plazmatické membrany az do jadra, coz vede k mechanotransdukei.

v

Komplex LINC je spojeny s vn¢j$i 1 vnitini jadernou membranou a na vnitini strané
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interaguje s jadernymi laminy. Vazba intermedialnich filament na komplex LINC ma
vyznam pro ovliviiovani polohy jadra i pro prubéh mitézy [16].

Jednim z hlavnich zptisob, kterymi jsou intermedialni filamenta distribuovany v buiice,
jejejich asociace s mikrotubuly a mikrofilamenty, které poskytuji drahy pro intracelularni
transport pomoci molekularnich motorii kinesinu, dyneinu na mikrotubulech a myosinu
na mikrofilamentech [7]. Pomoci molekularnich motord mohou byt v bufice transporto-
vany podjednotky i cela zrala vldkna. Intermedidlni filamenta mohou byt pfepravovana
spojenim s jinym nakladem molekularnich motort, naptiklad prostiednictvim interakce
s mitochondriemi pfi jejich intracelularnim transportu. Zaroven je mozné, ze nckteré
organely jsou transportovany spojenim s intermedialnimi filamenty, které putuji podél

mikrotubula [12].
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Obriazek 2. Schéma znazornujici interakce intermedialnich filament s dal$imi cytoskeletalnimi slozkami
se zapojenim IFAP (plektin) a molekularnich motorti (kinesin, myosin). Pfevzato a upraveno z [4].
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Vsechny proteiny intermedialnich filament sdileji spole¢né strukturni znaky. Skladaji
se z konzervované centralni domény ohrani¢ené variabilni N-terminalni a C-termindlni
doménou, tzv. hlavou a ocasem. Centralni doména je rozdélena tfemi oblastmi,

tzv. linkery L1, L12 a Lo, na ¢tyfi a-helikélni segmenty 1A, 1B, 2A a 2B [3], viz Obrazek 3.

1 Lz L2

" A )20 coor

Obrazek 3. Strukturni model proteint intermedialnich filament slozeny z centralni domény, N-terminalni
a C-terminalni domény. Centralni doména je rozdélena do ¢tyf a-helikalnich segmentt 1A, 1B, 2A a 2B
pomoci linkerti Ly, L1 a L. Pfevzato z [2].

Proteiny intermedidlnich filament, nehledé¢ na jejich tkanovou specifitu, vykazuji
zna¢nou strukturni homologii v centralni doméné¢ v podobé vysoce konzervovanych
sekvenci. Centralni doménu cytoplazmatickych filament tvoii pfiblizné¢ 310 amino-
kyselin, avSak jaderné laminy maji tuto doménu o néco delsi [17]. Aminokyselinova
sekvence a-helikalnich oblasti centrdlni domény je tvofena heptadovymi repeticemi,
pfi¢emz v pozicich 1 a 4 se nachazi aminokyseliny hydrofobniho charakteru jako je valin,
leucin, isoleucin ¢i methionin [18]. Tento motiv napoméha tvorbé dimert pfi paralelni
asociaci monomeru do levotocivé dvousroubovice. V poloviné segmentu 2B se vyskytuje
diskontinuita v heptadové repetici, tzv. stutter, tvofeny z jedendcti opakujicich se
aminokyselin hydrofobniho charakteru v pozicich 1, 4 a 8 [19,20].

Na opacnych koncich centradlni domény, v segmentech 1A a 2B se nachazi dvé
absolutné konzervované sekvence napfic proteiny intermedialnich filament. V segmentu
1A se vyskytuje konzervovana oblast 26 aminokyselinovych zbytkli, na C-konci
segmentu 2B se nachazi konzervovana oblast 32 zbytkli s tzv. konsensudlnim
aminokyselinovym motivem YRKLLEGEE [21]. Tyto konzervované oblasti maji velky
vyznam v procesu skladani vldken. Naopak termindlni domény jsou variabilni a 1i8i se
délkou 1 sloZzenim primarni aminokyselinové sekvence. Termindlni domény interaguji
s riznymi cytoplazmatickymi slozkami vcetné ostatnich cytoskeletalnich komponent
a maji dileZitou roli pii sestavovani vlaken [22].

Povrch centralni domény obsahuje piebytek kyselych aminokyselin nesoucich zaporny
naboj, zatimco N-terminalni doména mnoha proteinli intermedidlnich filament je kladné
nabita kvuli piebytku bazickych aminokyselin. Interakce bazické N-terminalni domény

s kyselou centralni doménou je pravdépodobné stézejni pii prvni fazi sestavovani

vlakna [4,23].
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Intermediélni filamenta se za fyziologickych podminek skladaji samovolnég, pficemz
proces skladani zahrnuje nékolik fazi, jak je zndzornéno na Obrazku 4 (str. 18). Zakladni
stavebni jednotkou intermedialnich filament je dimer, ktery vznika navinutim centralnich
domén dvou monomertt do paralelni levotoCivé dvousSroubovice. Sestava zacina
postupnou asociaci dimer za vzniku tetrameru, coz je nejmen$i podjednotka
pozorovatelna v buiikach. Princip sestavy cytoplazmatickych a jadernych intermedialnich
filament je vSak odlisny. U jadernych lamini dochédzi k laterdlni asociaci dimerd.
C-terminalni doména piedesiého dimeru se napoji na N-terminalni doménu nasledujiciho
dimeru, dochézi ke spojeni tzv. ve sméru hlava k ocasu, ¢imz vznikaji linearni polymery.
Dimery cytoplazmatickych intermedidlnich filament asociuji antiparalelné a tvoii
nepolarni tetramer. Hnaci silou pfi vzniku tetrameri je elektrostaticka ptitazlivost kladné
nabité N-termindlni domény a zdporné€ nabité centralni domény [23]. Nésledné obvykle
osm tetramert asociuje lateraln¢ za vzniku tzv. ULF podjednotek (ULFs, z angl. Unit-
Lenght Filaments) o primeéru pfiblizn¢ 16 nm a délce 58 nm. Pocet tetramert tvoticich
ULF se vSak mize lisit, jedna ULF podjednotka mlze sestavat z 24 az 40 polypeptida.
V dalsi fazi se ULFs podéln€ spojuji a vldkna rostou az do délky stovek nm. Béhem
posledni faze tvorby zralych intermedidlnich filament dochazi ke vnitinimu ptfeskupeni
podjednotek, coz se projevuje radidlnim zhutnénim rostouciho vldkna na primér

10 nm [24,25].
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Obrizek 4. Schématické znazornéni jednotlivych fazi skladani intermedialnich filament. Navinutim dvou
monomert do paralelni levoto¢ivé dvousSroubovice vznikaji dimery, které nasledné asociuji antiparalelné
za vzniku tetramert. Zpravidla osm tetramert se spojuje lateralné a vytvari tzv. ULFs, jejichz postupnym
podélnym napojovanim vznika prodluzujici se vlakno. Pfevzato a upraveno z [1].

Organizace 1 funkce intermedialnich filament jsou regulovany posttransla¢nimi
modifikacemi. Mezi nejcastéj$i modifikace ovlivitujici intermedidlni filamenta patii
fosforylace, glykosylace, acetylace, sumoylace ¢i ubikvitinace [26]. Zejména fosforylace
a defosforylace serinovych a threoninovych zbytkli v N-termindlnich doménach ma
vyznamny vliv na proces sklddani intermedialnich filament. Bylo zji§téno, Ze fosforylace
podporuje depolymeraci filament, tedy rozklad vldken na ULF podjednotky.
Defosforylace naopak zvysuje stabilitu vlakna. Mimo to mé fosforylace vliv na asociaci

intermedialnich filament s IFAP a dalsi specifické interakce [27].
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1.1.2.3 Patologie souvisejici s intermedialnimi filamenty

Mutace v genech kodujicich proteiny intermedialnich filament je spojena s Sirokou Skalou
v soucasnosti nelécitelnych lidskych chorob. Dodnes bylo objeveno vice nez
80 dédi¢nych onemocnéni, veetné progrese rakoviny, jez koreluji se zménami exprese
intermedialnich filament [5]. Molekularni mechanismy téchto onemocnéni odpovidaji
porucham ve funkcich typicky ptfifazovanych intermedidlnim filamentim, tedy udrzovani
strukturni a mechanické integrity bunck a tkani. V né€kolika poslednich letech vSak bylo
definovano mnoho patologickych stavii souvisejicich s nemechanickymi funkcemi
intermedialnich filament. Napfiklad byla objevena vazna neurodegenerativni
onemocnéni spojend s naruSenim funkce intermedialnich filament v nervovém systému.
Mezi tyto onemocnéni patii Alexandrova choroba zplisobend mutaci proteinu GFAP, ¢i
amyotroficka laterdlni skler6za (ALS) spojend s defekty neurofilament [12].

Mechanické vlastnosti intermedidlnich filament jsou nezbytné pro normalni funkci
mnoha tkani jako je klize, svalova ¢i nervova tkan. NaruSeni struktury intermedialnich
filament vede k onemocnénim, kterd jsou charakterizovana nedostatecnou schopnosti
téchto tkani odolavat mechanickému namahani. Pfikladem jsou kozni choroby zptsobené
mutacemi keratind, kardiomyopatiec nebo svalova dystrofie souvisejici s mutacemi
desminu [28].

