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Abstrakt

Klic¢ova slova: SUGI, fosducin, G proteinova signalni draha, exprese, pPGEX-4T-1, pST39

Fosducin je kysely cytosolicky protein, ktery se ucastni regulace G proteinové
signalni drahy v ty¢inkach fotoreceptorti a ma vliv na stresem indukovanou hypertenzi.
Jednim z jeho diilezitych interakénich partnert je protein SUGI, ktery je soucasti 26S
proteasomu a fadi se do rodiny proteini majicich ATPasovou aktivitu.

Tato bakalatska prace je soucasti SirSiho vyzkumu, ktery se snazi objasnit
fyziologické funkce interakce mezi proteiny SUG1 a fosducinem. Hlavnim cilem této
prace bylo ptipravit expresni konstrukty proteinu SUGI (lidska isoforma 1), které budou
vhodné pro piipravu tohoto proteinu v bakteriich E. coli BL21 (Rosetta).

Gen kodujici protein SUG1 byl vnesen do dvou riiznych plasmidovych DNA
urcenych pro expresi rekombinantnich proteinii v bakteriich. Sekvence pfipravenych
konstruktli byla ovéfena pomoci sekvenace a nasledné byly provedeny expresni testy, které
potvrdily produkci rekombinantnich fasnich proteint.

Hlavnim vysledkem této bakalatské prace bylo zjiSténi, ze se protein SUG1 (lidska
isoforma 1) v expresnim systému E. coli BL21 (Rosetta) dobic exprimuje. Toto zjisténi je
zékladem pro budouci vyvoj purifikacniho protokolu a nasledné studium biofyzikalnich

vlastnosti tohoto proteinu a jeho interakci s fosducinem.



Abstract

Key words: SUG1, phosducin, G protein signaling, expression, pGEX-4T-1, pST39

Phosducin is an acidic protein found in cytosol and is involved in G protein
signaling within rods of photoreceptors. Phosducin also influences stress-dependent
hypertension. One of phosducin’s important binding partners is SUGI, a 26S proteasome
subunit, which belongs to a family of proteins that have an ATPase activity.

This bachelor thesis takes part in a broader research, which tries to clarify
physiological functions of the interaction of SUG1 with phosducin. Main goal of this study
was to prepare constructs of SUG1 (human isoform 1) suitable for the recombinant protein
production in an expression system E. coli BL21 (Rosetta).

Gene that encodes SUG1 was inserted into two different plasmid DNAs that allow
expression of SUGL1 as two different fusion proteins in a prokaryotic expression system.
Nucleotide sequences of these constructs were verified using sequencing. Next, expression
tests revealed sufficient production of both recombinant fusion proteins.

The main result of this bachelor thesis is the successful expression of human SUG1
in E. coli BL21 (Rosetta) cells. This result will enable the development of the purification
protocol for the large scale expression of both recombinant fusion proteins as well as the

biophysical study of SUG1 and its interaction with phosducin. (In Czech)



Seznam pouzitych zkratek

A adenin

Amp ampicilin

Aps persulfat amonny

ATP adenosintrifosfat

BL 21 (Rosetta) kmen bakterii E. Coli

bp base pair (par bazi)

BSA hovézi sérovy albumin

C cytosin

cAMP cyklicky adenosinmonofosfat
CAMKII Ca’*/kalmodulin dependentni protein kinasa II
cGMP cyklicky guanosinmonofosfat

dATP deoxyadenosintrifosfat

dCTP deoxycytosintrifosfat

DL5a kmen bakterii E. Coli

ddNTP smés dideoxyribonukleotidtrifosfata
dGTP deoxyguanosintrifosfat

DNA deoxyribonukleotidova kyselina
dNTP smés deoxyribonukleotidtrifosfatt
ds double-stranded DNA (dvouvlaknova DNA)
DTT dithiothreitol

dTTP deoxythymidintrifosfat

E. coli Escherichia coli

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

g tthové zrychleni, gram

G guanin

G, Gp, Gy a, B ay podjednotka G proteinu
GDP guanosindifosfat

GEF guanin ribonuleotide- exchange factor
GPCR G protein coupled receptor

GST glutathion-S-transferasa

Gt G protein transducin



GTP guanosintrifosfat

HAE horizontélni agarosova elektroforesa
HF high fidelity

His-tag motiv Sesti histidinil za sebou

IPTG isopropyl-p-D-thio-galaktopyranosid
Kpnl restrikéni enzym

LB médiun dle Luria- Bertaniho

Lys lysin

MM PCR Master Mix PCR smés (komeréné dostupna)
Notl restrikéni enzym

ot./min otacky za minutu

PAGE elektroforesa na polyakrylamidovém gelu
PCR polymerasova fetézova reakce

Pd fosducinu

Pfu Pyrococcus furiosus

pGEX-4T-1 komer¢né dostupny plasmid

PKA cAMP dependentni protein kinasa A
pQ1 komer¢né dostupny plasmid

pST39 komer¢né dostupny plasmid

RNA ribonukleova kyselina

S sedimentacni koeficient

Sall restrik¢ni enzym

SDS dodecylsulfat sodny

Ser serin

SS single- stranded (jednovlaknova)

T thymin

Taq Thermus aquaticus

TBE Tris-boratovy pufr

TEMED N, N, N, N'-tetramethylethylendiamin
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

U unit (jednotka katalytické aktivity)



Xbal restrikéni enzym
% (VIv) objemova procenta

% (w/v) hmotnostni procenta
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1. Uvod

Laboratof biofyzikalni chemie doc. Tomase Obsila se jiz fadu let zabyva protein-
proteinovymi interakcemi, zejména pak mezi proteiny, které se ucastni pienosu signalu
v bunce. Takovymi bilkovinami jsou i proteiny 14-3-3, coz jsou vysoce konzervované
kyselé proteiny exprimované ve vSech eukaryotickych bunkach. Tyto bilkoviny hraji
diilezitou roli jako regulatory mnoha bunécnych funkci, napt. G proteinovych signalnich
drah [1]. Jednim z jejich vyznamnych interakénich partnerti je fosducin, protein, jehoz
hlavni a nejlépe prozkoumanou funkci je regulace signalizace pii adaptaci na svétlo
Vv ty¢inkach fotoreceptort sitnice. V nedavné dobé se vSak o fosducinu zacalo hovorit také
v souvislosti s hypertenzi stresového ptvodu, coz z n¢j déla protein velmi atraktivni pro
dalsi vyzkum. Také naSe laboratoi se o fosducin zaCala zajimat, predevsim kvuli jeho
interakcim s jiz zminénymi proteiny 14-3-3. Nicméné tyto bilkoviny nejsou jedinymi
vazebnymi partnery fosducinu. Dal$im z vyznamnych interak¢nich partnerti fosducinu je
SUGI, protein, ktery je soucasti 26S proteasomu a jehoz fyziologické funkce jesté stale
nejsou dostatecné dobfe znamy.

Tato bakalatskd prace, jejimz hlavnim cilem bylo pfipravit konstrukty vhodné pro
expresi lidského proteinu SUGI, je soucasti Sir§iho vyzkumu, kterym se zabyva Laboratof
biofyzikalni chemie. Tento vyzkum by mél pomoci objasnit charakter interakce fosducinu

se SUG1 a také mozné fyziologické funkce tohoto komplexu.
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2. Literarni prehled

2.1 G proteinova signalni draha a G proteiny

Bunéénd komunikace je zdkladni vlastnosti vSech bun€k a formuje funkce a
schopnosti kazdého zijiciho organismu [2]. Ve vyssich eukaryotickych buikach se objevuji
extracelularni signdlni molekuly, které funguji v rdmci celého organismu a kontroluji jeho
metabolismus, rust, diferenciaci tkani, syntézu a sekreci proteini a slozeni intra- a
extracelularnich tekutin. Mnohé extracelularni signalni molekuly jsou syntetizovany a
uvoliiovany riznymi typy bunék Vramci organismu. Ve vSech piipadech produkuji
signalni molekuly specifickou odpovéd’ pouze v cilovych bunkach, které maji pro tyto
molekuly receptory. VEtSina receptorti vaze jen jednu molekulu, ptipadné skupinu tzce
souvisejicich molekul. Vétsina signdlnich molekul je ptili§ velk4 a pfili§ hydrofilni na to,
aby pronikla plazmatickou membranou, proto se vaZze na receptory na povrchu bunky,
kterymi jsou integralni proteiny v plasmatické membrané. Signalni molekula vystupuje
jako ligand a jeji navdzéani na receptor vyvolava jeho konformacni zménu, ktera je
pienesena jeho membranovou doménou do domény cytosolické. Pravdépodobné
nejpocetnéj$i skupinou receptort, které se nachazeji v organismech od kvasinky po
Clovéka, jsou tzv. receptory sprazené s G proteiny, GPCR (z anglického G-protein coupled
receptors). Bunécnou signalizaci lze rozdélit na:

e endokrinni, pfi které jsou signdlni molekuly syntetizovany a sekretovany buinikou a

nasledn¢ transportovany i do vzdalenych cilovych bunék v ramci organismu

e parakrinni, kdy signdlni molekuly uvolnéné buiikkou ovliviiuji pouze ty cilové

bunky, které jsou v jejich blizkosti

e autokrinni, pfi které bunky odpovidaji na latky, které samy uvolni.

Pii bunééné signalizaci se objevuji dvé velké skupiny proteinti, které maji GTPasovou
aktivitu. Jsou to jednak monomerni Ras proteiny, které reguluji pfedevs§im bunééné déleni
a bun&cné pohyby a dale to je skupina G proteind, coZ jsou trimery, které se ptimo vazi a
jsou aktivovany urcitymi receptory na povrchu bunck. Aktivovany receptor pak funguje
jako guanin nukleotid vyménny faktor, GEF (z anglického guanine nucleotide- exchange

factor), ktery se zaméfuje na uvolilovani GDP a vazbu GTP.
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Aktivace prakticky vSech receptoril nachézejicich se na povrchu bunék vede piimo ¢i
nepiimo ke zméndm ve fosforylaci proteinli pies aktivaci proteinkinas, které proteiny
fosforyluji nebo proteinfosfatas, které naopak protein defosforyluji.

Aktivace GPCR molekulou ligandu ,spousti“ aktivaci spfazenych trimernich G
proteind, které pak interaguji s proteiny signdlniho prenosu. VSechny signaliza¢ni drahy
spojené s GPCR se vyznacuji témito spole¢nymi prvky:

e sprazenym heterotrimernim G proteinem, ktery funguje jako ,,spinac¢“, kdyz
neustale prechazi mezi svou aktivni a inaktivni formou
e cfektorovym proteinem vazicim se na membranu
e zpétnou regulaci a desenzibilizaci signalni drahy
e kratkodobym efektem na bunku.
Vsechny GPCR maji stejnou orientaci v membrané a obsahuji sedm transmembranovych

a-helixt, ¢tyfi extracelularni segmenty a Ctyfi cytosolické segmenty [2] (viz obr. 2.1).

M- konec e Ed
El E2
extraceluldrmi f\‘-\‘— —C 3—
prostor Hi H2 H3 Ha H5 HE HY
hunééna
membrans
cytosol

N e S

c2
1 C3 4

Obr. 2.1. Znazornéni ukotveni GPCR do membrdny. Je zde patrnych sedm
transmembranovych helixi (HI-H7), ¢tyri extracelularni segmenty (E1-E4)
a ¢tyri cytosolické segmenty (C1-C4).

