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Abstrakt

Metabolické transkripéni represory jsou proteiny, které reguluji transkripci rtiznych gent
bakteridlniho metabolismu. Typicky obsahuji dvé domény: N-koncovou doménu vézajici DNA
(DBD, =zangl. DNA-binding domain) a C-koncovou doménu vazajici molekulu
efektoru. Po vazbé efektoru (nejcastéji molekuly metabolitu) protein zméni svou konformaci,
¢imz dojde ke zméné jeho afinity k DNA operatoru a ndsledné modulaci transkripce genii

kédujicich proteiny dané metabolické dréhy.

LutR patii do rodiny bakteridlnich transkripcnich regulatort GntR. V divokém kmeni Bacillus
subtilis RO-NN-1 je LutR zodpovédny za represi transkripce gent potfebnych pro vyuziti
laktatu, zatimco funkce LutR z laboratornich kment B. subtilis PY79 a 168 se lisi. Diky mutaci
je produkovany protein o prvnich 21 aminokyselin kratsi, coz vyrazn¢ ovliviiuje jeho vazebnou
specificitu pii rozpoznavani sekvence DNA. Tato varianta LutR pak funguje jako globalni
regulator a reguluje velky pocet gentl, jejichz transkripce je spjata s piechodem z faze

exponencialniho ristu bakteridlni populace do faze stacionarni.

Znalost 3D struktury komplexu LutR s DNA by pomohla objasnit pfesny mechanismus, jakym
delece v DBD LutR méni jeji vazebnou specificitu. V ramci této prace byla heterologni expresi
v Escherichia coli ptipravena DBD LutR z divokych kment B. subtilis v dostate¢ném mnozstvi
a Cistoté pro krystalizaci. Metodou difuize par se podaftilo ziskat krystaly komplexu DBD LutR

s DNA pro rentgenostrukturni analyzu difraktujici do rozligeni 2,8 A.

Kli¢ova slova: regulace transkripce, transkripéni represory, RTG studie, krystalizace, difrak¢ni

analyza.



Abstract

Metabolic transcriptional repressors are proteins controlling transcription of specific genes

involved in bacterial metabolism. These proteins typically consist of two domains: N-terminal
DNA -binding domain (DBD) and C-terminal effector-binding domain. When an effector

(usually a metabolite molecule) binds to the protein, the conformation of the protein is changed.
This causes achange in affinity to its DNA operator and that subsequently modulates

the transcription of genes of the specific metabolic pathway.

LutR belongs to the GntR family of bacterial transcriptional regulators. In undomesticated
strain RO-NN-1 of Bacillus subtilis, LutR regulates transcription of genes required for L-lactate
utilization. Interestingly, LutR from laboratory strains PY79 and 168 has a different function.
Due to a mutation, it lacks the first 21 amino acids and this alters its DNA recognition
specificity. This LutR variant acts as a global regulator and regulates many genes associated

with transition from exponential growth to stationary phase of bacterial population.

Knowledge of 3D structure of LutR with DNA could elucidate the impact of this short deletion
in LutR DBD on the mechanism of DNA recognition. In this work, the DBD of LutR from
undomesticated strains of B. subtilis was prepared by heterologous expression in Escherichia
coli in sufficient yields and purity for crystallization trials. Crystals of LutR DBD and DNA
complex for X-ray structural analysis diffracting to resolution 2,8 A were obtained by vapour

diffusion crystallization technique.

Key words: regulation of transcription, transcriptional repressors, X-ray study, crystallization,

diffraction analysis.
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1 Uvod

vvvvvv

1 vnitinim prostfedi a pohotové na né reagovat. Stejné tak je tomu i u bakterii. V okolnim
prostiedi bakterie dochazi k neustalym vykyviim zivotnich podminek. Jednim z piikladi téchto
ménicich se podminek je dostupnost zivin. Bakterie se velmi dobie adaptovaly na Casté stiidani
jejich dostatku a nedostatku a vyvinuly se u nich ¢etné mechanismy zpracovani riznych

alternativnich zdroju zakladnich zivin — dusiku a uhliku.

Bacillus subtilis je Gram-pozitivni bakterie s nizkym poctem GC parti v genomu. V priabéhu
let se stala vyznamnym modelovym organismem pro studium fady procesu, naptiklad regulace
tvorby biofilmu, sporulace a dalSich (Hamon a Lazazzera, 2001; shrnuto v Mielich-Siiss
a Lopez, 2015). Primarnim zivotnim prosttedim B. subtilis je puda. V pide¢ zije velké mnoZzstvi
riznych organismi, coz z ni vytvaii velmi konkurencni prostiedi, kde €asto dochazi k boji
o zivotni prostor a dostateCny piijem zivin. Strategie ptidnich organismil v boji o pfeziti se
ruzni, od exkrece antimikrobialnich latek zajiStujicich bezpeci proti konkurentim (shrnuto
v Sumi et al., 2014), ptes produkci sloucenin zprostfedkovavajicich imunitu a resistenci proti
antibiotikiim produkovanych jinymi organismy (napiiklad Laskaris ef al., 2010), po kooperaci,
diferenciaci a tvorbu mnohobunécnych spolecenstev napiiklad ve formé¢ biofilmu (Aguilar

et al.,2007).

V modernim svete ma B. subtilis Siroké vyuZziti, predevsim
v prumyslu k rekombinantni produkci enzymti, vitamind a dalsich latek (shrnuto v Schallmey
et al.,2004) ¢i k fermentaci v potravinafstvi (naptiklad japonsky sdjovy produkt natto; Kamada
et al., 2015; Kubo et al, 2011). Fermentace je d¢j, pii kterém dochéazi k rozkladu
komplexnéjsich sloucenin (polysacharidli aj.) na jednodussi za vzniku energeticky nabitych
slou¢enin (ATP aj.), a slouzi tedy mikroorganismim jako zdroj energie. Jednim
z fermentacnich procestt je i mléné kvaSeni, kdy za anaerobnich podminek vznika
z jednoduchych cukri glykolyzou kyselina mlé¢na neboli laktat. Laktat je zarovei sloucenina,
kterou jsou mnohé druhy bakterii schopny vyuZit jako alternativni zdroj uhliku v dobé

nedostatku Zivin.

V divokych kmenech B. subtilis jsou geny kdodujici enzymy potiebné pro vyuziti L-laktatu
(tzv. lut geny — zangl. ,lactate utilization*) regulovany transkripénim reguldtorem LutR
(z angl. ,,lactate utilization repressor®, Chai et al., 2009; Chiu et al., 2014). V laboratornich

kmenech B. subtilis je vSak tento protein vytvaren o prvnich 21 aminokyselin kratsi a na rozdil
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od LutR z divokych kment B. subtilis funguje jako globalni transkripéni regulator regulujici
expresi mnoha genll spojenych piedevsim s piechodem z exponencialni do stacionarni faze

(Irigiil-Sénmez et al., 2014).

LutR patii do strukturni rodiny bakteridlnich transkripénich faktor GntR. Pro ty je typicka
struktura slozend ze dvou podjednotek — domény vazajici efektor (EBD, zangl.
neffector-binding domain®) a domény vazajici se na DNA (DBD, z angl. ,,DNA-binding
domain®) — (Suvorova et al., 2015; Rigali et al.,, 2002; shrnuto v Jain, 2015). Znalost
trojrozmérné (3D) struktury obou variant LutR v komplexu s DNA by pomohla objasnit
mechanismus, jakym kratka delece v DBD LutR ovliviiuje vazebnou specificitu pii rozpozndni

sekvence operatorové DNA.

V teoretické ¢asti této prace jsou rozebrany metabolické pochody, jichz se LutR tcastni, a jejich
souvislost v pribéhu Zivotniho cyklu B. subtilis. Prakticka ¢ast této prace je zaméfena
na pfipravu DBD LutR z divokych kment B. subtilis a jeji biochemickou studii samostatné
1 ve vazb¢é s operatorovou DNA s cilem piipravit krystaly tohoto protein-DNA komplexu

pro rentgenostrukturni analyzu.
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2 Prehled literatury

2.1 Regulace metabolismu u bakterii

Bakterie ziji v proménlivém prostfedi, na jehoz zmény musi neustdle pohotové reagovat
a adaptovat se. Jednim ze zplsobii této adaptace je jejich schopnost vyuzivat rtizné zdroje
energie, uhliku a dusiku. V kazdém okamziku je pro bakterii dilezité, aby optimalné vyuzivala
dostupné zdroje zivin a dovedla s nimi ekonomicky hospodafit. K tomu ji slouzi rtzné
metabolické drahy: jak katabolické, tedy ty, které se podileji na rozkladu zivin, tak anabolické,
které naopak vedou k syntéze potiebnych molekul. Jednotlivé metabolické procesy jsou
zprostfedkovany proteiny s funkei enzymil. JelikoZ se jedna o propojenou a pomérné slozitou
sit’ riznych procest, je potieba ji G€inn¢ a efektivné regulovat (Goelzer et al., 2008; shrnuto

v Shimizu, 2013). Tato regulace probiha na riiznych trovnich.

Obecné lze tuto regulaci rozd€lit na a) rovinu produkce dané¢ho enzymu a b) rovinu modulace
aktivity enzymu. Vznik enzymu muize byt regulovan na urovni transkripce (shrnuto v Browning
a Busby, 2016; ve Washburn a Gottesman, 2015; a naptiklad ve Stiilke a Hillen, 2000)
¢i translace (shrnuto ve Winkler a Breaker, 2005; a v Jeong et al., 2017). Aktivita enzymu byva
regulovana napf. posttranslaénimi modifikacemi, jako je fosforylace (Jers et al., 2010; Shi
etal., 2014), nebo allostericky prostiednictvim zmény konformace po navazani molekuly
tzv. efektoru (Macol et al., 2001; Shulman et al., 2008; Comino et al., 2017). Efektorem pak
nejCastéji byvad molekula metabolitu, kterd svou vazbou zprosttedkovava informaci

o konkrétnim stavu vnéjSiho nebo vnitiniho prostredi (Goelzer ef al., 2008).

Jiny pohled na rovné regulace pak je podle dosahu daného regulac¢niho procesu. Z tohoto
pohledu se déli regulace na globélni a lokalni. Globalni regulace ovlivituje velké mnozZstvi
dil¢ich procest a jeji ucinek je tedy pleiotropni. Pfikladem mizou byt globalni transkripéni
regulatory, které ovliviiuji transkripci mnoha riznych genti; u B. subtilis naptiklad SpoOA tidici
pocatek sporulace (Molle et al., 2003) nebo SinR jako hlavni regulédtor tvorby biofilmu (Kearns
et al., 2005; Chu et al., 2006). Naproti tomu lokalni regulace se zamétuje na jeden konkrétni
proces, napiiklad jeden konkrétni transkripéni regulator, jehoZ funkei je regulovat transkripci
jednoho konkrétniho genu ¢i skupiny genti uspotadanych do operonu. Prikladem u B. subtilis
je transkripéni represor GntR, ¢ili represor drahy pro degradaci D-glukonatu (Fujita a Fujita,

1987).
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2.2 Regulace na urovni transkripce

Regulace na urovni transkripce je pro bakterie vyhodnd, protoze Setii energii a zdroje zivin.
Transkripce je proces, pii kterém dochazi k ptfepisu informace ulozené v DNA do mRNA
pomoci DNA-dependentni RNA polymerasy (RNAP) za ucasti fady dal§ich pomocnych
proteini. RNAP se skldda ze dvou podjednotek a a podjednotek B, B’ a ®. Tyto podjednotky
tvofi tzv. funkéni ,,core® RNAP, ktera je schopnd prodluzovani transkriptu, ale nedokaze se
sama navazat na promotor a transkripci zahajit. Interakci RNAP s promotorem zprostfedkovava
tzv. o-faktor, ktery spole¢né¢ s ,,core” RNAP tvoii holoenzym RNAP (shrnuto v Browning
a Busby, 2016).

Proces transkripce pak probiha ve tfech fazich: (1) iniciace, kdy dochazi k nasednuti RNAP
na promotor; (2) elongace, kdy probiha ptidavani jednotlivych nukleotidii do vznikajiciho
vlakna mRNA; a (3) terminace, pii které¢ dochazi k ukonceni transkripce, oddéleni transkriptu
a RNAP (Obrézek 1; shrnuto v Browning a Busby, 2016). Regulace procesu transkripce miize
probihat ve kterékoliv ztéchto fazi (shrnuto ve Washburn a Gottesman, 2015;
a v Browning a Busby, 2016). Klicova je vSak u bakterii regulace iniciace transkripce (Goelzer

et al., 2008), ktera bude déle blize rozebrana.
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RNA transkript
Obrazek 1: Zjednodusené schematické znazornéni priubéhu transkripce bakteridlnich geni

Transkripci bakteridlnich gent zprosttedkovava DNA-dependentni RNAP, ktera se sklada ze dvou
podjednotek a a podjednotek B, B’ a . Vazbou tzv. o-faktori vznika holoenzym RNAP, tedy
takovy, ktery je schopny zahajeni transkripce ze specifické sekvence rozpoznavaného promotoru.
Interakci RNAP s DNA promotorem se tvoii tzv. uzavieny komplex. V mist¢ pocatku transkripce
se rozdéli vlakna DNA, ¢imz dojde k pfeméné na otevieny komplex. Pfiddvanim NTP vznika
iniciujici komplex, ktery syntetizuje vlakno RNA. Nékdy se stavd, ze je RNAP drzena v misté
promotoru (abortivni iniciace) a dochazi k syntéze kratkych (tzv. abortivnich) RNA transkriptu.
Féaze elongace nastava, kdyzZ RNAP opusti promotor, dojde k uvolnéni o-faktorti a vznikajici
mRNA je prodluzovana piiddvanim NTP. Kdyz RNAP narazi na transkripéni termindtor, RNA
transkript a RNAP jsou uvolnény a tim je transkripce ukon¢ena. RNAP pak znovu muze vstoupit
do cyklu transkripce od zacatku — prostfednictvim interakce se o-faktory a pfislusSnym DNA
promotorem.

Vysvétlivky zkratek (abecedné): aCTD — C-koncova doména o podjednotky RNA polymerasy,
oNTD — N-koncova doména a podjednotky RNA polymerasy, NTP —ribonukleotid 5'-trifosfaty;
RNAP — RNA polymerasa.

Obrazek byl pfevzat a upraven v programu Inkscape 1.1.1 podle Browning a Busby, 2016.
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2.2.1 Regulace na urovni iniciace transkripce

Iniciace transkripce zahrnuje rozpoznani konkrétnich konsenzus sekvenci v oblastech -10 a -35
o-faktorem, tvorbu uzavieného komplexu sestavenim celého RNAP holoenzymu v oblasti
promotoru a nasledné tvorbu otevieného komplexu — otevienim transkripcni bubliny diky
rozpojeni komplementarnich fetézci DNA. RNAP pak zac¢ind podle templatového vlakna
pridavanim NTP syntetizovat RNA transkript (viz Obrazek 1, shrnuto v Browning a Busby,
2016). Regulace iniciace transkripce mtize byt konkrétn¢ zamétena piimo na RNAP anebo

na regulacni oblast dané¢ho genu.

Regulace zaméfena na RNAP moduluje vznik holoenzymu, jeho aktivitu nebo preferenci
promotorovych oblasti (shrnuto v Browning a Busby, 2016). Sem patii mimo jiné regulace
prostiednictvim riznych o-faktord. Jak jiz bylo feceno, o-faktory zprostfedkovavaji interakci
mezi RNAP a specifickou promotorovou oblasti (shrnuto ve Feklistov et al., 2014). Lze je
rozdelit do dvou rodin: (1) tzv. ,housekeeping® o-faktory (volné pielozeno jako o-faktory
»udrzujici poradek®), které jsou zodpovédné za transkripci vétSiny gent; a (2) alternativni
o-faktory. Ty se specializuji na transkripci za konkrétnich neobvyklych Zivotnich podminek,
napt. ve stresovych podminkach (shrnuto ve Feklistov et al., 2014; a v Browning a Busby,

2016).

Iniciace transkripce je dale regulovana v regulaéni oblasti genu. Kromé dalSich mechanismii,
které modifikuji pfimo DNA promotor, do této kategorie nalezi predevSim transkripcni
regulatory (shrnuto v Browning a Busby, 2004; v Browning a Busby, 2016; a v Browning ef al.,
2019). V kontextu regulace metabolismu to jsou proteiny podilejici se na regulaci transkripce
genu, které¢ kéduji enzymy a dalsi proteiny ucastnici se riznych metabolickych drah. Geny
jedné metabolické drahy byvaji ¢asto uspofadany do tzv. operont, tedy transkrip¢nich jednotek
pod regulaci jediného promotoru (Jacob a Monod, 1961). JelikoZ je regulace metabolismu s co
nejmensim vynaloZenim energie pro bakterie tak dileZitd, patii tato Uroven regulace v fisi
bakterii mezi velmi roz§ifenou, protoZe umoznuje omezit potencialni plytvani zdroji na samém

pocatku jejich vyuziti (Goelzer ef al., 2008).

Regulace prostrednictvim transkripénich regulatorit miize byt pozitivni, zprostiedkovana

aktivatory, anebo negativni, zprostiedkovana represory (shrnuto v Browning a Busby, 2016).

vvvvvv

promotory regulované vice zptisoby (shrnuto v Browning a Busby, 2019).
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Aktivatory jsou proteiny, jejichZ vazba na DNA zvySuje aktivitu daného promotoru. Mohou tak
Cinit prostiednictvim interakce s a-podjednotkami RNAP nebo o-faktorem, poptipadé jejich
vazba na DNA indukuje zménu konformace promotoru, coz umozni transkripci pfislusnych
genll (shrnuto v Browning a Busby, 2016). Negativni regulaci prostfednictvim represort se

vénuje podrobnéji dalsi kapitola.

2.3 Metabolické transkrip¢ni represory

Metabolické represory zprosttedkovavaji negativni regulaci transkripce tak, ze svou vazbou
na DNA brani transkripci ptislusnych regulovanych genii. Represory rozpoznavaji specifickou
sekvenci DNA, tzv. DNA operator. Konkrétni molekuldrni mechanismus represe transkripce
muze mit nékolik riznych podob, které se 1isi pro konkrétni druhy represori (Obrazek 2;
shrnuto v Browning a Busby, 2004). Nejjednoduss$im zpisobem represe je sterické branéni
nasednuti RNAP na oblast promotoru (Obrazek 2A). DalSim zplisobem muze byt tvorba
smycky, ktera vznika, kdyz se v regulacni oblasti genu nachézi vice rozpoznavanych operatora
umisténych dale od sebe, na néz se vaze a nasledné oligomerizuje nckolik podjednotek
represoru (Obrazek 2B). Dalsim zpiisobem represe pak muize byt ovlivnéni funkce aktivatoru

prostfednictvim interakce s nim (Obrazek 2C) — (shrnuto v Browning a Busby, 2004).
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A | Represe sterickym branénim nasednuti RNA polymerasy
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Obrazek 2: Schematické zndzornéni riznych zpiisobii represe transkripce prostiednictvim
represori

(A) Represe sterickym branénim nasednuti RNA polymerasy; (B) Represe vytvofenim smycky;
(C) Represe modulaci funkce aktivatoru

Obrazek byl ptevzat a upraven v programu Inkscape 1.1.1 podle Browning a Busby, 2004.

Aktivita represort byva v zavislosti na stavu vnéjSiho 1 vnitiniho prostiedi bakterie modulovana
tzv. efektorovymi molekulami. Jedna se o typ allosterické regulace, kdy navazani efektoru
na represor meéni jeho konformaci, a tim v diisledku dochazi ke zméné transkripce ptislusnych
gent. Da se fici, Ze represory plni funkci tzv. pfepinaci transkripce, kdy o ,,vypnutém®
nebo ,,zapnutém* stavu rozhoduje pravé vazba efektorové molekuly (Goelzer et al., 2008;
shrnuto v Jain, 2015). Tento mechanismus regulace transkripce navrhli jiz na zacatku 60. let
minulého stoleti Jacob a Monod (Jacob a Monod, 1961) na zéklad¢ studii regulace lac operonu
(kédujiciho proteiny pro vyuziti D-laktosy) a lyticko-lysogenniho cyklu faga lambda (Pardee
etal., 1959; shrnuto v Lewis, 2011). Tento model regulace transkripce prostfednictvim

represord ve své podstaté plati dodnes a zjednodusen¢ je znazornén na Obrazku 3.
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Obrazek 3: Schematické zndzornéni molekularniho mechanismu funkce represorii

metabolickych operonii

(A) Represory katabolickych operont: efektor se nazyva induktor a byva ¢asto vstupni molekulou
dané degradacni drahy nebo jejim metabolitem. Vazba efektoru na represor zapticini uvolnéni
represoru z DNA operatoru, ¢imZ umozni néslednou transkripci genti kodujicich enzymy dané
degradacni drahy. Také je tento zptisob nazyvan enzymova indukce a jeho nejznamé;jsim piikladem
je regulace /ac operonu pro vyuziti D-laktosy (Pardee ef al., 1959; Jacob a Monod, 1961).

(B) Represory anabolick}'lch operonfl' efektor se nazyva korepresor a byva casto kone¢nym

M7

operator a zabranéni dalsi transkrlpce gent kodujicich enzymy dané syntetické drahy. Tento zpiisob
je také nazyvan represe koncovym produktem a vyskytuje se napiiklad jako jeden z regulacnich
mechanismu #7p operonu pro biosyntézu L-tryptofanu (Shimizu et al., 1973).

Vysvétlivky zkratek (abecedne): DBD — DNA-vazebna doména (z angl. ,,DNA-binding domain®);
EBD — efektor-vazebnd doména (z angl. ,.effector-binding domain®). Schéma bylo vytvofeno
v programu ChemBioDraw Ultra 14.0 (Cambridge Soft, USA) a upraveno v programu Inkscape
1.1.1.

