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Abstrakt

Gramnegativni bakterie druhu Bordetella pertussis jsou puvodci smrtelného lidského
onemocnéni oznacovaného jako pertuse, Castéji jako Cerny kasSel. Tyto bakterie produkuji
adenylatcyklazovy toxin (ACT), ktery se vaZie na povrch makrofagd a umoinuje vpravit
do cytosolu hostitelské buriky pres cytoplazmatickou membranu adenylatcyklazovou doménu
(dAC). Abychom mohli studovat kovalentni interakce mezi proteiny pomoci fotochemického
zesiténi, byl nds studovany protein exprimovan s foto-methioninem (kyselinou L-2-amino-5,5-
azi-hexanovou) v kultivacnim médiu v bakterialnim kmenu Escherichia coli B834 (DE3). Foto-
methionin je netoxickym analogem L-methioninu, takZe je normdlné inkorporovan pomoci
aminoacyl-tRNA synthaz do struktury adenyldtcyklazové domény. Maximalni miry inkorporace
foto-methioninu do struktury dAC bylo dosazeno po optimalizaci celého expresniho protokolu.
Celkova mira inkorporace foto-methioninu do struktury proteinu po optimalizaci zjiSténa
hmotnostné-spektrometrickou analyzou byla az 80 %. Ziskany protein s inkorporovanym foto-
methioninem byl izolovan. Byly provedeny sitovaci experimenty s kalmodulinem a vlaknitym
hemaglutininem. Pfi téchto experimentech bylo provedeno jak fotochemické, tak i chemické
zesiténi. Vzniklé kovalentné zesiténé produkty byly rozdéleny pomoci SDS-PAGE a vizualizovany
barveni stfibrem. Po trypsinizaci vybranych proteinovych prouzki z gelu byla analyzovana jejich
identita pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie. Nebyly pozorovédny zadné produkty
fotochemického zesiténi adenylatcykldzové domény a kalmodulinu, coZ znaci, Ze se methioniny
nenachdazi na povrchu dAC. Naopak pfi pouZiti chemického sitovaciho ¢inidla EDC (1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)karbodiimid hydrochlorid) v pfitomnosti roztoku Ca%, Mg* a ATP doslo
ke specifické interakci dAC s CaM.

Klicova slova: exprese a purifikace rekombinantniho proteinu, interakce protein-protein, PIXL

(photo-induced cross-linking)
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1 Seznam zkratek

Do

a. u.

AC

ACT
ADP/ATP
c

CaMm
cAMP
CBB-R250
cyaA-E
CyaA-E
Da

dAC

DTT

EDC

FHA
fhaB
HDX

Hly

lle

int

IPTG

Leu

Lys

MALDI

absorbance

Angstrom, jednotka délky

absolutni jednotka (z angl. absolute unit)
adenyldatcyklaza

adenylatcyklazovy toxin
adenosindifosfat/adenozintrifosfat
koncentrace (mol.dm?3, neni-li uvedeno jinak)
kalmodulin

cyklicky adenosinmonofosfat

Coomassie Brilliant Blue-R250

oznaceni proteinovych vzorl pfislusny pro gen
oznaceni pfislusného proteinu

Dalton, hmotnostni jednotka
adenylatcyklazova doména

1,4-dithiothreitol
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid hydrochlorid
vlaknity/fibrilarni hemaglutinin

oznaceni proteinovych vzor( pro gen fhaB

H/D vyména (z angl. H/D exchange)
hemolyzinova doména

isoleucin, kyselina 2-amino-3-methylpentanova
inteinovd doména
isopropyl-B-D-1-thiopyranogalaktosid

délka drahy paprsku (cm, neni-li uvedeno jinak)
leucin, kyselina 2-amino-4-methylpentanova
lysin, kyselina 2,6-diaminohexanova

vinova délka (nm, neni-li uvedeno jinak)

desorpce a ionizace laserem za asistence matrice (z angl. matrix



Met

MS

NAD
NMR
ODeoo
PBS
Phe

p-Met

PIXL

rpm
RTX toxin
SDS

SDS-PAGE

TEMED
Thr

TOF

uv

Val

VIS

v/v

assisted laser desorption/ionization)

methionin, kyselina 2-amino-4-(methylsulfanyl)butanova
hmotnostni spektrometrie (z angl. mass spectrometry)

latkové mnozstvi (mol, neni-li uvedeno jinak)
nikotinamidadenindinukleotid

nukledrni magnetickd rezonancni spektrometrie

opticka denzita mérenad pfi 600 nm

fosfatovy pufr (z angl. phosphate buffered saline)

fenylalanin, kyselina 2-amino-3-fenylpropanova

foto-methionin, L-2-amino-5,5-azi-hexanova (z angl. photo-
methionine)

svétlem iniciované chemické zesiténi (z angl. photo-induced cross-
linking)

otacky za minutu (z angl. revolutions per minute)

skupina proteint rozliénych funkci (z angl. repeat in toxin)
dodecylsulfat sodny

elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v prostredi dodecylsulfatu
sodného (z angl. sodium dodecylsulphate- polyacrylamide gel
electrophoresis)

cas (s, neni-li uvedeno jinak)

tetramethylethylendiamin

threonin, kyselina 2-amino-3-hydroxybutanova

analyzator méfici rychlost praletu ¢astice pouzivany

pti hmotnostni spektrometrii (z angl. time of flight)

ultrafialova ¢3ast spektra elektromagnetického zareni

(z angl. ultraviolet)

objem (dm3, neni-li uvedeno jinak)

valin, kyselina 2-amino-3-methylbutanova

viditelnd ¢ast spektra elektromagnetického zareni (z angl. visible)

objemova procenta



w/v hmotnostni procenta vztazena na objem



2 Teoreticky uvod

2.1 Bordetella pertussis

Obecné rod Bordetella tvofi bakterie, které jsou gramnegativni, nesporulujici, nékdy polarné se
barvici pravidelné kokobacily o velikosti 0,3 a7 1,2 um. ! Konkrétné Bordetella pertussis
je nepohybliva aerobni bakterie. Jejim vyhradnim hostitelem je ¢lovék, u néhozZ se projevuje
onemocnénim oznacovanym jako pertuse neboli davivy ¢ éerny kasel. 2 Pertuse je tedy vainé
onemocnéni respiracniho traktu se zachvatovitym (paroxysmalnim) neztiSitelnym kaslem.
Onemocnéni se Sifi pfi kasli, kychani ¢i smichu kapénkovou infekci. Postihuje pfedevsim déti
a mladistvé ve véku mezi 11. a 18. rokem Zivota. Po inkubaéni dobé 1- 2 tydn( se projevi nejdfive
jako bézné nachlazeni- rymou, mirnym kaslem, kychdnim a teplotami. Tento stav se oznacuje
jako tzv. kataralni stadium. Pacient v tomto stadiu je pro své okoli nejvice infek¢ni. Po kratkém
Case, asi sedmi dn(, dochazi k prechodu do tzv. paroxysmalniho stadia, jeZ se projevuje az
nékolikatydennim hykavym kaslem. Zachvaty kasle s typickym sipanim pti nadechu trvaji az
nékolik minut. U pacientd starsich byvaji projevy mirné&;jsi. 3

Ochranu proti ¢ernému kasli poskytuje vakcina podavana s protilatkami jesté proti zaskrtu
a tetanu. Podle odhadl umiralo na ¢erny kasel v USA pred zavedenim vakcinace ro¢né 5 az 10
tisic osob, po zavedeni ockovani klesl tento pocet na 100 lidi ro¢né. Podle Svétové zdravotnické
organizace ve svété na ¢erny kasel v roce 2000 zemfelo pfes 297 tisic lidi. 2 V Ceské republice
bylo na poéatku listopadu roku 2013 evidovano 880 pacientl nemocnych &ernym kaslem. 4
Onemocnéni je natolik zavazné, protoze B. pertussis ma vice virulentnich faktord: hemaglutinin,
jenz méa spole¢né s fimbriemi funkci adhezinu, adenylatcyklazovy toxin, hemolyzin a cytotoxin. 3
Dokonce i rozpadlé bakterie uvolruji toxin (endotoxin), jenz vyvolava kataralni pfiznaky a drazdi
sliznice. > PFimé prokazani pFitomnosti B. pertussis v mikroskopickém preparatu se provadi
imunofluorescencni technikou. Kultivace je oproti této rychlé diagnostické metodé méné

spolehliva. !

2.2 Virulentni faktory

Virulentni faktory Ize rozdélit do dvou skupin podle jejich funkce. Do prvni skupiny patfi faktory
ovliviujici invazivitu. Ty pomahaji patogenim v prlniku a kolonizaci hostitelského organismu.

Ve druhé skupiné jsou bakteridlni toxiny, jeZ pGsobi proti imunitnimu systému hostitele. > B.
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pertussis disponuje celou fadou virulentnich faktor(, které ji pomahaji infikovat a kolonizovat
hostitelsky organismus a interagovat s ptislusnymi burikami. ©

Virulentni faktory B. pertussis lze rozdélit na adheziny a toxiny. Adheziny maji tu funkci,
Ze umozni vazbu bakterie bud na povrch fasinkového epitelu, nebo na povrch fagocytujicich
makrofagli. Do této skupiny patfi napfiklad vlaknity hemaglutinin (FHA), proteiny fimbrii
a trachealni kolonizaéni faktor. Do skupiny toxinG patfi adenylatcyklazovy toxin (ACT), pertusovy
toxin a dermonekroticky toxin. ©

Plsobenim toxin(, jako je pertusovy a adenylatcyklazovy toxin, dochazi pfi onemocnéni ¢ernym
kaslem k destrukci sliznice dychacich cest. To ¢asto vede az ke katardlnimu zdnétu a nekrdze
sliznic. Pertusovy toxin ovliviiuje imunitni mechanismy organismu. Dochazi ke zvyseni produkce
B a T lymfocytl kostni dfeni, lymfatickymi uzlinami a slezinou, coZ vede k lymfocytdze.
Ta je jednim zpfiznakll cerného kasle. B. pertussis stimuluje hostiteli jeho vlastni
adenylatcykldzu pravé prostfednictvim pertusového toxinu. Navic dochazi k produkci a
uvolnovanii vlastni adenylatcyklazy, kterd vstupuje do savcich bunék, inhibuje aktivitu fagocyt(,
coZz umoini rychlej$i ndstup onemocnéni. > Pertusovy toxin se sklada ze dvou podjednotek-
z podjednotky A a podjednotky B. Podjednotka A je polypeptid o velikosti 25 kDa. Je to aktivni
enzym, konkrétné adenosindifosfat-ribosyl (ADP-ribosyl) transferaza. Jeji aktivita se projevi az
po navazani B podjednotky na bunku. Dochazi k ptrenosu ADP-ribosylové skupiny
nikotinamidadeninu (NAD) na inhibi¢ni G-protein (Gi) navazany na membranu. G; za béznych
podminek inhibuje adenylatcyklazu, oviem po ADP-ribosylaci G; dojde k inaktivaci G; a stimulaci
endogenni adenylatcyklazy. To vede ke zvyseni koncentrace cyklického adenosinmonofosfatu

(cAMP), které diky jeho funkci druhého posla ovliviiuje Fadu signalnich drah. ’

2.2.1 Adenylatcyklazovy toxin (ACT, CyaA)

ACT patfi do skupiny toxin(, jenZ obsahuji v C-koncové ¢asti molekuly opakujici se sekvence
tvofené nonapeptidy. Sekvence jsou bohaté na glycin a kyselinu asparagovou, kterd tvofi
vazebna mista pro Ca*. Cela skupina takovychto toxini je oznacovéna jako proteiny rozli¢nych
funkci, zkracené RTX toxiny (z angl. repeat in toxin). Jejich biologicka aktivace je zavisla pravé
na vazbé Ca?*. & Pro skupinu RTX toxin( je také typicky sekreéni mechanismus, ktery umoZiuje
rozpoznavat sekvenci signalu na C-konci toxinové molekuly. Zde je i nutné, aby doslo
k posttranslaéni modifikaci toxinu pomoci zbytku mastné kyseliny pro jeho aktivaci. ° Pro celou

Fadu RTX toxind je typické vytvafeni porll v cytoplasmatické membréané hostitelskych bunék. ©
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Adenylatcykldzovy toxin mlze byt bud vazan na povrchu bakterie pomoci FHA, ! nebo muzZe byt
secernovan pomoci sekreéniho aparatu z bakteridlniho cytosolu na povrch bunék.

Z lokusu cya, jenz je tvofen 5 strukturnimi geny, zacind exprese CyaA (ACT). Strukturni geny
jsou na bakterialnim chromozomu umistény tésné za sebou. Geny cyaA, cyaB, cyaD a cyaE jsou
sloZzeny do jednoho operonu. Jejich prepis ze spole¢ného promotoru do mRNA probihd v jednom
sméru, zatimco pfepis cyaC probiha ve sméru opaéném. 13 Pfekladem genu cyaA vznikda neaktivni
protoxin proCyaA. Ten je aktivovan aZ posttranslacni modifikaci mastnou kyselinou. Tato
modifikace je zajisténa proteinem CyaC, coZ je produkt genu cyaC. * CyaC funguje jako
acyltransferdza, kterd prenasi acyl, konkrétné zbytek kyseliny palmitové, na neaktivni protoxin.
Na néj je acyl vazan kovalentné pfes amidovou vazbu k e-aminoskupiné lyzinG. ° Z genu cyaB
vznika ATPaza vnitini membrany (CyaB), z dalSich gend vznika protein CyaD, coZ je membranovy

fuzni protein, a CyaE, jenz se podili na vzniku kanalu membrdny a je soucasti sekre¢niho systému.

13

2.2.1.1 Struktura ACT

ACT je protein sloZeny ze 1706 aminokyselinovych zbytk( o hmotnosti 177 kDa. ACT je funkcné
rozdélen na dvé ¢asti- na adenylatcyklazovou (AC) doménu a na RTX hemolyzinovou doménu
(Hly). ¥ AC doména (dAC) se nachazi na N- konci fetézce CyaA a tvofi ji prvnich 400
aminokyselinovych zbytkld. AC doména je velmi typickd, protoZe se nenachazi v zadném jiném
RTX toxinu. ACT je schopen dopravovat tuto doménu pfimo pres cytoplazmatickou membranu
do hostitelskych bunék. V okoli zbytku 242. aminokyseliny (tryptofanu) se nachazi vazebné misto
pro kalmodulin (CaM). Tento 16,7kDa protein je dlleZity pro aktivaci adenylatcyklazy. Aktivita
dAC se u eukaryotickych bunék po navazani CaM zvy3uje vice neZ 1000x. ® Po aktivaci
adenylatcykldza katalyzuje preménu nitrobunécéného ATP na cAMP. Komplex AC domény
s C-koncem kalmodulinu se podafilo krystalizovat a ze ziskanych strukturnich dat navrhnout
model interakce, viz Obr. 1. Aby doslo ke vzajemné interakci obou protein(, je nutna pritomnost
vapenatych a hofecnatych kationtli. Kalmodulin se dvéma navazanymi vapenatymi kationty
je vazan ¢tyfmi samostatnymi oblastmi CyaA s velkou styénou plochou, ktera je skryta v této
sloZité struktufe. '’ Vysokd koncentrace cAMP a Ubytek ATP vedou k vyfazeni E&innosti
napadenych bunék zajistujicich imunitu. Diky plsobeni ACT mohou bakterie kolonizovat dychaci
soustavu hostitele, mnofZit se zde a zplisobovat virulenci.

