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Abstrakt 

Strukturně-funkční proteomika představuje metodologický přístup zaměřený na detailní 

charakterizaci funkce a prostorového uspořádání proteinů. Metoda XL-MS (z angl. crosslinking 

mass spectrometry) je jedním z těchto experimentálních přístupů využívaných mimo jiné ke 

studiu dynamiky konformace a funkčních vlastností proteinů či jejich komplexů. Zavedení 

nekanonických aminokyselin do sekvence proteinu nesoucích specifické funkční skupiny 

umožňuje rozšíření možností pro reakci se síťovacími činidly, čímž lze zvýšit rozlišovací 

schopnost a aplikační potenciál XL-MS. Kalmodulin, protein vykazující dva výrazně odlišné 

konformační stavy v závislosti na vazbě iontů Ca²⁺, byl zvolen jako modelový systém. Pomocí 

auxotrofního kmene Escherichia coli B834 (DE3) byl exprimován přirozený protein, 

kalmodulin, v nutričně bohatém médiu a kalmodulin s inkorporovaným azidohomoalaninem 

(AHA), strukturním analogem methioninu, ve dvou limitních médiích (LM9 a DMEM). 

Purifikace proběhla ve dvou krocích: po získání buněčného lyzátu byla využita konformačně 

podmíněná hydrofobní interakční chromatografie s následnou gelovou filtrací. Získané výtěžky 

dosahovaly 2,00 mg přirozeného proteinu kalmodulinu z 400 ml nutričně bohatého média LB 

oproti 0,12 mg kalmodulinu s AHA z 500 ml LM9 a 0,005 mg z 450 ml DMEM. Následně byly 

provedeny po optimalizaci síťovací experimenty za účelem tvorby intraproteinových 

“crosslinků“ (nativní kalmodulin) s nebo bez Ca2+ iontů nebo specifických interproteinových 

“crosslinků“ nativního kalmodulinu s adenylátcyklasovou doménou (dAC) z bakteriálního 

toxinu (B. pertussis) v přítomnosti Ca2+ iontů, a to za použití homobifunkčních činidel 

disukcinimid suberátu (DSS) a disukcinimid glutarátu (DSG). Reakční směsi experimentů 

zesítění byly analyzovány metodami nativní a SDS-PAGE. Použitím nativní PAGE bylo možné 

odlišit CaM s vázaným Ca2+ od apo-forem s rozdílnou konformací struktury. Paralelně byla 

provedena optimalizace reakce přeměny azido skupiny analogu AHA na amino skupinu, 

kompatibilní se zachováním nativní funkce CaM (změna 3D konformace po vazbě Ca2+), které 

bude využito pro následné studie interakcí a konformace kalmodulinu pomocí již využitých 

DSS/DSG činidel u preparátu s inkorporovaným AHA do pozic methioninu. Na studii naváže 

analýza proteinových produktů (XL, inkorporace AHA) pomocí hmotnostní spektrometrie.   

 

Klíčová slova: rekombinantní exprese a purifikace proteinu, nekanonické aminokyseliny, 

strukturně-funkční proteomika, lidský kalmodulin, hmotnostní spektrometrie 
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Abstract 

Structural–functional proteomics represents a methodological approach aimed at the detailed 

characterization of protein function and spatial coordination. The XL-MS method (crosslinking 

mass spectrometry) is one of these experimental approaches, used, among other purposes, to 

study protein conformational dynamics and functional properties, as well as their complexes. 

The introduction of noncanonical amino acids featuring specific functional groups into protein 

sequence allows expanded possibilities for reactions with crosslinking agents, thus increasing 

the resolution and application potential of XL-MS. Calmodulin, a protein exhibiting two 

distinct conformational states depending on Ca²⁺ ion binding, was chosen as a model system. 

Using the auxotrophic strain Escherichia coli B834 (DE3), wild-type calmodulin was expressed 

in nutrient-rich medium, and calmodulin incorporating azidohomoalanine (AHA), a structural 

analogue of methionine, was expressed in two minimal media (LM9 or DMEM). Purification 

was carried out employing two steps: after obtaining the cell lysate, conformation-dependent 

hydrophobic interaction chromatography was applied, followed by gel filtration. The obtained 

yields were 2.00 mg of wild-type calmodulin protein from 400 ml of nutrient-rich LB medium, 

compared to 0.12 mg of AHA-containing calmodulin from 500 ml of LM9 or 0.005 mg from 

450 ml of DMEM, respectively. Subsequently, after optimization, crosslinking experiments 

were performed to generate intraprotein crosslinks (native calmodulin) with/absent Ca2+ ions 

or specific interprotein crosslinks between calmodulin and the adenylate cyclase domain (dAC) 

of a bacterial toxin (B. pertussis) in presence of Ca2+ ions, using the homobifunctional agents 

disuccinimidyl suberate (DSS) and disuccinimidyl glutarate (DSG). The reaction mixtures from 

the crosslinking experiments were analyzed by native PAGE and SDS-PAGE. Native PAGE 

allows us to distinguish Ca2+ dependent CaM and apo-forms with distinct structural 

conformations. In parallel, the reaction for converting the azido group of the AHA analogue 

into an amino group, compatible with the preservation of native CaM function (3D 

conformational change upon Ca²⁺ binding), was optimized. This method will be used in 

following studies of calmodulin interactions and conformations using the previously used 

DSS/DSG crosslinking agents in AHA-incorporated preparations (methionine positions) of 

CaM protein. The study will be followed by mass spectrometry analysis of the protein products 

(crosslinked samples, AHA incorporation). 

 

Key words: recombinant expression and purification, non-canonical aminoacids, structure-

functional proteomics, human calmodulin, mass spectrometry 
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1 Seznam zkratek 

Ax  Absorbance při vlnové délce x 

Å  Ångström, jednotka délky (Å ≈ 0,1 nm) 

AA Aminokyselina (z angl. amino acid) 

dAC Adenylát cyklasová doména 

AHA 
Azidohomoalanin (2-amino-4-azidobutanová kyselina) 

BCA Bicinchoninová kyselina 

CaM  Kalmodulin 

apo-CaM  Kalmodulin bez navázaných Ca2+ iontů 

Ca2+CaM  Kalmodulin s navázanými Ca2+ ionty 

CaMK Kalmodulin dependentní kinázy 

CBB-R250  Coomassie Brilliant Blue-R250 

CyaA Adenylát cyklasový toxin 

dAC Adenylát cyklasová doména 

DMEM Dulbeccovo modifikované medium (z angl. Dullbeco’s 

modified Eagle medium) 

DSS  Disukcinimidyl suberát 

DSG Disukcinimidyl glutarát 

Ε Molární absorpční koeficient [M-1 cm-1] 

f.c. Finální koncentrace (z angl. final concentration) 

FT Průtoková frakce (z angl. flow-through) 

g  gravitační zrychlení 

IPTG  isopropyl-β-D-1-thiopyranogalaktosid 

λ  vlnová délka (nm, není-li uvedeno jinak) 

LM9  minerální medium 

MLCK kináza lehkého řetězce myosinu (z angl. myosin light 

chain kinase) 

MS  hmotnostní spektrometrie (z angl. mass spectrometry) 

Mw Molekulová hmotnost (z angl. molecular weight) 

ncAA  nekanonická aminokyselina 

nPAGE Nativní elektroforéza na polyakrylamidovém gelu (z 

angl. native polyacrylamide gel electrophoresis) 
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NOS Synthasa oxidu dusnatého (z angl. nitric oxide synthase) 

OD600  optická denzita měřená při vlnové délce 600 nm 

PBS  fosfátový pufr (z angl. phosphate buffered saline) 

PhK kinasa fosforylasy 

SDS  dodecylsulfát sodný 

SDS-PAGE  elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v prostředí 

dodecylsulfátu sodného (z angl. sodium 

dodecylsulphate- polyacrylamide gel electrophoresis) 

t  čas (v sekundách) 

TEMED  tetramethylethylendiamin 

v/v  objemová procenta 

WT Přirozený typ (z angl. wild type) 

w/v  objemově vztažená hmotnostní procenta 
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2 Teoretický úvod 

Vápník je pátým nejrozšířenějším prvkem v lidském organismu, zahrnuje asi 2 % celkové 

tělesné hmotnosti [1]. Místem jeho nejhojnějšího výskytu jsou kosti, kde jako složka 

hydroxyapatitu zastává důležitou roli v jejich stavbě. V kostech a zubech, které zajišťují 

celkovou homeostázi vápníku, se nachází více než 99 % vápníku v těle [2]. V krvi je vápník 

transportován v iontové podobě, přítomen ve formě komplexů s anionty, jako jsou fosfáty a 

citráty nebo je vázán na albumin [1,2]. Hladina Ca2+ je zde udržována hormonálně; 

parathormon    stimuluje uvolňování Ca2+ z kostí a resorpci v ledvinách, naopak kalcitonin 

uvolňování z kostí inhibuje. Vápník hraje řadu klíčových rolí ve fyziologických procesech, 

např. v procesu koagulace má Ca2+ zásadní roli v aktivaci koagulačních faktorů nebo tvorbě 

trombinu. Další, neméně významnou funkcí vápenatých iontů je participace na buněčné 

signalizaci a přenosu signálu, kde hraje roli druhého posla. Na momentální koncentraci Ca2+ je 

závislá signalizace v nervové i svalové soustavě, kde rychlé změny v koncentraci těchto iontů 

zajišťují přenos neurotransmiteru přes synaptickou štěrbinu, resp. iniciaci svalové kontrakce 

díky troponinu.  

2.1 Kalmodulin a ostatní Ca2+ dependentní proteiny 

V buněčné signalizaci jsou cílovými molekulami proteiny s různými funkcemi. Tato 

signalizační funkce iontů vápníku je umožněna rozdílem jejich extracelulární a intracelulární 

koncentrace [3]. Extracelulární koncentrace se pohybuje asi v řádu 10-3 M, kdežto intracelulární 

se odhaduje na pouze 10-7 M v klidovém stavu buňky. Tato nízká hodnota je udržována na 

konstantní hladině díky vápenatým iontům vázaných komplexně na fosfáty v rámci exo či 

endoskeletárních útvarů či proteinů, které mají schopnost na obou stranách membrány tyto 

koncentrace udržovat. Vápenaté ionty putují do buňky iontovými kanály z extracelulárního 

prostoru či vnitrobuněčných zásob endoplasmatického retikula ve velmi krátkých intervalech a 

dočasně zvýší místní buněčnou koncentraci Ca2+ až 104krát. Tyto kanály mohou být řízené 

napětím na membráně či vazbou ligandu, konkrétně inositol trifosfátu či adenin dinukleotid 

fosfátu kyseliny nikotinové a dalších [4]. Tyto volné ionty jsou však téměř ihned zachycovány 

transportními proteiny a dalšími pumpami, které je transportují zpět, kvůli jejich vysoké 

reaktivitě, a tudíž i potenciální toxicitě vysoké koncentrace Ca2+ iontů, zde tedy uplatnění 

nalézají senzorické proteiny reagující na časově omezenou zvýšenou koncentraci vápenatých 

iontů. 
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Kalmodulin (CaM, z angl. Calcium Modulated protein) je všudypřítomný cytosolární protein 

spadající do skupiny proteinů reagující na zvýšenou intracelulární koncentraci vápenatých iontů 

se strukturním motivem EF ruky. Nicméně, ne všechny proteiny citlivé na zvýšenou cytosolární 

koncentraci Ca2+ tuto strukturu sdílejí (annexin, kalnexin, kalcineurin). Funkce nebo 

mechanismy aktivace těchto proteinů jsou různorodé [5]. Ani proteiny se stejným motivem EF 

ruky nemusí vykonávat stejnou funkci.  

2.2 Struktura kalmodulinu (apo-CaM vs Ca2+CaM) 

Senzory citlivé na vápník, jejichž zástupci jsou např. CaM nebo troponin C, mají tendenci za 

přítomnosti vápenatých iontů tyto ionty vázat a podstoupit významné konformační změny své 

proteinové struktury, které následně podmiňují další protein-proteinové interakce s reakčními 

partnery [6]. Kalmodulin tedy sám své substráty chemicky nepřeměňuje, pouze je článkem 

v přenosu signálu iniciovaného zvýšením koncentrace Ca2+ iontů. Proteiny druhé skupiny se 

stejným strukturním motivem konformační změny nepodstupují, jejich funkcí je transport Ca2+ 

iontů nebo udržování jejich stálé hladiny v buňkách (parvalbumin) [3]. 

V lidském CaM tvoří primární strukturu 148 aminokyselinových (AA) zbytků, z nichž asi 30 % 

jsou zbytky kyselé, což odpovídá nízké hodnotě izoelektrického bodu (4,09) [4]. Z naší 

exprimované sekvence CaM (149 AA) je odštěpen N-terminální Met, čemuž odpovídá 

molekulová hmotnost 16,7 kDa. Současně obsahuje značné množství hydrofobních AA zbytků, 

které zajišťují možnost interakce s neobyčejně širokým spektrem reakčních proteinových 

partnerů. V primární struktuře se nevyskytují cystein, tryptofan nebo hydroxyprolin, v sekvenci 

je přítomen pouze jeden histidin, dva proliny a dva tyrosiny. Molekulová hmotnost činí 

16,7 kDa. Prostředí s vápenatými ionty se projevuje na změně uspořádání jeho terciární 

struktury. Struktura CaM v prostředí bez těchto iontů se nazývá apokalmodulin (apo-CaM). 

Tyto dvě konfigurace vykazují značně rozdílné vlastnosti co do struktury a hydrofobicity. Je 

pozoruhodné, že CaM plní svou roli v signalizaci výhradně za zvýšené koncentrace vápenatých 

iontů, jelikož například ionty hořečnaté mají stabilní intracelulární koncentraci až 1 mM [7]. 

Tato vazebná specifita je dána jednak unikátní vazebnou geometrií vápenatých iontů (sedmi vs. 

šestikoordinační u Mg2+), hustotou náboje (vyplývající z různých poměrů náboje a velikosti 

iontu) a z toho plynoucím rozdílným solvatačním obalem iontů. Nicméně, je pravděpodobné, 

že k dočasným vazbám Mg2+ dochází, avšak ty neindukují správné konformační změny 

potřebné k navázání na proteinové substráty [7]. 
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Platí, že apo-CaM nabývá kompaktnějšího tvaru, kde helixy vytvářejí jakési jádro, tvořeno 

dvěma globulárními doménami [8]. Hydrofobní AA v helixech jsou namířeny proti sobě, a 

hydrofobní jádro se tak nevystavuje okolnímu vodnému prostředí. Tyto 2 semknuté globulární 

domény se mohou částečně či úplně rozevřít a vytvořit místa pro navázání vápenatých iontů a 

podle umístění vůči N a C konci proteinové páteře se označují jako N a C doména. Nicméně, 

za přítomnosti cílového proteinu nebo peptidu může apo-CaM vykonávat množství úloh, které 

vyplývají z jeho hydrofobní povahy a nezávisí na přítomnosti Ca2+ iontů [9].  

