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Abstrakt

Fosfatidylinositol je minoritnim komponentem membran eukaryotickych bun¢k. Vedle
strukturni funkce ma i zasadni roli v bunécné signalizaci jako prekursor nékolika
signaliza¢nich molekul a sekundarnich posli. Jedna se o fosfoinositidy, které vznikaji
fosforylaci hydroxylovych skupin fosfatidylinositolu v pozicich 3,4 a 5 inositolového kruhu. I
ptes dilezitou roli fosfatidylinositolu vsak zistava jeho prostorova a ¢asova a dynamika v
bunice nevyjasnénd, predevsim z ditvodu neexistence odpovidajici specifické optické proby
(biosenzoru) pro jeho vizualizaci. Pro konstrukci biosenzort pro inositolové fosfolipidy se
vyuzivaji lipid-vazebné domény jejich efektorovych proteini s dostate¢nou afinitou a
specifitou pro dany fosfoinositid. Pro fosfatidylinositol takovato doména neni znama, ale je
znam enzym, bakterialni fosfatidyl-inositol specificka fosfolipasa C, ktery se na PI specificky
vaze. Tento enzym nasledné katalyzuje hydrolyzu fosfatidylinositolu za vzniku
diacylglycerolu a inositol 1-fosfatu a na rozdil od eukaryotickych homologl nestépi
fosforylované formy fosfatidylinositolu.

Cilem této diplomové prace bylo vyiesit modely struktur komplexi nékolika neaktivnich
mutantnich forem fosfolipasy C z Bacillus cereus s myo-inositolem, které by dale slouzily jako
podklad pro konstrukci geneticky kodovatelného biosenzoru pro fosfatidylinositol zalozeného

na fluorescenci GFP.

Abstract

Phosphatidylinositol is a a minor membrane component of eukaryotic cells, however, it plays
a crucial role in cell signaling pathways as a precursor for a number of signaling molecules
and second messengers. Among the most significant ones are phosphoinositides created by
phosphorylation of the hydroxyl groups of phosphatidylinositol at positions 3,4, and 5 of the
inositol ring. Despite its significance, the spatial and temporal distribution and dynamics of
phosphatidylinositol remains unclear owing mainly to the lack of a specific optical probe
(biosensor) to visualize phosphatidylinositol in living cells. Biosensor for inositol
phospholipids are based on lipid-binding domains of their effector proteins with high enough

affinity and specificity for a given phosphoinositide — but nosuch domain is known for PI.



However, an enzyme - phosphatidylinositol-dependent phospholipase C — that specifically
recognizes phosphatidylinositol is known. This enzyme catalyzes the hydrolysis of
phosphatidylinositol into diacylglycerol and inositol 1-phosphate and unlike eukaryotic
homologs does not act upon the phosphorylated forms of phosphatidylinositol.

The main aim of this thesis was to solve the structures of several inactive mutant forms of
phospholipase C from Bacillus cereus complexed to myo-inositol which could be hereafter
used in the design of a genetically encoded GFP-based biosensor for phosphatidylinositol. (In
Czech)
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SEZNAM ZKRATEK

BcPI-PLC
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PH
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Fosfatidylinositol-specificka fospolipasa C z Bacillus cereus
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Cytidindifosfat

Kritickd micelarni koncentrace

Diacylglycerol

Endoplazmatické retikulum

Forstertiv rezonancni pfenos energie

Golgiho aparat

Imunoglobulinvazebny protein 1 (z angl. immunoglobulin binding
protein)

Zeleny fluorescen¢ni protein (z angl. Green fluorescence protein)
Glykosylfosfatidylinositol

Inositol 1,4,5-trifosfat

Myotubularin 1

Z angl. myotubularin-related phosphoinositide phosphatase
Multivesikularni télisko

Triosa fosfat isomerasa

Protein Loweho okulocerebrorenalniho syndromu

Kyselina fosfatidova

Fosfatidylcholin

Fosfatidylethanolamin

Z angl. plecstrin homology

Fosfatidylinositol

Fosfatidylinositol 3-fosfat

Fosfatidylinositol 4-kinasa

Fosfatidylinositol 4-fosfat

Fosfatidylinositol 5-fosfat



PI(3,4)P;
PI(3,5)P2
PI(4,5)P;
PI(3,4,5)Ps
PIKfyve
PIP

PIP,

PIS
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Fosfatidylinositol 3,4-bisfosfat
Fosfatidylinositol 3,5-bisfosfat
Fosfatidylinositol 4,5-bisfosfat
Fosfatidylinositol 3,4,5-trisfosfat
Fosfoinositid kinasa obsahujici FYVE prst
Fosfatidylinositol fosfat

Fosfatidylinositol bisfosfat
Fosfatidylinositol synthasa
Fosfatidylinositol specificka fosfolipasa C
Fosfolipasa A

Fosfolipasa C

Fosfatasa a tensin homolog

Inositol 5-fosfatasa obsahujici SH2 doménu (z angl. SH2 domain-
containing inositol 5-phosphatase)
Triacylglycerol

Trans Golgiho sit’

Divoky typ (z angl. wild type)



1. UVOD
1.1 Fosfatidylinositol

Fosfatidylinositol (PI) je spolecné s ostatnimi glycerofosfolipidy zékladnim strukturnim
lipidem v membranach eukaryotnich bunék. Vzacné se objevuje i v prokaryotickych bunkach
[1]. Jako minoritni lipid se nachazi na cytoplasmatické stran¢ plasmatické membrany a
intracelularnich membran. Nejvice je zastoupen v membranach drsného endoplazmatického
retikula, vnitfni mitochondrialni membrané a Golgiho aparatu [2]. Zastoupeni PI

v membranach riznych organel (uvedeno v tab. 1.1) bylo uréeno na zakladé lokalizace
syntetického aparatu a experimentti se znacenymi protilatkami [3]. Obvykle se nachazi ve
vnitini vrstvé membrany [1].

Vedle strukturni funkce ma PI zasadni vyznam jako prekursor pro sekundarni posly a dalsi
signalni molekuly [1]. V Zivo¢isnych buiikach je primarnim zdrojem kyseliny arachidonové,
ze které dale mohou vznikat eikosanoidy v¢etné prostaglandint [1]. Fosforylované derivaty
P1, fosfoinositidy, které jsou podrobné&ji popsany v kap. 1.1.3, str. 13, jsou Vv buiice specificky
distribuovany a slouzi jako znacky jednotlivych membran nebo jako druzi poslové.
Fosfoinositidy ¢i jejich metabolity zprosttedkovavaji bunééné odpovedi na vnéjsi podnéty a

maji tak v buiice zdsadni roli jako signalni molekuly.

Tab. 1.1: Procentudlni zastoupeni PI v membrandch. Ptevzato a upraveno z [4].

Hladké | Drsné | Mitochondrie | Mitochondrie | Lysosom | Jadro GA PM

ER ER Vnitini Vnéjsi
membrana membrana
% PI 8 10,1 1,7 9,2 59 41 8,7 6,5

ER — endoplazmatické retikulum; GA — Golgiho aparat; PM — plasmatickd membréna.

1.1.1 Struktura fosfatidylinositolu

Zakladem molekuly fosfatidylinositolu je zbytek kyseliny fosfatidové (PA), jejiz fosfatova
skupina udili fosfatidylinositolu negativni ndboj. Na sn-3 uhlik PA je fosfodiesterovou vazbou

pfipojen inositol ptes svoji 1’ hydroxylovou skupinu. Struktura molekuly fosfatidylinositolu je

10



znazornéna na obr. 1.1.1. Na sn-1 pozici se nejc¢astéji objevuje kyselina stearova, na sn-2
kyselina arachidonova [5]. Z deviti moznych stereoisomert inositolu pfevlada v ptirodé myo-
inositol s jednou hydroxylovou skupinou v axialni poloze [6]. Myo-inositol je jako jediny
isomer inositolu syntetizovan de novo [6]. V zivociSnych a rostlinnych buiikach byly nalezeny
i lipidy obsahujici chiro-inositol [6-8], zatimco scytto-inositol byl detekovan pouze

Vv rostlinnych bunkach [9] .

Stearoyl Arachidonoyl

Obr. 1.1.1: Struktura molekuly fosfatidyl-myo-inositolu. Pfevzato a upraveno z [5].

U rostlin a mikroorganismi se mohou vyskytovat 1 komplexnéjsi inositolové lipidy jako
jsou fosfatidylinositol manosidy a sfingolipidy obsahujici inositol [4].

Glykosylované formy fosfatidylinositolu (glykosylfosfatidylinositol, GPI) jsou
eukaryotickymi butikami vyuzivané jako kotvy membranovych proteinti. V molekule GPI je
na 6° hydroxylovou skupinu inositolu navazan oligosacharidovy fetézec, tvofeny vétSinou
¢tyfmi manosovymi ¢i glukosovymi zbytky [4]. Tato struktura je propojena s proteinem skrze
ethanolamin [4].

1.1.2 Metabolismus fosfatidylinositolu

De novo biosyntéza PI je stejné jako biosyntéza ostatnich fosfolipidl lokalizovana

v endoplasmatickém retikulu. PI vznika pfenosem inositolu na aktivovany diacylglycerol
(CDP-DAG), viz obr. 1.1.2, str. 12. Reakce je katalyzovana PI synthasou (CDP-
diacylglycerol-inositol 3-fosfatidyltransferasa) [5]. PI mize byt syntetizovan i vedlej§imi

cestami, jako je napf. vyména bazi [10].
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Po syntéze je PI transportovan do cilovych membran. To se déje bud’ prostfednictvim
vesikularniho transportu, kdy je PI inkorporovan do membran vesiklu, nebo cytosolovymi
lipid-transportnimi proteiny specifickymi pro PI (PITPs, z angl. phosphatidylinositol transfer
proteins) [10,11].

PG kardiolipin
3-fosfoglycerat PA CDP-DAG
PI
fosfatidylinositolmonofosfaty
DAG fosfatidylinositolbisfosfaty
TAG PE fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfat
PC

Obr. 1.1.2: Schéma metabolismu PI a jeho zapojeni do metabolismu fosfolipidii. Pfevzato a upraveno z
[4,10] . PA — kyselina fosfatidova; CDP-DAG — cytidindifosfat diacylglycerol; PG —
fosfatidylglycerol; Pl — fosfatidylinositol; DAG — diacylglycerol; PE — fosfatidylethanolamin, PC —
fosfatidylcholin; TAG — triacylglycerol.

