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Abstrakt

Vodik/deuteriovd vymeéna spojend s hmotnostni spektrometrii (HDX-MS) je metoda, ktera
umoznuje studium struktury a dynamiky proteini. Pro lokalizaci této vymény je do
HDX-MS zarazena proteolyza analyzovaného proteinu, kterd urCuje prostorové rozliSeni.
Standardn¢ se pouziva pepsin, ktery ma ale své limitace, a také Stépeni pouze jednou
proteasou Casto neposkytuje optimalni prostorové rozliSeni. V n€kolika publikacich byl
akcentovan vyznam alternativnich proteas nepenthesinu-2 (Nep-2) a aspergillopepsinu
(XIII), které oproti pepsinu §tépi za bazickymi aminokyselinami. Pfi studiu na prolin
bohatych proteina ziskava vyznam prolyl endoproteasa z Aspergillus niger (AnPEP).

Tato prace se zabyva charakterizaci imobilizovaného AnPEPu v kombinaci
s proteasami pepsinem, aspergillopepsinem nebo Nep-2 za ucelem jejich aplikace
v HDX-MS. Nejprve byly na sadé modelovych proteinti otestovany kolony s pouze jednou
proteasou. Bylo zji$téno, Zze imobilizovany AnPEP oproti ostatnim proteasaim nema optimalni
Stépné charakteristiky. Za tcelem spojeni vyhod vyse uvedenych proteas byly modelové
proteiny Stépeny pomoci kolon s AnPEP koimobilizovanym s pepsinem, Nep-2 nebo XIII
ataké pomoci dvou proteasovych kolon v sériovém zapojeni (vzdy AnPEP kolona
s pepsinovou, Nep-2 nebo XIII kolonou v obou smérech). V ramci §t€peni modelovych
proteinti se ukédzala jako nejvhodnéjsi koimobilizovand kolona AnPEPu s Nep-2 pfi pritoku
200 upl/min. Vytvotené kolony byly aplikovany na Stépeni protilatky trastuzumab
(Herceptin), ktera ma terapeuticky vyznam. V tomto piipad¢ se jako optimalni jevila
koimobilizovana kolona XIII a AnPEP pii 200 pl/min. Déle byla na modelovych proteinech
testovana opakovatelnost peptidii generovanych vybranymi proteolytickymi nosi¢i. Tento
parametr byl nejvice vyhovujici pro pepsinovou kolonu a naopak nejhorsi opakovatelnost
méla AnPEPova kolona. Pro dosazeni optimélni opakovatelnosti je proto vhodné pouzit
AnPEP v kombinaci s jinymi proteasami, nikoliv vSak v tandemovém zapojeni, kdy je

AnPEPova kolona zatazena jako prvni.



Abstract

Hydrogen/deuterium exchange coupled with mass spectrometry (HDX-MS) is
a method allowing the study of protein structure and dynamics. Its spatial resolution is given
by the proteolysis step that is included in the HDX-MS workflow. Most widely used pepsin
has however some limitations and use of a single protease often does not provide optimal
spatial resolution. Several publications have emphasized the importance of the alternative
proteases nepenthesin-2 (Nep-2) and aspergillopepsin (XIII) cleaving, in contrast to pepsin,
after basic amino acids. In studies targeting proline-rich proteins, another enzyme, prolyl
endoprotease from Aspergillus niger (AnPEP), is gaining importance.

This work focuses on the characterization of immobilized AnPEP in combination with
pepsin, aspergillopepsin or Nep-2 for their application in HDX-MS. First, columns with only
one protease were tested on a set of model proteins. It was found that immobilized AnPEP
did not have optimal cleavage characteristics compared to the other proteases. In order to
combine the advantages of the proteases mentioned above, the model proteins were digested
using columns with AnPEP coimmobilized with pepsin, Nep-2 or XIII and also using two
protease columns in series (always AnPEP column with pepsin, Nep-2 or XIII column in both
orientations). Here, the AnPEP column coimmobilized with Nep-2 at a flow rate of
200 pl/min proved to be the most suitable. In the next step, detailed digestion analysis was
performed on a therapeutically important antibody trastuzumab (Herceptin). In this case, the
coimmobilized XIII and 4nPEP column at 200 pl/min appeared to be optimal. Furthermore,
the repeatability of peptides generated by the selected protease columns was tested on the
model proteins. This parameter was most satisfactory for the pepsin column and, in contrast,
the AnPEP column had the worst repeatability. Therefore, to achieve optimal repeatability, it
is advisable to use 4nPEP in combination with other proteases, but not in a tandem setup

where the 4nPEP column is included first.
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Seznam zkratek

AnPEP
APS
BCA

bCA2

BSA
CCA

DPP7
FA
FDR
HDX
HPLC
kDa
LC

MALDI

MS
MS/MS

PAGE

PASEF

prolyl endoproteasa z Aspergillus niger

(Aspergillus niger prolyl endoprotease)

peroxodisiran amonny (z angl. amonium persulfate)
bicinchoninova kyselina (z angl. bicinchoninic acid)

bovinni karbonickd anhydrasa 2 (z angl. bovine carbonic
anhydrase 2)

bovinni sérovy albumin (z angl. bovine serum albumin)
kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova

(z angl. a-cyano-4-hydroxycinnamic acid)

dipeptidyl peptidasa 2

kyselina mravenci (z angl. formic acid)

mira falesné pozitivnich vysledki (z angl. False Discovery
Rate)

vodik/deuteriovd vyména (z angl. hydrogen/deuterium
exchange)

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

(z angl. high-performance liquid chromatography)

kilodalton

kapalinova chromatografie (z angl. liquid chromatography)
ionizace/desorpce laserem v pfitomnosti matrice

(z angl. matrix assisted laser desorption ionization)
hmotnostni spektrometrie (z angl. mass spectometry)
tandemova hmotnostni spektrometrie (z angl. tandem mass
spectrometry)

elektroforéza na polyakrylamidovém gelu (z angl.
polyacrylamide gel electrophoresis)

paralelni akumulace a sériova fragmentace (z angl. parallel

accumulation serial fragmentation)



PBP

PRCP

Rhizopuspepsin, proteasa XVIII
rNep-1

Nep-2

SA

SDS

TEMED

TIMS
TOF
Tris

UPLC

W/W

XIC

XIII

penicilin-vazaji protein

Pro-X karboxypeptidasa

Rpn

rekombinantni nepenthesin-1

nepenthesin-2

kyselina sinapové (z angl. sinapinic acid)

dodecylsiran sodny (z angl. sodium dodecyl sulphate)
1,2-bis(dimethylamino)-ethan
(N,N,N',N'-tetramethylethylenediamin)

iontova mobilitni spektrometrie se zachytem iontl (z angl.
trapped ion mobility spectrometry)

analyzator doby letu (z angl. time of flight)
tris(hydroxymethyl)aminomethan

ultrau¢innd kapalinovd chromatografie (z angl. ultra-
performance liquid chromatography)

hmotnostni pomér (z angl. weight for weight)

extrahovany chromatogram iontu (z angl. Extracted ion
chromatogram)

Proteasa XIII, aspergillopepsin



1 Uvod
1.1 Proteasy

Proteasy maji nezastupitelnou roli v lidském téle, kde reguluji napt. bunécny cyklus, imunitni
odpovéd’ a degradaci bilkovin potravy skrze katalyzu hydrolytického Stépeni peptidovych
vazeb proteind. Vzhledem k tomu, Ze ovliviuji fyziologické pochody na nékolika trovnich,
mohou byt vyuzity jako biomarkery pfi diagnostice onemocnéni zptisobenych dysregulaci
proteolyzy jako jsou napf. nddorova onemocnéni.'!

Podle toho, jestli proteasy $tépi peptidové vazby uvnitt polypeptidového fetézce nebo
v blizkosti jeho N- ¢i C-konce, je délime na endopeptidasy a exopeptidasy (Obr. 1).

exopeptidasy endopeptidas
N-konec pep / C-konec

| 1] an | 1]

A-S-G-F-N-I1-K-D-T-Y-I-H-W-V-R-Q-A-P-G-K-G-L-E
| )
1
polypeptidovy fetézec

Obr. 1 — Rozdéleni proteas podle umisteni Stepené peptidové vazby. Endopeptidasy Stépi uvniti
polypeptidového retezce a exopeptidasy Stépi v blizkosti jeho N- ¢i C- konce.
Na zakladé mechanismu Ucinku, ktery souvisi se slozenim aktivniho mista, rozliSujeme
serinové, aspartatové, cysteinové a metalloproteasy.?

Aktivni centrum proteasy se skldda z podmist, ktera vazou substrat a maji katalytickou
funkci. Na substratu jsou oznacovana jako Pn, kde n je vzdalenost dané aminokyseliny od
Stépené peptidové vazby. Aminokyseliny P1 az Pn se nachazi vlevo od Stépené vazby
smérem k N-konci sekvence proteinového substratu, zatimco aminokyseliny P1" aZz Pn’

vpravo smérem k C-konci (Obr. 2, str. 11).3
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Stépenad vazba
C-konec

P1' — P2 —P3’ - P4 —Pn’
F-A-K-T-...

N-konec
Pn—-P2-P1
...—1—E

Obr. 2 — Nomenklatura stépeni. Aminokyseliny na proteinovém substrdtu jsou cislovany smérem od stépené
peptidoveé vazby. Ty, které se nachazi vievo od Stépené vazby se oznacuji jako P1-Pn a vpravo jako P1'-Pn’.
V tomto pripadé doslo ke Stépeni za glutamatem (E), ktery se stal C-koncovou aminokyselinou jednoho z

nové vzniklych peptidii. Zatimco fenylalanin (F) se stal N-koncovou aminokyselinou druhého peptidu.

1.2 Vyuziti proteas v prumyslu
Proteasy nachazi uplatnéni v potravinafském primyslu, protoze hydrolyzou specifickych
proteinil ovlivni vlastnosti jidla jako je chut’, konzistence, stravitelnost a alergenita.*

Protelolytické enzymy jsou také béznou ptisadou pracich prostredkil. Zde je Zadouct,
aby meéla proteasa pouzivand pro tento ucel Sirokou substratovou specifitu, kterd
zprostiedkuje odstranéni skvrn od jidla, krve a jinych télnich tekutin. Dalsi dilezitou
vlastnosti je aktivita a stabilita v Sirokém rozsahu teplot a pH a v prostfedi chelata¢nich
a oxidacnich ¢inidel.*> Je také vhodné, aby se izoelektricky bod proteasy shodoval s pH
detergentu. Nejcastéji se v tomto odvétvi pouzivaji serinové proteasy produkované bakterii
z rodu Bacillus.?

Proteasy najdou své uplatnéni 1 ve farmaceutickém pramyslu. V 80. letech 20. stoleti
byl na trh uveden rekombinantni tkanovy aktivator plasminogenu (alteplasa), ktery funguje
jako fibrinolytikum. Extrakt z vepiové pankreatické tkané obsahujici definovanou smés
proteas, amylas a lipas se pouziva v rdmci substitucni terapie pfi exokrinni nedostatecnosti
pankreatu, se kterou se ¢asto potykaji pacienti s cystickou fibrozou.®

Po cileném proteolytickém $tépeni mohou vzniknout bioaktivni peptidy, které se dale
vyuziji pro svij antimikrobidlni, antioxida¢ni ¢&i antihypertenzni efekt.* Celiakie je
prikladem, kdy bioaktivni peptidy nejsou zadouci a je potieba je degradovat. Ve chvili, kdy

pacient s touto nemoci pozie potravinu obsahujici gliadin, vznikaji v jeho téle imunogenni
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peptidy. Protoze jsou gliadiny velmi bohaté na prolin, je mozné tyto peptidy cilené
degradovat pomoci enzymil §tépicich za touto aminokyselinou. Za timto ucelem se vyuziva
prolyl endopeptidasa z Aspergillus niger a podobny efekt byl prokazan i u extraktu z rostliny
Nepenthes gracilis. Pfi podani 5 mg tohoto extraktu na 50 g denniho pfijmu proteinii by
nemuselo byt nutné dodrzovat bezlepkovou dietu. Nicméné pro potvrzeni je potfeba provést
klinické studie.’

1.3 Vyuziti proteas pro vyzkumné ucely

Proteiny jsou vyznamnou soucasti kazdé lidské bunky. Zména jejich struktury tzce souvisi
s jejich funkci. Napf. ve zméné jejich exprese, modifikaci a ztrat€ biologické aktivity lezi
podstata nejrtiznéjsich chorob.

Metody spojené s hmotnostni spektrometrii v dneSni dobé umoziiuji vérohodnou
identifikaci proteinti a detailni strukturni analyzu. Klasicka proteomika se zabyva predevsim
identifikaci proteinil a jejich posttranslacnimi modifikacemi. Strukturni proteomika (napf.
vodik/deuteriova vymeéna spojend s hmotnostni spektrometrii (HDX-MS)) klade daraz na
studium dynamiky, konformace a interakci proteinu v roztoku a jak jsou tyto vlastnosti

spojeny s jeho funkei.

1.3.1 Klasicka proteomika
Vychozim materidlem pro proteomicky experiment je nejcastéji bunécny lyzat, ze kterého
jsou izolovany proteiny. Ty mohou byt dale purifikovany napt. pomoci vylucovaci, iontové
vyménné ¢i afinitni chromatografie. Afinitni chromatografie je vhodnym néstrojem pro
nabohaceni posttranslacné modifikovanych proteinti, které maji regulacni roli, a vyskytuji se
tak ve velmi nizkych koncentracich nedetegovatelnych pomoci MS.®

Proteomicky pfistup odliSujeme na zaklad¢ ptipravy vzorku, pfesnéji vyuZiti proteas,
na tzv. top-down, middle-down a bottom-up. Middle-down a bottom-up experimenty

zahrnuji, na rozdil od top-down, proteolyticky krok pied MS analyzou (Obr. 3, str. 13).
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Top-down proteomika

&% R Pom)l | G
Smeés protein( . Separace protein( MS:analizs  m/z B
<50 kDa intaktnich
Middle-down proteomika Protelnk o il
&b % ocaudsmhi )
Smés proteinli  Proteolyza  Separace peptidi g analyza ~ t[min]
(bez omezeni M,) peptid
(2,5-10 kDa)

Bottom-up p[‘pt_eomika

s g
A R 290 I ~r f{':-:f:n Ky AT < £
b E E
2 inG v id¢ t[min] =~
l:JSmes prote[nu Proteolyza Separace peptidl MS analyza [min]
(bez omezeni M,) peptida
(0,8-2 kDa)

Obr. 3 — Typy proteomickych pristupi. V bottom-up a middle-down proteomice je smés proteinii
Stépena specifickou proteasou na peptidy, které jsou separovdany (mejcastéji pomoci UPLC).
Nasleduje MS/MS analyza, na zdkladé které jsme schopni pomoci pocitacovych algoritmii
identifikovat sekvence peptidii. U middle-down vznikaji delsi peptidy nez u bottom-up pristupu. V top-
down proteomice se analyzuji intaktni proteiny bez predchoziho proteolytického stépeni. Po jejich
separaci (Casto 2D) jsou generovina data pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie umoznujici

identifikaci konkrétnich proteoforem a analyzu posttranslacnich modifikaci. Prevzato a upraveno

z [61].

Top-down proteomika se zabyva analyzou intaktnich proteinti a jejich fragmenti
pomoci hmotnostni spektrometrie. Na zdklad€ ur¢eni hmotnosti nékolikandsobné nabitych
produktovych iontli, jsme schopni identifikovat dany protein. Pro dosazeni vérohodné
identifikace proteinu je v ptipad¢ top-down nutné analyzovat protein pomoci hmotnostnich
spektrometrii s vysokym rozlienim a pfesnosti méfeni.” Casto volbou je Orbitrap nebo
iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci (FT-ICR). Dals$i moZnosti je
vyuziti hybridnich analyzatort jako je napf. analyzator doby letu s kvadrupdlem. Vzhledem
ke komplexnosti proteinovych spekter je top-down pfistup vhodny spiSe pro analyzu
izolovanych  proteini nebo  jednoduchych proteinovych  smé&si.®®  Nicméné
Bunger M. K. et al publikovali protokol, na zaklad¢ kterého identifikovali 174 proteinii

v komplexnim vzorku lyzatu E. coli.' Fragmentace intaktniho proteinu v hmotnostnim
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spektrometru umoziuje potvrzeni jeho identifikace, ziskani informaci o posttranslacnich
modifikacich a odli§eni proteoforem.!! Z fragmenta¢nich metod se upfednostiuji disociace
zachytem elektronu (ECD) a disociace pfenosem elektronu (ETD) pied kolizn€ indukovanou
disociaci (CID). Tyto metody jsou sice malo efektivni, ale maji vyhodu v tom, Ze pfi jejich
pouziti nedochazi ke ztraté labilni posttransla¢ni modifikace. Dochazi k fragmentaci vazby
mezi alfa uhlikem a amidovym dusikem a vznikaji charakteristické ¢ a z ionty (Obr. 4).!2
Informace o aminokyselinové sekvenci z ETD/ECD a CID jsou vii¢i sobé komplementarni.
Vyhodou top-down pfistupu je, Ze dochdzi k téméf kompletnimu pokryti sekvence
a poskytuje vérohodnou kvantifikaci.” Nejnov&js§im pfistupem je vyuziti fragmentace
pomoci UV laseri (UVPD), ktera vede ke komplexnéjsi disociaci avSak se zachovanim
posttransla¢nich modifikaci.'?

V bottom-up proteomice jsou proteiny enzymaticky Stépeny proteasami nebo
chemickymi  &inidly jako je napf. CNBr®* Vznikaji peptidy o délce
0,8-2 kDa (<20-25 aminokyselin), které jsou nasledné fragmentovany pomoci CID.%!3
Dochazi prednostné ke Stépeni mezi karbonylovou a amidovou skupinou peptidové vazby,
coz da vznik b a y iontim (Obr. 4) dominujicim MS/MS spektru. Experimentalné¢ zmétena
MS/MS data jsou nésledné pomoci pocitacového algoritmu (napi. MASCOT, Sequest'®)
prohledéna proti proteinové databazi. Timto zpisobem jsme schopni skrze jednotlivé peptidy

identifikovat proteiny, ze kterych pochézi.’

Xa Ya_ 24 X3 Y3 23 X; Y2 2 X1 Y1 4y

N H
N

H

O

Ry

SERRE. ‘. W ——————

a, by ¢;a, b, ¢c; a3 byc; a;, b, ¢y
Obr. 4 — Modelovy peptid, na kterém jsou zndzornény série iontii vznikajici po fragmentaci
v hmotnostnim spektrometru. B a y ionty dominuji spektru po fragmentaci pomoci CID. C a z ionty po

fragmentaci pomoci ETD a ECD. Prevzato z [12].
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Proteolyza vyznamné ovliviiuje uspéSnost a spolehlivost identifikace proteinové
sekvence a posttrasnsla¢nich modifikaci. V bottom-up a middle-down proteomice by bylo
ideélni dosahnout u co nejvyssiho poctu proteinii ve vzorku takového pokryti sekvence, které
zajisti jejich spolehlivou identifikaci. Standardné se pouzivaji specifické proteasy, u nichz je
mozné predikovat charakter peptidi na zakladé aminokyselinové sekvence substratu.
Dominantni postaveni ma trypsin, ktery $tépi preferencné za bazickymi aminokyselinami
Lys a Arg.!” Tato vlastnost mu dava predpoklad pro Gsp&$nou sekvenaci pomoci CID.
Nicméné vzhledem k piirozené distribuci téchto aminokyselin obsahuji vzniklé peptidy az
z 56 % méné nez 6 rezidui, coZ je jiz hrani¢ni pro jejich Gsp&snou identifikaci pomoci MS.'#
Pro analyzu jsou problematické také peptidy, kde bylo zdsahové misto opomenuto
(tzv. missed cleavage site). Jejich redukci (alesponn za Lys) lze zajistit pomoci $tépeni
kombinaci proteas trypsinu a LysC. Dalsi nevyhodou trypsinu je, ze nesStépi za Lys/Arg,
pokud se v jejich blizkosti vyskytuje Asp, Glu nebo fosforylovany Ser/Thr. Sporné je §tépeni
trypsinu za Lys/Arg, pokud je v pozici P1” prolin. V nékterych publikacich je prolinu
piisuzovana inhibice §t€peni!®, v jinych je toto tvrzeni vyvraceno.?’ Proteasy jako je napf.
LysC, GluC, LysargiNasa, generujici delsi peptidy, mohou byt vhodnou alternativou trypsinu
v proteomickych experimentech.?! Nicméné Zadna znich nestépi za prolinem. Tuto
vyhodnou vlastnost mé proteasa Neprosin, ktera byla aplikovana pfi analyze posttransla¢nich
modifikaci histont.??

V middle-down protokolech je protein podroben limitované proteolyze za vzniku
peptidit o velikosti 2,5-10 kDa (25-100 aminokyselin). Vznikd méné peptidii, které jsou
unikatnéjsi, del§i a poskytuji méné¢ komplexni smés. Tyto jsou sekvenovany fragmentaci
v MS, jako u top-down proteomiky. Dosahuje se vysokého sekvenéniho pokryti a snazsiho
oznadeni mista posttranslacnich modifikaci.!> Vyuziva se pfedev§im u analyzy histoni
a jejich postratransla¢nich modifikaci, které vyznamné ovliviiuji epigenetickou regulaci
genove exprese. Vlastnosti této metody davaji predpoklad pro rozliSeni histonovych variant,
které jsou sekvenéné velmi podobné.?* Limitovana proteolyza miize byt provedena pomoci
konvencnich proteas (trypsin, chymotrypsin, pepsin). V tomto piipadé se optimalizuji
podminky Sté€peni (inkubacni doba, teplota, pH a pomér enzym:substrat) tak, aby vznikaly

delsi peptidy. !>
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Druhou moznosti je pouziti proteas, které generuji delsi peptidy uz pii standardnich
podminkach proteomického protokolu (37°C, pomér proteasa:substrat 1:50, pH 8,0), jako je
napi. AspN a LysC.*

Proteinovd/peptidovda smés je separovana pomoci ultraafinné kapalinové
chromatografie (UPLC). UPLC separace vyznamné¢ ovliviiuje presnost a citlivost nasledné
hmotnostni detekce. S ohledem na to, Ze jsou proteiny polarni, net€kavé a tepelné nestabilni,
se v proteomice vyuziva elektrosprejova ionizace (ESI) a ionizace/desorpce laserem
v pfitomnosti matrice (MALDI). Vznikaji ionty v plynné fazi, které jsou v hmotnostnim
analyzatoru rozdéleny na zaklad& poméru m/z.®

D¢leni na top-down, middle down a bottom-up je pouZzivano i u strukturni proteomiky
(napt. HDX-MS). Zarazeni/absence proteolytického kroku se u vyse uvedenych piistupi
shoduje s obecnou proteomikou. Nicmén¢ pozadavky na §tépné charakteristiky jsou u téchto

metod odli$né.

1.4 Vodik/deuteriova vyména spojena s hmotnostni

spektrometrii

Vodik/deuteriovd vyména spojena s hmotnostni spektrometrii (HDX-MS) je oblast
strukturni proteomiky, ktera umoziiuje studium proteinu v roztoku. V roce 1991 tuto metodu
ve spojeni s elektrosprejovou ionizaci poprvé piedstavil Katta V. et al.* Je komplementarni
s konvenénimi metodami strukturni analyzy jako je napf. rentgenova krystalografie
a nuklearni magneticka rezonance.?® HDX-MS sice neposkytuje vysoce rozliSené struktury,
vhodné vSak dopliuje vyse zminéné techniky. Dokaze pracovat prakticky s jakymkoliv
proteinovym konstruktem, v libovolném pufru, pH nebo teploté, s nizkou koncentraci
proteinu a diky své rychlosti je vhodnou technikou i1 pro analyzu velkého poctu
experimentalnich podminek.?” Na Obr. 5, str. 17 je schematicky znazornén ¢asovy pribéh
H/D vymény. Zpocatku budou deuterium vymeénovat amidové vodiky peptidové pateie
ptistupné rozpoustédlu, které nejsou zapojeny do vodikovych vazeb. Po uplynuti delsi doby
podléhaji vyméné uz i amidové vodiky, které tvori vodikové
vazby v alfa-helixech a beta-skladanych listech a také ty, které jsou sbaleny uvniti globule.

H/D vyménu Ize monitorovat nejriznéj$imi instrumentalnimi metodami jako je napt. NMR
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Obr. 5 — Schématické znazorneéni H/D vymeény. Jakmile zacne proces znaceni (protein je v nadbytku
deuterovaného pufiu), dochazi k vymeéné amidovych vodikii peptidové patere. Kratce po zacdtku
znaceni budou deuterium vyménovat pouze amidové vodiky, které jsou pristupné rozpoustedlu (napr.
smycky spojujici alfa helixy). Po delsi inkubaci zacnou procesu vodik/deuteriové vymény podléhat i
rozpoustedlu meéné pristupné oblasti (napr. alfa helix a beta skladany list). Prevzato a upraveno z

[27].

1.4.1 Vyuziti HDX-MS
HDX-MS lze aplikovat v nékolika oblastech. Prvni z nich je studium konformacnich zmén
proteinti. U nemoci jako je srpkovita anémie dochazi k bodové mutaci genu pro hemoglobin,
kterd zpisobi vyskyt valinu misto glutamové kyseliny v jeho aminokyselinové sekvenci.
Zameéna této aminokyseliny je doprovazena zménou struktury proteinu. V HDX-MS studiich
se poté srovnava nativni a mutantni forma proteinu. Dal§im vyuzitim této metody je studium
konformacnich a dynamickych zmén proteinu vlivem vazby ligandu (napft. 1é¢iva), interakei
protilatka-antigen nebo interakci mezi proteiny, multi-proteinovych komplexti a procesu

sbalovani proteint.26-27-2%-30

1.4.2 Princip HDX-MS
Zakladni princip HDX-MS vyuziva skuteCnosti, ze protein neustadle vyménuje své vodiky
stémi v roztoku. Pokud vodny pufr nahradime deuterovanym, miizeme tuto vyménu

sledovat. M¢fitelna je ale pouze deuteriovd vyména amidovych vodikli peptidové patete
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(Obr. 6), kterda je ovlivnéna strukturou proteinu. Vzhledem k tomu, ze téméf vSechny
aminokyseliny (kromé& prolinu) obsahuji amidovy vodik, mizeme vyménu pii dostatecném
sekven¢nim pokryti monitorovat v rimei celé sekvence proteinu.?”-?%3% Oproti tomu vodiky
funk¢nich skupin postrannich fetézci aminokyselin vyméinuji deuterium rychlosti
neméfitelnou pomoci MS (Obr. 6).3!
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Obr. 6 — Skupiny vodikii ve strukturie proteinu. Peptid His-Leu-Ser-Cys-Lys-Asp, na kterém jsou modre
oznaceny vodiky peptidové patere, které vymeénuji deuterium rychlosti méritelnou pomoci hmotnostniho
spektrometru. Cervené jsou oznaceny vodiky funkcnich skupin postrannich fetézcii aminokyselin, které
deuterium vyménuji neméritelnou rychlosti a nemaji analyticky vyznam. Prevzato z [31].

Rychlost deuteriové vymény je dana pH, teplotou, pfistupnosti danych ¢asti proteinu
rozpoustédlu, vodikovymi vazbami a aminokyselinovou sekvenci. Teplota a pH jsou dany
experimentalné a udrzujeme je konstantni. Za téchto podminek deuteriovd vymeéna zéavisi
pouze na pfistupnosti rozpoustédlu, ptitomnosti vodikovych vazeb v proteinu a proteinové
sekvenci. Pokud jsou amidové vodiky peptidu/proteinu plné pfistupné rozpoustédlu,
vyméfiuji deuterium rychlosti 10-1000 s™'. Oblasti smy&ek spojujicich alfa helixy budou
deuterium vymeénovat rychle, zatimco regiony s alfa helixy a beta-skladanymi listy budou
vyménovat pomaleji, protoze amidové vodiky jsou v téchto strukturdch zapojeny do
vodikové vazby.?’-*2

Sousedici aminokyseliny mohou vytvofit aditivni induktivni a stericky efekt.

