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Abstrakt

Predkladana bakalaiska prace je soucasti projektu, jehoz zamérem je krystalizace
trehalasové domény neutralni trehalasy Nth1 ze Saccharomyces cerevisiae. Hlavnim cilem
této bakalaiské prace je optimalizace purifikaéniho protokolu dvou riznych konstruktt
kvasnicné Nthl a urceni optimalniho pufru pro krystalografii téchto konstrukti pomoci

metody diferenéni skenovaci fluorimetrie DSF.

Trehalasy jsou dilezité, vysoce konzervované enzymy, které se nachéazeji v fadé
organismd. Tyto enzymy patii do tfidy hydrolas, podskupiny glykosidas a jejich spole¢nou
vlastnosti je to, Ze hydrolyticky $tépi molekulu trehalosy na dvé jednotky glukosy.
Trehalosa je ptirozené se vyskytujici neredukujici disacharid, ktery slouzi v bunkéch
kvasinek jako zdsobarna uhliku a energie a dale jako universalni ochrana proti stresovym
podminkam. Trehalosa a jeji hydrolyza je dilezitd v zivotnim cyklu hmyzu, nebot je
pfitomna jako hlavni cukernd slozka hemolymfy hmyzu, takze nckteré trehalasové
inhibitory by mohly byt vyuzity jako insekticidy. Do této doby vSak byla vyfeSena pouze
jedina struktura trehalasy z prokaryotniho organismu Escherichia coli. Z tohoto divodu je

velmi dilezité vytesit strukturu trehalasy z eukaryotniho organismu.

Kli¢ova slova

Nth1, exprese, purifikace, DSF

Kli¢ové predméty

Proteinova biochemie, biofyzikalni chemie



Abstract

This bachelor thesis is part of a project aiming for the crystallization of trehalase
domain of neutral trehalase Nthl from Saccharomyces cerevisiae. The main goal of this
thesis is to optimize the purification protocol of two different constructs of yeast Nthl and
determine the optimal buffer for crystallography of these constructs using the differential

scanning fluorimetry DSF.

Trehalases are important, highly conserved enzymes found in many organisms.
These enzymes belong to the class of hydrolases, subgroup of glycosidases and their
common feature is hydrolytic cleavage of trehalose molecule into two glucose subunits.
Trehalose is a naturally occurring non-reducing disaccharide which serve in yeast cells as
storage carbohydrate and energy and stress metabolite. Trehalose and its hydrolysis is very
important in the life cycle of the insect, as it is present as the main sugar component of
insect hemolymph, so some trehalase inhibitors could be used as insecticides. By this time,
however, only one structure of trehalase from a prokaryotic organism Escherichia coli was
solved. For this reason it is very important to solve the structure of trehalase from a

eukaryotic organism.

Keywords:

Nth1, expresion, purification, DSF

Key subijects:

Protein biochemistry, biophysical chemistry



Seznam zkratek

Ath1 kysela neutralni trehalasa (z angl. acid trehalase)

BAP-1 jiny nazev pro proteiny 14-3-3

Bicin 2 - (bis (2 - hydroxyethyl) amino) octova kyselina

Bmhi,2 kvasni¢né izoformy 14-3-3 proteint

CBBR250 Coomasie Brilliant Blue R250, modré barvivo

C-konec. konec peptidu kon¢ici — COOH skupinou

Da Dalton (atomova hmotnostni jednotka)

DEAE diethylaminoethyl

DNA deoxyribonukleova kyselina (z angl. deoxyribonucleic acid)

bsr diferenc¢ni skenovaci fluorimetrie

otr.__ 1, 4 - dithiothreitol

E.COl Escherichia coli

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova (z angl.
ethylendiamintetraacetic acid)

ExXor jiny nazev pro proteiny 14-3-3

HEPES 2 - [4 - (2-hydroxyethyl) piperazin-1-yl] ethansulfonova kyselina

His-tag motiv Sesti histidinii za sebou (histidinova kotva)

ire........ isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid

B zivné médium (médium dle Luria-Bertaniho)

MES 2 - (N-morfolino) ethansulfonova kyselina

Ntha neutralni trehalasa 1 (z angl. neutral trehalase 1)

Nth2 neutralni trehalasa 2 (z angl. neutral trehalase 2)

co.._ opticka densita (z angl. optical density)

PAGE elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (z angl. polyacrylamide
gel electrophoresis)

pBS fosfatovy pufr (z angl. phosphate buffered saline)

PkKA proteinkinasa A (z angl. proteinkinase A)

PMSF fenylmethylsulfonyl fluorid

rem.___ otacky za minutu (z angl. revolutions per minute)

sbs dodecylsiran sodny, denatura¢ni ¢inidlo (z angl. sodium
dodecylsulphate)

ser Serin

TEMED N, N, N’, N’-tetraethylendiamin

TEV proteasa_____. z angl.Tobacco Etch Virus protease

T teplota tani (z angl. temperature melting)

TRE37TA neutralni trehalasa z Escherichia coli

Tris tris(hydroxymethyl)aminomethan

viv. objem/objem (z angl. volume/volume)

wv hmotnost/objem (z angl. weight/volume)

beta merkaptoethanol



1 Uvod

Tato bakalatska prace je soucasti vyzkumného projektu, ktery se zabyva studiem
mechanismu regulace aktivity kvasnicné neutrdlni trehalasy. Vyzkum probiha
Vv laboratofich Fyziologického tstavu Akademie véd na oddéleni Proteinovych struktur pod
vedenim RNDr. Veroniky Obsilové, Ph.D.

Neutralni trehalasa je vysoce konzervovany enzym Sté€pici trehalosu, ktery byl
nalezen v mnoha organismech. Trehalosa je trivialni nazev pro a-D-glukopyranosyl-(1,1)
-a-D-glukopyranosid, coz je neredukujici disacharid, ktery se fadi mezi O-glykosidasové
hydrolytické rodiny enzymi. Vysledkem hydrolytického Stépeni jsou dvé molekuly
glukosy. Neutralni trehalasa se vyskytuje v bakteriich, kvasinkach, vyssich rostlinach i u
bezobratlych, kde zajistuje zdroj uhliku ve stresovych situacich jako je dehydratace,
teplotni extrémy nebo oxidativni stres. Pfi dehydrataci navic chrani proteiny a membrany

bunék.

Predkladand prace se zabyva expresi a purifikaci dvou konstruktd katalytické
domény neutralni trehalasy (Nthl). Na zaklad¢ vysledku ziskanych z diferen¢ni skenovaci
fluorimetrie, byl uréen jako nejvhodné&jsi pufr ten, ve kterém mély dané konstrukty

nejvyssi teplotu tani.



2 Prehled literatury

2. 1 Charakterizace kvasni¢nych trehalas
Trehalosa se fadi mezi neredukujici sacharidy, které v organismu slouzi jako zdroj

uhliku a ochrana ptfed denaturaci proteini pii stresovych situacich [1], [2], jako je
dehydratace, osmoticky a oxidativni stres a teplotni Sok. Trehalosa muize byt buiikou
vyuzita jako zdroj uhliku a energie [3]. Bylo také navrZeno, ze molekula trehalosy
substituuje molekulu vody lipidové dvojvrstvy a tim je lipidova dvojvrstva pii dehydrataci
stabilizovana [4]. Trehalosa byla nalezena v mnoha organismech - v bakteriich,
kvasinkach, rostlinach a bezobratlych, ale nebyla nalezena v buikach savcu. V' rostlinach
a v kvasinkach mozna zajist'uje urc¢ité metabolické drahy nebo ma vliv na rist. Navic miize
byt i signalni a regulacni molekulou v ramci transportu glukozy a glykolyzy. Trehalosa je
dilezitd zejména pro hmyz, pro ktery je glukosa vznikla Stépenim trehalosy zésadni pro let
[3].

Trehalasy jsou vysoce konzervované enzymy, které byly nalezeny v Siroké Skale
organismu jako houby, bakterie, kvasinky, bezobratli a cévnaté rostliny [5]. Trehalasy patii
do glykosidové hydrolytické rodiny 37 (EC. 3.2.1.27) stépici O-glykosidovou vazbu a jsou
zodpovédné za hydrolytické $t€péni molekuly trehalosy (a-D-glykopyranosyl — (1,1) -a-D-
glykopyranosid) na a-D-glukosu a B-D-glukosu [2] (obrazek 2. 1, str. 10). Prvni trehalasa
byla popsana v Aspergilus niger, poté v Saccharomyces cerevisiae a v dalsich organismech
[6].

Hydrolyza trehalosy muze byt provedena dvéma enzymatickymi cestami.
V kvasinkach Saccharomyces cerevisiae byly nalezeny dv¢ trehalasy oznacené zkratkami:
Nthl, Nth2 a Athl. Formy Nth1 a Nth2 jsou neutralni trehalasy, jejichz aktivita je nejveétsi
pfi neutrdlnim pH. Athl je kyseld forma trehalasy, kterd je nejvice aktivni pfi nizkém pH
[7]. Avsak tato obecna ptedstava ma vyjimky. Nékteré termofilni houby obsahuji trehalasy,
které maji smiSené vlastnosti neutrdlni trehalasy i1 kyselé trehalasy, které pravdépodobné

patii do jiné glykosidické rodiny [8], [9].
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Obrazek 2. 1: Schéma hydrolytického stépeni trehalosy na dvé jednotky glukosy (vyrobeno v programu ChemSketch).
2. 2 Lokalizace trehalas

Po jejich lokalizaci v cytosolu a ve vakuolach byly urCeny jejich aktivity a pH
optimum. Trehalasa nalezena ve vakuolach ma pH optimum pii 4,5 a diky tomu nese
oznaceni kysela trehalasa a je permanentné aktivni. Trehalasy lokalizované v cytosolu maji

oproti kyselé trehalase pH optimum 7,0 a tudiz nesou oznac¢eni neutralni trehalasa [7].

