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Abstrakt

Proteiny intermedidlnich filament vytvafeji dynamickou sit' cytoskeletalnich vldken,
ktera diky svym elastickym vlastnostem vyrazné piispiva k odolnosti bun¢k a tkani viici
mechanickému namahani. Vyznamnym proteinem z rodiny intermedialnich filament je
vimentin, exprimovany piedev§im v buiikdch mezenchymalniho piivodu. Vimentin je
spojovan s velkym mnozstvim patofyziologickych stavii a soucasné studie jej povazuji
za klinicky perspektivni cil pro diagnostiku, prognozu a 1é¢bu Sirokého spektra chorob
od rakoviny po infekéni a zanétliva onemocnéni. PiestoZze zpohledu strukturni
charakterizace patfi vimentin mezi jeden znejvice prozkoumanych proteini rodiny
intermedialnich filament, nase znalost je v soucasné dobé omezena na strukturu
vimentinového tetrameru. V bunkidch se vimentin samovolné sestavuje do vlaken
tvofenych homo-oligomernimi podjednotkami ULF v procesu, ktery zahrnuje nékolik
kroki organizace podjednotek. Detailni strukturni charakterizace oligomernich
podjednotek vznikajicich v pribéhu skladani vimentinovych vlaken je pfedpokladem
k objasnéni architektury zralych filament, kterda mtze vyrazné piispét k pochopeni
a propojeni mechanismii mnoha onemocnéni souvisejicich se zménami v expresi
vimentinu.

Tato prace se zamétuje na strukturni analyzu ULF podjednotek vimentinu vznikajicich
asociaci vimentinovych tetramerd. S vyuZitim techniky MIX CXMS zalozené
na chemickém siténi smési izotopove znaceného a neznaceného proteinu, kterd umoziuje
identifikaci a rozliSeni intermolekularnich a intramolekuldrnich interakci, byla
identifikovana unikatni peptidova spojeni poskytujici informace o ptivodu spojenych
peptidi v ramci ULF. Naslednou kvantifikaci zastoupeni intertetramerniho a
intratetramerniho siténi bylo zjisténo 27 unikétnich peptidovych spojeni pochdzejicich
zrozhrani tetramer-tetramer, poskytujicich informace o vzdélenostnich omezenich

tetramerti v ULF pro strukturni charakterizaci ULF podjednotky vimentinu.

Klic¢ova slova: intermedidlni filamenta, chemické zesiténi, izotopoveé znacené proteiny,

hmotnostni spektrometrie



Abstract

Intermediate filament proteins create a dynamic cytoskeletal filamentous network, which
due to its elastic properties, significantly contributes to the resistance of cells and tissues
to mechanical stress. An important protein from the family of intermediate filaments,
vimentin, is expressed mainly in cells of mesenchymal origin. Vimentin has been
associated with a large number of pathophysiological conditions, and current studies
consider vimentin as clinically promising target for the diagnosis, prognosis and treatment
of a wide range of diseases from cancer to infectious and inflammatory diseases.
Although in terms of structural characterization, vimentin belongs to one of the most
studied proteins from the family of intermediate filaments, our knowledge is currently
limited to the structure of the vimentin tetramer. Vimentin is capable of self-assembly
into filaments formed by homo-oligomeric ULF subunits and the assembly process
involves several steps of the organization of subunits. Structural characterization of the
oligomeric subunits involved in the assembly of vimentin filaments is a prerequisite for
elucidating the architecture of mature filaments, which can significantly contribute to
understanding and connecting the mechanisms of many diseases associated with changes
in vimentin expression.

This thesis is focused on the structural analysis of vimentin ULF subunits arising from
the association of vimentin tetramers. Using the MIX CXMS technique based on a
chemical cross-linking of isotopically labeled and unlabeled protein mixture, which
enables to identify and distinguish intermolecular and intramolecular interactions, unique
peptide cross-links were identified providing information on the origin of the cross-linked
peptides within the ULF. Subsequent quantification of the representation of
intertetrameric and intratetrameric cross-links revealed 27 unique peptide cross-links
originating from the tetramer-tetramer interface, providing information on the distance
constraints of tetramers in the ULF for the structural characterization of vimentin ULF

subunit.

Key words: intermediate filaments, chemical cross-linking, isotopically labeled proteins,
mass spectrometry
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Seznam zkratek
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CID
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DDA
DIA
DMSO
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DSPU
DSS
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EDTA
EMT
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HEPES
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LC-MS

fragmentovy iont — peptidovy iont modifikovany kyselinou 4-
aminomaselnou vznikajici fragmentaci raménka sit'ovaciho ¢inidla
DSBU v kolizni cele pti MS/MS

fragmentovy iont — peptidovy iont nesouci modifikaci 1,3-oxazepan-2-
onu, vznikajici fragmentaci raménka sitovaciho ¢inidla DSBU v kolizni
cele pii MS/MS

chloracetamid

kolizn¢ indukovana disociace (z angl. collision-induced dissociation)
chemické siténi v kombinaci s hmotnostni spektrometrii (z angl. Cross-
linking Mass Spectrometry)

datové zavislé méteni (z angl. Data-Dependent Acquisition).

datové nezavislé méfeni (z angl. Data-Independent Acquisition)
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ionizace elektrosprejem (z angl. Electrospray lonization)

iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci (z angl.
Fourier-Transform Ion Cyclotron Resonance)

glialni fibrilarni acidicky protein
4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonova kyselina

intermedialni filamenta

kapalinova chromatografie spojend s hmotnostni spektrometrii (z angl.

Liquid Chromatography-Mass Spectrometry)



LC-MS/MS

m/z
MAC
MALDI

MIX
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MS
MS/MS

MWCO
NMR

PTM
SDS-PAGE

SILAC
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Tris
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spektrometrii (z angl. Liquid Chromatography-Tandem Mass
Spectrometry)

pomér hmotnosti ku naboji

methylamin hydrochlorid

matrici asistovana laserova desorpce/ionizace pomoci (z angl. Matrix-
Assisted Laser Desorption/Ionization)

vystupni format souboru z programu MASCOT (z angl. Mascot Generic
File)

chemické siténi s pouzitim smési izotopove znaceného a neznaceného
proteinu (z angl. Mixed Isotope Cross-linking)
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hmotnostni spektrometrie (z angl. Mass Spectrometry)
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mezni molekulovd hmotnost (z angl. Molecular Weight Cut-off)
nuklearni magnetickd rezonance
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podjednotky tvofici filamentum (z angl. Unit-Length Filaments)



1 TEORETICKY UVOD

1.1 Strukturni analyza proteinti pomoci chemického siténi v kombinaci
s hmotnostni spektrometrii

Ptedpokladem pro pochopeni mnoha biologickych procesii je detailni znalost
trojrozmérné proteinové struktury a interagujicich sekvenci v proteinovych komplexech.
Chemické siténi v kombinaci s hmotnostni spektrometrii (CXMS, z angl. Cross-linking
Mass Spectrometry) je dnes zavedend metoda ve strukturni biologii, ktera doplituje dalsi
strukturné analytické techniky jako je rentgenova krystalografie, NMR nebo elektronova
mikroskopie. CXMS umoznuje strukturni analyzu proteinti i velkych proteinovych
komplexti, poskytuje informace o protein-proteinovych interakcich, dynamickych
vlastnostech proteini a jejich flexibilnich oblastech. Sitovaci reakce probihd v roztoku
v podminkach blizkych pfirozenému prostfedi, umoziuje tedy =zachytit nativni
konformaci a konforma¢ni zmény proteint [1-3]. Podava uzite¢né strukturni informace,
které jinymi technikami pro strukturni analyzu neni mozné ziskat.

Princip chemického siténi proteini je zaloZzen na pouziti sitovaciho cinidla, které
zprostiedkovava kovalentni spojeni funkénich skupin dvou aminokyselinovych zbytk,
které¢ jsou si v nativni konformaci prostorové blizké [4]. Sitovaci ¢inidlo obsahuje
minimalné dvé reaktivni skupiny propojené tzv. raménkem, jehoz délka udava vzdalenost
dvou aminokyselinovych zbytkd, které mohou byt spojeny. Dnes existuje mnoho druhti
sitovacich ¢inidel [1,5]. Jednotlivé sitovaci ¢inidla se 1i8i svymi reaktivnimi skupinami —
ty urCuji, které aminokyseliny mohou byt spojeny, délkou raménka, kterym jsou spojeny
a celou fadou dalSich parametrii. Nejcastéji pouzivana ¢inidla obsahuji reaktivni skupiny,
které cili pfedev§im na primarni aminoskupiny nachazejici se na postrannim fetézci
lysinu ¢i N-konci proteinu, didle mohou také reagovat s postrannim fetézcem serinu,
threoninu ¢i tyrosinu. Existuji i ¢inidla kterdA mohou reagovat s jinymi skupinami,
napftiklad s karboxylovymi skupinami na postrannim fetézci asparaginu, glutaminu ¢i C-
konci proteinu.

Kovalentné spojené proteiny jsou po sitovaci reakci zpravidla proteolyticky Stépeny
a vysledna smés peptidil je analyzovana pomoci kapalinové chromatografie a tandemové
hmotnostni spektrometrie (LC-MS/MS, z angl. Liquid Chromatography-Tandem Mass
Spectrometry) [4]. Délka sitovaciho ¢inidla a pozice spojenych aminokyselin v proteinu

udavaji vzdalenostni omezeni, kterd slouzi jako zéklad pro nasledné vypocetni

10



modelovani trojrozmérné struktury proteinu ¢i proteinového komplexu. Obecny postup

techniky CXMS je zndzornén na Obrazku 1.

A) Sitovaci €inidlo B) Sitovaci reakce C) Proteolytické Stépeni
-—-— Protein A Protein B
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Obrazek 1. Obecny postup techniky CXMS. A) Sitovaci ¢inidlo obsahujici dvé reaktivni skupiny
spojené raménkem, B) Pfi sitovaci reakci dochazi ke kovalentnimu spojeni funkénich skupin dvou
aminokyselinovych zbytkti na povrchu proteinu. Vzdalenost dvou aminokyselin, které mohou byt spojeny
je dana délkou sitovaciho cinidla, C) Proteolytické Stépeni za vzniku smési modifikovanych a
nemodifikovanych peptidi, probihd nejcastéji pouzitim trypsinu, D) Vysledna smés modifikovanych a
nemodifikovanych peptidii je analyzovana pomoci kapalinové chromatografie a tandemové hmotnostni
spektrometrie (LC-MS/MS), E) pomoci piislusnych softwarti pro analyzu LC-MS/MS dat jsou ze ziskanych
hmotnostnich spekter identifikovany produkty chemického siténi. Prevzato z [4] a upraveno

1.1.1 Strategie chemického siténi

Velkéa komplexita peptidovych smési vznikajicich po Stépeni modifikovanych proteinti
komplikuje CXMS analyzu. Peptidy ve vysledné smési mohou byt modifikované mnoha
riznymi zpisoby, a kromé toho obsahuje také nemodifikované peptidy. V pribéhu let
byla vyvinuta fada strategii usnadilujicich identifikaci produkti sitovaci reakce
v hmotnostnich spektrech [3].

V roce 2001 byl zvetejnén ¢lanek o pouziti izotopove znacenych sitovacich ¢inidel [6].
Vétsinou se jedna se o ekvimolarni smési deuterovanych (,,tézkych*) a nedeuterovanych
(,,lehkych®) sitovacich €inidel [3]. Jejich pouzitim vznikaji v hmotnostnich spektrech
charakteristické dublety izotopovych obalek dané posunem hmoty zptisobené pfitomnosti
lehkého a téZkého sitovaciho ¢inidla v poméru 1:1 (Obrazek 3A, str.13).

Alternativni strategii vyuZivanou pro usnadnéni identifikace produktii sitovaci reakce
je pouziti §tépitelnych sitovacich &inidel [3,7]. Stépitelna sitovaci ¢inidla obsahuji labilni
kovalentni vazbu, ktera umoziuje specifickou fragmentaci pomoci tzv. kolizné
indukované disociace (CID, zangl. collision induced dissociation) v tandemové

hmotnostni spektrometrii (MS/MS). Ze dvou spojenych peptidi vznikaji fragmentaci
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raménka sitovaciho ¢inidla v hmotnostnim spektrometru dva modifikované linearni
peptidy, které jsou identifikovany jako komplementarni tzv. reportérové (¢i fragmentové)
ionty. Ptikladem takového Stépitelného Cinidla je disukcinimidyl dibutyric mocovina
(DSBU), jez poskytuje po CID fragmentové ionty BuUrS a BuS (viz Obrazek 2).
Pouzitim Stépitelnych sitovacich ¢inidel tedy vznikaji charakteristické fragmentové
ionty, kterym odpovidaji charakteristickd MS/MS spektra umoziujici jednoznacnou

detekci modifikovanych produktt (Obrazek 3C, str.13).

A labilni vazba labilni vazba
o] O 0
0 \)J\/ O.
N/ j(\/\N N/\/Y N
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o L e
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Obrazek 2. Mechanismus fragmentace peptidového spojeni s ¢inidlem DSBU po CID v tandemové
hmotnostni spektrometrii. (A) Struktura ¢inidla DSBU (také oznacovano jako BuUrBu) obsahuje
molekulu mocoviny (Ur) a dva fetézce kyseliny butanové (Bu), na jejichz koncich se nachazi molekuly
N-hydroxysukcinimidu (NHS) - reaktivni skupiny. Stépitelné labilni vazby se nachazi v molekule
mocoviny. (B) Labilni vazby DSBU jsou fragmentovany pomoci CID v tandemové hmotnostni
spektrometrii, ¢imz vznikaji dva komplementarni fragmentové ionty — BuS (peptidovy iont modifikovany
kyselinou 4-aminomaselnou, hmotnostni posun [M + H + 85 Da]") a BuUrS (peptidovy iont nesouci
modifikaci 1,3-oxazepan-2-onu, hmotnostni posun [M + H + 111 Da]"), jeZ vykazuji v MS/MS spektrech
hmotnostni rozdil 26 Da. Pfevzato z [8] a upraveno
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Uvedené strategie chemického siténi jsou vsak stale nedostacujici v piipad€, kdy chceme
zkoumat protein-proteinové interakce ¢i proteinové komplexy, které jsou slozeny
zn¢kolika sekvencné podobnych nebo dokonce identickych podjednotek, napf.
homodimeri. VySe uvedené strategie neumoziuji rozliSit spojeni v ramci jednoho
monomeru (intramolekularni) od spojeni vzniklych mezi dvéma monomery
(intermolekularni).

Ptistup, ktery umoziuje rozlisit intramolekularni a intermolekularni spojeni predstavil
Taverner et al. pii strukturni charakterizaci dimeru interleukinu-6, a nazval jej MIX (angl.
Mixed Isotope Cross-linking) [9]. V ptistupu MIX se pro chemické siténi pouziva
izotopové °N-znaceny protein ve smési v poméru 1:1 s neznatenym (!*N) proteinem.
Vysledné intermolekularni produkty chemického siténi jsou pak slozeny z “N/“N,
FN/BN, N/PN s N/N peptidi, které poskytuji kvadrupletové/tripletové izotopové
obalky v hmotnostnim spektru (Obrazek 3B) umoznujici odlisit spojeni, které vzniklo
mezi dvéma monomery (intermolekularni) od spojeni, které vzniklo v ramci jednoho
monomeru (intramolekularni). Jednotlivé uvedené techniky chemického siténi jsou

znézornény na Obrazku 3.

A) Izotopové znacena €inidla B) Izotopové znacené proteiny C) MS/MS Stépitelna Einidla
XL XL XL
/‘_i
MS

- '3

A all 2y

MS MS

||. |1||. Il

MS/MS MS/MS MS/MS

i Al by, AT

Obriazek 3. Prehled uvedenych technik chemického siténi. Po chemickém siténi a proteolytickém
Stépeni proteinil jsou zaznamenana MS a MS/MS data. Pro zjednoduseni identifikace siténych produktd,
sitovaci reakce mohou byt provedeny s (A) izotopoveé znacenymi (smés lehky a tézky) Cinidly, (B)
izotopove znacenymi (smes lehky a t€zky) proteiny nebo (C) MS/MS S§tépitelnymi Cinidly. XL = sit'ovaci
¢inidlo. Pfevzato z [3] a upraveno
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1.1.2 Studium struktury homopolymert pomoci chemického siténi
1.1.2.1 Technika MIX CXMS

Jelikoz se v této praci vénujeme strukturni analyze homopolymert, bude v nésledujici
¢asti podrobnégji vysvétlen princip techniky MIX na nejjednodussim ptikladu —
homodimeru. Ptistup MIX je zaloZeny na pouziti proteinu zna¢ené¢ho té¢zkym izotopem
dusiku N. Smichdnim '*N-znac¢eného a neznaceného (**N) proteinu v poméru 1:1 vznika
smés izotopicky znadenych a neznadenych homodimerd “N/MN, MN/N, N/"“N a
N/N (Obrazek 4). K této smési je pfiddno ¢&inidlo chemického siténi. Smés
modifikovanych peptidl je dale proteolyticky Stépena a vzniklad smés modifikovanych
peptidt je analyzovana pomoci kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie

(LC-MS, z angl. Liquid Chromatography-Mass Spectrometry).

14N protein 15N protein

SNl Mix 1 Monomery

Siténé
homodimery

14N/ 14N 14N/ 15N 15N/14N 15N/ ]'SN

Obrazek 4. Schéma techniky MIX. Smichani 1:1 izotopicky '*N-zna&eného a ('“N) neznageného proteinu
poskytuje smés obsahujici ¢tyfi formy homodimerd '“N/MN, N/'N, PN/'“N a 'SN/'N. Chemickym
siténim této homodimerni smési mohou vznikat intramolekularni spojeni, tedy v ramci jednoho monomeru
(fialové) nebo intermolekularni spojeni, tedy mezi dvéma monomery (Cervend). Po proteolytickém Stépeni
smési homodimerti modifikované sitovacim cinidlem a LC-MS analyze ziskavame charakteristicka
hmotnostni spektra, kterda umoznuji rozlisit intramolekularni a intermolekularni spojeni. Intermolekularni
produkty siténi (Cervend) poskytuji hmotnostni spektra s kvadrupletovymi izotopovymi obalkami
odpovidajicimi peptidovym formam "N/MN, "N/SN, N/"N a '’N/PN, jejichz posun v hmotnostnim
spektru je dan posunem hmotnosti jednotlivych peptidovych forem, ktera zavisi na poétu dusikd
ve spojenych peptidech. Oproti tomu intramolekularni produkty siténi (fialovd) mohou vzniknout pouze
mezi peptidy pochazejicimi z homodimertt N/'“N a "'N/'SN, a proto jejich hmotnostni spektra obsahuji
dubletové izotopoveé obalky.

Produkty chemického siténi intermolekularniho ptivodu (tedy spojeni, které vzniklo mezi
dvéma monomery v rdmci dimeru) poskytuji charakteristicka, snadno identifikovatelna

hmotnostni spektra. Produkty siténi intermolekuldrniho ptivodu obsahuji peptidové formy
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FN/MN, N/BN, BN/N a N/PN a v hmotnostnim spektru poskytuji kvadrupletové
izotopové obalky (Obrazek 5A), jejichz vzdélenost ve spektru je dana poctem dusikl
v aminokyselinové sekvenci spojenych peptida. V piipadé, Ze intermolekularné spojené
peptidy obsahuji stejny pocet dusikti, ziskdvame ve spektru tripletové izotopové obalky,
coz je dano tim, ze peptidové formy *N/SN a "'N/'N maji stejnou hmotnost a ve spektru
se prekryvaji. Zatimco produkty siténi intramolekularniho plvodu obsahuji pouze
peptidové formy *N/N a N/'®N a v hmotnostnim spektru poskytuji dubletové
izotopové obalky (Obrazek 5B).

A mN/mN MN/“N I')N/MN wN/uN 100% dimer
\ | | I II l |
B 14N/14N laN/JuN MN/MN 15N/15N 100% monomer
~
I I ¢
C

UNZUNCUN/OND NN EN/ON 15% monomer and 85% dimer

i

IQN/14N \4N/1‘:N l‘)N/MN le/th

L L L

Obrazek 5. Hmotnostni spektra produktid chemického siténi ziskana technikou MIX, kde je
neznadeny (**N) protein smichany s izotopové *N-znadenym proteinem v poméru 1:1 pied sitovaci
reakci. (A) Hmotnostni spektrum 100% intermolekuldrnich produkti siténi — spojeni mezi dvéma
monomery, (B) Hmotnostni spektrum 100% intramolekularniho produktu siténi — spojeni v ramci jednoho
monomeru, (C) Hmotnostni spektrum smésného produktu siténi (inter- a intramolekuladrniho siténi se
prekryvaji), kde preferencné vznika intermolekularni siténi a pomér inter/intra je 85:15, (D) Hmotnostni
spektrum smésného produktu siténi (inter- a intramolekularniho siténi se prekryvaji), kde preferencné
vznikd intramolekularni siténi a pomér inter/intra je 15:85. Pfevzato z [10]

Diky schopnosti spolehlivé identifikovat a rozliSit siténi intermolekuldrniho a
intramolekularniho piivodu pfedstavuje tato technika velmi uzite¢ny nastroj pro studium
intermolekularnich interakci. V redlnych experimentech chemického siténi se vSak
izotopové vzorce inter- a intra- molekularniho siténi Casto prekryvaji a vytvareji tzv.

smésnd hmotnostni spektra (Obrazek 5C, D) o rtzné intenzité kvadrupletovych
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izotopovych obdlek. K ziskani uzitecnych informaci pro vypocetni modelovani
trojrozmérné proteinové struktury je nezbytné spolehliveé urcit, zda jsou identifikovana
spojeni intermolekularni, pfipadné ktery typ siténi ve smési prevlada a v jakém poméru.
Ke kvantifikaci inter-/intramolekularniho siténi je tieba vzit v vahu intenzity

jednotlivych peptidovych forem.

