Abstrakt

Gramnegativni bakterie druhu Bordetella pertussis jsou puvodci smrtelného lidského
onemocnéni oznaovaného jako pertuse, Castéji jako cCerny kasel. Tyto bakterie produkuji
adenylatcyklazovy toxin (ACT), ktery se vaze na povrch makrofagd a umoiZnuje vpravit
do cytosolu hostitelské buriky pres cytoplazmatickou membranu adenylatcyklazovou doménu
(dAC). Abychom mohli studovat kovalentni interakce mezi proteiny pomoci fotochemického
zesiténi, byl nas studovany protein exprimovan s foto-methioninem (kyselinou L-2-amino-5,5-
azi-hexanovou) v kultivacnim médiu v bakterialnim kmenu Escherichia coli B834 (DE3). Foto-
methionin je netoxickym analogem L-methioninu, takZe je normalné inkorporovan pomoci
aminoacyl-tRNA synthaz do struktury adenyldtcyklazové domény. Maximalni miry inkorporace
foto-methioninu do struktury dAC bylo dosaZeno po optimalizaci celého expresniho protokolu.
Celkova mira inkorporace foto-methioninu do struktury proteinu po optimalizaci zjiSténa
hmotnostné-spektrometrickou analyzou byla az 80 %. Ziskany protein s inkorporovanym foto-
methioninem byl izolovan. Byly provedeny sitovaci experimenty s kalmodulinem a vlaknitym
hemaglutininem. Pfi téchto experimentech bylo provedeno jak fotochemické, tak i chemické
zesiténi. Vzniklé kovalentné zesiténé produkty byly rozdéleny pomoci SDS-PAGE a vizualizovany
barveni stfibrem. Po trypsinizaci vybranych proteinovych prouzkt z gelu byla analyzovana jejich
identita pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie. Nebyly pozorovany zadné produkty
fotochemického zesiténi adenylatcyklazové domény a kalmodulinu, coZ znaci, Ze se methioniny
nenachdazi na povrchu dAC. Naopak pfi pouZiti chemického sitovaciho ¢inidla EDC (1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)karbodiimid hydrochlorid) v pfitomnosti roztoku Ca?*, Mg?* a ATP doslo
ke specifické interakci dAC s CaM.
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