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Abstrakt

Hemové senzorové proteiny predstavuji ¢tvrtou skupinu hemoproteinii. V této skupiné
hemoproteinti slouzi hem jako signdlni molekula. Disociace a asociace hemu u proteinti
detekujicich hem ma vliv na regulaci fyziologickych procesti napt. regulace enzymové aktivity
nebo genoveé exprese.

V piedkladané bakaldiské praci jsou shrnuty dosavadni poznatky o vybranych
zastupcich hlavné ze skupiny eukaryotickych hemovych senzorovych proteini publikované
v odbornych Casopisech. V experimentélni Casti této bakalafské prace jsme se zaméfili na
ptipravu rekombinantniho proteinu, inhibitoru regulovaného hemem (HRI) a jeho proteinového
byly pfipraveny, posléze amplifikovany a nasledné¢ izolovany plasmidy nesouci bud’ gen pro
HRI nebo pro elF2a. Nasledné byly dané proteiny pfipraveny heterologni expresi
v bakterialnich bunikach E. coli BL-21(DE3) a cely proces zakon¢ila jejich purifikace. Ziskali
jsme finalni preparat HRI o koncentraci 7,7 uM a celkovém objemu 400 pl a 60% homogenité
a findlni preparat eIF2a o koncentraci 51,3 uM a celkovém objemu 400 pul a 80% homogenité.
Pilotni charakterizace obou ziskanych preparati s ohledem na jejich teplotni stabilitu, pfinesla

dilezité informace nezbytné pro spravné uchovavani proteinli pred dalSimi experimenty.

Klicova slova:
senzorové proteiny detekujici hem, hem, kinasa, transdukce signalu, izolace plasmidu,

heterologni exprese, purifikace proteinti
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Abstract

Heme sensor proteins are the fourth group of hemoproteins. In this group of
hemoproteins heme plays an important role in signalization. Dissociation and/or association of
heme detecting proteins serves as an important physiological function in regulation of enzyme
activity or gene expression. In this bachelor thesis all the actual knowledge about selected forms
of eukaryotic heme sensor proteins previously published in scientific articles are summarized.
The experimental part of this bachelor thesis is focused on preparation of recombinant protein
heme regulated inhibitor (HRI) and its substrate eukaryotic translation initiation factor 2 alpha
(elF2a). Firstly the preparation of the plasmids with genes HRI and elF2a was conducted. In
the next step these proteins were prepared in prokaryotic system formed by E. coli BL-21(DE3).
The final sample of HRI (7,7 uM in total volume 400 pul and 60 % of homogenity) and the final
sample of elF2a (51,3 pM in total volume 400 pl and 80 % of homogenity) were obtained by
the purification process. The study of thermal stability of these samples provided important

informations on appropiate storage and manipulation with them in further experiments.

Key words:
heme-base sensors, heme, kinase, tranduction of signal, isolation of plasmids, prokaryotic

expresion, protein purifacation.

(In Czech)
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Seznam zkratek a symbolu

A280
AfGcHK

ALA
AP
APS
AU
BCA
BCIP
BSA
BIS
bp
CK-II
CP motiv

DNA
dNTPs

dsRBM

E. coli
Ec DOS

EDTA
elF2

elF2B
elF2a

elF4

absorbance pii vinové délce 280 nm
histidinkinasa s globinovou strukturou senzorové domény bakterie
Anaeromyxobacter sp, Fw 109-5
5(6)-aminolevulova kyselina
alkalick4 fosfatasa
persiran amonny
z angl. ,,arbitrary units®, relativni jednotka absorbance
bicinchoninova kyselina
5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfat
hovézi sérovy albumin (z angl. bovine serum albumine)
N,N-methylen-bis-akrylamid
pari bazi, z angl. base pare
kaseinova kinasa 2 z angl. casein kinase 2
kratka sekvence dvou aminokyselin cysteinu a prolinu za sebou se
vyskytujicich v primarni sekvenci proteinu
deoxyribonukleova kyselina
smés nukletid trifosfath
motivy vazajici dvojvladknové RNA z angl. double strand RNA binding
motifs
Escherichia coli
fosfodiesterasa, ktera detekuje kyslik z Escheriechia coli, z angl. Direct
oxygen sensor located in Escheriechia coli

kyselina ethylendiamintetraoctova

......

......

.....

......

initiation factor 4
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elF5

GCNI1
GCN2 kinasa
GDP

GTP
HisTag
HisRS

HRI

HRM
IPTG

LB medium
MBP
metHB
Met-tRNAi
mRNA
NBT
ODeoo
PABPC
PACT
PBG

PCR

PEK
PERK

pl
PKA
PKC
PKR
PLP
PMSF
RPM

-------

initiation factor 5

z angl. general control of amino acid synthesis 1-like protein

z angl. general control non-depresive 2 kinase

guanosin difosfat

guanosin trifosfat

histidinova kotva, polyhistidinova sekvence

histidin related domain

inhibitor regulovany hemem, z angl. heme regulated inhibitor
hem regulujici motiv, z angl. heme regulated motif

isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid

Luria Broth medium

protein vazajici maltosu z angl, maltosa binding protein
methemoglobin

transferova RNA, ktera prenasi methionin

mediatorova ribonukleova kyselina

nitrotetrazoliova modf

optickd denzita pii vinové délce 600 nm

poly adeninovy vazajici protein, z angl. polyadenylate binding protein
protein aktivator, z angl. protein activator

porfobilinogen

polymerazova fetézova reakce, z angl. polymeric chain reaction
pankreatickd elF2a kinasa z angl. pancreatic elF2a kinase