Fosfatidylinositolové metabolické drahy maji zdsadni vyznam pro ptenos signalu v buiice a
zahrnuji celou fadu kinas, fosfatas a fosfolipas (obr. 1.1.3, str. 13). Zasadni reakci je
fosforylace PI na hydroxylovych skupinach inositolového kruhu za vzniku fosfoinositidu, viz
kap. 1.1.3, str. 13. Degradace PI je zajisténa fosfatidylinositol fosfolipasou C
(fosfatidylfosfodiesterasa), ktera katalyzuje hydrolyzu PI na diacyglycerol a inositol 1-fosfat
[10]. Diacylglycerol a inositol pak mohou byt znovu vyuzity pro syntézu PI. Mechanismus
plsobeni bakterialni fosfolipasy C bude podrobnéji popsan v piislusné kapitole (1.3.3, str.

19). V nékterych tkanich (pankreas, mozek) je prvnim enzymem katabolismu PI fosfolipasa A,

odsteépujici mastné kyseliny v sn-1 nebo sn-2 pozicich glycerolu [10].
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Obr. 1.1.3: Enzymy podilejici se na metabolismu inositolovych fosfolipidii. Pfevzato a upraveno z
[12,13]. PLA; — fosfolipasa Al, PLA; — fosfolipasa A2, PLC — fosfolipasa C, PLD — fosfolipasa D, PI
— fosfatidylinositol, PIPx — fofoinositid, PIP — fosfatidylinositolfosfat.

1.1.3 Fosfoinositidy

Fosfatidylinositol je prekursorem pro fosfoinositidy, které vznikaji fosforylaci
fosfatidylinositolu na 3,4 a 5 uhliku myo-inositolového kruhu [14]. Fosfatidylinositol mize byt
mono-, di- i trifosforylovan. Kombinaci v§ech mozZnosti fosforylace mtize v sav¢ich bunkach
vzniknout sedm riiznych fosfoinositidii a kazdy z nich ma v bunice nezastupitelnou funkeci.
Podili se napft. na vesikularnim transportu, tvarovani membran, pfenosu signalu a organizaci

cytoskeletu [15,16].

1.1.3.1 Lokalizace fosfoinositidii

Fosfoinositidy jsou v bunce specificky distribuovany, rizné typy pievladaji na riznych
organeldch a znaci organelu, viz obr. 1.1.4, str. 14. ZajiStuji tak specifitu membranovych

interakci a slouZi jako rozpoznavaci signal specificky pro jednotlivé bunééné kompartmenty,
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pro vazbu cytosolickych vazebnych partnert a pro cileni periferalnich membranovych
proteinti na membrany [5].

Lokalizace jednotlivych fosfoinositidii byla uréena analyzou izolovanych membranovych
frakei, ¢i pomoci specifickych optickych prob (biosenzoru) [17]. Fosfatidylinositol 4-fosfat
(P14P) se nachazi na membranach Golgiho aparatu a spole¢n¢ s fosfatidylinositol 4,5-
bisfosfatem (P1(4,5)P2), fosfatidylinositol 3,4-bisfosfatem (P1(3,4)P>) a fosfatidylinositol
3,4,5-trifosfatem (P1(3,4,5)P3) i na plasmatické membrané. P1(4,5)P2 byl téz detekovan v
jaderné membran¢ [17]. Fosfatidylinositol 3-fosfat (P13P) a fosfatidylinositol 3,5-bisfosfat
(P1(3,5)P2) se nachazi pfevazné v membranach endosomu a fosfatidylinositol 5-fosfatem
(PI5P) v jaderné membrané [16,17].

asny Neklatrmovy |
fagozom endocytlcky
O l vacek

O o
B, "O ~L 7‘\/\\

R Recyklovany
endozom
SaletaHT Casny endozom i
vagek O /?
K MVB Q

plasmatickd membrana

PtdIns(3)P

Ptdins(4)P é z D
$ it Ul Pozdni (B
e e e ®o
@ Ptdins(3,4)P,
@ Ptdins(35)P, C )

Ptdins(4,5)P, Golgiho aparat

PtdIns(3,4,5)P. Lysozom

@&—QQ

Obr. 1.1.4: Schéma lokalizace fosfoinositidii na bunéénych membranach. Pifevzato a upraveno z
[18]. CCP — z angl. clathrin coated pits; TGN — trans Golgiho sit’; ER — endoplasmatické retikulum,
MVB — multivesikularni télisko (z angl. multivesicular body); PtnIns(4)P — fosfatidylinositol 4-fosfat;
PtdIns(4,5)P, — fosfatidylinositol 4,5-bisfosfat; PtdIns(3,4)P, — fosfatidylinositol 3,4-bisfosfat;
PtdIns(3,4,5)Ps — fosfatidylinositol 3,4,5-trifosfat; PtdIns(3)P — fosfatidylinositol 3-fosfat;
PtdIns(3,5)P2 — fosfatidylinositol 3,5-bisfosfat; PtdIns(5)P — fosfatidylinositol 5-fosfat.
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1.1.3.2 Metabolismus fosfoinositidii

vvvvv

Fosfoinositidy mohou byt mezi sebou konvertovany, jak je zndzornéno na obr. 1.1.5. To
zajistuji PI kinasy a fosfatasy[6]. Jejich funkce je dileZita jak pro zachovani distribuce
fosfoinositidd, tak pfi regulaci riznych buinéénych déjl, kdy mohou napt. meénit slozeni
fosfoinositidi v zavislosti na extracelularnich signalech [19]. Dulezitost fosfoinositida se
odrazi 1 v mnozstvi enzymu kontrolujicich jejich syntézu a degradaci. Ty mohou katalyzovat

stejnou reakci, ale liSit se svoji lokalizaci a zptisobem regulace [20]. Mohou tak piesné

regulovat procesy probihajici v rozli¢nych mistech buiiky.

DAG DAG
HO
PIP-4 kinasa &
e ——
<—— HO 4
4-Fosfatasa
P Ptdins(4,5)P2
V) P(
. “-* -
DAG
HO
2N S-oH 2WN_—%—oH —> o
— ”0%5 OH. S
3 OH 3 OH 4fosfatasa
Ptdins(3,5)P2 Ptdins

&
S
f\.ffl‘.”
N”’”Rs

DAG
") HO
® 3 SN.B <+
OH 4fosfatasa
Ptdins(3)P Ptdins(3,4)P2

Obr. 1.1.5: Interkonverze fosfoinositidii. Ptevzato z [19]. Kinasy jou zobrazeny modfe, fosfatasy
fialove, fosfolipasy zelené. Prerusovanymi ¢arami jsou zobrazeny pochody, které byly navrzeny, ale
nebyly doposud charakterizovany.

DAG - diacylglycerol; MTM1 — myotubularin 1; MTMR — z angl. myotubularin-related
phosphoinositide phosphatase; PIKfyve — fosfoinositid kinasa obsahujici FYVE prst (z angl. FYVE

finger-containing phosphoinositide kinase); OCRL — protein Loweho okulocerebrorenalniho
syndromu; PTEN — fosfatasa a tensin homolog; SHIP — inositol 5-fosfatasa obsahujici SH2 doménu (z

angl. SH2 domain-containing inositol 5-phosphatase).
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Nejvice jsou v bunkach zastoupeny P1(4,5)P2 a jeho prekursor, PI4P. P1(4,5)2P je soucasti
IP3/DAG signalizaéni dréhy, jedné z nejrozsifenéjSich kaskad v bunééné signalizaci. Schéma
této drahy je znazornéno na obr. 1.1.6. Aktivované receptory na povrchu bunék stimuluji
fosfolipasu C a dochazi k hydrolyze P1(4,5)P2 za vzniku DAG a Ins(1,4,5)Ps (inositol 1,4,5-
trifosfatu). Oba tyto produkty patii do skupiny sekundérnich posli. Zatimco DAG jako
hydrofobni molekula ziistdva v membrané a aktivuje proteinkinasu C, Ins(1,4,5)Ps se podili na

regulaci Girovné koncentrace Ca?* v intracelularni prostoru [20].

Plasmaticka membrana

Ptdins Ptdins4P Ptdins(4,5)P5 DG ———— PtdOH

@ O © O

1
Ins(1,4,5)P5 :
1
1

v é

1

1

1

1

§ .
1 Inositol
1

1

1

1

1

J '
Pidins PIS CDP-DG CcDs PtdOH

-

PITPs? Li+
'

membrana ER
Obr. 1.1.6: IP3/DAG signalizacni drdha. Pievzato a upraveno z [20]. Po aktivaci PLC dochazi k
Stépéni fosfatidylinositolu. Diacylglycerol je fosforylovan na kyselinu fosfatidovou, ktera je poté
ptenesena do endoplasmatického retikula. Ins(1,4,5)Ps je defosforylovan, coz mize byt inhibovano
ionty lithia. Mechanismus tohoto pfenosu dosud neni znam. V ER z kyseliny fosfatidové a
recyklovaného, ¢i de novo syntetizovaného inositolu opét vznika PtdIns, ktery je pfenesen na
plasmatickou membranu pravdépodobné za Gcasti PITPs.

PtdIns — fosfatidylinositol; P14K — fosfatidylinositol 4-kinasa; PtdIns4P — fosfatidylinositol 4-fosfat;
PIP5K — fosfatidylinositol 4-fosfat 5-kinasa; PtdIns(4,5)P, — fosfatidylinositol 4,5-bisfosfat; PLC —
fosfolipasa C; Ins(1,4,5)P; — inositol 1,4,5-trifosat; DG — diacylglycerol; DGK — daicylglycerol kinasa;
PtdOH — kyselina fosfatidova; CDS — CDP-DG synthasa; P1S — fosatidylinositol synthasa; PITPs —

fosfatidylinositol pfenasejici proteiny (z angl.phosphatidylinositol transfer proteins).
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1.2 Biosenzory

Pro sledovani buné¢nych procesti v endogennim prostiedi neporusenych, Zivych bunék se
vyuziva geneticky koédovatelnych biosenzort. Obrovskym pokrokem v oblasti vizualizace
bunéénych pochodu byl objev GFP (Zeleny fluorescenc¢ni protein, z angl. Green fluorescent
protein), fluorescen¢niho proteinu izolovaného z motskych zivocicht [21]. Fluorescen¢ni
proteiny se ukdzaly jako idedlni pro vyvoj biosenzort, jednak diky moznosti je geneticky
koédovat, ¢imz odpada nutnost vnaseni fluofor do bunky, a dale diky existenci vice barevnych
variant, coz umoznuje sledovat vice procest v burice najednou [21].

