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ABSTRAKT

Hmotnostni spektrometrie a techniky s ni spojené jsou velice dilezitym a uziteCnym
nastrojem pii studiu struktury proteinid. Jednou z téchto technik je i kovalentni znaceni
proteind, které je mozné pouzit ke zkoumani pfistupnosti jejich povrchu a jejich
dynamiky obecn¢. Piestoze jiz byla pro tuto metodu vyvinuta spousta ¢inidel, vétSina
znich je limitovana jejich schopnosti selektivné reagovat jen s omezenym poctem
aminokyselin, vétSinou lysinem, argininem nebo tyrosinem a neselektivni metody, jako
rychla fotochemicka oxidace proteini, jsou velice ndro¢né a nékladné. Z toho diivodu
existuje stale snaha o vyvoj novych metod kovalentniho znaceni. Touto novou metodou
by mohla byt trifluormethylace, ktera je stile vice pouzivanou technikou modifikace
organickych molekul a jejiz mozny potencidl jsme se proto rozhodli studovat. V této praci
jsme pouzili novou skupinu formalné elektrofilnich ¢inidel, ktera je vytvorena na bazi
cyklického hypervalentniho jodidového jadra. Tato skupina tzv. Togniho ¢inidel byla
pouzita jako nastroj radikalového znaceni proteinti. Jako modelovy protein byla vybrana
lidské karbonické anhydrasa, jejiz struktura je velice dobfe prostudovana. Modifikovany
protein byl analyzovan pfistupem bottom up pomoci kombinace kapalinové
chromatografie a tandemové hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim. Ze
ziskanych dat vyplyva, ze reakci s Togniho ¢inidly dochazi k modifikaci postrannich
fetézcl aminokyselin, a to pfedev§im u aminokyselin aromatickych. Ukazuje se tedy, Ze
by trifuormethylace pomoci Togniho ¢inidel s néslednou hmotnostné-spektrometrickou
analyzou mohla ptedstavovat rychlou, Gi€¢innou a ¢asové 1 finanéné€ nenarocnou metodu

k charakterizaci struktury proteint a posléze 1 k validaci terapeutik.

Klicova slova: lidska karbonickd anhydrasa, hmotnostni spektrometrie, kovalentni

znaceni proteint, trifluormethylace, Togniho ¢inidla



ABSTRACT

Mass spectrometry techniques are very important and useful tool in studying of protein
structure. One of these techniques is the covalent labeling of proteins. The covalent
labeling can be used for determination of the accessibility of protein surface and their
dynamics in general. Although a lot of reagents have already been developer for this
method, most of them are limited by their ability to selectively react with only some of
amino acids, mostly lysine, arginine or tyrosine, and non-selective methods such as fast
photochemical oxidation of proteins are very demanding and costly. Therefore, there is
still a endeavor to develop new methods of covalent labeling. This new method could be
trifluoromethylation, which is increasingly used in the modification of organic molecules,
and whose potential we have decided to study. In this work we used a new group of
formally electrophilic agents, which is formed on the basis of a cyclic hypervalent iodide
nucleus. This group so-called Togni reagents was used as a tool for radical protein
labeling. Since the structure was well characterized by X-ray, NMR and MS, the human
carbonic anhydrase has been selected as a model protein.The modified protein was
analyzed by a bottom up approach using a combination of liquid chromatography and
high resolution tandem mass spectrometry. The obtained, data show the reaction with
Togni reagents leads to amino acid side chain modifications, especially amino acids
contining aromtic groups. Thus, trifuormethylation using Togni reagents, followed by
mass spectrometric analysis, suggests a rapid, straightforward, effective and low-cost
method for characterizing the protein structure and validation of protein therapeutic in

the future.

Key words: human carbonic anhydrase, mass spectrometry, covalent labeling of

proteins, trifluoromethylation, Togni reagents
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1 TEORETICKY UVOD

1.1 Kovalentni znaceni

Spole¢nym rysem znaceni proteind ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (MS) je
tvorba nové kovalentni vazby proteinu, kterd mize byt iniciovana fotochemicky nebo
piidavkem modifika¢niho ¢inidla. Tyto experimenty pfedpokladaji, ze stupen expozice
rozpoustédla moduluje reaktivitu cilovych mist na proteinu. Stericky chranéné lokality
jsou oznaceny v mensi mife nez ty, které jsou voln¢ ptistupné. Mnoho kovalentnich sond
reaguje se specifickymi postrannimi fetézci, jako je Cys nebo Lys. Modifikovany protein
je nasledné analyzovan hmotnostnim spektrometrem a ze ziskanych hmotnostnich spekter
jsou vznikld znaceni pfesn¢ lokalizovana. Vystupem analyzy produkti znacenych
experimentl je soubor vzdalenostnich omezeni vybranych funkénich skupin v molekule
proteinu. Protein je nutné ptevést do pufru, ktery nebude obsahovat zadné slozky se
stejnymi funkénimi skupinami, které jsou cilem znacené reakce [1].

Kovalentni techniky znaceni ve spojeni s MS vyznamné pfispély k pochopeni
sekundarnich a terciarnich proteinovych konformaci a jejich dynamiky a nabizeji

podrobnou informaci o postaveni peptidii nebo postrannich fetézcti vzhledem ke struktuie

[2].

1.1.1 Vodik-deuteriova vyména

Metoda je zaloZena na principu, pfi kterém molekula proteinu ponofena do roztoku
podléhd vyméne proteinovych vodiktl za vodiky obsaZené v roztoku. Samotna vymeéna je
nedetekovatelnd, proto se pro znaCeni vyuzivaji izotopy vodiku, které maji vyssi
molekulovou hmotnost. Dfive se pro vyménu vodikli pouZivalo tritium, dnes se pouziva
stabiln€j$i deuterium. Pfi detekci se sleduji hodnoty deuterace molekuly. Ne vSechny
vodiky proteinu jsou vyménovany stejnou rychlosti. Pro spravnou analyzu dat je dlezité
vedeét, které vodiky a jejich hodnoty deuterace sledovat. Vodiky na postrannich fetézcich
se vymeénuji vysokou rychlosti. Stejné velkou rychlosti se ale vyménuji zpét, tudiz je
hodnota deuterace zanedbatelna. Vodiky vézané na uhlicich se téméf nevyménuji, pro
meteni také nejsou vhodné. Idedlni vodiky pro sledovani hodnot deuterace jsou vodiky
v amidové skupin€¢ hlavniho peptidového fetézce, kterou obsahuji vSechny
aminokyseliny kromé prolinu (Obr. 1). Rychlost vymény vodikl zavisi na pH [3], teplot¢,

pfistupu rozpoustédla a pfitomnosti intra- a intermolekularnich vodikovych vazeb.
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Obr. 1 - Schéma vymény deuteriovych vodikii obsaZenych v roztoku za vodiky proteinu. Po
vlozeni proteinu do roztoku obsahujici D>O se vodiky v amidové skupiné peptidového fetézce
(Sedd) spontanné vymeénuji za vodiky deuteria obsazené v roztoku. Vymeénéné vodiky jsou
zobrazené cervenou barvou. Rychlost vymény vodikli zavisi na pH, teplot¢, pfistupu rozpoustédla
a pfitomnosti intra- a intermolekularnich vodikovych vazeb, upraveno podle [4].

Aby mohl byt deuterovany protein zanalyzovan, musi se dana reakce vymeény zastavit,
respektive zpomalit na tolik, aby nedochézelo ke zpétné vymeéné. Proto je nutné snizit pH
na hodnotu kolem 2,5 a snizit teplotu alespoii na 0°C, kdy je vyména minimalni [4]. Poté
je deuterovany protein proteolyticky Stépen. V pH v oblasti 2,5 velice u¢inné ptisobi prave
aspartatové proteasy, zejména pepsin. Po Stépeni nasleduje analyza jednotlivych
fragmentli proteinu, naptiklad pomoci kapalinové chromatografie spojené s hmotnostni
spektrometrii (LC-MS).

V 50. létech 20. stoleti Pauling objevil strukturu o-helixu a B-listu, u nichz se
predpokladala stabilizace vodikovymi mustky [5]. Toto tvrzeni o pfitomnosti vodikovych
vazeb zanedlouho potvrdil Lindestrom-Lang a Hvidt pfi experimentu, ve kterém
rozpustili insulin v 99,6% oxidu deuteria, pfi¢emz probihala vyména vodiku insulinu za
atomy deuteria. Po urcité reak¢éni dobé byl proces zmraZzenim zastaven, piebytecna voda
byla lyofilizaci odstranéna a ve vakuu za snizeného tlaku byly nasledné€ vzorky sesuseny.
Sesuseny protein byl poté rozpustén v cisté vodeé. Hodnota deuterace proteinu byla

stanovena na zakladé hustot Cist¢ vody a vody s deuteriem, ve kterém byl protein
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rozpustén [6]. V 60. letech poté Englander a spol. vyvinuli metodu, kterda monitorovala
izotopovou vyménu kapalinovou scintilaci za pouziti radioaktivniho izotopu tritium (*H).

Zavedeni jednorozmérné nukledrni magnetické rezonanéni (NMR) spektroskopie
umoznilo méteni vodik-deuteriové vymény (H/D) u spektralné rozdélenych amidovych
vazeb. Diky vyvoji hmotnostni spektrometrie tato metoda postupné vystiidala analyzu
vodik-deuteriové vymény pomoci NMR, kterd se do té doby pouzivala. Vyhoda spojeni
H/D vymény s MS spociva v tom, ze pfi analyze je potieba mnohem mensi mnozstvi
proteinu nez pii spojeni s NMR a také MS dokaze zanalyzovat protein o velikosti, ktery
je jiz nad limity analyzy pomoci NMR. Nezbytnou soucasti vodik-deuteriové vymeény je
krok okyseleni, ktery je nutny pro zpomaleni vymény vodikd deuteria zpét za vodiky
proteinu. Pfi takto rapidnim okyseleni je mozné pouzit pro nasledné proteolytické St€peni
pouze Uzkou Skalu proteas, kterym by vyhovovalo takto kyselé¢ prostiedi. Dalsi
nevyhodou H/D vymény je pokles deuterace pifi proteolyze, ktery je za jakychkoli
podminek nevyhnutelny [7].

1.1.2 Chemické znaceni

Mapovani pristupnosti povrchu proteinu rozpoustédlu lze také provést chemickym
znaCenim. S metodou acetylace aminokyselinovych zbytkli lysinu acetanhydridem
aargininu 1,2-cyklohexandionem jako u¢innym a citlivym néstrojem modifikace
proteinu pfisli v roce 1992 Suckau a spol. Jako modelovy protein byl pouZit slepici
lysozym. Identifikace modifikovanych lysinovych a argininovych zbytki v proteinu byla
zajiSténa pomoci plazmové desorpcni hmotnostni spektrometrie (PDMS), kdy po
tryptickém Stépeni proteinu na jednotlivé peptidy stanovili molekulovou hmotnost
modifikovanych i nemodifikovanych peptidi. Korelace struktury a reaktivity v této studii
naznacuji, Ze ptistupnost povrchu je primarné dilezita pro vysoce reaktivni systémy, jako
je lysin a acetanhydrid, zatimco sousedici proton-akceptorové skupiny, jako je
karboxylova skupina kyseliny asparagové, mohou mit dominantni vliv na systémy

s nizkou reaktivitou argininu [8].
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Obr. 2 - Reakéni mechanismus modifikace N7,N8-(dihydroxy-1,2-cyklohexyliden) argininu
pomoci intramolekularniho akceptoru protont. R znaci arginylovy zbytek a R' zbytek akceptoru
protonu, upraveno podle [8].

Dva roky poté, v roce 1994 skupina profesora Przybylského vydala rozsitenou studii
0 mapovani povrchli a modifikaci lysinovych zbytki proteinti pomoci aminoacetylaénich
a aminosukcinyla¢nich reakci. Presny pocet acylovych skupin v ¢astecné
modifikovanych proteinech byl ziskdn analyzou smési peptidi trypticky Stépenych
proteini pomoci kombinace kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii
s plazmovou desorpci. Jako modelovy protein byla pouzita bovinni ribonukleasa A,
lysozym ziskany z kufeciho bilku a myoglobin z koiiského srdce. Piesné misto
modifikace opét urcili pomoci sledovani rozdili molekulové hmotnosti nativniho
a caste¢né modifikovaného proteinu [9].

Na konci 20. stoleti snastupem nového zplisobu ionizace nanoelektrosprejem
(nanoESI) bylo zkoumani proteinového povrchu proteini a jejich modifikaci o to
ucinngjsi a presnéjsi. NanoESI byl také vyuZzit v kombinaci s chemickym zna¢enim pro
zkoumani reakéni kinetiky a k pfimému studiu konformacnich zmén, naptiklad pfi

skladani proteinu [10].