Molekula reaguje na navázání vápenatých iontů rozvolněním hydrofobního jádra. Výsledná 

terciární struktura je známá jako „helix-loop-helix [9].“ Alternativní název tohoto uspořádání 

je „motiv EF ruky,“ kde E a F jsou helixy připomínají palec a ukazováček. Obě domény 

obsahují dvě vazebná místa pro Ca2+ ionty a antiparalelní beta řetězec, který spojuje vazebná 

místa.  Molekula CaM má v apoformě čtyři EF motivy, celkem tedy 8 helixů. Dva z těchto osmi 

helixů ve vápníkem nasyceném CaM rovněž skládají centrální raménko, které spojuje dva páry 

motivů EF ruky (Obr. 1). 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 1 Srovnání terciární struktury kalmodulinu bez (vlevo, 1CFD, sekvence 1 až 148) a s navázanými vápenatými 

ionty (uprostřed, 1CLL, sekvence 4 až 147) Ionty vápníku jsou vyznačeny modře, dva helixy utvářející centrální 

raménko i raménko samotné jsou podbarveny rovněž červeně; vpravo je kalmodulin s pro nás významnými 

zvýrazněnými methioniny (světle červeně) a lysiny (oranžově), 1CLL (sekvence 4 až 147) Upraveno v PyMOL   

Toto raménko disponuje velkou flexibilitou, která má značný vliv na afinitu k cílovému peptidu 

a která mizí, jakmile dojde k interakci [10]. Ionty vápníku se váží postupným mechanismem do 

čtyř smyček („EF dlaní“), každé o 12 AA [11]. Každé z těchto vazebných míst má jinou afinitu 

k vápníku. Tu ovlivňuje zejména počet Asp a Glu v rámci smyčky a jejich elektrostatická 

repulze. Obecně konzervované jsou Asp a Glu na pozicích 1, resp. 12. Tyto záporné kyslíkaté 



13 

 

ligandy jsou ve smyčce buď 3 nebo 4 [11]. Jelikož vápník preferuje sedmikoordinační 

geometrii, zbylé ligandy jsou AA s volným elektronovým párem a molekula vody [7]. 

V kalmodulinu má nejvyšší afinitu smyčka se čtyřmi ligandy na C konci. Tato smyčka zároveň 

obsahuje 2 Lys na pozicích 3 a 11, které mírní elektrostatické odpuzování kyslíkatých ligandů 

i v apoformě, což dává možnost ligandům zaujmout správnou konformaci pro interakci. Na 

druhou stranu, na N doméně probíhá vazba a uvolňování iontů vápníku rychleji [11]. Rozdíly 

afinit a rychlostí vazby jsou zásadní pro řízení některých konkrétních biologických procesů. 

Mezi ně patří například vazba jen částečně saturovaného Ca2+CaM na jeho C konci (regulace 

adenylát cyklasy nebo adenylát cyklasových toxinů) nebo časově delší vazba Ca2+ iontů 

v regulaci funkce CaMKII v nervovém systému (synaptická plasticita, učení, paměť). 

Strukturní změna Ca2+CaM, po navázání Ca2+ spojená s odkrytím hydrofobních helixů je 

vlastností, která je využívaná v procesu purifikace CaM [4]. Kalmodulin se po vazbě Ca2+ může 

takto vázat na hydrofobní nosič chromatografické kolony. Během eluce je kalmodulin uvolněn 

pomocí chelatačního činidla, které odebere molekulám CaM navázané ionty a dojde tak 

k restrukturalizaci vedoucí ke změně hydrofobních vlastností a eluci z kolony.  

2.3 Mezibuněčné srovnání 

2.3.1 Eukaryotní organismy 

Kalmodulin je exprimován ve všech typech eukaryotních buněk. Z hlediska primární sekvence 

je vysoce konzervovaný, mezi linií lidskou a ostatních obratlovců je stoprocentní shoda [12]. 

Primární struktura rostlinného kalmodulinu se s živočišným shoduje z asi 90 %, s menšími 

výkyvy.  To je dáno faktem, že rostliny mohou exprimovat více isoforem kalmodulinu, a to 

nejen napříč druhy, ale i v rámci buněk téže rostliny. Významné AA, např. aniontové ligandy 

Ca2+ jsou zachovány, drobné změny se týkají především hydrofobních AA napříč molekulou. 

Tyto isoformy jsou různě exprimovány v závislosti na vnějším podnětu, typu pletiva, 

vývojového stadia rostliny nebo jejich umístění v buňce. Liší se ve schopnosti navázat konkrétní 

efektorové enzymy [13]. Kalmodulin z kvasinek a dalších jednobuněčných eukaryot se 

s mnohobuněčnými eukaryotními organismy shoduje v sekvenci asi ze 60 % [12]. Zde ještě 

bývá kalmodulin klasifikován jako kalmodulin, a nikoliv jako „kalmodulinu podobný protein,“ 

jak je tomu u bakterií (nicméně vymezená hranice mezi těmito dvěma pojmy neexistuje) [13]. 

I zde jsou zachované 4 motivy EF ruky a většina hydrofobních AA, stejně tak jako většina Asp 

a Glu, jakožto ligandy dvojmocných vápenatých iontů v EF smyčce (Tab. 1). 
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Tab.1 srovnání sekvencí aminokyselin (jednopísmenných zkratek) kalmodulinu člověka (P0DP23) a vybraných 

druhů rostliny (P59220) a kvasinky (P06787). Žlutě jsou označena odlišná residua v porovnání s lidskou 

sekvencí (resp. sekvencí obratlovců), zeleně ligandy vazebného motivu vápenatých iontů [12] 

Homo Sapiens: ADQLTEEQIAEFKEAFSLFDKDGDGTITTKELGTVMRSL 39 

Arabidopsis thaliana: ADQLTDDQISEFKEAFSLFDKDGDGCITTKELGTVMRSL 39 

Saccharomyces cerevisiae: 

 

SSNQLTEEQIAEFKEAFALFDKDNNGSISSSELATVMRSL 40 

Homo Sapiens: GQNPTEAELQDMINEVDADGNGTIDFPEFLTMMARK 75 

Arabidopsis thaliana: GQNPTEAELQDMINEVDADGNGTIDFPEFLTMMARK 75 

Saccharomyces cerevisiae: GLSPSEAEVNDLMNEIDVDGNHQIEFSEFLALMSRQ 76 

   

Homo Sapiens: MKDTDSEEEIREAFRVFDKDGNGYISAAELRHVMTNL 112 

Arabidopsis thaliana: MKDTDSEEELKEAFRVFDKDQNGFISAAELRHVMTNL 112 

Saccharomyces cerevisiae:       LKSNDSEQELLEAFKVFDKNGDGLISAAELKHVLTSI 112 
   

Homo Sapiens: GEKLTDEEVDEMIREADIDGDGQVNYEEFVQMMTAK 148 

Arabidopsis thaliana: GEKLTDEEVDEMIREADVDGDGQINYEEFVKVMMAK 148 

Saccharomyces cerevisiae:       GEKLTDAEVDDMLREVSDGSGEINIQQFAALLSK 146 
 

2.3.2 Prokaryotní organismy 

I v prokaryotních buňkách obstarává vápník přenos signálu pro vícero buněčných mechanismů 

(příkladně procesy sporulace nebo diferenciace heterocyst) [14]. V prokaryotní říši jsou známy 

proteinové vápníkové senzory, ovšem s ohledem na větší rozdíly mezi těmito a eukaryotním 

CaM se v souvislosti s nimi hovoří jako o kalmodulinu podobných proteinech. Jedná se o široké 

spektrum proteinů, které se od eukaryotního CaM liší hodnotou molekulové hmotnosti 

(zpravidla 20, maximálně kolem 30 kDa) [14], afinitou k Ca2+, někdy i funkcí, kterou často 

bývá udržování konstantní hladiny vápenatých iontů v buňce [15]. S kalmodulinem je kromě 

schopnosti vazby vápníku pojí podobné AA složení (místy absence cysteinu, větší množství 

hydrofobních AA, nižší hodnota pI). Způsoby koordinace Ca2+ jsou velmi rozmanité, ale i mezi 

bakteriemi se dají nalézt proteiny, které napodobují motiv EF ruky z eukaryotního CaM 

(calerythrin izolovaný ze Saccharopolyspora erythraea). Bakteriální proteiny většinou nejsou 

s eukaryotním kalmodulinem kompatibilní (což platí i opačně, bez výjimek), avšak existují 

výjimky, např. v podobě adenylát cyklasových toxinů, které jsou výhradně kalmodulin 

dependentní [15]. 

2.4 Vazební partneři kalmodulinu 

Kalmodulin je cytosolární protein a v apoformě se má tendenci vázat jednak na různé buněčné 

membrány (ať plasmatické, či jaderné, pravděpodobně jako jeho zásoba) [8]. Nicméně existují 
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pravděpodobně až desítky proteinů, na které má apo-CaM efektorový účinek (také k nim může 

být přidružen nastálo).  

2.4.1 Aktivace prostřednictvím IQ motivů 

Vazba apo-CaM na cílový efektorový protein probíhá výhradně prostřednictvím tzv. IQ motivů 

[16]. Jedná se o různé obměny helikální sekvence IQXXXRGXXXR (X = libovolná 

proteinogenní AA vyjma prolinu). Jedinou skutečně konzervativní složkou je Gln na pozici 2, 

jinak existuje mnoho kombinací, co do proměnlivosti sekvence nebo délky IQ motivu až 

25 AA; [FILV]QXXX[RK]GXXX[RK]XX[FILVWY]. Nekovalentní vazba kalmodulinu 

probíhá antiparalelně (tedy na N konec motivu přiléhá C konec příslušného helixu na molekule 

apo-CaM) díky celkovému kladnému náboji motivu a hydrofobnímu residuu na pozici 1.  

Varianty IQ motivů byly nalezeny u značného množství enzymů/iontových kanálů, a to jak 

v živočišných, tak rostlinných buňkách. Významnými apo-CaM dependentními proteiny jsou 

např. proteiny spojené s růstem nervové soustavy (neuromodulin, neurogranin), molekulové 

motory (myosiny, dyneiny) nebo iontové kanály transportující vápenaté ionty. Platí, že apo-

CaM se váže výhradně na IQ motivy, avšak ne všechny IQ motivy na sebe váží apo-CaM (nebo 

obecně proteiny s EF motivem) [16,17]. V některých případech je vazba na IQ motiv 

podmíněna saturací Ca2+ ionty, a sice když IQ motiv má na přesně daných pozicích (1,5,8,14) 

hydrofobní residua [16] (viz následující kapitola). 

2.4.2 Aktivace prostřednictvím Ca2+ dependentních sekvencí 

Kalmodulin (resp. Ca2+CaM) je schopen interagovat s neobyčejně širokou skupinou enzymů, a 

regulovat tak jejich aktivitu. [18] Tím je dána i rozdílnost jejich vazebných sekvencí, avšak jisté 

charakteristiky jsou pro ně společné. Tyto vazebné motivy (lokace) bývají zpravidla helikální, 

obsahují větší množství bazických, a zejména 2 hydrofobní AA, kterými sekvence začíná a 

končí. Tyto 2 zbytky mohou být od sebe v rámci sekvence vzdálené různým počtem AA, 

obyčejně je to méně než 20. Vždy obsahují několik konzervovaných hydrofobních AA, které 

zapadají do hydrofobních „kapes“ obtočeného kalmodulinu. Pozice těchto hydrofobních AA 

jsou u skupin dependentních Ca2+CaM enzymů podobné nebo stejné. Těchto lokací je známo 

mnoho, nejčastější je sekvence 1-14 (alternativně 1-5-8-14, krajní umístění hydrofobních 

residuí odpovídá rozsahu vazebné sekvence, případné AA umístěné uvnitř sekvence jsou 

konzervované a zároveň hydrofobní, důležité pro správnou orientaci) [17,18]. Různé obměny 

takto dlouhé sekvence byly pozorovány u MLCK (kináza lehkého řetězce myosinu), některých 
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kinas nebo NOS (synthasa oxidu dusnatého) [17]. Přehled významných sekvencí spolu s jejich 

prostorovým uspořádáním poskytuje Obr. 2. [18] 

 

Obr. 2 Příklady typu vazby kalmodulinu na cílový helix (Ca2+CaM modře, cílový helix efektorového enzymu 

šedě, hydrofobní residua červeně, atomy vápníku béžově, přibližný objem vytvořených hydrofobních „kapes“ 

zeleně) efektorovými proteiny jsou (A) MLCK, (B) CaMKII, (C) CaM dependentní kinasa kinasy, (D) 

ryanodinový receptor, (E) vakuolární Ca2+ ATPasa, (F) NOS [18]; u každého modelu struktury je uveden kód 

PDB a typ sekvence vazebného helixu   

Umístění těchto sekvencí bývá různé, mohou se nacházet poblíž autoinhibiční domény (kinasy, 

fosfatasy) či sekvence, která obsahuje Ser/Thr, který může být fosforylován proteinkinasou C 

(nebo A), čímž je vazba Ca2+CaM regulována (CaMKII) [18]. Rovněž se může nacházet 

v rámci sekvence zodpovědné za protein-proteinovou interakci (caldesmon). 

2.4.3 CaM dependentní kinasy a fosfatasy 

Asi nejlépe prostudovanou skupinou enzymů regulovaných kalmodulinem je obsáhlá skupina 

serinových/threoninových kinas [19]. Bez navázaného kalmodulinu brání kinasam v aktivitě 

autoinhibiční doména, která prostorově mimikuje substrát, čímž blokuje jeho navázání. 



17 

 

Navázáním Ca2+CaM na svoji příslušnou vazebnou sekvenci dojde ke ztrátě 

interakce autoinhibiční domény s doménou vazebnou. Za současné vazby substrátu spolu s 

Mg2+ATP na odpovídající místa v katalytické doméně probíhá fosforylace. Tento mechanismus 

je pro všechny kinasy z této skupiny společný, byť je mezi konkrétními zástupci obohacován o 

další možnosti regulace. Mezi zástupce z této skupiny se řadí vícesubstrátové kinasy z CaMK 

kaskády (CaMKI, CaMKIV, CaMKK), CaMKII či substrátově specifické PhK, MLCK nebo 

CaMKIII, ale i enzymy s opačným efektem, jako je např. calcineurin.  

2.4.4 Adenylát cyklasové toxiny 

Tyto bakteriální toxiny mají na svědomí závažná onemocnění, jakými jsou např. černý kašel 

nebo anthrax [20]. Sekvenčně se tyto 2 toxiny, CyaA (Bordetella pertussis, černý kašel) a EF 

(z angl. edema faktor, Bacillus anthracis, anthrax) liší z 25 %, jsou srovnatelné v mechanismu 

aktivace a vazby Ca2+CaM, avšak ve způsobu penetrace do buňky se liší.  Jakožto u všech 

proteinů z RTX (z angl. repeat in toxin) skupiny je proces vstupu katalytické adenylát cyklasové 

domény (dAC, z angl. adenylyl cyclase domain) do buňky iniciován vápenatými ionty, které 

interagují s nonapeptidovými úseky na C konci toxinu, bohatými na Gly a Asn [21]. To má za 

následek stabilizaci celé struktury a konformační změny v proteinu, výsledkem je transport 

dAC do buňky prostřednictvím integrované transmembránové domény a dAC finálně vstupuje 

do cytosolu (Obr. 3) [21]. 

 

 

 

Obr. 3 Primární sekvence CyaA a přibližné schéma rozmístění důležitých domén (zleva, od N konce dAC, 

hydrofobní doména vytvářející transmembránový pór  a repetetivní úseky citlivé na vápenaté ionty), na pozicích 

860 a 983 se nacházejí lysiny, které podléhají acylaci během aktivace dAC [21]  

Naproti tomu EF využívá k penetraci do buněk dalšího virulentního faktoru, ochranného 

antigenu, který se váže na svoje specifické receptory; toxin následně vstupuje do buňky 

endocytózou [20]. Způsob vazby s Ca2+CaM je přes rozdíly v primární sekvenci obou toxinů 

podobný; jde o interakci C koncové domény Ca2+CaM se čtyřmi helikálními úseky na dAC 

(nebo EF). Nekovalentních interakcí zde figuruje mnoho, lepší komplementaritu AA residuí 

vykazuje CyaA, který ale zároveň poskytuje menší plochu povrchu pro interakci [20]. Rozdílná 

sekvence toxinů a jejich lokalizace v buňce (buněčná membrána vs. cytosol) je také 
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pravděpodobně příčinou přibližně stonásobného rozdílu v afinitách CyaA a EF k Ca2+CaM  

[20]. Následná katalytická činnost komplexu CyaA-dAC spočívá v cyklizaci ATP na cAMP. 