PKR podobna kinasa endoplasmatického retikula, z angl. PKR-like
endoplasmic reticulum kinase

izoelekricky bod

proteinkinasa A, z angl. protein kinase A

proteinkinasa C, z angl. protein kinase C

proteinkinasa R, z angl. protein kinase R

pyridoxalfosfat

fenylmethylsulfonil florid

pocet otacek za minutu
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SDS

SS

Sukcinyl — CoA
TAE

TB medium
TBS

TEMED

™

TRIS

Tween

WT

dodecylsiran sodny

singalni sekvence, z angl. signal sequence
sukcinyl koenzym A

pufr Tris-acetat-EDTA

terrific Broth medium

tris pufr s obsahem NaCl
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiimin
transmembranovy segment z angl. transmebran segment
tris(hydroxymethyl)aminomethan
polyoxyethylen (20) sorbitan monolaurat
wild type
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1. Teoreticky uvod

1.1 Hemoproteiny

Hemoproteiny jsou skupina proteint, které obsahuji hem jako nebilkovinnou cast
struktury [1]. Hem je syntetizovan ¢astecné v cytosolu a ¢astecné v mitochondriich. Biosyntéza
hemu byla objasnéna v roce 1945 kdy David Shemin a David Rittenberg pomoci radioaktivné
znac¢enych atomil uhliku a dusiku prokdzali, ze hlavnimi prekurzory biosyntézy hemu jsou
glycin a acetat [2]. Acetat musi byt metabolicky pfeménén v citratovém cyklu na sukcinyl-CoA.
Sukcinyl-CoA reaguje v prvnim kroku biosyntézy s glycinem, nasleduje dekarboxylace za
katalyzy PLP-dependentni 5-aminolevulatsynthasou a vznikd 5(d)-aminolevulova kyselina

(ALA) [1]. Biosyntéza ALA je znazornéna na obrazku 1, strana 11.
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Obrazek 1 Syntéza kyseliny o-aminolevulové v mitochondriich, prevzato z Voet, D., Voet, J.G.:
Biochemistry, John Wiley & Sons, 2011 [1]. 1 — Transaminace, 2 — vznik karbaniontu, 3 — konjugace
C-Cvazby, 4 — odstépeni koenzymu A, 5 — dekarboxylace, 6 — druha transaminace, které vede k uvolnéni
O-aminolevulové kyseliny a regeneraci PLP komplexu (enzymu)
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Biosyntéza ALA probihd v mitochondriich odkud je transportovana do cytosolu.
V cytosolu pak probih4 syntéza porfobilinogenu (PBG) ze dvou molekul ALA za katalyzy

enzymu porfobilinogensynthasy [1]. Biosyntéza PBG je zndzornéna na obrazku 2, strana 12.
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Obrazek 2 Syntéza porfobilinogenu v cytosolu, prevzato z Voet, D., Voet, J.G.: Biochemistry, John
Wiley & Sons, 2011 [1]. 1 — Vznik Shiffovy baze, 2 — dehydratace + vznik druhé Shiffovy baze, 3 — vznik
karbaniontu, 4 — aldolova kondenzace a zacykleni kruhu, 5 — eliminace NH, skupiny a ndsledna
tautomerace — 6.

Protoporfyrin IX vznikd ze 4 molekul PBG. Po spojeni 4 molekul PBG, které jsou
vzajemné spojeny a-methinovymi mustky, vznika uroporfyrinogen III. Uroporfyrinogen je
produktem vice reakci, které jsou katalyzovany enzymy uroporfyrinogensynthasou a
uroporfyrinogen IlI-kosynthasou. Kosynthasa hraje velmi dtileZitou roli pfi cyklizaci, pokud by
nebyla pfitomna, probéhla by cyklizace neenzymaticky za vzniku symetrické molekuly
uroporfyrinogenu I. Hem je vSak asymetrickd molekula, coZ dokazuje poloha methylové
skupiny na 4 molekule PBG, kter4 je orientovand opacn¢ vici ostatnim tfem molekulam PBG.
Uroporyrinogen III je nasledné dekarboxylovan enzymem uroporfyrinogendekarboxylasou za

vzniku koprofyrinogenu III. V dalsim kroku je syntetizovan protoporfyrinogen IX pomoci
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enzymu koproporfynogensynthasy a transportovan do mitochondrii, kde je podroben oxidaci
pomoci protoporfyrinogenoxidasy na protoporfyrin IX. Findlnim krokem je fixace Zeleza
pomoci ferrochelasy a vznik hemu [1,3]. Kompletni ptehled biosyntézy hemu a

kompartmentace jednotlivych ¢asti syntézy je zndzornéna na obrazku 3, strana 13.
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Obrazek 3 Kompletni piehled biosyntézy hemu a jeho bunécnd kompartmentace, prevzato z
Voet, D., Voet, J.G.: Biochemistry, John Wiley & Sons, 2011 [1]. Substituenty v f — polohdch
uhlikového skeletu; A — acetyl, M — methyl, P — propionyl, V — vinyl.
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Protoporfyrin IX se chova jako slaba dvojsytna kyselina, kterd je v alkalickém prostiedi
schopna navazat iont kovu namisto dvou pyrolovych atomt vodiku. V pfipad¢ hemu se jedna
o iont Zeleza, ktery tvoii s protoporfyrinem IX nejstabilngjsi komplexy. Hem je proto také
oznacovan jako ferroprotoporfyrin IX. Z hlediska stability jsou oktaedrick¢é komplexy
nejstabilnéjsi, hem je ovSem charakterizovan jako tetrakomplex a ma dvé nenasycené
koordina¢ni vazby. Vyuzitim volnych elektronovych part téchto nenasycenych koordinacnich
vazeb je hem schopen vazat rizné ligandy. Toho je vyuzivano pravé pti vzniku hemoproteind,
kdy je hem vazan nejcastéji pies dusik imidazolového kruhu histidinu nebo pies thiolatovou
skupinu cysteinu [1,3,4].