C-koncova c¢ast fetézce CyaA je tvofena hemolyzinovou doménou (Hly). Ta se nachazi v oblasti

400. - 1706. zbytku aminokyselin. Ukolem Hly je zabezpetit vazbu CyaA na cytoplazmatickou
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membranu hostitelské buriky a umozZnit tak transport AC domény do jeji cytoplasmy. *°
Hly je rozdélena na nékolik subdomén. Hydrofobni doména obsahuje za sebou stojici hydrofobni
aminokyseliny, které mohou vytvofit kationtovy selektivni pdr uvnitt membrany buriky, pomoci
néhoz dochazi k vyluéovani draselnych iontl z cytosolu, coz miZe vést ke zvysenému prijmu
vody do burfiky a nésledné lyze. *® Po hydrofobni doméné nasleduje doména acylaéni.
Ta umoZfiuje posttranslaéni Upravu toxinu navazanim acylu. ° Mezi 1000. a 1600. zbytkem
aminokyselin se nachdzi doména vazajici vapnik. Obsahuje 45 opakujicich se (repetitivnich)
sekvenci skladajicich se z nonapeptid(, kde se pravé nachazi vazebnd mista pro Ca%. 8 Navazanim
Ca?* dojde ke konformadni zméné molekuly CyaA, co? je duleZité pro pfeneseni dAC pFes
cytoplazmatickou membranu do buriky. ' Vazebna mista pro Ca?*Ize rozdélit dle afinity do dvou
tfid- na tfidu mist svysokou a nizkou afinitou. Obsazeni mist svysokou afinitou k Ca®,
kam se tyto ionty vazi témér ireverzibilng, je nutné pro vmezefeni toxinu do membrany
hostitelské burnky. Vazebna mista s nizkou afinitou jsou nutnd pro prenos AC domény

do cytoplasmy. *°

Obr. 1: Struktura AC domény s kalmodulinem. C-konec kalmodulinu je zndzornén oranzové, AC
doména tmavé zelené, pyrofosfat cervené, hofecnaté kationty svétle zelené, vapenaté Zluté

a tryptofan 242 zelené. Pfevzato z PDB (2COL), upraveno v PyMOL. V7

2.2.2  VIadknity hemaglutinin
VIdknity neboli filamentarni hemaglutinin (FHA) je bazicky protein nachazejici se na povrchu

bakterii B. pertussis, ktery muizZe byt také produkovan do extraceluldrniho prostoru.
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Tento 220kDa protein je produkovdn strukturnim genem fhaB. ?° FHA podporuje adhezi bakterii
na povrchu rasinkového epitelu sliznic hornich cest dychacich, pridusek a pridusnic pomoci
adhezing. >

Tripeptid sloZeny z argininu, glycinu a kyseliny asparagové (RGD) nachdazejici se uvnitt retézce
FHA mUze mit adherentni charakter. Existenci adherentniho charakteru potvrzuje napft. jev,
kdy po deleci v genu fhaB, kterd obsahovala RGD oblast, doslo ke ztraté adhezivnich vlastnosti
B. pertussis k obrvenym eukaryotickym burikdm, které nebyly infikovény. %

Pokud osoba prodélala cerny kaSel vdétském véku, tak protilatky proti vldaknitému
hemaglutininu postupné mizi, zatimco protilatky proti samotnému toxinu pretrvavaji

aZ do dospélosti. ° Proto je FHA souéasti novych vakcin proti éernému kasli. %

2.3 Metody studia protein-proteinovych interakci

Ve vétsiné bunécnych procesd hraji hlavni roli specifické nekovalentni komplexy tvorené
proteiny. Mezi nekovalentni sily, které se v komplexech uplatiiuji, patfi van der Waalsovy sily,
vodikové mustky a hydrofobni interakce. Proteiny jsou sice schopné fungovat samostatné,
ale nejcastéji interaguji a spolupracuji sostatnimi komplexy pres proteinové sité
(z angl. ,interactome”), kdy jednotlivé vazby vznikaji a znovu zanikaji. Odhaduje se, Ze na jeden
protein pripada az pét partnerl schopnych interakce. Interakce mezi proteiny jsou dllezZité
pro vétsinu biologickych funkci (nap¥. bunéénad signalizace). Pravé vyzkum téchto interakci hraje
daleZitou roli pro objasnéni pribéhl nemoci a muize byt klicovym impulzem pro nové metody

lécby. 21

2.3.1 Metody pfimé
Mezi skupinu prfimych metod pro vyzkum protein-proteinovych interakci mizieme zaradit
celou fadu technik- je to napf. rentgenova krystalografie (Xray), nukledrni magneticka

rezonancni spektroskopie (NMR) a nativni hmotnostni spektrometrie.

2.3.1.1 Rentgenova krystalografie

Rentgenova krystalografie (Xray) je hlavni technika strukturni biologie zamérujici se na urceni
prostorového uspofadani proteinu pomoci difrakce rentgenového zafeni na jeho monokrystalu.
Urceni 3D struktury (sekundarni a terciarni) proteinli vede k pochopeni, jakym zplsobem
proteinové molekuly interaguji v Zivych organismech samy se sebou, s nizkomolekuldrnimi

ligandy nebo s jinymi makromolekulami. Zde Xray umoziiuje rozliSeni a7 1,0 A v ptipadé
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stabilnich struktur protein (bez flexibilnich ¢asti ¢i s nizkou hodnotou teplotniho faktoru)
a vhodného krystalu. Xray nam také slouzi ke zjisténi novych postupu pti vyzkumu mnoha chorob
a pfi vyvoji novych |éCiv. Zisk krystalu vhodného pro difrakéni experimenty byva ¢asto ¢asové
narocny, a to kvlli velkému mnoiZstvi podminek, které krystalizaci ovliviiuji (napf. pozadavky
na vysokou koncentraci proteinu az 10 mg/ml). Samotnou krystalizaci proteind navic nelze
predpovédét ¢i simulovat, studium z tohoto dlvodu proto trva nékolik tydn( a dokonce i let.
V proteinové krystalografii jsou dlleZité zdroje intenzivniho rentgenového zafeni s ohledem
na malou usporddanost a malou velikost zakladni krystalové buriky. Aby krystaly nebyly velkou

radiaci poskozeny, provadi se méfeni za nizkych teplot (100- 150 K). 2

2.3.1.2  Nuklearni magneticka rezonanéni spektroskopie

Nuklearni magnetickd rezonancni spektroskopie (z angl. nuclear magnetic resonance
spectroscopy, NMR) patfi do spektroskopickych metod. Po vystaveni atomovych jader nékterych
prvkl v externim magnetickém poli pisobeni vysokofrekvencniho elektromagnetického zareni
mUzZe dojit k absorpci zafeni o urcitych vinovych délkach. Radiofrekvencni zareni je absorbovano
pouze atomy s nenulovym magnetickym momentem majici nenulovy celkovy jaderny spin.
Vinovad délka absorbovaného zateni zdvisi na typu vazby v molekule. To ndm poskytuje
jak kvantitativni, tak kvalitativni Gdaj. Pozorované spektrum nezdvisi pouze na fyzikdlnich
konstantach jadra atomu, ale vypovida i o chemickych vlastnostech okoli atom( v molekulach.
Po rentgenové difrakci je NMR druhou nejpouzivanéjsi metodou v oblasti strukturni biologie.
Na rozdil od krystalografie ndam NMR ptinasi informace o strukture proteind pfimo v roztoku,
coz je velkou vyhodou, nebot |ze takto zkoumat i proteiny, které nelze lehce krystalizovat.
Pro méreni NMR spekter se ale musi pfipravit znacené proteiny ve vysoké koncentraci

a ve znaéném mnoizstvi, coz vyznamné komplikuje vyuZiti NMR spektroskopie. 2

2.3.1.3 Nativni hmotnostni spektrometrie

Nativni hmotnostni spektrometrie (z angl. mass spectrometry, MS) je vsestrannd technika
pro testovani a charakterizaci rGznych interakci. VyuZiva se jako spolehlivd metoda pfi vyzkumu
nekovalentnich komplex(. Tato analyticka technika, také oznacovana jako nekovalentni,
nedenaturujici nebo supramolekularni MS, vyuzZivd pro ionizaci elektrosprej a prenasi
nekovalentni komplexy z roztoku do plynné faze. Pfesné urceni molekuldrni hmotnosti celého
a nijak nepozménéného komplexu poskytuje velmi cenné poznatky o interakci biomolekuly,

vCetné stechiometrie, reverzibility, afinity a polarnim ptispévku do vazby. Nativni MS ma Sirokou
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skalu uplatnéni. Tuto techniku mizZeme vyuZit pro vyzkum proteinovych komplex( a komplex(
proteind s DNA, ale také pro malé molekuly v komplexu s proteiny ¢i s nukleovymi kyselinami.
Doplnuje dalsi metody, jako je NMR ¢i rentgenovad krystalografie. lonizace elektrosprejem (ESI)
je nejlepsim a nejmékcim zdrojem iontl nekovalentnich komplext z vodnych roztok(. Zdroje ESI
jsou casto kombinovany s analyzatory méfici rychlost priletu ¢astice (z angl. time of flight, TOF).
Dochazi tak ke kombinaci rychlosti, citlivosti, rozliSeni a ke zvySeni rozsahu detekovatelnych

hmotnosti. %

2.3.2 Metody nepfimé

Metody nepfimé slouzi ke studiu protein vroztocich za fyziologickych podminek
(napf. za nizkych koncentracich protein(). Toto je jejich velkou vyhodou oproti metodam
pfimym. Dalsi vyhodou je prace s proteiny o vyssich relativnich molekulovych hmotnostech.
Napfiklad u NMR jsme schopni detekovat proteiny maximalné do 50 kDa (v zavislosti
na rozpustnosti studovaného proteinu a pfistrojovém vybaveni). Oznaceni ,,nepfimé metody”
se pouZiva, jelikoZz ke stanoveni proteinl se vyuZivd proces (napf. vymény), ktery vede
ke stanoveni proteinu nepfimo, oklikou. Radime sem napfiklad vodik/deuteriovou vyménu,

chemické nebo fotochemické zesiténi ve spojeni s hmotnostni spektrometrii a dalsi.

2.3.2.1 Vodik/deuteriova vyména

Vodik/deuteriova (H/D) vyména (z angl. H/D exchange, HDX) spociva v ¢asové rozdilné vyméné
amidového vodiku (H) v zavislosti na struktufe a uspofadanosti oblasti proteinu ¢i jeji
pfistupnosti molekulam roztoku. V neusporadanych oblastech, jenZ postradaji stabilni vodikové
interakce, dojde k rychlé vyméné H za deuterium (D) po vystaveni proteinu tézké vodé (D20).
U tésné sloZenych proteinovych struktur dochazi k pomalejsi vyméné izotopt vodiku, viz Obr. 2.
Mapovani peptid( zaloZzené na MS je dobre zavedenou technikou pro méreni zmén hmotnosti
jednotlivych proteinovych segmentl. Nedavné pokroky téZ usnadnily pouzitelnost HDX-MS pro
membranové proteiny a pro popis protein o kratké Zivotnosti tvoricich meziprodukty. Tato
technika se stala vyznamnou pro urceni strukturnich a dynamickych vlastnosti protein

v roztoku. %
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Obr. 2: Znazornéni H/D vymény, pFevzato z ?, upraveno.

2.3.2.2 Chemické zesiténi

Metoda chemického zesiténi vyuziva pfi protein-proteinovych interakcich tvorby kovalentnich
vazeb mezi proteiny. Ke vzniku kovalentnich zesiténi mezi proteiny jsou dilezita mirné reaktivni
¢inidla, jenZz interaguji nejCastéji s aminoskupinou nebo karboxylovou skupinou proteind,
pomoci niz mize dojit k vazbé uvnitf molekuly nebo k propojeni riiznych sousednich molekul. ¥
PouZivana sitovaci ¢inidla Ize rozdélit do nékolika skupin- podle typu reaktivit, 2 podle délky
vklddaného raménka (kratké, dlouhé a ,s nulovou délkou”), podle typu iniciace (napft.
fotochemické reakce, chemické reakce atd.).

Do prvni zminéné skupiny patfi homobifunkéni a heterobifunkéni ¢inidla. Homobifunkéni Cinidla
maiji, na rozdil od heterobifunkénich, stejnou reaktivni skupinu. 2

Dalsi skupinu lze rozdélit na zakladé délky raménka pouzitého sitovaciho ¢inidla. Tato Cinidla
obsahuji dvé reaktivni koncové skupiny, kde se kazda skupina vaze na jiné misto proteinu.
Sifovaci ¢inidla s kratkym raménkem (4-8 A) se obvykle pouZivaji p¥i reakcich jako prvni.
Tato ¢inidla se uplatiuji hlavné pfi studiich intramolekuldrniho zesiténi. Cinidla s dlouhym
raménkem se vyuzivaji pfi studiich intermolekularnich interakci. Jejich opakem jsou tzv. Cinidla
s nulovou délkou (z angl. zero length), ktera mezi jednotlivé slozky Ucastnici se reakce nevkladaji
zadné raménko. Nejznaméjsimi cCinidly, kterd do této skupiny patfi, jsou karbodiimidy-
napf. 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid hydrochlorid (EDC). U proteind mohou
¢inidla s nulovou délkou propojit funkéni skupiny ve vzajemné vzdélenosti do 5 A. 2° Sitovaci
c¢inidla jsou pouzivana pro identifikaci vztahl mezi sousednimi proteiny a interakci mezi ligandy

a receptory. %
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Chemické sitovani proteinl spojené s hmotnostni spektrometrii (z angl. cross-linking MS, XL-MS)
predstavuje novou cestu ve vyzkumu velkych proteinovych systémi. Peptidové obohacovani
umoznuje ziskani vice detailnich informaci. Béhem procesu dojde ke ,zmrazeni” pfechodné
interakce tvorbou kovalentnich vazeb. Kombinace metod XL-MS tedy poskytuje duleZity pohled

jak pro vyzkum struktury, tak i organizaci proteinG v $iroké $kéle podminek. 3°

2.3.2.3 Fotochemické zesiténi (PIXL)

Fotochemické zesiténi (PIXL, z angl. photo-induced cross-linking) lze vyuZzit ke studiu protein-
proteinovych interakci v Zivych burikach. | zde se vyuZiva vzniku novych kovalentnich vazeb
uvnitt proteinu nebo mezi proteiny. Na rozdil od chemického zesiténi zde dochazi ke vzniku
vysoce reaktivnich intermediatl in situ béhem ozafeni inertnich prekurzord. Hlavni vyhodou
PIXL je kratkad Zivotnost téchto excitovanych intermediatQ sniZujici nespecifitu s naslednou
tvorbou novych kovalentnich vazeb s jakoukoli funkéni skupinou (nespecifickd vazba vede
ke zvyseni poctu XL). PIXL vyZaduje chemické zavedeni fotoaktivovatelné skupiny do proteinu,
nemusime tedy priddvat chemické cinidlo, jenz by se vazalo naptiklad na aminoskupinu
proteinu. Dalsi vyhodou PIXL je, Ze umoziiuje zachytit kratkodobé, tranzientni, interakce.
Znacnou nevyhodou je pak vysoka cena fotoaktivovanych aminokyselin, ale obdobné je tomu
i u chemického cinidla. Ta je kompenzovana pomérné nizkym narokem detekénich technik
(napf. MS) na mnoizstvi pouZitého proteinu. Soucasné musime zajistit co nejvyssi miru
inkorporace (nahrazeni kanonické aminokyseliny strukturnim analogem umoZnujicim PIXL)
do proteinu (navyseni vytézku XL).