Prestoze vSechny vysSe uvedené strategie chemického siténi byly pfedstaveny jiz pred
dvaceti lety, chemické siténi s vyuzitim izotopové znacenych Ci Stépitelnych sitovacich
¢inidel je dnes dobie zavedena a bézné vyuzivana technika ve strukturni biologii, zatimco
o pouziti techniky MIX zatim existuje jen minimum publikaci. To je dano tim, Ze
po dlouha léta nebyl vyvinut software zaméfeny na analyzu CXMS dat z techniky MIX,
coz Cinilo analyzu téchto dat velmi ndro¢nou a zdlouhavou. Az v roce 2013 byla
publikovana dalsi studie, ve které byla vyuzita technika MIX ke strukturni studii
homodimerniho proteinu GCAP-2 [11], kde vSak byla ziskand data analyzovéna
manualné.

Teprve nedavno byl vyvinut software LinX, ktery umoZituje vyhodnoceni CXMS dat a
identifikaci a kvantifikaci intermolekularniho siténi z techniky MIX [10], coz velmi
usnadiiuje analyzu ziskanych dat a zptistupiiuje tuto techniku pro $irsi pouziti. S vyuzitim
tohoto softwaru byla pomoci techniky MIX provedena strukturni analyza homodimerniho
proteinu Nkrplb (receptor mySich pfirozenych zabijackych bunék) a proteinového
komplexu LEDGF/p75 [12,13].

Technika MIX byla aplikovana i na strukturni analyzu slozitéjSich homomert nez jsou
homodimery. Konkrétné bylo touto technikou dosaZeno objasnéni trojrozmérné struktury
vimentinového tetrameru [14]. V této praci byla pouZitim izotopové '*N-znaceného a
(*N) neznaceného dimeru ziskdna smés tetrameri, ze které bylo po provedeni
chemického siténi mozné identifikovat spojeni pochéazejici z dimerniho rozhrani, které
poskytlo informace o uspotfadani dimernich podjednotek pro vypocetni modelovani

vimentinového tetrameru.
1.1.2.2 Technika SILAC CXMS

Dalsi zplsob feSeni strukturni analyzy oligomernich proteinii pomoci CXMS popsal
Makarov et al. na laminu, ve kterém bylo vyuzito izotopové znaceni proteinu metodou
SILAC (z angl. Stable Isotope Labeling by Amino acids in Cell culture) [15]. V metodé

SILAC jsou buiikky produkujici pozadovany protein kultivovany v bunécné kultute
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obsahujici médium s aminokyselinami znacenymi stabilnimi tézkymi izotopy, ¢imz je
ziskan izotopovée znaceny protein. Princip techniky SILAC pro kvantitativni hmotnostni
spektrometrii je uveden na Obrazku 6. V principu se tato technika ptilis nelisi od techniky
MIX, je také zaloZena na pouziti smesi izotopove znaceného (t€¢zkého, H) a neznaceného
(Iehkého, L) proteinu v ekvimoldrnim poméru pro sitovaci reakci. V této praci byla
pouzita kombinace neznaceného proteinu a proteinu znaceného pomoci *C!'*N-argininu
a *CN-lysinu ke stanoveni interakci v rdmci laminovych dimerd a mezi dimery
ve vys$Sim polymernim uspotfadani a smés modifikovanych proteinii byla nasledné
proteolyticky Stépena pomoci trypsinu, ktery S$tépi za aminokyselinami argininem a
lysinem. Zpisob rozliSeni inter- a intramolekuldrnich (nebo inter- a intradimernich)
spojeni v rdmci laminovych homomeri je opét zalozen na ptitomnosti L/L, L/H, H/L,
H/H peptida, které poskytuji v hmotnostnich spektrech charakteristické kvadrupletové ¢i
dubletové izotopové obalky, jejichz vzdalenost ve spektru je dana poctem arginind a
lysini modifikovanych peptidi.

Technika SILAC CXMS vyuzZiva jiny zplsob znaceni proteinu stabilnimi izotopy,
princip identifikace intermolekuldrniho siténi je vSak stejny. Limitaci této techniky je
vSak chybé¢jici specializovany software, ktery by umozioval automatickou identifikaci a
kvantifikaci inter- a intramolekuldrniho siténi. To zatim musi byt provadéno manualng,

coz je predevsim casové velmi narocné.

Neznaceny Izotopové znaceny
»Lehky, L” ,T82ky, H”
<’:’T*:"§ E/’f ?’:’_g
2C1N-Arg, 2CN-Lys 13CI5N-Arg, BCI5N-Lys

|

Intenzita
Intenzita

-

' \m/z / ‘ "
- -
£ Am
L H m/z

Obriazek 6. Technika izotopového znaceni proteini metodou SILAC pro kvantitativni hmotnostni
spektrometrii. Pomér intenzit ,,lehkych* a ,,tézkych* izotopovych forem proteinu (¢i peptidu) poskytuje
kvantitativni informaci o relativnim mnozstvi tohoto proteinu (¢i peptidu).
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1.2 Intermedialni filamenta

Intermedidlni filamenta (IF) pifedstavuji jednu ze tfi hlavnich slozek cytoskeletu,
vytvarejici rozsahlou sit' vlaken v cytosolu eukaryotickych bunék [16]. IF
zprostiedkovavaji vzajemnou komunikaci mezi ostatnimi slozkami cytoskeletu. Diky
svym jedine¢nym elastickym vlastnostem vyrazné ptispivaji k pruznosti a pevnosti bun¢k
a tkani, a poskytuji ochranu pfed bunéénym stresem zpisobenym mechanickym
namahanim [17]. IF jsou tvofeny velkou rodinou vlaknitych proteinti, které jsou
specificky exprimovany ve vSech diferencovanych buiikach. Protein tvofici intermedialni
filamenta je dan typem buiiky a jeji tkanovou lokalizaci. U ¢lovéka bylo objeveno vice
nez 50 rtiznych proteint IF, které byly klasifikovany do péti hlavnich kategorii na zakladé
jejich sekvencni a strukturni homologie, jako IF Typu I az V [18]. Konkrétné vimentin,
na ktery se tato prace zamétuje, se fadi mezi IF typu IIl, spole¢né s desminem, glidlnim

fibrilarnim acidickym proteinem (GFAP), a periferinem [19].

1.2.1 Vimentin

1.2.1.1 Lokalizace a funkce

Vimentin je protein z rodiny intermedidlnich filament s molekulovou hmotnosti 53,7 kDa
tvofeny 466 aminokyselinami, exprimovany piedev§im v bunikdch mezenchymalniho
puvodu jako jsou naptiklad fibroblasty, endotelidlni bunky, melanocyty, Schwannovy
buiiky, makrofagy nebo lymfocyty [20,21]. Databaze Human Protein Atlas uvadi, ze
vimentin je konstitutivné exprimovan ve velké skale tkani véetné ktize, ledvin, plic, kostni

dfené a lymfatickych uzlin [22].

V bunkach tvofi vimentinova vlakna dynamickou sit’, kterd se rozpind mezi jadernou
a bunécnou membranou, ale 1ze je také nalézt na buné€ném povrchu a v extracelularnim
prostoru. Vimentin se podili na Siroké Skale buné¢nych funkci a je spojovan s velkym
mnozstvim patofyziologickych stavii. Pfedni funkci vimentinovych filament je zajisténi
strukturni integrity bunék a tkani, stability a opory pro udrZeni tvaru bunék.
Sit’ vimentinovych vldken poskytuje bunkdm odolnost vii¢i mechanickému namahani
apusobi jako pohyblivd konstrukce uvnitf buiky pro zprostfedkovani optimalnich
bunéénych reakci na intracelularni zmény doprovazejici fyziologické aktivity.

Bylo také prokazéano, Ze se ucastni Siroké Skaly specializovanych, nemechanickych
bunécnych procest, jako je ukotveni organel, adheze a migrace bunck, zanétlivé

a imunitni reakce nebo signalizace, diky svym interakcim s riznymi proteiny [20,23].
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Vimentin reguluje bunéénou adhezi tim, ze interaguje s cytoplazmatickou
doménou integrinu a ovliviiuje jeho funkci [20]. Integriny transmembranové receptory,
hlavni mediatory bunécné adheze, které zprostfedkovavaji spojeni mezi buiikami
a extracelularni matrix. Tato funkce vimentinu také souvisi s jeho roli v bunééné migraci.

Schopnost migrace mezenchymalnich bungk, je dale ovliviiovana interakci vimentinu
s aktinovymi filamenty [24,25]. Ty vytvafeji membranové vybézky, jejichz
prodlouzenim a ukotvenim k extraceluldrni matrix bunky migruji. V tomto procesu se
aktinova vlakna spojuji s kolagenovymi vlakny extracelularni matrix pomoci integrinu.
Vimentin usnadiiuje a podporuje tvorbu bunétné extenze prostiednictvim asociace
s aktinovymi vlakny. Jeho elastické vlastnosti stabilizuji aktinova vldkna vyrovnanim
kontraktilniho stresu pfi bunécné migraci. Vimentin tedy podporuje bunéénou migraci
prostfednictvim regulace sily integrin-dependentnich adhezi a interakci s aktinovymi
filamenty. Bunéna migrace ma zasadni/podstatny vyznam v procesech embryonalniho
vyvoje, imunitni obrany (migrace imunitnich bunék) a hojeni ran (migrace fibroblastt

za ucelem tvorby a pfestavby extracelularni matrix).

Neékteré bunky jako jsou makrofagy, neutrofily, astrocyty nebo endotelialni buiitky mohou
sekretovat vimentin do extracelularniho prostfedi [20]. Bylo zjisténo, Ze piitomnost
vimentinu na bunééném povrchu a extracelularnim prostoru ma zejmeé ulohu v imunitni
odpovédi. Nekolik studii ukédzalo, Ze za urcitych podminek, napiiklad pfi infekci,
exprimuji imunitni buiiky (monocyty a makrofagy) vimentin na své membrang. Sekrece
vimentinu je spousténa prozanétlivym cytokinem TNF (tumor nekrotizujici faktor)
produkovanym makrofagy, zatimco je inhibovana protizanétlivym cytokinem IL-10
(interleukin-10). Vimentin pfitomny na povrchu infikovanych monocyti je rozpoznavan

NK bunkami.

Vimentin hraje dtlezitou roli v procesu ptechodu z epitelu na mezenchym (EMT, z angl.
Epithelial-Mesenchymal Transition) [26,27]. Tento proces umozinuje nepohyblivym
epitelidlnim bunkdm pfiejit do mezenchymalniho fenotypu, coz jim poskytuje migraéni
schopnost a buiiky se stdvaji odolngjsi. Behem EMT bunky ztraceji adhezi k sousednim
bunkdm a bazdlnim membrandm a stavaji se pohyblivymi. Epitelidlni buiky, které
normalné exprimuji pouze keratinové IF (jiny typ intermedidlnich filament typicky
exprimovany praveé v epitelialnich bunkach) iniciuji expresi vimentinovych IF. Tato

zména v expresi IF, tedy nadmérna exprese vimentinu slouzi jako marker EMT. EMT je
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fyziologicky proces, ke kterému dochézi v ranném stadiu embryogeneze, kdy dochézi
k vyvoji a diferenciaci bunck, pfi regeneraci tkani a hojeni ran. Relativné neddvné
pokroky v biochemickych studiich odhalily, ze EMT ptisobi jako centralni mechanismus
progrese karcinomu, ktery napoméhd metastdzovani bunék do vzdalenych mist
a podporuje chemorezistentni schopnosti téchto bunék. Bylo zjisténo, ze mira exprese
vimentinu koreluje s progresi a agresivitou urcitych typa rakoviny. ZvySend exprese
vimentinu byla hlaSena u raznych epitelidlnich rakovin vcetné rakoviny prostaty,
gastrointestinalnich nadort, nadora centralni nervové soustavy, rakoviny prsu, maligniho
melanomu, rakoviny plic a dalSich typt rakoviny [28]. Nadmérna exprese vimentinu se
tedy stala klinickym biomarkerem nékterych druhti rakoviny.

V poslednich letech byla vénovana zvySend pozornost EMT vzhledem jeho roli
v rezistenci na léky proti rakoving€. Rezistence viici chemoterapeutikiim je hlavni pfi¢inou
selhéni 1é¢by rakoviny. Zacileni na klicové slozky mechanismu EMT vcetné vimentinu,
za ucelem prekondni rezistence vici chemoterapeutikim je proto povazovano za novou

ptilezitost v 1é¢bé rakoviny [28-30].

1.2.1.2 Struktura

Stejné jako vSechny proteiny IF se vimentin sklada ze tff domén, z centralni domény
tvotené tfemi a-helikalnimi segmenty (1A, 1B a 2), propojené dvéma vysoce flexibilnimi
oblastmi, tzv. linkery L1 a L12 [31]. Centrdlni doména je ohrani¢ena vniting
neuspofadanymi flexibilnimi koncovymi doménami, N-termindlni ("hlava") a C-
terminalni ("ocas"). Srovnani primarnich sekvenci napfi¢ jednotlivymi proteiny IF
odhalilo, Ze vSechny proteiny intermedialnich filament vykazuji znacnou strukturni
homologii v centrdlni doméng. Naopak terminalni domény a oblasti flexibilnich linkeri
se napfi¢ riznymi proteiny IF lii, a to slozenim primarni aminokyselinové sekvence
1 délkou. Vyjimkou je zachovana délka linkeru L1 pro vSechny proteiny IF typu III
(Obrazek 8, str. 22) [32].

Centralni doména vimentinu je tvofena 310 aminokyselinovymi zbytky, z nichz je
46 bazickych a 70 kyselych, coz ud€luje centrdlni doméné zéporny naboj [33].
N-termindlni doména vimentinu obsahuje kladné€ nabité oblasti dané pfevahou bazickych
aminokyselin, zatimco centrdlni doména nese zaporny ndboj v dusledku piebytku
aminokyselin kyselé povahy. Interakce mezi kladn€ nabitymi oblastmi N-termindlni
domény a zdporn¢ nabitou centralni doménou se zda byt kliCova v prvnich fazich pii

sestavovani vlaken intermediélnich filament [34].
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Aminokyselinova sekvence centralni domény se vyznacuje charakteristickym vzorem
tzv. heptadové repetice (z angl. heptad repeat), coz je opakovani sedmi
aminokyselinovych zbytki s pravidelnou distribuci hydrofobnich aminokyselinovych,
kde se v pozicich 1 a 4 nachazi aminokyseliny hydrofobniho charakteru jako je leucin,
isoleucin, valin nebo methionin [32] . Tento motiv je zodpovédny za paralelni asociaci
dvou molekul vimentinu za tvorby dimerni levoto¢ivé dvousroubovice, znazornéna
na Obrazku 7. Segmenty 1B a 2 obsahuji oblasti vykazujici nepravidelnost heptadové
repetice danou vznikem tzv. undekadové repetice (z angl. hendecad repeat), neboli
opakovani jedenacti aminokyselinovych zbytkti s hydrofobnimi aminokyselinami

v pozicich 1, 4 a 8 [35].

Obrazek 7. Model vimentinového dimeru (levoto¢iva dvousroubovice). Molekula vimentinu je tvofena
a-helikalni centralni doménou ohrani¢enou vnitiné neuspoiadanymi koncovymi doménami, N-terminalni
(hlava) a C-terminalni (ocas). Centralni doména je rozd¢lena flexibilnimi linkery L1 a L12 na tfi a-helikalni
segmenty. Pfevzato z [31] a upraveno

Ptestoze celkové slozeni aminokyselinové sekvence se napti¢ riznymi IF lisi, doménové
sloZzeni a homologni motivy centralni domény jsou to, co definuje rodinu proteinti IF [31].
Konkrétné, jak délka aminokyselinové sekvence vSech tii a-helikalnich segmentt, tak
motivy heptadové/undekadové repetice jsou konzervované u vSech typt IF, jak je
zndzornéno na Obrazku 8 (str. 22) pro proteiny IF typu III vimentin, desmin, GFAP a
periferin. Konkrétné, segment 1A obsahuje 42 aminokyselinovych zbytkt (6 heptadovych
repetic), segment 1B obsahuje 102 zbytkt (13 heptadovych repetic a 1 undekadova
repetice) a segment 2 obsahuje 140 zbytkh (13 heptadovych repetic a 4 undekadové
repetice) [31]. Kromé toho vSechny proteiny IF obsahuji dva absolutné shodné motivy
na obou koncich centrdlni domény, které se zdaji byt obzvlast' dilezité pro proces

skladani filament.
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<<<  Hlava 97 mmmmmmmmmme- segment 1A —________ X2 R N R 7 ;T ——
——————————————————————————— HHHHHHHHHHHHHEH - HHHHHHHHHHHHHHE HHHHEHEHHHE - — — — — —— — HHHHHHHHHHHHEHHEH
efgabcdefgabcedefgabcdefgabcdefgabedefgabede bedefgabcdefgabed

Vim PGVRLLQODSVDFSLADAINTEFKNTRTNEKVE LQELNDREFANY IDKVRFLEQONKILLAELEQLKGQGKSRLGDLYEEEMRELRRQVDQL
Des PSSYGAGELLDFSLADAVNQEFLTTRTNEKVELQELNDREFANYIEKVRFLEQONAALAAEVNRLKGREPTRVAELYEEELRELRRQVEVL
GFAP --—--- LPTRVDFSLAGALNAGFKETRASERAEMME LNDRFASY IEKVRFLEQONKALAAEINQLRAKEPTKLADVYQAELRELRLRLDQL
Per ALLRLPSERLDFSMAEALNQEFLATRSNEKQELQELNDRFANFIEKVRFLEQONAALRGELSQARGQEPARADQLCOQELRELRRELELL

_________________________ segment 1B - - o= 249
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHAH HHHHHHHHHHHHAHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHAAHHHHH- - -EE
efgabcdefgabcdefgabecdefgabedefgabodefgabedefgabedefgabedefgabedefgabedefghijkabodefga
Vim TNDKARVEVERDNLAEDIMRLREKLQEEMLOREEAENTLQSFRQDVDNASLARLDLERKVESLQEEIAFLKKLHEEE IQELQAQIQEQHV
Des TNQRARVDVERDNLLDDLORLKAKLQEEIQLKEEAENNLAAFRADVDAATLARIDLERRIESLNEEIAFLKKVHEEE IRELQAQLOEQOV
GFAP TANSARLEVERDNLAQODLATVROKLODETNLRLEAENNLAAYRQEADEATLARLDLERKIESLEEEIRFLRKIHEEEVRELQEQLARQOV
Per GRERDRVQVERDGLAEDLAALKQRLEEETRKREDAEHNLVLFRKDVDDATLSRLELERKIESIMDEIEFLKKLHEEELRDLQVSVESQQV

L12 ' s 1= (11 [T} | S SN S A S
E-EE---—-----HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH—-HHHHHHHHHAHHHHHAHHHHHAHHHHHHHHHHHHHAH
hijkabcdefghigkabcdefghijkabedefghijkabedefgabedefgabedefgabedefgabedefgabedef

Vim Q-IDVDVS-KPDLTAALRDVRQOYESVAAKNLQEAEEWYKSKFADLSEAANRNNDALRQAKQE STEYRRQVQSLTCEVDALKGTNESLER
Des Q-VEMDMS-KPDLTAALRDIRAQYETIAAKNISEAEEWYKSKVSDLTQAANKNNDALRQAKQEMMEYRHQIQSYTCE IDALKGTND SLMR
GFAP H-VELDVA-KPDLTAALKEIRTQYEAMASSNMHEAEEWYRSKFADLTDAAARNAELLROQAKHEANDYRRQLOSLTCDLE SLRGTNESLER
Per QQVEVEATVKPELTAALRDIRAQYESIAAKNLQEAEEWYKSKYADLSDAANRNHEALRQAKQEMNESRRQIQSLTCEVDGLRGTNEALLR

______________________________ segment 2 o __404 Ocas >5>
HHHHHHHHHHHHAHHHHHHHHHHHHHHHHHHAHHHHHHAHHHHHARHHHHHEHHHHHHAAHH - —— —— === —————==—~— EEEEE------
gabcdefghijkabecdefgabedefgabedefgabedefgabedefgabedefgabedefga
Vim QMREMEENFAVEAANYQDTIGRLQDE IQNMKEEMARHLREYQDLINVKMALD IEIATYRKLLEGEESRISLPLPNFSSLNLRETNLDSLP
Des OQMRELEDRFASEASGYQDNIARLEEEIRHLKDEMARHLREYQDLINVKMALDVEIATYRKLLEGEESRINLPIQTYSALNFRETSPEQRG
GFAP QMREQEERHVREAASYQEALARLEEEGQSLKDEMARHLQEYQDLINVKLALDIEIATYRKLLEGEENRITIPVQTFSNLOQIRETSLDTKS
Per QLRELEEQFALEAGGYQAGAARLEEELRQLKEEMARHLREYQELLNVKMALDIEIATYRKLLEGEESRISVPVHSFASLNIKTTVPEVEP

Obrazek 8. Analyza primarni struktury centralni domény vimentinu. Srovnani aminokyselinové
sekvence centralni domény proteinti IF typu III — vimentinu (Vim), desminu (Des), GFAP a periferinu (Per).
Konzervovany motiv  heptadové/undekadové repetice s pravidelnou distribuci  hydrofobnich
aminokyselinovych zbytkl je zndzornéno jako abcdef(hijk). Pievzato z [32] a upraveno

1.2.1.3 Sestaveni vimentinovych filament

Zakladni stavebni jednotkou intermedidlnich filament je vlaknity dimer, ktery vznika
navinutim centralnich domén dvou molekul do levotoc¢ivé dvousroubovice (Obrazek 7,
str. 21). Skladani zralych vimentinovych filament je postupny proces zahrnujici n€kolik
fazi (Obrazek 9, str. 23), zaloZeny na specifickych asociacich dimernich podjednotek
v lateralnim (vedle sebe) a podélném (hlava k ocasu) sméru [14]. V prvni fazi se dimerni
podjednotky vimentinu spojuji lateralné za vzniku tetrameru. V této fazi jsou dimerni
podjednotky v antiparalelnim uspotadani a ptekryvaji se svymi a-helikdlnimi segmenty
1B — také oznaCovano jako model A11. Hnaci silou pfi vzniku tetrameri je elektrostaticka
pritazlivost mezi opacné nabitou centrdlni a N-terminalni doménou, a pfesné zarovnani
dvou antiparalelnich dimer( zavisi na komplementarité rozloZeni jejich povrchového
naboje. Mimo to je struktura tetrameru stabilizovana interakcemi mezi a-helikalnimi
segmenty 1B. Kladny naboj ud¢luje N-terminalni doméné jedenact bazickych arginint,
které jsou jedinymi nabitymi aminokyselinami v prvnich 80 aminokyselinovych zbytcich
v sekvenci vimentinu [32].