G proteiny hraji dilleZitou roli pfi stanoveni specifity a temporalnich vlastnosti
bunéénych odpovedi na signaly [3]. Heterotrimerni G proteiny sestavaji ze tii podjednotek
oznacovanych jako Ga, G a Gy. Podjednotky a a B jsou spojeny s membranou pomoci
kovalentné navazanych lipidi. Bé&hem intracelularni signalizace zlstavaji B a vy

podjednotky spojeny dohromady a tvofi tzv. GBy podjednotku. V klidovém stavu, kdy neni
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na receptor navazan zadny ligand, obsahuje Go navazany GDP a tvofi kompex s GPy.
Vazba ligandu na GPCR zméni konformaci jeho cytosolickych segmentii a umozni mu
aktivovat Ga podjednotku tim, ze dojde k uvolnéni GDP z Ga. Nasledné se na ,,prazdné*
misto pro GDP Ga podjednotky rychle navaze GTP, coz zméni konformaci jejich
,»spinacich® segmentii. Tyto zmény nasledné vedou k oslabeni vazby Ga jak s receptorem,
tak s GPy. Aktivovany stav Ga/GTP trva jen kratce, protoze GTP je fadové v minutach
hydrolyzovan na GDP, coz je katalyzovano vlastni GTPasovou aktivitou Ga podjednotky.
Konformace Ga se pak vrati zpét do ptivodniho inaktivovaného Go/GDP stavu. Nakonec
se Ga/GDP znovu spoji s GPy a tento heterotrimerni komplex se znovu stane pfipravenym

k interakci s aktivovanym GPCR [2].

2.1.1 G proteinova signalizace v ty¢inkach fotoreceptori

Jednou z nejlépe popsanych signalnich drah spojenych s heterotrimernimi G
proteiny je systém pienosu signalu v tyCinkach zrakovych bunék [4]. V této draze je
receptorem spiazenym s G proteinem GPCR rodopsin, ktery piijima fotony pies svij
sitnicovy chromofor, katalyzuje vyménu nukleotidl a tim aktivuje G protein transducin.
a-podjednotka transducinu (Gi), na které je navazan GTP, disociuje z By-podjednotky
(Gipy) a aktivuje cGMP fosfodiesterasu. Vysledny pokles koncentrace ¢cGMP ma za
nasledek uzavieni cGMP-fizenych Kkationtovych kanali, coz vede k bunééné
hyperpolarizaci. V ty¢inkach adaptovanych na tmu takova akce jednoho fotonu staci
k aktivaci jedné molekuly rodopsinu a vede k degradaci vice nez sta tisic molekul cGMP,
coz je dostate¢né mnozstvi k vytvofeni nervového impulsu. Tato amplifikace je zjevné
moc vysoka pro vidéni za denniho svétla. TyCinky receptorti tedy podstupuji adaptaci na
svétlo a tim se jejich metabolismus, genova exprese a obnova membrany na tuto zménu
pfipravi. Rodopsinkinasa a arestin, které¢ inaktivuji rodopsin, jsou zapojeny v rychlé,
kratkodobé regulaci této signalni drahy [4]. Naopak fosducin hraje dilezitou roli pti
dlouhodobych adaptacich na svétlo v ty¢inkach fotoreceptoru [5].

2.2 Fosducin

Fosducin (Pd) je kysely rozpustny fosfoprotein, jehoz relativni molekulova
hmotnost je 28000 [6], nachazi se v cytoplazmé a oznacuje se tedy jako cytosolicky protein

[7]. Tento protein je vysoce konzervovany mezi savéimi druhy, byla vSak identifikovana
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také jeho homologa, ktera se vyskytuji u Siroké $kaly nesavc¢ich eukaryot [8]. Pd je ve
vysokych koncentracich exprimovan v tyCinkdch fotoreceptorti sitnice a pinealocytech
epifyzy a v mens$i mife se nachazi v centradlni nervové soustavé [9] a sympatickych
gangliich [10]. Pd slouzi jako regulator intracelularniho pfenosu signalu, predevsim u
mechanismd  spojenych s adaptaci na svétlo [7]. Tyto procesy jsou spojeny
s fosforylaci/defosforylaci Pd a jeho vazbou na By-podjednotky heterotrimerniho G-
proteinu transducinu (Gy) [8].

2.2.1 Struktura fosducinu

Fosducin sestava z 244-246 aminokyselin v zavislosti na zivo¢isném druhu, ve
kterém se nachazi [6]. Rentgenovou strukturni analyzou bylo zji§téno, Ze se tento protein
sklada ze dvou domén, které spolu neinteraguji, ale ,,omotavaji se okolo stran G a
vytvaii tak rozsahly interakéni povrch. Témito doménami jsou N-terminalni a C-terminalni
doména. N-termindlni doména je predevSim helikdlni a zda se byt velmi flexibilni,
predevsim v oblastech, které neinteraguji s Gy, coz by mohlo byt zplisobeno jeji vysokou
hydrofilitou. Nachazi se v ni hlavni fosforylacni misto fosducinu, Ser73, které je diky
jejimu uspotadani dostupné kinasam a fosfatasam [4]. N-terminalni doména obsahuje
fragment 63 aminokyselin, ktery je zodpovédny za vazbu k Gy [11, 12]. C-terminalni
doména se sklada z péti B-skladanych listi a doprovodnych a-helixi. Tato doména je

strukturné podobna proteinu thioredoxinu (viz obr. 2.2), nicmén¢ tato podobnost, jak se

zda, nema nic spole¢ného s jeji funkci, ale pouze se strukturou [4].

FOSDUCIN
N-terminalni 3%
doména 4| H2

N
H3 =}

Thioredoxin

C-terminalni doména

(Hay,
podobna thioredoxinu \\id/

Obr. 2. 2: Zndzornéni dvou domén fosducinu, ukdzka strukturni podobnosti

C-termindlni domény s thioredoxinem (prevzato z [4] a upraveno).
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2.2.2 Posttransla¢ni modifikace fosducinu

Fosforylace je dobfe znama pro svou regulaci aktivity fosducinu [8]. Hlavnim
fosforylaénim mistem tohoto proteinu je Ser73, ktery se nachazi v N-termindlni doméné
[13]. Dlouho byla za jediny regulator fosforylace Pd povazovana cAMP dependentni
proteinkinasa A (PKA), ktera Pd fosforyluje pravé na zminéném Ser73 [14], ¢imz snizuje
jeho vazebnou afinitu k Gy asi tiikrat [4, 5, 15]. Nejnov¢jsi studie vSak ukazuji, Ze
existuje jeste dalsi proteinkinasa majici velky vliv na fosforylaci Pd, a to Ca?*/kalmodulin
dependentni proteinkinasa I (CAMKII), ktera jej mize fosforylovat kromé Ser73 taky na
Ser6, Ser36, Ser54 a Ser106. Tim snizuje jeho vazebnou afinitu k Gy az tfistakrat a
zaroven muze zpusobit multiplikaci signalnich udalosti, napf. i¢innou vazbu k fosfoserin-
vazebnému proteinu 14-3-3( [8]. Pd je defosforylovan svétlem pohanénou proteinovou
fosfatasou 2A [16].

Na trovni posttranslatnich zmén je Pd regulovan také malym modifikatorem
SUMO, ktery je sptiznény s ubiquitinem [8]. Vazebny motiv pro ,,SUMOylaci se nachazi
V N-terminalni doméné na Lys33. Analogicky jako u fosforylace i ,,SUMOylace* je
schopna snizit afinitu Pd k Gy a navic jej chrani pfed ubiquitinaci a naslednou

proteasomalni degradaci [17].

2.2.3. Vazba fosducinu na Gy

Fosducin, ktery se nachazi piedevSim v tyCinkadch fotoreceptorti sitnice, hraje
dalezitou roli vadaptaci na zmény zpisobené svétlem. V savéich sitnicovych
fotoreceptorech vyvolavaji fotony intraceluldrni signdlni udélosti, které nasledné vedou
k elektrickému podnétu na synapsich, coz umozniuje neuralni odpovéd’ [18]. Pd blokuje G
proteinovou signalizaci tim, ze preruSuje interakci mezi Gy a Gio . Toto naruseni vede
k inhibici vazby transducinu s jeho GPCR, kterym je svétlem aktivovany rodopsin [19]. Ve
fotoreceptorech, které jsou adaptované na svétlo, se Pd nachazi v nenafosforylovaném
stavu a pevné se vaze k podjednotce Gy, kterou nasledné ptenasi do cytosolu. Tim
pfedchédzi jejimu opétovnému spojeni s Gia podjednotkou, ¢imz ma inhibi¢ni vliv na
GTPasovou aktivitu této a-podjednotky a tedy snizuje amplifikaci signalu fotonu [8].
Naopak ve fotoreceptorech adaptovanych na tmu je Pd fosforylovan [4, 5, 15], coZ snizuje
jeho afinitu k Gif3y. Thned po jeho fosforylaci se Giiy miize znovu spojit Gio a vytvofrit tak
heterotrimerni transducin. Diky tomuto dé&ji se nasledné objevi maximalni amplifikace

fotonového signalu [8].
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2.2.4. Dalsi funkce fosducinu

Piestoze je vazba Pd na Py-podjednotku G proteinu transducinu jeho nejvice
studovanou funkci, jsou znamy i dalsi biochemické vlastnosti tohoto proteinu. V roce 2000
bylo zjisténo, ze C-terminalni doména fosducinu je dulezitym transkripénim faktorem
Vv kvasinkach. Byli nalezeni dva potencialni interakéni partneti fosducinu SUGI1 (viz
kapitola 2.3), 26S proteasomalni podjednotka a CRX, specificky transkripéni faktor pro
sitnici a epifyzu. Fosducin se tedy podili i na regulaci transkripce [20]. Proteinova
interakce Pd se SUG1 pravdépodobné souvisi s proteasomalni degradaci Pd [21], nicméné
S jistotou to zatim fici nelze.

Nedavno bylo také zjisténo, ze Pd je dalezitym regulatorem kardiovaskularniho
systému, protoZze moduluje krevni tlak a podili se na vzniku hypertenze indukované

stresem [8, 10].

2.3.SUG1

SUGLI je integralni soucasti 26S proteasomu, coz je universalni multiproteinovy
komplex, ktery zprostiedkovava degradaci ubiquitinovanych proteini. Tento protein se
sklada ze 406 aminokyselin a jeho relativni molekulova hmotnost je 46000 [21, 22]. SUG1
je ¢lenem velké rodiny domnélych ATPas, se kterymi sdili ¢tyfi konzervované motivy
charakteristické pro ATP dependentni DNA/RNA helikasy [23]. Je znamo, ze DNA
helikasy jsou zapojeny do rtiznych bunéénych procest, véetné transkripce DNA, replikace,
oprav a rekombinace a tudiz by helikasova aktivita SUG1 mohla byt zapojena do mnoha
takovych bunéénych procesi, piedev§im diky jeho interakcim s dalS§imi proteiny [24].
K ovéteni spravnosti této domnénky je vSak zapotiebi dalSiho vyzkumu. Jisté je, ze SUGI,
majici ATPasovou aktivitu, je pfitomen v téméf vSech jadernych proteasomech [25].

SUG1 vSak nemd pouze proteolytickou funkci. Tento protein se ucastni také
regulace transkripce, kde zastava roli represoru nékterych gent, véetné vlastniho SUGI
genu [22]. SUG1 je zastoupen v ramci celé eukaryotické fiSe, napf. kvasni¢ny SUGI je
soucasti holoenzymu RNA polymerasy II, lidsky SUGI, ktery je nazyvan také Tripl nebo
p45, interaguje s receptorem thyroidniho hormonu a mys$i SUGI interaguje s riznymi
jadernymi receptory [23].

