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Abstract

Electron transport processes are an extremely important field of study in modern
biochemistry and structural/functional proteomics. Azurin is one of the most utilised model
systems for study of redox and electron transport processes in proteins. We have utilised
photo-induced crosslinking (PIXL) to study oligomerization of azurin in solution and the
effect of L-2-amino-5,5-azi-hexanoic acid (photo-Met) — a structural photoinducible

analogue of canonical amino acid Met — on electron transport processes in azurin.

The optimisation of expression conditions of recombinant azurin in auxotrophic E. coli
B834 cells was done to maximise photo-Met incorporation percentage in azurin sequence
(70% incorporation was measured via MALDI-TOF mass spectrometry). Through the
optimisation of purification protocol (example: cell disintegration, acid precipitation of
proteins, adding metallic ligand during cell sonication) we have increased the purity and

yield of final product and reduced the purification time.

Final preparations (wild-type azurin (WT) with Met, WT with photo-Met and “All-Phe”
mutant (all Trp/Tyr replaced by Phe) with photo-Met) were exposed to intense UV-light
(PIXL) and evaluated via UV-VIS spectroscopy and SDS-PAGE. During PIXL experiment
some photo-Mets incorporated into azurin were able to: (i) form covalent dimers, (ii) link
azurin intramolecularly, (iii) alter redox state of copper ion at the active site (decreased
value of absorbance maximum at 635 nm on UV-VIS spectrum after irradiation). Those
effects were dependent on the ionic strength. We have excluded the effect of Trp/Tyr
(“All-Phe” mutant with photo-Met) or the effect of photo-Met (WT with Met) on UV-light
generated species. Therefore, we can claim that UV-light generates intermediates of photo-

Met which are able to reduce copper ion at azurin’s active site.

Key words: azurin, photo-Met, photo-induced crosslinking, electron transport

In Czech



Abstrakt

Studium procest spojenych s pfenosem elektronu v proteinech je velice dilezitou oblasti
moderni biochemie a strukturni/funk¢ni proteomiky. Azurin je jednim z nejpouzivanéjsich
modelovych systémil pro studium oxida¢né-redukénich a elektron transportnich procesu

v proteinech. V této praci jsme pouzili metodiku kovalentniho fotochemického zesiténi
(PIXL) pro studium oligomerizace azurinu v roztoku. Zaroven jsme studovali vliv L-2-
amino-5,5-azi-hexanové kyseliny (foto-Met), strukturniho svétlem indukovatelného

analogu pfirozené aminokyseliny Met, na elektron transportni procesy v azurinu.

Byla provedena optimalizace podminek exprese rekombinantniho azurinu v auxotrofnich
bunkach E. coli B834 za ucelem ziskani azurinu s maximalni mirou inkorporace foto-Met
(70% inkorporace ur¢end MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii). Souc¢asné modifikaci
purifika¢niho protokolu (napft. rozbiti buné€k, kysela precipitace proteind, zavedeni
kovového ligandu pfi sonikaci bun€k) jsme zvysili Cistotu a vytézek preparatu a zkratili

dobu purifikace.

Ziskané preparaty azurinu (pfirozeny protein (WT) s Met, WT s foto-Met a ,,All-Phe*
mutant (vSechny Trp/Tyr zaménény za Phe) s foto-Met) byly po ozatfeni UV svétlem
(metodika PIXL) charakterizovany pomoci UV-VIS spektroskopie a SDS-PAGE. Pii
experimentu PIXL néktery z foto-Met zavedenych do azurinu se v zavislosti na iontové
sile podilel na: (i) tvorbé kovalentniho dimeru, (i1) intramolekularniho spojeni, (ii1) ménil
oxidoredukéni stav iontu médi v aktivnim centru (pokles hodnoty maxima absorbance pii
635 nm v UV-VIS spektrech po ozatfeni). Po vylouceni ptispévku Trp/Tyr (,,All-Phe*
mutant s foto-Met) nebo piispévku foto-Met (WT s Met) na tvorbu (generovani) UV-
svétlem aktivovanych stavii mtizeme konstatovat, ze strukturni fotoaktivovatelny analog
foto-Met muze pii ozareni intenzivnim UV-svétlem generovat intermediaty, které jsou

nasledné schopné redukovat atom médi v aktivnim centru azurinu.

Klic¢ova slova: azurin, foto-Met, technika fotochemického zesiténi, elektronovy transport
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1 Seznam zkratek

Ax

aaRSs

ACN

AK

Az

BSA

CBB R-250

Da

dH:0

ESI

ET

FAD

foto-Met

FPLC

MALDI

MM-M9

MS

absorbance pii vlnové délce x nm
aminoacyl-tRNA-synthethasy

acetonitril

aminokyselina

azurin

hovézi sérovy albumin (z angl. bovine serum albumine)
koncentrace (mol.dm™, neni-li uvedeno jinak)

briliantova modr (z angl. Coomassie Brilliant Blue) R-250
Dalton, jednotka hmotnosti

deionizovana voda

ionizace elektrosprejem (z angl. electrospray ionization),
pienos elektronu (z angl. electron transfer)
flavinadenindinukleotid

,foto-methionin®, kyselina L-2-amino-5,5-azi-hexanova
chromatograficka metoda (z angl. Fast Protein Liquid Chromatography)
optickd draha kyvety (cm, neni-li uvedeno jinak)

vlnova délka (nm, neni-li uvedeno jinak)

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

laser desorption/ionization)
mineralni médium M9
hmotnostni spektrometrie (z angl. mass spectrometry)

latkové mnozstvi (mol, neni-li uvedeno jinak)



NADH

OD600

PIXL

RPM

SDS-PAGE

TOF

Tris

UV

viv

w/v

VIS

WT

nikotinamidadenindinukleotid
optické denzita pii vinové délce 600 nm
zaporny dekadicky logaritmus aktivity oxoniovych kationtl

svétlem iniciované chemické zesiténi (z angl. photo-induced

crosslinking)

kvadrupolovy analyzator ptfi hmotnostni spektrometrii (z angl.

quadrupole).
otacky za minutu (z angl. revolutions per minute)

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

electrophoresis)

analyzator pfi hmotnostni spektrometrii métici dobu letu Castice (z angl.

time of flight)

tris(hydroxymethyl)aminoethan

ultrafialova €ast spektra elektromagnetického zateni (z angl. ultra-violet)
objemova procenta

pomér hmotnost/objem

viditelna cast spektra elektromagnetického zateni (z angl. visible)

pfirozena forma (z angl. wild-type)



2 Uvod

Ptenos elektronu (z angl. electron transfer, ET) mezi proteiny je jednou z nejbéznéjsich
zakladnich biochemickych reakei. Uplatnuje se naptiklad pii fotosyntetickych procesech
v rostlinach, ptfenosech v dychacim fetézci pii aerobni ¢i anaerobni (napft. bakterie)
respiraci ! nebo procesech sekundarniho metabolismu (napt. odbouravani xenobiotik v 1.

fazi biotransformace).

Kazda redox reakce, kterd vede k ptenosu elektronu, vyzaduje nejméné dva partnery —
oxidovany akceptor elektronu a redukovany donor elektronu. Vysledkem pienosu je
redukovany akceptor a oxidovany donor 2. V 90. letech minulého stoleti byla vyslovena
fada rGznych hypotéz o mechanismech tohoto ptenosu. Nékteré z nich predpokladaly, ze
transport elektronu od donoru k akceptoru nezavisi na detailni struktufe proteinu a protein
se chové jako homogenni medium (podobny ,,organickému sklu‘). V dal$im
predpokladaném mechanismu se protein chova jako heterogenni medium a transport
probihd pies definovanou cestu, ktera zahrnuje urcité kovalentni a vodikové vazby °.

V soucasnosti se priklanime k mechanismu ET, ktery izce souvisi se strukturou proteinu
(intraproteinovy ET) nebo celého intermedidrniho redox komplexu (interproteinovy ET).
Kromeé téchto Cisté korpuskularnich modeli je tfeba zminit také kvantovy pohled, ktery se
uplatiiuje pfi interpretaci fady ET jevi. Vzhledem k duleZité funkci ET procesu

v organismech je studium téchto mechanismi velice rozsédhlou oblasti biochemického
vyzkumu. Pro studium ET jsou vyuZivané modelové proteiny (plastocyanin, azurin a

dalsi), které poméhaji vytvaret a uptfesinovat nase predstavy a hypotézy.

2.1 Elektron-transportni/dychaci Fetézec

Dychaci fetézec je velmi dilleZitou soucasti energetického metabolismu. U eukaryotnich
organismd je lokalizovan na vnitini membrané mitochondrie. Jeho primarni funkei je
katalyza elektrontransportniho pfenosu elektronu na akceptor z redukovanych ekvivalentti
(NADH+H", FADH,), ziskanych glykolyzou a Krebsovym cyklem. Vytvoifeny H" gradient

na membrané muze byt vyuZzit k synthese ATP na proteinovém komplexu ATP-synthasy.

10
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Obr. 1: Dychaci fetézec aerobniho organismu (respirace). Elektrony jsou transportované z
NADH na komplex IV ptes komplex I, ubichinon/ubichinol, komplex III a cytochrom c.
Protony jsou pumpovany pies membranu komplexem I, komplexem III a komplexem IV.

Celkova bilance je 10 protonii na jeden elektronovy par. Pfevzato a upraveno z .

V ptipad¢ aerobni respirace (viz obr. 1) je dychaci fetézec sloZen ze ¢ty komplext.
Komplex I je NADH:Q oxidoreduktasou, ktera pfenasi elektronovy par z NADH na
ubichinon (,,koenzym Q*). Komplex II (neni zobrazen na obrazku) je sukcinat
dehydrogenasou. Ta pomoci FADH, katalyzuje pfeménu sukcinatu na fumarat a prenasi
uvolnéné elektrony na ubichinon. Komplex III je cytochrom c reduktasou, prendsi
elektrony z ubichinonu na cytochrom c, ktery nasledné putuje ke komplexu IV. Na tomto
komplexu dojde k pienosu elektronu z cytochromu ¢ na molekulu O,. ATP-synthasa se

obcas uvadi jako komplex V v dychacim fetézci, 1 kdyz na ni jiz Zadny ET dé&j neprobiha.

Aerobni respirace neni jedinym moznym uspoiadanim elektron-transportniho fetézce.
Rada bakterialnich druht vyuZziva anaerobni respiraci, kde finalnim akceptorem elektronu
neni molekula O», ale jind latka. Na obr. 2, str. 12 je uveden piiklad zékladniho
denitrifikacniho fetézce, kde akceptorem elektronu jsou molekuly, které obsahuji atom

dusiku v riizném oxida¢nim stavu (ve slouceninach NOy)

11



Nos
(~130kDa)

Nar
(~450kDa)

NirS
(~120kDa)

Complex III cNor
(~205kDa) (~73kDa)

Complex I
(~550kDa)
wpow

+,

NAp+

Obr. 2: Dychaci fetézec anaerobniho organismu (denitrifikace). Elektrony jsou
transportované z NADH na NOx reduktasy (napf. nitrat nebo nitrit reduktasy) pies
komplex I, ubichinon/ubichinol, komplex III a cytochrom c. Protony jsou pumpované pies
membranu komplexem I, komplexem III a cytoplasmatickou nitrat reduktasou. Celkova

bilance je 6 protonii na jeden elektronovy par. Pfevzato a upraveno z *.

Principem vSech elektron-transportnich fetézct je prenos elektronu z donoru s vysokym
potencidlem (NADH /NAD® E” = +0,32 V) na akceptor s nizkym potencialem (aerobné:
0, E”=-0,82 V, nebo anaerobné: napt. NO3 E® = -0,4 az -0,7 V) za tvorby H" gradientu na
membrané. K tomuto procesu nedochazi jednim krokem, ale je rozdélen do n¢kolika ET
procest s vyuzitim intermediarnich pfenasect. Roli intermediarnich pfenasecti v dychacim
fetézci plni predev§im molekuly na bézi nikotinovych, flavinovych a chinonovych

kofaktori nebo metaloproteiny ¢ hemoproteiny s rozdilnou hodnotou E'.

Je pozoruhodné, ze celou skélu v pfirod€ pouzivaného rozsahu potencialt (-0,7 az 0,8 V)
Ize pokryt kombinaci pouze tfi typti metaloproteinti: Fe-S proteinti (E* v rozsahu -0,7 az
0,5 V), cytochromil (E* v rozsahu -0,5 az 0,35 V) a cupredoxinil (E* v rozsahu 0,1 aZ

0,8 V).
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2.2 Cupredoxiny

Iont médi je jednim ze dvou v ptirodé€ nejcastéji vyuzivanych iontd kovil pro pienos
elektronu pi1 ET procesech. Je soucasti fady metaloproteinti s riznou funkci v organismu.
Cu-komplexy lIze rozdélit na n&kolik strukturnich typt °: typ 1, typ 2, typ 3, CuA, CuB,
CuZ. Typ 1 nebo-li ,,blue copper* obsahuje mononuklearni kovové centrum a v ptirode se
ucastni jednoelektronovych prenost. Tyto komplexy se vyskytuji v fad¢ oxidoreduktas a

jsou soucasti cupredoxinti.