2. 3 Kysela trehalasa
V kvasinkach Saccharomyces cerevisiae se nachazi kysela trehalasa, ktera je

zodpovédna za degradaci extracelularni trehalosy. Tento mén¢ zkoumany enzym byl
lokalizovan ve vakuolach [8]. Kysela trehalasa v kvasinkach je velmi specificky enzym a
vykazuje vysoké teplotni optimum a vysokou stabilitu. Jeji pH optimum se pohybuje mezi
45 a 5,0 [10]. Sekvence kyselé trehalasy nevykazuje zadnou homologii s neutralni
trehalasou a je dilezitda pro rist média obsahujici trehalosu jako zdroj uhliku pro

organismy jako je Saccharomyces cerevisiae [7].

2. 4 Neutralni trehalasa
O neutralni trehalase, jeji struktufe a mechanismu plsobeni je zndmo vice. Nthl ma

ze 77 % stejnou sekvenci jako Nth2. Sekvence kodujici Nth1 z organismt Saccharomyces
cerevisiae a Kluyveromyces lactis a sekvence kodujici Nth2 z Saccharomyces cerevisiae
maji N - konec prokazateln¢ delsi nez u jinych organisma [11]. Dale porovnani sekvenci
pro neutralni trehalasu z Saccharomyces cerevisiae a Kluyveromyces lactis ukazala na N-
konci nékolik fosforylacnich mist a také EF-hand motiv véazajici iont vapniku, ktery
reguluje enzymatickou aktivitu trehalasy tim, ze ovlivni strukturu celé trehalasy [12]-[14].

EF-hand motiv ma strukturu sroubovice-ohyb-Sroubovice a je to univerzalni, velmi

10
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roz$iteny motiv, ktery byl nalezen v mnoha rodinach proteinu [15], [16]. EF-hand motiv
byl popsan v Schizosaccharomyces pombe, kde se trehalosa aktivuje pravé vapenatym
iontem, tento motiv byl také objeven v Saccharomyces cerevisiae [12]. Oblast obsahujici
EF-hand motiv (aminokyselinova sekvence 114 - 125) piedchazi oblast s katalytickou
doménou (aminokyselinova sekvence 295 - 721). Schéma neutralni trehalasy je na obrazku

2.2.

Aktivita neutralni trehalasy je nizka v oslabenych buiikach, ale po ptidani glukosy se
je cCAMP-dependentni a odpovida za aktivaci endogenni trehalosy pfi riznych podnétech.
Katalyticka aktivita je nejveétsi pii neutralnim pH (6,5 — 7,0) [17]. Role cAMP-dependentni
protein Kkinasy jsou tfi: i) aktivovana trehalasa muze byt deaktivovana inkubaci se
zasaditou fosfatasou [18], [19], ii) neaktivni trehalasa mize byt znovu aktivovana
ptitomnosti katalytické domény cAMP-depedentni proteinkinasy, tim se navaze fosfat na
molekulu Nth1, iii) mutace nebo inhibice cCAMP-depedentni proteinkinasy zabrani aktivaci
Nthl glukosou a mutace vedouci ke zvySené aktivité proteinkinaSy maji za nasledek

zvyseni aktivity trehalasy [14], [20].

RTMSEVF

Katalyticka doména 295-721 = C

RRGS®ED

Obrazek 2. 2: Schéma struktury neutralni trehalasy s vyznacenymi dvéma doménami EF-hand (sekvence 114 — 125) a

katalytickd doména (sekvence 295 — 721) a fosforylatnimi misty Ser60, Ser83 na N-koncové casti (prevzato a
upraveno z [21]).

2.5 Proteiny 14-3-3
14-3-3 proteiny jsou kyselé regulacni proteiny, jejichz rizné izoformy byly

nalezeny v Siroké skale organismi, od kvasinek (prokaryota) po savce (eukaryota) [22].
Velikost 14-3-3 proteini je v rozmezi mezi 28 a 33 kDa. Nesou o0znaceni po ¢islu frakce
z dvourozmérné DEAE-celulézové chromatografie, kde byly poprvé detekovany. Od
objeveni 14-3-3 proteint dostavali ¢lenové této proteinové rodiny riiznd jména BAP-1,

Bilardo, Exol, Leonardo, Stratifin atd. [23].
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2. 5.1 Funkce proteinti 14-3-3
Proteiny 14-3-3 maji hodn¢ vazebnych partnerti, ucasti se mnoha biochemickych

déju: regulace bunétného cyklu, regulace transkripénich faktorti a apoptdzy [23]-[25].
Diky konforma¢nim zménam nebo stérickému pusobeni vazebnych partnerd mohou 14-3
-3 proteiny aktivovat nebo potlait enzymatickou aktivitu, pfedejit jejich degradaci,
ovliviiovat jejich lokalizaci a usnadnit nebo zabranit modifikaci a interakce [24], [26].
Proteiny 14-3-3 rozpoznavaji ve vétSin¢ piipadi fosforylované ligandy (obvykle je
fosforylovany zbytek serinu anebo threoninu) a velmi Casto se tyto fosforylované zbytky
ucastni interakce [27]-[29]. Vazebni partnefi 14-3-3 proteini byly nalezeny ve vSech
subcelularnich ¢astech a zahrnuji transkripéni faktory, enzymy, proteiny cytoskeletu,
signalni molekuly ¢i nadorové supresory. Je evidentni, ze tyto proteiny hraji velmi
vyznamné role v klicovych procesech regulace bunécnych mechanismi (apoptdza,

karcinogeneze u nékterych typt rakovin u ¢lovéka) [26].

2. 5. 2 Struktura proteina 14-3-3
Tyto proteiny tvoii dimery, kazdy dimer je tvofen deviti antiparalelnimi alfa helixy,

které strukturu stabilizuji (obrazek 2. 3, str. 13) [30]. Tvorba dimerni struktury se ukazala
jako dulezitd pro spravnou funkci proteinti 14-3-3, protoze 14-3-3 proteiny, u kterych byly
provedeny cilené mutace vedouci k nevytvoreni dimeru, ztraci svou funkci [31]. Sav¢i
sigma izoforma proteinu 14-3-3 jako jedina tvoii pouze homodimery, ostatni izolované
izoformy tvoii homodimery i heretodimery [32]. Eukaryotické 14-3-3 proteiny se vyskytuji
Vv ruznych izoformach a jsou vysoce konzervovany. Kvasinky obsahuji pouze dva geny pro
14-3-3 proteiny, vyssi eukaryota maji 14-3-3 genti az patnact. V bunkach savcu bylo
identifikovano sedm izoforem oznafenymi feckymi pismeny (B, €, 1, v, T, € a o), které jsou
kodovany sedmi riznymi geny [33]. V centru dimeru se nachazi prostorny kanal o velikosti
40 - 10 m, ve kterém jsou dva amfipatické Zlabky [28], [34]. Nejvice flexibilni oblasti

proteinu 14-3-3 je C-konec, je také nejvice variabilni oblasti ve vzniklém dimeru [33].
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Obrazek 2. 3: Struktura proteinu 14-3-3. Vlevo je stuzkova reprezentace krystalové struktury dimeru proteinu 14-3-3
zeta. Kaidy monomer je znazornén jinou barvou a jednotlivé helixy jsou ocislovany H1-H9. Vpravo je znazornéna

povrchova representace 14-3-3 zeta, kde povrch je vybarven dle elektrostatického potencidlu (pfevzato a upraveno z
[21]).

2. 5. 3 Proteiny Bmh
V Saccharomyces cerevisiae byly nalezeny dvé¢ isoformy 14-3-3 proteini Bmhl a

Bmh2, které maji z 93 % stejnou aminokyselinovou sekvenci [35] (obrazek 2. 4). Oproti

A

isoformam u vyssich eukaryot se zjistilo, Ze kvasni¢né isoformy proteint 14-3-3 Bmhl a

Bmh2 maji C-konec podstatné delsi obsahujici polyglutaminovou sekvenci dosud neznamé
funkce. Stejné jako 14-3-3 proteiny tyto izoformy existuji ve stabilni form¢ dimeru [2] a
ucastni se mnoha bunéénych mechanismi jako regulace bunééného cyklu, regulace

metabolismu glukosy, rozpad DNA, syntéza trehalosy a vesikularni transport [35], [36].

o s
(g
: .1-’

Obrazek 2. 4: Teoreticky model struktury Bmh1 navrzeny z nizkouhlového rozptylu rentgenového zareni (sekvence
4-236). Pfevzato a upraveno z [21]).
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2. 6 Zpusob aktivace Nth1
Neutralni trehalasa je neaktivni bez piitomnosti proteini Bmh, aktivni centrum je

totiz nepiistupné. Pro zptistupnéni aktivniho centra je nezbytnd fosforylace nékolika
aminokyselinovych zbytki na N-konci enzymu, diky které je dale Nthl schopna
interagovat s izoformami proteini 14-3-3. Byla nalezena 4 mozna fosforylatni mista
Ser20, Ser21, Ser60 a Ser83 [2], [7], pfiCemZ pouze seriny na pozicich 60 a 83 jsou
dilezité pro vazbu proteini Bmh a tim i aktivaci trehalosy [2]. Tato mista jsou
fosforylovéana cyklickou AMP-dependentni kinasou (PKA), ktera je pfitomna v cytoplasmé
[17], jejiz regulace byla vysvétlena v kapitole 2. 4 str. 10. Az teprve fosforylovana
trehalasa je rozpoznana proteinem Bmh a tim dochazi k aktivaci enzymu (obrazek 2. 5).
Ob¢ izoformy (Bmhl i Bhm?2) vytvaii s fosforylovanou trehalasou stabilni komplex, pii
¢emz jejich molarni pomér je 2:1 (dimer proteinu Bmh se vaze na monomer proteinu
Nthl). Nezbytnou roli v aktivaci neutralni trehalasy hraji nejenom proteiny Bmh, ale i
vapenaté kationty. Aktivace Nthl pomoci proteinti Bmh je v§ak mnohem u¢inngjsi, nezli

aktivace jenom prostiednictvim Ca* iontd [21].

