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Abstrakt

Hem-obsahujici senzorové proteiny jsou hemoproteiny, které jsou rozdéleny do
dvou skupin: hem-detekujici a plyn-detekujici proteiny. Funkce hem-detekujicich proteini
je ovlivnéna koncentraci hemu v okoli proteinu. Prostfednictvim navdzani hemu k
hem-detekujicimu proteinu (nebo naopak disociace hemu z hem-detekujiciho proteinu)
jsou ovlivnény mnohé fyziologické procesy v organismu, jako naptiklad regulace
enzymové aktivity nebo interakce proteinu s DNA a dalsi funkce, které jsou nezbytné pro
preziti bun¢k. Plyn-detekujici proteiny obsahuji pevné vazanou molekulu hemu, ke které
jsou vazany molekuly plynu (napf. kyslik, oxid uhelnaty nebo oxid dusnaty) v zévislosti na
koncentraci molekul plynu. Navdzani molekuly plynu k plyn-detekujicimu proteinu,
aktivuje mechanismus, jehoz prostiednictvim dochazi k ovlivnéni fyziologickych procest
v organismu, jako napiiklad regulace enzymové aktivity nebo interakce proteinu s DNA.

V této bakalaiské praci jsou shrnuty dosavadni zjisténé poznatky o téchto
hemoproteinech, publikované v odbornych ¢asopisech. Experimentalni cast této bakalaiské
prace se zabyva konkrétnim modelovym hem-obsahujicim senzorovym proteinem. Je jim
histidin kinasa s globinovou strukturou senzorové domény, izolovand z mikroorganismu
Anaeromyxobacter sp., kmen Fw 109-5 (4fGcHK). Naplni experimentalni casti této
bakalarské prace bylo amplifikovat a izolovat plasmid nesouci gen pro AfGcHK, nasledné
exprimovat dany gen v bakterialnich bunkach E. coli BL-21(DE3) a izolovat dany protein.
Na zaklad¢ vysledkli byla navrzena optimalizace izola¢niho postupu. Navic byl ziskan
vysoce purifikovany preparat izolovaného AfGcHK s vice nez 99% homogenitou. Ve

formé holoproteinu vSak byla jen asi 3% preparatu.

Klicova slova: hem-obsahujici senzorové proteiny; hem-detekujici proteiny;
plyn-detekujici proteiny; hem; histidin kinasa s globinovou strukturou
senzorové domény, izolovand z mikroorganismu Anaeromyxobacter
sp., kmen Fw 109-5 (4fGcHK); izolace plasmidu; exprese proteinu
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Abstract

Heme-containing sensor proteins are heme proteins, which are divided into two
groups: heme-sensing and gas-sensing proteins. The function of heme-sensing proteins is
affected by heme availability. Association (or dissociation) of heme moiety of
heme-sensing protein regulates various physiological functions, including protein kinase
activity, transcription and other important functions essential for cell survival. In
gas-sensing proteins, heme acts as the sensing site for binding of gaseous molecules
(including O,, NO and CO) and indirectly regulates physiological functions, including
protein kinase activity, transcription and other important functions essential for cell
survival.

The recent studies on heme-containing senzor proteins published in scientific
journals are summarized in this thesis. The experimental part of this thesis focused on the
specific heme-containing sensor protein — a globin-coupled histidine kinase from
Anaeromyxobacter sp. strain Fw 109-5 (4fGcHK). The aim of this thesis was to amplified
and isolate plasmid carrying gen for 4fGcHK. Consequently the protein was expressed in
E.coli BL-21(DE3) and the protein was isolated. Based on the results, the isolation process
was optimized. Moreover, the purified preparation of isolated AfGcHK was prepared in
more than 99% of homogeneity. However, there was only 3% of preparation in the

holo—form.

Key words: heme-containing sensor proteins; heme-sensing proteins; gas-sensing
proteins; heme; globin-coupled histidine kinase from Anaeromyxobacter
sp. strain Fw 109-5 (4fGcHK); plasmid isolation; protein expression

(In Czech)
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Seznam zkratek a symbolii

Nézvy nékterych, v praci uvedenych proteini a struktur, nejsou v pravém slova
smyslu zkratkou. SpiSe se jednd o akronym nebo kratky trividlni nazev. Ptesto je v tomto
seznamu zkratek uveden také jejich vycet.

Aseo
Azgo

AfGcHK

BIS

bp

CpDNA
c-di-GMP

CP motiv

DevS

DevR

DosT

DNA

E. coli
EDTA
elF2
elF2B
GAF

absorbance pii vinové délce 260 nm
absorbance pii vinové délce 280 nm

histidin kinasa obsahujici globinovou strukturu, izolovana
z Anaeromyxobacter sp., kmen Fw 109-5 (kyslikovy senzor)
N,N-methylen-bis-akrylamid

part bazi

koncentrace plasmidové DNA

cyklicky di-guanosinmonofosfat

kratka sekvence dvou aminokyselin (cysteinu a prolinu) za
sebou se vyskytujicich v primarni sekvenci proteint

kyslik detekujici protein, obsahujici GAF doménu a histidin
kinasovou doménu, ovliviiuje aktivitu transkripéniho faktoru
DevR, se kterym tvoti dvou komponentni regulacni systém

transkripéni faktor, ktery reguluje expresi gend, v zavislosti
na  pifitomnosti  kysliku v bakterii ~ Mycobacterium
tuberculosis, spolu sDevS nebo DosT tvoii dvou
komponentni regulacni systém

kyslik detekujici protein, obsahujici GAF doménu a histidin
kinasovou doménu, ovliviiuje aktivitu transkripéniho faktoru
DevR

deoxyribonukleova kyselina

Escherichia coli

ethylendiamintetraoctova kyselina

......

......

strukturni motiv prostorového usporadani proteinti; akronym,
odvozeny z anglickych nazvl proteintl, ve kterych se tento

strukturni motiv vyskytuje: ,,cGMP-specific
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GDP
GTP

FixJ

FixL

Hap 1

HemAT

HemAT-Bs

HemAT-Hs

HRI
huHB
CheA

IPTG

LB medium
M

mM
Met-tRNA;

mRNA

NPAS2

phospodiesterases*, ,,adenyl cyclases‘‘ a ,,E. coli formate
hydrogenlyase transcriptional activator**

guanosindifosfat
guanosintrifosfat

substrat FixL, transkrip¢ni faktor, ktery reguluje expresi genti
béhem fixace vzdusného dusiku

kyslik detekujici protein s kinasovou aktivitou, ktery reguluje
expresi genl prosttednictvim svého substratu - FixJ

kyslik  detekujici  protein, regulujici expresi  genl
v kvasinkéch

kyslik detekujici protein, ktery obsahuje globinovou
senzorovou doménu a methyl-pfijimajici chemotaxni funkéni
doménu (hem obsahujici aerotakticky transduktor)

kyslik detekujici protein, ktery obsahuje globinovou
senzorovou doménu a methyl-pfijimajici chemotaxni funkéni
doménu (hem obsahujici aerotakticky transduktor), izolovany
z bakterie Bacillus subtilis

kyslik detekujici protein, ktery obsahuje globinovou
senzorovou doménu a methyl-pfijimajici chemotaxni funkéni
doménu (hem obsahujici aerotakticky transduktor), izolovany
z archeonu Halobacterium salinarum

hemem regulovany inhibitor

lidsky hemoglobin

histidin kinasa, ktera je soucasti dvouslozkového

signal prevadéjiciho systému, ktery reguluje rotaéni smér
motoru biciku

isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid

Luria Broth medium

koncentrace mol I

koncentrace mmol 1"

methionin transferova RNA
mediatorova RNA

neuronalni PAS protein 2

© Veronika Fojtikova
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ODso0

PAS

pDNA
PEG

PMSF

RR protein
RPM

SDS
SDS-PAGE

TAE

TB medium

TE
TEMED
Tris
Vyzorek

v/iv
w/v

YddVv

optickd denzita pii 600 nm

strukturni motiv prostorového uspofadani proteinti; akronym
odvozeny z anglickych nazvi tfi proteinti, ve kterych se tento
strukturni motiv  vyskytuje: ,,Drosophila period clock
protein‘‘, , vertebrate aryl hydrocarbon receptor nuclear
translocator‘ a ,,Drosophila single minded protein‘*

plasmidova DNA
polyethylen glykol

fenylmethansulfonyl florid

odpovéd regulujici protein(,,response regulatory protein®)
pocet otacek za minutu

dodecylsiran sodny

elektroforesa na polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti
dodecylsiranu sodné¢ho

pufr Tris-Acetat-EDTA

Terrific Broth medium

pufr Tris-EDTA

N, N, N¢, N*-tetramethylethylendiimin
tris(hydroxymethyl)aminomethan

objem vzorku

objem latky v mililitrech ve 100 ml roztoku

pocet gramu latky ve 100 ml roztoku

diguanylatcyklasa s globinovou strukturou senzorové domény
(kyslikovy senzor); ndzev proteinu odvozen od nazvu
genu (yddv)

© Veronika Fojtikova
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1 Teoreticky uvod

1.1 Charakteristika hemoproteint

Hemoproteiny jsou bilkoviny, obsahujici jako prostetickou slozku hem [1]. Hem
je tvotfen Ctyfmi pyrrolovymi kruhy, které jsou spojeny v a-polohach methinovymi mistky.
Tato struktura je nazyvana porfin. Substituce uhlikovych fetézci ve vSech B-polohach
porfinu ma za nasledek vznik derivatu porfinu, porfyrinu. Podle rozlozeni a druhu
substituentll je mozné odvodit n€kolik izomeri. V hemoproteinech se vyskytuje izomer
protoporfyrin IX. V B-polohdch protoporfyrinu IX se nachazeji néasledujici substituenty:
¢tyfi methylové skupiny, dva vinylové zbytky a dvé molekuly propionatové kyseliny [2].
Molekula protoporfyrinu IX je zobrazena na obrazku 1. Tato heterocyklické sloucenina je
slabou dvojsytnou kyselinou. V alkalickém prostfedi dochazi k tvorbé soli, kdy jsou
nahrazeny oba pyrrolové atomy vodiku iontem kovu. Vlivem chelata¢niho vlivu volnych
elektronovych part zbyvajicich pyrrolovych atomt dusiku dochazi ke stabilizaci
porfyrinovych soli tézkych kovii. Mezi nejstabilnéjsi patii porfyrinové komplexy Zeleza.
V ptipad¢ protoporfyrinu IX tak dochazi k vytvofeni ferroprotoporfyrinu IX. Tento
tetrakomplex je také bézné oznacovan vyrazem hem [1]. Tato sloucenina je zobrazena na

obrazku 2.

CH:
HCZ ¢ CH;
H.C =8 H,C CH
:“: CH,
H,C
HiC CH;

H,C CH
Pl FHz Hz C:L/ 2

HOOC CO0OH

Obrazek 1: Struktura protoporfyrinu IX; Obrazek 2: Struktura hemu; pievzato z [4]

prevzato 7 [3]

Nejstabiln¢jsimi komplexy Zeleza jsou oktaedrické hexakomplexy. Ve vyse
zminovanych tetrakomplexech tak zlstavaji dvé koordina¢ni vazby nevysyceny. Hem je za
pomoci téchto vazeb schopen snadno navazat (pomoci volnych elektronovych pari) jeden

az dva dal$i ligandy. Ligandem Zeleza miize byt napfiklad dusik imidazolového jadra
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aminokyseliny histidinu nebo thioldtova skupina aminokyseliny cysteinu. A prave

spojenim hemu s postranni funkcéni skupinou peptidového fetézce dochédzi ke vzniku

hemoproteind.
Hemoproteiny patii mezi latky, které vykonavaji v organismech velké mnozstvi
nezbytnych funkci. Z hlediska téchto funkci se hemoproteiny rozde€luji do ¢tyt skupin:

1. Hemoglobin a myoglobin jsou globularni bilkoviny, jejichz funkeci je transport a
skladovani kysliku. Jak uz bylo uvedeno diive, iont Zeleza obsazeny v hemu je vazan
na Ctyfi atomy dusiku a dale na dva dalsi ligandy. V ptfipadé¢ hemoglobinu a
myoglobinu je jednim ligandem histidin F8 a druhym ligandem je molekula plynu
(v pfipad¢ transferu a uchovavani je touto molekulou kyslik, ale miize ji byt i oxid
uhelnaty, a to v pfipad¢ otrav timto plynem) [2].

2. Cytochromy lze rozdé¢lit do skupin na zaklad¢ riznych forem hemu, ktery obsahuji.
Ptislusné formy hemu se liSi v zastoupeni substituentli porfyrinového kruhu, ve
zpusobu vazby na apoprotein nebo v redukovanosti hemu. Cytochromy se ucastni
transportu elektronit v dychacim fetézci [5]. Pomoci reverzibilni zmény oxida¢niho
stupné¢ hemového zeleza dochazi k prenosu redukénich ekvivalentl (elektronit), které
pochazi z riznych dehydrogenasovych systémii, na kyslik.

3. Hemové enzymy katalyzuji n¢které reakce molekularniho kysliku (cytochrom P450) a
reakce za ucasti peroxidu vodiku (katalasa, peroxidasa) [2].

4. Kromé vySe popsanych klasickych typt hemoproteinti, kde hem slouzi jako funkcni
centrum nebo katalytické centrum, byly objeveny nové typy hemoproteinti [6]. Hem
zde puasobi jako zprostfedkovatel dalSich reakci a neni hlavnim funkénim ani
katalytickym centrem téchto proteinti. Tyto hemoproteiny se nazyvaji hem-obsahujici

senzorove proteiny.

1.2 Hem-obsahujici senzorové proteiny

Hem-obsahujici senzorové proteiny lze rozdélit do dvou podskupin [6].
Hem-detekujici proteiny a plyn-detekujici proteiny.

Prvni skupinou jsou hemoproteiny, které detekuji koncentraci hemu
(tj. hem-detekujici proteiny). Tyto proteiny jsou tvofeny dvéma doménami - senzorovou a

funkéni doménou [7]. Senzorovd doména obsahuje vazebné misto pro hem. Funkéni

© Veronika Fojtikova 12
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doména je ve vétsin€é zndmych hem-obsahujicich senzorovych proteinech enzymem nebo
transkripcnim faktorem. Pokud je v okoli hem-detekujiciho proteinu zvySena koncentrace
hemu, vazi se tyto molekuly na senzorovou doménu [6]. Vazba molekul hemu na
senzorovou doménu zpusobi strukturni zmény této domény. Strukturni zména senzorové
domény je signalem, ktery ovlivni strukturu funkéni domény. Tento mechanismus zajisti
aktivaci/inaktivaci funkéni domény. Neni pravidlem, ze pokud molekula hemu je
navazana, funk¢ni doména bude aktivovana. Jsou znamy piipady, kdy vysoka koncentrace
hemu v okoli zptsobi inaktivaci funkéni domény.

Ma-li funkéni doména enzymovou aktivitu, jsou po aktivaci této domény
katalyzovany pftislusné reakce [6]. Naopak pii inaktivaci reakce katalyzovany nejsou.
Pokud je funkéni doménou transkripcni faktor, dochazi pti aktivaci senzorové domény ke
strukturni zméné senzorové domény. Tato zména je signdlem pro transkripéni faktor
(funkéni doménu), ktery nasledné spousti nebo reguluje transkripci DNA. Mechanismus

regulace hem-detekujicich proteinti je zndzornén na obrazku 3.

HEM

o

senzorova doména funkéni doména

strukturni
Zmeéna

regulace

senzorova doména funkéni domena enzymove akivity
a interakce s DNA

Obrazek 3: Mechanismus regulace hem-detekujicich proteinii
Molekula hemu se vize na senzorovou doménu. Tato vazba zpiisobi strukturni zménu této domény. Strukturni zména
senzorové domény ma za ndsledek strukturni zménu funkcni domény. Tato zména je signdlem pro zahdjeni regulacnich

mechanismii, které funkcni doména vykonava.
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Do druhé skupiny hem-obsahujicich senzorovych proteinii nalezi proteiny, které
detekuji koncentraci molekul plynu. Proteiny s touto funkci se nazyvaji plyn-detekujici
proteiny [8]. Tyto proteiny obsahuji také dvé domény - senzorovou doménu a funkéni
doménu. V ptipad¢ plyn-detekujicich proteinii senzorova doména obsahuje, na rozdil od
hem-detekujicich proteind, relativné pevné védzanou molekulu hemu. Molekula hemu,
respektive iont Zeleza ve stfedu, ma nevysycenu jednu vazbu — ma volnou Sestou
koordina¢ni sféru (je pouze pentakoordinovany). Vhodnym ligandem pro toto vazebné
misto je molekula plynu. Vyskytuje-li se molekula plynu v okoli proteinu v dostatecné
koncentraci, je navazéna na senzorovou doménu [9]. Tato vazba zpisobi strukturni zménu
senzorové domény. Strukturni zména senzorové domény ma za nasledek strukturni zménu
funk¢éni domény. Funkéni doména muze mit funkci enzymu nebo transkripcniho faktoru.
Aktivaci téchto domén je dosazeno regulace mnoha fyziologickych funkci v organismu [6].

Mechanismus regulace plyn-detekujicich proteinti je zndzornén na obrazku 4.

o @ﬂ
molekuly plynu

senzorova domena funkéni doména
(hem)

strukturni
Zména

<HEM ™

senzorova domena
{hem + molekula plynu)

|

regulace enzymové

funkéni domeéna aktivity a interakce 5
DMA

Obrazek 4: Mechanismus regulace plyn—detekujicich proteinii

Senzorova doména plyn-detekujicich proteinii obsahuje pevné vazanou molekulu hemu. Molekuly plynu

v okoli se vazi na hem. Tato vazba zpiisobi strukturni zménu senzorové domény. Tato zména ma za ndsledek
strukturni zménu funkcni domény. Tato zména je signalem pro zahdjeni regulacnich mechanismii, které

Sfunkcni doména vykonava.
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1.2.1 Hem-detekujici proteiny

Cinnost hem-detekujicich proteinti je zavisla na koncentraci hemu v jejich okoli.
Hem je velmi dulezitou latkou, bez které se neobejde zivot mnohych organismi. Jeho
biosyntéza probihd v mitochondriich a cytosolu erythroidnich bunék a hepatocytti [10]. Po
jeho syntéze putuje na misto spotieby, kde je dale zabudovavan do pfislusnych
hemoproteinii (o proteinech, obsahujicich hem jako prostetickou skupinu, je pojednano v
kapitole 1.1). Hem ovSem neslouzi pouze jako prostetickd skupina [9]. Vyzkumy
poslednich let ukazuji, ze hem plni velmi fundamentdlni a obecné regulaéni roli v fad¢
procest (nékteré znich budou probrany v nasledujicich kapitolach detailnéji). Pro
hem-detekujici proteiny je velmi diilezitd jeho nevazana (volnd) frakce. Koncentrace hemu
v okoli hem-detekujiciho proteinu je signdlem pro spuSténi nebo naopak zastaveni

dilezitych reakci v organismu [6].

