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Abstrakt

Tyrosinhydroxylasa patfi do skupiny hydroxylas aromatickych aminokyselin a
katalyzuje pocatecni krok biosyntézy katecholaminovych neuropfenasectu. Tento enzym
ma homoteramerni strukturu a sklada se ze tii strukturnich domén: N-koncové regulacni
domény, katalytické domény a C-koncové tetramerizacni domény. Aktivita
tyrosinhydroxylasy je regulovana fosforylaci a regulaci na urovni exprese. Fosforylace
Ser-19 umoziuje navazani proteinu 14-3-3, které ovliviiuje strukturu regulacni domény
a chrani ji pted jeji defosforylaci a degradaci. Struktura regula¢ni domény je stéle
neznama, proto jsme se rozhodli pro jeji objasnéni pomoci technik nuklearni
magnetické rezonance. Byl optimalizovan expresni a purifikani protokol regulaéni
domény tyrosinhydroxylasy. Protein byl exprimovan jako fuzni protein
obsahujici histidinovou kotvu na N-konci polypetidového fetézce. Purifikace se skladala
ze dvou krokti: z niklové chelatacni chromatografie a gelové permeacni chromatografie.
Dynamicky rozptyl svétla a ‘H-NMR spektroskopie byly vyuzity k ovéfeni

monodisperzity proteinu a jeho mozného pouziti pro dalsi experimenty.

KliCova slova
Tyrosinhydroxylasa, regulace, exprese, purifikace, NMR
Klicové pfedmeéty

Biofyzikalni chemie, molekularni biologie, proteinova biochemie



Abstract

Tyrosine hydroxylase belongs to the group of hydroxylases of aromatic acids and
catalyzes a key step in the biosynthesis of catecholamine neurotransmitters.
The tyrosine hydroxylase possesses the homotetrameric structure and contains three
structural domains: the N-terminal regulatory domain, the catalytic domain and
the C-terminal tetramerization domain. The activity of tyrosine hydroxylase is regulated
by phosphorylation and through the regulation of its expression. Phosphorylation
at Ser-19 induces binding of the 14-3-3 protein, which affects the structure
of the regulatory domain and protects it against both dephosphorylation and
degradation. Since the structure of the regulatory domain is still unknown, we decided
to perform its structural characterization using NMR techniques. First, the expression
and purification protocol of the regulatory domain of tyrosine hydroxylase was
optimized. The protein was expressed as a His-tag fusion protein and its purification is
composed from two steps: the chelating chromatography and the size-exclusion
chromatography. The dynamic light scattering and the *H nuclear magnetic resonance

were used to verify its monodispersity, and hence its suitability for further experiments.
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1 Uvod

Tyrosinhydroxylasa je velice dilezita pro spravnou funkci lidského organismu.
Tento enzym Katalyzuje pocate¢ni krok biosyntézy katecholaminovych neuroptfenasecu,
jako jsou napfiklad adrenalin, noradrenalin nebo dopamin [1]. Nespravna funkce nebo
snizend aktivita tyrosinhydroxylasy muze v organismu zpusobit neurodegenerativni
onemocnéni. V dnesni dobé je vénovana pozornost hlavné jejimu vlivu na vznik
schizofrenie, Parkinsonovy choroby a souvislosti s vyskytem depresi [2].

Regulacni proteiny 14-3-3 predstavuji rodinu konzervovanych eukaryotickych
bilkovin, které vazi a reguluji funkce svych vazebnych partnert. Jednim z nich je i
tyrosinhydroxylasa [3]. Tyto proteiny se ucastni mnoha biologickych dé&ji, jako jsou
napt. regulace bunééného cyklu a metabolismu, ptenos signalti v bunice ¢i apoptdza [4].

Predkladand diplomova prace je soucasti vyzkumného projektu zaméteného
na studium mechanismu regulace aktivity lidské tyrosinhydroxylasy. Tento projekt je
feSen na Katedfe fyzikalni a makromolekularni chemie PiF UK pod vedenim
Doc. RNDr. Tomase Obsila, Ph.D. Hlavni pozornost je vénovana interakcim mezi
regulaéni doménou tyrosinhydroxylasy (TH1R; izoforma 1) a proteinem 14-3-3.
Nedilnymi soucastmi projektu je piiprava a studium struktury THIR. Vzhledem
k nestrukturované povaze tohoto proteinu nelze ke studiu jeho struktury pouzit
proteinovou krystalografii [5]. Jako alternativa se proto nabizeji metody nuklearni
magnetické rezonance. Tato méfeni vyZaduji stabilni, monodisperzni a relativné velmi
koncentrovany roztok proteinu.

Tato diplomova prace navazuje na mou bakalafskou praci obhajenou v roce 2009 [6]
a zabyva se dalS§im vyvojem a optimalizaci dfive navrzeného purifikacniho protokolu
regulacni domény lidské tyrosinhydroxylasy s cilem pripravit miligramova mnozstvi

¢istého, monodisperzniho a stabilniho proteinu S moznosti izotopového obohaceni.
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2 Teoreticka cast

2.2 Tyrosinhydroxylasa

Enzym tyrosinhydroxylasa (EC 1.14.16.2) spolu s enzymy fenylalaninhydroxylasou
a tryptofanhydroxylasou patii do nepoc¢etné rodiny monooxygenas, které se fadi do tiidy
oxidoreduktas. Tyto enzymy vykazujicich funkéni a strukturni podobnosti a jako
kofaktor pro katalyzu hydroxylace aromatického kruhu aminokyselin vyuZzivaji
tetrahydropterin. Enzym tyrosinhydroxylasa se nachazi pifedevsim Vv centralni a periferni
nervové soustavé a V chromafinnich bunkach dfené nadledvin [1,7]. Tyrosin-
hydroxylasa se Vv neuroendokrinnich bunkach vyskytuje v rozpustné formé nebo je
navazana na jejich membranu [1, 8]. Dulezitost tyrosinhydroxylasy vyplyva z jejiho
vlivu na vznik neurodegenerativnich onemocnéni, jako jsou Parkinsonova choroba a
Segawova nemoc [2, 9].

Tyrosinhydroxylasa ma klicovou a zaroven rychlost limitujici ulohu Vv jedné
z prvnich reakci biosyntézy katecholaminovych neuropienasecu, kterymi jsou napiiklad

dopamin, noradrenalin a adrenalin (viz obrazek 2.1) [1, 10].

HO HO

H H H
| |
HO@?~(|3H~NH2 HO C—CH —NH, HoOc—CHz—NHQ
| | I
H tyrosinhydroxylasa DOPA-dekarboxylasa
COOH H COOH H
tyrosin DOPA dopamin
02 H20 CO2z
tetrahydropterin hydroxypterin
HO HO
H H
| | _H
HO C—CH,—NH;, HO G- CHmN_
Dopamin-p-hydroxylasa CI)H FNMT 6H H3
noradrenalin ; ; adrenalin
O; H:O
Kyselina askerbova kyselina dehydroaskorbova S-adencsylmethicnin  homocystein

Obrazek 2.1: Schéma biosyntézy katecholaminovych neuroprenasecii. Vznik
adrenalinu z tyrosinu probihd béhem ¢ty na sebe navazujicich reakci: hydroxylace
aromatického  kruhu tyrosinu katalyzovana tyrosinhydroxylasou, dekarboxylace
3,4-dihydroxyfenylaninu  (DOPA) pomoci DOPA-dekarboxylasy, hydroxylace
postranniho retézce dopaminu dopamin-f-hydroxylasou a N-metylace noradrenalinu

pomoci FNMT (fenyletanolamin-N-metyltransferasa). Prevzato a upraveno podle [10].
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Hlavni reakci, kterou tyrosinhydroxylasa katalyzuje, je adice hydroxylové skupiny
na tyrosin a vznik 3,4-dihydroxyfenylalaninu (DOPA) [11, 12]. Pfi této reakci dochazi
k zabudovani jednoho atomu kysliku z molekularniho kysliku O, do substratu a
k redukci druhého atomu kysliku na vodu. K této redukci jsou potieba dva elektrony,
které jsou dodany tetrahydropterinovym kofakorem (PHj,). Pterinovym produktem této
reakce je hydroxypterin viz obrazek 2.2 [13, 14].

H H H

q—-N N NH2 HHN/N NHa
e Y

R N NH . B N N

H

e Sl e
H
tetrahydropterin hydroxypterin

Obrazek 2.2: Princip vyuziti tetrahydropterinu jako kofaktoru tyrosinhydroxylasy.

Prevzato a upraveno podle [14].

2.3 Struktura tyrosinhydroxylasy

Tyrosinhydroxylasa eukaryotickych bunék se sklada zhomologni Kkatalytické
domény, na kterou jsou pfipojeny N-koncova regulaéni doména a kratkd C-koncova

tetramerizacni doména [7].

2.3.1 Primarni struktura

Molekulu tyrosinhydroxylasy tvoii celkem 498 aminokyselinovych zbytku [15, 16].
N-koncova oblast se u jednotlivych typll enzymt lisi svou délkou i sekvenci, naproti
tomu C-konec je vysoce konzervovanym utsekem, ktery se nachazi piiblizné v oblasti
od aminokyseliny Val-164 [7]. C-koncova cast je tedy homologni v celé rodiné
monooxygenas piibuznych s tyrosinhydroxylasou a reprezentuje katalytické jadro
enzymu a tetramerizatni doménu [16]. Existuji Ctyfi rizné formy lidské
tyrosinhydroxylasy, které se od sebe vzijemné odliSuji svymi N-koncovymi c¢astmi
[17].
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2.3.2 Terciarni a kvarterni struktura

Tyrosinhydroxylasa je homotetramer slozeny zidentickych podjednotek [18].
Odstranéni aminokyselin z N-konce enzymu neméni jeho kvartérni strukturu [19],
zatimco odstranéni 20 az 43 aminokyselin z C-konce zméni teramerni strukturu enzymu
na monomerni [20, 21]. Ackoliv poslednich dvacet pét C-koncovych aminokyselin
tyrosinhydroxylasy neni v eukaryotickych buikach konzervovano, obsahuji v kazdé
sedmi-aminokyselinové sekvenci vzdy na 1. a 4. pozici hydrofobni aminokyselinovy
zbytek. Pravé téchto poslednich dvacet pét aminokyselin vyvaii a-helix tetrameriza¢ni
domény, kterou celkové tvoii poslednich 40 az 50 aminokyselin C-konce
tyrosinhydroxylasy [21, 7]. Bazalni spojnici ¢tyf podjednotek tyrosinhydroxylasy (jadro
tetrameru) tvofi Ctyfi antiparalelni ,,coiled-coil” a-helixy dlouhé 4 nm (viz obrazek 2.3)
[9].

Katalyticka doména tyrosinhydroxylasy se sklada piiblizn¢ z 280 aminokyselin
nachazejicich se blizko C-konce, ktery obsahuje vSechny aminokyselinové zbytky
dalezité pro katalyzu a substratovou specifitu [9, 15, 16, 19]. Struktura katalytické a

tetrameriza¢ni domény tyrosinhydroxylasy je uvedena na obrazku 2.3.

katalytickda doména

tetrameriza¢ni doména

Obrazek 2.3: Tetramerni struktura tyrosinhydroxylasy — struktura katalytické a
tetramerizacni domény (struktura regulacni domény neni doposud objasnéna). Kazdy
monomer ve svém aktivnim centru obsahuje atom Zeleza (na obrdazku oznacen modrou

barvou ve stredu kazdé podjednotky) [7].
Regula¢ni doména lidské tyrosinhydroxylasy izoformy 1 (THIR) je nestrukturni

doména s nizkym zastoupenim sekundarni struktury, coz bylo potvrzeno pomoci méteni

cirkularniho dichroismu [5]. Sklada se ze 177 zbytkGi aminokyselin a je mozné ji
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odstranit, aniz by byl pozorovan vyznamny pokles katalytické aktivity [19]. N-konec
tyrosinhydroxylasy fyzicky zabranuje piistupu do aktivniho centra enzymu

S nenavazanym substratem [22].

2.3.3 Pritomnost a funkce atomu zeleza v aktivhim centru

Tyrosinhydroxylasa je metaloprotein, ktery pro svou aktivitu potiebuje pfitomnost
jednoho atomu Zzeleza v kazdé ze svych ¢tyi podjednotek [23, 24]. Krystalova struktura
katalytické a tetramerizacni domény tyrosinhydroxylasy odhalila hydrofobni prostor,
ve kterém se nachazi atom zeleza a jehoZ povrch je tvofen ¢tyfmi a-helixy obsahujicimi
hlavné hydrofobni aminokyseliny. Atom zeleza lezi 1 nm pod povrchem enzymu v jeho
aktivnim misté¢ (v prostoru hlubokém 1,7 nm), kde je koordinovan pomoci
konzervovanych aminokyselinovych zbytkt His-331, His-336 a Glu-376, jak je vidét
na obrazku 2.4 [9, 7]. Bylo prokazano, ze ve svém aktivnim stavu tyrosinhydroxylasa
obsahuje Zelezo ve form& kationtu Fe** [25]. Kationt Fe?* je ochotnd oxidovan
molekularnim kyslikem na kationt Fe** [26]. Tento kationt je pravdépodobné redukovén
tetrahydropterinem (PH.), ktery je pfirozenym fyziologickym reduktantem a redukuje
tyrosinhydroxylasu in vitro. Tyrosinhydroxylasa patrné zacina i konéi svuj katalyticky

cyklus ve stavu obsahujicim kationt Fe** [14].

Glu376 / (
\\?/

N

&

His336

Obrazek 2.4: Aminokyselinové zbytky His-331, His-336 a Glu-376 koordinujici atom

Zeleza v aktivnim miste enzymu [7].
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2.4 Mechanismus katalyzy

Vsechny tfi substraity enzymové reakce tyrosinhydroxylasy museji byt
pred samotnou katalyzou navazany V pfesném poradi. Jako prvni se na tyrosin-
hydroxylasu vaze 6-metyltetrahydropterin (MePH,), nasledné je navazan kyslik a jako
posledni tyrosin. Pii vysoké koncentraci tyrosinu dochazi k substratové inhibici [27].
Tyrosin musi byt na tyrosinhydroxylasu navazan jesté pted tim nez dojde k reakci mezi
kyslikem a tetrahydropterinem. Mechanismus aktivace kyslikem je znazornén
na obrazku 2.5. Hlavni reakci muzeme rozdélit na dvé dil¢i reakce: na tvorbu
hydroxylovaného intermediatu hydroxypterinu a na pfenos kysliku na aminokyselinovy
substrat [13, 14]. Zdrojem kyslikového atomu pro pterinovy produkt je molekularni
kyslik [28], ktery je také zdrojem atomu kysliku zabudovaného do tyrosinu [29].

HH H H
Y N HH H H H H
j: I N ,N\”/NHZ H N /N | ]‘\IH2 H N ,N\IrNHZ H N /N i NH2
H N N RNy, N R~y N Ry N
HH H HHO
0 MRS HHO G HOo HEo
Fe(ll) > Fe(ll > Fe(IV)O Fe(ll)

Ha WHS _ iy NH3 Hy NH Hp NH3 HZ':‘H; B
HO@C C-COs HO—@—C—(}-COE HO C C C0, HO @ C C COZ C-(:J-COZ
H A H

Obrazek 2.5: Chemicky mechanismus katalyzy tyrosinhydroxylasou — hydroxylace
tyrosinu, vznik 3,4-dihydroxyfenylalaninu a preména pterinového  kofaktoru

tetrahydropterinu na hydroxypterin. Prevzato a upraveno podle [14].

