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1  Uvod

RTX (Repeat in ToXin) proteiny jsou sekretovany celou tadou
gramnegativnich bakterii, z nichZ vét§ina patfi mezi lidské, Zivo€isné nebo rostlinné
pathogeny (1). VSechny RTX proteiny nesou v C-koncové ¢asti molekuly nekolik
charakteristickych nonapeptidovych repetitivnich sekvenci s konsensudlnim motivem
L/I/F-X-G-G-X-G-N/D-D-X (kde X je jakykoliv aminokyselinovy zbytek). Tyto
repetitivni sekvence se podileji na vazb€ vapenatych ionti a jejich pocet je u
jednotlivych RTX proteinll rizny. RTX proteiny vykazuji n€kolik dalSich spole¢nych

rysu, jeZ je odliSuji od ostatnich bakteridlnich exoproteinii (1):

1. Pro syntézu kazdého RTX proteinu a jeho sekreci je nutna pfitomnost
n€kolika gend, z nichZ se vétSina nachazi ve stejné Casti chromosomu a ¢asto vytvari

operon. V nékterych pfipadech se tyto geny mohou vyskytovat také na plasmidech.

2. Sekrece RTX proteint z bakteridlni buriky do vnéjSiho prostredi neni zavisla
na N-koncovém signalnim peptidu, ale na sekvenci nachazejici se v C-koncové ¢asti
molekuly, kterd neni béhem exportu od$tépovana. Tato sekvence byva oznacovana jako

C-koncovy sekre¢ni signal.

3. Sekrece z buiiky probihd bez ptfitomnosti periplasmatického intermediatu,
mechanismem zahmujicim rozpoznani C-koncové signdlni sekvence tfemi riznymi
typy membranove asociovanych proteint, které exportuji rozpoznany protein piimo ven

z buriky (sekre¢ni systém typu I).

V ramci celé skupiny RTX proteini rozliSujeme né€kolik podskupin. Jednotlivé
RTX proteiny jsou do nich rozdéleny na zéklad¢ jejich riznych aktivit (2): (i)
cytolytické toxiny se Sirokou specifitou k cilovym bufikdm (hemolysiny); (ii)
cytolytické toxiny suzkou specifitou kcilovym bunkdm (leukotoxiny); (iii)
metalloproteasy; (iv) lipasy; (v) proteiny spojené s nodulaci; (vi) bakteriociny; (vii)
proteiny S-vrstvy a (viii) proteiny s neznamou funkci.

Nejpocetnéjsi a nejprostudovangjsi skupinou RTX proteinli jsou RTX toxiny
(hemolysiny a leukotoxiny) produkované fadou gramnegativnich bakterii, jako napf.
AaltA  Actinobacillus  actinomycetemcomitans (3), ApxI-IVA  Actinobacillus
pleuropneumoniae (4), HlyA Escherichia coli (5), LktA Pasteurella haemolytica (5),
RtxA Vibrio cholerae (6) a také CyaA Bordetella pertussis (7).



2 Literarni piehled
2.1 Adenylatcyklasovy toxin (ACT)

2.1.1 Bakterie Bordetella pertussis, pathogenicita a faktory virulence

Bakterie Bordetella pertussis, puvodce Cermého kaSle, je kratka, ovoidni,
gramnegativni, striktné aerobni, nepohybliva ty¢inka. Kolonizuje vyhradné fasinky
respiraéniho epitelu a systémové projevy onemocnéni jsou patrny ve vzdalenych
tkanich v dobé&, kdy mikroorganismy jiz nejsou pfitomny. Do zavedeni ofkovani byl
vyskytuje i dnes.

Onemocnéni vyvolané B. pertussis bylo poprvé popsano v Sestnactém stoleti.
Bakterie byla poprvé izolovana a déna do souvislosti s Cernym kaSlem v roce 1906
Bordetem a Gengou (8). Celobunécna vakcina proti ¢ernému kasli byla vyvinuta v roce
1940 (9) a byla pfipravovana chemickou nebo tepelnou inaktivaci bakterie B. pertusis a
podavéana v kombinaci s difterickym a tetanovym toxoidem. V roce 1956 byla vyvinuta
celobunéfnd vakcina tvofena usmrcenymi bakteriemi, kterd se pouziva k ockovani
prevazné casti populace dodnes. Diky této vakciné se podafilo vyrazné omezit pocet
onemocnéni a umrti zpisobovanych B. pertussis a zamezit tak epidemiim. Pozd¢&ji bylo
zji§téno, Ze n€které celobunétné vakciny proti cernému kasli maji na lidsky organismus
fadu vedlejsich ucinki, jako jsou nevolnost, teplota nebo zvraceni. U malého procenta
oc¢kovanych déti se brzy po aplikovani vakciny objevovaly kieCe a ve velmi malém
poctu piipadi dochazelo k neurologickym poskozenim. Bylo také pfipraveno né€kolik
typit bezbunéénych vakcin proti ¢ernému kasli slozenych z jedné nebo vice slozek,
zejména pertusového toxinu a filamentosniho hemaglutininu (10-12). I pfesto se ale ve
svété objevi kazdy rok 50 miliond novych pfipadii tohoto onemocnéni, a to zejména
mezi neimunizovanymi jedinci v zemich tfetiho svéta, z nichz pfiblizné 350 000 konci
smrti (13). Cerny kasel tak zistava i v soutasnosti jednou z deseti nejéastéjsich pti¢in
umrti na infekéni onemocnéni.

Poc¢éate¢ni piiznaky nemoci jsou podobné jako u béznych infekci hornich cest
dychacich (14, 15). Bakterie adheruji na povrch epitelovych bunék v prudusnici a

bronsich. Rychle se zde mnozi a blokuji funkci fasinek. Nepronikaji v§ak do krevniho



ob¢hu ani do dalsich tkani. Rozpadlé mikroorganismy uvolfiuji toxin, ktery drazdi
sliznice, vyvolava katardlni pfiznaky a navozuje vyraznou lymfocytézu. Nekrotické
okrsky epitelu jsou infiltrovany polymorfonukledrnimi leukocyty, vznika
peribronchialni zanét a intersticialni pneumonie.

Infekce se prenasi kapénkovou cestou a postihuje predevsim déti v
predskolnim ve€ku. Lze ji charakterizovat jako lokalizované onemocnéni dychacich cest
s n€kterymi specifickymi projevy jako je paroxysmalni kaSel, neurologické projevy
("pertussova encefalopatie") a leukocyt6za. Prib&h onemocnéni lze rozdé€lit do tii
klinickych stadii. V prvnim stadiu, nastupujicim asi p€t aZ sedm dnli po nakazeni a
trvajicim asi tyden, se objevuje necharakteristicky kasel. Bakterie, adherujici k fasinkam
respiraniho epitelu, 1ze vykultivovat z faryngedlnich vytéri. V této fazi je mozno
rozvoj onemocnéni (pfedev§im délku jeho trvani) ovlivnit antimikrobidlni lécbou,
vhodny je chloramfenikol, erytromycin nebo ampicilin. Ve druhém az ttetim tydnu
nastupuje dalsi stadium charakteristické sériové se opakujicimi zachvaty kasle
provazené dusSnosti, cyanézou a ubytkem hmotnosti. Toto obdobi pietrvava 4-8 tydnd,
kultivace bakterii z hornich cest dychacich je jiz obtiznid. Drazdéni ke kasli je
zpisobeno zménénou enzymatickou, hormondlni a farmakologickou odpovedi
makroorganismu v dusledku invaze mikroorganismu. Kone¢nou fazi je stadium
rekonvalescence, v némz zéachvaty kaSle mizi. Prib&h nemoci je Casto zhorSen
druhotnou infekci pyogennimi koky.

Diky produkci celé tady faktorti virulence zpusobujicich stav lokalni
imunosuprese je B. pertussis schopna unikat aktivni imunitni odpovédi a pretrvavat
v hostiteli. Tyto faktory virulence lze rozdélit na adhesiny a toxiny (Obr. 1) (16-19).

Adhesind B. pertussis je znamo né€kolik: filamentosni hemaglutinin, ktery
umoznuje bakteriim adhesi k builkkdm respiraéniho epitelu, pertusovy toxin, ktery
napomahd vazbé€ bakterii na povrch fasinkovych a fagocytujicich bun¢k a dale fimbrie,
pertaktin a trachedlni koloniza¢ni faktor (20). Pertusovy toxin ma funkci adhesinu i
toxinu.

Toxiny bakterie jsou znamy ¢tyfi: dermonekroticky toxin, tracheédlni cytotoxin,

pertusovy toxin a adenylatcyklasovy toxin.



Trachealni cytotoxin (TCT) je degradacnim produktem recyklaéniho procesu
peptidoglykanu, blokuje funkci fasinek, indukuje produkci interleukinu-1 a syntézu
oxidu dusného (21, 22).

Pertusovy toxin (PTX) je ¢lenem skupiny bakterialnich ADP-ribosyl transferas,
kter¢ maji schopnost modifikovat regulacni G proteiny hostitele, jeZ za normalnich
okolnosti inhibuji adenylatcyklasu. PTX je sekretovany toxin typu A-Bs (23, 24). Pét
podjednotek B zajiS§tuje vazbu na specifické bunétné receptory a umoziuje tak
katalytické &asti A prinik do cilovych bundk. Cast A piedstavuje enzymatickou
podjednotku, ktera katalysuje ptenos ADP-ribosylu z NAD" na regulaéni GTP;-vazebny
protein. To vede k nekontrolovatelnému zvySeni hladiny intraceluldrniho cAMP,
zpusobeného neschopnosti modifikovaného GTP, proteinu inhibovat adenylatcyklasu, a
tim k ovlivnéni fyziologie napadené buiiky. PTX zesiluje i n€které hormonalni aktivity,
pfedev§im zpuisobuje hypoglykémii, zvySuje citlivost na histamin a kapilarni

permeabilitu. Tyto uc¢inky mohou piispét k rozvoji Soku.

FimD

Fim2, Fim3

Tet
BrkA

Vag8
Bats
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Obr. 1: Faktory virulence B. pertussis. Schématické znazornéni bakterie B. pertussis,
jednotlivych proteinii jakozto faktorti virulence a jejich umisténi, pfipadné
zpiisob sekrece z burnky (16).



Dermonekroticky  toxin  je  termolabilni  protein s deaminaéni a
transglutaminasovou aktivitou, ktery v cilovych burkach konstitutivné aktivuje Rho
GTPasy, ¢imz dochazi k ovlivnéni celé fady signaliza¢nich drah, na jejichz regulaci se
tyto proteiny podili (25-29).

Adenylatcyklasovy toxin (ACT) mé zésadni vyznam pro virulenci B. pertussis,
nebot’ mutantni kmeny bakterie neschopné produkovat ACT jsou zcela avirulentni (20,
30-32). Proto by mohl byt ACT, jako hlavni faktor virulence bakterie B. pertussis,

vhodnym kandidatem pro novou bezbunéénou vakcinu proti ¢ernému kasli (33).

2.1.2 Strukturni geny podilejici se na produkci, aktivaci a sekreci

ACT

Pro syntézu, aktivaci a sekreci proteinu ACT je nutnd pfitomnost péti
strukturnich gend, které jsou na bakteridlnim chromosomu umistény bezprostiedné za
sebou (Obr. 2) (7, 34). Gen cyaAd koduje inaktivni protoxin, ktery je ptevadén do aktivni
formy posttranslaéni modifikaci produktem genu cyaC (35). Zbyvajici tfi strukturni
geny, cyaB, cyaD a cyaE, koduji proteiny nezbytné pro sekreci ACT (34).

Geny cyaABDE jsou seskupeny v cya operon a jsou piepisovany ze spole¢ného
promotoru umisténého pfed genem cyad (36). Transkripce ztohoto promotoru je
pozitivné regulovana prostiednictvim protein{, které jsou kédovany bvg operonem (viz
dale). Geny cyaBDE mohou byt ptepisovany také z promotoru, ktery je umistén mezi
geny cyad a cyaB (36). Tento promotor je vSak narozdil od piedeslého konstitutivni
povahy a umoZiiuje syntézu pouze malych mnozZstvi cyaBDE mRNA. Gen cyaC je

umistén pred cya operonem a je piepisovan v opacném sméru (Obr. 2) (34).
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Obr. 2: Schématické znazornéni cya lokusu. Barevné $ipky zndzoruji strukturni geny
nezbytné pro syntézu (Servené), aktivaci (zelen&) a sekreci (modie) ACT. Cerné
tenké Sipky znazoriiuji promotor, z né¢hoz jsou geny ptepisovany (36).

Exprese gend kdédujicich celou fadu faktort virulence B. pertussis, véetné genu
pro ACT, je pod kontrolou bvg operonu (Bordetella virulence gene) (33, 37).
Produktem genit tohoto lokusu je dvouslozkovy systém ucastnici se pienosu signalu
z vnéj§iho prostoru bakterie. Skladd se z gent bvgd a bvgS, které koduji
cytoplasmaticky aktivator transkripce BvgA a transmembranovy protein BvgS (38).
BvgS je transmembranova histidinova kinasa fungujici jako senzor reagujici na signaly
z vne€jSiho prostredi autofosforylaci a poté pienosem fosfatu na DNA-vazebny
transkripéni aktivator BvgA (Obr. 3) (39). Molekula BvgA je fosforylaci aktivovana a
vaze se na specifické sekvence nachdzejici se v promotorovych oblastech geni

dualezitych pro virulenci bakterie, ¢imz dochazi k aktivaci jejich transkripce (40-42).



Obr. 3: Model BvgS-BvgA fosforylaéni kaskady. N-koncova doména BvgS piijima
vnéjsi signdl, coz vede k autofosforylaci pienaSecové domény (T) na

histidinovém zbytku. Fosfatova skupina je pak pfenesena na zbytek aspartatu
ptijimac¢ové domény (R) a poté na dalsi zbytek histidinu C-koncové ¢asti (C)
BvgS. Z néj je nakonec pfenesena na aspartatovy zbytek aktivatoru transkripce
BvgA, ktery aktivuje geny dllezité pro virulenci bakterie (33).

2.1.3 Struktura a funkce ACT

ACT je 1706 aminokyselinovych zbytku dlouhy protein o molekulové
hmotnosti 177 kDa, sestavajici ze dvou strukturné i funkén€ odlisnych celkd,
adenylatcyklasové (AC) domény a RTX hemolysinu (Obr. 4) (34, 43, 44). Hlavni
biologickou aktivitou toxinu je jeho schopnost inzerce do membran ruznych typl
eukaryotnich buné€k spojend s translokaci enzymatické AC domeény do cytosolu
napadené burky. V cytosolu je adenylatcyklasa aktivovana eukaryotnim kalmodulinem
a katalyzuje konverzi vnitrobunééného ATP na cAMP (34, 45), coz vede k
nekontrolovatelnému nartstu hladiny cAMP. Jelikoz je cAMP kli€ovou molekulou

bunétné signalizace, dochdzi ke ztrat€¢ schopnosti efektorovych bunék imunitniho



systému fagocytovat mikroorganismy, vyhledavat je v procesu chemotaxe, produkovat
superoxidové radikdly a vykondvat dal$i fyziologické funkce nezbytné k likvidaci

pathogenniho mikroorganismu (46).
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Obr. 4: Schématické znazornéni molekuly ACT. AC doména je sloZzena ze dvou
subdomén, T18 a T25, obsahujicich vazebné misto pro kalmodulin (CBS).
C-koncova RTX hemolysinova ¢ast se skldda z hydrofobni domény, oblasti
ucastnici se aktivace toxinu zbytkem mastné kyseliny na lysinovych zbytcich
vpozicich 860 a 983, repetitivni domény tvoiené 45 nonapeptidovymi
sekvencemi vdazajicimi vapenaté ionty, oblasti zodpovédné za vazbu na
receptor (RBS) a C-koncového sekre€niho signalu (34).

Katalytickd AC doména je tvofena prvnimi 400 aminokyselinovymi zbytky a
sklada se ze dvou subdomén, T25 (zbytky 1-224) a T18 (zbytky 225-399), které mohou
byt in vitro ziskany limitovanou proteolyzou (47). Izolované T25 a T18 fragmenty pak
mohou byt prostiednictvim kalmodulinu spojeny v ternarni komplex s pln¢ funkéni AC
aktivitou (48, 49). Srovnanim aminokyselinové sekvence AC domény se sekvencemi
jinych prokaryotnich a eukaryotnich ATP-vazebnych proteinti byla v této doméné
odhalena vysoce konzervativni oblast (zbytky 54-70), ktera se podili na tvorbé
aktivniho centra adenylatcyklasy (46, 48, 50). Dale bylo ukazéano, Ze aspartatové zbytky
v pozici 188 a 190 jsou nezbytné pro vazbu komplexu ATP-Mg®® (51, 52).
Piedpokladalo se, Ze vazebné misto pro kalmodulin se nachazi v okoli tryptofanového
zbytku 242 a je tvofeno piiblizné 70 aminokyselinovymi zbytky (50). Nedavno
zvetrejnéna krystalova struktura AC domény s C-koncovou ¢asti kalmodulinu (Obr. 5)

skute¢né ukazala roli tryptofanového zbytku 242 v této interakci (52).
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Obr. 5: Struktura AC domény ACT v komplexu s kalmodulinem. Cervené je
vyznacena C-termindlni globularni doména kalmodulinu. Domény T18 a T25
molekuly ACT jsou zndzornény modie a zelen€. Pfitomnost vapenatych (Zlute)
a hofe€natych iontll (oranZov€) je pro vzajemnou interakci obou proteint
nezbytna (52).

Interakci ACT s membranou cilovych bun¢k zabezpe€uje druha ¢ast toxinu,
tzv. RTX hemolysin, ktery je tvofen 1306 C-koncovymi aminokyselinovymi zbytky.
RTX hemolysin se podobd jak svoji primarni strukturou, tak i funkci ostatnim RTX
toxintim (53, 54). VSechny RTX toxiny obsahuji n€kolik konzervativnich oblasti (1, 53-
55). Prvni z nich je hydrofobni doména, ktera se v molekule ACT nachazi mezi zbytky
500-700 a je tvofena dlouhymi sekvencemi hydrofobnich aminokyselinovych zbytk,
které maji schopnost v cytoplasmatické membrané cilovych bun€k vytvaret kation-
selektivni iontové kandly (56, 57). Transport iontd témito kanaly mize vyvolat vstup
vody do bunék a jejich osmotickou lyzi, coz se projevuje jako typickd hemolyticka
aktivita vici Cervenym krvinkam (58). Ve srovnani s ostatnimi RTX hemolysiny je v§ak
tato hemolyticka aktivita u ACT velmi nizkd. Proto se predpokladd, ze hlavni funkci
hemolysinové ¢asti neni lyze bun€k, ale zprostiedkovani sekrece katalytické AC
domény z bakteridlni buiiky a jeji pfenos pfes cytoplasmatickou membranu cilovych
bunék (59).

ACT je syntetizovan jako inaktivni protoxin, pro jehoz cytotoxickou aktivitu je
nezbytna posttranslaéni modifikace prostfednictvim proteinu CyaC (20 kDa), ktery je

exprimovan spolu s ACT v buiikdch B. pertussis (35) a funguje jako acyltransferasa



katalyzujici pienos acylu z acyl-ACP (Acyl-Carrier Protein) na protoxin (35, 60).
Pomoci hmotnostni spektrometrie byla povaha této modifikace studovéna jak u toxinu
syntetizovaného a aktivovaného v B. pertussis (Bp-ACT), tak u rekombinantniho toxinu
ziskaného po expresi genlti pro ACT a CyaC v E. coli (r-Ec-ACT). Bylo ukézano, Ze
aktivace Bp-ACT spoc¢iva v kovalentni modifikaci zbytkem kyseliny palmitové, ktera je
vazana prostfednictvim amidové vazby k g-aminoskupiné lysinového zbytku v pozicich
860 a 983 (61, 62). Oproti tomu u r-Ec-ACT byla na lysinovych zbytcich 860 a 983,
kromé modifikace palmitatem, nalezena ze 60 % také acylace zbytkem kyseliny
palmitolejoveé (62, 63).

Dalsi soucasti RTX hemolysinu je repetitivni doména, kterd se nachazi mezi
zbytky 1000-1600 a je tvofena 45 nonapeptidovymi repetitivnimi sekvencemi
vytvafejicimi vazebna mista pro vapenaté ionty. Vazba vapenatych ionti do téchto
vazebnych mist vede k vyraznym konforma¢nim zménam v molekule ACT, které jsou
nezbytné pro biologické aktivity toxinu (64, 65). Nachazi se zde i1 oblast zodpovédna za
vazbu na integrinovy receptor CD11b/CD18, jak bude vysvétleno déle.

Posledni soucasti RTX hemolysinu je C-koncovy sekre¢ni signal. ACT je,
stejné jako vSechny ostatni RTX proteiny, sekretovan =z bakteridini bunky
prostfednictvim sekre¢ni drahy typu I, kterd se 1i§i od dalSich sekre€nich drah
gramnegativnich bakterii v n€kolika aspektech (66, 67): (i) je tvofena pouze tiemi
riznymi typy proteind, z nichZ prvni dva jsou ve vnitini membrané (CyaB a CyaD) a
jsou specifické pro prenaseny protein, tieti je ve vnéj§i membran€ a tvoii nespecificky
por (CyaE); (i1) tyto proteiny vytvaii kanal, ktery spojuje vnitini a vnéj$§i membranu;
(ii1) pfenasené proteiny jsou sekretovany ptimo do extracelularniho prostiedi bez tvorby
periplasmatickych meziproduktii; (iv) sekre¢ni signdl rozpoznavany timto sekre¢nim
systémem je lokalizovan na C-konci pfenaSeného proteinu; (v) sekre¢ni signal neni

odstépovan beéhem sekrece nebo po sekreci.

2.1.4 Mechanismus interakce ACT s cilovymi bunkami

ACT je schopen pronikat pfes cytoplazmatickou membranu cilovych bunék
pfimo, nezavisle na receptorem zprosttedkované endocytoze, ktera je typicka pro

internalizaci jinych bakteridlnich toxin. Mechanismus inzerce molekuly ACT do
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membrany cilovych bunék, stejné tak jako pienosu katalytické AC domény do jejich
cytosolu a tvorby membranovych kation-selektivnich iontovych kanali je prozatim
pomémé malo charakterizovan. Cely proces vyZaduje strukturni integritu a kooperaci
vSech domén celé hemolysinové ¢asti ACT, posttranslaéni modifikaci proteinu zbytkem
mastné kyseliny a fyziologické koncentrace vapenatych iontt (59, 61, 68-70). Nedavno
byl navrZzen model mechanismu plisobeni ACT (Obr. 6), v némz toxin interaguje
s cilovou membranou soucasn¢ dvéma rlznymi zplsoby (71). Prvni zplsob vede
k inzerci ACT do cilové membrany a pfenosu AC domény do bunék, aniz by muselo
dochédzet k tvorbé membranovych kanali a druhy kinzerci molekul toxinu do
membrany a ndaslednému vzniku oligomernich kanalt. Ktery ze zpisobl bude

preferovan zavisi na typu acylace ACT, teplot€, koncentraci vapenatych iontd a

vlastnostech cilové membrany.

Transloka¢ni Kandlovy — »
ATP cAMP prekursor prekursor <€

Oligomerizace

Obr. 6: Model interakce ACT s cilovou membranou. Toxin se muze vazat do
cytoplasmatické membrany nezéavisle na pfitomnosti receptoru, translokovat
AC doménu do cytosolu buiiky nebo oligomerizovat a vytvaret pory selektivni
pro kationty. AC- adenylatcyklasa, K' - kationt (71).

Dlouhou dobu se ptedpokladalo, ze ACT pro interakci s cilovou membranou
nepotfebuje zadny specificky proteinovy receptor, a Zze vySe popsany model pfimé
translokace je jedinym zpisobem vstupu ACT do bunék. Nedavno ale bylo ukazano, ze
se ACT vaze s vysokou afinitou k integrinovému receptoru CD11b/CDI18 (a2, Mac-
1, CR3), ktery se nachazi na povrchu né€kterych typi leukocytt, a Ze k priniku toxinu

do bun€k dochazi také prostfednictvim receptorem zprostiedkované endocytozy (72,
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73). Vazba ACT k integrinu CD11b/CD18 je saturovatelna, zavisla na pfitomnosti
vapenatych 1ionti a je inhibovana specifickymi monoklonalnimi protilatkami
namifenymi proti podjednotce CD11b, coz naznaCuje, Ze se pii interakci s toxinem
pravdépodobn¢ uplatiiuje tato podjednotka (72). Na integrinovy receptor se ACT vaze v
oblasti repetitivni domény toxinu mezi aminokyselinovymi zbytky 1166 az 1281 (74).
Navic bylo potvrzeno, Ze se ACT vaze také na buitkky nemajici CD11b/CD18 receptor,
pficemzZ ale tato vazba je nesaturovatelnd a mnohem méné€ G¢inna, nez saturovatelna

vazba toxinu na buriky s receptorem (72).

2.1.5 Vyuziti rekombinantniho ACT pro dopravu cizorodych epitopu

do antigen-prezentujicich bunék

U obratlovci existuji dva zdkladni typy antigen-specifické imunitni odpovédi:
humoralni (protilditkova) imunitni odpovéd’ a bunééné zprosttedkovana imunitni
odpovéd’ (75). Pti napadeni organismu cizorodymi latkami, mikroorganismy a viry se
oba tyto typy uplatiuji prakticky vzdy spole¢né, 1 kdyz v rizné mife. Humoralni
imunitni odpovéd’ plisobi hlavné proti extracelulami fazi bakteridlni a virové infekce a
proti rozpustnym antigenim. Je zabezpeCovdna rozmanitym souborem sérovych
imunoglobulini - protilatek. Ty jsou produkovany plazmatickymi burikami vznikajicimi
z aktivovanych B-lymfocytl. Bunééné zprostiedkovand imunitni odpovéd’ ochratiuje
organismus pfed buikami infikovanymi viry nebo jinymi intracelularnimi parazity,
cizimi tkanémi a také pred nékterymi typy transformovanych buné€k. Je zprostiedkovana
predevdim NK-buitkami (Natural Killer) a cytotoxickymi T-lymfocyty (CD8’
T-lymfocyty, CTL), které se podileji na cytotoxické destrukci infikovanych nebo jinak
abnormalnich bun¢k. Oba typy imunitni odpovédi jsou podporovany pomocnymi
T-lymfocyty (CD4" T-lymfocyty).

Jednim z nejdilezitéjSich krokd pti aktivni imunizaci proti virovym infekcim
nebo intraceluldrnim mikrobidlnim parazitim je proto navozeni bunétné
zprosttedkované imunitni odpovédi, ktera je zabezpecoviana CD8" T-lymfocyty.
Navozeni tohoto typu imunitni odpovédi je vS8ak mnohem obtizné;j$i, nez indukce
protilatkové imunitni odpovédi. Tu lze zpravidla pomémé snadno vyvolat opakovanym

podavanim dostatecného mnozstvi takového antigenu, proti kterému chceme, aby byla
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namifena. Tento exogenni antigen, vpraveny do téla jedince pfi imunizaci, vstupuje do
endocytické drahy antigen-prezentujici buiiky (APC) a po jeho proteolytickém $tépeni
jsou vzniklé peptidové fragmenty vazany na molekuly glykoproteini hlavniho
histokompatibilitniho komplexu (MHC) II. tiidy (Obr. 7) a prezentovany tak CD4"
T-lymfocytim, coz vede k jejich aktivaci (76, 77). Aktivované CD4" T-lymfocyty se
poté podileji na aktivaci B-lymfocytl, ¢imz dochazi k jejich pfeméné v plazmatické

bunky produkujici protilatky rozpoznavajici ptislusné peptidy.

ap-peptidové komplexy

aBI komplex
Povrch . —— T 1 _ﬁ

APC Exogenni
— antlgen I'/
S
/@ 'L’y [ Recykl. ]
@ draha ]

l Endosom

trans-Golgi

ER ? ? ? Endolysozom

Obr. 7: Schéma transportu MHC molekul II. tfidy v ramci APC a prezentace
komplexi antigen-molekula MHC II na povrchu APC. V
endoplasmatickém retikulu asociuji aff dimery (€erné klistky) budouci MHC
molekuly se svymi invariantnimi fetézci (bilé smycky) za vzniku trimerti
molekul MHC II. tfidy. Ty jsou nasledné transportovany do Golgiho aparatu. Z
trans-Golgi jsou pak trimerni komplexy odvedeny do endocytické drahy, do
kompartmentd , v nichz dochazi ke zpracovani antigenii, a prostfednictvim
fize k molekulam MHC II nésledné k jejich prezentaci na bunééném povrchu
APC. Ptitom cesty vedouci ke zpracovani a prezentaci antigeni na MHC
molekulach II. tfidy jsou v zasad¢ ctyfi, vedouci: (1) pfimo ke zpracovani
v lysozomu/endolysozomu, kde jsou (coz plati i pro vSechny dal$i body)
invariantni fetézce MHC II molekul degradovany a na jejich misto jsou do
dimerni molekuly MHC Il navazany antigenni peptidy (znadzornény barevnymi
ovaly) a cely komplex je poté vystaven na povrchu APC, (2) nepfimo,
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transitem k bunéénému povrchu a poté ke zpracovani v endosomu, (3)
neptimo do endosomu a (4) ptimo do endosomu, pii¢emz touto drahou jsou
internalizovany a recyklovany jiz dfive vystavené komplexy (76).

Hlavnim problémem pfi navozeni bunééné zprostiedkované imunitni odpovédi
je, ze CD8" T-lymfocyty vyzaduji ke své aktivaci peptidové fragmenty vazané na
molekuly MHC [ tfidy. Ty ale vazou témé&f vyhradné peptidové fragmenty, které
vznikaji odbourdvanim endogennich bunéénych proteinii v cytosolu, a to hlavné
plsobenim velkého proteolytického komplexu, proteasomu (Obr. 8) (76, 77).
K vyvolani tohoto typu imunitni odpovédi proto nestaci pouZit antigeny, které vstupuji
do bunék prostrednictvim endocytézy. Je nutné pouzit takové plasmidy, které umozni
dopravu pfislusného antigenu pfimo do cytosolu buiky, ¢imz je zajisténa jeho
degradace proteasomem a prezentace vzniklych peptidovych fragmentd prosttednictvim

MHC 1. tFidy.

CTL (CD8")

Obr. 8: Schéma prezentace antigenu prostiednictvim molekul MHC 1. tFidy.
Intracelularni proteiny (tedy i1 ty, jenz jsou plvodem z riznych druhii
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intracelularnich pathogenti) jsou degradovany v proteasomu a vzniklé
peptidové fragmenty jsou translokovany ABC transportérem TAP do lumen
endoplasmatického retikula. Skrze makromolekularni proteinovy komplex jsou
peptidové fragmenty postupné piendSeny na volné MHC molekuly 1. tfidy a
nasledné je tento komplex transportovan sekre¢nim aparatem na povrch APC,
kde jsou komplexy MHC I-peptid rozpoznavany cytotoxickymi T-lymfocyty
(78).