N-termindlni doména ma zésadni roli pfi tvorbé tetramerii a polymeraci vimentinu

do vlaken. Herrmann et al. provedl experimenty s vimentinem postradajicim N-
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terminalni doménu, C-terminalni doménu 1 s izolovanou centralni doménou vimentinu
a zjistil, Ze vimentin postradajici N-termindlni doménu neni schopen tvofit tetramery,
zatimco delece C-terminalni domény neméla na proces tvorby filament vliv [36]. Podle
této studie se vSak ocasni doména ucastni posledni faze, kdy dochazi k radialnimu
zhusténi vldken a ovliviluje jejich vyslednou tloustku. Podrobnéjsi zkoumani provedl
o par let pozd¢ji Shoeman et al. a odhalil aminokyselinové sekvence hlavové domény

kritické pro polymeraci do filament [37].

N-terminalni doména C-terminalni doména
&\\/\/\N\Q Monomer
Dimer
Tetramer
' Tetramer
|

i - - o

Obrazek 9. Schématické znazornéni procesu skladani vimentinovych filament. Dv¢ paralelné spojené
molekuly vimentinu tvofi levoto¢ivou dvousroubovici — zakladni stavebni jednotku intermedialnich
filament. Dimery se spojuji antiparalelné za vzniku tetramerd. Lateralni asociaci zpravidla 8 tetramerd
vznikaji tzv. ULF podjednotky, které se navzajem napojuji podélné za vzniku prodluzujiciho se
vimentinového vlakna. Pfevzato z [16] a upraveno

Tetramery po jejich vytvofeni velmi rychle asociuji v laterdlnim sméru za vzniku
takzvanych ULF podjednotek (z angl. unit length filament) o priméru pfiblizn€ 16 nm
a délce 58 nm [33]. ULF podjednotka se vétSinou skldda z osmi tetramerii. Po vytvofeni
ULF nasleduje mnohem pomalejsi faze, ve které se ULF podjednotky napojuji podélné

za vzniku rostouciho vlakna. Béhem této posledni faze skladani dochdzi k vnitinimu
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pteskupovani podjednotek, které vede k radidlnimu zhusténi vladkna za vzniku zralych
vimentinovych filament o priméru 10-12 nm. Uvadi se, ze zrald vldkna lidského

vimentinu obsahuji v prifezu cca 32 monomertd.

Sit’ intermedialnich filament je neustale reorganizovana v reakcich na vnitini i vnéjsi
podnéty pfi mnoha fyziologickych funkcich. Proteiny IF vcetné vimentinu prochazi
mnoha post-translacnimi modifikacemi (PTM), které reguluji jejich funkce i dynamiku
skladani a (re)organizace vlaknitych siti. Nejcastéjsi modifikace zahrnuji fosforylaci,
glykosylaci, sumoylaci, acetylaci, prenylaci [38]. Studie PTM proteini IF odhalily
regulacni vliv fosforylace a defosforylace na dynamiku reorganizace vimentinové sité.
Konkrétné, fosforylace serinovych a threoninovych zbytkt (typicky v doménach hlavy
a ocasu) podporuje depolymeraci vimentinovych vldken na ULF podjednotky, zatimco
defosforylace zvySuje stabilitu vldkna [39,40]. Polymerace/depolymerace vimentinovych
filament mtze probihat pfipojovanim/odpojovanim ULF podjednotek z obou konct
vlakna. Podjednotky uvolnéné depolymeraci vlakna se podili na piestavbé vimentinovych
siti a mohou se opé€t zapojit na kterykoliv konec jiného vldkna, avSak mohou se zaclenovat
1 po celé délce vldkna [41]. Tvorba vimentinovych filament je dynamicka, ackoliv ULF
se zrostoucich vldken uvoliiuji nizkou rychlosti. Intracelularni pohyb a distribuce
vimentinovych podjednotek 1 zralych vimentinovych filament v buikéach je
zprostiedkovan pomoci molekularnich motort kinesinu a dyneinu pohybujicich se podél

mikrotubult [42].
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1.2.1.4 Sestaveni vimentinovych filament in vitro

Proteiny intermediélnich filament se za fyziologickych podminek sestavuji samovolné
do tetramernich podjednotek pies ULF az do zralych vldken. Experimenty sledované
elektronovou mikroskopii ukazuji, Ze vimentinové podjednotky za fyziologickych
podminek spontanné polymeruji do vladken béhem nékolika minut (Obréazek 10).
Rekombinantni vimentin je v monomerni form¢ stabilni v 8mol/l mo¢ovinovém pufru.
Snizovanim iontové sily dochéazi k asociaci monomert a v 6mol/l mocovinovém pufru
tvofi vimentin dimery. Dal§im snizovdnim iontové sily dochézi k asociaci dimernich
podjednotek, v pufru s nizkym obsahem soli (napf. Smmol/l Tris-HCI pufr, pH 8.,4)
obsahuje roztok rekombinantniho vimentinu pfevazné tetramery [43]. Sestaveni
vimentinovych filament =z tetramernich podjednotek mutze byt nésledné¢ snadno
iniciovano opétnym zvySenim iontové sily roztoku. Béhem nékolika sekund po piidani
soli dochazi k asociaci tetramerti za vzniku ULF (Obrazek 10A), které se nasledné
v pomalej$im kroku (béhem nékolika minut) podélné napojuji do naristajicich vlaken

(Obrazek 10 B,C).

Obriazek 10. In vitro sestavovani filament rekombinantniho lidského vimentinu pozorované
elektronovym mikroskopem. Snimky elektronové mikroskopie pofizené po (A) 1-2 sekundach,
(B) 10 minutach a (C) 1 hodiné po iniciaci sestaveni vimentinovych vlaken. Pfevzato z [43]
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1.2.1.5 Patologie

Zmeény exprese vimentinu jsou spojovany s velkym poctem patologickych stavii, véetné
jiz diive zminéné karcinogeneze, ale také autoimunitnich a zénétlivych onemocnéni,
onemocnéni srdce, cév, plic, onemocnéni kosterniho, endokrinniho a reprodukcéniho
systému, infekcni a kozni onemocnéni [25,44,45].V posledni dobé€ se vyzkumy zaméiuji
na souvislost vimentinu s revmatoidni artritidou, Crohnovou chorobou (zanétlivé
onemocnéni stiev) nebo fibrézou plic a jater, a vyvoj prislusnych terapeutickych ptistupti
cilicich na vimentin [46—49].

Nedavno byly detekovany a zkoumdény specifické mutace vimentinu zpusobujici Sedy
zakal [50] a syndrom pted¢asného starnuti [51]. Tyto mutace pravdépodobné ovliviiuji
funkci vimentinu tim, ze dochazi k naruseni iontovych interakci zapojenych do skladani
vimentinovych filament, coz se projevuje vznikem vimentinovych agregati
v postizenych buiikach.

Ve studii publikované ptred nékolika lety byla odhalena bodovd mutace vimentinu
E151K vedouci k Sedému zakalu, ktery je Casto zplsobeny nespravnym slozenim a
agregaci proteini [50]. Mutace E151K, zplsobuje zdménu kyseliny glutamové lysinem
v poloze ,,5° prvni heptadové repetice a-helikalniho segmentu 1B centrdlni domény
vimentinu. Glutamova kyselina v pozici 151 je vsekvenci vimentinu vysoce
konzervovana u vSech obratlovcii. V buiikach postizenych touto mutaci byly pozorovany
cytoplazmatické agregaty zplsobené defektnim skladanim vimentinové sité. Mutace
E151K pravdépodobné naruSuje iontové interakce mezi molekulami vimentinu
nezbytnymi pro sestavovani vlaken.

V dalsi studii byla detekovana mutace vimentinu L378P vedouci k syndromu
pfedcasného starnuti [51]. Mutace L378P zpiisobuje zaménu leucinu v pozici 387
za prolin. Leucin v pozici 387 vimentinu je v rodin€ IF proteinii vysoce konzervovany
anachéazi se vpoloze, 5 heptadové repetice a-helikdlniho segmentu 2 centréalni
domény. Studie na bunikdch ziskanych od pacienta stouto mutaci i1 transfekovanych
bunkach opét odhalily poruchu ve sklddani vimentinové sité¢ vedouci ke vzniku agregati.

Zajimavé je, Ze analogické mutace u dalSich proteint IF, konkrétné desminu a keratinu
14, byly spojeny s nervosvalovym onemocnénim myofibrilarni myopatie a koznim
onemocnénim epidermolysis bullosa simplex, zndmé&jsi pod ndzvem nemoc motylich

kidel [51].
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1.2.1.6 Soucasna problematika

Soucasné studie povazuji vimentin za klinicky perspektivni cil pro diagnostiku, prognézu
a lécbu sirokého spektra chorob od rakoviny po infekéni a zanétliva onemocnéni [25].
Dohromady, na zaklad¢ uvedenych skutecnosti je zfejmé, ze je dilezité se dale vénovat
studiu struktury a funkci vimentinovych filament, jak se IF proteiny organizuji do vlaken
a jak interaguji s dal$imi proteiny. Studie ze vSech téchto oblasti mohou pfinést cenné
informace, které by umoznily pochopit a propojit mechanismy mnoha nemoci
souvisejicich se zménami v expresi proteint IF, poskytnout nové poznatky pro vyvoj a
vyzkum novych terapeutickych pfistupli, a umoznit u¢inngj$i a personalizovanéjsi

diagnostiku a 1écbu.

Vimentin je jednim z nejznaméjSich a rozsdhle studovanych c¢lent rodiny proteint IF.
Co se strukturni charakteristiky tyce, je vimentin jeden z nejvice prozkoumanych proteint
IF. Vzhledem ke strukturni podobnosti mezi jednotlivymi proteiny IF, a pfedevSim
proteint stejného typu IF (viz Obr. 6), je na vimentin pohlizeno jako na modelovy protein
IF. Detailni strukturni charakterizace oligomernich podjednotek vznikajicich v pribéhu
skladani vimentinovych vldken je pfedpokladem k objasnéni architektury zralych

filament.

Prvni modely architektury IF poskytl jiz pted tficeti lety Steinert et al., ¢imz ptipravil
ptdu pro dalsi vyzkumy strukturni analyzy oligomera IF [52]. Tehdy bylo na zakladé
experimentll chemického siténi (oligomerti, polymert a zralych vldken) vimentinu
navrzeno nékolik modeld pifedstavujicich moZzné zplsoby asociace dimernich
podjednotek (dimer-dimer), ke kterym dochazi v procesu skladani filament, a oznacil je
jako model A1, A12, A2 (tf1 zptsoby lateralni asociace) a Acn (zpiisob podélné asociace).
Strukturni analyza homopolymerti vSak dlouho pfedstavovala komplikaci, pfedev§im
z hlediska dostupnych analytickych metod a pfislusnych softwarti pro vyhodnoceni.
Dalsi pokrok poskytla az neddvnd podrobnd strukturni charakterizace tetrameru
vimentinu, které bylo dosazeno pouzitim techniky MIX chemického siténi umoznujici
identifikaci a rozliSeni intermolekuldrnich a intramolekularnich interakci [14]. Bylo
zjisténo, Ze v tetramernim vimentinu asociuji dimerni podjednotky podle modelu A1, tzn.
centralni domény dimernich podjednotek jsou zarovnany o-helikdlnimi segmenty 1B,

a dale byly odhaleny oblasti stabilizujici tetramerni strukturu.
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V soucasné dobé je tedy architektura vimentinovych IF zndma az po strukturu tetrameru.
Déle se nabizi zaméfit se na strukturni analyzu vyssich oligomerti vznikajicich v dalSich
fazich skladani IF, tedy ULF podjednotky a nasledn¢ zrald vlakna. Podrobnéjsi zkoumani
si zaslouzi 1 terminalni domény (obzvlast hlavova) vzhledem k jejich roli a nezbytnému

zapojeni ve skladani IF.
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2 CILE PRACE

1) Ovérit, Ze ve smési vimentinovych tetrameri v podminkach pro stabilni

tetramery nedochazi k vyméné dimernich podjednotek

Piiprava smési dusikem '°N izotopové znadenych a *N neznacenych tetramert
vimentinu pro techniku MIX CXMS

Chemické siténi smési vimentinovych tetrameri a LC-MS analyza siténych
peptida

Interpretace ziskanych dat, identifikace produktti sitovaci reakce a kvantifikace

zastoupeni interdimerniho a intradimerniho siténi identifikovanych produktt

2) Pomoci techniky MIX CXMS ziskat informace o vzdalenostnich omezenich mezi

tetramery v ULF podjednotkiach pro vypocetni modelovani struktury ULF

podjednotky vimentinu

Piiprava smési "“N/!°N ULF podjednotek vimentinu pro techniku MIX CXMS
Chemickeé siténi smési ULF podjednotek a LC-MS analyza siténych peptida
Interpretace ziskanych dat, identifikace produktd sitovaci reakce, kvantifikace
zastoupeni intertetramerniho a intratetramerniho siténi identifikovanych
peptidovych spojeni

Identifikace peptidovych spojeni pochazejicich z rozhrani tetramer-tetramer
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) karbodiimid (EDC)

1,4-Dithiothreitol (99%)

3-(N-Morfolino)propansulfonova kyselina (99,5%)

4-Ethylmorfolin (99,5%)

Acetonitril (LC-MS kvalita)

Coomassie Brilliant Blue R 250

Dimethyl sulfoxid

Disukcinimidyl dibutyric mocovina (DSBU)

Disukcinimidyl dipropionic mocovina (DSPU)

Disukcinimidyl glutarat (DSGQG)

Disukcinimidyl suberat (DSS)

Dodecylsiran sodny

Ethanol (HPLC kvalita)

HEPES (99,5 %)

Hydroxid draselny (85%)

Chloracetamid (98%)

Chlorid sodny (p.a. kvalita)

Chlorid draselny (p.a. kvalita)

Kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova

Kyselina octova (99,5%)

Kyselina mravenci (98%)

Kyselina trifluoroctova (99%)

Methanol (LC-MS kvalita)

Mocovina (99,9%)

Methylamin hydrochlorid (98%)

NuPAGE® LDS vzorkovy pufr

Proteasa Trypsin gold

Proteazova smés Trypsin/Lys-C

Proteinovy standard Novex Sharp Pre-Stained

Proteinovy standard Precision Plus Protein All Blue
Prestained

Tris (2-karboxyethyl) fosfin hydrochlorid

Voda deionizovana (LC-MS kvalita)

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

VWR International, USA
Merck, Némecko

CF Plus Chemicals, CR
CF Plus Chemicals, CR

Creative Molecules, Kanada

Creative Molecules, Kanada

VWR International, USA
Lach-ner, CR

Carl Roth, Némecko
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
Lach-ner, CR

Lach-ner, CR

Bruker Daltonics, USA
Sigma Aldrich, USA
Merck, Némecko

Sigma Aldrich, USA
Merck, Némecko

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

Promega, USA
Invitrogen, USA
BioRad, USA

Sigma Aldrich, USA
Merck, Némecko
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3.2 Biologicky material
Vimentin Y400L znaceny t&€Zkym izotopem dusiku "N Laboratof biokrystalografie,
KU Leuven, Belgie

Vimentin Y400L “N neznaceny Laboratof biokrystalografie,
KU Leuven, Belgie

3.3 Roztoky

Asociacni pufr (2x koncentrovany)
40mmol/l HEPES, 300mmol/l KCI, pH 7,5

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

Dialyzaéni pufr A
6,2mol/l mocovina, Smmol/l MAC, 2mmol/l HEPES, pH 8,2

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

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

Ethylmorfolinovy pufr
100mmol/l 4-ethylmorfolin, 10 % (v/v) acetonitril, pH 8,4

Monomerni pufr
8mol/l mocovina, Smmol/l Tris, 2mmol/l DTT, Smmol/l MAC, 2mmol/l EDTA, Imol/l
chlorid sodny, pH 7,5

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

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

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

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

Analytické vahy NewClassic MF

Automatické pipety

Centrifuga stolni MiniSpin

Dialyzacni kazety, Slide-A-LyzerTM MWCO 10kDa

Elektroforeticka souprava pro SDS-PAGE (Novex®)

Evosep One platforma

Hmotnostni spektrometr 15T solariX XR

Hmotnostni spektrometr timsTOF Pro

HPLC systém Agilent 1290

Chladnicka s mrazni¢kou

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

Injekeni stiikacka

Magneticka michacka

Mikrostiikacka

MALDI tercik s 384 pozicemi

NuPAGE® 4-12% Bis-Tris gel

Odsolovaci kolona kolona OPTI-TRAP™ pro peptidy
USA

pH metr Orion 2 Star
USA

Predvazky EMB 1000-2

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

Termostat s tfepackou Thermomixer Comfort
Lyofilizator Concentrator plus

Vialky se septem

Vortex
3.5 Software

Data Analysis 5.0
LinX 1.14
MeroX 1.6.6.

PyMOL Molecular Graphics System 2.1.0

Mettler Toledo, Svycarsko
Mettler Toledo, Svycarsko
Eppendorf, Némecko

Thermo Fischer Scientific,
USA

Invitrogen, USA

Evosep Biosystems, Dansko
Bruker Daltonics, USA
Bruker Daltonics, USA
Agilent Technologies, USA
Siemens, Némecko
Phenomenex, USA

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

Bruker Daltonics, USA
Invitrogen, USA

Optimize Technologies,
Thermo Fisher Scientific,

Kern, Némecko
Biosan, Lotyssko
DeNovix, USA
Biosan, LotySsko
Eppendrof, Némecko
Eppendorf, Némecko

Thermo Fisher Scientific,
USA

VELP Scientifica, Italie

Bruker Daltonics, USA
MBU AVCR, CR [53]

StavroX.com, Michael
Gotze [54]

Schrodinger, LCC [55]
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3.5 Metody

3.5.1 Studovany material

Pro ucely této prace byl pouzit vimentin s bodovou mutaci Y400L, pti které¢ dochazi
k zamén¢ tyrosinu v pozici 400 za leucin. Tato mutace zpusobuje naruseni sestavovani
vimentinovych filament. Konkrétné, sestavovani vimentinu probihd pouze do ULF
podjednotek a nedochazi k jejich spontanni polymeraci do vldken. Vimentin s bodovou
mutaci Y400L tedy umoznuje zaméfit se na studium struktury ULF podjednotek.

Rekombinantni vimentin Y400L znaceny tézkym izotopem dusiku '°N (déle oznacovan
jako vimentin '°N) a neznadeny vimentin Y400L (dale oznadovan jako vimentin '“N),
ktery byl vyuzit pro tyto experimenty byl poskytnut Laboratofi biokrystalografie, KU
Leuven, Belgie. Rekombinantni vimentin je jako monomer stabilni v pufru o slozeni:
8mol/l moc¢ovina, Smmol/l Tris, 2mmol/l DTT, Smmol/l MAC, 2mmol/l EDTA, 1mol/I
chlorid sodny, pH 7.5.

3.5.2 Analyza tetramernich a ULF podjednotek vimentinu technikou MIX CXMS

3.5.2.1 Tvorba vimentinovych tetrameri pomoci postupné dialyzy

Tvorba tetrameri rekombinantniho vimentinu byla dosaZena sniZovanim iontové sily
z podminek pro stabilni monomery pomoci postupné dialyzy s pouZitim dvou
dialyzac¢nich roztokd A (6mol/l mocovina, 10mmol/l HEPES, 5Smmol/l MAC, pH 8,2) a
B (2mmol/l HEPES, 0,3mmol/l DTT, pH 8,2). Pfiprava tetramerniho vimentinu pomoci
postupné dialyzy probihala oddé&lené pro vimentin N a vimentin N v kazetach
s dialyza¢ni membranou zadrZzujici molekuly o relativni molekulové hmotnosti vys$si nez
10 kDa. Dialyza probihala pii teploté 4°C za stalého michani na magnetické michacce.
Vimentin '*N o koncentraci 1,11 mg/ml a vimentin >N o koncentraci 1,8 mg/ml byly
rozmrazeny a oddélené presunuty do dialyzacni kazety. Prvni krok postupné dialyzy
probihal v 1 litru dialyzaniho roztoku A do nasledujiciho dne. V dal§im kroku byly
dialyzacni kazety se vzorky presunuty do kadinky sroztokem tvofenym 200 ml
dialyza¢niho pufru A a 100 ml dialyza¢niho pufru B. V téchto podminkéach probihala
dialyza po dobu 20 minut. Poté¢ bylo z kddinky odebrdno 100 ml roztoku, a piidano
100 ml dialyza¢niho pufru B a dialyza opé&t probihala po dobu 20 minut. Nasledn¢ bylo
odebrano 150 ml roztoku, pfiddno 150 ml dialyza¢niho roztoku B a vzorky byly
dialyzovany 20 minut. Tento krok byl opakovan jesté jednou a nasledné byly dialyzacni

kazety se vzorky umistény do 1 litru dialyza¢niho pufru B, kde dialyza probihala po dobu
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1,5 hodiny. Vzorky byly poté piesunuty do nové kadinky obsahujici 2 litry dialyzacniho
pufru B, ve kterém dialyza probihala pfes noc. V poslednim kroku postupné dialyzy byly
vzorky ptfeneseny do 1,5 litru dialyza¢niho pufru B a ponechény dialyzovat po dobu

3 hodin. Timto bylo dosaZeno sestaveni tetramerniho vimentinu '“N a vimentinu >N,

3.5.2.2 Stanoveni koncentrace vimentinu 1N a °N

Obsah dialyza¢nich kazet byl po ukonceni dialyzy pieveden do mikrozkumavek
a spektrofotometricky (Axg0) byla urCena koncentrace tetramerniho vimentinu '“N
a vimentinu 'N. Z absorbance vzorkd pii 280 nm byla stanovena hmotnostni koncentrace
tetramerniho vimentinu '*N a ’N. Teoretickd hodnota molarniho absorp&niho koeficientu

vimentinu Y400L pii 280 nm je 21 050 dm* mol'-cm™'.