Hemoproteiny se rozd¢€luji do ¢tyt skupin, kazda skupina ma charakteristickou vlastnost
a funkci v organismu:

I. Transporty a rezervoary kysliku
II. Pienasece kysliku
III. Hemové enzymy

IV. Hemové senzorové/signaliza¢ni hemoproteiny

I. Pienasece plyni

Do této skupiny hemoproteint patfi hemoglobin a myoglobin [1]. Myoglobin slouzi
k ukladani kysliku ve svalech, hemoglobin je vyuZivan jako pfenase¢ kysliku, v n€kterych
pfipadech dojde k pfenaseni 1 oxidu uhelnatého, oxidu dusného a sulfanu pfi otravach [1,3].
Hemoglobin je obsazen v organismu vétSiny zivocichi, kteti ho pottebuji k transportu kysliku.
Jen velmi malé organismy hemoglobin nevyuzivaji, ty ziskavaji kyslik ze vzduchu prostou
difuzi. Jediny piiklad obratlovce, ktery nevyuziva hemoglobin k transportu kysliku je celed’
antarktickych ryb Chaenichthyidae [5]. Hemoglobin je sloZen ze 4 podjednotek (ze dvou a a ze
dvou B), kazda podjednotka obsahuje jednu molekulu hemu jako prostetickou (nebilkovinnou)
¢ast [6]. Hem je navazan na globinovou ¢ast proteinu pomoci histidinu F8, pokud neni navazana
molekula plynu je hem pentakoordinovany a tvofi ,,pyramidu®, v pfipadé Ze je pfitomna i

M .66

molekula plynu je hem hexakoordinovany a tvofi ,,osmistén* [1]. V ptipadé¢ hemoglobinu je
iont Zeleza ve formé& Fe?*, tato forma miize byt oxidovana na iont Zeleza Fe** a vznikat tak
methemoglobin (metHB). Tato forma jiz neni schopna vazat kyslik a dochazi ke zméné barvy

krve z ¢ervené na hnédou. V Cervenych krvinkéch je obsazen enzym methemoglobinreduktasa,
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ktera je schopna redukovat malé¢ mnozstvi spontanné vzniklého methemoglobinu na
hemoglobin [3].

Funkce myoglobinu neni omezena pouze na zdsobarnu kysliku, ale jeho hlavni
fyziologicka funkce je usnadnéni transportu kysliku ve svalech [3]. V myoglobinu pfipadé na
jednu jednotku globinu jedna molekula hemu [3]. V roce 1958 byla objasnéna 3D struktura
myoglobinu Johnem Kendrewem a stala se tak prvni 3D vyfeSenou strukturou proteinu [7].
Koordinace hemu v myoglobinu a oxidac¢ni stavy Zeleza jsou totozné s hemoglobinem.
Myoglobin, kde je iont Zeleza ve formé Fe** se nazyva metmyoglobin.

S mutacemi hemoglobinu souvisi mnoho onemocnéni, mezi nejznamé;jsi patii srpkovita
anémie, pii které dochédzi ke zméné€ aminokyselin v postrannich fetézcich hemoglobinu.
Presnéji dochazi ke zméné aminokyseliny valinu na pozici 6 v B-fetézci hemoglobinu za
glutamovou kyselinu. Po této mutaci se hemoglobin zac¢ind chovat jako jeho deoxyforma a

dochazi ke shlukovani hemoglobinti a deformaci krvinek [8].

I1. Hemoproteiny spojené s prenosem elektroni

Do této skupiny spadaji cytochromy obsazené v dychacim fetézci. Jejich roli je pienos
elektront z dehydrogenasovych komplexti na kyslik pomoci zmény oxida¢niho stupné zeleza.
Cytochromy déle rozdélujeme podle typu hemu (nebilkovinna slozka), ktery je navazén na
jejich bilkovinnou slozku. Cytochrom c obsahuje hem c, cytochrom a obsahuje hem a, kde se

ruzné formy hemu lisi podle substituentli v B-polohéach porfyrinového skeletu [3].

ITI. Hemoproteiny s enzymovou funkci

Do této kategorie patii enzymy, které maji jako nebilkovinnou slozku hem. Mezi
hlavniho zastupce lze zatadit cytochrom P450. Cytochrom P450 ma ndzev odvozen od
absorp¢niho pésu jeho redukované formy v komplexech s oxidem uhelnatym v oblasti UV-VIS
pfi vinové délce 450 nm — Soretiv pas. Jeho funkci je katalyzovat reakce molekuldrniho
kysliku, ucastnici se metabolizmu endogennich latek a je pfitomen pifi biotransformaci

xenobiotik [1,3].

IV. Senzorové/signaliza¢ni hemoproteiny
Tyto proteiny déale rozdélujeme na proteiny detekujici plyn a proteiny detekujici hem[9].

