UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Biochemie

Studijni obor: Biochemie

Bc. Gabriela Petrovova
Vliv kovalentné vazané fluorescencni znacky na
strukturu a funkci proteint

Effect of binding of a fluorescent label on the
protein structure and function

Diplomova prace

Skolitel: RNDr. Daniel Kavan, Ph.D.
Konzultant: Mgr. Daniel Rozbesky

Praha 2013



PROHLASENI:

Prohlasuji, Ze jsem zavérecnou praci zpracovala samostatné a Ze jsem uvedla
vSechny pouZité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna cast

nebyla predloZena k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze dne .......ceoeveeenee. Gabriela Petrovova.....c.cccvveeeeeici e e



PODEKOVANT:

Na tomto misté bych rdda podékovala predevsim svému Skoliteli RNDr. Danielu
Kavanovi, Ph.D. a konzultantovi Mgr. Danielu Rozbeskému za jejich odborné vedeni,
cenné rady a trpélivost, kterou mi poskytovali v priibéhu celé prace. Velmi dékuji
Mgr. Josefu Chmelikovi, Ph.D. za zméreni TROSY spekter a ochotu. Dale bych rada
podékovala vedoucimu laboratofe RNDr. Petru Novakovi, Ph.D. za umoZnéni
vypracovani diplomové prace a méreni hmotnostnich spekter a také vSem ostatnim
¢lenlim Laboratote prirozené imunity za jejich ochotu vzdy pomoci a za vytvoreni
pratelského prostiedi.

V neposledni radé patfi podékovani mym nejbliZSim za jejich trpélivost a

obétavost, kterou mi davaji.



ABSTRACT

Fluorescent labeling is a method used for visualization of various types of
biomolecules including proteins and protein complexes. However, the effect of
protein labeling on protein structure and functions has not been investigated so far.
The goal of the diploma thesis was to examine an influence of NHS-fluorescein
binding on structure and function of human carbonic anhydrasel (hCA-I). The
particular aims of this work were to prepare recombinant 1>N-hCA-I which was used
for NMR structure analysis of carbonic anhydrase upon fluorescent labeling.
Furthermore, enzyme activity was measured in order to find out a correlation
between the concentration of NHS-fluorescein and protein function. In addition, the
reaction mixtures were systematically analyzed by ESI FT-ICR mass spectrometry.
The analysis revealed experimental conditions for fluorescent labeling of human
carbonic anhydrase I with minimal effect on protein structure and function.

The results of this study show that the calculation of molar excess of
NHS-fluorescein cannot rely on a simple procedure provided by manufacturer.
However, due to decrease of enzyme activity upon fluorescent labeling, it is better to
take into count the influence of NHS-fluorescein concentration on the relative
enzymatic activity. Moreover, the calculation of molar excess of fluorescent reagent is
not in accordance with the degree of labeling at all. In order to establish the general
conditions for fluorescent labeling, it is necessary to perform further analysis of other

proteins using other fluorescent labels in future research.

Keywords: carbonate dehydratase (carbonic anhydrase), NHS-fluorescein, NMR,

ESI FT-ICR MS, the relative enzyme activity, fluorescent labeling



ABSTRAKT

Fluorescen¢ni znaceni je velmi ¢asto pouZzivanou metodou urcenou k vizualizaci vSech
typt biomolekul vcetné proteinti a proteinovych komplexd. Dosud vsak nebylo
zkoumano, jakym zptisobem a v jakém rozsahu toto znaceni ovliviiuje jejich strukturu
a funkci. Tato diplomova prace se tedy zabyva vlivem vazby NHS-fluoresceinu na
modelovy protein lidské karbonat dehydratasy (hCA-I).

Cilem této prace byla priprava rekombinantni 1>N-hCA-I, studium jeji struktury
pomoci NMR spektroskopie po znaceni fluoresceinem, studium ovlivnéni relativni
enzymové aktivity hCA-I v zavislosti na mife fluorescen¢niho znaceni a v neposledni
fadé také analyza produkti pomoci ESIFT-ICRMS vzniklych po vazbé
karbonat dehydratasy NHS-fluoresceinem. VyuZitim téchto metod byly stanoveny
obecné experimentdlni podminky pro pouziti fluorescenc¢niho znaceni s minimalnim
efektem na strukturu proteinu a jeho funkci.

Z vysledki této prace vyplyva, Ze pri vypoctech molarnich nadbytkl pridavaného
NHS-fluoresceinu k proteinlim nelze pouZit dosavadniho jednoduchého postupu, ale
je vice nez nutné zohlednit vliv relativni enzymové aktivity proteinu, ktera klesa se
zvySujicim se molarnim nadbytkem fluorescencni znacky, a Ze vypocet molarnich
nadbytki neodpovida skutecnému stupni znaceni.

Vbudoucim vyzkumu bude nutné provést optimalizaci pro dalsi proteiny

za pouZiti jinych fluorescenc¢nich znacek.

Klicova slova: karbonat dehydratasa (karboanhydratasa), NHS-fluorescein, NMR,

ESI FT-ICR MS, relativni enzymova aktivita, fluorescen¢ni znaceni
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1. Teoreticky uvod

1.1. Fluorescence

Fluorescence je forma luminiscence, jeZ je samovolny fyzikalné chemicky excitacni
déj spojeny se zbytkovym vyzarenim energie pri urcité teploté a v urcité spektralni
oblasti. Tento typ tzv. studené excitace vznikly nad drovni jeho tepelného zareni je
pozorovan u pevnych nebo kapalnych latek. Tyto latky jsou oznacovany jako
luminofory. Luminiscence byla systematicky pozorovana jiz v 17. stoleti v Boloni a
pojmenovana vroce 1888 dle Eilharda Wiedemanna [1],[2]. DalSimi typy
luminiscence zavislé na zpulsobu excitace jsou napriklad, bioluminiscence u zvirat,
triboluminiscence, elektroluminiscence, thermoluminiscence, radioluminiscence,
kathodoluminiscence, fotoluminiscence, chemiluminiscence, pii které dochazi
k excitaci molekuly v diisledku chemické reakce, a dalsi [2].

Fluorescence spolu s fosforescenci patfi mezi tzv. fotoluminiscenci, pri které je
emise dusledkem absorpce fotonti elektromagnetického zareni o vinové délce
200-800 nm. Rozsahy vinovych délek, pri kterych dochazi kabsorpci a emisi, se
nazyvaji absorpc¢ni, respektive emisni spektra slouceniny. Zavislosti absorb¢nich a

emisnich spekter a jejich vinové délky lze vycist z tzv. Jablonski diagramu [3] (Obr. 1).

__ —T
- Internal 3
T ___ Conversion
I | 32 Y
MNibrational 1l
Relaxation -1 | |
Internal T. [t
Absorption ~ —— 2
] Intemal onversion
"§| Conwversion
S ¥ Absorption
1S5 A
I
Fluorescence TI 1+ |
Intersystem|
Crossing
Absorption|
Phosphorescence
-
So S

Obr. 1: Jablonski diagram znazornujici absorpci, fluorescenci a fosforescenci
S0, §1,S2 = singletovy stav se spinovou multiplicitou M= 1

T1, T2, T3 = tripletovy stav, pii kterém je spinova multiplicita M=3
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V pripadé, Ze je latka ozarena externim zdrojem zareni, dojde k excitaci atomu na tzv.
vyssi energetickou hladinu S; a nasledné k navratu do stabilniho zakladniho stavu Sy
a soucasné dochazi kvyzareni kvanta zafivé energie - fotonu. Cast absorbované
energie se ztraci kolizemi s jinymi molekulami.

Z kvantové teorie, kdy je svétlo absorbovano kvantem energie E o vibrac¢ni
frekvenci v (E = hv kde h je Planckova konstanta) vyplyva, Ze frekvence souvisi
s vinovou délkou A (v = ¢/A kde c je rychlost svétla). Energie se proto méni nepfimo
svinovou délkou A. ZJablonskiho diagramu vyplyva, Ze absorpce zareni o vyssi
frekvenci (krat$i vinové délce) vyvolava fluorescencni zareni o nizsi frekvenci (delsi
vlnové délce). Tento jev byl poprvé pozorovan G. G. Stokesem na université
v Cambridge v roce 1852 [2], [4], [5].

Rozdil mezi maximalni absorp¢ni a emisni vinovou délkou se tedy nazyva Stokesiiv
posun. Fluorescence se od fosforescence 1isi tzv. dobou Zivota excitovaného stavu T,
ktera v pripadé fluorescence je kolem 10-°-10¢ sa v pripadé fosforescence byva i
nékolik hodin. Pri¢inou takto kratké doby Zzivota excitovaného stavu fluorescence je
pirechod elektronli mezi tzv. povolenymi stavy oproti fosforescenci, pii kterych
dochazi k jejich prechodu z excitovaného tripletového stavu.

Pri excitaci atomu na vyssi energetickou hladinu S1 mohou totiz elektrony ztstat
bud’ v tzv. singletovém stavu (ve kterém maji antiparalelni spin) a vratit se emisi do

zakladniho stavu S, nebo se mezisystémovym ,zakazanym“ prechodem dostat do tzv.

tripletového stavu (spin je zde paralelni) [5].

1.1.1. Charakteristiky a fyzikalni principy fluorescence
Jak jiz bylo zminéno vySe, molekula mize dohasinat rtiznymi konkuren¢nimi cestami.
At jiz vibrac¢ni relaxaci, pti které je energie rozptylena ve formé tepla, nebo konverzi
do tripletového stavu nasledné relaxovaného pres fosforescenci, nebo néjakym
dal$im nezarivym prechodem, napf. vnitini konverzi.

Jednou z charakteristik fluorescence je doba Zivota excitovaného stavu (lifetime),

pri které fluorescence dohasina exponencialné dle rychlostni rovnice 1. fadu ( 1).

[ = Iy.e (1)
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kde k je monomolekularni rychlostni konstanta dohasinani fluorescence. Doba Zivota

excitovaného stavu je T ( 2) a je dlilezitym parametrem pro metodu FRET.

7= 1/k (2)

Relaxace S1 stavu muZe nastat diky tzv. zhaSeni fluorescence interakci s dalsi
molekulou. Dynamické (kolizni) zhaSeni nastava absorpci svétla, jinym procesem
(napf. jako produkt reakce), anebo pokud je excitovana molekula deaktivovana
srazkou s molekulou zhasedla (quencheru). Tento proces zhasSeni zavisi na difuzi a
nedochazi k chemické zméné molekul. Na rozdil od statického zhaseni, pti kterém se
po kontaktu obou molekul vytvari nefluorescencni komplex a reakce tak neni zavisla
na difuzi [6].

Technika FRET je vhodna pro studium struktury makromolekul véetné studia
protein-proteinovych interakci, sbalovani proteinu, konformacnich zmén a
molekularni dynamiky. Metoda zahrnuje prenos excitace z fluorescentniho donoru
(napi. FAM) na fluorescenc¢ni akceptor (napi. TAMRA). Dilezitym parametrem je
Forstertv polomér Ry, jenZ byva typicky mezi 20-90 A a je vzdalenosti mezi donorem
a akceptorem, pri které je 50 % pravdépodobnost prenosu energie. Dal$im
parametrem je nutnost prekryvani absorpéniho spektra akceptoru s emisnim
spektrem donoru [6], [7].

DalSi charakteristikou souvisejici s Jablonski diagramem je kvantovy vytéZek
excitace Q, ktery poukazuje na efektivitu fluorescence ( 3 ). V zavislosti na Stokesové
zakoné je kvantovy vytéZek vzdy mensSi nez 1. Proto latky s Q blizicim se hodnoté 1

tedy byvaji nejlepSimi emitery [6], [8].

_ potet emitovanych fotonl (3)
~ pocet absorbovanych fotont

Méfeni intenzity fluorescence probihd dvéma metodami: Stacionarni
(steady-state) a Casové rozliSend. Intenzita je dana poctem foton proslych

jednotkovou plochou za jednotku ¢asu v daném sméru.
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Stacionarni fluorescence je mérena kontinualné, kdy je vzorek excitovan zdrojem
zareni a kolmo k ose zdroje zareni je mérena intensita fluorescence. Pri Casové
rozliSeném méreni je zaznamenavano mnozstvi zachycenych fotont v casovém useku.

DalS$im mérenym parametrem je anisotropie fluorescence. Pri jejim méreni je
vzorek ozaren linearné polarizovanym svétlem a intensita fluorescence je mérena
emisnim polarizatorem, jenZ je orientovan bud rovnobézné, nebo kolmo k roviné
polarizovaného svétla.

Fluorescence se pouziva jako nedestruktivni zplsob sledovani biologickych
molekul. Protein nebo jina slou¢enina mohou byt znaceny exogennim fluoroforem
nebo fluorescenénim barvivem. Kvantifikace barviva je méfena spektrofluorimetry.

Fluorescence nachazi Siroké uplatnéni v riiznych aplikacich [6].

1.1.2. Fluorofory
Z anorganickych sloucenin byla fluorescence popsana u fluoritu (CaF3), ze kterého byl
pojem odvozen [9], a také u dvojmocného europia a u nékterych dalSich prvki
vzacnych zemin. V experimentu G.G.Stokese bylo pozorovano modré svétlo
emitované ethanolovym roztokem chininu [4]. Fluorescence je ale hlavné pozorovana
u organickych sloucenin. Tyto slouceniny vétSinou obsahuji aromatické cykly
s vazbami .

Fluorofory (fluorochromy neboli fluorescen¢ni barviva) obsahuji ve své molekule
reaktivni skupinu reagujici s nukleofilnimi skupinami jako napi. NHz, OH, SH.
Fluorofory se déli na vnitfni (intrinsic) vyskytujici se v organismech prirozené a
vnéjsi (extrinsic), jeZ jsou pridavany ke vzorku.

Vnitinimi fluorofory jsou napf. chinin a aromatické aminokyseliny tryptofan
(Trp;W), fenylalanin (Phe;F) a tyrosin (Tyr;Y), jejichZ fluorescence byla popsana
Weberem [10]. Indolova skupina Trp s absorptnim a emisnim maximem (Az2g0/E34s)
vykazuje nejveétsi fluorescenci. Trp je citlivy na okolni prostiredi a mliZze byt pouzivan
jako index pfti sbalovani proteinii, vazbé ligandi, protein-proteinovych interakcich
[6], [11] nebo pfi metodé FRET [12]. DalSimi prirozené se vyskytujicimi fluorofory
jsou redukované formy NADH a NADPH, flaviny, derivaty pyridoxalu a slouceniny
obsahujici porfyriny jako napf. hemoglobin, myoglobin, chlorofyl, bakteriochlorofyl,

kobalamin. Dale také peroxidasa nebo vitamin A [6], [13].
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Vnéjsi fluorofory se dle typu vazby déli na fluorescenctni znacky a fluorescencni
sondy. Dale se vnéjsi fluorofory déli dle kvantového vytéZzku fluorescence Q, ktery se
bud’ neméni v zavislosti na pridaném barvivu (napf. fluorescein, akridinova oranz),

nebo Q zavisi na bezprostifednim okoli fluoroforu (napf. DPH) [6].

1.2. Fluorescencni znaceni

1.2.1. Vyvoj a klasifikace fluorofort
0d doby, kdy byl jako prvni dobi'e definovanou molekulou fluoroforu popsan chinin
(Obr. 2 str. 21), vedla jeho vlastni fluorescence béhem 2.svétové valky k rozvoji
fluorimetru, nutného pro vyhodnoceni antimalarik [6]. Komercializaci téchto
pristroji v 50. letech minulého stoleti bylo umoznéno vétsi vyuziti bioanalytickych
technik na bazi fluorescence [14] a v 60. letech 20. stoleti s prichodem laseru zacal
narlistat zajem o syntézu novych nebo vylepSenych molekul s Zadoucimi
fotofyzikalnimi vlastnostmi. Neddvno se k organickym fluorofortim pripojily také
anorganické nanokrystaly ,quantum dots“ a fluorescen¢ni proteiny [15], [16].