Jednou z prvnich nemoci objevenych v souvislosti s poruchou funkce intermedidlnich
filament je obzvlasté zadvazna forma kozniho onemocnéni Epidermolysis bullosa simplex
(EBS), jedna z forem tzv. nemoci motylich kiidel [17]. EBS je zptisobena mutacemi
v genech pro keratin 5 (KRTS) a keratin 14 (KRT14). Exprese mutantnich keratinil
zpisobuje, ze se keratinova vladkna nemohou spravné sestavit, coZz vede k naruSeni
bazalnich keratinocytt. V dusledku poskozeni keratinovych vlédken je pokozka velice
kiehka a citliva na mechanicky stres, jehoz pisobenim dochazi k cytolyze v zakladni

vrstvé epidermis a na klizi se objevuji puchyte [29].
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1.1.3 Vimentin

Vimentin je protein tfeti tfidy intermedialnich filament s molekulovou hmotnosti
53,7 kDa, tvofeny 466 aminokyselinami [30]. Tvoii sit mezi bunéénou membranou
a jadrem v bunikkach mezenchymalniho ptivodu. Typicky je exprimovan v endotelialnich
bunkach, fibroblastech, lymfocytech ¢i v bunkach hladkého svalstva cév. Hlavni roli
vimentinu je zajiSténi mechanické stability a opory bunck. Vimentinova sit’ umoziiuje
regulovat intracelularni mechanické zmény doprovazejici fyziologické aktivity, jako je
bunécna kontrakce, pohyblivost, proliferace anebo umisténi organel. Je zapojena do
procesti migrace bun¢k béhem hojeni ran a opravy tkani [12].

Vimentin se ucastni bunécného pifechodu z epitelu do mezenchymu. Epitelidlni-
mezenchymalni prechod (EMT, z angl. Epithelial-Mesenchymal Transition) je proces, pii
kterém epitelidlni butiky prochazeji funkénimi a morfologickymi zménami a diferencuji
se na bunky mezenchymalni. Epitelidlni buniky zaujimaji typicky mezenchymalni ¢i
fibroblasticky tvar. Dochazi ke ztrat¢ desmozomalnich kontaktti a modifikaci bunécné
adheze. Zaroven dochazi ke zméné ukotveni k extracelularni matrix, coz se projevuje
zvySenim dynamiky fokalni adheze a buiky se stavaji pohyblivymi [31]. Charakte-
ristickym znakem EMT je sniZeni exprese keratinu a zvySeni exprese vimentinu [12].
K tomuto procesu dochazi béhem embryogeneze, pii regeneraci tkdni v procesech hojeni
ran €1 fibroze vyvolané zanétem, anebo pfi malignich transformacich buné€k. Vimentin se
také ucastni prodluZzovani invadopodii, coz jsou vy¢nélky plazmatické membrany
obsahujici proteazy, které zptisobuji degradaci bazalni membrany a extracelularni matrix.
To umoZiiuje migraci rakovinnych bunék pies extracelularni prostiedi a metastazi do
vzdalenych mist [32]. Vimentin je exprimovan v nékolika typech nadort a jeho exprese
koreluje s jejich agresivitou. Nadmeérna exprese vimentinu se jiz fadu let vyuziva jako
klinicky marker pro EMT, kriticky proces pfi Sifeni nadorovych bunék [33].

Cileni na regulaci klicovych sloZzek procesu EMT by mohlo mit velky potencial v 1écbé
rakoviny a vyvoji Iékti [34]. Kromé toho exprese a mutace vimentinu provazeji celou fadu
patologickych stavll, mezi néZ patii onemocnéni jako je Sedy zakal, revmatoidni artritida,
Crohnova choroba ¢i AIDS (syndrom ziskané imunodeficience, z angl. Acquired
Immunodeficiency Syndrome) [33,35]. Tyto skutecnosti délaji z vimentinu atraktivni
potencialni cil pro diagnostiku a 1é¢bu Siroké Skaly chorob od rakoviny po zanétliva

a infek¢éni onemocnéni.
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Molekula vimentinu se skladd ze tii domén, N-termindlni tzv. hlavové domény,
centradlni domény, a C-terminalni tzv. ocasni domény. Periodicita heptadové repetice
v centralni doméné je v nékolika mistech prerusena kratkymi linkery L1, Li2, L2, ¢imz
vznikaji a-helikalni segmenty 1A a 1B, které spolecné tvoii a-helikdlni strukturu 1,
a segmenty 2A a 2B tvotici a-helikdlni strukturu 2. Centralni doménu vimentinu tvoii
310 aminokyselinovych zbytkl, z nichz 70 je kyselych a 46 bazickych, coz ud€luje
centralni domén¢ zaporny naboj [25,30]. N-terminalni doména nese kladny néboj, ktery
je déan 11 bazickymi argininovymi zbytky, jedinymi nabitymi aminokyselinami
v sekvenci hlavové domény. Asociaci centralnich domén dvou molekul vznikaji dimery

usporadané do levotocivé dvousroubovice, viz Obrazek 5.
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Obrazek 5. Model vimentinu v dimerni formé. Hlavova doména, centralni doména a jeji a-helikalni
segmenty 1A, 1B, 2A a 2B, ocasni doména. Fialové jsou vyznacené konzervované oblasti nachdzejici se
v segmentech 1A a 2B. Pfevzato a upraveno z [3].

Nasledn¢ dochazi k antiparalelni asociaci dimerti za vzniku tetramerti. Asociace osmi
tetramert tvoii ULF, jejichz podélnym napojovanim postupné vznikaji vldkna, kterad
nakonec prochézi radidlnim zhutnénim. Jakym zptisobem vzajemné interaguji jednotlivé
oligomery v riiznych fazich skladani vSak stale neni detailné prozkouméno. Na zaklad¢
studii provadénych na vimentinu technikou chemického siténi bylo vytvofeno nékolik
modelt predstavujicich mozné zplisoby asociace dimer-dimer v procesu skladani do
zralych vlaken [36], viz Obrazek 6 (str. 22). Tyto modely reprezentuji tii odlisné zpiisoby
lateralni asociace dimert Aii, A1z, Az. Dale model Acn predstavuje zplisob podélné
asociace dimerl. Zaroven bylo zji$téno, Ze dimerni interakce typu A11 a A2z se vyskytuji
pfedevSim v pocatecnich fazich tvorby filament a dalSi zplsoby téchto interakci se

uplatiiuji v pozdéjsich fazich postupného skladani [37].
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Obrazek 6. Modely laterdlni asociace dimer-dimer A1, Az, Az a podélné asociace dimer-dimer Acn.
Cerven¢ vyznacena a-helikalni struktura 1 a zelen¢ a-helikalni struktura 2. Pfevzato z [3].

Interakce dimer-dimer jsou zaloZeny na elektrostatické pfitazlivosti mezi bazickymi
argininy N-terminadlni domény a piebytkem kyselych aminokyselin centralni
domény [23]. Zda se, Ze N-terminalni doména ma pro sestavu filament zdsadni vyznam,
ptestoze se jeji sekvence i délka v rdmci riznych proteinil intermedialnich filament 1isi.
Pokusy provadéné na vimentinu postradajicim hlavovou doménu ukazaly, Ze takové
molekuly nejsou schopné vytvaret tetramery [38]. Dalsi studie na vimentinu s riznymi
delecemi v N-terminalni doméné odhalily sekvence, které jsou nezbytné pro sestavu
filament. Bylo zji§téno, Ze prvnich 24 aminokyselinovych zbytkd na N-konci hlavové
Jejich odstranénim vimentin neni schopen tvofit tetramerni formy [39]. Odstranéni
C-termindlni, tzv. ocasni domény nemd vliv na schopnost tvorby filament, avSak
ovliviiyje vyslednou tloustku zralych vlaken, coZ naznacuje, Ze hraje roli v posledni fazi
sloZeni, kdy dochdzi k radidlnimu uspofadani filament. Vyznamnou roli v sestavé vlaken
maji segmenty 1A a 2B centrdlni domény. Bodové mutace v jejich konzervovanych

oblastech zptisobuji, ze skladani probiha jen do faze ULF [40].

Podjednotky ULFs za fyziologickych podminek spontanné polymeruji do vlaken béhem
nékolika minut [4], jak je vidét na Obrazku 7 (str. 23). Zrala filamenta a ULFs jsou
v cytoplazmé v rovnovaze a k zabudovani podjednotek miize dochazet v jakémkoliv
misté¢ vldkna. Vytvafeni vimentinové sit€ zafind v blizkosti jadra. Disociované
podjednotky se pohybuji pomoci molekularnich motori smérem k periferii buiky, kde

polymeruji do vlaken a zaclenuji se do sité. V buiice takto mohou byt transportovany
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jednotlivé podjednotky, ale i zrald vlakna. U vimentinu bylo zjiSténo, Ze transport mize

probihat jak smérem k bunéénému povrchu, tak k bunéénému jadru.

Obrazek 7. In vitro polymerace rekombinantniho lidského vimentinu pozorovana elektronovym
mikroskopem po A) 2 sekundach, B) 10 minutach, C) 1 hodiné. Méfitko 100 nm. Pievzato z [3].

1.2 Strukturni charakterizace intermedidlnich filament

Stanoveni struktury intermedialnich filament je nezbytné pro uplné pochopeni jejich
funkce. Muze pfinést dllezité poznatky o mechanismech mnoha v soucasnosti
nelécitelnych lidskych onemocnéni, které souvisi s expresi proteinli intermedidlnich
filament a jejich mutacemi. Podrobné informace o jejich struktufe v riznych fazich
skladani vsak stale nejsou k dispozici, coz nam brani pochopit spravné i patogenni
chovani téchto proteinil.

Pro strukturni charakterizaci proteini se béZzné¢ vyuzivaji techniky rentgenové
krystalografie, nuklearni magnetické rezonance nebo kryo-elektronové mikroskopie,
které umoznuji ziskat strukturni informace s rozliSenim na urovni jednotlivych atomd.
Tyto metody vSak neposkytuji informace o dynamickém charakteru proteinovych
struktur, jako jsou napftiklad jednotlivé faze skladani proteint intermedialnich filament
do zralych vldken. AvSak rentgenovou krystalografii byly ziskany detailni strukturni
informace o jednotlivych fragmentech, monomernich i dimernich podjednotkéach riznych
proteint intermedialnich filament [3,41]. Z vysledka ziskanych pro jednotlivé fragmenty
vSak nelze ptimo vyvodit zavéry vysvétlujici usporadani nativnich oligomernich molekul.
Pro ovéfeni a rozsifeni téchto poznatkli jsou nezbytné studie proteinti za nativnich
podminek.