Pro tyto ucely se zda byt velmi vhodnym nastrojem molekula ACT, s niz bylo
v této oblasti dosazeno v poslednich patnacti letech celé tady pozitivnich vysledkda.
V AC doméné tohoto toxinu byla identifikovdna permisivni mista, do nichz lze vlozit
cizorodé¢ peptidy slozené az ze 100 aminokyselinovych zbytkd, aniz by jejich
pritomnost jakkoliv ovlivnila stabilitu a biologické aktivity vzniklého rekombinantniho
ACT (79, 80). Jedno z téchto mist (mezi zbytky 224 a 225 AC domény) bylo vyuzito
pro vlozeni dvou virovych CD8" T-bunéénych epitopd, jednoho epitopu
z nukleoproteinu LCMV (Lymphocytic ChorioMeningitis Virus) a jednoho epitopu
zV3 oblasti gpl20 HIV-1 (Human Immunodeficiency Virus). Geneticky
detoxifikované molekuly ACT nesouci jmenované epitopy byly poté uspésné pouzity
k aktivaci CD8" T-lymfocytli jak in vitro, tak in vivo (81, 82), pfi¢emz k prezentaci
vloZzenych antigenii dochdzelo zpisobem popsanym vySe. Navic, mysi ockované
pomoci detoxifikovaného ACT nesouciho LCMV epitop byly chranény proti letdlnim
davkam viru LCMV. Podobné také u mysi imunizovanych ACT toxoidem nesoucim
epitop z kufeciho ovalbuminu (OVA) doSlo knavozeni imunitni odpovédi
cytotoxickych T-lymfocytli sméfované proti tomuto epitopu (83). Byl téZ pfipraven
rekombinantni ACT nesouci v AC doméné vsechny tfi zminéné modelové CDS§"
T-bunécné epitopy (LCMV, V3 gpl20 a OVA) a s timto toxoidem bylo dosazeno
prezentace vSech tfi epitopi na molekulach MHC 1. tfidy najednou a proti vSem tfem
epitoplim byla indukovana specificka cytotoxicka odpoveéd’ (84).

Jak jiz bylo zminéno vySe, byl pted neddvnem na povrchu APC objeven pro
ACT specificky receptor CD11b/CD18 (72). To naznacilo, ze by bylo mozné ACT
vyuzit také pro dopravu cizorodych epitopi do APC prostiednictvim receptorem-
zprostiedkované endocytdzy, ¢imz by byla umoznéna jejich prezentace na molekulach
MHC glykoproteint II. tfidy. Bylo ukdzano, ze molekuly ACT je skutecné mozné
vyuzit jako nastroje pro dopravu CD4" cizorodych epitopti do cytosolu APC (CD4"
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specificky MalE epitop) a navodit tak aktivaci CD4" T-lymfocytd (85). Navic bylo
ukazano, ze ACT mize sou¢asné dopravovat do APC jak CDS8', tak CD4" epitopy,
pokud jsou vlozeny do jedné molekuly ACT, a aktivovat tak souc¢asné CD8" i CD4" T-
lymfocyty (86).

Utinnost ACT pfi dopravé antigenti do APC byla v minulosti mnohokrat
potvrzena v preklinickych studiich na zvifecich modelech a v soucasnosti se pfipravuji
prvni klinické studie. Ve fazi vyroby klinické S$arze je rekombinantni ACT toxoid
nesouci CD8" antigen E7 lidského papiloma viru 16 (87) a nasledovat bude fize
klinickych testd na pacientkach trpicich karcinomem dé€lozniho ¢ipku. Probiha téz
ptiprava klinickych testi pro terapii metastazujicich melanoma (88).

Kromé& toho bylo neddvno ukédzano, Ze fize ACT s mykobakteridlnimi
antigeny (CFP10, ESAT-6) muize vbudoucnu slouzit jako nastroj pro zlepSeni
diagnostiky latentni tuberkulosy, nebot’ zvySuje G¢innost jejich rozpoznavani imunitnim

systémem (89).
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2.2  Protein FrpC

2.2.1 Bakterie Neisseria meningitidis, pathogenicita, faktory virulence

Neisseria meningitidis (meningokok) je gramnegativni, striktné¢ aerobni
diplokok, nesporulujici, ve vétsin¢ piipadli opouzdieny. Bakterie je ptirozenym
primarnim pathogenem pouze pro ¢lovéka, u kterého vyvolava v zavislosti na zatim ne
zcela jasnych faktorech rizné druhy onemocnéni. Na zdkladé rozdild
v polysacharidovém slozeni kapsule rozliSujeme 13 séroskupin N. meningitidis,
vyskytujicich se v riznych ¢asovych obdobich, geografickych polohach a u riznych
vé€kovych skupin populace. Nejcastéjsimi ptivodci onemocnéni jsou bakterie séroskupin
A,B,C,Y a W-135.

Piestoze je N. meningitidis znama zejména jako puvodce meningitid, at’ uz
sporadického ¢i epidemického charakteru, priméarné je to lidsky komenzal, kolonizujici
ptedevs§im sliznici nosohltanu a to az 10 % zdravé populace (90). Bézné¢ zde roste
epifyticky, nebo mize byt pivodcem nasofaryngitidy. S vySsi frekvenci se
asymptomatické nosi¢stvi vyskytuje v souvislosti s epidemiemi meningitidy
v Subsaharské Africe a téZ v uzavienych komunitach (91, 92). Z oblasti nosohltanu
muze N. meningitidis proniknout do krevniho ob&hu a vyvolat bakteriémii, provazenou
pfiznaky intoxikace uvolnénym endotoxinem. Velkd 1ucast endotoxinu,
lipooligosacharidu (LOS), nejdilezitéj$iho antigenu meningokokového onemocnéni, je
usnadnéna autolytickymi enzymy meningokoku, které jej uvolnuji z bakterialni stény.
Pouze v nékterych piipadech dochazi k priniku meningokoka pies hematoencefalickou
bariéru do cerebrospindlni tekutiny a ke vzniku hnisavé meningitidy. Ta je vSak
charakteristickd velmi rychlym zacatkem (50 % pacienti: anamnéza < 24 hod.)
projevujicim se zejména vysokou hore¢kou, upornymi bolestmi hlavy, zvracenim,
svalovymi kieCemi, pozdéji petechidlnim exantémem a v kone¢ném stadiu pacient ztraci
védomi v disledku obrny hlavovych nervii. K plnému rozvoji onemocnéni dochazi jiz
v pribé¢hu né€kolika hodin a bez okamzitého terapeutického zasahu spocivajiciho
v podani vysokych davek antibiotik (penicilin G, ampicilin, cefalosporiny) a kortikoidl
témét ve vSech ptipadech konéi smrti. ZvySené riziko meningokokového onemocnéni je

predevsim u déti mladsich 2 let a dospivajicich (93).
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Piestoze vCasna terapie meningokokového onemocnéni vyrazné snizuje riziko
umrti, a¢inna prevence ve formé vakcinace se zda byt nezbytnou. V soucasné dobé jsou
meningokokové vakciny dostupné ve dvou formach, polysacharidové a konjugované.
Polysacharidova vakcina nevyvoldva aktivaci T-bun¢k imunitniho systému (a tedy
imunologickou pamét’), ale stimuluje zralé B-lymfocyty k produkci protilatek.
Konjugovana vakcina kovalentné¢ vaze polysacharid k proteinovému nosi¢i a méa za
nasledek stimulaci T-bun¢k, a tedy dlouho trvajici imunitu. Jak tetravalentni
polysacharidova vakcina (obsahuje polysacharidové antigeny skupin A, C, Y a W-135),
tak 1 konjugovand vakcina (A + C) jsou pomérné¢ ucinnou ochranou proti
meningokokovému onemocnéni. Uginnost tetravalentni polysacharidové vakciny je pro
skupiny A a C u $kolnich déti a dospélych az 85 % a na trhu se jiZ objevila a uspokojivé
vysledky pfiinesla i tetravalentni vakcina (A, C, Y, W-135) konjugovana s difterickym
toxoidem. Protektivni u€inek vici jedné séroskupiné vsak nijak nezajiStuje ochranu
vici séroskuping jiné (94).

V soucasné dobé€ jsou velmi intenzivné studovany molekuldrni mechanismy
podilejici se na pathogenesi invazivniho meningokokového onemocnéni. Bylo ukazano,
Ze mezi hlavni faktory virulence meningokoka patii jeho povrchové komponenty: pili,
Opa a Opc, cozZ jsou proteiny vné€j§i membrany, které se podileji na adhesi bakterii
k hostitelskym  buinkdm a jejich internalizaci (95-97), lipooligosacharid,
polysacharidovd kapsule zabranujici fagocytoze bakterii a majici ochranné ucinky
zamétené predevs§im proti baktericidnim ucinkiim komplementu (98, 99) a dale tada
systému pro ziskavani iontl Zeleza, které jsou nezbytné k mnozeni meningokoka jak na
sliznici, tak v krevnim fecisti (100). DalSim faktorem virulence je IgA1l proteasa, ktera
je sekretovana do vné&jsiho prostiedi (101). Funkci IgA1 proteasy je zabranit aglutinaci a
mechanické likvidaci bakterie vyvolané plisobenim molekul IgA1, ptitomnych v epitelu
sliznice nosohltanu. Po navazani IgA1 proteasy dochazi ke Sté€peni v pantové oblasti
lidského IgAl (102), atedy k oddéleni antigen vazebného (Fab) a konstantniho
fragmentu (Fc). Uvolnény Fab fragment je v§ak stale schopen vazby na antigen, ¢imz
maskuje epitopy na povrchu bakterie, které by jinak byly rozpoznany neporusenymi
imunoglobuliny. Nicméné narozdil od jinych gramnegativnich pathogennich bakterii,
nebyl u N. meningitidis objeven zadny "klasicky" exotoxin, ktery by se na vzniku ¢i

pribéhu onemocnéni podilel. Pfi studiu proteind vné€jSi membrany baktérie
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N. meningitidis FAM20, jejichz produkce je regulovana v zavislosti na koncentraci
iontu Zeleza v prostiedi, byly vSak zcela neocekavané nalezeny proteiny FrpA a FrpC
(Fe-regulated protein), které byly na zaklad¢ jejich sekvenéni homologie zatazeny do
rodiny RTX proteint (103, 104). Vzhledem k tomu, zZe celd fada RTX proteint patfi
mezi dulezité faktory virulence, je mozné predpokladat, Ze také proteiny FrpA a FrpC

by mohly hrat urcitou roli v pathogenesi meningokokového onemocnéni.

2.2.2 Strukturni geny podilejici se na produkci a sekreci FrpC

V sekvenované &asti frp lokusu N. meningitidis FAM20 se kromé& samotného
strukturniho genu pro FrpC nachazi dalsi dva oteviené ¢teci ramce (Obr. 9) (103). Té€sné
pted genem frpC je na stejném DNA vldkné gen frpD kddujici lipoprotein vnéjsi
membrany (105), ktery nevykazuje signifikantni homologii s zadnym z doposud
identifikovanych a charakterizovanych proteini, a jehoz biologickd funkce je stejné
jako u proteinu FrpC neznama. Geny fipD a frpC jsou pravdépodobné piepisovany ze
stejného Zelezem regulovaného promotoru a jsou oddéleny pouze 17 nukleotidl
dlouhou sekvenci, obsahujici konzervované ribosom-vazebné misto genu frpC. Posledni
otevieny Cteci ramec, orf3, se nachdzi na opacném DNA vldkné nez orfI-frpC a koduje
protein o velikosti 24,9 kDa, ktery je homologni s proteinem [S1016-V, baktérie
Haemophilus influenzae (106). Geny koddujici jednotlivé komponenty sekre¢niho
aparatu typu I nejsou umistény ve frp lokusu nebo jeho blizkosti, ale v jiné &asti
chromosomu (107).

Fe-regulovany

promotor
orf3  frpD frpC

Obr. 9: Schématické znazornéni fip lokusu N. meningitidis FAM20. Jednotlivé geny
jsou znazornény silnymi &ervenymi a modrymi Sipkami. Cerna tenka $ipka
znazornuje zelezem regulovany promotor, zné¢hoz jsou pravdépodobné
ptepisovany geny frpD a fipC (93).
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K produkci FrpC proteinu v kultivatnim médiu dochazi u N. meningitidis
FAM20 pouze pii odstranéni iontd zeleza, tj. za limitace, do které se meningokok
dostava pii kolonizaci sliznice lidského hostitele (100, 103, 104, 108). Pied geny frpD-
frpC byl na zakladé podobnosti se sekvencemi promotorti Neisseria sp. a E. coli nalezen
promotor nesouci 16 bp, resp. 18 bp DNA sekvenci pravdépodobného Fur-specifického
operatoru (Fur box) (103, 104). Pfedpoklada se, Ze k regulaci exprese frp geni dochazi,
stejné jako u jinych Zelezem regulovanych gend N. meningitidis nebo jinych baktérii,
prostfednictvim Fur proteinu (Ferric uptake regulator), ktery zde funguje jako negativni
regulator transkripce (108-110). Pti nadbytku iontl zeleza vaze jeho dvojmocnou formu
a interaguje s Fur-specifickym operatorem Zelezem regulovanych genti a blokuje tak
jejich transkripci (Obr. 10). Naopak pii nedostatku iontl Zeleza k vazbé Fur proteinu

k Fur boxu nedochazi a geny mohou byt pfepisovany.

Dostatek ionti Zeleza Nedostatek ionta Zeleza
Represe geni Dereprese genti
apo-Fur

Fur vypnuto @ OO zapnuto
> NS

-
— > Geny regulované Fur box Geny regulované
Fur box ionty Zeleza ionty Zeleza

Obr. 10: Schématické znazornéni negativni regulace geni prostfednictvim Fur
proteinu. Pfi nadbytku iontl zeleza dochazi k vazbé komplexu Fur proteinu
s Zeleznatymi ionty k Fur boxu Zelezem regulovanych genii a tim
k zablokovani jejich transkripce. Opa¢nd situace nastava v piipade€, ze je
v prostiedi Zeleza nedostatek (111).

VSechny RTX proteiny jsou sekretovany sekre¢nim systémem typu I, ktery
sestava ze tii komponent: z ATP-vazajiciho proteinu vnitini membrany (RtxB),
kandlového proteinu vn¢j$i membrany (RtxE) a membranového periplasmatického
proteinu (RtxD), ktery propojuje oba dva ptedchozi. Geny kddujici proteiny RtxB,
RtxD a RtxE jsou u vétSiny bakterii uspotadany v jednom operonu, popiipadé jsou jako

operon organizovany geny pro RtxB a RtxD, pii¢emz gen pro RtxE je umistén v jiné
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¢asti chromosomu. In silico prohledavani genomu N. meningitidis séroskupiny B vSak
ukdzalo pfitomnost sekre¢niho systému typu 1 jedine¢né organizace. Byly nalezeny
geny kddujici homology RtxB, RtxD i RtxE, pficemz rtxB byl nalezen na chromosomu

samostatné a gen rtxD v tésném sousedstvi genu rexE (107).

2.2.3 Struktura a funkce proteinu FrpC

FrpC bakterie N. meningitidis je 1829 aminokyselinovych zbytki dlouhy
protein o relativni molekulové hmotnosti 198 kDa. Ve své C-koncové Casti nese 43
nonapeptidovych repetitivnich sekvenci, s charakteristickym konsensus motivem RTX
proteinl, které se podileji na vazbé vapenatych iontli a C-koncovy sekrecni signal
(Obr. 11) (103). Sekvence nesouci aminokyselinové zbytky 1-400 a 658-880 N-koncové
¢asti proteinu nevykazuji sekven¢ni homologii s Zzddnym z doposud zndmych proteind.
Oblast vymezend aminokyselinovymi zbytky 400 az 657 je tvofena tzv.
samoStépitelnym modulem (SPM, Self-Processing Module), ktery je zodpovédny za
autokatalytické Stépeni proteinu FrpC (112). Ktomu dochédzi v pfitomnosti

fyziologickych koncentraci vapenatych iontli mezi aminokyselinovymi zbytky Asp*'?a

4
Pro*!®

, za vzniku 45-kDa N-koncového a 150-kDa C-koncového fragmentu molekuly
FrpC. Stépeni vazby Asp*'*/Pro*!’ nebylo mozné zablokovat zadnym z nejbézngji
pouzivanych inhibitora serinovych, cysteinovych nebo aspartatovych proteas, stejné tak
jako inhibitori metalloproteas, coZ naznacuje, Ze by k nému mohlo dochéazet zcela
novym mechanismem (112). Naopak, bodové mutace negativné nabitych
aminokyselinovych zbytkil potencialné zapojenych do vazby vapenatych ionti (D499K,
D510A, D521K a ES532A) dramaticky snizily schopnost autokatalytického S$tépeni

proteinu FrpC (112).
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Sekreéni
Asp*'*/Pro*'® RTX doména  signal

Obr. 11: Schématické zniazornéni molekuly FrpC. N-koncova cast proteinu FrpC
(modre) nevykazuje Zadné znamky podobnosti s jakymkoliv doposud zndmym
proteinem. Nachazi se v ni takzvany samostépitelny modul (SPM, zbytky 414
az 657, Gervend) nezbytny pro Ca’'-dependentni autokatalytické $t&peni
proteinu FrpC mezi aminokyselinovymi zbytky Asp™™ a Pro*"® (112). V C-
koncové ¢asti molekuly se nachazi repetitivni doména typickd pro RTX
proteiny (Sedé s Srafovanymi bloky) a C-koncovy sekre¢ni signal (zlutg).

Piekvapivé bylo pozorovano, ze v disledku Stépeni molekuly FrpC dochazi
k tvorbé extrémné stabilnich vysokomolekulovych forem rekombinantniho proteinu
FrpC. Tyto formy byly rozpoznavany 9D4 anti-RTX monoklondlni protilatkou
poukazujici na pfitomnost C-koncové ¢asti proteinu FrpC i anti-FLAG protilatkou M2
rozpoznavajici aminokyselinovou sekvenci (tzv. FLAG tag) vlozenou na N-konec
proteinu FrpC. Detailni analyza pomoci hmotové spektrometrie ukéazala, ze se 45 kDa

415 o v ,
, muze vazat

N-koncovy fragment proteinu FrpC, vznikly §tépenim vazby Asp**/Pro
ptes C-terminalni aspartatovy zbytek k e-aminoskupiné lysinového zbytku jiné

molekuly FrpC a vytvaret tak kovalentni isopeptidovou vazbu (Obr. 12) (112).

22



Asp*'4/Pro*'®

v

Obr. 12: Schéma Stépeni molekuly FrpC a nasledného propojeni vzniklého
N-koncového fragmentu s druhou molekulou proteinu kovalentni
isopeptidovou vazbou. Po autokatalytickém S§tépeni proteinu FrpC
v pfitomnosti vapenatych iontil je odstépeny N-koncovy fragment (modre)
vazan prostfednictvim svého C-koncového aspartitového zbytku k
g-aminoskuping interniho lysinového zbytku jiné molekuly FrpC (zelen€), coz
vede ke vzniku kovalentni isopeptidové vazby (112).

Sekvence vykazujici vysoky stupeni podobnosti se sekvenci SPM proteinu
FrpC byly nalezeny také u nékterych jinych RTX proteind, které byly objeveny
pomérné nedavno a jejichz biologicka funkce je stejné jako u proteinu FrpC doposud
neznama (jsou produkovany bakteriemi Actinobacillus pleuropneumonie, Xylella
fastidiosa, Ralstonia solanacearum a Rhizobium leguminosarum (112, 113)). U proteinu
ApxIVA bakterie 4. pleuropneumonie bylo poté skute€né prokazano, ze je stejné jako
protein FrpC autokatalyticky $té€pen v pfitomnosti vapenatych iontii mezi zbytky Asp414
a Pro*"’, pfiemz dochazelo i v tomto piipadé k tvorbé stabilnich vysokomolekulovych

torem proteinu ApxIVA (113).

2.2.4 Systémy pro purifikaci rekombinantnich proteini zaloZené na

samoStépitelnych afinitnich kotvach

Jednim z moznych pfistupt k purifikacim rekombinantnich proteint je uziti

afinitnich kotev ur€enych pro purifikaci na afinitnich matricich. Tyto kotvy jsou
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fuzovany k jedné, popfipadé¢ obéma koncovym castem proteinu a diky jejich afinité
k ptislusné matrici je mozné dosdhnout velmi vysoké ¢istoty pozadovaného proteinu uz
po jednokrokové purifikaci. Mezi bézné uzivané afinitni kotvy patii napt. poly-His-,
poly-Arg-, c-myc-, FLAG-, S- nebo Strep-tag, chitin-vazebna doména, maltosu-vazajici
protein nebo glutathion S-transferasa. Nevyhodou systému zaloZenych na vSech téchto
afinitnich kotvach je fakt, Ze pro nékteré aplikace (stanoveni biologické aktivity,
krystalografie, produkce protilatek apod.) musi byt afinitni kotva odstranéna. Pro tento
ucel byva mezi afinitni kotvu a protein uréeny k purifikaci vkladan kratky peptid, ktery
je rozpoznavan nékterym typem vysoce specifické proteasy, coz umoziuje po jejim
ptidavku oddéleni pozadovaného proteinu od afinitni kotvy (Obr. 13). Tento postup s
sebou ale pfinasi ur€itd omezeni: (1) jiZ jednou vypurifikovany rekombinantni protein
musi byt znovu oddélen od odstépené afinitni kotvy, nedostépené formy proteinu a
proteasy, coz vyzaduje dalsi purifikaéni krok navic, (i1) uzivané proteasy, jako napiiklad
faktor Xa, enterokinasa nebo trombin nejsou vzdy zcela specifické a mohou
rozpoznavat a $tépit peptidové vazby i v jinych mistech rekombinantniho proteinu, (iii)
specifické §tépici misto miize byt v disledku konformace fuzniho proteinu nepiistupné
pro Stépeni danou proteasou, a (iv) pouZité proteasy maji vétSinou pomérné dlouhy
polocas reakce a jejich potizovaci naklady jsou dosti vysoké.

Ve snaze vyhnout se vySe uvedenym omezenim, byly vyvinuty systémy,
vnichZ je mezi poZadovany rekombinantni protein a afinitni kotvu vloZen tzv.
samoStépitelny modul (114). V pfipadé téchto systémi nedochéazi ke specifickému
Stépeni fuzniho proteinu ptidavkem zadné proteasy, ale pitimo samostépitelnym
modulem, ktery je po aktivaci schopen §tépit peptidovou vazbu mezi poZzadovanym
rekombinantnim proteinem a jim samotnym. Z toho je ziejmé, Ze samosteépitelny modul
musi spliiovat dva zékladni piedpoklady: (i) §t€pi specificky a u¢inné pouze peptidovou
vazbu spojujici rekombinantni protein s modulem samotnym; (ii) S$tépeni je
indukovatelné, coz zajiStuje, ze fuzni protein neni roz$t€épen uz v produkénim
organismu nebo b&hem pfipravy bunééného lyzatu, ale az v pfisluSném purifika¢nim
kroku. Tyto podminky zna¢né zuzuji vybér potencidlnich proteind pro pfipravu

funk¢nich samostépitelnych modull a v soucasnosti proto existuji pouze dva.
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Promotor
I:D' Kotva pro afinitni
Klonovani a * purifikaci
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kolonu a promyti ‘
matrice
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Obr. 13: Schéma typické strategie purifikace rekombinantnich proteini pomoci
afinitni chromatografie. Gen pro protein ureny k purifikaci je fuzovan
s DNA sekvenci pro afinitni kotvu a exprimovan. Poté je pfipraven bunéény
lyzat, ktery je nanesen na kolonu s pfisluSnou afinitni matrici, kde je fizni
protein specificky zachycen a ostatni kontaminujici proteiny jsou odmyty.
Fuzni protein je pak eluovan a afinitni kotva odstépena specifickou proteasou.
Kotva muze byt ods$tépena také pifimo na koloné, pficemz v tomto pfipadé
zUstane navazana na matrici (v tomto piipadé byva ale u¢innost Stépeni
vét§inou nizsi).

Jeden znich je zalozeny na modifikovaném VMA inteinu Saccharomyces
cerevisiae. VMA intein, fuzovany svym C-koncem k chitin-vazajici doméné pochazejici
z Bacillus circulans (Chitin-Binding Domain, CBD) jako afinitni kotvé€, je na svém N-
konci fizovan s rekombinantnim proteinem uréenym k purifikaci (114). Béhem ni je
exprimovany fuzni protein vdzan diky CBD kotvé na kolonu s chitinovou matrici,
pfiCemz ostatni kontaminujici proteiny jsou odstranény. Vystavenim redukénimu
pusobeni thiold (napf. DTT, -merkaptoethanol, cystein) je u inteinu aktivovana $tépici

aktivita a u fuzniho proteinu navdzaného na matrici dochézi ke $té€peni peptidové vazby
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mezi inteinem a rekombinantnim proteinem, ktery je nasledné uvolnén z matrice.
Zbytek fuze, intein-CBD, zilstane pevné zachycen na matrici a nekontaminuje
purifikovany protein. Tento systém, zaloZzeny na inteinu, je komeréné dostupny pod
nazvem “T7 IMPACT (Intein Mediated Purification with an Affinity Chitin-binding
Tag) System* od firmy New England Biolabs (Obr. 14). Druhy samostépitelny modul
vyuziva katalytickeho jadra sortasy A bakterie Staphylococcus aureus. V tomto ptipadé
je sortasa A na N-konci flizovana se Sesti histidinovymi zbytky, umoziujicimi
naslednou purifikaci celého fuzniho proteinu na Ni-NTA agarose, a na C-konci pak s
poZzadovanym rekombinantnim proteinem (115). Indukce $tépeni fuzniho proteinu se
v piipad¢ sortasy A provadi pomoci vapenatych iontd (115).

Jako vhodny kandidat pro vySe popsanou aplikaci se jevi i samostépitelny
modul proteinu FrpC (kap. 2.2.3). Jeho vyuzitim pro konstrukci samo§tépitelné afinitni

kotvy a naslednou purifikaci se zabyva druha ¢ast predkladané diplomové prace.

v

Promotor :_ Kotva pro afinitni
purifikaci

Klonovani a *
exprese
Naneseni na *
kolonu a promyti Afinitni
initni
Indukce $tépeni l g b s max o ff
pfidavkem DTT Specifické stépici misto
\

\

Obr. 14: Schéma purifikace rekombinantnich proteinit s vyuZitim samoStépitelné

int-CBD afinitni kotvy. Protein ureny k purifikaci je N-koncovym fuznim
partnerem inteinu, ktery na svém C-konci nese CBD kotvu pro afinitni
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chromatografii. Po naneseni buné¢ného lyzatu na kolonu, navazani fuzniho
proteinu na afinitni matrici a odmyti kontaminujicich proteint je pomoci DTT
indukovano $tépeni vazby mezi rekombinantnim proteinem a fuzi intein-
CBD. Nakonec je rekombinantni protein eluovan, pficemz intein-CBD
zlstava pres afinitni kotvu CBD pevné vazan na matrici.
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3  Cile diplomové prace

3.1 Cile studia proteinu ACT

RTX protein ACT bakterie B. pertussis slouzi jako nereplikativni plasmid pro
dopravu vakcinaéné vyznamnych CD4" a CD8' T-buné&nych epitopd do drahy
zajist'ujici jejich zpracovani a prezentaci na molekulach MHC II., resp. MHC L. tiidy

APC. Cile prvni ¢asti predkladané diplomové prace byly nasledujici:

1. Zavedeni nového systému pro expresi rekombinantniho ACT a jeho derivatl

v burikach E. coli a jeho porovnani se systémem stavajicim.

2. Konstrukce plasmidii pro produkci detoxifikovaného ACT, fuzniho proteinu MalE-
RTX hemolysin, dele¢nich variant MalE-RTX hemolysin a volného MalE.

3. Produkce a nasledna purifikace téchto rekombinantnich proteini pro pouZiti

v imunologickych studiich.
3.2  Cile studia proteinu FrpC

RTX protein FrpC bakterie N. meningitidis podléhd v ptitomnosti
fyziologickych koncentraci vapenatych iontu specifickému autokatalytickému $tépeni,
kterého by mohlo byt vyuzito k purifikacim rozpustnych rekombinantnich proteint. Cile

druhé ¢asti predkladané diplomové prace byly nasledujici:

. Konstrukce plasmidid pro produkci rekombinantnich proteinti fizovanych s SPM

proteinu FrpC a afinitni kotvou, produkce a purifikace fiznich proteinti.
2. Charakterizace SPM-zprostiedkovaného §tépeni fuznich proteint v roztoku.

3. Charakterizace SPM-zprostiedkovaného $tépeni fiznich proteinid po jejich vazbé na

afinitni matrici.

4. Oveéfeni zachovani enzymatickych aktivit rekombinantnich proteinti purifikovanych

chromatografii zaloZzenou na samostépitelné SPM-CBD afinitni kotvé.

S. Srovnani d¢innosti  purifikacniho systému zaloZzeného na SPM bakterie

N. meningitidis s komer¢nim systémem zaloZzenym na inteinu kvasinky S. cerevisiae.
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4  Experimentalni Cast
4.1 Chemikalie, material a pristrojové vybaveni

4.1.1 Seznam pouzitych chemikalii
A-DNA, MBI Fermentas, Vilnius, Litva
[a-*P]ATP, INC, Hanover, USA
[2,8-’H]cAMP, INC, Hanover,USA
1-Butanol, Lachema, Bro, Ceska republika
Adenosin-5"-trifosfat (ATP) , Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Adenosin-3",5"-(cyklicky) monofosfat (cAMP), Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Agarosa pro DNA elektroforesu, Promega, Madison, USA
Akrylamid, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Ampicilin, Biotika, Slovenska Lupca, Slovenska Republika
Bacto-tryptone, Oxoid, Hampshire, Anglie
Bakteriologicky agar, Oxoid, Hampshire, Anglie
Bromfenolova modf, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Coomassie Blue G-250, Serva, Heidelberg, SRN
Coomassie Blue R-250, Serva, Heidelberg, SRN
Dithiothreitol (DTT), Serva, Heidelberg, SRN
Dimethylsulfoxid (DMSO), Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Dihydrogenfosforeénan draselny, Lachema, Neratovice, Ceska republika
Dihydrogenfosfore¢nan sodny (dihydrat), Lachema, Neratovice, Ceské republika
5,5’- dithiobis(2-nitrobenzoova kyselina), Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
DEAE-Sepharosa CL-6B, Pharmacia, Praha, Ceska republika
D-maltosa, Serva, Heidelberg, SRN
dNTP mix (10 mM roztok), MBI Fermentas, Vilnius, Litva
Dodecylsulfat sodny (SDS), Serva, SRN
Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného, Lachema, Neratovice, Ceska
republika
Ethanol, Lachema, Neratovice, Ceska republika

Ethidiumbromid, Serva, Heidelberg, SRN
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Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA), Serva, Heidelberg, SRN
Glycin, Serva, Heidelberg, SRN

Glukosa, Lachema, Neratovice, Ceska republika

Glutathion, Invitrogene, San Diego, USA

Glycerol, Lachema, Neratovice, Ceska republika

Hoveézi sérovy albumin (BSA), Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Hydrogenfosfore¢nan draselny, Lachema, Neratovice, Ceska republika
Hydrogenfosfore¢nan sodny (heptahydrat), Lachema, Neratovice, Ceska republika
Hydroxid sodny, Lachema, Neratovice, Ceska republika
Hydroxyapatit, Calbiochem, San Diego, USA

Chitin IMPACT™ T7 System) New England Biolabs, Ipswich, USA
Chloramfenikol, Merck, Darmstadt, SRN

Chlorid draselny, Lachema, Neratovice, Ceska republika

Chlorid hofe¢naty, Lachema, Neratovice, Ceska republika

Chlorid sodny, Lachema, Neratovice, Ceska republika

Chlorid vapenaty, Lachema, Neratovice, Ceska republika
Chloroform, Penta, Chrudim, Ceska republika

Imidazol, Fluka, Seelze, SRN

Isopropanol, Lachema, Neratovice, Ceska republika

Isopropyl B-D-thiogalaktopyranosid (IPTG), Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Kalmodulin (CaM), Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Kanamycin, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Kvasni¢ny extrakt, Oxoid, Hampshire, Anglie

Kyselina boritd, Lachema, Neratovice, Ceska republika

Kyselina chlorovodikova, Lachema, Neratovice, Ceska republika
Kyselina fosforecnd, Lachema, Neratovice, Ceska republika

Kyselina octovd, Lachema, Neratovice, Ceska republika
[-merkaptoethanol, Merck, Darmstadt, SRN

Methanol, Lachema, Neratovice, Ceska republika

Mocovina, Lachema, Neratovice, Ceska republika

Ni-NTA agarosa, Quigen, Hilden, SRN
N,N,N",N’-tetramethylethylendiamin (TEMED), Serva, SRN

30



N,N’-methylenbis-akrylamid, Serva, Heidelberg, SRN

Octan sodny, Lachema, Neratovice, Ceska republika
O-nitrophenyl-B-D-galaktosid, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Fenol, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Phenyl-Sepharosa, Pharmacia, Praha, Ceska republika

RNAsa A, Qiagen, Hilden, SRN

Sephadex G-25, Pharmacia, Praha, Ceska republika

Sestava na izolaci DNA, Top-Bio, Praha, Ceska republika
Sestava na stanoveni LPS, Cambrex, Pittsburg, USA

Siran hotec¢naty, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Standardy (High Range Molecular Weight Standards) pro urCovani hmotnosti
proteinti pro SDS-PAGE o sloZeni: myosin (205 kDa), B-galaktosidasa (116,5 kDa),
tosforylasa (97,4 kDa), BSA (66,2 kDa), ovalbumin (45 kDa), anhydrasa (31 kDa),
trypsin inhibitor (21 kDa) a lysozym (14 kDa); Bio-Rad, Herkules, USA

Uhligitan sodny, Lachema, Neratovice, Ceska republika

Tetracyklin hydrochlorid, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris), Serva, Heidelberg, SRN
Tris(hydroxymethyl)aminomethan-hydrochlorid (Tris-HCl), Serva, Heidelberg, SRN

Vsechny pouzité chemikélie dosahovaly analyticke Cistoty.