Interakce Pd se SUGL a jeho isoformami naznacuje, ze by SUG1 mohl hrat ur€itou

roli také pfiregulaci intracelularnich signalnich drah tim, ze by zaméfoval regulacni
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proteiny v draze vedouci k proteasomalni degradaci [21]. Takovému tvrzeni piispiva fakt,
ze se SUGI vaze na zakladni transkripéni faktor, vazebny protein TATA (z anglického
TATA- binding protein) [22], nicméné i tato hypotéza jesté vyzaduje dalsi zkoumani.
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3. Cil prace

Hlavnim cilem této prace bylo:

e Piipravit konstrukty pro expresi lidského SUGI v bakterialnim expresnim systému.

o Ptipravit konstrukt SUGI v expresnim plasmidu pGEX-4T1, ktery umozni
exprimovat SUG1 jako fusni protein s GST na N-konci.

o Ptipravit konstrukt SUGI v expresnim plasmidu pST 39, ktery umozZni
exprimovat SUG1 jako fusni protein s 6xHis-tag na C-konci
prostiednictvim tzv. ,leakage* exprese.

e Provést expresni testy s piipravenymi Konstrukty v bakteriich E. coli

BL21(Rosetta).
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4. Metody a material

4.1 Pouzity material
4.1.1 Chemikalie
e agar (Luria Bertani)- Carl Roth GmbH, Némecko
e agarosa GTQ- Carl Roth, GmbH, Némecko
e akrylamid- Carl Roth, GmbH, Némecko
e ampicilin- Sigma, USA
e Dbacto trypton (pepton)- Carl Roth, Némecko
e Dbacto yeast extract (kvasnicny extrakt)- Carl Roth GmbH, Némecko
e Dis-akrylamid- Carl Roth, GmbH, Némecko
e bromfenolova modf, New England BioLabs, USA
e Coomassie Brilliant Blue R-250- Lachema a.s., CR
e DTT (dithiotreitol)- New England BioLabs, USA
e EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova) - Genomed, Némecko
e ctanol, Lachema a.s., CR
e GelRed, New England BioLabs, USA
e glycerol- Lachema a.s., CR
e guanidin hydrochlorid- Genomed, Némecko
e hydroxid sodny- Genomed, Némecko
e chlorid draselny- New England BioLabs, USA
e chlorid sodny, Carl Roth GmbH, Némecko
e |PTG- Carl Roth GmbH, Némecko
e isopropylalkohol- Genomed, Némecko
e kyselina boritd- Lachema a.s., CR
e kyselina chlorovodikova- Genomed, Némecko
e kyselina octova- Lachema a.s., CR
e metanol- Lachema a.s., CR
e persulfat amonny- Sigma, USA
e SDS- Sigma, USA
e TEMED (N,N,N’ N’-tetramethylethylendiamin), Carl Roth GmbH, Némecko

e Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethan)- Genomed, Némecko
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trypton- Carl Roth GmbH, Némecko
B-merkaptoetanol- Carl Roth GmbH, Némecko

4.1.2 Pristroje

agarosova elektroforesa- RELS-MIDI
centrifuga pro mikrozkumavky- M24, Boeco
elektroforesa pro SDS- BioRad, Italie
elektricky varic- Eta

iluminator- UVT-14 M, Herolab

laboratorni vahy- HF-200g, AND, USA
ptistroj pro PCR - Mastercycler Personal, Eppendorf
termostat- BT 120M, Lab. piistroje, CR
tiepacka- Orbital Incubator, Gallenkap
vodni lazen- Memmert, UK

vortex- RX3, Velp Scientifica, Italie

zdroj napéti pro elektroforesu- Consort E143, Belgie

4.1.3 Ostatni material

DNA primery- Generi Biotech s.r.0., CR

E. coli BL21 (Rosetta), Stratagene, USA

E. coli DL5a (TOP 10), Stratagene, USA

High Phusion polymerasa- New England BioLabs, USA
High Phusion CG pufr- New England BioLabs, USA
High Phusion HF pufr- New England BioLabs, USA
Kpnl- New England BioLabs, USA

laboratorni sklo- Simax, CR

mikrozkumavky- Eppendorf, Némecko

Notl- New England BioLabs, USA

PCR Master Mix- Thermo Scientific, USA

Pfu DNA polymerasa- Stratagene, USA

Pfu Ultra pufr- Stratagene, USA
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e pGEX-4T-1- GE Health Care, USA

e pipety- Eppendorf, Némecko

e pST39- dar od dr. Evzena Bouti, NIH, USA

e pufr O- Fermentas, Kanada

e pufr Tango- Fermentas, Kanada

e rukavice, Beromed GmbH, Némecko

e Sall- New England BioLabs, USA

e standard molekulovych vah- Precision Plus Protein™ Dual Color Standard-
BioRad, USA

e standard velikosti oligonukleotidi- Gene Ruler 1kB DNA Ladder, Fermentas,
Kanada

e 3picky pro pipety, INSET, CR

e T4 DNA ligasa- Fermentas, Kanada

e T4 DNA ,ligase“ pufr- Fermentas, Kanada

e vektor- pGEX-4T-1- Invitrogen, USA

e vektor- pST39

e Xhol- Fermentas, Kanada

e zdroj deionizované vody Milli Q- Millipore, USA

4.2 Pracovni postup a metodika prace

4.2.1 Plasmidy

Pro praci byly pouzity plasmidy pGEX-4T-1 a pST39. Oba tyto vektory jsou
resistentni vaci antibiotiku ampicilinu (Amp). Vektor pGEX-4T1 umoZiuje expresi
rekombinantnich proteinti jako fusnich proteini s glutathion-S-transferasou (GST) na N-
konci (viz obr. 4.1, str. 23). GST se sklada z 220 aminokyselin a ma relativni molekulovou
hmotnost 26000. Vyhodou plasmidu pGEX-4T-1 je také to, Ze obsahuje restrikéni mista
pro endonukleasy Sall a Notl, které jsou vhodné pro vneseni proteinu SUG1 do tohoto

vektoru.
Tato restrikéni mista maji sekvenci:
Notl: 5'- gcggccge - 37

Sall: 5'- gtcgac- 3’
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Q
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Obr. 4.1: Mapa plasmidu pGEX-4T-1. V cervenych rameccich jsou oznacena
restrikéni mista pro endonukleasy Notl a Sall a taky motiv pro GST (prevzato z [26] a

upraveno).

Plasmid pST39 obsahuje restrik¢éni mista Xbal a Kpnl (viz obr. 4.2, str. 24), ktera
umoziuji vneseni sekvence SUG1 do tohoto vektoru (protoze sekvence SUG1 neobsahuje
mista Stépend témito enzymy). pST39 umoziluje expresi rekombinantnich proteinti jako
fusnich proteinii s motivem Sesti histidint v fadé, tzv. ,,His-tag*, na C-konci. ,,His-tag* ma
relativni molekulovou hmotnost 1000 a velmi zjednodusuje purifikaci proteinti, nebot’
umoziuje pouziti chelata¢ni chromatografie (typicky na zacatku purifikace). S vektorem
pST39 je mozné proteiny exprimovat i v nepfitomnosti induktoru prostfednictvim tzv.
,.leakage* exprese.

Sekvence restrikénich mist u plasmidu pST39 je nasledujici:
Xbal: 5°- tctaga - 3’

Kpnl: 5'- ggtacc -3’
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Obr. 4.2: Mapa plasmidu pST39, na které jsou v cervenych rameccich vyznacena

Stépnd mista pro restrikcéni endonukleasy Xbal a Kpnl (prevzato z [27] a upraveno).

4.2.2 Kultivace bakterii

Bakterie byly kultivovany v tekutém LB médiu (médium dle Luria-Bertaniho)
Vv ttepacce pii teploté 37 °C za konstantniho tfepani 200 ot./min nebo pfi teploté 37 °C
V termostatu na pevném LB agaru (viz sloZzeni LB agaru nize), v obou piipadech cca 16
hodin. Do obou kultivaénich smési bylo ptidano antibiotikum Amp tak, aby jeho kone¢na

koncentrace byla 100 pg/ml.

Priprava LB média
LB agar (8 g) byl rozpustén ve 200 ml deionizované vody v uzaviratelné 200 ml
sklenéné 1ahvi. Roztok byl nasledn¢ sterilizovan v autoklavu (15 min, 120 kPa, 121°C),

ochlazen a uchovavan pii teploté 4 °C.

Priprava LB agarovych misek

LB agar (8 g) byl rozpustén ve 200 ml deionizované vody v uzaviratelné 200 ml
sklenéné lahvi. Roztok byl nasledné sterilizovan v autoklavu (15 min, 120 kPa, 121 °C) a
ochlazen. Poté do néj byl pfidan roztok ampicilinu tak, aby jeho kone¢na koncentrace v LB
agaru byla 100 pg/ml. Roztok byl promichan a nakonec nalit do Petriho misek (~20 ml na

jednu Petriho misku).

e Slozeni LB agaru: trypton (10 g/dm®), kvasni¢ny extrakt (5 g/dm®), NaCl
(10 g/dm®), agar (15 g/dm®)

4.2.3 Skladovani bakterii

Pii kratkodobém skladovani byly bakterie uchovavany na Petriho miskach

obalenych parafilmem v lednici pfi teploté 4 °C. Pfi skladovani dlouhodobém byly bakterie
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smichdny s glycerolem tak, aby jeho findlni koncentrace byla 30 % (v/v). Tato smés byla

uchovéna v mikrozkumavkach pfi teploté -78 °C.

4.2.4 Transformace bakterii

Transformace, neboli proces horizontalniho pienosu genetické informace z kruhové
DNA do kompetentnich bun¢k, se provadi metodou teplotniho Soku (,heat shock®™), pfi
které jsou bakterie nejprve inkubovany v ledu a nasledné jsou vystaveny teploté 42 °C po
dobu 45 s ve vodni lazni. V tomto kroku dochazi k vneseni plasmidové DNA. Nasledné
jsou bakterie na 1 minutu vlozeny na led.

K rozmrazenym kompetentnim bunkam E. coli DLSo v mikrozkumavce bylo
ptidano 100 ng plasmidové DNA (pGEX-4T-1, resp. pST39) a smés byla inkubovana 15
minut pii teploté 0 °C. Nasledné byla smés inkubovana 45 s ve vodni lazni pii teploté
42 °C a poté 1 minutu pfi teploté 0 °C. Dale byl ke smési ptidan 1 ml sterilniho LB média
neobsahujiciho antibiotikum a tato smés byla inkubovana po dobu 45 minut pii
konstantnim tfepani 200 ot./min a teploté 37 °C. Nasledn¢ byla smés centrifugovana pti
845 g po dobu 2 minut, poté byl odstranén supernatant tak, aby ho v mikrozkumavce asi
50 ul zustalo a v tomto objemu byla resuspendovana vznikla peleta bunék. Tato bakterialni
kultura byla asepticky nanesena na Petriho misku s LB agarem obsahujicim Amp o
kone¢né koncentraci 100 pl/ml. Petriho miska byla nasledné inkubovana v termostatu pii
teploté 37 °C pfes noc.

Po inkubaci byly vybrany 2 bakterialni kolonie ke kultivaci a ptfeneseny do
zkumavek obsahujicich 5 ml tekutého LB média s obsahem Amp o koncentraci
100 pl/ml. Zkumavky s bakterialnimi koloniemi byly nasledné inkubovany pii teploté
37 °C v tiepacce (200 ot./min) 16 hodin.