1.1.1.1  Metody zaloZené na ,,shora-dolu* principech

Pti optimalizaci podminek pro chemické zesiténi proteinti se védci zacali zajimat o to,
jak vnitini reaktivita lysinil v pfirozené struktufe proteinu ovlivituje vysledek sitovacich
reakci za pouziti ¢inidel reagujicich s lysinem. Metody pouZivajici proteolytické Sté€peni,
po kterych nasleduje MS pro identifikaci peptidii byly nazvany "zdola-nahoru" (z angl.
bottom-up), jelikoZ zacinaji od fragmentl proteinu, aby identifikovali peptidy
a analyzovali modifikace na proteinu. V roce 2003 Novak a spol. vyvinuli novy
pfistup analyzy bilkovin, ,,shora-dold* (z angl. top-down). Tato metoda nevyuziva

proteolytické Stépeni, ale za¢ina piimo analyzou MS celého proteinu [11]. Proteolytické
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Stépeni se obvykle provadi na celém proteinu, ktery mize obsahovat jednu nebo vice
modifikaci, pfi¢emz separacni metody jako napiiklad LC nebo elektroforetickd separace
v polyakrylamidovém gelu (PAGE) nemaji dostate¢nou schopnost rozliSit
nemodifikovany protein od modifikovaného (fosforylace, glykosylace atd). V metodach
zalozenych na ,shora-doli* principu mohou byt ionty odpovidajici proteinu
s modifikacemi v hmotnostnim spektrometru izolovany a fragmentovany a ze ziskanych
dat nasledn¢ uréena presna mista modifikace. Tento pfistup tedy velice zjednodusuje
analyzu dat, jelikoz analyzujeme pouze jiz zmodifikované fragmenty.

Autofi ve studii také ukazali, ze 1ze metodu zkombinovat se znacenim primarnich
aminoskupin ke stanoveni dostupnosti rozpoustédla lysini a N-konce ubiquitinu. Jejich
pfistup zahrnuje reakci ubiquitinu s primarnim aminovym acetylaénim cinidlem
N-hydroxysukcinimidylacetaitem (NHSAc, Obr.3). VSechny vzorky byly analyzovany
pomoci MS s iontovou cyklotronovou rezonanci s Fourierovou transformaci (FTICR).
Bylo prokéazano, ze ¢im vice je ubiquitin denaturovan, tim vétsi byl rozsah acetylace.

Nativni protein vykazoval jistou odolnost vii¢i znaceni [12].

]

o)
o)
NH pH 7-9
0 N + s 2 " J_]\ P +
HN
J_]\ j/\? P R H/
R (0] o 0

Stabilni konjugat NHS

NHS ester Primarni amin (amidova vazba)

Obr. 3 - Reakéni schéma NHS esteru pro chemickou konjugaci s primarnim aminem. ,,R*
piedstavuje sitovaci ¢inidlo, které ma na sobé navazanou reaktivni skupinu NHS esteru. ,,P*
predstavuje protein nebo jinou molekulu, ktera obsahuje cilovou funk¢ni skupinu (tj. primarni
amin). Vznika stabilni konjugat s amidovou vazbou a jako vedlejsi produkt NHS, upraveno podle
[13].

1.1.1.2 Znaceni karboxylovych skupin proteinu

Strukturni charakterizace bilkovin a jejich antigennich komplexl je nezbytna pro
vyvoj novych biologickych 1é€iv. Aminokyselinové specifické kovalentni znaeni je
vhodné pro zkoumani zejména takovych struktur, u kterych je obtizné pouzit alternativni
zpiisoby znaceni z diivodu velikosti, sloZitosti nebo nestability. Chance a spol. v roce
2015 pfisli na metodu znaCeni karboxylovych skupin za pouziti hydrochloridu
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidu (EDC) v pfitomnosti ethylesteru

glycinu (GEE), kterou pouZili na strukturni charakterizaci glykosylované monoklonalni
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protilatky (mAb). Cilovymi misty molekuly byly kyseliny asparagova, glutamova
a C-konec proteinu [2]. Vzorky proteinti jsou za podminek fyziologického pH aktivovany
karbodiimidy, jako je EDC, ¢imz se vytvareji nestabilni meziprodukty s amin-reaktivni

O-acylisomocovinou (Obr. 4) [14].

0O ( (\/L o
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H » ?‘ > ICH3l, . ICH,l,
ICH.l,
H H
/k/\/ N o
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Obr. 4 - Reak¢éni mechanismus znaceni Kkarboxylovych skupin. Protein obsahujici
karboxylovou skupinu reaguje sEDC za vzniku nestabilniho amin-reaktivniho
O-acylisomocovinového meziproduktu. Nukleofilni primarni aminy GEE reaguji s reaktivnimi
meziprodukty a vytvareji stabilni kone¢né produkty, upraveno podle [2].

Primarni amin tvofi amidovou vazbu s piivodni karboxylovou skupinou za vzniku
stabilnich findlnich produktt a vedlejsi produkt EDC se uvolituje jako rozpustny derivat
mocoviny. Vysledky poskytuji doplitujici informace k oxida¢nimu znaceni proteinti (viz

kap. 1.1.4.), ¢imzZ se zvysuje celkova mapa pokryti sekvenci proteinu o cca 10 % [2].

/’

.;-"‘_

Obr. 5 - Homologni model struktury mAb. Karboxylové skupiny znacené pomoci
karbodiimidu EDC v ptitomnosti GEE jsou zvyraznény ¢ervenou barvou [15].
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1.1.3 Fotochemické znaceni

Pti fotochemickém znaceni se vyuziva fotoaktivovatelnych ¢inidel. Fotoaktivovatelna
¢inidla jsou chemicky inertni slouceniny, které se stavaji reaktivni pii vystaveni
ultrafialovému nebo viditelInému svétlu [16]. BéZn¢ vyuzivana fotoaktivovatelna ¢inidla
obsahuji v molekule azidovou funk¢ni skupinu. Fotoaktivovatelné syntetické analogy
aminokyselin, obsahujici v molekule diazirinové kruhy, se vyuzivaji k sitovani
proteinovych molekul. Kdyz je aryl azid vystaven UV zéfeni (250 az 350 nm), vytvoii se
nitrenovy radikal, ktery mlze iniciovat adi¢ni reakce na dvojné vazby za inzerce C-H
a N-H vazeb nebo expanzi kruhu na dehydroazepinovy meziprodukt, ktery nasledné
reaguje s nukleofilem, napf. primarnimi aminy (Obr. 6). Pfed a béhem fotoaktivace je
zapotiebi se vyhnout vSem redukénim Cinidlim obsahujici thiolovou skupinu (napf.
1,4-dithiothreitol nebo 2-merkaptoethanol), protoze redukuji azidovou funkéni skupinu
na amin, coz brani fotoaktivaci. Reakce se musi provadét v pufrech, a to bez amind.
Existuji tfi zdkladni formy arylovych azidl: jednoduché fenyl azidy, hydroxyfenyl azidy

a nitrofenyl azidy lisici se vlnovou délkou UV svétla pti aktivaci [13].

Expanze Nukleofil
N+ UV zafeni N kruhu i R—NH; | o
TN # # | ’//N #— /N
Fenyl azidovy Nitrenovy Dehydroazepinovy HN-g
radikal meziprodukt _
reaktant R-H

R —NH, Reaktivni =

vodik | N

/

@r Q ot “

Aktivni vodik Aktivni vodik

Adicni reakce inzerce C-H inzerce N-H

Obr. 6 - Reakéni schéma aryl azidu pro svételnou aktivovanou fotochemickou konjugaci.
»R* predstavuje protein ¢i jinou molekulu, ktera obsahuje nukleofilni nebo aktivni vodikové
skupiny. Po fotoaktivaci UV zafenim fenyl azidu se vytvoii nitrenovy radikal, ktery dale mtze
reagovat s dal§imi molekulami za vzniku riznych produktt. Tu¢né Sipky znazornuji dominantni
cestu reakce, upraveno podle [13].

Této metody bylo napftiklad vyuzito pfi znaceni n¢kolika typl cytochromd, pfi které
byly nésledné odhaleny aminokyseliny nachazejici se v aktivnim centru. Heterobifunk¢ni
fotoafinitni sondy byly navrZeny tak, aby se pfes aminoskupinu navazaly na hem

v aktivnim centru cytochromu P450 (CYP) 2B4 a ke kovalentni modifikaci dostupnych
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aminokyselinovych zbytkl fotoaktivovanou azidoskupinou v definované vzdalenosti od
hemu. Pomoci téchto fotoafinitnich sond byla prokazana platnost modelu CYP 2B4 a také
byla odhalena cesta, kterou substrat vstupuje do aktivniho centra enzymu [16].
Nov¢jsimi fotochemicky aktivovatelnymi ¢inidly pro sitovani a znaceni proteint jsou
diaziriny. Diazirin ma vyssi fotostabilitu nez fenyl azidova ¢inidla a je snadnéji a ucinnéji
aktivovatelny dlouhovinnym UV zafenim (330-370nm). Fotoaktivace diazirinu vytvari
vysoce reaktivni karbenové meziprodukty. Takové meziprodukty mohou vytvaret
kovalentni vazby adi¢nimi reakcemi s libovolnym postrannim fetézcem aminokyselin

(Obr. 7) [13].

H—R!
~ —
N=N UV zafeni N P n AP
350 nm E ><
Diazirinovy reaktant N Karbenovy meziprodukt Stabilni konjugat
2

Obr. 7 - Reakéni schéma diazirinu pro svételné aktivovanou fotochemickou konjugaci. ,,R*
predstavuje modifika¢ni ¢inidlo, které ma na sobé€ navazanou reaktivni diazirinovou skupinu. ,,P*
pfedstavuje protein nebo jinou molekulu, ktera obsahuje nukleofilni nebo aktivni vodikové
skupiny. Po fotoaktivaci diazirinu UV zafenim se odStépi molekula dusiku za vzniku reaktivniho
karbenového meziproduktu, ktery poté v reakci napf. s proteinem vytvori stabilni konjugat,
upraveno podle [13].

Této skutecnosti vyuzil vroce 2011 Jumper a Schriemer. Pomoci pulsni laserové
fotolyzy pti 355 nm z fotoaktivovatelného Cinidla na bazi diazirinu fotoleucinu odstranili
dusik za vzniku vysoce reaktivniho karbenového radikalu, kterym nasledné znacili
proteiny kalmodulin, myoglobin a kinazu lehkého fetézce myosinu (Obr. 8). Pomoci
vysoce ucinné kapalinové chromatografie (HPLC) a hmotnostni spektrometrie s dobou
letu (TOF-MS) poté analyzovali rozsah modifikace proteini. Experimenty ukazaly, ze
nejvhodnéj§imi aminokyselinovymi zbytky pro reakci fotoleucinu jsou Asp a Glu. Déle

byly také nalezeny modifikace Arg, Tyr, Ser a Thr [17].
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Obr. 8 - Reakéni schéma modifikace proteinu pomoci pulsniho laseru pri 355 nm. Po
vystaveni proteinu pulsnimu laseru dochézi k vytvoteni karbenového radikalu, ktery nasledné
reaguje s proteinem za tvorby modifikaci nékterych jeho aminokyselinovych zbytkt, upraveno
podle [18].

