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Abstrakt

Tato bakalarska prace je zaméfena na studium struktury a mechanismu lidského
proteinu 14-3-3, ktery patii mezi vyznamné regulacni proteiny vyskytujici se ve vSech
eukaryotickych bunikach. V dnes$ni dobé je u savcli znamo 7 isoforem tohoto proteinu a
ptestoze jejich krystalova struktura vykazuje vysokou podobnost, miizeme pozorovat
nékolik zmén. Cilem této prace je piiprava experimentdlniho nastroje, ktery umozni
ov¢tit, zda jsou tyto rozdily v krystalové struktuie isoformy { pfitomné i v roztocich
proteinli a soucasn€ zda ovliviyji strukturné funkéni mechanismus této isoformy.
Optimalizace exprese rekombinantniho proteinu 14-3-3zeta s inkorporovanym
fotoaktivovatelnym analogem leucinu v sekvenci proteinu byla provedena v limitnim
médiu s prokaryotnim expresnim systémem E. coli BL-21 DE3 Gold, nebo auxotrofnim

systémem E. coli K-12 bez funkéni biosynthesy leucinu.

Klicova slova

Exprese a purifikace rekombinantniho proteinu, hmotnostni spektrometrie,

proteinova struktura



Abstract

This thesis is focused on the study of the structure and mechanism of human 14-
3-3 protein, which is one of the important regulatory proteins present in all eukaryotic
cells. Nowadays it is known seven isoforms of this protein in mammals. Although their
crystal structure shows a high similarity, their mutual comparison reveals some changes.
The aim of this work is to prepare experimental tools for verification whether the
differences in the crystal structure of the { isoform are present in solution and how the
structure-functional mechanism of this isoform is affected. The otimization of 14-3-
3zeta recombinant protein expression with incorporated a photo-labile analog of leucine
in the protein sequence was performed using limiting medium with prokaryotic
expression system of E. coli BL-21 DE3 Gold or system of auxotrophic E. coli K-12

with non-functional leucine biosynthesis.
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1 Seznam zkratek

AMK

BAD

Bcl-2

Ber

CCA

CDC25

DEAE
EtMf

EDTA

HPLC

IPTG
Kp

MALDI-TOF MS

MS
MAPK

p27

aminokyseliny

protein rodiny Bel-2 i¢astnici se iniciace apoptosy (z angl. Bcl-2-

associated death promoter)

proteiny regulujici apoptosu (z angl. B-cell lymphoma 2)

protein kodovany BCR genem (z angl. breakpoint cluster region)
pary bazi (z angl. base pairs)

kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova (z angl. a-cyano-4-

hydroxycinnamon acid)

proteinova fosfatasa zodpovédna za kontrolu bunééného cyklu (z

angl. cell division cycle 25)
diethylaminoethanol
ethylenmorfolin

ethylendiamintetraoctova kyselina (z ang].

ethylendiaminetetraacetic acid)

vysokoucinnd kapalinovéa chromatografie (z angl. high

performance liquid chromatogramy)
isopropyl-beta-D-thiogalaktopyranosid
disocia¢ni konstanta

technika ionizace laserem v pfitomnosti matrice v kombinaci
s pruletovym analyzatorem (z angl. matrix-assisted laser

desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry)
hmotnostni spektrometrie (z angl. mass spectrometry)
kinasa (z angl. mitogen-activated protein kinase)

protein 27



PI3-K

Raf

SDS-PAGE

TEMED

ALeu

fosfatidylinositol 3-kinasa (z angl. phosphatidylinositol 3-kinase)
specifickd kinasa (z angl. rapidly accelerated fibrosarcoma)

elektroforesa v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti

denatura¢niho detergentu dodecylsiranu sodného

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (z angl. N,N,N",N"-
Tetramethylethylendiamine)

nefunkéni biosynthesa leucinu



2 Uvod

Rodina proteint 14-3-3 patii do skupiny lidskych regulacnich proteinti, které¢ se
v eukaryotickych buiikach podili na celé fad¢ procesti, od kontroly bunécného cyklu az
po bunéény metabolismus a kontrolu apoptosy. Tato bakaldiskd prace je vénovana
optimalizaci postupu pro expresi rekombinantniho proteinu 14-3-3 za Gcelem studia

jeho struktury s vyuZzitim nové sitovaci techniky a hmotnostni spektrometrie.

Cilem je wvytvofeni lidské isoformy 14-3-3zeta s inkorporovanym
fotoaktivovatelnym analogem leucinu na misto pfirozeného leucinu v bakteriich E. coli
(BL-21 nebo auxotrofnim kmenu snefunkéni drdhou pro syntézu leucinu).
V experimentalni Casti je také vyuzita hmotnostni spektrometrie, pomoci které je
sledovany protein identifikovan a soucasné¢ charakterizovana uspésnd inkorporace foto-

Leu do sekvence proteinu.

U takto pfipraveného proteinu (fotoaktivovatelnd proteinova nanosonda) bude
nasledné studovana jeho struktura s vyuzitim foto-sitovaci techniky v kombinaci
s hmotnostni spektrometrickou analyzou, kterd umozni studovat strukturu a interakce

proteinll za nativnich podminek v roztoku.
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3 Teoreticka cast

3.1 Obecna charakteristika proteint 14-3-3

3.1.1 Objeveni a vznik nazvu

Proteiny 14-3-3 patii do vSudypiitomné a vysoce konzervované rodiny proteind,
které se vazi na rtizné molekuly ucastnici se pfenosu signalu a regulace bunééného
cyklu [1]. Proteiny 14-3-3 se fadi mezi polypeptidy kyselé povahy a jejich velikost se
pohybuje v rozmezi 28-33 kDa [2, 3].

Rodina proteinii 14-3-3 byla poprvé objevena v roce 1967 Moorem a Perezem
pii analyze savéi mozkové tkan€ [3]. V tomto ohledu se vSak mlZeme setkat také
srokem 1968 [2]. Vyzkum byl provadén za ucelem systematické klasifikace
mozkovych proteini pomoci DEAE — celul6zové chromatografie [3, 4]. Ziskané frakce
byly vyhodnocovany Skrob-gelovou elektroforézou [2, 4]. Nazev 14-3-3 tedy ve
skute¢nosti oznaduje eluéni frakci obsahujici tyto proteiny. Cislo 14 oznacuje frakci, ve
které byly proteiny po chromatografii obsaZeny, a €islo 3.3 znaci podil, ve kterém se

vyskytovaly na elektroforéze [3, 5, 6].

3.1.2 Vyskyt

Proteiny 14-3-3 se vyskytuji predev§im ve form¢ homo a hetero dimernich
katalyticky aktivnich komplext ve vSech eukaryotickych bunikéach [3, 7, 8]. U rostlin
muzeme nalézt az 15 isoforem a u kvasinek byly identifikovany 2 isoformy. U savcu je
znamo nejméné 7 isoforem (B, v, €, 6, {, T a n; kde B a { jsou fosforylované formy
zpocatku popsané jako a a ), které byly pojemnovany podle poradi eluce na HPLC.
Kazda z existujicich isoforem je kédovana odlisnym genem [3, 4, 7, 8]. Navzdory této
genetické rozmanitosti je piekvapivé vysokd sekvencni identita mezi jednotlivymi

isoformami proteinu [7].

Proteiny 14-3-3 se hojné vyskytuji vnervovych tkanich a to predevSim
v neuronech v centralni nervové soustavé, kde ptfedstavuji 1 % (w/v) zcelkovych

proteinti cytosolu [5, 9]. Krom¢ nervové tkdné nalezneme 14-3-3 proteiny i v jinych
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lidskych tkanich. Napfiklad lidské t a o isoformy jsou ptfitomny v T lymfocytech a
epitelovych butikach. A y isoforma je hlavni 14-3-3 protein, ktery se nachdzi v Golgiho

aparatu v sav¢ich bunkach [9].

3.1.3 Struktura

V soucasné dob¢ je zndma 3D struktura proteini 14-3-3 (Obr. 1, str. 13) [10,
11]. Ptestoze vysledky krystalovych struktur vSech sedmi lidskych isoforem vykazuji
vysokou podobnost (Obr. 1B, str. 13), vzdjemna srovnavaci analyza odhalila n€kolik
zmén. Jednotlivé struktury se odliSuji v relativni poloze monomeri v disledku zmén

v Uhlu mezi dvéma podjednotkami [11].

Prvni krystalové struktury lidského 14-3-3 a 14-3-3t odhalily, ze 14-3-3
proteiny jsou dimerni a vysoce helikalni [11]. Po rentgenovém ozareni krystalti 14-3-3C
a 14-3-3t v nepfitomnosti vazebného ligandu se ukézalo, Ze dimerni molekula ma
miskovity tvar [7, 12]. JelikoZ se jednd o proteiny, jejichz struktury jsou velmi podobné,

1ze vysledky zobecnit na celou rodinu [12].

Protein 14-3-3 lze zatadit strukturni podobnosti do nadrodiny v angl. literature
nazyvané tetratricopeptide repeat family, kterd se sklada ze sady 3-16 motiva tvoficich

nosné struktury podilejici se na tvorbé protein-proteinovych interakci [6].

Kazdy monomer obsahuje svazek deviti antiparalelnich a-helixt [7, 8, 11], které
jsou uspofadany do N-koncovych a C-koncovych domén [6] a tvoii tzv. L strukturu
[12]. Vnitini (konkévni) Cast této L-struktury je tvofena a-helixy H3 a HS, které
obsahuji nabité/polarni aminokyseliny a a-helixy H7 a H9, které obsahuji hydrofébni
aminokyseliny [12]. Tyto ¢tyfi a-helixy tvofi konkavni amfipatickou drazku, kterd
interaguje s cilovymi klientnimi proteiny/peptidy [11, 12]. Struktura vnitini casti je
znaén€ konzervovand, zatimco na vnéj$im konvexnim povrchu se vyskytuji variabilni

aminokyselinové zbytky.

