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Seznam zkratek

Amp Ampicilinu
APS amonium persulfat
BME f3 — merkaptoethanol
cAMP cyklicky adenosin monofosfat
cGMP cyklicky GMP
DTT dithiothreitol
E.coli Escherichia coli
EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova
Ga o podjednotka G proteinu
G B podjednotka G proteinu
GpBy By komplex podjednotek G proteinu
Gy ¥, podjednotka G proteinu
GDP guanosin difosfat
GEF G protein exchange factor
GMP guanosin monofosfat
tzv. s G proteinem spfazeny receptor (z angl. "G protein -
GPCR coupled receptor")
Gt G protein transducin
GTP guanosin trifosfat
His histidin
His - tag motiv Sesti histidinu za sebou
HPLC vysokoucinna kapalinova chormatografie
IPTG isopropy!-B-D- thio-galaktopyranosid
kDa kilodaltony
I8 vinova délka
LB medium podle Luria-Bertaniho
MCO molecular cut off
MRNA mediatorova ribonuklova kyselina
PAGE elektroforéza na polyakrylamidovém gelu
PBS fosfatovy pufr
Pd phosducin
pET-15b komeréné dostupny plasmid
PhLP phosducin - like protein
PKA cAMP dependentni protein kinasa
SDS dodecylsulfat sodny
SDS-PAGE SDS - polyakrylamidova gelova elektroforéza
Ser serin
T teplota
TEMED N,N.N",N" - tetrametyletylendiamin
Tris Tris-(hydroxymetyl)-aminometan
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1. Uvod

Zadna bunka nezije v izolaci. Potfebuje vnimat okoli, pfijimat potravu, branit se pfed
nepfiznivymi vlivy a také musi komunikovat s ostatnimi burikami. Napf. eukaryotické
mikroorganismy, jako kvasinky ¢i prvoci, vyuzivaji sekreci specialnich molekul zvanych
feromony, které koordinuji seskupeni volné zijicich bunék pfi pareni. Kvasinka, pfipravena
ke kopulaci, vyluuje tzv. parici faktor (z angl. ,mating — type factor”), na ktery ostatni
bunky reaguji. Tyto faktory jsou pfikladem feromony zprostfedkované bunécné
metabolismus uvnitf bufky, rast a diferenciaci tkani, syntézu a sekreci proteint a slozeni
intracelularnich a extracelularnich tekutin. Mnoho bunék spolu komunikuje pfimym
kontaktem, napf. tzv. mezerovy spoj (z angl. ,gap junction®) v plasmatické membrané
umoznuje mnoha bunkam vyménu malych molekul, jiné maji receptory pro signalizaéni
molekuly, které se nachazeji v extracelularni tekutiné.

Komunikace prostfednictvim extracelularnich signalu zahrnuje obvykie nékolik kroku:

- syntézu a uvoinéni signalni molekuly signalizujici bufikou

- transport signalu k cilové bunce

- navazani signalu specifickym receptorovym proteinem, coz vede k jeho aktivaci

- iniciaci jedné nebo vice intracelularnich signal pfenasejicich drah aktivovanym

receptorem

- specifické zmény v bunééné funkci, metabolismu nebo vyvoji

- odstranéni signalu, které ¢asto ukonci specifickou odpovéd
Signalni molekula se chova jako ligand, ktery se vaze ke strukturalné komplementarnimu
mistu na receptoru. Tato vazba ligandu na receptor zpusobi konformaéni zménu, ktera
nakonec vyvola specifickou bunéénou odpovéd.

Existuje nékolik cest, jak vysiat signal:

- endokrinni signalizace - signaini molekula = hormon je uvolfiovana do krevniho

(u rostlin mizniho) recisté

- parakrinni signalizace — signalni molekula = lokalni mediator difunduje

extracelularnim prostorem, zustava v8ak v blizkosti signalizujici molekuly

- autokrinni signalizace — bunika reaguje na signal, ktery sama uvolnila

- neuronova signalizace — neurony vysilaji svymi axony elektrické impulsy, které se

na koncich méni na signaly chemické = nervové mediatory (neurotransmitery)

- dotykova signalizace — signal je pfedavan pfi navazani signalni molekuly

v plasmatické membrané signalizujici bunky k receptoru cilové buriky



a také existuji ruzné typy signalnich drah [1,2]. Mezi ty vyznamné patfi tzv. G
proteinova signalni draha, s niz souvisi moje prace zamérena na jeden z regulatort G

proteinové signalizace, konkrétné na phosducin — like protein (PhLP).