1.2.1.1 Obecné vilastnosti hem—detekujicich proteinii

1.2.1.1.1 Thiolatova skupina cysteinu jako axialni ligand
Jak bylo popséano vyse, vétSina hem-detekujicich proteinti se sklada minimalné ze

dvou domén (kapitola 1.2, obrazek 3, strana 13). A to ze senzorové domény a funkcni
domény [6]. Na senzorovou doménu se vaze molekula hemu. Senzorova doména je proto
specidlné vybavena pro tuto vazbu. VétSina hem-detekujicich proteinit vyuziva pro
zprosttedkovani vazby s molekulou hemu thiolatovou skupinu cysteinu [11]. Ta je pro hem
vhodnym axidlnim ligandem. Diivodem vhodnosti thioldtové skupiny jako axialniho
ligandu je pevnost vazby hem (respektive iont zeleza) — thiolat, kterd mize byt ovlivnéna
fadou okolnosti. Naptiklad oxidoreduk¢énim stavem iontu Zzeleza (viz 1.2.1.1.3) nebo
okolnimi aminokyselinami (viz 1.2.1.1.2). V pifipadé¢ hem—detekujicich proteint je tato

vazba relativné slaba. Je proto umoznéna snadna disociace hemu (viz 1.2.1.1.4).

1.2.1.1.2 Hem regula¢ni motiv
Béhem vyzkumt tykajicich se popisu seskupeni aminokyselin senzorové domény

doslo k objevu zajimavého prvku. V sekvenci aminokyselin vétSiny doposud objevenych
hem-obsahujicich senzorovych proteini bylo pozorovano charakteristické uskupeni
aminokyselin [5]. Tim je tzv. hem regulacni motiv. Hem regulacni motiv je tvoien

prolinem nasledujicim cystein v sekvenci aminokyselin (proto je také Casto nazyvan CP
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motiv) [12]. Rizné hem-detekujici proteiny mohou obsahovat rtizny pocet téchto CP
motivi. Napftiklad protein Hap1 (ktery hraje klicovou roli v regulaci exprese v zavislosti na
mnozstvi kysliku u kvasinek) obsahuje 7 CP motivi [13]. Byly provedeny pokusy, pfi
kterych byly mutovany postupné vSechny tyto CP motivy. Ze ziskanych vysledka vyplyva,
byly také proteiny, obsahujici pouze jeden CP motiv na senzorové doméné. Behem
provedeni pokusti s mutovanym cysteinovym zbytkem dosSlo k inaktivaci vazby mezi
hemem a senzorovou doménou [13]. Je proto jasné, Ze prolinovy zbytek vedle
cysteinového zastava podstatnou funkci v modulaci vazby mezi thioldtovym zbytkem
cysteinu a molekulou hemu. Prolinovy zbytek umistény vedle cysteinového, stericky
stabilizuje cystein (a jeho thioldtovou skupinu) v urcité poloze. Proto prolin usnadiuje
disociaci mezi hemem a cysteinem. Tato hypotéza je zalozena na faktu, ze nesenzorické
hemové proteiny, obsahujici cystein jako axialni ligand hemu, CP motiv nemaji a vazba

mezi cysteinem a hemovym Zelezem ma jiny charakter (napftiklad je velice pevnd) [6].

1.2.1.1.3 Vymeéna ligandi hemu béhem zmény redox stavu systému

U nékterych proteini ze skupiny hem-detekujicich proteini byl pozorovan
nasledujici jev. Pokud v bunice dochédzi k redoxnimu stresu, mize dochazet k redukci
trojmocného iontu Zeleza v molekule hemu na dvojmocny iont zeleza (Fe''= Fe™ [9].
Dvojmocny iont Zeleza je, ve srovnani s trojmocnym iontem Zeleza, méné pozitivné nabity.
Zaporn¢ nabita thiolatovd skupina postranniho fetézce aminokyseliny cysteinu bude
usnadiovat disociaci redukované formy hemu s dvojmocnym iontem Zeleza. Jako typické
ligandy redukované formy hemu (respektive iontu zeleza) se uplatiiuji dusik obsahujici
ligandy, naptiklad imidazolova struktura postranniho fetézce histidinu [6]. Pokud tedy

"> Fe™, je cystein nahrazen

dojde ke zméné oxidacniho cisla hemového zeleza (Fe
histidinem (popfipad¢ jinym vhodnym ligandem obsahujicim dusik). Dochazi tak ke
strukturni zméné senzorové domény [11]. Tato zména je dal§im, dodatecnym signalem pro
funk¢éni doménu. Vysledkem jsou rozdily ve funk¢nosti riiznych mechanismi v organismu,

které tak reaguji na stresové podminky.
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1.2.1.1.4 Rychlost disociace hemu
Pfi porovnani hodnot vyjadiujicich konstantu rychlosti disociace hemu z lidského

hemoglobinu (huHb) a rychlost disociace hemu z vybranych hem-detekujicich proteinti 1ze
nalézt vyrazné odliSnosti. Pro ucely tohoto porovnani byly zvoleny dva hem-detekujici
proteiny: hemem regulovany inhibitor (HRI) a neuronalni PAS2 protein (NPAS2) [6].
Hodnoty konstant rychlosti disociace hemu jsou uvedeny v tabulce 1. Z tdaji vyplyva, ze
hodnota konstanty rychlosti disociace hemu vazaného na hem-detekujici protein je vyrazné
vetsi nez hodnota konstanty rychlosti disociace hemu vazaného na globin [6]. Jelikoz se
jedna o rozdil hodnot v rozsahu tii fadi, je nutné tento rozdil objasnit.

S rychlosti disociace souvisi afinita k hemu. A nizka afinita hem-detekujicich
proteinti k hemu je pro tyto proteiny klicova. Zmény koncentrace molekul hemu mohou
mit pro organismus fatdlni nésledky. Je tfeba, aby proteiny detekujici mnozstvi
(koncentraci) hemu v organismu nebyly hemem pfi jeho nizké koncentraci ovlivnény a ke
vzajemné interakci dochéazelo az pfi vyznamnéji vyssi koncentraci hemu [11]. A s timto
pozadavkem souvisi dfive zminovana hodnota konstanty rychlosti disociace
hem-detekujicich proteind. Cim je vyssi hodnota rychlosti disociace hemu, tim je afinita
k hemu nizsi [9]. V piipad¢, kdy by hodnota konstanty rychlosti disociace byla nizka,
afinita k hemu by byla vysokd. Hem by se tedy navazal na senzorovou doménu uZz pfi
nizké koncentraci hemu v okoli hem-detekujiciho proteinu. Tim by byla spusténa kaskada
vyse popsanych mechanismt (viz 1.2) a byl by aktivovan regula¢ni impuls. To je pro
proteiny, zodpovédné za regulaci, nepiipustné. Hodnota konstanty rychlosti disociace
hemu u hem-detekujicich proteint je tedy vysoké a jejich afinita k hemu je nizka, proto

tyto proteiny mohou plnit roli hem-detekujicich proteint.

Tabulka 1: Hodnoty konstant rychlosti disociace hemu

Hem-detekujici proteiny hemem regulovany inhibitor (HRI) a neurondlni PAS2 protein (NPAS2) maji,
v porovnani s hodnotou konstanty rychlosti disociace hemu lidského hemoglobinu (huHb), tuto hodnotu
vyrazné odlisnou. Ditvodem je riizna afinita téchto hemoproteinii k hemu.

Hemoprotein konstanta rychlosti disociace [s™] literarni zdroj
HRI 1,5.10° [14]
NPAS2 53.10° [15]
huHb 7,1.10° [16]
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1.2.1.1.5 Flexibilni struktura
Hem-detekujici proteiny se odliSuji od klasickych typi hemoproteinti v mnoha

ohledech. Jednim znich je flexibilni struktura téchto nové popsanych proteini [6].
U hem-detekujicich proteinti je rozhodujicim faktorem vazby hemu na senzorovou doménu
koncentrace hemu. Afinita hemu k t¢émto proteinim je vSak nizkd, aby nedochazelo
k nezddoucim vazbam hem-senzorovd doména (viz 1.2.1.1.4). Jako zastupce
hem-detekujicich proteint s ohledem na flexibilni strukturu byl zvolen protein HRI. Jako
vSechny hem-detekujici proteiny i HRI je slozen ze senzorové a funkéni domény [17].
Béhem pokusu byly domény izolovany a zkoumény jako samostatné jednotky. Bylo
zjisténo, ze tyto dvé domény spolu v pfitomnosti hemu interaguji. Z této interakce vyplyva,
ze hem zplisobi zménu proteinové struktury. Axidlnimi ligandy pro molekulu hemu jsou
bud’ His119 nebo His120 na senzorové doméné¢ a Cys409 na funkéni doméné [17].
Znamena to, ze molekula hemu neni pevné vazana pouze na senzorové doméné (jak se
diive pfedpoklédalo), ale je vdzdna obéma doménami. Na obrazku 5 je zobrazena
modelova predstava struktury HRI. Tento protein je zde vyobrazen jako lidska ruka, jejiz
palec symbolizuje funkéni doménu a ukazovaCek symbolizuje senzorovou doménu
s prisluSnymi axialnimi ligandy [6]. Mezi témito dvéma prsty je umisténa molekula hemu.
Bez signalu (pfi nizké koncentraci hemu) je ruka volné pohybliva (flexibilni). Prahova
koncentrace hemu schopna vazby na dany protein vyvola takové konformaéni zmény, které
jsou na obrazku 5 piipodobnény kontaktu palce s ukazovackem, prostfednictvim drzZeni

molekuly hemu.

His119/120
FD;\J--}

el

Obrazek 5: Analogie lidské ruky a flexibility proteinu HRI; pievzato z [6]
Hem je k proteinu HRI vazan tak, ze jeho axialni ligandy jsou na senzorové a zaroven funkéni doméné. Zde
je tento fakt vyjadfen modelem lidské ruky: Palec = funkéni doména, ukazovacek = senzorova doména. Hem

je drzen palcem i ukazovackem (hem je vazan k proteinu senzorovou i funkéni doménou).
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1.2.1.2 Konkrétni piiklad hem—detekujiciho proteinu — hemem regulovany inhibitor

Jako zastupce skupiny hem-detekujicich proteini byl vybran HRI, ktery je také
[9]. Jednd se o nejvice prostudovaného zastupce skupiny hem-detekujicich proteint.
Kromé toho hraje HRI dilezitou ulohu v fadé¢ fyziologickych a patologickych procesii

s vyznamnymi klinickymi korelacemi [6].

Syntéza proteinl je pro kazdy organismus velice diillezitou a zaroven energeticky
nesmirn¢ naro¢nou operaci [5]. Proteosyntézu proto musi mit organismus pod piisnou
kontrolou, aby tento proces mohl byt ucelné¢ regulovan (zastaven a opét zahdjen). Mezi
situace, ve kterych je nutné zastavit syntézu proteind, patii naptiklad virova infekce [18],
nedostatek aminokyselin [19] nebo nedostatek hemu [20]. A pravé v situacich
nedostatecného mnozstvi hemu se uplatituje regulacni mechanismus, jehoz soucasti je

hem-detekujici protein HRI.

.....

.....

......

v jeho levé casti (strana 20). Spojenim elF2 s GDP vznikne komplex elF2-GDP [22].
Nasleduje nahrazeni GDP za GTP. Béhem fyziologickych podminek mé vsak elF2 400x
vétsi afinitu ke GDP nez ke GTP [21]. Ke zprosttedkovani této vymény je proto pouzit

......

Met-tRNA;. Vznikly komplex eIF2-GTP-Met-tRNA; je pfipojen k ribozomalni
ribozomalni podjednotky k 43S podjednotce dochazi k hydrolyze komplexu elF2-GTP a
zahéjeni proteosyntézy.

Pokud v organismu dochazi ke stresovym situacim (jako naptiklad virova infekce
[18], nedostatek aminokyselin [19] nebo nedostatek hemu [20]) jsou aktivovany
mechanismy, které translaci pferusi. K preruSeni translace je vyuzivan mechanismus
fosforylace elF2 [20]. Fosforylace a podjednotky elF2 je zajisténa kinasami. Kinas, které

maji tuto funkci, existuje nékolik. Senzoruji stresovou situaci a zahdji fosforylaci, ktera ma
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za nasledek pozastaveni syntézy proteind. Pokud je tedy kinasa aktivovéana, fosforyluje a
podjednotku elF2 [22]. Vznikly komplex elF2(aP)-GDP ma mnohem vétsi afinitu k eIF2B
nez elF2-GDP. Navazanim elF2(aP)-GDP na elF2B dojde k inaktivaci eIF2B. Neni proto
umoznéna vymeéna GDP za GTP [23]. Tim nedojde k vytvofeni komplexu elF2-GTP-Met-
tRNA; a proteosyntéza je inhibovdna. Tento mechanismus je zndzornén na obrazku 6

v jeho pravé casti.

GDP GDP Ser51P
elF2-GDP a ___HRL__ a
P —
Neaktivni o PPase 1 Qo

GDP
GTP GDP Ser51P
elF2-GTP a
Aktivni
. Met-tRNAN40S elF2(aP)-GDP-elF2B )
PROTEOSYNTEZA Neaktivni PROTEOSYNTEZA

PROBIHA | 435 Pre - iniciagni komplex | JEINHIBOVANA
!

Proteosyntéza

Obrazek 6: Iniciacni faze proteosyntézy a jeji regulace; vytvoieno dle piedlohy [23]
Aktivni elF2-GTP prendsi Met-tRNA; na ribozomalni podjednotku 40S, za vzniku pre-iniciacniho komplexu
43S a je umoznéna proteosyntéza. Pokud je a podjednotka elF2 fosforylovana (na miste Ser51) dochazi k

inaktivaci elF2 a proteosyntéza neprobiha.

1.2.1.2.2 Uloha HRI v organismu
Mezi kinasy, které fosforyluji o podjednotku elF2 patii také HRI [20]. Tento

hem-detekujici protein je vyznamnym prostiednikem regulace syntézy proteinti
v retikulocytech [17].  Aby dochazelo ke spravnému vytvoreni molekuly o, f»
hemoglobinu, je nezbytné, aby koncentrace hemu a globinovych fetézct byla ve spravném
pomeéru (1:1). Pokud tento pomér zachovan neni, nastava pro buiiku nebezpecna situace.
Jednotlivé samostatné se vyskytujici komponenty molekuly hemoglobinu jsou pro
retikulocyty a erytrocyty cytotoxické (mohou precipitovat) [20]. Aby k této situaci
nedochazelo, nachazi se v retikulocytech ve velkém mnozstvi HRI. Tento hemem
regulovany inhibitor je zodpovédny za regulaci mnozstvi nasyntetizovanych o a

globinovych fetézell v zavislosti na mnozstvi hemu obsazeného v butice [20].
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Pokud se v retikulocytech vyskytuje dostatecnd koncentrace hemu, molekula
hemu se vaze na HRI. Tim dochazi k zablokovani kindzové aktivity HRI a eIF2 neni
aktivovany [24]. Tim padem probiha proteosyntéza a tvoii se nové fetézce proteinti. Pokud
je koncentrace hemu nedostate¢nd, dochazi nejprve k autofosforylaci HRI. Autofosforylace
chrani HRI pfed agregaci a stabilizuje protein pro plnou funkéni (kinasovou) aktivitu.
Aktivovand molekula HRI je schopna fosforylovat elF2 na misté Ser51 a vySe popsanymi

reakcemi (viz 1.2.1.2.1) dochézi k inaktivaci proteosyntézy [24].

1.2.1.2.3 Funkce HRI v onemocnénich spjatych s anémii
Vzhledem k vySe popsané roli HRI v kontrole syntézy globint v retikulocytech je

logické, Zze HRI bude zastavat funkci také v patologickych procesech determinovanych
poruchou syntézy globinti a hemu. HRI je proteinem, ktery je nezbytnym prvkem
v ochran¢ organismu pifed fatdlnimi nésledky rGznych forem anémii. Jednd se o
sideropenickou anémii [24], B—thalasemii [25] a erytropoetickou protoporfyrii [26].

Sideropenicka anémie patii celosvétové mezi velmi Castd onemocnéni. Toto
onemocnéni je zplsobeno nedostatecnym mnozstvim iontd Zeleza v organismu [27].
V lidském organismu je nejvetsi podil iontl zeleza soucéasti hemu v hemoglobinu a dalSich
hemoproteinech (myoglobinu, cytochromech atd.). Urcity podil iontl zeleza je vazan na
tkanovy protein feritin. Minimalni ¢ast ionti Zeleza v organismu se vyskytuje jako volna
frakce v krvi. Nedostatek iontli Zeleza v lidském organismu mulze byt zpisoben
nedostateCnym piijmem iontl Zeleza v potrave, zvySenou utilizaci Zeleza nebo pii vétSich
ztratach Zeleza (naptiklad pii nehodéch, darcovstvi krve) [28].

Za normalnich podminek pii sideropenické anémii dochazi k mikrocytoze a
hypochromii. Pfi téchto adaptacich organismu na nedostatek Zeleza dochdzi k poklesu
objemu erytrocytll a klesa koncentrace hemoglobinu v erytrocytech [27]. Bylo zjiSténo, Ze
za tyto adaptace je zodpovédny HRI [24]. Nedostatek molekul zeleza ma za nasledek také
nedostatek molekul hemu. Jak bylo uvedeno dfive, ke spravné funkci a spravnému vzniku
molekuly hemoglobinu je nezbytné zachovani poméru globinovych fetézci a molekul
hemu. Za stavu, kdy jsou globinové fetézce v nadbytku, by dochézelo k jejich precipitaci.
To by vedlo az k destrukci bunék. Proto je v téchto situacich aktivovana molekula HRI,
ktera zastavi syntézu globinovych fetézcli pomoci stejného mechanismu jako pii

nedostatku hemu [24].
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p—thalasemie je dédi¢né onemocnéni, rozSifené po celém svété. Tato choroba
zpusobuje anémii, nebot’ je naruSena syntéza B-globinovych fetézcii [28]. a-fetézce jsou
syntetizovany spravné, jsou tak oproti méné syntetizovanym B-tetézctiim v nadbytku. Po
vytvoreni molekuly hemoglobinu se v buinice vyskytuje nadbytek volnych a-globinovych
fetézel, které precipituji, a tim zptisobuji naruSeni retikulocytll v kostni dfeni. Vysledkem
neumeérné tvorby globinovych fetézcl je anémie [28]. K B-thalasemii mtize dochazet vSemi
znamymi poruchami mechanismu proteosyntézy, jako napiiklad deleci ¢asti -globinového
genu, mutaci sestfihového mista mRNA, mutaci promotoru a jinych [29]. Byly provedeny
pokusy s geneticky modifikovanymi mySmi, kdy prvni skupina mysi neméla ve své
genetické vybave kopii genu pro HRI a druhé skupina tuto kopii ve své vybaveé méla [25].
U obou skupin byl inaktivovan gen pro B-globin. Potize, zplisobené B-thalasemii, mély
mnohem horsi dopad u jedinct prvni skupiny (deficitnich na protein HRI). Z tohoto
experimentu lze usuzovat, Ze protein HRI hraje dilezitou roli ve zmirnéni nasledka
defektni proteosyntézy B-globinovych fetézcli. Nadbytek precipitovanych shluka
a-globinovych fetézci aktivuje HRI, ktery je autofosforylovan. Takto aktivovany HRI
prostiednictvim své kinazové aktivity zplisobi zastaveni proteosyntézy a tedy i syntézy
a-globinovych ftetézcti. Tim zajisti, aby se v bunce tyto globinové ftetézce jiz dale
nehromadily a nedochézelo k destrukei retikulocytli a nasledné erytrocyt. Sled kroki

vedoucich k zastaveni syntézy a-globinovych fetézct je zobrazen na obrazku 7 [25].