Skute¢nost, ze tyrosinhydroxylasa obsahuje atom Zeleza ve svém aktivnim centru, je
v souladu steorii predpokladajici reakci mezi kyslikem a tetrahydropterinem (viz
obrazek 2.6 na stran¢ 17). Predpoklada se totiz, Ze navazani atomu kysliku na zelezo
Fe(l) vytvoii komplex se strukturou analogickou ke komplexu Fe(l11)O?". Tento
komplex pravdépodobné nasledné interaguje s pterinovym uhlikem na pozici 4a
za vzniku peroxypterinu. Takovyto mechanismus by se totiz vyhnul spinové-zakazané
ptimé reakeci tripletového kysliku s tetrahydropterinem.

Dal$imi moZnostmi je vazba kysliku na Zelezo v nevratné reakci zahrnujici pfenos
elektronu z pterinu na kyslik a vznik komplexu Fe(II)O, nebo nukleofilni vazba
pterinu na Zelezo vazajici kyslik za vzniku Fe(Il) peroxypterinu (viz obrazek 2.6

na stran¢ 17) [14].
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Obrazek 2.6: Predpokladany mechanismus reakce mezi kyslikem a tetrahydro-

pterinem probihajici v aktivnim centru enzymu. Prevzato a upraveno podle [14].

Predpoklad, Ze iont Zzeleza je bezpodmineéné nutny pro mechanismus katalyzy
reakce vyuzivajici tetrahydropterinovy substrat, byl ovéfovan pomoci nékolika
mutantnich forem tyrosinhydroxylasy. U téchto mutantii byla snizena afinita ligandt
kiontu zeleza. Z experimenti vyplynulo, Ze pfitomnost zeleza v aktivnim centru
enzymu je zcela nezbytna pro prubéh reakce [30]. Dalsi teorie vysvétlujici nutnost
pfitomnosti Zeleza v aktivnim centru enzymu je zalozena na skutecnosti, Ze Zelezo je
potfebné pro konformacni zmeénu zplsobenou vazbou tyrosinu a pterinu jesté

pted vlastni reakci [14].

2.4.1 Substratova specifita

Substratovou (aminokyselinovou) specifitu tyrosinhydroxylasy je mozné rozdélit
na relativni specifitu pro tyrosin a specifitu pro dal$i aminokyseliny, které mohou byt
hydroxylovany, jako je napfiklad fenylalanin [31]. Z homologie katalytickych domén
tyrosinhydroxylase pfibuznych monooxygenas vyplyva, Ze jeji substratovou specifitu
ovlivituje regulacni doména [15]. Bylo prokazano, ze tyrosinhydroxylasa bez regula¢ni
domény vykazuje nizsi specifitu pro tyrosin. Vliv regula¢ni domény na substratovou
specifitu zavisi na tvaru a flexibilité¢ aktivniho mista. O absolutni substratové specifité
rozhoduje struktura aktivniho centra katalytické domény [32]. Pro tyrosin je hodnota

Vmax/Km desetkrat vyssi nez pro fenylalanin a tficetkrat vyssi nez pro tryptofan [33].

17



Piesné misto hydroxylace je urceno strukturou substratu. V piipadé hydroxylace
fenylalaninu tyrosinhydroxylasou nevznika pouze tyrosin, ale i 3-hydroxyfenylalanin
vV poméru 25:1 [34].

Kofaktorova (pterinova) specifita tyrosinhydroxylasy spo¢iva v moznosti vazat
tetrahydropterin s rtiznymi substituenty na pozici 6 v tetrahydropterinovém Kkruhu.

Nejcastéji pouzivanym substratem je MePH, [35].

2.5 Regulace aktivity tyrosinhydroxylasy

Dilezitost tyrosinhydroxylasy odrazi slozitost mechanismu, kterym je regulovana
jeji aktivita [12]. Kontrola regulace je provadéna nékolika riznymi mechanismy, které
1ze rozdglit na regulaci genové exprese (rychlost transkripce a stabilita mMRNA), regulaci
posttranslaénimi mechanismy (pfedev§im fosforylaci) [36] a na regulaci ptimou.
Za piimou regulaci aktivity tyrosinhydroxylasy se povazuje zpétnovazebna inhibice

katecholaminy, alostericka aktivace heparinem, fosfolipidy a RNA [7, 37].

2.5.1 Regulace fosforylaci

Hlavnim prostfedkem regulace tyrosinhydroxylasy pomoci posttransla¢nich
modifikaci je reverzibilni fosforylace serinovych zbytkt regula¢ni domény [7, 11, 38].
Vyhodnoceni vlivu fosforylace na vlastnosti tyrosinhydroxylasy je komplikovano
poétem moznych fosforylacnich mist [7]. Pfedpoklada se, ze fosforylace umoznuje
tyrosinhydroxylase pifechod mezi aktivni a neaktivni formou beze zmény mechanismu
vazby substratu nebo mechanismu katalyzy [14]. Regula¢ni doména tyrosinhydroxylasy
muze byt fosforylovana nékolika riznymi proteinkinasami na Ser-8, Ser-19, Ser-31 a
Ser-40 in vitro a in vivo [38, 39, 40, 41].

Fosforylace Ser-40 cyklickou AMP-dependentni proteinkinasou (PKA) zpusobuje
nejucinngjsi aktivaci tyrosinhydroxylasy [39, 42, 43, 44, 45]. Pifedpoklada se, ze
fosforylace Ser-40 meéni konformaci regulacni domény a jeji interakci s katalytickou
doménou. Fosforylace Ser-40 ve svém okoli zvySuje citlivost k proteolyze, coz patrné
potvrzuje souvislost mezi zmeénou konformace regulatni domény a enzymovou

aktivitou [46]. Hydroxylova skupina aminokyseliny Ser-40 pravdépodobné piispiva
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ke stabilizaci komplexu enzymu s navazanym produktem reakce (katecholaminovy
neurotransmiter) a tim enzym inhibuje [42]. Fosforylace Ser-40 znemoznuje interakci
(vodikovou vazbu) mezi hydroxylovou skupinou Ser-40 a katecholaminem a tim
usnadiuje disociaci produktu reakce, coz vede k aktivaci enzymu [45, 47, 48, 49].
Hlavnim efektem fosforylace je tedy uvolnéni navazaného produktu reakce, spise nez
jednoduché zvyseni rychlosti katalyzy [7]. Dalsi serin/threonin kinasy, které fosforyluji
Ser-40 jsou: proteinkinasa C (PKC), kalcium/kalmodulin-dependentni proteinkinasa II
(CaMKII), GMP-dependentni proteinkinasa 8 MAP Kinasu-aktivujici proteinkinasy 1 a
2 (MAPKAP kinasy) [39,50]. PKA fosforyluje vSechny podjednotky tyrosin
hydroxylasy v ramci tetrameru, naproti tomu PKC a CaMKII fosforyluji Ser-40 jen
dvou podjednotek [51]. Bylo prokazano, ze fosforylace Ser-40 pouze dvou ze Ctyf
podjednotek pomoci PKC a CaMKII nezpusobuje aktivaci enzymu [52].

Ser-19 mize byt fosforylovan CaMPKII [39, 53], MAP kinasou a MAP kinasu-
aktivujicimi proteinkinasami 1 a 2 [50]. CaMKII fosforyluje Ser-19 vsech podjednotek
tetrameru [51]. Fosforylace Ser-19 sama o sob&é nezpusobuje piimé zvySeni aktivity
enzymu, ale umoznuje navazani proteinu 14-3-3 naregulaéni doménu tyrosin-
hydroxylasy. Navazani proteinu 14-3-3 na fosforylovanou THI1R zpusobuje
prokazatelné strukturni zmény této domény a chrani jeji N-koncovou cast
pted proteolyzou a defosforylaci [5]. Timto zpisobem ma dulezity vliv na aktivitu
enzymu.

Pro regulaci tyrosinhydroxylasy je také dulezita fosforylace Ser-31. Zmény
Vv sekvenci bezprostiedné pifedchazejici této aminokyselin€ pravdépodobné ovliviiuji jeji
rozeznavani specifickymi proteinkinasami [12]. V lidskych izoformach mize byt Ser-31
fosforylovan CaM-PKIl a MAP kinasami ERK 1 a ERK 2 (extracelularnimi signal-
regulujicimi kinasami 1 a 2) [50, 54].

Ctvrtym fosforylaénim mistem je Ser-8, ktery je mozné fosforylovat prolin-
dependentni proteinkinasou (PDPK). Lidska tyrosinhydroxylasa ma na pozici 8 threonin
[12].
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2.5.2 Vliv katecholamint na aktivitu tyrosinhydroxylasy

Vysoka stabilita komplexu enzym-katecholamin inhibuje aktivitu tyrosinhydroxylasy
znemoznuje vazbu jak pterinového kofaktoru PH4 [55], tak i substratu. Nepfitomnost
PH, znemoziiuje redukei kationtu Fe** na Fe**, ktery je nezbytny pro aktivaci enzymu

[26, 56]. Vliv katecholamint na aktivitu tyrosinhydroxylasy je zobrazen na obrazku 2.7.

PH, DOPA, PH,OH
TH Fe(lll) katecholamin === TH Fe(lll) =<=== TH Fe(Il) C

katecholamin 0,

tyrosin, PH,,0,

Obrazek 2.7: Regulacni mechanismus tyrosinhydroxylasy (TH) prostrednictvim

vazby katecholaminu. Prevzato a upraveno podle [7].

2.5.3 Vyznam proteinti 14-3-3 v regulaci tyrosinhydroxylasy

Proteiny 14-3-3 byly identifikovany jako proteiny aktivujici tyrosinhydroxylasu [3].
Je to rodina vysoce konzervovanych proteini nachdzejicich, které se ucastni prenosu
signalu v mnoha riznych signalnich drahach [4,57]. Tyto proteiny rozpoznavaji
specifické motivy obsahujici fosforylovany serin (pS) nebo fosforylovany threonin (pT)
[58]. V regula¢ni doméné tyrosinhydroxylasy se nachazeji dva takovéto vazebné motivy
v okoli Ser-19 a Ser-40 [5]. Fosforylace Ser-19 tak umoziuje vazbu proteinu 14-3-3,
ktera zpisobuje zvySeni aktivity tyrosinhydroxylasy [59]. NavySeni aktivity patrné
spociva ve stabilizaci struktury fosforylované regulaéni domény a jeji ochrany
pred proteolytickou degradaci a defosforylaci (fosforylace Ser-40 je nutna pro
odstranéni inhibice katecholaminy) [60, 61, 62].

2.6 Vyuziti NMR spektroskopie pfri studiu struktury proteint

Obecn¢ se proteiny vyznacuji rozmanitym sloZzenim a velice variabilni trojrozmérnou
strukturou, coZ jim umoznuje zastavat velké mnozstvi funkci od katalytické aktivity
pres stavebni funkce po regulaci a pienos signalti v buiice. Struktura proteind je
rozdélovana na primdrni, sekundérni, terciarni a kvartérni. NMR v roztocich umoznuje

feSeni pravé terciarni a kvartérni struktury proteinu s atomovym rozliSenim [63].
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2.6.1 Studium nestrukturnich proteinti pomoci NMR

Nestrukturované a ¢aste¢né strukturované proteiny je obvykle velmi obtizné ne-li
zcela nemozné vykrystalizovat. Pokud krystaly vzniknou, fetézce segmentt, které jsou
Vv roztoku nestrukturované, mohou byt uspofadany diky intermolekularnim kontaktiim
krystalové miizky nebo nejsou vubec identifikovatelné pomoci difrakénich metod
[63, 64]. Nestrukturované proteiny hraji velice vyznamnou roli ve velkém mnozstvi
bunécnych procesi a NMR je zatim jednou z mala metod umoziujici studium jejich
konformaci [65].

ReSeni trojrozmémé struktury proteinu metodou NMR je jedineéné zejména diky
moznosti méfeni v roztocich napodobujicich fyziologické podminky. Znalost
molekularni struktury proteinu v roztoku je velice vyznamna, protoze piirozenym
prostiedim, ve kterém se proteiny vyskytuji, jsou télni tekutiny jako napi. krev,
zalude¢ni $§tavy nebo sliny. NMR méfeni tak poskytuje moznosti upravy pH,
koncentrace soli a teploty, tak aby co nejvice odpovidaly fyziologickému prostiedi [63].

Jednou z velkych vyhod moderni NMR spektroskopie proteini je jeji vysoce
selektivni odezva a sniZzend potfeba mnozstvi studovaného proteinu. To vSe diky vysSim
magnetickym polim (az 900 MHz vodikova frekvence), pouziti kryosond, TROSY
(transverse relaxation optimalization spectroscopy), rezidualnimu dipolarnimu spiahnuti
¢i izotopovému znaceni. Naproti tomu nevyhodou je omezeni velikosti métenych

molekul [64].

2.6.2 Podminky pro feseni struktury proteinti pomoci NMR

Strukturu proteind do relativni molekulové vahy 10 000 (mén¢ nez 70 aminokyselin)
1ze teSit pfimo. Pro feSeni struktury proteint s relativni molekulovou vahou do 30 000
(mén¢ nez 210 aminokyselin) je nutné 100% isotopové obohaceni pomoci Bca®N. To
potiebuji také proteiny S relativni molekulovou hmotnosti do 100 000, které je navic
jesté nutné ¢asteCné nebo uplne obohatit izotopem vodiku ?H. U feseni struktury vétSich
proteinti je mozné pouze hrubé orientaéni uréeni celkové struktury [64, 66].

Koncentrace méfeného vzorku musi dosahovat hodnoty 0,1 - 10°%az 1 mol dm?3 a
objem musi byt 250 — 500 ul. Dal$i podminkou je dlouhodoba stabilita vzorku (az
nékolik tydnt) [64].
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Exprese 100% izotopovée znacenych proteint se provadi bud’ v minimalnich médiich,
kde je jedinym zdrojem dusiku NH,Cl nebo *NH,SO, a jedinym zdrojem uhliku

B3C-glukosa nebo *C-glycerol. Je mozné také zakoupit izotopové obohacené riistové

24

2.6.3 Atomova jadra vyuzivana v NMR proteinQ:

Vodikové jadro 'H se vyznacuje vysokym piirozenym zastoupenim (99,99 %) a
vysokou citlivosti, ale disperze chemickych posunt je pfili§ mala (pfiblizné 15 ppm).
Jadro uhliku **C ma disperzi chemickych posunti pomémé velkou (pfiblizng 210 ppm),
naproti tomu ale nizké prirozené zastoupeni 1,07 % a nizkou citlivost. Dal$im méfenym
jadrem je dusikové jadro N, které se vyznatuje stfedni disperzi chemickych posuni
(ptiblizn€ 30 ppm), nizkym piirozenym zastoupenim (0,37 %) a také nizkou citlivosti.
Nizké citlivosti jader *3C a N Ize navysit pomoci 100% izotopového obohaceni. Jadra

?H jsou vyuZivana pouze pro specialni ucely [63, 64].

2.6.4 Struény popis feseni struktury proteinu NMR technikou

Postup feSeni struktury proteinu NMR technikou se skladd z néckolika krok.
Nejdiive je nutné pfipravit izotopoveé znaceny, dostatecné Cisty a stabilni vzorek
proteinu méfitelné koncentrace. Nasleduje naméfeni NMR spektra pomoci NMR
spektrometru s vodikovou frekvenci 500 — 900 MHz a pfifazovéani signald. Poté je
proveden vypocet souboru ptibliznych struktur z obecné znamych informaci o molekule
a z ptitazenych NMR parametrti. Nasleduje vyhodnoceni kvality struktur, pfipadna
oprava pfifazeni a novy vypocet souboru struktur, statistické vyhodnoceni a porovnani
s databazemi [64].

