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Abstract

Protein 14-3-3( is an important protein that plays a role in the regulation of cell survival
and keeps cell from stress and possible apoptosis. A photo-activatable group can be
incorporated into the protein to detect protein-protein interaction by photo induced crosslinking.
The aim of this work was to create protein with incorporated photo-methionine in auxotrophic
bacteria E. coli B834 and to optimize expression conditions. Photo-methionine is structurally
very similar to natural methionine, so photo-methionine can be incorporated into the protein by
host aminoacyl tRNA synthetase. It has been studied how the rate of incorporation varies
depending on production time. After 3 or 6 hours, up to 70 % incorporation of photo-methionine

was achieved compared to about 50 % after one hour.

Keywords: 14-3-3(, E. coli B834, incorporation of photo-methionine, photo induced

crosslinking



Abstrakt

Protein 14-3-3( je protein, ktery hraje velkou roli v regulaci bunéného preziti a
ochranuje buniku pfed stresem a moznou apoptozou. K zjisténi protein-proteinovych interakei
pomoci svétlem iniciovaného sitovani je mozné do proteinu inkorporovat foto-aktivovatelnou
skupinu. Cilem této praci bylo exprimovat protein s inkorporovanym foto-methioninem
v auxotrofnich bakteriich E. coli B834 a optimalizovat podminky exprese. Jelikoz foto-
methionin je strukturné velmi podobny pfirozenému methioninu, tak mtze byt zaclenén do
proteinu pomoci hostitelské aminoacyl tRNA syntetazy. Bylo studovéno, jak se méni mira
inkorporace v zavislosti na dobé produkce. Po 3 nebo 6 hodindch bylo dosazeno az 70 %

inkorporace foto-methioninu oproti ptiblizné 50 % po jedné hoding.

Kli¢ové slova: 14-3-3(, E. coli B834, inkorporace foto-methioninu, svétlem iniciované sitovani
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1. Teoreticky uvod

1.1 Bakterialni exprese

V riznych hostitelich se mohou exprimovat rekombinantni proteiny, a to diky
pokrokiim v technologii klonovani. Nalezeni vhodného systému pro produkci rekombinantniho
proteinu s nejvyssi biologickou aktivitou je jeden z hlavnich problémt. Systémy mohou byt
prokaryotické (E. coli, B. subtilis) & eukaryotické (kvasinky, hmyzi &i savéi buiiky). !

Jednoduchost, vysoky vytézek rekombinantniho proteinu a casovd 1 finanéni
nenarocnost jsou vyhody bakterialniho expresniho systému, mezi nevyhody bakteridlniho
systému patii to, Ze neumoznuji posttranslacni modifikace, coz nasledné miize ovlivnit terciarni
strukturu proteinu, déle také tvorba inkluznich télisek ¢i srazeni produkovanych proteinti. Dalsi
nevyhodou mize byt prave i zminovany vysoky vytézek proteinu, ktery se mize akumulovat a
lze exprimovat pouze proteiny urcité velikosti, nejvétsi molekulovd hmotnost proteinu je okolo
150 kDa.**

Mezi dominantni expresni systémy patii systém Escherichie coli, ktery je velmi Casto
vyuzivan v laboratofich, ale také se pouziva jako méfitko pro srovnavani riiznych expresnich
platforem ¢&i pro komer¢ni ugely.”

V poslednich letech bylo dosazeno vyznamnych pokrokl i u jinych alternativnich
bakterialnich expresnich systému. Lactococcus lactis se jevi jako vhodny expresni sytém pro
membranové proteiny. K produkci nestabilnich proteinti existuji jiné expresni systémy
naptiklad halofilnich bakterii, korynebakterii nebo bakterii rodu Streptomyces .6

Jak jiZ bylo zminéno, Escherichia coli jako hostitelsky organismus ma mnohé vyhody,
a proto patii mezi nejcastéji pouzivané bakterie k produkci rekombinantnich proteini. Mezi
dobu 20 minut. Takto je mozné ziskat stacionarni fazi inokulované kultury, kterd je zfedéna
1/100 nasycenou vychozi kulturou, béhem né¢kolika hodin. Dal§i vyhodou miize byt i
transformace plazmidem, ktera je snadnd a rychld. AvSak exprese rekombinantniho proteinu
muze znacn¢ zatizit mikroorganismus a tim snizit jeho generacni dobu. Escherichie coli je
prokaryotnim systémem, diky cemuz miiZze byt ndro¢né exprimovat heterologni eukaryotické
proteiny, které by byly spravné modifikovany a miZe byt slozité usnadnit sekreci

exprimovaného proteinu ve vysokém vytézku.*



1.1.1  E. coli B834 (DE3)

Kmen bakterii E. coli B834 je auxotrofnim kmenem odvozenym od kmene BL217, ktery
neumi syntetizovat methionin a je komeré¢né dostupny jako derivat ADE3. Tento kmen byl
pouzit k specifickému znaceni proteinli a také na derivaty selenomethionylovych proteint,
které byly nasledné vyuzity krentgenové krystalografii.® Ve vyzkumech se ukazal
kmen B834 (DE3) tolerantnéjsi k expresi nez kmen BL21 (DE3), i kdyz jsou oba kmeny témét
identické.’ Pfedpoklada se, ze kmeny jsou vice odligné neZ jen kvili methioninové auxotrofii.
Kmen BL21 (DE3) dlouho slouzil jako modelovy organismus pro biotechnologické vyuziti jako
napiiklad pro vyrobu rekombinantnich proteini. Rychly riist bunék v minimalnim médiu, nizka
produkce acetatu, pokud se buiiky péstuji s vysokou koncentraci glukozy nebo nizké cetnost
proteaz (enzymy $tépici bilkoviny) patii nesporné k vyhodam tohoto kmene.!’Dalsi auxotrofni
kmeny byly odvozeny od E. coli K-12 (napt. Met auxotrofni £. coli K-12 JW3973-1 nebo Leu
auxotrofni E. coli K-12 JW5807-2'1), téchto takto odvozenych kmend je pies 300, oviem témto
kmeniim na rozdil od Met auxotrofniho derivatu DE3 kmene B834 chybi gen pro T7 RNA
polymerazu, ktery je nezbytny pro klasicky systém indukce exprese proteinu pomoci isopropyl-

B-D-thigalaktopyranosidu (IPTG).'?

1.1.2  Expresni vektor

Expresni vektor je vétSinou plasmidova DNA nebo virus, ktery je vloZzen do buiiky a
slouzi k expresi proteinu. Do cilové bunky se vlozi specifické plasmidy, které vkladaji
specificky gen. Expresni vektor je zakladnim kamenem produkce proteinti. Expresni plazmidy
do buniky vkladdme procesem transformace. ZvySeni propustnosti membrany lze docilit pomoci
chemickych ¢inidel nebo elektroporaci, takovéto bunky jsou poté oznacovany jako
kompetentni.?
Expresni vektor ma:
- Promotor — misto, kam naseda polymeraza a iniciuje transkripci inzertu. V ptipad¢€ E. coli se
nejcastéji vyuziva T7 promotor, na ktery nasedd T7 RNA polymeraza, kterd pochazi z genomu
bakteriofaga T7. Pro expresi je nutné vybrat pfisluSny kmen E. coli, ktery obsahuje piislusny
gen pro T7 RNA polymerazu. T7 RNA polymeraza se vysoce specificky vaze k T7 promotoru,
ktery je aktivovany pomoci IPTG.!*!4

- Pocatek transkripce — misto, kde za€inad polymerdza syntetizovat mRNA pro poZadovany

rekombinantni protein.

- Regulacni sekvence — mista interakce, kde interaguji tzv. regulacni proteiny (aktivatory ¢i

represory) transkripce. V ptipad¢ E. coli je to nejCastéji sekvence lacl, jejiz genovy produkt lac
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represor se bez ptitomnosti IPTG vaze na lac operator na DNA vektoru, v blizkosti promotoru
T7 a tim blokuje aktivitu T7 RNA polymerazy a tedy transkripci, pokud se ovSem lac represor
navaze na IPTG, tak umozni nasednout T7 RNA polymerdze na promotor a tim zahgjit

transkripci.

-Klonovaci misto — usek vektorové DNA, ktery obsahuje nékolik sekvenci pro restrik¢ni
endonukledzy a diky tomu slouzi jako univerzalni klonovaci misto. Je mozné zde klonovat
inzert.

-Terminator — zde se transkripce inzertu ukoncuje.

-Pocétek replikace — aby mohla byt transkripce Gspés$nd, je nutné, aby byl plazmid nejprve

replikovan. Pro expresi je nutné mit vysoky pocet kopii plasmidu, naptiklad u E. coli se tento
pocet kopii pohybuje okolo 20 az 40 kopii na buiiku. !

Také se do expresnich vektori mohou vnést dalsi sekvence, které jsou urc¢itou vyhodou
pro dalsi vyuziti (napf. selekce transformovanych bunék, purifikace produkovaného proteinu).
Napriklad se vkladaji tzv. bla kodujici sekvence, které umoznuji vlozit do buiiky rezistenci na
antibiotika a bufika tak mtize rist i v médiu, které obsahuje dané antibiotikum. Tato sekvence
kéduje naptiklad enzym pro [B-laktamazu, coz zplsobuje rezistenci proti penicilinu ¢i
ampicilinu.'®

Déle je mozné do exprimovanych proteini dat tzv. tagy, coz usnadiluje naslednou
purifikaci proteinu. Takto se do proteinu piidava napiiklad His tag, ktery koduje histidinovou
kotvu a umoZnuje naslednou purifikaci pomoci afinitni chromatografie.'®
Jako ptiklad lze uvést expresni vektor pET-15b o velikosti 5,7 kbp s replika¢nim pocatkem
pBR322 vhodnym pro produkci v E. coli, ktery nese gen pro rezistenci na ampicilin a pro

polyhistidinovou kotvu, ktera je pfipojovana na N-konec proteinu (Obr.1 na str.11).
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«
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PET-15b cloning/expression region

Obr. 1: Mapa expresniho vektoru pET-15b. Pievzato a upraveno.!’