Fluorescen¢ni proteiny, z nichZ je nejznaméjsi GFP (green fluorescent protein) a
jeho varianty, jsou v podstaté geneticky kdédovana imidazolinova barviva, zakotvena
do proteinu stercidlni strukturou (-barelu [17]. Toto barvivo je produkovano
autokatalyticky, vyZaduje molekularni kyslik, produkuje H20; a ROS (reaktivni formy
chemickymi a spektralnimi vlastnostmi [19],[20], které umoZnuji naptiklad
zobrazovani experimenti in vivo [21].

Fluorescence je tedy pouZzivana v biochemickém a biologickém vyzkumu pres 100
let [4]. Tento rozvoj fluorescenc¢ni chemie spolu s technickymi objevy podnitily vyvoj
mnoha raznych typl fluorofor. Tyto fluorofory v dneSni dobé poskytuji vétsi
flexibilitu, i¢innost a moznosti neZ kdykoli predtim. Syntetickd chemie je také
pouzivana pro jejich aktivaci, jelikoZ nové fluorogenni enzymové substraty a
fotoaktivovatelné slouceniny byly pripraveny pro usnadnéni pokrocilych
zobrazovacich experimentl s nizkym pozadim fluorescence [22]. Jejich odliSné
vlastnosti by mély byt brany na zretel pri rozhodovani o dané aplikaci nebo

experimentalnim systému. Mala velikost organickych syntetickych fluoroforti byva
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piinosem oproti biologickym fluoroforiim (napt. GFP), jelikoZ organické fluorofory
mohou vazat makromolekuly, aniZ by tolik zasahovaly do biologické funkce.

Molekuly jsou k dispozici bud’ komer¢né [23] nebo de novo. Dle jejich podobnych
vlastnosti se organické fluorofory déli do nékolika zakladnich trid, jenZ jsou zde dale

podrobnéji popsany [24].

1.2.2. Fluorescenc¢ni znacky a sondy
K fluorescenénimu znaceni proteinii se pouzivaji fluorescentni znacky, které se
k proteinim vazou kovalentni vazbou. Oproti tomu se fluorescen¢ni sondy vazi ke

strukturam nekovalentni vazbou a neziridka méni své fluorescen¢ni vlastnosti [6].

1.2.2.1. Fluorescein
Nejznaméjsim, nejdéle pouZivanym a nejuniverzalnéjsim syntetickym organickym
barvivem je fluorescein (resorcinolftalein) a jeho derivaty (Obr. 2 str. 21). Jeho
absorpcni a emisni maximum je As94/Es21, My ~ 389, pKa ~ 6,4 a kvantovy vytézek
0,95 [6], [23]. Syntéza fluoresceinu byla poprvé provedena v roce 1871 Adolfem von
Baeyerem z resorcinolu a anhydridu kyseliny ftalové za piitomnosti ZnCl, [25]. Dalsi
moznosti pripravy je pouZiti methansulfonové kyseliny [26].

Nejznaméjsimi derivaty fluoresceinu jsou FITC (fluorescein-5-isothiokyanat) a
6-karboxyfluorescein (FAM). FITC je derivat fluoresceinu s isothiokynatovou
(-N=C=S) funk¢ni skupinou nahrazujici vodikovy atom v dolnim kruhu [27].

DalSim derivatem je NHS-fluorescein, u kterého se na fluoresceinové jadro vaze
NHS-sukcinimidova skupina a tvori sukcinimid ester. Vyhodou NHS-fluoresceinu je
lepsi specifita k primarnim aminlim v piitomnosti ostatnich nukleofilli. Fluorescein
lze pouzit na pripravu riiznych znacenych proteinovych konjugata [28].

Oproti tomu TET (2',4,7,7'-tetrachlorofluorescein) a FAM jsou vyuZiviny pfii
piipravé fluorescencné znacenych oligonukleotidi [23]. Nevyhodou vsSech
fluoresceinovych derivatii je snadna fotodestrukce. Pro aplikace vyzadujici vétsi
stabilitu, vyssi intensitu fluorescence nebo jiné vazebné skupiny, byly vyvinuty
fluorové derivaty a modifikaci struktury fluoresceinu dalsi fluorescencni znacky, jako
napi. Oregon Green (2',7'-difluorofluorescein) a Tokyo Green [29],[30]. Mezi
nejnoveéjsi znacky patri Alexa 488, DyLight 488 a FluoProbes 488 [31].
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Fluorescein vykazuje ve vodném roztoku nékolik zajimavych vlastnosti. Existuje v 7
tautomernich formach, pricemZ nejvice biologicky aktivni je monoanion a dianion,

ktery je nejvice fluorescentni [24].

1.2.2.2. Rhodamin
Stejné jako fluoresceiny jsou i rhodaminy a jejich derivaty velmi ¢asto pouZivanymi
znackami. Oproti fluoresceiniim patii mezi hlavni prednosti rhodamint nizka citlivost
vUci pH a uzptlisobitelné spektralni vlastnosti diky moznosti pripojeni riiznych N-alkyl
substitucnich skupin.

Nejjednodussim rhodaminem je Rh110 (Obr. 2 str. 21), ktery vykazuje podobné
spektralni vlastnosti jako fluorescein [32]. Nejznaméjsi derivaty rhodaminu jsou
TRITC, TAMRA a TMR, jenZ vykazuje podobné vlastnosti jako fluorescein. Hlavnimi
rozdily mezi TMR a fluoresceinem jsou delsi excita¢ni a emisni vinova délka a nizsi
kvantovy vytéZzek [6]. Sulforhodamin 101 (SRh 101) na Obr. 2 str. 21 je bézZné
pouzivané barvivo na bazi heterocyklické slouceniny julolidinu znamé jako Texaska
cerven [23], [33]. NovéjSimi derivaty s vylepSenymi vlastnostmi, jinymi spektralnimi
charakteristikami, vyssi fotostabilitou a vyssi fluorescenci, jsou napriklad Alexa 546,
Alexa 633, Alexa 555, Dy Light 633 a Dy Light 550 [31].

Rhodaminové znacky jsou ¢asto pouZzivany spolu s fluoresceinovymi derivaty pri
metodé FRET [23], jelikoZ pfenos energie mezi témito sloueninami dosahuje vyssi
efektivity. Kombinace fluoresceinu a rhodaminu je vhodna pro sekvenovani DNA [34].

Dle Mangela mohou byt rhodaminy (stejné jako fluoresceiny a jiné fluorofory)
pouzivany jako enzymové substraty pro proteasy [35]. Tyto substraty byly takeé
vyvinuty pro fosfatasy, esterasy a katalyzu zaloZenou na interakci iont-kov [32], [36].
Existuji i hybridni struktury xantinovych barviv sjednim kyslikovym a jednim
dusikovym substituentem zvané rhodoly, nebot jsou na pomezi rhodamini a

fluoresceint [37].
1.2.2.3. Cyaniny a ftalocyaniny

Cyaninova barviva jsou systémy s polymethinovym retézcem mezi dvéma atomy

dusiku R;N-(CH=CH),-CH=N*R; . Pokryvaji spektrum od UV do IR a rozdéluji se na 3
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typy: streptocyaniny s otevienym retézcem, hemicyaniny a cyaniny se zavienymi
fetézci, jenZ disponuji arylovymi skupinami na kazdém konci retézce [38].

Cetné cyaniny jsou asociované polymethinové struktury pouzivané jako znacky a
téZ jako senzory membranového potencialu [39], [40]. Cyaninova barviva jsou zndma
jako CyDye fluorofory zaloZené na sulfoindocyaninové struktuie [41]. Nazvy téchto
sloucenin jsou odvozeny v zavislosti na poctu uhlikovych atomt mezi jednotlivymi
dihydroindoly. Cy3 ma srovnatelné spektralni charakteristiky jako TMR. Delsi
cyaninova barviva jako Cy5 a Cy7 vykazuji posun kvy$Sim vinovym délkam
(Obr. 2 str. 21) [42]. Zavedeni benzenu do dihydroindolové struktury vyvolava
bathochromni posun o cca 30 nm. Slouceniny s takovou zménou struktury maji poté
suffix 0,5 (napr. Cy5,5) [43].

CyDye dvojice jsou téZ pouzivany pro FRET a mohou byt vyuZity jako prepinatelné
fotosondy pro vysoce rozliSené zobrazovani [44]. Vyznamnou nevyhodou téchto
barviv je zavislost fluorescence na poctu fluorofori v konjugované molekule. Novéjsi
sulfonovana cyaninova barviva tento problém prekonavaji [45]. Ftalocyaniny, jako
aromatické makrocyklické slouc¢eniny (napr. IRDye 700DX na Obr. 2 str. 21) jsou

velmi fotostabilni a vykazuji fluorescenci v blizkeé oblasti IR spektra [46].

1.2.2.4. Polycyklické aromatické uhlovodiky
Do této kategorie se radi hlavné naftalenové derivaty, mezi které patii predevsim
znacky: amin-reaktivni 5-(dimethylamino)naftalen-1-sufonyl(dansyl)chlorid(DNS-CI)
popsany Weberem [6],[47] a také 5-((2-aminoethyl)amino)naftalen-1-sulfonova
kyselina (EDANS) (Obr. 2 str. 21). Naftalen mize byt dale zpracovan na
4-amino-3,6-disulfonylnaftalimid.

Tyto fluorofory jsou zndmy jako Luciferova zlut (Obr. 2 str. 21) a pouZivaji se také
jako polarni indikatory [24], [23]. Weber také objevil dodnes pouZivané slouceniny
jako ANS (8-anilinonaftalen-1-sulfonat) a TNS (2-p-toluidinonaftalen-6-sulfonat), jenz
se pouzivaji jako fluorescenc¢ni sondy pro dynamickou polaritu prostiredi [6]. Jako
sondy lze také pouZzit pyrenové derivaty (Obr. 2 str. 21). Sulfonace pyrenu vyvolava
bathochromni posun, poskytujici uZiteCné slouceniny, které jsou excitovany pri

A>390 nm. Tyto slouceniny zahrnuji pH sondy 8-hydroxy-1,3,6-pyrentrisulfonat
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(HPTS nebo pyranin) a cenné sulfonované pyrenové znacky s vysokou rozpustnosti

ve vodé [24], [48].

1.2.2.5. Kumariny
Kumariny predstavuji Sirokou tifidu prirodnich produktt, léc¢iv a fluorofort.
Substituce heteroatomu na pozici 7 poskytuje fluorescen¢ni molekuly s excitacnimi
vlnovymi délkami v oblasti UV zareni. BéZny priklad je 7-hydroxy-4-methylkumarin
(4-methylumbelliferon, 4-MU) a s nim souvisejici 7-amino-4-methylkumarin (AMC)
(Obr. 2 str. 21), jenZ ma podobné spektralni vlastnosti, které jsou stalé pri pH>5
[23], [49]. Velky Stokesliv posun nastava zcasti diky vyznamné zméné v dip6lu pri
excitaci a z ¢asti diky nasledné ztraté energie reorganizaci molekul rozpoustédla [8].

Riizné reaktivni skupiny jsou kompatibilni s témito fluorofory a vazou se obvykle
do polohy 3 nebo 4 daného kumarinu [23]. Spektralni charakteristiky AMC mohou byt
upraveny diky rtiznym dusikovym substituentim [50] a dalsi substituce jako napf.
fluorace nebo sulfonace miize vytvorit kumarinova barviva s zadoucimi chemickymi

vlastnostmi (napft. vysSi rozpustnost ve vodé a nizsi citlivost k pH).

1.2.2.6. NBD
4-chloro-7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol (NBD-CI) (Obr. 2 str. 21) vykazuje fluorescenci

po vazbé s primarnimi aminy [6]. Tyto derivaty emituji v zelené ¢asti spektra [23].

1.2.2.7. BODIPY

Novéjsi fluorescencni znacky obsahuji atomy bdru, konkrétnéji bor-dipyromethen.
Nejjednodussi BODIPY-FL (Obr. 2 str. 21) vykazuji podobné vlastnosti jako
fluorescein. Jejich vyhodami je vysoky Q, Siroké emisni spektrum, maly Stokestv
posun a nezavislost na polarité a pH. Barvivo je navic celkové lipofilni [51]. Dalsi
dilezita vlastnost je zména vinové délky diky vhodné substituci [52]. VSemi témito
univerzalnimi vlastnostmi mohou BODIPY nahradit tradi¢ni barviva jako fluorescein,
TMR a mnoho dalsich. Napft. fluorescencni znacka BODIPY-TR vykazuje podobné
spektralni vlastnosti jako Texaska Cerven (Obr. 2 str. 21) [23].
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1.2.2.8. Indoly a imidazoly
Znamou indolovou sondou je DAPI (4',6-diamidino-2-fenylindol) vazajici se do
mensiho Zlabku DNA (Obr. 2 str. 21). VétSinou se proto pouzivad pro vizualizaci
veskeré jaderné DNA z diivodu velkého nartstu fluorescence [53].

Dibenzimidazolova barviva, konkrétné Hoechst 33342 (Obr. 2 str. 21), se vaZou
také do mensiho zlabku DNA, ale jsou propustna pro buniku [54]. Tyto barviva jsou
zhaSeny vazbou na DNA sobsahem 5-bromo-2-deoxyuridinu a umoZiuji proto

analyzu bunéc¢ného cyklu [55].

1.2.2.9. Ostatni fluorofory
K dal$im fluoroforiim patii napriklad ethidium a propidium (Obr. 2 str. 21), které jsou
pouzivany jako interkalatory do DNA a vykazuji vétsi intenzitu fluorescence [56].

Oxasinové slouceniny jako resorufin (Obr. 2 str. 21) vykazuji zajimavé redoxni
vlastnosti. Pii oxidaci na resazurin je jeho snadné redukce zpét na resorufin
vyuzivano pri testech na zZivotaschopnost bunék [57].

Dale pii zavedeni benzenu do struktury fluoresceinu nebo rhodaminu nastava
stejny bathochromni posun jako u naftofluoresceinu (Obr. 2 str. 21). Toto xanthenové
barvivo ma sice nizky Q, ale asymetrie zplisobenda zavedenim jen jednoho
benzenového kruhu je vyuzivana u fluorescencnich indikatorid, kdy sondy jako
seminaftofluorescein (SNAFL) a seminaftorhodafluor (SNARF-1) jsou pouZivany jako
pH senzory [58].

Jak zde bylo uvedeno jsou komerc¢né kdispozici Siroké Skaly barev
s charakteristickymi kvantovymi vynosy, extincnimi koeficienty a spektry pro témeér

jakékoliv fluorescencni aplikace.
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Obr. 2: Nejéastéji pouzivané fluorofory: Ciselné znalky fluorofort jsou v priise¢iku intensity jejich fluorescence

a emitované A pfi maximalni absorbci.

1.2.3. Principy fluorescen¢niho znaceni proteint
Pro pripravu proteinovych konjugati kovalentnimi znackami je tieba vzdy zvazit,
jaké modifikovatelné aminokyseliny v daném proteinu jsou k dispozici pro kovalentni

vazbu a jaka Cinidla mohou byt na tyto skupiny vazana.

1.2.3.1.  Reaktivni skupiny proteinii
Proteiny a peptidy jsou polymery aminokyselin obsahujici mnoho postrannich
retézcl. Tyto retézce, které mohou i nemusi byt prirozenou casti proteint, jsou poté
vyuzivany knapojovani riaznych molekul a proteini [28]. Postranni retézce
aminokyselin disponuji raznymi fyzikalné chemickymi vlastnostmi a na zakladé

reaktivity je lze rozdélit do nékolika trid:

21



1.2.3.1.1. Aminy
Patri mezi nejcastéjsi reaktivni skupiny proteint, zejména alifaticka e-aminoskupina
lysinu. V nékterych proteinech se vyskytuje bud’ jen jednou (napf. insulin), nebo
mnohem béZnéji v hojném poctu (napf. 36x v avidinu) [59]. Lysin vytvari stabilni

vazby s Sirokym spektrem reagencii (pKa =9,18) (4 ) [60].

protein—NH, + RX ——= protein—NHR + XH (4)

Ostatni aminy, jeZ jsou v proteinech reaktivni, mohou byt a-aminoskupiny
N-terminalnich aminokyselin. Na rozdil od e€-aminoskupiny lysinu jsou
a-aminoskupiny méné bazické a reaktivni okolo pH 7,0. Jsou ale také proteiny, jez
nemaji Zadnou volnou a-aminoskupinu (napft. cytochrom C nebo ovalbumin), jelikoZ

N-termindalni aminoskupina neni reaktivni z divodu jeji N-acylace [28].