V této praci budou déle rozebirdny represory, jejichz funkce je modulovdna zplsobem
zndzornénym na Obrazku 3A, tedy ty, které vazba efektoru uvolni z DNA operatoru. Jedna se
pfedevsim o represory gent a operont kodujicich enzymy katabolickych drah (shrnuto v Stiilke

a Hillen, 2000).
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Transkripni represory sdili typickou doménovou organizaci, ze které vychazi obecny
mechanismus jejich fungovéani. Obvykle se skladaji ze dvou domén: C-koncové domény,
na kterou se vaze molekula efektoru, a N-koncové domény, ktera rozpoznava specifickou
sekvenci DNA a vaze se na ni. Podle své funkce ziskaly tyto domény i své pojmenovani EBD

(,,effector-binding domain‘) a DBD (,,DNA-binding domain‘) — (shrnuto v Jain, 2015).

Oznaceni transkrip¢ni represor vypovida o zakladni funkci téchto proteind, kterou je zabranit
transkripci gent, jez se pod regulaci daného represoru nachazeji. Kdyz je represor navazan
na rozpoznavanou sekvenci operatorové DNA, svou piitomnosti blokuje nasednuti RNAP
na DNA né¢kterym z vySe uvedenych mechanismii (viz Obrazek 2; shrnuto v Browning
a Busby, 2004). Jakmile je vSak pfitomna molekula efektoru, dojde k jejimu navazani na EBD
a protein zméni svou konformaci. Tato zména zpusobi, Ze represor jiz dale nebrani nasednuti
RNAP a transkripce pfislusnych genti mtiize probéhnout (Obrazek 3A; shrnuto v Jain, 2015;
v Browning et al., 2019; a v Browning a Busby, 2004).

vvvvvv

ptvodni model Jacobse a Monoda (Visweswariah a Busby, 2015). Casto dochazi ke kombinaci
vice typu regulace, pfipadné¢ se regulace ucastni vice reguldtord zaroven v aditivnim
¢1 kooperativnim modu (shrnuto v Browning et al. 2019). Diky neustdlému vyvoji technik
molekularni biologie a genetiky se o konkrétnich mechanismech regulace bakteridlni

transkripce dozviddme vice a vice (shrnuto v Balleza ef al., 2009; a v Browning et al., 2019).

2.3.1 Transkripéni represory drah pro katabolismus zdrojit uhliku u bakterie B. subtilis

Podle odhadt tvofi transkripéni regulatory bezmala 10 % z celkového poctu bakteridlnich gent
kodujicich proteinové sekvence (Pérez-Rueda a Collado-Vides, 2000). U B. subtilis to je 6 %
bez o-faktorii a atenudtori transkripce (Moreno-Campuzano et al., 2006). Celkové bylo
pro B. subtilis ptedpovézeno 237 proteinl s funkci transkripénich regulatord. Pro pfiblizné
polovinu z nich byla v roce 2006 jejich funkce experimentalné potvrzena (Moreno-Campuzano
et al., 2006). Pro 59 % z téchto 237 byla pfedpoveézena funkce represorti a pro 17 % funkce
aktivatorti. Dale bylo predikovanoa 17 % dudalnich regulatori s obéma funkcemi.
Pro zbyvajicich cca 6 % nebylo mozné regulacni funkci urc¢it (Moreno-Campuzano et al.,

2006).
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Tyto regulatory se daji podle sekvenéni podobnosti jednotlivych domén rozdélit do strukturnich
rodin. Jelikoz se strukturou a funkci domény velmi lisi, jeden protein mize byt zarazen do vice
rodin podle sekvence DBD anebo EBD. Dalsi moznost klasifikace domén je do rodin podle

struktury DBD a do tzv. podrodin podle struktury EBD (Rigali et al., 2002).

Transkripéni regulatory B. subtilis se fadi do celkem 51 rtiznych strukturnich rodin, pfi¢emz
nejpocetnéjsi jsou rodiny MarR a GntR (Moreno-Campuzano et al., 2006). Metabolické
represory, které reguluji transkripci gent pro vyuziti riznych sacharida jako zdroji uhliku, pak
pochazeji vétSinou z rodin DeoR, SorC, Lacl a GntR (Skerlové, 2015). B. subtilis vsak dovede
jako zdroj uhliku vyuZzivat i jiné slouceniny nez jen sacharidy a jejich derivaty — napiiklad

L-laktat (Chai et al., 2009).

2.4 Regulator (represor) vyuziti laktatu (LutR)

Podobné jako tomu bylo u fady jinych gend, také gen kodujici LutR, [utR, byl poprvé anotovan
v roce 1997 v ramci prvniho projektu kompletni sekvenace genomu B. subtilis (Kunst et al.,
1997). Tehdy byl pojmenovan jako yvfI, kdy ,,)* oznaCovalo geny, u jejichZ produktl zatim
nebyla zndma funkce. Na zdklad€ sekvenc¢ni analyzy bylo urceno, Ze yvfl pravdépodobné
koéduje transkripéni regulator patfici do rodiny GntR (Kunst et al., 1997). Bylo ptedpovézeno,
ze obsahuje N-koncovou DBD a C-koncovou EBD, podobn¢ jako dalsi ¢lenové této rodiny

transkrip¢nich regulatort (Kunst ef al., 1997; Koéroglu et al., 2008; shrnuto v Jain, 2015).

Prvni néhled na moznou funkci tohoto genu poskytla v roce 2008 prace Koroglu et al., jejiz
autofi pomoci transpozonové mutageneze urCili, Ze gen yvfl je nezbytny pro produkci
dipeptidického antibiotika bacilysinu (Koroglu ef al., 2008). Zarovei také poukézali na to, Ze se
v databazi UniProt (Konsorcium UniProt, 2020) v té¢ dobé nachazela jin4 varianta sekvence
predpokladaného proteinu Yvfl, ktera byla oproti varianté anotované¢ Kunst et al. (1997)

na N-konci delsi (Koroglu et al., 2008).

Dalsi funkce pro produkt genu yvfI byla ptredpovézena na zakladé jeho lokalizace v genomu,
a to v blizkosti operonu obsahujiciho geny pro metabolickou drahu vyuziti L-laktatu, lutABC,
a genu pro L-laktat permeasu, /utP (Chai et al., 2009). Toto zjiSténi vedlo k pfejmenovani genu
yvfl na [utR (z angl. ,,lactate utilization regulator/repressor). V B. subtilis déli operon lutABC
a oblast, kde se nachazi geny [utR a [utP, sekvence o délce priblizné¢ 15 kb. Autofii v praci Chai

et al. (2009) také zjistili, Ze homology téchto genl se vyskytuji napfi¢ riznymi druhy bakterii
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a jednd se tedy pravdépodobné o dfive neznamou velmi konzervovanou drahu umoziujici

vyuziti L-laktatu jako zdroje uhliku.

Dalsi vhled do funkce LutR pfinesla rozsahla studie Irigiil-Sonmez et al. (2014). Vysledky této
prace ukazuji na to, ze LutR funguje jako globalni regulator a reguluje velké mnozstvi riznych
gend, jejichz exprese je spojena s pfechodem z faze exponencialniho riistu bakterialni populace
do faze stacionarni (irigiil-Sonmez et al., 2014). Ve stejném roce pak byla publikovana studie,

ktera definitivné poukézala na to, ze existuji dvé varianty LutR v riznych kmenech B. subtilis,

kter¢ se 1i$i délkou DBD a svou funkci (Chiu et al., 2014).

Prvni varianta obsahuje kratsi DBD a vyskytuje se v domestikovanych kmenech B. subtilis,
jako jsou napiiklad PY79 a 168 (irigiil-Sénmez et al., 2014) a v této praci bude dale
pojmenovana jako LutR22.240. Druhd varianta s DBD na N-konci del$i o 21 aminokyselin byla
nalezena v divokych kmenech B. subtilis, napt. RO-NN-1 (Chiu ef al. 2014) a v této prace bude
dale oznacovana jako LutR1.240. Sekvence EBD je pro obé varianty stejna. Funkéni studie téchto
dvou variant LutR ukazaly, ze se svou funkci od sebe 1isi velmi vyznamné, jak bude popsano

v nasledujicich kapitolach.

2.4.1 Funkce LutR>;.249 7 domestikovanych kmenii B. subtilis

Koéroglu et al. (2008) své studie provadéli na kmeni B. subtilis PY79, ktery se tadi
mezi laboratorni. Z toho vyplyva, Ze funkce /utR jako genu nezbytného pro tvorbu
dipeptidického antibiotika bacilysinu byla zatim potvrzena pouze pro tento domestikovany
kmen, zatimco udivokych kmenti tato funkce znama neni. Bacilysin, diive znam také
pod jmény bacillin nebo tetain (Atsumi et al., 1975), patii mezi fadu antimikrobidlnich
a antifungalnich latek, které je B. subtilis schopen produkovat (shrnuto v Sumi et al., 2014).
Sklada se zaminokyselinovych zbytkd L-alaninu aL-anticapsinu a je syntetizovan
neribozomdlni cestou, tedy prostiednictvim enzymatickych reakci (shrnuto v Ozcengiz

a Ogiiliir, 2015).

K vlivu LutR22-240 na syntézu nékterych antimikrobialnich peptidi se autofi vratili v roce 2014
a pokracovali ve studiich funkce LutR22240 z kmene B. subtilis PY79 pomoci transkripéniho
profilovani a dal§ich analyz (Irigiil-Sénmez et al., 2014). Jak jiz bylo zmin&no vyse, v této studii
byla popsana tloha LutR2.40 jako globalniho regulatoru, ktery se Ucastni regulace gent
zapojenych do fyziologickych a metabolickych procesii tzv. pfechodové faze, tedy faze

pfechodu mezi exponencialnim riistem a stacionarni fazi (Irigiil-Sonmez et al., 2014). Tyto
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procesy a geny, na jejichz regulaci se LutR22249 podili, Irigiil-Sonmez et al. (2014) rozdélili
do n¢kolika kategorii: (1) antimikrobialni latky, jejich produkce a rezistence vi¢i nim;
(2) metabolismus dusiku a uhliku; (3) rtst bunécné stény; (4) produkce extracelularnich
1 intracelularnich degradativnich enzymu; (5) mobilni genetické elementy a jejich pienos;
(6) tvorba biofilmu; (7) stres bunécné stény a (8) odklad sporulace. Vazba LutR2z.40
k regulacnim oblastem /utABC a [utP, podle nichZz byl protein pojmenovan, vSak prokdzana

nebyla (Chiu et al., 2014).

Stejné jako diive Chai et al. (2009) se i irigiil-Sonmez et al. (2014) zamé&fili na potencialni
regulacni interakci mezi LutR a SinR, ale v tomto pfipadé LutR2:-240. SinR je oznacovén jako
hlavni globalni regulator tvorby biofilmu a u B. subtilis byl extenzivné studovan jeho regulon,
mechanismus jeho funkce i struktura (Kearns et al., 2005; Colledge et al., 2011; Newman et al.,
2013; Milton et al., 2020 a dalsi). Zptusob a mira kooperacniho chovani LutR2:240 a SinR
pii vazbé k regulacnim oblastem genti byla testovana pomoci gelovych retardacnich analyz
(EMSA, zangl. ,electrophoretic mobility gel shift assay®). SinR interagoval se vSemi
testovanymi regulaénimi oblastmi genii zregulonu LutR22240, nicméné zpiisob interakce
seuriznych gent liSil vtom, zda byl jeji U¢inek simultdnni, aditivni ¢i stimulaéni
(Irigiil-Sénmez et al., 2014). Tyto vysledky naznaduji, ze se regulony obou globalnich
regulatorti z velké Casti prekryvaji, coz ziejmé muze slouzit k jemné regulaci a celkovému

ladéni nacasovani a miry exprese geni piechodové faze (Irigiil-Sénmez et al., 2014).

2.4.2 Funkce LutR;.240 7 divokych kmenii B. subtilis

Autofti v praci Chai et al. (2009) pro své experimenty vyuZili DNA kmene B. subtilis 3610,
ktery se fadi mezi nedomestikované. Zabyvali se studiem operonu kdédujiciho proteinovou
drahu s dosud neidentifikovanou funkci. Tento operon, dfive zndm pod jménem
wfV-yvfW-yvbY, autofi objevili v ramci pokracujicich studii cilovych gent hlavniho regulatoru
tvorby biofilmu SinR (Chu et al., 2006) a na zdklad¢ jeho objevené funkce ho oznacili jako
lutABC (Chai et al., 2009). V blizkosti /utABC byly totiZ objeveny geny pro piedpokladanou
L-laktat permeasu /utP (diive yvfH) a také transkripéni regulator typu GntR /ufR (diive yvfl;
Kunst et al., 1997), a to jak v genomu B. subtilis, tak v genomech fady dalSich bakterii (Chai
et al., 2009). Blizka poloha genu [utP vedla autory k myslence, ze lutABC bude néjak souviset
s vyuzitim L-laktatu. Operon [utABC koduje tfi proteiny, které pravdépodobné obsahuji
zelezosirné (Fe-S) klastry a domény podobné oxidoreduktasam (Kunst et al., 1997). Ve svych
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experimentech autofi zjistili, Ze je tento operon potiebny pro rist na L-laktatu jako jediném
zdroji uhliku, stejn€ jako gen /utP (Chai et al., 2009). Homology gent [utABC se vyskytuji
napfi¢ rtiznymi druhy bakterii a jedna se tedy pravdépodobné o diive neznamou velmi

konzervovanou drahu pro vyuziti L-laktatu (Chai et al., 2009).

Transkripce operonu /utABC je kontrolovana dvéma rGznymi transkripénimi regulatory —
kromé SinR také pravé LutR, ktery podle této své nove objevené funkce ziskal své jméno (Chai
et al., 2009). Vysledky studie naznacuji, ze SinR a LutR se kooperativné podileji na negativni
regulaci tohoto operonu (Obrazek 4; Chai et al., 2009). Neptitomnost kteréhokoliv z téchto
dvou represort vede k transkripci lutABC, na zakladé ¢ehoz autofi této prace odhaduji, ze LutR
a SinR se na DNA vazou v blizkém kontaktu a pro tuto vazbu na sobé navzajem zavisi (Chai et al.,

2009).

L-laktat LutR/L-laktat

lutB

< JutA *
o. ¢ ’ '

Sinl SinR/Sinl

: lutC |_<

Obrazek 4: Schéma predpokladaného mechanismu transkripéni regulace IutABC operonu
kodujiciho enzymy potiebné pro vyuZiti L-laktdatu

LutR a SinR kooperativné zprostiedkovavaji negativni regulaci lutABC operonu, ktery koduje
proteiny potfebné pro vyuziti L-laktatu. Pokud je kterykoliv z téchto dvou represorti uvolnén
z vazby k DNA operatoru, transkripce /utABC mulze probihat. Pokud jsou v okolnim prostiedi
bakterie vhodné podminky pro tvorbu a rast biofilmu, je represivni aktivita SinR inhibovana
antirepresorem Sinl a lutABC je transkribovan. V pfitomnosti L-laktatu zase dochdzi k jeho
predpokladané vazbé na LutR, coz také vede k derepresi a nasledné transkripci /utABC.

Schéma bylo vytvoteno v programu Inkscape 1.1.1 podle Chai ef al., 2009.

Chiu et al. (2014) svou pozornost zaméfili na [utP. Své studie provadéli na kmeni B. subtilis
RO-NN-1, ktery se fadi mezi kmeny nedomestikované. Autofi této prace byli prvni, kdo rozlisili
LutR22.240 z domestikovanych kment B. subtilis a LutRi240 z kmena divokych (Chiu et al.,
2014). Ovetili take, ze podle predpokladu LutR zprostiedkovava represi /utP (Chiu et al., 2014).
Naopak pfi testovani vazby LutRi.240 k regulaénim oblastem nékterych z gend, které reguluje

LutR22-240 (Irigiil-Sonmez et al., 2014), se ukazalo, Ze LutR 249 se k témto DNA tisekim nevaze
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(Chiu et al., 2014). Toto zjisténi je konzistentni s hypotézou, Ze odliSnost funkce

LutRi-240 a LutR22.240 je zpsobena zménou rozpoznavané DNA sekvence (Chiu et al., 2014).

Jak pro lutABC, tak pro [utP byla na zakladé fuze s reportérovym genem lacZ pozorovéana
indukce L-laktatem zavisla na velikosti davky (Chai et al., 2009; Chiu et al., 2014). Chiu et al.
(2014) poté pomoci EMSA analyz testovali vliv L-laktatu a nékterych jeho metabolith
(L-alaninu, pyruvatu a acetylkoenzymu A) na interakci LutR s isekem DNA obsahujicim jeho
vazebné misto. Timto experimentem se nepodaftilo prokazat vliv zadné z uvedenych sloucenin.
Je tedy mozné, Ze efektorovou molekulou pro LutR je dosud nepopsany metabolit L-laktatu

(Chiu et al., 2014).

2.4.3 LutR 7 hlediska strukturni biologie

Jak jiz bylo zminéno, LutR patii do strukturni rodiny transkripcnich reguldtort GntR,
ktera ziskala jméno podle represoru operonu pro katabolismus D-glukonatu (Fujita a Fujita,
1987; Haydon a Guest, 1991). Tato rodina se déli do né€kolika podrodin podle struktury
C-koncové EBD (Rigali ef al., 2002; shrnuto v Jain, 2015). LutR se fadi do podrodiny FadR,
ktera ziskala nazev podle regulatoru metabolismu mastnych kyselin (FadR, z angl. ,,fatty acid
metabolism regulator®; Yeo et al., 2017; Rigali et al. 2002; shrnuto v Jain, 2015). Odlisnost
struktur EBD transkripénich regulatort ze stejné rodiny umoziuje velkou strukturni a funkéni
variabilitu jednotlivych represorti (Rigali et al., 2002). Tato prace se dale zamétuje na strukturu

a funkci DBD.

Represory z rodiny GntR sdileji DNA-vazebny motiv zvany Sroubovice-otacka-Sroubovice
(HTH, z angl. ,,helix-turn-helix*; Suvorova et al., 2015). Ten se vyskytuje v riznych variacich
podle poctu a-Sroubovic a piipadnych B-skladanych listl a jejich vzajemné topologie (shrnuto
v Aravind et al., 2005). Pro LutR 1240 byl pfedpovézen DNA-vazebny motiv tzv. ,,winged“ HTH
(WHTH) typicky pro mnoho dal$ich ¢lent této rodiny, v némz kromé klasické HTH struktury
tvoii par kratkych B-skladanych listd Gtvar podobny malému kiidlu, podle kterého tento motiv
ziskal pojmenovani (Obrazek 5). Za rozpoznani specifické DNA sekvence obvykle byva

zodpovédnych nékolik konkrétnich aminokyselinovych zbytkli v daném vazebném motivu.
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lIWi ng "

wHTH motiv

Obrazek 5: Stuhové zobrazeni 3D struktury typického DNA-vazebného motivu wHTH

Tento DNA-vazebny motiv se obvykle sklada ze tfi a-helixti (zelen€) a dvou az vice B-skladanych
listt (fialove), které tvofi tvar podobny "kiidélku®.

Vysvétlivky zkratek (abecedné): C — C-konec motivu; H1-3 — a-helix ¢. 1 — 3 podle pozice
od N-konce; N — N-konec motivu, wHTH — ,,winged* (voln¢ ptelozeno jako ,,okfidleny*) strukturni
motiv Sroubovice-otacka-Sroubovice (z angl. ,,helix-turn-helix*).

Obrazek byl ptevzat a upraven v programu Inkscape 1.1.1 podle Aravind et al., 2005.

Proteiny LutR 240 a LutR22-249 se ve své DBD lisi. Delece jednoho nukleotidu zpisobuje posun
¢teciho ramce pfi transkripci a jeji pred€asné ukonCeni. Zaroven se vSak v tésné blizkosti
nachdzi dal$i, alternativni pocéatek transkripce, a tak je LutR2.40 produkovan o prvnich
21 aminokyselin krat$i (Chiu et al., 2014). Podle predikce sekundarni struktury nastrojem
JPred 4 (Drozdetskiy et al., 2015; Obrazek 6) tato delece zasahuje do prvniho a-helixu, ktery
je soucasti vazebného motivu wHTH, takZe vyrazné ovliviiuje vazebnou specificitu téchto dvou

variant LutR.