To má za následek narušení signalizační funkce tohoto důležitého druhého posla a poklesu 

koncentrace ATP, což ve výsledku vede k destrukci cílových buněk [20,21]. 

2.5 Využití MS v proteomice 

Proteomika je rozvíjející se obor zabývající se studiem proteomu, tedy souboru všech proteinů 

přítomných v buňce [22]. Jejím cílem je identifikovat, charakterizovat a kvantifikovat proteiny, 

studovat jejich strukturu a vzájemné funkční interakce. Strukturní a funkční proteomika jsou 

její dvě hlavní větve, které se zaměřují na proteom ze dvou základních hledisek a odlišných 

aspektů. Zatímco strukturní proteomika studuje primární sekvenci a prostorové uspořádání 

proteinů (nebo jejich komplexů), funkční se zaměřuje na biologické funkce proteinů a buněčné 

mechanismy na molekulární úrovni, tedy i protein-proteinové interakce studovaných protienů 

[23]. Hmotnostní spektrometrie (MS) je možná tou nejvýznamnější bioanalytickou technikou 

ve strukturně-funkční proteomice. Funguje na principu ionizace analyzovaných látek a následné 

separace iontů podle jejich poměru hmotnosti k náboji (m/z) v elektrickém nebo magnetickém 

poli. Identifikace proteinů spočívá v porovnání hodnot m/z získaných hmotnostních spekter 

peptidů generovaných z proteinu specifickou proteasou s teoreticky vytvořenou mapou hodnot 

získanou ze sekvencí proteinů v databázi (tzv. mass fingerprinting) [24]. V závislosti na 

provedení proteolytického štěpení se v MS rozlišují dva přístupy.   

2.5.1 Bottom-up vs top-down 

V praxi se mohou analyzovat peptidy, vyštěpené z proteinu selektivní endoproteasou (např. 

trypsinem, štěpením na C konci, tedy za bazickými residui Lys a Arg) [25]. Tento přístup je 

znám jako bottom-up metoda a je nejběžnější strategií používanou k analýze proteinů. Po 

trypsinizaci, separaci (která ale není nutná, tzv. shotgun princip) a analýze peptidů se stanovuje 

m/z peptidů v MS spektru nebo probíhá, v případě tandemové MS/MS analýza fragmentů 

daných peptidů. Tato metoda je vysoce citlivá, vhodná pro analýzu komplexních směsí a 

nevyžaduje tak vysokou přesnost analyzátoru, třebaže ta zvyšuje míru spolehlivosti 

identifikace. Tímto způsobem lze nalézt gen, ze kterého byl protein transkribován, což však 

neplatí o konkrétních isoformách (protože jeden gen může kódovat více isoforem s různými 

posttranslačními modifikacemi). Top-down metoda je přímá analýza intaktních proteinů v MS. 

Tento přístup umožňuje studium celého proteinu, včetně posttranslačních modifikací a 
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proteinových izoforem, a to analýzou fragmentačních spekter MS/MS celého proteinu. Není 

ovšem vhodný pro analýzu směsí a vyžaduje analyzátory s vysokou přesností a rozlišením.  

2.5.2 XL-MS 

Strukturně-funkční proteomika je v kontextu metodiky chápána jako soubor metod, které 

identifikují primární sekvenci, prostorové uspořádání nebo funkci proteinů. Metoda XL-MS (z 

angl. crosslinking mass spectrometry) je jednou z těchto metod [26]. Jejím prvním krokem je 

vytvoření kovalentního zesítění, “crosslinku“ (XL), který propojuje funkční skupiny blízkých 

AA použitím vhodného činidla se známou délkou zesíťovacího raménka a reaktivitou vůči 

vybraným funkčním skupinám proteinu. Takto lze získat strukturní či interakční informace 

mezi funkčními skupinami postranních řetězců  v rámci proteinu (intraproteinové zesítění) či 

mezi interagujícími proteiny (interproteinové zesítění). Nejčastějšími způsoby vzniku 

intra/interproteinových crosslinků jsou [27]: 

• Spojení funkčních skupin nebo specifických úseků AA, kterými jsou nejčastěji aminy 

(NHS estery, Obr. 4), alternativně thioly (N-maleimidy) a další 

• Štěpením zesíťovacího činidla (chemicky, fyzikálně), které je pro něj charakteristické 

(např. za vzniku radikálu) za podmínek, které nepoškodí samotný protein 

• Click chemie (pojem pro rychlou a specifickou tvorbu vazeb), crosslinky se zde tvoří 

reakcí dvou specifických funkčních skupin, například azidu a alkynu, za přítomnosti 

katalyzátoru (iontu Cu+), čímž vzniká triazolový můstek mezi molekulami [28] 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 4 Srovnání délky raménka užitých homobifunkčních zesíťovacích činidel NHS esterů (DSS a DSG) a 

naznačený proces zesítění pomocí DSG mezi dvěma aminoskupinami [29] 
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Následný postup je znázorněn na obr. 5 

 

Obr. 5 Schéma přibližného pracovního postupu při studiu proteinu metodou XL-MS [30] 

Byť je metoda XL-MS samotná schopna určit pouze primární sekvenci proteinu, je 

aplikovatelná i na velké proteinové komplexy za nativních podmínek, které jsou obtížně 

analyzovatelné běžnými metodami, jako je rentgenová krystalografie nebo NMR spektroskopie 

[26]. Velmi často se užívá v kombinaci s těmito technikami pro ověření získaných výsledků. 

2.6.1 Nekanonické aminokyseliny (ncAA) 

Inkorporace ncAA do proteinové primární struktury je důležitým nástrojem ke studiu 

strukturně-funkční proteomiky [31]. Existuje několik experimentálních postupů inkorporace 

ncAA do proteinové sekvence. Podmínkou pro nejjednodušší postup inkorporace je strukturální 

podobnost s kanonickou AA, která jí umožňuje být začleněna do proteinové páteře příslušnou 

aminoacyl tRNA syntetázou. Pro maximalizace inkorporace je při proteinové expresi žádoucí 

redukce příslušné kanonické AA, jelikož poměr inkorporací je dán poměrem katalytických 

účinností dané tRNA syntetázy a kanonické AA nebo jejího analogu [32]; tento poměr bývá 

pro kanonické AA vyšší. Vhodný bakteriální kmen pro expresi s ncAA je tedy takový, který 

nemá možnost syntézy příslušné kanonické AA a je tedy auxotrofem pro danou AA. V případě 

analogů methioninu lze využít kmen E. coli B834 (DE3) (Novagen).  Alternativou je pozměnění 

biosyntetického aparátu buňky expresí modifikovaných aminoacyl tRNA syntetáz [31]. 

Azidohomoalanin (AHA) je ncAA strukturálně podobná methioninu, obsahující azidovou 

skupinu místo thioeterové. Její výhodou je minimální zásah do metabolického aparátu buňky 
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až do jeho 10 mM koncentrace v mediu  [33], a vícero možností její aktivace k vytvoření 

modifikace či “crosslinku.“ Těmi jsou např. fotoaktivace za odštěpení dusíku a vytvoření 

biradikálu, “click“ chemie nebo námi vybraná redukce azidu na amin působením silného 

redukčního činidla (Obr. 6) a následné využití homobifunkčních zesíťovacích činidel 

reagujících s aminy za vzniku amidu síťovacího činidla s proteinem (Obr. 4).  

 

 

 

 

 

Obr. 6 Redukce azidohomoalaninu na diaminomáselnou kyselinu pomocí činidla TCEP 
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3 Cíle práce 

• Prvním dílčím cílem je exprese a izolace rekombinantního lidského kalmodulinu 

v dostatečném množství a čistotě bakterií Escherichia coli B834 (DE3) v nutričně 

bohatém mediu a jeho izolace. 

• Druhým cílem je: 

o Jednak optimalizace exprese výběrem vhodného limitního média pro dostatečný 

výtěžek proteinu (LM9 vs DMEM) 

o Dále izolace exprimovaného rekombinantního kalmodulinu s inkorporovaným 

AHA na pozici methioninu v sekvenci proteinu v uspokojivém výtěžku a 

dostatečné čistotě.  

• Třetím krokem je studium změn 3D struktury CaM v různých podmínkách pomocí 

síťovacích činidel DSS/DSG různými bioanalytickými přístupy: 

o Studium struktury pomocí intraproteinového zesítění kalmodulinu zmíněnými 

činidly 

o Studium struktury a interakce kalmodulinu pomocí interproteinového zesítění 

CaM a dAC a zmíněných činidel 

o Optimalizace podmínek pro redukci kalmodulinu s inkorporovaným AHA 
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4 Materiál 

4.1 Chemikálie 

 Výrobce 

Voda (HPLC grade) Merck 

Kvasničný extrakt Fisher Bioreagents 

Trypton Bio Tech 

Purifikovaný agar Oxoid 

Sodná sůl ampicilinu Roth 

NaOH Lach-Ner 

NaCl Lach-Ner 

KH2PO4 Lach-Ner 

Na2HPO4.12H2O Lach-Ner 

KCl Lachema 

MgCl2 Sigma Aldrich 

Isopropyl-β-D-1-thiopyranogalaktosid Roth 

Ethylendiamintetraoctová kyselina (EDTA) Roth 

Tris-HCl Sigma Aldrich 

CoCl2.6H2O  Lachema 

FeSO4.7H2O Sigma Aldrich 

ZnSO4.7H2O  Sigma Aldrich 

CuSO4.5H2O  Lachema 

MnCl2.4H2O  Lachema 

H3BO3  Lachema 

CaCl2.2 H2O  Fluka 

MgSO4  Sigma Aldrich 

Thiamin hydrochlorid  Sigma Aldrich 

L-Methionin  Sigma Aldrich 

L-Isoleucin  Sigma Aldrich 

L-Valin  Sigma Aldrich 

L-Leucin  Sigma Aldrich 

L-Lysin  Sigma Aldrich 

L-Threonin   Sigma Aldrich 
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Dodecylsulfát sodný (SDS) Sigma Aldrich 

Peroxodisíran amonný  Sigma Aldrich 

Phenyl sepharose Cl-4B GE Healthcare life 

services 

Akrylamid (Bis-akrylamid) mix BioScience 

Coomassie Brilliant Blue-R250 (CBB R-250) Serva 

Kyselina octová  Penta 

Dithiotreitol (DTT) Roth 

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-

piperazinethansulfonová kyselina 

Roth 

Azidohomoalanin (AHA) Jena Bioscience 

Disukcinimid glutarát (DSG) Thermo Fisher Scientific 

Disukcinimid suberát (DSS) Thermo Fisher Scientific 

Complete inhibitor  Roche 

Ethylenglykol-di-(2-aminoethylether)-

tetraoctová kyselina (EGTA) 

Sigma Aldrich 

Β-merkaptoethanol Fluka 

Tris(2-karboxyethyl)fosfin (TCEP) Sigma Aldrich 

Ethanolamin Sigma Aldrich 

4.2 Biologický materiál 

Expresní plasmid pCaM1_210302; laskavý dar Ing. Jana Teisingera, Csc. z FGÚ AV ČR  

Escherichia coli B834 (DE3), Novagen®  [34] 

dAC (adenylát cyklasová doména) z Bordetella pertussis, obdržena od školitele 

Azurin z Pseudomonas aeruginosa, obdržen od školitele 

Buněčné pelety Escherichia coli B834 (DE3) z LB media (dvakrát 200 ml, celkem 400 ml, 

18 h exprese při 27 °C, indukce 0,6 mM IPTG, dříve resuspendované ve 20% sacharose), 

obdrženy od školitele 
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4.3 Přístroje a pomůcky 

 Výrobce/Země původu 

Analytické váhy Discovery OHAUS/USA 

Předvážky ScoutTH Pro OHAUS/USA 

Pipety Gilson, Eppendorf (rozsah 0,2 µl – 1 ml) Gilson, Eppendorf/USA, Německo 

Stolní minicentrifuga (rotor F-45-12-11)  Eppendorf/Německo 

Centrifuga Universal 320 R Hettich/Německo 

Inkubátor  Cleaver scientific/UK 

Inkubátor economy incubator size 1 Gallenkamp/UK 

Rotační inkubátor SH600R Lab companion Jeiotech/Jižní Korea 

Bakteriální filtr WhatmanTM Syringe Filter 13 

mm, šíře póru 0,22 µm 

Sigma-Aldrich/USA 

Membránový filtr Durapore 47 mm, šíře póru 

0,45 µm 

Sigma-Aldrich/USA 

Míchačka Variomag Mono Komet 26  Thermo Fisher Scientific/USA 

Míchačka MS1 Minishaker IKA/Německo 

Sonikační vana Elmasonic S Elma Schmidbauer/Německo 

Elektroforetická souprava SE 260 Hoefer/Německo 

Sonikátor UP100H Hielscher ultrasonics/Německo 

Sonikátor, proba VS 70T Bandelin electronic/Německo 

Alliance Q9 Advanced  Uvitec/UK 

Chladící box Lovibond Camlab/UK 

Pumpa Minipuls evolution Gilson/USA 

Hydrofobní nosič Phenyl-Sepharose CL-4B v 

koloně 10x200  

GE Healthcare Life services/USA 

Sběrač frakcí FRAC-100  Pharmacia/Švédsko 

Vývěva  Laboport/Německo 

Centrifugační filtr AMICON 10 kDa  Millipore/USA 

FPLC stanice NGC Chromatography Bio-rad/USA 

Kolona ENrich SEC 70 10x300 (24 ml) Bio-rad/USA 

Dialyzační membrána SpectralPor (6-8 kDa) Spectrumlabs/USA 
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4.4 Roztoky 

SOC médium: (2% (w/v) trypton, 0,5% (w/v) kvasničný extrakt, 10mM NaCl, 2,5mM KCl, 

10mM MgCl2, 20mM glukosa, pH 7,0)  

PBS (10mM Na2HPO4, 1,8mM KH2PO4, 137mM NaCl, 2,7mM KCl, pH 7,4) 

LB medium (0,5% (w/v) kvasničný extrakt, 1% (w/v) trypton, 0,5% (w/v) NaCl) 

Elektrodový pufr pro SDS-PAGE (0,192M glyin, 0,25M Tris-HCl, 0,1% (w/v) SDS, pH 8,3) 

Elektrodový pufr pro nPAGE (0,192M glycin, 0,25M Tris-HCl, pH 8,3) 

Ekvilibrační pufr (50 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 5 mM CaCl2, pH 7,0) 

Promývací pufr A (50 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 1 mM CaCl2, pH 7,0) 

Promývací pufr B (50 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, 1 mM CaCl2, pH 7,0) 

Eluční pufr (50 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, 1,5 mM EDTA, pH 7,0) 

Lyzační roztok (0,5 mM MgCl2, tableta Complete inhibitor (Roche)/40ml roztoku) 

Bradfordovo činidlo (0,01% CBB G-250 (w/v), 8,5% H3PO4 (v/v), 4,7% ethanol (v/v)) 

Ekvilibrační pufr pro gelovou chromatografii D (0,05 M HEPES, 0,25 M NaCl, 2 mM CaCl2, 

pH 7,0) 

Dialyzační pufr (20 mM HEPES, 1 mM DTT, pH 7,0) 

Roztok pro BCA stanovení A (1% BCA (w/v), 0,1 M Na2CO3, 0,02 M NaOH, 0,4% vinan 

sodný (w/v), 0,01% EDTA (w/v), pH 11,5) 

Roztok pro BCA stanovení B (4% CuSO4 . 5H2O) 

5x vzorkový pufr pro SDS-PAGE ((10% (w/v) SDS, 20% (w/v) glycerol, 0.25% (w/v) 

bromfenolová modř, 10% (w/v) 2-merkaptoethanol, 30 mM Tris-Cl, pH = 6.8) 

2x vzorkový pufr pro nPAGE (40% (w/v) glycerol 0,01% (w/v) bromfenolová modř, 

62,5 mM Tris-Cl, pH = 6,8) 

Vzorek standardů Mw pro SDS-PAGE Dual Color (Bio-rad) 

DMEM minerální medium (Thermo Fisher) (Minimal Essential Medium, + 4,5 g/l glukosa, 

4 mM L-glutamin, pyruvát sodný, bez L-methioninu a L-Leucinu, 100 µg/ml ampicilin) 
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5 Metody 

5.1 Stanovení koncentrace plasmidové DNA 

Za účelem ověření čistoty a koncentrace plasmidu pCaM1_210302 100 µg/ml byla proti 

srovnávacímu vzorku, deionizované vodě, měřena jeho absorbance na spektrofotometru 

DeNovix DS-11+ Spectrophotometer, při vlnové délce 260 nm (εdsDNA = 6 600 l/mol/cm). 