1.2.3.1.2. Thioly
Thioly se vyznacuji pritomnosti siry v reaktivnich skupinach aminokyselin cysteinu,
cystinu a methioninu. Cystein obsahuje volnou thiolovou skupinu, jez je vice
nukleofilni nez aminy a je nejreaktivnéjsi skupinou v proteinu viibec ( 5 ). Proto jsou
schopny reakce i u skupin, které jsou vii¢i jinak dobfe reagujicim aminiim nereaktivni
(napf. pri neutralnim pH) [61].

Vétsina proteint je ale vazana disulfidovymi mustky, a proto je vhodné je rozvolnit
dithiothreitolem (DTT) a tim padem tyto aktivni  sulfthydrylové
skupiny zptistupnit [62]. V pripadé absence cysteinu, miiZe i methionin mimo jiné

reagovat s thiol-reaktivnimi slou¢eninami jako je napriklad iodacetamid.

H,N—protein—SH + RX —= H,N—protein—SR + XH (5)
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1.2.3.1.3. Fenoly
Hydroxylova skupina tyrosinii mliZe vytvaret estery nebo etherové vazby a jejich
aromaticky kruh muize podléhat reakcim, pri kterych dochazi ke spojeni reaktantd,
napf. diazoniovych soli, jezZ se nachazeji v blizkosti hydroxylové skupiny [63].
Modifikace tyrosini je spiSe pouzivana pri strukturnich studiich neZ p¥i specifickém
znaceni, jelikoZ jeho acetylace prinasi uzitecné informace o ucasti tyrosinu pri

vazebnych vlastnostech proteint [28].

1.2.3.1.4. Karboxylové kyseliny
Proteiny obsahuji karboxylové skupiny na C-terminalnim konci a na postrannich
retézcich aminokyselin aspartatu a glutamatu. Nizka reaktivita téchto skupin ve vodé
vétSinou zapricinuje obtizné vyuziti k selektivni modifikaci proteinti a ostatnich
biopolymerti. Vtéchto pripadech je mozné karboxylovou kyselinu prevést na
reaktivni ester za pouZziti ve vodé rozpustného karbodimidu, jenZ poté reaguje

s nukleofilnim reaktantem, jako napt. aminem nebo hydrazinem [64].

1.2.3.1.5. Ostatni aminokyseliny a jejich postranni retézce
Chemické modifikace na jinych aminokyselinovych skupinach nejsou ¢asto vyuZivany.
Guanidinova skupina argininu vyzaduje kvili svému pKa 12-13 tak drastické
podminky, Ze by témér vSechny proteiny byly denaturovany. Histidiny pak reaguji

s iodoacetaty [28], [65].

1.2.3.2. Hlavni ¢inidla urcena pro proteinovou modifikaci
Existuje Siroky vybér cinidel, jeZ jsou k dispozici k modifikaci proteint. Jsou to Casto
derivaty fluorofori (fluorescein, rhodamin, kumarin). Pro modifikaci je nutna znalost

typu reakci jednotlivych reaktivnich amino skupin a povaha chemické vazby [6].

1.2.3.2.1. Cinidla reagujici s aminy
Tyto cinidla reaguji s e-aminoskupiny lysinu a a-aminoskupinou ve vodnych i
nevodnych podminkach.
a) Reaktivni estery tvorici amidovou vazbu jsou predevsim NHS-estery [66]. Jak

uz bylo diskutovano vyse (1.2.2), jsou vysoce selektivni k alifatickym aminim.
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b)

Optimalni pH pro reakci ve vodném prostredi je 8,0-9,0 a produkty téchto
reakci jsou velmi stabilni. Prakticky kazda molekula obsahujici karboxylovou
kyselinu miZe byt preménéna na NHS-ester ( 6 ). Estery s lepsi rozpustnosti ve

vodé reaguji i se sulfonovymi skupinami [28], [67].

) o]
o) 0]
| > || >
protein—NH, + RC—O-N —= protein—NHCR + HO—N
4 4
o 0] (6)

[sothiokyanaty jako napf. nejvice pouzivany FITC (1.2.2) vytvaii s aminy
thiomocovinovou vazbu ( 7).

S

protein—NH, + RN=C=S —= protein—NHC—NH—R (7)

[sothiokyanaty jsou ve vodé vice rozpustné nez NHS-estery, jsou ale také
citlivé na alkalické prostredi a jejich optimalni pH pro reakci je 9,0-9,5. Velky
pocet fluorescencnich barviv, jako napi. kumariny, rhodaminy, se na proteiny
vazou prave pres jejich reaktivni isothiokyanaty [68].

Sulfonylhalidy se pouzivaji pro N-termindlni Dansyl-Edmanovo odbouravani,
protoZe jsou sice nestabilni ve vodé, ale tvori pevnou sulfonamidovou
vazbu ( 8) [69]. Casto pouZivana znacka ,Texaska ¢erven“ je sulfonyl chlorid a
vykazuje spektralni vlastnosti s nejdelSi vinovou délkou mezi amin reaktivnimi

¢inidly [33].

I I
protein—NH, + R—ﬁ—CI _— protein—NH—ﬁ—R + HCI
o o (8)
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1.2.3.2.2. Cinidla reagujici s thioly
Tato cinidla reaguji ve fyziologickych podminkach rychle a tvofi thioetherové
produkty:

a) Haloacetylové derivaty (jako fluoresceinové a rhodaminové iodacetamidy)
jsou nejcastéji pouzivanymi sulfthydrylovymi cinidly. Reak¢ni rychlost
iodoacetatu je v priméru dvojnasobna oproti reakci s bromoacetatem a
20-100 nasobna oproti chloroacetatu [70]. Thioethery vzniklé pii reakci
s haloacetamidy jsou velmi stabilni. Problém vznika pouze pri pouziti
iodoacetamidu, jenz je predevSim v roztoku fotosenzitivni [28].

b) Maleimidy jsou pouzitelné podobné jako iodoacetamidy a sice jako reaktanty
pro modifikaci thioli stim rozdilem, Ze jsou vice selektivni a nereaguji
s histidiny a methioniny [71], [72].

c) Ostatnimi Cinidly reagujicimi sthioly spodobnou reaktivitou jako
iodacetamidy jsou napi. bromomethylové derivaty. Monobromobiman a
monochlorobiman reaguji s glutationy a dalSimi thioly v bunikkach za vzniku

fluorescenc¢nich aduktd, jez slouzi ke kvantifikaci thiolti [73] (Obr. 2 str. 21).

1.2.4. Pouziti fluorescencniho znaceni proteinii

Fluorescentni znaceni proteini naSlo Siroké wuplatnéni v biologickych a
biochemickych aplikacich. Nasledujici priklady pouZiti fluorescenc¢niho znaceni jsou
jen malym vyctem pro velkou Skalu moZnosti pouZiti. Toto znaceni nachazi pouziti
zejména ve fluorescencni mikroskopii, protein- proteinovych interakcich, lokalizacich
proteini v burice, imunospecifickych detekcich, ligand-receptorovych interakcich,
fytochemii, atd. [6].

Derivaty fluoresceinu- maleimidy a iodacetamidy se pouzivaji ke znaceni
sulfhydrylovych skupin aminokyselin, zatimco FITC, NHS a sulfonylchloridy se
pouzivaji ke znaceni aminG [42]. FITC je také hojné pouzivan v pritokové
cytometrii [74]. Sensitivita fluoresceinu k pH byla mj. vyuzita jako indikatoru pfti
méreni vnitrobunécného pH [75].

Vazba rliznych typl chelatl na fluorescein poskytuje senzory pro biologicky
vyznamné ionty jako napriklad Zn?2+, Ca2*, Na*. Tyto fluorescencni indikatory tedy

mohou byt pouzity k méreni toku riiznych ionti a kvantifikovat jejich koncentrace
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v zivych bunikdch [24], [76]. Rhodaminy byly také pouZzity k vytvoreni indikatort
iontd jako Na*, Ca2+a ROS v bunkach [77], [78].

Kumariny jsou také uzitecné pro tvorbu enzymovych substratii. Rlizné derivaty
7-hydroxykumarinu mohou byt vyuZity ktestovani hydrolaz a dealkylaz [79].
Peptidové derivaty AMC jsou Casto pouzivany k méreni proteasové aktivity. AMC bylo
také zpracovano na pripravu substrati jinych enzymi vcetné deacetylaz a
esteraz [24]. BODIPY jsou vétSinou vyuZivany jako znacky a nepolarni charakter
téchto sloucenin umoznuje zaclenéni do lipofilnich sond [51].

Nékdy je téZ vyuZivana vazba biotin-avidin, jehoZ Kp~ 10-12. Biotin je vazan na
studovanou molekulu a detekce je poté provedena fluorescentné znacenym
avidinem [80].

Vroce 1989 byly syntetizovany isothiokyanatové derivaty cyaninovych barviv.
Barviva (konkrétné Cy5,8-ITC) méla maximalni absorbanci v IR a blizké IR oblasti
spektra a také vysoky extink¢ni koeficient. Inkorporaci dvou alkyl sulfonatovych
skupin do jejich struktury vzrostla jejich rozpustnost ve vodé. Isothiokyanatové
derivaty cyaninovych barviv vykazovaly daleko lepsi reaktivitu a vlastnosti
v porovnani s predchozimi fluoresceinovymi a rhodaminovymi cinidly [81].

Pfi porovnani kovalentniho a nekovalentniho znaceni za tielem pouZiti v analyze
HSA pomoci HPLC bylo pozoruhodné, Ze zatimco nekovalentni znaceni bylo rychlejsi
nez kovalentni a bylo vrozmezich fyziologického pH, kovalentni znaceni bylo vice
stabilni v podminkach vyskytujicich se pti méreni HPLC [82].

V posledni dobé zdlivodu univerzalnosti, citlivosti a vysoce vykonné detekce
vzrostl pocet pouzivanych nekovalentnich fluorescenc¢nich barviv jako napriklad ANS,

Bis-ANS, Nil-red, Thioflavin T [83].

1.3. Karboanhydratasy

Karbonické anhydratasy (CA) jsou vSudypiitomné metaloenzymy katalyzujici reakci
mezi COz a H20 za vzniku hydrogenuhlicitanu a protonu. VSechny tyto jednoduché, ale
nepostradatelné chemické latky jsou zapojeny do mnoha fyziologickych procest, jez
probihaji v organismech témér celého fylogenetického stromu (Bacteria, Archaea i

Eukarya). Ztohoto divodu je velké mnoZstvi téchto enzymi piitomno v mnoha
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tkanich nebo bunélnych kompartmentech [84]. Dnes je znamo jiz 5 geneticky
odli$nych rodin a-, -, y-, - a -CA.

Karboanhydratasa byla objevena u savci jiZz pred 80 lety, a sice jeji a-isoforma.
Uvedené enzymy byly intenzivné zkoumany, jelikoZ jejich unikatni vlastnosti mély
velky potencial pii 1é¢cbé onemocnéni, jak bude diskutovano v kapitole 1.3.2. Proto
jsou jiz skoro 60 let pouZivany sulfonamidy ovliviiujici aktivitu karboanhydratas [84].

Vlietech 1972 a 1975 byla postupné rozieSena Kkrystalova struktura lidské
karboanhydratasy I [85], [86]. Bylo zjiSténo, Ze protein ma jednu globularni doménu a
na jeho povrchu je lokalizovdano malé mnozstvi relativné kratkych a-helixti [87].
Sekundarni strukture dominuje deset f-listd, které jsou mirné pootoceny
v antiparalelni konformaci (Obr. 3 str. 28). Architektura aktivniho mista je dale

diskutovana v kapitole 1.3.2.

1.3.1. Klasifikace a vyskyt proteinti
U obratlovct, ale také u bakterii, fas a v cytoplasmé zelenych rostlin je zastoupena
hlavné a-isoforma. Isoforma 3 se nachazi hlavné v eubakteriich, v doméné Archea,
rasach a v chloroplastech jednodéloZnych i dvoudéloznych rostlin. y-isoforma je
zastoupena v doméné Archea a u nékterych bakterii, isoforma & se nachazi
v motskych rozsivkach, doméné Archea, rostlinach a eubakteriich.

U savci bylo isolovano nejméné 16 raznych o-isoforem nebo proteint
souvisejicich s CA. Tyto proteiny jsou distribuovany v rozdilnych tkanich, jako jsou
erytrocyty, ledviny, plice, gastrointestinalni trakt, jatra, centralni nervovy systém a
mnoho dalSich, a patii mezi né: 4 membranové vazané (CA-1V,CA-IX, CA-XII, CA- XIV),
mitochondrialni forma (CA-V), sekretovany isoenzym (CA-VI) a CA I-III, CA-VII, jeZ

jsou cytoplasmatickymi formami [88].

1.3.2. Katalytické mechanismy karboanhydratas
CA jsou znamy jako ucinné katalyzatory reverzibilni hydratace CO: za vzniku
hydrogenuhlic¢itanu (Obr. 3 str. 28) [88]. Tyto reakce se tykaji dychani a transportu
CO2 a hydrogenuhli¢itanu v metabolismu tkani a plic, pH a CO2 homeostazy, sekretu
elektrolytli vtéchto tkanich a biosyntetickych reakci (napi. glukoneogenese,

lipogenese a tvorba mocoviny), kalcifikace (u Zivocichii), CO; fixace (u rostlin a fas) a
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mnoho dalsich fyziologickych nebo patologickych procest. U Zivocichi je CA hlavni

slozkou hydrogenuhli¢itanového pufru krve a lze vyjadrit rovnicemi (9 ), (10).

H;O

EZn*—OH + CO; « EZn"—HCO; <> EZn*—O0OH, + HCO;y (9

EZn*—OH, < EZn"—HO + H'
(10)

Vysoce univerzalni a-isoformy jsou schopny katalyzovat dalSi hydrolytické procesy.
Katalyticky mechanismus o-CA je vSeobecné znam. Aktivni centrum obsahuje Zn2+
ionty, které jsou pritomny ve vSech a-CA a jsou esencialni pro katalyzu. lont Zn?+, jenZ
se nachazi v 15 A hlubokém aktivnim centru, je koordinovan tfemi histidinovymi
zbytky (His94, His96 a His119) a molekulou H20 nebo OH- iontem. Zn2+* vazana voda
tvori vodikové vazby s hydroxylovou skupinou threoninu (Thr199), ktery je vazan na
karboxylovou skupinu glutamatu (Glul06). Tyto interakce zvySuji nukleofilni
charakter molekuly a spravné orientuji substrat (CO2). Aktivni formou enzymu je Zn?2+
snavazanym OH- Tento silny nukleofil poté atakuje COz, jenZ se dostava do
hydrofobni kapsy. V pripadé isoenzymu CA-II je hydrofobni kapsa tvorena
aminokyselinovymi zbytky valinli a
leucinu (Val121, Val143, Leul98) a
umoznuje tvorbu hydrogenuhlic¢itanu
koordinovaného k iontu Zn?2*.
HydrogenuhliCitan je poté nahrazen
molekulou H20 a uvoliluje se do
roztoku, coz vede ke tvorbé Kkyselé
formy  enzymu s koordinovanou

molekulou vody na Zn?*. Pro

regeneraci zakladni formy enzymu

dochazi k prenosu H* bud za pomoci

zbytku  histidinu  (napt.  His64) Topr.3: struktura lidské karboanhydratasy I (hCA-I)

umisténého na vstupu do aktivniho Vkomplexu se substratem - hydrogenuhli¢itanem [89]
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mista nebo pritomnosti pufru v médiu. Pro 3 a y-CA je tento mechanismus podobny,
ackoliv nékteré B-isoformy nemaji H20 koordinovanou siontem kovu [88]. Velmi
dobrymi inhibitory CA jsou sulfonamidy s obecnym vzorcem RXSO:NH2, kde X = O,
NH nebo neni pritomen a R je vétSinou arylova skupina.

Na inhibici téchto enzymu jsou zaloZeny jednotlivé farmaceutické pripravky.

Ucinkuji takto hlavné diuretika, antikonvulsiva, 1éky proti glaukomu, obezité nebo

protinadorové latky [84].