Pro LutRi240 byla pomoci EMSA analyz identifikovana vazebna sekvence obsahujici

palindrom 5'-TCATC-N;-GATGA-3" (Chiu et al., 2014). Tato sekvence se nachazi
v regulacnich oblastech operonu /utABC i1 genu [utP. LutR22240 se naproti tomu vaze k velkému
mnozstvi promotorovych oblasti, a proto funguje jako globalni regulator. Urceni konkrétni
sekvence pro vazbu LutR22.240 bylo komplikovangjs$i. Irigul-Sonmez et al. (2014) pro to vyuzili
nastroj zvany MEME Suite (Bailey et al., 2009; Bailey ef al., 2015), ktery analyzuje sekvence
z hlediska vyskytu opakujicich se motivil. Na jeho zékladé¢ ur¢ili tzv. konsenzus motiv s velkym
poc¢tem pyrimidinovych bazi 5'-TTCCTCCTTTTNTT-3', ktery se vyskytoval ve fragmentech
DNA, k nimz se LutR22-240 vazal (Irigul-Sonmez ef al., 2014).
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— al — a2 — a3
1 MKYKQIKTKKIYEEVADALLDMIKNGELKPGDKLDSVQALAESFQVSRSAVREALSALKA 60
— Bt — B2 — a4 — as —
ol MGLVEMKQGEGTYLKEFELNQISQPLSAALLMKKEDVKQLLEVRKLLEIGVASLAAEKRT 120
ab — a7 — o8

121 EADLERIQDALKEMGSIEADGELGEKADFAFHLALADASQNELLKHLMNHVSSLLLETMR 180
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181 ETRKIWLFSKKTSVQRLYEEHERIYNAVAAGNGAQAEAAMLAHLTNVEDVLSGYFEENVQ 240

B
al —— a2
1 MIKNGELKPGDKLDSVQALAESFQVSRSAVREALSALKA 39
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40 MGLVEMKQGEGTYLKEFELNQISQPLSAALLMKKEDVKQLLEVRKLLEIGVASLAAEKRT 99
a4 ad — ab
100 EADLERIQDALKEMGSIEADGELGEKADFAFHLALADASQNELLKHLMNHVSSLLLETMR 159
a6 —F—— ar —— a8 —

160 ETRKIWLFSKKTSVQRLYEEHERIYNAVAAGNGAQAEAAMLAHLTNVEDVLSGYFEENVQ 219

Obrazek 6: Predikce sekunddrni struktury LutR;.240 @ LutR2;.249 ndstrojem JPred 4

(A) Primarni struktura LutR 240 srovnana s predikci sekundarnich struktur. Cervenym pismem je
vyznatena DBD, zelenym rameckem N-koncovych 21 aminokyselin, které chybi v LutR22240.
Tmave Zlutou jsou vybarveny a-Sroubovice, svétle modrou -skladané listy.

(B) Primarni struktura LutR»:40 srovnana s predikci sekundarnich struktur. Zelenym pismem je
vyznacena DBD, tmavé zlutou jsou vybarveny a-Sroubovice, svétle modrou -skladané listy.

Obrazek byl ptipraven v programu Inkscape 1.1.1 na zéklad¢é predikci programem JPred 4
(Drozdetskiy et al., 2015).

Novinkou ve svété strukturni biologie je nastroj AlphaFold (Senior et al., 2020; Jumper ef al.,
2021). Je zaloZen na strojovém uceni umélych neuronovych siti a na zakladé vypocetniho
algoritmu dovede predikovat strukturu proteinti. Z téchto struktur vznikla databaze AlphaFold
(Varadi et al., 2021) rozsifujici se kazdym dnem o nové modely. Na zacatku prosince 2021
do této databaze ptibyla i predikce struktury LutR (dohledatelné pod kddem UniProt O07007;
[cit. 28. 12. 2021]). Jde o predikci struktury monomerni formy proteinu, jez obsahuje domény
DBD a EBD (Obrazek 7A). Zajimavé je porovnani modeld DBD, které AlphaFold predikuje
pro delsi a kratSi variantu (Obrazky 7B, 7C a7D). Modely ukazuji, Ze v LutR22.240 dochézi
k deleci prvniho a-helixu, ktery dle predikce za¢ina aminokyselinovym zbytkem na pozici 11,
a také N-koncového tseku bez predikované sekundarni struktury o délce 10 aminokyselinovych
zbytku.
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Obrazek 7: Predikce 3D struktury LutR ndstrojem AlphaFold 2.0

(A) Stuhové zobrazeni predikce 3D struktury LutR s pfekryvem obou variant DBD; Sed¢ je
vybarvena EBD, ktera je pro ob¢ varianty stejna, delsi varianta DBD LutR je zobrazena Cervené
a kratsi zelené.

(B) Stuhové zobrazeni predikce 3D struktury DBD delsi varianty LutR z divokych kmenti B. subtilis
(LutR;.7g), Sipkou je oznacena poloha prvni aminokyseliny piedpovézeného a-helixu Ilel1.

(C) Stuhové zobrazeni predikce 3D struktury DBD kratsi varianty LutR z laboratornich kment
B. subtilis (LutR2>.7g).

(D) Piekryv stuhového zobrazeni predikci 3D struktur LutRi.7g (Cerven€) a LutRx.73 (zelen¢).
Sipkou je ozna¢ena poloha prvni aminokyseliny pfedpovézeného a-helixu Ile11 v LutR ;7.

Obrazky byly vytvofeny v programu PyMOL 2.5.2 (Schrédinger, USA) za pouziti predikce
nastrojem AlphaFold 2.0 (Jumper et al., 2021).

Ackoliv AlphaFold ptfinasi nesmirn€ cenné strukturni informace, v ptipadé¢ DNA-vazebnych
proteinti obsahujicich vice domén, jako je praveé i LutR, ma své limity. AlphaFold totiZ neni
schopen spolehlivé modelovat vzajemnou polohu jednotlivych domén, oligomerni strukturu
ani strukturu protein-DNA komplexu. Tyto limity lze pfekonat jen experimentalnim uréenim
trojrozmérné (3D) struktury proteinu v komplexu s DNA. K tomu mohou byt vyuzity rizné
metody strukturni biologie, jako je naptiklad rentgenova (RTG) krystalografie nebo nuklearni

magnetickd rezonance (NMR).
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2.5 Metody a techniky strukturni biologie
2.5.1 Rentgenova krystalografie

Jednou z nejvyznamnéjSich metod, kterou se zjistuje 3D struktura proteinii, nukleovych kyselin
a jejich komplexti na atomové Grovni, je rentgenova krystalografie (shrnuto v Rupp, 2009). Jeji
princip je zaloZen na rozptylu (difrakci) paprsktt RTG zafeni na krystalové miizce proteinového
krystalu. Tato difrakce je snimana v podobé difrakéniho obrazce, znéhoz lze ziskat
tzv. Fourierovou transformaci obraz mapy elektronovych hustot (shrnuto v Rupp, 2009).
Pro tuto komplexni matematickou operaci je vSak nejprve nutné vyftesit tzv. fazovy problém,
ktery vznika ztratou informace o fazi pii snimani difrak¢nich dat. Pro feSeni fazového problému
se u biologickych makromolekul ¢asto pouziva tzv. metoda molekulového nahrazeni, kdy
se vyuzije strukturni informace zjiz vyfeSenych piibuznych struktur (shrnuto v Evans
a McCoy, 2008). VyfeSené struktury proteind jsou pak ukladdny do on-line databaze
proteinovych struktur — tzv. Protein Data Bank (PDB; Berman ef al., 2000; dostupné na adrese:
https://www.rcsb.org/). K dneSnimu dni je v PDB cca 162 000 struktur vyfeSenych pomoci
RTG krystalografie [cit. 28. 12. 2021], které jsou voln¢ ptistupné v§em uzivatelim.

wevr

krystalizace proteinu. V prvé fad¢ je totiz potieba ziskat pro krystalizacni experimenty pomérné
velké mnozstvi homogenniho proteinu, jehoz Cistota je vétsi nez 95 %. Samotna krystalizace
pak spociva v tvodnim testovani stovek riznych krystaliza¢nich roztokd, které obsahuji casto
komplexni smési sloucenin (napt. polyethylenglykol (PEG) riizné molekulové hmotnosti (MW,
z angl. ,,molecular weight*), halogenidy jako NaCl, Nal, NaBr a MgCl nebo tfeba soli
organickych kyselin jako citrat sodny apod.). Obvykle je poté vybrano né€kolik téchto vychozich
roztokd pro dalSi Upravy podminek krystalizace. Cilem téchto naslednych optimalizaci
konkrétnich parametrt krystalizace (napf. teploty, pH roztoku, koncentrace proteinu ¢i aditiv)
je videdlnim piipad€ dosaZeni riistu dostatecné velkych a dobfe difraktujicich monokrystalt
(shrnuto naptiklad v Bergfors, 2021). Z téchto krystali je poté nasniména kompletni sada
difrak¢nich dat pro dalsi zpracovani, které je strué¢né popsano v piedchozim odstavci. Cely tento
pracovni postup, ktery vede k urceni 3D struktury studovaného proteinu, je schematicky

znazornén na Obrazku 8.
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Obrazek 8: Schematické zndzornéni experimentdlniho postupu p¥i urcéeni 3D struktury proteinu

pomoci RTG krystalografie

V prvnim kroku strukturni studie pomoci RTG krystalografie je pfipraveno dostate¢né mnozstvi
¢istého a homogenniho proteinu. To zahrnuje ziskdni DNA kédujici dany protein, jeji zaklonovani
do pfislusného vektoru a vlozeni tohoto vektoru do zvoleného expresniho systému. Ziskany protein
je poté z tohoto organismu izolovan a purifikovan do vysoké cistoty. Dale nasleduje samotna
krystalizace, kterda obnasi testovani stovek rdznych krystalizacnich roztokti a podminek.
Po uvodnim testovani riznych komer¢nich sad roztokii se rist krystalli Casto jesté optimalizuje
testovanim rtznych parametra krystalizace, jako jsou teplota, koncentrace proteinu, pH roztoku,
koncentrace aditiv a dal$i. Vysledné krystaly jsou uchyceny do nylonové smycky, zamrazeny
v tekutém dusiku a otestovany na zdroji RTG zafeni. U nejlépe difraktujicich krystalti pak probiha
sbér difrak¢énich dat nejcastéji na synchrotronu. Ziskany difrakéni obraz je pomoci fady
matematickych vypocta pocitacoveé zpracovan. Je potieba vyftesit fazovy problém napt. metodou
molekulového nahrazeni, do mapy elektronové hustoty namodelovat strukturniho model a teprve
po upiesnéni je ziskana 3D struktura studovaného proteinu.

Obrazek byl pievzat a upraven v programu Inkscape 1.1.1 podle Abola et al., 2000.
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2.5.2 Nuklearni magneticka rezonance

Metoda NMR je spektroskopicka a na rozdil od RTG krystalografie pfinasi informaci
o struktuie proteinti, nukleovych kyselin ¢i jejich komplexti nachézejicich se v roztoku,
tedy v jejich pfirozeném prostiedi. Princip této metody je zalozen na magnetickych
vlastnostech jader atomi nckterych izotopt. Tato jadra ve velmi silném magnetickém poli
absorbuji radiofrekvencni zatfeni ve frekvencich desitek az stovek MHz, coz zavisi na fad¢é
faktorti — mimo jiné také na vlastnostech chemického okoli atomit v molekuléch. Sledovanim
jednotlivych typi signalt je pak mozné ziskat informace o struktuie (shrnuto v Sugiki et al.,
2017). Pracovni postup, ktery vede k urc¢eni 3D struktury proteinu pomoci NMR spektroskopie,

je schematicky znézornén na Obrazku 9.

NMR se vyuziva ptredevsim pro strukturni studie dynamicky se chovajicich makromolekul,
které nelze nebo se nedati zkrystalizovat (shrnuto v Sugiki et al., 2017). Své vyuziti ma také
napiiklad ve studiich interakci proteint s ligandy a protein-proteinovych komplext (shrnuto
v Orts a Gossert, 2018; av Purslow et al., 2020). V soucasnosti je v PDB ulozeno
13500 struktur  vyfeSenych pomoci NMR spektroskopie v roztoku (dostupné z:
https://www.rcsb.org/ [cit. 28. 12. 2021]).

Kromé vysSe popsanych metod jsou ve strukturni biologii vyuzivany i dal§i metody. Mezi
né patii naptiklad prudce se rozvijejici kryoelektronovéa mikroskopie (shrnuto v Bai ez al., 2015;
nebo v Carroni a Saibil, 2016), ktera v poslednich letech pfispéla k vyfeSeni fady nejen
proteinovych struktur. V této diplomové préci tato metoda neni pouZivana, a proto nebude dale

rozebirana.
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Obrazek 9: Schematické zndazornéni experimentalniho postupu p¥i urceni 3D struktury proteinu
pomoci NMR spektroskopie

V prvnim kroku strukturni studie pomoci NMR spektroskopie je potieba piipravit dostatecné
mnozstvi izotopoveé obohaceného proteinu. To zahrnuje ziskdni DNA koédujici dany protein, jeji
zaklonovani do piislusného vektoru a vlozeni tohoto vektoru do zvoleného expresniho systému.
Kultivace pak probiha tak, aby bylo co nejvétsi procento biomasy izotopoveé obohaceno. Ziskany
protein je poté z pouzitého organismu izolovan a purifikovan. Nasledné je k vzorku pro méfeni
pfiddna deuterovana (,,t€zka*) voda a vzorek je v NMR kyveté vlozen do spektrometru. Poté
probihd meéteni dat, které se v konkrétnich parametrech 1isi u jednotlivych typi experimentd.
Nameétené signaly jsou nasledné ptifazovany jednotlivym aminokyselindm a dal$im pocitacovym
zpracovanim a vyhodnocovdnim je v kone¢né fazi ziskdn model 3D struktury studovaného
proteinu.

Obrazek byl pievzat a upraven v programu Inkscape 1.1.1 podle Abola et al., 2000; a Sugiki et al.,
2017.
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3 Cile prace

Tato prace je soucasti projektu dlouhodobé feseného ve skolici laboratofi, ktery je zaméten
na studium struktury transkripénich represort genti podilejicich se pfedevsim na metabolismu
alternativnich zdrojii uhliku u gram-pozitivni bakterie B. subtilis. Tato diplomova prace
se konkrétné zabyva represorem vyuziti L-laktatu LutR, ktery ma odlisSnou funkci u divokych
a domestikovanych kment B. subtilis. U domestikovanych kmeni byla popséana kratsi varianta
tohoto proteinu, které chybi tvodnich 21 aminokyselin v N-koncové DBD (LutR22-240;
Irigiil-Sénmez et al., 2014; Chiu et al., 2014). Tato kratsi varianta funguje u domestikovanych
kmenii jako globalni reguldtor béhem piechodu z exponencialniho ristu do stacionarni faze
(Irigiil-Sénmez et al., 2014). Podrobny popis trojrozmérné struktury obou proteini (¢i jejich
DBD) v komplexu s piislusnymi DNA operatory by mél pomoci objasnit mechanismus, jakym
kratka delece v DBD LutR ovliviiuje rozpozndni sekvence operatorové DNA a jeji vazebnou
specificitu. Tato prace se zamétuje na prvni ¢ast problematiky, a to variantu LutR z divokych

kmend B. subtilis.
Konkrétni cile této diplomové prace byly nésledujici:

e Pripravit N-koncovou doménu (DBD) LutR z divokych kmeni B. subtilis (LutRi-7g)

rekombinantni expresi v Escherichia coli,

e Purifikovat LutR1.78 v dostate¢ném mnozstvi a €istoté pro nasledné funkéni a strukturni

studie;
e Ov¢fit vazbu LutR ;.78 k DNA duplexu odvozenému od sekvence zndmych operatort;

e Pfipravit krystaly LutR .75 v komplexu s DNA vhodné pro rentgenostrukturni analyzu.
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4 Material a metody

4.1 Bakterialni kmeny

Studovany protein LutR>.73 byl pfipraven rekombinantni expresi v Escherichia coli BL21
(DE3). Jedna se o kmen s DE3 profagem A, nesoucim gen T7 RNAP pod transkripéni kontrolou
promotoru pucuvs (Novagen, USA). Exprese T7 RNAP je indukovdna piidavkem

isopropyl-p-D-1-thiogalaktopyranosidu (IPTG) nebo jeho analogu
ethyl-B-D-1-thiogalaktopyranosidu (ETG) do média. T7 RNAP pak zajistuje transkripci z T7
promotoru.

4.2 Plazmidy

Pro piipravu LutR.78 byl pouzit mnohokopiovy expresni plazmid p1409 (Obrazek 10)
odvozeny od vektoru pMCSG?7, ktery byl plivodn€ navrZzen pro klonovani bez pouZiti ligas
(Stols et al., 2002). V plazmidu je studovany gen umistén pod kontrolou indukovatelného
T7 promotoru (pochdzejiciho z faga T7). Tento plazmid byl nejprve modifikovan tak, aby
se za N-koncovou hexahistidinovou (Hiss) sekvenci nachéazelo $tépici misto pro TEV proteasu
(zangl. ,,Tobacco Etch virus®). Toto S§tépici misto nasledovala sekvence kodujici
aminokyselinovou sekvenci Ser-Asn-Ala-Ala-Ser, pficemz sekvence kodujici Ala-Ser

odpovida mistu rozpoznavanému restrikéni endonukleasou Nhel.

Koédujici sekvence pro kratsi variantu DBD LutR22.78 byla ziskdna pomoci PCR z genomové
DNA B. subtilis kmen 168. Delsi varianta kodujici navic 21 N-koncovych aminokyselin byla
ziskéna tak, Ze odpovidajici DNA fragment (syntetizovany firmou Sigma-Aldrich, USA) byl
pfediazen pfed DNA kodujici kratSi variantu LutR278. Tato DNA sekvence kodujici
aminokyselinové zbytky 2-78 delsi varianty LutR (bez po¢atecniho N-koncového Met) pak byla

do plazmidu vloZena pomoci restrikénich enzymii Nhel a Notl.

Protein LutR»7s tak byl exprimovan s Hiss-kotvou na N-konci kdédovaného proteinového
produktu. Po odstranéni Hise-kotvy v nasledujicich purifikac¢nich krocich ziistala na N-konci

proteinu LutR>.78 aminokyselinové sekvence Ser-Asn-Ala-Ala-Ser.

Plazmid p1409 k ptipravé LutRo.78 byl pfipraven a pomoci sekvenace ovefen ve Skolici

laboratoti RNDr. Milanem Fabrym, CSc.
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(5399) BIpI StyI (5421)
(5320) Aval - BsoBI - PaeR7I - PspXI - Xhol
(5312) EagI - NotI
(5228) NruL
(5181) BsrGI

(5075) Bmtl
(5071) Nhel

(5042) KpnI
(5038) ACCESI—
(5031) BglIl — — —
(4997) Ndel ——
(4957) Xbal—
T7 promotor —

(4890) BspDI* - Clal*
(4846) SgrAl

(4698) Sphi—

(4633) EcONI-

(4530) PAMI —

Scal (695)

Pvul (807)

Pstl (934)

__Bsal (1110)

- AhdI (1176)

(4165) MIul —

pL409
5482 bp

(3983) BStEIl ———
(3962) Apal — = =
(3958) PspOMI ™~

AIWNI (1655)

(3754) BssHIT
(3719) EcoRV

(3663) HincII - Hpal

PCil (2064)

(3324) PshAI BspQI - SapI (2181)

AccI (2296)
(3087) FspAI BstZ171 (2297)
(3059) PpuMI | PFIFL - Tth111I (2322)

(2959) Bpul0I
Obrazek 10: Mapa expresniho plazmidu pouZitého pro heterologni expresi LutR;.7s v E. coli
BL21 (DE3)

Gen pro LutRo.7g s fuzni hexahistidinovou kotvou se nachazi pod kontrolou T7 promotoru
indukovatelného pomoci IPTG nebo jeho analogu ETG. Ve vektoru se téz nachazi gen
pro ampicilinovou rezistenci jako selekéni marker.

Obrazek byl pfipraven v programu SnapGene 6.0.

4.3 DNA operatory
4.3.1 Priprava DNA duplexii

Jednotetézcové oligonukleotidy konkrétnich sekvenci byly syntetizovany na objednavku
firmou Sigma-Aldrich (USA) a nésledn& rozpustény v pufru o slozeni 20 mmol-1"! Tris
(pH 7,5); 100 mmol-1"! NaCl. Pro vytvoteni DNA duplexti byly smichany oligonukleotidy
o komplementarni sekvenci v ekvimolarnim mnozstvi. Hybridizace byla provadéna
v termocykléru (MJ Research PTC-200 Thermal Cycler, Bio-Rad, USA) zahiatim smési
na 95 °C po dobu 5 min a néaslednym snizovanim teploty na 5 °C v ¢asovém intervalu 1 h.
Konec¢na koncentrace takto pfipravenych duplexi byla ovéfena spektrofotometricky métenim

absorbance pii 260 nm (Azemm) za pokojové teploty na pfistroji NanoDrop™ ND-1000
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(ThermoFisher Scientific, USA). Pro vypocet koncentrace byly pouzity teoretické absorpcni
koeficienty uréené pro konkrétni sekvence nastrojem UV Calculator (dostupné na adrese:

http://biophysics.idtdna.com/cgi-bin/uvCalculator.cgi [cit. 24. 5. 2018]).

4.3.2 Kontrola tvorby DNA duplexii pomoci NMR

Uspé&snost tvorby duplexu byla ovéfena pomoci NMR. Jednorozmérna (1D) 'H spektra byla
naméfena pii teplot¢ cca 25 °C (298 K) na spektrometru 850 MHz Bruker AVANCE III
(Bruker, Némecko) vybaveném kryosondou pro méfeni jader '’N-13C-'H. Byly méfeny roztoky
jednotlivych operatordi o koncentraci 100 — 120 umol-1"' s pfidavkem 10% (v/v) deuterované
(,t€zké*) vody (D20). Vysledny objem métené¢ho vzorku v 3 mm NMR kyveté byl 160 pl.
Pro naméteni a zpracovani vSech spekter byl pouzit program Bruker‘s TopSpin™ verze 3.2
(Bruker, Némecko). NMR byla provedena ve Skolici laboratoti ve spolupraci s Mgr. Pavlem

Srbem, Ph.D.

