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1. Uvod

Biologicka aktivita proteinti je pfevazné podminéna
jejich terciarni a kvartérni strukturou. Ve své nativni formé
se mnoho proteini navic nachazi v riznych oligomernich
stavech nebo tvoii proteinové komplexy. Tyto komplexy
se mohou skladat nejen z n€kolika malo proteintl, ale celd
fada esencialnich komplext (napfiklad ribosom) se sklada
z desitek az stovek proteinovych jednotek. Charakterizace
jak vyssi struktury jednotlivych proteinti, tak i slozeni
a struktury proteinovych komplexi, je kriticka pro porozu-
méni mechanismim procesti v burikach a zivych organis-
mech. Klasickymi metodami pro strukturné biologické
studie jsou rentgenova difrakce a nuklearni magneticka
rezonance (NMR). Obé tyto metody poskytuji strukturni
informace s vysokym rozliSenim. Obé metody vSak zaro-
venl maji fadu omezeni, ktera z velké ¢asti prameni ze za-
kladni vlastnosti vyssi struktury proteintl, kterou je flexibi-
lita proteinové patete umoznujici dynamické zmény kon-
formace. Podle termodynamické hypotézy navrzené An-
finsenem predstavuje nativni struktura uspofadani proteinu
a rozpoustédla (vodného prostiedi obklopujiciho protein
v piirozeném stavu) s nejnizsi volnou energii'. Tato struk-
tura je ale ¢asto oddélena od energeticky nejblizsich alter-
nativnich struktur pouze nizkymi bariérami, a tak je struk-
tura proteinu v nativnim stavu vétSinou velmi dynamicka a
je dana spiSe sbirkou celé fady struktur nez jednou piesné
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uréenou strukturou. Tento dynamicky charakter proteino-
vych struktur pfedstavuje podstatnou piekézku pro urceni
struktury pomoci rentgenové krystalografie nebo NMR,
nebot’ v prvnim piipadé je nutné protein ¢i komplex pro
analyzu zkrystalizovat a v druhém ptipadé zabranuje zme-
feni signalu z flexibilnich ¢asti proteinu. V prvnim piipadé
je tak zméfend struktura tou nejstabilnéjsi za podminek
krystalizace, v druhém ptipad¢ pak je vyslednd struktura
»primérem® struktur, které protein zaujme za dobu meéte-
ni, ktera se pohybuje v fadu minut. Navic jsou moznosti
NMR znacn€ omezené velikosti studovaného proteinu.

Od zavedeni mekkych ioniza¢nich metod, predev§im
elektrosprejové ionizace, hmotnostni spektrometrie (MS)
prispivala k charakterizaci proteinii predevsim schopnosti
identifikovat proteiny a urcit jejich molekulovou hmotnost
s presnosti daleko pfesahujici ostatni metody. Téchto
schopnosti hmotnostni spektrometrie se ve stale vetsi miie
vyuziva i pii strukturné-biologickych studiich. Hmotnost-
n¢ spektrometrické metody pro strukturni biologii nepo-
skytuji kompletni strukturni informaci jako rentgenova
difrakce. Také jejich strukturni rozliSovaci schopnost je
nizk4 ve srovnani s rentgenovou difrakci a NMR (desitky
A oproti jednotkdm A u rentgenové a NMR spektrosko-
pie). Informace ziskané z MS analyzy jsou tak pouzivany
pfedevSim v kombinaci s komplementarnimi strukturnimi
daty ziskanymi jinymi technikami a jako vstupni restrik¢ni
kritéria pro molekularni modelovani struktury proteini®”.
MS metody maji vSak i fadu vyhod — kromé¢ identifikac-
nich schopnosti se k nim fadi citlivost, v podstaté neome-
zend velikost studovaného proteinu ¢i proteinového kom-
plexu, pfesnost méteni a pouzitelnost pro feSeni Siroké
fady proteinovych systémt od izolovanych proteind
a komplext az po komplexni smési, jako jsou celé bunky
nebo plazma.

Mezi MS metody pouzivané pro strukturni biologii se
fadi: chemické zesiténi (chemical cross-linking MS,
CX-MS, nékdy také XL-MS), MS s vyménou deuteria
(hydrogen-deuterium exchange MS, HDX-MS), nativni
hmotnosti spektrometrie proteinovych komplexti a hmot-
nostni spektrometrie s pouzitim protilatek (affinity-
purification-capture MS, AP-MS)*. Protoze je kazdd
z téchto metod zalozena na velmi odlisnych principech,
poskytuji specifickou informaci o struktuie. Metody nativ-
ni MS a AP-MS jsou pfedevsim pouzivany k urceni identi-
ty proteinti ¢i podjednotek proteinovych komplext, meto-
da CX-MS poskytuje informaci o prostorovém uspotadani
proteinu nebo vzajemné orientaci podjednotek proteino-
vych komplexi. Metoda HDX-MS miize poskytnout infor-
maci o strukturni flexibilité celého proteinu, i jeho jednot-
livych casti. Mtze také slouzit k charakterizaci proteino-
vych komplexi. Kromé zminénych metod byly popsany
i  metody kombinujici hmotnostni  spektrometrii
s chemickymi metodami zalozenymi na modifikaci po-
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vrchu proteinu (tzv. reaktivni otisk), napiiklad oxidaci
(oxidativni otisk) nebo modifikaci povrchu proteinu €ini-
dlem s reaktivitou specifickou pro vybrané skupiny po-
strannich fetézcli aminokyselin. Tyto metody jsou zaloze-
né na predpokladu, ze s danym cinidlem reaguji pouze
funk¢ni skupiny proteinu, které jsou na povrchu, a jsou
tedy dostupné pro pouzité ¢inidlo, zatimco skupiny, které
jsou v dusledku vyssi struktury proteinu ¢i komplexu
uvnitié struktury, jsou stericky branéné a nereaguji>®. Po-
dobné lze vyuZzit také omezené enzymové degradace za
nativnich podminek.

Protoze uspésnost aplikace hmotnostni spektrometrie
pfi feSeni struktur proteinii a jejich komplexd silné zavisi
na volbé vhodnych metod, jsou ¢asto pouzivany v kombi-
naci. Ve vétSin¢ piipadd jsou informace =ziskané
z hmotnostn¢ spektrometrickych experimenttt komplemen-
tarni s vysledky dalSich technik (NMR, rentgenova difrak-
ce, elektronova mikroskopie atp.) a ve spojeni s nimi pak
prispivaji k feSeni struktury proteintl. Casto jsou také MS
vysledky (napf. informace o interagujicich aminokyselino-
vych zbytcich a jejich pfibliznych vzdalenostech
z chemického zesiténi) vyuzivany pii pocitacovém mole-
kularnim modelovani k vybéru biologicky vyznamnych
vstupnich struktur pro pocitacovou optimalizaci.

2. Metody chemického zesiténi

Metod chemického zesiténi se prevazné pouziva
k urceni interagujicich proteini v proteinovych kom-
plexech, nebo ke strukturni charakterizaci proteinu, pfi
které  chemické  zesiténi  poskytuje informaci
o interagujicich doménach proteinu a sterické restrikce pro
molekularni modelovani. Zakladnim principem metod
zaloZenych na chemickém zesiténi proteind je kovalentni
propojeni funkénich skupin v postrannich fetézcich dvou
aminokyselinovych zbytkl, které jsou si v nativni konfor-
maci proteinu prostorové blizké (avsak od sebe vzdalené
v primarni sekvenci proteinu) nebo nalezi dvéma riiznym
spolu interagujicim proteinim’. Pro identifikaci propoje-
nych (zesiténych) aminokyselin se po reakci se sitovacim
¢inidlem (cross-linkerem) pouziva enzymové degradace
a standardnich metod vyuzivanych v proteomice s jistymi
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upravami, které budou diskutovany pozdéji (obr. 1).

Sitovaci ¢inidla se vyznacuji tim, ze maji dvé reaktiv-
ni skupiny spojené inertnim fetézcem, spojkou (linkerem)
urcujici maximalni vzdalenost aminokyselinovych zbytk,
které dany ,,cross-linker muze spojitg’lo. Pii reakci ,,cross-
linkeru® s proteinem nedochazi pouze k zadoucim reakcim
propojujicim dvé prostorové vzdalené funkéni skupiny
jednoho proteinu ¢i dvou interagujicich proteinti (inter-
nebo intra-proteinové cross-linky mezi dvéma peptidy
nazyvané také zesiténi typu 2), ale i k nékolika nezadou-
cim reakcim’. Sitovaci ¢inidlo mize spojit funkéni skupi-
ny dvou aminokyselin nachazejicich se blizko sebe
v primérni sekvenci proteinu, které se po nasledné enzy-
mové hydrolyze ocitnou v ramci jednoho peptidu. Tim se
vytvoii tzv. cyklické linky nebo zesiténi typu 1. Sitovaci
¢inidlo také muze reagovat s proteinem pouze jednou ze
svych reaktivnich skupin, zatimco k hydrolyze druhé sku-
piny dochazi dfive, nez mlze reagovat s reaktivni skupi-
nou druhého aminokyselinového zbytku. Vysledkem jsou
tzv. mono-linky, také nazyvané zesiténi typu 0. Zesiténi
typu 0 a typu 1 nejsou vétSinou pro studium struktury pro-
teinu uzite¢na (obr. 2).