Proteiny detekujici plyn obsahuji ve své N-terminalni doméné hem jako nebilkovinnou slozku,
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ktera slouzi pro detekci plynu. Na C-konci se nachazi funkéni doména, ktera zprostiedkovava
odpovéd’ po navazani plynu na N-terminalni doménu [9,10]. Iont Zeleza je v molekule hemu
pentakoordinovany, Sestd vazba je volna pro vhodny ligand. Vhodnym ligandem jsou molekuly
plynu napt. Oz, NO, CO a H>S [10]. V momenté&, kdy je v prostfedi proteinu detekujiciho plyn
dostate¢na koncentrace plynu, navaze se na molekulu hemu a dojde ke strukturni zméné N-
terminalni (senzorové) domény. Po strukturni zméné senzorové domény dochazi i ke strukturni
zméné funkéni domény, coz vede k vyvolani odpovédi v podobé navazani DNA, enzymové
katalyze nebo k aktivaci transkripcniho faktoru [9]. Mechanismus u¢inku proteinti detekujicich

plyn je naznacen na obrazku 4, strana 16.

Mechanismus plsobeni proteinl detekujicich plyn

o
@ e
o D{:)DD

Senzorova domeénas  Funkéni doména
Plyn jako signal navazanym hemem

Strukturni zména
domén proteinu

Senzorovéd doména s : - Katalyza
navazanou molekulou Fin ol clown aa MNavazani DNA
plynu

Obrazek 4 Mechanismus piisobeni proteinii detekujicich plyn, prevzato a upraveno podle The Roles
of Thiolate-Heme Proteins, Other Than the P450 Cytochromes, in the Regulation of Heme-Sensor
Proteins [9]. Po vazbe molekuly plynu k hemu v senzorové doméné dojde ke zméné konformace této
domény. To vyvola strukturni zménu funkcni domény, coz aktivuje jeji funkci (enzymova katalyza, vazba
DNA).

Druhou skupinou hemovych senzorovych proteinil jsou proteiny detekujici hem. Tyto
proteiny detekujici signal v zavislosti na koncentraci hemu v okoli. Proteiny, které deteku;i
hem, maji dv€ domény, senzorovou a funkéni. Mechanismus detekce a nasledné odpovédi
proteind detekujicich hem je popsan na obrazku 5, strana 17. Kdyz je v okoli proteinu zvysena

koncentrace hemu, navaze se na senzorovou doménu, ktera tak zméni konformaci. Po zméné
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konformace senzorové domény dochdzi ke strukturni zméné funkéni domény, ktera dava signal,
napft. ke katalytické Cinnosti enzymu, navazani DNA nebo aktivaci transkripniho faktoru

[9,10].

Mechanismus plisobeni proteini detekujicich hem

HOOC. S -
—_
Hem jako signal Senzorova doména Funkéni doména

Strukturni zmé&na domén
proteinu

Senzorova doména  Funkéni doména K“a!‘b"“"
s navdzanym hemem Navazédni DNA

Obrazek 5 Mechanismus puisobeni proteinin, které detekujicich hem, prevzato a upraveno podle The
Roles of Thiolate-Heme Proteins, Other Than the P450 Cytochromes, in the Regulation of Heme-Sensor
proteins [9]. Po vazbé molekuly hemu k senzorové domené dochdazi ke zméné jeji konformace. To vyvola
strukturni zménu funkcni domény, coz zpusobi jeji aktivaci (enzymova katalyza, vazba DNA).

Proteiny detekujici hem maji vétSinou hem vézany pies thiolatovou skupinu cysteinu.
Tato vazba neni tak silné jako vazba zprostfedkovand pomoci imidazolové skupiny histidinu,
protoze cystein je vedle aminokyseliny prolinu, coz vede ke vzniku CP-motivu, ktery bude
popsan nize v textu a hem tak mtize snadno disociovat. Disociace hemu v ptipad¢ senzorovych
proteintl, kde je hem vdzany na proteinovou ¢ast pies thioldtovou skupinu cysteinu, je mnohem
vétsi nez disociace hemu v ptipadé hemoglobinu, myoglobinu, kdy je hem vazan na globin pfes
dusik imidazolové skupiny histidninu [10,11]. Podivame-li se na hodnoty konstant disociace
vybranych zastupcti, inhibitor regulovany hemem (HRI, z angl. heme regulated inhibitor) jako
protein detekujici hem s hemem vazanym ptes thiolatovou skupinu a hemoglobin jako zastupce
globinového proteinu s hemem vazanym ptes dusik v imidazolovém kruhu, hodnoty konstant
rychlosti disociace jsou 1,5.107 s pro HRI [11] a 7,1.10° s™! pro hemoglobin [12]. Rozdil
disociacnich konstant téchto zastupcii se 1i$i o tfi fady. Afinita hemu k hemoglobinu je zavisla

na rychlosti disociace, s rostouci disociaci hemu klesa jeho afinita k bilkovinové ¢asti [10]. Tato
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vlastnost je velmi dalezita pro spravnou funkci proteinti detekujicich hem, jednak kdyby afinita
k hemu byla pftili§ vysokd, dochéazelo by k irreverzibilnimu navazani hemu k senzorové doméné
proteinli a ke kompletni deaktivaci dané¢ho senzoru a fatalnimu ovlivnéni fyziologickych
funkci. Také by dochazelo k navazani a detekovani hemu jiz pti nizkych koncentracich hemu
v okoli proteinu a nedochazelo by tak k fyziologickym regulacim pottebnych pro organismus.
Rychlost disociace je ovlivnéna pevnosti vazby, thioldtova skupina a jeji schopnost vazat hem
je ovlivnéna pozici aminokyselin vedle cysteind, ktery zprostfedkovava thiolovou skupinu a
také je ovlivnéna oxidac¢né redukcni formou Zeleza ve které je pritomné [10,11].