Rovněž byly určeny poměry A260/A280 (s optimální hodnotou 1,65 až 2,5) a A260/A230 (1,8 až 

3,0) pro zjištění čistoty vzorku.   

5.2 Transformace kompetentních buněk 

Zamražené alikvoty kompetentních bakterií kmene Escherichia coli B 834 při -80 °C byly 

vyňaty z mrazáku a volně rozmraženy na ledu. Transformace proběhla formou teplotního šoku. 

Ke zhruba 60 µl kompetentních buněk byly přidány 2 µl plasmidu pCaM1_210302 

(100 µg/ml), kódujícího mimo kalmodulin také resistenci na ampicilin. Po třicetiminutové 

inkubaci buněk na ledu proběhl teplotní šok v inkubátoru Cleaver scientific Ltd při teplotě 

42 °C po dobu devadesáti sekund s následnou inkubací na ledu po dobu 5 minut. Po přidání 

400 µl předehřátého SOC media (viz oddíl 4.4) k buňkám a jejich inkubaci v rotačním 

inkubátoru SH600R Lab companion (90 minut, 180 RPM, 37 °C) byly buňky centrifugovány 

na stolní centrifuze Eppendorf (rotor F-45-12-11) 5 minut při 2400 g. Po odebrání 350 µl 

supernatantu byly buňky resuspendovány v neodebraném zbytku a 100 µl této buněčné 

suspenze bylo vyseto na plotnu s již zatuhlým LB agarem s koncentrací ampicilinu 100 µg/ml. 

Tato plotna spolu s kontrolní byly inkubovány přes noc v inkubátoru Gallenkamp economy 

incubator size 1 při 37 °C v převrácené poloze.  

5.3 Exprese CaM v LB mediu 

Kolonie transformovaných bakterií kmene Escherichia coli B 834 plazmidem pCaM1_210302. 

byla zaočkována do 25 ml LB media s ampicilinem (100 µg/ml) a inkubována na třepačce 

(180 RPM, 37 °C). Po asi dvanácti hodinách byla v jednocentimetrové kyvetě měřena OD600 

pětkrát zředěné buněčné kultury. Ke třem Erlenmayerovým baňkám s 200 ml LB media a 

ampicilinem (100 µg/ml) byla přidána kultura tak, aby finální OD600 byla přibližně 0,05. Buňky 

byly inkubovány na rotačním inkubátoru SH600R Lab companion (4 hodiny, 37 °C, 180 RPM). 

Po dvou hodinách inkubace byla po nestejných intervalech měřena OD600 této neředěné 

buněčné suspenze do dosažení uspokojivé hodnoty mezi 0,5 a 0,7. Při dosažení této hodnoty 
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byl inkubátor přenastaven na teplotu 27 °C a po 20 minutách byla zahájena exprese CaM při  

27 °C přidáním roztoku IPTG tak, aby výsledná koncentrace byla 0,6 mM. Ještě před přidáním 

IPTG byla měřena OD600 suspenze, a odebráno 500 µl vzorku do mikrozkumavky pro SDS-

PAGE elektroforézu. Po centrifugaci (4000 g, 14500 RPM, 3 minuty) byl supernatant odsán a 

pelety resuspendovány ve 40 µl deionizované vody a uchovány při -20 °C pro následnou SDS-

PAGE. Takto byly odebrány stejné objemy po 1, 2, 3 a 19 hodinách exprese, která probíhala 

při 27 °C a 180 RPM. Po 19 hodinách byly buňky zprvu zchlazeny na ledu (30 minut) a 

centrifugovány na centrifuze Universal 320R (10 minut, 2400 g, 4 °C). Pelety byly 

resuspendovány ve 20 ml 20 % roztoku sacharózy (50mM TrisCl, 1mM EDTA, pH 7,4), znovu 

ponechány 30 minut na ledu a centrifugovány na téže centrifuze (4 000 g, 20 minut, 4 °C). 

Pelety ve třech zkumavkách byly uloženy do mrazáku při -20 °C.   

5.4 Příprava LM9 media 

Minerální medium (LM9) bylo připraveno v celkovém objemu 0,5 l, smícháním 100 ml pětkrát 

koncentrovaného M9 premixu (42mM Na2HPO4, 22mM KH2PO4, 18mM NH4Cl, 8,6mM NaCl, 

pH 7,2), 10 ml 0,4% (w/v)  glukosy (rozpuštěno ve sterilní vodě), 2,5 ml 5mM MgSO4, 

5 ml 0,01%  (w/v) vitaminu B1 (thiamin hydrochlorid), 50 ml desetkrát koncentrované směsi 

aminokyselin (25 mg L-Ile, L-Val, L-Leu, 50 mg L-Lys, L-Phe, L-Thr, doplněno do 50 ml 

sterilní destilovanou vodou, 500 µl 1000x koncentrovaného roztoku kovů (80,6mM EDTA, 

2,15mM CoCl2x6H2O, 92,5mM FeSO4x7H2O, 1,56mM ZnSO4x7H2O, 13,5mM CuSO4x5H2O, 

10,6mM MnCl2x4H2O, 1,62mM H3BO3, pH 7,5), který byl přidáván po kapkách, aby nedošlo 

ke sražení a 500 µl ampicilinu o zásobní koncentraci 100 mg/ml (rozpuštěno ve sterilní vodě). 

Roztok byl nakonec doplněn do 500 ml sterilní vodou. U všech komponentů byla zajištěna 

jejich sterilita, a to buď autoklávováním (M9, směs kovů, MgSO4) či u všech ostatních 

termolabilních látek filtrací přes bakteriální filtr GE Healthcare Life Sciences WhatmanTM 

Syringe Filter 13 mm s velikostí póru 0,22 µm. 

5.5 Optimalizace a exprese CaM AHA v limitních mediích 

Exprese CaM AHA byla provedena ve 2 typech limitních médiích; připraveném LM9 mediu 

(500 ml) a komerčně dostupném DMEM mediu (Thermo Fisher, Minimal Essential Medium, 

+ 4,5 g/l glukosa, 4 mM L-glutamin, pyruvát sodný, bez L-methioninu a L-Leucinu, 100 µg/ml 

ampicilin, celkem zhruba 450 ml). Zároveň proběhla pro kontrolu buněk a exprese WT 

kalmodulinu ve zhruba 30 ml LB media (stejný postup jako v kapitole 5.3). Jedna kolonie 
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plazmidem transformovaných bakterií z agarové plotny byla zaočkována do 25 ml LB media 

(viz oddíl 4.4) s ampicilinem (100 µg/ml) a inkubována na třepačce (180 RPM, 37 °C). Po 

zhruba dvanácti hodinách byla na spektrofotometru DeNovix DS-11+ Spectrophotometer 

v jednocentimetrové kyvetě měřena OD600 pětkrát zředěné buněčné kultury. Do 200 ml LB 

media v každé ze tří Erlenmayerových baněk, byl přidán objem buněčné kultury tak, aby 

výsledná OD600 byla kolem 0,05. Po inkubaci na rotačním inkubátoru (180 RPM, 37 °C) byla 

intervalově měřena OD600 do dosažení optimální hodnoty mezi 0,5 až 0,7. Buňky byly po 

schlazení na ledu sklizeny za použití centrifugy Universal 320R (Hettich centrifugen, 10 minut, 

2000 g, 4 °C). Vzniklé pelety byly třikrát promyty 30 ml sterilního PBS (složení viz oddíl 4.4) 

a po každé centrifugaci byl supernatant s PBS odstraněn. Nakonec byly buněčné pelety 

resuspendovány v 15 ml limitního media media na peletu. Takto byla připravena kultura pro 

expresi kalmodulinu. Zbylých zhruba 450 ml LM9 media (nebo 400 ml DMEM media) 

s ampicilinem (100 µg/ml) a 45 ml připravené buněčné suspenze bylo rovnoměrně rozděleno 

mezi 3 Erlenmayerovy baňky. Dále se buňky nechaly 15 minut inkubovat (180 RPM, 27 °C), 

aby došlo ke spotřebě zbytkového methioninu, zároveň byl přidán roztok AHA, aby jeho finální 

koncentrace byla zhruba 1 mM, pokud to bylo možné. Rovněž byl ke všem baňkám přidán 

roztok IPTG o výchozí koncentraci 0,6 M, aby f.c. byla 0,6 mM a byla iniciována exprese 

kalmodulinu, která probíhala při stejných podmínkách jako v 5.3. Ještě před přidáním IPTG 

byla změřena OD600 neředěné buněčné suspenze proti srovnávacímu vzorku a odebrán vzorek 

pro elektroforézu (0,5 ml), se kterým bylo nakládáno totožně jako v kapitole 5.3. Později byly 

stejným způsobem odebrány vzorky po 1 a 16 hodinách. Po uplynutí šestnácti hodin byly buňky 

z obou médií s exprimovaným proteinem sklizeny; nejprve zchlazeny na ledu, následně 

centrifugovány (2000 g 10 minut při 4 °C) a pelety resuspendovány v 20 ml 20% roztoku 

sacharózy (50mM TrisCl, 1mM EDTA, pH 7,4).  Po půlhodinové inkubaci na ledu, následné 

centrifugaci (4 000 g, 20 minut, 4 °C) a odsáním supernatantu byly pelety uloženy do mrazáku 

při -20 °C.   

5.6 Příprava aparatury a vzorků na SDS-PAGE 

Skla byla prvně pečlivě očištěna, vložena do nalévací soupravy a upevněna. Posléze byly mezi 

skla pipetovány oba gely, nejprve separační, zhruba do výše čtyř pětin skla, který byl následně 

převrstven vodou, aby zatuhl s rovným rozléváním, a bylo zabráněno přístupu kyslíku, následně 

byl nalit zaostřovací gel, podle složení viz. Tab 1 a Tab 2. Mezi skla byl následně za účelem 

vytvoření vzorových jamek vložen hřeben, který byl po zatuhnutí zaostřovacího gelu vyndán. 
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Souprava byla vložena do elektroforetické aparatury, která byla zároveň opatřena 

elektroforetickým pufrem (4.4). Čtyři vzorky (t0 LB, t0 M9, t19 LB, t19 M9) byly rozmrazeny 

v inkubátoru, ke všem bylo pipetováno 10 µl 5x koncentrovaného redukujícího pufru (0,25 % 

bromfenolová modř, 10 % SDS, 10 % DDT, 20 % (v/v) glycerol, 30mM Tris-HCl, pH 6,8), 

mikrozkumavky byly velmi krátce centrifugovány a 5 minut zahřáty na 90 °C, vyjma vzorku 

obsahujícího marker (Bio-rad dual color). Kvůli kondenzaci na víčku bylo po zahřátí nutné 

vzorky ještě jednou krátce centrifugovat. Následovala sonikace (Hielscher UP100H) dvaceti 

pulsy pro každý vzorek.  Do 4 jamek v zaostřovacím gelu bylo následně pipetováno po 20 µl 

jednotlivých vzorků. Na přístroji Electrophoresis constant power supply ECPS 3000/150 bylo 

nastaveno limitní napětí 200 V a limitní proud 25 mA pro jednu nebo 45 mA pro dvě desky 

SDS-PAGE gelů. Po ukončení SDS-PAGE elektroforézy byl gel opatrně přesunut ze skla a 

vložen s barvícím roztokem Coomassie Brilliant Blue-R250 (Coomassie Brilliant Blue-R250, 

H2O, methanol, kyselina octová) na kývačku do takového objemu, aby byl zcela ponořen. Po 

45 minutách byl gel přenesen do odbarvovacího roztoku (10 % (v/v) kyselina octová, 

35 % (v/v) ethanol, 55 % (v/v) voda), který byl dvakrát po 15 minutách obměněn. Vizualizace 

gelu proběhla v systému Alliance Q9 Advanced Uvitec.  

5.7 Příprava a vizualizace gelů na SDS-PAGE 

Připraveno bylo 5 ml 15 % separačního redukujícího gelu, a to s následujícím složení, přičemž 

komponenty jsou vypsány odshora dolů v pořadí, v jakém byly přidávány (Tab. 2): 

Tab. 2 Roztoky a jejich objemy potřebné pro přípravu 5 ml 15% separačního gelu 

Roztoky V [ml] 

Deionizovaná voda 1,1 

29,2 % akrylamid /0.,8 % bis-akrylamid  2,5 

1,0M Tris (pH 8,8) 1,3 

10 % SDS 0,05 

TEMED 0,002 

10 % peroxodisíran amonný 0,05 

Zaostřovací gel byl připraven krátce před samotnou elektroforézou, v množství 2 ml, a to ve 

složení podle Tab. 3.  
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Tab.3 Roztoky a jejich objemy potřebné pro přípravu 1 ml zaostřovacího gelu 

Roztoky V [ml] 

Deionizovaná voda 0,68 

29,2% akrylamid/0,8% bis-akrylamid mix 0,17 

1,0M Tris (pH 6,8) 0,13 

10 % SDS 0,01 

TEMED 0,001 

10 % peroxodisíran amonný 0,01 

5.8 Obecná izolace CaM ze všech médií 

Schéma izolace kalmodulinu je patrné na Obr. 7. Přesný postup izolace je popsán 

v oddíle; odchylky u dílčích izolací preparátů jsou popsány v příslušných oddílech v kapitole 

„Výsledky.“ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 7 Schéma 

obecného 

pracovního 

postupu při 

izolaci CaM  

 

Pelety E.coli B834 (DE3) s exprimovaným CaM  

Rozmražení 30 min na ledu; resuspendace 

v lyzačním roztoku (viz 4.4) 

Inkubace na ledu (30 min), přidání EDTA 

(f.c. 1 mM), Tris-HCl (f.c. 50 mM), 

DTT (f.c. 0,5 mM), míchání 

 

Sonikace 3×1 min (VS 70 T), 5 min pauza, 

Amp 60%, 1s puls 

Inkubace na ledu (10 min), centrifugace (20 

min, H320R, úhlový rotor 1620 A, 9000 

RMP, 4 °C) 

Supernatant Peleta 

Přidání CaCl2 (f.c. 5 mM), inkubace na 

ledu (10 min), míchání 

Nanesení na kolonu Phenyl-Sepharose 

CL-4B (20 ml), průtok 0,5 ml/min, 4°C 

 

Promývání roztoky A (0,5 ml/min) a B 

(1 ml/min) (složení viz 4.4), 4°C 

Eluce pomocí elučního pufruC s EDTA 

(složení viz 4.4), objem frakce 1,5 ml, 

sběrač frakcí FRAC-100, 0,5 ml/min, 4 °C 

Ekvilibrace kolony 

ekvilibračním 

pufrem před 

nanesením (viz 

4.4) 1 ml/min, 4 

°C 

Proměření absorbčních spekter frakcí, 
nanesení vybraných frakcí na SDS-PAGE gel 

a jejich zakoncentrování (AMICON 10 kDa) 

Nanesení na FPLC kolonu ENrich 

SEC 70 10x300, Biorad (24 ml), 

max. objem vzorku 250 µl  

Izokratická eluce pufrem pro gelovou 

chromtografii D (viz 4.4), objem frakce 

1 ml 

Proměření absorbčních spekter frakcí, 
nanesení vybraných frakcí na gel a jejich 

zakoncentrování (AMICON 10 kDa) 

 

Dialýza proti dialyzačnímu pufru (20 mM 

HEPES, 1 mM DTT 2 hodiny, následné 

přenesení do 20 mM HEPESu, dialýza přes noc) 

Finální zakoncentrování preparátu, 

charakterizace a uskladnění při – 80 °C 
Odebrány 

vzorky obou 

promývacích 

roztoků 

Odebrán 

vzorek pelety, 

supernatantu 

a po nanesení 

i FT 
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5.9 Stanovení koncentrace metodou BCA 

Kalibrační řada hovězího sérového albuminu (BSA) byla připravena v koncentracích 0,2, 0,5, 

1,0 a 2,0 mg/ml. Na mikrotitrační destičku bylo pipetováno v duplikátech nebo triplikátech 

nejprve 5 µl vody (srovnávací vzorek), následně 5 µl kalibračních roztoků BSA. Analyzované 

roztoky s CaM z LB a LM9 či DMEM media byly pipetovány v triplikátech, resp. duplikátech 

po příslušném naředění. Všechny vzorky byly doplněny 95 µl čerstvě připraveného činidla 

vzniklého smísením 49 objemových dílů činidla A a 1 dílu činidla B (viz 4.4). Absorbance při 

563 nm byla po půlhodinové inkubaci při 37 °C měřena na čtečce destiček, z naměřených 

hodnot po odečtení A563 srovnávacího vzorku byla sestavena kalibrační přímka a stanovena 

koncentrace proteinů v preparátech.  

