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Abstrakt

Uropatogenni bakterie Escherichia coli jsou primarni pfi¢inou infekci mocového traktu.
Jednim z faktorii virulence téchto bakterii je a-hemolyzin (HlyA), ktery patii mezi
cytolytické RTX (Repeats in ToXin) toxiny sekretované nékterymi gramnegativnimi
patogennimi bakteriemi. RTX toxiny sdili nékolik charakteristickych strukturnich
a funk¢nich domén a segmentt: (1) N-koncovou hydrofobni doménu tvotici membranové
pory, (2) acylovany segment, v némz jsou dva lysinové zbytky modifikovany fetézci
mastnych kyselin, (3) repetitivni (RTX) doménu vazajici vapenaté ionty a (4) C-koncovy
sekre¢ni signdl, ktery je rozpoznavan sekre¢nim systémem typu 1. HlyA je syntetizovan
jako neaktivni protoxin (proHlyA), k jehoz aktivaci dochdzi kovalentni acylaci
e-aminoskupiny dvou konzervovanych lysinovych zbytkd, K564 a K690, pomoci
koexprimované acyltransferasy HlyC. Jako donor acylového fetézce slouzi acyl-acyl
carrier protein (acyl-ACP). Molekularni mechanismus, kterym acyltransferasa HlyC

interaguje s acyl-ACP a proHlyA je prozatim jen malo prozkouman.

Cilem ptedkladané bakaldiské prace bylo nalézt aminokyselinové zbytky
ucastnici se interakce mezi proteiny HlyC a ACP. Na zaklad¢ in silico interakéniho
modelu HlyC s ACP byly v HlyC predikovany kladn¢ nabité zbytky a v ACP negativné
nabité zbytky, které by se mohly Ucastnit elektrostatické interakce mezi obéma proteiny
diky tvorbé naésledujicich interakénich par: R49-E61, K105-D57, R108-E48,
R120-D36 a K129-D39. Nejdiive byly pfipraveny mutantni varianty HlyC, resp. ACP
se zavedenymi bodovymi substitucemi predikovanych interagujicich zbytkl. Nasledné
byl pomoci bakterialniho dvouhybridniho systému testovan vliv mutantnich variant HlyC
na interakci s ACP. Byly nalezeny zbytky R108 a R120 v proteinu HlyC jako nezbytné
pro interakci s ACP. Zbylé testované substituce v acyltransferase (R49A, KI105A
a K129A) interakci vyrazn€ neovlivnily. Testovdnim vlivu mutantnich variant ACP
na interakci s HlyC byly nalezeny zbytky E48 a D36 v ACP jako nezbytné pro interakci
s HlyC. Substituce D57A a D39A v ACP sniZily interakci s HlyC pfiblizn€ na polovinu
a substituce E41A vyrazné€ neovlivnila interakci s HlyC. Tyto vysledky ukazuji, Ze pro
interakci HlyC s ACP jsou zcela zasadni dva interakéni pary, R108—E48 a R120-D36.

Klicova slova:
a-hemolyzin HIyA, acyltransferasa, posttranslacni modifikace, acyl carrier protein,

bakterialni dvouhybridni systém



Abstract

Uropathogenic bacteria Escherichia coli are the primary cause of urinary tract infections.
One of the virulence factors of these bacteria is a-hemolysin (HlyA), a protein belonging
to the cytolytic RTX (Repeats in ToXin) toxins secreted by some gram-negative
pathogenic bacteria. RTX toxins share several characteristic structural and functional
domains and segments: (1) an N-terminal hydrophobic pore-forming domain,
(2) an acylated segment where two lysine residues are modified by fatty acid chains,
(3) arepetitive (RTX) domain binding calcium ions, and (4) a C-terminal secretion signal
recognized by the type 1 secretion system. HIyA is synthesized as an inactive protoxin
(proHlyA), which is activated by covalent acylation of the e-amino groups of two
conserved lysine residues, K564 and K690, by the co-expressed acyltransferase HlyC.
Acyl-acyl carrier protein (acyl-ACP) serves as the acyl chain donor. However,
the molecular mechanism by which the acyltransferase HlyC interacts with acyl-ACP

and proHIyA is currently poorly understood.

The aim of this bachelor thesis was to identify amino acid residues involved
in the interaction between HlyC and ACP proteins. Based on an in silico interaction model
of HlyC and ACP, positively charged residues in HlyC and negatively charged residues
in ACP were predicted to participate in the electrostatic interactions between the two
proteins due to the formation on the following interaction pairs: R49-E61, K105-D57,
R108-E48, R120-D36, and K129-D39. First mutant variants of HlyC and ACP,
respectively, were prepared with introduced point substitutions of the predicted
interacting residues. Subsequently, the effect of mutant HlyC variants on the interaction
with ACP was tested using a bacterial two-hybrid system. The residues R108 and R120
in the HlyC structure were found to be essential for the interaction with ACP.
The remaining tested substitutions of acyltransferase R49A, K105A, and K129A did not
significantly affect the interaction. By testing the influence of mutant variants of ACP
on the interaction with HlyC, residues E48 and D36 in ACP were found to be essential
for the interaction with HlyC. The substitutions D57A and D39A in ACP reduced
the interaction with HlyC by approximately half, and the substitution E41A did not
significantly affect the interaction with HlyC. These results indicate that two interaction
pairs, R108—E48 and R120-D36, are crucial for the interaction of HlyC with ACP.

Key words

a-hemolysin HlyA, acyltransferase, posttranslational modification, acyl carrier protein,
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Seznam zkratek a symbolii

ABC
AC

Amp
ATP

BACTH

cAMP
CAP
CyaA
Da

DNA
dNTP

EDTA
HlyA

IPTG

Kan
LB
LPS
MCS
MFP
OD
OMP

ONPG

ATP-vazajici kazeta, z angl. ATP-binding cassette
adenylatcyklasa

ampicilin

adenosintrifosfat, z angl. adenosine triphosphate

bakterialni adenylatcyklasovy dvouhybridni (systém), z angl. bacterial
adenylate cyclase two hybrid (system)

par bazi, z angl. base pair

cyklicky adenosinmonofosfat, z angl. cyclic adenosinmonophosphate
katabolicky aktivacni protein, z angl. catabolite activator protein
adenylatcyklasovy toxin

Dalton, hmotnostni jednotka

deoxyribonukleova kyselina, z angl. deoxyribonucleic acid
deoxyribonukleotidtrifosfat, z angl. deoxynucleotide triphosphate
kyselina ethylendiamintetraoctovd, z angl. ethylenediaminetetraacetic acid
a-hemolyzin

isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid, z angl. isopropyl-p-D-

-thiogalactopyranoside

kanamycin

Luria Bertani

lipopolysacharid

vicenasobné klonovaci misto, z angl. multiple cloning site
membranovy fuzni protein, z angl. membrane fusion protein
optickd denzita, z angl. optical density

protein vnéjSi membrany, z angl. outer membrane protein

ortho-nitrofenyl-p-D-galaktosid, z angl. ortho-nitrophenyl-p-D-galactoside



PCR

RTX

SDS

T1SS

Tris

UPEC

wt

polymerasova fetézova reakce, z angl. polymerase chain reaction

repetice v toxinu, z angl. Repeats in ToXin
dodecylsiran sodny, z angl. sodium dodecyl sulfate

sekre¢ni systém typu 1, z angl. type 1 secretion system

tris(hydroxymethyl)aminomethan

uropatogenni Escherichia coli, z angl. uropathogenic E. coli

divoky typ, z angl. wild type
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1 Teoreticky Uvod

1.1 Bakterie Escherichia coli

Escherichia coli je gramnegativni, fakultativné anaerobni nesporulujici bakterie, kterou
objevil a popsal némecky pediatr Theodor Escherich v roce 1885'2. Izoloval ji z vykali
kojencti a pojmenoval ji Bacterium coli commune'. Oznadeni ,,commune* v nazvu
se vztahovalo na bézny vyskyt tohoto organismu jak u kojenct, tak i u dospélych. Pozdéji

byla bakterie pojmenovana Escherichia coli podle svého objevitele.?

Bunka E. coli mé tyCinkovity tvar s délkou kolem 2-3 pm a primérem
0,5-0,8 um*. E. coli mize 7it na §iroké $kale substratli a pouziva smisenou kyselou
fermentaci v anaerobnich podminkéch, pficemz produkuje laktat, sukcinat, ethanol, acetat
a oxid uhli¢ity®. Optimalni rist je pfi 37 °C, ale nékteré laboratorni kmeny dokézi riist
i pti teplotach az 49 °CS. E. coli je tedy mozné péstovat na b&znych i selektivnich médiich,
ale v klinické praxi se nejcastéji kultivuje na selektivnim MacConkey agaru s laktosou,

kterou je schopna fermentovat’.

Bakterie E. coli bézné tvoii stfevni mikrofloru teplokrevnych zivocicht a podili
se na traveni a syntéze urcitych vitaminti, predevsim vitaminu K>®. Je to prevladajici
anaerobni organismus v gastrointestindlnim traktu, pfestoze ji aerobni bakterie poctem
prevySuji. Bakterie E. coli je jednou z prvnich bakteridlnich druht, které kolonizuji stfevo
kojencli po narozeni. Po dvou letech se jejich hustota osidleni stabilizuje, dokud
se v pokrocilém v€ku nezacne sniZovat. Pocatecni kmeny mohou pochézet z fekalni
mikrofléry matky, popfipadé od persondlu v porodnicich.” Tyto komenzalni kmeny
ziidka zpusobuji onemocnéni. Nékteré klony ovSem ziskaly specifické faktory virulence,
které jim umoZiluji adaptovat se na nova mista v té€le hostitele a tim vyvolat Siroké

spektrum nemoci.’

Dle faktori virulence miZzeme kmeny E. coli dé€lit na komenzalni a patogenni,
zodpovédné za stfevni a mimostievni onemocnéni. Skupina mimostievnich patogenti
zahrnuje uropatogenni E. coli (UPEC, z angl. uropathogenic E. coli), E. coli spojenou

s neonatalni meningitidou, sepsi a ptaci patogenni E. coli.?

11



1.1.1 Uropatogenni E. coli a infekce moc¢ového traktu

Infekce mocového traktu jsou nejcastéji se vyskytujici bakteridlni infekce u lidi, vétSinou
jsou ziskany v nemocnici.'®!! Nejcastéjsi piicinou jejich vzniku jsou uropatogenni kmeny
E. coli (UPEC). Kromé¢ nich mohou ob¢asné vyvolat infekce mocového traktu 1 bakterie
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus

faecalis, Enterobacter cloacae, Streptococcus bovis a kvasinka Candida albicans."

Vznik infekce mocovych cest nastava, kdyz uropatogeny osidlujici stfevo
kolonizuji mocovou trubici a nasledné mocovy méchyi piasobenim specifickych
adhezint. Pokud se bakterie dokdzou vyhnout imunitnimu systému, za¢nou se mnozit
a produkovat toxiny a enzymy podporujici jejich preziti. Vytvari se bakterialni biofilmy
s tvorbou intracelularnich komunit mocového méchyte, které hraji dulezitou roli, nebot’
jsou zodpovédné za pretrvavani a opakované vraceni se infekci. V této formé jsou

bakterie schopny obejit vrozené imunitni odpovédi hostitele.'!!?

Diky riznym faktorGm virulence se mohou patogenni bakterie dostat z dolnich
mocovych cest do ledvin a zpiisobit tam akutni pyelonefritidu. Pokud patogen ptekroci
epitelidlni bariéru ledvin a dostane se do krevniho obéhu, infekce miize prertst

aZ do bakteriémie®'!.

1.1.2 Faktory virulence uropatogennich E. coli

Virulence je kvantitativni vyjadieni patogenity urcitého kmene bakterii. Faktory
virulence jsou bunécné struktury, molekuly a regulani systémy, které umoZiiuji
bakterialnim patogentim napiiklad kolonizovat hostitele, obejit jeho imunitni systém,
ziskavat od hostitele vyzivu, ale 1 zptsobit jeho poskozeni. Jsou nezbytné pro pieziti
bakterii a prispivaji ke vzniku onemocnéni.'* Jednotlivé faktory virulence UPEC jsou

znazornény na obrazku (Obr. 1, str. 13).

Hlavnimi faktory virulence UPEC jsou adheziny (fimbridlni i afimbrialni), které
bakteriim umoziuji pfilnout k buiikdm hostitele a zabezpecuji tak kolonizaci. Jedna
se zejména o fimbrie typu 1 a P fimbrie. Hlavnimi receptory pro vazbu UPEC jsou
glykoproteiny uroplakiny exprimované bufikami povrchu mocového méchyte
a mocovodl. Tyto receptory obsahuji D-manosu a jsou tak rozpoznavany fimbriemi
typu 1. P fimbrie se vazi na glykolipidové struktury hostitelskych bunék a jsou nezbytné

pro usp&nou kolonizaci ledvin.”!* Mezi dalsi typy adhezin® patii i curli ze tiidy
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amyloidi, které jsou spolu s celulosou hlavnimi slozkami biofilmu chraniciho bakterie

pred neptiznivymi podminkami prostiedi'>.

adheziny LPs toxiny

pili . cytotoxicky nekrotizujici faktor 1

o9
% r a-hemolyzin
-5
L 4

| c e autotransportéry
serinovych proteas
Enterobacteriaceae

|
Fo* \\ kapsula

siderofo S \
ry o \ 7 _
q e -~ t’%, O-antigen

afimbridlni
adheziny

0%

curli

v
v i celulosa
hemové receptory salmochelin L}

ziskavani zeleza vyhybani se imunitnimu systému

Obr. 1: Faktory virulence uropatogennich kmenii E. coli. Bakterie vyuzivaji rizné adheziny,
toxiny a strategie, diky nimz dokazou infikovat mocové cesty, obejit imunitni systém hostitele
a piezit v ném. Obrazek byl pfevzat a upraven'?,

Ziskavani zeleza je kritickym pozadavkem pro preziti UPEC v prostiedi
mo&ovych cest, kde je Zeleza nedostatek. Zelezo se v organismu vyskytuje vézané
na rtizné hemoproteiny, zejména jako sou¢ast hemu, a neni pro bakterie volné dostupné.'?
Bakterie si pro jeho vychytavani vyvinuly specializované molekuly, siderofory, které
chelatuji Zelezité kationty'. Na vné&j$i membrané maji bakterie i hemové receptory, které
vazou hem po lyze erytrocytt'>.

UPEC také produkuji toxiny naruSujici integritu hostitelskych bunek,
coZ umoznuje Sifeni bakterii do hlubsSich vrstev tkané, kde maji ptistup k dalSim zivinam.
SloZzkou bunécné stény je endotoxin — lipopolysacharidovy komplex (LPS). Sklada
se z hydrofobniho lipidu A zodpovédného za toxicitu. Na ném jsou pfes oligosacharidové
jadro navazany specifické O-antigeny, které jsou zodpoveédné za schopnost UPEC tlumit
indukei cytokinti a chemokinii v buiikach epitelu.!*!® LPS rovnéz poskytuje bakteriim

odolnost vii¢i hydrofobnim antibiotikiim'2.

vvvvvv

a cytotoxicky nekrotizujici faktor 1'!. HlyA vyvoldva oscilace vépenatych kationtii

v tubularnich epitelidlnich builkkdch ledvin, ¢imZ potencialné zvySuje kolonizaci
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mocovodu a ledvinového parenchymu narusenim normélniho toku moci. Tento toxin je

také spojen s poskozenim a zjizvenim ledvin.!?

Ptiblizné€ polovina kment UPEC byla schopna lyzovat erytrocyty. V 60. letech
20. stoleti se ukazalo, ze hemolyza byla zprostiedkovana pravé sekretovanym HIyA.
Geny zodpovédné za jeho sekreci a aktivaci byly identifikovany béhem nasledujicich

desetileti.!”

1.1.3 a-hemolyzin HiyA

HIlyA je polypeptid o délce 1024 aminokyselinovych zbytki a molekulové hmotnosti
110 kDa. Patii do skupiny RTX (Repeats in ToXin) cytotoxint, které jsou produkovany
gramnegativnimi bakteriemi.'® Jak anglicky nazev této skupiny napovida, viechny RTX
toxiny nesou ve své C-koncové ¢asti opakujici se nonapeptidové sekvence (repetice),

které tvofi mista pro vazbu vapenatych iont!,

Na zaklad¢ druhové a bunécné specifity mizeme RTX toxiny rozd¢€lit na dvé
skupiny. Do prvni skupiny patii tzv. RTX hemolyziny, které dokazou lyzovat erytrocyty,
ale jsou toxické i pro jiné typy bunck. Nejlépe charakterizovanym hemolyzinem této
skupiny je pravé HlyA produkovany uropatogenni bakterii E. coli, jehoz cytolyticka
aktivita byla poprvé pozorovana na krevnich agarech. Do druhé skupiny pak patii
tzv. RTX leukotoxiny, které jsou naopak tuzce druhové a bunééné specifické diky jejich

interakci se specifickymi bun&¢nymi receptory, kterymi jsou B, integriny leukocytt.'%2°

1.1.3.1 Geny nezbytné pro produkci, aktivaci a sekreci HlyA

Geny kodujici HlyA a dalsi proteiny pottebné k jeho aktivaci a sekreci jsou umistény
v operonu hlyCABD (Obr. 2: ). Gen hlyC kéduje acyltransferasu aktivujici protoxin
hemolyzinu (proHlyA), ktery je exprimovan z genu hlyA. Zbyvajici dva geny tohoto
operonu koduji proteiny sekrecniho systému typu 1 (TISS, z angl. type 1 secretion
system) potiebné pro sekreci toxinu z bakterialni buniky do extraceluldrniho prostoru. Gen
hlyB koéduje ABC transportér (ABC, z angl. ATP-binding cassette) a gen AlyD koduje
membranovy fizni protein (MFP, z angl. membrane fusion protein).!®2! Tteti protein
sekre¢niho systému, protein vnéj$i membrany (OMP, z angl. outer membrane protein) je
kédovan genem to/C, ktery se nachazi na chromozomu E. coli mimo hlyCABD operon

a je soudasti tzv. mar-sox regulonu®.
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Obr. 2: (A) Schematické znazornéni operonu hlyCABD. Geny pro acyltransferasu HlyC,
protoxin HlyA a transportni proteiny jsou umistény v operonu 4/yCABD. Gen tolC kddujici OMP
se nachdzi mimo tento operon a je soudasti tzv. mar-sox regulonu. Sipky vramci operonu
znazoriuji smér transkripce jednotlivych genl. (B) Schematické znazornéni struktury HlyA
kodovaného genem hlyA. Toxin se skladd z hydrofobni domény tvofici poéry, acylovaného
segmentu, repetitivni domény a sekre¢niho signalu. Schémata byla vytvofena pomoci programu
ChemSketch.

