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Abstrakt

Fosfoinositidy jsou nesmirné duleZité pro regulaci aktivity mnoha signalnich
proteint nejen bunétné membrany. Fosfatidylinositol - 4 - kinasy (P14K) katalyzuji
tvorbu fosfatidylinositolu - 4 - fosfatu, molekuly s vyznamnou regula¢ni funkci a
prekuroru fady fosfoinositidd. PI4K jsou svou patogenicitou spojovany s nékterymi
RNA viry, jako jsou Picornaviridae (poliovirus, coxsackie virus, aichi virus,
enterovirus 71) a Flaviviridae (virus hepatitidy C). P14K také hraji vyznamnou roli
pfi rozvoji rakoviny. Tato prace se snazi pfispét k objasnéni mechanismu regulace
Pl4 kinasy typu Il a skrze jeji interakci s proteinem vesikularni membrany 3 (VAMP
3) z rodiny proteini SNARE (z angl. ,Soluble N-ethylmaleimide Sensitive Fusion

Attachment Protein Receptor®).

Abstract

Phosphoinositides are very important in regulation activity of many signaling
proteins not just in cellular membranes. Phosphatidylinositol - 4 - kinases (P14K)
generate phosphatidylinositol - 4 - phosphate, an emerging regulatory molecule
and precursor of important regulatory phosphoinositides. PI4Ks are associated
with pathogenicity of several RNA viruses including Picornaviridae (poliovirus,
coxsackie virus, aichi virus, enterovirus 71) and Flaviviridae (hepatitis C virus).
P14Ks also play important role in cancer. This study strives to clarify the
mechanism of regulation of P14K type Il a by its potential interaction with Vesicle -
associated membrane protein 3 (VAMP 3) of the SNARE protein family (Soluble N

- ethylmaleimide Sensitive Fusion Attachment Protein Receptor).

(In Czech)
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1. Seznam pouzitych zkratek

aminokyselina z angl. ,amino acid*

anglictina

adaptorovy protein

adenosintrifosfat

clathrinovy endocyticky adaptor

z angl. ,clathrin assembly lymphoid myeloid leukemia
protein®

z angl. ,Coomassie Brilliant Blue®

Teleci intestinalni alkalicka fosfatasa z angl.

,Calf Intestinal Alkaline Phosphatase*

nejvyssi molekulova hmotnost pronikajicich latek

z angl. ,molecular weight cut off*

centralni nervova soustava

proteinnovy komplex | (II) z angl. ,coat protein complex I
(1)

diacylglycerol

Escherichia coli

kyselina ethylendiamintetraoctova

Rychla proteinova kapalinova chromatografie z angl ,Fast
protein liquid chromatography”

deionizovana voda v Cistoté pro vysokouc€innou
kapalinovou chromatografii

inositol - (1;4;5) - trisfosfat

lysosomalni membranovy protein 2

molekulova hmotnost z angl ,molecular weight*
polymerasova fetézova reakce z angl. ,polymerase chain
reaction®

pleckstrin homologni doména

fosfatidylinositol



P1(3;4;5)P3
P1(4;5)P,
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Pl4Klla
P14KllaT4
Pl4P
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TAE
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Tris
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fosfatidylinositol - (3;4;5) - trisfosfat

fosfatidylinositol - (4;5) - bisfosfat

fosfatidylinositol - 4 - kinasa

fosfatidylinositol - 4 - kinasa typu Il a

fosfatidylinositol - 4 - kinasa typu Il a s T4 lysozymem
fosfatidyl inositol - 4 - fosfat

dodecylsiran sodny z angl. ,sodium dodecyl sulphate”
synaptosomalné vazany protein 25 z angl.
~oynaptosomal - associated protein 25°

rozpustny na 1 - Ethylpyrrol-2,5-dion senzitivni fazni
upevnuijici proteinovy receptor

z angl. ,soluble N - ethylmaleimide sensitive fusion
attachment protein receptor®

(v - vackove; t - cilové; R - arginin; Q - glutamin)

Tris — acetat — EDTA

terminalni doména

tris(hydroxymethyl)aminomethan

protein vesikularni membrany 3 z angl. ,Vesicle -

associated membrane protein 3*



2. Teoreticky uvod

2.1.Vesikularni transport

Doprava z endoplazmatického retikula pfes Golgiho aparat a z Golgiho
aparatu do dalSich oddili endomembranové soustavy se nazyva vesikularni
transport. Je zprostfedkovana nepfretrzitym pucenim a fuzi transportnich vacku
(vesikulu). Grafické znazornéni nasledujiciho popisu vesikularniho transportu

pomoci klathrinovych vacku je veden jako OBR 1.
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OBR 1 Cyklus vesikularniho transportu - klathrinové vacky, pfevzato a upraveno z

[1].

Receptory nakladu se svymi navazanymi molekulami nakladu jsou
zachycovany adaptiny, které také vazi klathrinové molekuly k cytosolovému
povrchu puciciho vacku skrze Kklathrinové adaptorové proteiny (plati pro
klathrinové vacky). Molekuly dynaminu se skladaji do vétsiho celku kolem usti
puciciho vacku. Kdyz je skladani ukoneno, dyneiny hydrolyzuji na sebe navazany
GTP a odskrti vacek. Po ukonceni puceni jsou proteinové plasté odstranény a

obnazeny vacek muze fuzovat se svou cilovou membranou.



Vesikularni transport probiha i skrze jiné vacky nez jsou klathrinové (které
rovnéz nesou oznaceni dle svého proteinového plasté: COP | a Il - proteinovy
komplex | a Il). Tyto vacky se v8ak ucastni transportu v ramci Golgiho aparatu Ci
Golgiho aparatu a endoplasmatického retikula. Vzhledem ktomu, ze
fosfatidylinositol - 4 - fosfat kinasa typu Il a se ucastni transportu klathrinovych

vacku, byl v této praci upfednostnén tento typ transportu.

Kdyz transportni vacek dorazi ke své cilové organele (prostou difusi ale
pfedevSim pomoci motorovych proteinl), musi ji rozpoznat a navazat se na ni
pomoci SNARE proteind (rozpustnych na 1-Ethylpyrrol - 2,5 - dion senzitivnich
fuznich upevnujicich proteinovych receptort) [2]. SNARE - proteiny jsou pomérné
malé proteiny (10 - 30 kDa) s evolu¢né konzervovanou SNARE doménou, ktera
umoznuje protein - proteinovou interakci [3]. VétSina téchto proteinO ma
hydrofobni C - konec, ktery slouzi jako membranova kotva. SNARE proteiny, které
nemaji hydrofobni C - konec, se upevnuji k membrané skrze prenyl, nebo

palmitoylaci cysteinu [4].

SNARE proteiny na povrchu vacku (v - SNARE, z angl. ,vesicle) jsou
specificky rozpoznavany komplementarnimi SNARE proteiny na povrchu cilovych
membran (t-SNARE, z angl. ,target’) [2]. Nasledné se sloZi komplex proteint
katalyzujici fuzi vacka. Obvykle mezi jednim v - SNARE a tfemi t - SNARE motivy
se vytvofi pevnou interakci alfa helixt, a proteiny pfitdahnou membrany do tésné
blizkosti a umozni tak fuzi vacku s membranou, jak je znazornéno na OBR 2, str
11, [5] [6]. Energie uvolnéna pfi tvorbé tohoto komplexu prekona energeticky
odpor membrany tvofeny predevS§im zapornym nabojem hydrofilni &asti
membranové dvojvrstvy. Po fuzi membran prejde trans - SNARE komplex do cis -
SNARE komplexu. Nasledné je za spotfeby ATP obnoven na t-SNARE a volny v -
SNARE protein [4].

Bylo zjisténo, Ze béhem vazby v - SNARE st - SNARE dochazi k interakci
argininu na jednom proteinu s glutaminem na druhém proteinu. Proto se SNARE
proteiny se rozdéluji kromé na v/t — SNARE na R/Q - SNARE. R - SNARE maji

10



ve SNARE doméné arginin, zatimco Q - SNARE glutamin. Obvykle R - SNARE
funguji jako v - SNARE a Q - SNARE zase jako t - SNARE [7].

C / SNAP 25

S
A
3
.
J
ol
£
-,
’O
"0
)
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membréna
VAMP 2

" Plasmaticka membrana
= VAMP 2

SNAP 25
Syntaxin - 1

Syntaxin - 1

Plasmaticka membrana

C' konec

OBR 2 Tvorba komplexu SNARE proteint — membranova fuze. Prevzato a

upraveno z [8].
(A — Membranova topologie proteint VAMP 2, Syntaxin — 1, SNAP 25 z angl.
~Synaptosomal-associated protein 25% B — schéma ukotveni vesikulu k membrané a

membranové fuze; C - struktura SNARE komplexu ziskana rentgeno — strukturni analyzou

[8])
K fuzi membran je obvykle zapotfebi krom& SNARE komplexu i dalSich

proteinu, které pomahaji SNARE proteinim a urcuji ¢as a misto kde probéhne

splynuti membran.
2.1.1. Rozdéleni SNARE proteinii na membrané
SNARE proteiny se na membrané shlukuji v klastry, mechanismus tohoto
shlukovani neni dosud zcela objasnén. Je zajimavé, Ze rozdéleni SNARE proteinU

na membrané muze ovliviiovat dalSi membranové proteiny tim, Zze spolu vytvofi
11



SNARE komplex. Je mozné, Ze tento komplex omezuje mobilitu proteinu Pl4Klla

v membrané.

Shlukovani SNARE proteinu byva pfi¢itano vice faktorlim. Jednim z nich je
interakce mezi SNARE proteiny a membranovymi lipidy [8]. Vyvstava tedy otazka,
zda by se protein VAMP 3 nemohl vazat spiSe na substrat nebo produkt Pl4Klla —
fosfatidylinositol nebo fosfatidylinositol - 4 - fosfat (P14P), neZ na samotnou kinasu.

2.1.2. Regulace

Golgiho aparat se ucastni maturace membranovych proteinu, biosyntesy
lipidi a rovnéz seskupovani proteind ve vesikuly pro exocytosu ¢&i transport
vramci endosomalniho systému. Pfesny mechanismus téchto funkci Golgiho
aparatu neni zcela znam. AvSak na membrané vacku pucicich ztrans - siti
Golgiho aparatu se nachazi PI4P, coz nam napovida o centralni regulacni funkci

této signalni molekuly.

