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Abstrakt

Strukturné-funkéni proteomika predstavuje metodologicky pfistup zaméfeny na detailni
charakterizaci funkce a prostorového uspotadani proteinti. Metoda XL-MS (z angl. crosslinking
mass spectrometry) je jednim z téchto experimentalnich pfistupi vyuzivanych mimo jiné ke
studiu dynamiky konformace a funkénich vlastnosti proteint ¢i jejich komplext. Zavedeni
nekanonickych aminokyselin do sekvence proteinu nesoucich specifické funkéni skupiny
umoziuje rozsifeni moznosti pro reakci se sitovacimi Cinidly, ¢imz lze zvysit rozliSovaci
schopnost a aplikacni potencial XL-MS. Kalmodulin, protein vykazujici dva vyrazné odlisné
konformacni stavy v zavislosti na vazbé iontti Ca?", byl zvolen jako modelovy systém. Pomoci
auxotrofniho kmene Escherichia coli B834 (DE3) byl exprimovan piirozeny protein,
kalmodulin, v nutricné bohatém médiu a kalmodulin s inkorporovanym azidohomoalaninem
(AHA), strukturnim analogem methioninu, ve dvou limitnich médiich (LM9 a DMEM).
Purifikace prob¢hla ve dvou krocich: po ziskani bunééného lyzatu byla vyuzita konformacné
podminéna hydrofobni interakéni chromatografie s naslednou gelovou filtraci. Ziskané vytézky
dosahovaly 2,00 mg pfirozeného proteinu kalmodulinu z 400 ml nutricné bohatého média LB
oproti 0,12 mg kalmodulinu s AHA z 500 ml LM9 a 0,005 mg z 450 ml DMEM. Nésledn¢ byly
provedeny po optimalizaci sitovaci experimenty za ucelem tvorby intraproteinovych
“crosslinkdi* (nativni kalmodulin) s nebo bez Ca** iontdl nebo specifickych interproteinovych
“crosslinkl® nativniho kalmodulinu s adenylatcyklasovou doménou (dAC) z bakteridlniho
toxinu (B. pertussis) v ptitomnosti Ca®" iontfl, a to za pouZiti homobifunkénich &inidel
disukcinimid suberatu (DSS) a disukcinimid glutaratu (DSG). Reakéni smési experimentil
zesiténi byly analyzovany metodami nativni a SDS-PAGE. Pouzitim nativni PAGE bylo mozné
odligit CaM s vazanym Ca®" od apo-forem s rozdilnou konformaci struktury. Paraleln& byla
provedena optimalizace reakce pfemény azido skupiny analogu AHA na amino skupinu,
kompatibilni se zachovanim nativni funkce CaM (zména 3D konformace po vazbé Ca*"), které
bude vyuZito pro nasledné studie interakci a konformace kalmodulinu pomoci jiz vyuzitych
DSS/DSG ¢inidel u preparatu s inkorporovanym AHA do pozic methioninu. Na studii navaze

analyza proteinovych produktti (XL, inkorporace AHA) pomoci hmotnostni spektrometrie.

Klicova slova: rekombinantni exprese a purifikace proteinu, nekanonické aminokyseliny,

strukturné-funkéni proteomika, lidsky kalmodulin, hmotnostni spektrometrie



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 Ca?** 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 Ca** ions
or specific interprotein crosslinks between calmodulin and the adenylate cyclase domain (dAC)
of a bacterial toxin (B. pertussis) in presence of Ca** 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 Ca*" 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 Ca?" 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

A

AA

dAC

AHA
BCA

CaM
apo-CaM
Ca**CaM
CaMK
CBB-R250
CyaA
dAC
DMEM

DSS
DSG
E
f.c.
FT

g
IPTG

LM9
MLCK

MS

ncAA
nPAGE

Absorbance pfi vinové délce x
Angstrom, jednotka délky (A = 0,1 nm)
Aminokyselina (z angl. amino acid)
Adenylat cyklasova doména

Azidohomoalanin (2-amino-4-azidobutanova kyselina)

Bicinchoninova kyselina

Kalmodulin

Kalmodulin bez navazanych Ca*" iontl
Kalmodulin s navdzanymi Ca®" ionty
Kalmodulin dependentni kindzy
Coomassie Brilliant Blue-R250
Adenylat cyklasovy toxin

Adenylat cyklasova doména

Dulbeccovo modifikované medium (z angl. Dullbeco’s
modified Eagle medium)
Disukcinimidyl suberat

Disukcinimidyl glutarat

Molarni absorpéni koeficient [M™! cm™']

Finalni koncentrace (z angl. final concentration)
Pratokova frakce (z angl. flow-through)
gravitaéni zrychleni
isopropyl-B-D-1-thiopyranogalaktosid

vlnova délka (nm, neni-li uvedeno jinak)
mineralni medium

kinaza lehkého fetézce myosinu (z angl. myosin light
chain kinase)
hmotnostni spektrometrie (z angl. mass spectrometry)

Molekulova hmotnost (z angl. molecular weight)
nekanonickd aminokyselina

Nativni elektroforéza na polyakrylamidovém gelu (z
angl. native polyacrylamide gel electrophoresis)



NOS

ODsoo

PBS

PhK

SDS
SDS-PAGE

TEMED
v/v
WT

w/v

Synthasa oxidu dusnatého (z angl. nitric oxide synthase)

optickd denzita métena pii vinové délce 600 nm
fosfatovy pufr (z angl. phosphate buffered saline)
kinasa fosforylasy

dodecylsulfat sodny

elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v prostiedi
dodecylsulfatu sodného (z angl. sodium
dodecylsulphate- polyacrylamide gel electrophoresis)
¢as (v sekundach)

tetramethylethylendiamin
objemova procenta
Ptirozeny typ (z angl. wild type)

objemov¢ vztazend hmotnostni procenta



2 Teoreticky uvod

Vépnik je patym nejrozsitenéjSim prvkem v lidském organismu, zahrnuje asi 2 % celkové
télesné¢ hmotnosti [1]. Mistem jeho nejhojnéjSiho vyskytu jsou kosti, kde jako slozka
hydroxyapatitu zastava dualezitou roli v jejich stavbé. V kostech a zubech, které zajist'uji
celkovou homeostazi vapniku, se nachazi vice nez 99 % vapniku v téle [2]. V krvi je vapnik
transportovan v iontové podobé¢, ptitomen ve forme¢ komplexd s anionty, jako jsou fosfaty a
citraty nebo je vazdn na albumin [1,2]. Hladina Ca?" je zde udrZovana hormonalng;
parathormon  stimuluje uvoliovani Ca** z kosti a resorpci v ledvinach, naopak kalcitonin
uvoliovani z kosti inhibuje. Véapnik hraje fadu klicovych roli ve fyziologickych procesech,
nap¥. v procesu koagulace ma Ca*" zasadni roli v aktivaci koagula¢nich faktordl nebo tvorbg
trombinu. Dalsi, neméné vyznamnou funkci vapenatych iontl je participace na bunécné
signalizaci a prenosu signalu, kde hraje roli druhého posla. Na momentalni koncentraci Ca** je
zavisla signalizace v nervové i svalové soustave, kde rychlé zmény v koncentraci téchto iontii

zajist'uji prenos neurotransmiteru pres synaptickou Stérbinu, resp. iniciaci svalové kontrakce

diky troponinu.

2.1 Kalmodulin a ostatni Ca’>* dependentni proteiny

V bunécné signalizaci jsou cilovymi molekulami proteiny sriznymi funkcemi. Tato
signaliza¢ni funkce iontli vapniku je umoZnéna rozdilem jejich extracelularni a intracelularni
koncentrace [3]. Extracelularni koncentrace se pohybuje asi v fadu 10 M, kdeZto intracelularni
se odhaduje na pouze 107 M v klidovém stavu buiiky. Tato nizk4 hodnota je udrZzovéana na
konstantni hladiné diky vapenatym iontim vazanych komplexné na fosfaty v ramci exo ¢i
endoskeletarnich Utvarid ¢i proteintl, které maji schopnost na obou strandich membréany tyto
koncentrace udrzovat. Vapenaté ionty putuji do buiiky iontovymi kandly z extraceluldrniho
prostoru €1 vnitrobunécnych zasob endoplasmatického retikula ve velmi kratkych intervalech a
docasné zvysi mistni buné&nou koncentraci Ca** az 10%krat. Tyto kandly mohou byt fizené
napétim na membrané ¢i vazbou ligandu, konkrétné inositol trifosfatu ¢i adenin dinukleotid
fosfatu kyseliny nikotinové a dalSich [4]. Tyto volné ionty jsou vSak témét ithned zachycovany
transportnimi proteiny a dal§imi pumpami, které je transportuji zpét, kvuli jejich vysoké
reaktivité, a tudiz i potencidlni toxicité vysoké koncentrace Ca’* iontfi, zde tedy uplatnéni
nalézaji senzorické proteiny reagujici na ¢asové omezenou zvysenou koncentraci vapenatych

iontu.
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Kalmodulin (CaM, z angl. Calcium Modulated protein) je vSudypfitomny cytosolarni protein
spadajici do skupiny proteinil reagujici na zvysenou intracelularni koncentraci vapenatych iontt
se strukturnim motivem EF ruky. Nicméné&, ne vSechny proteiny citlivé na zvySenou cytosolarni
koncentraci Ca®" tuto strukturu sdileji (annexin, kalnexin, kalcineurin). Funkce nebo
mechanismy aktivace téchto proteinli jsou rtiznorodé [5]. Ani proteiny se stejnym motivem EF

ruky nemusi vykonavat stejnou funkci.

2.2 Struktura kalmodulinu (apo-CaM vs Ca’**CaM)

Senzory citlivé na vapnik, jejichz zéastupci jsou napt. CaM nebo troponin C, maji tendenci za
pfitomnosti vapenatych iontl tyto ionty vazat a podstoupit vyznamné konformacni zmény své
proteinové struktury, které nasledné podmiiiuji dalsi protein-proteinové interakce s reakénimi
partnery [6]. Kalmodulin tedy sam své substraty chemicky nepfeméiuje, pouze je ¢lankem
v pfenosu signalu iniciovaného zvysenim koncentrace Ca’* iontii. Proteiny druhé skupiny se
stejnym strukturnim motivem konformaéni zmény nepodstupuji, jejich funkci je transport Ca*

iontll nebo udrZovani jejich stalé hladiny v buiikach (parvalbumin) [3].

V lidském CaM tvofii primarni strukturu 148 aminokyselinovych (AA) zbytkd, z nichZ asi 30 %
jsou zbytky kyselé, coz odpovida nizké hodnoté izoelektrického bodu (4,09) [4]. Z nasi
exprimované sekvence CaM (149 AA) je odstépen N-termindlni Met, cemuz odpovida
molekulova hmotnost 16,7 kDa. Souc¢asné obsahuje znacné mnozstvi hydrofobnich AA zbytki,
které zajiStuji moZnost interakce s neobycejné Sirokym spektrem reakcnich proteinovych
partnert. V primarni struktufe se nevyskytuji cystein, tryptofan nebo hydroxyprolin, v sekvenci
je pritomen pouze jeden histidin, dva proliny a dva tyrosiny. Molekulovd hmotnost ¢ini
16,7 kDa. Prostfedi s vapenatymi ionty se projevuje na zmeéné uspofadani jeho terciarni
struktury. Struktura CaM v prostiedi bez téchto iontii se nazyva apokalmodulin (apo-CaM).
Tyto dvé konfigurace vykazuji znacné rozdilné vlastnosti co do struktury a hydrofobicity. Je
pozoruhodné, Ze CaM plni svou roli v signalizaci vyhradné za zvySené koncentrace vapenatych
iontd, jelikoz naptiklad ionty hofecnaté maji stabilni intracelularni koncentraci az 1 mM [7].
Tato vazebna specifita je dana jednak unikatni vazebnou geometrii vapenatych iontl (sedmi vs.
Sestikoordinaéni u Mg?*), hustotou ndboje (vyplyvajici z riiznych pomérii nédboje a velikosti
iontu) a z toho plynoucim rozdilnym solvataénim obalem iontii. Nicméné, je pravdépodobné,
7e k docasnym vazbam Mg?" dochazi, avSak ty neindukuji spravné konformaéni zmény

potiebné k navazani na proteinové substraty [7].
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Plati, Ze apo-CaM nabyvéa kompaktnéjSiho tvaru, kde helixy vytvareji jakési jadro, tvoreno
dvéma globuldrnimi doménami [8]. Hydrofobni AA v helixech jsou namifeny proti sobé, a
hydrofobni jadro se tak nevystavuje okolnimu vodnému prostiedi. Tyto 2 semknuté globularni
domény se mohou ¢astecné €i uplné rozevtit a vytvorfit mista pro navazani vapenatych iontt a
podle umisténi viici N a C konci proteinové pateie se oznacuji jako N a C doména. Nicméng,
za pritomnosti cilového proteinu nebo peptidu mize apo-CaM vykonavat mnozstvi uloh, které

vyplyvaji z jeho hydrofobni povahy a nezavisi na piitomnosti Ca>" iontt [9].

Molekula reaguje na navazani vapenatych ionti rozvolnénim hydrofobniho jadra. Vysledna
terciarni struktura je zndma jako ,helix-loop-helix [9]. Alternativni ndzev tohoto usporadani
je ,,motiv EF ruky,” kde E a F jsou helixy pfipominaji palec a ukazovacek. Obé domény
obsahuji dvé vazebna mista pro Ca®" ionty a antiparalelni beta fetézec, ktery spojuje vazebna
mista. Molekula CaM ma v apoformé ctyii EF motivy, celkem tedy 8 helixt. Dva z téchto osmi
helixti ve vapnikem nasyceném CaM rovnéz skladaji centralni raménko, které spojuje dva pary

motivl EF ruky (Obr. 1).

Obr. 1 Srovnani terciarni struktury kalmodulinu bez (vlevo, 1CFD, sekvence 1 az 148) a s navazanymi vapenatymi
ionty (uprostfed, 1CLL, sekvence 4 az 147) lonty vapniku jsou vyznaceny modre, dva helixy utvarejici centralni
raménko i raménko samotné jsou podbarveny rovnéz Cerveng; vpravo je kalmodulin s pro nas vyznamnymi

zvyraznénymi methioniny (svétle cervene) a lysiny (oranzové), 1CLL (sekvence 4 az 147) Upraveno v PyMOL

Toto raménko disponuje velkou flexibilitou, kterd méa zna¢ny vliv na afinitu k cilovému peptidu
a kterd mizi, jakmile dojde k interakci [10]. lonty vépniku se vazi postupnym mechanismem do
ctyt smycek (,,EF dlani®), kazdé o 12 AA [11]. Kazdé z téchto vazebnych mist ma jinou afinitu
k vapniku. Tu ovliviiuje zejména pocet Asp a Glu v ramci smycky a jejich elektrostaticka

repulze. Obecné konzervované jsou Asp a Glu na pozicich 1, resp. 12. Tyto zaporné kyslikaté
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ligandy jsou ve smycce bud’ 3 nebo 4 [11]. Jelikoz vapnik preferuje sedmikoordinacni
geometrii, zbylé ligandy jsou AA svolnym elektronovym parem a molekula vody [7].
V kalmodulinu ma nejvyssi afinitu smycka se ctyfmi ligandy na C konci. Tato smycka zaroven
obsahuje 2 Lys na pozicich 3 a 11, které mirni elektrostatické¢ odpuzovani kyslikatych ligandt
1 v apoformé, coz davd moznost ligandiim zaujmout spravnou konformaci pro interakci. Na
druhou stranu, na N doméné probiha vazba a uvoliiovani iontd vapniku rychleji [11]. Rozdily
afinit a rychlosti vazby jsou zasadni pro fizeni n¢kterych konkrétnich biologickych procest.
Mezi né patii napiiklad vazba jen ¢asteéné saturovaného Ca**CaM na jeho C konci (regulace
adenylat cyklasy nebo adenylat cyklasovych toxin{l) nebo ¢asové delsi vazba Ca?" ionth
v regulaci funkce CaMKII v nervovém systému (synapticka plasticita, uceni, pameét’).
Strukturni zména Ca®'CaM, po navazani Ca®" spojena s odkrytim hydrofobnich helixd je
vlastnosti, ktera je vyuzivana v procesu purifikace CaM [4]. Kalmodulin se po vazb& Ca?" miize
takto vazat na hydrofobni nosi¢ chromatografické kolony. Béhem eluce je kalmodulin uvolnén
pomoci chelata¢niho Cinidla, které odebere molekuldam CaM navadzané ionty a dojde tak

k restrukturalizaci vedouci ke zméné hydrofobnich vlastnosti a eluci z kolony.