Induktivni efekt se vyskytuje u polarnich aminokyselin jako je napf. serin a zvySuje rychlost
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deuteriové vymeény. Stericky efekt pozorujeme v pfitomnosti leucinu v aminokyselinové
sekvenci. Jeho vysledkem je menSi pfistupnost amidovych vodiki peptidové patefe

rozpoustédlu, jejiz disledkem je sniZzend mira vodik/deuteriové vymény v této oblasti.

1.4.3 Praktické aspekty HDX-MS

Nejcastéjsi provedeni deuteriového znaceni je kontinudlni. Roztok proteinu ve vodném pufru
(standardné o pH 7, ale je mozné zvolit 1 jiné pH) je ekvilibrovan na pokojovou teplotu.
Redénim roztoku proteinu deuterovanym pufrem za¢ina proces znaéeni. Ten je vzdy zastaven
po urcitych Casovych usecich. Pro analyzu je vhodné mit minimalné 4 body s takovym
rozmezim, aby se prvni a posledni bod lisil o 4 fady (napt. 0,1 min, I min, 10 min, 100 min
a 1000 min).?%* ZnaCeni je rychle ukoneno snizenim pH na 2,5, kdy je vyména
nejpomalejsi, a zmrazenim vzorku pomoci kapalného dusiku nebo minimalné ochlazenim na
0 °C. Prakticky je to provedeno tak, Ze je protein v deuterovaném pufru fedén do pufru
zastavovaciho (tzv. quench buffer). Do zastavovaciho pufru je v pfipadé analyzy stabilnich
proteinlt mozné piidat denaturant (napf. mocovina, thiomocovina) a reduk¢ni cinidlo
(napf. TCEP), které zajisti lepsi piistupnost proteinu pro proteasu.’®> Alternativou redukce
disulfidovych mustki pomoci chemického €inidla je elektrochemicka redukce v pritokové
cele, ktera vykazuje vyrazné vyssi efektivitu.’® VySe uvedené podminky zajisti zachovani
deuteriové znacky pro MS analyzu.?%?’

Takto ptipraveny vzorek intaktniho proteinu je mozné analyzovat pomoci MS
(top-down). Timto zpusobem lze ziskat pouze jeho molekulovou hmotnost a informaci
o celkové deuteraci. PresnéjSi lokalizace deuteria dosdahneme fragmentaci proteinu
v hmotnostnim spektrometru, nebo §t€penim pomoci proteasy. Fragmenta¢ni techniky jako
je CID nejsou pro HDX-MS vhodné. Ptfi zahtati iontu vlivem kolize s neutralnim plynem
(CID) mtize dojit k tzv. scrambling procesu, neboli migraci vodikl a deuterii podél peptidové
patete a z toho vyplyvajici ztrat¢ informace o pozici deuteria. Proto je nutné pro tuto aplikaci
pouzit méné energetické typy fragmentace (ETD, ECD).?73°

Priibéh HDX-MS experimentu pii kontinudlnim znaceni je na Obr. 7, str. 20.
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Obr. 7— Pritbéh bottom-up HDX-MS experimentu pri kontinudlnim znaceni. Protein ve vodném pufru (pH
7) je pri laboratorni teploté redén do deuterovaného o jinak identickém slozeni. Znaceni je provadeno v
nekolika (minimalné 4) casovych usecich. Deuterace je zastavena rapidnim snizenim teploty a pH. Za téchto
podminek je provedena proteolyza (napr. pepsinem, nepenthesinem-2, aspergillopepsinem nebo jejich
kombinaci) v roztoku nebo na proteasové koloné zapojené do HDX-MS systému. Nasleduje LC-MS analyza
a zpracovani surovych dat. Primarnim vystupem je graf zavislosti miry deuterace na case znaceni. Srovnava

se analyzovany protein vystaveny riiznym podminkdam, napy. v pritomnosti inhibitoru a bez néj.
Aby ziskana data vypovidala o skute¢né, nativni, konformaci proteinu a jeho dynamice,
je klicové zachovat v co nejvyssi mife deuteriovou znacku. Toho je mozné dosahnout za
podminek minimalni vymény, tzn. pH 2,5 (Obr. 8A, str. 21) a teploty 0 °C (Obr. 8B, str. 21).
Retence deuteriové znacky miize byt zvySena také zkracenim Casu separace (UPLC) na cca
10-15 min, provedenim proteolyzy do 2 min a okamZitym nastfikem vzorku po jeho
rozmrazeni.?®>7 Pro dosazeni spolehlivych vysledki se také doporuduje piipravit si triplikat

vzorku proteinu pro alespoii jeden ¢asovy bod znaeni.>*
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Obr. 8 — Experimentalné zjistené podminky minimalni vodik/deuteriové vymeény. A: Zavislost logaritmu
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rychlostni konstanty vodik/deuteriové vymény (log k) na pH. Oblast minimalni vymény je mezi pH 2,5
a 3. Pri typickych HDX-MS experimentech je vyména provddena pri pH 7, to znamena, Ze je katalyzovand
bazicky. B: Zavislost rychlostni konstanty vodik/deuteriové vymeny (k) na teploté. Minimalni vymeny je

dosazeno pri teplote 0 °C. Prevzato a upraveno z [31] a [26].

S vyvojem této metody piisla i robotickd automatizace celého procesu pitipravy vzorku
od znaceni pfes zastaveni znaCeni (quench) az k nastiiku vzorku do hmotnostniho
spektrometru. S timto systémem byli schopni Espada A. et al analyzovat 24 vzorkt s deviti

¢asovymi body béhem 3 hodin.*

1.4.4 Proteasy pouzivané v HDX-MS

Proteolyticky krok ve vodik/deuteriové vymeéné urcuje prostorové rozliSeni metody. Je proto
kli¢ové zvolit pro experimenty proteasu, kterda poskytne dostatecné (idealné 100%) pokryti
sekvence proteinového substratu a redundanci (pocet prekryvajicich se peptidi). Vysoka
redundance piiznivé ovliviiuje prostorové rozliSeni, protoze je mozné miru deuterace
analyzovat nékolika nezavislymi zpiisoby, jejichz mnozstvi je ddno poctem prekryvajicich
se peptidii. Redundance ale nesmi byt pfili§ vysoka, protoze rozdéleni proteinu na nadmérné
mnozstvi peptidl snizi intenzitu signalu. Pro dosazeni optimalniho prostorového rozliseni je
7adouci redundance 4-8 a aby vzniklé peptidy obsahovaly 8—12 aminokyselin.>*4°
Vzhledem k tomu, Ze je proteolyticky krok provadén za podminek minimalni vymény

(pH 2,3), pouzivaji se pii HDX-MS experimentech pfevazné aspartatové (kyselé) proteasy.*°
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Zlatym standardem je pepsin, ktery je bézn¢ komercné dostupny a byl jiz aplikovan v mnoha
studiich struktury proteinii.*'#* Stépi nespecificky s pievahou peptidii obsahujicich na
C-konci hydrofobni aminokyseliny F, W, L, M, ale i za fadou dalSich aminokyselin.*
Nespecifické Stépeni pepsinem zvysSuje komplexitu dat, protoze vznika fada prekryvajicich
se peptidii. Aby bylo mozné k HDX-MS analyze vybrat pouze relevantni peptidy, je potieba
provést replikatni méfeni za striktniho dodrZeni stejnych experimentalnich podminek. Po
5-10 opakovani MS analyzy by mélo byt dosazeno téméf konstantniho poctu
reprodukovatelnych peptidi.*¢ Pepsin ma pH optimum v rozmezi pH 1,5-2,0, okolo pH 4
zalne jeho aktivita klesat a kdyz je pH vy$3i nez 6, dochazi k jeho ireverzibilni inaktivaci.*’

Pfi studiu na prolin bohatych proteinii vznikaji ¢asto po Stépeni pepsinem pfili§ dlouhé
je vyhodné pii téchto experimentech pouzit pepsin v kombinaci s proteasami, které maji
schopnost za prolinem 3tépit. Takovymi proteasami jsou AnPEP* a Neprosin??, ktery §tépi
pfevazné za prolinem a alaninem.

Pouziti vice proteas s riznymi $tépnymi charakteristikami je jednou z moznosti, jak
zvysit prostorové rozliSeni metody HDX-MS. V nékolika publikacich bylo navrzeno
kombinovat pepsin s proteasami jako je napi. aspergillopepsin (proteasa XIII)3%4%30,

rhizopuspepsin (proteasa XVIII)3*%! nepenthesin-2°2 a pepsin z Monopterus albus*®.

1.4.5 Optimalizace proteolytického kroku v HDX-MS

Vzhledem k tomu, ze se v HDX-MS pouziva nejéastéji bottom-up pfistup>?, bude zde
referovano o zpracovani surovych dat u tohoto zplisobu provedeni.

Pted provedenim HDX-MS experimentu je nutné kontrolni Stépeni neznaceného
analyzovaného proteinu pii pH 2,5 a 0 °C. Proteolyza probih4 za podminek identickych tém,
které se vyuzivaji pii vlastnim HDX-MS experimentu (Obr. 9, str. 25). Timto krokem se
oveéfuje, jestli vybrana proteasa poskytuje dostatetné sekvenéni pokryti, redundanci
a vhodnou délku peptidi. Vzniklé peptidy jsou sekvenovany pomoci LC-MS/MS analyzy
a identifikovany pomoci prohledavacich algoritmi.3>->*

Sady identifikovanych peptidt mohou byt dale zpracovany pomoci webové aplikace

MSTools>, kterd umoziuje jejich pokrocilejsi vizualizaci. Po vloZeni vstupnich soubori
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umoziuje napt. vykresleni peptidové mapy. Ta miize pii importu limiti *od-do* vzniklych
peptidii zobrazit sekvencni pokryti proteinu (P 23, str. 113) a piekryvajici se peptidy. Dalsi
moznosti je vykreslit vni pouze zasahovd mista proteasy bez ukadzani redundance
a sekven¢niho pokryti. V map¢ je mozné pro lepsi orientaci oznacit vybrané aminokyseliny
a strukturni motivy. Peptidova mapa je vhodna pro srovnani riiznych proteas nebo podminek
Stépeni.

Dalsi informace o provedené proteolyze lze ziskat napf. pomoci makra v MS Excel*
voln¢ dostupného na internetu jako soucast publikace v Analytical Chemistry. Tento nastroj
umoziiuje vypocet Stépnych preferenci a parametrti Stépeni (pocet unikatnich peptidi,
priméra délka peptidu, sekvenéni pokryti, efektivita Stépeni a primérnd redundance).
Informace o vypocétech v tomto makru jsou uvedeny v kap. 3.2.10.1, str. 56. Diky datim
ziskanym pomoci tohoto nastroje mizeme vytvofit grafy zobrazujici distribuci redundance
(Obr. 26, str. 70) a délky peptidii (Obr. 32, str. 75) napfic proteinovou sekvenci. Distribuce
redundance ukdze, kolikrat je kazdd aminokyselina pokryta, a vypovida vice o charakteru
Stépeni. Oproti tomu primérna redundance muize mit sice vyhovujici hodnotu, ale ve
skutecnosti je napiiklad jedna oblast sekvence pokryta minimdln¢ a druhd naopak pftilis
mnoho. Graf distribuce redundance je tak vhodngj$i pro srovnani podminek Stépeni
a posouzeni komplementarity proteas. Graf distribuce délky peptidi zobrazi pocty peptidii
v daném rozmezi. V HDX-MS je vhodné, aby byla nejpocetnéjsi skupina peptidi o délce
8—12 aminokyselin.*

Optimalizace proteolyzy sestdva z testovani riznych parametri. Nejprve je protein
Stépen na pepsinové koloné pii 0 °C. Na zékladé sady identifikovanych peptidu je provedena
analyza parametrt digesce — pokryti sekvence, redundance a jeji distribuce, primérna délka
peptidu. Nasledné je testovano, jaky vliv mé zvySeni teploty (kratsi délka peptidi, mensi
redundance, efektivnéjsi digesce), zména priitoku, pouZiti redukénich a denaturacnich €inidel

a riznych proteasovych kolon.3%40

1.4.6 Zpracovani dat v HDX-MS

Po optimalizaci proteolytického kroku nésleduje méfeni deuterovanych vzorki, lokalizace

pikt deuterovanych peptidi, analyza izotopové obalky a vypocet miry deuterace, statisticka
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analyza replikatd a nakonec vizualizace dat.>®

Mira deuterace je dulezitym parametrem, ktery se spocita na zakladé hmotnostnich
spekter nedeuterovaného a Castecné deuterového (analyzovaného) peptidu. Pfi dostupnosti
pIn¢ deuterované kontroly, je mozné také provést vypocet korigovany na ztratu deuteria
béhem analyzy. V soucasné dob¢ je jeji vypocet soucasti komplexnich softwarti, které maji
fadu dalSich funkci. HXPIPE a HX-DEAL>’, které jsou soucasti platformy Mass Spec Studio,
zahrnuji feSeni aspektl naptic celym HDX-MS experimentem. Dal§im piikladem je DeutEXx,
do které¢ho je mozné importovat data z prakticky kteréhokoliv hmotnostniho spektrometru,
protoze se do né&j vkladaji soubory ve formatu *.txt nebo *.csv.’®> Tento software je

kompatibilni s vySe zminénou webovou aplikaci MSTools.

1.5 MozZnosti exprimentalniho provedeni proteolyzy

V tom bottom-up a middle-down protokolech urcuje proteolyticky krok sekven¢ni pokryti
a redundanci peptidl, které maji vliv na uspéSnost vyhodnoceni ziskanych dat a nasledné
zkoumani napf. zmény struktury proteinu. Existuje n€kolik moznosti, jak proteolyzu
experimentalné provést. NejcastéjS§imi provedenimi jsou Stépeni proteinu v roztoku nebo
imobilizace proteasy na pevny nosic.

V ptipad¢ klasické proteomiky se Stépeni proteinu v roztoku provadi typicky po dobu
vice nez 5 h, ale relevantni data lze ziskat uz po 2h Sté€peni. Také je potieba zachovat nizky
pomér enzym:substrat (1:20-1:100, w/w (hmotnostni pomér)®), aby se zabranilo vyskytu
interferujicich peptida z autolyzy proteasy.®!-%2 Dale je diilezité, aby byl charakter vzniklych
peptida predikovatelny.®® V piipadé HDX-MS je proteolyza provadéna po dobu 1-2 min,
protoze pii del§im Stépeni by doslo ke ztraté¢ deuteriové znacky. Aby doslo za tak kratkou
dobu k pozadovanému rozsahu §tépeni, voli se pomér proteasa:substrat 1:1 (w/w).%* Autolyza
enzymu je minimalizovana kratkym ¢asem Stépeni a proteasy pouzivané pro tyto aplikace
jsou vuci ni obecné odolné.

Kromé Sté€peni proteinu v roztoku lze provést imobilizaci enzymu na pevny nosic. Tim
mohou byt povrchy rtiznych polymer jako je naptiklad CNBr aktivovana Sepharosa
(zesiténa agarosa)® nebo aldehydem aktivovany polystyrendivinylbenzen (POROS™ AL)®%,
Piiklad experimentdlniho uspotadani u HDX-MS se zapojenim kolony s imobilizovanou

proteasou je uveden na Obr. 9 (str. 25).
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Roztok proteasy
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Obr. 9 — Ukdzka zpiisobii provedeni proteolyzy v HDX-MS experimentech. 1: Stépeni v roztoku
(offline), 2: stépeni pomoci proteasy imobilizované na nosic¢ (online). Pri obou provedenich
dochazi po proteolyze k odsoleni a zakoncentrovani vzniklych peptidii na predkoloné.
Nasleduje eluce peptidii do iontového zdroje hmotnostniho spektrometru pomoci

acetonitrilového gradientu. Prevzato z [104].

Vyhodu systéml s imobilizovanym enzymem piedstavuje moznost regenerace
a opakovaného pouziti bez ztraty katalytické aktivity.®* PFi imobilizaci proteolytickych
enzyml na pevné nosice se zvysi rychlost a robustnost analyz. SniZeni potfebného Casu
Stépeni je dano vyssi lokalni koncentraci proteasy na nosi¢i.¢ Kratky ¢as $t€peni zaroven
snizuje pravdépodobnost vzniku produktl autolyzy. Snadnéd regulace parametri jako je
velikost kolony, teplota, tlak v koloné a pritokova rychlost v koloné¢ umoziuje variabilitu
podminek Stépenti.

Efektivitu Stépeni proteolyticky rezistentnich proteinli je mozné zvysit pouzitim
denaturac¢nich a redukcnich latek. Pii Stépeni v roztoku mize dojit k vyznamné denaturaci
proteasy demonstrovanou snizenim jeji aktivity. Nicméné pfi jeji imobilizaci je tento efekt

minimalizovan. Jednim z moznych vysvétleni je kratky kontakt (desitky sekund) proteasy
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s denaturantem. ZvySeni odolnosti proteasy vici denaturantim po imobilizaci na pevny nosic
bylo prokdzano napiiklad na rekombinantnim nepenthesinu-1 (rNep-1).* Kolonu
s imobilizovanym enzymem je mozné spojit s multi-dimenzionalnimi separa¢nimi systémy
a analyza proteint se tak d4 pIné€ automatizovat.?

Dalsi moznosti, jak zvysit efektivitu Stépeni, je soucasné pouziti dvou a vice
proteasovych kolon. Ty mohou byt zapojeny paralelné, kdy se tok pfed vstupem do LC
systému spoji, nebo sériové (za sebou, tandemove). RlUzné proteasy je také mozné
imobilizovat spole¢né a vznikne tak smésna kolona.®” Jednotlivé HDX-MS aplikace vyse
uvedenych experimentalnich uspofadani jsou uvedeny v kapitolach u pfislusnych proteas
(1.6,1.7,1.8a 1.9, str. 26-31).

Enzym je mozné imobilizovat také na polymerni vlakna nebo magnetické nanocastice,
které zajisti rychly cas Stépeni (30 s). Vyhodou je moznost odstranéni proteasy vyuZzitim

centrifugace nebo magnetismu. Zamezi se tak interferenci proteasy v MS analyze.®

1.6 Aspergillopepsin (proteasa XIII)
Aspergillopepsin I (EC 3.4.23.18) neboli proteasa XIII (XIIT) pochdzi z houby Aspergillus

saitoi.>*%8

Je to monomerni protein, ktery ma 32% sekven¢ni shodu s pepsinem a 39%
s thizopuspepsinem. Obsahuje 325 aminokyselinovych rezidui, z nichz 76. je Asp, na ktery
se vaze substrat. Radi se tak do skupiny aspartatovych proteas, se kterymi sdili mnoho

strukturnich  znakd. %8

Je to nespecificka proteasa, ktera Stépi za hydrofobnimi
aminokyselinami (Y, L, F), ale také za K, R, N a H.46:5068 St&peni za K (Lys) lze vyuzit pro
aktivaci trypsinogenu pii pH 3—4,5. Aktivni trypsin se vyuZije pfi srazeni mléka.5®

V roce 2003 byla XIII v kombinaci s pepsinem a rhizopuspepsinem (Rpn) testovana
vroztoku pro moznou aplikaci v experimentech vodik/deuteriové vymény. Na
penicilin-vazajim proteinu (PBP) byly provedeny tfi separatni proteolyzy, nichz kazda byla
meétena v triplikdtu. Kombinaci dat ze stépeni PCB pomoci XIII, rhizopuspepsinu a pepsinu
se zvySilo pokryti sekvence substratu (99,7 %) a prostorové rozliSeni
(pfesnéjsi lokalizace deuterovanych oblasti). Pepsinem generovany peptid 634—654 byl
identifikovan jako vysoce deuterovany (Obr. 10, str. 27).

Nicméné rhizopuspepsin byl schopen tuto oblast sekvence PBP S§tépit na mensi
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fragmenty (645655, 646—-649, 648—657, 648—658 a 649—-653). Na zéklad¢ kratSich peptida
pochazejicich z rhizopuspepsinu bylo zjiSténo, Ze vysoce deuterovand je pouze oblast
634-645 (Obr. 10).%° Pepsin a proteasa X VIII mély na zaklad€ vySe zminéné studie vhodng&;jsi
Stépné charakteristiky neZ proteasa XIII. PouZiti aspergillopepsinu pii St€peni PBP bylo ale
vyhodné v tom, ze zvétsilo soubor dat a umoziiilo tak potvrzeni stanovenych vysledkii miry
deuterace.®

Nicmén¢ vhodnost proteasy pro dany ucel je silné zavisla na charakteru substratu.
Naptiklad pfi Stépeni myoglobinu a Ctyf rekombinantnich proteini v rozmezi 12-70 kDa
generovala XIII vice kratSich peptidi nez pepsin.®® Dal§i demonstrativnim piikladem je

634 635 636 637 638 639 640 641 642 643 644 645 646 647 648 649 650 651 652 653 654 655 656 657 658
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Obr. 10 — Cast sekvence penicilin vdzajiciho proteinu. Jeho §tépeni bylo provedeno pomoci

rhizopuspepsinu a pepsinu. Plnou tiseckou je oznacen peptid [634—-354] vznikly §tépenim pepsinem

a prerusovanou peptidy generované rhizopuspepsinem (645—655, 646—649, 648—657, 648—658 a

649-653). Cisla nad peptidy odpovidaji poctu inkorporovanych deuterii po 30 s znaceni. Usecka

vdolni Casti obrazku ukazuje miru deuterace. Cernd — vice nez 50 % amidovych vodiku bylo

deuterovadno, Sedd —méné nez 10 % bylo deuterovano. Prevzato z [39].
proteolyza modelového proteinu fosforylasy b, po které bylo zjisténo, ze XIII v porovnani
s pepsinem a XVIII preferuje ve vétsi mife Stépeni za R, N a H.#

Vzhledem k rozdilnym S§tépnym charakteristikdm pepsinu a XIII je vyhodné data

z téchto dvou nezavislych proteolyz spojit. Paralelni Stépeni pepsinem a proteasou XIII
v roztoku bylo Uspésné aplikovano piit HDX-MS studiu dynamiky dimerni kreatinkinasy,
kterda ma pomérmné kompaktni strukturu.%® Pfi zkoumani vzajemného piisobeni myoglobinu
a lipidovych vesikulii bylo opét provedeno paralelni $tépeni pepsinem a XIII. Diky této
kombinaci bylo mozné ziskat vy$si rozliSeni v interagujicich oblastech myoglobinu.*’

Dv¢, ptipadné vice, proteolyz je mozné provést i v kolonovém usporadani. Tandemové
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zapojeni imobilizované proteasy XIII a pepsinu bylo otestovano na Ctyfech proteinech
o délce 140-908 aminokyselin. Toto uspofadani ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem
s vysokou rozliSovaci schopnosti se ukéazalo jako vhodny zplsob, jak zlepsit kvalitu
a spolehlivost HDX-MS dat.”® V né&kolika HDX-MS analyzach se také osvéd¢ilo pouziti
smésnych kolon obsahujich dvé proteasy. Pepsin koimobilizovany s proteasou XIII byl
pouzit pfi analyze monoklonélnich protilatek. Pomoci této kolony bylo, oproti aplikaci
samotnych proteas, mozné pokryt oblast zavésu (hinge) na jejich téZkém fetézci.®” Smésna
kolona pepsinu s XIII byla také uspéSné aplikovana pii analyze vlivu typu glykanu na
flexibilitu Cy2 domény tézkého Fetézce trastuzumabu.”! Tato kolona nasla své dalsi uplatnéni
pfi studiu dynamiky histonovym monomert a celych nukleosomii.”? Zvyseni rozliseni diky
smésné kolon¢ bylo dale demonstrovano na Stépeni cytochromu c. Na zaklad¢ peptidi
generovanych pepsinem koimobilizovanym s XIII bylo mozné v 50 % sekvence substratu
lokalizovat miru deuterace s piesnosti na 1-2 aminokyseliny. Zatimco pfi §t€peni pepsinovou

kolonou bylo tohoto rozliseni dosazeno pouze ve 20 % sekvence.”

1.7 Rhizopuspepsin (proteasa XVIII)

Rhizopuspepsin (EC 3.4.23.21), zndmy také jako proteasa XVIII, patii mezi aspartatové
proteasy, se kterymi ma, stejné¢ jako aspergillopepsin, velmi podobné strukturni
vlastnosti.”*”> Sekvenéni podobnost rhizopuspepsinu a pepsinu se pohybuje okolo 40 %.7°
V 50. letech 20. stoleti byl rhizopuspepsin poprvé krystalizovan.”” V nadchazejicich letech
byl postupné zvysovan vytézek krystalii a rozliSeni ziskanych dat, které v roce 1999 dosahlo
az 1,5 A.78 Na zakladé aktivitnich spektrofotometrickych testtl, bylo zjisténo, Ze ma proteasa
XVIII teplotni optimum pii 60 °C, pH optimum v rozmezi 2,9-3,3 a je podobné¢ jako pepsin
stabilni az do pH 6.77

Tuto proteasu Ize ziskat bud’ z kultury mikrohouby Rhizopus chinensis nebo
rekombinantni expresi v E. coli.>""’® Komeréni zdroj rhizopuspepsinu v podobé izolatu
z R. chinensis ma fadu nevyhod jako je nedostatecné mnozstvi proteasy, nevyhovujici Cistota
a Casto nekompletni §tépeni substratu.’! Z tohoto diivodu bylo snahou vyvinout metodu pro
rekombinantni produkci této proteasy. Vytézek produkce byl roce 1999 12 mg/l bakterialni
kultury’® a v roce 2009 byl zvysen az 100 mg/I>!. Rekombinantni Rpn byl charakterizovan

v imobilizované form¢ a srovnan s imobilizovanym pepsinem a proteasou XIII. Proteasa XIII
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a Rpn produkovaly kratS§i peptidy nez pepsin a kromé hydrofobnich aminokyselin
proteasami bylo zvySeno rozliSeni na 1-3 aminokyseliny. Vzhledem k tomu, ze je mozné
rekombinantni Rpn imobilizovat bez vyrazné ztraty aktivity, je vhodné&j$i alternativou

pepsinu nez proteasa XII1.3!

1.8 Nepenthesiny
Nepenthesiny (EC 3.4.23.12) patii do podrodiny A1B aspartatovych proteas a vyskytuji se
v rostlinach rodu Nepenthes (1ackovky). Tyto rostliny (Obr. 11) jsou masoZravé a svou kofist
rozkladaji pomoci enzymatického aparatu v tekuting lacky.”