Pro doplnéni statickych dat informacemi o dynamickych vlastnostech intermedialnich
filament b&hem jejich skladéani, jsou vyuzivany metody hmotnostni spektrometrie
v kombinaci s chemickym siténim ¢i vodik-deuteriovou vyménou (HDX, zangl.

Hydrogen-Deuterium Exchange). Tyto techniky ndm umoziuji ziskat informace
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o vzajemnych interakcich podjednotek a dynamické povaze proteinii, nezbytné pro
pochopeni procesu uspotadani intermedialnich filament [23,36,37,40].

Déle bylo pro pozorovani skladani filament a jejich vysSich struktur vyuzito metody
elektronové mikroskopie fixovanych preparati v riznych casovych intervalech.
V soucasné dob¢ se kromé¢ elektronové mikroskopie vyuziva také metoda malothlového
rozptylu rentgenového zatreni (SAXS, z angl. Small-Angle X-ray Scattering) umoziujici
zkoumani makromolekul v roztoku. Na zaklad¢ dat ziskanych pii experimentech
s vimentinem metodou SAXS byly vytvofeny trojrozmérné modely tetramerni formy,
oktamerni formy i ULF vimentinu [42].

1.2.1 Vodik-deuteriova vyména

Vodik-deuteriova vyména v kombinaci s hmotnostni spektrometrii poskytuje informace
o dynamickych strukturnich zménach jednotlivych oligomernich forem v procesu
skladéni filament za nativnich podminek. Pii studiich vimentinu pomoci HDX byla
prokazéna vyznamna role konsenzuélnich motivl v centralni doméné na tvorbu filament.
V publikaci Premchandar et al. [40] byly provadény experimenty na vimentinu s riznymi
bodovymi mutacemi v konzervovanych sekvencich centralni domény. Jedind zména
aminokyseliny v téchto oblastech vedla k zastaveni procesu skladani ve fazi ULF. Na
zakladé téchto experimenti byly identifikovany tfi oblasti: N-terminalni sekvence
v segmentu 1A, N-termindlni sekvence v segmentu 2A, a C-terminalni sekvence
v segmentu 2B, zodpovédné za stabilizaci tetramerti, ULF a zralych vlaken b&hem
skladéani filament. Tyto oblasti jsou tedy povaZzovany za kontaktni mista, kterd udrzuji
vldkna pohromadg.

1.2.2 Chemické siténi

Metoda chemického siténi v kombinaci s hmotnostni spektrometrii umoziuje ziskat
dulezit¢ informace o protein-proteinovych interakcich podjednotek béhem organizace
proteinli do vysSich struktur. V minulosti bylo provedeno n¢kolik studii zaloZenych na
chemickém siténi vimentinu [23,36,37]. Byly jimi ziskany modely Ctyt zplsobi interakci
dimer-dimer, které byly pozorovany v procesu skladani vldken [36], viz Obrazek 6
(str. 22). Tyto modely ptedstavuji tfi zptisoby lateralni asociace oznacené jako A1, A
a Ai2. Model Ai1 zndzoriiuje antiparalelni uspofddani dimeri, ve kterém dimery
vzajemné interaguji prostiednictvim a-helikélni struktury 1. V modelu A»; antiparalelni
dimery interaguji pomoci a-helikalni struktury 2 a v modelu A2 dochdzi k interakcim

v celé délce dimert. Posledni model Acn predstavuje zplisob podélné interakce prekrytim
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N-termindlni a C-terminalni domény dvou dimerti. V dalsi studii bylo zjiSténo, ze na
tvorbé ULF se podili prevazné interakce typu Aii. Existence dalSich uvedenych
asociacnich forem pozorovana ve zralych vlaknech naznacuje, ze v posledni fazi sestavy
béhem radidlniho zhutnéni dochazi k preskupovani podjednotek [37]. Nasledn¢ byla
chemickym siténim potvrzena hypotéza tykajici se vyznamu elektrostatickych interakci
na sestavu vlaken. Bylo zjiSténo, Ze interakce mezi opanymi ndboji v centralni

a N-terminalni doméné¢ je hnaci silou pro usporadani filament [23].
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2 CiLE PRACE

e Piiprava tetramerni smési dusikem "N izotopové znateného a neznageného
vimentinu pro chemickeé siténi.

e Chemické siténi tetramerniho vimentinu a zpracovani siténého produktu pro LC-MS
analyzu.

e Analyza siténych peptidit pomoci hmotnostni spektrometrie a ndsledné kvantifikace

interdimernich a intradimernich vzdalenostnich omezeni.

26



Ve

3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

1,4-dithiothreitol (99%)
3-(N-morfolino)propansulfonova kyselina (99,5%)
4-ethylmorfolin (99,5%)

Acetonitril (LC-MS kvalita)

Coomassie Brilliant Blue R 250

Dimethyl sulfoxid

Disukcinimidyl suberat

Disukcinimidyl suberat, smés H12/D12 (50:50)
Dodecylsiran sodny

Ethanol (HPLC kvalita)

HEPES (99,5 %)

Hydroxid draselny (85%)

Chloracetamid (98%)

Chlorid sodny (p.a. kvalita)

Kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova
Kyselina octova (99,5%)

Kyselina mravenci (98%)

Kyselina trifluoroctova (99%)
Methanol(LC-MS kvalita)

Mocovina (99,9%)

Methylamin hydrochlorid (98%)

NuPAGE® LDS vzorkovy pufr

Proteasa Trypsin gold

Proteinovy standard SeeBlue™ Plus2 Pre-stained
Tris (2-karboxyethyl) fosfin hydrochlorid
Voda (LC-MS kvalita)

3.2 Biologicky material

Vimentin Wild Type '*N izotopové znageny

Vimentin Wild Type *N neznadeny

Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
Merck, Némecko

VWR International, USA
Merck, Némecko
Creative Molecules, Kanada
Creative Molecules, Kanada
VWR International, USA
Lach-ner, CR

Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
Lach-ner, CR

Bruker Daltonics, USA
Sigma Aldrich, USA
Merck, Némecko

Sigma Aldrich

Merck, Némecko

VWR International, USA
Sigma Aldrich, USA
Invitrogen, USA
Promega, USA
Invitrogen, USA

Sigma Aldrich, USA
Merck, Némecko

Laboratot biokrystalografie
KU Leuven, Belgie
Laboratof biokrystalografie
KU Leuven, Belgie
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3.3 Roztoky

Barvici roztok pro SDS-PAGE
45 % (v/v) methanol, 10 % (v/v) kyselina octova, 0,25 % (w/v) Coomasie Brilliant blue
R 250

Dialyza¢ni pufr A
6,2mol/l moc¢ovina, Smmol/l MAC, 2mmol/l HEPES, pH 8,2

Dialyzaéni pufr B
2mmol/l HEPES, 0,3mmol/l DTT, pH 8,2

Elektrodovy pufr
5 % (v/v) MOPS SDS pufr

Ethylmorfolinovy pufr
150mmol/l 4-ethylmorfolin, 15 % (v/v) acetonitril, pH 8,3

Monomerni pufr
8,8mol/l mocovina, Smmol/l Tris, 2mmol/l DTT, 5S5mmol/l MAC, 2mmol/l EDTA,
Imol/l chlorid sodny

Odbarvovaci roztok pro SDS-PAGE
35 % (v/v) ethanol, 10 % (v/v) kyselina octova

Odsolovaci roztok A
2 % (v/v) acetonitril, 0,1 % (v/v) kyselina trifluoroctova

Odsolovaci roztok B
90 % (v/v) acetonitril, 0,1 % (v/v) kyselina trifluoroctova

Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE
100mmol/l DTT v 4x koncentrovaném NuPAGE® LDS vzorkovém pufru
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3.4 Poutzité pristroje a material

Analytické vahy NewClassic MF

Automatické pipety

Centrifuga stolni MiniSpin

Dialyzacni kazety, Slide-A-Lyzer™ MWCO 10kDa

Elektroforeticka souprava pro SDS-PAGE (Novex®)

Hmotnostni spektrometr Bruker solariX XR 15T

HPLC systém Agilent 1290

Chladnicka s mrazni¢kou

Chromatografické kolona Luna Omega Polar
C18 1.6 um, 1.0 x 100 mm

Injekeni stiikacka

Magnetickd michacka

Mikrostiikacka

MALDI tercik s 384 pozicemi

NuPAGE® 4-12% Bis-Tris gel

Odsolovaci kolona kolona OPTI-TRAP™ pro peptidy

pH metr Orion 2 Star

Predvazky EMB 1000-2

Ultrazvukova ¢isticka Elmasonic S 30 H
Spektrofotometr DeNovix DS-11 FX +
Termostat stolni CH-100

Vakuova odparka Speed Vac

Vialky se septem

Vortex

3.5 Software

Data Analysis 5.0
LinX 1.13

Mettler Toledo, Svycarsko
Mettler Toledo, Svycarsko
Eppendorf, Némecko
Thermo Fischer Scientific,
USA

Invitrogen, USA

Bruker Daltonics, USA
Agilent Technologies, USA
Siemens, Némecko

Phenomenex, USA

B. Braun, Némecko
VELP Scientifica, Italie
Hamilton, USA

Bruker Daltonics, USA
Invitrogen, USA
Optimize Technologies,
USA

Thermo Fisher Scientific,
Kern, Némecko

Biosan, LotySsko
DeNovix, USA

Biosan, LotySsko
Eppendorf, Némecko
Thermo Fisher Scientific,
USA

VELP Scientifica, Italie

Bruker Daltonics, USA
MBU AVCR, CR [43]
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3.6 Metody

3.6.1 Exprese a purifikace vimentinu

Exprese a purifikace vimentinu nebyla soucasti této prace. Vychozim materidlem byl jiz
pfipraveny vimentin a dusikem '’N izotopové znadeny vimentin, které byly pro tyto
experimenty poskytnuty Laboratofi biokrystalografie KU Leuven, Belgie. Proteiny byly
dodany v monomerni formé v pufru o slozZeni: 8,8 mol/l mocovina, 5 mmol/l Tris,

2 mmol/l DTT, 5 mmol/l MAC, 2 mmol/l EDTA a 1 mol/I chlorid sodny.
3.6.2 Dialyza a sestaveni tetramerniho vimentinu

Jednotlivé faze skladani vimentinu probihaji za riznych koncentraci mocoviny. Abychom
zmonomerni formy ziskali tetramery, byla vyuzita postupnd dialyza za sniZovani
koncentrace mocoviny pomoci dvou dialyzacnich pufri A a B. Vimentin v monomerni
formé se nachazel v pufru obsahujicim 8,8mol/l mocovinu. Ke vzniku dimerti dochazi po
dosazeni koncentrace 6mol/l mocoviny a ndslednym sniZovanim koncentrace mocoviny

dochazi k asociaci dimert na tetramery [19,38].
3.6.2.1 Priprava dimerniho vimentinu

Zmrazené vzorky vimentinu N (koncentrace 0,895 mg/ml) a vimentinu N
(koncentrace 0,180 mg/ml) byly rozmraZeny a oddélené ptresunuty do kazety s dialyzacni
membranou zadrZujici molekuly o relativni molekulové hmotnosti vy$si nez 10 kDa.
Dialyza probihala v chladové mistnosti (4 °C) za stalého michani na magnetické
michacce. Prvni krok dialyzy, za Gcelem vzniku dimerti, probihal pfes noc v 1 litru
dialyza¢niho pufru A.