1.1.4 Radikalové znaceni

Radikalové sondy jsou Siroce pouzivané pro oxidacni znaceni proteind. Jednou
z radikalovych sond mohou byt hydroxylové radikdly. Hydroxylové radikdly vykazuji
nizkou specificnost, coz jim umoziuje reagovat s celou fadou cilovych mist. Kli¢ovou
vyhodou hydroxylové skupiny jako strukturni sondy je jeji mald velikost, diky niz je
mozno sledovat zmény dostupnosti rozpoustédel ve vazebnych mistech. OH znaceni
cilového mista na proteinu zévisi na pfitomnosti rozpoustédla a vnitini reaktivité.
Pfitomnost atomu siry v Met a Cys zpusobuje, Ze jsou tyto dv€ aminokyseliny
nejreaktivnéj$i. Mezi vysoce reaktivni aminokyseliny se dale fadi Phe, Tyr a Trp.
Pticinou jejich vysoké reaktivity je pfitomnost aromatickych kruhd v jejich struktuie

[19].
1.1.1.3 Metody vzniku radikalua

a)  Radiolyza vody pomoci synchrotronovych rentgenovych pulsi

Pro vyrobu hydroxylovych radikald existuje n¢kolik metod. Pravdépodobné nejlépe
charakterizovanou technikou je radiolyza vody pomoci synchrotronovych rentgenovych
pulsti. Radiolyza peptidovych a bilkovinnych roztokii s vysokofrekvenénimi
rentgenovymi paprsky indukuje stabilni, kovalentni modifikace aminokyselinovych

Zbytkt [19].
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Vroce 1999 Maleknia, Brenowitz a Chance vybrali fadu peptidd s 5 az 14
aminokyselinovymi zbytky riznych sekvenci pro studium jejich synchrotronové
radiolyzy. Peptidy byly vystaveny rentgenovému zéieni a néasledn¢ byly za aerobnich
podminek zkouméany jejich modifikace pomoci hmotnostni spektrometrie. Jejich analyza
ukazala nasledujici poradi reaktivity aminokyselin: Cys, Met > Phe, Tyr, > Trp > Pro >
His, Leu. Experiment také ukazal, ze pti radiolyze peptidi ve vodé za aerobnich
podminek také vznikaji radikaly s kyslikem pochazejicim ze vzduchu, které ptispivaji
k modifikaci postrannich fetézcli aminokyselin. Radiolyza vytvaii hydroxylové zbytky
(rovnice 1). Ionizaci vody vznika radikal vody, ktery reaguje béhem nékolika pikosekund

s dal§i molekulou vody za vzniku hydroxylovych radikéli a hydronovych elektronii.
Rovnice 1:
H,O + ionizujici radiace » HxO" "+ e'ary > H30" + HO* + €75q

Pokud je reakce provadéna v pfitomnosti vzduchu, dochazi k tvorbé hydroperoxylovych

a superoxidovych radikali (rovnice 2).
Rovnice 2:

€agt O2—> O2’+H0 —» ¢HO;+ OH

Ukazkou vyuziti radiolyzy vody je mechanismus radikdlového oxida¢niho znaceni
aromatické aminokyseliny (napf. Phe). Tento mechanismus byl podrobné&ji popsan
skupinou M.R. Chance. V jejich experimentu radiolyza peptidu probihala ve vodé
znadené atomem kysliku O'® za aerobnich podminek [20]. Pii reakci Phe
s hydroxylovymi radikaly vznikaji hydroxycyklohexadienylové zbytky, které mohou
dale reagovat molekulou kysliku za vzniku peroxyradikald, které mohou déle reagovat
s hydroperoxylovymi radikaly za vzniku peroxidu vodiku a Tyr (para) nebo kresold

(ortho a meta) [21].
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Obr. 9 - Reakéni mechanismus radikalového oxida¢niho znaceni aromatické aminokyseliny.
»R predstavuje zbytek aminokyseliny Phe. Pii reakci s hydroxylovymi radikaly vznikaji
hydroxycyklohexadienylové zbytky, které mohou dale reagovat s molekulou kysliku za vzniku
meziproduktli peroxyradikali. Nasledné mohou prochiazet naslednymi reakcemi zahrnujici
hydroperoxylové radikaly za vzniku peroxidu vodiku a Tyr (para) nebo kresolt (ortho a meta),
upraveno podle [20].

Konvencni rentgenové zdroje vytvareji nizky tok radikald a vyzaduji experimenty
proteinu nebo nukleovych kyselin, které je potfeba zastavovat v delSich reak¢nich
intervalech. Naproti tomu vysoky tok radikalt generovanych synchrotronovou radiolyzou
zajiSt'uje dostate¢nou koncentraci OH radikalu ke Stépeni RNA nebo indukuje modifikaci

aminokyselin v peptidech a proteinech v fadu milisekund [22].

b) Radiolyza vody pomoci gama zafreni

Alternativni metodou pro vznik hydroxylovych radikalti pomoci radiolyzy vody je
radiolyza pomoci gama zéfeni, jez vyuziva synchrotronovych rentgenovych pulsi a jez
byla zvefejnéna Jay A. LaVernem v roce 2000. Pti ozafeni vody pomoci gama paprski
za aerobnich podminek vznikaji hydroxylové radikaly a pomoci kyseliny mravenci se
pfeméni na radikaly karboxylové kyseliny, které se poté na vzduchu dale oxiduji na oxid
uhli¢ity (rovnice 3 a 4). Hmotnostni spektrometrii 1ze uréit mnozstvi oxidu uhlicitého,

které odrdzi mnozstvi vytvorenych hydroxylovych radikald. [23].

Rovnice 3 a 4:

*OH + HCOOH — H,0 + «COOH
*COOH + Oy — *HO; + CO»
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¢) Oxidace proteinii katalyzoviana kovem
Rok 2003 ptinesl dalsi metodu oxidace proteinti pomoci Fentonovy reakce, pii které
reaguje peroxid vodiku s Zeleznatymi ionty za vzniku vysoce aktivnich hydroxylovych

radikala (rovnice 5), které nasledné oxiduji aminokyselinové zbytky proteinu [24].

Rovnice 5:

H,>0, + Fe?* — «OH + OH + F&?*

Sharp, Becker a Hettich vyuzili téchto chemicky vytvotfenych hydroxylovych radikalt
pro oxidaci modelového proteinu apomyoglobinu, ¢imz objasnili vliv dostupnosti
rozpoustédla na misté oxidace. Za podminek nizké oxidace (nula az tfi atomy kysliku
pridané na molekulu apomyoglobinu) pomoci kapalinové chromatografie spojené
s vysoko rozliSenou hmotnostni spektrometrii s  Fourierovou transformaci
(LC-FTICR-MS) pozitivné identifikovali pét mist oxidace (Phe'!, Trp’, Leu!!, Met!3!
a Met>). Princip metody spoéiva v reakci lyofilizovaného apomyoglobinu ve fosfitovém
pufru s roztokem Mohrovy soli (NH4)2Fe(SO4)2), EDTA. Do reakéni smési byl pridan
askorbat sodny, kyselina ethylendiamintetraoctovd (EDTA) a nakonec pro iniciaci
oxidace peroxid vodiku. Poté byl oxidovany protein St€pen pomoci trypsinu a nasledné
analyzovan pomoci LC-MS/MS [25]. NMR struktura ¢asti apomyoglobinu z velrybich
spermii ukazuje, Ze se na tomto proteinu vyskytuji tfi neusporadané oblasti, které jsou
extrémné pristupné pro rozpoustédlo [26]. Aminokyselinové zbytky, které se vyskytuji
v téchto oblastech (Phe!*! a Met*) jsou tedy mnohem vice piistupné rozpoustédlu a maji
vétsi chemickou reaktivitu, nez se plivodné pfedpokladalo na zéklad¢ vypocti zaloZzenych
na navrzené krystalové struktufe holomyoglobinu. Nicméné nedochazi k oxidaci jen

v téchto oblastech, coz doklad4 oxidace Trp’ a Leu'! (Obr. 10) [25].
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Obr. 10 - Struktura krystalu holomyoglobinu. V zelené oblasti je zobrazen postranni fetézec
Trp’, v Cervené je zobrazen postranni fetézec Leu'' a modra oblast znazorfiuje tii neuspoiadané
oblasti, které byly uréeny NMR analyzou apomyoglobinu z velrybich spermii [25].

Vyhodou této metody je pouziti bézn¢ dostupnych chemikalii a vysoké rychlosti
reakce. Na druhou stranu nelze tuto metodu oxidace provést na proteiny piirozené
obsahujici kovy a také Ize jen velmi obtizn€ zmapovat rozsahlejsi ¢asti povrchu proteinu
[25].

Metaloproteiny hraji dulezitou roli v chemii procesi zivota, jako je transport
dioxygenu, pienos elektrontl, katalyza apod. Dulezitym krokem k pochopeni chemie
metaloproteint je urceni koordina¢niho prosteni kolem kovu, a proto tentyz rok spolu
s Fentonovou reakci byla vyvinuta metoda, kterd vyuziva reakce oxidace katalyzované
kovem (MCO) a nésledné MS k identifikaci vazebného mista médi v metaloproteinech.
Lim a Vachet pfisli s metodou, kterd vyuziva reakce MCO k oxidaci aminokyselin ve
vazebném mist¢ kovu a MS k identifikaci oxidovanych aminokyselin. Kovem
katalyzované oxida¢ni reakce zpisobuji inaktivaci enzyml a vytvareji reaktivni
kyslikové (*O2) a hydroxylové radikdly (¢OH). Radikdly mohou poté interagovat
s blizkymi aminokyselinovymi zbytky a oxidovat nebo Stépit polypeptid na mistech, kde
tyto reaktivni radikaly vznikly. Autofi hledali podminky, umoZziujici reakce MCO
specificky modifikovat pouze aminokyseliny vazané na kov. Pro malé peptidy, jako je
angiotensin I (Agt 1), optimalni podminky pro specifickou oxidaci zahrnuji pouziti Cu
(IT), askorbatu a O,. Pro vétsi proteiny, jako je napiiklad azurin, rychlost a specificnost
MCO reakci je zvySena piitomnosti vysoké koncentrace askorbatu a nizké koncentrace

peroxidu vodiku [28].
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d) Fotolyza peroxidu vodiku pomoci UV zafeni

Vroce 2004 Sharp, Beccker a Hettich v navaznosti na ptedchozi studii vzniku
hydroxylovych radikald pomoci Fentonovy reakce nalezli dalsi zplsob tvorby
hydroxylovych radikali a naslednou modifikaci proteini. Tato technika nese oznaceni
FPOP (z angl. Fast Photochemical oxidation of Proteins). K tomuto ucelu byl opét vyuzit
peroxid vodiku, ktery byl ozafen UV paprsky. Cilem této studie bylo vyvinout
jednoduchy a rychly zpiisob vyroby hydroxylovych radikali a zaroven se vyhnout
problémim s vycisténim vzorku a vysokym koncentracim soli, které jsou nutné pro
predchozi piistup vyuzivajici Fentonovu chemii nebo pouziti vysokoenergetického
rentgenového synchrotronového paprsku, ktery vétSina vyzkumnych pracovist nema
k dispozici. Sharp, Beccker a Hettich tuto metodu pouzili pro oxidaci specifickych
aminokyselinovych vedlejSich fetézci dvou modelovych proteinit (lysozym,
B-laktoglobulin A), které maji velmi odlisné sekundarni a terciarni struktury a dobie
slouzi jako testovaci modely pro mapovani povrchu. Lysozym a B-laktoglobulin A byly
ve fosfatovém pufru smichany s peroxidem vodiku a nasledné po specifickou dobu
ozafovany ve Stratalinkeru. Oxidované proteiny byly nasledné $tépeny pomoci trypsinu
za vzniku peptidu, které byly dale analyzovany. Konkrétni mista stabilni modifikace byla
identifikovana kapalinovou chromatografii na obracené fazi spojenou s tandemovou
hmotnostni spektrometrii s kvadrupdlovym analyzatorem. Nejvétsi rozsah oxidace
v obou modelovych proteinech vykazoval Cys obsahujici atom siry, dale aromatické
aminokyseliny His a Tyr v pfipadé€ lysozymu a Phe v ptipadé f-laktoglobulinu A (Obr. 11
a 12) [29].
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Obr. 11 - Krystalova struktura lysozymu. Oxidované zbytky potvrzené pomoci LC-MS/MS
jsou zbarveny nésledovné: atom siry v Cys® je oranzovy, postranni fetézec His'> je modry, Tyr®
fialovy a Trp® &erveny. [29].

Obr. 12 - Krystalova struktura hovéziho p-laktoglobulinu A. Oxidované zbytky potvrzené
pomoci LC-MS/MS jsou zbarveny nasledovné: atom siry v Cys'®’ je oranZzovy, postranni fetézec
Phe'3® je zeleny a Phe!™! erveny [29].

Bylo prokéazano, Ze pro rychlost oxidace proteinu touto metodou hraje zésadni roli
pfistupnost rozpoustédla k aminokyselinovym zbytkim a jejich nasledna reaktivita. I ptes
vyhody rychlého a jednoduchého vzniku hydroxylovych radikalti a nasledné oxidace
proteini je nevyhodou pouziti peroxidu vodiku, ktery nelze aplikovat na proteinech
vazajici ptechodné kovy kviili nekontrolovatelné Fentonové reakei, ktera by ihned poté

za téchto podminek nasledovala [29].
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e) Stépeni peroxidu vodiku pomoci impulsniho laseru

Pii oxida¢nim znaceni muze dochédzet k proteinovym konformacnim zménam.
Znaceni pomoci hydroxylovych radikald neni vyjimka. Nicméné jestlize se nejedna
0 vysoky stupeni znaceni, vysledna konformacni zména je malé. Na tento problém poprvé
poukazali v roce 2015 Hambly a Gross [19]. V roce 2008 také Tong, Wren a Konermann
vydali ¢lanek, ktery poukazoval na fakt, ze ke konformac¢nim zméndm proteinu také
dochazi pii dlouhodobém vystavovani proteinu gama zafeni [30]. Zjisténi, ze
konformac¢ni zméeny proteinu zavisi na dobé expozice, vedlo ke snaze nalézt zplisob, jak
cely proces urychlit. Pokouseli se vymyslet strategii, pii niz by byl protein vystaven pouze
jednomu pulzu zareni, ktery by byl krats$i nez nejrychlej$i mozna konformacni zména
v proteinu, kterd by mohla nastat [19].

