Opravny listek k bakalarské praci ,,Radikalové znaceni proteint

jako nastroj validace biologickych terapeutik

Predkladatel: Michal Binar

V celé praci pridana informace o izoformé lidské karbonické anhydrasy. Pouzity protein pro
modifikaci Togniho ¢inidly lidsk4d karbonicka anhydrasy hCA (Sigma-Aldrich, USA) mél
izoformu I, tedy hCA 1.

Na strané 8 zménén nazev kapitoly 3.7 z ndzvu ,,Modifikace proteinu Togniho ¢inidlem* na

nazev ,,Modifikace proteinu hCA I Togniho ¢inidlem*

Na strané 11, kapitola 1.1.1, odstavec 3 opravena formulace ,,Po urcité dobé& byl proces
zmrazenim zastaven, ptebyte¢na voda byla lyofilizaci odstranéna a ve vakuu za snizeného tlaku
byly nasledné vzorky sesuseny* na ,,Po urcité¢ dob¢ byl proces zmrazenim zastaven, piebyte¢na

voda byla odstranéna ve vakuu a za snizeného tlaku lyofilizaci.*

Na strané 12, kapitola 1.1.2, odstavec 1 opravena formulace ,,S metodou acetylace
aminokyselinovych zbytkli lysinu acetanhydridem a argininu 1,2-cyklohexandionem jako
u¢innym a citlivym nastrojem modifikace proteinu pfisli v roce 1992 Suckau a spol“ na
,»S metodou acetylace aminokyselinovych zbytkd lysinu acetanhydridem a argininu
1,2-cyklohexadionem (Obr. 2) jako u€¢innym a citlivym nastrojem modifikace proteinu pfisli

v roce 1992 Suckau a spol®.



Na strané 13, kapitola 1.1.2 upraven popisek obrazku

OH HO OH
Q
0] _40

R_{< H

o)

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

Na strané 13, kapitola 1.1.1.1, odstavec 1 vloZena citace [46] a upravena formulace ,,V roce
2003 Novak a spol. vyvinuli novy ptistup analyzy bilkovin, ,,shora-doli* (z angl. top-down).
Tato metoda nevyuziva proteolytické Stépeni, ale zacina ptfimo analyzou MS celého proteinu
[11]%na,,V roce 1990 Loo a spol. vyvinuli novy pfistup analyzy bilkovin, ,,shora-dola* (z angl.
top-down) [46]. Tato metoda nevyuziva proteolytické Stépeni, ale za¢ind piimo analyzou MS
celého proteinu [12].

[46]J. A. Loo, C. G. Edmonds a R. D. Smith. Primary sequence information from intact proteins

by electrospray ionization tandem mass spectrometry. Science. 1990, 248(4952), 201-204

Na strané 14, kapitola 1.1.1.2, odstavec 1 opravena formulace ,,Strukturni charakterizace
bilkovin a jejich antigennich komplext je nezbytna pro vyvoj novych biologickych 1&¢iv.” na
»Strukturni charakterizace bilkovin a jejich komplext je nezbytna pro vyvoj novych

biologickych 1é¢iv.*

Na strané 20, kapitola 1.1.1.3 b, odstavec 1 opravena formulace ,,Alternativni metodou pro
vznik hydroxylovych radikald pomoci radiolyzy vody je radiolyza pomoci gama zafeni, jez
vyuziva synchrotronovych rentgenovych pulst a jez byla zvefejnéna Jay A. LaVernem v roce
2000.“ na ,,Alternativni metodou pro vznik hydroxylovych radikali pomoci radiolyzy vody je

radiolyza pomoci gama zafeni, jeZ byla zvefejnéna Jay A. LaVernem v roce 2000.*



Na strané 21, kapitola 1.1.1.3 ¢, odstavec 2 opravena formulace ,NMR struktura casti
apomyoglobinu z velrybich spermii ukazuje, Ze se na tomto proteinu vyskytuji tfi neusporadané
oblasti, které jsou extrémné pfistupné pro rozpoustédlo [26].“ ma ,NMR struktura Casti
apomyoglobinu z vorvané ukazuje, zZe se na tomto proteinu vyskytuji tfi neuspofadané oblasti,

které jsou extrémné piistupné pro rozpoustédlo [26].