V praxi vyuzivame diazirinovy strukturni analog methioninu, ktery patfi do skupiny
tfi syntetickych aminokyselin, kam patfi foto-methionin (kys. L-2-amino-5,5-azi-hexanova,
p-Met, z angl. photo-methionine), foto-leucin (kys. L-2-amino-4,4-azi-pentanova, p-Leu, z angl.
photo-leucine) a foto-izoleucin (kys. L-2-amino-3-methyl-4,4-azi-pentanova, p-lle, z angl. photo-
isoleucine), viz Obr. 3. Tyto analogy byly pojmenovany podle ptirozenych aminokyselin,
od kterych byly odvozeny. | kdyZ nejsou pfirodni, tak pro buriky nejsou toxické. Pfi vyzkumu
se ukazalo, Ze nedostatek dvou esenciadlnich aminokyselin vedl| ke snizeni biosyntézy protein(
pfiblizné na 65 %, kultivace bud's p-Leu nebo p-lle neméla vyznamny efekt, ale kultivace s p-Met
biosyntézu proteind dokonce mohla zvysit. Tyto aminokyseliny jsou vazany na tRNA a nasledné
vélenény do sekvence protein(. %’

VSechny tfi obsahuji ve své struktufe diazirinovy kruh, ktery se po absorpci UV zareni

o vinové délce 330-370 nm rozpadd, dochazi tak k uvolnéni molekuly dusiku. Vznikly karben je
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velmi reaktivni- dochazi k ataku sousednich molekul nebo ke vzniku terminaéniho produktu
s dvojnou vazbou, viz Obr. 4. Aplikace UV zafeni, tedy fotolyzy, na proteiny obsahujici
fotoaktivované aminokyseliny umoZiiuje tvorbu novych kovalentnich vazeb, coz vede
k intramolekulovému &i intermolekulovému zesiténi. %’

Produkty zesiténi Ize nasledné analyzovat pomoci elektroforézy na polyakrylamidovém gelu
v prostfedi dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE, z angl. sodium dodecylsulphate- polyacrylamide
gel electrophoresis) a naslednym vyuzitim techniky Western blot nebo hmotnostni
spektrometrie pro detekci protein(i v kovalentnich produktech fotositovani. 3!

Strukturni analogy vykazuji fadové nizsi hodnoty disociaéni konstanty (Kp) pro aminoacyl-tRNA
synthdzy. Bunky tedy mnohem ochotnéji inkorporuji do struktury proteinu béziné formy
aminokyselin, proto se pfi kultivacich vyuZivaji média (nejc¢astéji minerdlni limitni média),

ve kterych tyto formy jsou pIné nahrazeny strukturnimi analogy (napf. p-Met). %’

pMet O Met Q
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N§N
pLeu Q Leu Q
=N L ==N L
N
A\
N
le Q e Q
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Obr. 3: Struktura tii fotoaktivovanych strukturnich analogli aminokyselin v porovnani

s pfirozenymi aminokyselinami po inkorporaci v proteinu, pfevzato a upraveno z 7.
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Obr. 4: Zména struktury fotoaktivované aminokyseliny po ozareni UV svétlem, prevzato a

upraveno z 3%,

2.3.2.4 Hmotnostni spektrometrie

Dostatecné citlivou metodu pro detekci proteinl s obsahem fotoaktivovanych aminokyselin
predstavuje hmotnostni spektrometrie (MS). Ta se obecné pouzivd pro analyzu jednoduchych
i sloZitych vzorkd v Siroké skale oborl. Analyza zacind prevodem analytu do plynné faze
s jeho naslednou ionizaci viontovém zdroji, pokracuje rozliSenim téchto iontl na zakladé
poméru hmotnosti a naboje (m/z) pfi prichodu magnetickym nebo elektrickym polem
v analyzatoru a konc¢i naslednou detekci a kvantifikaci na detektoru. Vyhodou je moZnost jak
kvantitativni, tak kvalitativni analyzy, dale nizka spotfeba vzork(d pro analyzu a vysoka citlivost.
Nevyhodou jsou vysoké pofizovaci naklady a destrukce analyzované Casti vzork(.

Pro analyzu biomolekul se dnes nejvice vyuZivaji ESI (ionizace elektrosprejem) a MALDI
(desorpce a ionizace laserem za asistence matrice, z angl. matrix assisted laser
desorption/ionization). Tyto ioniza¢ni techniky jsou voleny i proto, Ze patfi mezi nejSetrnéjsi
a nejmékci (nejmensi mira fragmentace analytu).

MALDI je pulzni technika pouZivana nejcastéji ve spojeni s analyzatorem TOF (analyzator mérici
rychlost priletu Castice, z angl. time of flight), viz Obr. 5, ale i s iontovou pasti ¢i kvadrupdlovym
analyzatorem. Vzorek se u MALDI prevrstvuje tzv. MALDI matrici. Ta musi absorbovat laserovy
pulz, aby mohlo dojit ke spole¢né desorpci s analytem a jeho nasledné ionizaci. Nejcastéji

pouzivanym laserem pro UV MALDI ionizaci je dusikovy UV laser o vinové délce emitovaného
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zafeni 337 nm. 3! Matrice pro tento typ laseru jsou nejéast&ji aromatické karboxylové kyseliny,
jako  napf. kyselina  a-kyano-4-hydroxyskoficova, 3,5-dimethoxy-4-hydroxyskoticova
a 2,5-dihydroxybenzoova. 32 Dal$imi pouZivanymi lasery jsou lasery infracervené. Ty jsou
citlivéjsi, ale drazsi.

Analyzatory lze rozdélit na iontové pasti a na priletové analyzatory. Mezi nejpouZivané;jsi
praletové patfi TOF a kvadrupdlovy analyzator (z angl. quadrupole, Q), ktery se nékdy kombinuje
s TOF (9TOF). Princip TOF spocivd v méfeni Casu, ktery potfebuji ionty s udélenym stejnym
momentem hybnosti k pfekonani vzdalenosti mezi iontovym zdrojem a detektorem. Cim jsou
ionty tézsi, tim pozdéji dopadnou na detektor.

Zvyseni rozliSeni TOF analyzatoru provadime dvéma zpUsoby. Prvni z nich je pouZiti tzv. pulzni
extrakce, jeZ upravuje nerovnomeérny rozptyl pocatecnich kinetickych energii iontd. Zde dochazi
k tomu, Ze extrakéni napéti je vlozeno az po uréité velmi kratké dobé, béhem které dojde k jejich
energetickému vyrovnani. lonty o prvotné rlznych kinetickych energiich, ale stejném poméru
m/z, pak na detektor dopadnou soucasné. Druhym zplsobem je pouziti iontového zrcadla
(reflektoru). Zde dochazi k vyrovnani celkové doby stravené v letové trubici pomoci priletu
a ohybu iontového svazku v gradientu napéti/potencidlu v iontovém zrcadlu, ¢imz dochazi

ke zvy$eni rozlideni analyzatoru (G€inné&jsi separaci iontd). 3!

regulace

hranol intenzity laseru laser

reflektorovy reflektor linearni
detektor (iontové zrcadlo)  detektor
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1 2 — _—
- e il I - e
" e
. | e
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Eotky deflektor/
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Obr. 5: Schéma kombinace MALDI a TOF, pfevzato a upraveno z 3.
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3 Cile prace

Vzhledem k ¢astéjSimu vyskytu ¢erného kasle v populaci ma tato prace za cil objasnéni zasadnich
interakci mezi adenylatcyklazovou doménou (dAC) a dalSimi proteiny zodpovédnymi za virulenci
B. pertussis. Nasledné by mohly byt produkovany ucinnéjsi vakciny ¢i léCiva, které by u pacient(
pUsobily specifi¢téji a rychleji, nez je tomu v soucasnosti.

Prvnim parcidlnim cilem je produkce dAC bakteriemi Escherichia coli B834 (DE3).

Druhym je inkorporace foto-methioninu do struktury AC domény v co nejvyssi mire.

Tretim krokem je vyuZiti proteinu dAC s foto-methioninem ve struktufe pro studium protein-
proteinovych interakci pomoci fotochemického zesiténi (systémy dAC-kalmodulin, dAC-FHA).
Na zakladé strukturni analyzy Xray modelu dAC-CaM (2COL) nepredpokladame participaci
methioninovych zbytkl na interakci. Cilem je potvrzeni tohoto predpokladu.

Poslednim cilem je analyza vzniklych kovalentnich produktl sitovani pomoci kombinace

elektroforetickych technik (SDS-PAGE) a hmotnostni spektrometrie.
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4 Material

4.1 Chemikalie

Voda HPLC grade (Merck)

Kvasnic¢ny extrakt (OXOID)

Trypton (OXOID)

Purifikovany agar (OXOID)

Ampicilin, sodna sal (Roth)

Tetracyklin (Roth)

NaCl (Fluka)

NH4Cl (LACHEMA)

KH,PO,4 (Lach-Ner)

Na;HPO4.12H,0 (PENTA)

KCl (LACHEMA)
Isopropyl-B-D-1-thiopyranogalaktosid (Sigma Aldrich)
Glycerol (LACHEMA)

Glukosa (Sigma Aldrich)
Ethylendiamintetraoctova kyselina (Fluka)
CoCl,.6H,0 (LACHEMA)

FeS04.7H,0 (Sigma Aldrich)
ZnS04.7H,0 (Fluka)

CuS04.5H,0 (LACHEMA, Sigma Aldrich)
MnCl;.4H,0 (LACHEMA, Merck)

H3BOs (LACHEMA)

CaCly.2 H,0 (Fluka)

MgSO, (Sigma Aldrich)

Thiamin hydrochlorid (Sigma Aldrich)
L-p-Methionin (Thermo Scientific)

L-Methionin (Sigma Aldrich)
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L-Isoleucin (Sigma Aldrich)

L-Valin (United States Biochemical Corporation)
L-Leucin (United States Biochemical Corporation)
L-Lysin (Sigma Aldrich)

L-Fenylalanin (LACHEMA)

L-Threonin (United States Biochemical Corporation)
Dodecylsulfat sodny (Sigma Aldrich)

Peroxodisiran amonny (Sigma Aldrich)

Akrylamid (Roth)

Bis-akrylamid (Serva)

Tetramethylethylendiamin (Serva)
Tris(2-karboxyethyl)fosfin-hydrochlorid (Fluka)

Page Ruler Broad Range Unstained Protein Ladder (Thermo Scientific)
Trizma™ base (Sigma Aldrich)

Coomassie Brilliant Blue-R250 (Sigma Aldrich)
Kyselina octova (LACHEMA)

Acetonitril HPLC grade (Merck)

Ethylmorfolin (Fluka)

Trypsin (Promega)

Jodacetamid (Sigma Aldrich)

Trifluoroctova kyselina (Sigma Aldrich)
a-kyano-4-hydroxyskoficova kyselina (Bruker Daltonics)
Sacharosa (Lach-Ner)

Methanol HPLC grade (Merck)

Hydroxid sodny (PENTA)

1,4-dithiothreitol (Roth)

MgCl, (LACHEMA)

Smés inhibitor( protedz cOmplete, EDTA-free (Roche)
Mocovina (LACHEMA)

Kyselina bicinchoninova (BCA solution, Sigma Aldrich)
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Hovézi sérovy albumin (Sigma Aldrich)
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid hydrochlorid (Thermo Scientific)
Pyridin (Sigma Aldrich)

Na,S$,03.5H,0 (Sigma Aldrich)

AgNOs (Sigma Aldrich)

Formaldehyd (Sigma Aldrich)

Na,COs (LACHEMA)

KsFe(CN)e (Sigma Aldrich)

Kalmodulin (Sigma Aldrich)

Adenosintrifosfat (Serva)

4.2 Bakterialni kmeny

Escherichia coli XL-1 (Novagen™)

Escherichia coli B834 (DE3) (Novagen™)

4.3 Plazmidy

pTYB2 cyaA-1-384-int-CBD (New England Biolabs) obsahujici gen kédujici rezistenci na
ampicilin (poskytnut Ing. Adrianou Osickovou, Ph.D. z Laboratore molekularni biologie
bakterialnich patogen(, MBU AV CR, v. v. i.)

PMM100 obsahujici gen kddujici rezistenci na tetracyklin (poskytnut Ing. Radimem Osickou,

Ph.D. z Laboratofe molekuldrni biologie bakteridlnich patogend, MBU AV CR, v. v. i.)