2. Literarni prehled

2.1 G proteinova signaini draha

Velky po€et hormonu, neurotransmitert, chemokinu, smyslovych podnétd atd. pusobi
na bunky a organismy prostiednictvim vazby na GPRCs (G protein-coupled receptors)
[3]. Tyto receptory tvofi nejvétsi rodinu bunéénych povrchovych receptorl. Jsou slozené z
jednoho sedmkrat membranou prochazejiciho a-helikalniho proteinu, jehoz N-terminalni
cast se nachazi na exoplasmatické strané a C — terminalni ¢ast na cytosolické strané
plasmatické membrany (viz obr.1) [1, 2].
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Obr.1: Schéma struktury GPRC. H1 — H7 jsou a-helikaini struktury, E1 — E4 extracelularni
segmenty, C1— C4 cytosolické segmenty; C3, C4 a v nékterych pripadech i C2 se podili na
interakcich s G proteiny.[Lodish, H. et al.: Signaling at the cell surface. v knize Molecular cell biology
(W.H. Freeman and Company), New York, str.545 (2004)]

Funkci GPCRs je detekce a pfenos rtuznych chemickych a fyzikainich stimull
v eukaryotickych burikach. Jde o signaly, které vyuzivaji pravé G protein — dependentnich
drah. Tyto drahy jsou uzpusobeny tak, aby dokazaly zvétSovat a spojovat velky pocet jak
stimulaénich, tak inhibiénich bunécnych odpovédi [4].

G proteiny (guanine nucleotide binding proteins) pfenasi signal z heptahelikalniho
receptoru, napf. rhodopsinu na efektory jako adenylat cyklasu nebo iontové kanaly[5).
Skladaji se ze tfi podjednotek - o, B, . Béhem intracelularni signalizace jsou podjednotky
B, 1. spojeny v jeden komplex (GBy). Podjednotka o (Ga) je GTPasovym proteinovym

vypinaéem (z angl. ,GTPase switch protein®). Je - li na Ga navazano GTP, je podjednotka



v aktivnim stavu (,zapnuto), je — li navazano GDP, je v neaktivnim stavu (,vypnuto®) [2].
Gau se sklada ze dvou domén. Jedna se podili na vazbé a hydrolyze GTP, druha je
unikatni helikalni doménou, ktera ukryva GTP v jadre proteinu [3]. O komplexu Gy se
nejdfive uvazovalo jen jako o kotvé a negativnim regulatoru Ga. Nyni je vSak jasné, ze
hraje dulezitou roli v pfenosu signalu [6]. Aby byla schopna tyto efektory regulovat, musi
byt navazana na aktivni Ga, tedy s navazanou GTP. Gy regulované efektory zahrnuji
napf. adenylat cyklazu, K* a Ca® kanaly, fosfolipazu C a nékteré proteinové kinazy [7].

G proteinova signalni draha se sklada z:

¢ ligandu vazajiciho se na receptor— aktivace receptoru

e zameény GDP na GTP Ga podjednotce heterotrimerického G proteinu

e separace GBy dimeru a Ga podjednotky

e komplext Go.GTP a Gy, fidicich aktivitu efektorovych enzymu a iontovych

kanalud, jez reguluji intracelularni koncentraci druhych posiu a elektricky potencial
plasmatické membrany [8, 9]

Jak podjednotka Ga tak Gy jsou spojeny s plasmatickou membranou prostfednictvim
lipidu. V klidovém stavu, kdy se na receptor nevaze zadny ligand, je na Ga navazano
GDP a komplex GBy. Vazba napf. hormonu na receptor zméni jeho konformaci, coz
zpusobi, Zze se na Ga podjednotce navaze GTP misto GDP. Takze aktivovany receptor
s navazanym ligandem funguje jako GEF (guanine nucleotide—exchange factor) pro Ga
podjednotku. Zména nukleotidu zpusobi, ze komplex Ga..GTP disociuje od Gpy, ale oba
zustavaji zakotveny v membrane. Ve vétsiné pfipadu potom Ga.GTP interaguje
s efektorovym proteinem,ktery tim zaroven aktivuje. Tato aktivace je vSak kratkodob3,
protoze GTP vazana na Ga je hydrolyzovana na GDP, coz je katalyzovano samotnou
Ga. Vysledna Go.GDP se spojuje s GBy, ¢imz je ukonéena efektorova aktivace (viz obr.2,
str.10) [2].
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Obr.2: Schéma pro ligandem indukovanou aktivaci efektorového proteinu spojenou
s GPCRs;Gu a GBy jsou kovalentné vazany k membrané prostrednictvim lipidové molekuly(¢erna
vinovka);nasleduje zména GDP na GTP(1-3), poté vazba Ga na efektor(4) a hydrolyza GTP (5) a
navrat do puvodniho stavu. Navazani dal§i molekuly ligandu zpusobi opakovani cyklu. V nékterych
pripadech muze byt efektor aktivovan volnou Gy podjednotkou. [Lodish, H. et al.: Signaling at the
cell surface, v knize Molecular cell biology (W.H. Freeman and Company), New York, str.545 (2004)]
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2.2 G proteiny