4.4 Priprava rekombinantniho proteinu LutR>.7s
4.4.1 Heterologni exprese LutR;.7s
4.4.1.1 Transformace kompetentnich bunék

Kompetentni bunky E. coli BL21 (DE3) byly transformovany pfislusSnym plazmidem metodou
teplotniho Soku. Bakterialni suspenze o objemu 100 pl a optické densité pfi 550 nm (ODss0nm)
rovné piiblizné 0,2 byla smichana s 1 ul plazmidové DNA (cca 50 — 100 ng) a inkubovéana
na ledu po dobu 30 min ve vodni 1azni (42 °C) po dobu 90 s a nasledné opét na ledu 2 min.
Takto oSetfenou bakteridlni suspenzi bylo zaoCkovano 900 pl Luria-Bertani (LB) média
(20 g-1"! LB bujon typu Lennox, Sigma-Aldrich, USA) a kultura byla inkubovana 1 h pii 37 °C
za kontinudlniho tfepani (150 ot./min). Po inkubaci byla suspenze v objemu 300 pl rozetifena
na agarové plotny (pramér 20 cm) s obsahem 150 ml zivného agaru, D-glukosy (1 % (w/v))
a selekéniho markeru ampicilinu (0,1 mg-ml™). Plotny byly inkubovéany ptes noc pfi teploté

37 °C.
4.4.1.2 Kultivace bakterialnich kultur

Pro expresi nativniho LutR2.7g byly narostlé buné¢né kolonie z plotny smyty 10 ml LB média
s pridavkem ampicilinu (0,1 mg-ml™!). Na spektrofotometru Ultrospec 3100pro (Amersham

Biosciences, Velkd Britanie) byla zméfena ODssonm suspenze. Touto suspenzi pak bylo
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zaotkovano 500 ml LB média s piidavkem glycerolu (0,4 % (v/v)) a ampicilinu (0,1 mg-ml™)

tak, aby vyslednd ODssonm byla 0,1.

Pro expresi '°N izotopové zna¢eného LutR».7s pro NMR experimenty byly bakteridlni kolonie
narostlé pies noc z plotny smyty piiblizn¢ 10 ml minimalniho média (pfesné slozeni uvedeno
v Tabulce 1) obohaceného izotopem N (1 g-I"' (NH4)2SO4, *N2, 99%, Cambridge Isotope
Laboratories, USA) s pfidavkem ampicilinu (0,1 mgml!). Po zméfeni ODssonm
na spektrofotometru Ultrospec 3100pro byla tato suspenze pouzita pro zaockovani 500 ml

minimalniho média ampicilinem (0,1 mg-ml ™) tak, aby vyslednd ODssonm byla 0,05.

Tabulka 1: SloZeni minimdlniho média pouZitého pro p¥ipravu >N izotopové obohaceného
LutR; 75

Chemikalie Koncentrace
glukosa 0,4 % (w/v)
Na,HPO4-12H,0 17,16 g-I'!
KH,PO, 3gl!

NaCl 0,5g1"!
Na,SO4-10H,0 96,5 mg-1"!
EDTA 50 mg 1!
MnCl 16 mg-1!
FeCly:6H,0O 8 mg-1"!
ZnCl, 0,5 mg-1"!
CuCly2H0O 0,185 mg-1"!
H3;BO; 0,1 mg-1"!
MgSO4 60,25 mg-1"!
CaCly'2H,0 22 mg-1!
biotin 0,5 mg-1"!
thiamin 0,5 mg-1!

Bakterialni kultury byly za kontinualniho tfepani (200 ot./min) inkubovany pii 37 °C. Rust
kultury byl sledovan méfenim ODssonm kazdou hodinu. Jakmile ODssonm dosahla hodnoty
pfiblizné 1,0, byly kultury piesunuty do inkubatoru vychlazeného na 20 °C a za kontinuélniho
trepani (200 ot./min) ponechany temperovat. Po vychlazeni byla pfidavkem ETG (finalni
koncentrace 0,1 mmol-1"'; laskavé poskytnut Janem Jezkem, UOCHB AV CR, v. v. i.)
indukovéna exprese rekombinantnich gent. Kultivace dale pokracovala pti 20 °C a 200 ot./min

pfes noc, tedy pfiblizné€ 14 h. Nésledujici den byla ukon€ena centrifugaci (4000 ot./min, 20 min,
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4 °C, centrifuga Sorvall RC-3B, rotor H 4000, ThermoFisher Scientific, USA) a ziskana

biomasa byla zvazena a zamrazena (-20 °C).

4.4.2 Izolace LutR>.7s

Po rozmraZeni byla biomasa resuspendovana v lyzaénim pufru (50 mmol-1"' Tris pH (7,5),
500 mmol-1"" NaCl, 5 mmol-I"" imidazol, 5 % (v/v) glycerol; ptiblizn&é 10 ml pufru na 1 g
biomasy) s pfidanymi inhibitory proteas bez obsahu EDTA (cOmplete™ EDTA free protein
inhibitor cocktail tablets (Roche, Svycarsko), 1 tableta na 50 ml pufru). Suspenze byla
homogenizovana a nasledné na ledu lyzovana sonikaci sonikatorem Sonic Dismembrator
(Dynatech, Némecko) pii vykonu 60 %. Lyzat byl centrifugaci (14000 ot./min, 30 min, 4 °C,
centrifuga Avanti J-E, rotor JA-14, Beckman Coulter, USA) rozd€len na rozpustnou
a nerozpustnou ¢ast. Peleta byla po odebrani kontrolniho vzorku pro SDS-PAGE zamrazena

a supernatant byl dale pouzit pro izolaci a purifikaci proteind.

4.4.3 Purifikace LutR;.7s
4.4.3.1 Chelatacni chromatografie

Rekombinantni protein LutR>.7s obsahoval na N-konci Hise-kotvu, a proto byla pro jeho
purifikaci vyuzita chelatacni chromatografie na koloné s chromatografickym nosi¢em
Ni-CAM™ HC Resin (Sigma-Aldrich, USA). Objem kolony byl 5 ml a kapacita pouzitého
nosice priblizné 15 mg purifikovaného proteinu na 1 ml nosice, predpokladana kapacita kolony
tedy byla cca 75 mg proteinu. Kolona byla promyta destilovanou vodou a ekvilibrovana
ve vazebném pufru (50 mmol-1"! Tris (pH 7,5), 500 mmol-1"! NaCl, 5 mmol-1"! imidazol, 5 %
(v/v) glycerol). Poté byl na ni nanesen vzorek, pfiCemz byla jimana protekld frakce.
Nasledovalo promyti vazebnym pufrem, ktery ma nizky obsah imidazolu (5 mmol-1'"), a poté
promyvacim pufrem se stfednim obsahem imidazolu (50 mmol-1"! Tris (pH 7,5), 500 mmol-1"!
NaCl, 30 mmol-I"" imidazol, 5 % (v/v) glycerol) za sbéru frakci. Eluce pak byla provadéna
eluénim pufrem s vysokym obsahem imidazolu (50 mmol-1"! Tris (pH 7,5), 500 mmol-1"! NaCl,
250 mmol-1"! imidazol, 5 % (v/v) glycerol) do frakci o objemu pfiblizng 10 ml. V3echny frakce

byly uschovany a obsah proteinu v nich byl ur¢en pomoci SDS-PAGE a spektrofotometrie.

Této metody bylo vyuzito v prvnim kroku purifikace, kdy byla na kolonu nanésena rozpustna

¢ast bunécného lyzatu a dale se pracovalo s eluatem, a v druhém kroku purifikace, kdy
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na kolonu byla nandSena smés po $tépeni TEV proteasou a dale se pracovalo s proteklou frakci

z této nanasky (viz kapitola 5.1.2).
4.4.3.2 Stépeni TEV proteasou

Pro odstépeni Hiss-kotvy z N-konce LutR>.78 byl protein inkubovan spolec¢né s TEV proteasou
(EC 3.4.22.44), ktera obsahuje na N-konci neodstépitelnou Hiss-kotvu (pfipravena na Skolicim
pracovisti Ing. Irenou Sieglovou). Frakce, u nichz byla pomoci SDS-PAGE ovétena ptitomnost
proteinu, byly spojeny a byla knim pfidina TEV proteasa (tak, aby byla
k substratu v molarnim pomeéru piiblizné 1:50). Tato smés byla spolecné dialyzovana ptes noc
za pokojové teploty proti dialyzaénimu pufru (20 mmol-1"! Tris pH (7,5); 500 mmol-1"! NaCl;
5 % (v/v) glycerol). Poté byla mira §té€peni zkontrolovana pomoci SDS-PAGE analyzy. Pokud
byl proteinovy produkt dostatecné nastépen, nasledovala druhd chelata¢ni chromatografie

pro oddéleni kone¢ného proteinu od TEV proteasy a od odstépené Hiss-kotvy.
4.4.3.3 Analyza obsahu proteinii pomoci SDS-PAGE

Diskontinuélni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS (z angl. SDS
polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE; Shapiro ef al., 1967) byla provadéna podle
Laemmliho (Laemmli, 1970) na aparatufe Mighty Small II SE 250 (Hoefer Scientific
Instruments, USA) s rozméry deskovych geli 80%70x0,75 mm a zdrojem napéti EV243
(Consort, Belgie). D¢lici gel obsahoval 17,5%  (w/v) akrylamid (AA)
a N,N'-methylen-bis-akrylamid (BIS) v hmotnostnim poméru BIS:AA 1:29; 375 mmol-1" Tris
(pH 8,8); 1 mmol-I" EDTA; 5% (v/v) glycerol; 0,1% (w/v) SDS; 0,1% (v/v) TEMED
a 0,1% (w/v) persiran amonny pro iniciaci polymerace. Zaosttovaci gel obsahoval 5% (w/v)
AA aBIS ve stejném poméru jako délici gel; 125 mmol-I"! Tris (pH 6,8); 1 mmol-I"" EDTA;
0,5% (v/v) glycerol; 0,1% (w/v) SDS; 0,1% (v/v) TEMED a 0,1% (w/v) persiran amonny.
Elektrodovy pufr obsahoval 20 mmol-1"! Tris pH 8,3; 200 mmol-1"'glycin a 0,1% (w/v) SDS.

Kapalné vzorky proteinu a proteinovych smési byly pro SDS-PAGE analyzy smichany
se vzorkovym pufrem (125 mmol-I" Tris pH 6,8; 20% (v/v) glycerol; 4% (w/v) SDS;
0,2% (w/v) bromfenolovd modf) v poméru 2:1, vzorky sedimentii (o vaze nékolika pg) byly
resuspendovany v 30 ul vzorkového pufru. VSechny vzorky byly poté povaieny ptiblizn€ 2 min
v termobloku (Benchmark, USA) a kratce centrifugovany (12000xg, 30s, lab. teplota;
centrifuga MiniSpin, (Eppendorf, Némecko)) Nasledné byly vzorky naneseny do jamek
zaostrovaciho gelu. Objem nanaSenych vzorkl byl pfizpiisoben predpoklddanému mnozstvi

proteinu ve vzorku.
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Elektroforéza byla provadéna za laboratorni teploty pii napéti 95 V na zaostfovaci gel a 180 V
na délici gel. Jako standard MW byla pouzivana smés proteini Broad Range (Bio-Rad, USA),
obsahujici myosin (200 kDa), B-galaktosidasu (116,3 kDa), fosforylasu b (97,4 kDa), sérovy
albumin (66,2 kDa), ovalbumin (45 kDa), karbonickou anhydrasu (31 kDa), trypsinovy
inhibitor (21,5 kDa), lysozym (14,4 kDa) a aprotinin (6,5 kDa).

Barveni Coomassie Brilliant Blue

K vizualizaci proteinii z rozbitych bunék, u nichz se predpokladd vyssi koncentrace, bylo
vyuzito barveni gelu pomoci 0,05% (w/v) roztoku Coomassie Brilliant Blue R-250 (Serva,
Némecko) v 45% (v/v) methanolu a 10% (v/v) kyselin¢ octové. Gel byl do roztoku ponoten

na 20 min a nasledné byl odbarven v roztoku 25% (v/v) methanolu a 10% (v/v) kyseliny octové.
Barveni stiibrem

Pro detekci a vizualizaci separovanych proteinti o nizsich koncentracich byly gely obarveny
stiibrem. Nejprve byly proteiny v gelu fixovany macenim v roztoku 12% (v/v) kyseliny octové,
50% (v/v) methanolu a 0,05% (v/v) formaldehydu 1 hod pfi pokojové teploté za stalého
michéani. Nésledné byl gel omyvan 50% (v/v) methanolem tiikrat po dobu 10 min, poté 20 s
roztokem thiosiranu sodného (0,8 mmol-1") a pak byl oplachnut destilovanou vodou tiikrat
podobu asi 20 s. Poinkubaci vimpregnaénim roztoku (12 mmol-I" dusi¢nan stiibrny;
0,075% (v/v) formaldehyd; 20 min) byl gel nékolikrat dikladné oplachnut destilovanou vodou.
Vizualizace byla provedena pomoci vyvolavaciho roztoku (570 mmol-1" uhli¢itan sodny;
0,05% (v/v) formaldehyd; 16 pmol-1"! thiosiran sodny). Po vybarveni gelu byl proces zastaven
roztokem 12% (v/v) kyseliny octové a 50% (v/v) methanolu. Pfed suSenim byl gel uchovavan

v 50% (v/v) methanolu ve 4 °C.
SuSeni geli

Pro dokumentacni ucely byly gely spolu s ptfirodnim celofanem 20 min méceny v suSicim
roztoku 20% (v/v) ethanolu a 3% (v/v) glycerolu a suSeny v celofdnu napnutém v suSicim

ramecku.
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4.4.3.4 Stanoveni koncentrace proteinu

Koncentrace proteinovych roztokl byla ur€ovana pomoci méfeni absorbance pfi vinové délce
280 nm (A2sonm) za pokojové teploty na piistroji NanoDrop™ ND-1000 (ThermoFisher
Scientific, USA). Extink¢ni koeficient pro urceni koncentrace proteinu byl stanoven empiricky
— vypoctem ze znamé absorbance pro vzorek, jehoz piesna koncentrace byla stanovena pomoci
aminokyselinové analyzy zalozené na iontoménicové kapalinové chromatografii (Spackman
et al., 1958) provedené Ing. Radko Souckem v servisni laboratofi Skoliciho pracovisté. Hodnota

absorpéniho koeficientu LutR2.7s pii 280 nm je pro vypocet koncentrace 0,411 ml-mg™!-cm™.

4.4.3.5 Dialyza a ultrafiltrace

Dialyza¢ni kroky probihaly v dialyzacni membrané¢ o mezni velikosti pérd 3500 Da
pro globuldrni proteiny (Sigma-Aldrich, USA) proti ptfislusSnym pufrim za stalého michéani
magnetickym michadlem pti 4 °C. Po ukonceni dialyzy byly vzdy proteinové roztoky
centrifugovany (21000xg, 4 °C; pro vétsi objemy centrifuga Hermle Z 323 K (Hermle
LaborTechnik, Némecko) a centrifuga Hettich EBA 12R (Hettich, Némecko) pro mensi

objemy) pro odstranéni pfipadnych agregata.

Po rozdéleni produktt sté€peni TEV proteasou byl protein dialyzovan proti skladovacimu pufru
(20 mmol 1" Tris (pH 7,5), 250 mmol-1"" NaCl, 5 mmol-1"' B-merkaptoethanol) pii 4 °C.
Nasledné byl proteinovy roztok zahust'ovan ultrafiltraci za pouZiti membrany o mezni velikosti
pora 3000 Da pro globularni proteiny (Millipore, USA). Roztoky o vétSim objemu byly
zahuStovany v celach Amicon Ultra (5000xg, 4 °C; centrifuga Hermle Z 323 K), roztoky
o mensim objemu v celach Microcon (12000xg, 4 °C; centrifuga Hettich EBA 12 R). Takto

zahustény roztok purifikovaného proteinu byl rozdé€len na mensi alikvoty a skladovéan v -80 °C.

4.5 Biochemick4 charakterizace LutR2-78 a testovani vazby DNA
4.5.1 Gelova retardacni analyza (EMSA)

Pro ovéteni vazby LutR2.78 a prvniho navrZzeného DNA duplexu byla pouZita gelova retarda¢ni
analyza neboli EMSA (Hellman a Fried, 2007). Ta byla provadéna na elektroforetické aparatuie
Mighty Small II SE 250 s rozméry deskovych gelti 80x70%0,75 mm za nativnich podminek
pfinapéti 85 V pii teploté 4 °C. Gely byly pfipraveny z 15% nebo 17% (w/v) smési AA a BIS
v hmotnostnim poméru BIS:AA 1:29; TBE pufru (44,5 mmol-1"! Tris, (pH 7.8); 44,5 mmol-1’!
kyselina borita; 1 mmol-1"! EDTA); 0,1% (w/v) TEMED a 0,1% (w/v) persiran amonny. Na gel
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byly naneseny vzorky smési piislusné DNA a LutR».7g v rizném molarnim poméru, kdy finalni
koncentrace DNA byla vzdy 5 umol-1"!, spolu s vazebnym pufrem (10 mmol-1"! Tris (pH 7,5);
1 mmol-1"! EDTA; 50 mmol-1"' NaCl; 0,01 mg-ml! BSA) a bromfenolovou modii v 5% (v/v)
glycerolu. Elektroforéza byla ukoncena po piiblizn€ 2,5 h. Gely byly néasledné 10 min barveny
ve fluorescencnim barvivu GelRed™ a poté byla pod UV lampou pozorovana obarvend DNA.
Pro del$i vizudlni sledovani vyslednych geli bylo vyuzito excitace zafenim o vlnové
délce 365 nm, pii které dochdzi k pomalejsimu vysvécovani fluorescenéniho barviva,
ale intenzita fluorescence je nizsi. Poté byla vinova délka zménéna na 312 nm, pii které je
intenzita fluorescence barviva vyssi, zdroven vsak vyrazné rychleji vyhasina. Proto bylo této
vlnové délky vyuzito pouze pro ucely potfizeni fotografie gelti. Dalsi analyza a vyhodnocovani

pak probihalo z pofizenych snimkii.

4.5.2 Analyticka gelova permeacni chromatografie (SEC)

Pro zjisténi kvartérni struktury LutR».7g a jako dal$i zpiisob ovéteni vazby LutR».7s a prvniho
navrzeného DNA duplexu byla provedena analytickd gelova permeacni chromatografie (SEC,
z angl. ,,Size Exclusion Chromatography*). Pro analyzu byla pouzita kolona vhodna k déleni
globularnich proteinti o rozmezi MW 10-600 kDa (Superdex 200 10/300 GL Tricorn o objemu
23 ml, Amersham Biosciences, Velka Britanie) na FPLC aparatuie Akta Basic (Amersham
Biosciences, Velka Britanie). Kolona byla dle pokynii vyrobce nejprve kalibrovana roztokem
standardi MW (Sigma-Aldrich, USA) obsahujicim tyto proteiny: aprotinin (6,5 kDa),
cytochrom C (12,4 kDa), karbonick4 anhydrasa (29 kDa), hovézi sérovy albumin (66 kDa)
a dextran blue (2 MDa). Jako mobilni fdze pro kalibraci kolony byl pouZit filtrovany
a odvzdugnény pufr o slozeni: 50 mmol-1"! Tris (pH 7,5); 100 mmol-1"! NaCl. Na zikladé této
kalibra¢ni kiivky byla z eluéniho objemu pfislusnych frakei ur€ena ptiblizna MW dané formy
proteinu a jeho komplexu s DNA. Jako mobilni faze byl pouzit filtrovany a odvzdu$nény pufr
PBS (pH 7,4). Dle doporuéeni vyrobce kolony byl priitok nastaven na 0,5 ml-min! (maximalni
povoleny tlak 1,5 MPa). Eluc¢ni profil vzorku byl sledovan spektrofotomericky pii vinovych
délkach 220 nm, 260 nm a 280 nm.
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4.6 Strukturni charakterizace LutR2-7s a jeho vazby DNA
4.6.1 NMR spektroskopie

Pro rychlé a materidlové nendro¢né ovéteni kvality vazby LutR».73 a riznych DNA duplext
bylo provadéno NMR spektroskopické méfeni s pouzitim '°N izotopové obohaceného proteinu.
Vsechna NMR spektra (1D 'H i dvojrozmérnych (2D) '°N-'H) byla naméiena pii teploté cca
25 °C (298 K) na ptistroji 850 MHz Bruker AVANCE III spektrometr (Bruker, Némecko),
ktery je vybaveny kryosondou na méfeni jader 'N-'*C-'H. Byly méfeny roztoky LutRj.7s
a jednotlivych DNA duplexit v molarnim poméru 2:1,2, kdy koncentrace proteinu byla
nejéast&ji 200 umol-1" a koncentrace DNA duplexu 120 umol-I"'. Vysledny objem méfeného
vzorku s pfidavkem 10% (v/v) D20 v 3 mm NMR kyveté byl 160 pl. Pro naméfeni a zpracovani
vSech spekter byl pouzit program Bruker‘s TopSpin™ verze 3.2 (Bruker, Némecko). Data byla

snimana ve spolupraci s Mgr. Pavlem Srbem, Ph.D.