Jednou z nutnych podminek Gspé$ného nameéteni spektra je potlaceni signalu vody,
ktery je asi 10*x — 10°x intenzivnéjsi nez signal méteného proteinu. Neni mozné H,O
nahradit D,O, protoze by dochazelo k vyméné s amidickymi vodiky proteinu. Casto
pouzivana je metoda watergate skladajici se z gradientniho echa se selektivnim 180°

pulsem, ktery plisobi na vSechny vodiky, kromé vodikl vody.
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Zékladni  jednodimensionalni 'H-NMR spektrum umoznuje pouze odhad
monodisperzity a piipadné urCeni zda se jedna o strukturni nebo nestrukturni
proteinovou formu. Toto spektrum se vyznacuje velkym poctem piekryvi jednotlivych
signali, proto je nutné tyto informace rozde€lit pomoci dvoudimensionalnich [69] a
vicedimenzionalnich spekter. Z tohoto divodu jsou H spektra vyuzivana spiSe
pro kontrolu spravného sbaleni proteinu, jeho dostate¢né koncentrace a pro sledovani
dlouhodobé stability.

'H_N HSQC spektrum (hetronuklearni korelované spektrum; heteronuklear
single-quantum correlation) ziskané z N znaGeného proteinového vzorku je mozné
vyuZzit pro ovéfeni tercidlni struktury proteinu, rozliSeni mezi sbalenou a nesbalenou
formou, pro kontrolu Cistoty proteinu, pro sledovani lokélnich strukturnich zmén a
interakeci.

K objasnéni celkové proteinové struktury je nutné pouzit vicedimensionalni NMR
experimenty a 100% izotopové obohaceni vzorku. K pfifazeni jednotlivych signall je
potfeba znat presnou sekvenci a typ aminokyselin v biomakromolekule. Nejdiive jsou
piifazovany signaly hlavniho fetézce (*H, >N a *C; trojrezonanéni experimenty HNCA
a HN(CO)CA aj.) nasledovany piifazovanim signali fetézct postrannich (TOCSY a
COSY experimenty).

Strukturni omezeni nutnd pro vypocet trojrozmérné struktury proteinu vyplyvaji
Z nasledujicich NMR parametrii. Pro pfifazeni meziatomé vzdalenosti se vyuzivd NOE
(Nuklearni Overhausertv efekt), pro dihedralni thly pak skaldrni interakéni konstanta,
pro ur¢eni chemického okoli chemicky posun, pro vzdjemnou orientaci vazeb rezidudlni
dipolarni spfahnuti a pro detailni lokalni strukturu vysledky vyplyvajici z ptitomnosti

vodikovych vazeb.
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3 Cil prace

Hlavnim cilem této diplomové prace byl dalsi vyvoj a optimalizace jiz diive
navrzené¢ho purifikacniho protokolu regulaéni domény lidské tyrosinhydroxylasy
(TH1R; izoforma 1) pro strukturni studie pomoci nuklearni magnetické rezonance.

Dil¢i cile diplomové prace:

e Optimalizace existujiciho expresniho a purifika¢niho protokolu pro lidskou

THIR.

e Exprese regulacni domény lidské tyrosinhydroxylasy v bakteriich Escherichia

coli kmen BL21 (DE3) na minimalnim médiu umoznujici izotopové obohaceni.

e Studium monodisperzity pfipravené¢ho proteinu pomoci dynamického rozptylu

svétla a jednodimenzionalnich *H-NMR spekter.
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4 Experimentalni ¢ast
4.2 Pouzity material

4.2.1 Pouzité chemikalie

agar — Carl Roth GmbH, Némecko

agarosa — Carl Roth GmbH, Némecko

akrylamid — Carl Roth GmbH, Némecko

ampicilin — Sigma, USA

bacto trypton (pepton) — Carl Roth GmbH, Némecko
bacto yeast extract (kvasni¢ni extrakt) — Carl Roth GmbH, Némecko
b&zné chemikalie — Lachema a.s., CR

bis-akryamid — Carl Roth GmbH, Némecko
bromfenolova modi — Sigma, USA

Coomassie Briliant Blue R-250 — Lachema a.s., CR
deuterovana voda — Sigma, USA

DTT (dithiothreitol) — Carl Roth GmbH, Némecko
EDTA — Sigma, USA

glycin — Carl Roth GmbH, Némecko

imidazol — Carl Roth GmbH, Némecko

IPTG — Sigma, USA

izopropanol — Lachema a.s., CR

lysozym — New England BioLabs, USA

NP-40 — 70% roztok ve vod¢, Sigma, USA

persiran amonny — Sigma, USA

SDS - Sigma, USA

siran nikelnaty — Penta, CR

TEMED - Carl Roth GmbH, Némecko

TRIS — Carl Roth GmbH, Némecko
-merkaptoetanol — Carl Roth GmbH, Némecko

Vsechny chemikalie byly nejméné Cistoty p.a.
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4.2.2 Pristroje

centrifuga — centrifugace bakterialnich kultur — K80, MLW, Némecko

centrifuga — centrifugace sonikatu — Hermle Z 323 K, Némecko

centrifuga — pro mikrozkumavky — MPW 52, Polsko

centrifuga — zakoncentrovavani proteinti — Eppendorf 5804R, Némecko

DLS analyzator — ALV, Langen, Némecko

DLS analyzator — Laser-Spectroscatter 201 RiNA GmbH Netzwerk
RNA-Technologien, Némecko

chromatografie — FPLC-AKTA, Amersham Biosciences, Svédsko

NMR spektrometr — 600MHz, Bruker Avance 111, Némecko

pH-metr — 3505 pH Meter, Jenway, P-LAB, Velka Britanie

sonikator — Ultrasonic Processor, Cole Farmer, USA

spektrofotometr — Cecil Instrument, 8000 Series, Velka Britanie

titepacka — Infors HT Multitron 11, gvSIcarSko

trepacka — Handy LAB® System, N-BIOTEK, NB-205, Korea

UV-Vis absorpéni spektrofotometr — Agilent 8453, USA

4.2.3 Ostatni material

centrifuga¢ni filtr — 10 000 MWC, 1 500 ul, Amicon Ultra, Millipore, USA

dialyza¢ni membrana — MCO (Molecular weight cut off) 14000 — C. Roth, Némecko

E. coli kmen BL21 (DE3) — Stratagene, USA

E. coli kmen JM109 (DH5a) — Stratagene, USA

inhibitor proteas — Protease Inhibitor Cocktail Tablet, Sigma, USA

jednorazovy filtr —- SPARTAN 13/0,45RC — Whatman, Némecko

jetquick Plazmid Miniprep spin kit — Genomed, USA

kolona Superdex™ 200 10/100 GL Tricorn, Amersham Biosciences, Svédsko

sepharosa — Chelating Sepharose™ Fast Flow, Amersham Biosciences, Svédsko

standard molekulovych vah proteinti — Precision Plus Protein Dual Color Standard,
Biorad, USA

vektor pET-15b — Invitrogen, USA
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4.3 Pracovni postup

4.3.1 Exprese THI1R v bakteriich E.coli

Ptiprava a izolace plazmidové DNA a transformace plazmidu do bun¢k odpovidala
ptipravé popsané Vmé bakalaiské praci [6]. Narostlé kolonie bunék byly pomoci
vysterilizovaného platinového dratku s klickou pieneseny do zkumavek s péti mililitry
tekutého Luria-Bertani média (LB média; slozeni viz tabulka 4.1) obsahujiciho
ampicilin. Vysledna koncentrace antibiotika v médiich byla 100 pg ml™. Nasledovala

inkubace probihajici ptes noc pii 37 °C a 200 ot./min.

Tabulka 4.1: Slozeni jednoho litru tekutého LB média.

trypton 109
LB médium kvasni¢ny extrakt 59
L] NaCl 109
H,0 doplnénido 1 |

Kultivace bakterialnich kultur urcenych k expresi proteinu TH1R byla provedena
V dvoulitrovych Erlenmeyerovych bankach obsahujicich jeden litr sterilniho LB média
s piidavkem ampicilinu o vysledné koncentraci 100 pg ml™* nebo v jednom litru
sterilntho minimalniho média se stejnym obsahem ampicilinu. Pii kultivaci
na klasickém LB médiu bylo do kazdého jednoho litru média ptidano 5 ml bakterialni
kultury z pfedchoziho kroku. V pfipadé Kkultivace na minimalnim médiu (sloZeni viz
tabulka 4.2) bylo do jednoho litru tohoto média ptidano 10 ml bakterialni kultury. Tyto
bakterie bylo pfedem nutné oplachnout od plivodniho LB média pomoci tii centrifugaci

(4500 ot./min., 4 °C, 3 min) a trojitého promyti péti mililitry minimalniho média.

Tabulka 4.2: Slozeni jednoho litru tekutého minimalniho média.

Na,HPO, - 12 H,O 151¢
Slozky pidané EH&PO“ (3) g
fed sterilizaci a 9
p NH,CI 19
H,O doplnénido 11
o vt | MgSO4 (1 mol dm™) 2 ml
Slozky pridan¢ | -1 mol dm ) 0,1 ml
do sterilniho
média glpko_sa . 3 49
thiaminhydrochlorid (1 moldm™) 1 ml
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Inkubace bakteridlnich kultur v jednolitrovych médiich probihala nejdiive pii teploté
37 °C, pii 200 ot./min. Kultivace probihala do té doby, nez pribézné proméfovana
opticka denzita roztokti bakterialnich kultur dosahla hodnoty 0,6 (méfeno proti blanku
pouzitého média pii vlnové délce 600 nm). Nasledovala indukce exprese proteinu
THIR pomoci 2,5 ml IPTG (isopropyl-pB-D-thiogalaktopyranosid), jehoz vysledna
koncentrace byla 1 - 10 mol dm™>. Exprese probihala 12 h pii teploté 20 °C a
200 ot./min.

4.3.2 Centrifugace a lyze bunék

Bakterialni kultury byly pielity do jednolitrovych kyvet a nasledné centrifugovany
po dobu 20 min za teploty 4 °C pti 3 400 ot./min. Po centrifugaci byly kyvety umistény
do nadoby s ledem, protoze od této chvile bylo nutné roztok bunck a pozdéji roztok
proteinu TH1R chladit. Vznikly supernatant obsahujici médium byl odstranén. Pelety
obsahujici bakterie byly resuspendovany v lyza¢nim pufru (slozeni viz tabulka 4.3).
Na resuspendaci pelet vzniklych centrifugaci tii litrG bakterialni bylo potfeba 100 ml
tohoto pufru (ptipadné 200 ml pfi resuspendaci bunék ziskanych z Sesti litrii bakterialni
kultury). Pted sonikaci byl roztok resuspendovanych bunék pielit do sklenéné
tlustosténné kadinky a bylo k nému ptidano 5 mg lysozymu (vysledna koncentrace

100 pg ml ™). Nasledovala 45 minutové inkubace pii teploté 4 °C za stalého michani.

Tabulka 4.3: Slozeni 100 ml lyzacniho pufiu a 1 |1 10x koncentrovaného PBS pufru.

Chemikélie Vysledné koncentrace
H,O
10x PBS 1x PBS
Lyzaéni pufr NaCl 1 mol dm™2
100 ml imidazol 2-10° mol dm™
PMSF (0,1 moldm™®) 1-10° mol dm®
NP-40 20% (V/v) 0,01 % (V/v)
NaCl 1,44 mol dm™3
10x PBS pufr | kc| 27 - 10 mol dm™®
L Na;HPO, 50 - 10~° mol dm™®
pH=73 | KH2PO, 18 - 10~° mol dm™
H,O
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4.3.3 Sonikace

Pied sonikaci bylo nutné sondu sonikatoru ocistit pomoci etanolu a vody a konec
sondy umistit pfiblizn¢ jeden centimetr ode dna kadinky s roztokem lyzovanych bunék.
Celkovy c¢as sonikovani byl nastaven na 10 min. Ultrazvuk byl vzdy po 3 s vypnut a
nasledovala pauza dlouha 17 s. Na konci sonikace roztok zménil svou konzistenci a
ziskal nasedlou barvu. Po celou dobu je nutné roztok chladit v lazni s ledem.

Nasledné byl roztok rozbitych bunék 40 min centrifugovan pti 13 500 ot./min a
teploté 4 °C. Vysledny supernatant (dale sonikat) byl uchovan pro dalsi zpracovani a

peleta byla odstranéna.

4.3.4 Niklova chelataéni chromatografie

Plastova kolona pro niklovou chelata¢ni chromatografii byla pfipojena Kk peristaltické
pumpé a naplnéna piiblizng 5 ml sepharosy (Chelating Sepharose™ Fast Flow; 20%
(v/v) etanol). Priitokova rychlost byla nastavena na 5 ml min™ a kolona byla postupné

promyvana nasledujicimi roztoky:

e 15 ml destilovana voda

e 15 ml roztok Stripp (0,5 mol dm= NaCl, 50 - 10 mol dm>EDTA)
e 20 ml destilovana voda

e 50 ml 0,1 mol dm > NiSO,4

e 15 ml destilovana voda

e 20 ml pufr E (sloZeni viz tabulka 4.4 strana 30)

KdyzZ hladina pufru E doséahla k rozhrani naplné kolony, byla peristaltickd pumpa
zastavena a vyvod kolony uzavien vickem. Pomoci Pasteurovy pipety bylo do kolony
ptidano priblizné 10 ml sonikatu a promichano s naplni. Cely obsah kolony byl pomoci
Pasteurovy pipety piemistén do 200ml sklenéné kadinky s roztokem sonikatu a
za stalého michani inkubovan 30 min pfi teploté 4 °C.

Poté byl obsah kadinky postupné centrifugovan ve dvou 45ml pastovych
zkumavkach s vickem pii teploté 4 °C a 1600 ot./min. po dobu jedné minuty. Diky tomu
doslo k oddéleni sepharosy s navazanymi proteiny od supernatantu, ktery obsahoval

necistoty rozpusténé v lyza¢nim pufru a ktery byl nasledné odstranén.
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Pro oddéleni slab&ji nespecificky navazanych bilkovin byl roztok postupné
promyvan celkem 300 ml 10% (v/v) roztoku pufru F v pufru E (sloZeni viz tabulka 4.4).
Po kazdém promyti opét nasledovala jednominutova centrifugace pii 1600 ot./min. a
teploté 4 °C. Poslednich 100 ml 10% (v/v) pufru F bylo pouzito na pfemisténi naplné
S navazanym proteinem zpét do kolony. Napln s navazanym proteinem musela byt
neustale chlazena. Po promyti 10% (v/v) roztokem pufru F v pufru E byla peristalticka
pumpa zastavena a vyvod kolonky uzavien vickem.

Eluce proteinu byla provedena pomoci pufru F (slozeni viz tabulka 4.4), ktery
obsahoval imidazol o vysledné koncentraci 0,6 mol dm3. Jednotlivé frakce byly
postupné sbirany do deseti plastovych mikrozkumavek umisténych ve stojanku v lazni
s ledem.