5.10 Síťovací experiment CaM LB s činidly DSS a DSG a 

jeho interakce s dAC 

Provedeny byly jednak zesíťovací experminety samotného CaM LB za různých koncentrací 

proteinu, crosslinkeru (DSS nebo DSG) a za přítomnosti buď vápenatých nebo sodných iontů 

o stejné iontové síle roztoku, dále interakční experiment za stejných podmínek s adenylát 

cyklasovou doménou (dAC) za různých molárních poměrů CaM LB ku dAC. K vizualizaci 

výsledků experimentů byla použita bazická nativní PAGE a SDS-PAGE. Složení výchozích 

reakčních směsí udávají Tab.4 a Tab. 5. 

 

Obě tyto směsi byly inkubovány 30 minut při 37 °C. Následně byly rozděleny do nestejných 

objemů (80 µl Ca2+ vs 20 µl Na+ 40 µM CaM LB; 40 µl Ca2+ vs 40 µl Na+ 20 µM CaM LB) a 

byl k nim přidán roztok chloridu vápenatého (f.c. 12 mM) nebo chloridu sodného v takovém 

objemu, aby se v roztocích zachovala stejná iontová síla. Po další inkubaci za stejných 

podmínek byly roztoky rozděleny po 20 µl a byl k nim v případě potřeby přidán roztok DSS či 

Tab. 5 Složení výchozí směsi s vyšší koncentrací 

CaM LB (40 µM), celkový objem 80 µl 

Komponent směsi Koncentrace [mM]  

CaM LB 0,04  

EGTA 1  

NaCl 100  

HEPES 10  

 

Tab. 4 Složení výchozí směsi s nižší koncentrací 

CaM LB (20 µM), celkový objem 100 µl 

Komponent směsi Koncentrace [mM]  

CaM LB 0,02  

EGTA 1  

NaCl 100  

HEPES 10  
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DSG v různých molárních poměrech ku CaM LB, rozpuštěný v DMSO. V případě směsi s DSS 

či DSG byl dle předešlých nepublikovaných výsledků stanoven maximálně desetinásobný 

molární přebytek DSS. Zároveň byl k některým vzorkům přidán již dříve charakterizovaný 

proteinový preparát adenylát cyklasové odmény (dAC) v různých poměrech ku CaM LB. Po 

následné dvouhodinové inkubaci při 37 °C byly vzorky o objemu přibližně 20 µl rozděleny na 

poloviny. Pouze ke vzorkům, které byly určeny na SDS-PAGE s činidlem DSS/DSG byl přidán 

ethanolamin (f.c. 0,4 µM), který spotřeboval zbývající nadbytečné činidlo. Přehled reakčních 

směsí udává Tab. 6. 

Tab. 6 Složení směsí pipetovaných do drah 15% nPAGE, resp. SDS-PAGE; zesíťování bylo ukončeno přidáním 

ethanolaminu pouze ke vzorkům určeným pro SDS-PAGE 

Reakční směs 
c (CaM LB) 

[µM] 
Ca2+/Na+ 

DSS (molárni poměr ku 

CaM LB) 

dAC (molární poměr 

ku CaM LB) 

E 20 Na+ Ano (5:1), jen SDS-PAGE Ano (1:1) 

F 20 Ca2+ Ano (5:1), jen SDS-PAGE Ano (1:1) 

G 20 Ca2+ Ano (5:1), jen SDS-PAGE Ano (2:1) 

H 20 Ca2+ Ano (5:1) Ne  

I 20 Ca2+ Ano (10:1) Ne  

J 40 Ca2+ Ano (5:1) Ne  

K 40 Na+ Ano (5:1) Ne  

L 40 Ca2+ Ano (5:1) Ano (1:1) 

M 40 Na+ Ano (5:1) Ano (1:1) 

 

Druhá polovina experimentu si dala za cíl srovnat vznik různě dlouhách crosslinků použitím 

dvou různých činidel, DSG (7,7 Å) a DSS (11,4 Å). Tentokrát byla koncentrace CaM LB všude 

stejná (40 µM), stejně jako koncentrace zesíťovacích činidel (200 µM). Zesíťování bylo 

ukončeno přidáním ethanolaminu (f. c. 0,4 µM) ke vzorkům určeným pro nPAGE i SDS-PAGE. 

Složení výchozí směsi udává Tab. 7., finálních směsí Tab. 8. 

Tab. 7 Složení výchozí směsi pro zesíťovací experiment s DSS a DSG, celkový objem 180 µl 

Komponent směsi Koncentrace [mM]  

CaM LB 0,04  

EGTA 1  

NaCl 100  

HEPES 50  

 



34 

 

Tab. 8 Složení směsí z experimentu srovnání interakcí CaM s činidly DSS nebo DSG a dAC, pipetovaných do 

drah 15% nPAGE, resp. SDS-PAGE 

Reakční směs Ca2+/Na+ Zesíťovací činidlo dAC (molární poměr ku CaM LB) 

N Na+ - Ne 

O Ca2+ - Ne 

P Na+ DSS Ne 

Q Ca2+ DSS Ne  

R Na+ DSG Ne  

S Ca2+ DSG Ne  

T Ca2+ DSG Ano (2:1) 

U Ca2+ DSS Ano (2:1) 

V Na+ DSS Ano (2:1) 

5.12 Příprava gelů na nPAGE 

Postup složení aparatury, barvení a odbarvení gelů je totožný s postupem popsaným v 5.7, 

složení separačního a zaostřovacího gelu uvádějí Tab. 9, resp. 10. 

Tab.9 Roztoky a jejich objemy potřebné pro přípravu 5 ml 15% separačního gelu pro nPAGE 

Roztoky V [ml] 

Deionizovaná voda 0,625 

38% akrylamid/2% bis-akrylamid mix 1,875 

0,75 M Tris (pH 8,8) 2,5 

10 % peroxodisíran amonný 0,05 

TEMED 0,002 

 

Tab.10 Roztoky a jejich objemy potřebné pro přípravu 2 ml zaostřovacího gelu pro nPAGE 

Roztoky V [ml] 

Deionizovaná voda 0,65 

40 % akrylamid/bis-akrylamid mix 0,25 

0,25 M Tris (pH 6,8) 1 

TEMED 0,002 

10 % peroxodisíran amonný 0,02 
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5.12 Optimalizace redukce azidu a denaturačních vlivů na 

CaM 

Při procesu optimalizace redukce AHA na 2,4-diaminomáselnou kyselinu bylo využito faktu, 

že AHA díky azidu výrazněji absorbuje spektrum kolem 280 nm, což se redukcí eliminuje. 

Experimentálně bylo toto ověřeno měřením spekter různě koncentrovaných roztoků AHA. 

Experiment měření poklesu A280 v důsledku redukce v závislosti na teplotě (37 °C vs 47 °C vs 

77 °C) a stejné koncentraci různých redukčních činidel (TCEP, DTT, β-merkaptoethanol) byl 

proveden s 30 mM AHA a pětimolárním přebytkem redukčního činidla. Následně byl proveden 

podobný experiment s 20 µM CaM LB, a 5 mM redukčním činidlem se stejnými teplotami 

(37 °C vs 47 °C v případě TCEP, jinak pouze při 47 °C) a s Ca2+/Na+ ionty (jejichž koncentrace 

byly shodné s experimentem 5.10, stejně jako zbylé složení pufru), aby byly odhaleny případné 

denaturační vlivy teploty či redukčního činidla.  
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6 Výsledky 

6.1 Koncentrace a čistota plasmidové DNA 

Každé měření UV-VIS bylo pro zlepšení přesnosti stanovení provedeno dvakrát, a z nich 

vytvořen aritmetický průměr. Měření A260 a znalost extinkčního koeficientu 

(εdsDNA = 6 600 l/mol/cm) určily koncentraci plasmidu pCaM1_210302 na 98,9 mg/ml (měřeno 

na spektrofotometru DeNovix DS-11+ Spectrophotometer). Poměry absorbancí byly určeny na 

1,77 a 1,94 pro A260/A280, resp.  A260/A230. Tyto hodnoty poukazují na uspokojivou čistotu 

plasmidové DNA. Srovnávacím vzorkem byla ve všech případech deionizovaná voda.  

6.2 Transformace kompetentních buněk 

První transformace teplotním šokem bakteriálního kmenu Escherichia coli B 834 plazmidem 

pCaM1_210302 přinesla neuspokojivé výsledky. Jak plotna s domněle transformovanými 

buňkami, tak kontrolní plotna s deionizovanou vodou vyšly negativně. Proto byl ke 

kompetentním buňkám před inkubací a teplotním šokem přidán nikoliv 1, ale 2 µl plasmidu 

(100 µg/ml). Tato transformace proběhla uspokojivě; vyrostly odhadem nižší desítky kolonií. 

6.3 Exprese CaM v LB mediu 

Pětkrát ředěná buněčná kultura pro expresi CaM v LB mediu vykazovala po růstu přes noc 

OD600 rovnou 0,55. Ke 200 ml LB media v každé ze tří baněk bylo přidáno 3,6 ml této kultury, 

aby výchozí OD600 byla přibližně 0,05. Kultura byla inkubována 2 hodiny, než dospěla do 

exponenciální fáze růstu s hodnotou OD600 rovnou 0,53. Exprese byla iniciována přidáním 

200 µl roztoku IPTG o výchozí koncentraci 0,6 M. Během exprese byla za účelem měření růstu 

bakterií zaznamenávána po nestejných intervalech OD600 (Tab. 11).    

Tab. 11 Hodnoty OD600 vzorků odebíraných během exprese CaM v LB mediu po uvedených časových 

intervalech 

t (hodiny) Ředění vzorku OD600 

0 Neředěný 0,820 

1 Neředěný 1,210 

2 1:1 0,806 

3 1:3 0,456 

19 1:3 0,971 
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Ve stejných intervalech byly zároveň odebírány vzorky buněk pro jejich pozdější lýzi a 

monitorování průběhu exprese kalmodulinu nanesením některých z těchto vzorků na SDS-

PAGE (Obr. 8). Je zřejmé, že exprese přirozeného kalmodulinu proběhla v dostatečné míře. 

 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

Obr. 8 15% redukující SDS-PAGE gelu lyzátu buněk z LB media; dráha 1 obsahuje proteinový standard Mw 

(Bio-Rad dual color), dráha 2 je lyzát buněk v LB mediu čase t0, dráha 3 je lyzát buněk z téhož media v čase 

ukončení exprese (19 h) šipka znázorňuje relativní mobilitu proteinu kalmodulinu (16,7 kDa)  

6.4 Izolace CaM z LB 

Poskytnuté pelety s exprimovaným CaM z LB media (dvakrát 200 ml LB s 0,6 mM IPTG po 

resuspendaci ve 20% sacharose, exprimováno po dobu 18 hodin při 27 °C) byly obdrženy od 

školitele. Byly ponechány 30 minut na ledu až do jejich postupného roztání. Následně byly 

dohromady resuspendovány ve 20 ml lyzačního roztoku (0,5 mM MgCl2, tableta Complete 

inhibitor (Roche)/40ml roztoku), celkový objem suspenze byl 22,5 ml. Po následném 

půlhodinovém schlazení na ledu bylo po kapkách za stálého míchání na ledu přidáno 45 µl 

roztoku 0,5 M EDTA, 1,125 ml 1M roztoku Tris-HCl (pH 7,0) a 112,5 µl 0,1M roztoku DTT. 

Dále proběhla sonikace za neustálého chlazení buněčné suspenze na ledu (Bandelin electronics 

Mw [kDa] 
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VS 70T, třikrát 1 minuta s pětiminutovými inkubacemi na ledu, cyklus 20 %, 60 W). Suspenze 

byla mírně míchána na vortexu (v ledu) a nakonec centrifugována (H320R, 5 000 g, 20 minut, 

4 °C). K separovanému supernatantu (20 ml) bylo po kapkách za stálého míchání na ledu 

přidáno 100 µl 1 M roztoku CaCl2 do jeho finální 5 mM koncentrace. Peleta byla 

resuspendována ve 4 ml lyzačního pufru a byl z ní odebrán vzorek pro SDS-PAGE 

elektroforézu, stejně tak jako vzorek supernatantu před jeho nanesením na kolonu. Kolona 

Phenyl-Sepharose CL 4B (objem 7 ml) byla již dříve promyta 40 ml deionizované vody a 

ekvilibrována 40 ml ekvilibračního pufru (50 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 5 mM CaCl2, 

pH 7,0). Následně byl nanesen supernatant (20 ml) a kolona byla promyta sekvenčně dvěma 

pufry (40 ml pufr A: 50 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 1 mM CaCl2; 60 ml pufr B: 50 mM Tris-

HCl, 500 mM NaCl, 1 mM CaCl2, pH 7,0), to vše při rychlosti průtoku přibližně 0,5 ml/min. 

Celá chromatografie proběhla při teplotě 4 °C. Ze supernatantu nanášeného na kolonu, vrcholu 

nevázajících se proteinů na nosič  kolony (FT, z angl. flow through) a obou promývacích 

roztoků (A,B) byl odebrán vzorek pro elektroforézu (Obr. 9). Z vizualizace proteinových 

vzorků pomocí SDS-PAGE lze konstatovat, že proteinový proužek o relativní mobilitě 

odpovídající kalmodulinu je zachycen na nosiči kolony a je následně eluován elučním pufrem 

s EDTA (20 ml, 50 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, 1,5 mM EDTA, pH 7,0). Frakce o objemu 

1,5 ml byly jímány sběračem FRAC-100 (Pharmacia).  Nakonec byla kolona promyta 60 ml 

deionizované vody, 20 ml 0,5 M NaOH, znovu 60 ml vody a 40 ml 20% (v/v) čistého ethanolu, 

ve kterém je kolona s nosičem uchována při 4 °C.  

