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Abstrakt:

Cerny kasel neboli pertuse je nakazlivé bakterialni onemocnéni dychacich cest
zpisobené bakterii B. pertussis. Navzdory velké prooCkovanosti populace ve vyspélych
zemich, patii Cerny kaSel k nejrozsifenéjSim onemocnénim, kterému lze ptredchazet
ockovanim. Bakterie B. pertussis produkuje celou fadu toxinti, které usnadnuji osidleni a
pomnozeni bakteridlnich bunc¢k na hostitelském fasinkovém epitelu hornich cest
dychacich. Jednim z téchto toxinl je adenylat cyklazovy toxin, ktery je z bakteridlnich
bunck uvolnovan pomoci sekre¢niho aparéatu typu I a po jeho vapnikem-indukovaném
sbaleni je schopen dopravit pies cytoplasmatickou membranu hostitelskych bunck svoji
N-koncovou adenylat cykldzovou doménu, kterd po interakci s cytozolickym
kalmodulinem katalyzuje pifeménu adenosintrifosfatu  (ATP) na cyklicky
adenosinmonofosfat (cAMP). Vysoké hladiny cAMP vedou nésledné k poruchdm
bunécné signalizace a k zasadnimu omezeni baktericidnich funkei fagocytujicich bunék.
Cilem této bakalafské prace bylo pfipravit a charakterizovat ‘hybridni® proteinové
konstrukty, které se skladaji z C-koncové ¢asti acylaéni domény a N-koncové ¢asti RTX
domény (v pozicich 881-1038 a 881-1047) napojené na C-koncovou ¢ast RTX domény
(v pozici 1562-1681) nesouci strukturni informaci pro inicializaci spravného sbaleni
proteinové molekuly. Titrace proteinli pomoci vapenatych iontli a méteni spektroskopie
cirkularniho dichroismu ukézaly odlisSnou kinetiku ve vapnikem-zprosttedkovaném
sbalovani proteinli a zaroven odliSné zastoupeni sekundarnich struktur proteint v plné
sbalenych proteinovych konstruktech. Tyto data jasn€ ukazuji kooperativni skladani

acylacni domény v zéavislosti na RTX doméng.

Klicova slova: Bordetella, adenylat cyklazovy toxin, cAMP



Abstract:

Whooping cough or pertussis is a contagious bacterial airways diasease caused by
B. pertussis. Despite the high vaccination coverage of the population in developed
countries, whooping cough is one of the most common diseases that can be prevented by
vaccination. Bacteria B. pertussis produces a variety of toxins that facilitate the
colonization and proliferation of bacterial cells in the host ciliary epithelium of the upper
respiratory tract. One of these toxins is adenylate cyclase toxin, which is released from
bacterial cells by a type I secretory apparatus and, after it’s calcium-induced packaging,
is able to transport its N-terminal adenylate cyclase domain across the cytoplasmic
membrane of host cells. This domain able to catalyse conversion of adenosine
triphosphate (ATP) to a cyclic adenosine monophosphate (cAMP) after the interaction
with cytoplasmatic calmodulin. High levels of cAMP subsequently lead to impaired cell
signaling and to a fundamental reduction in the bactericidal functions of phagocytic cells.
The aim of this bachelor thesis was to prepare and characterize 'hybrid' protein constructs,
which consist of a C-terminal part of the acylation domain and an N-terminal part of the
RTX domain (at positions 881-1038 and 881-1047) linked to the C-terminal part of the
RTX domain (at positions 1562-1681) carrying structural information to initiate proper
packaging of the protein molecule. Protein titrations using calcium ions and circular
dichroism spectroscopy measurements showed different kinetics in calcium-mediated
protein folding as well as different representations of protein secondary structures in fully
packaged protein constructs. These data clearly show cooperative acylation domain

folding depending on the RTX domain
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(In Czech)
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Seznam zkratek

AC

APS
ATP
BSA

cAMP
cCMP
cUMP
CD

cm (mg/ml)
CyaA
dATP
dCTP
dGTP
dNTP
dTTP
DTT
EDTA
FHA
GTP
Hly
IPTG
kDa
LPS
NAD
PCR

Peg

Absorbance

Adenylat cyklazova doména
Peroxodisiran amonny
Adenosintrifosfat

Hovézi sérovy albumin

Part bazi

Cyklicky adenosinmonofofat
Cyklicky cytosinmonofosfat
Cyklicky uracilmonofosfat
Cirkularni dichroismus
Hmotnostni koncentrace
Adenylat cyklazovy toxin
Deoxyadenosintrifosfat
Deoxycytosintrifosfat
Deoxyquanosintrifosfat
Deoxyribonukleosidtrifosfat
Deoxythyminosintrifosfat
Dithiotreitol
Ethylendiamintetraoctova kyselina
Filamentozni hemaglutinin
Guanosintrifosfat
Hemolyzinova doména
Isopropyl B-D-thiogalaktopyranozid
Kilodalton

Lipopolysacharid
Nikotinamidadenindinukleotid
Polymerazova fetézova reakce

Polyethylenglykol



PRN
PT
RTX
SDS
T1SS
TCT
TEMED
Tris

TTSS

Pertaktin

Pertusovy toxin
Repeats-in-toxin-opakovani v toxinu
Dodecylsiran sodny

Sekre¢ni systém typu I

Trachealni toxin

Tetraethylendiamin
tris(hydroxymethyl)aminoethan

Sekre¢ni systém typu III
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1 Uvod

1.1 Cerny kasel

vV

které zplisobuje bakterie Bordetella pertussis [1]. Celosvétové touto nemoci onemocni
kolem 30-40 miliont lidi ro¢né, ztoho jich zemie kolem 300 000. Nejvétsi pocet
potvrzenych ptipad ndkazy pochazi ze zemi tfetiho svéta. V téchto zemich nejen Ze neni
povinné ockovéni, ale ani medicina tam nedosahuje takové trovné jako ve vyspélych
statech [2].

V Ceské republice bylo zavedeno ockovani v roce 1958 a od té doby se umrtnost
na ¢erny kasel velice snizila. V dob¢ pted zavedenim ockovani prodé€lalo tuto nemoc
desetitisice lidi ro¢n€. V dnesni dobé je ockovani povinné pro déti. Od roku 2007 se
k ockovani pouziva Sesti slozkova vakcina tzv. Hexavakcina [3], ktera Clovéka chrani
3-12 let [4]. Hexavakcina je kombinaci Sesti riznych vakcin v jednu. Chrani ped ¢ernym
kaSlem, zaSkrtem, tetanem, détskou obrnou, Zloutenkou typu B a hemofilovou infekei.
Onemocnéni se mize vyskytnout i u dospélych lidi, ale u nich pfeci jen neni tak zavazné
jako u déti ¢i dokonce u kojencil, kteti se nemohou nechat ockovat [5]. U malych déti
muze ¢erny kaSel zptisobit i smirt.

Bakterie mohou byt pfendseny formou kapének, kychnutim ¢i kasldnim mezi
dvéma osobami na vzdalenost 2 metri. Kapénka mohou pfistat na ustech ¢i na nosu nebo
se mohou piimo dostat do plic. Bakterie jsou schopné n¢kolik dni také ptezit na suchém
povrchu. Proto je mozné nakazit se 1 dotykem kliky od dvefti [2].

Onemocnéni trva 6-8 tydni a jeho inkubacéni doba je 7-21 dni [3]. Mezi ptiznaky
c¢ern¢ho kasSle patii ryma, zvySena teplota, slzeni a drazdivy zachvatovy kaSel.
K zachvatim dochazi v urcitych intervalech a miize se k nim pfidat jesté zvraceni ¢i
daveni [3.4].

Hostiteli s pfekonanim onemocnéni poméaha imunitni systém. V prvni linii
ochrany stoji epitelové buiiky, které diky pohybu fasinek a produkci hlenu zachytavaji
necistoty a transportuji je pry¢ z dychacich cest. Mezi dalsi dilezité buniky imunitniho
systému patii makrofagy, které jsou schopny pohlcovat cizorodé ¢astice a piedkladat na
svém povrchu antigen T-lymfocytim. T-lymfocyty a B-lymfocyty jsou bunky

zprostfedkovavajici adaptivni imunitu. V nejvétsi mife jsou v plicich zastoupeny
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T-lymfocyty, které jsou schopné rozpoznat parazita a zahdjit i¢innou imunitni odpoved'.
Imunitni odpovéd’ zprostfedkovavaji také granulocyty. Tyto jaderné bunky jsou schopny

vytvaret proteolytické enzymy a pohlcovat cizorodé bunky [6].

1.2 Bakterie rodu Bordetella

Bakterie B. pertussis je gramnegativni aerobni bakterie ovoidniho tvaru. Samotna
bakterie byla izolovana v roce 1906 [7]. Bakterii izolovali belgicky imunolog Jules
Bordet a belgicky bakteriolog Octave Gengou [7].

Mezi bakterie rodu Bordetella patii rizné zviteci a lidské patogeny. Tyto patogeny
kolonizuji horni cesty dychaci a zpusobuji zdvaznd respiraéni onemocnéni. Mezi
nejznaméjSi patogeny patii B. parapertussis, B. pertussis a B. bronchiseptica.
B. parapertussis napadd jak cClovéka a ovce [8]. Nejvétsi zastoupeni hostitell ma
B. bronchiseptica. Ta napadad cClovéka a rtizné druhy zvifat. Diky této Siroké Skale
hostitelll mlize zplsobovat rizna onemocnéni dychacich cest od téch nejlehéich az po

smrtici zapal plic [9].