1.1.3 Exprese rekombinantniho proteinu

Pro expresi v E. coli se pouzivda T7 promotor bakteriofaga, jak jiz bylo zminéno
v predeslé kapitole. Aktivita tohoto promotoru je déna regulovanou transkripéni jednotkou,
ktera dodava specifickou T7 RNA polymerazu.'® Tato T7 RNA polymerdza je 5x rychlejsi nex
RNA polymeraza, ktera je sou¢asti genomu E. coli.'® Indukovatelny expresni systém se vytvofil
tak, Ze gen pro bakteriofagovou T7 RNA polymerdzu byl umistén pod kontrolu regulacnich
prvka lac operonu, ktery je souCédsti genomu E. coli. Indukovanou expresi ¢i infekci
bakteriofagem je nutné dodat hostitelskym buikdm T7 RNA polymerazu, kterd je nutna
k expresi rekombinantniho proteinu. V buiice se mohou nachézet regulacni proteiny, coz jsou
aktivatory nebo inhibitory. V lac operonu v misté operatoru je pritomny lac represor, ktery bez
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indukce IPTG brani expresi. Pomoci indukce IPTG je pfepsan gen pro T7 RNA polymerazu a
muze byt zahajena exprese cilového proteinu, T7 RNA polymeradza mize nasednout na T7lac
promotor (viz Obr. 2), ktery je stejn€ jako lacUVS promotor v genomu E. coli blokovén lac
represorem v neptitomnosti IPTG. Pted indukci IPTG probihé tzv. bazéalni exprese T7 RNA
polymerazy, a pokud je cilovy produkt této exprese pro builku toxicky, selektuji se jen
mutované bakterialni klony, které neprodukuji rekombinantni protein.'* V tomto piipadé je
vhodné pouzit kmen, ktery navic obsahuje napt. vektor pLysS produkujici T7 lysozym, ktery

inhibuje bazalni transkripci (Obr.2), ktera je nasledné piehlusena silnou IPTG indukei.

( IPTG Induction IPTG Inductia
E. coli RNA v T7 RNA *
polymerase polymerase
| T7 gene 1 | Target gene
) ‘ T7 RNA polymerase s ‘
h | b
: | |
T, > 1> " eto
| lac promoter T7 promoter
| o INACTIVE .
o — N o

lac
repressor

lac | gene—

lac

* repressor PET
Qj lac | gene —

T7 lysosyme

|
|
T7 lysozyme —
gene
\ E. coli genome )

Obr. 2: Schéma indukce pomoci IPTG v hostitelskych bunkach E. coli

(DE3) / (DE3)pLysS transformovanych vektorem pET s vloZenym genem pro expresi cilového
proteinu. Pievzato a upraveno.!”
1.2 Inkorporace neprirozenych aminokyselin do proteini

Proteiny se sestavaji z 20 zakladnich aminokyselin, které je mozné koédovat pomoci
genetického kodu. VElenovani neptirozenych aminokyselin poskytuje molekuldrnim biologim
a chemikim moznost studovat strukturu a dynamiku proteinti, ale také studovat aktivitu
v zivych buiikéch a rizné interakce. Pro mistné specifické znaceni se do proteind inkorporuji
nepfirozené aminokyseliny s bioorthogondlni reaktivitou, coZz mé vyuziti v mikroskopii ¢i
spektrometrii.'’

Proteinové inZenyrstvi vyuziva schopnost vélenit do klasické biologické syntézy
proteinll 1 nepfirozené aminokyseliny. V soucasnosti bylo pouzito a navrzeno, jak vclenit
nepfirozené¢ aminokyseliny do proteinu, avSak s ohledem na SirSi aplikaci nepfirozenych
aminokyselin se neustale vyviji nové ptistupy. Schopnost zaclenit kotranslacné aminokyseliny

do produkovanych proteint v buiice, bud’ v specifickych mistech pomoci genetické expanze
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kodu, nebo prosttednictvim inkorporace specifického zbytku v celém proteasomu(viz kapitola

1.2.1), se v poslednich 15 letech rapidné vyvijela.?’

1.2.1 Principy inkorporace neprirozenych aminokyselin do proteinii

V 50. a 60. letech 20. stoleti byla definovana zakladni mechanika translace proteinu.
Vymezeni vztahu mezi tripletovymi nukleotidovymi kodony a aminokyselinami znacné
posunulo vyzkum a zjistilo se, Zze kodony, které byly trinukleotidy, kodovaly specifickou
kodony, které¢ ukoncovaly syntézu polypeptidu. Ve stejném obdobi byly objeveny aminoacyl
tRNA syntetdzy a tzv. messenger RNA (mRNA). Zakladem genetického kddu byla stanovena
aminoacylace tRNA syntetazami. Za ptifazovani spravné aminokyseliny na tzv. transferovou
RNA mohou pravé aminoacyl tRNA syntetazy. Soucasné se zjistovanim prib¢chu translace byla
studovéana i moznost, jak zacClenit nepfirozené aminokyseliny do proteint.

Diky studii analogli rostlinnych aminokyselin bylo zjisténo, Zze tyto aminokyseliny
mohou byt inkorporovany do proteinli. Aminoacyl tRNA syntetdza je hlavnim kontrolnim
mechanismem, ktery zabranuje inkorporaci analogu. K v€lenéni analogu do rostouciho
polypeptidového Tetézce je nutné obejit specifitu syntetazy.?' Toho lze dosahnout na zakladé
strukturni podobnosti analogu s pfirozenou aminokyselinou, kdy mize dochazet k ptidéleni
kodonu standartni aminokyseliny, a tak mize dochazet k substituci ptfirozené aminokyseliny
pfisluSnym strukturnim analogem v celé sekvenci proteinu. Jako ptiklad 1ze uvést bakterie E.
coli, jejichz methionyl-tRNA syntetdza je schopna misto standartniho methioninu zpracovat
foto-methionin,>**+%5

Pfi translaci dochazi ke konkurenci mezi ptfirozenou aminokyselinou a jejim analogem
a diky tomu je vytézek produkce s inkorporovanou neptirozenou aminokyselinou maly nebo az
nulovy. Proto bylo nutné optimalizovat proces exprese rekombinantnich proteinii a k zvySeni
inkorporace analogu se provadi rekombinantni exprese v minerdlnim médiu, ve kterém se
nenachazi pfirozeny methionin, a navic se do mineralniho média pfidava smes aminokyselin,
ktera blokuje syntézu methioninu. %

V prvnim pfipad¢, kdy byl nahrazena pfirozend aminokyselina jejim analogem, lze
pouzit auxotrofni kmen, ktery zvySuje naslednou produkci proteinu s analogem, respektive
miru inkorporace analogu PouZitim auxotrofniho kmene lze dosdhnou zvySeni inkorporace,

jelikoz takovéto kmeny nedokazi syntetizovat konkrétni aminokyselinu a poté je zdrojem této

aminokyseliny pravé dané médium.>!
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Dalsi zptisob je zptsob zalozeny na genetické manipulaci, kdy inkorporace neptirozené
aminokyseliny, ktera se vklada na ur¢ené misto, probihd pomoci orthogonalni aminoacyl tRNA
syntetdzy a k ni odpovidajici tRNA, ktera je zaroveii odpovidajici k terminaénimu kodonu. 2°

1.2.2 Foto-methionin a foto-leucin

Komeréné dostupné foto-aktivovatelné derivaty aminokyselin methioninu a leucinu
nebo isoleucinu se pouzivaji ke studiu protein-proteinovych interakci.

Aminokyseliny, které nejsou pfirozené jsou pro bunky casto toxické. Z tohoto divodu
byla sledovdna biosyntéza bilkovin zaclenénim [3H] fenylalaninu a stanovovala se
zivotaschopnost bunék, které byly péstovany v pfitomnosti ¢i nepfitomnosti foto-aminokyselin
vylou€enim tryptofanové modfi. Jelikoz v kompletnim ristovém médiu nebyl dostatek dvou
esencialnich aminokyselin (leucinu a methioninu), byla tato biosyntéza snizena piiblizné na
65 %. Ptidanim foto-leucinu a foto-isoleucinu nemélo Zadny podstatny Gcinek, zatimco pokud
se ptidal do média foto-methionin zvysila se biosyntéza. Z této studie se pak stanovilo, zZe i
kdyz bunky rostly pomaleji nez v kompletnim rastovém médiu, tak nebyla jejich
Zivotaschopnost ¢i morfologie ovlivnéna.?®

Fotochemicky znafené aminokyseliny obsahuji diazirinovy kruh, coZz je slaby
chromofor a ten pfi fotolyze pii vlnové délce 350-370 nm vylucuje molekulu N> a karbén.
Karbén je vysoce reaktivni, atakuje okolni molekuly a nasledné dochazi ke vzniku produktu,
ktery obsahuje dvojnou vazbu. Foto-leucin a foto-methionin, ktefi maji diazirinovy kruh ve své
struktufe, se svymi sterickymi vlastnostmi podobaji pfirodnimu leucinu a methioninu (viz
Obr.3 nastr.15), diky ¢emuz mohou byt takto fotochemicky zna¢ené aminokyseliny zaclenény
do syntetickych nebo bun&¢né exprimovanych proteinti.?’