4.2.5 Isolace plasmidové DNA
Pro isolaci plasmidu, neboli kruhové dvouvlaknové DNA (dsDNA), ktera je

schopna autonomni replikace, z bakterii E. coli (DH5a) inkubovanych cca 16 hodin v 5 ml
LB média v tiepacce (200 ot./min) pii teploté 37 °C byl vyuzit JetQuick Plasmid Miniprep
Spin Kit (Genomed, Némecko) a bylo postupovano podle instrukci uvaddénych vyrobcem.
Tedy: buniky byly nejprve centrifugovany v mikrozkumavkach (1 min, 15871 g), nasledné
bylo k buiikam pfidano 250 pl roztoku G1 a tato smés byla promichana. Poté bylo pfidano
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250 pl roztoku G2 a smés byla pii laboratorni teploté inkubovana po dobu cca 5 minut.
Nakonec bylo ptfidano 350 pl roztoku G3, smés byla lehce promichdna a centrifugovana
pti 15871 g po dobu 10 minut. Supernatant byl nasledné odpipetovan do kolony s filtrem,
ktera byla soucasti sady. Kolona byla umisténa do rezervoaru, ktery byl rovnéz soucasti
sady, a opét doslo k centrifugaci, tentokrat po dobu 1 minuty pifi 15871 g. Roztok, ktery
ptes kolonu protekl, byl odstranén a kolona byla vracena do rezervoaru. Do kolony bylo
nasledné odpipetovano 500 ul roztoku G4, poté probéhla centrifugace pti 15871 g po dobu
1 minuty. Pfi stejnych podminkach byla provedena jesté jedna centrifugace pro odstranéni
zbytkd roztoku G4. Kolona byla nakonec vlozena do mikrozkumavky, bylo na ni
odpipetovano 40 pl sterilni vody o teploté¢ 60 °C, smés byla inkubovana pti laboratorni
teploté cca 1 minutu a jesté centrifugovana, opét pii 15871 g po dobu 1 minuty. V tomto
kroku doslo k eluci dsDNA z kolony spole¢né s vodou.
SloZeni roztoki:

e G1:50 mM Tris/HCI (pH 8.0), 10 mM EDTA, 100 ug/ml RNAsa (Genomed)

e G2: 200 mM NaOH, 1% SDS (w/v) (Genomed)

e (3: acetat sodny, guanidin hydrochlorid (Genomed)

e (G4: etanol, chlorid sodny, EDTA, Tris/HCI (Genomed)

4.2.6 PCR

Polymerasova fetézova reakce, PCR (polymerase chain reaction), je reakce fizena
enzymy a dochazi pii ni k amplifikaci ur¢itého iseku DNA. V podstaté se jedna o replikaci
DNA in vitro. PCR ma velké laboratorni vyuziti napf. pii urovani otcovstvi, klonovani,
diagnostice infek¢nich onemocnénich atd.

Pro provedeni PCR reakce potfebujeme templatovou (matricovou) DNA obsahujici
usek, ktery chceme amplifikovat; oligoribonukleotidy (primery), které urcuji pocatek a
konec amplifikované¢ho segmentu; DNA polymerasu, kterd syntetizuje dcefiné vladkno
podle templatové DNA; vSechny ¢tyfi dNTPs (deoxyribonukleotidtrifosfaty- dATP, dGTP,
dCTP a dTTP ), ze kterych DNA polymerasa syntetizuje nové vznikajici komplementarni
vlakno; puft, ktery zajiStuje vhodné prostiedi pro reakci a sterilni vodu.

DNA polymerasa syntetizuje komplementarni vlakno ve sméru od jeho 5°-konce k
3‘-konci. DNA polymerasa nevytvaii vlakno ,de novo®, ale pouze pfipojuje dNTPs k

3‘-konci nového dcetiného vlakna, a proto se do reakéni smési pridavaji primery, coz jsou
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uméle syntetizované oligoribonukleotidy, které pii vhodnych reakénich podminkach
nasedaji na komplementdrni Gsek matefské DNA a na jejichz 3’-konce pfipojuje DNA
polymerasa zminéné dNTPs.

Polymerasova fetézova reakce se provadi ve tfech opakujicich se krocich. V prvnim
kroku je teplota nastavena na 94-98 °C a dochazi pii ném k separaci dvou vlaken dsDNA.
V druhém kroku se teplota snizi na 45-65 °C a dochazi k nasednuti (annealingu)
oligoribonukleotidi (primert) na komplementarni tsek mateiské, ted jiz jen
jednovlaknove, SSDNA. Ve tfetim kroku se teplota zvysi na 70-74 °C a dochézi pti ném k
prodluZzovani (elongaci) fetézce. Tyto ti1 kroky se vétSinou opakuji 20-30x a tim dojde k
syntéze pozadovaného mnozstvi DNA. Konecny PCR produkt pak obsahuje velké
mnozstvi poZadovaného tiseku DNA, nebot” amplifikace roste geometrickou fadou.

PCR byla pouzita pro amplifikaci sekvence kodujici lidsky homolog proteinu
SUGL. Design oligoribonukleotidit byl konzultovan s Mgr. Daliborem Koskem. Byly
navrzeny nasledujici oligoribonukleotidy:

e pro sekvenci kédujici SUGI1 s naslednou ligaci do pGEX-4T-1 mély
oligoribonukleotidy sekvenci:
SUG1 pGEX-4T-1 fwl
5’-caa cgt cga ctc atg gcg ctt gac gga cca gag cag atg gag-3’
SUG1 pGEX-4T-1rev
5’-agt agc ggc cgc tca ctt cca taa ttt ctt gat gga cat gtt-3°
e pro sekvenci kodujici SUG1 s naslednou ligaci do pST 39 mély
oligoribonukleotidy sekvenci:
SUG1 pST39 fw
5’- cag act cta gaa ata att ttg ttt aac ttt aag aag gag ata
tac ata tgg cgc ttg acg gac cag agc aga tgg ag-3’
SUG1 pST39 rev
5’- cag acg gta ccc tag tgg tga tga tgg tga tgg ctg ctg ttc
ttc cat aat ttc ttg atg gac atg ttt ttc te-3°

PCR reakce byla realizovana pomoci dvou riznych DNA polymeras. V piipadé
genu SUGI nasledné vneseného do plasmidu pGEX-4T-1 to byla Pfu Ultra DNA
polymerasa (Stratagene, USA) a v ptipadé¢ genu SUGI nasledné vneseného do vektoru
pST39 to byla High Phusion DNA polymerasa (New England BioLabs, USA).
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Slozeni PCR reakéni smési:
Gen kodujici SUGI nésledné vneseny do pGEX-4T-1
e 38,5 ulsterilni H,O
e 5 ulreakéni Pfu Ultra pufr
e 0,5 ul templatova DNA (SUGI v plasmidu pQ1)
e [ ull10 mMDTP
e 2ul0,1 mM primer SUG1 pGEX-4T-1 fwl
e 2ul0,1 mM primer SUG1 pGEX-4T-1rev
e | ul Pfu Ultra DNA polymerasa (2,5 U/pul)
Gen kodujici SUGI nésledné vneseny do pST39
e 28,4 ulsterilni H,O
e 10 plreakéni HF pufr
e 0,1 ultemplatova DNA (SUGI v plasmidu pQ1)
e [ pull0 mMDTP
e 5ul0,1 mM primer SUG1 pST39 fw
e 5ul0,1 mM primer SUGI pST39 rev
e 0,5 ul High Phusion DNA polymerasa (2 U/ul)

Slozeni reakéniho Pfu pufru: 0,1 M KCI; 0,1 M (NH4),SO4; 0,2 M Tris/HCI (pH 8,8);

0,02 M MgSOy4; 1% Triton-X-100; 1 g/dm® BSA
SloZeni reakcniho HF pufiru: vyrobce neuvadi

PCR reakce byla provedena v termocykleru Mastercycler Personal (Eppendorf).

Program pro PCR reak¢ni smés s primery SUG1 pGEX-4T-1 fwl a SUG1 pGEX-4T-1 rev

a Pfu polymerasou byl nastaven takto:
1. 95°C, 2 min
2. 1.faze: 95°C, 30 s
3. 2.faze: 45°C, 30 s
4. 3. faze: 72°C, 2 min
5. 72°C, 10 min

o

4°C, dokud nebyl produkt z termocykleru vyjmut
Cyklus byl opakovan od 2. do 4. kroku 25x.
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Program pro PCR reak¢ni smés s primery SUG1 pGEX-4T-1 fwl a SUG1 pGEX-4T-1 rev
a HF polymerasou byl nastaven takto:

1. 98°C,30s

2. 1. faze: 98°C, 10 s

3. 2.faze: 55°C, 30s

4, 3. faze: 72°C, 1 min 30 s

5. 72°C, 10 min

6. 4°C, dokud nebyl produkt z termocykleru vyjmut
Cyklus byl opakovan 25x od 2. do 4. kroku.

4.2.7 Horizontalni agarosova elektroforesa

Horizontalni agarosova elektroforesa (HAE) je elektromigracni separacni metoda,
kterda k déleni molekul vyuziva jejich odliSnou mobilitu ve stejnosmérném elektrickém
poli. Jelikoz DNA ma ziporny naboj, putuje od katody k anod¢ v zavislosti na své
velikosti, kdy se mensi molekuly pohybuji rychleji nez molekuly velké.

Ptiprava gelu na HAE byla provedena nasledujicim zptisobem. Do Erlenmayerovy
banky bylo navazeno 0,6 g agarosy. Nasledn¢ bylo piidano 60 ml 1x koncentrované¢ho
TBE pufru a tato smés byla zvazena na laboratornich vahach a nasledné¢ povatrena cca 3
minuty v mikrovinné troubé. Poté, co diky varu doSlo k uplnému rozpusténi agarosy, byl
roztok doplnén deionizovanou vodou na ptivodni hmotnost. Poté bylo do roztoku ptidano
0,4 ul GelRedu, coz je fluorescenéni sonda, kterd se vdze na DNA a po excitaci UV
svétlem fluoreskuje. Tato smés byla nasledné nalita do vanicky, ktera je k tomuto ucelu
urcend a nechala se cca 40 minut zatuhnout. Poté se vanicka s gelem pfenesla do nadoby
s elektrodami, ktera byla naplnéna 1x koncentrovanym TBE pufrem. Pii nanaseni vzorkt
na gel byl do prvni jamky pipetovan standard obsahujici smés fragmenti DNA o znamych
délkach, podle nichz se pfi vyhodnocovani odeéitala velikost zkoumané DNA. Standardem
byl Gene Ruler 1 kB DNA Ladder (Fermentas, Kanada). Elektroforesa byla provadéna za
konstantniho napéti 100 V.

e Slozeni TBE pufru (1x koncentrovany, pH 8): 100 mM Tris; 90 mM kyselina
borita; 1 mM EDTA
e SloZeni smési pro elektroforesu: 7 ul sterilni H,O, 3 pl PCR produktu, 3 ul
Loading Dye (New England BioLabs, USA)
Vysledky z HAE byly zkontrolovany na iluminatoru UVT-14M (Herolab).
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4.2.8 Cisténi PCR produktu

Pro ziskani c¢istého produktu PCR reakce byla pouzita sada PCR Product
Purification Spin Kit/50 (Genomed, Némecko). Bylo postupovano podle instrukci vyrobce,
tedy: k 50 ul PCR produktu bylo ptidano 200 ul roztoku H1, smés byla promichana a
nasledné pfevedena na kolonu s filtrem, ktera byla nasazena do rezervoaru. Smés pak byla
centrifugovana pii 15871 po dobu 1 minuty. Poté, co byl vylit supernatant, bylo na kolonu
odpipetovano 500 ul roztoku H2 a smés byla opét centrifugovana pii 15871 g po dobu 1
minuty. Supernatant byl odstranén a byla provedena centrifugace za stejnych podminek pro
odstranéni zbytkt roztoku H2. Kolona byla nasledné vlozena do mikrozkumavky a bylo na
ni odpipetovano 42 ul sterilni H,0O. Poté, co byla smés inkubovana cca 1 minutu pfi
laboratorni teploté, byla centrifugovana pii 15871 g po dobu 2 minut.

SloZeni roztok:
e HI: koncentrovany guanidin hydrochlorid, EDTA, pufr Tris/HCI, isopropanol

(Genomed)

e H2: etanol, NaCl, EDTA, pufr Tris/HCI (Genomed)

4.2.9 Stépeni DNA restrikénimi enzymy

Vysledny precistény produkt PCR reakce, tedy amplifikovany gen kédujici SUGH,
bylo tfeba na$tépit restrikénimi endonukleasami tak, aby mista Stépeni byla shodna se
restrikénimi misty plasmidové DNA.

V naSem piipadé byl gen kodujici SUGL a plasmid pGEX-4T-1 $tépen restrikénimi
enzymy Sall a Notl a pro vneseni sekvence kodujici SUG1 do vektoru pST39 bylo pouzito
restrik¢nich endonukleas Xbal a Kpnl. Po piidavku téchto Stépicich enzyma byla smés
inkubovana po dobu 1 hodiny pii teploté 37 °C v termostatu a poté bylo spravné Stépeni
zkontrolovano pomoci agarosové elektroforesy.

