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Abstrakt

Metody vyzkumu protein zalozené na hmotnostni spektrometrii pfibyvaji v poslednich
letech na svém vyznamu. Pro takzvany bottom-up pfistup je zdsadni proteolyticky krok, ktery
urcuje uspésnost a relevanci identifikace a charakterizace proteinu, sekvencni pokryti a ve
vodik/deuteriové vyméné spojené s hmotnostni spektrometrii (HDX-MS) prostorové
rozliSeni. B€Zné pouzivané protedzy maji ale své limitace. Z tohoto diivodu je snahou najit
alternativy, které maji predevs§im jiné $tépné preference a aktivitni profil. AnPEP proteaza
(prolyl endoprotedza z Aspergillus niger) je vyhodna v tom, ze je mozné¢ ji ziskat komercné
ve velkém mnozstvi a vyznafuje se St€penim za prolinem, v blizkosti kterého mnohé
proteazy nestépi.

Tato prace se zabyva optimalizaci $tépeni AnPEP protedzou ziskanou z komer¢niho
preparatu Gluten Rid with Tolerase G. Nejprve bylo provedeno stépeni AnPEP protedzou za
riznych podminek na modelovém proteinu (bovinni karbonicka anhydréza 2) a snahou bylo
zjistit, jak se pfi zméné podminek (teploty, pH, koncentrace protedzy na nosi¢i nebo
v roztoku) méni efektivita Stépeni a Stépné preference této proteazy. Provedené experimenty
ukazaly, ze je AnPEP vhodny pro vodik/deuteriovou vymeénu spojenou s hmotnostni
spektrometrii v imobilizované form¢ i1 v roztoku. Naopak méné vhodny je z divodu
nespecifického a redundantniho Stépeni pii vysSich teplotdich (20-50 °C) pro metody
vyzkumu proteinti jako je proteomika, chemické siténi ¢i rychla fotochemické oxidace. Na
rekombinantnim fosforylovaném proteinu (translokaza 34 vnéj$i mitochontridlni membrany)

byla ovéiena aplikace této protedzy v analyze fosforylace.



Abstract

Methods of protein research based on mass spectrometry have become increasingly
significant in the last few years. The proteolytic step is essential in a bottom-up approach,
determining the success and relevance of identification and characterization of a protein and
also the sequence coverage and spatial resolution of HDX-MS protocols. Conventionally
used proteases however have their limitations and therefore efforts are being made to find
alternatives that have, above all, different cleaving preferences and activity profiles. AnPEP
protease (Aspergillus niger prolyl endoprotease) has the advantages of both characteristic
cleavage in the presence of proline (unlike many other proteases) and easy accessibility due
to its commercial obtainability in large quantities.

This thesis examines the optimization of cleavage using AnPEP protease obtained
from commercially prepared Gluten Rid with Tolerase G. Firstly AnPEP cleavage was tested
on model protein (bovine carbonic anhydrase 2) under various conditions
(temperature, pH, concentration of protease on a carrier or in solution). The objective was to
find out how various conditions influence cleavage efficiency and preferences of this
protease. It was discovered that AnPEP protease is suitable for hydrogen/deuterium exchange
coupled to mass spectrometry in both immobilized and solution form. On the other hand, due
to non-specific and redundant cleavage at higher temperatures (20-50 °C), it is less suitable
for methods of protein research like proteomics, chemical cross-linking or fast photochemical
oxidation. Using recombinant protein (translocase of outer mitochondrial membrane 34), it

was discovered that AnPEP is applicable in the analysis of protein phosphorylation.
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(translocase of outer mitochondrial membrane 34)



1 Uvod

1.1 Proteazy
Proteazy jsou enzymy, které katalyzuji hydrolyzu peptidové vazby proteinti!. Vyskytuji se
u vSech organismi, primarn¢ zajiStuji energetickou rovnovahu degradaci proteini jak
vlastnich, tak z potravy, ale kromé¢ toho také hraji roli pfi regulaci bunétného cyklu,
ovliviiuji imunitni systém, ¢astni se signalizace a maji vliv na replikaci DNA a transkripci’.
Infek¢éni mikroorganismy vyuZivaji proteazy ke své replikaci nebo jako virulen¢ni faktor.
Naptiklad virus HIV potiebuje k maturaci nové virove ¢astice aspartatovou proteazu HIV-1.
Vyvoj 1éciv inhibujicich HIV-1 protedzu umoznil zlepSeni progndzy pacientl trpicich
onemocnénim AIDS?. Proteolyza je piisné regulovany proces a jeji deregulace miize byt
taktéz pri¢inou mnoha zavaznych onemocnéni’. Aby se zabranilo nechténé degradaci
proteinu, jsou proteolytické enzymy syntetizovany ve formé& neaktivnich prekurzorti nebo
zymogeni*.

Proteazy rozdélujeme do dvou hlavnich skupin na exopeptidazy a endopeptidazy,
v zavislosti na misté jejich plisobeni. Exopeptidazy Stépi peptidové vazby blizko
N- (aminopeptidazy) nebo C-konce substratu (karboxypeptidazy), zatimco endopeptidazy
Stépi uvniti polypeptidového ftetézce. Aktivni centrum protedz je tvoreno vazebnymi
podmisty a ta jsou na substratu oznaCovana dle konvence uvedené na Obr. 1. Enzym S$tépi
substrat mezi aminokyselinami P1 a P1°, které nejcastéji urcuji jeho specifitu, ale svou roli

mohou hrat 1 aminokyseliny na dal$ich (P2, P3, atd.) mistech.

N-konec Stépena vazba C-konec
|

P3—P2—P1+P1'—P2'—P3'
1

Obr. 1: Nomenklatura Stépeni. P1-P3 misto je smeérem k N-konci Stépené

peptidové vazby (vlevo) a P1°-P3’ smerem k C-konci (vpravo).

Protedzy se déli podle sloZeni jejich aktivniho mista na protedzy serinové,

aspartatové, cysteinové a metaloprotedzy.



Serinové proteazy jsou charakterizovany piitomnosti serinu v aktivnim misté.
Mohou byt exopeptidazami, endopeptiddzami i oligopeptidazami (St€pi pouze peptidy).
Jejich katalyticka tridda obsahuje serin (nukleofil), aspartat (elektrofil) a histidin (baze).
Tyto tfi aminokyseliny netvoii v sekvenci konzervovany triplet, ale ve struktuie enzymu se
dostavaji do blizkého kontaktu, kde jsou stabilizovany pomoci vodikovych miustkd.
Proteolyticka reakce je vicekrokova. Serin z katalytické triddy enzymu nukleofilné atakuje
karbonylovy uhlik peptidového substratu. Vytvori se prvni tetrahedralni intermediat, jehoz
vznik je podpofen pritomnosti histidinu v katalytické triad€, ktery pfijme vodik serinu.
Protonovany histidin je stabilizovdn tvorbou vodikové vazby s aspartditem. Oxoanion
tetrahedralniho intermediatu je stabilizovan interakci s NH skupinami hlavniho fetézce
enzymu. Tetrahedralni intermediat se rozpadne odstoupenim N-koncového peptidu nebo
aminokyseliny za pomoci protonovaného histidinu. To dd vznik acyl-enzymovému
intermediatu. Protonace histidinu dale umozni nukleofilni atak acyl-enzymového
intermediatu zprostiedkovany vodou a vytvoii se druhy tetrahedralni intermediat. Tento
intermediat se rozpada po odstépeni serinu ze substratu a vytvoii se C-koncovy peptid nebo

aminokyselina (Obr. 2) %3,

Obr. 2: Mechanismy proteolytickych reakci (a) serinovych,

(b) cysteinovych, (c) aspartitovych protedz a (d) metaloprotedz®.
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Mezi zastupce serinovych protedz patfi napriklad protedzy trypsin a chymotrypsin,
které jsou sekretovany pankreatickou $tavou do tenkého stfeva a napomahaji traveni proteint
piijatych z potravy!'?, elastdza’ a GluC spolu s LysC’, které jsou vhodnym doplnénim
trypsinu v proteomice a bude o nich zminka pozdé&ji (kap. 1.2.1.1, str. 15). Serinové protedzy
se také ucastni procesu koagulace krve a jsou soucasti kaskady zymogent, které jsou
postupné aktivovany. Piikladem mutize byt trombin, jehoz ptisobenim se fibrinogen pfeméni
na fibrin a vznikne krevni srazenina. Deregulace tohoto pochodu muize vést k trombdze nebo
zvysené krvacivosti’. Serinova protedza plazmin reguluje produkci cytokint. Je déle dilezita
pii fibrinolyze a piispiva hojeni ran'®.

Aspartatové proteazy, znamé téZ jako kyselé protedzy (kyselé pH optimum), jsou
endoprotedzami. Ve svém aktivnim mist€é maji kyselinu asparagovou (nenabitd forma)
a aspartat (nabita forma)’ (Obr. 2, str. 10)!'"!%. Aspartatova prote4za pepsin s kyselym pH
optimem S$tépi v zaludku proteiny piijaté z potravy. Mezi aspartdtové proteazy patii také
renin, ktery je soucdsti systému renin-angiotenzin-aldosteron podilejicitho se na regulaci
krevniho tlaku a hospodafeni organismu se sodikem a vodou®. Katepsin D se vyskytuje
v lysozomech. Degraduje tam intracelularni proteiny a aktivuje a degraduje hormony'.

Cysteinové proteazy jsou charakteristické katalytickou dyadou, ktera obsahuje
cystein a histidin (Obr. 2, str. 10). Obecné jsou cysteinové proteazy aktivni pouze
v redukénim prostiedi®. Mezi cysteinové protedzy patii napiiklad papain®, nékteré
katepsiny'® a proteaza ArgC’, ktera je vhodnym doplnénim trypsinu v proteomice a bude
o ni zminka pozd¢ji (kap. 1.2.1.1, str. 15). Zastupci jsou taktéz kaspazy, které se v organismu
podili na apoptoze. Jejich deregulace miize zplsobit selhani ledvin, rakovinu, cévni
a autoimunitni onemocnéni*!>.

Metaloproteazy maji ve svém aktivnim mist¢ dvojmocny kation kovu, nejcastéji
Zn>" (méné Casto Co*", Mn**, Ni** nebo Cu?"), ktery aktivuje molekulu vody'®. Vétsina
metaloprotedz obsahuje motiv, kde se nachdzi His a Glu® (Obr. 2, str. 10)>!"18
Metaloprotedzy degraduji vSechny soucésti extracelularni matrix, a tim ovliviiuji mnoho
ditlezitych procest jako je rast burky, jeji diferenciace, migrace, apoptdza a interakce mezi
bufikami. Mezi metaloproteazy také patii napiiklad bakteridlni termolysin'’ nebo lidské

pankreatické karboxypeptidazy'®.
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Proteazy AspN, LysN a LysargiNaza’ mohou v proteomice diky svym vlastnostem doplnit

trypsin. Budou podrobnéji zminény v kap. 1.2.1.1, str. 15.

1.2 Vyznam proteaz pri identifikaci a studiu struktury proteinii

Proteolyza se vyuziva v proteomické analyze ke studiu primarni struktury proteint a jejich
posttransla¢nich modifikaci, nebo ve strukturni biologii, kdy je zkoumana prostorova
struktura proteinu, jeji dynamika ¢i interakce s jinymi molekulami. Kazdy z téchto piistupii
vyuziva protedz, jejichz volba je urCovana vlastnostmi protedzy, charakteristikou cilovych

proteint, ¢i pH, pii kterém bude proteolyza probihat!®.

1.2.1 Role proteazy v proteomice

Proteomika je oblast vyzkumu, ktera se zabyva studiem proteomu. Proteom muizeme
definovat jako souhrn proteinii v bunice, nebo celém organismu, reprezentujici kone¢ny
vysledek genové transkripce, translace a post/translacnich modifikaci proteinu v daném case.
Proteomicky experiment zac¢ind zpracovanim bunécného lyzatu daného organismu pro
analyzu pomoci hmotnostni spektrometrie (MS). V zévislosti na tom, jakou skupinu proteinii
chceme identifikovat, volime réizné chromatografické ¢&i elektroforetické techniky?’.
Proteomika ma tfi hlavni experimentalni pfistupy — top-down, bottom-up
a middle-down (Obr. 3, str. 13).

Top-down pfistup je pouzivan pro piimou charakterizaci intaktnich proteinii bez
enzymatického Sté€peni. Je vhodny pii urCovani proteinovych izoforem a posttranslac¢nich
modifikaci za vyuziti fragmentanich metod jako je kolizn¢ indukovana disociace (CID),
disociace elektronovym zachytem (ECD) a disociace elektronovym pifenosem (ETD).
V top-down pfistupu jsou celé proteiny ionizovany elektrosprejem a nasledné analyzovany
na zékladé¢ jejich poméru m/z. Pti analyze celych proteinii mize byt z divodu velké velikosti
molekul problém s frakcionaci nebo ionizaci a téz s dostacujici fragmentaci proteinu

v plynné fazi*!.
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Obr. 3: Proteomické piistupy: bottom-up, middle-down a top-down*’. U bottom-up
a middle-down pristupu je protein nejprve Stépen vhodnou protedzou, vzniklé peptidy jsou
separovany chromatografii na obrdacené fazi, ionizovany pomoci elektrospreje hmotnostniho
spektrometru a nasledné analyzovany. Presna identifikace peptidii nebo intaktnich proteinii
a jejich posttranslacnich modifikact je umoZnéna méienim framentacnich spekter (MS?).

Top-down pristup se od bottom-up a middle down lisi absenci proteolytického kroku.

Pfi nejvice vyuzivané bottom-up analyze se protein podrobi enzymatickému Stépeni
specifickou protedzou, nejcast&ji trypsinem. Vzniklé peptidy (8-30 aminokyselin®?) jsou
separovany chromatografii na obracené fazi, ionizovany pomoci elektrospreje a nasledné
analyzovany. Rizné fragmentacni techniky pifi MS analyze umoziuji pfesnou identifikaci
peptida a jejich posttranslacnich modifikaci. Aminokyselinova sekvence fragmentovanych
peptida je identifikovana pomoci vyhledavacich algoritmu jako je MASCOT nebo PEAKS,
kdy se porovnavaji experimentalné zjisténé hmotnosti fragmentovych ionti s teoretickymi

% Nevyhodou

hmotnostnimi spektry spoétenymi na zikladé proteinovych databazi’
bottom-up pfistupu je nemoznost identifikovat jednotlivé proteoformy* a &asto neni
dosazeno dostatecného sekvencniho pokryti, coz muze byt feSeno pouzitim alternativnich
proteaz**.

Middle-down piistup kombinuje vyhody obou vyse uvedenych ptistupt a umoznuje
analyzu del3ich peptidovych fragmentd (30 a vice aminokyselin*?), ¢imZ se minimalizuje

peptidova redundance mezi proteiny.
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Delsi peptidové fragmenty umoziuji lepsi sekvencni pokryti, vypovidajici néhled do
posttranslaénich modifikaci®! a jsou unikatn&jsi nez ty kratsi, coz minimalizuje vzajemnou
zdménu peptidli pochazejicich z riiznych proteinti®. K proteolyze se vyuZzivaji jiné specifické
proteazy nez trypsin. Napfiklad pro analyzu siln€ bazickych histonti se jako vhodné
prokazaly Asp-N nebo Glu-C%.

V proteomice (bottom-up a middle-down) je zadouci co nejvyssi pokryti proteinové
sekvence a co nejmensi komplexita vzniklé smési. Dale je potfeba, aby protedza Stépila
specificky, predikovateln¢ a reprodukovatelné. Predikovatelnost Stépeni zjednodusuje
vyhledavani v databazich a naslednou identifikaci peptidové sekvence?®. Stépeni proteinti na
peptidy mé& na rozdil od analyzy celych proteini nckolik dalSich vyhod, jmenovité
efektivnéj§i separaci pomoci LC a pritomnost mensiho poctu nabojovych stavil
a izotopovych signalii zjednodusujicich hmotnostni spektra a zlepsujicich citlivost metody'®.
Zéarovenl nizkd molekulovd hmotnost vzniklych peptidii dava proteomice zalozené na
hmotnostni spektrometrii moznost analyzovat proteiny o témeét neomezené velikosti.