Cupredoxiny (v angl. literatufe oznacované Blue Copper Proteins) jsou malé (90 — 160
aminokyselin) rozpustné, nekatalytické proteiny, které ptisobi predevsim jako prenasece
v ET fetézcich. Ve vSech ptipadech jsou ptitomny tfi ekvatoridlni atomy (NNS) pévné
koordinujici atom médi °. Dva atomy dusiku imidazolového postranniho fetézce dvou
histidind a jeden atom siry cysteinu. U n€kterych proteinii prvniho typu je méd’ navic
koordinovana ¢tvrtym axialnim ligandem, kterym je vétSinou atom siry methioninu.
Ovsem vzhledem k vétsi vzdalenosti mezi Cu a timto axialné€ postavenym atomem siry
(2,8 — 3,1 A) je tato vazba slabsi. Takovou koordinaci lze najit napiiklad v plastocyaninu
(viz obr. 3, A, str. 14), rustycyaninu a u né€kterych forem enzymu nitritreduktasy nebo
askorbatoxidasy. Rozdilné je struktura Cu-komplexu azurinu (viz obr. 3, B, str. 14). Atom
Cu je v ném slabé koordinovan patym ligandem, kyslikem karbonylu z pétete proteinu,

ktery se nachazi v trans-poloze vii¢i methioninu.
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Met92
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)//' E\/’ - (™

Cys112

Obr. 3: Zastupci aktivnich center cupredoxind. A) Plastocyanin, nejbézné&jsi usporadani —
dva ekvatorialni histidiny, jeden ekvatorialni cystein a jeden axialni methionin jako
ligandy. B) Azurin, s axialnim kyslikem karbonylu glycinu v trans poloze vii¢i axidlnimu
methioninu. Vpravo je zobrazena geometrie atomi médi (oranzova) a jednotlivych

donorovych atomu (modrte, dusik; zluté, sira; Cervene, kyslik).

2.3 Azurin
Azurin (Az) je maly cupredoxin, ktery se nachazi v fadé bakterii. Jeho funkce je Gzce

spojena s prenosem elektronu pii procesech denitrifikace a anaerobni respirace °.

Azurin patii mezi nejvice prostudované proteiny participujici na redox procesech. Pouziva
se jako model pro studium ET procesu v biologickych systémech. Naptiklad prace ze 70. a
80. let minulého stoleti jsou zaméfeny na popis modifikovanych azurint s napojenymi
donor/akceptorovymi komplexy, které 1ze pouzit k ovéteni hypotéz ET 7. Azurin ziistava
jednim z nejpouzivanéjSich malych proteinti, které slouzi jako model pro studium
cupredoxint a dalSich elektron-transportnich proteinli. Mutované formy azurini obsahujici

iont kovu jsou stale pouzivany pro studium roli jednotlivych aminokyselin a modelovani a

14



testovani sil stabilizujicich aktivni centrum '* nebo relativni stability redoxnich stavii iontu
Cu (redoxnich potencialt) ''. Navic vlastnosti Az byly modulovany vloZenim arteficialniho
aktivniho centra jiného cupredoxinu do struktury WT azurinu !2. Azurin byl pouzit také
jako model pro studium role iontu kovu pfi tvorbé 3D struktury metaloproteinu a zaroven
stabilizaci celého proteinu %!2. V neposledni fadé je tieba zminit vyuziti peptidi
odvozenych od primarni struktury azurinu, které vykazuji protinadorovou, antiparasitalni a

antivirotickou aktivitu '4.

Struktura azurinu je konzervovand v fad¢ bakterialnich druhti. Oproti plastocyaninu
azuriny jsou o néco vetsi (128-130 AK) a obsahuji ve své struktuie jeden a-helix navic.
Sekundarni a terciarni strukturu u Az tvoii jeden a-helix a osm B-skladanych listi
usporadanych do struktury B-soudku (angl. B-barrel), v topologii Reckého klice &1° (viz
obr. 4).

Gly45

His46

His117

: Cys112

Metl21

Obr. 4: strukturni model azurinu s vyzna¢enym iontem Cu (oranZzova) koordinovanym do
struktury postrannimi fetézci aminokyselin (His, His, Cys, Met) a karbonylem Gly. Vpravo
je zobrazena geometrie atoml médi a jednotlivych donorovych atomt (modie, dusik; ZIuté,

sira; cerveng, kyslik).
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U azurinu mikroorganismu Pseudomonas aeruginosa je redoxné aktivni méd’ (Cu'!*/Cu?")
koordinovand v geometrii trigonalni bipyramidy. Ta tvofi dva histidinové imidazoly
(His46 a His117), jeden cysteinovy thiolat (Cys112), a dva slabsi axialni ligandy — sira
methioninu (Met121) a karbonyl glycinu (Gly45). Ackoli axidlni ligandy jsou pomérné
slabé, jejich mutace vede k vyraznému ovlivnéni vlastnosti celého proteinu. Je zndmo, ze
mutace Met121 za Leu nebo Gln vyrazné ovlivituje potencidl vysledného proteinu.
Podobné mutace byly vyuZity k pfipravé riznych azurini s E* od -1 V do +1 V 1116,
Ziskané experimentalni hodnoty pro modifikované azuriny naznacuji piekvapivou

schopnost azurinl pokryt Sirokou $kalu hodnot potencialu, které se vyskytuji v ptirodé.

Uspotéadana struktura uréuje pomérné rigidni a pfesnou geometrii vazebného mista pro
kov, coz vede k neobvyklé koordinaci Cu?" v azurinu a dalsich cupredoxinech. Azurin, P.
aeruginosa muze vazat do svého aktivniho mista v in vitro experimentu rizné ionty kovi
(napf. zinku). Je ptekvapujicim zjisténim ze krystalové struktury jsou témeft identické

v ptipad¢ vazby jiného kovového kofaktoru (Cu nebo Zn) ¢i jeho absence (apo-forma).

Nékteré studované mutanty Az v roztoku vytvaii slabé transientni oligomery. Pfi vysokych
koncentracich dosahujicich velikosti az 11-ti-meru. V roztoku s nizkou koncentraci

(70 uM) je pfitomné jen velké mnoZzstvi dimeru Az. Nativni Az je v roztoku o nizké

(<70 uM) koncentraci piitomen pouze ve formé monomeru !’. Zaroven existence
oligomeru Az byla pozorovana v X-ray krystalu azurinu (4AZU), ktery je v publikované

podobé tvorfen ¢tyfmi molekulami '>:18,

2.4 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (angl. Mass Spectrometry, MS) je analytickd metoda vyuZzivajici
k analyze ionizované¢ho vzorku rozdilného pohybu nabitych Castic v elektromagnetickém
poli a ur€eni detekovanych signdlii poméru hmotnosti/naboje (m/z). Tato analyza a detekce
iontl a molekul analytu probihéd ve vysokém vakuu, aby nedochdzelo k ovlivnéni

trajektorie analyzovanych c¢astic.

Pro analyzu vzorku je klicovym krokem jeho ionizace a pievedeni do plynné faze.
V soucasnosti se k biochemickym ucelim nej¢astéji pouzivaji dvé metody ionizace. Prvni
je ionizace elektrosprejem (ESI, z angl. Electrospray lonization), kde je kapalny vzorek

ionizovan napétim privadénym na konec kapilary. Rozpoustédlo je z uvolnovanych
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nabitych kapek nasledné odpatreno plisobenim proudu plynt, vyhiivané kapilary a
parcidlnim snizovanim tlaku. Vyhodou této metody je moznost snadného ptimého napojeni
na chromatografickou separaci a zachovani nekovalentnich interakci v ionizovaném
vzorku. Druhou metodu ionizace biomolekul, kterd nachéazi velké uplatnéni v biochemii, je
laserova ionizace/desorpce za ptitomnosti matrice (MALDI, z angl. Matrix Assissted Laser
Desorption Ionisation). Pfi tomto zplisobu ionizace je vzorek ve smési s matrici, ktera je
schopna absorbce energie fotont laseru. Po ozafeni laserem, se odpaii spolu s analytem a
predé/odebere mu proton. Tato metoda je vhodna predevsim k analyze slozitych smési.
Interpretace MS spekter je u MALDI jednodussi nez pii pouziti ESI, protoze poskytuje
vétSinou signaly jednou nabitych [M-H]/[M+H]" iontd analytt. Jako matrice pro UV-
lasery (napf. N»-laser s vlnovou délkou 337 nm) se pouzivaji slabé aromatické kyseliny,
napft. kys. 2,5-dihydroxybenzoova, kys. a-kyano-4-hydroxyskoticova nebo kys. 3,5-
bis(methoxy)-4-hydroxyskoficova.

NejcastéjSimi druhy MS analyzatoru jsou analyzator z doby letu (TOF, z angl. Time Of
Flight) a kvadrupolovy analyzator (q, z angl. Quadrupole). Analyzator TOF je konstrukéné
pomérné jednoduché zatizeni. Méfi dobu letu iontl na definované draze, kterym byl dodan
stejny moment hybnosti na jednotku naboje. lont s niz§i hodnotou m/z se v tomto piipade
pohybuje rychleji a dopadne na detektor diive nez iont vys$si hodnotou m/z. Kvadrupdlovy
analyzator je zaloZen na ladéni radiofrekvencniho napéti mezi ¢tyfmi kvadrupolovymi
ty¢emi (angl. Quadrupole rods), ¢imz je ovlivnéna draha prochazejicich iontti a pouze iont
se stabilni drahou pfi dané hodnoté radiofrekven¢niho napéti projde analyzatorem a

dopadne na detektor.

Vysledkem MS experimentu je MS spektrum s hodnotou m/z na ose x a intenzitou signalu
na ose y (absolutni/relativni intenzita). MS je tedy kvalitativni a semi-kvantitativni

analytickou metodou.
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2.5 Svétlem iniciované chemické zesiténi (angl. Photo-Induced CrossLinking, PIXL)

2.5.1 Aminoacyl-tRNA-synthethasy

Aminoacyl-tRNA-synthethasy (aaRSs) je skupina enzymti, které hraji nezastupitelnou roli
pfi proteosyntese. Katalyzuji pfifazeni, aktivaci a vazbu aminokyseliny s odpovidajici
molekulou tRNA. Jedna se o skupinu vysoce specifickych a selektivnich forem enzymd, u
kterych kazdéa dvojice proteinogenni aminokyseliny a piislusné tRNA ma vlastni

aminoacyl-tRNA-synthethasu.

Obecny mechanismus aaRSs obsahuje nejprve aktivaci aminokyseliny za spotfeby ATP
s vyslednou tvorbou aminoacyladenylatu a ndslednym pienosem aminokyseliny z AMP na

3¢ nebo 2°-hydroxyskupinu na 3’-konci tRNA . Priib&h reakce je zobrazen na obr. 5.

: Q. Aminokyselina (aa)
i Yy
() \>C—CH—R
O *NH, o o
<”3 ‘“3 kh’ PP; | [ Ad
R—CH—C—0—P—0 e
~0-P—0—P—0—F0 0. Ade _L. [ | ©
| - H
o- | | "'|\||.|3 (o] H
H H
OH OH
aa-AMP
P
tRNA—Il’—O o 49
_ H H
0 Ade AMP o h )
H H - o) OH
+ /
OH OH R ©
aa-AMP aa-tRNA?2

Obr. 5: Obecny mechanismus (i) aktivace aminokyseliny a nésledujici (i1) aminoacylaci

tRNA katalyzovany aminoacyl-tRNA-synthethasou. Pievzato a upraveno z '°.

Za urcitych podminek 1ze ovlivnit specifitu aminoacyl-tRNA-synthethas a zavést do
sekvence proteinu modifikované nebo nepfirozené strukturni analogy aminokyselin (napf.

fotoaktivovatelné cyklické diaziriny foto-Met, foto-Leu, viz obr. 6, str. 19)
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Obr. 6: Strukturni vzorce aminokyselin a jejich strukturnich analogt: vlevo jsou zobrazeny

(i) foto-Leu a (ii) foto-Met, vpravo pfirozené Leu a Met. Pfevzato a upraveno z 2.

2.5.2 Foto-Met a foto-Leu

V roce 2005 byly syntetizovany fotoaktivovatelné aminokyseliny se strukturni analogii
ptirozenym kanonickym aminokyselinam Met a Leu. Kviili této podobnosti dostaly nazev
foto-Met a foto-Leu. Obé¢ tyto kyseliny obsahuji diazirinovy kruh, ze kterého po
fotoaktivaci UV zafenim o vlnové délce 350-370 nm vznikd vysoce nestabilni karbén
schopny tvorby nové kovalentni vazby (XL, z angl. CrossLink) ve svém nejbliz§im okoli

(do 5 A) 2! nebo terminuje za tvorby dvojné vazby .

Velkou vyhodou téchto aminokyselin je jiZ zminénd podobnost pfirozenym
aminokyselinam, kterd umoZiluje interakci s pfirozenymi aaRSs a naslednou vazbu na
tRNA a inkorporaci do sekvence proteinu. Tyto strukturni analogy nejsou toxické pro
buiiku a ovliviiuji funkce exprimovaného proteinu velmi malo. Rlst bun€k v mineralnim
médiu (napt. MM-MO, viz kapitolu 5.4, str. 26), ktery obsahuje pouze foto-analogy téchto
dvou aminokyselin je sice zpomalen oproti ristu v bohatSich médiich, ale neni ovlivnéna

celkova Zivotaschopnost a proteosyntéza bungk 2°.

