
Abstrakt 
Strukturně-funkční proteomika představuje metodologický přístup zaměřený na detailní 

charakterizaci funkce a prostorového uspořádání proteinů. Metoda XL-MS (z angl. 

crosslinking mass spectrometry) je jedním z těchto experimentálních přístupů využívaných 

mimo jiné ke studiu dynamiky konformace a funkčních vlastností proteinů či jejich komplexů. 

Zavedení nekanonických aminokyselin do sekvence proteinu nesoucích specifické funkční 

skupiny umožňuje rozšíření možností pro reakci se síťovacími činidly, čímž lze zvýšit 

rozlišovací schopnost a aplikační potenciál XL-MS. Kalmodulin, protein vykazující dva 

výrazně odlišné konformační stavy v závislosti na vazbě iontů Ca²⁺, byl zvolen jako modelový 

systém. Pomocí auxotrofního kmene Escherichia coli B834 (DE3) byl exprimován přirozený 

protein, kalmodulin, v nutričně bohatém médiu a kalmodulin s inkorporovaným 

azidohomoalaninem (AHA), strukturním analogem methioninu, ve dvou limitních médiích 

(LM9 a DMEM). Purifikace proběhla ve dvou krocích: po získání buněčného lyzátu byla 

využita konformačně podmíněná hydrofobní interakční chromatografie s následnou gelovou 

filtrací. Získané výtěžky dosahovaly 2,00 mg přirozeného proteinu kalmodulinu z 400 ml 

nutričně bohatého média LB oproti 0,12 mg kalmodulinu s AHA z 500 ml LM9 a 0,005 mg z 

450 ml DMEM. Následně byly provedeny po optimalizaci síťovací experimenty za účelem 

tvorby intraproteinových “crosslinků“ (nativní kalmodulin) s nebo bez Ca2+ iontů nebo 

specifických interproteinových “crosslinků“ nativního kalmodulinu s adenylátcyklasovou 

doménou (dAC) z bakteriálního toxinu (B. pertussis) v přítomnosti Ca2+ iontů, a to za použití 

homobifunkčních činidel disukcinimid suberátu (DSS) a disukcinimid glutarátu (DSG). 

Reakční směsi experimentů zesítění byly analyzovány metodami nativní a SDS-PAGE. 

Použitím nativní PAGE bylo možné odlišit CaM s vázaným Ca2+ od apo-forem s rozdílnou 

konformací struktury. Paralelně byla provedena optimalizace reakce přeměny azido skupiny 

analogu AHA na amino skupinu, kompatibilní se zachováním nativní funkce CaM (změna 3D 

konformace po vazbě Ca2+), které bude využito pro následné studie interakcí a konformace 

kalmodulinu pomocí již využitých DSS/DSG činidel u preparátu s inkorporovaným AHA do 

pozic methioninu. Na studii naváže analýza proteinových produktů (XL, inkorporace AHA) 

pomocí hmotnostní spektrometrie.   
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