Pfeména svétla v neuralni odpovéd prostrednictvim fotoreceptorovych bunék sitnice
obratlovcu je iniciovana G proteinovou signalni drahou zahrnujici receptor rhodopsin,
fotoreceptorovy G protein — transducin Gt, cGMP fosfodiesterasu (hydrolyzuje cGMP na
5'-GMP) a tzv. cGMP uzaviratelné kationtové kanaly (z angl. , cGMP - gated cation
channels*). Uzavfeni kanalu v odpovédi na svétlo zpUsobi hyperpolarizaci membrany
fotoreceptorovych bunék, ktera spina neuralni odpovéd (viz obr.3) Kromeé toho, uzavreni
kanalu je také dusledkem snizeni koncentrace Ca®" iont(l ve fotoreceptorovych burkach,

coz vede k poklesu citlivosti fotoreceptoru na svétlo = adaptace [10].
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Obr.3: Schéma pro rhodopsinem indukované uzavreni kationtovych kanala v
ty¢inkach; tycinky adaptované na tmu; vysoka hladina cGMP udrZuje neselektivni kationtové
kanaly otevrené. Absorpce svétla aktivuje opsin (soucast rhodopsinu) /1/, ktery se navaze na
inaktivni Gt protein a zprostredkuje tak vyménu GDP za GTP /2/. Volna Ga.GTP pak aktivuje
cGMP fosfodiesterasu navazanim jejiho inhibitoru - y podjednotky /3/ a odtrzenim z katalytickych
podjednotek a,3 /4/. Zbaveny inhibitoru, podjednotky «, f premériuji cGMP ne GMP /5/.
Dusledkem je sniZeni koncentrace cytosolického cGMP, které vede k disociaci cGMP

Z nukleotidem uzaviratelného kanalu v plasmatické membrané a uzavreni kanalu /6/. Membrana se
tak stava docasné hyperpolarizovanou. [Lodish, H. et al.: Signaling at the cell surface, v knize Molecular
cell biology (W.H. Freeman and Company), New York, str.558 (2004)]

Jak jiz bylo fe¢eno Gy podjednotka hraje vyznamnou roli v efektorove aktivaci.

Nejinak je tomu u fotoreceptoru, kdy GBy zprostiedkovava interakci Gta s rhodopsinem.
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Kromé Gta, je jedinym znamym vaznym partnerem pro Gy ve fotoreceptorovych
bunkach G protein zvany phosducin (Pd).

Phosducin je kysely cytosolicky fosfoprotein exprimovany ve velmi vysokych
koncentracich ve fotoreceptorovych bunkach sitnice a SiSinky. Jeho funkci je regulace
prenosu signalu spojeného s G proteiny. Pd se vaze ke GBy podjednotce
heterotrimerického G proteinu a blokuje tak asociaci jak s Ga tak s lamelou membran
vnéjSiho segmentu ty¢inkovych receptoru. Je—li Pd fosforylovan na Ser73 cAMP
dependentni protein kinasou (PKA), nemuze jiz déle blokovat asociaci s Ga. Fosforylaéni
stav Pd je dany svétlem. Za svétla je defosforylovan, za tmy fosforylovan. Tato fakta vedla
k hypotéze , ze se Pd podili na adaptaci na svétlo a to timto zpusobem: Za svétla je Pd
defosforylovan a vaze Gtpy. To blokuje opétovné spojeni tohoto komplexu s Ga.GTP,
¢imz inhibuje dalSi aktivaci heterotrimerického Gt prostfednictvim svétlem aktivovaného
rhodopsinu. Existuji také teorie o dalSich funkcich Pd jako napf. regulaci hladiny proteina,
lokalizaci heterotrimerickych G proteind v jednotlivych burikach, regulaci transkripce
(4,11, 12, 13].

Druhym zastupcem rodiny phosducinu je phosducin-like protein (PhLP), ktery existuje
ve 2 formach — kratké (PhLPs) a dlouhé (PhLP,), ktera obsahuje na C konci o 83
aminokyselin vic nez PhLP_[15].

PhLP je exprimovany v jinych tkanich nez v sitnici a SiSince a s mnohem vétsi
koncentraci nez Pd. PhLP také vaze Gy podjednotku s vysokou afinitou, ale na rozdil od
Pd neni dobrym substratem pro PKA, tudiz jeho schopnost vazat Gty neni ovlivnéna
fosforylaci prostiednictvim PKA [4]. Myslelo se, Ze jak Pd tak PhLP negativné reguluji
aktivitu GBy tim, Ze se navazou a izoluji GBy heterodimer od Ga. AvSak nedavné studie
ukazaly, Ze PhLP je pozitivnim regulatorem Gy signalizace. PhLP je také nezbytny pro
vznik GBy dimeru a pro normalni (proteinoveé) hladiny G a Gy. PhLP vaze vznikajici G
podjednotku bez Gy, kterou stabilizuje az do doby, kdy je Gy pfipojena ke komplexu PhLP
- GB. Vytvoreni PhLP - Gy komplexu je pfechodny stav a PhLP je z néj nejspis velmi
rychle disociovan [14].

