Abstrakt

Proteiny intermedidlnich filament vytvareji dynamickou sit’ cytoskeletalnich vladken, ktera diky
svym elastickym vlastnostem vyrazné piispiva k odolnosti bunék a tkani vii¢i mechanickému
namahani. Vyznamnym proteinem z rodiny intermedialnich filament je vimentin, exprimovany
piedevsim v bunkach mezenchymalniho ptivodu. Vimentin je spojovan s velkym mnozstvim
patofyziologickych stavli a soucasné studie jej povazuji za klinicky perspektivni cil pro
diagnostiku, prognézu a 1écbu Sirokého spektra chorob od rakoviny po infekéni a zanétliva
onemocnéni. Piestoze z pohledu strukturni charakterizace patii vimentin mezi jeden z nejvice
prozkoumanych proteinl rodiny intermedidlnich filament, naSe znalost je v soucasné dobé
omezena na strukturu vimentinového tetrameru. V buiikach se vimentin samovolné sestavuje
do vléken tvofenych homo-oligomernimi podjednotkami ULF v procesu, ktery zahrnuje
nékolik krokl organizace podjednotek. Detailni strukturni charakterizace oligomernich
podjednotek vznikajicich v pribéhu skladani vimentinovych vlaken je piedpokladem
k objasnéni architektury zralych filament, kterd mize vyrazné ptispét k pochopeni a propojeni
mechanismi mnoha onemocnéni souvisejicich se zménami v expresi vimentinu.

Tato prace se zaméfuje na strukturni analyzu ULF podjednotek vimentinu vznikajicich
asociaci vimentinovych tetramerti. S vyuZzitim techniky MIX CXMS zaloZené na chemickém
siténi smési izotopoveé znafeného a neznacené¢ho proteinu, kterd umoznuje identifikaci a
rozliSeni intermolekuldrnich a intramolekularnich interakci, byla identifikovana unikatni
peptidova spojeni poskytujici informace o piivodu spojenych peptidii v rdmci ULF. Naslednou
kvantifikaci zastoupeni intertetramerniho a intratetramerniho siténi bylo zjiSténo 27 unikatnich
peptidovych spojeni pochézejicich z rozhrani tetramer-tetramer, poskytujicich informace o
vzdalenostnich omezenich tetramerit v ULF pro strukturni charakterizaci ULF podjednotky

vimentinu.

Klic¢ova slova: intermediélni filamenta, chemické zesiténi, izotopové znacené proteiny,

hmotnostni spektrometrie