Za účelem orientačního určení přítomnosti proteinů ve frakcích bylo souběžně se sběrem frakcí 

prováděno stanovení podle Bradforda. Na mikrotitrační destičku bylo pipetováno nejprve 

100 µl Bradfordova činidla a následně 10 µl jednotlivých frakcí. Takto byly vytipovány 

v eluovaných frakcích roztokem EDTA frakce s kalmodulinem, z nichž byly pro určení čistoty 

odebrány vzorky pro SDS-PAGE elektroforézu (20 µl) a byla proměřena jejich absorpční 

spektra. Z Obr. 10 je patrné, že proteinový proužek o rel. mobilitě odpovídající kalmodulinu 

byl zaznamenán v eluovaných frakcích 7,8,9. Na základě tohoto elektroforeogramu byly 

vybrané vzorky zakoncentrovány pomocí AMICONu 10 kDa (2400 g, 30 minut, 4 °C) na 

zhruba 250 µl. 
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Obr. 9 12% redukující gel se vzorky z nanášení a promývání hydrofobní kolony při izolaci CaM z LB media; 

dráhy 1,2 obsahují promývací roztoky B, resp. A, dráha 3 je dvakrát ředěná průtoková frakce (FT), dráha 4 je 

čtyřikrát ředěný roztok pelety, dráha 5 je dvakrát ředěný na kolonu nanášený vzorek buněčného supernatantu po 

lýzy buněk (*), dráha 6 obsahuje vzorek standardu Mw (Bio-Rad dual color), žlutá šipka značí kalmodulin (16,7 

kDa)                 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 10 12% redukující gel s frakcemi z hydrofobní chromatografie; dráha 1 obsahuje pouze vzorkový pufr, dráhy 

2 až 8 obsahují frakce z hydrofobní chromatografie (12 v dráze 2 až 6 v dráze 8), dráha 9 je vzorek nanášecí (*), 

standardní vzorek (Bio-Rad dual color) je obsažen v dráze 10, žlutá šipka značí kalmodulin (16,7 kDa)  

50 

37 

 

25 

20 

15 

 

50 

37 

 

25 

20 

15 

10 

            1          2        3         4        5        6 Mw [kDa] 

 

B         A      FT      PEL     *           



40 

 

Pomocí filtru Durapore s velikostí póru 45 µm bylo filtrováno 200 ml deionizované vody a 200 

ml pufru pro gelovou chromatografii D (40 ml, 0,05 M HEPES, 0,25 M NaCl, 2 mM CaCl2, 

1 mM DTT, pH 7,0). Tyto objemy byly posléze sonikovány 30 minut za účelem jejich 

odplynění. Systém FPLC stanice (NGC Chromatography, Biorad) s kolonou (ENrichTM SEC 70 

10x300, Biorad, 24 ml) byl následně promyt 40 ml obou sonikovaných objemů. Rychlost 

průtoku byla postupně zvyšována z 0,5 ml/min na 1,0 ml/min na tlak kolem 2 MPa. Následně 

byl přes nástřikový ventil s 500 µl smyčkou nanesen zakoncentrovaný vzorek CaM LB 

v objemu 250 µl při průtoku 1 ml/min. Na sběrači frakcí bylo jímáno 24 frakcí o objemu 1 ml. 

Souběžně byla systémem měřena jejich A280 k přibližné identifikaci frakcí s CaM. Dle 

chromatogramu (Obr. 11) měly největší proteinové zastoupení frakce 9, 10, 11 a 12, frakce byly 

dále analyzovány pomocí 15% redukujícího SDS-PAGE gelu, spolu se vzorkem standardu Mw 

a čtyřikrát ředěným vzorkem naneseným na SEC kolonu (Obr. 12). Elektroforeogram prokázal 

eluci proteinů o vyšší hodnotě Mw do frakce 9, která obsahovala menší množství CaM, a tedy 

do finálního preparátu (Obr. 12) nebyla použita. Vybrané frakce obsahující elektroforeticky 

homogenní CaM ve vyšším množství (10,11) byly zakoncentrovány pomocí AMICONu (filtr 

10 kDa) na 300 až 400 µl. Kolona byla následně promývána filtrovanou vodou a několikrát 

vymyta filtrovanými 1 M hydroxidem sodným a následně 2,5 M chloridem sodným. Uchována 

je v roztoku 20% (v/v) čistého ethanolu.  

 

Obr. 11 Eluční profil kalmodulinu na koloně SEC70 (24 ml, ekvilibrována dvakrát ředěným PBS pufrem s 2 mM 

chloridem vápenatým a 1 mM DTT, 4 °C), objem frakce 1 ml  
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Obr. 12, gel A 15% redukující gel s frakcemi po gelové permeační chromatografii (CaM LB); dráhy 1 a 3 obsahují 

pouze vzorkový pufr, dráha 2 je vzorek nanesený na kolonu (*), dráhy 4 až 9 obsahují frakce z chromatografie 

(frakce 14 v dráze 4 až frakce 9 v dráze 9), dráha 10 obsahuje vzorek standardů Mw (Bio-Rad dual color), žlutá 

šipka značí kalmodulin (16,7 kDa); gel B (resp. 2 jeho vybrané dráhy) je rovněž 15% redukující gel, obsahuje 

stejný vzorek standardů Mw v dráze I., dráha II. obsahuje desetkrát ředěné spojené frakce finálního preparátu LB 

po dialýze 

Do dvou dialyzačních komor (0,4 ml) s dialyzační membránou (SpectralPor, 6-8 kDa) byl 

pipetován zakoncentrovaný roztok CaM z LB (350 µl). Dialýza probíhala dvoukrokově při 

teplotě 4 °C, nejprve přes noc v dialyzačním pufru s DTT (viz 4.4), následně s novým pufrem 

bez DTT po dobu přibližně 6 h.  Finální preparát byl elektroforeticky charakterizován na 15% 

SDS-PAGE (Obr. 12) a lze jej označit za elektroforeticky homogenní.  
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(1) 

6.5 Charakterizace preparátu CaM LB 

Ze získané kalibrační přímky proložené hodnotami A563 ku koncentraci standardních roztoků 

BSA a hodnot A563  desetkrát ředěných vzorků preparátu CaM LB (A563 = 0,099) (Obr. 13) byla 

odečtena koncentrace neředěného preparátu (ředěno čtyřikrát a osmkrát, v triplikátech).  

 

Obr. 13 graf s kalibrační přímkou ze stanovení koncentrace kalmodulinu z LB media BCA metodou 

Zároveň bylo proměřeno absorpční spektrum preparátu (Obr. 14). Ze znalosti AA sekvence 

kalmodulinu, jeho extinkčního koeficientu (2 980 M-1 cm-1), vypočteného dle rovnice (1), 

Lamber-Beerova zákona a změřené hodnoty A280 (1,46) bylo možné určit teoretickou 

koncentraci CaM LB, která byla takto určena na 7,9 mg/ml, což je hodnota srovnatelná se 

změřenou hodnotou z BCA stanovení, která byla určena na 5,7 mg/ml (při objemu 350 µl), což 

odpovídá zhruba 2 mg proteinu ze 400 ml LB media. 

𝜀𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑢 = 𝑛𝑡𝑦𝑟𝑜𝑠𝑖𝑛  · 1490 + 𝑛𝑡𝑟𝑦𝑝𝑡𝑜𝑓𝑎𝑛  · 5500 + 𝑛𝑐𝑦𝑠𝑡𝑖𝑛  · 125 [𝑀−1𝑐𝑚−1] 

Rovnice použita pro výpočet extinkčního koeficientu CaM LB; n=počet konkrétních residuí/cystinů v sekvenci 

[35] 
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Obr. 14 Absorpční spektrum preparátu CaM LB 

6.6 Optimalizace exprese rekombinantního CaM v LM9 a 

DMEM 

Třikrát ředěná buněčná kultura pro expresi CaM v LM9 mediu vykazovala po růstu přes noc 

OD600 rovnou 0,44. Ke 200 ml LB media s ampicilinem (100 µg/ml) v každé ze šesti baněk 

bylo přidáno 7,6 ml této kultury, aby výchozí OD600 byla přibližně 0,05. Kultura byla ponechána 

k inkubaci 3 hodiny, než dospěla do exponenciální fáze růstu, po 2 hodinách byla OD600 

rovna 0,24, po třech 0,85. Po sklizení a trjnásobným promytím buněk sterilním PBS byly pelety 

rovnoměrně rozděleny mezi LM9 a DMEM medium (obě s ampicilinem, 100 µg/ml) v poměru 

1:1. V 1,5 ml sterilní vody bylo rozpuštěno 85,4 mg AHA, načež byl tento roztok rovnoměrně 

přidán ke všem baňkám s LM9 mediem, aby koncentrace AHA byla zhruba 1 mM (tedy 300 µl 

na 100 ml media). Ve stejném objemu vody bylo rozpuštěno 64,1 mg AHA, načež byl tento 

roztok rovnoměrně přidán k všem baňkám s DMEM mediem ve stejném poměru. Exprese byla 

iniciována přidáním roztoku IPTG o výchozí koncentraci 0,6 M v poměru 1 µl IPTG ku 1 ml 

media po 20 minutách při 27 °C a 20 minutové unkubaci po přídavku AHA. Vzorky byly 

odebírány v časech exprese t0 a t16 pro všechna 3 media (LM9, DMEM, LB) a exprese CaM 

proteinu byla vizualizována na 15% redukující SDS-PAGE (Obr. 15). Medium LM9 se zdá být 

jako vhodnější medium pro expresi CaM, neboť jeho proužek o relativní mobilitě odpovídající 

CaM je v dráze 6 dobře patrný, naopak v dráze 4 (DMEM medium) téměř nedetekovatelný.  
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Obr. 15 15% redukující gel lyzátů buněk z exprese CaM ze všech medií; dráha 1 obsahuje vzorek standardů Mw 

(Bio-Rad dual color), v dráze 2 je kontrolní lyzát buněk po šestnáctihodinové expresi v LB (t16), dráha 3 je t0 

z téhož media, dráhy 4 a 5 obsahují lyzáty z DMEM media (t16, resp. 10), dráhy 6 a 7 obsahují lyzáty z LM9 

media ve stejném pořadí, žlutá šipka značí kalmodulin (16,7 kDa) 

6.7 Izolace CaM AHA z LM9  

Pelety sklizených buněk s exprimovaným CaM AHA z LM9 media (celkem 500 ml LM9 s 

0,6 mM IPTG po resuspendaci ve 20% sacharose, exprimováno po dobu 16 hodin při 27 °C) 

byly ponechány 30 minut na ledu až do jejich postupného roztání. Následně byly dohromady 

resuspendovány ve zhruba 20 ml lyzačního roztoku (viz 4.4) za vzniku suspenze o objemu 

přibližně 22,5 ml a po půlhodinovém schlazení na ledu bylo po kapkách za stálého míchání na 

ledu přidáno 90 µl 0,25 M roztoku EDTA, 1,125 ml 1 M roztoku Tris-HCl a 112,5 µl 0,1 M 

roztoku DTT. Dále proběhla sonikace za neustálého chlazení buněčné suspenze na ledu 

(Bandelin electronics VS 70T, třikrát 1 minuta s pětiminutovými inkubacemi na ledu, 

cyklus 20 %, 60 W). Suspenze byla mírně míchána na vortexu (v ledu) a nakonec 

centrifugována (H320R, 5 000 g, 20 minut, 4 °C). K separovanému supernatantu bylo po 

kapkách za stálého míchání na ledu přidáno 225 µl 0,5 M roztoku chloridu vápenatého. Peleta 
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byla resuspendována ve 4 ml lyzačního pufru a byl z ní odebrán vzorek pro elektroforézu, stejně 

tak jako vzorek supernatantu před jeho zfiltrováním a nanesením na kolonu. Hydrofobní 

chromatografie měla stejný průběh za stejných podmínek jako během izolace CaM LB. Ze 

supernatantu naneseného na kolonu, FT a prvního promývacího roztoku (A, viz. 4.4) byl po 

promytí odebrán vzorek pro SDS-PAGE elektroforézu. Za účelem orientačního určení 

přítomnosti proteinů ve frakcích bylo souběžně se sběrem frakcí prováděno stanovení podle 

Bradforda (postup viz. 6.4). Takto byly vytipovány v eluovaných frakcích roztokem EDTA 

frakce s kalmodulinem, z nichž byly pro určení čistoty odebrány vzorky pro SDS-PAGE 

elektroforézu (20 µl). Z Obr. 16 je patrné, že proteinový proužek o relativní mobilitě 

odpovídající kalmodulinu byl zaznamenán ve frakcích 2,3. Na základě elektroforeogramu (Obr. 

16) byly vybrané vzorky zakoncentrovány na AMICONu 10 kDa (2400 g, 30 minut, 4 °C) na 

zhruba 300 µl. Jak je z drah 6 a 7 na Obr. 16 patrné, izolovaný kalmodulin lze prohlásit za 

elektroforeticky homogenní a dosahuje již požadované čistoty. Současně byl pro jeho malou 

koncentraci následující krok izolace (gelová filtrace) vynechán, aby nedošlo ke ztrátě materiálu. 

Zakoncentrované vzorky byly pouze dialyzovány (postup viz. 6.4) a znovu zakoncentrovány 

na zhruba 110 µl. Výsledný vzorek byl zamražen při -80 °C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 16 15% redukující gel s frakcemi z hydrofobní chromatografie z druhé exprese CaM v LM9; dráha 1 je 

vzorek pelety, dráhy 2 a 3 jsou vzorek nanesený na kolonu (*), resp. FT, dráha 4 obsahuje promývací pufr A, dráhy 

5 až 8 jsou frakce z hydrofobní chromatografie CaM LM9 (1 až 4), dráha 9 obsahuje lyzát buněk z CaM DMEM 

(pro srovnání), dráha 10 obsahuje vzorek standardů Mw (Bio-Rad dual color), žlutá šipka značí kalmodulin 

(16,7 kDa) 
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6.8 Izolace CaM z DMEM media 

Pelety sklizených buněk s exprimovaným CaM z exprese v DMEM mediu (celkem 450 ml 

DMEM s 0,6 mM IPTG po resuspendaci ve 20% sacharose, exprimováno po dobu 16 hodin při 

27 °C) byly ponechány 30 minut na ledu až do jejich postupného roztání. Následně byly 

dohromady resuspendovány ve zhruba 22 ml lyzačního roztoku (viz 4.4) za vzniku suspenze o 

objemu asi 25 ml a po půlhodinové inkubaci na ledu bylo po kapkách za stálého míchání na 

ledu přidáno 50 µl 0,5 M roztoku EDTA, 1,25 ml 1 M roztoku Tris-HCl, pH 7,0 a 125 µl 0,1 M 

roztoku DTT. Dále proběhla sonikace (Bandelin electronics VS 70T, třikrát 1 minuta 

s pětiminutovými inkubacemi na ledu, cyklus 20 %, 60 W). Suspenze byla mírně míchána na 

vortexu (v ledu) a nakonec centrifugována (H320R, 5 000 g, 20 minut, 4 °C). K separovanému 

supernatantu bylo po kapkách za stálého míchání na ledu přidáno 125 µl 1 M roztoku chloridu 

vápenatého. Peleta byla resuspendována ve 2 ml lyzačního pufru a byl z ní odebrán vzorek pro 

SDS-PAGE elektroforézu, stejně tak jako vzorek supernatantu před jeho zfiltrováním a 

nanesením na kolonu. Hydrofobní chromatografie měla stejný průběh za stejných podmínek 

jako během předešlých izolací. Ze supernatantu naneseného na kolonu (*), FT a prvního 

promývacího roztoku (A, viz. 4.4) byl po promytí odebrán vzorek pro SDS-PAGE. 