Monomery proteinti 14-3-3 jsou schopné vytvaret bud’ homo ¢i heterodimérni
komplexy. Ne¢kteti ¢Elenové rodiny, jako jsou napiiklad o a vy, upfednostiuji
homodimerizaci a jini, jako naptiklad €, preferuji tvorbu heterodimeru [3]. K dimerizaci
14-3-3 proteini dochazi na zakladé interakce N-koncového helixu HI jednoho

monomeru s helixem H3 a H4 protilehlého monomeru. Vysokd podobnost
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aminokyselinovych sekvenci podél Sroubovic H1 a H3 mezi riznymi isoformami
umoznuje 14-3-3 proteinim zminénou heterodimerizaci [6]. V dimeru pak mohou byt

soucCasné vazany dva stejné nebo rizné proteiny [12].

Obr. 1: Krystalova struktura proteinu 14-3-3 (lidska isoforma {, PDB ID
1QJB) [11] (A) Struktura dimeru 14-3-3C. (B) Znazornéni povrchové
struktury proteinu. Cervené oznacené &asti jsou shodné pro viechny znamé
lidské isoformy.

3.1.4 Vazebné vlastnosti a funkce

Vyznaény rys 14-3-3 proteintl je jejich schopnost vazat fadu strukturné i funkéné
rozdilnych proteinovych ligandi. Kvazbé dochazi vétSinou prostiednictvim
fosforylovanych serinovych nebo threoninovych motivli. Pocet tzv. klientnich proteinti

se jiz rozrostl na vice nez 200 [5, 13].

Dimerni 14-3-3 proteiny se mohou vézat na dva rizné regiony stejného proteinu
a ovlivnit tak jeho konformaci a aktivitu. Mohou se také vazat na dva rtzné cilové
proteiny a uvést je do tésné blizkosti, coz vede k vytvofeni stabilniho terndrniho

komplexu [5, 14]. Zapojeni dvou vazebnych motivi mlze vést také k efektivni

13



konstrukéni modulaci vdzaného ligandu a/nebo k maskovani motivu dileZit¢ho pro

funkci cilové molekuly [14].

14-3-3 proteiny reguluji funkci jinych proteinli prostfednictvim fady riznych
mechanismu. Jak bylo uvedeno jiz dfive, rozpoznavaji fosforylované vazebné motivy a
mnoho 14-3-3 vazebnych partnerii obsahuje dva nebo vice takovych motivi.
Prikopnicky vyzkum 14-3-3 vazebnych mist na kinase Raf vedl k identifikaci dvou
optimalnich fosfoserinovych/fosfothreoninovych motivii - RSX;pSXP a RXX;XpSXP
(pS v obou piipadech reprezentuje fosfoserin, X ve vSech pozicich oznacuje jednotlivé
aminokyseliny a X; aromaticky zbytek) [4, 7, 11]. Na objevu téchto dvou motivil, které
jsou charakteristické pro vSechny isoformy proteinu 14-3-3 [7], se podileli Muslin et al.

[8], ktefi poskytli i jejich dikaz.

Na zéklad¢ vysledkl bylo zjisténo, Ze 14-3-3 jsou schopny regulovat aktivitu
protein kinasy C a mohou interagovat s proteinem koédovanym BCR genem (Bcr).
Veskeré poznatky dale ukazaly, Ze tvoii komplexy s velkym mnozstvim kinas, fosfatas
a dal$ich proteinti [6], které jsou klicové v celé fad¢ biologickych procesii [11] jako jsou
kontrola bunécného cyklu (Cdc25), bunéénd signalizace (Raf-1), bunécny
metabolismus, integrita cytoskeletu, bunéné Sifeni a migrace, kontrola apoptosy a

bunécna regulace [2, 13].
K ligandiim zavislym na fosforylaci patii naptiklad [2, 5, 11, 15]:
- extracelularni kinasy (Raf-1, MAPK, PI13-K)
- proteiny pro regulaci bunécného cyklu (CDC25, p27, p53)
- enzymy (tyrosin a tryptofan hydroxylasa, N-acetyltransferasa)
- proteiny podilejici se na kontrole apoptoézy (BAD)
- strukturni a cytoskeletalni proteiny (vimentin a keratiny)
- receptory (receptor pro glukokortikoidy)

Ackoliv vétSina ligandl interagujicich se 14-3-3 proteiny je zavisld na
fosforylaci, najdou se i takové, které na fosforylaci zavislé nejsou a presto se 14-3-3
proteiny interaguji [2, 4, 12]. Jako dva dobie znamé piiklady takovych liganda I1ze uvést

exoenzym S a R18 [4, 11]. Je také velmi pravdépodobné, Ze fosforylované i

14



nefosforylované ligandy mohou interagovat se stejnou vazebnou doménou proteinu 14-

3-3 [4].

Kromé jiz vySe uvedeného seznamu bunécnych déji, odhalenych v uplynulych
20 letech vyzkumu, jsou tyto proteiny také pti¢inou neuropatologickych procesii.
Proteiny  14-3-3  byly detekovdny v mozkomiSnim moku u  rlznych
neurodegenerativnich onemocnéni jako je roztrousend skler6za nebo Creutzfeldt-
Jacobovy nemoci. 14-3-3 proteiny vSak miZeme nalézt i u Alzheimerovy choroby nebo

u Parkinsonovy choroby [5].

Vsechny tyto poznatky fadi 14-3-3 proteiny mezi vyznamné bunééné regulatory
a jejich vyzkum je velmi dllezity pro pochopeni bunécnych procesit a mnoha dalSich
pusobeni této vyznamné rodiny proteint. Prestoze se v souCasné dobé vénuje velka
pozornost studiu struktury a funkce proteint 14-3-3, pfesny mechanismus jejich u¢inku

nebyl doposud objasnén.

3.2 Priprava rekombinantnich proteint

Rekombinantni technologie jsou v dneSni dobé velmi dobrou alternativou k
izolaci proteinli z pfirodnich zdrojd, jako jsou Zivocisné tkéané, rostlinna pletiva nebo

mikroorganismy [16].

Produkty rekombinantni exprese tzv. rekombinantni proteiny jsou vyrobené
genovymi modifikacemi [17] a kdédované rekombinantni DNA [16]. Do genomu
producenta je zaclenén gen kodujici poZzadovanou bilkovinu z jiného organismu [17].
Rekombinantni protein je exprimovan hostitelskym proteosyntetickym aparatem a
nasledné izolovan z produkujiciho organismu [16]. Jednd se tedy o proces, kdy za
pomoci riznych expresnich systémil lze vytvofit protein odvozeny od konkrétniho genu

[18].

V soucasnosti jsou k dispozici rizné expresni systémy pro tvorbu takovychto
proteinli. Volba hostitelského organismu pro expresi proteinll zdvisi na typu post-
translacni modifikace potfebné pro zachovani biologické aktivity molekuly [19].
Miubzeme volit ze dvou hlavnich tfid - prokaryotni expresni systémy (bakteridlni) a
eukaryotni expresni systémy (kvasinkové, hmyzi, savci) [18, 20]. K nejpouzivanéjsim

patii bakterie. Jejich nejvétsi vyhodou je jednoduchost a vysoky vytézek proteinu. Nelze
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vSak mit vysoké ndroky na kvalitu proteinu, protoZe systém neumoziiuje post-translacni
modifikace. U bakterii je protein omezen také velikostné (max. 150 kDa). Timto
systétmem jsou proteiny exprimovany do cytosolu nebo se hromadi v inkluznich

tliskach [18].

3.2.1 Exprese rekombinantnich proteinti v E. coli

Prvnim krokem pfi tvorbé rekombinantniho proteinu je izolace jeho kodujiciho
genu [16]. Jedna se o linearni molekulu DNA nesouci sekvenci nukleotidii kodujicich
rekombinantni protein, kterd je specificky upravend pro zaklonovani do expresniho
vektoru (na konci sekvence jsou restrikéni mista kompatibilni s expresnim vektorem).
Pomoci endonukleas je tak mozné vytvofit ligani pfesahy a vlozit usek DNA, tzv.
inzert, do vektoru. Je nutné, aby inzert nesl sekvenci pro zacatek transkripce
(methionin) a stop kodon, déle také muize obsahovat specifickou sekvenci umoznujici

snadnou izolaci/purifikaci [18].

VloZeni ptipraveného inzertu do vhodného vektoru zajistuje enzym DNA ligasa.
Expresni vektory jsou sloZzeny z n¢kolika zékladnich sekvenci dilezitych pro integraci

inzertu, selekci bakteridlniho klonu a expresi proteinu [18].

Nasledujicim krokem je transformace, tedy vneseni vytvoreného vektoru do
bun¢k vhodnych pro expresi rekombinantniho proteinu. Escherichia coli je zdaleka
nejvice pouzivana bakterie pro produkci rekombinantnich protein. Mezi vyhody tohoto
organismu patii rychld vyroba biomasy v disledku vysokého tempa ristu, snadna
genetickd manipulace a nizké néklady na kultivaéni média [19]. Vhodné expresni bunky
jsou napiiklad geneticky modifikované kmeny E. coli BL21. Maji genom specidlné
upraveny tak, abychom mohli cilen¢ ovlivnit a nacasovat expresi rekombinantniho
proteinu [18]. Transformaci kompetentnich bun€k (bun¢k schopnych piijmout plazmid)
lze provést teplotnim Sokem nebo elektroporaci. Poté nasleduje selekce
transformovanych kloni pomoci selek¢énich markertt [18]. Nejcastéji se jedna o

produkty genti zajist'ujicich resistenci k antibiotikiim [16].

Dal§im krokem je produkce proteinu, kterd miZze byt kontinualni nebo
indukovatelnd. Mbuze jit napfiklad o indukci pomoci isopropyl-beta-D-

thiogalaktopyranosid (IPTG), ktery spousti syntézu T7 RNA polymerasy, ktera
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specificky transkribuje pouze geny umisténé za T7 promotorem [16]. Pfi produkci hraje

roli volba vhodného expresniho média a kultiva¢nich podminek.