Fosfatidylinositoly slouzi v eukaryotickych burikach jako dullezité regulaéni
molekuly (druzi poslové), které zprostfedkovavaji prostorové informace.
Na cytosolové strané membrany je produkovano sedm raznych fosfoinositidu,
jejich mnozstvi a prfesna lokalizace je urCena aktivitou fosfatidylovych kinas a

fosfatas [9].
Je tedy zfejmé, Ze fosfatidylinositol - 4 - kinasy (P14K) i SNARE proteiny se
ucastni vesikularniho transportu. Pomoci proteomické analyzy byla objevena

interakce proteinu Pl14Klla a VAMP 3 [10]. Tato prace se snazi zodpovédét otazku,

zda tyto dva proteiny spolu interaguji pfimo.
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2.2.VAMP3

Do SNARE proteint spadaiji proteiny vesikularni membrany (VAMP, z angl.

,vesicle-associated membrane protein®).

VAMP3 neboli cellubrevin je protein patfici do skupiny v-SNARE (R-SNARE)
proteiny. Je dlouhy 98 aminokyselin (AA), jeho SNARE doména se nachazi mezi
16-67 AA a jeho terminalni doména mezi 78 -98 AA, jak je zobrazeno na OBR 3
[4]. VAMP3 je pfitomen v migrujici endosomech a v endosomalnich vesikulich,
kde zprostfedkovava jejich fuzi s plasmatickou membranou. Prozatim bylo
zjiSténo, Ze na plasmatické membrané se VAMP3 vaze na tyto t-SNARE proteiny:
homologni dvojice proteinl syntaxin1 a syntaxin4, SNAP-23 a SNAP-25 [11] a
také clathrinovy endocyticky adaptor (CALM z angl. ,clathrin assembly lymphoid
myeloid leukemia protein®) [6]. Ugelem této prace je zjistit zda protein
fosfatidylinositol - 4 - fosfat kinasa typu Il a (P14Klla) |ze zaradit do téchto vySe

zminénych proteinu.

N SNARE doména )— ™ m C
16 AA 67 AA 78 AA 98 AA

OBR 3 Doménova organizace VAMP 3 (SNARE a terminalni doména TM), prevzato

a upraveno z [6].
2.3.Fosfatidylinositol - 4 - kinasy (P14K)

Fosfoinositidy jsou derivaty fosfatidylinositolu (Pl), které maji navazanou

fosfatovou skupinu na jedné nebo vice hydroxylovych skupin inositolového kruhu.

Fosforylace Pl katalyzovana Pl4K kinasou vede ke vzniku fosfatidylinositolu -
4 - fosfatu (PI4P). Jak je znazornéno na OBR 4, str 14, fosfoinositidy mohou byt
fosforylovany na rlznych pozicich (D3, D4 a D5) inositolového kruhu. Jedna
z moznych reakci fosfatidylinositol - 4 - fosfatu (PI4K), ktera je na OBR 4 str 14

13



zvyraznéna modrym polem, vede k diacylglycerolu (DAG) a inositolu - (1;4;5) -
trisfosfatu (1(1;4;5)Ps. Oba tyto produkty 1(1;4;5)P3 a DAG jsou dllezitymi druhymi
posly signalni drahy Ca* iontt [12].

3 5
(P) Hog
6
ruse S,
HO— 31—
Pi(1;4,5)P3
(o] (o]
L
—_—
}; T ] ? i
4 = 4
ISR [

PI3P PI(3;5)P2

OBR 4 Metabolické drahy fosfatidylinositidd, prevzato a upraveno z [12]

P14KIl tak mohou tvorbou prekurzoru PI(4;5)P, a PI(3;4;5)P3 regulovat
mezibunécny transport. Nepfitomnosti nebo poskozenim PI14KIl dojde k uplnému
zamezeni navazani heterotetramerického komplexu clathrinového adaptorového
proteinu (AP-1), zodpovédného za transport mezi trans siti Golgiho aparatu a
endosomy, na membranu Golgiho aparatu a naruSeni navazani AP-3 na
endosom. To mulze ovlivnit vybér a koncentraci pfepravovanych proteint [13] [14].

V burikach savcl byly identifikovany ¢tyfi zakladni typy enzym( vyrabéjicich
Pl4P, které mohou byt rozdéleny do dvou skupin dle jejich primarni struktury a
biochemickych vlastnosti: typ II (Pl4Klla; PI4KIIB) a typ Il (Pl4Kllla; PI4KIIIB).

14



VSechny jsou lokalizovany v rGznych membranovych kompartmentech, kde maji

svou specifickou funkci.
2.3.1. Fosfatidylinositol - 4 - kinasa typu Il a (54 kDa)

Pl4Klla je pfevazné asociovana s trans-siti Golgiho aparatu, kde se
zprostfedkované ucastni regulace aktivity klathrinovych adaptint [13]. Dale se
také Pl4Klla nachazi v endosomech a v mensi mife v endoplasmatickém retikulu,
na jehoz membrané katalyzuje tvorbu PI4P, ktery je nezbytnym elementem pfi
vybéru a transportu latek do pozdnich endosomu / lysosomu [15].

V katalytické doméné PIl4Klla je pfitomen motiv bohaty na cystein (motiv
CCPCC), ktery je posttranslacné modifikovan palmitoylaci [16]. To umoZhuje
ukotveni enzymu k membrané, kde se nachazi jeho substrat, Pl [17].

Na N konci proteinu Pl4Klla se nachazi doména bohata na prolin.

Schématické znazornéni vySe popsané struktury je vyobrazeno na OBR 5.

N _ Pro ﬁKatalytické doména Cys = Katalyticka doména k | @
S

94 AA /N 266 AA 453 AA
174 -178 AA

OBR 5 Strukturni vlastnosti proteinu Pl4Klla

Prevzato a upraveno z [17] a [18].
2.3.2. Fosfatidyl inositol - 4 - kinasa typu Il B (55 kDa)

P1411B8 je strukturné velmi podobna Pl4lla, liSi se od ni rozdilnou lokalizaci

v burice (je pfitomna v endosomu [19]) a asociaci s transportnimi vesikuly [17].
2.3.3. Fosfatidylinositol - 4 - kinasa typu Ill a (230 kDa)

Pl4Kllla je lokalizovana predevsSim v endoplazmatickém retikulu, ale také
v Casnych cis-Golgi kompartmentech a v jadfe [15]. V bufikach savci ma hlavni
funkci v udrzovani proteinového a lipidového sloZeni plasmatické membrany. Dale

pak bylo zjisténo, Ze hraje kli€ovou roli v replikaci RNA viru hepatitidy C [20].
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2.3.4. Fosfatidyl inositol - 4 - kinasa typu Ill B (92 kDa)

PI14KIIIB je fyziologickym substratem protein kinasy D, patfici do rodiny
serin / threonin proteinovych kinas. Hlavni funkce PI4KIIIB nespociva ve tvorbé
Pl4P v plasmatické membrané na rozdil od PIl4Kllla, ale ve struktufe a funkci

Golgiho aparatu [15].

P14KIIIB je uzivana pro replikaci viry z €eledi Piconaviridae [20]

2.4.Vliv fosfatidylinositol kinas na lidské zdravi

V nasledujicich kapitolach jsou zminény lidské nemoci, v jejichz prabéhu

hraji proteiny P14K urcitou roli.
2.4.1. Gaucherova choroba

Gaucherova choroba je geneticka porucha zpusobena mutaci lysosomalniho
enzymu B - glukocerebrosidasy. Nedostatek tohoto enzymu vede k akumulaci

glukocerebrosidl v lysosomech makrofagll zejména ve sleziné a jatrech [21].

B - glukocerebosidasa dosahne lysosomalni membrany skrze jeji receptor,
lysosomalni integralni membranovy protein 2 (LIMP2). Bylo zjisténo, ze protein
Pl4Klla prostfednictvim vesikularnaho transportu ovliviuje akumulaci proteinu
LIMP2 a tim reguluje dodavku B - glukocerebrosidasy. Protein Pl4Klla je

potencialni terapeuticky cil Gaucherovy choroby [22].
2.4.2. Plus RNA-viry

Vétsina virovych patogend uvniti hostitelské buriky potfebuje co nejrychleji
iniciovat svoji replikaci. Nékolik prvnich syntetizovanych virovych proteint se musi
vzajemné vyhledat, aby mohly vytvofit replikacni komplex, ktery umozni replikaci
virového genomu. Mnoho typu plus RNA-vir( fesi tento problém umisténim svych
replikaCnich mechanismi na cytosolovou stranu hostitelské intracelularni

organelové membrany. Navazanim replikacnich enzymid na membranu vzroste
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pravdépodobnost, Zze se replikacni komponenty setkaji a zaroven dojde k zvySeni

jejich citlivosti a rychlosti odpovédi na zménu koncentrace enzymu nebo substratu.

Membrana, kterou takto vyuzivaji plus RNA-viry, je obvykle
z endoplazmatického retikula, trans - sitich Golgiho aparatu, endosomu nebo
mitochondrie. PI4P na cytosolové strané membrany je potfebny pro replikaci
mnohych plus RNA-virt jako jsou Picornaviridae (poliovirus, coxsackie virus, aichi

virus, enterovirus 71) a Flaviviridae (virus hepatitidy C) [20].
2.4.3. Rakovina

Vysledky ziskané vyzkumem lidskych nadorovych tkani ukazaly, Zze exprese
Pl4Klla u nékolika typu rakoviny (fibrosarkom, rakovina prsu, rakovina mo¢ového
méchyfe a papilarni karcinom §titné Zlazy [19]) vyznamné stoupa ve srovnani s
normalnimi tkanémi. Potlatenim exprese PIl4Klla dochazi ke zpomaleni rustu
nadord u mysi, omezenim tubulogenese v nadorovych endotelialnich burikach a
ma za nasledek snizenou angiogenesi [23]. Pl4Klla je potenciadlni cil pro terapii

nadorového onemocnéni.

Pl4Kllla je zodpovédna za chemorezistenci nador(, které odolavaji
indukované apoptose. Také exprese Pl4llI3 ma anti-apoptotické ucinky na buriky

rakoviny prsu.

Na rozdil od ostatnich PI4K ma PI4KII anti-metastasickou funkci a to
zejména u hepatucelularnich karcinomd, u nichz byla objevena. ZvySeni exprese
tohoto enzymu bylo zaznamenano i na dalSich karcinomech, ale jeho uc€inky uz

byly méné prokazatelné [19].
2.4.4. Neurologické poruchy

SniZeni exprese Pl4K je spojeno s neuronalni disfunkci, zejména narusenim

délky Zivota specifickych bunék v centralni nervové soustavé (CNS).