T = trehalosa
G = glukosa
N Ac=aktivni centrum

Obrazek 2. 5: Mechanismus aktivace neutralni trehalasy. Neutralni trehalasa je bez pfitomnosti Bmh proteinu
neaktivni kvali nepfistupnému aktivnimu centru. Diky fosforylovanym seriniim se dimer proteinu Bmh je schopen se
navazat na neutralni trehalasu a zplsobit tim konformaéni zménu, ktera odhali aktivni centrum. Tim se neutralni
trehalasa aktivuje. Cervené body predstavuji ocislované fosforylované seriny, Zluty hexagon iont vapniku, ktery vaze
EF-hand motiv (pfevzato a upraveno z [37]).
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2. 7 Sekundarni sekvence Nth1 a vybér konstrukti pro Krystalografii
Pro vybér konstruktii pro vyzkum je nutné znat sekundarni strukturu zkoumaného

proteinu. Jiz od devadesatych let, kdy byly shromazdény informace o sekundéarnich
strukturach proteint, podpotily tyto informace vyzkum a vyvoj a databazi a s rostoucim
mnozstvim dat se dalo odhadnout sekundarni strukturu proteinu. Spolehlivost metod se
zprvu pohybovala nad 4 %, dnesni metody maji spolehlivost kolem 76 % a jsou schopny
spravné odhadnout piitomnost alfa-Sroubovice, skladaného listu a neuspotfadané struktury.
Rizné principy metod a mnozstvi informaci umoziuji spravnéjsi predikci sekundarni
struktury, ale i spravné piedpovi dlouhé useky pozorované v alternativnich sekundarnich

strukturach v zavislosti na podminkach [38].

Dnes jsou k dispozici efektivni automatické metody pro zjisténi sekundarni struktury
pro globularni tak i membranové proteiny. Vysledky jsou k dispozici v kratkém ¢asovém

rozmezi.

Pro zjisténi sekundarni struktury Nhtl byla pouzita metoda PSIPRED (Predict
Secondary Structure) na serveru http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/. Tato metoda umoznuje rychlé
ziskani vysledki sekundarni strukturu v textovém souboru nebo prostiednicvim
PRISPREDview, ktery interpretuje sekundarni strukturu pomoci piehledného obrazku [39],
[40]. Odhad sekundarni struktury Nhtl je uveden v Piiloze A, str. 51 - 53. Na zakladé
predikce sekundarni struktury byly navrzeny nésledujici dva konstrukty Nth1 100 — 751 a
Nthl 153 — 751 (tabulky 2. 1 a 2. 2, str. 16).

Aminokyselinova sekvence Nthl, ulozena v databazi UniProt pod kédem P32356,
byla ¢erpana 12. 2. 2013 z http://www.uniprot.org/uniprot/P32356.
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Tabulka 2. 1 Sekvence Nthl (aminokyseliny 153 — 751), v plasmidu pHGT2, cervené znazornéna odstépitelna
sekvence TEV proteasou.

MNSSHHHHHHMQYKLILNGKTLKGETTTEAVDAATAEKVKQYANDNGVDGEWTYDDATKTFTVTENNN
NNNNNNNENLYFQGAMGSNLLQELTIAKSFGRHQIFLDEARINENPVNRLSRLINTQFWNSLTRRVDLNNV
GEIAKDTKIDTPGAKNPRIYVPYDCPEQYEFYVQASQMHPSLKLEVEYLPKKITAEYVKSVNDTPGLLALA
MEEHFNPSTGEKTLIGYPYAVPGGRFNELYGWDSYMMALGLLEANKTDVARGMVEHFIFEINHYGKILNA
NRSYYLCRSQPPFLTEMALVVFKKLGGRSNPDAVDLLKRAFQASIKEYKTVWTASPRLDPETGLSRYHPNG
LGIPPETESDHFDTVLLPYASKHGVTLDEFKQLYNDGKIKEPKLDEFFLHDRGVRESGHDTTYRFEGVCAYL
ATIDLNSLLYKYEIDIADFIKEFCDDKYEDPLDHSITTSAMWKEMAKIRQEKITKYMWDDESGFFFDYNTKI
KHRTSYESATTFWALWAGLATKEQAQKMVEKALPKLEMLGGLAACTERSRGPISISRPIRQWDYPFGWAP
HQILAWEGLRSYGYLTVTNRLAYRWLFMMTKAFVDYNGIVVEKYDVTRGTDPHRVEAEY GNQGADFKG
AATEGFGWVNASYILGLKYMNSHARRALGACIPPISFFSSLRPQERNLYGL

Tabulka 2. 2 Sekvence Nth1 (aminokyseliny 100 — 751) v plasmidu pHGT2, cervené znazornéna odstépitelna sekvence
TEV proteasou.

MNSSHHHHHHMQYKLILNGKTLKGETTTEAVDAATAEKVKQYANDNGVDGEWTYDDATKTFTVTENNN
NNNNNNNENLYFQGAMGEDVDKTLNELLAAEDTDKNYQITIEDTGPKVLKVGTANSYGYKHINIRGTYM
LSNLLQELTIAKSFGRHQIFLDEARINENPVNRLSRLINTQFWNSLTRRVDLNNVGEIAKDTKIDTPGAKNPR
IYVPYDCPEQYEFYVQASQMHPSLKLEVEYLPKKITAEYVKSVNDTPGLLALAMEEHFNPSTGEKTLIGYP
YAVPGGRFNELYGWDSYMMALGLLEANKTDVARGMVEHFIFEINHYGKILNANRSYYLCRSQPPFLTEMA
LVVFKKLGGRSNPDAVDLLKRAFQASIKEYKTVWTASPRLDPETGLSRYHPNGLGIPPETESDHFDTVLLPY
ASKHGVTLDEFKQLYNDGKIKEPKLDEFFLHDRGVRESGHDTTYRFEGVCAYLATIDLNSLLYKYEIDIADF
IKEFCDDKYEDPLDHSITTSAMWKEMAKIRQEKITKYMWDDESGFFFDYNTKIKHRTSYESATTFWALWA
GLATKEQAQKMVEKALPKLEMLGGLAACTERSRGPISISRPIRQWDYPFGWAPHQILAWEGLRSYGYLTV
TNRLAYRWLFMMTKAFVDYNGIVVEKYDVTRGTDPHRVEAEY GNQGADFKGAATEGFGWVNASYILGL
KYMNSHARRALGACIPPISFFSSLRPQERNLYGL
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3 Cile prace

e Exprese a purifikace dvou ruznych konstrukti katalytické domény neutralni trehalasy

Nthl (sekvence 100 — 751; sekvence 153 — 751).

e Exprese a purifikace TEV proteasy.

e Pfiprava série pufri o rizném pH a iontové sile a urceni teploty denaturace obou

konstruktt v téchto pufrech pomoci metody diferencni skenovaci fluorimetrie DSF.

e Urceni idealniho pufru z hlediska stability a homogenity proteinu a optimalizace

purifikace konstruktu Nth1 (sekvence 153 — 751) v tomto pufru.
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4 Material a metody

4.1 Pouzity material

4.1.1 Chemikalie

Nasledujici seznam chemikalii je sefazen abecedné, dale je uvedeno jméno vyrobce.

dihydrat citratu sodné¢ho
dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodné¢ho
dihydrogenfosforec¢nan draselny
dodecylsulfat sodny, SDS
ethanol pro UV- spektroskopii
ethylendiamintetraoctova kyselina, EDTA
fenylmethylsulfonylfluorid ,PMSF
glycerol

hydroxid draselny
hydroxid sodny
chloramfenikot ...~
imidazol
isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid, IPTG
kanamycin
kyselina chlorovodikova
kyselina octova
lysozym
médium Luria-Bertani, LB

N, N, N’, N’-tetraethylendiamin, TEMED
Octanamonny.
persulfatamonny
Protease Inhibitor Cocktail Tablet, EDTA-Free
siran nikelnaty

Carl Roth
Biotika
Sigma-Aldrich
MERCK kGaA
Sigma-Aldrich
PENTA
SIGMA
LACH:NER
PENTA
PENTA
Sigma-Aldrich
PENTA

Carl Roth
Carl Roth
LACH:NER
Carl Roth
LACH:NER
LACH:NER
Carl Roth

Carl Roth
Sigma-Aldrich
Duchefa Biochemie
LACH:NER
LACH:NER
Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth
PENTA

Carl Roth
LACHEMA
Sigma-Aldrich
SIGMA
PENTA
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thiamin-hydrochlorid Carl Roth

trihydrat octanu amonné¢ho PENTA

Tris Carl Roth
B-merkaptoethanol Carl Roth

4. 1.2 Pristroje

analytické vahy EG420-3NM KERN

centrifuga 5804R Eppendorf
centrifuga Sigma 8K SIGMA

centrifuga Z 300 HERMLE labortech.
centrifuga Z323K HERMLE labortech.
FPLC -AKTA Amersham Bioscien.
Light cycler 480 1l Roche

magnetické michacky VARIOMAG MAXIT . Thermo Scientific
peristalticka pumpa Ecoline Ismatec

pH metr JENWAY 3505 P-LAB

sada na elektroforézu BioRad
Sonicator3000 Misonix
spektrofotometr Agilent 8453 Agilent Technologies
vortex Vortex-GENIE2 Scientific Industries
vortexZx3 Velp Scientifica