Mezi protedzami ma dominantni postaveni v proteomice trypsin®®. Tato serinova
proteaza Stépi specificky na C-konci proteinu/peptidu za Lys a Arg, ale kdyz je v pozici P1’
prolin, trypsin danou vazbu nestdpi'®?’. Stépenim za Lys a Arg vytvaii trypsin peptidy
s bazickymi centry (centra protonace v ionizaci) na obou koncich, coz zjednodusuje
fragmentaci a identifikaci pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie (MS/MS). Vyhodou
trypsinu je snadna dostupnost, cena a reprodukovatelnost Stépeni. Trypsin ma ale 1 nékolik
nevyhod. Pii Stépeni predevSim bazickych proteinit trypsinem vznikaji pfilis
kratké peptidy (< 6 aminokyselin), které jsou obtizn¢ detekovatelné pomoci MS a zaroven
mohou vznikat ptili§ dlouhé peptidy (v disledku opomenutych Stépeni — tzv. missed
cleavage), coz komplikuje vyhledavéni v proteinovych databazich. Opomenutd mista Stépeni
vznikaji pfitomnosti negativné nabitych aminokyselin (Asp a Glu) a fosforylovaného Ser
a Thr. Dale trypsin vykazuje mensi efektivitu $t€épeni za Lys nez Arg, coz zhorsSuje presnost
a citlivost ve kvantifikaci peptida. Peptidy pochézejici z C-konce proteinu vzniklé §tépenim
trypsinem mohou byt také kvili absenci bazické aminokyseliny na C-konci huie

identifikovatelné pomoci MS/MS z dtivodu obtizngjsi ionizace®”.
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V dutsledku téchto nevyhod je za pomoci trypsinu mozné charakterizovat pouze Cast
proteomu, protoze neni mozné ziskat dobré sekvencni pokryti vSech proteini. Nedostatky
trypsinu je mozné eliminovat multi-enzymovym S$tépenim za vyuziti alternativnich

prote4az?%8-2,

1.2.1.1 Alternativni proteazy v proteomice

Paralelni nebo nasledné pouziti vice protedz v proteomickém experimentu muize zvysit
sekvenéni pokryti a mnozstvi identifikovanych peptidi. Proteazy chymotrypsin, LysC,
LysN, AspN, GluC and ArgC maji odlisnou specifitu a vytvati rizné peptidy (Tab. 1)°.

Tab. 1: Prehled alternativnich protedz a jejich specifit’. V zdvorce jsou uvedeny méné casté stépy. Vysvétlivky:

*oxidovany cystein, ** hydrogenuhlicitan amonny a octan amonny — preferencné Stépi za F,

fosfatovy pufr — Stépi za D a E°.

Proteaza Skupina proteaz Stépné preference

ArgC cysteinova C-konec - R, (K)

AspN metaloprotedza N-konec - D, (E, K, C*)
chymotrypsin serinova C-konec -F,Y,L,WaM
GluC serinova C-konec - D, E**
LysargiNaza metaloproteaza N-konec - R, K

LysC serinova C-konec - K

LysN metaloproteaza N-konec - K (A, S aR)

Soucasnym predmétem vyzkumu je hledani novych protedz s odliSnymi preferencemi
Stépeni. Pti pohledu na Tab. 1 zjistime, Ze zadna z alternativnich protedz nestépi za prolinem.
Diivodem je jeho unikatni struktura, kterd pii zapojeni do peptidové vazby dava vznik
terciarnimu amidu. V poslednich letech byly popsany proteazy, které jsou schopné tuto
mezeru vyplnit. Neprosin je prolylovad endoproteaza, kterd se ukdzala jako novy vhodny
nastroj pro middle-down proteomiku pii analyze siln¢ bazickych histonti. Vzhledem k tomu,
7e S$tépi za prolinem, ktery neni u histonli obvykle modifikovany a tvofi delsi peptidy,
umoziuje lepsi charakterizaci posttranslacnich modifikaci. Neprosin je mozné izolovat
z rostlin rodu Nepenthes nebo rekombinantné exprimovat v E. coli. Oba z téchto pfistupi

neposkytuji neprosin v dostateéném mnozstvi*'.

15



Proto ziskava vyznam dalsi objevena prolyl endoprotedza z Aspergillus niger’**, ktera je
1épe dostupné (podrobnéji v kap. 1.3, str. 22).

Alternativni protedzy mohou rovnéz pomoci pii analyze nékterych posttranslacnich
modifikaci. Naptiklad mista fosforylace (Ser, Thr nebo Tyr) jsou na proteinech obtizné
identifikovatelnad vzhledem k tomu, Ze mnoho protedz ma sva zasahova mista v blizkosti
negativné nabitého fosfatu (bioinformaticka analyza, nepublikovana data z laboratoie), ktery
je divodem pro vznik opomenutych mist §tépeni. Analyza peptidii generovanych riiznymi
proteazami, Stépicimi dale (4-5 aminokyselin) od negativné nabitého fosfatu, mize ulehdit
jejich identifikaci’’. Bylo popsano, Ze pii paralelnim §t&peni trypsinem, LysN a LysC se

zvysil podet identifikovanych mist fosforylace oproti §tépeni pouze trypsinem?>*.

1.2.2 Role proteazy ve strukturni biologii
Abychom mohli pln€ porozumét tiloze proteint v organismech, je dilezité védét, jak je jejich
struktura spjata s funkci. To nam umoziuji stdle se rozvijejici biofyzikalni metody
poskytujici informaci o konformaci a dynamice proteinu. Témito metodami se zabyva oblast
strukturni biologie a patfi mezi né napiiklad metody zalozené na hmotnostni spektrometrii
jako je chemické siténi*>, rychla fotochemicka oxidace®® a vodik/deuteriovd vyména®’.
Vodik/deuteriova vyména spojend s hmotnostni spektrometrii (HDX-MS) ndm miize
podat cennou informaci o struktufe proteinu a jejich zménach zptisobenych vazbou riznych
molekul nebo podminkami prostiedi. HDX-MS nam muze dale poskytnout informace
o prub¢hu sbalovani a rozbalovani proteinti, lokalizaci a vlastnostech vazebnych mist,
disociacnich konstantdch a veli¢indch vypovidajicich o stabilit¢ proteinu za rtznych
podminek. Vzhledem k tomu, ze HDX-MS zkoumé konformaci a dynamiku proteinu
v roztoku, je vhodnd pro studium proteind, které neposkytuji krystal. Umoziuje také
analyzovat proteiny, se kterymi miize byt manipulovano pouze za nizkych koncentraci

(0,1 uM). Také je mozné analyzovat t&zko purifikovatelné proteiny>®3°

nebo proteiny ve
smési s nerozpustnymi slozkami*’.

Princip HDX-MS je zaloZen na sledovani rychlosti vymény amidovych vodiki
peptidové patefe za deuteria z rozpoustédla. VSechny aminokyseliny kromé prolinu obsahuji

amidovy vodik, a tak je mozné deuteriovou vyménu monitorovat po celé délce polypeptidu.
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Vodiky na funkénich skupinach postrannich fetézcti aminokyselin také deuterium vyméiuji,

ale rychlost reakce je zde mnohondsobné vysSi nez na peptidové patefi a je témeér

nemétitelna’®

pH7,25°C

10 l 20' 301 sol sekund

odebrani nékolika alikvotd

protein oznaéeny deuteriem

|

zastaveni deuterace: pH2,5a0°C

z>< intaktni protein

Stepeni proteazou

LC-MS

Obr. 4: Pribéh HDX-MS experimentu

pii  kontinudlnim znaceni. (prevzato

a upraveno 7 ref-*)

Zménu deuterace v zdvislosti na lokalni struktufe miZeme pozorovat

pfedevsim diky tomu, ze amidové vodiky v proteinu
nevyménuji deuterium stejnou meérou a rychlost
vymeény je ovlivnéna strukturou proteinu. Vodiky
nejlépe pristupné rozpoustédlu, jako jsou napiiklad
smycky spojujici alfa-helixy, jsou vymeénovany za
deuteria mnohem rychleji nez vodiky umisténé hluboko
uvnitt struktury proteinu. Pomaleji se vyménuji také
vodiky v alfa-helixu a beta-skladaném listu, protoze se
podileji na tvorbé vodikovych mustki stabilizujicich
tyto sekundarni struktury®>*'. Ve chvili, kdy dojde ke
zméng piistupnosti urcité oblasti proteinu rozpoustédlu
nebo ke zméné sit¢ vodikovych vazeb, zaznamename
jinou rychlost vymény amidovych vodiki v dané
oblasti za deuteria z roztoku®®. Zavislost rychlosti
vymény amidovych vodikd na riznych podminkach
sledujeme pomoci hmotnostniho spektrometru, ktery je
schopen, diky rozdilné hmotnosti deuteria a vodiku,
odlisit signal deuterovaného a nedeuterovaného
proteinu®’ a uréit primérnou miru deuterace proteinu
nebo peptidu. Méfenim hmotnosti celého intaktniho
proteinu ziskdme pouze globalni informaci o deuteraci.
Pro zjisténi mist s odliSnou mirou deuterace je nutné
vyuzit proteolytické Stépeni (nejcastéji pepsinem) pred

MS analyzou***. Pfi znalosti umisténi aminokyselin

proteinu z jeho krystalové struktury pak miZeme zdivodnit menSi/vétsi miru deuterace

peptidu’®

HDX-MS experiment se nejéastéji provadi formou kontinualniho znaceni (Obr. 4)*.
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Vzorek proteinu je pifi laboratorni teplot¢ rozpustén ve vodném pufru zvoleného
pH (napt. 7,4). Poté se roztok proteinu fedi deuterovanym pufrem**!. Po riiznych ¢asovych
usecich v rozmezi vtefin az hodin odebirame z reak¢ni smési vzorky. Vymeéna je zastavena
tipravou pH na 2,3 a rapidnim sniZenim teploty, pfipadné zmraZenim v kapalném dusiku®.
Tyto podminky zajisti zachovani deuteriové znacky pro analyzu tim, Ze se snizi rychlost
39,43

vymény pfiblizné o pét tada Pomoci hmotnostniho spektrometru pak métime

molekulovou hmotnost celého proteinu’’, nebo peptidi vzniklych proteolytickym

42,43

Stépenim Stépeni se musi provadét za podminek miniméalni vymény

(pH 2,3 a nizka teplota), abychom zabranili ztraté deuteria®*.

V HDX-MS se proto vyuziva nespecifickych proteaz, nejcastéji pepsinu. Pepsin je
mnohem mén¢ specificky nez napf. trypsin a $tépi preferencné v pozici P1 za hydrofobnimi
aminokyselinami jako je fenylalanin a leucin*®*’. Pro HDX-MS je vhodny piedevsim proto,
ze ma kyselé pH optimum. U pepsinu se bohuzel nedd plné predikovat misto Sté€peni
z aminokyselinové sekvence**. Na druhou stranu, tyto protedzy vytvaii prekryvajici se
peptidy po celé proteinové sekvenci (tzv. redundanci), které napomahaji Uplnému pokryti
sekvence proteinu a zvySuji prostorové rozliSeni vysledné analyzy miry deuterace.
V nékterych piipadech je ale $tépeni pepsinem neefektivni*®. To miize vést ke vzniku prilis
dlouhych, nebo naopak kratkych peptidii, nebo je nutné pouzit vyssi koncentrace enzymu®.
Optimalni délka peptidéi pro HDX-MS je 5-10 aminokyselin**. Nedostatky pepsinu miize
eliminovat pouziti alternativnich proteaz nebo jejich kombinaci. Pro HDX - MS jiz byly
napiiklad  pouzity  plasmepsin 2%,  aspergillopepsin  (protedaza  XIII)°"+32,
rhizopuspepsin (protedza XVIII)>?, tekutina z la¢kovky s proteolytickou aktivitou® a v ni
obsazené nepenthesin 1°*°> (Nep-1) a nepenthesin 2°° (Nep-2). V neposledni fadé byly

Pro usnadnéni zpracovani dat z HDX-MS experimentll je mimo jiné dileZita
1 reprodukovatelnost Stépeni proteazou (opakovand tvorba stejnych peptidil). Pro dosaZeni
reprodukovatelnosti je nutné dodrzet stalé pH a slozeni reakéni smési, dobu enzymatického
Stépeni a pomér enzym:substrat’’. Reprodukovatelnost $t€peni mize byt dale zvysena
imobilizaci proteazy na kolonu. Zkrati se tim potiebny ¢as $t€peni, zvysi se stabilita proteazy,

jeji efektivita $tépeni a zamezi se autolyze™®.
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1.2.2.1 Alternativni proteazy v HDX-MS

Vyuziti alternativnich protedz v HDX bylo popsano jiz pted 40 lety. Rosa a Richards tehdy
v experimentech pouzili dvé protedzy soucasné. Sledovali, jak ovlivni pfitomnost
S - proteinu konformaci S-peptidu (soucasti ribonukledzy). Paralelni §tépeni deuterovaného
S-peptidu  imobilizovanym prasecim pepsinem a kyselou protedzou pochazejici
z Rhizopus chinensis, poskytlo detailnéjsi informace o zméné konformace. Kazda z téchto
dvou protedz méla odli$né §tépné preference a tvofila tak riizné peptidy*.

Az do 90. let 20. stoleti, kdy byla mira deuterace poprvé analyzovdna pomoci
hmotnostniho spektrometru®’, se pouZivala jina instrumentace (napf. nuklearni magnetické
rezonance”’, scintilaéni detektory*?). O 10 let pozdg&ji byly pro HDX-MS experimenty
pouzity paralelné tf1 protedzy. Kombinaci aspergillopepsinu (proteaza XIII), rhizopuspepsinu
(protedza XVIII) a praseciho pepsinu bylo v porovnani se samotnym prase¢im pepsinem
dosazeno lepSiho prostorového rozliSeni. Diky tomu bylo mozné 1épe specifikovat
deuterované oblasti modelového proteinu (penicilin vazajici protein X - PBP-2X*)%. Pozdé&ji
bylo potvrzeno, ze jsou aspergillopepsin (protedza XIII) a rhizopuspepsin (protedza
XVIII) komplementarni k pepsinu anavic preferuji Stépeni 1 za bazickymi
aminokyselinami’!-*3,

Ptirodni extrakt rhizopuspepsinu nebylo mozné ziskat v dostateCném vytézku
a Gistoté a zaroven $tépeni nevykazovalo piili§ vysokou efektivitu. ReSenim byla jeho
rekombinantni produkce, kterd poskytla vysoky vytézek. Nasledné¢ byl rhizopuspepsin
imobilizovan a byly sledovany Sstépné prefence za pouziti modelového substratu
apomyoglobinu. Imobilizovany rekombinantni rhizopuspepsin mé¢l podobné Stépné
preference jako aspergillopepsin, avSak vykazoval vyssi efektivitu
Stépeni>. Aspergillopepsin (protedza XIII) ma vyhodu v tom, Ze je mozné ho ziskat
komeréné ve velkém mnozstvi, §tépi i za bazickymi aminokyselinami (Lys, Arg, His)*
a v n¢kterych ptipadech se prokazalo $tépeni za prolinem. Kombinace aspergillopepsinu
a pepsinu byla vyuzita naptiklad pfi studiu zavislosti interakce apomyoglobinu s lipidovou
dvojvrstvou®'.

Plasmepsin 2 prokézal za HDX-MS podminek nizkou, ale reprodukovatelnou aktivitu

bez vyrazné substratové specifity®.
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Pepsiny Al a A2 (izoenzymy) =z antarktické ryby zceledi ledovkovitych
(Trematomus bernacchii) byly pro HDX-MS zajimavé predevSim proto, ze pochazi
z organismu adaptovaného na nizké teploty (az -1,9 °C). Tyto izoenzymy byly exprimovany
v E. coli. Po $tépeni kreatin fosfokinazy b byly porovnavany peptidy generované témito
dvéma izoenzymy s peptidy pochazejicimi z praseiho pepsinu. Stépné preference
izoenzymu Al a A2 byly podobné preferencim pepsinu a vSechny studované enzymy
uptednostiovaly §té€peni za hydrofobni aminokyselinami. Byly pozorovany drobné odlisnosti
ve Stépnych preferencich (His, Met, Lys a Thr) mezi studovanymi enzymy, avSak vzhledem
k ptili§ malé populaci peptidi v téchto experimentech nebylo mozné vytvotit definitivni
zavéry®. V publikaci zaméfené na vyuziti pepsinu z zaludku uhofe zryZovych poli
(Monopterus albus) podrobili fosforyldzu b tfem separdtnim proteolytickym Stépenim.
Protedzy praseCi pepsin, aspergillopepsin a pepsin z zaludku thote zryzovych poli
(Monopterus albus) tolerovaly kyselé¢ pH, nutné pro HDX-MS experimenty. Tyto proteazy
vykazovaly nizkou specifitu jak v P1, tak v P1’ pozici. AvSak pepsin z Monopterus albus
Stépil v porovnani s ostatnimi protedzami s vyssi frekvenci za Arg, Asn a Gly. Vzhledem
k tomu, Ze praseci pepsin, aspergillopepsin a pepsin z Monopterus albus produkuji odlisné
peptidy, zvysi jejich paralelni pouziti pokryti sekvence proteinu a prostorové rozliSeni
HDX-MS dat>’.