2.3 Mezibunéc¢né srovnani

2.3.1 Eukaryotni organismy

Kalmodulin je exprimovan ve vSech typech eukaryotnich buné€k. Z hlediska primarni sekvence
je vysoce konzervovany, mezi linii lidskou a ostatnich obratlovci je stoprocentni shoda [12].
Primarni struktura rostlinného kalmodulinu se s zZivo¢iSnym shoduje z asi 90 %, s menSimi
vykyvy. To je déno faktem, Ze rostliny mohou exprimovat vice isoforem kalmodulinu, a to
nejen napti¢ druhy, ale 1 v rdmci bunék téze rostliny. Vyznamné AA, napt. aniontové ligandy
Ca®" jsou zachovéany, drobné zmény se tykaji predevsim hydrofobnich AA napii¢ molekulou.
Tyto isoformy jsou riizné exprimovany v zdvislosti na vnéjSim podnétu, typu pletiva,
vyvojového stadia rostliny nebo jejich umisténi v buiice. Lisi se ve schopnosti navazat konkrétni
efektorové enzymy [13]. Kalmodulin z kvasinek a dalSich jednobunécnych eukaryot se
s mnohobunéénymi eukaryotnimi organismy shoduje v sekvenci asi ze 60 % [12]. Zde jesté
byva kalmodulin klasifikovan jako kalmodulin, a nikoliv jako ,.kalmodulinu podobny protein,*
jak je tomu u bakterii (nicméné vymezena hranice mezi témito dvéma pojmy neexistuje) [13].
I zde jsou zachované 4 motivy EF ruky a vétSina hydrofobnich AA, stejné tak jako vétSina Asp

a Glu, jakozto ligandy dvojmocnych vapenatych ionti v EF smycce (Tab. 1).
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Tab.1 srovnani sekvenci aminokyselin (jednopismennych zkratek) kalmodulinu ¢lovéka (PODP23) a vybranych
druht rostliny (P59220) a kvasinky (P06787). Zluté& jsou oznaena odli$na residua v porovnani s lidskou

sekvenci (resp. sekvenci obratlovcil), zelené ligandy vazebného motivu vépenatych iontt [12]

Homo Sapiens: ADQLTEEQIAEFKEAFSLFDKDGDGTITTKELGTVMRSL
Arabidopsis thaliana: ADQLTDDQISEFKEAFSLEDKDGDGCITTKELGTVMRSL
Saccharomycgs cerevisiae: SSNOQLTEEQIAEFKEAFALEFDKDNNGSISSSELATVMRSL
Homo Sapiens: GONPTEAELQDMINEVDADGNGI IDFPEFLTMMARK
Arabidopsis thaliana: GONPTEAELQDMINEVDADGNGTIDFPEFLTMMARK
Saccharomyces cerevisiae: GLSPSEAEVNDLMNEIDVDGNHQIEFSEFLALMSRQ
Homo Sapiens: MKDTDSEEEIREAFRVFDKDGNGYISAAELRHVMTNL
Arabidopsis thaliana: MKDTDSEEELKEAFRVFDKDONGEFISAAELRHVMTNL
Saccharomyces cerevisiae: LKSNDSEQELLEAFKVEDKNGDGLISAAELKHVLTSI
Homo Sapiens: GEKLTDEEVDEMIREADIDGDGOVNYEEFVQOMMTAK
Arabidopsis thaliana: GEKLTDEEVDEMIREADVDGDGQINYEEFVKVMMAK
Saccharomyces cerevisiae: GEKLTDAEVDDMLREVSDGSGEINIQQFAALLSK

2.3.2 Prokaryotni organismy

I v prokaryotnich bunikach obstarava vapnik pfenos signalu pro vicero bunéénych mechanismil
(ptikladné procesy sporulace nebo diferenciace heterocyst) [14]. V prokaryotni {i$i jsou znamy
proteinové vapnikové senzory, ovSem s ohledem na vétsi rozdily mezi t€émito a eukaryotnim
CaM se v souvislosti s nimi hovoii jako o kalmodulinu podobnych proteinech. Jedna se o Siroké
spektrum proteint, které se od eukaryotniho CaM li§i hodnotou molekulové hmotnosti
(zpravidla 20, maximalné kolem 30 kDa) [14], afinitou k Ca**, nékdy i funkeci, kterou asto
byvé udrzovani konstantni hladiny vapenatych iont v bunce [15]. S kalmodulinem je kromé
schopnosti vazby vapniku poji podobné AA slozeni (misty absence cysteinu, vét§i mnozstvi
hydrofobnich AA, niz$i hodnota pI). Zplisoby koordinace Ca** jsou velmi rozmanité, ale i mezi
bakteriemi se daji nalézt proteiny, které napodobuji motiv EF ruky z eukaryotniho CaM
(calerythrin izolovany ze Saccharopolyspora erythraea). Bakteridlni proteiny vétSinou nejsou
s eukaryotnim kalmodulinem kompatibilni (coZ plati 1 opacné, bez vyjimek), avSak existuji
vyjimky, napt. v podobé adenylat cyklasovych toxind, které jsou vyhradné kalmodulin

dependentni [15].

2.4 Vazebni partneri kalmodulinu
Kalmodulin je cytosolarni protein a v apoformé se ma tendenci vazat jednak na rizné bunécné

membrany (at’ plasmatické, ¢i jaderné, pravdépodobné jako jeho zasoba) [8]. Nicméné existuji
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pravdépodobné az desitky proteinti, na které ma apo-CaM efektorovy tc¢inek (také k nim miize

byt ptidruzen nastélo).

2.4.1 Aktivace prostiednictvim IQ motivi

Vazba apo-CaM na cilovy efektorovy protein probiha vyhradné prostiednictvim tzv. IQ motiva
[16]. Jedna se o ruzné obmeény helikdlni sekvence IQXXXRGXXXR (X = libovolna
proteinogenni AA vyjma prolinu). Jedinou skute¢né konzervativni slozkou je Gln na pozici 2,
jinak existuje mnoho kombinaci, co do proménlivosti sekvence nebo délky IQ motivu az
25 AA; [FILV]QXXX[RK]GXXX[RK]XX[FILVWY]. Nekovalentni vazba kalmodulinu
probiha antiparalelné (tedy na N konec motivu ptiléha C konec piislusného helixu na molekule
apo-CaM) diky celkovému kladnému naboji motivu a hydrofobnimu residuu na pozici 1.
Varianty 1Q motivll byly nalezeny u zna¢ného mnozstvi enzymil/iontovych kanali, a to jak
v zivo€i$nych, tak rostlinnych buikdach. Vyznamnymi apo-CaM dependentnimi proteiny jsou
napf. proteiny spojené s ristem nervové soustavy (neuromodulin, neurogranin), molekulové
motory (myosiny, dyneiny) nebo iontové kandly transportujici vapenaté ionty. Plati, Ze apo-
CaM se vaze vyhradné na IQ motivy, avSak ne vSechny IQ motivy na sebe vazi apo-CaM (nebo
obecné proteiny s EF motivem) [16,17]. V nékterych pfipadech je vazba na IQ motiv
podminéna saturaci Ca®" ionty, a sice kdyZ IQ motiv m4 na ptesné danych pozicich (1,5,8,14)

hydrofobni residua [16] (viz nasledujici kapitola).

2.4.2 Aktivace prostfednictvim Ca** dependentnich sekvenci

Kalmodulin (resp. Ca**CaM) je schopen interagovat s neoby¢ejné Sirokou skupinou enzymi, a
regulovat tak jejich aktivitu. [18] Tim je déna i rozdilnost jejich vazebnych sekvenci, avSak jisté
charakteristiky jsou pro né€ spolecné. Tyto vazebné motivy (lokace) byvaji zpravidla helikalni,
obsahuji vEétsi mnozstvi bazickych, a zeyména 2 hydrofobni AA, kterymi sekvence zacina a
kon¢i. Tyto 2 zbytky mohou byt od sebe v ramci sekvence vzdalené riznym poctem AA,
obycejné je to méne nez 20. Vzdy obsahuji nékolik konzervovanych hydrofobnich AA, které
zapadaji do hydrofobnich ,,kapes* obto¢ené¢ho kalmodulinu. Pozice téchto hydrofobnich AA
jsou u skupin dependentnich Ca?’"CaM enzymii podobné nebo stejné. Téchto lokaci je znamo
mnoho, nejcastéjsi je sekvence 1-14 (alternativné 1-5-8-14, krajni umisténi hydrofobnich
residui odpovidd rozsahu vazebné sekvence, piipadné AA umisténé uvnitit sekvence jsou

konzervované a zaroven hydrofobni, dalezité pro spravnou orientaci) [17,18]. Rlizné obmény

takto dlouh¢ sekvence byly pozorovany u MLCK (kinaza lehkého fetézce myosinu), nékterych
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kinas nebo NOS (synthasa oxidu dusnatého) [17]. Piehled vyznamnych sekvenci spolu s jejich
prostorovym usporaddnim poskytuje Obr. 2. [18]

1-8-18

Obr. 2 Piiklady typu vazby kalmodulinu na cilovy helix (Ca?*CaM modfe, cilovy helix efektorového enzymu
Sed¢, hydrofobni residua cervené, atomy vapniku bézové, piiblizny objem vytvofenych hydrofobnich , kapes*
zeleng) efektorovymi proteiny jsou (A) MLCK, (B) CaMKII, (C) CaM dependentni kinasa kinasy, (D)
ryanodinovy receptor, (E) vakuolarni Ca?>" ATPasa, (F) NOS [18]; u kazdého modelu struktury je uveden kod

PDB a typ sekvence vazebného helixu

Umisténi téchto sekvenci byva rtizné, mohou se nachazet pobliz autoinhibi¢ni domény (kinasy,
fosfatasy) ¢i sekvence, kterd obsahuje Ser/Thr, ktery miize byt fosforylovan proteinkinasou C
(nebo A), ¢imz je vazba Ca?’CaM regulovana (CaMKII) [18]. RovnéZz se miize nachazet

v ramci sekvence zodpoveédné za protein-proteinovou interakci (caldesmon).

2.4.3 CaM dependentni kinasy a fosfatasy
Asi nejlépe prostudovanou skupinou enzymu regulovanych kalmodulinem je obsahla skupina
serinovych/threoninovych kinas [19]. Bez navazaného kalmodulinu brani kinasam v aktivité

autoinhibi¢ni doména, kterd prostorové mimikuje substrat, ¢imz blokuje jeho navéazani.
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Navazdnim Ca**CaM na svoji piislusnou vazebnou sekvenci dojde ke ztratd
interakce autoinhibi¢ni domény s doménou vazebnou. Za soucasné vazby substratu spolu s
Mg?*ATP na odpovidajici mista v katalytické doméné probihd fosforylace. Tento mechanismus
je pro vSechny kinasy z této skupiny spolecny, byt’ je mezi konkrétnimi zastupci obohacovan o
dalsi moznosti regulace. Mezi zastupce z této skupiny se fadi vicesubstratové kinasy z CaMK
kaskady (CaMKI, CaMKIV, CaMKK), CaMKII ¢i substratoveé specifické PhK, MLCK nebo

CaMKIII, ale i enzymy s opacnym efektem, jako je napf. calcineurin.

2.4.4 Adenylat cyklasové toxiny

Tyto bakterialni toxiny maji na svédomi zdvaznd onemocnéni, jakymi jsou napft. ¢erny kasel
nebo anthrax [20]. Sekvencné se tyto 2 toxiny, CyaA (Bordetella pertussis, cerny kasel) a EF
(z angl. edema faktor, Bacillus anthracis, anthrax) 1i8i z 25 %, jsou srovnatelné v mechanismu
aktivace a vazby Ca®'CaM, aviak ve zplisobu penetrace do buiiky se li§i. JakoZto u viech
proteint z RTX (z angl. repeat in toxin) skupiny je proces vstupu katalytické adenylat cyklasové
domény (dAC, z angl. adenylyl cyclase domain) do buiiky iniciovan vapenatymi ionty, které
interaguji s nonapeptidovymi tiseky na C konci toxinu, bohatymi na Gly a Asn [21]. To ma za
nasledek stabilizaci celé struktury a konformacni zmény v proteinu, vysledkem je transport
dAC do bunky prostfednictvim integrované transmembranové domény a dAC finalné vstupuje

do cytosolu (Obr. 3) [21].

katalyticka doména  hydrofobni Ca”responzivni, repetetivni
(dAC) doména nonapetidy
R — e IR | (W[

1 ? 400 500  700%860K9831000 1600 1706

CaM vazebna doména
acylacni lysiny

Obr. 3 Primarni sekvence CyaA a pfiblizné schéma rozmisténi dilezitych domén (zleva, od N konce dAC,
hydrofobni doména vytvarejici transmembranovy por a repetetivni useky citlivé na vapenaté ionty), na pozicich

860 a 983 se nachazeji lysiny, které podléhaji acylaci béhem aktivace dAC [21]

Naproti tomu EF vyuziva k penetraci do bun¢k dal$iho virulentniho faktoru, ochranného
antigenu, ktery se vaze na svoje specifické receptory; toxin nasledné¢ vstupuje do bunky
endocytézou [20]. Zplisob vazby s Ca>*CaM je pres rozdily v primarni sekvenci obou toxint
podobny; jde o interakci C koncové domény Ca’"CaM se ¢étyfmi helikdlnimi Gseky na dAC
(nebo EF). Nekovalentnich interakci zde figuruje mnoho, lepsi komplementaritu AA residui
vykazuje CyaA, ktery ale zaroven poskytuje mensi plochu povrchu pro interakci [20]. Rozdilna

sekvence toxinid a jejich lokalizace v bufice (bunéénd membrana vs. cytosol) je také
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pravdépodobné pii¢inou pfiblizné stonasobného rozdilu v afinitich CyaA a EF k Ca*’CaM
[20]. Nasledna katalyticka ¢innost komplexu CyaA-dAC spociva v cyklizaci ATP na cAMP.
To ma za nasledek naruseni signalizacni funkce tohoto dulezitého druhého posla a poklesu

koncentrace ATP, coz ve vysledku vede k destrukci cilovych bunék [20,21].