1.3 Faktory virulence Bordetella pertussis

Na Obr. 1.1 jsou zobrazeny faktory virulence B. pertussis, mezi které se fadi
adheziny a toxiny. Mezi adheziny patfi filamentdzni hemaglutinin, pertaktin a fimbrie.
Vsechny tyto proteiny se nachazi na povrchu bakterie a s jejich pomoci je bakterie
schopna se pfichytit na epitelialni buiku dychacich cest [10].

Mezi toxiny patii adenylat cykldzovy toxin, pertusovy toxin, dermonekroticky
toxin, trachedlni toxin a lipopolysacharid [10]. Trachedlni toxin je 921 Da velky
glykopeptid, ktery paralyzuje fasinky. Rasinky se nachazi na povrchu epitelialnich bunék
a pusobenim toxinu dojde k velké produkci hlenu epitelidlnimi bunkami. Hlen se za¢ne
hromadit v hornich cestach dychacich a jako obranny reflex se spusti prudky kasel k
jejich uvolnéni [11]. Pertusovy toxin je exotoxin o velikosti 105 kDa, ktery je tvofen Sesti
podjednotkami. Toxin podporuje vazbu mikrobli na fasinky epitelu dychacich cest a
inhibuje bunécnou adenylatcykldzu. V disledku toho je narusena bunécna signalizace,
coz zpusobi v hostitelském organismu hypoglykemii [12]. Dermonekroticky toxin je

protein o velikosti 150 kDa, ktery zplsobuje deaminaci glutaminu 63 GTP-azy
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podskupiny Rhé6. V disledku toho je mnaruSena homeostaza v bunce [11].
Lipopolysacharid se nachazi na vnéjsi stran¢ membrany gramnegativnich bakterii a je
vylucovan pfii rozpadu bakteridlni buiiky. Dale chrani dendritické buiiky pfed apoptézou

a napomaha k pevnosti vn¢jsi bakteridlni membrany [13].

N -

L -
AC j'\
-

;,/;5

Obr. 1.1 Bakterii B. pertussis a jeji virulentni faktory (pfevzato z [9])
PT, pertusovy toxin; TCT, trachealni cytotoxin; ACT, adenylat cyklazovy toxin; TTSS, sekre¢ni systém
typu III; LPS, lipopolysacharid; FHA, filamentozni hemaglutinin; PRN, pertaktin.

d
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1.4 Adenylat cyklazovy toxin

Adenylat cyklazovy toxin je produkovan gramnegativni bakterii B. Pertussis a patii
do rodiny tzv. Repeats-in-toxin (RTX). Mezi spole¢né vlastnosti RTX proteinti patii
vyluovani sekrecnim systémem typu I (T1SS) a charakteristicky opakujici se sekvence

tvofené deviti aminokyselinovymi zbytky bohaté na glycin a aspartat [14].

1.4.1 Sekrece adenylat cyklazového toxinu

Adenylat cyklazovy toxin je kodovan genem cyaA, ktery je lokalizovan spole¢né
s geny cyaBCDE v lokusu chromozomu (Obr. 1.2). Gen cyaA koéduje samotny adenylat
cyklazovy toxin. Geny cyaBDE koduji proteiny sekre¢niho systému typu I (Obr 1.3). Ty
jsou dilezité pro spravnou sekreci adenylat cykldzového toxinu ven z buinky. Geny
cyaABDE jsou pfepisovany z jednoho promotoru, ktery lezi mezi geny cyaA a cyaB
spole¢né do jedné mRNA. Gen cyaC je piepisovan opacnym smérem z jiného promotoru
[15]. Gen cyaC koduje enzym adenyltransferazu, ktery pouziva acyl-ACP (z anglického
acyl-Acyl Carrier Protein) jako donor acylového zbytku. Pomoci tohoto nosného proteinu
dojde k acylaci pomoci kyseliny palmitové na vnitinich lyzinovych zbytcich K860 a
K983. Diky acylaci se protoxin stava aktivni [16].

evaC
_ y. P

Obr. 1.2 Lokus chromozomu kde se nachazi geny cyaABCDE (pievzato z [17])

cyaA, adenylat cyklazovy toxin; cyaB, protein vnitini membrany; cyaD, membranovy fizni protein; cyaE,
protein vnéj$i membrany; cyaC, enzym adenyltransferaza. Geny cyaB, cyaD, cyaE jsou piepisovany
z jednoho promotoru do jedné mRNA. Geny cyaC a cyaA jsou piepisovany samostatné kazdy z jiného
promotoru[17].

Sekrecni systém typu I prochdzi pfes vnitini a vnéjSi membranu bakterie a
pteklenuje cely periplazmaticky prostor. Gen cyaB kdduje protein vnitini membrany. Gen
cyaD koéduje membranovy flizni protein. Fuazni protein se rozklddda mezi vnitini
membranou a periplazmatickym prostorem. Gen cyaE koduje protein vnéj$i membrany,

ktery navazuje na fizni protein [18].
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Protein vnitini membrany dokaze rozpoznat sekrecni signdl lokalizovany
v poslednich 60 aminokyselinach v C-terminalni ¢asti CyaA za soucasné hydrolyzy ATP.
Navazanim sekretovaného proteinu na fuzni protein dojde ke zméné jeho konformace a
ke spojeni s proteinem vné¢j$i membrany. Timto se vytvoii souvisly kanal preklenujici
cely periplazmaticky prostor. V extracelularnim prostfedi je mnohem vétsi koncentrace
Ca?" iontll nez v bakteridlni cytoplazmé, kde CyaA nemize byt slozen do funkéni
konformace. V extracelularnim prostiedi se Ca** ionty vaZou na sekvence nachézejici se
na C-konci CyaA. Diky tomu dochéazi ke sbaleni proteinu do terciarni struktury a

k vytvoreni Brownovych zapadek. Ty brani proteinu ve zpétném pronikéni T1SS [14].

Sekrecni systém typu 1

-

I\

TolC
(CyaE] &

el ]

i i
HiyD J!-.a :
(CyaD) &)\ N

| | ol | \
HiyE a8 i
(CyaByaw )

~ 100 nkl Ca**
e T

Obr. 1.3 Mechanismu translokace RTX toxinu sekrecnim systémem typu I (pfevzato a upraveno z [14])
Geny cyaE, cyaD a cyaB koduji proteiny, které tvoti T1SS. Protein vnitini membrany rozpozna sekre¢ni
signal na C-terminalnim konci proteinu za soucasné hydrolyzy ATP. Fazni protein zméni konformaci a
spoji se s proteinem vné&jsi membrany. Protein se diky T1SS dostane do extracelularniho prostoru, kde
C-terminalni konec interaguje s Ca?" ionty. Jednotlivé opakujici se RTX motivy jsou skladany do B-otagek
a vytvori tzv. Brownovy zapadky, diky nimz protein nemize pronikat zpét pomoci T1SS do bunky.
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1.4.2 Struktura adenylat cyklazového toxinu

Adenylat cyklazovy toxin (Obr. 1.4) je tvofen 1706 aminokyselinovymi zbytky a

sklada se z hemolyzinové a adenylat cyklazové domény [19].

AC doména Hemolyzinova doména
< >« >
Subdoména Subdoména Hydrofobni ) ) _
T25 Tig doména 60 K983 Oblast tvofena RTX motivy vazajici Ca®*  Sekreéni signal
<> +—> < »4<—>
V A ’
7z Ml
1 T 400 500 700 1012 «— 1638 1706
Kalmodulin vazebné Misto pro acylaci  Vazebné misto pro
misto CD11b/CD18

(Zoytky 1166-1287)

Obr. 1.4 Struktura adenylat cyklazového toxinu (prevzato a upraveno z [20])

1.4.2.1 Adenylat cyklazova doména

Adenylat cyklazova doména ma katalytickou aktivitu a konéi ptiblizné Ctytstou
aminokyselinou [19]. Samotnd AC doména se sklada ze subdomény T25, kterd lezi mezi
aminokyselinovymi zbytky 1-224 a subdomény TI18, kterd se nachazi mezi
aminokyselinovymi zbytky 225-339 [21]. Subdoména T25 je schopna vazat ionty Mg>*
a je oznacovana jako hlavni katalytické misto enzymu [22]. Bylo dokdzano, Ze dojde-li k
nahrazeni dvou lysinovych zbytkti na pozicich 58 a 65, tak dojde k vyraznému snizeni ¢i
dokonce ztraté katalytické aktivity AC domény [23]. Na subdoméné T18 se nachazi
hlavni vazebné misto pro kalmodulin [22]. Krystalova struktura AC domény (Obr. 1.5)
zkoumana spole¢né s C-koncovou €asti, pomohla odhalit kalmodulin-vazebné misto na
této subdoméné a to na aminokyselinovém zbytku Trp 242 a také mezi zbytky 259-273
[24,25]. Studie ukézaly, ze doSlo-li by k substituci zbytku 242, pak by se afinita AC

domény ke kalmodulinu sniZila tisicinasobn¢ [23].
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AC doména RTX domény

Il 1 \% V
. N TVUCCOCOT TCCCE TPPODVICEEE TRRRFEOVIAY DOCEETERFRR | CyaA
J 1706

700 |
K860 K983

Obr. 1.5 Krystalova struktura AC domény CyaA spolecné s C-koncovou ¢&asti (pievzato a upraveno z
[26,27])

Cervené je znazornéna C-terminalni &ast, kam se vaZou Zluté ionty vapniku, riizové jsou vyznaceny ionty
hof¢iku a zelené a modfe jsou oznaceny a-helixy a B-fetézce AC domény.