Jiné prace uvadi, ze fyziologicka kontrola G proteinové funkce prostfednictvim PhLP
zahrnuje fosforylaci kasein kinasou Il a kalcium/kalmodulin kinasou |l. Defosforylovana
forma PhLP vaze Gy, jez pak zabranuje receptorem zprostfedkované Ga reaktivaci a
blokuje interakce mezi GBy a jejimi efektory. PhLP také reguluje tzv. sbaleni proteinu (z
angl. ,protein folding") skrze interakci s cytosolickym chaperoninem CCT, ktery
zprostredkovava sbaleni aktinu, tubulinu a jinych proteint do jejich nativnich struktur [11,
16].
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DalSim proteinem, ktery také interaguje s PhLP je protein 14-3-3. Izoformy 14-3-3
proteinu hraji dulezitou roli v mnoha bunéénych procesech véetné pfenosu signalu. 14-3-3
proteiny interaguji se svymi vazebnymi partnery, pokud jsou tyto fosforylovany. Predchozi
studie ukazaly, ze 14-3-3 mulze regulovat intracelularni lokalizaci, zabranovat proteolyze
a defosforylaci svych vazebnych partner(i [11]. Proto vyvstala hypotéza, ze Pd a PhLP,
jez jsou samy regulatory intracelularni signalizace, jsou dale regulovany interakci

se 14-3-3 proteiny.
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3. Cil:
« vyvinout purifika¢ni protokol umoziujici ziskavat miligramova
mnozstvi Cistého rekombinantniho PhLP, ktery bude dale pouzit
v nasi laboratofi pro krystalizaci komplexu 14-3-3:PhLP a jeho dalSi

zkoumani
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4. Metody a material

4.1 Pouzity material

4.1.1 Chemikalie

akrylamid - Carl Roth GmbH, Némecko

ampicilin - Sigma, USA

bacto trypton (pepton) - Carl Roth GmbH, Némecko
bacto yeast extract (kvasniéni extrakt) - Carl Roth GmbH, Némecko
bis-akrylamid - Carl Roth GmbH, Némecko
bromfenolova modf - Sigma, USA

Coomassie Brilliant Blue R-250 - Lachema a.s, CR
dihydrogenfosforeénan draseiny - Lachema a.s, CR
DTT (dithiotreitol) - Cari Roth GmbH, Némecko
EDTA - Sigma, USA

glycerol - Lachema a.s., Neratovice

glycin - Carl Roth GmbH, Némecko
hydrogenfosfore¢nan sodny - Lachema, CR

chlorid draselny - Lachema a.s, CR

chlorid sodny - Carl Roth GmbH, Némecko
imidazol - Carl Roth GmbH, Némecko

IPTG - Sigma, USA

isopropylalkohol - Sigma, USA

kyselina borita - Lachema a.s, CR

kyselina chlorovodikova - Lachema a.s., Neratovice
kyselina octova - Lachema a.s., Neratovice
kyselina octova - Lachema a.s, CR

methanol - Lachema a.s., Neratovice

persulfat amonny - Sigma, USA

SDS - Sigma, USA

_siran nikelnaty - Penta, CR

TEMED (N,N,N’ N’-tetramethylethylendiamin) - Carl Roth GmbH, Némecko
Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethan) - Carl Roth GmbH, Némecko
trypton - Carl Roth GmbH, Némecko
B-merkaptoethanol - Carl Roth GmbH, Némecko
lysozym - New England BioLabs, USA

15



4.1

4.1

standard molekulovych vah - Precision Plus Protein Dual Color Standard, BioRad,
USA
Veskere pouZité chemikalie byly Cistoty p.a. nebo vy$Si.

.2 Pristroje

centrifuga - pro koncentrovani proteint — Eppendorf 5804R, rotor A-4-44
centrifuga - rotor GSA a SS34 — Sorval RC-5B, DuPont Instruments
pfistroj pro elektroforézu - BioRad, Italie

chromatografie - HPLC-AKTA, Amersham Biosciences, USA
laboratorni vahy - HF-200g, AND, USA

magneticka michaéka MM 2A - Lab.pFistroje Praha, CR

peristalticka pumpa - Stavebnicové &erpadlo SC4, Vyvojové dilny CSAV
pH metr - JenWay 3505, Felsted Velka Britanie

pfistroj pro PCR - Hybaid — PCR Express, USA

sonikator - Ultrasonic Processor, Cole Farmer, USA

termostat BT 120M - Lab.pfistroje Praha, CR

tfepacka - Orbital Incubator, Gallenkap

UV-Vis absorpéni spektrofotometr - Agilent 8453

vodni lazeh — Memmert, Velka Britanie

vortex - Zx3, Velp Scientifica, Italie

zdroj pro elektroforesu - Consort E143, Belgie

.3 Ostatni material

dialyzaéni membrana - MCO (Molecular weight cut off) 14000 - Roth, Némecko
filtry 0,45um - Whatmann Internation Ltd, Velka Britanie

injekéni stfikaky pro nanos a filtraci roztoku proteinu - Chirana T. Injecta a.s., SR
laboratorni sklo — Simax, CR

mikrozkumavky - Axygen Scientific Inc., USA

_naplné do kolon a kolony - Amersham Biosciences, USA

vektor - pET-15b - Invitrogen, USA

pipeta 25 ul pro nanaseni vzorkl na elektroforézu - Hamilton Co, USA
pipety — Eppendorf, Némecko

rukavice - Beromed GmbH Hospital Products, Némecko

Spi¢ky pro pipety - INSET, Praha

zdroj deionizované vody Milli Q - Millipore, USA

16



4.2 Pracovni postup

4.2.1 Kultivace bakterii

Kolonie bakterie E.coli BL21(DE3) byly naockovany do 6 zkumavek s kapalnym LB
mediem (10 g tryptonu, 5 g kvasniéného extraktu, 10 g NaCl doplnéno do 1 | destilovanou
vodou, pH upraveno na 7,4 a nasledné sterilizovano v autoklavu), jez obsahovalo
100 ng/ml roztoku ampicilinu. Tyto zkumavky byly umistény na ~16h (T = 37°C ) do
trepacky.