Procentudlni vétSinu tekutiny lacky tvofi nepenthesiny 1 a 2. Sekvence
nepenthesinu-1 (Nep-1) a nepenthesinu-2 (Nep-2) -
vykazuje vysokou miru shody (~67%).3> Nep-1 je ale ' 3 f =

&

narozdil od Nep-2 N-glykosylovany a ma vyssi pl. Tyto
vlastnosti jsou pravdépodobné zodpovédné za vyssi
stabilitu Nep-1.7°

Na rozdil od ostatnich rostlinnych (vakuolarnich)
aspartditovych proteas se nepenthesiny vyskytuji
extracelularné. OdliSuji se také specifickym insertem
obsahujicim dalsi &tyfi cysteiny.”” Maji vyjimeéné
vysokou teplotni a pH stabilitu, ktera je pravdépodobné

X
Obr. 11 — Rostlina rodu Nepenthes.

zpusobena pfitomnosti Sesti disulfidovych vazeb.
Nicméné disulfidové vazby jsou také moznym
divodem vyrazné nizsi odolnosti téchto proteas vici denaturacnim a redukénim ¢inidlam
v porovnani s pepsinem.”?80:81

Nepenthesiny obsazené v extraktu z lacky byly pro své kyselé pH optimum a velky
rozsah teplotni stability otestovany za Ucelem jejich vyuziti v HDX-MS. Vykazovaly vice
nez 1000x vétsi efektivitu $tépeni nez pepsin. Pfirodni nepenthesiny neprojevuji v roztoku
znamky autolyzy a dokazaly na rozdil od pepsinu pokryt oblasti proteinti s nepravidelnymi

strukturami. Tato schopnost souvisi se §irsi specifitou Stépeni. Sekret z [aCky mél nékteré ze
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Stépnych preferenci spolecné s pepsinem (A, F, L, M, Y, C), ale byly pozorovany i peptidy,
na jejichz C-konci se vyskytovaly aminokyseliny, které u pepsinového $t€peni nenajdeme
(K, H,RaP).

Nepenthesiny se ale ziskavaji z 1acky obtizné€ a vytézek je miniméalni. Dals§i nevyhodu
piedstavuje narocnost rostliny Nepenthes na péstovani.®® Z tohoto divodu byly
Nep-1 a Nep-2 exprimovany v E. coli ve velkém mnozstvi’>8°, coz umoziiuje strukturni
charakterizaci (krystalizaci) a imobilizaci. Pomoci protokolu provedeného pii kyselém pH se
podafilo krystalizovat rNep-1. Nicméné pro aplikaci molekulového nahrazeni a tplnou

dedukci struktury bude potieba najit vhodny homologni model.®

Rekombinatni Nep-1
(rNep-1), exprimovany v E. coli, ;] = :mzl; ':::;': A
oproti své pifrodni variant¢ & BN tekutina z lacky
neobsahuje N-glykosylaci. %
Z divodu  potencidlni  aplikace § 2]
v HDX-MS byl rNep-1 E
charakterizovan a srovnan § 1
s pepsinem a extraktem z lacky. =
Imobilizovany rNep-1 tvofil v

ACDEFGHIKLMNPQRSTVWY
Aminokyselina v P1 pozici

porovnani s extraktem z lacky a

pepsinem  krat§Si peptidy. Pii L ) 5
Obr. 12 — Graf Stépnych preferenci v Pl pozici. Modre jsou

testovani Stépnych preferenci rNep- znaceny Stepné preference imobilizovaného pepsinu A, cCervené
1 bylo zjiSténo, ze oproti pepsinu a imobilizovaného — rekombinanmiho nepenthesinu-1 a zelené
tekuting z 1a¢ky téméf nestépi za W tekutiny z lacky. Vyznamné rozdily (K, H, R, P) jsou zvyraznény
N e, D L y . ;
(Obr. 12). Spolu s extraktem z 1acky zlute. Data byla normalizovana na pocet aminokyselin ve

. . _ Stépenych modelovych proteinech. Prevzato a upraveno z [40].
ale sdili vysokou preferenci Stépeni

za bazickymi aminokyselinami (K, R, H). Za prolinem $t€pila pouze tekutina z 1acky.**-3
Z divodu vySe uvedenych vyhodnych vlastnosti byl imobilizovany rNep-1 pouzit
v kombinaci s rekombinantnim rhizopuspepsinem (rRpn) v sériovém zapojeni pii studiu
mechanismu pienosu elektronti mezi doménami dehydrogenasy cellobiosy.3?

Rekombinantni Nep-2 se od rNep-1 li§i vyrazné vyssi odolnosti vii¢i denaturantim
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a reduk¢énim ¢inidlim (napt. TCEP, DTT) a navic $tépi za W.

Rekombinantni Nep-1 a Nep-2 témé&f kopiruji vlastnosti tekutiny lacky rostliny Nepenthes
kromé $tépeni za prolinem a stabilitni kfivky rNep-2 jsou velmi podobné pepsinu. Z vyse
uvedenych diavodi je rNep-2 v soucasné dob¢ povazovan za nejadekvatnéjsi alternativu
pepsinu. Pro dosazeni vysokého prostorového rozliseni HDX-MS analyz se doporucuje
kombinace pravé téchto dvou proteas.’? Napftiklad imobilizovany rNep-2 a pepsin
v tandemovém zapojeni byly jiz Uspé$né aplikovany pti HDX-MS studiu strukturni
dynamiky FAD dependentni NAD(P)H:chinon oxidoreduktasy 1, jejiz zména struktury je
Uzce spjata s rakovinou, Parkinsonovou a Alzheimerovou chorobou.?*® Imobilizovany
r-Nep-2 byl déale v kombinaci s rRpn a pepsinem vyuzit pii HDX-MS ¢tyft strukturné blizkych

integralnich membranovych proteint.*!

1.9 Prolyl endoproteasa z Aspergillus niger
Prolyl endoproteasa, pochazejici z vlaknité houby Aspergillus niger (AnPEP), patii mezi
serinové proteasy rodiny S28.8637 Aktivita této proteasy se pohybuje v Sirokém rozsahu
teplot a jiz v nfkolika studiich bylo prezentovano jeji atypické dvojité
pH optimum (2 a 4).48-8783

Je rutinn€ aplikovana v pivovarském primyslu pro jeji schopnost zabranit tvorbé
koloidnich ¢astic béhem fermentace.?*° Déle byl v n&kolika publikacich akcentovan jeji
potencial hydrolyzovat imunogenni peptidy v tenkém stievé osob trpicich celiakii a je takto
dostupna jako vhodny potravinovy dopln&k (Gluten Rid with Tolerase G, aj.).”'"%*
V neposledni fadé nalezla tato proteasa uplatnéni v protokolech klasické a strukturni
proteomiky jako alternativa trypsinu®®°3-%, resp. pepsinu*®. VSechny vyse uvedené aplikace
jsou uzce spjaty s jeji schopnosti Stépit preferenéné za prolinem. Kromé prolinu §té€pi jeste
za A a v mensi mife za G, L, R, S a Y 37889 Bylo prokéazano i $tépeni za hydroxyprolinem.?’
Je komer¢né dostupnd pod nazvy Brewers Clarex?’, Gluten Rid with Tolerase G

a ProAlanase®.
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Produkt ProAlanase mé vyssi pofizovaci cenu oproti vySe uvedenym variantam nenia
v roztoku byly otestovany na HeLa lyzatu. Vysledky naznacuji, Ze nejvyssi specifity St€peni
za P a A bylo dosazeno po lhod pii pH 1,5 a poméru proteasa:substrat, 1:50, (Obr. 13)
a nejvyssi pocet unikatnich peptida byl identifikovan za stejnych podminek po 2 hod. Tato
skutecnost je vyhodna pfi studiu disulfidovych vazeb, protoZe pii nizkém pH je moZnost
rozpojeni a ndhodného zapojeni disulfidu minimalizovand. Konvencné pouzivany trypsin je

pii tomto pH neaktivni.®®> Trypsinové $tépeni je nedostateéné také v piipadé analyzy

A) B)
60 * 60
L *
50 50
| X
X 40 mih :—v 40
1: m2h v i5e mpH1l5
0 »f @ah g 304 ka opH2
c ol8h o=t opH25
b Q 20
,8 20 ,u
10 10 .
0 - | E e =i 0 n i Fl |h i
ACDEFGHI KLMNPQRSTVWY ACDEFGHI KLMNPQRSTVWY
C-koncova aminokyselina C-koncova aminokyselina

Obr. 13 — Stanoveni optimalnich podminek stépeni ProAlanasy (testovano na bunécnem lyzatu HeLa).
Pomeér proteasa:substrat, 1:50. Optimalni podminky jsou oznaceny hvezdickou. Grafy zndazornuji cetnost
dané aminokyseliny na C-konci vzniklych peptidii. Byly analyzovany duplikaty pri riznych casech Stépeni
(4) a pH (B). Prevzato a upraveno z [95].
fosforylaci fizenych prolinem, které se u savcii vyskytuji az ze 40 %. To znamena, Ze kinasa
fosforyluje S/T pouze ve chvili, kdy sousedi s prolinem.®® Trypsin ale §t&pi pouze za K a R
a pritomnost fosforylace je divodem pro jeho opomenuté Stépeni (missed cleavage).
Vhodnym feSenim je kombinace peptidi pochazejicich z ProAlanasy a trypsinu. Timto
zptisobem bylo dosazeno téméi kompletniho pokryti sekvence intracelularni domény Notch3
bohat¢ na prolin a spolehlivé identifikace fosforylace. Dalsi proteomickou aplikaci
ProAlanasy je analyza histont a jejich posttransla¢nich modifikaci, kde je opéct trypsin
nevhodny kvili §t€peni za K a R, které jsou u histont pfilis Casté a digesce tak vede k mnoha

kratkym, nedetekovatelnym peptidtim.®>
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Brewers Clarex je levnéjsi alternativou ProAlanasy. V roce 2017 bylo demonstrovano
pouziti tohoto preparatu pro experimenty vodik/deuteriové vymény. Substraty hemoglobin
a imunoglobulin byly Stépeny v roztoku za podminek minimélni vymény (pH 2,5 a 0 °C)
a poméru proteasa substrat 1:1 (w:w). V porovnani s pepsinem generoval AnPEP kratsi
peptidy s odlisnou sekvenci souvisejici s riznymi St€pnymi preferencemi téchto proteas.
Z tohoto divodu poskytuje proteolyza AnPEPem vétsi prostorové rozliSeni a nahled do
prolin-bohatych oblasti struktury proteinu obtizné dostupnych pomoci pepsinu. Timto byla
prokdzana vysokd komplementarita téchto dvou enzymii. Tento preparat byl testovan 1 pro
proteomické aplikace. Proteom E. coli byl Stépen 4 h pii 37 °C a pH 2,5
(pomér proteasa: substrat, 1:300). V ptipad¢ pouziti AnPEPu (Brewers Clarex) za HDX-MS
i proteomickych podminek pievazovalo $t€peni za P a A.#

Kromé¢ komerc¢nich zdrojii je mozné AnPEP ziskat pomoci rekombinantni exprese
anasledné purifikace pomoci niklové afinitni chromatografie. Plasmid pPIC-9K byl
klonovan v E. coli (JM 109). Poté byla provedena transformace plasmidu na His-deficientni
kmen kvasinky Pichia pastoris, ktera byla pouzita pro expresi proteasy AnPEP.
Aminokyseliny v nativhim 4nPEPu jsou koédovany triplety, které jsou v P. pastoris
zastoupené jen vzacné. Proto byl kromé nativniho AnPEP exprimovan jest¢ mutant, ktery
mél stejnou aminokyselinou sekvenci, ale liil se v mnozstvi a charakteru kddujicich tripletd.
Tato optimalizace zajistila vyssi vytézek mutantni formy oproti nativni. Mutant mél aktivitu
620 + 25 U/l, zatimco nativni forma 500 = 18 U/l. Teplotni a pH optimum pro nativni
a mutantni formu odpovidalo 40 °C a pH 4-5.1%

AnPEP ma stovky proteoforem a nejméné 3 sekvencni varianty. Tento fakt je davan do
souvislosti s jeho glykoproteinovym charakterem, konkrétné glykosylaci na asparaginu.
N-glykosylace je kliCova posttranslacni modifikace, protoze vyznamné ovliviiuje sekreci,
aktivitu, stabilitu a substratovou specifitu proteasy.®” 4AnPEP obsahuje 7 N-glykosyla¢nich
mist manosového typu (N60, N122, N186, N204, N288, N315, a N406), ktera mohou byt
modifikovdna. Manosovy typ N-glykanu obsahuje dva na sebe navazujici
N-acetylglukosaminy, z nichz jeden je vazan na asparagin v aminokyselinové sekvenci
AnPEP a na druhy je pfipojen sled mnoha vétvenych manos. Existence N-glykosylace je

podminéna vyskytem tripletu N-X-T/S v sekvenci, kdy X neni P a T je ¢ast&jsi nez S.879° Na
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Obr. 14 je jedna z variant sekvence AnPEP, kde jsou vyznaCena N-glykosyla¢ni mista,
disulfidové vazby a signdlni peptid na N-konci. Sekvenéni varianty se li§i pfedevS§im
aminokyselinovym slozenim signalniho peptidu. Proteoformy AnPEP proteasy se li§i v poctu

a usporadani manos a ptitomnosti fosforylace.

MRAFSAVAAA ALALSWASLA QAARP LVPK PVSRPASSKS
A TTGEAYFE QLLDHHNPEK GTFSQRYWWS TEYWGGPGSP
VVLFTPGEVS ADGYEGYLTN ETLTGVYAQE IQGAVILTIEH
RYWGDSSPYE VLNAETLQYL TLDQAILDMT YFAETVEKLOQ QTF
DNSTRSNAQN APWVMVGGSY SGALTAWTES VAPGTFWATYH
ATSAPVEAIY DYWQYFYPIQ QOQGMAQNCSK KD VSLVAEYVDHK
IGKNGTAKEQ QALKELFGLG AVEHFDDFAA VLPNGPYLWOQ
DNDFATGYSS FFQFCDAVEG VEAGAAVTPG PEGVGLETZ KA AI
ANYANWFNST ILPDYCASYG YWTDEWSVAC FDSYNASSTZPI
YTDTSVGNAV DRQWEWFLCN EPFFYWOQDGA PEGTSTTIVPR
LVSASYWOQRQ CPLYFPETNG YTYGSAKGKN AATVNSWTGG®G
WDMTRNTTRL IWTNGQYDPW RDSGVSSTFR PGGPLASTA AN
EPVQIIPGGF HCSDLYMADY YANEGVEKEKVV DNEVKQIIKEHW
VEEYYA

Obr. 14 — Sekvence varianty AnPEP proteasy. Fialové je oznacen signalni peptid, zelené misto N-koncového
Stépeni za vzniku aktivni formy enzymu, cervené N-glykosylacni mista a modre cysteiny podilejici se na
disulfidovych vazbach. Prevzato z [87].

Na pocatku roku 2022 byla publikovéana krystalova struktura AnPEP. Obsahuje 17
a-helixi, 10 310 helixii, které jsou oproti a-helixim vice stocené, uzsi a delsi, a 10
fS-skladanych listd (Obr. 15A, str. 35). Na N- a C-konci jsou o/f hydrolasové domény
obsahujici katalytickou triadu Serl179-His491-Asp458 typickou pro serinové proteasy.
Prostfedni ¢éast sekvence zaujima tzv. SKS doména, kterd je bohatd na a-helixy. Na
povrchovém modelu AnPEP
(Obr. 15B, str. 35) je vidét rozmérna kapsa nachazejici se na pomezi SKS a o/f domény. Po
porovnani  struktury A4AnPEP a  jeho  sekvencnich  homologi  lysomalni
Pro-X karboxypeptidasy (PRCP) a dipeptidyl peptidasy 2 (DPP7) bylo zjisténo, Ze ma
nejvetsi kapsu AnPEP. Vysledky tohoto pozorovani osvétluji princip rozpoznavani substrati
vySe uvedenymi proteasami. Protoze ma AnPEP objemnou kapsu, dokaze Stépit velké
proteinové substraty, zatimco PRCP a DPP7 s mensi kapsou §tépi pouze N- a C-koncové

oblasti peptid.®®
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Cys379-Cys411 Katalyticka kapsa

o/B hydrolasova doména SKS doména

Obr. 15 — Struktura AnPEP. (4) Stuzkovy model AnPEP. N-konec je oznacen modre a C-konec cervene.
N-glykany jsou zndzornény v podobé tyckovych modelu a disulfidové vazby v podobé kulickovych. Jsou
zde oznaceny i pozice sekunddarnich struktur (napr. al, p8). Pozice katalytické triady je ukdzana v podobé
prerusované kruznice. (B) Povrchovy model AnPEP. Povrch katalytické triady, situovany v katalytické

kapse, je obarven cervéné. Katalyticka kapsa je Sirokd 16 A. Prevzato a upraveno z [86].
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2 Cile prace
— vybér vhodného komer¢niho zdroje AnPEP proteasy
(prolyl endoproteasa z Aspergillus niger)
— charakterizace tohoto zdroje
— charakterizace imobilizovaného AnPEPu v kombinaci s jinymi proteasami
(pepsin, aspergillopepsin (XIII), Nepenthesin-2 (Nep-2))
— optimalizace bioinformatického zpracovani dat

— zhodnoceni mozné aplikace vybranych proteasovych kolon v HDX-MS analyze
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Material

3.1.1 Pristroje a pomiicky
Analytické vahy ML104/01

Automatické pipety
Centrifuga 5415 R
Filtr Ultrafree-MC GV 0,22 um

Fotodokumentacni systém ChemiDoc MP

UPLC kolona, Luna Omega Polar C18 (1,6 um, 100 A,

100 x 1,0 mm)

UPLC ptedkolona, Luna Omega Polar C18

(5 um, 100 A, 20 x 0,3 mm)

HPLC systém LC-20AD

Hmotnostni spektrometr MALDI TOF AutoFlex
Hmotnostni spektrometr timsTOF Pro

Kolona PD-10 (Sephadex™ G-25)

Kolona z nerezové oceli (2x20 mm)

Kolonka OPTI-TRAP™ (Makro, 50ul: 3x8 mm)

pH elektroda

pH metr Orion 2 Star
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Mettler Toledo, Svycarsko
Mettler Toledo, Svycarsko
Eppendorf, Némecko
Merck, Némecko
Bio-Rad, USA

Phenomenex, USA

Phenomenex, USA

Shimadzu, Japonsko

Bruker Daltonics, Némecko
Bruker Daltonics, Némecko
GE Healthcare, USA

IDEX Health & Science,
USA

Optimize Technologies,
USA

Hamilton, USA

Thermo, USA



Ptedvazky EMB 1000-2

Sonikac¢ni lazent Elmasonic S 30 H

Souprava pro SDS-PAGE

Spektrofotometr DeNovix DS-11

Stolni centrifuga MiniSpin

Termostat CH-100

Termostat s tiepackou Thermomixer comfort
UPLC systém 1290

Vakuovy koncentrator Speedvac

Vortex

Zdroj napéti PowerPac Universal

3.1.2 Chemikalie

2-merkaptoethanol

Acetonitril (LC/MS Cistota)

Citrat sodny (tribasicky dihydrat)

Coomassie Brilliant Blue R-250

Glycin

Isopropanol

Jodacetamid

Kyselina a-kyano-4-hydroxyskoticova (CCA)
Kyselina citronova

Kyselina chlorovodikova (LC/MS ¢istota)
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Kern, Némecko

Elma, Némecko
Bio-Rad, USA
Denovix, USA
Eppendorf, Némecko
Biosan, LotySsko
Eppendorf, Némecko
Agilent, USA

Jouan, Francie

VELP Scientifica, Italie

Bio-Rad, USA

Sigma-Aldrich, USA
Merck, Némecko

Fluka, Svycarsko

VWR Chemicals, UK
Sigma-Aldrich, USA
Merck, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Bruker Daltonics, Némecko
Roth, Némecko

Merck, Némecko



Kyselina mravenci (LC/MS Cistota) Merck, Némecko

Kyselina sinapova (SA) Bruker Daltonics, Némecko
Kyselina octova VWR Chemicals, UK
Methanol (LC/MS Cistota) Merck, Némecko
Mocovina VWR Chemicals, UK
Peptidovy kalibra¢ni standard 206195 (MALDI) Bruker Daltonics, Némecko
POROS AL (20 pum) Thermo, USA
Thiomocovina Sigma-Aldrich, USA

Tris VWR Chemicals, UK
Tris(2-karboxyethyl)fosfin (TCEP) Sigma-Aldrich, USA

3.1.3 Pufry a roztoky
30% (v/v) akrylamid:N,N -methylen-bis-akrylamid mix (Bio-Rad, USA)

95% acetonitril, 0,1% kyselina mraven¢i, 4,9% voda (mobilni faze B)

Barvici roztok Coomassie Brilliant Blue pro SDS-PAGE gely: 45% (v/v) methanol; 10%
(v/v) kys. octova; 0,25% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250

10% dodecylsiran sodny (Bio-Rad, USA)
S50mM citratovy pufr pH 5,0
500mM glycin-HCI pH 2,3

4x koncentrovany vzorkovy pufr Laemmli (Bio-Rad, USA): 62,5 mM Tris-HCI pH 6.8,
10% glycerol, 1% SDS, 0,005% bromfenolova modf

10x koncentrovany TGS elektrodovy pufr (Bio-Rad, USA): 25mM Tris, 192mM glycin,
0,1% SDS, pH 8,3

0,1% kyselina mraven¢i ve vod¢ (mobilni faze A)

0,4% kyselina mravenc¢i ve vod¢ (mobilni faze pro proteolyzu a odsoleni)
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MALDI matrice CCA: kyselina 4-hydroxy-3,5-kyanoskoficova, nasyceny roztok

v methanolu
MALDI matrice SA: kyselina sinapova, nasyceny roztok v 50% acetonitrilu
Odbarvovaci roztok pro SDS-PAGE gely: 35% (v/v) ethanol, 10% (v/v) kyselina octova

Roztok Kkyseliny bicinchoninové (Thermo, USA): vyrobce neuvadi koncentraci, pro

provedeni stanoveni je dilezity pomér této kyseliny a siranu méd’natého

Roztok siranu méd’natého (Thermo, USA): vyrobce neuvadi koncentraci

Roztok TEMED (Bio-Rad, USA)

Slepy vzorek — hmotnostni spektrometrie (4M mocovina, 125mM glycin-HCI pH 2,3)
Standard pro SDS-PAGE Precision Plus Protein Dual Color (Bio-Rad, USA)

1,5SM Tris-HCI pH 8,8 (Bio-Rad, USA)

1,0M Tris-HCI pH 6,8 (Bio-Rad, USA)

Zastavovaci pufr pro HDX-MS (3M thiomocovina, 6M mocovina, 0,5M TCEP, 0,5M
glycin-HCIl, pH 2,3).

Zastavovaci pufr — imobilizace (2M ethanolamin, 100mM kyanoborohydrid sodny a 50mM
citrat sodny pH 5,0)

3.1.4 Proteiny

14-3-3 gamma exprimovano v laboratofi
Aspergillopepsin (proteasa XIII) Sigma-Aldrich, USA
Bovinni karbonicka anhydrasa (bCA2) Sigma-Aldrich, USA
Bovinni sérovy albumin (BSA) Sigma-Aldrich, USA
Brewers Clarex (zdroj AnPEPu) DSM, Nizozemi
Endoglykosidaza H (5-10° U/ml) Biolabs, USA

Gluten Rid with Tolerase G (zdroj Swanson, USA

AnPEPu)

Myoglobin Merck, Némecko
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Nepenthesin-2 exprimovano v laboratofi

Pepsin Sigma-Aldrich, USA
Trastuzumab (21 mg/ml) Evidentic, Némecko
3.2 Metody

3.2.1 Priprava roztoku AnPEP proteasy z kapsle Tolerase G
K obsahu tobolky v mikrozkumavce byl piidan 1 ml H>O (LC-MS ¢istota). Vznikla suspenze
byla intenzivné michdna a sonikovana 5 min. Poté byla centrifugovdna 5 min pii 13 200xg.
Z mikrozkumavky byl odebran supernatant, ktery byl pfenesen do mikrozkumavek s filtrem
(Ultrafree-MC-GV 0,22 pum). Nésledn€ byl tento Ciry roztok centrifugovan 5 min pfi
13 200xg.

3.2.2 Prevedeni AnPEP proteasy z Tolerase G a Brewers Clarex do
citratového pufru o pH 5,0

AnPEP pouzivany pfi analyzach pochdzi z komer¢nich zdroji, u kterych neni zfejmy obsah
rozpoustédel, pufrd ¢i pojiv. Z tohoto diivodu byla pouzita kolona PD-10, kterd roztoky
AnPEPu zbavila nizkomolekularnich latek a zaroven ho pievedla do definovaného prostiedi
citratového pufru. Z divodu deklarované vyssi vytéznosti a kapacity kolony byl zvolen
gravita¢ni protokol.

Kolona byla postupné ekvilibrovana 25 ml 50mM citratového pufru pH 5,0. Po
odkapani veskerého citratového pufru z kolony na ni bylo naneseno 2,5 ml roztoku Tolerase
G, respektive Brewers Clarex. Po odkapani vzorku bylo na kolonu naneseno 3,5 ml
50mM citratového pufru pH 5,0 a byla tak provedena eluce roztoku AnPEP proteasy do Cisté
zkumavky. Pro eluat byla stanovena koncentrace celkového proteinu pomoci kyseliny

bicinchoninové.

3.2.3 Stanoveni koncentrace celkového proteinu
3.2.3.1 Stanoveni koncentrace celkového proteinu pomoci kyseliny bicinchoninové

Stanoveni celkového proteinu zdroji AnPEP proteasy (Clarex a Tolerase G) bylo provedeno

spektrofotometricky pomoci kyseliny bicinchoninové (BCA). Vyuziva se redukce Cu’’ na
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Cu® proteinem v bazickém prostiedi. Cu® tvofi v daném prostiedi fialovy komplex
s kyselinou bicinchoninovou s absorpénim maximem pii 562 nm. Tvorba komplexu
reflektuje mnozstvi peptidovych vazeb a pfitomnost aminokyselin cysteinu, tryptofanu
a tyrosinu ve vzorku.!’! Z tohoto déivodu je BCA metoda oproti stanoveni koncentrace
celkového proteinu pii 280 nm selektivnéjsi.

Kalibra¢ni fada BSA byla pfipravena v koncentra¢nim rozmezi 2,0-0,125 mg/ml.
Vychazelo se z roztoku o koncentraci 2 mg/ml, ktery byl dale fedén dle Tab. 1. Pracovni
roztok vznikl smisenim roztoku BCA s roztokem siranu méd’natého v poméru 50:1. Roztok
proteinu (BSA nebo AnPEP) byl smisen s pracovnim roztokem v poméru 1:20. Slepy vzorek
byl pfipraven smisenim 50mM citratového pufru pH 5,0 s pracovnim roztokem v poméru
1:20. Takto pripravené vzorky byly inkubovany 30 min pti 37 °C. Po 30 min byla zméfena
v triplikatech absorbance vzorkti 4AnPEPu a standardnich roztok bovinniho sérového
albuminu. Koncentrace celkového proteinu byla stanovena odectenim absorbance
z kalibra¢ni zavislosti standardniho proteinu BSA.

Tab. 1 — Kalibracni Fada BSA pro stanoveni celkového proteinu pomoci BCA: pouzité objemy citratového

pufiru a BSA. Roztok n byl pripraven redénim roztoku n—1.
n ¢ (BSA) [mg/ml] V (50mM V (BSA, (n)) [pl]

citratového pufru

pH 5,0) [pd]

(1) 2,00 — —

) 1,50 20 60 (1)
(3) 1,00 20 40 (2)
(4) 0,75 10 30 (3)
(5) 0,50 10 20 (4)
(6) 0,25 10 10 (5)
(7) 0,13 10 10 (6)
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3.2.3.2 Stanoveni celkového proteinu pri 280 nm

Koncentrace celkového proteinu u vzorkG proteas (AnPEP, pepsin, aspergillopepsin
a nepenthesin-2) pted imobilizaci byla stanovena spektrofotometricky pti 280 nm. Pii této
vlnové délce maji aromatické aminokyseliny tryptofan a tyrosin, které jsou obsazeny ve
vétsing proteind, absorpéni maximum. Toto stanoveni je pouze orientacni, protoze proteiny,
které obsahuji vice aromatickych aminokyselin tryptofan a tyrosin, budou mit vyssi
absorbanci nez ty o stejné koncentraci s niz§im poctem téchto aminokyselin v sekvenci.
K celkové absorbanci mohou pfispét i neproteinové komponenty vzorku.!?