Charakteristické strukturni a funkéni domény a segmenty, které sdili skupina RTX
toxint, a tedy 1 HlyA jako jejich prototyp (Obr. 2B), jsou:

1.) N-koncova hydrofobni doména tvofici membranové pory,

2.) acylovany segment nesouci dva lysinové zbytky (K564 a K690), které jsou
acylovany acyltransferasou HlyC,

3.) repetitivni (RTX) doména, do niz se vaZzou vapenaté ionty,

4.) C-koncovy sekre¢ni signal zajist'ujici sekreci toxinu z bakterialni buiiky pomoci

T1SS (HlyB, HlyD a TolC).*

Predikovana terciarni struktura HlyA je vyobrazena na obrazku (Obr. 3).

Obr. 3: Terciarni struktura toxinu HlyA predikovana pomoci programu AlphaFold z jeho
aminokyselinové sekvence. AlphaFold Protein Structure Database: Hemolysin A. Dostupné
z URL: <https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/Q1R2T5> [cit. 27. 4. 2024]
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1.1.3.2 N-koncova ¢ast s hydrofobni doménou tvofici poéry

N-koncovou ¢ast toxinu HIyA tvofi hydrofobni doména nesouci nékolik
transmembranovych a-helixt (Obr. 2, str. 15). Ty se vkladaji do membrany cilové buiky
a vytvaii v ni pér umoznujici obousmérny tok iontl, ktery muze vést az ke koloidné-

-osmotické lyze buiiky (Obr. 4).!18:24

HlyA interaguje s cilovou builkou pravdépodobné ve dvou krocich. Nejdiive
se navaze na povrchovy receptor hostitelské buniky a nésledné se nevratné zanoii
do bunééné membrany.”® V kontextu hemolyzy bylo zjisténo, ze HlyA k interakci
s membranou erytrocytl vyuzivd jako receptor protein glykoforin®®. N-koncova
hydrofobni doména je nezbytna pro pérotvornou aktivitu HlyA's. Toxin je schopen
se zanofit do lipidové dvouvrstvy, vytvofit v ni hydrofilni transmembranovy por
a poskodit tak membranu hostitelské buiiky?*. Po inzerci dochazi k nevratné konformaéni
zmén&*’. Piedpoklada se, ze tvorba péru vyzaduje oligomerizaci dvou nebo vice molekul
toxinu v membrang cilovych bunék?®®. Oligomerni membranovy por pak umoziuje tok
vapenatych iontll do cytosolu buniky a unik draselnych iontli ven z buiiky, ¢imz dojde

k rozvraceni iontové homeostazy vedouci az k bunééné smrti. Por tvofeny molekulami

HIyA také umoziuje uvoliovani ATP z hostitelskych bungk.?**

RTX toxin e T2
b ®
e @ “" +
]

receptor / °
2 K‘

I - . -
o R N L TG . ................... '..*'..\
el Yhhhveh ey Yol Yoo eee s bl Yhvehvehe el
| | 111 | | |

| | | | | i 121 | |
LA AL B L L LR AR LR E RS E RS LA SRR R R A2 R R A SRR LR R e eeveeeeeneevy

Ca?*/ cytosol hostitelské buriky

Obr. 4: Predpokladany zpiisob tvorby péri RTX toxiny. RTX toxiny se po sekreci
z bakterialni buiiky nejprve navazou na povrchovy receptor hostitelské buiiky, poté nasleduje
inzerce toxinu do bunééné membrany, a nakonec dojde pravdépodobné k oligomerizaci n€kolika
molekul toxinu za tvorby kation selektivniho péru. Membranovymi péry nasledné prochazi
vapenaté ionty dovnitf napadené builky a draselné ionty ven z buiiky. Obrdzek byl prevzat
a upraven?.
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1.1.3.3 Acylovany segment a jeho modifikace

HIyA je v bakterialni bufice syntetizovan jako neaktivni protoxin proHlyA?, ktery je
aktivovan kovalentni acylaci e-aminoskupiny dvou konzervovanych lysinovych zbytki,
K564 a K690. Aktivaci zprostfedkovava koexprimovana specificka acyltransferasa HlyC,
kterda vyuziva acyl-acyl carrier protein (acyl-ACP) jako donor acylového zbytku.
Interakci mezi negativné nabitym acyl-ACP a pozitivné nabitymi skupinami
acyltransferasy HlyC se pienesou a kovalentné navazou zbytky mastnych kyselin pies
amidovou vazbu na konzervované lysinové zbytky protoxinu, jehoZz specifické sekvence

také interaguji s acyltransferasou (Obr. 5).3%3!

N N
. 1 K564
ly vy K690
(_6) \}
—

C HiyA C

proHIyA

Obr. 5: Schematické znazornéni aktivace proHIlyA. Aktivace netoxického proHIyA
syntetizovaného uropatogennimi kmeny bakterie E. coli je zprostifedkovana acyltransferasou
HlyC a acyl-ACP jako donorem acylového zbytku. Po kovalentni acylaci dvou vnitinich
lysinovych zbytkl, K564 a K690, je HlyA sekretovan z cytosolu bakterialni buiiky. Schéma bylo
vytvofeno pomoci programu BioRender.

Kacylaci proHlyA dokéaze acyltransferasa HlyC vyuZit pouze acyl-ACP,
ne acyl-CoA ani volné mastné kyseliny’’. Acyltransferasa HlyC si navic k aktivaci
protoxinu cilené vybird z cytosolického rezervoaru acyl-ACP témét vyhradné takové
molekuly acyl-ACP, které nesou vazané acyly o délce 14 atomt uhliku (C14). V ptfipade
HIlyA produkovaného v kmenu E. coli BL21 byly oba lysinové zbytky (K564 a K690)
acylovany pomoci HIyC nejcastéji  fetézcem kyseliny myristovée (C14:0)

a hydroxymyristové (C14:0-OH).*?

Molekularni mechanismus aktivace RTX toxinli dosud neni zcela prozkouman.
Jedind acyltransferasa aktivujici RTX toxin, u které byla zjiSténa rentgenova struktura, je
acyltransferasa ApxIC z patogenni bakterie Actinobacillus pleuropneumoniae. Je dlouha

172 aminokyselinovych zbytka a s HlyC, kterou umi pfimo nahradit v aktivaci proHlyA
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in vivo, sdili v rdmci primarni sekvence pfiblizné¢ 70% homologii. Kombinaci riznych
ptistupt a technik bylo prokazéno, ze ApxIC zaujimé dimerni strukturu (Obr. 6A).
Rozhrani tohoto dimeru je do znacné miry hydrofobni s piiblizenim N-koncovych helixa,

které zprostiedkovavaji interakci mezi jednotlivymi monomery.*?

Byly navrzeny dva obecné mechanismy aktivace protoxinu. V prvnim vznika
terciarni komplex mezi enzymem a ob&éma substraty, zabezpecujici pfimy nukleofilni atak
lysinu protoxinu na thioester acyl-ACP s néslednym uvolnénim ACP. Druhym
navrhovanym je dvoukrokovy mechanismus pies vytvofeni meziproduktu acyl-enzym,

ktery nasledné acyluje koneény lysinovy zbytek protoxinu.*?

Kazdy monomer ApxIC obsahuje aktivni misto vazby substratu, které
se pravdépodobné nachazi v hlubokém zldbku (Obr. 6B). V tomto misté byly vytipovany
3 aminokyselinové zbytky, H24, S21 a D93, pfipominajici katalytickou triadu nalezenou
v jinych acyltransferasach a proteasach. Pro potvrzeni hypotézy byly dané
aminokyselinové zbytky substituovany za zbytek alaninu. Vyrazné snizeni aktivity
se projevilo jen pfi substitucich D93A a H24A. Role S21 jako nukleofilu v ramci
katalytické triady se nepotvrdila. Zadna ztdchto alaninovych substituci neovlivnila
tvorbu dimeru ani interakci s protoxinem. Aminokyseliny H24 a D93 se tedy
pravdépodobné ucastni katalyzy reakce. Po zavedeni bodové mutace R121A se take
vyrazné sniZila aktivita acyltransferasy. Tato mutace dokonce zruSila interakci ApxIC

s ACP.3?

(A) - (B)

Vazebni Vazebni
misto pro misto pro
ACP? protoxin?
\, ] 5 !
- e
| Katalytické
Aktivni Agi21  — € aminokyselinové
, zb
misto ytky

€

Obr. 6: Struktura acyltransferasy ApxIC z bakterie A. pleuropneumoniae. (A) Dimerni
struktura ApxIC s vyznaCenym aktivnim mistem, které se nachazi v hlubokém zlabku obou
monomerd. (B) Monomer ApxIC zndzorfiujici navrhovand vazebna mista pro acyl-ACP
a protoxin na opaénych stranach acyltransferasy. Katalytické aminokyselinové zbytky jsou
vyznaCeny zluté a uvedeny Argl21 je nezbytny pro vazbu s ACP. Obrazek byl prevzat
a upraven’’,
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1.1.3.4 Repetitivni (RTX) doména

Repetitivni doména HlyA, do niz se vdzou vapenaté ionty, se nachdzi v C-koncové Casti
toxinu a sklad4d se z 11 az 17 opakujicich se nonapeptidovych sekvenci bohatych
na zbytky aspartatu a glycinu. Tyto sekvence jsou tvofeny konzervovanym motivem
G-G-X-G-X-D-X-U-X, kde X pfedstavuje libovolny aminokyselinovy zbytek

a U hydrofobni zbytek isoleucinu, leucinu nebo valinu.'®3*

Prvnich Sest aminokyselinovych zbytkii motivu (G-G-X-G-X-D) tvoii B-smycku
zapojenou do vazby vapenatého iontu, zatimco zbylé tfi (X-U-X) tvoti kratky B-skladany
list. Opakujici se nonapeptidové sekvence s timto motivem pak vytvari pravotocivy helix
paralelnich B-skladanych listd, kde U zbytky vytvati hydrofobni jadro. Vapenaté kationty

se po sekreci RTX toxinu z bunky vézou do hexa-koordinovaného vazebného mista

B-smycek pres zaporné nabité zbytky aspartitu a karbonylovych funkénich skupin
(Obr. 7).2334

Obr. 7: Struktura repetitivni domény RTX toxini. (A) Zobrazeni opakujicich
se nonapeptidovych sekvenci zahrnujicich zbytky Gly333 a Phe376 z trojrozmérného modelu
alkalické proteasy bakterie Pseudomonas aeruginosa.** (B) Hexa-koordinované vazebné misto
dvou po sob€ jdoucich B-smycek. Zvyraznéné aminokyselinové zbytky pfimo koordinuji
vapenaté kationty. Obrazek byl prevzat a upraven'®,

RTX toxiny vyzaduji pro svou biologickou aktivitu ionty vapniku, které nelze
nahradit vétSinou dvojmocnych ionti bez snizeni aktivity toxind. V nepfitomnosti

vépenatych kationt(i je RTX doména neuspofddana, nestabilni a vysoce hydratovana.?>-
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1.1.3.5 C-koncovy sekrec¢ni signal a sekre¢ni systém typu 1

Dal8im charakteristickym rysem RTX toxint je pfitomnost sekre¢niho signalu na C-konci
molekuly, ktery je tvofen ptiblizn¢ 60 aminokyselinovymi zbytky a je rozpoznan proteiny
TISS, které zajistuji translokaci RTX toxinu zcytoplazmy bakterialni buiky

do extracelularniho prostoru'®-3¢.

T1SS se sklada ze tii proteinti — ATP-vazajiciho ABC transportéru, MFP a OMP
z rodiny TolC proteinti. ABC transportér je protein vnitini membrany s cytoplazmatickou
ATPasovou doménou, ktery funguje jako ABC exportér. MFP v prostoru periplazmy
spojuje ABC transportér a OMP, ktery se ¢aste¢né nachéazi v periplazmé a Castecné je
zabudovan ve vnéj§i membrané bakterii.’” Na pogatku sekrece dochazi k rozpoznani
C-koncového sekrecniho signalu RTX toxinu ABC transportérem a MFP (Obr. 8).
Nasledné, diky energii poskytnut¢ ABC transportérem, MFP spousti sestaveni
translokac¢niho kanalu interakci s OMP v periplazmé. Tento komplex propojujici vnitini
a vngj$i membranu pak translokuje RTX toxin jednokrokovym mechanismem piimo
z bakterialniho cytosolu do extracelularniho prostoru (Obr. 8, str. 21).>”3® Vzhledem
k tomu, ze je koncentrace vapenatych kationtl v bakteridlni bufice fddove€ niz8i nez
v extracelularnim prostoru, zstava toxin v cytoplazmé v rozvolnéné formée a lze jej tak
lehce transportovat pies membranu'®3°, Béhem sekrece se vapenaté kationty pfitomné
ve vngjSim prostfedi postupné vazou do opakujicich se nonapeptidovych sekvenci
sekretovaného toxinu, coZ zajisti jeho spravné seskladani do aktivni terciarni struktury.
Je zajimavé, ze funkce proteini ABC a MFP je jedinecna pro T1SS, zatimco OMP je

pleiotropni a mé ¥adu dalSich funkci, jako je napiiklad zbavovani se toxickych molekul?®>.
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Obr. 8: Schematické znazornéni sekrece RTX toxinu prostiednictvim T1SS. (A) Geny
kédujici proteiny T1SS — hlyB koduje ABC transportér, hlyD kéduje MFP (membranovy fizni
protein) a to/C kéduje OMP (protein vnéj$i membrany). (B) Sekrecni signal na C-konci RTX
toxinu je rozpoznan ABC transportérem v komplexu s MFP. Nasledn€ periplazmaticka ¢ast MFP
interaguje s OMP a vytvoii transmembranovy kanal pies obé bakterialni membrany.
Jednokrokovym mechanismem pak dochdzi k transportu toxinu sekreCnim kandlem
z bakterialniho cytosolu pifimo do extracelularniho prostoru. Schéma bylo vytvotfeno pomoci
programu BioRender.
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1.2 Bakterialni adenylatcyklasovy dvouhybridni systém

wevr

v genetické informaci kazdé bunky. Vétsina biologickych procest v buiikéch je zalozena
na interakcich proteini. Identifikace jejich interakci je proto zcela zasadni
pro biochemické zkoumani proteinti a d¢ju, kterych se ucastni. Metod detekce existuje
mnoho. Prvnim systémem testovani interakci proteini in vivo byl kvasinkovy
dvouhybridni systém*’. Vyuzivd koexpresi dvouhybridnich proteinii ve stejné buiice,
kterou lze detekovat na zakladé fenotypového screeningu nebo selekce*!. Jako alternativa
ke kvasinkovému systému bylo vytvofeno né¢kolik systémi pro sledovani protein-
-proteinovych interakci v bakteriich. Bakteridlni adenylatcyklasovy dvouhybridni
(BACTH, z angl. bacterial adenylate cyclase two hybrid) systém je jednou z metod
k sledovani protein-proteinovych interakci in vivo v bakterii E. coli. Byl vytvofen

a popsan skupinou Dr. D. Ladanta v Pasteurové institutu v roce 1998.4

Tento systém vyuziva specifické vlastnosti adenylatcyklasového toxinu (CyaA)
bakterie Bordetella pertussis. Pokud do bakterie cya™ kmene E. coli, ktery postrada
endogenni adenylatcyklasu (AC), vlozime dvé ¢asti (T25 a T18) katalytické domény
tohoto toxinu fizované s testovanymi proteiny, tak se v ptipad¢ jejich interakce obnovi
v buiice AC aktivita a za¢ne se tvofit cyklicky adenosinmonofosfat (cAMP, z angl. cyclic
adenosinmonophosphate). cAMP se jako druhy posel vdze na katabolicky aktivaéni
protein (CAP, z angl. catabolite activator protein), pficemZ vznikly komplex cAMP/CAP
reguluje expresi riznych genli, mimo jiné 1 geny lac a mal operonu zahrnutych
v katabolismu laktosy a maltosy. Jejich aktivace mize byt snadno detekovatelna

v bakterialnich buiikach E. coli.*?

Vyhodou BACTH systému je schopnost spoustét signdlni kaskadu vyuzivajici
diftizni regulaéni molekulu cAMP. Diky tomu muze byt fyzikalni spojeni interagujicich
proteinti prostoroveé oddéleno od aktivace transkripce. BACTH systém umoznuje sledovat
interagujici proteiny v cytosolu, na urovni vnitini membrany nebo na DNA.*} Tento
systém byl uspésné vyuzit pii sledovani interakci proteinti rizného piivodu, velikosti,

funkei i umisténi v buice®.

Dalsi zvyhod detekce proteinovych interakci v bakteriich E. coli je jednoducha
manipulace s bakteridlnimi buitkami. V porovnani s kvasinkami rostou bakterie rychleji

a transformuji se snadno, s vysokou i¢innosti.**
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1.2.1 Princip dvouhybridniho systému

B. pertussis, ktera je puvodcem cerného kasle produkuje toxin CyaA o délce
1706 aminokyselinovych zbytk***4¢. Enzymovda AC doména CyaA je aktivovana
kalmodulinem, coZz je vapnik vazajici protein nachazejici se v eukaryotnich buiikach,
do nichz CyaA svoji enzymovou AC doménu piimo translokuje*>*’. AC doména miize
byt produkovéana samostatn¢ (bez zbytku molekuly CyaA) a v pfitomnosti kalmodulinu,
jakozto aktivatoru, méa zachovanou vysokou katalytickou aktivitu. Bez n¢j naopak nizkou,

aviak detekovatelnou.*?

AC doména se sklada z prvnich 400 aminokyselinovych zbytki CyaA, ktery je
kédovan genem cyad. AC doména mize byt limitovanou proteolyzou rozdélena na dva
fragmenty — T25 a T18. N-koncovy fragment T25 o molekulové hmotnosti 25 kDa
(zbytky 1-235/237) nese ¢ast vazebného mista pro kalmodulin, a navic vykazuje nizkou,
avSak méfitelnou enzymovou aktivitu, coz znaci pfitomnost katalytického mista.
C-koncovy fragment T18 s molekulovou hmotnosti 18 kDa (zbytky 236/238-399) nese
druhou cast vazebného mista pro kalmodulin. Diky tomu se tyto dva rozstépené
fragmenty mohou v ptfitomnosti kalmodulinu opétovné spojit, ¢imz dojde k obnoveni
vysoké enzymové AC aktivity. Je tedy zjevné, Ze oba fragmenty spolu s kalmodulinem

jsou nezbytné k dosazeni vysoké urovné enzymové aktivity katalytické AC domény.*3

V prostiedi bez kalmodulinu, v prokaryotické bakterialni butice E. coli, vykazuje
celd, nerozdélend katalytickd AC doména (aminokyselinové zbytky 1-399) po expresi
bazalni AC aktivitu nezavislou na kalmodulinu a dochéazi k tvorbé cAMP (Obr. 9A,
str. 24). V ptipad¢, kdy jsou ale fragmenty T25 a T18 AC domény koexprimovany
v buiice E. coli samostatné, nedokaZou se spojit a nedochazi tedy ani k bazalni produkci
cAMP (Obr. 9B, str. 24). Pokud v cya” kmenu E. coli, deficientnim na AC, exprimujeme
ale oba fragmenty, kazdy fuzovany s jednim testovanym proteinem, tak v piipadé
interakce danych proteinti dojde k op€tovnému spojeni fragmentti T25 a T18 a obnové

syntézy cAMP (Obr. 9C, str. 24).4?