4, 1.3 Ostatni material

automaticke PIPetY Eppendorf
centrifugalni Kyvety Carl Roth

Color Burst standard na Sbs-PAGE. BioRad

desticka na LigthCycler Multiwell plate 96 Roche

dialyzaéni membrana________ Carl Roth

filtry SPARTANI13/0,45 RC Whatman

folie na desti¢ku na LigthCycler 480 Sealing Foil Roche

Chelating Sepharose Fast Flow GE Healthcare
kolona Superdex 200 Amersham Bioscien.
kolonka pro niklovou chelata¢ni chromatografii_____ Bio-Rad Laboratories
koncentratory Amicon Ultra_____ Millipore

kfemenné Kyvety Agilent Technologies
laboratornisklo Simax
mikrostfikacka HAMILTON ] Hamilton
MIKrOZKUMAVKY P-LAB

nyYlonoVe fITY Whatman

pipeta multikandlova Eppendorf

program Unicorn 4.11 GE Healthcare

set pro SDS-PAGE Bio-Rad Laboratories

SP sepharose Amersham Bioscien.



stiikacky B. Braun

SPICKY Axygen
Tib Tub zasobnik 60 ml s vickem ...~~~ Eppendorf
vicko na zasobni destickunapufry RITTER
zasobni desticka na pufry RITTER

4. 2 Exprese konstrukti Nth1 100 - 751 a Nth1 153 - 751

Z glycerolové konzervy bakterii E. coli BL21(DE3), obsahujici gen pro Nthl
v plasmidu pHGT2 (modifikovany pRSFDuet) bylo odebrano po 5 ul do zkumavek s 5 ml
tekutétho LB média (tabulka 4. 1) obsahujicich kanamycin o koncentraci 30 pg/ml.

Bakterie byly kultivovany v tekutém LB médiu v termostatu v tfepacce pii 37 °C ptes noc.

Nasledujici den byly kultury s bakteriemi pteneseny do 2 | Erlenmayerovych bani
s 1000 ml sterilniho LB média a 1 ml kanamycinu o koncentraci 30 mg/ml (vysledna
koncentrace 30 pg/ml). Pii méfeni optické density byl pouzit roztok ¢istého sterilniho LB
média s kanamycinem o koncentraci 30 pg/ml jako referen¢ni vzorek. Pii optické densité
métené pii 600 nm o hodnoté 0,8 byla teplota v inkubatoru zchlazena na 25 °C a exprese
Nthl byla indukovana pfidanim 1 ml 0,5 M IPTG (vyslednd koncentrace 0,5 mM).
Bakterie byly inkubovany pti 25 °C a konstantnim tfepani 200 rpm pies noc.

Tabulka 4.1

LB médium: 1000 ml
trypton 109

NaCl 10¢g
kvasinkovy extrakt 59

H.O doplnit do 1l

4. 3 Centrifugace a lyze bunék

K oddéleni napéstovanych bunék od LB média byla pouzita centrifugace.
Napéstované bakterialni kultury byly ptelity do 1 | kyvet a centrifugovany po dobu 20 min.
pti 4 °C a rychlosti 2600 rpm. Vznikl4 peleta byla resuspendovana na vortexu lyza¢nim
pufrem a homogenizovana pro rovnomérnou lyzi bunék. Na pelety z3 1 LB média
ptiblizn¢ 100 ml lyza¢niho pufru (tabulky 4. 2 a 4. 3, str. 21). Dale byly resuspendované
pelety ulozeny do — 80 °C.
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Tabulka 4. 2

Lyzac¢ni pufr 100ml
10xPBS; vysledna koncentrace 1xPBS (tabulka 4. 3) 10 mi
NacCl, vysledna koncentrace 1 M 5,849
imidazol, vyslednéa koncentrace 2 mM 0,0136 g
B — ME, vysledna koncentrace 4 uM 28 ul

doplnéno destilovanou vodou na 100 mi

Tabulka 4. 3

PBS 10xkoncentrovany 1000 mi
NaCl 80¢g
KCI 29
KH,PO, 2449
Na,HPO,4-2H,0 14,49
NaNs3; 0,449

doplnéno destilovanou vodou na 1 1 a pH upraveno na 7,4 pomoci 1M NaOH

Lyze neboli rozbiti bunék byla provedena inkubaci pelety z predeslé centrifugace
s 0,01 g lysozymu (pro peletu z 3 1 LB média, vysledna koncentrace 100 pg/ml) po 30 min.
Jiz pted samotnou inkubaci byla pfiddna jedna tableta komerén€ dostupné tablety
inhibitoru proteas rozpusténa v 1 ml destilované vody. Nakonec se po inkubaci ptidal do
smési 1 ml zasobniho roztoku 0,1 M PMSF v ethanolu pro UV spektroskopii (vysledna
koncentrace byla 0,5 mM).

4. 4 Sonikace

Pomoci sonikatoru byla smés vystavena ultrazvuku po dobu 15 minut p#i vykonu
57 wattd, vzdy 3 szapnuto a 17 s vypnuto. Timto se exprimovany protein dostal do
roztoku. V pribéhu sonikace byla smés chlazena v ledu, aby se zamezilo degradaci
proteinu. Sonikovana smés byla pak centrifugovana 45 min, pti 13 500 rpm a teploté 4 °C.

Supernatant (cytosolarni frakce) obsahujici exprimovany konstrukt byl zamrazen do - 80,0

°C.

4.5 Purifikace Nth1 100 - 751 a Nth1 153 - 751
Purifikace konstruktti Nth1 100 — 751 a Nth1 153 — 751 probihala ve dvou krocich

— niklovou chelata¢ni chromatografii a gelovou permeacni chromatografii. Mnozstvi a
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Cistota Nth1 100 — 751 a Nth1 153 — 751 byla monitorovana pomoci SDS elektroforézy
Vv polyakrylamidovém gelu (SDS — PAGE).

4. 5. 1 Niklova chelata¢ni chromatografie
Oba konstrukty katalytické domény neutralni trehalasy jsou opatfeny histidinovou

kotvou (6 histidinti za sebou — His — tag), ktera umoznuje prvni krok purifikace. Histidin
obsahuje slab¢ bazicky imidazolovy zbytek, ktery je schopen chelatace s nikelnatymi ionty
zachycenymi ve stacionarni fazi (Chelating Sepharose™ fast flow) kolony pro
chromatografii. Timto dochazi k jeho zadrzeni na stacionarni fazi, ktera je promyvana
pufrem 10% F (40 ml pufru F a 360 ml pufru E), ktery nespecificky vazané proteiny
odstrani. Poté se kolona promyje pufrem s velkym mnozstvim imidazolu (pufrem F), ktery

také chelatuje s Ni** a protein uvolni.

Kolona uréena pro niklovou chelata¢ni chromatografii byla pfipojena k peristaltické
pumpg, byl nastaven prutok 30 ml/ min a 5 ml sloupec sepharosy v koloné byl promyt

nasledujicimi roztoky (slozeni pufrii je uvedeno v tabulkach 4. 4 — 4. 5, str. 23):

1) 15 ml H,0

2) 15 ml Stripp roztoku (tabulka 4. 6, str. 23)
3) 20 ml H,O

4) 50 ml 0,1 M NiSO,

5) 15ml H,0

6) 20 ml pufru E

Pfi promyvani kolony siranem nikelnatym byl pritok snizen na 25 ml/ min kvili
kvantitativnimu navazani Ni’* na sepharosu. Peristaltick4 kolona byla zastavena tésné¢ nad
sloupcem napln¢ — stacionarni faze byla pfipravena pro zachyceni proteinu. Dale byla
plastovym kapatkem na kolonu nanesena rozmrazena sonikovana peleta v lyza¢nim pufru,
smichana se sepharosou a pfemisténa zpét do kadinky. Smés v kadince byla za stdlého

michani pii 4 °C inkubovana 30 minut (pro kvantitativni navazani proteinu na sepharosu).

Nasledné byla smés piemisténa do 45 ml zkumavek a centrifugovana pti 4 °C, 1600
rpm, 2 min. Peleta (sepharosa s navazanym proteinem) byla postupné promyvana 400 ml
10 % pufru F (obsahujici 60 mM imidazol), kdy se odstranily nespecificky vazané

makromolekularni pfimési a smes byla opét centrifugovana (4 °C, 1600 rpm, 2 min). Tento

22



zpusob provedeni niklové chelatacni chromatografie se nazyva vsadkovy. Nasledn¢ se
sepharosa vratila zpét do kolony a konstrukt se eluoval gravitaéné ze stacionarni faze
pomoci 20 ml pufru F (obsahujici 600 mM imidazol, tabulka 4. 5), pficemz pufr obsahujici

protein byl jiman do mikrozkumavek.

Pouzitd kolona byla po eluci proteinu regenerovana promytim kolony pfiblizné 50
ml destilované vody, 50 ml STRIPP solution (tabulka 4. 6), 50 ml destilované vody a
nakonec 25 ml 20 % (v/v) ethanolu. Kolona byla uskladnéna pro opétovné pouziti pod 5

cm sloupcem 20 % (v/v) ethanolu v lednici.