B - thalasemie

globinovych Fetézc

precipitované shluky a—
ATP \1 =

elF2 _l. eIF20P ————] proteosyntéza a- a B-
globinovych fetézca

Obrazek 7: Potlaceni syntézy a—globinovych ¥etézcit pomoci hemem regulovaného inhibitoru (HRI);
vytvoieno dle piedlohy [25]
Nadbytek precipitovanych shlukii a—globinovych retézcii je signalem pro HRI. Ten je pomoci autofosforylace

aktivovan a fosforyluje elF2, ¢imz zastavi syntézu a- a f-globinovych retézcil.
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Erytropoeticka protoporfyrie je zplisobena mutacemi v genu kédujicim enzym
ferrochelatasu [28]. Tento enzym, lokalizovany v mitochondriich, umoziuje spojeni iontu
zeleza s protoporfyrinem IX béhem hemové syntézy [10]. V piipadé, kdy je enzym
ferrochelatasa nefunk¢ni, dochézi k hromadéni protoporfyrinu IX primarné v erytrocytech,
sekundarné pak v jatrech, kizi, plazmé a stolici. Postizeni pacienti trpi svédivou a velmi
bolestivou fotodermatézou. V ojedinélych piipadech mulze vlivem nahromadéni
protoporfyrinu IX dochazet k selhani jater [28,30].

Také u tohoto onemocnéni bylo predpokladano, ze se HRI pravdépodobné ucastni
regulacnich mechanismt. Proto, jako u vySe zminéného onemocnéni B-thalasemie, byly
provedeny analogické pokusy s geneticky modifikovanymi modelovymi organismy. Opét
byly vytvoieny dvé skupiny mysi, jedna skupina s chybéjici kopii genu pro HRI a druha
skupina s iplnou genovou vybavou pro protein HRI [25]. Ob¢ tyto skupiny mély mutovany
gen pro ferrochelatasu. Tato mutace vedla k prudkému poklesu enzymové aktivity
ferrochelatasy a tedy k vyrazné nizSimu mnoZstvi syntetizovaného hemu a hromadéni
protoporfyrinu IX. Bylo zjiSténo, Ze mySi se spravné fungujicim HRI vykazuji
mikrocytickou hypochromni anémii, zatimco mysi patfici do skupiny s nefunkénim HRI
byly mnohem vice anemické [25].

Pomoci elektronové mikroskopie byly v retikulocytech skupiny s chybé&jicim
proteinem HRI odhaleny shluky precipitovanych globinovych fetézci. Ty se
v retikulocytech vyskytuji diky nedostatku hemu a trvajici globinové syntéze pii absenci
HRI. Ve skupiné¢ mysi s chybéjicim HRI bylo pozorovdno mnohem vétSi mnozstvi
protoporfyrinu IX v erytrocytech a retikulocytech nez u mysi s funkénim HRL
Z experimentd provedenych diive vyplyva, Ze protoporfyrin IX ma mnohem mensi
schopnost inhibice proteosyntézy nez hem [25]. Z toho zjiSténi lze usoudit, ze nizsi podil
translace proteosyntézy enzymi syntetizujici protoporfyrin IX. V tomto ptipad¢ tedy HRI
neovliviiuje pouze syntézu globinovych fetézcli v retikulocytech, ale také translaci enzymii
syntetizujici hem [25]. HRI je proto zodpovédny za to, aby nedochéazelo k nahromadéni
toxického protoporfyrinu IX v krevnich buiikach. Tato situace je znazornéna na obrazku 8

(strana 24).
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Erytropoeticka protoporfyrie

- Nedostatek hemu ]
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Proteosyntéza hem-syntetizujicich
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enzymi [napfi. ferrochelatasy)

Obrazek 8: Potlaleni syntézy hemu pomoci hemem regulovaného inhibitoru (HRI); vytvoreno dle
predlohy [25]

Vznikly protoporfyrin IX nemiize interakci s molekulou zeleza vytvorit molekulu hemu, kviili chybéjici aktivité
enzymu ferrochelatasy. Nedostatek hemu vyvold autofosforylaci molekuly HRI. Tato fosforylace pomoci
dalstho sledu uddlosti zabrani syntetizovani enzymii, které se ucastni syntézy hemu. A tim je v konecném

dusledku potlacena nadmérna syntéza protoporfyrinu IX.

1.2.1.2.4 Néadory plic
V poslednich letech byly zjistény nové funkce proteinu HRI v organismu. Zda se,

ze role hemu a HRI je mnohem fundamentalnéjsi, nez se zprvu zdalo. Systematicka
sekvenace genomu vybranych nadorovych bunck vedla k identifikaci novych gend,
zapojenych do procesu nadorového bujeni [31]. Bylo zjisténo, Ze pacienti s nadorem plic,
maji v této tkani mutovany HRI (Gly202 je nahrazen Ser). Tato mutace mulze byt
vyznamna pro rozvoj rakoviny dané¢ho organu [31].

Cilem vyzkumu laboratote, ve které byla vypracovavana tato bakalaiska prace, je
porozumét a vysvétlit funkci hem-detekujicich proteinii (specialné HRI) v riiznych
klinickych stavech. Nejdiive je ale tfeba prozkoumat molekularni mechanismy pisobeni
téchto proteind. V tomto ohledu je dilezit¢ nalézt vhodné modelové proteiny, které

usnadni studium obecnych mechanismil funkce hem-obsahujicich senzorovych proteinti.

1.2.2 Plyn-detekujici proteiny

Druhou skupinou hem-obsahujicich senzorovych proteinii jsou plyn-detekujici
proteiny [9]. S objevem téchto proteinil, nachéazejicich se v raznych bunikach od bunck

bakterii az po buiky clovéka, byly zodpovézeny néckteré otazky. Napiiklad jakym
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zpusobem organismus reaguje na zmény koncentraci plyni jak pro néj toxickych, tak téch,

bez kterych se jeho zivot neobejde [32].

1.2.2.1 Struktura a funkce plyn-detekujicich proteinii

Plyn-detekujici proteiny jsou sloZzeny ze dvou domén (obrazek 4, kapitola 1.2,
strana 14) [9]. Prvni Casti proteinu je senzorovd doména. V této doméné je vazana
prostetickd skupina hemu. Na rozdil od hem-detekujicich proteinti, kdy je dilezité, aby
k disociaci hemu dochézelo rychle a afinita k hemu byla nizkd, je v plyn-detekujicich
proteinech hem vazan k proteinu relativné siln€. Pevnost vazby hem-protein je srovnatelna
s pevnosti této vazby v hemoglobinu nebo myoglobinu. Divod pevnosti této vazby je
prosty. Hlavnim tkolem této prostetické skupiny v plyn-detekujicich proteinech je vézat
molekuly plynu. ProtoZe tyto proteiny detekuji plynné molekuly, musi byt (na rozdil od
hemoglobinu nebo myoglobinu) afinita hemu k plynim nizkd. Hem proto musi mit
vysokou afinitu k proteinu, aby mohl véazat molekuly plynu a tim byl piislusny plyn
proteinem detekovan. Senzorova doména je tedy detekEni oblasti.

Druhou oblasti plyn-detekujicich proteini je funkéni doména [9]. Ukolem
plyn-detekujicich proteind je, v zavislosti na koncentraci molekul plynu, vyvolat signal.
Prostfednictvim tohoto signalu dochazi k ovlivnéni vyznamnych funkci v bunce.
Mechanismus tohoto ukolu je nasledovny. Molekula plynu je navazéna (nebo naopak
disociuje) na prostetickou skupinu na senzorové doméné. Tato situace zpusobi strukturni
zménu senzorové domény, ktera je zaznamenana jako signal funkéni doménou. Aktivovana
funk¢éni doména signal pievede na biochemické reakce jako naptiklad aktivace transkripce
(interakce protein — DNA), zména enzymové aktivity a dalsi [6,9]. Tento mechanismus je
znazornén na obrazku 4 (strana 14). Mezi molekuly plynu, které jsou detekovatelné témito
proteiny, patii kyslik, oxid dusnaty a oxid uhelnaty. Na zaklad¢ typu molekuly plynu jsou
plyn-detekujici proteiny rozdélovany na kyslik detekujici, oxid dusnaty detekujici a oxid
uhelnaty detekujici. Vzhledem k tomu, Ze experimentalni ¢ast této bakalaiské prace se tyka

kyslik detekujiciho proteinu, bude kladen diraz na popis kyslik detekujicich proteinii.

1.2.2.2 Kyslik detekujici proteiny

Pro kyslik detekujici proteiny je typicka vzajemna kombinace raznych druha
strukturnich motivii senzorové a funkéni domény [9]. Na misté¢ senzorové domény se

uplatiuji v zasad¢ tfi rliznd prostorova uspofddani - PAS doména, GAF doména a
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globinova struktura. Na zdkladé¢ téchto uspofddani byly kyslik detekujici proteiny
rozdéleny do tii skupin. Naproti tomu na misté funkéni domény lze nalézt vétsi zastoupeni
riznorodych struktur. Mezi struktury majici enzymovou aktivitu patfi kinasy,
diguanylatcyklasa, fosfodiesterasa. Funkéni doména mutze mit také funkci transkripéniho

faktoru [9].

1.2.2.2.1 PAS doména
PAS je akronym odvozeny z anglickych nazvii tfi proteini, ve kterych byl tento

strukturni motiv objeven [33]. Témito tfemi proteiny jsou: ,,Drosophila period clock
protein‘‘, ,,vertebrate aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator‘‘ a ,,Drosophila
single minded protein‘‘. PAS doména tvofi senzorové domény v riiznych signaliza¢nich
proteinech a spolupracuje sriznymi funkénimi doménami (napt. histidin kinasy,
serin/threonin kinasy). PAS doména je detek¢nim mistem, které hlida zmény ve vstupnim
signalu, kterym mize byt napiiklad zména v redoxnim potencidlu, svétlo nebo zména
v koncentraci molekuly kysliku [33]. A pravé PAS doména, kterd detekuje zménu
v koncentraci kysliku, je strukturnim motivem senzorové domény kyslik detekujicich
proteind. Nejlépe prozkoumanymi proteiny obsahujici PAS domény, jsou ty, které
zachycujici signdl pomoci kofaktord [9]. V ptipad¢ vSech doposud objevenych kyslik
detekujicich proteint, je timto kofaktorem PAS domény molekula hemu [9]. Jako ptiklad
kyslik detekujiciho proteinu s kinasovou aktivitou, ktery obsahuje PAS doménu, bude
v nasledujicim textu uveden protein FixL. Substratem tohoto proteinu je transkripcni faktor
FixJ, ktery reguluje expresi genti béhem fixace vzdusSného dusiku.

FixL protein je prvnim identifikovanym plyn detekujicim enzymem [34]. Jeho
ukolem je, v zavislosti na mnozstvi kysliku, regulovat expresi genii. Gramnegativni
bakterie Shinorhizobium meliloti, pattici k rodu Rhizobium, tedy k rodu bakterii, vazajici
vzdusny dusik, pottebuje ke svému pieziti mechanismus detekujici mnozstvi kysliku
v jejim okoli [35]. K fixaci vzdusného dusiku bakterie vyuziva nejméné 23 genti, které jsou
exprimovany v zavislosti na neptitomnosti kysliku [36]. Pokud se v okoli vyskytuje kyslik,
dochazi k inaktivaci enzymu, které jsou nezbytné k provedeni fixace dusiku. FixL protein
je zodpovédny za signdl, oznamujici organismu, Ze koncentrace vzdu$ného kysliku je
nizka, a je tak mozné exprimovat geny pro fixaci dusiku.

Mechanismus je nasledovny. Pokud kyslik v okoli neni, neni navazan na hemovou

¢ast PAS domény (senzorovou doménu) FixL proteinu [36]. Tim se zmeéni struktura
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senzorové domény a signdl je tak pfenesen na funkéni doménu. V piipadé proteinu FixL
vykazuje funkéni doména kinasovou aktivitu. Jeji aktivaci je tak fosforylovan transkripéni
faktor FixJ, ¢imz dochézi k jeho aktivaci. Aktivovany FixJ zvySuje expresi gent pro fixaci

dusiku.

1.2.2.2.2 GAF doména
GAF je akronym, odvozeny z anglickych nazvi proteind, ve kterych se tato

doména vyskytuje [37]. Jsou to proteiny: ,,cGMP - specific phospodiesterases*‘, ,,adenyl
cyclases‘ a ,,E. coli formate hydrogenlyase transcriptional activator‘‘. GAF domény se lisi
svou primarni strukturou od PAS domén. Prostorova struktura téchto dvou domén je vsak
homologni [9]. GAF domény jsou bézn¢ se vyskytujici soucasti mnohych signalizacnich a
detekujicich proteind. Stejné¢ jako PAS domény 1 GAF domény detekuji koncentraci
kysliku pomoci kofaktoru, kterym je molekula hemu.

Zastupci proteinl, které vyuzivaji GAF domény s hemovym kofaktorem v jeho
senzorové doméné, jsou proteiny, vyskytujici se v bakterii Mycobacterium tuberculosis
[4]. Tato bakterie je obligatné aerobni [35]. Pokud nastane situace, kdy je v okoli nizka
koncentrace kysliku, bakterie ukon¢i expresi uritych geni. Tato regulace je
zprostfedkovana pomoci transkripéniho faktoru DevR [38]. Aktivita toho transkripéniho
faktoru je fizena pomoci senzorovych proteinit DosT a DevS. Oba tyto proteiny obsahuji
dvé GAF domény s molekulou hemu jako kofaktor (senzorovd doména) a histidin
kinasovou doménu (funk¢ni doména) [38]. Pokud je v okoli bakterie dostatecné mnozstvi
molekul kysliku, jsou hemové casti GAF domény proteini DosT a DevS saturovany
kyslikem. Kinasova aktivita funkéni domény, kterd je spjata s transkripénim faktorem
DevR je potlacena. Pokud v okoli neni dostatecné mnozstvi molekul kysliku, neni
molekula kysliku vazana na hem GAF domény (senzorova doména). Tim dochazi
k autofosforylaci funkéni domény, coz se podili na pienosu fosfatu na transkripéni faktor
DevR. DevR tak zahdji syntézu genti, které umozni buiice adaptaci na hypooxygenni

situaci [38].

1.2.2.2.3 Globinova doména
Struktura globinové domény se svou prostorovou strukturou vyrazné lisi od 3D

struktury PAS a GAF domén [39]. Globinova struktura vykazuje vysokou homologii se
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strukturou hemoglobinu a myoglobinu (viz obrazek 9).

Priméarni struktura molekuly globinu je dana potfadim aminokyselin [2].
Sekundarni je tvofena 8 a—helixy (oznacovanymi A — H), které jsou spojeny kratkymi
segmenty a tvoii elipsoidni molekulu. Tercialni struktura udava prostorové uspoiadani
jednotlivych 8 o—helixti v prostoru [10]. V ptipad¢é globinu se jedna o vzajemné polohy
jednotlivych o—helixti vi¢i sobg.

Jako prvni byla globinova doména popsana u hem obsahujiciho aerotaktického
transduktoru (HemAT), ktery je syntetizovan bakterii Bacillus subtilis [9]. Jeho globinova
senzorovd doména je sloZena z 8 a-helixii s jednim prodlouzenym fetézcem. a-helixy byly
pojmenovany podle nomenklatury homologni globinové struktury hemoglobinu
(myoglobinu). Jak je patrné z obrazku 9, je v senzorové doméné proteinu HemAT-Bs
v porovnani s myoglobinem pfed helixem A umistén jiny helix [40]. Tento helix byl
pojmenovan Z. Dal§im rozdilem pii porovnani téchto globinti, je chybé&jici D helix ve

struktufe senzorové domény proteinu HemAT-Bs.

A Myoglobin B HemAT-Bs

Obrazek 9: porovndni struktury myoglobinu a senzorové domény proteinu HemAT-Bs, prevzato 7 [40]
3D struktura myoglobinu (A) s 3D strukturou senzorové domény proteinu HemAT-Bs (B). Tyto dvé struktury

Jjsou homologni a lisi se od sebe vyraznéji pouze v lokalizaci helixu Z a D.

1.2.3.3 Priklady kyslik detekujicich proteinii

1.2.3.3.1 HemAT
Podle typu organismu, ve kterém byl protein HemAT studovan, je rozliSovan

HemAT-Hs (Halobacterium salinarum) a HemAT-Bs (Bacillus subtilis). Tyto proteiny
jsou slozeny ze senzorové globinové domény a funkéni domény, kterd je velmi podobna
doméné methyl-pfijimajiciho chemotaxniho proteinu bakterialnich chemoreceptort [9].

Senzorova globinova doména je zodpovédna za vazbu kysliku, nachézejiciho se v okoli,
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zatimco funkéni doména interaguje s histidin kinasovym proteinem Che A. Ten je soucasti
dvouslozkového signél prevadéjiciho systému, ktery reguluje rotacni smér motoru biciku
[41]. Tento signal prevade¢jici systém je velmi slozity, funkce jeho jednotlivych slozek je
intenzivné studovana.

HemAT-Bs je jednim z mala hem-obsahujicich senzorovych proteintl, u kterého je
znama alespon struktura senzorové domény (tato struktura je zobrazena na obrazku 9B,

strana 28) [41].

1.2.2.3.2 Diguanylatcyklasa s globinovou strukturou senzorové domény (YddV)
Protein YddV byl pojmenovéan podle nazvu genu, ktery jej koduje (yddv). Tento

gen byl objeven systematickou sekvenaci genomu bakterie Escherichia coli. V té¢ dobé
nebyla znama jeho funkce, byl proto pojmenovan systematickym nazvem yddv.