4.4 Pristroje

Pipety Eppendorf, Pipetman, Gilson

Spektrofotometr DeNovix DS-11+ Spectrophotometer

Ptedvazky OHAUS Scout™ Pro

Laboratorni vahy OHAUS Discovery

Sonikator ElIma™ ECB

Vakuovy rotac¢ni koncentrator LABCONCO CentriVap micro IR

Elektroforetické soupravy BIO-RAD MINI PROTEAN II™ a Hoefer™ Dual Gel Caster

Michacka Variomag Mono Komet
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Michacka IKA™ MS1 Minishaker

Stolni minicentrifuga Eppendorf F-45-12-11
Centrifuga Hettich Zentrifugen Universal 320 R
Trepacka IKA™ ROCKER 2D basic

Inkubator Ultimate Dry Bath Incubator
Inkubator Gallenkamp economy incubator size 1
Trepacka s inkubatorem IKA™ KS 4000i/ic control
Elektricky zdroj Electrophoresis constant power supply ECPS 3000/150 (Pharmacia)
Prosvétlovaci pult Hama™ LP 555

Sbérac frakci Fraction Collector Frac-100
Sonikator Bandelin Sonopuls

Pumpa Gilson Minipuls evolution
MALDI-TOF/TOF Ultra FLEX lll (Bruker Daltonics)

Fotolyzacni aparatura (Oriel)

4.5 Materidl

QIAPrep™ Spin Miniprep Kit (Qiagen)

Nosic¢ Chitin-Sepharosa (New England Biolabs)

Koncentrator Amicon Ultra s membranou s ,cut off“ 10 kDa (Millipore)

Gradientovy gel Mini-PROTEAN TGX™ (4-15 %)

SOC médium (2% (w/v) trypton, 0,5% (w/v) kvasni¢ny extrakt, 10mM NaCl, 2,5mM KCI, 10mM

MgCl, a 20mM glukosa)
PBS (10mM Na,HPO4, 1,8mM KH,PO4, 137mM NaCl, 2,7mM KCl, pH 7,4)
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5 Metody

5.1 Prfiprava kompetentnich bunék

LB médium (0,5% (w/v) kvasni¢ny extrakt, 1% (w/v) trypton a 1% (w/v) NaCl, rozpusténo
v destilované vodé a autokldvovdno) o objemu 3 ml ve sterilni 15ml plastové lahvicce bylo
zaockovano zasobni bakterialni suspenzi Escherichia coli B834 (DE3) z bunécné konzervy
(15% (v/v) glycerol, uskladnéno pfi -80 °C) a inkubovano v inkubatoru IKA™ KS 4000i/ic control
pfes noc pfi 37 °C a 180 rpm. Do 25 ml LB média bylo pfidano 250 pl této nocni kultury
a inkubovano pfi 37 °C do optické denzity (ODgoe) minimalné 0,5 (méreno pfi 600 nm
spektrofotometrem DeNovix DS-11+ Spectrophotometer). Nasledovala inkubace na ledu
po dobu 10 min a sklizeni bunék na centrifuze Hettich Zentrifugen Universal 320 R pfi 4 °C,
5000 rpm po dobu 5 min. Peleta byla resuspendovana v 10 ml sterilniho 100mM roztoku CaCl,
v 10mM Tris-HCI (pH 7,4) a inkubovana 10 min na ledu. Pak byl vzorek opét centrifugovan pfi
4 °C, ale tentokrat pfi 2000 rpm po 10 min. Peleta byla resuspendovana v 1 ml sterilniho roztoku
50mM CaCl,, 15% (v/v) glycerolu v 10mM Tris-HCl (pH 7,4) na ledu. Vzorky kompetentnich bunék
byly zamraZeny po 200ul alikvotach pfi -80 °C.

Bylo pripraveno 250 ml LB agaru (1,5% (w/v) purifikovany agar, 0,5% (w/v) kvasni¢ny extrakt,
1% (w/v) trypton a 1% (w/v) NaCl, rozpusténo v destilované vodé) a sterilizovano v autoklavu.
Pfed pfipravou agarovych ploten byl tuhy LB agar rozpustén ve vodni 1azni, ochlazen na 60 °C
(privyssiteploté mize dojit k degradaci teplotné labilniho antibiotika), k nému pfidano ptislusné
mnozstvi sodné soli ampicilinu (zdsobni koncentrace 100 mg/ml) a tetracyklinu (zésobni
koncentrace 5 mg/ml), aby bylo dosazeno koncentrace finalni 100 pg/ml u ampicilinu, 5 pug/ml

u tetracyklinu, a potfebné mnoZstvi této smési rozlito do jednotlivych Petriho misek.

5.2 Transformace kompetentnich bunék

Transformace kompetentnich bunék probéhla formou teplotniho Soku. Vzorky kompetentnich
bunék v mikrozkumavkach byly volné rozmrazeny na ledu. K 50 ul bunék bylo pfidano 0,5 ul
roztoku plazmid( (pTYB2 cyaA-1-384-int-CBD obsahujici gen kddujici rezistenci na ampicilin
nebo PMM100 obsahujici gen kddujici rezistenci na tetracyklin). Nasledovala inkubace 30 min
na ledu, teplotni Sok pfi42 °C po dobu 90 s vinkubatoru Ultimate Dry Bath Incubator a pak rychlé
umisténi na led na 3 min. Poté k bunnkdm bylo pfiddano 0,5 ml LB média a vzorky umistény

do tfepacky s inkubatorem pti 37 °C a 180 rpm na 110 min. 200 pl vzork( bylo vyseto na agarové
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plotny s antibiotiky a po vsaknuti byly plotny inkubovany pres noc v inkubatoru Gallenkamp
economy incubator size 1 pfi 37 °C. Agarové plotny s narostlymi bakteridlnimi koloniemi

byly skladovany pfi 4 °C v temnu.

5.3 Izolace plazmidu a stanoveni koncentrace cDNA

Plazmid pTYB2 cyaA-1-384-int-CBD byl izolovan pomoci sady QIAPrep™ Spin Miniprep Kit.
Bylo postupovano podle ndvodu dodaného vyrobcem. Koncentrace findlniho preparatu
plazmidové DNA byla stanovena spektrofotometrem DeNovix DS-11+ Spectrophotometer,
kde bylo nastaveno méreni koncentrace z mikroobjemu, coZz znamend, Ze na misto ktomu
uréené byla nanesena kapka vzorku o objemu 2 pl. Na pfistroji byla pro stanoveni koncentrace
dvouvlaknové DNA nastavena vinova délka 260 nm. Déle byl uréen pomér Azeo/Azso pro zjisténi

Cistoty preparatu. Jako slepy vzorek poslouzZila deionizovana voda.

5.4 Priprava média LM9

LM9 je oznaceni pro limitni médium, nékdy oznacované i jako mineralni médium, které tvofi
devét skupin latek Ci latek samotnych. K tomuto médiu se methionin nebo jeho strukturni analog
p-Met pfidava aZ pozdéji. Médium o celkovém objemu 300 ml bylo pfipraveno smichanim 60 ml
M9 (42mM NazHPQO,4, 22mM KH,PO,4, 18mM NH4CI, 8,6mM NaCl, sterilizace v autoklavu), 6 ml
0,4% (w/v) glukosy (rozpusténo ve sterilni vodé, filtrovano pres bakterialni filtr GE Healthcare
Life Sciences Whatman™ Syringe Filter 13 mm), 1,5 ml 5mM MgSO, (rozpu$téno ve sterilni vodé,
sterilizace v autoklavu), 3 ml 0,01% (w/v) vitaminu B; (thiamin hydrochlorid, rozpusténo
ve sterilni vodé, filtrovano pres bakterialni filtr GE Healthcare Life Sciences Whatman™ Syringe
Filter 13 mm), 30 ml smési aminokyselin (50 mg/I L-lle, L-Val, L-Leu, 100 mg/| L-Lys, L-Phe, L-Thr,
rozpusténo ve sterilni vodé, filtrovano pres bakterialni filtr GE Healthcare Life Sciences
Whatman™ Syringe Filter 13 mm), 300 pl 1000x koncentrovaného roztoku kov( (80,6mM EDTA,
2,15mM CoCl,x6H,0, 92,5mM FeSO4x7H,0, 1,56mM ZnS0sx7H,0, 13,5mM CuSO4x5H,0,
10,6mM MnCl,x4H,0, 1,62mM H3BOs, pH 7,5, sterilizace v autokldavu) a 300 pl ampicilinu
o zasobni koncentraci 100 mg/ml (rozpusténo ve sterilni vodé, filtrovano pres bakterialni filtr
GE Healthcare Life Sciences Whatman™ Syringe Filter 13 mm). Cely roztok byl ndsledné doplnén

na 300 ml sterilni deionizovanou vodou.
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5.5 Priprava vzorkl na SDS-PAGE

Vzorky na SDS-PAGE z rostouci expresni bunécné kultury byly asepticky odebrany po 0,5 ml
vzorku do mikrozkumavky. Vzorek byl centrifugovdn na stolni minicentrifuze
Eppendorf F-45-12-11 po dobu 5 min pfi 5000 rpm. Po centrifugaci byl odebran supernatant,
peleta resuspendovdna v 50 pl destilované vody a vzorek uskladnén pfi -20 °C. Po rozmrazeni
bylo ksuspenzi pfidano 12,5 ul 5x koncentrovaného redukujiciho pufru (0,25% (w/v)
bromfenolova modf, 10% (w/v) SDS, 10% (w/v) 2-merkaptoethanol, 20% (v/v) glycerol, 30mM
Tris-HCI, pH 6,8), suspenze byla povarena 5 min a kratce centrifugovana. Do kazdé jamky na 8%
(resp. 12%) polyakrylamidovém gelu bylo nasledné pipetovano po 20 pl vzorku. 4x fedény Page
Ruler Broad Range Unstained Protein Ladder slouzZil jako standard. Do neobsazenych jamek
byl pipetovan roztok vody a redukujiciho pufru, jenz slouzil jako slepy vzorek. Na pfistroji
Electrophoresis constant power supply ECPS 3000/150 byl nastaven limitni proud 20 mA

na jednu desku gelu a limitni napéti 200 V.

5.6 Pfiprava gelu na SDS-PAGE

Gely pro SDS-PAGE byly pfipraveny o rtznych koncentracich (6, 8, 10 nebo 12%). Ocisténa skla
byla pro naliti gelu vloZzena do stojanku a upevnéna. V kadince byl podle Tab. 1 ptipraven délici
gel (zasobni roztoky byly destilovana voda, 30% (w/v) smés akrylamidu a bis-akrylamidu, 1,5M
Tris-HCl (pH 8,8), 10% (w/v) dodecylsulfat sodny (SDS), tetramethylethylendiamin (TEMED)
a 10% (w/v) peroxodisiran amonny), ktery byl nasledné napipetovan mezi skla. Délici gel byl
prevrstven destilovanou vodou. Po zatuhnuti gelu byla destilovana voda odstranéna. V kadince
byl podle ndvodu pfipraven 3% zaosttovaci gel (destilovana voda, smés 28,2% (w/v) akrylamidu
a 1,8% (w/v) bis-akrylamidu, 1,0M Tris-HCI (pH 6,8), 10% (w/v) dodecylsulfat sodny, TEMED
a 10% (w/v) peroxodisiran amonny) a poté napipetovan na gel délici. Do zaostfovaciho gelu byla
zasunuta Sablona hiebenu vzorkovych jamek. Po zatuhnuti gelu byla Sablona vyjmuta, jamky
proplachnuty destilovanou vodou a skla s gelem umisténa do elektroforetické aparatury BIO-
RAD MINI PROTEAN II™ nebo Hoefer™ Dual Gel Caster. Do aparatury byl nalit elektroforeticky
pufr (14,4 g/l glycinu, 3g/l Tris-HCl a 10 ml 10% (w/v) dodecylsulfatu sodného).

Tab. 1: Slozeni 5 ml déliciho a 1 ml zaostfovaciho gelu.
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druh H.0 1,5M 1,0M smés 10% TEMED 10%

gelu (%) (ml) Tris-HCl ~ Tris-HCI  akrylamidu  SDS (ul) (ul) peroxodisiran

(pH 8,8) (pH 6,8) a bis- amonny (ul)
(ml) (ml) akrylamidu
(ml)
3 0,68 - 0,13 0,17 10 1 10
6 2,6 1,3 - 1,0 50 4 50
8 2,3 1,3 - 1,3 50 3 50
10 1,9 1,3 - 1,7 50 2 50
12 1,6 1,3 - 2,0 50 2 50

5.7 Zobrazeni proteind na SDS-PAGE pomoci CBB-R250

Po ukonceni elektroforézy byl gel pfenesen do barviciho roztoku Coomassie Brilliant Blue-R250
(0,5 g Coomassie Brilliant Blue-R250, 90 ml vody, 90 ml methanol, 20 ml kyselina octova)
a inkubovan na kyvaéce IKA™ ROCKER 2D basic jednu hodinu. Nasledné byl barvici roztok
odstranén a nahrazen odbarvovacim roztokem (10% (v/v) kyselina octova, 35% (v/v) ethanol,
55% (v/v) voda) a umistén znovu na kyvacku. Po dostate¢ném odbarveni pozadi byl gel umistén

do 1% (v/v) roztoku kyseliny octové a ulozen do temna a chladu.

5.8 Zobrazeni protein na SDS-PAGE pomoci barveni stiibrem

Dalsi mozZnosti citlivéjsSiho zobrazeni proteind na SDS-PAGE je postup vyuZivajici dusicnan
stfibrny. Gel po elektroforéze byl vloZzen do 50 ml fixaéniho roztoku (50% (v/v) methanol, 12%
(v/v) kyselina octova, 25 ul 37% (v/v) formaldehydu). Nasledné byl gel promyvén 3x po 5 min
50% (v/v) ethanolem, pak bylo pfiddano na 1 min Na;S;03.5H,0 (0,1 g/50 ml) a gel promyt 3x
po dobu 20 s vodou. Na 20 min byl pfidan roztok AgNOs; (0,1 g/50 ml) s 37% formaldehydem
(37,5 ul/50 ml). Tento roztok byl odstranén a gel promyt 2x po 20 s vodou. Vyvijeni gelu bylo
provedeno roztokem Na,COjs (3 g/50 ml) s 37% formaldehydem (25 pl/50 ml) a Na,S;03.5H,0

2 mg/50 ml). Gel byl poté rychle promyt vodou a vyvijeni zastaveno 1,5% (w/v) roztokem EDTA.
(2 mg/ ) yl poté rychle promy yvij /5% (w/v)
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5.9 Stépeni proteint v gelu

K lepsimu rozliseni prouzk( byl gel na sklenéné desce umistén na prosvétlovaci pult Hama™ LP
555. Prislusny proteinovy prouzek AC domény s p-Met byl z polyakrylamidového gelu vyfiznut
skalpelem, podélné rozfiznut a nakrdjen na kosticky o objemu 1-2 mm?3. Ty byly pfeneseny
do 0,5ml mikrozkumavky s 50 pl acetonitrilu a 50 pl 100mM ethylmorfolinu (pH 8,1)
pro odbarveni Coomassie Brilliant Blue-R250. Mikrozkumavky byly vloZzeny na 10 min
do sonikatoru Elma™ ECB, nasledné kratce centrifugovéany. Takto bylo postupovdno dvakrat
za sebou. Po barveni gelu pomodci stfibra byly kosticky gelu preneseny do odbarvovaciho roztoku
KsFe(CN)e (10 mg/ml) a Na»S,03 (25 mg/ml) smichaného v poméru 1:1 a zde inkubovany po dobu
10 min. Nasledovalo promyvani destilovanou vodou 3x po 5 min a sonikace do uplného
odstranéni odbarvovaciho roztoku. Nasledné byly jiz vSechny vzorky promyty 100 pul acetonitrilu.
Pro modifikaci cysteinli bylo pfiddno 50 pl roztoku 30mM tris(2-karboxyethyl)fosfin-
hydrochloridu ve 100mM ethylmorfolinu (pH 8,1), inkubovano 20 min pfi 70 °C. Po inkubaci
byly vzorky opldchnuty 100 pl acetonitrilu, bylo pfidano 50 pl roztoku 30mM jodacetamidu
ve 100mM ethylmorfolinu (pH 8,1) a vzorky byly inkubovany 60 min v temnu pfi laboratorni
teploté. Nasledovalo ¢asteéné odstranéni soli a nizkomolekularnich kontaminantd trojitym
promytim 100 pl acetonitrilu a pak stejnym objemem vody, nakonec 100 pl acetonitrilu
a stejnym objemem 50% (v/v) roztoku acetonitrilu. Vzorky byly vysuseny 10 min pfi 37 °C
na vakuovém rotacnim koncentratoru LABCONCO CentriVap micro IR. Ke vzorkiim bylo pfidano
20 pl roztoku 25mM ethylmorfolinu (pH 8,1) a 5% (v/v) acetonitrilu s 0,5 ul trypsinu (zasobni
koncentrace 100 ug/ml). Vzorky byly inkubovéany pres noc pfi 37 °C.