3.2.2 Purifikace a charakterizace rekombinantnich proteint

Dulezitou podminkou pro ziskédni rekombinantniho proteinu v homogenni formé
je ucinnd purifikace. Purifikaci Ize usnadnit fizenym smérovanim proteinu napi. do
periplazmatického nebo vnéjsiho prostoru E. coli uZitim specifickych signalnich

sekvenci [21].

Je-li protein produkovan do cytosolu, pak je k uvolnéni proteinu do roztoku
nutnd lyze bunck. Ta je obvykle provadéna kombinaci fyzikéalnich, chemickych a
enzymatickych lyzacnich postupt. Pfikladem mtze byt plisobeni lysozymu a sonikace,
pokud se jednd o protein 14-3-3. Pokud je sledovany protein nerozpustny a bakterie ho
shromazd’uji v inkluznich téliskach [18], je nutna solubilizace télisek denaturaénim

¢inidlem a nasledna renaturace proteinu [16].

Pro purifikaci z komplexnich bakteridlnich lyzath vyuzivaime zejména
chromatografické metody. Jednou z téchto metod je gelova chromatografie, ktera slouzi
k oddéleni velkych molekul od malych. Malé molekuly vnikaji do hydratovanych geli a
tim se zpozd'uji, zatimco velké molekuly prochdzi rychleji [22]. Dalsi dilezitou
technikou je chromatografie na iontoménicich, kdy se proteiny odd¢luji na zaklade

naboje na jejich povrchu [16, 22].

Nejcastéji se pouziva afinitni chromatografie, ktera umoziuje oddélit ze smési
proteini  Cistou frakci jediného proteinu [18]. Tato metoda vyuziva raznych
purifikac¢nich znacek tzv. tagl. Nejznaméjsi znackou je znacka sloZend ze sekvence
nékolika histidinil nazyvana His-tag. Histidinova sekvence ma velkou afinitu k iontim
pfechodnych kovl. Tato vlastnost je zadkladem metody IMAC vyuzivajici imobilizace
kovovych iontl na agarozovou matrici pomoci chelatacni vazby s kyselinou
imidodioctovou nebo kyselinou nitrilotrioctovou [16]. Pro studium struktury a funkce
proteinli za nativnich podminek je potfeba znacku odstranit. Proto se mezi His kotvu a

sekvenci proteinu vklada Sté€pici misto pro vysoce selektivni proteasu (napf.: thrombin).

Po provedeni purifikace je potieba ziskany preparat charakterizovat. Pro

kontrolu dCistoty lze pouzit elektroforézu v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti
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denaturacniho detergentu dodecylsiranu sodné¢ho (SDS-PAGE) [22]. Ke kontrole
spravného nativniho stavu lze pouzit naptiklad nativni gelovou elektroforézu. Pro

zjisténi identity je moZné pouzit hmotnostni spektrometrii (MS).

3.3 Studium struktury proteinti pomoci sitovacich
technik a hmotnostni spektrometrie

V dnesni dobé 1ze studovat 3D strukturu proteini pomoci modifikace proteinti
sitovacimi ¢inidly v kombinaci s hmotnostni spektrometrii. Jelikoz modifikace probiha

v roztoku, maji tyto techniky velkou vyhodu v udrZeni nativni struktury proteinu.

3.3.1 Sitovaci techniky (,cross-linking“ techniques)

Sitovaci techniky umoziuji spojovani linearnich nebo rozvétvenych
makromolekularnich fetézcti dvou ¢i vice molekul pficnymi vazbami do struktury
prostorové sité [23, 24]. Samotny proces je zavisly na teploté, Case, po ktery je vzorek

teploté vystaven a na volbé a koncentraci sitovaciho ¢inidla [24].

Chemicka sit'ovaci €inidla se svymi reaktivnimi skupinami specificky vazi na
funkéni skupiny aminokyselinovych zbytkd v molekuldch proteinu. S vyuzitim celé
fady dostupnych ¢inidel tak miiZeme cilené¢ modifikovat studované proteiny a s pomoci
hmotnostni spektrometrie sledovat ptistupnost a reaktivitu aminokyselinovych zbytku a

vzdalenost mezi funkénimi skupinami v proteinech.

Kromé¢ béznych sitovacich technik lze vyuzit sitovani pomoci
fotoaktivovatelnych proteinovych nanosond. Tato novd metoda kombinujici chemické
sitovani a fotoafinitni znaceni je zaloZzena na inkorporaci fotoaktivovatelného analogu
aminokyseliny (napf. foto-Met nebo foto-Leu) piimo do sekvence studovaného
proteinu. K inkorporaci dochazi béhem rekombinantni exprese na zéklad€ strukturni
podobnosti s pfirozenymi aminokyselinami (Obr. 2, str. 19). Aminokyselinové analogy
obsahuji diazirinovou funkéni skupinu, ze které po aktivaci UV zadfenim vznikd velmi
reaktivni karbénovy biradikal, ktery je schopen napadat jakykoliv aminokyselinovy

zbytek v blizkém okoli za vzniku kovalentni vazby [25].
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Vytvotené kovalentni produkty jsou separovany pomoci SDS-PAGE [26].
Kazdy proteinovy prouzek (napf.: kovalentné propojené integrujici proteiny) muze byt z
gelu vytiznut [26], odbarven a po promyti podroben trypsinové hydrolyze v gelu [27].
S vyuzitim hmotnostni spektrometrie jsou nalezeny kovalentné spojené peptidy a

identifikovany aminokyselinové zbytky tvofici kovalentni spojeni [26].

HOOC i
b HOOC
(a) CPUTCR ) -
Leu o - foto-Leu N
N
(c) HOOC (d) HOOC
NH; - NH;
Met foto-Met
N
5 | ™
N

Obr. 2: Struktura aminokyselin (a) leucin a (c) metionin a jejich
fotoaktivovatelnych analogii (b) foto-leucin a (d) foto-methionin

3.3.2 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektrometrie (MS, z angl. ,,mass spectrometry”) je metoda, s jejiz
pomoci lze identifikovat a charakterizovat rizné molekuly (napft.: proteiny) a ur¢enim
poméeru jejich hmotnosti a naboje (m/z) [18, 28]. Nezbytnou podminkou této metody je
tedy pfeména neutralnich molekul analytu na ionty. V poslednich letech snahy mnoha

védcil vedli k vyvoji novych mékkych ioniza¢nich technik [28].

Hmotnostni spektrometr je tvoten z n€kolika ¢asti (Obr. 3, str. 20). Prvni ¢asti je
iontovy zdroj, ktery slouzi k ptfevedeni neutralnich molekul analytu na nabité ¢astice. Za
iontovym zdrojem se nachdzi hmotnostni analyzator slouzici k rozdéleni iont v plynné
fazi za vysokého vakua podle poméru m/z. Posledni soucésti je detektor, ktery slouzi

k detekei iontl po jejich rozdéleni a k urceni relativni intentzity jednotlivych ionti [29].

DalSimi dilezitymi ¢astmi hmotnostniho spektrometru jsou vakuovy systém,
iontova optika slouzici k urychleni a fokusaci iontli a pocita¢ na ovladéani a ladéni

ptistroje, sbér, ukladani a zpracovani dat (napf.: porovnani spekter s knihovnou) [29].
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Obr. 3: Hmotnostni spektrometr

3.3.2.1 MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie

Technika ionizace/desorpce laserem v pfitomnosti matrice (MALDI, z angl.
,matrix-assisted laser desorption/ionization”) v kombinaci s priletovym analyzatorem
(TOF, z angl. ,time-of-flight*) je populdrni a univerzalni zpiisob jak analyzovat fadu
makromolekul biologického ptivodu [30]. Prvni zpravy prokazuji uspésnou MALDI-
TOF MS analyzu ve dvou laboratotich: (1) Karas a Hillenkamp, (2) Tanaka [31].
Piistroj se nasledn¢ stal komeréné dostupnym od roku 1991. To znamena, Ze obecné
vyuziti MALDI-TOF MS se ukazalo jako ucinny nastroj pro studium biomolekul
v poslednim ¢tvrtstoleti [30].

MALDI je velmi citliva ionizacni technika [32]. Jedné se o metodu, kdy dochazi
k tvorbé molekularnich ionti [A+H]", kde A je analyt a H atom vodiku. Analyt
smichany s matrici je nanesen na ocelovy ter¢ a po odpateni rozpoustédla tvoii smésné
krystalky. Po vloZeni desticky do vysokého vakua v iontovém zdroji [30, 33] jsou
krystalky ozafeny laserovym nanosekundovym paprskem [30, 32, 31, 33]. Naptiklad
ultrafialovym paprskem s vinovou délkou 266 nebo 337 nm [31]. Matrice absorbuje
energii laseru a dojde k desorpci matrice spolu s analytem, matrice se ionizuje a predava
molekulam analytu ion vodiku. Nasledné dochazi k transportu iontd analytu do

pruletového hmotnostniho analyzatoru [30, 33].

V analyzatoru dochazi k zrychleni iontii (vztahuje se na n¢ stejné elektrické
pole) [30, 33]. Nasledné se méfi Cas priiletu iontu od analyzatoru az k detektoru [31,
33]. Zjistovana hmotnost se pak miiZze vypocitat podle nasledujiciho vzorce [33]
m t2
—=2eU—

Z L?
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Kde ¢ je doba priletu, L délka driftové zony, U vlozené napéti, e elementarni

naboj, m hledand hmotnost a z naboj iontu.