Obecné experimentalni vyuziti metodik PIXL Ize shrnout v nasledujicim schématu na obr.

7, str. 20.
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(" Transformace auxotrofniho kmene )
E. coli (pro aminoKyselinu jejiZ strukturni
analog chceme
inkorporovat) plasmidem s
e genem studovaneho proteinu J

A 4

s ™
Zmnozeni poctu bakterii do optimalni
O.D. pfi 600 nm v nutri¢né bohatém
mediu

Y

r ™y
Pfenos a exprese proteinu v mineralnim
mediu se strukturnim foto analogem ~

aminokyseliny

Izolace rekombinantniho proteinu

A 4 A 4

r ™y

Rekonstituce studovaneého proteinu v
in vitro systému a fotolyza

Fotolyza v in vivo systému

J

Y

Analyza vzniklych XL
"Top down" pfistup (MS) nebo
"Bottom up" pfistup (SDS-PAGE&MS)

Obr. 7: Obecné schéma PIXL experimentu s vyuzitim strukturnich fotoaktivovavtelnych

analogli aminokyselin.

Foto-Met a foto-Leu nachazi Siroké uplatnéni ve strukturni proteomice. Jsou pouZivany k
studiu intermolekularnich interakci mezi proteiny v proteinovych komplexech. Dovoluji
zachytit 1 velmi kratkodobé transientni interakce. Jsou nastrojem pro intramolekularni
studium 3D struktury proteinu a dovoluji studovat i oblasti Spatné pfistupné pro jiné
sitovaci metodiky (napt. v prostiedi lipidové membrany 2%). Strukturni fotoaktivovatelné
analogy aminokyselin 1ze také vyuzit pfi monitorovani pribéhu uspotfadani nové
synthetizovanych proteinti v rostouci butice 2*. S proteinem vytvaii béhem PIXL
experimentu novou kovalentni vazbu a dovoluji snadnou analyzu pomoci MS technik.

V této praci ovétujeme dalsi mozné vyuziti vlastnosti foto-Met a foto-Leu pro studium a
iniciaci ET procesu vzhledem k ptitomnosti diazirinového kruhu a mechanismu jeho

fotoaktivace 292528,
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3 Cile

Primarnimi cile prace jsou:

1. Ov¢rit schopnost foto-Met generovat a poskytovat elektron nebo né¢jakym jinym
zpusobem se podilet na elektrotransportnim déji v modelovém proteinu azurin P.
aeruginosa.

2. Zaclenit foto-Met do sekvence azurinu s pouzitim rekombinantni exprese a stanovit
miru inkorporace pomoci hmotnostni spektrometrie. Na zaklad¢ ziskanych
vysledkii stanoveni miry inkorporace foto-Met do sekvence proteinu proces exprese
optimalizovat.

3. Studovat zmény oxidoreduk¢nich stavii aktivniho centra a tvorbu oligomert

azurinu pomoci metodiky PIXL.
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4 Material

4.1 Chemikalie
Trypton (Bio Basic Canada)

NaCl (Fluka)

Kvasinkovy extrakt (Bio Basic Canada)

HCI (Fluka)

CaCl; (Fluka)

KCI (Lachema)

MgCl, (Lachema)

Ampicilin (Roth)

Na;HPO4 (Lach-Ner)

NH4Cl (Lachema)

Glukosa (Sigma)

MgSO4 (Sigma)

Thiamin (Sigma)

L-Ile (United States Biochemical Corporation)
L-Val (United States Biochemical Corporation)
L-Leu (United States Biochemical Corporation)
L-Lys (Sigma)

L-Phe (United States Biochemical Corporation)
L-Thr (United States Biochemical Corporation)
EDTA (Fluka)

CoClz . 6H20 (Lachema)

FeSO4 . 7TH20 (Sigma)

ZnS04 . TH2O (Sigma)

CuSOy4 . 5H>0 (Lachema)

MnCl, . 4H>O (Sigma)

H3BOs (Lachema)

KH>PO4 (Lachema)

L-Met (Sigma)
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foto-Met (Thermo Scientific)
isopropyl-p-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG) (Roth)
sacharosa (Penta)

Tris-Cl (Sigma)

2-merkaptoethanol (Sigma)

glycerol (Lachema)

bromfenolova modi (Roth)

akrylamid (Bio Rad)

dodecylsulfat sodny (SDS) (Sigma)

peroxodisiran amonny (Sigma)
tetramethylethylendiamin (TEMED) (Fluka)
PageRuler™ Unstained Broad Range Protein Ladder (Thermo Scientific)
Coomassie Brilliant Blue R-250 (Sigma)

ethanol HPLC-grade (Merck)

kys. octova (Sigma)

methanol (Lachema)

formaldehyd (Sigma)

NazS203. 5 H2O (Sigma)

AgNOs3 (Sigma)

NaxCOs (Sigma)

ethylmorfolin (Sigma)

acetonitril HPLC-grade (Merck)
tris(2-karboxyethyl)fosfinhydrochlorid (TCEP) (Sigma)
jodacetamid (Sigma)

endoproteasa LysC (roztok 0,1 g/l, Roche)

kys. trifluoroctova (Fluka)

matrice (3 mg/ml a-kyano-4-hydroxy skoticové kyseliny v 50% (v/v) ACN a 0,1% (v/v)
TFA) (Bruker Daltonics)

Octan amonny (Lachema)

bicinchoninova kyselina (BCA A) (Sigma)
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4% roztok CuSOs. 5SH20 (BCA B) (Sigma)

4.2 Pristroje

Souprava na elektroforézu Bio Rad mini Protean II
Souprava na elektroforézu Hoefer Mighty Small S260
Pipety a $picky Gilson

Laboratorni vahy Ohaus Discovery

Piedvazky Ohaus ScoutTM Pro

Spektrofotometr DeNovix DS-11+

Fotolyzér Oriel 60100 (100 W)

Prosvétlovaci pult Hama® LP 555

Sonikator Hielscher UP100H

Sonikator Bandelin Sonopuls se sondou KS-73 a KE-76
Inkubator IKA® KS4000 iControl

Inkubétor Ultimate Dry bath Incubator (Cleaver Scientific)
Centrifuga Hettich Zentrifugen Universal 320 R
Minicentrifuga Eppendorf miniSpin Plus

Vakuovy koncentrator Labconco CentriVap®micro IR
Ctecka desti¢ek Multiskan bio (Thermo Scientific)

Hmotnostni Spektrometr MALDI-TOF Ultraflex III (Bruker Daltonics)
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S Metody

5.1 Priprava LB média a LB agaru
LB (angl. Lysogeny broth) je nutricné¢ bohaté médium, které se vyuziva pii kultivaci fady

bakterialnich kultur, napt. E. coli.

Pro ptipravu 500 ml média bylo navazeno 5,00 g Tryptonu, 5,00 g NaCl a 2,50 g
kvasinkového extraktu a naslednym rozpousténim v ptiblizné 450 ml deionizované vody.
Hodnota pH byla upravena na 7,7 pomoci 5 M HCI. Nésledn¢ byl roztok doplnén

deionizovanou vodou do findlniho objemu 500 ml a medium bylo autoklavovano.

5.2 Priprava kompetentnich bunék E. coli B834
Nejprve byly pifipraveny kompetentni bunky.

Jedna kolonie z agarové plotny byla inokulovana do 10 ml LB media. Nasledovala
inkubace ptes noc pti 37°C. Mnozstvi 250 pl takto pfipravené no¢ni kultury bylo
inokulovano do 25 ml LB média. Buniky byly kultivovany pii 37°C a 190 RPM

v inkubatoru IKA® KS 4000 do optické denzity 0,6 pii vinové délce 600 nm (méfeni v 10
mm kyvet¢), (OD600). Poté byly bunky inkubovany na ledu po dobu 10 minut. Nasledné
byly centrifugovany 5 min. pii 5000 RPM a 4°C, centrifuga Hettich Universal 320R,
uhlovy rotor 1620A. Po odstranéni supernatantu byla peleta resuspendovana v 10 ml
sterilniho 100 mM CaCl; a inkubovana na ledu 10 min. Po centrifugaci 10 min. pfi

2000 RPM a 4°C, centrifuga Hettich Universal 320R, thlovy rotor 1620A byl supernatant
odstranén a peleta byla resuspendovana v 1 ml sterilniho 50 mM CaCl,. Kompetentni

buiiky byly skladovany pfi teploté 4°C po dobu jednoho tydne

5.3 Transformace bunék plasmidem

K 50 pl kompetentnich buné€k byl ptidan 1 pl plasmidu (S genem koédujicim azurin

P. aeruginosa, AzZ3WT) o koncentraci 61,64 ng.ul™'. Sou¢asné byl piipraven vzorek
negativni kontroly, do kterého nebyl pfidan plasmid ale sterilni H>O pouzita k eluci
plasmidu. Vzorky byly ponechany 20 min. na ledu a nasledné byl proveden teplotni Sok —
buiiky byly vystaveny teploté 42°C po dobu 90 sekund (Cleaver Scientific Ultimate Dry

Bath Incubator) s ndslednou inkubaci na ledu po dobu 3 minut. Po ptidani 0,5 ml SOC
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média (2% (w/v) Trypton, 0,5% (w/v) kvasinkovy extrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KClI,

10 mM MgCl,, 10 mM MgSO4 a 20 mM glukosa) byly bunky inkubovany 1 hod. pti 37°C
2200 RPM v inkubatoru IKA® KS 4000. Z této bunééné kultury bylo vyseto 100 pl na LB
agaroveé plotny s findlni koncentraci ampicilinu 100 ug/ml (Amp100). Agarové plotny byly
inkubovany pfes noc pfi teploté 37°C v prevracené poloze. Po vyhodnoceni byly plotny

s pozitivni pfitomnosti kolonii bunék uchovany pii 4°C za tmy.

5.4 Priprava MM-M9 média
Mineralni médium M9 se pouzivé k inkorporace strukturnich analogl nékterych
aminokyselin (napf. methioninu) do proteinu béhem rekombinantni exprese. Samotné

médium neobsahuje methionin.

Médium o objemu 50 ml bylo pfipraveno smisenim 10 ml roztoku M9A (42 mM
Na;HPOy4, 22 mM KH>PO4, 18 mM NH4Cl, 8,6 mM NaCl, autoklavovéano), 1 ml 20%
(w/v) glukosy (ptipraveno ve sterilni vod¢ a filtrovano pies 0,22 pm filtr), 250 ul 1 M
MgSO4 (autoklavovano), 500 ul 1% (w/v) thiaminu (vit. By, pfipraveno ve sterilni vod¢ a
filtrovéano pies 0,22 pm filtr), 50 pl 0,1 M CaCl; (autoklavovano), 5 ml smési
aminokyselin (0,5 mg/ml L-Ile, L-Val, L-Leu, 1 mg/ml L-Lys, L-Phe, L-Thr, pfipraveno
ve sterilni vode¢ a filtrovano ptes 0,22 pm filtr), 50 pl roztoku kovii (80,6 mM EDTA,
2,15 mM CoClz . 6H>0, 92,5 mM FeSO4 . TH20, 1,56 mM ZnSO4 . 7H20, 13,5 mM
CuS0Os4 . 5H20, 10,6 mM MnCl>. 4H>0, 1,62 mM H3BOs, pH 7.5, autoklavovano), 50 pl
ampicilinu o zasobni koncentraci 100 mg/ml (pfipraveno ve sterilni vodé¢ a filtrovano pies

0,22 pm filtr) a cely roztok byl doplnén sterilni deionizovanou vodou na objem 50 ml.

5.5 Riist bunék a exprese proteinu v LB mediu a MM-M9

Jedna kolonie z agarové plotny byla inokulovana do 10 ml LB media s Amp100.
Nasledovala inkubace ptes noc pti 37°C. Potom 200 pl noéni kultury bylo pteneseno do
50 ml LB media (Amp100) v 250 ml erlenmeyerovych batnikach a bunky byly inkubovany
pii 37°C a 200 RPM v inkubatoru IKA® KS 4000. Priibéh ristu byl spektrofotometricky
sledovan stanovenim optické denzity roztoku bunék pii vinové délce 600 nm (méteni

v 10 mm kyvet¢). Pro expresi v MM-M9 po dosazeni hodnoty OD600 ~0,6 byly buiiky
sklizeny centrifugaci 10 min. pfi 5000 RPM a 4°C, centrifuga Hettich Universal 320R,
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uhlovy rotor 1620A. Supernatant byl odstranén a peleta byla resuspendovéna v PBS

(z angl. Phosphate Buffered Saline, 10 mM Na;HPO4, 1,8 mM KH>PO4, 137 mM NaCl,
2,7 mM KCI, pH 7,4). Promyti bylo zopakovano ttikrat a potom bunky byly
resuspendovany v 50 ml MM-M9. Po 20 minutové inkubaci byl do media pfidan roztok
Met/foto-Met (finalni koncentrace 30/50 mg/1). Pti expresi v LB byl tento krok vynechan a
exprese probihala ve stejném mediu jako rast bunék. Byl odebran vzorek v ¢ase 0 pro
elektroforézu a do bunécné kultury byl piidan isopropyl-B-D-1-thiogalaktopyranosid
(IPTG, finalni koncentrace 0,5 mM), ktery ptisobi jako induktor exprese rekombinantniho
proteinu. Nasledovala inkubace bunék pti 30°C a 180 RPM v inkubatoru IKA® KS 4000.
Po 1, 2 a 20 hodinach byly odebirany vzorky pro elektroforézu. Po 20 hodinach byla
produkce ukoncena sklizenim bunék centrifugaci 10 min. pii 5000 RPM a 4°C, tihlovy
rotor 1620A. Po odebrani supernatantu byla peleta resuspendovana v 20 ml 20% (w/v)
roztoku sacharosy (20 mM Tris-Cl a I mM EDTA, pH 8,1). Po 30 minutové inkubaci za
pokojové teploty byl roztok sacharosy odstranén centrifugaci 10 min. pii 9000 RPM a 4°C,
uhlovy rotor 1620A a bunécné pelety byly skladovany pii -20°C.