5.10 MALDI-TOF MS

Po Stépeni proteinu trypsinem pres noc doslo k zastaveni reakce pridanim roztoku acetonitrilu
(findlni koncentrace 30 % (v/v)) a kyseliny trifluoroctové (finalni koncentrace 0,1 % (v/v)),
nasledovala 15min sonikace a kratka centrifugace na stolni minicentrifuze Eppendorf F-45-12-
11. Na ter¢ MALDI-TOF bylo naneseno 0,5 ul vzorku v 30% (v/v) acetonitrilu a 0,1% (v/v) kyseliné
trifluoroctové. Po zaschnuti byl vzorek prevrstven 0,5 pl roztoku kyseliny a-kyano-4-
hydroxyskoficové. Ten byl pfipraven rozpusténim 5 mg/ml kyseliny a-kyano-4-hydroxyskoticové
v 50% (v/v) acetonitrilu a 0,05% (v/v) kyseliné trifluoroctové. Hmotnostni spektra vzorkl byla
zmérena pomoci MALDI-TOF Ultra FLEX Il v programu flexControl v reflexnim modu s dusikovym

laserem (suma 2000 pulz( laseru). Spektra vzork( byla méfena v rozsahu 580-5000 m/z s deflexi
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iontl do 600 Da. Monoizotopy standardu PepMix Il (Bruker Daltonics) byly méreny v rozmezi
od 757 do 3147 m/z s vyuzitim kvadratické kalibrace. Nastaveni parametr( pristroje: napéti

na ¢occe 1 bylo 25 kV, na ¢occe 2 21,6 kV, na reflektoru 1 26,3 kV a na reflektoru 2 14,05 kV.

5.11 Zjisténi miry inkorporace pomoci MALDI-TOF MS

Pouzitim MALDI s dusikovym laserem (337 nm) k analyze inkorporace fotoaktivovanych
aminokyselin v fetézci proteinu doSlo k rozpadu diazirinového kruhu za uvolnéni molekuly
dusiku. Vznikly terminac¢ni produkt je o 19,972 hmotnostnich jednotek (m. u.) mensi,
nez produkt s pfirodni aminokyselinou, viz Obr. 4. Porovnani ploch pod ktivkou odpovidajicich
obéma signdlim v souctu viech uloZenych spekter bylo pouZito ke stanoveni relativni miry

inkorporace fotoaktivovanych aminokyselin do daného proteinu. 3!

5.12 Vybér nejvhodnéjsiho klonu pro expresi proteinu

Pro expresi proteinu byl pouzit bakteridlni klon Escherichia coli B834 (DE3)
se samotnym plazmidem pTYB2 cyaA-1-384-int-CBD srezistenci na ampicilin (klon 1).
Druhym pouzitym klonem byl také klon E. coli B834 s plazmidy pTYB2 a PMM100 s rezistenci
na ampicilin a tetracyklin (klon 2 a 3). Tfi Erlenmeyerovy bariky s 30 ml LB média s ampicilinem
(findlni koncentrace 100 ug/ml) a dvé jesté s tetracyklinem (5 pg/ml) byly zaockovany 300 pl
pEislusné nocni kultury a kultivovany pfi 37 °C a 180 rpm v tfepadce s inkubatorem IKA™ KS
4000i/ic control do ODgoo pfiblizné 1,0. Z no¢nich kultur byly pfipraveny glycerolové konzervy
(140 pl bunécné kultury a 60 ul 50% (v/v) glycerolu) a zamraZeny pti-80 °C. Nasledné byly kultury
centrifugovdny 5 min pfi 5000 rpm a 19 °C, supernatant slit, pelety resuspendovany a promyty
v 30 ml fosfatového pufru (PBS, z angl. phosphate buffered saline). Po dalsi centrifugaci
byl supernatant slit a pelety resuspendovany v 30 ml M9 médiu s pfislusSnymi antibiotiky.
V plastové nadobce bylo ponechdano 5 ml kultury s M9 médiem, 25 ml kultury s médiem
bylo pfrevedeno do Erlenmeyerovy barky a vse vloZzeno na 15 min do inkubatoru , hladovét”
pfi 37 °C. Nasledovné byl k 5 ml kultury pfidan roztok Met (finalni koncentrace 50 mg/l), k 25 ml
kultury byl pfidan roztok p-Met (30 mg/l), po dalsich 15 min kultivace byl pfidan roztok
isopropyl-B-D-1-thiopyranogalaktosid (IPTG), jehoZ konec¢nd koncentrace byla 0,5mM.
Z kultur byly ve stanovenou dobu odebirany vzorky pro elektroforézu. U vzorkd byla mérena
ODeoo. Po inkubaci byly kultury centrifugovany 5 min pfi 8000 rpm a 4 °C. Pelety byly zamrazZeny
pfi -20 °C.
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5.13 Optimalizace inkorporace

5.13.1 Optimalizace teploty produkce

Z agarové plotny s kmenem E. coli B834 (DE3) transformovanym plazmidem pTYB2 cyaA-1-384-
int-CBD byly nahodné Spic¢kou vypichnuty 3 kolonie a zaockovany do 15 ml LB média s 15 pl
ampicilinu (zasobni koncentrace 100 mg/ml) ve tfech plastovych lahvi¢kach. U druhé agarové
plotny se stejnym kmenem transformovanym plazmidy pTYB2 a PMM100 bylo postupovano
stejné, do LB média bylo kromé ampicilinu pfidano navic antibiotikum tetracyklin (zasobni
koncentrace 5 mg/ml). Po noéni kultivaci pfi 37 °C a 180 rpm bylo z kazdé plastové lahvicky
odebrano po 1 ml bakteriadlni kultury a zaockovano vzdy do jedné 500ml Erlenmeyerovy banky
se 100 ml LB média a 100 pl ampicilinu. U druhé kultury bylo postupovano stejné, akorat navic
bylo do LB média pfidano antibiotikum tetracyklin. Takto bylo kultivovdno do ODeqo pfiblizné 1,0.
Nasledovala indukce exprese pfiddnim roztoku IPTG (finalni koncentrace 0,5mM) pro indukci
exprese proteinu. Kultury byly kultivovany jiz pfi 30 °C pres noc. Priibézné z nich byly odebirany
vzorky po 0,5 ml na SDS-PAGE. Kultury byly centrifugovany a pelety zamraZeny pfi -20 °C.
Poslednim postupem optimalizace ,hladovéni (odstranéni methioninu) bylo zvySeni poctu
promyti bunééné pelety PBS na 3x pred resuspendaci bunék v30 ml M9 média. Produkce
proteinu a 15min ,hladovéni” pred pfidavkem p-Met a IPTG probihaly pfi 30 °C. Prlibéiné
byly odebirany vzorky na SDS-PAGE. Po 25 hodinach byly kultury centrifugovany (5 min,
8000 rpm, 4 °C) a pelety resuspendovéany v roztoku A s 20% (w/v) sacharosou a kultivovany

pfi 4 °C 20 min. Po centrifugaci byly pelety zamraZeny a uskladnény pf¥i -20 °C.

5.13.2 Optimalizace , hladovéni“

Dvé 250ml Erlenmeyerovy barky s 30 ml LB média a antibiotiky byly zaockovany noc¢ni kulturou
jako v 5.13.1 a kultivovany pfti 37 °C do ODego pfiblizné 1,0. Nasledné byly kultury centrifugovany
5 min pfi 5000 rpm a 21 °C. Pelety byly 2x promyty PBS a pak resuspendovany v 30 ml média
M9. V 250ml Erlenmeyerovych barikach kultury ,hladovély” (v rostoucim médiu bez methioninu)
pres noc pri 30 °C a 180 rpm. Po pfidani roztoku p-Met byly kultivovany jesté 30 min pred
pridavkem IPTG. Produkce probihala pfi 37 °C. Pribézné byly odebirany vzorky na elektroforézu.

Kultury byly sklizeny po cca 25 hod a zamrazeny.
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5.14 Exprese proteinu

Po optimalizaci produkce dAC s p-Met (teplota produkce 30 °C, 15min ,hladovéni“, klon E. coli
B834 (DE3) s plazmidem pTYB2) mohl byt protein produkovan ve vétSim mnozstvi pro jeho
izolaci. Znocni kultury bylo zaockovdano 50 ml LB média s ampicilinem v Sesti 250ml
Erlenmeyerovych bankach. Kultury ve 3 bankach byly kultivovany po celou dobu pouze
v LB médiu. Pfi ODgoo okolo 1,0 byly sklizeny kultury ze zbylych 3 banék, 3x promyty 30 ml PBS
a centrifugovany 5 min pfi 4 °C a 5000 rpm. Pelety byly resuspendovany v 50 ml M9 média
s antibiotikem. Po 15min inkubaci pfi 30 °C byl pfidan roztok p-Met a po dalSich 15 min
bylo pfidano IPTG. Priibézné byly odebirany vzorky na SDS-PAGE. Kultury byly centrifugovany
5min pfi 4 °C a 8000 rpm po 6 hodinach produkce proteinu. Pelety byly resuspendovany
vroztoku A (50mM Tris-HCIl, 150mM NaCl, 1mM EDTA, pH 7,4) s20% (w/v) sacharosou
a kultivovany pfi 4 °C po dobu 20 min. Ndsledné byly kultury znovu centrifugovany a pelety

zamrazeny a uskladnény pfi -20 °C.

5.15 lIzolace proteinu

Bakterialni pelety s exprimovanym proteinem ziskané 5min centrifugaci pfi 4 °C a 8000 rpm
na centrifuze Hettich Zentrifugen Universal 320 R byly rozmrazeny za laboratorni teploty,
nasledné k prvni z nich bylo pfidano 20 ml 0,5mM roztoku MgCl,, do kterého byla nejprve
pridana jedna tableta smési inhibitorl protedaz cOmplete (EDTA-free). Pelety byly postupné
resuspendovany v roztoku, slity do jedné plastové nddobky a uloZeny cca na 10 min na led.
Zbytky pelet byly vymyty 20 ml roztoku A (50mM Tris-HCI, 150mM NaCl, 1ImM EDTA, pH 7,4)
a pfidany k pfedchozim 20 ml. Vznikla suspenze byla nasledné sonikovana na ledu po dobu
30 s a 1minutovymi pauzami sonikatorem Bandelin Sonopuls celkem 4x pti nastaveném vykonu
60 W. Po rozbiti bunék byla suspenze centrifugovana na centrifuze Hettich Zentrifugen Universal
320 R po dobu 10 min pfi4 °C a 9000 rpm. Z pelety a supernatantu byly pipetou odebrany vzorky
po 50 ul pro elektroforézu. Vznikly supernatant byl znovu za stejnych podminek centrifugovan.
Kolona o priiméru 0,8 cm a délce 6 cm naplnénd 7 ml Chitin-Sepharosy (New England Biolabs)
byla nejprve promyta vodou, ekvilibrovana 50 ml roztoku A (50mM Tris-HCI, 150mM NaCl, 1ImM
EDTA, pH 7,4) a nasledné na ni byl nanesen vzorek. Pomoci pumpy Gilson Minipuls evolution

s pratokem 0,7 ml za minutu. Exprimovany protein by se mél na koloné zachytit, protoze se jedna
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o fuzni protein dAC a domény vazajici chitin (CBD, z angl. chitin binding domain). Po naneseni
vzorku byla kolona promyta 50 ml roztoku A. Na kolonu bylo nasledné naneseno cca 6 ml 100mM
1,4-dithiothreitolu (DTT) v roztoku A. Kolona byla umisténa pres noc do 4 °C. Nasledujici den
byl z kolony eluovan roztok s proteinem pomoci 50mM DTT v roztoku A. Frakce byly jimany
pomoci sbérace frakci Fraction Collector Frac-100 po 1,5 ml. Po eluci asi 30 ml roztokem DTT
byla kolona promyta 50 ml roztoku A, 50 ml deionizované vody a ndsledné cca 50 ml 0,3M NaOH.
Z frakci byly odebrany vzorky na elektroforézu. Podle vysledku SDS-PAGE byly frakce s nejvys$sim
obsahem dAC spojeny a koncentrovany na centrifuze Hettich Zentrifugen Universal 320 R
pomoci koncentratoru Amicon Ultra s membranou s ,cut off 10 kDa. Vzorek o objemu 7 ml
byl nasledné dialyzovan proti priblizné 800 ml roztoku B (50mM Tris-HCI, 150mM NacCl, pH 7,4)
s michanim po dobu tfi hodin. Po této dobé byl preparat dialyzovan proti 1,2 | nového roztoku

B pres noc. Po dalsim koncentrovani byl finalni preparat zamrazen pfi -80 °C.

5.16 Stanoveni koncentrace proteinu

Stanoveni koncentrace proteinu bylo provedeno pomoci bicinchoninové kyseliny. Nejprve byly
pfipraveny standardy, kjejichz pripravé poslouzil hovézi sérovy albumin (BSA). Zvolené
koncentrace BSA v roztocich byly 0,1, 0,2, 0,5 a 1,0 mg/ml. Na mikrotitraéni desticku bylo
naneseno 5 pl vody (slepy vzorek), nafedénych vzorkd a standardu vidy ve dvojicich. Do kazdé
jamky bylo pfiddno 95 pl reakéniho Ccinidla, které bylo pfipraveno smichanim roztoku
bicinchoninové kyseliny (BCA solution I, Sigma Aldrich) a 4% (w/v) roztoku CuS04.5H,0
(BCA solution II, Sigma Aldrich) v poméru 49:1. Takto pripravené vzorky byly inkubovany
1 hodinu pfi 37 °C v inkubatoru Gallenkamp economy incubator size 1. Absorbance vzorkd byla
mérena na spektrofotometru DeNovix DS-11+ Spectrophotometer pfi vinové délce 562 nm.
Hodnoty stanovené Ase roztok( BSA poslouZily pro tvorbu kalibraéni kfivky pro stanoveni

koncentrace proteinu ve vzorcich.