Takovy pfistup miize byt realizovan pouzitim nanosekundového impulsniho KrF
excimerového laseru (248 nm), ktery §tépi peroxid vodiku v nizkych koncentracich za
vzniku hydroxylovych radikalt, které modifikuji protein za méné nez 1 ms. Radikaly se
tedy vytvareji v fadu nanosekund, ale vyzaduji az 100 ms pro samozhaseni. Béhem
takového ¢asového tseku se miize protein sbalit naptiklad do supersekundarni struktury,
coz je pro nasi oxidaci nezadouci. Proto musela byt do reakce pfidana vhodna molekula,
kterd by zivotnost radikalt zkratila na dobu krat$i nez 1 ms. Metoda byla testovana za
pouziti proteinu apomyoglobin s pfidanim Phe nebo Glu (Obr. 13). Mista oxidace byla

lokalizovéana za pouziti LC-MS/MS, které vyZadovaly méné neZ 1 nmol bilkoviny [31].
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Obr. 13 - Porovnani stupné oxidace apomyoglobinu pfi pouZiti riznych podminek.
(a) oxidace 10 uM apomyoglobinu v 10 mM NaH,PO4 (pH 7,8), 15 mM H»O, a 20 mM Phe.
(b) za obdobnych podminek jako (a), ale bez Phe. (c) za obdobnych podminek jako (a) ale 20 mM
Glu misto Phe. V ptipadé (a) nebyly prakticky pozorovany zadné dalsi oxidace, coZ naznacuje,
ze Phe pti 2000nasobném piebytku je schopen uplné zhaSet hydroxylové radikaly vytvorené
laserem. V ptipadé¢ (b), kdy nebyl pouzit Phe, bylo pozorovano velké mnozstvi oxidace. Pouziti
Glu (c) poskytlo pfimérené mnozstvi oxidace, které by mélo omezit pocet modifikaci na ty
zbytky, které jsou vysoce reaktivni a vystaveny ptsobeni rozpoustédla, upraveno podle [31].

V roce 2015 Zhang, Rempel a Gross pfisli na zpisob, jak kalmodulin znacit pomoci
fotoleucinu rychleji a efektivnéji. Jednalo se o rozsifeni metody FPOP o pritokovy
systém (FPOP flow system), pfi kterém je moZné pouzit vice laserovych snimkd, ale
s omezenou expozici na urcité misto zasahu. Diky omezeni reakce na urcité malé misto,
byli schopni pouZzivat laserové impulsy s relativné nizkou energii k dosaZeni vyssiho
procenta modifikace. Aby mohli tento zptisob provést, museli zabudovat do reakce druhy

laser. Pfi reakci byly stfidany laserové pulsy pomoci YAG laseru a KrF laseru [19].

1.1.1.4 Trifluormethylace

Trifluormethylace je stale vice pouzivanou metodou modifikace organickych molekul.
Tento fakt je spojen s piinosy ziskanych z novych molekul s pozoruhodnymi vlastnostmi
[32], jako je napfiklad odolnost vic¢i chemické a enzymatické degradaci, vliv na
acidobazickou rovnovdhu a zvysSeni lipofilicity [33]. Obrovskou vyhodou
trifluormethylace je rychld, levna a jednoducha proveditelnost reakce. Neni k ni potfeba
rentgenove zafeni ¢i synchrotron, ktery nema vétSina pracovist’ k dispozici. Pfimy pfenos

trifluormethylové skupiny obvykle vyzaduje podminky, které jsou casto neslucitelné
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s citlivéjsimi funkcemi v molekule. Nicméné nedavno byla publikovana nova metoda
popisujici trifluormethylaci Trp za uéelem inkorporace atomu °F pro méfeni pomoci
NMR. Tato metoda je ovSem vysoce selektivni, a proto se k nespecifickému znaceni
proteinti neda pouzit [34]. Nejbéznéj$i metodou zavedeni trifluormethylové skupiny do
molekuly je nukleofilni trifluormethylace. Tomuto Ucelu je nejCastéji pouzivano

Ruppert-Prakash ¢inidlo (Me3SiCF3) [35].

a) Togniho ¢inidla

Cinidla pro elektrofilni C- a S-trifluormethylaci jsou stale ve fazi raného
vyvoje. Antonio Togni a spol. nedavno popsali novou skupinu elektrofilnich ¢inidel,
kterd dobfe doplituje nukleofilni Ruppert-Prakash ¢inidla. Nova skupina formalné
elektrofilnich ¢inidel, jez pienasi CF3, je vytvorena na bazi cyklického hypervalentniho
jodidového jadra, z nichz nejuspés$néjsi jsou tzv. ,,alkoholova™ ¢inidla (Obr. 14) [35].
Fakt, ze nebyla plvodni syntéza Togniho c¢inidel patentovana, usnadnil ostatnim
laboratofim moZznost zkoumat a vyvijet dal§i metody vyroby a jejich nasledné reakce [32].
Togniho ¢inidla jsou snadno pouzitelnd a mizou byt vystaveny vzdusné vlhkosti po
kratkou dobu bez jakychkoliv negativnich zmén [35]. Nicméné se tyto latky na vzduchu
pfi laboratorni teploté po nékolika tydnech rozkladaji, tudiz by se m¢ly skladovat pii
nizkych teplotach. JelikoZz se jedna o hypervalentni jodové slouceniny, mohou se

exotermné rozkladat [34].

r:::\ F F

—— N

F3C | O MW=/ &I 0
F

F
,»Alkoholove ¢inidlo* ,IJmidazolové-alkoholové ¢inidlo*
Trifluoromethyl-1,3-dihydro-3,3-dimethyl- 3,3-dimethyl-1-(N-imidazolyltetrafluorethyl)-
-1,2-benziodoxole -3H-1,2-benziodaoxol

Obr. 14 - Strukturni vzorce tzv. ,,alkoholovych* Togniho ¢inidel
Vzorce Togniho <¢inidel ,alkoholového* obsahujici trifluormethylovou skupinu CF3
a ,,imidazolového-alkoholového* Togniho ¢inidla obsahujici skupinu CsH3N,F4 [32].

b) Reaktivita Togniho ¢inidel
Pti reakci Togniho ¢inidel je nejprve potieba aktivovat trojnou vazbu fenylacetylenu.

K tomu tcelu je mozno pouzit nékolik druht sloucenin, naptiklad Lewisovy kyseliny,
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jako jsou riizné druhy kovovych soli, napiiklad Zn(OTf),, dile Bronstedovy kyseliny,
napiiklad sulfonové kyseliny, hydrogen fosfaty nebo také mohou byt aktivovany pomoci
ruznych kovl obsahujici naptiklad rhenium nebo méd’ [32]. Po aktivaci Cinidla se CF3
skupina uvolni a pfenese se na cilovou molekulu. Substraty nesouci enolizovatelna centra
uhliku se ukazaly byt vhodnymi kandidaty pro stereoselektivni zavedeni CF3 skupiny.

Reakce Togniho ¢inidel s nukleofily zjednodusené popisuje schéma na obr. 15 [36].

Nu-H
F;C—I—0O | OH
R X - R
R R
NU—CF3

Obr. 15 - Reak¢ni schéma Togniho ¢inidla s nukleofilnim ¢inidlem [36]

Jesté v roce 2006 predstavovala tato ¢inidla spiSe nez standardni nastroj fluororganické
chemie dilezity zdroj informaci o vlastnostech perfluoralkyliodonovych reagenti.
Nicmén¢ béhem nékolika malo let se situace dramaticky zménila, nebot’ jejich
vyuzitelnost byla prokdzana nékolika vyzkumnymi skupinami v mnozstvi novych

transformaci (Obr. 16) [36].

ROCF; O,N__CO,R?
EGC. SR =<
W R!' CF,
CF ?
| 1
= r? J\(C02R
o g \ R? CF,
F:C—1—0
OCHOAr R
b 0
-— = R!
s CF,
2R=0 /
N\ R = CH,
Ry~ .CF
R4 ITI,CF3 1 FI, 3
Ry Ra
CF3 o
R-S R-S-OCF,
X i
B 0
-

CF,

Obr. 16 - Reak¢ni schéma Togniho ¢inidel a jejich moZné transformace [36].

Diky jejich jednoduchému pouziti, vysoké reaktivité¢ a podminkam nenaroénym na
skladovani se postupné zvysuje zdjem o tyto ¢inidla. V soucasné dob& nachdzeji rozsahlé

vyuZiti v pfipravach novych molekul v riznych materialech [36].
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1.2 Karbonicka anhydrasa

Karbonicka anhydrasa, s molekulovou hmotnostni 29 kDa, je zinek obsahujici
metaloenzym, ktery katalyzuje reverzibilni konverzi oxidu uhli¢itého a hydrogen
uhli¢itanu v mnoha organismech (rovnice 6) [37]. Zinek v prostetické skupiné enzymu je
koordinovan tfemi histidinovymi postrannimi fetézci. U zvitat je funkce enzymu diilezita
pro udrzeni acidobazické rovnovahy v krvi a jinych tkanich pro transport oxidu

uhlic¢itého.
Rovnice 6:

CO; + H,O & HCOs; + Hf

Karbonickd anhydrasa byla z erytrocytli poprvé purifikovana v roce 1933 [38].
Prestoze je od Ctyficatych let znamo, Ze karbonick4 anhydrasa je v rostlinach nezbytna
pro fixaci CO2, bylo zaznamenano pomérné¢ malo studii, které by se tomuto faktu
vénovaly [39]. Srovnani sekvenci a krystalovych struktur sav€ich a rostlinnych enzymu
demonstruje, Ze se vyvinuly nezavisle a byly oznaceny jako tfidy a a B. Dalsi nezavisle
vyvinuté tfida y byla nalezena v roce 1994 a fylogenetické analyzy u ni predpovidaji
starodavny ptivod [40].

Tti tfidy nemaji vyznamnou sekvencéni identitu. Avsak 1 pfes velké rozdily ve struktufe
se v aktivnich centrech vSech tfi tfid naléza atom zinku, ktery je nezbytny pro katalyzu
[41]. Kinetické studie ukazuji, ze vSechny tfi tfidy pouzivaji obdobny dvoustupniovy
mechanismus [42]. Prvnim krokem je nukleofilni atak hydroxidového iontu vézajiciho
zinek na CO; (rovnice 7). Druhym krokem je regenerace aktivniho mista ionizaci

molekuly vody navazané na zinek a odstranéni protonu z aktivniho mista (rovnice 8) [38].

Rovnice 7 a 8:

Zn*" + OH + CO; & Zn*" + HCO
7Zn*" +H,0 & H"+ Zn*' + OH"

Ttida a je zdaleka nejlépe prostudovand s ohledem na mechanismus katalyzy. Do této
skupiny patii vSichni savci. Tfida enzym B, do které patii rostliny, fasy, bakteriea archea,
se z hlediska struktury ostfe odliSuje od ostatnich dvou tfid. Zatimco tfidy o a y jsou

striktné monomery a trimery, tfida  jsou dimery, tetramery, hexamery a oktamery, coz
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naznacuje, Ze zakladni jednotka je dimer [43]. Pfedpoklada se, Ze tfida y se vyvinula pted

3 az 4,5 miliardami lety [39].