Protein YddV izolovany z bakterie Escherichia coli zastava dilezitou tlohu v
syntéze cyklického di-guanylmonofosfatu (c-di-GMP) (viz obrazek 10, strana 30). c-di-
GMP vznikd ze dvou molekul GTP za tcasti diguanylatcyklasy [2]. V piipadé
neptiznivych podminek jsou mnohé bakterie schopny piejit do stavu nazyvaného biofilm.
V tomto stadiu vykazuji odlisné fyziologické a morfologické znaky oproti béznému stavu
[42]. Také exprese genl je rozdilnd. Pro buinky nachazejici se ve stadiu biofilmu je
charakteristickd produkce adhezivnich latek a extracelularnich polysacharidi. Tyto
polysacharidy zptsobuji vétsi odolnost danych bakterii k nepfiznivym enviromentalnim
podminkam. Maji také vétsi rezistenci k antibiotikiim. Piechod do stadia biofilmu je
regulovan pomoci signalni molekuly, v tomto piipadé¢ pomoci vySe zminéného c-di-GMP.
Protein YddV bakterie E. coli je slozen ze senzorové domény globinového typu a
diguanylatcyklasové (funk¢ni) domény [42] . Molekula kysliku je tedy signdlem pro
spusténi kaskady mechanismt, kterd vyusti v aktivaci diguanylatcyklasy. Tim padem je
mozno za ucasti molekul GTP syntetizovat cyklicky di-guanylmonofosfat, ktery hraje
stéZejni roli pfi vzniku biofilmu a produkci polysacharidii. Tento mechanismu je znazornén

na obrazku 10 (strana 30).
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0, signal

Globinova struktura Diguanylatcyklasa

GTP+GTP —— » c-di-GMP

Obrazek 10: Mechanismus syntézy c-di-GMP prostiednictvim diguanylatcyklasy s globinovou strukturou
senzorové domény (YddV)

Molekula kysliku interaguje s prostetickou skupinou globinové struktury proteinu YddV. Tim vznika signdl,
ktery aktivuje funkcni doménu proteinu YddV. Tato doména je tvorena diguanylatcyklasou, tedy enzymem,

ktery katalyzuje syntézu c-di-GMP ze dvou molekul GTP.

1.2.2.3.3 Histidin kinasa s globinovou strukturou senzorové domény izolovana z bakterie
Anaeromyxobacter sp., kmen Fw 109-5 (4fGcHK)

AfGcHK je protein, ktery byl izolovan z plidni bakterie Anaeromyxobacter sp.,
kmene Fw 109-5 [39]. Senzorova doména tohoto proteinu je tvoiena globinovou strukturou
a funk¢éni doména je tvorfena enzymem histidin kinasou. Jeho mechanismus piisobeni
vyuziva dvouslozkovy signal prevadéjici systém. Tim je pfevodni systém funkéni doména
(histidin kinasa) - odpovéd’ regulujici (,,response regulatory‘ ) protein (RR protein). Vazba
molekuly kysliku k molekule hemu (respektive iontu zeleza) zptisobi konformacéni zménu
senzorové domény (globinova struktura). Je predpokladano, Ze se zaroven zméni i1
konformace funk¢ni domény (histidin kinasa), ktera je tak aktivovana. Substratem pro
enzym histidin kinasu mulze byt funkéni doména sama o sobé (dochazi tedy
k autofosforyla¢nimu procesu) nebo je substratem RR protein. Aktivovany fosforylovany
RR protein zahaji kaskadu dalSich procesu (viz obrazek 11, strana 31) [39]. Funkce RR
proteinu zatim neni pln€ objasnéna. Je vSak intenzivné studovana a je piredpokladano, ze se
podili na regulaci procest, jakymi jsou virulence nebo tvorba biofilmu [43].

Po identifikaci a izololaci proteinu AfGcHK byly provedeny pilotni studie,
vedouci k zisku informaci o jeho struktufe a dalSich charakteristickych vlastnostech [39].
Studovan byl jak protein ve své pavodni formé (wild - type), tak také jeho mutované
formy. Pomoci fyzikaln¢ — chemickych vlastnosti mutovaného enzymu bylo zjisténo, Ze

axidlnim ligandem hemu je His99 na proximalni strané, zatimco na distalni strané
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umistény Tyrd5 vytvaii elektrostatické interakce s kyslikem vazanym jako axialni ligand
hemu.

Pomoci absorp¢ni spektrometrie byly stanoveny tdaje o optickych vlastnostech
proteinu AfGcHK (Felll), kdy pomér protein: hem byl 1:1 [39]. Soretiiv pas této formy
proteinu byl nalezen v oblasti 411 nm [39]. Spektrum tohoto Fe(Ill) komplexu bylo stabilni
v rozmezi hodnot pH 7,0 — 10,0 [39]. Pti pH niz§im nez 6,0 dochazelo k tvorb¢ precipitata.
Toto zjisténi bylo piredpokladem pro teorii, ze axialnim ligandem Fe(III) na distalni stran¢
je OH". Komplex Fe(I)-O, byl velmi stabilni. Spektrum tohoto komplexu nepodléhalo
zadnym zménam a to ani po ponechani tohoto komplexu tfi dny pii laboratorni teploté
[39].

Komplexy proteinu s Fe(IlI), Fe(I1)-O, a Fe(Il)-CO vykazovaly autofosforylacni
aktivitu a tedy aktivaci funkéni domény. Na rozdil od komplexu s Fe(Il), u kterého
nedochazelo ke zméné¢ globinové struktury a tento komplex tak nebyl schopen ani
autofosforylace, ani fosforylace RR proteinu [39]. Béhem pokusii zkoumajicich, ktera
aminokyselina je fosforylovana béhem autofosforylace, byla na zaklad¢ piedchozich
vyzkumu, provedena mutace His183 [39]. Fe(Ill) a Fe(I)-O, komplexy s touto mutaci
ztratily svou autofosforylacni aktivitu. Je proto piedpoklddano, Ze autofosforylacnim

mistem proteinu AfGcHK je His183.

1) O, signal ﬂ
& @

ﬂeg @ Hem

Globinova struktura Histidin kinasa

ATP

S —

A\Wystupnisignal

RR protein

Obrazek 11: Mechanismus aktivace odpovéd’ regulujiciho proteinu (RR proteinu) pomoci proteinu
histidin kinasy s globinovou strukturou senzorové domény izolované z bakterie Anaeromyxobacter sp.,
kmen Fw 109-5 (AfGcHK)

Molekula kysliku se vaze jako axialni ligand k hemu na globinové strukture (1). Tim je aktivovana histidin
kinasa (funkcni doména), ktera ma schopnost fosforylovat samu sebe (autofosforylace) (2). Tim je tato
doména jesté vice aktivni a fosforyluje RR protein (3). Takto aktivovany RR protein ovliviiuje dalsi funkce
v bunice (4).
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2 Cile bakalarské prace

. Primarnim cilem této bakaldfské prace bylo shrnuti dosavadnich poznatki
publikovanych v odbornych ¢asopisech, o hem-obsahujicich senzorovych proteinech
se zamétenim na plyn-detekujici proteiny.

. Dalsim cilem byla amplifikace a izolace plasmidu pET-21c(+)/AfGcHK v bunkach
Escherichia coli DH5a s naslednou charakterizaci izolovaného plasmidu.

. V neposledni fadé bylo ukolem bakalatfské prace transformovat buiky E. coli
BL-21(DE3) plasmidem pET-21c(+)/AfGcHK a exprimovat protein AfGcHK
v téchto bunkach.

. Finalni napln bakalaiské prace pak spocivala v izolaci exprimovaného proteinu
AfGcHK z bun€k E. coli BL-21(DE3), jeho purifikaci pomoci afinitni chromatografie

a nasledné pilotni charakterizaci izolovaného proteinu AfG¢cHK.
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3 Material a metody

3.1 Pouzité pristroje

Analytické vahy:
Autoklav:
Bezdotykovy kahan:
Centrifuga:

Elektricky ohtivac:

Elektroforeticka aparatura:

Inkubator:

Laminarni box:
Magneticka michacka:
Predvazky:
Spektrofotometr:

Transiluminator:
Tiepacka:

Orbitalni shaker:
Ultrazvukova sonda:
Vakuova odparka:
Vodni lazen:

Zdroj pro elektroforesu:

HM-200, A&D Instruments LTD

Varioklav 400E, H+P Labortechnik

Gasprofi2 SCS, VLD-TEC

5415 R, Eppendorf

Allegro X-22R, Beckman Coulter

Janetzki K 70 D, MLW

Stolni minicentrifuga Gilson, GmC Lab

ETA

miniVE Vertical, Amersham Biosciences

MSMINI 10-Multi Sub Mini, Uvitec

IR 1500 Automatic CO2 Incubator, Flow Laboratories
BIO 126, Labox

KMO?2 basic, IKA

EK-600H, A&D Instruments LTD

Spekol 11, CARLZEISS, Jena

NanoVue™ Plus Spectrophotometer, GE Healthcare
Bio-Sciences AB

Diod Array 8453, Hewllet-Packard

Dark Reader, Clare Chemical Research

Mini Rocker MR-1, BioSan

ORBI-SAFE TS Net Wise, Gallenkamp

Sonopuls HD 3100, sonda KE 76, Bandelin

Speed Vac, DNA 110, Savant

Julabo TW2, Biotech

EPS 301, Electrophoresis Power Supply, Amersham

Pharmacia Biotech
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3.2 Pouzity material a chemikalie

OXOID LTD, Anglie

e Tryptone, Yeast extract

Penta, CR

e Hydrogen fosfore¢nan didraselny, glycin, glukosa, dithionicitan sodny

LACHEMA BRNO, CR
e Dihydrogenfosforecnan draselny, persiran amonny, ethanol,

ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA), isopropanol, octan sodny

SIGMA, USA
e [sopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG), Luria Agar, Luria Broth (LB)
medium, dimethylsulfoxid (DMSO), polyethylen glykol (PEG)

Fluka, Svycarsko
e Dodecylsiran sodny (SDS), akrylamid, N,N-methylen-bis-akrylamid (BIS),
merkaptoethanol, fenylmethansulfonyl florid (PMSF), lysosym,
tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)

SERVA Elektrophoresis, Némecko
e N, N, N, N*-tetramethylethylendiimin (TEMED), Coomassie Brilliant Blue R-250,
ampicilin
Lach-Ner, CR

e Kiyselina octova, glycerol

Erba Lachema, CR

e Chlorid sodny, bromfenolova modf

Linde, CR
e Dusik (g)

Fermentas, Kanada
e )\ DNA/EcoRI + HindIIl marker, Marker Spectra™ Multicolor Broad Range Protein
Ladder, RNasa A
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Pharmacia, Svédsko

e Agarosa

INVITROGEN, USA
e SYBR SafeTM DNA Gel Stain

NEW ENGLAND BioLabs, USA
e Ndel, Xhol, NEB4 Pufr (slozeni viz 3.3.4)

Clontech, USA
e TALON® Metal Affinity Resin

Serva Feinbiochemica GmbH & Co, Némecko

e Spectra Pork Visking Dialysis Tubing, Type 20/32

Stratagen, USA
e bakteridlni kmeny E. coli DH5a a E. coli BL-21(DE3)

Plasmid pET-21c(+)

Pro expresi proteinu AfGcHK byl pouzit expresni vektor pET-21c(+). Na obrazku
12 (strana 36) je zobrazena mapa plasmidu pET-21a(+). Tento plasmid se li§i od pouzitého
pET-21c(+) v poctu para bazi [44]. Expresni vektor pET-21c(+) obsahuje 5441 para bazi
(o 2 pary bazi méné nez pET-21a(+)). Dale obsahuje gen, zajiStujici rezistenci
k ampicilinu, ktery umoziuje selekci bunék timto plasmidem transformovanych. Tento
plasmid obsahuje T7 promotor, ktery je specificky pouze pro T7 RNA polymerasu [45]. T7
RNA polymerasa je mnohem vykonn¢jsi nez RNA polymerasa bakterii E. coli vlastni. Gen
(v ptipad¢€ pokust provadénych v rdmci této bakalatské prace gen pro AfGcHK), ktery je
umistény za T7 promotorem je exprimovan velmi efektivné. Gen pro T7 polymerasu je do
bakterie E. coli integrovan pomoci genomu bakteriofaga T7 [45]. K expresi proteinu
AfGcHK byly vyuzity bunky E. coli BL-21(DE3), které tento gen obsahuji. Protoze gen
kodujici protein AfGcHK je umistén v blizkosti T7 promotoru a je tak exprimovan ve
velkém mnozstvi. T7 promotor je umistén v pozici 311-327 bp [44]. Na obrazku 12 (strana
36) je T7 promotor vyznacen jako pocatek cerné Sipky.

Sekvence genu kodujici protein AfGcHK (obrazek 13, strana 36) byla do plasmidu

pET-21c(+) vlozena pomoci restrikénich mist XAo I a Nde I (na obrazku 13 jsou tato
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restrikéni mista oznacena Cervené). Plasmid pET-21¢(+)/AfGcHK byl laskavé poskytnut

spolupracujici laboratoti profesora Toru Shimizu, Tohoku Universita, Sendai, Japonsko.
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Bpu1102 kgo)

Dra 1H5201)

1{748)
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Pvu l{4428) Miu I 1084)

Pstl¢4303) Bt o
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Tth111 12010

Obrazek 12: Restrikéni mapa plasmidu pET-21a(+) ; prevzato 7 [44]
Schéma plasmidu s vyznacenim pozic specifickych stépicich mist restrikcnim endonukleas (pozice Xhol a
Ndel jsou oznaceny cervené), pocdtku replikace (ori) a genu pro rezistenci k ampicilinu

CATATGACCGGTGTTCCAGAAACTGTGTTCGAAGAGCTGAAACGCTATGTTGGTTGGGGTGATGGTGATGA
ACGTGCACTGCGTAGTCTGCATGGAGCAGCAGCACCTCATTTTCCACGCCTGGCCGAGGAATTTTATGATC
GTATCCTGGGGCATGAAGGGGCTCGTACAGCGCTGGTAGGGGGCGAATCTCAAGTTGGACATCTGAAAGT
CACGATGATTGCTTGGCTGGATGAACTGCTGGGTGGTCCTTGGGACGAAGCTTATTGGGATCGTCGTTATC
GTATTGGTCGTGTTCACGTCCGTATCGGACTGCCTCAGCACTATATGTTTGGCGCCATGAATGTTCACCGTA
CAGGTCTGGCTCGTCTGGCTTATGAACGCTTCCACGGAGATCCTCCGGAACTGGAGCGTGTCCGTAATGCT
CTGGGTAAAGTCCTGGACCTGGAGCTGGCTGTTATGCTGCACACCTATCGTGAAGATCTGCTGGCACAGCA
AGCACGTGTAGAACGTCTGTCCACGTTTGGTCAGCTGGTCGGTTCTATTGGACATGATCTGCGCAATCCTCT
GGGGGTTATTGAAACCTCTCTGTATATCCTGCGTACCCGTACTGGAGAAGATGAACGTGCCCGTAAACATC
TGGACCGTATTGGAGAGCAACTGGGTGTTGCCAATGGCATTATCACGAACCTGCTGGACATGATCCGTGAT
CGTCCTCTGGCTCGTGAGCCTGTTGAACTGGCAGCCGTTGTTGGTGGAGCGGCCGAAAGTGTCCGCCGTCC
TACTGGTGTTAGTCTGGCACTGGAGGGACTGGACGCCCTGCCGCCTGTCGAAGGTGATCCTGGTCAACTGC
GTCAGGTGTTTGTGAATCTGCTGGAGAATGCCGTTTTTGCCGCTAGTCCTGAAGGTGTTGTTGCCGTCCGTG
CCTCTCGTGCTGATGGACTGGTGGCTCTGGATGTTGAAGATTCTGGTCCGGGCGTTGATCCGGCTACTCGTC
GTCGCCTGTTTGAGCCTCTGATTACCACGAAAGACAAAGGCATCGGGCTGGGACTGGCTCTGGTTAAACGT
ATTGCCGAACGCCATGGTGGAACTGTCGAGTATAGCGATCGCCCTGGAGGGGGTGCTCGTTTTACTGTCCG
TCTGCCGGCCCTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGAAGCCA
AAGTCC

Obrazek 13: Nukleotidova sekvence genu kédujiciho protein AfGcHK, prevzato 7 [39]

Cervené jsou oznaceny useky, obsahujici specificka restrikcni mista, pouzita pro manipulaci s genem.
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Priprava TB media

Navazka 48 g Bacto Tryptone a 96 g Bacto Yeast extract byla rozpusténa ve 3,6 |
destilované vody. Tento vysledny objem byl rozdélen do 8 Erlenmayerovych lahvi, po
450 ml roztoku. Lahve byly uzavieny alobalovou zatkou a sterilizovany. Navazky 9,2 g
KH,PO4 a 50 g K;HPO4 byly rozpustény v 300 ml destilované vody. K tomuto roztoku
bylo za stalého michani pfidano 32 ml 50% glycerolu. Roztok byl doplnén destilovanou
vodou na vysledny objem 400 ml a sterilizovan. Té&sné pted pouzitim bylo ke kazdému
450 ml sterilnimu Bacto Tryptone a Bacto Yeast Exctract pfidano 50 ml sterilniho roztoku

fosfath a glycerolu.

Priprava LB media
Navazka 2,5 g Luria Broth byla rozpusténa ve 100 ml destilované vody. Toto

mnozstvi bylo pfevedeno do zasobni lahve a sterilizovéano.

Priprava LB agaru
Navazka 4 g Luria Agar byla rozpusSténa ve 100 ml destilované vody. Toto

mnozstvi bylo pfevedeno do zasobni lahve a sterilizovéano.

Sterilizace medii
Vsechna ptfipravend media byla sterilizovana horkou parou pfi teploté 121 °C

(Varioklav 400E, H+P Labortechnik ) po dobu 20 minut.

Priprava dialyzacnich strev

Konzerva¢ni latky a glycerol byly z dialyza¢nich stfev (Spectra Pork 44110
Visking Dialysis Tubing, Type 20/32) odstranény varem (5 minut, elektricky ohiiva¢ ETA)
v 800 ml roztoku obsahujicim 40 g Na,COs a 14,9 g chelatonu 3. Poté byla dialyza¢ni
stieva varena dalSich 5 minut v 800 ml destilované vody. Nésledné byla dialyza¢ni stfeva
dikladné omyta destilovanou vodou a byla uchovédna v 80% (w/v) roztoku ethanolu pro

dalsi vyuziti.
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3.3 Pouzité metody

3.3.1 Transformace bunék E. coli BL-21 (DE3) a E. coli DH5a.

Transformace bun¢k pomoci teplotniho Soku je jednoducha a hojné€ pouzivana
metoda pro vnaSeni plasmidové DNA do kompetentni buiiky [46]. DNA je po smiseni
s kompetentnimi bunikami inkubovéana na ledu. Tim dochazi k pfipojeni DNA k povrchu
bunck. Poté je suspenze bunék a DNA vystavena teplotnimu Soku. Timto Sokem je
usnadnén vstup DNA do bunky.

