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Abstrakt

Proteiny jsou zakladnimi stavebnimi kameny zivych organismi. Jejich funkce je deter-
minovana jejich strukturou, a proto jejimu studiu je vénovano mnoho energie a pozornosti.
Jednou z technik, ktera se pii studiu struktury proteinii a biomolekul obecné pouziva,
je technika chemického zesiténi ve spojeni s hmotnostni spektrometrii. Ackoli bylo jiz
vyvinuto mnoho ¢inidel, vétSina z nich selektivné vaze jen nékolik aminokyselin, jako jsou
lysin, cystein, ¢i kyseliny asparagova a glutamova. V nas$i praci jsme se zaméfili na vyvoj
¢inidel kovalentniho znaceni, které by mohly vazat na tyrosin. Na modelovych proteinech
byl studovan vliv ¢inidel obsahujici ve své struktufe ester N-hydroxysukcinimidu ¢i imidazol
a to pii riznych pH pfistupy shora dolt (top down) a zdola nahoru (bottom up). Ziskana data
naznatuji, e studovana ¢inidla maji riiznou reaktivitu i specifitu. Cinidla obsahujici
imidazolovou skupinu tyrosin modifikovala vice, nicméné rozdily byly malé a vazba

na tyrosin nebyla selektivni.
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Abstract

Proteins are cornerstones of all living organisms. A lot of energy is invested in studying
structures of proteins, because their function is determined by their structure. One of the
techniques used to access the structure of proteins is chemical cross-linking in combination
with mass spectrometry. In spite of their number, most of the cross-linkers bind few
aminoacids such as lysine, cysteine or glutamic and aspartic acid. In our work we tried
to develop tyrosin-binding cross-linkers. Using top down and bottom up approaches we
studied the influence of N-hydroxysuccinimide esters and imidazole on the reactivity of the
cross-linker in different pH on model proteins. According to the acquired data there is
a difference in overal reactivity and specifity between the used cross-linkers. The cross-
linkers containing imidazole modified tyrosine more although the difference was small and
binding of tyrosine was not selective.
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Seznam zkratek

ACN
BSA
CID

CXMS

DIBU
DMSO

DSBU

ECD
EDC

ESI

ETD
FTICR

HEPES

BInsulin
IA

IR
IRMPD

LC-MS

acetonitril

hovézi sérovy albumin (z angl. bovine serum albumin)

kolizn¢ indukovana disociace (z angl. collision-induced dissociation)
chemické zesiténi v kombinaci s hmotnostni spektrometrii (z angl.

desorption/ionization)

dimidyldibutyrat mocovina (z angl. diimidyl dibutyric urea)
dimethyl sulfoxid

disukcinimidyldibutyrat mocovina (z angl. disuccinimidyl dibutyric
urea)

disociace zachytem elektronu (z angl. electron capture dissociation)
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid hydrochlorid (z angl.
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride)
Ionizace elektrosprejem (z ang. electrospray ionization)

disociace pfenosem elektronu (z angl. electron transfer dissociation)

iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci (z angl.
Fourier transform-ion cyclotron resonance)
N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonova kyselina

chemical cross-linking mass spectrometry)

beta oxidovany fetézec insulinu

1-acetyl imidazol

infracervené (zareni) (z angl. infrared)

infracervend multifotonova disociace (z angl. infrared multiphoton
dissociation)

hmotnostni spektrometrie spojena s kapalinovou chromatografii

(z angl. liquid chromatography-mass spectrometry)



m/z

MALDI

MS

MS/MS

NHS-Ac

NMR

SASA

TFA

TOF

Tris

Uuv

UVPD

pomér hmotnosti ku néboji
ionizace za piitomnosti matrice (z angl. matrix-assisted laser
format vystupniho souboru z programu MASCOT (z angl. mascot

generic file)

hmotnostni spektrometrie (z angl. mass spectrometry)
tandemova hmotnostni spektrometrie

N-sukcinimidyl acetét

nukledrni magnetickd rezonance

povrch pristupny rozpoustédlu (z angl. solvent accessible surface

area)

trifluoroctové kyselina

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

ultrafialové fotodisociace (z angl. ultraviolet photodissociation)



1 Teoreticky uvod

1.1 Strukturni biologie
Strukturni biologie je dynamicky se rozvijejici obor, ktery se zabyva studiem molekularnich
struktur biomolekul a jejich komplexti. Vzhledem k tomu, ze se tato prace zabira proteiny,

bude 1 nasledujici cast textu pojednavat o strukturni biologii proteint.

Ke zjisténi trojrozmérné struktury proteinii existuje nékolik tzv. technik s vysokym
rozliSenim, které jsou schopny urcit pozici jednotlivych atomti v molekule. Mezi tyto
techniky se fadi naptiklad nukledrni magnetickd rezonance (NMR), rentgenova
krystalografie'? ¢i kryoelektronova mikroskopie.® Tyto techniky maji ale sva tiskali, mezi
které patii velkd spotfeba vzorku o vysoké koncentraci, hmotnostni limit ¢i nutnost
krystalizace proteinu a feSeni fazového problému.>* Interpretace vysledkii t&chto metod
je navic ¢asové narocna. Vedle téchto naro¢nych technik stoji nékolik dalsich alternativnich
metod, které sice nejsou schopny urcit ptesnou polohu atomt, ale mohou pfinést informace
o dynamice proteintl, o jejich interakcich &i o tvaru jejich molekuly.>” Chemické zesiténi
v kombinaci s hmotnostni spektrometrii (CXMS) je jednou znich. Z dat ziskanych
pomoci CXMS lze urCit vzdalenosti mezi atomy postrannich fetézcli aminokyselin
modifikovanych sitovacim ¢inidlem.%’ P¥ednostmi CXMS jsou naptiklad nizka spotieba
vzorku, moZnost pracovani za nativnich podminek, zadny hmotnostni limit a rychlost

interpretace dat.*%1°

1.2 Sitovaci ¢inidla

Jako sit'ovaci ¢inidla jsou oznacovany slouceniny obsahujici dvé (a vice) reaktivnich skupin,
které mohou reagovat s funkénimi skupinami aminokyselin za vzniku kovalentnich vazeb.
Dochazi tedy k zesiténi (spojeni) aminokyselin. Sitovaci Cinidla je mozné délit dle jejich
reaktivnich skupin, mechanismu reakce nebo podle cilovych aminokyselin. Dale mohou byt
rozliSovany podle toho, zda obsahuji stejné reaktivni skupiny — homobifunkéni, nebo rizné

reaktivni skupiny — heterobifunké&ni.>®
Kazdé¢ sitovaci Cinidlo tedy obsahuje reaktivni skupiny (dvé a vice) a raménko, které tyto
skupiny spojuje a ur€uje délku cCinidla. Specidlni kategorii jsou tzv. ¢inidla na nulovou

vzdalenost (z anglického zero length), ktera toto raménko neobsahuji.’ Cinidla vyuzivana ve



strukturni hmotnostni spektrometrii ¢asto obsahuji uprostied raménka zvlastni strukturu,
ktera je pri¢inou tvorby charakteristickych fragmentii pfi analyze pomoci tandemové
hmotnostni spektrometrie, a tak usnadiiuje interpretaci dat.® Mezi takovato ¢inidla patii
napiiklad disukcinimidyldibutyrat mocovina (DSBU, z anglického disuccinimidyl dibutyric

urea) dfive oznadované jako BuUrBu.®!!

Sitovaci ¢inidla v principu mohou vytvofit tii typy produkti.’ Podle ustanovené
nomenklatury se jednd o produkt typu 0 také oznacovany jako monolink ¢i dead-end
cross-link, kdy se sitovaci ¢inidlo navaze na postranni fetézec aminokyseliny proteinu jen
jednou reaktivni skupinou. Produkt typu 1 znamy téz jako intrapeptidovy cross-link, tedy
spojeni dvou aminokyselin v rdmci jednoho peptidu a produkt typu 2, kdy jsou raménkem

¢inidla spojeny aminokyseliny ze dvou peptida (obr. 1).

OH
typ 0 monolink N | C
typ 1 intrapeptidové spojeni N m C
N c
typ 2 interpeptidové spojeni ®)
N C

Obr. 1 Typy produktii reakce s bifunkcnim Cinidlem.’

1.2.1 Cinidla reagujici s primarnimi aminoskupinami

Nejcastéji  vyuzivanymi sitovacimi ¢€inidly jsou <¢inidla reagujici s primarnimi
aminoskupinami, tedy N-termindlni aminoskupinou anebo s aminoskupinami v postrannim
fetézci lysinu.*>® To lze pfipsat jednak k faktu, ze lysiny se vétSinou nalézaji na povrchu
molekuly a pak jejich Cetnosti vyskytu v piirodé (kolem 6 %52). Dle struktury lze tato

sitovaci ¢inidla dale délit.
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Estery N-hydroxysukcinimidu

Jako estery N-hydroxysukcinimidu (NHS estery) se oznacuji sitovaci ¢inidla obsahujici jako
reaktivni (odstupujici) skupinu N-hydroxysukcinimid, ktery je ke zbytku Cinidla vazany
esterovou vazbou. NHS estery jsou Casto nerozpustné ve vodé — jako rozpoustédlo
se pouziva dimethyl sulfoxid (DMSO). Navazanim sulfoskupiny na N-hydroxysukcinimid
Ize ale jejich rozpustnost ve vodé zvysit, aniz by to ovlivnilo reaktivitu ¢inidla.? NHS estery
reaguji s N-koncem peptidu a €-aminoskupinou lysinu, se kterymi tvofi stabilni produkty
(obr. 2). Nicméné zménou pH lze meénit slozeni produktd. Pfi vysSsim pH (8,0)
je €-aminoskupina lysinu reaktivnéj$i nez pii pH niz$im (7,0) — reakci NHS esteru
s aminoskupinou tedy dojde k acylaci této aminoskupiny.!® Jako vedlejsi produkt mohou
probéhnout reakce s dal§imi nukleofilnimi skupinamil® (jako thiolova skupina cysteinu,
nebo hydroxyskupina serinu a threoninu). Nicméné produkty téchto reakci podléhaji rychlé

hydrolyze.® Pfi niz§im pH jsou také pozorovany produkty reakce s tyrosiny.101314

o 0
O o)
AN )L N N + RN )L
(0] R HsN \OH H R
O 0

Obr. 2 Reakce primarni aminoskupiny s cinidlem obsahujicim NHS ester jako reaktivni

skupinu.

Pokud je pH neutralni, jsou NHS estery stabilni n€kolik hodin — se zvySujicim se pH roste
i rychlost jejich hydrolyzy.° Podminkou prace s témito ¢inidly je absence jiné primarni
aminoskupiny, kterd by mohla pochdzet napftiklad z pufru napftiklad tris(hydroxymethyl)

aminomethan (Tris).

Imidoestery
Sitovaci ¢inidla obsahujici karboxyimidatovou skupinu jsou velmi specifické k primarnim

aminoskupinam, s jinymi nukleofilnimi skupinami reaguji minimaln¢. Tato ¢inidla jsou
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ve vodé rozpustnd, pH optimum reakce imidoesterti je mezi 8,0 — 9,0. Pfi takto vysokych
hodnotach pH nicméné také dochazi k hydrolyze Cinidla (¢inidlo vydrzi v roztoku kolem
30 minut). Produkt reakce obsahuje nabitou imidatovou skupinu (obr. 3), kterd si udrzuje
(kladny) naboj i pfi fyziologickém pH — tato vlastnost imidoesterd je pokladana za jejich
velkou vyhodu, protoze postranni fetézec lysinu po reakci se sitovacim ¢inidlem o pozitivni

naboj piichazi, coz muze zpusobit problémy pii modelaci trojrozmérné struktury proteinu.’

@ ®
NH, NH,
X > [}
+ NH/ + R
/R 2 /X OH
R 0 R NH

Obr. 3 Reakce primarni aminoskupiny s imidoesterem.

Karbodiimidy
Tato Cinidla se pouzivaji k zesiténi karboxyskupiny s aminoskupinou. pH optimum této
reakce je mezi 4,5 — 7,5. Produktem reakce je amid karboxylové kyseliny (obr. 4 a 5).

V tomto specifickém piipadé sitovaci ¢inidlo neni souc¢asti vzniklého produktu a jedna se

Jo )

o
Z—0O—=Z

o)
® ® ®
NH NH 0 NH
TSN N
NH
N—O A R—

Obr. 4 Mechanismus reakce karboxyskupiny s EDC.
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tedy o ¢inidlo nulové vzdalenosti. Pti provadéni této reakce se mtize do reakéni smési pridat

1 NHS ester, ktery reakci usnadiuje. Karbodiimidy se rovnéz pouzivaji k aktivaci

9,15,16

karboxylovych kyselin, které nasledn¢ mohou reagovat s dihydrazidy.

(o]
(CHz) <
OH

gt
’/N\/\\/NH+
(CH)7NH, Hie NS “CH,

(o]
(CHp), 4
OH

o]
(CHy),—4
NH

NH

(CHJ;~NH, ‘jf”“
o] NH

|
NH
(CHa)—
o

Obr. 5 Schéma vzniku moznych produktii pri siténi kyselych residui pomoci EDC."
1.2.2  Cinidla reagujici s thiolovymi skupinami

Maleimidy a disulfidy pyridinu

Maleimidy obsahuji dvojnou vazbu, na kterou se aduje thiolova skupina cysteinu (obr. 6).
Tato reakce je ireverzibilni. Reakce se provadi v rozmezi pH hodnot od 6,5 do 7,5
— pti vyssich pH (8,5 a vice) mlize dochazet k reakci s primarnimi aminy, nebo k hydrolyze
maleimidu na amid kyseliny maleinové, ktery neni reaktivni. Naproti tomu disulfidy
pyridinu obsahuji disulfidickou vazbu. Pfi reakci s thiolovou skupinou cysteinu dojde
k vyméné atomu siry z molekuly ¢inidla za atom siry pochazejici z cysteinu (obr. 7).
Tuto reakci lze provadét pii fyziologickém pH, nicméné rychleji probiha v pH v kyselé

oblasti.?
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Obr. 6 Adice thiolové skupiny na maleimid.