V ptipad¢ nékterych experimentd byly pouzity jiné, méné optimalni podminky. Informace
o téchto zménach je uvedena v kapitolach 6.2, 6.3 a 6.5, str. 34, 35 a 39 vedle jednotlivych

experimentu.

5.6 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pritomnosti dodecylsulfatu sodného

Z angl. Sodium DodecylSulfate — PolyacrylAmid Gel Electrophoresis, SDS-PAGE.

5.6.1 Priprava vzorku pro elektroforézu

Bé&hem produkce rekombinantniho proteinu v expresnim systému E. coli byly z bunécné
suspenze odebirany 0,5 ml vzorky bunééné kultury do mikrozkumavek. Vzorky byly
nasledné centrifugované na stolni minicentrifuze Eppendorf miniSpin Plus po dobu 2 min
pti 14500 RPM. Supernatant byl opatrné odebran pipetou a peleta byla resuspendovana

v 40 pl deionizované H>O a 10 pl 5x koncentrovaného redukujiciho pufru (10% (w/v)
SDS, 20% (v/v) glycerol, 30 mM Tris-Cl, pH 6,8, 0,25% (w/v) bromfenolova modf,

10% (w/v) 2-merkaptoethanol). Potom byly vzorky zamrazeny pfii -20°C, rozmrazeny,
sonikovany (sonikator Hielscher UP100H, 1 s puls, amp. 40%) po dobu 30 s a nasledné
pfiblizné 5 minut zahtaty na 99°C (inkubator Cleaver Scientific Ultimate Dry Bath
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Incubator). Po kratké centrifugaci na minicentrifuze (14500 RPM, 10 sec), bylo do kazdé
jamky nanaseno 18 pl vzorku v ptipadé SDS-PAGE o $ifce gelu 0,75 mm.

5.6.2 Priprava polyakrylamidového gelu a priibéh elektroforézy
Separace byla provadéna na polyakrylamidovém gelu. Gel se skladal z 5 ml 15% déliciho

gelu a 2 ml 5% zaostifovaciho gelu, jejichz slozeni je uvedeno v tabulce 1.

Tabulka 1: sloZeni polyakrylamidovych gelu.

Sloska 15% délici gel 5% zaostrovaci gel
objem slozky (ml)
1,1 1,4

30% (w/v) smés akrylamidu 2,5 0,33
1,5 M Tris-Cl (pH 8,8) 1,3 -

1,0 M Tris-Cl (pH 6,8) - 0,25
10% (w/v) SDS 0,05 0,02
10% (w/v) peroxodisiran amonny 0,05 0,02
Tetramethylethylendiamin 0,004 0,004

Jako standard byl pouzit PageRuler™ Unstained Broad Range Protein Ladder (Thermo
Scientific) podle ndvodu ptilozené¢ho vyrobcem. Elektroforéza probihala s konstantnim
limitnim proudem 20 mA na jeden gel. Byla pouZita aparatura Bio Rad mini Protean II

nebo Hoefer Mighty Small S260.

5.6.3 Vizualizace proteini analyzovanych SDS-PAGE

Po dokonceni elektroforézy byly proteiny vizualizovany pomoci barveni Coomassie
Brilliant Blue R-250 (0,25% (w/v) CBB, 50% (v/v) ethanol a 10% (v/v) kys. octova) a
naslednym odbarvenim v odbarvovacim roztoku (35% (v/v) ethanol, 10% (v/v) kys.
octova). Druhym pouzivanym zplsobem vizualizace bylo barveni stiibrem dle
nasledujiciho postupu. Gel byl nejprve fixovan po dobu jedné hodiny v roztoku 50% (v/v)
methanolu, 12% (v/v) kyseliny octové a 5 mM formaldehydem. Nasledn¢ byl gel

proplachovan 3x 5 min. roztokem 50% (v/v) ethanolu. Dalsi jednu minutu byl gel
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senzitivizovan pomoci preparac¢niho roztoku Na>S>03. 5 H20 o koncentraci 2 mg/1. Gel byl
inkubovén 20 min. v roztoku 0,1% (w/v) AgNOs. Nasledovalo proplachovani vodou
trvajici 2x 20 s. Vyvijeni probihalo v roztoku Na,COs o koncentraci 60 g/l s ptidavkem

5 mM formaldehydu a Na>S>03. 5 H>O o koncentraci 40 mg/l. Vyvijeni probihalo pfiblizné
10 minut a bylo zastaveno proplachnutim gelu deionizovanou vodou 2x 2 s a ponofenim na

10 min. do 1,5% (w/v) roztoku EDTA.

Pro del8i uchovavani byl gel pfenesen do 1% (v/v) roztoku kyseliny octové a uchovavan v

temnu pti 4°C.

5.7 Stépeni proteinu v gelu a analyza miry inkorporace foto-Met pomoci MS

MS Ize pouzit ke stanoveni relativni miry inkorporace analogu pfirozenych aminokyselin
do struktury proteinu. Vzhledem k rozdilu hmotnosti mezi samotnou aminokyselinou a
jejim strukturnim analogem lze ur¢it v MS spektru signaly peptidu s pfirozenou
aminokyselinou a peptidu se strukturnim analogem. Porovnanim ploch pod jednotlivymi

signaly m/z v MS spektru pak lze urcit relativni miru inkorporace analogu.

Pro provedeni MS bylo tfeba nejprve ptipravit vzorky proteinu. Prouzky na gelu byly
vyfiznuty skalpelem a nakrajeny na malé kosticky. K odbarveni CBB-R250 bylo

ke kostickam gelu ptidano 160 pl 50 mM ethylmorfolinu (EtMf) v 50% (v/v) acetonitrilu
(ACN) a vzorek byl inkubovan v sonikacni lazni aZ do odbarveni. Po odbarveni byly
kousky gelu proplachnuty 80 ul ACN. Pro redukci cysteinovych mistku byl k vzorki
pfidan 30 mM roztok tris(2-karboxyethyl)fosfinhydrochloridu (TCEP) ve 100 mM EtMf,
pH 8,1 a po dobu 15 min. inkubovéan pfi teploté¢ 70°C. Po inkubaci byl vzorek znovu
proplachnut 80 ul ACN a pak preveden do roztoku 30 mM jodacetamidu v 100 mM EtMf]
pH 8,1 a ponechan 1 hodinu ve tmé pii laboratorni teploté. Po modifikace cysteinti byly
kousky gelu proplachnuty ACN a vodou a po zopakovani oplachu ACN a vodou byl
vzorek pieveden do 50% (v/v) roztoku ACN ve vodé. Vzorek byl vysuSen na rotaénim
vakuovém koncentratoru Labconco CentriVap® micro IR a bylo k nému pfidano 14 pl
Stépiciho pufru (50 mM EtMf, pH 8,1, 10% (v/v) ACN) a 1 pl endoproteasy LysC (roztok

s koncentraci 0,1 g/I, Roche) a vzorek byl inkubovan ptes noc pii 37°C.

Vzniklé peptidy z proteinu byly ze vzorku extrahovany ptfidavkem acetonitrilu (findlni

koncentrace 40% (v/v)) a kys. trifluoroctové (TFA, finalni koncentrace 0,1% (v/v)). Po
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15 minutové sonikaci bylo naneseno na MALDI tercik 0,4 pl vzorku pro méfeni MALDI-
TOF MS a po zaschnuti byly pozice prevrstveny 0,4 pl roztoku matrice (3 mg/ml a-kyano-
4-hydroxy skoficové kyseliny v 50% (v/v) ACN a 0,1% (v/v) TFA). Spektra byla méfena
na MALDI-TOF hmotnostnim spektrometru Bruker Daltonics Ultraflex III s pomoci
Skolitele. MS spektra byla vyhodnocena manuélné€ s vyuzitim zndmé sekvence konstruktu,

viz obr. 8.

01 MLRKLAAVSL LSLLSAPLLA AECSVDIQGN DOMQOEFNTNAI TVDKSCKQEFET
51 VNLSHPGNLP KNVMGHNWVL STAADMQGVV TDGMASGLDK DYLKPDDSRV
101 TIAHTKLIGSG EKDSVTFDVS KLKEGEQYMF FDTFPGHSAL FKGTLTLK

Obr. 8: sekvence konstruktu pfirozeného proteinu azurinu. Cervené je vyznacena

odstépovana N-terminalni vedouci sekvence.
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5.8 Izolace exprimovaného rekombinantniho proteinu

Na schématu (viz obr. 9) je zobrazen optimalizovany postup purifikace. Pfi n¢kterych

izolacich nebyly zaclenény do postupu nekteré kroky. Tyto odchylky jsou popsany

v kapitolach 6.6, 6.7 a 6.8, str. 39 a 44 vedle jednotlivych experimentt.

Peleta E. coli (z

kultury) s rekombinantnim azurinem

50-75 ml bunééné

(@

Y

Resuspendace v

5 ml/peleta 500 uM

MgCls a inkubace pfi 4 °C, 20 minut (0)

Y

Hruba titrace 100 mM CuSQy4 ] (c)

Y

Son

ikace

(amp. 60%; 0,2 s puls; 3x2 min; (d)
relaxace na ledu 2 min)

Y

Centrifugace (H320R; uhlovy rotor

1620A; 2000 RPM; 10 min; 4 °C) (®)

J

Supernatant

Finalni titrace

100 mM CuSO,4

pH 4,5; Inkubace pfi 4 °C 20 min
J

detekce UV-VIS spektroskopie ®
Y
P
Precipitace prtoeinl pfidavkem
500 mM octanu amonného, (9)

A 4

Centrifugace (H320R; uhlovy rotor (h)
1620A; 9000 RPM; 10 min; 4 °C)

J

Supernatant

Dialyza proti 2
ameonného pfi

32 °C, pfes noc

Y

Centrifugace (H320R; uhlovy rotor
1620A; 9000 RPM:; 10 min; 4 °C)

110 mM octanu J (i)
J )]

Supernatant

Obr. 9: Podrobné schéma izolaci azurinu.
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Legenda (viz schéma na obr. 9, str. 31):

e * .-y piipadé, Ze tato peleta je vétsi 1ze ji znovu resuspendovat v 5 ml 500 uM
MgCl» a zopakovat postup od hrubé titrace CuSO4 (bod c).

e Jsou uvedeny objemy na 1 bunécnou peletu z 50 ml media.

e Pii centrifugaci (body e, h, j) byla pouzita centrifuga Hettich Universal 320 R,
uhlovy rotor 1620A.

e Byl pouzit sonikator Bandelin Sonopuls, sonda KE-76 (bod d).

e Pii promyti kolony (bod k) byly vzdy pouzité¢ dva objemy kolony.

e Symbolem 03¢ jsou oznaceny dale nepouzité frakce.

5.9 Stanoveni koncentrace proteinu pomoci bicinchoninové kyseliny

Celkova koncentrace proteinu ve findlnim preparétu byla stanovena pomoci
bicinchoninové kyseliny (angl. bicinchoninic acid, BCA). Nejprve byl v objemovém
poméru 49:1 smichén zasobni roztok bicinchoninové kyseliny (BCA A) a roztok CuSOa.
5H>0 (BCA B). Na mikrotitracni desticku bylo vzdy nanaSeno v duplikatech 5 pl vody
(kontrola), standardu a vzorku. Do kazdé jamky pak bylo pfidano 95 pl vyse pfipraveného
BCA ¢inidla. Pted analyzou byly nékteré vzorky fedény, aby ziskané hodnoty absorbance
pii 562 nm byly v rozsahu 0,1 — 1,0. Jako standard byly vyuzity roztoky hovéziho sérového
albuminu (BSA) o koncentraci proteinu (cp) 1; 0,5; 0,2 a 0,1 mg/ml. Desti¢ka byla potom
inkubovéna pii 37°C 1 hod. Absorbance pti 562 nm byla méfena pomoci spektrofotometru
DeNovix (v mikroobjemu) nebo na ¢tecce desticek Multiskan bio (Thermo Scientific).
Pomoci ziskané kalibracni ptimky BSA (uvedena vedle jednotlivych experimentl

v kapitole vysledky) byla stanovena koncentrace proteinu ve vzorcich.