Syntéza cAMP spousti expresi né€kolika genii E. coli, diky ¢emuz vznika
detekovatelny fenotyp. cAMP je kliCovou signdlni molekulou vazajici se na pleiotropni
transkripcni aktivator CAP. Vznikly komplex cAMP/CAP fidi expresi velkého poctu

genti, vcetné¢ gend zapojenych do katabolismu disacharidii jako je laktosa
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nebo maltosa (Obr. 9D).* Tyto bakterie dokaZou vyuzit laktosu a maltosu jako jedine¢ny

zdroj uhliku a lze je tak snadno rozligit na selektivnich médiich.**

A B C
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Obr. 9: Princip bakterialniho adenylatcyklasového dvouhybridniho systému. (A) Cela
katalyticka AC doména (aminokyselinové zbytky 1-399), ktera po expresi v E. coli vykazuje
bazalni AC aktivitu nezavislou na kalmodulinu a katalyzuje tvorbu cAMP. (B) Pokud jsou dva
samostatné fragmenty katalytické domény, T25 a T18, exprimovany v E. coli spolecnég, nejsou
tyto fragmenty schopny interagovat za vzniku funkéni AC domény, a proto se cAMP netvoii.
(C) Oba fragmenty katalytické domény jsou fuzovany s interagujicimi proteiny, X a Y, které
pokud spolu interaguji, tak obnovi katalytickou funkci AC domény, a tim i syntézu cAMP.
(D) Syntetizovany cAMP se vaze na CAP a komplex cAMP/CAP miize nasledné rozpoznavat
specifické promotory, a tim spoustét expresi riznych genii. Obrazek byl pievzat a upraven**.

Cya kmeny E. coli maji odstranény gen kodujici endogenni adenylatcyklasu
a tedy nejsou schopny tvofit cAMP. Patii mezi n¢ kmeny BTH101 a DHM1, jejichz rizné
genotypy vedou naptiiklad ke komplementaci s riiznou ucinnosti. Kmen BTHI101
vykazuje vynikajici i¢innost BACTH a rychly rist, ale v diisledku rec” charakteru kmene
se muze objevit ur€itd nestabilita plasmidi. Naopak DHMI1 je kmen recA™ s niz$i

i¢innosti komplementace a pomalej$im riistem.**

1.2.2 Testovani proteinovych interakci pomoci dvouhybridniho systému

Na zacatku je potieba si pomoci technik genového inzenyrstvi pfipravit rekombinantni
plasmidy pro produkci ptisluSnych fuznich proteinti, k ¢emuZz slouzi vychozi plasmidy
poskytované spolecnosti Euromedex (PafiZ, Francie). Plasmidy pKNT25 a pKT25 nesou
pod transkripéni kontrolou /ac promotoru sekvenci DNA kodujici fragment T25 (zbytky
1-224)*2, k jehoz N-konci (pKT25), resp. C-konci (pKT25) mtize byt na genetické trovni
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flzovén prvni testovany protein (Obr. 14, str. 33). Jedna se o plasmidy s nizkym poctem
kopii, spocatkem replikace pl5A a kanamycinovou rezistenci jako selektivnim
markerem. Plasmidy pUTI18 anebo pUTI18C pak nesou pod transkripéni kontrolou
lac promotoru sekvenci DNA kodujici fragment T18 (zbytky 225-399)*, k jehoz
N-konci (pUT18), resp. C-konci (pUT18C) miize byt na genetické tirovni fuzovan druhy
testovany protein (Obr. 15, str. 34). Tyto plasmidy se vyznacuji vysokym poctem kopii,
nesou pocatek replikace ColE1 a jako selektivni marker gen pro rezistenci viici
ampicilinu. Do vicenasobného klonovaciho mista (MCS, z angl. multiple cloning site)
prvniho setu plasmidii (pKNT25 a pKT25) tak mize byt vlozen DNA segment kodujici
prvni testovany protein, pro produkci prvniho fuzniho partnera. Do MCS druhého setu
plasmidi (pUT18 anebo pUT18C) je pak vkladan DNA segment kodujici druhy testovany

protein, pro produkci druhého fuzniho partnera.***

Jako pozitivni kontrola slouzi plasmidy pKT25-zip a pKT18-zip, z nichz jsou
produkovany fazni proteiny T25-LeuZip a TI18-LeuZip, kde LeuZip je oznaceni
pro leucinovy zip o délce 35 aminokyselinovych zbytkl z proteinu GCN4, kvasinkového
transkripéniho aktivatoru.*? Jako negativni kontroly pak slouzi pivodni plasmidy, z nichz

se produkuji samotné fragmenty T25 a T18.*!

Druhym krokem je kotransformace dvojice plasmidi, z nichz jsou exprimovany
fragmenty T25 a T18 fazované s pfislusnymi testovanymi proteiny, do cya” kmene
E. coli. Kotransformované buniky se nasledné inokuluji na indikatorové nebo selektivni
médium, aby se odhalil vysledny cya® fenotyp. Pozitivni interakce mezi fuzovanymi
proteiny lze pak snadno kvantifikovat méfenim hladiny cAMP anebo stanovenim
enzymové aktivity [-galaktosidasy v permeabilizovanych bakteridlnich buikéach
s pouzitim ortho-nitrofenyl-B-D-galaktosidu (ONPG, z angl. ortho-nitrophenyl-f-
-D-galactoside) jako substratu. P-galaktosidasa je tak reportérem pro kvantitativni

analyzu interakce mezi testovanymi proteiny.*’
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Princip nami pouzivanych detekénich metod je uveden v nasledujicich odstavcich.

1.2.3 MacConkey agar

Médium s MacConkey agarem je bakterialni selektivni a diferenciacni kultivacni médium
pouzivané k izolaci gramnegativnich bakterii a jejich rozliSeni podle schopnosti
fermentace laktosy>’. Mezi kli¢ové slozky MacConkey agaru patii barvivo krystalové
violet, zZlu¢ové soli, laktosa a neutrdlni ¢ervei. Obsazené zlucové soli a krystalova violet
inhibuji rist grampozitivnich bakterii.’! Neutralni ¢erven je pH indikatorem, ktery

se v kyselém prostiedi pti pH 6,8 zbarvuje do ¢ervena (Obr. 10).

HaC H3C
1% NH \ N
U -~
N CHs N/ CHj
kyselé prostfedi < pH 6,8 bazické prostfedi > pH 8

Obr. 10: Chemicka struktura barviva neutralni ¢erven v kyselém a bazickém prostiedi.
Schéma bylo vytvoreno v programu ChemSketch.

Fermentaci laktosy bakteriemi vznikaji organické kyseliny, zejména laktat, ktery
snizuje pH agaru a tim méni barvu neutrdlni &ervend.’>> Barvivo je pfijiméano
1 bakteridlnimi buiikami, coz vede k ¢ervenému zbarveni bakteridlnich kolonii schopnych
fermentovat laktosu. Gramnegativni druhy neschopné fermentace laktosy budou naopak
tvortit bilé kolonie. Do Zluta se agar zbarvuje diky barvé indikatoru v bazickém prostredi
(mlze vznikat napiiklad v disledku deaminace aminokyselin pifi vyuziti proteind jako

zdroje energie).>>>*

K bakteriim fermentujicim laktosu patii bakterie E. coli'. Prvnim krokem
pfemény laktosy na pyruvét je jeji hydrolyza na glukosu a galaktosu. To zajistuje enzym
B-galaktosidasa, jejiz expresi pozitivné reguluje komplex cAMP/CAP.>
Ve dvouhybridnim systému se pouzivaji cya” kmeny E. coli postradajici schopnost tvofit
cAMP. Tyto bakterie nejsou schopny fermentovat laktosu, proto jsou jejich kolonie
na MacConkey agaru bilé. Mame-li ve dvouhybridnim systému fuzované dva interagujici
proteiny, které zajisti interakci fragmentt T25 a T18, a tim obnovu AC aktivity a tvorbu

cAMP, spusti se exprese -galaktosidasy a bakterie budou opét schopny vyuzit laktosu
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jako zdroj energie. Jejich kolonie budou cervené a budou indikovat interakci dvou

testovanych proteind.**

1.2.4 Méfreni aktivity B-galaktosidasy

Interakci fragment T25 a T18, ktera obnovuje AC aktivitu v buiice, 1ze kvantifikovat
pfimo métenim hladiny cAMP bud’ pomoci radioimunoanalyzy nebo metody enzymové
imunosorbentni analyzy, nebo i nepfimo pomoci méfeni aktivity P-galaktosidasy**.
Jiz zminény komplex cAMP/CAP spousti expresi riznych operont v bakteridlni bunce,
mimo jiné i lac operonu®. Prvni gen lac operonu, lacZ, koduje enzym [-galaktosidasu
katalyzujici dvé enzymové reakce: hydrolyzu f-D-galaktopyranosidll (enzym je nezbytny
pro hydrolyzu disacharidu laktosy na glukosu a galaktosu) a trans-glykosyla¢ni reakce,
pti které se laktosa méni na allolaktosu (Obr. 11). Allolaktosa po vazbé na lac represor
indukuje expresi genii lac operonu.”> Enzym pB-galaktosidasa interaguje i s dal$imi

syntetickymi analogy laktosy, ve kterych byla glukosa nahrazena jinymi skupinami>®.

OH

o

HO - O + _~OoH

p OH \ OH
OH KOH J OH HO
OH

galaktosa OH glukosa OH

alolaktosa

lac represor
s alolaktosou

promotor OpPETats | lacZ | lacY | lacA |
L & indukee fac operonu

lac represor

glykolyza

Obr. 11: Schéma funkce B-galaktosidasy. Schéma bylo vytvofeno pomoci programil
ChemSketch a BioRender.
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Aktivita B-galaktosidasy a tedy i jeji mnozstvi v bakteridlnich kulturach
se obvykle méfi spektrofotometricky. Vzhledem k tomu, Ze enzym §tépi -galaktosidové
vazby, bude hydrolyzovat synteticky chromogenni substrat ONPG za vzniku
o-nitrofenolu, ktery je ve vodném roztoku zluty (Obr. 12). Po probéhnuti a zastaveni
reakce se zméii absorbance pii 420 nm, jejiz hodnota bude odpovidat mnozstvi
-galaktosidasy, coz odpovida mnozstvi cAMP a tedy i mife interakce mezi dvéma

testovanymi proteiny, sledované pomoci dvouhybridniho systému.>®>

F y NO, B- galaktomdasa
NO,

ONPG p-D-galaktosa o-nitrofencl

HO

operator | lacZ | lacY | lacA |lac operon

Obr. 12: Reakce hydrolytického $tépeni ONPG p-galaktosidasou za vzniku B-D-galaktosy
a barevného produktu o-nitrofenolu. Schéma bylo vytvofeno pomoci programti ChemSketch
a BioRender.

Test vyuziva bakteridlni buiiky permeabilizované toluenem nebo chloroformem
aresuspendované v pufru s obsahem -merkaptoethanolu. Po inkubaci s ONPG je reakce
zastavena zménou pH, které docilime pfidanim hydrogenuhli¢itanu sodného, jelikoz pH

optimum enzymu je okolo 7,2**%, Nésledn& se méii absorbance pii 420 nm.*
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2 Cile prace

Uropatogenni bakterie E. coli produkuji toxin HIyA, ktery je syntetizovan v bakterialni

bunice ve form¢ neaktivniho protoxinu proHIlyA. Je to jeden z nejvice prozkoumanych

RTX toxint, avsak mechanismus jeho aktivace doposud neni zcela objasnén. V této praci

byly studovany proteinové interakce podilejici se na aktivaci toxinu HlyA. Byly

pfipraveny mutace v acyltransferase HlyC a nésledné bylo pomoci BACTH systému

sledovano jejich ovlivnéni interakce s ACP.

Cile prace:

1.

1l

iil.

1v.

V1.

Ptiprava plasmidt pro BACTH systém exprimujicich testované proteiny fizované

s fragmenty katalytické AC domény.

Analyza interakci HlyC s ACP v BACTH systému a urceni jejich nejefektivnéjsi

orientace.
Pfiprava mutaci v acyltransferase HlyC (HlyCwmur).

Analyza interakci mutovanych variant HlyCmur s ACP v BACTH systému

a jejich kvantitativni analyza stanovenim aktivity -galaktosidasy.

Analyza interakci mutovanych variant HlyC s ACPymut v BACTH systému a jejich

kvantitativni analyza stanovenim aktivity -galaktosidasy.

Analyza interakci HlyC s fragmentem HlyAsss719 v BACTH systému a urceni

jejich nejefektivné;si orientace.
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3 Pristroje a materialy

3.1 Pristroje

Centrifuga — Sorvall LYNX 4000, Thermo Fisher Scientific, CZE
- Rotor — Thermo Scientific Fiberlite F20-12x50 LEX Rotor

Digitalni analytické vahy — Mettler, DEU

Elektroforéza — 2303 Multidrive XL, Pharmacia Biotech, SWE

Elektroforéza — MUPID One, Advance, CZE

Laboratorni vahy — AJ 820CE, Vibra, JPN

Lazen — Velp Scientifica, ITA

Mikrocentrifuga — Biofuge pico, Heraeus Instruments, DEU

Mrazici box (-80°C), Jouan, FRA

PCR cyklér — Biometra TAdvanced Twin, Analytik Jena, DEU

pH-metr — MV 870, Pricitronick, DEU

Spektofotometr/fluorometr — DS-11 FX, DeNovix, SVK

Tepelna tfepacka — Thermo-Shaker TS-100C, Biosan, LVA

UV transiluminator — G:Box, Syngene, USA

Vodni lazen — Heating immersion circulators, Julabo, CZE

Vodni lazen — Water Bath GFL 1004 Incubation/Inactivation Bath, CZE

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

Vortex — Vortex V-1 plus, Biosan, LVA
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3.2 Materialy

3.2.1 Pouzité chemikalie

B-merkaptoethanol, Sigma-Aldrich, USA

A-DNA, Thermo Fisher Scientific, USA

Ampicilin, Biotika, SVK

Bakteriologicky agar, Oxford, GBR

Bacto-trypton, Sigma-Aldrich, USA

Dihydrogenfosfore¢nan draselny, Sigma-Aldrich, USA
Dihydrogenfosfore¢nan sodny, Sigma-Aldrich, USA
Dodecylsiran sodny (SDS), Serva, DEU

Ethanol, Lach-Ner, CZE

Ethidiumbromid, Sigma-Aldrich, USA

Vzorkovy pufr (6x), New England BioLabs, USA

Glycerol, Sigma-Aldrich, USA

Hydrogenfosforecnan sodny, Sigma-Aldrich, USA

Hydroxid draselny, Lachema, CZE

Chlorid sodny, Sigma-Aldrich, USA
Isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid (IPTG), Sigma-Aldrich, USA
Kanamycin, Biotika, SVK

Kvasni¢ny extrakt, Sigma-Aldrich, USA

Kyselina borit4, Lachema, CZE

Kyselina ethylendiamintetraoctovd (EDTA), Sigma-Aldrich, USA
Maltosa, Sigma-Aldrich, USA

o-nitrofenyl-p-D-galaktopyranosid (ONPG), EMD Millipore Corp., USA
Reakéni smés deoxynukleotidii (AINTP), New England BioLabs, USA
Siran amonny, Sigma-Aldrich, USA

Siran hore¢naty, Sigma-Aldrich, USA

Siran manganaty, Sigma-Aldrich, USA

Siran Zeleznaty, Sigma-Aldrich, USA

Thiamin — vitamin B1, Sigma-Aldrich, USA

Toluen, Sigma-Aldrich, USA

Tris-HCI, Serva, DEU

Uhli¢itan sodny, Sigma-Aldrich, USA
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3.2.2 Pouzité primery

V nize uvedenych tabulkach jsou uvedeny primery pouzité pii PCR amplifikacich

(Tab. 1, Tab. 2) a pti sekvenovani (Tab. 3). Primery byly dodany v lyofilizované formé

firmou Generi Biotech, CZE.

Tab. 1: Seznam a sekvence ptimych primert pouzitych v PCR.

ndzev

sekvence 5°— 3°

BamHI-hlyA535-For

TAGAGGATCCCTCTGACAGCAAATCTTCTACG

HindIll-hlyA535-For

CGCCAAGCTTGTCTGACAGCAAATCTTCTACG

HindlIll-hlyC-For

CGCGAAGCTTAATGAATATAAACAAACCATTAGAG

hlyC-K105Afor

GCCCTGTACGCGTATATGCGAAAAAAATTCCCTGATG

hlyC-K129Afor

GTTGGTGCAGTATCAGAATTCCATGGAGGTAAAATTGATAAACAG

hlyC-R108Afor

CGGGGCCCTGTACAAATATATGGCAAAAAAATTCCCTGATGAACTATTC

hlyC-R120Afor

CAGAGCGATCGCGGTGGATCCCAAAACTCATG

hlyC-R49Afor

GTTTTGTTAACCGCGGATGATTACCCTGTCGCG

Pstl-hlyC-For

TAGACTGCAGGGATGAATATAAACAAACCATTAGAG

SaplFor

GGAAGCGGAAGAGCGCCC

Tab. 2: Seznam a sekvence zpétnych primert pouzitych v PCR.

ndzev

sekvence 5°— 3’

HindllIRev

GCTCAGAATGAAGCTTGCTG

hlyC-K105Arev

CGCATATACGCGTACAGGGCACCGTTATCC

hlyC-K129Arev

CATGGAATTCTGATACTGCACCAACATGAGTTTTGGGATCC

hlyC-R108Arev

GCCATATATTTGTACAGGGCCCCGTTATCCCCGAAAGGAGC

hlyC-R120Arev

GGATCCACCGCGATCGCTCTGAATAGTTCATCAGGG

hlyC-R49Arev

GTAATCATCCGCGGTTAACAAAACATATTGGTTAGCCTGTATTG

Kpnl-hlyA719-Rev

CTTCGGTACCCGCACGGAATATAAGTTATCAGTC

Kpnl-hlyC-Rev CTTAGGTACCCGACCAGTTAATGAAAAATTAAAATCTG
Sacl-hlyA719-Rev CTTCGAGCTCGGCACGGAATATAAGTTATCAGTC
Sacl-hlyC-Rev CGGCGAGCTCGGACCAGTTAATGAAAAATTAAAATCTG

Tab. 3: Seznam a sekvence primert pouZzitych pro sekvenaci.

ndzev

sekvence 5°—> 3’

pUTFor

CAGCTGGCACGACAGGTTTC

HlyA-seql-rev

CTTTGCAGACTGCAGTGTGC

HlyA-seq2-rev

CAACACCTGCTGCAGCTTTAG

pKTFor GAGCGCAACGCAATTAATGTG
pKTRev CGGGTGTTGGCGGGTGTC
pKTRev-new GGAAGGGCGATCGGTGCG
pT7seqORl CCTGATTCTGTGGATAACCG
pUTRev CAAGCCCGTCAGGGCGCG
pUTRev-new GACACGGAAATGTTGAATACTC
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3.2.3 Pouzité plasmidy

Plasmid pT7-hlyC-hlyA-dH nesouci geny hlyA a hlyC a gen amp kodujici rezistenci

vuci ampicilinu (Obr. 13).