3.5.2.3 MS analyza vzork pro pfipravu smési vimentinovych tetramert *N a 1°N

Principem techniky MIX je pouziti smési proteinu '*N a >N v poméru 1:1. Vhodny pomér
pro smichani tetramerniho vimentinu “N a N byl nejprve experimentalné ovéfen
pomoci MALDI-TOF MS (MALDI, z angl. Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization,
TOF, z angl. Time of Flight). Na zakladé stanovenych koncentraci tetramerniho
vimentinu “N a >N byl pfipraven vzorek vimentinu *N:'N v poméru 1:1. Tento vzorek
byl tiikrat nafedén 100mmol/l ethylmorfolinovym pufrem a nésledné byl ke vzorku
pfidan trypsin v hmotnostnim poméru 1:10 (proteasa : protein). Proteolytické Sté€peni
probihalo v termostatu pii 37 °C po dobu 1,5 hodiny. Pfed MS analyzou byly vzniklé
peptidy odsoleny na koloné¢ pomoci odsolovacich roztoki A a B podle vyrobcem
uvedeného protokolu [56]. Na MALDI terc¢ik byl poté nanesen 1 pl vzorku a po zaschnuti
byl vzorek prevrstven 1 pul MALDI matrice (kyselina a-kyano-4-hydroxyskoticovd).
Meéfeni a nastaveni hmotnostniho spektrometru bylo provedeno Mgr. Janem Fialou PhD.
Ze ziskaného hmotnostniho spektra vzniklych peptidd byl ovéfen vhodny pomér

pro smichani tetramerniho vimentinu 4N a '>N.

3.5.2.4 Pfiprava *N/*>N ULF podjednotek vimentinu

Smés tetramerniho vimentinu '*N a N byla pfipravend smichanim obou proteini
v hmotnostnim poméru 1:1. Tato smés byla dale vyuzita k piipravé '“N/N ULF
podjednotek vimentinu nasledujicim zpiisobem. Ze smési tetramerniho vimentinu (!N
a '°N) byla odebrana ¢ast vzorku (zbytek byl pouzit pro chemické siténi), ktera byla

nejprve umisténa na 5 minut do termostatu o 37 °C spolecné s asociaCnim pufrem.
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Nasledné byl vzorek tetramerni smési vimentinu dvakrat nafedén asocia¢nim pufrem
o slozeni 40mmol/l HEPES, 300mmol/l KCI, pH 7,5 a reak¢ni smés byla dale ponechéna
inkubovat na tfepacce pii 750 rpm a 37 °C po dobu 1 hodiny. ZvySeni iontové sily
vyvolava asociaci tetramertt na ULF podjednotky.

Vzorky tetramerni smési vimentinu ("N a '>N) a *N/">'N ULF podjednotek vimentinu

byly déle pouzity pro chemické siténi.

3.5.2.5 Chemické siténi vimentinovych vzorka

Pro chemické siténi byla pouZita ¢inidla disukcinimidyl glutarat (DSG), disukcinimidyl
suberat (DSS), disukcinimidyl dibutyric mocovina (DSBU) a I-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl) karbodiimid (EDC).

Zasobni roztoky jednotlivych sitovacich ¢inidel o koncentraci 2 mg/ml byly pfipraveny
rozpusténim DSG, DSS a DSBU v dimethyl sulfoxidu (DMSO) a rozpusténim EDC
ve vodé. Pro kazdou sitovaci reakci bylo pouzito 20 pg proteinu. Jednotlivéa c¢inidla
chemického siténi byla ke vzorkiim ptidana v padesatinasobném molarnim nadbytku
sitovaciho ¢inidla ku proteinu. Reak¢éni smés byla poté zamichana a ponechana inkubovat
pfi laboratorni teploté po dobu jedné hodiny pro vzorky s ¢inidly DSG, DSS a DSBU,
apo dobu péti hodin pro vzorky s ¢inidlem EDC. VSechny vzorky byly pfipraveny
v triplikatech, spolecné s pfisluSnym kontrolnim vzorkem bez pfidavku sitovaciho
¢inidla.

Po dokonceni sitovaci reakce byla z kazdého vzorku odebrana polovina reakéni smési,
ktera byla vyuzita pro kontrolu sitovaci reakce pomoci polyakrylamidové elektroforézy.
Druha polovina vzorku (10 pg modifikovaného proteinu) byla zpracovéana pro LC-MS

analyzu.

3.5.2.6 Kontrola sitovaci reakce pomoci SDS-PAGE

Pro kontrolu sitovaci reakce byla vyuZzita metoda polyakrylamidové gelové elektroforézy
v piitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE, zangl. Sodium Dodecylsulfate
Polyacrylamide Gel Electroforesis). Ke vzorkiim obsahujicim 10 pg proteinu
modifikovaného sitovacim ¢&inidlem byl pfidan 4x koncentrovany vzorkovy pufr
v poméru 3:1 (v/v). Takto pfipravené vzorky byly zamichany, inkubovany po dobu
5 minut v termostatu pfi 95 °C a nakonec centrifugovany. Do dvandcti-jamkového
polyakrylamidového NuPage 4-12% Bis-Tris gelu bylo naneseno 20 pl (5 pg proteinu)

jednotlivych vzorkt a ptislusné kontroly. Pouzit byl vzdy jeden vzorek z triplikatu (smes
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tetramerd '“N a >N & "“N/'N ULF podjednotky s jednotlivymi sitovacimi ¢inidly).
Do prvni a posledni jamky gelu bylo pipetovano 10 pl proteinového standardu Novex
Sharp Pre-Stained.

Separace produkti chemického siténi probihala ve 20x fedéném MOPS elektrodovém
pufru pfi 200 Vpo dobu 40 minut. Separované proteiny v gelu byly nasledné
vizualizovany pomoci barviciho roztoku s Coomassie Brilliant Blue R 250. Po obarveni

bylo barvivo z gelu vymyvéano odbarvovacim roztokem.

3.5.2.7 Pfiprava vzorkt pro LC-MS analyzu

Zpracovani vzorki pro LC-MS analyzu zahrnovalo redukci pomoci Tris(2-
karboxyethyl)fosfin hydrochloridu (TCEP), alkylaci pomoci chloracetamidu (CAA)
a nasledné proteolytické $tépeni proteinu modifikovaného sitovacimi ¢inidly pomoci
trypsinu.

Nejprve byly vzorky tikrat natedény 100mmol/l ethylmorfolinovym pufrem. Redukce
byla provedena pfidinim Imol/l zasobniho roztoku TCEP ke vzorkiim v takovém
mnozstvi, aby konecnd koncentrace TCEP v reakéni smési €inila 5 mmol/l. Pro alkylaci
byl ke vzorkiim pfidan 1mol/l zasobni roztok CAA tak, aby vysledna koncentrace CAA
ve smési Cinila 20mmol/l. Poté byla reakéni smés zamichéna a ponechana inkubovat
po dobu 5 minut v termostatu pii 70 °C. Nasledn¢ byla k reak¢ni smési ptidana proteasa
Trypsin gold v hmotnostnim poméru 1:20 proteasa ku proteinu a vznikla smés byla
ponechana inkubovat v termostatu pii teploté 37 °C ptes noc. Pfidavek trypsinu byl dalsi
den opakovan tak, aby vysledny hmotnostni pomér proteasa ku proteinu cCinil 1:10
a §tépeni opét probihalo v termostatu pti 37 °C po dobu 4 hodin. Stépici reakce byla poté
ukoncena pridavkem kyseliny trifluoroctové k reakéni smési v takovém mnoZstvi, aby
byla ve smési 0,1%.

Nakonec byly vzorky s roztokem peptidové smési umistény do lyofilizatoru, a peptidy
zbylé po odpateni rozpoustédla byly resuspendovany ve 25 ul 0,1% kyseliny mravenci v
LC-MS distoté. Takto ptipravené vzorky byly pievedeny do vialek se septem pro LC-MS

analyzu.

3.5.2.8 LC-MS analyza produkti sitovaci reakce

Mg¢feni a nastaveni hmotnostniho spektrometru byla provedena Mgr. Janem Fialou, PhD.
Pii LC-MS analyze bylo 5 pl vzorku obsahujici zhruba 2 pg peptidi naneseno

na chromatografickou kolonu s reverzni fazi. Separované peptidy eluované z kolony byly
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nasledné ionizovany elektrosprejem hmotnostniho spektrometru a analyzovany pomoci

iontové cyklotronové rezonance s Fourierovou transformaci [14].

3.5.2.9 Vyhodnoceni LC-MS dat

Data ziskana LC-MS analyzou byla nejprve zpracovana v programu Data Analysis 5.0,
dekonvoluce spekter byla provedena SNAP algoritmem. Data zpracovana v programu
Data Analysis byla vyexportovana a dale zpracovdna v programu LinX 1.14., ktery
umoziuje pfifazeni a kvantifikaci peptidi spojenych sitovacim c¢inidlem, znacenych
dusikem '*N a N,

Zpracovani dat v programu LinX 1.14. bylo provedeno nésledujicim zplsobem.
Na zdkladé nastaveni pfisluSnych parametri byla vytvofena teoretickd knihovna
moznych peptidovych spojeni. Po vytvoteni teoretické knihovny byla do programu LinX
vlozena ziskand experimentalni data, tedy hodnoty m/z detekovanych peptidi.
Experimentalné zjist€éné hodnoty m/z byly programem porovnany s teoretickymi
hodnotami hmotnosti peptidi spojenych danym sitovacim cinidlem, které¢ je mozné
ziskat $t€penim vimentinu Y400L trypsinem. Experimentéalni hodnoty m/z byly pfifazeny
konkrétnim spojenym peptidim, jestlize relativni odchylka teoretické a experimentalni
hodnoty nepiesahovala pfedem definovanou ptresnost méteni. VSechny peptidy spojené
sitovacim ¢inidlem identifikované programem LinX byly nasledné manudlné ovéfeny
jejich vyhledanim v hmotnostnich spektrech v programu Data Analysis 5.0.

Konkrétni nastaveni parametrii pro hledani v programu LinX bylo nasledujici.
Byla vlozena aminokyselinova sekvence vimentinu Y400L ve formatu fasta (Pfiloha 1).
Poté byla zvolena pouzita proteasa, tedy trypsin, a jeho specifita st€peni peptidove vazby
za aminokyselinami argininem a lysinem, v pfipadé Ze po nich nenasleduje prolin.
Zaroven byl nastaven maximalni pocet Sté€picich mist vynechanych proteazou na tfi. Dale
byly nastaveny modifikace — fixni modifikace: karbamidomethylace cysteinu a variabilni
modifikace: oxidace methioninu. Nésledné bylo definovano pouzité sitovaci Cinidlo
(DSG, DSS, DSBU ¢i EDC) a jeho specificita. V ptipadé ¢inidel DSG, DSS a DSBU byla
nastavena specifita vii¢i lysinu, serinu a N-konci, v ptipadé¢ EDC specifita vici kyseliné
asparagové, kyseliné glutamové, a C-konci. Chyba méfeni byla nastavena na nejvyse

2 ppm.

Kvantifikace inter- a intra-tetramerniho siténi byla u vétSiny identifikovanych produktt

chemického siténi provedena manudlné s vyuzitim informaci ziskanych v programech
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LinX a Data Analysis. Procentualni zastoupeni inter-tetramerniho siténi v daném
produktu chemického siténi bylo vypocitino podle uvedeného vzorce (1), ve kterém
I pfedstavuje intenzitu jednotlivych peptidovych forem N/MN, N/BN, SN/'“N,
ISN/ISN,  které vznikly proteolytickym §tépenim smési izotopové znafeného a
neznac¢eného vimentinu po chemickém siténi. Jednotlivé peptidové formy se li§i svou
hmotnosti, coz je dano rtiznym poctem dusikli v aminokyselinové sekvenci spojenych
peptidd. Do vypoctu byly zahrnuty vSechny ptispévky intenzit izotopické obalky daného

produktu siténi.

Z I|4N/ISN+ 115N/14N INTER
x100 = ———— )

Z 11‘4N/"‘N + IISN/ISN INTRA

3.5.3 Analyza tetramernich a ULF podjednotek vimentinu *N pomoci CXMS
3.5.3.1 Priprava vimentinovych vzorkl pro chemické siténi — tvorba tetramerniho
vimentinu a ULF podjednotek
Pro tento experiment byl pouZit pouze neznadeny vimentin Y400L (vimentin “N).
Nejprve byly pfipraveny vzorky vimentinovych tetrameri a ULF podjednotek
pro chemické siténi. Piivodni koncentrace vimentinu Y400L '*N &inila 1,9 mg/ml.
Tvorba vimentinovych tetramert byla provedena stejnym zptisobem jako je popsano
v oddile 3.5.2.1. Po ukonceni dialyzy byla spektrofotometricky stanovena koncentrace
tetramerniho vimentinu (popsano v oddilu 3.5.2.2.). Ptiprava ULF podjednotek
vimentinu N z roztoku tetramerniho vimentinu ziskaného postupnou dialyzou byla

provedena obdobnym zptisobem jak bylo popséno v oddilu 3.5.2.4.

3.5.3.2 Chemické siténi vimentinovych vzorku

Pro chemické siténi vimentinovych tetramerti a ULF podjednotek vimentinu byla pouZita
¢inidla DSBU a disukcinimidyl dipropionic mocovina (DSPU).

Zasobni roztoky DSBU a DSPU o koncentraci 2 mg/ml byly pfipraveny rozpusténim
sitovacich ¢inidel v DMSO. Parametry sitovaci reakce a jeji postup byl proveden stejné,
jako bylo popsano v oddilu 3.5.2.5. Reakéni smés byla zamichana a ponechana inkubovat
pti laboratorni teploté po dobu jedné hodiny. Vzorky byly ptipraveny v triplikatech,

spolecné s piislusnym kontrolnim vzorkem bez ptidavku sitovaciho Cinidla.
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Po dokonceni sitovaci reakce byla z kazdého vzorku odebrana polovina reakéni smési,
ktera byla vyuzita pro kontrolu sitovaci reakce pomoci polyakrylamidové elektroforézy.
Druhé polovina vzorku (obsahujici 10 pg modifikovaného proteinu) byla zpracovana

pro LC-MS/MS analyzu.

3.5.3.3 Kontrola sitovaci reakce pomoci SDS-PAGE

Kontrola sitovaci reakce metodou SDS-PAGE byla provedena za stejnych podminek
a zpusobem jako bylo popsano v oddilu 3.5.2.6. Do polyakrylamidového NuPage 4-12%
Bis-Tris gelu byl nanesen vzdy jeden vzorek z triplikatu a ptislusna kontrola. Na gel bylo
naneseno 5 pg proteinu vzorkli vimentinovych tetrameri,, v pfipadé vzorki ULF
podjednotek 3 pg proteinu. Jako proteinovy standard byl zde pouzit Precision Plus Protein
All Blue Prestained Protein Standard, ktery byl nanesen (5 pl) do prvni a posledni jamky
gelu.

3.5.3.4 Priprava vzorkt pro LC-MS/MS analyzu

Piiprava vzorkii pro LC-MS analyzu byla provedena stejnym zplsobem jako bylo
popsano v oddilu 3.5.2.7. Pro proteolytick¢ S$tépeni byla pouzita smés proteaz

Trypsin/Lys-C.

3.5.3.5 LC-MS/MS analyza produktt sitovaci reakce

Meéfeni a nastaveni hmotnostniho spektrometru byla provedena Mgr. Zdenkem
Kukackou, Ph.D. Vzorky byly analyzovany metodou kapalinové chromatografie
s tandemovou hmotnostni spektrometrii. Pro analyzu vzorkt byly vyuzity dva hmotnostni
spektrometry s riiznymi analyzatory.

Pii prvni MS/MS analyze byl vyuzit timsTOF (tims, z angl. Trapped Ion Mobility
Spectrometry, TOF, z angl. Time of Flight) v mdédu datové zavislého méteni (DDA,
z angl. Data Dependent Acquisition). Pfed MS/MS analyzou byly vzorky s pouZitim
zafizeni Evosep odsoleny podle navodu uvedeného vyrobcem [57] a separovany pomoci
kapalinové chromatografie. Vyuzitim techniky timsTOF v DDA moddu byly separované
peptidy eluované z chromatografické kolony ionizovany elektrosprejem hmotnostniho
spektrometru a v prvni fazi analyzovany pomoci iontové mobilitni spektrometrie.
Nejintenzivngj$i prekurzorové ionty byly poté fragmentovany v kolizni cele a déle

analyzovéany pomoci analyzatoru doby letu.
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V druhém piipadé¢ byla MS/MS analyza provedena pomoci FT-ICR v modu datove
nezéavislého méteni (DIA, z angl. Data Independent Acquisition). Vyuzitim této techniky
byly separované peptidy eluované z chromatografické kolony ionizovany elektrosprejem
hmotnostniho spektrometru a analyzovany pomoci iontové cyklotronové rezonance s
Fourierovou transformaci. V kolizni cele byly fragmentovany vSechny ionty v

definovanych oblastech m/z.

3.5.3.6 Vyhodnoceni LC-MS/MS dat

Data ziskana LC-MS/MS analyzou byla nejprve zpracovana v programu Data Analysis
5.0. Dekonvoluce spekter byla provedena SNAP algoritmem. Takto zpracovana data byla
vyexportovana ve formatu .mgf, a dale zpracovavana v programu MeroX 1.6.6.

V programu MeroX byla vytvofena teoreticka knihovna spojenych ¢i modifikovanych
peptidi nastavenim pfislusnych parametr. Po vytvofeni teoretické knihovny byla
do programu MeroX vloZena ziskana experimentdlni data, ktera byla porovnana
s teoretickymi hodnotami reportérovych ionti — hmotnosti peptidii spojenych danym
sitovacim Cinidlem, které je mozné =ziskat Stépenim vimentinu Y400L pomoci
trypsinu/Lys-C a fragmentovych iontl, vzniklych rozstépenim daného peptidu spojeného
sitovacim ¢inidlem v kolizni cele hmotnostniho spektrometru. Experimentalni hodnoty
m/z byly ptifazeny konkrétnim spojenym peptidiim, jestlize relativni odchylka teoretické
a experimentalni hodnoty neptfesahovala nastavené hodnoty ppm pro prekurzorové
a fragmentové ionty. Peptidy spojené ¢i modifikované sitovacim ¢inidlem identifikované
programem MeroX byly nasledné¢ manuéalné zkontrolovany.

Konkrétni nastaveni parametri pro hledani v programu MeroX bylo nasledujici.
Byla vlozena aminokyselinova sekvence vimentinu Y400L ve formatu fasta (Ptiloha 1).
Poté byla zvolena specifita Stépeni pouzité protedzy (trypsin, Lys-C), tedy Sté€peni
peptidové vazby za aminokyselinami argininem a lysinem. Zarovenl byl nastaven
maximalni pocet S§té€picich mist vynechanych protedzou na tfi a minimélni délka
vzniklého peptidu na pét aminokyselin. Dale byly nastaveny modifikace — variabilni
oxidace methioninu (maximalné jedna na peptid) a fixni karbamidomethylace cysteinu.
Nasledné bylo definovano pouzité sitovaci ¢inidlo, tedy DSBU ¢i DSPU a jeho specificita
— vuci lysinu, serinu a N-konci. Chyba méfeni byla nastavena na nejvySe 5 ppm
pro prekurzorové ionty a 10 ppm pro fragmentové ionty v ptipadé dat ziskanych méfenim
pomoci FT-ICR MS, a nejvyse 10 ppm pro prekurzorové ionty a 20 ppm pro fragmentové

ionty v pfipadé dat ziskanych métenim pomoci timsTOF MS.
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4 VYSLEDKY

4.1 Analyza tetramernich a ULF podjednotek vimentinu technikou MIX
CXMS

4.1.1 Pfiprava smési vimentinovych tetramerd N a °N

Pro pfipravu vimentinovych tetramerti bylo nezbytné provést dialyzu s postupnym
snizovanim iontové sily z 8mol/l mocovinového pufru (monomerni pufr) obsahujiciho
monomery do pufru s nizkou koncentraci iontl (dialyzacni pufr B). Po ukonceni dialyzy
byla spektrofotometricky (A2g0) zjiSténa koncentrace vimentinovych tetramert '“N a >N,
Koncentrace tetramerniho vimentinu *N ¢&inila 0,3 mg/ml, koncentrace tetramerniho
vimentinu >N ¢&inila 1,5 mg/ml. K ovéfeni idedlniho poméru pro piipravu smési
vimentinovych tetramert YN a >N byl na zékladé stanovenych koncentraci proteinii
vytvoren vzorek, ve kterém byly tyto proteiny smichany v hmotnostnim pomeéru 1:1. Tato
sm¢s tetramert byla proteolyticky Stépena a analyzovana pomoci MALDI-TOF MS, ¢imz
byla ziskdna hmotnostni spektra peptidi obsahujicich izotop '*N a jejich odpovidajicich
N forem. Piiklad hmotnostniho spektra (oblast m/z 2120-2155) odpovidajici peptidu
LLQDSVDFSLADAINTEFK a jeho "N formé je uvedena na Obrazku 11.
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Obrazek 11. MS spektrum peptidu LLQDSVDFSLADAINTEFK a jeho N formy o pfiblizné stejné
intenzitg, identifikované ve vzorku tvofeném smési vimentinu '*N a "N v poméru 1:1.

Porovnanim intenzit peptidi "N a >N pochézejicich ze smési vimentinovych tetramerti

“N a N v poméru 1:1 byl tento pomér ovéfen jako vhodny k pfipravé jejich smési
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pro techniku MIX. Tato smés byla poté vyuzita pro piipravu “N/"N ULF podjednotek
vimentinu. ULF podjednotky pfipravené timto zptisobem jsou slozeny z kombinaci
tetramert "“N/14N, N/IN, BN/N a BN/PPN,

Vzorky smési vimentinovych tetramerti ('“N a N) a “N/N ULF podjednotek

vimentinu byly dale vyuzity pro chemické siténi.