Stépici smés obsahovala:
1. Stépeni plasmidu pGEX-4T-1
e 5 ulsterilizované H,O
e 1,2 ulpufru O.
e 5 ulplasmidové DNA pGEX-4T-1
e 0,4 plSall (20 U/ul)
e 0,4 ulNotI (10 U/ul)
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2. Stépeni DNA kodujici SUG1 pro pGEX-4T-1
e 10 pul precisténého PCR produktu
e 1,2 ulpufru O.
e 0,4 ulSall (20 U/ul)
e 0,4 ulNotl (10 U/ul)

3. St&peni plasmidu pST39
e 5 ulsterilizované H,O
e 1,2 ulpufruT.
e 0,3 ul XBal (10 U/ul)
e 0,6 ul Kpnl (10 U/pl)

4. Stépeni DNA kédujici SUG1 pro pST39
e 10 pl precisténého PCR produktu
e 1,2 ulpufruT.
e 0,3 ul XBal (10 U/ul)
e 0,6 ul Kpnl (10 U/ul)

Slozeni pufru O.: 500 mM Tris/HCI (pH 7,5); 100 mM MgCl,; 1 M NaCl; 0,1 mg/ml BSA
Slozeni pufru T.: 330 mM Tris/acetat; 100 mM octan hotfecnaty; 660 mM octan draselny;
0,1 mg/ml BSA

4.2.10 Separace DNA z agarosového gelu

Po nastépeni plasmidové DNA, genu pro rekombinantni protein a nasledném
zkontrolovani vysledki pomoci agarosové elektroforesy, byly DNA z gelu vypreparovany
a nasledné vloZzeny do mikrozkumavek. K odstranéni agarosy byla pouzita sada Jetquick
Gel Extraction Spin Kit (Genomed, Némecko). Pii separaci bylo postupovano podle
instrukci vyrobce, tedy: nejprve bylo k agarose v mikrozkumavce, jejiz soucasti byla i
DNA, ptiddno 300 pl roztoku L1 na kazdych 100 mg agarosy. Tato smés byla nasledné
inkubovéna ve vodni 1azni pti teploté 50 °C, dokud se vSechna agarosa nerozpustila. Smés
byla zaroveil kazdé 3 minuty promichdvana. Nasledn¢ byla rozpusténa smés prenesena na
kolonu s filtrem, ktera byla soucasti sady, a ta byla nasazena do rezervoaru. V takovém
provedeni byla smés centrifugovana pii 15871 g po dobu 1 minuty. Po odstranéni

supernatantu byla tataz kolona opét nasazena do rezervoaru a bylo na ni pfeneseno 500 pl
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roztoku L2. Smés byla centrifugovana 1 minutu pifi 15871 g. Pfi stejnych podminkéch byla
provedena jesté jedna centrifugace pro odstranéni zbytkt roztoku L2. Kolona, na jejimz
filtru byl usazen cCisty St€peny vektor resp. gen kodujici protein, byla nasledné nasazena do
mikrozkumavky, na stfed kolony bylo odpipetovano 30 ul sterilni H2O a tato smés byla
centrifugovana pti 15871 g po dobu 2 minut. Tim byl ziskan Cisty nastépeny DNA plasmid
resp. sekvence kodujici protein.
Slozeni roztoki:

e L1: Chaotropicka stl, TBE- solubilizer (Genomed)

e L2:NaCl, EDTA, Tris/HCI (Genomed)

4.2.11 Ligace

Ligace slouzi ke spojeni molekuly stépeného plasmidu se $tépenou molekulou
DNA kodujici rekombinantni protein. K tomu je zapotfebi DNA ligasy, enzymu, ktery
kovalentné spojuje fragmenty DNA. V naSem piipadé bylo pouzito T4 DNA ligasy
(Fermentas, Kanada), coz je enzym, ktery byl ziskan z bunék E. coli infikovanych T4
fagem.

Ligac¢ni smés obsahovala 2 pl liga¢niho pufru specifického pro T4 DNA ligasu (viz
sloZzeni T4 liga¢niho pufru); 7 ul ¢istého PCR produktu (sekvence kodujici SUG1); 0,5 pl
plasmidové DNA (pGEX-4T-1 resp. pST39) a 0,5 ul T4 DNA ligasy (5 U/ul). Po
namichani smési v mikrozkumavce byla smés inkubovana po dobu cca 30 minut pii
laboratorni teploté. V prubéhu této inkubace byly na ledu rozmrazeny kompetentni buiiky
E. coli (kmen DL5a). Po uplynuti inkubaéni doby byla liga¢ni smés piidana ke
kompetentnim burikdim a smés byla inkubovana 10 minut pfi teploté 0 °C. Nasledné byl
proveden ,heat shock® (45 s pti 42 °C) a smés byla inkubovana v ledu po dobu 1 minuty.
Poté byla smés ponechana 40 minut v termostatu pii teploté 37 °C. Smés byla nasledné
2 minuty centrifugovana pii 1503 g, supernatant byl odstranén tak, aby jej na dné
mikrozkumavky cca 50 ul zistalo, smés byla resuspendovana a poté asepticky nanesena na
nahfatou LB agarovou Petriho misku obsahujici Amp o koncentraci 100 ug/ml. Miska byla
inkubovéna v termostatu pfi 37 °C cca 16 hodin.

e Slozeni T4 liga¢niho pufru (pH 7,8 pti 25 °C): 400 mM Tris-HCI, 100 mM MgCl;,
5mM ATP, 100 mM DTT
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4.2.12 ,,Colony PCR*

,,Colony PCR* je analyticka metoda, ktera slouzi ke kontrole probéhnuté ligace. Od
PCR reakce popsané v kapitole 4.2.6 (str. 26) se lisi tim, Ze jako templatova DNA se zde
pouziva plasmidova DNA pritomna v bakteridlnich bunikach. Bakterialni kolonie, ktera
obsahuje ptislusny plasmid, je tedy ptimo pfenesena do reak¢ni ,,colony PCR* smési.

Po namichani smési pro tzv. ,,colony PCR* (viz nizZe) byly jednotlivé kolonie, které
pii inkubaci ,,narostly” na LB agarovych miskach, pieneseny pomoci $pic¢ek pro pipety a
tyto $picky byly ponofeny do ,,colony PCR* smési tak, aby se dotkly dna mikrozkumavky.
Tim se do smési dostala bakteridlni kolonie obsahujici kyZenou rekombinantni DNA.

Spi¢ky, kterymi byly kolonie pfeneseny z LB agarovych misek do mikrozkumavek byly

uchovany pro dalsi praci.

Slozeni smési pro tzv. ,,colony PCR*

Program na termocykleru byl pro “colony PCR” nastaven takto:

e 8 ulsterilni H,O

e 1 ul0,1 mM fw primeru (SUG1 pGEX-4T-1 fwl resp. SUG1 pST39 fw)
e 1 ul0,2 mM revprimeru (SUG1 pGEX-4T-1 rev resp. SUG1 pST39 rev)
e 10 ul MM PCR (MasterMix PCR- smés obsahujici Taq polymerasu)

e Pro vektor pGEX-4T-1 obsahujici insert SUGI:

1. 95°C, 10 min
2. 95°C,30s

3.
4
5

45°C, 30 s

. 72°C, 2 min
. 72°C, 10 min
6.

4°C, dokud nebyl produkt z termocykleru vyjmut

Cyklus byl opakovan 25x od 2. do 4. kroku.
e Pro vektor pST39 obsahujici insert SUGI:

1
2
3
4.
5
6

. 95°C, 10 min
. 95°C, 30s

55°C, 30 s
72°C, 2 min

. 72°C, 10 min
. 4°C, dokud nebyl produkt z termocykleru vyjmut
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Cyklus byl opakovéan 25x od 2. do 4. kroku.

Poté, co byl produkt ,,colony PCR* zkontrolovan pomoci agarosové elektroforesy,
byly uchované $picky se zbytky bakterialnich kolonii vhozeny do 5 ml sterilniho LB média
obsahujiciho Amp o findlni koncentraci 100 pg/ml. Tato smés byla nasledné inkubovana
pies noc na tfepacce (200 ot./min) pii teploté 37 °C. Nasledna isolace plasmidové DNA
Z bakteridlnich bunék byla provedena pomoci JetQuick Plasmid Miniprep Spin Kit
(Genomed, Némecko) (viz kapitola 4.2.5, str. 25).

Nakonec byla plasmidova DNA naStépena restrikénimi endonukleasami stejné, jako
je uvedeno v kapitole 4.2.9 (str. 30). Restrik¢ni $té€peni bylo provedeno ke kontrole, zda
byla do plasmidu vnesena sekvence genu SUGI o spravné délce. Délka molekul DNA byla

ovéfena pomoci agarosové elektroforesy.

4.2.13 Sekvenovani DNA

Sekvenovani DNA je metoda, kterd se pouziva ke zjiSténi potadi nukleovych bazi
(A-adenin, G-guanin, C-cytosin a T-thymin) ve vlaknech DNA. V dnes$ni dobé& je nejvice
vyuzivanou metodou sekvenace tzv. Sangerova metoda, ktera je zalozena na sekvenovani
pomoci detekce ukonceni prodluzujiciho se vlakna DNA. Vlastni sekvenace se pak
uskutecnuje ve Ctyfech zkumavkach obsahujicich dideoxyribonukleotidy (ddNTPs). Kazda
ze zkumavek obsahuje pouze jeden druh dideoxyribonukleotida (ddATP, ddGTP, ddCTP
nebo ddTTP), templatovou DNA, oligoribonukleotidy (primery), DNA polymerasu a
deoxyribonukleotidy (ANTPs). Fragmenty DNA, které reakci vzniknou, maji riiznou délku
a jsou zakonfeny ddNTPs, které jsou fluorescen¢né oznaCeny. Tyto fragmenty jsou
nasledn¢ denaturovany a elektroforeticky roztfidény. Vzhledem k tomu, ze kazda smés
obsahuje jiny dANTP a mé pii elektroforese vlastni drahu, lze pak podle zon, kam
jednotlivé fragmenty doputovaly, odecist sekvenci DNA.

Cisty produkt ,.colony PCR* byl zaslan k analyze do Laboratofe sekvence DNA,
Vini¢nd 7, Praha 2. Laboratof si pro analyzu vyzddala, aby DNA, jejiz sekvence méla byt
zjisténa, byla v koncentraci 5-10 ng/100 bp celkové délky produktu a oligoribonukleotidy
v koncentraci 3,2-5 pmol v celkovém objemu 14 ul reak¢éni smési.

Smési pro sekvencni rekci obsahovaly:
1. Pro zjisténi sekvence plasmidu pGEX-4T-1 s insertem SUG1
e 11 plsterilni H,O
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e 2 ul,colony PCR* produktu (SUG1 v pGEX-4T1)
e 1ul0,1 mM primeru (pGEXSUG1rev resp. pPGEX4T1seqrev)

Sekvence primerd pouzitych pro sekvenc¢ni analyzu SUG1 v pGEX-4T-1
pGEXSUGIrev: 5’-act cag gca gat tga tct taa g-3’
pGEX4Tlseqrev: 5'-gtg act ggg tca tgg ctg cgc c-3°
Sekvenacéni primer pGEXSUGTIrev byl navrzen k ovéteni spravné ligace SUG1 do pGEX-
4T-1 v restrikénim misté Notl . Sekvenacni primer pGEX4T1seqrev byl navrzen k ovéfeni
spravné ligace V restrikénim misté Sall a ke kontrole ¢teciho ramce pfti spojeni ,,GST-tag*
se SUGL.
2. Pro zjisténi sekvence plasmidu pST39 s insertem SUG1
e 8 ulsterilni H,O
e 5 ul Colony PCR produktu (SUGI v pST39)
e 1 pl primeru (T7 promotor, resp. T7 terminator)- pfidano pracovniky Laboratote
sekvence DNA
Sekvence primert pouzitych pro sekvenacni analyzu SUG1 v pST39:
T7 promoter: 5'- taa tac gac tca cta tag gg-3’

T7 terminator: 5" - gct agt tat tgc tca gcg g-3°

4.2.14 Expresni testy

,,LOsekvenovana® plasmidova DNA obsahujici gen pro SUG1 byl transformovana
do bunék E. coli BL21 (Rosetta). V tomto bakterialnim expresnim systému byla nasledné
provedena exprese proteinu. Kmen BL21 (Rosetta) bakterie E. coli je vhodny pro efektivni
expresi proteini a umoznuje jejich indukci pomoci IPTG (isopropyl-f-D-
thiogalaktopyranosid). IPTG je derivatem galaktosy a indukuje expresi rekombinantnich
proteini v butikach. Po jeho pfidani k buné¢né suspenzi dochazi ke spusténi proteosyntézy
rekombinantniho proteinu. IPTG nebyl pouzit pti expresi SUG1 v pST39, kde exprese
probihé formou tzv. leakage exprese.