Biosenzory mohou byt pouzity jak pro sledovani lokalizace cild, tak pro sledovani
bunéénych de&ji, jako je zména pH ¢i fosforylace [22]. Byly vyvinuty mutantni formy
fluorescencnich proteind, které zajistuji optimalni chovani proby v intracelularnim prostredi.
Konstrukty pro tyto proby pak mohou byt transfekovany do bunék a cile pozorovany v zivych

¢i fixovanych bunkach pomoci fluorescenéni ¢i konfokalni mikroskopie [22] .

1.2.3 Biosenzory pro fosfoinositidy

Zasadnim predpokladem pro signalizacni funkci fosfoinositid je jejich specificka distribuce v
riznych bunéénych kompartmentech. Pro moznost sledovani asovych a prostorovych zmén
tohoto rozlozeni byly sestrojeny odpovidajici biosenzory. Pro kazdy z fosfoinositidu je tak jiz
k dispozici opticka proba zalozena na fluorescenénich vlastnostech GFP [20]. Toto v§ak
neplati pro fosfatidylinositol, prekursor vsech fosfoinositid.

Pro konstrukci biosensort pro fosfoinositidy se vyuzivaji lipid-vazebné domény jejich
efektorovych proteind flizované s GFP. PI kinasy, fosfatasy a lipasy se vyznacuji vysokou
specifitou pro jednotlivé fosfoinositidy. Vyuziti lipid-vazebnych domén téchto proteint je
proto nanejvys piithodné. Mezi tyto domény patii naptiklad PH (z angl. plecstrin homology)
domény, FYVE domény a C1 a C2 (z angl. cysteine rich) domény [23].

Pro studium lokalizace fosfoinositid mohou byt vyuzity i dalsi, biochemické metody,
napf. radiochemické znaceni, pouziti znacenych protilatek, chromatografie nebo hmotnostni
spektrometrie [19,24]. Tyto metody mohou byt optimalizovany pro detekci riznych

fosfoinositida [19]. Vyzaduji vSak velké mnozstvi bunék pro ziskani dostate¢ného signalu a
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nedovoluji opakovat méteni na stejném vzorku bunék. Pouziti GFP fuznich proteint jako
biosenzord je na rozdil od vyse zminénych metod pomérné jednoduché a poskytuje vysoké
prostoroveé i ¢asové rozliseni distribuce fosfoinositida v jedné bunice. M4 vSak sva omezeni.
Detekce fosfoinositidll je zalozena na vysoké stereoselektivité biosenzort vici fosfatovym
skupindm na inositolové hlavicce. Ta vSak miize byt narusena nespecifickymi interakcemi
(elektrostatickymi ¢i hydrofobnimi) biosenzoru s membranou ¢i protein-proteinovymi
interakcemi [19]. Dalsi skute¢nosti, ktera musi byt brana v potaz pfi interpretaci dat, je fakt, ze
specifita vici fosfoinositidim neni zalozena na rozpoznavani diacylglycerolové Casti
fosfoinositidi a do PI vazebnych mist biosenzoru se mohou véazat i samotné inositolové
molekuly fosforylované na odpovidajicich pozicich. Sila fluorescenéniho signalu tak nemusi
byt propor¢ni ke koncenraci fosfoinositidu [20].

Pii pouZiti geneticky kddovanych GFP biosenzort dochazi k ,,overexpresi‘ fiizniho
proteinu obsahujiciho inositid-vazebnou doménu. Vazba fosfoinositidu na biosenzor mize mit
za nasledek nedostupnost fosfoinositidu pro jeho bunééné funkce. Lipid-vazebné domény také
mohou podporovat funk¢éné duleZité protein-proteinové interakce a zasahovat tak do
buné¢nych pochodi [20].

Vazba domén na fosfoinositidy je zavisla na okolnim mikroprostiedi. Nékteré domény
vazou fosfoinositid jen Vv urcitém subcelularnim kompartmentu a pii detekci fosfoinositidi je

proto zapotiebi pouziti vice biosenzort zalozenych na riznych lipid-vazebnych doménach
[23].
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1.3 Fosfatidylinositol-specificka fosfolipasa C

Fosfatidylinositol specificka fosfolipasa C je rozmanita rodina enzymu hydrolyzujici
fosfatidylinositol. Jsou exprimovany bakteriemi, kvasinkami, prvoky, plisnémi, rostlinami,
hmyzem i savci. Eukaryotni PI-PLC je intracelularni, multidoménovy protein $tépici
fosfoinositidy na membréanach za vzniku dvou sekundarnich posli: diacylglycerolu (DAG) a
inositol 1,4,5-trifosfatu. Uastni se tak pfenosu signalu uvnitt buiiky [25].

Bakterialni PI-PLC je maly, ve vod¢ rozpustny enzym, sekretovany rozlicnymi druhy
bakterii. Nejmensi PI-PLC (piiblizné 35kDa) je exprimovana Gram-pozitivnimi bakteriemi,
mezi néZ patii i nékteré lidské patogeny (Bacillus cereus, Listeria monocytogenes,
Staphylococus aureus) [26]. Byla vsak izolovana i z nepatogennich kmend (Listeria seeligeri,
Streptomyces antibioticus) a z Cytophaga sp., coz je Gram-negativni, fakultativné anaerobni
bakterie [27].

PI DAG
0
o] o]
T
0:119-—0'3 HO
H.'- |D O
H . OH
HO o o]
groﬁ H.O HO_.;:__Oe
D/ A HO
2l OH @ = ) OH
H OH H OH
HO HO
I(1.2)cP (e

Obr. 1.3.1: Reakce katalyzovand bakteridlni PI-PLC. 1) Stépeni PI za vzniku DAG a cyklického myo-
inositol (1,2)fosfatu. 2) Hydrolyza cyklického myo-inositol (1,2)fosfatu za tvorby myo-inositol 1-
fosfatu (I(1)P). Ptevzato z [27].
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Bakterialni PI-PLC katalyzuje §tépeni fosfodiesterové vazby PI, lyso-Pl a GPI [28]. Pti
Stépeni PI vznika myo-inositol 1-fosfat a nerozpustny diacylglycerol (viz obr. 1.3.1, str. 19)
[27]. Rozpoznava striktné PI, na rozdil od eukaryotnich PI-PLC nestépi bakterialni PI-PLC
fosfatidylinositol fosforylovany na 4. ¢i 5. uhliku inositolového kruhu [27].

Protoze bakterialni PI-PLC $tépi GPI kotvy proteinli a membranové inositolové
fosfolipidy, muize jejich aktivita zasahovat do signdlnich drah eukaryotickych bun¢k a u
nékterych bakteridlnich druhi (napf. Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes) tak
muze PI-PLC slouzit jako virulen¢ni faktor [29-31]. Diky schopnosti §té€pit GPI kotvy miize
byt PI-PLC vyuzita i pro testovani pfitomnosti proteint kotvenych GPI [32].

1.3.1 Struktura BcPI-PLC

Jako prvni byla vyfesena struktura PI-PLC z Bacillus cereus (BcPI-PLC) [33]. Dale byly
vyfeSeny napf. struktury enzymu z Listeria monocytogenes a Staphylococus aureus [34,35].
Bakterialni PI-PLC je i pfes nizkou sekvencni homologii topologicky podobna katalytické
doméné eukaryotnich PI-PLC [36]. Zaujima uzavienou strukturu netplného (Bo)8 —barelu
(tzv. TIM barel, pojmenovany dle triosa fosfat isomerasy, kde byl poprvé popsan), kde se
pravideln¢ stiida struktura a-helixu se strukturou skladaného listu, viz obr. 1.3.3, str. 21. C-
konec jednoho listu je tak propojen s N-koncem dal$iho listu pies a-helikalni segment [33,37].
Osm B-skladanych listl vytvaii centralni barel obklopeny a-helixy (viz obr. 1.3.2, str. 21).

V ptipadé BCPI-PLC je pravidelnost tohoto uspoiadani porusena mezi patym a sedmym [3-
skladanym listem. Namisto a-helix je paty a Sesty B-skladany list propojen smyckou a Sesty a
sedmy antiparalelnim B-skladanym listem, jak je mozné vidét na obr. 1.3.3A, str. 21 [33,37].

Struktura PI-PLC je proto v této oblasti pomérné oteviena.
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Obr. 1.3.2: Struktura BcPI-PLC. PI-PLC zaujima strukturu neuplného (Ba)8 —barelu. a-helixy (A-H)
obklopuji centralni barel tvofeny B skladanymi listy (1-8). a-helixy zobrazeny modfe, -skladané listy
¢ervené. Identifikaéni PDB kod 1PTG [33].

A B

4 8 29 34 42
ASSVNELENWSKWMOQPIPDSIPLARISIPGTHDSGTFKLQNPI

[aA | [

48 55 61 64 72
KQVWGMTQEYDFRYQMDHGARIFDIRGRLTDDNTIVLHHGP
91 107 114
LYLYVTLHEFINEAKQFLKDNPSETIIMSLKKEYEDMKGAEDS
127 139 155 163
FSSTFEKKYFVDPIFLKTEGNIKLGDARGKIVLLKRYSGSNEPG
173 176 193 201 204

GYNNFYWPDNETFTTTVNQNANVTVQDKYKVSYDEKVKSIK

222 226 236 243
DTMDETMNNSEDLNHLYINFTSLSSGGTAWNSPYYYASYINPE

264 269 274 284 294
IANYIKQKNPARVGWVIQDYINEKWSPLLY QEVIRANKSLIKE
] BT ] . aH

Obr. 1.3.3:Sekunddrni struktura BcPI-PLC. Pievzato a upraveno z [33]. a-helixy zobrazeny modfe, 3-
skladané listy ¢ervené. A) Schématické znazornéni topologie PI-PLC. B) Primarni sekvence BcPI-

PLC s vyznacenou sekundarni strukturou.
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1.3.2 Aktivni misto BcPI-PLC

Aktivni misto BCPI-PLC se nachazi na C konci B-barelu a je tvofeno né€kolika polarnimi a
nabitymi zbytky [33,37]. Z dostupnych krystalovych struktur komplexu BcPI-PLC a inositolu
je zfejmé, Ze substrat je v aktivnim misté drzen vodikovymi miistky mezi hydroxylovymi
skupinami inositolu a postrannimi fetézci H32, R69, K115, R163, D198 (viz obr. 1.3.4)
[33,38,39]. Tyto aminokyseliny jsou stabilizovany interakcemi s postrannimi fetézci D67,
E117, D180, W178 a D274 [33,37], coz zajistuje pomérné velkou rigiditu aktivniho mista a
vede tak k vysoké stereoselektivité¢ enzymu [33]. V nékterych krystalovych strukturach byla
pozorovana i interakce H82 s D33 [33]. Inositol je dale stabilizovan v aktivnim misté pomoci
patrovych interakci s Y200 [33,37] . Silna koordinace hydroxylovych skupin myo-inositolu
vysvétluje neschopnost bakteridlni PI-PLC $tépit PIP a PIP2. Aktivni misto je pro vazbu
fosfatovych skupin na 4. a 5. uhliku inositolu pfili§ uzké a hluboké [37].