Jednou z dulezitych charakteristik sitovaciho ¢inidla
je dobra rozpustnost za podminek, v nichz je studovany
protein ¢i komplex v nativni konformaci, nejCastéji tedy
v prostfedi vodného pufru. DalSim predpokladem je vyso-
k& reaktivita sitovaciho cinidla s funkénimi skupinami
proteinu, aby byla upfednostnéna pokud mozno kvantita-
tivni reakce sitovaciho ¢inidla s funkénimi skupinami
aminokyselinovych zbytkd oproti hydrolyze reaktivni sku-
piny sitovaciho ¢inidla. V soucCasné dobé existuje celd
fada sitovacich €inidel, které se daji rozdélit podle nékoli-
ka kritérii. Jednak podle reaktivity (napf. vi¢i aminoskupi-
nam, thiolovym skupinam, karboxylovym skupindm nebo
jejich kombinacim), podle délky spojovaciho fetézce, ra-
ménka, a také podle toho, zda spojovaci raménko obsahuje
dalsi specifické funkéni skupiny (chemicky Stépitelné sku-
piny, isotopické znacky nebo afinitni znacky apod.). Exis-
tuje Siroka Skala sitovacich cinidel, podrobny souhrn je
dostupny v cit.*!!. Nejéast&ji se pouzivaji sitovaci ¢inidla
s dvéma stejnymi reaktivnimi skupinami, tzv. homo-
bifunkéni sitovaci c¢inidla (obr. 3), reagujici s amino-
skupinami postranniho fetézce lysinu, jednak z davodu

o S Enzymova I
Zesiténi hydrolyza "'-——'~/
> — —_ —>»  LC-MS analyza
- —— —_—

Protein nebo smés proteint Zesiténé proteiny

Smés nezesiténych
a zesiténych peptidu

Obr. 1. Schématické shrnuti méfeni chemického zesiténi proteinti s hmotnostné spektrometrickou analyzou (LC-MS, kapalinova

chromatografie s hmotnostni spektrometrii)
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X - funkéni skupina
v postrannim fetézci
aminokyselinového zbytku

Protein A Protein B
(Lk) Sitovaci inidlo
R ~ R R1,R; - reaktivni skupiny
1 2 Lk - spojovaci raménko (linker)
Lk
(Lk) (LK) — OH
X
X (k) X
X X

Zesiténi typu 2
(inter-molekularni)

@/x
=

Zesiténi typu 1
(cyklické)

Zesiténi typu 0
(mono-zesiténi)

Obr. 2. Schématické znazornéni produkti chemického zesiténi proteini

frekvence vyskytu této aminokyseliny v proteinech
(v priméru 6 %) a také pro jejich vysokou reaktivitu
a specificitu. Je mozna i reakce s N-koncovou aminoskupi-
nou proteinu, avSak tato skupina je casto modifikovana
a také jeji pK, je mnohem nizs8i nez pK, lysinové amino-
skupiny. Reaktivni skupiny v téchto sitovacich ¢inidlech
jsou prevazné estery N-hydroxysukcinimidu nebo sul-
fosukcinimidu, coz jsou tzv. aktivni estery, které velmi
ochotné reaguji s aminoskupinou, ale jsou také snadno
hydrolyzovatelné, a to s rychlosti, ktera je fadové srovna-
telnd s rychlosti reakce s aminoskupinami. Pfestoze je diky
této vlastnosti obtizné s t€mito sitovacimi Cinidly doséh-
nout vysokych vytézkl zesiténi, disukcinimidsuberat
(DSS, raménko obsahujici Sest uhlikovych atom mezi
reaktivnimi skupinami) a disukcinimidglutarat (DSG, ra-
ménko obsahujici tfi uhlikové atomy) a predevsim jejich
sulfo-analogy (napt. sulfo-analog DSS, bis(sulfosukcin-
imidsuberat), BS3) se zvysenou rozpustnosti ve vodé, jsou
nejrozsifendjsi sitovaci Cinidla (obr. 4A). Alternativou
k lysinovym sitovacim ¢inidlim jsou sitovaci ¢inidla na
bazi maleinimidu, které reaguji s thiolovymi skupinami
cysteinu. AvSak relativné nizky vyskyt cysteinu
v proteinech (kolem 2 %) vyrazné limituje vyuzitelnost
téchto sitovacich ¢inidel. DalSimi reaktivnimi skupinami
v proteinech jsou karboxylové skupiny kyselin glutamové
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a asparagové nebo guanidylova skupina argininu, ale ¢ini-
dla pro tyto skupiny postradaji specificitu nebo jejich reak-
ce poskytuji nehomogenni & nestabilni produkty®. Vyjim-
ku tvofi dihydrazidova cinidla, které je mozno pouzit
k zesiténi dvou karboxylovych skupin po jejich aktivaci
karbodiimidy (napt. EDC, 1-ethyl-3-(3-dimethylamino-
propyl)-karbodiimid)'2. Vhodna volba dihydrazidového
¢inidla pak umoziiuje tvorbu zesiténi s riznou délkou'.

Kromé& homo-bifunkénich sitovacich ¢inidel byly
vyvinuty i sitovaci Cinidla s dvéma riznymi reaktivnimi
skupinami (napf. jednou reagujici s aminoskupinou lysinu
a druhou reagujici s thiolovou skupinou cysteinu) (obr. 3).
Existuji i sitovaci ¢inidla s fotoaktivovanymi reakénimi
skupinami (obr. 4B)>'°. Tyto sitovaci &inidla poskytuji
vétsSinou komplikované smési produktli, protoZze mohou
propojit velkou fadu aminokyselinovych zbytki jak intra-
molekularné, tak intermolekularné a predstavuji tak slozity
problém pro identifikaci a analyzu dat. DalSim specific-
kym druhem sitovaciho ¢inidla je formaldehyd, ktery,
prestoze ma jen aldehydovou skupinu, je schopen zesiténi
proteinti. Tato reakce probiha pies tvorbu Schiffovy baze
na postrannim fetézci lysinu, kterd nasledné reaguje
s nukleofilnimi skupinami, napf. postrannim fetézcem
tryptofanu®'.
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Reaktivni skupina 1
Spojovaci raménko

Referat

Reaktivni skupina 2

| Homo-bifunkéni sitovaci ¢inidla

O Hetero-bifunkéni sitovaci ¢inidla
O

VicefunkEni sitovaci Cinidla
napf. s afinitni skupinou

Afinitni skupina (napf. biotin)

T~

=0

Sitovaci ¢inidla s afinitni skupinou
Stépitelné v MS2

Stépitelna skupina v raménku

Obr. 3. Obecné znazornéni hlavnich typi sit’ovacich ¢inidelpouzivanych k chemickému zesiténi proteini

Specifickou skupinou sitovacich cinidel jsou tzv.
sitovaci ¢inidla s ,,nulovou délkou*, mezi které patii kar-
bodiimidy (napf. jiz zmifiované EDC) (obr. 4C)". Tyto
,»Cross-linkery® se u€astni pouze zahajeni tvorby zesiténi,
protoze tvoii aktivni estery s karboxylovymi funkénimi
skupinami kyseliny asparagové a glutamové, které nasled-
né reaguji s proximdlnimi aminoskupinami lysinovych
postrannich fetézcl a vytvori tak piimou amidovou vazbu
s ,,nulovou vzdalenosti“ mezi spojenymi aminokyselinovy-
mi zbytky. ProtoZe reakce vyzaduje, aby dané funkéni
skupiny byly v tésné blizkosti, jsou tyto ,,cross-linkery* ide-
alni pro studium struktury jednotlivych proteini nebo pro
studium blizkych interakei v proteinovych komplexech.

Kromé vyuziti sitovacich ¢inidel in vitro, je mozné
zesiténi proteint provadét i in vivo, v zivych systémech,
predevsim buikach. Pouzivaji se jednak néktera sitovaci
¢inidla popsané vyie', ale byly pouzity i specifické strate-
gie vyuzivajici pfirozenych biosyntetickych procesti bunék
a specifickych sekvenénich motivl, napt. tetra-Cys
(selektivné reaguje s diarzenovymi Cinidly) nebo azidy
(reaguji s fosfiny ¢i mohou podstoupit ,,click® reakci, pfi
které je jako katalyzator pouzita méd’). Dale je mozné
provadét zesiténi cilené na specifickd mista v sekvenci
proteinu zavedenim foto-aktivniho aminokyselinového
analogu s aziridinovou funkéni skupinou (napf. foto-Met,
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foto-Leu nebo foto-Ile) do sekvence proteinu®. Exprese
proteinu s takovymto aminokyselinovym zbytkem ve stu-
dovanych bunkach pak umoziiuje tvorbu kovalentnich
»cross-linkt“ piimo v Zivych buiikdch po ozafeni
UV svétlem.