3.6.2.2 Stanoveni koncentrace proteinu

Po prvnim dialyzaénim kroku byla spektrofotometricky stanovena koncentrace
vimentinu N a vimentinu N v dimerni formé&. Na spektrofotometru DeNovix byla
zm¢étena absorbance vzorku pii 280 nm, z ¢ehoz byla vypoctena hmotnostni koncentrace
proteinu v jednotlivych vzorcich. Teoretickd hodnota molarniho absorpéniho koeficientu
vimentinu pti 280 nm je 22 330 dm*-mol '-cm™!.

3.6.2.3 Analyza vzorkd pro pfipravu smési vimentinu 4N/*°N

Vhodny pomér pro smichani dimerniho vimentinu N a >N byl stanoven pomoci
MALDIFT-ICR MS (MALDI, z angl. Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization,
FT-ICR, z angl. Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance). Na zakladé zméfenych

koncentraci jednotlivych dimeri byly pfipraveny tii vzorky, ve kterych byl smichan
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vimentin "“N:!'>N v pomérech 1:1, 1:3 a 1:6. Takto pfipravené vzorky byly nejprve tfikrat
nafedény ethylmorfolinovym pufrem, a poté byl ke vzorkiim pipetovan trypsin
v hmotnostnim poméru 1:10 (trypsin : vimentin). Vzorky byly umistény na 1,5 h do
termostatu na 37 °C. Nasledn¢ bylo provedeno odsoleni vzniklych peptidi na odsolovaci
kolon¢ pomoci odsolovacich roztokt 1 a 2, dle vyrobcem dodaného protokolu [44]. Na
MALDI ter¢ik byl postupné nanesen 1 pl kazdého odsoleného vzorku a po zaschnuti byl
prevrstven 1 ul matrice (kyselina a-kyano-4-hydroxyskoticova). Méfeni na hmotnostnim
spektrometru bylo provedeno Mgr. Janem Fialou. Na zakladé¢ hmotnostnich spekter
ziskanych pro jednotlivé vzorky byl zvolen nejvhodnéjsi pomér pro smichani N a ’N
dimerti vimentinu.

3.6.2.4 Priprava izotopové znaceného tetramerniho vimentinu

Pro piipravu smési obsahujici stejné mnozstvi N a >N vimentinu byly vzorky obsahujici
dimerni formy vimentinu smichany v hmotnostnim poméru 1:1,5 pro *N ku N. Takto
pfipraveny vzorek byl opét pifeveden do dialyzacni kazety. Soucasné byl do druhé
dialyzaéni kazety pieveden zbytek vzorku obsahujiciho neznadeny dimerni vimentin "N.
Nésledovaly dalsi kroky postupné dialyzy, za ucelem sniZeni koncentrace mocoviny

a asociace dimerll na tetramery.

Nejprve byly vzorky dialyzovany ve 300 ml dialyza¢niho pufru A po dobu 20 minut.
Poté bylo z kadinky odebrano 100 ml pufru A, a pfidano 100 ml dialyzaéniho pufru B
s nulovou koncentraci moc€oviny a dialyza probihala 20 minut. Néasledné€ bylo odebrano
150 ml pufru A, ptfidano 150 ml pufru B a vzorek byl opét dialyzovan 20 minut. V dalSim
kroku bylo z kadinky znovu odebrano 150 ml pufru A a pfidano 150 ml pufru B.
Po 20 minutach byly dialyza¢ni kazety se vzorky pfesunuty do 1 litru pufru B, ve kterém
dialyza probihala 2 hodiny. Nakonec byly vzorky umistény do ¢isté kadinky s 2 litry
pufru B, kde dialyza probihala ptfes noc. Dalsi den byl proveden posledni krok postupné
dialyzy, pficemz byly vzorky ptesunuty do 1,5 litru pufru B a dialyzovany po dobu
3 hodin. Po ukonceni dialyzy byl obsah dialyzac¢nich kazet pfeveden do mikrozkumavek.

Po dialyze byla opét zméfena absorbance vzorkd pii 280 nm na spektrofotometru
DeNovix, ze které byla stanovena koncentrace tetramerniho vimentinu “N/!SN

a tetramerniho vimentinu '*N. Tyto vzorky byly déle pouZity pro chemické siténi.
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3.6.3 Chemické siténi tetramerd vimentinu
Pro chemické siténi vimentinu byl pouzit disukcinimidyl suberat (DSS) a smés
nedeuterovaného/deuterovaného DSS H12/D12 v poméru 50:50.

Pro sitovaci reakce byl zvolen padesatinasobny molarni nadbytek sitovaciho Cinidla ku
proteinu. Byly pfipraveny zasobni roztoky DSS a DSS H12/D12 o koncentraci 2 mg/ml
rozpu$ténim sitovaciho €inidla v dimethyl sulfoxidu (DMSO). Ke vzorkim tetramert
vimentinu *N/'*N bylo ptidano ¢inidlo DSS, ke vzorkiim tetramerniho vimentinu N
bylo ptidano DSS a také smés DSS H12/D12, piicemz konecny obsah DMSO ve vzorcich
¢inil 1,29 %. Vzorky byly pfipraveny v triplikdtech a soucasné byl vytvoten kontrolni
vzorek bez ptidavku sitovaciho ¢inidla. Reakéni smés byla zamichana a ponechana
reagovat jednu hodinu pfi laboratorni teploté. Mnozstvi proteinu pouzitého na reakci bylo
stanoveno na 20 pg.

Reak¢ni smés byla poté rozdélena na dvé poloviny. Jedna polovina kazdého vzorku byla
pouzita pro kontrolu sitovaci reakce pomoci elektroforesy, druhd polovina byla nasledné
zpracovavana pro LC-MS analyzu (LC-MS, zangl. Liquid Chromatography-Mass
Spectrometry).

3.6.4 Elektroforeticka separace produktl chemického siténi

Kontrola sitovaci reakce byla provedena pomoci SDS-PAGE (elektroforéza
v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného, zangl. Sodium
Dodecylsulfate Polyacrylamide Gel Electroforesis). Ke smési vzorku se sitovacim
¢inidlem, obsahujici pfiblizné 10 pg proteinu ve 33 pl, byl pfidan ctyfikrat koncentrovany
vzorkovy LDS pufr v poméru 3:1 (v/v). Vzorky byly zamichdny a inkubovany
v termostatu pii 95 °C po dobu 5 minut. Nasledné byla provedena centrifugace a do jamek
polyakrylamidového NuPage 4-12% Bis-Tris gelu bylo pipetovano 20 pl vzorki.
Do prvni a posledni jamky gelu bylo naneseno 5 pl proteinového standardu SeeBlue™
Plus2 Pre-stained. Separace probihala ve 20x fedéném MOPS elektrodovém pufru po
dobu 40 minut pii 200 V. Po separaci byly proteiny v gelu vizualizovany barvicim
roztokem obsahujicim Coomassie brilliant Blue R 250. Nasledné bylo barvivo vymyvano
odbarvovacim roztokem tvofenym ethanolem, vodou a kyselinou octovou v poméru
35:55:10 (v/v).

3.6.5 Pfiprava vzorku pro LC-MS analyzu

Ptiprava vzorkd pro LC-MS analyzu zahrnovala redukci, alkylaci a Stépeni proteinu

proteasou. Vzorky byly nejprve tfikrat nafedény ethylmorfolinovym pufrem. Poté byly
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pfipraveny zasobni roztoky 0,5mol/l Tris(2-karboxyethyl)fosfin hydrochloridu (TCEP)
a Imol/l chloracetamidu (CAA). Pro provedeni redukce byl ke vzorkim piiddnam
zasobni roztok TCEP v takovém mnozstvi, aby vyslednd koncentrace TCEP ve smési
¢inila 5 mmol/l. Soucasné pro alkylaci byl pfidan zasobni roztok CAA, aby konecna
koncentrace CAA v reakéni smési byla 20mmol/l. Vzorky byly poté zamichany
a ponechany inkubovat v termostatu pti 70 °C po dobu 5 minut. Nakonec bylo provedeno
Stépeni proteinu, ke kterému byla pouzita proteasa Trypsin gold. K reakéni smési byl
pfidan trypsin v hmotnostnim pomeéru proteasa ku proteinu 1:20 a Stépeni probihalo pies
noc v termostatu pifi teploté 37 °C. Dalsi den byl pfidavek trypsinu opakovan, aby
kone¢ny hmotnostni pomér proteasa ku proteinu &inil 1:10. Stépici reakce byla dale
inkubovéana v termostatu pii 37 °C po dobu 4 hodin. Stépeni bylo ukonéeno piidanim
trifluoroctové kyseliny v takovém mnoZstvi, aby v reakéni smési byla 0,1%.