Obr. 1.3.4: Schématické zndzornéni aktivniho mista PI-PLC v komplexu s myo-inositolem. Pevzato z
[33].

Konformace aktivniho mista je zachovadna i mezi sekvenéné pomérné rozdilnymi
homology PI-PLC, jako jsou fosfolipasy z Listeria monocytogenes a Bacillus cereus
(sekvencni identita jen 22%), a mezi jinak vzdalenymi prokaryotickymi a eukaryotickymi

lipasami [27,40]. Vétsina postrannich zbytki zajist'ujicich interakci se substratem se nachazi
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na N konci enzymu, coz koresponduje s vyssi sekvencni identitou pro N konec mezi riznymi
PI-PLC [27].

V této oblasti se nachazi i n€kolik hydrofobnich zbytkt, které jsou vystaveny
rozpoustédlu. Tyto postranni fetézce se uplatituji pii vazbé na membranu a aktivaci PI-PLC,

viz nize (kap. 1.3.4, str. 25).

Obr. 1.3.5: Struktura BcPI-PLC s vyznacenymi postrannimi Fetézci zapojujicimi se do katalyzy, vazby
substrdtu nebo vazby membrany v tzv. “cartoon” reprezentaci (4) a “surface” reprezentaci (B).
Katalytické histidiny (H32 a H82) zobrazeny zelenég, postranni zbytky vazajici substrat (R69, K115,
D198, Y200) ¢erveng, tryptofany (W47,W242) a tyrosiny (Y246 a Y88) vazajici membranu modie a
oranzové. Identifikaéni PDB kod 1PTG [33].

1.3.3 Mechanismus piisobeni BcPI-PLC

PI-PLC vykazuje fosfotransferasovou a cyklickou fosfodiesterasovou aktivitu. Reakce
katalyzovana PI-PLC je dvoukrokova. V prvni, rychlé fosfotransferasové reakci dochazi ke
Sté€peni PI a uvolnéni DAG a cyklického myo-inositol (1,2)fosfatu (I(1,2)cP) [41,42], viz obr.
1.3.1,, str. 19. V druhém kroku dochazi k pomalé hydrolyze cyklického myo-inositol
(1,2)fosfatu (I(1,2)cP) za tvorby myo-inositol 1-fosfatu (obr. 1.3.1) [43,44]. Z dtvodu tvorby
cyklického meziproduktu je ptitomnost volné 2” hydroxylové skupiny v axialni poloze

nezbytna pro prubéh reakce [42]. PI-PLC vykazuje vysokou stereospecifitu a regioselektivitu.
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V prvni reakci je §té€pen pouze D-isomer myo-inositolu, L-isomer neni ani substratem, ani
inhibitorem reakce [42,45]. V druhé reakci vznika pouze myo-inositol 1-fosfat [44,46,47]. Na
rozdil od vysoké specifity vuci inositolové hlaviéce PI, nerozpoznava PI-PLC hydrofobni ¢ast
Pl a $tépi esterové, etherové lipidy, mono- i diacyl lipidy i lipidy odvozené od sfingosinu
[41,43,48].

Reakce se fidi mechanismem acidobasické katalyzy za ucasti dvou katalytickych
histidinti, H32 a H82 [39,49], vysoce konzervovanych mezi bakterialnimi i eukaryotnimi PI-
PLC [36]. Dusik €2 imidazolového kruhu H32 je diky interakci H32 a A274 (viz obr. 1.3.4,
str. 22) pomérné bazicky a muze tak ptijmout vodik 2°OH skupiny inositolu [33,38]. Kyslik
této skupiny je tak aktivovan pro nukleofilni atak na atom fosforu PI za vzniku negativné
nabitého pentakovalentniho transitniho stavu. Ten je stabilizovan kladnym nabojem R69
[38,39]. R69, D33 a H82 vytvati spole¢né katalytickou triadu, kde D33 pomaha udrzovat
kladné naboje na R69 a H82 [50]. H82 se chova jako kyselina, odevzda vodik kysliku na sn-3
pozici Pl a protonuje tak odstupujici skupinu (DAG [38]). Mechanismus fosfotransferasové

reakce je znazornén na obr. 1.3.6.
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Obr. 1.3.6: Mechanismus fosfotrasnferasové reakce. Pievzato z [38]. Pii reakci katalyzované PI-PLC
vznika v prvnim kroku DAG a cyklicky myo-inositol (1,2)fosfat. Reakce probiha mechanismem
acidobazické katalyzy. H32 se chova jako baze a piijima proton z 2’OH skupiny, coZ umoZziuje
nukleofilni atak kysliku této skupiny na atom fosforu, pfi¢emz H82 odevzdava proton kysliku

fosfatové skupiny. Vznika pentakovalentni transitni stav, ktery se rozpada na produkty reakce. Na
reakci se podileji i D274 a R69.

Vznikly ve vod¢ rozpustny cyklicky myo-inositol (1,2)fosfat pak vstupuje do velmi

pomalé hydrolytické reakce (viz obr. 1.3.7, str. 25), ktera probiha opaénym mechanismem,

nez je popsano vyse. V tomto pfipad¢ je kyselinou voda, ktera odevzda vodik H82 a ten se tak
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vraci do ptivodniho stavu [39]. Hydroxylovy iont atakuje atom fosforu a opét vznika
pentakovaletni transitni stav [38,39]. Po pienosu vodiku z H32 na atom kysliku na prvnim

uhliku inositolu se enzym regeneruje a uvolfiuje se myo-inositol 1-fosfat [38,39].

H32)BH -
(H32) BH o M (razy 4 o (H32) B: ™
Lo AONF B(He2 VAP 1B (He) 0-p=0 HB (H82)
o’%c?/\ H . o
O Y e
HO HO
I(1:2cyc)P K(1)P

Obr. 1.3.7: Mechanismus hydrolytické reakce katalyzované BCPI-PLC. Pievzato [33]. H82 odebira
proton vodé. Po ataku hydroxylového iontu na atom fosforu vznika pentakovalentni transitni stav a po

protonaci inositolu se uvoliiuje myo-inositol 1-fosfat.

1.3.4 Aktivace BcPI-PLC na fazovém rozhrani

Jelikoz lipasy jsou hydrofilni enzymy majici hydrofobni substraty, odehrava se reakce na
rozhrani mezi vodnou a lipidovou fazi. Pfed samotnym prubéhem reakce se lipasy vazou na
membranu, coz zvySuje rychlost reakce a afinitu lipasy k substratu [51].

Povaha interfdze ma zasadni vliv na aktivitu fosfolipas. PI-PLC stejné jako ostatni lipasy
vykazuje nizkou aktivitu pfi malych koncentracich substratu, pfi kterych se substrat nachazi v
roztoku pouze v monomerni podob¢. Aktivita lipas strmé stoupa, pokud je koncentrace
substratu vyssi nez tzv. kriticka micelarni koncentrace (CMC), kdy dochazi k jeho agregaci do
micel [52].

Pro studium aktivace PI-PLC na fazovém rozhrani byl pouzit fosfatidylinositol s kratkymi
fetézci. Jeho vyhodou je moznost existence jak v monomerni, tak micelarni podobé ve
vodném prostiedi, a tudiz moznost sledovani aktivity PI-PLC na monomernim substratu. V
ptipadé€ zvyseni koncentrace PI na CMC se aktivita PI-PLC z Bacillus thuringensis zvysila 5-
6 krat [42]. Podobné hodnoty byly naméfeny i pro PI-PLC z Bacillus cereus [51,53].

Aktivita PI-PLC zavisi téZ na ptitomnosti dal$ich fosfolipidl na fazovém rozhrani.
Zwitterionické fosfolipidy, jako je PC a PE, se chovaji viic¢i PI-PLC jako neutralni

rozpoustédla, ktera se vazou na PI-PLC, avSak ne do vazebného mista [51]. Poskytuji tak
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prostor, kde muize dochazet k reakci bez naruseni vazby substratu, a ukotvuji enzym na
membranu [51]. Bakterialni PI-PLC je alostericky enzym, majici jak vazebné misto pro
substrat, tak alosterické misto pro aktivatory [54]. V pfipadé vazby PC/PE na rozhrani fazi
dochazi k alosterické modulaci - konforma¢ni zméné a piechodu enzymu z mén¢ aktivni do
vice aktivni formy [51,54] a zvySeni afinity PI-PLC jak k substratim na rozhrani (PI) tak i

K rozpustnym substratim (cPI) [54,55]. Pti vazbé monomerniho PC k tomuto efektu
nedochazi [54,55]. Neutralni fosfolipidy tak maji dvoji funkci — ukotvuji enzym k membrané
a zvySuji jeho aktivitu.

U nékterych periferalnich enzymu bylo pozorovano vnofeni tryptofanti do dvojvrstvy po
vazb& na membranu (napf. fosfolipasa A nebo annexin 5) [56,57]. Jak vyplyva z méfeni
tryptofanové fluorescence, v ptitomnosti PC dochazi ke zméné konformace PI-PLC, ktera
ovliviiuje prostiedi dvou z celkovych sedmi tryptofani PI-PLC [51]. Aktivni misto PI-PLC je
lemovano a-helixem B a smyckou 237-243 [33], kde se nachazi velké mnozstvi hydrofobnich
zbytku, které jsou v kontaktu s rozpoustédlem. Z B-faktort dostupnych krystalovych struktur
PI-PLC vyplyva, Ze tato oblast je pomérné flexibilni [33,37]. Dale zahrnuje dva tryptofany PI-
PLC (W47 v a-helixu B, W242 ve smy¢ce 237-243, viz obr. 1.3.5, str. 23. Tato oblast by tedy
mohla byt zodpovédna za zménu konformace a po vazbé PC se noftit do hydrofobniho
prostiedi membrany. Pfi experimentech s mutantnimi formami PI-PLC (WA47A, W242A a
dvojity mutant W47A/W242A) byla aktivace PI-PLC fosfatidylcholinem a vazba na
membranu podstatné sniZena ¢i ztracena [58,59].