Proteasy uvedené v Tab. 2 byly pomoci PD-10 (viz 3.2.2, str. 41) pfevedeny
do prostiedi 50mM citratového pufru pH 5,0. Poté byla zmétena absorbance jednotlivych
proteas v triplikdtech pii1 280 nm proti slepému vzorku (50mM citratovy pufr pH 5,0).
Koncentrace byla vypocitdna na zaklad¢ jejich extink¢nich koeficientii uvedenych v Tab. 2
a namé&fenych absorbanci, ze kterych byl stanoven median. Stanoveni koncentrace proteas
pfi 280 nm bylo provedeno Mgr. Markem Polakem.

Tab. 2 — Molarni extinkcni koeficienty proteas zjistené pomoci programu GP MAW 8.00 na zdklade jejich

viozZenych sekvenci.

Proteasa £280 [dm3-mol™!-cm™]
AnPEP 168700
Pepsin 55900
Nepenthesin-2 33140
Aspergillopepsin (XIII) 43950

3.2.4 Deglykosylace AnPEP proteasy
AnPEP proteasa byla deglykosylovana pomoci endoglykosidasy H, ktera $tépi mezi dvéma
N- acetylglukosaminovymi zbytky s tim, ze vysledny produkt obsahuje pouze jeden z téchto
zbytkl navdzany na asparagin v aminokyselinové sekvenci substratu.

K 82 ul AnPEP proteasy o koncentraci 6 mg/ml v 5S0mM citratovém pufru pH 5,0 bylo
pfidano 18 ul Endo H (5-10° U/ml). Vznikla reakéni smés byla inkubovéana 24 hod pii 30 °C.

Uspésnost deglykosylace byla ovéfena pomoci metody ionizace/desorpce laserem za
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pritomnosti matrice spojené s praletovym analyzatorem (MALDI-TOF-MS), viz kap. 3.2.11,
str. 61.

3.2.5 Proteinovy profil Brewers Clarex a Tolerase G
Brewers Clarex a Tolerase G kromé& AnPEP proteasy, kterd zaujima vétSinu preparatu,
obsahuji i1 dal$i proteiny, které mohou ovlivnit jeho vyslednou aktivitu. Pro srovnani
proteinového profilu zdroji AnPEP byla provedena LC-MS analyza glykosylovanych
a deglykosylovanych vzorkd.

Zasobni roztoky Clarex (c=2 mg/ml) a Tolerase G (¢=2 mg/ml) byly tedény
100mM Tris-HCI pH 8,5 na koncentraci 1 mg/ml. Trypsin byl inkubovén s roztoky Clarex
a Tolerase G v poméru 1:50 po dobu 18 hod pii 37 °C. Bylo také provedeno Stépeni
bovinniho sérového albuminu, které slouZilo jako kontrola. Usp&inost proteolytického
Stépeni byla ovétena pomoci MALDI-TOF-MS (3.2.11, str. 61).

Roztoky AnPEP a BSA byly poté redukovany 20mM tris(2-karboxyethyl)fosfinem
(TCEP). Reakce probihala 5 min ptfi 65 °C. Po vychladnuti reakénich smési byl ptidan
jodacetamid tak, aby jeho findlni koncentrace byla 30mM. Reakce byla inkubovana v temnu
po dobu 1 hod.

Vzorky byly pfed LC-MS analyzou manuélné odsoleny na kolonce s obracenou fazi.
Na  kolonku bylo nejprve davkovano 300 pul  promyvaciho  roztoku
(H20, acetonitril, methanol, isopropanol, kyselina mravenci), kde vSechny slozky byly ve
stejném poméru. Poté byla kolonka promyta 500 pl 1% kyseliny mravenci, bylo davkovano
300 ul vzorku AnPEPu fedéného do 1% kyseliny mravenci v poméru 1:1. Kolonka byla opét
promyta
500 pl kyseliny mravenci o stejné koncentraci. Néasledovala eluce odsolenych vzorkl do
mikrozkumavek pomoci 150 pl 95% acetonitrilu s 1% kyselinou mravenci. Vzorky byly
rozdéleny na polovinu a koncentrovany na vakuové odparce. Poté byla vzdy jedna polovina
resuspendovana 20 pl 0,1% trifluoroctové kyseliny, kterd je pro MS analyzu vyhodna tim, Ze
proteiny nemodifikuje. Druhd polovina byla zmrazena a uchovana pro dalsi analyzy.

Analyza vzorki byla provedena Dr. Petrem Pompachem na pfistroji timsTOF Pro. Data

byla prohleddna pomoci nastroje MASCOT proti celé databazi SwissProt. Bylo zvoleno

44



kritérium ,,No enzyme®, coz znamena, ze MASCOT prohledava kazdou proteinovou
sekvenci pro kazdou podsekvenci (peptid), ktera spliiuje ostatni kritéria vyhledavani. To ve
vysledku znamena testovani fadove vétsiho poctu peptidii, nez kdyby bylo zadano Stépeni za
lysinem a argininem odpovidajici trypsinu.'® Vzhledem k tomu, Ze je AnPEP glykoprotein,
a ze byly analyzovany i vzorky po deglykosylaci pomoci Endo H, byla pii prohledani zadédna
glykosylace na asparaginu (N-acetylglukosamin) jako variabilni modifikace. Kvili alkylaci
vzorki byla zaddna alkylace na cysteinu jako fixni modifikace. Zvolend hranice MASCOT

skore byla 15.

3.2.6 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pritomnosti
dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE)

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného je levna
metoda umoziujici ziskat orientacni informaci o kvantit¢ a molekulové hmotnosti proteinti
ve vzorku. V tomto pfipadé byla vyuzita ke kontrole GspéSnosti deglykosylace AnPEP
proteasy a ke srovnani proteinového obsahu AnPEPovych preparati Brewers Clarex
a Tolerase G.

Podle Tab. 3 byl ptipraven 10% separacni a 5% zaostrovaci gel s deseti jamkami.

Tab. 3 — Objemy jednotlivych slozek separacniho a zaostiovaciho gelu na SDS-PAGE.

Slozka V [ml]
10% separacni gel 5% zaostrovaci gel
H,0 1,9 1,4
30% akrylamid mix 1,7 0,33
1,5M Tris pH 8,8 1,3 -
1,0M Tris pH 6,8 - 0,25
10% SDS 0,05 0,02
10% APS 0,05 0,02
TEMED 0,002 0,002

Vzorky AnPEP byly podle Tab. 4 (str. 47) ptipraveny tak, Ze byl vzdy smisen ptislusny
objem daného zasobniho roztoku AnPEP s 0,5M Tris-HCI pH 6,8 a SDS vzorkovym pufrem.
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Vzorkovy pufr byl pfipraven tak, Zze bylo smiseno 50 pl 2-merkaptoethanolu s 950 pl
4x koncentrovaného pufru Laemmli (62,5 mM Tris-HCI pH 6,8, 10% glycerol, 1% SDS,
0,005% bromfenolovd modf). Vzorky AnPEP byly sonikovany 3 min a nasledné
centrifugovany na stolni centrifuze 5 min pii 6000xg. Poté byly Smin inkubovany pii 95 °C
a nakonec byly opét centrifugovany za stejnych podminek.

Ptripraveny gel byl umistén do elektroforetické aparatury s Tris-glycin-SDS (TGS)
elektrodovym pufrem. Na gel bylo nanaseno 20 pl glykosylovaného a deglykosylovaného
AnPEPu (Brewers Clarex a Tolerase G) o koncentraci (¢) 0,10 a 0,5 pg/ul a 5 pl proteinového
standardu molekulovych hmotnosti. Jako kontrola slouzil roztok endoglykosidasy H
(Endo H) nanaSeny ve 20 pl. Byl pfipraven smisenim 9 pl vychoziho roztoku
endoglykosidasy H s 41 pl 50mM citratového pufru pH 5,0.

Nasledné¢ byla elektroforetickd aparatura ptipojena na zdroj napéti. Napéti bylo nejprve
nastaveno na 120 V (na jeden gel). Ve chvili, kdy bromfenolova modf byla na rozhrani
zaostfovaciho a separac¢niho gelu, bylo zvySeno na 200 V. Elektroforetickd aparatura byla
odpojena od zdroje, kdyz bromfenolova modi doputovala ke spodnimu okraji skel. Gel byl
po vyjmuti ze skel po dobu 10 min barven pomoci barviciho roztoku Coomasie Brilliant Blue
R-250, poté promyvan v odbarvovacim roztoku do odbarveni pozadi a nakonec skladovan

v 1% kyseling octové. Gel byl fotografovan pomoci systému ChemiDoc MP.
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Tab. 4 — Objemy zasobnich roztokiit AnPEP, 0,5M Tris-HCI pH 6,8 a SDS vzorkoveho pufru pro pripravu vzorkii

AnPEP. *U objemii zdsobnich roztokii AnPEP jsou v zavorce uvedeny jejich vychozi koncentrace.

Dg=deglykosylovany.

Vzorek AnPEP ¢ [ng/nl] Zasobni roztok 0,5M Tris- SDS
ClUTg [pl] (¢ HCI pH 6,8 vzorkovy
[ng/ul]) 1] pufr [ul]

Tolerase G 1,0 (4) 29,0 10,0

Dg Tolerase G 2,0(2) 28,0 10,0

Clarex 0,10 2,0 (2) 28,0 10,0

Dg Clarex 2,0 (2) 28,0 10,0

Tolerase G 1,1 (18) 28.9 10,0

Dg Tolerase G 10,0 (2) 10,0 10,0

Clarex 0,50 3,3 (6) 26,7 10,0

Dg Clarex 10,0 (2) 10,0 10,0

3.2.7 Imobilizace proteas

Imobilizace proteas byla provedena dle diive publikovaného

a v laboratofi

optimalizovaného protokolu. V Tab. 5 (str. 48) jsou uvedeny proteasy a jejich kombinace,

které byly imobilizovany na nosi¢ POROS 20 AL. Tento nosi¢ je tvofen Casticemi

polystyren-divinylbenzenu o velikosti 20 um. Mechanismus imobilizace je zndzornén na

(Obr. 16, str. 48)105,

47



Tab. 5 — Proteasy a jejich kombinace imobilizované na nosic POROS 20 AL.

Imobilizované proteasy Koimobilizace
AnPEP (Clarex) —
Pepsin AnPEP-Pepsin
Nepenthesin-2 AnPEP-Nepenthesin-2
Proteasa XIII AnPEP-XIII

Za ucelem prevedeni kyselych proteas do 50mM citratu sodného pH 5,0 byly pouzity
minikolony GE Healthcare PD-10. Bylo postupovano totoznym zptisobem jako v kap. 3.2.2
(str. 41). Nasledn¢ byla stanovena koncentrace jednotlivych proteas pomoci
spektrofotometru DeNovix pii vinové délce 280 nm (viz 3.2.3.2. str. 43). Pfi stanoveni byly
vyuzity jejich extinkéni koeficienty.

Nosi¢ POROS 20 AL Protein

N

~1—CHy—CH + H,N—ail» — ﬂ—CHz—CH=N—‘ +

yd
NaBH,CN

> g»CHg—CHg—NH—.

Obr. 16 — Princip imobilizace proteasy na nosic POROS 20 AL. Karbonylova skupina nosice

selektivné reaguje s aminoskupinou proteasy za vzniku Schiffovy baze. Nasledné dojde pomoci

kyanoborohydridu sodného k redukci a tim ke vzniku stabilni kovalentni vazby. Prevzato a

upraveno z [105].

Proteasy byly smichany s nosi¢em POROS 20 AL v poméru 1:5 (proteasa:nosic). Na

4 mg proteasy bylo navazeno 100 mg nosice. V piipad¢ koimobilizace byly smichany 2 mg
kazdé z proteas a nasledné ptidano 100 mg nosice.

Vzniklé suspenze byly 30 min jemné michany pievracenim a béhem toho bylo kazdé
2 min postupné ptidavano 100 pl 2M Na,SO4 tak, aby jeho vysledna koncentrace v reakéni
smési byla 1M. Poté bylo na kazdy 1 ml celkového objemu reakce piidano 46 ul 2M
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NaBH3CN v 50mM citratu pH 5,0. Zaviené mikrozkumavky byly utésnény folii typu
PARAFILM. Reakéni smés byla pfes noc michana pfevracenim pii zapnuté digestofi
a laboratorni teplot¢.

Dal§i den byl pfipraven zastavovaci pufr obsahujici 2M ethanolamin, 100mM
kyanoborohydrid sodny a 50mM citrat sodny pH 5,0. Na 1 ml reakce bylo ptidano 320 ul
zastavovaciho pufru. Reakéni smés byla poté opét za stejnych podminek michana
ptfevracenim po dobu 2 hod.

Suspenze byla nasledné podle Tab. 6 promyta ve 4 krocich a poté ve 2 krocich
pievedena do 50mM glycinu-HCI pH 2,3. Po pfidani pfislusného roztoku byla suspenze
centrifugovéna pii 1000xg a teploté 20 °C po dobu 10 min, byl odebran supernatant, smés
proteasy s nosi¢em byla resuspendovana piislusSnym roztokem uvedenym v nasledném kroku
a opét za stejnych podminek centrifugovana. Po posledni centrifugaci a odebrani
supernatantu byl ptidan 50mM glycin pH 2,3 tak, aby byl jeho pomér k nosici s proteasou
2:1. Vznikla suspenze byla skladovana pti 4 °C.

Tab. 6 — Postup pri promyvani suspenze POROS AL s prislusnou proteasou/proteasami a jejim prevedenim do

glycinového pufiu
Krok Roztok pH Objem [ml]
1,2 50mM octan sodny 5,0
3 50mM octan sodny, 5,0
IM NaCl 10
4 50mM octan sodny 5,0
5,6 50mM glycin-HCI 2,3

3.2.8 PlInéni kolon

Pro plnéni byly pouZzity kolony z nerezové oceli o rozmérech 2x20 mm s fritami o porozité
2 um. Pfed plnénim kolon nosi¢em byly vSechny jejich soucésti sonikovany 5 min
v denaturovaném ethanolu. Po vysuSeni byl na kolonu umistén z kazdého konce uzavér. Na
jednom z nich byla frita a skrz druhy konec, ktery fritu neobsahoval, byla kolona pfipojena

na kapilaru z polyetherketonu (PEEK) o priméru 0,75 mm a délce 30cm. Ta byla zakon¢ena
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spojkou a nastfikovym portem pro mikrosttikacku. Kolona a kapilara byly promyty 500 ul
200mM glycin-HCI pH 2,3 pomoci mikrostiikacky (Hamilton). Stfikackou byla nasledné
nanaSena suspenze nosi¢e POROS 20 AL s imobilizovanou proteasou (AnPEP, pepsin,
aspergillopepsin a nepenthesin-2) nebo smési proteas (koimobilizace).

Nasledné byla kolona pfipojena na HPLC pumpu s 0,4% kyselinou mravenci jako
mobilni fazi. Byl postupné zvySovan pritok z 0,1 ml/min na 3 ml/min. Pfed odpojenim
kolony z HPLC systému byl pritok stejnym zplisobem snizen.

Poté byla kolona z obou stran uzaviena fritou a zaslepkami a skladovana pii 4 °C.
Kapiléra a ostatni ptisluSenstvi pouzivané k plnéni kolony byly promyty destilovanou vodou

a nakonec denaturovanym ethanolem.

3.2.9 Stépeni vybranych proteinii pomoci proteasovych kolon
Pro testovani kolon s imobilizovanymi proteasami byly jako substraty zvoleny myoglobin,
bovinni karbonicka anhydrasa (bCA2), bovinni sérovy albumin (BSA) a 14-3-3 gamma
(proteinovy mix) a protilatka trastuzumab (v podobé komeréné dostupného I1éciva
Herceptin).

Substraty byly vybrany tak, aby obsahovaly rlizny pocet prolinii a cysteinii a mé&ly
riznou délku sekvence. Disulfidické mustky ma zvybranych proteini pouze BSA
a trastuzumab. Dals$i podminkou bylo, aby pomérné zastoupeni aminokyselin v jejich
sekvenci pfiblizné¢ odpovidalo jejich pfirozenému procentudlnimu vyskytu v lidském
proteomu. Trastuzumab byl vybran pro svou vyznamnou terapeutickou indikaci a z toho
vyplyvajici pottebu znat jeho strukturni vlastnosti. Ty se ve farmaceutickém odvétvi ¢asto
zkoumaji pomoci HDX-MS, kde je krok proteolyzy nezbytny pro urceni strukturnich zmén
na danych mistech proteinu. Proto je mira pokryti sekvence a charakter vzniklych peptidi
méfitkem urcujicim aplikovatelnost dané proteasy ¢i kombinace proteas pro strukturni
vyzkum pomoci HDX-MS.

Proteinovy mix byl pfipraven podle Tab. 7 (str. 51) tak, aby vyslednd koncentrace
kazdého z proteind v 1ml roztoku byla 10 uM. Po ptidéni vSech ¢tyfech proteint byl vznikly
roztok doplnén 50mM Tris-HCl pH 8,8 do vysledného objemu 1 ml a poté intenzivné michan.

Za ucelem redukce disulfidickych mustki v BSA byl do vzniklého roztoku ptidan TCEP tak,
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aby jeho vysledna koncentrace byla 10mM. Reak¢éni smés byla inkubovana pti 65 °C po dobu
10 min. Po vychladnuti byl proteinovy mix fedén 10x pomoci 0,5M glycin-HCI pH 2,3.
Vysledny roztok byl rozdélen do mikrozkumavek po 100 pl a zmrazen na —80 °C.

Tab. 7 — Zpuisob pripravy proteinového mixu, sady proteini, ktera slouzila k otestovani imobilizovanych

proteas.
Protein ¢ (zasobni roztok) cMm (zasobni Faktor V
[pg/ul] roztok) [pmol/l] redéni [pd]
Myoglobin 10 588 58 17
bCA2 10 345 35 28
BSA 10 151 15 66
14-3-3 v 3,5 118 12 83

Ke 14 ul trastuzumabu o koncentraci 21 mg/ml bylo pfed Stépenim a hmotnostné
spektrometrickou analyzou pfidano 1986 ul 2x fedéného zastavovaciho pufru pro HDX-MS
(3M thiomocovina, 6M mocovina, 0,5M TCEP, 0,5M glycin-HCI, pH 2,3). Roztok byl 5 min
inkubovan na ledu a nasledné stejnym zptisobem jako u proteinového mixu rozdélen do
mikrozkumavek a zmrazen.

Aby bylo mozné posoudit aplikovatelnost jednotlivych proteasovych kolon ve
vodik/deuteriové vyméne spojené s hmotnostni spektrometrii, je potfeba, aby byly dodrzeny
experimentalni podminky, které se v této metod€ pouzivaji. To znamena pH proteolyzy 2,3
a teplota 0 °C (zajisténo umisténim kolon do boxu s ledem).

Byl sestaven HDX-MS systém zndzornény na Obr. 17 (str. 52). Do nastfikového
ventilu bylo pii poloze 1-2 davkovéano 100 pl vzorku proteinového substratu (proteinovy mix

nebo trastuzumab).
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Obr. 17 — HDX-MS system umistény v boxu s ledem. Vzorek je pri poloze 1-2 davkovan do 100ul smycky.
Pripadny prebytek vzorku jde do odpadu. Skrz proteasovou kolonu a predkolonu protéka isokraticky
kyselina mravenci. Analytickou separacni kolonou protéka gradient acetonitrilu (mobilni faze A — 0,1%

kyselina mravenci ve vodeé a mobilni faze B — 95% acetonitril, 0,1% kyselina mravenci, 4,9% voda).

Po ptepnuti tohoto ventilu do polohy 1-6 (Obr. 18, str. 53) byl vzorek z davkovaci
smycky unasen isokraticky pomoci 0,4% kyseliny mravenci na proteasovou kolonu, kde byl
Stépen. Proteasova kolona byla propojend s piepinacim ventilem. Vzorek se dostal na
piedkolonu (Luna Omega Polar C18: 5 um, 100 A, 20 x 0,3 mm), kde byly zachyceny

peptidy a nizkomolekuldrni slozky byly odmyty, ¢imz doslo k odsoleni vzorku.
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Obr. 18 — HDX-MS systém umistény v boxu s ledem. Nastrikovy ventil se dostal z polohy 1-2 do polohy

1-6. Vzorek je undSen isokraticky 0,4% kyselinou mravenci do proteasové kolony, kde je §tépen na

peptidy. Kolona je propojena s prepinacim ventilem v poloze 1-2. Vzniklé peptidy jsou zachyceny na

predkoloné

a nizkomolekularni slozky vzorku jdou do odpadu. Mobilni faze A — 0,1% kyselina mravenci ve vode a

mobilni faze B — 95% acetonitril, 0,1% kyselina mravenci, 4,9% voda).

Ve chvili, kdy byla zménéna poloha ptepinaciho ventilu na 1-10, (Obr. 19, str. 54) byly

peptidy eluovany z piredkolony pomoci acetonitrilového gradientu do analytické separacni
kolony (Luna Omega Polar C18: 1,6 pm, 100 A, 100 x 1,0 mm) a z ni pak do iontového

zdroje (ESI) hmotnostniho spektrometru (timsTOF).
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Obr. 19— HDX-MS systém umisteny v boxu s ledem. Prepinaci ventil se dostal z polohy 1-2 do polohy 1-10.
Z predkolony jsou pomoci acetonitrilového gradientu (mobilni faze A — 0,1% kyselina mravenci ve vodé a
mobilni faze B — 95% acetonitril, 0,1% kyselina mravenci, 4,9% voda) eluovany vzniklé peptidy, které se
dostavaji do analytické separacni kolony a poté do iontového zdroje hmotnostniho spektrometru.

Kazda analyza trvala 20 min. Mezi jednotlivymi analyzami byl vzdy ve 4. minuté
prepnut nastiikovy ventil z polohy 1-6 (Obr. 18, str. 53) do polohy 1-2 (Obr. 17, str. 52), byl
davkovan slepy vzorek (4M mocovina, 125mM glycin-HCI pH 2,3) a ventil byl opét pfepnut
do polohy 1-6. Promyvani slepym vzorkem bylo provedeno z divodu zamezeni kontaminace

nového vzorku peptidy z predchozi analyzy.

3.2.9.1 Experimentalni usporadani proteasovych kolon

Proteolyticky krok byl pfi téchto experimentech proménlivy, zatimco ostatni podminky
analyzy jako je teplota, mobilni faze, pouzité pufry a pratokova rychlost zistaly konstantni.
Obr. 20 graficky znazoriiuje Ctyfi riznd uspotradéani proteas. Prvnim zplisobem bylo Stépeni
proteinového mixu ¢i trastuzumabu (viz 3.2.9, str. 50) pouze jednou proteasou
(AnPEP, aspergillopepsin (XIII), pepsin, nepenthesin-2), druhym §tépeni kombinaci dvou
koimobilizovanych proteas (AnPEP-pepsin, AnPEP-nepenthesin-2, AnPEP-aspergillopepsin)
a nakonec rtizné¢ kombinace vySe uvedenych proteas zapojenim kolon za sebou v riiznych

potadich.
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Obr. 20 — Experimentalni usporadani proteasovych kolon pri jejich testovani na
proteinovém mixu a protildtce trastuzumab. 1.: Stépeni pouze jednou proteasovou kolonou
(AnPEP, aspergillopepsin (XIII), pepsin, nepenthesin-2), 2.: koimobilizace dvou proteas
(AnPEP-pepsin, AnPEP-nepenthesin-2, AnPEP-aspergillopepsin), 3. a 4.: tandemové
zapojeni dvou proteasovych kolon vjednom (AnPEP-pepsin, AnPEP-nepenthesin-2,
AnPEP-aspergillopepsin) a druhém sméru (pepsin-AnPEP, nepenthesin-2-AnPEP,
aspergillopepsi-AnPEP).

3.2.10Ultraucinna kapalinova chromatografie ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii (UHPLC-MS)

Kapalinovy chromatograf a hmotnostni spektrometr byly propojeny s HDX systémem
popsanym Vv kap. 3.2.9, str. 50. Priitok na proteasové kolon& byl nastaven na 100 nebo
200 pl/min v zavislosti na pouZité protease. V piipadé koimobilizace AnPEP a proteasy XIII
byl pouzit 1 pratok 400 pl/min. Peptidy vzniklé po Stépeni na proteasové koloné byly
odsoleny na HPLC piedkoloné s oktadecylovymi skupinami (Luna Omega Polar C18: 5 um,
100 A, 20 x 0,3 mm). Pro jejich separaci byla pouzita HPLC kolona s oktadecylovymi
skupinami (Luna Omega Polar C18: 1,6 um, 100 A, 100 x 1,0 mm), na kterou byly peptidy
eluovany pomoci acetonitrilového gradientu s pratokovou rychlosti 40 pl/min.

Analyza separovanych peptidi byla provedena pomoci hmotnostniho spektrometru
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timsTOF Pro, ktery rozdéluje ionty vzniklé v elektrospreji podle iontové mobility a dale
analyzuje kombinaci kvadrupélu a analyzatoru doby letu. Mobilitni cela ma dvé casti.
V prvni ¢asti jsou ionty akumulovéany, v druhé separovany podle iontové mobility a poté
nasleduje fragmentace vybraného iontu v kvadrupdlu. Vyse uvedené procesy probihaji
synchronné, v kazdé z ¢asti mobilitni cely jsou vSak ionty zjiné Casti chromatogramu.
Nazyvaji se paralelni akumulace, sériova fragmentace — PASEF
(z angl. parallel accumulation serial fragmentation).!® Hmotnostni spektrometr pracoval
v data-dependentnim mddu, coZ znamena, Ze fragmentaci podroboval pouze pfedem vybrané

nejintenzivngjsi prekurzorové ionty.

3.2.10.1 Zpracovani surovych dat

Surové data z hmotnostniho spektrometru byla oteviena v programu Data Analysis (Bruker).
Piky v jednotlivych analyzach byly anotovany pomoci algoritmu SumPeak a MS/MS spektra
byla exportovana do textového formatu ,,*.mgf*. Tento export dat byl proveden na intenzitni
hladiné 50 tisic a bez intenzitniho omezeni.

Pro identifikaci vzniklych peptidd byla pouzita databaze obsahujici sekvence
proteinovych substrati myoglobinu, bovinni karbonické anhydrasy 2, bovinniho sérového
albuminu a 14-3-3 gamma (proteinovy mix) a protilatky trastuzumab. Obsahovala také
pouzivané proteasy (AnPEP, Nep-2, XIII a pepsin) a jeji dillezitou soucasti byly sekvence
Castych proteinovych kontaminanti ztakzvané cRAP databaze'’’. Pomoci programu
ProteinScape bylo spusténo prohleddvani databaze pomoci nastroje MASCOT. Kritéria

prohledavani jsou uvedena v Tab. 8 (str. 57).
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Tab. 8 — Kritéria zvolena pri prohledani databdze pomoci nastroje MASCOT.

Kritérium

Min. iontové skore 20

Min. délka peptidu 5 aminokyselin
Taxonomie Vsechny druhy
Enzym Nedefinovano

Max. chyba na prekurzoru 10 ppm

Max. chyba na produktovém iontu 0,05 Da

Max. FDR 1%

Variabilni modifikace Acetylace na N-konci

Iontové skore je mira shody mezi experimentalnim a teoretickym MS/MS spektrem.
Cim vyssi je iontové skére, tim vyssi je vérohodnost piifazeni danych iontii k peptidové
sekvenci a pravdépodobnost nahodného pfifazeni je tak niz$i. Pii skére 20 je
pravdépodobnost vyskytu faleSné pozitivnich identifikaci vyrazné snizena.

Peptidy, které obsahuji méné nez 5 aminokyselin, neposkytuji vétSinou dostatecné
informativni MS/MS spektra a tak mohou zvySovat pocet faleSnych identifikaci.