U geneticky modifikovanych mysi, které neexprimuji Pl4Klla, dochazi ke
glioze mozecCku a ztraté Purkyrfiovych bunék. Muze dojit i k axonalni degradaci
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vzestupnych i sestupnych drah v miSe [24]. Tento fakt poukazuje na vyznam

Pl4Klla jako na neurologicky dalezity enzym.

Dale bylo zjisténo, ze pfi chronické zavislosti na spotfebé ethanolu, dochazi
u hlodavcu k redukci exprese PI4KIIIB [25].

3. Cil bakalarské prace

Intracelularni transport je velmi aktualni téma, v roce 2013 byla udélena
Nobelova cena za fyziologii a medicinu Jamesi Rothmanovi, Randy Schekmanovi
a Tomasi Sudhofovi za objevy tykajici se vezikularniho transportu. Navzdory tomu

dosud neni mechanismus intracelularniho transportu zcela objasnén.

Zjisténi moznosti vazby VAMP 3 proteinu na PI4PKlla muzZe napomoci
pochopeni vezikularniho transportu na molekularni urovni. Mimo to je PI4PKlla
enzym s dullezitou signalni funkci, ktera vyznamné ovliviuje metabolismus.
Zjisténi mechanismu jeji regulace muze vést k pochopeni nejriznéjSich

patologickych jevu jako je rakovina ¢i néktera virova onemocnéni.
Dil¢i cile této prace:
e PfFiprava a purifikace proteinu Pl4Klla s T4 lysozymem a cytosolové

¢asti proteinu VAMP 3

e Odhaleni mozné interakce proteint PI4Klla a VAMP 3
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4. Material a metody

4.1. Pfiprava rekombinantniho proteinu

Pro pfehlednost jednotlivych krok( je pracovni postup heslovité znazornén

na OBR
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V Sedych polich jsou jednotlivé tkony sefazeny chronologicky (sestupné).
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4.1.1. Priprava konstruktu DNA - VAMP 3

Expresni konstrukt PI4PKlla byl jiz pfipraven v nasi laboratofi.

4.1.1.1. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Metoda PCR je zalozena na vyuziti DNA - polymerasy pro opakované

kopirovani DNA, pfiemz syntéza DNA je fizena primery, které se paruji

s rekombinantni DNA na pocatku a konci amplifikovaného fragmentu [2].

4.1.1.2. Zmnozeni rekombinantni DNA

Reakéni smés byla pfipravena dle TAB 1. Nasledné probéhla reakce PCR

znazornéna na TAB 2 str 20.

TAB 1 Slozeni reakéni smési PCR:

Komponenty: Mnozstvi:
zdroj templatové DNA (viz 1 ng
10 uM forwardni primer 1l
10 uM reversni primer 1l
High-Fidelity master mix 10 pl
HPLC H,0 8 ul

TAB 2 Podminky prabéhu PCR:

Pocet cyklt Teplota / °C Cas
1 98 1 min
98 10s
30 62 20s
72 15s
1 72 5 min
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Koncentrace

templatové

DNA byla méfena pomoci NanoDrop

Spectophotometer ND-1000 pfi A = 260 nm proti destilované vodé.

Nukleotidové sekvence pouzitych primerl jsou uvedeny v TAB 18, str 40.

4.1.1.3. PCR bakterialnich kolonii

Reakéni smés byla pfipravena dle TAB 3 str 21. Bakterialni DNA byla do

smési vnesena v podobé bunék bakterii dané kolonie narostlé na agarosové

plotné (bakterialni kolonie byly vysety na plothu obdobné jako 4.1.1.7., str 23).

Samotny prabéh PCR je znazornén v

TAB 4, str 21.

TAB 3 Slozeni reakéni smési PCR bakterialnich kolonii:

Komponenty: Mnozstvi:
HPLC H,0O 6 ul
Dream Taq Master Mix 8 ul

10 uM forwardni primer 0,5 ul

10 uM reversni primer 0,5 ul

bakterialni DNA - 1 kolonie

Nukleotidové sekvence pouzitych primerl jsou uvedeny v TAB 18, str 40.
TAB 4 Podminky prubéhu PCR bakterialnich kolonii:

Poéet cyklii Teplota/°C |Cas

1 94 1 min
94 0,5 min

30 52 0,5 min
72 15s

1 72 5 min
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4.1.1.4. Purifikace PCR produktu

Pfi purifikaci produktu PCR byla DNA adsorbovana na silikagelovou
mikrokolonku za pfitomnosti vysoké koncentrace chaotropnich soli. Nasledné byly

odplaveny necistoty a DNA byla eluovana pufrem obsahujicim Tris - basi.
PFi purifikaci PCR produktu bylo postupovano dle pokynu vyrobct ,QIAquick
PCR Purification Kit“ [26].

4.1.1.5. Stépeni DNA

DNA i plasmid se specifickymi restrikCnimi misty byly rozsStépeny stejnym
restrikénim enzymem. Reak¢ni smés byla pfipravena dle TAB 5 str 22. Nasledné
byla smés inkubovana pfi 37°C po dobu 1 h. Pak byla takto pfipravena DNA
pocisténa dle purifikace PCR produktu (viz 4.1.1.4; str 22).

TAB 5 SlozZeni reakéni smési Stépeni DNA:

Stépeni templdtové DNA Stépeni plasmidu
DNA 120 ng plasmid 8 ug
HPLC H,0 59 pl HPLC H,0 58,5 pl
FD pufr 10 ul FD pufr 10 ul
Restrikéni enzymy po 0,5 ul Restrik&ni enzymy po 0,5 ul

celkovy objem 100 i CIAP 0,5 ul

celkovy objem 100 pl

DNA proteinu: Plasmid: Restrikéni enzym:
Ncol
VAMP3 pRSFD Avrll

(vizTAB 13, str 32)

Koncentrace templatové DNA byla zjiStovana pomoci mikrospektrofotometru

NanoDrop Spectophotometer ND-1000 pfi A = 260 nm proti destilované vodé.
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4.1.1.6. Ligace DNA

Ligaci DNA myslime vlozeni insertu (DNA) do vektoru (napf. plasmidu).
Insert i vektor nastépeny stejnymi restrikCnimi enzymy (viz 4.1.1.5, str 22) byly
vheseny do ligacni smési (viz TAB 6, str 23). LigaCni smés byla nejprve 10 s
promichavana na Vortexu — Gene 2, pak centrifugovana (30 s; 14000 RPM,;
pokojova teplota - eppendorf Centrifuge 5418 (rotor FA-45-18-11)). Nasledné byla

smés inkubovana pfi pokojové teploté 30 min.

TAB 6 SloZeni ligacni smési:

Komponenty: Mnozstvi:
Linearni vektor 0,7 ul
Insert (DNA) viz 4.1.1.5, str 22 5,5 ul

5X liga¢ni pufr 3 ul

T4 DNA ligasa 0,3 ul
HPLC H,0 5,5 ul

Pfi pfipravé ligacni smési bylo postupovano dle protokolu k T4 DNA ligasy
[27]. Koncentrace templatové DNA byla zjiStovana pomoci mikrospektrofotometru

NanoDrop Spectophotometer ND-1000 pfi A = 260 nm proti destilované vodé.

4.1.1.7. Transformace bakterii Escherichie coli (E. coli) DH5 a

Pro vloZeni rekombinantni DNA do DNA kompetentni bakterie E. Coli DH5 a
bylo postupovano nasledovné: Byly smiSeny 3 ul ligacni smési s 60 ul bakterialni
suspenze E. coli DH5 a a inkubovany 20 min na ledé. S takto pfipravenym

bakterialnim roztokem byl proveden tepelny Sok (42 s; 42 °C).

VySe uvedeny bakterialni roztok byl inkubovan s 400 pl LB média (viz TAB
13, str 33) po dobu 1 h pfi 37 °C v inkubator Memmert IPP 400. Po inkubaci bylo
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180 ul tohoto roztoku pfeneseno na Petriho misku s LB — agarem obsahujici

40 pg.ml™* kanamycinu a inkubovano pfiblizné 12 h pfi 37 °C.
4.1.1.8. Horizontalni agarosova elektroforesa

Horizontalni agarosova elektroforesa se vyuzivd k analyze velikosti
fragmenti DNA. Byl zde pouzit nosi¢ z agarosového gelu (viz TAB 16, str 37) a

elektroforeticky pufr odpovidajici sloZeni TAE pufru (viz TAB 16, str 37).

Vzorky DNA byly nanaseny na gel po 2 pl smiSenych s dalSimi 2 pl
vzorkového pufru (DNA LD; viz TAB 13, str 33). Pro odhad velikosti fragmentt byl
na gel aplikovan spolu se vzorky DNA rovnéz marker Gene Ruler (viz TAB 13, str
33). Separace DNA pak probihala po dobu 18 min pfi napéti U = 300 V. Vzniklé

prouzky byly vizualizované pomoci Quantum ST4 kamery.
4.1.1.9. Amplifikace plasmidové DNA

Plasmidova DNA z bakterialni kolonie E. coli (pfipravenych napfiklad dle
4.1.1.7, str 23) byla pfenesena skrze nékolik bakterialnich bunék do 5 ml LB
média (viz TAB 13, str 33) s 40 ug.ml™* kanamycinu a inkubovana pfiblizné 12 h
ve tfepaCce (37 °C; 220 RPM). Takto pfipravena bakterialni kultura byla

zpracovana pomoci minipreparece plasmidové DNA (viz 4.1.1.10)
4.1.1.10. Minipreparace plasmidové DNA

Minipreparace amplifikované plasmidové DNA spociva v alkalické lysi
bakterialnich bunék (pfipravenych dle 4.1.1.9) a nasledné adsorpci DNA na

silikonovou membranu.

Postup se sklada z nékolika elementarnich krokd:

o Preparace a Cisténi bakterialniho lyzatu
o Adsorpce DNA na silikagelovou mikrokolonku
o Promyvani a eluce DNA
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PFi minipreparaci plasmidové DNA bylo postupovano dle pokynu vyrobcu
,QIAprep Spin Miniprep Kit* [28].

4.1.1.11. Sekvenovani plasmidové DNA

Do 1,5ml mikrozkumavky byla pfipravena sekvenaéni smés dle TAB 7 str 25.

Samotna sekvenace DNA byla provedena firmou GATC Biotech.

TAB 7 Slozeni sekvenaéni smési:

Komponenty: Mnozstvi:
Plasmidova DNA 260 ng

10 uM primer 2,5 ul
HPLC H,O 6,5 ul

Koncentrace DNA VAMP 3 = 260,8 ng.ul™ (zméFeno pomoci
mikrospekrofotometru NanoDrop Spectophotometer ND-1000 pfi ; A = 260nm proti

destilované vodé)

Pfiprava sekvenacni smési byla provedena na zakladé doporuceni GATC
Biotech.