Jednou z moznosti mechanismu aktivace PI-PLC po vazbé PC je oligomerizace enzymu
na fdzovém rozhrani. Pro studium zmény konformace PI-PLC byla Zhangem et al. pouzita
metoda tzv. croslinku [60]. V ptipadg, Ze jsou jednotlivé molekuly v té€sné blizkosti, dojde za
pouziti vhodného ¢inidla k jejich zesitovani a je tak mozné detekovat ptipadnou oligomeraci
molekul. V ptipadé PI-PLC byly po vazbé na membranu v roztoku detekovany oligomery.
Nebylo vsak prokazano, ze by agregace méla vliv na aktivitu PI-PLC. Byla vS§ak pozorovana
vazba dvou molekul PC jednou molekulou PI-PLC [60].

Hypotéza dimerizace PI-PLC byla podpoiena naslednymi krystalografickymi experimenty
s mutantni formou PI-PLC, kdy byly oba tryptofany nahrazeny alaninem [61,62]. Interakce
mezi monomery byla v tomto modelu zajisténa hydrofobnimi kontakty aromatickych

postrannich fetézcu, predevs§im skupinou tyrosinovych zbytkt v blizkosti aktivniho mista
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[61,62]. Mutace téchto zbytkti méla za nasledek snizeni aktivity enzymu, avSak beze zmén
v aktivnim misté, coz naznacuje jejich zapojeni do tvorby dimeru nebo vazby PC [63,64].
Nasledné experimenty (napt. FRET) nepotvrdily tvorbu dimeru se zapojenim téchto
tyrosinovych zbytkt [64].

Tyrosinové postranni fetézce se mohou, stejné jako dals$i aromatické aminokyseliny, kromé
hydrofobnich interakci ucastnit i kation-m interakei [65]. Tyto interakce by se mohly podilet na
vazbe¢ fosfatidylcholinu, jehoz hlavicka obsahuje kvartérni amoniovy kation. Na rozhrani mezi
PI-PLC a membranou se nachazi pomérné velké mnozstvi tyrosinti. Nejsilngji vazou PC dle
simulace molekularni dynamiky dva z téchto tyrosini — Y88 a Y246 [65] (znazornény na obr.
1.3.5, str. 23), coz bylo potvrzeno i naslednymi experimenty S mutantnimi formami PI-PLC

[65] a dalsimi experimenty [66-68].
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2. CILE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo ziskat modely struktur mutantnich forem PI-PLC z Bacillus
cereus v komlexu s myo-inositolem, které by byly dale vyuzity pro konstrukci biosenzoru pro

fosfatidylinositol. Tohoto cile bylo dosazeno v n¢kolika krocich:

e pfiprava expresniho vektoru pro mutantni formy PI-PLC

e bakterialni exprese PI-PLC

e purifikace mutantnich enzymu

e  krystalizace mutantti PI-PLC v komplexu s myo-inositolem

e rentgenostrukturni analyza a vytvoreni modell struktur komplexi
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3. PRISTROJE A MATERIAL

3.1 Pristroje a pomiicky

Analytické vahy

Aparatura a zdroj pro horizontalni
elektroforesu

Aparatura pro vertikalni
elektroforesu

Blokova lazen

Centrifugy

EmulsiFlex

Fotoaparat

Homogenizator podle Dounceho
HPLC systém

Kolona pro gelovou
chromatografii

Koncentrator

Krystalizacni robot

Magneticka michacka
Mikroskop
Mikrospektrofotometr
pH metr

Adventurer Pro, Ohaus

EV 231, Consort

Mini-PROTEIN Tetra System, Bio-Rad

SBH130D, Stuart

Centrifuge 5418, rotor FA-45-18-1, Eppendorf
Allegra X-15 R Centrifuge, rotor SX47910A,
Beckmann Coulter

Avanti Centrifuge J-26S XPI, rotor JLA-9.1000,
Beckmann Coulter

Avanti Centrifuge J30I, rotor JLA-16.250,
Beckmann Coulter

EmulsiFlex C3, Avestin

E-620, Olympus

PYREX

AKTA purifier, GE Healthcare Life Sciences
Superdex 200 10/300 GL, GE Healthcare Life
Sciences

Amicon Ultra 3 kDa, Millipore Ireland Ltd.
CrystalGryphon, Art Robbins Instruments
Oryx8, Douglas Instruments

ARE, VELP

SZX10, Olympus

Spectophotometer ND-1000, Nanodrop

HI 3220 pH / ORP Meter; HANNA instrument
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Predvazky
Rotaéni inkubator
Rotaror

Termocykler

Termostat

UV fotoaparat
Vodni lazen
Vortex

Zdroj pro vertikalni elektroforesu

3.2 Material a chemikalie

Agarosa

Akrylamid, bisakrylamid
B-merkaptoethanol

Coomassie Brilliant Blue G 250
EDTA (ethylendiamin tetraoctova
kyselina)

Ethidium bromid

Kanamycin

HEPES

Kyselina mravenci

Myo-inositol

Ni-NTA agarosa

Peroxodisiran amonny

SDS

Standard pro DNA elektroforesu

EMB 500-1, Kern

Innova 44, New Brunswick

Multi RS-60, Biosan

Professional TRIO Thermocycler, Biometra Product
Line

IPP 400, Memmert

QUANTUM ST4-1100, Vilbert Lourmat

JB Aqua 2 Plus, Grant

Gene 2, Scientific industeries

PowerPac Basic, Bio-Rad

Agarosa SERVA pro DNA elektoforesu,
SERVA

Rotiphorese gel 30 (37,5:1), Carl Roth
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Sigma-Aldrich

Protino

Carl Roth

Carl Roth

Gene Ruler 1 kb Plus DNA Ladder, Thermo
Scientific
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Standard pro proteinovou elektroforesu

TCEP
TEMED
Tris-Cl

3.2.1 Roztoky, pufry a média

CBB barvici roztok

Elu¢ni pufr pro afinitni

chelata¢ni chromatografii

Ligacni pufr

LB agar podle Lennoxe

LB medium podle Lennoxe
Nanaseci pufr pro DNA
elektroforesu

Nanaseci pufr pro SDS
elektroforesu

Promyvaci pufr

Pufr pro gelovou permeacni
chromatografii

Pufr pro SDS elektroforesu
(Tris-glycinovy pufr)

TBE pufr

Sady krystaliza¢nich roztokli

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, 10-
250 kDa, Thermo Scientific

Thermo Scientific

Carl Roth

Carl Roth

3 mM Coomassie Brilliant Blue R250, 1,5 M CH3COOH,
50% (V/V) methanol

50 mM Tris (pH 8), 300 mM NaCl, 3 mM BME, 300
mM imidazol, 10% (V/V) glycerol

5x Rapid Ligation pufr , Thermo Scientific
P-Lab
P-Lab
6x DNA Loading Dye, Thermo Scienttific

4x Roti Load®1, Carl Roth

50 mM Tris (pH 8), 300 mM NaCl, 3 MM BME, 40 mM
imidazol, 10% (V/V) glycerol
20 mM HEPES (pH 7)

25 mM Tris NaCl, 0,25 M glycin, 0,1 % (W/W) SDS, pH
8,8

89 mM Tris, 89 mM kyselina boritd, 2 mM EDTA, pH
8,3

JCSG Core Suite I-1V, Qiagen

MORPHEUS, Molecular Dimensions

SG1, Molecular Dimensions
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Sady pro purifikaci DNA

Restrikeni pufr
TAE pufr

ZY médium

QIAquick PCR Purification kit ,Qiagen

QIAprep Spin Miniprep Kit ,Qiagen

10x Fast Digest Green pufr, Thermo Scientific

40 mM Tris, 20 mM CH3COOH, 1mM EDTA, pH 8,0
1% (W/V) trypton, 0,5% (W/V) kvasni¢ni extrakt, 2,8
mM glukosa, 6 mM laktosa, 0,5% (V/V) glycerol,

1 mM MgClz, 25 mM (NH4)2S04, 50 MM KH2POg,
50 mM NazHPO4
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4. METODY

4.1 Priprava vektoriu pro bakterialni expresi rekombinantnich PI-PLC

4.1.1 PCR reakce

DNA pro jednotlivé mutanty BcPI-PLC (H32A, H82A, H82A/WA4TA, H82A/W242A,
H82A/W4T7A/W242A, W4TA/W242A) byla ziskana PCR reakci, pro slozeni reakéni smési a

reakéni podminky viz tab. 4.1.1 a tab. 4.1.2. Pouzité templatové DNA s jiz zaklonovanymi
mutantnimi formami PI-PLC byly dar dr. Tamase Bally, M.D. Sekvence pouzitych primera

jsou uvedeny v tab. 4.1.3.

Tab. 4.1.1: Slozeni PCR reakcni smési.

Slozky Mnozstvi
Templatova DNA 2-3,5ngv 8 ul H,O
Forwardni primer 10uM 1 ul
Reversni primer 10uM 1 ul
Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix 10 pl

Tab. 4.1.2: Program PCR reakce.

Pocet cyklu Teplota [°C] Cas [s]
1 98 30
98 10
35 64 30
72 30
1 72 120
1 4 0

Tab. 4.1.3: Sekvence primerii pouzitych pri PCR reakci.

Primer Sekvence
Forwardni 5> CAGACCCATGGCCTCTTCAGTGAACGAGCTGGAG 3’
Reversni 5 GTCTGGCGGCCGCTACTCTTTAATCAGACTCTTGTTGG 3°
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Produkty PCR reakci byly analyzovany za pouziti horizontalni agarosové elektroforesy.
2ul vzorku byly nanédSeny spole¢né s 6x koncentrovanym vzorkovym pufrem na 1%
agarosovy gel obsahujici 0,02% ethidium bromid. Dale byly na gel naneseny 2 pul standardu
(GeneRuler). Elektroforesa probihala v TAE pufru 15 minut pii napéti 300V. Vzorky DNA
byly vizualizovany pomoci UV fotoaparatu QUANTUM ST4-1100. Pro elektroforeogram viz
kapitolu 5.1, str. 42.

Pro ptecisténi produkti PCR reakci byla pouzita komer¢ni souprava QIAquick PCR

Purification Kkit.

4.1.2 Restrikéni Stépeni DNA

Pro moZnost vneseni insertu do plasmidu (viz. kap. 4.1.3) byly na obou koncich téchto usekli
DNA vytvoteny lepivé konce za pouziti dvou restrikénich endonukleas. Slozeni reakéni smési
je uvedeno v tab. Reakéni smés byla protfepana, odstfedéna a inkubovana 30 minut pii 37°C.
Nastépené produkty byly nésledné precistény pomoci komeréni soupravy QIAquick PCR
Purification kit.