4.1.2 Kontrola sitovaci reakce pomoci SDS-PAGE

Kontrola chemického siténi vimentinovych vzorkl byla provedena pomoci SDS-PAGE
a jeji vysledek je uveden na Obrazku 12 (str. 43). Do kazdé drahy byl nanesen jeden
vzorek z triplikatu. Do drahy 1 byl nanesen kontrolni vzorek smési tetramert
bez piidavku sitovaciho ¢inidla. V drahach 2-5 se nachazi vzorky smési tetramerti ("*N a
I5N) po siténi jednotlivymi ¢inidly, konkrétng v draze 2 s ¢&inidlem EDC, v draze 3
s ¢inidlem DSS, v draze s 4 ¢inidlem DSG a v draze 5 s ¢inidlem DSBU. V drahach 7-10
se pak nachazi smés "“N/"*N ULF podjednotek po chemickém siténi jednotlivymi ¢inidly
ve vySe uvedeném potadi a v draze 6 ptisluSny kontrolni vzorek.

V piipad€ vimentinovych tetramerti mizeme u vzorki siténych ¢inidlem DSS (dréha 3)
a DSG (dréha 4) v porovnani s kontrolnim vzorkem obsahujicim pouze monomerni formu
vimentinu (~ 53 kDa) pozorovat pfitomnost vysSich vimentinovych struktur. Konkrétné
vimentinové dimery v oblasti okolo 110 kDa, trimerni formy v oblasti okolo 170 kDa
a tetramery, kterym odpovidaji pruhy v oblasti okolo 250 kDa. U téchto vzorkd mizeme
pozorovat i ptfitomnost struktur vysSich nez tetramery, ackoliv ve vyrazné mens$im
mnozstvi. Vzorek s ¢inidlem DSBU se naopak od kontrolniho vzorku nelisi, coz
naznacuje Ze sitovaci reakce neprobchla anebo prob&hla v minimalni mife. V ptipadé
vzorku siténého ¢inidlem EDC muzeme pozorovat, ze vzorek z jamky nezaputoval
do gelu, a proto nebylo mozné pomoci SDS-PAGE ov¢ftit prubéh sitovaci reakce.

V piipadé vzorki “N/SN ULF podjednotek vimentinu jsou vysledky siténi
jednotlivymi ¢&inidly analogické vysledkim siténi tetramerni smési. U vzork '*N/'°N
ULF podjednotek siténych ¢inidly DSS (drdha 8) a DSG (drdha 9) miZeme navic
v porovnani se vzorky siténé smési tetrameri pozorovat vyssi struktury v oblastech nad

260 kDa odpovidajici ptitomnosti ULF podjednotek.
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Obrazek 12. Polyakrylamidovy NuPage 4-12% Bis-Tris gel s produkty sitovaci reakce ¢inidly DSS, DSG,
DSBU a EDC. V drahach S — Proteinovy Standard Novex Sharp Pre-Stained, draha 1 — kontrolni vzorek
(smé&s vimentinovych tetramerti '“N a "N bez piidavku sitovaciho ¢inidla), draha 2 — smés vimentinovych
tetramer '“N a "N siténych ¢inidlem EDC, draha 3 — smés vimentinovych tetrameri "N a "N
siténych ¢inidlem DSS, draha 4 — smés vimentinovych tetramerti '“N a "N siténych &inidlem DSG, draha
5 — smés vimentinovych tetramert '“N a "N siténych ¢inidlem DSBU, draha 6 — kontrolni vzorek (**N/*°N
ULF podjednotky vimentinu bez ptidavku sitovaciho €inidla), draha 7 — ""N/®N ULF podjednotky
vimentinu siténé ¢inidlem EDC, draha 8 — “N/"*N ULF podjednotky vimentinu siténé ¢inidlem DSS,
draha 9 — "“N/"*N ULF podjednotky vimentinu siténé ¢inidlem DSG, draha 10 — "“N/"*N ULF podjednotky
vimentinu siténé ¢inidlem DSBU.

Na zéklad¢ vysledkit SDS-PAGE lze tvrdit, Ze sitovaci reakce s €inidly DSS a DSG
probéhla uspésné, zatimco sitovaci reakce ¢inidlem s DSBU pravdépodobné probéhla
neuspéing, a to u vzorka tetramerni smési i "*N/'N ULF podjednotek vimentinu. Priibéh

sitovaci reakce ¢inidlem s EDC z téchto vysledkd nebylo mozné ovéfit.
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4.1.3. Identifikované produkty siténi smési vimentinovych tetramert *N a 1°N
z LC-MS analyzy

Cilem této Casti prace bylo ovéfit predpoklad, Ze ve smési vimentinovych tetramerd, ktera
slouzila jako vychozi material pro piipravu '“N/'>N ULF podjednotek nedochazi
k vyméné dimernich podjednotek.

Tato smés byla pfipravena smichanim vimentinu "“N a vimentinu "’N v podminkach pro
stabilni vimentinové tetramery. Pokud v téchto podminkidch nedochédzi k vyméné
dimernich podjednotek mezi tetramery, po chemickém siténi a proteolytickém Stépeni
této smési by vznikaly pouze spojené peptidy '“N/*N a jejich ptislusna tézka forma
ISN/!°N, které v hmotnostnich spektrech poskytuji dubletové izotopové obalky. V piipadé
vymény dimernich podjednotek mezi tetramery by tato smés obsahovala také tetramery
tvorené kombinaci dimerti N a dimerti "N, které by po chemickém siténi

a proteolytickém $té€peni poskytovaly spojené peptidy "“N/°N a I>N/“N.

Chemickym siténim smési vimentinovych tetramert (*N a '°N) s pouzitim ¢inidel DSS,
DSG, EDC a DSBU bylo z LC-MS analyzy pomoci programu LinX 1.13 a nasledného
manualniho ovéfeni v programu Data Analysis 5.0 identifikovdno 542 unikatnich
produktt sitovaci reakce (peptidovych spojent).

22 z téchto 542 produkti sitovaci reakce (4,06 %) obsahovalo v hmotnostnich spektrech
kvadrupletovou izotopovou obalku, ktera reprezentuje ptitomnost ¢tyt peptidovych forem
N/IN, 4N/BN, BN/MN a N/BN pochazejicich z tetramerii tvofenych analogickou
kombinaci dimerd. Pomér intenzit izotopovych obélek jednotlivych peptidovych forem
potom udava jejich relativni mnoZstvi v siténé smési, a tim 1 relativni zastoupeni INTER-
dimerniho siténi a INTRA-dimerniho siténi vimentinovych tetramerli. Zastoupeni
INTER-dimerniho siténi podavéd informace o relativnim mnoZstvi tetramerl, které
vznikly vyménou dimernich podjednotek, jelikoZ intenzity peptidovych forem '“N/'SN a
ISN/1N jsou dany POUZE zastoupenim INTER-dimerniho siténi. U t&chto 22 produktii
sitovaci reakce byla proto provedena kvantifikace zastoupeni INTER-dimerniho a
INTRA-dimerniho siténi podle vzorce (1) uvedeného na stran¢ 38, jejiz vysledky jsou
uvedeny v nasledujici kapitole 4.1.3.1.

VsSechny ostatni produkty sitovaci reakce obsahovaly v hmotnostnich spektrech
dubletovou izotopovou obdlku, kterd predstavuje piitomnost dvou forem peptidovych
spojeni “N/'N a 'SN/I5N pochézejicich z tetrameru *N a tetrameru '°N. Ptikladem

takového produktu jsou peptidy ETNLDSLPLVDTHSKR — TLLIKTVETR spojené
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¢inidlem DSG, jejichz hmotnostni spektrum je uvedeno na Obrazku 13. Do této kategorie
spadaji produkty siténi vzniklého mezi dvéma identickymi dimery, dvéma identickymi
monomery, ¢i v ramci jednoho monomeru, jelikoz timto zpiisobem neni mozné uvedené
typy siténi rozlisit. Pro nas ucel vsak toto rozliSeni neni podstatné.

Dale bylo identifikovano 83 intrapeptidovych produktd sitovaci reakce, tedy spojeni

vznikajici v ramci jednoho peptidu.
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Obrazek 13. Hmotnostni spektrum peptidi ETNLDSLPLVDTHSKR — TLLIKTVETR spojenych
¢inidlem DSG obsahujici dubletovou izotopovou obalku, ktera reprezentuje pfitomnost peptidové formy
MN/MN (pochézejici z tetrameru '“N) a peptidové formy "N/'*N (pochazejici z tetrameru '>N).

Ze vSech 542 identifikovanych produkti bylo analyzou vzorki siténych ¢inidlem DSBU
nalezeno pouze 9 peptidovych spojeni, pficemz vSechny obsahovaly jen lehké peptidové

formy “N/"N a t&7ké peptidové formy "N/'°N (dubletové izotopové obalky).

4.1.3.1 Kvantifikace zastoupeni INTER-dimerniho a INTRA-dimerniho siténi

Kvantifikace zastoupeni INTER-dimerniho a INTRA-dimerniho siténi byla provedena
podle vzorce (1) uvedeného na strané 38. Kone¢ny vysledek kvantifikace kazdého
produktu sit'ovaci reakce je primérem hodnot vypocitanych pro cely triplikat.

Ze vsech identifikovanych produkti sitovaci reakce, pouze u jednoho produktu
pfesahovalo zastoupeni INTER-dimerniho siténi hodnotu 90. Konkrétné se jedna
o spojené peptidy QAKQESTEYRR — QAKQESTEYRR s vysledkem kvantifikace 92:8
ve prospéch INTER-dimerniho siténi. Jejich hmotnostni spektrum je uvedeno
na Obrazku 14 (str. 46). Produkt s druhym nejvysSim zastoupenim INTER-dimerniho
siténi dosahoval poméru 62:38. U dalSich produktti bylo zastoupeni INTER-dimerniho
siténi vyrazné nizsi, pfiCemz u vétSiny (16 z 22 produktl), u kterych byla provedena

kvantifikace, byla hodnota stanovend pro INTER-dimerni siténi nizs§i nez 10. Piehled
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vysledkl kvantifikace je uveden v Tabulce 1. Seznam vSech produkt chemického siténi
vimentinovych tetramerti s vysledky kvantifikace INTER-dimerniho a INTRA-

dimerniho siténi je uveden v tabulce v Ptiloze 2.
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Obrazek 14. Hmotnostni spektrum peptidd QAKQESTEYRR — QAKQESTEYRR spojenych ¢inidlem
DSG, pro které byl kvantifikaci stanoven pomér 92:8 ve prospéch zastoupeni INTER-dimerniho siténi.
Hmotnostni spektrum obsahuje tripletovou izotopovou obalku — ve specialnim piipadé, kdy spojené peptidy
obsahuji ve své aminokyselinové sekvenci stejny pocet dusikii, potom maji jejich peptidové formy “N/'5N
a N/MN stejnou hmotnost a jejich izotopové obalky se piekryvaji, ¢imz vznikd v hmotnostnim spektru
charakteristicky vzor tripletové izotopové obalky.

0.

o

Tabulka 1. Prehled vysledkt kvantifikace INTER-dimerniho a INTRA-dimerniho siténi vimentinovych
tetramerd.

Produkty siténi INTER-dimerni siténi (%) INTRA-dimerni siténi (%)

1 92 8
2 62 38
3 28 72
4 18 82
5 18 82
6 12 88

7az22 <10 >90

Ptikladem reprezentujicim vysledky kvantifikace vétSiny produkti siténi vimentinovych
tetramertt jsou peptidy FANYIDKVR — QQYESVAAKNLQEAEEWYK spojené
¢inidlem DSS, u nichz byl kvantifikaci stanoven pomér 7:93 ve prospéch INTRA-

dimerniho siténi. Jejich hmotnostni spektrum je uvedeno na Obrazku 15 (str. 47).
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Obrazek 15. Hmotnostni spektrum peptidit FANYIDKVR — QQYESVAAKNLQEAEEWYK spojenych
¢inidlem DSS. Hmotnostni spektrum obsahuje kvadrupletovou izotopovou obalku o riznych intenzitach,
ktera reprezentuje pritomnost &ty peptidovych forem “N/M“N, “N/°N, N/'“N a '’N/'°N. Pomér intenzit
izotopovych obalek jednotlivych peptidovych forem udava jejich relativni zastoupeni v siténé smési, a tim
i zastoupeni INTER-dimerniho a INTRA-dimerniho siténi. Pomoci vzorce (1) na str 38 byla provedena
kvantifikace INTER- a INTRA-dimerniho siténi, kterou bylo pro tento produkt stanoveno pomér 7:93 ve
prospéch INTRA-dimerniho siténi.

4.1.4 Identifikované produkty siténi 1N/*>N ULF podjednotek vimentinu z LC-
MS analyzy

V této casti prace bylo cilem ziskat informace o vzdalenostnich omezenich mezi
tetramery v ULF podjednotkach, které mohou byt vyuZity pro vypocetni modelovani
struktury ULF podjednotek vimentinu. Tyto informace poskytuji produkty siténi
vznikajiciho mezi dvéma rtiznymi tetramery. Takové produkty sitovaci reakce obsahuji
v hmotnostnim spektru kvadrupletové izotopové obalky, predstavujici peptidové formy
FN/N, N/BN, IN/14N a ISN/ISN, o piiblizné stejné intenzité.

Chemickym siténim “N/!°N ULF podjednotek vimentinu s pouZitim ¢inidel DSS, DSG
a EDC bylo z LC-MS analyzy pomoci programu LinX 1.13 a nésledného manualniho
ovéteni v programu Data Analysis 5.0 identifikovano 83 unikatnich produkti sitovaci
reakce (peptidovych spojeni) obsahujicich v hmotnostnich spektrech kvadrupletovou
izotopovou obalku. U téchto produkti sitovaci reakce bylo dale nezbytné provést
kvantifikaci zastoupeni INTER-tetramerniho a INTRA-tetramerniho siténi, ktera zavisi
na intenzité izotopovych obdlek jednotlivych peptidovych forem.

Analyzou vzorkt siténych ¢inidlem DSBU nebyla nalezena 7z4dnd peptidova spojeni

obsahujici kvadrupletovou izotopovou obalku.
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4.1.4.1 Kvantifikace zastoupeni INTER-tetramerniho a INTRA-tetramerniho siténi

Kvantifikace byla opét provedena podle vzorce (1) na strané 38 a kone¢ny vysledek je
primérem hodnot vypocitanych pro cely triplikat daného produktu sitovaci reakce.
Seznam vsech 83 identifikovanych produktii sitovaci reakce s vysledky kvantifikace je
uveden v tabulce v Piiloze 3 a v Piiloze 5. Jako spojené peptidy pochazejici
z tetramerniho rozhranni byly oznaceny takové produkty, u nichz byla kvantifikaci
stanovena hodnota zastoupeni INTER-tetramerniho siténi 90 a vyssi.

Na zéaklad¢ vysledkt kvantifikace bylo ziskano 27 unikatnich produkta sitovaci reakce
(spojenych peptidll) pochazejicich zrozhranni tetramer-tetramer, poskytujicich nové
informace o vzdalenostnich omezenich tetramerd v ULF podjednotkach. Piikladem
takového  produktu  jsou  peptidy = LLQDSVDFSLADAINTEFKNTR -
NLQEAEEWYKSK spojené ¢inidlem DSG, jejichz hmotnostni spektrum je uvedeno
na Obrazku 16 nebo peptidy FANYIDKVR — SKFADLSEAANR spojené ¢inidlem DSS,
jejichz hmotnostni spektrum je na Obrazku 17 (str. 49).
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Obrizek 16. Hmotnostni  spektrum  produktu  INTER-tetramerniho  siténi,  peptidl
LLQDSVDFSLADAINTEFKNTR - NLQEAEEWYKSK spojenych ¢inidlem DSG. Hmotnostni spektrum
INTER-tetramerniho siténi obsahuje kvadrupletovou izotopovou obélku o stejném poméru intenzit pro
jednotlivé peptidové formy “N/MN, MN/PN, N/MN a 1SN/P*N. Kvantifikaci byl stanoven pomér 98:2 pro
INTER:INTRA-tetramerni siténi.
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Obrazek 17. Hmotnostni spektrum produktu INTER-tetramerniho siténi, peptidi FANYIDKVR —
SKFADLSEAANR spojenych ¢inidlem DSS, pro které byl kvantifikaci stanoven pomér 96:4 ve prospéch
INTER-tetramerniho siténi.

Ve specialnim ptipadé€, kdy spojené peptidy obsahuji ve své aminokyselinové sekvenci
stejny pocet dusikll, maji peptidové formy “N/SN a 'SN/N stejnou hmotnost a jejich
izotopové obalky se prekryvaji. Tim vznikd v jejich hmotnostnim spektru
charakteristicky vzor tripletové izotopové obalky. U INTER-tetramernich produkti siténi
potom dosahuje intenzita izotopové obalky forem “N/N + N/M“N dvojnasobné
hodnoty oproti formam '¥N/!*N a N/N. Ptikladem jsou peptidy FANYIDKVR —
FANYIDKVR spojené c¢inidlem DSS s vysledkem kvantifikace 99:1 pro INTER-

tetramerni, jejichZ hmotnostni spektrum je na Obrazku 18.
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Obrazek 18. Hmotnostni spektrum produktu INTER-tetramerniho siténi, peptidi FANYIDKVR -
FANYIDKVR spojenych ¢inidlem DSS, pro které byl kvantifikaci stanoven pomér 99:1 ve prospéch
INTER-tetramerniho siténi. V piipadé¢, ze spojené peptidy pochdzejici z tetramerniho rozhrani, obsahuji
tedy ve své aminokyselinové sekvenci stejny pocet dusikd. Potom maji jejich peptidové formy “N/'5N a
ISN/"N stejnou hmotnost a jejich izotopové obdlky se prekryvaji, ¢imz vznikd v hmotnostnim spektru
charakteristicky vzor tripletové izotopové obalky, kde peptidové formy “N/N a N/MN dosahuji
dvojnasobné intenzity oproti formam '“N/'“N a '>N/!5N.,
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4.2 Analyza tetramernich a ULF podjednotek vimentinu N pomoci CXMS

4.2.1 P¥iprava tetramerniho vimentinu *N

Pro ptipravu vimentinovych tetramerd byla provedena postupna dialyza za snizovani
iontové sily z 8mol/l mocCovinového pufru (monomerni pufr) obsahujiciho monomery
do pufru s nizkou koncentraci ionti (dialyzacni pufr B). Koncentrace vimentinovych

tetramertt '“N po ukondeni dialyzy byla stanovena spektrofotometricky (Axso) a ¢inila

1 mg/ml.

4.2.2 Kontrola sitovaci reakce pomoci SDS-PAGE

Reakce chemického siténi vimentinovych vzorka byly ovéfeny pomoci SDS-PAGE a
vysledek separace produkti chemického siténi je uveden na Obrazku 19. Do kazdé drahy
byl nanesen jeden vzorek z triplikdtu. U vzorkii vimentinovych tetramert bylo na gel

naneseno 5 pg proteinu, v piipadé vzorkli ULF podjednotek 3 pg proteinu.
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Obrazek 19. Polyakrylamidovy NuPage 4-12% Bis-Tris gel s produkty sitovaci reakce ¢inidly DSBU a
DSPU. V drahach S — Proteinovy Standard Precision Plus Protein All Blue Pre-stained, draha 1 —
vimentinové tetramery siténé ¢inidlem DSBU, draha 2 — vimentinové tetramery siténé ¢inidlem DSPU,
draha 3 — kontrolni vzorek (tetramery vimentinu bez pifidavku sitovaciho ¢inidla), draha 4 — ULF
podjednotky vimentinu siténé ¢inidlem DSBU, draha 5 — ULF podjednotky vimentinu siténé ¢inidlem
DSPU, draha 6 — kontrolni vzorek (ULF podjednotky vimentinu bez ptidavku sitovaciho ¢inidla).
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V drahéch 1-3 se nachazi vzorky vimentinovych tetramert, pfi¢emz v draze 1 je vzorek
vimentinovych tetramera sitény ¢inidlem DSBU, v draze 2 vimentinové tetramery siténé
¢inidlem DSPU a v draze 3 pfislusny kontrolni vzorek bez ptidavku sitovaciho ¢inidla.
V drahach 4-6 se pak nachazi vzorky ULF podjednotek vimentinu, pficemz v draze 4
je vzorek ULF podjednotek po siténi ¢inidlem DSBU, v draze 5 je vzorek ULF
podjednotek po siténi ¢inidlem DSPU a v draze 6 ptislusny kontrolni vzorek.

U vzorkt siténych vimentinovych tetramert s ¢inidlem DSBU (draha 1) 1 DSPU (draha
2) muzeme krom¢ monomert vimentinu (~ 53 kDa) pozorovat také piitomnost dimera
v oblasti mezi 100-150 kDa, trimerd v oblasti mezi 150-250 kDa a tetramerd, kterym
odpovidaji pruhy v oblasti tésné¢ nad 250 kDa. V téchto vzorkach nebyla pozorovana
ptitomnost zddnych vysSich struktur nez tetramert.

Oproti tomu, v piipadé vzorkd “N/!N ULF podjednotek vimentinu siténych &inidlem
DSBU (draha 4) i ¢inidlem DSPU (drdha 5) mizeme navic v oblastech nad 250 kDa
pozorovat pritomnost struktur vysSich nez tetramery odpovidajici pfitomnosti ULF
podjednotek.

Z vysledkt SDS-PAGE lze tvrdit, ze sitovaci reakce s ¢inidly DSBU a DSPU byla

uspésna u vzorki tetramert i ULF podjednotek.

4.2.3 Identifikované produkty chemického siténi ULF podjednotek pomoci LC-
MS/MS analyzy

Chemickym siténim ULF podjednotek vimentinu “N s pouzitim $tépitelnych &inidel
DSBU a DSPU bylo z vysledktit LC-MS/MS (FT-ICR) analyzy pomoci programu MeroX
1.6.6. identifikovano 37 produktii sitovaci reakce, odpovidajicich produktim
identifikovanych pti LC-MS analyze s pouzitim ¢inidel DSS a DSG. Z vysledku LC-
MS/MS analyzy a LC-MS analyzy bylo tedy odliSnymi ¢inidly siténi se stejnou reakéni
specifitou nalezeno 37 shodnych peptidovych spojeni (53,6 %). Tim byla ovétena
pfitomnost peptidovych spojeni v ULF podjednotkach, u nichZ byla dfive provedena
kvantifikace zastoupeni INTER-tetramerniho a INTRA-tetramerniho siténi.