Analyza produktl po zesiténi proteinli ma velmi spe-
cifické naroky, predev§im protoze vytézky sitovacich re-
akci jsou velmi nizké (v prevazné vétSiné ptipadd pod
10 %). Ve smési peptidii po enzymové degradaci je tedy
pouze mald c¢ast zadoucich inter-peptidovych (a inter-
proteinovych) ,,cross-linkd®, které jsou prekryté mnoz-
stvim nemodifikovanych peptidl a peptidd s nezadoucimi
,»cross-linky* typu 0 a 1 (viz vySe). Ke zvyseni pravdépo-
dobnosti identifikace zesiténych peptidii je pouzivano né-
kolik strategii. Separace na iontoméni¢ich vyuziva skutec-
nosti, Ze po Sté€peni trypsinem maji zesiténé peptidy vyssi
kladny naboj, protoze obsahuji dva peptidy, a tudiz také
dvé bazické C-koncové aminokyseliny (Lys nebo Arg)
a dvé N-koncové aminoskupiny, a jsou tak pevnéji vazany
na katexu a mohou byt vymyty oddélené od vétSiny ostat-
nich tryptickych peptidu.

Rada metod pak vyuZivad nejrizn&jsich funké&nich
modifikaci spojovaciho raménka mezi reaktivnimi skupi-
nami sitovaciho &inidla’. Prvni druh piedstavuji sitovaci
¢inidla s isotopovou znackou. Tyto sitovaci ¢inidla v sobé
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A Homofunkéni sitovaci ¢inidla s amino-reaktivnimi skupinami
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DSS,X=H,n=5
BS®, X=8SO4H,n=5

DSG,X=H,n=2
BS®G, X=80;H,n=2

skupinu nej¢astéji amino-reaktivni)
N
s
W

N=——=N

Heterofunkéni fotoaktivni sitovaci ¢inidla (R - zbytek nesouci druhou reaktivni

S %o
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maji zabudovanou isotopovou znacku, a to nejcastéji ve
formée Ctyf az osmi atomu deuteria. Pfi pouziti ekvimolarni
smési ,,lehkého* a ,,t€zkého* sitovaciho cinidla jsou zesi-
téné peptidy ve spektru snadno rozeznatelné podle speci-
fické isotopové obalky a je mozné nastavit sbér dat tak,
aby hmotnostni spektrometr pfednostné sbiral tandemova
spektra zesiténych peptidii. Alternativnim zpisobem zave-
deni isotopové znacky je provedeni tryptického Stépeni
v pufru obsahujicim H,'*0. Zesiténé peptidy se pak vyzna-
¢uji posunem o 8 Da ve srovnani s posunem o 4 Da typic-
kym pro tryptické peptidy, které nejsou zesiténé. Limitaci
této metody je mozna zpétnd vymena, kterd ztézuje inter-
pretaci.

Pouziti afinitnich znacek, ¢asté v kvantitativni proteo-
mice, naglo uplatnéni i pro zesiténi proteind’®. Obdobng
jako v pfipad¢ sitovacich Cinidel s isotopovou znackou,
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i zde je afinitni znacka zabudovana do spojovaciho ramén-
ka reaktivnich skupin. Bylo vyvinuto nékolik typt afinit-
nich znacek, které se pouzivaji ve spojeni s fadou druht
sitovacich c¢inidel. Nejcast&ji pouzivanou afinitni znackou
je biotin. S pouzitim afinitnich kolonek s avidinovymi
nebo streptavidinovymi kuli¢kami je mozné dosdhnout
zna¢ného zakoncentrovani zesiténych peptidi v analyzo-
vaném roztoku. Nevyhodou je zna¢ny narist molekulové
hmotnosti sitovaciho ¢inidla s biotinovou afinitni znackou,
a tim 1 moznost sterického branéni pii reakci sitovaciho
¢inidla s proteinem. Alternativou k biotinu jsou sitovaci
¢inidla nesouci azidovou afinitni znacku, kterd umoziuje
specifickou vazbu zesiténych peptidi na kulickach
s cyklooktynem pomoci tzv. ,,click” reakce. Sitovaci €ini-
dla PIR (protein interaction reporters) kombinuji biotino-
vou afinitni znaCku pro izolaci modifikovanych peptidi
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s funk¢ni skupinou, ktera se snadno a specificky Stépi pti
kolizni aktivaci, a poskytuje tak diagnosticky fragmentovy
ion spolu se sekundarnimi fragmentovymi ionty odpovida-
jicimi zesiténym peptidim (obr. 3)'°. Sekvence téchto
peptidit je pak identifikovana z MS? spekter (spekter
z tistupiové hmotnostni spektrometrie), pfi¢emz MS’
méfeni je iniciovano automaticky po detekci diagnostické-
ho iontu sitovaciho &inidla v MS? spektru (spekter
z dvoustupiiové hmotnostni spektrometrie). Sitovaci Cini-
dla obsahujici nitroskupinu pii fragmentaci poskytuji dia-
gnostickou neutrdlni ztritu NO,. PfestoZe vSechny tyto
sitovaci ¢inidla s modifikovanym spojovacim raménkem
mezi reaktivnimi skupinami slibuji vyhody pfi analyze,
jejich podstatnou limitaci je velikost téchto modifikujicich
skupin, a tim i omezeni minimalni vzdalenosti interaguji-
cich domén proteinu ¢i proteinti v komplexu, které je moz-
no zesitit. Omezenim také mutize byt rozpustnost daného
sitovaciho ¢inidla ve vodném prostiedi, kterd je nezbytna
pro zachovani proteind v nativni konformaci.

Uspé&sny pokus vzdy zahrnuje nékolik kroki optimali-
zace podminek zesiténi, aby bylo dosazeno co nejvyssiho
vytézku zesiténych produktd. Kritické parametry zahrnuji
napf. vybér vhodného pufru, v némz musi byt zachovana
nativni struktura studovaného proteinu ¢i proteinového
komplexu, ale zarovei s nim sitovaci ¢inidlo nesmi reago-
vat. Napiiklad pufr Tris je nevhodny pro sitovaci Cinidla
reagujici s aminoskupinou lysinu nebo sitovaci Cinidla
nultého ftadu, které situji karboxylové skupiny
s aminoskupinami lysinu. Dale je sitovaci reakce efektiv-
né&jsi pti vyssich koncentracich proteinu. Ackoli jsou sito-
vaci reakce z praktickych diivodii Casto provadény i pfi
nizsich koncentracich, nejefektivnéji probihaji pti koncen-
tracich proteinu (1 mg ml™" a vysich). Dilezity parametr
je také rozpustnost daného sitovaciho cinidla, ktery musi
byt dodan v koncentraci s dostatenym molarnim ptebyt-
kem (v 2—10néasobném piebytku) k celkové molarni kon-
centraci vSech reaktivnich skupin (pro dané sitovaci ¢ini-
dlo) v proteinu, nikoliv pouze molarni koncentraci protei-
nu. VétSina Cinidel je ve vodnych roztocich malo rozpust-
na a jsou proto pfipravovana v organickych rozpousté-
dlech, nejcastéji DMSO (dimethylsulfoxid). V zavislosti
na studovaném proteinu ¢i velikosti komplexu tak tento
piebytek mize vyzadovat milimolarni koncentrace sitova-
ciho ¢inidla. Dulezitym parametrem je také délka spojova-
ciho raménka mezi reaktivnimi skupinami sitovaciho ¢ini-
dla, ktera urcuje vzdalenost aminokyselin, které mohou byt
zesiténé. 1 relativné kratké spojovaci raménko (napf.
11,4 A pro ¢inidlo DSS) mdize umoZnit spojeni aminoky-
selinovych zbytkii vzdalenych az 30 A (méfeno mezi alfa-
uhliky aminokyselinovych zbytki). Tato vzdalenost je
dana délkou a flexibilitou postrannich fetézcl reagujicich
aminokyselinovych zbytkd. Tak sitovaci ¢inidlo DSS se
Sesti CH, skupinami spojovaciho raménka umoziuje zesi-
téni aminokyselin ve vzdalenosti 7-30 A s priimérnou
vzdalenosti 15 A (cit.!”). 1 kdyZ vyvoj sitovacich ¢inidel
pfinasi stale nové ucinngjsi a specifictejsi Cinidla, je pti
planovani pokusu potfeba mit na paméti, ze v praxi je ex-
perimentalné detegovana pouze mald ¢ast teoreticky moz-
nych zesiténi. Je fada diivodi, pro¢ nejsou nekterd zesiténi
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detegovana: nizky vytézek reakce, nevhodné chromatogra-
fické chovani zesiténého peptidu, jeho nizka ionizace,
nedostateCna fragmentace, kterda neumozni identifikaci
zesiténych peptidii nebo nevhodna délka zesiténého pro-
duktu (jeden ¢i oba peptidy jsou velmi dlouhé nebo velmi
kratké v dusledku rozlozeni Lys a Arg zbytkl v sekvenci
proteinu). Zesiténi aminokyselinovych zbytki neni dano
jen reaktivitou sitovaciho ¢inidla, ale je ovlivnéno
i dostupnosti reagujici skupiny na proteinu, ktera je snize-
na u skupin, které tvofi nekovalentni interakce, napf. vodi-
kové miistky'®.