Pted LC-MS analyzou byly vzorky sesuSeny pomoci vakuové odparky. Nasledné byly
peptidy resuspendovany ve 25 ul 0,1% kyseliny mraven¢i v LC-MS Cistoté a prevedeny
do vialek se septem.

3.6.6 LC-MS analyza produktt sitovaci reakce

M¢éfteni na hmotnostnim spektrometru byla provedena Mgr. Janem Fialou. Vzorky byly
analyzovany metodou kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii. Na kolonu
bylo naneseno 5 pl peptidové smési (2 pug peptidi). Separované peptidy eluované
z chromatografické kolony byly v hmotnostnim spektrometru ionizovany technikou
elektrospreje a analyzovany pomoci iontové cyklotronové rezonance s Fourierovou

transformaci.

3.6.7 Vyhodnoceni dat

Data ziskana z LC-MS analyzy byla zpracovana pomoci programu Data Analysis 5.0
vybaveného SNAP algoritmem, zajiStujici spravné pfifazeni nabojovych stavli peptidi
a jejich pfevedeni na monoizotopické hmoty. Takto zpracovana data byla vyexportovana
a dale zpracovana pomoci programu LinX 1.13., umoZznujici pfifazeni a kvantifikaci
zesiténych peptidii znaenych pomoci dusiku '“N a °N.

Pro vytvofeni teoretické knihovny moznych pedptidovych spojeni a prohledavani dat
z tohoto experimentu byly v programu LinX nastaveny piislusné parametry. Nejprve byla
vlozena aminokyselinova sekvence vimentinu ve formatu fasta (uvedena v Ptiloze 1),
dale byla zvolena pouzita proteasa, tedy trypsin specificky $tépici peptidovou vazbu za

aminokyselinami argininem a lysinem, pokud po nich nendsleduje prolin. Maximalni
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pocet vynechanych S$tépicich mist byl nastaven na tfi. Poté byla nastavena variabilni
modifikace: oxidace methioninu a pevna modifikace: karbamidomethylace cysteinu. Dale
bylo definovano pouzité sitovaci ¢inidlo DSS a jeho specificita vii¢i lysinu a N-konci.
Chyba meéfeni byla nastavena na maximaln¢ 2 ppm. Nakonec byla do programu
exportovana ziskand data, tedy experimentalni hodnoty m/z detekovanych peptidi.
Programem LinX byly porovnany experimentaln¢ zjisténé hodnoty m/z s teoretickymi
hodnotami hmotnosti siténych peptidi, které mohou vzniknout Stépenim vimentinu
trypsinem po siténi Cinidlem DSS. V piipad¢€, Ze relativni odchylka experimentalni
a teoretické hodnoty nepiesahovala 2 ppm, byly experimentdlni hodnoty pfifazeny
konkrétnim zesiténym peptidim. Siiténé ¢i modifikované peptidy identifikované
programem LinX, byly manuédln¢ dohleddny v hmnotnostnich spektrech pomoci
programu Data Analysis 5.0

Na zéklad¢ informaci ziskanych pomoci programu LinX bylo nésledné mozné provést
kvantifikaci interdimernich a intradimernich siténi, pfi¢emz u vétSiny vétSiny smésnych
produktt bylo nutné tuto kvantifikaci dopocitat manualné [45]. Procentudlni zastoupeni

interdimernich siténi ve smésnych produktech bylo vypocitano podle vzorce:

Z II4N/‘15N+ IlSN/MN

x 100 (1)
Z I]4N/I4N + IISN/ISN

ve kterém [ vyjadfuje intenzitu &tyf peptidovych forem MN/N, N/MN, MN/N,
ISN/PN, které vznikly siténim tetramerni smési vimentinu a naslednym proteolytickym
Stépenim, liSicich se svou hmotnosti na zakladé rtizného poctu dusikli v aminokyselinové
sekvenci jednotlivych zesiténych peptidi. Do souctu byly zahrnuty vSechny ptispévky

intenzit izotopické obalky dané peptidové formy.
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4 VYSLEDKY

v ’

4.1 Pfiprava tetramerniho vimentinu *N/*°N pro chemické siténi

Po prvnim kroku dialyzy byla spektrofotometricky (A2s0) stanovena koncentrace
dimerniho '*N vimentinu, ktera ¢&inila 0,726 mg/ml, koncentrace dimerniho '°N
vimentinu ¢inila 0,234 mg/ml. Na zaklad¢ zjisténych koncentraci byly piipraveny tii
vzorky, ve kterych byl N a >N vimentin smichan v pomérech 1:1, 1:3 a 1:6. Analyzou
téchto vzorki po Stépeni trypsinem pomoci MALDI/FT-ICR MS byla ziskdna hmotnostni
spektra vzniklych peptidi, jejichz ¢ast (oblast m/z 1530-1600) je na Obrazku 8.
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Obriazek 8. Porovnani MS spekter pro peptid ISLPLPNFSSLNLR a jeho formu N v michacich pomérech
1:1,1:3a1:6.
JelikoZ ani jeden z t€chto pomérti neni idealni, byl na zdklad€ porovnani poméru intenzit
ve vzorcich 1:1 a 1:3 zvolen pomér 1:1,5 pro smichani dimerniho vimentinu '*N ku "N
jako nejvhodné&jsi. Takto pfipravend smés obsahujici stejné mmnozstvi dimerniho
vimentinu N a >N byla dale postupné dialyzovana za vzniku smési tetramerti sloZenych
z kombinaci dimerti "“N/"N, N/N, N/!*N a N/"°N.

Celkova koncentrace tetramerni smési vimentinu (*N/'°N) po dialyze ¢inila

0,300 mg/ml. Pro vzorek tetramerniho vimentinu obsahujiciho pouze dusik N byla
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zjisténa koncentrace 0,554 mg/ml. Tento vzorek byl nafedén dialyza¢nim pufrem A na

koncentraci 0,300 mg/ml. Tetramerni vzorky byly dale vyuzity pro chemické siténi.

4.2 Elektroforeticka separace produktli chemického siténi

Vysledek chemického siténi byl ovéren pomoci SDS-PAGE. Na Obrazku 9 miiZzeme
porovnat vzorky zesiténého tetramerniho vimentinu s kontrolnim vzorkem bez piidavku
sitovaciho €inidla v draze 1. V drahach 2, 3 a 4 se nachazi triplikét tetrameru vimentinu
YN/N + 50xDSS, v drahach 5, 6, 7 triplikat tetrameru vimentinu N + 50xDSS
H12/D12 a v draze 8 tetramer vimentinu '*N + 50xDSS. P#i porovnani s kontrolnim
vzorkem miizeme pozorovat, ze v siténych vzorcich se kromé monomerni formy
vimentinu (~ 53 kDa) nachazi i dimerni formy, jimz odpovidaji zéony v oblasti okolo
100 kDa a tetramerni formy, jimz odpovidaji zéony v oblasti okolo 200 kDa. Mezi nimi
v zénach v oblasti okolo 150 kDa se nachdzi vimentin v trimerni formé€. Z uvedenych
vysledkt 1ze vyvodit zavér, Ze sitovaci reakce probéhla ve vSech vzorcich. Zaroven je

mozné potvrdit, ze nedoslo ke vzniku zadné vyssi nez tetramerni formy vimentinu.

kDa s 1 2 3 4 5 6 7 8 S

~ -

191

97

64

51

39
28

19
14

Obrazek 9. Polyakrylamidovy gel s produkty sitovaci reakce ¢inidlem DSS. V drahach S — proteinovy
standard SeeBlue™ Plus2 Pre-stained, draha 1 — kontrolni vzorek (tetramer vimentinu "“N/"*N bez ptidavku
sitovaciho €inidla), dréhy 2, 3, 4 — triplikat tetrameru vimentinu "“N/'*N 50xDSS, drahy 5, 6, 7 — triplikat
tetrameru vimentinu "“N 50xDSS H12/D12, v draze 8 — tetramer vimentinu "“N 50xDSS.
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Pomoci SDS-PAGE bylo potvrzeno, Ze sitovaci reakce probéhla uspésné. VSechny
vzorky byly nasledné ptipraveny pro LC-MS analyzu a zméfeny. Pro vyhodnoceni byly
dale pouzity pouze data pro triplikat zesitovaného tetramerniho vimentinu '*N/'°N +
50xDSS (drahy 2-5).

4.3 Identifikované produkty chemického siténi a prislusna hmotnostni spektra

Z LC-MS analyzy byl ziskan soubor iontl obsahujici informaci o intenzité pro jednotlivé

m/z detekovanych peptidl. Ziskana data byla zpracovana pomoci programu LinX 1.13,

ktery slouzi pro interpretaci dat z hmotnostni spektrometrie ziskanych chemickym

siténim proteint. Celkem bylo identifikovano 92 produkti chemického siténi, z ¢ehoz

58 bylo interdimernich (48 z nich smésnych), 23 intradimernich a 11 intrapeptidovych.

Vycet identifikovanych produkti chemického siténi je uveden v Ptiloze 2 a 3.

Aby bylo mozné studovat interakce mezi dimernimi podjednotkami v tetrameru, je
nezbytné rozlisit siténi, které vzniklo v ramci jednoho dimeru (tedy intradimerni) a siténi,
které vzniklo mezi dimery v rdmci tetrameru (tedy interdimerni). Proto byla vyuzita
metoda, pii které byl ve stejném mnoZstvi smichan >N znageny a '*N neznac¢eny vimentin
v dimerni formé&, jejichz asociace pii postupné dialyze dala vzniku Ctyf tetramernich
formem, a to “N/MN, “N/°N, N/N a N/I°N. Ptitomnost téchto &tyt tetramernich
forem ve vzorku poskytuje po siténi a proteolytickém St€peni charakteristicka hmotnostni
spektra, coZ nam umoznuje odliSit a posléze kvantifikovat zastoupeni intradimernich
a interdimernich siténi. Ziskand hmotnostni spektra reprezentujici zminéné typy siténi
jsme rozdélili na tii typy. Prvnim typem (A) jsou spektra interdimernich produkti,
druhym typem (B) jsou spektra intradimernich produkti a tietim typem (C) jsou spektra
intrapeptidovych produkti siténi:

A) Hmotnostni spektra interdimernich produktl siténi obsahuji izotopické obalky pro
kazdou z peptidovych forem “N/MN, MN/P°N, 'N/MN a N/PN, jejichz vzdalenost
ve spektru zavisi na poctu dusika zesiténych peptidi. Pomér intenzit izotopickych
obalek téchto peptidovych forem je dan zastoupenim interdimerniho a intradimerniho
siténi, a na zaklad¢ tohoto poméru Ize spektra interdimernich produktii dale rozdélit
dvé skupiny.