MALDI-TOF MS se pouziva na analyzu celé fady biomolekul, jako jsou
proteiny, peptidy, cukry, polymery a mnoho dalSich [32]. Matrice se voli podle typu
analytu. Mezi nejbéznéjsi typy matrice patii kyselina a-kyano-4-hydroxyskotficova
(CCA), kyselina 2,5-dihydroxybenzoova, nebo kyselina sinapové [33]. Samotna
ptiprava vzorku je v podstaté velmi jednoducha, ale zaroven je to jeden
dilezité, aby byla matrice v nadbytku nad analytem. Roztok matrice by mél byt vzdy

cerstvy a pH matrice by mélo byt kysel€. Je také dobré mit vyssi podil organického

rozpoustédla pro rychlej$i odpateni a mensi ¢as pro tvorbu krystalkii matrice s analytem

[33].
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4 Cil prace

Optimalizace postupu pro expresi rekombinantniho proteinu 14-3-3zeta
s inkorporovanym fotoaktivovatelnym analogem leucinu za ti¢elem studia jeho
struktury s vyuzitim kombinace nové fotoaktivovatelné sitovaci techniky a hmotnostni

spektrometrie.

1. Transformace expresnim plazmidem a optimalizace exprese
rekombinantniho proteinu v E. coli BL-21 DE3 Gold v limitnim mediu

2. Pfiprava nového expresniho vektoru pro pouZiti v auxotrofnim kmeni E. coli
K-12 s nefunkéni biosyntézou leucinu

3. Transformace expresnim plazmidem a optimalizace exprese
rekombinantniho proteinu v auxotrofnim kmeni E. coli K-12 s nefunk¢ni

biosyntézou leucinu
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5 Experimentalni cast

5.1 Seznam pouzitych pristrojii, pomucek a materiala

5.1.1 Pristroje a pomiicky

Spektrometr

Ttepacka

Rotacni koncentrator
Sonikac¢ni lazen
Hmotnostni spektrometr
Centrifuga

Centrifuga

Centrifuga

Centrifuga

Spektrometr

Thermomixer

Aparatura na elektroforézu

Zdroj

pH metr

5.1.2 Chemikalie

Genomed, Némecko: JET Quick Gel Extraction Spin Kit

DU-70 Spectrophotometer
BigGer Bill
SpeedVac DNA 110
Elmasonic S
MALDI-TOF, Ultraflex III
Centrifuge 5415 R
Coulter Allegra X-22R
MiniSpin
Universal 320R
NanoVue Spectrophotometer
Thermomixer comfort

SE 260
EPS 3501

pHM 210

Invitrogen, USA: SYBR Safe DNA gel stain,

Lachema, CR: isopropanol, ethanol, EDTA, KCI

Lach-Ner, CR: glycerol, kyselina octova

Beckman Coulter, USA
Thermolyne, USA
Savant, USA

Elma, Némecko

Bruker Daltonics, USA
Eppendorf, Némecko
Beckman Coulter, USA
Eppendorf, Némecko
Hettich, Némecko

GE Healthcare, UK
Eppendorf, Némecko
Hoeffer, USA

GE Healthcare, UK

Radiometer, Dansko
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Fluka, gvycarsko: Tris-CL, SDS, TEMED, ammonium persulfat, Coomassie Brilliant
Blue R 250, -ethylnmorfolin, TFA (kyselina trifluoroctovd), TCEP (tris(2-
carboxyethyl)phosphine hydrochloride), NaCl, kvasni¢ny extrakt

Merck, SRN: acetonitril (ACN), H,O

Bruker Daltonics, SRN: CCA (a-kyano-4-hydroxyskoficova kys.), pepmix II

(kalibra¢ni standard)
Oxoid, UK: trypton
GE Healthcare, UK: dithiotreitol

Sigma Aldrich, USA: MgSO,4, MgCl,, thiamine hydrochloride, bromfenolova modr,
sacharosa, glukosa, aminokyseliny, Marker Sigma Wide Range (6,5 — 200 kDa),
jodacetamid, akrylamid, N,N’- methylen-bis-akrylamid, IPTG, chloramfenikol,

kanamycin, ampicilin

New England BioLabs, UK: Ncol (10000 U/ml), BamHI (100000 U/ml), NEBuffer 3,
T4 DNA Ligase Buffer, T4 DNA Ligase (400000 U/ml)

5.1.3 Bakterialni buiiky a plazmidy

Buniky E. coli DH5a
Bunky E. coli  BL21 DE-3 Gold
Bunky E. coli  K-12 A Leu (JW5807-2, 11943) Coli genetic Stock center, USA

Plazmid pET-15b 14-3-3zeta WT Poskytnut z laboratofe prof. Tomase
Obsila, Ph. D.

Plazmid pARI1219 Sigma Aldrich, USA

Plazmid pACYCDuet-1 Novagen, USA

5.1.4 Roztoky a pufry

Ix PB: 10 mM KH,PO4; 1 mM EDTA; pH 7,7; sterilizace 20 min.; 121 °C

24



Roztok K-AC: 3M draslik, SM octan, pH 5,4

Matrice CCA (a-cyano-4-hydroxyskoficova kys.): 10 mg/ml CCA v 50% ACN a 0,1%

TFA, pfipraveny roztok pted pouzitim natedit 1:1 (v/v) rozpoustédlem

Roztok CBB: 1,25 g CBB R-250, 225 ml methanol, 50 ml kyselina octové, 225 ml H,O
Odbarvovaci roztok: H,0, ethanol, kyselina octova v poméru 55:35:10

Lyzacni pufr: 10% (w/v) SDS, SM NaOH

Pufr pro SDS-PAGE (5x koncentrovany): 0,1M Tris/HCI, 1M glycin, 0,5% (w/v) SDS,
pH 8,5

STE pufr: 10mM Tris-Cl, ImM EDTA, 100mM NaCl, pH 8,0

GTE pufr: 50mM glukosa, 25mM Tris-Cl, 10mM EDTA, pH 8,0

Roztok PEG: 2,5M NaCl, 20% PEG 8000

TAE pufr: 40mM Tris, 20mM kyselina octovd, ImM EDTA, pH 8,0

Bromfenolova modr: 0,5 g/l bromfenolova modi, 400 g/l sacharosa, 20 mmol/l EDTA

S5x redukujici pufr (10 ml): 2,5 ml 1M Tris-CL, 0,7712 g dithiotreitol, 1 g SDS, 0,05 g

bromfenolova modt, 5 ml glycerol, pH 8,0

5 ml 12% gelu pro SDS-PAGE (deélici): 1,6 ml H,O; 2,0 ml akrylamidovy mix (29,2%
akrylamid; 0,8% bis-akrylamid); 1,3 ml 1,5M Tris-CI (pH 8,8); 0,05 ml 10% (w/v)
SDS; 0,05 ml 10% (w/v) amonium persulfat; 0,002 ml TEMED

2 ml 3% gelu pro SDS-PAGE (zaostrovaci): 1,4 ml H,O; 0,33 ml 30% akrylamidovy
mix (29,2% akryamid, 0,8% bis-akrylamid); 0,25 ml 1M Tris-Cl (pH 6,8); 0,02 ml 10%
(w/v) SDS; 0,02 ml 10% (w/v) amonium persulfat; 0,004 ml TEMED

5.1.5 Kultiva¢ni média

LB médium: 1% trypton; 0,5% kvasnicny extrakt; 1% NaCl; pH 7,7; sterilizace 20 min.;
121 °C
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Rotok A pro pripravu LM-M9 (500 ml LM-M9): 3 g Na,HPOy; 1,5 g KH,PO4; 0,5 g
NH4CI; 0,25 g NaCl; H,O do 480 ml; sterilizace 20 min.; 121 °C

Limitni médium M9 (100 ml): 90 ml roztoku A; 100 pul IM MgSOy; 10 pl 0,5% (w/v)
vitamin B1 (thiamine hydrochloride); 1 ml 4% (w/v) glukosa; 4 ml aminokyselinovy
mix (L-Lys, L-Phe a L-Thr o konc. 2,5 mg/ml, L-Ile a L-Val o konc. 1,25 mg/ml); 100
ul antibiotokum (1000x koncentrovany zasobni roztok); 2 ml foto-Leu (60pg/ml); 4 ml
L-Met (1,25mg/ ml)

SOC médium: 2% (w/v) trypton, 0,5% (w/v) kvasni¢ny extrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM
KCIL, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSOy, 20 mM glukosa

5.2 Exprese proteinu 14-3-3zeta v limitnim médiu
s fotoaktivovatelnym analogem leucinu

5.2.1 Transformace plazmidem pET-15b 14-3-3zeta WT

Pro transformaci byly pouzity kompetentni buiiky E. Coli BL-21 DE3 Gold.
K 50 ul bunék bylo pfidano 20 ng plazmidu pET-15b 14-3-3zeta WT. Vzorky byly
inkubovany na ledu 30 minut. Poté byl proveden teplotni Sok trvajici 90 sec pii 42 °C.
Nésledovalo ochlazeni na ledu. Nasledné bylo ke vzorkiim ptidano 500 ul LB média a
bunky byly inkubovany 1 hodinu a 30 minut pti 37 °C s ttepanim. Béhem 90 minutové

inkubace byly pfipraveny plotny s LB médiem a kanamycinem (findlni konc. 50 pg/ml).

Po inkubaci byly vzorky centrifugovany 5 min pii 4515 x g a nasledné bylo
odebrano 400 pl supernatantu. Ve zbytku byly peletky resuspendovany a kultury

naneseny na piipravené plotny a inkubovany ptes noc pii 37 °C.

5.2.2 Kultivace v LB médiu

2 ul glycerolové kultury (E. coli BL-21 DE3 Gold transformované plazminem
pET-15b 14-3-3zeta WT) byly inokulovany do 3 ml LB média s ampicilinem (findlni
koncentrace 100 pg/ml) v 15ml zkumavce a inkubovany ptes noc pii 37 °C a 200 rpm.
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100 pl no¢ni kultury bylo asepticky pievedeno do 10 ml LB média s
ampicilinem (100 pg/ml) v 50ml zkumavce. Roztok byl inkubovan pti 37 °C a 200 rpm,
dokud nebylo dosazeno ODggp 0,6 — 0,7 (ptiblizn€ 3 hod.).