Vzhledem k tomu, Ze nebylo pracovano s komplexnimi vzorky proteinovych substratu,
nebylo potteba vybrat pro prohledani konkrétni taxonomii (klasifikaci) organismi.

Stépeni za konkrétnimi aminokyselinami nebylo definovano, protoze byly pouzZity
nespecifické proteasy. Toto kritérium se nastavuje u specifickych proteas jako je napft.
trypsin.

Ur€eni maximalni pfipustné chyby prekurzoru a produktového iontu se odviji od
pfesnosti a citlivosti pouzitého hmotnostniho spektrometru. Maximalni chyba 10 ppm na
prekurzoru znamend, Ze se m/z experimentdlné detekované¢ho iontu mize od in silico
generovaného iontu liSit 0 maximaln& 107> %. Maximalni chyba na produktovém iontu byla
urcena na 0,05 Da. To znamena, ze se pii tomto kritériu mohou experimentalni data vici
fragmentu o molekulové hmotnosti 500,0000 Da pohybovat pii této toleranci v rozmezi
499,9500-500,0500.

V ramci ovéieni spolehlivosti identifikace peptidi v MS/MS datech je vytvoifena
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tzv. decoy databaze. V této databazi jsou pievraceny sekvence jednotlivych peptidi nebo je
nahodné pomichdno potradi aminokyselin. Parametry prohledani jsou identické s ptivodni
databézi. Pti prohledani dat decoy databazi by v idealnim piipadé¢ nemélo dojit k zadnému
pfifazeni. Pokud k tomu dojde, indikuje to falesné pozitivni identifikace (FP). Pozitivni
identifikace (P) jsou pfifazeni, kterd vznikla pii prohledani dat cilovou databazi obsahujici
spravné, nepiehdzené pofadi aminokyselin v peptidech. Mira fale$né pozitivnich nélezt

(z angl. False Discovery Rate, FDR) je definovéna jako

FP
FP+P’

FDR =

FDR muselo byt v experimentalnich datech dle nastavenych kritérii mensi nez 1 %.
Ptistup validace identifikaci peptidii, kdy vyuzivdme decoy databaze a FDR, je vhodny pouze
v piipadé¢ velkych souborti dat. V pfipadé¢ data seti s malym mnoZstvim spekter
(napf. pfi pouziti databaze pouze o 4 proteinech) by byl pocet identifikaci ptili§ nizky na to,
aby umoznil piesny vypocet FDR.!%8

Abychom identifikovali 1 peptidy obsahujici modifikované aminokyseliny, je nutné
tyto modifikace zadefinovat do MASCOTu pied prohledanim. Protein bCA2 je na svém
N-konci acetylovan. Vzhledem ktomu, Ze ostatni proteiny v proteinovém mixu
(myoglobin, 14-3-3 a BSA) tytu modifikaci neobsahuji, byla zaddna jako variabilni. To
znamend, ze MASCOT identifikuje v rdmci daného souboru dat asparaginy na N-konci
sacetylaci 1 bez ni. Pokud by byla zaddna N-acetylace zadana jako fixni, budou
identifikovany pouze N-koncové peptidy obsahujici tuto modifikaci.

Po prohledani surovych dat pomoci MASCOT byl vysledny seznam peptida
exportovan do formatu *.csv. Ten byl v podobé jejich pozice v aminokyselinové sekvenci
spolu se sekvencemi analyzovanych proteini vloZzen do makra v MS Excel®. Makro
umoziuje vypocet §tépnych preferenci proteasy vztazeny na pocet aminokyselin v substratu

podle nasledujiciho vzorce**!1%,
ZP1aAMK
A _ XPltotal
norm — "3SamK °
Stotal

kde Aporm je normalizovand aktivita, P1ayg pocet Stépeni za danou aminokyselinou

(v pozici P1), Pliya celkovy pocet Sté€peni v pozici P1, Spayg celkovy pocet danych
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aminokyselin v analyzovaném proteinu a Si, celkovy pocet vSech aminokyselin
v analyzovaném proteinu. Timto zpiisobem je pro konkrétni analyzu spocitano 20 hodnot
Aporm (tzn. pro kazdou proteinogenni aminokyselinu). Pokud je cilem spocitat Sté€pné
preference pro vice proteinli najednou, vytvotfil RNDr. Daniel Kavan, PhD. software
Heisslogo, ktery na umi na zdklad¢é *.csv souboru generovat dvojici aminokyselin v pozici
P1 a P1’. RNDr. Petr Man, PhD. vytvofil néastroj v MS Excel, do které¢ho se vlozi ziskana
dvojice aminokyselin, s pomoci které jsou dale spocitany Stépné preference.

Makro v MS Excel umi spocitat také parametry Sté€peni (pocCet unikatnich peptidu,
primérma délka peptidu, primérnd redundance, sekvencni pokryti a efektivita Stépeni).
Primérné redundance (R) se spocita jako

R = 3 AMKy

b
Stotal

kde AMK, je kolikrat dand aminokyselina pokrytd v sekvenci a Si4 celkovy pocet vSech
aminokyselin v analyzovaném proteinu.

Redundance vztazené na pokryta rezidua (R qyer) S€ Spocita jako

R _ Y AMKy
cover —
AMKCOVEI‘,

kde AMK, je kolikrat je dana aminokyselina pokryta v sekvenci a AMK_,yer pocet pokrytych
aminokyselin.
Sekvenéni pokryti (S.) je spocitano jako

S, = Y AMK

b
Stotal

kde AMK je pokryti dané aminokyseliny a Sy, celkovy pocet vSech aminokyselin
v analyzovaném proteinu. AMK nabyvad hodnot O nebo 1. Jedné nabyva, kdyz je
aminokyselina pokryta a 0 kdyz neni.

Efektivita Stépeni se spocita jako

E = PBcleaved
PByotal ’

kde PBjeaveq j€ pocet Stépenych peptidovych vazeb a PBq, celkovy pocet peptidovych

vazeb spocitany jako Siora — 1.
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3.2.10.2 Opakovatelnost méreni

Opakovatelnost meéfeni byla stanovovana pouze u nékterych kombinaci
proteasa-substrat. Byly vybrany vzorky uvedené v Tab. 9. Vzorky byly pfipravovany
a analyzovany postupem, ktery je popsan v kap. 3.2.9 (str. 50) — 3.2.10 (str. 55). Replikaty
vSech vzorkl uvedenych v Tab. 9 byly analyzovany ve stejny den, na stejném pfistroji a za

stejnych podminek.

Tab. 9 — Vybrané vzorky, u kterych byla sledoviana opakovatelnost identifikovanych peptidii.

Vzorek Imobilizované Substrat Prutokova Teplota
proteasy rychlost Stépeni [°C]
[pl/min]

1 AnPEP 100

2 AnPEP 200

3 Pepsin 100

4 Co-Pepsin-AnPEP 100

5 AnPEP-Pepsin 100 0

6 Pepsin-AnPEP Proteinovy mix 100

7 Nep-2 200

8 Co-Nep-2-4AnPEP 200

9 AnPEP-Nep-2 200

10 Nep-2-AnPEP 200

Cilem t&chto experimentl bylo zjistit, jaka je opakovatelnost analyzy s ohledem na proteasu
a na pouzity instrument (tims-TOF). Nicméné vysledky méteni triplikath vzorku je nutné
povazovat pouze za orientaéni. Pro iplnost by bylo nutné provést minimalné 10 opakovani.*6

Vyhodnoceni replikatnich analyz bylo provedeno tak, ze peptidy, které se vyskytovaly
ve 2 nebo 3 z 3 analyz byly povazovany za reprodukovatelné a ty, které se vyskytovaly pouze
jednou za nereprodukovatelné. Dr. Dmitry Loginov napsal script v Pythonu, ktery snizil
¢asovou naro¢nost vyhodnocovani. U analyzy vzorku ¢. 1 (Tab. 9, str. 60) bylo vybrano

nékolik peptidii vzniklych $tépenim za prolinem nebo alaninem a zaroven identifikovanych
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nastrojem MASCOT pouze jednou. Ty byly dale zkoumany na urovni surovych dat.
V programu Data Analysis byl vytvofen extrahovany chromatogram iontu (XIC)
odpovidajici, s toleranci + 0,01 Da, danému peptidu (iontu). XIC z analyzy, ve které byl
peptid identifikovan, byl srovnan s XIC z analyzy, ve kterém identifikovan nebyl. Déle byla
také u téchto analyz srovnavana MS a MS/MS spektra. Na zéklad¢ informace ziskané z vyse
uvedenych krokt bylo zhodnoceno, jestli peptid nebyl identifikovan kviili nepfitomnosti
v surovych datech nebo nedostatecné fragmentaci (nekvalitni MS/MS spektra, nizké skore
fragmentového iontu).

Déle bylo sledovano, jakou mérou ovlivni zména MASCOT iontového skore z 20 na
12 nebo 1 (méné striktni prohledani) reprodukovatelnost jednotlivych analyz. Pfi nastaveni
skére na 12 nebo 1 byla data prohledana databazi obsahujici pouze sekvence proteini BSA,

bCA2, myoglobin a 14-3-3.

3.2.11MALDI-TOF-MS

Hmotnostni spektrometr MALDI-TOF byl pouzit k orienta¢ni analyze proteinii a vzniklych
peptid. Pfistroj mé& malé rozliSeni, nicméné vyhodou jsou rychlé analyzy s nizkymi
finan¢nimi néklady v porovnani s LC-MS/MS analyzou na timsTOF. Metoda poskytuje pfi
konstantnich experimentalnich podminkach (napf. koncentrace proteinu, energie laseru,
pocet skentl) semikvatitativni informaci.

Vyuziva se zde skuteCnosti, Ze matrice na terCiku, kterou je pfevrstven vzorek,
absorbuje energii laseru a zprostfedkuje tak ionizaci vzorku. Kyselina a-kyano-4-
hydroxyskoficova (CCA) je matrice, kterd se pouziva pii analyze peptidovych vzorkd.
Zatimco kyselina sinapova (SA) se pouziva pii analyze proteini. CCA matrice byla
pfipravena jako nasyceny roztok kyseliny o-kyano-4-hydroxyskoficové v methanolu MS
Cistoty. SA matrice byla pfipravena znasyceného roztoku kyseliny sinapové v 50%
acetonitrilu. Vzniklé roztoky byly intenzivné michany a poté centrifugovany 2 min na stolni
centrifuze pti 6000%g.

Z CCA matrice byl odebran ¢iry roztok a byl fedén vodou a acetonitrilem v poméru
1:1:1. Pfi méfeni peptidii bylo nejdiive na MALDI tercik naneseno 1,5 pl vzorku a po

zaschnuti pfevrstveno 1,5 pl fedéného roztoku CCA. Pti méfeni proteinit bylo na MALDI
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ter¢ik naneseno 1,5 pl vzorku, ktery byl hned pievrstven 1,5 pl ¢irého roztoku SA matrice.
Po zaschnuti vzorkd s matricemi byl MALDI ter¢ik vloZen do hmotnostniho

spektrometru, ve kterém vSechna méfeni probihala v pozitivnim maédu.

Intaktni proteiny byly méfeny v linedrnim modu detektoru a rozsahu 15-80 kilodaltoni

(kDa). Peptidy vzniklé stépenim byly meétfeny v reflexnim modu a rozsahu 0,5-5 kDa.

Peptidova spektra byla kalibrovana pomoci peptidového kalibra¢niho standardu (Bruker).

4 Vysledky

4.1 Koncentrace celkového proteinu

4.1.1 Stanoveni koncentrace celkového proteinu pomoci BCA
U roztoki AnPEP (Clarex, Tolerase G), které byly dale pouzity pro SDS-PAGE (str. 45),
proteinové profily (str. 44) a deglykosylaci (str. 43), byla stanovena koncentrace celkového
proteinu pii 562 nm. M¢cfeni bylo provedeno v triplikatech. Koncentrace, vypocitané

z rovnice kalibra¢ni zavislosti, v€etné medianu a relativni smérodatné odchylky jsou uvedeny

v Tab. 10.

Tab. 10 — Ziskané koncentrace zdrojit AnPEP (Clarex, Tolerase G) po stanoveni celkového proteinu pri 562

nm. Zleva koncentrace jednotlivych replikatii, median a relativni smérodatna odchylka.

Zdroj c1 [mg/ml] c2 [mg/ml] c3 [mg/ml] X [mg/ml] sr [%o]
AnPEP

Tolerase G 17,5 17,6 17,9 17,6 0,9
Clarex 6,3 6,4 6,3 6,3 1

4.1.2 Stanoveni celkového proteinu pii 280 nm
Koncentrace vzork proteas po PD-10 (3.2.2, str. 41) ur¢enych k imobilizaci byla stanovena
Mgr. Markem Poldkem. Vysledné hodnoty odpovidaly 11,5 mg/ml pro AnPEP, 10,0 mg/ml
pro pepsin, 19,3 mg/ml pro XIII a 2,5 mg/ml pro Nep-2.
4.2 Deglykosylace AnPEP proteasy

Za Ucelem ovéfeni uspesnosti deglykosylace AnPEPu pomoci endoglykosidasy H (Endo H)
byla provedena hmotnostné spektrometrickda analyza (MALDI-TOF). V hmotnostnim
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spektru (Obr. 21) je zahrnut N-glykosylovany (modie) a deglykosylovany vzorek (Cerveng).
Z cerveného spektra vyplyva, Ze doslo ke kompletni deglykosylaci AnPEPu, protoZe zde neni
ptfitomen pik odpovidajici N-glykosylované form¢ (cca 69 kDa). Pik deglykosylovaného
AnPEPu odpovidé ptiblizné¢ 58 kDa. Modry pik reprezentujici N-glykosylovany AnPEP je
Siroky, protoZze ma tato proteasa stovky proteoforem, je znacn¢ heterogenni a rozliSeni
hmotnostniho spektrometru (MALDI-TOF) tak nestaci na jejich zobrazeni ve formé

jednotlivych piku.

r.int. (%)

57690.8 68465.8
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Obr. 21 — MS spektrum N-glykosylovaného (modre) a deglykosylovaného (Cervené) AnPEPu
(Clarex) pomoci Endo H.

4.3 SDS-PAGE zdroji AnPEP

Za ucCelem vybéru vhodného zdroje AnPEP proteasy byla provedena -elektroforéza
v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného. Produkt ProAlanase
(Promega) nebyl vzhledem k vysoké cené pouzit. Z elektroforézy (Obr. 22, str. 64) je zfejmé,
7ze oba zdroje AnPEP proteasy, Clarex a Tolerase G, obsahuji krom¢ AnPEPu, ktery
kvantitativné zaujima vétSinu, i1 dalsi proteiny. Nicmén¢ Clarex jich dle gelu obsahuje méné.
Cervena Sipka odpovida pozici pruhu reprezentujiciho N-glykosylovanou (ptivodni) formu
AnPEPu, modra deglykosylovanou a ¢erna endoglykosidasu H (Endo H). Tato glykosidasa
Stépi mezi dvéma N-acetylglukosaminovymi zbytky s tim, Ze vysledny produkt obsahuje

pouze jeden z téchto zbytkdi navdzany na asparagin v aminokyselinové sekvenci substratu,

63



v tomto ptipad¢ AnPEPu. Tento gel dokazuje, Ze deglykosylace probéhla uspésné u Tolerasy

G i Clarexu.
V dalsich experimentech uz byl pouzit pouze Clarex, protoze obsahuje méné

kontaminujicich proteint neZ Tolerase G a je k dispozici ve formé roztoku.

10 ug 2 pg

Clarex Endo H
Clarex Endo H

Tolerase G
Tolerase G Endo H

Tolerase G Endo H

Tolerase G

75
50

-—
-—
-
37 -
25 -
20 -

.

Obr. 22 — 10% SDS-PAGE gel. Zleva M — proteinovy standard molekulovych
hmotnosti; 10ug vzorku AnPEP proteasy: Clarex, deglykosylovany Clarex,
Tolerase G a deglykosylovand Tolerase G;Endo H; 2ug vzorku AnPEP
proteasy: Clarex, deglykosylovany Clarex, Tolerase G a deglykosylovand

Tolerase G.

4.4 Proteinovy profil Brewers Clarex a Tolerase G

Abychom zjistili, jestli je proteinové slozeni Clarexu a Tolerase G srovnatelné, byla
provedena LC-MS/MS analyza.

U Clarex pochazelo 95 % identifikovanych peptidi z AnPEP a u Tolerasy G 98 %.
Minoritnimi slozkami byly glukosidasy, galaktosidasy, amylasy a carboxypeptidasa z rodiny

S10. Proteiny identifikované v obou preparatech byly shodné. Deglykosylace preparati
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nevnesla nové proteinové identifikace.
V ramci mé bakalafské prace byla v preparatu Tolerase G identifikovéana je$té proteasa

typu XIII (aspergillopepsin).

4.5 Stépeni proteinového mixu pomoci imobilizovanych proteas

V nasledujicich kapitolach budou prezentovany $t€pné charakteristiky riiznych proteasovych
kolon sohledem na jejich pouziti HDX-MS protokolech. Podrobnosti o jejich
exprimentalnim usporadani jsou uvedeny v kap. 3.2.9.1, str. 54. V Tab. 11 jsou srovnany
obecné charakteristiky modelovych proteint (proteinovy mix) St€penych pomoci téchto
proteasovych kolon. Na zédkladé uvedenych vlastnosti modelovych substrati bude mozné
dedukovat, jestli ma velikost proteinu ¢i zastoupeni urcitych aminokyselin signifikantni vliv
na charakter St€peni. Do tabulky byly vybrany aminokyseliny prolin, alanin a cystein, protoze
jsou hlavnimi zasahovymi misty pro proteasu AnPEP, na jejiz srovnani s ostatnimi
proteasami se zaméfuje tato prace. Sekvence vSech testovanych proteinli jsou uvedeny
v priloze (P 1, str. 112).

Tab. 11 — Obecné charakteristiky §tépenych modelovych proteinii. BSA — bovinni sérovy albumin, 14-3-3

gamma, bCA2 — bovinni karbonicka anhydrasa 2 a Mb — myoglobin. Zleva relativni molekulova hmotnost

daného proteinu, zastoupeni prolinu, alaninu a cysteinu, které jsou hlavnimi zasahovymi misty AnPEP proteasy.

Protein M; Pocet Zastoupeni Zastoupeni Zastoupeni

aminokyselin prolinu [%] alaninu [%)] cysteinu

[l

BSA 66433,2 583 4,8 8,1 6,0
14-3-3 28496,8 249 1,6 9,2 1,2
bCA2 28982,6 259 7,3 6,6 0,0
Mb 16951,5 153 2,6 9,8 0,0

4.5.1 Kolony obsahujici pouze jednu proteasu
Nejprve byly otestovany proteolytické nosi¢e obsahujici pouze jeden enzym, jmenovité
imobilizovany AnPEP, nepenthesin-2, proteasu XIII nebo pepsin. Po St€peni substrath
jednotlivymi imobilizovanymi proteasami a nasledné LC-MS/MS analyze byly srovnavany

jejich klicové charakteristiky. Témi jsou piedevsim sekvencni pokryti, distribuce redundance
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(ptekryvajici se peptidy) a délky peptida jednotlivych Stépenych modelovych proteini
a nakonec $tépné preference.

Sekvenéni pokryti testovanych proteinti se pohybovalo v rozmezi 88-100 %, coZ je pro
HDX-MS aplikace vyhovujici. Vyjimku tvofil protein 14-3-3 gamma, ktery mél po Stépeni
imobilizovanym AnPEPem pii pratoku 100 pul/min pouze 63 % a pii 200 pl/min 67 %.

V HDX-MS protokolech se standardné pouzivaji pepsinové kolony pfi priitoku
100 pl/min. Optimalniho prostorového rozliSeni v HDX-MS dosdhneme v piipadé, kdy se
pramérna délka peptidi pohybuje v rozmezi 8—12 aminokyselin. Na Obr. 23 (str. 67) je
srovnana u jednotlivych modelovych proteinti po §tépeni pepsinem, 4nPEPem, XIII a Nep-
2. Primérna délka peptidi generovanych AnPEPem (100 pl/min) byla srovnatelnd s témi
pochazejicimi z pepsinu. Krats$i peptidy nez pepsin tvotily imobilizovany Nep-2 a XIII.
Naopak delsi peptidy ve srovnani s pepsinem tvotil AnPEP pii pritoku 200 pl/min. Drobné
rozdily v tomto parametru byly vidét 1 pfi srovnani jednotlivych substratii s tim, Ze kratsi
peptidy byly pozoroviany u BSA a 14-3-3. Délky peptidd se pohybovaly v rozmezi

10-18 aminokyselin.
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Obr. 23 — Prumeérna délka peptidii modelovych proteinii generovanych imobilizovanymi
proteasami. Tento parametr je barevné odlisen pro jednotlivé proteinové substraty: BSA, 14-
3-3, bCA2 a myoglobin. Stépeni probihalo pii pH 2,5 a 0 °C. Cisla za jednotlivymi proteasami
odpovidaji priitokové rychlosti proteasovou kolonou v ul/min. P: pepsin, AnP: AnPEP, Nep-
2: nepenthesin-2, XIII: proteasa XIII.

Pouze ztéto charakteristiky neni mozné udélat jednoznacny zavér o tom, kterou
proteasu kromé pepsinu by bylo vhodné pro HDX-MS experimenty zvolit. Sledovani
prumérné délky peptidu miize byt do jisté miry zkreslujici. Ptili§ dlouhé peptidy v urcité
oblasti proteinu mohou byt kompenzovany pfilis kratkymi v jiné, coz ve vysledku miize dat
falesné vyhovujici priimérnou délku peptidi. Proto je vhodnéjsi sledovat distribuci délky
peptidu spole¢né s praimérnou hodnotou.

Na Obr. 24 je zobrazena distribuce délek peptidit modelovych proteinti po Stépeni
pomoci jednotlivych proteas. Je moZné konstatovat, Ze peptidy o délce 4—10 aminokyselin
jsou u vSech analyzovanych vzorkl nejpocetnéjsi. Nejvice peptidi o této délce bylo
identifikovano u Nep-2 a XIII. AnPEP ma na rozdil od ostatnich sledovanych proteas
rovnomeérnou distribuci délek peptida. Na piikladu st€peni bCA2 (Obr. 24, str. 68) je vyrazné

vidét, Ze je tento parametr ve velké mife zavisly na pouzité proteasové kolon¢.
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Distribuce délek peptida pro AnPEP pfi pratoku 100 a 200 ul/min se nelisila (P 2, str. 113).
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Obr. 24 — Distribuce délek peptidii modelovych proteinii (BSA, 14-3-3, bCA2 a myoglobin). Barevné jsou
odliseny jednotlivé imobilizované proteasy. AnP: AnPEP, P: pepsin, Nep2: nepenthesin-2 a XIII: proteasa typu
XIII. Stépeni probihalo pii pH 2,5 a 0 °C. Cisla za jednotlivymi proteasami odpovidaji priitokové rychlosti

proteasovou kolonou v ul/min.

Dal$im parametrem, ktery je mozné sledovat, je pocet identifikovanych unikatnich
peptidi vztazeny na molekulové hmotnosti jednotlivych modelovych proteinti (v kDa).
Normalizaci je potfeba provést proto, ze by jinak nebylo mozné srovndvat pocet
identifikovanych peptidii napfi¢ proteiny s riznou molekulovou hmotnosti a hodnoty
nasledné zprimérovat pro celou sady substrati. To znamend, Ze protein o vy$s$i molekulové
hmotnosti by mél vzdy vyssi pocet identifikaci. Pro HDX-MS analyzu s vyhovujicim
rozliSenim je vyhodné, aby bylo toto ¢islo co nejvyssi. Obr. 25 (str. 69) ukazuje srovnani
tohoto parametru spolu s primérnou délkou peptidii a redundanci napii¢ jednotlivymi
proteasovymi kolonami. Nejvyssi pocet unikatnich peptidi zprimérovany pies jednotlivé
substraty poskytl Nep-2 pfi pratoku 200 pl/min, zatimco nejnizsi AnPEP pii 100 pl/min.
Primérnad délka peptidi po zprimérovani pies jednotlivé substraty vykazovala obdobny

trend jako na Obr. 23 (str. 67). Primérna redundance (vztaZzena na pokryté aminokyseliny)
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byla u AnPEP ve srovnani s Nep-2, XIII a pepsinem niZsi.

20 H
16 B normalizovany
pocet peptidl
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B primérna délka
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XII1-200

Obr. 25 — Srovnani Stépnych charakteristik (normalizovany pocet peptidii, prumérna délka
peptidit a prumérnad redundance) pro jednotlivé proteasové kolony. Uvedené parametry jsou
primeérem pres pouzité modelové proteiny (BSA, Mb, 14-3-3 a bCA2). Pocet unikatnich peptidii
byl normalizovan na molekulové hmotnosti modelovych substrativ (v kDa). Uvedend
redundance je vztazend pouze na pokrytd aminokyselinova rezidua. Stépeni probihalo pii pH
2,5a 0 °C. AnP: AnPEP, P: pepsin, Nep-2: nepenthesin-2, XIII: proteasa typu XIII. Cisla za
jednotlivymi proteasami odpovidaji pritokové rychlosti proteasovou kolonou v ul/min.

Krom¢ primérné redundance je mozné sledovat jesté redundanci pro jednotlivé
aminokyseliny v modelovém proteinu. Distribuce redundance (Obr. 26, str. 70) byla u BSA
po Stépeni jednotlivymi proteasovymi kolonami srovnatelnd. Na Obr. 26 jsou vidét oblasti
v sekvenci BSA, které nebyly pokryty vibec, a jsou identifikovatelna jako mista, kde
hodnota y=0. Napiiklad u AnPEP nebyl mezi 176. a 200. aminokyselinou identifikovan
7adny peptid. Cast tohoto regionu mize byt pokyta pepsinem, XIII nebo Nep-2, ale oblast
190-198 nepokryla ani jedna ze Ctyi pouzitych proteas. Ostatni aminokyseliny BSA byly
vzdy pokryty peptidy alespoii jedné z proteasovych kolon. Naopak v oblasti mezi 376. a 386.
aminokyselinou byla redundance peptidi  zNep-2 Stépeni piili§  vysoka

(pfesahovala hodnotu 20).
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Z Obr. 26 je ziejmé, ze pii pouziti AnPEP pii dvojnasobném pritoku se zvysi

redundance.
25 25
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Pozice v aminokyselinové sekvenci Pozice v aminokyselinové sekvenci
—AnP-100 —AnP-200 —P-100 —Nep2-200 — XIII-200

Obr. 26— Distribuce redundance u modelového proteinu BSA. Byl Stépen témito proteasami— AnP: AnPEP,
P: pepsin, Nep-2: nepenthesin-2, XIII: proteasa typu XIII. Barevné odlisené carkované primky odpovidaji
priimérné redundanci pro danou kolonu. Cisla za jednotlivymi proteasami oznacuji pritokové rychlosti
proteasovou kolonou v ul/min. Stépent probihalo pii pH 2,5 a 0 °C.

Z Obr. 27 je vidét, ze je distribuce redundance proteinu 14-3-3 nezavisld na typu proteasy.

U tohoto proteinu také nebyl zasadni rozdil mezi distribuci redundance po $tépeni AnPEP pfi

pratoku 100 a 200 pl/min.