Obrazek 10 - Diagramy krystalovych struktur a, B, a y tFidy karbonické anhydrasy. Aktivni
ionty zinku jsou zobrazeny jako Cervené kulicky. Diagram A nalezi tfid¢ a lidského isozymu I,
B ttid¢é B Porphyridium purpureum, C tfid€ B Pisum sativum, D tiidé B Methanothermobacter
thermoautotrophicum, E t¥id€ B Escherichia coli a F ttid¢ y Methanosarcina thermophila [44].
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2 CILE PRACE

e Optimalizace reakce proteini s Togniho Ccinidlem, které ma schopnost

radikdlovym mechanismem vnést halogen-alkyl do molekuly proteinu

e Analyza chemicky modifikovanych proteini pomoci  hmotnostné
spektrometrickych metod, aby se presn¢ lokalizovaly modifikované postranni

fetézce aminokyselin
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Seznam pristroji

Analytické vahy

Automatické pipety

Centrifuga 5415R

Centrifuga Minispin

Elektroforetickd souprava

Fotodokumentacni systém Chemidoc MP
Hmotnostni spektrometr solariX XR

uHPLC systém Agilent 1200

Chladnicka

Chromatografické kolona Zeba Micro Bio-Spin
NuPAGE® Novex 4-12% Bis-Tris gel (zkontrolovat)
pH metr Orion 2D star

Sonikac¢ni lazen

Termostat stolni

Termostat Thermomixer Comfort

UV-VIS spetkrometr DeNovix DS-11

Vakuova odparka SpeedVac

Vortex VELP

Zdroj napéti PowerPac

3.2 Biologicky material
Protein hCA

Proteasa trypsin

3.3 Seznam chemikalii
Acetonitril (LC-MS grade)
Alkoholové Togniho ¢inidlo
Comassie Brilliant Blue R 250
Dimethylsulfoxid
1,4-dithiothreitol

Ethanol
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Mettler Toledo, Svycarsko
Eppendorf, Némecko
Eppendorf, Némecko
Eppendorf, Némecko
BioRad, USA

BioRad, USA

Bruker Daltonics, USA
Agilent, USA

Zanussi, Italie

Thermo Scientific, USA
Invitrogen, USA
Thermo Scientific, USA
Bandellin, Némecko
Grant, Velka Britanie
Eppendorf, Némecko
DeNovix, USA

Jouan, Francie
Scientifica, Italie

BioRad, USA

Sigma-Aldrich, USA
Promega, USA

Merck, Némecko

CF Plus Chemicals, CR
Sigma-Aldrich, USA
Fluka, Svycarsko
Fluka, Svycarsko
Merck, Némecko



Ethylmorfolin

Imidazolové Togniho ¢inidlo
Kyselina askorbova

Kyslina mravenci

Kyselina octova (LC-MS grade)
Methanol (LC-MS grade)
NuPAGE® SDS elektrodovy pufr
NuPAGE® vzorkovy pufr LDS
Proteinovy standard SeeBlue
Kyselina trifluoroctova
Triethylamin

Voda (LC-MS grade)

3.4 Seznam roztoku

Barvici roztok

Fluka, Svycarsko

CF Plus Chemicals, CR
Sigma-Aldrich, USA
Merck, Némecko
Merck, Némecko
Merck, Némecko
Thermo Scientific, USA
Thermo Scientific, USA
Thermo Scientific, USA
Fluka, Svycarsko
Jersey Lab supply, USA
Merck, Némecko

45% methanol, 10% kyselina octova, 0,25% Comassie Brilliant Blue R 250,

Elektrodovy pufr
5% MES SDS Running pufr

Odbarvovaci roztok

45% ethanol, 10% kyselina octova,

Redukujici vzorkovy pufr

200mM dithiothreitol v NuPAGE® LDS vzorkovém pufru

Stépici pufr

10mM ethylmorfolinovy pufr ve vodé€, 10% ACN, pH 8,4

Triethylamin-karbonatovy pufr

50mM triethylamin ve vodé, probubldno CO», pH 7,5

3.5 Softwarové vybaveni
Data analysis 4.4

LinX 1.0

mMass 5.5.0

Bruker Daltonics, USA
peterslab.org

mMass.org



3.6 Reakce s Togniho ¢inidlem

3.6.1 Optimalizace podminek reakce Togniho ¢inidel

Pro optimalizaci podminek byl na zakladné malé velikosti vybran protein ubiquitin
(8,5 kDa). Zasobni roztok ubiquitinu byl pfipraven rozpusténim komercniho vzorku
v triethylamin-karbonatovém pufru o pH 7,5. Vyslednd koncentrace proteinu Cinila 0,5
g/l. Pro jednotlivé reakce bylo vzdy pouzito 20 pg proteinu. Toto mnozstvi bylo za
laboratorni teploty smichano s riznymi nadbytky kyseliny askorbové a s jednotlivymi
Togniho Cinidly, kterda byla pfed experimentem vzdy cerstvé rozpuSténa
v dimethylsulfoxidu (DMSO). Zasobni roztoky Togniho c¢inidel byly pfipraveny
o koncentraci 10 g/l a zasobni roztok kyseliny askorbové o koncentraci 500 g/I. Reakce
byla vZdy ponechéna 1 hodinu za laboratornich teploty. Po jedné hodiné byly vSechny
vzorky analyzovany pomoci ESI-FTICR-MS.

3.6.2 Priprava roztoku proteinu hCA

Protein hCA byl pro potteby experimentu skladovan pii teploté -80°C ve formé
alikvoti o hmotnosti 10 pg a koncentraci 0,1 g/l ve vodé. Pro reakci s Togniho ¢inidly
bylo nutné nejprve pievést protein do reakéniho pufru, ktery ptedstavoval 50mM
triethylamin-karbonatovy pufr o pH 7,5. K ptevodu do pufru byla vyuzita gelov4 filtrace
pomoci kolony Micro BioSpin. Ke koloné bylo pfidano 500 pl pufru a byla
centrifugovana po dobu 1 minuty pifi 1000 g. Prosla frakce byla odstranéna a cely postup
se opakoval. Celkov¢ byla kolonka promyta tfikrat. Po nalezitém promyti byl na kolonu
nanesen vzorek proteinu (75 ul). Kolona byla po naneseni vzorku centrifugovana
4 minuty pi1 2000 g. U eluovaného proteinu byla zméfena koncentrace a byl pouzit

k dalS$im experimentiim.

3.6.3 Stanoveni koncentrace proteinu

Koncentrace roztoku proteinu hCA byla stanovena pomoci UV-VIS spektrometru
DeNovix pii vlnové délce (280 nm). Jako slepy vzorek pro meéfeni byl pouzit
triethylamin-karbonatovy pufr o pH 7,5. Vzorek byl prométen ttikrat, aby byla ptipadna
chyba méfeni redukovana na minimum. Vyslednd koncentrace byla pifi znalosti
molarniho absorpéniho koeficientu (44 380 I/mol-cm) pro hCA pro 280 nm a délky

absorpéni vrstvy vypocitana pomoci Lambert-Beerova zakona jako primér téchto tii
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hodnot. Jelikoz byla koncentrace proteinu stanovena na 0,6 g/l a pozadovana koncentrace

¢inila 0,6 g/1, roztok jiz nebyl dale fedén.

3.6.4 Priprava zasobnich roztoki kyseliny askorbové a Togniho ¢inidel

Aby mohlo dojit k modifikaci proteinu trifluormethylovou skupinou, musela byt
reakce nejdiive aktivovana. Pro aktivaci pfenosu CF3 skupiny alkoholového cinidla
CsH3NoF4 skupiny imidazolového-alkoholového ¢inidla byl pouzit roztok kyseliny
askorbové. Zasobni roztok byl piipraven rozpusténim 50 mg kyseliny askorbové
v triethylamin-karbonatovém pufru, aby bylo dosazeno koncentrace 500 g/l. Zasobni
roztoky Togniho ¢inidel byly pfipraveny rozpusténim jednotlivych ¢inidel v DMSO.
Vyslednd koncentrace byla 10 g/l pro alkoholové ¢inidlo a 15 g/l pro cinidlo

imidazolové-alkoholové.

3.7 Modifikace proteinu Togniho ¢inidlem

Po ptipravé vSech potiebnych roztokd byla zahdjena modifikace proteinu hCA
Togniho ¢inidlem. Byly pfipraveny dvé sady reakci. Jedna sada pro alkoholové Togniho
¢inidlo, druhé sada pro imidazolové-alkoholové Togniho ¢inidlo. V kazdé sadé byl pouzit
100 a 200nasobny molarni nadbytek latkového mnozstvi ¢inidla oproti latkovému
mnozstvi proteinu spolu s 50 a 100ndsobnym nadbytkem latkového mnozstvi kyseliny
askorbové oproti latkovému mnozstvi proteinu pro alkoholové ¢inidlo a 75
a 150nasobnym nadbytkem latkového mnozstvi kyseliny askorbové oproti latkovému
mnozstvi proteinu pro imidazolové-alkoholové ¢inidlo. Nejprve byl protein smichén
s ¢inidlem. Aby bylo mnozstvi reakéni smési ve vSech jamkach stejné a aby byl zachovan
pomér nadbytku oproti proteinu, pro 200ndsobny nadbytek byl pouzit zdsobni roztok
¢inidla, pro 100nasobny nadbytek byl zasobni roztok dvakrat fedény roztokem DMSO.
Poté byla ke smési pro aktivaci reakce pfidana kyselina askorbova. MnozZstvi jednotlivych

pfidanych sloZek je uveden v tabulce 1.

Tabulka 1 - MnoZzstvi jednotlivych pridanych slozek

Reakce Protein [pl] Cinidlo (W] Kys. askorbova [pl]
Alk 100 VitC 50 16,6 2,3 2,4
Alk 200 VitC 100 16,6 2,3 2,4
Imid 100 VitC 75 16,6 2,3 2,4
Imid 200 VitC 150 16,6 2,3 2,4
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Po pipetovani vSech slozek byly vzorky pomoci Vortexu zamichany a ponechany
1 hodinu za laboratorni teploty. Poté byla reakce zastavena ptidavkem nadbytku kyseliny

askorbové.

3.8 Elektroforeticka separace modifikovaného proteinu

Vysledek reakce s Togniho c¢inidlem byl monitorovan pomoci elektroforetické
separace v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsulfatu litného (LDS). Nejprve
bylo do kazdého vzorku ptidano 5 pl ctyfikrat koncentrovaného redukujiciho vzorkového
pufru LDS s 200mM DTT. Kazda frakce byla pomoci Vortexu zamichdna a ponechdna
inkubovat 5 minut v termostatu pii teploté 95°C. Poté byly vzorky centrifugovany po
dobu 15 s (12000 g). Nasledn¢ byly vzorky ze vSech frakci naneseny do jamek jiz
komer¢né€ dodavaného gradientového 4-12% polyakrylamidového gelu. Vedle vzorki byl
na gel nanesen také proteinovy standard a samotny protein s kyselinou askorbovou jako
kontrola. Gel byl vlozen do elektroforetické aparatury, kterd byla naplnéna elektrodovym
pufrem, piipravenym 20nasobnym nafedénim koncentrovaného MES SDS elektrodového
pufru vodou. Elektroforéza probihala pfiblizné¢ 60 minut s nastavenym konstantnim

napétim 200 V a horni limitni hodnotou proudu 130 mA.

3.9 Barveni a odbarvovani proteinu v polyakrylamidovém gelu

Polyakrylamidovy gel byl pro zviditelnéni jednotlivych proteinti vloZzen do vanicky
s barvicim roztokem. Po 10 minutidch byl roztok odstranén a gel byl ponofen do
odbarvovaciho roztoku. Odbarvovaci roztok byl nékolikrat vyménén, dokud nebylo
dosaZeno dostate€ného odbarveni gelu. Po vyjmuti z odbarvovaci 1azné€ byl gel pomoci
fotodokumentaéniho syst¢ému Chemidoc MP vyfocen. JelikoZ byl pouZit proteinovy
standard SeeBlue, byly mozné diky tabelovanym hodnotdm molekulové hmotnosti od
vyrobce pftifadit k jednotlivym prouzkiim hodnoty molekulové hmotnosti pro nas
separovany protein.

Po odbarveni byly z gelu skalpelem vytiznuty prouzky odpovidajici modifikovanému
proteinu hCA. Prouzky gelu byly nafezdny na pfiblizné stejné velké kousky (1x1 mm)
a preneseny do oznacenych mikrozkumavek. Dale byly kousky gelu odbarvovany pomoci
ethylmorfolinového (EtMor) pufru a acetonitrilu (ACN) v poméru 1:1. Mikrozkumavky
byly michany na vortexu, 2 minuty sonikovany a sto¢eny po dobu 15 s (12 000 g). Modry
roztok byl nasledné opatrné odstranén, aby nedosSlo k nasati kouskti gelu a do

mikrozkumavek byl opét pfidan EtMor pufr a ACN v poméru 1:1. Tento postup byl
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opakovan do té doby, nez se z gelu upln€ neodstranila modra barva. Po odbarveni bylo
do mikrozkumavek ptidano 30 pl ACN. Vzorky byly michany na vortexu a roztok opét
odebran pipetou. Ke vzorkiim bylo pfidano 30 pl EtMor pufru a poté byly opét
vortexovany, 2 minuty sonikovany, 15 s centrifugovany (12 000 g) a roztok pipetou

odebran.