Buiikky E. coli BL-21(DE3) jsou kompetentni buiiky, které byly pouzity pro
expresi genu kodujiciho protein AfGcHK. Buiiky E. coli DH5a jsou kompetentni buiiky,
které byly pouzity pro produkci (namnozeni) vektoru pET-21¢(+)/4fGcHK.

Nejprve byly piipraveny agarové plotny obsahujici ampicilin, aby mohly byt
selektovany transformované buiky od netransformovanych. Sterilni 1,5% LB agar (viz
kapitola 3.2) byl rozpustén zahiivdnim v mikrovinné troubé. Nasledujici prace byla
provedena v laminarnim boxu (BIO 126, Labo). Po zchladnuti bylo pfeneseno 40 ml agaru
do sterilni zkumavky Falcon (50 ml). Do zkumavky naplnéné agarem bylo piidano 40 ul
ampicilinu (100 mg ml™). Smés byla promichana a obsah zkumavky byl aplikovan do dvou
sterilnich Petriho misek. Misky byly ponechdny v lamindrnim boxu (BIO 126, Labo) na
vodorovném povrchu pfi laboratorni teploté az do ztuhnuti agaru.

Buiikky E. coli byly ponechany na ledu rozmrznout. Nasledujici prace byla
provedena v lamindrnim boxu (BIO 126, Labo). Byly pfipraveny dvé sterilni
mikrozkumavky Eppendorf. Do kazdé z nich bylo napipetovano 30 pl ptislusnych bunék
E. coli. Do jedné z nich byl ptidan 1 pl vektoru pET-21c(+). Do druhé zkumavky, které
byla oznacena jako kontrolni, vektor pfidan nebyl.

Obé mikrozkumavky byly ponechany 60 minut na ledu. Poté byly buiky
podrobeny teplotnimu Soku po dobu 45 sekund (v ptipad¢ E. coli BL-21 (DE3)) nebo 90
sekund (v ptipadé E. coli DH5a) ve vodni lazni (Julabo TW2, Biotech), vyhtaté na 42 °C.
Po vyjmuti z vodni 1azné¢ byly bunky pieneseny na led. Po uplynuti tii minut byly buiky
pieneseny z ledu do laminarniho boxu (BIO 126, Labo). Zde bylo k transformovanym i
kontrolnim bunkam ptiddno 300 pl sterilntho LB média a obsah mikrozkumavek byl
promichan. Nasledovala inkubace 45 minut pfi teplot¢ 37 °C (IR 1500 Automatic CO,

Incubator, Flow Laboratories).

© Veronika Fojtikova 38



Bakalaiska prace

Po inkubaci byly suspenze napipetovany na agarové plotny s ampicilinem
(100 mg ml') a rovnom&még rozetieny po celé plose (tato prace byla provedena
v laminarnim boxu). Po vsaknuti suspenze do agaru byly plotny otoeny dnem vzhuru,
uzavieny parafilmem a byly inkubovany pii 37 °C (IR 1500 Automatic CO, Incubator,
Flow Laboratories ) po dobu 16 hodin. Poté byly plotny s builkkami zkontrolovany a

vlozeny do lednice, pfipravené k dalSimu pouziti (maximalné vSak 14 dni po transformaci).

3.3.2 Exprese proteinu AfGcHK

3.3.2.1 Kultivace bunék E. coli BL-21(DE3)

Piiprava medii, uzitych ke kultivaci bun¢k E. coli BL-21(DE3) je popsana
v kapitole 3.2. Zastoupeni zivin v LB mediu je vhodné pro rychly nartst bakteridlnich
kolonii, TB medium je vyuzivdno pro expresi proteinit bakteridlnimi buinkami.
Jednobunécnd kolonie tzv. ,single cell colony* ztransformovanych bunék E. coli
BL-21(DE3) (viz kapitola 3.3.1) byla pifeockovana v laminarnim boxu (BIO 126, Labox)
z agarové plotny do zkumavky Falcon obsahujici 5 ml LB media a 5 pl ampicilinu (100 mg
ml™). Pieotkovani bylo provedeno sterilnim paratkem. Zkumavka s preokovanymi
buiikami byla inkubovéna v orbitalnim shakeru (ORBI-SAFE TS Net Wise, Gallenkamp)
pii 37 °C a 220 RPM po dobu 17 hodin.

Do 8 Erlenmayerovych lahvi (2 1) obsahujicich 0,5 1 sterilntho TB media
(viz kapitola 3.2) bylo napipetovano 0,5 ml ampicilinu (100 mg ml™). Inokulace byla
provedena 0,5 ml suspenze obsahujici transformované bunky E. coli BL-21(DE3) (viz
pfedchozi odstavec). Probéhla inkubace v orbitdlnim shakeru (ORBI-SAFE TS Net Wise,
Gallenkamp) pii 37 °C a 180 RPM do doby, nez opticka denzita ODgy bunck E. coli
v mediu dosahla hodnoty alespon 0,6 a naopak nepiekrocila hodnotu 1,2 (optickd denzita
byla méfena na spektrofotometru Spekol 11, CARLZEISS, Jena). Kdyz bylo dosazeno této
hodnoty optické denzity, byla kultivace ukoncena. Aby bylo mozné kontrolovat expresi
proteinu AfGcHK pfed a po indukcei IPTG, byl odebran vzorek bunék E. coli pted indukci.
Tato kontrola exprese byla provedena pomoci SDS elektroforesy (viz kapitola 3.3.6)
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3.3.2.2 Indukce exprese genu kodujici protein AfGcHK

Pouzity vektor pET-21c(+)/AfGcHK obsahuje T7 promotor. K expresi genu je
proto nutna T7 RNA polymerasa. Z tohoto ditvodu byly pouzity k expresi genu bunky E.
coli BL-21(DE3), které do svého genomu maji navic vlozen gen pro T7 RNA polymerasu
(pomoci bakteriofaga DE3) [45]. Tento gen je pod kontrolou lac operonu, ktery je v
nepfitomnosti induktoru (laktosa nebo IPTG) blokovan represorem (produkt genu lacl viz
obrazek 12, strana 36) [47]. Po pfidavku IPTG je tedy aktivovan lac operon, ktery zajisti
expresi T7 RNA polymerasy. T7 RNA polymerasa nasedne na T7 RNA promotor, ktery
fidi expresi vneseného genu pro cilovy protein. Je tedy splnéna hlavni podminka exprese a
to zadna produkce rekombinantniho proteinu do okamziku indukce a maximalni produkce
proteinu po indukci.

Indukce byla provedena 0,1 mM IPTG po 30 minutich inkubace bakteridlni
kultury (viz kapitola 3.3.1.) pii laboratorni teploté. Nasledovala inkubace v orbitdlnim
shakeru (ORBI-SAFE TS Net Wise, Gallenkamp) pii 15 °C a 180 RPM po dobu 17 hodin.
Exprese genu kodujici protein 4fGcHK byla ukoncena centrifugaci (Janetzki K 70 D,
MLW) pfi 4 °C a 3000 RPM po dobu 45 minut. Po ukonceni exprese byl odebran kontrolni
vzorek bun¢k E. coli po indukci IPTG. Tento vzorek byl analyzovdn pomoci SDS
elektroforesy (viz kapitola 3.3.6). Sklizené buiiky byly zvazeny a uchovany pfi - 80 °C pro
dalsi vyuziti.

Suspenze (1,5 ml) vzorkid bun€k (pfed indukci a po indukci IPTG) pro analyzu
pomoci SDS elektroforesy (viz kapitola 3.3.6) byla centrifugovéana (5 minut, 4°C, 13200
RPM, 5415 R, Eppendorf). K peleté bylo vzdy piidano 30 pl destilované vody a 10 pl 4x

koncentrovaného redukujiciho pufru (sloZeni viz kapitola 3.3.6).

3.3.3 Izolace plasmidové DNA

Izolace vektoru pET-21c(+) nesouci gen kodujici protein AfGcHK byla rozdélena
do n¢kolika c¢asti. Nejprve bylo tieba transformované bunky E. coli DHS5a pieockovat
z agarové plotny do zkumavky Falcon, kde doslo k jejich namnozeni a nartstu. Poté bylo
tteba rozrusit bunééné stény, aby byla plasmidovd DNA uvolnéna z bun€k [48]. DalSim
krokem byla fenol/chloroformova extrakce. Pii této extrakci prechdzi proteiny do

organické faze, zatimco DNA prechazi do vodné faze. Dalsim krokem byla precipitace
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DNA. Poté byla odstranéna RNA, byly inaktivovany DNasy a byly odstranény piipadné
proteiny.

Jednobunécné kolonie (tzv.,,single cell colony‘‘) z transformovanych bunék E.
coli DHS5a (viz kapitola 3.3.1) vektorem pET-21c(+)/AfGcHK byla pfenesena do
zkumavky obsahujici 10 ml LB media a 10 pl ampicilinu (100 mg ml™). Zkumavka byla
inkubovana v orbitdlnim shakeru (ORBI-SAFE TS Net Wise, Gallenkamp) pti 37 °C a 220
RPM po dobu 17 hodin. Kultivace bunék byla ukoncena centrifugaci (Allegro X-22R,
Beckman Coulter) pti 4 °C, 4500 RPM po dobu 30 minut.

Buiikky byly poté umistény na led. Do zkumavky bylo pfidano 200 pl
vychlazeného roztoku obsahujicitho 50 mM roztok glukosy, 25 mM roztok Tris-HCI, pH
8.0 a 10 mM roztok EDTA. Bunky byly intenzivné resuspendovany pomoci pipety.
Suspenze bunék byla pienesena do mikrozkumavky Eppendorf (1,5 ml). Poté byly bunky
inkubovany 5 minut pfi laboratorni teploté. Do mikrozkumavky bylo dale pfidano 300 pl
lyzujiciho roztoku (0,2 M NaOH, 1% roztok SDS) a obsah mikrozkumavky byl opatrné
promichén. Poté byl obsah mikrozkumavky inkubovan 5 minut pfi laboratorni teploté.
Nasledn¢ bylo do mikrozkumavky napipetovano 200 ul vychlazeného 3 M roztoku acetatu
draselného, pH 4,8. Obsah zkumavky byl opatrné promichédn a poté byl inkubovéan na ledé¢
po dobu 10 minut. Nésledovala centrifugace pii 4 °C a 13200 RPM (5415 R, Eppendorf)
po dobu 10 minut.

Supernatant byl opatrné odebran tak, aby nedoslo k jeho kontaminaci precipitdtem
a byl pfenesen do ¢isté mikrozkumavky (1,5 ml). K tomuto supernatantu bylo pfidano
700 pl ¢inidla fenol/chloroform/isoamylalkohol (25:24:1) a obsah mikrozkumavky byl po
dobu tfi minut intenzivné tfepan. Centrifugaci pii 4 °C, 13200 RPM po dobu 10 minut
(5415 R, Eppendorf) byla poskytnuta vodna faze odd€lena od faze fenolu. Vodna faze byla
pienesena do cist¢é mikrozkumavky (1,5 ml) a bylo k ni pfiddno 700 pl isopropanolu.
Obsah mikrozkumavky byl promichdn a inkubovdn 10 minut na ledé. Poté byla
mikrozkumavka opét centrifugovana pii 4 °C, 13200 RPM (5415 R, Eppendorf ) po dobu
10 minut. Supernatant byl odstranén a peleta byla promyta 75% ethanolem vychlazenym
na - 20 °C. Peleta byla vysusena pomoci vakuové odparky (Speed Vac, DNA 110, Savant).
Poté byla peleta rozpusténa ve 100 pl TE pufru (10 mM Tris-HCI, ImM EDTA, pH 8,0) s
obsahem 2 pul RNasy A (1 mg ml™). Tento roztok byl inkubovan 20 minut pfi teploté 37
°C. Poté byl obsah pfeveden do nové mikrozkumavky (0,5 ml) a bylo pfidano 60 ul PEG
roztoku (20% PEG, 2,5 M NacCl) a obsah mikrozkumavky byl inkubovan 2 hodiny na ledu.
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Nasledovala centrifugace pii 4 °C a 13200 RPM (5415 R, Eppendorf) po dobu 15
minut. Byl odstranén supernatant a peleta byla promyta 170 pl 70% vychlazeného ethanolu
a vysuSena pomoci vakuové odparky (Speed Vac, DNA 110, Savant). Po vysuSeni byla
peleta rozpusténa ve 20 pl sterilniho TE pufru (10 mM Tris-HCI, ImM EDTA, pH 8,0).

Ziskany plasmid byl charakterizovan. Byla stanovena jeho koncentrace méfenim
absorbance pifi 260 nm a 280 nm (NanoVue™ Plus Spectrophotometer, GE Healthcare
Bio-Sciences AB). Nasledn¢ byl plasmid ulozen pii - 20 °C, kde byl uchovan pro dalsi
vyuziti.

3.3.4 Restrikéni analyza plasmidu pET-21¢(+) endonukleasami Xho I a
Nde I

Aby bylo potvrzeno, ze plasmidem, ktery byl izolovan je skutecné
pET-21c(+)/AfGcHK byla provedena restrikéni analyza. Tento plasmid byl Stépen
endonukleasami Xho I a Nde I na dva rtizné dlouhé celky (viz mapa plasmidu na obrazku
12, strana 36 a sekvence s vyznaCenymi restrikénimi misty na obrazku 13, strana 36).

Ke stépeni bylo pouzito: 1 pl plasmidové DNA, 0,5 ul Xho I, 0,5 ul Nde I, 1pl
pufru NEB 4 (10 x koncentrovany) a sterilni voda do celkového objemu 10 pl. SloZeni
pufru NEB 4 [49]: 50 mM acetéat draselny, 20 mM Tris-acetat, 10 mM acetat hofecnaty,
1 mM dithiotreitol.

Jednotlivé slozky byly pipetovany do sterilni mikrozkumavky Eppendorf a
vzniklad smés byla inkubovéana pifi 37 °C po dobu 90 minut (IR 1500 Automatic CO2
Incubator, Flow Laboratories). Poté byly ke smési piidany 2 ul vzorkového pufru (roztok
40% sacharosy s 91% bromfenolovou modii) a byla provedena agarosova elektroforesa

(viz kapitola 3.3.7)

3.3.5 Izolace proteinu AfGcHK z bunék E. coli BL-21(DE3)

Béhem izolace proteinu AfGcHK z bun¢k E. coli BL-21(DE3) byly pouzity
nasledujici roztoky:
e Pufr A: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 100 mM NaCl
e Pufr A;: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 100 mM NaCl, | mM EDTA, 1 mM PMSF,
0,2 mg/ml lysozym
e Pufr A,: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 100 mM NaCl, 10 mM imidazol
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e Pufr A;: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 100 mM NaCl, 20 mM imidazol
e Pufr A4: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 100 mM NaCl, 200 mM imidazol

Zmrazené suspendované buiky (17 g) obsahujici protein AfGcHK byly Setrné
rozmrazeny na ledu. Poté byly bunky resuspendovany ve 100 ml pufru A,. Dale byly za
stalého michani a chlazeni na ledu naruSeny bunééné membrany za pouziti ultrazvukové
sonikace (Sonopuls HD 3100, sonda KE 76, Bandelin). Ultrazvukovd sonikace byla
provedena tfikrat po dobu 2 minut pfi amplitudé 55%. Mezi jednotlivymi sonikacemi byla
vzdy 2 minutovd pauza. Nasledovala centrifugace 45 minut pii 4 °C a 15300 RPM
(Allegro X-22R, Beckman Coulter). Byl odebran kontrolni vzorek pelety frakce (viz
tabulka 2 vtéto kapitole, sloupec 3, strana 45), ktery byl analyzovan pomoci SDS
elektroforesy (viz kapitola 3.3.6)

Supernatant byl spojen a podroben opétovné centrifugaci 20 minut pii 4 °C a
15300 RPM (Allegro X-22R, Beckman Coulter). Byl odebran kontrolni vzorek
supernatantu z obou provedenych centrifugaci (viz tabulka 2 v této kapitole, sloupec 1 a 2,
strana 45), ktery byl analyzovan pomoci SDS elektroforesy (viz kapitola 3.3.6). Nakonec
byl supernatant pieveden do ¢isté kadinky (100 ml) a byl k nému piidan hemin rozpustény
v dimethylsulfoxidu ve vysledné koncentraci 50 uM. Tato smés byla inkubovéna piti 4 °C
za stalého michéani 20 minut.

Nasledoval krok afinitni chromatografie. Afinitni chromatografie je vyuzivéna
k selekci proteinii na zékladé¢ vazby imidazolovych zbytki nékolika za sebou jdoucich
histidind (tzv. histidinové kotvy), umisténych na C- nebo N- konci vybraného proteinu,
k ptechodnému kovu vézanému na chemicky inertni podklad (afinitni gel) [50]. Eluce
proteinu navazaného histidinovou kotvou k pfechodnému kovu je dosazena ptiddnim
imidazolu do elu¢niho pufru. Imidazol je na kolonu aplikovan v riznych koncentracich.
Nizsimi koncentracemi imidazolu dochdzi k odstranéni proteindi, které nejsou
k pfechodnému kovu vazéany piili§ siln¢ (interferen¢ni proteiny). Timto krokem jsou tedy
odstranény nezadouci proteiny, které tvoii s pfechodnym kovem vazbu prostfednictvim
histidinovych skupin. Protein s histidinovou kotvou je nasledné z afinitniho gelu vymyt
roztokem imidazolu o vyssi koncentraci [10]. Izolovany protein AfGcHK ma histidinovou

kotvu umisténu na C- konci.
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Tti mililitry afinitniho gelu (TALON® Metal Affinity Resin) byly pfevedeny
(ekvilibrovany) do pufru A (4x 10 ml pufru A) centrifugaci pfi 4°C a 750 RPM (Allegro
X-22R, Beckman Coulter). Ekvilibrovany gel byl pfidan ke smési supernatantu a heminu.
Tato smés byla inkubovana po dobu 60 minut za stalého michani pti 4 °C (Mini Rocker
MR-1, BioSan). Poté byla tato smés prevedena na prazdnou chromatografickou kolonu s
fritou. Afinitni gel byl promyt tfikrat 15 ml pufru A. Dale byly zachyceny frakce eluované
10 ml pufru A, (obsahujici 10 mM imidazol), 15 ml pufru Aj (obsahujici 20 mM imidazol)
a 15 ml pufru A4 (obsahujici 200 mM imidazol). Béhem afinitni chromatografie byly
odebirany kontrolni vzorky, které byly analyzovany pomoci SDS elektroforesy (viz
kapitola 3.3.6). Konkrétné se jedna o nasledujici vzorky: vzorek cytosoldrni frakce, ktera
nebyla navazana na afinitni gel (viz tabulka 2 v této kapitole, sloupec 4, strana 45), vzorek
frakce eluované z kolony 10 mM roztokem imidazolu (viz tabulka 2 v této kapitole,
sloupec 35, strana 45), vzorek frakce eluované z kolony 20 mM roztokem imidazolu (viz
tabulka 2 v této kapitole, sloupec 6, strana 45) a vzorek frakce eluované z kolony 200 mM
roztokem imidazolu (viz tabulka 2 v této kapitole, sloupec 7, strana 45).