Tab. 4.1.4: Reakcni smés pro restrikéni Stépeni DNA.

Slozky Stépeni plasmidu Stépeni produktu PCR
DNA 530 ng 2,08 ug
Endonukleasa Ncol 0,5 ul 0,5 ul
Endonukleasa Notl 0,5 ul 0,5 ul
CIAP 0,5 pl -
Pufr Fast Digest Green 10 pl 10 pl
HPLC H20 63,5 ul 39 ul
4.1.3 Ligace

Pro vlozeni insertu (St€peny produkt) do plasmidu byla provedena ligacni reakce. Pro lepsi
rozpustnost nasledné produkovaného proteinu byl pouzit vektor pHiSGB1 obsahujici gen pro

imunoglobulinvazebny protein 1 (GB1, z angl. Immunoglobulin Binding Protein). Po ptipravé
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byla ligacni smés, jejiz slozeni je uvedeno v tab. 4.1.5., promichéna, kratce odstiedéna (30
sekund, 13 000 RPM, centrifuga Centrifuge 5418, rotor FA-45-18-11) a inkubovana 30 minut
za pokojové teploty.

Tab. 4.1.5: Slozeni ligacni smési.

Slozky Mnozstvi [pl]
Stépeny produkt PCR 55
Stépeny plasmid 0,7
Ligacni pufr (5x Rapid Ligation pufr) 3
HPLC H.0 55
T4 DNA ligasa 0,3
Celkovy objem 15

4.1.4 Transformace bunék E.coli DH5a

60 pul bunécné suspenze chemicky kompetentnich bun¢k E.coli DH5¢ bylo na ledu smichano

s 3 ul liga¢ni smési. Buiiky byly na ledu inkubovany 15 minut a poté vystaveny teplotnimu
Soku 42°C po dobu 42s. Po kratké inkubaci na ledu (pfiblizné 1 minuta) byl k bunikdm pfidan

1 ml LB media. Po hodinové kultivaci pti 37°C byly bunky odstiedény (30 sekund, 13 000
RPM, centrifuga Centrifuge 5418, rotor FA-45-18-11). VétSina supernatantu byla odstranéna a
ve zbylych 100 pl peleta resuspendovéna. Buiiky byly pieneseny na Petriho misku s LB

agarem, obsahujicim 40 pg/ml kanamycinu, a inkubovany ptiblizné 15 hodin pti 37°C.

4.1.5 PCR z kolonii

Pro ovéteni vlozeni odpovidajici DNA do plasmidu byly provedeny PCR reakce z kolonii.
Bylo pripraveno 8 reakci dle tab. 4.1.6, str. 36, do nichz byla $pickou pipety pfenesena mala
¢ast biomasy rtiznych bakterialnich kolonii (viz kap. 4.1.4). Program PCR reakci je uveden
v tab. 4.1.7, str. 36. K analyze PCR produkti byla pouZita horizontalni agarosova

elektroforesa v pritomnosti ethidium bromidu.
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Tab. 4.1.6: Slozeni reakcni smési pro PCR z kolonii.

Slozky Mnozstvi [pl]
Biomasa z 1 kolonie -
Forwardni primer T7 10uM 0,5
Revezrni primer Notl 10uM 0,5
Dream Tag Green Master Mix, Thermo 7.5
Scientific
HPLC H0 6,5

Tab. 4.1.7: Program pro PCR reakci z kolonii.

Pocet cykla Teplota [°C] Cas [s]
1 94 120
94 60
25 52 30
72 30
1 4 00

4.1.6 Minipreparace plasmidové DNA

Cast biomasy positivnich bakterii (bakterii nesouci plasmid s pozadovanym insertem) byla
resuspendovana v 5 ml LB media s kanamycinem o finalni koncentraci 40 pg/ml. Kultura byla
inkubovéna pti1 37°C pies noc a poté odstredéna (3000 RPM, 10 min., Allegra X-15 R
Centrifuge). DNA byla izolovana pomoci komer¢ni soupravy QlAprep SpinMiniprep Kit dle

navodu vyrobce.

4.1.7 Sekvenace

Ziskany plasmid byl ovéfen pomoci sekvenace metodou Sangerova sekvenovani. Pro kazdy
plasmid byly pfipraveny dvé sekvenacni reakce s primery nasedajicimi na plasmid tésné pied
(reakce z forwardniho primeru GBI seq) a tésné za insertem (reakce z reversniho primeru
DuetDown). Do kazdé reakce bylo piidano 500 ng DNA, 2,5 ul 10mM primeru a voda do

celkového objemu reakce 10 pl. Sekvenace byla provedena firmou GATC Biotech.
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4.1.8 Cilena mutagenese

Mutace H32K a H82A/Y88A byly do konstruktu vneseny pomoci PCR reakce za pouziti
primeru uvedenych v tab. 4.1.10. Program a sloZeni PCR reakce jsou uvedeny v tab. 4.1.8 a
tab. 4.1.9. Forwardni primer obsahoval triplet pro pozadovanou mutaci, reversni nesl na 5’
konci fosfat, pro moznost zacykleni linearizovaného plasmidu. Temlatovou DNA pro H32K

byl mutant H32A, pro H82A/Y88A mutant H82A, jejich ziskani je popsano v kap. 4.1, str. 33.

Tab. 4.1.8: SloZeni PCR reakce pro cilenou mutagenesi.

Slozky Mnozstvi
Templatova DNA 0,5ng
Forwardni primer 10uM 1l
Reversni primer 10uM 1 ul
Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix 10 pl

Tab. 4.1.9: Reakcni podminky PCR reakce pro cilenou mutagenesi.

Pocet cyklu Teplota [°C] Cas [s]
1 98 30
98 10
35 67 30
72 30
1 72 120
1 4 0

Tab. 4.1.10: Sekvence primerii pouzitych pri mutagenesi.

Primer Sekvence
Forwardni 5 GATAGCGGAACCTTCAAGCTTCA 3’
H32K
Reversni 5’ PGGTTCCCGGTATGCTAATGC 3’
Forwardni 5° GCG CTGTATGTTACGCTGCACGAGTTCATC 3’
H82A/Y88A
Reversni 5’ PCAGTGGCCCGTGGTGCAGTA 3’
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Velikost PCR produktii byla zkontrolovana pomoci horizontalni agarosové elektroforesy.
Konce linearizovaného vektoru byly spojeny ligaci (sloZeni liga¢ni smési je uvedeno v tab.

4.1.11).

Tab. 4.1.11: Slozeni ligacni smési.

Slozky Mnozstvi (pul)
Linearizovany plasmid 5,5
Ligacni pufr (5x Rapid Ligation pufr) 3
HPLC H:0O 57
T4 DNA ligasa 0,3
Celkovy objem 15

Vyslednym plasmidem byly transformovany bakterie E.coli DH5a. Dalsi postup byl
shodny s postupem uvedenym v kap. 4.1, str. 33.

4.2 Exprese a purifikace PI-PLC

Jelikoz byly pii expresi a purifikaci jednotlivych mutantd PI-PLC pouzity stejné postupy, bude

Vv nasledujicich odstavcich popsan pouze ptipad mutantu H32A.

4.2.1 Bakterialni exprese

Pro bakterialni expresi mutantnich forem PI-PLC byly chemicky kompetentni buniky E.coli
BL21 star transformovany vektory, jejichz pfiprava je popsana vysSe. Bylo postupovano stejné
jako v piipadé transformace bun¢k E.coli DH5a. Po teplotnim Soku byly buriky pfeneseny na
Petriho misku a inkubovany ptes noc pii 37°C. Poté bylo vzdy z jedné kolonie pfenesena cCast
biomasy do 5 ml LB media s kanamycinem o finalni koncentraci 40 pg/ml. Bunky byly
inkubovany pftes noc pii 37°C a 220 RPM. Takto ptipravenym inokulem byly zaockovany 3 |
ZY media s kanamycinem o finalni koncentraci 40 pg/ml. Kultivace probihala pfi 37°C do

OD pfiblizné 0,8, poté byla teplota snizena na 18°C a butiky inkubovany dalsich 12 hodin.
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4.2.2 1zolace proteinu

4.2.2.1 Zpracovani bakterialni kultury

Bakterialni kultura ziskana dle kap. 4.2.1, str. 38, byla odsttedéna (10 minut pii 6000 RPM a
4°C v centrifuze Beckmann Coulter Avanti J-26S XPI, rotor JLA-9.1000). Peleta byla
resuspendovana v piiblizn¢ 100 ml promyvaciho pufru (sloZeni viz. kap. 3.2.1, str. 31) a
nasledné homogenizovéana na ledu v homogenizatoru dle Dounceho. Builky byly lyzovany za
pouziti EmulsiFlexu C3 za tlaku v rozmezi 110-120 MPa. Ziskany lyzat byl nasledné
odstiedén na centrifuze Beckmann Coulter Avanti Centrifuge J30I pii 40 000 RCF.

4.2.2.2 Afinitni chelatacni chromatografie

3 ml Ni-NTA agarosy byly po promyti vodou ekvilibrovany v promyvacim pufru, jehoz
slozeni je uvedeno v kap. 3.2.1, str. 31, a pfidany k supernatantu (kap. 4.2.2.1). Pro navazani
hexahistidinové kotvy proteinu na nikelnaté ioty byla agarosa inkubovana se supernatantem 30
minut pii 5 °C za stalého michani na rotatoru Multi RS - 60 BIOSAN. Po inkubaci byla
agarosa promyta. Promyti zahrnovalo 5 cykla centrifugace (centrifuga Beckmann Coulter
Allegra X-15R, 1 minuta, 1620 RPM), odstranéni supernatantu a pfidani ptiblizné 50 ml
promyvaciho pufru. Poté byl nosi¢ agarosy pfenesen na 15 ml kolonku a protein byl eluovan
10 ml elu¢niho pufru s vysokou koncentraci imidazolu (pro slozeni pufru viz kap. 3.2.1, str.
31) po 1 ml frakcich. Frakce byly analyzovany pomoci diskontinualni elektroforesy v
prostedi SDS (viz kap. 4.2.2.3). Frakce, kde byl protein pfitomen, byly spojeny. K roztoku

proteinu byla pfidana EDTA na findlni 3 mM koncetraci.