3.10 Proteolytické Stépeni proteinu

Mikrozkumavky s kousky gelu byly po odebrani roztoku EtMor pufru umistény na 30
minut do lyofilizatoru, ve které byly gely pfi teplot€¢ 30°C sesuseny. Sesuseny gel byl
prevrstven 20 pl stépiciho pufru, jez obsahoval 10% AcN. K takto pfipravenym vzorkim
byla déle pfidina samotna proteasa trypsin v poméru 1:20 (w/w). Stépeni proteinu

probihalo pfes noc v termostatu pfi teplote 37°C.

3.11 Analyza modifikovaného proteinu pomoci LC-MS/MS

Vlastni LC-MS analyza vzorkili byla provedena mym konzultantem Mgr. Michalem
Rostlkem. Peptidy byly oddéleny na 50°C vyhtivané kolon¢ Zorbax SB 300, C18 pomoci
kapalinové chromatografie na obracené fazi (WHPLC systém Agilent 1200). Roztoky
mobilni faze mély toto slozeni: roztok A (0,1% FA; 2% AcN ve vod¢) a roztok B (0,1%
FA; 2% voda v AcN). Nasttik vzorku ¢inil 5Sul a pratok 10 pl/min. Kolonou zachycené
peptidy byly vymyty linedrnim gradientem pufru B od 5 do 40 % za 32 minut a nasledné
0d 40 do 95 % za 5 minut. HPLC systém byl pfimo spojen s hmotnostnim spektrometrem
(solariX XR, Bruker Daltonics). Separované peptidy byly nabity pomoci ESI ionizace

a analyzovany pomoci FT-ICR.

3.12 Vyhodnoceni dat z LC-MS/MS analyzy

Ziskana data byla interpretovana pomoci specidlnich programli DataAnalysis 4.4,
LinX a mMass. Pomoci SNAP algoritmu byla spektra deisotopovana a dekonvoluovéna,
k jednotlivym absorpénim maximiim byly pfifazeny naboje a hmoty. Vygenerovany
seznam m/z byl pomoci programu LinX porovnan s teoretickou knihovnou m/z
vytvotenou pro sekvenci hCA. V ptipadé€ nalezené shody m/z (rozdil max. 2 ppm) byly
modifikované a nemodifikované peptidy ptifazeny. MS/MS spektra byla vyhodnocena
manualné porovndnim s vygenerovanou teoretickou knihovnou vSech iontii pro dany
peptid programem mMass. Na zakladé¢ dat ziskanych ztohoto porovnani byly

lokalizovany aminokyseliny modifikované Togniho ¢inidlem.
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4 VYSLEDKY

4.1 Optimalizace podminek reakce

Pro dostatecnou funk¢nost a vysokou efektivitu reakce bylo potieba provést
optimalizaci podminek reakce Togniho ¢inidla s proteinem. Jako testovaci protein byl
pouzit ubiquitin. Nejprve byla vybrana dv€é Cinidla (tzv. alkoholové,
imidazolové-alkoholové), ktera se po reakci s testovacim proteinem jevila jako
nejvhodnéjsi kandidati pro dalsi optimaliza¢ni reakce a reakci s modelovym proteinem.
Nasledné se testovaly rizné poméry a nadbytky latkového mnozstvi Cinidla a kyseliny

askorbové proti latkovému mnozstvi proteinu (Tabulka 2, Obr. 11).

Tabulka 2 - Nadbytky ¢inidla, kyseliny askorbové a jejich pomér

Vzorek Nadbytek ¢inidlo Nadbytek kys. askorbova
a 100 200
b 100 150
c 100 100
d 100 75
e 100 50
f 100 25
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Nemodifikovany  1xCF, 2xCF, 3xCF,

856.967 Ctrl
856.969 a)
856.969 b)
. 8637768 - n
856.969 c)
N 853‘58 87%57 .~ N
856.969 d)
" 35159 87g57 87765
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Obrazek 11 - Porovnani hmotnostnich spekter alkoholového ¢inidla pro jednotlivé
nadbytky ¢inidla a Kyseliny askorbové viidi proteinu pro nabojovy stav 10*. Na obrazku je
zobrazena hmota nemodifikovaného proteinu a jedenkrat, dvakrat a tfikrat modifikovaného
proteinu (1xCF3, 2xCF3, 3xCF3). Ctrl znaci kontrolni vzorek, ve kterém se nenachazelo zadné
¢inidlo. Podle tabulky 2 maji vzorky nasledujici nadbytky latkového mnozstvi ¢inidla a kys.
askorbové oproti proteinu: a) 100:200, b) 100:150, c) 100:100, d) 100:75, e) 100:50, f) 100:25.

Z porovnani je patrné, Ze oproti kontrole, ve které lze vidét jen izotopovou obalku
odpovidajici nemodifikovanému ubiquitinu (nabojovy stav 10%), se sniZujicim se
obsahem kyseliny askorbové vzrista intenzita 1x modifikovaného ubiquitin. Od urcitych
podminek (viz vzorek c-f) 1ze pozorovat i 2x a 3x modifikovany ubiquitin. Po nahlédnuti
do hmotnostnich spekter je zietelné, Ze nejvhodnéjsi pomér pro reakci je 100:50 nélezici
vzorku e.

Obdobné pii nahlédnuti do porovnani hmotnostnich spekter
imidazolového-alkoholového c¢inidla (Obr. 12) Ize pozorovat stejny trend jako
u alkoholového cinidla na obrazku 11. Se snizujicim se obsahem kyseliny askorbové
vzristd intenzita 1x modifikovaného ubiquitinu. Také 1ze pozorovat ve vzorcich c-f 2x
a3x modifikovany ubiquitin. Nejvhodnéj§si pomér pro reakci proteinu

s imidazolovym-akoholovym ¢inidlem je v tomto pfipadé 100:75 nélezici vzorku d.
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Obrazek 12 - Porovnani hmotnostnich spekter imidazolového-alkoholového cinidla pro
jednotlivé nadbytky ¢inidla a kyseliny askorbové vii¢i proteinu pro nabojovy stav 10*. Na
obrazku je zobrazena hmota nemodifikovaného proteinu a jedenkrat, dvakrat a tiikrat
modifikovaného proteinu (1xCsH3NyF4, 2x1xCsH3N,F4, 3x1xCsH3N,F4). Ctrl znaci kontrolni
vzorek, ve kterém se nenachazelo zadné cinidlo. Podle tabulky 2 maji vzorky nasledujici
nadbytky latkového mnozstvi ¢inidla a kys. askorbové oproti proteinu: a) 100:200, b) 100:150, c)
100:100, d) 100:75, ) 100:50, f) 100:25.

4.2 FElektroforeticka separace v polyakrylamidovém gelu

Po provedeni experimentii hCA s Togniho €inidly byly produkty reakce studovany
pomoci SDS-PAGE (Obr. 13). Vzhledem k molekulové hmotnosti hCA (29 kDa) byl pro
separaci v SDS-PAGE vybran 4-12% gradientovy gel.
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Obrazek 13 - Polyakrylamidovy gel se separovanym proteinem hCA po reakci
s jednotlivymi Cinidly a jejich nadbytky M znaci proteinovy proteinovy standard SeeBlue,Ctrl
znaci kontrolni vzorek obsahujici pouze protein a kyselinu askorbovou, * znaci alkoholové
¢inidlo a t znaci imidazolové-alkoholé Cinidlo. Lze pozorovat prouzky s molekulovou hmotnosti
ptiblizne 29 kDa odpovidajici proteinu hCA a dalsi nepatrné prouzky s molekulovou hmotnostni
50-60 kDa.

Na gelu jsou viditelné prouzky odpovidajici molekulové hmotnosti pfiblizné€ 28 kDa,
coz koresponduje s molekulovou hmotnosti lidské karbonické anhydrasy. Je patrné, ze po
pridani ¢inidel nedochazi k zasadnim zménam proteinu (napft. oligomerizace atd.). Oproti

kontrole vidime ve vzorcich s ¢inidly kolem 50-60 kDa nepatrny dalsi prouzek.

4.3 Vysledky analyzy alkoholového ¢inidla po LC-MS/MS

Analyza alkoholového Cinidla ukazala, Ze kvalita ziskanych spekter je vysSi pfi
200nasobném nadbytku ¢inidla oproti proteinu, a proto jsou déale v praci uvadéna pouze
data pro tento nadbytek. Vysledky analyzy alkoholového c¢inidla shrnuje tabulka 3.
Ukazuje jednotlivé peptidy proteinu, jejich modifikace, sken odpovidajici reten¢nimu
Casu, ve kterém byl prekurzor eluovéan z kolony, m/z peptidu a nalezené modifikované

a nemodifikované fragmenty (y a b ionty). Aminokyseliny, které byly modifikovany CF;
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skupinou pomoci alkoholového c¢inidla, jsou v peptidu vyznaceny Cervenou barvou.
Analyza vyslednych dat byla provedena za predpokladu vyskytu modifikaci Togniho

¢inidlem pouze na aromatickych aminokyselindch proteinu. Tento piedpoklad byl

vytvofen na zaklad¢ analyzy dat proteinu ubiquitin, které nejsou soucasti této prace.

Peptid Modifikace Sken m/z y ionty bionty
ASPDWGYDDK Acetylace (N-konec), 1xCF, 268 | 632.242 y5/ye*-ya* b7*
ASPDWGYDDK Acetylace (N-konec), 1xCF3 286 |632.292 y6*-y8*

ASPDWGYDDK Acetylace (N-konec), 2xCF3 325 |666.236 VY5,y6/y6**-yg**
ASPDWGYDDK Acetylace (N-konec), 2xCF, 343 | 666.236 y5/y6**ygt*
ASPDWGYDDK Acetylace (N-konec), 2xCFa 357 | 666.236 Y5/y6**-y9**

NGPEQWSK 1xCF3 148 | 507.219 y3*y7* b4
NGPEQWSK 1xCF3 188 | 507,219 y3*y7*

NGPEQWSK 2%CF3 209 | 541.212 y7fy6* fye**

NGPEQWSK 2xCF5 217 | 541,212 yo* Y7 fy6**

ESISVSSEQLAQFR 1xCF3 331 |824.893 ¥3-y5/y2*-ya* y6*

SAELHVAHWNSAK 1xCFy 207 | 560,930 ¥5,¥7-Y10/y5*-y7* y9*-13*
YSAELHVAHWNSAK IxCFy 227 | 560.930 y5-y13 b6,b7,b9/b3* b6* b7*
LFQFHF /WGSTNEHGSEHTVDGVK 1xCFy 301 | 573.662 | y4-y7,y9-yllyld-y17/y8*y14*y17*y18* b5,b7,b21-b23
ASPDWGYDDKNGPEQWSK Acetylace (N-konec), 1xCF, 287 | 730,639 Y11/y10*,y13*-y16* b5/k10*
ASPDWGYDDKNGPEQWSK Acetylace (N-konec), 1xCF, 319 | 730.639 y11,y13/y13*-y16* b15/b10*
ASPDW GYDDKNGPEQWSK Acetylace (N-konec), 2xCFa 315 | 753.301 y10* y13*-yi6* b10*
SLLSNVEGDNAVPMOHNNRPTQPLK 1xCF3 298 | 707.600 yl4/y11* y13* y14* y18* y19* b6,bll

DTSLKPISVSYNPATAK 1xCF3 251 | 666,337 y5-y10,y16/y7* b5/h14*
YSSLAEAASK 1xCF3 193 547,752 y5-y9

EIINVGSF-IVNFEDNDNR 1xCFy 321 | 581.763 y4-y8 b17*
LYPIANGNNQSPVDIK 1xCF3 308 | 905.951 y5-v10,y14y15 bl4

Tabulka 3 - Jednotlivé peptidy s nalezenymi modifikacemi CF3 skupinou alkoholového ¢inidla,
sken odpovidajici reten¢nimu ¢asu, ve kterém byl prekurzor eluovan z kolony, m/z peptidu
a nalezenymi modifikovanymi a nemodifikovanymi fragmenty (y a b ionty). 1x modifikované
ionty jsou vyznaceny hvézdickou, 2x modifikované ionty jsou vyznaceny dvéma hvézdickami.
Vysledna modifikovana aminokyselina je v peptidu vyznafena cCervené. Aminokyseliny,
u kterych nebyla modifikace jednozna¢né€ prokazana, jsou vyznaceny zlutou barvou.