1.3.3. Fyziologicka funkce proteinu
VsouCasné dobé je za jedinou fyziologickou reakci katalyzovanou
karboanhydratasami povazovana CO; hydratace/HCO3  dehydratace. U obratlovct se
izoenzymy I, II a IV dcastni respirace a regulace acidobasické homeostasy. Tyto
procesy zahrnuji jak transport CO2/HCO3 mezi tkanémi, tak exkre¢ni procesy
v plicich a ledvinach, zprostiedkované eliminaci CO; v kapilarach a plicnich sklipcich,
eliminaci H* iontli vrendlnich tubulech a sbérnych kandlcich jakoZ i reabsorbci
HCOs-. Karboanhydratasa Il se rovnéz podili na vyvoji kosti a funkcich jako je
diferenciace osteoklasti. Karboanhydratasy se podileji na sekreci elektrolyt
v mnoha jinych tkanich a orgdnech jako napi. produkce slin, Zalude¢nich kyselin,
zluci, pankreatickych $tav a transportu ionti ve stievech. Nachazi se tedy predevsim
v erytrocytech a gastrointestindlnim traktu. Isoenzymy IlaV jsou zapojeny do
dilezitych metabolickych procesti, jelikoZ poskytuji hydrogenuhli¢itan pro
glukoneogenezi, de novo biosyntézu mastnych kyselin nebo syntézu

pyrimidinovych basi [88].
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2. Cile prace

e Priprava rekombinantni karboanhydratasy (hCA-I)

e Studium ovlivnéni enzymové aktivity hCA-1 vzavislosti na mife

fluorescencniho znaceni
e Studium struktury hCA-I po vazbé fluoresceinu pomoci NMR spektroskopie

e Analyza produktl vzniklych po vazbé fluoresceinu na hCA-I pomoci

ESI FT-ICR MS

e Studium lokalizace jednotlivych fluorescenc¢nich znacek kovalentné vazanych

na e-aminoskupiny lysint
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3. Material

3.1. Laboratorni material a pristroje

Analytické vahy AL54-IC
Analytické vahy AL] 220-4
Automatické pipety
Automatické pipety
Centrifuga Avanti ]J-26 XP

Centrifuga Induction Drive Centrifuge, ]-6 M

Centrifuga Spectrafuge 16M

Centrifuga MiniSpin

Ctecka desticek Safire?

Dialyzac¢ni kolonky 3 500 MWCO
Plastové zkumavky

Gely NuPAGE 4 - 12 % Bis-Tris
Hmotnostni spektrometr ULTRAFLEX III
Hmotnostni spektrometr APEX-Qe Ultra
HPLC systém Agilent 1 200

HPLC systém BioSys 510

[luminator BTS-20.LS

Kolona MAGIC C18-AQ (0,02 x 1,5 cm)
Kolona Ni - Sepharose 6 FF10/100
Kolona Superdex 200 10/300 GL
Centrikon Amicon® Ultra-15
Magnetické michacky MM 2A

Kolonka Peptide Microtrap (0,1x0,8 cm)
Kolonka Peptide Macrotrap (0,3 x 0,8 cm)
Mikrostrikacka, 500 pl

Mikrotitracni desticky

Mikrozkumavky (V = 1,5 ml; 0,5 ml)
Mini-centrifuga Rotilabo®

Mrazici box (-80 °C) Ultra Low

Mettler Toledo, CR

Kern, Némecko

Gilson, USA

Eppendorf, Némecko
Beckman Coulter, USA
Beckman Coulter, USA
Labnet, USA

Eppendorf, Némecko
Tecan, Svycarsko

Thermo Scientific, USA
Biologix Plastics Co., Cina
Invitrogen, USA

Bruker Daltonics, USA
Bruker Daltonics, USA
Agilent, USA

Beckman Coulter, USA
UVlItec, UK
MichromBioresources, USA
GE Healthcare, UK

GE Healthcare, UK
Millipore, USA

Laboratorni pristroje Praha, CR
Michrom Bioresources, USA
Michrom Bioresources, USA
Hamilton, Svycarsko

Nunc, Dansko

Trefflab, Svycarsko

Carl Roth®, Némecko
Revco, USA
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Mrazici box (-20 °C)

Napdjeci zdroj MP-250V

Napdjeci zdroj ECPS 3 000/150

pH metr ®200

Predvazky HF-1 200G

Souprava pro elektroforézu

Souprava pro elektroforézu X-Cell Sure Lock
Spektrofotometr DU-70

Sterilni filtr, 0,2 um

Termoblok

Termostat BT 120M

Trepacka

Trepacka na zkumavky BigGer Bill
Ultrazvukova lazen Sonorex

Ultrasonic Homogenizer 4 710

Vakuova odparka Speedvac RC1010
Vakuova odparka Savant SPD 121P Speedvac
Vodni lazen

Vortexovy mixér

Zdroj deionizované vody MilliQ Académic

3.2. Chemikalie

Acetonitril (LC-MS grade)

Agar

Agarosa

Akrylamid

Ampicilin

Azid sodny

BSA

CCA (a-kyano-4-hydroxyskoricova kyselina)
Coomassie Brilliant Blue R-250

Siran méd'naty pentahydrat

Zannusi, [talie

Major Science, USA
Pharmacia, Svédsko

Beckman Coulter, USA

AND, USA

Bio-Rad, USA

Invitrogen, USA

Beckman Coulter, USA
Whatman, USA

Grant, UK

Laboratorni pfistroje Praha, CR
Sanyo Gallenkamp Ltd., UK
Thermolyne, USA

Bandelin, Némecko
Cole-Parmer Instrum. Co., USA
Jouan, Francie

Thermo Fisher, USA
Memmert, Némecko

VELP Scientifica, Italie
Millipore, USA

Merck, Néemecko

Oxoid, USA

Serva, Némecko
Sigma-Aldrich, CR
Sigma-Aldrich, CR
Sigma-Aldrich, CR

New England Biolabs, USA
Sigma-Aldrich, CR

Serva, Némecko

Lach-Ner, CR
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DMSO

DNA marker 1 kb

DTT

Ethanol

Ethidium bromid
4-Ethylmorfolin

Glukosa

HEPES

Chlorid hotecnaty

Chlorid sodny

Imidazol

Dihydrogenfosfore¢nan draselny
IPTG

[sopropanol

Jodacetamid

Kvasni¢ny extrakt (autolyzat)
Kyselina octova

Kyselina octova (LC-MS grade)
2-merkaptoethanol

Siran hotecnaty

I5NH4Cl

Dihydrogenfosforecnan sodny monohydrat
Hydrogenfosforecnan disodny dodekahydrat
NHS-fluorescein
N,N’-methylen-bis-akrylamid
PNPA

SDS

Standard pro gradientovou elektroforézu
Standardy pro SDS-PAGE

TCEP

TEMED

TFA (LC-MS grade)

Sigma-Aldrich, CR
New England Biolabs, USA
Sigma-Aldrich, CR
Lach-Ner, CR
Sigma-Aldrich, CR
Sigma-Aldrich, CR
Lach-Ner, CR
Serva, Némecko
Lach-Ner, CR
Lach-Ner, CR
Fluka, Svycarsko
Lach-Ner, CR
Sigma-Aldrich, CR
Lach-Ner, CR
Sigma-Aldrich, CR
Oxoid, USA
Lach-Ner, CR
Merck, Némecko
Sigma-Aldrich, CR
Lach-Ner, CR

Cambridge Isotope Laboratories, VB

Lach-Ner, CR
Lach-Ner, CR

Thermo Scientific, USA
Sigma-Aldrich, CR
Sigma-Aldrich, CR
Jersey Lab Supply, USA
Invitrogen, USA

Serva, Némecko
Sigma-Aldrich, CR
Serva, Némecko

Sigma-Aldrich, CR
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Thiamin hydrochlorid

Tris

Trypton, pepton

Ultracista voda (LC-MS grade)
Siran zinecnaty

Ostatni chemikalie

3.3. Soupravy a vektory

JETSTAR 2.0 Plasmid Maxiprep Kit
pET-21a(+)

3.4. Enzymy a inhibitor proteas

DNAsa [ (2 000 U.mg1)
hCA-1(100-500 U.mg1)
HindIII (20 000 U.ml1)
lysozym (250 pg.ml-1)
Ndel (20 000 U.ml1)
PMSF (inhibitor proteas)
Trypsin (150 U.mg1)

3.5. Kompetentni bunky

kmen BL21(DE3) Gold genotyp: E. coli B F- ompT
hsdS(rB- mB-) decm+ Tetr gal A(DE3) endA Hte
kmen NovaBlue genotyp: E. coli endA1 hsdR17

(rK12- mK12+) supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac
F'[proA+B+ laclqZDM15::Tn10] (TetR)

Sigma-Aldrich, CR
Jersey Lab Supply, USA
Oxoid, USA

J.T.Baker, USA
Lach-Ner, CR
Lach-Ner, CR

Genomed, Némecko

Novagen, USA

Sigma-Aldrich, CR
Sigma-Aldrich, CR

New England Biolabs, USA
Sigma-Aldrich, CR

New England Biolabs, USA
Sigma-Aldrich, CR

Roche, §V}'/carsko

Stratagene, USA

Novagen, USA

34



3.6. Média

LB agar: 1,25 % agar v LB médiu

LB médium: 1 % bacto-trypton; 0,5 % kvasnicny extrakt; 1 % NacCl, pH 7,4

M9 minimalni médium (pro pripravu 1 000 ml média): 15,1 g Na;HPO4 .12 H20;
3,0 g KH2PO4; 0,5 g NaCl; 1,0 g 1°>NH4CL; 2 ml 1 M MgS04; 0,1 ml 1 M CaCly; 4 g glukosa;
1 ml 1 M thiamin hydrochlorid

3.7. Roztoky a pufry

10x NEB 2 pufr - komercné dostupny od firmy New England Biolabs

Cinidlo dle Bradfordové: 0,01 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250; 95 % (w/v)
ethanol; 85 % (w/v) kyselina fosfore¢na

Barvici roztok pro SDS elektroforézu: 45 % methanol; 10 % kys. octova;

0,25 % CBB R-250

Elektrodovy pufr pro gradientovou elektroforézu: NuPAGE® MES SDS Running
Buffer (20x)

Elektrodovy pufr pro SDS elektroforézu: 10 mM Tris-HCl; 20 mM glycin; 3,5 mM
SDS; pH 8,3

HEPES pufr: 10 mM HEPES; 150 mM NaCl; pH 7,5

Odbarvovaci roztok pro SDS elektroforézu: 10 % kyselina octova; 35 % ethanol
Pufr A pro afinitni chromatografii pro protein 15N-hCA-I: 50 mM NaCl; 1 mM
NaN3; 50 mM Na;HPO4; 1 mM imidazol; pH 7,5

Pufr B pro afinitni chromatografii pro protein 15N-hCA-I: 50 mM NaCl; 1 mM
NaN3; 50 mM Naz;HPO4; 200 mM imidazol ; pH 7,5

Promyvaci pufr (lyza¢ni pufr) pro afinitni chromatografii pro protein 15N-hCA-I:
50 mM NaCl; 1 mM NaN3; 50 mM Na;HPO4; pH 7,5

Pufr pro gelovou chromatografii 1>N-hCA-I: 40 mM fosfatovy pufr; 50 mM NacCl;
pH 6,2

Roztok 30 % akrylamidu: 29 g akrylamidu; 1 g N,N’-methylen-bis-akrylamid ve
100 ml H20

Roztok pro pripravu 1,25 % agarosového gelu: 0,75 g agarosy; 60 ml TAE pufru;
0,5 pg.ml-1 ethidiumbromidu
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TAE pufr (Tris-acetatovy pufr s EDTA): 40 mM Tris; 20 mM kyselina octova; 1 mM
EDTA; pH 8,0

2x vzorkovy pufr pro SDS elektroforézu redukujici: 100 mM Tris-HCI; 200 mM
DTT; 14 mM SDS; 3 mM bromfenolova modi; 2 M glycerol; pH 6,8

Vzorkovy pufr pro gradientovou elektroforézu: NuPAGE® LDS Sample Buffer (4x)
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4. Metody

4.1. Amplifikace syntetického genu phCA-I kodujici hCA-I
Expresni plasmid (phCA-I) pro ptipravu hCA-I byl na zakazku vyroben firmou
Shanghai Generay Biotech Co. Konstrukt byl navrZzen tak, aby kompletni sekvence
genu pro hCA-I (lidska karboanhydratasa I) mohla byt klonovana pomoci restrikcnich
endonukleas Ndel a HindIII do expresniho vektoru pET-21a (+).

Plasmid phCA-I o koncentraci 1 pg.ul-l byl poté transformovan do bunék E. coli
kmene NovaBlue i BL21(DE3) Gold.

4.1.1. Transformace kompetentnich bunék E. coli kmene

NovaBlue

Expresni plasmid phCA-I o koncentraci 1 pg.ul! byl rozpustén v 10 pl H20. Bylo
rozmrazeno 2x100 pl bunék E.coli kmene NovaBlue a 1 pl smési phCA-I byl
pipetovan do jednoho z alikvotd. Druhy alikvot byl pouZit jako negativni kontrola.
Bunky byly ponechany 30 min na ledu, poté byl proveden tepelny Sok pri 42 °C,
50 s ve vodni lazni pro prijmuti phCA-I a burniky byly opét 2 min ponechany na ledu.
Nasledné bylo k bunkam pridano 800 pl LB média bez antibiotik a bunky byly
inkubovany 1 hod pri 37 °C.

Po inkubaci byly bunikky 5 min centrifugovany pti 3 000xg, 700 ul supernatantu
bylo odebrano, bunikky byly resuspendovany ve zbylych 100 pl a vysety na agarové
misky s ampicilinem (150 pg.ml-1). Buniky byly dale inkubovany do druhého dne pfi

37 °C. VeSkera manipulace s burikami byla provedena asepticky nad kahanem.

4.1.2. Priprava plasmidové DNA metodou Maxiprep
Vybrané kolonie byly ockovany do LB média s obsahem ampicilinu (150 pg.ml1). Po
kultivaci do stacionadrni faze byly tyto kultury centrifugovany 15 min pii 6 000xg.
[zolace DNA byla provedena metodou MAXIPREP a k ni ur¢enému kitu JETSTAR 2.0
Plasmid Maxiprep Spin Kit. Sediment byl rozpustén ve 100 ul dH20 a ve vzniklém
roztoku byla spektrofotometricky stanovena koncentrace a Cistota izolované DNA
mérenim absorbance pii 260 a 280 nm. Koncentrace byla urcena zempirického

vztahu, kdy koncentrace 50 pg.ml-* DNA odpovida jednotkové absorbanci pri 260 nm.
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4.1.3. Restrik¢ni analyza syntetického genu phCA-I
Ptipravena plasmidovd DNA byla kontrolovana restrikéni analyzou. Reakéni smés
(Tab. 1) byla inkubovdna 2 hodiny pri 37 °C a nasledné analyzovana pomoci
agarosové elektroforézy. Agarosovy 1,25 % gel byl pripraven rozpusténim 0,75 g
agarosy v 60 ml TAE (1x) pufru a naslednym piidanim ethidium bromidu
(0,5 mg . ml1) pouzitého jako vizualiza¢ni ¢inidlo. Po restrik¢ni analyze byla DNA

uchovana v -20 °C.

Tab. 1: SloZeni reakéni smési urcéené Kk restrikéni analyze DNA

ziskané metodou Maxiprep

Slozka ‘ Objem (pl)
phCA-1 (1,2 pg. ™) 1
dd H,0 8
10x NEB 2 pufr 1
Ndel 0,3
Hindlll 0,3

4.2. Rekombinantni exprese 15N-znacené hCA-I

Pfed pripravou rekombinantni 15N-zna¢ené hCA-I byla nejdiive provedena

rekombinantni exprese neznacené hCA-I v LB médiu.

4.2.1. Transformace kompetentnich bunék E.coli kmene

BL21(DE3) Gold
Exprese proteinu byla provedena v bakteriich E.coli kmene BL21(DE3) Gold

s pouzitim plasmidu phCA-I, jehoZ soucasti je i kontrolovany T7 promotor. Analog
laktosy IPTG indukuje expresi T7 RNA polymerasy, ktera poté naseda na T7 promotor
a zajiSt'uje transkripci DNA prislusného rekombinantniho proteinu.