Poté, co na LB agarovych miskach ,narostly” kolonie bakterii E. coli BL21
(Rosetta), které obsahovaly pozadovany vektor s konstruktem SUG1, byly kolonie

pfeneseny vzdy do dvou zkumavek obsahujicich cca 5 ml sterilniho média LB s Amp o
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koncentraci 100 pg/ml. Zkumavky byly inkubovany v tfepacce pii 200 ot./min a teploté
37 °C cca 16 hodin. Po uplynuti inkuba¢ni doby byly bakteridlni kultury ve zkumavkach
promichany na vortexu a vzdy 1 ml této kultury byl odpipetovan do nové zkumavky. Po
ptridani 4 ml nového sterilniho LB média s Amp o koncentraci 100 pg/ml byly tyto nové
zkumavky opét inkubovany v tfepacce za stejnych podminek. Po dvou hodinach bylo ze
zkumavek odebrano 20 pl bakteridlni kultury a do zkumavek bylo piidano 15 ul IPTG
(pouze v pripadé bun€k obsahujicich pGEX-4T-1 sinsertem SUG1). Nasledn¢ byly
zkumavky opét inkubovany v tfepacce pii 200 ot./min a teploté¢ 37 °C. Dalsich 20 ul
bakterialni kultury bylo ze zkumavek odebrano vzdy po dalSich 2 a 4 hodinach a posledni

vzorek byl odebran po cca 16 hodinéch.

4.2.15 SDS elektroforesa (SDS-PAGE)

SDS elektroforesa je migra¢ni metoda, pii které dochazi k rozdéleni proteinii na
zéklad¢ jejich odliSné hmotnosti. V elektrickém poli se proteiny pohybuji podle svého
naboje bud’ ke katodé¢ anebo k anodé. Kdyz se vSak proteiny vlozi do prostiedi
dodecylsulfatu sodného (SDS), coz je aniontovy detergent vazici se na proteiny
v konstantnim poméru, ziskaji proteiny jednotny zaporny ndboj a pohybuji se pouze
k elektrodé kladné, anod¢. Rychlost pohybu proteinti je ovlivnéna jejich hmotnosti a to tak,
ze mensi (leh¢i) molekuly se pohybuji rychleji. Pii nanaSeni vzorkid na gel se do prvni
jamky pipetuje standard molekulovych vah neboli roztok proteind, jejichz molekulové
hmotnosti jsou znamy. Podle tohoto standardu se pii vyhodnocovani odecita hmotnost
zkoumaného proteinu. Jako standard molekulovych vah byl pouzit Precision Plus Protein
Dual Color Standard (BioRad, USA).

Do odebranych vzorka bylo odpipetovano 5 pul SDS-PAGE Sample pufru a smés byla
inkubovana 5 minut pti 100°C. Nasledné byla smés nanesena do jamek zavadéciho gelu a
elektroforesa bézela pii standardnim napéti 150 V.

Po elektroforese byl gel pfenesen do barviciho roztoku a inkubovan 30 min pfi teploté
~50 °C. Nasledn¢ byl 30 min inkubovan s odbarvovacim roztokem pfi teplot¢ ~50 °C.
Nakonec byl gel pfenesen do Cerstvého odbarvovaciho roztoku a v ném byl ponechan

dalSich 48 hodin.
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Slozeni gelt, pufrii a roztokt, které byly pouzity pti SDS- PAGE

Separacni gel (12%): 2,6 ml deionizovand H,O; 2,5 ml pufr pro separacni gel; 3 ml
akrylamid/bis-akrylamid; 45 pl APS (persulfat amonny); 5 ul TEMED

Zavadéci gel: 6,15 ml deionizovana H,O; 2,55 ml pufr pro zavadéci gel; 1,34 ml
akrylamid/bis-akrylamid; 50 ul APS; 10 ul TEMED

Pufr pro separacni gel: 21 ml deionizovana H,O; 75 ml 1,5 M Tris/HCI (pH 8,8); 4
ml 10% SDS

Pufr pro zavadéci gel: 46 ml deionizovana H,O; 50 ml 0,5M Tris/HCI (pH 6,8); 4
ml 10% SDS

SDS- PAGE Sample pufr (5x koncentrovany): 0,9 ml sterilni H,O; 0,6 ml 1 M
Tris/HC1 (pH 6,8); 5 ml 50% glycerol; 2 ml 10% SDS; 0,5 ml B-merkaptoetanol,
1 ml 10% bromfenolovd modf

Pufr pro elektroforesu: 50 mM Tris/HCI (pH 8,3); 385 mM glycin; 0,1% SDS
Akrylamid/bis-akrylamid: 29,2 g akrylamid; 0,8 g bis-akrylamid; doplnéno
deionizovanou vodou do 100 ml

Barvici roztok: 450 ml deionizovana H,0; 450 ml metanol; 100 ml ledova kyselina
octovd; 1 g Coomassie Brilliant Blue R 250

Odbarvovaci roztok: 800 ml deionizovana H,O; 100 ml metanol; 100 ml ledova

kyselina octova
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5. Vysledky

5.1 Transformace bakterii, jejich kultivace a isolace plasmidové DNA

Horizontalni pfenos genetické informace z plasmidové DNA do kompetentnich
bakterii E. coli (kmen DL5a) byl uskuteénén metodou teplotniho Soku (viz 4.2.4, str. 25).
Po nasledné inkubaci téchto bakterii a nartstu jejich kolonii na Petriho misce s LB agarem
Obsahujicm antibiotikum ampicilin o koncentraci 100 ug/ml, byly vzdy dvé bakterialni
kolonie pteneseny do zkumavek obsahujicich cca 5 ml LB média obsahujiciho ampicilin o
koncentraci 100 pg/ml a tyto zkumavky byly nasledné inkubovany (viz 4.2.4, str. 25). Poté
byla plasmidovda DNA z bakterii isolovana pomoci JetQuick Plasmid Miniprep Spin Kit
(Genomed, Némecko) (viz 4.2.5, str. 25).

5.2 Amplifikace genu kodujiciho lidsky SUG1

Gen kodujici protein SUGI byl ziskan od Skolitele a nasledn¢ amplifikovan pomoci
polymerasové tetézové reakce (PCR), ktera probihala za podminek uvedenych v kapitole
4.2.6, str 26). Velikost amplifikované DNA byla zkontrolovana pomoci agarosové
elektroforesy (viz 4.2.7, str. 29) a to tak, ze do prvni jamky na agarosovém gelu byl
nanesen 1 ul standardu Gene Ruler 1kB DNA Ladder (Fermentas, Kanada) obsahujici
smes DNA fragmenti o znamé délce a do dalSich jamek pak byla odpipetovana smés 7 pl
sterilni H2O; 3 pl produktu PCR a 3 pl loading dye. Elektroforesa probihala asi 45 minut
pii napéti 100 V. Zény migrace byly nasledné odecteny na iluminatoru UVT-14 M
(Herolab) (viz obr. 5. 1a5. 2, str. 39).
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Obr. 5.1: Zony migrace amplifikovaného genu kodujiciho isoformu 1
lidského proteinu SUGL pro ndsledné Stépeni a ligaci do vektoru pGEX-4T-1. ,,S*
oznacuje drahu standardu obsahujiciho smés DNA fragmentii o znamé velikosti, Ve

druhé a treti draze jsou ziejmé zony migrace genu kodujictho SUGI.

1500 bp

1000 bp

750 bp
500 bp

SUG1

250 bp

Obr. 5.2: Zoény migrace amplifikovaného genu kodujiciho isoformu 1
lidského proteinu SUGI pro nasledné stépeni a ligaci do plasmidu pST39.
., S znaci drahu standardu obsahujiciho smés DNA fragmentii o znamé velikosti,

ve druhé a treti drdze jsou ziejmé zony migrace genu kodujiciho SUGI.
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5.3 Restrikéni Stépeni DNA
Vysledna amplifikovana DNA z PCR reakce (viz obr. 5.1 a 5.2, str. 39) byla

precisténa pomoci PCR Product Purification Spin Kit (Genomed, Némecko) (viz 4.2.8,
str. 30) a nasledné Stépena restrikénimi endonukleasami. Zarovein byl pfislusnymi
restrikénimi enzymy nastépen i plasmid pGEX-4T-1, resp. pST39 (viz 4.2.9, str. 30).
Spravné $tépeni bylo zkontrolovano pomoci agarosové elektroforesy (viz 4.2.7, str. 29).

Poté byla provedena separace DNA z agarosového gelu. Po ziskani ¢asti gelu
obsahujicich plasmid ¢i gen pro SUGI, byl vektor i gen proteinu extrahovan pomoci
Jetquick Gel Extraction Spin Kit (Genomed, Némecko) (viz 4.2.10, str. 31).

5.4 Ligace a ,,colony PCR*

Dalsim experimentalnim krokem bylo vneseni genu SUG1 do plasmidu, neboli
ligace, ktera byla pouzita katalyzovana T4 DNA ligasou. Tento enzym kovalentné spojil
volné kohezni konce vektoru (pGEX-4T-1, resp. pST39) a proteinu SUGL, které se spolu
navzajem parovaly. Samotna ligace byla uskute¢néna v prostiedi liga¢niho pufru (viz
4.2.11, str. 32).

Pro kontrolu vysledku ligace byla pouzita metoda tzv. ,,colony PCR* (viz 4.2.12,
str. 33). V obou piipadech (jak u pGEX-4T-1, tak u pST39) nasledna gelova elektroforesa
ukazala, ze ligace prob¢hla a DNA obsahuje gen SUGI1. Proto bakterie, u nichz byla
zkontrolovana piitomnost rekombinantni DNA, byly déale pfeneseny do 5 ml LB média
s Amp o konec¢né koncentraci 100 pg/ml a inkubovany ptes noc pii 37 °C za konstantniho
ttepani 200 ot./min. Druhy den byla plasmidova DNA (obsahujici vlozeny gen SUGI)
isolovana a byla provedena kontrolni restrik¢ni analysa (viz obr. 5.3 a 5.4, str. 41).