Bakterie E.coli (ze zkumavek) byly naockovany do 6 jednolitrovych Erlenmayerovych
banék s kapalnym LB mediem a 100 ug/ml Amp a opét byly umistény na tfepacku
(T=37°C). Priblizné po 2 h byla pomoci spektrofotometru zmérfena opticka densita ve
vSech lahvich (A=600 nm) proti slepému vzorku (pouze LB medium), ktery byl méfen pfi
=600 nm. Erlenmayerovy bariky byly umistény na tfepacce pfi 37°C a opticka densita
byla kontrolovana asi po 30 minutach. Po dosazeni hodnoty optické density pfiblizné
0,7 -0,8, byl pfidan roztok IPTG na finalni koncentraci 0,5 mM. Elenmayerovy bariky byly
znovu umistény na tiepacku, teplota byla snizena na 30°C a bakterie byly inkubovany

pfes noc.

Obsah Erlenmayerovych banék byl prelit do kyvet a kyvety byly umistény do centrifugy
(4°C, 35 min, 3600 rpm). Poté byl supernatant odstranén a sediment resuspendovan

lyzacnim pufrem.

Lyzacni pufr:
1x koncentrovany PBS

1 M NaCL
4 mM BME

2 mM imidazol

4.2.2 Sonikace

Sonikace je mechanicka metoda, ktera vyuziva ultrazvuku k rozruseni bunék [17].
Rozsuspendovany roztok byl inkubovan za konstantniho michani s lysozymem (enzymem
Stépicim peptidoglykany v bunééné sténé bakterii [17]) finalni koncentrace 100 pug/mi pfi
4°C pfiblizné 1 h. Poté byl prelit do kadinky a na ledové |azni byl sonikovan. Provedeno 10
cyklu. Jeden cyklus se skiada z 2 min sonikovani a 3 min piestavky, ktera je nutna, aby

nedoslo k prehrati. Sonikovany roztok byl poté nalit do kyvet a 50 min centrifugovan (pfi
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13500 rpm). Ziskany supernatant obsahujici pozadovany protein byl prelit do plastovych
zkumavek k dalSimu pouziti.

4.2.3 Niklova afinitni chromatografie

Chromatografie patii mezi separacni metody. Zkoumané latky jsou rozpustény
v kapaliné nebo plynu = mobilni fazi. Tento roztok pak prochazi kolonou, ktera je
napinéna porovitou pevnou matrici = stacionarni fazi.

Afinitni chromatografie je technika, ktera vyuziva schopnosti mnoha proteinu vazat se
nekovalentné k specifickym molekulam. Tyto molekuly, zvané ligandy, jsou ukotveny
v inertni a porézni matrici a pozadované proteiny se k nim specificky vazou [17].

Niklova afinitni chromatografie vyuziva k separaci proteinu nikelnaté ionty, ke kterym
maji proteiny obsahujici motiv Sesti po sobé jdoucich His (His — tag) velkou afinitu.

Pfi této metodé byla pouzita kolona, jez obsahovala Sepharosovou matrici (Amersham
Biosciences,Svédsko). Tato kolona byla postupné promyta:

10 ml H,O

10 ml Stripp solution (50mM EDTA, 0,5M NaCl)
15 mi H,O

50 ml Ni** (0,1M NiSO,)

10 ml H,O

10 mi E pufru

Poté byl na kolonu nanesen sonikat (kolona byly chlazena, aby protein nedenaturoval).
Ni** se navazal koordinaéni vazbou na imidazolové zbytky His. Po protedeni veskerého
sonikatu byla kolona promyta 10% pufrem F v E (~ 400 ml) — vymyti nespecificky
vazanych proteinu - a nasledné 200 ml F pufru, diky kterému byl eluovan protein s His -
tag. Eluat byl sbiran do 9 mikrozkumavek, z nichz pro dalsi praci byla pouzita 3. — 9.
zkumavka.

Pozn.: Prlatok latek nanasenych na kolonu byl zprostfedkovan peristaltickou pumpou o

pratoku 3 ml/min.

1x koncentrovany PBS 1x koncentrovany PBS
0,5 M NaCl 0,5 M NaCl

1 mM imidazol 2 mM BME

2 mM BME 0,6 M imidazol

10% glycerol
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10x koncentrovany PBS: 10%pufr F v E :

27 mM KCI 1x koncentrovany PBS
1,36 M NaCl 0,5 M NaCl

50 mM Na,HPO, 2 mM BME

18 mM KH,PO, 0,06 M imidazol

10% glycerol

4.2.4 SDS elektroforéza

Elektroforéza patfi mezi separaéni elektromigra¢ni metody. Jedna se o migraci iontd
v elektrickém poli, pfi¢emz dochazi k separaci biomolekul. Mezi hojné vyuzivané patfi
gelova elektroforéza. Casto se vyuziva gel agarovy nebo polyakrylamidovy. PFi migraci se
velké molekuly relativné opozduji, protoze hire prochazeji gelem.