4.1.2 Pristrojové vybaveni
Elektroforesa Mini-PROTEAN II, Bio-Rad, Herkules, USA.
Mrazici box (-20 °C), Zanussi, Rim, Italie.
Mrazici box (-80 °C), Jouan, Pafiz, Francie.
Odstiedivka Biofuge pico, Heraeus Instruments, Heidelberg, SRN.
QOdstiedivka Sorvall RT6000B, Du Pont Instruments, New York, USA.
Qdstiedivka Sorvall RC5C, Du Pont Instruments, New York, USA.
QOdstredivka Sorvall OTD Combi, Du Pont Instruments, New York, USA.
pH-metr MV 870, Prazitronick, Berlin, SRN.
Piedvazky Nagema, OWA Labor, Berlin, SRN.
Digitalni vahy, Mettler, Bonn, SRN.
Spektrofotometr SECOMAM S.2501+, ALC-SECOMAM, Nice, Francie.

Termostatovana tifepaci vodni lazen typ 357, Elpan, VarSava, Polsko.
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Termostatovana vodni lazen typ U7C, VEB MLW, Mnichov, SRN.
Termostatovana vodni lazen typ UHS, VEB MLW, Mnichov, SRN.
Ultrasonikator S3000, Misonix, New York, USA.
Vortex MS 1, IKA-Works, Inc., New York, USA.

Zafizeni pro izolaci DNA (Lego-kit), TopBio, Praha, Ceska republika

Zatizeni pro DNA elektroforesu, MBU AV, Praha, Ceska republika.
Zatizeni pro DNA elektroforesu, Bio-Rad, Herkules, USA.

Zdroj pro elektroforesu, Vyvojové dilny CSAV, Praha, Ceska republika.

4.1.3 Pouzité restrik¢ni endonukleasy

Tab. 1: Seznam pouzitych restrikénich endonukleas

Enzym Zasahové | Vyrobce Vhodny reakéni | Reakéni Vyzaduje
misto NEB pufr teplota (°C) |0,01% BSA

BamH [ G/ATCC |NEB,USA |2 37 ano
BspH | T/CATGA |NEB,USA |24 37 ne
BsrG 1 T/GTACA |NEB,USA 2,4 37 ano
BstB | TT/CGAA |NEB,USA |4 65 ne
EcoR | G/AATTC |NEB,USA |1,2,3,4 37 ne
EcoR V GAT/ATC [NEB,USA |3 37 ano
Hind III A/AGCTT |NEB,USA |2 37 ne
Kpn | GGTAC/C |NEB,USA |1 37 ano
Mlu I A/CGCGT |NEB,USA |3 37 ne
Msc | TGG/CCA |NEB,USA [4 37 ne
Nco | C/CATGG |NEB,USA |1,2,3,4 37 ne
Nde | CA/TATG |NEB,USA [24 37 ne
Nhe | G/CTAGC |NEB,USA 1,2,4 37 ano
Pst | CTGCA/G |NEB,USA |3 37 ano
Sal | G/TCGAC |NEB,USA |3 37 ano
Sma | CCC/GGG |NEB,USA |4 25 ne
Spe | A/CTAGT |NEB,USA |2 37 ano
Xba | T/CTAGA |NEB,USA |2 37 ano
Xho | C/TCGAG |NEB,USA |2,3,4 37 ano
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4.14 Ostatni enzymy

» Alkalicka fosfatasa (SAP), MBI Fermentas, Vilnius, Litva

» Pankreaticka ribonukleasa (RNasa), MBI Fermentas, Vilnius, Litva

= T4 DNA-ligasa, MBI Fermentas, Vilnius, Litva - dodavany s T4 DNA liga¢nim
pufrem (10 x koncentrovany, pH 7,5, 660 mM Tris-HCl, 50 mM MgCl,, 100
mM DTT, 10 mM ATP)

= T4 DNA polymerasa, New England Biolabs, Ipswich, USA

= Phusion polymerasa (Top-Bio, Praha, Ceska republika) s kompletnim pufrem
(10 x koncentrovany, pH 8,8, 100 mM KCIl, 200 mM Tris-HCl, 100 mM
(NH4)2S04, 20 mM MgSOs, 1% Triton X-100)

4.1.5 Pouzité roztoky a pufry
SloZeni jednotlivych NEB pufri (New England Biolabs, Ipswich, USA),

pouzitych pfi $tépeni restrikénimi endonukleasami:

NEB pufr 1 (10 x koncentrovany): pH 7,0
Bis Tris Propan-HCI. ......... 10 mmol/l
1\ 0o O D S 10 mmol/l
DTT . 10 mmol/l

NEB pufr 2 (10 x koncentrovany): pH 7.9
Tris-HCL..oo 100 mmol/l
MEClyeeiiiiiiii 100 mmol/1
NaCl...oooeeiiiiiiiieene 500 mmol/l
DTT e, 10 mmol/l

NEB pufr 3 (10 x koncentrovany): pH 7.9
Tris-HCl....oooiiiie 500 mmol/l
MgClyoooiiiiiiiieeeeee, 100 mmol/l
NaCl....coooooiiiiiie 1000 mmol/l
DTT e 10 mmol/l
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NEB pufr 4 (10 x koncentrovany):

Tris-acetat ........cccccuvenenne 200 mmol/]
Acetat hofecnaty ............... 100 mmol/l
Acetat draselny ................. 500 mmol/l
DTT oo 10 mmol/l

pH 7.9

Dale je uvedeno sloZeni ostatnich pouZivanych pufru a roztoki:

TE pufr:
Tris-HCL.....oooii 10 mmol/l
EDTA. ..o, 1 mmol/l
TBE pufr:
Tris-borat .......ocovveecveeveeenen. 90 mmol/l
EDTA. ..o, 2 mmol/l

TN pufr (Ni-NTA):
Tris-HC o 50 mmol/l

TNE pufr (Amylosa, Chitin):

Tris-HCl..oeeiiiiiieieee 50 mmol/l

NaCl.....ccoveviiiiieien 150 mmol/l

EDTA....cooiiieeeee, 1 mmol/l
UP pufr:

MoOCOVINA.....covvirieieieeieenne 8 mol/l

NasPOsuoororeeeiiiiiiii 43 mmol/l
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TU pufr: pH 8,0

MoOCOVINA....cevvneeeeeeeeevieenn. & mol/l
Tris-HCl..ooeieeeeee, 50 mmol/l

TUE pufr: pH 8,0
MOCOVINA. ..o eeeeeeeeeeeeeeaean. 4 mol/l
Tris-HCl...ooooveeeeeeeeee, 50 mmol/l
EDTA...oooeeee e, 2 mmol/l

TUN-A pufr: pH 8,0
MoOCOVINA....ccevee e 8 mol/l
Tris-HCl...oeee. 50 mmol/l
NaCl.ooooiriiiiiii 120 mmol/1

TUN-B pufr: pH 8,0
MoOCOVINA...cceeeeeeeeeeeeeee e 8 mol/l
Tris-HC..oieieeee, 50 mmol/l
NaCl..oooeeeeeeeeieeeeeeeeeneee, 200 mmol/1

TI pufr: pH 8,0
Tris-HCl....eeeeee. 50 mmol/1
Isopropanol ...........cccecveueenne 60 %(v/v)

BFB (5 x koncentrovany) :

Bromfenolova modi............ 0,25 (w/v)
Glycerol ......ccoeoveviiniecenne 40% (v/v)

Roztok I: pH 8,0
Glukosa......cccceevervenrenieenen. 50 mmol/l
Tris-HCl....oooeiiiiiiiiicne 25 mmol/l
EDTA...ccooiiieieeeieene 10 mmol/l

Steriluje se autoklavovanim (0,12 MPa, 20 minut). Uchovava se pii 4°C.
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Roztok I1:

NaOH......ccoovveviiiiiiinnen, 0,2 mmol/l

SDS .o 1% (W/v)
Roztok III:

5 mol/l octan draselny................ 60 ml

Ledové kyselina octova.......... 11,5 ml

Voda....ueeieiiiiiiiiieieiciieieeeee 28,5 ml

Uchovava se pii 4°C.

Cinidlo Bradfordové:
Coomassie Blue R250.. ..0,01% (w/v)

Ethanol........c...cccoeeenens 4,7% (v/Iv)
H3PO4ueeviiiiiiiinieiee e 8,7% (v/v)
PBS
NaCl...oov e 138 mmol/l
KClLoieeiees 3 mmol/l
NaHPOg..oooiveiieeiii 12 mmol/l
KHoPOg.oooooooiiiii, 2 mmol/l
PBS/E
NaCl....oovevoiiniiiieiciieenns 138 mmol/l
KClioe, 3 mmol/l
NayHPOg..ooooe v, 12 mmol/l
KHoPOg.ooiiiiiiiiicicine, 2 mmol/l
EDTA.........cccceiveeveeeeeen.... ] mmol/l
Z pufr:

NayHPOq. ... eeeeeeee......0,06 mol/l
NaH,POq4..cooeeeeeeennnt.....0,04 mol/l
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KCl.ooiiiiieiieieeeeeee......0,01 mol/1
MgSOq4... ccceevveveevevvinne..... ] mmol/l

B-merkaptoethanol... ..........0,05 mol/l

Skladujeme pti 4 °C.

30% roztok akrylamidu pro SDS-PAGE:
Akrylamid.......c..cocoviviininnn. 29% (w/v)

N,N’-methylenbisakrylamid......

Zaostiovaci gel pro SDS-PAGE 5%:

1% (w/v)

30% roztok akrylamidu...... ...... 266 ul
Destilovana voda..................... 1,23 ml
1 M Tris-HCI pufr (pH 6,8)......200 pl
10% SDS...oomiiieeeeeee 60 pl
20% APS ... 20wl
TEMED ...oooiiiiiieecee 5ul

Rozdélovaci gel pro SDS-PAGE 7,5%:

30% roztok akrylamidu... ....... 1,24 ml
Destilovana voda .............cocuu... 1,8 ml
1 M Tris-HCl pufr (pH 8,8)....1,87 ml
10% SDS...oooiiiiieeeees 50 pl
20% APS....ooiieee 12,5 pl
TEMED ..ot 12,5 ul
Rozdélovaci gel pro SDS-PAGE 10%:
30% roztok akrylamidu .......... 1,66 ml
Destilovana voda .................... 1,38 ml
1 M Tris-HCI pufr (pH 8,8)....1,87 ml
10% SDS...ooiiiiieeee 50 pl
20% APS. ..o 12,5 ul
TEMED ....coooiiiiiiieeee 12,5 ul
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Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE:

Tris-HCl...oooiiie 50 mM
DTT oo 100 mM
SDS . 2% (w/v)
Bromfenolova modr.......... 0,1% (w/v)
Glycerol ......ccoevviiiiniennens 10% (v/v)

Barvici roztok pro SDS-PAGE:

Methanol...........cccccevvieriiennnne 225 ml
Voda.....oooiiiiiiiiee, 225 ml
Kyselina octova ...........coevennenne. 50 ml

Coomassie Brilliant Blue G250..0,5 g

Odbarvovaci roztok pro SDS-PAGE:

Methanol..........ccccooceeveniennnne. 250 ml
Voda.....cooiiiiiicieeec 650 ml
Kyselina octova ..........cccceue.e. 100 ml

Uchovavaci roztok pro SDS-PAGE:

Methanol........coceeeeeeeeeeeecen. 25 ml
VOda..ee e 450 ml
Glycerol ......ccoooveviiieniiiiieneane 25 ml

B 1 o 1S 25 mmol/l
GlyCin ...ocovevveeveereieeeeen, 250 mmol/1
N D R S 0,1 % (w/v)
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RM pufr
4 mg 5,5 -dithiobis(2-nitrobenzoové kyseliny) rozpustime v 1 ml 1 M Tris pH
7,8, pfidame 200 pl 5 mM acetyl-CoA a doplnime deionizovanou vodou na koneény

objem 10 ml.

Substrat pro stanoveni aktivity chloramfenikol acetyltransferasy
5 mM roztok chloramfenikolu pfipravime rozpu$ténim 16 mg pevného

chloramfenikolu v 10 ml ethanolu. Skladujeme pii -20 °C.

4.1.6 Syntetické oligonukleotidy

Oligonukleotidy byly dodany jako jednovlaknova DNA v lyofilizované formé
(Generi Biotech, Hradec Kralové, CR). Pro nasledné pouziti ke vkladani do plasmidové
DNA byly rozpustény v TE pufru na vyslednou koncentraci 1 pg/ul. Smés dvou
komplementarnich oligonukleotidl byla inkubovana pfi teploté 70 °C po dobu 10 minut
a poté pozvolna ochlazena na pokojovou teplotu. Timto zpisobem byly oligonukleotidy
pfrevedeny na dvouvldknovou formu DNA. Pro pouziti k sekvenaci DNA byly

oligonukleotidy rozpustény v TE pufru na vyslednou koncentraci 10 pmol/pl.

Tab. 2: Pouzité oligonukleotidy

Oligonukleotidy pro amplifikaci genu pro MalE

MalE For 5’- GCG CAT ATG AAA ATC GAA GAA GGT AAA CTG -3
MalE Back 5’- CGC GTT CGA ACC CTT GGT GAT ACG AGT CTG C -3’
Oligonukleotidy pro klonovani malE pro pripravu pT7CT7ACT1/ES5A374-647
BstNcoDel For 5-CGA AGG G-3

BstNcoDel Back 5-CAT GCCCTT -3’

Oligonukleotidy nesouci zasahové misto pro restrikéni endonukleasu BstB 1

umoziujici konstrukci plasmidu pET28-malE-C-His

HindXhoAdap For 5- AGCTTT CGA ATG -3’

HindXhoAdap Back 5-TCG ACATTC GAA -3’

Oligonukleotidy nesouci sekvenci kédujici histidinovou kotvu (6xHis)
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6xHis_For 5’- TAT GCA TCA CCA TCA CCA TCA CAC GCG -3

6xHis_Back 5'- TA CGC GTG TGA TGG TGA TGG TGA TGC A-3°

Oligonukleotidy nesouci sekvenci kédujici STOP kodon

STOP_For 5- CTA GGA TCATGA -3’

STOP_Back 5-CTAGTCATGA TC-3’

Oligonukleotidy nesouci zasahové misto pro restrikéni endonukleasu Nhe I umozZiujici

klonovani genu pro GST z plasmidu pET42b

GST For 5’- CTA GCG ACC CGC TAG CAC -3’

GST_Back 5- GTAC GTG CTA GCG GGT CG-3°

Oligonukleotidy pro amplifikaci genu pro CAT

CAT For 5’- CGC GCA TAT GGA GAA AAA AATCACT-3’
CAT_Back 5’- GGG CTA GCG GGT CCG CCC CGC CCT GCC ACT C-3°
Oligonukleotidy pro amplifikaci genu pro LacZ

LacZ _For 5’- CCG GTA CCA TGA TAG ATCCCGTCG TT -3’
LacZ_Back 5’-G GGC TAG CGG GTC ATG GTG ATG GTG ATG ATG-3’

4.1.7 Kultiva¢ni média

4.1.7.1 Tekuta kultivaéni média
LB médium (Luria-Bertani médium):

Bacto-tryptone .........cccceovveeeneenn. 10g
Kvasni¢ny extrakt............cccoeeeeenne. 5¢g
NaCl...ooooieiieieeeeieeee e 10g
Deionizovand voda............ do 1000 ml
MDO médium:
JAE:1 5 03 SO lg
T 3 1 O 3g
NH4Cl .o, 2¢g
NaySOy.coiciieiiiieeiieee 0,5¢g
Thiamin.......cccecevvevencincnene. 10 mg
Kvasni¢ny extrakt...........c.o...... 20 mg
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Glycerol .......cocoeveenieveccicnicnnnn 20 mg

Deionizovana voda........... do 1000 ml
Upravi se na pH 7,0 pomoci 5 mol/l NaOH. Steriluje se autoklavovanim (0,12 MPa,
20 minut).

Médium s tetracyklinem a ampicilinem :
Pfipravi se piislusné médium (LB médium nebo MDO médium) (kap. 4.1.7.1).
Po sterilaci a vychladnuti se k médiu ptida tetracyklin do vysledné koncentrace 12,5

pug/ml a ampicilin do vysledné koncentrace 150 pg/ml.

Médium s ampicilinem:
Pfipravi se médium (LB médium nebo MDO médium) (kap. 4.1.7.1). Po

sterilaci a vychladnuti se k médiu pfida ampicilin do vysledné koncentrace 150 pg/ml.

Médium s kanamycinem:
Piipravi se piislu§né médium (LB médium nebo MDO médium) (kap. 4.1.7.1).

Po sterilaci a vychladnuti se k médiu pfida kanamycin do vysledné koncentrace 60

pg/ml.

Takto piipravend média se uchovavaji pii 4 °C.

4.1.7.2 Tuha kultiva¢ni média
LB médium s tetracyklinem a ampicilinem :

Pipravi se LB médium (kap. 4.1.7.1) a pied sterilaci se do média ptida 18 g/l
bakteriologického agaru a po sterilaci a vychladnuti tetracyklin do vysledné koncentrace

12,5 pg/ml a ampicilin do vysledné koncentrace 150 pg/ml.

LB médium s ampicilinem:
Ptipravi se LB médium (kap. 4.1.7.1) a pted sterilaci se do meédia piida 18 g/l
bakteriologického agaru a po sterilaci a vychladnuti se k médiu ptida ampicilin do

vysledné koncentrace 150 pg/ml.
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LB médium s kanamycinem:
Ptipravi se LB médium (kap. 4.1.7.1) a pted sterilaci se do média piida 18 g/l
bakteriologického agaru a po sterilaci a vychladnuti se k médiu pfidd kanamycin do

vysledné koncentrace 60 pg/ml.

4.1.8 Plasmidy
pPAc5.1/V5-His/lacZ (Invitrogene, USA) nese gen pro B-galaktosidasu, ktery je

ve fazi ¢teni se sekvenci kodujici histidinovou kotvu a gen pro rezistenci k ampicilinu.

pET2 (116) nese gen pro chloramfenikol acetyltransferasu a gen pro rezistenci
ke kanamycinu.

pET28b (Novagen, USA) nese gen pro rezistenci ke kanamycinu a sekvenci
pro histidinovou kotvu.

pET42b (Novagen, USA) nese gen pro glutathion-S-transferasu a gen pro
rezistenci ke kanamycinu.

pMM100 (P. Sebo) je plasmid nesouci gen pro rezistenci k tetracyklinu a gen
kodujici Lacl® represor.

pT7CACT1 (117) nese gen cyad kédujici ACT a gen cyaC kddujici protein
nezbytny pro posttranslaéni modifikaci ACT mastnou kyselinou. Oba geny jsou pod
kontrolou inducibilniho /ac promotoru. Tento plasmid nese gen pro rezistenci
k ampicilinu.

pT7CT7ACT1 (70) nese gen cyad kédujici ACT a gen cyaC kddujici protein
nezbytny pro posttranslaéni modifikaci ACT mastnou kyselinou. Oba geny jsou pod
kontrolou inducibilniho Jac promotoru. Tento plasmid nese gen pro rezistenci
k ampicilinu.

pT7CT7ACT1/BstNheAdap (R. Osicka, nepublikovany konstrukt)

pT7CT7ACT1/SmaBstAdap (R. Osicka, nepublikovany konstrukt)

pTYB2 (New England Biolabs, USA) nese gen pro rezistenci k ampicilinu a
gen pro intein a chitin vazebnou doménu (CBD), kterému ptedchéazi polyklonovaci

.....

Do polyklonovaciho mista jsou klonovany geny, jejichz proteinové produkty jsou

uréeny k purifikaci pomoci IMPACT™

pTYB2-frpC-int-CBD (R. Osicka, nepublikovany konstrukt)

T7 systému na chitinové koloné.
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pTYB2-MCS-SPM-CBD (R. Osicka, nepublikovany konstrukt)
pTYB2-MCS-BstAdap-SPM-CBD (R. Osi¢ka, nepublikovany konstrukt)

4.1.9 Bakterialni kmeny

Bakteridlni kmen E. coli XL1-Blue (Stratagene, USA) recAl endAl gyrA96
thi- 1 hsdR17 supE44 relAl lac [F'proAB lacl® ZAM15Tn10(Tet’)] byl pouzivan pro
manipulaci plasmidovych DNA a expresi ACT.

Bakteridlni kmen E. coli BL21(ADE3) (Novagen, USA) F ompT gal[dcm]
[lon] hsdSp (rgmg ;an E. coli B strain) s DE3, A profagem nesoucim gen pro T7 RNA-
polymerasu byl pouzivan pro expresi proteinu MalE a fuznich proteinii na bazi SPM

proteinu FrpC bakterie Neisseria meningitidis.

4.2 Metody a pracovni postupy

4.2.1 Uchovavani bakterialnich kmenu

Kmeny E. coli byly kratkodob€ uchovavany na tuhém LB médiu s ptislusnym
antibiotikem. Dlouhodobé byly uchovavany ve 40% glycerolu pii teplot¢ — 80 °C.
Bakteridlni kmeny vzniklé transformaci plasmidové DNA do kompetentnich bun¢k E.
coli (kap. 4.2.4) byly kritkodobé uchovavany na tuhém médiu s pfisluSnym

antibiotikem pfi 4 °C.

4.2.2 Izolace chromosomalni DNA E.coli K12

Narostla bakteridlni 50 ml kultura bun€k E. coli K12 byla centrifugovana
(12000g 4 °C, 1 minuta). Supernatant byl odlit a pelet resuspendovan v 0,8 ml TNE
pufru. Nasledné bylo piidano 50 pl 10% SDS a 5 ul RNAsy A do vysledné koncentrace
10 mg/ml. Smés byla inkubovana po dobu 30 minut pfi teploté 42 °C, aby doslo k 1yzi
bun€k a Stépeni RNA v nich pfitomné. Po uplynuti této doby bylo do smési ptidano
postupné 0,5 ml fenolu a 0,5 ml chloroformu. Smés byla dlkladné protfepana a
centrifugovéana (12000g, 4 °C, 5 minut). Horni vodna faze byla odebrana a k ni bylo
ptidano 70 pl 3 mol/l octanu sodného a v dal§im kroku 700 ul isopropanolu. Smés byla
ponechana 15 minut na ledu a nasledn¢ centrifugovana (12000g, 4 °C, 10 minut).

Supernatant byl odlit a pelet resuspendovan ve 300 ul TE pufru. Kroky nasledujici od
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ptidavku octanu sodného byly zopakovany jesté¢ jednou. Vysledny pelet byl oplachnut
ptidavkem 1 ml 70% ethanolu, ethanol odlit a pelet po odpateni ethanolu resuspendovan
ve 100 ul TE pufru. Koncentrace ziskané DNA byla méfena spektrofotometricky a jeji

Cistota stanovena z poméru OD,40/OD2gy.

4.2.3 Priprava kompetentnich bunék Escherichia coli

Na tuhé LB médium byla nanesena suspenze bakterie E. coli a kultivovana
(37 °C, 16-24 hodin). Jedna kolonie E. coli byla pienesena z tuhého LB média do 50 ml
tekutého LB média, které bylo ptedehtaté na 37 °C. Buiiky byly kultivovany pii 37 °C
za intenzivniho tfepani a béhem kultivace byla méfena opticka densita pfi vinové délce
600 nm (ODgy). Jakmile dosahla hodnoty 0,3-0,4 byla kultura prudce ochlazena na
4 °C a centrifugovana (6000g, 4 °C, 10 minut). Sediment byl resuspendovan v 10 ml
sterilniho 0,1 M CaCl, o teploté¢ 4 °C. Po inkubaci (4 °C, 15 minut) byla bun&¢na
suspenze centrifugovana (6000g, 4 °C, 10 minut) a sediment byl opét resuspendovan ve
2 ml 0,1 mol/l CaCl, o teploté 4 °C.

Kompetentni buiiky byly uchovavany 24-48 hodin pfi 4 °C nebo byla jejich
suspenze smichana s roztokem 40% glycerolu v poméru 1:1 a uchovéavéna pfi teploté -

80 °C.

4.2.4 Transformace plasmidové DNA do kompetentnich bunék

K 200 pl suspenze kompetentnich bun€k byl pfidan 1 pl plasmidové DNA
ziskané minipreparativni izolaci (kap. 4.2.5.1), obsah byl Setrné, ale diikladn€ zamichan.
V pfipadé, Ze byla transformovana DNA ziskana ligaci (kap. 4.2.6.4), bylo ke stejnému
mnozstvi kompetentnich bunék piidano 15 pl ligaéni smési DNA. Smés byla
inkubovana (4 °C, 30 minut) a nasledn¢ pfenesena na 5 minut do vodni lazné o teploté
37 °C a poté ochlazena v ledu. Po ptidani 1 ml tekutého LB média byla kultura
inkubovana (37 °C, 60 minut). B€hem této doby se plasmid uvnitt transformovanych
bunék replikuje a zarovein dochazi k produkci ur¢itého mnozstvi -laktamasy, poptipadé
jiného produktu genu pro rezistenci k uréitému antibiotiku. V zavéru celého procesu
bylo vyseto 50-200 pl suspenze na tuhé LB médium s piisluSnym antibiotikem. Bunky
byly inkubovény (37 °C, 12-16 hodin).

44



4.2.5 Izolace plasmidové DNA

4.2.5.1 Minipreparace plasmidové DNA
Jednou Cerstveé narostlou bakteridlni kolonii byly zaockovany 2 ml LB média s

pfislusnym antibiotikem a byly kultivovany za intenzivniho tfepani (37 °C, 12-14
hodin). Bakterialni kultura byla centrifugovana (12000g, 20 °C, 30 sekund) a sediment
byl resuspendovan ve 100 ul roztoku I, buriky byly lyzovéany piidavkem 200 pl roztoku
I1, Setrné promichéany a inkubovany v ledu. K lyzovanym buiikam bylo pfidano 150 pl
roztoku III a nasledné¢ byla smés promichana a inkubovana (4 °C, 15 minut).
Centrifugaci (12000g, 4 °C, 15 minut) byly odstranény zbytky bunéénych struktur,
vysraZzené proteiny a chromosomdlni DNA. Supernatant byl preveden do nové
mikrozkumavky a plasmidova DNA byla srazena stejnym objemem isopropanolu (4 °C,
10 minut). Po centrifugaci (12000g, 4 °C, 15 minut) byl pelet srazené DNA promyt 500
pl 70% ethanolu. Sediment byl vysu$en na vzduchu 10 minut a nasledné rozpustén ve
40 ul TE pufru pH 8,0 s termostabilni pankreatickou RNasou (20 pg/ml). Smés byla
inkubovana (70 °C, 30 minut) a plasmidovd DNA byla dlouhodobé uchovavana pii
teploté -20 °C.

4.2.5.2 Midipreparace plasmidové DNA
Bakteridlni kolonii po transformaci poZadovanou plasmidovou DNA bylo

zaockovano 50 ml LB média s pfislusnym antibiotikem a kultivovano (37 °C, 10 hodin).
Centrifugaci (6000g, 4 °C, 10 minut) byly oddéleny bakterialni buiiky a resuspendovany
v 1 ml roztoku I. Suspenze buné€k byla rozdélena do tii mikrozkumavek na tfi stejné
objemové dily. Do kazdé mikrozkumavky bylo ptidano 0,5 ml roztoku II a promichano
pomalou inverzi. Vzorky byly inkubovény pfi pokojové teplot€¢ 5 minut. Poté bylo
pfidano 0,5 ml roztoku III a obsah byl intenzivné promichan. Centrifugaci (12000g,
20 °C, 7 minut) byly odstranény vysrazené proteiny, chromosomalni DNA a ostatni
bunécné struktury. Supernatant byl pteveden do 10 ml zkumavky a smichan s 3,5 ml
DNA  vazebného pufru. Smés byla postupné nanesena na  dvé
minikolonky s kiemicitymi partikulemi umisténé na vakuové odsavacce a byla prosata
za mirného podtlaku. Minikolonky s navdzanou plasmidovou DNA byly promyty 2x1
ml DNA promyvaciho pufru, pfeneseny do nové mikrozkumavky a centrifugaci byly
odstranény zbytky promyvaciho pufru (12000g, 20 °C, 2 minuty). Plasmidova DNA
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byla eluovana znapiné¢ minikolonky ptidavkem 50 pl sterilni vody, kterd byla
pfedehfata na 50 °C. Plasmidova DNA pfipravena timto zpilisobem byla vysoce
koncentrovana a uchovavala se pfi -20 °C. DNA vazebny pufr, promyvaci pufr a
vazebné kiemicité partikule jsou soucasti komeréné dodavaného kitu pro izolaci

plasmidové DNA (Top Bio, Praha, CR).

4.2.6 Manipulace s plasmidovou DNA

4.2.6.1 §tépeni plasmidové DNA restrikénimi endonukleasami
Plasmidova DNA ziskana minipreparativni izolaci (5 ul) (kap. 4.2.5.1) nebo

plasmidovda DNA ziskand midipreparativni izolaci (1 pl) (kap. 4.2.5.2), v obou
ptipadech odpovida toto mnozstvi 0,5 pg DNA, byla smichdna s 2 pl 10 x
koncentrovaného ptislusného pufru a 2 pl 10 x koncentrovaného BSA, vse podle optima
dané endonukleasy (kap. 4.1.3, Tab. 1). Objem byl doplnén na 20 pl deionizovanou
vodou a dobie promichan. K promichané smési byly pfidany 1 az 2 U pozadované
restrikéni endonukleasy a smés byla inkubovana 2 hodiny ve vodni ldzni o vhodné
teploté (kap. 4.1.3, Tab. 1). V pfipad¢ potieby byly enzymy s doporuenou reakéni

teplotou 37 °C inaktivovany zahiatim na 70 °C po dobu 20 minut.

4.2.6.2 Defosforylace 5’-konci linearni plasmidové DNA
Do mikrozkumavky obsahujici 10 pl nastépené plasmidové DNA (kap. 4.2.6.1)

byl pfidan 1 pl 10 x koncentrovaného NEB 2 pufru a objem byl doplnén deionizovanou
vodou do 19 pl. Po promichani byl ptidan 1 pl alkalické fosfatasy (1 U), smés byla
opétovné promichana a inkubovana pii teplot¢ 37 °C po dobu 60 minut. Alkalicka

fosfatasa byla inaktivovéana 20 minut pfi teploté 70 °C.