Hmotnostné-spektrometrickd analyza zesiténych pro-
teinll je typicky provddéna metodami pouzivanymi pro
proteomickou analyzu ,,zdola“. Po enzymovém S§tépeni
zesiténé smési jsou tryptické peptidy analyzovany nejcas-
t&ji po chromatografické separaci v hmotnostnim spektro-
metru s ionizaci elektrosprejem datove zavislym métenim
(data-dependent acquisition, DDA). Interpretace spekter je
pak provadéna pocitacoveé porovnavanim experimentalnich
spekter fragmentil s fragmenty pfedpovézenymi teoreticky
in silico z proteinovych sekvenci uloZzenych v databazi. Na
rozdil od nezesiténych tryptickych peptidéi obsahuji MS?
spektra fragmentové ionty pochazejici z obou zesiténych
peptidi a jejich interpretace je tak mnohem komplikova-
néjsi. I kdyZ teoreticky je mozné identifikaci provadét na
pfistrojich s nizkym rozliSenim, je Z&douci analyzovat
zesiténé peptidy na pristrojich s vysokym rozliSenim, ne-
bot piesné urceni hmotnosti a sekvence peptidii vyznamné
prispiva ke spravné identifikaci. Fragmentace metodami
zachytu elektronu mohou byt vyhodné pouzity pro tuto
analyzu, nebot’ zesiténé peptidy nesou vétSinou vyssi na-
boj nez typické tryptické peptidy. Vlastni identifikace zesi-
ténych peptidi a odpovidajicich proteini predstavuje vel-
mi naroény problém’. Zesiténé peptidy ve smési viech
tryptickych peptidi z enzymové degradace zesiténého
vzorku pfedstavuji jen malou frakci (viz vySe) a identifika-
ce je dale komplikovana obrovskym poctem teoreticky
moznych produktli zesiténi. Pocet moznych kombinaci
peptidovych zesiténych pard je dan vztahem:

()

(n = pocet reaktivnich aminokyselinovych zbytkl, &
pocet reaktivnich skupin sitovaciho cCinidla) a pfiblizné
muze byt odhadnut pro sitovaci ¢inidlo s dvéma reaktivni-
mi skupinami jako n*/2. Naptiklad pro lidsky albumin (609
aminokyselin, 35 Lys zbytkl) je 595 moznych kombinaci
zesiténi a pro lidsky proteom (uvazovany jsou pouze teore-
ticky mozné tryptické peptidy s 0-2 netiplnymi enzymovy-
mi $tépenimi s délkou 5-45 aminokyselinovych zbytku,
ale bez dalsich modifikaci jako napt. oxidace methioninu)
je moznych 7,5-10" zesiténych peptidd. Ve srovnani
s normalni proteomickou analyzou ,,zdola* (analyzou tryp-
tickych peptidi) se komplexita pro lidsky proteom zvysi
priblizné 600 000krat a vypocetni problém pro identifikaci
srovnavanim experimentalnich spekter s teoretickymi
spektry tak presahuje redlné moznosti b&ézné dostupnych
poditaca.

V praxi jsou tak studie zesiténi proteini limitovany na
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relativné jednoduché systémy izolovanych proteinti nebo
proteinovych komplexi, kde je identita jednotlivych kom-
ponent zndmd a problém je zjednoduSen na identifikaci
zesiténych peptidd z téchto proteind, i kdyz byly publiko-
vény i studie vyuzivajici metodu zesiténi v celych organis-
mech (shrnuto v cit.””). Prvnim pfistupem ke zjednoduseni
automatické identifikace je tedy omezeni analyzy na maly
pocet proteind, jejichz struktura je studovana. Dalsi zjed-
noduseni pak pfinaseji interpretacni algoritmy vyvinuté
specificky pro analyzu zesiténych proteinli. Jeden
z ptistupll je zaloZen na pfedpokladu, Ze fragmentace zesi-
ténych peptidi poskytne fragmentové ionty, které odpovi-
daji fragmentovym iontim stejnych peptidl, ve kterych
zesitény aminokyselinovy zbytek nese modifikaci odpovi-
dajici sitovacimu ¢inidlu. Pfi tomto pfistupu je v prvnim
kroku generovana nova databaze linearizovanych sekvenci
vSech permutaci moznych zesiténi. V druhém kroku jsou
pak pouzity standardni databdzové vyhledavace (Mascot,
Sequest, Phenyx, OMSSA)'. Jiny piistup vychazi
z predpokladu, ze zesiténé peptidy mohou byt povazovany
vzdy za jeden peptid s velkou modifikujici funkéni skupi-
nou (ktera zahrnuje sitovaci ¢inidlo a druhy zesitény pep-
tid). Tento postup tak identifikuje dva zesiténé peptidy
individualng ve dvou krocich®®?'. V obou ptipadech je
nutné identifikace kontrolovat a potvrdit manualni inter-
pretaci odpovidajicich spekter. PiestoZe tyto piistupy iden-
tifikaci zesiténych peptidi vyrazné usnadnuji, proces je
diky nutnosti manualni verifikace velmi zdlouhavy. Alter-
nativnim  pfistupem je vyuziti isotopové znacky
v sitovacim &inidle pfi interpretaci’’. P¥i této metods je
intepretace provadéna ve dvou krocich, v prvnim je prove-
dena ptedbézna identifikace peptidii pomoci sekvencnich
znacek (zalozend na tom, ze uz sekvence fragmentovych
iontl odvozena od 5 a vice aminokyselin miize byt charak-
teristicka pro dany peptid). V druhém kroku jsou pak tyto
sekvence zkombinovany a zesiténé peptidy a odpovidajici
proteiny identifikovany. Isotopova znacka identifikuje
zesiténé peptidy v MS spektrech. Srovnani MS? spekter
prekurzorti s lehkou a tézkou znackou umoziluje urcit,
které fragmentové ionty nesou zbytek sitovaciho Cinidla.
Tato informace vyrazné usnadiiuje identifikaci zesiténych
peptidi.. Piestoze vyhledavace (search-engines) pro auto-
matickou interpretaci MS? spekter zesiténych peptidd
a proteinti jsou schopné poskytnout spravnou intepretaci
fady spekter, vysledky obsahuji velké procento nesprav-
nych identifikaci (faleSné pozitivnich). Jednim ze zdroji
téchto chyb jsou situace, ve kterych je jeden peptid identif-
kovan spravng, ale identifikace druhého je nespravna. Toto
Casto nastava v ptipadech, kdy je druhy peptid velmi krat-
ky a spliiuyje kritérium molekulové hmotnosti zesiténého
peptidu. V takovych pfipadech spektra poskytuji jen malo
charakteristickych ~ fragmentii  pro  tento  peptid
a v analyzatorech s omezenym rozsahem v nizké oblasti
hmotnosti (iontové pasti) jsou b, y; ¢i y, fragmenty ztra-
ceny. Metody zesiténi proteint a vyuziti sitovacich ¢inidel
jsou proto stale intenzivn& vyvijeny a vylepsovany™.
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3. Hmotnostni spektrometrie s vyménou
vodiku za deuterium (HDX MS)

Protony ve funkénich skupinach postrannich fetézcii
aminokyselin (-OH, -SH, -NH) a protony na dusiku pfi-
tomném v amidovych vazbach proteinovych fetézcti jsou
labilni a snadno vymeénitelné s protony molekul vody ob-
klopujicich molekuly proteinu. Vymén vodiku za deuteri-
um pii pouziti deuterované vody (D,0) jako rozpoustédla
je tradi¢né vyuzivano ve spojeni s NMR (cit.**). Vzhledem
k tomu, Ze vyména vodiku za deuterium zméni hmotnost
studovaného proteinu, kterou je mozné zméfit pomoci
hmotnostni spektrometrie, je HDX ve spojeni s MS meto-
dou vhodnou pro analyzu dynamiky a struktury proteinti.
Metoda HDX je zaloZena na pfedpokladu, Ze protony
v amidovych vazbéch, které se nachazeji na povrchu pro-
teinu a neucastni se intramolekularnich interakci, jsou
snadno a rychle vymeénitelné. Naproti tomu protony, zapo-
jené do vodikovych vazeb dulezitych pro strukturu protei-
nu, stejné jako protony ukryté uvniti sekundarni ¢i tercial-
ni struktury proteinu nebo proteinového komplexu, vyka-
zuji pomalejsi kinetiku vymeény. Rychlost jejich vymény
odpovida sile interakei daného protonu a rigidité proteino-
vé struktury, ktera proton chrani. Protony vazané na hete-
roatomech ve funkénich skupinach postrannich fetézci
aminokyselinovych zbytkll jsou obecné labilni a podléhaji
rychlé vyméné, a proto je obtizné kinetiku jejich vymény
méfit. Posledni skupinou vyménitelnych protonti jsou pro-
tony vazané na alfa-uhliku aminokyselinovych zbytkt. Ty
vsak vykazuji extrémné pomalou kinetiku vymény, kterou
nelze pomoci hmotnostni spektrometrie méfit. Da se tedy
tici, ze¢ HDX metoda méi dostupnost rozpoustédla
k jednotlivym amidovym protonim. Ve srovnani s NMR
umoziiuje  hmotnostni  spektrometrie  studie HDX
s mnohem Vétsi citlivosti a bez omezeni velikosti proteinu.
Tato metoda tak nachazi casté uplatnéni pii strukturnich
studiich, ale 1 pfi studiich interakci proteinil
s nejruzné€jsimi ligandy (proteiny, peptidy, malymi mole-
kulami, apod.), mapovani epitopli, srovnavani proteini
s jejich mutanty, atd.”> 2’