Na strané 26, kapitola 1.1.1.3 e, odstavec 3 opravena formulace ,,Diky omezeni reakce na
urcité malé misto, byli schopni pouzivat laserové impulsy s relativné nizkou energii k dosazeni
vysSiho procenta modifikace. Aby mohli tento zptusob provést, museli zabudovat do reakce
druhy laser. Pti reakci byly stfidany laserové pulsy pomoci YAG laseru a KrF laseru [19].“ na
,,Diky omezeni reakce na urcité malé misto, byli schopni pouzivat laserové impulsy s relativné

nizkou energii k dosazeni vySsiho procenta modifikace. [18]*

Na strané 26, kapitola 1.1.1.4, odstavec 1 opravena formulace “Pfimy pfenos
trifluormethylové skupiny obvykle vyzaduje podminky, které jsou casto neslucitelné
s citlivéj$imi funkcemi v molekule.”“ na ,,Pfimy pienos trifluormethylové skupiny obvykle

vyzaduje podminky, které¢ jsou pro proteiny nefyziologické.*

Na strané 30, kapitola 1.2 opravena citace [44] obrazku 10 na citaci [38]

Obrazek 10 - Diagramy krystalovych struktur a, p, a y tFidy karbonické anhydrasy. Aktivni ionty
zinku jsou zobrazeny jako Cervené kulicky. Diagram A nalezi tfidé a lidského isozymu II, B ttidé B
Porphyridium  purpureum, C tfid¢é B Pisum sativum, D tiidé B Methanothermobacter
thermoautotrophicum, E tfidé B Escherichia coli a F t¥id€é y Methanosarcina thermophila |38].



Na strané 32, kapitola 3.1 doplnén v seznamu piistroju typ kolonky

,,Chromatograficka kolona 0,5 ml 7K Zeba Micro Bio-Spin,,

Na strané 33, kapitola 3.4 v seznamu roztoki doplnéno pH elektrodového

,»9% MES SDS Running pufr, pH 7,3

Na strané 35 zménén nazev kapitoly 3.7 z ndzvu ,,Modifikace proteinu Togniho ¢inidlem* na

nazev ,,Modifikace proteinu hCA I Togniho ¢inidlem*

Na strané 35, kapitola 3.7, tabulka 1 zménéno mnozstvi pfidané kyseliny askorbové

Tabulka 1 - MnoZstvi jednotlivych pridanych sloZzek

Reakce Protein [pl] Cinidlo [ul] Kys. askorbova [pl]
Alk 100 VitC 50 16,6 2,3 1,2
Alk 200 VitC 100 16,6 2,3 1,2
Imid 100 VitC 75 16,6 1,8 1,8
Imid 200 VitC 150 16,6 1,8 1,8

Na strané 36, kapitola 3.7, odstavec 2 opravena formulace ,,Poté byla reakce zastavena
ptidavkem nadbytku kyseliny askorbové.“ na ,,Poté byla reakce zastavena 1000nasobnym

nadbytkem kyseliny askorbové oproti proteinu.*

Na strané 36, kapitola 3.8 opravena formulace ,,Vedle vzorkli byl na gel nanesen také
proteinovy standard a samotny protein s kyselinou askorbovou jako kontrola.“ na ,,Vedle
vzorkll byl na gel nanesen také proteinovy standard a samotny protein s kyselinou askorbovou

bez ¢inidla jako kontrola.*

Na strané 37, kapitola 3.12 opravena formulace ,,Pomoci SNAP algoritmu byla spektra
deisotopovana a dekonvoluovana, k jednotlivym absorpénim maximim byly pfifazeny naboje
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a hmoty.“ na ,,Pomoci SNAP algoritmu byla spektra deisotopovana a dekonvoluovana,

k jednotlivym maximim byly pfifazeny nadboje a hmoty.*



Na strané 37, kapitola 3.12, za ,,..modifikované Togniho Cinidlem.” pridana formulace
»,MS/MS analyza byla provedena v data-independentnim moddu (DIA) pomoci kolizné

indukované disociace (CID) v rozsahu 600 az 1200 m/z.*

Na strané 38, kapitola 3.6.2 opravena formulace ,,Protein hCA byl pro potieby experimentu
skladovan pii teploté¢ 80°C ve formé alikvotd o hmotnosti 10 pug a koncentraci 0,1 g/l ve vodé.*
na ,,Protein hCA byl pro potieby experimentu skladovan pfi teploté 80°C ve formé¢ alikvotli o

hmotnosti 10 pg a koncentraci 0,1 g/l ve vodée.«

Na strané 39, kapitola 4.1 opraven popisek obrazku 11
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Obrazek 11 - Porovnani hmotnostnich spekter proteinu modifikovaného alkoholovym cinidlem
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 téikrat modifikovaného
proteinu (1xCF3, 2xCF3, 3xCF3). Ctrl znaci kontrolni vzorek, ve kterém se nenachazelo zadné ¢inidlo.
Podle tabulky 2 maji vzorky nésledujici nadbytky latkového mnoZzstvi ¢inidla a kys. askorbové oproti
proteinu: a) 100:200, b) 100:150, ¢) 100:100, d) 100:75, e) 100:50, f) 100:25.