Pfi SDS—-PAGE obsahuje polyakrylamidovy gel denaturujici €inidlo zvané dodecylsulfat
sodny (SDS). SDS ma silny zaporny naboj, ktery je schopen piekryt vliastni naboj
proteinu, takze proteiny maji identicky pomér naboj:hmoté a maji podobny tvar. Z toho

plyne, ze se proteiny déli podle jejich relativni molekulové hmotnosti [17].
Pro elektroforézu byly pfipraveny gely:

12% separaéni gel (pozn. mnozZstvi na 4 gely)
10,2 ml H,O

7,5mil 1,5 M Tris — HCI (pH 8,8) obsahujici SDS
12 ml akrylamid/bisakrylamid (30% / 0,8% wi/v)
150 ul 10% (w/v) APS

20 ul TEMED

zavadéci gel

5 mi H,0

2ml 0,5 M Tris — HCI (pH 6,8) obsahujici SDS
1,07 ml akrylamid/bisakrylamid (30% / 0,8%)
80 ul 10% (w/v) APS

16 ul TEMED
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Po ztuhnuti gelu byly do jamek naneseny vzorky 3 — 9 obarvené vzorkovym pufrem a také
roztok standardu ( Precision Plus Protein Dual Color Standard, BioRad,obsahuje smes
fragmenti 100, 75, 50, 37, 25,20 kDa). Elektroforéza byla provedena pfi 200 V asi 40 min.
Gel byl nasledné obarven pomoci barviciho roztoku Commasie Briliant Blue R 250 a

odbarven v odbarvovacim roztoku.

Vzorkovy pufr (5x koncentrovany): Barvici roztok Commasie Briliant Blue R 250:
0,6 ml 1M Tris - HCI (pH 6,8) 1 g Coomassie Brilliant Blue R 250

5 ml 50% glycerol 450 ml methanolu

2 ml 10% SDS 100 mi ledové kyseliny octové

0,5 ml BME 450 ml H,O

1 ml 10% bromfenolova modr
0,9 ml voda

QOdbarvovaci roztok:

100 ml methanolu
100 ml ledové kyseliny octové
800 ml H,O

4.2.5 Dialyza

Pufr pro elektroforézu:

50 mM Tris — HCI (pH 8,3)
385 mM glycin

0,1% SDS

Dialyza je forma molekuloveé filtrace. Dochazi pfi ni k separaci molekul podle velikosti

za pouziti polopropustné membrany obsahujici péry mensi nez jsou rozméry dané

makromolekuly. MGze byt napf. pouzivana k vyméné rozpoustédla, ve kterém jsou

makromolekuly rozpustény.

Vzorky 4 — 9 byly odpipetovany do dialyza¢niho stfivka, ponofeny do dialyzaéniho pufru

(T = 4°C) a za stalého michani nechany pfes noc dialyzovat.

Dialyzaéni pufr (1 1):
20 mM Tris (pH 7,5)
50 mM NaCl

1 mM EDTA
2mMDTT

10 % glycerol
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Roztok byl pomoci pipety pfenesen do zkumavky. Poté byl pfipraven roztok pro
spektrofotometrii: 30 pul roztoku proteinu + 970 ul dialyzaéniho pufru a napipetovan do
kyvety.

Byla zméfena absorbance roztoku a poté vypocitana koncentrace.

4.2.6 Gelova filtrace

Pfi gelove filtraci jsou molekuly déleny podle jejich velikosti a tvaru. Molekuly
prochazeji porovitym gelem; ty mensi se zachytavaji v kulickach gelu, protoze diky své
velikosti projdou pérem v kuli¢ce, a proto te¢ou pomaleji, kdezto velké molekuly, které do
kuliCek neprojdou protecou rychleji [17].

Kolona na gelovou filtraci (Superdex 75, 10/300 GL; Amersham Biosciences,

Svédsko) byla ekvilibrovana vodou a poté pufrem pro gelovou filtraci:

20 mM Tris (pH 7,5)
100 mM NaCl

1 mM EDTA
2mMDTT

10 % glycerol

Poté byl proveden nastiik pfedem pfes mikrofiltr prefiltrovaného roztoku proteinu
(~ 1,5 ml) a eluované frakce byly jimany do mikrozkumavek.
Pro SDS elektroforézu byla odebrana frakce A6 — A12. Ke 20 ul vzorku 6 — 12 bylo
pridano 5 ul vzorkového pufru (0,6 ml 1 M Tris - HCI (pH 6,8), 5 ml 50% glycerol, 2 mi
10% SDS, 0,5 ml BME,1 ml 10% bromfenolova modf; 0,9 ml voda) a tyto frakce byly
kratce (3 min) povareny. Frakce 9 byla pouzita i v nepovarené forme (20 ul 9.frakce +
5 ul vzorkového pufru). Poté byly vzorky naneseny na gel a provedena SDS elektroforéza
po dobu 45 min pfi 200 V. Dal$i postup viz vy$e (2.2.4 elektroforéza, str.19).

Vzorky, obsahuijici Cisty protein, byly smichany a poté zmérfena jejich absorbance pfi

~2=280 nm. Vzorek obsahoval 50 ul roztoku proteinu a 950 ul pufru pro gelovou filtraci.