Aminokyselinové preference protedz vyuzitelnych pro HDX-MS rozsitilo studium
extraktu z lacky Nepenthes gracilis vykazujiciho proteolytickou aktivitu. Byla to prvni
studie, kterd prezentovala pouziti rostlinnych protedz pro HDX-MS. Dominantni slozku
tohoto extraktu piedstavuji aspartatové protedzy nepenthesiny (Nep-1 a Nep-2), které jsou za
nizké teploty a pH schopné Stépit Siroké spektrum substratii s 1400x vyssi efektivitou néz
pepsin®®. Nepenthesiny se ukézaly jako stabilni v Sirokém rozsahu pH a teplot>**>. Tyto
aspartatové protedzy kopiruji st€pné preference pepsinu, navic ukazuji silnou preferenci
Stépeni za bazickymi aminokyselinami (histidin, lysin a arginin) a v ptipad¢ stavy z lacky
i za prolinem. Kromé nepenthesint se v 1ackové tekuting totiZ nachazi i neprosin®, pro ktery
byla popsdna silnad selektivita pro Stépeni za prolinem a alaninem. Tato prolylova
endoprotedza muze slouzit jako selektivni nahrada v HDX-MS béZné pouZivanych

aspartatovych protedz jako je pepsin’'.
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Tekutina z lackovky neni praktickym zdrojem proteolytické aktivity. Zaroven jsou
lackovky omezené dostupné a v jejich extraktu se nachdzi malé mnozstvi protedz. Jako
vhodné feseni se ukdzala heterologni rekombinantni exprese, pii které se podatilo produkovat
velké mnozstvi Nep-1. Rekombinantni Nep-1 (rNep-1) sdili s pfirodnim izoldtem vlastnosti
jako je citlivost vic¢i denaturantim a redukénim Cinidlim a mé taktéz maximalni aktivitu
okolo pH 2,5. Denatura¢ni ¢inidla mohou negativné ovlivnit $t€peni tim, Ze snizi aktivitu
protedzy, rozpustnost substratu nebo miru zachyceni vzniklych peptidi na chromatografické
kolon¢. Rekombinantni Nep-1 byl imobilizovan na aldehydem aktivovany nosi¢ a bylo
zjisténo, Ze imobilizaci se citlivost vici jiz zminénym Cinidlim eliminuje a také se zvysuje

54,55

efektivita Stépeni Obr. 5 ukazuje mechanismus, pomoci kterého byl rNep-1

imobilizovan®*.

POROS AL
Schiffova baze

0
%CHz—CH +HN—@®» — ﬂ»CHg—CH=N—. +H,0

redukéni €inidlo

> g—CHz—CHQ—NH—.

Obr. 5: Mechanismus imobilizace rNep-1 na nosi¢ (pievzato a upraveno
z ref.%%). Aldehydovd skupina nosice selektivné reaguje s aminoskupinou
enzymu za tvorby Schiffovy baze, ktera je nasledné redukovina za vzniku

vysoce stabilni kovalentni vazby.

Oproti pfirodnimu izolatu vykazuje r-Nep-1 nizsi teplotni stabilitu, pravdépodobné kvili
chyb¢jici N-glykosylaci. Rekombinantni Nep-1 ma jiné $tépné preference a produkuje
odli§né a krati peptidy neZ pepsin.

Ve snaze o kompletni rekonstituci proteolytické aktivity tekutiny z lacek se Yang et.
al rozhodli produkovat také rNep-2 a zjistit, jestli dopliuje St€pné preference rNep-1
a eliminuje jeho nedostatky. Tyto dvé protedzy maji spole¢né vlastnosti jako je rychlé stépeni
za nizké teploty a pH (kompatibilni s HDX-MS) a Sirokou specifitu, s tim Ze rNep-2 jesté
vice $tépi za tryptofanem. Rekombinantni Nep-2 ma oproti rNep-1 vyhodu ve vyrazné vyssi

odolnosti vii¢i piisobeni chemickych denaturantli a redukénich Cinidel. Diky zvySené
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stabilité, Sirsi specifité a substratové selektivité blizké ptirodnimu extraktu z lackovky predci

156

rNep-2 svymi vlastnostmi rNep-1°°. Vzhledem k tomu, Ze je rekombinantni forma enzymu

prakti¢téjsim zdrojem proteolytické aktivity, je rNep-2 doposud nejschiidné;si variantou pro
HDX-MS aplikace. Obr. 6 ukazuje rozdilnost ve §tépnych preferencich rNep-2 a pepsinu®.
Vyplyva z néj, ze mize rNep-2 v HDX-MS experimentech nahradit nebo doplnit pepsin.

w Yy wy | Y \ \A Y wyvwy Y vy

FSHPGOSOY GGV OIVGODETODRPECPY GPICYRKNPOHE TEYAKHNTLPYRNYLOEDNOM VGOP NEYDLEDSFLODEEERYEPTOEDSDYEPGKEDEEKRE

Obr. 6: Peptidovai mapa Aprataxinu and PNKP-like faktoru po Stépeni rNep-2 (modie)
a pepsinem (Cervené). Modré trojuhelniky ukazuji Stépna mista charakteristicka pro rNep-2 a cervené pro

pepsin. Stépent bylo provedeno pri pH 2,5 a 10 °C a ukazuje odlisné $tépné preference rNep2 a pepsinu

(pFrevzato a upraveno z ref>’).

1.3 Prolyl endoproteaza z Aspergillus niger (AnPEP)

865,66

AnPEP (Obr. 7) patii mezi serinové protedzy rodiny S2 a ma vlastnosti, které ji davaji

ﬁ32,32,48 67-69

potencial pro vyuziti pti strukturni analyze a identifikaci protein , pfi vyrob¢ piva

a terapii celiakie®°.

1 MRSFSVVAAASLALSWASLAQAARPRLVPKPISRPASSKSAATTGEAYFEQLLDHHNPEK 60
61 GTFSQRYWWSTEYWGGPGSPVVLENPGEVSADGYEGYLTNDTLTGVYAQEIQGAVILIEH 120
121 RYWGDSSPYEVLNAETLQYLTLDQSILDMTYFAETVKLQFDNSSRSNAQNAPWVMVGGSY 180
181 SGALTAWTESIAPGTFWAYHATSAPVEAIYDEWQYFYPIQQGMAQNCSKDVSLVAEYVDK 240
241 IGEKNGTAKEQQELKELFGLGAVEHYDDFAAVLPNGPYLWQDNDFVTGYSSFFQFCDAVEG 300
301 VEAGAAVTPGPEGVGLEKALANYANWFNSTILPNYCASYGYWTDEWSVACFDSYNASSPI — 360
361 FTDTSVGNPVDRQWEWFLCNEPFEFWWQDGAPEGTSTIVPRLVSASYWQRQCPLYFPEVNG 420
421 YTYGSAKGKNSATVNSWIGGWDMTRNTTRLIWTNGQYDPWRDSGVSSTFRPGGPLVSTAN 480
481 EPVQIIPGGFHCSDLYMEDYYANEGVRKVVDNEVKQIKEWVEEYYA 526

Obr. 7: Sekvence AnPEPu. Oranzové je na N-konci oznacen signdlni peptid. Rezidua serin,
glutamat a histidin (179, 458 a 491) predstavuji aktivni centrum této serinové protedzy. Sekvence

pochazi z UniProt databaze, pristupovy kod G3YH60.
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Tato proteaza pochazi z vlédknité plisn¢ Aspergillus niger (kropidlak ¢erny) a je dnes
dostupna v komer¢nich preparatech Brewers Clarex® nebo
Swanson Gluten Rid with Tolerase G. Brewers Clarex® se vyuziva ke stabilizaci piva
a Swanson Gluten Rid with Tolerase G jako doplnék stravy pro celiaky. AnPEP je specificka
protedza Stépici preferenéné na C-konci peptidii za prolinem a alaninem a minoritné¢ za
glycinem, leucinem, argininem, serinem a tyrosinem>?. Ziistava aktivni pii $irokém rozsahu
teplot a pH. AnPEP se vyznacuje neobvyklym dvojitym pH optimem (Obr. 8) o hodnotach
2-2.5 a 4-5,53233:48.65

—RT
’\3100 —0°C + equilib.
s 80 Re
> 60
2 40
g 20 -

12345678910
pH

Obr. 8: Dvojité pH optimum AnPEP protedzy*s. Aktivita byla

stanovena pomoci fluorescencné znaceného kaseinu pri

laboratorni teplote, 0 °C bez ekvilibrace a s 10min ekvilibraci

pri laboratorni teploté. Takova zavislost aktivity na pH neni

pro protedzy obvykla.

Toho je mozné vyuzit pii vodik/deuteriové vyméné, kdy se enzymatické Stépeni
provadi za pH 2,3 a snizené teploty. Tsiatsiani et. al. studovali pouzitelnost AnPEPu
v HDX-MS experimentech. Za pouziti substrati hemoglobinu a 1gG4 generoval AnPEP
v porovndni s pepsinem rozdilné peptidy s krat§imi sekvencemi. Kombinace AnPEPu
a pepsinu by mohla poskytnout detailnéjSi pohled na strukturu proteind, obzvlast téch
obsahujicich na prolin bohaté regiony*®. AnPEP m4 mimo jiné potencial pro vyuziti
v bottom-up proteomice. Van der Laarse et. al porovnavali digesci HeLa lyzati AnPEPem za
pH 2 a 5,5 s digesci trypsinem za pH 8,5. AnPEP poskytl peptidy, které nebyly pozorovany
pfi Stépeni trypsinem. AnPEP nestépil ve chvili, kdy byl v pozici P1° prolin a také nestepil za
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kladné nabitymi aminokyselinami, kdyZz byl v pozici P3 nebo P3’ prolin. Specifita AnPEPu
se ménila v zavislosti na pH. Se zvySujicim se pH se piispévek Stépeni za alaninem
a prolinem snizil, zatimco za negativné nabitym aspartatem a glutamatem doslo k castéjSimu
Stépeni. Vzhledem k tomu, ze mé AnPEP jiny aktivitni profil a specifitu nez trypsin
(Obr. 9), mize byt vhodnym adeptem pro jeho doplnéni v proteomickych

experimentech?3,

60 -

Trypsin

N EPpHS51h
40

% cleaved

20

Amino Acid
Obr. 9: Stépné preference AnPEP protedzy v porovndni
s trypsinem (pozice P1)*%. Stépeni bylo provedeno na HeLa lyzdtu.
AnPEP byl inkubovan 1 h pri 37 °C a pH 5,5 a trypsin pres noc pri
37 °C a pH 8,5. AnPEP ma odlisny specifitni profil a miize tak

predstavovat alternativu trypsinu v bottom-up proteomice.

AnPEP ma také vyuziti v pivovarnictvi. Pfi vyrob¢ piva je vétSina proteind z obili
odstranéna béhem vareni a chlazeni mladiny, ale ¢ast proteinu v pivu zlstava. Jedna se
konkrétné o hydrofobni hordeinovou frakci sladu, kterd asociaci s polyfenoly
(ze sladu nebo chmelu) vytvofi nerozpustné agregaty. Jejich utvofenim vznikne zakal. Aby
se zamezilo jeho vzniku, pfidava se do piva polyvinylpolypyrrolidon (PVPP) nebo se vyuzije
silikagelu, avSak timto zpisobem se neodstrani vSechny (na prolin bohaté) peptidy z lepku.
Navic PVPP snizuje antioxidacni potencial piva. Proto se v pivovarnictvi vyuziva ptipravku
Brewers Clarex®, ve kterém je obsazena AnPEP protedza. AnPEP ma pH optimum 4,5, coz
souhlasi s pH, pfi kterém probihd fermentacni faze vyroby piva. Pfidanim AnPEPu béhem
fermentace se efektivné zabraiiuje tvorbé zakalu (koloidnich ¢astic) tim, Ze tato protedza
hydrolyzuje na prolin bohaté proteiny, zachovava se stabilita pény a chut piva je

nezmén&na®’o8,
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Kromé toho, Ze je AnPEP protedza vhodnym stabilizdtorem v pivovarnictvi, ma
potencial pii vyrobé piva vhodného pro celiaky, protoze je schopna degradovat vSechny

znadmé glutenové epitopy®>*’.

1.3.1 Celiakie a jeji alternativni terapie
Celiakie je autoimunitni onemocnéni charakterizované intoleranci lepku. Lepek (gluten) je
smés proteinli obsazenych v pSenici, 7it¢ a je¢menu’!, jejichz majoritné zastoupenymi
frakcemi jsou v alkoholu rozpustné prolaminy a nerozpustné gluteniny. Obé¢ z téchto frakci
maji velké zastoupeni glutaminu a prolinu’?. Zalude&ni a pankreatické proteazy §t&pi proteiny
lepku na peptidy, mezi nimZ jsou 1 imunogenni 33-aminokyselinové fragmenty. Za
fyziologického stavu je bariéra stievniho epitelu nepropustnd pro makromolekuly jako je
gliadin. U lidi s genetickou predispozici pro celiakii interaguje gliadin se stfevnimi buiikami,
rusi t&snd mezibunééna spojeni’! a zvySuje se permeabilita stieva. Gliadinové peptidy se
dostanou skrz epitelidlni bariéru a aktivuji T-lymfocyty v lamina propria. Imunitni odpovéd’
je zesilena aktivitou tkanové transglutaminazy, ktera katalyzuje pfeménu glutaminu na
glutamat v glutenovych peptidech’?. Deamidované peptidy se vazi na specifické MHC 11
(hlavni histokompatibilitni komplex) a vyvolaji imunitni odpovéd’, kterd mlze zptisobit
malabsorpci a v zdvaznych ptipadech az atrofii stieva. Tyto zmény jsou charakterizovany
typickymi projevy celiakie jako je prijem, nevolnost a zvraceni®>’>.

Donedéavna byla terapie celiakie zalozena hlavné na dieté spocivajici ve vysazeni
produkti obsahujicich lepek ze stravy. Existuji vSak 1 alternativni zplsoby terapie,

charakterizované peroralnim podanim enzymovych preparati®707475

, které u celiakt
degraduji na prolin bohaté imunogenni peptidy (30-40 aminokyselin)®.

Zpocatku se zdalo, Zze budou pro degradaci téchto imunogennich peptidi vhodné
prolyl oligopeptiddzy jako je prolyl oligopeptidaza z Flavobacterium meningosepticum
(FM-POP)™*, prolyl oligopeptidaza z Sphingomonas capsulate a Myxococcus xanthus'®. Tyto

protedzy sice efektivné §tépi za prolinem, ale maji pH optimum 6-8 (Obr. 10, str. 26), coz

znamena, ze nebudou aktivni v pfi nizkém pH v zaludku a budou inaktivovany pepsinem.
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Obr. 10: Zavislost enzymové aktivity Aspergillus niger prolyl
endoprotedazy (AnPEP) a Flavobacterium meningosepticum
prolyl oligopeptidazy (FM-POP) na pH®%. FM-POP md
pH optimum mezi 6 a 8 a bude v zaludku inaktivovana pepsinem,

zatimco AnPEP ma pH optimum mezi 4 a 6 a zustane tak aktivni.

Posun nastal pti objevu prolyl endoproteazy z plisné Aspergillus niger (AnPEP), ktera
Stépi optimalné pii pH 4-6 a zistava stabilni pii pH 2 (Obr. 10, str. 26). AnPEP §tépi
preferencné za prolinem pievazné endopeptidicky a deamidace tkanovou transglutamindzou
nema vyznamny vliv na §tépeni glutenovych epitopi touto proteazou®. Pouziti AnPEPu pii
terapii celiakie ma sva uskali. Pro efektivni degradaci imunogennich peptidl je potieba
pacientovi podat takové mnozstvi AnPEPu, které je ptiblizné ekvivalentni mnozstvi glutenu
piijatého z potravy. Pii konzumaci mléénych produktl, cerveného masa a ryb obsahujicich
velké mnozstvi prolinu se zvysi substratové zatizeni prolyl endoprotedz a 1éCba tak neni
efektivni. Z tohoto diivodu se pii suplementaci enzymy doporucuje kombinace prolyl
endoprotedzy a proteazy s Sirsi specifitou, ktera je také schopna $tépit za prolinem. Rey et. al
zjistili, Ze proteolytické enzymy (nepenthesiny a neprosin) z rostliny Nepenthes efektivné
Stépi antigenni peptidy 1 pfi velmi nizkém poméru enzym:substrat a pred¢ily tak doposud
popsané enzymové suplementy. Naptiklad v porovnani s AnPEPem jsou schopny degradovat

gliadin az s 25x vy§§i Géinnosti®.
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2 Cile prace

analyzovat obsah tablety Gluten Rid with Tolerase G, kterd je zdrojem AnPEP
proteazy

vytvotit knihovnu pro program mMass pro usnadnéni testovani pomoci hmotnostni
spektrometrie

zjistit aplikovatelnost AnPEP protedzy v metodach strukturni biologie jako je
vodik/deuteriova vymeéna, chemické siténi a rychld fotochemicka oxidace
a v proteomice

sledovat aktivitu imobilizovaného AnPEPu zhlediska riznych podminek
(vliv teploty, pH, pritokové rychlosti, denzity protedzy na kolong)

zjistit St€pné preference AnPEP proteazy za jinych nez HDX-MS podminek
otestovat aktivitu a St€pné preference pii digesci v roztoku za rtznych teplot
a pomért AnPEP a modelového substratu — bovinni karbanické anhydrazy 2

zjistit charakter Stépeni fosforylovaného proteinu
translokaza 34 vnéj$i mitochontridlni membrany (TOMM34) a ztoho posoudit

aplikovatelnost AnPEP proteazy ve fosfoproteomice za vybranych podminek
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Material

3.1.1 Pristroje a pomiicky
Analytické vahy ML104/01

Automatické pipety

Centrifuga 5415 R

Fotodokumentaéni systém ChemiDoc MP
HPLC predkolona, Luna Omega Polar C18
(5 um, 100 A, 20x%0,3 mm)

HPLC systém LC-20AD

Hmotnostni spektrometr MALDI TOF/TOF AutoFlex
Multimetr Fluke 179 s teplotni sondou

pH metr Orion 2 Star

Ptedvazky EMB 1000-2

Sonikac¢ni lazett Elmasonic S 30 H

Souprava pro SDS-PAGE

Stolni centrifuga MiniSpin

Termostat CH-100

Termostat s tfepackou Thermomixer comfort
Vakuovy koncentrator Speedvac

Vortex

Zdroj napéti PowerPac Universal
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Mettler Toledo, Svycarsko
Mettler Toledo, Svycarsko
Eppendorf, SRN