Na strané 40, kapitola 4.1 opraven popisek obrazku 12
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Obrazek 12 - Porovnani  hmotnostnich  spekter  proteinu  modifikovaného
imidazolovym-alkoholovym c¢inidlem pro jednotlivé nadbytky ¢inidla a kyseliny askorbové viici
proteinu pro nabojovy stav 10*. Na obrazku je zobrazena hmota nemodifikovaného proteinu a
jedenkrat, dvakrat a tiikrat modifikovaného proteinu (1xCsH3N,F4, 2x1xCsH3NoF4, 3x1xCsH3N,F4).
Ctrl znaci kontrolni vzorek, ve kterém se nenachazelo zadné Cinidlo. Podle tabulky 2 maji vzorky
nasledujici nadbytky latkového mnozstvi Cinidla a kys. askorbové oproti proteinu: a) 100:200, b)
100:150, c) 100:100, d) 100:75, ) 100:50, f) 100:25.



Na strané 41, kapitola 4.2 opraven obrazek 13, ktery se v elektronické verzi nezobrazoval
spravné
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Obrazek 13 - Polyakrylamidovy gel se separovanym proteinem hCA po reakci s jednotlivymi
¢inidly a jejich nadbytky M znaci proteinovy proteinovy standard SeeBlue,Ctrl znaci kontrolni vzorek
obsahujici pouze protein a kyselinu askorbovou, * znaci alkoholové Cinidlo a T znac¢i imidazolové-
alkoholé cinidlo. Lze pozorovat prouzky s molekulovou hmotnosti piiblizne 29 kDa odpovidajici
proteinu hCA a dalsi nepatrné prouzky s molekulovou hmotnostni 50-60 kDa.



Na strané 44, kapitola 4.3.1 za obrazek 12 pridana formulace ,,Hmotnostni spektra ostatnich
peptidd a jejich sekvence s vyznaCenymi jednoznacné a nejednoznaéné modifikovanymi

aminokyseliny pomoci alkoholového €inidla v ptilohdch 9-20.

Na strané 45, kapitola 4.3.3 opraven obrazek 16, ktery se v elektronické verzi nezobrazoval
spravné

Obrazek 16 - Krystalova struktura proteinu hCA modifikovanym alkoholovym ¢inidlem.
A) Pohled se vstupem do aktivniho centra s atomem zinku. B) Pohled o 180° oto¢eny oproti A). Ve
struktufe jsou zvyraznény vSechny aromatické aminokyseliny, které protein obsahuje. Modifikované
aromatické aminokyseliny jsou zvyraznény cCervenou barvou. Aminokyseliny, u kterych nebyla
modifikace jednoznaéné prokazana, jsou vyznaceny Zlutou barvou. Modrou barvou jsou zvyraznény
nemodifikované aromatické aminokyseliny, upraveno podle 1hcb [45].




Na strané 46, kapitola 4.3.3 opraven obrazek 17, ve kterém byly pfidany mista na povrchu
s nemodifikovanymi aminokyselinami (vyzna¢eno modrou barvou)

Obrazek 17 - Povrch krystalové struktury proteinu hCA modifikovanym alkoholovym ¢inidlem.
A) Pohled se vstupem do aktivniho centra s atomem zinku. B) Pohled 180° otoCeny oproti A).
Modifikované aminokyseliny se nachazeji prevazné na mistech pfistupnych pro ¢inidlo. Modifikované
aminokyseliny jsou zvyraznény cCervenou barvou. Aminokyseliny, u kterych nebyla modifikace
jednozna¢né prokazana, jsou vyznaCeny Zlutou barvou, modrou barvou jsou zvyraznény
nemodifikované aromatické aminokyseliny upraveno podle 1hcb [45].

Na strané 46, kapitola 4.4 opravena formulace ,,Aminokyseliny, které¢ byly modifikovany
imidazolovou (CsH3NxF4) skupinou pomoci imidazolového-alkoholového ¢inidla, jsou v peptidu
vyznaceny ¢ervenou barvou.“ na ,,Aminokyseliny, které byly modifikovany CsH;N>F4 skupinou

pomoci imidazolového-alkoholového ¢inidla, jsou v peptidu vyznaceny ¢ervenou barvou.*



Na strané 50, kapitola 4.4.2 za obrazek 15 pridana formulace ,,Hmotnostni spektra ostatnich
peptidd a jejich sekvence s vyznaCenymi jednoznacné a nejednoznaéné modifikovanymi

aminokyseliny pomoci imidazolového-alkoholového ¢inidla v ptilohach 1-8.