Transformace byla provedena stejnym zplsobem jako v pripadé transformace
kmene NovaBlue (4.1.1). Kmen BL21(DE3) Gold je urfen pro vysokou produkci
proteini. Jako antibiotikum byl pouzit ampicilin (150 pg.ml1).
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4.2.2. Selekce produké¢niho klonu

Kolonie kmene BL21(DE3) Gold byly jednotlivé ockovany do 4x2 ml M9 minimalniho
média (Tab. 2) s obsahem ampicilinu (150 pg.ml1). Kultury byly inkubovany
v tfepacce pres noc do stacionarni faze pti 37 °C, 220 RPM.

Druhy den byly kultury pouzity k selekci produkéniho klonu za ticelem potvrzeni
uspésnosti transformace a nalezeni klonu produkujici protein v nejvétSim mnozstvi.
Do sterilnich zkumavek s 8x2 ml cCerstvého M9 minimdalniho média s ampicilinem
bylo pipetovano 50 pl této kultury. Dvojice zkumavek byly vZdy oznaceny ,+” a ,-“. Po
inokulaci byly kultury 1,5 hod kultivovany do exponencidlni faze v tiepacce pti 37 °C
do OD=0,8 pri 600 nm. Poté byla teplota snizena na 30 °C a kultury oznacené ,+“ byly
indukovany 1 mM IPTG a 0,5 mM ZnSO.. Kultury byly dale kultivovany pri 30 °C,
220 RPM dalsi 3 hodiny a po uplynuti této doby byl odebran 1 ml z kazdé zkumavky.
Kultury byly sklizeny 10 min centrifugaci pri 15 000xg a proteiny analyzovany
pomoci SDS elektroforézy (4.5.1).

Tab. 2 Slozeni M9 minimalniho média (dle originalniho navodu firmy Promega)

‘ Slozka Mnoistvi
Na,HPO, .12 H,0 15,1g
KH,PO, 30¢g
NaCl 05¢g
PNH,CI 10g
Ampicilin (150 pg.ml™) 1 000 pl
1 M MgSO, 2ml
1 M CaCl, 0,1 ml
40 % glukosa 10 ml
1 M thiamin hydrochlorid 1ml

4.2.3. Velkoobjemova produkce
Kultury s nejvétSim mnozstvim exprimované hCA-I byly pouZity k velkoobjemové
produkci. Kultury nachazejici se ve stacionarni fazi ristu byly pipetovany v mnozstvi
2x500 pl do 2x500 ml sterilnfho M9 minimalniho média s ampicilinem a obsahem

I5SNH4Cl jako jedinym zdrojem dusiku (Tab. 2). Dale byly kultury kultivovany
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do ODsgo= 0,8 pii 37 °C, 220 RPM. Po dosazeni exponencidlni faze rlstu byla sniZzena
teplota na 30 °C, bunky byly indukovany 1 mM IPTG a 0,5 mM ZnSO4 a ponechany
rist pres noc pri 30 °C. Po produkci byly kultury 10 min centrifugovany pti 6 000xg a
sedimenty s produkovanym proteinem pouzity pro pripravu bakteridlniho lyzatu

urc¢eného na purifikaci pomoci chromatografickych metod.

4.3. Priprava bakterialniho lyzatu urceného k separaci

chromatografickymi metodami

Sedimenty obsahujici 1°N-hCA-I byly resuspendovany v 15 ml lyzacéniho
(promyvaciho) pufru s obsahem 50 mM Na;HPO4 (pH 7,5); 1 mM NaNza 50 mM NacCl.
Do suspenze byl ptfiddn 1 mM PMSF a lysosym (250 pg.ml1) a smés byla 15 min
inkubovana pfi 25 °C. Buné¢na suspenze byla kratkymi pulsy sonikovana 5 min na
ledu a nasledné kni bylo pfiddno 5 ul DNAsyl a 400 ul 1M MgCl, a smés byla
inkubovana 20 min pfti laboratorni teploté. Po 15 min centrifugaci pii 45 000xg byl
vznikly supernatant s obsahem 1°N-hCA-I prefiltrovan pres bakteriologicky filtr a

pouZit na purifikaci pomoci technologie IMAC.

4.4. Chromatografické metody

Separace byly provedeny na pristroji HPLC BioSys 510 za pouZiti afinitni a gelové
chromatografie. Detektor zaznamenaval hodnoty absorbance pii A = 280 nm. Afinitn{
chromatografie déli proteiny na zakladé jejich ligandii vazajicich se na nosic. Gelova
chromatografie déli proteiny na zakladé jejich velikosti. Jednotlive frakce byly jimany
do plastovych zkumavek, analyzovany SDS-PAGE (4.5.1) a uchovany pfti 5 °C. Kolony
byly vZdy po ukonc¢eni metody promyty 20 % ethanolem.

4.4.1. Afinitni chromatografie - IMAC
Pro purifikaci pomoci IMAC byla pouZita kolona Ni Sepharose 6FF 10/100 (Kolona
Ni-NTA, ve které je sorbentem nitriltrioctova kyselina tvorici chelat s
ionty Ni2*). [onty Ni2* byly vyménény za ionty Cu?* pouZzitim roztoku EDTA a nasledné

CuS04. Vyména iontl byla provedena Mgr. Danielem Rozbeskym.
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Supernatant s obsahem exprimované >N-hCA-I byl filtrovan pres bakteriologicky filtr
a nanesen na kolonu. Po ekvilibraci pufrem A s obsahem 50 mM Na;HPO4 50 mM
NaCl, 1mM NaN3 a 1 mM imidazolem (pH 7,5) byla Fo frakce jimana do plastové
zkumavky.

Navazany enzym byl eluovan linedrnim gradientem imidazolu v rozmezi od 1 mM
do 200 mM po dobu 45 min a p¥i pratokové rychlosti 1 ml.min-L. Eluce proteinu byla
monitorovana na priitokovém fotometrickém detektoru pti vinové délce 280 nm.

Frakce obsahujici 1>N-hCA-I byly dale purifikovany gelovou chromatografii.

4.4.2. Gelova chromatografie
Pro purifikaci pomoci gelové chromatografie byla pouZita kolona
Superdex 200 10/300 GL. Mobilni fazi byl vtomto pripadé 40 mM fosfatovy pufr;
50 mM NaCl (pH 6,2). Jednotlivé frakce z kolony Ni Sepharose 6FF 10/100 (Ni-NTA)
byly naneseny Hamiltonovou stiikackou o objemu 500 pl a eluce proteinu probihala

60 min pfi priitokové rychlosti 0,4 ml.min-1.

4.5. Elektroforetické metody

Elektroforetické metody byly pouzity za uUcCelem kontroly odpovidajici velikosti
proteini a pro kontrolu jejich Cistoty. Z gelu gradientové elektroforézy byly izolovany
proteinové zony, jelikoZ jsme chtéli ovérit lokalizaci modifikovanych lysini
fluoresceinem a také za ucelem potvrzeni, zda pii této modifikaci nevznikaji dimery
nebo dalsi supramolekularni struktury. SDS-PAGE diskontinudlni elektroforéza byla
provedena na soupravé od firmy Bio-Rad, gradientova elektroforéza na soupravé

X-Cell Sure Lock od firmy Invitrogen.

4.5.1. Diskontinualni elektroforézav 15 % polyakrylamidovém

gelu- SDS-PAGE
Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu byla provedena s piidavkem SDS
(dodecylsulfatu sodného), jenZ byl pouzit jako denaturacni Cinidlo a zaroven
proteiniim udaval i zaporny naboj. Nejdiive byl zvlast pripraven 15 % separacni a

5 % zaostrovaci gel (Tab. 3 str. 42). Separacni gel byl nanesen mezi 2 utésnéna skla a
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prevrstven vodou. Po zpolymerovani byl prevrstven 5 % zaostfovacim gelem. Byly
vytvoireny jamKy pro aplikaci vzork, skla byla umisténa do aparatury a prevrstvena
elektrodovym pufrem.

Vzorky pro elektroforézu byly smiseny se vzorkovym pufrem (2x) s pridanim DTT
(dithiothreitolu), denaturovany 5 min pii 100 °C a dalSich 5 min centrifugovany pfi
13 000xg. Po naneseni vzorkil a standardu molekulovych hmotnosti do jamek byla
aparatura pripojena ke zdroji stejnosmérného napéti 200V. Pro vizualizaci a
vyhodnoceni jednotlivych proteinovych frakci byly gely 10 min barveny barvicim
roztokem obsahujicim CBB R-250 a dale odbarvovany nékolik hodin, neZ byly

ziretelné vidét jednotlivé zény proteinu.

Tab. 3: SloZeni 15 % separacniho a 5 % zaostiovaciho gelu na 2 gely (2x 5 ml)

15 % separacni gel 5 % zaostrovaci gel

dH,0 2,3 dH,0 1,4
30 % acrylamid mix 5,0 30 % acrylamid mix 0,33
1,5 M Tris (pH 8,8) 2,5 1,0 M Tris (pH 6,8) 0,25
10 % SDS 0,1 10 % SDS 0,02
TEMED 0,004 TEMED 0,004
10 % APS 0,1 10 % APS 0,02

4.5.2. Gradientova elektroforéza v polyakrylamidovém

gelu-NuPAGE

Gradientova elektroforéza byla provedena sjiz pripravenymi 10 jamkovymi gely
NuPAGE 4-12% Bis-Tris, které byly vloZeny do aparatury a prevrstveny
elektrodovym pufrem. Pro kazdou jamku bylo smiseno 15 pl vzorku proteinu s 5 pl
vzorkového pufru bez pridavku DTT.

Vzorky byly 5 min denaturovany pii 90 °C a centrifugovany 5 min pti 13 000xg.
Takto pripravené vzorky byly dale pipetovany do jamek a elektroforéza probihala
pti 200 V. Po 30 min, kdy zény s bromfenolovou modii doputovaly na spodni okraje
geld, byly gely 10 min barveny barvicim roztokem sobsahem CBB R-250 a dale

nékolik hodin odbarvovany odbarvovacim roztokem.
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4.6. Stanoveni koncentrace proteini metodou dle

Bradfordové

Pro stanoveni koncentrace proteinu 1>N-hCA-I z jednotlivych frakci ziskanych gelovou
chromatografii byla pouZita metoda dle Bradfordové.

Na mikrotitracni desticku bylo nejdrive v dubletech pipetovano 5 pl standardu
s komerc¢né dostupnou hCA-I fedénou HEPES pufrem ve zvySujicich se koncentracich:
0;0,1;0,2;0,3; 0,4; 0,5 mg.ml-L.

Do dalSich jamek byly z jednotlivych frakci po 5 pl pipetovany dublety jednotlivych
fedénych (10x) vzorkil proteind 15N-hCA-I. Nasledné bylo ke standardiim i vzorkiim
pipetovano 200 pl ¢inidla Bradfordové a smési byly inkubovany 5 min pfti 25 °C.

Na cCtecce desticek Safire? byla mérena absorbance pri vinové délce A = 595 nm.
Tato absorbance byla vynesena do grafu jako zavislost na koncentraci jednotlivych
standardi hCA-I. Z jejich kalibra¢ni kiivky byla urcena koncentrace jednotlivych
vzorkdi 15N-hCA-I. Cinidlo Bradfordové obsahuje CBB G-250, jenZ se v kyselych
podminkach vaze na bazické aminokyseliny, predevSim arginin, pricemZz se diky

posunu jeho absorp¢niho maxima zméni barva ¢inidla z hnédé na modrou.

4.7. Priprava 15N-hCA-I pro NMR méreni

Jednotlivé frakce proteinti 1°N-hCA-I se stanovenymi koncentracemi dle Bradfordové
(4.6) byly smiseny a redény pomoci fosfatového pufru (3.7) na vyslednou koncentraci
0,2 mg.ml1, ktera odpovidala pociatecnim podminkdm pro méfeni Kkinetickych

experimenti (4.9).

4.7.1. Fluorescenc¢ni znaceni proteinu vazbou NHS-fluoresceinu
Pro vazbu NHS-fluoresceinu bylo vyprodukovano 107 ml 15N-hCA-I o koncentraci
0,2 mg.ml-l. Toto mnoZstvi bylo rozdéleno do 5 kddinek. Ke vzorkiim ve ctyfech
kadinkach byl pipetovan roztok NHS-fluoresceinu ve zvySujicim se molarnim
nadbytku (Tab. 4 str. 44). Podobné jako pri méreni relativni enzymové aktivity
(Tab. 5 str.45), byl zbyly vzorek bez pridavku nemodifikovaného NHS-fluoresceinu
(wild type) rovnou ptipraven pro zahusSténi a nasledné méreni TROSY spekter 2D

NMR. Po 2 hod, kdy probéhla reakce, byly roztoky svazanym fluoresceinem
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zahustény na koncentraci 10 mg.ml! a nasledné pti 25 °C méreny 'H-15N TROSY NMR
spektra na spektrometru Bruker Avance III 600 MHz, disponujicim TCI kryosondou.

Ziskana NMR data byla zpracovana a analyzovana za pouziti NMRPipe softwaru.

Tab. 4: Objem roztoku NHS-fluoresceinu poti‘ebny ke znaceni rekombinantné pripravené 15N-hCA-I

F = NHS-fluorescein wt = wild type (bez pifidavku NHS-fluoresceinu)

‘Molérm’ nadbytek F ‘ wt ‘ 5x 10x 50x ‘ 100x ‘
Celkova koncentrace Cinidla [mg.ml'l] 0,2 1,0 1,0 10,0 10,0
Objem F [ul] 0,0 346,5 | 693 346,5 | 693

4.7.2. Zahustovani proteinu

ZahuStovani proteinu bylo provedeno centrikonem Amicon Ultra. Centrikony byly
uchovany ve 4 °C v1 mM NaNs. Proteiny byly centrifugovany 20 min pti 2 000xg,
25 °C na centrifuze J-6 M. Opakovanou centrifugaci byly frakce s obsahem 1>N-hCA-I

zahustény na konecny objem 450-500 pl o vysledné koncentraci 8-10 mg.ml-1.

4.8. Dialyza

Pro odstranéni nenavazaného fluoresceinu byla provedena dialyza rekombinantné
pripraveného 15N-hCA-I vchladové mistnosti pii 4 °C. Protein naneseny na
mikrokolonku byl dialyzovan za stdlého michani 2x3 hodiny proti 2x2 litrim 40 mM

fosfatového pufru; 50 mM NacCl (pH 6,2), ve kterém byl protein ptivodné redén.

4.9. Méreni relativni aktivity hCA-I

Tyto kinetické experimenty byly ze statistickych diivodl provedeny pétkrat a méreni

bylo realizovano vzdy v tripletech.

4.9.1. Vazba NHS-fluoresceinu na hCA-I

Komerc¢né dostupna hCA-I o zasobni koncentraci 4 mg.ml-! byla fedéna na finalni

koncentraci 0,2 mg.ml-1. Redéni pro zvysujici se molarni nadbytky NHS-fluoresceinu
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bylo provedeno do jednotlivych mikrozkumavek pomoci HEPES pufru (Tab. 5).
Konec¢ny objem hCA-I v jedné mikrozkumavce byl 100 pl.

NavaZenych = 10 mg NHS-fluoresceinu bylo rozpusténo v potifebném mnoZstvi
DMSO tak, aby finalni koncentrace byla presné 70 mg.ml-1. Po vytvoreni redici rady
70, 40, 10 a 1 mg.ml! bylo toto vypocitané mnoZstvi NHS-fluoresceinu pipetovano
k hCA-I. Z dtivodu zavislosti absorbance na objemu bylo nutné tento objem korigovat
na stejnou hodnotu priddnim HEPES pufru (Tab. 5). NHS-fluorescein poté reagoval 2
hod s hCA-I pfti 25 °C.