4.2.6.3 Zatupeni kohesnich koncu fragmentu plasmidové DNA
K20 pl smési plasmidové DNA, ktera byla Stépena restrikénimi

endonukleasami (kap. 4.2.6.1) byl pfidan 1 pl 10 x koncentrovaného NEB pufru (T4
DNA polymerasa je aktivni ve vSech ¢étyfech standardnich NEB pufrech), 0,5 pl 4
mmol/l dNTP, 7,5 pl deionizované vody a 1 ul T4 DNA polymerasy. Po promichani
byla smés inkubovana 30 minut pii 12 °C. T4 DNA polymerasa byla inaktivovana
inkubaci 10 minut pti 75 °C.
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4.2.6.4 Ligace fragmenta DNA
Stépeny plasmid byl smichan s vkladanym DNA fragmentem (oba vétsinou

purifikovany z agarosového gelu) nebo syntetickym oligonukleotidem v molarnim
poméru 1:10, 3 pl 10 x koncentrovaného liga¢niho pufru (660 mmol/l Tris-HCI
(pH 7,5), 50 mmol/l MgCl,, 100 mmol/l dithiotreitol, 10 mmol/l ATP) a deionizovanou
vodou, ktera byla doplnéna do 29 pl. Po promichdni byl ptfidan 1 pl T4 DNA-ligasy
(5 U) a reakéni smeés se nechala inkubovat 2 hodiny pifi pokojové teploté pii ligaci

kohesnich koncit DNA nebo 12 az 16 hodin pfi ligaci zatupenych koncii DNA.

4.2.6.5 Amplifikace fragmenti plasmidové DNA
Do tenkosténné mikrozkumavky urcené pro amplifikaci pomoci metody PCR

(Polymerase Chain Reaction) bylo k 1 ul templatovée DNA (200 ng/ul) pfidano 5 pl 10
x koncentrovaného kompletniho pufru. Nasledné bylo ptidano 1,5 pl 10 umol/l primeru
Ia 1,5l 10 pmol/l primeru II, které byly rozpustény v TE pufru. Déle bylo pfidano 5
ul 2 mmol/l dNTP, 35,5 ul deionizované vody a 0,5 pl Phusion DNA polymerasy.
Templatovda DNA byla denaturovdna zahiatim na 95°C po dobu 5 minut, dale
nasledoval nastaveny cyklus, ktery se opakoval celkem 30-krat: 15 sekund pii teploté
95 °C, 30 sekund pii teploté 54 °C a 72 °C po dobu 1 minuty pro amplifikaci genu pro
MalE. Pro amplifikaci genu pro CAT, resp. LacZ, probihala polymerasova fetézova
reakce podle nasledujiciho schématu: 98 °C po dobu 30 sekund a poté byl 30-krat
opakovan cyklus: 98 °C po dobu 10 sekund, 54 °C po dobu 30 sekund a 72 °C po dobu
30 sekund pro CAT, resp. 90 sekund pro LacZ. Po probéhnuti vSech 30 cykld byly
zkumavky s reakéni smési ponechany 10 minut v PCR pfistroji pfi teploté 72 °C a poté
byl jejich obsah ochlazen na teplotu 4 °C a podle potfeby bud’ okamzité zpracovan, ¢i

zamrazen pii teploté -20 °C.

4.2.6.6 Elektroforesa DNA fragmentii v agarosovém gelu
Koncentrace agarosového gelu byla zvolena podle velikosti délenych

fragment(, pfi¢emz ve vétsin€ piipadl byl pouzivan 0,6% (w/v) a 1% (w/v) agarosovy
gel obsahujici ethidiumbromid o vysledné koncentraci 0,5 pg/ml. Pfiprava suspenze:

vafenim az do uplného rozpusténi agarosy a ochlazenim na teplotu 50 °C. Poté byla
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takto ptfipravena smeés nalita do obdélnikové formy z plexiskla asi do vysky 0,5-1 cm.
Vyska hitebinku pro nanaeni vzorkl byla nastavena tak, aby dno jamky bylo ode dna
formy vzdéleno asi 0,2-0,3 cm. Gel byl vloZzen do aparatury pro agarosovou
elektroforesu a pievrstven TBE pufrem do vysky asi 2 mm nad gel. Do jamek byl
nanesen vzorek DNA a standard k urCovani velikosti DNA o znamych velikostech
fragmentd (A DNA Sté€pend restrikéni endonukleasou Pst I). Zafizeni bylo zakryto
krytem z plexiskla a na elektrody bylo vlozeno napéti o takové velikosti, aby vytvoieny
potencialovy gradient ¢inil 5 V/cm. Elektroforesa probihala vétSinou po dobu 2 hodin,
poté byla aparatura odpojena od zdroje napéti, odebran kryt a vyjmut gel. Rozdéleni
jednotlivych DNA fragment( bylo pozorovano pti UV svétle. U vSech gelli byl pofizen

elektroforeogram pomoci CCD kamery.

4.2.6.7 Izolace DNA fragmenti z agarosového gelu
Fragment DNA byl vyfiznut z agarosového gelu a prenesen do

mikrozkumavky, do které bylo pfidano 900 ul DNA vazebného pufru. Takto pfipraveny
vzorek byl inkubovéan pfi 55 °C 10 minut do Uplného rozpusténi agarosy. Smés byla
nanesena na minikolonku s kfemicitymi partikulemi a vystavena mirmému podtlaku.
Navazana plasmidovd DNA byla dvakrat promyta jednim mililitrem promyvaciho
roztoku a piebytek tohoto roztoku byl odstranén centrifugaci (12000g, 20 °C, 2 min).
Plasmidova DNA byla uvolnéna z napln€¢ minikolonky pfidavkem 40 pl sterilni vody,
ktera byla piedehiata na 50 °C. Ziskané DNA fragmenty byly uchovavany pfi teploté -
20 °C.

4.2.7 Produkce proteinua ve 2 ml kulturach

Bakterie E. coli XL1-Blue, E. coli BL21/pMM100, resp. BL21(ADE3)) byly
transformovany (kap. 4.2.4) plasmidem urenym k expresi poZzadovaného proteinu a
inkubovany na LB plotnéach s pfislusnym antibiotikem. Druhy den byly jednou kolonii
zaoCkovany 2 ml LB média s pfisluSnym antibiotikem a buriky byly inkubovany ptes
noc ve 37 °C. Z no¢ni kultury bylo odebrano 20 ul suspenze bakteridlnich bun¢k a témi
bylo zaoCkovano Cerstvé 2 ml LB médium s pfisluSnym antibiotikem. Bakteridlni
kultura byla inkubovana za nepfetrzitého tfepani pii teploté 37 °C do optické density

ODgoo = 0,6. Poté byla produkce proteinu indukovana piidavkem IPTG o vysledné
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koncentraci 1 mmol/l a kultura se nechala rist dal§i 4 hodiny. Po uplynuti této doby
byla kultura centrifugovana (12000g, 4 °C, 2 minuty) a pelet byl resuspendovan ve 200
pul TU pufru. Nasledné bylo odebrano 20 ul pro analyzu pomoci SDS-PAGE (kap.
4.2.20).

4.2.8 Sekvenace plasmidové DNA

Plasmidova DNA ur€end k sekvenaci byla izolovana pomoci kitu NucleoSpin
(Macherey-Nagel GmbH, SRN) nebo pomoci kitu QIAprep (QIAGEN GmbH, SRN).
Sekvenace byla provedena Sangerovou metodou kombinovanou s technikou cyklického
sekvenovani. Bylo pouzito kitu pro cyklické sekvenovani (ABI PRISM Big Dye
terminator ready reaction cycle sequencing kit, Applied Biosystems, USA),
neznaCeného primeru komplementarniho k sekvenované DNA a vyhodnoceni pomoci
DNA sekvenatoru ABI PRISM 377 (Perkin Elmer, USA). Tato ¢ast prace byla
provedena v sekvenaéni laboratoti MBU AV CR, Praha (Dr. J. Felsberg).

4.2.9 Produkce a purifikace ACT a jeho derivatu

4.2.9.1 Kultivace bunék ve fermentoru
Kompetentni buniky E. coli BL21/pMMI100, resp. BL21(ADE3) byly

transformovany (kap. 4.2.4) piislusSnym plasmidem a inkubovany na tuhém LB médiu
s ptidavkem pfislusného antibiotika po dobu 12-14 hodin pti 37 °C. Nasledn¢ bylo 5-6
velkymi koloniemi zaockovano 50 ml tekutého MDO média s ptidavkem pftislusného
antibiotika a kultura byla kultivovana za nepietrzitého vzdusnéni ttepanim po dobu 10
hodin pti 37 °C. Po této dobé bylo z takto ptipravené kultury zaockovano 5 ml dvakrat
500 ml MDO média s ptidavkem piislusného antibiotika a kultury byly kultivovany
stejnym zplisobem po dobu 10 hodin pti 37 °C. Médium ve fermentoru bylo ptipraveno
sterilizaci smési tohoto slozeni: 5 g KH,PO,, 15 g K,HPO,, 10 g NH,Cl, 2,5 g Na,SO,,
100 g kvasni¢ny extrakt, 100 g glycerolu, doplnéno do 5 1 deionizovanou vodou. Obé
500 ml kultury byly centrifugovany pii 6000g po dobu 25 minut pti 25 °C, supernatant
byl odlit a pelety resuspendovany ve 25 ml ¢erstvého MDO média. Takto piipravenym
inokulem bylo zaofkovano médium ve fermentoru, do které¢ho bylo jest¢ predtim

pfidano pfisluSné antibiotikum a 10 mM glukosa. Kultivace probihala za stalého
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vzdu$néni michanim pii 30, resp. 37 °C. Dle prub&hu kiivek spotieby kysliku, pfiristu
oxidu uhli¢itého a z vysledkli méfeni optické density pfi vinové délce 600 nm, byla
provedena indukce exprese proteinu pfidavkem 1 mmol/l IPTG. Poté byla kultura
ponechana jesté dal$i 4 hodiny za udrzovani stdlé teploty a hodnoty dodévaného
kysliku. Po uplynuti této doby byla cela kultura rychle ochlazena na 4 °C, ptevedena do
centrifuganich kyvet a centrifugovana pti 6000g po dobu 30 minut pii 4 °C.
Supernatant byl odlit, pelety resuspendovany v TNE pufru a opét stoceny (6000g, 4 °C,

10 minut). Po odstranéni supernatantu byl pelet bunék zamrazen pii — 20 °C.

4.2.9.2 Priprava mocovinového extraktu ACT a jeho derivatu
Pelet bunék po kultivaci ve fermentoru (kap. 4.2.9.1) byl resuspendovan ve 20

ml TNE pufru a sonikovan (4x30 sekund, 60 W, 4 °C). Po sonikaci byly zbyvajici
intaktni buriky odstranény centrifugaci (6000g, 4 °C, 5 minut), supernatant byl pfenesen
do nové centrifuga¢ni zkumavky a centrifugovan (26000g, 4 °C, 15 minut). Supernatant
byl odstranén, opatrnym odmyvanim TEU pufrem byla z peletu obsahujiciho inkluze a
membrany odstranéna membranova frakce. Frakce inkluzi byla promyta v deionizované
vodé a cely obsah zkumavky byl centrifugovan (26000g, 4 °C, 10 minut). Supernatant
byl znovu odlit a k vytvofenému peletu bylo pfisypano 4,8 g pevné mocoviny a piidano
6 ml 50 mmol/l roztoku Tris-HCI (pH 8,0). Obsah zkumavky byl Setrné promichéan a
nadale po dobu 30 minut promichdvan pomalou inverzi. Poté byl obsah zkumavky
centrifugovan (26000g, 4 °C, 30 minut) a supernatant obsahujici denaturovany ACT

nebo jeho derivaty byl pfeveden do novych zkumavek a uchovavan pii teploté -20 °C.

4.2.9.3 Purifikace proteini iontoméni¢ovou chromatografii na DEAE-Sepharose
Chromatografickd kolona byla naplnéna 10 ml DEAE-Sepharosy a

proplachnuta deionizovanou vodou, aby dos$lo k odstranéni ethanolu, ve kterém byla
matrice uchovavana. Kolona byla ekvilibrovana 8-nidsobkem objemu naplné kolony
roztokem TUN-A. Mocovinovy extrakt pfipraveny k purifikaci (kap. 4.2.9.2) byl
centrifugovan pro odstranéni koloidl (16000g, 4 °C, 30 minut) a byla v ném upravena
koncentrace NaCl na vyslednou hodnotu 50 mmol/l. Po naneseni mocovinového
extraktu na kolonu byly kontaminujici proteiny odstranény pomoci TUN-A pufru.

Pokud bylo potieba odstranit LPS, bylo pouzito odmyvani 60% isopropanolem.
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Navazany toxin byl z kolony eluovan po 1 ml frakcich pomoci roztoku TUN-B.
Mnozstvi proteinu bylo méfeno v kazdé frakci orientacnim testem podle Bradfordové
(10 pl frakce a 90 pl ¢inidla Bradfordové). Cistota a celistvost proteinu v jednotlivych
frakcich byla analyzovana pomoci SDS-PAGE (kap. 4.2.20).

4.2.9.4 Purifikace proteini na hydroxyapatitu
Pfedem pfipravena matrice (hydroxyapatit v mnozstvi 0,5 g/ml vzorku proteinu

po DEAE-Sepharose, ekvilibrovany po dobu 12 hodin v TU pufru) byla centrifugovana
(5000g, 5 minut, 20 °C) a nasledn¢ smichana se spojenymi frakcemi proteinu po
purifikaci na DEAE-Sepharose (kap. 4.2.9.3). Smés byla promichdvéna pomalou inverzi
po dobu 30 minut pfi pokojové teploté¢ a nasledné centrifugovana (6500g, 2 minuty,
20 °C). Supernatant byl odstranén a k peletu byly pfidany 5x2 ml UP pufru. Smés byla
po diikladném promichani nasledné promichavana pomalou inverzi dal§ich 10 minut pfi
pokojové teplot¢ a poté stoCena (6500g, 2 minuty, 20 °C), ¢imz doSlo k eluci
navazaného proteinu. Cistota a celistvost proteinu byla analyzovana pomoci SDS-
PAGE (kap. 4.2.20) a stanoveni koncentrace proteinu v jednotlivych frakcich bylo
provedeno orientaénim testem podle Bradfordové (10 ul frakce a 90 pl ¢inidla
Bradfordové). Pokud byla dal$im purifikatnim krokem chromatografie na DEAE-
Sepharose (kap. 4.2.9.3), byly vybrané frakce spojeny a nanaseny na kolonu naplnénou
Sephadexem G-25 (kap. 4.2.9.5) pro ptevedeni do kolonového pufru pro DEAE-
Sepharosu (kap. 4.2.9.3).

4.2.9.5 Prevedeni proteinu do poZzadovaného pufru gelovou permeaéni
chromatografii na Sephadexu G-25
Vzorek proteinu (o maximalnim objemu 6 ml na kazdych 15 ml népln€) byl

nanesen na kolonu s 15 ml Sephadexu G-25, kterd byla ekvilibrovand pufrem, do
kterého mél byt protein pro dal$i experimenty nebo uchovavani pieveden. Protein byl
eluovan stejnym pufrem v 0,5 ml frakcich, které byly nasledné analyzovany pomoci

SDS-PAGE (kap. 4.2.20). Cely proces byl provadén pti 4 °C.

4.2.9.6 Purifikace proteinu hydrofobni chromatografii na Phenyl-Sepharose
Chromatograficka kolona byla naplnéna 2 ml Phenyl-Sepharosy, promyta

deionizovanou vodou a ekvilibrovana 8-nasobkem objemu népln¢ kolony pomoci TU

51



pufru. Frakce proteinu po chromatografii na Sephadexu G-25 (kap. 4.2.9.5) byly
spojeny a naneseny na kolonu s Phenyl-Sepharosou. Kolona s navdzanym proteinem
byla promyta 8-nasobkem kolonového TU pufru a pokud bylo potteba odstranit LPS,
bylo pouzito odmyvani 60% isopropanolem. Protein byl eluovan po 1 ml frakcich
ptidavkem TUE pufru. MnozZstvi proteinu bylo méfeno v kazdé frakci orientatnim
testem podle Bradfordové (10 ul frakce a 90 pl Bradfordové &inidla). Cistota a
celistvost proteinu v jednotlivych frakcich byla analyzovana pomoci SDS-PAGE (kap.
4.2.20) a konefné stanoveni koncentrace proteinu v jednotlivych frakcich bylo

provedeno metodou podle Bradfordové (kap. 4.2.21).

4.2.10 Stanoveni lipopolysacharidu

Do mikrotitraéni desticky (Nunc, Dansko) piedehiaté na 37 °C bylo vneseno
50 ul vzorku nafedéného tak, aby vysledné hodnoty LPS spadaly do linearni oblasti
kalibra¢ni kiivky (dle instrukci vyrobce). Veskera fedéni byla provadéna v apyrogenni
vodé. V ¢ase t = 0 minut bylo pfidano ke vzorku v jamce 50 pl lyzatu z ostrorepa
(dodavaného v soupravé pro stanoveni) a v10-ti sekundovych intervalech nastartovany
reakce v pfipadnych dalSich jamkach ptidavkem stejného objemu lyzatu. Doba jedné
reakce trvda 10 minut. Po uplynuti této doby bylo do prvni jamky pfidano 100 pl
chromogenniho substratu (dodavaného v soupravé pro stanoveni) a v 10-ti sekundovych
intervalech byl substrat pfidavan i do jamek ostatnich. V ¢ase t = 16 minut od zacatku
experimentu byla reakce zastavena ptidavkem 100 pl roztoku 25% kyseliny octové a to
opét v 10-ti sekundovych intervalech do kazdé jamky dle ptivodniho pofadi. Mnozstvi
LPS v jednotlivych vzorcich bylo po spektrofotometrické analyze odecteno z ptilozené

kalibraéni kiivky.

4.2.11 Kompeti¢ni vazebny experiment — vazba k CHO-CD11b/CD18

V kompeti¢nim experimentu byla testovana schopnost jednotlivych proteinti
soutézit o vazbu k integrinovému receptoru CD11b/CD18 CHO bun€k (Chinese
Hamster Ovary cell line) s molekulou ACT znafenou biotinem. Bunky CHO-
CD11b/CD18 byly inkubovany s jednotlivymi proteiny v pfedem zvolenych
koncentracich po dobu 30 minut na ledu. Poté byl pfidan purifikovany biotinylovany

ACT do vysledné koncentrace 30 nM a intensita vazby byla stanovena pritokovou

52



cytometrii po znaCeni navazaného biotinylovaného ACT streptavidin-fykoerytrinem

(Pharmingen) v fedéni 1:300.

4.2.12 Stanoveni prezentace antigeni na MHC molekulach II. tFidy
Jako antigen-prezentujici builky (APC) byly pouzity slezinné burky
z C57BL/6 mysi, které byly inkubovany s riznymi koncentracemi proteinu MalE-RTX,
jeho dele¢nich variant a pfislusnych kontrolnich proteini. Tyto APC byly
kokultivovany s anti-MalE CD4" T-bun&nymi hybridomy (CRMC3, 10° bungk), které
jsou schopny specificky rozpoznavat komplexy molekul MHC II. tfidy s navazanym
MalE peptidem na povrchu APC, a jejichZ stimulace mize byt monitorovana pomoci
interleukinu 2 (IL-2) uvoliiovaného do supernatantu. Po 18 hodinach kultivace byly
supernatanty z této kultury zamrazeny po dobu 2 hodin pfi teploté¢ -80 °C a poté
inkubovany (100 ul) s cytotoxickymi T-lymfocyty (CTLL, 10 bunek), jejichz
proliferace je stimulovana v pfitomnosti IL-2. Po 24 hodinach byl do jamky pfidan
radioaktivni [* H]thymidin v koncentract 50 uCi na jamku. Po 6 hodindch byly buiky

sklizeny a byla stanovena koncentrace inkorporovaného [*H]thymidinu.

4.2.13 Produkce a purifikace proteini pouzitych pFi studiu

purifikaéniho systému zaloZeného na SPM proteinu FrpC

4.2.13.1 Kultivace bunék v 500 ml kulturach
Buikky FE. coli BL21(ADE3) byly transformovany (kap. 4.2.4) pfislusnym

plasmidem a vyoCkovany na plotnu s tuhym LB agarem obsahujicim piislusné
antibiotikum. Po no¢ni inkubaci byla z plotny zaockovana do 2 ml tekutého LB média
s pfislusnym antibiotikem jedna bakteridlni kolonie. Za intenzivniho tfepani byla
bakterialni kultura péstovana po 10 az 16 hodin pti 37 °C nebo pii 30 °C. Poté bylo
z takto pfipravené kultury odebrano 0,5 ml do 50 ml MDO média ptedehiatého na
piislusnou teplotu a obsahujiciho pfislusné antibiotikum. Kultura byla za intensivniho
ttepani kultivovana 10 hodin. Nasledné bylo odebrdno 5 ml pro zaoCkovani 500 ml
cerstvého MDO média s pfislusnym antibiotikem. Kultura se nechala rozrist do ODggo =
1,0 pro ACT a ODggo = 0,6 pro ostatni proteiny a ihned poté byla provedena indukce

syntézy proteinu roztokem IPTG o vysledné koncentraci 1 mM. Kultivace pokraCovala
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dalsi 3-4 hodiny, poté byla kultura rychle ochlazena v ledu a dale zpracovéavana (kap.
4.2.13.2).

4.2.13.2 Priprava cytosolického extraktu

Buniky E. coli BL21(ADE3) po expresi pfislusného proteinu (kap. 4.2.13.1)
byly od kultivatniho MDO média oddéleny centrifugaci (6000g, 20 minut, 4 °C) a
dvakrat promyty ve 20 ml TNE pufru (6000g, 20 minut, 4 °C). Po resuspendovéni
peletu v dalSich 20 ml TNE pufru byly buriky rozru$eny sonikaci (4x30 sekund, 60 W,
4 °C), extrakt centrifugovan (20000g, 20 minut, 4 °C) a supernatant obsahujici pfislusny

protein ihned dale zpracovavan, nebo v pfipad€ nutnosti zamrazZen na -20 °C.

4.2.13.3 Purifikace proteinu afinitni chromatografii na Ni-NTA agarose

Cytosolicky extrakt (kap. 4.2.13.2) byl nanesen na 7 ml Ni-NTA agarosy
ekvilibrované 8-nasobkem objemu napln¢ kolony TN pufrem. Nenavazané proteiny
byly odmyty 8-ndsobnym mnozZstvim objemu naplné kolony ptidavkem stejného pufru.
Zachyceny protein byl eluovan po 1 ml frakcich 250 mM imidazolem v TN pufru. Takto
ziskané frakce byly pievedeny na Sephadex G-25 (kap. 4.2.13.8) pro odstranéni
pfitomného imidazolu. Pokud byl rekombinantni protein fuzovany k samostépitelné
afinitni kotvé SPM-C-His §tépen na koloné, bylo po odmyti nenavazanych proteina
Stépeni fuzniho proteinu indukovano ptidavkem 15 ml TN pufru obsahujiciho 10 mM
CaCl, a 10 mM DTT. Po proteceni prvnich 10 ml byla kolona uzaviena a ponechana pii
pokojové teploté, piipadné pii 4 °C po dobu 6, resp. 16 hodin. Poté byl jiméan odstépeny
rekombinantni protein vytékajici z kolony a jeho eluce byla dokoncena ptidavkem TN
pufru. Eluovany protein byl nasledn¢ zbaven vapenatych ionti a DTT a pieveden do
TNE pufru pomoci gelové permeacni chromatografie na Sephadexu G-25 (kap.
4.2.13.8). Mnozstvi a Cistota proteinu v prubéhu vSech purifikaénich kroki byly
kontrolovany pomoci SDS-PAGE (kap. 4.2.20) a koncentrace proteinu v jednotlivych
frakcich byla stanovena metodou podle Bradfordové (kap. 4.2.21).
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4.2.13.4 Purifikace proteinu afinitni chromatografii na chitinu pomoci systému

zaloZeného na inteinu

Na chromatografickou kolonu s 10 ml chitinovych partikuli ekvilibrovanych
TNE pufrem byl nanesen cytosolicky extrakt (kap. 4.2.13.2) obsahujici protein ureny k
purifikaci. Kolona byla promyta 8-ndsobkem objemu partikuli TNE pufrem. Indukce
St€peni fuzniho proteinu byla provedena 15 ml TNE pufru obsahujiciho SO mM DTT.
Po proteceni prvnich 10 ml byla kolona uzaviena a ponechana 16 hodin pii 4 °C. Poté
byl jimén odstépeny protein vytékajici z kolony a jeho eluce byla dokon¢ena ptidavkem
TNE pufru. Vzorek proteinu byl nésledné zbaven DTT a pfeveden do TNE pufru
pomoci gelové permeacni chromatografie na Sephadexu G-25 (kap. 4.2.13.8).

4.2.13.5 Purifikace proteini afinitni chromatografii na chitinu pomoci systému

zaloZeného na SPM proteinu FrpC

Na chromatografickou kolonu s 10 ml chitinovych partikuli ekvilibrovanych
TNE pufrem byl nanesen cytosolicky extrakt (kap. 4.2.13.2) obsahujici ptislusny fizni
protein. Kolona byla promyta 8-nasobkem objemu napln¢ TNE pufrem a nasledn¢ jeste
20 ml TN pufru. Indukce S$tépeni fuzniho proteinu byla provedena 15 ml TN pufru
obsahujiciho 10 mM CaCl, a 10 mM DTT. Po proteceni prvnich 10 ml byla kolona
uzaviena a ponechana pii pokojové teploté, ptipadné pti 4 °C po dobu 6, resp. 16 hodin.
Poté byl jiman odstépeny rekombinantni protein vytékajici z kolony a jeho eluce byla
dokoncéena pfidavkem TN pufru. Eluovany protein byl nasledné zbaven vapenatych
iont a DTT a pfeveden do TNE pufru pomoci gelové permeacni chromatografie na
Sephadexu G-25 (kap. 4.2.13.8).

4.2.13.6 Purifikace proteini afinitni chromatografii na amylose

Pfipraveny cytosolicky extrakt (kap. 4.2.13.2) byl nanesen na 7 ml naplné
amylosy, pfedem promyté né€kolika objemy deionizované vody a ekvilibrované
kolonovym TNE pufrem. Kontaminujici proteiny byly odmyty piidavkem 8-nisobku
objemu napln€é kolonovym pufrem a navazany protein byl eluovan po 1 ml frakcich
pomoci 10 mM maltosy v TN pufru. Protein po eluci byl pro odstranéni maltosy a
prevedeni do pufru pro dalsi experimenty nanesen na Sephadex G-25 (kap. 4.2.13.8).

Stanoveni koncentrace proteinu v jednotlivych frakcich bylo provedeno metodou podle
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Bradfordové (kap. 4.2.21) a Cistota proteinu byla analyzovana pomoci SDS-PAGE (kap.
4.2.20).

4.2.13.7 Purifikace proteini afinitni chromatografii na glutathion agarose

Kolona byla naplnéna 5 ml glutathion (GSH) agarosy, dikladné promyta
deionizovanou vodou a ekvilibrovana 8-nasobkem objemu naplné kolonovym pufrem
obsahujicim PBS a 1 mM EDTA. Na takto pfipravenou kolonu byl nanesen cytosolicky
extrakt piislusného proteinu (kap. 4.2.13.2). Kontaminujici proteiny byly odmyty 8-
nasobkem objemu napln¢ kolonovym pufrem a protein byl poté eluovan po 1 ml
frakcich PBS pufrem s5 mM glutathionem. Stanoveni koncentrace proteinu
v jednotlivych frakcich bylo provedeno metodou podle Bradfordové (kap. 4.2.21) a
Cistota proteinu byla analyzovéana pomoci SDS-PAGE (kap. 4.2.20).

4.2.13.8 Prevedeni proteinu do poZadovaného pufru gelovou permeacni
chromatografii na Sephadexu G-25

Vzorek proteinu (o maximalnim objemu 6 ml na kazdych 15 ml népln€) byl nanesen na

kolonu s 15 ml Sephadexu G-25, ktera byla ekvilibrovana pufrem, do kterého mél byt

protein pro dal$i experimenty pfeveden. Protein byl eluovan stejnym pufrem v 0,5 ml

frakcich, které byly nésledn¢ analyzovany pomoci SDS-PAGE (kap. 4.2.20).

4.2.14 Analyza GST a SPM-C-His pomoci hmotnostni spektrometrie

Proteinové prouzky odpovidajici velikosti GST a SPM-C-His byly po déleni
vzorku pomoci SDS-PAGE (kap. 4.2.20) vyfiznuty z gelu, odbarveny a S$t€peny
ptidavkem trypsinu. Ziskand smés peptidd byla po extrakci délena HPLC na reverzni
fazi a sbirané frakce byly nasledné analyzovany hmotnostni spektrometrii MALDI-
TOF. Ziskané hodnoty m/z v hmotnostnich spektrech byly porovnany s teoretickou
proteolytickou mapou peptidi z proteinu GST a FrpC. Celd tato cast prace byla
provedena v Laboratofi uréovani molekulové struktury (MBU AV CR, Praha) RNDr.
M. Sulcem, Ph.D.
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4.2.15 Charakterizace SPM-zprostiedkovaného S$tépeni fuznich

proteint

Fuzni proteiny purifikované afinitni chromatografii na chitinu (kap. 4.2.13.4),
amylose (kap. 4.2.13.6) nebo GSH agarose (kap. 4.2.13.7) a pievedené do TNE pufru na
Sephadexu G-25 (kap. 4.2.13.8) byly $tépeny v roztoku. Do sady mikrozkumavek
obsahujicich 25 ul DTT bylo vzdy odebrano 200 pl fuzniho proteinu a piidano 25 pl
roztoku vapenatych iontd v TN pufru do vysledné koncentrace 2, 5, 10 nebo 50 mM.
Ihned byl odebran z kazdé zkumavky prvni vzorek a tento pouzit pro méfeni ptivodniho
mnoZstvi ne$tépeného proteinu v daném vzorku. Jedna sada zkumavek obsahujicich
postupné vSechny ¢tyfi koncentrace vapenatych iontd byla ponechéna pfi pokojové
teploté, zatimco druhé byla inkubovana ve 4 °C. Vzorky byly inkubovany po dobu 6
hodin (p#i pokojové teplot€), resp. 16 hodin (ve 4 °C) a v prib¢hu této doby byly
odebirany 20 ul alikvoty. Po kazdém odbéru byla reakce zastavena piidavkem
vzorkového pufru pro SDS-PAGE s 50 mM EDTA. Produkty §tépeni byly analyzovany
SDS-PAGE v 7,5%, ¢i 10% polyakrylamidovém gelu (kap. 4.2.20).

4.2.16 Densitometricka analyza SDS-PAGE geli

7,5% polyakrylamidové gely s rozdélenymi produkty $tépeni (kap. 4.2.20) byly
po barveni Coomassie Blue a odbarveni ptevedeny do digitalni formy pomoci scanneru
a programu PDQuest (PDI, USA) (s nastavenou velikosti pixelu 42 uym x 42 pm a
rozsahem OD 0-1,5). Vyhodnoceni jednotlivych proteinovych prouzki bylo provedeno
programem AIDA 2.11, 2D Densitometry (Raytest, SRN). Pfi vypoctu byly
porovnavany integrované intenzity signalu prouzku odpovidajiciho celistvé forme
fazniho proteinu St€pené¢ho vzorku a negativni kontroly (neSté€peného vzorku), ktera
byla soucasti kazdého polyakrylamidového gelu (relativni srovnani). Vypocet byl
proveden podle vzorce:

Sy - Sg

Indukované §té€peni fuzniho proteinu = —————— . 100 [%]
Sn
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SNeveereees integrovana intenzita signalu prouzku odpovidajiciho celistvé formé fizniho
proteinu negativni kontroly sniZena o integrovanou intenzitu signalu pozadi
gelu

Sg.eeen. integrovana intenzita signalu prouzku odpovidajiciho celistvé formé fazniho
proteinu §tépeného vzorku sniZena o integrovanou intenzitu signalu pozadi

gelu

Kazdy vzorek byl meéfen ve cCtyfech riznych stanovenich, znichz byla
vypottena priméma hodnota Ca®*-indukovaného $tépeni fizniho proteinu a smérodatna

odchylka a ziskané vysledky byly vyneseny do grafu (Excel, Microsoft, USA).