1.4.2.2 Hemolyzinova doména

Druhou ¢asti proteinu po AC doméné je Hly doména, jejiz hlavni funkei je tvorba
kation selektivnich kanall, které zptisobi osmotickou lyzi buiikky a doprava AC domény
do hostitelské bunky [28]. Hemolyzinovou doménu tvotfi 1306 aminokyselinovych
zbytkl. Segment 400-500 spojuje AC doménu s Hly doménou a je hodné bohaty na
argininové zbytky. Aminokyselinové zbytky 411-490 tvoii o-helikalni sekundarni
struktury [29]. Hlavnim tkolem useku 400-500 je interagovat a destabilizovat lipidovou
membranu [30]. Mezi pétistou az sedmistou aminokyselinou se nachdzi hydrofobni oblast
proteinu, kterou z ¢asti tvofi glutamatové zbytky. Tato oblast se skladd z né€kolika
transmembranovych a-helix1, které jsou dulezité jak pro tvorbu pért, tak pro translokaci
AC domény [31]. Mezi sedmistou az jeden tisic stou aminokyselinou dochazi k aktivaci
proACT pomoci posttranslacni modifikace mastnou kyselinou. Mastné kyselina acyluje
postranni fetézce lyzinti K860 a K983. Acylace na K983 je nezbytna pro aktivitu toxinu
na erytrocytech, zatimco acylace na K860 nemé az takovy zasadni vliv na toxinové
aktivité [32,33]. V posledni ¢asti CyaA se nachazi 38-42 opakujicich se RTX motiv,
které jsou uspotadany do péti blokli (Obr. 1.6). Jednotlivé motivy tvofi opakujici
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nonapeptidy, jez maji sekvenci X-(L/I/F)-XG-G-X-G-(N/D)-D (X-libovolny
aminokyselinovy zbytek) [34]. Dvé& po sobé jdouci repetice vazi ionty Ca>" a tvoii jednu
otacku B-valce [20]. Struktura bloki I-III (kromé pozice 1007-1055) byla vyfeSena
pomoci krystalové struktury, kterd byla zkouména s navazanymi protilatkami M2B10,
MI1HS a sekre¢nim signdlem za Gcelem zjistit krystalovou strukturu téchto blokt a odhalit
mista k neutralizaci aktivity proteinu [35]. Pomoci krystalové struktury byly také
vyteSeny bloky IV a V [36]. Blok I je lokalizovan mezi zbytky 1012-1088, blok II mezi
zbytky 1135-1211 a blok III mezi zbytky 1286-1353. Jednotlivé bloky spojuji segmenty,
které jsou tvofeny antiparalelnimi B-fetézci [35]. V hemolyzinové Casti proteinu se dale
nachdzi vazebné misto pro receptor fagocytujicich bunék CD11b/CD18 a to mezi zbytky
1166-1287. Blok IV obsahuje osm RTX motivl a je tvofen zbytky 1410-1488. RTX
motivy vazi pomoci aspartatovych postrannich fetézct a karbonyli glycinovych zbytkl
sedm Ca”" iontl [36]. Spojujici segment mezi bloky IV a V obsahuje zbytky 1489-1525
a sklada se ze tii antiparalelnich B-fetézct. Blok V je tvofen aminokyselinovymi zbytky
1526-1618, které¢ jsou uspoiadany do deviti RTX motivii [36]. Tyto RTX motivy jsou
schopné véazat osm Ca®" ionttl, které jsou koordinovany postrannimi fetézci aspartatovych
zbytku a karbonylovymi skupinami glycinovych zbytkl. Na C-konci proteinu se nachazi

sekvence dulezita pro sekreci proteinu [36].
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Obr. 1.6 Krystalové struktury RTX domén (pfevzato a upraveno z [27],35])

a) Krystalova struktura RTX blokt I-III s navazanymi protilatkami M2B10, M1HS5 a sekreénim signalem.
Bloky jsou tvofeny nonapeptidovymi sekvencemi, na které se vazou zluté znazornéné Ca>" ionty.

b) Krystalova struktura bloku IV a V. Zluté kuli¢ky zna¢i Ca®* ionty, C-koncové terminalni &ast je znadena

oranzové a hnéd¢ a modfe a rizové jsou znaceny B-struktury a a-helixy.

1.4.3 Mechanismus ucinku adenylat cyklazového toxinu na

membranu myeloidnich bunék

Poté, co vapenaté ionty zptsobi konformacni zménu proteinu, je protein schopen
se vazat na receptor CD11b/CD18 na myeloidnich bunikach [14]. Pfes membrany bunék
muZe protein pronikat ve dvou rtiznych konformacich (Obr. 1.7), jez kazdd ma svoji
funkci. Translokacni prekurzor ma za kol ptenést AC doménu pftes lipidovou dvojvrstvu
do bunék, coz vyvola piiliv Ca*" iontli do cytosolu bunék. Po translokaci pies membranu
hostitele se na AC doménu véaze eukaryotni protein kalmodulin v pomé&ru 1:1. Diky této
vazbé je katalytickd aktivita AC domény ~100-1000 nasobné vétsi. Nasledné dojde
k nekontrolovatelné tvorbé nejen cAMP, ale také cUMP a cCMP [37]. Porovy prekurzor
proteinu oligomerizuje membranu myeloidnich bun¢k a vyvolavd tvorbu kation-
selektivnich port [38]. Primér kation-selektivnich port v bunééné membrang je ptiblizné
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0,6-0,8 nm, maji kratkou zivotnost a pronikaji jimi pouze malé kationty [39]. Po vlozeni
toxinu do buiiky zaénou do intracelularniho prostoru proudit Ca®" ionty a do
extracelularniho prostoru K" ionty, coZ zptsobi koloidné-osmotickou lyzi buiiky [40].
Adenylat cyklazovy toxin se miize navazat na bunku bez receptoru. Dojde-li
k translokaci proteinu pomoci AC domény do buiiky bez receptoru, tak ulohu v tom hraji

glutamatové zbytky schované v hydrofobni doméné proteinu [41].

RTX
doména
Odtékani K* iontl, vtékani Ca®* iontd

L. Vazba na
Translokacni CD11b/CD18

Lipidové prekurzor
mikrodomény < A =
RTX U RT‘X RTX RT'\ dum’éna
— doména = doména doména doména
Ap— —
A"
A Translokace AC Pérovy prekurzor
domény CD11b/CD18 Oligomerizace a tvorba pord
ATP  cAMP Vtékani Ca?* iont(

Obr. 1.7 Psobeni CyaA na membranu myeloidnich bunék (pfevzato a upraveno z [42])

Adenylat cyklazovy toxin po navazani na CD11B/CD18 pronika pfes membranu bunék ve dvou riznych
konformacich. Pérovy prekurzor proteinu oligomerizuje membranu a vytvari v ni pory, kterymi poté mohou
proudit K™ ionty do extracelularniho prostoru a Ca?" ionty do intracelularniho prostoru, coz nasledné
zpusobi koloidné-osmotickou lyzi burniky. Translokaéni prekurzor ma za kol dopravit AC doménu do
butiky, coz vyvola pfiliv Ca®" iontli do cytosolu buiiky. Vazba AC domény na kalmodulin mé za nasledek
konverzi ATP na cAMP.

1.4.4 Vliv toxinu na makrofagy, monocyty a dendritické buriky

Na infekci bakterii B. pertussis reaguji makrofagy, monocyty a dendritické buriky.
Tyto fagocytujici buiiky stoji v prvni linii ochrany imunitniho systému [43]. Pronikne-li
toxin do buriky, tak jeho enzymaticka aktivita znemozni veskeré baktericidni schopnosti
fagocytl. Buiiky fagocytl nejsou schopné chemotaxe, fagocytézy a mnoha dalSich véci,
které by ochranily organismus pted bakterii [44]. Pti piisobeni toxinii nemohou neutrofily
produkovat kyslikové radikdly a muize byt u nich ovlivnéna i tvorba neutrofilni
extracelularni pasti. Tato extracelularni past slouzi k zachyceni a eliminaci bakterii
v organismu [45]. Jako dal$i se ochrany proti bakteriim ucastni monocyty. Tyto jaderné

bilkoviny jsou po urcité dob¢ v tkani preménény na nejaderné makrofagy. U makrofagt
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toxin inhibuje produkci oxidu dusnatého a nékdy u nich mize dojit i k apoptdze [45,46].
V dendritickych buiikdch CyaA inhibuje tvorbu cytokinl, konkrétn¢ tvorbu

interleuktinu 12. Tento signalni protein se Gcastni imunitni odpovédi proti zdnétu [47].
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2 Cil prace

- pfiprava plazmidovych vektori pro produkci proteinovych konstruktii obsahujici
zkracenou RTX doménu a zkracenou acylacni doménu
- exprese a purifikace proteinovych konstrukt

- strukturni charakterizace proteinovych konstrukt
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3 Material a metody

3.1 Chemikalie

B-merkaptoethanol, Calbiochem, SRN.