Diky schopnosti zaclenéni fotochemicky znacené molekuly do struktury proteinil v E.
coli, 1ze napf. sledovat interakce proteinti. Pravé pro inkorporaci foto-leucinu ¢i foto-
methioninu bylo vytvofeno DMEM-LM (Dulbecco’s Modified Eagle’sLimiting Medium).
Ptidanim analogu do limitniho média mizeme zajistit inkorporaci téchto analogti do proteinti

diky toleranci transla¢niho bunééného mechanismu 242
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Obr.3: Strukturni vzorce methioninu a leucinu, vedle pfirozenych aminokyselin se nachéazi
jejich forma foto-labilnich analogi. Pfevzato a upraveno.*

1.3 Sit’ovani proteini

1.3.1 Chemické sitovani

Spojeni dvou ¢i vice funkénich skupin proteinu kovalentni vazbou, inter nebo
intramolekularné prostfednictvim sit'ovaciho ¢inidla, je oznacovano jako chemické sitovani.
Sitovaci cCinidla jsou malé organické molekuly, které reaguji svymi reaktivnimi skupinami s
konci postrannich fetézcti aminokyselin jako naptiklad s -COOH, -SH nebo -NH». Sitovaci
¢inidla se déli do rtiznych kategorii podle reaktivity, délky raménka molekuly sitovaciho
¢inidla a tyto kategorie maji riznou funkci a aplikaci.

Mapovat interagujici proteiny a jejich rozhrani pfimo v buiice je mozné pomoci
chemického sitovani s hmotnostné spektrometrickou analyzou, ale také 1ze chemické sitovani
pouzit napiiklad ke studiu pfipojeni proteinu k pevnému nosici ¢i pro studium membranovych
proteint.’!

Existuji dva pfistupy provedeni XL-MS (z angl. crosslinking mass spectrometry), ty se
oznacuji ,,top down“a ,,bottom up®, které umoznuji studovat produkty sitovani celé¢ nebo
roz§tépene. V piistupu ,,bottom up“ je nejprve provedena separace proteinu, kterd probiha
pomoci chromatografie napiiklad afinitni ¢i iontové a nasledné probihd rozdéleni podle
velikosti elektroforézou na dodecylsulfat-polyakrylamidovém gelu. Nasledné je provedeno
enzymatické Stépeni a poté se provede hmotnostni analyza pomoci niz se identifikuji produkty,
které jsou spojeny vazbou na zakladé vyslednych proteolytickych peptidd.?! Diky tandemové
hmotnostni spektrometrii u dvou sitovanych peptidl jsou k dispozici informace o sekvenci
vazanych peptidi a také 1 informace o mistech, kde dochazi k sitovéani. Druhy piistup (,,top
down*) se pouziva pro sitované proteiny, které¢ nejsou pred hmotnostni analyzou §tépeny. Pro
tento pfistup je nasledna identifikace provedena pomoci ESI-FTICR a je pouzivan hlavné pro
stanoveni trojrozmérné struktury proteinu s nizkym rozlisenim.*

Diky chemickému sitovani v kombinaci s hmotnostni spektrometrii a bioinformatikou
nasla tato metoda své uplatnéni i pfi studiu velkych proteinovych komplexii.** Chemické

sitovani ma Sirokou Skalu moznosti aplikace.
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1.3.2 Svétlem iniciované sit’ovani

Pro zkoumani konformace proteinii a protein-proteinovych interakci v jejich pfirozeném
bunééném prostfedi je v soucasnosti slibna technika foto-indukovaného sitovani, jde o
specialni pfipad sitovani proteini vyuzivajici fotochemické reakce — svétlem iniciované
sitovani (PIXL, z angl. photo-induced cross-linking). Tato aplikace vyzaduje zavést foto-
aktivovatelné¢ skupiny do struktury proteinu. Foto-aktivovatelné analogy aminokyselin se
zavedenou diarizinovou skupinou jako naptiklad foto-leucin, foto-isoleucin a foto-methionin
byly zavedeny v roce 2005.2

Proteiny obsahujici foto-aktivovatelnou skupinu je nutné ozafit UV zafenim, a tak
poskytuji meziprodukty s kratkym polocasem zivota a diky tomu vznikaji nové kovalentni
vazby. Tato foto-aktivovatelna znacka by méla byt idealné chemicky stabilni, také je nutné, aby
probihala fotolyza této znacky ve vinovych délkach, které neposkozuji protein. Pro zkoumani
membranovych proteini mize byt pouzita i tato metoda, jelikoZ se nezamétfuje pouze na
lysinové zbytky jako je tomu u bézné pouzivanych chemickych sitovacich ¢inidel, ale mize
byt cilena na hydrofobni oblasti v proteinu. Spojeni hmotnostni spektrometrie a foto-
aktivovatelnych analogli aminokyselin je velice atraktivni.

Vysledky hmotnostni analyzy odraZi konformaci a flexibilitu proteinu, kdyz se sitovani
provadi v nativnim prostfedi. Dalsi vyhodou je i to, Ze hmotnostni analyza vyZaduje pouze malé
mnoZzstvi analytu a je rychla. Diky této metod¢ lze zjistit terciarni strukturu proteinu, ale 1
protein—proteinové rozhrani. Vzhledem k bohaté¢ chemii diarizinu Ize zjistit sekundarni
strukturni informace o studovaném proteinu (pfesné¢ zmapovat interakce proteinli a rozlisit zda
se jedna o stabilni nebo ptechodné interakce).?®*

V biokonjugacnich technikdch se pouzivaji znacici a sitovaci slouc¢eniny naptiklad
fotoreaktivni skupiny jako arylazidy, azido-methyl-kumariny, benzofenony, antrachinony,
urcité diazo — slouceniny, diariziny a derivaty psoralenu. Pro vyzkum proteinové biologie patii
mezi nejvyznamnéjsi diariziny a arylazidy. Fenylazidy, benzofenony a diariziny po ozareni UV

svétlem generuji radikdly a ty poté nespecificky reaguji se zbytky aminokyselin.*

1.3.3 Svétlem iniciované sitovani pomoci foto-methioninu
Diaziriny, které patii mezi nejmensi foto-reaktivni skupiny a jsou obsazeny
ve foto-aktivovatelnych aminokyselinach (napt. foto-methioninu ¢i foto-leucinu), se ozafenim
UV zafenim o vlnové délce 330-370 nm rozpadaji na molekulu dusiku a biradikal karbénu,
ktery je vysoce reaktivni a reaguje s jakymkoli aminokyselinovym zbytkem v jeho okoli (viz
Obr. 4 na str.17). Tvofi jen kratké vazby okolo 5A.2%3
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Vytézky foto-znaceni jsou vétSinou malé z divodu reakce karbénového biradikalu
s molekulami vody. Tato skutecnost je pozitivem, jelikoz tato reakce minimalizuje nespecifické

znadeni. V poslednich letech se vyzkum zaméfuje na znadeni pomoci diazirinu.’
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Obr.4: Schéma sitovani pomoci foto-methioninu (fM). V prvnim kroku reakce probiha
osviceni pomoci UV. Timto ozafenim vznik4 vysoce reaktivni karbén, ktery reaguje dvéma
zpusoby. V kroku (a) dochazi k terminaci a vytvotfeni dvojné vazby a v kroku (b) dochézi ke
vzniku inter a intramolekularnich produktd, jelikoz zminény karbén napada CH a NH skupiny
blizkych aminokyselin. Pfevzato a upraveno.*’

1.4 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je zakladni analytickd metoda, pomoci které 1ze analyzovat
pomérné Sirokou Skalu vzorkd. Nejdiive se dané vzorky musi ionizovat, nasledn¢ probiha
separace podle hmotnosti ku néboji (m/z) a poté probiha samotnd detekce. Tato analyzacni
metoda ma velké vyhody, jelikoZ spotifeba vzorku pii analyze je minimalni a umoZnuje presné
ur¢it hmotnost analyzované molekuly. Biomolekuly jsou polarni, velké, a ne velmi snadno
preveditelné do plynné faze, kviili cemuz se pro analyzu biomolekul hmotnostni spektrometrie
zacala pouZivat az v 90. letech. M&kké ionizacni techniky, které se vyvinuly pozdéji, byly pro
studium biomolekul vyznamné, protoZe zabranuji nezadouci zméné struktury, fragmentaci a

daji se pripravit ionty plynné fize pfimo z molekul roztoku.*%>

1.4.1 MALDI-TOF
MALDI-TOF, z anglického Matrix-assisted laser desorption ionization, je jednou ze
dvou metod ,,m&kké ionizace®, ktera ionizuje molekulu pomoci laserové desorpce. Tato metoda
je vétSinou kombinovana s TOF (time of flight) dektektorem, ktery méti dobu priiletu Castice,
kterd je potfebna pro ptekonani urcité drahy. Generovani protonovanych molekul plynu probiha
tak, Ze se velky nadbytek matrice vysrazi s molekulami analytu, které se pipetuji na kovovy

substrat a smés se necha zaschnout. Pomoci nanosekundovych laserovych pulst, ¢imz jsou

obvykle dusikové lasery s vinovou délkou 337 nm, se ozafi pevnd latka. Matrici pro
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biomolekuly je mala organicka latka s vlnovou absorbanci laseru a pro biomolekuly se
standardné¢ pouzivd kyselina o-kyano-4-hydroxyskoficovd (HCCA), 3,5-dimethoxy-4-
hydroxyskotficova (sinapova, SA), 2,5-dihydroxybenzoova (gentisova, DHB), 4-hydroxy-3-
methoxyskoticova (ferulova, FA). Matrice se voli dle toho, kolik energie poskytuji béhem
ionizace, desorpce a také dle stupné fragmentace. Pokud ionty musi byt stabilni po dobu
milisekund voli se kyselina kyanoskoficova jako matrice, ktera vede k vyssi citlivosti
v MALDI. Intenzita signdlu je zavisla na zaclenéni peptidu do krystald, zachyceni nebo

zadrZeni protonu béhem procesu desorpce.***!