Vlastni HDX-MS méfeni se provadi ve tfech krocich.
Prvni krok zahrnuje vyménu vodiku a deuteria, kterd se
provadi v n¢kolika ¢asovych intervalech, aby byl zachycen
postupny prib¢h vymén a mohla byt zmétena jejich kineti-
ka. Po iniciaci vymeény je reakce zastavena v danych caso-
vych intervalech a vzorek je pfipraven pro hmotnostné
spektrometrickou analyzu. Ve vétsin¢ pripadu se tak déje
enzymovou degradaci na peptidy, jak bude popsano poz-
d¢ji. Druhy krok zahrnuje hmotnostné spektrometrickou
analyzu a tfeti krok analyzu a interpretaci dat.

Vymeéna vodiku za deuterium je obvykle provadéna
pfidanim pufru osahujicim D,O do roztoku proteinu na
pfesné stanoveny Casovy Usek. Je ale mozné provést inku-
baci v opaéném potadi. V takovém piipad¢ je nejprve pro-
tein plné¢ deuterovan (inkubaci v D,O pufru), t.j. vSechny
dostupné vodiky jsou vyménény za deuterium, a nasledné
je provedena Casove zavisla reverzni vymeéna zpé€t na pro-
tonovanou formu (ptidanim H,O pufru)*’. Kompletni vy-
meéna protontl za deuteria vSak neni snadnd a reverzni vy-
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meéna dale predpoklada, ze se protein navrati do pivodni,
fyziologicky relevantni struktury (pfedpoklad, ktery nemu-
si byt vzdy splnén). V disledku téchto limitaci se reverzni
vymény pouZzivd jen vyjimecne.

HDX meéfeni je mozné provadét dvéma zplsoby —
kontinualni vyménou nebo pulzni vyménou®’?®, P¥i konti-
nualni vyméné je protein v nativnim stavu vystaven D,O
a rozsah vymény je méfen v zavislosti na ¢ase v rozmezi
minut az hodin. Oblasti proteinu, které jsou flexibilngjsi
a které stravi vice Casu v oteviené konformaci, jsou také
pristupnéjsi vymeéné protond za deuteria. Oproti tomu ob-
lasti proteinu, které jsou rigidni, jsou méné néchylné
k vymeéné. Podle rovnice (/) zachycuje méfeni HDX meto-
dou kontinualni vymény spise dynamiku struktury protei-
nu nez vlastni strukturu. Méteni HDX pulzni vyménou
vychazi z denaturovaného proteinu, ktery je rychle preve-
den do nativniho prostiedi, ¢imz je odstartovan proces
nativniho skladani. Nésledn¢ je protein v presné definova-
nych intervalech vystaven kratkému pulzu D,0O (fddove se
jednd o milisekundy). Série méfeni je provedena
v postupné vzrustajicich ¢asovych intervalech od iniciace
skladani proteinu. Reakéni doba s D,O je konstantni
a reakce je ukoncena okyselenim roztoku na pH 2,5, pfi
kterém je rychlost vymény velmi pomala. Zavislosti kine-
tiky H/D vymény, kterd probihad s maximalni rychlosti pfi
pD 8-10, se pouzivd pfi pulznich méfenich také
k urychleni vymény a dosazeni vétsiho rozsahu vymény
v prubéhu milisekundového pulzu, ¢imz se vylepsi pres-
nost kvantifikace vymény. HDX méfena pulzni vyménou
tak umoznuje zachytit ptechodné stavy skladani proteinu
do nativni konformace. Pii téchto konformacnich zménach
jsou nékteré¢ domény proteinu kompletné oteviené, zatim-
co jiné jsou provazané vodikovymi mustky. Pecliva volba
podminek méfeni pak umozni kompletni vyménu amido-
vych protoni otevienych oblasti proteinu a minimalni
vyménu protontl ucastnicich se vodikovych vazeb. Napti-
klad pti provedeni méfeni s pulzem 5 ms pti pD 9 muze
dojit k vyméng vice nez 99 % H' (kupx = ken = 10° s7),
zatimco u chranénych amidovych skupin (faktor chranéni
kiox/ka 10-10°) je za stejnych podminek vyména nizsi
nez 5 %. Takto provedené méfeni snadno umoziuje identi-
fikovat oblasti proteinu, které jsou esencialni pro konfor-
macni zmény jeho struktury.

K spravnému provedeni HDX méfeni je potieba rozu-
mét parametrum, které jsou pro kinetiku vymény diilezité.
Kinetika vymeény je fizena dvéma rychlostnimi konstanta-
mi — chemickou, ktera odpovida vyméné protonu komplet-
né vystaveného rozpoustédlu (kg), a rychlostni (k,, kon-
stanta otevieni), ktera zachycuje kinetiku, se kterou pro-
ton, v nativni konformaci chranény interakcemi a struktu-
rou proteinu (Hchraneny), pfechazi do stavu, ve kterém je
kompletné¢  vystaveny okolnim molekuldam  vody
(Hnem;mény).27 Po vyméné za deuterium se pak protein vraci
do ptvodni konformace (rychlostni konstanta zavteni, k).
Souhrnné je kinetika vymény zachycena rovnici (1)*.

N-H kok, N —H DOk SN =D

chranény nechranény

kde N je dusikovy atom amidové vazby.

nechranény
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Chemické prostiedi kazdého amidového protonu je speci-
fické, dané charakterem sousedicich aminokyselin i inter-
akcemi s ostatnimi ¢astmi proteinu. V diisledku toho ma
kazdy proton specifické konstanty k., k, a k,. Reakce vy-
jadrené rovnici (/) maji dvé limitni situace: (a) ko, >> k,—
k vyméné dochézi pii prvnim ,,otevieni“ struktury a vysta-
veni protonu okolnimu rozpoustédlu a kinetika (EX1) je
fizena rychlosti ,,otevieni® struktury (kypx = k), (b) k, >>
ken (kinetika EX2), pfi které je celkova rychlost dana kom-
binaci rychlosti chemické vymény a rychlosti otevieni
struktury (kupx = koken). Za podminek EX2 protein a pre-
devsim lokalni prostfedi vyménovaného protonu podstoupi
fadu konformacnich zmeén, a to rychleji nez je tento proton
vyménén za deuterium. V nativni konformaci proteinu
jsou pritomné i amidové protony, které jsou volné ptistup-
né rozpoustédlu a rychlost jejich vymeény je tak dana che-
mickou konstantou k.. Tyto protony jsou po iniciaci vy-
mény rychle vyménény a predstavuji prvni rychlou fazi
vymény. Chemickd rychlostni konstanta je siln¢ zavisla na
pH a pD s maximem pfi pH 8-10. Naopak pfi pH 2,5 je
rychlost vymény minimalni*’. Kinetiku HDX je také moz-
no modulovat nastavenim teploty, za které je vyména pro-
vadéna, nebot’ snizeni teploty ma za nasledek zpomaleni
kinetiky vymény.