~
8000 -
1000

Xerr pT7-hlyC-hilyA-dH

5000

6787 bps 2000

Banll

Obr. 13: Mapa plasmidu pT7-hlyC-hlyA-dH. Na okrajich jsou znazornéna unikatni restrikéni
mista s nazvy ptislusnych restrikénich endonukleas.

Na obrazku jsou znazornény plasmidy pKNT25 a pKT25 nesouci DNA segment kodujici
fragment T25 katalytické AC domény (Obr. 14) a plasmidy pUT18 a pUT18C nesouci
DNA segment kodujici fragment T18 (Obr. 15, str. 34). VSechny cCtyfi plasmidy byly
dodany v soupravé pro BACTH systém firmou EUROMEDEX (Patiz, Francie).

' pKT25 (3442 bp) ‘

plac,, T25 MCs Kan® Ori p15A
s Xbal Smal T
Psil Sall* BamHI Kpnl EcoR1

..T25 orf.. GCT GCA GGG TCG ACT CTA GAG GAT CCC CGG GTA CCT AAG TAA CTA AGA ATT C....
.AAGSTLEUDVPRYV P K stop

pKNT25 (3469 bp)

p{ﬂ;’ Mcs T25 Kan® Ori plSA
I 4 I
s . Kpnl o T
Sphl Sall* BamH1 EcoRl
Hindlll Pl Xbal Smal Sacl

.. CCA AGC TTG CAT GCC TGC AGG TCG ACT CTA GAG GAT CCC CGG GTA CCG AGC TCG AAT TCA ...T25..
..P SLHACRSTLEDZPRVPSSNS..

Obr. 14: Mapy ¢asti plasmidi pKT25 a pKNT25 z BACTH systému. Plasmid pKT25 nese
MCS na 3"-konci DNA segmentu kddujiciho fragment T25, a naopak plasmid pKNT25 na jeho
5’-konci. Plasmidy nesou pocatek replikace pl5A a gen pro rezistenci ke kanamycinu jako
selektivni marker. Obrazek byl prevzat*.
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pUT18 (3023 bp)

placy,  MCS TI8 AmpR Ori Col El
11111 I I | |
o Sphl Sall BamHl _Kpnl EcoRl
HindIll Psil — Xbal —  Smal Sacl

... CCA AGC TTG CAT GCC TGC AGG TCG ACT CTA GAG GAT CCC CGG GTA CCG AGC TCG AAT TCA ...T18..

.PSLHACRSTLEDPRVPSSNS..

pUT18C (3017 bp)

placy TI§  MCS AmpR Ori Col E
[E— | G 1 -

"'- Sal BamHl _Kpal
Psil Xbal Smal Sael

..T18...CAC TGC AGG TCG ACT CTA GAG GAT CCC CGG GTA CCG AGC TCG AAT TCA TCG ATA TAA CTA AGT AAT..

.HCRSTLEUDUZPRVYVYPSSNSSI stp

EcoRl -
Clal

Obr. 15: Mapy ¢asti plasmidi pUT18 a pUT18C z BACTH systému. Plasmid pUT18 nese
MCS na 5’- konci DNA segmentu kodujiciho fragment T18, naopak plasmid pUT18C na jeho
3’-konci. Plasmidy nesou pocatek replikace Col E1 a gen pro rezistenci k ampicilinu jako
selektivni marker. Obrazek byl prevzat*.

3.2.4 Pouzité enzymy
QuickCIP fosfatasa, New England BioLabs, USA

Q5 HF DNA polymerasa, New England BioLabs, USA

3.2.4.1 Restrikéni endonukleasy

Restrikéni endonukleasy jsou enzymy, které $tépi DNA na specifickych mistech.
V tabulce (Tab. 4, str. 35) je uveden seznam pouZitych restrikénich endonukleas spolu

s restrikénim mistem, reak¢nim pufrem a reakéni teplotou.
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Tab. 4: Seznam pouzitych restrikénich endonukleas, jejich restrikéni misto, reakeni pufr a reakéni
teplota.

Restrikéni endonukleasa’ | Restrikéni misto (5'— 3') | Reakéni pufr | Reakéni teplota

Apal GGGCC/C CutSmart 25 °C
BamHI-HF G/GATCC CutSmart 37°C
BsrGI T/GTACA CutSmart 37°C
HindllI-HF A/AGCTT CutSmart 37°C
Hpal GTT/AAC CutSmart 37°C
Kpnl-HF GGTAC/C CutSmart 37°C
Milul A/CGCGT CutSmart 37°C
Ncol C/CATGG CutSmart 37°C
Pstl-HF CTGCA/G CutSmart 37°C
Pvul-HF CGAT/CG CutSmart 37°C
Sacl-HF GAGCT/C CutSmart 37°C
Sapl GCTCTTC(N)1/ CutSmart 37 °C
Scal-HF AGT/ACT CutSmart 37°C
Sphl GCATG/C CutSmart 37°C

'VSechny restrikéni endonukleasy jsou od firmy New England BioLabs, USA.

3.2.5 Pouzité bakterialni kmeny
E. coli XL1-Blue — Stratagene, USA

E. coli BTH101 — Euromedex, FRA

3.2.6 Pouzité soupravy
Monarch® DNA Gel Extraction Kit, New England BioLabs, USA
Monarch® Plasmid Miniprep Kit, New England BioLabs, USA
Quick Ligation™ Kit, New England BioLabs, USA

BACTH System Kit, Euromedex, FRA

3.2.7 Pouzité roztoky

TBE pufr (pH 8,3)
- 90 mM Tris-HC1
- 90 mM H3BOs3
- 2mM EDTA (pH 8,3)
TE pufr (pH 8,0)
- 10 mM Tris-HCI (pH 7,4)
- 1 mM EDTA (pH 8.3)

35



PCR reakéni pufr — Q5 HF Reaction Buffer (5x), New England BioLabs, USA
GC Enhancer, New England BioLabs, USA

CutSmart pufr, New England BioLabs, USA

3.2.7.1 Roztoky pro méreni aktivity B-galaktosidasy

M63/maltosové minimalni médium
Na ptipravu 5x koncentrovaného:
- 10 g (NH4)2SO4
- 68 g KH2POq4
- 2,5 mg FeSO4.7H,0
- 5 mg vitaminu B1
Doplnit sterilni vodou do objemu 1 I a upravit na pH 7,0 s pouzitim KOH. Médium je

nutno pred pouzitim klavovat.

PM2 pufr (pH 7,0)
- 70 mM Na,HPO4.12H,0
- 30 mM NaH;PO4.H,0
- 1 mM MgSO4
- 0.2 mM MnSOq4
Tésné pred pouzitim piidat 100 mM B-merkaptoethanol.

ONPG (ortho-nitrofenyl-p-D-galaktosid)
Roztok 4 mg/ml v PM2 pufru bez ptidaného B-merkaptoethanolu.

3.2.8 Pouzita kultivaéni a indikaéni média

LB médium (Luria-Bertani médium)
- 10 g/l Bacto-trypton
- 5 g/l kvasni¢ny extrakt
- 10 g/l NaCl

MacConkey médium

- 40 g/l MacConkey agar

- 1% maltosa
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4 Metody

4.1 Techniky pripravy plasmidové DNA

4.1.1 Redéni primert

Primery, dodavané v lyofilizované formé&, byly resuspendovany v TE pufru v objemu
uvedeném na Stitku zkumavky tak, aby bylo dosazeno koncentrace 100 uM. Pro PCR
v$ak bylo nutné primery natedit na koncentraci 10 uM, tzn. k 5 ul 100uM roztoku primeru

bylo ptidano 45 pl sterilni deionizované vody.

4.1.2 Polymerasova retézova reakce

Metoda polymerasové fetézové reakce (PCR, zangl. polymerase chain reaction)
se pouziva k amplifikaci ur¢itého tseku DNA. Dana sekvence je definovana pouzitymi
primery.

Do 200 pul PCR mikrozkumavky byly ptidany nasledujici reagencie:

— 0,5 ul 10x fedéného templatu (~0,05 ug DNA)
— 10 pl pufru 5xQ5 HF Reaction Buffer

— 10 pul GC Enhanceru

— 21 pl sterilni vody

— 5 ul 2 mM dNTP mixu

— 1,5 ul 10 uM ptimého primeru

— 1,5 ul 10 uM zpétného primeru

— 0,5 ul Q5 HF DNA polymerasy

>50 ul

Reakéni smés byla umisténa do PCR termocykléru s nasledujicim nastavenim

amplifika¢niho programu:

1) pocatecni denaturace DNA po dobu 30 s pii 98 °C
2) denaturacni faze po dobu 10 s pii 98 °C
3) hybridizaéni faze po dobu 30 s pii 58 °C
4) elongacni faze po dobu 30-50 s pti 72 °C
Poté se cyklus 30krat opakoval od faze 2) po fazi 4).
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5) 10 min pii 72 °C
6) ochlazeni 5 minna 4 °C
Casové rozsahy elongaéni faze jsou pfizptisobeny délce a slozeni danych DNA fragmentt

a primert. Vzorky po PCR byly déle zpracovany nebo ulozeny pii —20 °C.

4.1.3 Elektroforéza v agarosovém gelu

Byl ptipraven 0,8-2% (w/v) agarosovy gel rozpusténim agarosy v TBE pufru a pfidanim
ethidiumbromidu do vysledné koncentrace 0,5 png/ml. Gel byl nalit do pfipravené vanicky
s htebenem. Ke vzorkiim po PCR amplifikaci bylo pfidano 10 pl vzorkového pufru.

A DNA stépena restrikéni endonukleasou Pstl byla pouzita jako velikostni marker.

Po ztuhnuti gelu byl hifeben vytazen a gel vlozen do aparatury na gelovou
elektroforézu naplnénou TBE pufrem. Do prvni jamky bylo naneseno 20 pul A DNA
markeru. Do nésledujicich dvojic jamek bylo postupné aplikovano 30 pl jednotlivych
vzorkd DNA. Elektroforéza probihala pii 100 V po dobu 40 minut. Jednotlivé rozdélené
fragmenty DNA s interkalovanym ethidiumbromidem byly po ukonceni vizualizovany

pomoci UV transiluminatoru.

4.1.4 lzolace PCR fragmentt z gelu

Po vizualizaci byly jednotlivé DNA fragmenty z gelu vyfiznuty skalpelem a izolovany
pomoci soupravy Monarch® DNA Gel Extraction Kit, jejiZ sou¢asti byly pouZité roztoky.
K vyfiznutym vzorkiim DNA bylo ptidano 800 pl rozpoustéciho pufru (Gel Dissolving
Buffer) a smés byla do rozpusténi inkubovana na tiepacce pii 55 °C po dobu 15 minut.
Po rozpusténi a ochlazeni na pokojovou teplotu byla smés prenesena na kolonku s fritou
ustici do sbérné zkumavky. Zkumavky byly centrifugovany 30 sekund pii14 000x g a poté
1 minutu pfi 16 000x g. Roztok ze sbérné zkumavky byl vylit a frita 2x promyta
nanesenim 200 pl promyvaciho pufru (DNA Wash Buffer) a centrifugaci 1 minutu
pfi 16 000x g. Nasledné¢ byla promytd kolonka s fritou umisténa do nové sterilni
mikrozkumavky bez vicka. Na frit€¢ zachycena DNA byla 1 minutu inkubovana se 30 pl
eluéniho pufru (DNA Elute Buffer) pfedehiatého na 55 °C. Po inkubaci prob&hla
centrifugace 1 min pii 16 000x g a eludt s izolovanymi fragmenty DNA byl pfemistén
do sterilni mikrozkumavky s vickem. Izolované fragmenty byly uchovavany v chladu

pii —20 °C.
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4.1.5 Stépeni a defosforylace plasmidu

Pro ptipravu Stépenych a defosforylovanych vektord byly pouzity plasmidy:
pT7-hlyC-hlyA-dH, pKNT25, pKT25, pUT18 a pUT18C.

Do sterilni mikrozkumavky Eppendorf byly pfidany jednotlivé reagencie St€pici smési:

- 5 ul DNA plasmidu (0,5 png DNA)

- 2 pl 10x koncentrovaného CutSmart pufru
- 12 pl sterilni vody

- 0,5 pl restrikéni endonukleasy I

- 0,5 pl restrikéni endonukleasy 11

220 pul

Mikrozkumavky byly umistény na 1 hodinu do vodni 14zné& s teplotou 37 °C a rozStépené

plasmidy byly nasledné defosforylovany ptidanim 1 pl fosfatasy QuickCIP. Smés byla
inkubovana dalsich 10 minut ve vodni 1azni pti 37 °C. Po pridani 5 pl vzorkového pufru
byla nasledné provedena elektroforéza v agarosovém gelu (kapitola 4.1.3). Vyfiznuty
defosforylovany linearizovany plasmid byl izolovan pomoci sady Monarch DNA Gel

Extraction Kit (kapitola 4.1.4).

4.1.6 Stépeni DNA fragmentt

Ptipravené PCR fragmenty byly prfed vloZenim do Stépen¢ho a defosforylovaného

plasmidu $té€peny piisluSnymi restrikénimi endonukleasami. Sté€pici smés se sklada z:

- 10 ul PCR fragmentu

- 4 pul 10x koncentrovaného CutSmart pufru
- 24 pl sterilni vody

- 1 pl restrikéni endonukleasy I

- 1 plrestrikéni endonukleasy I1

>40 ul
Takto vznikly mix s vyslednym objemem 40 pl byl inkubovan ve vodni 1azni pfi teploté
37 °C po dobu 1 hodiny. Po ptidani 8 ul vzorkového pufru byla provedena elektroforéza
v agarosovém gelu, z né¢hoz byly §tépené PCR fragmenty vyfiznuty a opét izolovany

pomoci soupravy Monarch DNA Gel Extraction Kit (kapitoly 4.1.3 a 4.1.4).
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4.1.7 Ligace Stépenych DNA fragment( a plasmidové DNA

Pro vlozeni stépené¢ho PCR fragmentu do Stépeného a defosforylovaného plasmidu byl

pouzit Quick Ligation™ Kit. Do mikrozkumavky bylo pfidano:

- 2 ul stépeného a defosforylovaného plasmidu
- 8 ul stépeného PCR fragmentu

- 15 pl ligaéniho pufru (Quick Ligation Buffer)
- 3,5 ul sterilni vody

- 1,5 ul DNA ligasy (Quick Ligase)

330 pl

Ligacni smés s objemem 30 pl byla inkubovéna pti pokojové teploté 10 minut a nasledné
transformovéna do bakterii £. coli XL1-Blue nebo uchovana pfi teploté¢ —20 °C. Zaroveil
byla pro kontrolu efektivity pfipravena i negativni kontrola, pfi které bylo do liga¢ni

smési misto st€pené¢ho PCR fragmentu ptidano 8 pl sterilni vody.

4.1.8 Transformace plasmidové DNA do kmene E. coli XL1-Blue

K 15 pl ligaéni smési bylo ptidano 150 pul kompetentnich bunék E. coli XL1-Blue a smés
byla ponechdna 10 minut na ledu. Byl proveden tepelny Sok umistnénim zkumavek
do vodni 1azné& o teploté 37 °C na 5 minut a nasledn¢ opét zchlazenim na ledu na 5 minut.
Poté byl k buiikdm ptidan 1 ml LB média a smés byla ponechana ve vodni lazni pfi teploté
37°C na 90 minut. Po transformaci bylo 100 pl bakteridlni suspenze rozetfeno
na LB agarové plotny s pfidavkem ampicilinu s vyslednou koncentraci 150 pug/ml nebo

kanamycinu s koncentraci 50 pg/ml, dle ptislusného plasmidu.

Zbytek bakteridlni suspenze po transformaci byl centrifugovan 1 minutu
pfi 16 000x g. Supernatant byl odstranén tak, aby zlstatek objemu ¢inil pfiblizn€ 100 pl,
v kterém byl bunécny pelet nasledné resuspendovan a rozetfen na LB agarové plotny
s ptisluSnymi antibiotiky. Plotny byly ndsledn¢ inkubovany v invertované poloze

ptes noc pii 37 °C.
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4.1.9 Minipreparace plasmidové DNA

Den ptedem byly do sklenénych kultivacnich zkumavek ptidany 2 ml tekutého LB média
s pridavkem piislusného antibiotika, ampicilinu (150 pg/ml) nebo kanamycinu
(50 pg/ml). Po transformaci bylo z kazdé plotny zaockovano 6 zkumavek, vzdy jednou
bakteridlni kolonii. Vzorky byly inkubovany na tiepacce v Sikmé poloze pies noc
pti 37 °C.