Bio-Rad, USA

Phenomenex, USA

Shimadzu, Japonsko
Bruker Daltonics, SRN
Fluke, USA

Thermo, USA

Kern, SRN

Elma, SRN

Bio-Rad, USA
Eppendorf, SRN
Biosan, LotySsko
Eppendorf, SRN
Jouan, Francie

VELP Scientifica, Italie

Bio-Rad, USA



3.1.2 Chemikalie

2-merkaptoethanol

Acetonitril (LC/MS Ccistota)

Amoniak, 25% vodny roztok

Bovinni karbonicka anhydrasa (bCA2)

Coomassie Brilliant Blue R-250

Glycin

Kyselina a-kyano-4-hydroxyskoticova (CCA)
Kyselina chlorovodikova (LC/MS Cistota)
Kyselina mravenci (LC/MS Cistota)

Kyselina sinapova (SA)

Kyselina octova

Methanol (LC/MS Cistota)

Peptidovy kalibra¢ni standard 206195 (MALDI)
Standard pro SDS-PAGE Precision Plus Unstained
TEMED

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)

10% dodecylsiran sodny

10% peroxodisiran amonny

30% (v/v) akrylamid:N,N"-methylen-bis-akrylamid mix
1,5M Tris pH 8,8

1,0M Tris pH 6,8
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Sigma-Aldrich, USA
Merck, SRN

Lach-ner, CR
Sigma-Aldrich, USA
VWR Chemicals, UK
Sigma-Aldrich, USA
Bruker Daltonics, SRN
Merck, Némecko
Merck, Némecko
Bruker Daltonics, SRN
VWR Chemicals, UK
Merck, Némecko
Bruker Daltonics, SRN
Bio-Rad, USA
Bio-Rad, USA

VWR Chemicals, UK
Bio-Rad, USA
Bio-Rad, USA
Bio-Rad, USA

Bio-Rad, USA

Bio-Rad, USA



3.1.3 Pufry a roztoky

20mM octan amonny pH 5,0
20mM glycin-HCI pufr pH 2,3

4x koncentrovany vzorkovy pufr Laemmli (Bio-Rad, USA): 62,5 mM Tris-HCI pH 6,8,
10% glycerol, 1% dodecylsiran sodny (SDS), 0.005% bromfenolova modf

10x koncentrovany TGS elektrodovy pufr (Bio-Rad, USA): 25mM Tris, 192mM glycin,
0,1% SDS, pH 8,3

Barvici roztok Coomassie Brilliant Blue pro SDS-PAGE gely: 45% (v/v) methanol;
10% (v/v) kys. octova; 0,25% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250

MALDI matrice CCA: kyselina 4-hydroxy-3,5-kyanoskoficova, nasyceny roztok
v methanolu

MALDI matrice SA: kyselina sinapova, nasyceny roztok v 50% acetonitrilu
Odbarvovaci roztok pro SDS-PAGE gely: 35% (v/v) ethanol, 10% (v/v) kyselina octova

Vzorkovy pufr Laemmli (Bio-Rad, USA): 62.5 mM Tris-HCl pH 6,8, 25% glycerol,
2% SDS, 0.01% bromfenolova modf

3.1.4 Ostatni
Gluten Rid with Tolerase G (zdroj AnPEPu) Swanson, USA
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3.2 Metody

3.2.1 Priprava roztoku AnPEP proteazy z tablety Gluten Rid with
Tolerase G

Obsah tablety Gluten Rid with Tolerase G byl vysypan do mikrozkumavky vhodné pro
centrifugaci. Poté byl pfidan 1 ml destilované vody LC-MS ¢istoty. Vznikla suspenze byla
intenzivné michana a nasledné¢ sonikovana po dobu 3 min. Po sonikaci byl roztok 10 min
centrifugovan pii 16 000xg. Poté byla odebrana ¢ira ¢ast roztoku a prenesena do nékolika
zkumavek s filtrem. Nasledné byl roztok centrifugovan 2 min pii 12 000xg. Koncentraci
celkového proteinu v tablet¢ stanovil Mgr. FrantiSek Filandr pomoci kyseliny

bicinchoninové na 100 mg-ml .

3.2.2 Zjisténi obsahu tablety Gluten Rid with Tolerase G

Vzhledem k tomu, ze byl jako zdroj AnPEP proteazy pouzit komeréné dodavany doplnék
stravy Gluten Rid with Tolerase G, bylo vhodné zjistit, jaké dalsi proteiny, pfedevsim
proteazy obsahuje. Obsah tablety byl Stépen trypsinem a poté analyzovdn pomoci
LC-MS/MS. Data byla prohledana programem MASCOT. Analyza a nasledné prohledani
byly provedeny RNDr. Petrem Manem, Ph.D.

3.2.3 Vytvoreni knihovny AnPEP:bCA2 v programu mMass

Za ucelem lepSiho porozuméni charakteru Stépeni AnPEP protedzou byla v programu mMass
vytvoifena knihovna pro Stépeni proteinu bovinni karbonickd anhydraza (bCA2). Pii
nasledném vyhodnocovani dat jsme tak ziskali moznost, krom¢ specifického charakteru
Stépeni na zaklad¢ Stépeni in-silico za Pro a Ala s vétsSim poctem opomenutych zadsahovych
mist (>10), zohlednit na zdklad¢ naméienych dat 1 jeho nespecificky charakter. Bylo vyuzito
n¢kolik soubort dat $tépeni proteinu bCA2 AnPEP protedzou namétenych diive v Laboratofi
strukturni biologie a bunécné signalizace za riznych podminek. Po odstranéni redundantnich
peptidit byly ztéchto dat vyuZity jejich m/z hodnoty a pozice v sekvenci bCA2
(hranatd zavorka). Tyto informace byly pfevedeny do xml formdtu podobé uvedené na

Obr. 11 (str. 32) a vloZeny do knihovny programu mMass.
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<reference name="[141 - 184]"mass="4611.5873"/>

Obr. 11: Format dat vkladany do mMass za ucelem vytvoieni knihovny
bCA2:AnPEP.

3.2.4 Imobilizace AnPEP proteazy a plnéni kolony
Imobilizace AnPEP proteazy na nosi¢ POROS 20 AL byla provedena Bc. Markem Polakem

z Laboratofe strukturni biologie a bunécné signalizace (BIOCEV) dle publikovanych

protokol>3-4

. Smisenim volného inaktivovaného nosi¢e a nosi¢e s AnPEP protedzou
v ur¢itém poméru byly taktéz Bc. Markem Poldkem vytvoreny
5%, 20% a 200x ,fedéné** smési pro plnéni kolon. Aby mohly byt kolony naplnény nosi¢em,
byly nejprve vSechny jejich soucastky sonikovany 15 min v methanolu. Prazdna kolona byla
nasledné na jednom konci uzaviena fritou a druhym koncem byla pomoci mikrostiikacky
a ptripojené hadi¢ky naplnéna suspenzi nosice POROS 20 AL s AnPEP proteazou o rizném
fedéni. Byla tak pfipravena 5x, 20x a 200x ,;fedénd* kolona. Po naplnéni byla z obou stran

uzaviena fritou a nasledné ptipojena na LC systém. Nakonec byla po dobu 30 min promyvana

0,4% kyselinou mravenci a poté uchovana v lednici pti 4 °C.

3.2.5 Online §tépeni bCA2 pomoci imobilizované AnPEP proteazy

Protein bCA2 (19 prolin v primarni struktufe) byl St€épen pomoci protedazy AnPEP
imobilizované na koloné¢ na nosi¢i POROS 20 AL a =zapojené¢ do
LC systému (LC-20AD, Shimadzu) a byly pouzity kolony s riznym zastoupenim proteazy
na nosi¢i (viz kap 3.2.4). Nastiik vzorku byl proveden manudlné ptes nastiikovy ventil
pomoci mikrostiikacky Hamilton, Obr. 12 (str. 33) ukazuje schéma zapojeni HPLC systému
a ventilu. Pfi poloze LOAD byl protein davkovan do 100u1 davkovaci smycky a kolona byla
promyvana pouze vhodnou mobilni fazi (0,4% kyselina mravenci nebo 20mM octan amonny,
pH 5,0). Zatimco pti poloze INJECT zacal byt protein z davkovaci smycky unasen mobilni
fazi na kolonu s AnPEP proteazou. Bylo jimano 200 pl vzniklé peptidové smési. Pii zméné
mobilni faze byl vzdy pfed davkovanim proteinu systém danou mobilni fazi dikladné

promyt.
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Poloha LOAD

I mobilni faze

' odpad

vzorek
peptidova smés

100ul smycka

. odpad

Obr. 12: Schéma zapojeni HPLC systému. Poloha ventilu LOAD: protein je davkovan do
100ul davkovaci smycky a kolona je promyvana mobilni fazi (0,4% kyselina mravenci
nebo 20mM octan amonny pH 5,0), poloha ventilu INJECT: protein je undsen mobilni fazi

z davkovaci smycky do kolony s protedzou, kde je Stépen.

Pro optimalizaci Stépeni AnPEP proteazou bylo zvoleno nékolik podminek, kdy byl
sledovan vliv kyseliny mravenci, vliv priutokové rychlosti, vliv zastoupeni protedzy na nosici,
vliv pH a teploty. Do LC systému s AnPEP kolonou byl davkovan protein bCA2
o koncentraci 6 uM. Pro potieby kontrolniho vzorku (nestépeny protein bCA2) byla pouzita
misto kolony kovova spojka. Nasbirana smés peptidl byla rozdélena na dvé poloviny. Prvni
polovina byla ponechdna jako rezerva a druha byla po zakoncentrovani na vakuové odparce
pouzita pro polyakrylamidovou elektroforézu v prostiedi dodecylsiranu sodného
(SDS-PAGE). Vsechny vzorky byly pfipraveny timto zplisobem a podrobnosti jsou uvedeny
v jednotlivych podkapitolach 3.2.5.1-3.2.5.4.
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3.2.5.1 Vliv kyseliny mravenci

Pro sledovani vlivu kyseliny mravenc¢i (FA) na Stépeni bCA2 AnPEP protedzou byly

pfipraveny vzorky za podminek uvedenych v Tab. 2.

Tab. 2: Vzorky pro sledovani vlivu kyseliny mravenci na Stépeni bCA2 imobilizovanou AnPEP protedzou.

Vzorek Rozpoustédlo  Mobilni Redéni Pratok Teplota
faze kolony [ul-min~!] [°C]

Kontrola — 40

1 200x 20

2 200x 40

3 0,1% FA 0,4% FA 20x% 20 20

4 20x% 40

5 5x 20

6 5x 40

3.2.5.2 Vliv prutoku a fedéni kolony

Déle byl sledovan vlivu pritoku a fedéni kolony na $tépeni bCA2 AnPEP proteazou. Stdpeni
bylo provedeno za stejnych podminek jako v kap. 3.2.5.1 (Tab. 2). Vyjimkou bylo
rozpoustédlo, kterym byl 20mM glycin-HCI, pH 2,3.
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3.2.5.3 VlivpH

Poté byl sledovan vliv pH na $tépeni bCA2 AnPEP protedzou. Podminky Stépeni jsou

uvedeny v Tab. 3.
Tab. 3: Vzorky pro sledovani viivu pH na Stépeni bCA2 imobilizovanou AnPEP protedzou.
Vzorek Rozpoustédlo  Mobilni Redéni Prutok Teplota
faze kolony [ul-min~!] [°C]
Kontrola 20mM 0,4% FA -
glycin-HCl
pH 2,3
1 20mM 0,4% FA 200x
glycin-HCl
pH 2,3
2 20mM 0,4% FA 200x 20 20
glycin-HCl
pH 2,3
3 20mM 0,4% FA 20x%
glycin-HCl
pH 2,3
4 20mM octan amonny, pH 5,0 20x%
5 20mM octan amonny, pH 5,0 5x
6 20mM octan amonny, pH 5,0 5x

3.2.5.4 Vliv teploty

Pti sledovani vlivu teploty na st€peni bCA2 AnPEP proteazou bylo ptfed samotnym néstiikem
vzorku nutné kolonu temperovat na pozadovanou teplotu. Zadana teplota kolony byla
kontrolovana pomoci multimetru Fluke 179 s teplotni sondou. Za ucelem zamezeni uniku
tepla byla kolona izolovana polystyrenovym boxem. Byl porovnavan vliv teploty na Stépeni

pii pH 2,3 a 5,0. Tab. 4 (str. 36) uvadi podminky stépeni pti pH 2,3.
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Tab. 4: Vzorky pro sledovani viivu teploty na stépeni bCA2 AnPEP proteazou p¥i pH 2,3.

Vzorek Rozpoustédlo  Mobilni Redéni Prutok Teplota
faze kolony [ul'min~!] [°C]

Kontrola — 20
1 200x% 20
2 200x 30
3 200x 40
4 200x 50
5 20mM 0,4% FA 20x 20 20
6 glycin-HCl 20x 30
7 pH 2,3 20x 40
8 20x 50
9 5% 20
10 5% 30
11 5x 40
12 5% 50

Stépeni pti pH 5,0 bylo provedeno za stejnych podminek jako pii pH 2,3 (Tab. 4).
Vyjimku tvofilo rozpoustédlo a mobilni faze, kterymi byl v obou ptipadech 20mM octan

amonny.

3.2.6 Online Stépeni fosforylovaného proteinu TOMM34 imobilizovanou
AnPEP proteazou

Rekombinantni protein TOMM34 byl Stépen pomoci imobilizované AnPEP proteazy na
LC systému popsaném vyse v kap. 3.2.5. OdliSnosti popisuje Obr. 13 (str. 37). Protein
o koncentraci 3 uM byl davkovan do 100ul davkovaci smycky a kolona byla promyvéna
mobilni fazi (0,4% kyselina mraven¢i nebo 20mM octan amonny pH 5,0). Za proteazovou
kolonou byla navic za ucelem odsoleni vzorku zapojena odsolovaci peptidova kolona

(HPLC piedkolona, Luna Omega Polar C18).
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Pii pfepnuti druhého ventilu z vychozi polohy DIGEST na polohu ELUTE zacal pies

odsolovaci peptidovou kolonu proudit pomoci druhé pumpy 95% acetonitril o prutoku

100 pl-min"!, ktery odtud peptidy eluoval.

Poloha LOAD - " mobini faze  POloha DIGEST

odsolovaci )
peplidova past / b
. odpad

|y

. odpad

95% acetonitril

nastik

100ul smycka .odpad . odpad

Poloha INJECT - ~—_mobilni faze Poloha DIGEST

odsolovaci |
peptidova past/ b

.V h -
— —

ﬁ 95% acetonitril

T . odpad
100ul smycka |
.odpad
[ odpad
Poloha INJECT ~ Poloha ELUTE
- . mobilni faze
m odsolovaci vzorek

peptidovéa past peptidova smés

—

ﬁ%% acetonitril

. odpad

100u smycka B ogpag W odpad

10 min

Obr. 13: Schéma zapojeni HPLC systému. Nastrik proteinu — POLOHA LOAD + DIGEST, vpusténi vzorku do systému
— POLOHA INJECT + DIGEST, enzymatické Stépeni a zachyceni peptidii na odsolovact peptidové koloné — 10 min —
POLOHA INJECT + DIGEST, eluce peptidii z peptidové kolony 95% acetonitrilem — POLOHA INJECT + ELUTE.

37



Tab. 5 shrnuje zvolené podminky S$tépeni fosforylovaného proteinu TOMM34 AnPEP

proteazou.

Tab. 5: Vzorky pro sledovani viivu pH a efektivity S$tépeni fosforylovaného proteinu TOMM34

imobilizovanou AnPEP protedzou.

Vzorek Rozpoustédlo  Mobilni Redéni Pratok Teplota
faze kolony [ul-min~!] [°C]
1 20mM
glycin-HCl
pH 2,3 0,4% FA 20x% 20 40
2 20mM

octan amonny

pH 5,0

3.2.7 Offline §tépeni bCA2 pomoci AnPEP proteazy

Stépeni bCA2 v roztoku (offline) bylo provedeno pro moznost srovnani aktivity a §tépnych
preferenci s imobilizovanou proteazou. Tab. 6 (str. 39) ukazuje ptehled testovanych
podminek. V piipadé reakci pti 4 °C byly nejprve protedza i protein v prislusSnych pufrech
samostatn¢ inkubovany na ledu, zatimco pii 40 °C byly proteaza i protein samostatné
inkubovany v termostatu, v obou piipadech po dobu 5 min. Pti vSech zvolenych podminkéch
byla proteaza vzdy inkubovana ve stejném pufru jako substrat, ke kterému byla po inkubaci
pienesena. Z reakci pii 40 °C byly odebirany vzorky na
MS analyzu po 10 min, 1 h a po Sté€peni pies noc. U reakce pii 4 °C byly odebrany vzorky

pouze po Stépeni pies noc.
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Tab. 6: Prehled reakénich podminek testovanych pii §tépeni v proteinu bCA2 v rogtoku pomoci AnPEP

Dprotedzy.
Reakéni smés Rozpoustédlo Pomér Teplota
AnPEP:bCA2 [°C]
1 20mM 1:5 4
2 . 1:100 4
3 glycin-HCl 1:5 40
4 pH 2,3 1:100 40
5 20mM 1:5 4
6 ¢ , 1:100 4
7 octan amonny 15 40
8 pH 5,0 1:100 40

3.2.8 Hmotnostné spektrometricka analyza

Pro analyzu peptidit vzniklych S§tépenim AnPEP protedzou byla pouzita hmotnostni
spektrometrie, konkrétné metoda ionizace/desorpce laserem za pfitomnosti matrice spojena
s priuletovym analyzatorem (MALDI-TOF). V porovnani s béznym spektrofotometrickym
stanovenim enzymatické aktivity vSak MALDI-TOF poskytuje pouze semikvantitativni
informaci. Abychom mohli rizné vzorky porovnavat, je nutné pii méfeni dodrzet stejné
podminky (napf. energie laseru, pocet skenil, mista ostfelovani MALDI ter¢iku laserem).