Akrylamid. Serva, SRN.

Commassie Brilliant Blue R-250, Serva, SRN.
Dodecylsulfat sodny, Serva, SRN.

Ethanol, Lach-Ner, s. r. 0., CR.

Glycerol, Lach-Ner, s. 1. 0., CR.

Hovézi sérovy albumin, Lach-Ner, s. r. 0., CR.

Chlorid sodny, Lach-Ner, s. r. 0., CR.

Imidazol, Lach-Ner, s. r. 0., CR.

Isopropanol, Lach-Ner, s. 1. 0., CR.

Isopropyl B-D-thiogalaktopyranozid, Sigma-Aldrich, USA.
Kanamycin, Lach-Ner, s. 1. 0., CR.

Kyselina octovda, Lach-Ner, s. . 0., CR.

Mocovina, Lach-Ner, s. r. 0., CR.

Peroxodisiran amonny, Lach-Ner, s. 1. 0., CR.
Tetramethylethylendiamin, Lach-Ner, s. r. 0., CR.
Tris(hydroxymethyl)aminoethan, Lach-Ner, s. r. 0., CR.

3.1.1 Antibiotika

Kanamycin, Sigma-Aldrich s.r.o., USA
3.1.2 Chromatograficky nosi¢

Ni Sepharose 6 Fast Flow, Sigma-Aldrich s.r.o., USA

23



3.1.3 Elektroforetické standardy

Lambda DNA marker, Thermo Fisher Scientific, USA
Page Ruler Unstained, Thermo Fisher Scientific, USA

3.1.4 Enzymy

Nhe I, New England Biolabs, USA

Nco I, New England Biolabs, USA

Hind III, New England Biolabs, USA

Pankreaticka ribonukleaza, Fermentas International Inc., Kanada.

05 hight-fidelity DNA polymeraza, New England Biolabs, USA

3.1.5 Kultivaéni media

LB medium (10 g Bacto-tryptone, 5 g kvasni¢ny extrakt, 10 g chlorid sodny, 1000 ml
dH20)

LB medium se sterilizuje autoklavovanim 20 min pfi tlaku 12 MPa.

MDO medium (1 g dihydrogenfosforecnan sodny, 3 g hydrogenfosforecnan sodny, 2 g
chlorid amonny, 0,5 g siran sodny, 10 mg thiamin, 20 mg kvasni¢ny extrakt, 20 mg
ethanol, 1000 ml deionizované voda)

Pomoci 5M hydroxidu sodného se upravi MDO medium na pH 8 a sterilizuje se

autoklavovanim 20 min pfi tlaku 12 MPa.

3.1.6 Bakterialni kmeny

E. coli XL-1 blue, Stratagene, USA
E. coli BL21/DE3, Stratagene, USA

3.1.7 Plazmidy

pET28b, Novogene Company Limited, UK
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3.2 Laboratorni vybaveni

Centrifuga MLW K80 Refrigerated Centrifuge,

Centrifuga Sorvall Lynx 4000 Centrifuge, Thermo scientific, USA

Centrifuga Universal 32R, Hettich Zentrifugen, SRN

Digitalni analytické vahy AB-104 S, Mettler Toledo, USA.

Elektroforeticka aparatura Mini-PROTEAN Tetra Cell, Bio-Rad, spol. s.r.o., USA
Inkubator Innova 43-Inkubator Shaker Series, New Brunswick Scientific Co., Inc., USA
Mrazici box (-80 °C), Jouan, Francie

Mrazici box (20 °C), Liebherr, Svycarsko

T100 Thermal cycler, Bio-Rad, spol. s.r.o., USA

Sonikator Misonix Ultrasonic liquid Processor, Delta labo, USA

Spektrometr Chirascan-plus, Applied Photophysics, USA

Spektrofotometr, Lightwave II, Biochrom Ltd., UK

Transluminator G:BOX, Syngene, UK.

Vortex MS2 minishaker, IKA-Works, Inc., USA.

Zdroj pro elektroforézu PowerPac Basic Power Supply, Bio-Rad, USA
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3.3 Metody

3.3.1 Priprava agarovych misek pro kultivaci bunék E.coli

Z chladiciho boxu o teploté 4 °C byla vyjmuta zdsobni lahev se sterilnim LB
agarem. Smés byla rozehfata v mikrovinné troubé€ a po vychladnuti na teplotu 55 °C byl
k LB agaru piidan kanamycin o koncentraci 60 pg-ml. Smés byla sterilné pielita do

Petriho misek a po ztuhnuti smeési byly LB agarové plotny uskladnény pfi teploté 4 °C.

3.3.2 Polymerazova retézova reakce

Reakéni smes o celkovém objemu 50 pl byla pfipravena do PCR mikrozkumavek
podle Tab. 3.1. Mikrozkumavky byly umistény do piistroje T100 Thermal cycler, ktery
byl naprogramovan podle Tab. 3.2.

Tab. 3.1 Objemy jednotlivych slozek pro ptipravu 50 pl vzorku pro PCR

Slozky objem (pl)
dHO 37,5
10 mM dNTP 1

10 uM Primer A 0,25

10 uM Primer B 0,25

Temlatova DNA 0,5

Q5 hight-fidelity DNA polymeraza 0,5
5% Q5 reaként pufr 10

Tab 3.2 Schéma jednoho cyklu PCR

Seznam primeru:

Primer A: 5- GCCATCATCATCATCATCACGAAAACCTGTACTTCCAGGG -3°

teplota (°C) cas (s)
98 30
58 20
72 20

Primer B: 5'- TCGAGTGCGGCCGCAAGCTTTTAGGGGTCCGGAT -3’
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3.3.3 Restrikéni stépeni plazmidu

Purifikovany plazmid pET28b (Obr. 3.1) byl ziskan pro tuto praci z Laboratofe
molekularni biologie bakterialnich patogeni MBU AV CR.
Pro stépeni vektoru pET28b byl purifikovany plazmid inkubovan 2 h ve vodni lazni o
teploté 37 °C v ptitomnosti restrikéniho enzymu Nhe I podle Tab 3.3.

Tab. 3.3 Objemy jednotlivych slozek pro restrikéni $t€peni plazmidu

Slozky objem (pl)
dH.O 25
Plazmid pET28b 10
Nhe 1 1
10x Cut Smart pufr 4
Hind 11 (173) -

Nco I(295)

Obr. 3.1 Mapa plazmidu pET28b (ptevzato a upraveno z [48])

ori: pocatek replikace DNA (3284-3872), KanR: Gen pro rezistenci na kanamycin (3994-4809), f1 ori:
pocatek replikace bakteriofaga (4902-5357), T7 terminator: terminator pro T7 RNA polymerazu (26-73),
6xHis: 6x histidinova kotva (140-157), T7 tag: Misto pro navazani T7 kapsidového proteinu (206-238),
lacl promotor (694-771), lacl: lac represor (772-1854)
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3.3.4 Elektroforéza v agarosovém gelu

Zasobni roztok pro agarosovou elektroforézu byl ptipraven v laboratofi podle
Tab. 3.4. Smés byla uvedena do varu a po vychladnuti na 55 °C byl zésobni roztok pielit
do vanicky. Do vanicky byl poté piidan hiebinek pro vytvoieni jamek pro vzorky a roztok
byl ponechdn ztuhnout. Z gelu byl odstranén hiebinek a vanicka zalita TBE pufrem
(pH 8,0, 89 mM Tris, 89 mM kyselina boritd, 2 mM EDTA). Nasledné byly pfipraveny
DNA vzorky smichanim 4 pul DNA s 1 pl nanéaseciho pufru [0,03 % (w/v) bromfenolova
modf, 0,03 % (w/v) xylenolova modt, 40 % (w/v) glycerol)] a poté byly jednotlivé DNA
vzorky naneseny spolecné se standardem (Lambda DNA marker) do jednotlivych jamek.
Elektroforéza probihala 45 minut pfi konstantnim napéti 100 V. Pro nasledné

vyhodnoceni elektroforézy byl pouzit UV transiluminator.

Tab. 3.4 Slozeni 0,6% a 1% agarosoveho gelu ve vysledném objemu 400 ml

hmotnostni zlomek | objem TBE pufru | objem ethidium | hmotnost agarosy (g)

agarosy (%) (ml) bromidu (pul)
0,6 400 14 2.4
1 400 14 4

3.3.5 Purifikace DNA fragmentu z gelu

Po skonceni agarosové elektroforézy byla DNA v gelu vizualizovana pomoci UV
transiluminatoru. Prouzky obsahujici fragmenty DNA byly vytiznuty z gelu pomoci
skalpelu a DNA byla purifikovana pomoci sady Column DNA Lego Kit od firmy Top-
Bio s.r.o. Vyfiznuty prouzek agarosy obsahujici DNA byl rozpustén v 1 ml DNA
vazebném pufru. Na vyvévu byla nasazena 800 pl kolona, na niZ byl nanesen roztok
obsahujici rozpusténou agarosu a DNA. DNA byla zachycena na matrici kolony a poté
byla kolona promyta 1 ml DNA promyvaciho pufru, ktery odstrani necistoty. Kolona byla
vloZena do ¢isté mikrozkumavky a naslednou centrifugaci, kterd probihala po dobu 60 s,
pfi teploté 25 °C a pii tthovém zrychleni 21130 g, byl odstranén DNA promyvaci puft.
Kolona byla vloZena do nové mikrozkumavky a na kolonu bylo naneseno 20 pl

destilované vody. DNA byla poté eluovana centrifugaci, kterd probihala po dobu 60 s, pii
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teploté 25 °C a pfi tthovém zrychleni 21130 g. Purifikovanda DNA byla uskladnéna

v mrazicim boxu pii teploté —20 °C.