4.3.1 Modifikace fragmentu NGPEQWSK

Jako modelovy piiklad vyhodnoceni jednotlivych peptidi je uveden peptid
NGPEQWSK (Obr. 14). Extrahovany iontovy chromatograficky zaznam LC-MS/MS
analyzy (Obr. 14 A) ukazuje eluéni maxima pro dané m/z, kterd odpovidaji m/z peptidu
NGPEQWSK, coz dokladd MS spektrum dané¢ho elu¢niho maxima (Obr. 14 B). Na
chromatografickém zdznamu Ize také pozorovat eluéni maxima, kterd ovSem
neodpovidaji danému peptidu. Fragmentaci tohoto iontu odpovidajicimu m/z peptidu,

bylo ziskdno kolizni spektrum s vyzna¢enymi modifikovanymi a nemodifikovanymi

fragmenty peptidu a jejich hodnotami m/z (Obr. 14 C). Kolizni spektrum bylo pro obé
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eluéni maxima témét totozné, proto je zde uvedeno jen jedno. Diky nalezenym
fragmentim (y a b iontim) bylo mozné usoudit, jaka je vyslednd modifikovana
aminokyselina. Zasadni proto byla p¥itomnost modifikovaného fragmentu y3°, ktery
doklada pritomnost modifikace na jedné z poslednich tfi aminokyselin. Na zéaklad¢
analyzy dat ubiquitinu, ktera ukazala, ze jsou piednostné modifikovany aromatické

aminokyseliny, 1ze usuzovat, ze modifikovanou aminokyselinou je Trp'¢.
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Obrazek 14 - Zaznamy z MS analyzy pro peptid NGPEQWSK. A) Extrahovany iontovy
chromatograficky zaznam LC-MS/MS analyzy s elu¢nimi maximy pro m/z odpovidajici peptidu.
B) MS spektrum odpovidajici elucnim maximtiim s hmotou daného peptidu. C) Kolizni spektrum
ziskané fragmentaci prekurzorového iontu odpovidajicimu m/z peptidu se sekvenci peptidu
s vyznacenymi modifikovanymi a nemodifikovanymi fragmenty (y a b ionty), diky kterym byla
nalezena vysledna modifikovand aminokyselina. Tato aminokyselina je zvyraznénd ¢ervenou
barvou. Modifikované fragmenty jsou oznaceny hvézdickou.

4.3.2 Modifikace fragmentu YSAELHVAHWNSAK

Modelovy piiklad, kde nebyla identifikovina modifikace pouze na jedné
aminokyselin¢ jak v pfipadé peptidu NGPEQWSK, je napiiklad peptid
YSAELHVAHWNSAK. Extrahovany iontovy chromatograficky zaznam LC-MS/MS
analyzy ukazujici elu¢ni maxima pro dané¢ m/z, ktera odpovidaji m/z peptidu a jeho MS

spektrum piedstavujici dany peptid jsou znazornény v obrazku 15 (A, B). Kolizni spektra
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odpovidajici danému elu¢nimu maximu dokladé obrazek 15 C a D. V koliznim spektru C
nebyly pozorovany zadné b ionty, a proto byla modifikovand aminokyselina
identifikovana pouze na zéklad¢ y iontd. Z téch lze urcit, Ze modifikovanad je aromaticka
aminokyselina Trp'?®. Nicméné ze ziskanych dat ze spektra C nemiizeme s jistotou ¥ici,
zda neni modifikovan i Tyr!'!*, protoZe nepiitomnost b iontli miize byt zpisobena prave
modifikaci prvni aminokyseliny peptidu, respektive nabojem, ktery je tam modifikaci
vnesen. Oproti tomu v koliznim spektru D jiz byly b ionty pozorovany a vySe popsanou

114

domnénku, poukazujici na pritomnost modifikace na Tyr' '*, potvrdily.

Obrazek 15 - Ziznamy 2z MS analyzy pro peptid YSAELHVAHWNSAK.
A) Extrahovany iontovy chromatograficky zaznam LC-MS/MS analyzy s eluénimi maximy pro

m/z odpovidajici peptidu. B) MS spektrum odpovidajici eluénim maximim s hmotou daného
peptidu. C) a D) Kolizni spektra ziskané fragmentaci prekurzorovych iontd ptedstavujici peptid
odpovidajici  jednotlivym  eluénim maximim se zobrazenymi  modifikovanymi
a nemodifikovanymi fragmenty peptidu se sekvenci peptidu s vyznacenymi modifikovanymi
a nemodifikovanymi fragmenty (y a b ionty), diky kterym byly nalezeny vysledné modifikované
aminokyseliny. Tyto aminokyseliny jsou zvyraznény Cervenou barvou. Aminokyselina, u které
nebyla modifikace jednoznacné prokazana, je vyznacena zlutou barvou. Modifikované fragmenty
jsou oznaceny hvézdickou.
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4.3.3 Struktura modifikovaného proteinu alkoholovym ¢inidlem

Aminokyseliny, které¢ byly na zakladé dat z koliznich spekter interpretovany jako
modifikované, jsou zvyraznény v krystalové struktuie proteinu hCA (Obr. 16). Pro
porovnani byly ve struktufe zobrazeny také nemodifikované aromatické aminokyseliny.
Pro lepsi pfedstavu piistupnosti k modifikovanym aminokyselinam byly tyto
aminokyseliny vizualizovany rovnéz ve struktufe proteinu hCA zobrazujici povrch jeji
molekuly (Obr. 17). Ze struktury proteinu je patrné, ze se modifikované aminokyseliny
vyskytuji v ¢astech proteinu, které jsou piistupna ¢inidlu. Pohled do struktury ukazuje, ze

jsou modifikovany i aminokyseliny v aktivnim centru proteinu, coz umoziuje mala

velikost skupiny CF3.

Obrazek 16 - Krystalova struktura proteinu hCA modifikovanym alkoholovym ¢inidlem.
A) Pohled se vstupem do aktivniho centra s atomem zinku. B) Pohled o 180° otoCeny oproti A).
Ve struktufe jsou zvyraznény vsSechny aromatické aminokyseliny, které protein obsahuje.
Modifikované aromatické aminokyseliny jsou zvyraznény Cervenou barvou. Aminokyseliny,
u kterych nebyla modifikace jednozna¢né prokazana, jsou vyznaceny zlutou barvou. Modrou
barvou jsou zvyraznény nemodifikované aromatické aminokyseliny, upraveno podle 1hcb [45].
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Obrazek 17 - Povrch krystalové struktury proteinu hCA modifikovanym alkoholovym
¢inidlem. A) Pohled se vstupem do aktivniho centra s atomem zinku. B) Pohled o 180° otoceny
oproti A). Modifikované aminokyseliny se nachazeji pfevazné na mistech pfistupnych pro

¢inidlo. Modifikované aminokyseliny jsou zvyraznény cervenou barvou. Aminokyseliny,
u kterych nebyla modifikace jednoznac¢né prokazana, jsou vyznaceny Zlutou barvou, upraveno
podle 1hcb [45].

4.4 Vysledky analyzy imidazolového-alkoholového ¢inidla po

LC-MS/MS
Vysledky analyzy imidazolového-alkoholového cinidla shrnuje tabulka 4. Obdobné

jak vtabulce 3 pro alkoholové cinidlo ukazuje jednotlivé peptidy proteinu, jejich
modifikace, sken odpovidajici retencnimu casu, ve kterém byl prekurzor eluovan
z kolony, m/z peptidu a nalezené¢ modifikované a nemodifikované fragmenty (y a b
ionty). Aminokyseliny, které byly modifikovany imidazolovou (CsHsN:Fs) skupinou

pomoci imidazolového-alkoholového ¢inidla, jsou v peptidu vyznaceny cervenou barvou.
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Peptid Modifikace Sken m/z y ionty b ionty
ASPD'/GYDDK Acetylace {N-konec), 1ximidazol 313 681.256 y6*-yo* b7*-b9*
ASPDV/GYDDK Acetylace {N-konec), 1ximidazol 269 681,257 y6*-yo* b6*-b9*
ASPDWGYDDK Acetylace {N-konec), 1ximidazol 299 681,257 ¥5
NGPEQWSK 1ximidazol 163 556,233 y3*-y7* b7*
YSAELHVAHWNSAK 1xImidazol 215 445.460 Y5-y13/y5*-y9* y12* y13* b4-b11

SAELHVAH/NSAK 1xImidazol 237 445.460 y5-y13 b7,b9
LYPIANGNNQSPVDIK 1xImidazol 315 636.979 ¥3,y5-y10,y14/y6*-y9* bd,b5/b10* b15*

DTSLKPISVS'NPATAK 1xImidazol 263 699.013 y5-y11yl6e

ASPDWGYDDKNGPEQWSK Acetylace {N-konec), 2ximidazol 315 818,653 YOy11jy13* y14* y16* jy16** b8*,b10* b10**
ASPDGDDKNGPEQWSK Acetylace {N-konec), 1xImidazol 295 763.315 Y5-y7,y10,y11/y14* y16*
SLLSNVEGDNAVPMOHNNRPTQPLK 1xImidazol 299 732,107 y13-y15,y18,v19/y13* y18* b11,b12
LFOFHFHWGSTNEHGSEHTVDGVK 1xImidazol 319 593,267 ¥5-y8,y10,y14,y16,y17/y17* b7/b21*
LFQFHFHWGSTNEHGSEHTVDGVK 1xImidazol 299 593.267 ¥4-y8,y10,¥11,y13-y19/y17* b5,67,b21,b22/b21*
Tabulka 4 - Jednotlivé peptidy snalezenymi modifikacemi CsHsNoF4 skupinou

imidazolového-alkoholového ¢inidla, sken odpovidajici retenénimu ¢asu, ve kterém byl prekurzor
eluovan z kolony, celkovou hmotou peptidu a nalezenymi modifikovanymi a nemodifikovanymi
fragmenty (y a b ionty). 1x modifikované ionty jsou vyznaceny hvézdickou, 2x modifikované
ionty jsou vyznaceny dvéma hvézdickami. Vysledna modifikovana aminokyselina je v peptidu
vyznacena Cervené. Aminokyseliny, u kterych nebyla modifikace jednoznacné prokazana, jsou
vyznaceny zlutou barvou.

4.4.1 Modifikace fragmentu HDTSLKPISVSYNPATAK

Jako modelovy pfiklad vyhodnoceni MS analyzy pro protein modifikovany
imidazolovym-alkoholovym ¢inidlem je uveden peptid HDTSLKPISVSYNPATAK
(Obr. 18). V pfipadé¢ tohoto peptidu nebyly nalezeny zadné modifikované ani
nemodifikované b ionty. Na zéklad¢ nalezenych nemodifikovanych y iontl (y5-y11, y16)
a informaci o nepfitomnosti b iontil nebylo mozné jednoznacné urcit, kde se modifikace
naléza. Nepfitomnost b iontll nepfimo naznaduje modifikaci His*’. Nicmén& bez
informace o modifikovanych iontech nelze s jistotou vylouc¢it modifikaci jiné

aminokyseliny véetné Tyr’!, byt se to v tomto pripadé jevi nepravdépodobné.
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Obrazek 18 - Zaznamy z MS analyzy pro peptid HDTSLKPISVSYNPATAK.

A) Extrahovany iontovy chromatograficky zaznam LC-MS/MS analyzy s eluénim maximem pro
m/z odpovidajici peptidu. B) MS spektrum odpovidajici elu¢énimu maximu s hmotou daného
peptidu. C) Kolizni spektrum ziskané fragmentaci prekurzorového iontu odpovidajicimu m/z
peptidu se sekvenci peptidu s vyznacenymi nemodifikovanymi fragmenty (y ionty), diky kterym
byly identifikovany aminokyseliny, které jsou potencialné modifikované. Tyto aminokyseliny
jsou zvyraznény Zlutou barvou.