+ HS/R —_— +
S S R
R/ \S N/ R'/ \S/ S

Iz

Obr. 7 Reakce thiolové skupiny s disulfidem pyridinu

1.2.3 Fotoreaktivni sitovaci ¢inidla

Fotoreaktivni sitovaci ¢inidla jsou nespecifickd ¢inidla, kterd se aktivuji, pokud na né
dopadé svétlo vhodné vinové délky (vétSinou v UV oblasti). Po ozafeni téchto cCinidel
dochazi k fotolyze skupiny citlivé na pouzitou vinovou délku za vzniku reaktivniho
intermediatu, ktery dale reaguje s funkénimi skupinami pfitomnych proteint.® Tato ¢inidla

se mohou pouZivat in vivo i in vitro.*’

Aryl azidy

Aryl azidy jsou ¢inidla citlivd na UV zafeni v oblasti kolem 250 nm. Po jejich ozéteni
dochazi k fotolyze azidové skupiny za vzniku nitrenové skupiny, kterd se dale mize adovat
na dvojnou vazbu v molekulach, nebo mize dojit k inzerci do vazby C-H a N-H.'® Také
muZe dojit k pfeskupeni reaktivniho intermediatu na vétsi zacyklenou slouceninu, ktera dale
reaguje s nukleofily pfitomnymi v roztoku, jakymi mohou byt napf. primarni aminy

(obr. 8)_9,17,19,20
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N : R' N R
N H,N
XL _uv | 7 N\ N
R R

Obr. 8 Mozné reakce reaktivniho intermediatu aryl azidu.

Diaziriny

Pii ozafeni téchto molekul zafenim o vinové délce kolem 350 nm dochazi k fotolyze
za vzniku molekuly dusiku a karbenové funkéni skupiny. Tato skupina je velmi reaktivni
a reaguje s okolnimi molekulami za vzniku kovalentnich vazeb (obr. 9).17-20

R' '
N ~ R

\N uv .. HoN \ HN
R/\

R

Obr. 9 Reakcni schema diazirinu.

1.2.4 Ostatni

Kromé vyse popsanych sitovacich ¢inidel existuje cela fada Cinidel dalSich, které mohou
reagovat naptiklad s karboxylovymi kyselinami ¢&i argininy.?%?? Je tieba také zminit,
7e existuje celd fada izotopové znaenych ¢inidel?>?* ¢&i sond s dal$imi reaktivnimi
skupinami, které lze vyuzit pro purifikaci produktl reakce ¢i k tvorbé specifickych

fragmenti (tzv. PIR cross-linkery).2>2¢ Jejich uplny soupis ovSem nebyl cilem této prace.
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1.3 Hmotnostni spektrometrie
Sitovaci ¢inidla, respektive chemické zesiténi jako takové, je znamo jiz od 60. let minulého
stoleti, nicmén¢ az v kombinaci s hmotnostni spektrometrii se stalo metodou, diky které lze
ziskat relevantni informace o vzdélenostech aminokyselin, které chemicky reagovaly
se sitovacim c¢inidlem, potazmo tedy o struktufe, dynamice a interak¢nich sitich proteinti
¢1 jejich komplexd.

Hmotnostni spektrometrie je analyticka metoda, pfi které se vyuziva pisobeni elektrické
a v nékterych piipadech i magnetické sily na pohybujici se nabité astice. Uinek téchto sil
obecné zavisi na ndboji a hmotnosti iontu — vysledna draha riznych castic v elektrickém
a magnetickém poli se tedy bude liSit. Piisobeni sily na pohybujici se iont v magnetickém

a elektrickém poli popisuje Lorentzova rovnice:?’
F=Q( +vxB) (),

kde Q oznacuje néboj iontu, E potencial elektrického pole, v rychlost iontu a B magnetickou
indukei.

Hmotnostni spektrometr obecné obsahuje nékolik zakladnich komponent, které jsou
spole¢né v8em dal$im piistrojim bez ohledu na jejich mozné modifikace.?® Prvni z téchto
komponent je iontovy zdroj, tedy ¢ast hmotnostniho spektrometru, kde dochazi k ionizaci
vzorku. Iontovy zdroj se muize nachdzet v prostfedi o atmosférickém, nebo sniZeném
tlaku,?®2° v zavislosti na vyuzivané ionizaéni technice (napf. elektrosprej3® vs. ionizace
narazem elektronu3!). Dalsi ¢asti hmotnostniho spektrometru je hmotnostni analyzator,
ve kterém dochézi k rozdéleni iontl dle poméru hmoty ku néaboji (m/z). Hmotnostni
analyzatory se nachazeji v prostfedi o velmi nizkém tlaku, aby nedochdzelo ke srazkdm
ionizovaného analytu s molekulami plynu, a tim ke snizeni rozliSeni analyzatoru.?®2°
ProtoZe v hmotnostni spektrometrii jsou analyzované latky pfevedeny na ionty, vyuZivaji
hmotnostni analyzatory dle rovnice 1 bud'to pouze elektrické sily (kvadrupol,?82932-34
orbitrap?®3>-37) nebo sily magnetické (magneticky sektorovy analyzator?®2°) k rozdéleni
iontd dle m/z, popiipadé kombinaci obou (ICR?%2°). Posledni komponentou je detektor

ionttl, tedy zafizeni schopné detekovat pomér m/z a pievést ho na elektricky signal. Casto

pouzivané detektory jsou nasobice elektronti, které¢ funguji na podobném principu jako
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fotonasobice — detektor je zafizen jako soustava kovovych desek, na které je postupné
piivadéno vyssi napéti. Dopadem iontu na detektor dojde k uvolnéni elektronu z kovové
desky a jeho urychleni smérem k dalsi desce. Protoze tento elektron byl urychlen rozdilem
napéti, z dalsi desky se uvolni vice elektront a tak dale.?®2° Tyto elektrony jsou pfivedeny
k zesilovaci a dale na prevodnik, ktery signal zpracuje. Tento zptisob detekce iontl
je destruktivni — dochazi ke srazce iontu s detektorem a tim k zaniku iontu. Nicméné nékteré
druhy hmotnostnich analyzatori (iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou
transformaci (FT-ICR), Orbitrap?®) vyuzivaji nedestruktivni zptisob detekce, béhem kterého
pohyb iontd pobliz detektoru indukuje elektricky proud — ten je déale zesilen a pfeveden na

elektricky signal.

1.3.1 lonizace biomolekul

Aby mohl byt vzorek analyzovén, je tieba jej ionizovat. lonizacnich technik je nepfeberné
mnozstvi. Jedna z prvnich byla ionizace narazem elektronu. Pii této metodé dochazi ke
srazkam urychlenych elektronii z katody se vzorkem.?® Pokud elektron nesl energii vy$si nez
ionizacéni energie molekuly vzorku, doslo po sraZce k odtrZeni elektronu z molekuly vzorku
za vzniku iontu radikalu.?® Casto pouzivana energie elektronii je asi 70 eV.2? Tato ioniza¢ni
metoda je vhodna pro mensi organické molekuly, ov§em pro biomolekuly je nevhodna —
vystavenim vzorku biomolekuly elektroniim s takovouto energii vede k poskozeni vzorku
a pfiliSné fragmentaci. Piekonani problému ionizace biomolekul, aniz by dochazelo
k fragmentaci nebo poskozeni vzorku, pfinesly aZ metody ionizace za pfitomnosti matrice

(MALDI) a ionizace elektrosprejem (ESI)*° a jejich nasledné inovace.3®

Princip ionizace elektrosprejem spociva v pievedeni iontl z roztoku do plynné faze.?
Vzorek rozpustény v polarnim rozpoustédle (napt. 50% methanol, 50% acetonitril) je za
nizkého toku, 1 — 20 ul - min~1, davkovan do kapilary, ktera je udrzovina na vysokém
potencialu viéi blizké elektrodé.?*3%4° Pisobenim silného elektrického pole dochazi k nabiti
roztoku vzorku a jeho rozpraSovani, jehoz nasledkem se vzorek pohybuje dale ve forme
nabitého aerosolu (obr. 10).294442 Aby doSlo k efektivnéj$imu odpafeni rozpoustédla,
je proti tomuto aerosolu veden ohiaty inertni plyn3°4° (susici plyn, pf. N2) — piipadné

kapilara, kterou se vzorek pohybuje dale, je vyhtivana (popiipadé kombinace obojiho).?®
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Dale jsou ionty zaostifovany pomoci elektrického pole smérem do analyzatoru.*® Pokud
kolem vstupni kapilary proudi inertni plyn, ktery napoméha vzniku aerosolu, je mozné
nastavit vy$§i tok vzorku.*' V tomto ptipad¢ tedy elektrické pole zajistuje nabiti
rozpusténého vzorku a plyn proudici kolem plni Gilohu rozprasovace.?® Pievedeni vzorku do
formy nabitého aerosolu se déje za atmosférického tlaku, v ostatnich ¢astech spektrometru

se tlak postupné snizuje pomoci pump.#!

Vzdalenost mezi vstupni kapildrou a okolni elektrodou je v fadu desitek milimetri
arozdil potencialti mezi nimi v ¥adu jednotek kV.2° V zavislosti na polarité elektrod lze ana-

lyzovat pozitivné nebo negativné nabité ionty (pozitivni nebo negativni mod). Pokud tedy

Redukce

Pozitivni ionty

Oxidace

Elektrony

@ @ &L )

Elektrony
TDC

Zdroj vysokého
napéti

Obr. 10 Schéma ionizace elektrosprejem.”

kapilara ma kladny potencidl, dochédzi k oxidaci rozpoustédla a aniontd, pii zdporném

potencialu je tomu naopak.?>4%43 Na vystupu z kapilary se kviili silnému elektrickému poli
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vytvoii kapka kuZzelovitého tvaru (tzv. Tayloriv kuzel), ve které jsou koncentrovany kladné
nebo zdporn¢ nabit¢ molekuly. Vlivem silného -elektrického pole dochazi k tomu,
ze z vrcholu tohoto kuzele proudi (velmi Uzky) roztok sionty smérem k opacné nabité
elektrodé. Tento proud je dlouhodob¢ nestabilni a na jeho konci dochézi k rozpadu na malé
nabité kapky. Tyto kapky obsahuji mnoho stejné nabitych cCastic, které se vzajemné
elektrostatickymi silami odpuzuji.?® Odpafovanim rozpoustédla se objem kapek zmenSuje,
az elektrostatické sily ptrekonaji limitni hodnotu povrchového napéti (Rayleighliv limit)
a ¢ast kapky se odstépi (Coulombicka exploze). Tato odstépena ¢ast je jen zlomkem ptivodni
hmotnosti kapky, ovSem obsahuje asi 15 % pivodniho naboje — ndboj se tedy vice
koncentruje a po dal§im odpaieni rozpoustédla se znovu od$tépi ¢ast mensi kapky.?
Tento proces se mnohokrat opakuje (obr. 11). Ionty v plynné fazi, které jsou analyzovany,
vznikaji z téchto malych nabitych kapek. Vznik ionti v plynné fazi popisuji dva (hlavni)
modely — model odpateni iontu (ion evaporation model, IEM) a model zbytkového naboje

(charge residue model, CRM),29:40-42,44,45

Odpareni Coulombicka Nabity analyt
Sprejovaci Molekula analytu P Y Y

; rozpoustédla exploze bez rozpoustédla
kapilara

C !
| s | @
} 4 F + & +
. a [ R
p ——— Po— +’®+_)- o
FET + " 23
@
L. | I
l Rayleighlv limit
TaylorGv kuzel

e Zdroj napéti ?/\/\/\/\/\/_

Obr. 11 Schéma vzniku iontii v plynné féazi pomoci ionizace elektrosprejem.”’
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1.3.2 Hmotnostni analyzator

Po ptfevedeni iontli z roztoku do plynné faze jsou tyto nabité Castice smérovany smérem do
hmotnostniho analyzatoru, kde dojde kjejich rozd€leni dle poméru m/z fyzikalnimi
metodami. Jak jiz bylo feCeno vySe, rizné analyzatory vyuzivaji riznych vlastnosti
pohybujicich se nabitych castic — vrozdilnych analyzatorech tedy dochazi k jinym

rozdélenim (s riiznou piesnosti).*°

Kvadrupol
Kvadrupoélovy analyzator se skldda ze Ctyt tyci, na které je ptivedeno zaroven sttidavé (V)
a stejnosmérné (U) napéti tak, ze na protilehlé pary je pfivedeno vzdy stejné napéti.??

Celkové napéti na jedné ty¢i je tedy dano rovnici:
@ = U+ Vycoswt (2),

kde U je stejnosmérné napéti (kladné nebo zaporné), V, amplituda stfidavého napéti,

w uhlova rychlost a t ¢as.3?

Mezi témito ty¢emi vznika elektrické pole, které na ionty plisobi — ionty jsou pfitahovany
k ty¢im, na kterych je napéti opacného znaménka, neZ maji samy. ProtoZe
je zapojeno 1 sttidavé napéti, tyce v pribéhu casu méni znaménko napéti a ionty osciluji mezi
nimi. Zmeénou piivedené¢ho napéti a amplitudy se méni 1 elektrické pole a tim se méni
1 trajektorie iontl v tomto poli (ionty o rizném poméru m/z maji riiznou trajektorii a rizné
osciluji) — nastavenim vhodného napéti 1ze docilit toho, Ze jen ionty o vybraném pomeéru m/z
kvadrupdlem projdou na detektor, kdezZto jiné ne (obr. 12). Kvadrupolovy analyzator slouzi
jako ,,hmotnostni filtr* a postupnym ,,skenovadnim* vzorku lze postupné detekovat vSechny

m/z obsaZené ve vzorku.282%3247
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Obr. 12 Schéma kvadrupélového hmotnostniho analyzdatoru®

lonty s nestabilni
trajektorii

Moznosti kvadrup6lu rychle ménit hodnotu napéti U a amplitudy V, a tim i urcit, které
poméry m/z budou mit stabilni trajektorii, se vyuZziva v dalSich aplikacich tohoto
hmotnostniho analyzatoru. Pokud sniZzime hodnotu napéti U na nulu, bude na tyce pfivedeno
jen stfidavé napéti s amplitudou V, (radiofrekvenéni modd). V tomto uspotadani jiz
kvadrupdl neni schopen filtrovat jen uzké hodnoty poméru m/z, ale funguje spiSe jako
,vodi¢“ iont1.2%32 Tato vlastnost je vyuzivana pii ionizaci za atmosférického tlaku — po
ionizaci jsou ionty pfevedeny pomoci kvadrupdlu do dalSich ¢asti hmotnostniho
spektrometru, kde je tlak sniZzeny.?® ProtoZe na neutralni molekuly elektrické pole tvoiené
kvadrupdlem nefunguje, mohou byt odCerpavany pomoci pump pry¢. Vzniklé ionty jsou
drzeny v elektrickém poli a vedeny dale. lonty v této situaci ztraceji kinetickou energii
srazkami s neutralnimi molekulami a postupné se dostavaji smérem ke stiedu kvadrupolu
(collisional cooling, collisional focusing) — svazek iontil je pfi vystupu vice zaostfen. Tento
efekt nastava, pokud vstupujici ionty nemaji ptili§ vysokou kinetickou energii. Pfi vysokych

kinetickych energiich dochazi k fragmentaci a ztratdm iontt.2%47

Modifikacemi kvadrup6lu Ize dospét k linedrni iontové pasti (z angl. linear ion trap,
LIT),2>* jontové pasti s tiidimenziondlnim elektrickym polem (QIT z anglického

quadrupole ion trap),2%3449°0 hexapdlu a oktapdlu. Sériové zapojeni kvadrupolu (a oktapolu
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nebo hexapolu) v riiznych rezimech vede k QqQ (tedy zapojeni tii kvadrupoli za sebou)

kombinaci atd.??:32

Magneticky sektorovy analyzator
Magneticky sektorovy analyzator vyuziva pisobeni magnetické sily na pohybujici se ionty,
coz zaktivuje jejich drahu. Pokud ionty vleti do magnetického pole, jehoZ vektor magnetické

indukce je kolmy na smér pohybu iontd, polomér zaktivené drahy bude roven:

r zna¢i polomér drahy iontu, B magnetickou indukci, m hmotnost iontu, U pouzité napéti,

e elementarni naboj a z naboj iontu.