3.3.6 Klonovani pomoci restrikéniho stépeni bez endonukleaz

(Gibson cloning)

Spojovani DNA fragmentl je zalozené na homologni rekombinaci DNA tusekd.
Reakce probiha za konstantni teploty 55 °C za pfitomnosti tfi enzymi (735 exonukledza,
Taq DNA ligadza, fuzni polymerdza)[49].

K 7,5 pl reakéni smési [ISO pufr (slozeni Tab. 3.5), 10 U/ul T5 exonukledza,
2 U/l fuzni polymeraza, 100 mM Tag polymerdza, dH,O] ptipravené v laboratofi byly
pridany 2 pl purifikovaného stépeného fragmentu a 3 ul PCR produktu. Reakéni smés
byla inkubovéna ve vodni lazni pfi teploté¢ 55 °C po dobu 1 h a poté byla smés

transformovana do bakterialnich bunék (viz kap. 3.3.7)

Tab. 3.5 Slozeni ISO pufru

Slozky Mnozstvi

1 M Tris-HCl pH 7,5 3ml
2 M MgCl 150 pl
100 mM dGTP 60 pl
100 mM dATP 60 ul
100 mM dTTP 60 pul
100 mM dCTP 60 pl
I MDTT 300 pul
100 mM NAD 300 pul
dH2O 6 ml
PEG-800 1,5¢g

3.3.7 Transformace plazmidové DNA do bakterii

Superkompetentni bakteridlni bunky E. coli XL-1 blue byly vyjmuty z mraziciho
boxu (=80 °C) a vytemperovany na teplotu 20 °C. Transformace plazmidové DNA do

bakterii byla provedena pomoci teplotniho Soku. Builkky byly smichiny se smési po
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Gibsonové reakci (viz kap. 3.3.6) a inkubovany po dobu 10 min pfi teploté 4 °C. Nasledné
byly buiiky inkubovany ve vodni 14zni po dobu 5 minut pfi teploté 37 °C. Poté byly buiiky
inkubovany po dobu 2 min pfi teploté 4 °C. Po inkubaci bylo k buiikkam ptidano 900 ul
LB média. Bakterialni suspenze byla inkubovana ve vodni lazni po dobu 1 h pfi teploté
37 °C. Poté byla bakterialni suspenze centrifugovéana po dobu 60 s, pti teploté 25 °C a pfi
tthovém zrychleni 21130 g. Bakterie v peletu byly resuspendovany se 100 pl LB pufru
(supernatant) a poté byla smés rozetiena po LB agarové plotné obsahujici kanamycin o
koncentraci 60 ug-ml!. Miska s rozetfenymi bakteriemi byla inkubovana po dobu 16 h

pfi teploté 37 °C.

3.3.8 Izolace plazmidové DNA

Pro ziskdni plazmidu byla jednotlivd kolonie vypichnuta z agarové plotny a
inkubovana 16 h pfi teplot¢ 37 °C za stdlého michdni ve 2 ml LB media
obsahujici kanamycin o koncentraci 60 pg-ml™. Bakterialni kultura byla centrifugovana
po dobu 60 s, pii teploté 25 °C a pii tthovém zrychleni 21130 g. Pomoci centrifugace bylo
odstranéno ristové medium a k bakteridlnimu peletu bylo poté piiddno 100 pl roztoku I
(50 mM glukosa, 10 mM EDTA, 25 mM Tris-HCI). Resuspendované bakterie byly
inkubovany po dobu 5 min pii teploté 20 °C. Bakterialni suspenze byla nasledné lyzovana
pomoci 200 pl roztoku II [0,2 M NaOH, 1 % (w/v) SDS] po dobu 5 minut pii teploté
4 °C. K bakterialnimu lyzatu bylo poté ptidano 150 pl roztoku III (60 ml 5 M octan
draselny, 11,5 ml kyselina octova, 28,5 ml dH>O), ktery precipituje vSechen material.
Precipitovany material byl poté centrifugovan po dobu 10 min, pii teploté¢ 4 °C, pfi
tihovém zrychleni 21130 g. Po centrifugaci byl opatrn¢ odebran supernatant (400 pul) a
DNA vroztoku byla srazena pomoci isopropanolu (400 pl). Srazenda DNA byla
centrifugovdna po dobu 10 min, pfi teploté 4 °C a pii tthovém zrychleni 21130 g. Po
centrifugaci byl odstranén supernatant a pelet, obsahujici vysrazenou DNA, byl oplachnut
1 ml 70% (w/v) ethanolu a poté ponechan vyschnut. K peletu bylo poté ptidano 40 pl
roztoku TE (pH 8, 10 nM Tris, 1 mM EDTA) s pankreatickou RNAsou o koncentraci
20 ug'ml!. Roztok byl mirné zamichan a ponechéan inkubovat ve vodni ldzni po dobu

30 min pii teploté 70 °C.
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3.3.9 Polyakrylamidova elektroforéza

Polyakrylamidova elektroforéza byla provedena v aparatufe Mini-PROTEAN
Tetra Cell od firmy Bio-Rad, spol. s.r.0. podle standartniho protokolu.

3.3.9.1 Priprava polyakrylamidového gelu

Podle Tab. 3.6 byl pfipraven roztok pro pfipravu separacniho gelu. Roztok byl
nalit mezi dvé skla a hladina roztoku byla poté prevrstvena pomoci destilované vody.
Polymeraci akrylamidu se vytvoril separacni gel a destilovana voda byla nasledné odsata
filtraénim papirem.

Podle Tab, 3.6 byl ptipraven roztok pro pfipravu zaostfovaciho gelu, ktery byl
nasledn€¢ nanesen mezi dvé skla na separacni gel. Mezi skla byl poté vlozen hiebinek

pro vytvoreni jamek pro vzorky, ktery byl po polymeraci gelu odstranén.

Tabulka 3.6 Objemy slozek pro ptipravu 12,5% polyakrylamidového gelu

Polyakrylamidova elektroforéza ve 12,5 % gelu
Slozky Separaéni gel (12,5 %) | Zaosttovaci gel (4 %)
Akrylamid 30 % 2,07 ml 0,266 ml
dH20 0,98 ml 1,23 ml
TRIS 1M pH 8,8 1,87 ml -
TRIS 1M pH 6,8 - 200 pl
SDS 10 % 50 pl 60 pl
APS 25 % 12,5 ul 20 pl
TEMED 12,5 pl 5ul

3.3.9.2 Polyakrylamidova elektroforéza

Sklicka s gelem byla pfemisténa do elektroforetické aparatury, ktera byla poté
zalita Tris-glycinovym pufrem pH 8,3 [25 mM Tris, 250 mM glycin, 0,1 % (w/v) SDS].
Proteinové vzorky na elektroforézu byly pfipraveny smichanim 4 pl vzorku proteinu a
1 ul vzorkového pufru pH 6,8 [50 mM Tris-HCL, 100 mM DTT, 2 % (w/v) SDS,
0,1 % (w/v) bromfenolova modf, 10 % (v/v) glycerol] a poté byla smés spolecné
se standardem (Page Ruler Unstained) nanesena do jednotlivych jamek. Elektroforeticka
separace probihala pifi konstantnim proudu 30 mA po dobu 50 min. Po skonceni
elektroforézy byl gel vynat z aparatury a inkubovan v barvicim roztoku [40 % (v/v)

methanol, 10 % (v/v) kyselina octova, 0,1 % (w/v) Commassie Brilliant Blue] po dobu
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30 min za stdlého michani. Poté byl gel oplachnut destilovanou vodou a inkubovan v
odbarvovacim roztoku [40 % (v/v) methanol, 10 % (v/v) kyselina octova] pies noc za

stalého michani.