5.2.3 Produkce v limitnim médiu s foto-Leu

Po kultivaci v LB médiu byly bunky pfevedeny do limitniho média M9, které
obsahovalo fotoaktivovatelny analog leucinu misto pfirozeného leucinu. Kultura byla
centrifugovana 5 minut pii 4220 x g a 4 °C. Ziskané bunécné pelety byly 2x oplachnuty
20 ml ptedem vychlazeného sterilniho PB a nésledné resuspendovany v 10 ml LM-M9 s

ampicilinem (100 pg/ ml). Nasledné byly inkubovany 15 minut pfi 37 °C a 200 rpm.

Po inkubaci byly odebrany 1,4 ml kultury jako kontrola pied indukci exprese.
400 pl bylo pouzito na stanoveni absorbance pifi 600 nm a 1 ml byl centrifugovan 5
minut pii 4515 x g, supernatant byl odstranén a peletka resuspendovana ve 100 pl
sterilni H,O. Pfipraveny vzorek byl nasledné analyzovan pomoci SDS-PAGE. Zbyla
kultura (8,6 ml) byla indukovéana 125 pl 0,04M IPTG (findlni koncentrace 0,5mM).
Protein byl produkovan 2 hodiny pii 37 °C a 200 rpm. V pribéhu inkubace byly
odebirany vzorky, a to po 1 hodin€ a po 2 hodinach, které byly zpracovany stejné jako

odbér pted indukci IPTG.

5.3 Exprese proteinu 14-3-3zeta s vyuzitim auxotrofnich
bakterii

5.3.1 Priprava expresniho vektoru

S ohledem na pifitomnou rezistenci auxotrofnich kmenl s nefunkcni
biosynthesou leucinu ke kanamycinu a neexistenci genu pro T7 polymerasu v genomu
(oproti kmenu E. coli BL-21 DE3 Gold) bylo potieba cDNA kédujici protein 14-3-3zeta
vystépit a izolovat z pET-15b vektoru (kanamycinova rezistence) a nasledné ho vlozit
do expresniho vektoru s jinym genem majicim rezistenci na kanamycin ¢i ampicilin

(vektor nesouci T7 polymerasu majici rezistenci na ampicilin).
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5.3.1.1 Izolace plazmidové DNA

Buiiky E. coli BL-21 DE3 Gold transformované plazmidem pET-15b 14-3-3zeta
WT nebo pACYCDuet-1 byly kultivovany pies noc vLB médiu s pfislusSnym
antibiotikem (ampicilin 100 pg/ml nebo chloramfenikol 34 pg/ml).

Buiiky byly sklizeny centrifugaci a peleta z 10 ml kultury byla resuspendovana
vl ml STE pufru a pfenesena do 1,5ml mikrozkumavky. Poté byly vzorky
centrifugovany 5 min. pfi 3900 x g. Nasledn¢ byl STE pufr odstranén a peletka
resuspendovana ve 200 ul GTE pufru. Okamzit¢ bylo pfidano 300 pl Cerstvé
ptipravené¢ho lyzacniho pufru, roztok byl promichan pfevracenim a inkubovan 5 min.
pfi laboratorni teploté. Po inkubaci bylo ke vzorkim pfiddno 200 pl ledoveé
vychlazeného roztoku K-AC. Vzorky byly promichdny pievracenim a inkubovany 5
min. na ledu. Poté byly centrifugovany 10 min. pfi 4 °C a 15000 x g. Supernatant byl
opatrné presunut do ¢isté mikrozkumavky. Nasledn¢ byl odecten objem a ke vzorku
bylo ptidéno stejné mnozstvi roztoku fenol:chloroform:isoamylalkohol (25:24:1, v:v:v)
a roztoky byly fadné protifepany pomoci vortexu. Poté byly vzorky centrifugovany 5
min. pfi 4 °C a 15000 x g. Horni vodna faze byla ptenesena do Cisté mikrozkumavky.
Extrakce byla zopakovéna s roztokem chloroformu, abychom odstranili veskeré zbytky

fenolu.

K vodné fazi byl pfidan stejny objem isopropanolu, roztoky byly zamichany
pomoci vortexu a centrifugovany 30 min. pii 4 °C a 15000 x g. Poté byly vzorky
promyty vychlazenym roztokem 70% ethanolu (0,5 ml) a centrifugovany 2 min. pfi
4°C a 15000 x g. Peletka byla vysuSena pod vakuem. K usuSenym vzorkim bylo
pfidano 100 ul TE pufru a 0,5 ul RNAsy A (zasobni roztok o koncentraci 10 mg/ml) a
byly inkubovany 20 min pii 50 °C. Poté bylo ptidano 60 pl roztoku PEG a vzorky byly
2x pomalu promichany $pickou a inkubovany na ledové tfisti 1 hod. Po inkubaci na ledu
byly vzorky centrifugovany 20 min. pii 4 °C a 15000 x g. Poté byla peletka promyta
150 pl vychlazeného 70% ethanolu. Po promyti byl ethanol odstranén a peletka DNA

vysusSena pod vakuem.

K peletce DNA bylo pfiddno 20 pl vody a vzorky byly inkubovany do
rozpusténi peletky pii 50 °C. Po rozpusténi peletky byla urcena spektrofotometricky

(Az60 nm) koncentrace DNA a ¢istota.
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5.3.1.2 Stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Koncentrace DNA byla stanovena spektrofotometricky pomoci NanoVue
Spectrophotometr. Byla métena absorbance pfi vinovych délkach 260 nm a 280 nm.
Z téchto hodnot je mozné zjistit Cistotu DNA (z poméru Azs0/Azs0) a jeji koncentraci
v roztoku (Azep). Koncentrace DNA se méfi v jednotkdch pg/ml. Plati, Zze pokud je
pomer Ajeo/Azso vV rozmezi hodnot 1,7-1,8, podafilo se izolovat ¢istou DNA. Pokud je
tento pomér mensi nez 1,7, je DNA zne€iSténa proteiny nebo organickymi latkami.
V piipadé, Ze je tento pomér vétsi nez 1,9, je DNA zneciSténa RNA nebo organickymi

latkami [34].

5.3.1.3 Stépeni DNA

Tab. 1 — Stépici smés pro jednu reakci

V [u] Slozka

2 10X BSA

2 10x NEBuffer 3

1 Ncol (10000 U/ml)
0,1 BamHI (100000 U/ml)
5,9 DNA (5 pg)

Doplnéni H,O do 20 pl

Ziskand plazmidova DNA (pET-15b 14-3-3zeta WT, pACYCDuet-1) o
pozadované ¢istoté byla $tdpena pies noc pii 37 °C. Stépici smés byla namichana dle
Tab. 1.

5.3.1.4 Agarosova elektroforéza

Po §tépeni plazmidové DNA byla provedena separace inzertu a vektoru pomoci
agarosové elektroforézy. Byl pfipraven 1% agarosovy gel v TAE pufru s pfidavkem
SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen). Pfipraveny gel byl umistén do aparatury a
byly na n& naneseny jednotlivé vzorky, ke kterym byla pfimichdna nanaseci barva
bromfenolovd modf, aby mohla byt sledovdna rychlost putovani vzorku gelem.

Elektroforéza bézela v ptitomnosti TAE pufru pfi 110 V 35 min.
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5.3.1.5 Extrakce DNA z gelu

Po separaci St€épené DNA na gelu byly prouzky odpovidajici velikosti (792bp
pro inzert 14-3-3zeta WT, 3971bp pro plazmid pACYCDuet-1) vyfiznuty a byla
provedena extrakce DNA pomoci komeréni sady JET Quick Gel Extraction Spin Kit
(Genomed). Vytiznuté ¢asti gelu byly pievedeny do pfedem zvazenych mikrozkumavek
a byla urcena jejich hmotnost. Ke kazdému vzorku byl pfidan roztok L1 podle poméru
300 pl/ 100 mg gelu. Poté byly vzorky inkubovany pii 50 °C 15 — 20 min do rozpusténi

gelu za ob¢asného michéni.

Vzorky byly naneseny na kolonky umisténé v Cistych mikrozkumavkach a
centrifugovany 1 min. pfi laboratorni teploté a 16100 x g. Roztok L1 byl odlit a vzorky
zachycené na kolonkach promyty 500 pl roztoku L2 a opét centrifugovany za stejnych
podminek. Roztok L2 byl odlit a vzorky byly znovu centrifugovany. Poté byly kolonky
pfendany do cistych mikrozkumavek, bylo naneseno 30 pl vody vytemperované na
70 °C a vzorky byly inkubovany 1 min. pfi laboratorni teploté. Nasledné byly vzorky
eluovany centrifugaci 2 min. pii 16100 x g. Bylo provedeno stanoveni koncentrace

DNA, jak je uvedeno v kapitole 4.3.1.2.

5.3.1.6 Ligace

Tab. 2 — Liga¢ni smés

V [ul] Slozka

10 Inzert cDNA (14-3-3zeta WT)
7 Plazmid (pACYCDuet-1)

2 10X T4 DNA Ligase Buffer

1 T4 DNA Ligase (400000U/ml)

Ligacni reakce byla ptipravena dle Tab. 2. MnoZzstvi DNA bylo vypocitano tak,
aby v reakci bylo pfiblizné 5x vice inzertu oproti plazmidu. Pted pfidavkem enzymu
byla smés inkubovéana 5 min pii 45 °C a poté prudce ochlazena na ledu. Pro kontrolu
ligace byla namichéna reakce v poloviénim objemu, do které byla ptidana sterilni voda

misto inzertu. Reak¢éni smési byly inkubovany pies noc pii 16 °C.
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5.3.1.7 Transformace lega¢ni smési

Pro transformaci byly pouzity kompetentni buiiky E. coli DH5a. K 50 ul bun¢k
byly pfidany 2 ul nebo 18 pl ligaéni smési nebo 10ul kontroly ligace. Takto ptipravené
vzorky byly inkubovany na ledu 30 min.

Poté byl proveden teplotni Sok, ktery trval 90 sec pti 42 °C a nésledné ochlazeni
na ledu. Nasledné bylo ke vzorkim ptidano 500 pul LB média a vzorky byly inkubovany
1 hodinu a 30 minut pii 37 °C a 200 rpm.