4.2.2.3 Diskontinualni elektroforesa v prostredi SDS (SDS-PAGE)

Vzorky pro elektroforetickou analyzu proteinu byly pfipraveny smichanim 6x
koncentrovaného nanaseciho pufru s 8-15 pl roztoku proteinu (v zavislosti na jeho
koncentraci) a 5 minutovou inkubaci pfi 95°C v blokové lazni. Vzorky a 2 ul standardu (Page
ruler) byly naneseny na 15% polyakrylamidovy gel. Separace probihala ve vertikalnim
usporadani 60 minut pii napéti 160 V. Slozeni elektroforetického pufru je uvedeno v kap.
3.2.1, str. 31. Gel byl pro vizualizaci rozd€lenych proteinti barven ptiblizn€ 30 minut

v roztoku CBB (Comassie Brilliant Blue), pro slozeni viz kap. 3.2.1, str. 31.
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4.2.2.4 Stépeni TEV proteasou

Pro odstépeni His-GB1 kotvy bylo k roztoku proteinu ziskaného dle kap. 4.2.2.2, str. 39,
piidano 200ul TEV proteasy o koncentraci 2mg/ml a B-merkaptoethanol na finalni koncentraci
5 mM. Inkubace probihala pti 4°C ptiblizn€ 38 hodin. Priibeh stépeni byl kontrolovan pomoci
elektroforesy (viz kap. 4.2.2.3, str. 39).

4.2.2.5 Koncentrovani proteinu

Roztok proteinu byl zakoncentrovan na pozadovany objem centrifugaci v koncentratoru
AmiconUItra 3K (Beckmann Coultier — Allegra X-15 R, 3000 RPM). Koncentrace probihala

v n¢kolika cyklech (v zavisloti na koncentraci proteinu) po 15 minutach.

4.2.3 Purifikace proteint

4.2.3.1 Gelova permeacni chromatografie

Vzhledem k velikosti proteinu (35kDa) byla pro gelovou permeéni chromatografii pouzita
kolona s délicimi schopnostmi do 75kDa (Superdex75 GL300/10). Po naneseni vzorku na
kolonu ekvilibrovanou pufrem pro gelovou permea¢ni chromatografii (sloZeni viz kap. 3.2.1,
str. 31) byl protein eluovan pfiblizné¢ 130 ml téhoz pufru. Chromatografie probihala na
purifikaénim systému AKTA purifier 10. Frakce byly automaticky sbirany po 1,5 ml. Frakce,
jejichz spekrofotometricky profil méteny pii 254 a 280 nm odpovidal ptitomnosti proteinu,
byly elektroforeticky analyzovany. Protein byl zakoncentrovan na 10 mg/ml a dale uchovavan

pii -80 °C.
4.3 Proteinova Kkrystalografie

4.3.1 Krystalizace PI-PLC

300 pl roztoku proteint (H32A, H32K, H82A/W47A) o koncentraci 9-10,8 mg/ml (viz tab.

4.3.1, str. 41) bylo smichano s myo-inositolem na finalni koncentraci 10 respektive 100 mM.
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Tab 4.3.1: Koncentrace proteinii pouzitych pro krystalizaci komplexu s myo-inositolem.
H32A H32K H82A/W4T7A

Koncentrace (mg/ml) 9,5 10,8 8,9

Ke komplextim bylo pfidano redukéni ¢inidlo TCEP o findlni koncentraci 3 mM. Pro
krystalizaci komplexi byly pouzity komeréni sady krystaliza¢nich roztokt (tzv. screeny) cryo-
JCSG Core Suite I-1V, MORPHEUS a SG1. Sady cryo JCSG Core Suite byly pfipraveny
smichanim roztokd JCSG Core Suite s glycerolem v poméru 4:1. Krystalizace probihala
metodou difuze par v usporadani sedici kapky v 96 jamkovych krystalizacnich destickach
Intelli-plate pti 18°C. Sedici kapky byly ziskany smichanim 0,5 pl komplexu s 0,5 pl
krystalizac¢nich roztokt za pouziti krystaliza¢niho robota CrystalGryphon nebo Oryx. Difuse
probihala proti 70 pl krystaliza¢niho roztoku v reservoaru, odchodu par bylo zabranéno
ptelepenim desticek prithlednou fo6lii. Proces krystalizace byl pozorovéan na svételném

mikroskopu Olympus SZX10. Krystaly byly zamrazeny v kapalném dusiku.

4.3.2 Méreni difrakce

Difrakce krystali byly méteny v synchrotonu BESSY. Vinova délka zatfeni pii méteni krystala
komplexit H32A, H32K i W47A/H82A byla 0,9184 A. Pro snizeni radiaéniho poskozeni byly
krystaly pfi méfeni chlazeny na teplotu 100K.

4.3.3 Vytvoreni modelu

Ziskana data byla integrovana v programu XDS. Fazovy problém byl feSen metodou
molekularniho nahrazeni za pouziti programu Phaser, jako model byla pouzita struktura
komplexu PI-PLC s myo-inositolem (PDB identifika¢ni kod 1GYM). Stavba modelu a
nasledny proces tzv. ,,refinementu® probihaly v balicku programu Phenix. Pro manudlni
refinement byl vyuzit software Coot. Nasledné byl model graficky zpracovan v programu
Pymol.
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5. VYSLEDKY

5.1 Priprava vektoru pro bakteralni expresi mutantnich forem PI-PLC

Geny pro mutanty (H32A, H82A, H82A/WATA, H82A/W242A, H82A/WATAIW242A,
WA47AIW242A) byly ziskany PCR reakci z plasmidi jiz obsahujicich pozadované mutace.
Templatova DNA byl dar dr. Tamase Bally. Pii PCR reakci byly do sekvenci pro PI-PLC
vlozeny restrikéni mista pro endonukleasy Ncol a Notl. Elektroforetickd pohyblivost produktt

PCR reakci odpovidala velikosti genu pro PI-PLC (900 bp), viz obr. 5.1.1.

S| ) 2 3 4 3 6
st00tp | S soookp B
1500 1500%p
1000up | S — 10001 - e - - W

Obr. 5.1.1: Elektroforesa amplifikovanych genii v 1% agarosovém gelu. S — standard, 1 — H32A,
2 — H82A, 3 — H82A/WA4TA, 4 — HB2A/W242A, 5 — HB2A/WATAIW242A, 6 — WATA/W242A.

Konstrukty byly nasledné $tépeny restrikénimi endonukleasami a vlozeny do plasmidu
pHisGB1. Tento vektor obsahuje vedle sekvence pro §t€pné misto pro TEV proteasu a
resistence na kanamycin i sekvenci kodujici hexahistidinovou kotvu fiizovanou s GB1
proteinem, ktery zajiSt'uje lepSi rozpusnost proteinu. Navrzeny konstrukt je zndzornén na obr.

5.1.2.

5" His GB1 ITEV PI-PLC 3"

Obr. 5.1.2: Schématické zndzornéni konstruktu pro PI-PLC. Konstrukty pro mutanty PI-PLC
obsahovaly na N-konci hexahistidinovou kotvu fiizovanou se solubiliza¢nim faktorem GB1 a sekvenci
pro $té€pné misto pro TEV proteasu pro odstranéni kotvy. His — hexahistidinova kotva, GBI — pHisGB1

obsahujici gen pro imunoglobulinvazebny protein 1, TEV — §tépné misto TEV proteasy.
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Pipravenymi vektory byly transformovany E.coli DH5« a z kolonii vyrostlych na agarové

misce provedeny PCR reakce. Elektroforeticky profil produkti odpovidal velikosti genti pro

PI-PLC (obr. 5.1.3). Vektory z pozitivnich kolonii byly amplifikovany v E.coliDH5a a

ovéfeny sekvenaci.
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Obr. 5.1.3: Elektroforesa produktit PCR z kolonii v 1% agarosovém gelu. S — standard, 1-8 — kolonie
bakterii transformovanych vektory pro: A) H32A, B) H82A C) H82A/WA4TA, D) H82A/W242A, E)

H82A/WATAIW?242A, F) WATAIW242A.

Konstrukty pro H32K a H82A/Y88A byly ziskany cilenou mutagenezi za pouziti PCR

reakce, jejiz produkty jsou znazornény na obr. 5.1.4, str. 44. Pii pouziti této metody dochazi

k amplifikaci celého vektoru, pti¢emz je do genu zanesena pozadovana mutace.

Linearizovany plasmid byl zacyklen ligaci a transformovan do E.coliDH5a. Vektor byl

amplifikovan v a nasledné sekvenovan. Vysledek sekvenace je znazornén na obr 5.1.5, str. 44.

43



5 1 3

(%)

4ol 7000 bp L
SO00Lp L e

7000
SIIIIII% . u L500%p e

1500kp -
—

500 hp .

ELILIE S

Obr. 5.1.4: Elektroforesa produktit PCR reakce pro cilenou mutagenesi. S — standard, 1 — mutace
A32H, B — mutace H82A/Y88.

A32K H82A Y82A

Obr. 5.1.5: Vysledky sekvenaci expresnich vektorii pro A) mutant A32K, B) H82A/Y88A.

5.2 Exprese a purifikace PI-PLC

Vektory pro mutanty (H32A, H32K, H82A, H82A/W4T7A, H82A/W242A,
H82A/W4T7A/W?242A) byly transformaci vlozeny do E.coli BL21star a proteiny byly
exprimovany v 3 | autoindukéniho media. Proteiny byly z bakterialniho lyzatu izolovany
pomoci afinitni chelata¢ni chromatografie a His-GB1 kotva nasledné odstépena pomoci TEV
proteasy, viz obr. 5.1.6, str. 45. Dale byly pfecistény pomoci gelové permeacni
chromatografie, pro chromatogramy a elektroforetické profily frakci s nejvyssi absorbanci viz
obr. 5.1.6, str. 45. Protoze byly vystupy purifikaci mutantti téméf totozné, jsou vysledky
ilustrovany na piikladu izolace a purifikace A32H.
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Obr. 5.1.6. Purifikace PI-PLC A32H. A) Elektroforeticka pohyblivost frakci pti afinitni

chromatografii. B) Stépeni His-GB1 kotvy TEV proteasou. 1 — nestépeny protein, 2 — §tépeny protein.

C) Elu¢ni profil pti gelové permeacni chromatografii. D) chromatogram pro déleni proteinu pomoci

gelové permeacni chromatografie.

5.3 Proteinova krystalografie

Krystalizace komplext BcPI-PLC H32A, H32K a H82A/W242A s myo-inositolem probihala

metodou difuze par v uspoiadani sedici kapky za pouziti sad komer¢nich krysaliza¢nich

roztokd, viz. kap. 3.2.1, str. 31. Krystaly (obr. 5.1.7, str. 46) vyrostly béhem tii dnti a

vykazovaly dostatecnou kvalitu a velikost pro méfeni difrakce rentgenového zéreni.