2.5 Vyuziti MS v proteomice

Proteomika je rozvijejici se obor zabyvajici se studiem proteomu, tedy souboru vSech proteinti
pfitomnych v butice [22]. Jejim cilem je identifikovat, charakterizovat a kvantifikovat proteiny,
studovat jejich strukturu a vzajemné funkéni interakce. Strukturni a funkéni proteomika jsou
jeji dvé hlavni vétve, které se zaméfuji na proteom ze dvou zékladnich hledisek a odlisnych
aspektii. Zatimco strukturni proteomika studuje primarni sekvenci a prostorové usporadani
proteinti (nebo jejich komplext), funkéni se zamétuje na biologické funkce proteinti a bunééné
mechanismy na molekularni urovni, tedy i protein-proteinové interakce studovanych protient
[23]. Hmotnostni spektrometrie (MS) je moZna tou nejvyznamnéjsi bioanalytickou technikou
ve strukturné-funkéni proteomice. Funguje na principu ionizace analyzovanych latek a nasledné
separace iontll podle jejich poméru hmotnosti k néboji (m/z) v elektrickém nebo magnetickém
poli. Identifikace proteint spoc¢iva v porovnani hodnot m/z ziskanych hmotnostnich spekter
peptidl generovanych z proteinu specifickou proteasou s teoreticky vytvofenou mapou hodnot
ziskanou ze sekvenci proteinli v databdzi (tzv. mass fingerprinting) [24]. V zavislosti na

provedeni proteolytického §té€peni se v MS rozliSuji dva piistupy.

2.5.1 Bottom-up vs top-down

V praxi se mohou analyzovat peptidy, vystépené z proteinu selektivni endoproteasou (napf.
trypsinem, $tépenim na C konci, tedy za bazickymi residui Lys a Arg) [25]. Tento pfistup je
znam jako bottom-up metoda a je nejbéznéjsi strategii pouzivanou k analyze proteint. Po
trypsinizaci, separaci (ktera ale neni nutna, tzv. shotgun princip) a analyze peptidu se stanovuje
m/z peptidi v MS spektru nebo probihd, v pfipadé¢ tandemové MS/MS analyza fragmentt
danych peptidi. Tato metoda je vysoce citlivd, vhodna pro analyzu komplexnich smési a
nevyzaduje tak vysokou pfesnost analyzdtoru, tfebaze ta zvySuje miru spolehlivosti
identifikace. Timto zptisobem lze nalézt gen, ze kterého byl protein transkribovan, coz vSak
neplati o konkrétnich isoformach (protoze jeden gen miize kddovat vice isoforem s riiznymi
posttransla¢nimi modifikacemi). Top-down metoda je ptimé analyza intaktnich proteini v MS.

Tento piistup umoznuje studium celého proteinu, vcetné posttranslacnich modifikaci a
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proteinovych izoforem, a to analyzou fragmentacnich spekter MS/MS celého proteinu. Neni

ovSem vhodny pro analyzu smési a vyzaduje analyzatory s vysokou piesnosti a rozliSenim.

2.5.2 XL-MS

Strukturné-funkéni proteomika je v kontextu metodiky chapana jako soubor metod, které
identifikuji primarni sekvenci, prostorové uspotfadani nebo funkci proteinti. Metoda XL-MS (z
angl. crosslinking mass spectrometry) je jednou z téchto metod [26]. Jejim prvnim krokem je
vytvoieni kovalentniho zesiténi, “crosslinku‘ (XL), ktery propojuje funkcéni skupiny blizkych
AA pouzitim vhodného cCinidla se znamou délkou zesitovaciho raménka a reaktivitou viici
vybranym funkénim skupindm proteinu. Takto lze ziskat strukturni ¢i interakéni informace
mezi funkénimi skupinami postrannich fetézcli v rdmci proteinu (intraproteinové zesiténi) ¢i
mezi interagujicimi proteiny (interproteinové zesiténi). NejcastéjSimi zplsoby vzniku

intra/interproteinovych crosslinkt jsou [27]:

e Spojeni funkénich skupin nebo specifickych tsekit AA, kterymi jsou nejcastéji aminy
(NHS estery, Obr. 4), alternativn¢ thioly (N-maleimidy) a dalsi

o Stépenim zesitovaciho ¢inidla (chemicky, fyzikalng&), které je pro n&j charakteristické
(napf. za vzniku radikdlu) za podminek, které neposkodi samotny protein

e Click chemie (pojem pro rychlou a specifickou tvorbu vazeb), crosslinky se zde tvoii
reakci dvou specifickych funkénich skupin, napiiklad azidu a alkynu, za pfitomnosti
katalyzatoru (iontu Cu"), ¢imz vznika triazolovy mustek mezi molekulami [28]
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Obr. 4 Srovnani délky raménka uzitych homobifunk¢nich zesitovacich ¢inidel NHS esterti (DSS a DSG) a
naznaceny proces zesiténi pomoci DSG mezi dvéma aminoskupinami [29]
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Nasledny postup je znazornén na obr. 5
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Obr. 5 Schéma ptiblizného pracovniho postupu pfi studiu proteinu metodou XL-MS [30]

Byt je metoda XL-MS samotnd schopna urit pouze primarni sekvenci proteinu, je
aplikovatelnd 1 na velké proteinové komplexy za nativnich podminek, které jsou obtizné
analyzovatelné béznymi metodami, jako je rentgenova krystalografie nebo NMR spektroskopie

[26]. Velmi Casto se uziva v kombinaci s témito technikami pro ovéteni ziskanych vysledk.

2.6.1 Nekanonické aminokyseliny (ncAA)

Inkorporace ncAA do proteinové priméarni struktury je dulezitym néstrojem ke studiu
strukturné-funk¢ni proteomiky [31]. Existuje n¢kolik experimentalnich postupii inkorporace
ncAA do proteinové sekvence. Podminkou pro nejjednodussi postup inkorporace je strukturalni
podobnost s kanonickou AA, ktera ji umoziuje byt zaclenéna do proteinové patefe ptisluSnou
aminoacyl tRNA syntetazou. Pro maximalizace inkorporace je pii proteinové expresi zddouci
redukce pfislusné kanonické AA, jelikoZ pomér inkorporaci je dan pomérem katalytickych
ucinnosti dané tRNA syntetazy a kanonické AA nebo jejiho analogu [32]; tento pomér byva
pro kanonické AA vyssi. Vhodny bakterialni kmen pro expresi s ncAA je tedy takovy, ktery
nema moznost syntézy piisluSné kanonické AA a je tedy auxotrofem pro danou AA. V ptipadé
analogli methioninu Ize vyuzit kmen E. coli B§34 (DE3) (Novagen). Alternativou je pozménéni
biosyntetického aparitu buniky expresi modifikovanych aminoacyl tRNA syntetdz [31].
Azidohomoalanin (AHA) je ncAA strukturdlné podobnd methioninu, obsahujici azidovou

skupinu misto thioeterové. Jeji vyhodou je minimalni zasah do metabolického aparatu buiky
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az do jeho 10 mM koncentrace v mediu [33], a vicero moznosti jeji aktivace k vytvoreni
modifikace ¢i “crosslinku.” Témi jsou napf. fotoaktivace za odstépeni dusiku a vytvofeni
biradikalu, “click® chemie nebo nadmi vybrana redukce azidu na amin piisobenim silného
redukéniho Cinidla (Obr. 6) a nasledné vyuziti homobifunkénich zesitovacich cinidel

reagujicich s aminy za vzniku amidu sitovaciho ¢inidla s proteinem (Obr. 4).

OH 0
. TCEP NH,
o/ St —)—>= Ho
SNy At
NH, NH
Azidohomoalanin (AHA) 2,4 diaminomaselna kyselina

Obr. 6 Redukce azidohomoalaninu na diaminomaselnou kyselinu pomoci ¢inidla TCEP
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3 Cile prace
e Prvnim dil¢im cilem je exprese a izolace rekombinantniho lidského kalmodulinu
v dostateCném mnozstvi a Cistot¢ bakterii Escherichia coli B834 (DE3) v nutri¢né
bohatém mediu a jeho izolace.
e Druhym cilem je:
o Jednak optimalizace exprese vybérem vhodného limitniho média pro dostatecny
vytézek proteinu (LM9 vs DMEM)
o Dale izolace exprimovaného rekombinantniho kalmodulinu s inkorporovanym
AHA na pozici methioninu v sekvenci proteinu v uspokojivém vytézku a
dostatecné Cistoté.
e Tietim krokem je studium zmén 3D struktury CaM v riznych podminkdch pomoci
sitovacich ¢inidel DSS/DSG riznymi bioanalytickymi pfistupy:
o Studium struktury pomoci intraproteinového zesiténi kalmodulinu zminénymi
Cinidly
o Studium struktury a interakce kalmodulinu pomoci interproteinového zesiténi
CaM a dAC a zminénych ¢inidel

o Optimalizace podminek pro redukci kalmodulinu s inkorporovanym AHA
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4 Material
4.1 Chemikalie

Voda (HPLC grade)
Kvasni¢ny extrakt
Trypton

Purifikovany agar
Sodna stl ampicilinu
NaOH

NaCl

KH>PO4
Na;HPO4.12H,0

KCl

MgCl
Isopropyl-B-D-1-thiopyranogalaktosid
Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA)
Tris-HCI
CoCl2.6H,0
FeS0O4.7H,O
ZnS04.7H>0
CuSO4.5H20
MnCl,.4H>0

H3BO3

CaCL.2 H2O

MgSOg4

Thiamin hydrochlorid
L-Methionin
L-Isoleucin

L-Valin

L-Leucin

L-Lysin

L-Threonin

Vyrobce
Merck

Fisher Bioreagents

Bio Tech
Oxoid

Roth
Lach-Ner
Lach-Ner
Lach-Ner
Lach-Ner
Lachema
Sigma Aldrich
Roth

Roth

Sigma Aldrich
Lachema
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Lachema
Lachema
Lachema
Fluka

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
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Dodecylsulfat sodny (SDS)
Peroxodisiran amonny

Phenyl sepharose CI-4B

Akrylamid (Bis-akrylamid) mix
Coomassie Brilliant Blue-R250 (CBB R-250)
Kyselina octova

Dithiotreitol (DTT)

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazinethansulfonova kyselina
Azidohomoalanin (AHA)
Disukcinimid glutarat (DSG)
Disukcinimid suberat (DSS)
Complete inhibitor
Ethylenglykol-di-(2-aminoethylether)-
tetraoctova kyselina (EGTA)
B-merkaptoethanol
Tris(2-karboxyethyl)fosfin (TCEP)

Ethanolamin

4.2 Biologicky material

Expresni plasmid pCaM1_210302; laskavy dar Ing. Jana Teisingera, Csc. z FGU AV CR

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

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

GE Healthcare life
services
BioScience

Serva

Penta

Roth

Roth

Jena Bioscience

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Roche

Sigma Aldrich

Fluka
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

dAC (adenylat cyklasova doména) z Bordetella pertussis, obdrzena od Skolitele

Azurin z Pseudomonas aeruginosa, obdrzen od Skolitele

Bunécné pelety Escherichia coli B834 (DE3) z LB media (dvakrat 200 ml, celkem 400 ml,
18 h exprese pii 27 °C, indukce 0,6 mM IPTG, dfive resuspendované ve 20% sacharose),

obdrZeny od skolitele
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4.3 Pristroje a pomiicky

Analytické vahy Discovery

Predvazky ScoutTH Pro

Pipety Gilson, Eppendorf (rozsah 0,2 pul — 1 ml)
Stolni minicentrifuga (rotor F-45-12-11)
Centrifuga Universal 320 R

Inkubator

Inkubétor economy incubator size 1

Rotaéni inkubator SH600R Lab companion
Bakterialni filtr WhatmanTM Syringe Filter 13
mm, §ife poru 0,22 pm

Membranovy filtr Durapore 47 mm, Sife poru
0,45 pm

Michacka Variomag Mono Komet 26
Michac¢ka MS1 Minishaker

Sonika¢ni vana Elmasonic S

Elektroforeticka souprava SE 260

Sonikator UP100H

Sonikator, proba VS 70T

Alliance Q9 Advanced

Chladici box Lovibond

Pumpa Minipuls evolution

Hydrofobni nosi¢ Phenyl-Sepharose CL-4B v
kolon¢ 10x200

Sbérac frakei FRAC-100

Vyvéva

Centrifugacni filtr AMICON 10 kDa

FPLC stanice NGC Chromatography

Kolona ENrich SEC 70 10x300 (24 ml)
Dialyza¢ni membrana SpectralPor (6-8 kDa)

Vyrobce/Zemé piivodu
OHAUS/USA

OHAUS/USA

Gilson, Eppendorf/USA, Némecko
Eppendorf/Némecko
Hettich/Némecko

Cleaver scientific/UK
Gallenkamp/UK

Jeiotech/Jizni Korea

Sigma-Aldrich/USA

Sigma-Aldrich/USA

Thermo Fisher Scientific/USA
IKA/Némecko

Elma Schmidbauer/Némecko
Hoefer/Némecko

Hielscher ultrasonics/Némecko
Bandelin electronic/Némecko
Uvitec/UK

Camlab/UK

Gilson/USA

GE Healthcare Life services/USA

Pharmacia/Svédsko
Laboport/Némecko
Millipore/USA
Bio-rad/USA
Bio-rad/USA
Spectrumlabs/USA
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4.4 Roztoky

SOC médium: (2% (w/v) trypton, 0,5% (w/v) kvasni¢ny extrakt, 10mM NaCl, 2,5mM KClI,
10mM MgClp, 20mM glukosa, pH 7,0)

PBS (10mM Na;HPOys, 1,8mM KH>PO4, 137mM NaCl, 2,7mM KCl, pH 7,4)

LB medium (0,5% (w/v) kvasni¢ny extrakt, 1% (w/v) trypton, 0,5% (w/v) NaCl)
Elektrodovy pufr pro SDS-PAGE (0,192M glyin, 0,25M Tris-HCI, 0,1% (w/v) SDS, pH 8,3)
Elektrodovy pufr pro nPAGE (0,192M glycin, 0,25M Tris-HCI, pH 8,3)

Ekvilibraéni pufr (50 mM Tris-HCI, 100 mM NacCl, 5 mM CaCl,, pH 7,0)

Promyvaci pufr A (50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 1 mM CaCl,, pH 7,0)

Promyvaci pufr B (50 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, 1 mM CaCly, pH 7,0)

Elué¢ni pufr (50 mM Tris-HCI, 500 mM NacCl, 1,5 mM EDTA, pH 7,0)

Lyzaéni roztok (0,5 mM MgCl,, tableta Complete inhibitor (Roche)/40ml roztoku)
Bradfordovo ¢inidlo (0,01% CBB G-250 (w/v), 8,5% H3PO4 (v/v), 4,7% ethanol (v/v))

Ekvilibraéni pufr pro gelovou chromatografii D (0,05 M HEPES, 0,25 M NaCl, 2 mM CaCl,
pH 7.,0)

Dialyzac¢ni pufr (20 mM HEPES, 1 mM DTT, pH 7,0)

Roztok pro BCA stanoveni A (1% BCA (w/v), 0,1 M Na,COs, 0,02 M NaOH, 0,4% vinan
sodny (w/v), 0,01% EDTA (w/v), pH 11,5)

Roztok pro BCA stanoveni B (4% CuSOs4 . 5SH20)

5x vzorkovy pufr pro SDS-PAGE ((10% (w/v) SDS, 20% (w/v) glycerol, 0.25% (w/v)
bromfenolova modft, 10% (w/v) 2-merkaptoethanol, 30 mM Tris-Cl, pH = 6.8)

2x vzorkovy pufr pro nPAGE (40% (w/v) glycerol 0,01% (w/v) bromfenolova modf,
62,5 mM Tris-Cl, pH = 6,8)

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

DMEM mineralni medium (Thermo Fisher) (Minimal Essential Medium, + 4,5 g/l glukosa,
4 mM L-glutamin, pyruvat sodny, bez L-methioninu a L-Leucinu, 100 pg/ml ampicilin)
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S Metody

5.1 Stanoveni koncentrace plasmidové DNA

Za Ucelem ovéfeni Cistoty a koncentrace plasmidu pCaM1 210302 100 pg/ml byla proti
srovnavacimu vzorku, deionizované vod¢, métfena jeho absorbance na spektrofotometru
DeNovix DS-11+ Spectrophotometer, pfi vinové délce 260 nm (g4spna = 6 600 1/mol/cm).
Rovnéz byly uréeny pomeéry Azeo/A2so (s optimalni hodnotou 1,65 az 2,5) a Axso/A230 (1,8 az

3,0) pro zjisténi Cistoty vzorku.