Béhem 90 minutové inkubace byly pfipraveny agarové plotny s LB médiem a
chloramfenikolem (findlni koncentrace 34 pg/ml). Po inkubaci byly vzorky
centrifugovany 5 min pii 4515 x g a poté bylo odebrano 400 pl supernatantu. Ve
zbylych 100 pl byla resuspendovdna bunécnd peletka. Kultury byly naneseny na

ptipravené plotny a inkubovany ptes noc pii 37 °C.

Vybrané kolonie narostlé na plotné byly kultivovany pies noc v LB médiu
s chloramfenikolem (34 pg/ml) a pfipraveny expresni vektor pACYCDuet-1 14-3-3zeta
WT byl izolovan z bun¢k postupem popsanym v kapitole 5.3.1.1.

5.3.2 Produkce v limitnim médiu s foto-Leu

5.3.2.1 Transformace kompetentnich bunék E. coli K-12 ALeu dvéma
plazmidy souc¢asné

Pro transformaci byly pouzity kompetentni buiiky E. coli K-12 ALeu, které byly
ptipraveny pomoci roztoku 100mM CaCl, podle protokolu Sambrook et al. [35].

K50 pl bunék bylo pfiddno 20 ng kazdého ze dvou plazmidd pAR1219
s vlozenym inzertem pro T7 RNA polymerasu a pACYCDuet-1 s vloZzenym inzertem
pro expresi 14-3-3zeta WT. Vzorky byly inkubovany na ledu 30 minut. Poté byl
proveden teplotni Sok trvajici 90 sec pii 42 °C. Nasledovalo ochlazeni na ledu. Nasledné
bylo ke vzorkiim pfidano 500 pul SOC média a bunky byly inkubovany 1 hodinu a 30
minut pii 37 °C s tfepanim. Béhem inkubace byly pfipraveny plotny s LB médiem a

antibiotiky (ampicilin 25 pg/ml, chloramfenikol 10 pg/ml).
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Po inkubaci byly vzorky centrifugovany 2 min pii 1060 x g a nasledné¢ bylo
odebrano 450 pl supernatantu. Ve zbytku byly peletky resuspendovany a kultury

naneseny na pfipravené plotny. Vzorky byly inkubovany ptes noc pii 37 °C.

5.3.2.2 Produkce v LB médiu

Kolonie z plotny byla pfevedena do LB média s antibiotiky (ampicilin 100
ug/ml, kanamycin 50 pg/ml, chloramfenikol 34 pg/ml) v 15ml zkumavce. Nasledovala

inkubace ptes noc pii 37 °C s tfepanim.

100 pl noc¢ni kultury bylo asepticky pirevedeno do 10 ml LB média s antibiotiky
(ampicilin 100 mg/ml a chloramfenikol 34 mg/ml) v 50ml zkumavce. Roztok byl
inkubovan pti 37 °C a 200 rpm, dokud nebylo dosazeno ODggo 0,6 — 0,7 (ptiblizné 3
hod.).

Po dosazeni dostatecné denzity bylo odebrano 0,5 ml kultury, které byly
centrifugovany 5 min pii 4220 x g, supernatant byl odstranén a peletka resuspendovana
v 50 pl sterilni H,O. Ptipraveny vzorek byl nasledné analyzovan pomoci SDS-PAGE.
Zbytek kultury (9,5 ml) byl indukovan 100 pl IPTG (0,05M). Protein byl produkovan 3
hodiny pti 37 °C s tfepanim. V prubchu inkubace byly odebirany vzorky, atopo 1,2 a
3 hodinach, které byly zpracovany stejné€ jako odbér pred indukci IPTG.

5.3.2.3 Produkce v limitnim médiu s foto-Leu

Produkce byla provedena podle protokolu v kapitole 5.2.2. Bylo pouzito limitni
médium M9, které obsahovalo fotoaktivovatelny analog leucinu misto pfirozeného
leucinu (finalni koncentrace 60 pg/ml) a pro kontrolu limitni médium M9 obsahujici
pfirozeny analog leucinu (findlni koncentrace 50 pg/ml nebo 250 pg/ml, 500pg/ml a 2,5
mg/ml ).
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5.4 Sledovani miry inkorporace foto-Leu do sekvence 14-
3-3zeta pomoci MALDI-TOF MS

5.4.1 Denaturacni gelova elektroforéza (SDS-PAGE)

Pro ptipravu vzorkl bylo k 20 pl nesuspendované bunééné kultury v destilované
vodé pfidano 5 pl 5x koncentrovaného redukujiciho pufru. Zaroven byl pfipraven
standard molekulovych hmotnosti smisenim 4 pl zdsobniho roztoku s 12 pl vody a 4 pl
5x koncentrovaného redukujiciho pufru. Pied nanesenim na gel byly vzorky 5 minut

vareny.

Na cistém filtracnim papife byla sestavena skla pro elektroforézu. Nasledné byl
pfipraven 12% maloporovy separacni (délici) gel a ten byl okamzit¢ po ptidani
ammonium persulfatu nalit mezi pfipravena skla. Gel byl pfevrstven destilovanou
vodou. Po ztuhnuti gelu byla voda odlita a byl nanesen 3% velkoporovy (zaostfovaci)
gel. Do gelu byl ihned umistén hieben. Po ztuhnuti byla skla s gelem umisténa do

aparatury naplnéné elektrodovym pufrem.

Na takto piipraveny gel bylo naneseno do kazdé jamky 20 ul pfipravenych
vzorkl. Po aplikaci byla spusténa elektroforéza, ktera bézela 1 hod. a 30 min. pii 140 V.
Po skonceni elektroforézy byl gel obarven pomoci CBB a poté odbarven odbarvovacim

roztokem.

5.4.2 Priprava vzorku na MS analyzu

Cistym skalpelem na sklenéné desce byly vyfiznuty z gelu prouzky odpovidajici
velikosti proteinu 14-3-3zeta (28 — 33 kDa). Vytiznuté prouzky gelu byly nakrdjeny na

kousky o piiblizné velikosti 1 mm’ a preneseny do 0,5ml mikrozkumavky.

Ke vzorkiim bylo pfiddno 200 pl odbarvovaciho roztoku (ACN: 100mM EtMf
pufr, pH 8,0 vpoméru 1:1 (v/v)) a vzorky byly inkubovany v sondac¢ni lazni do
odbarveni. Poté byly kousky gelu promyty dcistym acetonitrilem, aby doSlo k
dehydrataci gelu pted pfidavkem dalSiho roztoku.

Nasledné byla provedena modifikace cysteinovych zbytki. Prvnim krokem byla

redukce SH skupin. Ke vzorkim bylo pfidano 50 pl cerstvé piipraveného 30mM
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roztoku TCEP ve 100mM EtMf pufru, pH 8,0 a byly inkubovany 20 min. pii 70 °C a
700 rpm (Thermomixer, Eppendorf). Po inkubaci byly vzorky opét promyty Cistym
acetonitrilem a nasledné¢ k nim bylo pfiddno 50 pl 30mM roztoku jodacetamidu ve
100mM EtMf pufru, pH 8,0 a byly inkubovany v temnu 60 min, aby bylo dosazeno

alkylace, kterd zabrani zpétné oxidaci SH skupin a tvorbé disulfidovych mustk.

Dale byly provedeny promyvaci kroky, které slouzi k ¢aste¢nému odstranéni soli
a nizkomolekularnich kontaminanti. Vzorky byly promyty roztokem acetonitrilu a poté
vodou (tento postup byl 2x zopakovéan) a nakonec 50% roztokem acetonitrilu. Po

promyti byly vzorky suseny 10 min pod vakuem.

5.4.3 Stépeni proteinii v gelu

K vysuSenym vzorkiim bylo ptidano 20 — 25 pl 30x fedéného trypsinu ve 25mM
EtMf pufru s 10% ACN, zéaroven byla pfipravena kontrola bez vzorku. Poté byly vzorky
inkubovany ptes noc pii 37 °C.

Po inkubaci byla ke vzorkiim pfiddna smés ACN a TFA (do findlni koncentrace
30% ACN a 0,1% TFA), ¢imZz bylo zastaveno enzymové Sté€peni. Vzorky byly
sonikovany 15 minut a 0,4 pl vzorku obsahujiciho smés peptidii bylo naneseno na
MALDI ter¢. Po zaschnuti byly vzorky pfevrstveny 0,4 pl matrice CCA (5 mg/ml
v 50% ACN, 0,1% TFA (v/v)).

5.4.4 MALDI-TOF MS analyza

MS analyza byla provedena pomoci spektrofotometru MALDI-TOF Ultraflex 111
firmy Bruker Daltonics. Je to metoda, u které dochézi k ionizaci laserem za pfitomnosti
matrice (obr. 4, str. 35) a méfi se ¢as praletu nabité Castice od ioniza¢niho zdroje k

detektoru. VSe probihd ve vakuu. Ze ziskaného ¢asu pak urujeme pomér m/z.

V naSem pfipad¢ jsme po trypsinizaci proteinu hledali ve spektru rozdil 16,032
hmotnostnich jednotek, ktery odpovida peptidu s inkorporovanym analogem foto-Leu

nebo peptidu s pfirozenym leucinem.

34



pLeu pLeu* Leu

0
terminace ——~NH L. ~NH k"
zarem radlkalu rozdil
\ N A 16.032 m.u.

Obr. 4: Mechanismus fotoaktivace foto-leucinu (pLeu) UV zafenim

6 Vysledky

Experimenty v této praci byly provadény za ucelem vytvofeni proteinu 14-3-
3zeta s inkorporovanym fotoaktivovatelnym analogem leucinu misto pfirozené¢ho
leucinu. Za pomoci sitovani pusobenim UV zafeni a hmotnostni spektrometrie bude

mozné dale studovat strukturu a protein-proteinové interakce tohoto proteinu.