1.5 Protein 14-3-3

Protein 14-3-3 je exprimovan kazdou eukaryotickou bunikou a u savci se sklada ze
sedmi izoforem a ucastni se regulace mnoha bunéénych procesii. Rodina téchto proteint se
obvykle vykytuje v cytosolu, ale ¢asto se navazuji na membranové proteiny. Tyto proteiny byly
objeveny v roce 1967 v savéim mozku a byly pojmenovany 14-3-3, jelikoz se eluovaly ve 14
frakci a byly na pozici 3.3 na gelu. Tvofi a funguji jako homodimery a heterodimery. Jejich
struktura je vysoce helikdlni, dimery tvoii typické poharkové struktury s velkym zaporné
nabitym centralnim kanalem. Dimerni struktury téchto sedmi izoforem proteini u savcii jsou
velmi podobné, av§ak maji rozdily v relativni poloze monomert, v uhlech mezi nimi a tim se
meéni jejich vazebna specifita. Vnitini Cast vazebného kandlu a dimerni rozhrani jsou
konzervované, na vnéjSim povrchu jsou variabilni aminokyselinové zbytky, které se 1ii mezi
izoformami proteinti 14-3-3 a to miZe hrat roli ve specifickych interakcich s cilovymi proteiny.
Velmi variabilni je C-konec ve vSech 14-3-3 izoformdch, lisi se v sekvenci aminokyselin naptic¢
izoformami a tento konec je dilezity pti regulaci vazebnych vlastnosti proteinti 14-3-3. Pro
funkci a vazbu proteint je diileZita poharkova struktura dimert 14-3-3. Dvéma zpisoby vazby
vazou na sebe proteiny 14-3-3 threoninové a serinové shodné vazebné motivy.>#*#

Tyto proteiny také vazi nestandartni fosforylovana serinové a threoninova mista, ktera
nejsou optimalnimi konsenzualnimi motivy. Bylo zjiSt€no, Ze mohou vazat nefostorylované
cile, v n€kterych piipadech naptiklad protein Bax, nezavisly na fosforylaci, ktery je klicCovym
regulaénim mechanismem apopt6zy.** Proteiny 14-3-3 jsou schopné vézat dvé shodné sekvence
na jeden cilovy protein. Je znamo pies 200 vazebnych partnerti pro protein 14-3-3, z divodu
dimerizace a riznych zplsobt, jak specifikovat cile. Dimery proteinti 14-3-3 mohou podstoupit
posttranslacni modifikace jako napiiklad fosforylaci, alkylaci a acylaci, polyglykosylace a

zmény v disledku oxida¢niho stresu, coz miize mit na proteiny 14-3-3 fadu G¢inku jako napf.
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funk¢ni regulaci, vliv na cilové interakce, specifitu dimerizace nebo naptiklad lokalizaci
v buiikach.>#

V této préci byl pouzit pro optimalizaci inkorporace foto-methioninu béhem exprese
v bakteridlnich bunikach lidsky protein 14-3-3{(31kDa), ktery hraje zasadni roli v modulaci cest
bunécného preziti, ochranuje buiky pred stresy i pfed smrti bunky vyvolané chemoterapii.
Prokézalo se, Ze u mnoha typti rakovin byla zvys$end exprese tohoto proteinu, a u rakoviny prsu
to ukazuje na Spatné klinické vysledky. Proto se tato izoforma stala potencionalnim
terapeutickym cilem u rakoviny prsu. Izoforma 14-3-3( jako 1 ostatni z rodiny proteina 14-3-3,
reaguje s velkou siti proteind, z nichz nékteré jsou zapojeny do signalizace apoptdzy. Tato
izoforma obsahuje ve své sekvenci Sest methioninovych zbytkd, diky vhodnému umisténi
methioninti v sekvenci proteinu (Metl, Met22, Met26, Met78 v N-koncové oblasti, Met121 —
ve vazebném zldbku a Met218 na C-konci) lze studovat strukturu tiech hlavnich oblasti
ovliviwyjicich funkei tohoto proteinu. Pomoci foto-methioninu lze aplikovat svétlem iniciované

sitovani v kombinaci s MS (PIXL-MS) viz Obr.5. 2

-

Obr.5: Vizualizace homodimeru lidského regula¢niho proteinu 14-3-3(. Na obrazku je vidét
znazornéni nov€ nalezenych interakci diky pouziti PIXL-MS. Kombinaci vysledkl
z hmotnostni spektrometrie, tandemové hmotnostni spektrometrie a jiz zjiSt€énych rentgeno-
strukturnich dat je mozné dany protein vizualizovat. Monomery jsou barevné odliSeny a
jednotlivé helixy H1-H4 jsou popsané jako aA, aB, aC, aD.

Pievzato a upraveno.??
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2. Cile prace

Cilem této prace bylo pfipravit v expresnim systému Escherichie coli B843 (DE3)
modelovy protein 14-3-3( s inkorporovanym foto-methioninem. Ur¢it miru inkorporace foto-
methioninu pomoci MS po expresi proteinu za danych podminek po 1, 3 a 6 hodinach a stanovit
tak optimalni dobu produkce.

Nasledné takto pfipraveny protein s integrovanym foto-methioninem bude vyuzit ke
studiu protein — proteinovych interakci pomoci svétlem iniciovaného sitovani. Optimalizovany
protokol bude pouzit pro pfipravu mutantnich variant proteinu 14-3-3( a dalSich biologicky

vyznamnych proteintl.
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3. Material a metody
3.1 Seznam pouZzitych pristroji
Inkubator — economy incubator size 1, Gallenkamp
Trepacka s inkubatorem —KS 4000 iControl, IKA
Pipety — Eppendorf, Gilson
Spi¢ky — Eppendorf, Gilson
Spektrofotometr — DS-11+, DeNovix
Sunrise Microplate Absorbance Reader with XFLUOR V4.51, Tecan
Predvazky — SP401 Scout Pro, Ohaus
Analytické vahy — Discovery Model DV214C, Ohaus
Michacka — Variomag Mono Komet, Thermo Scientific
pH Metr — inoLab pH 7110, WTW
Sada na elektroforézu — SE200, Hoefer Scientific Instruments
Mini-PROTEAN Tetra Cell, Biorad
Zdroj na elektroforézu —Electrophoresis Constant Power Supply ECPS 3000/150, Pharmacia
Sonikacni lazen — Elma
Ultrazvukova sonda — Sonopuls HD3100 se sondou KE 76, Bandelin
Ultrasonic Processor UP100H, Hielscher
Centrifuga — Universal 320R, rotor 4250, Hettich
Minicentrifuga — MiniSpin, rotor F-45-12-11, Eppendorf
Pumpa — Minipuls Evolution F110701, Gilson
Trepacka — Rocker 2D basic, IKA
Hmotnostni spektrofotometr - MALDI-TOF, Ultraflex III, Bruker Daltonics

Vakuovy koncentrator — CentriVap micro IR, Labconco

3.2 Seznam pouzitych chemikalii
Lachema — NH4Cl
L-Phe
CoCl2.6H20
CuS04.5H.0
H3BO:;
KCl
NiSO4.6H20

Methanol
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Sigma — Glukosa
MgSOg4
Thiamin hydrochlorid
L- Ile
L-Lys
FeSO4.7H20
ZnS04.7H>0
CuSO4(4 % wiw)
Kyselina bicinchoninova (BCA Solution I)
Tris-Cl
Iodacetamid
Coomassie Brilliant Blue R-250
Lysozym
Fluka — NaCl
CaCl2.2H20
EDTA
Tetramethylethylendiamin
Amonium persulfate
Dodecylsulfat sodny
Trifluoroctova kyselina
Roth —Dithiotreitol
Imidazol
Acrylamide
Ampicilin, sodna sil
Isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid
Bromfenolova modf
U.S. Biochemical - L-Valin
L — Leucin
L — Threonin
Merck — Acetonitril
4 - ethylmorfolin
H>O
Amicon Ultra 15 ml Centrifugal Filters 30000 NMWL
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Lachner — KH2POq4
Glycerol

Penta — Na,HPOq4

Kyselina octova
Bio Basic — Trypton
Biorad — Precision Plus Protein Dual Color Standards
Oxoid — Kvasni¢ny extrakt
Thermo Scientific — L — foto — methionin

PageRuler Broad Range Unstained Protein Ladder

Roche- Complete EDTA — free Protease Inhibitor Coctail
Serva — Bis-acrylamide
Promega — Trypsin