Protoze tyto pufry obsahovaly rtizné koncentrace imidazolu, byl imidazol
odstranén ze vSech tii frakci dialyzou (dialyzacni stfeva - Spectra Pork 44110 Visking
Dialysis Tubing, Type 20/32) proti 3 x 5 1 20 mM Tris-HCl, pH 8,0 a za stdlého michani
pies noc (magneticka michacka KMO2 basic, IKA) pii teploté 4 °C. Po ukonceni dialyzy
byla dialyzacni stfeva dikladné omyta destilovanou vodou a jejich obsah byl centrifugovan
pii 4 °C a 4 500 RPM (Allegro X-22R, Beckman Coulter) po dobu 20 minut. Pro analyzu
pomoci SDS elektroforesy (viz kapitola 3.3.6) byly odebrany nasledujici vzorky: precipitat
z eluatu 200 mM imidazolem (viz tabulka 2 v této kapitole, sloupec 8, strana 45), a dale
vzorky supernatanti vSech eluat, konkrétné¢ eluat 200 mM roztokem imidazolu (viz
tabulka 2 v této kapitole, sloupec 9, strana 45), eluat 20 mM roztokem imidazolu (viz
tabulka 2 v této kapitole, sloupec 10, strana 45) a eluat 10 mM roztokem imidazolu (viz
tabulka 2 v této kapitole, sloupec 11, strana 45).

Supernatanty vSech tii frakci byly oddéleny a pteneseny do zkumavky Milipore
obsahujici membranu vhodnou pro zakoncentrovani proteinti s molekulovou hmotnosti
veétsi nez 30 000 Da. Supernatanty byly centrifugovany pii 4 °C a 15400 RPM (Allegro
X-22R, Beckman Coulter) do doby, nez mély vSechny frakce proteinu 4fGcHK objem
priblizné¢ 300 pl. Z téchto finalnich frakci byly odebrany vzorky (viz tabulka 2 v této

kapitole, strana 45, sloupec 12 — frakce eluovana 200 mM roztokem imidazolu, sloupec
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13 — frakce eluovana 20 mM roztokem imidazolu a sloupec 14 — frakce eluovand 10 mM
roztokem imidazolu), které byly analyzovany pomoci SDS elektroforesy (viz kapitola
3.3.6). Preparaty byly rozdéleny do alikvotti po 50 ul, zmrazeny pomoci kapalného dusiku
a uchovany piti — 20 °C.

Finalni preparat AfGcHK byl primarné charakterizovan spektrofotometrickym
méfenim (Diod Array 8453, Hewllet-Packard). Vzorek byl 100x nafedén 20 mM TRIS, pH
8,0 a bylo méfeno spektrum v rozsahu 250 — 700 nm. Dals$i spektrum bylo zaznamenano
po redukci dithioni¢itanem sodnym. Posledni spektrum obsahovalo redukovany protein
vystaveny po dobu 5 minut oxidu uhelnatému.

V pribéhu izolace proteinu AfGcHK byly prabézné odebirdny vzorky
jednotlivych krokii. Tyto vzorky byly analyzovany pomoci SDS elektroforesy (viz kapitola
3.3.6). Mnozstvi odebranych vzorki a k nim pfidané mnozstvi destilované vody a 4x

koncentrovaného redukujici pufru (sloZeni viz kapitola 3.3.6) je znazornéno v tabulce 2.

Tabulka 2: SloZeni jednotlivych vzorkii, odebiranych v pribéhu izolace proteinu AfGcHK
Tyto vzorky byly analyzovany pomoci SDS elektroforesy (viz kapitola 3.3.6)

Cislo vzorku 1 2 3 4 5 6 7
konkrétni frakce izolaéniho postupu [ul"] * * 5 10 | 30 | 30
destilovana voda [ul™] 30 | 30 | 10 | 20 - - 10
4 x koncentrovany redukujici pufr [ul"] 10 | 10 5 10 | 10 | 10 5
¢islo vzorku 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14
konkrétni frakce izolaéniho postupu [ul™'] 5 5 5 5 1 1 1
destilovana voda [ul™'] 10 | 10 | 10 | 10 | 14 | 14 | 14
4 x koncentrovany redukujici pufr [ul"] 5 5 5 2 5 5 5

* V ptipadé pevnych vzorki byla odebrana ¢ast vzorku pomoci Spachtle

3.3.6 Diskontinualni elektroforesa na polyakrylamidovém gelu
v pritomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE)

Diskontinualni elektroforesa SDS-PAGE je casto pouzivanou metodou pro
analytické déleni proteinii podle jejich molekulové hmotnosti [10]. SDS je detergent, ktery
se pevn¢ vaze k proteinim a meéni jejich tvar do valcovité podoby. Navazany SDS
(aniontovy detergent) ud€luje vSem proteintim silny negativni naboj. Nasledkem toho se
proteiny obsahujici SDS déli pisobenim elektrického pole na gelu podle své molekulové

hmotnosti.
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Pti diskontinualni elektoroforese jsou vyuzivany dva typy separacnich geld -
zaostfovaci a separacni gel. Tyto gely se 1isi velikosti svych pori. Oba gely vznikaji
kopolymeraci akrylamidu a N,N-methylen-bis-akrylamidu [10]. Polymerace je zahajena
volnymi radikdly. Ty vznikaji pfi rozkladu persiranu amonného plsobenim svétla za
pfitomnosti malého mnozstvi kysliku. Kromé& persiranu amonného je do polymeracni smési
pridan také TEMED. TEMED stabilizuje vzniklé volné radikéaly. Velikost péra gelu je
dana podilem polyakrylamidu v gelu.

Vizualizace vzniklych pruhtt na elektroforetickém gelu je provadéna
nejruznéjSimi technikami. Proteiny se obvykle barvi. A to ponofenim gelu do kyselého
roztoku obsahujiciho alkohol a barvivo ,,Coomassie Briliant Blue‘‘ [10]. Tim dochazi
k vytvofeni komplexu barvivo — protein. Piebytek barviva je odstranén pomoci omyvani

gelu kyselym roztokem.

Pouzité roztoky:

e Pufr A: 0,375 M Tris-HCI; 0,1% SDS (w/v); pH 8,8

e Pufr B: 0,125 M Tris-HCI; 0,1% SDS (w/v); pH 6,8; 0,0006% bromfenolova modf

e Polymeraéni roztok A: 30% akrylamid (w/v); 0,8% BIS (w/v) v pufru A

¢ Polymeraéni roztok B: 30% akrylamid (w/v); 0,8% BIS (w/v) v pufru A

e Elektrodovy pufr: 0,025 M Tris-HCI; 0,192 M glycin; 0,1% SDS (w/v); pH 8,3

e Vzorkovy redukujici pufr (4x koncentrovany): 0,25 M Tris-HCI; 8% SDS (w/v);
40% glycerol (v/v); 20% 2-merkaptoethanol (v/v); 0,012% bromfenolovd modf
(w/v); pH 6,8

e Barvici lazen: 0,25% Coomassie Brilliant Blue R-250 (w/v); 46% ethanol (v/v);
9,2% kyselina octova (v/v)

e Odbarvovaci lazen: 25% ethanol (v/v); 10% kyselina octova (v/v)

Byla pfipravena aparatura na SDS elektroforesu (miniVE Vertical) se dvéma skly
a mezi nimi umisténymi ,,spacery‘‘. Separaéni gel (12% w/v) byl pfipraven smichanim
4,5 ml pufru A, 3,0 ml polymera¢niho roztoku A, 7,5 ul TEMEDu a 75 ul roztoku
persiranu amonného (100 mg ml™). Tato sm&s byla promichéna a pomoci automatické
pipety byla pfenesena mezi dvé skla oddélena ,,spacery‘‘, kterd byla umisténa vertikalné
v elektroforetick¢ aparatufe. Na tuto nanesenou smeés byla nalita vrstva vody.

Po 30 minutach, kdy gel dostate¢né ztuhl, byla vrstva vody odstranéna.
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Zaosttovaci gel (4% w/v) byl pfipraven smichanim 2,6 ml pufru B, 400,0 pl
polymeraéniho roztoku B, 3,0 pl TEMEDu a 60,0 pul persiranu amonného (100 mg ml™).
Smés byla promichana a umisténa na vrstvu zatuhlého separac¢niho gelu. Do zaostfovaciho
gelu byl vlozen deseti nebo patnacti jamkovy hieben. Poté, co gel dostatecné ztuhl, byl
hieben vyjmut. Byl otevien spodni tésnici dil elektroforetické aparatury a aparatura byla
umisténa do elektroforetické vany. Elektrodovy prostor elektroforetické aparatury byl
naplnén elektrodovym pufrem. Vhodné ziedéné vzorky byly smichany s odpovidajicim
mnozstvim 4 x koncentrovaného vzorkového redukujiciho pufru (viz kapitola 3.3.2 a 3.3.5
tabulka 2). Vysledny roztok byl kratce povatren (piiblizné 5 minut). Vzorky byly stoceny
na stolni minicentrifuze (stolni minicentrifuga Gilson, GmC Lab). Do jamek zaostiovaciho
gelu byly pomoci Hamiltonovy stiikacky naneseny vzorky a marker. Elektroforesa
probihala ptiblizné 2 hodiny za pouziti pfistroje EPS 301. Pfi prichodu zaostiovacim
gelem probihala elektroforesa pii napéti 80 V (pfiblizné 25 minut). Pfi prichodu
separa¢nim gelem bylo napéti nastaveno na 110 V (pfiblizné 90 minut).

Po ukonceni elektroforesy byl odebran separacni gel, ktery byl vlozen do Petriho
misky s barvici lazni. Miska byla 60 minut intenzivné tfepana. Poté byl umistén do Petriho
misky s odbarvovaci lazni, kde byl za stalého tfepani ponechdn 40 minut. Lazeni byla
vyménéna a gel byl odbarvovan dalSich 17 hodin. Za tuto dobu byl gel dostate¢né

odbarven.

3.3.7 Horizontalni agarosova elektroforesa

Pro déleni latek s velkou molekulovou hmotnosti (200 kDa) je nutné pouzit gely
s velkymi pory [10]. K tomuto Gcelu jsou vyuzivany 1% agarosové gely. Molekuly DNA
maji diky svym fosfatovym skupinam zaporny naboj. Velikost zaporného naboje je dana
v podstaté¢ délkou linedrniho ftetézce molekuly DNA. Pii horizontidlni agarosové
elektroforese se tak molekuly linearni DNA déli podle své velikosti.

Byl pfipraven roztok 1% (w/v) agarosy ve 40 ml TAE pufru (0,04 M Tris-acetat;
pH 8,2; 1 mM EDTA). Agarosa byla rozpusténa ohfevem v mikrovinné troub¢ za
obcCasného promichani. Po ochlazeni agarosy byly do roztoku ptidany 4 pl barviva SYBR
SAFE™ DNA gel Stain (10000x koncentrované). Roztok byl poté promichan a nalit do
elektroforetické vanicky a do gelu byl upevnén hieben pro vytvoreni jamek pro nanaSeni

vzorki. Po ztuhnuti gelu byl gel vyjmut a vanicka sgelem byla umisténa do
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elektroforetické aparatury (MSMINI 10-Multi Sub Mini, Uvitec), kterd byla naplnéna TAE
pufrem. Do jamek byly nanaSeny vzorky obsahujici vzorkovy pufr (roztok 40% sacharosy
s 91% bromfenolovou modii) (viz kapitola 3.3.4) a Lambda DNA/EcoRI and Hind III
marker. Elektroforesa probihala pfiblizné 35 minut za pouziti zdroje EPS 301 pii napéti
110 V. Po ukonceni elektroforesy byl gel umistén na transiluminator (Dark Reader, Clare

Chemical Research), kde byla DNA visualizovana a obraz byl zaznamenén.
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4 Vysledky

4.1 Izolace plasmidové DNA

Aby bylo mozné produkovat plyn-detekujici protein AfGcHK, bylo nutné
namnozit a nasledné izolovat plasmid pET-21c(+) nesouci gen kddujici protein AfGecHK.
Transformace bun¢k E. coli DHS5a vektorem pET-21c(+)/AfGcHK byla Uspésna. Na
selekénim mediu bylo vidét velké mnozstvi vzniklych kolonii. Vybrané kolonie byly
pfeockovany metodou jednobunécné kolonie (tzv. ,,single cell colony‘‘) a namnoZeny ve
vétsim objemu selekéniho media. Ze ziskané kultury byla izolovana amplifikovana
plasmidova DNA (pDNA) metodou fenol/chloroformové extrakce (viz kapitola 3.3.3).
Byly ziskany tfi paralelni vzorky roztoku plasmidu pET-21c(+)/AfGcHK, kazdy o objemu
20 pl.

Plasmidovd DNA izolovand z klont bunék E. coli DHS5a byla analyzovana
pomoci agarosové elektroforesy (viz kapitola 3.3.7). Vysledek této agarosové elektroforesy
je zobrazen na obrazku 14, strana 50. Na 1% agarosovy gel byly naneseny dva rizné 20 x
fedéné vzorky plasmidové DNA (drdhy 2 a 3, obrazek 14, strana 50) a Lambda
DNA/EcoRI and Hind IIT marker o velikosti od 564 do 21226 para bazi (drdha 1, obrazek
14, strana 50). Pouzit¢ 20 x nafedéné vzorky plasmidové DNA byly pfipraveny pro
spektralni analyzu plasmidové DNA, za ucelem zjiSténi koncentrace plasmidové DNA (viz
dale v této kapitole). Nebyly Cerstvé pfipraveny pro agarosovou elektroforesu, obrazek této
elektroforesy je proto nekvalitni. Vektor pET-21c(+)/AfGecHK ma velikost (obsahuje) 6592
part bazi. Elektroforeticka mobilita plasmidové (cirkularni) DNA je ur¢ena nejen velikosti
molekuly DNA, ale také jeji strukturou. Pokud plasmidova DNA nevykazuje
nadSroubovicové vinuti, je v tzv. relaxované forme. V relaxované form¢ putuje plasmidova
DNA agarosovym gelem nejpomaleji. Vykazuje-li plasmidova DNA tzv. nadSroubovicové
vinuti (superhelikalni forma), je vice kompaktni a putuje gelem rychleji. Pfiblizné stejné
rychle jako plasmidovd DNA v nadSroubovicovém vinuti putuje i1 linearni forma
plasmidové DNA. Nicméné nelze mobilitu cirkularni DNA srovndvat s mobilitou
linearnich fragmenti DNA pfitomnych v markeru. Izolovana plasmidovd DNA
(pET-21c(+)/AfGcHK) tvoifi na na agarosovém gelu dv€ majoritni frakce. Prvni frakci Ize
nalézt na misté odpovidajicimu 6592 parii bazi (drédha 2, 3, obrazek 14, strana 50) a druhou

frakci v oblasti 21000 bp (drahy 2,3, obrazek 14, strana 50). Pomalejsi frakce plasmidové
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DNA pravdépodobné odpovidd relaxované struktufe pDNA, zatimco rychlejsi frakce
superhelikalni formé DNA. Pokud by ve vzorku plasmidové DNA byla obsaZzena RNA, jeji
mobilita by byla vyrazné rychlejs$i nez mobilita plasmidové DNA. Vyskytovala by se proto
v dolni casti agarosového gelu. Naproti tomu genomova DNA bakterie E. coli by diky
vétsimu poctu parh bazi putovala agarosovym gelem pomaleji nez plasmidova DNA. Na
agarosovém gelu se v horni ani spodni oblasti gelu Zadné fragmenty nevyskytuji (drahy 2,3
obrazek 14). Lze proto predpokladat, ze izolace plasmidové DNA byla uspésnd a vektor

pET-21¢/AfGcHK byl izolovan v Cisté formé.

21226 bp — *—Relaxovana forma pDNA

‘_Sup&rhﬁlﬁ,é]ni forma pDINA

5148 bp—
4263 bp—

2027 bp—w
1904 bp—»
1384 bp—
1375 bp—

947bp —
S64bp —»

Obrazek 14: Analyza izolované plasmidové DNA (pET-21c(+)/AfGcHK) pomoci elektroforesy na 1%
agarovém gelu

1: Lambda DNA/EcoRI and Hind Il marker

2: 20x naredeny vzorek izolované plasmidové DNA

3: 20x naredeny vzorek izolované plasmidové DNA

Pro kontrolu, ze plasmidovd DNA izolovand z kloni bunék E. coli DH5a je
skutecné vektor pET-21c(+)/AfGcHK, byla provedena restrikéni analyza s vyuZitim
restrikénich endonukleas X#o I a Nde 1. Restrikéni endonukleasy rozpoznévaji selektivné
kratké sekvence nukleotidii a ve svych specifickych mistech dvouSroubovici DNA §tépi.
V sekvenci nukleotida pouzitého plasmidu pET-21¢(+)/4fGcHK, je pouze jediné restrikéni
misto pro endonukleasu Xho [ a jediné restrikéni misto pro Nde I. Pisobenim obou
restrikénich endonukleas soucasné dojde ke Stépeni plasmidové DNA prave na dva useky a
to na usek odpovidajici genu kodujicimu protein AfGcHK (1149 part bazi) a na tsek
odpovidajici zbytku vektoru pET-21c(+) (5443 part bazi). Vysledek kontrolniho S§tépeni

dvou vzorki izolovaného vektoru je na obrazku 15 (strana 51), kde fragmenty Sté€peni byly
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analyzovany pomoci agarosové elektroforesy (viz kapitola 3.3.7). Pro identifikaci
jednotlivych fragmentt byl pouzit Lambda DNA/EcoRI and Hind III marker (564 — 21226
bp) (drdha 1, obrazek 15). Na 1% agarosovém gelu se vyskytuji pouze dva pruhy,
nachazejici se ptiblizné¢ v oblastech 5500 a 1200 pb (dréhy 2, 3, obrazek 15) podle
srovnani s markery (draha 1, obrazek 15). Tyto dva fragmenty jsou proto dikazem, Ze
izolace plasmidové DNA prob¢hla uspéSné¢ a izolovany plasmid je s nejvetsi

pravdépodobnosti pET-21c(+)/AfGcHK.