5.17 Sitovaci experimenty (chemické zesiténi a PIXL)

Preparat proteinu dAC sp-Met byl dale pouZit pro wvyzkum interakci s proteiny,

konkrétné s vlaknitym hemaglutininem (FHA) a kalmodulinem (CaM).
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5.17.1 Interakce proteint dAC-FHA

Nejprve probéhl experiment, kdy FHA (o zasobni koncentraci 0,7 mg/ml) byl smichan s dAC
s p-Met v molarnim poméru 1:1, 1:2 a 1:5, viz Tab. 2. K reakéni smési bylo pfidano jesté 10 pl
roztoku B (50mM Tris-HCI, 150mM NaCl, pH 7,4). Fotolyza probihala 3 min
fotolyzaéni aparaturou Oriel, kdy byl vzorek v kiemenné kapilare umisténé v pyrexové kyveté

a chlazen vodou. Ze vsech vzork( byla pfipravena 6% SDS-PAGE.

Tab. 2: Slozeni smési pro fotolyzu.

voda (pul) FHA (ul) dAC s p-Met (ul) roztok B (ul)
3,5 6,5 - 10
9 - 0,75 10
3 6,5 0,75 10
1,5 6,5 1,42 10
0 6,5 3,57 10

Jako kontrola bez fotolyzy poslouzila smés FHA a dAC sp-Met vpoméru 1:2.
Mimo fotochemického zesiténi bylo pouzito i zesiténi chemické, kdy jako sitovaci ¢inidlo slouzil
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid hydrochlorid (EDC, zasobni koncentrace
20 mg/ml). Nakonec bylo spojeno pouziti EDC, se kterym byla reakéni smés kultivovana
jednu hodinu pfi laboratorni teploté, a fotolyzy, jenz probihala opét 3 min. K reakéni smési

bylo pfidano 10 pl 100mM pyridinu (pH 6,0). Reakéni smési byly pfipraveny podle Tab. 3.

Tab. 3: SloZeni reakéni smési. U prvnich tfi reakénich smési neprobéhla fotolyza (slouzi jako
kontrola) nebo chemické zesiténi EDC, u ¢tvrté bylo pouZito EDC a zaroven byla provedena

fotolyza (3 min).

voda (pl) FHA (ul) dACs p-Met  roztok B (pl) 100mM 20mg/ml
(ul) pyridin (ul) EDC (ul)
- 6,5 1,42 10 - }
1,3 6,5 1,42 - 10 0,2
0,5 6,5 1,42 - 10 1,0
0,5 6,5 1,42 - 10 1,0
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5.17.2 Interakce proteinti dAC-CaM

Nasledné byl proveden experiment studia interakce dAC s kalmodulinem (CaM),
ktery byl o zasobni koncentraci 1,6 mg/ml. Kromé roztok(l proteinli dAC, CaM v roztoku B
byl navic pfidan roztok C (Ca®* a Mg?* ionty s ATP (100mM)) nebo voda, viz Tab. 4. Finalni
koncentrace Ca®* ve vzorcich byla 10uM CaCl,, Mg 10mM MgCl,a ATP 5mM. U vzorkd v Tab. 3

probihala fotolyza po dobu 1 min.

Tab. 4: Slozeni reakéni smési dAC a CaM, u které probihala fotolyza.

voda (pul) roztok C (pul) CaM (ul) dAC s p-Met (ul) roztok B (ul)
3 4 3 - 10
3 4 - 3 10
R 4 3 3 10
4 - 3 3 10

K dal$im vzork(m jiz nebyl pfidan roztok B, ale 100mM pyridin a EDC (20 mg/ml), viz Tab. 5.
Tyto vzorky nebyly ozarovany vibec. Ze vsech vzork( byla pfipravena 12% SDS-PAGE,

ktera byla nasledné barvena stfibrem.

Tab. 5: Slozeni reakéni smési dAC a CaM bez fotolyzy s chemickym zesiténim EDC.

voda (pul) roztok C (pul) CaM (ul) dAC s p-Met 100mM 20mg/ml EDC

(ul) pyridin (ul) (ul)
- 4 3 3 10 -
- 4 3 3 10 0,5
3 4 - 3 10 0,5
3 4 3 - 10 0,5
4 - 3 3 10 0,5
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6 Vysledky

6.1 Transformace kompetentnich bunék

Prvni transformace plazmidu pTYB2 cyaA-1-384-int-CBD do bakteridlniho kmene E. coli B834
(DE3) probéhla formou teplotniho Soku. Stejnym zplsobem jako u kmene E. coli B834 (DE3)
bylo postupovdno u kmene E. coli XL-1. Plazmid nese rezistenci na ampicilin.
Na agarovych plotnach s antibiotikem narostly pres noc pfi 37 °C kolonie obou bakteridlnich
kmenU u bunék s pfidavkem plazmidu. Kolonie E. coli B834 (DE3) byly prerostlé a v malém poctu
(cca 20). Kolonii E. coli XL-1 bylo okolo 200. Kontroly vysly negativni (pfidavek deionizované vody
k bunkdam misto plazmidu). Timto jsme pfipravili transformovany bakteridlni kmen E. coli B834
(DE3) plazmidem pTYB2 pro dalsi praci.

Bakteriadlni kmen E. coli B834 (DE3) byl nasledné transformovan i druhym plazmidem PMM100,
jenz obsahuje gen kddujici rezistenci na antibiotikum tetracyklin a mél by sniZovat toxicitu AC
domény pro bunky E. coli. Transformované bakteridlni kolonie vyrostly na agarovych plotnach
jak se samotnym ampicilinem, tak sampicilinem a tetracyklinem, v poctu okolo 200.

Kontroly vysly opét negativni.

6.2 lzolace plazmidu

PouZitim sady QIAPrep™ Spin Miniprep Kit byl plazmid pTYB2 cyaA-1-384-int-CBD ze 3 ml no&ni
kultury Uspésné izolovan a pomoci UV-VIS spektroskopie zjisténa koncentrace plazmidu pTYB2
cyaA-1-384-int-CBD kdédujici gen fuzniho proteinu dAC-CBD a také gen pro rezistenci
na ampicilin. Pomeér Axgo/Azso byl 1,953, coz znadi vysokou Cistotu vzorku plazmidu. Hodnota Azeo
byla 1,285 a Az 0,658. Hodnota koncentrace plazmidové DNA méfené z mikroobjemu
na spektrofotometru DeNovix DS-11+ Spectrophotometer (¢inila 61,55 ng/ul.
Spektrofotometrem bylo také proméfeno spektrum prepardtu vrozsahu 220 aZz 350 nm,

viz Obr. 6. Vysledny preparat byl zamraZzen pfi -20 °C.
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Obr. 6: Zavislost absorbance plazmidové DNA na vinové délce.

6.3 Exprese proteinu

Ze tti klontd kmene E. coli B834 (DE3) s plazmidem pTYB2 po produkci dAC s p-Met byl vybran
klon 1, jelikoz mél nejlepsi produkci proteinu. Stejné bylo postupovano s kmenem s plazmidy
pTYB2 a PMM100. Zde byl vybran klon 2 a 3, protoze jejich produkce proteinu byla srovnatelna.
Ve vybéru nejvhodnéjSiho transformovaného bakteridlniho klonu danym plazmidem
pro dalsi produkci rozhodoval vysledek produkce dAC sp-Met vM9 médiu.
Nejdfive jsme porovnavaly bakteridlni kmeny E. coli B834 transformované samotnym plazmidem
pTYB2 (klon 1) srezistenci na ampicilin a transformované plazmidem pTYB2 spolecné
s plazmidem PMM100 (klon 2 a 3). Kultury byly jednou promyty PBS a nasledné ,hladovély”
15 min a produkce probihala pti 37 °C. Produkce proteinu témito bakteridlnimi klony
byla srovnatelna. Pro dalsi experimenty byly poufZity jiz jen klony 1 a 3. Pfi kultivaci s Met
byl vytéZek vyrazné vyssi oproti kultivaci s p-Met. Po kultivaci pfes noc doslo ke sniZeni produkce,
v dusledku odstépovani chitin vazajici domény pfi 37 °C.

Dalsi optimalizace se tykala ,hladovéni“ (odstranéni pfitomného Met), kdy bakterialni kultury
»hladovély” pres noc pti 37 °C, pak byl pfidan roztok p-Met (30 mg/l), po 30 min iniciovana
exprese proteinu indukci IPTG (0,5mM) a déle kultivovano pfi 37 °C. Prvni bakteridlni kultura

klonu 1 byla vLB médiu kultivovdna do ODeg 0,88, druhd kultura klonu 3 do ODego 0,65.
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Kultury byly dvakrat promyty PBS. Po indukci IPTG byly kultivovany pti 37 °C. Prlibézné z nich
byly odebirany vzorky po 0,5 ml na SDS-PAGE. Produkce dAC v LB médiu byla orientacni.
Pelety byly zamraZeny pfi -20 °C. Na Obr. 7 a 8 je vidét casovy vyvoj produkce proteinu v M9
médiu.

1 2 3 4* 5 6* 7 8* 9 10*
250 kDa
150 kDa

100 kDa ' #

Obr. 7: 8% polyakrylamidovy elektroforeticky gel barveny CBB-R250 ukazuje naruast produkce
dAC s p-Met klonem E. coli B834 v M9 médiu. V drdze 1 je standard molekulovych hmotnosti,
v draze 2 voda. V draze 3, 5, 7 a 9 je vzorek s plazmidem pTYB2 odebrany v ¢ase 0, 1, 2 a 4 hod.
V draze 4, 6, 8 a 10 je vzorek s plazmidy pTYB2 a PMM100 odebrany v ¢ase 0, 1, 2 a 4 hod.
* zna¢i transformaci druhym plazmidem (PMM100). Sipka oznacuje relativni mobilitu
odpovidajici molekulové hmotnosti fuzniho proteinu dAC sint-CBD doménou v draze 10,

tedy u vzorku klonu s obéma plazmidy po 4hod produkci.

Z Obr. 7 je tedy patrné, Ze protein je produkovan klonem 3, tedy klonem s obéma plazmidy.
Porovname-li produkci proteinu pfi kultivaci s Met a p-Met, podle o¢ekavani je produkce

proteinu s p-Met mnohem niZsi.
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Obr. 8: 8% polyakrylamidovy elektroforeticky gel barveny CBB-R250 znaci produkci dAC.
Vdraze 1 je voda. Vdraze 2 je vzorek s plazmidem pTYB2 odebrany po nocni produkci.
V draze 3 je vzorek s obéma plazmidy odebrany po noc¢ni produkci. Vzorky v draze 2 a 3
byly kultivovany s Met. V draze 4 je standard molekulovych hmotnosti. V draze 5, 7 a 9 je vzorek
s plazmidem pTYB2 z produkce v LB médiu po 0, 4 hod a po nocni produkci. V draze 6, 8 a 10
je vzorek sobéma plazmidy zprodukce vLB médiu po 0, 4 hod a po nocni produkci.
* znadi transformaci druhym plazmidem (PMM100). ProuZek proteinu s molekulovou hmotnosti
necelych 50 kDa oznaceny Sipkou znaci dAC bez CBD. Druhd Sipka znaéi produkci dAC v LB.

Zde jiz jasné nerozezname produkci samotné dAC bez CBD.

Z Obr. 8 vyplyvd, Ze dAC je produkovana klonem s obéma plazmidy. Pro dalsi experimenty
mélo tedy vyznam pouZit praveé tento klon. Z tohoto obrazku ovSem neni patrny rozdil mezi klony
v produkci proteinu v LB médiu. Vidime zde patrny rozdil ve 4hod produkci a produkci pfes noc.
Po optimalizaci podminek doslo k novému zaockovani tentokrat SOC média pouze jiz klonem 1
(E. coli B834 (DE3) s plazmidem pTYB2), s naslednou kultivaci v LB médiu, trojitym promytim PBS,
15min ,hladovénim® a kultivaci pfi 30 °C byly odebirdany vzorky pro SDS-PAGE,
u nichz byla zmérena ODgqo, viz Tab. 6. Po SDS-PAGE byla zjisténa optimalni produkce proteinu,

jehoZ molekulovd hmotnost odpovidala fuznimu proteinu dAC-int-CBD, viz Obr. 9.
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Tab. 6: ODgoo méFena u vzorkd kultivovanych v M9 a LB médiu. Optické denzity byly méreny

v kiemenné kyveté s optickou drahou 10 mm.

¢as odbéru (hod) M9 médium fedéni LB médium fedéni
0 1,007 - 0,906 1:1
3 0,471 1:2 1,082 1:2
6 0,385 1:4 0,763 1:4

250 kDa
150 kDa

100 kDa

70 kDa

50 kDa

Obr. 9: 8% polyakrylamidovy elektroforeticky gel barveny CBB-R250 se vzorky znadi nartst
produkce fuzniho proteinu dAC s p-Met klonem E. coli B834 s plazmidem pTYB2 v M9 médiu.
V draze 1 je standard molekulovych hmotnosti. V draze 2, 3 a 4 je vzorek kultivovany s p-Met
odebrany v ¢ase 0, 3 a 6 hod. V draze 5, 6 a 7 je vzorek kultivovany v LB médiu odebrany v case
0, 3 a 6 hod. Sipka oznaduje relativni mobilitu odpovidajici molekulové hmotnosti

fuzniho proteinu dAC-int-CBD.

Pro dalsi postup byl tedy zvolen klon pouze s jednim plazmidem (pTYB2), protoZe produkce
proteinu po dvojitém promyti PBS byla srovnatelna.

Dalsim krokem byla optimalizace inkorporace p-Met do struktury dAC. Ukazalo se,
ze ,hladovéni“ bunék pres noc snizuje inkorporaci p-Met do dAC, proto byl volen postup
bez ,hladovéni“, resp. s 15min , hladovénim®“. Také teplota, pfi které byly kultury kultivovany
méla vliv na produkci dAC. PFi teploté 37 °C dochdzelo k proteolytickému odstépovani CBD.
Diky tomu dochdzelo ke snizeni mnozstvi fizniho proteinu dAC-int-CBD, dileZitého pro Uspésné

pouziti nosice Chitin-Sepharosy.
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6.4 Stanoveni miry inkorporace p-Met v bunéc¢né kulture

U findlniho prepardtu ziskaného zbunék 3x promytych PBS byla pomoci MALDI-TOF

spektrometrie stanovena mira inkorporace p-Met v pozici 132 na hodnotu 82 %, viz Tab. 7.