5.10 Experimenty PIXL
Ziskané Az preparaty byly studovany pomoci metodiky PIXL.

Informace o slozeni jednotlivych vzork je uvedena v kapitole 6.10, str. 46. V experimentu
byl pouZit fotolyzér Oriel (PhotoMax Lamp Housing (60100-M), Arc Lamp Power Supply
(68806-M), Electronic Safety Shutter (71445-M), Mercury Arc Lamp, 100 W (6281)).
Vzorky byly fotolyzovany v kfemenné kapilare, kterd byla umisténa do kyvety
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z pyrexového skla s vodou jejimz ti¢elem bylo odstranéni vysoce destruktivniho zafeni o
vinové délce <280 nm jak ilustruje absorpéni UV-VIS spektrum kyvety na obr. 10.
Soucasné voda v kyvet¢ zajistovala pienos tepla (chlazeni vzorku) z chlazeného
kyvetového prostoru, v kterém byla kyveta uchycena. Po ozéfeni v délce 0-2 min byly
zméfeny UV-VIS spektra vzorku (DeNovix DS-11+, mikroobjem) a provedena
elektroforéza.

e UV-VIS Spektrum kyvety z pyrexového skla

1.6
1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

Absorbance

200 250 300 350 400
A/nm

Obr. 10: Spektrum pyrexoveé kyvety, do které byla umisténa kapilara se vzorkem. Kyveta

pohlcuje destruktivni zafeni o vinové délce <280 nm.
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6 Vysledky

6.1 Transformace bunék plasmidem

Bunky E. coli B834 byly Gspésné transformovany plazmidem Az3 nesoucim gen kédujici
prirozeny (angl. ,,wild-type) protein P. aeruginosa azurin (viz obr. 4, str. 15). Plazmid
nesl ampicilinovou resistenci. Na agarové plotné s koncentraci antibiotika 100 pg/ml
(Amp100) byl ziskan po transformaci bunék pozitivni narast 50-100 kolonii, z nichz byly
nahodn¢ vybrany pro dalsi experimenty dva klony. Na kontrolnich plotnach, do kterych

byla pfidana voda misto plazmidu, nedoslo k nartistu zadné kolonie.

Abychom zjistili, zda je plazmid funkéni a buiiky jsou schopné produkovat Az v LB mediu
a v minerdlnim mediu M9 s methioninem (50 mg/1) byla nejprve provedena exprese

proteinu u téchto dvou ndhodné zvolenych kolonii (Az3A a Az3B)

6.2 Exprese azurinu v LB a MM-M9 s methioninem

Mnozstvi 250 pl no¢ni kultury klont Az3A a Az3B bylo inokulovano do 30 ml LB media
(Amp100). Za 6 hodin inkubace pii 37°C a 190 RPM byla dosazena hodnota OD600 0,606
(vzorek Az3A) a 0,585 (vzorek Az3B). Bylo odebrano 5 ml z kazdého klonu pro expresi

v LB mediu a ostatni buiiky byly sklizeny centrifugaci (H320R, thlovy rotor 1620A, 9000
RPM, 10 min, 4°C) a LB medium bylo odstranéno dvojnasobnym promytim PBS. Tyto
bunky byly pouZity pro expresi v MM-MO9. Byly odebrany vzorky v ¢ase 0 pro
elektroforézu a do bunééné kultury byl ptidan IPTG (finalni koncentrace 0,5 mM). Exprese
proteinu probihala pti 37°C a 190 RPM. Po 1, 2 a 17 hodinach byly odebirany vzorky pro

elektroforézu. Po 17 hodinach byla exprese ukoncena.

Odebrané vzorky byly analyzovany pomoci SDS-PAGE. V ptipadé€ obou zvolenych klonti
doslo ke srovnatelné expresi proteinu (proteinovy prouzek o MW ~15 kDa na SDS-PAGE,
viz polohu Sipky) s vyraznym nartistem exprese ve vzorku po 17 hodinéch, jak ilustruje
obr. 11, str. 35. V LB mediu doslo k nartstu exprese jiz po 2 hodinach oproti synthése
proteinu v MM-M9 mediu, kde mnoZstvi proteinu vyrazné stouplo pouze po uplynuti

17 hodin.
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Obr. 11: 15% polyakrylamidovy elektroforeticky gel barveny CBB-R250 ukazuje expresi
kloni Az3B v LB a M9 + Met mediich. V draze 6 je standard molekulové hmotnosti. V

drahach 2, 3,4 a 5 je uk4zén rist v LB, v drahéch 7, 8, 9 a 10 rist v M9 + Met. Jednotlivé
frakce byly odebirany v ¢asech 0, 1, 2 a 17 hod. po pfidani IPTG. Sipka oznaduje relativni

mobilitu odpovidajici molekulové hmotnosti azurinu.

Oba klony vykazaly produkci azurinu jak v LB, tak i v M9 + Met. Jak klon A tak i klon B
prokazaly velmi blizké hodnoty optické denzity a vizudlné podobné silné prouzky azurinu

na gelu. Pro dalsi experimenty byl zvolen klon A.

6.3 Exprese azurinu v MM-M9 + foto-Met
Po tspésné expresi v MM-M9 mediu s methioninem byla provedena dalsi exprese

s pouzitim strukturniho analogu foto-Met.

Byl pouzit analogicky postup jako v pfedchozim experimentu. MnoZzstvi 250 ul nocni
kultury klonu Az3A bylo inokulovano do 25 ml LB v 50 ml sterilni PE zkumavce a
inkubovano pti 37°C. Za 5 hodin, po dosazeni OD600 0,650 byl ukoncen riist a LB
medium bylo nahrazeno MM-M9 pomoci 2x promyti PBS. Béhem promyti 1,5 ml kultury

bylo odebrano pro Met-kontrolu a peleta z téchto bun¢k byla resuspendovana v 3 ml
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M9 + Met (50 mg/l). Zbytek kultury byl po promyti resuspendovan v 25 ml MM-M9 a po
15-minutové inkubaci byl pfidan roztok foto-Met (findlni koncentrace 30 mg/1). Byly
odebrany vzorky v ¢ase 0 pro elektroforézu a do bunécéné kultury byl pfidan IPTG (finalni
koncentrace 0,05 mM). Poté byl protein exprimovéan pii 30°C a 190 RPM sniZenim
teploty pfi expresi proteinu jsme chtéli omezit pozorovanou degradaci azurinu. Po 1, 2,3 a

18 hodinéch inkubaci byly odebirany vzorky pro elektroforézu.

Odebrané vzorky byly analyzovany pomoci SDS-PAGE. V obou mediich doslo

k srovnatelné expresi proteinu (proteinovy prouzek o molekulové hmotnosti ~15 kDa na
SDS-PAGE, viz poloha Sipky na obr. 12) po 18 hodinach. Azurin se Gspésné produkoval
jak v mediu s pfirozenym Met, tak i s foto-Met. Narist exprese v MM-M9 mediu s foto-
Met byl pomalejsi nez v mediu s Met (V mediu s foto-Met — vzorek t1 v draze 3 — neni
pozorovan zadny proteinovy prouzek Az, v mediu s Met — vzorek tl v draze 8 — je narist

pozorovatelny po 1 hodiné exprese).

Ii Az3A M9 + foto-Met | | Az3A M9 + Met —‘
Std. t0 tl t2 3 t18 t0 tl t3 t18
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

IOOkDa(ii;
—

50 kDa s
40kDa

30kDa

20 kDa —

15 kDa

10 kDa -

Obr. 12: 15% polyakrylamidovy elektroforeticky gel barveny CBB-R250 ukazuje expresi
Azurinu v klonu Az3A v MM-M9 s Met a foto-Met. V draze 1 je standard molekulové
hmotnosti. V drahédch 2-6 je ukazéan rist v M9 + foto-Met, v drahéch 7-10 rist v M9 + Met.
Jednotlivé frakce byly odebirany v ¢asech 0, 1, 2, 3 a 18 hod. po piidani IPTG. Sipka

oznacuje relativni mobilitu odpovidajici molekulové hmotnosti azurinu.
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Pti této expresi byla chybné pouzita nizsi koncentrace IPTG (0,05 mM misto 0,5 mM), coz
vedlo k vyraznému snizeni vytézku produkci rekombinantniho proteinu oproti predchozi

expresi.

Témito experimenty byla ovétena funkénost metody exprese rekombinantnich proteinti
Azurinu se zavedenym strukturnim foto analogem aminokyseliny v bunikach E. coli B§34.
Dale byla stanovena mira inkorporace foto-Met pomoci MS, aby na zaklad¢ ziskanych
vysledki, byl postup exprese optimalizovan k ziskani proteinu s maximalni inkorporaci

foto-Met.

6.4 Stépeni proteinu v gelu a analyza miry inkorporace foto-Met pomoci MALDI-
TOF MS

Z gelu byly vytiznuté prouzky odpovidajici vzorkiim odebranym piti expresi v MM-M9 +
foto-Met v &asech 0 a 18 hod. St&peni proteinu v gelu bylo provedeno dle postupu, ktery je
popsan v kapitole 5.7, str. 29. Po odbarveni gelu byly cysteinové postranni fetézce
analyzovanych proteinovych prouzka redukovéany a nasledné modifikovany. Po $tépeni
endoproteasou LysC pti 37°C pies noc probéhla analyza vzorku metodou MALDI-TOF
MS skolitelem.
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Obr. 13: Vysledky analyzy miry inkorporace MALDI-TOF MS. Nahote: peptid s m/z
3004,404 (42-70 aminokyselina), dole: peptid s m/z 2279,936 (104-122 aminokyselina).

Stanoveni bylo provedeno ve vzorku bunééného lyzatu (po 18 hod exprese s IPTG) po

separaci Az pomoci SDS-PAGE. Proteiny byly st€peny endopeptidasou LysC z S. aureus.
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MS spektra dvou peptidi s Met v sekvenci jsou uvedena na obr. 13, str. 38. Jiz v Case

0 hod byl naméten signal odpovidajici peptidiim z Az. Po ptidani IPTG a uplynuti 18 hod
pozorujeme vyrazny narust intenzity signalu. Kromé ptivodniho signalu dochazi k detekci
signall s hodnotou m/z nizsi o 20 hmotnostnich jednotek, které odpovida nahrad¢ Met za
jeden foto-Met v sekvenci peptidu 2. Peptid 42-70 (m/z 3004,404; obr. 13, str. 38, zdznam
nahote) ma tfi Met a miizeme u n¢ho pozorovat ¢tyii vrcholy, které odpovidaji postupné
nahrad¢ jednoho Met za foto-Met. Obdobné¢ u peptidu 104-122 (m/z 2279,936; obr. 13, str.
38, zaznam dole), ktery obsahuje dva Met, pozorujeme tfi signaly s odpovidajici hodnotou
m/z. Vysledky analyzy miry inkorporaci jsou uvedeny v tabulce 2. V bunécném lyzatu lze

pozorovat miru inkorporace foto-Met az ~70%.

Tabulka 2: Vysledky stanoveni miry inkorporace foto-Met v bunécném lyzatu.

Vzorek Procento relativni inkorporace foto-Met (%)
Stanoveny m/z signal [M+H"] 2279,9928 2698,2089 3004,3967
Sekvence peptidu 104-122 1-24 42-70
Bunéény lyzat (18 hod IPTG) 62 34 72

6.5 Optimalizace exprese

Na zaklad¢ vysledku MS analyzy Skolitelem byla provedena optimalizace podminek a
postupu pii expresi rekombinantniho Az v mineradlnim mediu M9 s foto-Met. Nejvyssi
inkorporace foto-Met do struktury Az byla dosaZena pii pouZiti 3x promyti PBS a expresi

proteinu pii 30°C, 18-20 hod.

Za pouziti optimalizovanych podminek byla provedena exprese azurinu v 6x 50 ml MM-
M9 media s piidavkem foto-Met a indukci exprese proteinu 0,5 mM IPTG. Postup je
popsan v kapitole 5.5, str. 26. Oproti tomuto postupu po expresi proteinu nebyla provedena
inkubace buné€k v roztoku sacharosy. Proto pfi izolaci nebyla provedena lyze bunék

osmotickym Sokem, ale pouze sonikaci.

6.6 Izolace ,,wild-type“ azurinu exprimovaného v MM-M9 + foto-Met
Pelety buné€k E. coli B834 s exprimovanym azurinem byly pouzity pro purifikaci podle

postupu, jehoz schéma je uvedeno na obr. 9, str. 31. Vzhledem k tomu, Ze na obrazku je
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schéma findlniho optimalizovaného postupu, pii prvnich izolacich doslo k nékolika

odchylkam, nez byl nalezen nejvyhodnéjsi postup.

Bunécné pelety byly zvolna rozmrazeny na ledu a resuspendovany v studeném roztoku

500 uM MgCl, (v poméru 5 ml/peleta). Buiiky pak byly inkubovany 20 min. na ledu. Po
ptedpokladané 1yzi nasledovala centrifugace 20 min. pti 9000 RPM a 4°C, centrifuga
Hettich Universal 320R, uhlovy rotor 1620A. Po centrifugaci ve zkumavce zustala velka
peleta, ktera naznacovala netspésnost 1yze bunék. Proto byla peleta znovu resuspendovana
a bunécna suspenze byla sonikovana na ledu sonikatorem Bandelin Sonopuls se sondou
KS-73 4x 20 s. a 1 min. relaxace mezi jednotlivymi pulsy na ledu. Sonda byla nastavena na
vykon 55 W; amp. 60%; puls 0,2s. Buiiky byly znovu centrifugovany za stejnych
podminek. Supernatant byl odebran, peleta byla znovu resuspendovdna v 4 ml 500 uM

MgCl; a rozbiti bunék sonikaci bylo zopakovano jesté dvakrat.