4.2.17 Stanoveni enzymatické aktivity chloramfenikol

acetyltransferasy

Z purifikovaného N-His CAT proteinu (kap. 4.2.13.3, 4.2.13.5) bylo odebrano
10 pl, které byly nafedény ptidavkem 940 pl RM pufru predehiatych na 37 °C. Redéni
vzorku by mélo byt takové, aby v prubéhu reakce nedochéazelo ke zvyseni namétfenych
hodnot absorbance o vice nez 0,05-0,1/min. Takto pfipraveny vzorek byl inkubovan pii
teploté 37 °C po dobu 1 minuty, stejné tak jako slepy vzorek stejného slozeni. Po
uplynuti jedné minuty byla ve vzorku zméfena absorbance pii 412 nm, tato hodnota
odpovidd hodnoté AEnepe.. Ke vzorku bylo pfidano 50 pl 5 mM  roztoku
chloramfenikolu, smés byla dikladn¢ promichana a inkubovana pii 37 °C po dobu 3
minut. V pfedem zvolenych c¢asovych intervalech byla vreakéni smési méifena
absorbance pfi 412 nm oproti slepému vzorku, do nejz nebyl pfidan chloramfenikol.
Naméfené hodnoty odpovidaji hodnotdm AEg.e. Specifickd aktivita chloramfenikol

acetyltransferasy byla vypoctena podle nasledujiciho vztahu:

A [pmol/ml/min] = (AE/ t [min] XV gk [ml])/ (&€ X Vextrake[ml]), AE = AEgyec- AEnespec
e=13,6 mM!
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4.2.18 Stanoveni enzymatické aktivity B-galaktosidasy

Do mikrozkumavky bylo odebrano 10 ul purifikovaného proteinu LacZ (kap.
4.2.13.3, 4.2.13.5) a ptidano 940 wl pufru Z ptfedehiatého na 28 °C. Reakce byla
nastartovana ptidavkem 0,2 ml substratu (o-nitrophenyl-p-D-galaktosid) o koncentraci 4
mg/ml. Reak¢éni smés byla inkubovana pti 28 °C az do vyvinuti svétle Zlutého zbarveni,
kdy byla reakce zastavena pfidavkem 0,5 ml 1 M uhli¢itanu sodného. Byl odecten Cas
trvani reakce a nasledné byla zméfena hodnota absorbance pti 420 nm. Specificka

aktivita B-galaktosidasy byla vypoétena z nasledujiciho vztahu:
A [Millerovy jednotky] = A4/ (t{min]xV[ml] % c[g/ml])

4.2.19 Stanoveni katalytické aktivity AC domény ACT

Enzymaticky aktivni AC doména adenylat cyklasového toxinu bakterie
B. pertussis, katalysuje po vstupu do cilovych bun€k hostitele pfeménu molekuly ATP
na cAMP. Stejnym zplsobem je schopna katalyzovat pteménu radioaktivniho ATP na
cAMP in vitro podle nésledujici reakce:

Mg2+
[a-P]JATP <—> [*°P]cAMP + PP; + H".

Jak je zifeyjmé z uvedené rovnice bylo pii stanoveni pouzito radioaktivné
zna¢eného substratu [o->P]ATP, ktery je v pribéhu reakce preméiovan na radioaktivni
[**P]cAMP. Ten byl po probéhnuti reakce oddélen z reakéni smési pomoci adsorpéni
chromatografie na oxidu hlinitém pii pH 7,6, pfi¢emz se cAMP na rozdil od negativné
nabitych latek (ATP, ADP, AMP a PP;) neadsorbuje na kolonu, ale volné prochazi. Po
zméfeni radioaktivity ve vSech vzorcich bylo vypocteno mnozstvi vzniklého cAMP
(118).

5 ul vzorku proteinu bylo piidano k 50 pl reakéni smési v mikrozkumavce,
obsah byl promichan a umistén do 30 °C. V ¢&asovych intervalech 30 sekund byly
postupné spustény reakce v ostatnich vzorcich. Zaroven byl piipraven slepy vzorek,
ktery obsahoval pouze reakéni smés bez pritomnosti katalyticky aktivni AC domény a
také pozitivni kontrolni vzorek, ktery obsahoval w.t. ACT. Reakce probihala 5 minut pfi

teploté 30 °C, byla zastavena pfidanim 200 pl 0,5 M HCI a vzorky byly vloZeny na 5
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minut do termostatovaného suchého bloku s teplotou 100 °C. Néasledn¢ bylo upraveno
pH na hodnotu 7,6 pfidavkem 0,2 ml 1,5 M imidazolu. Smés byla nanesena na
chromatografické kolony (Poly-Prep, Bio-Rad, USA) naplnéné neutralnim oxidem
hlinitym a cAMP bylo eluovano 10 mM roztokem imidazolu o pH 7,6. K eluatu bylo
pfidino 10 ml scintilaéniho roztoku a obsah byl dikladné protfepan. V takto
ptipravenych vzorcich byla po dobu 1 minuty méfena radioaktivita pro [**P] i [’H]
(vnitini standard). Radioaktivita byla zméfena také v piivodni reakéni smési.

Naméfené hodnoty pro jednotlivé vzorky byly upraveny vzhledem ke ztratam
vzniklym vazbou k matrict pomoci hodnot radioaktivity vnitiniho standardu
([’H]cAMP). Dale byly od kazdé hodnoty odecteny hodnoty dosaZené pro slepy vzorek
a ze znamého mnozstvi [32P]ATP, jeho hodnoty radioaktivity a ze zméfené
radioaktivity [32P]CAMP bylo vypoc¢itano mnozZstvi vzniklého cAMP. Pfi vypoctu se
postupovalo podle vztahu:

A= n.(Apv-ApB).d.AHR

Apr . VME . t. Apv

Ao adenylat cyklasova aktivita vzorku [pumol/min/ml extraktu]
Apy..... radioaktivita **P ve vzorku [DPM]

Apg. . ... radioaktivita P v slepém vzorku [DPM]

Apr. .. .. radioaktivita **P v 50 ul reakéni smési [DPM]

Ayv. . . . radioaktivita [2,8-*H]cAMP ve vzorku [DPM]

Anr. . ... radioaktivita [2,8-°’H]cAMP v 50 pl reakéni smési [DPM]

n...... latkové mnozstvi ATP v 50 pl reak¢ni smési [pmol]

d....... fedéni mocovinového extraktu

VME...... objem pfidaného fedéného mocovinového extraktu k 50 pl reakéni
smési [ml]

to.o.o.. reak¢ni ¢as [min]

4.2.20 Elektroforesa v polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE)

K 20 pl vzorku proteinu bylo pfidano 5 pl vzorkového pufru uréené¢ho pro
elektroforesu v SDS-polyakrylamidovém gelu. Po zahtati na 100 °C po dobu 5 minut

byly takto pfipravené vzorky nanédsSeny na gel, sestavajici ze zaostfovaciho 5% gelu a ze
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7,5%, resp. 10% rozdélovaciho gelu. Po prob&hnuti elektroforesy (8 V/em® pro
zaostfovaci gel a 15 V/em? pro rozdélovaci gel) v Tris-glycinovém pufru (pH 8,3) byly
rozdélené proteiny v gelu barveny barvicim roztokem po dobu 2 hodin. Poté byly tyto
gely odbarveny odbarvovacim roztokem a pteneseny do uchovavaciho roztoku,
piipadné vysuSeny. Pro porovnani molekulové hmotnosti rozdélenych proteinli byl

pouzit standard molekulovych hmotnosti.

4.2.21 Stanoveni koncentrace proteinu

Ke stanoveni koncentrace proteini ve vzorku bylo pouzZito metody podle
Bradfordové (119). Nejdfive byla v rozmezi 10-100 pug/ml pfipravena série fedéni BSA,
ktery byl pouzit jako kalibra¢ni standard. K fedéni byl pouzit stejny pufr jako k ptipraveé
meéfeného vzorku. Poté bylo ke 100 ul jednotlivych fedénych standardd, 100 ul vzorku
a 100 pl samotného pufru (referencni standard) piidano 900 pl ¢inidla Bradfordové.
Vzorky byly promichany a inkubovany pii pokojové teploté 15 minut. Absorbance série
standardii a méfeného vzorku byla meéfena proti referenénimu standardu pfi vinové
délce 595 nm. Nakonec byla stanovena koncentrace proteinu ve vzorku odectenim

z promé&fené kalibracni kiivky.
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5 Vysledkova ¢ast
5.1 Vysledky studia proteinu ACT

5.1.1 Zavedeni nového systému pro expresi rekombinantniho ACT a

jeho derivati a jeho porovnani se systémem stavajicim

Pro produkci rekombinantniho proteinu ACT a jeho derivati je v soucasné
dobé vyuzivano plasmidu pT7CACTI1 (kap. 4.1.8), ve kterém je pfed genem pro
acyltransferasu CyaC, posttranslaéné¢ modifikujici ACT protoxin zbytky mastné
kyseliny (kap. 2.1.3), ribosom-vazebné misto genu 10 bakteriofadga T7 (RBS,y). Pied
genem cyaA, koédujicim vlastni ACT protoxin, je pak slabsi ribosom-vazebné misto
genu pro B-galaktosidasu (RBSp.g1). Tento plasmid je bézné transformovan do bunék
E. coli XL1-Blue, které nesou gen pro tetracyklinovou rezistenci.

Za ucelem zvySeni produkce rekombinantniho ACT a jeho derivati byl
navrZzen a otestovdn novy systém zalozeny na expresi genu pro ACT z plasmidu
pT7CT7ACT1 (kap. 4.1.8) v bunikach E. coli BL21 nesoucich plasmid pMMI100 (kap.
4.1.8). Tento systém skyta fadu vyhod: (i) plasmid pT7CT7ACT1 obsahuje jak pred
genem cyaC, tak pied genem cyad siln€js§i RBS, oproti slabSimu RBSp.,, pfed genem
cyad v pTTCACTI, coz ma za nasledek vyssi hladinu exprese proteinu, (ii) kmen
E. coli BL21 neprodukuje ani Lon ani OmpT proteasu, nedochazi tedy k degradaci
produkovaného rekombinantniho proteinu, (iii) kmen E. coli BL21 je ve srovnani
s kmenem XL1-Blue robustnéjsi, buniky rostou rychleji a jsou schopny doristat do
vysSich optickych densit, (iv) kmen E. coli BL21 nenese na rozdil od kmene XL1-Blue
gen pro Zadny typ rezistence, je zde tedy mozna propagace plasmidu pMM100, ktery

nese tetracyklinovou rezistenci, (v) plasmid pMM100 nese gen pro Lacl' represor, jenz
snizuje bazalni hladinu exprese gend z piislusného lac promotoru (pfedchazejiciho jak
genu cyaC, tak cyad) pred indukci jejich exprese pomoci IPTG. To vede ke sniZzeni
toxicity vyslednych proteinovych produktii pro builkky E. coli a tim k rychlej$imu a
veét§imu naristu produkujici biomasy pfed indukci.

Nejdtive byla srovnavana u¢innost exprese rekombinantniho ACT z plasmidi
pT7CACT1 a pT7CT7ACT1 v buiikkach E. coli BL21/pMM100. V prvnim kroku byly
pfipraveny kompetentni buniky E. coli BL21/pMM100 (kap. 4.2.2), do kterych byly
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transformovany oddélené oba plasmidy (kap. 4.2.4). Poté byly z transformovanych
bunék ptipraveny kultury pro expresi ACT (kap. 4.2.7), pficemz jak v ptipad¢ bun€k
BL21/pMM100/pT7CACT1, tak bun€ék BL21/pMMI100/pT7CT7TACT1  byly
kultivovany tfi nezavislé kultury. VSechny byly indukovany pridavkem 1 mM IPTG pfi
optické densité ODggy = 1,0 a kultivovany dal$i ¢tyfi hodiny. Nakonec byly kultury
upraveny na stejnou optickou densitu, aby mély dosaZené hladiny produkovaného ACT
vramci jednotlivych experimentdi stejnou vypovidajici hodnotu a zkultur byly
ptipraveny lyzaty (kap. 4.2.7), které byly analyzovany pomoci 7,5% SDS-PAGE (kap.
4.2.20) (Obr. 15).

ST 1 3

205> - H H -

+ACT

Obr. 15: Lyzaty bunék BL21/pMM100/pT7CACT1 a
BL21/pMM100/pT7CT7ACT1 po expresi ACT délené pomoci 7,5% SDS-
PAGE. (1-3) exprese ACT ze tf nezavislych  klonli
BL21/pMM100/pT7CACT1; (4-6) exprese ACT ze tii nezavislych klond
BL21/pMM100/pT7CT7ACT1; (NK) neindukovana kultura BL21/pMM100;
(ST) standard molekulovych hmotnosti (kDa).

Déale byla srovnavana ucinnost exprese toxinu z plasmidu pT7CT7ACT]I
v bunikdch E. coli XL1-Blue a E. coli BL21/pMM100. Plasmid pT7CT7ACT1 byl
nejdiive transformovan jak do bun¢k XL1-Blue, tak do bun¢k BL21/pMMI100 (kap.
4.2.4). V piipadé bunék XL1-Blue/pT7CT7ACT1 1 bun¢k
BL21/pMM100/pT7CT7ACT1 byly vzaty k nasledné kultivaci a expresi ACT Ctyfi
nezavislé kultury. Ty byly indukovany ptidavkem 1 mM IPTG pii ODgg = 1,0 a poté
kultivovéany dal$i ¢tyfi hodiny. Po této dob¢ byly kultury upraveny na stejnou optickou
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densitu a pouzity pro ptipravu lyzatd (kap. 4.2.7), které byly analyzovany pomoci SDS-
PAGE (kap. 4.2.20) (Obr. 16).

Nakonec byla hleddna nejvhodnéj$i opticka densita bun¢k BL21/pMM100/
pT7CT7ACT]I1 pro jejich indukci k expresi co nejvys§ich hladin ACT. K tomu byla
kultivovana 50 ml kultura bun¢k BL21/pMM100/pT7CT7ACT]1, z niz byly po dosazeni
optickych densit 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2; 1,4 a 1,6 odebrany 2 ml alikvoty bunék,
které byly indukovany pomoci 1 mM IPTG a péstovany dalsi ¢tyfi hodiny. Nakonec
byly vSechny kultury upraveny na stejnou optickou densitu a byly z nich pfipraveny
lyzaty (kap. 4.2.7), které byly déleny pomoci SDS-PAGE (kap. 4.2.20) (Obr. 17).

«ACT

Obr. 16: Lyzaty bunék XL1-Blue/pT7CT7ACT1 a BL21/pMM100/pT7CT7ACT1
exprimujici ACT a délené pomoci 7,5% SDS-PAGE. (1-4) exprese ACT ze
¢tyt nezavislych klont XL1-Blue/pT7CT7ACT1; (5-8) exprese ACT ze Ctyt
nezavislych  klond  BL21/pMMI100/pT7CT7ACT1;  (ST)  standard
molekulovych hmotnosti (kDa).

64



ST 0,2 04 06 08 10 1,2 14 16 NK

< ACT

Obr. 17: Lyzaty bunék BL21/pMM100/pT7CT7ACT1 po indukci exprese ACT
pri ruznych optickych densitich a délené pomoci 7,5% SDS-PAGE.
Kultury BL21/pMM100/pT7CT7ACT1 byly indukovany pii optickych
densitach, jejichz hodnoty jsou uvedeny vhorni ¢asti gelu; (NK)
neindukovand kultura BL21/pMMI100; (ST) standard molekulovych
hmotnosti (kDa).

Z dosazenych vysledkd je ziejmé, Ze hladiny produkované¢ho ACT v nové
zavedeném systému zaloZzeném na plasmidu pT7CT7ACT1 a buikach E. coli
BL21/pMM100 jsou piiblizné tiikrat vyssi nez v systému ptivodnim (odhad zaloZen na
zakladé densitometrické analyzy ziskanych gell, kap. 4.2.16), zahrnujicim pouziti
plasmidu pT7CACT1 a bunék E. coli XL1-Blue. Navic, optické density kultur bunék
BL21/pMM100/pT7CT7ACT!1 v intervalu mezi 1,0 az 1,6 se ukazaly jako nejvhodné;si
pro indukci exprese co nejvyssich mnozstvi ACT v poméru k celkovému bunéénému
proteinu. V dalSich experimentech proto bude vyuzivan systém zaloZeny na plasmidu
pT7CT7ACT]1 a buiikdch BL21/pMM100 a zcela nahradi systém stavajici, zaloZeny na
plasmidu pT7CACT]1 a burnikach E. coli XL1-Blue.
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5.1.2 Priprava plasmidi pro expresi fizniho proteinu MalE-RTX a

jeho deleénich variant

Jak jiz bylo podrobné zminéno vySe (kap. 2.1.5), ACT je vyuzivan pro dopravu
riznych typl cizorodych epitopi do APC. Nasledujici ¢ast prace méla za cil pfipravit
konstrukty zaloZené na bazi ACT, pomoci nichZ by bylo mozné zjistit: (1) zda RTX
hemolysinova ¢ast ACT je schopna dopravovat do APC celé proteiny, a ne pouze jejich
jednotlivé epitopy, a umoznit tak jejich naslednou prezentaci na MHC molekulach II.
tiidy. K tomuto ucelu byl pouzit cely protein MalE (42 kDa) z E. coli K12, ktery
v molekule ACT nahradil AC doménu a vznikl tak fizni protein MalE-RTX (zkratka
RTX v tomto piipadé¢ oznacuje celou RTX hemolysinovou ¢ast proteinu ACT a bude
pro zkraceni pouzivana v celém nasledujicim textu, stejné tak 1 rzx v piipadé genu).
MalE protein nebyl zvolen nahodng, ale protoze nese CD4’ T-bunény epitop
(NGKLIAYPIAVEALS), ktery byl jiz diive pomoci ACT u¢inné dopravovan do APC a
prezentovan molekulami MHC II. tfidy (85); (i1) zda je k dopravé fuze MalE-RTX do
APC a nasledné k prezentaci na MHC glykoproteinech Il. tfidy nezbytna hydrofobni

doména toxinu nebo jeji Cast.

5.1.2.1 Izolace genu kodujiciho protein MalE z bunék E. coli K12

Gen pro protein MalE byl ziskan jeho PCR amplifikaci (kap. 4.2.6.5) z
izolované chromosomalni DNA E. coli K12 (kap. 4.2.2) (Obr. 18) za pouziti dvojice
primerd MalE_For a MalE Back (kap. 4.1.6). Vysledny PCR produkt o velikosti 1150
pb je ohrani¢en zdsahovymi misty pro restrikéni endonukleasu Nde I, resp. BstB I, ktera
jsou urc¢ena pro klonovani PCR fragmentu do ptfipraveného plasmidu pT7CT7ACT]I
(kap. 4.1.8). Ptitomnost PCR produktu o velikosti 1150 pb v reakéni smési byla ovérena
pomoci elektroforesy v agarosovém gelu (kap. 4.2.6.6) (Obr. 18).
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Obr. 18: Elektroforesa DNA fragmentu v 1% agarosovém gelu v pritomnosti
ethidium bromidu. A) Chromosomalni DNA extrahovana z E. coli K12.
(1) velikostni standard (A- DNA $tépena restrikéni endonukleasou Pst I); (2)
1zolovanad chromosomalni DNA. B) Gen malE ziskany PCR amplifikaci.
(1) velikostni standard (A-DNA $tépena restrikéni endonukleasou Pst I); (2)
PCR fragment nesouci gen malE. Velikosti jednotlivych DNA fragmenti jsou
uvedeny v poctu pari basi.

5.1.2.2 Konstrukce plasmidi nesoucich gen pro protein MalE flizovany s genem
pro RTX hemolysin ACT nebo s deleénimi variantami RTX hemolysinu

Ke konstrukci plasmidu pT7CT7-malE-rtx-AcyaC, z néhoZ bude exprimovan
neacylovany fuzni protein MalE-RTX, byl pouzit plasmid pT7CT7ACT]1 (kap. 4.1.8).
Ten byl Stépen restrikénimi endonukleasami Nde [, BstB [ (kap. 4.2.6.1),
defosforylovan (kap. 4.2.6.2) a vzniklé fragmenty byly dé€leny -elektroforesou
v agarosovém gelu (kap. 4.2.6.6). Fragment o velikosti 6947 pb byl izolovan (kap.
4.2.6.7) a ligovan (kap. 4.2.6.4) s fragmentem o velikosti 1118 pb, ktery vznikl po
Stépeni PCR fragmentu nesouciho gen malE (kap. 5.1.2.1) restrikénimi endonukleasami
Nde I, BstB I (kap. 4.2.6.1) a byl taktéz izolovan z agarosového gelu (kap. 4.2.6.7).
Vzhledem k tomu, zZe plasmid pT7CT7ACT1 nese dvé zadsahova mista pro enzym Nde I,
byl z fragmentu o velikosti 6947 pb pouzitého k ligaci odstranén gen pro protein CyaC,

katalyzujici acylaci RTX hemolysinu. Liga¢ni smés byla transformovana do
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kompetentnich bun¢k E. coli XL1-Blue (kap. 4.2.4) a zjednotlivych kolonii byla
izolovéana plasmidova DNA (kap. 4.2.5.1). Spravné plasmidy nesouci fuzi malE-rtx byly
nalezeny pomoci restrikéni analyzy a oznaceny jako pT7CT7-malE-rtx-AcyaC. Tyto
plasmidy byly transformovany do buné¢k BL21/pMM100 (kap. 4.2.4), v nichz byla po
kultivaci, indukci a pfipravé bunéénych lyzath (kap. 4.2.7) ovéiena exprese
neacylovaného proteinu MalE-RTX pomoci SDS-PAGE (kap. 4.2.20). K dal§imu
klonovani a dal$im kultivacim pak byl vybran jeden plasmid pT7CT7-malE-rtx-AcyaC,
z néhoz byl uspésné exprimovan fuzni protein. U tohoto plasmidu bylo sekvenaci (kap.
4.2.8) ovéfeno, Ze gen malE ziskany PCR amplifikaci nenesl Zddné nezddouci mutace.

Pt#i  konstrukci plasmidu pT7CT7-malE-rtx, znéhoz bude exprimovan
acylovany fuzni protein MalE-RTX, se vychazelo z plasmidu pT7CT7-malE-rtx-AcyaC,
ktery byl linearizovan enzymem Nde I (kap. 4.2.6.1), defosforylovan (kap. 4.2.6.2) a
ligovan (kap. 4.2.6.4) s Nde I-Nde I fragmentem (831 pb) izolovanym z agarosového
gelu (kap. 4.2.6.7) po §tépeni plasmidu pT7CT7ACT!1 stejnym enzymem (kap. 4.2.6.1).
Liga¢ni smés byla transformovana do bun€k E. coli XL1-Blue (kap. 4.2.4) a z kolonii
byla izolovana plasmidova DNA (kap. 4.2.5.1). Pfitomnost fragmentu nesouciho gen
cyaC a jeho orientace byla v plasmidech ovéfena restrikéni analyzou a spravné
plasmidy byly ozna¢eny jako pT7CT7-malE-rtx. Ty byly nakonec transformovany do
bun¢k BL21/pMM100 (kap. 4.2.4), vnichZz byla po kultivaci, indukci a pfipravé
bunéénych lyzati (kap. 4.2.7) ovétena exprese flizniho proteinu MalE-RTX pomoci
SDS-PAGE (kap. 4.2.20). K dalSim kultivacim pak byl vybran jeden plasmid pT7CT7-
malE-rtx, z néhoz byl Gspésné exprimovan MalE-RTX.

K expresi kontrolniho detoxifikovaného ACT (ACT/ES), ktery neni schopen
katalyzovat pfeménu ATP na cAMP, byl zkonstruovan plasmid pT7CT7ACTI1/ES.
K tomu byl nejdtive pomoci parcialniho $t€peni restrikéni endonukleasou EcoR V (kap.
4.2.6.1) linearizovan plasmid pT7CT7ACT1 (kap. 4.1.8), ktery byl po izolaci
z agarosového gelu (kap. 4.2.6.7) ligovan (kap. 4.2.6.4) se syntetickym
oligonukleotidovym adaptérem nesoucim zasahové misto pro enzym BamH 1 (5'-
GGATCC-3") a kodujicim dipeptid GlySer. Ligacni smés byla transformovana do
E. coli XL1-Blue (kap. 4.2.4) a z izolovanych kolonii byla pfipravena plasmidovd DNA
(kap. 4.2.5.1). Vlozeni oligonukleotidu do plasmidu bylo ovéieno restrikéni analyzou a

spravné plasmidy, pT7CT7ACTI1/ES, byly transformovany do buné¢k BL21/pMM100
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(kap. 4.2.4). Z nich byly po kultivaci a indukci pfipraveny bunééné lyzaty (kap. 4.2.7),
v nichz byla exprese ACT/ES ovétena pomoci SDS-PAGE (kap. 4.2.20).

Pi1 ptipravé plasmidu pT7CT7-malE-rtxA374-854 se vychazelo z pT7CT7-
malE-rtx, ktery byl nejdiive §tépen restrikénimi endonukleasami BstB I, EcoR V (kap.
4.2.6.1) a poté zatupen pomoci T4 DNA polymerasy (kap. 4.2.6.3). Fragment o
velikosti 7529 pb byl izolovan s agarosového gelu (kap. 4.2.6.7) a ligovan (kap.
4.2.6.4). Liga¢ni smes byla nasledn¢ transformovana do bun€k E. coli XL1-Blue (kap.
4.2.4) a ze ziskanych bakterialnich kolonii byla izolovana plasmidovda DNA (kap.
4.2.5.1). Spravné plasmidy, pT7CT7-malE-rtxA374-854, byly nalezeny pomoci
restrik¢ni analyzy a transformovany do bunék BL21/pMM100 (kap. 4.2.4), v nichZ byla
po kultivaci, indukeci a pfipravé bunéénych lyzatl (kap. 4.2.7) ovéfena exprese proteinu
MalE-RTXA374-854 pomoci SDS-PAGE (kap. 4.2.20).

Pii konstrukci plasmidu pT7CT7-malE-rtxA647-854 se vychazelo z plasmidu
pT7CT7ACTI/ES, ktery byl $té€pen restrikénimi endonukleasami Nco I, EcoR V (kap.
4.2.6.1) a zatupen pomoci T4 DNA polymerasy (kap. 4.2.6.3). Fragment o velikosti
8277 pb byl izolovan z agarosového gelu (kap. 4.2.6.7) a ligovan (kap. 4.2.6.4). Liga¢ni
smés byla transformovana do bun€k E. coli XL1-Blue (kap. 4.2.4) a z kolonii byla
izolovdna plasmidovda DNA (kap. 4.2.5.1), jejiz restrikéni analyzou byly nalezeny
plasmidy pT7CT7ACTI1/E5A647-854, nesouci pozadovanou deleci. Jeden z téchto
plasmidi byl Stépen restrikénimi endonukleasami Hind III, BstB 1 (kap. 4.2.6.1),
defosforylovan (kap. 4.2.6.2) a fragmenty byly déleny elektroforesou v agarosovém
gelu (kap. 4.2.6.6). Fragment o velikosti 7093 pb byl izolovan (kap. 4.2.6.7) a ligovan
(kap. 4.2.6.4) s fragmentem o velikosti 1182 pb, ktery vznikl po $tépeni plasmidu
pT7CT7-malE-rtx stejnymi restrikénimi endonukleasami, nesl gen pro MalE a byl
taktéZ izolovan z agarosového gelu (kap. 4.2.6.7). Ligacni smés byla nasledné
transformovana do bunék E. coli XL1-Blue (kap. 4.2.4) a ze ziskanych bakterialnich
kolonii byla izolovana plasmidova DNA (kap. 4.2.5.1). Spravné plasmidy byly nalezeny
pomoci restrikéni analyzy, oznaceny jako pT7CT7-malE-rtxA647-854 a transformovany
do bun¢k BL21/pMMI100 (kap. 4.2.4), v nichz byla po kultivaci, indukci a ptipravé
bunéénych lyzath (kap. 4.2.7) ovéfena exprese proteinu MalE-RTXA647-854 pomoci
SDS-PAGE (kap. 4.2.20).
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Pi1 ptipravé pT7CT7-malE-rtxA374-647 byl dvoufetézcovy oligonukleotid
BstNcoAdap (vznikly hybridizaci dvou vzijemné komplementarnich syntetickych
oligonukleotidi BstNcoDel For a BstNcoDel Back (kap. 4.1.6)) ligovan (kap. 4.2.6.4)
s fragmentem o velikosti 6994 pb, ktery byl izolovan z agarosového gelu (kap. 4.2.6.7)
po Stépeni plasmidu pT7CT7ACTI1/ES restrik¢nimi endonukleasami BstB I, Xho I (kap.
4.2.6.1). Ligacni smés byla transformovana do bunék E. coli XL1-Blue (kap. 4.2.4) a
z kolonii byla izolovana plasmidova DNA (kap. 4.2.5.1), jejiz restrik¢ni analyzou byly
nalezeny plasmidy pT7CT7ACT1/E5A374-647, nesouci pozadovanou deleci. Jeden
z nalezenych plasmidd byl §t€pen restrikénimi endonukleasami BamH I, BstB I (kap.
4.2.6.1), defosforylovan (kap. 4.2.6.2) a délen elektroforesou v agarosovém gelu (kap.
4.2.6.6). Fragment o velikosti 8154 pb byl z gelu izolovan (kap. 4.2.6.7) a ligovan (kap.
4.2.6.4) spolu s fragmentem o velikosti 1389 pb, ktery vznikl po $t€peni plasmidu
pT7CT7-malE-rtx stejnymi restrikénimi endonukleasami, nesl gen pro MalE a byl
taktéZ 1zolovan z agarosového gelu (kap. 4.2.6.7). Liga¢ni smés byla transformovana do
bunek E. coli XL1-Blue (kap. 4.2.4) a ze ziskanych kolonii byla izolovana plasmidova
DNA (kap. 4.2.5.1). Spravné plasmidy, pT7CT7-malE-rtxA374-647, byly nalezeny
pomoci restrikéni analyzy a transformovany do bun€k BL21/pMMI100 (kap. 4.2.4),
v nichz byla po kultivaci, indukci a pfipravé bunéénych lyzatu (kap. 4.2.7) ovétena
exprese proteinu MalE-RTXA374-647 pomoci SDS-PAGE (kap. 4.2.20).

Z ptipravenych plasmidi byly v nasledujici ¢asti prace (kap. 5.1.3)

exprimovany proteiny, jejichz schématické znazornéni je na Obr. 19.
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Obr. 19: Schématické znazornéni ACT a z néj odvozenych proteini nesoucich
misto AC domény celistvy protein MalE a popripadé delece v hydrofobni
doméné RTX hemolysinu. (A) ACT, resp. ACT/ES; (B) MalE-RTX, (C)
MalE-RTXA374-647; (D) MalE-RTXA647-854; (E) MalE-RTXA374-854.