Hmotnostné spektrometricka analyza pti HDX méfe-
nich je provadéna v zasad¢ dvéma zplisoby — pfimou ana-
Iyzou celého proteinu predstavujici ,,globalni® pfistup ob-
dobny proteomice ,,shora“ (top-down), nebo po enzymové
degradaci, ,,lokalni®, jako pfi proteomice ,,zdola* (bottom-
up)?”*°. Prvni piistup je vhodny pouze pro specifické apli-
kace, napf. studium interakce s ligandem, protoze poskytu-
je pouze globalni informaci o celkové H/D vyméné
v celém proteinu v zavislosti na zméné podminek, a tedy
o termodynamice procesu. Druhy zplsob analyzy naopak
umoznuje studovat H/D vyménu s detailni informaci az na
uroven jednotlivych aminokyselinovych zbytkt z kinetiky
H/D vymény v jednotlivych peptidech zméfené z MS
i MS/MS spekter. Pii obou metodach H/D vymény, konti-
nualni i pulzni*™?, je reakce ukon&ena sniZenim pD na 2,5.
Protoze vSak muze stale dochazet ke zpétné vymeéne, je
nezbytné soucasné snizit teplotu vzorku na 0 °C a analyzo-
vat vzorky co nejrychleji nebo je zamrazit pomoci tekuté-
ho dusiku a uchovavat pii —80 °C. K proteolytickému §té-
peni jsou pak pouzivany enzymy, které jsou aktivni v ob-
lasti pH < 3 a provadi se za teploty blizké 0 °C, aby
k vyméné nedochazelo ani u nové vytvorenych peptidi.
Nejéast&ji se pouziva pepsin nebo dalii vybrané enzymy’',
které navic poskytuji enzymové $tépeni proteinu ve velmi
kratké dobé (v fadu minut). ProtoZe pepsin i dalsi kyselé
proteasy nemaji pfesné definovanou specificitu (na rozdil
tieba od trypsinu), je pted vlastni kvantifikaci H/D vymeé-
ny nezbytné nejprve jednotlivé peptidy jednoznaéné iden-

bk N_D

chranény

)
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tifikovat. Relativni rozsah H/D vymény v zavislosti na
Case se vypocita podle vzorce:

m(t)—m
rozsah deuterace (1) = m@=m

)

Mo = 1My

kde m(?) je stiedni/primérna hodnota hmotnosti peptidu
v Case t, a my a myg jsou hmotnosti odpovidajici peptidu
s nulovou a s kompletni H/D vyménou. Kompletné vymé-
nény vzorek je pripraven napiiklad nékolikanasobnou
dlouhou inkubaci proteinu v D,O pufru za podminek ma-
ximélni vymény (denaturovany protein, neutralni az mirné
zasadité pH, zvysena teplota). Celkova kinetika H/D vy-
meény proteinu s po¢tem amidovych skupin N je slozena
z N individualnich kypx hodnot a jako takovou je ji témét
nemozné rozlozit na jednotlivé prispévky. Pro zjednoduse-
ni je modelovana ze dvou komponent — pfispévku amido-
vych vazeb podléhajicich okamzité (velmi rychlé) vyméné
Ay, a prispévku amidovych protont podléhajicich pomale;j-
$1 vymené, ktera je ve vétSin€ ptipadli modelovana dvéma
¢leny (3):

rozsah H/D vymény (¢) = Ay + 41 (1—exp[—kit]) +

+ A>(1—exp[—kyt]) 3)

kde A4, a A4, jsou frakce celkové populace vyménitelnych
protond, kterym jsou pfipsany prumérné rychlostni kon-
stanty k; a k. Ve vétSin€ ptipadd jsou dva ¢leny dostatecné
k popsani pozorované vymeény. Jen velmi ziidka dochézi
k situacim, kdy je k modelovani tfeba rovnic s vice ¢leny.
Naopak v nékterych ptipadech je kinetiku vymény mozno
popsat pouze jednim ¢lenem.

HDX v kombinaci s enzymovou degradaci pepsinem
a kapalinovou chromatografii s hmotnostni spektrometrii
(LC-MS) poskytuje informaci o dynamice proteinu se
strukturnim rozliSenim, které je limitované délkou peptidu
vzniklého enzymovym S$té€penim. ZvySeného rozliSeni lze
doséhnout pouzitim dvou proteas s odlisnou specificitou.
Strukturniho rozliSeni aZ na tiroven jednotlivych aminoky-
selin je potencialné mozné dosahnout z tandemovych frag-
mentaénich spekter’?. Usp&snost tohoto piistupu je viak
omezena tim, ze pfi fragmentaci klasickymi aktivac¢nimi
metodami (napf. fragmentace kolizni aktivaci) dochazi
k intra-molekularnim pfesmykdm labilnich protont, a tak
ke ztraté polohové specificity H/D vymény. Této randomi-
zaci je mozné predejit pouzitim aktivacnich metod, jako
jsou aktivace zachytem nebo pfenosem elektronu (electron-
capture dissociation, ECD, electron-transfer dissociation,
ETD). Aplikace téchto metod pro HDX je bohuZzel omeze-
na, protoze pepsin, nejpouzivangjsi enzym pro HDX, po-
skytuje predevsim kratké peptidy, které tvoii prevazné
ionty s nizkym nabojem (2+), které nejsou vhodné pro
ECD/ETD fragmentace. Pouziti proteas, které poskytuji
delsi peptidy, mize piekonat tyto limitace.

Studium proteinovych komplexti metodou HDX pii-
nasi dalsi specifické problémy, které je nutno vzit v Givahu.
Predevsim se jednd o stabilitu komplexu (vyjadtenou diso-
ciacni konstantou Ky) a o jeji vliv na kinetiku vymény.
Protoze v zavislosti na K4 komplexu je vzdy v roztoku
pfitomna smés komponent komplexu disociovana a vaza-
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na, je v typickém méfeni zvlast’ studovana kinetika vymeé-
ny jednotlivych komponent komplexu a celého komplexu.
Metody studia proteinovych komplexdi pomoci HDX jsou
v detailu diskutovdny v piehledném clanku Kochert
a spol.®.

4. Nativni hmotnostni spektrometrie

Rada biologickych procesii je zprostiedkovana neko-
valentnimi komplexy proteinii. Metody pro analyzu neko-
valentnich proteinovych komplexli zaloZené na hmotnost-
n¢ spektrometrické analyze poskytuji informaci na nékoli-
ka arovnich®*. Metoda chemického zesiténi poskytuje in-
formaci o slozeni komplexu a ptimych kontaktech intera-
gujicich proteind, zatimco metody HDX davaji informaci
o dynamice komplexu. Nativni hmotnostni spektrometrie
pak umoziiuje pfimé méfeni velikosti komplexu a jeho
stability®*. Zakladnim ptedpokladem nativni MS je schop-
nost pievést proteinovy komplex z roztoku do plynné faze
v neporusené formé. Prvnim pfedpokladem je existence
proteinu v nativni formé v roztoku. Vzhledem ke kompati-
bilité¢ pufru s MS (pozadavek na tékavost pufru) byl casto
pouzivan octan amonny. ProtoZe je ale jeho pK, nizké
(pK.4,75), neni octan amonny jako pufr vhodny za neut-
ralniho pH a jeho pouziti mize vést k artefaktim diky
snizeni pH roztoku a nasledné zmén¢ proteinové struktu-
ry*>. Pievod iontil proteinu do plynné fize je umoznén
v prvni fazi m&€kkymi ioniza¢nimi technikami, pfedev§im
elektrosprejovou ionizaci nasledovanou pievodem ionti
z atmosférického tlaku do vakua. K udrZeni stability je tlak
v druhé fazi diferencniho pumpovani hmotnostniho spek-
trometru vyss$i ve srovnani se standardnimi pfistroji, a to
pro lepsi fokusaci a desolvataci velkych, pomalu leticich
iontll. Analyza nativnich proteinti dale vyZaduje analyzato-
ry s velkym rozsahem m/z umoziujici detekci iontd
s nizkym nabojovym stavem. Pro analyzu jsou tak nejéas-
t&ji pouzivany hybridni analyzatory kombinujici kvadrupo-
lovy analyzator (se snizenou frekvenci umoziujici pra-
chod t&chto iontil) s analyzatorem &asu letu (Q-TOF)** .
Ackoliv hmotnostni spektrometry s iontovou cyklotrono-
vou rezonanci a Fourierovou transformaci (FT-ICR) jsou
také pouzivany predev$im pro moznost tandemové hmot-
nostni spektrometrie, tyto analyzatory maji ve srovnani
s Q-TOF analyzatory omezeny rozsah m/z a také vétsi
narok na mnozstvi vzorku. Na rozdil od analyzy pro cha-
rakterizaci proteinl proteomikou ,,shora®, pfi které je pro-
tein obvykle rozpustén ve vodném roztoku organického
rozpoustédla (nejcastéji acetonitrilu nebo methanolu) oky-
seleném na pH 2-3 kyselinou mraven¢i nebo octovou, jsou
pro nativni hmotnostni spektrometrii proteiny ¢i proteino-
vé komplexy rozpusténé v t¢kavém vodném pufru, nejcas-
t&ji hydrogenuhli¢itanu amonném pii fyziologickém pH.
Typickym rysem spekter nativnich proteinti a komplexu je
pomérné uzka distribuce iontdi odpovidajicich nasobné
nabitym staviim proteinu. Ve srovnani s denaturovanymi
proteiny elektrosprejovanym z kyselého rozpoustédla,
které jsou rozbalené a mohou tak typicky nést fadu proto-
nt a jsou tedy mnohonasobn¢ nabité, proteinové komplexy
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v nativni form¢ jsou kompaktni a nesou tedy mnohem
nizsi naboj. Prikladem mize byt ureasa z H. pylori, ktera
se za denaturujicich podminek vyskytuje jako kombinace
alfa a beta podjednotek nesoucich v priméru 30 a 50 nabo-
ju (M; 26,6 a 61,7 kDa), zatimco za nativnich podminek
existuje jako komplex ctyf alfa a Ctyf beta podjednotek
a ve spektru pak poskytuje sérii iontl s uzkou distribuci
nabitych stavli a primérnym nabojem 80, pfestoze mole-
kulova vaha komplexu (1063 kDa) je skoro 50krat vétsi
neZ molekulova hmotnost jednotlivych podjednotek™.