Bruker Daltonics — kyselina a-kyanoskoficova

3.3 Bakteralni buiiky a plazmidy
Novagen — Escherichia coli B§34 (DE3)
Coli Genetic Stock Center — Escherichia coli DH5a
Plazmid poskytnut prof. Tomasem ObSilem, Ph.D. — pET — 15b 14-3-3WT
3.4 Seznam pouzitych pufra a roztoku
SOC médium: 20mM glukéza, 10mM MgCl, 10mM NaCl, 10mM MgSO4, 2,5mM KClI,
0,5 % (w/v) kvasni¢ny extrakt, 2 % (w/v) trypton
Médium LM-M9 (MM-M9): M9 ziklad*, 0,4 % (w/v) glukosa, SmM MgSO4, smeés
aminokyselin**, 0,01 % (w/v) vitamin B (thyamin hydrochlorid), 30 mg/ml foto-Met, 0,1mM
CaCly, roztok kovu***
*M9 zaklad: 42mM Na;HPO4, 22mM KH>PO4, 18mM NH4Cl, 8,6mM NaCl
**Smés aminokyselin: 0,1 % (w/v) L-lysin, 0,1 % (w/v) L-fenylalanin, 0,1 % (w/v) L-threonin,
0,05 % (w/v) L-isoleucin, 0,05 % (w/v) L-valin, 0,05 % (w/v) L-leucin
***Roztok kovi: 80,6mM EDTA, 2,15mM CoCl2.6H20, 92,5mM FeSO4.7H20, 1,56mM
ZnS04.7H20, 13,5mM CuS04.5H20, 10,6mM MnCl».4H-0, 1,62mM H3BO3
PBS: 10mM Na;HPO4, 1,8mM KH>PO4, 137mM NaCl, 2,7mM KCI; pH 7,4
LB médium: 1 % (w/v) trypton, 0, 5 % (w/v) kvasni¢ny extrakt, 1 % (w/v) NaCl, pH 7,4
Nanaseci pufr (pétkrat koncentrovany): 250mM Tris/HCI, 500mM dithiotreitol, 10 % (w/A)
dodecylsulfat sodny, 0,5 % (w/v) bromfenolova modt, 50 % (w/v) glycerol
Odbarvovaci roztok: 35 % (v/v) ethanol, 10 % (v/v) kyselina octova
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Separacni gel 12 % (5 ml): 1,7 ml vody, 1,3 ml 1,5M Tris/HCI (pH = 8,8), 2,0 m1 29,5 % (w/v)
akrylamidu s 0,8 % (w/v) N, N’-methylenbisakrylamidem, 50 ul 10 % (w/v) dodecylsulfatu
sodného, 2 pl tetramethylethylendiaminu, 50 pl 10 % (w/v) ammonium persulfatu
Zaostiovaci gel 3 % (2 ml): 1,4 ml vody, 0,25 ml 1,5M Tris/HCI (pH = 6,8), 0,33 ml 29,5 %
(w/v) akrylamidu s 0,8 % (w/v) N, N’-methylenbisakrylamidem, 20 pl 10 % (w/v) dodecylsulfat
sodny, 2 ul TEMED, 20 pl 10 % (w/v) ammonium persulfatu

Lyzaéni pufr: 0,5M NaCl, 0,5mM DTT, 1mM imidazol, rozpusténo v roztoku PBS

Pufr E: 0,5M NaCl, 0,5mM DTT, 1mM imidazol, rozpusténo v roztoku PBS, pH 8,0

Pufr F: 0,5M NaCl, 0,5mM DTT, 0,6M imidazol, 10 % (v/v) glycerol, rozpusténo v roztoku
PBS, pH 8,0

Pufr EF (45 ml): 40 ml pufru E, 5 ml pufru F

Pufr 1 — dialyzaéni: 20mM Tris, SmM EDTA, 0,5mM DTT, 10 % (v/v) glycerol, pH 7,5
Pufr 2 — dialyzaéni: 20mM Tris, ImM EDTA, 0,5mM DTT, 10 % (v/v) glycerol, pH 7,5
Roztok na regeneraci nosice: 0,5M NaCl, 0,05M Tris, 0,05M EDTA

Siran nikelnaty: 0,1M NiSO4.6H>O

Stépici ethylmorfolinovy pufr: 25mM ethylmorfolin, 5 % (v/v) acetonitril, pH 8,1

3.5 Metody
3.5.1 Inokulace bakterii
S buinikami bylo pracovano u plamene a byl pouzivan sterilni material a pomucky.
Z agarové plotny s LB médiem, na kterou byly o€kovany bunky Escherichia coli B834(DE3)
ze zasobni glycerolové konzervy, byly vypichnuty dvé rizné kolonie a pfeneseny do 15 ml
falkony, kterd obsahovala 3 ml LB média. Falkony s mirn€ povolenym vickem byly umistény

do tfepacky, kde byly tiepany pii 37 °C a 200 rpm do druhého dne.

3.5.2 Priprava kompetentnich bunék

Nejprve byly z bakterii Escherichia coli B§34(DE3) pfipraveny kompetentni buiiky.
Diky ledové vychlazenému chloridu vapenatému je mozné zvysit propustnost plazmatické
membrany. Z tzv.no¢ni kultury (viz kapitola Inokulace bakterii) bylo odebrano 250 pl a
nasledné bylo o¢kovano do 25 ml LB média v Erlenmayerové baiice. Kultura byla kultivovana
na tfepacce pii 37 °C a 200 rpm do optické hustoty ptiblizné 0,5, kterd byla méfena pii vinové
délce 600 nm. Nasledné byla kultura inkubovana po dobu 5 minut na ledu. Kultura byla
centrifugovana 5 minut pii 5000 rpm (centrifuga Universal 320R, rotor 4250, Hettich) a teploté
4 °C, supernatant byl odlit a kazda peleta byla resuspendovana v 5 ml 100mM CaCl, v 10mM
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Tris — Cl (pH 7,4) a takto pfipravené pelety byly inkubovany na ledu po dobu 10 minut.
Nasledn¢ byly bunky centrifugovany pii 5000 rpm (centrifuga Universal 320R, rotor 4250,
Hettich) a 4 °C po dobu 5 minut. Peleta byla resuspendovéana na ledu v 1 ml 50mM CaCly, 15
% glycerol v 10mM Tris-Cl (pH 7,4). Kompetentni buniky byly uchovany pfi 4 °C a rozdéleny
po 100 pul do mikrozkumavek a skladovany v —80°C.

3.5.3 Transformace bunék

Suspenze kompetentnich bun¢k o objemu 100 pl Escherichia coli B834(DE3)
(auxotrofni bakterie, které neumi nesyntetizovat methionin) byla nechana rozmrznout na ledu.
Po rozmrznuti bylo odebrano 50 ul kompetentnich bunék do nové mikrozkumavky. Do jedné
mikrozkumavky byla ptfidana plazmidovda DNA pET-15b 14-3-3WT o ¢(DNA)= 40 ng/ul a
objemu 0,5 pl. V piivodni mikrozkumavce byly bufiky, které plazmid neobsahovaly a ty nam
slouzily jako negativni kontrola. Obé smési byly lehce promichany a nechdny 20-30 min na
ledu. Nasledné byl proveden tzv. teplotni Sok, kdy byly buiiky ptfeneseny z ledu do inkubatoru
a zde pfi teploté 42 °C po dobu 90 sekund byly buiiky transformovéany plazmidem. Thned poté
byly uloZeny na led. Po 3 min bylo do kazdé mikrozkumavky ptidano 500 pl SOC média.
Smési byly promichany a inkubovany po dobu 60 min pfi teploté 37 °C s tfepanim pii frekvenci
200 rpm. Buiiky byly naneseny na pifedem pfipravené plotny s LB agarem, které obsahovaly
ampicilin o koncentraci 100 pg/ml a rozetfeny sterilni ohnutou ty¢inkou. Plotny byly po

vsaknuti suspenze obraceny dnem vzhiiru a inkubovany ptes noc pfi teploté 37 °C v inkubatoru.

3.5.4 Izolace plazmidové DNA

Néami pouzivany plazmid byl izolovan pomoci sady QIAprep® Spin MiniprepKit pro
izolaci plazmidové DNA. Izolace byla provedena z no¢ni kultury bun¢k Escherichia coli DH5a
transformovanych plazmidem pET-15b 14-3-3WT, ktera byla pfipravena ve 3 ml LB média s
ampicilinem (postup pro ptipravu kompetentnich bunék a jejich transformaci byl stejny jako v
piipadé auxotrofniho kmene E. coli, viz kapitoly Inokulace bakterii, Pfiprava kompetentnich
bun¢k a Transformace buné€k). Bylo postupovano dle navodu, ktery je od vyrobce piiloZen
k sadé&. K urceni koncentrace plazmidu byla métena absorbance na spektrofotometru (DeNovix
DS-11+). Nejprve byl méteny blank, u kterého byla pouZita destilovand voda a poté byla
méfena absorbance plazmidové DNA pii 280, 260 a 230 nm tak, Ze byl nanesen vzorek o
objemu 1 pl a pfistroj ptimo urcil koncentraci DNA. Z poméru A (260 nm) /A (280 nm)

muzeme zjistit, zda nami piipraveny plazmid neni kontaminovany proteiny a
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z poméru A (260 nm) /A (230 nm) muzeme urcit pomér organickych necistot v plazmidové

DNA. Takto pfipraveny plazmid byl uchovan do zasoby pfi -20°C.

3.5.5 Produkce proteinu

Experiment byl provadén se dvéma rtiznymi klony a kazdy klon pro ucely optimalizace
doby produkce proteinu byl inokulovan tfikrat (celkem tedy Sest kultur). Do 250 ml
Erlenmayerovych bangk, které obsahovaly 50 ml LB s ampicilinem o koncentraci 100 pg/ml,
bylo pteneseno 0,5 ml noc¢ni kultury pfipravené ve 3 ml LB média s ampicilinem z bun¢k
Escherichia coli B834(DE3) transformovanych plazmidem pET-15b 14-3-3WT a
Erlenmayerovy baiky byly tfepany pfi teploté 37 °C a 200 rpm. Po 2 hodinach byla pro kazdy
klon zmétena optickd hustota pii 600 nm, ktera méla dosahovat hodnot mezi 0,7-0,8 a kultura
byla promyvana vychlazenym roztokem PBS. Proces promyvani se sestaval z centrifugace pfi
5000 rpm po dobu 5 minut pii 4°C (centrifugace Universal 320R, rotor 4250, Hettich). Nasledné
byl supernatant odlit a peleta byla resuspendovana v 25 ml PBS. Vzorek byl poté znovu
centrifugovan za stejnych podminek a supernatant znovu odlit. Poté bylo pfidano 49 ml MM-
M9 a nasledné byla kultura nechana hladovét pfi teploté 30 °C s tfepanim 200 rpm po dobu 13
hodin. Po 13 hodinach byl pfidan 1 ml foto-methioninu do finalni koncentrace 30 mg/ml. Po
15 minutach inkubovani pti 30 °C a 200 rpm byl odebran 1 ml z kazdé kultury. K méteni
optické hustoty pii 600 nm bylo pouzito 0,5 ml kultury a 0,5 ml bylo pouzito jako vzorek na
elektroforézu. Ke vSem kulturdm bylo pfidano IPTG do findlni koncentrace 0,5mM. Takto
indukované kultury byly nechany v inkubéatoru pti 30 °C a 200 rpm. Produkce proteinu byla
ukoncena po 1,3 anebo 6 hodinach v piipad€ obou klonil. Stejnym zplisobem jako pted indukci
byl po ukonceni produkce odebran 1 ml z kazdé kultury na stanoveni OD (600 nm), z ¢ehoZ byl
0,5 ml pouzit na elektroforézu. Falkony, ze kterych byl odebran 1 ml, byly nasledné
centrifugovany po dobu 5 minut pii 9000 rpm pfi 4 °C (centrifuga Universal 320R, rotor 4250).
Z centrifugované falkony byl odlit supernatant, peleta byla zamraZena na izolaci proteinu.
Vzorky, piipravené na elektroforézu byly nejprve centrifugovany 5 minut na 9000rpm
(MiniSpin, rotor F-45-12-11, Eppendorf) a nasledné resuspendovany ve 100ul destilované
vody.