21226bp

5148bp
4268 bp
2027 bp
1904 bp
1584 bp
1375bp
947 bp
564 bp

— 3443 bp

“—1140bp

Obrazek 15: Restrikéni Analyza vektoru pET-21C(+)/AfGcHK S$tépeného restrikénimi endonukleasami
Xho I a Nde I (elektroforesa fragmentii na 1% agarovém gelu)

1: Lambda DNA/EcoRI and Hind III marker

2: Vzorek vektoru pET-21c(+)/AfGcHK s pridanymi endonukleasami

3: Vzorek vektoru pET-21c(+)/AfGcHK s pridanymi endonukleasami

U vsSech tfi vzorkli izolované plasmidové DNA byla spektrometricky urcena
koncentrace pDNA a cistota pDNA (vysledky této analyzy jsou zobrazeny v tabulce 3,
strana 52). Nukleové kyseliny absorbuji pfi vinové délce 260 nm. Je-li Aygp = 1 znamena
to, Ze roztok obsahuje plasmidovou DNA o koncentraci 0,05 pg pl'. Priméma
koncentrace pDNA tii mé&fenych vzorki je 1,84 pg pl”'. V celkovém objemu 60 pl bylo
ziskano 110,4 pg plasmidové DNA ve tfech paralelnich vzorcich. Cistota izolované
plasmidové DNA se stanovuje pomoci poméru hodnot absorbanci pti vinové délce 260 a
280 nm (Az60/A280). Pokud je hodnota tohoto poméru v intervalu hodnot 1,6 — 2,0 Ize
predpokladat, ze se v roztoku nachazi Cistd plasmidovd DNA bez kontaminace proteiny.
Hodnoty pomeért Axeo/Aszso tii vzorkil se v rozsahu tohoto intervalu vyskytuji (tabulka 3,

strana 52). Izolaci plasmidové DNA pomoci fenol/chloroformové extrakce byl ziskéan Cisty
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vektor pET-21c(+)/AfGcHK vhodny pro dalSi experimenty, zvlast€¢ pak pro expresi
proteinu 4fGcHK.

Tabulka 3: Spektrometrické urceni Cistoty a koncentrace vzorkit pDNA
Vzorky byly pred mérenim redeny 20x. Vysledna koncentrace vzorku je jiz prepocitana na neredeény vzorek.

vzorek ¢.| Ajgo Azso | cpona [ng '] | Azeo/Azso | Vysorek [I] | vytéZek [ng]

1 2,63 1,43 2,63 1,8 20 52,6
2 1,82 0,95 1,82 1,9 20 36,4
3 1,07 0,57 1,07 1,9 20 21,4

4.2 Exprese proteinu AfGcHK

4.2.1 Transformace bunék

Vektor pET-21c¢(+)/AfGcHK byl transformovan do bunék E. coli kmene
BL-21(DE3), ktery je urcen k expresi genti pomoci T7 RNA polymerasy. Pouzity plasmid
obsahuje gen, diky kterému transformované bunky ziskaly rezistenci vii¢i ampicilinu. Této
selekce, kterou ampicilinova rezistence poskytuje, bylo vyuzivdno ve vétSiné kroku
vedoucich k expresi proteinu AfGcHK (viz kapitola 3.3.2). VSechen material a media byla
pfed pouzitim sterilizovana a veskerd manipulace s buiikkami E. coli BL-21(DE3) byla
asepticka.

Béhem selekce transformovanych bunék E. coli BL-21(DE3) na agarové plotny
obsahujici ampicilin o koncentraci 100 pg mI” byl proveden kontrolni krok. Na agarovou
plotnu s ampicilinem (100 pg ml') byly vysety také buiky E. coli BL-21(DE3)
netransformované vektorem pET-21c(+)/AfGcHK. S buiikami, které byly transformovany,
1 s buitkami, které transformovany nebyly, bylo manipulovano stejnym zptsobem. Pokud
by doslo k nartstu bakteridlnich kolonii na kontrolni agarové plotné, bylo by vysoce
pravdépodobné, ze experiment je znehodnocen v diisledku kontaminace nebo poskozeni
kompetentnich bun¢k E. coli BL-21(DE3), které sami o sob¢ rezistenci k ampicilinu
nemaji. Po inkubaci byly tedy ob¢ agarové plotny zkontrolovany. Kontrolni agarova plotna
neobsahovala zadné bakterialni kolonie (obrazek 16, strana 53), kontrolni experiment byl
tedy uspésny, nedoslo ani ke kontaminaci, ani ke znehodnoceni kompetentnich bunék. Na

obrazku 17 (strana 53) je zobrazena agarova plotna s ampicilinem (100 pg ml™) na niz
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byly naneseny bunky E. coli BL-21(DE3) transformované plasmidem
pET-21c(+)/AfGcHK. Na tomto mediu je vidét velké mnozstvi (cca 200) bakteridlnich
kolonii. Transformace bun¢k E. coli BL-21 (DE3) vektorem pET-21¢(+)/4fGcHK probéhla

tedy uspésné.

Obrazek 16: Kontrolni agarova plotna

Na kontrolni agarovou plotnu obsahujici ampicilin (100 pg ml™) byly vysety buiiky E. coli BL-21(DE3),
které nebyly transformovany plasmidem, udélujicim témto bunikdm rezistenci na ampicilin. Protoze na této
plotné nenarostly zadné bakterialni kolonie, lze predpokladat, ze prace sbunikami byla asepticka a
kompetentni buiiky E. coli BL-21(DE3) nebyly znehodnoceny pfitomnosti jiného plasmidu.

Obrazek 17 : Agarovd plotna s koloniemi bunék E. coli BL-21(DE3) transformovanymi plasmidem
PET-21¢(+)/AfGcHK

Na agarovou plotnu obsahujici ampicilin (100 pg mI™) byly vysety buiiky E. coli BL-21(DE3),
transformované plasmidem pET-21c(+)/4AfGcHK, které maji rezistenci na ampicilin. Po inkubaci na tomto
médiu vyrostlo velké mnozsvi kolonii (cca 200). Trasnformace bunc¢k E. coli BL-21(DE3) vektorem
pET-21c(+)/AfGcHK probéhla tedy tspésné.

4.2.2 Kultivace bunék E. coli BL-21(DE3) a exprese proteinu AfGcHK

Dalsim krokem exprese proteinu AfGcHK, byla kultivace bakterii. B&hem

kultivace dochédzi k namnozeni bakterii z inokulatu (jednobunécna kolonie tzv.,,single cell
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colony** ve velkém objemu TB media (viz kapitola 3.2) obsahujiciho 100 pg ml”
ampicilinu). Bakterie byly mnozeny pro ucely exprese proteinu, proto bylo nutné narast
kolonii hlidat. Pro efektivni expresi tohoto proteinu je stanovené optimalni rozmezi optické
denzity 0,6 — 1,2 v TB médiu pti 600 nm (viz kapitola 3.3.2.1). Béhem kultivace byla proto
optickd denzita sledovdna. Odebrany vzorek média po 5,5 hodindch kultivace vykazoval
hodnotu: ODgop = 1,025. Jelikoz se tato hodnota nachazi v rozmezi vySe uvedenych
hodnot pro optickou denzitu, byla provedena indukce (k bakteridlnim koloniim byl pfidan
0,1 mM IPTG pro zahgjeni exprese) (viz kapitola 3.3.2.2).

Po sklizeni bun¢k centrifugaci, byly samotné buiiky zvazeny. Ze 4 litrt TB media
(8 x 0,5 1) bylo vyprodukovano celkem 35 g bun¢k E. coli BL-21(DE3), které obsahovaly
exprimovany protein 4fGcHK.

4.2.3 Kontrolni SDS elektroforesa

Aby bylo potvrzeno, ze ziskané bakterialni bunky (viz kapitola 4.2.2) obsahuji
exprimovany protein AfGcHK, byla provedena SDS elektroforesa (viz kapitola 3.3.6). Byl
pouzit 12% separacni akrylamidovy gel s obsahem SDS. Do jamek elektroforetického gelu
byly naneseny 3 pul markeru Spectra’™ Multicolor Broad Range Protein Ladder (draha 1 a
4 obrazek 18, strana 55) a dale byly do jamek nanéaseny vzorky bakteridlnich proteint pied
indukci (drdha 2, 5 a 7, obrazek 18, strana 55) a po indukci (drahy 3, 6 a 8, obrazek 18,
strana 55) exprese AfGcHK pomoci IPTG. Po predchozi zkuSenosti s vysledky
SDS elektroforesy proteinu AfGcHK byly tytéz dva vzorky nandseny v riiznych objemech
a to sestupné — 5 pl, 3 pl, 1 pl. Teoretickda molekulova hmotnost proteinu AfGcHK na
zéklad¢ aminokyselinové sekvence proteinu AfGcHK je 43 kDa. Z nanesenych vzorkl
bakteridlnich proteint pro indukcei (dréhy 3, 6 a 8, obrazek 18, strana 55) je naprosto jasné,
ze vlivem pridavku IPTG do kultivacniho media dochdzi k masivni expresi proteinu
s molekulovou hmotnosti okolo 42 kDa (viz vyznacena Sipka na obrazku 18, strana 55). Na
zéklad¢ podobnosti molekulovych hmotnosti miizeme ptredpokladat, Ze tento masivné
exprimovany protein je AfGcHK. Na zdkladé vysoké koncentrace proteinu AfGcHK ve
vzorku lze predpokladat, ze jeho produkce pomoci bunék E. coli BL-21(DE3) je velmi
efektivni. Ve vzorcich proteinit odebranych ptfed indukci se nenachazi prakticky zadny
protein AfGcHK (drahy 2, 5, 7, obrazek 18, strana 55). Nicmén¢ identifikace piipadné

bazélni exprese proteinu AfGcHK v komplexni smési dalSich bakteridlnich proteint je
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znacné obtizna. Pravdépodobné ale nedochdzi k bazalni expresi T7 RNA polymerasy a

protein AfGcHK byl exprimovan az po piidani IPTG.
S S S 56 7 8
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Obrazek 18: Kontrola exprese proteinu AfGcHK buiikami E. coli BL-21(DE 3) pomoci SDS elektroforesy
v 12% gelu

: Marker Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder, 3 ul
. Bunky E.coli BL-21 (DE 3) pred indukci IPTG, 5 ul

. Bunky E.coli BL-21 (DE 3) po indukci IPTG, 5 ul

: Marker Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder, 3 ul
* Bunky E.coli BL-21 (DE 3) pred indukci IPTG, 3 ul

: Bunky E.coli BL-21 (DE 3) po indukci IPTG, 3 ul

. Bunky E.coli BL-21 (DE 3) pred indukci IPTG, 1 ul

: Bunky E.coli BL-21 (DE 3) po indukci IPTG, I ul

o N DL A W~

4.3 Izolace proteinu AfGcHK z bunék E. coli BL-21(DE3)

Byla provedena izolace hem-obsahujiciho senzorového proteinu AfGcHK. Postup
této izolace je uveden v kapitole 3.3.5. V prubéhu izolace byly odebirany vzorky, aby bylo
mozné vyhodnotit efektivitu jednotlivych krokl izolace (viz tabulka 2, strana 45).
Odebrané vzorky byly analyzovany metodou SDS-PAGE (viz kapitola 3.3.6). Teoreticka
molekulova hmotnost proteinu 4fGcHK, na zakladé aminokyselinové sekvence proteinu
AfGcHK, je 43 kDa. Findlni zakoncentrovany vzorek proteinu AfGcHK (drdha 12 na
obrazku 19, strana 58) byl na elektroforeticky gel nanesen v piili§ vysoké koncentraci,
odecteni molekulové hmotnosti tohoto findlni vzorku proteinu je proto obtizné. Nicméné
na SDS-PAGE je mobilita finalniho preparatu srovnatelna s molekulovou hmotnosti
standardu s molekulovou hmotnosti 42 kDa (drdha 15, obrazek 19, strana 58). To je

v souladu s ptedpokladem, Ze molekulovd hmotnost izolovaného proteinu se nachdzi
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voblasti kolem 40 kDa. Vzorky pro elektroforesu odebrané z preparatu pred
zakoncentrovanim finalniho proteinu (drdha 9, obrazek 19, strana 58) obsahuji nizsi
koncentraci proteinu (jsou vice natedény). Molekulova hmotnost tohoto proteinu je proto
na elektroforetickém gelu snadnéji  identifikovatelnd.  Porovndnim  mobility
nezakoncentrovaného proteinu s mobilitou markeru (42 kDa), byla ziskana informace o
pfiblizné molekulové hmotnosti tohoto proteinu. Hodnota této molekulové hmotnosti se
pohybuje v oblasti 42 kDa. Lze proto predpokladat, Ze timto proteinem je AfGcHK. Zdé se
tedy, ze izolace prob¢hla Gspésné a protein ziskany izolaci je protein 4fGcHK.

Do jamek 1 a 2 elektroforetického gelu byly naneseny vzorky partikuldrni frakce
(membrany, inkluzni téliska atd.) odebrané po sonikaci a dvojnasobné centrifugaci bunék.
V drahdch 1 a 2 (obrazek 19, strana 58) je vidét velké mnozstvi riiznych balastnich
proteind, které byly obsazeny v této frakci a zaroven velké mnozstvi proteinu 4fGcHK.
Znamena to, ze piiblizné 50% proteinu AfGcHK zlstalo navazano na partikularni bunééné
struktury nebo v inkluznich téliscich. Ztrata casti izolovaného proteinu béhem izolace,
zvlasté pii pouziti sonikace je bézna [14]. I pfes tuto ztratu bylo ve vzorku supernatantu
cytosolarni frakce (draha 3, obrazek 19, strana 58) obsazeno dostatecné mnozstvi proteinu
AfGcHK pro dalsi izolaci.

K oddéleni proteinu 4fGcHK od ostatnich slozek cytosolu byla pouzita afinitni
chromatografie, kdy bylo vyuzito vazby imidazolové skupiny histidinu (protein AfGcHK
nese na svém C konci 6 histidini tzv. histidinova kotva nebo-li ,,His-tag*) s pfechodnym
kovem (kobaltnaty iont obsazeny v afinitnim gelu). Vzorek frakce proteind, které se na
afinitni gel nenavézaly ani po 60 minutové inkubaci, byl nanesen do drahy 4 (obrazek 19,
strana 58).

Mezi nenavazanymi proteiny se nachazi i izolovany protein AfGcHK. Vzhledem
k tspésné provedené izolaci proteinu AfGcHK je vyskyt proteinu AfGcHK v této frakei

Z afinitniho gelu byly nejprve vymyty balastni proteiny pufrem bez imidazolu.
Pro odstranéni kontaminujicich proteint, které se na afinitni gel stale vazaly, byly pouzity
roztoky imidazolu o nizSich koncentracich (10 mM a 20 mM), zatimco pro eluci proteinu
AfGcHK byl pouzit roztok imidazolu o vyssi koncentraci (200 mM). Roztok imidazolu je
vzhledem k histidinové kotvé AfGcHK navazané na afinitnim gelu kompetitivnim
¢inidlem. Vzorky smési proteinti eluovanych vyse popsanym zpisobem byly naneseny na

jamky 5 (promyti 10 mM roztokem imidazolu), 6 (promyti 20 mM roztokem imidazolu) a
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7 (promyti 200 mM roztokem imidazolu). Ve vSech tfech drahach (5, 6, 7, obrazek 19,
strana 58) je patrny pouze jeden majoritni protein, a to AfGcHK. Tento protein je tedy
mozné z gelu odstranit jiz za pouziti roztoku imidazolu o nizké koncentraci (10 mM).
Protoze bylo piedpokladéano, ze nejvétsi podil proteinu AfGcHK bude ziskdn promytim
200 mM roztoku imidazolu, byl tento protein na elektroforeticky gel nanaSen v nizsi
koncentraci. Naproti tomu proteiny ziskané z afinitniho gelu promytim 10 mM a 20 mM
roztokem imidazolu byly naneseny ve vétSi koncentraci (pfiblizné v 6 krat veétsi
koncentraci) (viz tabulka 2, strana 45). Nelze proto objektivné posoudit, v jaké z téchto
frakci (10 mM, 20 mM, 200 mM), se nachézi nejvétsi podil izolovaného proteinu 4fGcHK.
Lze pouze odhadovat, Ze nejvétsi mnozstvi proteinu AfGecHK bylo ziskdno promytim
20 mM roztoku imidazolu a nejmensi mnozstvi proteinu AfGcHK bylo ziskano promytim
10 mM roztokem imidazolu.

Pro odstranéni imidazolu z roztokl proteini eluovanych rznymi koncentracemi
imidazolu byla provedena dialyza proti zakladnimu pufru (20 mM Tris, pH 8,0). Po
ukonceni dialyzy byly roztoky proteinti podrobeny centrifugaci. Vzorek precipitatu byl
nanesen na jamku 8 (obrdzek 19, strana 58). V draze 8 je velmi malé mnozstvi protein,
zd4 se tedy, ze mnozstvi vyprecipitovan¢ho proteinu v disledku dialyzy je zanedbatelné.
Vzorky supernatantl proteinii eluovanych rizné koncentrovanymi roztoky imidazolu byly
naneseny na jamky 9 (eluce 200 mM imidazolem), 10 (eluce 20 mM imidazolem) a 11
(eluce 10 mM imidazolem). V tomto ptipadé¢ byly proteiny nanaSeny ve stejnych
koncentracich. Lze proto lépe posoudit mnozstvi proteinu v jednotlivych eluovanych
frakcich. Nejvétsi podil proteinu AfGcHK byl ziskan promytim afinitniho gelu 20 mM
imidazolem. Nejmensi mnozstvi proteinu bylo ziskano promytim afinitniho gelu 10 mM
imidazolem. V drahach ¢islo 10 a 11 (obrazek 19, strana 58) se nachazeji jeSté dalsi
proteiny, které izolovany protein AfGcHK kontaminuji. Ty ovSem nejsou obsazeny v draze
¢islo 9 (obrazek 19, strana 58). Tyto kontaminujici proteiny jsou z gelu eluovany jiz
10 mM a 20 mM roztokem imidazolu a ve frakci eluované 200 mM imidazolem jiz proto
nejsou obsazeny (draha 9, obrazek 19, strana 58).