3.3.10 Exprese rekombinantniho proteinu

Z agarové plotny byly premistény bakterialni kolonie pomoci klicky do 50 ml LB
media obsahujici kanamycin o koncentraci 60 pg-ml"' a poté byla bakteridlni kultura
inkubovéna 4 h pfi teploté 37 °C za stalého michani. Poté byla bakterialni kultura ptelita
do 500 ml MDO media obsahujici kanamycin o koncentraci 60 pg-ml"'. Bakterialni
kultura byla kultivovana pfi teploté 37 °C za stalého michani pfi tthovém zrychleni 112 g.
Kazdych 30 minut probihala kontrola optické hustoty, kdy byl méfen rist bakteridlni
biomasy. Vzdy byl odebran 1 ml bakteridlni kultury do plastové kyvety a pomoci
spektrofotometru byla zmétena jeji absorbance pti vinové délce 600 nm. Poté, co byla
dosazena hodnota optické hustoty 0,3, byla sniZzena teplota inkubace bakterii na 20 °C.
Pro indukci exprese proteinu bylo k bakteriadlni kultufe po 30 min inkubace ptidano
0,5mM IPTG. Bakterialni kultura byla poté inkubovéana 16 h pfti teploté 20 °C za stalého
michani pfi tthovém zrychleni 112 g. Po skonceni kultivace byla bakterialni kultura
centrifugovdna po dobu 30 min, pfi teplot¢ 4 °C a pfi tthovém zrychleni 1730 g.
Supernatant byl odstranén a pelet byl resuspendovan v 50 ml pufru X (50 mM Tris-HCI
pH 8, 150 mM NaCl). Bakteridlni suspenze byla poté centrifugovana po dobu 10 min, pii
teploté 2 °C a pfi tthovém zrychleni 2996 g. Supernatant byl odstranén a bakteridlni

suspenze byla uskladnéna piti —20 °C.

3.3.11 Purifikace rekombinantniho proteinu

3.3.11.1 Sonikace

Z mraziciho boxu (—20 °C) byla vyjmuta zkumavka s bakterialni suspenzi, ktera
byla vytemperovana na pokojovou teplotu. K suspenzi bylo poté ptidano 35 ml pufru X
(50 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NaCl). Bakteridlni suspenze byla sonikovdna 10 min na
ledu pti 4 °C pomoci piistroje Misonix ultrasonic liquid processor. Sonikace byla

provedena pomoci pulst, které trvaly 15 sekund s minutovou odmlkou.
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3.3.11.2 Priprava inkluznich télisek

Bakteridlni lyzat byl centrifugovan po dobu 5 min, pii teploté 4 °C a pfi tthovém
zrychleni 3000 g. Supernatant byl poté centrifugovan po dobu 30 min, pfi teploté 4 °C a
pii tthovém zrychleni 41657 g. Z kyvety byl odstranén supernatant a inkluzni téliska byla
resuspendovana ve 4 ml roztoku (50 mM Tris-HCI pH 8, 8 M mocovina). Mocovinovy
extrakt byl centrifugovan po dobu 30 min, pfi teplot¢ 4 °C a pii tthovém zrychleni

41657 g. Po centrifugaci byl mocovinovy extrakt uskladnén pii —20 °C.

3.3.11.3 Niklova chelataéni chromatografie

Chromatografickd kolona Econo-pac od firmy Bio-Rad, spol. s.r.o. o objemu
10 ml byla naplnéna 0,5 ml chromatografického nosice Ni Sepharose 6 Fast Flow.
Naplnéna kolona byla poté ekvilibrovana 4 ml roztoku (50 mM Tris-HCI pH 8, 8 M
mocovina). Mocovinovy extrakt byl nanesen na chromatografickou kolonu a poté, co
mocovinovy extrakt proSel kolonou, byla kolona promyta 5 ml roztoku (50 mM pufru
Tris-HCI1 pH 8, 8 M mocovina). Protein zachyceny na nosi¢i pomoci histidinové kotvy
byl poté eluovan pomoci SO0mM pufru Tris pH 8 s 25mM, 50mM, 75mM, 0,1M, 0,15M

imidazolem a sbiran do 1,5ml frakci.

3.3.12 Renaturace proteinu

Do dialyzac¢niho stfeva byly pfelity 1,5ml vzorky proteinu eluovaného 25mM,
50mM, 75mM koncentraci imidazolu. Protein byl poté dialyzovan ve 2 1 dialyza¢niho

pufru X (50 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NaCl) pfes noc pfi teploté 4 °C.

3.3.13 Metoda Bradfordové

Pro stanoveni koncentrace proteinu ve vzorku byl pfipraven 1 ml BSA standardu
o koncentraci 10 mg-ml!. Pomoci dvojkové fedici fady bylo pfipraveno sedm 100ul
vzorki BSA standardu. Pro spektrofotometrickou analyzu bylo ptipraveno sedm vzorki
obsahujicich 900 pl €inidla Bradfordové [0,01 % (w/v) Bradfordové Commassie Brilliant
blue R250, 4,7 % (v/v) ethanol, 8,7 % (v/v) H3PO4] a 100 pl vzorku fedéného BSA

standardu. Absorbance pfipravenych vzorkli byla méfena pii vlnové délce 595 nm.
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Hodnoty absorbanci byly poté pouzity pro sestrojeni kalibra¢ni kfivky zobrazené na
Obr. 3.2.

Kalibra¢ni kiivka pro méfeni koncentrace proteinu
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Obr. 3.2 Kalibra¢ni kiivka pro méfeni koncentrace proteinu

3.3.14 Limitovana proteolyza

Do mikrozkumavek bylo pfipraveno Sest 100ul alikvotli proteinu o stejné
koncentraci. K alikvotim proteinu byl poté ptidavan urcity objem zasobniho roztoku
trypsinu o koncentraci 2 mg-ml™!, ktery byl vypo&itdn podle poméru hmotnostnich
koncentraci proteinu a trypsinu (Tab. 3.7). Reakce byly zastaveny po 1 h pfidanim 100 pl

vzorkového pufru.

Tab 3.7. Pomér hmotnostnich koncentraci ve vzorku proteasy #rypsin ku proteinu

Pomér hmotnostnich koncentraci proteasy #rypsin ku proteinu

1:100

1:500
1:1000
1:2500

1:5000
1:10000
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3.3.15 Spektroskopie cirkularniho dichroismu

Vzorky proteinti o koncentraci 100 pg/ml byly smichany s SmM Tris-HCI (pH 7,4) a
50mM NacCl. Poté byly vzorky titrovany 500uM, 1000uM, 1500uM a 2000uM CaCls.
Spektra cirkularniho dichroismu proteini byla poté méfena pomoci pfistroje Chirascan-
plus (Applied Photophysics, USA) ve vzdalené UV oblasti pii teploté 25 °C ve sklenéné
kyveté o optické délce drahy 10 mm pii rychlosti skenovani 1 nm/s. Ziskana spektra byla

poté odectena od spekter pufri.
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4 Vysledky

4.1 Navrh Konstruktu 1 a Konstruktu 2

Struktura acyla¢ni domény CyaA je zatim neznama na rozdil od RTX domény. V ¢lanku
z roku 2016 autofi Bumba a spol. odhalili, ze CyaA je sbalovan od C-konce k N-konci a
7e pro spravné sbaleni proteinu jsou dilezité Ca®" ionty, které se vaZou na repetice
nachdzejici se na C-konci CyaA [50]. Z tohoto diivodu byly pro strukturni analyzu ¢asti
acylacni domény pfipraveny dva Konstrukty, které obsahovali C-konec s ¢asti bloku V
(1562-1681). Jelikoz by bylo zbytecné analyzovat acylaéni doménu s celou RTX
doménou a C-koncem, byl segment 1562-1681 napojen u Konstruktu 1 na segment
881-1038 a u Konstruktu 2 na segment 881-1047 (Obr. 4.1). Dva Konstrukty lisici se o
jednu RTX repetici byly sestrojeny z toho diivodu, jelikoz nebylo mozné, kvili deleci
velké casti RTX domény, odhadnout prostorovou orientaci B-valce pro napojeni

segmentu 1562-1681 na ¢ast bloku L.
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........................ RTX domain
------------- Lonm V
[ACdomain | 1T [T ] cyaA
1 400 700 1 ! 1706
K860 K983
1038 1562 1681
881 1} ] Konstrukt 1
1047 1562 1681
5 881 [ {1 Konstrukt 2
831 1011 1012 1038 1562 1681
Konstrukt 1: acylacni doména.... HITGGAGND SITGNAHDN FLAGGSGDD VLLGDEGSD......... ast bloku V' + sekr. signal
Konstrukt 2: acvlaéni doména.... HITGGRGND SITGNAHDN FLAGGSGDD RLDGGRGND VLLGDEGED......... ¢ast bloku V + sekr, signal

1047

Obr. 4.1 Schéma Konstruktu 1 a Konstruktu 2 (pievzato a upraveno z [27])
a) navrh Konstruktu 1 a Konstruktu 2 b) sekvencni spojeni ¢asti bloku I s ¢asti bloku V

4.2 Priprava expresnich vektor

Pomoci metody PCR byly pfipraveny DNA fragmenty (PCR-produkt 1A, PCR-
produkt 2B), které byly néasledné purifikovany a pouzity pro metodu molekularniho
klonovani. Na Obr. 4.2 je znazorn€na separace reakéni smeési po PCR reakci obsahujici
DNA fragmenty pomoci elektroforézy v 1% agarosovém gelu, kdy PCR-produkt 1A ma
velikost 828 bp a PCR-produkt 2B 855 bp.