Pokud tedy ionty vleti do analyzatoru, ktery ma zaktiveny tvar, 1ze zménou velikosti

magnetické indukce ovlivnit polomér dréhy iontl a tim i ur€it, které poméry m/z proleti

analyzatorem na detektor.?® Z rovnice 2 vyplyva, Ze ionty o stejném poméru % U maji

stejny polomér drahy, coz omezuje rozliSeni tohoto analyzatoru.?® Ke zlepSeni rozliseni se
vyuziva elektrického pole, které rozdéli ionty dle kinetické energie. lonty tedy pied vstupem
do magnetického sektorového analyzatoru projdou ¢asti hmotnostniho spektrometru, kde na
n¢ pusobi elektricka sila zakfivujici drahu jejich letu, takZe jen ionty o stejné kinetické
energii projdou dale do analyzatoru, ve kterém maji ionty rizné drahy podle riiznych pomé&ra

m/z.282°

Ionizace za piitomnosti matrice a analyzator doby letu

Laserova desorpce a ionizace za pfitomnosti matrice (MALDI, z angl. matrix assisted
laser desorption/ionization) je cCasto pouzivand meékkéd ioniza¢ni technika, kterad
umoziiuje ionizaci biomolekul, aniz by pii ni dochazelo k fragmentaci vzorku.?2°
Analyzovana latka je v roztoku smichana s vhodnou organickou slou¢eninou — matrici —
absorbujici UV (nebo infraCervené) zafeni. Matrice je mnohondsobny nadbytek.?
Nasledn¢ dochézi ke kokrystalizaci smési a poté je mald plocha po kratkou dobu ozaiena
laserem (do 10 ns UV laserem, za pouziti infraerveného (IR) laseru az 200 ns).?° Po

tomto ozafeni nasleduje odpafeni smési a ionizace vzorku.3® MALDI se nejéastéji vyuziva

v kombinaci s analyzatorem doby letu®! (TOF, z angl. time of flight) — po ionizaci jsou ionty,
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pomoci piivedeného napéti, urychlené smérem k detektoru.?® Délka letu k detektoru je pfimo

umérnd poméru m/z:

N m
t=\/2—w\/;(x),

kde t je doba letu, s délka analyzatoru, U urychlovaci napéti, m hmotnost iontu,

e elementarni naboj a z naboj iontu.

Vzhledem ke zplsobu ionizace maji vzniklé ionty rizné pocatecni kinetické energie,
pohybuji se riznymi sméry a jsou od elektrody, na kterou je pfivedeno urychlovaci napéti,
rizné vzdaleny — vSechny tyto faktory pfispivaji k tomu, Ze stejné ionty nemusi dorazit na
detektor ve stejny Cas, a tedy analyzator pracujici pouze s vlozenim urychlovaciho napéti po
ionizaci nedosahne dobrého rozliSeni v porovnani s ostatnimi analyzatory. Ke snizeni vlivu
vySe zminénych skuteCnosti se uzivaji dvé modifikace: reflektron a Casové opozdéna

extrakce.2?°2°3

Reflektron je zafizen jako soustava za sebou umisténych kruhovych elektrod — na ty je
pfivedeno postupné se zvySujici napéti (stejného znaménka jako analyzované ionty),
aby doSlo k odpuzovani ionti od elektrody. Ionty s vyS$si kinetickou energii proniknou

224

hloubéji do reflektronu, nez ionty o nizsi kinetické energii. OvSem po vystupu jsou kinetické

energie témé&f shodné a na detektor tedy narazi v téméf stejny as 292754

Casové opozdéna extrakce naopak funguje tak, Ze ionty jsou bezprostfedné po ionizaci
ponechany na malou chvili bez urychlovaciho napéti. V tomto kratkém €asovém intervalu
dojde k tomu, Ze mezi ionty dojde ke srazkam a tim k relativnimu vyrovnani jejich
kinetickych energii. Ionty s vyssi kinetickou energii se dostanou déle od elektrody, na kterou
bude ptivedeno urychlovaci napéti, a tedy elektricka sila na n€ piisobici bude nizsi nez ta,
ktera plisobi na ionty blize k elektrod¢. Zrychleni, kterého dosahnou, bude nizsi nez u iont
nachazejicich se blize k elektrods. Casto se téZ pouziva kombinace reflektronu a ¢asové

zpozdéné extrakce, ktera jesté zvysi rozliSeni TOF analyzatoru.?>%>3
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Iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci

Pfi iontové cyklotronové rezonanci (FT-ICR) se iontim chycenym v magnetickém poli
pfifazuje pomér m/z na zéklad¢ frekvence jejich pohybu, kterd je nepiimo timérna poméru
m/z.2° Tonty se nedostidvaji do styku s detektorem. Tato metoda je nedestruktivni,
ale pohybem pobliz detekénich plati indukuji proud, ktery je dale zesilen a zaznamenan.?®
Vzhledem k tomu, Ze frekvence jejich pohybu nezévisi na rychlosti, konaji vSechny ionty
daného poméru m/z stejny pohyb po kruznici se stejnou frekvenci (bez ohledu na poc¢atecni
kinetickou energii) a neni tieba je néjak zaostfovat.?® Z rovnice 1 je vidét, Ze magneticka sila
nepusobi na ionty, které se pohybuji ve sméru (a protisméru) magnetické indukce — je tedy
treba zajistit, aby ionty nemohly timto smérem z cely uniknout. V tomto sméru jsou
umistény platy (zachytné desky) — na ty je ptivedeno stejnosmérné napéti, které ionty udrzi
uvniti cely. Tyto zachytné desky nuti ionty oscilovat mezi nimi, celkovy pohyb iontu je tedy

pomérné komplikovany (obr. 13).29°5-57

Pohyb iontu v elektrostatickém poli

Magnetronova rotace

Pohyb iontu v prostoru 2 /2
bez elektrickeho pole a)m i wz wc

Oscilace po ose Z

o, = 4aq/m

3]
; a, =—
Cyklotronova rotace c
m
3]
D =
m

Obr. 13 Schématické zndzornéni pohybu iontu v cele FT-ICR.”’

Pohyb, ktery ionty konaji po vstupu do cely, neni fazove koherentni a ani polomér jejich

drahy neni dostate¢né velky k tomu, aby detek¢ni platy byly schopny zaznamenat signal.
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Ionty je tfeba excitovat, tj. dodat jim energii k zvétseni poloméru jejich drahy. Excitacni
energie se jim doda tak, ze vedle detekCnich platd jsou umistény jesté excitacni platy,
na které je privedeno radiofrekvencni napéti, které osciluje s frekvenci rovnou frekvenci
kruznicového pohybu iontl (cyclotron frequency). Po dodani energie je polomér drahy ionti

dostate¢né velky k tomu, aby frekvenci jejich pohybu zaznamenaly detekéni platy.2>5°6:56

Orbitrap

Tento hmotnostni analyzator vyuziva pouze sily elektrického pole k zachyceni iontt?°
a podobn¢ jako FT-ICR detekuje frekvenci jejich pohybu. Tu pfevadi na pomér m/z. lonty
lapené v elektrickém poli se pohybuji po kruznici (odpovidajici ploSe xy v kartézskych
soufadnicich) a navic se pohybuji podél osy z s frekvenci w,. Ta je nezdvisld na pocatecni
rychlosti iontu a nepfimo imérnd druhé odmocniné z poméru m/z — tuto frekvenci snima
detektor a pfitazuje ji pomér m/z.2%3> Orbitrap vyzaduje, aby ionty vstupovaly dovnitf pod
spravnym uhlem, a aby jejich pocatecni rychlosti byly podobné. Dilezitou ulohu také hraje
nacasovani vstupu iontll. Z téchto divodli je pied Orbitrap Casto umisténa zahnuta
kvadrupodlova past, ve které dojde k zastaveni a akumulaci iontd pomoci zvednutého tlaku
(collisional cooling).?° Poté dojde ke vstieleni iontd do analyzatorii. Orbitrap poskytuje
analyzu s velmi vysokym rozliSenim (vy$s$i rozliSeni umoznuje jen FT-ICR, ackoliv pro
velmi vysoké poméry m/z poskytuje Orbitrap leps$i rozliSeni nez FT-ICR)?° a vyuziva téz

Fourierovu transformaci k pfevedeni signalu z ¢asové domény do domény frekvenéni.?%:36:37

1.3.3 Tandemova hmotnostni spektrometrie

Pti1 elektronové ionizaci organickych molekul dochéazi ke vzniku molekularnich ionta (tedy
iontu M vzniklého z ptivodni molekuly M odtrzenim elektronu) — a charakteristické
fragmentaci, ze které 1ze usuzovat strukturu molekuly. Jemné ioniza¢ni techniky, pfi kterych
dochdzi jen k nabiti analytu, tuto vlastnost ztraceji — lze pozorovat hmotnost molekuly,
popiipadé¢ zmény v hmotnosti (pokud sledujeme reakci), uz ale nejsme schopni urcit, ve
které ¢asti molekuly ke zméndm hmotnosti dochazi. Tuto obtiz fesi tandemova hmotnostni
spektrometrie. Pii této metod¢ se v analyzatoru izoluje hledany pomér m/z, ktery se
fyzikalnimi metodami roz§tépi na fragmenty, jez se déale analyzuji (obr. 14, str. 27).58 Timto
zpisobem lze dle fragmentace odhadovat strukturu analyzovaného iontu. Pii tandemové

hmotnostni spektrometrii se provadi nasledna méfeni, kterych Ize dosahnout bud’ zapojenim
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dvou hmotnostnich analyzatort po sob¢, nebo vhodnou konstrukci hmotnostniho
analyzatoru jez umoziiuje analyzu vzorku, naslednou ztratu nechténych ionta a poté analyzu

uchovaného vybraného iontu.?4>%60

Fragmentace vybraného iontu Ize dosdhnout naptiklad srazkami s molekulami
neutralniho plynu. Pokud molekuly plynu maji dostatecnou kinetickou energii, dojde po
srazce s vybranym iontem k jeho fragmentaci na mensi ionty, které Ize dale analyzovat. Pti
fragmentaci peptidd pomoci této metody dochazi k charakteristickému §tépeni peptidové

29,59,60

vazby — Stépné produkty lze tedy pomérmné dobie odhadovat a vysledné hmotnostni

spektrum analyzovat pomoci softwaru, ktery fragmenty najde podle vypoctenych

teoretickych pomért m/z.
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Obr. 14 Zndzornéni fragmentace peptidové vazby pii tandemové hmotnostni spektrometrii.*
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1.3.4 Pristupy k analyze produkti sit’ovaci reakce
Pti piiprave produktii sitovaci reakce k hmotnostnimu méfeni se nejcastéji uplatnuji ptistupy
,shora doli (z anglického top down) a ,,zdola nahoru* ( z anglického bottom up), které se

lisi zptisobem purifikace i samotnou hmotnostné spetrometrickou analyzou vzorku.®!:2

Ptistup ,,shora dolu*

Ptistup ,,shora doli“ se nejCastéji vyuziva ke studiu peptidi a malych proteind.
Po probehnuti sitovaci reakce se vzorky odsoli a ndsledné¢ analyzuji tandemovou hmotnostni
spektrometrii. Vznikld smés nemodifikovaného a modifikovaného proteinu je sprejovana
intaktné, a z té je studovany protein nasledné v plynné f4zi izolovan a disociovan na kratsi

iseky tzv. fragmenty (viz obrazek 14, str. 27).9

K disociaci molekuly lze pouzit riznych
technik a pristupd napf. kolizné¢ indukovand disociace (CID, z angl. collision induced
dissociation), disociace zachytem elektronu (ECD, z angl. electron capture dissociation),
disociace ptenosem elektronu (ETD, z angl. electron transfer dissociation), infracervena
multifotonova disociace (IRMPD, z angl. infrared multiphoton dissociation), ultrafialova
fotodisociace (UVPD, z anglického ultraviolet photodissociation). Vysledna data nesou
informaci o jednotlivych fragmentech a jejich modifikacich. Vyhodou tohoto pfistupu je,
ze umoziuje studovat vyluéné jednu populaci (napi. jen jednou modifikovany protein)

z komplexni smési produkti sitovaci reakce.**

Pristup ,,zdola nahoru“

Na rozdil od ptfedchoziho pfistupu je v tomto zafazen krok v podobé& Stépeni proteinu
proteasou. Po probéhnuti sitovaci reakce je k reakéni smési pfidana proteasa umoznujici
roz§tépit analyzovany protein na peptidy. Smés peptidi je po enzymatické digesci
analyzovdna pomoci kapalinové chromatografie online spojené s hmotnostnim
spektrometrem. Vysledna data pak udédvaji informaci o peptidech a jejich modifikacich.