Nocni kultury byly centrifugovany v mikrozkumavkach Eppendorf po dobu
1 minuty pii 16 000 g a supernatant byl ndsledné odstranén. K miniprepaci plasmidové
DNA byla pouzita souprava Monarch® Plasmid Miniprep Kit, ktera obsahovala pouzité
roztoky. Peleta byla resuspendovana ve 200 pl suspenzniho pufru (Resuspenpension
Buffer). Nasledné byly buiiky lyzovany pfidanim 200 pl lyza¢niho pufru (Lysis Buffer),
promichény inverzi a inkubovany 1 minutu. Po neutralizaci a vysraZeni proteinit bylo
ptidano 400 pl neutraliza¢niho pufru (Neutralization Buffer). Smés byla michana inverzi
az do zneutralizovani celého objemu a inkubovéana 1 minutu. Nasledné byla provedena
Tminutova centrifugace pii 16 000x g a supernatant byl pfeveden pomoci pipety
na kolonku s fritou ustici do sbérné nddobky. Zkumavky byly centrifugovany 30 sekund
pii 4 000x g a nasledné 1 minutu pii 16 000% g. Poté byly kolonky promyty nejprve
200 pl promyvaciho roztoku 1 (Wash Buffer 1) a pak 400 ul promyvaciho roztoku 2
(Wash Buffer 2). Po kazdém promyti byly zkumavky centrifugovany 1 minutu
pfi 16 000x g a obsah sbérné nadobky odstranén. Kolonky s fritou byly pfemistény
do sterilni mikrozkumavky bez uzavéru. Zachycena plasmidovd DNA byla inkubovana
po dobu 1 minuty se 40-50 pl zahtatého elu¢niho pufru a nasledné z kolonky eluovana
centrifugaci po dobu 1 minuty pfi 16 000% g. Eluat s plasmidovou DNA byl pfemistén

do nové sterilni mikrozkumavky a uloZen pti —20 °C.

4.1.10 Ovéreni plasmidové DNA

Oveéfteni spravnosti piipravenych konstruktli bylo nejprve provedeno analyzou pomoci

restrikénich endonukleas a nasledné sekvenovanim.

4.1.10.1 Stépeni pomoci restrikénich endonukleas

Analyzou pomoci restrikénich endonukleas byla ovéfena spravnost vneseni DNA
fragmentu do plasmidové DNA. V piipadé¢ mutageneze byly ovefeny i vnesené tiché

mutace.
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Do mikrozkumavky bylo ptidano:
- 5 ul plasmidové DNA (~0,5 pg)
- 2 ul 10x koncentrovaného CutSmart pufru
- 12 pl sterilni vody
- 0,5 pl restrikéni endonukleasy 1

- 0,5 pl restrikéni endonukleasy 11
>20 ul

Pro jednotlivé konstrukty byly zvoleny vhodné dvojice restrik¢nich endonukleas a smés
byla inkubovana 1 hodinu ve vodni ldzni pfi teplot¢ 37 °C. Nasledné byla Stépena
plasmidova DNA délena elektroforézou v agarosovém gelu (kapitola 4.1.3), kterad
umoznila na zéklad¢ velikosti vzniklych DNA fragmenti urcit, zda byl dany plasmidovy

konstrukt pfipraven spravné.

4.1.10.2 Sekvenace

Do mikrozkumavky bylo pfidano 5 pl plasmidové DNA o koncentraci 0,1 pg/ul a 5 pl
5 uM primeru. Vzorky byly odeslany k sekvenovani firmou Eurofins Genomic,

Ebersberg, Némecko.

4.2 Cilena mutageneze

K zavedeni specifickych bodovych mutaci v genu kdédujicim acyltransferasu HlyC byla

pouzita metoda kombinované PCR mutageneze.

4.2.1 Kombinovana PCR mutageneze

V prvnim kroku byla provedena PCR reakce podle postupu uvedeného v kapitole 4.1.2.
Jako templat byl pouzit plasmid pT7-hlyC-hlyA-dH nesouci gen AlyC kodujici intaktni
acyltransferasu HlyC. Pozadovana bodovéa mutace byla do genu 4/yC zavedena pomoci
komplementarnich mutagennich primert tak, aby vznikly dva ¢astecné se piekryvajici
fragmenty A a B. Primery pouZité pro jednotlivé mutace jsou uvedeny v tabulce (Tab. 5,
str. 43). Vysledné fragmenty A a B byly separovany elektroforézou v agarosovém gelu

a izolovany (kapitoly 4.1.3 a 4.1.4).
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Tab. 5: Primery pouZité pro vytvoieni bodovych mutaci v genu AlyC.

Primery
Mutace v hlyC Fragment A Fragment B Fragment C
R49A SaplIFor, hlyC-R49Arev | hlyC-R49Afor, HindIlIRev | SapIFor, HindIIIRev
K105A SaplIFor, hlyC-K105Arev | hlyC-K105Afor, HindIlIRev | SapIFor, HindIIIRev
RI108A SaplFor, hlyC-R108Arev | hlyC-R108Afor, HindIlIRev | SapIFor, HindIIIRev
RI120A SaplFor, hlyC-R120Arev hlyC-R120Afor, HindlIIRev | SaplFor, HindIIIRev
KI129A SaplFor, hlyC-K129Arev hlyC-K129Afor, HindIIIRev SaplFor, HindIIIRev

Ve druhém kroku nasledovala PCR reakce s pouzitim fragmenti A a B jako templati,

pfi¢emz reakcéni smés obsahovala:

— 5 ul fragmentu A

— 5 pl fragmentu B

— 10 pl pufru 5xQ5 HF Reaction Buffer
— 10 pl GC Enhanceru

— 11 pl sterilni vody

— 5 ul 2 mM dNTP mixu

— 1,5 pul 10 uM ptimého primeru

— 1,5 pl 10 uM zpétného primeru

— 1 ul Q5 HF DNA polymerasy

>50 ul

Po provedeni druhé PCR byl ziskan vysledny fragment C se zavedenou bodovou mutaci.

Jednotlivé primery pro dané¢ mutace jsou uvedeny v tabulce (Tab. 5).

4.2.2 Vlozeni PCR fragment s mutacemi do ptavodnich plasmid

Vysledné PCR fragmenty C s vnesenymi bodovymi mutacemi byly separovany
elektroforézou v agarosovém gelu. Fragmenty odpovidajici velikosti 1793 bp byly

vyfiznuty a izolovany (kapitoly 4.1.3, 4.1.4)

Izolované fragmenty DNA kodujici jednotlivé HlyC mutantni varianty byly Stépeny
restrikénimi endonukleasami Sap!l a HindIII-HF'. Puvodni plasmid pT7-hlyC-hlyA-dH byl
Stépen stejnymi restrikénimi endonukleasami a néasledné defosforylovan (kapitoly 4.1.5

a4.1.6).

Stépené PCR fragmenty byly opét déleny elektroforézou v agarosovém gelu (kapitola
4.1.3) a izolovany (kapitola 4.1.4). Nasledn¢ byly ligovany s pfisluSnym Sté€penym
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a defosforylovanym plasmidem. Liga¢ni smési byly transformovany (kapitola 4.1.8) do
bunek E. coli kmene XL1-Blue, z nichz byla po no¢ni kultivaci izolovana plasmidova
DNA (kapitola 4.1.9). Vneseni mutaci do genu hlyC v jednotlivych plasmidovych
konstruktech bylo ovéfeno analyzou pomoci restrikénich endonukleas (Tab. 6) a
sekvenovanim (kapitoly 4.1.7 az 4.1.10). Takto byly ziskany plasmidy pT7-4/yC-R49A-
hlyA-dH, pT7-hlyC-K105A-hlyA-dH, pT7-hlyC-R108A-hlyA-dH, pT7-hlyC-R120A-
hlyA-dH a pT7-hlyC-K129A-hlyA-dH.

Tab. 6: Restrikéni endonukleasy pouzité pro ovéreni plasmidovych konstruktd nesoucich gen
hlyC s vnesenou bodovou mutaci.

Overent klonovacich mist Substituce — tichd mutace
Plasmid (amp)' Restrikéni , Restrikéni ,

endonukleasy Delka [bp] endonukleasy Delka [bp]
pT7-hlyC-R49A-hlyA-dH Sapl, HindllI-HF | 5016, 1775 Hpal 1169, 5622
pT7-hlyC-K105A-hlyA-dH | Sapl, HindIlI-HF | 5016, 1775 Miul 4223, 2568
pT7-hlyC-R108A-hlyA-dH | Sapl, HindIlI-HF | 5016, 1775 Apal, Hpal 5788, 1003
pT7-hlyC-R120A-hlyA-dH | Sapl, HindIllI-HF | 5016, 1775 Pvul 3694, 2040, 1057
pT7-hlyC-K129A-hlyA-dH | Sapl, HindIlI-HF | 5016, 1775 Ncol 4267, 2524

'Plasmid obsahuje gen pro rezistenci viic¢i ampicilinu.

4.3 BACTH systém

4.3.1 Priprava plasmidt pro produkci fiznich proteint

Pro testovani interakci proteinti v BACTH systému bylo nejprve nutné fuzovat gen hlyC,
resp. DNA segment kodujici fragment HlyA nesouci zbytky 535-719 (HlyAsss.719)
s DNA sekvencemi kodujicimi fragmenty T25, resp. T18 katalytické AC domény. Gen
hlyC tak byl vlozen do plasmidl pKNT25 a pKT25, zatimco DNA segment pro HlyAsss.
719 do plasmid pUT18 a pUT18C, které byly soucasti soupravy od firmy EUROMEDEX
(Patiz, Francie). Tyto plasmidy obsahuji sekvence DNA, které koduji fragment
katalytick¢ domény T25, resp. T18, s MCS na jejich 3'- nebo 5'-konci (kapitola 3.2.3).

4.3.1.1 Geny kédujici HlyC a fragment HlyA

Gen hlyC a DNA segment kodujici fragment HlyAs3s.719 byly amplifikovany z plasmidu
pT7-hlyC-hlyA-dH (templat) metodou PCR (kapitola 4.1.2) s pouzZitim primer
uvedenych v tabulce (Tab. 7, str. 45).
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Tab. 7: Primery pouzité k amplifikaci ptislusnych PCR fragmenti spolu s délkou fragmentt a

jejich vyslednou orientaci v plasmidu.

Fragment Z]r};zllft(::: Piimy primer | Zpétny primer D[f)lpk]a

F1 (hlyC) 5’-konec 725 HindIII-hlyC-For Sacl-hlyC-Rev 533

F2 (hlyC) 3’-konec 725 Pstl-hlyC-For Kpnl-hlyC-Rev 533
F3 (hlyAss3s-719) 5’-konec T18 HindIII-hlyA535-For | Sacl-hlyA719-Rev 578
F4 (hlyAs3s.719) 3’-konec 718 | BamHI-hlyA535-For | Kpnl-hlyA719-Rev | 578

PCR fragmenty byly separovany elektroforézou v 1,5% agarosovém gelu,
vyfiznuty a izolovany pomoci soupravy pro izolaci DNA (kapitoly 4.1.3 a 4.1.4) . PCR
fragmenty byly nésledné Stépeny restrikénimi endonukleasami (Tab. 8), separovany

elektroforézou a znovu izolovany (kapitoly 4.1.3,4.1.4 a 4.1.6).

Takto pripravené PCR fragmenty byly vlozeny do pfislusnych plasmidd BACTH
systému (pro zjednoduSeni oznaCenych jako V1 — V4), které byly $tépeny stejnymi
restrikénimi endonukleasami (Tab. 8) jako kompatibilni PCR fragmenty, nasledné
defosforylovany, separovany agarosovou elektroforézou v 0,8% gelu a izolovany

(kapitoly 4.1.3 az 4.1.5).

Tab. 8: Dvojice restrik¢énich endonukleas pro $t€peni fragmentti po PCR amplifikaci (F1 — F4) a
plasmidii do BACTH systému (V1 — V4) s pfislusnou rezistenci k antibiotikim. V tabulce je
rovnéz uvedena vysledna délka fragmenti po Ste€peni. V fadcich jsou vedle sebe uvedeny
kompatibilni dvojice fragment — plasmid pro naslednou ligaci.

PCR Restrikéni Délka Plasmid Restrikéni Délka

fragment | endonukleasy | [bp] (Atb rezistence)! endonukleasy | [bp]
HindllI-HF, V1 —pKNT25 HindllI-HF,

Fl Sacl-HF 523 (kan) Sacl-HF, CIP 3420

Pstl-HF, Kpnl- V2 —pKT25 Pstl-HF, Kpnl-

F2 HF >19 (kan) mr.crp | 44
HindllI-HF, V3 -pUTI18 HindllI-HF,

F3 Sacl-HF 568 (amp) Sacl-HF, CIP 2974
BamHI-HF, V4 —pUT18C BamHI-HF,

F4 Kpnl-HF 268 (amp) Kpnl-HF, CIP 3004

Plasmidy obsahuji gen pro rezistenci vo¢i piislusnému antibiotiku uvedenému v zavorce.
Stépené PCR fragmenty byly ligovany s odpovidajicimi $t&penymi

a defosforylovanymi plasmidy (kapitola 4.1.7). Poté byly liga¢ni smési transformovany
do bunék E. coli XL1-Blue, které byly nasledné kultivovany na plotnach s obsahem
pfislusného antibiotika (kapitola 4.1.8). Plasmidy kodujici fragment T25 katalytické
AC domény nesou rezistenci ke kanamycinu jako selektivnimu markeru a plasmidy
kodujici fragment T18 naopak dodévaji bakteriim rezistenci k ampicilinu. Po noc¢ni

kultivaci byly z jednotlivych bakteridlnich kolonii na plotné zao€kovany malé kultury
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pro izolaci plasmidové DNA. Pro kazdy typ konstruktu bylo pfipraveno Sest kultur,
z nichz byla pomoci soupravy Monarch® Plasmid Miniprep Kit izolovana plasmidova
DNA, jejiz spravnost byla ovéfena analyzou pomoci restrikénich endonukleas podle
tabulky (Tab. 9). Z kazdého konstruktu byla vybrana jedna spravna varianta a odeslana
k sekvenovani (kapitoly 4.1.8 az 4.1.10).

Tab. 9: Vysledné plasmidy do BACTH systému kodujici T25 a T18 fragmenty katalytické
AC domény flizované s testovanymi proteiny. Tabulka obsahuje jednotlivé dvojice Stépeného
a defosforylovaného plasmidu se st€penym PCR fragmentem, které byly ligovany. V druhé
poloving tabulky jsou uvedeny pouzité restrikéni endonukleasy pro ovéreni spravnosti vyslednych
konstruktt.

. Restrikéni Délka Restrikéni Délka
(AtbPl:sg}[;(Ill o) Fragment | Plasmid endonukleasy [bp] endonukleasy | [bp]
rezt Overeni klonovacich mist Overeni insertu
pKN-hlyC-T25 HindlIlI-HF, 523, 1626,
(kan) Fl & Sacl-HF 3420 | BSrOLNeol | 555
pKT25-hlyC PstI-HF, 519, 850,
(kan) k2 V2 Kpni-HF | 3414 | BrOh Neol | 50
pU-hlyA535-719-T18 HindlIll-HF, 568, g 1612,
(amp) F3 V3 Sacl-HF 2974 | SPhL Scal-HF | o34
pUT18C-hlyA535-719 BamHI-HF, 568, g 1090,
(amp) F4 V4 Kpnl-HF 3004 | SPHLSealHE | 4

'Plasmidy obsahuji gen pro rezistenci vi¢i prislusnému antibiotiku uvedenému v zavorce.

4.3.1.2 Mutantni varianty genu kédujiciho acyltransferasu HlyC

Obdobné byly piipraveny plasmidy pro BACTH systém nesouci geny hlyC se
zavedenymi bodovymi mutacemi. Mutované sekvence genu hlyC byly fuzovéany s
5’-koncem DNA sekvence kodujici fragment T25 katalytické AC domény v plasmidu
pKNT25. Tato orientace byla zvolena experimentalné (viz vysledky kapitola 5.1).

Stejné jako u plivodniho genu ilyC byly pfipravené mutantni varianty nejprve
amplifikovany pomoci PCR. Pro mutantni varianty 4lyC byl jako pfimy primer pouZit
HindIII-hlyC-For a jako zpétny primer Sacl-hlyC-Rev (kapitola 4.1.2). Vysledné
fragmenty v délce 533 bp byly separovany pomoci agarosové elektroforézy, izolovany a
nasledné $tépeny restrikénimi endonukleasami HindIII-HF a Sacl-HF (kapitoly 4.1.3,
4.1.4 a 4.1.6). Separované a izolovan¢ PCR fragmenty byly poté ligovany s plasmidem
V1, Stépenym stejnymi restrikénimi endonukleasami HindIII-HF a Sacl-HF (kapitoly
4.1.5 a 4.1.7). Vysledné ptipravené plasmidy s kanamycinovou rezistenci pro BACTH
systém jsou pKN-AlyC-R49A-T25, pKN-hlyC-K105A-T25, pKN-AlyC-R108A-T25,
pKN-AlyC-R120A-T25 a pKN-AalyC-K129A-T25. Tyto plasmidy byly nasledné

transformovany do bunék E. coli XL1-Blue, z nichZ byla po no¢ni kultivaci izolovana
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plasmidova DNA. Spravnost plasmidi byla ovéfena analyzou pomoci restrikénich

endonukleas (Tab. 10) a sekvenovanim (kapitoly 4.1.8 az 4.1.10).

Tab. 10: Pouzité restrikéni endonukleasy pro ovéfeni plasmidovych konstrukti pro BACTH
systém se substitucemi v genu AlyC.

. Ovérent klonovacich mist Ovérent insertu
Plasmid

(kan)! Restrikéni Délka Restrikeni Délka
endonukleasy [bp] endonukleasy [bpl

. 523, 1794,

pKN-AlyC-R49A-T25 HindllI-HF, Sacl-HF 3420 Hpal, Ncol 2149
pKN-AlyC-K105A-T25 | Hindlll-HF, Sacl-HF 523, Mlul, Ncol 1623,
’ 3420 ’ 2320

pKN-hlyC-R108A-T25 | HindlII-HF, Sacl-HF | 322 Apal, Neol 1628,
’ 3420 ’ 2315

pPKN-AlyC-R120A-T25 | HindllI-HF, Sacl-HF 523, Pvul, Ncol 1578,
’ 3420 ’ 2365

pKN-hlyC-K129A-T25 | Hindlll-HF, Sacl-HF 523, Ncol 1535,
’ 3420 2408

'Plasmidy obsahuji gen pro rezistenci vi¢i kanamycinu.

4.3.2 Kotransformace plasmidil do kmene E. coli BTH101

K 20 pl kompetentnich bun€k E. coli kmene BTH101 bylo ptidano po 100 ng ptisluSnych
plasmidi. Smés byla ponechana na ledu po dobu 15 minut. Umisténim mikrozkumavek
do vodni 1azné pfi teploté 37 °C na 5 minut a naslednym zchlazenim na ledu na 2 minuty
byl proveden tepelny Sok. Poté bylo k bunikdm piidano 980 pl predehfatého LB média
a mikrozkumavky byly nésledné¢ umistény zpét do vodni 14zn€ na 2 hodiny. Béhem
inkubace byly pfipraveny plotny, k ¢emuz byl pouzit MacConkey agar, ke kterému byla
pfed nalitim ploten pfidana maltosa (vysledny 1% roztok), 100 mM IPTG (na vyslednych
0,5 mM) a ob¢ antibiotika — ampicilin (vyslednad koncentrace 100 pg/ml) a kanamycin
(50 pg/ml). Po kotransformaci bylo 10 pl bakterialni suspenze vytedéno 90 pl tekutého
LB média a cely tento objem byl nanesen na piipravené MacConkey plotny. Plotny byly
nasledn¢ inkubovany 3 dny v invertované poloze pii teplot¢ 30 °C. Podle zabarveni
selektivniho média byla poté vyhodnocena interakce danych kombinaci fiznich proteinti

produkovanych transformovanymi butikami.