Prvni skupinu tvofi spektra, ve kterych vychdzi pomér kvantifikace ve prospéch
interdimerniho siténi. Tento pomér jsme stanovili na 90:10 a vyssi pro interdimerni
siténi. Spektra interdimernich produkti siténi obsahuji pfiblizné stejny pomér intenzit

izotopickych obélek pro vSechny Ctyii peptidové formy. Prikladem je hmotnostni
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spektrum uvedené na Obrazku 10 pro siténé peptidy FANYIDKVR -
QQYESVAAKNLQEAEEWYK. Pomér interdimerniho ku intradimernimu siténi
tohoto produktu byl kvantifikaci stanoven na 91:9.

Intenzita | VINL_ W _tetr_50D55_d0_LH_1_20850. 3 +W, 27.90-37 96min #444-445
x107 4+ 4+ 4+ 4+
793,94719 898,43696 901,42837 904,91811
31
2
1 | |
‘ / | ‘ | ]
0 A AL ‘L \ J L b b o, J { I | | ‘\ II Lo Lt A A | J | Lu.l o |
894 896 898 900 902 904 906 miz
14N/14N 14N,115N ISN/“N ISNIISN

Obrazek 10. Hmotnostni spektrum interdimerniho siténi. Siténé peptidy FANYIDKVR -
QQYESVAAKNLQEAEEWYK, jejichz spektrum obsahuje izotopické obalky o stejném poméru
intenzit pro viechny &tyfi peptidové formy "““N/'N, “N/N, PN/“N a N/P°N.

Dalsim piikladem je spektrum siténych peptidi TNEKVELQELNDR -
QAKQESTEYRR na Obrazku 11. Hmotnostni spektra obsahujici pouze tfi izotopické
obalky ziskdvame v pfipadé, ze siténé peptidy obsahuji ve své aminokyselinové
sekvenci stejny pocet dusikli anebo v ptipadé, ze doslo k zesiténi dvou peptidi se
stejnou aminokyselinovou sekvenci. Peptidové formy “N/°N a SN/“N maji tedy
stejnou hmotnost, a jejich izotopické obélky se ve spektru piekryvaji. Pokud doslo
k interdimernimu siténi vznika jejich pfekrytim jedna izotopickd obdlka, kterd ma
oproti formam “N/"N a '>N/'>N dvojndsobnou intenzitu, viz Obrézek 11. V tomto
pfipadé¢ byl pomoci kvantifikace stanoven pomér 102:0 interdimerniho ku

intradimernimu siténi.

Intenzita VIM_WT_tetr_50DSS_d0_LH_1_20850.d: +MS, 17.1-17.2min #233-236
x108 ] 4+
5 ] 785,88015
4+
4 4+ 790,61503
780,89461
3 ]
2 ‘
11 |
\ || | ‘ ‘| |
0 . A L - - " - L — - | -
780 782 784 786 788 790 792 m/iz
14N/14N 4N/ISN + I5N/14N 15N/ISN

Obrazek 11. Hmotnostni spektrum interdimerniho siténi. Siténé peptidy TNEKVELQELNDR -
QAKQESTEYRR obsahuji stejny pocet dusikd, peptidové formy '“N/'5N a 'SN/'“N maji tedy stejnou
hmotnost, a proto se jejich izotopické obalky ve spektru piekryvaji za vzniku jedné obalky
o dvojnasobné intenzit& oproti peptidovym formam '“N/'“N a 'SN/I5N.,
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Druhou skupinu tvofi spektra smésného siténi, v nichz maji izotopické obalky
peptidovych forem rozdilny pomér intenzit. Ptikladem je spektrum na Obrazku 12 pro
siténé peptidy KLLEGEESR — ETNLDSLPLVDTHSKR, ze kterého byl kvantifikaci

stanoven pomér 17:83 interdimerniho ku intradimernimu siténi.

Intenzita s VIM_WT_tetr_50055_d0_LH_1_20850.d: +VS, 22 8min #345
x108
4+ 4+
15 ] ‘753,39788 765,37168
1,0 4
4+ 4+
0,5 759,63835 762,13101 ‘
| |
0,0 . | I 1 ll 1 ,Jl . l | e | L [J. L "
756 758 760 762 764 766 m/z
14N/14N llelsN ISN/14N ISN/ISN

Obrazek 12. Hmotnostni spektrum smésného siténi. Spektrum siténych peptidi KLLEGEESR —
ETNLDSLPLVDTHSKR obsahujici izotopické obalky pro peptidové formy N/"“N, “N/N, SN/M“N
a '>N/®N o riizném poméru intenzit, ktery je dan zastoupenim interdimerniho a intradimerniho siténi.

Patfi sem 1 hmotnostni spektra obsahujici tfi izotopické obalky, podobné jako je tomu
u interdimerniho siténi (viz Obrazek 11, str.38). V ptipadé¢ smésného siténi vSak
intenzita izotopické obélky peptidovych formem “N/N + N/MN nabyva nizsi
hodnoty. Na Obrazku 13 je uvedeno hmotnostni spektrum smésného siténi peptida
NLQEAEEWYKSK — SKFADLSEAANR se stejnym poc¢tem dusikil, u kterého byl

kvantifikaci stanoven pomér 50:50 interdimerniho ku intradimernimu siténi.

Intenzita VIM_WT_tetr_50DS5_d0_LH_1_20850.d: +MS, 24.7-24 8min #381-383
x108 4+ 4+ 4+
6 743,36770 747,60530 751,84299
4
2 ’ ‘
0 \ , ] L 1 . | L l l L . | L ' \ I 1
744 746 748 750 752 754 m/z
14N /14 H4N/ISN + ISN/14AN ISN/ISN

B)

Obrazek 13. Hmotnostni spektrum smeésného siténi. Siténé peptidy NLQEAEEWYKSK -
SKFADLSEAANR obsahuji stejny pocet dusikd, peptidové formy “N/'*N a '>N/'N maji tedy stejnou
hmotnost, a proto se jejich izotopické obalky ve spektru piekryvaji.

Hmotnostni spektra intradimernich produktii obsahuji pouze dvé izotopické obalky
pro peptidové formy “N/'N a 'SN/!®N. Tato hmotnostni spektra byla vznikaji
v ptipad¢, ze doslo k siténi mezi monomery v rdmci jednoho dimeru, nebo v ramci
monomeru. Na Obrazku 14 (str. 39) je uvedeno hmotnostni spektrum intradimerné

nebo intramolekularné siténych peptidi ETNLDSLPLVDTHSKR — TLLIKTVETR.
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Intenzita

x10°
2,07 4+ 4+

784,68693 793,65987

VIM_WT_tetr_50DSS_d0_LH_1_70850.d: ¥MS, 26 46-26.51min #416417

1,5 1
1,0 4

0,5 1 ’ ‘ h
0,0 I L. | I 1
786 "

788 790 792 794
14N/14N ISN/15N

/z

Obrazek 14. Hmotnostni spektrum intradimerniho nebo intramolekularniho siténi peptidi
ETNLDSLPLVDTHSKR — TLLIKTVETR obsahujici dvé izotopické obalky pro peptidové formy
14N/14N a ISN/ISN.

C) Hmotnostni spektra intrapeptidové zesiténych peptidi vznikaji v ptipadé, ze doslo
k siténi pouze v rdmci jednoho monomeru. Tyto spektra opét obsahuji pouze dvé
izotopické obalky pro peptidové formy “N/"N a '>N/ISN. Ptikladem je hmotnostni
spektrum na Obrazku 15 pro peptid ILLAELEQLKGQGKSR.

Intenzita VIM_WT_tetr_50D55_d0_LH_1_20850.d: #M5, 33.0-33.1min #544.545
x108 24 2+
4 961,05967 972,52602

3 4

2

11
0 L 1‘ 11

958 960 962 964 966 968 970 972 974 976 miz
14N ISN

Obrazek 15. Hmotnostni spektrum intrapeptidového siténi pro peptid ILLAELEQLKGQGKSR
obsahujici dvé izotopické obélky pro peptidovou formu '“N a peptidovou formu °N.

4.4 Kvantifikace interdimerniho a intradimerniho siténi

Na zaklad¢ dat vyhodnocenych v programu LinX 1.13 bylo moZné z hmotnostnich
spekter identifikovanych siténi vypocitat procentudlni zastoupeni interdimernich
a intradimernich forem siténi [45]. Data ziskana kvantifikaci jsou dulezitd data pro
naslednou tvorbu strukturniho modelu tetramerniho vimentinu, kde je diky nim mozné
odlisit siténi na rozhrani dimer-dimer ¢i monomer-monomer.