Exprimovany Az je$té nemusel obsahovat kovovy ligand v dostate¢né mite. Proto byla
provedena titrace Cu®" za uéelem dostate¢né inkorporaci iontu kovu do struktury aktivniho
centra proteinu. Ziskané supernatanty byly spojené do jedné zkumavky a titrovany

100 mM CuSO4 dle UV-VIS detekce. Titrace byla ukon¢ena v okamziku, kdy hodnota
absorp¢niho maxima pii 240 nm (absorpéni maximum roztoku CuSOs) byla vyssi nez
hodnota absorp¢niho maxima proteinu pfi vinové délce 280 nm. Potom k roztoku bylo po
kapkéch v prabéhu 5 minut ptidano 2,5 ml 500 mM octanu amonného, s naslednou
upravou hodnoty pH na 4,5 pomoci 50 ul kys. octové a roztok byl inkubovan 20 min. na
ledu. Precipitat byl odstranén centrifugaci 20 min. pti 9000 RPM a 4°C, centrifuga Hettich
Universal 320R, uhlovy rotor 1620A. Supernatant byl odebran pro dalsi zpracovani a
peleta byla resuspendovéna v 5 ml vody a 80 ul bylo odebrano jako vzorek na
elektroforézu. K supernatantu bylo piidano jest¢ 200 pul 100 mM CuSOy4 a nésledovala

inkubace ptes noc pii 32°C.

Po inkubaci bylo tfeba oddélit ziskany azurin od precipitatu a nadbytecného CuSOas.
Nejprve byl vzorek centrifugovan 20 min. pti 9000 RPM a 4°C, centrifuga Hettich
Universal 320R, uhlovy rotor 1620A. Supernatant byl nasledné dialyzovéan 4x proti 800 ml
10 mM octanu amonného, pH 4,5. Peleta byla resuspendovéana ve vod¢ a vyuzita jako
vzorek na elektroforézu. Po dialyze byl vzorek jesté jednou centrifugovan a supernatant
byl separovan rychlou proteinovou kapalinovou chromatografii (FPLC, z angl. Fast Protein

Liquid Chromatography) na kolon¢ SP-sepharosy (7 ml nosice, kolona 0,8x5 cm,
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ekvilibrace 10 mM octanem amonnym, pH 4,5). V prub¢hu naneseni a vymyti byly jimany
frakce po 5 ml. Kolona byla postupné promyta 10 ml ddvkami 10, 20 a 40 mM octanu
amonné¢ho. U kazdé frakce bylo zméieno spektrum (DeNovix, v mikroobjemu). Azurin byl
nasledné eluovan 100 mM octanem amonnym (14 frakci po 1,5 ml) a poté 500 mM
octanem amonnym (11 frakci po 1,5 ml). UV-VIS spektra ziskanych frakci byla také
promé&fena na spektrofotometru DeNovix (mikroobjem). Na zakladé ziskanych spekter byl

vytvoren elu¢ni profil, ktery je uveden na obr. 14.

Eluéni profil
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Obr. 14: Eluéni profil FPLC chromatografie na koloné¢ SP-Sepharosy (7 ml nosice, kolona
0,8x5 cm, ekvilibrace 10 mM octanem amonnym, pH 4,5). Na grafu jsou oznaceny

vybrané frakce.

Na profilu jsou vidét tfi vrcholy. Prvni z nich je pozorovéan jesté pii nanaSeni vzorku a
promyti kolony 10 mM octanem amonnym. U tohoto vrcholu nepozorujeme nartst
absorbance pii 630 nm. Lze pfedpokladat, Ze tento pik odpovida kontaminujicim
proteiniim, které se nezachytily na koloné nebo se zachytily jen slabé a byly vymyty.
Druhy vrchol je pozorovan pii eluci proteinit 100 mM octanem amonnym. Pozorujeme ho

mezi frakcemi 5-10 (elu¢ni objem 60-70 ml). Tento pik vykazuje absorbanci pii vSech
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ttech vlnovych délkach a odpovida eluci azurinu. Posledni vrchol je pozorovan na konci
eluce (frakce 17-22, eluéni objem 80-90 ml). Vykazuje vysoké hodnoty absorbance pii 280
a 241 nm a neni zde pozorovano maximum absorbance pti 630 nm. Tento elu¢ni vrchol
odpovida dalsim balastnim proteiniim a volnym iontéim Cu?*. Frakce, které vykazovaly
absorbanci pti 280 a 630 nm (charakteristické vlnové délky pro proteiny a azurin), byly

analyzovany pomoci SDS-PAGE (viz obr. 15)

#5 O #6  #7 #8 #9  #10 #11 Std. #18 #19  #20 #21 #22 #23 #24 #25 Std
A) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 ) 1 2 3 4 5 6 q 8 9
100 kDa
100 kDa
| 50 kDa
50 kDa 40 kDa
40kDa |
30 kDa
30 kDa
20 kDa
20kDa §
| 15kDa
15kDa |
10 kDa

10kDa ' %

Obr. 15: 15% polyakrylamidové elektroforeticky gel barveny CBB-R250 zobrazujici
vysledky chromatografie na koloné SP-Sepharosy. A) V draze 1 je vzorek, ktery byl
nanesen na kolonu; v draze 2 je vzorek ze spojené¢ho nanaseciho vrcholu (15-30 ml); v
drahach 3-9 jsou frakce 5-11; v draze 10 je standard molekulové hmotnosti. B) V drah4ch
1-8 jsou frakce 18-25; v draze 9 je standard molekulové hmotnosti. Na obou gelech Sipka

oznacuje relativni mobilitu odpovidajici molekulové hmotnosti azurinu.

Na obr. 15, A je elektroforeogram fraket, které predstavuji druhy vrchol na eluénim
profilu. Sipka oznaduje relativni mobilitu odpovidajici molekulové hmotnosti azurinu. Je
vidét, ze ve frakcich 5-11 je Cisty azurin. Ve vzorku, ktery byl nanesen na kolonu (draha
1), 1ze pozorovat fadu dalSich proteinovych prouzkl o vyssi hodnoté molekulové
hmotnosti. Tyto prouzky odpovidaji kontaminujicim proteintim, které se podatilo oddélit
na kolon¢ SP-Sepharosy od eluovanych frakcich azurinu. Na obr. 15, B jsou frakce

z tietiho vrcholu na elu¢nim profilu. Lze zde pozorovat, Ze frakce 18 jesté obsahovala
mensi mnozstvi azurinu. OvSsem navic obsahovala i fadu dalSich kontaminujicich proteint,
které se nachdzeji i ve vzorku nanaSeném na kolonu SP-Sepharosy (vzorek v draze 1, obr.

15, A).
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Na zakladé ziskanych elektroforeogramti SDS-PAGE, byly spojeny frakce 5-11 do
jednoho vzorku. V nasledujicim kroku bylo tfeba ptevést azurin do vhodného pufru.
Vzorek byl dvakrat dialyzovan proti 2 litrim 50 mM Tris-Cl (pH 7,4) pufru po dobu

2 hodin. Koncentrace finalniho preparatu byla upravena pomoci koncentratoru Amicon

Ultra 4 (cut off 10 kDa).

Cistota finalniho preparatu byla stanovena spektroskopicky. Z literatury je znamo, Ze
pomér absorbanci Ae3o/Azso u &istého Az je ~0,6 2°2°. Ziskany finalni preparat dosahl
poméru hodnot As30/A2g80 hodnoty 0,58. Spektrum finalniho preparatu je uveden na obr. 16.
Plnou carou je zobrazeno spektrum preparatu prevedeného do 10 mM Tris-Cl. Teckovana
¢ara ukazuje spektrum téhoz vzorku po PIXL experimentu s délkou fotolyzy 1 min (viz

kapitolu 6.10, str. 46).

Spektrum vzork( Az3 s pMet v T10 pred a po fotolyze

Az3 foto-Met T10
0.8 eeeeeAz3 foto-Met T10 po 1min fotolyze

-0.1

240 280 320 360 400 440 480 520 560 600 640 680 720
A/nm

Obr. 16: spektriim findlniho preparatu Az s foto-Met. PIné ¢ara zobrazuje spektrum vzorku
Az v 10 mM Tris-Cl. Teckovana ¢ara je spektrum stejného vzorku po 1 min fotolyze.
Pomér As3o/Azs0 u finalniho preparatu ¢ini 0,58. Po fotolyze je pozorovan pokles As3o

spojeny se zménou redoxniho stavu iontu médi v aktivnim centru.
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6.7 Exprese v LB mediu a izolace

Pro srovnéni pfi experimentech byl azurin exprimovan i v LB mediu. Pii expresi byl pouzit
stejny postup jako v piedchozim experimentu (viz kapitola 5.5, str. 26). Exprese byla
provedena v 3x 50 ml LB media (Amp100) v 250 ml Erlenmayerovych baikach. Pti této
produkci bezprostiedné po expresi byla do postupu zavedena inkubace bun¢k v 20% (m/v)
roztoku sacharosy (50 mM Tris, | mM EDTA, pH 7.,4). Tento krok m¢l zvysit uc¢innost

osmotického Soku.

Izolace byla provedena dle identického postupu jako ptedchozi izolace azurinu s foto-Met.
I ptes ucinngjsi osmoticky Sok byl v postupu ponechdn krok rozbiti bunék ultrazvukem.
Cas sonikace byl navysen na 4x 30 s. Oviem pii této izolaci sonikace byla provedena
pouze jednou. Azurin byl titrovan 100 mM CuSOg, €ast proteinu byla vysrazena sniZzenim
pH na hodnotu pH 4,5 500 mM roztokem octanu amonného (pro zmirnéni podminek
srazeni v postupu nebyla pouzita titrace kys. octovou). Po ptevedeni vzorku do 10 mM
octanu amonného, pH 4,5 pomoci dialyzy byl azurin oddélen chromatografii FPLC dle
stejné¢ho postupu. Elucni profil pii separaci vypadal velmi podobné obr. 14, str. 41 a proto
neni zde uveden. Frakce azurinu byly spojeny, dvakrat dialyzovany proti 1 litru 50 mM
Tris-Cl pufru, pH 7,4 po dobu 2 hodin a koncentrace findlniho preparatu byla upravena

pomoci koncentratoru Amicon Ultra 4 (cut off 10 kDa).

Ziskany azurin mél pomeér absorbanci As3o/Azs0 0,36. Pro vyhodnoceni mnozstvi ziskaného

Az bylo provedeno stanoveni koncentrace proteinu pomoci bicinchoninové kyseliny.

6.8 Optimalizace postupu izolace

Pro ziskédni vétsitho mnozstvi azurinu pro dal$i experimenty jsme provedli optimalizaci
izola¢niho postupu. Optimalizace byla provedena na vzorku azurinu exprimovaného v LB
mediu dle postupu popsanému v kapitole 5.5, str. 26. Experiment byl reprodukovan od
zacatku a k expresi byly pouzité Cerstve transformované buiiky. Exprese byla provedena

v 3x 50 ml media (Amp100) v 250 ml Erlenmayerovych baikach.

Vzhledem k jeji u€innosti v postupu byla zachovéana inkubace bun¢k v 20% (m/v) roztoku
sacharosy (50 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA, pH 7,4). Po provedeni osmotického Soku (krok
(b) ve schématu na obr. 9, str. 31) k bunécné suspenzi byla ptidana 1/50 celkového objemu

100 mM CuSOs (krok (c)). Tato hruba titrace méla umoznit inkorporaci Cu®" jiz pfti
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sonikaci v nasledujicim kroku (d) a snizit precipitaci azurinu pfi ptidavku 500 mM NHsAc
v kroku (g). Vzhledem k tomu, Ze azurin nepodléhal denaturaci a nadbyte¢né precipitaci
pii sonikaci v ptedchozich experimentech, ¢as sonikaci byl navysSen na 3x 2 min s 2 min

relaxaci na ledu. Po sonikaci byl azurin titrovan 100 mM CuSO4 dle UV-VIS detekce.

Pro usporu ¢asu kroky (i) a (g) byly spojeny do jednoho kroku (krok (h) byl nasledné
vynechan). Ke vzorku byl pfidan 500 mM octan amonny, pH 4,5 pro Gpravu pH na 4,5.
Nasledné¢ byl vzorek dialyzovan proti 2 litrim 10 mM octanu amonného pies noc pii 32°C.
Béhem této dialyzy doslo sou¢asné k precipitaci proteinu a inkorporaci Cu?" do aktivniho

centra Az.

Izolace dale pokracovala dle krokti popsanych ve schématu. Srazené proteiny byly
odd¢leny centrifugaci a azurin byl purifikovan pomoci FPLC chromatografie na koloné
SP-sepharosy. V kroku (m) izolovany protein byl pteveden do 20 mM Tris-Cl, pH 7.4.
Rozhodnuti pouzit pufr s mensi koncentraci soli bylo zaloZeno na experimentélnich datech

z nichz plyne, Ze vysoka koncentrace soli ovliviiuje tvorbu oligomeru azurinu.