5.2 Transformace kompetentnich bunék

Zamrazené alikvoty kompetentnich bakterii kmene Escherichia coli B 834 pti -80 °C byly
vyhaty z mrazaku a voln€ rozmrazeny na ledu. Transformace probéhla formou teplotniho Soku.
Ke zhruba 60 pl kompetentnich bunék byly pfidany 2 pl plasmidu pCaM1 210302
(100 pg/ml), kédujiciho mimo kalmodulin také resistenci na ampicilin. Po tficetiminutové
inkubaci bunék na ledu probéhl teplotni Sok v inkubatoru Cleaver scientific Ltd pfi teploté
42 °C po dobu devadesati sekund s naslednou inkubaci na ledu po dobu 5 minut. Po ptfidani
400 pl predehiatétho SOC media (viz oddil 4.4) k bunkam a jejich inkubaci v rotacnim
inkubatoru SH600R Lab companion (90 minut, 180 RPM, 37 °C) byly buiiky centrifugovany
na stolni centrifuze Eppendorf (rotor F-45-12-11) 5 minut pii 2400 g. Po odebrani 350 pl
supernatantu byly buiiky resuspendovany v neodebraném zbytku a 100 upl této bunécné
suspenze bylo vyseto na plotnu s jiz zatuhlym LB agarem s koncentraci ampicilinu 100 pg/ml.
Tato plotna spolu s kontrolni byly inkubovany pfes noc v inkubatoru Gallenkamp economy

incubator size 1 pii 37 °C v prevracené poloze.

5.3 Exprese CaM v LB mediu
Kolonie transformovanych bakterii kmene Escherichia coli B 834 plazmidem pCaM1 210302.

byla zaoCkovana do 25 ml LB media s ampicilinem (100 pg/ml) a inkubovéna na tfepacce
(180 RPM, 37 °C). Po asi dvanacti hodinach byla v jednocentimetrové kyveté méfena ODeoo
pétkrat zfedéné bunécné kultury. Ke tfem Erlenmayerovym baiikdm s 200 ml LB media a
ampicilinem (100 pg/ml) byla ptidéna kultura tak, aby finalni ODeoo byla ptiblizn€ 0,05. Buiiky
byly inkubovany na rota¢nim inkubatoru SH600R Lab companion (4 hodiny, 37 °C, 180 RPM).
Po dvou hodinach inkubace byla po nestejnych intervalech métena ODgoo této netedéné

bunécné suspenze do dosazeni uspokojivé hodnoty mezi 0,5 a 0,7. Pii dosazeni této hodnoty
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byl inkubdator pienastaven na teplotu 27 °C a po 20 minutdch byla zahajena exprese CaM pfi
27 °C ptidanim roztoku IPTG tak, aby vysledné koncentrace byla 0,6 mM. Jesté pred piidanim
IPTG byla méfena ODsoo suspenze, a odebrano 500 pl vzorku do mikrozkumavky pro SDS-
PAGE elektroforézu. Po centrifugaci (4000 g, 14500 RPM, 3 minuty) byl supernatant odsan a
pelety resuspendovany ve 40 pl deionizované vody a uchovany pii -20 °C pro naslednou SDS-
PAGE. Takto byly odebrany stejné objemy po 1, 2, 3 a 19 hodinach exprese, kterd probihala
pii 27 °C a 180 RPM. Po 19 hodinach byly buiiky zprvu zchlazeny na ledu (30 minut) a
centrifugovany na centrifuze Universal 320R (10 minut, 2400 g, 4 °C). Pelety byly
resuspendovany ve 20 ml 20 % roztoku sachar6zy (50mM TrisCl, ImM EDTA, pH 7,4), znovu
ponechany 30 minut na ledu a centrifugovany na téze centrifuze (4 000 g, 20 minut, 4 °C).

Pelety ve tfech zkumavkach byly uloZeny do mrazaku pii -20 °C.

5.4 Priprava LM9 media

Mineralni medium (LM9) bylo ptipraveno v celkovém objemu 0,5 1, smichanim 100 ml pétkrat
koncentrovaného M9 premixu (42mM NaHPOs, 22mM KH>PO4, 18mM NH4Cl, 8,6mM NacCl,
pH 7,2), 10 ml 0,4% (w/v) glukosy (rozpusténo ve sterilni vod¢), 2,5 ml SmM MgSOs,
5ml0,01% (w/v) vitaminu B1 (thiamin hydrochlorid), 50 ml desetkrat koncentrované smeési
aminokyselin (25 mg L-Ile, L-Val, L-Leu, 50 mg L-Lys, L-Phe, L-Thr, doplnéno do 50 ml
sterilni destilovanou vodou, 500 pl 1000x koncentrovaného roztoku kova (80,6mM EDTA,
2,15mM CoClx6H,0, 92,5mM FeSO4x7H-0, 1,56mM ZnSO4x7H>0, 13,5mM CuSO4x5H,0,
10,6mM MnClx4H>0, 1,62mM H3BOs, pH 7,5), ktery byl ptidavan po kapkach, aby nedoslo
ke srazeni a 500 ul ampicilinu o zasobni koncentraci 100 mg/ml (rozpusténo ve sterilni vod¢).
Roztok byl nakonec doplnén do 500 ml sterilni vodou. U vSech komponentl byla zajiSténa
jejich sterilita, a to bud’ autoklavovanim (M9, smés kovii, MgSO4) ¢i u vSech ostatnich
termolabilnich latek filtraci ptfes bakteridlni filtr GE Healthcare Life Sciences WhatmanTM

Syringe Filter 13 mm s velikosti péru 0,22 um.

5.5 Optimalizace a exprese CaM AHA v limitnich mediich

Exprese CaM AHA byla provedena ve 2 typech limitnich médiich; ptfipraveném LM9 mediu
(500 ml) a komer¢né dostupném DMEM mediu (Thermo Fisher, Minimal Essential Medium,
+4,5 g/l glukosa, 4 mM L-glutamin, pyruvat sodny, bez L-methioninu a L-Leucinu, 100 pg/ml
ampicilin, celkem zhruba 450 ml). Zaroven probéhla pro kontrolu bunék a exprese WT

kalmodulinu ve zhruba 30 ml LB media (stejny postup jako v kapitole 5.3). Jedna kolonie
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plazmidem transformovanych bakterii z agarové plotny byla zaockovana do 25 ml LB media
(viz oddil 4.4) s ampicilinem (100 pg/ml) a inkubovana na tfepacce (180 RPM, 37 °C). Po
zhruba dvanacti hodindch byla na spektrofotometru DeNovix DS-11+ Spectrophotometer
v jednocentimetrové kyveté méfena ODeoo pétkrat ziedéné bunécné kultury. Do 200 ml LB
media v kazdé ze tii Erlenmayerovych ban¢k, byl pfiddn objem bunééné kultury tak, aby
vysledna ODgoo byla kolem 0,05. Po inkubaci na rotacnim inkubétoru (180 RPM, 37 °C) byla
intervalové métena ODeoo do dosazeni optimalni hodnoty mezi 0,5 az 0,7. Buiiky byly po
schlazeni na ledu sklizeny za pouziti centrifugy Universal 320R (Hettich centrifugen, 10 minut,
2000 g, 4 °C). Vzniklé pelety byly tfikrat promyty 30 ml sterilniho PBS (slozeni viz oddil 4.4)
a po kazdé centrifugaci byl supernatant s PBS odstranén. Nakonec byly bunééné pelety
resuspendovany v 15 ml limitniho media media na peletu. Takto byla pfipravena kultura pro
expresi kalmodulinu. Zbylych zhruba 450 ml LM9 media (nebo 400 ml DMEM media)
s ampicilinem (100 pg/ml) a 45 ml pfipravené bunécné suspenze bylo rovnomérné rozdéleno
mezi 3 Erlenmayerovy batky. Déle se bunky nechaly 15 minut inkubovat (180 RPM, 27 °C),
aby doslo ke spotieb¢ zbytkového methioninu, zarovei byl ptidan roztok AHA, aby jeho findlni
koncentrace byla zhruba 1 mM, pokud to bylo mozné. Rovnéz byl ke vSem baiikdm ptfidan
roztok IPTG o vychozi koncentraci 0,6 M, aby f.c. byla 0,6 mM a byla iniciovana exprese
kalmodulinu, ktera probihala pfi stejnych podminkach jako v 5.3. Jesté pted pridanim IPTG
byla zméfena ODgsoo nefedéné bunééné suspenze proti srovnavacimu vzorku a odebran vzorek
pro elektroforézu (0,5 ml), se kterym bylo nakladano totoZné jako v kapitole 5.3. Pozdéji byly
stejnym zpusobem odebrany vzorky po 1 a 16 hodinach. Po uplynuti Sestnécti hodin byly buniky
zobou meédii s exprimovanym proteinem sklizeny; nejprve zchlazeny na ledu, nasledné
centrifugovany (2000 g 10 minut pii 4 °C) a pelety resuspendovany v 20 ml 20% roztoku
sachardzy (50mM TrisCl, ImM EDTA, pH 7,4). Po piilhodinové inkubaci na ledu, nasledné
centrifugaci (4 000 g, 20 minut, 4 °C) a odsanim supernatantu byly pelety uloZeny do mrazéku

pii -20 °C.

5.6 Priprava aparatury a vzorkii na SDS-PAGE

Skla byla prvné peclivé ocisténa, vlozena do nalévaci soupravy a upevneéna. Posléze byly mezi
skla pipetovany oba gely, nejprve separacni, zhruba do vySe Ctyf pétin skla, ktery byl nasledné
pfevrstven vodou, aby zatuhl s rovnym rozlévanim, a bylo zabranéno pfistupu kysliku, nasledné
byl nalit zaostfovaci gel, podle sloZeni viz. Tab 1 a Tab 2. Mezi skla byl nasledné za Gcelem

vytvoieni vzorovych jamek vlozen hieben, ktery byl po zatuhnuti zaostfovaciho gelu vyndan.
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Souprava byla vlozena do -elektroforetické aparatury, kterd byla zdroveil opatfena
elektroforetickym pufrem (4.4). Ctyfti vzorky (t0 LB, t0 M9, t19 LB, t19 M9) byly rozmrazeny
v inkubatoru, ke vSem bylo pipetovano 10 pl 5x koncentrovaného redukujiciho pufru (0,25 %
bromfenolova modf, 10 % SDS, 10 % DDT, 20 % (v/v) glycerol, 30mM Tris-HCI, pH 6.,8),
mikrozkumavky byly velmi kratce centrifugovany a 5 minut zahiaty na 90 °C, vyjma vzorku
obsahujiciho marker (Bio-rad dual color). Kvili kondenzaci na vi¢ku bylo po zahfati nutné
vzorky jesté jednou kratce centrifugovat. Nasledovala sonikace (Hielscher UP100H) dvaceti
pulsy pro kazdy vzorek. Do 4 jamek v zaostiovacim gelu bylo nésledné pipetovano po 20 pl
jednotlivych vzorkl. Na piistroji Electrophoresis constant power supply ECPS 3000/150 bylo
nastaveno limitni napéti 200 V a limitni proud 25 mA pro jednu nebo 45 mA pro dvé desky
SDS-PAGE gelt. Po ukonceni SDS-PAGE elektroforézy byl gel opatrné pfesunut ze skla a
vloZen s barvicim roztokem Coomassie Brilliant Blue-R250 (Coomassie Brilliant Blue-R250,
H>0, methanol, kyselina octovd) na kyvacku do takového objemu, aby byl zcela ponofen. Po
45 minutach byl gel pfenesen do odbarvovaciho roztoku (10 % (v/v) kyselina octova,
35 % (v/v) ethanol, 55 % (v/v) voda), ktery byl dvakrat po 15 minutdch obménén. Vizualizace
gelu probéhla v systému Alliance Q9 Advanced Uvitec.

5.7 Priprava a vizualizace gelii na SDS-PAGE
Ptipraveno bylo 5 ml 15 % separacniho redukujiciho gelu, a to s nasledujicim sloZeni, pficemz

komponenty jsou vypsany odshora dold v potadi, v jakém byly ptidavany (Tab. 2):

Tab. 2 Roztoky a jejich objemy potiebné pro pripravu 5 ml 15% separacniho gelu

Deionizovana 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 % peroxodisiran amonny 0,05

Zaosttovaci gel byl pfipraven kratce pred samotnou elektroforézou, v mnozstvi 2 ml, a to ve

sloZeni podle Tab. 3.
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Tab.3 Roztoky a jejich objemy potiebné pro piipravu 1 ml zaostfovaciho gelu

Deionizovana 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 % peroxodisiran amonny 0,01

5.8 Obecna izolace CaM ze vSech meédii

Schéma izolace kalmodulinu je patrné na Obr. 7. Pfesny postup izolace je popsan

v oddile; odchylky u dil¢ich izolaci preparatii jsou popsany v prislusnych oddilech v kapitole

,»Vysledky.* 3
[ Pelety E.coli B834 (DE3) s exprimovanym CaM ] Eluce pomoci eluéniho pufruC s EDTA
(slozeni viz 4.4), objem frakce 1,5 ml,
¥ sbéra¢ frakci FRAC-100, 0,5 ml/min, 4 °C
p
Rozmrazeni 30 min na ledu; resuspendace ‘
v lyza¢nim roztoku (viz 4.4)
|
‘ Proméfeni absorbénich spekter frakei,
p naneseni vybranych frakci na SDS-PAGE gel
Inkubace na ledu (30 min), pfidéni EDTA a jejich zakoncentrovani (AMICON 10 kDa)
(f.c. 1 mM), Tris-HCl (f.c. 50 mM),
DTT (f.c. 0,5 mM), michéni ‘
\.
‘ Naneseni na FPLC kolonu ENrich Obr. 7 Schéma
SEC 70 10x300, Biorad (24 ml), obecného
) max. objem vzorku 250 pl
Sonikace 3x1 min (VS 70 T), 5 min pauza, pracovniho
0, .
Amp 60%, 1s puls ) ‘ postupu pf’l
‘ izolaci CaM
~N Izokraticka eluce pufrem pro gelovou
Inkubace na ledu (10 min), centrifugace (20 chromtografii D (viz 4.4), objem frakce
min, H320R, Ghlovy rotor 1620 A, 9000 1 ml
RMP, 4 °C)
o Odebran ‘
[ Supernatant ]A [ Peleta ] » vzorek pelety, Proméfeni absorbénich spekter frakei,
supernatantu naneseni vybranych frakci na gel a jejich
a po naneseni zakoncentrovani (AMICON 10 kDa)
Ptidani CaCl; (f.c. 5 mM), inkubace na iFT
ledu (10 min), michani ‘
‘ Ekvilibrace kolony L, L L,
( ) Kkvilibracni Dialyza proti dialyza¢nimu pufru (20 mM
Naneseni na kolonu Phenyl-Sepharose » ekvili racinm HEPES, 1 mM DTT 2 hodiny, nasledné
CL-4B (20 ml), pratok 0,5 ml/min, 4°C pufrem pfed preneseni do 20 mM HEPESu, dialyza pies noc)
\ ) nanesenim (viz
4.4) 1 ml/min, 4
' ! ]
4 3\
Promyvani roztoky A (0,5 ml/min) a B » Odebrén Finalni zakoncentrovani preparatu,
(1 ml/min) (slozeni viz 4.4), 4°C y charakterizace a uskladnéni pfi — 80 °C
Q ) vzorky obou
‘ promyvacich
roztok
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5.9 Stanoveni koncentrace metodou BCA

Kalibra¢ni fada hovéziho sérového albuminu (BSA) byla pfipravena v koncentracich 0,2, 0,5,
1,0 a 2,0 mg/ml. Na mikrotitracni desti¢ku bylo pipetovano v duplikatech nebo triplikatech
nejprve 5 ul vody (srovnavaci vzorek), nasledné 5 pl kalibracnich roztokit BSA. Analyzované
roztoky s CaM z LB a LM9 ¢i DMEM media byly pipetovany v triplikatech, resp. duplikatech
po pfislusném nafedéni. VSechny vzorky byly doplnény 95 ul Cerstvé piipraveného cinidla
vzniklého smisenim 49 objemovych dilu ¢inidla A a 1 dilu ¢inidla B (viz 4.4). Absorbance pfi
563 nm byla po ptlhodinové inkubaci pti 37 °C méfena na ctecce desticek, z namétenych
hodnot po odecteni Ase3 srovnavaciho vzorku byla sestavena kalibra¢ni pfimka a stanovena

koncentrace proteinl v preparatech.