4.1.2. Bakterialni exprese

4.1.2.1. Zaockovani bakterialni kultury do LB média

K 60ul roztoku kompetentnich bakterii E. coli BL21 STAR byl pfidan 1 pl
konstruktu DNA pfipraveného dle 4.1.1., str 20. Nasledné byl roztok vystaven
tepelnému Soku (42 s; 42 °C), pak byl chlazen 1 min na ledu. Poté byl k tomuto
roztoku pfidan 1 ml LB média (viz TAB 13, str 33) a bakterialni roztok byl
inkubovan bez pfidavku antibiotik (30 min; 37°C). Po uplynuti 30 min byl
inkubovany roztok prenesen do 100 ml LB média obsahujici 40 pg.ml™
kanamycinu a inkubovan ve tfepacce (asi 12 h, 37°C; 220 RPM).
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4.1.2.2. Expresev ZY médiu

Ke kazdému litru ZY média (viz TAB 14, str 34) byly pfidany 2 ml roztoku
kanamycinu (40 mg.ml™Y) a 2 ml bakterialniho roztoku pfipraveného dle 4.1.2.1.
Bakterie byly inkubovany ve tfepacce (prvni 4 h 37°C; 220 RPM, pak pfiblizné 12
h: 22°C; 220 RPM).

4.1.3. Purifikace proteinu
4.1.3.1. Centrifugace

Bakterialni roztok, jehoZ pfiprava je popsana v odstavci 4.1.2.2., byl
odstfedén v litrovych kyvetach na centrifuze Sorval Evolution RC (15 min; 4°C;
4000 RPM rotor — SLC 6000). Supernatant byl slit a peleta zamrazena na teplotu
-18 °C.

4.1.3.2. Lyse bunék

Peleta byla po rozmrazeni a resuspendovana v promyvacim pufru (viz TAB
15, str 35, dle purifikovaného proteinu), aby mohla byt homogenizovana pomoci

homogenizatoru podle Dounceho.

Bakterialni bunky byly lysovany pomoci EmulsiFlexu C3 pod tlakem
110 MPa. Dale byl lysat centrifugovan ve 250-ti ml kyvetach na centrifuze
Beckman Coulter — Avanticentrifuge J30I (15 min; 4°C; 15 000 RPM; rotor — JLA-
16.250).

4.1.3.3. Afinitni purifikace (Ni - sefarosa)

K supernatantu pfipravenému dle 4.1.3.2 bylo pfidano 5 ml nepravého
roztoku Ni - sefarosy a 10 min byl inkubovan v 15 °C na rotatoru (Multi RS-60
BIOSAN) pfi 8 RPM.

Suspenze byla odstfedéna na centrifuze Beckaman Coulter Allgera X-15R

(1 min; 4°C; 1200 g), supernatant byl dekantovan a peleta resuspendovana
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v promyvacim pufru (viz TAB 15, str 35, dle purifikovaného proteinu). Tento postup
se opakuje pétkrat, nez byla resuspendovana peleta nanesena na 15-ti ml kolonu
a postupné (9 x 1,5 ml) eluovana eluénim pufrem (viz TAB 15, str 35, dle

purifikovaného proteinu).
4.1.3.4. Dialysa

Do dialysa¢niho stfeva MWCO 14000 (viz TAB 13, str 33) byl nanesen
protein pfipraveny v 4.1.3.3, str 26 a 150 ul TEV proteasy (1 mg.ml™), to pak bylo

vloZeno do 1 | dialyza¢niho pufru (viz

TAB 17, str 38) po dobu asi 12 h pfi laboratorni teploté.
4.1.3.5. Chromatografie na iontoménicich

Vzorek proteinu byl centrifugovan na centrifuze Allegra X — 15 R Centrifuge;
Beckmann Coulter (5 min, 4°C, 2000 g). Supernatant byl nanesen nha
ekvilibrovanou kolonu (viz TAB 8) na purifikacnim systému AKTA purifier 10.
Nasledné byl nastaven gradient pufru o vysSi koncentraci NaCl (pufru B) tak, aby z
pocatecniho 100% pfitoku pufru o niz8i koncentraci NaCl (pufru A) na kolonu
dosahl 100% pufru B béhem prutoku 96 ml (viz TAB 15, str 35). Kolona byla
propojena se sbéracem frakci, ktery rozdélil elu¢ni objem do jamek po 1 ml eluatu.

Pribéh chomatografie byl sledovan skrze absorbanci pfi 280 a 254 nm.

TAB 8 Podminky chromatografie na iontoménicich:

Protein pl Kolona
MONO S 5/50 GL
Pl4KlIla 4,89
(silny katex)

4.1.3.6. Gelova permeacni chromatografie

Vzorek proteinu byl filtrovan pomoci pretiZzeni na cilovy objem 500 ul na

centrifuze Beckaman Coulter Allgera X-15R (4°C; 1200 g) za pouziti molekulového
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sita o vhodné velikosti (viz TAB 9) za centrifugace na Allegra X — 15 R Centrifuge;
Beckmann Coulter (2000 g).

Vzorek byl nanesen na ekvilibrovanou kolonu (viz

TAB 10), na purifikadnim systému AKTA purifier 10. Nasledné& byl vzorek eluovan 90
ml pufru pro gelovou chromatogrfii (viz TAB 15, str 35), béhem kterych doSlo k rozdéleni
molekul na zakladé jejich velikosti.

TAB 9 Podminky filtrace proteint pomoci pretizeni

Protein Velikost molekulového sita
Pl4KllaT4 MWCO = 30 000
VAMP 3 MWCO = 3000

TAB 10 Podminky gelové permeacni chromatografie:

Molekulova
Protein hmotnost Kolona
(teoreticka)
Pl4KllaT4 81,216 kDa SUPERdex 200 10/300 GL
Hi LOAD 16/60 SUPERdex
VAMP 3 9820,9 Da
75 prep grade
4.1.4. Diskontinualni elektroforesa v denatura¢nim prostredi

dodecylsiranu sodného (SDS)

Proteiny byly rozdéleny dle své elektroforetické pohyblivosti pomoci
diskontinualni elektroforesy v denaturacnim prostiedi SDS, protein VAMP 3
pomoci ,Tris-Tricine SDS-PAGE® a PI4KllaT4 klasické ,SDS — PAGE* (viz TAB
16, str 37) Akrylamidovy gel byl umistén do pfistroje na vertikalni elektroforesu
(Mini-PROTEAN Tetra System), horni komora byla naplnéna katodovym

elektroforetickym pufrem a dolni anodovym elektroforetickym pufrem.
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Pfed nanesenim ne gel byly vzorky proteinu smiSeny s Sestkrat

koncentrovanym vzorkovym pufrem (6X) (viz TAB 16, str 37).

Elektroforesa probihala pfi konstantnim napéti dle typu gelu (viz TAB 16, str
37) do rozdéleni proteint na gelu. Vzniklé proteinové prouzky pak byly detekovany

barvenim Coomassie Brilliant Blue (viz 4.1.4.1) nebo stfibrem (viz 4.1.4.2).
4.1.4.1. Barveni Coomassie Brilliant Blue

Pro zviditelnéni elektroforeticky rozdélenych proteint (viz 4.1.4, str 28) bylo
pouzito barveni pomoci ,Coomassie Brilliant Blue“ (CBB) G 250. Gel byl barven
asi 1 h v pfiblizné 20 ml barviciho roztoku CBB. Nasledné byl barvici roztok slit a

gel odbarven promyvanim v destilované vodé.
4.1.4.2. Barveni stfibrem

Pro zviditelInéni elektroforeticky rozdélenych proteind (viz 4.1.4, str 28)

o niz8i koncentraci bylo pouzito barveni stfibrem. Bylo postupovano dle TAB 11.

TAB 11 Pribéh barveni akrylamidovych gelt stribrem

Funkce roztoku Slozeni roztoku Doba inkubace

12 % (v/iv) CH3COOH

1 fixace 50 % (v/v) CH3;OH 30 min
0,02 % (v/v) HCHO

2 promyvani 50 % (v/v) CH3;OH 3 x 15 min
0,02 % (w/v) .

3 exponace 1 min
N828203'5H20

4 promyvani destilovana voda 3x20s

_ 0,2 % (wW/V)AgNO3 _

5 iImpregnace 20 min
0,02 % (v/iv) HCHO

6 promyvani destilovana voda 3x20s
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566 mM Na,CO; ]
do objeveni efogramu
7 vyvolénl' 16 |JM N828203'5H20 . )
(10 s az 5 min)

0,02 % (v/v) HCHO
8 promyvani destilovana voda 3x20s

12 % (v/v) CH3COOH; _
9 zastaveni 10 min

50 % (v/v) CH3OH
10 uchovani 50 % (v/v) CH3;OH 0

4.2.,,Pull-Down Assay*

Do mikrozkumavky bylo naneseno asi 20 uyl nepravého roztoku Ni-sefarosy.

Nasledné bylo pfidano asi 50 ug VAMP 3 (s His — kotvou) a inkubovano 10 min na

ledu. Pak byl pfidan 1 ml promyvaciho pufru ,Pull-Down® (viz TAB 15, str 35), pak

byl vzorek 10 s vortexovan a nasledné centrifugovan (1 min; pfi pokojové teploté;
14000 RPM) pomoci eppendorf Centrifuge 5418 (rotor FA-45-18-11)). Supernatant
byl odstranén pomoci pipety. K Ni-sefarose s navazanym VAMP 3 bylo pfidano asi
25 ug PI4KllaT4 (bez His-kotvy). Po dalSi 10 min inkubaci na ledu byl vzorek 5 x

promyt promyvacim pufrem viz vyse.

K proteinovému komplexu bylo nasledné pfidano 30 pl elu¢niho pufru ,Pull-

Down® (viz TAB 15, str 35), nasledné byla smés 10 s vortexovana a 1 min

centrifugovana pfi 14000 RPM jako vySe. Supernatant byl analyzovan pomoci
,1ris-Tricine SDS-PAGE* (viz 4.1.4, str 28).