MALDI-TOF analyza byla zvolena proto, ze je to jednoduchd a levna metoda
a analyzy jsou rychlé. Dalsim divodem bylo, Ze jsme si byli védomi toho, Ze fada podminek
povede k tomu, ze ziistane velka ¢ast proteinu nestépena. To by mohlo zpiisobit nezadouci
zadrzeni vétSich peptidl,, nebo celého proteinu na C18 peptidové kolon¢ v LC-MS/MS
systému, ktera by pak musel byt vyménéna.

Pred samotnym méfenim byly pfipraveny MALDI matrice. Matrice SA pro méfeni
proteinii byla pfipravena z nasyceného roztoku kyseliny sinapové v 50% acetonitrilu
(MS Cdistota), ktery byl promichan a centrifugovan 2 min na stolni centrifuze pfi 6000xg.
Matrice CCA pro meéfeni peptidi byla pfipravena z nasycené¢ho roztoku kyseliny
a-kyano-4-hydroxyskoticové v methanolu (MS ¢istota), ktery byl promichéan a centrifugovan
2 min na stolni centrifuze pti 6000%g. Poté bylo z ¢irého roztoku do mikrozkumavky

odebrano 10 pl a smichano s 10 pl vody al0 pl acetonitrilu LC-MS distoty
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(H20:acetonitril: CCA - 1:1:1). Pfi méfeni peptidi byl 1 pl vzorku z online nebo offline
digestu nanesen na MALDI terc¢ik a ihned smichdn s 1 pul CCA. Pfi méfeni intaktniho
proteinu byl 1 pl vzorku nanesen na MALDI tercik a po jeho zaschnuti byl pfidan 1 pl
pfipravené SA matrice. Po zaschnuti matric byl MALDI ter¢ik vlozen do iontového zdroje
hmotnostniho spektrometru.

Analyza byla provedena na pristroji AutoFlex (Bruker). Pfi méfeni intaktniho
proteinu byl pouzit linedrni mod a rozsah 3-35 kilodaltont (kDa). Pro méfeni peptidt byl
zvolen rozsah 0,5-5 kDa a byl pouzit pouze reflexni mdd detektoru. Kalibrace peptidt byla
provedena pomoci peptidového kalibracniho standardu (Bruker). VSechna méfeni byla
provadeéna v pozitivnim modu. Je vSak dalezité mit na paméti, Ze MALDI-TOF v pozitivhim
moédu uptednostiuje piedevsim ionizaci peptidi obsahujicich velké mnozstvi Arg a Lys
(pozitivné nabit¢).

Ziskana data byla zpracovana pomoci programu mMass’’. Pfifazeni vzniklych
peptida bylo provedeno na zaklad¢ teoretického St€peni za Pro a/nebo knihovny vytvoiené

z experimentalné ziskanych MS spekter pfi $tépeni bCA2 AnPEPem.

3.2.9 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v piitomnosti
dodecylsiranu sodného

Pro doplnéni MS dat byla provedena SDS-PAGE elektroforéza. Cilem bylo na gelu
vizualizovat trendy ve §tépeni AnPEP proteazy za raznych podminek. To znamena sledovat,
jestli a jakou mérou ubyva proteinu bCA2. Z kazdého vzorku ziskaného $tépenim proteinu
bCA2 imobilizovanou 4nPEP proteazou bylo odebrano 100 ul a koncentrovano na vakuové
odparce. V zavislosti na mnozstvi a kyselosti vysledné peptidové smési byl pouzit odlisny
postup rozpusténi vzorku ve vzorkovém pufru pro SDS-PAGE.

Pti sledovani vlivu kyseliny mravenc¢i na §té€peni AnPEP proteazou byly odpaiené
vzorky rozpu$tény ve 40 pl vzorkového pufru (950 pl pufru Laemmli, 50 pl
2-merkapethanolu a 500 pl H>0O). Pti sledovani vlivu pH na $tépeni AnPEP proteazou bylo
po pfidani vzorkového pufru zjisténo, ze jsou vzorky pfili§ kyselé na SDS-PAGE
(Zluté zabarveni bromfenolové modti) a bylo tak ke 40 pl vzorkového pufru ptidano 25 pl
0,5M Tris-HCl pH 6,8 (do modrého zabarveni). Ostatni vzorky byly po odpateni rozpusStény
pomoci 42 ul 0,5M Tris-HCI pH 6,8.
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Poté byl ptipraven vzorkovy pufr tak, ze bylo 100 pl 2-merkaptoethanolu ptidano
k 900 pl 4% koncentrovaného vzorkového pufru Laemmli (62,5 mM Tris-HCI pH 6,8, 10%
glycerol, 1% SDS, 0,005% bromfenolova modf). Takto ptipraveny vzorkovy pufr byl
v poméru 1:3 (vzorkovy pufr:vzorek) smisen se vzorkem rozpusténym v 0,5M Tris-HCI
pH 6,8. Vzorky byly poté 3 min sonikovany, 5 min centrifugovany na stolni centrifuze pti
6000xg, 5 min povatfeny (95 °C) a nakonec opét za stejnych podminek centrifugovany.

Nasledné byl podle Tab. 7 pripraven 15% separacni a 5% zaosttovaci gel.

Tab. 7: SloZeni roztokii pii pFipravé 15% separacniho a 5% zaostiovaciho gelu pro SDS-PAGE.

V [ml]
Slozka smési 15% separacni gel 5% zaostrovaci gel
(5 ml) (2 ml)
H>O 1,1 1,4
30% akrylamid mix 2,5 0,33
1,5M Tris pH 8,8 1,3 -
1,0M Tris pH 6,8 — 0,25
10% SDS 0,05 0,02
10% APS 0,05 0,02
TEMED 0,002 0,002

Ptipraveny gel byl umistén do elektroforetické aparatury s TGS (Tris-Glycin-SDS)
elektrodovym pufrem. Na deseti jamkovy gel bylo davkovano 20 pl vzorku a 10 pl
proteinového standardu molekulovych hmotnosti (Precision Plus Unstained, Bio-Rad) a na
patnacti jamkovy gel bylo davkovéano 12 pul vzorku a 5 pl proteinového standardu
molekulovych hmotnosti. Nakonec byla elektroforetické aparatura ptfipojena ke zdroji napéti.
Nez bromfenolovd modi doputovala k rozhrani zaostfovaciho a separacniho gelu, bylo
nastaveno napéti na 120 V a poté bylo vySeno na 160 V (na jeden gel). Elektroforéza byla
zastavena ve chvili, kdy bromfenolova modt doputovala ke spodnimu okraji skel. Gel byl po
vyjmuti ze skel do dobu 5 min barven pomoci barvictho roztoku
Coomasie Brilliant Blue R-250. Poté byl gel promyvan v odbarvovacim roztoku do

odbarveni pozadi a nakonec pres noc nechan v 1% kyselin¢ octové. Gely byly vyfoceny
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pomoci fotodokumenta¢niho syst¢ému ChemiDoc MP.

3.2.10 LC-MS/MS — §tépné preference AnPEP proteazy a peptidové mapy
Za ucelem zjisténi Stépnych preferenci AnPEP proteazy byly vybrané vzorky zonline
a offline $tépeni proteinit bCA2 a TOMM34 podrobeny LC-MS/MS analyze. Data byla poté
prohledéna programem MASCOT proti databazi obsahujici sekvenci testovanych proteint.
Analyza anéasledné prohledani byly provedeny RNDr. Petrem Manem, Ph.D.
a RNDr. Zdenkkem Kukackou, Ph.D. Pro ptehledné zobrazeni sekvencniho pokryti
a redundance vzniklych peptidd byl pouzit ndstroj DrawMap dostupny na strankéach

laboratofe (http:/peterslab.org/MSTools/)’®. Po vloZzeni textového souboru sekvence

Stépeného proteinu a textového souboru s hodnotami m/z vzniklych peptidii byla generovana
peptidova mapa. Vysledky byly také zpracovany v programu MS Excel s pomoci makra
vytvofeného RNDr. Alanem Kadkem, Ph.D. pro vypocet statistiky St€peni. Protein
TOMM34 byl kromé proteazy AnPEP Stépen také imobilizovanym pepsinem za ucelem
porovnani charakteru vzniklych peptidl a Stépeni v pozici P1 v blizkosti fosforylovanych

mist na tomto proteinu.

3.2.10.1 Riizné zpisoby prohledani databazemi

Pti zpracovani surovych dat v této praci byl nejprve zvolen méné¢ striktni zptisob prohledani
databazemi; iontové skore (MASCOT skore) veétsi nez 1, zadné maskovaci prohledavani
(tzv. decoy search), chyba pfifazeni mensi nez 3 ppm na prekurzorovém iontu a 0,05 Da na
fragmentovém. Za Ucelem ovéfeni, zda nejsou pozorované $tépné preference AnPEPu
ovlivnény timto uvolnénym ptistupem prohledavani databazemi, byl pfi prohledavani pouzit
alternativni zptisob tzv. scoring metodou. Dle zminéné metody musely mit identifikované
peptidy iontové skore vyssi nez 20 a pii prohleddni v maskovaci databazi bylo tolerovano
meéné nez 1 % faleSné pozitivnich nélezli (tzv. FDR = False Discovery Rate). Poté byly
porovnavany grafy St€épnych preferenci generované pfi striktnéj$im a méné striktnim zptisobu

prohledavani databazemi.
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4 Vysledky
4.1 gtépeni AnPEP proteazou za HDX-MS podminek

Dosud nepublikovana pozorovani z Laboratofe strukturni biologie a bunécéné signalizace
doted” ukazovala, ze je Stépeni AnPEP proteazou =za nizké teploty a pH
(HDX-MS podminky) relativné specifické. Obr. 14 ukazuje, ze AnPEP §tépi za téchto

podminek preferencné za Pro a Ala (pozice P1).

Stépeni v P1 pozici Stépeni v P1' pozici
7.00 2.00

6.00 +

8

5.00
4.00
3.00 +
2.00

1.00
Um.lll lll N B T
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=
&

Normalizovand aktivita
Normalizovana aktivita

0.00
ACDEFGHI KLMNPQRSTVWY ACDEFGHI KLMNPQRSTVWY
Aminokyselina Aminokyselina

Obr. 14: Stépné preference imobilizované AnPEP protedzy za HDX-MS podminek
(nizkd teplota, pH 2,3). Substraty: myoglobin, bCA2, CHIP wt, CHIP S1494, Tomm34 wt
a Tomm34 optiS. Vysledky jsou normalizovany na celkovy pocet aminokyselin v téchto proteinech.

Pro konstrukci grafii Stépnych preferenci byly zahrnuty analyzy provedené na
nekolika proteinech (myoglobin, bCA2, CHIP wt, CHIP S149A, Tomm34 wt a Tomm34
optiS). Myoglobin je zasobarnou kysliku ve svalech”. Bovinni karbonick4 anhydraza
(bCA2) je metaloproteaza katalyzujici vratnou preménu hydrogenuhlicitanovych iontii na
vodu a oxid uhli¢ity®®. CHIP wt je ubikvitin ligaza, ktera se nachazi v lidském téle a je
zahrnuta v procesu ubikvitinace proteinu, konkrétn¢ smeéfuje nespravné sbalené substraty
chaperonti k degradaci®'. CHIP S149A je rekombinantni forma protein CHIP a m4 mutaci na
serinu v pozici 149 za alaninem. TOMM34 wt je zapojen do transportu proteinti do
mitochondrie®>. TOMM34 OptiS je rekombinantni forma TOMM34 a ma mutaci okolo
serinu 160, kde jsou aminokyseliny lysin, arginin a tryptofan nahrazeny dvéma argininy.

V navaznosti na tato pozorovani jsme se rozhodli zjistit, jestli AnPEP kopiruje tyto

Stépné preference i za jinych nez HDX-MS podminek.
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4.2 Knihovna pro mMass
Na zéklad¢ dat poskytnutych RNDr. Petrem Manem, Ph.D. byla uspé$né¢ vytvofena knihovna
peptidi  pro mMass pro wusnadnéni testovani Stépeni AnPEPem  pomoci

MALDI-TOF MS. Obr. 15 ukazuje MS spektrum v programu mMass s pfifazenymi peptidy.
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Obr. 15: MS spektrum v programu mMass (CCA matrice). Online Stépeni proteinu bCA2 AnPEP
protedzou: 5% fedénd kolona, pH 2,3, pritok 20 ul-min~!, 20 °C. Zelené tecky ukazuji prirazené signaly

peptidii odpovidajicich Stépeni za prolinem.

4.3 Obsah tablety Gluten Rid with Tolerase G

Za ucelem zjisténi Cistoty AnPEP i1zolovaného z tablet Gluten Rid with Tolerase G byla
Skolitelem provedena LC - MS/MS analyza tryptického hydrolyzatu. Data byla prohledéana
programem MASCOT proti databdzi NCBI nr a mym ukolem bylo zpracovat list
identifikovanych proteini. Do zpracovani dat byly zahrnuty proteiny, které byly
identifikovany na minimalné 10 peptidi. Vyjimku tvofily proteiny, které byly identifikované
jako ,,protease* nebo ,,peptidase*. Proteiny pak byly rozdéleny do tfid podle jejich funkce

a Obr. 16 (str. 45) ukazuje procentudlni zastoupeni.
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m Enzymy Stépici sacharidy

Membranovy protein

= Protedzy (kromé AnPEP)

m Fosfatdzy

Obr. 16: Pomérné  zastoupeni  proteinit v  tableté
Gluten Rid with Tolerase G, kterd byla pouZita jako zdroj AnPEP
protedzy. Stépeni trypsinem, LC-MS/MS analyza.

Vidime, Ze podstatnou ¢ast zaujimaji jiné proteazy nez AnPEP, jejichz pfitomnost v tableté
muze vyznamné ovlivnit vyslednou aktivitu a $tépné preference AnPEPu.
Proteazy byly klasifikovany pomoci nastroje BLAST

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) a databdzemi MEROPS (https://www.ebi.ac.uk/merops/)

a BRENDA (https://www.brenda-enzymes.org/index.php). Takto bylo také zjistovano,

jakym mechanismem dand protedza $tépi, do jaké tfidy se fadi a jaké ma pH a teplotni
optimum. Tab. 8 (str. 46) ukazuje charakteristiky identifikovanych podtiid proteaz. Stépné

preference reprezentuji obecnou charakteristiku podtiidy.
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Tab. 8: Charakteristiky identifikovanych tiid protedaz. U nekterych protedaz v jednotlivych podtiidach bylo
nalezeno teplotni a pH optimum — zde je uvedeno ramcové rozmezi. Stépné preference jsou charakteristické pro
danou podtridu protedz. Vysvétlivky: *nekteré protedazy v této podtrideé Stepi v Pl pozici za Pro

(tripeptidylpeptidazy), **v nékterych pripadech kyselé aminokyseliny.

Trida proteaz Podtiida pH optimum Teplotni Stépné
proteaz optimum preference
[°C] (aminokyseliny,
P1 pozice)
serinova S10 4-6 45-60 hydrofobni/
bazické
serinova S8/S53 4-5 45-65 hydrofobni*
aspartatova ATA 4-5 40-50 hydrofobni**

Na Tab. 8 bude odkdzano v nasledujicich kapitolach, protoZe ukazuje, ze pii podminkach
zvolenych v experimentech této prace (teplotach 40 a 50 °C a pH 5,0) mohou mit vliv na
aktivitu a Stépné preference AnPEPu kontaminujici protedzy obsazené v tableté

Gluten Rid with Tolerase G.

4.4 Trendy ve Stépeni proteinu bCA?2 imobilizovanou AnPEP
proteazou za ruznych podminek

Pti vyhodnocovani, s jakou ucinnosti AnPEP proteaza za danych podminek S$tépi, byla

soucasn¢ porovnavana MS data s SDS-PAGE gely. Metoda MALDI-TOF-MS byla pouzita

pro analyzu peptida vzniklych po st€peni AnPEP protedzou. Zaroven slouzila jako potvrzeni

LC-MS/MS analyze. SDS-PAGE elektroforéza byla provedena za ucelem vizualizace miry

degradace substratu AnPEP protedzou, ktera se projevuje na gelu jako mizejici pruh proteinu

bCA2.