4.2.7 Aniontova vyména

Pfi iontové vyméné jsou ionty, které jsou elektrostaticky vazany na nerozpustnou a
chemicky inertni matrici, reverzibilné vyménovany za ionty v rozpoustédle. Existuji 2 druhy
iontoménicu — kationtové (vyména kationtl) a aniontové (vyména anionu). U polyionta,

které nesou oba naboje se mohou vazat jak kationty tak anionty. Afinita, s jakou se

21



polyionty vazou k danému iontoménici, zavisi na identité a koncentraci ostatnich iontl

v rozotku, protoze s témito ionty soutézi o vazebné misto na iontoménici. Vazebna afinita
polyiontl nesoucich acidobazické skupiny je vysoce zavisla na pH, protoze ovliviuje
vysledny naboj molekuly [17].

Protein byl pfes noc dialyzovan (dialyzaéni pufr. 50 mM Tris — HCi (pH 8), 1 mM DTT) a
poté byla provedena aniontova vyména na Q—Sepharosové koloné (Amersham
Biosciences, Svédsko). Eluované frakce byly jimany do mikrozkumavek, z kterych poté
byly vybrany vzorky pro dal$i zkoumani.

Frakce, které obsahovaly Cisty protein byly smichany, ¢imz vznikl roztok o objemu asi
3 ml. Ten roztok byl pomoci centrikonu MCO 10 000 (velikost péra ve filtru 10 kDa)
zakoncertovan pfiblizné na 1 ml. Po zakoncentrovani byla zméfena absorbance roztoku,
ktery byl pfipraven z 20 ul zakoncentrovaného roztoku a 980 pl filtratu, ktery byl pouzit i
jako slepy vzorek pfi méfeni absorbance. Hodnota absorbance poslouzila k vypoétu

koncentrace.



5. Vysledky

5.1 Niklova afinitni chromatografie

Pro pokusy byl pouzit vektor pET-15b, v némz byl zaklonovan gen pro PhLP a ktery
obsahuje motiv Sesti po sobé jdoucich His. Proto mohia byt pro purifikaci pouzita niklova
afinitni chromatografie, pfi niz vznika koordinaéni vazba mezi imidazolovymi zbytky His a
Ni** ionty a tudiz je protein zachycovan na koloné. Pouzitim pufru F (viz 4.2.3, str.18) byl
protein eluovan a frakce jimany do mikrozkumavek. Dale byla provedena elektroforéza (viz
4.2 .4 str.19), jejiz vysledek muzeme vidét na obr. 4. Jamka M obsahovala standard
molekulovych vah, podie kterého byly uréeny velikosti proteini. PhLP je relativné velké
mnozstvi, ale neni dostatecné Gisty, jak naznaéuji pasy po separaci smési proteinu.

100 kDa—
75 kDa —eul,

50 kDa —wwm

PhLP

37 kDa —

25 kDa —emutihe -

Obr. 4 : Gel po His- tagu; jamka M obsahovala roztok standardu, jamky 3 — 9 obsahovaly

Sfrakce 3 — 9 eluované ze Sepharosové kolony pFi His-tagu

Po elektroforéze byla provedena dialyza pro vymeénu pufrt a poté byla zméfena
absorbance, z niz byla vypoditana koncentrace proteinu ( extinkéni koeficient
g = 15930 M- cm™ ; relativni molekulova hmotnost Mr = 37610 ). Pozn. extinkéni koeficienty
a také relativni molekulové hmotnost byly zjistény pomoci ,,ProtParam tool” na internetovych

strankach www.expasy.org/tools/protparam.html|

Vypoétena koncentrace proteinu byla 6,28 mg/mi.
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5.2 Gelova filtrace

Jako dalsi metoda pro purifikaci PhLP byla pouzita gelova filtrace ( viz 4.2.6, str.21),

jez byla provadéna na pfristroji AKTAprimeTM (Amersham Biosciences, Svédsko) pro
HPLC a data byla analyzovana pomoci programu Unicorn 4.11 dodanym spolu s
pfistrojem.

Podle chromatogramu (obr.5) byly vybrany frakce A6 — A12 a pfitomnost a Gistota
PhLP byla ovéfena pomoci SDS-PAGE (obr.6,str.25).

mAU \
300 \

250 \

150
\
\
\
\
50 |
\
\\
0 o |AB | A7 | AB|AD [A10|A1IA12] & | & |5 Tstw—t st ot
8.0 10.0 12,0 14,0 160 ml

Obr. 5 : Chromatogram eluce PhLP pri gelové filtraci na koloné Superdex 75; na ose

X je vynesen elu¢ni objem, na ose y absorbance
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Obr. 6: Gel po gelové fitraci; jamka M oznacuje roztok standardu, jamky 6 — 12 obsahovaly
povarené frakce A6 — A12 (viz obr.5,str.24 ) jimané pri gelové filtraci, jamka 9n obsahovala

nepovarenou frakci A9

Frakce A8 — A11 obsahovaly nejvice proteinu, proto byly vybrany k dal§imu zkoumani.
Byly smichany dohromady a byla zmérena jejich absorbance pfi 280 nm. Poté byla

vypoctena koncentrace PhLP v roztoku, ktera &inila 3,35 mg/ml.