5.10 Sitovaci experiment CaM LB s ¢inidly DSS a DSG a
jeho interakce s dAC

Provedeny byly jednak zesitovaci experminety samotného CaM LB za rtiznych koncentraci
proteinu, crosslinkeru (DSS nebo DSG) a za pfitomnosti bud’ vapenatych nebo sodnych iontd
o stejné iontové sile roztoku, dale interakéni experiment za stejnych podminek s adenylat
cyklasovou doménou (dAC) za riznych molarnich poméria CaM LB ku dAC. K vizualizaci
vysledkll experimenttl byla pouzita bazicka nativni PAGE a SDS-PAGE. Slozeni vychozich

reak¢nich smési udavaji Tab.4 a Tab. 5.

Tab. 4 Slozeni vychozi smési s nizsi koncentraci Tab. 5 Slozeni vychozi smési s vy$si koncentraci
CaM LB (20 uM), celkovy objem 100 pl CaM LB (40 pM), celkovy objem 80 pl
| Komponentamts | Koncentrace (mM] | | Komponent sl | Koncentrace fmM1|
CaM LB 0,02 CaM LB 0,04
EGTA 1 EGTA 1
NaCl 100 NaCl 100
HEPES 10 HEPES 10

Obe¢ tyto smési byly inkubovany 30 minut pii 37 °C. Nasledné byly rozdé€leny do nestejnych
objemii (80 ul Ca?" vs 20 pl Na™ 40 uM CaM LB; 40 pl Ca?" vs 40 pl Na* 20 uM CaM LB) a
byl k nim pfidan roztok chloridu vapenatého (f.c. 12 mM) nebo chloridu sodného v takovém
objemu, aby se vroztocich zachovala stejnd iontova sila. Po dal$i inkubaci za stejnych

podminek byly roztoky rozdeleny po 20 ul a byl k nim v pfipadé potteby piidan roztok DSS ¢i
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DSG v riznych moléarnich pomérech ku CaM LB, rozpustény v DMSO. V ptipad¢ smési s DSS
¢i DSG byl dle ptredeslych nepublikovanych vysledkii stanoven maximalné desetindsobny
molarni pfebytek DSS. Zaroven byl k nékterym vzorklim piidéan jiz dfive charakterizovany
proteinovy preparat adenylat cyklasové odmény (dAC) v riznych pomérech ku CaM LB. Po
nasledné dvouhodinové inkubaci pii 37 °C byly vzorky o objemu ptiblizné 20 pl rozdéleny na
poloviny. Pouze ke vzorkam, které byly ur¢eny na SDS-PAGE s ¢inidlem DSS/DSG byl ptidan
ethanolamin (f.c. 0,4 uM), ktery spotfeboval zbyvajici nadbyte¢né €inidlo. Pfehled reak¢énich

smési udava Tab. 6.

Tab. 6 Slozeni smési pipetovanych do drah 15% nPAGE, resp. SDS-PAGE; zesitovani bylo ukonéeno piidanim

ethanolaminu pouze ke vzorkim uréenym pro SDS-PAGE

E 20 Na* Ano (5:1), jen SDS-PAGE Ano (1:1)
F 20 Ca* Ano (5:1), jen SDS-PAGE Ano (1:1)
G 20 Ca?* Ano (5:1), jen SDS-PAGE Ano (2:1)
H 20 Ca** Ano (5:1) Ne
I 20 Ca®* Ano (10:1) Ne
J 40 Ca®* Ano (5:1) Ne
K 40 Na* Ano (5:1) Ne
L 40 Ca?* Ano (5:1) Ano (1:1)
M 40 Na* Ano (5:1) Ano (1:1)

Druha polovina experimentu si dala za cil srovnat vznik riizné dlouhéch crosslinkii pouzitim
dvou riiznych ¢inidel, DSG (7,7 A) a DSS (11,4 A). Tentokrat byla koncentrace CaM LB viude
stejna (40 uM), stejné jako koncentrace zesitovacich ¢inidel (200 pM). Zesitovani bylo
ukonceno piidanim ethanolaminu (f. c. 0,4 pM) ke vzorkiim ur¢enym pro nPAGE i SDS-PAGE.

Slozeni vychozi smési udava Tab. 7., findlnich smési Tab. 8.

Tab. 7 Slozeni vychozi smési pro zesit'ovaci experiment s DSS a DSG, celkovy objem 180 pul

CaM LB 0,04
EGTA 1
NaCl 100
HEPES 50
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Tab. 8 Slozeni smési z experimentu srovnani interakci CaM s ¢inidly DSS nebo DSG a dAC, pipetovanych do

drah 15% nPAGE, resp. SDS-PAGE

N Na* - Ne
) Ca®* - Ne
P Na* DSS Ne
Q Ca’* DSS Ne
R Na* DSG Ne
S Ca’* DSG Ne
T Ca’* DSG Ano (2:1)
U Ca* DSS Ano (2:1)
v Na* DSS Ano (2:1)

5.12 Priprava gelii na nPAGE

Postup slozeni aparatury, barveni a odbarveni geld je totozny s postupem popsanym v 5.7,

sloZeni separacniho a zaosttovaciho gelu uvadéji Tab. 9, resp. 10.

Tab.9 Roztoky a jejich objemy potfebné pro pripravu 5 ml 15% separacniho gelu pro nPAGE

Deionizovana voda 0,625
38% akrylamid/2% bis-akrylamid mix 1,875
0,75 M Tris (pH 8,8) 2,5
10 % peroxodisiran amonny 0,05
TEMED 0,002

Tab.10 Roztoky a jejich objemy potiebné pro piipravu 2 ml zaostfovaciho gelu pro nPAGE

Deionizovana voda 0,65
40 % akrylamid/bis-akrylamid mix 0,25
0,25 M Tris (pH 6,8) 1
TEMED 0,002
10 % peroxodisiran amonny 0,02




5.12 Optimalizace redukce azidu a denaturac¢nich vlivii na
CaM

Pti procesu optimalizace redukce AHA na 2,4-diaminomaselnou kyselinu bylo vyuzito faktu,
ze AHA diky azidu vyraznéji absorbuje spektrum kolem 280 nm, coz se redukci eliminuje.
Experimentalné bylo toto ovéfeno méfenim spekter rizné koncentrovanych roztoki AHA.
Experiment méteni poklesu Azgo v disledku redukce v zavislosti na teploté (37 °C vs 47 °C vs
77 °C) a stejné koncentraci riznych redukénich ¢inidel (TCEP, DTT, B-merkaptoethanol) byl
proveden s 30 mM AHA a pétimolarnim ptebytkem redukéniho ¢inidla. Nasledné byl proveden
podobny experiment s 20 uM CaM LB, a 5 mM redukénim Cinidlem se stejnymi teplotami
(37 °C vs 47 °C v ptipadé TCEP, jinak pouze pfi 47 °C) a s Ca>"Na" ionty (jejichz koncentrace
byly shodné s experimentem 5.10, stejné jako zbylé slozeni pufru), aby byly odhaleny ptipadné

denaturacni vlivy teploty ¢i reduk¢niho ¢inidla.
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6 Vysledky

6.1 Koncentrace a Cistota plasmidové DNA

Kazdé méfeni UV-VIS bylo pro zlepSeni pfesnosti stanoveni provedeno dvakrat, a z nich
vytvofen aritmeticky primér. Meéfeni Az a znalost extinkéniho koeficientu
(easpna = 6 600 1/mol/cm) urcily koncentraci plasmidu pCaM1 210302 na 98,9 mg/ml (méfeno
na spektrofotometru DeNovix DS-11+ Spectrophotometer). Poméry absorbanci byly urceny na
1,77 a 1,94 pro Aze0/A2s0, resp. Aze0/A230. Tyto hodnoty poukazuji na uspokojivou Cistotu

plasmidové DNA. Srovnavacim vzorkem byla ve vSech ptipadech deionizovana voda.

6.2 Transformace kompetentnich bunék

Prvni transformace teplotnim Sokem bakteridlniho kmenu Escherichia coli B 834 plazmidem
pCaM1 210302 piinesla neuspokojivé vysledky. Jak plotna s domnéle transformovanymi
buitkami, tak kontrolni plotna s deionizovanou vodou vysly negativné. Proto byl ke
kompetentnim bunkam pied inkubaci a teplotnim Sokem pfidan nikoliv 1, ale 2 pl plasmidu

(100 pg/ml). Tato transformace probéhla uspokojive; vyrostly odhadem nizsi desitky kolonii.

6.3 Exprese CaM v LB mediu

Pétkrat fedénd bunécnd kultura pro expresi CaM v LB mediu vykazovala po ristu pies noc
ODeoo rovnou 0,55. Ke 200 ml LB media v kazdé ze tii ban¢k bylo ptidano 3,6 ml této kultury,
aby vychozi ODsoo byla pfiblizné 0,05. Kultura byla inkubovana 2 hodiny, nez dospéla do
exponencialni fdze rGstu s hodnotou ODgoo rovnou 0,53. Exprese byla iniciovana pfidanim
200 pl roztoku IPTG o vychozi koncentraci 0,6 M. B&€hem exprese byla za ticelem méfeni rlistu

bakterii zaznamenavana po nestejnych intervalech OD600 (Tab. 11).

Tab. 11 Hodnoty ODso vzorkii odebiranych béhem exprese CaM v LB mediu po uvedenych ¢asovych

intervalech
I T ) D .
0 Netedény 0,820
1 Netedény 1,210
2 1:1 0,806
3 1:3 0,456
19 1:3 0,971
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Ve stejnych intervalech byly zdrovenl odebirdny vzorky bunék pro jejich pozdéjsi lyzi a
monitorovani priabéhu exprese kalmodulinu nanesenim nékterych z téchto vzorkli na SDS-

PAGE (Obr. 8). Je ziejmé, ze exprese piirozen¢ho kalmodulinu probéhla v dostatecné mire.
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Obr. 8 15% redukujici SDS-PAGE gelu lyzatu bun¢k z LB media; draha 1 obsahuje proteinovy standard Mw
(Bio-Rad dual color), draha 2 je lyzat bun¢k v LB mediu Case t0, draha 3 je lyzat bunék z téhoz media v Case

ukonceni exprese (19 h) Sipka znazornuje relativni mobilitu proteinu kalmodulinu (16,7 kDa)

6.4 1zolace CaM z LB

Poskytnuté pelety s exprimovanym CaM z LB media (dvakrat 200 ml LB s 0,6 mM IPTG po
resuspendaci ve 20% sacharose, exprimovano po dobu 18 hodin pii 27 °C) byly obdrzeny od
Skolitele. Byly ponechany 30 minut na ledu az do jejich postupného roztani. Nasledn¢ byly
dohromady resuspendovany ve 20 ml lyza¢niho roztoku (0,5 mM MgCl,, tableta Complete
inhibitor (Roche)/40ml roztoku), celkovy objem suspenze byl 22,5 ml. Po nasledném
pulhodinovém schlazeni na ledu bylo po kapkach za stdlého michani na ledu ptidano 45 ul
roztoku 0,5 M EDTA, 1,125 ml 1M roztoku Tris-HCI (pH 7,0) a 112,5 ul 0,1M roztoku DTT.

Dale probéhla sonikace za neustalého chlazeni bunécné suspenze na ledu (Bandelin electronics
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VS 70T, ttikrat 1 minuta s pétiminutovymi inkubacemi na ledu, cyklus 20 %, 60 W). Suspenze
byla mirné michéna na vortexu (v ledu) a nakonec centrifugovana (H320R, 5 000 g, 20 minut,
4 °C). K separovanému supernatantu (20 ml) bylo po kapkach za stdlého michani na ledu
pifidano 100 ul 1 M roztoku CaCl, do jeho finalni 5 mM koncentrace. Peleta byla
resuspendovana ve 4 ml lyzaéniho pufru a byl zni odebran vzorek pro SDS-PAGE
elektroforézu, stejné tak jako vzorek supernatantu pted jeho nanesenim na kolonu. Kolona
Phenyl-Sepharose CL 4B (objem 7 ml) byla jiz diive promyta 40 ml deionizované vody a
ekvilibrovana 40 ml ekvilibra¢niho pufru (50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 5 mM CaCl,,
pH 7,0). Nasledn€ byl nanesen supernatant (20 ml) a kolona byla promyta sekvencné dvéma
pufry (40 ml pufr A: 50 mM Tris-HCL, 100 mM NacCl, 1 mM CaClz; 60 ml pufr B: 50 mM Tris-
HCI, 500 mM NaCl, 1 mM CacCl,, pH 7,0), to vSe pii rychlosti pritoku ptiblizn€ 0,5 ml/min.
Cela chromatografie prob¢hla pfi teploté 4 °C. Ze supernatantu nandSeného na kolonu, vrcholu
nevazajicich se proteinii na nosi¢ kolony (FT, z angl. flow through) a obou promyvacich
roztokli (A,B) byl odebran vzorek pro elektroforézu (Obr. 9). Z vizualizace proteinovych
vzorkd pomoci SDS-PAGE lze konstatovat, Ze proteinovy prouzek o relativni mobilité
odpovidajici kalmodulinu je zachycen na nosi¢i kolony a je nasledné eluovan elu¢nim pufrem
s EDTA (20 ml, 50 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, 1,5 mM EDTA, pH 7,0). Frakce o objemu
1,5 ml byly jimany sbéracem 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) ¢istého ethanolu,

ve kterém je kolona s nosi¢em uchovana pii 4 °C.