Pokud doslo k intradimernimu siténi, byly ve spektru nalezeny pouze peptidové formy
YN/'N a '>N/°N (Obrazek 14). Pii interdimernim siténi se v hmotnostnim spektru
nachazi vSechny ctyii formy siténych peptidi (Obrazky 10-13, str. 38-39). Z toho
vyplyvé, Ze k intenzitdm izotopickych obalek pro formy “N/“N a '>N/'N piispivaji
intradimerni i interdimern siténi, zatimco intenzita forem “N/**N a '>’N/!*N je dana pouze

interdimernimi  siténimi. Na zakladé této skuteCnosti byla usmésnych produkta
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dopocitana kvantifikace interdimernich a intradimernich siténi podle vzorce (1) na str. 34.
V Ptiloze 2 je uveden vycet interdimernich produktii chemického siténi s vypoctenou

kvantifikaci.
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5 DISKUZE

Intermedidlni filamenta maji vyjimecnou schopnost skladat se za fyziologickych
podminek samovolné¢ do vldken, pficemz prochazi nékolika fazemi organizace
podjednotek [6]. Jejich struktura v raznych fazich organizace dodnes neni dostatecné
prozkoumana. Nové poznatky o jejich struktuie pfitom mohou mit velky ptinos pro uplné
pochopeni funkei téchto proteinii a mnoha patologickych mechanisma souvisejicich se
zménami jejich exprese v buiikach.

Jeden z davodi, pro¢ je strukturni charakterizace intermedialnich filament obtizna,
spociva ve zptsobu jejich skladani do vlaken. Jednotlivé faze skladani filament totiz
vyzaduji rdzné iontové podminky, coz omezuje vyuziti nékterych strukturnich metod
a pro kompletni informace o jejich struktuie je nezbytné vyuzit metody, kterymi lze
studovat proteiny v nativnich podminkdch. V této praci jsme se zabyvali studiem
interakci dimernich podjednotek v tetramerni fazi sklddani filament vyuzitim metody
chemického siténi v kombinaci s hmotnostni spektrometrii, kterd umoznuje studium
nativnich proteind. Informace o vzdalenostnich omezenich dimernich podjednotek
ziskané touto metodou mohou byt nasledné vyuzity pro modelovani tetramerni struktury.
Pracovali jsme s vimentinem, coZ je protein III. tfidy intermedialnich filament, tvofici
homopolymery [2].

Abychom mohli studovat interakce dimernich podjednotek v tetrameru, je nezbytné
rozli$it siténi, které vzniklo v rdmci jednoho dimeru (intradimerni) a siténi, které vzniklo
mezi dimery v rdmci tetrameru (interdimerni). BéZnymi metodami chemického siténi by
nebylo mozné je rozlisit, a proto jsme vyuzili metodu, pii které byla pfipravena dimerni
smés izotopové znaceného '°N vimentinu a nezna¢eného vimentinu. Pro tuto metodu bylo
stéZejni pripravit smes znaceného a neznaceného proteinu o stejném poméru. Dllezitym
krokem byla proto optimalizace poméru pro jejich smichani. Asociace dimerti v této
smési umoznila vznik &tyf tetramernich forem "“N/!N, "N/ISN, PN/*N a ’N/°N, jejichz
chemickym siténim a naslednou analyzou pomoci hmotnostni spektrometrie byla ziskana
charakteristickd hmotnostni spektra. Ze ziskanych hmotnostnich spekter bylo poté mozné
rozlisit intradimerni a interdimerni produkty siténi.

Chemickym siténim smési tetramert vSak nevznikaji pouze intradimerni produkty
(Obréazek 14, str. 40) a interdimerni produkty (Obrazky 10, 11, str. 38), ale také smésné
produkty s riznym zastoupenim intradimerniho a interdimerniho siténi (viz Obrazky

12, 13, str. 39). Vyuzitim softwaru LinX pro interpretaci dat z chemického siténi smési
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izotopov€ znacené¢ho a neznaceného proteinu, bylo mozné rozpoznat intradimerni
a interdimerni siténi a zaroven provést kvantifikaci jejich zastoupeni ve smésnych
produktech [45]. Dale je nutné zminit, Ze u produktd, které jsou oznaCeny jako
intradimerni, ziskanych timto experimentem neni mozné rozlisit, zda siténi vzniklo mezi
monomery v rdmci jednoho dimeru, nebo v rdmci monomeru. Sit€nim smési tetramernich
forem N/MN, “N/N, BN/M“N a N/PN totiz nelze odlisit peptidy pochazejici z
monomeru a z dimeru pokud se vylozené nejedna o intrapeptidové produkty chemického
siténi. Aby bylo mozné rozlisit intradimerni a intramolekularni siténi, bylo by nutné
ptipravit dimer vimentinu slozeny ze zna¢eného a neznaceného proteinu.

S vyuzitim ziskanych dat byly v Laboratofi biokrystalografie KU Leuven vytvofeny
modely tetramerni struktury vimentinu, které jsou uvedené na Obrazku 16. Model A) byl
vytvoren na zdkladé dat pro intradimerni siténi, model B) na zdklad¢ dat pro interdimerni
siténi.

A) A”

A, sbaleny

A sbaleny

Obrazek 16. Modely tetamerni struktury vimentinu vytvofené s pomoci dat ziskanych chemickym siténim
v Laboratofi biokrystalografie KU Leuven, Belgie. Model A) byl vytvofen na zékladé dat pro intradimerni
siténi, model B) na zaklad¢ dat pro interdimerni siténi.

Jiz téméf pred tficeti lety bylo v publikaci Steinert et al. [36] chemickym siténim
oligomert, polymert a zralych vldken vimentinu identifikovano 11 produktf odpovida-
jici intermolekularnimu siténi. Tyto produkty siténi byly pfifazeny tfem modelim Ajj,
A, a A2, které predstavuji mozné zplisoby lateralni asociace dimernich podjednotek, ke
kterym dochazi béhem procesu skladani do zralych vldken (zndzornény na Obrazku 6,
str. 22). Zuvedenych modelli vytvofenych na zakladé¢ naSich dat vyplyva, ze

identifikovand siténi prevazné odpovidaji asociacnimu modelu Aji. Vimentin tedy
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nejpravdépodobnéji tvori tetramery za asociace dimerti podle modelu Aii. Z naseho
experimentu bylo oproti pfedchozi praci ziskano 58 interdimernich a 23 intradimernich
produktii chemického siténi, pificemz informace o vzdalenostnich omezenich dimernich
podjednotek ziskané z kvantifikace pfindseji nova data umoznujici charakterizaci
detailnéjsi tetramerni struktury vimentinu.

Zaroven bylo timto experimentem ovéfeno, ze metodou chemického siténi smési
izotopoveé znaceného a neznaceného proteinu lze ziskat cenné informace pro studium
struktury intermedialnich filament a jeji vyuziti ma velky potencial pro studium struktury

homo-oligomernich proteinovych komplexa.
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6 ZAVER

e Jednotlivymi dialyza¢nimi kroky byla z monomernich forem vimentinu pfipravena
tetramerni smés izotopoveé znaceného a nezna¢ené¢ho vimentinu.

e Byl vyvinut a optimalizovan protokol pro piipravu ekvimolarni smési izotopové
znacen€ho a znaceného proteinu.

e Chemickym siténim tetramerniho vimentinu a naslednym proteolytickym St€penim
byly ziskany siténé peptidy, které byly analyzovany pomoci LC-MS.

e Vyuzitim softwaru LinX byla identifikovana interdimerni, intradimerni a intra-
peptidova siténi.

e Kvantifikaci byly ziskdny informace o interdimernich a intradimernich vzdalenost-
nich omezenich v tetramerni struktufe vimentinu.

e Ziskana data byla pouzita k vytvoreni strukturniho modelu tetramerniho vimentinu.
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Priloha 1. Aminokyselinova sekvence vimentinu ve formatu fasta [46]

> sp | P08670 | VIME HUMAN Vimentin OS = Homo sapiens OX =
9606 GN = VIM PE = 1 SV = 4
MATRSVSSSSYRRMFGGPGTASRPSSSRSYVTTSTRTYSLGSALRPSTSRSLYASSPGG
VYATRSSAVRLRSSVPGVRLLODSVDESLADAINTEFKNTRTNEKVELQELNDRFANYT
DKVRFLEQONKILLAELEQLKGOGKSRLGDLYEEEMRELRRQVDOLTNDKARVEVERDN
LAEDIMRLREKLOQEEMLOQREEAENTLOSFRODVDNASLARLDLERKVESLOEEIAFLKK
LHEEETIQELOAQIQEQHVQIDVDVSKPDLTAALRDVROQOYESVAAKNLOEAEEWYKSKE
ADLSEAANRNNDALRQAKQESTEYRROVOSLTCEVDALKGTNESLERQMREMEENFAVE
AANYQODTIGRLODEIQNMKEEMARHLREYQDLLNVKMALDIEIATYRKLLEGEESRISL
PLPNFSSLNLRETNLDSLPLVDTHSKRTLLIKTVETRDGQVINETSQHHDDLE
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Priloha 2. Identifikované interdimerni produkty chemického siténi s vypoctenou
kvantifikaci interdimerniho a intradimerniho siténi. Smésné produkty jsou oznaceny
oranzovou barvou. Sedou barvou jsou oznageny produkty s pievazujici kvantifikaci pro

interdimerni siténi. Modifikované aminokyseliny ¢inidlem DSS jsou vyznaceny Cervené.