4.3.3 Stanoveni enzymové aktivity f-galaktosidasy

Den piedem byl do plastovych zkumavek s 2,5 ml tekutého LB média a s pfidavkem
IPTG (0,5mM), ampicilinu (100 pg/ml) a kanamycinu (50 pg/ml) pomoci ocka

zaockovan stér 3 kolonii. Z kazdé plotny byly, ze tfi riznych mist plotny pfipravené
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tfi nezavislé vzorky (triplikaty). Zaroven s kulturami byl pfipraven i kontrolni vzorek 1
obsahujici pouze 2,5 ml LB média s antibiotiky a IPTG. Inokulované kultury byly
kultivovany na tiepacce ve 30 °C pies noc. Druhy den byly do 50ml zkumavek s otvory
ve vicku, kvili odpafeni toluenu, pfidany 2 ml média M63 a 0,5 ml nocni kultury
zamichané pomoci vortexu. Pfidanim 30 pl toluenu a 30 pl 0,1% roztoku SDS byly
bakteridlni buniky permeabilizovany. Zkumavky s promichanou smési byly umistény
na tiepacku ve 37 °C na 30 minut. Mezitim byl zméfen nartst jednotlivych triplikata
vzorkl noc¢nich kultur. K 0,5 ml no¢ni kultury bylo pfidano 1,5 ml LB média a nésledné
byla zmétena opticka denzita pii 600 nm (ODsoo) proti kontrolnimu vzorku 1. Po uplynuti
30 minut byl do novych plastovych zkumavek pfenesen objem 0,3 ml
permeabilizovanych bunék a 0,7 ml PM2 pufru s pfidavkem [-merkaptoethanolu
o vysledné koncentraci 0,1 M. Simultanné byl pfipraven také kontrolni vzorek 2
obsahujici 1 ml PM2 pufru, s kterym byla téz provedena nasledujici reakce. Zkumavky
i roztok ONPG substratu byly na 5 minut umistény do vodni ldzn¢ a temperovany
na 28 °C, coz je optimalni teplota pro prib¢h B-galaktosidasové reakce. Samotna reakce
byla zahijena pfidanim 0,25 ml 0,4% roztoku ONPG v PM2 pufru do roztoku
permeabilizovanych bun¢k v PM2 pufru. Po zabarveni reak¢éni smési do zluta (1 minuta),
byla reakce zastavena zménou pH, tedy pfidanim 0,5 ml 1M Na,COs. Nasledn¢ byla
pomoci spektrofotometru zméfena absorbance pti 420 nm (As20) proti kontrolnimu

vzorku 2.

Vyslednd enzymové aktivita, A [units/ml] byla vypoctena pro kazdy vzorek

pomoci nasledujiciho vzorce:

A =200.—229 __ yedici faktor [1]

"doba inkubace

Jedna jednotka aktivity B-galaktosidasy odpovidd 1 nmol hydrolyzovaného ONPG
za minutu pii 28 °C. Faktor 200 ve vySe uvedeném vzorci [1] je pfevracend hodnota
absorp¢niho koeficientu o-nitrofenolu, coz je 0,005 nmol/ml pii pH 11,0 (tj. po pfidani

NaxCO:3).

Vysledky jsou obecné uvedeny v jednotkach units/mg suché hmotnosti bakterit,
ktera se urc¢i z optické denzity bakterialni kultury pti 600 nm, pfi¢emz se bere v tvahu,

7e 1 ml kultury s ODgoo = 1 odpovida 300 pg suché hmotnosti bakterii.**
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5 Vysledky

5.1 Analyza interakci HlyC s ACP

Na zéklad¢ in silico interakcniho modelu mezi proteiny HlyC a ACP, ktery byl sestaven
z modelti struktur HlyC a ACP ziskanych pomoci programu AlphaFold2 (Dr. J. Cerny,
BTU AV CR), byly vytipovany pozitivné nabité zbytky v HlyC a negativné nabité zbytky
v ACP, které by spolu mohly interagovat a tvofit tak interak¢ni rozhrani mezi HlyC
a ACP. Pfed samotnou analyzou interakci mezi mutantnimi variantami HlyC a ACP bylo
nejdiive nezbytné otestovat, kterd z moznych dvojic fiznich proteinii pouzitétho BACTH
systému vykazuje nejvys$i miru interakce. Testovany tak byly Ctyfi dvojice fiznich
proteintl, v nichz HlyC byl fazovan k N- nebo C-konci fragmentu T25 a ACP k N- nebo
C-konci fragmentu T18.

5.1.1 Priprava plasmidtl pro produkci faznich proteint

Pti ptipraveé fuznich variant HlyC s T25 byl gen hlyC kédujici acyltransferasu HlyC
vloZen bud’ na 5’-konec, nebo 3 -konec DNA sekvence kodujici fragment T25 v plasmidu

pKNT?25, resp. v plasmidu pKT25.

Prvnim krokem byla PCR amplifikace genu 4lyC z plasmidu pT7-hlyC-hlyA-dH.
Vzniklé PCR fragmenty byly separovany elektroforézou v agarosovém gelu, vyfiznuty
(Obr. 16A, str. 50) a izolovany. Nasledné byly izolované PCR fragmenty Stépeny

pfislusnymi restrikénimi endonukleasami.

Pro vkladani PCR fragmenti do plasmidi pKNT25 a pKT25 byla vyuzita jejich
MCS, ktera byla Stépena vhodnymi restrikénimi endonukleasami a Stépené plasmidy byly
navic jesté defosforylovany. Stépené PCR fragmenty a fragmenty plasmidi byly
separovany elektroforézou v agarosovém gelu, vytiznuty (Obr. 16B, str. 50) a znovu

izolovany.
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Obr. 16: Jednotlivé agarosové gely ziskané v priibéhu preklonovani genu ilyC na 5’-konec
DNA segmentu kodujiciho fragment T25 v plasmidu pKNT25. (A) Gel po vyfiznuti PCR
fragmentu se spravnou velikosti 533 bp (Cervena Sipka a ramecek). (B) Gel po vytiznuti fragmentu
Stépeného restrikénimi endonukleasami HindIII-HF a Sacl-HF a defosforylovaného plasmidu
pKNT25 (V1) s velikosti 3420 bp (Zluta Sipka a ramecek) a stépeného fragmentu 4lyC stejnymi
restrikénimi endonukleasami s velikosti 523 bp (ervena Sipka a ramecek). Na gelu (C) jsou
fragmenty zkonstruovanych plasmidii (1-6) po Stépeni restrikénimi endonukleasami. Na levém
gelu byla za pomoci restrikénich endonukleas HindIII-HF a Sacl-HF ovefena klonovaci mista
pouzita pii konstrukci plasmidu. Spravné velikosti 3420 a 523 bp po Stépeni jsou oznaceny
cervenymi Sipkami. Na pravém gelu byl ovéfen insert s pouZzitim restrikéni endonukleasy BsrGI
a Ncol. Spravné fragmenty maji velikost 2317 a 1626 bp. K porovnani velikosti byla pouzita
A DNA stépena restrikéni endonukleasou Pst (A/Pstl).

Stépené PCR fragmenty byly ligovany s odpovidajicimi $tépenymi fragmenty
plasmidii a liga¢ni smési byly transformovany do bunék E. coli XL1-Blue, z jejichz kultur
byla nésledné izolovéna plazmidova DNA. Spravné zkonstruované plasmidy pak byly
vybrany na zéklad€ analyzy pomoci restrikénich endonukleas (Obr. 16C) a vysledkt
sekvenovani. Jako ptiklad vySe zminéného postupu je na obrazku (Obr. 17, str. 51)
znazornéno schéma pieklonovani genu hlyC na 5'-konec DNA sekvence kodujici
fragment T25 v plasmidu pKNT25. Pfislusné fotografie agarosovych geld jsou pak
uvedeny na obrazku (Obr. 16). Pii piipravé dalSich tfi plasmidovych konstrukt
se postupovalo obdobnym zplsobem a schémata jejich pfipravy ani fotografie

agarosovych gell proto nejsou ukazany.

50



Hindil-HF
/

PCR gax ,
pT7-hiyC-hiyA<H PR $tépeni \
Hindlll-HF, Sacl-HF
"~Sacl-HF
ligace
e P |
stepeni,
PKNT25 defosforylace, pKNT25

Hindili-HF, Sacl-HF, CIP
< <,
< _/ S _/

Obr. 17: Schéma preklonovani genu AlyC na 5'-konec DNA segmentu kédujiciho fragment
T25 v plasmidu pKNT25. Schéma bylo vytvofeno v programu BioRender.

Obdobn¢ byl na 5’- i 3’-konec DNA sekvence kodujici fragment T18 v ramci
plasmidi pUT18 a pUT18C vlozen gen kodujici ACP. Tyto plasmidy pro BACTH systém
kodujici ACP byly v nasi laboratofi jiZ pfipraveny.

5.1.2 Testovani interakci faznich proteint

Pomoci BACTH systému byly testovany interakce ¢tyf moznych kombinaci fuznich
proteinti produkovanych plasmidy, které byly zkonstruovany v predeslé kapitole. Jako
negativni kontrola byly pouZity plivodni plasmidy exprimujici fragmenty katalytické
AC domény bez fuzovanych testovanych proteinii. Jako pozitivni kontrola byly pouzity
plasmidy pKT25-Zip a pUTI8C-Zip exprimujici fuazni proteiny T25-LeuZip
a T18-LeuZip.

Dvojice plasmida produkujicich fuzni proteiny byly kotransformovany do bunék
cya kmene E. coli BTH101. Kazdy z dvojice plasmidl nese rezistenci vic¢i jinému
antibiotiku, a lze tak po kotransformaci na plotnach s obsahem obou antibiotik lehce
selektovat kolonie bakterii, které ptijaly oba plasmidy. Jednotlivé kombinace plasmidi
a znich exprimovanych testovanych fuznich proteini jsou uvedeny v tabulce

(Tab. 11, str 52).
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Tab. 11: Kombinace fiznich proteint, jejichZ interakce byly analyzoviany pomoci BACTH
systému. V tabulce jsou uvedeny dvojice testovanych fuznich proteinli a k nim piislusné

plasmidy, kter¢ je koduji.

Konstrukt Fuzni protein P(ll?;r’gfd Fuzni protein ?iﬁg';;d
Kombinace HlyC s ACP
T25- 8 pKT25-hiyC T18-ACP pUT18C-acp
T25- 8 pKT25-hiyC ACP-T18 pU-acp-T18
BRE-125 | pKN-hlyC-T25 T18-ACP pUT18C-acp
B8 -125 | pKN-hyC-T25 ACP-T18 pU-acp-T18
‘ Kombinace Pozitivni kontrola
T25- B8l | pKT25-Zip T18-LeuZip pUT18C-Zip
‘ Kombinace Negativni kontrola (pozadi)
T25-MCS pKT25 T18-MCS pUTI18C
T25-MCS pKT25 MCS-T18 pUTI18
MCS-T25 pKNT25 T18-MCS pUTI18C
MCS-T25 pKNT25 MCS-T18 pUTI18

'Plasmid obsahuje gen pro rezistenci vii¢i kanamycinu.
“Plasmid obsahuje gen pro rezistenci vci ampicilinu.

Suspenze kotransformovanych bakterii byly inokulovany na indikacni plotny
s MacConkey agarem. Po ¢tyfech dnech inkubace pfti teploté¢ 30 °C dosahlo zabarveni
indikacnich ploten dostatecné intenzity pro vyhodnoceni. Na plotnach s negativnimi
kontrolami byly pozorovéany bilé bakterialni kolonie a na plotnach s pozitivni kontrolou
byly kolonie zabarveny cervené. Kontroly potvrdily spravnost procesu. Na obrazku
(Obr. 17, str. 53) jsou fotografie ploten s pozitivni a negativni kontrolou znazornujici
rozdily v zabarveni indika¢nich ploten pfi interagujicich (pozitivni kontrola)
a neinteragujicich proteinech (negativni kontrola). U bakterii, v nichZ dochazi k interakci
testovanych proteind, se obnovuje AC aktivita a jsou proto schopny fermentovat laktosu,

coz vede k Cervenému zabarveni MacConkey agaru.
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Obr. 18: Fotografie indika¢nich ploten s MacConkey agarem s viditelnymi bakteridlnimi
koloniemi pozitivni (vlevo) a negativni (vpravo) kontroly. Cervené zabarvené kolonie
pozitivni kontroly (produkuji interagujici fizni proteiny T25-LeuZip a T18-LeuZip) predstavuji
bakterie fermentujici laktosu a naopak bilé kolonie jsou tvofeny bakteriemi neschopnymi
fermentace laktosy (negativni kontrola s neinteragujicimi proteiny T25 a T18). Bakterie E. coli
kmene BTH101 pouzité v BACTH systému postradaji AC enzym, a tudiz nefermentuji laktosu.
V pfipad¢ interakce testovanych proteinti se u bakterii obnovi schopnost fermentace laktosy a
barva indikac¢nich ploten bude Cervena.

Pti interakci HlyC s ACP doslo k dostate¢nému pozitivnimu zabarveni kolonii
pouze v piipadé kombinace fuznich proteini T25-HlyC s T18-ACP a HIyC-T25
s T18-ACP (prvni a tfeti orientace v tabulce (Tab. 11, str. 52)), a to az po ctyfech dnech.
Bakterie produkujici kombinaci T25-HlyC nebo HlyC-T25 s fuznim proteinem, v némz
byl ACP fizovan s N-koncem fragmentu T18, tvofily bilé kolonie, a interakce

na indikac¢nich plotnach tedy nebyla pozorovéana.

Mira interakce fuznich proteinli byla nasledné kvantifikovana méfenim aktivity
B-galaktosidasy. Z jedné inokulované plotny byly stérem ze tfi riiznych mist pfipraveny
tfi rizné vzorky pro méteni aktivity B-galaktosidasy. Poté byla kotransformace a méteni
aktivity opakovano podruhé. Bylo tedy celkem provedeno 6 nezavislych méfeni. Aktivita
[-galaktosidasy byla stanovena méfenim absorbance vzniklého o-nitrofenolu pti 420 nm
a pomoci vzorce [1] vyjadiena v jednotkach units/mg suché hmotnosti bakterii. Nakonec
byly jednotlivé aktivity vyjadfeny v procentech vztazenych vici aktivité pozitivni
kontroly dané interakci fznich proteinii T25-LeuZip a T18-LeuZip (brano jako 100 %)
a vyneseny v grafu.
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Graf 1: Aktivity B-galaktosidasy po interakci mezi HlyC s ACP fazovanymi s T25, resp. T18.
Aktivita B-galaktosidasy pozitivni kontroly (interakce mezi fuznimi proteiny s leucinovym
zipem) byla vzata jako 100 %. Vysledky jsou zobrazeny jako primérné hodnoty se smérodatnou
odchylkou a vyhodnoceny pomoci analyzy rozptylu (ANOVA; n=6; **** — p<(0,0001).

Na grafu (Graf 1) vidime, Ze vysledky méteni aktivity B-galaktosidasy koreluji
s kone¢nym zabarvenim indikacnich ploten. Pouze kombinace fuznich proteint
T25-HlyC s T18-ACP a HlyC-T25 s T18-ACP vykazuji pozitivni interakce a zbyvajici
dvé jsou na Urovni pozadi (negativni kontroly). Nejvyssi miru interakce HlyC s ACP
vykazuje kombinace, v niz je HlyC fazovany s N-koncem fragmentu T25 a ACP

s C-koncem fragmentu T18.

Tato kombinace fuznich proteinti (HlyC-T25 s T18-ACP) proto byla pouZita v dalsi ¢asti

prace pro ptipravu a testovani mutantnich variant HlyC a ACP.

5.2 Priprava mutantnich variant HlyC

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 5.1, k vytipovani klicovych zbytki zapojenych
do interakce HlyC s ACP byl pfi ndvrhu tohoto projektu pouzit interakéni model
sestaveny ze struktur HlyC a ACP ziskanych pomoci programu AlphaFold2. Na zakladé
tohoto modelu bylo identifikovano né€kolik kladn& nabitych argininovych a lysinovych
zbytkli v C-koncové c¢asti HlyC, které by mohly interagovat se zaporné nabitymi
aspartaitovymi a glutamatovymi zbytky proteinu ACP. NejpravdépodobnéjSimi
interakénimi pary aminokyselinovych zbytkli proteini HlyC a ACP jsou: R49-E61,
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K105-D57, R108-E48, R120-D36 a K129-D39. Testovani interakci variant HlyC a ACP
nesoucich substituce navrzenych zbytki je soucésti SirSiho projektu laboratofe s nazvem

L»Strukturni a funkéni aspekty acylace RTX toxint“.

V této Casti prace byly do genu hlyC vneseny mutace, které¢ vedly k zavedeni
nasledujicich substituci do acyltransferasy HlyC: R49A, K105A, R108A, RI120A
a K129A.

Mutace byly vneseny do genu hlyC v plasmidu pT7-hlyC-hlyA-dH metodou
kombinované PCR mutageneze. Reakce probihala ve dvou krocich. V prvnim kroku byl
pouzit jako templat plasmid pT7-AlyC-hlyA-dH a byly amplifikovany dva fragmenty A
a B. Ty se castecné prekryvaly v mist¢ bodové mutace, kterd byla zavedena na
pozadované misto pomoci dvojice mutagennich primerii. Ve druhém kroku byly jako
templat PCR reakce pouzity fragmenty A a B se zavedenou mutaci. Amplifikaci pomoci
vnéjSich primerh byl pfipraven fragment C o velikosti 1793 bp nesouci pozadovanou
mutaci v genu 2/yC. Schéma kombinované PCR metody pro vlozeni mutace do genu hlyC
vedouci k zavedeni substituce R49A je zndzornéno na obrazku (Obr. 19, str. 56). Ostatni
substituce byly do genu A/yC zavedeny obdobnym zplisobem a schémata jejich piipravy

proto nejsou ukdzana.
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Obr. 19: Schematické znazornéni PCR mutageneze genu hlyC vedouci k vneseni substituce
R49A do HlyC. Kratké Sipky znazornuji pouzité primery — SaplFor, HindIIIRev (modré),
hlyC-R49Arev (oranzova) a hlyC-R49Afor (zelend). Kodon kodujici mutovany aminokyselinovy
zbytek ma Cervenou barvu a v jednotlivych fragmentech je oznacen *. Schéma bylo vytvoreno
v programu BioRender.