6.1 Exprese proteinu 14-3-3zeta v limitnim médiu
s fotoaktivovatelnym analogem leucinu

6.1.1 Produkce v limitnim médiu M9 s foto-Leu

Nejprve byly buiiky E. coli BL-21 DE3 Gold transformované plazmidem pET-
15b 14-3-3zeta WT kultivovany v LB médiu s ampicilinem do ODg 0,6. Nasledovalo
pfevedeni do limitniho média M9, které obsahovalo fotoaktivovatelny analog leucinu
misto pfirozeného leucinu. Na zaklad¢ strukturni podobnosti foto-Leu a nizsi specifité
Leu-tRNA™" synthasy jsme piedpokladali za¢lenéni analogu do sekvence 14-3-3
proteinu v pribéhu rekombinantni exprese. Kultura byla centrifugovana, ziskané
bunécné pelety oplachnuty PB pufrem a resuspendoviany v LM-M9 s ampicilinem.
Nasledovala 15 minutovd inkubace. Po inkubaci byla odebrana cast kultury pted
indukcei exprese (Tp). Ke zbytku kultury byl pfidan IPTG a protein byl produkovan dvé
hodiny pii 37 °C s tfepanim. V pribéhu byly odebirdny vzorky po jedné a po dvou
hodinach (T, T»).

Odebrané vzorky byly analyzovany pomoci SDS-PAGE. Na obr. 5 (str. 36) je

znazornén gel, na némz jsou oznaceny drdhy pro jednotlivé klony v ¢asech 0, 1 a 2
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hodiny. Cervené jsou vyznadeny zony, které odpovidaji proteinu 14-3-3zeta. Je vidét, Ze
produkce za téchto podminek v LM-M9 probéhla uspésné. Také je mozné vidét, ze
mnozstvi produkovaného proteinu s Casem rostlo. V Case T, jsou vidét nejsilnéjsi

prouzky odpovidajici nejvetsi produkcei.

Obr. 5: Produkce 14-3-3zeta v LM-M9 s foto-Leu: Kontrola produkce pomoci
SDS-PAGE za pouziti 10% déliciho a 3% zaostfovaciho gelu. Drahy jsou
oznaceny podle jednotlivych kloni (1-3) v ¢asech 0, 1 a 2 hodiny produkce (To-
T,). Gel byl barven pomoci Coomassie Brilliant Blue R-250, jako standard
molekulovych hmotnosti byl pouzit Marker Sigma Wide Range. Cervené jsou
oznaceny prouzky produkovaného proteinu 14-3-3zeta.

6.1.2 MALDI-TOF MS analyza

S vyuzitim hmotnostni spektrometrie bylo sledovano, zda béhem rekombinantni
exprese v E. coli BL-21 DE3 Gold doslo kinkorporaci foto-Leu do sekvence
studovaného proteinu. Z gelu byly vyfiznuty prouzky odpovidajici velikosti proteinu
14-3-3zeta (28-33 kDa). Prouzky gelu byly po odbarveni, provedeni modifikace
cysteinovych zbytkll a promyti §t€peny trypsinem ptes noc pii 37 °C. Ziskané peptidové
smési byly po extrakci analyzovany MALDI-TOF MS metodou, jejiz vysledky jsou
vidét na obr. 6 (str. 37).
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Obr. 6: Sledovani miry inkorporace foto-Leu do sekvence 14-3-3zeta: Spektra
z MALDI-TOF MS analyzy po trypsinizaci vzorku za pouziti CCA matrice. (A)
Celé MS spektrum a (B) detail MS spektra. Hodnota m/z 1768,8 odpovida peptidu
s ptirozenym leucinem (sekvence .GSSHHHHHHS SGLVPR.) a hodnota m/z
1752,8 odpovida peptidu s inkorporovanym foto-Leu.

Tab. 3: Hodnoty m/z a jim odpovidajici sekvence proteinu 14-3-3zeta

14-3-3 zeta
m/z [M+H]* | sekvence | m/z [M+H]" | sekvence | m/z [M+H]" sekvence
691.349 75-79 1548.688 47-60 2144.108 105-122 pL
932.410 140-146 | 1567.839 2160.113 105-122
1108.541 | 178-186 | 1752.883 | 1-16 pL | 2417.246 103-122
1236.630 | 177-186 | 1768.850 L.16 2437.200 47-68
1260.497 | fragment | 1901.806 31-46 2739.362 fragment
1304.667 | 123-134 | 2032.005 | fragment | 3302.473 213-241

Modré barva na obrazku znaci klon 1 v ¢ase 0 hodin. Cervené je oznacen klon 1

v ¢ase 1 hodina a zelen¢ klon 1 v €ase 2 hodiny. Na obrazku 6A jsou znazornéna MS

spektra v rozsahu 600-3600 m/z. Zde je vidét, Ze jiz ve vzorku po 1 hodiné inkubace

dochézi k expresi proteinu 14-3-3zeta. V nasledném vzorku (2 hodiny) roste intenzita

signalli m/z peptidl tohoto proteinu (tab. 3). Dale na obrazku 6B jsou zndzornény pouze

vybrané rozsahy m/z Casti spektra, tak abychom mohli sledovat, zda doslo k inkorporaci

foto-Leu do sekvence 14-3-3zeta na zaklad¢ rozdilu 16,032 hmotnostnich jednotek.

Hodnota m/z 1768,8 znaci signdly, které odpovidaji peptidu, v jehoz sekvenci je

pfirozeny leucin. Hodnota m/z 1752,8 znaci mista, kde by mély byt signaly odpovidajici

peptidu s inkorporovanym fotoaktivovatelnym analogem leucinu. Ve spektrech vzorki
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v ¢asech 1 hodina a 2 hodiny jsou vidét intenzivni signdly o m/z 1768,8 oproti kontrole
v ¢ase 0 hodin (pfed indukci exprese). Signdly o m/z 1752,8 byly detekovany s velice
nizkou intenzitou, coz znaci, Ze za zvolenych podminek k pozadované inkorporaci foto-

Leu dochazi minimalné.

S ohledem na nizkou inkorporaci fotoanalogu Leu do sekvence 14-3-3zeta
exprimované¢ho proteinu lze piedpokladat, ze v bunikach je dostatek ptirozeného
leucinu, ktery kompetuje s fotoanalogem o aktivni centrum Leu-tRNA™" synthasy.
Proto je tfeba snizit biosynthesu a vyslednou koncentraci leucinu v buitkach pouZzitim

auxotrofniho kmene s nefunkéni biosyntetickou drdhou pro Leu.

6.2 Exprese proteinu 14-3-3zeta s vyuzitim auxotrofnich
bakterii

6.2.1 Priprava expresniho systému v bunkach E. coli K-12 ALeu

Nejprve bylo nutné vlozit DNA kodujici protein 14-3-3zeta do vhodného
expresniho vektoru, ktery mlze byt pouzit k transformaci bun€k E. coli K-12 ALeu
spole¢né s plazmidem pAR1219 pro produkci T7 RNA polymerasy. Auxotrofni bakterie
na rozdil od E. coli BI-21 DE3 Gold neobsahuji gen pro T7 RNA polymerasu, ktera je
nezbytnd pro indukci exprese pomoci IPTG. Vzhledem k tomu, ze E. coli K-12 ALeu
jsou rezistentni na kanamycin a plazmid pAR1219 nese rezistenci na ampicilin a
obsahuje replikon ColEl, byl pro pfipravu expresniho vektoru vybran komercné
dostupny plazmid pACYCDuet-1, ktery nese rezistenci na chloramfenikol a obsahuje

replikon p15A, ktery je kompatibilni s replikonem ColE1.

Buiiky E. coli BL-21 DE3 Gold transformované plazmidem pET-15b 14-3-3zeta
WT nebo pACYCDuet-1 byly kultivovany v LB médiu s piislusSnym antibiotikem
(ampicilin nebo chloramfenikol). Po kultivaci byly buiiky sklizeny a podle protokolu
v kapitole 5.3.1.1 byla pfipravena plazmidovd DNA a stanovena jeji koncentrace a
Cistota. Nasledné byla ziskand plazmidovd DNA Sté€pena restrikénimi endonukleasami
Ncol a BamHI a pomoci agarosové elektroforézy byla provedena separace inzertu a
vektoru. Po separaci byly prouzky gelu odpovidajici velikosti inzertu 14-3-3zeta
(792bp) a stépenému plazmidu pACYCDuet-1 (3971bp) vyiiznuty a byla provedena
extrakce DNA z gelu pomoci komeréni sady JET Quick Gel Extraction Spin Kit.

Extrahovand DNA byla ligovana za ptitomnosti T4 DNA Ligasy a poté transformovana
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do bun€k E. coli DH5a. Z kolonii narostlych na plotnach byla izolovana plazmidova
DNA a tak byl ziskan plazmid pACYCDuet-1 s vloZzenym inzertem pro expresi 14-3-
3zeta (pACYCDuet-1 14-3-3zeta).

Do bun¢k E. coli K-12 s nefunkéni drahou pro synthesu leucinu byl vlozen
piipraveny expresni vektor pACYCDuet-1 14-3-3zeta a zarovenn komeréné dostupny
plazmid pAR1219 s inzertem pro T7 RNA polymerasu. Produkce T7 RNA polymerasy
je pod kontrolou lac promotoru. Pomoci IPTG tak bude nasledné mozné vyvolat syntézu
T7 RNA polymerasy, kterd specificky nasedd na T7 promotor a spousti produkci
proteinu 14-3-3zeta, ktery se nachdzi pravé za timto promotorem. Transformace byla
provedena podle protokolu v kapitole 5.3.2.1. Po Gspésné transformaci byly selektovany

klony nesouci oba plazmidy a byl ziskdn expresni systém v buiikach E. coli K-12 ALeu.