14-3-3

Redundance
Redundance

0 50 100 150 200 250
Pozice v aminokyselinové sekvenci Pozice v aminokyselinové sekvenci

——AnP-100 —AnP-200 —P-100 —Nep2-200 —XIll-200

Obr. 27 — Distribuce redundance u modelového proteinu 14-3-3. Byl §tépen temito proteasami — AnP:
AnPEP, P: pepsin, Nep-2: nepenthesin-2, XIII: proteasa typu XIII. Barevné odlisené carkované primky
odpovidaji primérné redundanci pro danou kolonu. Cisla za jednotlivymi proteasami oznacuji

priitokové rychlosti proteasovou kolonou v ul/min. Stépeni probihalo pii pH 2,5 a 0 °C.
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Obr. 28 opét demonstruje, Ze je distribuce redundance zavisla na proteinovém substratu. Mezi
proteasami XIII, Nep-2 a pepsin jsou pouze drobné rozdily. Oproti tomu AnPEP se v tomto

parametru od ostatnich proteas odliSuje. U Stépeni touto proteasou je také vidét odliSnost

bCA2

Redundance

0 50 100 150 200 250

Pozice v aminokyselinové sekvenci Pozice v aminokyselinové sekvenci
—AnP-100 —AnP-200 —P-100 —Nep2-200 XI11-200

Obr. 28 — Distribuce redundance u modelového proteinu bCA2. Byl Stepen témito proteasami — AnP:
AnPEP, P: pepsin, Nep-2: nepenthesin-2, XIII: proteasa typu XIII. Barevné odlisené ¢arkované primky
odpovidaji primérné redundanci pro danou kolonu. Cisla za jednotlivymi proteasami oznacuji
priitokové rychlosti proteasovou kolonou v ul/min. Stépeni probihalo pii pH 2,5 a 0 °C.
mezi pritoky 100 a 200 pl/min. Okolo 100. aminokyseliny ma AnPEP vyss$i redundanci pii
nizs§im prutoku, coz poukazuje na skute¢nost, ze vyssi pratok nemusi vzdy poskytnout vyssi
pocet identifikovanych peptidii, a tim 1 vyS$si redundanci.
Stépeni myoglobinu je nazornym piikladem, kdy je distribuce redundance pro
jednotlivé proteasy odliSna a poukazuje na jejich komplementaritu (Obr. 29, str. 72). Tento
parametr se 1iSil dokonce dokonce i v rdmci pouziti riznych prutok u AnPEP. Oblast, ktera

byla hiite pokryta pii pouziti pratoku 100 pul/min byla kompenzovana pii pratoku 200 pl/min.
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Obr. 29 — Distribuce redundance u modelového proteinu myoglobinu. Byl Stépen témito proteasami —
AnP: AnPEP, P: pepsin, Nep-2: nepenthesin-2, XIII: proteasa typu XIII. Barevné odlisené carkované
primky odpovidaji priiomérné redundanci pro danou kolonu. Cisla za jednotlivymi proteasami oznacuji

priitokové rychlosti proteasovou kolonou v ul/min. Stépeni probihalo pii pH 2,5 a 0 °C.

Dal$im parametrem Stépeni, ktery je mozné sledovat, jsou Stépné preference
jednotlivych proteasovych kolon. Aby mély vétsi vypovidajici hodnotu, byly normalizovany
na vyskyt danych aminokyselin v testovanych proteinech. Normalizované aktivity
jednotlivych aminokyselin byly secCteny pies vSechny analyzované modelové substraty.
Testované proteasové kolony vykazovaly odlisné stépné preference (Obr. 30, str. 73). AnPEP
Stépil oproti ostatnim proteasdm vyrazné vice za prolinem, alaninem a serinem (pozice P1).
XIII stépila za histidinem (P1 pozice) vyrazn€ castéji nez ostatni proteasy. Vysokou
preferenci pro histidin ukdzal také Nep-2. Obecné méné zastoupenymi aminokyselinami
v P1 pozici byly valin, izoleucin a threonin. V P1” pozici bylo rozloZeni jednotlivych
Stépné preference AnPEP nebyly ovlivnény zménou prittoku ze 100 na 200 pl/min
(P 3, str. 113).

Zhodnoceni §t€pnych charakteristik v této kapitole poukazuje na komplementaritu
testovanych proteasovych kolon. Nejen z tohoto diivodu je vyhodné tyto proteasové kolony
v LC-systému sériové spojit nebo pouzit smésné kolony obsahujici dvé proteasy. Peptidova
mapa BSA (P 21, str. 113) na oblastech vyznacenych Sedymi obdélniky ukazuje, Ze pfi
pouziti alternativnich proteas jsme byly schopni, diky dal§im zisahovym mistim,

identifikovat kratsi peptidy nez u pepsinu.
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Obr. 30 — Stépné preference imobilizovanych proteas. AnP: AnPEP, P: pepsin,
Nep-2: nepenthesin-2, XIII: proteasa typu XIII. Cisla za jednotlivymi proteasami
oznacuji priitokové rychlosti proteasovou kolonou v ul/min. Proteolyza probihala
pii pH 2,5 a 0 °C. Stépné preference jsou normalizovany na vyskyt jednotlivych
aminokyselin v modelovych proteinech (BSA, Mb, 14-3-3, bCA2). V tomto grafu
jsou secteny normalizované aktivity pro jednotlivé modelové proteiny. Vyznamné
rozdily jsou oznaceny zlutymi obdélniky. Pl aminokyselina je vlevo od stépené

peptidove vazby a P1’ vpravo od Stépené peptidové vazby.

4.5.2 Kombinace pepsinu a AnPEP proteasy
Pepsin je standardné pouZzivanou proteasou v HDX-MS. V experimentech na proteinovém

mixu s kolonami obsahujicimi jednu proteasu (str. 65) vykazoval Sirokou specifitu spojenou
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s vysokou redundanci a nestépil za prolinem. Tuto schopnost méla naopak proteasa AnPEP.
Za ucelem spojeni vyhod téchto proteas byly jejich kolony zapojeny za sebou
(tandemové, sériove) a také byla provedena koimobilizace (jeden nosi¢ a kolona).

Sekvenéni pokryti kombinaci pepsinu a AnPEPu se pohybovalo v rozmezi 82—-100 %.
Nejvyssi pokryti (93—-100 %) poskytla kolona s koimobilizovanym AnPEPem a pepsinem pfi
pritoku 200 pl/min.

18 1
16
14
12
10

Primérna délka peptidl

o N O @

P-100
co-P-AnP-100
co-P-AnP-200

P-AnP-100
AnP-P-100

EBSA m14-3-3 mbCA2 oMb
Obr. 31 — Primérna délka peptidii modelovych proteinii generovanych kombinacemi
imobilizovanych proteas. Tento parametr je barevné odliSen pro jednotlivé proteinové
substraty: BSA, 14-3-3, bCA2 a myoglobin. Stépeni probihalo pii pH 2,5 a 0 °C. P: pepsin,
co-P-AnP: koimobilizovany pepsin a AnPEP, P-AnP, AnP-P: sériové zapojené kolony
s pepsinem a AnPEPem v prislusném poradi. Cisla za jednotlivymi proteasovymi kolonami

odpovidaji priitokové rychlosti proteasovou kolonou v ul/min.

Primérnd délka peptida pii St€peni pomoci kombinace pepsinu a AnPEPu byla kratsi
neZ u samotného pepsinu (Obr. 31). Pohybovala se v rozmezi 10-14 aminokyselin. Nejkratsi

peptidy byly generovany zapojenim imobilizovaného pepsinu nasledovaného AnPEPem.
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U kombinaci téchto proteas byla sledovana také distribuce délek vzniklych peptidu.
Nejvice peptidd o délce 4-10 bylo generovano kombinaci pepsin-AnPEP v sériovém
zapojeni. Distribuce délek peptidii u tandemového zapojeni AnPEP-pepsin se odliSovala od
zbyvajicich dvou kombinaci (Obr. 32). U zapojeni AnPEP-pepsin byla zavislost distribuce

délky peptidit méné strma.
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Obr. 32— Distribuce délek peptidii modelovych proteinii (BSA, 14-3-3, bCA2 a myoglobin). Barevné
jsou odliseny kombinace imobilizovanych proteas. P: pepsin, co-P-AnP: koimobilizovany pepsin a
AnPEP, P-AnP, AnP-P: sériové zapojené kolony s pepsinem a AnPEPem v piislusném poradi. Cisla
za jednotlivymi proteasami odpovidaji pritokové rychlosti proteasovou kolonou v ul/min. Stépeni
probihalo pri pH 2,5 a 0 °C.
Distribuce délky peptidi pii Stépeni AnPEPem koimobilizovanym s pepsinem pfi
pratoku 100 a 200 ul/min se zasadné nelisila (P 4, str. 113).
Zprimérovanim primérné délky peptidu pfes vSechny ctyfi modelové proteiny
(Obr. 33, str. 76) byl opakované pozorovan trend jako u Obr. 31, str. 74. VSechny kombinace
AnPEP a pepsinu tvotily kratsi peptidy nez samotny pepsin s tim, Ze nejvice vyhovujici délku
predstavovaly kombinace koimobilizovanych proteas a tandemového zapojeni
pepsin-AnPEP (Obr. 33, str. 76). Primérna redundance kombinovanych kolon byla niz8i nez

u samotného pepsinu, ale stale vyhovujici (Obr. 33, str. 76).
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Obr. 33 — Srovnani Stépnych charakteristik (normalizovany pocet peptidui, primeérna délka
peptidit a primeérna redundance) pro jednotlivée kombinace imobilizovanych proteas..
Uvedené parametry jsou prumérem pres pouzité modelové proteiny (BSA, Mb, 14-3-3 a
bCA2). Pocet unikatnich peptidii byl normalizovan na molekulové hmotnosti modelovych
substratii (v kDa). Uvedena redundance je vztazena pouze na pokryta aminokyselinova
rezidua. Stépeni probthalo pii pH 2,5 a 0 °C. P: pepsin, co-P-AnP: koimobilizovany pepsin
a AnPEP, P-AnP, AnP-P: sériové zapojené kolony s pepsinem a AnPEPem v prislusném
poradi. Cisla za jednotlivymi proteasami odpovidaji pritokové rychlosti proteasovou
kolonou v ul/min.
Kazdopadné vyssi vahu ma jeji distribuce (viz dale). Pocet identifikovanych peptidi byl
nejvyssi u koimobilizovaného AnPEPu s pepsinem (200 pl/min) a pepsinové kolony.
Pfi mapovani pokryti vSech Ctyf modelovych proteinii bylo zjisténo, Ze kolona
s koimobilizovanym pepsinem a AnPEPem (200 pl/min) Stépila s nejmensSim poctem
nepokrytych aminokyselin (47). Naopak nejvyssi pocet nepokrytych aminokyselin mélo
tandemové zapojeni AnPEP-pepsin (130). Distribuce redundance byla v rdmci jednoho
proteinu pro vSechny tfi kombinace pepsinu s AnPEPem shodna (P 5, str 113). Dvojnasobné
zvySeni pritoku u pepsinu koimobilizovaného s AnPEPem bylo demonstrovdano vyssi
redundanci, ale distribuce se zasadn¢ nelisila (P 6, str. 113).
Stépné preference byly v celkovém méfitku pro viechny t¥i kombinace kolon velmi

podobné. Koimobilizovd kolona (100 pl/min) generovala oproti ostatnim kombinacim
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(v€etné jeji 200ul/min varianty) vyrazné vice peptidi majicich na C-konci (P1 pozice)
methionin a prolin (P 7 a P §, str. 113—-113) a oproti tandemovym kombinacim vice peptida

s isoleucinem na N-konci (P1” pozice).

4.5.3 Kombinace Nep-2 a AnPEP proteasy

Dalsi testovanou kombinaci byl 4nPEP s Nep-2. Spojeni téchto dvou proteas poskytlo
pokryti sekvence v rozsahu 85-100 %. Toto pokryti je srovnatelné se spojenim AnPEP
a pepsin. Nejhtife pokryta byla pii Stépeni pomoci této kombinace proteas sekvence
u modelového proteinu bCA2, ktery obsahuje nejvice prolini ze vSech testovanych
proteinovych substrata.

Proteasové kolony s Nep-2 a AnPEP mély niz8§i primérnou délku peptidi nez
pepsinova kolona (Obr. 34). Trend tohoto parametru napfic testovanymi proteiny byl shodny

u koimobilizované kolony a tandemového zapojeni Nep2-4nPEP.
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Obr. 34 — Prumérna délka peptidit modelovych proteinii generovanych
kombinacemi imobilizovanych proteas. Tento parametr je barevné odlisen pro
jednotlivé proteinové substrdty: BSA, 14-3-3, bCA2 a myoglobin. Stépeni probihalo
pri pH 2,5 a 0 °C. P: pepsin, co-Nep2-AnP: koimobilizovany nepenthesin-2 a
AnPEP, Nep2-AnP, AnP-Nep?2: sériové zapojené kolony s Nep-2 a AnPEPem
v prislusném poradi. Cisla za jednotlivymi proteasovymi kolonami odpovidaji

priitokové rychlosti proteasovou kolonou v ul/min.
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Distribuce délky peptida se v ramci testované sady proteint pro vSechny tii kombinace
Nep-2-AnPEP zésadné nelisila (P 9, str. 113). Nejvy$si pocet peptidi o délce
4—-10 aminokyselin byl identifikovan u koimobilizované kolony.

Na Obr. 35 je srovnana primeérnd délka peptidii pro testované proteasové kolony a
pozorovany trend je totozny s tim na Obr. 34. Primérna redundance byla sice nejvyssi pro
pepsinovou kolonu (9), ale kombinace AnPEP-Nep-2 mély vyhovujici hodnotu pohybujici se
v rozmezi 5—6 (Obr. 35). Nejvyssi normalizovany pocet unikatnich peptida byl identifikovan
u pepsinové kolony (6), nicméné hodnoty ostatnich proteolytickych nosi¢i byly srovnatelné
(4-5).

18 1

16 A

14 1 . S
mnormalizovany pocet

12 1 peptidl

10 A

8 - Epramérna délka peptid(

6 4

4 1 S

5 . Eprumérna redundance

O .

P-100

co-Nep2-AnP-200
Nep2-AnP-200
AnP-Nep2-200

Obr. 35 — Srovnani stépnych charakteristik (normalizovany pocet peptidii, priiomérna délka
peptidii a priumérna redundance) pro jednotlivé proteasové kolony. Uvedené parametry jsou
priumérem pres pouzité modelové proteiny (BSA, Mb, 14-3-3 a bCA2). Pocet unikatnich
peptidit byl normalizovan na molekulové hmotnosti modelovych substratii (v kDa). Uvedena
redundance je vztazend pouze na pokryta aminokyselinovd rezidua. Stépeni probihalo pri
pH 2,5 a 0 °C. P: pepsin, co-Nep2-AnP: koimobilizovany nepenthesin-2 a AnPEP, Nep2-
AnP, AnP-Nep2: sériové zapojené kolony s Nep-2 a AnPEPem v prislusném poradi. Cisla za

kolonami odpovidaji pritokové rychlosti v ul/min.

Pti analyze vysledkt $tépeni pomoci kombinace AnPEPu a Nep-2 byla opét viditelna
zavislost distribuce redundance na modelovém proteinu (P 10, str. 113). Naopak distribuce
redundance po Stépeni riznymi kombinacemi kolon v ramci jednoho testovaného proteinu

byla srovnatelna. Déle byl mapovan pocet aminokyselin, ktery nemél po St€peni modelovych
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nalezen u koimobilizované kolony (40) a o néco vysSi u tandemového zapojeni
AnPEP-Nep-2 (71) a Nep2-AnPEP (63).
Stépné preference se napii¢ riznymi kombinacemi proteasovych kolon zasadné neligily

(P 11, str. 113).

4.5.4 Kombinace proteasy typu XIII a AnPEP

Posledni kombinaci proteas testovanych na proteinovém mixu byly kolony s AnPEP
a proteasou XIII. Pfi vyhodnocovani sekvencniho pokryti modelovych proteinti po Stépeni
pomoci koimobilizované kolony a dvou tandemovych zapojeni byla zjiSténo velmi Siroké
rozmezi sekvencniho pokryti (37-100 %) poukazujici na vysokou zavislost UspéSnosti
digesce jak na vlastnostech proteinového substratu, tak kolonovém uspotfadani. V priméru
200 pl/min. Naopak v priméru nejvyssi pokryti bylo dosazeno sériovym zapojenim XIII
a AnPEP.

Z pohledu proteinovych substratii mély nizsi pokryti (v priméru 50—70 %) rozmérnéjsi
proteiny BSA a 14-3-3. Horsi pokryti u BSA je této kombinace proteas prekvapivé, protoze
samotné proteasové kolony byly schopny tento protein pokryt z 89-93 %. Zatimco
nevyhovujici  pokryti u 14-3-3 bude pravdépodobné¢ ovlivnéno AnPEPem
(viz kap. 4.5.1, str. 65), ktery pro tento protein poskytl velmi nizké pokryti.

Primérna délka peptidi vzniklych St€penim pomoci kolon AnPEPu s XIII byla opét
obecné kratsi nez pii pouZziti samotného pepsinu (Obr. 36, str. 80). Nejkratsi peptidy vznikaly
pii zapojeni koimobilizované XIII a AnPEPu pii pritoku 200 pl/min.
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Obr. 36 — Priumeérna délka peptidii modelovych proteinii generovanych kombinacemi
imobilizovanych proteas. Tento parametr je barevné odlisen pro jednotlivé proteinove
substraty: BSA, 14-3-3, bCA2 a myoglobin. Stépeni probihalo pii pH 2,5 a 0 °C. P: pepsin,
co-XIII-AnP: koimobilizovana proteasa XIII a AnPEP, XIII-AnP, AnP-XIII: sériové zapojené
kolony s XIII a AnPEPem v prislusném poradi. Cisla za jednotlivymi proteasovymi kolonami

odpovidaji priitokové rychlosti proteasovou kolonou v yl/min.

Distribuce délky peptidi se u téchto kolon liSila ve strmosti zavislosti (P 12, str. 113).
Kfivka pro tandemové zapojeni XIII-4nPEP byla vyrazné strmé&j$i nez zbyla dvé uspotadani.
Pti spojeni kolon XIII a AnPEP (v tomto potadi) bylo identifikovano nejvice peptida
v rozmezi 4—10 aminokyselin. Rozdil mezi témito tfemi kombinacemi byl nejvice patrny
v grafu distribuce délky peptidi BSA. Distribuce délky peptidu byla jeSté srovnana pro
pritok 200 a 400 pl/min u koimobilizované kolony (P 13, str. 113). Zavislost byla u pritoku
400 pl/min strmé&jsi a kromé proteinu bCA2 byl u ostatnich proteint nalezen nejvyssi pocet
peptida v rozmezi 4-10 aminokyselin pravé u tohoto priatoku.

Primérnd délka peptidii zprimeérovana pies jednotlivé substraty (Obr. 37, str. 81)
vykazovala stejny trend jako na Obr. 36, str. 80. Pro koimobilizovanou kolonu pfi pritoku
200 ul/min byl sice tento parametr nejvice vyhovujici ve srovnani s ostatnimi
imobilizovanymi kombinacemi na (Obr. 37, str. 81), ale vSechny ostatni parametry jako je

sekvencni pokryti, primérna redundance, pocet identifikovanych peptidii a distribuce
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redundance a délky peptidi byly neuspokojivé. Z Obr. 37 by jako nejvice vyhovujici
vyplynula XIII s AnPEP v tandemovém zapojeni, protoZe ma niz$i priméernou délku peptidii
a vyssi pocet identifikovanych unikatnich peptidi nez pepsin, jednotkovou redundanci (>4)

a zarovenl méla z testovanych kombinaci XIII-4nPEP nejvyssi sekvencni pokryti.
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Obr. 37 — Srovnani stépnych charakteristik (normalizovany pocet peptidii, priimérna délka

co-XIlI-AnP-400

peptidii a priimérnad redundance) pro jednotlivé proteasové kolony. Uvedené parametry
jsou priimérem pres pouzité modelové proteiny (BSA, Mb, 14-3-3 a bCA2). Pocet unikdtnich
peptidit byl normalizovan na molekulové hmotnosti modelovych substratit (v kDa). Uvedena
redundance je vztazend pouze na pokrytd aminokyselinova rezidua. Stépeni probihalo pri
pH 2,5 a 0 °C. P: pepsin, co-XIII-AnP: koimobilizovand XIII a AnPEP, XIII-AnP, XIII-
Nep2: sériové zapojené kolony se XIII a AnPEPem v piislusném poradi. Cisla za kolonami

odpovidaji priitokové rychlosti v ul/min.

Z grafu distribuce redundance (P 14, str. 113) je vidét pomérné¢ hodné propadt pokryti
na nulu, predevsim u koimobilizované kolony (200 pl/min). Jak uz bylo zminéno vyse, opéct
se zde potvrzuje, Ze distribuce redundance zavisi spiSe na proteinovém substratu nez na
proteasové koloné. Distribuce redundance byla srovnédna také pro koimobilizovanou kolonu
pii pratoku 200 a 400 pl/min (P 15, str. 113). Vidime, ze ani dvojnasobny prutok vyrazné
neeliminoval vyskyt aminokyselin s nulovym pokrytim.

Vsechny testované kombinace AnPEP a XIII mély velmi Sirokou specifitu St€peni
v P11PI1" pozici (P 16, str. 113). Témét vSechny aminokyseliny se vicekrat staly zasahovym

mistem pro tyto imobilizované proteasy, jak P1, tak v P1” pozici.
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Pouze threonin (v P1 pozici) a prolin (v P1" pozici) byly méné casté. Nejvyssi
normalizovanou aktivitu napfi¢ aminokyselinovym spektrem mélo sériové zapojeni
XIII-AnPEP. Dale byly srovnany §tépné preference koimobilizované kolony pfi pratoku 200
a 400 pl/min (P 17, str. 113). Kolona s dvojnasobnym pritokem ve véEétSi mife Stépila
v P1 pozici za alaninem a generovala vice peptida s aspartatem na N-konci.
Koimobilizované kolona XIII s AnPEP méla z doposud testovanych kolon nejméné
vhodné stépné charakteristiky. Bylo zjisténo, ze az 44 % identifikovanych peptidii pochdzi
praveé z AnPEP. Tento fakt naznacuje vyznamnou degradaci (autolyzu) AnPEP v této smésné
kolong. Pro srovnani, v pfipadé¢ smésné kolony AnPEPu s pepsinem pochéazelo pouze 1 %

identifikovanych peptidt z AnPEP.

4.5.5 Vybér nejvhodnéjsi kombinace imobilizovanych proteas pro
HDX-MS
Z ptedeslych kapitol vyplynuly jako nejvhodnéjsi kombinace imobilizovanych proteas
koimobilizovany pepsin-AnPEP (200 ul/min) a nepenthesin-2-AnPEP, a také XIII-4nPEP

v tandemovém zapojeni. V této kapitole budou srovnana tato ti'i usporadani.
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Tab. 12 — Srovndni proteolyticky aktivnich nosici. Co-P-AnP: AnPEP koimobilizovany s pepsinem, co-Nep2-
AnP: AnPEP koimobilizovany s nepenthesinem-2, XIII-AnP: proteasa typu XIII a AnPEP v tandemovém
zapojeni. Sekvencni pokryti, primerna délka peptidu, zastoupeni peptidii o dané délce i normalizovany pocet
peptidii jsou priimérem pres testované modelové proteiny (bCA2, Mb, 14-3-3 a BSA). Pocet unikatnich peptidii
Jje vztazen na molekulové hmotnosti testovanych proteinii (v kDa). Pocet nepokrytych aminokyselin je secten

pro vSechny Ctyri testované proteiny.
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Co-Nep2-4nP-200 92,7 9.9 68,9 5,1 40
XIII-4nP-200 91,6 12,9 49,7 6.9 100

Nejvyssi normalizovany pocet unikatnich peptidi (Tab. 12) byl nalezen u XIII-4nPEP
v tandemovém zapojeni, nicmén¢ v ostatnich parametrech uvedenych v Tab. 12 nejlépe
obstala koimobilizovana kolona AnPEP a Nep-2 pfi pritoku 200 pl/min. Méla vyhovujici
sekvencni pokryti, tvofila peptidy o vhodné délce a nejkratsi z téchto tii kombinaci a také
generovala peptidové mapy s nejnizSim poctem nepokrytych aminokyselin.

Tento zavér nelze povazovat za univerzalni. Proteiny jsou velmi komplexni skupinou,
a je tak vhodné kazdy ptipad posuzovat individualné. Nicméné tyto tfi kombinace se ze v§ech
testovanych kolon na proteinovém mixu jevily jako nejrelevantnéjsi pro HDX-MS analyzu.

Stépné preference se u téchto kolon mirné lisily (P 18, str. 113). Koimobilizovana
kolona pepsin-A4nPEP v porovnani s ostatnimi Stépila vice za F a P (Pl pozice),
koimobilizovany Nep2-4nPEP za K a R (P1 pozice) a sériové zapojeni XIII-4nPEP za H (P1
pozice). Pokud by testovany protein obsahoval hodné K, H, a R bylo by vhodné pouzit
kombinaci s XIII nebo Nep-2, a pokud prolinu a alaninu, tak 4nPEP.
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Na komplementaritu vybranych kombinaci proteasovych kolon poukazuje peptidova
mapa myoglobinu (P 22, str. 113). Nékteré oblasti maji podobny charakter peptidii. Nicméné
vyskytuji se zde v nezanedbatelné mifte i oblasti, které jsou pomoci jedné kombinace kolon
pokryty méné, a jinou naopak ve vétsi mife.

4.6 Stépeni protilatky trastuzumab (Herceptin) pomoci
imobilizovanych proteas

Razna uspotfadani imobilizovanych proteas (3.2.9.1, str. 54) byla otestovana také na

protilatce Herceptin, kterd ma terapeutické vyuziti, a sledovani jejich strukturnich zmén je

nezbytné pro stabilitni studie, schvalovaci procesy atd.

V Tab. 13 jsou popsany obecné charakteristiky lehkého a té€zkého fetézce této
protilatky, které byly vyhodnocovédny zvlast. Molekulovd hmotnost celé molekuly této
protilatky (150 kDa) je vyssi nez u zastupcii proteinového mixu (Tab. 11, str. 65). Tézky
fetézec ma vyssi zastoupeni prolinu nez lehky a naopak lehky ma vyssi zastoupeni alaninu.
Obsah cysteint je u obou fetézcl téméi shodny. Zastoupeni téchto aminokyselin je zminéno,
protoZze jsou zasahovymi misty AnPEP proteasy.

Tab. 13 — Obecné charakteristiky $tépené protiltky trastuzumab (Herceptin). Zleva relativni molekulovd

hmotnost lehkého/tézkého retézce Herceptinu, zastoupeni prolinu, alaninu a cysteinu, které jsou hlavnimi

zasahovymi misty AnPEP proteasy.

Trastuzumab M; Pocet Zastoupeni Zastoupeni Zastoupeni
aminokyselin prolinu alaninu cysteinu
[%o] [%o] [Yo]
Lehky fetézec 23443,1 214 5,6 6,5 23
Tézky fetézec 49284,7 450 7,6 5,1 2.4

Jednotlivé proteasové kolony, jmenovité imobilizovany 4nPEP, XIII, pepsin a Nep-2
poskytly 100 % sekvenéni pokryti lehkého tfetézce protilatky Herceptin. Zatimco tézky
fetézec mél pokryti vrozmezi 86-98 %, dané pritomnosti N-glykosylace. V priméru
nejvyssi sekvencni pokryti (96-98 %) z kombinace proteas poskytly koimobilizované kolony
XIII-AnPEP a pepsin-AnPEP (200 pul/min) a také imobilizované proteasy v sériovém
zapojeni (AnPEP-Nep-2 a AnPEP-XIII).
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Vsechny proteasové kolony a jejich kombinace kromé AnPEP pii 100 ul/min a spojeni
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Obr. 38 — Srovnani Stépnych charakteristik (normalizovany pocet peptidii, priumérna délka peptidii
a prumernd redundance) prokombinace imobilizovanych proteas. Uvedené parametry jsou
priumeérem pro lehky a tezky retézec Herceptinu. Pocet unikatnich peptidii byl normalizovan na
molekulové hmotnosti téchto dvou retézcii (v kDa). Uvedena redundance je vztazend pouze na
pokryta aminokyselinovd rezidua. P: pepsin, AnP: AnPEP, Nep2: nepenthesin-2, XIII: proteasa
typu X111, co: koimobilizované kolony, dveé proteasy s pomickou (napr. P-AnP): tandemové zapojeni
kolon v prislusném poradi. Stépeni probihalo p#i pH 2,5 a 0 °C. P: pepsin, Cisla za kolonami
odpovidaji pritokove rychlosti v ul/min.
AnPEP a pepsinu generovaly peptidy s nizsi primérnou délkou nez pepsin (P 19, str. 113).

pepsin, AnPEP-Nep2, AnPEP-XIII) proteasa XIII (16,4), Nep2-4AnPEP v tandemovém
zapojeni (15,8), koimobilizovana kolona pepsin-4nPEP pii 100 pul/min (17,9) a XIII-AnPEP
(15,1). Uvedené hodnoty jsou primérem pries oba fetézce Herceptinu.