5.1.2.3 Konstrukce plasmidu nesouciho gen pro MalE ve fuzi se sekvenci
kodujici C-terminalni histidinovou kotvu

Pro produkci kontrolniho volného proteinu MalE byl pfipraven plasmid
pET28-malE-C-His. V prvnim kroku byl dvoutetézcovy oligonukleotid HindXhoAdap
(vznikly hybridizaci vzijemné¢ komplementarnich syntetickych oligonukleotida
HindXhoAdap For a HindXhoAdap Back (kap. 4.1.6)) ligovan (kap. 4.2.6.4) s
fragmentem o velikosti 5353 pb, ktery byl izolovan z agarosového gelu (kap. 4.2.6.7) po
Stépeni plasmidu pET28b (kap. 4.1.8) restrikénimi endonukleasami Hind III a Xho I
(kap. 4.2.6.1). Ligaéni smés byla transformovana do bun¢k E. coli XL1-Blue (kap.
4.2.4) a zkolonii byla izolovdna plasmidovd DNA (kap. 4.2.5.1), jejiz restrikéni
analyzou byly nalezeny plasmidy pET28-HindXhoAdap, nesouci unikatni zasahové
misto pro restrikéni endonukleasu BstB 1. Jeden z plasmidi pET28-HindXhoAdap byl
Stépen restrikénimi endonukleasami Xba I, BstB I (kap. 4.2.6.1), defosforylovan (kap.
4.2.6.2) a délen elektroforesou v agarosovém gelu (kap. 4.2.6.6). Fragment o velikosti
5365 pb byl z gelu izolovan (kap. 4.2.6.7) a ligovan (kap. 4.2.6.4) s fragmentem o
velikosti 1158 pb, ktery vznikl po $tépeni plasmidu pT7CT7-malE-rtx stejnymi

restrikénimi endonukleasami, nesl gen malE a byl taktéz izolovan z agarosového gelu
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(kap. 4.2.6.7). Liga¢ni smés byla transformovana do bunek FE. coli XL1-Blue (kap.
4.2.4) a ze ziskanych kolonii byla izolovana plasmidovd DNA (kap. 4.2.5.1). Plasmidy
pET28-malE-C-His, nesouci gen pro MalE fizovany se sekvenci kdédujici histidinovou
kotvu (6xHis), byly nalezeny pomoci restrikéni analyzy a transformovany do bun¢k
E. coli BL21(ADE3) (kap. 4.2.4) nesoucich gen pro T7 RNA polymerasu a
umoznujicich tak produkci proteinu MalE-C-His z genu pod kontrolou T7 promotoru. Z
bun¢k byly po kultivaci a indukci pfipraveny bunééné lyzaty (kap. 4.2.7), v nichz byla
exprese proteinu MalE-C-His ovétena pomoci SDS-PAGE (kap. 4.2.20).

5.1.3 Fermentacni priprava a purifikace fuzniho rekombinantniho
MalE-RTX, jeho dele¢nich variant, kontrolniho volného MalE-
C-His a ACT/ES

Pro produkci bakteridlni biomasy velkého objemu za fizenych podminek a
predpokladané vysoké hladiny produkovanych variant ACT, resp. volného MalE, bylo
pouzito kultivace ve fermentoru s kone¢nym objemem 5 1 (kap. 4.2.9.1). Proteiny byly
produkovany z plasmida pT7CT7-malE-rtx, pT7CT7-malE-rtxAcyaC,
pT7CT7ACTI/ES, pT7CT7-malE-rtxA374-647, pTTCT7-malE-rtxA647-854 a pT7CT7-
malE-rtxA374-854 v bunkach BL21/pMM100 a zplasmidu pET28-malE-C-His
v bunikach E. coli BL21 (ADE3). Po prob¢hlé kultivaci ve fermentoru (kap. 4.2.9.1),
jejiz typicky prubéh je znazornén na Obr. 20, byla z napéstovanych buné€k izolovana
inkluzni téliska a pfipraveny mocovinové extrakty (kap. 4.2.9.2), vnichz byla
pritomnost prislusnych proteinii ovétena pomoci SDS-PAGE (kap. 4.2.20). Jedinou
vyjimkou pfi zpracovani byly bunky produkujici protein MalE-C-His, znichZz byl
ptipraven cytosolicky extrakt (kap. 4.2.13.2).
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Obr. 20: Rustova kiivka bunék produkujicich MalE-RTX. Graf reprezentuje
typicky prubéh ristu bakteridlni biomasy bunék BL21/pMMI100, v tomto
ptipad¢ transformovanych plasmidem pT7CT7-malE-rtx, pii kultivaci ve
termentoru. Na ose x je uveden ¢as v minutach, na ose y je v logaritmické
Skale vynesena optickd densita bakterialni biomasy méfena p¥i vlnové délce
600 nm.

Proteiny MalE-RTX, MalE-RTXACyaC a ACT/ES byly poté purifikovany ve
tiikrokovém  purifikanim schématu sestdvajicim z gravitaéni iontoméniCové
chromatografie na DEAE-Sepharose (kap. 4.2.9.3), dale chromatografii na
hydroxyapatitu (kap. 4.2.9.4) a v poslednim kroku na kolon¢ plnéné hydrofobni Phenyl-
Sepharosou s vyuzitim odmyvani zbytkového LPS bakteridlni stény pomoci 60%
isopropanolu (kap. 4.2.9.6). Vsechny dele¢ni varianty MalE-RTX byly purifikovany
rovnéZ pomoci gravitatni iontoménicové chromatografie na DEAE-Sepharose (kap.
4.2.93) a chromatografii na hydroxyapatitu (kap. 4.2.9.4). K zavére¢nému
zakoncentrovani proteinu a odmyti LPS bylo ale oproti vy$e uvedenému schématu
vyuZito gravitatni iontoméni¢ové chromatografie na DEAE-Sepharose v ptitomnosti

60% isopropanolu (kap. 4.2.9.3). Chromatografie na Phenyl-Sepharose nebyla pouzita,
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nebot” v disledku deleci v oblasti hydrofobni domény dochazi k vyraznému poklesu
afinity ACT k této hydrofobni matrici a purifikace touto metodou tedy neni prakticky
proveditelna.

Protein MalE-C-His byl purifikovéan afinitni chromatografii na amylose (kap.
4.2.13.6), ke které ma afinitu MalE, dale chromatografii na Ni-NTA agarose, ke které
ma afinitu histidinovd kotva (kap. 4.2.13.3) a nakonec na Phenyl-Sepharose (kap.
4.2.9.6), na niz byl vzorek pteveden do pufru obsahujiciho 8 M mocovinu.

Jednotlivé purifikaéni kroky byly sledovany pomoci SDS-PAGE (kap. 4.2.20)

a Cistotu vSech vyslednych proteinovych produktl pak reprezentuje Obr. 21.
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Obr. 21: Elektroforeticka analyza vyslednych purifikovanych proteini. Alikvoty
proteini po vSech purifika¢nich krocich byly déleny pomoci 7,5% SDS-
PAGE a gel byl barven Coomassie Blue. (1) MalE-C-His; (2) MalE-
RTXACyaC; (3) MalE-RTX; (4) ACT/ES; (5) MalE-RTXA374-647; (6)
MalE-RTXA647-854; (7) MalE-RTXA374-854; (ST) standard molekulovych
hmotnosti (kDa).

Z hodnot absorbanci kalibra¢niho standardu (hovézi sérovy albumin) byla
sestrojena kalibracni kfivka, podle niz byly stanoveny koncentrace purifikovanych
proteint (Tab. 3) (kap. 4.2.21). Dale bylo vzhledem k povaze experimentii, pro né¢z byly
proteiny piipravovany (kap. 5.1.4) provedeno ve vzorcich purifikovanych proteina také

stanoveni koncentrace lipopolysacharidu (kap. 4.2.10) (Tab. 3).
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Tab. 3: Seznam purifikovanych proteini suvedenim jejich koncentraci,
koncentrace lipopolysacharidu a celkového mnoZstvi ziskaného proteinu
po vSech purifikaénich krocich.

Protein Koncentrace Molarni Koncentrace Celkové mnoZstvi
(mg/ml) koncentrace LPS ziskaného proteinu
(umol/1) (EU/mg) (ml)
MalE-C-His 1 23,7 94 10
MalE-RTXACyaC ! 5.6 75 5
MalE-RTX 1 5.6 220 9
ACT/ES 1 5.6 223 15
MalE-RTXA374-647 0.6 3.8 200 2.5
MalE-RTXA647-854 0.7 4.4 220 4
MalE-RTXA374-854 0,7 5.2 190 4

5.1.4 Imunologické vyuziti purifikovanych proteina

Jak jiz bylo feceno v Givodu kapitoly 5.1.2, mély byt vSechny vySe pfipravené
purifikované proteiny vyuzity k zodpovézeni otazky, zda je RTX hemolysinova ¢ast
ACT schopna dopravovat do APC cely protein MalE (42 kDa), a ne pouze jeho ptesné
definovany CD4" T-bun&ny epitop (NGKLIAYPIAVEALS) sestavajici z nékolika
aminokyselinovych zbytki, jak bylo ukazano dtive (85). Navic méla byt objasnéna role
hydrofobni domény ACT v dopravé fuze MalE-RTX do APC pro néslednou prezentaci
na MHC glykoproteinech II. tfidy.

U purifikovanych proteint bylo nejdfive testovano, zda jsou schopny
specifické vazby na buniky CHO (Chinese Hamster Ovary cell line) exprimujici na svém
povrchu integrinovy receptor CD11b/CD18 (CHO-CDI11b/CD18). Byly provedeny

in vitro kompeti¢ni experimenty, ve kterych byla testovana schopnost jednotlivych
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proteini soutézit o vazbu k integrinovému receptoru CD11b/CD18 s molekulou ACT
znacenou biotinem (kap. 4.2.11). Ziskané vysledky jsou shrnuty na Obr. 22, z n€hoz je
zieymé, Ze fuzni protein MalE-RTX mé stejné vazebné schopnosti jako plvodni
nepozménény protein, ACT/ES. Stejné tak jeho dele¢ni varianta MalE-RTXA374-647 se
vaze na povrch CHO-CD11b/CD18 buné¢k se stejnou afinitou jako pivodni ACT/ES.
Dalsi dvé dele¢ni varianty, MalE-RTXA647-854 a MalE-RTXA374-854, vsak jiz
vykazovaly sniZenou schopnost vazby, stejné tak jako neacylovany MalE-RTXACyaC.
Kontrolni volny MalE-C-His protein nebyl schopen vazby na integrinovy receptor
viibec. Uvedené vysledky naznacuji, Ze zaménou AC domény ACT za MalE nedochézi
k takové konformaéni zméné¢ v RTX hemolysinové ¢asti molekuly (nesouci receptor
vazebné misto), kterd by meéla za nasledek sniZenou schopnost vazby fuzniho proteinu
na integrinovy receptor CD11b/CD18. Nicméné k vazbé ACT na molekulu integrinu je
dilezita oblast RTX hemolysinu mezi aminokyselinovymi zbytky 647-854, nebot’ jeji
deleci dochazi k signifikantnimu poklesu vazby fuzniho proteinu k CD11b/CD18.

120 |
100 $ § . —*ACTI/ES
. | —8— MalE-RTX
N —4— MalE-RTXA647-854
>
2 & g % MalE-RTXA374-647
3 ~ —4— MalE-RTXA374-854
E 40 \ —&— MalE-C-His
. —8— MalE-RTXACyaC
20 |
|
0 T v T T i
0 100 200 300 400 500
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Obr. 22: Koncentraéni zavislost vazby MalE-RTX a jeho derivati na integrinovy
receptor CD11b/CD18. Buiky CHO-CDI11b/CD18 byly inkubovany
s indikovanymi koncentracemi fuzniho proteinu MalE-RTX a jeho dele€nich
variant. Jako pozitivni kontrola byl do experimentu zarazen detoxifikovany
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protein ACT/ES a jako negativni kontroly pak volny protein MalE-C-His a
neacylovany MalE-RTXACyaC. Po 30 minutové inkubaci byl piidan
biotinylovany ACT (30 nM) a intensita jeho vazby byla stanovena pritokovou
cytometrii po znaceni streptavidin-fykoerytrinem.

V dal$im kroku byla studovéana schopnost fizniho proteinu MalE-RTX a jeho
jednotlivych dele¢nich variant dopravovat protein MalE do APC pro naslednou
prezentaci jeho CD4" T-bunééného epitopu (NGKLIAYPIAVEALS) na molekulach
MHC 1I. tfidy (kap. 4.2.12). Vysledky jednotlivych experimentd pro protein MalE-
RTX, jeho dele¢ni varianty 1 vSechny kontrolni proteiny jsou znazornény na Obr. 23.
Z ngj je ziejmé, Ze 1 pres substituci celé AC domény proteinem MalE (MalE-RTX),
zustava schopnost RTX hemolysinové ¢asti ACT dopravovat cely MalE protein do APC
zachovana a nasledna prezentace CD4" T-bunééného epitopu odvozeného z MalE na
molekulach MHC 1I. tfidy je stejna jako by byl k prezentaci dopravovan molekulou
ACT pouze tento CD4" T-buné&ény epitop samostatné (MalEp-OVAp-ACT/ES). Na
druh¢ strané, Zadna z delecnich variant proteinu MalE-RTX, ani jeho neacylovana
forma (MalE-RTXACyaC) nebyly schopny dopravovat MalE k prezentaci
prostfednictvim MHC II. tfidy. Kontrolni protein MalE-C-His byl schopen prezentace
CD4" T-bunééného epitopu se 100-nasobné niz$i Géinnosti, nez faze MalE-RTX a
kontrolni protein ACT/ES byl na urovni pozadi experimentu, nebot” ve své molekule

nenese zadny MalE T-bunéény epitop.
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Obr. 23: Prezentace CD4" T-buné&ného epitopu odvozeného z proteinu MalE na
molekulach MHC II. tfidy po jeho dopravé do APC pomoci MalE-RTX a
jeho derivati. Jako APC byly pouzity slezinné buiky z C57BL/6 mysi, které
byly inkubovany s indikovanymi koncentracemi proteinu MalE-RTX, jeho
dele¢nich variant a pfisluSnych kontrolnich proteini. Tyto APC byly
kokultivovany s anti-MalE CD4" T-bun&nymi hybridomy (CRMC3), které
jsou schopny specificky rozpoznavat komplexy molekul MHC II. tfidy
s navazanym MalE epitopem na povrchu APC, a jejichz nésledna stimulace
vede k uvoliiovani IL-2 do supernatantu. MnozZstvi uvolnéného IL-2 je pak
stanoveno jako mnoZstvi inkorporovaného [*H]thymidinu do cytotoxickych
T-lymfocytd (CTLL), jejichz proliferace je uméma koncentraci IL-2 v
supernatantu.

Vsechny vysledky prezentované v této kapitole byly ziskany ve spolupracujici

laboratofti Prof. C. Leclerc (Pasteurtiv ustav, Patiz).
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5.2  Vysledky studia proteinu FrpC

Cilem této casti diplomové prace bylo zjistit, zda je moZné vyuzZit
samostépitelny modul (SPM) proteinu FrpC (kap. 2.2.3) ke konstrukci nového typu
samostépitelné afinitni kotvy a ndasledné purifikaci rozpustnych rekombinantnich
proteind. K tomuto ucelu byla zkonstruovadna fada plasmidi, v nichz byla sekvence
kodujici SPM fuzovana na svém 5'-konci s geny kodujicimi rizné rekombinantni
proteiny a na svém 3’-konci pak se sekvencemi kodujicimi rGzné afinitni kotvy,
umoziujici vazbu pfipravenych fuznich proteinti na pfislusné afinitni matrice a jejich
purifikaci. Na fuznich proteinech pak bylo testovano (v roztoku ¢i po vazb€ na matrici),
zda je SPM po indukci §tépeni vapenatymi ionty schopen od$t€povat rekombinantni
proteiny, byly hledany podminky, pfi nichz je G¢innost tohoto §tépeni nejvyssi a bylo
sledovano, zda je u odstépenych rekombinantnich proteinli (enzymu) zachovéna jejich
enzymaticka aktivita. Takto bylo charakterizovano né€kolik velikostné 1 vlastnostmi
odli$nych rekombinantnich proteinil, aby bylo moZné konstatovat, Ze zde studovany

purifikacni systém muze byt pouzit jako plnohodnotna alternativa systémil stavajicich.

5.2.1 Konstrukce expresnich vektora pro produkci fiznich proteina
nesoucich samostépitelnou afinitni kotvu zaloZzenou na SPM

proteinu FrpC

Pro snadné klonovéni genu pro libovolny rekombinantni protein ureny
k purifikaci pomoci samostépitelné kotvy zalozené na SPM proteinu FrpC byly
ptipraveny dva typy vektori, pTYB2-MCS-SPM-CBD a pET28-MCS-SPM-C-His.
Oba nesou stejné polyklonovaci misto (Multiple Cloning Site, MCS) s unikatnimi
zasahovymi misty pro nékolik restrikénich endonukleas (Nde I, Kpn 1, Sac II, EcoR 1,
Sma I, Sac I, Sal I, Nhe I), do nichZ miiZe byt gen pro rekombinantni protein klonovan
tak, aby byl ve fazi ¢teni se sekvenci kodujici SPM a afinitni kotvu, kterou je v ptipade
vektoru pTYB2-MCS-SPM-CBD chitin-vazajici doména (CBD) a v piipadé vektoru
pET28-MCS-SPM-C-His $est histidinovych zbytkl (C-His). Exprese fuznich proteini

je u obou vektori pod kontrolou T7 promotoru a ribosom-vazebného mista genu 10
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bakteriofaga T7. Obecné schéma klonovani genu pro rekombinantni protein do vektoru

pTYB2-MCS-SPM-CBD nebo pET28-MCS-SPM-C-His je zndzornéno na Obr. 24,

T7 promotor

Klonovani l

T7 promotor

Exprese 1

Asp414lpro415
A

Obr. 24: Obecné schéma klonovani genu pro rekombinantni protein do vektoru
pTYB2-MCS-SPM-CBD nebo do vektoru pET28-MCS-SPM-C-His,
znichZ je poté exprimovan rekombinantni protein ve fuzi s SPM a

afinitni kotvou. Gen pro SPM je na svém 5'-konci fuzovan ve féazi cteni
s genem X pro libovolny rekombinantni protein. Tento gen je vkladan do
klonovaciho mista (MCS) vektoru pTYB2-MCS-SPM-CBD nebo pET28-
MCS-SPM-C-His. Na svém 3 -konci je gen pro SPM fazovan ve fazi ¢teni se
sekvencemi kodujicimi jednotlivé afinitni kotvy (CBD nebo C-His). Exprese
faznich proteint je pod kontrolou T7 promotoru a ribosom-vazebného mista

genu 10 bakteriofaga T7. Cervenym pismem jsou zvyraznény zbytky Asp*'*a

415
Pro

, mezi nimiz dochazi po indukci vapenatymi ionty ke §tépeni fizniho
proteinu (pro snaz§i orientaci odpovidd pouzité Cislovani umisténi vazby
v sekvenci pivodniho proteinu FrpC). Odstépeny rekombinantni protein pak
na svém C-konci nese navic pouze jediny aspartatovy zbytek (Asp*'?)

pochazejici z SPM.
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Vektor pTYB2-MCS-SPM-CBD byl konstruovan jiz dtive (kap. 4.1.8).

Vektor pET28-MCS-SPM-C-His byl piipraven z plasmidu pET28b-SPM-C-
His (kap. 4.1.8), ktery byl §t€pen pomoci restrikénich endonukleas Xba I, Hind III (kap.
4.2.6.1), defosforylovan (kap. 4.2.6.2) a po déleni vzniklych fragmenti pomoci
agarosové elektroforesy (kap. 4.2.6.6) byl z gelu izolovan fragment (kap. 4.2.6.7) o
velikosti 5272 pb. Ten byl nasledné ligovan (kap. 4.2.6.4) s fragmentem o velikosti 730
pb, ktery byl izolovan z agarosového gelu (kap. 4.2.6.7) po elektroforetickém déleni
fragmentt (kap. 4.2.6.6) vzniklych $tépenim vektoru pTYB2-MCS-SPM-CBD stejnymi
endonukleasami (kap. 4.2.6.1). Liga¢ni smés byla transformovana do bun€k E. coli
XL1-Blue (kap. 4.2.4) a zkolonii byla izolovdna plasmidovda DNA (kap. 4.2.5.1).
Spravné plasmidy byly nalezeny pomoci restrikéni analyzy a oznaCeny jako pET28-
MCS-SPM-C-His.

Oba tyto vektory byly uspéS$né pouzity ke konstrukci nekolika plasmidu
popsanych v dal$ich kapitolach.

5.2.1.1 Priprava konstrukti pro expresi fiiznich proteini pouzitych k zakladni
charakterizaci SPM-zprostiedkovaného Stépeni

Pro zékladni charakterizaci SPM-zprostfedkovaného S$tépeni fuznich proteint
vroztoku (kap. 5.2.3) nebo po jejich vazbé na afinitni matrici (kap. 5.2.4) byly
piipraveny nasledujici konstrukty: pTYB2-malE-SPM-CBD, pTYB2-GST-SPM-CBD,
pET28-GST-SPM-C-His a pTYB2-fipCArtx-int-CBD.

P#1 konstrukci pTYB2-malE-SPM-CBD bylo vyuZito vektoru pTYB2-MCS-
BstAdap-SPM-CBD (kap. 4.1.8). Ten byl $té€pen restrikénimi endonukleasami Nde I,
BstB I (kap. 4.2.6.1), defosforylovan (kap. 4.2.6.2) a vzniklé fragmenty byly déleny
elektroforesou v agarosovém gelu (kap. 4.2.6.6), z n¢hoz byl izolovan (kap. 4.2.6.7)
fragment o velikosti 6612 pb. Ten byl ligovan (kap. 4.2.6.4) s fragmentem o velikosti
1118 pb nesoucim gen malE, ktery vznikl po Stépeni plasmidu pT7CT7-malE-rtx-
AcyaC (kap. 5.1.2.2) stejnymi restrikénimi endonukleasami (kap. 4.2.6.1) a byl taktéz
izolovén z agarosového gelu (kap. 4.2.6.7). Ligacni smés byla nasledn¢ transformovana
do bun¢k E. coli XL1-Blue (kap. 4.2.4) a ze ziskanych bakteridlnich kolonii byla
1zolovana plasmidovd DNA (kap. 4.2.5.1). Spravné plasmidy byly nalezeny pomoci
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restrik¢ni analyzy a transformovany do bunék BL21(ADE3) (kap. 4.2.4), v nichz byla po
kultivaci, indukci a pfipravé bunéénych lyzath (kap. 4.2.7) ovétena exprese proteinu
MalE-SPM-CBD pomoci SDS-PAGE (kap. 4.2.20).

Pii konstrukci plasmidu pET28-GST-SPM-C-His, stejné tak jako plasmidu
pTYB2-GST-SPM-CBD, byl nejprve Stépen plasmid pET42b restrikénimi
endonukleasami Spe 1, BsrG I (kap. 4.2.6.1), vznikl¢ fragmenty byly d€leny pomoci
agarosové elektroforesy (kap. 4.2.6.6) a nasledné byl izolovan fragment o velikosti 5760
pb (kap. 4.2.6.7). Ten byl ligovan (kap. 4.2.6.4) se syntetickym dvoufetézcovym
oligonukleotidem (vzniklym hybridizaci dvou vzijemné komplementarnich
syntetickych oligonukleotidd GST For a GST Back (kap. 4.1.6)) nesoucim zasahové
misto pro enzym Nhe I. Liga¢ni smés byla transformovana do buné€k E. coli XL1-Blue
(kap. 4.2.4), z nichz byla poté izolovana plasmidova DNA (kap. 4.2.5.1) a provedena
restrikéni analyza pomoci restrikéni endonukleasy Nhe I pro ovéfeni pritomnosti
syntetického oligonukleotidu. Z nové vzniklého plasmidu pET42b-GSToligo byl vyjmut
gen pro glutathion-S-transferasu S$tépenim uvedeného plasmidu restrikénimi
endonukleasami Nde I, Nhe I (kap. 4.2.6.1). Po separaci elektroforesou v agarosovém
gelu (kap. 4.2.6.6) a nasledné izolaci (kap. 4.2.6.7) byl ziskan fragment o velikosti 679
pb, ktery byl ligovan (kap. 4.2.6.4) s fragmentem o velikosti 5957 pb, resp. fragmentem
o velikosti 6598 pb. Ty byly izolovany =z agarosového gelu (kap. 4.2.6.7) po
elektroforetickém déleni (kap. 4.2.6.6) defosforylovanych (kap. 4.2.6.2) fragmentl
vzniklych $tépenim vektoru pET28-MCS-SPM-C-His, resp. pTYB2-MCS-SPM-CBD
restrikénimi  endonukleasami Nde I, Nhe 1 (kap. 4.2.6.1). Ligacni smeési byly
transformovany do bun€k E. coli XLI1-Blue (kap. 4.2.4) a spravné klony nesouci
pET28-GST-SPM-C-His, resp. pTYB2-GST-SPM-CBD byly po izolaci plasmidové
DNA (kap. 4.2.5.1) identifikovany pomoci restrikéni analyzy. Ty byly poté
transformovany do bunék E. coli BL21(ADE3) (kap. 4.2.4), v nichZ byla po kultivaci,
indukci a ptipravé bunéénych lyzata (kap. 4.2.7) ovéfena exprese proteinu GST-SPM-
C-His, resp. GST-SPM-CBD pomoci SDS-PAGE (kap. 4.2.20).

Pii ptipravé plasmidu pTYB2-fipCArtx-int-CBD, z néhoz bude exprimovan a
nasledn€é purifikovan kontrolni protein FrpCARTX, byl pomoci restrikénich
endonukleas EcoR V, Xba I (kap. 4.2.6.1) §tépen plasmid pTYB2-frpC-int-CBD (kap.
4.1.8). Vzniklé fragmenty byly dé€leny elektroforesou v agarosovém gelu (kap. 4.2.6.6),
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z kterého byl izolovan (kap. 4.2.6.7) fragment o velikosti 2627 pb. Zaroven byl §t€pen
pomoci restrikénich endonukleas Xba I a Sma I (kap. 4.2.6.1) plasmid pTYB2 (kap.
4.1.8), pticemz po defosforylaci (kap. 4.2.6.2), separaci elektroforesou v agarosovém
gelu (kap. 4.2.6.6) a nasledné izolaci (kap. 4.2.6.7) byl ziskan fragment o velikosti 7191
pb. Po ligaci (kap. 4.2.6.4) tohoto fragmentu s fragmentem o velikosti 1973 pb byla
ligani smés transformovana do bunék E. coli XL1-Blue (kap. 4.2.4) a z vybranych
kolonii byla izolovana plasmidova DNA (kap. 4.2.5.1), jejiz restrikéni analyzou byly
nalezeny spravné klony nesouci pozadovanou deleci repetitivni domény proteinu FrpC.
Spravné plasmidy, pTYB2-fipCArtx-int-CBD, byly transformovany do bun€k E. coli
BL21(ADE3) (kap. 4.2.4), v nichZz byla po kultivaci, indukci a pfipravé bunécénych
lyzath (kap. 4.2.7) ovétena exprese proteinu FrpC-ARTX-int-CBD pomoci SDS-PAGE
(kap. 4.2.20).

5.2.1.2 Priprava Kkonstrukti pro expresi volnych nebo k samos$tépitelné SPM-
CBD afinitni kotvé fazovanych rekombinantnich enzymi

Porovnani hodnot specifickych aktivit enzymi ziskanych po vystépeni z fuze
s SPM-CBD s hodnotami specifickych aktivit pfislusnych volnych enzymi umozni
ovétit, zda purifikace rekombinantnich proteinti pomoci systému zalozeného na SPM
neovliviiyje jejich vlastnosti (viz kap. 5.2.5). Proto byly konstruovany jednak plasmidy
pro expresi rekombinantnich enzymi fuzovanych s SPM-CBD (pTYB2-N-His-cat-
SPM-CBD, pTYB2-lacZ-C-His-SPM-CBD), jednak kontrolni plasmidy pro expresi
volnych enzym (pTYB2-N-His-cat, pTYB2-lacZ-C-His).

Pfi ptipravé plasmidi nesoucich gen pro chloramfenikol acetyltransferasu
(CAT) se vychazelo z plasmidu pET2 (kap. 4.1.8), z né¢hoz byl PCR amplifikaci (kap.
4.2.6.5) s pouzitim specifickych syntetickych oligonukleotidii (CAT_For a CAT Back
(kap. 4.1.6)) ziskan gen pro CAT. PCR produkt byl po vizualizaci a oddé&leni
nespecifickych produkti PCR reakce pomoci agarosové elektroforesy (kap. 4.2.6.6) a
nasledné izolaci (kap. 4.2.6.7) $té€pen restrikénimi endonukleasami Nde I, Nhe I (kap.
4.2.6.1) a nasledn¢ opét separovan elektroforesou v agarosovém gelu (kap. 4.2.6.6),
izolovan (kap. 4.2.6.7) a ligovan (kap. 4.2.6.4) s fragmentem o velikosti 6598 pb
1zolovanym z agarosového gelu (kap. 4.2.6.7) po $té€peni vektoru pTYB2-MCS-SPM-
CBD stejnymi enzymy (kap. 4.2.6.1) a jeho defosforylaci (kap. 4.2.6.2). Po
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transformaci ligacni smési do bunék E. coli XL1-Blue (kap. 4.2.4) byla z vybranych
kolonii izolovana plasmidovda DNA (kap. 4.2.5.1) a nasledn¢ provedena restrikéni
analyza vedouci k identifikaci kloni nesouci gen pro CAT. Spravné zkonstruované
plasmidy, oznacené jako pTYB2-cat-SPM-CBD, byly transformovéany do bun€k E. coli
BL21(ADE3) (kap. 4.2.4), vnichZ byla po kultivaci, indukci a pfipravé bunécnych
lyzata (kap. 4.2.7) ovétena exprese proteinu CAT-SPM-CBD pomoci SDS-PAGE (kap.
4.2.20). V dalsim kroku byl ligaci (kap. 4.2.6.4) syntetického oligonukleotidu nesouciho
sekvenci kodujici histidinovou kotvu a specifické zasahové misto pro endonukleasou
Mlu I (vzniklym hybridizaci dvou vzijemné komplementarnich syntetickych
oligonukleotidii 6xHis For a 6xHis Back (kap. 4.1.6)) a fragmentu izolovaného
z agarosového gelu (kap. 4.2.6.7) po elektroforetickém déleni (kap. 4.2.6.6) plasmidu
pTYB2-cat-SPM-CBD linearizovaného restrikéni endonukleasou Nde I (kap. 4.2.6.1)
ptipraven plasmid pTYB2-N-His-cat-SPM-CBD. Liga¢ni sm¢s byla transformovana do
bun€k E. coli XL1-Blue (kap. 4.2.4), z vybranych kolonii byla izolovana plasmidova
DNA (kap. 4.2.5.1) a plasmidy s vlozenym oligonukleotidem byly nalezeny restrikéni
analyzou pomoci enzymu Mlu I. Aby bylo mozné ziskat plasmidy se spravnou orientaci
oligonukleotidu, byly vSechny plasmidy s vlozenym syntetickym oligonukleotidem
transformovany do bunék E. coli BL21(ADE3) (kap. 4.2.4), u nichZ byla po kultivaci,
indukci a pfipravé bunéénych lyzati (kap. 4.2.7) sledovéna exprese proteinu N-His-
CAT-SPM-CBD pomoci SDS-PAGE (kap. 4.2.20). Pokud byl oligonukleotid vloZen
v opatné orientaci, doSlo diky ptFitomnosti stop kodonu na opacném vlakne
oligonukleotidu k zastaveni translace proteinu.