Siténé peptidy (A - B) Modifikované aminol liny ni siténi (%) | Intradimerni siténi (%)
1 TNEKVELQELNDR - QQYESVAAKNLQEAEEWYK DSSdO (A.104; B.282) 149 0
2 EKLQEEMLQR - EKLQEEMLQR DSSdO (A.188; B.188) 121 0
3 FANYIDKVR - QVQSLTCEVDALKGTNESLER DSSdO (A.120; B.334) 112 0
4 TNEKVELQELNDR - QAKQESTEYRR DSSdO (A.104; B.313) 102 0
5 LLQDSVDFSLADAINTEFKNTR - SKFADLSEAANR DSSdO (A.97; B.294) 100 0
6 GQGKSR - KVESLQEEIAFLKK DSSdO (A.143; B.223) 95 5
7 FANYIDKVR - QAKQESTEYRR DSSdO (A.120; B.313) 93 7
8 GQGKSR - QQYESVAAKNLQEAEEWYK DSSdO (A.143; B.282) 93 7
9 FANYIDKVR - QQYESVAAKNLQEAEEWYK DSSdO (A.120; B.282) 91 9
10 GQGKSR - SKFADLSEAANR DSSdO0 (A.143; B.294) 90 10
11 ILLAELEQLKGQGK - QQYESVAAKNLQEAEEWYK DSSdO (A.139; B.282) 89 11
12 FANYIDKVR - NLQEAEEWYKSK DSSdO (A.120; B.292) 88 12
13 TNEKVELQELNDR - SKFADLSEAANR DSSdO (A.104; B.294) 87 13
14 FANYIDKVR - SKFADLSEAANR DSSdO (A.120; B.294) 86 14
15 FANYIDKVR - FANYIDKVR DSSdO (A.120; B.120) 84 16
16 FLEQQNKILLAELEQLK - SKFADLSEAANR DSSdO (A.129; B.294) 84 16
17 TNEKVELQELNDR - NLQEAEEWYKSK DSSdO (A.104; B.292) 79 21
18 FANYIDKVR - QAKQESTEYR DSSdO (A.120; B.313) 77 23
19 VELQELNDRFANYIDKVR - FLEQONKILLAELEQLK DSSdO (A.120; B.129) 68 32
20 SKFADLSEAANR - ETNLDSLPLVDTHSKR DSSdO (A.294; B.439) 52 48
21 QQYESVAAKNLQEAEEWYK - QQYESVAAKNLQEAEEWYK DSSdO (A.282; B.282) 51 49
22 KVESLQEEIAFLK - KVESLQEEIAFLKK DSSdO (A.223; B.223) 51 49
23 NLQEAEEWYKSK - SKFADLSEAANR DSSdO0 (A.292; B.294) 50 50
24 ETNLDSLPLVDTHSKR - ETNLDSLPLVDTHSKR DSSdO (A.439; B.439) 50 50
25 ILLAELEQLKGQGK - ILLAELEQLKGQGK DSSdO (A.139; B.139) 50 50
26 TNEKVELQELNDR - TNEKVELQELNDR DSSdO (A.104; B.104) 47 53
27 QQYESVAAKNLQEAEEWYK - QAKQESTEYR DSSdO (A.282; B.313) 47 53
28 ILLAELEQLKGQGK - GQGKSR DSSdO (A.139; B.143) 47 53
29 FANYIDKVR - FLEQQNKILLAELEQLK DSSdO (A.120; B.129) 46 54
30 QQYESVAAKNLQEAEEWYK - NLQEAEEWYKSK DSSdO (A.282; B.292) 46 54
31 SKFADLSEAANR - SKFADLSEAANR DSSdO (A.294; B.294) 45 55
32 KVESLQEEIAFLK - KVESLQEEIAFLK DSSdO0 (A.223; B.223) 45 55
33 ILLAELEQLKGQGK - GQGKSR DSSdO (A.139; B.143) 45 55
34 GQGKSR - GQGKSR DSSdO (A.143; B.143) 42 58
35 FANYIDKVR - VRFLEQQNKILLAELEQLK DSSdO (A.120; B.129) 42 58
36 FANYIDKVR - QVDQLTNDKAR DSSdO (A.120; B.168) 42 58
37 LHEEEIQELQAQIQEQHVQIDVDVSKPDLTAALR - QAKQESTEYRR DSSdO (A.262; B.313) 40 60
38 NLQEAEEWYKSK - SKFADLSEAANRNNDALR DSSdO (A.292; B.294) 39 61
39 FANYIDKVR - FLEQQNKILLAELEQLKGQGKSR DSSdO0 (A.120; B.129); DSSdO (B.139; B.143) 39 61
40 LHEEEIQELQAQIQEQHVQIDVDVSKPDLTAALR - QAKQESTEYR DSSdO (A.262; B.313) 37 63
41 FLEQQNKILLAELEQLK - ETNLDSLPLVDTHSKR DSSdO (A.129; B.439) 33 67
42 FANYIDKVR - TLLIKTVETR DSSdO (A.120; B.445) 32 68
43 KVESLQEEIAFLK - SKFADLSEAANR DSSdO0 (A.223; B.294) 30 70
44 FANYIDKVR - ETNLDSLPLVDTHSKR DSSdO (A.120; B.439) 25 75
45 FANYIDKVR - ILLAELEQLKGQGK DSSdO (A.120; B.139) 24 76
46 SKFADLSEAANR - QAKQESTEYR DSSdO (A.294; B.313) 22 78
47 KLLEGEESR - TLLIKTVETR DSSdO (A.402; B.445) 22 78
48 SKFADLSEAANR - QAKQESTEYRR DSSdO (A.294; B.313) 22 78
49 LQDEIQNMKEEMAR - ETNLDSLPLVDTHSKR DSSdO (A.373; B.439) 18 82
50 KLLEGEESR - ETNLDSLPLVDTHSKR DSSdO (A.402; B.439) 17 83
51 LQDEIQNMKEEMAR - TLLIKTVETR DSSdO (A.373; B.445) 16 84
52 KLLEGEESR - RTLLIKTVETR DSSdO (A.402; B.445) 16 84
53 NLQEAEEWYKSK - QAKQESTEYR DSSdO (A.292; B.313) 15 85
54 NLQEAEEWYKSK - QAKQESTEYRR DSSdO0 (A.292; B.313) 14 86
55 LLQDSVDFSLADAINTEFKNTR - TNEKVELQELNDR DSSdO (A.97; B.104) 14 86
56 QQYESVAAKNLQEAEEWYK - SKFADLSEAANR DSSdO0 (A.282; B.294) 5 95
57 TNEKVELQELNDR - FANYIDKVR DSSdO (A.104; B.120) 5 95
58 LLQDSVDFSLADAINTEFKNTR - FANYIDKVR DSSdO (A.97; B.120) 4 96
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Priloha 3. Identifikované intradimerni nebo intramolekuldrni (oznaceny zluté) a
intrapeptidové (oznaCeny zelen€¢) produkty chemického siténi. Modifikované
aminokyseliny ¢inidlem DSS jsou vyznaceny ¢erveng.

Siténé peptidy (A - B) Modifikované aminol liny dimerni siténi (%) | Intradimerni siténi (%)
59 TNEKVELQELNDR - FLEQONKILLAELEQLK DSSdO0 (A.104; B.129) 0 100
60 TNEKVELQELNDR - ILLAELEQLKGQGK DSSdO (A.104; B.139) 0 100
61 NTRTNEKVELQELNDRFANYIDK - MALDIEIATYRKLLEGEESR DSSdO (A.104; B.402) 0 100
62 FANYIDKVR - GQGKSR DSSdO (A.120; B.143) 0 100
63 FANYIDKVR - KVESLQEEIAFLK DSSdO (A.120; B.223) 0 100
64 FANYIDKVR - KLHEEEIQELQAQIQEQHVQIDVDVSKPDLTAALR DSSdO (A.120; B.236) 0 100
65 FANYIDKVR - LQDEIQNMKEEMAR DSSd0 (A.120; B.373) 0 100
66 FLEQQNKILLAELEQLK - GQGKSR DSSdO (A.129; B.143) 0 100
67 ILLAELEQLKGQGK - QVDQLTNDKAR DSSdO0 (A.139; B.168) 0 100
68 ILLAELEQLKGQGK - LODEIQNMKEEMAR DSSdO (A.139; B.373) 0 100
69 GQGKSR - KLHEEEIQELQAQIQEQHVQIDVDVSKPDLTAALR DSSdO (A.143; B.236) 0 100
70 GQGKSR - QAKQESTEYRR DSSdO (A.143; B.313) 0 100
71 LREKLQEEMLQR - MALDIEIATYRKLLEGEESR DSSdO (A.188; B.402) 0 100
72 KVESLQEEIAFLK - QQYESVAAKNLQEAEEWYK DSSdO (A.223; B.282) 0 100
73 KVESLQEEIAFLK - QAKQESTEYRR DSSdO0 (A.223; B.313) 0 100
74 KLHEEEIQELQAQIQEQHVQIDVDVSKPDLTAALR - QAKQESTEYRR DSSdO (A.236; B.313) 0 100
75 QAKQESTEYR - ETNLDSLPLVDTHSKR DSSdO (A.313; B.439) 0 100
76 RQVQSLTCEVDALKGTNESLER - HLREYQDLLNVKMALDIEIATYRK DSSdO (A.334; B.390) 0 100
77 ETNLDSLPLVDTHSKR - TLLIKTVETR DSSdO (A.439; B.445) 0 100
78 TLLIKTVETR - TLLIKTVETR DSSdO (A.445; B.445) 0 100
79 LLQDSVDFSLADAINTEFKNTR - TNEKVELQELNDRFANYIDK DSSd0 (A.97; B.104) 0 100
80 IMATRSVSSSSYRR - QVDQLTNDKAR DSSdO (A.N-terminus; B.168) 0 100
81 MATR - LRSSVPGVRLLQDSVDFSLADAINTEFKNTR DSSdO (A.N-terminus; B.97) 0 100
82 TNEKVELQELNDRFANYIDKVR DSSdO (104; 120) 0 100
83 FANYIDKVRFLEQQNKILLAELEQLK DSSO (120; 129) 0 100
84 FLEQQNKILLAELEQLKGQGK DSSdO (129; 139) 0 100
85 ILLAELEQLKGQGKSR DSSO (139; 143) 0 100
86 ILLAELEQLKGQGKSRLGDLYEEEMR DSSdO (139; 143) 0 100
87 KVESLQEEIAFLKK DSSdO (223; 235) 0 100
88 QQYESVAAKNLQEAEEWYKSK DSSdO (282; 292) 0 100
89 QQYESVAAKNLQEAEEWYKSKFADLSEAANR DSSdO (282; 292) 0 100
90 NLQEAEEWYKSKFADLSEAANR DSSO (292; 294) 0 100
91 NLQEAEEWYKSKFADLSEAANRNNDALR DSSO (292; 294) 0 100
92 ETNLDSLPLVDTHSKRTLLIKTVETR DSSdO (439; 445) 0 100
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