4.6.2 Krystalizace a rentgenova krystalografie
4.6.2.1 Priprava krystalit vhodnych pro rentgenostrukturni analyzu

Pro krystalizaci LutR».;8 v komplexu s DNA duplexem byla pouzita metoda difuze par
v provedeni sedici nebo visici kapky (shrnuto v Dessau a Modis, 2011). Krystaliza¢ni pokusy
probihaly pfi teploté¢ 18 °C nebo 4 °C. Priibéh krystalizace byl sledovan pomoci optickych
mikroskopi Nikon SMZ660 (Nikon, Japonsko) a Olympus SZX10 (Olympus, Japonsko),
krystaliza¢ni kapky byly fotografovany pomoci fotoaparati Nikon Coolpix P6000 (Nikon,
Japonsko) a Olympus E620 (Olympus, Japonsko; software QuickPHOTO CAMERA 2.3,
PROMICRA, Ceska republika). Sledovani ivodnich krystalizaénich experimentii probihalo
automaticky v zafizeni pro automatické monitorovani krystaliza¢nich experimentd
CrystalMation™ (Minstrel Desktop Crystal Imaging System; Rigaku, Japonsko), které
zaznamenavalo prib¢h krystalizace v jednotlivych kapkach v pravidelnych casovych

intervalech ve viditelném a UV svétle.
Metoda sedici kapky

K nalezeni vhodnych vychozich podminek pro krystalizaci LutR2.7s v komplexu s DNA byla
pouzita metoda sedici kapky. Smés proteinu a DNA duplexu byla pfipravena v molarnim
pomeéru 2:1,2 a kratce pfed nasazenim inkubovana na ledu. Vyslednd hmotnostni koncentrace

proteinu v takovéto smési byla obvykle 11,3 az 14,4 mg-ml!. Kapky o celkovém objemu 300 nl
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byly nasazeny na 3x96-jamkovou desticku Intelli-plate (Art Robbins Instruments, USA)
pomoci krystalizacniho robota Oryx (Douglas Instruments, Velkd Britanie). Precipitacni
roztoky byly nanasSeny do reservoaru pomoci krystalizatniho robota Crystal Gryphon (Art
Robbins Instruments, USA), objem precipitacniho roztoku v rezervoaru byl 30 pl. Roztok
proteinu byl v jednotlivych kapkdch smichan s riznymi precipitacnimi roztoky v pomérech
1:2, 1:1 nebo 2:1 (v/v). Pro krystalizaci byly pouzity komer¢ni sady precipitacnich roztoki
Nucleix Suite (Qiagen, USA) a Morpheus® (Molecular Dimensions, USA). Po nasazeni kapek
byla desticka prekryta folii Greiner VIEWseal (Jena Bioscience, Némecko) a ulozena

do zatizeni pro automatické monitorovani krystalizacnich experimentti CrystalMation™.
Metoda visici kapky

Vybrané krystalizaéni podminky z komeréniho kitu Morpheus® byly dale optimalizovany
za pouziti metody visici kapky. Kapky byly ruéné€ nasazovany na 15jamkové desticky EasyXtal
Tool (Qiagen, USA) nebo 48jamkové desticky VDX (Hampton Research, USA). Komplex
proteinu s DNA (pfipraveny v moldrnim poméru 2:1,2) byl smichdn s krystaliza¢nimi
podminkami v pomérech 1:2, 1:1 nebo 2:1 (v/v). Celkové objemy kapek se pohybovaly od 1 pl
do 1,5 pl. Objem krystaliza¢niho roztoku v rezervoaru desti¢ek EasyXtal Tool byl 200 ul,
u desticek VDX48 50 — 150 pl. V nekterych ptipadech byl precipitacni roztok v rezervoaru
desticky EasyXtal Tool piekryt 150 pl tzv. Alova oleje (smési parafinového a silikonového
oleje vpoméru 1:1 (v/v); D'Arcy et al., 1996) pro zpomaleni difuze par (Chayen, 1997).
Pro dosaZeni optimalniho rastu krystali se ménily riizné parametry krystalizace. Jednim
ze zpusobl optimalizace bylo krokové sniZovani koncentrace proteinu a DNA v jednotlivych
kapkach se zachovanim jejich molarniho poméru 2:1,2, kdy se hmotnostni koncentrace proteinu
pohybovala od 11,3 mg-ml! do 7,9 mg-ml!. V n&kterych piipadech byla naopak fedéna MilliQ
vodou krystalizaéni podminka, kterd byla pouzita v koncentraci 100-70 % (v/v) oproti
puvodnimu roztoku. Dalsi krystalizacni experimenty byly uskute¢nény s roztoky pfipravenymi
na zékladé& isp&snych podminek z komeréniho kitu Morpheus® tak, Ze sloZenim precipitantii
a pufracnich systémii byly shodné, ale byla vynechdana smés aditiv. Pro feSeni fazového
problému byly n&které krystaly kokrystalizovany s ptidavkem 100 mmol-I"' Nal nebo mageny
spolu s krystaly Ta>Brio pted jejich vylovenim,
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4.6.2.2 Difrakcni analyza krystalii

Vybrané krystaly vhodné pro rentgenostrukturni analyzu byly uchyceny do nylonové smycky,
v ptipad¢ potieby kratce ponoieny do vhodného roztoku obsahujici kryoprotektant, jehoz
slozeni se odvijelo od slozeni krystalizaéni podminky, a nasledné byly zamrazeny v tekutém
dusiku. Difrakéni méteni krystalii bylo provadéno za teploty -173,15 °C (100 K) na domécim
zdroji rentgenového (RTG) zateni Rigaku HF007 (Rigaku, Japonsko) nebo na synchrotronu
(BL 14.1, BESSY II, Helmholtz-Zentrum Berlin (HZB), Némecko; Mueller et al., 2015), kde
také probihal sbér kompletni sady difrakénich dat. Sbér a zpracovani difrakénich dat byly

provedeny s$kolitelkou diplomové prace doc. RNDr. Pavlinou Maloy Rezagovou, Ph.D.
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5 Vysledky

5.1 Priprava LutR2-7s heterologni expresi v E. coli

Gen pro heterologni expresi N-koncové domény LutR z divokych kment B. subtilis kddoval
protein, jenz byl dlouhy celkem 103 aminokyselin a pied sekvenci rozpoznavanou TEV
proteasou se na jejim N-konci nachdzela Hiss-kotva pro purifikaci afinitni chromatografii.
Po odstépeni této Casti TEV proteasou ziistala sekvence o délce 82 aminokyselin a kromé
77 aminokyselin kodujicich samotny LutR».73, obsahovala sekvenci o délce 5 aminokyselin
(Ser-Asn-Ala-Ala-Ser) na jeho N-konci (Obrazek 11). Hranice této N-koncové domény
na C-konci byla v ramci celého proteinu urena na zéklad¢ sekvencni homologie a nasledné

predikce vyskytu konzervované DBD.

|

1 MHHHHHHS SGVDLGTENLYFOSNAASKYKQIKTKKIYEEVADALLDMIKN 50
51 GELKPGDKLDSVQALAESFQVSRSAVREALSALKAMGLVEMKQGEGTYLK 100
101 EFE 103

Obrazek 11: Primdrni sekvence pouZitéeho konstruktu pro heterologni expresi LutR; s
Zluté je oznacena Hiss-kotva, zelené sekvence rozpoznavana TEV proteasou a Sipkou pak piesné
misto Stépeni. Tucné je zvyraznén konecny produkt pouzivany v dalSich experimentech — vlastni
primarni sekvence LutR».7g dlouhd 77 aminokyselin s podtrzenym zacatkem a koncem (Cerny text)
a sekvence Ser-Asn-Ala-Ala-Ser na N-konci proteinu dlouha 5 aminokyselin (Cerveny text).

5.1.1 Heterologni exprese LutR;.7s

Pro ptipravu rekombinantniho LutR2.7g byl vyuzit heterologni expresni systém E. coli, kmen
BL21 (DE3). Protein byl exprimovan z mnohokopiového expresniho plazmidu, v némz byl gen
pod kontrolou indukovatelného T7 promotoru pochézejiciho z faga T7. Hostitelsky kmen pak
obsahoval gen pro T7 RNA polymerasu, jejiZz exprese byla indukovéna ptidavkem ETG
do média v exponencialni fazi ristu bakteridlni kultury. Tato polymeraza nasledné zajistila
transkripci z T7 promotoru. Pro expresi LutR2.7g byly pouZity dva typy médii — LB médium
pro pfipravu nativniho proteinu a izotopové obohacené minimélni médium pro piipravu
proteinu znaceného '"N. Pfesné podminky kultivace bakterii a indukce exprese jsou popsany
v kapitole 4.4.1.Vytézek vlhké biomasy byl 12,5 g na 1 I bakteridlni kultury péstované v LB
médiu a 7,6 g na 1 1 bakteridlni kultury péstované v miniméalnim médiu s izotopoveé znacenym

]SN.
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5.1.2 Izolace a purifikace LutR;.7s

Postup izolace a purifikace proteinu vychéazel ze standardni procedury, kterda se ve Skolici
laboratofi pouZiva pro pfipravu proteindl, a byl stejny pro LutR2.7s neznaéeny i '’N-znadeny.
Tento postup je podrobné popsan v kapitolach 4.4.2 a 4.4.3. Proces izolace a purifikace proteinu
byl sledovan po kazdém jednotlivém kroku pomoci SDS-PAGE (kapitola 4.4.3.3). Typicky
prabeh tohoto procesu je zndzornén na Obrazku 12, ktery ukazuje gely dokumentujici izolaci

a purifikaci nativniho LutR>.73.

Protein k purifikaci byl z bakteridlni kultury ziskén dezintegraci bunék a oddélenim rozpustné
a nerozpustné slozky bunécéného lyzatu pomoci centrifugace. Tyto slozky byly analyzovany
pomoci SDS-PAGE (Obrazek 12A; postup piipravy vzorkli uveden v kapitole 4.4.3.3).
Ta ukazala, ze se rekombinantni LutR>.7;8 ve fuzi s Hise-kotvou o celkové MW pfiblizné
11,5 kDa nachazel v obou téchto frakcich. V solubilni ¢asti lyzatu se ho vSak nachdzelo vice
(na Obrazku 12A poloha v gelu oznacena Cervenou Sipkou), a proto byla tato frakce dale

pouzita pro purifikaci proteinu.

Jako prvni purifikaéni krok byla pouzita chelata¢ni chromatografie na nosi¢i Ni-CAM™ HC
Resin. Protein se diky pfitomnosti Hise-kotvy na N-konci proteinu zachytil na koloné a byl
néasledné z kolony eluovén pufry s vysokou koncentraci imidazolu (50 a 250 mmol-I'"). Obsah
proteinu v jednotlivych frakcich byl vizualizovan pomoci SDS-PAGE (Obrazek 12B, piiprava
vzorkil popsana v kapitole 4.4.3.3). Ukazalo se, ze protein byl pfitomen ve velkém mnozstvi
ve frakci z promyti kolony pufrem se stfednim obsahem imidazolu (50 mmol-1") a v prvni
frakci eluce pufrem s vysokym obsahu imidazolu (250 mmol-1"). Tyto dvé frakce byly pouzity
pro dalsi kroky purifikace (na Obrazku 12B oznaceny modrym obdélnikem).

Pro odstépeni Hise-kotvy byly frakce proteinu inkuboviny s TEV proteasou. Nésledna
SDS-PAGE analyza potvrdila uspéSnost Stépeni (Obrazek 12C; ptiprava vzorkli popsana
v kapitole 4.4.3.3). Vysledny protein o MW pfiblizné 9 kDa (na obrazku 12C oznaceno zelenou
Sipkou) byl purifikovan v zdvéreném kroku purifikace. Tim byla druhd chelata¢ni
chromatografie na nosi¢i Ni-CAM™ HC Resin, pfi které se na kolon¢ zachytila odstépena
His¢-kotva, TEV proteasa s neodstépitelnou Hise-kotvou a piipadné dalsi znecist'ujici proteiny,
které nebyly oddé€leny v prvnim kroku purifikace. SDS-PAGE analyza tohoto kroku ukazala,
ze LutR>.78 se nachdzel v proteklé frakci a v prvni frakci z promyti kolony vazebnym pufrem

s velmi nizkym obsahem imidazolu (5 mmol-1"'; Obrizek 12D; ptiprava vzorkii popsina
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v kapitole 4.4.3.3). Obé¢ frakce obsahovaly protein v dostatecném mnozstvi a €istoté, byly proto

spojeny a ptevedeny do skladovaciho pufru pro dalsi pouziti.
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Obrazek 12: Typicky pribéh izolace a purifikace LutR;.7s monitorovany pomoci 17,5% (w/v)
polyakrylamidovych gelii 7 SDS-PAGE analy?,

(A) Izolace proteinu z rozbitych bunék E. coli BL21 (DE3) — sledovani obsahu proteinu v rozpustné
(S) a nerozpustné (P) frakci (barveno pomoci Coomassie Blue); (B) prvni purifikacni krok —
chelata¢ni chromatografie na Ni-CAM™ HC Resin a sledovani obsahu a distoty proteinu
v jednotlivych frakcich (barveno stiibrem); (C) odstépeni hexahistidinové kotvy pomoci TEV
proteasy — sledovani uspésnosti stépeni (barveno stiibrem); (D) findlni purifika¢ni krok — druha
chelatacni chromatografie na Ni-CAM™ HC Resin, sledovani obsahu proteinu v jednotlivych
frakcich a ovéfeni kone&né &istoty proteinu (barveno stiibrem). Cervenymi Sipkami je oznaGena
poloha v gelu pro LutR;.75 pied St€penim TEV proteasou, zelenymi Sipkami pro LutR2.73 po Stépeni
TEV proteasou. Modfe jsou ohraniceny frakce, které¢ byly pouzity v dalSich krocich purifikace.
Vysvétlivky zkratek (setazeno podle vyskytu): St (8 ul) — standard molekulovych hmotnosti [kDa];
P (3 pl) — peleta z rozbitych bun€k (nerozpustna frakce izolace); S (3 pl) — supernatant z rozbitych
bun¢k (rozpustna frakce izolace); N1 (3 pl) — nanaska na kolonu 1; PF1 (3 ul) — protekla frakce
z nanasky na kolonu 1; VP (6 ul) — frakce (40 ml) z promyti kolony vazebnym pufrem s nizkym
obsahem imidazolu (5 mmol-1"); PP (6 ul) — frakce (50 ml) z promyti kolony pufrem se stfednim
obsahem imidazolu (50 mmol-1'"); E1-E10 (6 ul) — frakce (po 10 ml) eluované z kolony pufrem
s vysokym obsahem imidazolu (250 mmol-1""); P¥ (6 ul) — vzorek proteinu pred $tépenim TEV
proteasou; Po (6 ul) — vzorek proteinu po Stépeni TEV proteasou; N2 (6 pl) — nandska na kolonu 2;
PF2 (6 pl) — protekla frakce z nanaSky na kolonu 2; ; P1-P5 (6 ul) — frakce (10 ml) z promyvani
kolony pufrem s nizkym obsahem imidazolu (5 mmol-1™).
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Takto purifikovany protein byl vyuZit pro ureni empirického absorpéniho koeficientu, ktery
byl déale pouzivan pro urceni koncentrace. Koncentrace proteinu byla s pouzitim tohoto
absorp¢niho koeficientu stanovovana podle métfeni hodnoty Azgonm. V proteinech je za absorpci
pii této vlnové délce zodpovédna predevsim aromaticka aminokyselina tryptofan. Primarni
sekvence LutR>.7s vSak tuto aminokyselinu neobsahuje (viz Obrazek 11), coz mlze mit
za nasledek nepfesnost pifi urCovani koncentrace za pouziti teoretického absorp¢niho
koeficientu podle aminokyselinového slozeni nastrojem ProtParam (dostupné z:
http://web.expasy.org/protparam/ [cit. 20. 5. 2017]). Z tohoto diivodu byl absorp¢ni koeficient
pro LutR>.78 stanoven experimentdlné vypoctem z absorbance vzorku o zndmé koncentraci.
Presna koncentrace proteinu ve vzorku byla zjisténa pomoci aminokyselinové analyzy
(podrobnosti popsany v kapitole 4.4.3.4) v servisni laboratoti Skoliciho pracovisté. Vysledna
hodnota empirického absorpéniho koeficientu byla 0,411 ml-mg™-cm™, coZ je ptiblizné o 17 %

méné nez absorpéni koeficient uréeny nastrojem ProtParam (0,495 ml'mg™!-cm™).

Vytézek proteinu po purifikaci byl 53,9 mg na 1 1 bakterialni kultury (4,3 mg na 1 g vlhké
biomasy) pro nativni protein a 22,3 mg na 1 1 bakterialni kultury (2,9 mg na 1 g vlhké biomasy)
pro °N izotopové znageny protein. Cistota dle analyzy vzorku na SDS PAGE barvené stiibrem

byla > 95 % (Obrazek 12D).

Vytézek i Cistota proteinu byly dostacujici pro naslednou funkéni a strukturni analyzu. Protein
byl skladovéan v pufru o slozeni 20 mmol-1"! Tris (pH 7,5), 250 mmol-1"! NaCl a 5 mmol-1"!
B-merkaptoethanol pii teploté -70 °C v koncentracich 0,74 — 31,4 mg-ml™".

5.2 Navrh a priprava DNA duplexi
5.2.1 Navrh DNA sekvenci pro studium vazby a krystalizaci s LutR>.7s

Pro testovani vazby LutR».73 na DNA byl navrzen prvotni DNA duplex Os o délce 15 parii bazi
a sekvenci 5'-GGTCATCAGATGACC-3'. Ta vychazela ze zjisténé sekvence DNA operatoru
pro LutR z divokych kment B. subtilis podle Chiu et al. (2014).

Pro krystalizaci komplexu LutR>.73 a DNA byla navrzena fada dalSich DNA duplexi. Prvni
navrhy OAx; (5'-TCCAGTCATCAGATGATCATA-3") a ONi6
(5'-TAGTCATCAGATGATA-3") byly inspirovany Usp&$né zkrystalizovanymi protein-DNA
komplexy ptibuznych proteinit AraR (represor genil pro vyuziti L-arabinosy; Jain a Nair, 2013)

a NagR (represor genti pro vyuziti N-acetyl-D-glukosaminu; Fillenberg et al., 2015), pti¢emz
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pfesny postup navrhu je popsan v kapitole 5.4.1. Nasledny navrh DNA duplexii pak
vychazel z prubéznych vysledkl krystalizacnich a difrak¢nich experimentti. Tento proces je

detailn€ popsan v kapitolach 5.4.2 a 5.4.3.

Sekvence vSech DNA duplext pouzivanych v této praci jsou zobrazeny v Tabulce 2 zarovnané
se sekvenci publikované¢ho operatoru (Chiu et al., 2014). V Tabulce je uvedena sekvence
jednoho vlakna, druhé vldkno je vzdy komplementarni. Oznaceni jednotlivych DNA duplexii
bylo v této praci vytvoreno z prvniho pismene slova operator (O), po¢tu part bazi v daném
duplexu a ptipadné také pocate¢niho pismene proteinu, jehoz vytfesenou krystalovou strukturou
s DNA byl navrh konkrétniho duplexu inspirovan (A pro AraR a N pro NagR), poptipad¢ dale

modifikovan.

Tabulka 2: Sekvence studovanych DNA duplexii odvozenych od sekvence vazebného mista pro
LutR;-240

Sekvence operatoru pouzita k navrhu DNA duplext

o* 5- T CA TCNGA AT G A -3’
Navrzené DNA duplexy

Ois  5- G GGTCATC CAGATSGA ATCC -3

OA21  5- T CCAGTCATCAGAT GATT CATA -3

OAs 5 G C T CCAGTCATCAGAT GATT CATA AT CG ¥

ONis 5™ T A GGTCATCAGATG GA AT A -3’
ONy 5™ G CTAGTU CATC CAGATG GATATCG -3’
ON2z1 5% T G ¢C TAGTCATCAGATS GATATCG -3’
ONip 5~ G C¢CT-GTCATCAGATG GATA ATZCSG -3
ONig 5™ GC¢T-G6GTCATCAGATG GAT-CG -3’

* sekvence operatoru nachazejici se v oblasti promotoru genu /utP a lutABC operonu (Chiu

et al., 2014); N znaci libovolny nukleotid
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5.2.2 Ovéreni tvorby DNA duplexii pomoci NMR spektroskopie

K ovéfeni tvorby DNA duplext byly vyuzivany experimenty NMR spektroskopie. Data byla
snimana na spektrometru Bruker Avance III s pracovni 'H frekvenci 850 MHz vybaveném

ttijadernou kryosondou. Piesné parametry méteni jsou uvedeny v kapitole 4.3.2.

Na naméfenych 1D 'H NMR spektrech byla sledovana piedevsim oblast signalfi imino protonti
vodikovych mustkit mezi 12 az 15 ppm. Pomér poctu vrchol signalii a poctu péart bazi
v duplexu a celkovy tvar vrcholl signali pak ukazoval, zda dana dvojice komplementarnich
DNA oligonukleotidti vytvofila duplex a jestli je tento duplex dostate¢né stabilni pro pouziti

v krystalizac¢nich experimentech.

Obrazek 13 ukazuje piiklad takovych 1D 'H NMR spekter pro DNA duplexy Ois (Obrazek
13A) aONy9 (Obrazek 13B). DNA duplex Ois o sekvenci 5-GGTCATCAGATGACC-3’
(viz Tabulka 2) a MW pftiblizn€ 9,1 kDa byl pouzit pro prvni pokusy pro ovéfeni vazby LutR>.78
a DNA operatoru. Signaly tohoto DNA duplexu jsou §irsi a méné rozlisitelné, coz znaci, ze dana
molekula je dynamické a pravdépodobné v roztoku prechazi mezi n¢kolika formami (naptiklad
duplex a vlasenka), a nehodi se tedy pro krystaliza¢ni experimenty (Obrazek 13A). Druhy
piiklad 1D 'H NMR spektra patfi DNA duplexu ONjp o sekvenci
5'-GCTGTCATCAGATGATACG-3', ktery byl navrzen ve tfetim kroku optimalizace DNA
duplexti pro krystalizaci (viz Tabulka 2 a kapitola 5.4.3). Na tomto spektru jsou signaly oproti
signaliim prvotniho duplexu O;s viditelné ostiejsi, ackoliv patii molekule o vétsi MW (cca
11,6 kDa; Obrazek 13B). Na zéklad€ toho 1ze usuzovat, Ze DNA duplex ONy9 je stabilnéjsi,

a proto vhodn¢jsi pro krystalizaci.
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Obrazek 13: VyuZiti NMR spektroskopie pro ovéieni tvorby DNA duplexu — srovndani ID TH NMIR
spekter dvou riuznych DNA duplexii

Spektra jsou zaméfena na oblast signalti imino protonit Watson-Crickovych part bazi, které se
objevuji mezi 12 az 15 ppm. Spektra byla generovana programem TopSpin™ 3.2 (Bruker,
Némecko) a upravena v programu Inkscape 1.1.1.