LC-MS/MS analyzou byly naptiklad identifikovany spojené peptidy pochazejici
z tetramerniho rozhranni FANYIDKVR — SKFADLSEAANR, jejichz MS spektrum
umoznujici kvantifikaci je uvedeno na Obrazku 17 (str. 49). MS/MS spektrum fragmentii
téchto peptidl spojenych ¢inidlem DSBU je na Obrazku 20 (str. 53).

Dalsim ptikladem jsou spojené peptidy FANYIDKVR — FANYIDKVR s vysledkem
kvantifikace 99:1 pro INTER-tetramerni siténi, jejichz MS spektrum je uvedeno
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na Obrazku 18 (str. 49). MS/MS spektrum fragmentt téchto peptidt spojenych ¢inidlem
DSBU je uvedeno na Obrazku 21.

Seznam vSech shodnych peptidovych spojeni ientifikovanych LC-MS/MS analyzou,
které¢ byly dfive identifikovany a kvantifikovany z MS spekter ziskanych vyuzitim
techniky MIX CXMS je uveden v tabulce v Ptiloze 4.
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Obrazek 20. Cast MS/MS spektra zobrazujici fragmenty BuUrS (A) a BuS (B) — fragmenty peptidi
FANYIDKVR - SKFADLSEAANR spojenych c¢inidlem DSBU. MS spektrum shodnych peptidi
spojenych ¢inidlem DSS, ze kterého byl kvantifikaci stanoven pomér 96:4 pro INTER:INTRA -tetramerni
siténi je uvedeno na Obrazku 17 (str. 49). BuUrS a BuS = modifikované linedrni peptidy vznikajici
fragmentaci raménka sitovaciho ¢inidla DSBU v kolizni cele hmotnostniho spektrometru
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Obrazek 21. Cast MS/MS spektra zobrazujici fragmenty BuS (A) a BuUrS (B) — fragmenty peptidii
FANYIDKVR — FANYIDKVR spojenych ¢inidlem DSBU. MS spektrum shodnych peptidd spojenych
¢inidlem DSS je uvedeno na Obrazku 18 (str. 49). MS spektrum shodnych peptidil spojenych ¢inidlem DSS,
ze které¢ho byl kvantifikaci stanoven pomér 99:1 pro INTER:INTRA-tetramerni siténi je uvedeno na
Obrazku 16. BuUrS a BuS = modifikované linearni peptidy vznikajici fragmentaci raménka sitovaciho
¢inidla DSBU v kolizni cele hmotnostniho spektrometru
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5 DISKUZE

Vimentin je protein intermedidlnich filament, ktery se za fyziologickych podminek
samovoln¢ sklada do vlaken tvofenych homo-oligomernimi podjednotkami. Strukturni
analyza homo-oligomert ¢i homopolymera dlouho pfedstavovala komplikaci predevsim
z hlediska dostupnych strukturné analytickych technik a pfislusnych softwart
pro vyhodnoceni. Kromé toho, komplikovany zptisob procesu skladani vimentinu in vitro
predstavuje dalsi divod, pro¢ vzdy byla strukturni charakterizace vimentinu obtizna.
In vitro vyzaduje vimentin v pribéhu celého procesu skladani do vlaken rtizné iontové
podminky, coz omezuje moznost pouziti nékterych metod strukturni analyzy. Pravé
technika chemického siténi v kombinaci s hmotnostni spektrometrii (CXMS) umoziuje

zkoumat konformace proteinti za nativnich podminek.

Jiz pred tiiceti lety predstavil Steinert et al. na zakladé experimenti chemického siténi
vimentinu nékolik modeli asociace dimernich podjednotek (dimer-dimer) [52]. Tyto
modely, kter¢ byly oznaCeny jako model A1, A2, A2z (tf1 zpisoby lateralni asociace) a
Acn (zpusob podélné asociace), predstavuji zplisoby asociace dimernich podjednotek,
ke kterym muZe dochéazet v procesu skladani vimentinovych filament. DalSiho pokroku
ve strukturni charakterizaci vimentinu, ktery byl umoznén diky vyvoji strukturné
analytickych technik a novych softwarti pro vyhodnoceni, bylo dosazeno teprve nedavno.
Konktrétné pouziti techniky MIX CXMS, ktera umozZiiuje identifikaci a rozliSeni
intermolekularnich a intramolekuldrnich interakci, a pfislusného softwaru LinX
pro vyhodnoceni MIX CXMS dat, ptedstavuje velky potencidl pro strukturni analyzu

homo-oligomert.

Jiz dfive jsme se s vyuzitim techniky MIX CXMS vénovali strukturni charakterizaci
vimentinového tetrameru. Na zéklad¢ informaci o INTER-dimernich a INTRA-dimernich
vzdalenostnich omezenich ziskanych touto technikou byl poté v Laboratofi
biokrystalografie, KU Leuven vytvofen strukturni model vimentinového tetrameru
(Obrazek 22, str. 54) zvetejnény v publikaci Vermiere et al. [14], ktery odhalil, Ze dimerni
podjednotky asociuji podle modelu Aii, ve kterém jsou centrdlni domény dimernich
podjednotek jsou zarovnany a-helikalnimi segmenty 1B, a zaroven byly odhaleny oblasti

stabilizujici tetramerni strukturu.
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Obrazek 22. Strukturni model vimentinového tetrameru. (A) Vimentinovy tetramer je tvofen
antiparaleln€ usporadanymi dimery, jejichz a-helikalni segmenty 1B se piekryvaji. Oranzovou barvou jsou
vyznaceny a-helikalni segmenty 1A, zelenou o-helikalni segmenty 1B, modrou o-helikalni segmenty 2.
Terminalni domény (hlava a ocas) jsou zde zobrazeny pouze pro jeden dimer (B) Kompaktni model
vimentinového tetrameru. Pfevzato z [14] a upraveno.

V této praci jsme se proto dale zaméfili na naslednou fazi v procesu sestaveni zralych
vimentinovych filament, tedy na strukturni analyzu ULF podjednotek vimentinu, které
vznikaji asociaci zpravidla osmi tetramerd. K ziskdni informaci o uspotadani tetramerti
v ULF podjednotce jsme opét zvolili techniku MIX CXMS.

Abychom ziskali informace o uspofadéni tetramer v ULF podjednotce, je nutné
abychom byli schopni identifikovat prave ta spojeni, ktera vznikla mezi dvéma tetramery
a odlisit je od ostatnich spojeni, kterda mohou vznikat také mezi dvéma dimery, dvéma
monomery nebo vramci jednoho monomeru. V piipadé, Ze jsou ULF podjednotky
sestaveny z kombinaci tetramertl N a tetramerti '°N, potom spojeni které vzniknou mezi
dvéma tetramery poskytuji po proteolytickém Stépeni a LC-MS analyze charakteristicka
hmotnostni spektra s kvadrupletovymi i1zotopovymi obdlkami o stejné intenzité
pro vSechny peptidové formy pochdzejici z moZznych kombinaci asociaci dvou tetramerti

14N/14N 14N/15N ISN/14N a ISN/ISN.

Tomu v3ak predchazi dilezity predpoklad, Ze ve smési vimentinovych tetramerti "N a
N (v podminkéch pro stabilni vimentinové tetramery), ktera je vychozim materialem
pro piipravu “N/®N ULF podjednotek nedochazi k disociaci tetrameri a vyméné
dimernich podjednotek mezi tetramery.

Za tohoto ptedpokladu o¢ekavame po chemickém siténi smési vimentinovych tetramera
N a N, nasledném proteolytickém §tépeni a LC-MS analyze takové produkty sitovaci
reakce, které v hmotnostnim spektru obsahuji pouze “N/N formu a N/N formu

spojenych peptidil (dubletova izotopova obalka).
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Pokud by vsak tento piedpoklad nebyl splnén a ve smési tetrameri by pred sestavenim
ULF dochazelo k vymén¢ dimernich podjednotek mezi tetramery, potom by vyse popsana
hmotnostni spektra charakterizujici produkty INTER-tetramerniho siténi (hmotnostni
spektra s kvadrupletovymi 1zotopovymi obalkami o stejné intenzité¢ pro vSechny
peptidové formy “N/MN, “N/PN, ISN/MN a '"'N/'*N) mohla odpovidat také produktim
INTER-dimerniho siténi, vznikajiciho mezi dvéma dimery. V takovém piipadé by nebylo
mozné s jistotou urCit INTER-tetramerni produkty siténi.

Tento piedpoklad bylo nutné experimentalné ovétit, aby nedochazelo k zaméné INTER-
dimernich spojeni za INTER-tetramerni spojeni, tedy abychom identifikovana
charakteristickd hmotnostni spektra mohli s jistotou pfifadit INTER-tetramernim
produktiim siténi, které poskytuji nové stézejni informace o vzdalenostnich omezenich
tetrameri pro vypocetni modelovani ULF podjednotky vimentinu. Ovéfeni tohoto

piedpokladu zajist'uje spolehlivost vysledkt analyzy "“N/!°N ULF podjednotek.

K ovéfeni tohoto ptedpokladu slouzila prvni ¢ast experimentu, ve které bylo provedeno
chemické siténi smési vimentinovych tetramerd '“N a >N, ktera slouzila jako vychozi
material pro ptipravu ULF podjednotek.

Z vysledki chemického siténi smési tetramerti '*N a >N vyplyva, Ze méné nez 5 %
ze vSech identifikovanych unikatnich produktt sitovaci reakce obsahuje v hmotnostnich
spektrech kvadrupletovou izotopovou obalku, coZz piedstavuje téméef zanedbatelné
informace vSak poskytuji vysledky kvantifikace zastoupeni INTER-dimerniho a INTRA-
dimerniho siténi (Tabulka 1, str. 46 a Ptiloha 2), ze kterych vyplyva, Ze pouze u jediného
identifikovaného produktu vyrazné¢ pievazuje zastoupeni INTER-dimerniho siténi
s pomérem 92:8 (Obrazek 14, str. 46), a mohl by tedy byt potencidlné¢ zameénitelny
s INTER-tetramernim produktem siténi ULF podjednotek. U ostatnich produktl je
zastoupeni INTER-dimerniho siténi v podstat¢ zanedbatelné, tudiz by neovlivnilo
vysledky analyzy '“N/'°N ULF podjednotek, kde nis zajimaji piedev§im produkty
sitovaci reakce, u kterych zastoupeni INTER-tetramerniho siténi pfevysuje hodnotu 90.

Tyto vysledky by naznacovaly, Ze u velmi malého procenta tetramerti dochazi k vyméné
dimernich podjednotek. Zde je vSak duleZité zohlednit vysledky kontroly sitovaci reakce
pomoci SDS-PAGE, kde byla zaznamenana pfitomnost malého mnoZstvi struktur vysSich
nez tetramery ve vzorcich siténé smési tetramerti '“N a N (Obrazek 12, str. 43).

Piitomnost peptidovych forem *N/N a SN/“N v hmotnostnich spektrech nékolika
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produktl sitovaci reakce a jejich velmi nizkad intenzita koreluje s vysledky pozorovanymi
pfi kontrole sitovaci reakce. Pfiinou piitomnosti produktl siténi obsahujicich
kvadrupletovou izotopovou obalku je tedy s nejvétsi pravdépodobnosti praveé piitomnost
vy$§ich struktur ve smési siténych tetramerd '*N a '°N. Teoreticky bychom mohli provést
Stépeni v gelu, abychom potvrdili, Ze tyto produkty siténi pochézi z pozorovanych vyssich
struktur. To vSak pro ucely naSeho experimentu nebylo nutné, jelikoz z uvedenych dat
vyplyva, Ze tyto vysledky neovliviiuji vysledky analyzy ULF podjednotek. Problematicky
by mohl byt pouze jeden identifikovany produkt siténi se zastoupenim INTER-dimerniho
siténi prevysujicim hodnotu 90 (ID 1 v Piiloze 2), ktery by mohl byt zaménitelny
s INTER-tetramernimi produkty siténi ULF podjednotek. V ptipadé, Zze by byl tento
produkt identifikovan jako INTER-tetramerni produkt siténi ULF podjednotek, byl by
z vysledkil vylouc¢en pro zachovani spolehlivosti dat pro modelovani struktury ULF.
Tento produkt siténi byl sice identifikovan ve vysledcich LC-MS analyzy siténych ULF
(ID 31 v Priloze 3), avSak nebyl kvantifikaci stanoven jako INTER-tetramerni produkt
siténi, a tedy nebude pouzit pro tvorbu modelu ULF.

Na zéklad€ vSech vySe uvedenych vysledki 1ze vyvodit zavér, Ze v rdmci tetramerQ
nedochdzi k vyméné dimernich podjednotek, ktera by ovliviiovala vysledky analyzy
“N/'°N ULF podjednotek. Velmi malé procento tetramerd ve smési pravdépodobné
zacalo tvorit ULF jesté pfed pfidanim soli, ktera vyvolava asociaci tetramerli za tvorby
ULF podjednotek.

Tim byla ovéfena spolehlivost a divéryhodnost vysledkd analyzy “N/°N ULF
podjednotek, u nichz bylo identifikovano 83 produktl sitovaci reakce s kvadrupletovou
izotopovou obalkou s naslednou kvantifikaci zastoupeni INTER- a INTRA-tetramerniho
siténi. Kvantifikaci bylo nalezeno 27 unikétnich peptidovych spojeni pochézejicich
zrozhranni tetramer-tetramer (Pfiloha 3), poskytujicich nové dtlezité informace
o vzdalenostnich omezenich tetramerti v ULF podjednotkach. Tato data byla poskytnuta
Laboratofi biokrystalografie, KU Leuven, kde budou dale vyuZita pro in silico simulaci

struktury ULF podjednotky.

Vysledky LC-MS analyzy siténych '“N/"*N ULF podjednotek poskytly zasadni informace
o pivodu peptidovych spojeni v ramci ULF podjednotky. Pomoci ¢inidel DSS a DSG
bylo identifikovdno 69 peptidovych spojeni. Pii porovnéani s vysledky LC-MS/MS
analyzy neznacenych (!*N) ULF podjednotek siténych $tépitelnymi ¢inidly DSBU a
DSPU, vykazujicich stejnou reakéni specifitu jako ¢inidla DSS a DSG, byla nalezena
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identicka peptidova spojeni (Pfiloha 3, Pfiloha 4). LC-MS/MS analyzou byla ovétena
ptitomnost 37 peptidovych spojeni (53,6 %) identifikovanych pii LC-MS analyze pomoci
s pouzitim DSS a DSG. To vSak nesnizuje diveéryhodnost ostatnich identifikovanych
produkti, které LC-MS/MS analyzou nebyly nalezeny, jelikoZ se jednd o dva samostatné
provedené experimenty, za pouziti odlisnych cinidel, kde k variacim vysledki mize
pfispivat mnoho faktort.

Pfestoze bychom pfi pouziti riznych sitovacich Cinidel se stejnou reakcni specifitou
mohli o¢ekavat velmi podobné vysledky, rozdily mohou byt zptisobeny nékolika faktory
jako je naptiklad reaktivita i stabilita Cinidla, rozdily v reakcni selektivité Cinidla,
velikost, struktura, objem a flexibilita sitovacich ¢inidel, kterda mlze vést k rozdilim
v jejich schopnosti ptistupu k cilovym funkénim skupindm a reakce s nimi. Déle reakéni
podminky jako je pH, teplota a reakéni doba mohou ovlivnit vysledek sitovaci reakce,
a 1 malé rozdily v téchto podminkach mohou vést k odchylkam ve vysledcich. Stejné tak
proteolytické Stépeni neni opakovatelné. Nakonec také podminky samotného méteni
vzorki a pouziti odliSnych softwarii pro vyhodnoceni mize pfispivat k uréitym variacim.
Kombinace vSech téchto faktorti miize mit za nasledek pozorované rozdily v uvedenych
vysledcich LC-MS a LC-MS/MS analyzy.

Sitovaci reakce ¢inidlem DSBU u vzorkti smési “N a >N tetramerii i '“N/'°N ULF
podjednotek probéhla na zdkladé zjisténych vysledkli pouze v minimalnim rozsahu,
pfiemz ziskané vysledky byly konzistentni pro cely triplikat obou vzorku (tetramerti
1 ULF), coz bylo nejpravdépodobnéji disledkem pouziti degradovaného cinidla. Dale,
u vzorkdl smési N a >N tetramerti i '*N/">°N ULF podjednotek siténych ¢inidlem EDC
nebylo mozné ovéfit vysledek sitovaci reakce pomoci SDS-PAGE, jelikoZz vzorky
nezaputovaly z jamky do gelu (Obrazek 12, str. 43). EDC je €inidlo s tzv. nulovou délkou
raménka, jehoz mechanismus sitovaci reakce muize vést ke tvorbé velkych siténych
proteinovych komplext ¢i agregati, které kvuli své velikosti Spatné prostupuji do pora

polyakrylamidového gelu. To mohlo byt pfi€¢inou retence vzorkl v jamkach.
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V Laboratofi biokrystalografie v Lovani, se kterou probiha spoluprace na tomto projektu,
byl na zaklad¢ predchozich dat neddvno vytvoien model tzv. vimentinové protofibrily
tvofené tfemi tetramery (uveden na Obrazku 23A). Piekrytim usekii téchto tiech
tetramert v protofibrile vznika struktura vimentinového oktameru (jeho detail je zobrazen
na Obrazku 23B). Nami ziskand data pro INTER-tetramerni peptidova spojeni byla
porovnéna se soucasnym modelem vimentinového oktameru a bylo zjisténo, ze 12 z 28

INTER-tetramernich peptidovych spojeni odpovida tomuto modelu (Obrazek 23C).

H.ﬂﬂ

SN Qv

Obrazek 23. (A) Strukturni model vimentinové protofibrily tvofené tfemi tetramery. Jednotlivé tetramery
jsou tvofeny dimery komplementarnich barev zluta-fialova (tetramer 1), modra-oranzova (tetramer 2),
zelena-Cervena (tetramer 3). Prekrytim tsekd téchto tfech tetramerti vznika struktura vimentinového
oktameru. (B) Detail vimentinového oktameru tvofeného prekrytim tiseki tfech tetramert, na ktery byla
aplikovana nami ziskand data pro INTER-tetramerni peptidova spojeni. (C) Detail ¢asti modelu, ktery
zobrazuje vimentinovy oktamer s nami identifikovanymi peptidovymi spojenimi, kterd odpovidaji
aktualnimu modelu.
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Néktera peptidova spojeni nebylo mozné na tento model aplikovat, jelikoz aktualni model
vimentinové protofibrily neobsahuje hlavové domény (sekvence 1-96) a ocasni domény
(sekvence 405-466) pro vSechny molekuly, coz jsou oblasti, ze kterych néktera nami
identifikovana peptidova spojeni pochazi. Domény hlavy a ocasu obsahuji pfevazné
nestrukturované oblasti komplikované pro modelovani vimentinovych struktur, avsak
bylo zjisténo, ze predev§im hlavovd doména je obzvlast’ dulezita v procesu sestavovani
vimentinovych filament [36,37]. NaSe data by tedy mohla pfinést uzitecné strukturni
informace pro zapojeni hlavové a ocasni domény do strukturniho modelu.

Dale, nase data byla ziskana analyzou ULF podjednotek vimentinu, jez jsou tvoieny
pramérné osmi tetramery, a proto identifikovana peptidova spojeni, ktera neodpovidaji
tomuto modelu mohou poskytnout nové informace o usporadani tetramerd ULF. Nami
ziskané data tedy mohou pomoci k uptesnéni aktualniho modelu a k dalSimu pokroku

v modelovani struktury vimentinovych ULF.
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6 ZAVER

e Na zakladé uvedenych vysledki 1ze vyvodit zavér, Ze v rdmci tetramerd nedochazi
k vyméné dimernich podjednotek, kterd by ovliviiovala vysledky analyzy “N/'°N
ULF podjednotek.

e Chemickym siténim vimentinovych N/!N ULF podjednotek s pouzitim ¢&inidel
DSS, DSG a EDC bylo z LC-MS analyzy identifikovano 83 unikatnich peptidovych
spojeni poskytujicich informace o ptivodu spojenych peptidi v ramci ULF.

e Naslednou kvantifikaci zastoupeni INTER-tetramerniho a INTRA-tetramerniho
siténi bylo zjisténo 27 unikétnich peptidovych spojeni pochézejicich z rozhrani
tetramer-tetramer, poskytujicich informace o vzdalenostnich omezenich tetrameri

v ULF pro vypocetni modelovani struktury ULF podjednotky.
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Prilohy
Piiloha 1. Aminokyselinova sekvence vimentinu Y400L

MATRSVSSSSYRRMFGGPGTASRPSSSRSYVTTSTRTYSLGSALRPSTSRSLYASSPGG
VYATRSSAVRLRSSVPGVRLLODSVDEFSLADAINTEFKNTRTNEKVELOELNDREFANY I
DKVRFLEQONKILLAELEQLKGQGKSRLGDLYEEEMRELRRQVDQLTNDKARVEVERDN
LAEDIMRLREKLOEEMLOREEAENTLOSFRODVDNASLARLDLERKVESLOEETAFLKK
LHEEEIQELQAQIQEQHVQIDVDVSKPDLTAALRDVRQQOYESVAAKNLQEAEEWYKSKE
ADLSEAANRNNDALRQAKQESTEYRROVOSLTCEVDALKGTNESLERQMREMEENFAVE
AANYQODTIGRLODEIQNMKEEMARHLREYQDLLNVKMALDIEIATLRKLLEGEESRISL
PLPNFSSLNLRETNLDSLPLVDTHSKRTLLIKTVETRDGQVINETSQHHDDLE

PFiloha 2. Seznam produkti chemického siténi smési vimentinovych tetramerd (N a '"N)
s vysledky kvantifikace zastoupeni INTER- a INTRA-dimerniho siténi (%). (%). Dale je
v tabulce uvedena smérodatna odchylka (SD) pro vysledky kvantifikace.