Prestoze je v soucasné dob¢ jasné, ze v prubchu pie-
nosu iontd nativnich proteini a komplexti z kapalné do
plynné faze mize dojit k ¢astecné zméné€ vyssi struktury
v dasledku ztraty molekul vody stabilizujicich terciarni
a kvartérni strukturu, nativni hmotnostni spektrometrie
v mnoha pfipadech prokazala svoji uzite¢nost pro struktur-
ni biologii. Nativni hmotnostni spektrometrie byla napt.
uspésné pouzita k charakterizaci proteasomu, centralniho
enzymového komplexu degradace proteinti. Celkova mole-
kulova hmotnost komplexu je 2,5 MDa a komplex se skla-
da z katalytického jadra, 20S proteasomu a dvou 19S pro-
teasomu zakryvajicich oba konce jadra. Proteasom je Casto
pouzivan pro validaci technik strukturni biologie. Za pou-
ziti nativni MS byla prokéazana stechiometrie bakterialniho
a kraliciho 20S proteasomu a bylo poprvé zjisténo, ze sav-
¢i proteasom vykazuje vétsi heterogenitu ve srovnani
s bakterialnim proteasomem®’.

Dulezitym nastrojem pfi analyze proteinovych kom-
plexti nativni hmotnostni spektrometrii je tandemova MS.
Pti fragmentaci kolizn¢ indukovanou disociaci (collision-
induced dissociation, CID) je dominantni fragmentaci
iontl proteinovych komplexti odst€peni monomerni pod-
jednotky, které obvykle poskytuje ionty podjednotky
s vysokym nabojem a ,,0klestény* zmenseny komplex se
snizenym nabojem. Ladéni fragmentacni energie pak
umoziuje postupnou fragmentaci a analyzu relativni afini-
ty jednotlivych podjednotek komplexu, a nejen urceni
sloZeni a stechiometrie komplexu, ale i relativni stability
jednotlivych podjednotek. Kromé disociace komplexu pii
CID nativnich komplexi také dochézi k ¢aste¢nému rozba-
leni proteintl, které je zavislé na naboji fragmentovaného
iontu komplexu. V nékterych piipadech mtze byt zvyseni
naboje odstépené podjednotky pii CID doprovazeno frag-
mentaci peptidového fetézce a poskytuje tak i informaci
vhodnou pro identifikaci dané podjednotky*'. Zatimco
CID je charakterizovdna primarné disociaci nekovalent-
nich vazeb a rozkladem komplexu na podjednotky, pfi
disociaci pomoci metod zalozenych na zachytu elektronu
(ECD nebo ETD) dochazi pfedevsim ke Stépeni peptido-
vych vazeb, a tak tato metoda disociace nekovalentnich
nativnich komplexd muze byt vyuzita k sekvenovani
a identifikaci jednotlivych podjednotek. Slibnou pro cha-
rakterizaci nativnich komplext se ukazuje metoda disocia-
ce kolizi s povrchem (surface induced dissociation, SID)*.
ProtoZe ptenos energie pfi kolizi iontu s povrchem probiha
velmi rychle a ziskana vnitini energie se nestaci rovnomer-
né rozlozit do vSech vazeb a stupiiii volnosti iontu, jsou
produktem fragmentace iontd nativnich komplexti na po-
vrchu jak jednotlivé podjednotky, tak i ¢asti komplexu
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slozené z nékolika podjednotek, které si pravdépodobné
zachovavaji slozenou strukturu®. Tandemova hmotnostni
spektrometrie tak umoziuje stanoveni stechiometrie, stabi-
lity a slozeni komplexti.

K analyze proteinovych komplexi je také vyuzivano
technik zaloZenych na mobilité iontll v plynné fazi. Sepa-
race iontl témito technikami je zalozena na koliznim pra-
fezu iontu, a tak nepiimo charakterizuje tvar iontu® .
Tyto techniky tak umoziuji studovat konformaci proteinii
a v kombinaci s vhodnymi zménami pufracnich podminek
i vliv nativniho prostfedi na stabilitu proteinil i komplexti.
Za priklad miZe byt uvedena studie konformacni stability
beta-2-mikroglobulinu (f2m) pomoci iontové mobilitni
MS s pouzitim cestujici napétové viny (travelling voltage
wave MS, TWIMS). V TWIMS spektru B2m spolu se sni-
zovanim pH dochazi k rozsifeni distribuce nasobné nabi-
tych stavii pozorovanych na m/z Skéle z pifevazné binarni
s molekularnimi ionty 7+ a 8+ na Sirokou obalku moleku-
larnich iontd s ndbojem 7+ az 13+. Zaroven dochazi
i k rozdéleni mobility urcitych vySe nabitych stavii na dva
stavy indikujici tvorbu nové konformace iontu®’. Nizsi
mobilita nové vytvofeného stavu je pak indikaci vétsiho
kolizniho prufezu iontu ukazujiciho na otevienou konfor-
maci v disledku denaturace proteinu. Podobné lze pomoci
iontové mobility rozli§it napifiklad rozdilné geometrie
kapsid viru hepatitidy B, pficemz dominantni kompaktni
forma viru je doprovazena mens$i populaci otevienéjsi
formy s vét§im koliznim prufezem a pomalej$i mobili-
tou*®. Specialnim typem iontové mobilitniho analyzatoru
je analyzator elektroforetické mobility v plynné fazi (gas
phase electrophoretic mobility molecular analyzer,
GEMMA), také nazyvany analyzator diferen¢ni iontové
mobility (differential ion mobility analyzer, DMA)***°. Na
rozdil od typického analyzatoru pro iontovou mobilitni
spektrometrii jsou pro analyzu DMA ionty s vysokym
nabojem produkované elektrosprejem nejprve redukovany
na prevazné neutralni a jednou nabité a pak separovany
v DMA na zakladé¢ tfeni v proudu vzduchu za atmosféric-
kého tlaku. Separované ionty jsou detegovany jako jednot-
livé Castice v kondenzacnim pocitaci Castic. Piestoze rozli-
Seni DMA je ve srovnédni s jinymi iontové mobilitnimi
technikami malé¢, ma DMA né&kolik vyznamnych vyhod —
umoziuje analyzu ¢astic v rozsahu od nékolika nm az do
velikosti pm, a tedy od proteinii o hmotnosti 20-30 kDa az
po komplexy s hmotnosti v fddu MDa a byly analyzovany
i celé virové castice. DMA také umoziuje piimé méteni
poctu ¢astic. Mimo jiné byla tato metoda pouzita ke studiu
proteinovych komplexi a virovych Castic, a dale i k pfimému
méfeni koncentrace a velikosti lipoproteinovych ¢astic, HDL
a LDL-komplexti lipidd a proteinti s dulezitou funkci
v homeostaze cholesterolu, a to jako biomarkerti pro dia-
gnostiku kardiovaskularnich nemoci®'*2.

5. Afinitni hmotnostni spektrometrie
Afinitni izolace proteinovych komplexti spojena

s hmotnostni spektrometrii (affinity-purification mass
spektrometry, AP-MS) neni sice pfimou metodou struktur-
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ni analyzy, nicméné je uzitenym predstupném ostatnich
vyse popsanych metod, a i sama o sob¢ pfispiva ke struk-
turni analyze komplexd. Zatimco vySe diskutované hmot-
nostng spektrometrické metody slouzi k charakterizaci
struktury proteinovych komplexti, AP-MS mé za primarni
cil poskytnout informaci o sloZeni proteinovych komplexii
za fyziologickych podminek a v §irSim métitku ma pak
slouzit ke globalnimu mapovani proteinovych interakci.
Dale je mozné kombinovat AP-MS s chemickym zesité-
nim a dal§imi vySe zminénymi  technikami
k podrobnéjSimu studiu struktury proteinového komplexu.
AP-MS metoda je zaloZena na izolaci urcitého proteinu
(,,ndvnady*) spolu s jeho pfirozenymi vazebnymi partnery
pomoci specifickych protilatek. Izolovana smés je pak
charakterizovana standardnimi proteomickymi metodami,
nejcastéji proteomikou ,,zdola®.