Jako negativni kontrola byl u tohoto pokusu proveden stejny ,Pull-Down®, ale
jiz bez pfitomnosti VAMP 3.
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4.3. Hmotnostni spektrometrie

Akrylamidovy gel obsahujici prouzek daného proteinu byl odeslan na

hmotnostni analyzu Mgr. Jané Horakové. Samotny proces zahrnoval:

J Redukce dithiothreitolem

o Alkylace jodacetaminem

. St&peni trypsinem

o Analyza pomoci kapalinové chromatografie —

hmotnostnim spektrometrie

Analyza byla provedena na systému RSLCnano Ultimate 3000, Dionex

spojenym s hmotnostni spektrometrem Triple TOF 5600 se zdrojem NanoSpray ll|

(AB Sciex).
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4.4.Pristroje:

TAB 12 Seznam pouZitych pfistroji:

Allegra X — 15 R Centrifuge; Beckmann Coulter
Sorval Evolution RC

Centrifugy _ _
Beckman Coulter — Avanti Centrifuge J30I
eppendorf Centrifuge 5418

Emulsiflex EmulsiFlex C3; Avestin

Fotoaparat Quantum ST4 camera, Vilbert Lourmat

Horizontalni

elektroforesa

Consort EV 231 P-LAB

Inkubator

Memmert IPP 400

FPLC

AKTA purifier 10

Mikrospektrofotometr

NanoDrop Spectophotometer ND-1000

Professional TRIO Thermocycler, Biometra Product

PCR cyklér _

Line
pH metr HI 3220 pH / ORP Meter; HANNA instrument
Predvazky KERN EMB 500-I
Rotator Multi RS-60 BIOSAN

Innova 44, Inkubator Shaker Series; New Brunswick
TrepacCka

Scientific

Vertikalni elektroforesa

Mini-PROTEIN Tetra System; BIO RAD

Vortex

Gene 2, Scientific Industries
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4 5. Material

TAB 13 Komeréni material:

Coomassie brilliant blue G 250

Sigma-Aldrich

Dialyzacni stfevo

Dialysing tubing visking, cellulosa, typ 27/32
Sifka 34 mm, pramér 21,5 mm, MWCO 14000

DNA LD

Thermo Scienttific 6X DNA Loading Dye

Dream Tag Master Mix

Thermo specientific Dream Taq Green PCR
Master Mix 2X

FD pufr

Thermo specientific 10X fast digest Green Buffer

Gene Ruler

Gene Ruler'™ 1 kb Plus DNA Ladder, Fermentas

Gradientovy gel

MINI-PROTEAN TGX — Precast Gels
4 -20%

Bio-Rad Laboratories, Inc.

High-Fidelity master mix

Q5™ Hot Start High-Fidelity 2X mastermix,
NewEngland BioLabs Inc.

Kit na purifikaci DNA

QIAquick PCR Purification Kit
QIAprep Spin Miniprep Kit

Kolona pro gelovou
chromatografii

SUPERdex 200 10/300 GL

(rozméry kolony 10 x 300 mm; mrtvy objem
24 ml)

Hi LOAD 16/60 SUPERdex 75 prep grade
(rozméry kolony 1,6 x 60 cm; mrtvy objem
121 ml)

Kolona pro chromatografii na

kationtovém iontomeénici

MONO S 5/50 GL (silny katex)

(rozméry kolony — 5 x 50 mm; mrtvy objem 1 ml)

LB — agar

(Lennox); P-Lab

LB médium

LB Broth (Lennox); P-Lab
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Ni - sefarosa

Ni Sepharose™ 6 Fast Flow, GE Healthcare

Page Ruler

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder

Restrikcni enzymy

Thermo scientific FastDigest (Ncol; Avrll)

TEV - proteasa

pFipravena Skolitelem (1mg.ml™)

TAB 14 Roztok pro bakterialni expresi:

ZY médium

1 % trypton; 0,5% kvasniéni extrakt
2,8 mM glukosa

6 mM laktosa

0,5 % (VIV) glycerol

1 mM MgCl,

25 MM (NH,4)2S0O4

50 mM KH,PO,

50 mM NayHPO,
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TAB 15 Roztoky pro chromatografické metody:

Promyvaci pufr
(Pl14KllaT4)

50 mM Tris-ClI (pH 8,0)
300 mM NacCl

3 mM B - merkaptoethanol
40 mM imidazol

10 % (V/V) glycerol

Promyvaci pufr

50 mM Tris-ClI (pH 8,0)
150 mM NacCl

3 mM [ - merkaptoethanol

(VAMP3) 40 mM imidazol
10 % (V/V) glycerol
2 % (W/V) cholat sodny
50 mM Tris-ClI (pH 8,0)
300 mM NacCl
Eluéni pufr
3 mM B - merkaptoethanol
(Pl14KllaT4) o
300 mM imidazol
10 % (V/V) glycerol
50 mM Tris-ClI (pH 8,0)
150 mM NaCl
Eluéni pufr
3 mM (3 - merkaptoethanol
(VAMP3)

300 mM imidazol
2 % (W/V) cholat sodny

Pufr pro chromatografii na
iontoménicich
(PI4KllaT4)

30 mM Citrat (pH 5,5)

30 mM NacCl (A) 1 M NaCl (B)
3 mM B — merkaptoethanol
(filtrovany 0,22 pm)
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Pufr pro gelovou chromatografii
(P14KllaT4)

20 mM Tris (pH 8,0)
200 mM NacCl
3 mM B — merkaptoethanol

(filtrovany 0,22 pym)

Pufr pro gelovou chromatografii
(VAMP3)

20 mM Tris (pH 8,0)

150 mM NacCl

1 mM B — merkaptoethanol
1 % (W/V) CHAPS
(filtrovany 0,22 um)

Promyvaci pufr ,Pull-Down*

0,25 % (W/V) CHAPS
80 mM Imidazol

50 mM Tris (pH 8,0)
100 mM NacCl

1 mM B - merkaptoethanol

Eluéni pufr ,Pull-Down*

0,25 % (W/V) CHAPS
300 mM Imidazol

50 mM Tris (pH 8,0)
100 mM NacCl

1 mM B - merkaptoethanol
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TAB 16 Roztoky pro elektron migracni metody:

Klasicka ,,SDS - PAGE".

,, Tris-Tricine SDS-PAGE*“

Zaostrovaci gel

125 mM Tris-ClI (pH 6,8)

4 % (VIV) akrylamid /
bisakrylamid (37,5 : 1)

0,1 % (W/V) SDS
0,005 % (V/V) TEMED

0,05 % (W/V) (NH4)>S,0s

250 mM Tris-ClI (pH 8,45)

2,9 % (VIV) akrylamid /
bisakrylamid (37,5 : 1)

0,1 % (W/V) SDS
0,12 % (V/V) TEMED

0,02 % (W/V) (NH4)2S,0s

Separacni gel

375 mM Tris-Cl (pH 8,8)

10 % (W/V) akrylamid /
bisakrylamid (37,5 : 1)

0,1 % (W/V) SDS
0,001 % (V/V) TEMED

0,05 % (W/V) (NH4)2S,0s

1,2 M Tris-Cl (pH 8,45)

13,2 % (W/V) akrylamid /
bisakrylamid (37,5 : 1)

0,1 % (W/V) SDS
10 % (V/V) glycerol
0,05 % (V/V) TEMED

0,02 % (W/V) (NH4),S,0s

elektroforeticky [25 mM Tris NaCl 0,1 M tricin
pufr 0,25 M glycin 0,1 % (W/V) SDS
——0,1 % (W/W) SDS
Anodovy
elektroforeticky [(PH 8.8) 0,04 Tris-Cl (pH 8,9)
pufr
VloZené napéti [220 V 150 V
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Vzorkovy pufr — ,SDS PAGE" (6x)

350 mM Tris-Cl (pH 6,8)

10 % (W/V) SDS

6 % (V/V) B - merkaptoethanol
30 % (V/IV) glycerol

0,012 % (W/V) bromfenolova modf

Barvici roztok CBB

3 mM Coomassie Brilliant Blue
1,5 M CH3;COOH

50 % (V/V) methanol

Agarosovy gel

1 % (W/V) agarosa
0,01 % (V/V) ethidium bromid

rozpustény v TAE pufru

TAE pufr

40 mM Tris-HCI, 20 mM CH3COOH,
1 mM EDTA (pH 8,0)

TAB 17 SlozZeni dialysacniho pufru

Dialysacni pufr

100 mM NaCl
3 mM B — merkaptoethenol

2 mM citrat (pH = 5,5)
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4.6.Sekvence pouzitych templati DNA (VAMP3 a Pl4Klla):

Konstrukt DNA PI14KllaT4 (Pl4Klla s T4 lysozymem)
ATGAACAGCAGCCATCAC

AATAATAACAACAATAACAACAACAACAATGAAAACCTGT
ATTTTCAGGGCGCCATGGATGAAACAAGTCCTCTTGTCTCTCCAGAACGTGCTCAGCCTCCAGATTATACATTTCCATCTG
GTTCTGGAGCACATTTTCCTCAAGTACCAGGAGGTGCAGTTCGTGTAGCTGCAGCAGCAGGATCTGGTCCTTCTCCACCT
GGATCACCAGGTCACGATCGTGAACGTCAACCTCTCTTAGATCGTGCACGTGGAGCTGCTGCACAAGGTCAAACTCAAA
CCGTGGCGGCGCAGGCCCAGGCTCTGGCCGCTCAGGCCGCGGCGGCAGCCCACGCCGCTCAGGCCCACCGCGAGCGG
AACGAGTTCCCGGAGGATCCTGAGTTCGAGGCGGTGGTGCGGCAGGCCGAGCTGGCCATCGAGCGCTGCATCTTTCCC
GAGCGCATCTACCAGGGCTCCAGCGGAAGCTACTTCGTCAAGGACCCTCAGGGGAGGATCATTGCTGTCTTCAAACCCA
AGAATGAAGAGCCCTATGGGCATCTTAATCCTAAGTGGACCAAGTGGCTGCAGAAGAATATATTTGAAATGTTACGTATAG
ATGAAGGTCTTAGACTTAAAATCTATAAAGACACAGAAGGCTATTACACTATTGGCATCGGTCATTTGCTTACAAAAAGTC
CATCACTTAATGCTGCTAAATCTGAATTAGATAAAGCTATTGGGCGTAATACTAATGGTGTAATTACAAAAGATGAGGCTGA
AAAACTCTTTAATCAGGATGTTGATGCTGCTGTTCGCGGAATTCTGAGAAATGCTAAATTAAAACCGGTTTATGATTCTCTT
GATGCGGTTCGTCGCGCTGCATTGATTAATATGGTTTTCCAAATGGGAGAAACCGGTGTGGCAGGATTTACTAACTCTTTA
CGTATGCTTCAACAAAAACGCTGGGATGAAGCAGCAGTTAACTTAGCTAAAAGTAGATGGTATAATCAAACACCTAATCG
CGCAAAACGAGTCATTACAACGTTTAGAACTGGCACTTGGGACGCGTATAAAAATCTAGGCCGTGACTGCCTTGTCCTTA
ACCAGGGCTATCTCTCAGAAGCAGGGGCCAGCCTGGTGGACCAAAAACTGGAACTCAACATTGTTCCCCGTACAAAGGT
AGTATACCTGGCCAGTGAGACCTTCAACTATAGTGCCATTGACCGAGTGAAGTCCAGGGGCAAGCGGCTTGCACTAGAG
AAAGTGCCAAAAGTTGGACAGCGGTTTAACCGCATCGGGCTACCACCAAAGGTTGGTTCATTCCAGCTCTTTGTTGAAG
GCTACAAAGATGCAGACTATTGGCTGCGGCGTTTTGAAGCAGAACCTCTTCCTGAGAACACTAACCGGCAACTACTGCTC
CAGTTTGAGCGGTTGGTGGTGCTGGATTACATCATCCGCAACACTGATCGAGGCAATGACAACTGGCTGATTAAATATGA
CTGTCCAATGGATAGTTCTAGCTCTCGGGACACAGACTGGGTGGTGGTGAAGGAGCCTGTTATCAAGGTGGCTGCCATA
GACAATGGGCTGGCCTTCCCACTGAAGCATCCTGACTCCTGGAGGGCATATCCTTTTTACTGGGCCTGGTTGCCCCAGGC
GAAAGTCCCATTTTCTCAGGAGATCAAAGATCTGATCCTTCCAAAGATATCGGACCCTAACTTCGTCAAGGACTTGGAAG
AGGACCTATATGAACTCTTCAAGAAAGATCCTGGTTTCGACAGGGGCCAGTTCCATAAGCAGATTGCTGTCATGCGGGGC
CAGATCTTAAATCTGACCCAGGCCTTGAAAGACAACAAGAGTCCCCTGCACCTCGTCCAGATGCCACCTGTGATTGTCGA
GACGGCCCGTTCCCACCAGCGGTCTTCTAGCGAGTCCTACACACAGAGCTTTCAGAGCCGGAAGCCCTTCTTTTCATGGT
GGTAG