Podminky, v nichz se vytvorily métené krystaly, jsou uvedeny v tab. 5.1, str. 46.
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Tab. 5.1: Krystalizacni podminky mérenych krystali.

Mutant Sul Pufr Precipitant Kryoprotektant
H32A 0,05M LiSO4 0,AM TrispH 7,0 | 50% (v/v) PEG 200
H32K 0,2M 0,AM TrispH 7,0 | 20% (w/v) PEG 3000
Ca(CH3C00)2 20% glycerol
HB82A/WATA 0,2M KI - 20% (w/v) PEG 3350

Obr. 5.1.7: Krystaly BcPI-PLC v komplexu s myo-inositolem. A) mutant H32A, B) mutant H32H,
C) mutant W47A/H82A.

Pro zpracovani dat byly pouzity programy XDS, Phenix a Coot, fazovy problém byl feSen
metodou molekuldrniho nahrazeni. Statistiky pro modely struktur komplexti jsou uvedeny

v tab. 5.2, str. 47.
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Tab. 5.2: Statistika sberu dat a vvhodnoceni modeli stuktur komplexit mutantii PI-PLC s myo-

inositolem.

PI-PLC H82A/WA4TA

PI-PLC H32A

PI-PLC H32K

VlInova délka zareni

A)

0,9184

0,9184

0,9184

Rozpéti rozlideni (A)

48,11-2,5 (2,589-2,5)

48,99-2,699 (2,796-2,699)

31,6-3,267 (3,384-

3,267)
Prostorova grupa P6322 P6322 P6322
Rozmeéry elementarni a=129,839 A, a=130,226 a=131,574 A
bunky b=129,839 A, b=130,226 b=131,574 A
c=214,946 A, c=217,605 c=212,545 A
o=p=90, y=120 o=p=90, y=120 o=p=90, y=120
Pocet celkovych 573842 (58697) 132617 (11822) 339200 (35307)
reflexi
Pocet jedinec¢nych 37723 (3672) 30465 (2948) 32248 (3192)
reflexi
Multiplicita 15,2 (16,0) 4,4 (4,0) 10,5 (10,9)
Kompletnost (%) 99,84 (99,95) 99,02 (98,50) 99,36 (98,52)
I/sigma(l) 9,32 (0,90) 3,65 (1,11) 13,62 (2,34)
R-merge (%) 30,9 (286,2) 38,2 (111,1) 15,82 (96,96)
R-work (%) 24,91 22,21 27,15
R-free (%) 28,38 27,66 32,34
Pocet nevodikovych 7186 7601 13557
atomu
Pocet zbytkt proteinu 880 7190 1765
Pocet zbytkt ligandu 8 15 8
RMS (vazby) 0,004 0,003 0.003
RMS (thly) 0,67 0,64 0.69
Ramachandran 0,57/93,56 0,00/95,67 0,51/93,66
(zakazané/ptednostné
zaujimané)
Primérny B-faktor 23,78 21,33 85,67
47,30 21,30 85,68
Makromolekuly
Ligandu 69,65 30,00 74,86
Solventu 60,02 21,52

V zavorkach jsou uvedeny hodnoty pro slupku s nejvyssim rozlisSenim.
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Celkova struktura v§ech modell odpovidala struktuife wtPI-PLC (z angl. wild type) — PI-
PLC H32A, H32K i H82A/W47A zaujimaji strukturu netiplného TIM barelu, viz obr. 5.1.8,
obr.5.1.9, str. 49 aobr. 5.1.10, str. 49. V této struktufe se pravideln¢ sttidaji a-helixy s -

skladanymi listy, které vytvareji barel. Jeden z helixi je nahrazen B-skladanym listem.

VD197
Obr. 5.1.8: Struktura BcPI-PLC W47A/H32A. Mutované aminokyseliny (A82, A47) znazornény tmavé
¢ervené, oranzoveé molekula myo-inositolu, oranzové molekula myo-inositolu, zelené¢ znazornéna

diferencialni mapa elektronové hustoty konturovana pii 3. A) Celkovy pohled. B) Elektronova densita

pro A82 a A47. C) Interakce mutantu s myo-inositolem. Zluté zobrazeny vodikové vazby.
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Obr. 5.1.9: Model Struktury mutantu H32A. A) Celkovy pohled. B) Detailni pohled na vazebné misto

pro myo-inositol. Oranzove znazornény aminokyseliny vazajici myo-inositol ve wtPI1-PLC, hnédé
mutovand aminokyselina A32, zelen¢ znazornéna diferencialni mapa elektronové hustoty konturovana

pii 3c.

Obr. 5.1.10: Model struktury mutantu H32K. A) Celkovy pohled. B) Detailni pohled na vazebné misto
pro myo-inositol. Oranzové znazornény aminokyseliny vazajici myo-inositol ve wtPI-PLC, hnédé
mutovana aminokyselina K32, zelen¢ znazornéna diferencialni mapa elektronové hustoty konturovana

pri 3o.
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V modelu pro H82A/W47A nemaji mutace vliv na vazbu myo-inositolu. Ten je vdzan
vodikovymi vazbami s postrannimi fetézci H32, R69, K115, R163, D198 a patrovymi
interakcemi s Y200. Myo-inositol vytvaii vodikové vazby i s D33, tato vazba nebyla
pozorovana ve wtPI-PLC, viz kap. 1.3.2, str. 22.

Prvotni modely pro H32A a H32K neobsahovaly myo-inositol. Proto byly komplexy
krystalizovany znovu za pouziti vyssi koncentrace myo-inositolu (100 mM). Ani v tomto

ptipadé nebyl myo-inositol v modelu pfitomen, viz obr. 5.1.9B a 5.1.10B, str. 49.
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7. DISKUZE

Fosfatidylinositol je prekursorem pro fadu vyznamnych signalnich molekul, jeho prostorova a
Casova dynamika vSak zlstava nevyjasnéna. Proto v kooperaci s laboratofi dr. Tamase Bally
vyvijime biosenzor pro PI. Biosenzor obecné musi mit vysokou afinitu a specifitu pro substrat,
ale nesmi byt katalyticky aktivni. Z tohoto diivodu jsme navrhli nékolik mutantnich forem PI-
PLC z Bacillus cereus. Tyto formy obsahovaly bodové mutace aminokyselin klicovych pro
katalytickou aktivitu PI-PLC (H32, H82) nebo jeji nespecifickou vazbu na membranu
(W47,W242, Y88).

Tyto mutantni formy byly v dostate¢nych vytézcich rekombinantné exprimovany
Vv bakterialnim expresnim systému E.coli a krystalizovany v komplexu s myo-inositolem.
Méfeni difrakce krystali poskytovalo rozliSeni 2,5 A (H82A/W47A), 2,7 A (H32A)a 3.7 A
ostatnich mutantti, ¢emuz odpovidaji i hodnoty statistické analyzy.

Mutace neovliviiuji celkovou strukturu PI-PLC, viz obr. 7.1, str. 52. Modely struktur v§ech
mutantnich forem vykazuji vysokou podobnost. Nejvice se od wtPI-PLC odliSuje model
struktury PI-PLC H32A - hodnota RMSD dosahuje 0,630 A. AZ na mista mutaci zistava
zachovana i konformace aktivniho mista, viz obr. 7.2, str. 52.

Mutace W47A/H82A neméla vliv na vazbu myo-inositolu. Ten je v aktivnim misté enzymu
drzen interakcemi s H32, R69, K115, R163, D198 a Y200, jak jiz bylo popsano u dostupnych
struktur wtP1-PLC v komplexu s myo-inositolem (kap. 1.3.2, str. 22). V modelu PI-PLC vsak
navic vytvari vodikovou vazbu i s D33.

Ve strukturach forem PI-PLC obsahujici mutaci v H32 nebyl myo-inositol pfitomen. Jak je
vidét na obr. 1.3.4, str. 22, H32 vytvati vodikovou vazbu s 2’ OH skupinou myo-inositolu.

V mutantech H32 je tato vazba ztracena, a ptestoze 2’ OH skupina myo-inositolu interaguje i
s R69, mohla by tato skute¢nost mit za nasledek nedostate¢né silnou interakci pro udrZeni

myo-inositolu v aktivnim miste.
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Obr. 7.1: Strukturni porovndni mutantnich forem s wtPI-PLC. Modfe znazornéna wtPI-PLC
(identifikacni PDB kod 1GYM), zelen¢ W47A/H82A, oranzové H32K, ¢ervené H32A. A) Celkové
porovnani struktur. Nejvice se od PI-PLC odliSuje struktura mutantu H32A (RMSD 0,630 A) B)
Bodova mutace H32A a H32K. C) Bodova mutace H82A. D) Mutace W47A.

H82/H82/H82/A82 Y : |

Obr. 7.2: Strukturni porovndani vazebného mista mutantii a wtPI-PLC. Modfe znazornéna wtPI-PLC
(identifika¢ni PDB kod 1GYM), zelené W47A/H82A, oranzové H32K, Eervené H32A. Cerné popsany
aminokyseliny spole¢né vsem formam. Molekula inositolu je vazana PI-PLC W47A/H82A.
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Tyto vysledky naznacuji, Ze interakce H32 je pro vazbu myo-inositolu kli¢ova a ze formy
PI-PLC s mutaci v H32 nejsou pro konstrukci biosenzoru vhodné. Pro jejich dalsi
charakterizaci a potvrzeni této domnénky je nutna krystalizace s rozpustnou formou

fosfatidylinositolu a analyza jejich vazby na membranu, coZ bude souéasti navazujici

disertacni prace.
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8. ZAVER

Cile diplomové prace byly splnény jen ¢astecné. Byly pfipraveny expresni vektory pro
mutanty PI-PLC z Bacillus cereus (H32A, H32K, H82A, H82A/W4T7A, H82A/W242A,
H82A/WATAIW242A, WATAIW242A, H82A/Y88A). Mutantni formy H82A, H82A/WA4TA,
H82A/W242A, H82A/WA4TA/W242A byly exprimovany V E.coli a purifikovany pomoci
afinitni chelata¢ni a gelové permeacni chromatografie. Pro ziskani modelu struktur komplext
byly krystalizovany s myo-inositolem a podrobeny rentgenostrukturni analyze. Takto byl
ziskan model struktury komplexu H82A/WA47A s myo-inositolem. Difrakéni data komplext

H32A a H32K vsak ukézala, ze myo-inositol neni navazan.
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