6.2.2 Optimalizace produkce v bunikach E. coli K-12 ALeu

Nasledovala produkce v LB médiu s antibiotiky (ampicilin, kanamycin a
chloramfenikol), kterd slouzila k ovéfeni funkce piipraveného expresniho systému.
Produkce byla provedena podle protokolu v kapitole 5.3.2.2. Ziskané vzorky byly
analyzovany pomoci SDS-PAGE. Na obr. 7 (str. 40) je zndzornén gel pro nidhodné
vybrany klon v &asech 0, 1, 2 a 3 hodiny produkce. Cervené jsou ozna¢eny zony, které
odpovidaji proteinu 14-3-3zeta. Na obrazku je vidét, ze protein se v LB médiu
produkuje. Mnozstvi produkovaného proteinu s Casem roste. V Case T3 je vidét

nejsilngjsi prouzek.

Poté co byla ovéfena produkce v LB médiu, byla vyzkousena produkce v LM-
M9, které obsahovalo pouze foto-Leu a pro kontrolu také v LM-M9, které obsahovalo
pfirozeny leucin. Produkce ani v jedné z téchto dvou podminek neprobéhla (gel z této
produkce zde neni ukdzan), a tak nasledovala optimalizace. Pro optimalizaci bylo
pouzito LM-M9 sriznymi koncentracemi pfirozené¢ho leucinu. Produkce byla
provedena podle protokolu v kapitole 5.2.2. Na obr. 8 (str. 40) je zndzornén gel z této
produkce. Sipka vpravo ukazuje, kde by se mél nachazet prouzek odpovidajici velikosti
proteinu 14-3-3zeta pro produkci pfi ptivodni (1x), 5x, 10x a 50x zvySené koncentraci
prirozeného leucinu v ¢asech 0 a 2 hodiny. Na obrazku je vidét, ze k produkci nedoslo a

to znamena, Ze ani tento optimaliza¢ni krok k cili nevedl.
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55 kDa
45 kDa

36 kDa

29 kDa
24 kDa

20,1 kDa

Obr. 7: Produkce 14-3-3zeta v buiikach E. Coli K-12 ALeu v LB médiu: Kontrola
produkce pomoci SDS-PAGE za pouziti 12% déliciho a 3% zaostfovaciho gelu. 1/Ty-
T;znaci klon 1 v ¢asech 0, 1, 2 a 3 hodiny produkce. Gel byl barven pomoci
Coomassie Brilliant blue R-250, jako standard molekulovych hmotnosti byl pouzit
Marker Sigma Wide Range. Cervené jsou ozna¢eny prouzky produkovaného proteinu
14-3-3zeta.

55 kDa
45 kDa

36 kDa

29 kDa
24 kDa

20,1 kDa

Obr. 8: Optimalizace produkce 14-3-3zeta v buiikach E. Coli K-12 ALeu v
LM-M9: Kontrola produkce pomoci SDS-PAGE za pouziti 12% d¢liciho a 3%
zaostifovaciho gelu. Drahy jsou oznaceny podle koncentrace leucinu (1x-50x)

v Casech 0 a 2 hodiny produkce (Ty a T»). Gel byl barven pomoci Coomassie
Brilliant blue R-250, jako standard molekulovych hmotnosti byl pouzit Marker
Sigma Wide Range. Sipka vpravo ukazuje polohu proteinu 14-3-3zeta.
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7 Diskuse

Proteiny 14-3-3 se vyskytuji ve vSech eukaryotickych buiikédch a to ve formé
homo ¢i heterodimernich katalyticky aktivnich komplext [3, 7, 8]. U téchto proteint lze
pozorovat vysokou sekvencni identitu, i kdyZ se jedna o geneticky rozmanitou rodinu
[7]. V lidském organismu se vyskytuji hlavné v centralni nervové soustavé, ale najdeme

je také v epitelovych bunkéach.

Studium téchto proteinii ukazalo, Ze jsou schopny vézat fadu strukturné i
funkéné odlisnych ligandii [5, 13]. Diky tomu se podileji na fad¢ bunécnych de¢ji, ale
jsou 1 pfi¢inou mnoha neuropatologickych procesti. Mechanismus jejich u¢inku zatim
neni detailné¢ objasnén. Proto je studiu jejich struktury a funkéniho mechanismu

vénovana velkéa pozornost.

Tato prace je zaméfena na vytvofeni metodického ndstroje pro studium
strukturn€ funkéniho mechanismu proteinu 14-3-3. Cilem je vytvofit rekombinantni
protein 14-3-3zeta s inkorporovanym fotoaktivovatelnym analogem leucinu. Ten
umozni vznik fotoaktivovatelného kovalentniho zesiténi (foto ,,cross-linki*), diky nimz
dojde k fixaci protein-proteinové interakce s naslednou detekci MS. Podnét k této praci
vzesel z jiz uspesné provedeného pokusu o inkorporaci foto-Met do sekvence 14-3-
3zeta. Pro ptipravu proteinu s foto-Leu byl tedy zvolen stejny protokol jako v ptipadé

foto-Met [36].

Nejprve byly kultivovany bunky E. coli BL-21 DE3 Gold transformované
plazmidem pro produkci proteinu 14-3-3zeta v LB médiu. Po ptevedeni do LM-M9
s foto-Leu byla indukovana exprese pomoci IPTG a protein byl produkovan 2 hodiny.
Pomoci SDS-PAGE bylo prokazano, ze k produkci za téchto podminek dochazi bez
vétSich problému. Nasledovala MALDI-TOF MS analyza. Ziskana spektra ukazala, Ze

k inkorporaci foto-Leu do sekvence 14-3-3zeta dochéazi ve velmi malé mire.

Tento netspéch mize mit mnoho riznych vysvétleni. Pokud budeme srovnavat
uspésnou inkorporaci foto-Met s neuspéchem pii inkorporaci foto-Leu, musime se divat
hlavné na vyskyt methionint a leucini v sekvenci 14-3-3zeta. V molekule proteinu je
totiz mnohem vice leucinti (25) nez methionint (7) a to miize byt hlavnim divodem

neuspéchu. Dalsi divodem pro¢ bakterie béhem rekombinantni exprese neinkorporuji
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foto-Leu do sekvence proteinu miZze byt vyssi specifita aminoacyl tRNA synthetasy pro
leucin na rozdil od metioninu. Navic pravdépodobné v builkdch zistdva dostatecné
mnozstvi leucinu, které uspéSné¢ kompetuje s fotoanalogem o aktivni centrum Leu-
tRNA™" synthasy a tak dochazi k malé mife inkorporace tohoto fotoanalogu.
V literatufe se uvadi, Ze analogy aminokyselin (AMK) maji 40-5000x vyssi Kp

(disociacni konstantu) nez vlastni AMK [37].

Na zéklad¢ neuspéchu jsme tedy zacali pfemyslet o jiné varianté jak ziskat
protein 14-3-3zeta s inkorporovanym foto-Leu a proto se naSe pozornost obratila
k auxotrofnim kmenim bakterie E. coli. Bylo vSak potieba pfipravit expresni systém,
protoze auxotrofni kmeny postradaji T7 RNA polymerasu. Pro expresi byly pouzity
bunky E. coli K-12 s nefunkéni drahou pro synthesu leucinu, do nichz byly vlozeny
plazmidy pAR1219 pro syntézu T7 RNA polymerasy a pACYCDuet-1 s vloZzenym

inzertem pro expresi 14-3-3zeta.

Po uspé$né piipravé expresniho systému nasledoval stejny postup jako
s buiikkami E. coli BL-21 DE3 Gold. Nejprve byla provedena produkce v LB médiu,
abychom zjistili, zda jsou auxotrofni buiikky schopné produkce tohoto proteinu. SDS-
PAGE ukazala, ze tyto podminky bunkam vyhovuji a k produkci proteinu opravdu

dochazi.

Nasledovala tedy produkce v LM-M9 s foto-Leu a pro kontrolu také v LM-M9 s
prirozenym leucinem. Tato produkce vSak probéhla bez uspéchu. Pfic¢inou neuspéchu je
pravdépodobné prostiedi, ve kterém mélo k produkci dochdzet. Jelikoz nedoslo
k produkci ani v LM-M9 s pfirozenym leucinem, domnivali jsme se, Ze je potieba

zvysit jeho koncentraci.

Za ucelem optimalizace produkce vLM-M9 jsme se rozhodli vyzkouSet
produkci za 5x, 10x a 50x zvySené koncentrace leucinu. SDS-PAGE vSsak odhalila, ze
ani tento optimalizacni krok nebyl UspéSny. To naznacuje, ze ani pfi zvySeni
koncentrace leucinu nebudou podminky dostatecné vhodné, aby auxotrofni builky
dokazali produkovat tento protein. Je tedy potieba hledat dalSi zpisoby optimalizace,
abychom ziskali protein s inkorporovanym foto-Leu a mohli pokracovat ve studiu jeho

struktury a interakci za pomoci nové sitovaci techniky v kombinaci s MS.
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Jako moznd cesta se nabizi optimalizace poméru AMK:fotoanalog AMK pfii
expresi proteinu amelogeninu v E. coli BL-21 DE3 jak ilustruje bakalafska prace Jany

Strohalmové [38].
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8 Zaver

Podafila se produkce proteinu 14-3-3zeta v buiikdch E. coli BL-21 DE3 Gold
v prostfedi limitniho média M9, které obsahovalo fotoaktivovatelny analog leucinu
misto pfirozené¢ho leucinu. Vysledky MALDI-TOF MS analyzy vSak ukazaly, ze za
danych podminek dochazi k inkorporaci foto-Leu do sekvence 14-3-3zeta ve velmi

nizké mire.

Na zéklad¢ predchoziho netispéchu byl Gspésné zkonstruovan expresni vektor
pACYCDuet-1 14-3-3zeta, ktery byl spolecné s plazmidem pro expresi T7 RNA
polymerasy vnesen do bunck E. coli K-12 ALeu s nefunkéni drdhou pro syntézu

leucinu.

Funkce pfipraveného expresniho systému byla ovéfena produkci 14-3-3zeta
v LB médiu. K produkci proteinu v limitnim médiu M9 s foto-Leu vSak nedoslo a to ani
poté, co byl foto-Leu nahrazen pfirozenym leucinem. Optimaliza¢ni kroky s riznymi

koncentracemi Leu byly rovnéz netspesné.
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