Sekvence DNA His GBL1 - kotvy je oznacCena Zluté, zelené sekvence DNA T4

lysozymu.

Konstrukt DNA VAMP 3

ATGTCTACAGGTCCAACTGCTGCCACTGGCAGTAATCGAAGACTTCAGCAGACACAAAATCAAGTAGATGAGGTGGTGG

ACATAATGCGAGTTAACGTGGACAAGGTTCTGGAAAGAGACCAGAAGCTCTCTGAGTTAGACGACCGTGCAGACGCAC

TGCAGGCAGGCGCTTCTCAATTTGAAACGAGCGCAGCCAAGTTGAAGAGGAAATATTGGTGGAAGAATTGCAAG
TAGCCTAGGGGTAC

Zluté je oznadena His - kotva.
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TAB 18 Sekvence pouZzitych primer(:

Dle sméru

replikace:

Sekvence primerd

Forwardni primer
VAMP 3 Ncol/l1

5TATAAGCCATGGATGTCTACAGGTCCAACTGS'

Reversni primer
VAMP 3 Avrll/2

5’GTACCCCTAGGCTAATGATGATGATGATGATGCTTGCAA
TTC TTCCACCAATATS

Forwardni primer
VAMP 3 Ndel/1

STATAAGCATATGATGTCTACAGGTCCAACTGSI

Reversni primer
STO 720

(T7 terminator)

STATGCTAGTTATTGCTCAGS

(Primery byly pfipraveny firmou Integrated DNA Technologies)
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5. Vysledky
5.1.Exprese a purifikace proteinu Pl4KllaT4

Expresni konstrukt pro Pl4KllaT4, jehoz soucasti je sekvence His GB1 -
kotvy pro afinitni chromatografii a T4 lysozym pro vysSi rozpustnost, byl v nasi
laboratofi jiz pfipraven. Plasmid byl transformovan do kompetentnich bunék E. coli
BL 21 STAR a bakterie zaoCkovany do LB - média dle 4.1.2.1, str 25. Takto
pfipravena bakterialni kultura byla pfenesena do 12 | ZY média, kde probihala
exprese proteinu P14KllaT4 (viz 4.1.2.2, str 26).

Vznikly bakterialni nepravy roztok byl nejprve odstfedén a tim oddélen od
expresniho média (viz 4.1.3.1, str 26). Bakterialni buriky byly nasledné lysovany
(viz 4.1.3.2, str 26), aby z jejich buné&ného obsahu bylo mozné izolovat dany
protein pomoci Ni - sefarosy (viz 4.1.3.3, str 26). Jednotlivé frakce proteinu
P14KllaT4 byly analyzovany pomoci ,SDS-PAGE*(viz 4.1.4, str 28). Jak je vidét na
OBR 7, vzniklé prouzky proteinu se nachazi mezi 100 a 70 kDa, odpovidaji tedy
molekulové hmotnosti proteinu Pl4Klla s T4 lysozymem (81,216 kDa).

130 kDa ~
100 kDa ~

70 kDa ~
55 kDa ~

35 kDa ~

25 kDa ~

OBR 7 ,SDS-PAGE* eluce proteinu PI4KllaT4 po afinitni chromatografii (Ni -
sefarosa)

10 % akrylamidovy gel; barveno CBB G 250
V jednotlivych drahach je postupné zobrazeno: standard MW; 1 — 6 chronologicky
sefazené frakce eluovaného proteinu P14KllaT4
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His GB1 — kotva prvnich tfech frakci (viz OBR 7, str 41) ziskaného proteinu
byla odstépena pomoci TEV — proteasy béhem vymény pufru pfi dialyze (viz
4.1.3.4, str 27). Ziskany protein byl analyzovan pomoci ,SDS-PAGE" (viz 4.1.4, str
28) na OBR 8, kde je vidét pokles molekulové hmotnosti asi o 15 kDa, ktery
odpovida odstépeni His GB1- kotvy. Také je vidét ziedéni proteinu v dusledku
dialysy.

250kDa ~

130 kDa ~

100 kDa ~

70 kDa ~

55 kDa ~

OBR 8 ,SDS-PAGE" $tépeni His GB1 - kotvy proteinu P14KllaT4 pomoci TEV -

proteasy

10 % akrylamidovy gel; barveno CBB G 250
V jednotlivych drahéach je postupné zobrazeno: standard MW; PI4KlIlaT4 -
His GB1 (1); Pl14KllaT4 (2)
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Protein PIl4KllaT4 byl dale purifikovan pomoci chromatografie na
kationtovém iontoménici (viz 4.1.3.5, str 27) jejiz chromatogram je znazornén na
OBR 9.

— UV1_280nm — UVZ_254nm — Cond
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OBR 9 Zavislost absorbance na eluénim objemu (protein PI4KllaT4) v podminkach
gradientové eluce 30 mM az 1 M NaCl na koloné MONO S 5/50 GL (rozméry kolony — 5 X
50 mm; mrtvy objem 1 ml) ekvilibrované pufrem pro chromatografii na iontoménicich (viz
TAB 15, str 35).

Modre je znazornéna absorbance pri A = 280 nm, hnédé konduktivita.

250 kDa ~

130 kDa ~

100 kDa ~

70 kDa ~

55 kDa ~

OBR 10 ,SDS-PAGE* frakci chromatografie na kationtovém iontoménici Pl4KllaT4
10 % akrylamidovy gel; barveno CBB G 250

V jednotlivych drahach je postupné zobrazeno: standard MW; PI4KIlaT4 - His GB1 po
afinitni purifikaci (Ni - sefarosa)(1); PI4KlIlaT4 po dialyse (2); objemové frakce eluované pri
chromatografii na kationtovém iontoménici. (P14KllaT4) 1B12 (3); 1B11 (4); 1B10 (5)
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Na OBR 10 str 43 je pomoci ,SDS-PAGE®“ (viz 4.1.4) znazornéna
elektroforeticka mobilita proteinl frakci chromatogafie na kationtovém iontoménici
s absorbanci pfi 280 nm. Prostfednictvim téchto elektroforetickych mobilit |ze

uvazovat, Ze protein odpovida teoretické velikosti 81 kDa.

Na gel byly naneseny polovicni objemy jednotlivych frakci eluovanych pfi
chromatografii na  kationtovém iontoméni¢i oproti objemim  vzork
z predchazejicich purifikaci. Proto jsou na gelu vidét tenci prouzky ve drahach 3 a
4 (5) na OBR 10, str 43.

Proteinové frakce 1B12 az 1B10 byly zakoncentrovany s pouzitim
molekulového sita (MWCO = 30 000, 2000 g Allegra X — 15 R Centrifuge;
Beckmann Coulter) na cilovy objem 500 ul, aby nasledné byly purifikovano pomoci
gelové permeacni chromatografie (viz 4.1.3.6, str 27) jejiz zaznam je na OBR 11,
str 44.

OBR 11 Zavislost absorbance na elu¢nim objemu PI4KllaT4 za pouZiti kolony SUPERdex
200 10/300 GL (rozméry kolony 10 x 300 mm; mrtvy objem 24 ml)

ekvilibrované pufrem pro gelovou chromatografii (PI4KllaT4) (viz TAB 15, str 35). Modre

je znazornéna absorbance pii A = 280 nm, ¢ervené pri A = 254 nm.
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Frakce z gelové permeacni chromatografie, které absorbovaly pfi 280 i
254 nm byly analyzovany pomoci ,SDS-PAGE" (viz 4.1.4, str 28) na OBR 12.

250kDa ~

130 kDa ~

100 kDa ~

70 kDa ~

OBR 12 ,SDS-PAGE* frakci gelové permeacni chromatografie proteinu PI4KIlaT4
10 % akrylamidovy gel; barveno CBB G 250

V jednotlivych drahéch je postupné zobrazeno: standard MW; P14KlIlaT4 - His GB1 po
afinitni purifikaci (Ni - sefarosa)(1); PI4KllaT4 po dialyse (2); objemové frakce eluované
pfi gelové permeacni chromatogrfii. (PI4KllaT4) 1B1 (3); 1C1 (4); 1C2 (5); 1C3 (6); 1C4

(7); 1C7 (8); 1C8 (9); 1C9 (10); 1C10 (12)

Takto pfipraveny protein PI4KllaT4 mél koncentraci 0,19 mg.ml™, méfeno pomoci
mikrospektrofotometru NanoDrop Spectophotometer ND-1000 pfi A = 280 nm proti
pufru pro gelovou chromatogrfii (Pl14KllaT4) (viz TAB 15, str 35). Protein byl
skladovan pfi teploté -80 °C.