Ziskané proteinové frakce byly analyzovany pomoci elektroforézy na 15% (v/v)
polyakrylamidovém gelu v prostfedi dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE). Popis celého
procesu, ptiprava gelu, pouzivanych pufrl, barviciho a odbarvovaciho roztoku byla
popsana v mé bakalaiské praci [6]. Vzdy bylo pouzito 12 pl proteinového standardu
(Precision Plus Protein Dual Color Standard). Z jednotlivych frakci ziskanych niklovou
chelata¢ni chromatografii byly odebrany 15ul vzorky a k nim ptidano 5 pl vzorkovaciho
pufru. 20ul roztoky vzorkti byly pfed nanesenim na gel zahiivany V plastovych
mikrozkumavkach 2 az 10 minut pfi teploté¢ 100 °C. Elektroforéza probihala za stalého
napéti 200 V.

Tabulka 4.4: Siozeni jednoho litru pufru E a jednoho litru pufru F.

Chemikalie Vysledna koncentrace
10x PBS 1x PBS
pufrE | NaCl 0,5 mol dm
imidazol 1-10°mol dm™
1l 20% (v/v) NP-40 0,01% (v/v) NP-40
H,0
10x PBS 1x PBS
PufrF | NaCl 0,5 mol dm®
1 imidazol 0,6 mol dm
20% (v/v) NP-40 0,01% (v/v) NP-40
pH=8 100% (v/v) glycerol  10% (v/v) glycerol
H,0

30



4.3.5 Dialyza frakci obsahujicich protein

Podle vysledki ziskanych SDS-PAGE byly vybrané frakce obsahujici nejvetsi podil
pozadovaného proteinu sloueny dohromady a umistény do dialyzacni membrany
uzaviené na obou koncich pomoci plastovych svorek. Membrdna byla vlozena
do pfedem ptipravené¢ho dialyza¢niho pufru (slozeni viz tabulka 4.5), jehoZ objem byl
jeden litr. Pory v membrané propoustéji molekuly do relativni molekulové hmotnosti

14 000. Dialyza probihala za stalého michani pfi teploté 4 °C po dobu dvanacti hodin.

Tabulka 4.5: Slozeni jednoho litru dialyzacniho pufiru a jednoho litru fosfatového
pufru, jehoz moldrni koncentrace byla 20 - 10~ mol dm>.

Chemikalie Vysledna koncentrace
TRIS (pH 7,5) 20 - 10 mol dm™®
Dialyzacni | NaCl 0,5 mol dm3
pufr EDTA 1-10°mol dm™
11 20% NP-40 0,01% NP-40
HZO
Fosfatovy pufr | NaH2PO4 - Hz0 11,5 -10° mol dm’®
pH=7 Na,HPO, - 12 H,0 8,7 - 10°° mol dm™®
NaCl 0,3 mol dm™
L H,0

4.3.6 Zakoncentrovani a filtrovani

Roztok proteinu byl z dialyza¢ni membrany piemistén do 15ml plastové zkumavky
pomoci 1ml automatické pipety a naslednou centrifugaci byly odstranény vysrazené
proteiny. Centrifugace probihala 1 min pfi 1600 ot./min a teplot¢ 4 °C. Vznikly
supernatant byl opatrné pienesen do koncentratoru (Amicon Ultra, 10 000 MWCO,
1500 pl), jehoz péry propousti molekuly s relativni molekulovou hmotnosti mensi nez
10 000. Zakoncentrovani roztoku proteinu probihalo pii 3 000 ot./min, teploté 4 °C.
Vysledny roztok proteinu byl nakonec pfefiltrovan pomoci 0,45um filtru (Spartan
13/0,45 RC; Whatman).
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4.3.7 Gelova permeaéni chromatografie

Poslednimi kroky celého purifikacniho procesu byly dvé za sebou jdouci gelové
permeaéni chromatografie. V prvni z nich byl jako mobilni faze pouzit piefiltrovany
dialyzacéni pufr (slozeni viz tabulka 4.5 na stran¢ 31) a ve druhé fosfatovy pufr o pH =7
(slozeni viz tabulka 4.5 na strané 31).

Po promyti FPLC pfistroje pro gelovou permeacni chromatografii pomoci
piefiltrované a destilované vody a odvzdusnéni pump, byla za pritoku 0,5 ml min™*
piipojena kolona Superdex ™ 200 (10/300 GL) a promyta nejdtive destilovanou vodou a
poté pufrem, ktery byl pouzit jako mobilni faze. Pomoci 2ml injekéni stfikacky s jehlou
byl ptefiltrovany roztok proteinu umistén do davkovaci smycky pfistroje a spustén
program pro automatické sbirani jednotlivych frakci. Separace probihala za pritoku
0,5 ml mobilni faze za jednu minutu. Po skonceni byla kolona promyta destilovanou
vodou, poté 20% (v/v) etanolem a odpojena.

Velikost a Cistota frakci ziskanych gelovou permeacni chromatografii byla ovéfena
pomoci SDS elektroforézy na 15% (v/v) polyakrylamidovém gelu (postup viz [6]).

Pted druhou gelovou permeacni chromatografii byly vybrané frakce zkoncentrovany
pomoci koncentratoru (Amicon Ultra, 10 000 MWCO, 1500 ul) pii 3 000 ot./min a
teploté 4 °C.

4.3.8 UV-VIS spektrofotometrické stanoveni koncentrace

Orienta¢ni méfeni koncentrace proteinového vzorku bylo provadéno na UV-VIS
spektrofotometru Cecil Instrument, 8000 Series. Absorbance (A) ziskanych vzorkid byla
mefena pii vinové délce 280 nm proti vzorku pufru pouzitém pii posledni gelové
permeacni chromatografii. Vzorky byly méfeny v kiemenné kyveté, délka optické drahy
(1) byla 1 cm. Molarni absorp¢ni koeficient (¢) pro THIR byl vypocten na zakladé
obsahu aromatickych aminokyselin pomoci internetového programu ProParam tool (1) a
jeho hodnota byla 2980 - 10 dm® mol™ ecm™. Vysledna molarni koncentrace (c) byla

vypoctena podle rovnice (1).

A= ¢lc 1)
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4.3.9 Dynamicky rozptyl svétla

Pro ziskani informaci o stupni polydisperzity vzorku (pfitomnosti agregovanych ¢i
oligomernich forem proteinu) bylo provedeno méfeni dynamického rozptylu svétla.
Intenzita rozptyleného svétla kolisa Vv Case diky neuspofadanému pohybu ¢astic
v roztoku. Rychlost pohybu &astic zavisi na jejich hydrodynamickém poloméru. Casova
zavislost fluktuace rozptyleného zareni proto obsahuje informaci o velikosti Castic.
Casova zavislost intenzity rozptyleného zéfeni je vyhodnocovana pomoci autokorelaéni
funkce [70].

Pted samotnym meétfenim bylo vzdy nutné vzorek zakoncentrovat, prefiltrovat a jeho
stabilitu prekontrolovat pomoci SDS-PAGE (vSechny postupy popsany diive). Méfeni

probihala na dvou typech pfistroju:

a) DLS analyzator Laser-Spectroscatter 201

Do kyvety bylo pomoci automatické pipety umisténo 15 pl vzorku, tak aby méfeny
vzorek neosahoval zadné viditelné vzduchové bubliny. Poté byla kyveta se vzorkem
umisténa do drzaku pfistroje a zapnut laser. Méteni probihalo pii vinové délce 532 nm
pti teploté¢ 20 °C. Odrazeny paprsek je u tohoto spektrometru sbirdn do analyzatoru

pod thlem 90°.

b) DLS analyzator ALV

Pro druhé méfeni dynamického rozptylu svétla byl pouzit ptistroj ALV s 22 mW
He-Ne laserem o vlnové délce 632,8 nm. Vzorek o objemu 0,5 ml byl umistén
do sklenéné kyvety. Méfeni probihalo za teploty 25 °C pod thly rozptylu 45°, 90° a
135°. Z casové zavislosti intenzity rozptyleného svétla, I(t), byly vypocteny

autokorelacni funkce g?(7) podle rovnice

@, _(He+7))
9“(7) BT o

kde zje doba prodlevy. Tyto funkce byly nasledné vyhodnoceny pomoci rovnice

g®(2) =1+ﬂ[ [ A(rr)exp[—ijdr}
0 T,

©)

kde £ je faktor koherence a A(z) je distribu¢ni funkce relaxacnich dob, z.
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Za piedpokladu, Ze pozorované fluktuace rozptyleného zafeni jsou zplisobeny
translaéni difzi rozptylujicich castic, potom stiedni hydrodynamicky polomér

rozptylujicich ¢astic odpovida dob¢ relaxace z; a Ize jej vypocitat podle rovnice

2
R, = 8noKe T k,;T sinz(g)rr
3n, A 2 )

kde parametry np a hy jsou index lomu a viskozita rozpoustédla, kg je Boltzmannova
konstanta [1,38062 - 102 J K] a T termodynamicka teplota [K].

4.3.10 Nuklearni magneticka rezonance

Pro namé&feni "H spektra nuklearni magnetickou rezonanci (NMR) bylo nutné, stejné
jako v ptedchozich piipadech, vzorek zakoncentrovat pomoci koncentratoru na objem
400 pl. Koncentrace vzorku musela dosahovat minimdalni hodnoty 1 - 102 mol dm™®
(pfiblizn& 2,5 mg ml™) a musela obsahovat 10% D,0. Ke 400 ul vzorku bylo pfidano
45 ul D,0. Pro méfeni byl pouzit NMR spektrometr Bruker Avance Il s vodikovou
frekvenci 600 MHz a kryosonda. Potlaceni signalu vody bylo provedeno metodou

watergate.
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5 Vysledky

Regula¢ni doména lidské tyrosinhydroxylasy je nestrukturovany protein [5], ktery
se vyznaCuje problematickym chovanim V roztocich. Pfi optimalizaci purifikacniho
protokolu bylo nutné brat v vahu jeho tendence agregovat a podléhat proteolyze.
Pro dalsi studie a méfeni byla bezpodmine¢né nutna piiprava dostate¢ného mnozstvi

stabilniho, neagregovaného a nedegradovaného proteinu.

5.2 Exprese a purifikace TH1R pro NMR méfreni

Exprese a purifikace proteinu THIR probihala podle protokolu optimalizovaného
v mé bakalarské praci [6]. Protein TH1R byl exprimovan v bakteriich Escherichia Coli
kmen BL21 (DE3) pii teplot¢ 20 °C po dobu dvanacti hodin. Teplota exprese byla,
oproti bézné pouzivanym 37 °C, snizena z divodu nutného zpomaleni exprese a
omezeni agregace proteinu. Bakterie Escherichia Coli BL21 (DE3) jsou kmenem
vhodnym pro u¢innou expresi proteinu THIR indukovatelnou pomoci IPTG a ptipadné
dlouhodobé¢ uskladnéni.

Pro feseni struktury proteinu THIR pomoci NMR méfeni bude potieba ptipravit
100% izotopové znaceny protein. Pro simulaci tohoto procesu byl protein TH1R
poslednich Sest purifikaci exprimovéan v tzv. minimalnich médiu, kde jedinym zdrojem
dusiku byl NH4Cl a jedinym zdrojem uhliku glukosa.

Purifikace proteinu TH1R se skladala ze dvou, pfipadné i tii po sobé nasledujicich
chromatografickych metod. cDNA pro TH1R byla zaklonovana do vektoru pET-15b,
proto N-konec ziskané¢ho rekombinantniho proteinu TH1R obsahoval motiv Sesti
po sob¢ jdoucich histidini tzv. histidinovou kotvou (6xHis-tag). Diky tomu bylo mozné
pii purifikaci vyuzit niklovou chelata¢ni chromatografii, pfi niz se protein s vysokou
afinitou zachycuje na kationtech Ni®* chelatovanych na kolon&. Nasledovala dialyza
vybranych proteinovych frakei. Druhou a piipadné i tieti chromatografickou metodou
byla gelova permeaéni chromatografie provadéna na kolon& Superdex™ 200 s polarni
mobilni fazi za pratoku 0,5 ml min. Cistota proteinu byla po kazdém kroku
analyzovana pomoci SDS-PAGE na 15% (v/v) polyakrylamidovém gelu. Relativni

molekulova hmotnost rekombinantniho TH1R proteinu byla 19 500.
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5.3 Optimalizace purifikac¢niho protokolu

Podminky nutné pro meéfeni roztoku proteinu THIR pomoci NMR se liSily
od protokolu navrzeného v mé bakalafské praci [6]. Bylo nutné protein pievést
do fosfatového pufru o koncentraci 20 -+ 10° mol dm™> a pH 7. Co nejvice snizit
iontovou silu roztoku a pfitom zajistit, aby se TH1R protein udrzel po co nejdelsi dobu
ve stabilnim neagregovaném stavu pifi  minimdlni méfitelné koncentraci
0,1 - 10>mol dm> a objemu minimaln& 400 pl.

Velkd pozornost byla vénovana zejména parametrim, které mohou ovliviiovat a

podporovat tendence proteinu TH1R agregovat a podléhat degradaci.

5.3.1 Zména podminek sonikace

Pti sonikaci dochazi k rozruSovani povrchu bakteridlnich bun¢k pomoci ultrazvuku.
zvySeni aktivity proteolytickych enzymi nebo piipadnou denaturaci proteinu vlivem
zvySené teploty.

Podminky sonikace byly zmirnény zkracenim délky pulzu na 3 s a zmény prodlevy
mezi pulzy na 17s. Oproti mé bakalaiské praci kde byly pouzity pulzy dlouhé
10 s prokladané 50 s pauzami [6]. Pti sonikaci resuspendovanych bakterii ziskanych
ze tfi litrG bakterialni kultury byl pivodni celkovy €as pusobeni ultrazvuku 15 min

sniZzen na 10 min.

5.3.2 Dalsi podminky, pridavek detergentu a inhibitoru proteas

Dalsim faktorem, ktery ma vliv na agregaci proteinu, jsou teploty niz$i nez 0 °C.
Proto bylo vyfazeno veskeré mrazeni, at’ jiz bun¢k pted sonikaci, nebo vysledného
sonikatu a cely proces purifikace byl co nejvice urychlen.

Velky podil agregovaného proteinu také vznikal pifi purifikaci provadéné z celych
Sesti litri bakterialni kultury najednou. Z tohoto ddvodu bylo snizeno mnozstvi
soucasn¢ purifikovaného proteinu. Jako idealni se ukézaly purifikace ze tii litrt

bakterialni kultury. V piipadé kultivace na minimalnim médiu bylo z divodu nizsiho
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vytézku proteinu nutné provadét purifikace z Sesti litrii. Pro zamezeni agregace proteinu
bylo v tomto pfipadé potieba rozd¢lit sonikat na dvé poloviny a provést dvé oddelené
niklové chelata¢ni chromatografie. Dalsi postup byl standardni.

Ve vyslednych purifikacich jiz vSechny pouzivané pufry obsahovaly 0,01% (v/v)
detergent NP-40. Vyjimkou byl fosfatovy pufr pouzity pro findlni pfipravu vzorku
pro NMR méieni. Tento detergent se vaze na hydrofobni plochy purifikovaného
proteinu a zabranuje tak jeho agregaci zptisobené hydrofobnimi interakcemi. Hlavnim
vyznamem pouziti detergentu NP-40 je tedy zvySeni rozpustnosti hydrofobnich
proteintl.

Z diivodu ochrany proteinu TH1R pied degradaci proteolytickymi enzymy béhem
extrakéniho a purifikaéniho procesu byla pii purifikaci VI do roztoku resuspendovanych

bunék pridana smés inhibitora proteas (Protease Inhibitor Cocktail Tablet).