Pfi pozici aminokyselin je vyuzivano hemového regulujiciho motivu (HRM z angl.
heme regulatory motif) nékdy oznacovaného jako CP motiv (z angl. cystein-prolin motif)
[10,13]. CP motiv je dulezity pro funkci senzorovych proteind, prolin moduluje vlastnosti
thioldtové skupiny cysteinu, coz vede ke snadngjsi a rychlejsi disociaci hemu [10,13].
Senzorové proteiny mohou mit vice CP motivi, naptiklad HRI ma dva CP motivy na pozici
Cys409 a Cys550. Pokud byl Pro410 vedle Cys409 mutovan, HRI ztratil schopnost vazat hem
[14]. Tento piiklad potvrzuje vyznamnost CP motivii. Ne vSechny CP motivy jsou vSak plné
vyuzity k detekci hemu.

Dalsi moznosti regulace signaliazce je reakce na redoxni stav v organismu. U nékterych
senzorovych proteinti dochazi v diisledku redoxniho stresu ke zméné iontu Zeleza z formy Fe*,
tedy formy, ve které je iont Zeleza v senzorovych proteinech obvykle ptfitomen, na formu iontu
Fe?*. Dvojmocné Zelezo (redukovana forma) 1épe vaze ligandy obsahujici dusik. Typickym
ptikladem je imidazolovy kruh histidinu, ktery z divodu redoxniho stresu muze nahradit
thiolovou skupinu cysteinu, tedy cystein bude nahrazen histidinem a dochazi tak ke zméné
struktury senzorové domény, tedy i nasledné zméné funkéni domény. Tento mechanismus je
tedy vedle hlavniho signalniho mechanismu, ktery je popsan na obrazku 5, strana 17, dal$im
moznym typem mechanismu signalizace senzorovych proteint [10].

Dalsi charakteristickd vlastnost proteint, které detekuji hem, je jejich flexibilni
struktura, ktera je odliSuje od ostatnich hemoproteinti. Flexibilita proteinti detekujicich hem je
popsana na vybraném zastupci této skupiny hemoproteinli v samostatné kapitole vénované HRI

(kapitola 1.2.1.4).
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1.2 Eukaryoticky inicia¢ni transla¢ni faktor 2

......

byl popsan jako protein, ktery vaze GTP a zprosttedkovava propojeni 40s podjednotky
ribosomu s Met-tRNAi [15]. elF2 je protein, ktery je slozeny z 3 odlisnych podjednotek a, B, v
[16]. Jednotlivé podjednotky elF2 jsou popsany na obrazku 6, strana 19.

P
elF2a | |
51 315
L0 0
S R | - i
213 67 218 333
elF5 elF2B
binding binding
elF2y [T | | |

472

Obrazek 6 Zobrazeni jednotlivych podjednotek elF2, prevzato a upraveno podle S.R. Kimball.
“Eukaryotic initiation factor elF2”. Int. J. Biochem. Cell Biol. 1999. 31(1): 25-29 [16]. Cisla vpravo
pod kazdym schématem podjednotky zndzornuji pocet aminokyselin v jednotlivych podjednotkach. P nad
Jjednotlivymi Castmi Fetézcii znaci fosforylacni mista s poradim aminokyseliny na jaké k fosforylaci
dochazi. Cervené pruhy zndzornuji polylysinové domény, cerné pruhy zndzoriuji vazebnd mista pro
guaninoveé nukleotidy, zelend mista zndzornuji vazebné misto pro vymeénny faktor elF2B.

U elF2a dochézi k fosforylaci na Ser51 pomoci elF2a kinas, kterym bude vénovana
samostatnd kapitola 1.2.1 Kinasy eukaryotického iniciaéniho faktoru 2a U elF2f dochézi
k fosforylaci na Ser2 a Ser67 pomoci kaseinové kinasy 2 (CK-2), dalsi fosforyla¢ni misto je na
Ser13, ktery je fosforylovan pomoci proteinové kinasy C a fosforylaéni misto na Ser218 je
fosforylovano pomoci proteinové kinasy A [16,17]. Cervena mista na obrazku 6, strana 19,