P¥istupem ,,zdola nahoru® lze studovat i velké proteinové komplexy a interaktomy.®
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CiL PRACE

e Kovalentni znaceni modelovych proteinti vybranymi ¢inidly

e Analyza modifikovaného proteinu ptistupem shora dolt (top down)

e Analyza modifikovaného proteinu piistupem zdola nahoru (bottom up)
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2 Material

2.1 Chemikalie

4-ethylmorfolin
Acetonitril (LC-MS Cistota)
Dimethylsulfoxid

Ethanolamin

N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonova kyselina

Hydroxid sodny

Chlorid sodny

Kyselina chlorovodikova
1-acetyl imidazol
Methanol (LC-MS C¢istota)
Mravenci kyselina (LC-MS Cistota)
N-sukcinimidyl acetat
Pyridin

Triethylamin
Trifluoroctova kyselina
Trypsin

Voda (LC-MS cistota)
DIBU

DSBU

Iodacetamid

Tris(2-karboxyethyl)fosphin hydrochloride

30

Merck, Némecko
Merck, Némecko
Merck, Némecko
Merck, Némecko
Merck, Némecko
Merck, Némecko
Merck, Némecko
Roth, Némecko
TCI, Japonsko
Merck, Némecko
Fluka, Svycarsko
Merck, Némecko
Merck, Némecko
Merck, Némecko
Fluka, Svycarsko
Promega, USA

Merck, Némecko

CF Plus Chemicals, CR

CF Plus Chemicals, CR

Merck, Némecko

Merck, Némecko



2.2 Biologicky material
Hovézi sérovy albumin Merck, Némecko

DTHKSETAHRFKDLGEEHFKGLVLIAFSQYLOQOCPFDEHVKLVNELTEFAKTCVADESHAG
CEKSLHTLFGDELCKVASLRETYGDMADCCEKQEPERNECFLSHKDDSPDLPKLKPDPNTL
CDEFKADEKKFWGKYLYETARRHPYFYAPELLYYANKYNGVFQECCQAEDKGACLLPKIET
MREKVLASSARQRLRCASIQKFGERALKAWSVARLSQKFPKAEFVEVTKLVTDLTKVHKEC
CHGDLLECADDRADLAKYICDNQDTISSKLKECCDKPLLEKSHCIAEVEKDAIPENLPPLT
ADFAEDKDVCKNYQEAKDAFLGSFLYEYSRRHPEYAVSVLLRLAKEYEATLEECCAKDDPH
ACYSTVFDKLKHLVDEPONLIKONCDOQFEKLGEYGFONALIVRYTRKVPQVSTPTLVEVSR
SLGKVGTRCCTKPESERMPCTEDYLSLILNRLCVLHEKTPVSEKVTKCCTESLVNRRPCE'S
ALTPDETYVPKAFDEKLFTFHADICTLPDTEKQIKKQTALVELLKHKPKATEEQLKTVMEN
FVAFVDKCCAADDKEACFAVEGPKLVVSTQTALA

Insulin beta fetézec oxidovany (BInsulin) Merck, Némecko

FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKA
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2.3 Seznam pristroju

Analytické vahy Mettler Toledo, Svycarsko
Automatické pipety Eppendorf, Némecko
Centrifuga stolni Minispin Eppendorf, Némecko
Elektroda pH metr Biotrode Hamilton, Svycarsko
Hmotnostni spektrometr solariX XR Bruker Daltonics, USA
Chladnicka Zanussi, Italie
Chromatografické kolona Phenomenex, Némecko

pH metr ThermoScientific, USA
termostat Grant, Velka Britanie

pHPLC systém Agilent 1200 Agilent, USA

odsolovaci kolona - peptidovy microtrap Michrom BioResources, Kanada
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2.4 Seznam roztoku

Pyridin/HCI pufr

50 mM pyridin; HCI aby pH = 6,0; voda
HEPES pufr

10 mM HEPES; 50 mM NaCl; voda
Triethylamin/karbonat pufr

50 mM triethylamin; oxid uhli¢ity; voda
Mobilni faze pri odsolovani

0,1% TFA; voda

Elucni ¢inidlo pri odsolovani

0,1% TFA; 80% ACN; voda

ESI sprejovaci pufr

0,1% TFA v 50% methanolu ve vodé

SOFTWARE
Data Analysis 4.4

LinX 1.13%¢
Microsoft Office 365

Ms2links®’

PyMOL

Bruker Daltonics, USA

Mikrobiologicky tstav AV CR, v.v.i., CR
Windows, USA

Algoritmus pro vyhodnoceni MS dat
kovalentniho znaceni

Schrodinger, USA
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3 Metody

3.1 Pristup shora dolu

Ke studiu vlivu modifikace tyrosinu na pH byla pouzita 4 ¢inidla: N-sukcinimidyl acetat
(NHS-Ac), l-acetyl imidazol (IA), DSBU a DIBU. Byly pfipraveny tfi zasobni roztoky
oxidovaného beta fetézce insulinu o koncentraci 0,5 mg - ml~! rozpusténého ve tiech
pufrech o pfesné definovanych pH dle tabulky. Na reakci s kazdym ¢inidlem bylo pouzito
10 ug PInsulinu. Zasobni roztok BInsulinu byl pro reakci 1,5krat vyfedén odpovidajicim
pufrem. Reakce s kazdym c¢inidlem byla provedena v duplikatu. Nasledné byl do kazdé
zkumavky pfiddn objem sitovaciho c¢inidla a to tak, aby molarni mnozstvi ¢inidla

obsahujiciho dvé reaktivni skupiny (DSBU a DIBU) bylo pétindsobné oproti molédrnimu

pH pufr

6,0 50 mM Pyridin/HC1

7,0 10 mM Hepes, 50mM NaCl
8,0 50 mM Triethylamin/karbonat

Tab. 1 Seznam pouZitych pufru pri studovanych pH

mnozstvi peptidu, v piipad€ ¢inidel obsahujicich jednu reaktivni skupinu (NHS-Ac a TA)
bylo pfiddno jejich desetinasobné moldrni mnozstvi oproti peptidu. Pro kazdé pH byl
pfipraven jeden kontrolni vzorek, ke kterému nebylo pfidano sitovaci Cinidlo. Jednotliva
¢inidla byla vzdy pfipravena Cerstve rozpusténim v DMSO. Mnozstvi pipetovaného c¢inidla

nepiekrocil 5 % vysledného objemu reakéni smési.

éinidlo Moldrni nadbytek Koncentrace fmg - ml~1]
DSBU 5x 5
DIBU 5x 5
NHS-Ac 10x 1
1A 10x 1

Tab. 2 Molarni nadbytky pouZitych cinidel v reakci a koncentrace jejich zasobnich roztokil.
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Reakce probihala jednu hodinu pfi laboratorni teploté, poté byly vzorky odsoleny na kolon¢
nasledujicim zptisobem. Vzorky byly devétkratkrat zfedény 0,1% TFA, poté byly naneseny
na kolonu, promyty dvakrit 50 nasobkem mrtvého objemu kolony 0,1% roztokem TFA
avymyty 50 pl (10 nasobkem mrtvého objemu) roztoku 80% ACN a 0,1% TFA.
Z odsolenych vzorki byl odpipetovan 1 ul a ptidan k 50 pl sprejovaciho pufru (roztok 50%
methanolu a0,1% kyseliny mraven¢i) a byly analyzovany pomoci hmotnostniho

spektrometru.

Hmotnostni spektra byla ziskdna pomoci hmotnostniho spektrometru solariX XR 15T
za pomoci ionizace elektrosprejem. Postupné byly méfeny, izolovany a fragmentovany
(CID) izotopové obalky odpovidajici nemodifikovanému (nabojovy stav 3+) a jednou
modifikovanému proteinu. U vzork modifikovanych ¢inidly DSBU a DIBU byly izolovany
také ionty odpovidajici produktu typu 1,2 (intra- a intermolekularni spojeni). Méteni bylo
provadéno v tzv. broadband modu a to za nasledujicich parametrti: rozsah 200-2500 m/z,
izola¢ni okno bylo o velikosti 2,5 ppm; akumulac¢ni Cas 1s; pocet skenti 128, kolizni energie
19,5 eV. Samotné méfeni vzorkli na hmotnostnim spektrometru provadél Mgr. Zden¢k

Kukacka, Ph.D.

3.2 Pristup zdola nahoru

Byly pfipraveny tii zasobni roztoky BSA o koncentraci 0,5 mg - ml~! rozpusténého ve tiech
pufrech dle tabulky 1. Z kazdého zasobniho roztoku (dle pH piisluSnych pufrii) byly
ptipraveny triplikaty obsahujici 20 ul zdsobniho roztoku. Ke kazdé zkumavce bylo pfidano

10 ul pufru o odpovidajicim pH daného roztoku.

Ke tfem replikatim kazdého vzorku o tfech danych pH (6,0; 7,0 a 8,0) byl vzdy ptidan
stejny objem piislusného &inidla. Tento postup byl pouZit pro viechna &tyfi ¢inidla. Cinidla
byla ptidana tak, aby ta obsahujici jednu reaktivni skupinu (NHS-Ac a [A) byla
v osmdesatinasobném nadbytku a ta obsahujici dvé reaktivni skupiny (DSBU a DIBU)

v Ctyficetindsobném nadbytku. Vzorky byly ponechdny hodinu za laboratorni teploty.

Poté byly vzorkiim redukovany a alkylovany disulfidické mitistky za pouziti redukéniho
¢inidla tris(2-karboxyethyl)fosfin hydrochlorid (TCEP) a alkylac¢niho ¢inidla iodacetamidu
(IAA). Ke vSem reakénim smésim byl pfidan TCEP rozpustény
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ve 100mM 4-ethylmorfolinovém pufru o pH 8,4 tak, aby jeho findlni koncentrace v reakéni
smési byla 10 mM. Reakce probihala 10 minut, teplota. Poté byl do kazdé zkumavky piidan
IAA (rozpustény v 4-ethylmorfolinovém pufru o pH 8,4) tak, aby jeho finalni koncentrace
v reak¢éni smési byla 20 mM. Reakce probihala za tmy 20 minut. Pfed $tépenim bylo
ke vzorkiim o pH 6,0 a 7,0 pfidano 20 ul 4-ethylmorfolinového pufru ke zvysSeni pH roztoku

na hodnotu 8,0, jezZ je pro $tépeni trypsinem vhodna.

Samotny piidavek proteazy byl proveden dvakrat. Druhy ptridavek byl aplikovan po
ttech hodinéch $tépeni a dale byl vzorek ponechan do druhého dne (cca 16 hodin). Kone¢ny
hmotnostni pomér trypsinu a BSA byl 1:10 (kazdy ptidavek trypsinu obsahoval 0,5 ug
protedzy). Zkumavky byly béhem §tépeni v termostatu o teploté 37 °C.

Druhy den bylo zastaveno $tépeni trypsinem okyselenim, a to piidavkem TFA a do finalni
koncentrace 0,1%. Takto ptipravené vzorky byly preneseny do vialek a podrobeny LCMS.

5 uL kazdého vzorku bylo nastfiknuto na autosampler Agilent 1290 series UPLC system
na odsolovaci pfedkolonu Luna Omega Polar C18 (5 pm, 100 A, 0.3 x 30 mm). Po péti
minutach odsolovani pti pritoku 20 pL/min byly peptidy separovany pomoci kolony Luna
Omega Polar C18 (3 um, 100 A, 0.3 x 150 mm) zahi4té na 50 °C pii priitoku 10 uL/min
s rostoucim gradientem acentonitrilu od 5 % do 35 % b&hem 40 minut. Chromatograficky
systém byl spojen s hmotnostnim spektrometrem solariX XR FT-ICR. Ionizace probihala
pomoci ionizace elektrosprejem. Eluované peptidy byly analyzovéany v pozitivhim modu
s nasledujicimi parametry: rozsah 250 — 2500 m/z s jednim milionem data bodu, akumulaéni

¢as 0,2 s. Samotné LC-MS méfeni provadél Mgr. Zden&k Kukacka, Ph.D.

3.3 Export dat

Naméiena MS, MS/MS a LC-MS data byla zpracovana v programu DataAnalysis 4.4 (Bruker
Daltonics). Dekonvoluce dat byla provedena algoritmy SNAP. Dekonvoluvand data byla
z diivodu snazsi manipulace exportovana do formatu .mgf (mascot generic file) a. txt.

Data z pfistupu zdola nahoru byla vyhodnocena pomoci programu Ms2links. PouZité
nastaveni: modifikace monolink, intra- a interpeptidova spojeni — lysin, tyrosin, N-konec; chyba

méfeni 2,5 ppm.
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Data z pfistupu shora dolti byla vyhodnocena pomoci programu LinX 1.13. Pouzité
nastaveni: Proteasa — trypsin ($tépeni za lysinema argininem); 3 mozné chyby Sté€peni; variabilni
oxidace methioninu; fixni karbamidace cysteinu; monolink, intra- a interpeptidova spojeni —

lysin, tyrosin, N-konec; chyba méfeni 1ppm.
Mira modifikace jednotlivych fragmentt byla vypoctena dle vztahu:

Imod

——F 100
Imod + Inemod

kde I,,q znaci intenzitu modifikovaného fragmentu, IL,.moq intenzitu nemodifikovaného

fragmentu.

3.4 Vypocet povrchu dostupného rozpoustédlu

Vypocet povrchu dostupného rozpoustédlu byl pro BSA vypocitin pomoci programu
NACCESS 2.1.1. Jako model byl vybran krystal s nejvy$§im rozlisenim, PDB 4f5s.%
Samotny vypocet provedl Mgr. Josef Chmelik, Ph.D.
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4 Vysledky

Ke zkoumani vlivu pH na modifikaci tyrosinu byla vybrana ¢tyfi ¢inidla: NHS-Ac, DSBU,
IA a DIBU (viz obrazky pftiloha 3). Prvni dvé jmenované obsahuji jako reaktivni skupinu
NHS ester, druhd dvé molekulu imidazolu. NHS-Ac a IA jsou ¢inidla tzv. monofunkéni,
obsahuji jen jednu reaktivni skupinu, a jejich reakcei s peptidem dochazi k acetylaci peptidu.
DSBU a DIBU jsou ¢inidla sitovaci a homobifunkcni, obsahuji dve stejné reaktivni skupiny
a produktem reakce s peptidem muze dojit bud k zesiténi dvou postrannich fetézct
aminokyselin, nebo k modifikaci jednoho postranniho fetézce aminokyseliny. Ob¢ tato

¢inidla obsahuji strukturu §tépitelnou pii CID za vzniku charakteristickych produkti.®

K nalezeni modifikovanych postrannich fetézci aminokyselin byla pouzito CID, tedy
fragmentace (vybraného) izolovaného prekurzorového iontu srazkami s inertnim plynem.