Tab. 7: Hodnoty ploch pod vrcholy m/z signali tryptického peptidu (pozice 125-150
aminokyseliny) dAC s methioninem v pozici 132 o hodnoté m/z 2754,22 a s foto-methioninem

v pozici 132 o hodnoté m/z 2734,44 z SDS-PAGE vzorku bunéénych pelet.

m/z intenzita (a. u.) plocha
2734,441 391 177
2735,439 995 469
2736,439 782 374
2737,442 352 200
2738,437 179 98
2754,378 101 45

2755,4 225 98
2756,415 175 77
2757,391 92 43
2758,377 40 18

Na Obr. 10 jsou 3 hmotnostni spektra ziskand pomoci MALDI-TOF MS mérena v reflexnim modu
z produkce dAC s p-Met bakteridlnim kmenem E. coli B834 (DE3) s plazmidem pTYB2
po trojitém promyti bakteridlni kultury (ODsoo okol 1,0) roztokem PBS pred indukci IPTG.

Data pro relativni semikvantitativni urceni miry inkorporace p-Met (plochy pod vrcholy

korespondujicich signali m/z jednotlivych peptid(l) jsou presentovany v Tab. 7.
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Obr. 10: Hmotnostni spektra z produkce dAC s p-Met. Céast A znazorfiuje spektrum produkce
dAC s p-Met pred indukci pomoci IPTG, tedy v ¢ase 0 hodin. Cast B ukazuje spektrum produkce
po 3 hodinach po indukci IPTG. Cast C znaéi spektrum produkce dAC s p-Met po 6 hodinéch.
Celd produkce byla kultivovana pfi 30 °C.

Z bunécénych kultur rlznych podminek optimalizace inkorporace p-Met (i. 1x proplach PBS
+ 15 min ,hladovéni, ii. 2x proplach PBS + 20 hod ,hladovéni” pti 37 °C, iii. 3x proplach PBS
+ 15 min ,hladovéni”, exprese pti 30 °C) jsou prezentovany pouze vysledky poslednich
nejucinnéjsich podminek.

V ¢asti A Obr. 10 nevidime ve sledované oblasti Zadny vyrazny m/z signal, protein se tedy zatim
bez pfidavku IPTG neexprimuje. V ¢asti B vidime produkci dAC s p-Met po 3hod inkubaci
od indukce IPTG. Zde doslo k prokazatelnému nar(stu signalu. Po 6hod produkci v ¢asti C
se signal ¢tyrnasobné zvysil. Sekvence QAGLVTGMADGVVASNHAGYEQFEFR odpovida peptidu,

kde se pfirozené vyskytuje L-Met, odpovida signalu pfi m/z 2754,294. Zvyraznény methionin
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nahrazeny v experimentu za foto-methionin je v pozici 132 a takovy peptid odpovida signalu
2734,441.

Pouzitim MALDI s dusikovym laserem (337 nm) k analyze inkorporace fotoaktivovanych
aminokyselin v fetézci proteinu doslo k rozpadu diazirinového kruhu za uvolnéni molekuly
dusiku z molekuly p-Met. Vznikly terminacni produkt je 0 19,972 hmotnostnich jednotek (m. u.)
mensi, nez produkt s pfirodni aminokyselinou. Vyrazny signal, ktery odpovida m/z 2734,322,
znadi peptid sinkorporovanym p-Met, jenz vznikl po fotolyze peptidu. Porovnanim ploch
odpovidajicich obéma signalim doslo k relativnimu stanoveni inkorporace p-Met do proteinu.
Mira inkorporace p-Met po trojitém promyti PBS odpovidala pfiblizné 80 %. Naproti tomu
analyza proteinl po jednom promyti PBS ¢i po , hladovéni“ pres noc Cinila 35-38 %, respektive
30 %. Finalni preparat dAC byl purifikovan z 2x promyté bunécné kultury a mira jeho inkorporace

p-Met Cinila 42 %.

6.5 lzolace proteinu

6.5.1 Izolace proteinu dAC bez p-Met

Bakterialni pelety s exprimovanym proteinem po dvojitém promyti PBS a 15min ,hladovéni“
byly rozmrazZeny a postupné resuspendovany v 0,5mM roztoku MgCl, s tabletou smési inhibitor(
proteaz. Vznikla suspenze byla ndsledné sonikovana na ledu. Po rozbiti bunék byla tato suspenze
centrifugovdna po dobu 10 min pfi 4 °C a 9000 rpm. Sonikace byla 2x opakovdna, vzhledem
k velké peleté nerozbitych bunék. Z pelet a supernatantl byly pipetou odebrany vzorky po 50 pl
pro elektroforézu, viz Obr. 11. Po naneseni vzorku byla kolona promyta 50 ml roztoku A,
nasledné bylo naneseno cca 6 ml 100mM 1,4-dithiothreitolu (DTT) rozpusténého v roztoku A
(50mM Tris-HCI, 150mM NaCl, 1mM EDTA, pH 7,4). Kolona byla umisténa pfes noc do 4 °C.
Exprimovany protein by se mél na koloné zachytit, protoZe se jedna o fuzni protein dAC
a domény vazajici chitin (CBD, z angl. chitin binding domain). Pfidavkem DTT by mélo dojit
k proteolytickému stépeni dAC od CBD v dlsledku pfitomné inteinové (int) domény a cista dAC
by se méla eluovat z kolony. Nasledujici den byl z kolony eluovan roztok s proteinem pomoci
100mM roztoku DTT vroztoku A. Frakce byly jimany pomoci sbérace frakci po 1,5 ml,
ze kterych byly také odebrdany vzorky na SDS-PAGE, viz Obr. 12. Spojené frakce 1-6
byly koncentrovany a dialyzovany. Po nasledné charakterizaci byl finalni preparat (750 pl)

zamrazen a uskladnén pfi -80 °C.
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Obr. 11: 8% polyakrylamidovy elektroforeticky gel ziskany ze vzorkii z izolace dAC bez p-Met.
V draze 1 je standard. V drdze 2 je voda. V draze 3 je supernatant ziskany po prvni centrifugaci.
V draze 4 je 2x fedéna peleta ziskand po prvni centrifugaci. V draze 5 je supernatant ziskany
po druhé sonikaci a centrifugaci. V draze 6 jsou spojené supernatanty (prvni a druhy). V draze 7
je supernatant ziskany po treti centrifugaci. V draze 8 je vzorek protein(, které se nevazaly

na kolonu, a v draze 9 je vzorek z promyti 50 ml roztoku A.
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Obr. 12: 10% polyakrylamidovy elektroforeticky gel ziskany ze vzork z eluce dAC bez p-Met.
V draze 1 aZz 9 jsou vzorky z 1,5ml frakci ziskanych eluci dAC bez p-Met pomoci 100mM roztoku

DTT s roztokem A. V draze 10 je standard.

6.5.2 Izolace proteinu dAC s p-Met

Stejnym zplsobem bylo postupovano pfi izolaci proteinu dAC s p-Met. Na Obr. 13 je 8%
polyakrylamidovy elektroforeticky gel ziskany ze vzork( z izolace dAC s p-Met.

Pelety bunék s exprimovanym proteinem byly v tomto pfipadé pred zamraZenim inkubovany
20 min v 20% (w/v) roztoku sacharosy v roztoku A. To vedlo k lepsi lyze bunék a vzniku mensi

pelety po sonikaci a centrifugaci. Proto byla sonikace opakovana pouze jednou.
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Obr. 13: 8% polyakrylamidovy elektroforeticky gel ziskany ze vzorki z izolace dAC s p-Met.
V draze 1 jsou spojené pelety pred sonikaci. V draze 2 je prvni supernatant. V draze 3 je prvni
peleta. V draze 4 je druhy supernatant. V drdze 5 jsou spojené supernatanty. V draze 6 je vzorek
z eluce po nanosu spojeného supernatantu. V draze 7 je vzorek odebrany po proplachu kolony
roztokem A. V draze 8 je vzorek z nanosu 6 ml 100mM roztoku DTT. V draze 9 je standard.

V draze 10 je vzorek z eluce roztokem DTT.

Izolovany protein s p-Met (mira inkorporace p-Met po dvojitém proplachu PBS okolo 45 %,
po trojitém okolo 80 %) byl opét eluovan pomoci 100mM roztoku DTT vroztoku A.
Na Obr. 14 je 8% elektroforeticky gel se vzorky, jez byly odebirany po 50 ul, z eluce dAC s p-Met.

Frakce byly jimany po 1,5 ml pomoci sbérace frakci.
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Obr. 14: 8% polyakrylamidovy elektroforeticky gel barveny CBB-R250 ziskany ze vzorkti z eluce
dACs p-Met. V draze 1 je standard. V drahach 2-10 jsou vzorky z 1,5ml frakci ziskanych eluci dAC
s p-Met pomoci roztoku 100mM DTT v roztoku A.

Spojené frakce 1 az 5 (celkovy objem 7 ml) byly zahustény pomoci koncentratoru Amicon Ultra
s membranou s ,cut off” 10 kDa na objem 650 pl a po dialyze byl preparat charakterizovan
mérenim UV-VIS. Byla stanovena spektra vrozmezi 220-600 nm pomoci spektrofotometru
DeNovix DS-11+ Spectrophotometer, viz Obr. 15. Hodnota absorbance pfi vinové délce 280 nm
byla 0,772. Spektrum nevykazuje vyrazné maximum pfi vinové délce 241 nm, které by znacilo

pfitomnost DTT (dialyza byla tedy Uspésna).
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Obr. 15: Zavislost absorbance na vinové délce mérené v rozsahu 220 az 750 nm finalniho

preparatu dAC.

6.6 Analyticka charakterizace findlniho preparatu dAC proteinu

Stanoveni koncentrace izolovanych proteini probihalo pomoci bicinchoninové kyseliny.
Pro sestrojeni kalibracni pfimky byly pouZity jako standardy roztoky BSA o rlznych
koncentracich. Z rovnice pfimky v grafu, viz Obr. 16, byly odecteny koncentrace izolovanych
proteind. Absorbance byla mérena na spektrofotometru DeNovix DS-11+ Spectrophotometer
pfi 562 nm. Z kalibra¢ni pfimky byla stanovena koncentrace 5x fedéného proteinu dAC s p-Met
(Ase2= 0,306) na 1,034 mg/ml, coz odpovida 6,87 mg proteinu na 1 | média. U 20x fedéného
proteinu (Ase2= 0,090) byla stanovena hodnota 0,748 mg/ml, coz odpovida 4,97 mg proteinu
na 1 | média. Hodnota 20x fedéného vzorku byla mimo rozsah kalibraéni kfivky, a proto jsme ji

povazovali pouze za orientaéni.
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Obr. 16: Kalibraéni pfimka BSA stanoveni proteinli pomoci bicinchoninové kyseliny.

U finalniho prepardtu ziskaného zbunék 2x promytych PBS byla pomoci MALDI-TOF

spektrometrie stanovena mira inkorporace p-Met v pozici 132 na hodnotu 42 %, viz Tab. 8.

Tab. 8: Hodnoty ploch pod vrcholy m/z signali tryptického peptidu (pozice 125-150
aminokyseliny) dAC s methioninem v pozici 132 o hodnoté m/z 2754,22 a s foto-methioninem

v pozici 132 o hodnoté m/z 2734,44 u finalniho preparatu.

m/z intenzita (a. u.) plocha
2734,151 1947 607
2735,146 4672 1644
2736,147 3910 1403
2737,157 2282 954
2738,22 1284 619
2739,203 653 348
2754,112 4082 1244
2755,106 7625 2428
2756,102 5788 1893
2757,114 2323 748
2758,121 508 171

2759,112 76 29
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6.7 Sitovaci experimenty

Po ziskani Cistého preparatu dAC s inkorporovanym p-Met o koncentraci 1,0 mg/ml a mirou
inkorporace p-Met 42 % probéhly sitovaci experimenty. Cilem bylo zkoumat zesiténi samotnych
proteind a proteind mezi sebou (intramolekuldrni a intermolekuldrni kovalentni zesiténi).
Nejprve probéhl fotositovaci experiment dAC sinkorporovanym p-Met s proteinem FHA
(o zasobni koncentraci 0,7 mg/ml) v experimentalnim uspofadani podminek podle Tab. 2.
Na Obr. 17 vidime 4-15% gradientovy elektroforeticky gel mapuijici sitovaci experimenty dAC a
FHA.

250 kDa
150 kDa
100 kDa
70 kDa

50 kDa

Obr. 17: 4-15% gradientovy polyakrylamidovy elektroforeticky gel barveny pomoci stfibra po
sitovacich experimentech dAC a FHA. V draze 1 je standard molekulovych hmotnosti. V draze 2
je samotné FHA s EDC nefotolyzované. Ve draze 3 je samotnd dAC s EDC nefotolyzovana. V draze
4 najdeme smés dAC a FHA spolecné s EDC bez fotolyzy. V draze 5 se nachazi smés dAC a FHA
bez EDC a bez fotolyzy. V draze 6 je smés dAC, FHA a EDC fotolyzovana. V draze 7 je smés dAC
a FHA bez EDC fotolyzovana. V draze 8 je fotolyzovana dAC a v draze 9 je fotolyzované FHA.

Fotolyza u vzorkd probihala po 1 min.

V draze 2 na Obr. 17 zfetelné vidime kromé prouzku 220kDa FHA dva nové vzniklé prouzky
oznacené Sipkami. Tyto prouzky znaci zesiténi pomoci chemického sitovaciho ¢inidla EDC,
které situje v proteinech amino- a karboxylové skupiny postrannich fetézcd. Vzniklé prouzky

o molekulové hmotnosti 60 a 65 kDa odpovidaji pravdépodobné tvorbé intramolekularnich

52



zesiténi a urcuji 3D strukturu usporadani proteinu FHA v roztoku. V drdze 4 je prouzek oznaceny
Sipkou, ktery se u samostatnych proteinli nenachazi. Navic dochazi ke ztraté tvorby
intramolekuldrniho zesiténi proteinu FHA (prouzky o molekulové hmotnosti 60 a 65 kDa v draze
2). To lze vysvétlit vznikem jiného 3D usporadani proteinu FHA v prostoru po pfidavku proteinu
dAC. V draze 6, kde byla smés dAC s FHA a EDC jesté navic fotolyzovana, doslo ke zmenseni
prouzku, ktery znadi pfiblizné 50kDa dAC. V draze 7 a 9 u vzorkl po 1min fotolyze vidime nové
vzniklé prouzky oznacené Sipkami. Jelikoz se tyto prouzky nachdzeji u samotného FHA,
bude se patrné jednat o nespecifické zesiténi proteinu FHA nebo spiSe o jeho proteolyzu

pUsobenim UV zareni (prouzky o molekulové hmotnosti 100 a 120 kDa).