Tabulka 4. 4

Pufr E pro chelata¢ni chromatografii 1000 ml
10xPBS; vysledna koncentrace 1xPBS (tabulka 4. 3, str. 21) 100 ml 10xPBS
NaCl; vysledna koncentrace 0,5 M 29,2 ¢

imidazol; vysledna koncentrace 1 mM 0,07g

B — ME; vysledna koncentrace 2 uM 139 ul

Tabulka 4. 5

Pufr F pro chelata¢ni chromatografii, pH 8 500 ml

10xPBS; vysledna koncentrace 1xPBS (tabulka 4. 3, str. 21) 50 ml 10xPBS
NaCl; vysledna koncentrace 0,5 M 146 ¢

imidazol; vysledna koncentrace 0,6 M 20,4 ¢

B — ME; vysledna koncentrace 2 uM 69,5 ul

Tabulka 4. 6

STRIPP solution 450 ml

EDTA,; vysledna koncentrace 0,33 M 300 ml 0,5M EDTA
NaCl; vysledna koncentrace 1,66 M 150 ml 5M NacCl

4. 5. 2 Dialyza
Dialyza je metoda pro oddéleni velikostné rozdilnych molekul, v tomto piipadé

byla pouZita pro odstranéni nizkomolekularnich latek od roztoku proteinu. PouZivaji se
komer¢né dostupné membrany s riznymi velikostmi porti. Proto je nutné zvolit membranu
tak, aby velikost proteinu byla vétsi nez pory a nedoslo k tniku proteinu do dialyza¢niho
pufru. Mensi molekuly difunduji po koncentracnim gradientu z vnittku dialyzaéni

membrany do dialyza¢niho puftru.

23



Nejprve byl piipraven 1 1 dialyza¢niho pufru, sloZeni je uvedeno v tabulce 4. 7.
Pied vlastni dialyzou se do vychlazeného pufru na 4 °C pfidalo DTT, pufr byl peclivé
promichan na magnetické michacce a byl zchlazen na 4 °C, aby nedochazelo k degradaci
proteinu. Frakce obsahujici protein byly pipetou premistény do dialyzacni membrany,
kterd byla na obou koncich sepnuta svorkami a membrana se ponofila do nadoby s
dialyzacnim pufrem. Dialyza probihala pies noc pii teplot¢ 4 °C za stalého michani

dialyza¢niho pufru.

Tabulka 4.7

Pufr pro dialyzu 1000 mi

10% (w/v) glycerol 100 g

Tris—HCI, 20 mM, pH 7,5 20 ml 1M Tris—HCI pH 7,5
EDTA pH 8, vysledna koncentrace | mM 2ml0,5MEDTApH 8
NaCl, vysledna koncentrace 150 mM 8,76 g

B — ME, vysledna koncentrace 2 mM 139 ul

4.5.3 SDS - PAGE
SDS-PAGE elektroforéza (v polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti dodecylsiranu

sodného) je elektromigra¢ni metoda, které se pouziva k separaci proteind na zakladé¢ jejich
rozdilné elektroforetické mobility a velikosti. Dodecylsiran sodny je povrchové aktivni
latka, ktera se vaze na proteiny, denaturuje je a dodava jim zaporny naboj, ktery je nepiimo
zavisly na velikosti proteinu. Takto nabité proteiny putuji vldknitou strukturou gelu od
katody k anodé¢, nejvétsi molekuly zaznamenaji nejvétsi odpor v gelu a proto jejich
mobilita je nejmensi. Nejmensi molekuly maji naopak nejvétsi mobilitu.

K analyze byly pouzity 12 % separacni gely a 5 % zavadéci gely.
4. 5. 3. 1 Priprava vzorkii

K 15ul roztoku proteinu v mikrozkumavce se ptidalo Sul vzorkového pufru
(tabulka 4. 13, str. 26). Celkovy objem byl 20 pl. Mikrozkumavky byly po 1 min
inkubovany pii 100 °C, timto krokem byla zajiSténa denaturace proteinu. Dale byly vzorky
naneseny do jamek zavadéciho gelu pomoci mikrostiikatky HAMILTON. Do prvni jamky

bylo zavedeno 10 pl roztoku molekulovych standardii. Elektroforéza probihala pii 200 V,

dokud obarveny vzorek nedoputoval ke konci gelu.
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4. 5. 3. 2 Vizualizace gelii

Pro vizualizace geli bylo pouzito barvivo CBB R250. Gely byly nejprve

inkubovany po dobu 15 minut v barvicim roztoku pii teploté¢ 100 °C, ¢imz doslo k

navazani barviva na proteiny v gelu. DalSim krokem bylo odbarveni geli pomoci

odbarvovaciho roztoku, ktery se zahtal k varu. Slozeni roztoki je uvedeno v tabulkach 4. 8

-4, 16, str. 25 — 26.

Tabulka 4. 8

Zavadeéci gel

H,O

Pufr pro zavadéci gel
akrylamid/bis-akrylamid 30%/0,8% (w/v)
10% (w/v) persulfat amonny

TEMED

Tabulka 4. 9

12% separacni gel

2,25ml
1,87ml
0,5 ml
75 ul
8 ul

celkovy objem 7,7 ml

H20 2,6 ml
Pufr pro separa¢ni gel 1,87ml
akrylamid/bis-akrylamid 30%/0,8% (w/v) 3ml
10% (w/v) persulfat amonny 75 ul
TEMED 8 ul
Tabulka 4. 10

Pufr pro separacni gel

Tris—HCI (pH 8,8; 1,5 M) 75 ml
SDS (10%) 4 ml
H20 21 ml
Tabulka 4. 11

Pufr pro zavadéci gel

Tris—HCI (pH 8,8; 1,5 M) 50 ml
SDS (10%) 4 ml
H,O 46 ml
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Tabulka 4. 12

Akrylamid/bis-akrylamid 100 ml
akrylamid 29,29
bis — akrylamid 08¢
doplnéno destilovanou vodou do 100 ml

Tabulka 4. 13

5x koncentrovany pufr pro ptipravu vzorkl

Tris — HCI (pH 6,8, 1 mol dm°) 0,6 ml
glycerol 1,87ml
SDS (10 % wi/v) 2 mi

B —ME 0,5ml
10% bromfenolova modf 1ml
H.0 0,9 ml

Tabulka 4. 14

Pufr pro elektroforézu

vysledna koncentrace

Tris/HCI pH 8,3 50 mM
glycin 385 mM
SDS 0,1 % wiv
Tabulka 4. 15

Barvici roztok

Coomassie Brilliant Blue R 250 1lg
methanol 450 ml
kyselina octova 100 ml
H,O 450 ml
Tabulka 4. 16

Odbarvovaci roztok

methanol 100 ml
kyselina octova 100 ml
H.0 800 ml

4. 5. 4 Stépeni TEV proteasou

TEV proteasa je specifickd endopeptidaza, kterd exprimovany a purifikovany

konstrukt zbavuje histidinové kotvy (His — tag), ktera slouzi k prvnimu kroku purifikace
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(kapitola 4. 5. 1) Pted dialyzou slou¢enych frakci se do dialyza¢niho stieva piidalo 400 pl
TEV proteasy (v piipadé purifikace z 3 I LB média).

4. 5.5 Zakoncentrovani proteinu a filtrace
Zakoncentrovani bylo nutné provést pro snizeni objemu pufru s proteinem pro

pouziti gelové permeacni chromatografie. Ke koncentrovani byl pouzit koncentrator, ktery
propoustél molekuly do velikosti 10 kDa. Protein s koncentratorem byl centrifugovan pfi 4
°C, 1600rpm, 2 min. Objem byl snizen na 1 ml pro jednu gelovou permeacni

chromatografii.

4. 5. 6 Gelova permeacni chromatografie
Gelova chromatografie je separa¢ni metoda, kterd se pouziva k déleni latek na

zaklad¢ jejich rozdilné molekulové hmotnosti. Pouzita kolona obsahovala porovity zrnity
material a pufr. V prib&hu chromatografie dochazelo k déleni molekul mezi rozpoustédlo
vné Castic ndplné kolony a mezi rozpoustédlo uvnitt téchto ¢astic. Nejdéle jsou na koloné
zadrzeny molekuly, pro které jsou pfistupné vSechny péry zrn gelu a nejprve kolonou
projdou ty molekuly, které se do péru nemohou dostat. Nejvétsi molekuly maji nejmensi
retenéni Cas, naopak nejmensi latky nejvetsi retencni Cas. Na tomto zékladé doslo

k oddéleni proteinu od agregovanych makromolekul a kratkych §tép.

Pro gelovou permeaéni chromatografii byla pouZita kolona Superdex™ 200 10/300
(pramé&r/délka kolony v mm). Nejdiive byla kolona promyta vodou a nasledné
prefiltrovanym pufrem (tabulka 4. 17). Protein byl filtrovan pies 0,45 uM filtr a poté
nanesen na kolonu. Rychlost pratoku kolony byla nastavena 0,5ml za minutu (dle
parametrt piislusné kolony). Jednotlivé proteinové frakce byly jimany do mikrozkumavek

a nasledn¢ byla ovétena jejich Cistota pomoci SDS — PAGE.

Tabulka 4. 17

Pufr pro gelovou permeac¢ni chromatografii 1000 ml

glycerol; 10% (w/v) glycerol 100 g

Tris; vysledna koncentrace 50 mM 50ml 1M Tris pH 7,5
NaCl; vysledna koncentrace 150 mM 8,76 g

DTT; vysledna koncentrace 5 mM 0,771g
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4. 5.7 UV - VIS spektrofotometrické stanoveni koncentrace
Ke stanoveni koncentrace vypurifikovaného proteinu byl pouzit spektrofotometr

s deuteriovou lampou. Byla pouzita sklenéna kyveta, ktera se uchovava v roztoku kyseliny
chromsirové zarucujici ¢istotu kyvety pro presné méfeni. Jako referenéni vzorek byl pouzit
pufr pro gelovou permeacni chromatografii, stejnym pufrem byl roztok s proteinem vhodné
nafedén kvili menSim ztrdtdm proteinu a piesnosti méfeni. Absorbance vzorku byla
méfena pii 280 nm (pro kontrolu i pti 260 nm). Molarni koncentrace proteinu byla poté
uréena pomoci Lambert-Beerova zakona (A= gxcxl). Protein byl nakonec zmrazen do -

80°C.