4.4.1 Vliv kyseliny mraven¢i

Pfi planovani experimentll bylo snahou mit pro pfipravu vzorkli jednotny systém. Pro
experimenty St€peni pfi vy$§im pH byl zvolen jako rozpoustédlo proteinu 20 mM octan

amonny, pH 5,0 a pro experimenty pii niz§im pH 0,1% kyselina mravenci.
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Z MS a SDS - PAGE analyz ale vyplynulo, ze ma fedéni bCA2 do 0,1% kyseliny mravenci
neptiznivy vliv na efektivitu St€peni AnPEP protedzou. Obr. 17 ukazuje, Ze intenzita pruhu
nestépeného bCA2 zlstava témeéf nemeénna. Z toho divodu jiz nebyla kyselina mravenci
v dalSich experimentech pouzita pro rozpusténi proteinu. Pro dalsi experimenty pii kyselém
pH byl pouzivan systém glycin-kyselina mravenci. Na Obr. 17 je mozné také pozorovat trend

mirného zvysSovani efektivity $tépeni pii zvySovani koncentrace protedzy na kolong.

kDa M K 1 2 3 4 5 6

37 .
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Obr. 17: Viiv 0,1% kyseliny mravenci na $tépeni 6uM bCA2 imobilizovanou AnPEP
protedzou. Stépeni bylo provedeno pii 20 °C. Drdha M— proteinovy standard molekulovych
hmotnosti; K — nestépeny bCA2 (29 kDa); 1 — 200x fedénd kolona, pritok 40 ul-min™';
2 — 200 % Fedénd kolona, priitok 20 ul-min~!; 3 —20x fedénd kolona, priitok 40 ul-min~!;
4 — 20x fedénd kolona, priitok 20 ul'min~'; 5§ — 5% fedénd kolona, pritok 40 ul-min™';
6 — 5% fedénd kolona, priitok 20 ul-min~". 15% SDS-PAGE gel. Pozice intaktni bCA2 je na

pravé strané naznacena cernym hrotem Sipky.

4.4.2 Vliv priitoku a denzity proteazy

Daéle byl studovan vliv pratoku a mnozstvi AnPEP protedzy na nosi¢i na $tépeni proteinu
bCA2. Experimenty byly provedeny dle podminek uvedenych v kap. 3.2.5.2. Na
Obr. 18 (str. 48) vidime, Ze je efektivita Stépeni protedzy vyS§i pii niz$Sim pratoku

(20 pl-min') a nejvyssi koncentraci proteazy na kolong (5x fedéna).
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Obr. 18: Viiv pratoku a denzity protedzy na stépeni 6uM bCA?2 imobilizovanou AnPEP
protedzou. Stépeni bylo provedeno pii 20 °C. Driha M — proteinovy standard
molekulovych hmotnosti; K - nestépeny bCA2 (29 kDa); 1 — 200 x Fedénda kolona, priitok

40 ul'min~'; 2— 200% Fedénd kolona, priitok 20 ul-min~'; 3 — 20 x redénd kolona, priitok

1 1

40 pl'min™'; 4 — 20% redéna kolona, pritok 20 ul'min™'; 5 — 5% redena kolona;

6 — 5% Fedénd kolona, priitok 20 ul-min~'. 15% SDS-PAGE gel. Pozice intaktni bCA2 je

na prave strané naznacena cernym hrotem Sipky.

V draze kontroly (nestépeny protein bCA2) pozorujeme pouze pruh pii 29 k Da, jez odpovida
molekulové hmotnosti bCA2. Z postupného snizovani intenzity pruhu bCA2 pii zvySovani
koncentrace protedzy na koloné¢ mizeme vyvodit zvyseni efektivity Stépeni.

Z MS dat na Obr. 19 (str. 49) plyne, Ze rozdilné pritoky (40 a 20 pl-min™") nemaji
vliv na charakter vzniklych peptidl, ale pouze na zménu jejich intenzity. VysSi prutok
(40 pul'min') zplisobi predevsim sniZeni intenzity peptiddl s niz§im pomérem m/z, protoze
Cas, ktery protein stravi na proteazové kolon¢ je nizsi, a v disledku toho vznikaji ve vétsi
mife peptidy o vysSim poméru m/z. U 5x fedéné kolony jiz neni rozdil mezi prutoky pftilis
viditelny. Peptid [1-20] (Ac-SHHWGY GKHNGPEHWHKDEFP.1, m/z 2495,1) ozna¢eny na
Obr. 19 (str. 49) Cernou teckou vznika 1 pfi vys$i koncentraci protedzy na koloné. Ma
acetylovany serin, ktery posouva hodnotu m/z o 42. Je zde $tépena P-E vazba. Tento peptid
se vyskytoval u vSech zbyvajicich experimentii uvedenych nize, ptedevsim u pH 2,3, a bude

dale diskutovan v kap. 5.
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Obr. 19: Viiv pritoku a denzity na $tépeni 6uM bCA2 imobilizovanou AnPEP protedzou. MS spektra
(CCA matrice). Stépeni bylo provedeno pri 20 °C a priitoku 40 ul-min™': A — 200%, B - 20x a C — 5 fedénd
kolona a p#i prittoku 20 ul-min~': D—200%, E—20% a F - 5% fedénd kolona. Trojithelnikem je oznacen peptid
[249-259] p. LKNROVRGFPK. a teckou peptid [1-20] Ac-SHHWGYGKHNGPEHWHKDEFP.i,. Normalizovano

na spektrum s nejvyssi intenzitou.
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4.4.3 Viiv pH

Na zakladé ¢lanku Tsiatsiani et. al*® uvadéjiciho dvojité pH optimum AnPEPu, byl proveden
test Stépeni pii pH 2,3 a pH 5,0. Na Obr. 20 mizeme pii pH 2,3 i 5,0 pozorovat trend
snizovani intenzity pruhu nestépené¢ho bCA2 (kontrola) pfi zvySovani koncentrace proteazy

na kolon¢, ktery naznacuje zlepSeni aktivity protedzy. Zaroven je mozné vidét rozdil

vvvvv
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Obr. 20: Viiv pH na §tépeni 6uM bCA2 imobilizovanou AnPEP protedzou. Stépeni
bylo provedeno pii 20 °C a priitoku 20 ul'min~'. Drdha M — proteinovy standard
molekulovych hmotnosti, K - nestépeny bCA2 (29 kDa); Sstépeni pri pH 2,3:
1-200%, 2 —20%, 3 — 5% Fedéna kolona; stépeni pri pH 5,0: 4 — 200%, 5 — 20,
6 — 5% fedend kolona. 15% SDS-PAGE gel. Pozice intaktni bCA2 je na pravé strané

naznacena cernym hrotem Sipky.

Na MS spektrech na Obr. 21 (str. 51) vidime, ze pti pH 2,3 a 5,0 vznikaji odlisné
peptidy. Pii pH 5,0 vznika vice peptidil s niz§imi hodnotami m/z. Napitiklad pik odpovidajici
peptidu [1-20] (Ac-SHHWGYGKHNGPEHWHKDEFP.i, m/z 2495,1) mé& pii pH 5,0
v porovndni s pH 2,3 ve spektru velmi malou intenzitu. Na druhou stranu peptidy
[1-12] (Ac-SHHWGYGKHNGP.e, m/z 1418,6) a [13-20] (p.EHWHKDEFP.i, m/z 1095,5),
které vzniknou z peptidu [1- 20] St€penim P-E vazby se vyskytuji pouze pii pH 5,0. Tyto
peptidy budou diskutovéany v kap. 5.
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Obr. 21:Vliv pH na §tépeni 6uM bCA?2 imobilizovanou AnPEP protedzou. MS spektra (CCA matrice). Stépeni
bylo provedeno pii 20 °C a pritoku 20 ul-min~!, pH 2,3: A - 200%, B - 20% a C - 5% fedénd kolona, pH 5,0:
D - 200%, E - 20% a F - 5% fedena kolona. Hvézdickou je oznacen peptid [13-20] p. EHWHKDFP.i,
trojuhelnikem peptid [249-259] p. LKNRQVRGFPK., kiizem peptid [1-12] Ac-SHHWGYGKHNGP.e a teckou
peptid [1-20] Ac-SHHWGYGKHNGPEHWHKDEFP.i. Normalizovano na spektrum s nejvyssi intenzitou.
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4.4.4 Vliv teploty pri pH 2,3

Pro kompletn&jsi charakterizaci chovani AnPEP protedzy piti pH 2,3 byly provedeny
experimenty s touto imobilizovanou protedzou vyhtivanou pfi teplotach 20, 30, 40 a 50 °C.
Pti teploté nad 50 °C jiz aktivita, na zdkladé pfedem provedenych orienta¢nich experimentu,
klesala. Na Obr. 22 vidime, ze pruh nestépeného bCA2 postupné mizi se zvySujici se
teplotou a koncentraci protedzy na kolon¢. Z tohoto vysledku mtizeme usoudit, Ze je aktivita
AnPEP protedzy pii pH 2,3 arozsahu teplot 20-50 °C nejvyssi pii 50 °C a pfi pouziti

5x fedéné kolony.

kDa M K
37 |

25
20

15

10 -
Obr. 22: Vliv teploty na $tépeni 6uM bCA2 imobilizovanou AnPEP protedzou pii pH 2,3.
Stépeni bylo provedeno pri prutoku 20 ulmin!.
Drdaha M — proteinovy standard molekulovych hmotnosti, K — nestépeny bCA2 (29 kDa),
Stépeni na 200 redené koloné: 1 —20 °C, 2—30 °C, 3 —40 °C, 4 — 50 °C; stépeni na 20%
redéné  kolomé: 5 - 20 °C, 6 - 30 °C, 7 — 40 °C,
8§ — 50 °C; Stépeni  na 5% redené  kolone: 9 - 20 °C,
10— 30 °C, 11 — 40 °C, 12 - 50 °C. 15% SDS-PAGE gel. Pozice intaktni bCA2 je na pravé

strané naznacena cernym hrotem Sipky.

Na MS spektru na Obr. 23 (str.53) u 200x fedéné kolony vidime, Ze se zvySuje
intenzita vznikajicich peptidl se zvySujici se teplotou. U 20x fedéné kolony naopak vidime
pii zvySujici se teploté postupné snizovani intenzity vznikajicich peptidi dané tim, Zze pti
tomto fedéni jiz vznikaji tak kratké peptidy, Ze uZz neni mozné je efektivné identifikovat

pomoci MALDI-TOF MS.
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U 5% fedéné kolony pozorujeme, ze oproti 200% a 20x fedéné koloné AnPEP protedza stépila
bCA2 na peptidy o podstatné nizsi nez detekovatelné hmotnosti, tudiz intenzita vétSiny

peptidi ve spektru se zvysujici se teplotou klesa.
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Obr. 23: Vliv teploty na $tépeni 6uM bCA2 imobilizovanou AnPEP protedzou pii pH 2,3. MS spektra
(CCA matrice). Stépeni bylo provedeno p¥i priitoku 20 ul-min~'. stépeni na 200x fedéné koloné: A — 20 °C ,
B —30°C, C—40 °C, D - 50 °C; §tépeni na 20% fedéné kolone: E — 20 °C, F - 30 °C, G - 40 °C, H— 50 °C;
Stepeni na 5x redené koloné: I — 20 °C, J — 30 °C, K — 40 °C, L — 50 °C. . Trojuhelnikem je oznacen peptid
[249-259] p. LKNRQVRGFPK. a teckou peptid [1-20] Ac-SHHWGYGKHNGPEHWHKDEFP.i. Normalizoviano

na spektrum s nejvyssi intenzitou.

4.4.5 Vliv teploty pri pH 5,0
Pro kompletngj$i charakterizaci chovani AnPEP proteazy pii pH 5,0 a porovnani s pH 2,3

byly provedeny experimenty s touto imobilizovanou protedzou vyhfivanou na

teploty 20, 30, 40 a 50 °C.
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Na Obr. 24 vidime, ze pruh nestépeného bCA2 postupné mizi se zvysujici se teplotou

a koncentraci proteazy na nosici.

kba M K 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
37 :
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Obr. 24: Vliv teploty na §tépeni 6uM bCA2 imobilizovanou AnPEP protedzou p¥i pH 5,0. Stépeni
bylo provedeno za priitoku 20 ul-min~!. Drdha M — proteinovy standard molekulovych hmotnosti,
K — nestépeny bCA2 (29 kDa); stépeni na 200 fedeéné koloné: 1 — 20 °C, 2 — 30 °C, 3 — 40 °C,
4 — 50 °C; Stépeni na 20% vedené koloné: 5 — 20 °C, 6 — 30 °C, 7 — 40 °C, 8 — 50 °C;
Stépeni na 5% redené koloné: 9 — 20 °C, 10 — 30 °C, 11 — 40 °C, 12 — 50 °C. 15% SDS-PAGE gel.

Pozice intaktni bCA2 je na pravé strané naznacena cernym hrotem Sipky.

Na MS spektrech na Obr. 25 (str. 55) vidime, Ze u 200x fedéné kolony nejsou az do
50 °C identifikovany témeét zadné peptidy, az pii 50 °C se intenzita peptida zvysi. U 20x
fedéné kolony se mezi 20 a 30 °C zvysi intenzita peptida. Mezi 30 a 40 °C se vyrazn¢ snizuje
intenzita peptidi o vyssi hodnoté m/z. U 5% fedéné kolony je pti 50 °C vidét intenzivni pik
peptidu [154-158], m/z 558,3, slozeného pouze z péti aminokyselin. To naznacuje vysoce
efektivni St€peni 4nPEPem za téchto podminek. Pfi porovnani vzniklych peptidi u rizné
fedénych kolon vidime, ze u 5x fedéni (obsahuje nejvice proteazy) vznikaji odlisné peptidy

v porovnani s fedénim 200x a 20%, kde se objevuji témét stejné peptidy.
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Obr. 25: Vliv teploty na §tépeni 6uM bCA2 imobilizovanou AnPEP protedzou pii pH 5,0. MS spektra
(CCA matrice). Stépeni bylo provedeno pri priitoku 20 ul-min~'. §tépeni na 200% Fedéné koloné: A — 20 °C,
B —30 °C, C—40 °C, D - 50 °C; §tépeni na 20% fedené kolone: E — 20 °C, F - 30 °C, G - 40 °C, H— 50 °C;
Stépeni na 5% redéné koloné: I — 20 °C, J — 30 °C, K — 40 °C, L — 50 °C. . Ctvercem je oznacen peptid
[154-158] p.ALOKV.I,  hvezdickou peptid [13-20] p.EHWHKDFP.i, trojuhelnikem  peptid
[249-259] p.LKNRQVRGFPK., krizem peptid [I-12] Ac-SHHWGYGKHNGP.e a teckou peptid
[1-20] Ac-SHHWGYGKHNGPEHWHKDFP.i. Normalizovdno na spektrum s nejvyssi intenzitou.

4.5 Trendy ve Stépeni proteinu bCA2 AnPEP proteazou
v roztoku za ruznych podminek

Vzhledem ktomu, ze je AnPEP protedza navazdna na nosi¢ skrz amin
(N-konec a/nebo funkéni skupina lysinu), miize imobilizace ovlivnit jeji aktivitu. Za ucelem

porovnani Stépeni v roztoku a na kolon¢ bylo provedeno i Stépeni v roztoku (offline).
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4.5.1 Stépeni v p¥i 4 °C

Nejprve bylo provedeno Stépeni proteinu bCA2 AnPEP protedzou v roztoku pii 4 °C. Z MS
spekter na Obr. 26 vidime, ze pifi pH 2,3 a 5,0 vznikaji odlisné peptidy a ze u pH 5,0 ma
koncentrace protedzy vétsi vliv na vzniklé peptidy. Nékteré peptidy jsou charakteristické
pouze pro jedno pH. Pii vyssi koncentraci protedazy v roztoku vznikd pii obou pH vice

peptidt s niz§i molekulovou hmotnosti.
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Obr. 26: Stépeni bCA2 AnPEP protedzou v roztoku. MS spektra (CCA matrice). Stépent bylo provedeno pres
noc pii 4 °C; pH 2,3: A — AnPEP:bCA2, 1:100, B — 1:5; pH 5,0: C - 1:100, D — 1:5. C'tvercemje oznacen
peptid [154-158] p. ALOKV.I, hvezdickou peptid [13-20] p. EHWHKDEFP.i, trojuhelnikem peptid [249-259]
p-LKNRQVRGFPK,  kiizem  peptid [1-12] Ac-SHHWGYGKHNGP.e a teckou  peptid
[1-20] (Ac-SHHWGYGKHNGPEHWHKDFP.i). Normalizovano na spektrum s nejvyssi intenzitou.
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4.5.2 Stépeni pi¥i 40 °C

Z diivodu porovnani riznych teplot Stépeni AnPEP protedzou v roztoku byly provedeny
experimenty jeste pti 40 °C. Z MS dat na Obr. 27 vyplyva, ze oproti 4 °C Obr. 26 (str. 56)
vznika pti 40 °C vice peptidi o niz§i molekulové hmotnosti, coz vypovida o efektivnéjsim

Stépeni AnPEP proteazou.
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Obr. 27: Stépeni bCA2 AnPEP protedzou v roztoku. MS spektra (CCA matrice). Stépent bylo provedeno pres
noc pri 4 °C; pH 2,3: A — AnPEP:bCA2, 1:100, B—1:5; pH 5,0: C—1:100, D— 1:5. Trojuhelnikem je oznacen
peptid [249-259] p.LKNRQVRGFPK, hveézdickou peptid [13-20] p.EHWHKDFP.i, kiizem peptid
[1-12] Ac-SHHWGYGKHNGP.e a teckou peptid [1-20] (Ac-SHHWGYGKHNGPEHWHKDEFP.i).