6.9 Charakterizace finalniho preparatu. Stanoveni koncentrace proteinu

ve finalnich preparatech pomoci bicinchoninové kyseliny a inkorporaci foto-Met
pomoci MS

Stanoveni bylo provedeno dle postupu popsaného v kapitole 5.9, str. 32. Vzorky finadlnich
preparati (Az3 s Met a Az3 s foto-Met, kapitoly 6.6 a 6.7, str. 39 a 44) byly fedény dvakrat
a byly naneseny na desticku v duplikatech. Absorbance pii 562 nm byla zmétena na
spektrofotometru DeNovix (v mikroobjemu). Vysledky stanoveni jsou zndzornény

v tabulce 3.

Tabulka 3: vysledky stanoveni koncentraci proteinu ve findlnich preparatech pomoci BCA
s kalibraéni ptimkou s rovnici y = 1,2828x + 0,0826 (R? = 0,999) stanovenou pouzitim
BSA

Vzorek Asex (1) | Ase2(2) Ase cm (mg/ml) | Redéni | cm finami (mg/ml)

Az (foto-Met) | 0,724 0,632 0,678 0,465 2x 0,929

Az (Met) 0,483 0,479 0,481 0,310 2x 0,621
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Koncentrace proteinu ve finalnim preparatu (kapitola 6.8, str. 44) byla stanovena pomoci
BCA. Vzorek findlniho preparatu byl fedén dvakrat a nanesen na desticku v duplikatu.
Absorbance pfi 562 nm byla zméfena na ¢tecce destiCek Multiskan bio (Thermo
Scientific). Pro vyhodnoceni byla pouzita kalibra¢ni zavislost uvedena na obr. 17.

Vysledek stanoveni je znazornén v tabulce 4.

Tabulka 4: vysledky stanoveni koncentraci proteinu ve finalnim preparatu pomoci BCA

Ase2(1) | As2(2) | Asez | cm(mg/ml) | Reddni | cm finaii (Mg/ml)
0,127 0,127 0,127 0,301 2x 0,602

’

Kalbiracni pfimka stanoveni proteinu metodou BCA
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Obr. 17: Kalibra¢ni ptimka stanoveni koncentrace proteinu pomoci bicinchoninové

kyseliny — zavislost absorbance na koncentraci hovéziho sérového albuminu.

Mira inkorporace foto-Met ve findlnim preparatu byla stanovena pomoci MALDI-TOF
MS. Princip stanoveni je popsan v kapitole 5.7, str. 29. Dle vypoctu ze vSech tii

analyzovanych peptidi mira inkorporace foto-Met Cinila 17%.

6.10 Experimenty PIXL
Z literatury jsme zjistili, Ze mira oligomerizace Az zavisi na koncentraci Az a iontové sile

prosttedi !7. Proto jsme tyto vlivy podminek studovali pomoci metodiky PIXL.

PIXL experimenty byly provedeny s findlnim preparatem Az3 s foto-Met. (viz kapitola
6.6, str. 39).
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Pti prvnim experimentu byl studovan vliv mnoZzstvi proteinu na tvorbu oligomeru pfi
fotolyze. Vzhledem k tomu, Ze findlni preparat byl uchovavan v 50 mM Tris-Cl, n¢které
vzorky byly nafedény pifisluSnym zpusobem tak aby proteiny byly v protstiedi 20 mM
Tris-Cl. Vzorky byly pfipraveny dle néasledujiciho seznamu:

A) Zména mnozstvi proteinu (v 20 mM Tris-Cl)

e Al -5 ul Az3: 5 ul proteinového preparatu; 7,5 ul dH>O; 7,5 ul 20 mM Tris-Cl

e A2-1 ul Az3: 1 ul proteinového preparatu; 19 pl 20 mM Tris-Cl

e A3-0,2 ul Az3: 1 pul 5x fedéného proteinového preparatu; 19 ul 20 mM Tris-Cl

o A4-0,04 ul Az3: 1 pl 25x fedéného proteinového preparatu; 19 pl 20 mM Tris-Cl
K) Kontrola (5 pl Az3 preparatu v 20 mM Tris-Cl)

e K —kontrola: 5 pul proteinového preparatu; 7,5 ul dH>O; 7,5 ul 20 mM Tris-ClI

Vzorky A2 — A4 byly fotolyzovany 1 min, vzorek Al byl fotolyzovan 2 min, kontrolni
vzorek K nebyl fotolyzovan. Vysledky fotolyzy byly analyzovany pomoci SDS-PAGE.

Al A2 A3 A4 K Std.

20 20 20 20 20 iontova sila /mM

120 60 60 60 0 ¢as fotolyzy /s

1 2 3 4 9 6
‘ "\

It T 18 e
50 kDa

™37 kDa

—_

- 25kDa
=20 kDa

% 15kDa

10 kDa

Obr. 18: 15% polyakrylamidovy elektroforeticky gel barveny stiibrem zobrazujici
vysledky fotolyzy. V drahach 1-4 jsou vzorky A1 — A4. V draze 5 je kontrolni vzorek K,
ktery nebyl fotolyzovan. V draze 6 je standard molekulové hmotnosti. Sipka 1 oznacuje
relativni mobilitu odpovidajici dimeru Az. Sipka 2 oznaduje relativni mobilitu odpovidajici

intramolekularné zesitovanému Az.
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Jak ilustruje obr. 18, str. 47 (vzorky Al — A4, drahy 1-4) oligomery Az (viz relativni
mobilitu odpovidajici Sipce 1) jsou pozorované pouze ve vzorcich B1 a B2. Pti nizSich
koncentracich Az oligomery bud’ nevznikaji nebo nejsou detekovatelné pouzitym barvenim
sttibrem gelu SDS-PAGE. Proto u dalSich experimentli jsme vyuzili podminky Al. Toto

mnozstvi pfiblizné odpovida 4,5 pg proteinu a molarni koncentraci 16 pM.

Pti druhém experimentu PIXL byl studovan vliv iontové sily na Az3 s foto-Met (sada
vzorku B). Jako kontrolu jsme vyuzili dalsi dva proteiny: Az3 exprimovany v LB mediu
(vzorky E) a Az4 ,,All-Phe* (W48F, Y72F, Y108F) s foto-Met (vzorky D). U tohoto
mutantu azurinu jsou vS§echny Trp a Tyr nahrazeny za Phe. Az4 byl exprimovan a izolovan
Skolitelem a poskytnout pro tuto praci. Preparaty Az3 z LB a Az4 s foto-Met byly
pfevedeny do 10 mM Tris-Cl dialyzou proti 1 litru 10 mM octanu amonného. Dale jsme
studovali vliv doby vystaveni zafeni indukujici PIXL na Az3 s foto-Met (vzorky C).

V druhém experimentu byly pouzity nésledujici vzorky:

B) Zména iontové sily (Az3 s foto-Met)

e Bl - 10 mM Tris-Cl: 5 ul proteinového preparatu; 15 ul dH>O

e B2 -20 mM Tris-Cl: 5 ul proteinového preparatu; 7,5 ul dH>O; 7,5 pul 20 mM Tris-Cl

e B3 -50 mM Tris-Cl: 5 pul proteinového preparatu; 15 ul 50 mM Tris-Cl

e B4 -100 mM Tris-Cl: 5 pl proteinového preparatu; 15 pl 100 mM Tris-Cl

C) Zmeéna Casu fotolyzy (Az3 s foto-Met)

e C1-20mM Tris-Cl: 5 ul proteinového preparatu; 7,5 ul dH20; 7,5 pl 20 mM Tris-Cl

e (C2-20mM Tris-Cl: 5 ul proteinového preparatu; 7,5 ul dH20; 7,5 pl 20 mM Tris-Cl

e (3 -50mM Tris-Cl: 5 pul proteinového preparatu; 15 pul 50 mM Tris-Cl

e (4 -50mM Tris-Cl: 5 pul proteinového preparatu; 15 pl 50 mM Tris-Cl

K) Kontroly

e KI —kontrola Az3 s foto-Met v 20 mM Tris-Cl: 5 ul proteinového preparatu; 7,5 ul
dH>0; 7,5 ul 20 mM Tris-Cl

e K2 —kontrola Az4 s foto-Met v 10 mM Tris-Cl: 14 ul proteinového preparatu; 6 pl
dH>O

D) Az4 s foto-Met

e DI — 10 mM Tris-Cl: 14 ul proteinového preparatu; 6 pl dH.O

e D2 —-20 mM Tris-Cl: 14 pul proteinového preparatu; 3 pul dH20; 3 pl 100 mM Tris-Cl

e D3 - 50 mM Tris-Cl: 14 ul proteinového preparatu; 5 ul dH>O; 1 ul 1 M Tris-Cl
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e D4 - 100 mM Tris-Cl: 14 ul proteinového preparatu; 5 ul dH>O; 2 pul 1 M Tris-Cl
E) Az3zLB

e EI1-10mM Tris-Cl: 14 pl proteinového preparatu; 6 ul dH>O

e E2—-20 mM Tris-Cl: 14 pl proteinového preparatu; 3 pl dH2O; 3 pl 100 mM Tris-Cl
e E3—50mM Tris-Cl: 14 ul proteinového preparatu; 5 ul dH2O; 1 ul 1 M Tris-Cl

e E4—100 mM Tris-Cl: 14 ul proteinového preparatu; 5 ul dH2O; 2 pul 1 M Tris-Cl

Vzorky B1 — B4, D1 — D4 a E1 — E4 byly fotolyzovany 1 min, vzorky C1 a C3 byly
fotolyzovany 20 sec a vzorky C2 a C4 byly fotolyzovany 2 min. Kontrolni vzorky K1 a
K2 nebyly fotolyzovany. Vysledky fotolyzy byly analyzovany pomoci SDS-PAGE a
UV-VIS spektroskopie.

Bl B2 B3 B4 Cl C2 C3 C4 K1 Std. DI D2 D3 D4 K2 Std
10 20 50 100 20 20 50 50 20 10 20 50 100 10 iontovi sila /mM
60 60 060 60 20 120 20 120 0 60 60 60 60 0 ¢as fotolyzy /s
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
. s — g— | — -~ \ ‘ E 75 kDa
' ' - 50 kDa
& 37 kDa
—

- B 25 kDa
- e 20 kDa

W 15kDa

10 kDa

Obr. 19: 15% polyakrylamidovy elektroforeticky gel barveny stfibrem zobrazujici

vysledky fotolyzy. V drahach 1-4 jsou vzorky Az3 s foto-Met B1 — B4, ve kterych se méni
iontova sila pufru. V drahéach 5-8 jsou vzorky Az3 s foto-Met C1 — C4, které se 1i$i Casem
fotolyzy. V drdhach 11-14 jsou vzorky Az4 s foto-Met D1 — D4. V drahach 9 a 15 jsou
kontrolni vzorky K1 a K2, které nebyly fotolyzovany. V drahéach 10 a 16 je standard
molekulové hmotnosti. Sipka 1 oznacuje relativni mobilitu odpovidajici dimeru Az. Sipka
2 oznacuje relativni mobilitu odpovidajici kovalentné intramolekularné propojenému Az.

Sipka 3 — keratin degradovany fotolyzou, $ipka 4 — nativni keratin.
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Gel uvedeny na obr. 19, str. 49 ilustruje vysledek druhého experimentu PIXL. Mizeme zde
pozorovat vliv iontové sily na stabilitu oligomeru Az. Sipka 1 oznacuje relativni
pohyblivost odpovidaci dimeru Az. Maximalni intenzitu prouzku pozorujeme ve vzorcich
B1 (dréha 1) a B2 (dréha 2). Dale dochazi k poklesu stability dimeru pti zvysSeni
koncentrace pufru (vzorky B1 — B4, drahy 1-4). Stejny trend pozorujeme u
intramolekularn€ propojené¢ho Az (relativni pohyblivost, které odpovida Sipka 2). Trend je
pozorovan i ve vzorcich Az4 s foto-Met (D1 — D4, drahy 11-14). Prouzky dimeru maji

vysokou intenzitu ve vzorcich D1 a D2 a téméf nejsou vidét ve vzorcich D3 a D4.

Hned pod prouzkem dimeru (relativni pohyblivost, které odpovida Sipka 3) se nachazi dalsi
proteinovy prouzek, ktery vykazuje opacny trend. Tento prouzek odpovida keratinu, ktery
je pravdépodobné degradovan fotolyzou pii vysokych koncentracich soli. Odpovida tomu
pokles intenzity prouzku (viz poloha Sipky 4) keratinu od vzorku B1 ke vzorku B4. Identita

prouzku keratinu byla stanovena pomoci MS $kolitelem.

Dle naSich o¢ekavani v kontrolnich vzorcich K1 a K2 (drdhy 9 a 15) neni pozorovéan dimer

ani intramolekularné propojeny Az.

Vliv doby fotolyzy na tvorbu oligomerii Az je imérny délce ozafeni. Pti prodlouZeni doby

fotolyzy pozorujeme vétsi intenzitu prouzkd dimeru.