Tab. 5: Objemy a koncentrace vychozich roztoki pro fluorescené¢ni zna¢eni hCA-I

F = NHS-fluorescein, wt = wild type (nemodifikovana hCA-I bez piidavku NHS-fluoresceinu)

Oznaceni vzorku
Moldrni nadbytek F wt 5x | 10x | 50x | 100x | 300x | 500x | 1000x
Celkova koncentrace 0,2 1,0 | 1,0 | 10,0| 10,0 | 40,0 | 40,0 | 70,0
¢inidla [mg.ml™]
Objem F [ul] 0,0 1,65|3,30(1,65| 3,30 | 247 | 4,12 | 4,71
Korekce na objem [ul] 4,71 | 3,06 1,41 |3,06| 1,41 | 2,24 | 0,59 0,0

4.9.2. Méreni enzymové aktivity hCA-I
Z jednotlivych zreagovanych smési NHS-fluoresceinu s hCA-I bylo pipetovano 3x20 pl
do 96 jamkové desticky (Tab. 6 str. 46). Dalsich 15 ul bylo pouZito na detekci pomoci
gradientové SDS elektroforézy (4.5.2) a zbyvajici mnozZstvi bylo pouZito na méreni
molekulovych hmotnosti pomoci ESI FT-ICR MS (4.10.1).

NavaZenych = 20 mg substratu PNPA bylo rozpusténo v 1 ml AcN. Po rozpusténi
byla smés prilita k 9 ml HEPES pufru a ihned pipetovana k roztokiim v 96 jamkové
desticce za pomoci multikanalové pipety do jamek. Rychlym pipetovanim roztoku
substratu o objemu 80 pl bylo umozZnéno véasné méreni, diive neZ zacalo dochazet k
nezadoucimu rozpadani substratu.

Pomoci ctecky desticek Safire? a programu XFluor Safire II byla pfi 384 nm
po dobu 30 min mérena absorbance isosbestického bodu dvou produktt pii rozkladu
substratu. Data byla vyhodnocena v programu Origin a Excel a z nich bylo poté moZné
urcit relativni enzymovou aktivitu k aktivité nemodifikovaného proteinu v zavislosti

na molarnim nadbytku NHS-fluoresceinu.
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Tab. 6: RozvrzZeni ¢inidla na 96 jamkové desticce:

S = substrat PNPA

|
A ‘ 0x 5x 10x 50x% 100x 300x
B ‘ 0x 5x 10x 50x 100x 300x
C ‘ 0x 5x 10x 50x 100x 300x

2
E ‘ 0x 5x 10x 50x 100x 300x
J 0x 5x 10x 50x 100x 300%
G ‘ 0x 5x 10x 50x 100x 300x
H ‘ 80uS | sowls | souls | sows | soplS | sousS

4.10. Hmotnostni spektrometrie

Kontrola rozsahu modifikace hCA-I fluoresceinem byla provedena na hmotnostnim
spektrometru FT-ICR APEX-Qe Ultra. Ioniza¢ni technikou byl vtomto piipadé
elektrosprej (ESI) a data byla analyzovana iontovou cyklotronovou rezonanci
s vyuzitim Fourierovy transformace (FT-ICR).

Kontrola vzorkii pred LC-MS analyzou byla provedena na hmotnostnim
spektrometru s prilletovym analyzatorem ULTRAFLEX IIl. Vtomto pripadé byla
pouzita ionizacni technika MALDI.

Hmotnostni spektrometrie byla pouzita pro lokalizaci vazby fluoresceinu na
jednotlivé aminokyseliny, kontrolu kvality proteinu a ovéreni jeho monoisotopovych

hmotnosti.

4.10.1. Rozsah modifikace hCA-I a potvrzeni jeji presné

monoisotopové hmotnosti
Smés proteinu s navazanym fluoresceinem (20 pl) bylo nutné odsolit pred
ESI FT-ICR MS analyzou.

Do soupravy na odsoleni vzorkii byla vloZena proteinova kolonka MicroTrap
uchovavana v 50 % AcN. Tato kolonka funguje jako HPLC na reverzni fazi. Roztoky
byly nanaSeny pomoci Hamiltonovy strikacky. Kolonka byla promyta 3x500 pl
roztokem 80 % AcN a 5 % HAc, dale byla ekvilibrovana 2x500 pl roztokem 5 % HAc.
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Smés proteinu s fluoresceinem byla nanesena na kolonku spolu se 100 pl roztoku
5% HAc. Takto navazany protein byl odsolen pouzitim 1x500 pl5 % HAc a
2x500 ul 5% HAc a 10 % AcN. Tato smés (10% AcN a 5% HAc) byla pouzita
z diivodu odstranéni nevazaného fluoresceinu. Protein byl uvolnén do Cisté
mikrozkumavKky eluci o objemu 50 ul 80 % AcN + 5 % HAc.

Po analyze na hmotnostnim spektrometru byla méfena data dekonvoluovana

metodou SNAP [90] a zpracovana v programu DataAnalysis 4.0.

4.10.2. Lokalizace vazby fluoresceinu na hCA-I
Pro studium vazby byl vybran 10x molarni nadbytek fluoresceinu. Pfi tomto
nadbytku byl vytéZek reakce nejvétsi (Obr. 12 str. 58) a soucasné dochazelo
k nejmensimu ovlivnéni relativni aktivity enzymu (Obr. 10 str. 56). K pocatecni
koncentraci 0,2 mg. ml-1 a mnozZstvi 100 pg proteinu bylo pipetovano 1,65 pl roztoku
NHS-fluoresceinu (10 mg.ml-1). Reakce byla provedena v tripletu. Soucasné jako
kontrola byl pipetovan dalsi triplet roztokii s nemodifikovanym enzymem. Po
probéhnuti reakce byla provedena SDS-PAGE gradientova elektroforéza (4.5.2).
Proteinové zdny byly skalpelem vyriznuty z gelu a nakrajeny na kosticky o velikosti
cca 0,2 mm. Po vloZeni do mikrozkumavek k nim bylo pipetovano 100 ul AcN a 100 pl
N-ethylmorfolinoacetatového pufru (100 mM, pH 8,5). Po odbarveni gelu a odebrani
smési AcN a N-ethylmorfolinoacetatového pufru bylo ke kostickdm pipetovano
200 pl AcN pro dehydrataci. Po 5 min sonikaci byl AcN odebran a ke gelu bylo
pipetovano 50 pl 50 mM roztoku TCEP. Nasledovala 10 min inkubace pri 90 °C. Po
odebrani TCEPu byly kosticky opét vysuSeny 200 pul AcN, vortexovany a po odebrani
AcN byl pridan iodacetamid (50 pl 50 mM), jako alkyla¢ni ¢inidlo pripadnych
rozruSenych S-S mistkid. Inkubace probéhla 30 min ve tmé a iodacetamid byl
odebran. Dale probihalo promyvani pufri, soli a SDS, pti kterém bylo vzdy pridano
100 pl AcN. Smés byla 5 min sonikovana, odstranéna kapalnd cast a pridano
100 pl H20. Znovu probéhla 5 min sonikace a odebrani H20. Uvedené promyvani bylo
provedeno celkem 3x po sobé. Na zavér bylo ke gelu pipetovano 50 pl 50 % AcN.
V zapéti byl roztok AcN odebran a gely byly vysuSeny na vakuové odparce (speedvac).
Po pridani 50 pl 50 mM N-ethylmorfolinoacetatového pufru a 10 % AcN, bylo pridano
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0,5 ul trypsinu (500 pg.ml-1). Stépeni probéhlo ptes noc pii 37 °C. Poté byla potvrzena
pritomnost peptidovych stépi hmotnostni spektrometrii MALDI TOF.

Vzorky byly nandSeny na MALDI terc¢ik v mnozstvi 0,5 pl, stejné jako Peptidovy
MixIl, ktery byl pouzit jako standard. Ke vzorkiim byl pipetovan 1 pl matrice sloZené
zroztokl 4 pul 0,1% TFA dale 4ul 80% AcNa0,1% TFA a nakonec 4 pl CCA
(a-kyano-4-hydroxy skoricova) v nasyceném methanolovém roztoku. Pomér téchto
roztokli byl 1:1:1. Pokud se jednotlivé Stépy shodovaly sjejich ocekdvanou
molekulovou hmotnosti, byla provedena extrakce peptidti.

Smési urcené k extrakci peptidi byly centrifugovany 5 min pri 12 000xg a
supernatant prenesen do Cistych mikrozkumavek. Ke zbytkiim gelu bylo ptridano
50 ul roztoku 80% AcN a 0,1% TFA. Po 1min sonikaci byl extrakt pridan
k odebranému supernatantu, ke kouskiim gelu dale pridano 0,1 % TFA, po 1 min
sonikaci byl extrakt opét pridan k supernatantu a gel prevrstven 50 % AcN, opét
1 min sonikovan a vysledny extrakt pridan k odebranému supernatantu. Supernatant
byl poté vysuSen na vakuové odparce a sediment byl resuspendovan v 5 pl roztoku
80% AcNa1l%TFA, ke kterym bylo pridano 200 ul 0,1 % TFA. Pred kontrolou
pomoci MALDI MS byly vzorky odsoleny podobné jako v kapitole 4.10.1. Tentokrat
byla ale pouZita peptidova kolonka MacroTrap. Ekvilibrace a odsoleni bylo provedeno
roztokem 0,1 % TFA, eluce probihala v objemu 150 pl roztokem 1 % TFA a 80 % AcN.

Po kontrole vzorkii pomoci MS MALDI-TOF byla provedena analyza LC-MS na
pristroji Agilent Technologies 1200 Series. Na koloné Magic C18-AQ probihala 30 min
eluce pri pritokové rychlosti 5 pl.min-1, teploté 30 °C a gradientu 10-45 % AcN. Dale
byly vzorky analyzovany hmotnostni spektrometrii ESI FT-ICR.

Data z MALDI-TOF byla vyhodnocena v programu FlexControl3.3 a data
z ESI FT-ICR MS vyhodnoceny v programu DataAnalysis 4.0 a dale pomoci programu
Links [91].
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5. Vysledky

Vliv kovalentné vazané fluorescencni znacky, konkrétné fluoresceinu, byl zkouman na
strukture a funkci lidské karboanhydratasy I (hCA-I). Kompletni aminokyselinova
sekvence je vyznaCena na Obr. 4. Monoisotopova hmotnost hCA-I je 28 763,36 Da a
jeji primérna molekulovd hmotnost 28 781,07 Da. Tato aminokyselinova sekvence
byla ziskdna z databaze UniProt [92] a vypocitané hodnoty molekulovych hmotnosti

byly ziskany z programu GPMAW 8.0 od Lighthouse Data.

ASPDWGYDDKNGPEQWSKLYPIANGNNQSPVDIKTSETKHDTSLKPISVSYN
PATAKEIINVGHSFHVNFEDNDNRSVLKGGPEFSDSYRLFQFHFHWGSTNEHG
SEHTVDGVKYSAELHVAHWNSAKY SSLAEAASKADGLAVIGVLMKVGEANPK
LOKVLDALQATIKTKGKRAPFTNEFDPSTLLPSSLDEFWTYPGSLTHPPLYESVT
WITICKESISVSSEQLAQFRSLLSNVEGDNAVPMOHNNRPTOQPLKGRTVRASE

Obr. 4: Aminokyselinova sekvence proteinu karboanhydratasy I (hCA-I).
Modfe jsou znazornény lysiny (K), které se mohou podilet na kovalentni amidové vazbé vzniklé
pii vazbé s NHS-fluoresceinem. Celkovy pocet lysinti v molekule hCA-I je 18. Cervené je dale

vyznacen alanin (A) jenz byl acetylovan.

5.1. Restrikcni analyza syntetického genu phCA-I

Nami poZadovany expresni vektor pET-21a(+) s klonovanou kompletni sekvenci genu
pro hCA-I (dale jen phCA-I) byl pripraven na zakazku firmou Shanghai Generay
Biotech Co. Expresni plasmid phCA-I byl transformovan do kompetentnich bunék
E.coli kmene NovaBlue. Transformace byla provedena metodou tepelného Soku za
Ucelem amplifikace syntetického expresniho plasmidu. K nasledné kultivaci bylo
pouzito antibiotikum ampicilin o koncentraci 150 pg.ml-l. Vybrané kolonie, jez
narostly pres noc na agarovych plotnach, byly inokulovany do 2x100 ml LB média s
antibiotikem (vzorky A, B). [zolace DNA z této kultury byla provedena pomoci metody
Maxiprep a k ni urCené soupravé JETSTAR 2.0 Plasmid Maxiprep Spin Kit.

Vzorky plasmidové DNA ziskané metodou Maxiprep byly dale kontrolovany
restrikCni analyzou za pouZiti endonukleas Ndel a HindIll a vizualizovany pomoci
agarosové elektroforézy.

Dale byla mérena absorbance pri 260 a 280 nm za ucelem stanoventi Cistoty phCA-I

a za ucelem vypoctu koncentrace izolované DNA.
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Vysledné koncentrace a vytézky vzorkli DNA byly vypocitany:
A: c=1,2 pg.plt m= 0,12 mg
B: ¢=0,6 pg.ul-t m= 0,06 mg

5.2. Rekombinantni exprese 1>N-znacené hCA-I

5.2.1. Transformace kompetentnich bunék a selekce
produkéniho klonu
Transformace kompetentnich bunék byla provedena metodou tepelného Soku.
Kompetentni buniky E.coli kmene BL21(DE3) Gold byly transformovany expresnim
plasmidem phCA-I. Kultura nachazejici se ve stacionarni fazi byla dalsi den pouZita
k selekci produkéniho klonu za dcelem potvrzeni UspéSnosti transformace a nalezeni
klonu produkujiciho poZadovany protein v nejvétSim mnoZstvi.

Byly pripraveny dvojice identickych kultur, pricemz vZdy jedna z této dvojice byla
pii ODsoo = 0,8 po dosazeni exponencialni faze riistu indukovana 1 mM IPTG a 0,5 mM
ZnS04. Po produkci byly jednotlivé kultury sklizeny centrifugaci (15 000xg, 10 min) a
analyzovany pomoci SDS elektroforézy. Vysledek selekce produkéniho klonu je
znazornén na elektroforeogramu (Obr. 5 str. 51). Dvojice indukovanych kultur (drahy
oznaCeny ,+“) a kultur, kde indukce exprese nebyla provedena (drahy
oznaceny , - “), vykazuji zfetelné rozdily v proteinovych profilech.

Z elektroforeogramu je patrné, Ze vSechny testované kultury produkovaly protein,
pricemz kultura s nejvétSim mnoZstvim exprimované hCA-I, oznacena €. 3, byla dale
pouzita k velkoobjemové produkci a nasledné purifikaci pomoci chromatografickych

metod. Produkované hCA-I odpovidaly proteinové zéné s molekulovou hmotnosti

29 kDa.
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Obr. 5: Vysledek selekce produkéniho klonu:
V draze M je zobrazen stantard molekulovych hmotnosti.
Drahy oznacené ,+“ znazornuji proteinovy profil po indukci pomoci IPTG a ZnSOa.

Drahy oznacené ,, - “ oznacuji kultury, kde indukce exprese nebyla provedena.

5.2.2. Velkoobjemova produkce a priprava bakterialniho lyzatu

urceného k separaci chromatografickymi metodami
Klon ¢. 3 snejvétSim mnoZstvim exprimované hCA-I (Obr. 5), byl pipetovan do
2x500 ml M9 minimdalniho média s obsahem ampicilinu a >NH4Cl jako jedinym
zdrojem dusiku (Tab. 2 str. 39). Po dosazeni exponencialni faze ristu (ODeoo=0,8)
byly buiiky indukovany 1 mM IPTG a 0,5 mM ZnS0O4 a dale inkubovany pii 30 °C, 12 h.
Touto velkoobjemovou produkci bylo ziskano dostatetné mnozZstvi proteinu
15N-hCA-I. Buniky byly sklizeny centrifugaci 10 min pti 6 000xg.

Produkovany protein vykazoval enzymovou aktivitu, coZ naznacovalo, Ze se
nachazel v nativni konformaci. Poté bylo pristoupeno k pripravé lyzatu urceného na
purifikaci pomoci chromatografie.