Normalizovano na spektrum s nejvyssi intenzitou.

57



Pti Stépeni proteinu bCA2 AnPEP proteazou (pomér protedza:substrat - 1:5) pfes noc
pfi40 °CapH 5,0 nebyly, narozdil od ostatnich experimentl, v programu mMass anotovany
zadné peptidy. Pii pohledu na MS spektra na Obr. 27 (str. 57) se zd4, Ze se pii 40 °C vyrazné
projevi zména koncentrace protedzy na vzniklych peptidech. Je zde znatelny rozdil mezi
vznikajicimi peptidy v ramci jednoho pH a rozdilné koncentraci protedzy. Pii zvySeni
koncentrace proteazy se objevuji peptidy, které pii niz§i koncentraci proteazy nejsou
pozorovany. V¢tsi koncentrace AnPEP protedzy vSak znamend i vice kontaminujicich
proteaz. Tab. 8 (str. 46) ukazuje rozmezi optimalni teploty a pH pro jednotlivé tiidy
kontaminujicich proteaz v tableté Gluten Rid with Tolerase G. Z Tab. 8 (str. 46) zjistime, Ze
tato optima se pohybuji v rozmezi 40-60 °C a pH 4-6.

4.6 Riizné pristupy pri prohledavani databazemi

Pti prohleddvani byl krom¢ uvolnéného ptistupu pouzit alternativni zplsob tzv. scoring
metodou, kterd je striktn€jsi (viz kap. 3.2.10.1). Divodem bylo ovéfeni zda nejsou
pozorované §tépné preference AnPEPu ovlivnény primarn€ zvolenym uvolnénym ptistupem.
Po porovnani grafti St€épnych preferenci generovanych pii striktnéjSim a méné striktnim
zpusobu prohledavéani databazemi bylo pozorovano, ze ani striktni zplsob prohledavani
databazemi neovlivni vysledné Stépné preference AnPEPu pii Stépeni proteinu bCA2.

Z tohoto ditvodu jsou v praci uvadény pouze grafy Stépnych preferenci vzniklé na zakladé
4.7 Stépné preference a peptidové mapy AnPEP proteazy

Pomoci metody LC-MS/MS byly analyzovany proteiny bCA2 a TOMM34 po Stépeni AnPEP
proteazou za riiznych podminek. Na zakladé provedenych LC-MS/MS analyz byly vytvoieny
grafy §tépnych preferenci AnPEP proteazy v pozici P1 a P1°.
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Vysledné hodnoty byly normalizovany na poc¢et aminokyselin v analyzovanych proteinech
a byly ziskany pomoci nésledujiciho vzorce™:

(1)

( Y. sekvencey, )
Y. sekvencerora

CSnorm =

kde CS,,,rm je normalizovana specifita $tépeni, P1,, pocet jednotlivych aminokyselin v P1
pozici vzniklych peptidi, Pl;pra; celkovy pocet Stépeni, sekvencey, celkovy pocet
jednotlivych aminokyselin v analyzovaném substratu/substratech, sekvencergrs;, celkovy

pocet aminokyselin v analyzovaném substratu/substratech.

4.7.1 Protein bCA2
Pro LC-MS/MS experimenty byly vybrany vzorky po §té€peni AnPEP proteazou v roztoku pii

4 °C a 40 °C a vzorky po Sté€peni imobilizovanou AnPEP proteazou pii 40 °C na
20x a 5x fedéné koloné&, v obou ptipadech pii pH 2,3 a pH 5,0. LC-MS/MS analyza proteinu
bCA2 po Stépeni AnPEP protedzou ukazala, ze se vysledek Stépeni predevSim za rliznych
teplot lisi. Pfi zpracovani LC-MS/MS smétovala pozornost predev§im k porovnani priimérné
délky vzniklych peptidi, redundance a stépnych preferenci mezi jednotlivymi podminkami.
Z Tab. 9 vyplyva, ze pii St€peni imobilizovanym AnPEPem se zvysi efektivita Stépeni pii
zvysujici se koncentraci proteazy na nosici, kterd se projevi snizenim hodnoty primérné
délky peptidu. Zaroven se ukazuje, ze je hodnota primérné délky peptidu je nizsi pii pH 5,0
nez pii pH 2,3. Ve vSech experimentech v Tab. 9 byla pozorovana redundance Stépeni
AnPEPem.

Tab. 9 : Piehled charakteristik Stépeni imobilizovanou AnPEP protedzou zjisténych 7 LC-MS/MS analyz.
Substrat bCA2.

Redéni kolony pH Teplota [°C] Primérna Sekvenéni
délka peptidu pokryti
5x 2,3 40 13,7 98,07
20x 2,3 40 15,3 99,61
5% 5,0 40 11,5 93,44
20x 5,0 40 12,3 100,00
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Tab. 10 demonstruje vliv teploty a koncentrace protedzy na charakter vzniklych peptidi pii

Stépeni v roztoku.

Tab. 10: Prehled charakteristik stépeni AnPEP protedzou v roztoku zjisténych 7 LC-MS/MS analyz. Substrat
bCA2.

Pomér pH Teplota Prumérna  Sekvenéni Redundance
proteaza:substrat [°C] délka pokryti
peptidu
1:5 2,3 4 14,7 94,21 6,4
1:5 5,0 4 26,7 100,00 9,5
1:5 2,3 40 9,0 73,75 5,6
1:5 5,0 40 18,4 80,69 5,5
1:100 2,3 4 32,0 100,00 10,9
1:100 5,0 4 29,7 46,72 1,5
1:100 2,3 40 16,4 96,53 7,7
1:100 5,0 40 16,8 93,44 4,7

Nejnizsi hodnota primérné délky peptidu naznacujici v ramci provedenych experimenta
nejefektivnéjsi Sté€peni se objevila pii 40 °C u pH 2 a vys§Sim poméru protedza:substrat. Opét
muzeme u témet vSech experimentl z Tab. 10 pozorovat trend zvySovani efektivity Stépeni
pii zvySené koncentraci proteazy v reakéni smesi. U Stépeni pii pH 5,0 a 40 °C se zda, ze
zvySovani koncentrace protedzy jiz dale vyznamné neovlivni pramérnou délku peptidu.
Stejné jako pi1 Stépeni imobilizovanym AnPEPem se pii Stépeni v roztoku objevuji
redundantni peptidy. Vyjimkou je redundance 1,5 (pH 5, 4 °C, pomér
proteaza:substrat — 1:100).

Obr. 28 (str. 61) srovnava Stépné preference imobilizované AnPEP protedzy pii pH 2,3 a 5,0.
Aminokyselinové preference v P1 pozici se z hlediska riznych pH vyznamné nelisi.

V piipadé obou pH vidime, ze sté€peni AnPEP proteazou pii 40 °C neni specifické.

60



A 20x,40 °C, pH 2,3 B 20x%, 40 °C, pH 5,0
250 250

© o]

£ 200 S 2.00

w 1.50 @ 150

Fﬂ E

=

E 1.00 2100 ]

E : 11

5 0.50 5 0.50 | |

: : 1l
0.00 0.00

ACDEFGHI KLMNPOQRSTVWY A CDEFGHI KLMNPOQRSTVWY

Aminokyselina Aminokyselina

Obr. 28: Stépné preference AnPEP protedzy v P1 pozici, pH 2,3 (A) a pH 5,0 (B), 40 °C, 20x fedénd

kolona. Vysledky jsou normalizovany na celkovy pocet aminokyselin v analyzovaném proteinu (bCA2).

Obr. 29 srovnava stépné preference AnPEP proteazy v roztoku z hlediska rtiznych teplot
a koncentraci proteazy piti pH 2,3. Pfi nizsi teploté (4 °C) je Stépeni vice specifické, projevi
se vice preference prolinu v P1 pozici. Zaroven zde mizeme vidét trend zvySovani specifity

pii niz8im poméru proteaza substrat (1:100).
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Obr. 29: Stépné preference AnPEP protedzy v P1 pozici p¥i pH 2,3 za riiznych teplot a koncentraci
protedzy. Stépeni v roztoku, substrat bCA2. 4 °C: A — pomér AnPEP:bCA2 1:100, B — 1:5, 40 °C:
C—1:100 a D — 1:5. Vysledky jsou normalizovany na celkovy pocet aminokyselin v analyzovaném

proteinu (bCA2).
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Obr. 30 srovnava stépné preference AnPEP protedzy v roztoku z hlediska riznych teplot
a koncentraci protedzy pti pH 5,0. Trendy ve sté€pnych preferencich jsou totozné s t€émi u pH

2,3 s tim rozdilem, ze v pripad¢ pH 5,0 nestépi AnPEP za nizké teploty (4 °C) za Glu a Asp.
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Obr. 30: Stépné preference AnPEP protedzy v P1 pozici p¥i pH 5,0 za riiznych teplot a koncentraci protedzy.
Svtépem' v roztoku, Substrat bcA2. 4 °C: A — pomér AnPEP:bCA2 1:100, B— 1:5, 40 °C: C—1:100 a D — 1:5.

Vysledky jsou normalizovany na celkovy pocet aminokyselin v analyzovaném proteinu (bCA2).

Z Obr. 29 (str. 61) a Obr. 30 je ziejmé, ze AnPEP §tépi v pozici P1 za prolinem ve vétsi mife
pii pH 5,0 nez pti pH 2,3.

Priloha P1 (str.77) ukazuje peptidovou mapu bCA2 po Stépeni AnPEP proteazou
v roztoku pii pH 5, poméru protedza: substrat - 1:5 a teploté 4 °C a 40 °C. Je ze vidét, Ze je
charakter peptidl pti riznych teplotach odlisny a Ze pti 40 °C vznikaji kratsi peptidy. Pii
4 °C pozorujeme vé&tsi miru Stépeni za prolinem. U obou teplot vidime redundanci danou
poctem peptidii pokryvajicich dany usek. PFriloha P2 (str. 78) ukazuje peptidovou mapu
bCA2 po $tépeni AnPEP protedzou v roztoku pii pH 2,3 a 5,0, poméru protedza: substrat -
1:5 ateploté 40 °C. Charakter peptida pfi pH 2,3 a pH 5,0 je odli$ny pii pH 2,3 vznikaji kratsi

peptidy. I zde 1ze pozorovat redundanci §tépeni AnPEPem.
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4.7.2 Protein TOMM34 — aplikace AnPEP proteazy pri identifikaci
fosforylovanych mist v proteinu

Nepublikovand pozorovani v Laboratofi strukturni biologie a bunétné signalizace sméfuji
k tomu, Zze pro analyzu fosforylaci je vyhodné mit k dispozici riizné protedzy a pripadné
enzym S$tépici s niz$i mirou redundance. Pfi testovani pepsinu se zjistilo, ze naboj fosfatu
v blizkosti jinak preferovaného mista Stépeni méd negativni vliv na fragmentaci dané
peptidové vazby. Z toho divodu nedochézi ke kvantitativnimu $tépeni blizko fosforylace
a zhorSuje to schopnost urcit miru modifikace proteinu. Pouziti alternativnich proteaz
Stépicich na odliSnych mistech (v dostate€né vzdalenosti od mista fosforylace) by tento
problém vyftesilo. Zaroven, pokud je mira fosforylace nizka a dochazi ke $tépeni s vysokou
redundanci, je informace o fosforylaci rozdélena mezi velky pocet peptidii a miize se dostat
pod limit detekce. Na Obr. 31 jsou peptidy z proteinu TOMM34 po Stépeni pepsinem

a AnPEPem. U pepsinu vidime v porovnani s AnPEPem vyrazné redundantni styl $t€peni.

KYPMAYVDYKTVLOQIDDNVTSAVEGINRMHTRALMDSLGPEWRLIKLPSTIPL
165 118 115 126 125 138 135 148 145 158

T e |

Obr. 31: Peptidy TOMM34 po S$tépeni imobilizovanym pepsinem (modie) a AnPEP

protedazou (Cervené). Pepsin mad pro identifikaci a kvantifikaci fosforylaci nevyhodu

v redundanci Stépen.
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Vliv negativniho néboje fosfatu na stépeni konkrétni peptidové vazby se ukdzal na
jiné ¢asti proteinu, konkrétné kolem mista Ser 281 (Obr. 32). Zde je Phe 282 velmi
preferovanym mistem Stépeni u nefosforylované verze proteinu, ale toto $tépné misto se po
fosforylaci prakticky vytraci a fosforylaci tak neni mozné kvantifikovat. Na druhou stranu
AnPEP ma jind zdsahova mista a $tépi dale od Ser 281.

U
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Obr. 32: Peptidy na C-konci TOMM34 po §tépeni imobilizovanym pepsinem (modie) a AnPEP protedzou
(Cervené). Zelena Sipka ukazuje na fosforylovany S281.

Obr. 33 demonstruje rozdilné stépné preference AnPEP proteazy a pepsinu odvozené
z LC-MS/MS analyz proteinu TOMM34. Vidime, ze pepsin oproti AnPEPu nestépi za

lysinem, prolinem a argininem.
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Obr. 33: Stépeni fosforylovaného proteinu TOMM34 imobilizovanym pepsinem (A) a AnPEP protedzou (B)
v P1 pozici. Vysledky jsou normalizovany na celkovy pocet aminokyselin v analyzovaném proteinu (TOMM34).
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5 Diskuze

Proteiny jsou vyznamnou soucasti vSech zivych organismti a virt. Identifikace
a charakterizace proteinti je proto kli¢ova pro kompletni porozumeéni jejich fungovani. To
umoznuji stale se rozvijejici metody zalozené na hmotnostni spektrometrii. Pro takzvany
bottom-up pfistup je zasadni proteolyticky krok, ktery ovliviiuje tspésnost a relevanci
identifikace a charakterizace proteinu. Konvenéné pouzivané protedzy maji ale své limitace.
Z tohoto ditvodu je snahou najit jejich alternativy, které maji predevSim jiné Stépné
preference a aktivitni profil.

AnPEP proteédza (prolyl endoprotedza z Aspergillus niger), se vyznacuje se Stépenim
za prolinem, v jehoz okoli mnohé proteazy nestépi. Jeji vyhodou je 1 to, Ze je mozné ji ziskat
komer¢né ve velkém mnozstvi (napt. Gluten Rid with Tolerase G, Brewers Clarex). AnPEP
protedza byla jiz otestovana v roztoku za HDX-MS podminek skupinou prof. Hecka*®.

Cilem této prace bylo ovéfit, zda je AnPEP proteaza pouzitelnd pro rtizné oblasti
vyzkumu proteintl jako je vodik/deuteriova vyména, chemické siténi, rychld fotochemicka
oxidace a proteomika. Prace se odvijela od grafu §t€pnych preferenci vytvoreného na zékladé
analyz z Laboratote strukturni biologie a bunécné signalizace (Obr. 14, str. 43), ktery za
HDX-MS podminek (pH 2,3 a nizka teplota) ukazoval pomérné vysokou specifitu St€peni za
prolinem a alaninem. V této praci byly provedeny experimenty Stépeni AnPEP proteazou na
modelovém proteinu bCA2 za riznych podminek a snahou bylo zjistit, jak se pi1 zméné
podminek (teploty, pH, koncentrace proteazy) méni efektivita Stépeni a st€pné preference.
Vzhledem k tomu, ze byl jako zdroj AnPEPu v experimentech pouzit komeréné dodavany
doplné€k stravy Gluten Rid with Tolerase G, bylo také vhodné zjistit, jestli/jaké dalsi proteiny
krom& AnPEPu tento piipravek obsahuje. Po LC-MS/MS analyze obsahu tablety
Gluten Rid with Tolerase G bylo identifikovano nékolik dalSich protedz (Obr. 16, str. 45).
Clanek skupiny prof. Hecka poukazoval na dvé pH optima AnPEPu (Obr. 8, str. 23)*.
Takovy aktivitni profil neni pro protedzy bézny. Vzhledem ke zjisténé piitomnosti
kontaminujicich protedz je pravdépodobné, Ze jsou zodpovédné za dvojité pH optimum

AnPEP preparatu.
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Zaucelem optimalizace podminek S$tépeni 4AnPEPu byla digesce modelového
proteinu sledovana pomoci MALDI-TOF MS a SDS-PAGE. Nejprve byly provadény
experimenty s imobilizovanym AnPEPem. Ukazalo se, ze fedéni proteinu (bCA2) do
kyseliny mraven¢i nema ptiznivy vliv na $tépeni (kap. 4.4.1). Proto byl protein pii dalSich
experimentech fedén do 20mM glycinu pH 2,3 a octanu amonného pH 5,0, u kterych
podobné vlivy nebyly v laboratofi pozorovany. Tim se sice odliSoval roztok pro rozpusténi
a naslednou digesci proteinu za nizsiho pH, ale protoze zde peptidy byly jimany ihned po
pruchodu protedzovou kolonou, nemélo by to mit zdsadni vliv.