5.2.Priprava konstruktu DNA proteinu VAMP 3

Nejprve byla do nukleotidové sekvence DNA pro protein VAMP 3 pfidana
sekvence koédujici His-kotvu a restrikéni mista pro enzymy Ncol a Avrll pomoci
PCR (viz 4.1.1.1, str 20; pouZité primery viz TAB 18, str 40).
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Produkt PCR byl vizualizovan pomoci horizontalni agarosové elektroforesy
(viz 4.1.1.8, str 24) a je znazornén na OBR 13. Vznikly prouzek DNA mél
elektroforetickou mobilitu o néco nizsi nez fragment DNA standardu odpovidajici
300 bp. Ocekavana velikost fragmentu DNA byla 240 bp.

1000 pb ~ .

500 bp ~ [N

-
- -

300 bp ~ | wem

200bp~

100 bp ~ -

OBR 13 Horizontalni agarosova elektroforesa produkt PCR - VAMP 3 s vioZzenymi

restrikcnimi misty (Ncol a Avrll) a His - kotvou

1% agarosovy gel s 0,01 % (V/V) ethidium bromidu

Po procisténi DNA (viz 4.1.1.4, str 22) byla skrze restrikéni mista (Ncol a
Auvrll) vlozena do plasmidu pRSFD nukleotidova sekvence proteinu VAMP 3 (viz
4.1.1.5, str 22 a 4.1.1.6, str 23).

Sekvence DNA proteinu VAMP 3 byla zaklonovana do plasmidu pRSFD skrze
restrikEni mista pro enzymy Ncol a Avrll (viz 4.1.1.5, str 22 a 4.1.1.6, str 23) za
pouziti primerd VAMP 3 Ncol/1 a VAMP 3 Avrll/2 (viz TAB 18, str 40). Takto
pripraveny plasmid byl nasledné transformovan do DNA bakterii E. coli a
uspésnost transformace byla kontrolovana plotnach s LB — agarem v pfitomnosti
kanamycinu (40 pug.ml™) (viz 4.1.1.7, str 23). Z vyrostlych bakterialnich kolonii byly
vybrany 4, u kterych bylo analyzovano DNA pomoci PCR bakterialnich kolonii dle
4.1.1.3, str 21 (byly pouzity primery STO 720 a VAMP 3 Ndel/1 viz TAB 18, str 40).
Produkt PCR byl vizualizovan pomoci horizontalni agarosové elektroforesy (viz
4.1.1.8, str 24). Na OBR 14 jsou vizualizovany PCR produkty vSech &ty kolonii,
které maiji priblizné stejnou elektroforetickou mobilitu odpovidajici rozmezi prouzku
standardu o velikosti 200 a 300 bp. O¢ekavana velikost tohoto PCR produktu byla

211 bp a tedy zhruba odpovida ziskanym prouzkam.
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1000 bp ~

500 bp ~
400 bp ~
300 bp ~

200 bp ~
100 bp ~

OBR 14 Horizontalni agarosova elektroforesa produktu PCR bakterialnich kolonii
(VAMP 3 + pRSFD).

1% agarosovy gel s 0,01 % (V/V) ethidium bromidu, horisontalni elektroforesa
V jednotlivych drahach je postupné zobrazeno: standard MW; 1 - 4 odpovidaji DNA

Jednotlivych transformovanych bakterialnich kolonii.

Protoze intenzita prouzku se pfili§ nelisila, byly vybrany bakterie z kolonie
oznacené ,2“ pro naslednou amplifikaci (viz 4.1.1.9, str 24). DNA téchto bakterii

mohla byt izolovana a procisténa minipreparaci plasmidové DNA (4.1.1.10, str 24).

Nasledné bylo dokazano, ze DNA obsahuje spravnou nukleotidovou

sekvenci proteinu VAMP 3 pouzitim metody sekvenace DNA (viz 4.1.1.11, str 25).
5.3.Exprese a purifikace proteinu VAMP 3

Konstrukt DNA pfipraveny v kapitole 5.2, str 45 byl transformovan do
kompetentnich bunék E. coli BL 21 STAR a zao¢kovan do LB - média(viz 4.1.2.1,
str 25). Takto pfipravena bakterialni kultura byla exprimovana ve 3 | ZY média
(4.1.2.2, str 26). Centrifugaci byly narostlé bakterie izolovany z média (viz 4.1.3.1,
str 26), aby nasledné mohly byt lysovany dle 4.1.3.2, str 26. Protein VAMP 3 byl
izolovan pomoci afinitni chromatografie (viz 4.1.3.3, str 26), jejiz eluce byla
vizualizovana pomoci , Tris-Tricine SDS-PAGE® (viz 4.1.4, str 28). Na OBR 15 str

48 je vidét izolovany protein VAMP 3 (oznalen Sipkou), ktery putoval v gelu
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elektroforetickou mobilitou jen o trochu mensi nez prouzek standardu odpovidajici
10 kDa.,.

25kDa~ ' 1 2 3 & 5

R
| ——

15kDa~ =

— e B -
10 kDa ~ i D

OBR 15 ,Tris-Tricine SDS-PAGE*eluce proteinu VAMP 3 po afinitni chromatografii
(Ni - sefarosa)

13 % akrylamidova gel; barveno CBB G 250
V jednotlivych drahach je postupné zobrazeno: standard MW; 1 — 5 chronologicky

sefazené frakce eluovaného proteinu VAMP 3.

Ziskany protein byl kontaminovan bakterialnimi proteiny, které se
nespecificky navazaly na Ni — sefarosu. Frakce 1 az 3 (viz OBR 15) tohoto
proteinu byly smiSeny a zakoncentrovany na cilovy objem 500 upl pomoci
polekulového sita (MWCO = 3000, 2000 g Allegra X — 15 R Centrifuge; Beckmann
Coulter).

Takto pfipraveny vzorek byl purifikovan pomoci gelové permeacni

chromatografie (viz 4.1.3.6, str 27) jejiz zaznam je uveden na OBR 16, str 49.
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OBR 16 Zavislost absorbance na elu¢nim objemu VAMP 3 za pouZziti kolony Hi LOAD

16/60 SUPERdex 75 prep grade (rozméry kolony 1,6 x 60 cm; mrtvy objem 121 ml)
ekvilibrované pufrem pro gelovou chromatografii (VAMP 3) (viz TAB 15, str 35). Modre je

znazornéna absorbance pfi A = 280 nm, ¢ervené pri A = 254 nm.

Na OBR 17, str 50 se nachazi fotografie gelu , Tris-Tricine SDS-PAGE" (viz
4.1.4, str 28) jednotlivych frakci z gelové permeacni chromatografie které

absorbovaly pfi 280 i 254 nm. Protein se nachazi ve frakcich 1D2 az 1E5.

Protein byl skladovan pfi teploté -80 °C.
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25 kDa ~

15 kDa~.

10 kDa ~ =w

OBR 17 ,Tris - Tricine SDS-PAGE* frakci gelové permeacéni chromatografie
proteinu VAMP 3

13 % akrylamidova gel; barveno CBB G 250
V jednotlivych drahach je postupné zobrazeno: standard MW; protein VAMP 3 po
afinitni chromatografii (1); frakce z gelové permeacni chromatografie (OBR 16, str 49):
1D3 (2); 1D2 (3); 1D1 (4); 1E1 (5); 1E2 (6); 1E3 (7); 1E4 (8); 1E5 (9); 1E8 (10); 1E9 (11);
1E10 (12)

Takto pfipraveny protein mél koncentraci 0,84 mg.ml™, zméFfenou pomoci
mikrospektrofotometru NanoDrop Spectophotometer ND-1000 pfi A = 280 nm proti
pufru pro gelovou chromatografii (VAMP 3) (viz TAB 15, str 35) a byl uchovavan
pri teploté —80 °C.

5.4.Optimalizace promyvaciho pufru

Nejprve bylo zjisténo pfi jaké koncentraci imidazolu v promyvacim pufru se
protein VAMP 3 obsahujici His — kotvu jesté vaze na Ni — sefarosu. Byl proveden
,Pull-Down* (viz 4.2, str 30) pouze s proteinem VAMP 3. Na Ni — sefarosu bylo
navazano 40 pl (0,84 mg.ml™) proteinu VAMP 3. Nasledné& byl nepravy roztok
promyvan promyvacim pufrem ,Pull — Down“ (viz TAB 15, str 35) 0 zménéné
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koncentraci imidazolu (20; 40; 60; 80; 100; 120; 140 mM) a pak eluovan eluénim
pufrem ,Pull — Down* (viz TAB 15, str 35). Eluat byl analyzovan pomoci ,Tris-
tricine SDS — PAGE" (viz 4.1.4, str 28). Na OBR 18 je vidét, Ze vazba His — kotvy
proteinu VAMP 3 na Ni-sefarosu pfestane pfi promyti pufrem o 100 mM
koncentraci imidazolu. Tato koncentrace je vSak ponékud limitni, proto byl pro
dalSi pokusy pouzivan promyvaci pufr‘Pull-Down® o 80 mM koncentraci imidazolu.

55 kDa ~

35 kDa ~
25 kDa ~

15 kDa ~

10 kDa ~

OBR 18 "Pull - Down" proteinu VAMP 3, maximalni koncentrace imidazolu v

promyvacim pufru

13 % akrylamidova gel; barveno CBB G 250
(, Tris - Tricine SDS-PAGE")

V jednotlivych drahach je postupné zobrazeno: standard MW:; protein VAMP 3
eluovan po pouZziti rizné koncentrace imidazolu v promyvacim pufru ,Pull — Down* (viz
TAB 15, str 35) - 20 mM (1); 40 mM (2); 60 mM (3); 80 mM (4); 100 mM (5); 120 mM (6);
140 mM (7)

Nasledné by proveden ,Pull — Down® dle 4.2, str 30 s obéma proteiny
VAMP 3 (obsahujici His - kotvu) i Pl4KlIlaT4 (bez His GB1 - kotvy) za 80 mM
koncentrace imidazolu v promyvacim pufru ,Pull — Down® (viz TAB 15, str 35).
Jako kontrola byl pouzit stejny pokus ,Pull — Down“ ovSem pouze s proteinem
PI14KllaT4. Jeho prabéh byl vizualizovan pomoci ,Tris — Tricine SDS — PAGE* (viz
4.1.4, str 28) a barven pomoci stfibra (viz 4.1.4.2, str 29). Jak je patrné z OBR 19,
pfi 80 mM koncentraci imidazolu v promyvacim pufru ,Pull — Down* (viz TAB 15,

str 35) se protein PI4KllaT4 jiz nespecificky nevaze na Ni — sefarosu.
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OBR 19 Vizualizace priabéhu ,,Pull — Down* proteindi VAMP 3(His - kotva) a
P14KlIlaT4 (bez His GB1 - kotvy) pfi 80 mM koncentraci imidazolu v promyvacim
pufru,Pull — Down® (viz TAB 15, str 35).