(A) 1D "H NMR spektrum prvotniho DNA duplexu O;s méfené pii teploté piiblizng 25 °C (298
K) v pufru o slozeni 20 mmol-1"! Tris (pH 7,5) a 250 mmol 1" NaCl s 10% (v/v) piidavkem D20.
(B) 1D 'H NMR spektrum DNA duplexu ON o méfené pfi teploté piiblizng 25 °C (298 K) v pufru
o slozeni 20 mmol-1" Tris (pH 7,5) a 100 mmol-1"' NaCl s 10% (v/v) pfidavkem D:O.
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5.3 Analyza vazby LutR2-73 a DNA
5.3.1 Studium vazby DNA pomoci gelové retardacni analyzy (EMSA)

Pro ovéfeni vazby LutRo.7s a DNA duplexu Ois byla provedena EMSA. Pifesny postup

provedeni je popsan v kapitole 4.5.1.

Byly testovany rGzné molarni poméry monomeru proteinu k DNA. Jako negativni kontrola
byla pouzita DNA sekvence 5'-GTTGTATATACAAG-3', coz je operator pro piibuzny
transkrip¢ni represor genti pro vyuziti D-trehalosy TreR (Schock a Dahl, 1996; Biirklen et al.,
1998), ktery je ve $kolici laboratofi rovnéz studovan (Rezadova et al., 2007). K tomuto DNA

duplexu se LutR nevéze a nemél by tedy byt v gelu pro jejich smés pozorovan zadny posun.

Z vysledkl analyzy na Obrazku 14 je patrné, Ze k vazbé LutR278 na O15 dochazi. Ve vzorcich
s niz§im pomérem molarniho piebytku proteinu vic¢i DNA (na Obrazku 14 drdhy Ois 1:1
az 1:3) nedoslo k vyraznému snizeni intenzity fluorescence v oblasti mobility DNA ve spodni
casti geld (na Obrazku 14 oznaCena Cervenymi Sipkami), ale zato je viditelny nartst
fluorescence v horni ¢asti gelil, kde je mozné ptedpokladat vyskyt komplexu proteinu a DNA
(na Obrazku 14 oblast vyznacena zelenymi Sipkami). Naopak v pfipadé zvySujiciho se
molarniho pfebytku proteinu (na Obrazku 14 drahy od Ois 1:5 vySe) lze pozorovat nizsi
intenzitu fluorescence az jeji uplné vymizeni v oblasti mobility, coz se d4 povazovat za dikaz
toho, Ze doslo k vyvazani veSkeré DNA proteinem. Pro negativni kontrolu (na Obrazku 14B
drahy K 1:3 aZ 1:9) je pak pozorovatelna mirna fluorescence pozadi, ale Zadny posun ani zména

v intenzité fluorescence tak, aby je bylo mozné interpretovat jako diikaz vazby.
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Obrazek 14: Gelova retardacni analyza vazby LutR>.7s a DNA duplexu Ojs s negativni kontrolou

(A) Gelova retardacni analyza v 15% (w/v) polyakrylamidovém gelu za nativnich podminek — byla
testovana vazba DNA Ois k LutR2.73 v riznych pomérech molarniho prebytku proteinu viici DNA;
(B) gelova retardacni analyza v 17% (w/v) polyakrylamidovém gelu za nativnich podminek
s negativni kontrolou — byla testovana vazba DNA Ois k LutRz.78 v riznych pomérech prebytku
proteinu viici DNA, jako negativni kontrola byla vyuZita operatorova DNA pro piibuzny
transkripéni represor TreR (5'-GTTGTATATACAAG-3'). Zelené Sipky oznacuji oblast vyskytu
komplexti protein-DNA a Cervené Sipky oblast, kde se v gelu nachazi samotnad DNA.

Vysvétlivky zkratek (sefazeno podle vyskytu): Os — samotna operatorova DNA dlouhd 15 part
bazi (viz Tabulka 2); 1:1, 1:2, 1:3, 1:5, 1:7, 1:8, 1:9, 1:10, 1:20 a 1:30 — molarni poméry piislusné
DNA k LutR».73 v daném vzorku; P — protein (LutR».75); K — negativni kontrola = samotny DNA
duplex vazajici se k pfibuznému transkripénimu represoru TreR.

5.3.2 Studium vazby DNA pomoci analytické gelové permeacni chromatografie (SEC)

Dalsi metodou, kterou byla ovéfovana vazba LutR>.7s a DNA duplexu, byla analytickd SEC
na kolon¢ Superdex 200 10/300 GL, kdy jako mobilni faze byl pouZit pufr PBS (pH 7,4). K této
analyze byl pouzit prvni navrzeny duplex Ois, jehoz sekvence vychazela ze zjisténé sekvence
DNA operatoru dle Chiu et al. (2014) — (viz Tabulka 2). Kromé& zkoumani vazby byla
analyticka SEC vyuZita pro ureni oligomerniho stavu LutR2.78 v roztoku. Pfesné provedeni
experimentu je popsdno v kapitole 4.5.2. Obrazek 15 ukazuje vysledné chromatogramy
pro samostatny protein LutR>.75, samostatny DNA duplex Ois a jejich smés. Jelikoz LutR2.7g
nema ve své primarni struktufe tryptofan typicky absorbujici pti 280 nm, byla béhem eluce

sledovana absorbance tfi vinovych délek: 220 nm, 254 nm a 280 nm.

Z chromatogramu pro samostatny protein (Obrazek 15A) bylo urceno, ze se v roztoku nachazi
v jedné formé o zdanlivé MW pfiblizné 18,4 kDa, coz by pfi MW LutR2.75 cca 9 kDa mohlo

odpovidat dimeru.
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Chromatogram pro samostatnou DNA Ojs (Obrazek 15B), jejiz MW je 9,1 kDa, ukazuje
pfitomnost vice riznych forem v roztoku. Vzhledem k tomu, Ze pouZita kolona je kalibrovana
na separaci globularnich proteind, vypocet zdanlivé MW je pouze orientacni, protoze linearni

DNA se v daném nosic¢i mize pohybovat s jinou rychlosti.

Obrazek 15C pak vyobrazuje chromatogram smeési LutR>.7s a DNA duplexu O1s5 v molarnim
poméru 2:1. Z néj je patrné, ze ve vzorku ziistaly nezménény nékteré formy DNA (prvni vrchol
absorbance odpovidajici zdanlivé MW cca 2500 kDa a posledni vrchol absorbance odpovidajici
zdanlivé MW 1,5 kDa). Prostiedni vrchol absorbance, ktery by mohl odpovidat eluci vzniklého
komplexu protein-DNA, navic neni jednotny a mé dvé maxima umisténa blizko sebe. Tato
maxima nalezi zdanlivym MW 27 kDa a 21,1 kDa, jsou vSak jasn¢ viditelna pouze pro A220nm.
Bylo prokéazano, Ze ptibuzné represory z rodiny GntR se na DNA vézou jako dimer (Jain a Nair,
2013). Celkova teoreticka MW takového komplexu skladajiciho se ze dvou jednotek proteinu
ajedné molekuly DNA by byla pro LutR>.7s a DNA duplex Ois pfiblizn€ 27,1 kDa. To by mohlo
odpovidat jednomu z téchto maxim absorbance v chromatogramu, a to pro zdanlivou MW
27 kDa. Tuto interpretaci také podporuje fakt, Ze v tomto maximu je 1 nejvyssi Azssnm a ukazuje
tedy na pritomnost DNA. Je vSak mozné¢, Ze za danych podminek pti dané koncentraci proteinu
vici DNA vzniklo vice forem vazby — napf. jesté jedna molekula proteinu na jednu molekulu
DNA, coz se v chromatogramu mohlo projevit pravé vznikem dvou maxim absorbance blizko
sebe. Dalo by se pfedpokladat, Ze takovyto komplex by byl volnéjsi, mohla se u néj vice projevit
jind mobilita linedrni DNA v chromatografickém nosici, a proto by jeho zdanlivda MW nemusela
odpovidat jeho MW skutecné (piiblizné¢ 18,1 kDa). Z chromatogramu samostatné DNA
(Obrazek 15B) je patrné, Ze se oproti proteinu kolonou pohybuje rychleji, tudiz i elu¢ni objem
volnéjsiho komplexu jedné molekuly DNA a jedné molekuly proteinu by mél byt mensi.
Tomuto predpokladu odpovidd druhé maximum vrcholu absorbance, které ukazuje eluci

sloucenin o zdanlivé MW 21,1 kDa. Toto vSak neni mozné¢ s jistotou potvrdit.

Vysledky analytické SEC nelze jednozna¢né interpretovat, a ackoli ukazuji na vazbu LutR2.7s
a DNA duplexu Ois, neni z nich mozné vazbu ani oligomerizaci LutRj.78 pfi této vazbé

jasné prokazat.
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Obrazek 15: Analyticka gelova permeacni chromatografie LutR; 75, DNA duplexu O;s a jejich

logMW = -0,2362x + 8,4183

smési na nosici Superdex 200 10/300 GL

(A) Chromatogram znazornujici elu¢ni kfivku samostatného LutR».7s; (B) chromatogram
znazoriujici elucni kiivku samostatného DNA duplexu Ois; (C) chromatogram znazoriujici elucni
kfivku komplexu LutR,.7s a DNA Oss. Cervené kiivky predstavuji absorbanci pti 280 nm, zelené
absorbanci pii 254 nm a modré absorbanci pii 220 nm. Kalibra¢ni rovnice pro vypocet zdanlivé
molekulové hmotnosti ptislusnych vrcholti absorbance byla pro danou chromatografickou kolonu

logMW = -0,2362x + 8,4183.
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5.3.3 Studium vazby DNA pomoci NMR spektroskopie

Dalsi metodou, kterou byla ovéfovana vazba LutR>7s3 a DNA duplexu Ois, byla NMR
spektroskopie. Data byla snimana na spektrometru Bruker Avance 111 s pracovni 'H frekvenci
850 MHz vybaveném tfijadernou kryosondou. Piesné parametry meéfeni jsou uvedeny

v kapitole 4.6.1.

Byla méfena a srovnavana 1D '"H NMR spektra samostatného LutR>.7s, samostatného DNA
duplexu Oss a jejich smési (Obrazek 16). Ze vzhledu signalti methylovych vodikt v oblasti
okolo 1 — 0 ppm je patrné, ze protein tvoii hydrofobni jadro (Obrazek 16A a 16C, oznaceno
Sipkou). Ve vzorcich s DNA jsou v oblasti mezi 12 az 15 ppm patrné signaly para bazi; jejich
pocet a vzhled vSak naznacuje, ze je ve vzorku pfitomno vice forem parovani (napiiklad duplex
avlasenka) a tyto formy mezi sebou piechéazi (Obrazek 16B a 16C, oznaceno svorkou). Celkovy
vzhled spektra vzorku smési proteinu a DNA naznacuje, Ze mezi nimi doslo k urcité interakei,

nicmén¢ se pravdépodobné nejedna o stabilni vazbu (Obrazek 16C).
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Obrazek 16: Ovéieni vazby LutR;.7s a prvotniho DNA duplexu Ois pomoci NMR spektroskopie:
srovndni 1D 'H NMR spekter
Spektra byla generovana programem TopSpin™ 3.2 (Bruker, Némecko) a upravena v programu
Inkscape 1.1.1. Sipky ukazuji na signaly v okoli 1 —0 ppm, které patii vodikiim methylovych skupin
v hydrofobnim jadfe proteinu; svorky oznacuji signaly vodikli z imino skupin part bazi nachazejici

se v oblasti 12 az 15 ppm.

(A) 1D "H NMR spektrum LutR.7s (modie) méfené pii teploté piblizng 25 °C (298 K) v pufru
o slozeni 20 mmol-1"! Tris (pH 7,5) a 250 mmol-1"! NaCl s 10% (v/v) piidavkem D20.

(B) 1D "H NMR spektrum prvotniho DNA duplexu Ojs (Servend) méfené pfi teploté piiblizng 25 °C
(298 K) v pufru o slozeni 20 mmol-1"! Tris (pH 7,5) a 250 mmol-1"' NaCl s 10% (v/v) ptidavkem
D20.

(C) 1D '"H NMR spektrum komplexu LutR>7s a DNA duplexu Os (zeleng) méfené pii teploté
pfiblizng 25 °C (298 K) v pufru o slozeni 20 mmol 1" Tris (pH 7,5) a 250 mmol-1"! NaCl s 10%
(v/v) ptidavkem D20.
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Pro dalsi vazebné experimenty byla zvolena metoda 2D NMR spektroskopie. Pro tyto ucely byl
pfipraven N izotopové obohaceny LutR,7s (viz kapitola 5.1). Data byla méfena
na spektrometru Bruker Avance III s pracovni 'H frekvenci 850 MHz vybaveném tfijadernou
kryosondou. Podrobnosti méfeni jsou uvedeny v kapitole 4.6.1. Mezitim byla také
optimalizovana sekvence DNA duplexu, aby byl stabilngjsi a predev§sim homogenni a tim
padem vhodny pro krystaliza¢ni experimenty (viz Tabulka 2 a kapitoly 5.4.1 — 5.4.3). Béhem
téchto experimentll bylo také zjiténo, Ze snizeni koncentrace NaCl v pufru z 250 mmol-1’!
na 100 mmol-1"!' pravdépodobné mtize piispét lepsi vazbé DNA na protein a tim ke tvorbé
stabilnéjsiho komplexu (data neuvedena). Pro dal$i vazebné a nasledné krystaliza¢ni pokusy

tedy byl pouzivan pufr o slozeni 20 mmol-1"! Tris (pH 7,5) a 100 mmol-1"! NaCl.

Na Obrazku 17 jsou ukéazany ptiklady namétenych 2D N/'H HSQC NMR spekter pro vazbu
'>N-LutR>.73 na DNA duplexy OA; (5-TCCAGTCATCAGATGATCATA-3"; Obrazek 17A)
aONis (5-TAGTCATCAGATGATA-3’; Obrazek 17B), které byly navrzeny jako
optimalizované pro krystalizaci (viz kapitola 5.4.1). V obou ptipadech je z prekryvu spekter
patrné, ze po pridani DNA dosSlo u nékterych signala k posunu (nékolik ptikladli oznaceno
¢ernymi obdélniky) a nékteré naopak upln€ vymizely (oznaceno Sipkami), coz znaci, Ze doslo
ke zvétseni MW tvorbou komplexu. Tento komplex je vSak dle celkového vzhledu spekter stale

pomérné dynamicky.
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Obrazek 17: Prekryv 2D "N/'H NMR spekter samostatného LutR;.7s a jeho komplexu s DNA
duplexy OAz;1 a ONys

Spektra byla generovana programem TopSpin™ 3.2 (Bruker, Némecko) a upravena v programu
Inkscape 1.1.1. Cerné obdéIniky oznacuji piiklady posunt signaldi a Sipky jejich mizeni ve srovnani
spekter samostatného proteinu a smeési proteinu a DNA.

(A) Prekryv 2D 'N/'"H HSQC NMR spekter samostatného LutR,.7s (Servené) a jeho komplexu
s DNA duplexem OA»; (Cern€) méfenych pii teplot€¢ cca 25 °C (298 K) v pufru o slozeni
20 mmol-1"! Tris (pH 7,5) a 100 mmol 1" NaCl s 10% (v/v) ptidavkem D20. Zelenou konturou jsou
vykresleny signaly se zdpornou intenzitou.

(B) Piekryv 2D ""N/'H HSQC NMR spekter samostatného LutR.7s (Servené) a jeho komplexu
s DNA duplexem ONjs (modife) méfenych pii teploté cca 25 °C (298 K) v pufru o slozeni
20 mmol-1"! Tris (pH 7,5) a 100 mmol 1" NaCl s 10% (v/v) ptidavkem D20. Zelenou konturou jsou
vykresleny signaly se zdpornou intenzitou.
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5.4 Krystalizace komplexu LutR2-73 s DNA metodou diflize par

Jednim z hlavnich cili této diplomové prace bylo ziskat krystaly komplexu LutR>.7s s DNA
vhodné pro rentgenostrukturni analyzu. Za timto ucelem byly provadény krystalizacni
experimenty s riznymi DNA duplexy odvozenymi ze zndmé sekvence operatoru LutR,
ke kterému byla v ptedchozich studiich prokdzana vazba (Chiu et al., 2014). Prvni navrzeny
DNA duplex Oi5 byl testovan ve vazebnych experimentech, ve kterych se vSak ukazalo, ze neni
dostatecn¢ stabilni a pravdépodobné tvoii heterogenni populaci sloZzenou z vice forem, a neni
tedy vhodny pro ptipravu krystall (viz kapitola 5.3). Pro krystaliza¢ni pokusy tak byly
navrzeny nové DNA duplexy, jejichz délka byla modifikovana podle sekvenci pouzitych
pro uspesSnou krystalizaci pfibuznych proteini. Navrh dalSich DNA duplexti se poté odvijel
od pribéznych vysledkii krystalizacnich experimentli. V nasledujicich castech bude tento

proces popsan spolecné s prezentaci dil¢ich vysledkl krystalizace.

5.4.1 Krystalizace LutR;.7s v komplexu s prvnimi duplexy upravenymi pro krystalizaci

V dobé¢ provadéni experimentl byly na zdkladé sekvencni homologie v databazi proteinovych
struktur PDB (Berman et al., 2000; dostupné z: https://www.rcsb.org/ [cit. 20. 1. 2017])
nalezeny dva uspésné zkrystalizované proteiny v komplexu s DNA, a to NagR (PDB kédy
4U0Y, 4WWC; Fillenberg et al., 2015) a AraR (PDB kody 4EGY, 4EGZ, SD4R, 5D4S; Jain
a Nair, 2013; Jain et al., 2016).

Procentualni vy¢isleni sekvencni homologie s LutR>.78 je pro NagR 44 % a pro AraR 32 %.
Ackoli tyto proteiny maji jinou sekvencéni specificitu a kazdy rozpoznava odliSnou sekvenci
DNA, tak pfi navrhu DNA duplext pro krystalizaci s LutR2.78 bylo mozné se z téchto struktur
inspirovat délkou DNA sekvence pro tvorbu vyhodnych krystalovych kontakti. Analyzou
téchto komplext bylo zjisténo, ze délka DNA pro NagR je 15 bp a pro AraR 21 bp a v obou
ptipadech tyto duplexy tvoti v ramci krystalu pseudohelix (Obréazek 18).

Byly navrzeny dva rizné duplexy inspirované timto zjiSt€énim. Oba byly odvozené od zakladni
operatorové sekvence DNA, pro kterou byla potvrzena vazba LutR (Chiu ef al., 2014) a byly
prodlouZzené na obou koncich: OAz1 (5-TCCAGTCATCAGATGATCATA-3") a ONis
(5'-TAGTCATCAGATGATA-3"). Podle vizuadlniho posouzeni vyfeSené¢ho komplexu NagR
bylo vyhodnoceno, Ze DNA v krystalu netvoii nejvyhodnéjsi krystalové kontakty, a proto byla
délka prodlouzena o jeden nukleotid (z 15 na 16). Sekvence DNA koncii novych duplexti byla

pievzata ze sousediciho okoli operatoru v B. subtilis. Pro mozné budouci pouziti presahujicich
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koncti, podobné¢ jako délali ve své studii i Jain a Nair (2013), byly na 5" a 3" koncich navrzeny
nukleotidy A a T, které se pro tento ti¢el hodi vice. V prvnim kole krystalizaci a celé této praci
vSak byly pouzivany duplexy s tupymi konci. Schéma postupu pii navrhu prvnich DNA

duplexti pro krystalizaci je znazornéno na Obrazku 18.

NagR + DNA
AraR + DNA 9
\'\ ‘.l
sy B )@ W, 8%
ViR :'}.__' . \J Ao BAOAL S 4 |":@'_-?\ PP A g, “
NEAY oy Y 3 gl
5" _AAAATTGTTCGTACAAATATT-3' 5' _GTGGTCTAGACCACT-3'
- presahy +1bp
5’ TCATCNGATGA-3'
/ e} \'
5" —TCCAGTCATCAGATGATCATA-3' 57" _TAGTCATCAGATGATA-3'
OAQ-] ON16

Obrazek 18: Schéma designu DNA duplexit vhodnych pro krystalizaci komplexu LutR>.7s s DNA
operdtorem

DNA duplexy vhodné pro krystalizaci byly navrzeny na zdklad¢ analyzy vyfesenych struktur
ptibuznych transkripcnich represori AraR (Jain a Nair, 2013) a NagR (Fillenberg et al., 2015).
Tyrkysovou, zelenou, Zlutou a purpurovou barvou jsou ve stuhovém zobrazeni proteinll vyznaceny
jednotlivé molekuly proteinu v asymetrické jednotce, cervené je obarvena vzdy jedna molekula
DNA. Symetricky zavislé molekuly v krystalu jsou znazornény Sedou barvou. Tyto struktury byly
vizualné posouzeny a podle délky DNA duplext, byly ze zndmé vazebné sekvence (operatoru O)
pro LutR (Cerveny text, N je libovolny nukleotid; Chiu et al., 2014) odvozeny DNA duplexy
optimalizované pro krystalizacni experimenty dlouhé 21 (OA21) a 16 part bazi (ONjs). Obrazky
struktur byly pfipraveny v programu PyMOL verze 2.5.2 (Schrodinger, USA) za pouziti soubori
ulozenych v PDB pod kody 4EGY a 4U0Y (Jain a Nair, 2013; Fillenberg ef al., 2015).
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Urceni krystaliza¢nich podminek pro konkrétni protein, jeho formu, ¢i komplex s dal$imi
slouceninami (v€etné DNA) spociva v tom, ze se testuje velké mnozstvi krystalizacnich roztokt
komer¢nich sad od riznych vyrobcii (tzv. screening). Vybrané nejlepsi krystalizacni podminky
se poté obvykle optimalizuji tak, aby byly pfipraveny co nejkvalitnéjsi krystaly, které dobie
difraktuji RTG zafeni. Pro hledani podminek pro LutR2.73 v komplexu s OA2; a ONjg byla
vyuzita sada Nucleix Suite (Quiagen, USA), coz je komer¢ni sada navrzena specialné
pro krystalizaci komplexi proteint a nukleovych kyselin. Dale byla testovana komercni sada
roztokii Morpheus® (Molecular Dimensions, USA). Tato sada byla vytvofena na zakladé
analyzy PDB databaze a obsahuje chemické slouceniny a jejich smési vyuzité k Gspésné
krystalizaci. Tyto molekuly pak byly seskupeny podle podobnosti chemickych vlastnosti

a v ramci celé sady Morpheus® riizn& zkombinovany (Gorrec, 2009).