znazornuji polylysinové domény, které jsou slozeny z 6-8 lysini. Tyto domény poskytuji

~~~~~~~

-------

které je zndzornéno na obrazku 6, strana 19 zelen€. Toto misto obsahuje motiv zinkového prstu

[16,19]. Tento motiv obsahuje tetraedralni ligand Zn>" ktery je koordinaéné navazany pies
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histidinovy a cysteinovy zbytek. Tento motiv se vyuziva k interakci proteini s DNA nebo RNA
[1].
elF2 ma dtlezitou funkci pfi procesu iniciace translace, kde je zodpovédny za interakci

Met-tRNAi s malou 40s podjednotku ribosomu [20]. Proces iniciace translace je vyznacen na
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obrazku 7, strana 20.

i} Iritision codon recogniticn
]'[I bepeinsain of oiF 2 bosieed 17
s P, redwasa

@cr- || ?::a*cg"
D> € 5%_535
.'f 'E—ﬂ\ {;}

B Hydrmbmn of oF5B-bound CTP
snd relosma of elFSE snd el 14

@ a

Obrazek 7 Schéma iniciace translace, prevzato z H. Lodish, A. Berk, S.L. Zipursky, P. Matsudaira, D.
Baltimore, J. Darnell. Molecular Cell Biology. 4th ed. W. H. Freeman, 2000 [20].
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V prvni fazi iniciace translace dochazi k navazani GTP na elF2 (GTP se mlize vazat na
B 1y podjednotku elF2), po navazani tRNAi-Met na elF2-GTP dochazi k zformovani trojného
komplexu eIF2-Met-tRNAiM-GTP. Po disociaci ribosomu na malou a velkou podjednotku je
na malou podjednotku 40s dopraven trojny komplex eIF2-Met-tRNAiM*-GTP a pomoci elF5
kterou se navaze multikoplex elF4, eIF4E se navaze na Cepicku na 5-konci mRNA a elF4G
navaze n¢kolik jednotek polyadenin-véazajiciho protein (PABPC), ktery navaze mRNA k poly
adeninovému konci. K tomuto cirkularnimu komplexu se ptipoji eIF4B, ktery stimuluje eIF4A
43s. Po navazani dojde k aktivaci e[F4A helikasy, kterd rozvine vSechny RNA na 5 konci a
zacne skenovat mRNA ve sméru 5‘—3° dokud nenarazi na startovni kodon AUG. Po

rozpoznani startovniho kodonu elF5 stimuluje hydrolyzu vazby elF2-GTP a 43s podjednotka

.....

......

.....

methioninu na P strané ribosomu [15,20].

1.2.1 Kinasy eukaryotického inicia¢niho faktoru 2a

.....

translation initiation factor 2 alpha kinase) jsou zodpovédné za regulacni procesy tvorby
proteintt v disledku negativnich vlivi jako napf. nedostatek aminokyselin v organismu,
nahromadéni proteinti s chybnou tercidlni strukturou v butice, virové infekce nebo pokles
koncentrace hemu [21]. U savct jsou zndmé 4 typy elF2a kinas. GCN2 (z angl. general control
non-depresive 2 elF2a kinase), pankreatickd elF2a kinasa (PEK, z angl. pancreatic elF2 alpha
kinase) n¢kdy také oznaCovana jako PKR podobna kinasa endoplasmatického retikula, (PERK
zangl. PKR-like endoplasmic reticulum kinase), tieti v pofadi je oznacovand jako

proteinkinasa R (PKR, z angl. protein kinase R) a ¢tvrtad kinasa je HRI [21,22]. elF2a kinasy
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.....

translace, kdy elF2 navaze GTP za vzniku komplexu elF2-GTP ten pak interaguje s tRNA1
methioninu za vzniku komplexu elF2-Met-tRNAiM*-GTP, eIF2 komplex se vaze pomoci elF1,
elF1A a elF3 na 40s podjednotku ribosomu a spolu s elF5 formuje 43s komplex (obrazek 7,
strana 20) [20,23]. elF2a kinasy jsou vice doménové proteiny, které vedle svych specifickych
domén vzdy obsahuji kinasovou doménu, ktera je vyuzivana pti fosforylaci a-podjednotky elF2
v mechanismu uc¢inku elF2 kinas [24]. Pfehled a popis jednotlivych domén je uveden na

obrazku 8, strana 22.

Partial
Rwid Kinase seq Kinase domain HisRs Rib

L

55 IRE1 ™

PERK
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HRI

dsREM(x2)
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Obrazek 8 Piehled domén u jednotlivych elF2a kinas, prevzato z E. Chesnokova, N. Bal, P. Kolosov.
“Kinases of elF2a Switch Translation of mRNA Subset during Neuronal Plasticity”. Int. J. Mol. Sci.
2017. 18(10) [22]. Je zde zobrazeno rozdilné doménové usporadani ctyr elF2a kinas (GCN2, PERK,
HRI, PKR). Tyto elF2a kinasy obsahuji vzdy kinasovou doménu (oznaceno cCervenée) a dalsi segmenty
(oznaceno rizné barevnymi pruhy, jejich vyznam je popsan v nasledujicim textu,).

Kazda elF2a kinasa obsahuje kinasovou doménu (na obrazku 8, strana 22 vyznaceno
kinasové domény jesté RWD sekvenci, ktera je propojena s GCN1 (z angl. general control of
amino-acid synthesis 1-like protein 1), kterd zodpovidd za spravnou regulaci syntézy
aminokyselin v organismu, déale obsahuje pseudo-kinasovou doménu, kterda slouzi jako
cis-regulator (regulator transkripce na stejné molekule [20]), HisRS-related doména slouZzi
k navazani tRNA, které se hromadi v cytosplasmé [22,24,25]. PERK obsahuje vedle kinasové
domény transmembranovou doménu (TM, z angl. transmembran segment), kterymi rozdéluje

PERK na dvé ¢asti, doménu signalni sekvence (SS z angl. signal sequence), ktera usnadiuje