Poslednim krokem izolace proteinu 4fGcHK bylo jeho zakoncentrovéani. Vzorky
zakoncentrovanych proteind byly naneseny na jamky 12 (eluce 200 mM imidazolem), 13
(eluce 20 mM imidazolem) a 14 (eluce 10 mM imidazolem). Zakoncentrovany protein
AfGcHK vytvaii na elektroforetickém gelu velmi vyraznou stopu. A to i1 piesto, ze

objemové mnozstvi nanesené¢ho proteinu bylo oproti pfedchozim (drahy 1 — 11, obrazek
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19) nanaSenym objemovym mnozstvim niz§i (viz tabulka 2, strana 45). Bylo tedy
vyizolovéano velké mnozstvi proteinu AfGcHK a to i pies to, ze béhem sonika¢niho kroku
izolace doSlo ke znacnym ztratdm. Béhem zakoncentrovani proteinu AfGcHK byly
zakoncentrovany 1 ostatni proteiny nachézejici se v rtiznych oblastech elektroforetického
gelu. Oproti draze 9 (obrazek 19), kde tyto proteiny viditelné nejsou, na draze 12 (obrazek
19) jsou znatelné. Tyto proteiny byly tedy vymyty z afinitniho gelu i pfi pouziti 200 mM
roztoku imidazolu, ale v mensim mnozstvi nez pii pouziti 10 mM a 20 mM roztoku

imidazolu.

\\ ) «— 171Ds

Obrazek 19: Izolace proteinu AfGcHK
V jednotlivych drahach 1 — 14 jsou naneseny ndsledujici vzorky po 5 ul, pripravené podle tabulky 2
v kapitole 3.3.5, v draze 15 je naneseno 5 ul markeru

: Vzorek partikuldarni frakce ¢. 1

: Vzorek partikularni frakce ¢. 2

: Vzorek supernatantu cytosolarni frakce

: Vzorek cytosolarni frakce, nevazané na afinitni gel

: Vzorek eluovany z kolony 10 mM roztokem imidazolu

: Vzorek eluovany z kolony 20 mM roztokem imidazolu

: Vzorek eluovany z kolony 200 mM roztokem imidazolu

: Vzorek precipitatu po dialyze

: Vzorek neprecipitujici frakce (eluovany 200 mM roztokem imidazolu)
10: Vzorek neprecipitujici frakce (eluovany 20 mM roztokem imidazolu)
11: Vzorek neprecipitujici frakce (eluovany 10 mM roztokem imidazolu)
12: Zakoncentrovany vzorek (eluovany 200 mM roztokem imidazolu)
13: Zakoncentrovany vzorek (eluovany 20 mM roztokem imidazolu)

14: Zakoncentrovany vzorek (eluovany 10 mM roztokem imidazolu)

15: Marker Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder

O SN A W N
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Finalni preparat izolovan¢ho proteinu (eluovany 200 mM imidazolem) byl
primarn¢ charakterizovan spektrometrickym méfenim. Vzorek byl 100x nafedén 20 mM
Tris, pH 8,0 a bylo méfeno spektrum v rozsahu 250 — 700 nm (obrazek 20, cerna kiivka).
Dalsi spektrum bylo zaznamenano po redukci dithioniCitanem sodnym (obrazek 20,
cervena kiivka) a posledni spektrum obsahovalo redukovany preparat vystaveny pisobeni
oxidu uhelnatého po dobu 5 minut (obrazek 20, zlutd kiivka). Rz pomér (A412/Azg), ktery
vyjadiuje zastoupeni molekul hemu navazaného na protein, byl 0,148. Pokud se protein
AfGcHK vyskytuje ze 100% jako holoforma, je hodnota Rz poméru vétsi nez 2,2 [39].
Izolovany protein AfGcHK se tak vyskytuje z 97% jako apoforma. Pfi analyze holoformy
proteinu AfGcHK bylo zjisténo, Ze jeji Soretliv pas se vyskytuje v oblasti 412 nm (obrazek
20). Oblast Soretova pasu redukované formy hemu vazaného k holoproteinu je 430 nm a
oblast Soretova pasu Fe(Il) CO formy hemu vazaného k holoproteinu je 420 nm (obrazek
20). Tato ziskand data jsou v pozitivni korelaci s daty ziskanymi v pilotni publikaci,

studujici protein AfGcHK [39]. Hem je tedy k proteinu 4fG¢cHK navazan spravné.

Spekirdlni analyza findlniho preparatu 4/GcHE (eluovany 200 mM imidazolem}

280 nm

Rz=A_JA,  =07148

FE:“:IED
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Obrazek 20: Spektrdlni analyza finalniho prepardtu AfGcHK( eluovany 200 mM imidazolem)

100x redeny vzorek (20 mM Tris, pH 8,0) findlniho preparatu AfGcHK (Cernd kiivka — Fe(Ill)), po redukci
dithionicitanem sodnym (Cevena kirivka Fe(Il)), redukovany prepardt vystaveny piisobeni CO po dobu 5
minut (Zlutd kiivka Fe(Il)-CO). V grafu jsou zvyraznény hodnoty Soretova pdsu jednotlivych forem proteinu.
Na obrazku je dale vyznacena hodnota Rz poméru.
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5 Diskuze

Obsahem této bakalairské prace je zpracovani dosavadnich védeckych poznatka
ohledn¢ hem-obsahujicich senzorovych proteinli. Toto téma bylo zpracovano nejen jako
shrnuti dosavadnich literarnich zdrojt, ale také byla provedena exprese a nasledna izolace
modelového zastupce ze skupiny hem-obsahujicich senzorovych proteinti. Konkrétné se
jedna o plyn-detekujici protein AfGcHK. Tento protein byl objeven pied nedavnou dobou a
jeho studie jsou proto zatim pouze pilotni. Publikace, ktera se vénuje problematice izolace
a nasledné charakterizaci proteinu 4fGcHK existuje pouze jedna [39]. Pfi izolaci proteinu
AfGcHK v ramci zpracovani této bakalarské prace bylo proto Cerpano z dat, obsazenych
v této jediné publikaci. Nasledna charakterizace izolovaného proteinu AfGcHK pomoci
spektroskopickych studii se viceméné shoduje se spektroskopickymi udaji, obsazenymi
v této publikaci [39].

Plasmid pET-21c(+)/4fGcHK, ktery byl poskytnut spolupracujici laboratoii
vedenou profesorem Toru Shimizu, byl namnoZen a izolovan. Nasledn¢ byla ovéfena jeho
autenticnost pomoci restrikéni analyzy, nasledované agarosovou elektroforesou.
Vysledkem restrikéni analyzy byly dva rizné¢ dlouhé useky plasmidové DNA na
agarosovém gelu. Mobilita a tudiz velikost téchto dvou fragmentii odpovida poctu part
bazi obéma specificky Stépenym Castem plasmidové DNA. Izolace plasmidu
pET-21c(+)/AfGcHK tak byla uspésnd. Byla provedena také agarosova elektroforesa
nestépeného  vektoru pET21c(+)/AfGcHK. Vysledkem agarosové elektroforesy
restrikénimi endonukleasami nestépeného cirkularniho plasmidu bylo rozdéleni vzorku do
dvou majoritnich zon. Jejich mobilita vSak byla vyrazné niz§i nez by odpovidalo stejné
velkym linedrnim tsekim. V této souvislosti je tieba si uvédomit, ze u nesStépenych
cirkularnich molekul plasmidové DNA dochazi Casto k vyskytu raznych strukturnich
forem v roztoku, které se od sebe vyrazné li§i kompaktnosti své struktury (napf. relaxovana
forma, superhelikdlni forma, ptipadné také linearni forma) [48]. RUzné strukturni formy
plasmidové DNA pak putuji agarosovym gelem riznou rychlosti v zavislosti na
prostorovém uspotadani vice nez v zavislosti na konkrétni velikosti, pokud tuto velikost
srovname s linedrnimi fragmenty DNA pfitomnymi v markeru. Z téchto tivah vyplyva, ze
plasmid pET-21c(+)/AfGcHK se nachazel vroztoku ve dvou majoritnich formach
(relaxovand a superhelikalni forma cirkuldrni plasmidové DNA) (viz obrazek 14, strana

50). Nelze tak v tomto piipadé porovnavat mobilitu téchto strukturnich forem plasmidové
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DNA s linearnimi fragmenty DNA o znamé velikosti ve vzorku markeru. Naproti tomu pfi
Stépeni plasmidu pET-21c(+)/AfGcHK vznikly dva linearni fragmenty ptivodni cirkularni
plasmidové DNA (viz obrazek 15, strana 51). V tomto pfipad¢ je opravnéné srovnavat
velikost téchto linearnich fragmetl s velikosti zndmych linedrnich fragmentti ve vzorku
markeru. Takovyto postup je bézné vyuzivan [51].

Z obou provedenych elektrofores (obrazek 14 a obrazek 15, strana 50, 51) navic
vyplyva, ze izolovany plasmid neni kontaminovan ani RNA, ani balastnimi proteiny. Ve
shod¢ stimto zdvérem je navic také spektrofotometrické ovéteni Cistoty izolovaného
plasmidu pET-21c(+)/4fGcHK, kdy je klicovy pomér hodnot absorbanci pii vinovych
délkach 260 a 280 nm Ajep/Azgp. Minimalni hodnota tohoto pomeéru, kdy se da o plasmidu
predpokladat, ze je nezneCiStény proteiny, je 1,6. Hodnota vySe uvedeného poméru
absorbanci izolovaného plasmidu AfGcHK je 1,9. Izolovany plasmid byl proto izolovéan ve
velmi Cisté formé a je mozné ho pouzit napf. i v komplikovanéjSich experimentech a
dalsich genovych manipulacich vyuzivajici polymerazovou fetézovou reakci.

Dalsim cilem bakalaiské prace byla exprese a nasledna izolace proteinu AfGcHK.
S expresi rtiznych hem-obsahujicich senzorovych proteinti (napi. HRI a YddV) ma
laboratof, vramci jejichz vyzkuml byla zpracovana tato bakalafskd prace, bohaté
zkuSenosti, jak je dokumentovano v publikacich [14, 52]. Hem-obsahujici senzorovy
protein AfGcHK je oproti proteinim HRI [14] a YddV [52] exprimovéan v ptekvapive
velkém mnozstvi. Exprese proteini HRI [14] a YddV [52] je v porovnani s expresi
proteinu AfGcHK nejméné o jeden az dva fady nizsi.

Béhem izolace proteinu AfGcHK byla pouzita afinitni chromatografie. Za timto
ucelem byl plasmid pET-21c¢c(+)/4fGcHK konstruovan tak, Ze na N-konci proteinu
AfGcHK se nachdazela histidinova kotva, ktera obsahovala sekvenci Sesti histidini. Béhem
afinitni chromatografie pak bylo vyuzivano k zachyceni proteinu AfGcHK pravé této
histidinové kotvy. Béhem chromatografie doslo k interakci mezi histidinovou kotvou a
prechodnym kovem (Co®") vézanym v afinitnim gelu. Po oddéleni viech balastnich
proteini byl protein AfGcHK z afinitniho gelu eluovan pomoci raznych koncentraci
roztoku imidazolu (10 mM, 20 mM, 200 mM). V kazdé¢ z téchto frakci bylo eluovéano
rizné mnozstvi proteinu AfGcHK a také rizné mnozstvi zbyvajicich balastnich proteind.
Piekvapivé nejveétsi mnozstvi proteinu AfGcHK bylo eluovano pomoci 20 mM roztoku
imidazolu, piestoze v ptivodnim izolatnim névodu byla doporucena eluce 200 mM

roztokem imidazolu [39]. Protein AfGcHK je tak velmi dobfe eluovéan jiz 20 mM
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koncentraci imidazolu. Nejmensi mnozstvi proteinu 4fGcHK bylo podle predpokladu a ve
shod€ spilotni publikaci [39] z afinitniho gelu eluovdano pomoci 10 mM roztoku
imidazolu. Jak frakce eluovana 10 mM imidazolem, tak také frakce eluovana 20 mM
imidazolem vSak obsahovaly i jiné balastni proteiny. Pravdépodobné se jedna o ptirozené
bakterialni proteiny s vysokym zastoupenim histidinovych zbytkl v jejich molekulach
[53]. Tyto bakteridlni proteiny jsou z afinitniho gelu vymyty jiz nizkymi koncentracemi
roztoku imidazolu, proto se ve frakci vymyté 200 mM roztokem imidazolu vyskytuji ve
velmi malém mnozstvi a na elektroforetickém gelu jsou v tomto preparatu viditelné az po
vyrazném zkoncentrovani (obrazek 19, strana 58). Nicméné, i po tomto zkoncentrovani je
protein AfGcHK oproti témto bakterialnim proteinim ve vyrazném nadbytku. Findlni
preparat proteinu AfGcHK (eluovany 200 mM imidazolem) byl tedy izolovan ve vysoké
Cistoté — protein AfGcHK tvoti vice nez 99% izolovaného preparatu.

Z hlediska nejvétsi vytéznosti proteinu AfGcHK je nejvyhodnéj$i po afinitni
chromatografii spojit frakce ziskané eluci 20 mM a 200 mM roztoku imidazolu. Takto
ziskany preparat vSak bude zneciStén jinymi (pravdépodobné bakterialnimi) proteiny a
Cistota (homogenita) takového preparatu klesne z 99% na 95%. Nicméné 95% preparat
AfGcHK lze stale povazovat za velmi vysoce purifikovany a vhodny pro fadu dalSich
experimentl (napt. spektroskopické studie, enzymovou analyzu atd.). Naopak, pokud je
kladen dlraz na izolaci naprosto Cistého proteinu AfGcHK je vyhodnéjsi pouzit k eluci
proteinu AfGcHK z afinitniho gelu az 200 mM roztok imidazolu a afinitni gel nejprve
promyt 10 mM a 20 mM roztokem imidazolu i za cenu ztraty ¢asti izolovaného proteinu
AfGcHK spolu s balastnimi proteiny. Takto vysoce purifikovany preparat dosahuje Cistoty
(homogenity) az 99% (a je mozné ho vyuzit napt. pro krystalografii). Pfi pouziti 10 mM
roztoku imidazolu je vytézek proteinu AfGcHK vyrazné nizsi ve srovnani s pouzitim vice
koncentrovaného roztoku imidazolu, zaroven je timto roztokem imidazolu vymyto
z afinitniho gelu také nejvice proteinovych necistot. Jeho nejidealnégjsi vyuziti je tedy pro
eluci kontaminujicich proteind z afinitniho gelu.

Podle elektoroforetické analyzy (viz obrazek 19, strana 58) nebylo na afinitni gel
navazano kvantitativné vSechno mnozstvi izolovaného proteinu AfGcHK piitomného
v cytosolu. Podle vyrobce ma 1 ml tohoto gelu vazebnou kapacitu 5 mg proteinu
obsahujiciho histidinovou kotvu [54]. Protoze bylo ptfedpokladdno, Ze protein AfGcHK
bude exprimovan v podobném mnozstvi jako plyn-detekujici protein YddV [52], bylo

pouzito ekvivalentni mnozstvi afinitniho gelu jako pfi izolaci proteinu YddV. Protein
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AfGcHK je vSak exprimovan v mnohem vétSim mnozstvi nez protein YddV a pouzité
mnozstvi gelu (3 ml) tak bylo nedostacujici. Pro efektivnéjsi izolaci proteinu AfGcHK ze
stejného mnozstvi produkcénich bunék je tak nutné pouzit minimalné dvakrat vétsi objem
afinitniho gelu.

Pro pilotni charakterizaci izolovaného proteinu AfGcHK byl tento protein
podroben spektrofotometrické analyze a vysledky byly porovnany s publikovanou studii
proteinu AfGcHK [39]. V publikované studii [39] bylo zjisténo, Ze protein AfGcHK ma Rz
pomer (A412/Azg0) vEtST nez 2,2. Rz pomér proteinu AfGcHK izolovaného v ramci této
bakaléiské prace je pouze 0,148 a tedy se vyskytuje ve své holoformé pouze z 3%.
Zatimco autofi uvedené publikace ziskali analogickym izola¢nim postupem protein
AfGcHK v prakticky 100% holoformé [39]. Divodem této diskrepance milze byt mutovana
aminokyselina na misté, kde dochazi k vazbé hemu. Bylo by tedy vhodné otestovat
aminokyselinové slozeni senzorové domény proteiny AfGcHK a piipadné mutace odstranit.
Tato moznost se vSak jevi nepravdépodobnd, protoze 3% proteinu s vdzanym hemem,
vykazuje spravnou koordinaci podle Sorretova pasu pii 411 nm (obrazek 20, strana 59).
Dalsi moznosti nizkého zastoupeni holoformy proteinu je nizkd koncentrace ptidané¢ho
hemu, kterd mohla byt nedostate¢nd, nebo pouzity hem mohl byt dokonce degradovany.
Fakt, Ze je hem vazan na izolovany protein AfGcHK v tak malém mnozstvi, mize byt
vysvétlen 1 nedostateCnym rozpusténim piidavaného hemu. V piipad¢ izolace proteinu
AfGcHK byl jako rozpoustédlo hemu pouzit dimethylsulfoxid, zatimco pii izolaci proteinu
HRI se bézné vyuziva 0,1 M NaOH a k problému s ligaci hemu k proteinu nedochazi [14].
Problém s vazbou hemu k proteinu by tedy mohl byt vyfeSen zménou rozpoustédla hemu.
Nicméné protein AfGcHK byl izolovan ve vysokém vytézku a Cistot€¢ a jeho intenzivni

studium je planovano v ramci navazujiciho magisterského studia.
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6 Zavér

Predkladana bakalafska prace se zabyva studiem hem-detekujicich senzorovych
proteinti, konkrétné modelovym kyslik detekujicim proteinem AfGcHK. Stanovené cile

této bakalarské prace byly naplnény. Konkrétné bylo dosazeno nasledujicich vysledku:

1. Na stranach 11-31 je provedena reSerSe dosavadnich vysledki védeckych studii,
tykajicich se daného tématu.

2. Byl tspésné amplifikovan a izolovan plasmid pET-21c(+)/4fGcHK. V celkovém
objemu 60 pul bylo ziskano 110,4 pg dané plasmidové DNA ve tfech paralelnich
vzorcich. Plasmid byl dale charakterizovan restrikéni analyzou a agarosovou
elektroforesou. Charakterizace potvrdila, Ze izolovany plasmid je skutecné
pET-21¢(+)/AfGcHK

3. Pomoci SDS elektroforesy byla potvrzena UspéSnost exprese proteinu AfGcHK
v bunkach E. coli BL-21(DE3) po indukci IPTG. Z celkového objemu 4 1 TB media
bylo ziskano 35 g bun¢k E. coli BL-21(DE3), které obsahovaly exprimovany
protein AfGcHK

4. Ze 17 gbunék E. coli BL-21(DE3) s exprimovanym proteinem AfG¢cHK byl tento
protein UspéSné izolovan a jeho Cistota byla vice nez 99%, coz bylo potvrzeno
pomoci SDS elektroforesy

5. Byla navrZena optimalizace izola¢niho postupu.

6. Pilotni charakterizaci izolovaného proteinu AfGcHK bylo zjisténo, ze vétSina
proteinu ziskaného izolaci byla ve formé apoproteinu, tedy bez ligovaného hemu.

V budoucnu bude tfeba postup izolace jesté¢ dale optimalizovat.
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