Pro hledéni krystaliza¢nich podminek byla pouzita metoda sedici kapky. Ty byly nasazovany
s pomoci krystalizaéniho robota, ktery umoziiuje provadét experimenty s pouzitim velmi
malych objemt proteinového vzorku (100 — 200 nl). Vychozim pufrem pro krystalizaci byl
skladovaci pufr pro LutRz.7s o slozeni 20 mmol-I"' Tris (pH 7,5), 250 mmol-1"! NaCl
a 5 mmol-I"" B-merkaptoethanol. Detaily k provedeni krystaliza¢nich pokusii jsou popsany

v kapitole 4.6.2.

Testovani 96 rtiznych roztokli ze sady Nucleix Suite pfineslo pro LutRz.78 s OA21 minimum
krystalt s dostateCnou velikosti pro rentgenostrukturni analyzu. Objevily se napiiklad ty¢inky
o rozmérech cca 100x10x10 um nebo desticky nepravidelného tvaru o velikosti pfiblizné
50x50x5 pm v priméru (Obrazek 19A). Neékolik vybranych krystali bylo uchyceno
do nylonové smycky, ponofeno do krystaliza¢niho roztoku (20% (w/v) PEG 300) a schlazeno
v tekutém dusiku. Testovani na domacim zdroji RTG zareni pak pro n€kolik krystalti potvrdilo,
7e se jedna o krystaly proteinu, difraktujici do nizkého rozliseni maximaln& 10 A. V ostatnich

ptipadech se nejspiSe jednalo o krystal anorganického pivodu.

Nucleix Suite pro LutR2.73 s ONis poskytl n€kolik podminek vhodnych pro rist krystald
jehlicovitého typu o délce az ptiblizné¢ 300 um, Casto vSak ve form¢ multikrystalt (jehlic

spojenych do klastrlt), a tedy nevhodnych pro difrak¢éni analyzu (Obrazek 19B).
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Obrazek 19: Priklady krystalit ziskanych pii prvnich krystalizacnich pokusech s duplexy OA:z;

a ONj¢ v krystalizacnich roztocich komeréniho kitu Nucleix Suite
Krystaly byly fotografovany v polarizovaném svétle.

(A) Komplex LutRz7s s OAz; krystalizaéni roztok: 50 mmol-1" kakodyldt sodny (pH 6,5),
100 mmol-1"! NaCl, 200 mmol-1" MgCl, 20% (w/v) PEG 1000; krystaly difraktovaly RTG zéfeni
do rozliseni 10 A;

(B) Komplex LutR;7s s ONje; krystalizaéni roztok: 50 mmol 1" kakodyldt sodny (pH 6,0),
1 mmol-I"! spermin, 20 mmol-1"' MgCl,, 2 mmol-1"! CaCl,, 10% (v/v) 1,5-hexandiol.

Naopak v roztocich kitu Morpheus® vyrostly 3D krystaly riizného tvaru vétsiho objemu
(Obrazek 20), a to pro komplexy LutR>.73 s obéma DNA duplexy. Mezi krystaly se objevovaly
napiiklad desticky hexagonalniho tvaru o velikosti pfiblizné¢ 250%250%5 um (Obrazek 20A),
tlustsi hranolky o délce cca 100x30%30 pm (Obrazek 20B) a zejména velice tenké jehlice
dlouhé az 500 pm (Obrazek 20C a 20D), jez se vyskytovaly Casto jako srostlice.

Nekteré krystaly byly dostateéné velké pro testovani difrakce na domacim zdroji RTG zafeni
(Obrazek 20). Krystaly byly uchyceny do nylonové smycky a zmraZzeny v tekutém dusiku. Bylo

potvrzeno, Ze se jedna o krystaly proteinu s difrakci na nizkém rozligeni (maximalné 6 A).

Vysledky krystalizacnich experimentli s DNA duplexy OA21 a ONis ukazaly, Ze LutRo.7s je
v komplexu s nimi schopen krystalizace, nicméné ziskané krystaly neposkytovaly difrakci
do vysokého rozliSeni, coz poukazuje na neusporadanost nebo nestabilitu v krystalu. Tuto
tivahu podpotily i paralelni 2D NMR experimenty s LutR»7s obohacenym izotopem '°N
(viz kapitola 5.3.3). Proto byla jako nasledujici krok zvolena dalsi optimalizace DNA duplexil,

a to ptidanim stabilizujicich CG pari na oba jejich konce.

63



Obrazek 20: Priklady krystalit ziskanych pii prvnich krystalizacnich pokusech s duplexy OA:z;

a ONj¢ v krystalizaénich roztocich komercéniho kitu Morpheus
Krystaly byly fotografovany v polarizovaném svétle.

(A) Komplex LutRs.7s s OAs;; krystaliza¢ni roztok: 100 mmol-1"" MOPS/HEPES sodny (pH 7.5),
10% (w/v) PEG 8000, 20% (v/v) ethylenglykol, 30 mmol-I"' MgCl,, 30 mmol-1"! CaCly; krystaly
difraktovaly RTG zafeni do rozligeni 6 A;

(B) Komplex LutRz.7s s OAi; krystalizagni roztok: 100 mmol-1" bicin/Tris baze (pH 8,5), 12,5%
(w/v) PEG 1000, 12,5% (w/v) PEG 3350, 12,5% (v/v) MPD, 20 mmol-1" L-glutamat sodny,
20 mmol-1"! pL-alanin, 20 mmol-1"! glycin, 20 mmol-1"! DL-lysin HCI, 20 mmol-1"! DL-serin; krystaly
difraktovaly RTG zafeni do rozliseni 30 A;

(C) Komplex LutR2.7s s ONyg; krystalizaéni roztok: 100 mmol-1"! bicin/Tris baze (pH 8,5), 12,5%
(w/v) PEG 1000, 12,5% (w/v) PEG 3350, 12,5% (v/v) MPD, 30 mmol-1" diethylenglykol,
30 mmol-1" triethylenglykol, 30 mmol-1" tetracthylenglykol, 30 mmol-1" pentaethylenglykol;
krystaly difraktovaly RTG zafeni do rozliseni 8 A;

(D) Komplex LutR».7s s ONjg; krystalizaéni roztok: 100 mmol-1"! bicin/Tris baze (pH 8,5), 12,5%
(w/v) PEG 1000, 12,5% (w/v) PEG 3350, 12,5% (v/v) MPD, 20 mmol-1"' L-glutamat sodny,
20 mmol-1" DL-alanin, 20 mmol-1"! glycin, 20 mmol-1"! DL-lysin HCI, 20 mmol-1"! DL-serin; krystaly
difraktovaly RTG zafeni do rozliseni 10 A.
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5.4.2 Krystalizace LutR;.7s v komplexu s optimalizovanymi prodlouZenymi stabilizovanymi

duplexy

V druhém kole optimalizace sekvence DNA duplext pro krystalizaci byly na jejich 5" a 3’ konce
pfidiny GC pary pro zvySeni jejich stability. Vysledné sekvence byly
5'-GCTCCAGTCATCAGATGATCATACG-3' pro OA»s a pro ON2o
5'-GCTAGTCATCAGATGATACG-3' (viz Tabulka 2).

V prvnich krystalizaénich pokusech v roztocich z komeréniho kitu Morpheus® narostly vétsi
a kvalitngjsi krystaly, a proto byl tento kit zvolen i pro hledani podminek pro krystalizaci
LutR>.73 s DNA duplexy OAzs a ONz metodou sedici kapky. Podrobnosti o provedeni
krystaliza¢nich experimentii jsou uvedeny v kapitole 4.6.2. Na zaklad¢ vysledki NMR
experimentl, které byly provadény paralelné s krystalizacnimi experimenty, byl jako vychozi
puft pro dalsi krystalizaci zvolen puft s niz§im obsahem soli o kone¢ném slozeni 20 mmol-1’!

Tris (pH 7,5) a 100 mmol-1"! NaCl.

Hledéni krystaliza¢nich podminek pro komplex LutR2.78s DNA duplexem OA2s s pouzitim kitu
Morpheus® neposkytlo zadné krystaly. V nékterych podminkach se objevilo fazové rozdéleni
¢i precipitat.

Naopak tivodni hledani krystalizacnich podminek pro komplex LutR>.78 s DNA duplexem ON2g
roztocich z 96 testovanych. Opakovaly se predevSim tvary hranolkli, desti¢ek, sloupkl
a kvadrikt (Obrazek 21), poptipadé¢ mikrokrystalti ve tvaru krychlicek. Nékteré z krystalt,
predevs§im ty nejveétsi az o velikosti ptiblizné 200x50%50 pm, se vSak béhem pozorovani
pod mikroskopem rychle rozpoustély (viditelné na Obrazku 21A). Také bylo moZzné pozorovat
u nékterych krystali duté konce, které znaci rychly rast krystalu (Obrazek 21D).
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Obrazek 21: Piiklady krystalit komplexu LutR>.;s s DNA duplexem ON2y

Krystaly byly fotografovany v polarizovaném svétle.

(A) Krystaliza¢ni roztok: 100 mmol-1"' MOPS/HEPES sodny (pH 7,5), 10% (w/v) PEG 20000, 20%
(v/v) PEG MME, 20 mmolI' 1,6-hexandiol, 20 mmol-I" 1-butanol, 20 mmol-I’
(RS)-1,2-propandiol, 20 mmol-I"" 2-propanol, 20 mmol-1" 1,4-butandiol, 20 mmol-1"
1,3-propandiol; krystal pti zahfivani svétlem mikroskopu rychle degradoval;

(B) Krystalizaéni roztok: 100 mmol-1"' MOPS/HEPES sodny (pH 7,5), 10% (w/v) PEG 20000, 20%
(v/v) PEG MME, 30 mmol-1" NaF, 30 mmol-1"' NaBr, 30 mmol-1" Nal;

(C) Krystalizaéni roztok: 100 mmol-1"" MOPS/HEPES sodny (pH 7,5), 12,5% (w/v) PEG 1000,
12,5% (w/v) PEG 3350, 12,5% (v/v) MPD, 20 mmol-I"" mravenéan sodny, 20 mmol-I"" octan
amonny, 20 mmol-1" citrat trisodny, 20 mmol-1"! L-tartrat sodnodraselny, 20 mmol-1"! oxamat sodny;
(D) Krystaliza¢ni roztok: 100 mmol-1"! bicin/Tris baze (pH 8,5), PEG 20000, 20% (v/v) PEG MME,
20 mmol-I"! L-glutamét sodny, 20 mmol-1"! DL-alanin, 20 mmol-1" glycin, 20 mmol-1"' DL-lysin HCI,
20 mmol-1" DL-serin; krystaly difraktovaly RTG zateni do rozlideni 5,7 A.
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Pro dalsi optimalizaci krystaliza¢nich experimentii bylo vybrano celkem 12 rGznych roztoki.
V ramci optimalizace byla ménéna vychozi koncentrace komplexu LutR2.78 s ON2o, fedén
vychozi krystalizaéni roztok, ¢i piidavano aditivum 100 mmol-1"' Nal. Byla pouZita metoda
sedici kapky s ru¢nim nasazovanim s vétSim objemem kapek 1 — 1,5 pl. Dalsi informace
k provedeni optimalizace krystalizace jsou popsany v kapitole 4.6.2. Jelikoz byly krystaly
ptipravené v pivodnich podminkach v mnoha ptipadech nestabilni a rychle se pii pozorovani
rozkladaly, nebyly krystaly pfipravené v ramci optimalizacnich experimenti fotograficky
dokumentovany. Jejich vizualni kontrola byla provaddéna co nejrychleji a krystaly vhodné
k difrakéni analyze byly ihned uchyceny do nylonové smycky a zmrazeny v tekutém dusiku.
Krystaly narostlé v fedénych krystaliza¢nich roztocich byly pied zamrazenim ponoifeny
do pivodniho nefedéného roztoku, ktery tak slouzil jako kryoprotektant. Krystaly mély
vétSinou podobny tvar a velikost jako ve vychozich experimentech (viz Obrazek 21).
Objevovaly se hranolky, kvadiiky a sloupky dlouhé piiblizné¢ 100 — 200 um. VSechny tyto
krystaly z divodu své kiehkosti nebyly testovany na domacim zdroji, ale pfimo na zdroji
synchrotronového zateni (BL 14.1, BESSY II, HZB, Némecko; Mueller ef al., 2015), kde
probé&hl sbér difrakénich dat. Bylo otestovano nékolik desitek krystald, které difraktovaly RTG

zateni do maximalniho rozliSeni v rozmezi 8 — 4 A.

Nejlepsi difrakéni vlastnosti (s maximalnim rozlisenim 3,99 A) mél krystal narostly v kapce
s precipitaénim roztokem 100 mmol-1"" MOPS/HEPES sodny (pH 7,5), 10% (w/v) PEG 20000,
20% (v/v) PEG MME, 20 mmol-1"! 1,6-hexandiol, 20 mmol-1"! 1-butanol, 20 mmol-1"!
(RS)-1,2-propandiol, 20 mmol-1" 2-propanol, 20 mmol-1" 1,4-butandiol, 20 mmol-l"
1,3-propandiol ziedénym na 90 % (v/v) vpoméru 2:1 (v/v) pro komplex s proteinem
(11,3 mg-ml ™) viigi precipitantu. Pro tento krystal byla nasniména kompletni sada difrak&nich
dat. Kvalita difrakénich dat, zejména nizké rozliSeni, vSak nebyla dostatecnad pro Gspésné
vyteSeni krystalové struktury. Difrakéni dataset ale mohl byt vyuzit k zakladni charakterizaci
krystalu: byla urCena prostorova grupa krystalu, mfiZové parametry elementarni bunky

a provedena analyza obsahu krystalu (Tabulka 3).

Na zéklad¢ vypoctu Matthewsova koeficientu (Kantardjieff a Rupp, 2003) byl proveden odhad
poctu molekul proteinu v asymetrické jednotce a obsah rozpoustédla (Tabulka 3). Je tedy
pravdépodobné, Ze asymetricka jednotka krystalu obsahuje dvé kopie prepokladané biologické

jednotky, tj. dimeru proteinu navdzaném na jenom DNA duplexu.
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Tabulka 3: Parametry krystalu LutR> 73 s ONzg

Prostorova grupa P 42212

Parametry buiiky [A; °] a=b=63,52,¢=236,6; a=p=7=90
Rozligeni [A] 47,31 -3,99

Kompletnost [%] 93,7

Objem zakladni jednotky [A3] 970 752

Objem asymetrické jednotky [A3] 121 344

Matthewstv koeficient [A%/Da] 2,64

Obsah rozpoustédla [%] 68,5

Pocet molekul v asymetrické jednotce 4

Optimalizace krystaliza¢nich podminek vedla k uspéSné krystalizaci; a ackoliv velikost
krystalii byla dostate¢na, difrakéni limit byl vSak nizky. V dalSim kroku byla dale vénovana
pozornost optimalizaci délky DNA duplexu s cilem podpofit krystalové kontakty a lepsi
skladani molekul v rdmci krystalu (tzv. ,.crystal packing®) a tim vylepsit difrakéni vlastnosti.
Za timto ucelem byla vyuzita sekvence DNA duplexu ONao, ze které byly odvozeny tfi varianty

ruznych délek.

5.4.3 Krystalizace LutR:.7s v komplexu s optimalizovanymi duplexy riiznych délek

Ve tretim kroku optimalizace DNA duplexti pro krystalizaci jejich komplexu s LutR2.78 byly
navrzeny tfi dalSi sekvence DNA, které vychazely z DNA duplexu ONz. Témi byly
oligonukleotidy: ON»; delsi o jeden par bazi (5'-TGCTAGTCATCAGATGATACG-3"), ONy9
kratSi o jeden par bazi (5'-GCTGTCATCAGATGATACG-3') a ONg krats$i o dva pary bazi
(5'-GCTGTCATCAGATGATCG-3'; viz Tabulka 2).

Hledéni vychozich krystaliza¢nich podminek pro komplexy se vSemi ttemi DNA duplexy bylo
provedeno metodou sedici kapky s vyuzitim krystalizaéniho robota a sady roztokd Morpheus®.
Vychozim pufrem pro krystalizaci zfistal pufr se slozenim 20 mmol-I"' Tris (pH 7.5)

a 100 mmol-1"' NaCl.
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Hledéni krystaliza¢nich podminek pro LutR>.78 s ON21 poskytlo celkem 11 podminek pro rtst
krystalii pfedev§im ve formé jehlic a jehlicovitych mikrokrystali. Pro dalsi optimalizace byly
vybrany 3 vychozi podminky (roztoky cislo 6, 81 a 91) a optimalizace krystalizacnich
podminek spocivala v obménach koncentrace komplexu protein-DNA v kapce a zpomaleni
diftize par pomoci Alova oleje. Dalsi podrobnosti o provedeni krystaliza¢nich experimentt jsou
uvedeny v kapitole 4.6.2. Tento postup nevedl ke zlepSeni kvality krystal, krystaly

difraktovaly RTG zafeni do maximalniho rozliseni 10 A.

Vizuélné nejkvalitnéjsi krystaly poskytla krystalizace LutR2.78 s ONis, tedy nejkratsi variantou
DNA duplexu. Krystaly narostly ve 46 roztocich zvychozich 96. Optimalizovana byla
krystalizace ve vybranych 4 podminkéch (roztoky cislo 15, 66, 74 a 90). Krystaly se objevovaly
v riznych tvarech, velikostech a formach (Obrazek 22). Casté byly tlustsi desticky, kvadtiky,
sloupecky, vyskytly se i Supiny, které tvorily srostlice. Nejvétsi monokrystal, ktery se povedlo
ziskat, je na Obrazku 22B. Jeho rozméry byly ptiblizn¢ 200x100x80 um. Krystaly z riznych
podminek pak difraktovaly RTG zéafeni na synchrotronu (BL 14.1, BESSY II, HZB, Némecko;

Mueller et al., 2015) do maximalniho rozliSeni v rozmezi 17 — 3,2 A.

69



Obrazek 22: Vybrané krystaly komplexu LutR>.7s s DNA duplexem ONys

(A) Krystaliza¢ni roztok: 100 mmol-1"' MES/imidazol (pH 6,5), 10% (w/v) PEG 4000, 20% (v/v)
glycerol, 30 mmol-1"! NaF, 30 mmol-1"! NaBr, 30 mmol-I"! Nal; krystaly difraktovaly RTG zafeni
do rozliseni 3,2 A; fotografovano v polarizovaném svétle;

(B) Krystalizaéni roztok: 100 mmol-1"" MES/imidazol (pH 6,5), 10% (w/v) PEG 8000, 20% (v/v)
ethylenglykol, 20 mmol-I"" mravenéan sodny, 20 mmol-I"! octan amonny, 20 mmol-I" citrat
trisodny, 20 mmol-1"" L-tartrat sodnodraselny, 20 mmol-1" oxamat sodny; krystal difraktoval RTG
zéteni do rozliseni 7,5 A; fotografovano v polarizovaném svétle;

(C) Krystaliza¢ni roztok: 100 mmol-1"" MOPS/HEPES sodny (pH 7,5), 10% (w/v) PEG 8000, 20%
(v/v) ethylenglykol, 20 mmol-1" D-glukosa, 20 mmol-1I" D-manosa, 20 mmol-1" D-galaktosa,
20 mmol-1"! L-fukosa, 20 mmol-1"! D-xylosa, 20 mmol-1"' N-acetyl-D-glukosamin; krystaly byly pted
vylovenim madeny spolu s krystaly Ta:Brip a difraktovaly RTG zafeni do rozliseni 7 A;
fotografovano v bilém svétle;

(D) Krystaliza¢ni roztok: 100 mmol-1"' MES/imidazol (pH 6,5), 10% (w/v) PEG 4000, 20% (v/v)
glycerol, 30 mmol-1" NaF, 30 mmol-1"' NaBr, 30 mmol-1"' Nal; krystaly difraktovaly RTG zafeni
do rozligeni 4,8 A; fotografovano v polarizovaném svétle.
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Nejvétsi mnozstvi vychozich roztokéi pro uspésnou krystalizaci poskytl Morpheus®
pro komplex LutR.78 s ONig, a to 71 z 96. Ve vétsin¢ ptipadd se jednalo o mikrokrystaly
a drobné jehlice. Objevily se vSak 1 vétSi atlust$i jehlice, hranolky a sloupecky dlouhé

400 — 600 um s dalSimi rozméry maximalné 40 um (Obrazek 23).

Obrazek 23: Vybrané krystaly komplexu LutR.7s s DNA duplexem ONjy

Krystaly byly fotografovany v polarizovaném svétle.