Plazmid pET28b byl Stépen restrikénim enzymem Nhe I a poté separovan
linearizovany fragment od cirkuldrniho pomoci elektroforézy v 0,6% agarosovem gelu.
Na Obr. 4.3 je zndzornén separovany fragment o velikosti 5369 bp, ktery byl poté vytiznut

skalpelem a purifikovan.
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—=.| PCR-produkt 1A

Obr. 4.2 Elektroforéza v 1% agarosovém gelu znazornujici separaci dna fragmentd vzniklych po PCR
1. draha: standard, 2. a 3. draha: PCR-produkt 1A o velikosti 828 bp, 4. a 5. draha: PCR-produkt 2B o
velikosti 855 bp

11497 —>»

50774507 —» Vyiiznuty linearizovany fragment

2838 —
2560-2443 —»
2140. 1986

1159. 1093 —»

Obr. 4.3 Elektroforéza v 0,6% agarosovém gelu znazornujici separaci produkti po restrikénim §tépeni
plazmidu pET28b enzymem Nhe [
1. draha: standard, 2. a 3. draha: vyfiznuty linearizovany fragment o velikosti 5369 bp
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PCR fragmenty byly nezavisle na sob¢ zaklonovany do linearizovaného vektoru
pomoci reakce Gibsona (viz kap. 3.3.6). Na Obr. 4.4 se nachazi schéma expresnich
vektorti vytvorenych po reakci Gibsona, kdy EXV 1A ma velikost 6517 bp a EXV 2A
6544 bp.

PCR-produkt 1A 828 bp PCR-produkt 2B 855 bp
EXV 1A 6517 bp EXYV 2B 6544 bp
Linearizovany vektor 5639 bp Linearizovany vektor 5639 bp

Obr. 4.4 Schéma expresnich vektort vytvofenych po reakci Gibsona
EXV 1A 6517 bp = PCR-produkt 1A + Linearizovany vektor, EXV 2B 6544 bp = PCR-produkt 2B +
Linearizovany vektor

Plazmidy byly poté nezavisle na sobé transformovany do super kompetentnich
bunék E. coli XL-1 blue, které¢ byly poté inkubovany na dvou agarovych plotnach
s kanamycinem o koncentraci 60 pg-ml' pfes noc pfi teploté 37 °C. Kultivace bun&k
v pfitomnosti antibiotika zajistila selekci bun€k obsahujicich rekombinantni DNA od téch
bunék, které ji neobsahuji. Z kazdé agarové plotny byly izolovany dvé unikatni kolonie s
unikatnim plazmidem. Pomoci metody minipreparace byl poté z jednotlivych kolonii
izolovan plazmid pro restrikéni St€peni. Pomoci restrikéniho Stépeni bylo analyzovano,
zda jsou plazmidy spravné sloZzeny. Na Obr. 4.5 se nachéazi vysledek elektroforetické
separace DNA fragmentl po restrikénim $tépeni enzymy Nco [ a Hind III. Vysledek
agarosové elektroforézy potvrdil spravné slozeni piipravenych expresnich vektora
vznikem DNA fragmentl zobrazenych na Obr. 4.6. U Klonu 1 a Klonu 2 obsahujicich
EXV 1A vznikly po restrikénim Stépeni EXV 1A fragmenty (950 bp + 5247 bp), jejichz
soucet velikosti odpovida velikosti EXV 1A (6517 bp). U Klonu 3 a Klonu 4 obsahujicich
EXV 2B vznikly po restrikénim $tépeni EXV 2B fragmenty (977 bp + 5220 bp), jejichz
soucet velikosti odpovida velikosti EXV 2 (6544 bp).
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Obr. 4.5 Elektroforéza v 0,6% agarosovém gelu znazoriujici separaci DNA fragmentl po restrikénim
Stépeni enzymy Nco I a Hind 111

PCR-produkt 1A (828 bp) + isek mezi Neo I a HIND IIT (122 bp) PCR-produkt 2B (855 bp) + lisek mezi Neo 1a HIND IIT (122 bp)
EXV 1A 6517 bp EXV 2B 6544 bp
Linearizovany vektor 5639 bp Linearizovany vektor 5639 bp

Obr. 4.6 Schéma fragmentli vzniklych po restrikénim Stépeni EXV 1A a EXV 2B

Izolované plazmidy byly poté transformovany do bunék E. coli BL2IADE3
(bakterie 1A, bakterie 2B), které byly inkubovdny na dvou agarovych plotnach
s kanamycinem o koncentraci 60 ug-ml! ptes noc pfi teploté 37 °C, diky ¢emuz byly

ziskany jednotlivé kolonie pro naslednou expresi Konstruktu 1 a Konstruktu 2.
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4.3 Exprese Konstruktu 1 a Konstruktu 2

Z kazdé agarové plotny bylo izolovano deset transformovanych bunék E. coli
BL212DE3 ur€enych pro expresi Konstruktu 1 a Konstruktu 2. Exprese Konstruktu 1 a
Konstruktu 2 byla provedena podle protokolu uvedeného v Materidlu a metodach (viz.
kap. 3.3.10). Bakterie byly lyzovéany a poté byly pfipraveny dva proteinové vzorky pro
analyzu proteinového slozeni bakteridlni biomasy pomoci elektroforézy ve 12,5%
polyakrylamidovém gelu. Na Obr. 4.7 se nachézi bakteridlni lyzat z bakterii 1A, které
exprimovaly protein o velikosti 35 kDa. Tento protein je v nadbytku oproti ostatnim a
odpovida Konstruktu 1. Na Obr. 4.6 se dale nachazi bakterialni lyzat z bakterii 2B a
protein o velikosti 36 kDa. Tento protein je v nadbytku oproti ostatnim proteiniim a

odpovida Konstruktu 2.

Konstrukt 2

Konstrukt 1

Obr. 4.7 Analyza proteinového slozeni bakteridlni biomasy pomoci -elektroforézy ve 12,5%
polyakrylamidovém gelu

1. draha: standard, 2. draha: bakterialni lyzat z bakterii 1A, které exprimovaly Konstrukt 1 o velikosti 35
kDa, 3. draha: bakterialni lyzat z bakterii 2B, které exprimovaly Konstrukt 2 o velikosti 36 kDa
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4.4 Purifikace Konstruktu 1 a Konstruktu 2

Bakteridlni lyzaty byly rozdéleny na cytoplazmatickou rozpustnou frakci a
membranovou nerozpustnou frakci. Pomoci elektroforézy ve 12,5% polyakrylamidovém
gelu bylo poté analyzovano, ve které frakci se oba Konstrukty nachazi. Na Obr. 4.8 se
nachdzi rozpustna a nerozpustna frakce bakteridlniho lyzatu z bakterii 1A. V nerozpustné
frakci se nachazi v nadbytku protein o velikosti 35 kDa, ktery odpovida Konstruktu 1. Na
Obr. 4.8 se dale nachdzi rozpustna a nerozpustna frakce bakterialniho lyzatu z bakterii
2B. V nerozpustné frakci se nachazi v nadbytku protein o velikosti 36 kDa, ktery
odpovida Konstruktu 2.

Konstrukt 2

Konstrukt 1

Obr. 4.8 Analyza proteinového slozeni cytoplazmatickych rozpustnych a membranovych nerozpustnych
frakci bakteridlnich lyzatt pomoci elektroforézy ve 12,5% polyakrylamidovém gelu

1. draha: standard, 2. draha: membranova frakce bakterialniho lyzatu z bakterii 1A obsahujici Konstrukt 1
o velikosti 35 kDa, 3. draha: cytoplazmaticka frakce bakteridlniho lyzatu z bakterii 1A, 4. draha:
membranova frakce bakterialniho lyzatu z bakterii 2B obsahujici Konstrukt 2 o velikosti 36 kDa, 5. draha:
cytoplazmaticka frakce bakteridlniho lyzatu z bakterii 2B.
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Konstrukt 1 a Konstrukt 2 byly purifikovany pomoci niklové chelataéni
chromatografie za denaturujicich podminek v 8M mocoviné na chromatografické koloné
Econo-pac od firmy Bio-Rad, spol. s.r.o. naplnéné chromatografickym nosi¢em Ni
Sepharose 6 Fast Flow. Na Obr. 4.9 se nachazi analyza proteinového slozZeni jednotlivych
frakci po purifikaci Konstruktu 1. Analyza byla provedena pomoci elektroforézy ve
12,5% polyakrylamidovém gelu. Na Obr. 4.9 se nachazi Konstrukt 1, ktery byl po eluci
25mM, 50mM a 75mM imidazolem oddélen od necistot. Ve frakcich po eluci 1000mM
a 1500mM imidazolem jiz nebyl Konstrukt 1 zastoupen.

Na Obr. 4.10 se nachazi analyza proteinového slozeni jednotlivych frakei po
purifikaci Konstruktu 2 pomoci elektroforézy ve 12,5% polyakrylamidovém gelu. Na
Obr. 4.10 se nachazi Konstrukt 2, ktery byl po eluci 25mM, 50mM, 75mM a 1000mM
imidazolem oddélen od necistot. Ve frakci po eluci 1500mM imidazolem jiz nebyl
Konstrukt 2 zastoupen.