Fragmentaci peptidového fetézce 1ze lokalizovat misto modifikace.
4.1 Pristup shora doli

K fragmentaci po reakci Blnsulinu s NHS-Ac a IA byly vybrany jedenkrat modifikované
ionty v nabojovém stavu 3+, ktery byl ve spektrech nejintenzivnéjsi. U ¢inidel DSBU
a DIBU byl podroben dalsi analyze jeste ion odpovidajici zesiténému Blnsulinu (hmotnostni

posun o 196,084 Da).

38



4.1.1 NHS-Ac

Srovnani hmotnostnich spekter pro rizna pH

Hmotnostni spektrum (pfiblizené na nabojovy stav 3+) acetylace BInsulinu pomoci NHS-Ac
pii pH 6,0 (obrazek 15B, str. 40) ukazuje intenzivni signal odpovidajici nemodifikovanému
BInsulinu a monoacetylovanému BlInsulinu, které maji podobnou intenzitu (neacetyloany ion

je nejintenzivnéjsim iontem) a ion odpovidajici dvakrat modifikovanému BInsulinu, jenz ma

[RA4

Pti zvySeni pH reakce na 7,0 (obr. 15C, str. 40) se snizuje intenzita nemodifikovaného
BInsulinu a naopak narlstd intenzita jedenkradt a vicekrat acetylovaného Plnsulinu.
Ve spektru lze rovnéz pozorovat ionty ttikrat a ¢tyrikrat acetylovaného BInsulinu. Nejvyssi
intenzitu ma dvakrat modifikovany BInsulin, monoacetylovany BInsulin dosahuje asi dvou
tretin intenzity dvakrat modifikovaného iontu a nemodifikovany ion desetiny zékladniho

piku (,,base peak®).

Dalsim zvySeni pH reakce na 8,0 (obr. 15D, str. 40) se intenzita nemodifikované¢ho
BInsulinu dale snizuje. Ve spektru se vyskytuji ionty jedenkrat az Ctytikrat acetylovaného
BInsulinu. Majoritnim iontem acetylace pii pH 8,0 je dvakrat modifikovany Blnsulin, déle
lze ve spektru pozorovat jesté jedenkrat a tfikrat modifikovanou formu s polovi¢ni

intenzitou.
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Obr. 15. Hmotnostni spektra Blnsulinu nemodifikovaného (A) modifikovaného pomoci
NHS-Ac pri pH 6,0 (B), pri pH 7,0 (C) pri pH 8,0 (D). Vsechna spektra jsou priblizena na

nabojovy stav 3+.
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MS/MS analyza

V obrazku 16 (str. 42) lze pozorovat, ze pii pH 6,0 je mira modifikace y fragmentii ve vSech
piipadech nizsi nez padesat procent. Pro y3 vychéazi mira modifikace témeéf tiicet procent,
zatimco pro y4 je toto ¢islo o vice nez polovinu mens$i. yJ, prvni fragment obsahujici
postranni fetézec tyrosinu (Y26), ma miru modifikace vys$i nez y4, nicméné hodnoty
fragmentu y3 nedosahuje. Mira modifikace uvedenych fragmentti se vice ¢i mén¢ od sebe
lisi, ackoliv nékteré fragmenty obsahuji stejné nukleofilni skupiny (y5, y6 a y§),
az na fragmenty y/5 — prvni fragment obsahujici druhy postranni fetézec tyrosinu (Y16
a Y26) - a vyssi (tedy fragmenty obsahujici vSechny modifikovatelné skupiny BInsulinu az
na N-konec), jejichz mira modifikace se pohybuje kolem 25 procent. Uvedené b fragmenty
(obrazek 17, str. 42) maji vS§echny miru modifikace vyssi nez padesat procent. Toto plati jak
pro fragmenty obsahujici jen N-konec (b14 a b15), tak i pro ty obsahujici dalsi nukleofilni
skupiny bez vétSich rozdili: vyjimkou je fragment b23, jehoz mira intenzity je nizsi nez
vSech ostatnich b fragmentd. b16, obsahujici postranni fetézec tyrosinu (Y16), dosahuje
nejvyssiho poméru intenzit z uvedenych b iontl, naopak 26 a 27, obsahujici dva postranni
fetézce tyrosinu, nedosahuji vysokych poméri intenzit (ve srovnani s ostatnimi

b fragmenty).

Hodnoty miry modifikace jednotlivych fragmentd pii pH 7,0 (obr. 16, str. 42) jsou
obdobné jako pti pH 6,0. y fragmenty maji miru modifikace mensi nez 20 % bez ohledu na
aminokyselinové slozeni daného fragmentu. Fragment y3 znovu dosahuje pomérné vysoké
miry modifikace a tato hodnota je nizs§i pro fragment y4. Opét si jsou hodnoty miry
modifikace od fragmentu y/5 vySe blizké. Oproti pH 6,0 nicméné doSlo k poklesu miry
modifikace vSech y fragmentl, u b fragmentli naopak k jejich nartstu (bez ohledu na
pomérem intenzit je opét b27. Stejné jako pii pH 6,0 dosahuje fragment b/6 (N-konec a
Y 16) nejvysSiho poméru intenzit.

Pti pH 8,0 jsou hodnoty modifikace vSech y fragmentd (obr. 16, str. 42) mnohem vyssi
nez pii pH 6,0 a 7,0. Nejnizsi iroven modifikace mezi uvedenymi y fragmenty je u fragmentu
8, jehoZz mira modifikace je 85,6 %, zatimco vSechny ostatni y fragmenty maji miru
modifikace vyssi nez 90 %. Nejvyssi hodnoty dosahuje y3 fragment s lysinem v postrannim

fetézci. U b fragmentd doSlo zménou pH k vyznamnému sniZzeni Grovné modifikace.
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Vsechny b fragmenty (obr. 17) maji miru modifikace nizsi nez 5 %, nicmén¢ tyto hodnoty

do znaéné miry kolisaji.

mpHB,0

mpH7,0

mpH8,0
v3 v4 y5 v6 v8 %l y11 yl4 y15 y16 y17 y18

Obr. 16 Graf zavislosti miry modifikace vybranych y fragmentit na pH pro NHS-Ac.
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Obr. 17 Graf zavislosti miry modifikace vybranych b fragmentii na pH pro NHS-Ac
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412 TA

Srovnani hmotnostnich spekter pro rizna pH

Hmotnostni spektum acetylace BInsulinu pomoci IA pii pH 6,0 (obr. 18B, str. 44) ukazuje
podobné intenzivni signaly nemodifikovaného BInsulinu a jedenkrat acetylovaného peptidu.
Ve spektru Ize pozorovat i dvakrat a trikrat modifikované formy BlInsulinu, nicméné jejich
intenzita je vyrazné niz$i nez zbylych dvou signalti fInsulinu — dvojnasobné acetylovany
BInsulin dosahuje tfetiny intenzity nemodifikovaného BInsulinu a tfikrat modifikovany ion

sotva desetiny.

ZvySenim pH reakce na 7,0 (obr. 18C, str. 44) doSlo k poklesu intenzity
nemodifikovaného peptidu a narGstu  signalu monoacetylovaného pInsulinu, ktery
je zékladnim pikem spektra. Intenzita dvakrat i tfikrat modifikovaného peptidu je vyssi nez
pii pH 6,0. Dvojnasobné¢ acetylovany PInsulin mé& poloviéni intenzitu oproti

neacetylovanému, intenzita trojnasobné modifikovaného peptidu je stale zanedbatelna.

Spektru acetylace pfi pH 8,0 (obr. 18D, str. 44) dominuje nemodifikovany BInsulin
o vysoké intenzit€¢ a monoacetylovany peptid, jehoz intenzita je podstatné niz$i nez

nemodifikovaného. Signal dvakrat a tfikrat modifikovaného BInsulinu je zanedbatelny.
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Obr. 18 Hmotnostni spektra Blnsulinu nemodifikovaného (A) modifikovaného pomoci 14 pri
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MS/MS analyza

Obrazek 19 (str. 47) zobrazuje miry modifikace vybranych y fragmenti a obrazek 20
(str. 47) b fragmentii acetylace BInsulinu pomoci IA. Pro y fragmenty mensi nez y/5 (K28,
T27, Y26) plati, ze jejich urovenn modifikace je mensi nez padesat procent, nicméné i mezi
témito fragmenty jsou rozdily. Fragment y3 dosahuje pomérné vysoké miry modifikace,
ktera poté pro y4 fragment podstatné klesa, podobné jako tomu bylo u NHS-Ac. Prvnim y
fragmentem obsahujicim postranni fetézec tyrosinu je y5, jehoz pomér intenzit je vysSsi nez
u predchozich dvou fragmentl. Pro nasledujici y fragmenty (vCetné€ y5) az do y14 (v€etn¢)
plati, Ze jejich poméry intenzit jsou vyssi nez téch, které neobsahovaly zadny postranni
fetézec tyrosinu. y/5 a dalsi fragmenty v tabulce obsahuji dva postranni fetézce tyrosinu
(Y16 a Y26). Jejich mira modifikace je mnohem vy$si nez vSech ptedchozich y fragmentt
a pokazdé je vySsi nez padesat procent. Ackoliv fragmenty b14 a b15 (obr. 20, str. 47)
obsahuji jako nukleofilni skupinu N-konec, je mira modifikace b/4 vys$$i nez padesat
procent, zatimco pro b15 je tato hodnota nizsi. b6, obsahujici postranni fetézec tyrosinu
(Y16), ma miru modifikace vétsi nez padesat procent, stejné¢ jako zbylé uvedené b
fragmenty. Nejvyssi arovné modifikace z b fragmentl dosahly 526 a b27, jeZ obsahuji N-

konec a dva postranni fetézce tyrosinu (Y16 a Y26).

Mira modifikace fragmentt y3 a y4 pii pH 7,0 (obr. 19, str. 47) je o trochu vyssi nez pii
pH 6,0. U fragmentli y5 a vysSich ovSem dochézi k vy$§imu narGstu, kterému se vymyka
iont y8, jehoz mira modifkace klesla. Mira modifikace fragmentu y/4 je vyssi neZ padesat
procent, fragmenti y/5 a vySSich, které obsahuji oba postranni fetézce tyrosinti (Y16 a Y26),
mnohem vétsi neZ padesat procent. b/4 - na rozdil od pH 6,0 — a 15 maji miru modifikace
mensi nez padesat procent (obr. 20, str. 47). b16 a ostatni b fragmenty obsahujici jeden
postranni fetézec tyrosinu (Y 16) dosahuji miry modifikace pies 50 %, zatimco b26 a b27,

jez maji oba postranni fetézce tyrosinu (Y16 a Y26), maji miru modifikace ptiblizné 90 %.

Mira modifikace y3 (obr. 19, str. 47) fragmentu (acetylace pti pH 8,0), ktery obsahuje
nukleofilni skupinu v postrannim fetézci lysinu (K28), dosahuje vice nez padesati procent,
nicmén¢ mira modifikace y4 (K28 a T27) je polovi¢ni oproti hodnoté fragmentu y3. Stejné
jako pfti obou piedchozich pH tedy dochéazi k pomérné velikému poklesu miry modifikace

pii pifechodu od y3 k y4 fragmentu. y5 (jeden postranni fetézec tyrosinu) dosahuje vyssi miry
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modifikace nez y4 a zaroven je tato hodnota nizsi nez pro y3 — oproti pH 6,0 a 7,0 je tomu
tak poprvé, v obou ptfedchozich ptipadech byla mira modifikace y5 vyssi nez fragmentt y3
1 y4. Nasledujici y fragmenty maji miru modifikace menSi nez padesat procent az do
fragmentu y/35, ktery obsahuje oba postranni fetézce tyrosini (Y16 a Y26, T27, K28).
Vsechny dalsi fragmenty ukazané v grafu maji miru modifikace mnohem vyss$i nez padesat
procent. b fragmenty (obr. 20, str. 47), obsahujici jako nukleofilni skupinu jen N-konec (b4
a bl5), maji miru modifikace mnohem niz§i nez padesat procent. /6 jiz obsahuje
hydroxyskupinu postranniho fetézce tyrosinu (Y 16) a jeho mira modifikace je vyssi nez u
predchozich dvou fragmentl, nicmén¢ stale je nizs$i nez padesat procent. Fragmenty 24,
b26 a b27 jiz maji miru modifikace vyssi nez padesat procent (u 525 je mensi), nicméné tato
hodnota je mensi nez u y fragmenti, které obsahuji vSechny nukleofilni skupiny BInsulinu
krom N-konce. Pii pH 8,0 vidime zna¢ny rozdil mezi mirou modifikace pfi pouziti NHS-Ac
a IA. Zatimco mira modifikace y fragmentt pii pouziti NHS-Ac byla témér vzdy vyssi nez
90 %, pii pouziti IA byla mira modifikace vysoka u y fragmentii obsahujici vSechny
nukleofilni skupiny krom N-konce (ale ani jednou nedosdhla tak vysoké hodnoty jako u
NHS-Ac). U b fragmentl je situace opacna — modifikaci pomoci NHS-Ac byla mira
modifikace b fragmentl vzdy velmi nizka bez ohledu na to, zda obsahovaly jen N-konec,
nebo i jiné nukleofilni skupiny. Modifikaci pomoci IA byla mira modifikace b fragmentt
rizna podle jejich aminokyselinového sloZzeni — b fragmenty, které mély jen N-konec,
dosahly nizké miry modifikace, kterd poté nartstala s pfibyvajicimi nukleofilnimi skupinami

v Blnsulinu.
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Obr. 19 Zavislost miry modifikace vybranych y fragmentii na pH pro IA.
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4.1.3 DSBU

Srovnani hmotnostnich spekter pro rizna pH

Obrazek 21 (str. 49) srovnava hmotnostni spektra modifikace BInsulinu pomoci DSBU
pii ttech raznych pH. Lze pozorovat, ze pti pH 6,0 je nejintenzivnéjSim z modifikovanych
iontd PlInsulinu ten modifikovany produktem typu O (monolink), jehoz intenzita
je srovnatelnd s intenzitou nemodifikovaného PInsulinu. Intenzita BInsulinu
modifikovaného produktem typu 1 (intrapeptidové spojeni) dosahuje ptiblizné sedmdesati
procent intenzity iontu monolinku. Ve spektru se téz vyskytuji ionty odpovidajici
vicendsobnym modifikacim Blnsulinu, jejichZ intenzita je v porovnani s vySe zminénymi

ionty zanedbatelna.