Pritomnost a velikost fragmenti C byla ovéfena pomoci elektroforézy
v agarosovém gelu, z né¢hoZz byly fragmenty se spravnou velikosti vyfiznuty (Obr. 20A,
str. 57) a izolovany. Izolované fragmenty byly Stépeny restrikénimi endonukleasami

HindIlI-HF a Sapl.

Plasmid pT7-hlyC-hlyA-dH byl Stépen stejnymi restrikénimi endonukleasami,
diky ¢emuz se z n&j vystdpila sekvence puvodniho genu AlyC. Stépeny plasmid byl
nasledn¢ defosforylovan a spolu se St€épenymi fragmenty C separovan elektroforézou
v agarosovém gelu. Fragmenty C o velikosti 1775 bp a fragment plasmidu o velikosti

5016 bp byly vytiznuty (Obr. 20B, str. 57) a izolovany.

Nésledné¢ byly Stépené PCR fragmenty C ligovany se Stépenym
a defosforylovanym fragmentem plasmidu. Liga¢ni smési byly poté transformovany

do bunék E. coli XL1-Blue, z jejichz kultur byla nasledné¢ izolovéana plazmidova DNA.
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Ziskané konstrukty plasmidi s bodovymi mutacemi byly ovéfeny analyzou pomoci
restrikénich endonukleas (Obr. 20C) a sekvenovanim. Vysledky sekvenovani potvrdily

spravné vlozeni mutaci do genu AlyC.

(A) WPstI R49A  (B) yPsi vektor R49A

5016bp
4—1775bp

(C) R49A/Sapl, HindlII-HF R49A/Hpal

MPstI'1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

5016bp ——» <+«—5622bp

1775 hp—
<«—1169bp

Obr. 20: Jednotlivé agarosové gely ziskané v priabéhu mutageneze genu hlyC pro zavedeni
kodonu kédujiciho substituci R49A. (A) Gel po vyfiznuti PCR fragmentu C se spravnou
velikosti 1793 bp (Cervend Sipka a ramecek). (B) Gel po vyfiznuti fragmentu St€pené¢ho
a defosforylovaného plasmidu pT7-AlyC-hlyA-dH s velikosti 5016 bp (Zluta Sipka a ramecek)
a Stépeného fragmentu C s velikosti 1775 bp (Cervena Sipka a ramecek). Na gelu (C) jsou
fragmenty zkonstruovanych plasmidi (1-6) po Stépeni restrikénimi endonukleasami. V levé ¢asti
gelu byla za pomoci restrikénich endonukleas Sap/ a HindIlI-HF ovetena klonovaci mista pouzita
pii konstrukei plasmidu. Spravné velikosti 5016 a 1775 bp po §té€peni jsou oznaceny Cervenymi
Sipkami. V pravé Casti gelu je ovéfena vlozend substituce s pouzitim restrikéni endonukleasy
Hpal. Spravné fragmenty maji velikost 5622 a 1169 bp. K porovnani velikosti byla pouzita
A DNA stépena restrikéni endonukleasou Pst#/ (A/Pstl).

5.3 Analyza interakci mutovanych variant HlyC s ACP

5.3.1 Priprava plasmidtl pro produkci faznich proteint

Analyza interakce riiznych kombinaci fiznich proteint HlyC s T25 a ACP s T18 ukézala,
ze k nejsiln€j$i interakci mezi testovanymi proteiny dochazi, kdyz je HlyC fazovan
s N-koncem fragmentu T25 a ACP s C-koncem fragmentu T18 (kapitola 5.1.2). Proto
byly mutantni varianty HlyC fizovéany na genetické irovni s N-koncem fragmentu T25.
K tomuto ucelu byly DNA sekvence hlyC s jednotlivymi bodovymi mutacemi

zkonstruovanymi v plasmidu pT7-hlyC-hlyA-dH (kapitola 5.2) pieklonovany na 5'-konec
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DNA segmentu kddujiciho fragment T25 v ramci plasmidu pKNT25. Tyto plasmidy pro
expresi fuznich proteintt mutantnich variant, HlyCmur-T25, byly pfipraveny a ovéfeny

obdobné¢ jako nemutovana varianta HlyC-T25, dle postupu popsaného v kapitole 4.3.1.

5.3.2 Kvalitativni analyza interakci

Takto ptipravené plasmidy exprimujici varianty HlyCwmur-T25 byly postupné,
v kombinaci s plasmidem exprimujicim fuzni protein T18-ACP, kotransformovany

do bakterii E. coli kmene BTHI101. Pro nasledné porovnani byly rovnéz

kotransformovany plasmidy exprimujici ptivodni nemutovany fazni protein HlyC-T25
a fuzni protein T18-ACP. Pro ovéfeni postupu byla také pfipravena negativni a pozitivni

kontrola. VSechny testované kombinace jsou uvedeny v tabulce (Tab. 12).

Tab. 12: Kombinace mutantnich variant HlyCwmur-T25 s T18-ACP, jejichZ interakce byly
analyzovany pomoci BACTH systému. V tabulce jsou uvedeny dvojice testovanych fiznich
proteind a k nim piislusné plasmidy, které je koduji. Pro srovnani a kontrolu byly také testovany
interakce mezi nemutovanym fuznim proteinem HlyC-T25 a fiznim proteinem T18-ACP,
pozitivni kontrola kodujici fuze s leucinovym zipem a negativni kontrola bez fiznich proteint.

Konstrukt Fuzni protein P(llf:rlg fd Fuzni protein Ié‘g’g)éd
Kombinace HlyCwmur s ACP
BNEEREOA 125 | pKN-hlyC-R49A-T25 T18-ACP pUT18C-acp
BEEROEA- 125 | pKN-AlyC-K105A-T25 T18-ACP pUT18C-acp
BNEERIORA- 125 | pKN-AlyC-R108A-T25 T18-ACP pUT18C-acp
BEERIEOA- 125 | pKN-AlyC-R120A-T25 T18-ACP pUT18C-acp
BEEEOA- 125 | pKN-AlyC-K129A-T25 T18-ACP pUT18C-acp
Kombinace Kontroly
T25-euZig pKT25-Zip TI8- B8 | puTISC-Zip
MCS-T25 pKNT25 TI8-MCS pUTI18C
-—T25 pKN-hlyC-T25 T18-ACP pUT18C-acp

Plasmid obsahuje gen pro rezistenci vici kanamycinu.
’Plasmid obsahuje gen pro rezistenci vii¢i ampicilinu.

Pozorovani interakci faznich proteinii produkovanych bakteridlnimi buiikami,
které byly kultivovany na MacConkey agaru ukazuje, ze varianty HlyC-T25 s mutacemi
zbytkli R108 a R120 v HlyC neinteragovaly s T18-ACP. To znamen4, Ze se neobnovila
aktivita AC enzymu, tedy ani tvorba cAMP, ktery v komplexu s CAP spousti syntézu
B-galaktosidasy. To znamena, ze pftisluSné cya  bakterie E. coli nebyly schopny

fermentovat laktosu a jejich kolonie byly zabarveny bile.
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Na druhé¢ strang, fazni varianty HlyCmut-T25 se substitucemi R49A, K105A a K129A
v HIlyC interagovali se svym fuznim partnerem T18-ACP, jelikoz bakterialni kolonie
produkujici tyto fuzni partnery byly zabarveny Cervené. Plotny inkubované Ctyfi dny
pii teploté 30 °C jsou zobrazeny na fotografii (Obr. 21).

=y T, 1

b

Obr. 21: Fotografie indikac¢nich ploten s MacConkey agarem, které jsou porostlé koloniemi
kotransformovanych bunék E. coli kmene BTH101. Na plotn€ ¢. 1 je negativni kontrola,
na plotné €. 2 pak pozitivni kontrola. Na plotné ¢. 3 jsou kolonie produkujici piivodni nemutovany
fazni protein HlyC-T25 a fazni protein T18-ACP. Na plotnach ¢. 4 az 8 jsou kolonie produkujici
testované mutantni varianty HlyCyur-T25 a fazni protein T18-ACP.

5.3.3 Kvantitativni analyza interakci

V dal$im kroku byly interakce mutantnich variant HlyCmur-T25 s fuznim proteinem
T18-ACP kvantifikovany stanovenim [-galaktosidasové aktivity. Celkem bylo
provedeno 6 nezavislych méfeni aktivity B-galaktosidasy, a to dle postupu pouzitého

pii testovani nemutovanych variant fiznich proteint, ktery byl popsan v kapitole 5.1.2.

Vysledny graf (Graf 2, str. 60) udava procento miry interakce kazdé mutantni
varianty fizniho proteinu HlyCmur-T25 s T18-ACP vynesené proti interakci nemutované

varianty HlyC-T25 s T18-ACP (vzato jako 100 %).

59



ns
ns ns

-

N

o
1

aktivita B-galaktosidasy (%)

F o oF X o
SRS RN RO SR NG
TE S TEN

Graf 2: Aktivity p-galaktosidasy po interakci mezi HlyCwmur-T25 a T18-ACP. Aktivita
B-galaktosidasy nemutovaného proteinu HlyC s ACP byla vzata jako 100 %. Vysledky jsou
zobrazeny jako prumérné hodnoty se smérodatnou odchylkou a vyhodnoceny pomoci analyzy
rozptylu (ANOVA; n=6; ns — p<0,05; **** — p<0,0001).

Graf 2 znédzoriiuje pokles interakce jednotlivych mutantnich variant HlyCmut-T25
s T18-ACP. Vysledky méteni aktivity B-galaktosidasy koreluji s kone¢nym zabarvenim
indikacnich ploten (kapitola 5.3.2). Substituce RI108A a RI120A vnesené
do acyltransferasy HlyC vyrazné snizily jeji interakci s proteinem ACP, coz ukazuje,
Ze oba kladné nabité argininové zbytky HlyC (R108 a R120) jsou pro jeji interakci s ACP
nezbytné. Naopak zbylé substituce R49A, K105A a K129A vnesené do HlyC interakci

s ACP téméf vibec neovlivnily.

5.4 Analyza interakci HlyC s mutantnimi variantami ACP

Na zakladé navrzenych interakénich parG aminokyselinovych zbytkd HlyC a ACP
(kapitola 5.2) byly v BACTH systému testovany také varianty ACP nesouci substituce
D36A, D39A, E48A, D57A a E61A. Tyto mutantni varianty byly fuzovany na genetické
urovni s C-koncem fragmentu T18 (T18-ACPwmur) a testovany v kombinaci s fuznim
proteinem HIyC-T25, tedy v kombinaci vedouci k nejsilngsi interakci mezi diive
testovanymi fuznimi péary (kapitola 5.1.2). PfisluSné plasmidy pro expresi variant
T18-ACPMmur byly v nasi laboratofi jiz pfipraveny a zde proto uvadim jen jejich testovani

v BACTH systému.
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Analyza interakci mezi T18-ACPmut a HlyC-T25 byla provedena obdobné jako analyza
interakci mutantnich variant HlyCmur-T25 s T18-ACP (kapitola 5.3.2). Testované

kombinace proteint i kontrol jsou uvedeny v tabulce (Tab. 13).

Tab. 13: Kombinace mutantnich variant T18-ACPwmyr s HlyC-T25, jejichZ interakce byly
analyzovany pomoci BACTH systému. V tabulce jsou uvedeny dvojice testovanych fuznich
proteind a k nim piislusné plasmidy, které je koduji. Pro srovnani a kontrolu byly také testovany
interakce mezi fznim proteinem HlyC-T25 a nemutovanym fiznim proteinem T18-ACP,
pozitivni kontrola kodujici fuze s leucinovym zipem a negativni kontrola bez fuznich proteinti.

Plasmid Frizni protein Plasmid
(karl)1 mip (;’:1mp)2

Kombinace HlyC s ACPmur
B8 125 | pKN-hlyC-T25 | TI8-ACP-D36A | pUTI18C-acp-D36A

Konstrukt | Fuzni protein

B8 125 | pKN-hiyC-T25 | TI8-ACP-D39A | pUT18C-acp-D39A

B8 125 | pKN-nlyC-T25 | [T18-ACP-E48A | pUTI8C-acp-E48A

BRE-125 | pKN-hlyC-T25 | TI8-ACP-D57A | pUT18C-acp-D57A

B8 125 | pKN-hlyC-T25 | T18-ACP-E61A | pUT18C-acp-E61A

Kombinace Kontroly
T25-HeuZip pKT25-Zip T18-LeuZip pUT18C-Zip
MCS-T25 pKNT25 T18-MCS pUTI18C
B8 125 | pKN-hlyC-T25 T18-ACP pUT18C-acp

'Plasmid obsahuje gen pro rezistenci vici kanamycinu.
Plasmid obsahuje gen pro rezistenci vii¢i ampicilinu.

Po kotransformaci dvojic plasmida s rezistenci k riiznym antibiotikim do cya”
kmene E. coli BTH101 byly bakteridlni buiiky kultivovany na plotndch s MacConkey
agarem pii 30 °C. Pozorovani interakci fuznich proteinii produkovanych bakteridlnimi
buiikami ukazalo, Ze interakce T18-ACPwmut s HlyC-T25 jsou pomérné slabé. Bakteridlni
kolonie byly zabarveny do bilé az narizov¢lé barvy a zadna z nich neméla srovnatelnou

barvu s interakci nemutovanych proteinti. Nejsilngjsi interakci s HlyC-T25 vykazoval

fazni protein T18-ACPmut s mutaci zbytku E61.

Pro kvantifikaci interakce byla stanovena aktivita B-galaktosidasy. Celkem bylo
provedeno 9 nezavislych méfeni obdobné, jak tomu bylo pfi testovani nemutovanych
faznich proteind (kapitola 5.1.2). Nasledujici graf (Graf 3, str. 62) udava aktivity
B-galaktosidasy naméfené pii interakci mutovanych fuznich proteini T18-ACPwmut
s HlyC-T25 v procentech vztazenych vici aktivité B-galaktosidasy naméfené pii interakci

nemutovaného fuzniho proteinu T18-ACP s HlyC-T25 (vzato jako 100 %).
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Graf 3: Aktivity B-galaktosidasy po interakci mezi T18-ACPmur s HlyC-T25. Aktivita B-
galaktosidasy namétena pii interakci nemutovaného fizniho proteinu T18-ACP s HlyC-T25 byla
vzata jako 100 %. Vysledky jsou zobrazeny jako primérné hodnoty se smérodatnou odchylkou a
vyhodnoceny pomoci analyzy rozptylu (ANOVA; n=9; ** — p<0,01; **** — p<0,0001).

Na grafu (Graf 3) vidime, ze zavedeni vSech péti substituci do ACP vedlo
k signifikantnimu poklesu interakce mezi fuznimi partnery T18-ACPmur a HlyC-T25.
Tento pokles ale nebyl nakonec tak vyrazny, jak se ptedpoklddalo na zikladé
kvalitativniho vyhodnoceni kone¢ného zabarveni indikacnich ploten s MacConkey
agarem. VSechny substituce v ACP snizily miru interakce mezi T18-ACPmut s HlyC-T25
pod 75 % v porovnani s nemutovanymi fiznimi partnery. Nejméné interakci ovlivnila
substituce E61A, coz odpovida i pozorovani zabarveni indika¢nich ploten. Naproti tomu
protein ACP s vnesenymi substitucemi D36A a E48A s acyltransferasou HlyC témét
neinteragoval a zbyvajici dvé substituce, D57A a D39A, snizily schopnost interakce ACP

s HlyC pfiblizné na polovinu.

5.5 Analyza interakci HlyC s HlyAs3s.719

Obdobné jako byla pomoci BACTH systému studovéana interakce mezi HlyC a ACP,
bude v budoucnu studovana i interakce HlyC s protoxinem proHlyA. V této posledni
kapitole je proto provedena analyza ukazujici, kterd z moznych dvojic fuznich proteint
T25 s HlyC a T18 s proHIyA je spolu schopna nejlépe interagovat, obdobné jako tomu
bylo v kapitole 5.1 pii analyze kombinaci fuznich proteind T25 s HlyC a T18 s ACP.
Testovany tak byly ¢tyfi dvojice fuznich proteint, v nichz HlyC byl fizovan k N- nebo
C-konci fragmentu T25 a fragment proHlyA k N- nebo C-konci fragmentu T18.
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Nejprve byl DNA segment kodujici fragment proHlyA nesouci zbytky 535-719
(v dal$im textu bude pouZzivadno oznaceni HlyAs3s.719) a obsahujici konzervované lysiny
K564 a K690 vlozen bud’ na 5'-konec nebo 3 '-konec DNA sekvence koédujici fragment
T18 do plasmidu pUTI18, resp. pUTI18C. Pro vkladani DNA segmentu kodujiciho
fragment HlyAs3s.719 byla vyuzita MCS pfislusnych plasmidi, ktera byla Stépena
vhodnymi restrikénimi endonukleasami.

Plasmidy byly pfipraveny pieklonovanim fragmentu genu hly4 zplasmidu
pT7-hlyC-hlyA-dH stejnym zplUsobem, jak tomu bylo pii pieklonovavani genu hlyC
do plasmidti pro BACTH systém (kapitola 5.1.1).

Nasledné byly v BACTH systému testovany interakce ¢tyf moznych kombinaci
faznich proteint produkovanych zkonstruovanymi plasmidy. Tyto testované kombinace
a ptislusné kontroly jsou uvedeny v tabulce (Tab. 14), pficemz jejich analyza probihala
obdobné¢ jako analyza interakce mezi fuznimi proteiny HlyC s T25 a ACP s T18
(kapitola 5.1.2).

Tab. 14: Kombinace fiiznich proteini, jejichZ interakce byly analyzovany pomoci BACTH

systému. V tabulce jsou uvedeny dvojice testovanych fuznich proteinti a k nim pfislusné
plasmidy, kter¢é je koduji.