Plasmid pTYB2-N-His-cat pro expresi kontrolniho volného CAT proteinu
s N-koncovou histidinovou kotvou byl pfipraven z plasmidu pTYB2-N-His-cat-SPM-
CBD. A to tak, Ze byl vybran jeden plasmid, z néhoz byla mozné exprese proteinu N-
His-CAT-SPM-CBD a do n¢j byl po jeho linearizaci $tépenim restrikéni endonukleasou
Nhe I (kap. 4.2.6.1), separaci elektroforesou v agarosovém gelu (kap. 4.2.6.6) a izolaci
(kap. 4.2.6.7) ligovén (kap. 4.2.6.4) synteticky oligonukleotid nesouci sekvenci pro stop
kodon a zasahové misto pro restrikéni endonukleasou BspH 1 (vzniklym hybridizaci
dvou vzijemné¢ komplementdrnich syntetickych oligonukleotidi STOP For a
STOP_Back (kap. 4.1.6)). Ligaéni smés byla transformovana do bunék E. coli XL1-
Blue (kap. 4.2.4), z vybranych kolonii byla izolovana plasmidova DNA (kap. 4.2.5.1) a
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plasmidy s vlozenym oligonukleotidem byly nalezeny restrikéni analyzou pomoci
endonukleasy BspH I. Ty byly poté transformovany do bunék E. coli BL21(ADE3) (kap.
4.2.4), vnichz byla po kultivaci, indukci a ptipravé bunéénych lyzatd (kap. 4.2.7)
ovéiena exprese zkracené verze pivodniho proteinu, N-His-CAT, pomoci SDS-PAGE
(kap. 4.2.20).

Dalsim plasmidem nesoucim sekvenci kodujici enzymaticky aktivni protein
byl pTYB2-lacZ-C-His-SPM-CBD. V prvnim kroku byl ziskan gen pro B-galaktosidasu
fuzovany se sekvenci kddujici C-koncovou histidinovou kotvu (LacZ-C-His) z plasmidu
pAc5.1/V5-His/lacZ (kap. 4.1.8) PCR amplifikaci (kap. 4.2.6.5) s pouzitim specifickych
syntetickych oligonukleotidi (lacZ For a lacZ Back (kap. 4.1.6)). Smés po PCR
amplifikaci byla separovana elektroforesou v agarosovém gelu (kap. 4.2.6.6) a
pozadovany PCR fragment nesouci gen pro LacZ-C-His byl izolovan (kap. 4.2.6.7) a
nasledné $tépen restrikénimi endonukleasami Kpn I, Nhe I (kap. 4.2.6.1). V dal§im
kroku byl PCR fragment ligovan (kap. 4.2.6.4) s fragmentem o velikosti 6607 pb
izolovanym z agarosového gelu (kap. 4.2.6.7) po elektroforetickém déleni (kap. 4.2.6.6)
vektoru pTYB2-MCS-SPM-CBD $tépeného taktéz restrikénimi endonukleasami Kpn I,
Nhe I (kap. 4.2.6.1), ktery byl navic defosforylovan (kap. 4.2.6.2). Ligacni smés byla
transformovana do bun€k E. coli XL1-Blue (kap. 4.2.4), znékolika kolonii byla
1zolovana plasmidova DNA (kap. 4.2.5.1) a plasmidy s vloZenym genem pro LacZ-C-
His byly nalezeny restrikéni analyzou. Ty byly transformovany do bunék E. coli
BL21(ADE3) (kap. 4.2.4), v nichZ byla po kultivaci, indukci a pFipravé bunéénych
lyzath (kap. 4.2.7) ovéfena exprese proteinu LacZ-C-His-SPM-CBD pomoci SDS-
PAGE (kap. 4.2.20).

Plasmid pTYB2-lacZ-C-His pro expresi kontrolniho volného LacZ proteinu
s C-koncovou histidinovou kotvou byl piipraven ligaci (kap. 4.2.6.4) syntetického
oligonukleotidu nesouciho stop kodon a zasahové misto pro restrikéni endonukleasu
BspH1 (vzniklého hybridizaci dvou vziajemné komplementarnich syntetickych
oligonukleotidi STOP For a STOP Back (kap. 4.1.6)) s fragmentem izolovanym
z agarosoveho gelu (kap. 4.2.6.7) po elektroforetickém déleni (kap. 4.2.6.6) plasmidu
pTYB2-lacZ-C-His-SPM-CBD linearizovaného restrikéni endonukleasou Nhe I (kap.
4.2.6.1). Ligatni smés byla transformovana do bun¢k E. coli XL1-Blue (kap. 4.2.4),
z vybranych kolonii byla izolovana plasmidovda DNA (kap. 4.2.5.1) a ptitomnost
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oligonukleotidu byla ovéfena pomoci restrikéni analyzy enzymem BspH I. Plasmidy
s vloZzenym oligonukleotidem byly transformovany do bunék E. coli BL21(ADE3) (kap.
4.2.4), vnichz byla po kultivaci, indukci a pfipravé bunéénych lyzatd (kap. 4.2.7)
ovéiena exprese proteinu LacZ-C-His pomoci SDS-PAGE (kap. 4.2.20).

5.2.1.3 Priprava konstrukti pro expresi fuznich proteind pomoci nichZ bude
srovnavana ucinnost purifika¢niho systému zaloZeného na SPM se
systémem zaloZenym na modifikovaném inteinu

Pro srovnani ucinnosti purifikaéniho systému zalozeného na SPM proteinu
FrpC s komer¢nim systémem zalozenym na modifikovaném inteinu (kap. 5.2.6) byly
ptipraveny dva plasmidy, pTYB2-ac-SPM-CBD a pTYB2-ac-int-CBD.

Pii ptipravé pTYB2-ac-SPM-CBD se vychazelo z vektoru pTYB2-MCS-
SPM-CBD (kap. 5.2.1), ktery byl $t€pen pomoci restrikénich endonukleas Xba [, Nhe I
(kap. 4.2.6.1), poté byla provedena defosforylace vzniklych fragmentii (kap. 4.2.6.2) a
reak¢ni smés byla separovana pomoci agarosové elektroforesy (kap. 4.2.6.6). Nasledné
byl izolovan (kap. 4.2.6.7) fragment o velikosti 6558 pb, ktery byl ligovan (kap. 4.2.6.4)
s fragmentem o velikosti 1196 pb nesoucim gen pro adenylatcyklasu (AC) izolovanym
z agarosového gelu (kap. 4.2.6.7) po elektroforetickém déleni fragmentl (kap. 4.2.6.6)
vzniklych S§tépenim plasmidu pT7CT7ACT1/BstNheAdap (kap. 4.1.8) restrikénimi
endonukleasami Xba I, Nhe I (kap. 4.2.6.1). Liga¢ni smés byla transformovana do
bun€k E. coli XL1-Blue (kap. 4.2.4), z vybranych kolonii byla izolovana plasmidova
DNA (kap. 4.2.5.1) a restrik¢éni analyzou byly vyhledany plasmidy s vloZenym genem
pro AC. Ty byly poté transformovany do bunék FE. coli BL21(ADE3) (kap. 4.2.4),
z nichz byly po kultivaci a indukci ptipraveny bunééné lyzaty (kap. 4.2.7), ve kterych
byla exprese proteinu AC-SPM-CBD ovéifena pomoci SDS-PAGE (kap. 4.2.20).

Plasmid pTYB2-ac-int-CBD byl pfipraven ligaci (kap. 4.2.6.4)
defosforylovaného (kap. 4.2.6.2) fragmentu o velikosti 7191 pb, ktery byl izolovan
z agarosového gelu (kap. 4.2.6.7) po elektroforetické separaci fragmentl (kap. 4.2.6.6)
vzniklych §tépenim vektoru pTYB2 restrikénimi endonukleasami Xba I, Sma I (kap.
4.2.6.1) s fragmentem o velikosti 1193 pb izolovanym z agarosového gelu (kap. 4.2.6.7)
po elektroforetickém déleni fragmentd (kap. 4.2.6.6) vzniklych S$t€penim plasmidu
pT7CT7ACT1/SmaBstAdap (kap. 4.1.8) stejnymi restrikénimi endonukleasami (kap.
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4.2.6.1). Liga¢ni sme¢s byla transformovana do bunék E. coli XL1-Blue (kap. 4.2.4),
z n€kolika kolonii byla nasledné izolovana plasmidova DNA (kap. 4.2.5.1) a provedena
restrikéni analyza vedouci k vyhledani spravnych plasmidd. Ty byly nasledné
transformovany do bun¢k E. coli BL21(ADE3) (kap. 4.2.4), v nichZ byla po kultivaci,
indukci a pfipravé bunéénych lyzata (kap. 4.2.7) ovéiena exprese proteinu AC-int-CBD

pomoci SDS-PAGE (kap. 4.2.20).

5.2.2 Produkce proteinu v buiikich E. coli BL21(ADE3) a pFiprava

cytosolickych extraktu

Pro produkci proteinii ze vSech pfipravenych plasmidii (kap. 5.2.1) bylo
pouzito bunék E. coli BL21(ADE3), které byly po transformaci pfislusnym plasmidem
pouzity k pfipravé 500 ml kultur (kap. 4.2.13.1). Z napéstovanych bun¢k byly
pfipraveny cytosolické extrakty (kap. 4.2.13.2), v nichz byla pfitomnost pfisluSnych
proteinti oveéfena pomoci SDS-PAGE (kap. 4.2.20). Cytosolické extrakty byly poté

pouzity k purifikacim jednotlivych protein, jak je popsano v nasledujicich kapitolach.

5.2.3 Charakterizace SPM-zprostiedkovaného Stépeni

purifikovanych fiznich proteini v roztoku

K charakterizaci SPM-zprostfedkovaného Stépeni fuznich protein v roztoku
byly puritikovany nasledujici proteiny: MalE-SPM-CBD, GST-SPM-CBD, GST-SPM-
C-His a FrpCARTX.

K purifikaci MalE-SPM-CBD bylo pouzito chromatografie na amylosové
kolon¢ (kap. 4.2.13.6), k niZz mé afinitu MalE c¢ast fizniho proteinu. Po odmyti
kontaminujicich proteinil byl fizni protein MalE-SPM-CBD eluovan TNE pufrem (kap.
4.1.5) s ptidavkem maltosy o vysledné koncentraci 10 mmol/l, ktera byla nasledné
odstranéna na kolon¢ Sephadexu G-25 (kap. 4.2.13.8). Fuzni protein byl takto zaroven
pteveden do TNE pufru, do n¢hoz byly pievedeny i1 vSechny ostatni proteiny, aby byly
vysledky ziskané z méfeni kinetik $t€peni jednotlivych proteinli vzdjemné porovnatelné

(kap. 4.2.15).
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Protein GST-SPM-CBD, resp. GST-SPM-C-His, byl purifikovan na GSH
agarose (kap. 4.2.13.7), ke které ma afinitu GST ¢4st fuzniho proteinu. Po odmyti
kontaminujicich proteinti byl fuzni protein GST-SPM-CBD eluovan ptfidavkem PBS
pufru (kap. 4.1.5) s redukovanou formou glutathionu o vysledné koncentraci 5 mmol/l,
ktery byl nasledné odstranén chromatografii na Sephadexu G-25 (kap. 4.2.13.8), pomoci
niz byl purifikovany protein zaroven pteveden do TNE pufru.

K purifikaci proteinu FrpCARTX byla pouzita chromatografie na chitinové
koloné (kap. 4.2.13.4), na niZ bylo po odmyti kontaminujicich proteini indukovano
Stépeni fuzniho proteinu FrpCARTX-int-CBD pomoci DTT a ziskany protein
FrpCARTX byl nasledné nanesen na kolonu naplnénou Sephadexem G-25 (kap.
4.2.13.8), na niz byl odstranén DTT a protein pteveden do TNE pufiu.

Na Obr. 25 jsou prostrednictvim SDS-PAGE zachyceny jednotlivé kroky
purifikace fuzniho proteinu GST-SPM-CBD. Stejnym zplsobem byla provedena
analyza jednotlivych purifikaénich krokt vsSech zbyvajicich proteini (data nejsou

ukazana).

| « GST-SPM-CBD

Obr. 25: Elektroforeticka analyza jednotlivych frakci purifikace fiizniho proteinu
GST-SPM-CBD na GSH agarose. Alikvoty z jednotlivych purifikaénich
krokli byly déleny pomoci 7,5% SDS-PAGE a gel byl barven Coomassie
Blue. (St.) standard molekulovych hmotnosti.
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Pii studiu SPM-zprostiedkovaného §tépeni purifikovanych faznich proteint
bylo nejdfive sledovano, zda je SPM po indukci $tépeni vapenatymi ionty schopen
ucinné odsSt€povat rekombinantni proteiny, a zda jsou kinetiky Stépici reakce
jednotlivych fuznich proteini srovnatelné s kinetikou Stépeni pdvodniho proteinu
FrpCARTX. FrpCARTX je dele¢ni variantou proteinu FrpC, nesouci prvnich 862
aminokyselinovych zbytkli a postradajici C-koncovou RTX doménu, pfi¢emz ma tato
delecni varianta stejné Stépici schopnosti jako celistvy protein FrpC (112).

K tomuto ucelu byly purifikované fuzni proteiny MalE-SPM-CBD, GST-
SPM-CBD, GST-SPM-C-His a kontrolni protein FrpCARTX preinkubovany pii 37 °C a
stepeni vazby Asp’'*/Pro*" bylo indukovano ptidavkem vépenatych iontéi o vysledné
koncentraci 2 mmol/l. V &asech 0, 1, 3, 5, 10, 20, 30, 60 a 240 minut byly odebirany
alikvoty, v nichz byla Stépici reakce zastavena piidavkem vzorkového pufru pro SDS-
PAGE s 50 mM EDTA a produkty Stépeni byly déleny pomoci SDS-PAGE (kap.
4.2.15) a nasledné kvantifikovany pomoci densitometrické analyzy (kap. 4.2.16).
Experiment byl opakovan pro kazdy z fiznich proteint celkem &Etyfikrat. Na Obr. 26 je
jako piiklad uveden polyakrylamidovy gel barveny Coomassie Blue s rozdélenymi
produkty S$tépeni fuzniho proteinu GST-SPM-CBD a skenovany pro ucely
densitometrické analyzy. Stejnym zplGsobem byla analyza provedena i1 u vSech
zbyvajicich proteinti (data nejsou ukdzana). Data ziskana z vysledkd densitometrické
analyzy byla statisticky vyhodnocena a kinetiky $t€peni jednotlivych proteind jsou
vyneseny v grafu na Obr. 27.
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Obr. 26: Zavislost vapnikem indukovaného §tépeni proteinu GST-SPM-CBD na
¢ase. Purifikovany fuzni protein GST-SPM-CBD byl s§tépen pii 37 °C
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v pfitomnosti 2 mmol/l koncentrace vapenatych ionti a v indikovanych
Casech byly odebirany alikvoty, vnichz byla S$tépici reakce zastavena
ptidavkem vzorkového pufru pro SDS-PAGE s 50 mM EDTA. Produkty
Stépeni byly déleny pomoci 10% SDS-PAGE a po barveni gelu Coomassie

Blue kvantifikovany pomoci densitometrické analyzy. (St.) standard
molekulovych hmotnosti (kDa).
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Obr. 27: Zavislost vapnikem indukovaného §tépeni jednotlivych proteini na case.
Data ziskand po densitometrické analyze produkti S$tépeni jednotlivych
proteinii byla statisticky vyhodnocena a kinetiky $tépeni jednotlivych
proteint jsou vyneseny v grafu. Kazdy bod grafu byl ziskan ze ¢tyt riiznych
stanoveni a je prezentovan jako primérmna hodnota + standardni odchylka.

Ze ziskanych vysledki je ziejmé, ze ke §tépeni viech fuznich proteini dochazi
s poloCasem pfiblizné 5 minut, a Ze maximalni konverze, kterd se v zavislosti na typu
fuzniho proteinu pohybuje mezi 70 — 80 %, je dosazeno béhem dvou hodin. Vysledky
navic ukazuji, Ze za danych podminek dochazi ke $tépeni v8ech fuznich proteind se
stejnou €1 velmi podobnou ucinnosti jako ke Stépeni ptivodniho proteinu FrpCARTX.

V dal$im kroku byla u purifikovanych fiznich proteini GST-SPM-C-His a
MalE-SPM-CBD hledana optimalni koncentrace véapenatych iontl pro jejich SPM-
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zprosttedkované §tépeni. Stépeni bylo provadéno pii 25 °C (pokojova teplota) nebo pfi
4 °C, dvou teplotach nejc¢astéji vyuzivanych k purifikaci proteind.

K tomuto ucelu byly purifikované fuzni proteiny GST-SPM-C-His a MalE-
SPM-CBD preinkubovany pii 25 nebo 4 °C a SPM-zprostiedkované Stépeni vazby
Asp*'¥/Pro*"® bylo indukovéno ptidavkem vapenatych iontt o vysledné koncentraci 2, 5,
10 nebo 50 mmol/l. V €asech 0, 60, 120, 180, 240, 300 a 360 minut pii 25 °C a Casech
0, 240, 480, 720, 960 a 1200 minut pii 4 °C byly odebirany alikvoty, v nichz byla
Stépici reakce zastavena piidavkem vzorkového pufru pro SDS-PAGE s 50 mM EDTA
a produkty Stépeni byly analyzovéany postupem popsanym vyse.
véapenatych iontd (2 mM) efektivné indukovala $t€peni obou fuznich proteini a jeji dalsi
zvySovani az na koncentraci 10 mM mélo na zvySovani rychlosti $t€peni jen slaby vliv
(ke zvySeni nedoslo o vice nez 20 %). Rychlost §tépeni indukovana vapenatymi ionty o
koncentract 50 mM byla podobnd nebo dokonce niz§i, neZ rychlost Stépeni
v pitomnosti 10 mM koncentrace vapenatych iontil, a proto 10 mM koncentrace Ca>
byla pouzivana ve vSech dalSich experimentech. Pti pokojové teploté bylo §t€peni obou
fuznich proteint stale velmi efektivni a vice nez 80 % GST-SPM-C-His a MalE-SPM-
CBD bylo rozstépeno béhem Ctyf hodin (Obr. 28A a C). Pii 4 °C byla dle o¢ekavani
rychlost §t€peni vyznamné sniZena a té samé ucinnosti §t€peni GST-SPM-C-His jako pii
pokojové teploté bylo piti 4 °C dosazeno az po osmi hodinach (Obr. 28B), pficemz
MalE-SPM-CBD byl za stejny Cas Stépen pouze ze 60 % (Obr. 28D). Jeho dalsi
inkubace s 10 mM Ca’" vedla po 20 hodinach az k 75% konverzi (Obr. 28D).
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Obr. 28: Casova zavislost $tépeni faznich proteini GST-SPM-C-His a MalE-SPM-
CBD indukovaného riznymi koncentracemi vapenatych ionti pri dvou
ruznych teplotach. Purifikované fuzni proteiny GST-SPM-C-His (A, B) a
MalE-SPM-CBD (C, D) byly stépeny pfi 25 °C (A, C) nebo pii 4 °C (B, D)
v pfitomnosti indikovanych koncentraci vapenatych ionti a v indikovanych
casech byly odebirany alikvoty, v nichZz byla S§tépici reakce zastavena
ptidavkem vzorkového pufru pro SDS-PAGE s 50 mM EDTA. Produkty
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§tépeni byly déleny pomoci 10% SDS-PAGE a po barveni gelit Coomassie
Blue kvantifikovany pomoci densitometrické analyzy. Ziskana data byla
statisticky vyhodnocena a kinetiky $§tépeni jsou vyneseny v grafech, v nichz
byl kazdy bod ziskan ze Ctyf rtiznych stanoveni a je prezentovan jako
prumeérna hodnota * standardni odchylka.

VSechna ziskana data ukazuji, Ze SPM odvozeny od proteinu FrpC miZe byt
kombinovan s riznymi rekombinantnimi proteiny a afinitnimi kotvami, aniz by doslo ke

ztraté jeho schopnosti efektivné a specificky §tépit vzniklé fuzni proteiny.

5.2.4 SPM-zprostiedkované Stépeni fuznich proteina po jejich vazbé

na afinitni matrici

K ovéfeni, zda k u¢innému S$t€peni fuznich proteinti GST-SPM-C-His a MalE-
SPM-CBD bude dochézet 1 po jejich vazbé na afinitni matrici byl cytosolicky extrakt
(kap. 5.2.2) obsahujici GST-SPM-C-His nanesen na kolonu s Ni-NTA agarosou (kap.
4.2.13.3) a cytosolicky extrakt (kap. 5.2.2) s MalE-SPM-CBD na chitinovou kolonu
(kap. 4.2.13.5). Po odmyti vSech kontaminujicich proteini bylo SPM-zprostredkované
$tépeni obou fuznich proteint indukovano piidavkem pufru s vapenatymi ionty o
vysledné koncentraci 10 mM, ktera byla v pfedchozich experimentech stanovena jako
optimalni (kap. 5.2.3). Po ekvilibraci kolony timto pufrem byla kolona uzaviena a
ponechana pii pokojové teploté po dobu 6 hodin, za niz by mélo dojit k 80% konverzi
obou fuznich proteint (kap. 5.2.3). Po této dobé byl jiman odSt€peny rekombinantni
protein a po jeho kompletni eluci byl zkolony eluovan zbyvajici fizni partner,
popfipad¢ neStépeny fuzni protein. V pripadé Ni-NTA agarosy byla z kolony eluovana
pomoci 250 mM imidazolu samostépitelnd afinitni kotva SPM-C-His, resp. nestépeny
GST-SPM-C-His, v ptipadé chitinové matrice pak pomoci 2% SDS kotva SPM-CBD,
resp. MalE-SPM-CBD.

Obr. 29 ukazuje, Ze na Ni-NTA matrici nebyl fazni protein GST-SPM-C-His
zachycen kompletn¢, ale i pfesto u zachyceného fizniho proteinu  dochazelo
k u¢innému vystépeni proteinu GST. Eluce samostépitelné afinitni kotvy SPM-C-His a
nestépeného GST-SPM-C-His pomoci 250 mM imidazolu pak ukdazala, Ze byl fizni
protein Sté€pen témét kompletné. Vzhledem k tomu, zZe je velikost GST (26,4 kDa) a
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SPM-C-His (26,6 kDa) téméf identicka a jejich identifikace na zéklad¢ jejich velikosti
pomoci SDS-PAGE je nejednoznacna, byly jim odpovidajici proteinové prouzky ve
frakcich “Eluce Ca*** a “Eluce imidazol“ vyfiznuty z gelu (Obr. 29) a identifikovany
pomoci hmotové spektrometrie (kap. 4.2.14). Ta potvrdila téméf vyhradni zastoupeni
proteinu GST v prouzku izolovaném z frakce “Eluce Ca*** a proteinu SPM-C-His

v prouzku izolovaném z frakce “Eluce imidazol*.

42 kDa —»
26 kDa ~»

<+ GST-SPM-C-His
<« GST
<+ SPM-C-His

Obr. 29: Elektroforeticka analyza jednotlivych frakci purifikace rekombinantniho
proteinu GST na Ni-NTA agarose pomoci samostépitelné afinitni kotvy
SPM-C-His. Na kolonu s Ni-NTA agarosou byl nanesen cytosolicky extrakt
obsahuyjici fuzni protein GST-SPM-C-His a po odmyti kontaminujicich
proteind bylo indukovano jeho SPM-zprosttedkované $tépeni pomoci pufru
s 10 mM Ca®". Po ekvilibraci kolony timto pufrem byla kolona uzaviena a
ponechana pii pokojové teploté po dobu 6 hodin a poté byl jiman odStépeny
GST. Nakonec byla z kolony eluovana pomoci 250 mM imidazolu
samostépitelnd afinitni kotva SPM-C-His a neStépeny GST-SPM-C-His.
Alikvoty proteinu po vSech purifika¢nich krocich byly déleny pomoci 10%
SDS-PAGE a gel byl barven Coomassie Blue. (St.) standard molekulovych
hmotnosti.

Protein MalE-SPM-CBD byl po aplikaci cytosolického extraktu na chitinové
partikule zachycen téméf kompletné a po indukci SPM-zprostiedkovaného S$tépeni

vapenatymi ionty z n€j byl vystépovan protein MalE (Obr. 30). K eluci samostépitelné
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afinitni kotvy SPM-CBD a nestépeného MalE-SPM-CBD pomoci 2% SDS nedochazelo
a je proto mozné predpokladat, ze jak SPM-CBD, tak MalE-SPM-CBD se ptes CBD
vazou k chitinu s takovou afinitou, Ze nedochazi k jejich eluci ani v pfitomnosti 2%
SDS, ktery doneddvna vyrobce chitinové matrice doporucoval pro jeji regeneraci

(v soucasné dobg je pro regeneraci doporuc¢ovan 0,3 M NaOH).
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Obr. 30: Elektroforeticka analyza jednotlivych frakci purifikace rekombinantniho
proteinu MalE na chitinu pomoci samostépitelné afinitni kotvy SPM-
CBD. Na kolonu s chitinem byl nanesen cytosolicky extrakt obsahujici fuzni
protein MalE-SPM-CBD a po odmyti kontaminujicich proteind bylo
indukovano jeho SPM-zprostredkované §tépeni pomoci pufru s 10 mM Ca™".
Po ekvilibraci kolony timto pufrem byla kolona uzaviena a ponechéna pti
pokojové teploté po dobu 6 hodin a poté byl jiman od$tépeny MalE. Nakonec
byla z kolony eluovana pomoci 250 mM imidazolu samostépitelna afinitni
kotva SPM-CBD a nestépeny MalE-SPM-CBD. Alikvoty proteinu po vsech
purifika¢nich krocich byly déleny pomoci 10% SDS-PAGE a gel byl barven
Coomassie Blue. (St.) standard molekulovych hmotnosti.

Tyto vysledky ukazuji, ze SPM je schopen specificky a u¢inn¢ vystépovat
rekombinantni protein ureny k purifikaci 1 po navézani vychoziho fuzniho proteinu

k afinitni matrici.
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5.2.5 Ovéreni zachovani enzymatickych aktivit rekombinantnich
proteini  purifikovanych chromatografii zaloZenou na

samoStépitelné SPM-CBD afinitni kotvé

Pro mnohé aplikace je nezbytné nutné, aby biochemické ¢i biologické aktivity
purifikovanych proteini zustaly po vSech provedenych chromatografickych krocich
nezmeénény. Tak tomu mize byt naptiklad u purifikaci enzymaticky aktivnich proteint.
V ramci zavadéni nového purifikaéniho systému zalozeného na SPM proteinu FrpC
bylo proto testovdno, zda u enzymi purifikovanych pomoci tohoto systému zistane
zachovédna jejich enzymatickd aktivita. K tomuto ucelu byly vybrany dva dobie
charakterizované enzymaticky aktivni proteiny, [-galaktosidasa (LacZ) a
chloramfenikol acetyltransferasa (CAT), u nichZ je navic stanoveni jejich enzymatické
aktivity velmi snadno a reprodukovatelné¢ proveditelné. Bylo provedeno porovnani
hodnot specifickych aktivit téchto enzymi ziskanych po vystépeni z fuze s SPM-CBD
s hodnotami specifickych aktivit pfisluSnych volnych enzymi. K tomu bylo vyuzito
plasmida pro expresi LacZ-C-His a N-His-CAT fuazovanych s SPM-CBD (pTYB2-N-
His-cat-SPM-CBD, pTYB2-lacZ-C-His-SPM-CBD) a plasmidd pro expresi volnych
LacZ-C-His a N-His-CAT (pTYB2-N-His-cat, pTYB2-lacZ-C-His), které byly
zkonstruovany postupem popsanym vkap. 5.2.1.2, a znichz byly pfipraveny
cytosolické extrakty, jak je popsano v kap. 5.2.2.

Proteiny LacZ-C-His a N-His-CAT byly z fuznich proteini LacZ-C-His-SPM-
CBD a N-His-CAT-SPM-CBD ziskany purifikaci zaloZené na samostépitelné afinitni
kotvé SPM-CBD po SPM-zprostfedkovaném §tépeni postupem popsanym v piedchozi
kapitole (kap. 5.2.4) a vyStépené proteiny LacZ-C-His a N-His-CAT byly nasledné
pfevedeny do pfislusnych pufri pouzivanych ke stanoveni enzymatickych aktivit na
Sephadexu G-25 (kap. 4.2.13.8).

Pro purifikaci volnych LacZ-C-His a N-His-CAT proteinii byla pouzita
chromatografie na Ni-NTA agarose (kap. 4.2.13.3), zkter¢é byly po odmyti
kontaminujicich proteinti eluovany LacZ-C-His, resp. N-His-CAT pomoci pufru

obsahujiciho imidazol o vysledné koncentraci 250 mmol/l. Oba proteiny byly nasledné
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ptevedeny do pfislusnych pufri pouzivanych ke stanoveni enzymatickych aktivit na
Sephadexu G-25 (kap. 4.2.13.8).

U vsech ¢tyt takto purifikovanych proteinid byly stanoveny jejich enzymatické
aktivity (kap. 4.2.17, 4.2.18), pfiCemz jednotliva stanoveni byla opakovédna celkem
tiikrat a vysledky statisticky vyhodnoceny. Ziskané hodnoty jsou uvedeny v Tab. 4 a
ukazuji, Ze specifické aktivity proteini LacZ-C-His a N-His-CAT purifikovanych
pomoci systému zaloZzeného na samoSstépitelne afinitni kotvé SPM-CBD jsou zcela
srovnatelné se specifickymi aktivitami proteini LacZ-C-His a N-His-CAT

purifikovanych ve volné formé na Ni-NTA agarose.

Tab. 4: Srovnani hodnot specifickych enzymatickych aktivit purifikovanych
volnych proteinii LacZ-C-His a N-His-CAT s hodnotami specifickych
aktivit proteini LacZ-C-His a N-His-CAT purifikovanych systémem
zaloZenym na samostépitelné afinitni kotvé SPM-CBD.

Specificka aktivita [U/mg]|
Protein =
Chromatografie zaloZena Konvenéni
chromatografie
na SPM-CBD , .
(kontrolni proteiny)

LacZ-C-His 1596 + 23 1606 £ 11
N-His-CAT 278 £ 19 290 £ 15

4

5.2.6 Porovnani u¢innosti purifika¢niho systému zaloZeného na SPM

s komercénim systémem zaloZenym na inteinu S. cerevisiae

Aby bylo mozné konstatovat, Ze nové zavadény purifikani systém zalozeny
na SPM proteinu FrpC miiZze byt pouzit jako plnohodnotnd alternativa ke komeréné
dostupnému systému zalozenému na inteinu (kap. 2.2.4), byly mezi sebou porovnavany
vysledky ziskané purifikaci stejného rekombinantniho proteinu v obou zminénych
systémech. Jako rekombinantni protein byla pouzita katalyticky aktivni adenylatcyklasa
(AC) izolovana z ACT bakterie B. pertussis, u které je mozné snadné, rychlé a pfesné
stanoveni jeji enzymatické aktivity, cozZ umozni cely purifikacni proces monitorovat a
vyhodnotit. ProtoZze komer¢n€ dostupny inteinovy systém vyuziva jako afinitni kotvy

CBD, byla tato kotva pouzita i v piipadé SPM.
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Pro tento ucel byly zkonstruovany plasmidy (kap. 5.2.1.3) pro expresi fuznich
proteini AC-SPM-CBD a AC-int-CBD. U ziskanych cytosolickych extraktd (kap.
5.2.2) obsahujicich tyto fuzni proteiny byla stanovena hodnota AC aktivity (kap. 4.2.19)
a na jejim zdkladé bylo mnozstvi AC-SPM-CBD a AC-int-CBD nastaveno ve
vychozich extraktech na stejnou hodnotu, kterd byla vzata jako 100 % (Tab. 5). Poté byl
kazdy z cytosolickych extraktli nanesen na kolonu se stejnym objemem chitinovych
partikuli, kontaminujici proteiny byly odmyty (Tab. 5, nezachycena frakce a promyti) a
Stépeni fuzniho proteinu bylo v ptipadé AC-SPM-CBD indukovano ptidavkem
vapenatych iontl a v pfipadé AC-int-CBD ptidavkem dithiothreitolu (Tab. 5, indukce
Stépeni Ca®"). Po 16 hodinové inkubaci pii 4 °C byl z obou kolon eluovan AC protein
(Tab. 5, eluce) (podrobny postup purifikaci je popsan v kap. 4.2.13.4 a kap. 4.2.13.5).
Jednotlivé frakce byly v priibéhu purifikace jimany, analyzovany pomoci SDS-PAGE
(kap. 4.2.20) a byla v nich stanovena enzymaticka AC aktivita (kap. 4.2.19). Kazda z
purifikaci byla opakovdna dvakrat a vysledné primémé hodnoty AC aktivit
v jednotlivych frakcich vztazené k pivodnimu cytosolickému extraktu (100 %) jsou
uvedeny v Tab. 5. Posledni sloupec tabulky, reprezentujici nestépeny AC-SPM-CBD,
resp. AC-int-CBD, je prostym dopoctem do 100 %, protoze AC aktivita nemohla byt
diky eluci 2% SDS v této frakci stanovena. Zaporné Cislo ve sloupci SPM-CBD je pak
dano chybou stanoveni AC aktivity. Cistota AC domény po purifikaci v obou systémech

je srovnana na Obr. 31.