ID produktu| Cinidlo Spojené peptidy (A-B) Pozice spojenych peptidi [A] -[B] | INTER (%) | INTRA (%) | SD (%)
1 DSG QAKQESTEYRR - QAKQESTEYRR (311,321)[A]-(311,321)[B] 92 8 5
2 EDC |LLEGEESR - DGQVINETSQHHDDLE (403, 410) [A] - (451, 466) [B] 62 38 5
3 EDC LLODSVDFSLADAINTEFK - NLQEAEEWYKSK (79,97) [A]- (283, 294) [B] 28 72 3
4 DSS  [FANYIDKVR - FANYIDKVR (114, 122) [A]- (114, 122) [B] 18 82 0
5 EDC LLODSVDFSLADAINTEFKNTR - NLQEAEEW YK (79, 100) [A] - (283, 292) [B] 18 82 1
6 DSS  |FANYIDKVR - ILLAELEQLKGQGK (114, 122)[A] - (130, 143) [B] 12 88 0
7 DSG |TNEKVELQELNDR - QAKQESTEYRR (101, 113) [A]- (311, 321) [B] 8 92 1
8 EDC LLEGEESR - ETNLDSLPLVDTHSKR (403, 410) [A]- (425, 440) [B] 7 93 0
9 DSS | FANYIDKVR - QQYESVAAKNLQEAEEWYK (114, 122) [A]- (274, 292) [B] 7 93 1
10 DSG FANYIDKVR - QAKQESTEYRR (114, 122)[A]-(311, 321) [B] 7 93 1
11 DSS LLODSVDFSLADAINTEFKNTR - NLQEAEEWYKSK (79, 100) [A] - (283, 294) [B] 7 94 1
12 DSG SKFADLSEAANR - SKFADLSEAANR (293, 304) [A]- (293, 304) [B] 6 94 1
13 EDC  |NLQEAEEWYK - NLQEAEEWYK (283, 292) [A] - (283, 292) [B] 5 95 0
14 DSS ETNLDSLPLVDTHSKR - ETNLDSLPLVDTHSKR (425, 440) [A] - (425, 440) [B] 4 96 0
15 EDC  |TLLIKTVETR - DGQVINETSQHHDDLE (441, 450) [A] - (451, 466) [B] a4 96 0
16 DSS TNEKVELQELNDR - TNEKVELQELNDR (101, 113) [A]- (101, 113) [B] 3 97 0
17 DSG |NLQEAEEWYKSK - SKFADLSEAANR (283, 294) [A] - (293, 304) [B] 3 97 0
18 DSG FANYIDKVR - FLEQONKILLAELEQLKGQGK (114, 122) [A]-(123, 143) [B] 3 97 0
19 DSG NLQEAEEWYKSK - SKFADLSEAANRNNDALR (283,294) [A]-(293,310)[B] 3 97 0
20 DSS KVESLQEEIAFLKK - KVESLQEEIAFLKK (223, 236) [A]- (223, 236) [B] 3 97 0
21 DSS KVESLQEEIAFLK - KVESLQEEIAFLKK (223, 235) [A]- (223, 236) [B] 2 98 0
22 DSS |KLLEGEESR - ETNLDSLPLVDTHSKR (402, 410) [A] - (425, 440) [B] 2 98 1
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Pfiloha 3. Seznam unikatnich peptidovych spojeni ziskanych pomoci chemického siténi “N/'°N
ULF podjednotek vimentinu identifikovanych LC-MS analyzou a vysledky kvantifikace
zastoupeni INTER- a INTRA-tetramerniho siténi (%). Dale je v tabulce uvedena smérodatna
odchylka (SD) pro vysledky kvantifikace. Spojené peptidy pochézejici z rozhrani tetramer-
tetramer jsou vyznaceny zelenou barvou. Pro peptidova spojeni ID 77-83 nejsou uvedeny
vysledky kvantifikace, jelikoz intenzita jednotlivych peptidovych forem (MN/“N, ¥N/®N,
ISN/MN, 1N/PN) v hmotnostnim spektru byla pro provedeni kvantifikace piili§ nizka.

ID produktu Cinidlo Spojené peptidy (A-B) Pozice spojenych peptidii [A] - [B] | INTER (%) |INTRA (%)| SD (%)
1 DSG, DSS  |SKFADLSEAANR - KLLEGEESR (293, 304) [A] - (402, 410) [B] 116 0 14
2 DSG, DSS  |TNEKVELQELNDR - SKFADLSEAANR (101, 113) [A] - (293, 304) [B] 114 0 11
3 DSG TNEKVELQELNDRFANYIDKVR - QQYESVAAKNLQEAEEWYK (101, 122) [A] - (274, 292) [B] 106 0 15
4 DSG LLQDSVDFSLADAINTEFKNTR - NLQEAEEWYKSK (79, 100) [A] - (283, 294) [B] 103 0 2
5 DSS SKFADLSEAANR - DGQVINETSQHHDDLE (293, 304) [A] - (451, 466) [B] 103 0 11
6 DSG, DSS  |QAKQESTEYRR - TLLIKTVETR (311, 321) [A] - (441, 450) [B] 103 0 5
7 EDC LLQDSVDFSLADAINTEFK - SKFADLSEAANR (79, 97) [A] - (293, 304) [B] 103 0 4
8 DSG, DSS  |FANYIDKVR - QQYESVAAKNLQEAEEWYK (114, 122) [A] - (274, 292) [B] 101 [1] 1
9 EDC LLQDSVDFSLADAINTEFKNTR - FADLSEAANR (79, 100) [A] - (295, 304) [B] 101 0 8
10 DSS EKLQEEMLQREEAENTLQSFRQDVDNASLAR - QAKQESTEYRR| (187, 217) [A] - (311, 321) [B] 100 0 8
11 DSG, DSS  |FANYIDKVR - FANYIDKVR (114, 122) [A] - (114, 122) [B] 99 1 2
12 DSS, DSG  |TNEKVELQELNDR - QAKQESTEYRR (101, 113) [A] - (311, 321) [B] 99 1 4
13 EDC LLQDSVDFSLADAINTEFK - NLQEAEEWYKSK (79, 97) [A] - (283, 294) [B] 98 2 2
14 DSS TNEKVELQELNDR - SKFADLSEAANRNNDALR (101, 113) [A] - (293, 310) [B] 98 2 15
15 DSS, DSG  |LLODSVDFSLADAINTEFKNTR - SKFADLSEAANR (79, 100) [A] - (293, 304) [B] 97 3 2
16 EDC, DSG  |[TNEKVELQELNDR - QQYESVAAKNLQEAEEWYK (101, 113) [A] - (274, 292) [B] 97 4 1
17 EDC EEAENTLQSFR - EYQDLLNVK (197, 207) [A] - (382, 390) [B] 95 5 7
18 EDC LLQDSVDFSLADAINTEFKNTR - NLQEAEEWYK (79, 100) [A] - (283, 292) [B] 95 5 3
19 DSG, DSS | QAKQESTEYRR - KLLEGEESR (311, 321) [A] - (402, 410) [B] 94 6 10
20 DSG LLQDSVDFSLADAINTEFKNTR - QAKQESTEYR (79, 100) [A] - (311, 320) [B] 94 6 4
21 DSS QVQSLTCEVDALKGTNESLER - TLLIKTVETR (322, 342) [A] - (441, 450) [B] 94 6 3
22 DSS ILLAELEQLKGQGK - QQYESVAAKNLQEAEEWYK (130, 143) [A] - (274, 292) [B] 94 6 0
23 DSS, DSG  |[FANYIDKVR - SKFADLSEAANR (114, 122) [A] - (293, 304) [B] 93 7 2
24 DSS, DSG ~ |SKFADLSEAANR - ETNLDSLPLVDTHSKR (293, 304) [A] - (425, 440) [B] 93 7 1
25 EDC LLQDSVDFSLADAINTEFKNTR - EEAENTLQSFR (79, 100) [A] - (197, 207) [B] 93 7 2
26 DSG FANYIDKVR - QAKQESTEYRR (114, 122) [A] - (311, 321) [B] 92 8 4
27 DSS QQYESVAAKNLQEAEEWYK - KLLEGEESR (274, 292) [A] - (402, 410) [B] 91 9 4
28 DSS QVQSLTCEVDALKGTNESLER - ETNLDSLPLVDTHSKR (322, 342) [A] - (425, 440) [B] 91 9 9
29 DSG FANYIDKVR - TLLIKTVETR (114, 122) [A] - (441, 450) [B] 89 11 7
30 DSS, DSG  [FANYIDKVR - NLQEAEEWYKSK (114, 122) [A] - (283, 294) [B] 88 12 2
31 DSG, DSS  |QAKQESTEYRR - QAKQESTEYRR (311, 321) [A] - (311, 321) [B] 87 13 6
32 DSS LLQDSVDFSLADAINTEFKNTR - KLLEGEESR (79, 100) [A] - (402, 410) [B] 86 14 1
33 DSS FANYIDKVR - VESLQEEIAFLKK (114, 122) [A] - (224, 236) [B] 85 15 3
34 DSS FANYIDKVR - KVESLQEEIAFLK (114, 122) [A] - (223, 235) [B] 84 16 3
35 DSS, DSG QAKQESTEYRR - DGQVINETSQHHDDLE (311, 321) [A] - (451, 466) [B] 83 17 6
36 DSG, DSS  |QAKQESTEYRR - ETNLDSLPLVDTHSKR (311, 321) [A] - (425, 440) [B] 82 18 6
37 DSG FANYIDKVR - QVQSLTCEVDALKGTNESLER (114, 122) [A] - (322, 342) [B] 82 18 11
38 DSS SKFADLSEAANR - TLLIKTVETR (293, 304) [A] - (441, 450) [B] 82 18 9
39 DSG QAKQESTEYRR - QVQSLTCEVDALKGTNESLER (311, 321) [A] - (322, 342) [B] 77 23 8
40 DSS, DSG | TNEKVELQELNDR - KLLEGEESR (101, 113) [A] - (402, 410) [B] 72 28 4
41 EDC LLQDSVDFSLADAINTEFKNTR - DNLAEDIMR (79, 100) [A] - (176, 184) [B] 70 30 1
42 EDC TNEK - QQYESVAAKNLQEAEEWYK (101, 104) [A] - (274, 292) [B] 64 36 0
43 DSG, DSS  |QQYESVAAKNLQEAEEWYK - QAKQESTEYRR (274, 292) [A] - (311, 321) [B] 63 37 2
44 DSG FANYIDKVR - ILLAELEQLKGQGK (114, 122) [A] - (130, 143) [B] 61 39 12
45 EDC ILLAELEQLKGQGK - EEAENTLQSFR (130, 143) [A] - (197, 207) [B] 60 40 0
46 DSG SVSSSSYR - FANYIDKVR (5,12) [A] - (114, 122) [B] 60 40 3
47 EDC LLQDSVDFSLADAINTEFK - ILLAELEQLKGQGK (79, 97) [A] - (130, 143) [B] 52 48 3
48 DSG, DSS  |SKFADLSEAANR - QAKQESTEYRR (293, 304) [A] - (311, 321) [B] 49 51 1
49 DSG SKFADLSEAANR - SKFADLSEAANR (293, 304) [A] - (293, 304) [B] 48 52 1
50 DSS, DSG | TLLIKTVETR - TLLIKTVETR (441, 450) [A] - (441, 450) [B] 47 53 2
51 DSS SKFADLSEAANR - SKFADLSEAANRNNDALR (293, 304) [A] - (293, 310) [B] 44 56 7
52 DSS SLYASSPGGVYATR - ILLAELEQLKGQGK (51, 64) [A] - (130, 143) [B] 42 58 1
53 DSG ETNLDSLPLVDTHSKR - ETNLDSLPLVDTHSKR (425, 440) [A] - (425, 440) [B] 31 69 1
54 DSG, DSS  |LLQDSVDFSLADAINTEFKNTR - FANYIDKVR (79, 100) [A] - (114, 122) [B] 31 69 1
55 DSG TNEKVELQELNDR - TNEKVELQELNDR (101, 113) [A] - (101, 113) [B] 28 72 3
56 DSS SLYASSPGGVYATR - FANYIDKVR (51, 64) [A] - (114, 122) [B] 26 74 1
57 DSG QQYESVAAKNLQEAEEWYK - QQYESVAAKNLQEAEEWYK (274, 292) [A] - (274, 292) [B] 23 77 1
58 EDC ILLAELEQLKGQGK - LGDLYEEEMR (130, 143) [A] - (146, 155) [B] 19 81 2
59 EDC LLQDSVDFSLADAINTEFK - FANYIDKVR (79, 97) [A] - (114, 122) [B] 17 83 1
60 DSS, DSG  [LQDEIQNMKEEMAR - TLLIKTVETR (365, 378) [A] - (441, 450) [B] 17 83 0
61 DSG, DSS  |QQYESVAAKNLQEAEEWYK - SKFADLSEAANR (274, 292) [A] - (293, 304) [B] 14 86 0
62 DSS, DSG  [FANYIDKVR - FLEQQNKILLAELEQLKGQGK (114, 122) [A] - (123, 143) [B] 12 88 3
63 EDC LLQDSVDFSLADAINTEFKNTR - VELQELNDR (79, 100) [A] - (105, 113) [B] 11 89 1
64 DSG, DSS | TNEKVELQELNDR - FANYIDKVR (101, 113) [A] - (114, 122) [B] 11 89 1
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ID produktu Cinidlo Spojené peptidy (A-B) Pozice spojenych peptidii [A] - [B] | INTER (%) |INTRA (%)| SD (%)
65 DSS KVESLQEEIAFLKK - KVESLQEEIAFLKK (223, 236) [A] - (223, 236) [B] 9 91 1
66 DSG NLQEAEEWYKSK - NLQEAEEWYKSKFADLSEAANR (283, 294) [A] - (283, 304) [B] 9 91 4
67 EDC NLQEAEEWYK - NLQEAEEWYK (283, 292) [A] - (283, 292) [B] 8 92 0
68 DSG, DSS KLLEGEESR - ETNLDSLPLVDTHSKR (402, 410) [A] - (425, 440) [B] 8 92 1
69 DSS, DSG  |NLQEAEEWYKSK - SKFADLSEAANRNNDALR (283, 294) [A] - (293, 310) [B] 7 93 0
70 DSG NLQEAEEWYKSK - SKFADLSEAANR (283, 294) [A] - (293, 304) [B] 7 93 0
71 DSS, DSG LLQDSVDFSLADAINTEFKNTR - TNEKVELQELNDR (79, 100) [A] - (101, 113) [B] 6 94 0
72 DSS KLLEGEESR - ISLPLPNFSSLNLR (402, 410) [A] - (411, 424) [B] 5 95 0
73 DSG, DSS, EDC[ETNLDSLPLVDTHSKR - DGQVINETSQHHDDLE (425, 440) [A] - (451, 466) [B] 5 95 0
74 DSG, DSS ISLPLPNFSSLNLR - ETNLDSLPLVDTHSKR (411, 424) [A] - (425, 440) [B] 3 97 0
75 DSS, DSG ETNLDSLPLVDTHSKR - TLLIKTVETR (425, 440) [A] - (441, 450) [B] 3 97 0
76 DSS, DSG, EDC|TLLIKTVETR - DGQVINETSQHHDDLE (441, 450) [A] - (451, 466) [B] 2 98 0
77 DSS FANYIDKVR - LODEIQNMKEEMAR (114, 122) [A] - (365, 378) [B] - -

78 DSS FLEQQNKILLAELEQLKGQGK - QAKQESTEYRR (123, 143) [A] - (311, 321) [B] - - -
79 DSG KVESLQEEIAFLK - QVQSLTCEVDALKGTNESLER (223, 235) [A] - (322, 342) [B] -

80 DSG LLQDSVDFSLADAINTEFKNTR - KVESLQEEIAFLK (79, 100) [A] - (223, 235) [B] - - -
81 DSS NLQEAEEWYKSK - TLLIKTVETR (283, 294) [A] - (441, 450) [B] - - -
82 DSS QVDQLTNDKAR - SKFADLSEAANR (160, 170) [A] - (293, 304) [B] - - -
83 DSS SKFADLSEAANR - LQDEIQNMKEEMAR (293, 304) [A] - (365, 378) [B] - - -
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Piiloha 4. Seznam peptidovych spojeni pochdzejicich z ULF podjednotek vimentinu
identifikovanych LC-MS/MS analyzou, které byly diive identifikovany a kvantifikovany z MS
spekter ziskanych vyuzitim techniky MIX CXMS (viz Ptiloha 3).

Cinidlo Spojené peptidy (A-B) Pozice peptidu A Pozice peptidu B
1 DSBU, DSPU  |ETNLDSLPLVDTHSKR - DGQVINETSQHHDDLE (425 -440) (451-467)
2 DSBU, DSPU ETNLDSLPLVDTHSKR - ETNLDSLPLVDTHSKR (425-440) (425 -440)
3 DSBU, DSPU  |FANYIDKVR - FANYIDKVR (114-122) (114-122)
4 DSBU, DSPU FANYIDKVR - NLQEAEEWYKSK (114-122) (283 -294)
5 DSBU, DSPU  [FANYIDKVR - QAKQESTEYRR (114-122) (311-321)
6 DSBU, DSPU  [FANYIDKVR - QQYESVAAKNLQEAEEWYK (114-122) (274 -292)
7 DSBU, DSPU  [FANYIDKVR - QVQSLTBEVDALKGTNESLER (114-122) (322-342)
8 DSPU FANYIDKVR - TLLIKTVETR (114-122) (441 -450)
9 DSBU, DSPU  |KVESLQEEIAFLK - QVQSLTBEVDALKGTNESLER (223 -235) (322-342)
10 DSBU NLQEAEEWYKSK - SKFADLSEAANRNNDALR (283 -294) (293-310)
11 DSBU, DSPU  [QAKQESTEYRR - ETNLDSLPLVDTHSKR (311-321) (425 -440)
12 DSBU QAKQESTEYRR - QAKQESTEYRR (311-321) (311-321)
13 DSBU, DSPU  [QAKQESTEYRR - QVQSLTBEVDALKGTNESLER (311-321) (322-342)
14 DSBU, DSPU SKFADLSEAANR - QAKQESTEYRR (293 -304) (311-321)
15 DSBU, DSPU  |SKFADLSEAANR - SKFADLSEAANR (293 -304) (293 -304)
16 DSBU, DSPU SVSSSSYR - FANYIDKVR (5-12) (114-122)
17 DSBU, DSPU  [TNEKVELQELNDR - QQYESVAAKNLQEAEEW YK (101-113) (274 -292)
18 DSBU TNEKVELQELNDR - TNEKVELQELNDR (101-113) (101-113)
19 DSBU, DSPU  |FANYIDKVR - FLEQONKILLAELEQLKGQGK (114-122) (123-143)
20 DSBU, DSPU FANYIDKVR - ILLAELEQLKGQGK (114-122) (130-143)
21 DSBU, DSPU | FANYIDKVR - KVESLQEEIAFLK (114-122) (223 -235)
22 DSBU, DSPU FANYIDKVR - SKFADLSEAANR (114-122) (293 -304)
23 DSBU, DSPU | FANYIDKVR - VESLQEEIAFLKK (114-122) (224 -236)
24 DSBU ILLAELEQLKGQGK - QQYESVAAKNLQEAEEWYK (130-143) (274 -292)
25 DSBU, DSPU  |ISLPLPNFSSLNLR - ETNLDSLPLVDTHSKR (411-424) (425-440)
26 DSBU, DSPU KLLEGEESR - ETNLDSLPLVDTHSKR (402-410) (425 -440)
27 DSBU, DSPU  |KLLEGEESR - ISLPLPNFSSLNLR (402 -410) (411-424)
28 DSBU, DSPU KVESLQEEIAFLKK - KVESLQEEIAFLKK (223 -236) (223 -236)
29 DSBU, DSPU  [QAKQESTEYRR - DGQVINETSQHHDDLE (311-321) (451-467)
30 DSBU, DSPU QVDQLTNDKAR - SKFADLSEAANR (160-170) (293 -304)
31 DSBU SKFADLSEAANR - DGQVINETSQHHDDLE (293 -304) (451-467)
32 DSBU, DSPU SKFADLSEAANR - ETNLDSLPLVDTHSKR (293 -304) (425 -440)
33 DSBU SKFADLSEAANR - LODEIQNmMKEEMARHLR (293 -304) (365-381)
34 DSBU SKFADLSEAANR - SKFADLSEAANRNNDALR (293 -304) (293-310)
35 DSBU SLYASSPGGVYATR - ILLAELEQLKGQGK (51-64) (130-143)
36 DSBU, DSPU TLLIKTVETR - DGQVINETSQHHDDLE (441-450) (451-467)
37 DSBU TLLIKTVETR - TLLIKTVETR (441 -450) (441 -450)
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Pfiloha 5. Seznam vSech produkti chemického siténi *N/'*N ULF podjednotek vimentinu identifikovanych pomoci LC-MS analyzy. Pro jednotlivé produkty
siténi jsou v tabulce uvedeny vysledky kvantifikace zastoupeni INTER- a INTRA-tetramerniho siténi (%) a smérodatnéd odchylka (SD) vysledkt kvantifikace.
Spojené peptidy pochézejici z rozhranni tetramer-tetramer jsou vyznaceny zelenou barvou. Tabulka dale obsahuje informace o modifikacich peptidt, nabojovém

stavu (X+) a hodnotach m/z (X+) pro vSechny &tyii peptidové formy (“N/“N = LL, “N/"*N = LH, "N/"*N = HL, "'N/!*N = HH).