Za účelem orientačního určení přítomnosti proteinů ve frakcích bylo souběžně se sběrem frakcí 

prováděno stanovení podle Bradforda. Takto byly vytipovány v eluovaných frakcích roztoku 

EDTA frakce s kalmodulinem, z nichž byly pro určení čistoty odebrány vzorky pro SDS-PAGE 

elektroforézu (20 µl). Z Obr. 17 je patrné, že proteinový proužek o relativní mobilitě 

odpovídající kalmodulinu byl zaznamenán ve frakcích 2,3 (dráhy 6,7 na Obr. 18). Na základě 

elektroforeogramu (Obr. 17) byly vybrané frakce (2,3) zakoncentrovány na AMICONu 10 kDa 

(2400 g, 20 minut, 4 °C) na zhruba 400 µl. Vzhledem k evidentní nízké koncentraci proteinu 

byl krok gelové permeační chromatografie opět vynechán, aby se předešlo dalším ztrátám již 

tak málo koncentrovaného proteinového preparátu. Zakoncentrované vzorky byly pouze 

dialyzovány (postup viz. 6.4) a znovu zakoncentrovány na zhruba 100 µl. Výsledný vzorek byl 

zamražen při -80 °C. 
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Obr. 17 15% redukující gel s frakcemi z hydrofobní chromatografie CaM DMEM; dráha 1 je vzorek pelety, dráhy 

2 a 3 jsou vzorek nanesený na kolonu, resp. FT, dráha 4 obsahuje promývací pufr A, dráhy 5 až 8 jsou frakce 

z hydrofobní chromatografie CaM DMEM (1 až 4), dráha 9 obsahuje lyzát buněk z CaM LM9 (pro srovnání), 

dráha 10 obsahuje vzorek standardu Mw (Bio-Rad dual color), žlutá šipka značí kalmodulin (16,7 kDa) 

6.9 Charakterizace preparátů CaM AHA-DMEM/LM9 

Ze získané kalibrační přímky (Obr. 18) proložené hodnotami A563 ku koncentraci standardních 

roztoků BSA a hodnot A563 různě ředěných vzorků preparátů CaM AHA DMEM a CaM AHA 

LM9 byla odečtena jejich koncentrace (CaM AHA LM9 ředěn třikrát, A563 = 0,074, preparát 

CaM AHA DMEM neředěn, A563 = 0,009). Výsledná koncentrace průměru neředěného 

preparátu byla určena na 1,1 mg/ml pro CaM z LM9, což odpovídá zhruba 0,12 mg proteinu na 

500 ml media. Koncentrace neředěného preparátu CaM z DMEM media byla určena na 

0,05 mg/ml, což odpovídá asi 0,005 mg proteinu na 450 ml media. Zároveň byla změřena jejich 

absorpční spektra (Obr. 19). 
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Obr. 18 graf s kalibrační přímkou ze stanovení koncentrace CaM AHA DMEM a CaM AHA LM9 BCA 

metodou 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 19 Graf absorpčních spekter preparátů CaM AHA LM9 a CaM AHA DMEM 

Jelikož azidová skupina AHA strukturního analogu methioninu absorbuje silněji při vlnových 

délkách mezi 260 až 280 nm, stanovení koncentrace dle naměřené A280 a rovnice (1) nemělo 

smysl.  

6.10 Síťovací experiment CaM LB a jeho interakce s dAC 

Síťovací experimenty byly provedeny s koncentrací CaM LB rovné 20 µM (6 µl výchozího 

roztoku CaM LB o c = 341 µM ≈ 5,7 mg/ml, 10 mM HEPES, 100 mM NaCl, 1 mM EGTA, 

pH 7,5) nebo 40 µM (stejná koncentrace ostatních komponent). Obě tyto směsi byly 
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inkubovány 30 minut při 37 °C, aby EGTA mohla vázat případné ionty kovů. Následně byly 

rozděleny do nestejných objemů a byl k nim přidán roztok buď chloridu vápenatého 

(f.c. 12 mM) nebo chloridu sodného v takovém objemu, aby se v roztocích zachovala stejná 

iontová síla, což je rovno 30 mM koncentraci Na+ iontů (tedy f.c. Na+ iontů 130 mM), při 

výpočtu bylo využito rovnic (2).  

                                                         𝐼 = 𝛴
1

2
𝑐𝑖𝑧𝑖

2 𝑎 𝑧á𝑟𝑜𝑣𝑒ň 𝐼1 = 𝐼2 

Bylo změřeno absorpční spektrum ředěných směsí a obdrženého preparátu s dAC; desetkrát 

ředěný preparát měl hodnotu A280 0,3. Po jeho zakoncentrování na asi 200 µl měl pětkrát ředěný 

preparát hodnotu A280 přibližně 1,2 (Obr. 20). Koncentrace neředěného preparátu byla při 

znalosti extinkčního koeficientu dAC (εdAC = 26740 M-1cm-1) a rovnice (1) stanovena na 

220 µM. Ke 20 µl reakční směsi bylo přidáno buď 1,8 µl neředěného preparátu (f.c. 20 µM) 

nebo 3,6 µl (f.c. 40 µM).  

 

Obr. 20 Graf s absorpčním spektrem zakoncentrované dAC 

Zásobní roztok DSS v DMSO měl koncentraci 2 mM. Ke 20 µl reakčních směsí byly přidány 

2 µl roztoku DSS (f.c. 200 µM), nebo 1 µl (f.c. 100 µM). K 10 µl roztoků E,F,G, určených pro 

SDS-PAGE (Obr. 21) bylo přidáno 0,5 µl zásobního roztoku (50 µM). Po dvouhodinové 

inkubaci při 37 °C byla síťovací reakce ukončena přidáním 0,5 µl tisíckrát ředěného 

98% ethanolaminu (16,24 M), v případě vzorků určených k nanesení na nPAGE (Obr. 21) 

reakce ukončena nebyla, kvůli předejití nepředvídatelné migrace vzorků na gelu vlivem 

bazického ethanolaminu. 
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Obr. 21 15% nPAGE s reakčními směsmi ze síťovacího experimentu CaM LB a jeho interakce s dAC; dráhy 1 až 

9 jsou reakční směsi M až E (viz. Tab. 5) s kalmodulinem (16,7 kDa, pI = 4,1, zelená šipka) a místy dAC (41,4 kDa, 

pI = 9,1, modrá šipka), dráha 1 obsahuje pro účely vizualizace azurin (14,6 kDa, pI = 5,8); žlutá šipka znázorňuje 

specifickou interakci dAC s CaM LB, oranžová dimer kalmodulinu, šedé specifické interní crosslinky CaM LB 

Dva různé konformační stavy, které kalmodulin vykazuje před a po vystavení Ca2+ iontů se 

evidentně podepisují na jeho moblitě v bazickém nPAGE gelu (dráhy M, K, E vs. ostatní). 

Interně zesítěný Ca2+CaM má zároveň vyšší mobilitu proti svému netknutému protějšku (dráhy 

I, J, L, šedé šipky). Na první pohled je také patrný rozdíl v intenzitě tvorby interních crosslinků 

vytvořených pomocí DSS mezi směsmi obsahující sodné (M, K), resp. vápenaté ionty (H, I, J, 

L). Ve směsích obsahujících Na+ ionty se pravděpodobně nepodařilo odstranit všechny Ca2+ 

ionty, neboť se zde kalmodulin vyskytuje v několika konformačních stavech (zřejmě je různě 

nasysen vápníkem, dráha E, zelená šipka). Homodimery CaM LB (oranžová šipka) se ve 

směsích tvoří v přítomnosti Ca2+ iontů přímo úměrně s rostoucí koncentrací CaM LB (I, J), tak 

i s koncentrací crosslinkeru (H, I).  Ve směsi L se podařilo pomocí DSS zachytit pravděpodobně 

specifickou interakci dAC s CaM LB v přítomnosti Ca2+ iontů (žlutá šipka), naopak ve směsi 

M s Na+ ionty se toto nestalo, zde je přítomná pouze oblast difúzních proužků s různou Mw. 

Ve srovnání drah E, F, G je patrný pokles intenzity proužku odpovídajícího dAC (modrá šipka), 

překvapivě s jeho zvyšující se koncentrací a rozdílné chování dle přítomnosti sodných a 

vápenatých iontů. Na SDS-PAGE (Obr. 22) jsou detailněji patrné různé interní crosslinky CaM 

LB.   
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Obr. 22 15% SDS-PAGE s reakčními směsmi ze síťovacího experimentu CaM LB a jeho interakce s dAC; dráhy 

1 až 9 jsou reakční směsi M až E (viz. Tab. 5) s CaM LB (16,7 kDa, pI = 4,1, zelená šipka) a místy dAC (41,4 kDa, 

pI = 9,1, modrá šipka), dráha 1 obsahuje vzorek standardu Mw (Bio-Rad dual color), žlutá šipka ukazuje zesítěný 

produkt o Mw přibližně 60 kDa, oranžová šipka zesítěný produkt o Mw přibližně 85 kDa  

Na SDS-PAGE se dochází vlivem SDS k denaturaci proteinů, tudíž by zde migrační rozdíl 

způsobený různými nativními konformacemi být neměl, přesto je však lehce patrný ve srovnání 

drah J, K, resp. L, M, kde prostředí s Na+ ionty (K, M) pohyblivost proti bazické nativní PAGE 

naopak snižuje. Jinde však rozdíl ani není patrný (dráhy H, I). Díky lepšímu rozlišení jsou zde 

lépe patrné jednotlivé intraproteinově zesítěné Ca2+CaM. Jelikož zde byl proti nPAGE ke 

drahám E, F, G přidán DSS, jsou ve drahách F, G patrné pravděpodobné produkty 

interproteinového crosslinku, jednak o Mw zhruba 60 kDa (žlutá šipka), dále o Mw blízké 80 

až 90 kDa (oranžová šipka). Produkt o Mw přibližně 60 kDa by mohl představovat specifickou 

interakci Ca2+CaM a dAC, produkt se zhruba 85 kDa dimer dAC. 

Druhá polovina experimentu, zkoumající rozdílné intraproteinové crosslinky použitím dvou 

bifunkčních síťovacích činidel (DSS a DSG) o rozdílné délce raménka (11,4 Å vs 7,7 Å) byla 

provedena obdobně, se 40 µM výslednou koncentrací CaM  v prostředí 50 mM HEPES, 

100 mM NaCl a 1 mM EGTA o pH = 7,5.  Po krátké inkubaci při 37 °C byla směs rozdělena 

na stejné objemy a byly k nim přidány Ca2+ ionty (f. c. 12 mM) nebo Na+ ionty (f. c. 30 mM) 

pro zachování stejné iontové síly. Po dvacetiminutové inkubaci při teplotě 37 °C byly vzorky 

rozděleny po 20 µl objemu a k některým byl přidán vzorek DSS nebo DSG (1 µl zásobního 
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4 mM roztoku v DMSO, f. c. 200 µM) a v některých případech i dříve charakterizovaný 

preparát dAC, vždy do zhruba dvoumolárního přebytku proti proteinu (tedy 4 µl preparátu ke 

20 µl směsi, f. c. přibližně 40 µM). Po dvouhodinové inkubaci při 37 °C byla síťovací reakce 

všech vzorků ukončena přidáním 0,5 µl tisíckrát ředěného 98% ethanolaminu (f. c. 0,4 mM). 

Následně byly vzorky rozděleny na 2 stejné objemy o 10 µl a naneseny po přídavku vzorkových 

pufrů odpovídajícího množství do drah 15% nPAGE gelu (Obr. 23), resp. 15% SDS-PAGE 

gelu (Obr. 24).  
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Obr. 23 15% nPAGE s reakčními směsmi ze druhé poloviny síťovacího experimentu CaM LB s činidly DSS nebo 

DSG a interakce s dAC; dráhy 1 až 9 jsou reakční směsi N až V (viz. Tab. 5) s kalmodulinem (16,7 kDa, pI = 4,1, 

zelená šipka) a místy dAC (41,4 kDa, pI = 9,1, modrá šipka), dráha 10 obsahuje pro účely vizualizace azurin (14,6 

kDa, pI = 5,8); oranžová šipka znázorňuje dimer kalmodulinu, šedá specifické interní crosslinky CaM LB 

Na Obr. 23 je patrné, že bazický ethanolamin má negativní účinek na zaostření proužků na gelu 

bazické nativní elektroforézy. Znovu se potvrdila skutečnost, že CaM po vazbě 4 Ca2+ v jeho 

nadbytku vytváří stabilní a homogenní strukturu, která migruje v jedné zóně (dráha O), oproti 

apo formě (dráha N s Na+), kde mohou zůstávat residua jen parciálně obsazených míst Ca2+ 

ionty (dráhy N,O). Současně je vidět tvorba celé řady intraproteinových produktů síťovací 

reakce s rozdílnou mobilitou (dráha Q, šedá šipka). V porovnání činidel DSS a DSG lze 

konstatovat, že při stejné koncentraci tvoří DSS (dráha Q, 11,4 Å) širší spektrum 

intraproteinových crosslinků než DSG (7,7 Å raménko), avšak v mnohem větší míře i 

homodimery kalmodulinu (dráha Q, oranžová šipka). 
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Obr. 24 15% SDS-PAGE s reakčními směsmi ze druhé poloviny síťovacího experimentu CaM LB s činidly DSS 

nebo DSG a interakce s dAC; dráhy 1 až 9 jsou reakční směsi N až V (viz. Tab. 5) s CaM LB (16,7 kDa, pI = 4,1, 

zelená šipka) a místy dAC (41,4 kDa, pI = 9,1, modrá šipka), dráha 10 obsahuje vzorek standardu Mw (Bio-Rad 

dual color); žlutá šipka znázorňuje možný zesítěný komplex dAC s CaM LB (zhruba 60 kDa), černá dimer 

kalmodulinu, šedá produkty intraproteinového zesítění CaM 

Ve shodě s Obr. 22 je zde patrný trend v opačné mobilitě (dráhy N, O, zelená šipka). Souhlasně 

s nPAGE je v dráze Q vidět tvorba celé řady intraproteinových produktů síťovací reakce 

s rozdílnou mobilitou (šedá šipka) a zároveň výskyt homodimeru kalmodulinu (černá šipka), 

způsoben přídavkem DSS. Ve dráze S (s DSG a stejným prostředím) tento homodimer nevzniká 

a četnost intraproteinových zesítění je nižší. Činidlo DSS (s raménkem 11,4 Å) vytváří 

intenzivnější intermolekulární zesítění, výsledkem čehož je možný crosslink dAC-CaM (dráha 

U, žlutá šipka, asi 60 kDa) oproti DSG (raménko 7,7 Å) v dráze T a možný homodimer dAC 

(dráhy T, U, oranžová šipka, zhruba 90 kDa). V přítomnosti Na+ (dráha V) jsou tyto produkty 

zesítění minoritní. V případě silného proužku v prostředí DSS a slabšího v DSG lze usoudit, že 

daná vzdálenost propojených funkčních skupin bude má délku bližší DSS (11,4 Å), než DSG 

(7,7 Å), který vzniká minoritně v důsledku flexibility Ca2+CaM či dAC. 
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6.11 Optimalizace redukce azidu a denaturačních vlivů na 

CaM 

Prvně byla měřena absorpční spektra různě koncentrovaných roztoků AHA k určení přibližné 

koncentrace vhodné k provedení optimalizace redukční přeměny azidové skupiny na amin 

(Obr. 25). 