4. 6 Exprese a purifikace TEV proteasy
4. 6. 1 Exprese, lyze, sonikace

Pro expresi TEV proteasy bylo odebrano 10 ul glycerolové zasoby bunék
BI21(DE3)RIL do zkumavek s 5 ml tekutého LB média (slozeni v tabulce 4. 1, str. 21), do
kterého bylo ptidano 5 pl ampicilinu 0 koncentraci 100 mg/ml (vysledna koncentrace byla
100 pg/ml) a 5 ul chloramfenikolu 0 koncentraci 34 mg/ml (vysledna koncentrace byla 34
ng/ml). Bakterie byly kultivovany v LB médiu pies noc pii 37 °C. Druhy den byl obsah
zkumavky prelit do ban¢ s 1000 ml LB média s 1 ml ampicilinu a 1 ml chloramfenikolu,
koncentrace pouzitych roztoki i vysledné koncentrace antibiotik v bani jsou stejné jako pfi
ptipravé miniprepu. Popis zpisobu kultivace bakterii je popsan v kapitole 4. 2, str. 20.
Exprese byla indukovéna p¥idanim 2,5 ml 0,1 M IPTG pti OD®® "™ = 0,9. Druhy den bylo
LB médium s bakteriemi stoceno a resuspendovano 40 ml lysa¢niho pufru (tabulka 4. 2,
str. 21) a na 30 min uloZeno do - 80 °C. Poté byla resuspendovana smés inkubovana s 4 mg
lysosymu po dobu 30 min pfi 4 °C a nasledné vystavena ultrazvuku (kapitola 4. 4, str. 21)
15 s ON, 45 s OFF pfi celkovém ¢asu ON 8 min. Poté byla smés stacena 1 h pii 13500 rpm
a4d°C.
4. 6. 2 Purifikace TEV proteasy

K purifikaci TEV proteasy byla pouzita niklova chelata¢ni chromatografie (kapitola
4.5. 1, str. 22 - 23), dialyza a pro ovéfeni Cistoty ziskanych frakci SDS PAGE (kapitola 4.
5. 2 a kapitola 4. 5. 3, str. 23 - 26). Pro dialyzu byl pouzit pufr o slozeni uvedeném
v tabulce 4. 18, str. 27.
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Tabulka 4. 18

Pufr pro dialyzu 1000 ml

glycerol; 10% (w/v) glycerol 100 g

Tris pH 7,5; vysl. koncentrace 50 mM 50ml 1M Tris pH 7,5
EDTA; vysledna koncentrace 1 mM 2ml0,5M EDTA
DTT,; vysledna koncentrace 5 mM 0,79

Po dialyze byly frakce 2 — 10 slou¢eny a zméfena absorbance. Déle se roztok
s TEV proteasou tedil pufrem pro dialyzu tak, aby se absorbance pii 280 nm pohybovala
kolem 1,04. Tato hodnota absorbance odpovida koncentraci 0,838 mg/ml. Roztok

s proteinem byl rozdélen do mikrozkumavek po 1 ml a zamrazen do - 80 °C.

4. 7 Stabilita proteinu v roztoku
Pro krystalografii proteinu a dal§i metody zkoumani jeho struktury je zcela zasadni

jeho stabilita, vysokd koncentrace proteinu a homogenita roztoku. Protein setrvava
Vv nativni form¢ diky hydrofobnim interakcim s okolim, vodikovymi mustky a
elektrostatickymi interakcemi mezi opacné nabitymi casti proteinu a disulfidickymi
mustky mezi atomy siry obsazené v aminokyselinach methioninu a cysteinu. Stabilitu
proteinu zajiStuje vhodna teplota pii samotné purifikaci a dal$i manipulaci, a latky
rozpusténé v roztoku o vhodné iontové sile, pfitomnost precipitantii a v neposledni fadé
také koncentrace proteinu a jeho velikost. Tyto ligandy se nespecificky vazi na povrchovou
¢ast proteinu a tim jej stabilizuji v nativni struktufe a nedochazi k degradaci a agregaci

proteinu [41].

Stabilita proteinu je ddna rozdilem volné Gibbsovy energie neuspofadaného stavu

(Gn) a volné Gibbsovy energie uspoiadaného stavu (Gy).
(DAGy—y = Gy — Gy

Pro uzavieny systém lze napsat rovnici (2), ktera ukazuje, ze hodnota zmény volné

Gibbsovy energie zavisi na teploté [42].

(2)AGy-y = AHy_y — TAsy—y
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4. 8 Diferencni skenovaci fluorimetrie

Metoda diferen¢ni skenovaci fluorimetrie (t€z Thermofluor) je pomérné efektivni
metoda, ktera urci optimalni sloZeni roztoku pro krystalizaci proteinu. Tato metoda byla
patentovana v roce 2000 M. W. Pantolianem (United States Patent 6 020 141). DSF neni
naro¢na na instrumentaci, pii experimentu se spotfebuje relativné malo proteinu (desitky
ul) a vysledky jsou k dispozici velmi rychle. Vysledkem metody je hodnota teploty tani,
ktera charakterizuje stabilitu proteinu v zavislosti na slozeni zkoumaného roztoku.

Pro zjisténi optimalnich podminek podporujicich stabilitu nativni formy ziskané¢ho
proteinu ovliviiuji roztoky, ve kterych jsou proteiny skladovany. Pomoci diferenéni
skenovaci fluorimetrie se zjistila vhodnad koncentrace soli a hodnota pH, ktera brani
denaturaci proteint a tvorb¢& agregati, které jsou krajné nevhodné pro krystalizaci. Roztok
proteinu v dostate¢né kvalité a Cistoté byl pouzit pii testovani v riznych variantach pufii a
roztokd soli. Pufr nebo roztok soli vykazujici nejvyssi teplotu poskytuje nejlepsi podminky

pro stabilitu proteinu a tudiz je vhodny pro pouziti v krystalografii [41].

Béhem diferencni skenovaci fluorimetrie se sleduje rust fluorescence b&hem
postupného zvySovani teploty v intervalu 20°C az 95°C, timto se ziskd kiivka
S charakteristickym pribéhem. Nejdiive se protein pomalu rozbaluje, barvivo zatim
neinteraguje s hydrofobnimi ¢astmi proteinu. Se vzristajici teplotou protein odhali své
hydrofobni jadro, barvivo se na néj navaze a v dusledku tohoto se znatelné zvysi
fluorescence. Dale se zvySujici se teplotou se fluorescence dostava na konstantni hladinu a

mirng klesa diky precipitaci barviva a denaturaci proteinu [43] (obrazek 4. 1, str. 31).
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Obrazek 4. 1: Typicky priabéh intenzity fluorescence pro citratsynthasu v zavislosti na teploté v pfitomnosti SYPRO
orange; UN — protein v nativnim stavu, SYPRO orange neinteraguje, FO — protein se rozbaluje, SYPRO interaguje
s hydrofobnim jadrem proteinu, DEN — protein v denaturovaném stavu, prevzato a upraveno z [44].

V této metodé bylo pouzito komeréné dostupné fluorescencni barvivo SYPRO

orange dye.

4. 8. 1 Priprava vzorkt na DSF
Zkoumany protein musel byt nejprve zakoncentrovan na vyssi koncentraci, pro

Nth1 100 — 751 na 5 mg/ml a pro Nth1l 153 — 751 na 5,58 mg/ml. Zasobni roztok
fluorescen¢niho barviva SYPRO orange (1000x fedéné H,0) byl dle navodu vyrobce fedén
v poméru 1:24 pufrem na gelovou permeacni chromatografii (tabulka 4. 17, str. 27). Do
kazdé jamky bylo ptidano 10,5 pl destilované vody, 12,5 ul zkoumaného pufru/ roztoku
soli, 1ul zfedéného SYPRO orange a 1 pl proteinu. Celkovy objem byl 25 pl. Finalni
koncentrace proteint v reakci byla nasledujici: 0, 2 mg/ml (konstrukt Nthl 100 — 751);
0, 22 mg/ml (konstrukt Nthl 153 — 751).

4. 8. 2 Pribéh DSF
Desticka s mikrojamkami byla pielepena folii pro zachovéni Cistoty vzorkl a

centrifugovana po 2 min pii 1250 rpm. Dale byla desticka umisténa do Light cycleru 480 II
a pro experiment byl pouzit program Light cycler 480 Il software release 1.5.0. Vzorky
byly podrobeny teplotnimu gradientu 20 °C az 95 °C a v prub&hu zvySovani teploty byla

méfena fluorescence.
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5 Vysledky

5.1 Purifikace proteinu Nth1 100 - 751
Exprese Nth1 100 — 751 pomoci IPTG byla provedena z 6 1 LB média. K purifikaci

byly pouzity niklova chelatatni chromatografie, dialyza a gelova permeacni
chromatografie. Pro diferencni skenovaci fluorimetrii bylo zapotfebi ziskat protein
V dostate¢ném mnozstvi a Cistoté, proto po kazdém purifikacnim kroku byla provedena
SDS — PAGE s pouzitim 12 % gelu. Jako standard molekulovych vah bylo vzdy pouZito
10 ul Precision Plus Protein Standards (BioRad), obsahujici proteiny o molekulové
hmotnosti 250, 150, 100, 75, 50, 37, 25, 20, 15 a 10 kDa.