Tab.5: Porovnani purifikaéniho systému zaloZzeného na SPM-CBD s komer¢né
dostupnym systémem zaloZenym na int-CBD.

SPM-CBD int-CBD
Cytosolicky extrakt 100 % 100 %
Nezachycena frakce a promyti 36 % 26 %
Indukce $tépeni Ca** 2% 6 %
Eluce 66 % 60 %
Nestépeny fizni protein -4 % 8 %
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Obr. 31: Elektroforeticka analyza exprese proteini AC-SPM-CBD a AC-int-CBD
a purifikace AC domény. (1) cytosolicky extrakt AC-SPM-CBD; (2)
cytosolicky extrakt AC-int-CBD; (3) AC doména po purifikaci pomoci
systému zaloZzeného na samostépitelné afinitni kotvé SPM-CBD; (4) AC
doména po purifikaci pomoci systému zaloZeného na samostépitelné afinitni
kotvé int-CBD. Vzorky byly déleny pomoci 7,5% SDS-PAGE a gel byl
barven Coomassie Blue. (St.) standard molekulovych hmotnosti.

Ziskané vysledky ukazuji, ze v této praci vyvinuty purifikacni systém zaloZeny

na SPM proteinu FrpC je plné€ srovnatelny se systémem zaloZzenym na modifikovaném

inteinu, ktery je komeréné dostupny od firmy New England Biolabs.
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6 Diskuse

6.1 Diskuse proteinu ACT

V prvni €asti této diplomové prace je pojednano o vyuziti proteinu ACT jako
vektoru pro dopravu antigenli do APC a jejich naslednou prezentaci prostiednictvim
molekul MHC II. t¥idy. Bylo studovano, zda RTX hemolysinova ¢ast ACT je schopna
dopravovat do APC celé proteiny, a ne pouze jejich jednotlivé epitopy. Jako modelovy
protein byl vybran protein MalE (42 kDa) z E. coli K12, kterym byla v molekule ACT
nahrazena AC doména a vznikl tak fuzni protein MalE-RTX. Zaroven bylo studovano,
zda je kdopravé MalE prostfednictvim RTX hemolysinu do APC a nasledné
k prezentaci na MHC II. tfidy nezbytnd hydrofobni doména toxinu nebo jeji ¢ast.

Molekula ACT je schopna se vazat k integrinovému receptoru CD11b/CD18
myeloidnich bun€k (74), pficemz vazba k tomuto receptoru je jednou z podminek
ucinné dopravy zabudovaného epitopu do APC (120). Z vysledkli kompeti¢nich
vazebnych experimentl vyplyva (Obr. 22), Ze ndhradou celé AC domény proteinu ACT
proteinem MalE (MalE-RTX) nedochazi v porovnani s plivodnim detoxifikovanym
ACT/ES ke snizeni schopnosti vazby tohoto fizniho proteinu na receptor CD11b/CD18.
Vazebné schopnosti pfipravenych variant proteinu MalE-RTX, nesoucich delece
v oblasti hydrofobni domény RTX hemolysinu, zavisi na typu provedené delece.
Delecni varianta MalE-RTXA374-647 se k CD11b/CD18 vaze témér se stejnou afinitou
jako MalE-RTX, tedy i jako pivodni ACT/ES. Na druhé strané, dele¢ni varianty MalE-
RTXA647-854 a MalE-RTXA374-854 vykazuji v porovnani s ACT/ES snizenou
schopnost vazby k integrinovému receptoru. Je tedy mozné piedpokladat, zZe
k vazebnym schopnostem ACT by kromé samotného vazebného mista pro integrinovy
receptor CD11b/CD18, nachazejiciho se v oblasti aminokyselinovych zbytk 1166-
1281 repetitivni domény RTX hemolysinu, mohla pfispivat také oblast hydrofobni
domény mezi aminokyselinovymi zbytky 647-854. DalSim moznym vysvétlenim je, ze
by delece v této oblasti mohla vést k takové zméné konformace vazebného mista pro
integrin, ktera by méla za nasledek snizeni schopnosti vazby MalE-RTXA647-854, resp.
MalE-RTXA374-854 k tomuto receptoru. Kontrolni volny MalE-C-His protein
nevykazoval dle ocekéavani zadnou afinitu k integrinu CD11b/CD18. Jiz dfive bylo
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ukazano, ze acylace proteinu ACT je nezbytna pro ireverzibilni vazbu toxinu na
receptor CD11b/CD18 (74), a tedy podobné jako neacylovana forma pavodniho ACT
taktéZ ani neacylovand forma proteinu MalE-RTXACyaC, pouzitd jako dalsi
z kontrolnich proteint, nebyla schopna ireverzibilni vazby k integrinovému receptoru.
Pii studiu schopnosti fuzniho proteinu MalE-RTX a jeho jednotlivych
dele¢nich variant dopravovat protein MalE do APC pro naslednou prezentaci jeho CD4"
T-bunééného epitopu na molekulach MHC II. t¥idy bylo ukdzano (Obr. 23), Ze i ptes
substituci celé AC domény proteinem MalE (MalE-RTX) zlstdva schopnost RTX
hemolysinové ¢asti ACT dopravovat cely MalE antigen do APC zachovana a nasledna
prezentace CD4" T-buné&ného epitopu odvozeného z MalE na molekulach MHC IL
tfidy je stejna jako by byl k prezentaci dopravovan molekulou ACT pouze tento CD4"
T-buné&ény epitop samostatné. Ke srovnani bylo pouzito proteinu MalEp-OVAp-
ACT/ES, ktery nesl zabudovany MalE CD4" T-bunéény epitop v pozici 336 ptivodniho
detoxifikovaného ACT a jeho konstrukce a pouziti byly popsany jiz dfive (85). Na
druh¢é strané, Zadna z dele€nich variant proteinu MalE-RTX nebyla schopna ucinné
dopravovat MalE epitop k prezentaci na molekulach MHC II. tiéidy. Je tedy
pravdépodobné, ze piestoze u delecni varianty MalE-RTXA374-647 je afinita
k integrinovému receptoru dostatecna (srovnatelna s afinitou MalE-RTX a ACT/ES, viz
vySe) neni tato schopna ucinné dopravit MalE epitop do endocytické drahy APC pro
jeho nasledné zpracovani a prezentaci prostiednictvim molekul MHC II. tfidy. Obdobné
vysledky byly ziskdny u detoxifikované molekuly MalEp-OVAp-ACT/ES-E570K-
E581P nesouci v pozici 108 proteinu ACT vlozeny CD8" T-bunéény OVA epitop
(SIINFEKL), v pozici 336 zde zminovany MalE CD4" T-bunéény epitop a v oblasti
hydrofobni domény bodové mutace nahrazujici zbytek glutamatu v pozici 570 zbytkem
lysinu a zbytek glutamatu v pozici 581 zbytkem prolinu. Také tato molekula se véazala
na integrinovy receptor CD11b/CD18 se stejnou afinitou jako pivodni ACT/ES, a
pfesto nebyla schopna u¢inné dopravovat MalE epitop k prezentaci na molekulach
MHC II. tfidy (R. FiSer, J. MaSin, nepublikovana data). To naznacuje, Ze hydrofobni
doména hraje dulezitou roli pii spravné doprave, zpracovani a/nebo prezentaci epitopu.
Na objasnéni molekularniho mechanismu, ktery by vysvétloval pro¢ molekuly

s pozménénou hydrofobni doménou nedokazi prezentovat na MHC molekulach II. tfidy
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CD4' T-bunéény epitop, prestoze se uéinné vazi na integrinovy receptor, se
v soucasnosti pracuje.

Ziskané vysledky navic ukazuji, Ze kontrolni protein MalE-C-His byl schopen
prezentace CD4" T-buné&éného epitopu na molekuldich MHC II. tfidy se 100-nasobné
nizsi ucinnosti v porovnani s fuzi MalE-RTX. Obdobné vysledky byly prezentovany jiz
dfive pro molekuly ACT nesouci v riznych pozicich toxinu zabudovany pouze MalE
epitop, které byly schopny jeho dopravy na molekuly MHC II. tfidy s ptiblizn¢ 100-
nasobné vyss$i ucinnosti, nez kdyz byl ptislusny epitop pouzit ve formeé volného peptidu
(85).

Doposud byly publikovany vysledky tykajici se uspé€sné dopravy antigenti do
APC pomoci ACT pro antigeny do velikosti 100 aminokyselinovych zbytki (79, 121).
Z vysledkl ziskanych v této praci vyplyva, ze kapacita ACT je v tomto ohledu jesté
mnohem vys§i, a Ze je mozné pomoci RTX hemolysinové ¢asti ACT u€inné dopravovat
do APC antigen o velikosti az 382 aminokyselinovych zbytkli. Toho by mohlo byt
v budoucnu vyuzito pfi vakcinaci proti riznym typim bakteridlnich, virovych i
parazitarnich onemocnéni, kdy by do molekuly ACT byly jako néhrada za jeji AC
doménu vkladany celé proteiny, proti jejichZz riznym epitopim by byla stimulovéna
imunitni odpovéd’. Stejné tak by mélo byt mozné s RTX hemolysinovou ¢asti ACT
kombinovat nékolik CD4" T-buné&énych epitopi odvozenych z riiznych typh proteinti a

stimulovat imunitni odpovéd’ proti v§em témto epitopiim najednou.

6.2 Diskuse proteinu FrpC

Druha céast této diplomové prace se zabyva konstrukci nového typu
samoStépitelné afinitni kotvy zaloZzené na SPM proteinu FrpC a mozZnostmi jejiho
vyuziti pii purifikaci rozpustnych rekombinantnich proteini. Myslenka pouziti SPM
k tvorbé purifikacniho systému vznikla na zdkladé nedavno publikovanych vysledkl
(112), které ukazaly, Ze SPM doména FrpC je schopna specificky §tépit tento protein

*% bo indukci vapenatymi ionty.

mezi aminokyselinovymi zbytky Asp*'*/Pro
Jako afinitni kotvy, flizované k C-koncové casti SPM, byly vybrany
histidinova kotva (0,8 kDa) a CBD kotva (5,7 kDa), tedy kotvy rozdilné nejen co do

velikosti kazdé z nich, ale také interagujici s afinitni matrici na odliSném fyzikalné-

103



chemickém principu. Pfi volbé N-koncovych fuznich partnerit SPM byl proveden
rekombinantnich proteinli, mezi které patfily maltosu-vazajici protein, glutathion-S-
transferasa, chloramfenikol acetyltransferasa, [-galaktosidasa a adenylatcyklasa.
Aﬁnitﬁi kotvy i rekombinantni proteiny rlizného typu i rizné velikosti byly vybrany
proto, aby bylo mozné ovéfit, zda pravé typ a velikost SPM fuznich partnerti nebudou
mit negativni vliv na SPM-zprostiedkované §te€peni vzniklych fiznich proteinti. Ze
ziskanych vysledkd pro fuzni proteiny GST-SPM-C-His (53 kDa), GST-SPM-CBD
(58 kDa) a MalE-SPM-CBD (74 kDa) lze shrnout (Obr. 27), Ze kinetika $tépeni
jednotlivych fuznich proteinil v roztoku byla na typu rekombinantniho proteinu a/nebo
afinitni kotvy a také velikosti jednotlivych fuznich partnerG zavisla jen minimalné a
navic jejich $té€peni probihalo se stejnou ¢i velmi podobnou ucinnosti jako Stépeni
puvodniho proteinu FrpCARTX. U faznich proteind GST-SPM-C-His a MalE-SPM-
CBD se projevil rozdil v kinetice §t€peni aZ pfi §t€peni proteinl pii teploté 4 °C (Obr.
28). Tento rozdil byl jen minimalni, pokud bylo $tépeni provadéno pii pokojové teplote
(Obr. 28).

Pokud byly fizni proteiny GST-SPM-C-His a MalE-SPM-CBD navéazany na
afinitni matrici a pomoci vapenatych ionti bylo indukovano SPM-zprostiedkované
Stépeni vazby Asp4l4/Pr04'5, dochazelo opét k uc¢innému vystépovani rekombinantnich
proteinlt GST nebo MalE. V pfipadé¢ GST je mozné konstatovat, Ze jeho vyStépeni na
matrici bylo stejn€ uc¢inné, ne-li u€innéjsi nez v roztoku, protoze po eluci samostépitelné
afinitni kotvy SPM-C-His a ne$tépeného GST-SPM-C-His pomoci 250 mM imidazolu
byla pomoci SDS-PAGE téméf vyhradné detekovana afinitni kotva SPM-C-His
(potvrzeno hmotovou spektrometrii) a jen minimum proteinu, ktery by na zakladé
molekulové hmotnosti odpovidal nest€épené¢ formé GST-SPM-C-His (Obr. 29). U
proteinu MalE vys$tépeného z fuzniho proteinu MalE-SPM-CBD nebylo mozné ucinnost
St€épeni odhadnout, protoZze keluci samoStépitelné afinitni kotvy SPM-CBD a
nestépen¢ho MalE-SPM-CBD nedochazelo ani ptidavkem 2% SDS (Obr. 30).

Pro ovéfeni, zda u enzymaticky aktivnich proteini purifikovanych pomoci
systému zaloZzeného na SPM proteinu FrpC zlstane zachovéana jejich enzymaticka
aktivita byly pouzity proteiny chloramfenikol acetyltransferasa a [3-galaktosidasa. Tyto

enzymy byly vybrany proto, Ze po jejich N- 1 C-koncové fuzi k pfislusnému proteinu
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dochazi pouze k doasnému sniZeni jejich aktivity, ale ne k takovym ireverzibilnim
zménam jejich konformace, které by mély za nasledek jeji uplnou ztratu (122-124).
Navic je stanoveni jejich specifické aktivity pomémé snadno a reprodukovatelné
proveditelné. P#i porovnani specifickych aktivit purifikovanych volnych forem N-His-
CAT i LacZ-C-His s hodnotami ziskanymi pro stejné proteiny po jejich vystépeni
z ptisluSnych faznich proteini je zfejmé, Ze purifikatnim postupem zaloZzenym na SPM-
CBD nedochazi u téchto proteint ke ztraté jejich enzymatické aktivity (Tab. 4).

Jiz dtive bylo pozorovano, ze v dasledku SPM-zprosttedkovaného §tépeni
molekuly FrpC dochéazi k tvorbé extrémné stabilnich vysokomolekulovych forem
rekombinantniho proteinu FrpC, jejichz detailni analyza pomoci hmotové spektrometrie
ukazala, ze se 45 kDa N-koncovy fragment proteinu FrpC, vznikly $t€penim vazby
Asp‘““/Pro“5 , miZe véazat pres C-termindlni aspartatovy zbytek k e-aminoskupiné
lysinového zbytku jiné molekuly FrpC a vytvaret tak kovalentni isopeptidovou vazbu
(112). Uginnost tvorby téchto vysokomolekulovych forem byla pomémé nizkad a
dochazelo k ni pfiblizné u 10 % Stépenych molekul FrpC. Nedavno bylo zjisténo, Ze
tvorbu vysokomolekulovych forem FrpC je mozné kompletn¢ inhibovat ptidavkem
¢inidel s-SH skupinou jako jsou DTT, B-merkaptoethanol nebo cystein, aniZz by
dochéazelo k ovlivnéni SPM-zprosttedkovaného Stépeni (R. Osicka, nepublikovana
data). Tvorba podobnych vysokomolekulovych forem byla pozorovdna i v pfipadé
SPM-zprostiedkovaného $t€peni zde ptfipravenych fuznich proteind (data neukazana).
Aby se zabranilo tvorbé vysokomolekulovych forem a zvysil se tak vytézek
purifikovanych rekombinantnich proteind, bylo vtéto praci kazdé SPM-
zprosttedkované §té€peni fuzniho proteinu provadéno v ptitomnosti pufru s 10 mM DTT,
ktery je dostacujici pro kompletni inhibici tvorby vysokomolekulovych forem.

V zavéru prace byl nové zavadény purifikaéni systém zaloZzeny na SPM
proteinu  FrpC srovnavan skomeréné¢ dostupnym systémem zaloZzenym na
modifikovaném inteinu (New England Biolabs). Ziskané vysledky ukazaly (Tab. 5), Ze
pomoci purifika¢niho systému zaloZzeného na SPM proteinu FrpC je mozné purifikovat
stejna mnozstvi rekombinantniho AC proteinu jako pomoci systému zaloZzené¢ho na
inteinu. Vzhledem k tomu, Ze oba systémy vyuzivaly stejné afinitni kotvy (CBD), byla
Cistota purifikovaného rekombinantniho proteinu ziskaného pomoci obou systémi

velmi podobnd (Obr. 31).
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Vsechny vySe popsané vysledky ukazuji, ze zde vyvinuty purifikaéni systém
zaloZeny na SPM proteinu FrpC bakterie N. meningitidis je piné funk¢ni a mize ho byt

s uspéchem vyuzito jako plnohodnotné alternativy systému komeréniho.
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7

7.1

Zaver
Zavér studia proteinu ACT

Byl zaveden novy systém pro expresi rekombinantniho ACT a jeho derivatl
v buiikach E. coli BL21 nesoucich plasmid pMM100. Byly provedeny produkce
rekombinantniho ACT zobou systéml a vyslednda mnozstvi proteinu byla
densitometricky kvantifikovana. Ze ziskanych hodnot je mozné uzaviit, ze
mnozstvi rekombinantniho ACT, ktera 1ze produkovat v novém systému jsou az 3-
kréat vyssi nez v systému stavajicim.

K zodpovézeni otazky, zda je RTX hemolysinova ¢ast ACT schopna dopravovat do
APC cely modelovy protein MalE (42 kDa), a ne pouze jeho piesné definovany
CD4" T-bunéény epitop (NGKLIAYPIAVEALS), jak bylo ukazano dfive, a dale
k objasnéni role hydrofobni domény ACT v dopravé MalE do APC pro néslednou
prezentaci na MHC glykoproteinech II. tfidy, byly zkonstruovany plasmidy
umoziujici produkci fazniho proteinu MalE-RTX, jeho dele¢nich variant

v hydrofobni doméné a kontrolnich proteini MalE-C-His a ACT/ES.

Piislusné proteiny byly produkovéany, purifikovany a testovany na mnoZstvi
pritomného lipopolysacharidu. Nasledné¢ byly v laboratoti Prof. C. Leclerc

(Pasteurtv ustav, Paiiz) pouZity k imunologickym studiim.

S uvedenymi proteiny byly provedeny kompeti¢ni vazebné experimenty, které
ukazaly, ze fuzni protein MalE-RTX ma stejné vazebné schopnosti jako pivodni
nepozménény protein, ACT/ES. Stejné€ tak jeho dele¢ni varianta MalE-RTXA374-
647 se vaze na integrin CD11b/CD18 se stejnou afinitou jako pivodni ACT/ES.
Dal$i dvé dele¢ni varianty, MalE-RTXA647-854 a MalE-RTXA374-854, vsak jiz
vykazovaly sniZenou schopnost vazby a kontrolni volny protein MalE-C-His nebyl
schopen vazby na integrinovy receptor vibec. Tyto vysledky ukazaly, Ze k vazbé
ACT na molekulu integrinu je dalezitd oblast RTX hemolysinu mezi zbytky 647-
854.
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[ ptes substituci celé AC domény proteinem MalE (MalE-RTX) zlstala schopnost
RTX hemolysinové ¢asti ACT dopravovat cely MalE protein do APC zachovéna a
nasledna prezentace CD4" T-bunééného epitopu odvozeného zMalE na
molekulach MHC II. ttidy byla stejna jako by byl k prezentaci dopravovan
molekulou ACT pouze tento CD4" T-bunéény epitop samostatné. Na druhé strané,
zadna z dele¢nich variant proteinu MalE-RTX nebyla schopna dopravovat MalE
k prezentaci prostfednictvim MHC II. tfidy. Kontrolni protein MalE-C-His byl
schopen prezentace CD4" T-bunééného epitopu se 100-nasobné nizsi uéinnosti, nez

faze MalE-RTX a kontrolni protein ACT/ES byl na arovni pozadi experimentu.

Zavéry studia proteinu FrpC

Byly zkonstruovany plasmidy umoziujici produkci rekombinantnich proteint
fuzovanych se samoS$tépitelnou SPM doménou proteinu FrpC a afinitni kotvou
(CBD, C-His), které byly pouzity k charakterizaci vlastnosti nového systému

urceného pro purifikaci rozpustnych rekombinantnich proteind.

Ptislusné fuzni proteiny byly produkovany, purifikovany a bylo ovéfeno, Ze u nich
dochazi k velmi u¢innému a specifickému SPM-zprostiedkovanému vyS$tépeni

rekombinantniho proteinu.

Bylo zjisténo, Ze Stépeni probiha u fuznich proteind v roztoku nejefektivnéji pokud
je indukce $tépeni provedena pfidavkem vapenatych iontl o vysledné koncentraci
10 mmol/l. K efektivnimu $§tépeni dochédzelo nejen pfi pokojové teploté, ale i pii
4 °C.

K a¢innému a specifickému vys$tépeni rekombinantniho proteinu dochazelo i
v piipadech, kdy pfislusné fuzni proteiny byly vazany na afinitni matrici.
Rekombinantni protein pak mohl byt po odmyti kontaminujicich protein( z kolony
a vystépeni z fuze eluovan z kolony jako Cisty protein, pficemz samostépitelna

afinitni kotva (SPM-CBD, SPM-C-His) zustala navazana na matrici.

Purifika¢ni systém fungoval pro kazdy z testovanych proteint (GST, MalE, CAT,
LacZ, AC) a téZ pro obé afinitni kotvy (CBD, C-His), a to i pfes skutecnost, Ze
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jednotlivé proteiny jsou vlastnostmi i velikostné znacné rozdilné a téZ vlastnosti

jednotlivych druht afinitnich matric se vyrazné lisi.

Bylo provedeno porovnani hodnot specifickych aktivit enzymaticky aktivnich
proteint (B-galaktosidasa, chloramfenikol acetyltransferasa) ziskanych po vystépeni
z fuze s SPM-CBD s hodnotami specifickych aktivit téchto enzymu purifikovanych
jako volné proteiny. Z vysledki méteni specifickych aktivit 1ze shmout, Ze aktivita
enzymaticky aktivnich proteinii ziistdvd po purifikaci zalozené na SPM-CBD

samoSstépitelné afinitni kotvé nezménéna.

Bylo provedeno srovnani uc€innosti purifikacniho systému zalozeného na SPM
proteinu FrpC s komerénim systémem zaloZzenym na modifikovaném inteinu
kvasinky S. cerevisiae. Dosazené vysledky ukazuji, Ze purifikaCni systém zaloZeny
na SPM proteinu FrpC bakterie N. meningitidis mize byt pouzit pro purifikaci
rozpustnych rekombinantnich proteinli jako plnohodnotnd alternativa systému

komer¢niho.
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9  Seznam pouzitych zkratek a symbolu

ABC membranovy transportér (z angl. ATP Binding Cassette)
AC adenylatcyklasa, adenylatcyklasovy, -a, -é

ACT adenylatcyklasovy toxin (= CyaA)

ACP acyl ptenasejici protein (z angl. Acyl-Carrier Protein)

ADP adenosindifosfat

ATP adenosintrifosfat

Amp ampicilin

APC antigen-prezentujici burika (z angl. Antigen-Presenting Cell)

ApxI-IVA RTX proteiny Actinobacillus pleuropneumoniae

APS persulfat amonny

Asp kyselina asparagova

Bp Bordetella pertussis

pb pary basi

BSA hovézi sérovy albumin

bvg Bordetella virulence gene

bvgA gen kodujici cytoplasmaticky aktivator transkripce BvgA

bvg$ gen kodujici transmembranovy protein BvgS

CaM kalmodulin

cAMP adenosin-3 ,5 -(cyklicky) monofosfat

CAT chloramfenikol acetyltransferasa

cat gen pro chloramfenikol acetyltransferasu

CBD chitin-vazebna doména (z angl. Chitin-Binding Domain)

CBS vazebné misto pro kalmodulin (z angl. Calmodulin Binding Site)
CD klastr diference

CHO bunécna linie izolovana z vaje¢nikid kfecka zlatého(z angl. Chinese

Hamster OQvary cell line)

CPM pocet impulsii za minutu (z angl. Counts Per Minute)
CR3 komplementovy receptor typu 3
CRMC3 linie anti-MalE CD4" T-bunéénych hybridomii
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CTLL
CyaA
cyaAd
cyaB

CyaC

cyaC

cyaD

cyak

A-DNA
DEAE
DNA
DNT
dNTP
DPM
dsDNA
DTT
ES

E7

Ec
EDTA
Fab
Faktor Xa
FAM20
Fc

FHA
FLAG
FrpA

linie cytotoxickych T-lymfocytu

adenylatcyklasovy toxin (= ACT)

gen kodujici adenylatcyklasovy toxin

gen kodujici jeden z proteint zajistujicich sekreci adenylatcyklasového
toxinu

acyltransferasa zajistujici posttranslaéni modifikaci ACT mastnou
kyselinou

gen koédujici acyltransferasu umozilujici posttranslaéni modifikaci
adenylatcyklasového toxinu mastnou kyselinou

gen kodujici jeden z proteini zajist'ujicich sekreci adenylatcyklasového
toxinu

gen kddujici jeden z proteinti zajist'ujicich sekreci adenylatcyklasového
toxinu

DNA bakteriofaga lambda

diethylaminoethyl

deoxyribonukleova kyselina

dermonekroticky toxin bakterie B. pertussis

deoxyribonuklesidtrifosfat

pocet rozpadil za minutu (z angl. Decays Per Minute)

dvouvlaknova forma DNA

1,4-dithiothreitol

geneticky provedena detoxifikace adenylatcyklasového toxinu
onkoprotein lidského papiloma viru 16

Escherichia coli

ethylendiamintetraoctova kyselina

antigen-vazajici oblast imunoglobulinu

proteasa ucastnici se procesu sraZeni krve

kmen Neisseria meningitidis

konstantni ¢ast imunoglobulinu

vlaknity hemaglutinin

epitop kodovany sekvenci MDYKAFDNL

zelezem - regulovany protein A (z angl. Ferrum-regulated protein A)
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SfrrA

froC
froD
Fur
gpl120
GSH
GST
gst
GTP
His
HIV-1

HPLC

ICAM

Ig

IL

IPTG
IS1016-V
kDa

LacZ

lacZ

LB
LCMV

LOS

LPS

M++
MALDI-TOF

gen pro Zelezem - regulovany protein A

Zelezem - regulovany protein C (z angl. Ferrum-regulated protein C)
gen pro Zelezem - regulovany protein C

gen kodujici lipoprotein vnéj§i membrany N.meningitidis

reguldtor transkripce (z angl. Ferric uptake regulator)

glykoprotein obalky viru HIV

glutathion

glutathion-S-transferasa

gen pro glutathion-S-transferasu

guanidintrifosfat

histidin, zde oznacuje celou sekvenci 6-ti po sob¢ jdoucich histidini
lidské

Immunodeficiency Virus)

virus imunitni  nedostatecnosti (z  angl. Human
vysoce u¢inna kapalinova chromatografie (z angl. High Performance
Liquid Chromatography)

molekula interceluldrni adhese (z angl. Intracellular Cell Adhesion
Molekule)

protilatka (imunoglobulin)

interleukin

isopropyl B-D-thiogalaktopyranosid

protein Haemophilus influenzae

kiloDalton

B-galaktosidasa

gen pro [3-galaktosidasu

Luria-Bertani

virus lymfatické choriové meningitidy (z angl. Lymphocytic
ChorioMeningitis Virus)

lipooligosacharid

lipopolysacharid

malé bivalentni kationty

hmotnostni  spektrometrie (z angl.

Matrix  Assisted Laser

Desorption/lIonization - Time Of Flight)
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MalE
malE
MCS
MDO
MHC

NAD
NK

ODb

Opa, Opc

orf
OVA
a-’P

PAGE

PCR

Piac
Pp-gal
Pro
PTX
RTX
RtxB

rtxB
RtxD

rtxC
RtxE
rixE
SAP
SDS

maltosu-vazajici protein

gen pro maltosu-vazajici protein

polyklonovaci misto (z angl. Multiple Cloning Site)

obohacené médium pro kultivaci bakterii

hlavni histokompatibilitni komplex (z angl. Major Histocompatibility
Complex)

nikotinamidadenindinukleotid

pfirozené zabijejici (z angl. Natural Killer)

opticka densita

proteiny vnéj$i membrany meningokoka (z angl. Quter membrane
Protein A, C)

otevieny Cteci ramec (z angl. gpen reading frame)

ovalbumin

radioaktivni fosfor s 32 nukleony v ATP, ADP, cAMP

elektroforesa v polyakrylamidovém gelu (z angl. PolyAkrylamid Gel
Electrophoresis)

polymerasova fetézova reakce (z angl. Polymerase-Chain Reaction)
laktosovy promotor

promotor B-galaktosidasy

prolin

pertusovy toxin bakterie B. pertussis

oznaceni skupiny proteinti (z angl. Repeat in ToXin)

ATP-vazajici protein vnitini membrany, souéast sekrecniho systému
typu |

gen kodujici ATP-vazajici protein vnitini membrany

membranovy periplasmaticky protein, sou¢ast sekre¢niho systému typu
[

gen kodujici membranovy periplasmaticky protein

kandlovy protein vné€j$i membrany, soucast sekrecniho systému typu I
gen kodujici kanalovy protein vné€j$i membrany

alkalicka fosfatasa (z angl. Shrimp Alkaline Phosphatase)

dodecylsulfat sodny
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SDS-PAGE
SPM

Strep

t

TAP

TCF
TCR
TCT
TEMED
U

V3

VMA
w.t. ACT

elektroforesa v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS
samostépitelny modul proteinu FrpC (z angl. Self-Processing Module)
streptavidin

reakéni €as [min]

ABC transportér (z angl. Transporter Associated with antigen
Processing)

trachedlni kolonizaéni faktor bakterie Bordetella pertussis

T-bunéény receptor

tracheélni cytotoxin bakterie Bordetella pertussis
N,N,N/,N/-tetramethylethylendiamin

jednotka (z angl. unit)

variabilni region

podjednotka ATPasy Saccharomyces cerevisiae

oznaceni pro piivodni ACT (z angl. wild type)

libovolna aminokyselina
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