3.5.6 SDS-PAGE
Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu s pouzitim dodecylsulfatu sodného se
nejcasteji pouziva k separaci proteinti. SDS-PAGE se sklada ze dvou gelti — rozdélovaciho a

zaostfovaciho gelu viz podkapitola Pfiprava polyakrylamidovych geli na SDS- PAGE-
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Tab.1 a Tab.2. Na SDS-PAGE byl odebran vzorek a nasledné¢ k nému byl ptfidan potiebny
objem 5x koncentrovaného pufru. Kazdy takto pfipraveny vzorek byl povatren po dobu 5 minut,
vzorky kultury odebirané béhem produkce proteinu byly pifed nanaSenim na gel jeste
sonikovany, a kratce centrifugovan na stolni minicentrifuze MiniSpin, Eppendorf . Na gel byl
nanasen marker (PageRuler Broad Range Unstained Protein Ladder, Thermo Scientific nebo
Precision Plus Protein Dual Color Standards, Biorad), ktery byl pfipraven z 5 ul zdsobniho
roztoku markeru a 15 pl vody a poté byly do kazdé jamky nandseny vzorky po 20 pl. K separaci
byl pouzit 12 % polyakrylamidovy gel. Elektroforéza probihala pfi 200 V a 20 mA na jedno
sklo. Po ukonceni elektroforézy byly gely z aparatury vyjmuty, barveny pomoci Coomassie
Brilliant Blue — R250 (CBB-R250) (0.25 % w/v Coomassie Brilliant Blue R-250; 45 % v/v
methanol; 10 % v/v octova kyselina) za kontinualniho tfepani po dobu ptiblizné 1 hodiny a poté
byl gel pienesen do odbarvovaci lazné (35 % v/v ethanol; 10 % v/v octova kyselina), kde byl

za stalého tiepani a ménéni odbarvovaciho roztoku odbarven.

Tab. 1: Piiprava 12 % rozdélovaciho polyakrylamidového gelu

Slozeni pro pfipravu 5 ml | V[ml]

H>O 1,6
30 % alkrylamidovy mix | 2,0
1,5 M Tris (pH 8,8) 1,3
10 % SDS 0,05

10 % amonium persulfat | 0,05

TEMED 0,002

Tab. 2: Pfiprava 5 % zaostfovaciho gelu

Slozeni pro ptipravu 2 ml | V[ml]

H20O 1,4

30 % alkrylamidovy mix | 0,33
1,0 M Tris (pH 6,8) 0,25
10 % SDS 0,02

10 % amonium persulfat | 0,02

TEMED 0,004
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3.5.7 Izolace proteinu

Bunééné pelety byly rozmrazeny a kazdé peleta umisténé na ledu byla resuspendovana 4
ml lyzac¢niho roztoku, ktery obsahoval inhibitory proteas. Lyza¢ni roztok byl pfipraven
pridanim 1 tablety na 25 ml roztoku. Poté byl k resuspendovanym peletam ptidan lysozym do
finalni koncentrace 100 pug/ml a roztok byl ponechén inkubovat na ledu 45 minut. Kazda peleta
byla sonikovana ultrazvukovym homogenizatorem Bandelin Sonopuls se sondou KE 76 celkem
3 minuty v deviti cyklech, vzdy 20 sekund sonikace a 10 sekund pauza. Pfi sonikaci byly
falkony chlazeny pomoci ledové tiisté, ve které byly umistény. V dalsim kroku bylo odebrano
16 pl solubilizatu na SDS — PAGE, pro sledovani priibéhu izolace. Sonikované buriky po lyzaci
byly centrifugovany 45 minut pti 9000 rpm a 4 °C (centrifuga Universal 320R, rotor 4250), byl
odebran vzorek 16 pl supernatantu i pelety, ktera byla nejdiive resuspendovana ve 4 ml
destilované vody (na SDS — PAGE). K purifikaci byla pouzita afinitni chromatografie (His
kotva, Ni-NTA) a pouzita byla mini aparatura a pumpa (Minipuls Evolution,
Gilson).Pro afinitni chromatografii se jako nosi¢ pouZiva nejCastéji agardza s kovaletné
navazanym ligandem. Ligand vaZe ion t&7kého kovu, kterym je nejéastéji Ni%*. Histidinova
kotva je béznou metodou purifikace rekombinantnich proteinti a jedné se o sekvenci 6-10
histidint, které jsou pfipojeny na C—nebo N — konec rekombinantniho proteinu. Nejprve doslo
ke zregenerovani 3 ml agarosy jejim promytim destilovanou vodou o objemu pfiblizn€¢ 30 ml,
dale 30ml roztoku na regeneraci, nasledné opét 30 ml destilované vody, poté 30 ml roztoku
NiSO4 a znovu destilovanou vodou, dokud nedoslo k vymyty nenavazanych Ni**, coz bylo
zpisobeno pifiblizné 100 ml destilované vody. Pufry, které byly pouZity k promyvani nebo
ekvilibraci byly nanaSeny na kolonu vychlazené. Poté byl dany nosi¢ ekvilibrovan pomoci
pufru E pfirychlosti 12 rpm 2x pfiblizné desetindsobkem obejmu nosice. Na nosi¢ byl nasledné
nanesen bunécny lyzat pfi 8 rpm a prvni 2 ml byly jimany do odpadu (mrtvy objem kolony).
Po priichodu kolonou byl vzorek jiman a opét nanesen na kolonu, abychom docilili co
nejveétsitho zachyceného mnozstvi. Bylo odebrano 16 pl vzorku na SDS-PAGE. Kolona byla
promyta priblizné desetindsobkem objemu nosice nejprve pufrem E a poté pufrem EF a bylo z
ni jimano 5 frakei, pficemz pied kazdou frakci byly vzdy 2 ml odpustény, pii 12 rpm po 1,5 ml
do mikrozkumavek. Aby byl protein z nosi¢e vymyt, byl promyt pufrem F, ktery obsahuje vétsi
mnozstvi imidazolu a bylo sbirdano 5 frakci po 1,5 ml pfi 12 rpm. Nésledné byla kolona
regenerovana a pouzita na dalsi vzorky pfi pouziti stejného postupu. Odebirané vzorky byly
analyzovany pomoci SDS-PAGE (viz kapitola 3.4.6). Elucni frakce, které obsahovaly protein

byly spojeny a néasledné dialyzovany a koncentrovany.
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3.5.8 Dialyza a koncentrace

Spojené elucni frakce byl nejprve dialyzovany tak, ze byly vzorky pfeneseny do
dialyza¢niho stfivka, které bylo uzavieno pomoci svorek a ndsledn¢ byly vlozeny do 1 1
dialyza¢niho pufru 1, ktery byl pfedem vychlazeny. Dialyza probihala za stdlého michéani
piiblizn€ 2 hodiny. Poté byly vzorky pieneseny do 1 | dialyza¢niho pufru 2, kde dialyza
probihala pies vikend v lednici. Dialyzované vzorky byly koncentrovany pomoci filtru Amicon
Ultra-15 s maximalni propustonosti 30 kDa. Elu¢ni frakce byly centrifugovany pii 4000 rpm a
4°C (centrifuga Universal 320R, rotor 1620-A, Hettich) do zakoncentrovani vzorku na piiblizné

1 ml.

3.5.9 Stanoveni koncentrace pomoci BCA

K této metodé se vyuziva kyselina bicinchoninova (BCA), vytvaii komplexy s Cu',
které se tvori reakci Cu'l* s peptidovymi vazbami. Nejprve byl ze zdsobniho roztoku BSA o
koncentraci 12 mg/ml pfipraven roztok o koncentraci 1 mg/ml. Z tohoto roztoku byly nasledné
pripraveny standardy o koncentraci 0; 0,125; 0,25; 0,5; 0,75 a 1 mg/ml. Roztok C byl pfipraven
smichdnim roztoku A a B v poméru 50:1. Nasledn¢ byly vSechny vzorky a standardy
pipetovany v triplikatech po 15 pl do mikrotitra¢ni desticky. Ke kazdému vzorku bylo ptidano
120 pl roztoku C a desticka byla nechana inkubovat pti 37 °C po dobu 30 minut. Nésledné byla

zméfena absorbance pii 562 nm.