Za Ucelem orienta¢niho urceni pfitomnosti proteinli ve frakcich bylo soubézné se sbérem frakci
provadéno stanoveni podle Bradforda. Na mikrotitratni desti¢ku bylo pipetovano nejprve
100 pl Bradfordova cinidla a néasledné 10 pl jednotlivych frakci. Takto byly vytipovany
v eluovanych frakcich roztokem EDTA frakce s kalmodulinem, z nichZ byly pro urceni Cistoty
odebrany vzorky pro SDS-PAGE elektroforézu (20 pl) a byla proméfena jejich absorpéni
spektra. Z Obr. 10 je patrné, Ze proteinovy prouzek o rel. mobilité odpovidajici kalmodulinu
byl zaznamenan v eluovanych frakcich 7,8,9. Na zaklad¢ tohoto elektroforeogramu byly
vybrané vzorky zakoncentrovany pomoci AMICONu 10 kDa (2400 g, 30 minut, 4 °C) na
zhruba 250 pl.
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Obr. 9 12% redukujici gel se vzorky z nandSeni a promyvani hydrofobni kolony pfi izolaci CaM z LB media;
drahy 1,2 obsahuji promyvaci roztoky B, resp. A, drdha 3 je dvakrat fedéna pritokova frakce (FT), draha 4 je
ctytikrat fedény roztok pelety, draha 5 je dvakrat fedény na kolonu nanaseny vzorek bunééného supernatantu po

lyzy bunék (*), draha 6 obsahuje vzorek standardu Mw (Bio-Rad dual color), zluta Sipka znaci kalmodulin (16,7
kDa) #9 #8  #7 *
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Obr. 10 12% redukujici gel s frakcemi z hydrofobni chromatografie; draha 1 obsahuje pouze vzorkovy pufr, drahy
2 az 8 obsahuji frakce z hydrofobni chromatografie (12 v draze 2 az 6 v draze 8), draha 9 je vzorek nanaseci (*),

standardni vzorek (Bio-Rad dual color) je obsazen v draze 10, zluta $ipka znaci kalmodulin (16,7 kDa)
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Pomoci filtru Durapore s velikosti poru 45 um bylo filtrovano 200 ml deionizované vody a 200
ml pufru pro gelovou chromatografii D (40 ml, 0,05 M HEPES, 0,25 M NaCl, 2 mM CaCla,
I mM DTT, pH 7,0). Tyto objemy byly posléze sonikovany 30 minut za ucelem jejich
odplynéni. Systém FPLC stanice (NGC Chromatography, Biorad) s kolonou (ENrich™ SEC 70
10x300, Biorad, 24 ml) byl nasledné promyt 40 ml obou sonikovanych objemi. Rychlost
pritoku byla postupné zvySovana z 0,5 ml/min na 1,0 ml/min na tlak kolem 2 MPa. Nasledné
byl ptes nastfikovy ventil s 500 ul smyckou nanesen zakoncentrovany vzorek CaM LB
v objemu 250 pl pfi pratoku 1 ml/min. Na sbéraci frakci bylo jimano 24 frakei o objemu 1 ml.
Soubézné byla systémem meétena jejich Azgo k pfiblizné identifikaci frakci s CaM. Dle
chromatogramu (Obr. 11) mély nejvétsi proteinové zastoupeni frakce 9, 10, 11 a 12, frakce byly
déle analyzovany pomoci 15% redukujiciho SDS-PAGE gelu, spolu se vzorkem standardu Mw
a Ctyfikrat fedénym vzorkem nanesenym na SEC kolonu (Obr. 12). Elektroforeogram prokazal
eluci proteint o vyssi hodnoté Mw do frakce 9, kterd obsahovala mensi mnozstvi CaM, a tedy
do finalniho preparatu (Obr. 12) nebyla pouzita. Vybrané frakce obsahujici elektroforeticky
homogenni CaM ve vy$§im mnoZstvi (10,11) byly zakoncentrovany pomoci AMICONu (filtr
10 kDa) na 300 az 400 pl. Kolona byla nasledn¢ promyvana filtrovanou vodou a nékolikrat
vymyta filtrovanymi 1 M hydroxidem sodnym a nasledn¢ 2,5 M chloridem sodnym. Uchovéana

je v roztoku 20% (v/v) ¢istého ethanolu.
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Obr. 11 Eluéni profil kalmodulinu na koloné SEC70 (24 ml, ekvilibrovana dvakrat fedénym PBS pufrem s 2 mM
chloridem véapenatym a 1 mM DTT, 4 °C), objem frakce 1 ml
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Obr. 12, gel A 15% redukujici gel s frakcemi po gelové permeacni chromatografii (CaM LB); drahy 1 a 3 obsahuji
pouze vzorkovy puft, drdha 2 je vzorek naneseny na kolonu (*), drédhy 4 az 9 obsahuji frakce z chromatografie
(frakce 14 v draze 4 az frakce 9 v draze 9), draha 10 obsahuje vzorek standardti Mw (Bio-Rad dual color), zluta
Sipka znaci kalmodulin (16,7 kDa); gel B (resp. 2 jeho vybrané drahy) je rovnéz 15% redukujici gel, obsahuje
stejny vzorek standardd Mw v draze 1., draha II. obsahuje desetkrat fedéné spojené frakce finalniho preparatu LB

po dialyze

Do dvou dialyza¢nich komor (0,4 ml) s dialyzacni membranou (SpectralPor, 6-8 kDa) byl
pipetovan zakoncentrovany roztok CaM z LB (350 pl). Dialyza probihala dvoukrokové pfi
teploté 4 °C, nejprve pies noc v dialyza¢nim pufru s DTT (viz 4.4), nasledné s novym pufrem
bez DTT po dobu pfiblizné 6 h. Findalni preparat byl elektroforeticky charakterizovan na 15%
SDS-PAGE (Obr. 12) a Ize jej oznacit za elektroforeticky homogenni.
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6.5 Charakterizace preparatu CaM LB

Ze ziskané kalibracni pfimky prolozené hodnotami Ase3 ku koncentraci standardnich roztokt

BSA ahodnot Asez desetkrat fedénych vzorki preparatu CaM LB (Assz = 0,099) (Obr. 13) byla

odectena koncentrace nefedéného preparatu (fedéno Ctytikrat a osmkrat, v triplikatech).

A563

Kalibra¢ni graf BSA

y =0.1798x - 0.003
R?2=0.9965 .-

0.5 1 1.5 2
koncentrace BSA [mg/ml]

Obr. 13 graf s kalibra¢ni pfimkou ze stanoveni koncentrace kalmodulinu z LB media BCA metodou

Zaroven bylo proméfeno absorpéni spektrum preparatu (Obr. 14). Ze znalosti AA sekvence

kalmodulinu, jeho extinkéniho koeficientu (2 980 M™! cm™), vypocteného dle rovnice (1),

Lamber-Beerova zdkona a zmétfené hodnoty Azgo (1,46) bylo moZné urcit teoretickou

koncentraci CaM LB, kter4 byla takto urena na 7,9 mg/ml, coz je hodnota srovnatelna se

zméfenou hodnotou z BCA stanoveni, ktera byla urcena na 5,7 mg/ml (pfi objemu 350 pl), coz

odpovida zhruba 2 mg proteinu ze 400 ml LB media.

Eproteinu = Ntyrosin ° 1490 + Ntryptofan * 5500 + Neystin * 125 [M_lcm_l] (1)

Rovnice pouzita pro vypocet extinkéniho koeficientu CaM LB; n=pocet konkrétnich residui/cystini v sekvenci

[35]
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Obr. 14 Absorp¢ni spektrum preparatu CaM LB

6.6 Optimalizace exprese rekombinantniho CaM v LM9 a
DMEM

Ttikrat fedénd bunécna kultura pro expresi CaM v LM9 mediu vykazovala po ristu pfes noc
ODeoo rovnou 0,44. Ke 200 ml LB media s ampicilinem (100 pg/ml) v kazdé ze Sesti ban¢k
bylo ptidano 7,6 ml této kultury, aby vychozi ODeoo byla ptiblizné 0,05. Kultura byla ponechana
k inkubaci 3 hodiny, nez dospéla do exponencidlni faze ristu, po 2 hodindch byla ODeoo
rovna 0,24, po tiech 0,85. Po sklizeni a trjndsobnym promytim bungk sterilnim PBS byly pelety
rovnomérng rozdéleny mezi LM9 a DMEM medium (obé s ampicilinem, 100 pg/ml) v poméru
1:1. V 1,5 ml sterilni vody bylo rozpusténo 85,4 mg AHA, nacez byl tento roztok rovnomérné
pridan ke vSem baitkam s LM9 mediem, aby koncentrace AHA byla zhruba 1 mM (tedy 300 nl
na 100 ml media). Ve stejném objemu vody bylo rozpusténo 64,1 mg AHA, naceZ byl tento
roztok rovnomérné piidan k v§em baitkdm s DMEM mediem ve stejném poméru. Exprese byla
iniciovana pfidanim roztoku IPTG o vychozi koncentraci 0,6 M v poméru 1 pl IPTG ku 1 ml
media po 20 minutiach pii 27 °C a 20 minutové unkubaci po pfidavku AHA. Vzorky byly
odebirany v casech exprese t0 a t16 pro vSechna 3 media (LM9, DMEM, LB) a exprese CaM
proteinu byla vizualizovana na 15% redukujici SDS-PAGE (Obr. 15). Medium LM9 se zd4 byt
jako vhodnéj$i medium pro expresi CaM, nebot’ jeho prouzek o relativni mobilité odpovidajici

CaM je v draze 6 dobfie patrny, naopak v draze 4 (DMEM medium) téméf nedetekovatelny.
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Obr. 15 15% redukujici gel lyzath bunék z exprese CaM ze vSech medii; draha 1 obsahuje vzorek standardd Mw
(Bio-Rad dual color), v draze 2 je kontrolni lyzat bunék po Sestnactihodinové expresi v LB (t16), draha 3 je t0
z t¢hoz media, drahy 4 a 5 obsahuji lyzaty z DMEM media (t16, resp. 10), drdhy 6 a 7 obsahuji lyzaty z LM9

media ve stejném poradi, zluta Sipka znaci kalmodulin (16,7 kDa)

6.7 1zolace CaM AHA z LMY

Pelety sklizenych buné€k s exprimovanym CaM AHA z LM9 media (celkem 500 ml LM9O s
0,6 mM IPTG po resuspendaci ve 20% sacharose, exprimovano po dobu 16 hodin pti 27 °C)
byly ponechany 30 minut na ledu az do jejich postupného roztani. Nasledné byly dohromady
resuspendovany ve zhruba 20 ml lyzaéniho roztoku (viz 4.4) za vzniku suspenze o objemu
pfiblizné 22,5 ml a po ptlhodinovém schlazeni na ledu bylo po kapkéch za stalého michani na
ledu ptidano 90 pl 0,25 M roztoku EDTA, 1,125 ml 1 M roztoku Tris-HCl a 112,5 pl 0,1 M
roztoku DTT. Déle probéhla sonikace za neustalého chlazeni bunétné suspenze na ledu
(Bandelin electronics VS 70T, tfikrat 1 minuta s pétiminutovymi inkubacemi na ledu,
cyklus 20 %, 60 W). Suspenze byla mirné¢ michdna na vortexu (v ledu) a nakonec
centrifugovdna (H320R, 5000 g, 20 minut, 4 °C). K separovanému supernatantu bylo po

kapkach za stalého michani na ledu pfidano 225 ul 0,5 M roztoku chloridu vapenatého. Peleta
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byla resuspendovana ve 4 ml lyza¢niho pufru a byl z ni odebran vzorek pro elektroforézu, stejné
tak jako vzorek supernatantu ptfed jeho zfiltrovdnim a nanesenim na kolonu. Hydrofobni
chromatografie méla stejny pritbéh za stejnych podminek jako béhem izolace CaM LB. Ze
supernatantu nanesen¢ho na kolonu, FT a prvniho promyvaciho roztoku (A, viz. 4.4) byl po
promyti odebran vzorek pro SDS-PAGE elektroforézu. Za ucelem orienta¢niho urceni
pritomnosti proteinti ve frakcich bylo soubézné se sbérem frakci provadéno stanoveni podle
Bradforda (postup viz. 6.4). Takto byly vytipovany v eluovanych frakcich roztokem EDTA
frakce s kalmodulinem, z nichz byly pro urceni Cistoty odebrany vzorky pro SDS-PAGE
elektroforézu (20 pl). Z Obr. 16 je patrné, ze proteinovy prouzek o relativni mobilité
odpovidajici kalmodulinu byl zaznamenan ve frakcich 2,3. Na zaklad¢ elektroforeogramu (Obr.
16) byly vybrané vzorky zakoncentrovany na AMICONu 10 kDa (2400 g, 30 minut, 4 °C) na
zhruba 300 pl. Jak je z drah 6 a 7 na Obr. 16 patrné, izolovany kalmodulin lze prohlasit za
elektroforeticky homogenni a dosahuje jiz pozadované ¢istoty. Soucasné byl pro jeho malou
koncentraci nasledujici krok izolace (gelova filtrace) vynechan, aby nedoslo ke ztraté materialu.
Zakoncentrované vzorky byly pouze dialyzovany (postup viz. 6.4) a znovu zakoncentrovany

na zhruba 110 pl. Vysledny vzorek byl zamraZen pii -80 °C.

* FT A #1 #2 #3  #4
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Obr. 16 15% redukujici gel s frakcemi z hydrofobni chromatografie z druhé exprese CaM v LM9; draha 1 je
vzorek pelety, drahy 2 a 3 jsou vzorek naneseny na kolonu (*), resp. FT, draha 4 obsahuje promyvaci pufr A, drahy
5 az 8 jsou frakce z hydrofobni chromatografie CaM LM9 (1 az 4), draha 9 obsahuje lyzat bunék z CaM DMEM
(pro srovnani), drdha 10 obsahuje vzorek standardi Mw (Bio-Rad dual color), zluta Sipka znaci kalmodulin
(16,7 kDa)
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6.8 I1zolace CaM z DMEM media

Pelety sklizenych bun€k s exprimovanym CaM z exprese v DMEM mediu (celkem 450 ml
DMEM s 0,6 mM IPTG po resuspendaci ve 20% sacharose, exprimovano po dobu 16 hodin pti
27 °C) byly ponechany 30 minut na ledu az do jejich postupného roztani. Nasledné byly
dohromady resuspendovany ve zhruba 22 ml lyza¢niho roztoku (viz 4.4) za vzniku suspenze o
objemu asi 25 ml a po pilhodinové inkubaci na ledu bylo po kapkach za stdlého michani na
ledu ptidano 50 ul 0,5 M roztoku EDTA, 1,25 ml 1 M roztoku Tris-HCI, pH 7,0 2 125 ul 0,1 M
roztoku DTT. Dale prob¢hla sonikace (Bandelin electronics VS 70T, tfikrat 1 minuta
s pétiminutovymi inkubacemi na ledu, cyklus 20 %, 60 W). Suspenze byla mirn€ michana na
vortexu (v ledu) a nakonec centrifugovana (H320R, 5 000 g, 20 minut, 4 °C). K separovanému
supernatantu bylo po kapkach za stalého michani na ledu ptidano 125 pl 1 M roztoku chloridu
vapenatého. Peleta byla resuspendovana ve 2 ml lyza¢niho pufru a byl z ni odebran vzorek pro
SDS-PAGE elektroforézu, stejné tak jako vzorek supernatantu pied jeho zfiltrovanim a
nanesenim na kolonu. Hydrofobni chromatografie méla stejny pribéh za stejnych podminek
jako behem predeslych izolaci. Ze supernatantu naneseného na kolonu (*), FT a prvniho

promyvaciho roztoku (A, viz. 4.4) byl po promyti odebran vzorek pro SDS-PAGE.