5.3.3 Optimalizace niklové chelataéni chromatografie

Jako dalsi problém se ukézala nizkd Ccistota proteinu po niklové chelatacni
chromatografii. Pro zlepSeni Cistoty tohoto purifikaéniho kroku bylo nutné zménit
postup promyvéani proteinu  zachyceného na kationtech Ni®* chelatovanych
na sepharosovych ¢asticich naplné kolony. Byly otestovany tii zptsoby provedeni této
chromatografie: promyvani sepharosy s navazanym flznim proteinem ptimo V koloné
pfipojené  k peristaltické pumpg, promyvani vsadkové pomoci centrifugace
pii 1600 ot./min a také niklova chelata¢ni chromatografie na ptistroji pro FPLC.

Promyvani sonikatu ziskaného ze tii litrli bakterialni kultury ptivodnimi 300 ml 10%
(v/v) roztoku pufru F vpufru E (slozeni viz tabulka 4.4 na stran¢ 30) za vyuziti
centrifugace bylo vyhodnoceno jako nedostacujici. Proto byl sonikat ziskany ze tfi litri
bakteridlni kultury péstované na minimalnim médiu zachyceny na naplni kolony
rozdélen na dvé poloviny a bylo provedeno oddélené promyvani pomoci 300 ml 12%
(v/v) pufru F a ve druhém piipad¢€ pomoci 300 ml 15% (v/v) pufru F. Vysledek z obou
oddélené¢ provedenych niklovych chromatografii byl porovnan pomoci SDS-PAGE
na 15% (v/v) polyakrylamidovém gelu (viz obrazek 5.1 na strané 38). Z vyslednych

gelt je patrné, Ze pii promyti kolony 15% (v/v) roztokem pufru F v pufru E ziskame
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vyrazn¢ CistéjS§i roztok proteinu THIR, avSak za cenu snizeni jeho vysledné
koncentrace.

Na zakladé tohoto pozorovani bylo dale pouzivano 500 ml 15% (v/v) roztoku pufru
F v pufru E na promyvani roztoku proteinu ziskaného ze tii litrd bakterialni kultury
kultivované na minimalnim médiu. Promyvani bylo provedeno vsadkové za pouziti

centrifugace pii 1600 ot./min.

250 kDa St 1 2 3 4 5 6 7 8 9 250kDaSt 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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Obrazek 5.1: 15% (VIV) polyakrylamidové gely z SDS-PAGE obsahujici proteinovy
standard molekulovych vah (St) a vzorky frakci 1 az 9 eluované pri niklové chelatacni
chromatografii. Gel vievo je vysledkem chromatografie, pri niz byl k promyvani pouzit
roztok 12% (v/v) pufru F v pufru E a gel vpravo ukazuje cistotu proteinového vzorku

ziskanou po promyvani 15% roztokem pufru F v pufru E.

5.4 Vysledky kli€ovych purifikaci

Jednotlivé parametry uvedené v kapitole 5.3 byly testovany v ramci tfinacti
samostatnych purifikaci, ze kterych byly vybrany klicové purifikace obsahujici zasadni

zmény ptivodné navrzeného protokolu.
5.4.1 Purifikace |
Zmeény byly realizovany v nasledujicich krocich:
Sonikace: Na roztok resuspendovanych bunék ziskanych ze tfi litrii bakterialni kultury

pusobil ultrazvuk po celkovou dobu 10 min. Délka pulzu byla vzdy 3 sa

délka prodlevy mezi pulzy trvala 17 s.
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Niklova chelatac¢ni chromatografie:  Tento purifikacni krok byl proveden
vsadkovou metodou (viz kapitola 4.3.4.). K promyvani napln¢ kolony bylo
pouzito 300 ml 10% (v/v) pufru F. Vysledny 15% (v/v) polyakrylamidovy
gel z SDS-PAGE je uveden na obrazku 5.2.

Dialyza: Pro dalsi purifikaci byly vybrany frakce 2 az 8 eluované pii niklové
chelata¢ni chromatografii, které byly nasledn¢ dialyzovany proti pufru:
20 - 10°° mol dm 2 TRIS (pH 7,5), 0,5 mol dm™ NaCl, 0,5 - 10 mol dm™®
EDTA, 0,01% (v/v) NP-40, voda.

Gelova permeacni chromatografie:  Dialyzovany vzorek byl zakoncentrovan a
nasledné separovan nakolond Superdex™ 200 s pritokovou rychlosti
mobilni faze 0,5 ml min™. Slozeni mobilni faze: 20 - 10> mol dm™ TRIS
(pH 7,5), 0,5 mol dm = NaCl, 1 - 10> mol dm> EDTA, 0,01% (v/v) NP-40,
10% (v/v) glycerol, voda. Vysledny chromatogram a 15% (V/v)
polyakrylamidovy gel je uveden na obrazku 5.3 na strané 40. Pro vysledné

zakoncentrovani byly vybrany a slouceny frakce BS az B9.
Detergent: Ve vsech pouzitych pufrech byl ptitomen 0,01% (v/v) detergent NP-40.

Vysledky: Purifikaci I bylo ziskano pfiblizn¢ 6,7 mg proteinu THIR ze tii litri
bakterialni kultury kultivované v LB-médiu. Protein byl v neagregovaném
stavu, jak potvrdilo i nasledujici méfeni dynamického rozptylu svétla (viz

obrazek 5.17 na stran¢ 54).
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Obrazek 5.2: 15% (viv) polyakrylamidovy gel z SDS-PAGE obsahujici proteinovy
standard molekulovych vah (St) a vzorky proteinovych frakci c¢islo 2 az 8 eluovanych
priniklové chelatacni chromatografii v odpovidajicim poradi. K promyvani byl pouZit

10% (v/v) pufr F.
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Obrazek 5.3: Chromatogram ziskany pri gelové permeacni chromatografii. Na 0se X
je vynesen elucni objem a na ose y hodnoty absorbance namérené pri vinové délce
280 nm. Mobilni fazi byl prefiltrovany dialyzacni pufr (sloZeni viz strana 31) a rychlost
Jjeho pritoku byla 0,5 ml min™. Vybrané frakce byly analyzoviny pomoci SDS-PAGE.
Fotografie vysledného 15% (v/v) polyakrylamidového gelu zobrazuje proteinovy

standard (St) a vybrané proteinové frakce B2 az B11 obsahujici neagregovany protein.

5.4.2 Purifikace Il
Pro méteni pomoci NMR spektroskopie bylo nutné protokol z purifikace I zménit

nasledujicim zptisobem:

Sonikace: Byla sonikovana pouze 1/3 pelety ziskané z Sesti litrGi bakterialni kultury
kultivované v LB-médiu. Ultrazvuk byl zapnuty po celkovou dobu 10 min.

Délka pulzu byla vzdy 3 s a délka prodlevy mezi pulzy trvala 17 s.

Niklova chelata¢ni chromatografie:  Tento purifikaéni krok byl proveden

vsadkovou metodou (viz kapitola 4.3.4.). K promyvani naplné kolony bylo
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pouzito 300 ml 10% (v/v) pufru F. Vysledny 15% (v/v) polyakrylamidovy
gel z SDS-PAGE je uveden na Obrazku 5.4.

Dialyza: Pro dal§i purifikaci byly vybrany frakce 3 az 8 eluované pii niklové
chelatacni chromatografii, kter¢ byly nasledn¢ dialyzovany proti
fosfatovému pufru, jehoz pH bylo 7, koncentrace 20 - 102 mol dm2 a ktery
obsahoval NaCl o koncentraci 0,2 mol dm . Vzorek jiZ na pocatku dialyzy
siln¢ precipitoval, proto bylo nutné vznikly precipitat odebrat a vzorkem

naplnit novou dialyza¢ni membranu.

Gelova permeacni chromatografie:  Dialyzovany vzorek byl zakoncentrovan a
nasledn separovan na kolond Superdex ™ 200 s pritokovou rychlosti
mobilni faze 0,5mlmint. SloZeni mobilni faze: fosfatovy pufr pH 7 a
koncentrace 20 - 10 °mol dm™> a NaCl o koncentraci 0,2 mol dm,
Vysledny chromatogram a 15% polyakrylamidovy gel jsou uvedeny

na obrazku 5.5 na stran¢ 42.
Detergent: Ve vsech pouzitych pufrech byl ptitomen 0,01% (v/v) detergent NP-40.

Vysledky: K purifikaci byla pouzita priblizné 1/3 resuspendovanych bunék
pochazejicich z Sesti litri bakterialni kultury kultivované v LB-médiu. Podle
chromatogramu z gelové permeacni chromatografie byl ziskany THIR
protein v agregovaném stavu a podle vysledku vyplyvajiciho z SDS-PAGE
na obrazku 5.5 na strané 42 doslo i k jeho degradaci.
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Obrazek 5.4: 15% (v/v) polyakrylamidovy gel z SDS-PAGE obsahujici proteinovy
standard molekulovych vah (St) a vzorky proteinovych frakci cislo 3 az 8 eluovanych
priniklové chelatacni chromatografii V odpovidajicim poradi. K promyvani kolony byl
pouczit 10% (v/v) roztok pufru F.
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Obrazek 5.5: Chromatogram ziskany pri gelové permeacni chromatografii. Na ose x
je vynesen elucni objem a na ose y hodnoty absorbance namérené pri vinové délce
280 nm. Mobilni fizi byl fosfatovy (pH = 7, koncentrace 20 - 10~ mol dm™), ktery
obsahoval NaCl o koncentraci 0,2 mol dm™>. Rychlost priitoku mobilni fize byla
05mlmin™. Vybrané frakce byly analyzoviny pomoci SDS-PAGE. Fotografie
vysledného 15% polyakrylamidového gelu zobrazuje proteinovy standard (St) a vybrané
proteinové frakce A6, A8, A10 a Al2 obsahujici agregovany protein a frakce B1, B3,
B5, B7 a BY, ve kterych se obvykle nachazel neagregovany protein.

5.4.3 Purifikace lll

Vzhledem k nevyhovujicimu vysledku purifikace II bylo nutné navysit obsah NaCl
ve fosfatovém pufru a do purifika¢niho procesu byla ptidana jesté jedna gelova

permeacni chromatografie:
Sonikace: Byla sonikovana pouze 1/3 pelety ziskané z Sesti litri bakterialni kultury

kultivované v LB-médiu. Ultrazvuk byl zapnuty po celkovou dobu 10 min.

Délka pulzu byla vzdy 3 s a délka prodlevy mezi pulzy trvala 17 s.
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Niklova chelatac¢ni chromatografie: Tento purifikac¢ni krok byl proveden vsadkovou

Dialyza:

metodou (viz kapitola 4.3.4.). K promyvani naplné kolony bylo pouzito
300 ml 10% (v/v) pufru F. Vysledny 15% (v/v) polyakrylamidovy gel
z SDS-PAGE je uveden na obrazku 5.6 na stran¢ 44.

Pro dalsi purifikaci byly vybrany frakce 2 az 9 eluované pii niklové
chelata¢ni chromatografii, které byly nasledn¢ dialyzovéany proti pufru:
20 - 10 mol dm™ TRIS (pH 7,5), 0,5 mol dm NaCl, 1102 mol dm™
EDTA, 0,01% (v/v) NP-40, voda.

1. Gelova permeacni chromatografie: Dialyzovany vzorek byl zakoncentrovdn a

nasledn separovan na kolond Superdex ™ 200 s pritokovou rychlosti
mobilni fize 0,5 ml min™. Slozeni mobilni faze: 20 - 10> mol dm® TRIS
(pH 7,5), 0,5 mol dm = NaCl, 1 - 10> mol dm > EDTA, 0,01% (v/v) NP-40,
10% (v/v) glycerol, voda. Vysledny chromatogram a 15% (V/v)

polyakrylamidovy gel je uveden na obrazku 5.7 na stran¢ 44.

2. Gelova permeacni chromatografie: Frakce B3 az B10 z prvni gelové permeacni

Detergent:

Vysledky:

chromatografie (viz obrazek 5.7 strana 44) byly zakoncentrovany a nasledné
separovany na kolon& Superdex ™ 200 s pritokovou rychlosti mobilni faze
0,5 mlmin. Slozeni mobilni faze: fosfitovy pufr pH 7 o koncentraci
20-10°moldm™® a NaCl o koncentraci 0,5 moldm?® Vysledny
chromatogram a 15% (v/v) polyakrylamidovy gel jsou uvedeny na obrazku
5.8 na strané 45. Pro vysledné zakoncentrovani byly vybrany a slouceny

frakce B3 az BO.
Ve vsech pouzitych pufrech byl pfitomen 0,01% (v/v) detergent NP-40.

Purifikaci Il bylo ziskdno 2,7 mg proteinu TH1R z roztoku, ktery byl
ziskan z 1/3 pelety z Sesti litri bakteridlni kultury kultivované v LB-médiu.
Protein byl v neagregovaném stavu a byl dale pouzit pro méfeni pomoci
nuklearni magnetické rezonance. Ziskané jednodimenzionalni 'H-NMR

spektrum se nachazi na obrazku 5.19 na stran¢ 57.

43



250kDa st
150

100 —
75 —
50 —
37 —

Obrazek 5.6: 15% (v/v) polyakrylamidovy gel z SDS-PAGE obsahujici proteinovy
standard molekulovych vah (St) a vzorky proteinovych frakci cislo 2 az 9 eluovanych
priniklové chelatacni chromatografii v odpovidajicim poradi. K promyvani kolony byl

pouzit 10% (v/v) roztok pufru F.
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Obrazek 5.7: Chromatogram ziskany pri gelové permeacni chromatografii. Na 0se X
je vynesen elucni objem a na ose y hodnoty absorbance namérené pri vinové délce
280 nm. Mobilni fazi byl prefiltrovany dialyzacni pufr (sloZeni viz strana 31) a rychlost
prutoku mobilni faze byla 0,5 ml min*. Vybrané frakce byly analyzovany pomoci SDS-
PAGE. Fotografie 15% (v/v) gelu zobrazuje proteinovy standard (St), frakce A5 a A9
obsahujici agregovany protein a proteinové frakce B3 az B9 obsahujici protein

neagregovany.
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Obrazek 5.8: Chromatogram, ktery byl ziskan pri druhé gelové permeacni chromato-
grafii. Na ose x je vynesen elucni objem a na ose y hodnoty absorbance namérené
privinové délce 280 nm. Mobilni fazi byl fosfatovy pufr (pH = 7, koncentrace
20 - 10~ mol dm’3), ktery obsahoval NaCl o koncentraci 0,5 mol dm=. Rychlost pritoku
mobilni fize byla 0,5 ml min™. Vybrané frakce byly analyzoviny pomoci SDS-PAGE.
Fotografie 15% (v/V) gelu zobrazuje proteinovy standard (St), vzorek (1.) z predchozi
chromatografie a frakce B2 az B9 obsahujici neagregovany protein.

5.4.4 Purifikace IV

Vysoky obsah NaCl ve vzorku neni pro NMR méfeni vhodny. Proto byla

koncentrace NaCl ve fosfatovém pufru snizena na 0,3 mol dm=S,

Sonikace: Byla sonikovana pouze 1/3 pelety ziskané z Sesti litri bakterialni kultury
kultivované v LB-médiu. Ultrazvuk byl zapnuty po celkovou dobu 10 min.

Délka pulzu byla vzdy 3 s a délka prodlevy mezi pulzy trvala 17 s.