3.5.10 MALDI-TOF MS analyza

Byly analyzovany findlni preparaty a frakce z pribchu izolace. Z gelu byl vyfiznut
prouzek, ktery odpovidal velikosti proteinu 14-3-3 (okolo 30 kDa). Nasledné byly prouzky
nakrajeny na malé kosti¢ky a pifeneseny do mikrozkumavky se 100 pl odbarvovaciho roztoku,
ktery byl pfipraven smisenim acetonitrilu se 100mM ethylmorfolinovym pufrem o pH 8,1
v poméru 1:1 (v/v). Takto byly dadny sonikovat do sonikacni 1azné, dokud nebyly odbarveny.
Odbarvovaci roztok byl po odbarveni odpipetovan, bylo pfidano 100 pl acetonitrilu ke
kostickam. Nasledn¢ bylo promichano a odpipetovan acetonitril. Stejné¢ bylo postupovéano
v ptipad¢ 100 pl vody od firmy Merck. Tento postup byl opakovan a poté byl preparat uchovan
v 50 % acetonitrilu. Acetonitril byl z roztoku odsat a vzorky byly dany ususit po dobu 10 minut
pod vakuem. K vysuSenym vzorkiim bylo pfidano 15 pl 30x fedéného trypsinu (zdsobni roztok
o koncentraci 0,1 mg/ml) ve 25mM ethylmorfolinovém pufru s 5 % acetonitrilem o pH 8,1, a
zéaroven byla pfipravena kontrola bez vzorku, smés byla takto nechana inkubovat ptes noc pii

37°C. Ke smési bylo pfidano 6,25 pl roztoku, ktery byl pfipraven smisenim acetonitrilu a 5 %
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(v/v) kyseliny trifluoroctové v poméru 9:1, smes byla sonikovana 5 minut. Pfidanim tohoto
roztoku bylo zastaveno enzymové Stépeni a doslo k extrakei peptidii z gelu. Na MALDI ter¢ik
bylo nejprve naneseno 0,5 ul peptidové smési a ten byl prevrstven po zaschnuti 0,5 pl
kyseliny a-kyanoskotficové (5 mg/ml v 50 % acetonitrilu s 0,1 % kyselinou trifluoroctovou
(v/v)), kterd je pro MALDI matrici. Nasledné¢ byla zméfena spektra na hmotnostnim

spektrometru MALDI-TOF, Ultraflex III, Bruker Daltonics.
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4. Vysledky

4.1 Produkce proteinu s foto-methioninem

Transformace buiiek E. coli B834 (DE3) byla provedena metodou teplotniho Soku, kdy
do bun¢k byl vnesen expresni plazmid pET-15b 14-3-3WT a builky byly uspésné
transformovany. Tento plazmid obsahuje rezistenci na antibiotikum ampicilin. Na agarovych
plotnach pii teploté 37°C pies noc narostly kolonie bakterii transformovanych plazmidem. Na
kontrolnich plotnach nenarostly zadné kolonie.

Z téchto kolonii byly ndhodné vybrany 2 klony, které jsme pouzily nasledné pro expresi
proteinu. Z kultury ptipravené z kazdého klonu bylo zaokovano vzdy 3x do LB média a bylo
sledovan narast bunék pomoci hodnoty ODsoo (viz Tab.3). Vzorky byly oznaceny pismenem
C (podminka produkce — pied indukci exprese proteinulx promyti bunék a 12 hodin hladovéni),
¢islem klonu 1 nebo 2 a délkou produkce 1, 3 nebo 6 hodin.

Tab.3: Hodnoty ODsoo pti kultivaci bakterii a produkci proteinu.

Po kultivaci v LB Po hladovéni (pted expresi) Po 1, 3 nebo 6 hod. produkce
ODs0o ODs0o ODs0o ODs0o ODs0o ODs0o

C1-1| 0,802 | C2-1| 0,791 | C1-1 | 1,173 | C2-1 | 1,083 | CI-1 | 1,320 | C2-1 | 1,219
C1-3| 0,751 | C2-3| 0,830 | C1-3 | 1,232 | C2-3 | 1,097 | C1-3 | 1,615 | C2-3 | 1,467
Cl-6 | 0,848 | C2-6| 0,797 | C1-6 | 1,240 | C2-6 | 1,045 | C1-6 | 2,232 | C2-6 | 1,762

Bunky byly sklizeny pii ODeoo ptiblizné 0,75 — 0,85. Po 12 hodinach hladovéni byla
ODsoo okolo 1,0 — 1,2. Nasledné byl pfidan foto-methionin a za 15 minut byla pomoci IPTG
zahdjena exprese proteinu. Produkce byla ukoncena v riiznych ¢asech a byla zmétena ODeoo
(hodnoty viz Tab.3). Dle oc¢ekavani absorbance v prubéhu produkce nartistala, avSak ne tak
rapidné€ v dusledku zatiZzeni bunc€k produkci proteinu. Narist absorbance byl pozorovan i u
hladovéni v minimdlnim médiu, avSak nebyl tak markantni jako pfi kultivaci v LB médiu, které
obsahuje velké mnozstvi aminokyselin.

Na Obr.6 na str.32 na nasledujici strané je zndzornéna produkce proteinu v jednotlivych
vzorcich. Z tohoto gelu neni zfejmy pozadovany protein 14-3-3 ani po 6 hodinach produkce, na
gelu je vidét velké mnoZstvi proteind E. coli, které ho ptekryvaji z diivodu 12 hodinového
hladovéni. Z tohoto diivodu je pro urceni miry inkorporace fM nutné provést purifikaci proteinu
z bunécného lyzatu, metoda Stépeni proteinu v gelu a MALDI-TOF MS by nesla vyuzit kvali
piekryvu pozadovaného proteinu jinymi proteiny z E. coli. Nasledné po purifikaci je mozné
provést stanoveni miry inkorporace.

31



kpa M C1-11,C1-1 C1-3 C1-6 H,0 C2-1t,C2-1 C2-3 C2-6
250 R ——
130 = g s g =1

100
70
55

L

35

25

15
10

Obr.6: Vizualizace produkce proteinu na 12 % SDS-PAGE. M - oznacuje marker neboli
standard molekulovych hmotnosti (PageRuler Broad Range Unstained Protein Ladder, Thermo
Scientific),C1-1to - zndzornéni pted produkci proteinu u vzorku C1-1, dale klon 1 (C1) po 1, 3,
6 hodinach produkce a poté nasleduje C2-1tp - zndzornéni pted produkci proteinu u
vzorku C2- 1, poté nasleduji klon 2 (C2) po 1,3 a 6 hodinach produkce. Sipka znazoriuje

molekulovou hmotnost poZadovaného proteinu.

4.2 Izolace proteinu
Bunécéné stény builky byly destruovany pomoci piisobeni lysozymu a nasledné i pomoci
sonikace. U sonikace bylo dilezité, aby byly falkony chlazeny, jelikoz pokud by doslo
k zvyseni teploty mohl by nam protein denaturovat. K odstranéni zbytkii bunék byl roztok
centrifugovan a nasledné odebran supernatant, ve kterém se pozadovany protein nachazel.
Vysledky lyzace pro vzorek C1-3(klon 1 po 3 hodinach produkce) jsou zobrazeny na Obr.7 na
str.33.
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Obr. 7: Vysledky lyzace bunék C1-3(klon 1 po 3 hodinach produkce) na 12 % SDS-PAGE.
V prvni draze je marker PageRuler Broad Range Unstained Protein Ladder a nasledné
solubilizat (SOL, bunky po lyzaci pomoci lysozymu a sonikaci), supernatant (SUP, bunécny
lyzat nanaseny na kolonu (Ni-NTA)) a peleta (PEL, odpadni peleta po rozbiti bun¢k). 3ipka

zna¢i molekulovou hmotnost odpovidajici pozadovanému proteinu.

Nasledné byla provedena afinitni chromatografie, kde se pomoci histidinové kotvy

zachytil na$ pozadovany protein a byl ndsledné eluovan. Pribéh nanaseni proteinu na kolonu,

promyvani a eluce jsou znazornény na Obr.8.
FT. M W, WF WF, E,£ E E E &

kDA

5 5 B B| 4 8 dpyd

Obr. 8: Vizualizace purifikace proteinu na 12 % SDS-PAGE pro vzorek C1-3. FT —bunécny
lyzat prosly kolonou, M — marker (Precision Plus Protein Dual Color Standards, Biorad), W —
promyvani pomoci pufru E s koncentraci imidazolu ImM, WF — promyvani pomoci pufru EF
s koncentraci imidazolu 68mM, E — eluce pomoci pufru F o koncentraci imidazolu 0,6M. Cisla

znaci potadi, ve kterém byly dané frakce jimany.
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Na Obr.8 je vidét, ze ve frakci WF (promyvani pufrem s pfidavkem imidazolu), ktera
neméla obsahovat izolovany protein, ovSem na gelu je vidét, Ze je vymyvan protein o stejné
velikosti. Bylo vylouceno, Zze je to pozadovany protein 14-3-3 pomoci hmotnostni
spektrometrie. Vysledek purifikace je ukdazan pouze na klonu 1 po 3 hodinach produkce (vzorek
C1-3). U ostatnich vzorki byl vysledek podobny.

Byly stanoveny findlni vytézky proteinu pomoci BCA viz Tab.4. Z Tab.4 lze vidét, ze
dle oc¢ekavani vytézky stoupaji s dobou produkce a také to, Ze u obou klont jsou tyto vytézky
velmi podobné. Po 3 hodinéch bylo ziskédno téméf dvakrat vice proteinu a po 6 hodinach byly

vytézky dokonce 3x az 4x vétsi oproti 3 hodinam.”

Tab. 4: Finalni vytéZky proteinu stanoveny pomoci BCA s vyuZitim standartu hovéziho

sérového albuminu.