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lokalizaci ¢asti PERK v lumenu endoplasmatického retikula a IRE1 doménu, ktera je
zodpovédna za detekci proteinti s chybnou tercidlni strukturou v endoplasmatickém retikulu
[24]. PKR obsahuje kromé kinasové domény také dva motivy vézajici dvouvldknovou RNA
(dsRBM, zangl. double strand RNA binding motifs), které¢ slouzi k detekci a interakci
dvouvlaknové RNA [22,24]. HRI obsahuje navic krom¢ kinasové domény dvé vazebna mista
pro molekulu hemu (na obrazku 8, strana 22 znazornéné jako HB) [22,24].

Mechanismus uc¢inku elF2a kinas je shodny pro vSechny vyse uvedené Ctyfi typy, tento

mechanismus je znazornén na obrazku 9, strana 23 [11,25].

Zména koncentrace hemu
Virova infekce Vyhladovéni organismu
ybny prgtein vER

pkr MRl PEK Gene
- TN
elF2 elF2 (P)

Vyménny faktor: g|F2B
elF2-GDP elF2-GTP

{ Iniciace

translace

Obrazek 9 Mechanismus piisobeni el F2a kinas, prevzato a upraveno podle R.C. Wek, H.-Y. Jiang, T.
Anthony. Wek RC, Jiang HY, Anthony TG.Coping with stress: elF2 kinases and translational control.
Biochem Soc Trans 34:7-11. 2006 [25]. Po fosforylaci elF2 prostrednictvim nékteré z elF2a kinas
dochazi kjeho interakci s elF2B. Timto nedochadzi k premené elF2-GDP na elF2-GTP a tim je
inhibovan iniciacni krok translace.

Pokud je organismus vystaven n¢jaké ze stresovych podminek (nedostatek
aminokyselin, virova infekce, nedostate¢na koncentrace hemu atd.) dojde k aktivovani elF2a
kinas, které nasledné¢ pomoci kinasové domény fosforyluji elF2a podjednotky na Ser51.
V dal$im kroku dochézi k navazani elF2B, ktery plsobi jako inhibitor substratu elF2a a po

interakci dochazi k ukonceni translace proteinti v buiice [22,25,26].
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1.2.1.1 GCN2

Jak bylo uvedeno vyse pii popisovani domén jednotlivych elF2a kinas, GCN2 je
strukturné nejslozitéjsi z elF2a kinas a je zodpovédna za regulaci proteosyntézy s ohledem na
mnozstvi aminokyselin v organismu [22]. Prvni zminky o funkci GCN2 pojednéavaly pouze o
regulaci koncentrace histidinu v organismu, ¢emuz odpovida i prvotni nazev jedné z jeho
domén (HisRS z angl. his related domain). GCN2 zodpovida za navdzani nahromadénych
volnych tRNA v cytoplazmé, které by vznikly v disledku nepfitomnosti aminokyselin
(napf. pfi hladovéni) [21,22,27]. Po dal§im zkouméani GCN2 bylo ovéteno, ze GCN2 detekuje
volné tRNA v nepfitomnosti vSech typti aminokyselin v cytoplasmé a jeji aktivace miize byt

navic zpasobena také virovou infekci, inhibici proteasomu nebo UV ozafenim [22,25,28].

1.2.1.2 Protein kinasa R

PKR je nejlépe charakterizovanou elF2a kinasou. PKR je aktivovana v disledku virové
infekce, za coz odpovidaji dSRBM motivy na N-konci (obrazek 8, strana 22). V ptipadé, kdy
nedochazi k virové infekci, interaguje tento dsRBM motiv s C-koncem, ¢imZ je inhibovana
kinasova aktivita. V ptipad€, kdy neni v dosahu dvouvldknova RNA jako dusledek virové
infekce, dojde k rozvolnéni této interakce a je aktivovana kinasovd doména, ¢imZ dojde
k inhibici proteosyntézy [22,25]. K detekcei virové infekce jeSté napomaha proteinovy aktivator
(PACT, z angl. protein activator), ktery je fosforylovan v disledku riznych stresovych situaci
v organismu [22]. PKR se vyskytuje pouze v obratlovcich, kde je lokalizovana v cytosolu a
v jadie buiiky [29]. PKR vedle detekce virové infekce, zabraniuje translaci virové mRNA a také
podporuje apoptosu (fizenou smrt bunky) v disledku virové infekce. Z toho vyplyva, ze

aktivace PKR vétSinou vede k iniciaci (spusténi) apoptosy [20,22,28,29].

1.2.1.3 PKR-podobna kinasa endoplasmatického retikula

PERK je transmembranovy protein, ktery je zakotven v lumenu endoplasmatického
retikula ze kterého vy¢nivé jeho kinasovd doména do cytoplasmy [21,22]. PERK dohlizi na
spravné prostorové uspotfadani proteini a jejich nasledné ukladani do endoplasmatického

retikula. Pokud dochazi k nahromadéni proteinli v endoplasmatickém retikulu v disledku
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nahromadéni proteinti s chybnou komformaci, dochézi k aktivaci PERK a nasledné fosforylaci
elF2a podjednotky (mechanismus je popsan na obrazku 9, strana 23). Tento mechanismus vede
ke snizeni transportu nativnich proteinli do endoplasmatického retikula a tim dojde k zabranéni
hromadéni proteinii s chybou v jejich tercidlni struktufe v endoplasmatickém retikulu
[22,24,25,30]. Tento mechanismus slouzi jako obrana vi¢i mnoha chorobam, které jsou
zpusobeny v disledku kumulace proteina s chybnou strukturou v buiice. PERK tak mtize byt
velmi dalezitym prvkem v procesu lécby mnohych zavaznych onemocnéni, jako je napiiklad

Alzheimerova choroba nebo Parkinsonova choroba [31].

1.2.1.4 Inhibitor regulovany hemem

HRI je protein o molekulové hmotnosti 71,106 Da, skladd se z 630 aminokyselin a