Niklova chelata¢ni chromatografie:  Tento purifikacni krok byl proveden

vsadkovou metodou (viz kapitola 4.3.4.). K promyvani napln¢ kolony bylo
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Dialyza:

pouzito 300 ml 10% (v/v) pufru F. Vysledny 15% (v/v) polyakrylamidovy
gel z SDS-PAGE je uveden na obrazku 5.9 na stran¢ 47.

Pro dalsi purifikaci byly vybrany frakce 2 az 9 eluované pifi niklové
chelata¢ni chromatografii, které byly nasledné dialyzovany proti pufru:
20 - 10 mol dm™® TRIS (pH 7,5), 0,5 mol dm> NaCl, 1-10°mol dm™®
EDTA, 0,01% (v/v) NP-40, voda.

1. Gelova permea¢ni chromatografie: Dialyzovany vzorek byl zbaven precipitatu,

zakoncentrovan a naslednd separovan nakolon& Superdex™ 200
s pratokovou rychlosti mobilni faze 0,5 ml min~t. SloZeni mobilni faze:
20 - 10 mol dm™® TRIS (pH 7,5), 0,5 mol dm™> NaCl, 1 - 103 mol dm®
EDTA, 0,01% (v/v) NP-40, 10% (v/v) glycerol, voda. Vysledny
chromatogram a 15% (v/v) polyakrylamidovy gel je uveden na obrazku 5.10

na strané 47.

2. Gelova permeacni chromatografie: Frakce B4 az B9 z prvni gelové permeacni

Detergent:

Vysledky:

chromatografie (viz obrazek 5.10 na strané¢ 47) byly zakoncentrovany a
nasledné separovany nakolond Superdex™ 200 s priitokovou rychlosti
mobilni faze 0,5mlmint. SloZeni mobilni faze: fosfatovy pufr pH 7 a
koncentrace 20 -10°moldm™> a NaCl o koncentraci 0,3 mol dm,
Vysledny chromatogram a 15% (v/v) polyakrylamidovy gel jsou uvedeny
na obrazku 5.11 na strané 48.

Ve vSech pouzitych pufrech byl pfitomen 0,01% (v/v) detergent NP-40.

Purifikaci IV bylo ziskano pfiblizné 3,2 mg proteinu TH1R z roztoku, ktery
byl ziskan z 1/3 pelety z Sesti litrQi bakteridlni kultury kultivované v LB-
médiu. Protein byl v neagregovaném stavu, coz bylo nasledné potvrzeno i
méfenim dynamického rozptylu svétla. Ziskané vysledky jsou zobrazeny

na obrazku 5.18 na strané 55.
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Obrazek 5.9: Vysledny 15% (VIV) polyakrylamidovy gel obsahujici proteinovy
standard molekulovych vah (St) a vzorky frakci 2 az 10 eluovanych pri niklové
chelatacni chromatografii v odpovidajicim poradi. K promyvani kolony byl pouzit 10%
(VV) pufr F.
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Obrazek 5.10: Chromatogram ziskany pri gelové permeacni chromatografii.
Na ose x je vynesen elucni objem a na ose y hodnoty absorbance namérené pri vinové
délce 280 nm. Mobilni fazi byl prefiltrovany dialyzacni pufr (slozeni viz Strana 31) a
rychlost jeho priitoku byla 0,5 ml min™. Vybrané frakce byly analyzoviny pomoci
SDS-PAGE. Fotografie vysledného 15% (VIV) polyakrylamidového gelu zobrazuje
proteinovy standard (St), frakci A6 obsahujici agregovany protein a vybrané proteinové

frakce B3 az B9 obsahujici neagregovany protein.
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Obrazek 5.11: Chromatogram, ktery byl ziskan pridruhé gelové permeacni
chromatografii. Na ose x je vynesen elucni objem a na ose y hodnoty absorbance
namérené pri vinové délce 280 nm. Mobilni fazi byl fosfatovy pufr (pH = 7, koncentrace
20 - 10~ mol dm’3), ktery obsahoval NaCl o koncentraci 0,3 mol dm=. Rychlost pruitoku
mobilni fize byla 0,5 ml min™. Vybrané frakce byly analyzoviny pomoci SDS-PAGE.
Fotografie 15% (v/V) polyakrylamidového gelu zobrazuje proteinovy standard (St) a
frakce B3 az B10 obsahujici neagregovany protein THIR.

5.45 Purifikace V

Pro ptipravu proteinového vzorku 100% znaGeného izotopy “N a Bc bylo nutné
nejdiive otestovat kultivaci bakterii E. coli v minimalnim médiu a optimalizovat

protokol nésledujicim zptisobem:
Sonikace: Na roztok resuspendovanych bunék ziskanych ze tii litrti bakterialni kultury,

kultivované na minimalnim médiu, pusobil ultrazvuk po celkovou dobu

10 min. Délka pulzu byla vzdy 3 s a délka prodlevy mezi pulzy trvala 17 s.
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Niklova chelatac¢ni chromatografiez:  Tento purifikacni krok byl proveden

Dialyza:

vsadkovou metodou (viz kapitola 4.3.4.). K promyvani napln¢ kolony bylo
pouzito 300 ml 10% (v/v) pufru F. Vysledny 15% (v/v) polyakrylamidovy
gel z SDS-PAGE je uveden na obrazku 5.12.

Pro dalsi purifikaci byly vybrany frakce 2 az 9 eluované pii niklové
chelata¢ni chromatografii, které byly nasledn¢ dialyzovéany proti pufru:
20 - 10 mol dm™ TRIS (pH 7,5), 0,5 mol dm NaCl, 1102 mol dm™
EDTA, 0,01% (v/v) NP-40, voda.

Gelova permeacni chromatografie:  Dialyzovany vzorek byl zakoncentrovan a

Detergent:

Vysledky:

nasledné separovan na koloné Superdex™ 200 s pritokovou rychlosti
mobilni faze 0,5ml mint. SloZeni mobilni faze: fosfatovy pufr pH 7 a
koncentrace 20 - 10 °moldm™ a NaCl o koncentraci 0,3 mol dm,
Vysledny chromatogram a 15% (v/v) polyakrylamidovy gel jsou uvedeny
naobrazku 5.13 na strané¢ 50. Pro dalsi méfeni byly vybrany a

zakoncentrovany frakce B3 az B10.
Ve vSech pouzitych pufrech byl pfitomen 0,01% (v/v) detergent NP-40.

Purifikaci IV bylo ziskano 1,7 mg proteinu TH1R ze tii bakterialni kultury
kultivované v minimalnim médiu. Protein byl ziskan v neagregovaném
stavu. Nasledné byla provedena analyza stability vzorku pomoci SDS-
PAGE uvedena v kapitole 5.5 na stranach 52 a 53.
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Obrazek 5.12: Vysledny 15% (VIV) polyakrylamidovy gel obsahujici proteinovy

standard molekulovych vah (St) a vzorky frakci 1 az 9 eluovanych pri niklové chelatacni

chromatografii v odpovidajicim poradi. K promyvani kolony byl pouzit 10% (vIv) roztok

pufru F v pufru E.
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Obrazek 5.13: Chromatogram ziskany pri gelové permeacni chromatografii.
Na ose x je vynesen elucni objem a na ose y hodnoty absorbance namérené pri vinové
délce 280 nm. Mobilni fazi byl prefiltrovany fosfatovy pufr (pH = 7, koncentrace 20 -
10°° mol dm™), ktery obsahoval NaCl o koncentraci 0,2 mol dm-3. Rychlost priitoku
mobilni fize byla 0,5 ml mint. Vysledny 15% (viv) polyakrylamidovy gel zobrazuje
proteinovy standard (St), frakci A9 obsahujici agregovany protein a proteinové frakce

B3 az B10, které obsahovaly neagregovany protein.

5.4.6 Purifikace VI

DalS§im problémem, ktery bylo nutné vyiesit, byla nizkd Cistota proteinovych frakci
eluovanych pii niklové chelataéni chromatografii. Na zékladé¢ nckolika testl byl

purifikacni protokol nakonec modifikovan néasledovné:

Sonikace: Do roztoku resuspendovanych bunék ziskanych z Sesti litri bakterialni
kultury byl pfidan inhibitor proteaz (Protease Inhibitor Cocktail Tablet) a
na ziskany roztok pusobil ultrazvuk po celkovou dobu 20 min. Délka pulzu

byla vzdy 3 s a délka prodlevy mezi pulzy trvala 17 s.
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Niklova chelatac¢ni chromatografie:  Pred timto purifikatnim krokem byl sonikat
rozdélen na dvé poloviny a byly provedeny dvé oddélené chromatografie
vsadkovou metodou (viz kapitola 4.3.4.). K promyvani naplné kolony bylo
pouzito vzdy 500 ml 15% (v/v) pufru F (celkové jeden litr 15% (v/v) pufru
F). Vysledny 15% (v/v) polyakrylamidovy gel z SDS-PAGE je uveden

na obrazku 5.14.

Dialyza: Pro dalsi purifikaci byly vybrany frakce 2 az 11 ziskané z obou niklovych
chelata¢nich chromatografii. Tyto frakce byly nasledné dialyzovany proti
pufru: 20 - 10 mol dm 2 TRIS (pH 7,5), 0,5 mol dm > NaCl, 0,01% (v/v)
NP-40, 2 - 10> mol dm ?EDTA.

Gelova permeacni chromatografie:  Dialyzovany vzorek byl zakoncentrovan a
nasledné separovan na kolond Superdex™ 200 s priitokovou rychlosti
mobilni faze 0,5 ml mint. SloZeni mobilni faze: fosfatovy pufr pH 7 a
koncentrace 20 - 10°moldm™> a NaCl o koncentraci 0,3 mol dm,
Vysledny chromatogram a 15% (v/v) polyakrylamidovy gel jsou uvedeny

na obrazku 5.15 na stran¢ 52.
Detergent: Ve vsech pouzitych pufrech byl ptitomen 0,01% (v/v) detergent NP-40.

Vysledky: Purifikaci VI bylo ziskano 2,6 mg proteinu TH1R z $esti litrd bakterialni
kultury  kultivované v minimalnim médiu. Protein byl ziskan

V neagregovaném stavu.

250kDa St 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Obrazek 5.14: Vysledny 15% (VIV) polyakrylamidovy gel obsahujici proteinovy
standard molekulovych vah (St) a vzorky frakci 2 az 10 eluovanych pri niklové
chelatacni chromatografii v odpovidajicim poradi. K promyvani kolony byl pouzit 10%
(VV) pufr F.
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Obrazek 5.15: Chromatogram ziskany pri gelové permeacni chromatografii.
Na ose x je vynesen elucni objem a na ose y hodnoty absorbance namérené pri vinové
délce 280 nm. Mobilni fizi byl fosfatovy pufr (pH = 7, koncentrace 20 - 10~ mol dm™),
ktery obsahoval NaCl o koncentraci 0,3 mol dm>. Rychlost priitoku mobilni faze byla
0,5 ml min't. Vybrané frakce byly analyzoviny pomoci SDS-PAGE. Fotografie 15%
(v/v) gelu zobrazuje proteinovy standard (St), frakci A9 obsahujici agregovany protein

a proteinové frakce B3 az B10 obsahujici neagregovany protein.

5.5 Analyza stability proteinu

Pro NMR méfeni je nutné, aby byl vzorek dostatecné stabilni, tedy aby nepodléhal
proteolytické degradaci ¢i agregaci. Pro otestovani stability THIR vi¢i proteolytické
degradaci byla jedna &ast vzorku THIR o koncentraci 1,7 mgml™? ziskaného
purifikaci V inkubovana pfti teplot¢ 6 °C a druha cast pii teploté¢ 18 °C. Stabilita
proteinu byla ovéfena pomoci SDS-PAGE ziskané z postupné odebiranych vzorki.

Prvni odbér byl po ¢tyfdenni inkubaci a byly jim ziskany vzorky 2 a 3 a po dalsich trech
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dnech byly odebrany vzorky 4 a 5 a po nasledujicich Sesti dnech byly odebrany posledni
vzorky 6 a 7. Vysledky ziskané z SDS-PAGE se nachazeji na obrazku 5.16.

250kDa St 1 2 3 4 5 6 7
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Obrazek 5.16: 15% (v/v) gel ziskany z SDS-PAGE vytvoreny pro analyzu stability
proteinu TH1R. (St) je proteinovy standard molekulovych vah, vzorek 1 je piivodni
vzorek pripraveny pri purifikaci V. Vzorky 2, 4 a 6 byly odebrany z casti pivodniho
vzorku a inkubovany pri teploté 6 °C. Vzorky 3, 5 a 7 pochazeji ze stejného puvodniho

vzorku a byly inkubovany pri 18 °C.

5.6 Biofyzikalni charakterizace proteinu TH1R

5.6.1 Dynamicky rozptyl svétla

Pro uspé$né studium struktury proteinu pomoci technik NMR je nutné, aby
studovany protein byl monodisperzni. Proto byla u pfipravenych roztokii proteinu
THIR studovana jejich monodisperzita pomoci dynamického rozptylu svétla (DLS).
Pro tyto experimenty byly pouzity koncentrované a prefiltrované vzorky ziskané

z purifikaci 1 a IV.

a) Vysledky DLS méfeného na pristroji Laser-Spectroscatter 201:

Prvni méfeni byla realizovana na UOCHB na piistroji Laser-Spectroscatter 201.
Podminky méfeni byly nasledujici: vlnova délka 532 nm, thel méfeni rozptylenych
paprska 90°, teplota 20 °C. Byla testovana monodisperzita proteinu ziskaného v ramci
purifikace | (viz strana 38). Dva vzorky proteinu z této purifikace byly inkubovany za
riznych podminek. Vzorek A byl inkubovan pfi teploté v mistnosti, vzorek B pfi teploté
18 °C a vzorek C pii teplote 6 °C (simulace podminek pii NMR). Za stejnych podminek

meéfeni byl také otestovan vzorek D zamrazeny na — 20 °C, jehoz vysledek byl podobny
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jako u predeslych tiech vzorkil. Koncentrace viech vzorki byla 6,7 mg ml™. Vysledny
hydrodynamicky polomér proteinu obsazeného ve vzorku A byl 4,00 + 0,71 nm,
ve vzorku B byl 3,93 + 0,56 nm, ve vzorku C byl 4,25 + 0,64 nm a ve vzorku D byl
4,22 £ 0,65 nm (stiedni hodnota + s. d. z deseti méfeni). Obrazek 5.17 zobrazuje

autokorelacni funkce a distribuce hydrodynamickych polomért vSech méfenych vzorki.