5. 1.1 Vysledky niklové chelata¢ni chromatografie a Stipani TEV
Diky histidinové kotvé, jejiz ucel v purifikaci byl popsan vyse, se podafilo proteiny

Nthl 100 — 751 oddg¢lit od ostatnich soucasti roztoku po sonikaci (obrazek 5. 1).

kDa 2 3 4 5 6 7 8 9 10 . Pred Po
- R~ )
250 250
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100 100
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37
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20 W s

Obrazek 5. 1: Vlevo: 12 % (v/v) polyakrylamidové gely z SDS-PAGE obsahujici standard molekulovych vah (prvni

sloupec), dale frakce 2 — 10 z niklové chelata¢ni chromatografie, které obsahovaly Nth1 100 — 751. Vpravo: 12 % (v/v)
polyakrylamidové gely z SDS-PAGE obsahujici standard molekulovych vah (prvni sloupec), déle protein Nth1l 100

— 751 pred stipanim TEV proteasou a po Stipani TEV proteasou.

5. 1. 2 Vysledky gelové permeacni chromatografie
Béhem eluce pii gelové permeacni chromatografii (obrazek 5. 2, str. 33) byly

jimény frakce po 0,5 ml do mikrozkumavek. Z frakci A11 az B7 byly odebrany vzorky pro
SDS — PAGE. Po vizualizaci gelu (obrazek 5. 3, str. 33) byly slouceny jiz zminéné frakce,
které obsahovaly Cisty protein (Mr = 75 kDa).
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Obrazek 5. 2: Gelova permeacni chromatografie, modra krivka znazorriuje absorbanci. Na ose x je vynesen elucni
objem, na ose y absorbance pfi namérené vinové délce 280 nm. Mobilni fazi tvofil prefiltrovany Pufr pro gelovou
permeacni chromatografii (tabulka 4. 17, str. 27). Rychlost pritoku byla 0,5 ml/min. Frakce A1l aZ B7 obsahuji
Nth1 100 - 751.
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Obrazek 5. 3: 12 % (v/v) polyakrylamidovy gel zobrazuje standard molekulovych vah a frakce A12 — B7 obsahujici
Nth1 100 - 751.
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Po gelové permeacni chromatografii byla zmétena opticka densita pii 10 ndsobném
zfedéni. Molarni absorpéni koeficient Nthl 100 — 751 je 124110 dm® mol™® cm™,
koncentrace byla 7,2 uM. Celkovy vytézek proteinu z 6 1 LB média 5,184 mg Nth1 100 -
751.

5. 2 Purifikace proteinu Nth1 153 - 751

5. 2.1 Vysledky niklové chelata¢ni chromatografie a Stipani TEV
Exprese Nthl 153 — 751 pomoci IPTG byla provedena z 6 1 LB média. Postup

purifikace a ovéfeni Cistoty proteinil po jednotlivych purifika¢nich krocich byly stejné jako

Vv pfipad€ Nth1 153 — 751 (obrazek 5. 4).

kDa Pied Po
250
200

100

| —
| —
| —
75 P
-
o
-

50 -
37

7 - -

5 25 . - - -
20 .

25 .

Obrazek 5. 4: Vlevo: 12 % (v/v) polyakrylamidové gely z SDS - PAGE obsahujici standard molekulovych vah (prvni

sloupec), dale frakce Cislo 2 — 10 z niklové chelatacni chromatografie, které obsahovaly protein Nthl 153 — 751.
Vpravo: 12 % (v/v) polyakrylamidové gely z SDS — PAGE obsahujici standard molekulovych vah (prvni sloupec), dale

protein Nth1 153 — 751 pfed Stipanim TEV proteasou a po Stipani TEV proteasou.

5. 2.1 Vysledky gelové permeacni chromatografie
Béhem eluce pii gelové permeacéni chromatografii (obrazek 5. 5, str. 35) byly

jimany frakce po 0,5 ml do mikrozkumavek. Z frakei A11 az B7 byly odebrany vzorky pro
SDS — PAGE. Po vizualizaci gelu (obrazek 5. 6, str. 35) byly slouceny jiz zminéné frakce,
které obsahovaly Cisty protein (Mr = 69 kDa).
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Obrazek 5. 5: Gelova permeacni chromatografie, modra kfivka znazornuje absorbanci. Na ose x je vynesen elucni
objem, na ose y absorbance pfi namérené vinové délce 280 nm. Mobilni fazi tvofil prefiltrovany Pufr pro gelovou
permeacni chromatografii (tabulka 4. 17, str. 27), rychlost pritoku byla 0,5 ml/min. Frakce A1l aZ B7 obsahuji
Nth1 153 - 751.
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Obr. 5. 6: 12 % (v/v) polyakrylamidovy gel zobrazuje standard molekulovych vah a frakce B3 — B11 obsahujici
Nth1 153 - 751.
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Po gelové permeacni chromatografii byla zmétfena opticka densita pti 10 nasobném
zfedéni. Molarni absorpéni koeficient Nthl 153 — 751 je 118150 dm® mol™® cm™,
koncentrace byla 45,2 uM. Celkovy vytézek proteinu z 3 1 LB média 3,17 mg Nth1 153 —
751.

5. 3 Vysledky purifikace TEV proteasy
TEV proteasa byla exprimovana pomoci IPTG v 1 1 LB média, k purifikaci byla

pouzita niklova chelata¢ni chromatografie. Po inkubaci s lysozymem se sonikat pfenesl na
kolonu, ktera byla promyta 250 ml 10 % pufru F. Pro kontrolu ¢istoty TEV proteasy byla
provedena SDS — PAGE (obrazek 5. 7).
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Obr. 5. 7: 12 % (v/v) polyakrylamidovy gel zobrazuje standard molekulovych vah a frakce 1-10 obsahujici TEV
proteasu.

Na zaklad¢ vysledkit SDS - PAGE byly slouéeny frakce 3 — 13, obsahujici TEV
proteasu (Mr = 27 kDa) a dialyzovany pies noc v dialyzatnim pufru. Po dialyze byla
zmétena opticka densita roztoku a vhodnym fedénim pufrem na dialyzu (4. 18, str. 29)

upravena ptiblizn€ na hodnotu 1,04, ktera odpovida koncentraci 0,838 mg/ml.

5. 4 Priprava pufra pro DSF
Pro diferencni skenovaci fluorimetrii bylo potifeba pfipravit dvé série zasobnich 200

MM pufrl ¢i roztokl soli 0 riizném slozeni a pH. SloZeni prvni série pufrii je uvedeno
v tabulce 5. 1, str. 37, druha série pufrti obsahuje navic 400 mM NaCl. Dale byly méteny
tyto varianty: destilovana voda s pfidavkem a bez pridavku 400 mM NaCl a pufr pro

gelovou permeacni chromatografii (tabulka 4. 17, str. 27).

Spoctené navazky a detaily piipravy pufrii jsou uvedeny v Ptiloze B, str. 54.
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Tabulka 5. 3

Pufr pH
octan sodny 45 5,0
dihydrat citratu trisodného 47
dihydrogenfosfore¢nan draselny 50 6,0 7,0
dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného 55 6,5 7,5
MES 5,8 6,2 6,5
HEPES 7,0 8,0
octan amonny 7,3
Tris 7,5 8,0 8,5
Imidazol 8,0
Bicin 8,0 9,0
puvodni pufr 7,5

Piivodni pufr ma stejné slozeni jako pufr pro gelovou permeacni chromatografii

(tabulka 4. 17, str. 27)
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5. 5 Méreni DSF Nth1 100 - 751 a Nth1 153 - 751
Stabilita proteinu byla testovana ve $kale pufri a roztoku soli s rozsahem hodnot

pH 4,5 az 9,0. Soucasné byl testovan vliv chloridu sodného na stabilitu proteinu. Po
zméfeni zavislosti fluorescence na teploté¢ byly ziskané kiivky derivovany v inflexnich

bodech a hodnoty byly odecitany ve vzniklych minimech.

Vysledky diferen¢ni skenovaci fluorimetrie pro Nthl 100 — 751 jsou shrnuty
na obrazku 5. 8, str. 39. Vysledky diferen¢ni skenovaci fluorimetrie pro Nthl 153 — 751

jsou shrnuty na obrazku 5. 9, str. 40.
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Pufr

Nth1 100 - 751 (5 mg/ml)

original buffer

H20

Bicin pH 9,0

Tris pH 8,5

Bicin pH 8,0

Tris pH 8,0

HEPES pH 8,0

imidazol pH 8,0

Tris pH 7,5

octan amonny pH 7,3

dihydrat difosforecnanu sodného pH7,5
HEPES pH 7,0

dihydrogenfosfore¢nan draselny pH 7,0
MES pH 6,5

dihydrat difosfore¢nanu sodného pH 6,5
MES pH 6,2

dihydrogenfosfore¢nan draselny pH 6,0
MES pH 5,8

dihydrat citratu trisodného pH 5,5

dihydrat dihydrogenfosforecnanu sodného pH 5,5

digydrogenfosforecnan draselny pH 5,0
octan sodny pH 5,0
dihydrat citratu trisodného pH 4,7

octan sodny pH 4,5

60,0

O 0,2 M NaCl

10,0 M Nacl

Obrazek 5. 8.: Vysledky diferencni skenovaci fluorimetrie pro Nth1l 100 — 751, T,, znadi teplotu denaturace. Finalni
koncentrace pufri byla 100 mM, findlni koncentrace proteinu 0, 2 mg/ml.
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Pufr

Nth1 153 - 751 (5,58 mg/ml)

original buffer

H20

Bicin pH 9,0

Tris pH 8,5

Bicin pH 8,0

Tris pH 8,0

HEPES pH 8,0

imidazol pH 8,0

TrispH 7,5

octan amonny pH 7,3

dihydrat difosfore¢nanu sodného pH7,5
HEPES pH 7,0

dihydrogenfosfore¢nan draselny pH 7,0

MES pH 6,5

dihydrat difosfore¢nanu sodného pH 6,5
MES pH 6,2

dihydrogenfosforecnan draselny pH 6,0

MES pH 5,8

dihydrat citratu trisodného pH 5,5

dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného pH 5,5

digydrogenfosforeénan draselny pH 5,0
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Obrazek 5. 9: Vysledky diferencni skenovaci fluorimetrie pro Nth1 153 — 751, T, znaci teplotu denaturace. Finalni
koncentrace pufri byla 100 mM, findlni koncentrace proteinu 0, 22 mg/ml.