Zaucelem orienta¢niho uréeni pfitomnosti proteinti ve frakcich bylo soubézné se sbérem frakci
provadéno stanoveni podle Bradforda. Takto byly vytipovany v eluovanych frakcich roztoku
EDTA frakce s kalmodulinem, z nichZ byly pro urceni ¢istoty odebrany vzorky pro SDS-PAGE
elektroforézu (20 pl). Z Obr. 17 je patrné, Ze proteinovy prouzek o relativni mobilité
odpovidajici kalmodulinu byl zaznamenan ve frakcich 2,3 (drdhy 6,7 na Obr. 18). Na zakladé
elektroforeogramu (Obr. 17) byly vybrané frakce (2,3) zakoncentrovany na AMICONu 10 kDa
(2400 g, 20 minut, 4 °C) na zhruba 400 pl. Vzhledem k evidentni nizké koncentraci proteinu
byl krok gelové permeacni chromatografie opét vynechén, aby se predeslo dal§im ztratdm jiz
tak malo koncentrovaného proteinového preparatu. Zakoncentrované vzorky byly pouze
dialyzovéany (postup viz. 6.4) a znovu zakoncentrovany na zhruba 100 pl. Vysledny vzorek byl

zamrazen pii -80 °C.
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Obr. 17 15% redukujici gel s frakcemi z hydrofobni chromatografie CaM DMEM; draha 1 je vzorek pelety, drahy
2 a 3 jsou vzorek naneseny na kolonu, resp. FT, drdha 4 obsahuje promyvaci pufr A, drahy 5 az 8 jsou frakce
z hydrofobni chromatografie CaM DMEM (1 az 4), draha 9 obsahuje lyzat bunék z CaM LM9 (pro srovnani),
draha 10 obsahuje vzorek standardu Mw (Bio-Rad dual color), Zluta Sipka zna¢i kalmodulin (16,7 kDa)

6.9 Charakterizace preparatu CaM AHA-DMEM/LM9

Ze ziskané kalibracni ptimky (Obr. 18) prolozené hodnotami Ases ku koncentraci standardnich
roztokli BSA a hodnot Ase; rlizné fedénych vzorkl preparath CaM AHA DMEM a CaM AHA
LM9 byla odectena jejich koncentrace (CaM AHA LM9 tedén trikrat, Asez = 0,074, preparat
CaM AHA DMEM netedén, Assz = 0,009). Vysledna koncentrace priméru neiedéného
preparatu byla ur¢ena na 1,1 mg/ml pro CaM z LM9, coZ odpovida zhruba 0,12 mg proteinu na
500 ml media. Koncentrace nefedéného preparditu CaM z DMEM media byla urena na
0,05 mg/ml, coz odpovida asi 0,005 mg proteinu na 450 ml media. Zaroven byla zméfena jejich

absorp¢ni spektra (Obr. 19).
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Obr. 18 graf s kalibra¢ni pfimkou ze stanoveni koncentrace CaM AHA DMEM a CaM AHA LM9 BCA
metodou
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Obr. 19 Graf absorp¢nich spekter preparatt CaM AHA LM9 a CaM AHA DMEM

Jelikoz azidova skupina AHA strukturniho analogu methioninu absorbuje silnéji pifi vinovych
delkach mezi 260 az 280 nm, stanoveni koncentrace dle naméfené Azgo a rovnice (1) nemélo

smysl.

6.10 Sitovaci experiment CaM LB a jeho interakce s dAC

Sitovaci experimenty byly provedeny s koncentraci CaM LB rovné 20 uM (6 ul vychoziho
roztoku CaM LB o ¢ = 341 uM = 5,7 mg/ml, 10 mM HEPES, 100 mM NaCl, 1 mM EGTA,
pH 7,5) nebo 40 uM (stejnd koncentrace ostatnich komponent). Obé tyto smési byly
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inkubovany 30 minut pti 37 °C, aby EGTA mohla vézat pfipadné ionty kovi. Nasledné byly
rozdéleny do nestejnych objemi a byl knim pfidan roztok bud’ chloridu vépenatého
(f.c. 12 mM) nebo chloridu sodné¢ho v takovém objemu, aby se v roztocich zachovala stejna
iontova sila, coz je rovno 30 mM koncentraci Na® iontd (tedy f.c. Na" iontd 130 mM), pii

vypoctu bylo vyuzito rovnic (2).
I = Z‘%ciziz a zaroveh I; = I, (2)

Bylo zméteno absorpéni spektrum fedénych smési a obdrzeného preparatu s dAC; desetkrat
fedény preparat mel hodnotu Azgo 0,3. Po jeho zakoncentrovani na asi 200 pl mél pétkrat fedény
preparat hodnotu Aogo piiblizné 1,2 (Obr. 20). Koncentrace nefedéného preparatu byla pii
znalosti extinkéniho koeficientu dAC (eqac = 26740 M'cm™) a rovnice (1) stanovena na
220 uM. Ke 20 pl reakéni smési bylo ptidano bud’ 1,8 ul nefedéného preparatu (f.c. 20 uM)
nebo 3,6 ul (f.c. 40 uM).
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Obr. 20 Graf s absorp¢nim spektrem zakoncentrované dAC

Zasobni roztok DSS v DMSO mél koncentraci 2 mM. Ke 20 pl reakénich smési byly ptidany
2 ul roztoku DSS (f.c. 200 uM), nebo 1 ul (f.c. 100 uM). K 10 pl roztoki E,F,G, urc¢enych pro
SDS-PAGE (Obr. 21) bylo ptidano 0,5 pl zasobniho roztoku (50 uM). Po dvouhodinové
inkubaci pfi 37 °C byla sitovaci reakce ukoncena pfidanim 0,5 pl tisickrat fedéného
98% ethanolaminu (16,24 M), v pfipad¢ vzorkli uréenych k naneseni na nPAGE (Obr. 21)
reakce ukonCena nebyla, kvili ptfedejiti nepfedvidatelné migrace vzorki na gelu vlivem

bazického ethanolaminu.
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Obr. 21 15% nPAGE s reak¢énimi smésmi ze sitovaciho experimentu CaM LB a jeho interakce s dAC; drahy 1 az
9 jsou reakéni smesi M az E (viz. Tab. 5) s kalmodulinem (16,7 kDa, pI =4,1, zelena Sipka) a misty dAC (41,4 kDa,
pl = 9,1, modra Sipka), draha 1 obsahuje pro ucely vizualizace azurin (14,6 kDa, pI = 5,8); zluta Sipka znazornuje
specifickou interakci dAC s CaM LB, oranzova dimer kalmodulinu, Sedé¢ specifické interni crosslinky CaM LB

Dva riizné konformaéni stavy, které kalmodulin vykazuje pied a po vystaveni Ca** iontii se
evidentn€ podepisuji na jeho moblité¢ v bazickém nPAGE gelu (drahy M, K, E vs. ostatni).
Interné zesitény Ca**CaM maé zaroven vy$si mobilitu proti svému netknutému prot&jsku (drahy
L, J, L, Sedé Sipky). Na prvni pohled je také patrny rozdil v intenzité tvorby internich crosslinka
vytvotfenych pomoci DSS mezi smésmi obsahujici sodné (M, K), resp. vapenaté ionty (H, 1, J,
L). Ve smésich obsahujicich Na" ionty se pravdépodobné nepodafilo odstranit viechny Ca*"
ionty, nebot’ se zde kalmodulin vyskytuje v né¢kolika konformacnich stavech (zfejmé je rizné
nasysen vapnikem, draha E, zelend Sipka). Homodimery CaM LB (oranzova Sipka) se ve
smésich tvoii v piitomnosti Ca’" iontdl pfimo imé&rmé s rostouci koncentraci CaM LB (I, J), tak
1s koncentraci crosslinkeru (H, I). Ve smési L se podatilo pomoci DSS zachytit pravdépodobné
specifickou interakci dAC s CaM LB v piitomnosti Ca®" iontii (Zluta Sipka), naopak ve smési
M s Na" ionty se toto nestalo, zde je pfitomna pouze oblast difiznich prouzki s riznou Mw.
Ve srovnani drah E, F, G je patrny pokles intenzity prouzku odpovidajiciho dAC (modra Sipka),
piekvapivé s jeho zvySujici se koncentraci a rozdilné chovani dle pfitomnosti sodnych a
vapenatych ionti. Na SDS-PAGE (Obr. 22) jsou detailnéji patrné riizné interni crosslinky CaM
LB.
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Obr. 22 15% SDS-PAGE s reak¢nimi smésmi ze sitovaciho experimentu CaM LB a jeho interakce s dAC; drahy
1 az 9 jsou reakéni smési M az E (viz. Tab. 5) s CaM LB (16,7 kDa, pl = 4,1, zelena Sipka) a misty dAC (41,4 kDa,
pl =9,1, modra Sipka), draha 1 obsahuje vzorek standardu Mw (Bio-Rad dual color), zluta Sipka ukazuje zesitény
produkt o Mw piiblizné 60 kDa, oranzova Sipka zesitény produkt o Mw pfiblizné 85 kDa

Na SDS-PAGE se dochazi vlivem SDS k denaturaci proteind, tudiz by zde migracni rozdil
zplsobeny riznymi nativnimi konformacemi byt nemél, presto je vSak lehce patrny ve srovnani
drah J, K, resp. L, M, kde prostiedi s Na" ionty (K, M) pohyblivost proti bazické nativni PAGE
naopak snizuje. Jinde vSak rozdil ani neni patrny (drahy H, I). Diky lepSimu rozliSeni jsou zde
lépe patrné jednotlivé intraproteinové zesiténé Ca?"CaM. Jelikoz zde byl proti nPAGE ke
draham E, F, G pfidan DSS, jsou ve drahiach F, G patrné pravdépodobné produkty
interproteinového crosslinku, jednak o Mw zhruba 60 kDa (zluta Sipka), dale o Mw blizké 80
az 90 kDa (oranzova Sipka). Produkt o Mw pfiblizné 60 kDa by mohl pfedstavovat specifickou
interakci Ca?*CaM a dAC, produkt se zhruba 85 kDa dimer dAC.

Druhda polovina experimentu, zkoumajici rozdilné intraproteinové crosslinky pouZitim dvou
bifunkénich sitovacich ¢inidel (DSS a DSG) o rozdilné délce raménka (11,4 A vs 7,7 A) byla
provedena obdobn¢, se 40 uM vyslednou koncentraci CaM v prostiedi 50 mM HEPES,
100 mM NaCl a 1 mM EGTA o pH = 7,5. Po kratké inkubaci pti 37 °C byla smés rozdélena
na stejné objemy a byly k nim pfidany Ca** ionty (f. c. 12 mM) nebo Na* ionty (f. ¢. 30 mM)
pro zachovani stejné iontové sily. Po dvacetiminutové inkubaci pfi teploté 37 °C byly vzorky

rozdeleny po 20 pl objemu a k neékterym byl pfidan vzorek DSS nebo DSG (1 pl zésobniho
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4 mM roztoku v DMSO, f. c¢. 200 uM) a v n¢kterych piipadech i diive charakterizovany
preparat dAC, vzdy do zhruba dvoumolarniho pfebytku proti proteinu (tedy 4 pl preparatu ke
20 ul smési, f. c. ptiblizn€¢ 40 uM). Po dvouhodinové inkubaci pti 37 °C byla sitovaci reakce
vSech vzorkl ukoncena pfidanim 0,5 pl tisickrat fedéného 98% ethanolaminu (f. c. 0,4 mM).
Nasledné byly vzorky rozdé€leny na 2 stejné objemy o 10 pl a naneseny po ptidavku vzorkovych
pufri odpovidajiciho mnozstvi do drah 15% nPAGE gelu (Obr. 23), resp. 15% SDS-PAGE
gelu (Obr. 24).
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Obr. 23 15% nPAGE s reak¢nimi smésmi ze druhé poloviny sitovaciho experimentu CaM LB s ¢inidly DSS nebo
DSG a interakce s dAC; drahy 1 az 9 jsou reakéni smési N az V (viz. Tab. 5) s kalmodulinem (16,7 kDa, pl = 4,1,
zelena Sipka) a misty dAC (41,4 kDa, pl = 9,1, modra Sipka), draha 10 obsahuje pro tcely vizualizace azurin (14,6
kDa, pI = 5,8); oranzova Sipka znazornuje dimer kalmodulinu, $eda specifické interni crosslinky CaM LB

Na Obr. 23 je patrné, ze bazicky ethanolamin ma negativni ti¢inek na zaostfeni prouzkii na gelu
bazické nativni elektroforézy. Znovu se potvrdila skute¢nost, ze CaM po vazbé& 4 Ca** v jeho
nadbytku vytvaii stabilni a homogenni strukturu, ktera migruje v jedné zoné (draha O), oproti
apo formé (draha N s Na"), kde mohou ziistavat residua jen parcidlné obsazenych mist Ca>*
ionty (drahy N,O). Soucasn¢ je vidét tvorba celé fady intraproteinovych produkti sitovaci
reakce s rozdilnou mobilitou (draha Q, Sedd Sipka). V porovnani ¢inidel DSS a DSG lze
konstatovat, 7e pii stejné koncentraci tvoii DSS (draha Q, 11,4 A) &irsi spektrum
intraproteinovych crosslinkéi nez DSG (7,7 A raménko), av§ak v mnohem vét§i mife i

homodimery kalmodulinu (drdha Q, oranzova Sipka).
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Obr. 24 15% SDS-PAGE s reakénimi smésmi ze druhé poloviny sitovaciho experimentu CaM LB s ¢inidly DSS
nebo DSG a interakce s dAC; drahy 1 az 9 jsou reakéni smési N az V (viz. Tab. 5) s CaM LB (16,7 kDa, pl = 4,1,
zelena Sipka) a misty dAC (41,4 kDa, pl = 9,1, modra Sipka), draha 10 obsahuje vzorek standardu Mw (Bio-Rad
dual color); zluta Sipka znazorituje mozny zesitény komplex dAC s CaM LB (zhruba 60 kDa), ¢erna dimer
kalmodulinu, $eda produkty intraproteinového zesiténi CaM

Ve shod¢ s Obr. 22 je zde patrny trend v opacné mobilité (drahy N, O, zelena Sipka). Souhlasné
s nPAGE je vdraze Q vidét tvorba celé fady intraproteinovych produkti sitovaci reakce
s rozdilnou mobilitou (Sedé Sipka) a zaroven vyskyt homodimeru kalmodulinu (Cerné Sipka),
zpisoben ptidavkem DSS. Ve draze S (s DSG a stejnym prostiedim) tento homodimer nevznika
a CGetnost intraproteinovych zesiténi je niz§i. Cinidlo DSS (s raménkem 11,4 A) vytvaii
intenzivnéjsi intermolekuldrni zesiténi, vysledkem ¢ehoz je mozny crosslink dAC-CaM (drédha
U, zluta Sipka, asi 60 kDa) oproti DSG (raménko 7,7 A) v draze T a mozny homodimer dAC
(drahy T, U, oranzova Sipka, zhruba 90 kDa). V pfitomnosti Na* (drdha V) jsou tyto produkty
zesiténi minoritni. V ptipadé silného prouzku v prostiedi DSS a slabsiho v DSG Ize usoudit, Ze

dana vzdalenost propojenych funkénich skupin bude ma délku blizsi DSS (11,4 A), nez DSG
(7,7 A), ktery vznika minoritné v disledku flexibility Ca?*CaM &i dAC.
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6.11 Optimalizace redukce azidu a denaturac¢nich vlivii na
CaM

Prvné byla méfena absorp¢ni spektra rizné koncentrovanych roztoklit AHA k urceni ptiblizné
koncentrace vhodné k provedeni optimalizace redukéni pfemény azidové skupiny na amin

(Obr. 25).
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Obr. 25 Absorpéni spektra rizné koncentrovanych roztokit AHA

Vybrana byla koncentrace 30 mM AHA, nabyvajici hodnoty Azgo pfiblizné 1 a pétimolarni
ptebytek redukéniho ¢inidla (TCEP, DTT, B-merkaptoethanol), roztok o celkovém objemu 20
ul byl doplnén pufrem (10 mM HEPES, 100 mM NaCl, I mM EGTA). Reakce probihaly pfi
37 °C nebo 47 °C po dobu 3 hodin, v ptipadé¢ TCEP byla testovana i teplota 77 °C, po dobu 45
minut (Obr. 26).
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Obr. 26 Graf zavislosti absorbance roztoku AHA (30 mM) na délce a teploté redukce ¢inidlem TCEP (150 mM)

Pteména pfi teploté 77 °C byla méfena pouze pro kontrolu schopnosti TCEP jako redukéniho
¢inidla, jelikoz tato teplota je neslucitelna se zachovanim nativniho stavu kalmodulinu jako
proteinu. Graf téze zavislosti pro DTT a B-merkaptoethanol neni publikovan, jelikoz B-
merkaptoethanol nedosahuje poZzadovanych redukénich G€inkl (Azso stagnuje). V ptipadé DTT
je vzhledem k ristu absorbance oxidované formy DTT pii 280 nm metoda UV-Vis detekce
pfemény azidoskupiny AHA nepouzitelna. Pro ovéfeni kompatibility teploty 47 °C a
pritomnosti reduk¢niho Cinidla s nativnim stavem CaM byl proveden obdobny experiment
s koncentraci proteinu (CaM LB) a sloZzenim vychozi reakéni smési rovné experimentu
popsaném v 5.10 (10 mM HEPES, 100 mM NaCl, 1 mM EGTA, pH 7,5). Pro vytvoteni 60 pl
vychoziho roztoku bylo pipetovano 3,5 pl zadsobniho roztoku CaM LB (5,7 mg/ml), ktery byl
doplnén do 60 ul premixem pufru a dalSich komponenti (1 mM EGTA, 10 mM HEPES,
100 mM NaCl), jejich lehké zfedéni bylo zanedbano. Nasledné se roztok rozdélil na 3 stejné
objemy (20 pl), prvni byl kontrola, ke druhému byl ptidan 1 pl roztoku TCEP (100 mM, f. c.
5 mM), ke ttetimu 1 ul 100 mM DTT do stejné f. c. Po dvouhodinové inkubaci pii 47 °C byly
smési rozdéleny na poloviny (10 pl) a bylo k nim pfidéno 0,6 pl roztoku NaCl (0,5M) do
30 mM koncentrace nebo 0,6 pl roztoku CaCl, (0,2M) do 12 mM koncentrace.