Autokorelaéni funkce

Distribuce hydrodynamickych poloméra
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Obrazek 5.17:

Vysledky méreni

dynamického rozptylu svetla na pristroji

Laser-Spectroscatter 201 (A = 532 nm, uhel 90°, teplota 20 °C). A: vzorek inkubovany
pri laboratorni teplote, B: vzorek inkubovany pri teploté 18 °C, C: vzorek inkubovany
pri teploté 6 °C, D: vzorek zamrazeny na —20 °C. U kazdého vzorku je uvedena
funkce z namérenych dat a vysledna distribuce

autokorelacni vypoctena

hydrodynamickych polomeérii.
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Z dat ziskanych métenim DLS na pfistroji Laser-Spectroscatter 201 zobrazenych
na obrazku 5.17 na strané 54 je patrné, ze distribuce hydrodynamickych poloméri
vzorki A a B je velice podobna. Tyto vzorky na rozdil od vzorki C a D navic

vykazovaly vy$si monodisperzitu.

b) Vysledky DLS méieného na piistroji ALV

Pro ziskani kvalitngjSich dat zejména ptesnéjSiho hydrodynamického poloméru byl
nasledné pouzit spektrofotometr AVL z Katedry fyzikalni a makro-molekularni chemie
UK. Zatizeni pro méfeni rozptylu svétla se skladalo z 22 mW He-Ne laseru pracujiciho
na vlnové délce 4 = 632,8 nm, ALV CGS/8F automatické¢ uhloméru, ALV High QE
APD detektoru a ALV 5000/ELS multibit, multitau autokorelatoru. M¢feni bylo
provedeno za teploty 25 °C a pod thly rozptylu (0) 45°, 90° a 135°. K méfeni byl pouzit
ptipraveny purifikaci IV (viz strana 45), jehoz pfiblizny objem byl 0,5 ml a jehoz
pfiblizna koncentrace byla 3,2 mg ml™. Byly sledovany &asové fluktuace intenzity
rozptyleného svétla I(t) a vyhodnoceny pomoci autokorela¢nich funkci, které jsou
zobrazeny na obrazku 5.18 A. Odpovidajici distribuce Ry zobrazené na obrazku 5.18 B

jsou bimodalni.
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Obrazek 5.18: A: Autokorelacni funkce DLS intenzit roztoku proteinu mérené
pod uhly rozptylu 45 °, 90 ° a 135 °. B: Distribuce hydrodynamickych polomeérii
vypoctené z g¥(z) funkcr.
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Uhlové zavislosti stiedni doby relaxace obou forem (agregovany a neagregovany
protein) odpovidaji difuznim procesim. Proto jsou distribuce zobrazeny jako funkce
hydrodynamickych poloméri. Relativni amplituda rychlejsi formy (neagregovany
protein, difize malych ¢astic) se zvySuje s rostoucim thlem rozptylu. Takové chovani je
typické pro smési rozptylujicich ¢astic, lisicich se velikosti a je zptisobeno tlumenim
rozptylu velkymi ¢asticemi piti velkych @ zptisobenym destruktivnimi mezicasticovymi
interferencemi. Ptitomnost velkych ¢astic (agregat) naznacuje, ze protein ve vodnych
roztocich prochazi cCasteCnou agregaci. Je nutné si uvédomit, Zze distribuce
hydrodynamickych poloméra jsou hodnoceny podle intenzity rozptylu (zvySuji se
umérné s Sestou mocninou poloméru). Proto je piispévek agregatl silné nadhodnocen a
jejich hmotnostni zlomek ve vzorku je velmi nizky. Hydrodynamicky polomér proteinu
THIR byl vyhodnocen jako stfedni hodnota z rychlejsiho modu na =90 ° a byla

ziskana hodnota 4,28 + 0,04 nm (stfedni hodnota + s. d. Z péti méfeni).

Vysledky meéteni dynamického rozptylu svétla ziskané ze dvou rozdilnych
piistroji si vzajemné odpovidaly (piistroj Laser-Spectroscatter 201: Ry~ 4,1 nm;
ptistroj ALV: Ry~ 4,3 nm).

5.6.2 Nuklearni magneticka rezonance

Vzorek ptipraveny v purifikaci III (viz strana 42) byl vyuzit pro naméfeni
jednodimenzionalniho *H-NMR spektra, které je zobrazeno na obrazku 5.19 na strand
57. Tento vzorek obsahoval protein THIR o vysledné koncentraci 2,7 mg ml™, ktery
byl ziskan z 1/3 pelety z Sesti litrii bakterialni kultury kultivované v LB-médiu. Protein
TH1R byl rozpustén ve vodném (90% H,0/10% D,0) fosfatovém pufru, jehoz pH bylo
7 a jehoz koncentrace byla 20 - 10~ mol dm>. Mé&feni probihalo na NMR spektrometru
Bruker Avance Il svodikovou frekvenci 600 MHz za pouziti kryosondy
optimalizované pro méfeni proteinovych vzorkia. Teplota méfeni byla 10 °C. Potlaceni
signalu H,O bylo provedeno metodou watergate.

Z &iiky &ar ziskaného 'H-NMR spektra je mozné usuzovat, Ze se protein nachazi
V neagregovaném stavu. Disperze peptidickych vodikd navic patrn€ potvrzuje, ze

protein TH1R je opravdu nestrukturni.
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Obrizek 5.19: 'H-NMR spektrum naméiené na vzorku ziskaném z purifikace 111,
Jjehoz koncentrace byla 2,7 mg ml™* a ktery obsahoval protein THIR (177 aminokyselin,
relativni molekulova hmotnost 19500) a 10% D,0. Mereni bylo provedeno
na spektrometru Bruker Avance Il s vodikovou frekvenci 600 MHz za pouziti kryosondy

pri teplote 10 °C.
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6 Diskuse

Enzym tyrosinhydroxylasa hraje klicovou roli v prvnim kroku biosyntézy
katecholaminovych neuroptenasecu [9, 10], z této skute¢nosti plyne jeji duleZitost a vliv
navznik neurologickych onemocnéni, napiiklad Parkinsonovy choroby [2].
Vyznamnost tyrosinhydroxylasy se odrazi i ve slozitosti mechanismu regulace jeji
aktivity [12]. Kontrola regulace je provadéna nékolika ruznymi zpusoby a jednou
Z moznosti jsou posttranslaéni modifikace regulaéni domény pomoci fosforylace [40].

Pro detailni pochopeni funkce a regulace tyrosinhydroxylasy je dulezité¢ objasnit
strukturu jeji regulacni domény. Bylo dokazano, ze regulacni doména lidské
tyrosinhydroxylasy izoforma 1 (TH1R) je nestrukturni doménou s nizkym zastoupenim
sekundarni struktury [5]. Na této skuteCnosti neni nic neobvyklého, protoze velké
mnozstvi dal§ich proteini v zivych organismech nema také definovanou
tifidimenzionalni strukturu a jejich struktura se pravdépodobné blizi struktufe nahodného
klubka. Geny pro takovéto proteiny jsou V lidském i jinych genomech zastoupeny
pfirozené, nejedna se tedy 0 zadnou anomalii [71]. Divodem nestrukturniho usporadani
jsou pravdépodobné protein-proteinové interakce vyzadujici plasticitu a proménlivost
struktury vazebnych proteinovych partneri. Tyto vlastnosti umoznuji vytvareni
variabilnich multi-proteinovych komplext riznych bilkovin [72, 73].

Strukturu neuspofadanych c¢asti proteini je vétSinou nemozné Studovat
krystalograficky. Pokud vibec dojde ke vzniku krystalu, nestrukturni ¢asti fetézce
mohou byt Vv Kkrystalu nepiirozené¢ uspotfadany diky intermolekularnim kontaktim
krystalové miizky nebo nemuseji byt vibec identifikovatelné pomoci difrakénich
metod. NMR je jednou z mala metod pouzitelnych pro studium konformace
neusporadanych proteini [65]. Jedinecnost této metody spocéiva i vV moznosti méfeni
v roztocich, které mohou dobfe napodobit fyziologické podminky Vv zivych
organismech. NMR méfeni tak poskytuje moznosti tpravy pH, teploty a koncentrace
soli, tak aby co nejlépe odpovidaly vlastnostem prostfedi, ve kterém se protein
pfirozené vyskytuje [63].

Pro NMR meéfeni je potieba ziskat miligramové mnozstvi ¢istého, neagregovaného a
stabilniho proteinu. Pravdépodobnost agregace a degradace proteinu byla Castecné

snizena expresi proteinu THIR pii 20 °C po dobu dvanicti hodin (oproti béZnym
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37 °C), chlazenim roztoku proteinu po celou dobu jeho purifikace, pouzitim detergentu
NP-40 a inhibitoru proteas, odstranénim veSkerého zmrazovani a zkracenim doby
potiebné k purifikaci. V rdmci systematického pfedchazeni podminkdm, pti kterych by
mohlo dochazet k agregaci proteinu TH1R byly pfizpusobeny i prvni kroky purifikace,
zejména objemy vzorkl pouzivané pii niklové chelatacni chromatografii. Praveé zde
dochazelo ke zvyseni koncentrace proteinu v roztocich o malych objemech, coz patrné
zpusobovalo vznik vétstho mnozstvi agregovaného proteinu THIR. Pro odstranéni
agregovaného proteinu TH1R byla vyuziviana gelovd permeacni chromatografie,
pti které byl agregovany protein obsazen ve frakcich oznac¢enych pismenem A. Tento
ptedpoklad byl potvrzen nékolika DLS méfenimi, kterd prokazala, ze frakce oznacené
pismenem B (tedy migrujici pomaleji) opravdu obsahuji neagregovany protein.
Pro ovérovani velikosti proteinovych vzorkii nebylo v tomto piipadé mozné vyuzivat
SDS-PAGE, protoze zde se jevila velikost frakci A a B stejna — relativni molekulova
hmotnost vzorki odebranych z obou frakci se pohybovala mezi 20 000 a 25 000. Tato
skute¢nost navic neodpovidala ani skutecné relativni hmotnosti THIR proteinu, ktera je
19 500, coz je mozné vysvétlit nestandardnim chovanim nestrukturovaného proteinu
pti SDS-PAGE a vlivem SDS detergentu, diky kterému zanikaji nekovalentni interakce
nutné ke vzniku agregatu.

Dal$imi podminkami pro NMR méfeni bylo pouZiti vhodného pufru obsahujiciho co
nejniz8i koncentraci soli. V naSem ptipadé byl pouzit fosfatovy pufr o pH 7 obsahujici
NaCl vysledné koncentrace 0,3 - 10~ mol dm™3.

Pro vyfeseni struktury proteinu pomoci NMR bude nutné pfipravit rekombinantni
protein 100% obohaceny izotopy N a ¥C. Pro tento G&el se misto standardniho
LB-média pouziva tzv. médium minimalni, které obsahuje jako jediny zdroj dusiku
NH,CI a jako jediny zdroj uhliku **C-glukosu. Toto médium je sestaveno pouze
ze zékladnich sloucenin, které bakterie E. coli potfebuji ke svému rdstu. Z tohoto
divodu dochazi ptiblizné k 1,5x pomalejSimu ristu bakteridlni kultury a podobné je
tomu i sexpresi proteinu THIR — vytézek je pomérné nizky, proto bude podle
navrzené¢ho protokolu nutné piipravovat vzorek pro NMR ne ze tfi litri bakterialni
kultury, ale zSesti litr, aby bylo dosazeno minimalni méfitelné koncentrace
0,1 -107° mol dm™,
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V pribéhu testovani a optimalizace purifika¢niho protokolu jsme se také potykali
s nizkou Cistotou proteinovych frakci eluovanych pii niklové chelataéni chromatografii.
Tento problém byl Caste¢né vyfeSen zvySenim objemu pufru F pouzivaného k oplachu
pii vsadkové metodé a také zvySenim obsahu imidazolu v tomto pufru. 15% (v/v)
roztok pufru F vpufru E ve vysledku obsahoval imidazol o molarni koncentraci
90 - 10° mol dm® (oproti piivodni koncentraci 60 - 10 mol dm™®) a jeho objem byl
navySen na 500 ml (z ptivodnich 300 ml). Témito kroky doslo k lepsimu odstranéni
nespecificky navazanych proteinti, které bylo ale bohuzel spojeno s niz§im vytézkem
proteinu TH1R.

Vysledkem celého procesu testovani a optimalizace jednotlivych krok purifikaéniho
protokolu je purifikace VI, pii které bylo z Sesti litrGi bakterialni kultury kultivované
V minimalnim médiu ziskano 2,6 mg proteinu THIR. Vysledny vzorek obsahoval
stabilni neagregovany protein dostate¢né Cistoty a koncentrace, ktery byl vhodny

pro piipadna méfeni pomoci NMR.
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7 Zaver

Hlavni stanoveny cil této diplomové prace byl uspesné splnén. Byl dokoncen vyvoj
a optimalizace jiz diive existujiciho purifika¢niho protokolu regulacni domény lidské
tyrosinhydroxylasy (TH1R). Protokol je plné vyuzitelny pro pfipravu proteinu THIR

pro strukturni studie pomoci nuklearni magnetické rezonance.
Vsechny dil¢i cile byly splnény:

e Celkem Cc{tyfikrat byla uspé$né provedena exprese proteinu lidské THIR
v bakteriich Escherichia coli kmen BL21 (DE3) na minimalnim médiu, coz dale

umoziuje 100% izotopové obohaceni proteinu.

e Bylo ukazano, ze THIR je stabilni ve fosfatovém pufru obsahujicim NaCl

o koncentraci 0,3 mol dm® a Ze tento pufr je vhodny pro NMR mé&feni.

e Byl optimalizovan cely proces purifikace, zejména pak podminky niklové

chelatacni chromatografie umoznujici ptipravu dostatecné ¢istého proteinu.

e Studium monodisperzity pftipraveného proteinu TH1R pomoci dynamického
rozptylu svétla a jednodimenzionalniho *H-NMR spektra potvrdilo, Ze

pfipraveny protein neni agregovan.
Testovany purifika¢ni protokol tedy umoziuje piipravu miligramovych mnozstvi

¢isteho stabilniho neagregovaného proteinu THIR, ktery je vhodny pro dalsi NMR

méreni.

61



8 Seznam citované literatury

1.

10.

Nagatsu, T.; Levitt, M.; Udenfriend, S.: Tyrosine hydroxylase. The initial step
in norepinephrine biosynthesis. Journal of Biological Chemistry 239,
2910-2917 (1964).

Haavik, J.; Toska, K. Tyrosine hydroxylase and Parkinson's disease.
Molecular Neurobiology 16, 285-309 (1998).

Ichimura, T.; Isobe, T.; Okuyama, T.; Takahashi, N.; Araki, K.; Kuwano, R.;
Takahashi, Y.: Molecular cloning of cDNA coding for brain-specific 14-3-3
protein, a protein Kkinase-dependent activator of tyrosine and tryptophan
hydroxylases. Proceedings of the National Academy of Sciences USA 85,
70847088 (1988).

Aitken, A.: 14-3-3 and its possible role in co-ordinating multiple signalling
pathways. Trends in Cell Biology 6, 341-347 (1996).

Obsilova, V.; Nedbalkova, E.; Silhan, J.; Boura, E.; Herman, P.; Vecer, J.;
Sulc, M.; Teisinger, J.; Dyda, F.; Obsil, T.: The 14-3-3 protein affects
the conformation of the regulatory domain of human tyrosine hydroxylase.
Biochemistry 47, 1768-1777 (2008).

Kopeckd, M.: Studium struktury a funkce proteinii ucastnicich se prenosu
signalu v bunice. Bakalatska pace, Praha, PfF UK 2009.

Fitzpatrick, P. F.: Tetrahydropterin-dependent amino acid hydroxylases.
Annual Review of Biochemistry 68, 355-381 (1999).

Kuczenski, R. T.; Mandell, A. J.: Regulatory properties of soluble and
particulate rat brain tyrosine hydroxylase. Journal of Biological Chemistry 247,
3114-3122 (1972).

Goodwill, K. E.; Sabatier, C.; Marks, C.; Raag, R.; Fitzpatrick, P. F.;
Stevens, R. C.: Crystal structure of tyrosine hydroxylase at 2.3 A and its
implications for inherited neurodegenerative diseases. Nature Structural
Biology 4, 578-585 (1997).