Nejvyssi normalizovany pocet unikatnich peptidi (10) byl identifikovan u Nep-2
kolony a AnPEP-Nep-2 v tandemovém zapojeni pii 200 pl/min (Obr. 38). Optimalni
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pramérnou redundanci (8,6) mél AnPEP koimobilizovany s XIII. Po Stépeni pomoci této
kombinace proteas nebylo z obou fetézcii Herceptinu pokryto 36 aminokyselin, coz je
priblizné 5 %.

Z testovanych kombinaci imobilizovanych proteas vyplynula jako nejvhodnéjsi varianta
koimobilizovany AnPEP s proteasou XIII. V Tab. 14 jsou srovnany jeho Stépné
charakteristiky se standardné pouzivanym pepsinem.

Tab. 14— Srovndni proteolyticky aktivnich nosicii. P: pepsin, co-XIII-AnP: AnPEP koimobilizovany s XIII. Cisla
za pomlckou udavaji priitok proteasovou kolonou v ul/min. Sekvencni pokryti, primérna délka peptidu, pocet
nepokrytych aminokyselin a normalizovany pocet peptidii jsou uvedeny zvlast pro lehky a teézky retézec
Stépeného Herceptinu. Pocet unikatnich peptidii je vztazen na molekulové hmotnosti testovanych proteinii

(v kDa).
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Distribuce redundance na lehkém a tézkém fetézci Herceptinu byla po Stépeni pomoci
koimobilizované kolony XIII-4nPEP a imobilizovaného pepsinu odlisnd a v nékterych

castech sekvence komplementarni (Obr. 39). Komplementaritu téchto kombinaci
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Obr. 39 — Distribuce redundance protilatky Herceptin. Her-L: lehky retézec, Her-T: tézky retézec. Byl Stepen
XIII koimobilizovanou s AnPEP (co-XIII-AnP) a pepsinem (P). Cisla za pomickou oznacuji pritokové
rychlosti v ul/min. Stépeni probihalo pri pH 2,5 a 0 °C. Barevné odlisené cdarkované primky odpovidaji
prumérné redundanci pro danou kolonu.
proteasovych kolon ukazuje i peptidova mapa lehkého fetézce Herceptinu (P 23, str. 113).
Distribuce délek peptidu byla také pro tyto kolony odliSna. Koimobilizovana kolona tvofila
vice peptidli o délce 4—-10 aminokyselin nez pepsinova (Obr. 40).

Ob¢ kolony mély Sirokou specifitu a vhodné se dopliovaly (P 20, str. 113). Pokud

koimobilizovana kolona §tépila za danou aminokyselinou méné, pepsinova za ni §tépila vice

a naopak.
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Obr. 40 — Distribuce délek peptidii protilatky Herceptin. Her-L: lehky retézec, Her-T: tézky
Fetézec. Byl §tépen XIII koimobilizovanou s AnPEP (co-XIII-AnP) a pepsinem (P). Cisla za
pomlckou oznacuji prutokové rychlosti v ul/min. Proteolyza probihala pri pH 2,5 a 0 °C.

87



4.7 Opakovatelnost LC-MS/MS analyz

Pro vybrané analyzy na proteinovém mixu byla testovdna opakovatelnost identifikovanych
peptidii. Mé&feni byla provedena v triplikatech. Opakovatelnost byla vyhodnocovéana pro
kombinace pepsin-AnPEP a Nep-2-4AnPEP vcetné samotného AnPEP, pepsinu a Nep-2.

V Tab. 15 (str. 89) je srovndna reprodukovatelnost u kombinaci imobilizované¢ho
AnPEP a pepsinu. Pepsin mél ve srovnani s ostatnimi kolonami v této tabulce nejvyssi
reprodukovatelnost. Jako pIné reprodukovatelné byly povazovany peptidy, které se
vyskytovaly ve 3/3 analyz a zastoupeni ¢astecné reprodukovatelnych peptidi bylo spocitano
jako soucet peptidd, které byly ve 3/3 a ve 2/3 analyz. Casteéné reprodukovatelnych peptidd
bylo obecné vyssi procento nez pln¢ reprodukovatelnych. Nejniz$i procento
reprodukovatelnych peptidt bylo identifikovano u AnPEP pfi 100 pl/min a u tandemového
zapojeni AnPEP-pepsin. Pfi exportu dat s intenzitni hranici 50 000 bylo identifikovano jesté
méné reprodukovatelnych peptidi. Toto zjisténi vypovidd o tom, Ze nereprodukovatelné

peptidy mohou byt i ty s vysokou intenzitou a nejedna se pouze o malo intenzivni a méné

vyznamné signaly.
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Tab. 15 — Opakovatelnost peptidit pro kombinace kolon pepsin-AnPEP. P: pepsin, AnP: AnPEP, co-P-AnP:
koimobilizovany AnPEP s pepsinem, P-AnP, AnP-P: tandemové zapojeni pepsinu a AnPEP v prislusném
poradi. Cisla za kolonami oznacuji priitokovou rychlost v ul/min. Za reprodukovatelné peptidy byly povazoviny
ty, které se vyskytovaly ve 3/3 analyz a jako cdstecné reprodukovatelné ty, které se vyskytovaly ve 2/3 analyz a
byly k nim pricteny jesté ty u 3/3 analyz. Data byla prohledana proti databazi cRAP, FDR bylo 1 % a minimalni

skore bylo nastaveno na 20.
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Reprodukovatelné 60 29 49 51 50 24
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Cisteéné 82 44 74 76 72 47
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Reprodukovatelné 56 24 40 43 43 15
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Castetnéd 79 37 68 69 67 29
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V Tab. 16 (str. 90) je srovndna opakovatelnost identifikovanych peptidii u kombinaci
AnPEP-Nep-2 a pepsinu, ktery se pouziva standardné¢ v HDX-MS. Je zde zde opét trend
vys$$iho mnozZstvi ¢astecné reprodukovatelnych peptidii nez reprodukovatelnych. Pepsin mél
oproti kombinaci Nep2-4AnPEP lepsi reprodukovatelnost. Stejny trend je vidét 1 pii exportu
dat s intenzitni hranici 50 000. Nastaveni intenzitni hranice opét zhorSilo reprodukovatelnost

peptidi. Z Tab. 16 mizeme opét vypozorovat trend snizené reprodukovatlenosti, pokud se
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zapoji tandemoveé AnPEP-Nep-2, to znamena, Zze do AnPEPové kolony putuje substrat jako
prvni. Pfi vyméné potadi kolon se reprodukovatelnost zvysi. Nicméné rozdil mezi t€mito

kombinacemi neni tak vyrazny jako u tandemového zapojeni AnPEP-pepsin.

Tab. 16 — Opakovatelnost peptidii pro kombinace kolon Nep-2-AnPEP. P: pepsin, AnP: AnPEP, co-Nep2-AnP:
koimobilizovany AnPEP s Nep-2, Nep2-AnP, AnP-Nep?2: tandemové zapojeni Nep-2 a AnPEP v prislusném
poradi. Cisla za kolonami oznacuji priitokovou rychlost v ul/min. Za reprodukovatelné peptidy byly povazoviny
ty, které se vyskytovaly ve 3/3 analyz a jako cdstecné reprodukovatelné ty, které se vyskytovaly ve 2/3 analyz a
byly k nim pricteny jesté ty u 3/3 analyz. Data byla prohledana proti databazi cRAP, FDR bylo 1 % a minimalni

skore bylo nastaveno na 20.
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Export dat bez intenzitniho omezeni
Reprodukovatelné
peptidy [%] 60 49 58 54 56 53
Casteéné
reprodukovatelné 82 74 79 77 77 76
peptidy [%]
Export dat s intenzitnim omezenim 50 000
Reprodukovatelné
peptidy [%] 56 40 46 41 39 33
Castecné
reprodukovatelné 79 68 72 67 70 62

peptidy [%]

Vzhledem k tomu, ze reprodukovatelnost peptidi generovanych AnPEP kolonou byla
nejnizsi, byla u této analyzy testovana pii raznych kritériich prohledani proteinovych

databazi (Tab. 17, str. 91). Reprodukovatelnost se zvySovala pii sniZzovani striktnosti
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prohledani (v tabulce zprava doleva). Opét vidime, Ze zastoupeni reprodukovatelnych
peptidii bylo niz8i nez ¢astecné reprodukovatelnych. Ani prohledani prakticky bez omezeni

zasadné nezvysilo reprodukovatelnost identifikovanych peptidi.

Tab. 17 — Opakovatelnost identifikovanych peptidit u AnPEP kolony pri 100 ul/min. Za reprodukovatelné
peptidy byly povazovany ty, které se vyskytovaly ve 3/3 analyz a jako castecnée reprodukovatelné ty, které se
vyskytovaly ve 2/3 analyz a byly k nim pricteny jesté ty u 3/3 analyz. Zleva doprava se zvySuje striktnost pri
prohledani proteinovou databazi. Databaze byly pouzity dve: 1) proteinovy mix (BSA, bCA2, 14-3-3 a Mb), 2)
cRAP (proteinovy mix + casté proteinové kontaminanty). Limitni skore bylo bud’ 1, 12, 20 nebo 35. A mira
falesné pozitivnich nalezii 1 % nebo 0,1 %. Dtb: databdze, Pmix: proteinovy mix, sc.: skore, FDR: mira falesné

pozitivnich ndlezii.

Podminka Kritéria prohledani

reprodukovatelnosti ¢, pmix dtb Pmix dtb cRAP | dtb cRAP
Score > 1 Score > 12 Score > 20 Score > 35
FDR 1% FDR 1% FDR 1 % FDR 0,1 %

Zastoupeni reprodukovatelnych peptidi [%]

3/3 33 33 29 22
2/3a3/3 45 46 44 36

Pro srovnani bylo totéz provedeno pro pepsinovou kolonu. Tab. 18, str. 92 ukazuje, ze

ma reprodukovatelnost peptidii opét souvislost se striktnosti kritérii prohledani databazi.
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Tab. 18 — Opakovatelnost identifikovanych peptidii u pepsinové kolony pri 100 ul/min. Za reprodukovatelné
peptidy byly povazovany ty, které se vyskytovaly ve 3/3 analyz a jako castecné reprodukovatelné ty, které se
vyskytovaly ve 2/3 analyz a byly k nim pricteny jesté ty u 3/3 analyz. Zleva doprava se zvysuje striktnost pri
prohledant proteinovou databdzi. Databaze byly pouzity dve: 1) proteinovy mix (BSA, bCA2, 14-3-3 a Mb), 2)
CcRAP (proteinovy mix + Casté proteinové kontaminanty). Limitni skore bylo bud’ 1, 12, 20 nebo 35. A mira
falesné pozitivnich nalezii 1 % nebo 0,1 %. Dtb: databdze, Pmix: proteinovy mix, sc.: skore, FDR: mira falesné

pozitivnich nalezii.

Podminka Kritéria prohledani

reprodukovatelnosti - =g 55 o dtb Pmix __ dib cRAP __ dib cRAP
Score > 1 Score > 12 Score > 20 Score > 35
FDR 1% FDR 1 % FDR 1 % FDR 0,1 %

Zastoupeni reprodukovatelnych peptidii [%]

373 64 63 60 48

2/3a3/3 &3 84 82 72

Vliv striktnosti prohledani byla otestovéna jest¢ na analyze stépeni pomoci AnPEP kolony
exportované s intenzitnim omezenim 50 000 (Tab. 19, str. 93). Z hlediska vlivu striktnosti
prohledani na reprodukovatelnost je zde stejny trend jako v Tab. 17 na str. 91. Intenzitni

omezeni pii exportu jesté dale sniZilo reprodukovatelnost.
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Tab. 19 — Opakovatelnost identifikovanych peptidit u AnPEP kolony pri 100 ul/min. Export byl proveden
s intenzitnim omezenim na 50 000. Za reprodukovatelné peptidy byly povazovany ty, které se vyskytovaly ve 3/3
analyz a jako cdstecné reprodukovatelné ty, které se vyskytovaly ve 2/3 analyz a byly k nim pricteny jesté ty u
3/3 analyz. Zleva doprava se zvysuje striktnost pri prohledani proteinovou databazi. Databdze byly pouzity dve:
1) proteinovy mix (BSA, bCA2, 14-3-3 a Mb), 2) cRAP (proteinovy mix + Casté proteinové kontaminanty).
Limitni skore bylo bud’ 1, 12, 20 nebo 35. A mira falesnée pozitivnich nalezit 1 % nebo 0,1 %. Dtb: databaze,

Pmix: proteinovy mix, sc.: skore, FDR: mira falesné pozitivnich nalezii.

Podminka Kritéria prohledani

reprodukovatelnosti ¢, pymix dtb Pmix dtb cRAP  dtb cRAP
Score > 1 Score > 12 Score > 20 Score > 35
FDR 1% FDR 1 % FDR 1 % FDR 0,1 %

Zastoupeni reprodukovatelnych peptidi [%]

3/3 26 28 24 21
2/3a3/3 40 41 37 31

Vysledky pro pepsinovou kolonu uvedené v Tab. 20 (str. 94) kopirovaly trendy pozorované

ve vySe uvedenych tabulkach (Tab. 17-Tab. 19, str. 91-93).
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Tab. 20 — Opakovatelnost identifikovanych peptidit u pepsinové kolony pri 100 ul/min. Export byl proveden
s intenzitnim omezenim na 50 000. Za reprodukovatelné peptidy byly povazovany ty, které se vyskytovaly ve 3/3
analyz a jako castecné reprodukovatelné ty, které se vyskytovaly ve 2/3 analyz a byly k nim pricteny jesté ty u
3/3 analyz. Zleva doprava se zvysuje striktnost pri prohledani proteinovou databazi. Databdze byly pouzity dve:
1) proteinovy mix (BSA, bCA2, 14-3-3 a Mb), 2) cRAP (proteinovy mix + casté proteinové kontaminanty).
Limitni skore bylo bud’ 1, 12, 20 nebo 35. A mira falesnée pozitivnich nalezii 1 % nebo 0,1 %. Dtb: databaze,

Pmix: proteinovy mix, sc.: skore, FDR: mira falesné pozitivnich nalezu.

Podminka Kritéria prohledani

reprodukovatelnosti =375 oo dtb Pmix __ dibcRAP ___ dib cRAP
Score > 1 Score > 12 Score > 20 Score > 35
FDR 1% FDR 1% FDR 1 % FDR 0,1 %

Zastoupeni reprodukovatelnych peptidi [%]

3/3 59 58 56 49

2/3a3/3 82 82 79 73

Vzhledem k tomu, Ze reprodukovatelnost identifikovanych peptidl po §t€peni pomoci
AnPEP kolony nezvySila zména parametri pfi prohledani ani exportu dat, bylo nutné se
podivat na ptivodni MS data. Ta byla zkouména na urovni LC chromatogramt, MS a MS/MS
spekter. Zkoumala jsem nékolik peptidu, které vznikly St€penim za P a A a vyskytovaly se
pouze v jedné analyze z triplikatu. Peptid [42—82] z bCA2 byl pfi nastaveni limitu iontového
skore na 20 identifikovan pouze jednou, ale po sniZeni limitu na 1 uz byl nalezen ve vSech
ttech analyzach. V analyze, ve které byl identifikovan pted snizenim limitu, m¢l totiz skore
20,9, coz znamena tésn€¢ nad hranici. Dale byl zkouman peptid [121-125] z myoglobinu,
ktery byl po snizeni limitu skore nalezen pouze ve 2/3 analyz. Tento peptid sice nebyl
identifikovan, ale v raw datech se vyskytoval. V analyze, ve které byl nalezen pied
snizovanim limitu, mél skore pouze 20,7, coz poukazuje nekvalitni MS/MS spektrum.
U minima peptidi doslo k situaci, Ze nebyly nalezeny ani v piivodnich MS datech.

Z této kapitoly plyne, ze pokud chceme mit vysoké procento peptidl, které jsou

reprodukovatelné, je vhodné pouzit AnPEP spiSe v kombinaci s jinou proteasou nez samotny.
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A zaroven pokud pouzivame AnPEP v tandemovém zapojeni, je vhodné ho zaradit az jako

druhy, protoZe se tim zvysi reprodukovatelnost.

95



5 Diskuze

Proteiny ovliviiuji celou fadu procesti dilezitych pro spravnou funkci bunék. Z tohoto
diavodu je klicové zabyvat se vyvojem metod, které umoznuji studium jejich struktury
a dynamiky. Jednou z nich je vodik/deuteriova vyména spojenéd s hmotnostni spektrometrii.
Proteolyza proteinového substratu urcuje v této metodé prostorové rozliseni. U fady proteinii
muze byt toto rozliSeni omezené, pokud je pouzivan pouze tradi€né vyuzivany pepsin.
Podminky nutné pro uspésné provedeni HDX-MS experimentu (pH 2,5 a 0 °C) vSak
vyznamné zuzuji vybér proteas.

Tato prace se zabyva charakterizaci imobilizované prolyl endoproteasy z Aspergillus
niger (AnPEP) v kombinaci s proteasou typu XIII, pepsinem a nepenthesinem-2 (Nep-2) za
ucelem jejich aplikace v HDX-MS protokolech. Dle dostupnych publikaci ma AnPEP
v porovnani s proteasami bézn¢ pouzivanymi v HDX-MS pomérné uzkou specifitu Stépeni
pfi striktnim dodrZeni optimalizovanych podminek Stépeni - pH 1,5, ¢asu digesce 2 hodiny
apoméru proteasa:substrat 1:50. Tato hodnota pH a pomér nejsou pro HDX-MS
aplikovatelné, ale i pies zvysSeni pH na 2,5 a poméru na 1:1, neni specifita St€peni této
proteasy prilis Sirokd a stale generuje predevsim §tépy na C-konci prolinu, alaninu a cysteinu.
Proto je vhodna spiSe jako doplnék klasickych proteas.

Aktudlné je komeréné dostupnou variantou preparat ProAlanase, ktery se prodava za
cenu tisice korun za jeden mikrogram. Proteasu AnPEP je vSak mozné ziskat komercn¢ za
nizkou cenu v podob¢ preparati Brewers Clarex a Tolerase G. Za ucelem vybéru vhodného
zdroje této proteasy byla provedena hmotnostné spektrometrick4 analyza a SDS-PAGE.

Na zakladé SDS-PAGE bylo zji$téno, ze kvantitativni vétSinu obou preparati zaujima
AnPEP. Oba zdroje AnPEP sice obsahuji jesté jiné proteiny, ale ty jsou z hlediska mnozstvi
minoritni. Pro imobilizaci a nasledné testovani na proteinovych substratech byl zvolen
Clarex, protoZze obsahoval méné kontaminujicich proteind. Dal$i vyhodou tohoto preparatu
je, ze je dostupny v podobé roztoku, na rozdil od Tolerase G, ktera se prodava jako tobolka.

Pro srovnani proteinového slozeni Tolerasy G a Clarex byla provedena LC-MS/MS
analyza. V obou preparatech byly identifikovany totozné proteiny

(glukosidasy, galaktosidasy, amylasy a karboxypeptidasa z rodiny S10). Nicméné vétSina
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identifikovanych peptidit pochazela z AnPEP (u Clarex 95 %, u Tolerasy G 98 %). AnPEP
proteasa byla jesté deglykosylovana, abychom zjistili, jestli odstranéni N-glykan®i nevnese
nové¢ identifikace proteinti. Tato tvaha vznikla proto, ze N-glykany jsou velmi heterogenni
struktury, zvysi komplexitu dat a mohou tak ztizit 1 naslednou identifikaci peptidii. AvSak
1po deglykosylaci obou preparatii nebyly identifikovany zadné dalsi proteiny. V ramci
bakalarské prace byla v preparatu Tolerase G identifikovdna jes§té proteasa typu XIII
(aspergillopepsin).

Déle byla provedena MALDI-TOF-MS analyza Clarex a Tolerase G pro glykosylované
1 deglykosylované formy. Deglykosylovanad forma méla v MS spektru uzsi pik a nizsi
molekulovou hmotnost (58 kDa). N-glykosylovana varianta méla naopak velmi Siroky pik
zpusobeny tim, ze N-glykany AnPEP jsou velmi heterogenni a MALDI-TOF, ktery patii mezi
hmotnostni spektrometry s niz§im rozliSenim, nebyl schopen =zobrazit jednotlivé
proteoformy. Na zdkladé MALDI-TOF byla ur¢ena pfibliznd molekulovd hmotnost
N-glykosylovanéého AnPEP na 69 kDa. Na zakladé tohoto hmotnostniho spektra bylo dale
potvrzeno, Ze vétsSinu obou komer¢nich preparati zaujima skutecné AnPEP, protoze kromé
vyse uvedenych pikl nebyly pozorovany zadné dalsi. Nicméné jako vhodnéjsi metoda pro
zakladni charakterizaci preparati se jevila SDS-PAGE. Pii analyze pomoci MALDI-TOF
hraje dilezitou roli i ionizovatelnost proteinu, zatimco pii SDS-PAGE maji vSechny
analyzované proteiny uniformni zdporny naboj, a tak jedinou proménou je jejich molekulova
hmotnost.

Jak bylo zminéno vySe, diky své uZzsi specifité, je v HDX-MS experimentu 4AnPEP
vhodné;jsi jako dopln€k proteas se §irsi specifitou. Zde byly vybrany pepsin, nepenthesin-2
a aspergillopepsin (XIII). VSechny studované proteasy (AnPEP, pepsin, Nep-2 a XIII)
a jejich kombinace byly imobilizovany na aldehydovy nosi¢, kterym byly nasledn€ naplnény
kolony. Imobilizace umozZiluje automatizaci a zvySeni rychlosti analyz. DalS§i nespornou
vyhodou je moZznost snadné zmény podminek proteolyzy (teplota, pritok, tlak) a také pouziti
vysSich koncentraci denaturanti, protoze jejich neptiznivy efekt je u imobilizované proteasy
vyznamné nizs§i nez u proteasy v roztoku.

Mezi studované charakteristiky patfilo sekvenéni pokryti, které je vhodné mit co

nejvyssi, abychom ziskali informace o celé¢ struktufe proteinu. Neméné dilezitym
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parametrem je distribuce redundance (ptekryvajici se peptidy) a délky peptida jednotlivych
St€penych modelovych proteinil, protoze urcuji prostorové rozliSeni analyzy miry deuterace.
Zajimavym parametrem jsou i §tépné preference, které v zavislosti na aminokyselinovém
slozeni substratu mohou ovlivnit délku vzniklych peptidi. Miize ale nastat situace, kdy
Stépné preference, typické pro proteasu, neodrazi délku peptidi z divodu vynechani
zasahového mista proteasou, napf. vlivem pftili§ vysoké pritokové rychlosti. Vzhledem
k tomu, ze se v této praci $tépi pomoci nespecifickych proteas, je potfeba mit na paméti, ze
neni mozné predikovat charakter vzniklych peptidi na zadklad¢ aminokyselinové sekvence
substratu. Je ale mozné mezi sebou srovnavat dvoje podminky napt. pratok 100 a 200 pl/min
a sledovat, jestli na daném mist¢ doslo k opomenuti §tépeni.

V ramci testovani imobilizovanych proteas a jejich kombinaci byly pozorovany obecné
trendy. Ve vétSiné ptipadu byla distribuce redundance zavisla na proteinovém substratu,
pouze vypocet prumérné redundance, protoze tato hodnota nevypovida o skutecném pritbéhu
Stépeni. Jedné ¢asti proteinu miize byt redundance pfilis nizka, v jiné piili§ vysoka a vysledku
to pak muze dat faleSn¢ vyhovujici hodnotu priimérné redundance. V ramci graft distribuce
redundance je uzite¢né sledovat oblasti, kde nejsou aminokyseliny pokryty Zadnym peptidem
a odvijet od toho pak vybér alternativni proteasy/proteas. Déle byl pozorovan trend zvySeni
délky peptidt pii zvySeni pritoku proteasovou kolonou, ktery je zptisobem tim, ze protein
stravi na kolon¢ kratsi Cas a Sté€peni je tak méné kompletni. Pii zvySeni prutoku vznikalo
vétsiné piipadd vice peptidi a tim je pak byla vy$s$i i redundance. Nicméné zvySeni
redundance pfi zvySeni priitoku neplati absolutné. Dal$im zajimavym pozorovanim bylo, ze
distribuce delky peptidl naopak zavisela na pouzité protease ¢i kombinaci a vzdy bylo u dané
proteasy identifikovano nejvice peptidi v rozmezi délek 4—10 (nejkratsi).

Nejprve byly otestovany kolony s jednou proteasou na souboru modelovych proteinii
(BSA, 14-3-3, bCA2 a myoglobin). Testované proteiny se liSily molekulovou hmotnosti,
aminokyselinovou sekvenci a zastoupenim pro AnPEP dulezitych aminokyselin — prolinu,
alaninu a cysteinu. Testované kolony byly vzdy porovnavany se standardné pouZzivanym
pepsinem.

Sekvencni pokryti kolon sjednou proteasou se pohybovalo vradmci testovani
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proteinového mixu v rozmezi 88—100 %, coz je pro HDX-MS velmi vyhovujici. Nicméné
vyjimku tvofila AnPEPova kolona, ktera byla schopna pokryt protein 14-3-3 pouze
z ptiblizné 60 %. Po analyze dat bylo zjiSténo, Ze je N-koncova ¢ast tohoto proteinu pokryta
dostateCnym poctem prekryvajicich se peptidd, ale ze zbytek sekvence je pokryt bud’ pouze
jednim nebo Zadnym peptidem. Protein 14-3-3 je pomérné sbaleny, v sekvenci je hodné
K akE, za kterymi AnPEP pfiili§ Casto nestépi, a naopak malo prolinu, ktery je hlavnim
zasahovym mistem AnPEP. Sekvenéni pokryti by mohla zvysit denaturace substratového
proteinu 14-3-3. AnPEP mél z testovanych proteas také nejméné vyhovujici redundanci,
v danych oblastech pfiliS vysokou nebo pfili§ nizkou. PfiliS vysoka redundance zvysuje
komplexitu dat a komplikuje analyzu, ale nizkd zase neposkytuje dostate¢né prostorové
rozliSeni. Déle tvofil v porovnani s ostatnimi testovanymi proteasami, kromé pepsinu, delsi
peptidy. Z vySe uvedenych divoda je vhodné pouzit AnPEP spiSe v kombinaci s jinymi
proteasami nez samotny. Vyhodu, kterou miize vnést pfi Sté€peni, je jeho vysoké preference
tvofit peptidy s prolinem a alaninem na C-konci, ¢imz se odliSuje od ostatnich testovanych
proteas. Dale napiiklad proteasa XIII generuje vice peptidi s H na C-konci a spolu s Nep-2
peptidy s K a R na C-konci. Z provedenych experimentti mtizeme dojit k zdvéru, ze jsou tyto
proteasy vici sob¢ komplementarni.