Na obrazcich 5.3 a 5.4 (str. 41) je patrné, ze plasmidova DNA obsahovala gen pro
SUGH, protoze po inkubaci s restrikénimi enzymy Notl a Sall (pGEX4T-1) a Xbal a Kpnl
(pST39) vznikl fragment o velikosti, ktera ptesné odpovida délce genu kodujiciho SUGH.
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SUG1

250 bp

Obr. 5.3: Restrikcni analysa konstuktu SUGI v pGEX-4T-1. Zony migrace
téchto dvou produktii jsou zjevné v drahach 3-1. ,,S* znaci drahu pro standard
obsahujici smés DNA fragmentii o znamé délce. Plasmidova DNA byla Stépena

restrikénimi endonukleasami Notl a Sall.

pST39
2000bp

1500 bp

1000 bp SUGL
750 bp

500 bp

250 bp

Obr. 5.4: Restrikcni analysa konstruktu SUGL v pST39. Zony migrace téchto dvou
produktii jsou zjevné v drdze 2 a 3. ,,S* znaci drdahu pro standard se smési DNA fragmenti

o znamé délce. Plasmidova DNA byla stépena restrikcnimi endonukleasami Xbal a Kpnl.
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5.5 Sekvenovani DNA

Vzorky, které obsahovaly SUGI vneseny do pfislusného plasmidu, byly odeslany
do Laboratofe sekvence DNA, Vini¢na 7, Praha 2. Poté, co byly ziskany vysledky, tedy
zdznamy o pofadi bazi v fetézci kruhové DNA, bylo pomoci databize NCBI BLAST®
zkontrolovano, Zze vektory pGEX-4T-1 resp. pST39 vsobé maji obsazenu sekvenci
kodujici lidsky SUG1 (viz 4.2.13, str. 34). Vysledné sekvence jsou ptilozeny v Ptiloze 2
(str. 51) a 3 (str. 53).

5.6 Expresni testy a SDS-PAGE
Poté, co byly produkty ,.colony PCR* transformovany do bunék E. coli BL21

(Rosetta), bakterialnino kmene vhodného pro expresi rekombinantnich proteint, byly
provedeny testy exprese. V5 ml LB média obsahujiciho Amp o finalni koncentraci
100 pg/ml byly vypéstovany buné¢né kultury, které obsahovaly cilovy protein SUGI.
SUGI obsazeny v pGEX-4T-1 byl indukovan pomoci IPTG, zatimco SUGI1 nachazejici se
v sekvenci pST39 takovou indukci nepotieboval (viz 4.2.1, str. 22). Bakterialni kultury
byly inkubovany v tfepaéce pii 200 ot./min a teploté 37 °C. Vzorky z téchto kultur byly
odebrany po 2 hodinach a nasledovala indukce exprese proteinu pomoci IPTG vV piipadé
SUGL1 v pGEX-4T-1. Dalsi vzorky byly odebrany po dalSich 2, 4 a cca 16 hodinach (viz
4.2.14, str. 35).

Poté, co byly odebrany vSechny potiebné vzorky, byla exprese proteinu SUGI1
zkontrolovana pomoci SDS-PAGE (viz 4.2.15, str. 36). Na obr. 5.5 (str. 43) a 5.6 (str. 44)
je ziejmé, ze SUGI se v bakterialnim systému exprimuje velmi dobie, piiCemz jeho
exprese roste s asem.

Z obr. 5.5 (str. 43) a 5.6 (str. 44) je také mozné odecist velikost exprimovaného
rekombinantniho proteinu SUG1 (sekvence aminokyselin lidského SUGI viz Pfiloha 1,
str. 50). V piipad¢ obr. 5.5 (str. 43), na kterém je zobrazena exprese proteinu SUG1
majiciho na svém N-konci ,,GST-tag", je relativni molekulova hmotnost tohoto proteinu
cca 72000. Z obrazku 5.6 (str. 44) lze odecist relativni molekulovou hmotnost proteinu

SUG1 nesouciho na svém C-konci ,,His-tag* jako cca 47000.

42



Standard 2 3 4 5

250 kDa
150 kDa

100 kDa
75 kDa

SUG1
50 kDa

37 kDa

25 kDa

20 kDa

15 kDa

Obr. 5.5: SDS-PAGE gel po expresi SUGL drive vneseném do vektoru pGEX-4T-1.
V prvni draze jsou vidét zoémy migrace standardu molekulovych vah, druhd drdha
obsahuje neindukovany vzorek. Treti drdha patri proteinu SUG1 ve vzorku odebraném
2 hodiny po indukci, c¢tvrta drdha vzorku odebranému 4 hodiny po indukci a konecné

pata draha znazornuje expresi SUGI ve vzorku odebraném po dalsich cca 16- ti

hodinach.
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Standard 2 3 4 5

250 kDa
150 kDa

100 kDa
75 kDa

50 kDa
SUG1
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25 kDa

20 kDa

Obr. 5.6: SDS-PAGE gel po expresi proteinu SUGI, ktery byl , insertovan‘ do
vektoru pST39. V prvni drdze jsou vidét zony migrace standardu molekulovych vah,
druha drdha obsahuje vzorek odebrany po 2 hodindach. Treti drdha patii proteinu
SUG! ve vzorku odebranéem po 4 hodinach, c¢tvrta draha vzorku odebranému po 6

hodindach a konecné patd draha zndzornuje expresi SUGI ve vzorku odebraném po

dalsich cca 16- ti hodinach.
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6. Diskuse

Tato bakalafska prace byla vypracovana za ucelem ptipravy expresnich konstruktt
jednoho z interak¢nich parteri fosducinu, coZ je protein hrajici dilezitou roli v regulaci G
proteinové signalni drahy v ty¢inkach fotoreceptort a v regulaci krevniho tlaku. Vazebnym
partnerem, kterym se tato prace zabyva, je SUGL, ktery je znamy jako podjednotka
26S proteasomu a ¢len rodiny domnélych ATPas. Priprava expresnich konstruktt lidského
proteinu SUGI1 je prvnim stupném ve vyzkumu, kterym se zacala zabyvat Laboratof
biofyzikalni chemie.

Prvnim krokem k Gspésné expresi proteinu SUG1 bylo vneseni genu kodujiciho jeho
lidskou isoformu 1 do dvou ruznych plasmidovych DNA. Témito plasmidy byly pGEX-
4T-1 a pST39. pGEX-4T1 umoznuje expresi rekombinantnich proteinii s glutation-S-
transferasou, tzv. ,,GST-tag* na N-konci. GST zjednodusuje purifikaci proteinu diky jeho
vysoké afinité ke glutationu. Druhym plasmidem, do kterého byl vnesen gen se sekvenci
pro SUG1, byl vektor pST39, ktery umoznuje expresi rekombinantnich proteind jako
fusnich proteinti s motivem S$esti histidint v fad¢, tzv. ,His-tag“, na C-konci. Tento motiv
je také velmi uziteCny pii nasledné purifikaci proteinti, protoZe pii ni umoziuje pouZzit
chelata¢ni chromatografii. Ob¢ tyto plasmidové DNA navic nesou informaci o resistenci
vuci B-laktamovému antibiotiku ampicilinu. K vneseni sekvence kodujici lidskou isoformu
1 proteinu SUGL bylo pouzito zakladnich metod molekularni biologie (transformace
bakterii, amplifikace pomoci PCR, $tépeni restrikénimi endonukleasami a ligace).

Nasledné bylo potieba zjistit nukleotidovou sekvenci téchto konstrukti pro kontrolu
s publikovanymi sekvencemi, aby se ptfedeslo chybam, jakymi by mohly byt napt. vneseni
jiné nez pozadované sekvence do plasmidovych DNA ¢i nezadouci mutace. Nicméné
zkontrolovanim ziskanych sekvenci bylo zjisténo, Ze se v obou plasmidech, tedy jak
v pGEX-4T-1, tak v pST39, opravdu nachazi pozadovana sekvence kodujici isoformu 1
lidského proteinu SUGI.

Stakto ptipravenym konstruktem pak mohly byt provedeny expresni testy, které
napovédely, zda bude moZzné protein nasledné purifikovat. Jak SUGI, ktery byl insertem
v plasmidu pGEX-4T-1 a tudiz obsahoval na svém N-konci, tzv. ,,GST-tag”, tak SUGI,
ktery byl pivodné vnesen do vektoru pST39 a obsahoval na svém C-konci tzv. ,His-tag®,

se exprimoval v bakterialnim expresnim systému E. coli BL21 (Rosetta).

45



Pro tuto chvili lze tedy fict, ze by v budoucnu mélo byt mozné lidskou isoformu 1
proteinu SUG1 purifikovat a nasledné studovat jeji biofyzikalni vlastnosti a interakce

s fosducinem.
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7. Zavér

Hlavni vysledky této prace jsou:

e Pomoci technik molekuldrni biologie byly pfipraveny konstrukty pro expresi
lidského SUG1 v bakteridlnim expresnim systému a to:
o konstrukt SUG1 v expresnim plasmidu pGEX-4T1
o konstrukt SUGL1 v expresnim plasmidu pST 39
e S pfipravenymi konstrukty byly provedeny expresni testy v bakteriich E. coli BL21
(Rosetta), které potvrdily, Zze se SUGI exprimuje. Zdanliva relativni molekulova
hmotnost exprimovanych rekombinantnich proteint souhlasi s teoretickou relativni

molekulovou hmotnosti odvozenou na zakladé¢ jejich sekvence.
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Priloha 1

e Sekvence aminokyselin isoformy 1 lidského SUGI1 (pievzato z databaze UniProt)

10 20 30 40 50 60
MALDGPEQME LEEGKAGSGL RQYYLSKIEE LQLIVNDKSQ NLRRLOAQRN ELNAKVRLLR
70 80 90 100 110 120
EELQLLQEQG SYVGEVVRAM DKKKVLVKVH PEGKEVVDVD KNIDINDVTP NCRVALRNDS
130 140 150 160 170 180
YTLHKILPNK VDPLVSLMMV EKVPDSTYEM IGGLDKQIKE IKEVIELPVK HPELFEALGI
190 200 210 220 230 240
AQPKGVLLYG PPGTGKTLLA RAVAHHTDCT FIRVSGSELV QKFIGEGARM VRELFVMARE
250 260 270 280 290 300
HAPSIIFMDE IDSIGSSRLE GGSGGDSEVQ RTMLELLNQL DGFEATKNIK VIMATNRIDI
310 320 330 340 350 360
LDSALLRPGR IDRKIEFPPP NEEARLDILK IHSRKMNLTR GINLRKIAEL MPGASGAEVK
370 380 390 400
GVCTEAGMYA LRERRVHVTQ EDFEMAVAKV MOKDSEKNMS IKKLWK

e Sekvence nukleotidii kédujici isoformu 1 lidského SUGI1 (pievzato z databaze
PubMed u upraveno)

ATGGCGCTTGACGGACCAGAGCAGATGGAGCTGGAGGAGGGGAAGGCAGGCAGCGGACTCC
GCCAATATTATCTGTCCAAGATTGAAGAACTCCAGCTGATTGTGAATGATAAGAGCCAAAA
CCTCCGGAGGCTGCAGGCACAGAGGAACGAACTAAATGCTAAAGTTCGCCTATTGCGGGAG
GAGCTACAGCTGCTGCAGGAGCAGGGCTCCTATGTGGGGGAAGTAGTCCGGGCCATGGATA
AGAAGAAAGTGTTGGTCAAGGTACATCCTGAAGGTAAATTTGTTGTAGACGTGGACAAAAA
CATTGACATCAATGATGTGACACCCAATTGCCGGGTGGCTCTAAGGAATGACAGCTACACT
CTGCACAAGATCCTGCCCAACAAGGTAGACCCATTAGTGTCACTGATGATGGTGGAGAAAG
TACCAGATTCAACTTATGAGATGATTGGTGGACTGGACAAACAGATCAAGGAGATCAAAGA
AGTGATCGAGCTGCCTGTTAAGCATCCTGAGCTCTTCGAAG
CACTGGGCATTGCTCAGCCCAAGGGAGTGCTGCTGTATGGACCTCCAGGCACTGGGAAGA
CACTGTTGGCCCGGGCTGTGGCTCATCATACGGACTGTACCTTTATTCGTGTCTCTGGCT
CTGAACTGGTACAGAAATTCATAGGGGAAGGGGCAAGAATGGTGAGGGAGCTGTTTGTCA
TGGCACGGGAACATGCTCCATCTATCATCTTCATGGACGAAATCGACTCCATCGGCTCCT
CGCGGCTGGAGGGGGGTTCTGGAGGGGACAGTGAAGTGCAGCGCACGATGCTGGAGTTGC
TCAACCAGCTCGACGGCTTTGAGGCCACCAAGAACATCAAGGTTATCATGGCTACTAATA
GGATTGATATCCTGGACTCGGCACTGCTTCGCCCAGGGCGCATTGACAGAAAAATTGAAT
TCCCACCCCCCAATGAGGAGGCCCGGCTGGACATTTTGAAGATTCATTCTCGGAAGATGA
ACCTGACCCGGGGGATCAACCTGAGAAAAATTGCTGAGCTCATGCCAGGAGCATCAGGGG
CTGAAGTGAAGGGCGTGTGCACAGAAGCTGGCATGTATGCCCTGCGAGAACGGCGAGTCC
ATGTCACTCAGGAGGACTTTGAGATGGCAGTAGCCAAGGTCATGCAGAAGGACAGTGAGA
AAAACATGTCCATCAAGAAATTATGGAAGTGAGTGGACAGCCTTTGTGTGTATCTCTCCA
ATAAAGCTCTGTGGGCCAAGTCCTCTAGGAAAAAAAAAARAAA
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Priloha 2
e Vysledna sekvence konstruktu SUG1 v pST39 s primerem T7 promoter

CCCTTGAAATAATTTTTTGTTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGGCGCTTGACGGA
CCAGAGCACTATGGAGCTGGAGGAGGGGAAGGCAGGCAGCGGACTCCGCCAATATTATCTG
TCCAAGATTGAAGAACTCCAGCTGATTGTGAATGATAAGAGCCAAAACCTCCGGAGGCTGC
AGGCACAGAGGAACGAACTAAATGCTAAAGTTCGCCTATTGCGGGAGGAGCTACAGCTGCT
GCAGGAGCAGGGCTCCTATGTGGGGGAAGTAGTCCGGGCCATGGATAAGAAGAAAGTGTTG
GTCAAGGTACATCCTGAAGGTAAATTTGTTGTAGACGTGGACAAAAACATTGACATCAATG
ATGTGACACCCAATTGCCGGGTGGCTCTAAGGAATGACAGCTACACTCTGCACAAGATCCT
GCCCAACAAGGTAGACCCATTAGTGTCACTGATGATGGTGGAGAAAGTACCAGATTCAACT
TATGAGATGATTGGTGGACTGGACAAACAGATCAAGGAGATCAAAGAAGTGATCGAGCTGC
CTGTTAAGCATCCTGAGCTCTTCGAAGCACTGGGCATTGCTCAGCCCAAGGGAGTGCTGCT
GTATGGACCTCCAGGCACTGGAAAGACACTGTTGGCCCGGGCTGTGGCTCATCATACGGAC
TGTACCTTTATTCGTGTCTCTGGCTCTGAATTGGTACAGAAATTCATAGGGGAAGGGGCAA
GAATGGTGAGGGAGCTGTTTGTCATGGCACGGGAACATGCTCCATCTATCATCTTCATGGA
CGAAATCGACTCCATCGGCTCCTCGCGGCTGGAGGGGGGTTCTGGAGGGGACAGTGAAGTG
CAGCGCACGATGCTGGAGTTGCTCAACCAGCTCGACGGCTTTGAGGCCACCAAGAACATCA
AGGTTATCATGGCTACTAATAGGATTGATATCCTGGACTCGGCACTGCTTCGCCCAGGGCG
CATTGACAGAAAAATTGAATTTCCCACCCCCCAATGAGGAAGGCCCGGCTGGACATTTTTG
AAGATTCATTCTTCCGGAGAATGACCCTGACCCCGGGGGGATCCAACCCTTGGAGAAAAAT
TTGCTTGAGCTTCATTGTCCATGGAGCCATTCAATGGGCCTGGAAATGGAAAGGCGTGTGC
ACTCGGAAGCCTTGCATTATATGCCCTTTGTCTCGAGATAAC

V sekvenci je ¢ervené oznacen pocatek nukleotidové sekvence isoformy 1 SUGI.
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e Vysledna sekvence konstruktu SUG1 s primerem T7 terminator
AGTGCCGCCCTTAATTTGCCGAAGAAGCTACCAGCTTGCTGCCAGAGCAAGGGCTCTATG
TGAGGAAAGTAAGTCCGGATCATTGATTAAGAAGAAAGTGTTTGGTCCAAGGGTAACATC
CTGAAAGGGTAATTTGTTGTAAGACGTGGACCAAAAACATTGACATCAATGATGTGGACA
CCCCAATTGCCGGGTGGCTCTAAGGAATGACAGCTACACTCTGCACAAGATCCTGCCCAA
CAAGGTAGACCCATTAGTGTCACTGATGATGGTGGAGAAAGTACCAGATTCAACTTATGA
GATGATTGGTGGACTGGACAAACAGATCAAGGAGATCAAAGAAGTGATCGAGCTGCCTGT
TAAGCATCCTGAGCTCTTCGAAGCACTGGGCATTGCTCAGCCCAAGGGAGTGCTGCTGTA
TGGACCTCCAGGCACTGGAAAGACACTGTTGGCCCGGGCTGTGGCTCATCATACGGACTG
TACCTTTATTCGTGTCTCTGGCTCTGAATTGGTACAGAAATTCATAGGGGAAGGGGCAAG
AATGGTGAGGGAGCTGTTTGTCATGGCACGGGAACATGCTCCATCTATCATCTTCATGGA
CGAAATCGACTCCATCGGCTCCTCGCGGCTGGAGGGGGGTTCTGGAGGGGACAGTGAAGT
GCAGCGCACGATGCTGGAGTTGCTCAACCAGCTCGACGGCTTTGAGGCCACCAAGAACAT
CAAGGTTATCATGGCTACTAATAGGATTGATATCCTGGACTCGGCACTGCTTCGCCCAGG
GCGCATTGACAGAAAAATTGAATTCCCACCCCCCAATGAGGAGGCCCGGCTGGACATTTT
GAAGATTCATTCTCGGAAGATGAACCTGACCCGGGGGATCAACCTGAGAAAAATTGCTGA
GCTCATGCCAGGAGCATCAGGGGCTGAAGTGAAGGGCGTGTGCACGGAAGCTGGCATGTA
TGCCCTGCGAGAACGGCGAGTCCATGTCACTCAGGAGGACTTTGAGATGGCAGTAGCCAA
GGTCATGCAGAAGGACAGTGAGAAAAACATGTCCATCAAGAAATTATGGAAGAACAGCAG
CCATCACCATCATCACCACTAGGGTACCAGCGGATAACAATTTCACATCCGGATTCGCGA
ACGCGTCTCGAGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAAGAAAGGTTAGTTGC

V sekvenci je ¢ervené oznacen ,,His-tag* a zelen€ je oznaceno restrikéni misto Kpnl.
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Priloha 3

e Vysledna sekvence konstruktu SUG1 s primerem pGEXSUG1rev
GGCATAATCGTTGCTCAAAGGCATCGTCGGTATAATGTTTGCGACTCATACCGTCCGCCA
AATCTGATGAGCTGTTGACAATATCATCGCTCGGATAATTGTGTGGATTGTGAGCGGATA
CAATTTCACAACAGAAACAGTTATTCATGTCCCTATACTAGTATTGAAAATTAAGGGCTT
GTGCAACCCACCTCGACTTCTTTTGGAATATCTTGAAGAAAAAATATGAAGAGCATTTGT
TATGAGCGCGATGAAGGTGATAAAATGGCGAAACAAAAAGTTTGAATTGGGTTTGGAGTT
TCCCAATCTTCCCTTATTATATTGATGGTGATGTTAAATTAACACAGTCTATGGCCATCA
TACGTTATATAGCTGACAAGCACAACATGTTGGGTGGTTGTCCAAAAGAGCGTGCAGAGA
TTTCAATGCTTGAAGGAGCGGTTTTGGATATTAGATACGGTGTTTCGAGAATTGCATATA
GTAAAGACTTTGAAACTCTCAAAGTTGATTTTCTTAGCAAGCTACCTGAAATGCTGAAAA
TGTTCGAAGATCGTTTATGTCATAAAACATATTTAAATGGTGATCATGTAACCCATCCTG
ACTTCATGTTGTATGACGCTCTTGATGTTGTTTTATACATGGACCCAATGTGCCTGGATG
CGTTCCCAAAATTAGTTTGTTTTAAAAAACGTATTGAAGCTATCCCACAAATTGATAAGT
ACTTGAAATCCAGCAAGTATATAGCATGGCCTTTGCAGGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG
GTGGCGACCATCCTCCAAAATCGGATCTGGTTCCGCGTGGATCCCCGGAATTCCCGGGTC
GACTCATCGCGCTTGACGGACCAGAGCAGATGGAGCTGGAGGAGGGGAAGGCAGGCAGCG
GACTCCGCCAATATTATCTGTCCAAGATTGAAGAACTCCAGCTGATTGTGAATGATAAGA
GCCAAAACCTCCGGAGGCTGCAGGCACAGAGGAACGAACTAAATGCTAAAGTTCGCCTAT
TGCGGGAGGAGCTACAGCTGCTGCAGGAGCAGGGCTCCTTATGTGGGGGAAGTAAGTTCC
CGGAC

V sekvenci je Cervené oznaceno restrik¢ni misto Sall a zelené je oznacen iniciacni kodon
SUGL.
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e Vysledna sekvence konstruktu SUG1 s primerem pGEX4T1seqrev
TTTTTGTCTCACCACACATATCTCGTGCTGGGTGCTCTACTGAGAGATATTACACAGTTA
ATACTCTTCCACAGAAGTATCTCTCTCCCACACACAGTGTGTGCCCCTATTATCTTACTT
TATAGAGTGGTGGGAGAGAAAATCCCACATTTTCACTTATGAAGATATGCGGGGGGTTGG
CCACACCTATTCTGGGGTTTAAAGAAAGGGATCCGCTTCCCCTTTTAAGATTCCCGGGTT
TTTTGAAACCATGGCCTTGTTTCACCCCAAGGGAAGGTTCTTTTTTGGCCCTCCAGGCCA
CTGGAAAAACCCCTGTTGGCCCCGGGGCTGGGEGCTTCTTCATACGGACTTGACCCTTTA
TTTGGGGTTTTTGGGCTTGGAATTTGGACCAGAAAATTCATAGGGGAAAGGGGCCAGAAA
TGGTGAGGGGAGCTGTTTTTTCATGGCACGGGAACCAGGTCCCATCTATCATTTTTCATG
GACGGAAATTGACTCCCATCGGCTTCCTCGCGGGCTGGGAGGGGGGTTTCTGGAGGGGGA
CCAGTGAAAGTGCAGCGCCACGATGCTGGAGTTTGCTCAACCAAGCTTCGACGGGCTTTG
AGGGCCACCAAGAAACATCAAGGGTTTATCATGGCTACTAAATAGGATTGATATCCTGGA
CTCGGGCACTGCTTCGCCCAGGGCGCATTGACAGAAAAATTGAATTCCCACCCCCCAATG
AGGAGGCCCGGCTGGACATTTTGAAGATTCATTCTCGGAAGATGAACCTGACCCGGGGGA
TCAACCTGAGAAAAATTGCTGAGCTCATGCCAGGAGCATCAGGGGCTGAAGTGAAGGGCG
TGTGCACGGAAGCTGGCATGTATGCCCTGCGAGAACGGCGAGTCCATGTCACTCAGGAGG
ACTTTGAGATGGCAGTAGCCAAGGTCATGCAGAAGGACAGTGAGAAAAACATGTCCATCA
AGAAATTATGGAAGTGAGCGGCCGCATCGTGACTGACTGACGATCTGCCTCGCGCGTTTC
GGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTG
TAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCTCAGCGGGTTGGGGGTTTAAGA
ATTC

V sekvenci je Cervené oznaceno restrik¢ni misto Notl.
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Svoluji k zapijceni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla fadné vedena

evidence vypujcovateli.

Jméno a pfijmeni Cislo OP Datum vyptjceni Poznamka

Adresa