Flatmark, T.. Catecholamine biosynthesis and physiological regulation
in neuroendocrine cells. Acta Physiologica Scandinavica 168, 1-17 (2000).

62


http://www.google.cz/url?sa=t&source=web&cd=2&ved=0CCMQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.annualreviews.org%2Floi%2Fbiochem&rct=j&q=Annu.%20Rev.%20Biochem.%20&ei=4zjSTaWSJJCD-wa61qzUCg&usg=AFQjCNHLHOYBZ7Y9luvypbh1zsgggn8JeA&cad=rja

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Zigmond, R. E.; Schwarzschild, M. A.; Rittenhouse, A. R.: Acute regulation
of tyrosine hydroxylase by nerve activity and by neurotransmitters
via phosphorylation. Annual Review of Neuroscience 12, 415-461 (1989).
Grima, B.; Lamouroux, A.; Boni, C.; Julien, J. F.; Javoy-Agid, F.; Mallet, J.:
A single human gene encoding multiple tyrosine hydroxylases with different
predicted functional characteristics. Nature 326, 707-711 (1987).

Haavik, J.; Flatmark, T.: Isolation and characterization of tetrahydropterin
oxidation products generated in the tyrosine 3-monooxygenase (tyrosine
hydroxylase) reaction. European Journal of Biochemistry 168, 21-26 (1987).
Fitzpatrick, P. F.: Mechanism of aromatic amino acid hydroxylation.
Biochemistry 42, 14083-14091 (2003).

Ledley, F. D.; DiLella, A. G.; Kwok, S. C.; Woo, S. L.: Homology between
phenylalanine and tyrosine hydroxylases reveals common structural and
functional domains. Biochemistry 24, 3389-3394 (1985).

Grenett, H. E.; Ledley, F. D.; Reed, L. L.; Woo, S. L.: Full-length cDNA
for rabbit tryptophan hydroxylase: functional domains and evolution
of aromatic amino acid hydroxylases. Proceedings of the National Academy
of Sciences USA 84, 5530-5534 (1987).

Lewis, D. A.; Melchitzky, D. S.; Haycock, J. W.: Four isoforms of tyrosine
hydroxylase are expressed in human brain. Neuroscience 54, 477-492 (1993).
Okuno, S.; Fujisawa, H.: Purification and some properties of tyrosine
3-monooxygenase from rat adrenal. European Journal of Biochemistry 122,
49-55 (1982).

Daubner, S. C.; Lohse, D. L.; Fitzpatrick, P. F.: Expression and
characterization of catalytic and regulatory domains of rat tyrosine
hydroxylase. Protein Science 2, 1452-1460 (1993).

Moran, G. R.; Daubner, S. C.; Fitzpatrick, P. F.: Expression and
characterization of the catalytic core of tryptophan hydroxylase. Journal
of Biological Chemistry 273, 1225912266 (1998).

63



21.

22.

23.

24,

25.

26.

217.

28.

29.

Lohse, D. L.; Fitzpatrick, P. F.: Identification of the intersubunit binding region
in rat tyrosine hydroxylase. Biochemical and Biophysical Research
Biochemical and Biophysical Research Communications 197, 1543-1548
(1993).

Kobe, B.; Jennings, I. G.; House, C. M.; Feil, S. C.; Michell, B. J.; Tiganis, T.;
Parker, M.W.; Cotton, R. G.; Kemp, B. E.: Regulation and crystallization
of phosphorylated and dephosphorylated forms of truncated dimeric
phenylalanine hydroxylase. Protein Science 6, 1352—1357 (1997).

Haavik, J.; Andersson, K.K.; Petersson, L.; Flatmark, T.: Soluble tyrosine
hydroxylase (tyrosine 3-monooxygenase) from bovine adrenal medulla:
large-scale purification and physicochemical properties. Biochimica et
Biophysica Acta 953, 142—-156 (1988).

Haavik, J.; Le Bourdelles, B.; Martinez, A.; Flatmark, T.; Mallet, J.:
Recombinant human tyrosine hydroxylase isozymes. Reconstitution with iron
and inhibitory effect of other metal ions. European Journal of Biochemistry
199, 371-378 (1991).

Fitzpatrick, P. F.: The metal requirement of rat tyrosine hydroxylase.
Biochemical and Biophysical Research Communications 161, 211-215 (1989).
Ramsey, A. J.; Hillas, P. J.; Fitzpatrick, P. F.: Characterization of the active site
iron in tyrosine hydroxylase. Redox states of the iron. Journal of Biological
Chemistry 271, 24395-24400 (1996).

Fitzpatrick, P. F.: Steady-state kinetic mechanism of rat tyrosine hydroxylase.
Biochemistry 30, 3658-3662 (1991).

Dix, T. A.; Bollag, G. E.; Domanico, P. L.; Benkovic, S. J.: Phenylalanine
hydroxylase:  absolute  configuration and  source  of  oxygen
of the 4a-hydroxytetrahydropterin species. Biochemistry 24, 2955-2958
(1985).

Kaufman, S.; Bridgers, W. F.; Eisenberg, F.; Friedman, S.: The source
of oxygen in the phenylalanine hydroxylase and the copamine-beta-
hydroxylase catalyzed rections. Biochemical and Biophysical Research
Communications 9, 497-502 (1962).

64



30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Fitzpatrick, P. F.; Ralph, E. C.; Ellis, H. R.; Willmon, O. J.; Daubner, S. C.:
Characterization of metal ligand mutants of tyrosine hydroxylase: insights
into the plasticity of a 2-histidine-1-carboxylate triad. Biochemistry 42,
2081-2088 (2003).

Fukami, M. H.; Haavik, J.; Flatmark, T.: Phenylalanine as substrate
for tyrosine hydroxylase in bovine adrenal chromaffin cells. Biochemical
Journal 268, 525-528 (1990).

Daubner, S. C.; Hillas, P. J.; Fitzpatrick, P. F.: Characterization of chimeric
pterin-dependent hydroxylases: contributions of the regulatory domains
of tyrosine and phenylalanine hydroxylase to substrate specificity.
Biochemistry 36, 11574-11582 (1997).

Daubner, S. C.; Moran, G. R.; Fitzpatrick, P. F.: Role of tryptophan
hydroxylase phe313 in determining substrate specificity. Biochemical and
Biophysical Research 292, 639-641 (2002).

Fitzpatrick, P. F.: Mechanistic studies of tyrosine hydroxylase. Advances
in Experimental Medicine and Biology 338, 81-86 (1993).

Ellenbogen, L.; Taylor, R. J.; Brundage, G. B.: On the role of pteridines
as cofactors for tyrosine hydroxylase. Biochemical and Biophysical Research
Communications 19, 708-715 (1965).

Fujinaga, M.; Scott, J. C.: Gene expression of catecholamine synthesizing
enzymes and beta adrenoceptor subtypes during rat embryogenesis.
Neuroscience Letters 231, stranky 108112 (1997).

Kumer, S. C.; Vrana, K. E.. Intricate regulation of tyrosine hydroxylase
activity and gene expression. Journal of Neurochemistry 67, 443-462 (1996).

Haycock, J. W.: Multiple signaling pathways in bovine chromaffin cells
regulate tyrosine hydroxylase phosphorylation at Serl9, Ser31, and Ser40.
Neurochem. Res. 18, 15-26 (1993).

Campbell, D. G.; Hardie, D. G.; Vulliet, P. R.: Identification of four
phosphorylation sites in the N-terminal region of tyrosine hydroxylase. Journal
of Biological Chemistry 261, 10489-10492 (1986).

65



40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

Dunkley, P.R.; Bobrovskaya, L.; Graham, M. E.; von Nagy-Felsobuki, E. I.;
Dickson, P. W.: Tyrosine hydroxylase phosphorylation: regulation and
consequences. Journal of Neurochemistry 91, 1025-1043 (2004).

Haycock, J. W.: Phosphorylation of tyrosine hydroxylase in situ at serine 8, 19,
31, and 40. Journal of Biological Chemistry 265, 11682-11691 (1990).
Ramsey, A.; Fitzpatrick, P. F.. Effects of phosphorylation of serine 40
of tyrosine hydroxylase on binding of catecholamines: evidence for a novel
regulatory mechanism. Biochemistry 37, 8980-8986 (1998).

Daubner, S. C.; Lauriano, C.; Haycock, J. W.; Fitzpatrick, P. F.: Site-directed
mutagenesis of serine 40 of rat tyrosine hydroxylase. Effects of dopamine and
cAMP-dependent phosphorylation on enzyme activity. Journal of Biological
Chemistry 267, 12639-12646 (1992).

Ribbeiro, P.; Wang, Y.; Citro, B. A.; Kaufman, S.: Regulation of recombinant
rat tyrosine hydroxylase by dopamine. Proceedings of the National Academy
of Sciences USA 89, 9593-9597 (1992).

Wu, J.; Filer, D.; Friedhoff, A. J.; Goldstein, M.: Site-directed mutagenesis
of tyrosine hydroxylase. Role of serine 40 in catalysis. Journal of Biological
Chemistry 267, 25754-25758 (1992).

McCulloch, R. |I.; Fitzpatrick, P. F.: Limited proteolysis of tyrosine
hydroxylase identifies residues 33-50 as conformationally sensitive
to phosphorylation state and dopamine binding. Archives of Biochemistry
and Biophysics 367, 143-145 (1999).

Bevilaqua, L. R.; Graham, M. E.; Dunkley, P. R.; von Nagy-Felsobuki, E. I.;
Dickson, P. W.: Phosphorylation of Ser(19) alters the conformation of tyrosine
hydroxylase to increase the rate of phosphorylation of Ser(40). Journal of
Biological Chemistry 276, 40411-40416 (2001).

McCulloch, R. I.; Daubner, S. C.; Fitzpatrick, P. F.: Effects of substitution
at serine 40 of tyrosine hydroxylase on catecholamine binding. Biochemistry
40, 7273-7278 (2001).

Sura, G. R.; Daubner, S. C.; Fitzpatrick, P. F.: Effects of phosphorylation
by protein kinase A on binding of catecholamines to the human tyrosine

hydroxylase isoforms. Journal of Neurochemistry 90, 970-978 (2004).

66



50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

Sutherland, C.; Alterio, J.; Campbell, D. G.; Le Bourdellés, B.; Mallet, J.;
Haavik, J.; Cohen, P.: Phosphorylation and activation of human tyrosine
hydroxylase in vitro by mitogen-activated protein (MAP) kinase and
MAP-kinase-activated kinases 1 and 2. European Journal of Biochemistry
217, 715-722 (1993).

Fujisawa, H.; Okuno, S.: Regulatory mechanism of tyrosine hydroxylase
activity. Biochemical and Biophysical Research Communications 338,
271-276 (2005).

Funakoshi, H.; Okuno, S.; Fujisawa, H.: Different effects on activity caused
by phosphorylation of tyrosine hydroxylase at serine 40 by three
multifunctional protein kinases. Journal of Biological Chemistry 266,
15614-15620 (1991).

Alterio, J.; Ravassard, P.; Haavik, J.; Le Caer, J. P.; Biguet, N. F.; Waksman,
G.; Mallet, J.: Human tyrosine hydroxylase isoforms. Inhibition by excess
tetrahydropterin and unusual behavior of isoform 3 after camp-dependent.
Journal of Biological Chemistry 273, 10196-10201 (1998).

Halloran, S. M.; Vulliet, P. R.: Microtubule-associated protein kinase-2
phosphorylates and activates tyrosine hydroxylase following depolarization
of bovine adrenal chromaffin cells. Journal of Biological Chemistry 269,
30960-30965 (1994).

Okuno, S. a Fujisawa, H. A new mechanism for regulation of tyrosine
3-monooxygenase by end product and cyclic AMP-dependent protein kinase.
Journal of Biological Chemistry 260, 2633-2635 (1985).

Ramsey, A. J.; Fitzpatrick, P. F.. Effects of phosphorylation of serine 40
of tyrosine hydroxylase on binding of catecholamines: evidence for a novel
regulatory mechanism. Biochemistry 37, 8980-8986 (1998).

Fu, H.; Subramanian, R. R.; Masters, S. C.: 14-3-3 proteins: structure, function,
and regulation. Annual Review of Pharmacology and Toxicology 40, 617647
(2000).

Muslin, A. J.; Tanner, J. W.; Allen, P. M.; Shaw, A. S.: Interaction of 14-3-3
with signaling proteins is mediated by the recognition of phosphoserine. Cell
84, 889-897 (1996).

67



59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.
69.

70.

71.

Itagaki, C.; Isobe, T.; Taoka, M.; Natsume, T.; Nomura, N.; Horigome, T.;
Omata, S.; Ichinose, H.; Nagatsu, T.; Greene, L. A.; Ichimura, T.:
Stimulus-coupled interaction of tyrosine hydroxylase with 14-3-3 proteins.
Biochemistry 38, 15673-15680 (1999).

Royo, M.; Fitzpatrick, P. F.; Daubner, S. C.: Mutation of regulatory serines
of rat tyrosine hydroxylase to glutamate: effects on enzyme stability and
aktivity. Archives of Biochemistry and Biophysics 434, 266-274 (2005).

Toska, K.; Kleppe, R.; Armstrong, C. G.; Morrice, N. A.; Cohen, P.; Haavik,
J.: Regulation of tyrosine hydroxylase by stress-activated protein kinases.
Journal of Neurochemistry 83, 775-783 (2002).

Obsilova, V.; Silhan, J.; Boura, E.; Teisinger, J.; Obsil, T.: 14-3-3 proteins:
a family of versatile molecular regulators. Physiological Research 57, 11-21
(2008).

Wiithrich, K.: NMR of Proteins and Nucleic Acids. New York, John Wiley and
Sons, 1986.

Cavanah, J.; Fairbrother, W. J.; Palmer, A.G.; Skelton, N.J.: Protein NMR
Spectroscopy. Principles and Practice. New York, Academic Press 1996.
Dyson, H. J.; Wright, P. E.: Unfolded proteins and protein folding studied
by NMR. Chemical Reviews 104, 3607-3622 (2004).

Bax, A.; Grzesiek, S.: Methodological Advances in Protein NMR. Accounts.
Chemical Research 26, 131-138 (1993).

Muchmore, D. C.; Mcintosh, L. P.; Russell, C. B.; Anderson, D. E,;
Dahlquist, F. W.: Expression and nitrogen-15 labeling of proteins for proton
and nitrogen-15 nuclear magnetic resonance. Methods in Enzymology 177,
44-73 (1989).

Zerbe, O.: BioNMR in Drug Research. Weinheim, Wiley-VCH 2002.

Ernst, R. R.; Bodenhausen, G.; Wokaun, A.: Principles of NMR in One and
Two Dimensions. Oxford, Clarendon Press 1987.

Prochazka, K.: Fyzikalni chemie polymeri. Praha, Univerzita Karlova Praha
1995.

Fink, A.L.: Natively unfolded proteins. Current Opinion in Structural Biology
15, 35-41 (2005).

68



72. Dyson, H. J.; Wright, P. E.: Intrinsically unstructured proteins and their
functions. Nature Reviews Molecular Cell Biology 6, 197-208 (2005).

73. Oldfield, C. J.; Cheng, Y.; Cortese, M. S.; Brown, C. J.; Uversky, V. N
Dunker, A. K.: Comparing and combining predictors of mostly disordered
proteins. Biochemistry 44, 1989-2000 (2005).

Internetové zdroje:

(1)  <http://www.expasy.org/tools/protparam.html> [17.5.2011]

69