Vzorek MnozZstvi
proteinu [mg]
Cl-1 0,33
C1-3 0,50
Cl1-6 2,09
C2-1 0,36
C2-3 0,66
C2-6 1,72

4.3 Stanoveni miry inkorporace foto-methioninu

Z findlnich preparatii na gelu byly vyfiznuty useky obsahujici protein, proteolyticky
Stépeny a nasledné pomoci hmotnostni spektrometrie byla zjisténa mira inkorporace. V ramci
kazdého vzorku bylo spektrum proméfeno 5x, takZe hodnoty jsou pruméry péti méieni.
V kazdém spektru byly srovnadny signaly dvou dvojic peptidd, prvni z dvojice peptid o m/z 1108
[178-186] EMQPTHPIR a peptid s foto-methioninem o m/z 1088 EfMQPTHPIR, peptid o m/z
1189 [232-241] DSTLIMQLLR s peptidem, ktery obsahoval foto-methionin o m/z 1169 [232-
241] DSTLIfMQLLR. V pftipadé, Ze je inkorporovany foto-methionin je hmota o 20 jednotek
nizsi viz Obr.9 na str.35. Stanoveni inkorporace foto-methioninu bylo uréeno srovnanim
signala ve spektru, respektive srovnanim ploch pod pikem pro peptid s Met a peptid s foto-Met

pro dvé dvojice peptida viz Obr.10 na str.35.
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Obr.9: Fotoaktivace pomoci UV laseru a nasledna terminace reaktivniho karbénu. Pfevzato a
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Obr.10: Vlevo — vyfez hmotnostniho spektra z MALDI-TOF analyzy pro klon 1 (C1) v Case
produkce 1, 3 a 6 hodin pro peptid o m/z 1108,56 [178-186] EMQPTHPIR.

Vpravo — vyfez hmotnostniho spektra MALDI-TOF pro klon 1 v ¢ase 1,3 a 6 pro peptid o m/z
1189 [232-241] DSTLIMQLLR. U druhého klonu byla hmotnostni spektra obdobna.
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Obr. 11: Grafické znazornéni inkorporace foto-methioninu po 1, 3 a 6 hodinach exprese u

klonu 1 (C1) a2 (C2) pro peptid o m/z 1108 [178-186] EMQPTHPIR.

Tab. 5: Hodnoty inkorporace foto-methioninu v peptidu o m/z 1108 [178-186] EMQPTHPIR

Inkorporace [%] Odchylka
C1-1 47,72 1,00
C2-1 54,78 0,72
C1-3 67,34 0,71
C2-3 73,32 0,52
C1-6 69,03 1,42
C2-6 68,36 0,61
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Obr. 12: Grafické znazornéni inkorporace foto-methioninu po expresi v 1,3 a 6 hodinach u

Peptid o0 m/z 1189
[232-241] KDSTLIMQLLR

3
Cas produkce [hod]

klonu 1 a 2 v peptidu [232-241] DSTLIMQLLR o m/z 1189.

Tab.6: Hodnoty inkorporace foto-methioninu v peptidu o m/z 1189 [232-241] DSTLIMQLLR.

Z Obr.11 na str.36 a Obr.12 a Tab.5 na str. 36 a Tab.6 je vidét , ze hodnota

Inkorporace [%] Odchylka
C1-1 49,47 1,31
C2-1 49,73 1,54
C1-3 61,74 1,38
C2-3 68,60 0,55
C1-6 64,95 1,06
C2-6 67,27 0,80

inkorporovaného foto- methioninu se zvysuje s rostoucim ¢asem exprese, u obou klontli je

obdobny vysledek pro oba peptidy, resp. rizné Met v sekvenci proteinu. Nejnizsi inkorporaci

37

mCl mC2



1ze sledovat u obou klont po 1 hodin¢ exprese a to piiblizné 50 %. Nejvyssi inkorporaci 1ze
sledovat po 3 a 6 hodinach exprese a to az 70 %, je vidét, ze mira inkorporace u obou klont se

po 3 a 6 hodinach exprese vyrazné nelisi.
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5. Diskuze

Tato bakalarska prace se zaméfovala na purifikaci a optimalizaci exprese proteinu
s inkorporovanym foto-methioninem. Protein 14-3-3(, ktery byl vtomto experimentu
inkorporovan foto-methioninem, je dillezitym regula¢nim proteinem s vyznamnou apoptickou
funkci. Diky pravé inkorporované foto-skupiné, 1ze dale sledovat funkci ¢i protein-proteinové
interakce, které ndm mohou prozradit cenné informace o funkci ¢i tercialni struktufe.

V této bakalaiské praci jsme chtéli optimalizovat podminky exprese, podminky exprese
jiz byly studovany v praci, kde byl poprvé inkorporovan foto-methionin do proteinu
v expresnim systému E. coli BL-21 (DE3) Gold a tento systém je bézné uzivan pro expresi
rekombinantnich proteinii. V téchto proteinech se pohybovala inkorporace okolo 30-
60 %.23242547 K pouziti metody PIXL takto piipravené proteiny stadily, oviem vysledky se
lisily s kazdym experimentem. Proto byly zkouSeny dals$i experimenty s kmeny E. coli, které
meély deletovanou drédhu pro syntézu methioninu. U kmenu E. coli K-12 JW3973 (Coli Genetic
Stock Center) bylo potieba vlozit kromé plazmidu diky kterému je v buiice mozné produkovat
pozadovany protein i gen kodujici T7 RNA polymerazu. Vysledky tohoto experimentu byly
velmi dobré, jelikoz inkorporace foto-methioninu byla témét 100 % a také bylo mozné ptidanim
stopového mnoZstvi methioninu do média regulovat miru inkorporace foto-methioninu.’*Avsak
tyto experimenty bylo t€Zké zopakovat, coz se potvrdilo experimenty v ramci této bakalatské
prace, jelikoZz z poc€atku jsme zkouSeli pracovat s timto kmenem a v rdmci tohoto experimentu
se nepodaftilo produkovat protein. Diivodem tohoto problému muze byt to, ze byl zmutovan
provedeny také s foto-leucinem v E. coli BL-21(DE3) Gold a nasledné i s leucin auxotrofnim
kmenem E. coli K-12 JW5807-2, avSak ani s jednim z t€chto kment se nepodaftilo ziskat foto-
leucin inkorporovany v proteinu, a to zfejmé z divodu, ze je vysoka specifita leucyl-tRNA
synthetazy a poté taky diky dobie vyvinutému opravnému mechanismu tohoto enzymu.*’

Po neuspésné expresi v bunikdch E. coli K-12 JW3973 byl zvolen jiny vhodné&jsi
auxotrofni kmen E. coli B834 (DE3), tento kmen neni samostatn€ schopny syntézy methioninu.
V ramci tohoto kmene bylo produkovano vice protein s inkorporovadnim foto-methioninu
s podobnymi vysledky (okolo 50 % inkorporace fM). V této praci bylo navazéno na piedeslé
experimenty vedouci k optimalizaci podminek pro expresi. Byl porovnan standardni protokol
A (pred indukei produkce proteinu 1x promyti bunék a 15 minut hladovéni, produkce proteinu
3 hodiny) s protokolem B, kdy byly buiiky pfed indukci produkce promyty 3x anebo C, kdy

byla doba hladovéni prodlouzena na 12 hodin. Z hlediska miry inkorporace foto-methioninu

39



vysla podminka C (promyvani bun¢k pted indukci produkce 1x a 12hodinové hladovéni) jako
nejlepsi, a proto bylo pokracovano s témito podminkami i dale.

Nevyhodou této podminky byl nizsi vytézek, za cilem dosdhnout vyssiho vytézku se
nabizelo prodlouzeni doby produkce proteinu, a proto byl vramci této bakalaiské prace
sledovan vliv doby produkce na miru inkorporace foto-methionin Na zakladé toho byly
zkouSeny doby produkce proteint 1, 3 a 6 hodin.

Z Obr.11 na str.36 a Obr.12 na str.37 a také z Tab. 5 na str.36 a Tab. 6 na str.37 je
vidét, ze s rostouci dobou produkce, roste inkorporace foto-methioninu do proteinu, coz jsou
opacné vysledky jako u biosyntézy cytochromu bs v E. coli BL-21 (DE3) Gold, kde naopak pfi
delsim ¢asu klesala mira inkorporace foto-methioninu.?> V naSem experimentu byla nejnizsi
inkorporace po hoding ptiblizn€ 50 %, ale po 3 a 6 hodinach tato hodnota dosahovala az 70 %.
V ptipad€ biosyntézy v E. coli BL-21 (DE3) Gold je pfi¢inou snizujici se inkorporace
pravdépodobné rychlé obnoveni biosyntézy methioninu, ta je nejprve blokovana piidavkem
aminokyselin s inhibi¢nim efektem. Zvysit vytézek produkce proteinu v E. coli B834(DE3) je
mozné prodlouzenim doby produkce, aniz by byla ovlivnéna mira inkorporace foto-methioninu.
V této praci je ukazano trojndsobné az Ctyinasobné zvySeni vytézku prodlouzenim doby
produkce ze 3 hodin na 6 hodin (viz Tab.4 na str.34). Protein 14-3-3 s inkorporovanym foto-
methioninem bude vyuzit pro optimalizaci protokolu na ptipravu tohoto proteinu a ke studiu
protein-proteinovych interakci. V této praci byly experimenty provadény na modelovém
proteinu 14-3-3(, diky tomu se mohou vysledky lisit v zavislosti na proteinu, jeho velikosti ¢i

na obsahu methioninovych zbytki.
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Zavér

V bakterialnich bunkach E. coli B834(DE3) byl uspésné exprimovan protein 14-3-3(
s inkorporovanym foto-methioninem. V ndvaznosti na optimalizaci podminek exprese byla
optimalizovéna doba produkce s cilem dosahnout vyssiho vytézku proteinu. Po 6 hodinach
produkce bylo ziskano tiikrat az ¢tyfikrat vice proteinu oproti 3 hodinam a bylo zjisténo, ze i
po 6 hodinach byla inkorporace foto-methioninu az 70 % u obou testovanych klont v ptipadé
obou studovanych peptidi. Zaroven bylo ovéfeno, Ze navrzeny protokol pro inkorporaci
fofo-methioninu poskytuje stabiln¢ dobré vysledky a miize byt vyuzit k ptipraveé proteina pro

ucely PIXL.
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