5.3 Aniontova vyména

Pfed touto metodou byl roztok proteinu znovu dialyzovan kvuli zméné pufru a poté byla

provedena aniontova vyména. Opét bylo pouzito pfistroje AKTAprimeTM (Amersham
Biosciences, Svédsko) pro HPLC a data byla opét analyzovana pomoci programu Unicorn
4.11 dodanym spolu s pristrojem jako v pfipadé gelové filtrace, jen byl pouzit jiny pufr (viz
4.2.7, str.21). Dle chromatogramu (obr.7,str. 26) byla vybrana frakce B8 — B11, které by
mély obsahovat nejvice proteinu. Pfitomnost a Cistota PhLP byla znovu ovéfena pomoci
SDS-PAGE (obr.8,str.27). Poté, co byla zméfena absorbance roztoku proteinu, byla

vypoctena koncentrace PhLP v roztoku, ktera ¢inila 3,19 mg/ml.
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Obr.7: Chromatogram eluce PhLP pfi aniontové vyméné; na ose x jsou vyneseny
hodnoty elu¢niho objemu, na ose y hodnoty absorbance; pribéh gradientu iontové sily je naznacen

zelenou kfivkou



PhLP

Obr.8: Gel po aniontové vyméné;jamka M obsahovala roztok standardu,
Jjamky 8 -11 obsahovaly frakce B8-B11(viz obr.7,str.26) jimané pfi aniontové

vyméné
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6. Diskuse

Tato prace byla vypracovana za u€elem najit co nejefektivnéjsi zpusob purifikace pro
rekombinantni PhLP protein. PhLP je jednim ze zastupcu superrodiny phosducind, je
vyuzivan pfi G — proteinové signalizaci a ma v organismu mnoho ruznych funkci.

Jako prvni krok byla provedena kultivace bakterii, které ve své genetické informaci
nesly gen pro rekombinantni PhLP. Nasledné byl protein z bunék izolovan a dale
purifikovan. Diky tomu, ze byl pouzit vektor pET—-15b, ve kterém byl pravé gen pro PhLP
zakddovan a ktery obsahuje motiv Sesti po sobé jdoucich histidini, mohla byt pouzita
k purifikaci PhLP niklova afinitni chromatografie. Tato metoda spociva v tom, Ze se na
kolonu obsahuijici chelatujici Sepharosu navazou nikelnaté ionty, které vytvafi koordinaéni
vazby s imidazolovymi zbytky His, a tak zadrzuji poZadovany protein, jez obsahuje motiv
Sesti po sobé jdoucich His. Tento protein je nasledné eluovan z kolony a frakce se jimaji
do zkumavek. Pfitomnost a Cistota PhLP proteinu byla poté ovéfena pomoci SDS-PAGE,
byla zméfena absorbance a vypocgitana koncentrace proteinu PhLP. Po niklové afinitni
chromatografii byla koncentrace proteinu 6,28 mg/ml a protein mél Cistotu pfiblizné 90%.

V dal$im kroku byla provedena gelova filtrace. PhLP protein byl nastfiknut na kolonu
Superdex 75 a eluované frakce byly jimany do mikrozkumavek. Nasledné byla provedena
SDS-PAGE pro ovéreni pfitomnosti a Cistoty pozadovaného rekombinantniho proteinu.
Znovu byla zméfena absorbance a vypocitana koncentrace proteinu v roztoku. Po gelové
filtraci se jeji hodnota rovnala 3,35 mg/ml. Cistota proteinu se vyrazné nezvysila.

Proto byla vyzkousena metoda aniontové vymény. Na Q-Sepharosovou kolonu byl
opét nastfiknut protein a eluované frakce byly jimany do mikrozkumavek. Jako u
pfedchozich metod byla k ovéfeni Cistoty pouzita SDS-PAGE, zméfena absorbance a
vypocitéana koncentrace PhLP, ktera €inila 3,19 mg/ml. Byl ziskam témér Cisty protein
(Cistota zhruba 99%).

Tento protokol byl vyvinut pro produkci rekombinantniho proteinu PhLP, ktery chce
nase laboratof studovat. Nasim hlavnim cilem je zkoumani jeho interakci s 14-3-3

proteinem, a proto budou poznatky této prace velmi uzitecné.
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7. Zaveér

Bylo zjisténo:

pomoci niklové afinitni chromatografie jsme schopni ziskat velké
mnozstvi rekombinantniho PhLP proteinu, ktery ma zhruba 90%
Cistotu

pii gelové filtraci na Superdexu 75 se nepodafilo vyrazné zvysit
Cistotu rekombinantniho PhLP proteinu

pii aniontové vyméné jsme byli schopni ziskat na 99% Cisty

rekombinantni PhLP protein (uréeno pomoci SDS-PAGE)
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Svoluji k zapuj€eni této prace pro studijni Ucely a prosim, aby byla fadné

vedena evidence vypujcovatelu.

Tab.1: Seznam vypujcovatelu

Jmeéno, adresa Cislo OP Datum Poznamka

vypujéeni
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