Pouziti vice proteas zvySovalo prostorové rozliseni. Jednim z diivodd miize byt Sirsi
specifita. Nejprve byl na proteinovém mixu otestovan pepsin v kombinaci s AnPEP —
koimobilizovany pepsin a AnPEP a AnPEP-pepsin a pepsin-4AnPEP v tandemovém zapojeni.
Sekvenéni pokryti se pohybovalo u vSech kombinaci v pfijatém rozmezi 82—100 %. Jako
nejvhodnéjsi varianta z kombinace AnPEP-pepsin byla vybrana koimobilizovand kolona
(pt1 pratoku 200 pl/min), protoze poskytla nejvyssi sekvencni pokryti, méla vyhovujici
redundanci, kterd zpiisobila existenci minima aminokyselin s nulovym pokrytim a nakonec
méla nejvyssi zastoupeni peptidi o délce 4-10 aminokyselin z této kombinace kolon. Tato
koimobilizovana kolona také méla vyssi preference pro prolin a methionin nez ostatni
v ramci této kombinace. Naopak nejhorsi parametry vykazovalo tandemové zapojeni AnPEP-
pepsin.

Stejnym zptsobem byl otestovan AnPEP v kombinaci s Nep-2. Rozsah sekven¢niho

pokryti proteinového mixu byl u této kombinace o néco vyssi nez u AnPEP-pepsin,
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85-100 %. Na zakladé obdobného srovnani parametrii jako vySe byla vybrana kombinace
koimobilizovaného AnPEPu s Nep-2. Jako nejméné vhodnd se opét ukadzalo tandemové
zapojeni, kde byl AnPEP jako prvni v potadi.

Posledni kombinaci testovanou na proteinovém mixu byla 4AnPEP-XIII. V tomto
pripadé by ale byla koimobilizovana kolona nejmén¢ vhodnou volbou. Zaroven bylo zjisténo,
ze po tomto Stépeni pochdzelo vice nez 40 % identifikovanych peptidi z AnPEP jako
takového, coz naznacuje jeho Castecnou autolyzu pii pouziti obou proteas v jedné kolong¢.
Takovyto jev je nezadouci, protoze zvysuje nespecifické pozadi experimentu a komplexitu
vzorku. Jako nejvice vhodna kombinace zde bylo zvoleno tandemové zapojeni XIII-4nPEP.

UziteCnym zjiSténim je, Ze ani vjedné zvySe uvedenych kombinaci AnPEP
a pepsinu/Nep-2/XIII, nebylo ani jednou vybrano jako optimalni feSeni tandemové zapojeni,
kde byla AnPEPova kolona zafazena jako prvni. Pfi Stépeni proteinového mixu mély
kombinace AnPEPu s jednou z vySe uvedenych proteas obecné vhodnéjsi charakteristiky nez
samotny imobilizovany pepsin.

Shrnuti zékladnich charakteristik tii vybranych proteasovych kombinaci (co-AnPEP-
Nep-2, XIII-AnPEP a co-AnPEP-pepsin) je uvedeno v Tab. 12, str. 83. Primérné sekvencni
pokryti bylo pro vSechny uvedené¢ kombinace srovnatelné. Nejvy$si normalizovany pocet
identifikovanych peptidii byl nalezen u tandemového zapojeni imobilizované XIII a AnPEPu
AnPEP-Nep-2. Tato kolona také generovala nejvice peptidi o délce 4-10 aminokyselin.
Piestoze mél tento nosi¢ obecné nejvhodngjsi charakteristiky pro HDX-MS, je potieba mit
na paméti, Ze finalni vybeér je siln¢ protein specificky. Pokud budeme studovat protein, ktery
ma vyssi pocet F a P, bude optimalni zvolit koimobilizovanou kolonu pepsin-4nPEP, protoZe
tvofti vice peptidii s F a P na C-konci nez ostatni kolony. Pokud bude cilovy protein obsahovat
vysoké procento K a R, bude vhodné zvolit koimobilizovany Nep2-4nPEP a pokud H, tak
sériové zapojeni XIII-4nPEP.

Déle byly vytvofené kolony otestovany na protildtce Herceptin, kterd ma terapeutické
vyuziti pii karcinomu prsu, a je proto dulezité studovat jeji strukturu a dynamiku. Tato
protilaitka ma vyssi molekulovou hmotnost (150 kDa) nez substraty v proteinovém mixu

a také na rozdil od nich obsahuje N-glykosylaci. Spolu s BSA sdili pfitomnost disulfidovych
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mustkl. Vzhledem k tomu, Ze je tato protildtka kompaktné;si, bylo potieba ji pred St€penim
vystavit denaturujicim podminkdm. Lehky a tézky fetézec této protilatky byly v ramci
vyhodnocovéani dat posuzovany zvlast'.

Lehky fetézec Herceptinu mél po Stépeni vSemi testovanymi proteasovymi kolonami
ajejich kombinacemi 100 % sekvenéni pokryti. Tézky fetézec mél pokryti v rozmezi
86-98 %, coz muize byt zplisobeno piitomnosti N-glykosylace. Resenim by mohla byt
deglykosylace Herceptinu, coz v HDX-MS uspotadani neni zatim rutinni zalezitost a nejsou
komer¢né dostupné kyselé endoglykosidasy.

Jako optimalni feSeni pro Herceptin se ztestovanych kombinaci jevil AnPEP
koimobilizovany s XIII, ktery byl naopak pii Stépeni proteinového nejméné vhodnym
feSenim. Dlvodem muze byt fakt, Ze na rozdil od proteinového mixu byla protilatka
vystavena denaturujicim podminkdm a i samotné Stépeni probihalo za siln¢ denaturujicich
podminek. Dal§i moznym diivodem muze byt vhodnéjs$i aminokyselinové slozeni a jejich
potadi pro proteasu XIII a AnPEP. Obecné charakteristiky této koimobilizované kolony byly
srovnany se standardné¢ pouzivanym pepsinem (Tab. 14, str. 86). Na zaklad¢ ziskanych
vysledki by sice tato kolona vhodnéjsi nez pepsin, ale pro lepsi prostorové rozliSeni by bylo
vhodné Herceptin jesté separatné Stépit pepsinem a data néasledné zkombinovat, protoze
pepsin jesté dle grafti stépnych preferenci (P 20, str. 113) vnese dalSi zdsahova mista.
Alternativou by mohla byt tandemova zapojeni pepsin-XIII nebo pepsin-Nep-2, jejichz
pouziti jiz bylo publikovano.

Tyto charakterizace kolon neni mozné povaZzovat za univerzalni pro kterykoliv protein.
Cilem bylo spiSe poukazat na to, které kombinace ma viibec smysl pfi optimalizaci
proteolytického kroku zkouset. Uspé&$nost proteolyzy se bude velmi odvijet od
aminokyselinového slozeni cilového proteinu. Pokud bude protein obsahovat hodné
K, H nebo R, je vhodné ho $tépit kombinaci, kterd bude obsahovat Nep-2 nebo XIII. Pokud
bude obsahovat hodn¢ P, A a C je zase optimalni pouzit kombinaci obsahujici AnPEP.

Diilezitym aspektem zvySujicim vérohodnost analyz je jejich opakovatelnost. Ta byla
testovana  na  triplikatech ~ vybranych  kolon, kterymi  byly = kombinace
Nep-2-AnPEP a pepsin-AnPEP. Nejvyssi reprodukovatelnost méla obecné pii pepsinova
kolona. Pfi prohledéani, kdy byl zvolen limit MASCOT skoére na 20 (standardni nastaveni),
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se vice nez 80 % peptidi generovanych touto kolonou vyskytovalo ve vSech tfech
replikatnich analyzach. Naopak nejhorsi reprodukovatelnost 29 % méla AnPEPova kolona
pfi 100 pl/min. Divodem hor$i reprodukovatelnosti 4nPEP muze byt skutecnost, ze
v porovnani s pepsinem generuje podstatné méné peptidii, a tak nepfitomnost i mensiho
poctu peptidi v jedné, nebo dvou analyzach se projevi o mnoho vice.

Reprodukovatelnost peptidi AnPEPové a pepsinové kolony byla zkouména jesté
v zé&vislosti na zméné parametrii exportu dat a parametra identifikace na zakladé MS/MS
spekter. Byl zde pozorovan obecny trend, ze kdyz zvySime striktnost prohledani, snizi se
reprodukovatelnost, protoze mame mensi sadu peptida, se kterou vyhodnocujeme. Tento
trend fungoval i opacné. Pokud byla data prohleddvana mén¢ striktné (bez limitu iontového
skore), reprodukovatelnost peptidi se mirn€ zvysila (z 29 % na 33 %).

Reprodukovatelnost se také snizila ve chvili, kdy byly exportovany pouze peptidy
majici signal s vyssi intenzitou nez 50 000. Toto nastaveni mélo otestovat hypotézu, zda
(mén¢ preferované zadsahové misto). Tato hypotéza vSak byla vyvracena.

Vzhledem k tomu, ze opakovatelnost peptidi pochazejicich z AnPEPové kolony
nezlep$ilo ani méné striktni skorovani, bylo v datech (MS a MS/MS spektrech) oveéfovano,
jestli se tam dany peptid, ktery byl identifikovan pouze v jedné z analyz, vyskytuje. Tento
zpusob ovéieni byl proveden pouze na malém vzorku peptidi. Pro rozséhlejsi analyzu dat by
bylo nutné mit k dispozici sofistikovany software, protoze by se timto zpiisobem muselo
zkontrolovat tisice peptidl a jim odpovidajicich MS signalii. Pro orienta¢ni ovéfeni tedy bylo
vybrano nékolik peptidi z riznych proteinti proteinového mixu majicich na C-konci P nebo
A. U nékterych z vybranych peptidt, které byly identifikovany pouze v jedné ze tii analyz,
se jejich signal v MS spektru vyskytoval, ale mél nizsi intenzitu, to znamena, ze nebyl vybran
k fragmentaci. Zaroven nastaly situace, kdy bylo MS/MS spektrum nekvalitni, takze ziskalo
nizké skore a nebylo ve vysledku zobrazeno.

Z provedenych experimentil vyplyva, ze je pro dosazeni optimalni reprodukovatelnosti
vhodné pouzit AnPEP v kombinaci s jinou proteasou nez samotny. A pokud ho zapojime
tandemové s dal$i proteasovou kolonou, je vhodné zatadit AnPEP aZ jako druhy.

Reprodukovatelnost peptidii generovanych pomoci AnPEP by se mohla zvysit, pokud
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bychom provedli mnohem vyssi pocet replikaci. A také by mohlo byt ptinosné otestovat, jak
bude ovlivnéna reprodukovatelnost proteasovych kolon, pokud budeme S$tépit komplexni

smési.
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6 Zavér
Z provedené SDS-PAGE plyne, ze je Clarex vhodnéj$im komerénim zdrojem AnPEP

Déle byl tspésné imobilizovan AnPEP v kombinaci s proteasou XIII, pepsinem nebo
Nep-2. Na zdkladé¢ provedenych LC-MS/MS analyz Ize konstatovat, ze samotny
imobilizovany AnPEP nemé optimalni Stépné charakteristiky pro aplikaci v HDX-MS.
Naopak koimobilizovana kolona AnPEPu s Nep-2 pfi pratoku 200 pl/min byla vhodnym
feSenim pii testovani modelovych proteinti (BSA, bCA2, 14-3-3 a Mb). Nejvice vyhovujici
charakteristiky pro Stépeni protilatky Herceptin méla koimobilizovana kolona XIII a AnPEP
pfi 200 pl/min. Z LC-MS/MS analyz vyplyva, Ze vybér vhodného proteolytického nosice je
siln€ zavisly na cilovém proteinu.

Pti testovani opakovatelnosti generovanych peptida bylo zjiSténo, ze ji ma pepsinova
kolona velmi vysokou a naopak AnPEPova nizkou. Pokud chceme dosahnout dostatecné
opakovatelnosti je vhodné zvolit spiSe kombinace imobilizovaného AnPEP s Nep-2 nebo

pepsinem (kromé tandemového zapojeni AnPEP-Nep-2/pepsin).
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Piilohy

Myoglobin (koiisky)
GLSDGEWQQVLNVWGKVEADIAGHGQEVLIRLFTGHPETLEKFDKFKHLKTEAEMKASEDLKKHGT
VVLTALGGILKKKGHHEAELKPLAQSHATKHKIPIKYLEFISDAITHVLHSKHPGDFGADAQGAMT
KALELFRNDIAAKYKELGFQG

14-3-3 gamma
GHMVDREQLVQKARLAEQAERYDDMAAAMKNVTELNEPLSNEERNLLSVAYKNVVGARRSSWRVIS
SIEQKTSADGNEKKIEMVRAYREKIEKELEAVCQDVLSLLDNYLIKNCSETQYESKVFYLKMKGDY
YRYLAEVATGEKRATVVESSEKAYSEAHEISKEHMQPTHPIRLGLALNYSVFYYEIQNAPEQACHL
AKTAFDDAIAELDTLNEDSYKDSTLIMQLLRDNLTLWTSDQQDDDGGEGNN

Bovinni karbonicka anhydrase 2 (bCA2)
SHHWGYGKHNGPEHWHKDFPIANGERQSPVDIDTKAVVQDPALKPLALVYGEATSRRMVNNGHSFN
VEYDDSQDKAVLKDGPLTGTYRLVQFHFHWGSSDDQGSEHTVDRKKYAAELHLVHWNTKYGDFGTA
AQQPDGLAVVGVFLKVGDANPALQKVLDALDSIKTKGKSTDFPNFDPGSLLPNVLDYWTYPGSLTT
PPLLESVTWIVLKEPISVSSQQMLKFRTLNFNAEGEPELLMLANWRPAQPLKNRQVRGFPK

Bovinni sérovy albumin (BSA)
DTHKSEIAHRFKDLGEEHFKGLVLIAFSQYLQQCPFDEHVKLVNELTEFAKTCVADESHAGCEKSL
HTLFGDELCKVASLRETYGDMADCCEKQEPERNECFLSHKDDSPDLPKLKPDPNTLCDEFKADEKK
FWGKYLYEIARRHPYFYAPELLYYANKYNGVFQECCQAEDKGACLLPKIETMREKVLASSARQRLR
CASIQKFGERALKAWSVARLSQKFPKAEFVEVTKLVTDLTKVHKECCHGDLLECADDRADLAKYIC
DNQDTISSKLKECCDKPLLEKSHCIAEVEKDAIPENLPPLTADFAEDKDVCKNYQEAKDAFLGSFL
YEYSRRHPEYAVSVLLRLAKEYEATLEECCAKDDPHACYSTVFDKLKHLVDEPQNLIKQNCDQFEK
LGEYGFQNALIVRYTRKVPQVSTPTLVEVSRSLGKVGTRCCTKPESERMPCTEDYLSLILNRLCVL
HEKTPVSEKVTKCCTESLVNRRPCFSALTPDETYVPKAFDEKLFTFHADICTLPDTEKQIKKQTAL
VELLKHKPKATEEQLKTVMENFVAFVDKCCAADDKEACFAVEGPKLVVSTQTALA
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Trastuzumab (Herceptin) — lehky Fetézec
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVNTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSGSR
SGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASV
VCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTH
QGLSSPVTKSFNRGEC

Trastuzumab (Herceptin) — tézky retézec
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYIHWVRQAPGKGLEWVARIYPTNGYTRYADSVKG
RFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCSRWGGDGFYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLA
PSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGT
QTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

P 1 — Sekvence proteinovych substratii pro proteasové kolony. Tucné jsou vyznacena hlavni zasahova mista

AnPEP proteasy — P, A, C.
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P 2 — Distribuce délek peptidii modelovych proteinii (BSA, 14-3-3, bCA2 a myoglobin). Srovnani stépeni pomoci AnPEP pri pritoku 100 a 200 ul/min.
Proteolyza probihala pri pH 2,5 a 0 °C.
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P 3 — Stépné preference imobilizované proteasy AnPEP (AnP). Cisla za pomIckou oznacuji
priitokové rychlosti proteasovou kolonou v ul/min. Proteolyza probihala pri pH 2,5 a 0 °C.
Stépné preference jsou normalizovany na vyskyt jednotlivich aminokyselin v modelovych
proteinech (BSA, Mb, 14-3-3, bCA2). V tomto grafu jsou secteny normalizované aktivity
pro jednotlivé modelové proteiny. P1 aminokyselina je vlevo od Stépené peptidoveé vazby a

P11’ vpravo od stépené peptidove vazby.
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P 4 — Distribuce délek peptidii modelovych proteinii (BSA, 14-3-3, bCA2 a myoglobin). Srovnani Stépeni pomoci AnPEPu
koimobilizovaného s pepsinem pri pritoku 100 a 200 ul/min. Proteolyza probihala pii pH 2,5 a 0 °C.
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P 5 — Distribuce redundance u modelovych proteinii (BSA, 14-3-3, bCA2 a myoglobin). Byly stépeny temito kombinacemi proteasovych kolon — co-

P-AnP: koimobilizovany pepsin a AnPEP, P-AnP, AnP-P: sériové zapojené kolony s pepsinem a AnPEPem v prislusném poradi. Barevné odlisené

carkované primky odpovidaji priimérné redundanci pro danou kolonu. Cisla za jednotlivymi kolonami oznacuji pritokové rychlosti v ul/min. Stépeni

probihalo pri pH 2,

5a0°C
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P 6 — Distribuce redundance u modelovych proteinii (BSA, 14-3-3, bCA2 a myoglobin). Byly §tépeny pepsinem koimobilizovanym s AnPEP. Cisla

za pomlickou v legendé oznacuji priitokové rychlosti v ul/min. Barevné odlisené carkované primky odpovidaji priimérné redundanci pro dany priitok.

Stépeni probihalo pri pH 2,5 a 0 °C.
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P 7 — Stépné preference kombinaci imobilizovaného pepsinu a AnPEPu. co-P-AnP:
koimobilizovany pepsin a AnPEP, P-AnP, AnP-P: sériové zapojené kolony s pepsinem
a AnPEPem v piislusném poradi. Cisla za pomickou oznacuji pritokové rychlosti
kolonami v ul/min. Proteolyza probihala pii pH 2,5 a 0 °C. Stépné preference jsou
normalizovany na vyskyt jednotlivych aminokyselin v modelovych proteinech (BSA, Mb,

14-3-3, bCA2). Vtomto grafu jsou secteny normalizované aktivity pro jednotlivé
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P 8 — Stépné preference AnPEPu koimobilizovaného s pepsinem. Cisla za pomlckou
oznacuji prutokoveé rychlosti proteasovou kolonou v ul/min. Proteolyza probihala prvi pH
2,5 a 0 °C. Stépné preference jsou normalizovany na vyskyt jednotlivich aminokyselin
v modelovych proteinech (BSA, Mb, 14-3-3, bCA2). Vtomto grafu jsou secteny
normalizované aktivity pro jednotlivé modelové proteiny. P1 aminokyselina je vlevo od

Stépené peptidové vazby a P1’ vpravo od stépené peptidové vazby.
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P 9 — Distribuce délek peptidit modelovych proteinii (BSA, 14-3-3, bCA2 a myoglobin). Barevné jsou odliseny kombinace imobilizovanych proteas. P:
pepsin, co-Nep2-AnP: koimobilizovany nepenthesin-2 a AnPEP, Nep2-AnP, AnP-Nep2: sériové zapojené kolony s Nep-2 a AnPEPem v prislusném poradi.

Cisla za jednotlivymi proteasami odpovidaji pritokové rychlosti proteasovou kolonou v ul/min. Stépeni probihalo pii pH 2,5 a 0 °C.
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P 10 — Distribuce redundance u modelovych proteinii (BSA, 14-3-3, bCA2 a myoglobin). Byly Stépeny témito kombinacemi proteasovych kolon
— co-Nep2-AnP: koimobilizovany nepenthesin-2 a AnPEP, Nep2-AnP, AnP-Nep2: sériove zapojené kolony s Nep-2 a AnPEPem v prislusném
poradi Cisla za jednotlivymi kolonami oznacuji pritokové rychlosti v ul/min. Stépeni probihalo pii pH 2,5 a 0 °C. Barevné odlisené éarkované

primky odpovidaji priimérné redundanci pro danou kolonu.
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P 11 — Stépné preference kombinaci imobilizovaného nepenthesinu-2 a AnPEPu. co-
Nep2-AnP: koimobilizovany nepenthesin-2 a AnPEP, Nep2-AnP, AnP-Nep2: sériové
zapojené kolony s Nep-2 a AnPEPem v piislusném poradi Cisla za pomlckou oznacuji
priitokové rychlosti kolonami v ul/min. Proteolyza probihala pii pH 2,5 a 0 °C. Stépné
preference jsou normalizovany na vyskyt jednotlivych aminokyselin v modelovych
proteinech (BSA, Mb, 14-3-3, bCA2). V tomto grafu jsou secteny normalizované aktivity
pro jednotlivé modelové proteiny. P1 aminokyselina je vlevo od stépené peptidové vazby

a P1’ vpravo od stépené peptidové vazby.
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P 12 — Distribuce délek peptidit modelovych proteinii (BSA, 14-3-3, bCA2 a myoglobin). Barevné jsou odliseny kombinace imobilizovanych
proteas. P: pepsin, co-XIII-AnP: koimobilizovana proteasa XIII a AnPEP, XIII-AnP, AnP-XIII: sériové zapojené kolony s XIII a AnPEPem

v prislusném poradi. Cisla za jednotlivymi proteasami odpovidaji priitokové rychlosti proteasovou kolonou v ul/min. Stépent probihalo pri
pH 2,5a 0 °C.
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P 13 — Distribuce délek peptidii modelovych proteinii (BSA, 14-3-3, bCA2 a myoglobin). Srovnani Stépeni pomoci AnPEPu
koimobilizovaného s XIII pri pritoku 200 a 400 ul/min. Proteolyza probihala pvi pH 2,5 a 0 °C.
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P 14 — Distribuce redundance u modelovych proteinii (BSA, 14-3-3, bCA2 a myoglobin). Byly Stépeny téemito kombinacemi proteasovych
kolon — co-XIII-AnP: koimobilizovana XIII a AnPEP, XIII-AnP, AnP-XIII: sériové zapojené kolony s proteasou XIII a AnPEPem
v prislusném poradi Cisla za jednotlivymi kolonami oznacuji pritokové rychlosti v ul/min. Stépeni probihalo pii pH 2,5 a 0 °C. Barevné

odlisené c¢arkované primky odpovidaji priitmérné redundanci pro danou kolonu.
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P 15 — Distribuce redundance u modelovych proteinii (BSA, 14-3-3, bCA2 a myoglobin). Byly stépeny XIII koimobilizovanou s AnPEP. Cisla

za pomlckou oznacuji priitokové rychlosti v ul/min. Stépeni probihalo pri pH 2,5 a 0 °C. Barevné odlisené cdarkované primky odpovidaji

priumeérné redundanci pro danou kolonu.
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P 16 — Stépné preference kombinaci imobilizované proteasy XIII a AnPEPu. co-XIII-
AnP: koimobilizovand proteasa typu XIII a AnPEP, XIII-AnP, AnP-XIII: sériovée
zapojené kolony s XIII a AnPEPem v prislusném poradi Cisla za pomlckou oznacuji
pritokové rychlosti kolonami v ul/min. Proteolyza probihala pri pH 2,5 a 0 °C. Stépné
preference jsou normalizovany na vyskyt jednotlivych aminokyselin v modelovych
proteinech (BSA, Mb, 14-3-3, bCA2). V tomto grafu jsou secteny normalizované
aktivity pro jednotlivé modelové proteiny. Pl aminokyselina je vievo od Stépené

peptidoveé vazby a P1’ vpravo od Stépené peptidové vazby.
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P 17 — Stépné preference AnPEPu koimobilizovaného s proteasou typu XIII.
Cisla za pomickou oznacuji priitokové rychlosti proteasovou kolonou v ul/min.
Proteolyza probihala pii pH 2,5 a 0 °C. Stépné preference jsou normalizovany
na vyskyt jednotlivych aminokyselin v modelovych proteinech (BSA, Mb, 14-3-3,
bCA2). Vitomto grafu jsou secteny normalizované aktivity pro jednotlivé
modelové proteiny. P1 aminokyselina je vlevo od stépené peptidové vazby a P1’

vpravo od Stepené peptidové vazby.
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P 18 — Stépné preference kombinact imobilizovanych proteas. co-P-AnP:
AnPEP  koimobilizovany s pepsinem, co-Nep2-AnP: nepenthesin-2
koimobilizovany s AnPEPem, XIII-AnP, sériové zapojené kolony s XIII a
AnPEPem v prisluiném poradi. Cisla za pomlckou oznacuji priitokové
rychlosti kolonami v ul/min. Proteolyza probihala pii pH 2,5 a 0 °C. Stépné
preference jsou normalizovany na vyskyt jednotlivych aminokyselin
v modelovych proteinech (BSA, Mb, 14-3-3, bCA2). V tomto grafu jsou
secteny normalizované aktivity pro jednotlivé modelové proteiny. Pl
aminokyselina je vievo od Stépené peptidové vazby a P1’" vpravo od Stépené

peptidové vazby.
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P 19 — Primérna délka peptidii protilatky Herceptin generovanych pomoci kombinaci imobilizovanych proteas. Tento
parametr je barevne odlisen pro lehky (Her-L) a tézky (Her-T) retézec.: P: pepsin, AnP: AnPEP, Nep2: nepenthesin-2, XIII:
proteasa typu XIII, co: koimobilizované kolony, dvé proteasy s pomlckou (napr. P-AnP): tandemové zapojeni kolon
v piislusném poradi. Cisla za jednotlivymi proteasovymi kolonami odpovidaji priitokové rychlosti proteasovou kolonou v

ul/min. Stépeni probihalo pri pH 2,5 a 0 °C.
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P 20 — Stépné preference AnPEPu koimobilizovaného s proteasou typu XIII a
pepsinové kolony. Cisla za pomlckou oznacuji priitokové rychlosti proteasovou
kolonou v ul/min. Proteolyza probihala pii pH 2,5 a 0 °C. Stépné preference jsou
normalizovany na vyskyt jednotlivych aminokyselin v obou retézcich Herceptinu.
Vtomto grafu jsou secteny normalizované aktivity pro oba retézce. Pl
aminokyselina je vlevo od Stépené peptidové vazby a Pl’ vpravo od Stépené

peptidoveé vazby.
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P 21 — Peptidova mapa BSA. Tento protein byl stépen pomoct imobilizovanych proteas AnPEP, Nep-2, XII1
a pepsin. Modrymi obdélniky jsou oznaceny peptidy generované imobilizovanym pepsinem, cervenymi
AnPEPem, zelenymi Nep-2 a oranzovymi XIII. Svislé cary mezi obdélniky ukazuji zasahova mista proteas.
Sedivymi obdélniky jsou oznacena mista, kde pouzité alternativni proteasy generovaly kratsi peptidy nez

standardné pouzivany pepsin.

132



L AR BESRLNL

P 22 — Peptidova mapa myoglobinu. Modrymi obdélniky jsou zobrazeny peptidy generované pomoci
AnPEPu koimobilizovaného s pepsinem pri pristoku 200 pul/min, cervené AnPEPu koimobilizovaného

s Nep-2 a zelené pomoci tandemového zapojeni XIII a AnPEPu.
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P 23 — Peptidova mapa lehkého retézce Herceptinu. Modré obdélniky reprezentuji peptidy
generované pomoci pepsinové kolony pri pritoku 100 ul/min a cervené pomoci AnPEPu

koimobilizovaného s XIII pri priitoku 200 ul/min.
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