00,2 M NacCl
1 0,0 M NaCl

40



Nejvyssi T (53,0 °C) pro Nth1 100 — 751 byl dihydrogenfosfore¢nan draselny,
nejvyssi Try (52,1 °C) pro Nth1 100 — 751 byl octan amonny s chloridem sodnym.

5. 6 Gelova permeacni chromatografie pro ovéreni vysledkt DSF
Pro ovéfeni ziskanych experimentalnich dat z diferen¢ni skenovaci fluorimetrie

Nthl 153 — 751 byl znovu proveden finalni purifikacni krok — gelovd permeacni
chromatografie s pouzitim roztoku soli, ktery pii diferenéni skenovaci fluorimetrii
vykazoval nejvyssi teplotu tani — octan amonny Vv kombinaci s chloridem sodnym. Do
roztoku téchto soli bylo pfidano navic DTT, které brani oxidaci proteinu a tim zvySuje jeho

stabilitu. Do roztoku se nepfidaval glycerol.

5. 6. 1 Vysledky gelové permeacni chromatografie - 1 mM octan amonny
Slozeni roztoku soli, ktery byl pouZit jako mobilni faze v gelové permeacni

chromatografii, je uvedeno v tabulce 5. 2. Separace byla provedena na kolon¢ Superdex™
200, frakce byly jimany do mikrozkumavek. Chromatogram ziskany z této purifikacni
metody je na obrazku 5. 10, str. 42. Elu¢ni frakce B3, B4, B5, B6, B7, B8, B9, B10 a B11
obsahuji Nth1 153 — 751.

Tabulka 5. 2

Pufr gelovou permeacni chromatografii 1 1000 ml
octan amonny; vysledna koncentrace 1 mM 0,077g
NaCl; vysledna koncentrace 150 mM 8,76 g
DTT,; vysledné koncentrace 5 mM 0,771 ¢

pH upraveno na 7,3 pomoci 1| M NaOH
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Obrazek 5. 10: Gelova permeacni chromatografie, modra kfivka znazoriiuje absorbanci. Na ose x je vynesen elucni
objem, na ose y absorbance pfi namérené vinové délce 280 nm. Mobilni fazi tvofil prefiltrovany pufr pro gelovou

permeacni chromatografii (tabulka 5. 2, strana 41), rychlost pritoku byla 0,5 ml/min. Frakce B3 — B9 obsahuji
Nth1 153 - 751.

Cistota ziskanych frakci z gelové permea¢ni chromatografie byla ovéfena pomoci
SDS - PAGE:
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Obrazek 5. 11: 12 % (v/v) polyakrylamidovy gel zobrazuje standard molekulovych vah a frakce B3 — B11 obsahuijici
protein Nth1 153 — 751.
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5. 6. 2 Vysledky gelové permeacni chromatografie - 20 mM octan amonny
Slozeni roztoku soli, ktery byl pouzit jako mobilni faze v gelové permeacni

chromatografii, je uvedeno v tabulce 5. 4. Separace byla provedena na koloné Superdex™
200, frakce byly jimany do mikrozkumavek. Chromatogram ziskany z této purifikacni
metody je na obrazku 5. 12, str. 44. Elu¢ni frakce B3, B4, B5, B6, B7, B8, B9, B10 a B11
obsahuji Nth1 153 — 751 (obrazek 5. 13, str. 44).

Tabulka 5. 4

Pufr gelovou permeacni chromatografii 2 1000ml
Octan amonny; vysledna koncentrace 20 mM 1,549
NaCl; vysledna koncentrace 150 mM 8,76 g
DTT,; vysledné koncentrace 5 mM 0,771 g

pH upraveno na 7,3 pomoci 1 M NaOH
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Obrazek 5. 12: Gelova permeacni chromatografie, modra kfivka znazoriiuje absorbanci. Na ose x je vynesen elucni
objem a pojmenované frakce, na ose y absorbance pfi namérené vinové délce 280 nm. Mobilni fazi tvoril
prefiltrovany pufr pro gelovou permeaéni chromatografii (tabulka 5. 3, strana 43), rychlost pratoku byla 0,5 ml/min.

Cistota ziskanych frakci z gelové permea¢ni chromatografie byla ovéfena pomoci
SDS - PAGE:
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Obr. 5. 13: 12 % (v/v) polyakrylamidovy gel zobrazuje standard molekulovych vah a frakce B3 — B11 obsahuijici
protein Nthl 153 — 751.
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6 Diskuze
Trehalasy jsou vysoce konzervované enzymy, které §tépi neredukujici disacharid

trehalosu na dvé glukosy, v mnoha organismech se tato hydrolyza ukézala jako zivotné
dilezita [3]. Neutrdlni trehalasa Nthl je plné aktivovana pomoci fosforylace
proteinkinasou cAMP, vapnikovymi kationty a kvasni¢nymi proteiny 14-3-3 (nazyvanymi
Bmh) [21]. Pro ziskani pfedstavy o struktuie Nthl by bylo zadouci ziskat krystal proteinu
k dalsi analyze. Tato bakalaiska prace je soucasti projektu, ktery se zamétuje na
krystalizaci enzymu. Piiprava krystalu proteinu obecné vyzaduje protein v co nejéistsi
form¢ a pufr (pfipadny roztok soli) sco nejmenSim mnoZzstvim piimési, které maji
negativni vliv na Cistotu a kvalitu krystalu. Vybér vhodného pufru je tedy klicovym

faktorem pro krystalizaci daného proteinu.

Tato bakalafska prace se zabyva expresi a purifikaci dvou riznych konstruktd
kvasni¢né neutralni trehalasy. Oba konstrukty Nthl obsahovaly trehalasovou doménu
kli¢ovou pro funkci tohoto enzymu a delsi z konstrukti (sekvence 100 — 751) obsahoval
navic 1 vapnikovou doménu. Jednim z cilt této prace byla tedy purifikace obou konstruktti
katalytické domény Nthl podle jiz zavedeného purifikacniho protokolu, ktery zahrnoval
dva purifikacni stupné: niklovou chelata¢ni chromatografii s odst€penim histidinové kotvy
TEV proteasou a gelovou chelata¢ni chromatografii. Timto zplsobem byly ziskdny oba
konstrukty v dostate¢né kvalit¢ i mnozstvi pro DSF, jak bylo potvrzeno pouzitim SDS
- PAGE. Byla provedena téz exprese a jednostupnova purifikace TEV proteasy, ktera byla
nasledné pouzita k odstépeni histidinové kotvy fazniho proteinu po prvnim purifikaénim

kroku (niklové chelata¢ni chromatografii).

Nasledné byla provedena diferen¢ni skenovaci fluorimetrie, ktera urcila optimalni
sloZeni pufru (pfipadné roztoku soli) pro krystalizaci konstrukt. Teplota tani Nth1 153
— 751 byla nejvyssi v roztoku octanu amonného a chloridu sodného, byly tedy pfipraveny
dvé¢ varianty roztokd soli. Vysledky DSF byly ovéfeny zménou kone¢ného purifikac¢niho
kroku, gelové permeacni chromatografie, u krat$iho z konstrukti (Nthl 153 — 751). Finalni
purifikace byla tudiz provedena ve dvou riznych roztocich soli. Jedna kontrolni purifikace
prob¢hla v 20 mM octanu amonném pH 7,3 s pfidavkem 150 mM NacCl a druha kontrolni
purifikace probéhla v 1 mM octanu amonném pH 7,3 a 150 mM NaCl. Z obou

chromatogramu a gelt je patrné, ze ve zvoleném roztoku soli je protein Nthl 153 — 751
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stabilni a netvoifi se agregaty. Pro krystalografii bude tudiz vhodnd varianta s nizsi

koncentraci octanu amonného (1 mM).
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7 Zaver

Dva rizné konstrukty katalytické domény neutralni trehalasy Nthl (sekvence 100
— 751; sekvence 153 — 751) byly uspésné exprimovany a purifikovany s dostatecnym

vytézkem.

Byla provedena exprese a purifikace TEV proteasy, celkem bylo ziskano 18,4 mgz 1 |
LB média.

Byla piipravena série pufri ¢i roztoki soli o rizném pH a iontové sile a nasledné byla
provedena diferen¢ni skenovaci fluorimetrie. Tim byla urcena teplota denaturace T,
obou konstruktd v pfipravené sérii pufri. Pro Nthl 153 — 751 je nejvhodngjsi ze
zkoumanych roztoki octan amonny pH 7,3 $200 mM chloridem sodnym, pro

Nthl 100 — 751 je nejvhodnéjsi dihydrogenfosfore¢nan draselny pH 7,0.

Byl ovéien vysledek diferenéni skenovaci fluometrie pro Nthl 153 — 751 zménou
slozeni pufru pro gelovou permeaéni chromatografii. Pivodni pufr TRIS HCI pH 7,5
vyménén za octan amonny pH 7,3 o dvou riznych koncentracich (20 mM a 1 mM)
s piidavkem 150 mM NaCl. Protein Nth1 153 — 751 se ukazal byt v obou téchto
roztocich stabilni a tudiz jsou oba dva roztoky soli octanu amonného a chloridu

sodného vhodné pro finalni purifikaci pred krystalografii.
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