Frakce Konstruktu 1 eluovaného 25mM, 50mM a 75mM imidazolem a frakce
Konstruktu 2 eluovaného 25mM, 50mM, 75mM a 1000mM imidazolem byly ptevedeny
do dialyzacniho stfeva. Oba Konstrukty byly poté dialyzovany, ¢imz byly oba proteiny

pfevedeny do nativni konformace.

koncentrace imidazol [mM]

50 75 1000 1500

Obr. 4.9 Analyza proteinového slozeni jednotlivych frakci po purifikaci Konstruktu 1 pomoci elektroforézy
ve 12,5% polyakrylamidovém gelu
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Obr. 4.10 Analyza purifikace Konstruktu 2 pomoci elektroforézy ve 12,5% polyakrylamidovém gelu
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4.5 Limitovana proteolyza

Na spektrofotometru Lightwave 11 byla zméfena hodnota absorbance pro Konstrukt
1 0,680 a pro Konstrukt 2 0,544. Z kalibracni kiivky standardu BSA stanovené pomoci
analyzy Bradfordové byla vypoctena hmotnostni koncentrace Konstruktu 1 na
0,75 mg-ml! a Konstruktu 2 na 0,60 mg-ml!. Ke 100ul alikvotim Konstruktu 1 o
koncentraci 0,75 mg-ml"! byla ptidavana proteasa trypsin podle Tab. 4.1 a ke 100ul
alikvotiim Konstruktu 2 o koncentraci 0,60 mg-ml! byla ptidavana proteasa trypsin podle

Tab. 4.2.

Tab. 4.1 Objemy slozek pro limitovanou proteolyzu Konstruktu 1

Koncentrace
trypsinu (ng/pl) 0 200 200 20 20 20 2
Objem Konstruktu 1
(ulb) 100 100 100 100 100 100 100
Objem trypsinu (ul) | 0 3,75 0,75 3,75 1,4 0,75 3,75
Tab. 4.2 Objemy slozek pro limitovanou proteolyzu Konstruktu 2
Koncentrace
trypsinu (ng/pl) 0 200 200 20 20 20 2
Objem Konstruktu 1
(ul) 100 100 100 100 100 100 100
Objem trypsinu (ul) | 0 3 0,6 3 1 0.6 3

Na Obr. 4.11 a 4.12 se nachdzi analyza proteinového slozeni po limitované
proteolyze Konstruktu 1 a Konstruktu 2 pomoci elektroforézy ve 12,5%
polyakrylamidovém gelu. Pii poméru hmotnostnich koncentraci trypsinu ku proteinu
1:10000, 1:5000 a 1:2500 byl Konstrukt 2 St€pen trypsinem na vicero mistech nez
Konstrukt 1, coZ potvrzuje zastoupeni modrych prouzki na polyakrylamidovych gelech
po porovnani Obr. 4.11 a 4.12. Pfi poméru hmotnostnich koncentraci trypsinu ku proteinu
1:100, 1:500 a 1:1000 byly oba Konstrukty Stépeny trypsinem na méné mistech nez pii
poméru hmotnostnich koncentraci trypsinu ku proteinu 1:10000, 1:5000 a 1:2500, avsak
podle zastoupeni modrych prouzka na polyakrylamidovych gelech na Obr. 4.11 a 4.12

stale plati, ze Konstrukt 2 byl stépen na vicero mistech nez Konstrukt 1.
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Obr. 4.11 Analyza proteinového slozeni po limitovana proteolyze Konstruktu 1 pomoci elektroforézy ve
12,5% polyakrylamidovém gelu
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Obr. 4.12 Analyza proteinového slozeni po limitovana proteolyze Konstruktu 2 pomoci elektroforézy ve
12,5% polyakrylamidovém gelu
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4.6 Spektroskopie cirkularniho dichroismu

Pomoci CD spektroskopie bylo sledovano strukturovani Konstruktu 1 a Konstruktu
2 v zavislosti na koncentraci Ca** iontdi. Na Obr. 4.13 se nachazi CD spektra Konstruktu 1
titrovaného 500uM, 1000uM, 1500uM, 2000uM koncentraci CaCl,. Konstrukt 1 byl
sbalen pii 1000uM koncentraci Ca?" iontii. Spektrum Konstruktu 1 je charakterizovano
negativnim pasem pfi vinové délce 205 nm, které¢ odpovida a-helixu a negativnim pasem

pti vinové délce 218 nm, které odpovida B-struktuie (Obr. 4.13).
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Vinova délka (nm)

——0uM Ca’2+ 500uM Ca 2+ 1000pM Ca”2+ 1500uM Ca”2+ 2000uM Ca’2+

Obr. 4.13 CD spektra Konstruktu 1 titrovaného 500 uM, 1000 uM, 1500 uM a 2000 pM koncentraci CaCl,

Na Obr. 4.14 se nachazi CD spektra Konstruktu 2 titrovaného 500uM, 1000uM,
1500uM, 2000uM koncentraci CaCl. Konstrukt 2 byl sbalen pii 500uM koncentraci
Ca’" iontd. Spektrum Konstruktu 2 je charakterizovdno negativnim pasem pfi vlnové
délce 205 nm, kde se nachédzi raminko, které odpovida o-helixu. Dale je spektrum
Konstruktu 2 charakterizovano negativnim pasem pii vinové délce 218 nm, které

odpovida B-struktufe (Obr. 4.14).
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Obr. 4.14 CD spektra Konstruktu 2 titrovaného 500 uM, 1000 uM, 1500 uM a 2000 uM koncentraci CaCl,
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5 Diskuze

V ramci této bakalaiské prace byly pfipraveny dva Konstrukty liSici se o jednu RTX
repetici z divodu nemoznosti pfesné odhalit spravnou orientaci B-valce pro napojeni
segmentu 1562-1681, ktery je duleZity pro spravné sbaleni proteinu. U¢innost sbalovani
proteinu diky tomuto segmentu byla ovéiena v préci od autora Carlose Angela Espinosa-
Vinalse a spol. (2021) [27]. Ptipravené Konstrukty byly poté pouzity pro strukturni
charakterizaci ¢asti acyla¢ni domény, ktera byla provedena pomoci limitované proteolyzy
a CD spektroskopie.

Pomoci limitované proteolyzy byla analyzovana stabilita Konstruktu 1 a
Konstruktu 2. Oba Konstrukty byly smichany s trypsinem v riznych pomérech a reakéni
smési byly nasledné analyzovany pomoci polyakrylamidové elektroforézy. Ukézalo se,
ze 1 pti nizké koncentraci trypsinu mizeme pozorovat Stépeni Konstruktu 2 na vétsi pocet
fragmentl, nez Konstruktu 1 (Obr. 4. 11, Obr. 4.12). Toto pozorovani svéd¢i o vetsi
stabilité¢ Konstruktu 1 ve srovnani s Konstruktem 2. Mensi stabilita Konstruktu 2 by
mohla byt vyvolana jeho strukturou a absenci N-terminalni ¢asti acylacni domény se
zbylymi RTX bloky.

Zasadnim ukolem bylo ovéfeni spravného sbaleni Konstrukt. Predchozi studie
ukazaly, Ze CyaA je sbalovan od C-konce k N-konci a Ze ke spravnému sbaleni je potieba
dostate¢nd koncentrace Ca®" iontli [50]. Indukovatelné sbalovani Konstruktu 1 a
Konstruktu 2 v pfitomnosti Ca?" iontll bylo analyzovano pomoci CD spektroskopie.
CD spektra odhalila, ze Konstrukt 2 byl strukturovan pii niz$i koncentraci Ca** iontfi nez
Konstrukt 1 (Obr. 4.13, Obr. 4.14). Tento fakt je zplisoben tim, Ze segment 1562-1681 je
lépe napojen na segment 881-1047 u Konstruktu 2 nez na segment 881-1038 u
Konstruktu 1 [27]. CD spektroskopie dale umoznila analyzu sekundérnich struktur
pfitomnych ve struktufe Konstruktu 1 a Konstruktu 2. CD spektra odhalila, Ze oba
Konstrukty jsou slozeny ptevazné z B-struktur a v mens$i mife i z a-helixii. Zastoupeni
a-helixil je podle vysledki CD spektroskopie vétsi u Konstruktu 1 nez u Konstruktu 2.
To znaci, Ze Konstrukt 1 je Spatné sbalen, jelikoZ tento fakt neni v souladu se strukturou
zobrazenou na Obr. 4.1, kterd byla ziskdna pomoci rentgenové strukturni analyzy [36].
Ze struktury na Obr. 4.1 je vidét, ze cela RTX doména je tvofena B-strukturami a Ze jenom
C-konec je tvofen a-helixem. Po porovnani vysledkii CD spektroskopie a Obr. 4.1 Ize

soudit, ze spravné sbalen je Konstrukt 2.
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6 Zaver

V ramci této bakalaiské prace byly piipraveny expresni vektory pro produkci
Konstruktu 1 a Konstruktu 2. Nasledn¢ byla provedena exprese a purifikace Konstruktu
1 a Konstruktu 2. Vzniklé Konstrukty byly poté analyzovany pomoci limitované
proteolyzy a CD spektroskopie za ucelem charakterizace jejich stability, struktury a
dynamiky sbalovani.

Limitovana proteolyza prokazala vétsi stabilitu Konstruktu 1 ve srovnani
s Konstruktem 2. Nasledn4 analyza pomoci CD spektroskopie za soucasné titrace Ca>"
ionty ukédzala spravné sbaleni Konstruktu 2 pii niz§i koncentraci Ca®" iontll nez u
Konstruktu 1. Tento fakt zpisobilo to, Zze Konstrukt 2 ma optimalné;si orientaci B-valce
pro napojeni segmentu 1562-1681 nez Konstrukt 1. Kromé toho CD spektrometrie

odhalila, ze ptipravené Konstrukty jsou slozeny ptevazné z B-struktur.
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