Konstrukt Fuzni protein P(lg:r’gfd Fuzni protein I;iﬁ'g)éd
Kombinace HlyC-HlyAs3s-719
T25- 58 pKT25-hlyC | [i8-HlyAsiszio | pUT18C-hlyAsss. o
T25-Fij8 pKT25-hlyC | HlyAsssgio-lB18 | pU-hlyAsss.zio-T18
B8 125 pKN-AlyC-T25 | T18-HlyAsss.zio | pUT18C-hlyAsss.io
BRE-125 pKN-AlyC-T25 | HlyAsisqzio-BI8 | pU-hlyAsss.zio-T18
\ Kombinace Pozitivni kontrola
T25-HeuZip pKT25-Zip T18-LeuZip pUT18C-Zip
‘ Kombinace Negativni kontrola (pozadi)
T25-MCS pKT25 T18-MCS pUTI18C
T25-MCS pKT25 MCS-T18 pUTI8
MCS-T25 pKNT25 T18-MCS pUT18C
MCS-T25 pKNT25 MCS-T18 pUTI8

'Plasmid obsahuje gen pro rezistenci vii¢i kanamycinu.
’Plasmid obsahuje gen pro rezistenci vii¢i ampicilinu.

Pti kvalitativni analyze interakce HlyC s HlyAsss.719 se kotransformované bakterie E. coli

kmene BTH101 kultivovaly na indika¢nich plotnach s MacConkey agarem. U vSech ¢tyt
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testovanych kombinaci doSlo po tfech dnech k positivni interakci mezi HlyC

a HlyAs3s.719, coz vedlo k zabarveni bakteridlnich kolonii do ¢ervena.

Mira interakce flhznich proteinit byla nasledné kvantifikovdna méfenim
B-galaktosidasové aktivity, pficemz bylo celkem provedeno 6 nezéavislych méfeni.
Vysledny graf udava procento miry interakce kazdé kombinace vynesené proti pozitivni
kontrole interakce fiznich proteinti s leucinovym zipem, kterd byla vzata jako 100 %

(Graf 4).
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Graf 4: Aktivity p-galaktosidasy po interakci mezi HlyC a HlyAsss.7;i9 fizovanymi s T25,
resp. T18. Aktivita [(-galaktosidasy pozitivni kontroly (interakce mezi fliznimi proteiny
s leucinovym zipem) byla vzata jako 100 %. Vysledky jsou zobrazeny jako primérné hodnoty
se smérodatnou odchylkou a vyhodnoceny pomoci analyzy rozptylu (ANOVA; n=6; ** —p<0,01;
*H%k _ p<0.001; **** — p<0,0001).

wewvr

T25-HlyC s HlyAs3s.719-T18 a HlyC-T25 s HlyAs3s.719-T18, u nichz byl vzdy fragment
HlyAs3s.719 fizovan k N-konci fragmentu T18. Na druhé strané, fizni protein, v némz byl
HlyAs3s.719 fizovan k C-konci fragmentu T18T18-HlyAs3s.719 interagoval jak T25-HlyC,
tak s HIlyC-T25 vyrazn¢ slab&ji. Kombinace fuznich proteini HlyC-T25
s HlyAs3s.719-T18 s nejvyssi B-galaktosidasovou aktivitou budou v dal$i ¢asti vyzkumu

pouzity pro pfipravu a testovani mutantnich variant HlyAs3s.719a HlyC.
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6 Diskuze

Uropatogenni kmeny bakterie Escherichia coli ptedstavuji hlavni pfic¢inu infekci
mocového traktu, které patii mezi nejcastéjsi infekce u lidi. Tyto bakterialni kmeny
disponuji rtiznymi faktory virulence, které jsou nezbytné pro jejich preziti, kolonizaci
hostitele a piispivaji tak k jejich celkové patogenité.!! Jednim z t&chto faktorti virulence
je sekretovany o-hemolyzin HlyA. HlyA patii do skupiny RTX toxint, jejichz jednim
z charakteristickych znakd je, Ze jsou syntetizovany jako neaktivni protoxiny. K pfechodu
do aktivni formy vyzaduji acylaci dvou konzervovanych lysinovych zbytki. Konkrétné
u proHlyA je aktivace uskuteciovana kovalentni acylaci e-aminoskupin dvou
konzervovanych lysinovych zbytkl, K564 a K690. Tato modifikace je zprostfedkovana
koexprimovanou acyltransferasou HlyC a jako donor acylového zbytku slouZzi vyhradné
acyl-ACP.2%3! Acylové fetézce navazané na HlyA jsou nezbytné pro ireverzibilni inzerci
toxinu do cilové membriny> a pro oligomerizaci toxinu v membranovych

mikrodoménach za vzniku oligomernich pord®. Ty umoZziiuji obousmérny tok iontf

pies membranu, coz miize vést az ke koloidné-osmotické 1yze buriky.?*

Ptestoze je HlyA nejvice prozkoumanym toxinem ze skupiny RTX toxint, pfesny
mechanismus jeho aktivace zatim neni Uplné objasnén. Vysledky studia proteinovych
interakci mezi proHlyA, HlyC a acyl-ACP vedouci k detailnimu pochopeni mechanismu
acylace HlyA by tak mohly napomoci k vyvoji specifickych sloucenin, které
by blokovaly unikatni acyltransferasu HlyC, ale nezasahovaly do funkei ,.klasickych*
acyltransferas nalezenych v hostitelskych bunkéach a komensalnich mikroorganismech.
Pouze acylované RTX toxiny totiz mohou ptisobit jako vysoce u¢inné ,,kontaktni zbran¢*,
které pronikaji a permeabilizuji membrany hostitelskych bunék a pfispivaji tak

k patogenezi bakterialnich infekei.

Zatim jedina acyltransferasa s vyteSenou krystalovou strukturou je acyltransferasa
ApxIC z patogenni bakterie Actinobacillus pleuropneumoniae. Bylo prokdzano, ze tato
acyltransferasa zaujima dimerni strukturu, kde kazdy monomer obsahuje aktivni misto
pro vazbu substratu. Acyltransferasa HlyC sdili v rdmci priméarni sekvence ptiblizné

70 % homologie s ApxIC a dokaze ji byt pfimo nahrazena in vivo.*’

Na zakladé¢ interakéniho modelu mezi proteiny HlyC a ACP, ktery byl sestaven
z modell struktur HlyC a ACP ziskanych pomoci programu AlphaFold2, byly
identifikovany konkrétni pary aminokyselinovych zbytkl, které by se mohly podilet
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na interakci mezi proteiny HlyC a ACP, a to: R49-E61, K105-D57, R108-E48,
R120-D36 a K129-D39. To naznacuje, ze by mohlo dochézet k elektrostatickym
interakcim mezi kladn€ nabitymi argininovymi a lysinovymi zbytky proteinu HlyC

se zaporn¢ nabitymi aspartatovymi a glutamatovymi zbytky proteinu ACP.

Cilem experimentalni ¢asti této bakalaiské prace bylo pfipravit mutantni varianty
HlyC a ACP nesouci bodové mutace predikovanych interakénich zbytkd a otestovat
je pomoci bakteridlniho dvouhybridniho syst¢tmu (BACTH), coz by umoznilo
experimentalné potvrdit, které z predikovanych zbytkl jsou v interakci HlyC s ACP

skutecné zapojeny.

Zpocatku bylo dulezité urcit nejvhodnéjsi orientaci fuznich proteinti. Testované
proteiny mizeme fizovat s N- nebo C-koncem fragmentu katalytické domény. Jelikoz
zname pouze predikované struktury HlyC a HlyA, nemtZeme piedpovédét jejich tercidrni
strukturu po fizovani s fragmenty katalytické domény. Vlivem jejich vzajemného sbaleni
a interakce by mohlo dojit k ¢astecnému znepfistupnéni vazebného mista, coz by
se projevilo jako faleSné negativni interakce pii méfeni v BACTH systému. Nemutované
varianty proteinli by mély mit v idedlnim piipad€é co nejvyssi miru interakce, protoze
testované mutantni varianty budou vztazeny praveé k nim. Stejné tak, ¢im vétsi je mira
interakce mezi nemutovanou dvojici proteinli, tim vétSi je rozsah pro stanoveni
a porovnani zmén interakci pfi testovani jednotlivych bodovych mutaci predikovanych

interak¢énich zbytkd.

Byly testovany ctyfi mozné kombinace orientace fuznich proteini v BACTH
systému, ve kterych byl HlyC fuzovan k N- nebo C-konci fragmentu T25 a ACP
k N- nebo C-konci fragmentu T18. Kvalitativni 1 kvantitativni analyzou bylo zjisténo,
ze orientace, ve které byl ACP fuzovan s N-koncem fragmentu T18 neni pro testovani
vhodna. V obou ptipadech tato orientace (ACP-T18) nebyla schopna interagovat s HlyC,
at’ uz byl fazovan na N- nebo C-konec fragmentu T25, pfestoZe se jedna o nemutované
formy proteinti, které¢ by spolu mély interagovat. Tato skute¢nost mohla byt zplisobena
pravé sterickym branénim HlyC-interakéniho mista ACP fragmentem T18 po sbaleni
exprimovaného fuzniho proteinu. Nejvyssi miru interakce vykazovala dvojice fuznich
proteintt HlyC-T25 a T18-ACP, ktera byla v dalSich experimentech pouzita k vneseni
predikovanych bodovych mutaci do HlyC, resp. ACP a naslednému testovani ziskanych

mutantnich fuznich variant pomoci BACTH systému.
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Dle navrZeného interakéniho modelu HlyC-ACP byly pfipraveny mutantni
varianty fizniho proteinu HlyC-T25 se zavedenymi substitucemi R49A, K105A, R108A,
R120A a K129A v HlyC. Jednotlivé nabité aminokyselinové zbytky byly substituovany

neutralnim alaninovym zbytkem s kratkym postrannim fetézcem.

Analyza interakci v BACTH systému sestavala vzdy z flazniho proteinu
se zavedenou substituci (HlyCwmur-T25) a druhého nemutovaného fuzniho proteinu
(T18-ACP). Sila jejich interakce byla kvantifikovana méfenim aktivity B-galaktosidasy
a ta byla nasledn¢ vyjadifena v procentech vztazenych k aktivité namétené pii interakci
dvou nemutovanych testovanych fiznich proteinti (vzata jako 100 %). Timto zptisobem

bylo mozné zjistit, do jaké miry jednotlivé mutace ovlivnily danou interakci.

Testovani interakci mutantnich variant HlyCmur-T25 s fuznim proteinem
T18-ACP ukézalo, ze k vyraznému snizeni interakce, az na Groven pozadi, dochazi
u substituci R108A a R120A v HIyC. Oba kladné nabité argininové zbytky HlyC
(R108 a R120) jsou tedy nezbytné pro interakci s proteinem ACP. Vzhledem k tomu,
ze ke zruSeni interakce doSlo substituci nabitého argininového zbytku za neutralni
alaninovy, tento vysledek také naznacuje, Ze na interakci mezi HlyC a ACP by
se skuteén¢ mohly podilet elektrostatické interakce. Zbylé testované substituce R49A,
K105A a K129A v acyltransferase HlyC témét viibec neovlivnily jeji interakei s ACP,
coz ukazuje, ze Zadny ze zbytkd R49, K105 a K129 neni pro interakci HlyC s ACP tak
kriticky jako ptfedchozi dva (R108 a R120). V budoucnu budou proto vSechny tii tyto
bodové mutace vlozeny do jedné molekuly HlyC-T25 zaroven a bude sledovédno, zda

trojitd mutace povede ke sniZeni interakce varianty HlyCsx mut-T25 s T18-ACP.

Dale byly testovany interakce mutantnich variant T18-ACPmur s HlyC-T25,
pfiCemZ u vSech mutantnich variant doSlo ke sniZeni pfisluSné interakce pod 75 %
v porovnani s nemutovanymi fiznimi proteiny. Nejvyssi pokles interakce byl pozorovan
u substituci E48A a D36A v ACP, pfiemZ substituce D36A tuto interakci téméf uplné
zrusila a tento zaporné nabity zbytek kyseliny asparagové je tedy zcela kriticky
pro interakci ACP s HlyC. Substituce D57A a D39A snizily interakci ACP s HlyC
pfiblizné na polovinu, coZ ukazuje, Ze zbytky D57 a D39 v ACP jsou pro interakci s HlyC
také dulezité, ale nedokazi ji zcela zrusit. Substituce E41A také snizila interakci ACP

s HlyC, ale ne tak vyrazné jako piedchozi Ctyfi substituce.
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Na zaklad¢ ziskanych vysledkli mizeme porovnat, jak substituce jednotlivych
zbytkli v predikovanych interakénich dvojicich proteini HlyC a ACP ovlivnily jejich
vzajemnou interakci. Naméiené aktivity B-galaktosidasy mutantnich variant v procentech
(vztazené ke stejné nemutované interakci HlyC-T25 s T18-ACP) jsou uvedeny vedle sebe

v tabulce (Tab. 15).

Tab. 15: Piehled aktivit B-galaktosidasy mezi HlyCwmur-T25 s T18-ACP (leva polovina
tabulky) a mezi T18-ACPmur s HlyC-T25 (prava polovina tabulky). Aktivita f-galaktosidasy
naméfend pii interakci nemutovanych fuznich proteini T18-ACP a HlyC-T25 byla vzata
jako 100 %. Vysledky jsou uvedeny jako primérné procentualni hodnoty naméfenych aktivit
B-galaktosidasy. V tadcich jsou vedle sebe substituce zbytkl, které byly navrzeny na zakladé
interakéniho modelu HlyC-ACP jako predikované interak¢ni pary.

Mutace v HlyC Mutace vACP
Mutace @ Mirainterakcev % | Mutace | Mirainterakce v %

K= R49A 97 E61A 74
HE)

<

g K105A 94 D57A 51
E >

2w R108A 13 E48A 24
§ Q

% R120A 17 D36A 14
Qo

< K129A 92 D39A 56

Z tabulky (Tab. 15) je patrné, Ze ve dvou ptipadech interakci mezi HlyC a ACP
vyrazné sniZily substituce zbytkd, které byly vytipovany jako interakéni pary mezi témito
dvéma proteiny. Jednd se o pary zbytki R108 s E48 a R120 s D36 (HlyC s ACP).
Ptislusné substituce (R108A, E48A, R120A a D36A) mély mezi testovanymi
substitucemi nejvétsi vliv na interakci HlyC s ACP. Jelikoz byly tyto substituce testovany
samostatné a v obou pfipadech byla interakce mezi HlyC a ACP téméf kompletné
zruSena, miiZzeme predpokladat, Ze pravé interakéni pary R108—E48 a R120-D36 jsou

kli¢ove pro interakci acyltransferasy HlyC s donorem acylového zbytku ACP.

V budoucnu se planuji pomoci SirSiho spektra metod ovéfit jednotlivé substituce,
které testovanim v BACTH systému zabranily interakci HlyC s ACP a tim teoreticky
1 nasledné acylaci protoxinu proHlyA na jeho aktivni formu. Protoxin proHlyA bude
koexprimovany s mutantnimi variantami acyltransferasy HlyC, varianty protoxinu budou

purifikovany a nasledn¢ bude méfena jejich vazebna a hemolyticka aktivita na beranich

s ACP a tim nasledné acylaci pfenesenim acylového zbytku na proHlyA, nemély by mit
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tyto neaktivni varianty toxinu schopnost vazat se na erytrocyty a zpusobit jejich lyzu

vytvofenim membranovych pora.

Simultanné jsou v nasi laboratofi testovany 1 interakce podilejici se na aktivaci
dalSich RTX toxint. Jsou to toxiny RtxA bakterie Kingella kingae a CyaA bakterie
Bordetella pertussis. V obou ptipadech jiz byly testovany interakce acyltransferasy RtxC,
resp. CyaC s mutantnimi variantami ACP. Stejné jako v piipad¢ interakce HlyC s ACP,
byl naméien vyznamny pokles interakce RtxC s ACP a CyaC s ACP, kdyz byl zbytek
D36 v ACP substituovan za zbytek alaninu. Obdobné¢ substituce D39A v ACP vyznamné
ovlivnila jeho interakci s RtxC a CyaC, dokonce vice nez jeho interakci s HlyC. Dale
k signifikantnimu sniZeni interakce ACP s HlyC a CyaC ptispéla substituce E48A v ACP,
pficemz interakci s RtxC tato substituce vilbec neovlivnila. Substituce E61A v ACP
nezpusobila témét Zadny pokles interakce s HlyC a CyaC a jenom maly pokles

pfi interakcei s RtxC.

Vsechny tyto vysledky naznacuji, Ze interakce ACP s acyltransferasou HlyC,
ale 1 s dalSimi dv€ma acyltransferasami (RtxC a CyaC) aktivuyjicimi RTX toxiny,
je zalozena na elektrostatickych interakcich mezi néckolika interagujicimi
aminokyselinovymi zbytky. Vzhledem k tomu, ze v nékterych ptipadech substituce
stejnych zbytkti v proteinu ACP vedly ke snizeni jeho interakce se vSemi
ttemi acyltransferasami, je moZzné predpokladat, ze interakce ACP s témito

acyltransferasami je velmi podobna.
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7 Zaver

Predmétem této bakalarské prace bylo studium interakce proteini HlyC s ACP a HlyC

s proHIlyA, které se podileji na aktivaci protoxinu proHlyA uropatogennich bakterii

E. coli. Pomoci BACTH systému byly testovany mutantni varianty HlyC a ACP nesouci

substituce zbytkl, které by se mohly podilet na interakci téchto dvou proteind. Ziskané

vysledky lze shrnout nasledovné:

1.

il.

1il.

1v.

V1.

Byly ptipraveny rekombinantni plasmidy pro BACTH systém exprimujici
testované proteiny HlyC, ACP a proHlyA fGzované s fragmenty T25 a T18
katalytické AC domény.

Testovanim interakce rtiznych kombinaci mezi fuznimi proteiny HlyC s T25

a ACP s T18 byla vybrana jako nejvhodné&jsi kombinace HlyC-T25 a T18-ACP.

Pomoci cilené PCR mutageneze byly do genu AlyC zavedeny bodové mutace,
které vedly k vneseni substituci R49A, K105A, R108A, R120A a KI29A
do proteinu HlyC. Rovnéz byly pfipraveny plasmidy pro BACTH systém

exprimujici fuzni proteiny HlyCmur-T25 s piisluSnymi substitucemi.

Testovanim interakci HlyCmut-T25 s T18-ACP v BACTH systému byly zbytky
R108 a R120 v HlyC identifikovany jako nezbytné pro interakci mezi HlyC

a ACP. Zbylé¢ substituce ptislusnou interakci vyrazné neovlivnily.

Pii testovani interakci T18-ACPwmur s HlyC-T25 v BACTH systému byly
interakce vyrazné€ sniZzeny u substituci E48A a D36A v ACP. Substituce D57A
a D39A v ACP pak interakci mezi HlyC a ACP snizily témé&f na polovinu.

Testovanim interakce rtiznych kombinaci mezi fuznimi proteiny HlyC s T25
a fragmentu HlyAsss719 s T18 byla vybrana jako nejvhodnéjs$i kombinace

HlyC-T25 s HlyAs3s.719-T18.
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