Fakt, Zze vzorky s 5 mM TCEP byly zakalené a po ptfidani vzorkového pufru obsahujiciho

bromfenolovou modft (pKa = 4,0) se vzorek zbarvil do Zluta (pH 3,5-4), naznacil, ze v téchto
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vzorcich doslo k denaturaci CaM, ktery ma pl (4,1). Tento fakt pravdépodobné mohl byt
zpusoben piilisSnym okyselenim vlivem TCEP (trojsytna kyselina) a nedostate¢nou koncentraci
pufru HEPES (10 mM). Experiment byl tedy proveden znovu se zvySenou koncentraci pufru
(50 mM namisto 10 mM). Po piidani Na* nebo Ca?" iontli a dvacetiminutové inkubaci pti 37 °C

byly vzorky (20 pl se vzorkovym pufrem) naneseny do drah 15% nPAGE (Obr. 27).

TCEP DTT

37°C 47 °C 47 °C 47 °C

o

Na® Ca?* Na" (Ca** Na" Ca** Na' Ca®*

Obr. 27 15% nPAGE se vzorky z experimentu zjisténi denatura¢nich vlivi reduk¢nich ¢inidel a teploty 47 °C na
CaM; draha 1 obsahuje azurin pro uGcely vizualizace, drahy 2 a 3 obsahuji kontrolni smés s CaM LB (20 pM)
inkubovanou pii 37 °C (Na*, resp. Ca?', stejné pofadi jako u nasledujicich dvojic vzorkt), drahy 4 a 5 obsahuji
tutéz smés inkubovanou pii 47 °C (jako vSechny dals$i vzorky), drahy 6,7 obsahuji navic redukéni ¢inidlo TCEP
(5 mM), drahy 8,9 obsahuji redukéni ¢inidlo DTT (5 mM), draha 10 obsahuje pouze vzorkovy pufr

Z Obr. 27 je patrné, ze mezi sudymi a lichymi drahami je ziejmy rozdil a protein CaM si
zachovava nativni strukturu a schopnost vazby Ca** iontd. Teplota 47 °C v pfitomnosti 5 mM
redukéniho ¢inidla (TCEP nebo DTT) a 50 mM koncentraci pufru HEPES je kompatibilni
s nativnim chovanim CaM proteinu. Tyto podminky budou pouzity pro redukci preapratu CaM

AHA za cilem detailngj$iho zkoumani jeho struktury a interakci s vazebnymi partnery.
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7 Diskuze

Tato préce si kladla za cil propojit metodu XL-MS s inkorporaci ncAA za ucelem detailnéjsiho
studia dynamiky proteinové struktury, nez jaké je mozné dosahnout samotnou metodou XL-
MS. Kalmodulin, ktery v zavislosti na vazb¢ vapenatych iontli podstupuje vyznamné
konformacéni zmény, predstavuje idedlni modelovy systém pro tento typ experimentu. Zvolenou
ncAA byl AHA, umoziujici tvorbu zesiténi ne¢kolika zptsoby. Primarni reaktivita azidu je
vyuzivana v click chemii, v naSem piipad¢ byl vyuzit postup premény redukci redukce azidu

na amin a nasledna tvorba zesiténi pomoci homobifunk¢nich ¢inidel DSS a DSG.

Byly pfipraveny tfi proteinové preparaty kalmodulinu. Kromé ptirozeného proteinu (WT) CaM
LB Slo o dva preparaty s ¢astecn¢ inkorporovanym AHA. Ackoli se miru inkorporace zatim
nepodafilo stanovit (pomoci MS), jeji podminky byly optimalizovany znamymi postupy —
trojité promyti PBS pufrem pied resuspendaci v limitnim médiu, dvacetiminutové hladovéni
bunck a produkce pti 27 °C po dobu minimalné 15 hodin [32,36,37]. Pro dosazeni maximalni
produkce proteinu pii soucasné inkorporaci AHA byl kalmodulin exprimovan v rtiznych
limitnich médiich — v laboratofi pfipravenym LM9 a komercnim DMEM. Limitni médium
LM9, kter¢ se v riznych modifikacich vyuzivd pro inkorporaci analogli methioninu
(napf. fotomethioninu) [32,38,39], se vzhledem k dosazenému vytézku ukdzalo jako vhodné;si
pro expresi kalmodulinu. Medium DMEM vSak bylo v literatuie také GspéSné pouZito pro

expresi metaloproteini s inkorporovanymi analogy methioninu a dostate¢nym vytézkem [40].

Pii 1zolaci kalmodulinu byla kli€ovym krokem celého purifikaéniho postupu hydrofobni
chromatografie, jejiz U¢innost je podminéna konformacni zménou molekuly kalmodulinu
vyvolanou vazbou vapenatych iontli. Tato vazba indukuje prostorové uspotadani, pfi némz jsou
hydrofobni aminokyselinové zbytky, lokalizované pievazn€ v oblasti centralniho a-helixu,
vystaveny okolnimu prostiedi tak, aby byly schopné vazat vazebné partnery CaM. V této
konformaci se kalmodulin selektivné vaze na hydrofobni kolonu pfedem ekvilibrovanou
vapenatymi ionty. Eluce byla provedena pomoci pufru obsahujiciho EDTA, ktera chelata¢né
odstranila véapenaté ionty, ¢imz dosSlo k pfechodu kalmodulinu do apo-formy, zméné jeho
hydrofobicity a naslednému uvolnéni z chromatogratické matrice. Nasledné byly provedeny
dva dalsi purifikacni kroky — gelova filtrace a dialyza. Celkovy vytéZzek €inil 2 mg proteinu z
400 ml LB média (pficemz vSak zuspornych divodi nebyl izolovan ndmi exprimovany
kalmodulin, z Obr. 8 je ale zfejmé, Ze jeho produkce probéhla ve velké mite), 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 uéelem ovéfeni nativni aktivity CaM (strukturni zména konformace po vazbé Ca®* ionti)
byla uspésné testovana nativni bazicka elektroforéza. Pritomnost vapenatych iontli odpovida
tvorbé homogenniho uniformniho proteinového prouzku na rozdil od nékolika prouzkt CaM
s rychlejsi migraci na nPAGE gelu. Podle prace [42] je retardace elektromobility v nativni
PAGE obecnym znakem vsech proteinti, které piisobi jako senzory Ca*" iontl a méni svou
konformaci v zavislosti na jejich koncentraci, coz je v souladu s vysledky prezentovanymi v
této studii. U kalmodulinu je tato zména oproti ptibuznym proteinim vyrazné skokova, coz lze
pravdépodobné pficist kooperativni vazbé vapniku na vSech Ctyfech EF-hand motivech.
Ptechod z pievazné sférické molekuly na strukturu s centrdlni a-helixovou doménou a dvojici
EF-hand motivl na kazdém konci mize vést k vy$§imu hydrodynamickému odporu a tim k
vyrazngj$i retardaci. Zajimavym zji$ténim je, Ze v publikaci [42] nebylo prostfedi kalmodulinu
vyrovnano jinym kationtem pro dosaZeni shodné iontové sily. Vysledny migracni profil se v
takovém ptipad¢€ nelisil od profilu ziskaného v prostiedi s Ca** ionty. Na zdklad¢ horSiho
zaostfeni pasu lze usuzovat, ze kalmodulin je nespecificky ovliviiovan zvySenou koncentraci

Na" iontid (Obr. 21).

Pro optimalizaci studia zmén 3D struktury CaM v riiznych podminkach byly provedeny nejprve
experimenty s preparatem CaM LB, homobifunkénimi ¢inidly DSS €1 DSG s rozdilnou délkou
raménka, a/nebo preparatem dAC, v zavislosti na pfitomnosti Ca** nebo Na* iontl pii stejné
iontové sile. Koncentrace proteinu a iontl byla volena podle udajua v literatute, konkrétné podle
prace [41]. Koncentrace DSS, vychézejici z porovnani s publikovanymi daty a naSimi
pfedbéZznymi (nepublikovanymi) vysledky, byla sniZena na maximaln€ 200 pM, coz odpovida
desetinasobku molarni koncentrace proteinu, s cilem zlepSit vizualizaci zesitovanych
komplexti. Ve srovnani SDS-PAGE reak¢nich smési obsahujicich intraproteinové crosslinky
kalmodulinu (Obr. 22, drahy H-K) je patrné, Ze rtizné zesiténé monomery kalmodulinu nabyvaji
jiné pohyblivosti v gelu. V drahach nPAGE (Obr. 21, 1, J) se vSak zaroven vyskytuji prouzky,
které by mohly byt dimery kalmodulinu, jelikoZ jejich intenzita se zvySuje pfi zvySujici se
koncentraci proteinu, v draze I dokonce stejné koncentraci kalmodulinu jako v publikaci [41]
pfi desetimolarnim nadbytku DSS, kde bylo popsdno né€kolik intramolekularnich crosslink

pomoci MS.

Na SDS-PAGE (Obr. 22, 24) byla pozorovana v piitomnosti DSS vysoka tvorba heterodimeru

CaM-dAC a interakce CaM LB s dAC, pfi¢emz nedoslo k difuzni migraci vzorku. Koncentrace
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dAC byla nastavena bud’ na uroven koncentrace CaM LB, nebo na jeji dvojnasobek. Ve
srovnani s nPAGE (Obr. 21) se v n¢kterych drahach zna¢né mnozstvi dAC nedostalo do gelu
nebo vykazovala difuzni migraci s ohledem na absenci Mg?" &i ATP, které jsou nutné pro jeji
nativni  aktivitu [37]. Zde bylo pouzito sitovaci c¢inidlo EDC (1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)karbodiimid), propojujici amino skupinu s karboxy skupinou a pouzita
byla koncentrace dAC piiblizn€¢ desetkrat nizs$i, nez byla koncentrace DSS/DSG v naSich

experimentech.

Koncentrace reduk¢niho Cinidla, kterd nevyvolava denaturaci kalmodulinu, byla zvolena na
zaklad¢ riznych publikaci, kde byl misty TCEP pouzivan az od 10 mM koncentrace bez
negativnich u¢inkt na funkci proteinu [43], nakonec byla pouzita koncentrace TCEP 5 mM.
Utinnost redukce byla sledovana na zakladé skutednosti, e azidohomoalanin vykazuje v
dasledku ptitomnosti azidové skupiny vyrazné absorpéni maximum v oblasti kolem 280 nm,
které po redukci na primarni amin mizi. V souladu s pfedpokladem probiha redukce pti zvySené
teploté vyssi rychlosti. Pro experimentalni podminky byly zvoleny teploty 37 °C a 47 °C,
pficemz tato volba vychdzela z Udaji o denaturacni teploté kalmodulinu, ktera se dle
dostupnych zdroji pohybuje v rozmezi 46-52,5 °C [44,45].Tato volba se ukazala jako
optimalni, nebot’ dle vysledkli zobrazenych na Obr. 27 si kalmodulin 1 pfi teploté 47 °C, jak
vyplyva z retardace jeho elektromigrace v prostfedi s Ca?" ionty, zachoval nativni konformaci
a schopnost zmény 3D struktury po vazbé Ca>". Bylo nezbytné zvysit koncentraci pufru HEPES
z 10 mM na 50 mM, nebot’ ptitomnost TCEP, jakozto silngjsi trojsytné kyseliny, vedla k
vyraznému sniZeni pH reakéni smési. Tento pokles byl indikovan bromfenolovou modii ve
vzorkovém pufru (zména barvy z modré na Zlutou, pK. = 4,0). Pravdépodobnym disledkem
byla denaturace a precipitace kalmodulinu, jehoZ izoelektricky bod (pl = 4,17) je blizky

dosaZen¢ hodnot¢ pH, a nasledné pozorované zakaleni vzorku.

Logickym pokracovanim této prace by meélo byt provedeni experimentu popsaného v kapitole
6.10 s pouzitim preparatu CaM AHA LMY, kde by se mél zvysit pocet reaktivnich amino skupin
vzniklych z azido skupiny inkorporovaného do pozic methioninu v proteinové sekvenci CaM.
V sekvenci CaM se nachédzi 9 methionind, z toho jsou 3 na centrdlnim hydrofobnim helixu,
zbytek se nachazi v helixech zodopovédnych za vazbu Ca®" iontii (Obr. 1, 2). Nasledovat by
méla detailni MS analyza vzniklych intraproteinovych a interproteinovych vazeb mezi CaM a

dAC, veetné jejich presné lokalizace.
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8 Zavér

Byla uspésné provedena exprese a purifikace rekombinantniho lidského kalmodulinu
bakterialnim kmenem Escherichia coli B834 (DE3) v LB médiu. Ze 400 ml LB média (ze
zapujcenych pelet) byly izolovany 2 mg proteinu. Rovnéz byla realizovana exprese
rekombinantniho kalmodulinu s inkorporovanym azidohomoalaninem (AHA) s optimalizaci
volby vhodného limitniho média. Medium LM9 se ukazalo jako vhodnéjsi pro expresi, nebot’
z 500 ml média bylo ziskano 0,12 mg proteinu, oproti 0,005 mg proteinu z 450 ml DMEM
média. Procentudlni inkorporace AHA v téchto preparatech dosud nebyla stanovena. Preparat
s pfirozenym kalmodulinem byl vyuzit ke studiu interakci prostfednictvim vytvareni
intraproteinovych spojeni nebo interproteinovych spojeni s dAC (jiz izolovanou z Bordetella
pertussis) za pouziti ¢inidel DSS nebo DSG v riiznych konformaénich stavech kalmodulinu.
Elektroforeticka analyza (nPAGE vs. SDS-PAGE) odhalila dva majoritni konformacni stavy
molekuly a nékolik minoritnich, lisici se mobilitou v gelech a nasycenosti Ca*" ionty, a nékolik
intraproteinovych crosslinki, rovnéz s odliSnou migraci v obou typech gelti. Nékteré crosslinky
byly pfevazné tvofeny DSS, coZ naznacuje jejich pfibliznou prostorovou vzdalenost. Soucasné
byla usp&$né vytvorena specifickd interakce mezi CaM a dAC. Pro budouci experimenty s
preparatem CaM obsahujicim AHA byl optimalizovan reduk¢ni proces, s volbou teploty 47 °C

a koncentrace redukéniho ¢inidla TCEP rovnou 5 mM.
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