Dalsim sitovacim experimentem byla analyza interakce proteind dAC s p-Met a CaM (o zasobni
koncentraci 1,6 mg/ml). Na Obr. 18 vidime 12% polyakrylamidovy elektroforeticky gel
se sitovacimi experimenty dAC s p-Met a CaM po 1min fotolyze (drahy 7 aZ 10) a v pfitomnosti
chemického sitovaciho (¢inidla EDC vdraze 2-5. Po fotozesiténi nebyl nalezen
zadny intermolekularni kovalentni produkt dAC-CaM. Naproti tomu pfi chemickém zesiténi
doslo ke vzniku produktl v draze 2 a 5. Ke vzorku v draze 2 nebyl pfidan roztok C (10uM CaCl,,
10mM MgCl, a 5mM ATP) a doslo tak k nespecifické interakci mezi CaM a dAC. Na gelu Ize
pozorovat Sirokou oblast s vyskytem vitivé difuzni migrace proteinli o rlGzné molekulové
hmotnosti a pravdépodobné i konformaci zesiténi. V draze 5, kam byl roztok C pfidéan,
doslo ke specifické interakci mezi témito proteiny a na SDS-PAGE gelu lze pozorovat tvorbu velmi

dobre zaostrenych proteinovych prouzkd.
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Obr. 18: 12% polyakrylamidovy elektroforeticky gel barveny pomoci stfibra po sitovacich
experimentech dAC a CaM. V draze 1 je standard molekulovych hmotnosti. V draze 2 je CaM,
dAC s pyridinem a EDC, bez pfitomnych iont(i a ATP. V draze 3 je CaM s roztokem C (10uM CaCl,
a 10mM MgCl, a 5mM ATP), pyridinem a EDC. V draze 4 je dAC s roztokem C, pyridinem a EDC.
V draze 5 je CaM a dAC s roztokem C a pyridinem s EDC. V drdze 6 je CaM a dAC s roztokem C
a pyridinem bez EDC. V draze 7 je CaM a dAC bez roztoku C. V draze 8 je CaM a dAC s roztokem
C. Vdraze 9 je dAC sroztokem C. V draze 10 je CaM s roztokem C. Vzorky v drahach 7-10

byly fotolyzovany po dobu 1 min.

Jak jiz bylo fe¢eno v draze 2 na Obr. 18 vidime mezi 50 a 150 kDa oblast difuznich prouzk( znacici
nespecifické interakce mezi dAC a CaM bez pFitomnych iontl Ca*, Mg? a ATP v roztoku
a pfi pouziti chemického sitovaciho cinidla EDC. Navic vznikl prouzek produktu o hmotnosti
pfiblizné 250 kDa oznaceny Sipkou. MS analyza tohoto proteinového prouzku potvrdila
exklusivni pritomnost dAC proteinu naznacujici tvorbu multimeru dAC. Oproti draze 2 vidime
v dréze 5 zietelné 3 prouzky. Ty znadi dlleZitost pFitomnosti iontl Ca%*, Mg** a ATP v roztoku
pro 3D usporadani a biologickou funkci pfi experimentech dAC a CaM. V drahdch 2, 3 a 5 vidime
po pouziti EDC Siroky prouzek CaM pfi molekulové hmotnosti 10 kDa znacici mozné
intramolekularni zesiténi. Tento prouzek je nejvétsi v draze 2, kde nebyl pfitomen roztok C
s vapenatymi kationty, jeZ jsou dulezité pro aktivaci a biologickou funkci CaM, mohlo tak dojit
jesté k vétsimu nespecifickému zesiténi pomoci EDC. V draze 7 a 8 nevidime podle predpoklad

zadny prouzek znacici vznik produktu fotochemického zesiténi. Pfitomnost roztoku C zde tedy
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nema vliv na vznik produkt(. V draze 9 vidime dva prouzky oznacené Sipkami, jeZz mohou znadit
vznik intramolekularniho a intermolekularniho fotochemického zesiténi u dAC. To by mohla
podporovat pritomnost horecnatych kationtl a ATP. Pfi porovnani s Obr. 17 zde tyto prouzky
vidét nejsou. Kromé smési CaM a dAC byla fotolyzovana i samotna dAC a samotny CaM,
abychom zjistili, zda nedochazi k fotochemickému zesiténi v proteinech samotnych. Oznacené
prouzky byly vyfiznuty pro zjisténi slozeni pomoci MALDI-TOF MS. Pomoci MS analyzy byla
potvrzena pritomnost proteinu dAC v oznacenych prouZcich vdraze 9, pticemz prouzek
o molekulové hmotnosti 40 kDa pravdépodobné intramolekularni zesiténi. Naproti tomu
prouzek o molekulové hmotnosti 80 kDa je nejspiSe dimer dAC. Prouzky oznacené Sipkami
v draze 6 poslouZily jako standard Cistych proteintd dAC (45 kDa) a o CaM (16,7 kDa).

UV-VIS spektra vzork( sitovacich experimentl pro charakterizaci miry fotolyzy (specifické
absorpéni maximum diazirinového kruhu p-Met pfi 350 nm) nemohla byt promérena,
resp. pouzita, protoze u vzorkud s pyridinem absorboval jeho aromaticky kruh. To samé nastalo
pfi méfeni vzorkd s roztokem C, kde rusil méreni adenin z ATP. Spravnym postupem by bylo

vynechat pro méreni spekter vzorkd pyridin a ATP nahradit anorganickym pyrofosfatem.
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7 Diskuze

Adenylatcyklazovy toxin (ACT) je jednim znékolika virulentnich faktorld B. pertussis,
zpUsobujici v lidské populaci onemocnéni zvané ¢erny kasel. ° Tento toxin je tvofen nékolika
doménami, z nichZ jsme se zaméfili na N-terminalni doménu katalyzujici pfeménu ATP na cAMP
(dAC) v napadenych bunkach imunitniho systému vedouciho ke zvySeni invazivity B. pertussis
v dychaci soustavé hostitele. 8 Pro aktivaci katalytické aktivity dAC jsou dudleZité nejen ionty
Ca?, ale i interakce s kalmodulinem. 1 Proto pfi expresi proteinu dAC v E. coli byla testovéna
nutnost pfitomného produktu plazmidu PMM100, ktery obsahuje gen Lacl4 reprimujici pLac
promotor expresi ipaCic bez pritomnosti induktoru (naptf. IPTG) a tak snizuje aktivitu
adenylatcyklazy a tedy i sniZuje negativni vliv na expresni buriky E. coli. 3* Tento negativni vliv
se nepotvrdil. Naopak pfitomnost tetracyklinu v médiu (bunky s plazmidem PMM100) sniZovala

rast bunék a tedy i miru exprese dAC proteinu.

7.1 Optimalizace inkorporace p-Met do proteinu dAC

Délka ,hladovéni“ a snizeni hladiny Met v médiu pro snizeni jeho kompetice s p-Met (zvySeni
miry inkorporace p-Met do proteinu) nemad na produkci proteinu vyznamny vliv,
proto se postupovalo podle standardniho protokolu, tedy s15min ,hladovénim®,
nikoli s ,hladovénim® pres noc pfi 37 °C. Exprimované proteiny vykazovaly s a bez ,hladovéni“
totoZznou miru inkorporace (cca 30-40 %).

Pokud se v médiu nachazi methionin, upfednostiiuji ho bakterie pred p-Met, protoze Kp p-Met
vykazuje fadové nizsi hodnotu. 3> 3¢ Pravdépodobné hladovénim pfi 37 °C doslo k lyze mrtvych
bunék, degradaci protein a zvyseni hladiny methioninu v médiu. Tato lyza odpovida i nizsi
intenzité proteinovych prouzkl ve vzorcich s ,hladovénim® pres noc a nizsi hladinou exprese
dAC-int-CBD fuzniho proteinu. Ukazalo se, Ze pti vicenasobném (azZ trojnasobném) promyti pelet
pomoci PBS pfi jejich prevedeni z LB média do M9 média doslo ke zvyseni inkorporace p-Met
do proteinu aZ na 80 %.

Na Obr. 8 je vidét rozdilnd produkce proteinu produkovaného bakteriemie kultivovanymi
pfi 37 °C odpovidajici dAC po 4hod a celonocni produkci. V obou ptipadech vznikd vyrazny
proteinovy prouzek s molekulovou hmotnosti okolo 45 kDa. To muiZe byt zplsobeno
odstépovanim domeény vazajici chitin (CBD, z angl. chitin binding domain) od dAC diky zvyseni
redukéniho potencidlu prostiedi a U¢inku inteinové domény. 3 Produkce dAC bez od$tépené

CBD byla dédle optimalizovana. Na SDS-PAGE ze vzork( odebranych z bakteridlnich kultur
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kultivovanych pfi 30 °Cjiz nebyla vidét pritomnost dAC bez CBD. Proto byl pro dalsi postup zvolen

protokol s kultivaci pFi 30 °C.

7.2 lzolace proteinu

Kdyz byla rozmrazend peleta bez predchoziho vystaveni bunék 20% sacharose
pouze v hypotonickém prostfedi, dosSlo k minimalnimu popraskani bunék. Tento postup
byl zopakovan s peletou, ktera vznikla centrifugaci po 20min kultivaci bunék v roztoku A (50mM
Tris-HCI, 150mM NaCl, 1mM EDTA, pH 7,4) s 20% (w/v) sacharosou. 38 Zde jiz byla pozorovana
vyrazné vétsi lyza bunék. Nejvétsiho vytézku bylo dosaZzeno po zopakovani dvou predchozich
postupU a naslednou sonikaci bakterialnich suspenzi.

P¥i prvni izolaci dAC bez p-Met byl zvolen 50mM roztok 1,4-dithiothreitolu (DTT, v protokolu
byl pouzit dokonce 30mM roztok), ale ukazalo se, Ze doslo k malému rozstépeni vazby mezi dAC
a CBD, jelikoz po eluci 0,3mM NaOH byla eluovana c¢ast nepostépeného proteinu,
coz bylo vizualizovdno na SDS-PAGE. Proto byl pro dalsi izolace zvolen 100mM roztok DTT

v roztoku A.

7.3 XL experimenty

Ziskany preparat dAC poslouzil pro provedeni sitovacich experimentd s vlaknitym
hemaglutininem (FHA) a kalmodulinem (CaM). Zobrazenim vzork( proteini po sitovacich
experimentech dAC s FHA po elektroforéze na 6% polyakrylamidovém gelu bylo zjisténo,
Ze tfiminutova fotolyza je dlouhd, protoZe dochazelo k fragmentaci protein( Ucinkem UV zareni,
byla proto zkrdcena na 1 min. Po optimalizaci fotolyzy byl pro lepsi rozdéleni produktl na SDS-
PAGE pouZit 4-15% gradientovy gel Mini-PROTEAN TGX™, ktery byl nasledné barven pomoci
stfibra. Barveni pomoci sttibra predstavuje pfiblizné 50x citlivéjsi metodu, nez je barveni pomoci
Coomassie Brilliant Blue-R250.

Pfi fotolyze dAC s p-Met a kalmodulinu (CaM) byly voleny koncentrace roztoku C (10uM CacCl,,
10mM MgCl, a 5mM ATP) podle experimentu uvefejnéném v Y. lonty Ca®* maji vliv na zménu
struktury kalmodulinu. Pokud se v prostfedi nenachdzi, nedojde ke zméné struktury
a kalmodulin zGstava inaktivni. *° ATP a ionty Mg?* maji zase vliv na dAC. *” 12% polyakrylamidovy
elektroforeticky gel se sitovacimi experimenty dAC s CaM na Obr. 18 byl volen, aby doslo

k zachyceni ptipadnych intramolekularnich zesiténi samotného CaM.
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Pisobenim fotolyzy ve smeési proteini dAC s p-Met a CaM nedoslo ktvorbé Zadnych
intermolekuldrnich zesiténi. To odpovidalo nasemu predpokladu na zakladé strukturni analyzy
modelu pdb (2COL). Pro zachyceni interakce planujeme tvorbu mutantu dAC s Met v pozici 240
nebo 241 misto leucin(, které jsou v tésné blizkosti tryptofanu 242, ktery na interakci obou
protein( participuje. 17 Dal3i alternativou m(Ze byt mutace isoleucin(i v pozici 238 a 244.
Nebude tak tfeba ostatni Met pfitomné v AC doméné mutovat na leuciny, abychom vyloucili
jejich vliv na interakci dAC-CaM. Dalsi alternativou je produkce CaM proteinu s p-Met,
protoze podle Obr. 19 oznacdené Met mohou interagovat s H-Sroubovici dAC (Met v pozici 109,

124,127, 144 a 145). V7

H-Sroubovice dAC

E1i EL2T || fMune
1T El114
1.104 Iilﬁ

1‘1

=
"T"'-...'l-
o]

Obr. 19: Schématicky diagram ukazujici hlavni kontakt mezi C-koncem CaM s H-Sroubovici
dAC. Zbytky CaM jsou v rameckdch. Sipkami jsou oznaceny leuciny v pozici 240 a 241. Pfevzato

a upraveno z V/
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8 Zavér

Uspééné se podafilo exprimovat adenylatcykldzovou doménu s foto-methioninem.
Postup exprese proteinu byl optimalizovan, az bylo dosazeno 80% inkorporace foto-methioninu
do proteinového rfetézce. Mira inkorporace byla zjisténa pomoci hmotnostni spektrometrie.
Izolaci preparatu s 40% inkorporaci p-Met bylo ziskdno 650 ul proteinu o findlni koncentraci
1,0 mg/ml, coZ odpovida 6,9 mg proteinu na 1 | média.

S adenylatcyklazovou doménou s foto-methioninem byly provedeny sitovaci experimenty
s vldknitym hemaglutininem a kalmodulinem. U smési dAC s FHA po jednominutové fotolyze
nebyl pozorovan vznik prouzkl znacicich vznik produkt( zesiténi. Interakci dAC a FHA
jsme dokazali neptimo, jelikoz ve smési dAC sFHA aEDC doslo kvymizeni prouzki,
které se objevily po zesiténi samotného FHA pomoci EDC. Produkt kovalentniho fotochemického
zesiténi dAC a CaM nebyl pomoci elektroforézy podle ocekavani pozorovan.
Na polyakrylamidovém elektroforetickém gelu byly po pfidani chemického sitovaciho cinidla
EDC ke smési dAC a CaM s roztokem CaCl,, MgCl, a ATP pozorovany tfi nové vzniklé ostré
proteinové prouzky, jejichz sloZzeni (dAC-CaM) bylo potvrzeno analyzou pomoci hmotnostni
spektrometrie. Bez Ca?*, Mg®** a ATP vznikd smés nespecifickych difdznich produkt(.
Jejich tvorba vypovida, ze CaM a dAC jsou biologicky aktivni, coz koresponduje s jejich
fyziologickou funkci popsanou v literatufe (vazba Ca%*, Mg* do 3D struktury duleZitd

pro interakci/funkci).
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