Jednotlivé sedimenty byly resuspendovany v lyza¢nim pufru s obsahem 50 mM
Na;HPO4 (pH 7,5), 50 mM NaCl a 1 mM NaNs. Do suspenze byl ptiddn 1 mM PMSF a
lysozym (250 pg.ml1) a smés byla inkubovana 15 min pri 25 °C. Vznikly bunécny
lyzat byl sonikovan a zbaven DNA pouZitim DNAsyl. Po jeho centrifugaci pfri
45 000xg 15 min, byl vznikly supernatant dale pouzit na purifikaci technologii IMAC.
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5.3. Chromatografické metody

5.3.1. Afinitni chromatografie
Pro  purifikaci pomoci IMAC chromatografie byla pouZita kolona
Ni Sepharose 6FF 10/100. Ionty Ni2* byly odebrany pomoci EDTA a nosi¢ byl znovu
nabit ionty Cu?*. Tato vyména iontd byla provedena Mgr. Danielem Rozbeskym.
Supernatant s obsahem exprimovaného 1>N-hCA-I byl filtrovan a ziskany filtrat byl
nanesen na kolonu. Pro ekvilibraci byla kolona promyta pufrem s obsahem 50 mM
Na;HPO4 50 mM NaCl, 1 mM NaN3z a 1 mM imidazolu. Protein 15N-hCA-I byl eluovan

linearnim gradientem imidazolu v rozmezi od 1 mM do 200 mM po dobu 45 min.

2,0
1,5
< 1,0
0,5
0,0 ' f ' T T T T 1

Q Q. Q Q Q . Q <. ot <. <

o n o N o LN o n o n o
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Obr. 6: Elucni profil 15N-hCA-I na koloné Cu Sepharose FF - afinitni chromatografie

Detekce proteinu byla provedena mérenim absorbance pii 280 nm pomoci
pratokového fotometrického detektoru pri pritokové rychlosti 1 ml.min-l. Na Obr. 6
je zobrazen eluc¢ni profil 15N-hCA-I a jeho proteinova frakce s elu¢nim vrcholem ve 31
minuté.

Jednotlivé frakce hCA-I ziskané afinitni chromatografii byly za redukujicich
podminek vizualizovany pomoci SDS-PAGE na Obr. 7 str. 53. Kontrola téchto frakci
probéhla z diivodu uréeni &istoty a homogenity exprimovaného proteinu. Cistota
proteinovych preparatli dosahovala 90 % a proteinové zény odpovidaly o¢ekavanym

molekulovym hmotnostem pfti 29 kDa.
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Obr. 7 .: Frakce z afinitni chromatografie obsahujici 15N-hCA-I :

V draze M je zobrazen stantard molekulovych hmotnosti, draha 2-4: prosla frakce Fo, F1, F2 bez
obsahu proteinu, draha 5,6: frakce F3, F4+ obsahujici 15N-hCA-I, draha 7,8: frakce Fs, Fs bez
obsahu proteinu. Casy jimani frakci: Fo: 0-8,1 min; F1: 8,1-21,1 min; F2: 21,1-25,5 min; Fs:
25,5-32,0 min; F4: 32,0-38,2 min; Fs: 38,2-42,0 min; Fs: 42,0-45,0 min

5.3.2. Gelova chromatografie
Vybrané frakce obsahujici 15N-hCA-I byly precistény gelovou filtraci za pouziti kolony
Superdex 200 10/300 GL. Jako mobilni faze byl pouzit 40 mM fosfatovy pulfr,
50 mM NaCl o pH 6,2. Priitokova rychlost byla nastavena na 0,4 ml.min! a protein byl
opét detekovan spektrofotometricky pii 280 nm. Elu¢ni profil 15N-hCA-I je zobrazen
na Obr. 8 str. 54, na kterém je vidét proteinova frakce s ostrym elu¢nim vrcholem ve
41 minuté. Eluce proteinu probihala 60 min.

Cistota a homogenita rekombinantné pripravené 15N-hCA-I byla kontrolovana
SDS-PAGE elektroforézou za redukujicich podminek. Vysledek elektroforetické
analyzy jednotlivych jimanych frakci po gelové chromatografii je zobrazen na
Obr. 9 str. 54. Je vidét, Ze preparat odpovida ocekavané molekulové hmotnosti 29 kDa

ajejiz Cisty.

53



2,0
|
1,5
< 10
0,5
0,0 : : x x L"‘ — \
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 70,0

t[min]

Obr. 8: Elucni profil 15N-hCA-I - gelova chromatografie
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Obr. 9: Frakce 15N-hCA-I po gelové chromatografii:

V draze M je zobrazen stantard molekulovych hmotnosti, draha 2,3,4: proslé frakce
Fo, F1, F2 bez obsahu proteinu, draha 5,6: frakce F3, F4 obsahujici 15N-hCA-I,

draha 7: prosla frakce Fs bez obsahu proteinu. Casy jimani frakci: Fo: 0-27,9 min;
F1: 27,9-33,9 min; F2: 33,9-35,1 min; F3: 35,1-42,4 min; F4: 42,4-46,7 min;

Fs: 46,7-60,0 min.
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5.4. Stanoveni koncentrace proteinti metodou dle

Bradfordové

Koncentrace proteini v jednotlivych frakcich isotopové znaceného proteinu
15N-hCA-I z gelové chromatografie byly stanoveny metodou dle Bradfordové. Jako
standard byla pouZita komer¢né dostupna hCA-I v koncentracich 0-0,5 pg.pl-l.
Z kalibra¢ni krivky zavislosti absorbance na koncentraci téchto standardl byla
stanovena primeérna Koncentrace exprimovaného proteinu. Celkovy vytézek byl

21,4 mg 15N znaceného proteinu hCA-1z 1 000 ml M9 minimalniho média.

5.5. Méreni relativni enzymové aktivity hCA-I

Méreni relativni enzymové aktivity s komercné dostupnou lidskou hCA-I bylo
provedeno prii jeji konstantni koncentraci 0,2 mg.mll. Karboanhydratasal byla
modifikovana  rlznymi  zvySujicimi se  koncentracemi  NHS-fluoresceinu
v 5-300x molarnim nadbytku a po nasledné reakci byla jeji relativni enzymova
aktivita 30 min mérena pro jednotlivé molarni nadbytky spektrofotometricky pri
384 nm. Nasledné byla tato relativni enzymova aktivita porovnana s aktivitou
nemodifikovaného enzymu. Jako substrat byl zvolen PNPA.

Veskeré Kkinetické experimenty s modifikovanou i nemodifikovanou hCA-I byly
provedeny ze statistickych diivodii 5x a vzdy v tripletech. Ze zpracovani bylo jedno
z téchto méreni vyjmuto pro odlehlost jeho vysledkl. Primérné hodnoty méteni jsou
znazornény na Obr. 10 str. 56, kdy kazdy sloupec znazornuje primérné hodnoty ze 4
jednotlivych triplet. Hodnoty 5-300x odpovidaji zvySujicim se molarnim nadbytkim
vazaného fluoresceinu. Hodnota relativni aktivity ve sloupci oznaceném 0x odpovida
nemodifikované hCA-I.

Zajimavé bylo, Ze se zvySujici se koncentraci NHS-fluoresceinu byla tato relativni
enzymova aktivita vyrazné mensi a v pripadé 100x molarniho nadbytku klesla témér

k 50%.
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Obr. 10: Relativni enzymova aktivita hCA-I (mérena spektrofotometricky) v zavislosti na zvySujicim se

molarnim nadbytku NHS-fluoresceinu.
Sloupec 0x: relativni enzymova aktivita bez pridavku NHS-fluoresceinu, sloupce 5-300x: relativni enzymova

aktivita hCA-I po vazbé NHS-fluoresceinu ve zvysujicich se molarnich nadbytcich

5.6. Gradientova elektroforéza v polyakrylamidovém
gelu - NuPAGE
Karbonat dehydratasa [ s navdzanym fluoresceinem byla analyzovana a vizualizovana
gradientovou elektroforézou pro ujisténi, zda nevznikaji agregaty nebo vyssi
multienzymové komplexy. Agregace hCA-I byla pozorovana, zvlasté pro hodnoty

100x a 300x na Obr. 11 str. 57. Proteinové z6ny s molekulovou hmotnosti 55 kDa

odpovidaji tvorbé dimert a byly detekovany praveé pti téchto vyssich hodnotach.
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Obr. 11: Gradientova elektroforéza (dublet A,B)
M znadi proteinovy marker se standardy molekulovych hmotnosti, draha 2: wild type hCA-I bez ptidavku

NHS-fluoresceinu, draha 3-7: modifikovana hCA-I se zvysujicimi se (5-300x) molarnimi nadbytky fluoresceinu

5.7. Hmotnostni spektrometrie
5.7.1. Potvrzeni presné monoisotopové hmotnosti hCA-I po vazbé

s fluoresceinem a kontrola rozsahu modifikace
Rozsah modifikace hCA-I byl analyzovan pomoci hmotnostni spektrometrie pri
ionizaci elektrosprejem (ESI) FT-ICR. Na Obr. 12 str. 58 je znazornén piehled
jednotlivych mérenych spekter. Pfresna namérena monoisotopova hmotnost hCA-I
byla 28 763,45 Da. Tato hodnota se od teoretické monoisotopové hmotnosti
28 763,36 Da odchyluje o 0,09 hmotnostnich jednotek.

Nejdiive bylo méfeno spektrum nemodifikované hCA-I (oznaceno jako 0x).
V tomto spektru je vidét vrchol s vysokou intensitou odpovidajici nemodifikovanému
proteinu. VdalSim spektru je zndzornén protein modifikovany 5x molarnim
nadbytkem NHS-fluoresceinu. Je zajimavé, Ze je ve spektru vidét vysoka intenzita
nemodifikované hCA-I a zaroven se zde zacind objevovat dalSi, mensi vrchol,

odpovidajici jedné molekule fluoresceinu vazané na protein (hCA I + F).
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Pii modifikaci 10x molarnim nadbytkem fluoresceinu je stdle pozorovana znacna
intensita nemodifikované hCA-I. Intensita proteinu s jednou molekulou fluoresceinu
je vyssi oproti predchozimu spektru (5x). Soucasné je pozorovan vrchol s nizkou
intensitou vyskytu proteinu odpovidajici dvéma respektive tfem molekulam vazané

znacky (hCA I + 2F, hCA 1 + 3F).

hCA | hCAIl+F hCA |l + 2F hCAIl + 3F hCA | + 4F
22+
1308.43734 21+
1370.69535
0xF
5xF
sl um,.,“. S Prdoihsbasbotnivht s Mot bt

10xF
50xF

1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370

Obr. 12: Pfehled naméienych hmotnostnich spekter hCA-I pomoci ESI FT-ICR.

Sedou barvou ozna¢eno spektrum nemodifikované hCA-I (0xF), oranzové spektrum hCA-I
modifikované 5x molarnim nadbytkem NHS-fluoresceinu, modie spektrum hCA-I modifikované
10x molarnim nadbytkem fluoresceinu a ¢ervené znazornéno komplexni spektrum hCA-I
modifikované 50x molarnim nadbytkem fluoresceinu. Produkty modifikaci hCA-I s vazbou jedné

(F), dvou (2F) nebo tti (3F) molekul fluoresceinu jsou vyznaceny nad spektry.
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Posledni spektrum zobrazujici hCA-I modifikovanou 50x molarnim nadbytkem
fluoresceinu je velice komplexni. Nemodifikovand karboanhydratasa jiZ neni
rozliSitelna od Sumu, zatimco je pozorovan vrchol s vysokymi intensitami proteinu
odpovidajicimi modifikaci dvéma nebo tfemi molekulami (hCAT + 2F, hCAT + 3F),
soucasné s pritomnosti jinych ndbojovych stavli (23+*), které se ve spektru vyskytly

z divodu velkého molarniho nadbytku NHS-fluoresceinu.

5.7.2. Studium lokalizace vazby fluoresceinu na jednotlivé
aminokyseliny hCA-I
Pro studium lokalizace jednotlivych kovalentné vazanych molekul fluoresceinu na
e-aminoskupiny lysinu byl fluorescein vazan na hCA-I v 10x molarnim nadbytku.
Takto modifikovany protein byl Stépen trypsinem (500 pg. ml-1). Za pouziti peptidové
kolonky MacroTrap s reverzni fazi byla vznikla smés peptidi odsolena a potvrzena
hmotnostni spektrometrii MALDI TOF.

Pro wurceni lokalizace fluoresceinu na hCA-I byla pouzita kapalinova
chromatografie (LC) ve spojeni s ESI FT-ICR MS. Méreni bylo ze statistickych divod
provedeno 3x. Zdat ziskanych hmotnostni spektrometrii pomoci LC-MS byly
programem Links identifikovany jednotlivé kovalentné modifikované lysiny [91].

Z dat ziskanych hmotnostni spektrometrii bylo z celkového poctu 18 moZnych
identifikovano 8 lysint, jejichz e-aminoskupiny prokazatelné tvorily amidovou vazbu
s fluoresceinem. Identifikované lysiny jsou znaCeny na Obr. 13 a vypsany v

Tab. 7 str. 60.
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Tab. 7: Pirehled identifikovanych lysina (K) po vazbé fluoresceinu na hCA-I s 10x molarnim nadbytkem
NHS-fluoresceinu.

Zvyraznény sloupec zobrazuje lysiny, jeZ byly modifikovany fluoresceinem, dale je zndzornéna experimentalni a

teoreticka hmotnost, odchylka, sekvence a intensita prislusného peptidu pochazejiciho z trypsinového Stépeni.

EIvsinu experimentalni teoreticka odchylka eptid ‘ sekvence intensita
¥ hmotnost hmotnost (ppm) peptidy

K170 947,4254 947,4262 0,8 169-173+1FITC TKGKR 1,64E+06
K172
K168 1557,7809 1557,7839 2 160-170+1FITC VLDALQAIKTK 1,07E+08
K159 1697,8756 1697,8789 1,9 157-168+1FITC LOKVLDALQAIK 1,74E+07
K168 1742,9034 1742,9004 1,8 160-172+1FITC VLDALQAIKTKGK 1,54E+08
K170
K80 1770,7616 1770,765 1,9 77-89+1FITC SVLKGGPFSDSYR 4,88E+07
K168 1899,0044 1899,0015 1,5 160-173+1FITC VLDALQAIKTKGKR 4,04E+06
K170
K172
K45 2287,051 2287,0557 2 40-57+1FITC HDTSLKPISVSYNPATAK 3,82E+07
K39 2833,3167 2833,3208 1,5 35-57+1FITC TSETKHDTSLKPISVSYNPATAK 8,38E+07
K45
K252 3330,5522 3330,5601 2,3 228-254+1FITC | SLLSNVEGDNAVPMQHNNRPTQPLKGR | 1,37E+07

Obr. 13: Struktura lidské karboanhydratasy I
Cervenou barvou jsou zna¢eny identifikované lysiny modifikovany fluoresceinem, $edivou barvou je znaten

Zn2+ v aktivnim centru vazany na modie znacené 3 histidinové zbytky.
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5.8. NMR meéreni

Metoda NMR spektroskopie byla pouZita k prozkoumani konformacnich zmén
zplsobenych fluorescencnim znacenim. Zmény chemickych posunti amidového
skeletu byly monitorovany mérenim 1H-15N TROSY spekter. Tyto TROSY spektra byly
naméieny Mgr. Josefem Chmelikem, Ph.D. Rekombinantné pripravena 1*N-hCA-I byla
zahuSténa na vyslednou koncentraci 10 mg.mll. Jeji 1H-15N TROSY spektrum je
zobrazeno na Obr. 14. Z disperze signalu a znacného chemického posunu o velikosti

vétsi nezZ 6 ppm je vidét, Ze protein disponuje kompaktnim foldem.
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Obr. 14: Méiené spektrum 1H-15N TROSY NMR nemodifikované hCA-I

Nasledné byla 15N-hCA-I fedéna na koncentraci 0,2 mg.mll a modifikovana 5x,
10x, 50x a 100x molarnim nadbytkem NHS-fluoresceinu. Po probéhnuti reakce byl
protein zahuStén na koncentraci 10 mg.ml-1 a mérend NMR spektra modifikované
hCA-I byla porovnana se spektrem nemodifikovaného proteinu. Superpozice
1H-15N TROSY spekter nemodifikovaného a modifikovaného proteinu odhalila, Ze
ackoliv vétsina signalii byla ovlivnéna malo, relativni intensity a pozice nékterych

signalii byly vyrazné odliSné (Obr. 15).
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Obr. 15:Superpozice 1H-15N TROSY NMR mérenych spekter nemodifikované hCA-I (¢ervené),
hCA-I modifikované 5x molarnim nadbytkem NHS-fluoresceinu (Zluté), 10x molarnim nadbytkem (zelené),
50x molarnim nadbytkem (modie), 100x molarnim nadbytkem (rtZoveé). Pro zjednoduseni je znazornén jen

vytez 1H-15N TROSY NMR spektra.