13 % akrylamidova gel; barveno pomoci stfibra (viz 4.1.4.2, str 29)
(,Tris - Tricine SDS-PAGE")

V jednotlivych drahéach je postupné zobrazeno: standard MW; protein VAMP 3 (1);
Pl4KlIlaT4 (2); promyvaci pufr po prvnim promyti - kontroly obsahujici pouze protein
Pl4KlIlaT4 (3) - proteini VAMP 3 a PI4KllaT4 (4); promyvaci pufr po patém (poslednim)
promyti - kontroly obsahujici pouze protein Pl4KllaT4 (5) - proteinti VAMP 3 a PI4KllaT4
(6); eluce kontroly obsahujici jen protein Pl14KllaT4 (7); eluce proteini VAMP 3 a
Pl4KllaT4

Z OBR 19 je patrné, Ze pétinasobné promyti promyvacim pufrem ,Pull —
Down* (viz TAB 15, str 35) obsahujicim 80 mM imidazol je dostate¢né pro odmyti
proteinu PI4KllaT4. Dale tento obrazek ukazuije, ze pfi téchto podminkach se

protein PI4KIlaT4 na protein VAMP 3 nevaze.
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5.5.Koexprese Pl4KllaT4 a VAMP 3

V nasi laboratofi byl pfipraven expresni plasmid obsahujici nukleotidovou
sekvenci proteinu VAMP 3 (jejiz soucasti je His — kotva) a zaroven proteinu
P14KllaT4 (bez His — kotvy).

Tento plasmid byl transformovan a zaoCkovan (viz 4.1.2.1, str 25). Nasledné
byl exprimovan ve 3 | ZY média (viz 4.1.2.2, str 26). Centrifugaci byly narostié
bakterie byly izolovany z média (viz 4.1.3.1, str 26), aby nasledné mohly byt
lysovany dle 4.1.3.2, str 26. Proteiny VAMP 3 a P14KllaT4 byly izolovany
pomoci afinitni chromatografie (viz 4.1.3.3, str 26) za pouZiti promyvaciho
pufrem ,Pull — Down“ (viz TAB 15, str 35). Protein byl eluovan do dvou frakci o
objemu 2 ml eluénim pufrem (VAMP 3) viz TAB 15 ,str 35 jejiz eluce byla
vizualizovana , Tris-Tricine SDS-PAGE" (viz 4.1.4, str 28) na OBR 20.

T g e R

70 - 100 kDa ~ —
55 kDa ~
35 kDa ~ [
25 kDa ~
15 kDa ~ :
- —
10 kDa ~

OBR 20, Tris-Tricine SDS-PAGE" eluce koexprese proteint VAMP 3 a Pl4KllaT4
po afinitni chromatografii (Ni - sefarosa)

13 % akrylamidova gel; barveno CBB G 250
V jednotlivych drahach je postupné zobrazeno: standard MW; protein VAMP 3 (1);
protein Pl4KllaT4 (2); eluat koplexu proteinti PI4KllaT4 a VAMP 3 (3 - 4)

Protein PI4KIlaT4 byl oproti proteinu VAMP 3 exprimovan vyznamné méné,
nebylo jej tedy mozno zachytit na fotografii gelu, ale na samotném gelu byl okem
patrny prouzek o stejné elektroforetické mobilité jako protein PI4KllaT4 ve druhé

draze. Obé frakce obsahuijici protein byly smiSeny a zakoncentrovany
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(MWCO = 3000; 2000 g Allegra X — 15 R Centrifuge; Beckmann Coulter) na 0,18
mg.ml™*, zmé&Fenou pomoci mikrospektrofotometru NanoDrop Spectophotometer

ND-1000 pfi A = 280 nm proti destilované vodeé.

Nasledné byly vizualizovany pomoci gradientového (4 - 20%)
akrylamidového gelu (viz TAB 13, str 33) v podminkach ,SDS - PAGE" (viz 4.1.4,
str 28). Na OBR 21, str 54 je jiz zfetelné vidét pfitomnost proteinu VAMP 3 a

P14KllaT4.

250 kDa ~ [—

130 kDa ~

100 kDa ~
70 kDa ~
55 kDa ~

35 kDa ~
25 kDa ~

Rt

| ——.

15 kDa ~ .
J--

10 kDa ~

OBR 21 Vizualizace koexprese proteinti VAMP 3 a Pl4KllaT4
4 - 20 % gradientovy akrylamidovy gel; barveno CBB G 250

V jednotlivych drahach je postupné zobrazeno: standard MW; eluce koexprese
proteinti VAMP 3 a Pl4KlIlaT4; protein VAMP 3 (2); proteinPl4KllaT4 (3)

Prouzek proteinu odpovidajici svou elektroforetickou mobilitou proteinu
P14KllaT4 (viz OBR 21) byl vyfiznut z gelu a po Stépeni trypsinem a nasledné
extrakci peptidl byl analyzovan pomoci hmotnostni spektrometrie, ktera potvrdila
pritomnost sekvence AA tohoto proteinu. Méfeni a analyza hmotnostniho spektra

byla provedena Mgr. Janou Horakovou.

Nize je uvedena sekvence AA proteinu PI14KllaT4, zelené jsou zvyraznény
Casti sekvence jejichz hladina spolehlivosti se pohybuje nad 95 %, zluté mezi 50
az 95 % a Cervené pod 50 %.
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MDETSPLVSPERAQPPDYTFPSGSGAHFPQVPGGAVRVAAAAGSGPSPPGSPGHDR GA
AAQGQTQTVAAQAQALAAQAAAAAHAAQAHRERNEFPEDPEFEAVVROQAELAIERCIFPERIYQGSSGSYFVK

IIAVFKPK DTEGYYTIGIGHLLTK
LFNQDVDAAVR LKPVYDSLDAVRRAALINMVFQMGETGVAGFTN
SLR RWDEAAVNLAK DCLVLNQGYLSEAGASLVDQKLE
LNIVPRTKVVYLASETFNYSAIDR VGSFQLFVEGYKDADYWLRRF
EAEPLPENTNRQLLLOQFERLVVLDYIIR GNDNWLIK DTDWVVVKEPVIKVAAIDNGLA
FPLK AYPFYWAWLPQAKVPFSQEIK ISDPNFVKDLEEDLYELFKK

GQILNLTQALKDNKSPLHLVQMPPVIVETAR SSSESYTQSFQSRKPFFSWW

6. Diskuse

Cilem této prace bylo pfipravit a purifikovat proteiny VAMP 3 a PIl4KllaT4,
dale zjistit zda tento SNARE protein VAMP 3 mlze pfimo interagovat s proteinem
Pl4KllaT4. Prokazani téchto interakci mélo pfispét k objasnéni mechanismu

regulace kinasy Pl4Klla.

Jiz v teoretickém uvodu bylo poukazano na stejnou kompartmentaci téchto
proteind (Pl4Klla a VAMP 3) [6], [11], [13], [15]. Z&adna literatura v$ak
neobsahovala informaci o pfimé interakci téchto proteinu. V odstavci 2.1.1, str 11
je dokonce zminéna hypotéza, zda se protein VAMP 3 nevaze spiSe na substrat
nebo produkt kinasy Pl4Klla (fosfatidylinositol), misto na samotnou kinasu [8]. Na
prvni pohled se tedy zdalo, Ze tyto dva proteiny jsou si blizké pouze svou
lokalizaci na membrané endosomu. Vychazeli jsme v3ak z osobniho sdéleni
Tamas Balla, M.D., Ph.D.(Eunice Kennedy Shriver National Institute of Child
Health and Human Development, Maryland, USA) kde v proteomické analyze

interakénich partnerd proteinu Pl4Klla byl identifikovan i protein VAMP 3 [10].

Nejdfive byly pfipraveny proteiny VAMP 3 a PIl4KllaT4 skrze bakterialni
expresi v E. coli, které byly nasledné purifikovany pomoci afinitni, iontové a gelové
permeacni chromatografie (a protein PI4KllaT4 - chromatografie na kationtovém
iontoménici).
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Zjistili jsem, ze v podminkach 80 mM imidazolu se protein PI4KllaT4 na
protein VAMP 3 nevaze (viz OBR 19, str 52). Tato skuteCnost muize byt
slabé vazebné interakce mezi témito proteiny. PouZiti nizSi koncentrace imidazolu
mélo za nasledek nespecifickou vazbu proteinu PI4KllaT4 na nosi¢, Ni - sefarosu

(experiment neuveden).

Z téchto duvodl jsme se snazili dokazat tuto interakci prostfednictvim
koexprese proteind Pl4KIlaT4 a VAMP 3 (sekvence DNA obou proteind byly
vlozeny do jednoho plasmidu, ale pouze protein VAMP 3 obsahoval His - kotvu).
V téchto podminkach se protein PI4KllaT4 pravdépodobné vytvofil komplex

s nékterym z proteinl navazany na nosic¢ Ni - sefarosu (viz OBR 21, str 54).

Proteiny VAMP 3 i PI4KllaT4 bylo mozné identifikovat pomoci diskontinualni
elektroforesy v denaturacnim prostfedi SDS. Pfitomnost Pl4KllaT4 byla pak

potvrzena pomoci hmotnostni spektrometrie.

Kinasa Pl4KIlaT4 spolu s proteinem VAMP 3 nebyly jedinymi proteiny, které byly

eluovany z nosice, Ni - sefarosy.

Je otazkou, zda tyto dalSi detekované proteiny vytvafi vazbu s jednim z proteinu
(P14KllaT4, VAMP 3), nebo se jedna pouze o jejich nespecifickou interakci
s nosi¢em. DalSi experimenty studujici protein - proteinovou interakci (VAMP 3 a

PKlla) a kontrolni vzorky budou souc&asti navazujici diplomové prace.
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Metodou molekularniho klonovani byl pfipraven plasmid kodujici
protein VAMP 3.

Protein PIl4KllaT4 a cytosolova c¢ast proteinu VAMP 3 byly
exprimovany v bunkach E. coli.

Koexprese proteinu Pl4KllaT4 a VAMP 3 naznacuje moznou interakci

téchto proteinu.
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Svoluji k zapaj€eni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla fadné

vedena evidence vypujCovatelud TAB 19.

TAB 19 Evidence vypujcovateli:

Jméno a pfijmeni 3
Cislo OP Datum vypujceni Poznamka
S adresou