Se zvySenim pH na hodnotu 7,0 (obr. 21C, str. 49) dochézi ke zmén€ pomért intenzit ve
spektru. Modifikované ionty dosahuji vyssi intenzity nez nemodifikovany BInsulin. Nejvyssi
intenzitu zaznamendvame u Plnsulinu s intrapeptidovym spojenim a monolinku s tim,
Ze u zesiténého iontu je hodnota intenzity nepatrné¢ vyssi. Z vicenasobné modifikovanych
iontli dosahl nejvyssi intenzity iont odpovidajici hmoté BInsulinu s monolenkem a zaroven
s intrapeptidovym spojenim, jehoz intezita dosahla asi tfi Ctvrtin intenzity iontu s modifikaci
produktem typu 1 (intrapeptidové spojeni). Intenzita iontu Blnsulinu s dvéma navazanymi
monolinky dosahuje pfiblizn€ poloviny intenzity iontu odpovidajicimu intrapeptidovému
spojeni s monolinkem, zatimco intenzita BInsulinu s dvéma intrapeptidovymi spojenimi

je srovnatelna s intenzitou nemodifikovaného BInsulinu.

Pii zvySeni pH na hodnotu 8,0 (obr. 21D, str. 49) nedochdzi k vyrazngj§im zménam
v hodnoté intenzit ve spektru. Nejintenzivnej$imi ionty jsou stale ty odpovidajici BInsulinu
s intrapeptidovym spojenim a monolinku, dale o trochu vys§i hodnoty dosahl BInsulin
s intrapeptidovym spojenim a monolinkem, jehoZ intenzita byla srovnatelnd s tou
monolinku. Intenzita BInsulinu s dvéma monolinky znovu doséhla asi poloviny Blnsulinu
s intrapeptidovym spojenim a s monolinkem, zatimco intenzita dvakrat Blnsulinu s dvéma
intrapeptidovymi spojenimi byla v porovnani s ostatnimi modifikacemi zanedbatelna.
Intenzita nemodifikovaného BInsulinu byla pfiblizn€ poloviéni oproti nejintenzivnéj$imu

iontu spektra.
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Obr. 21 Hmotnostni spektra Blnsulinu nemodifikovaného (A) a modifikovaného pomoci
DSBU pri pH 6,0 (B), pri pH 7,0 (C) pri pH 8,0 (D). Vsechna spektra jsou priblizena na
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nabojovy stav 3+. Popisky nad spektry znaci m/z odpovidajici izotopové obdlce
nemodifikovanému Blnsulinu (INS), Blnsulinu s intrapeptidovym spojenim (C), Blnsulinu
s monolikem (M), PBlnsulinu s dvema intrapeptidovymi spojenimi (2C), PBlusulinu

s dvema monoliky (2M) a Blnsulinu s intrapeptidovym spojenim a s monolinkem (CM)

Srovndnim s hmotnostnimi spektry acetylace BInsulinu pomoci NHS-Ac (obrazek 15, str.

40) vidime podobné zavislosti. Zatimco pii pH 6,0 je v obou spektrech intenzivni ion
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nemodifikovaného BlInsulinu, se zvySenim pH jeho intenzita klesa a spektriim pro pH 7,0

a 8,0 dominuji ionty odpovidajici modifikacim.

MS-MS analyza produktii typu 0 (monolinku)
Obrazek 22 (str. 51) ukazuje miru modifikace pro vybrané y fragmenty.

Lze pozorovat, ze pii pH 6,0 dosahl nejvyssi miry modifikace fragment y3. VSechny
ostatni y fragmenty pii tomto pH dosdhly trovné modifikace niz$i nez 10 %, ackoliv
obsahovaly vice modifikovatelnych skupin nez y3. Se zvySenim pH reakce na 7,0 klesla mira
modifikace vSech y fragmenti vyjma y9, u kterého doslo k naristu modifikace. Pti pH 8,0
1ze sledovat u vSech fragmentt signifikantni nartist miry modifikace, ktera s rostouci délkou
fragmentu klesa, byt’ s vyjimkami. Fragmenty y16, y17 a yI8 jsou jediné, které pti tomto pH
nedosahly miry modifikace 50 %, ackoliv obsahuji nejvice modifikovatelnych skupin

z uvedenych y fragmenti.

Dle obrazku 23 (str. 51) dosahly vSechny b fragmenty krom 525 a b27 pti pH 6,0 miry
modifikace vys$si nez 90 %. Pti pH 7,0 vykazuji b fragmenty stale vysokou miru modifikace.
Nejnizsi hodnoty dosahl fragment b27 (82,3 %). Pti pH 8,0 vidime zna¢ny pokles miry
modifikace vSech b fragmenti, ackoliv tyto hodnoty jsou pomérné rozptylené. Fragmenty
b14 a b16 dosahly miry modifikace vyssi nez 40 %, zatimco vSechny ostatni nedosahly 20
%.

Zatimco mira modifikace y fragmentl pti pH 6,0 a 7,0 byla nizka, u b fragmentt byla
situace opacna — nejvyssi miry modifikace doséhly pii pH 6,0 a 7,0. Pti pH 8,0 dochazi ke
zméné miry intenzity u y 1 b fragmenti. Mira modifikace y fragmentl pii tomto pH
je mnohem vyssi nez pti pH 6,0 a 7,0, zatimco u b fragmenti dochazi ke sniZzeni miry

intenzity.
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MS/MS analyza produktu typu 1 (intrapeptidové spojeni)
Obrazek 24 (str. 53) ukazuje miry modifikace vybranych y fragmentl pii tfech pouzitych
pH.

Pii pH 6,0 y fragmenty mensi nez y/4 dosédhly miry modifikace kolem 10 %, zatimco
u fragmentt y/5 a vyssich pozorujeme nartist miry modifikace, jez se pohybovala od 30 do
50 %. y15 je fragment obsahujici dva postranni fetézce tyrosinu, threoninu a lysinu, zatimco
v5 a vys$i obsahuji jen jeden postranni fetézec tyrosinu, threoninu a lysinu. Zvyseni pH na
7,0 vede k poklesu miry modifikace oproti pH 6,0. Opét pozorujeme u fragmentl y/15, y17
a yl8 nartst intenzity oproti ostatnim fragmentim (u y/6 neni nartst miry modifikace tak
znacny). Dalsi zvyseni pH na 8,0 vede ke zvySeni urovné modifikace vSech y fragmentt.
Vidime, ze fragmenty y/4 a mensi doséhly pti pH 8,0 mnohem vy$$i miry intenzity nez pii
pH 6,0 a 7,0, zatimco rozdil mezi mirami intenzit pro riznd pH nebyl tak veliky pro
fragmenty y/5 a vyssi. VSechny y fragmenty v grafu dosahly nejvyssi miry intenzity pti pH
8,0.

Dle obrazku 25 (str. 53) b fragmenty pii pH 6,0 dosdhly miry modifikace 90 %
a vyssi bez ohledu na aminokyselinové sloZeni fragmentu. Tento trend ziistal zachovan i pfi
pH 7,0, byt’ s vyjimkou fragmentu 523, jenz dosédhl miry modifikace 81,2 %. ZvySeni pH na
8,0 vede k znacnému snizeni miry modifikace vSech fragmentii — nejvyssi hodnoty dosahl

fragment b24 (25 %), u vSech ostatnich se mira intenzity nizsi.
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Blnsulinu s intrapeptidovym spojenim.
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4.1.4 DIBU

Srovnani hmotnostnich spekter p¥i riznych pH
Nize uvedend pfiblizend hmotnostni spektra ukazuji tiikrat nabité produkty modifikace
BInsulinu pomoci DIBU pfi tiech riiznych pH reakce. Pii pH reakce 6,0 (obr. 26B, str. 55)
je nejintenzivnéjSim iontem nemodifikovany peptid. Ve spektru se vyskytuji modifikace
BInsulinu odpovidajici monolinku, intrapeptidovému spojeni, intrapeptidovému spojeni
a monolinku, dvéma monolinkiim. Z téchto signalid je nejsilngj$i monolink, jehoZ intenzita
je polovi¢ni oproti intenzité nemodifikovaného peptidu.

Modifikaci BInsulinu pfi vys$S§im pH (obr. 26C, str. 55) roste intenzita signalu vSech
modifikaci, nicméné nejintenzivnéjsi je stale nemodifikovany BInsulin. Pti tomto pH (7,0)
je také nejintenzivnéj$i modifikaci monolink, ktery ma téméf stejnou intenzitu jako

nemodifikovany Blnsulin.

Dalsi zvySeni pH reakce (obr. 26B, str. 55) vede ke snizeni intenzity vSech
modifikovanych peptidi a intenzita vicenasobnych modifikaci je zanedbatelna. Spektru

modifikace pfi pH 8,0 dominuje nemodifikovany peptid.

Srovnanim s hmotnostnimi spektry acetylace BInsulinu poomci IA (obrazek 18, str. 44)
vidime podobné zavislosti obou c¢inidel na pH. Jak IA, tak DIBU reaguji pii pH 8,0
s BInsulinem nejméng, zatimco obé& Cinidla nejvice reagovaly pii pH 7,0. Na rozdil od NHS-
Ac aDSBU je ve vSech tfech spektrech modifikace (pomoci IA a DIBU) pfitomny intenzivni
ion odpovidajici nemodifikovanému PBlnsulinu. Z naméfenych dat lze konstatovat,
ze reaktivita IA, respektive DIBU, je srovnatelnd s reaktivitou NHS-Ac, respektive DSBU,
pii pH 6,0.
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Obr. 26 Hmotnostni spektra Blnsulinu nemodifikovaného (A) a modifikovaného pomoci DSBU pri
pH 6,0 (B), pri pH 7,0 (C) pri pH 8,0 (D). Vsechna spektra jsou priblizena na nabojovy stav 3+.
Popisky nad spektry znaci m/z odpovidajici izotopové obdlce nemodifikovanému Blnsulinu (INS),
Blnsulinu s intrapeptidovym spojenim (C), Blnsulinu s monolikem (M), Blusulinu s dvéema
intrapeptidovymi spojenimi (2C), Blnsulinu s dvema monoliky (2M) a Blusulinu s intrapeptidovym

spojenim a s monolinkem (CM)
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MS/MS analyza produktu typu 0 (monolink)
Obrazek 27 (str. 57) a obrazek 28 (str. 58) zobrazuji zavislost miry modifikace vybranych

y a b fragmentli na pouzitém pH.

Pti pH 6,0 vidime, ze uroven modifikace fragmenti y3, y4, 35, y6 a y14 znacné kolisa,
nicmén¢ ve vSech piipadech je niz$i nez 50 %. Fragment y3, ktery obsahuje
(z modifikovatelnych skupin) jen aminoskupinu lysinu (K28), dosahuje miry modifikace
témet 25 %, nicméné y4 dosahuje miry modifikace sotva 10 % (ackoliv obsahuje také
postranni fetézec lysinu a navic postranni fetézec threoninu). Hodnota miry modifikace
znovu narustd u fragmentu y5 (ktery navic obsahuje jesté hydroxyskupinu tyrosinu, Y26)
a tato hodnota je vys$si nez v obou piedchozich pripadech. y6 ma miru modifikace nizsi nez
v5. Dva postranni fetézce tyrosinu obsahuje y/5, jehoz mira modifikace je téméf rovna
padesati procentiim, nicméné vSechny nasledujici y fragmenty v obrazku 25 (které obsahuji
stejné nukleofilni skupiny jako y/5) jiz maji miru modifikace vyssi nez 50 %. Fragment b4,
jenz obsahuje jen N-konec jako modifikovatelnou skupinu, ma miru modifikace vyssi nez
padesat procent, ovSem hned nasledujici fragment 515, ktery obsahuje také jen N-konec
(jako modifikovatelnou skupinu), ma troven modifikace nizsi. VSechny fragmenty od 76
(N-konec a Y16) maji miru modifikace vyssi nez padesat procent s tim, Ze nejvyssich hodnot

dosahly fragmenty b24 a b27 (Y26).

Mira modifikace y fragmentl se méni podobné pii pH 7,0 jako pii pH 6,0, ackoliv jsou
tyto hodnoty vyssi pro pH 7,0. Pomérné ndpadnym rozdilem jsou hodnoty u fragmentu y/4,
jehoz mira modifikace je témet 75 % a je vySSi neZ fragmentu y/35, ktery oproti nému navic
obsahuje druhy postranni fetézec tyrosinu. Fragmenty y/4 a vyssi tedy maji miru modifikace
vyssi nez 50 %. Fragment b4, na rozdil od pH 6,0, dosdhl miry modifikace mensi nez
padesat procent stejné jako fragment b/5. Fragmenty 16 a b18 mély miru modifikace
blizkou 50 %. Velké b fragmenty krom b25 dosahly vysoké miry modifikace (b26 a b27

dosahly nejvyssi miry modifikace z b fragmentit).

Mira modifikace y3 fragmentu pii pH 8,0 je vyS$$i nez padesat procent, coZ piedstavuje
znaény nariist oproti predchozim dvéma pH. V ostatnich pfipadech v grafu je mira
modifikace mensi nez padesat procent az po fragment y/4, ktery dosahl nejvyssi hodnoty.

Vsechny nasledujici y fragmenty dosdhly také miry modifikace vyssi nez padesat procent.
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b fragmenty uvedené v grafu maji miru modifikace vzdy mensi nez padeséat procent bez
ohledu na aminokyselinové sloZeni fragmentu. Mira modifikace b/4 a b5 je nizsi nez
ostanich b fragmentli, které obsahuji navic 1 hydroxyskupiny tyrosinu. Nejvyssi hodnoty

(témet 50 %) dosahl fragment 26, ktery obsahuje dva postranni fetézce tyrosinu.
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Obr. 27 Zavislost miry modifikace vybranych y fragmentii na pH pro DIBU.