Pted a po fotolyze byla zmétena spektra vzorku (DeNovix, mikroobjem). U vzorku Az3
s foto-Met byl pozorovan pokles hodnoty Ag3s viz obr. 16, str. 43 v kapitole 6.6, str. 39.
Proto bylo pfistoupeno k detailni analyze UV-VIS spekter v piipad¢ experimentt PIXL.
Ukazalo se, ze velikost zmén hodnot Agzs v pribéhu PIXL experimentu je zavisla na
iontové sile. V 20 mM Tris-Cl rozdil absorbance pied a po fotolyze je maximalni a
dosahuje 0,05. Pfi snizeni koncentrace Tris-Cl na 10 mM dochézi k poklesu rozdilu na
0,02. Pti zvySeni iontové sily rozdil poklesl na hodnotu 0,045 v 50 mM Tris-Cl a 0,04

v 100 mM Tris-Cl. Spektra vzorku B1 — B4 jsou uvedeny na obr. 20, str. 51. Zobrazen je

pouze interval vinovych délek v rozsahu 580-680 nm.

Spektra vzorki Az4 s foto-Met (D1 — D4) jsou ukazana na obr. 21, str. 52. 1 zde je
zobrazen pouze interval vinovych délek v rozsahu 580-680 nm. Pozorujeme zde pokles
Ag3s stejné jako u Az3 s foto-Met. Vykazuje stejny trend a velikost poklesu je srovnatelna

s poklesem ve vzorcich Al — A4.
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Absorbance

U Az3 z LB zména Ae3s vykazuje stejnou zavislost na iontové sile jako u Az3 s foto-Met.

Hodnota poklesu Ag3s je mensi nez u Az3 a Az4 s foto-Met.

0.4

Spektrum vzork( Az3 s foto-Met pred a po fotolyze

0.1
0.05
0
580 590 600 610 620 630 640 650 660 670 680
A/nm

Az3 foto-Met T10
Az3 foto-Met T50
e eeeeAz3 foto-Met T10 po 1 min fotolyze
eeeeeA73 foto-Met T50 po 1 min fotolyze

Az3 foto-Met T20

Az3 foto-Met T100

e eeeeAz3 foto-Met T20 po 1 min fotolyze
Az3 foto-Met T100 po 1 min fotolyze

Obr. 20: Spektrum vzorkli B1 — B4. PIné ¢ary zobrazuji spektrum vzorki pted fotolyzou,

teCkované po fotolyze po dobu 1 min. Nejvétsi pokles Agss je pozorovan ve vzorku A2

(T20). Pfi sniZeni ¢i zvySeni iontové sily dochazi ke sniZeni hodnoty zmény Ags3s.
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Obr. 21: Spektrum vzorkti D1 — D4. PIné ¢ary zobrazuji spektrum vzorkt pied fotolyzou,

teCkované po fotolyze po dobu 1 min. Nejvétsi pokles Agss je pozorovan ve vzorku D2

(T20). Pti snizeni ¢i zvySeni iontové sily dochazi ke sniZzeni hodnoty zmény As3s stejné

jako u vzorku Az3 s foto-Met.
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7 Diskuze

Azurin se Uspé$né exprimuje v E. coli B834 jak v bohatém LB mediu, tak i v mineralnim
mediu M9 s Met ¢i foto-Met, viz obr. 11, str. 35 a obr. 12, str. 36. Exprese v M9 mediu je
oproti LB mediu zpomalena ale neovliviiuje celkovou Zivotaschopnost a funk¢nost bun¢k
podobné jako u eukaryotnich bunék 2°. Substituce Met za jeho strukturni foto analog foto-
Met v M9 mediu nemé zasadni vliv na vytézek exprese po 17-20 hodinach. Vytézky
exprese dobie korespondovaly s vysledky literatury 7'!°, Snizen4 teplota ovliviiuje buiiky
E. coli jen mélo, ale zpomaluje degradaci dostupného foto-Met nebo exprimovaného Az.
Kratsi exprese (do 4 hodin) neposkytuje dostate¢né mnozstvi proteinu a tedy vyznamné

komplikuje nasledujici izolaci Az.
V minulosti pouzivany postup purifikace byl v této praci optimalizovan.

Piivodni postup zahrnoval provedeni lyze bunék pouze pomoci osmotického Soku.

V prvnim postupu izolace (viz kapitola 6.6, str. 39) jsme tento krok nahradili vyuzitim
sonikacni proby. Dostate¢nou ti€innost rozbiti bunck jsme zajistili az pfi trojitém pouZziti
sonika¢niho cyklu. Proto jsme v nasledujici purifikaci (kapitola 6.7, str. 44) pouzili
kombinaci osmotického Soku (inkubace bunék v 20% (m/v) roztoku sacharosy po expresi,
zmrazeni bunék pii -20°C a nasledna inkubace v 500 uM MgCl, 20 min. na ledu) a
naslednou sonikaci (4x 30 s s 1 min relaxaci na ledu). Timto postupem jsme zajistili

dostatec¢nou 1yzi bun¢k bez nutnosti vicendsobné sonikace.

DalS8im krokem, ktery bylo nutné optimalizovat, bylo sraZeni/precipitace 500 mM octanem
amonnym, pH 4,5 s naslednou upravou pH pomoci kyseliny octové. Stavalo se, Ze
dochézelo k velkym ztratam azurinu, ktery mél pii kyselé precipitaci balastnich proteini
zlstat v roztoku. Pfi¢inou mohlo byt Spatné prostorové uspotfadani proteinu a tedy 1 sniZeni
jeho rozpustnosti za podminek precipitace (pH 4,5). Proto jsme vyuzili poznatek

z literatury 1013

, ze iont médi pomdha zaujimani spravného prostorového uspotradani
azurinu a pred krokem sonikace bunék vlozili hrubou titraci CuSO4. Timto krokem doslo
ke zvySeni inkorporace centralniho iontu kovu do proteinu a soucasné se zvysila jeho
stabilita pii precipitaci 500 mM octanem amonnym, pH 4,5 a Gpravou pH piidavkem kys.
octové. Soucasné jsme zménili podminky kyselé precipitace, a pro tpravu pH jsme pouZili

pouze titraci 500 mM octanem amonnym, pH 4,5. Od této Upravy protokolu jiZ nedoslo
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k nezadouci precipitaci Az s balastnimi proteiny ani pii jedné purifikaci riznych verzi ¢i

ptirozené¢ho proteinu azurinu.

Dalsi optimalizaci postupu bylo slou¢eni kroku kyselé precipitace balastnich proteinu pii
pH 4,5 pii 32°C s dialyzou proti 10 mM octanu amonnému, pH 4,5. Supernatant, ziskany
po centrifugaci takto ptipraveného preparatu, 1ze hned nanéaset na kolonu SP-Sepharosy a

dojde tak k vyraznému zkraceni postupu. (viz kapitolu 6.8, str. 44).

Az byl purifikovan chromatografii FPLC na koloné SP-Sepharosy. Dle nasich pozorovani,

které se shoduji s literaturou >, “wild-type Az se dobfe eluuje 100 mM octanem

amonnym, pH 4,5. Po chromatografii jsme ziskali téméf Cisty Az. PouZité kroky a objem
postupného (skokového) gradientu rostouci iontové sily pouzitého pufru (10 mM, 20 mM a
40 mM octan amonného, pH 4,5) je vhodné zachovat, protoze pti pouziti 40 mM octanu
amonného jiz dochazi k postupnému pohybu proteinu na koloné (vyuZito bylo azurové

zbarveni Az dobfe viditelné po vazbé na nosi¢ kolony SP-Sepharosy, viz obr. 22)

Obr. 22.: Kolona SP-Sepharosy. Azurové zbarveny prouzek je Az navazany na nosic.

Vsechny takto ptipravené preparaty Az jsme charakterizovali a nasledné pouzili v PIXL

experimentech.

Diskutabilni je srovnani vysledkt inkorporace foto-Met stanovené v bunécném lyzatu a
nasledné ve findlnim preparatu. Diskrepanci ziskané hodnoty 17% inkorporace foto-Met ve

finalnim preparatu od ur¢ené hodnoty v bunéénych preparatech (60 az 70% pro peptidy
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42-70 a 104-122, nebo 35% pro peptid 1-24, viz kapitolu 6.4, str. 37) nelze pravdépodobné
vyloucit pribéhem purifikace (napft. selektivni nabohacovani proteinu s Met ¢i selektivni
precipitace a ztraty proteinu s foto-Met). Takového chovani azurinu nebylo pozorovano pii
zadné jiné purifikaci formy azurinu s foto-Met a proto se po diskusi se Skolitelem
ptiklanime k vysvétleni, ze doslo k lidskému selhani a do purifikace byla pfidana peleta

buné¢k s exprimovanym azurinem v LB mediu (tedy s Met v sekvenci proteinu).

Pti PIXL experimentech jsme pozorovali vznik dimeru Az pii vyssich koncentracich
proteinu. Kviili nizké mite inkorporace foto-Met ve finalnim preparatu by $lo
predpokladat, ze absence prouzku oligomeru ve vzorcich s nizsi koncentraci (viz obr. 18,
str. 47) je dana nedostate¢nou citlivosti detekce. Ovsem v literatuie ! se setkdvame

s experimenty, pii kterych oligomery Az také nejsou pozorovany pii nizkych
koncentracich proteinu (pod 70 uM), mizeme tedy predpokladat, ze Az opravdu pfi nizké

koncentraci v roztoku (16 uM) netvoii oligomery a velice slabé dimer.

Pti fotolyze Az s foto-Met dochazi k poklesu Ae3s, ktery naznacuje zménu redoxniho stavu
iontu médi v aktivnim centru proteinu. Pokles absorbance zavisi na iontové sile prostiedi.
Je nejvyssi v 20 mM Tris-Cl a klesa pti sniZeni €1 zvySeni koncentrace pufru (viz obr. 20,
str. 51). Pfitomnost foto-Met zjevné ma vliv na tuto zménu. Ackoli v blizkosti iontu mé&di
se nachazi Trp, ktery je schopny tvorby radikald po vystavéni UV zateni 3%, které bylo
pouzito pii experimentu PIXL, a nasledného ptenosu elektronu na iont médi v aktivnim
centru "3, Tento vliv chovéani Trp byl eliminovdn zdménou této aminokyseliny za Phe

v proteinu oznaceném ,,All-Phe®, ve kterém jsou aminokyselinou Phe kromé Trp48
nahrazeny i Tyr v poloze 72 a 108. U tohoto proteinu jsme pozorovali pfi experimentu
PIXL srovnatelnou velikost poklesu As3s jako u ,,wild-type* Az. Soucasné byla
pozorovana podobna zavislost zmény As3s na iontové sile s maximalni hodnotou pfti
iontové sile 20 mM Tris-Cl pufru. U vzorku Az3 z LB, kde neni pfitomen foto-Met, jsme
pozorovali jen malou zménu absorbanci pii 630 a 635 nm. Pravdépodobné postranni
fetézce aminokyseliny Trp anebo Tyr participuji jen malo na tvorb¢ radikalovych forem,
které jsou schopné zménit redoxni stav centralniho atomu médi. Oba kontrolni
experimenty vSak potvrzuji pravdépodobnou moznost tvorby reaktivnich forem foto-Met
v experimentu PIXL schopnych zmény redoxniho stavu centralniho atomu médi ve

struktuie Az.
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Pro zlepSeni dosazeného porovnani by bylo dobré exprimovat a izolovat Az s vétsi
inkorporaci foto-Met, a porovnat experimenty PIXL s timto preparatem s vysledky praci

vénovanych Az s Met 11617,
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8 Zavér

Pomoci rekombinantni exprese v auxotrofnich bunkach E. coli B§34 jsme zavedli
strukturni analog piirozené aminokyseliny Met do sekvence proteinu azurin Pseudomonas
aeruginosa. Pro ziskani Az maximalni miry inkorporace foto-Met s mirou piiblizné 70%
jsme pouzili nasledujici podminky: 3x promyti PBS, exprese pii 30°C, minimalni dobu

18 hod.

Foto-Met zavedeny do struktury proteinu azurin P. aeruginosa ovliviiuje pfi experimentu
PIXL oxidoreduk¢ni stav iontu médi v aktivnim centru azurinu. Pokles As3s po fotolyze
naznacuje zménu oxidacniho stavu iontu médi. Tato zména zavisi na iontové sile prostiedi
a je maximalni pii pouziti 20 mM Tris-Cl pufru. Mira vlivu svétlem indukovaného foto-
Met na vlastnosti aktivniho centra Az neni zcela jasnd, protoze blizko aktivniho centra se
nachdzi Trp, ktery je také potencidlnim zdrojem elektronu pfi fotolyze. Provedena zdména
této aminokyseliny za fenylalanin pomoci cilené mutageneze (,,All-Phe* mutant) jen
¢astecné ovlivnila redoxni zmény iontu médi pii experimentu PIXL. Pfirozeny protein

s Met v sekvenci poskytuje jesté mensi ovlivnéni.

Azurin tvoii oligomery v roztocich pii vySSich koncentracich proteinu. Byl pozorovan
vznik kovalentniho dimeru metodou PIXL ve dvou pravdépodobnych orientacich. Tedy
alespoii jeden Met (v pozici 13, 44, 56, 64, 109 a 121) se nachazi v blizkosti interakéniho
rozhrani Az. Soucasné byl pozorovan vznik intramolekularn€ propojeného Az. Sila
transientni interakci tvofici dimer zavisi na iontové sile prostfedi a proto 1ze predpokladat

tvorbu iontovych part.

Na zakladé vsech vysledki 1ze konstatovat, ze metoda PIXL je vyuZzitelnd nejen pro

studium protein-proteinovych interakci, ale 1 ET.
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