4.4.2 Modifikace fragmentu ASPDWGYDDKNGPEQWSK

V ptipadé peptidu ASPDWGYDDKNGPEQWSK, obsahujici vice aromatickych
aminokyselin, byly identifikovany dvé modifikace Togniho ¢inidlem. V koliznim spektru
pro jedenkrat modifikovany peptid (Obr. 19C) byly nalezeny pouze dva modifikované
ionty yl14* a yl6*, které naznaCuji mozné modifikace na Trp®> a Tyr’. Na zékladé
zméfenych spekter (Obr. 19) nelze s jistotou urcit, zda je Togniho ¢inidlem modifikovana
pouze jedna aminokyselina nebo je modifikace rozdélena mezi obé aminokyseliny.
V ptipadé€ kolizniho spektra pro dvakrat modifikovany peptid (Obr. 20C) byly nalezeny
Ix modifikované ionty b10*, b15*, y13*, y14*, y16* a 2x modifikovany y16**, které
modifikaci Trp® a Tyr’ potvrdily.
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Obrazek 19 - Zaznamy z MS analyzy pro peptid jedenkrat modifikovany peptid
ASPDWGYDDKNGPEQWSK sken 295. A) Extrahovany iontovy chromatograficky zaznam
LC-MS/MS analyzy s elu¢nim maximem pro m/z odpovidajici peptidu. B) MS spektrum
odpovidajici eluénimu maximu s hmotou daného peptidu. C) Kolizni spektrum ziskané
fragmentaci prekurzorového iontu odpovidajicimu m/z peptidu se sekvenci peptidu
s vyznacenymi modifikovanymi i nemodifikovanymi fragmenty (y a b ionty), diky kterym byly
nalezeny vysledné modifikované aminokyseliny. Nelze s jistotou urcit, zda je Togniho ¢inidlem
modifikovana pouze jedna aminokyselina nebo je modifikace rozdélena mezi obé aminokyseliny.
Tyto aminokyseliny jsou zvyraznény Zlutou barvou.
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Obrazek 20 - Zaznamy z MS analyzy pro dvakrat modifikovany peptid
ASPDWGYDDKNGPEQWSK sken 315. A) Extrahovany iontovy chromatograficky zaznam
LC-MS/MS analyzy s eluénim maximem pro m/z odpovidajici peptidu. B) MS spektrum
odpovidajici eluénimu maximu s hmotou daného peptidu. C) Kolizni spektrum ziskané
fragmentaci prekurzorového iontu odpovidajicimu m/z peptidu se sekvenci peptidu
s vyznacenymi modifikovanymi i nemodifikovanymi fragmenty (y a b ionty), diky kterym byly
nalezeny vysledné modifikované aminokyseliny. Tyto aminokyseliny jsou zvyraznény ¢ervenou
barvou.

4.4.3 Struktura proteinu modifikovaného imidazolovym-alkoholovym ¢inidlem
Krystalova struktura proteinu hCA zndzorfiuje identifikované nemodifikované
1 modifikované aromatické aminokyseliny imidazolovym-alkoholovym cinidlem
(Obr. 21). Obdobné jak v ptipad¢ alkoholového ¢inidla, pro lepsi pfedstavu piistupnosti
k modifikovanym aminokyselindm byl protein s témito aminokyselinami vizualizovan
také ve struktuie proteinu hCA zobrazujici povrch jeji molekuly (Obr. 22). Pii pohledu
na strukturu proteinu lze pozorovat stejny trend jak u modifikovaného proteinu
alkoholovym ¢inidlem. Je patrné, ze se modifikované aminokyseliny vyskytuji v ¢astech

proteinu, které jsou pfistupna €inidlu.

50



Obrazek 21 - Krystalova  struktura  proteinu hCA  modifikovanym
imidazolovym-alkoholovym ¢inidlem. A) Pohled se vstupem do aktivniho centra s atomem
zinku. B) Pohled o 180° otoceny oproti A). Ve struktuie jsou zvyraznény vSechny aromatické
aminokyseliny, které protein obsahuje. Modifikované aromatické aminokyseliny jsou zvyraznény
cervenou barvou. Aromatické aminokyseliny, u kterych nebyla modifikace jednoznacné
prokazéana, jsou vyznaceny zlutou barvou. Modrou barvou jsou zvyraznény nemodifikované
aromatické aminokyseliny, upraveno podle 1hcb [45].

Obrazek 22 - Povrch krystalové struktury proteinu hCA modifikovanym
imidazolovym-alkoholovym ¢inidlem. A) Pohled se vstupem do aktivniho centra s atomem

zinku. B) Pohled o 180° otoCeny oproti A). Modifikované aminokyseliny jsou zvyraznény
cervenou barvou. Aminokyseliny, u kterych nebyla modifikace jednozna¢né prokazéna, jsou
vyznaceny zlutou barvou, upraveno podle 1hcb [45].

Z porovnani struktur hCA s vyznaCenymi modifikovanymi aminokyselinami
z alkoholového (Obr. 23 A) a imidazolového-alkoholového (Obr. 23 B) ¢inidla je patrné,

7e se modifikované aminokyseliny, az na vyjimky, prekryvaji. Rozdil predstavuji Phe??®
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a vaktivnim centru lokalizovany His’, které byly modifikovany pouze v piipadé
alkoholového ¢inidla. Aminokyseliny, které by byly modifikovany pouze v ptipadé
imidazolového-alkoholového €inidla, zaznamenany nebyly. Lze pozorovat i dalsi rozdily
v aminokyselinach, které byly modifikovany, His®, His®’” a Tyr’! u alkoholového ¢inidla
a His'" a His'® u imidazolového-alkoholového &inidla. Nicméné u téchto aminokyselin

nebylo mozné s jistotou fici, zdali jsou Togniho ¢inidlem modifikovany.

Obrazek 23 - Porovnani struktur hCA modifikovaného alkoholovym ¢inidlem (A)

226 3 v aktivnim centru His*

imidazolovym-alkoholovym ¢inidlem (B). Cervend vyznatené Phe
jsou v pripadé alkoholového cinidla na rozdil od imidazolového-alkoholového Ccinidla
modifikovéany. Rozdily jsou také ve Zluté oznacenych His®, His®” a Tyr>! u alkoholového ¢inidla
a His!'"” a His!'® u imidazolového-alkoholového ¢&inidla. U téchto aminokyselin neni zcela

prokazatelné, zdali jsou Togniho ¢inidlem modifikovany, upraveno podle 1hcb [45].
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5 DISKUZE

V této praci jsme se zabyvali radikdlovym znacenim lidské karbonické anhydrasy
pomoci Togniho Ccinidel. Pfed samotnou reakci karbonické anhydrasy s Togniho
¢inidlem, bylo potifeba provést optimalizaci podminek reakce s testovacim proteinem
ubiquitinem. Z porovnani jednotlivych nadbytkii Cinidla a kyseliny askorbové pro
imidazolové-alkoholové ¢inidlo bylo ziejmé, ze nejvhodnéjSim pomérem nadbytki je
pomér 100:75 (Obr. 12). Nicméné u alkoholového Togniho ¢inidla jsou intenzity
u 1x modifikovaného ubiquitinu pro pomér 100:75 a 100:50 téméf totozné, ale intenzita
2x modifikovaného ubiquitinu je vyrazné vyssi pro pomér 100:50, a proto byl pro dalsi
experimenty vyuzit tento pomér (Obr. 11). I pfesto, Ze nejvhodnéjsi pomér nadbytka
latkového mnozstvi ¢inidla a kyseliny askorbové oproti proteinu se pro ubiquitin jevil
100:75, pri nasledné reakci s proteinem hCA byly také pouzity nadbytky dvojnasobné
velké, tedy 200:150, protoze hCA obsahuje vice aminokyselin, které mohou byt ¢inidlem
modifikovany.

Reakce cinidel s hCA byla kontrolovana pomoci -elektroforetické separace
v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti LDS (Obr. 13). Z gelu je patrné, ze vlivem
¢inidel nedoslo k rozpadu ¢i multimerizaci proteinu, tudiz byla konformace proteinu
zachovana. Zaroven ovSem lze kromé separovaného proteinu pozorovat i dalsi prouzky
s molekulovou hmotnosti kolem 55 kDa, které jsou nejintenzivnéj$i v ptipade
alkoholového c¢inidla. Jelikoz je tento prouzek pozorovatelny i v pfipadé kontroly, 1ze
usuzovat, ze se jednd o artefakt vytvofeny béhem zpracovani vzorku pfed samotnou
elektroforetickou separaci

Nasledné vyhodnoceni hmotnostné spektrometrickych dat bylo provedeno za
pfedpokladu vyskytu modifikaci Togniho <¢inidlem pouze na aromatickych
aminokyselinach proteinu. Tento pfedpoklad byl vytvofen na zdkladé analyzy dat
proteinu ubiquitin, ktera nebyla soucasti této prace. Nicméné nelze vyloucit, Ze nebyly
pii reakci ¢inidel s hCA modifikovany 1 nearomatické aminokyseliny. Ziskana data
ovSem tento fakt nenaznaCuji. Analyza dat proteinu hCA s alkoholovym
200nasobném nadbytku ¢inidla oproti proteinu, a proto jsou v praci uvadéna pouze data

pro tento nadbytek.
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Porovnani analyzovanych dat proteinu modifikovanym Togniho ¢inidly ukazalo
nékolik rozdild mezi vysledky pro alkoholové a imidazolové-alkoholové Ccinidlo
(Obr. 22). Jednalo se o vyskyt a lokalizaci nékterych modifikovanych aromatickych

226 3 v aktivnim centru se vyskytujici His*®, které

aminokyselin. Konkrétné se jednéa o Phe
jsou  modifikovany v  pfipadé¢  alkoholového ¢inidla na rozdil od
imidazolového-alkoholového ¢&inidla. U His''?, lokalizovaném také v aktivnim centru
molekuly, nelze zcela jednoznac¢né fici, zda je v ptipadé imidazolového-alkoholového
¢inidla modifikovan. Tyto rozdily byly pravdépodobné zplisobeny rozdilnou velikosti
jednotlivych ¢inidel. Vétsi velikost imidazolového-alkoholového ¢inidla pravdépodobné
branila piistupu k aminokyselinam lokalizovanych v aktivnim centru (His’® a His!!"")

a Phe??¢ lokalizovanému uvniti molekuly proteinu (Obr. 23).

Obrazek 24 - Krystalova struktura hCA modifikovana alkoholovym c¢inidlem s vyznacenymi
aminokyselinami Phe?; His*® a His'"®. Upraveno podle 1hcb [45].

Dalsi rozdily jsou pozorovany pro aminokyseliny lokalizované na povrchu proteinu,
kter¢  jsou  modifikovany v pifipadé  alkoholového  Cinidla. 'V piipadé
imidazolového-alkoholového se vSak tyto aminokyseliny vyskytovaly v peptidech,
u nichz bylo prokazano, ze modifikaci obsahuji, ale kvili nepfitomnosti modifikovanych
y iontli nebylo moZzné jednoznaéné urcit, na které aminokyseliné se tato modifikace
naléza. Jednid se o aminokyseliny Tyr''*, Tyr’! a His'® (Obr. 24). Nepiitomnost

modifikovanych y iontl v peptidech proteinu modifikovaném
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imidazolovym-alkoholovym cinidlem mohla byt zplsobena nizkou intenzitou

prekurzorového iontu.

Obrazek 25 - Krystalova struktura hCA modifikovana alkoholovym ¢inidlem
s vyznafenymi aminokyselinami Tyr'!%, Tyr®' a His'®. Upraveno podle 1hcb [45].

Data také poukazuji na modifikaci His** nebo His®’ u alkoholového ¢&inidla,
nachdzejici se na povrchu molekuly (Obr. 25). Informace o tomto peptidu v piipade
imidazolového-alkoholového ¢inidla ovSem chybi. Tento fakt byl zptisoben tim, Ze peptid
obsahujici His® a His® nebyl hmotnostné spektrometrickou analyzou identifikovan.

Nelze tedy jisté fici, zda se od alkoholového ¢inidla lisi.
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Obrazek 26 - Krystalova struktura hCA modifikovana alkoholovym c¢inidlem
s vyznadenymi aminokyselinami His®* a His®’. Upraveno podle 1hcb [45].

Predkladana prace ukazala, ze radikdlova metoda znaceni proteinti pomoci Togniho
¢inidel lze pouzit jako novou metodu kovalentniho znafeni proteinti. Obdobné jako
protein hCA by mohl byt znacen jakykoliv protein vcetné protilatek, k jejichz
charakterizaci se kovalentni znac¢eni pouzivéa [2]. V disledku toho by tato metoda mohla
poslouzit jako nastroj validace biologickych terapeutik. Je nutno ovSem pfiznat, Ze tato
metoda ma zatim své limity, které mohou byt ale v budoucnu odstranény. Ptfikladem
mohou byt vyssi vytézky reakce vedouci k vyssi intenzité¢ hmotnostnich spekter nebo také
zptesnéni informace o lokalizaci modifikace ziskand z ptekryvajicich se peptidi
vytvotenych pouzitim nespecifickych proteas nebo pouzitim vice proteas s riznou

specifitou.
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6 ZAVER

e Pomoci proteinu ubiquitin byly optimalizovany podminky radikalové reakce

s Togniho ¢inidly.

e Byla provedena modifikace proteinu lidské karbonické anhydrasy jednotlivymi

Togniho Cinidly.

e Ziskana data odhalila pfesnd mista modifikace CF3 a CsH3N2F4 skupinou

postrannich fetézcii aminokyselin proteinu lidské karbonické anhydrasy.
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