Mira modifikace [%]
o o (=] o (=]

o

100

90

80

70

6

o

B pH6,0

5
mpH 7,0
4 B pH 8,0
3
2
, |
bl4 bl5 bl6 bl7 bl8 b24 b25 b26  b27

Obr. 28 Zavislost miry modifikace vybranych b fragmentit na pH pro DIBU.
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MS-MS analyza produktu typu 1 (intrapeptidové spojeni)
NiZze uvedené obrazky (obr. 29, str. 59 a obr. 30, str. 59) ukazuji miry modifikace BInsulinu

s intrapeptidovym spojenim pro y a b fragmenty pii tiech rtiznych pH pro rtizné fragmenty.

Pti pH 6,0 miizeme pozorovat, ze y fragmenty vyssi nez y15 — tedy ty obsahujici postranni
fetézce lysinu, threoninu a obou tyrosini jako nukleofilni skupiny - dosahuji nejvyssi miry
modifikace mezi y fragmenty, kterou maji vSechny vyssi nez 80 %. Niz§i y fragmenty maji
miru modifikace mensi nez padesat procent a tyto hodnoty kolisaji od . Tyto y fragmenty
obsahuji postranni fetézce lysinu, threoninu a tyrosinu. VSechny b fragmenty uvedené
v tabulce dosahuji miry modifikace vyssi nez 70 % s tim, Ze nejvyssich hodnot dosahly
fragmenty b26 a b27, které obsahuji N-konec a dva postranni fetézce tyrosinu (527 navic
jesté postranni fetézec threoninu) jako modifikovatelné skupiny. Oba tyto fragmenty dosahly

miry modifikace vy$si nez 95 %.

Pti pH 7,0 miry modifikace y fragmentd mens$ich nez y 15 opét kolisaji. y5 a y9 dokonce
dosahly miry modifikace vyssi nez 50 %, nicméné vSechny ostatni mely miru modifikace
mensi, ackoliv obsahuji stejné nukleofilni skupiny. Od fragmentu y/5 jsou miry modifikaci
mnohem vys§i neZ padesat procent - nejniz$i hodnoty dosahl fragment y/8 (83,8 %).
U b fragmentl jsou vS§echny poméry intenzit vétsi nez jedna s maximem u fragmentti 526

a b27, jez maji miru modifikace vySsi nez 90 %.

Pii pH 8,0 se miry modifikace y fragmentl opét 1i8i v zavislosti na aminokyselinovém
sloZzeni daného fragmentu. y5 fragment, obsahujici postranni fetézec lysinu, threoninu
a tyrosinu, dosahuje miry modifikace vétSi nez padesat procent, zatimco fragmenty 6 a y§
dosahuji poméru nizsiho (ackoliv obsahuji stejné nukleofilni skupiny jako y5). y15 a vétsi
fragmenty, které obsahuji oba postranni fetézce tyrosinu, jeden lysinu a threoninu, znovu
dosahuji pomért intenzit mnohem vétSich nez jedna. Mira modifikace b fragmenti je niZsi
nez pii pH 6,0 a 7,0 a je nizsi nez 50 % u fragmentti mensSich nez h24. fragmenty 24 a vyssi
maji miru modifikace vyssi nez 50 % (vyjimkou je fragment b25), ovSem i u téchto

fragmentt je znatelny pokles oproti dvou pfedchozim pH.
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Obr. 29 Zavislost miry modifikace vybranych y fragmenti. Fragmentace zesiténého

Blnsulinu pro DIBU.
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Obr. 30 Zavislost miry modifikace vybranych b fragmentu. Fragmentace zesiténého
Blnsulinu pro DIBU.
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4.2 Pristup zdola nahoru

4.2.1 Monolinky

NHS-Ac

Ze srovnani poctu acetylaci peptidd BSA pomoci NHS-Ac (obr. 31) pfi rtiznych pH lze
vy¢ist, Ze nejvice peptidl bylo acetylovano pii pH 7,0 a pti vSech métenych pH byl nejcastéji
acetylovanou aminokyselinou lysin. Pfi pH 7,0 a 8,0 Ize sledovat veliky nartst poctu
vicenasobné acetylovanych peptidd, ve kterych opét dominoval postranni fetézec lysinu.
Postranni fetézec tyrosinu byl acetylovan méné neZ lysin s tim, Ze nejvice byl acetylovan

také pii pH 7,0. Pocet acetylaci tyrosinu pii pH 6,0 a 7,0 je srovnatelny.
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Misto modifikace

Pocet acetylaci

Obr. 31 Graf zavislosti poctu identifikovanych peptidii s jednou modifikaci postranniho
retezce lysinu (sloupce K) a tyrosinu (sloupce Y) a s dvéma a vice modifikovanymi lysiny

(sloupce KK) a tyrosiny (sloupce YY) pri riiznych pH pro NHS-Ac.
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1A

Z obrazkl 32 lze pozorovat, ze k acetylaci BSA pomoci IA pfi vSech tfech pouzitych pH
dochazi také nejcastéji na postrannim fetézci lysinu. Pii pH 7,0 bylo nalezeno nejvice
takovych peptidil a lze sledovat nartist poctu vicendsobné acetylovanych peptidl, zatimco
pocet acetylovanych peptidi pti pH 6,0 byl vyssi nez pti pH 8,0. Postranni fetézec tyrosinu
byl nejcastéji modifikovan pii pH 7,0, zatimco pocet modifikaci pii pH 6,0 a 8,0
byl srovnatelny. Srovnanim poctu acetylaci pti pouziti NHS-Ac a IA Ize shrnout, Ze pii vSech
ttech pH byl pocet acetylaci pomoci NHS-Ac vy$si nez pfi pouziti IA a Ze obé¢ Cinidla

nejcastéji acetylovala postranni fetézec lysinu.
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Obr. 32 Graf zavislosti poctu identifikovanych peptidii s jednou modifikaci postranniho
retezce lysinu (sloupce K) a tyrosinu (sloupce Y) a s dvema a vice modifikovanymi lysiny

(sloupce KK) a tyrosiny (sloupce YY) p7i riiznych pH pro IA.
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DSBU
Cinidlo DSBU, jehoz reaktivni skupiny jsou totozné s tou NHS-Ac, je homobifunkéni

a reakci sproteinem muze dojit ktvorbé spojeni, a to jak intrapeptidovych,
tak interpeptidovych. V nize uvedeném obrazku (obr. 33) jsou nicméné uvedeny jen pocty
monolinkll. Stejn€ jako pii pouziti NHS-Ac bylo BSA timto cinidlem také nejvice
modifikovano pti pH 7,0 — jedinou vyjimkou byla modifikace postranniho fetézce tyrosinu
ve vicenasobné modifikovanych peptidech, kde byl tyrosin nejcastéji modifikovan pti pH
6,0. Pii vSech pH byl nejcastéji modifikovan postranni fetézec lysinu. Néapadny rozdil
v poctu acetylaci oproti ¢inidlu NHS-Ac je v porovnani poc¢tu jedenkrat a vicekrat
modifikovanych peptidii — zatimco pii pouziti NHS-Ac dominovaly pii pH 7,0 a 8,0 vicekrat
modifikované peptidy, u DSBU je tomu opacné. Toto ¢inidlo modifikovalo postranni fetézec
tyrosinu nejcastéji pti pH 6,0 a 7,0 (pii pH 7,0 trochu castéji), zatimco pii pH 8,0 jen

minimalné.
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Obr. 33 Graf zavislosti poctu identifikovanych peptidii s jednou modifikaci postranniho
retezce lysinu (sloupce K) a tyrosinu (sloupce Y) a s dvéema a vice modifikovanymi lysiny

(sloupce KK) a tyrosiny (sloupce YY) p¥i riiznych pH pro DSBU.
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DIBU

Cinidlo DIBU ma4 obé reaktivni skupiny stejné jako IA. Vzhledem k tomu, Ze toto &inidlo
je homobifunkéni, mize reakci s proteinem dojit ke vzniku intrapeptidového spojeni,
nicmén¢ v uvedeném obrazku jsou jen pocty peptidii s monolinkem. Z obrazku 34 vidime,
ze toto Cinidlo nejvice modifikovalo BSA pfi pH 7,0 s tim, ze nejcastéji byl modifikovan
postranni fetézec lysinu. Postranni fetézec tyrosinu byl timto cinidlem nejcastéji
modifikovan pii pH 7,0 (u vicenasobné¢ modifikovanych peptidii tomu bylo pii pH 8,0,
nicméné z tabulek vidime, Ze tyto hodnoty jsou jednak pomérné rozptylené a pii seCteni
poctu modifikaci postranniho fetézce tyrosinu u jedenkrat a vicekrat modifikovanych
peptidu jich je vice pti pH 7,0). Ve srovnani s IA bylo pti pH 7,0 nalezeno mnohem méné
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Obr. 34 Graf zavislosti poctu identifikovanych peptidi s jednou modifikaci postranniho
retezce lysinu (sloupce K) a tyrosinu (sloupce Y) a s dvéma a vice modifikovanymi lysiny

(sloupce KK) a tyrosiny (sloupce YY) pri riznych pH pro DIBU.
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vicekrat modifikovanych peptidi. Pti srovnani DIBU a DSBU lze pozorovat, ze obé ¢inidla
modifikovala peptidy BSA nejcastéji pii pH 7,0 a také ze pocet modifikaci peptidi BSA
pomoci DSBU byl pii vSech pH vyssi nez poc¢et modifikaci pomoci DIBU.

4.2.2 Intra- a interpeptidova spojeni

pH 6,0

Na obrazku 35 (str. 65) lze pozorovat, ze pii pH 6,0 byl u obou ¢inidel nejcastéji spojovan
postranni fetézec lysinu. U obou ¢inidel bylo napocitano nejvice spojeni mezi postrannim
fetézcem lysinu a druhym blize neurCenym postrannim fetézcem. Krom spojeni dvou
postrannich fetézcii tyrosinu bylo pokazdé napocitdno vice spojeni pii pouziti DSBU nez
DIBU. Nejnapadnégjsi rozdil v poctu spojeni byl nalezen u spojeni dvou postrannich fetézct

lysinu, kde u DSBU byl nalezen témét dvojnasobek spojeni pomoci DIBU.

pH 7,0

Pti pH 7,0 (obr. 36, str. 65) bylo, na rozdil od pH 6,0, nalezeno téméf shodné mnozstvi
spojeni mezi postrannimi fetézci tyrosinu jak pfi pouziti DSBU, tak i DIBU (14,3 pro DSBU
a 13,6 pro DIBU). Opét plati, ze vice spojeni bylo nalezeno pii pouziti DSBU nez DIBU.
Lysin byl 1 pfi tomto pH nejcastéji spojovanou aminokyselinou. Vidime nartst poctu vSech

typl spojeni u obou ¢inidel krom zesiténi dvou postrannich fetézct tyrosinu.

pH 8,0

Pti pouziti pH 8,0 (obr. 37, str. 66) vidime pokles poctu vSech typl spojeni oproti pH 7,0
(nicméné jich bylo vice nez pti pH 6,0) krom spojeni dvou postrannich fetézct tyrosinu,
jejichz pocet byl vice méné konstantni napfi¢ v§emi pouZzitymi pH a pohyboval se kolem 15.
Stejné jako pti obou piedchozich pH byl nej€astéji spojovan postranni fetézec lysinu. Krom
pfipadu spojeni dvou postrannich fetézcu tyrosinu bylo vzdy napocitano vice spojeni pii

pouziti DSBU nez DIBU.
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Obr. 35 Pocty nalezenych spojeni mezi postrannimi retézci lysinu, tyrosinu a neurcenych

aminokyselin pro obé cinidla pri pH 6,0.
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Obr. 36 Pocty nalezenych spojeni mezi postrannimi retézci lysinu, tyrosinu a neurcenych

aminokyselin pro obé cinidla p7i pH 7,0.
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Obr. 37 Pocty nalezenych zesiteni mezi postrannimi retézci lysinu, tyrosinu a neurcenych

aminokyselin pro obé cinidla pri pH §,0.
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5 Diskuze

Prvotnim zamérem stojicim za vznikem této prace byla snaha rozsifit soucasnou paletu
sitovacich ¢inidel o ¢inidlo, které by se selektivné vazalo na tyrosin. Impulsem k této snaze
byla studie Leavel et al.,”® kterd popisuje, Ze se ¢inidla obsahujici NHS-ester, ktera za pH
7,0 modifikuji lysiny, se mohou za pH 6,0 vazat na tyrosin. Zaroven s ¢inidly obsahujici
NHS-esterovou skupinu jsme testovali i jejich derivaty obsahujici imidazolovou skupinu,
o které bylo rovnéz publikovéno, Ze s tyrosiny reaguje.”! K ovéfeni tohoto chovani byl jako
modelovy protein pouzit beta oxidovany fetézec insulinu (BInsulin), ktery obsahuje
30 aminokyselin z toho 2 tyrosiny, 1 lysin. BInsulin byl modifikovan ¢tyfmi Cinidly pfi tfech
ruznych pH. Z obrazki (obr. 15, str. 40; obr. 18, str. 44; obr. 21, str. 49; obr. 26, str. 55)
porovnani hmotnostnich spekter pro jednotliva Cinidla lze pozorovat, Ze ¢inidla obsahujici
imidazolovou skupinu se vazi na Blnsulin efektivnéji pti pH 6,0 a 7,0 zatimco ¢inidla
obsahujici NHS-ester reaguji 1épe pii pH 7,0 a 8,0. Tento jev naznacuje rozdilnou reaktivitu,

ale nelze z néj usuzovat na pripadnou specifickou vazbu imidazolovych ¢inidel na tyrosin.