ID produktu| Cinidlo Spojené peptidy (A-B) Pozice spojenych peptidi [A] - [B] Modifikace Naboj (X+)| LL m/z (X+)[LH m/z (X+)HL m/z (X+)HH m/z (X+) INTER (%) |INTRA (%)| SD (%)
1 DSG [SKFADLSEAANR - KLLEGEESR (293, 304) [A] - (402, 410) [B] 3 822,082 826,403 827,732 832,052 116 0 14
1 DSS [SKFADLSEAANR - KLLEGEESR (293, 304) [A] - (402, 410) [B] 4 627,325 | 630,565 | 631,562 | 634,803 96 4 7
2 DSG [TNEKVELQELNDR - SKFADLSEAANR (101, 113) [A] - (293, 304) [B] 4 748,622 752,859 753,607 757,844 114 0 11
2 DSS [TNEKVELQELNDR - SKFADLSEAANR (101, 113) [A] - (293, 304) [B] 4 759,134 763,371 764,119 768,356 86 14 2
3 DSG |TNEKVELQELNDRFANYIDKVR - QQYESVAAKNLQEAEEW| (101, 122) [A] - (274, 292) [B] 6 851,422 | 855,743 | 857,072 | 861,393 106 0 15
4 DSG |LLQDSVDFSLADAINTEFKNTR - NLQEAEEWYKSK (79, 100) [A] - (283, 294) [B] 4 1030,006 | 1034,244 | 1037,235 | 1041,472 103 0 2
5 DSS |SKFADLSEAANR - DGQVINETSQHHDDLE (293, 304) [A] - (451, 466) [B] 4 821,384 827,117 825,622 831,354 103 0 11
6 DSG [QAKQESTEYRR - TLLIKTVETR (311, 321) [A] - (441, 450) [B] 5 533,692 536,484 537,680 540,472 103 0 5
6 DSS |QAKQESTEYRR - TLLIKTVETR (311, 321) [A] - (441, 450) [B] 4 677,375 680,865 682,360 685,850 96 4 9
7 EDC [LLQDSVDFSLADAINTEFK - SKFADLSEAANR (79, 97) [A] - (293, 304) [B] 4 854,681 858,918 860,165 864,402 103 0 4
8 DSG  [FANYIDKVR - QQYESVAAKNLQEAEEWYK (114, 122) [A] - (274, 292) [B] 4 884,435 890,916 887,925 894,405 101 0 1
8 DSS |FANYIDKVR - QQYESVAAKNLQEAEEWYK (114, 122) [A] - (274, 292) [B] 4 894,947 | 901,427 | 898,436 | 904,917 97 3 2
9 EDC |[LLOQDSVDFSLADAINTEFKNTR - FADLSEAANR (79, 100) [A] - (295, 304) [B] 4 893,697 897,187 900,926 904,415 101 0 8
10 DSS |EKLQEEMLQREEAENTLQSFRQDVDNASLAR - QAKQESTE[ (187, 217) [A] - (311, 321) [B] 6 869,263 872,586 877,073 880,396 100 0 8
11 DSG [FANYIDKVR - FANYIDKVR (114, 122) [A] - (114, 122) [B] 4 587,312 590,801 590,801 594,291 929 1 2
11 DSS |FANYIDKVR - FANYIDKVR (114, 122) [A] - (114, 122) [B] 4 597,823 601,313 601,313 604,803 93 7 8
12 DSS |[TNEKVELQELNDR - QAKQESTEYRR (101, 113) [A] - (311, 321) [B] 4 780,894 | 785,880 | 785,880 | 790,865 99 1 4
12 DSG |TNEKVELQELNDR - QAKQESTEYRR (101, 113) [A] - (311, 321) [B] 5 616,508 | 620,496 | 620,496 | 624,484 91 0 6
13 EDC [LLQDSVDFSLADAINTEFK - NLQEAEEWYKSK (79, 97) [A] - (283, 294) [B] 4 908,701 912,938 914,184 918,422 98 2 2
14 DSS |TNEKVELQELNDR - SKFADLSEAANRNNDALR (101, 113) [A] - (293, 310) [B] 5 744,175 749,759 748,163 753,747 98 0 15
15 DSS |LLQDSVDFSLADAINTEFKNTR - SKFADLSEAANR (79, 100) [A] - (293, 304) [B] 4 986,498 | 990,736 | 993,727 | 997,964 97 3 2
15 DSG [LLQDSVDFSLADAINTEFKNTR - SKFADLSEAANR (79, 100) [A] - (293, 304) [B] 4 975,987 980,224 983,215 987,453 101 0 4
16 EDC [TNEKVELQELNDR - QQYESVAAKNLQEAEEWYK (101, 113) [A] - (274, 292) [B] 5 777,381 782,566 781,370 786,554 97 4 1
16 DSG  [TNEKVELQELNDR - QQYESVAAKNLQEAEEWYK (101, 113) [A] - (274, 292) [B] 4 999,983 1006,464 | 1004,968 | 1011,449 95 5 3
17 EDC [EEAENTLQSFR - EYQDLLNVK (197, 207) [A] - (382, 390) [B] 3 809,399 | 813,388 | 814,717 | 818,705 95 5 7
18 EDC [LLQDSVDFSLADAINTEFKNTR - NLQEAEEWYK (79, 100) [A] - (283, 292) [B] 4 947,717 951,206 954,945 958,435 95 5 3
19 DSG [QAKQESTEYRR - KLLEGEESR (311, 321) [A] - (402, 410) [B] 4 638,574 641,815 643,559 646,800 94 6 10
19 DSS |QAKQESTEYRR - KLLEGEESR (311, 321) [A] - (402, 410) [B] 4 649,086 652,326 654,071 657,311 - - -
20 DSG [LLOQDSVDFSLADAINTEFKNTR - QAKQESTEYR (79, 100) [A] - (311, 320) [B] 4 958,722 962,710 965,951 969,939 94 6 4
21 DSS |QVQSLTCEVDALKGTNESLER - TLLIKTVETR (322, 342) [A] - (441, 450) [B] |Karbamidace (A.328) 4 922,742 | 926,232 | 929,722 | 933,211 94 6 3
22 DSS  [ILLAELEQLKGQGK - QQYESVAAKNLQEAEEWYK (130, 143) [A] - (274, 292) [B] 4 998,523 1005,004 | 1003,010 | 1009,490 94 6 0
23 DSS [FANYIDKVR - SKFADLSEAANR (114, 122) [A] - (293, 304) [B] 4 643,586 | 647,823 | 647,075 | 651,313 93 7 2
23 DSG |FANYIDKVR - SKFADLSEAANR (114, 122) [A] - (293, 304) [B] 4 633,074 | 637,311 | 636,563 | 640,801 90 10 1




ID produktu| Cinidlo Spojené peptidy (A-B) Pozice spojenych peptidu [A] - [B] Modifikace Naboj (X+)| LL m/z (X+)[LH m/z (X+)HL m/z (X+)HH m/z (X+) INTER (%) |INTRA (%)| SD (%)
24 DSS |SKFADLSEAANR - ETNLDSLPLVDTHSKR (293, 304) [A] - (425, 440) [B] 5 654,938 659,524 658,328 662,914 93 7 1
24 DSG [SKFADLSEAANR - ETNLDSLPLVDTHSKR (293, 304) [A] - (425, 440) [B] 5 646,528 651,115 649,918 654,505 90 10 2
25 EDC |[LLQDSVDFSLADAINTEFKNTR - EEAENTLQSFR (79, 100) [A] - (197, 207) [B] 4 951,220 955,208 958,448 962,436 93 8 2
26 DSG [FANYIDKVR - QAKQESTEYRR (114, 122) [A] - (311, 321) [B] 4 654,835 659,820 658,324 663,309 92 8 4
27 DSS QQYESVAAKNLQEAEEWYK - KLLEGEESR (274, 292) [A] - (402, 410) [B] 4 878,686 881,927 885,167 888,407 91 9 4
28 DSS QVQSLTCEVDALKGTNESLER - ETNLDSLPLVDTHSKR (322, 342) [A] - (425, 440) [B] |Karbamidace (A.328) 5 868,640 873,227 874,224 878,810 91 9 9
29 DSG [FANYIDKVR - TLLIKTVETR (114, 122) [A] - (441, 450) [B] 4 599,340 602,830 602,830 606,320 89 11 7
30 DSS FANYIDKVR - NLQEAEEWYKSK (114, 122) [A] - (283, 294) [B] 4 697,605 701,843 701,095 705,332 88 12 2
30 DSG [FANYIDKVR - NLQEAEEWYKSK (114, 122) [A] - (283, 294) [B] 4 687,093 691,331 690,583 694,820 88 12 3
31 DSG |[QAKQESTEYRR - QAKQESTEYRR (311, 321) [A] - (311, 321) [B] 5 578,088 582,076 582,076 586,064 87 13 6
31 DSS |QAKQESTEYRR - QAKQESTEYRR (311, 321) [A] - (311, 321) [B] 5 586,497 | 590,485 | 590,485 | 594,473 86 14 3
32 DSS LLQDSVDFSLADAINTEFKNTR - KLLEGEESR (79, 100) [A] - (402, 410) [B] 4 924,476 927,716 931,704 934,945 86 14 1
33 DSS FANYIDKVR - VESLQEEIAFLKK (114, 122) [A] - (224, 236) [B] 4 699,885 703,873 703,375 707,363 85 15 3
34 DSS |FANYIDKVR - KVESLQEEIAFLK (114, 122) [A] - (223, 235) [B] 4 699,885 | 703,873 | 703,375 | 707,363 84 16 3
35 DSS |QAKQESTEYRR - DGQVINETSQHHDDLE (311, 321) [A] - (451, 466) [B] 5 674,717 679,304 678,706 683,292 83 17 6
35 DSG [QAKQESTEYRR - DGQVINETSQHHDDLE (311, 321) [A] - (451, 466) [B] 5 666,308 670,894 670,296 674,883 70 30 16
36 DSG |QAKQESTEYRR - ETNLDSLPLVDTHSKR (311, 321) [A] - (425, 440) [B] 5 663,937 | 668,524 | 667,925 | 672,512 82 18 6
36 DSS QAKQESTEYRR - ETNLDSLPLVDTHSKR (311, 321) [A] - (425, 440) [B] 5 672,347 676,933 676,335 680,921 79 21 4
37 DSG [FANYIDKVR - QVQSLTCEVDALKGTNESLER (114, 122) [A] - (322, 342) [B] |Karbamidace (B.328) 4 900,202 907,181 903,691 910,671 82 18 11
38 DSS |SKFADLSEAANR - TLLIKTVETR (293, 304) [A] - (441, 450) [B] 4 655,614 | 659,104 | 659,852 | 663,341 82 18 9
39 DSG [QAKQESTEYRR - QVQSLTCEVDALKGTNESLER (311, 321) [A] - (322, 342) [B] |Karbamidace (B.328) 5 774,381 779,965 778,370 783,953 77 23 8
40 DSS |TNEKVELQELNDR - KLLEGEESR (101, 113) [A] - (402, 410) [B] 4 697,111 700,351 702,096 705,336 72 28 4
41 EDC |LLQDSVDFSLADAINTEFKNTR - DNLAEDIMR (79, 100) [A] - (176, 184) [B] 4 889,441 | 892,682 | 896,670 | 899,910 70 31 1
42 EDC |TNEK- QQYESVAAKNLQEAEEWYK (101, 104) [A] - (274, 292) [B] 4 697,337 703,818 698,833 705,313 64 36 0
43 DSG [QQYESVAAKNLQEAEEWYK - QAKQESTEYRR (274, 292) [A] - (311, 321) [B] 5 761,768 765,756 766,952 770,941 63 37 2
43 DSS |QQYESVAAKNLQEAEEWYK - QAKQESTEYRR (274, 292) [A] - (311, 321) [B] 5 770,177 | 774,165 | 775,362 | 779,350 68 32 1
44 DSG [FANYIDKVR - ILLAELEQLKGQGK (114, 122) [A] - (130, 143) [B] 4 690,888 695,375 694,377 698,864 61 39 12
45 EDC |ILLAELEQLKGQGK - EEAENTLQSFR (130, 143) [A] - (197, 207) [B] 4 711,883 | 715871 | 716,370 | 720,358 60 40 0
46 DSG |SVSSSSYR - FANYIDKVR (5, 12) [A] - (114, 122) [B] 4 524,013 | 527,503 | 526,755 | 530,244 60 40 3
47 EDC |LLQDSVDFSLADAINTEFK - ILLAELEQLKGQGK (79, 97) [A] - (130, 143) [B] 4 912,495 916,982 917,979 922,465 52 48 3
48 DSG |SKFADLSEAANR - QAKQESTEYRR (293, 304) [A] - (311, 321) [B] 4 700,597 705,582 704,834 709,819 49 51 1
48 DSS |SKFADLSEAANR - QAKQESTEYRR (293, 304) [A] - (311, 321) [B] 4 711,109 | 716,094 | 715346 | 720,331 22 78 1
49 DSG |[SKFADLSEAANR - SKFADLSEAANR (293, 304) [A] - (293, 304) [B] 4 678,836 683,073 683,073 687,311 48 52 1
50 DSS  |TLLIKTVETR - TLLIKTVETR (441, 450) [A] - (441, 450) [B] 4 621,881 625,370 625,370 628,860 47 53 2
50 DSG |TLLIKTVETR - TLLIKTVETR (441, 450) [A] - (441, 450) [B] 4 611,369 | 614,859 | 614,859 | 618,348 33 67 1
51 DSS |SKFADLSEAANR - SKFADLSEAANRNNDALR (293, 304) [A] - (293, 310) [B] 4 860,182 867,161 864,419 871,398 44 56 7
52 DSS |SLYASSPGGVYATR - ILLAELEQLKGQGK (51, 64) [A] - (130, 143) [B] 4 777,176 781,663 781,414 785,900 42 58 1
53 DSG [ETNLDSLPLVDTHSKR - ETNLDSLPLVDTHSKR (425, 440) [A] - (425, 440) [B] 5 749,787 754,373 754,373 758,959 31 69 1
54 DSG |LLQDSVDFSLADAINTEFKNTR - FANYIDKVR (79, 100) [A] - (114, 122) [B] 4 930,224 | 933,714 | 937,453 | 940,943 31 69 1
54 DSS LLQDSVDFSLADAINTEFKNTR - FANYIDKVR (79, 100) [A] - (114, 122) [B] 4 940,736 944,226 947,965 951,454 26 74 1
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ID produktu| Cinidlo Spojené peptidy (A-B) Pozice spojenych peptidui [A] - [B] Modifikace Naboj (X+)| LL m/z (X+)[LH m/z (X+)[HL m/z (X+)HH m/z (X+) INTER (%) [INTRA (%)| SD (%)
55 DSG |TNEKVELQELNDR - TNEKVELQELNDR (101, 113) [A] - (101, 113) [B] 4 818,408 823,393 823,393 828,378 28 72 3
56 DSS  |SLYASSPGGVYATR - FANYIDKVR (51, 64) [A] - (114, 122) [B] 3 897,797 902,450 903,447 908,100 26 74 1
57 DSG |QQYESVAAKNLQEAEEWYK - QQYESVAAKNLQEAEEWYK| (274, 292) [A] - (274, 292) [B] 4 1181,558 | 1188,039 | 1188,039 | 1194,520 23 77 1
58 EDC |ILLAELEQLKGQGK - LGDLYEEEMR (130, 143) [A] - (146, 155) [B] 4 694,620 697,861 699,107 702,347 19 82 2
59 EDC |LLQDSVDFSLADAINTEFK - FANYIDKVR (79, 97) [A] - (114, 122) [B] 4 808,919 | 812,408 | 814,402 | 817,892 17 83 1
60 DSS |LOQDEIQNMKEEMAR - TLLIKTVETR (365, 378) [A] - (441, 450) [B] 4 762,154 765,644 767,389 770,879 17 83 0
60 DSG |LQDEIQNMKEEMAR - TLLIKTVETR (365, 378) [A] - (441, 450) [B] 4 751,643 755,132 756,877 760,367 19 81 5
61 DSG |QQYESVAAKNLQEAEEWYK - SKFADLSEAANR (274, 292) [A] - (293, 304) [B] 4 930,197 934,435 936,678 940,915 14 86 0
61 DSS |QQYESVAAKNLQEAEEWYK - SKFADLSEAANR (274, 292) [A] - (293, 304) [B] 4 940,709 944,946 947,190 951,427 12 88 0
62 DSS |FANYIDKVR - FLEQQNKILLAELEQLKGQGK (114, 122) [A] - (123, 143) [B] 5 738,811 744,594 741,603 747,386 12 88 3
62 DSG |FANYIDKVR - FLEQQNKILLAELEQLKGQGK (114, 122) [A] - (123, 143) [B] 5 730,402 736,185 733,193 738,976 14 86 0
63 EDC |LLQDSVDFSLADAINTEFKNTR - VELQELNDR (79, 100) [A] - (105, 113) [B] 4 899,208 902,697 906,436 909,926 11 89 1
64 DSG |TNEKVELQELNDR - FANYIDKVR (101, 113) [A] - (114, 122) [B] 4 702,860 706,349 707,845 711,334 11 89 1
64 DSS |TNEKVELQELNDR - FANYIDKVR (101, 113) [A] - (114, 122) [B] 4 713,371 716,861 718,356 721,846 0 100 0
65 DSS |KVESLQEEIAFLKK - KVESLQEEIAFLKK (223, 236) [A] - (223, 236) [B] 5 692,997 696,586 696,586 700,176 9 91 1
66 DSG |NLQEAEEWYKSK - NLQEAEEWYKSKFADLSEAANR (283, 294) [A] - (283, 304) [B] 5 844,604 850,785 847,994 854,175 9 91 4
67 EDC |NLQEAEEWYK - NLQEAEEWYK (283, 292) [A] - (283, 292) [B] 4 650,804 654,294 654,294 657,783 8 92 0
68 DSG |KLLEGEESR - ETNLDSLPLVDTHSKR (402, 410) [A] - (425, 440) [B] 4 745,886 | 751,619 | 749,126 | 754,859 8 92 1
68 DSS KLLEGEESR - ETNLDSLPLVDTHSKR (402, 410) [A] - (425, 440) [B] 5 605,320 609,906 607,912 612,498 9 91 0
69 DSS NLQEAEEWYKSK - SKFADLSEAANRNNDALR (283, 294) [A] - (293, 310) [B] 5 731,562 737,146 734,952 740,536 7 93 0
69 DSG |NLQEAEEWYKSK - SKFADLSEAANRNNDALR (283, 294) [A] - (293, 310) [B] 5 723,153 728,736 726,543 732,126 7 93 1
70 DSG |NLQEAEEWYKSK - SKFADLSEAANR (283, 294) [A] - (293, 304) [B] 4 732,856 737,093 737,093 741,331 7 93 0
71 DSS |LLQDSVDFSLADAINTEFKNTR - TNEKVELQELNDR (79, 100) [A] - (101, 113) [B] 4 1056,284 | 1061,269 | 1063,513 | 1068,498 6 94 0
71 DSG |LLODSVDFSLADAINTEFKNTR - TNEKVELQELNDR (79, 100) [A] - (101, 113) [B] 4 1045,773 | 1050,758 | 1053,001 | 1057,986 5 95 0
72 DSS |KLLEGEESR - ISLPLPNFSSLNLR (402, 410) [A] - (411, 424) [B] 4 692,885 | 697,621 | 696,126 | 700,862 5 95 0
73 DSG |ETNLDSLPLVDTHSKR - DGQVINETSQHHDDLE (425, 440) [A] - (451, 466) [B] 5 752,158 | 756,744 | 756,744 | 761,330 5 95 0
73 DSS |ETNLDSLPLVDTHSKR - DGQVINETSQHHDDLE (425, 440) [A] - (451, 466) [B] 5 760,567 765,153 765,153 769,740 5 95 0
73 EDC |ETNLDSLPLVDTHSKR - DGQVINETSQHHDDLE (425, 440) [A] - (451, 466) [B] 5 729,351 733,938 733,938 738,524 10 90 0
74 DSG  |ISLPLPNFSSLNLR - ETNLDSLPLVDTHSKR (411, 424) [A] - (425, 440) [B] 5 698,977 703,563 702,765 707,352 3 97 0
74 DSS  |ISLPLPNFSSLNLR - ETNLDSLPLVDTHSKR (411, 424) [A] - (425, 440) [B] 5 707,386 711,972 711,175 715,761 4 96 0
75 DSS  |ETNLDSLPLVDTHSKR - TLLIKTVETR (425, 440) [A] - (441, 450) [B] 4 784,687 788,177 790,420 793,910 3 97 0
75 DSG |ETNLDSLPLVDTHSKR - TLLIKTVETR (425, 440) [A] - (441, 450) [B] 5 619,542 622,333 624,128 626,920 3 97 0
76 DSS |TLLIKTVETR - DGQVINETSQHHDDLE (441, 450) [A] - (451, 466) [B] 4 787,651 793,384 791,140 796,873 2 98 0
76 DSG |TLLIKTVETR - DGQVINETSQHHDDLE (441, 450) [A] - (451, 466) [B] 4 777,139 782,872 780,628 786,361 1 99 0
76 EDC |TLLIKTVETR - DGQVINETSQHHDDLE (441, 450) [A] - (451, 466) [B] 5 599,106 603,693 601,898 606,484 9 91 0
77 DSS  |FANYIDKVR - LQDEIQNMKEEMAR (114, 122) [A] - (365, 378) [B] 4 750,126 755,360 753,615 758,850 - - -
78 DSS |FLEQQNKILLAELEQLKGQGK - QAKQESTEYRR (123, 143) [A] - (311, 321) [B] 5 792,830 796,818 798,612 802,601 - - -
79 DSG  |KVESLQEEIAFLK - QVQSLTCEVDALKGTNESLER (223, 235) [A] - (322, 342) [B] |Karbamidace (B.328), 4 1002,264 | 1009,243 | 1006,252 | 1013,231 - - -
30 DSG |LLQDSVDFSLADAINTEFKNTR - KVESLQEEIAFLK (79, 100) [A] - (223, 235) [B] 4 1032,286 | 1036,274 | 1039,515 | 1043,503 - - -
81 DSS NLQEAEEWYKSK - TLLIKTVETR (283, 294) [A] - (441, 450) [B] 4 709,634 713,124 713,871 717,361 - - -
82 DSS QVDQLTNDKAR - SKFADLSEAANR (160, 170) [A] - (293, 304) [B] 4 684,101 688,338 688,587 692,825 - - -
83 DSS  |SKFADLSEAANR - LODEIQNMKEEMAR (293, 304) [A] - (365, 378) [B] 4 795,888 801,122 800,125 805,360 - - -
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