Jelikoz pateini 1H-15N rezonance hCA-I byly prirazeny jiz drive [93], mohly byt
spocitany odchylky chemickych posund (A8) pro jednotlivé signdly jako vazeny
pramér chemickych posunt 'H a >N (Obr. 16 str. 63). Pro kvantifikaci strukturnich
zmén hCA-I po vazbé fluoresceinu byla zvolena hodnota A§>0,2 ppm. Po vazbé 5x
molarniho nadbytku fluoresceinu nebyly nalezeny Zadné aminokyselinové zbytky
s odchylkou A6>0,2 ppm. Pii modifikaci 10x molarnim nadbytkem byla tato odchylka
pozorovana pouze u jednoho aminokyselinového zbytku, zatimco pri modifikaci 50x
molarnim nadbytkem jiZ bylo téchto aminokyselin pozorovano 19. Po modifikaci
100x molarnim nadbytkem bylo pozorovano dokonce 32 aminokyselinovych zbytkii,

u kterych byla vypoc¢itdna A§>0,2 ppm (Obr. 16 str. 63).
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Obr. 16: Zavislost relativni odchylky chemického posunu A8 na ¢isle aminokyselinového zbytku (a-d), zelené jsou
zvyraznény lysinové zbytky (K). V krystalové struktui'e hCA-I (e- h) jsou dale ¢ervené zvyraznény

aminokyselinové zbytky (A8 vétsi 0,2 ppm), jejichZ stuktura byla nejvice pozménéna pti fluorescen¢nim znaceni.
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6. Diskuse

Fluorescencné znaCené proteiny jsou nepostradatelnou soucasti mnohych
biochemickych a molekularné biologickych technik. Velké uplatnéni nasly ve studiu
protein-proteinovych interakci, ve strukturnim vyzkumu proteinii a proteinovych
komplexti, dale ve vizualizaci riiznych bunécnych struktur a kompartmentt a v celém
spektru imunochemickych metod. Na pfipravu fluorescen¢né znacenych proteind se
Casto pouzivaji komercné dostupné fluorescencéni znacky, které se kovalentné vazou
na protein prostrednictvim rlznych reaktivnich skupin jako naptiklad
isothiokyanatové nebo N-hydroxysukcinimidové skupiny. Kovalentni vazba této
znacky miiZe v principu indukovat lokalni zmény ve strukture studovaného proteinu,
napriklad naruSenim elektrostatickych interakci, coZ se miiZe projevit ve funkci
studovaného proteinu a ve findle miiZe vést k faleSné pozitivnim nebo negativnim
vysledklim nasledné studie.

Doposud nebyla publikovana Zadna prace, kterd by se detailné zabyvala touto
problematikou, a proto cilem této diplomové prace bylo prozkoumat vliv vazby
fluorescenc¢ni znacky na strukturu a funkci proteinu. V praci byl studovan vliv jedné
z nejznaméjsSich a nejpouzivanéjsich fluorescencnich znacek, NHS-fluoresceinu, ktery
pomoci  reaktivni  N-hydroxysukcinimidové  skupiny reaguje s primarni
aminoskupinou lysinu nebo primarni aminoskupinou N-terminalni aminokyseliny za
vzniku amidové vazby. Jako modelovy protein byla vybrana lidska
karboanhydratasa I (hCA-I), protoZe jeji strukturni a molekulové dynamické aspekty
byly detailné prozkoumdany at uz rentgenové strukturni analyzou nebo NMR
spektroskopickymi technikami [85], [86], [93]. Kromé toho je tento enzym komercné
dostupny a jeho enzymova aktivita mutze byt jednoduse studovana
spektrofotometricky s pouzitim p-nitrofenylacetatu, jako substratu [94].

Prvnim krokem bylo studium vlivu vazby fluoresceinu na enzymovou aktivitu
hCA-I. Vtomto experimentu byla Kkoncentrace proteinu konstantni, zatimco
NHS-fluorescein byl ptidavan v riiznych molarnich nadbytcich. Po reakci byla mérena
relativni enzymova aktivita a poté byla porovnana s aktivitou nemodifikovaného
enzymu. Zajimavé bylo, Ze uz pti pouziti 10x molarniho nadbytku NHS-fluoresceinu,

relativni enzymova aktivita klesla o 10 %. Dale, se zvySujici se koncentraci
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fluorescencniho cinidla, se relativni enzymova aktivita postupné snizZovala a pri 100x
molarnim nadbytku c¢inidla dosahla pouhych 50 %. Pozorovany jev je jasnym
diikazem toho, Ze vazba fluorescenéni znacky muiZe markantné ovlivnit funkci
proteinu. Pri¢inou tohoto jevu mohou byt lokalni strukturni zmény v urcité casti
proteinu, které mohou indukovat naruseni topologie a celkové architektury aktivniho
mista enzymu. Lokalni zmény struktury proteinu mohou byt vyvolany, jak jiZ bylo
zminéno, napriklad narusenim elektrostatickych interakci, protoze cilem ataku
NHS-fluoresceinu jsou pravé kladné nabité lysiny. Vazbou jednoho zaporné nabitého
fluoresceinu na kladné nabity lysin dochazi ke zméné aZ o 2 ndboje na molekulu
proteinu.

Pripravené fluorescentni proteiny byly dale analyzovany pomoci gradientové
SDS-PAGE elektroforézy, protoZe nas zajimalo, jestli vazbou fluoresceinu na hCA-I
nedochazi k proteinové agregaci nebo jinym strukturnim zménam, které by se
projevily ve zméné elektroforetické mobility. Prekvapivd byla pritomnost
proteinovych agregatli, které odpovidaly dimerim, trimerim a tetramerim,
pozorovanych pfi 100x a 300x molarnim nadbytku NHS-fluoresceinu, i kdyZ byly
detekovany jen v malém mnoZstvi.

Z predchozich experimentli a pozorovaného trendu vyplyva, Ze se zvySujici se
koncentraci fluorescencni znacky se funkce proteinu miize markantné ménit, z cehoz
vyplyva dalsi velice dulezity obecny fakt a to, Ze pii fluorescentnim znaceni proteinu
by mélo byt pouzZivadno minimalni mnoZstvi fluorescenc¢ni znacky. Na druhé strané
plati, Ze ¢im niZsi koncentrace fluorescencni znacky, tim nizsi vytézek reakce. Proto
volba koncentrace fluorescencni znacky piti znaceni proteinu by méla byt jakymsi
raciondlnim kompromisem mezi vytézkem reakce a vlivem na funkci proteinu.
Zajimavé je, ze vyrobci uvedenych fluorescen¢nich znacek tyto skutecnosti viibec
neuvadéji a v pripadé NHS-fluoresceinu vyrobce bez jakychkoliv dalSich omezeni ¢i
podminek doporucuje pouziti 15x molarniho nadbytku cinidla ke koncentraci
proteinu [95]. Toto pravdépodobné empirické doporuceni bohuZzel viibec nebere v
uvahu velikost proteinu a pocet lysint, které jsou zhlediska vytézku naprosto
zasadni.

Dale nas zajimal vztah mezi koncentraci NHS-fluoresceinu pri fluorescenc¢nim

znaceni, vytéZkem reakce a stupném znaceni. Vtomto pripadé byly reakéni smési

65



z predchozich experimentd analyzovany pomoci hmotnostni spektrometrie
ESIFT-ICR. Zmérenych spekter vyplyva, Ze pfi 5x molarnim nadbytku
NHS-fluoresceinu byl ve spektru pozorovan majoritni vrchol odpovidajici
nemodifikovanému proteinu. Dale byl pozorovan vrchol odpovidajici molekulové
hmotnosti hCA-I sjednim vazanym fluoresceinem. Se zvySujici se koncentraci
fluoresceinu, intensita vrcholu nemodifikovaného proteinu klesala a na druhé strané
se zvySovala intensita produktu. Nebyl pozorovan jenom vrchol odpovidajici
molekulové hmotnosti hCA-I sjednim vazanym fluoresceinem, ale také vrcholy
odpovidajici molekulové hmotnosti hCA-I se dvéma ¢i tfemi vazanymi fluoresceiny.
Se zvySujici se koncentraci NHS-fluoresceinu komplexnost reakéni smési naristala a
pfi 50x molarnim nadbytku fluorescen¢niho c¢inidla obsahovala velké mnoZstvi
produkti lisSicich se v poctu vazanych fluoresceinti a v jejich vzajemném zastoupent.
Uvedeny vysledek experimentu nardzi na pojem stupenl znaceni, ktery je pouZivan
mnohymi svétovymi laboratoremi [96], [97], [98] na vyjadieni kvality pripraveného
fluorescenc¢niho proteinu a zaroven jeho stanoveni doporucuje i samotny vyrobce
NHS-fluoresceinu [95]. Stupent znaCeni ma byt udajné cislo, které ma obecné
vyjadrovat pocet kovalentné vazanych molekul fluorescentni znacky na jednu
molekulu proteinu [95]. Na$ experiment dokazuje, Ze pouziti stupné znaceni se jevi
jako neopodstatnéné, protoZe prii reakci nevznikd jeden homogenni a uniformni
produkt s konstantnim poctem vazanych fluorescencnich znacek, ale naopak vznika
komplexni smés produktt s riznym poctem vazanych fluorescencnich znacek, jejichz
mnozstvi a vzajemné zastoupeni je zfejmé dano urcitou distribucni funkci.

Dale nas zajimal vliv vazby fluoresceinu na samotnou strukturu proteinu, kterou
jsme se rozhodli studovat pomoci NMR spektroskopie. Prvnim krokem byla priprava
15N znaceného proteinu hCA-I (15N-hCA-I) v bakterialnim expresnim systému. Protein
byl produkovan v M9 minimalnim médiu, kde jedinym zdrojem dusiku byl 1>NH4Cl. Po
indukci proteinové exprese pomoci IPTG a ZnSOs se protein produkoval do
cytoplasmy bakterii v aktivni formé, coZ bylo potvrzeno interakci bakterialniho lyzatu
se substratem PNPA. Rekombinantni protein hCA-I byl dale purifikovan gradientovou
afinitni chromatografii IMAC. Purifikace nebyla zaloZena na interakci Ni2* nosicCe a
konvencni, bézZné pouZivané, hexahistidinové kotvé, ale na vyskytu Zn2* iontu

v aktivnim misté hCA-I. Netradi¢ni princip purifikace byl v tomto piipadé zaloZen na
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neustalé vymeéné Zn?* iontu mezi aktivnim mistem hCA-I a ionty Ni%* respektive Cu?+
vazanymi v nosi¢i Ni Sepharosy. Po IMAC chromatografii byl protein na zavér
docistén pomoci gelové filtrace na koloné Superdex 200. Homogenita a vysoka Cistota
proteinového preparatu, ktera dosahovala vic, nez 90% byla potvrzena
elektroforeticky a pomoci hmotnostni spektrometrie ESIFT-ICR. Hmotnostni
N-terminalniho alaninu, coZ bylo v souladu s pfedchozimi publikacemi [99]. Méfena
isotopova hmotnost velmi dobre korelovala s teoretickou hmotnosti hCA-I. Kvalita
proteinového preparatu byla dale kontrolovdna pomoci NMR spektroskopie. Disperze
(rozptyl) signalu v 1H-1>N TROSY spektru dokumentovala, Ze protein hCA-I disponuje
kompaktnim foldem a navic mérené H-1SN TROSY spektrum bylo identické se
spektrem, publikovaném v ¢asopise Journal of Biomolecular NMR [93]. Celkovy
vytézek byl 21,4 mg >N znaceného proteinu hCA-I z 1000 ml M9 minimalniho média,
coZje 17 % v porovnani s publikaci [100].

Pri studiu vlivu vazby fluoresceinu na samotnou strukturu proteinu, byl protein
15N-hCA-I znacen pri riiznych koncentracich NHS-fluoresceinu. Po reakci bylo méreno
1H-15N TROSY spektrum, které bylo porovniano se spektrem nemodifikovaného
proteinu. ProtoZe kazdy signal v 1H-15N TROSY spektru reprezentuje N-H skupinu
peptidovych vazeb nebo postrannich retézcli nékterych aminokyselin, méla by se
zména struktury proteinu projevit ve zméné chemického posunu nebo intensity
daného signdlu. Superpozice 1H-15N TROSY spekter proteinu s vazanym
fluoresceinem a nemodifikovanym proteinem prekvapivé odhalila, Ze po vazbé
fluoresceinu na hCA-I nedochazi k markantnim strukturnim zménam. VétSina signala
nevykazovala signifikantni zménu chemického posunu ani frekvence, ale na druhé
strané nékteré signaly byly pozménény. Pro kvantifikaci strukturnich zmén byla pro
kazdy signal spocitdna odchylka chemickych posunii (AS) v ppm jako vaZeny primér
rozdili chemickych posunti paternich 'H-15N rezonanci 1N-hCA-I. Se zvySujici se
koncentraci NHS-fluoresceinu pii znacCeni se rozsah a kvantita zmén postupné
zvySovala, coZ koreluje s mérenim enzymové aktivity. Konkrétné pri 5x molarnim
nadbytku NHS-fluoresceinu nebyl nalezen Zadny signal s A8>0,2 ppm, pii 10x
molarnim nadbytku byl nalezen pouze jeden, pri 50x molarnim nadbytku 19 a pri

100x moldarnim nadbytku az 32 signalli. Zajimavé je, Ze markantni zména signalu
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A8>0,2 ppmse nevztahuje jenom klysinlim, ale i kostatnim aminokyselindm
proteinu hCA-I. ProtoZe prifazeni signalu v 1H-13N TROSY spektru kjednotlivym
aminokyselindm hCA-I jiz bylo publikovano [93], byly jednotlivé zmény s A5>0,2 ppm
vyznaceny v krystalové strukture proteinu. Tato vizualizace pozménénych
aminokyselin v krystalové struktuie proteinu odhalila, Ze pravé pii 100x molarnim
nadbytku c¢inidla dochazi krozsahlym zménam v oblasti kavity aktivniho centra
enzymu, coZ koresponduje s pozorovanym jevem, Ze aktivita takto zna¢eného enzymu
vykazovala jenom 50 % aktivity nemodifikovaného proteinu.

Zavérem je moZno shrnout, Ze vazba fluoresceinu na hCA-I ma vliv na jeji
enzymovou aktivitu a strukturu. Pokles enzymové aktivity a rozsah strukturnich
zmén zavisi na koncentraci NHS-fluoresceinu pouzitého v reakci. Z diplomové prace
vyplyva, Ze volba koncentrace fluorescencni znacky pri fluorescencnim znaceni je
zadsadni parametr, ktery muze ovlivnit vysledky nasledného experimentu.
KazZdopadné pred formulovanim obecnych zavéri tykajicich se vztahu mezi vytézZkem
reakce, velikosti proteinu a vlivu na jeho strukturu a funkci, je potrebné realizovat
dalsi podobné studie na proteinech sriznou velikosti a srdznymi

strukturné- dynamickymi aspekty.
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7.Zaveér

e Byla ptipravena rekombinantni 15N-hCA-L

e Bylo pozorovano, Ze se zvySujici se koncentraci NHS-fluoresceinu relativni

enzymova aktivita hCA-I klesala.

e Fluoresceinem modifikovana hCA-I byla analyzovdana hmotnostni spektrometrii
ESIFT-ICR. Analyza odhalila, Ze reak¢ni smés obsahuje produkty o rlizné

intensité s riznym poctem fluoresceinti vazanych na molekulu hCA-I.

e Kovalentné modifikované lysiny fluoresceinem byly identifikovany za pouZziti

HPLC spojené s ESI FT-ICR MS.
e Struktura rekombinantné ptipravené >N-hCA-I byla po znaceni fluoresceinem

studovana mérenim 1H-1>N TROSY NMR spekter. Bylo zjiSténo, Ze se zvySujici se

koncentraci NHS-fluoresceinu se zvySoval rozsah strukturnich zmén hCA-I.
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