Nameétend data z fragmentace technikou CID jedenkrat modifikovaného PInsulinu
odhalila n€kolik zajimavych vlivi. Pti pH 6,0 1ze z urovné modifikaci y fragmentt usuzovat
na preference vaznych mist ¢inidel. Z obrazk 16 (str. 42), 19 (str. 47), 1ze dedukovat,
ze u fragmentl y3 (obsahujici postranni fetézec lysinu) a y4 (s postrannim fetézcem lysinu
a threoninu) lze dosdhnout vys$i miry modifikace pii acetylaci pomoci NHS-Ac neZ za
pouziti IA. U fragmentu y6, ktery navic obsahuje postranni fetézec tyrosinu (Y26) a vysSich
a Y16) tyrosinu, jeden threoninu a lysinu. Lze tudiz sledovat Ze u fragmentii, jez obsahuji
jen lysin a threonin jako nukleofilni skupiny, dosahuje NHS-Ac vy$s§i miry modifikace nez
IA. U fragmentid obsahujicich tyrosin je tento pomér opacny. U fragmentt y/5 a vysSich,
acetylovanych pomoci IA, mira modifikace oproti ostatnim y fragmentiim jesté vice narista.
Z tohoto lze usuzovat, ze A pti pH 6,0 mé vyssi specifitu pro postranni fetézec tyrosinu nez
NHS-Ac. Z obrazkt 22 (str. 51), 27 (str. 57) lze pozorovat, ze ¢inidlo DIBU dosahlo vyssi
miry modifikace neZ DSBU u vSech fragmentl. Vzhledem k pozorovanému narlistu miry
modifikace u fragmentu y/5 a vysSich Ize usuzovat, podobné jako u IA, na vyssi specifitu

vUci postrannimu fetézci tyrosinu nez ma DSBU. Vzhledem k rozptylenym hodnotdm miry
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modifikace fragmentli b25 a menSich nelze u ¢inidel IA (obr. 20, str. 47) a DIBU (obr. 28,
str. 57) usuzovat na vazebné preference, nicmén¢ nartist miry modifikace u fragmentt b26
a b27 l1ze pti pH 6,0 pfipsat postrannimu fetézci tyrosinu (Y26). Pokud tento zavér doplnime
o informace ziskané z y fragmentt, lze u ¢inidel IA i DIBU (pii pH 6,0) dedukovat vyssi
ptispévek postranniho fetézce tyrosinu k mife modifikace dan¢ho fragmentu nez u Cinidel

NHS-Ac (obr. 20, str. 47) a DSBU (obr. 23, str. 51).

Pfi acetylaci pfi pH 7,0 pomoci IA (obr. 19, str. 47) l1ze vzhledem k nérGstu miry
modifikace od fragmentu y6 (Y26) do fragmentu y/4 vyvozovat na ptispévek postranniho
fetézce tyrosinu k celkové mife modifikace. U fragmentt y/5 a vysSich lze zaznamenat dalsi
nartist miry modifikace, ke které miize prispivat dalsi postranni fetézec tyrosinu (Y 16).
Nartst miry modifikace u fragmentu b/6 oproti ostatnim b fragmentii (obr. 20, str. 47) Ize
pfipsat postrannimu fetézci tyrosinu (Y 16) a dalsi narast u fragmentti »26 a 27 druhému
postrannimu fetézci tyrosinu (Y26). Hodnoty miry modifikace y fragmenti modifikovanych
pomoci DIBU (obr. 27, str. 57) jsou pomérné rozptylené a tézko z nich lze dedukovat
ptispévky jednotlivych aminokyselinovych zbytkl. Naopak vzhledem k podobné zavislosti
miry modifikace b fragmentii jako u IA a obr. 28, str. 57) 1ze u€init podobné zavéry ohledné
ptispévkl postrannich fetézct tyrosinu.

Pro reakci pti pH 8,0 je mozné u Cinidla TA (obr. 19, str. 47) pfipsat nartist intenzity
fragmentu y/5 a vysSich postrannimu fetézci tyrosinu (Y16). Hodnoty miry modifikace
fragmentl od y3 do y/4 jsou velmi rozkolisané. Zda se, Ze pti pH 8,0 je ptispévek tyrosinli
k celkové mife intenzity y fragmentii niz$i nez u pH 6,0 a 7,0 (ackoliv i tak je pravdépodobné
vys$$i nez u Cinidla NHS-Ac (obr. 16, str. 42), které nejevi velké rozdily mezi y fragmenty).
Postrannim fetézciim tyrosinu lze pfisoudit i narst miry modifikace fragmentti b16 (Y16) a
b26 (Y16, Y26) (obr. 20, str. 47). Kviili nekonsistentnim hodnotdm miry modifikace y
fragment modifikovanych pomoci DIBU lze tézko usuzovat na piispévky raznych
postrannich fetézcl k celkoveé mife modifikace. Z hodnot miry modifikace b fragmentt (obr.
28, str. 57) lze nicméné ucinit podobné zavery jako u ¢inidla IA.

V grafu monitorujici iroven modifikace u kovalentné spojenych peptidi pii pH 6,0 (obr.
38, str. 69) lze pozorovat, ze vSechny y fragmenty spojené pomoci DIBU dosahly vys§i miry
modifikace nez ty spojené pomoci DSBU. Fragmenty y5 az y/4 obsahuji postranni fetézce

lysinu, threoninu a tyrosinu. Zna¢ny narist miry modifikace lze zaznamenat
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u fragmentu y/5 a vysSich, ktery obsahuje jiz oba postranni fetézce tyrosinu (Y16 a Y26).
Tento ptirastek hladiny modifikace Ize pfipsat prave tyrosinu Y 16. Je ovSem tieba pfipustit,

ze skok v mife modifikace vidime i u ¢inidla DSBU. Ten je ovS§em niz$i nez v ptipadé¢ DIBU.

U b fragmentl spojenych pomoci DSBU vidime (obr. 38), Ze mira modifikace je — do
jisté miry —nezavislad na aminokyselinovém slozeni daného fragmentu, ¢ili nelze zaznamenat
zadny velky pfiristek miry modifikace u néjakého fragmentu. Vzhledem k tomu lze
predpokladat, Ze spojeni probéhlo jist€ mezi N-koncem a postrannim fetézcem tyrosinu — at’
uz Y16 nebo Y26. U ¢inidla DIBU naopak lze vyvodit pfirGstek miry modifikace u
fragmentti b26 a b27, tedy téch, které obsahuji N-konec, Y16 a Y26 (u b27 je navic postranni
feté¢zec threoninu, nicméné vzhledem ke vSem uvedenym datim threonin nijak vyrazné
nepfispiva k mife modifikace). Zatimco tedy DSBU nejevilo zavislost na aminokyselinovém
sloZeni dané¢ho fragmentu (mira modifikace se pohybovala kolem 90 % ve vSech piipadech),

tak u DIBU dosahujeme nejvyssi miry modifikace u fragmentt b26 a b27.
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Obr. 38 Mira modifikace intrapeptidového spojeni u vybranych y i b fragmentii pri pH 6,0.
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Pti pH 7,0 (obr. 39) dosahly opét y fragmenty spojené pomoci DIBU vys$si miry modifikace

neZ ty spojené pomoci DSBU. Znovu lze pozorovat signifikantni narist miry modifikace
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Obr. 39 Mira modifikace intrapeptidového spojeni u vybranych y i b fragmentu pri pH 7,0.

od fragmentu y/5 dale (u obou ¢inidel, nicméné u DSBU neni nartst tak veliky, a navic
je hodnota miry modifikace fragmentu y/6 pravdépodobné vychylend). U obou ¢inidel tento
narist Ize ptipsat Y16, ackoliv u ¢inidla DIBU ma mnohem vétsi vliv, nebot’ hodnota miry

modifikace y fragmentt obsahujici Y16 je vyssi nez 80 %.

Co se tyCe b fragmentl spojenych pomoci DSBU (obr. 37), jejich mira modifikace byla
do jisté miry konstantni bez ohledu na to, zda dany fragment obsahoval jen N-konec a Y16,
nebo i dalsi tyrosin a threonin. U ¢inidla DIBU lze sledovat jinou zavislost. Fragmenty b16
az b25 maji miru modifikace v rozmezi od 50 % do 70 %, zatimco u fragmentt 26 a b27
lze pozrovat skokovy nartst modifikace (oba fragmenty dosahly miry modifikace vyssi
nez 90 %). U DIBU tedy muze byt pfipsan vyssi ptispévek Y26 k celkové mife modifikace
nez u DSBU. (A stejné tak 1 Y16 ze zavislosti y fragmentli — je tedy mozné, ze DIBU ma
mensi afinitu k N-konci nez DSBU).
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U pH 8,0 (obr. 40) u obou cinidel jsou hodnoty miry modifikace y fragmentii zna¢né
rozkolisané, 1 pfesto nelze pominout, Ze mira modifikace fragmentt od y5 do y/4 je vyssi
pfi pouziti DSBU nez DIBU. Jsou to fragmenty obsahujici postranni fetézec lysinu,
threoninu a tyrosinu (Y26). Vzhledem k nartistu hladiny modifikace fragmentt y/5 a vyssich
spojenych pomoci DIBU pfipisujeme vétsi vliv Y16 k celkové mife modifikace pfi pouziti

DIBU nez DSBU.

100
90

8

6

5 m DSBU
m DIBU

4

0 ‘ ‘ | | I | |

y9 yll yl4 y15 y16 y17 y18 bl6 bl7 bl8 b23 b24 b25 b26

Mira modifikace [%)]
o o o o 3 o

]
o

iy
o

Obr. 40 Mira modifikace intrapeptidového spojeni u vybranych y i b fragmentu pri pH 8,0.

b fragmenty spojené pomoci DSBU (obr. 40) maji vice méné konstantni hodnotu
modifikace pohybujici se v rozmezi od 10 % do 20 %. b fragmenty spojené pomoci DIBU
maji vys§i miru modifikace nez ty spojené¢ pomoci DSBU bez ohledu na aminokyselinové
sloZzeni daného fragmentu. Skokovy narGst miry modifikace je zaznamendvéan jiz u
fragmentu b25, obsahujiciho stejné nukleofilni skupiny jako »/6 (N-konec a Y16), coz
znemoziuje posoudit vliv Y26 k celkové mife modifikace. Vzhledem k vysledkim y
fragmentli ovSem Ize usuzovat, ze vyssi mira modifikace fragmentd 676 az b24 spojenych

pomoci DIBU je vlivem vétsiho vlivu Y16 k celkové mife modifikace nez u ¢inidla DSBU.
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Mrwe

ze veskera publikovana data v této praci z tohoto pfistupu jsou monoplikaty. Z ¢asovych
divodi nebyly ostatni vzorky az na par vyjimek vyhodnoceny. Nicméné prave téchto par
vyjimek ukazuje, ze reprodukovatelnost se pohubuje v fadu 5 %. Kazdopadné data z MS/MS
analyzy pomoci CID pfistupem shora doli na urCitou rozkolisanost trpi obecné, je to
zpusobeno rozlicnym zptisobem fragmentace jednotlivych vznikajicich iontt. Pro zlepseni

namétfenych dat by bylo mozné vyuzit jemnéjSich technik fragmentace jako je ECD a ETD.

Zavéry ziskané zdat zpfistupu shora doli byly dale doplnény o data z méfeni
modelového proteinu BSA z pfistupu zdola nahoru. V rdmci tohoto pfistupu byl protein
studovan po kovalentnim znaceni vSemi Ctyimi Cinidly a to pfi tiech pH v triplikatu.
Z tabulek 3 az 12 v ptiloze 1 a obrazkii 31 (str. 61), 32 (str. 62), 33 (str. 63), 34 (str. 64) pii
vSech tfech pouzitych pH bylo zjisténo, ze nejvice modifikovanych peptidii dosahovaly
peptidy, jez obsahovaly modifikaci postranniho fetézce lysinu, bez ohledu na to, jaké ¢inidlo
bylo pouzito. Taktéz pro vSechna cinidla bylo identifikovano nejvice modifikovanych
peptidi BSA pti pH 7,0, coz naznacuje, ze zkoumana ¢inidla se efektivnéji vazi na lysin
a to pfi vSech studovanych pH hodnotich. Nicméné kdyz vezmeme v tvahu celkové
mnozstvi aminokyselin v sekvenci BSA, kdy protein obsahuje ptiblizné tfikrat vice lysini
nez tyrosind, tak se tento zavér meéni (obr. 45, str. 75). A v pfipadé Ze se zam¢efime jen na
zbytky, které jsou dostupné rozpoustédlu, které byly identifikovany na zéklad¢é vypoctu
SASA, tak 1ze naopak pozorovat opacny efekt a tedy efektivnéjsi vazbu na tyrosiny. Pocty
modifikaci dokladaji obrazky 41 a 42 na strané 74 a obrazky 43 a 44 na strané 75, kde byly
zminéné pocty modifikovanych peptidii vztazeny na dostupné postranni fetézce lysinu
a tyrosinu, vypoctené pomoci SASA (jako limitni hodnota pfistupnosti bylo pouZzito 20 %).
Tak bylo uréeno jako piistupnych 53 lysint, zatimco jen tfi tyrosiny. Z hlediska vysledku
vypoctu dostupnych aminokyselinovych zbytkl rozpoustédlu se zda, ze pouzity nadbytek
¢inidel a to 40nasobek pro monofunkéni €inidla a 80nasobek pro ¢inidla homobifunkéni byl
prilis velky a mohl negativné ovlivnit cely pokus. Nadmérné mnozstvi volného cinidla

v roztoku mohlo zplisobit vazbu na aminokyseliny, které by se pfi niz§im nadbytku nevazaly.

Z interpretace dat se zda, ze Cinidla obsahujici imidazol ve své struktufe reaguji

s postrannimi fetézci tyrosinu ¢astéji nez NHS-estery, nicméné rozdil nebyl ptili§ znacny.
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Taktéz celkova reaktivita téchto ¢inidel se jevi nizsi nez u zminénych NHS-esterti. Nicméné

to nelze brat jako konecny zavér a je tfeba se tomuto studiu vénovat 1 nadale.
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Obr. 41 Pocty nalezenych modifikaci lysinu v jedenkrat modifikovanych peptidech vztazené

na pocet pristupnych lysinai.
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Obr. 42 Pocty nalezenych modifikaci lysinu ve vicekrat modifikovanych peptidech vztazené

na pocet pristupnych lysinii.
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Obr. 43 Pocet nalezenych modifikaci tyrosinu v jedenkrat modifikovanych peptidech

vztazené na pocet pristupnych tyrosinii.
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Obr. 44 Pocet nalezenych modifikaci tyrosinu ve vicekrdat modifikovanych peptidech

vztazené na pocet pristupnych lysinii.
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Obr. 45 Krystalova struktura BSA s vyraznénymi postrannimi fetézci lysinu (Cerveng) a

tyrosinu (zeleng).
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6 Zavér

e Vybranymi ¢inidly byly uspésné kovalentné¢ oznaceny modelové proteiny

¢ Byla identifikovana mista a mira modifikace jednotlivych fragmenti modelového

proteinu oxidovaného beta fetézce insulinu ptistupem shora dolt (top down)

e Byla identifikovana mista modifikace hovéziho sérového albuminu a celkovy pocet

peptida s modifikaci pfistupem zdola nahoru (bottom up)
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