(A) Krystaliza¢ni roztok: 100 mmol-1"! MES/imidazol (pH 6,5), 10% (w/v) PEG 8000, 20% (v/v)
ethylenglykol, 20 mmol-1"! 1,6-hexandiol, 20 mmol-1"! 1-butanol, 20 mmol-1"! (RS)-1,2-propandiol,
20 mmol-I"! 2-propanol, 20 mmol-1" 1,4-butandiol, 20 mmol-1" 1,3-propandiol; krystaly
difraktovaly RTG zéfeni do rozliseni 2,8 A; fotografovano pod polarizovanym svétlem;

(B) Krystalizaéni roztok: 100 mmol-1"! MES/imidazol (pH 6,5), 10% (w/v) PEG 4000, 20% (v/v)
glycerol, 20 mmol-1" 1,6-hexandiol, 20 mmol-1" 1-butanol, 20 mmol-1" (RS)-1,2-propandiol,
20 mmol 1" 2-propanol, 20 mmol-1" 1,4-butandiol, 20 mmol-1" 1,3-propandiol; krystaly
difraktovaly RTG zafeni do rozlideni 3,6 A.

Optimalizace krystalizace v péti vybranych podminkach (roztoky ¢islo 18, 38, 42, 50 a 78)
nevedla k vyraznému zlepSeni kvality krystalt. K difrakénimu meéteni byly pouzity
krystaly z vychoziho experimentu. Difrakéni data s nejlepSim rozliSenim byla ziskana
z krystalu narostlého v precipitaénim roztoku 100 mmol-I"' MES/imidazol (pH 6,5), 10% (w/v)
PEG 8000, 20% (v/v) ethylenglykol, 20 mmol-1" 1,6-hexandiol, 20 mmol-1"! 1-butanol,
20 mmol-I"" (RS)-1,2-propandiol, 20 mmol-1" 2-propanol, 20 mmol-I"" 1,4-butandiol,
20 mmol-1"! 1,3-propandiol, kde byl komplex s proteinem (11,3 mg-ml™') v poméru 1:1 (v/v)
k precipitantu (Obrazek 23A). Krystal byl uchycen do nylonové smycky a zmrazen v tekutém
dusiku a nasledné transportovan na zdroj synchrotronového zateni BESSY II, HZB, Némecko,
kde probéhl sbér kompletni sady difrakénich dat (Obrazek 24). Krystal difraktoval

synchrotronové zaieni do rozligeni 2,8 A; kompletni dataset byl nasniman pfi teploté -173,15 °C

71



(100 K) a vlnové délce 0,9184 A na pracovisti BL14.1 BESSY II, HZB, Némecko (Mueller
et al., 2015). Tabulka 4 shrnuje parametry krystalu a statistiky sbéru dat.

Obrazek 24: Nejlépe difraktujici krystal LutR>.7s s DNA duplexem ONjy

(A) Krystal uchyceny ve smycce pred snimanim difrak¢nich dat. SloZeni roztoku, ze kterého krystal
pochazel: 100 mmol-1"' MES/imidazol (pH 6,5), 10% (w/v) PEG 8000, 20% (v/v) ethylenglykol,
20 mmol-1"! 1,6-hexandiol, 20 mmol-1"! 1-butanol, 20 mmol-1"' (RS)-1,2-propandiol, 20 mmol-I"!
2-propanol, 20 mmol-1"! 1,4-butandiol, 20 mmol-1" 1,3-propandiol.

(B) Difrakéni obrazec z tohoto krystalu poskytujici difrakce do rozliseni 2,8 A.
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Tabulka 4: Statistiky sbéru difrakénich dat pro krystal komplexu LutR>.7s a ONy9

Prostorova grupa

P422
11

Parametry buiiky [A; °]

a=b=69,79,c=1158%; a=p=y=90

Vinova délka [A]

0,9184

Rozliseni [A]

49,35 — 2,8 (2,97 - 2,80)

Pocet jedinecnych reflexi 7 444
Multiplicita 14,01
Kompletnost [%] 98,8 (98,8)
Rmeas [%]? 17,9 (545,7)
cc .’ 99,9 (50,3)
Primeérma I/o(I) 9,36 (0,46)
Wilsontiv koeficient B [Az] 87,0
Objem zakladni jednotky [A3] 552 276
Objem asymetrické jednotky [A3] 69 035
Matthewstv koeficient [A%/Da] 3

Obsah rozpoustédla [%] 72,4

Pocet molekul v asymetrické jednotce 2

Vysvétlivky k tabulce: Data v zdvorkdch odkazuji na vrstvu s nejvyssim rozliSenim;

? Rmeas je parametr, ktery se vypocita ze vzorce:

Roneas = 1oo; /(%)lei(hkl) - <1(hkl)>|/2§ I (hkD)

hkl i=1

pticemz [;(hkl) znaci individualni intenzitu i-tého pozorovani reflexe hkl a (I (hkl)) primérnou

intenzitu reflexe hkl se souctem vSech dat (Karplus a Diederichs, 2012);

® CCi12 je podle Kapluse a Diederichse (2012) korela¢ni koeficient mezi ndhodnou polovinou dat,

z jehoz hodnoty miize byt vypocitan Pearsontiv korelacni koeficient skute¢né miry signalu

s pomoci vzorce:

pficemz CC" je korela¢ni koeficient, kterym je odhadovana hodnota Pearsonova korelaéniho

koeficientu skute¢né miry signdlu na zékladé konec¢né velikosti souboru dat.
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Na zakladé¢ vypoctu Matthewsova koeficientu (Kantardjieff a Rupp, 2003) byl proveden odhad
poctu molekul proteinu v asymetrické jednotce a obsah rozpoustédla (Tabulka 4). Oproti
predchozimu krystalu, ktery byl podroben difrakéni analyze (Tabulka 3), obsahuje tato
krystalova forma jednu kopii prepokladané biologické jednotky. Toto je pravdépodobné davod
lepsich difrak¢nich vlastnosti. Zpracovand sada difrakénich dat bude ve Skolici laboratofi

slouzit k vyfeSeni krystalové struktury.
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6 Diskuze

Hlavnim cilem této diplomové prace byla ptiprava krystali komplexu DBD LutR z divokych
kment B. subtilis s DNA vhodnych pro sbér difrakénich dat a naslednou rentgenostrukturni

analyzu.

Pro krystalografické studie proteinti tvofenych vice doménami je béznou strategii protein
rozdélit na jednotlivé domény a ty krystalizovat individualné (Jain and Nair, 2013; Jain et al.,
2016; Prochazkovaé et al., 2012; Reza¢ova et al., 2007; Rezacova et al., 2008; Skerlova et al.,
2014). Pro proteiny s vice doménami, pfedevSim pokud jsou domény propojeny flexibilnimi
spojkami a tvofi oligomery, je totiz vyrazné nizsi pravdépodobnost vytvoreni dobfe slozeného
krystalu s dobrymi difrak¢nimi vlastnostmi. Proto byla pro strukturni studie v této diplomové
praci pouzita pouze DBD LutR a ne cely protein obsahujici i EBD. Tento pfistup vyrazné

zvySuje pravdépodobnost spésné krystalizace.

Hledani vhodnych krystaliza¢nich podminek a néasledna optimalizace krystalizace je proces,
ktery je naro¢ny na cCistotu a celkovou spotiebu proteinu, jelikoz se testuji stovky rtiznych
krystaliza¢nich roztokii. V ptipadé€ krystalizace komplexu proteinu s DNA tato spotieba jesté
nariista a pohybuje se pak fadové v desitkdch mg. Prvotni Gsili v této praci bylo proto zaméteno
na ziskdni dostatecného mnozstvi rekombinantniho proteinu ve vysoké Cistoté. Heterologni
expresi v E. coli kmeni BL21 (DE3) byl pfipraven LutR».73 podle standardniho protokolu
pro pfipravu bakteridlnich represorti pouzivaného ve Skolici laboratofi. Tento protokol je
popsan v kapitole 4.4.1. Protein byl produkovan jak do rozpustné ¢asti bunck (cytosolu), tak
v mensi mife 1 do Casti nerozpustné. Pro naslednou purifikaci vSak bylo vyuzito pouze
rozpustné frakce bunééného lyzatu, a to predevsim ze dvou ditvodl. Prvnim byl fakt, ze podle
vizualniho vyhodnoceni kontrolni SDS-PAGE analyzy se v rozpustné frakci lyzatu nachéazelo
dostatecné mnozstvi proteinu. Dal§im diivodem pak bylo to, ze v nerozpustné frakci je protein
akumulovén v inkluzich, kde se nachédzi v denaturovaném stavu a jeho purifikace a nasledna
renaturace je ¢asové a materidlové ndro¢nd. Z cytosolu bylo ziskdno dostate¢né mnoZstvi
proteinu, ktery byl diky pfitomnosti N-koncové fuzni Hise-kotvy purifikovan s vyuzitim
chelata¢ni chromatografie. Celkovy vytézek LutR>7s po purifikaci byl 53,9 mg na 1 1
bakterialni kultury (4,3 mg na 1 g vlhké biomasy) v Cistoté >95 %, coz bylo dostacujici
pro pouziti v krystaliza¢nich experimentech. Tento vytéZek je ve srovndni s jinymi studiemi

bakterialnich represort nadprimérné vysoky (Novakova, 2017).
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Pro pouziti v2D NMR vazebnych experimentech byl pfipraven "N izotopové obohaceny
LutR2.78, jehoz vytézek byl 22,3 mg purifikovaného proteinu na 1 1 bakterialni kultury (2,9 mg
na 1 g vlhké biomasy). Ve srovnani s nativni formou proteinu to bylo o néco méng¢, jelikoz
pro izotopové znaceni byly bakterie péstovany v minimalnim médiu, které je chudé na Ziviny.
Navzdory tomu vSak bylo ziskané mnozstvi purifikovaného proteinu pro NMR experimenty

dostacujici.

Dalsi ¢asti, které byla v této diplomové praci vénovana pozornost, byl navrh vhodného DNA
duplexu. Jako prvni byl navrzen DNA duplex Ois, ktery byl odvozen ze sekvence, pro niz byla
potvrzena vazba v experimentech Chiu et al. (2014). Ti pomoci EMSA testi ovéfili, Ze je
pro vazbu LutR nezbytnd pravé tato invertovana repetice piitomnd v obou regulacnich
oblastech gent: utABC a lutP. Jejich testy vSak probihaly na delSim useku DNA (vice nez
100 bp) a s pouzitim celého proteinu s obéma doménami, a proto bylo potiteba ovétit vazbu
i pro samostatnou DBD a kratsi sekvenci DNA duplexu. Pouziti co nejkratsi sekvence, ktera
si zachovava vazebnou afinitu k proteinu a zdroven je stabilni, je klicovou podminkou Gspésné

tvorby krystalli s dobrymi difrakénimi vlastnostmi.

Pro ovéteni vazby LutR».78 aduplexu Oi5 byly provedeny experimenty metodami EMSA, NMR
a SEC (kapitola 5.3). Metodami EMSA a NMR se podafilo vazbu LutR>.7s a DNA duplexu Oys
ov¢tit. Vysledky analyzy vazby proteinu a DNA Ois pomoci analytické SEC naopak nebyly
dostatecné prukazné. Vrcholy signali pro samostatnou DNA a jeji potencialni komplex
s proteinem byly v chromatogramu pfili§ blizko sebe, coz znemoznilo jasné¢ vyhodnoceni
a interpretaci. Dal§im divodem, pro¢ bylo vyhodnoceno, Ze SEC pro dané tcely nemusi byt
vhodnou metodou, bylo to, Ze pouZita kolona byla kalibrovana pro globularni proteiny, zatimco
DNA jako linearni molekula se v daném chromatografickém nosi¢i mize pohybovat jinou

rychlosti.

Vysledky NMR a analytickych SEC experimentli zarovenn poukazovaly na moZnou
heterogenitu a konformacni nestabilitu DNA duplexu Ois (kapitoly 5.2.2, 5.3.2. a 5.3.3).
Sekvence tohoto duplexu je palindrom (5'-GGTCATCAGATGACC-3"), ktery teoreticky muze
tvofit vlasenku az o délce 7 part bazi, kdy v ocku vlasenky zlstane pouze jedna baze.
Z vysledki vyse uvedenych experimentt vyplynulo, Ze se v roztoku nachézelo vice forem DNA
duplexu, které mezi sebou pravdépodobné mohly pifechazet. Jednou z téchto forem tak mohla

byt i vlasenka.
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Pti navrhu dalSich DNA duplexii byla palindromova sekvence LutR operatoru vyuzita jako
minimélni sekvence nutnd pro vazbu proteinu. Sekvence koncl tohoto duplexu pak byla
ménéna tak, aby konce byly optimdlni pro vytvofeni stabilniho a homogenniho duplexu.
Pro ovéteni tvorby a stability duplexu byla pouzivana metoda 1D NMR (viz kapitola 5.2.2),
kterd spolecn¢ s2D NMR vazebnymi experimenty slouzila pro rozhodovani, které
protein-DNA komplexy pouzit pro naslednou krystalizaci. Navrh dalSich duplext byl pak
veden vysledky dil¢ich krystalizacnich pokust. Rozhodujici byla nejen schopnost daného

komplexu vytvorit krystaly, ale také predevsim difrakcni vlastnosti ziskanych krystalt.

Krystalizace proteint a jejich komplext je proces, ktery ovlivituje celd fada faktort (shrnuto
naptiklad v Bergfors, 2021). Pfi hledani krystaliza¢nich podminek se nejCastéji testuji rizné
krystaliza¢ni roztoky (Casto velmi komplexni smési obsahujici mnoho riznych druhi
chemickych sloucenin), experimentalni teplota ¢i riizné techniky krystalizace (shrnuto
napiiklad v Bergfors, 2021). Klicovym faktorem uspé$né krystalizace je vSak Cistota proteinu
a jeho homogenita. Pfi krystalizaci komplexu je nutné sledovat ¢istotu a homogenitu nejen
kazdé jednotlivé slozky zvlast, ale také komplexu jako celku (Hollis, 2007). Tak tomu bylo
i v ptipad¢ komplexu LutR>.75 s DNA. Proto bylo kromé ptipravy ¢istého proteinu v této praci
vénovano velké usili také pfipraveé a charakterizaci DNA duplext. Pro rust krystala je totiz

tteba, aby byl vysledny protein-DNA komplex stabilni a homogenni (Hollis, 2007).

Pti krystalizaci LutR2.78 v komplexu s DNA byla ndhodné i1 systematicky ménéna tada
parametrl, které ovliviiuji krystalizaci. Zacinalo se s komer¢nimi sadami krystalizacnich
roztokll, v rdmci optimalizace krystalizace pak byla ménéna jejich koncentrace ¢i upravovano
jejich sloZeni pfidavkem aditiv. Mezi dalSi zplsoby optimalizace patfily napiiklad zmény
koncentrace roztoku komplexu, krystalizace pii riznych teplotach, zpomalovani difuze par
pouzitim Alova oleje a dalsi (popsano v kapitolach 4.6.2.1 a 5.4). Celkovy pocet riiznych
otestovanych podminek pro krystalizaci se blizil 2500. Jak se ale ukézalo, nejvétsi vliv na rist
a kvalitu krystali méla délka a sekvence pouZzitého DNA duplexu. Na zacatku krystalizanich
experimentll byla jako inspirace pro délku duplextt vyuzita analyza zndmych struktur
homolognich proteini AraR a NagR (Jain a Nair, 2013; Fillenberg et al., 2015). Dale byl navrh
sekvence duplexi veden pribéznymi vysledky krystaliza¢nich experimentl, jak jiz bylo

zminéno vyse.

Celkem bylo pfipraveno 8 riznych DNA duplext s cilem dosdahnout sekvence optimalni

pro tvorbu stabilniho protein-DNA komplexu, ktery je schopen tvofit krystal a v ném optimalni

71



krystalové kontakty. Ackoli 6 z 8 komplexii se podafilo uspésné zkrystalizovat, vysledné
krystaly byly Casto nestabilni, kifehké a difraktovaly RTG zéfeni do velmi nizkého rozliseni.
Toto naznacuje slabé krystalové kontakty a vysoky obsah rozpoustédla. Obé tyto vlastnosti jsou
popisovany v literatuie jako typické pro protein-DNA komplexy (shrnuto naptiklad v Ducruix
a Giegé, 2000) a jsou Casto divodem limitovaného maximalniho rozliSeni, kterého je

pro krystaly téchto komplexi mozné dosahnout.

Vyrazného zlepseni difrak¢ni kvality krystalii bylo v této diplomové praci dosazeno vyuzitim
stabilniho DNA duplexu s délkou optimalni pro tvorbu krystalovych kontakti. Pouziti duplexu
ONi9 vedlo k posileni symetrie v krystalu, jehoz vysledkem byl krystal s mensi elementarni
bunikou v porovnani s krystalem ziskanym pro duplex ONzo. Konkrétné mély krystalové

kontakty nejvétsi vliv na miizovy parametr c, ktery se zmensSil cca o polovinu z hodnoty

236,6 A na 115,9 A (viz Tabulky 3 a 4).

V ramci této diplomové prace byla pro komplex LutR».78 s duplexem ONy9 ziskana kompletni
sada difrakénich dat do rozligeni 2,8 A. Kvalita dat i rozli$eni by mély byt dostateéné pro ziskani
strukturni informace o vazb¢ proteinu na DNA. Difrakéni data budou vyuzita k vyfeSeni
krystalové struktury metodou molekulového nahrazeni. Jako modely budou pouzity struktury
homolognich proteinli dostupnych v PDB databazi (Tabulka 5), pfipadné model vytvoteny
pomoci nastroje AlphaFold (Senior ef al., 2020; Jumper et al., 2021; viz Obrézek 7).

Tabulka 5: Piehled publikovanych struktur protein-DNA komplexii s homolognimi proteiny
pro pouZiti metody molekulového nahrazeni

Protein-DNA komplex PDB kéd | Rozliseni [A] Zdroj

DBD AraR + ORAI 4EGY 2,30 Jain a Nair, 2013
DBD AraR + ORR3 4EGZ 2,30 Jain a Nair, 2013
DBD AraR + ORR3 (mut) | 4HOE 1,97 Jain a Nair, 2013
DBD AraR + ORE1 5D4R 2,07 Jain et al., 2016

DBD AraR + ORX1 5D4S 1,97 Jain et al., 2016

DBD NagR + DNA 4U0Y 1,91 Fillenberg et al., 2015
NagR + DNA 4WWC 2,90 Fillenberg et al., 2015
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Ziskana struktura se stane zakladem pro porozumeéni specificité vazby DBD LutR k DNA. Bude
mozné objasnit roli N-koncové ¢asti DBD pro vazbu DNA a formulovat hypotézu, pro¢ delece
aminokyselinovych zbytkii 1-21 v LutR u domestikovanych kmenti B. subtilis zcela méni DNA

vazebnou specifitu a funkci LutR.

Paralelné¢ se strukturni studii LutR».7s prezentovanou v této diplomové praci probihala ve Skolici
laboratofi studie zamétena na DBD zkracené varianty LutR — LutR2>.73. Protein LutR»2.78a jeho
komplexy s DNA duplexy, které byly odvozeny od sekvenci nékterych rozpoznavanych DNA
operatort (irigiil-Sonmez et al., 2014), vykazovaly znacnou flexibilitu a heterogenitu
(nepublikované vysledky). Krystalografie tedy nebude vhodnou metodou pro strukturni studie
této varianty LutR a pro ziskani 3D struktury LutR22.78 v komplexu s DNA bude vyuzito metody
NMR.
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7 Souhrn

Vysledky ziskané v pribéhu vypracovavani této diplomové prace pfispely do dlouhodobého

projektu feSené¢ho ve Skolici laboratofi, ktery je zaméten na strukturni studie bakteridlnich

metabolickych represort.

V ramci této diplomové prace bylo dosazeno nasledujiciho:

Rekombinantni heterologni expresi v E. coli byl ptipraven LutR>.7g jak v nativni formé,

tak ve formé obohacené izotopem '°N pro 2D NMR experimenty.

Obé formy LutR»7s (nativni i znacena '>N) byly purifikovany v dostate¢ném mnozstvi

a Cistot¢ pro nasledné funk¢ni a strukturni studie.

Pro ovéteni vazby LutR2.78 a DNA byl navrzen DNA duplex O15 odvozeny od sekvence

znamych operatort.

Pomoci NMR a EMSA experimentl byla ovéfena vazba LutR2.7s8 k DNA duplexu Ojs.
Vysledky analytické SEC nebylo mozné jednoznacné interpretovat jako vazbu proteinu
k DNA. Vysledky NMR experimentii také ukazaly, ze DNA duplex Ois nebyl pro svou

dynamicnost a potencialni heterogenitu pro krystaliza¢ni experimenty vhodny.

Pro rychlé a materidlové usporné ovéfeni tvorby a stability DNA duplexd pro vazebné

a krystalizaéni experimenty byla zavedena metoda méteni 1D 'H NMR spekter.

Byly navrZeny dalSi DNA duplexy upravené pro krystalizaci komplexu LutR2.78 s DNA.
Jejich navrh byl inspirovan délkou DNA z publikovanych krystalovych struktur ptibuznych
proteini s DNA. Na =zaklad¢ prabéznych vysledkti krystalizacnich experimentt

a difrak¢nich méfeni pak byla sekvence DNA duplext dale optimalizovana.

Nejkvalitngjsi krystaly vhodné pro rentgenostrukturni analyzu byly ziskany pro komplex
LutR>7s s DNA duplexem ONjo. Krystaly difraktovaly RTG zafeni do rozliseni 2,8 A.
Nasnimana difrakéni data budou ve Skolici laboratofi pouZita k vyfeSeni krystalové

struktury na tirovni atom.
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