K samotné imunoafinitni izolaci se pouzivaji tii pii-
stupy. Zaprvé je mozno pouzit protilatek specifickych
k danému proteinu. Tento pfistup na jednu stranu umoziu-
je studovat komplexy za podminek, které jsou nejblize
pfirozenému stavu in vivo (v buiikach, tkanich ¢i télesnych
tekutinach), na druhou stranu je ale omezen dostupnosti
kvalitnich protilatek. Druhy pfistup je zalozen na genetic-
ké manipulaci bun¢k. Dany protein je v buiikach produko-
vany jako konjugat s afinitni znackou (nejcastéji znacka
flag), pro kterou existuji kvalitni specifické protilatky.
Posledni pfistup, nazyvany tandemova afinitni izolace,
kombinuje dvé afinitni znacky spojené enzymové Stépitel-
nou spojkou, které jsou konjugované k danému proteinu za
gelem zvysené specificity izolace®. Pro vlastni izolaci
jsou protilatky imobilizované kovalentné na pevném nosi-
¢i, nejcastéji agarosovych kulickach nebo novéji na mag-
netickych nosic¢ich.

Hlavnim problémem AP-MS je odliSeni specifickych
vazebnych partneri studovaného proteinu od proteint,
které nespecificky interaguji s protilatkou nebo jejim nosi-
¢em. V nejjednodussim pfistupu je mozné pouze elimino-
vat proteiny znamé pro svou afinitu k protilatkdm ¢i
k pouzivanym nosictim, které jsou shrnuté ve vefejné data-
bazi Crapome™. Aviak zahrnuti fady kontrolnich podmi-
nek je nezbytné pro spravnou identifikaci proteinovych
komplexti pomoci AP-MS. Klasickym piistupem je pouziti
kontrolni nespecifické protilatky. Vzorek je paralelné pii-
praven izolaci na nosici se specifikou protilatkou a nosici
s nespecifickou protilatkou. Tento pfistup mize byt dale
kombinovan s pouZzitim isotopového znaceni chemickymi
znaCkami (ICAT — isotope-coded affinity tag, iTRAQ —
isobaric tag for relative and absolute quantitation, TMT —
tandem mass tag). Efektivnim pfistupem je isotopové zna-
¢eni piimo v bunétné kultufe piistupem SILAC (stable
isotope labeling by amino acids in cell culture)®. V tomto
ptipadé¢ jsou pfipraveny dvé bunééné kultury. Prvni z nich
je kultivovana na médiu s b&znymi aminokyselinami
a dochdzi v ni k produkci proteinu konjugovaného
s afinitni znackou (,,lehka isotopova znacka“). Druha kul-
tura, produkujici protein bez afinitni znacky, je kultivova-
na v mediu s aminokyselinami zna¢enymi stabilnimi isoto-
py (,,t€zka isotopova znacka®, nejcastéji se pouzivaji lysin
a arginin obsahujici 8 resp. 10 atomi *C a "*N). Po lyze
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bunék jsou bunécné extrakty zkombinovany (ekvimolarné
vzhledem ke studovanému proteinu) a dale zpracovany ve
smési. Proteiny specificky asociujici se studovanym pro-
teinem jsou pouze ty, které obsahuji jen lehkou isotopovou
znacku. Proteiny identifikované s obéma isotopovymi
znackami nebo jen tézkou znackou jsou pak nespecifické
kontaminanty. Tandemova afinitni izolace pak pfistupuje
k problému nespecifickych kontaminantd zvysenim speci-
fity prostfednictvim dvoustupnové izolace. Po prvni afinit-
ni izolaci je prvni afinitni znacka enzymové odStépena
a specificky vazané komplexy jsou déle vybrany ze smési
pomoci druhé afinitni znacky. Kromé faleSné pozitivnich
interak¢nich partnerd je také mozné, Ze pii AP-MS nedo-
jde k identifikaci jiz znamych interakénich partnerd
(proteinové komplexy identifikované dfive nezavislymi
metodami). K této situaci (faleSné negativni identifikace)
muze dojit, pokud podminky AP-MS experimentu narusi
relativné slabou interakci proteind, napfiklad pouzitim
detergentu pfi eluci proteinti nespecificky adsorbovanych
na nosi€i protilatky. Pfi planovani i interpretaci vysledka
AP-MS experimentu je tedy na misté postupovat
s opatrnosti a do protokolu celého pokusu zahrnout ne-
zbytna kontrolni méfeni.

Hmotnostni spektrometrie s afinitni izolaci byla
uspésné pouzita ke globalni charakterizaci proteinové in-
terakéni mapy (protein-protein  interaction, PPI)
v Saccharomyces cervisiae’® i daldich mikroorganismech.
Kromé¢ statické charakterizace proteinovych interakci je
mozné pouzit AP-MS také k charakterizaci dynamiky pro-
teinovych komplext®” a pro stanoveni vazebné afinity
jednotlivych komponent komplexu®®.

Hmotnostné spektrometrické metody tedy nabizeji
Sirokou skalu nastroji pro studium struktury jak izolova-
nych proteintl, tak proteinovych komplexd. Diky citlivosti
a flexibilité¢ jsou dulezitym dopliikem klasickych metod
strukturni  biologie rentgenové  difrakce, NMR
a v posledni dobé i elektronové mikroskopie. Jejich kom-
binaci 1ze dosahnou jak identifikace jednotlivych kompo-
nent komplexi (AP-MS), tak i stechiometrie (AP-MS,
CX-MYS), struktury (nativni MS, CX-MS) a strukturni dy-
namiky (HDX-MS). Pouziti hmotnostni spektrometrie ke
strukturné biologickym studiim se neustale rozsituje diky
vyvoji novych ¢inidel a biochemickych metod a diky po-
kroku v hmotnostné spektrometrické instrumentaci. Struk-
turni studie s pouzitim hmotnosti spektrometrie tak k ana-
lyze proteinovych struktur mohou poskytnout komplemen-
tarni informaci nedosazitelnou jinymi metodami.

Seznam zkratek

AP-MS  hmotnostni spektrometrie s afinitnim zachytem
a izolaci (affinity-purification-capture MS)

BS3 bis(sulfosukcinimid)suberat

CX-MS  hmotnostni spektrometrie s chemickym
zesiténim (chemical cross-linking MS, také
XL-MS)

CID kolizné indukovana disociace (collision-

induced dissociation)
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DDA datové zavislé méteni (data-dependent
acquisition)

DMA analyzétor diferencni iontové mobility
(differential ion mobility analyzer)

DMSO  dimethylsulfoxid

DSG disukcinimidglutarat

DSS disukcinimidsuberat

ECD disociace zachytem elektronu (electron-capture
dissociation)

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

ETD disociace pfenosem elektronu (electron-transfer
dissociation)

FT-ICR  hmotnostni spektrometr s iontovou cyklotrono-
vou rezonanci a Fourierovou transformaci

GEMMA analyzator elektroforetické mobility
v plynné fazi (gas phase electrophoretic
mobility molecular analyzer)

HDX-MS hmotnostni spektrometrie s vodiko-deuteriova
vymeénou (hydrogen-deuterium exchange MS)

ICAT afinitni znacka s isotopovym tfidénim
(isotope-coded affinity tag)

iTRAQ  izobarické znacky pro relativni a absolut-
ni kvantifikaci (isobaric tag for relative
and absolute quantitation)

MS hmotnostni spektrometrie

MS? dvoustupiiova hmotnostni spektrometrie

MS® tfistupnova hmotnostni spektrometrie

PIR protein interaction reporters

PPI proteinové interakéni mapy (protein-protein
interaction)

LC-MS  kapalinova chromatografie s hmotnostni
spektrometrii

Q-TOF  kvadrupdl s analyzatorem doby letu
(quadrupole time of flight)

SID povrchem indukovana disociace (surface
induced dissociation)

SILAC  analyza stabilnich isotopovych poméri amino-
kyselin v buné¢nych kulturach (stable isotope
labeling by amino acids in cell culture)

TMT tandemova hmotnostni znacka (tandem mass
tag)

TWIMS iontové mobilitni MS s pouZitim cestujici napé-
tové viny (travelling voltage wave MS)
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T. Vaisar (UW Medicine Diabetes Institute, Universi-
ty of Washington, Seattle, USA): Mass Spectrometry for
Structural Biology: Determination of Higher Structure
of Proteins and Protein Complexes

This review summarizes current status of applications
of mass spectrometry to structural biology and structure of
proteins and protein complexes. Methods of chemical
cross-linking allow investigations of protein structure and
interactions through identification of amino acid residues
that appear in close proximity providing information on
spatial arrangement of proteins and identification of inter-
acting components of protein complexes. Methods of hy-
drogen-deuterium exchange can provide information on
protein dynamics, spatial restriction and indirectly identi-
fying residues involved in molecular interacting. Native
mass spectrometry is a method that directly studies pro-
teins in their biologically relevant conformation and com-
position and stability of protein complexes. Affinity purifi-
cation mass spectrometry is a method for specific isolation
and characterization of protein complexes including their
stoichiometry and in combination with other techniques
discussed herein can provide structural information on
structure of protein complexes. Collectively these tech-
niques provide unique structural information that comple-
ments other methods for study of proteins structure include
NMR, x-ray crystallography, CryoEM as well as molecu-
lar modelling, contributing to our understanding of protein
structure and their biological activity.

Keywords: structural biology, mass spectrometry, protein
cross-linking, H/D exchange, protein complexes, affinity
mass spectrometry, native mass spectrometry



