Abstrakt

Strukturné-funkéni proteomika ptedstavuje metodologicky pfistup zaméfeny na detailni
charakterizaci funkce a prostorového uspotfadani protein. Metoda XL-MS (z angl.
crosslinking mass spectrometry) je jednim z téchto experimentalnich pfistupti vyuzivanych
mimo jiné ke studiu dynamiky konformace a funk¢nich vlastnosti proteina ¢i jejich komplext.
Zavedeni nekanonickych aminokyselin do sekvence proteinu nesoucich specifické funkcéni
skupiny umoziluje rozSifeni moznosti pro reakci se sitovacimi Cinidly, ¢imz lze zvysit
rozliSovaci schopnost a aplikacni potencial XL-MS. Kalmodulin, protein vykazujici dva
vyrazné odlisné konformacni stavy v zavislosti na vazbé iontli Ca**, byl zvolen jako modelovy
systém. Pomoci auxotrofniho kmene Escherichia coli B834 (DE3) byl exprimovan pfirozeny
protein, kalmodulin, v nutricné bohatém médiu a kalmodulin s inkorporovanym
azidohomoalaninem (AHA), strukturnim analogem methioninu, ve dvou limitnich médiich
(LM9 a DMEM). Purifikace probéhla ve dvou krocich: po ziskdni bunécného lyzatu byla
vyuzita konformacné podminénd hydrofobni interakéni chromatografie s naslednou gelovou
filtraci. Ziskané vytézky dosahovaly 2,00 mg pfirozené¢ho proteinu kalmodulinu z 400 ml
nutri¢n¢ bohatého média LB oproti 0,12 mg kalmodulinu s AHA z 500 ml LM9 a 0,005 mg z
450 ml DMEM. Nasledn¢ byly provedeny po optimalizaci sitovaci experimenty za celem
tvorby intraproteinovych “crosslink(i“ (nativni kalmodulin) s nebo bez Ca?* iontli nebo
specifickych interproteinovych “crosslink(’® nativniho kalmodulinu s adenylatcyklasovou
doménou (dAC) z bakteridlniho toxinu (B. pertussis) v ptitomnosti Ca>" iontfl, a to za pouZiti
homobifunkénich ¢inidel disukcinimid suberatu (DSS) a disukcinimid glutaratu (DSG).
Reakéni smési experimentl zesiténi byly analyzovany metodami nativni a SDS-PAGE.
Pouzitim nativni PAGE bylo mozné odligit CaM s vazanym Ca?* od apo-forem s rozdilnou
konformaci struktury. Paralelné byla provedena optimalizace reakce pfemény azido skupiny
analogu AHA na amino skupinu, kompatibilni se zachovanim nativni funkce CaM (zména 3D
konformace po vazbé Ca®"), které bude vyuzito pro nasledné studie interakci a konformace
kalmodulinu pomoci jiz vyuzitych DSS/DSG ¢inidel u preparatu s inkorporovanym AHA do
pozic methioninu. Na studii navdze analyza proteinovych produkt (XL, inkorporace AHA)

pomoci hmotnostni spektrometrie.
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