 

Obr. 25 Absorpční spektra různě koncentrovaných roztoků AHA 

Vybrána byla koncentrace 30 mM AHA, nabývající hodnoty A280 přibližně 1 a pětimolární 

přebytek redukčního činidla (TCEP, DTT, β-merkaptoethanol), roztok o celkovém objemu 20 

µl byl doplněn pufrem (10 mM HEPES, 100 mM NaCl, 1 mM EGTA). Reakce probíhaly při 

37 °C nebo 47 °C po dobu 3 hodin, v případě TCEP byla testována i teplota 77 °C, po dobu 45 

minut (Obr. 26).  
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Obr. 26 Graf závislosti absorbance roztoku AHA (30 mM) na délce a teplotě redukce činidlem TCEP (150 mM) 

Přeměna při teplotě 77 °C byla měřena pouze pro kontrolu schopnosti TCEP jako redukčního 

činidla, jelikož tato teplota je neslučitelná se zachováním nativního stavu kalmodulinu jako 

proteinu. Graf téže závislosti pro DTT a β-merkaptoethanol není publikován, jelikož β-

merkaptoethanol nedosahuje požadovaných redukčních účinků (A280 stagnuje). V případě  DTT 

je vzhledem k růstu absorbance oxidované formy DTT při 280 nm metoda UV-Vis detekce 

přeměny azidoskupiny AHA nepoužitelná. Pro ověření kompatibility teploty 47 °C a 

přítomnosti redukčního činidla s nativním stavem CaM byl proveden obdobný experiment 

s koncentrací proteinu (CaM LB) a složením výchozí reakční směsi rovné experimentu 

popsaném v 5.10 (10 mM HEPES, 100 mM NaCl, 1 mM EGTA, pH 7,5). Pro vytvoření 60 µl 

výchozího roztoku bylo pipetováno 3,5 µl zásobního roztoku CaM LB (5,7 mg/ml), který byl 

doplněn do 60 µl premixem pufru a dalších komponentů (1 mM EGTA, 10 mM HEPES, 

100 mM NaCl), jejich lehké zředění bylo zanedbáno. Následně se roztok rozdělil na 3 stejné 

objemy (20 µl), první byl kontrola, ke druhému byl přidán 1 µl roztoku TCEP (100 mM, f. c. 

5 mM), ke třetímu 1 µl 100 mM DTT do stejné f. c. Po dvouhodinové inkubaci při 47 °C byly 

směsi rozděleny na poloviny (10 µl) a bylo k nim přidáno 0,6 µl roztoku NaCl (0,5M) do 

30 mM koncentrace nebo 0,6 µl roztoku CaCl2 (0,2M) do 12 mM koncentrace.  

Fakt, že vzorky s 5 mM TCEP byly zakalené a po přidání vzorkového pufru obsahujícího 

bromfenolovou modř (pKA = 4,0) se vzorek zbarvil do žluta (pH 3,5-4), naznačil, že v těchto 
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vzorcích došlo k denaturaci CaM, který má pI (4,1). Tento fakt pravděpodobně mohl být 

způsoben přilišným okyselením vlivem TCEP (trojsytná kyselina) a nedostatečnou koncentrací 

pufru HEPES (10 mM). Experiment byl tedy proveden znovu se zvýšenou koncentrací pufru 

(50 mM namísto 10 mM). Po přidání Na+ nebo Ca2+ iontů a dvacetiminutové inkubaci při 37 °C 

byly vzorky (20 µl se vzorkovým pufrem) naneseny do drah 15% nPAGE (Obr. 27). 

                                                                                TCEP                  DTT 

                                   37 °C              47 °C             47 °C                 47 °C 

                               Na+    Ca2+     Na+      Ca2+    Na+     Ca2+      Na+        Ca2+  
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Obr. 27 15% nPAGE se vzorky z experimentu zjištění denaturačních vlivů redukčních činidel a teploty 47 °C na 

CaM; dráha 1 obsahuje azurin pro účely vizualizace, dráhy 2 a 3 obsahují kontrolní směs s CaM LB (20 µM) 

inkubovanou při 37 °C (Na+, resp. Ca2+, stejné pořadí jako u následujících dvojic vzorků), dráhy 4 a 5 obsahují 

tutéž směs inkubovanou při 47 °C (jako všechny další vzorky), dráhy 6,7 obsahují navíc redukční činidlo TCEP 

(5 mM), dráhy 8,9 obsahují redukční činidlo DTT (5 mM), dráha 10 obsahuje pouze vzorkový pufr 

Z Obr. 27 je patrné, že mezi sudými a lichými drahami je zřejmý rozdíl a protein CaM si 

zachovává nativní strukturu a schopnost vazby Ca2+ iontů. Teplota 47 °C v přítomnosti 5 mM 

redukčního činidla (TCEP nebo DTT) a 50 mM koncentrací pufru HEPES je kompatibilní 

s nativním chováním CaM proteinu. Tyto podmínky budou použity pro redukci preaprátu CaM 

AHA za cílem detailnějšího zkoumání jeho struktury a interakcí s vazebnými partnery. 
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7 Diskuze 

Tato práce si kladla za cíl propojit metodu XL-MS s inkorporací ncAA za účelem detailnějšího 

studia dynamiky proteinové struktury, než jaké je možné dosáhnout samotnou metodou XL-

MS. Kalmodulin, který v závislosti na vazbě vápenatých iontů podstupuje významné 

konformační změny, představuje ideální modelový systém pro tento typ experimentu. Zvolenou 

ncAA byl AHA, umožňující tvorbu zesítění několika způsoby. Primární reaktivita azidu je 

využívána v click chemii, v našem případě byl využit postup přeměny redukcí redukce azidu 

na amin a následná tvorba zesítění pomocí homobifunkčních činidel DSS a DSG. 

Byly připraveny tři proteinové preparáty kalmodulinu. Kromě přirozeného proteinu (WT) CaM 

LB šlo o dva preparáty s částečně inkorporovaným AHA. Ačkoli se míru inkorporace zatím 

nepodařilo stanovit (pomocí MS), její podmínky byly optimalizovány známými postupy – 

trojité promytí PBS pufrem před resuspendací v limitním médiu, dvacetiminutové hladovění 

buněk a produkce při 27 °C po dobu minimálně 15 hodin [32,36,37]. Pro dosažení maximální 

produkce proteinu při současné inkorporaci AHA byl kalmodulin exprimován v různých 

limitních médiích – v laboratoři připraveným LM9 a komerčním DMEM. Limitní médium 

LM9, které se v různých modifikacích využívá pro inkorporaci analogů methioninu 

(např. fotomethioninu)  [32,38,39], se vzhledem k dosaženému výtěžku ukázalo jako vhodnější 

pro expresi kalmodulinu. Medium DMEM však bylo v literatuře také úspěšně použito pro 

expresi metaloproteinů s inkorporovanými analogy methioninu a dostatečným výtěžkem  [40]. 

Při izolaci kalmodulinu byla klíčovým krokem celého purifikačního postupu hydrofobní 

chromatografie, jejíž účinnost je podmíněna konformační změnou molekuly kalmodulinu 

vyvolanou vazbou vápenatých iontů. Tato vazba indukuje prostorové uspořádání, při němž jsou 

hydrofobní aminokyselinové zbytky, lokalizované převážně v oblasti centrálního α-helixu, 

vystaveny okolnímu prostředí tak, aby byly schopné vázat vazebné partnery CaM. V této 

konformaci se kalmodulin selektivně váže na hydrofobní kolonu předem ekvilibrovanou 

vápenatými ionty. Eluce byla provedena pomocí pufru obsahujícího EDTA, která chelatačně 

odstranila vápenaté ionty, čímž došlo k přechodu kalmodulinu do apo-formy, změně jeho 

hydrofobicity a následnému uvolnění z chromatografické matrice. Následně byly provedeny 

dva další purifikační kroky – gelová filtrace a dialýza. Celkový výtěžek činil 2 mg proteinu z 

400 ml LB média (přičemž však z úsporných důvodů nebyl izolován námi exprimovaný 

kalmodulin, z Obr. 8 je ale zřejmé, že jeho produkce proběhla ve velké míře), 0,12 mg CaM 

AHA z 500 ml LM9 média a 0,005 mg CaM AHA z 450 ml DMEM média. 
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Za účelem ověření nativní aktivity CaM  (strukturní změna konformace po vazbě Ca2+ iontů) 

byla úspěšně testována nativní bazická elektroforéza. Přítomnost vápenatých iontů odpovídá 

tvorbě homogenního uniformního proteinového proužku na rozdíl od několika proužků CaM 

s rychlejší migrací na nPAGE gelu. Podle práce  [42] je retardace elektromobility v nativní 

PAGE obecným znakem všech proteinů, které působí jako senzory Ca²⁺ iontů a mění svou 

konformaci v závislosti na jejich koncentraci, což je v souladu s výsledky prezentovanými v 

této studii. U kalmodulinu je tato změna oproti příbuzným proteinům výrazně skoková, což lze 

pravděpodobně přičíst kooperativní vazbě vápníku na všech čtyřech EF-hand motivech. 

Přechod z převážně sférické molekuly na strukturu s centrální α-helixovou doménou a dvojicí 

EF-hand motivů na každém konci může vést k vyššímu hydrodynamickému odporu a tím k 

výraznější retardaci. Zajímavým zjištěním je, že v publikaci  [42] nebylo prostředí kalmodulinu 

vyrovnáno jiným kationtem pro dosažení shodné iontové síly. Výsledný migrační profil se v 

takovém případě nelišil od profilu získaného v prostředí s Ca²⁺ ionty. Na základě horšího 

zaostření pásu lze usuzovat, že kalmodulin je nespecificky ovlivňován zvýšenou koncentrací 

Na⁺ iontů (Obr. 21). 

Pro optimalizaci studia změn 3D struktury CaM v různých podmínkách byly provedeny nejprve 

experimenty s preparátem CaM LB, homobifunkčními činidly DSS či DSG s rozdílnou délkou 

raménka, a/nebo preparátem dAC, v závislosti na přítomnosti Ca²⁺ nebo Na⁺ iontů při stejné 

iontové síle. Koncentrace proteinu a iontů byla volena podle údajů v literatuře, konkrétně podle 

práce [41]. Koncentrace DSS, vycházející z porovnání s publikovanými daty a našimi 

předběžnými (nepublikovanými) výsledky, byla snížena na maximálně 200 µM, což odpovídá 

desetinásobku molární koncentrace proteinu, s cílem zlepšit vizualizaci zesíťovaných 

komplexů. Ve srovnání SDS-PAGE reakčních směsí obsahujících intraproteinové crosslinky 

kalmodulinu (Obr. 22, dráhy H-K) je patrné, že různě zesítěné monomery kalmodulinu nabývají 

jiné pohyblivosti v gelu. V drahách nPAGE (Obr. 21, I, J) se však zároveň vyskytují proužky, 

které by mohly být dimery kalmodulinu, jelikož jejich intenzita se zvyšuje při zvyšující se 

koncentraci proteinu, v dráze I dokonce stejné koncentraci kalmodulinu jako v publikaci  [41] 

při desetimolárním nadbytku DSS, kde bylo popsáno několik intramolekulárních crosslinků 

pomocí MS.   

Na SDS-PAGE (Obr. 22, 24) byla pozorována v přítomnosti DSS vysoká tvorba heterodimeru 

CaM-dAC a interakce CaM LB s dAC, přičemž nedošlo k difuzní migraci vzorku. Koncentrace 
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dAC byla nastavena buď na úroveň koncentrace CaM LB, nebo na její dvojnásobek. Ve 

srovnání s nPAGE (Obr. 21) se v některých drahách značné množství dAC nedostalo do gelu 

nebo vykazovala difúzní migraci s ohledem na absenci Mg2+ či ATP, které jsou nutné pro její 

nativní aktivitu [37]. Zde bylo použito síťovací činidlo EDC (1-Ethyl-3-(3-

dimethylaminopropyl)karbodiimid), propojující amino skupinu s karboxy skupinou a použita 

byla koncentrace dAC přibližně desetkrát nižší, než byla koncentrace DSS/DSG v našich 

experimentech. 

Koncentrace redukčního činidla, která nevyvolává denaturaci kalmodulinu, byla zvolena na 

základě různých publikací, kde byl místy TCEP používán až od 10 mM koncentrace bez 

negativních účinků na funkci proteinu [43], nakonec byla použita koncentrace TCEP 5 mM. 

Účinnost redukce byla sledována na základě skutečnosti, že azidohomoalanin vykazuje v 

důsledku přítomnosti azidové skupiny výrazné absorpční maximum v oblasti kolem 280 nm, 

které po redukci na primární amin mizí. V souladu s předpokladem probíhá redukce při zvýšené 

teplotě vyšší rychlostí. Pro experimentální podmínky byly zvoleny teploty 37 °C a 47 °C, 

přičemž tato volba vycházela z údajů o denaturační teplotě kalmodulinu, která se dle 

dostupných zdrojů pohybuje v rozmezí 46–52,5 °C [44,45].Tato volba se ukázala jako 

optimální, neboť dle výsledků zobrazených na Obr. 27 si kalmodulin i při teplotě 47 °C, jak 

vyplývá z retardace jeho elektromigrace v prostředí s Ca²⁺ ionty, zachoval nativní konformaci 

a schopnost změny 3D struktury po vazbě Ca2+. Bylo nezbytné zvýšit koncentraci pufru HEPES 

z 10 mM na 50 mM, neboť přítomnost TCEP, jakožto silnější trojsytné kyseliny, vedla k 

výraznému snížení pH reakční směsi. Tento pokles byl indikován bromfenolovou modří ve 

vzorkovém pufru (změna barvy z modré na žlutou, pKₐ = 4,0). Pravděpodobným důsledkem 

byla denaturace a precipitace kalmodulinu, jehož izoelektrický bod (pI = 4,17) je blízký 

dosažené hodnotě pH, a následné pozorované zakalení vzorku.  

Logickým pokračováním této práce by mělo být provedení experimentu popsaného v kapitole 

6.10 s použitím preparátu CaM AHA LM9, kde by se měl zvýšit počet reaktivních amino skupin 

vzniklých z azido skupiny inkorporovaného do pozic methioninu v proteinové sekvenci CaM. 

V sekvenci CaM se nachází 9 methioninů, z toho jsou 3 na centrálním hydrofobním helixu, 

zbytek se nachází  v helixech zodopovědných za vazbu Ca2+ iontů (Obr. 1, 2). Následovat by 

měla detailní MS analýza vzniklých intraproteinových a interproteinových vazeb mezi CaM a 

dAC, včetně jejich přesné lokalizace.  
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8 Závěr 

Byla úspěšně provedena exprese a purifikace rekombinantního lidského kalmodulinu 

bakteriálním kmenem Escherichia coli B834 (DE3) v LB médiu. Ze 400 ml LB média (ze 

zapůjčených pelet) byly izolovány 2 mg proteinu. Rovněž byla realizována exprese 

rekombinantního kalmodulinu s inkorporovaným azidohomoalaninem (AHA) s optimalizací 

volby vhodného limitního média. Medium LM9 se ukázalo jako vhodnější pro expresi, neboť 

z 500 ml média bylo získáno 0,12 mg proteinu, oproti 0,005 mg proteinu z 450 ml DMEM 

média. Procentuální inkorporace AHA v těchto preparátech dosud nebyla stanovena. Preparát 

s přirozeným kalmodulinem byl využit ke studiu interakcí prostřednictvím vytváření 

intraproteinových spojení nebo interproteinových spojení s dAC (již izolovanou z Bordetella 

pertussis) za použití činidel DSS nebo DSG v různých konformačních stavech kalmodulinu. 

Elektroforetická analýza (nPAGE vs. SDS-PAGE) odhalila dva majoritní konformační stavy 

molekuly a několik minoritních, lišící se mobilitou v gelech a nasyceností Ca2+ ionty, a několik 

intraproteinových crosslinků, rovněž s odlišnou migrací v obou typech gelů. Některé crosslinky 

byly převážně tvořeny DSS, což naznačuje jejich přibližnou prostorovou vzdálenost. Současně 

byla úspěšně vytvořena specifická interakce mezi CaM a dAC. Pro budoucí experimenty s 

preparátem CaM obsahujícím AHA byl optimalizován redukční proces, s volbou teploty 47 °C 

a koncentrace redukčního činidla TCEP rovnou 5 mM.  
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