Na strané 51, kapitola 4.4.3 opraven obrazek 21, ktery se v elektronické verzi nezobrazoval
spravné

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



Na strané 51, kapitola 4.4.3 opraven obrazek 22, ve kterém byly pfidany mista na povrchu
s nemodifikovanymi aminokyselinami (vyzna¢eno modrou barvou)

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 jednoznacné prokazana, jsou vyznaceny zlutou barvou,
upraveno podle lhcb [45].

Na strané 52, kapitola 4.4.3 opraven obrazek 23, ktery se v elektronické verzi nezobrazoval
spravné

Obrazek 23 - Porovnani struktur hCA modifikovaného alkoholovym ¢inidlem (A) imidazolovym-
alkoholovym ¢inidlem (B). Cervené vyznatené Phe® a v aktivnim centru His® jsou v piipadé
alkoholového ¢inidla na rozdil od imidazolového-alkoholového ¢inidla modifikovany. Rozdily jsou také
ve zluté oznaenych His®, His®” a Tyr’' u alkoholového ¢inidla aHis'® a His!®
u imidazolového-alkoholového ¢inidla. U téchto aminokyselin neni zcela prokazatelné, zdali jsou
Togniho ¢inidlem modifikovany, upraveno podle 1hcb [45].



Na strané 54, kapitola 5 opraven obrazek 24, ktery se v elektronické verzi nezobrazoval
spravné

Obriazek 24 - Krystalova struktura hCA modifikovana alkoholovym cinidlem s vyznacenymi
aminokyselinami Phe??¢, His*® a His!". Upraveno podle 1hcb [45].

Na strané 55, kapitola 5 opraven obrazek 25, ktery se v elektronické verzi nezobrazoval
spravné

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



Na strané 56, kapitola 5 opraven obrazek 26, ktery se v elektronické verzi nezobrazoval
spravné

Obrazek 26 - Krystalova struktura hCA modifikovana alkoholovym ¢inidlem s vyznacenymi
aminokyselinami His®* a His®’. Upraveno podle 1hcb [45].

Na strané 56, kapitola 5, odstavec 7 za ,,...zda se od alkoholového ¢inidla 1i$i.“ pFidana
formulace ,,Na zaklad¢ ziskanych dat nejsme schopni fici, které z uvedenych cinidel je pro
modifikaci proteinu vhodnéj§i a které je sndze detekovatelné pomoci hmotnostni
spektrometrie.*

Na strané 58, kapitola 7 upraven format citace 6

A. Hvidt, K. Lindestrom-Lang. Exchange of hydrogen atoms in insulin with deuterium atoms
in aqueous solutions. Biochim. Biophys. Acta. 1954, 14(4), 574-5.



Oprava obrazku v priloze 1, ktery se v elektronické verzi nezobrazoval spravné
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Piiloha 1 — 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 eluénim maximim s hmotou daného peptidu. C) Kolizni spektrum ziskané
fragmentaci prekurzorového iontu odpovidajicimu m/z peptidu. D) Sekvence peptidu s vyznacenymi
modifikovanymi fragmenty (y a b ionty), diky kterym byla nalezena vyslednd modifikovana
aminokyselina. Tato aminokyselina je zvyraznéna Cervenou barvou. Modifikované fragmenty jsou

oznaceny hvézdickou.



Oprava obrazku v priloze 1, ktery se v elektronické verzi nezobrazoval spravné
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Priloha 5 — Zaznamy z MS analyzy pro peptid LFQFHFHWGSTNEHGSEHTVDGVK. A)
Extrahovany iontovy chromatograficky zaznam LC-MS/MS analyzy s elu¢nimi maximy pro m/z
odpovidajici peptidu. B) MS spektrum odpovidajici eluénim maximim s hmotou daného peptidu. C;) a
Di) Kolizni spektra ziskané fragmentaci prekurzorovych iontl piedstavujici peptid odpovidajici
jednotlivym elu¢nim maximiim se zobrazenymi modifikovanymi a nemodifikovanymi fragmenty
peptidu. Cz) a D) Peptid s vyznacenymi modifikovanymi a nemodifikovanymi fragmenty (y a b ionty),
diky kterym byla nalezena vysledna modifikovana aminokyselina. Tato aminokyselina je zvyraznéna

cervenou barvou. Modifikované fragmenty jsou oznaceny hvézdickou.