Dvojnasobny rozdil pritokdi (20 a 40 pl-min') neovlivnil charakter vzniklych
peptidfi, ménila se pouze jejich intenzita (kap. 4.4.2). Vyssi priitok (40 pl-min™!) piedeviim
negativné€ ovlivnil intenzity peptidil s niZ§im pomérem m/z, protoZe Cas, ktery protein stravi
na koloné je nizsi, a v disledku toho vznikaji ve vétsi mife peptidy o vyS$Sim poméru m/z.
Z tohoto diivodu se ukazal jako vhodngj§i prittok 20 pl-min™' a ten byl poté pouzivan ve
zbyvajicich experimentech.

U vSech experimentii s imobilizovanym AnPEPem byla porovnavéna efektivita
Stépeni pii pouziti riiznych fedéni proteazy na nosici (200x, 20x a 5x). Logicky byl sledovan
trend zvySovani efektivity Stépeni pii zvySovani koncentrace protedzy na koloné. Stejné
logickou zéavislost méla 1 zavislost efektivity St€peni na teploté (v rozmezi 20-40 °C) a to jak
pii pH 2,3, tak pti pH 5,0 (kap. 4.4.4 a 4.4.5).

Pti pH 2,3 vznikaly obecné v porovnani s pH 5,0 odlisné peptidy. Na zéklad¢ peptidii,
které byly ptifazeny pomoci knihovny vytvofené v programu mMass, 1ze predpokladat, ze je
jejich vznik pii riznych pH ovlivnén protonaci aminokyselin okolo Stépené vazby. Napiiklad
peptidy (Ac-SHHWGYGKHNGP.e, m/z 1418,6) a [13-20] (p.EHWHKDFP.i, m/z 1095,5),
které¢ vznikly zpeptidu [1-20] (Ac-SHHWGYGKHNGPEHWHKDFP.i, m/z 2495,1)
Stépenim P-E vazby vznikaly pouze pii pH 5,0 moznym vlivem deprotonace glutamatu
(pKcoou~4).

Pti 20 °C se zdalo, zZe je efektivnéjsi Stépeni pii pH 2,3, ale pfi zvySeni teploty na
40 °C se ukazalo jako efektivnéjsi pH 5,0. Pravdépodobnym diivodem odliSnosti efektivity
Stépeni pro pH 2,3 a pH 5,0 za riiznych teplot miiZze byt ptispévek kontaminujicich protedz,

u kterych bylo dohledéano teplotni optimum v pfiblizném rozmezi 40-60 °C (Tab. 8, str. 46).
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DalSim moznym piispévkem mlize byt zmeéna konformace substratu pti vyssi teploté (40 °C),
kterd zméni jeho pfistupnost protedze.

Stépeni AnPEP proteazou v roztoku pii teplotach 4, 20 a 40 °C bylo efektivngjsi pfi
vys$§i poméru enzym:substrat (1:5) nez pii niz§im (1:100). Na MS spektrech ukazujicich
Stépeni AnPEP proteazou v roztoku byl pfi porovnani pH 2,3 a pH 5,0 viditelny rozdil mezi
vznikajicimi peptidy (kap. 4.5). V1iv op€t miize mit pravdépodobné protonace aminokyseliny
v sousedstvi Stépené vazby, nebo kontaminujici protedzy v tableté
Gluten Rid with Tolerase G. Pii 40 °C, pH 5 a poméru enzym:substrat 1:5 se pomoci
knihovny vytvofené v programu mMass nepodafilo, ani pii velké toleranci na spravnost
méteni (300 ppm), prifadit zadné peptidy (kap. 4.5.2). Moznym divodem miize byt
prevladajici vliv kontaminujicich protedz, jejichz teoretické peptidy nejsou zatazeny
v knithovné.

Za Ucelem ziskani detailné;jSich informaci o St€peni AnPEPem za riznych podminek
byly vybrané vzorky podrobeny LC-MS/MS analyze. V piipad¢ imobilizovaného AnPEPu
byla zvolena 20x a 5% fedéna kolona pii 40 °C a pH 2,3 a 5,0 (kap. 4.7.1). U obou pH tvofil
AnPEP kratsi peptidy Stépenim na 5x fedéné koloné (vice proteazy). Ukazalo se, ze kratsi
peptidy vznikaji také preferencné pii pH 5,0 v porovnani s pH 2,3, coz naznacuje efektivnéjsi
Stépeni za tohoto pH. Pfi¢inou mlze byt opét piispévek kontaminujicich proteaz, u nichz
bylo nalezeno pH optimum v rozmezi 4-6 (Tab. 8, str. 46). Pti teploté¢ 40 °C vykazoval
AnPEP vysokou redundanci Stépeni. Ta u nékterych metod strukturni biologie
a v proteomice, kde neni modifikace proteinu kvantitativni, zplisobi nemoznost identifikace
v disledku snizenych intenzit peptidl, protoze se tato informace o mozné modifikaci proteinu
jeste distribuuje mezi vice peptidi. Z grafu st€pnych preferenci vidime, ze AnPEP pii 40 °C
nemad vyhranénou $t€pnou preferenci pro Zadnou z aminokyselin. Peptidova smés se tak stava
komplexnéjsi. Z vyse uvedeného lze usoudit, ze AnPEP z tablety neni bez dalsi purifikace
vhodny pro metody vyzkumu proteini jako je proteomika, chemické siténi ¢i rychla
fotochemické oxidace.

V ptipadé Stépeni v roztoku byla LC-MS/MS analyza provedena pro vzorky Stépené
ptes noc pii 4, 20 a 40 °C a pomé&rech protedza:substrat 1:100 a 1:5 (kap. 4.7.1). Nejkratsi

peptidy, naznacujici nejefektivnéjsi St€peni, byly pozorovany pii 40 °C, pH 2,3 a vétSim
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mnozstvi protedzy (pomér 1:5). Dlivodem pro vznik delSich peptidt pfi 4 °C je nizsi aktivita
enzymu a potlaceni aktivity i kontaminujicich protedz.

Pfi Stépeni imobilizovanym AnPEPem se ale jako efektivngjs$i ukazalo pH 5,0.
Moznym vysvétlenim muize byt fakt, ze se pfi imobilizaci (mechanismus viz Obr. 5, str. 21)
vytvoii Schiffova baze (amin zenzymu a karbonyl znosi¢e) a blokovani nékterych
aminokyselin miize vést k inaktivaci enzymu, coz ve vysledku zptsobi snizeni aktivity, a to
muze byt disledkem jiné preference z hlediska pH. Vzhledem k tomu, ze AnPEP ma
bazickou aminokyselinu lysin distribuovanu po celé své sekvenci (Obr. 7, str. 22), miize
imobilizace negativné ovliviiovat jeho aktivitu.

Vysoka redundance $tépeni byla pozorovéna i u experimentd v roztoku pii teplotach
4 a 40 °C. Vyjimkou byla nizk4 redundance u vzorku Stépené¢ho pii pH 5, 4 °C a niz§im
pomeru proteaza:substrat. To je pravdépodobné zplisobeno tim, ze byl protein S§t€épen mensim
mnozstvim proteazy a za nizSi teploty, a tak byla menSi Sance, Ze se objevi peptidy
pochézejici z kontaminujicich protedz. Dal§im moznym divodem miize byt snizeni aktivity
AnPEPu pfi nizké teploté, v disledku ¢ehoz vznikd méné prekryvajicich se peptidi. Vliv
muze mit 1 protonace aminokyselin okolo §tépené vazby pii pH 5,0 a nizké teploté, ktera
zpusobi Stépeni téméf vyhradné za prolinem. Zména konformace proteazy a substratu za
téchto podminek muze zplsobit neptistupnost nékterych stépnych mist.

Sté&pné preference se ménily v zavislosti na teploté a koncentraci proteazy v reakéni
smési. Pfi nizsi teploté (4 °C) bylo stépeni oproti 40 °C vice specifické a projevila se
preference prolinu v P1 pozici. Takovéto pozorovani je pravdépodobné zplisobeno tim, ze
kontaminujici protedzy nejsou pii 4 °C tolik aktivni. Zaroven bylo mozné pozorovat trend
zvySovani specifity pii nizSim poméru protedza substrat (1:100). Divodem mitize byt,
vzhledem majoritnimu procentudlnimu zastoupeni AnPEPu v preparatu, mensi piispévek
kontaminujicich protedz.

Stépné preference AnPEPu pii §tépeni v roztoku pii 40 °C byly v rozporu s vysledky
publikovanymi skupinou prof. Hecka (Obr. 9, str. 24)*2, podle kterych tato protedza $tépila
specificky za prolinem na alaninem. Z jejich publikace vSak neni jasné jaké Cistoty AnPEP
byl a zda nebyl preparat z tablety dale purifikovan. Skupina prof. Hecka provedla §tépeni na

bunééném lyzatu, v této praci byl pro testovani pouZit pouze jeden modelovy protein
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o vysoké cistoté. Bylo tak mozné pouzit méné piisnd kritéria pii prohledani databidzemi
a manualn¢ ovéfit pfipadné chybné identifikace. Zavedeni méné piisnych kritérii pii
prohledavani miize ale zpisobit, ze se prifadi nespravné peptidy. Na druhou stranu
proteomici provadi proteolyzu bunécnych lyzatd, pracuji s obrovskym objemem dat a musi
se tak pfi jejich zpracovani spolehnout na statistické pfistupy. Pti prohledavani databazemi
proteintl pouzivaji striktni hrani¢ni hodnoty pro skoére a provadi tzv. maskovaci prohledani.
Iontové skore vypovida o tom, kolik fragmentovych ionti daného peptidu bylo pfifazeno.
Maskovaci prohledani spoc¢iva v tom, Ze jsou peptidy v databazi rizné prohazeny, jsou tak
irelevantni a pfi tomto pfistupu bychom jich méli identifikovat co nejmensi procento. Pti
pouziti takto striktniho pfistupu vsak mize dojit k tomu, Ze se nékteré relevantni peptidy do
vysledku nezatadi. Z porovnani grafii Stépnych preferenci vytvorenych na zakladé
prohledavani databazemi neovlivni vysledné §tépné preference AnPEPu pii Stépeni proteinu
bCA2. 1 pii striktn€j$im zplisobu prohledani se vyskytovaly nespecifity ve Stépeni, coz
potvrzuje vliv kontaminujicich protedz.

Nepublikovana pozorovani v Laboratofi strukturni biologie a bunécné signalizace
sméfovala k tomu, Ze je mirné redundantni $t€peni vyhodné pro identifikaci a kvantifikaci
fosforylaci. Proto byl otestovan AnPEP na fosforylovaném proteinu TOMM34 jako mozna
alternativa pepsinu ve fosfoproteomice (kap. 4.7.2). V porovnani s pepsinem, ktery mél
v nékterych oblastech pfili§ vysokou redundanci, byla redundance peptidii vzniklych po
Stépeni AnPEPem piimétena (Obr. 31, str. 63). Kdyz je redundance piili§ vysokd, informace
o fosforylaci ztraci, protoze je distribuovana mezi vice peptidy. AnPEP se ukézal jako
vyhodny 1 =z hlediska toho, kde v sekvenci proteinu TOMM34 Sstépil. Vzhledem
k negativnimu naboji fosfatu je bézné, ze protedzy v blizkosti fosforylovaného serinu nestépi,
vznikaji opomenutéd mista Stépeni a ptili§ dlouhé peptidy, které se mohou hiife fragmentovat
a identifikovat. Také nelze vici sobé vztahovat nefosforylovanou a fosforylovanou verzi
urcitého peptidu, protoze vznikaji fragmenty odlisSné délky/sekvence. V piipad¢ Stépeni
TOMM34 pepsinem se ukazalo, ze je S281 komplikované identifikovat, protoZe se nachazi
v blizkosti zdsahového mista proteazy (Phe), pfi¢emz negativné ovliviluje miru $t€peni na

tomto misté. Fosforylaci tak neni moZné kvantifikovat.
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Oproti tomu AnPEP, diky jiné specifité St€peni, $tépi dale od S281 a vliv negativniho néboje
fosfatu na Stépeni se tim eliminuje (Obr. 32, str. 64).

Z vyse uvedeného vyplyva, ze v zavislosti na tom, pro jaké oblasti vyzkumu proteint
chceme AnPEP pouzit, volime rizné podminky Sté€peni. AnPEP je na zdklad¢é experimentii
provedenych v roztoku na modelovém proteinu bCA2 vhodny pro HDX-MS pfi teploté 4 °C
a pH 2,3. Tato proteaza je naopak nevhodna pro metody vyzkumu proteint jako je chemické
siténi, rychla fotochemické oxidace ¢i proteomika. Ve specifickych ptipadech zahrnujicich
identifikaci a kvantifikaci fosforylaci je ale AnPEP pro proteomiku vhodny. ZjiStovani
St€épnych preferenci na dvou proteinech (bCA2, TOMM34) samoziejm¢ neposkytuje
kompletni obradzek a pro ziskdni informace o Stépnych preferencich se statisticky
vypovidajici hodnotou by bylo nutné provést analyzu Stépeni na vice proteinech. Na druhou
stranu je 1 z této orientacni analyzy mozné ud¢lat zavér, ze pouziti komeréniho zdroje AnPEP
proteazy (Gluten Rid with Tolerase G) zpiisobuje vzhledem k vyskytu kontaminujicich
proteaz vyraznou miru nespecifického Stépeni. Tyto nespecifity je mozné eliminovat
snizenim teploty Stépeni na 4 °C (pH 2,3), nebo by je bylo mozné odstranit purifikaci

preparatu ¢i rekombinantni expresi AnPEPu.
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6 Zavér

Po provedené LC-MS/MS analyze bylo zjisténo, Ze tableta Gluten Rid with Tolerase G
obsahuje i jiné proteazy nez AnPEP. Poté byla uspé$né¢ vytvorena knihovna pro program
mMass, kterd usnadnila vyhodnocovani MS spekter.

Ze sestrojenych grafii Stépnych preferenci a z peptidovych map vytvorenych na
zakladé¢ LC-MS/MS analyz Stépeni proteinu bca2 a TOMM34 vyplynulo, ze je AnPEP
proteazou pouzitelnou pro HDX-MS v roztoku a v imobilizované formé a pro detailni
analyzu fosforylaci izolovanych proteinti. Na druhou stranu je kvili nespecifickému stylu
Stépeni za vysSich teplot (20-50 °C) méné vhodna pro metody vyzkumu proteinli jako je
chemické siténi, rychla fotochemicka oxidace a proteomika.

Z MALDI-TOF MS analyz a SDS-PAGE elektroforézy provedenych na modelovém
proteinu bCA2 byl zjistén trend zvySovani efektivity Sté€peni pii zvySujici se teploté
a koncentraci proteazy a pti snizujicim se pritoku. Po imobilizaci bylo efektivnéjsi Stépeni
pii pH 5,0 a pii Stépeni v roztoku bylo efektivnéjsi pH 2,3.

Z LC-MS/MS analyz po Stépeni proteinu TOMM34 AnPEP proteazou je ziejme, Ze

rrrrrr
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Prilohy

SHHWGYGKHNGPEHWHKDFPIANGEROQSPVYDIDTKAVVOQDPALKPLALVYGEATS
1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

RRMVNNGHSFMNVEYDDSQDKAVLKDGPLTGTYRLVQFHFHWGSSDDQGSEHTVDR
60 65 70 75 80 B85 90 95 100 105 110

KKYAAELHLVHWNTKYGDFGTAAQQPDGLAVVGVFLKVGDAMNPALQKYLDALDSTI
115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165

KTKGKSTDFPNFDPGSLLPNVLDYWTYPGSLTTPPLLESVTWIVLKEPISVSSOQAQ
170 175 180 185 190 195 200 205 210 215 22|

7t 0! 0

MLKFRTLNFNAEGEPELLMLANWRPAQPLEKNROQVRGFTPRK
225 230 235 240 245 250 255 259

pH5-BC-5x: 259 of 259 - 1860%

H5-40C -5x: 209 of 259 ~ B1%
'otal: 259 of 259 - 100%

Piiloha 1: Peptidy bCA2 vzniklé Stépenim AnPEP protedzy v rogtoku pii pH 5, poméru

proteaza: substrdt - 1:5 a teploté 4 °C (modie) a 40 °C (Cervené).



SHHNGVGKHHGFEHEHKDFFIANEERQSPVD[DTKAVVDDPALKPLAL\PVGEATS

e —

RRMVNNGHSFNVEYDDSQDKAVLKDGPLTGTYRLVQFHFHWGSSDDQGSEHTUVDR
60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110

KKYA»\ELHLVHHNTKVGDFGTlﬂDgPDGLAVUGVFLKVGDﬂNPALGKVLDﬂLDSI
115 120 125 130 135 140 145 150 155 165
e

K]KGKSTDFPNFDPG5LLPNVLD‘FHT‘FFGSLTTI’PLLESVTHI\ILKEI’]SVSSU%
170 175 180 85 195 200 205 210 215 220

L e

MLKFRTLMNFMNAEGEPELLMLANWRPAQPLEKMNROQVRGEFTPK
225 230 235 240 245 250 255 259
——

=

nHZ 4D€ 5: 181 of 259 - 74%
200 of 259 ~ B1%
nnl 247 of 259 - 95%

Piiloha 2: Peptidy bCA2 vzniklé stépenim AnPEP protedzy v roztoku pii pH 2,3

(modie) a pH 5,0 (Cervené), poméru protedaza: substrdt - 1:5 a teploté 40 °C.
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