hodnota izoelektrického bodu (pI) tohoto proteinu je 5,68 [32]. HRI reguluje syntézu proteinu
v zavislosti na koncentraci hemu v burice. Pokud je koncentrace hemu v buiice dostatecna,
podjednotka elF2a neni fosforylovana a syntéza proteinti probihd. V ptipad¢, kdy je z n¢jaké
priciny, nedostatek hemu, dochazi k aktivaci HRI a katalytickd doména HRI fosforyluje elF2a
podjednotku, ¢imz dochazi k zastaveni syntézy proteinii v buiice [26,33,34]. Tento proces
zajiStuje, aby pomér globinu k hemu byl 1:1 a v pfipadé¢ hemového deficitu tak nedochdzelo
k hromadéni volnych molekul globinu, coZ by jinak vedlo az k usmrceni buniky [26,33]. HRI
neni obsazen pouze v retikulocytech, kde plni vySe zminénou funkci, ale byl nalezen v mnohych
dalSich buikéch, jako naptiklad v plicnich a mozkovych [35].

Prvotni studie o HRI ukazovaly, ze HRI mlze véazat jednu nebo dvé molekuly hemu,
protoze molekula HRI ma dvé vazebna mista pro tuto molekulu [36]. Jedna je obsaZena na
C-konci v katalytické doméné a druh4 na N-konci [26,36]. Diive se piedpokladalo, Ze jedna
molekula hemu se vaze na jedno vazebné misto a druhd molekula hemu se vaze na druhé misto,
toto uspotfadani je pfibliZeno na obrazku 8, strana 22. Modernéjsi studie toto tvrzeni vyvratily
a bylo tedy zjisténo, ze na jednu molekulu HRI ptipadd pouze jedna molekula hemu, kterd je
vazana mezi dv€ vazebna mista na N-konci a C-konci katalytické domény [26]. Toto usporadani
je zndzornéno na obrazku 10, strana 26, kde je vyznaCena interakce hemu s cysteinem
v katalytické doméné a histidinem v N-terminalni domén¢ v pfipadé¢ wild type (WT) HRI

[26,37]. V disledku signalu a navdzani hemu k senzorové doméné dochazi ke zméné z volné
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pohyblivé flexibilni struktury bilkovinné ¢asti senzorové domény na strukturu, ktera je fixovana

navazanym hemem, ktery je vazan axialnimi ligandy His 119/120 a Cys409 [10].

A145 HRI

I cys KD

Obrazek 10 Zndazornéni jednotlivych domén HRI pro navazani jedné molekuly hemu, prevzato z M.
Miksanova, J. Igarashi, M. Minami, 1. Sagami, S. Yamauchi, H. Kurokawa, et al. “Characterization of
heme-regulated elF2alpha kinase: roles of the N-terminal domain in the oligomeric state, heme binding,
catalysis, and inhibition”. Biochemistry (Mosc.). 2006. 45(32) [26]. V horni casti obrazku je HRI ve své
prirozené forme (WT z anglického wild type) a v dolni casti je znazornéna mutantni forma proteinu HRI,
ktera neobsahuje N-terminalni doménu (NTD). Z obou znazornéni je ziejmé, Ze pomeér molekul hemu
k molekule HRI je 1:1 bez ohledu na to, kolik vazebnych mist se v molekule HRI nachazi.

Afinita molekuly hemu k HRI je niZsi neZ afinita k myoglobinu ¢i hemoglobinu [26],
coZ potvrzuje 1 obecné pozorovani, Ze senzorové hemoproteiny maji nizsi afinitu nez ostatni
hemoproteiny [10] (kapitola 1.1).

Prenos fosfatu na elF2a podjednotku HRI je zprostfedkovan pomoci katalytické
domény, které ke své funkci prekvapive nepottebuje N-terminalni doménu. Katalyticka aktivita
HRI v jeho pfirozené formé a HRI ktery neobsahoval N-termindlni doménu, byla stejna [26].
Tuto vlastnost vykazuji 1 ostatni hemové senzorové proteiny napiiklad fosfodiesterasa, ktera
detekuje kyslik z Escherichia coli (EcDOS) [38]. Hlavni vyznam N-terminalni domény HRI
je oligomerizace proteinu (domény) a detekce hemu spolu s organizaci substratu pro pisobeni
katalytické domény [26]. Katalyticka efektivita HRI je zé&visla na koncentraci hemu - pfi
nizkych koncentracich je HRI aktivni, pfi vysokych koncentracich hemu dochézi k ¢aste¢né
inhibici a aktivita HRI klesd [26]. Tim je zaruena produkce optimalniho mnozstvi

hemoglobinu v buiice v zavislosti na koncentraci hemu. Dal§imi inhibitory HRI jsou degradac¢ni
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produkty hemu napf. biliverdin a bilirubin. Mnoh¢ studie ukazaly, Ze metabolické produkty
degradace hemu ve vysokych koncentracich jsou neurotoxické a jejich hromadéni v organismu
je zdrojem patologickych stavii [39]. Z téchto diivodd je regulace syntézy hemoglobinu
prostfednictvim HRI velmi dulezita, aby pomér hemu a globinu byl 1:1 a nedochézelo tak ani
k hromadéni hemu a jeho metabolickych produktii z divodu jejich toxicity ani k hromadéni
globint. Vyzkum tykajici se HRI je tak uzce propojen s moznosti vyvoje 1é€iv vii¢i chorobam

spojenymi s poruchou proteosyntézy [26].
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2 Cile bakalarské prace

o Jednim z cilt této bakalaiské prace bylo shrnuti dosavadnich poznatkii o hemovych
senzorovych proteinech publikovanych v odbornych ¢asopisech.

o Dalsim cilem byla ptiprava, amplifikace a izolace plasmidu pET-21¢c(+)/HRI a pET-
21c(+)/elF2a v bunkach Escherichia coli DH5a s naslednou charakterizaci izolovaného
plasmidu.

. V neposledni tadé bylo ukolem bakaldiské prace transformovat bunky E. coli
BL-21(DE3) plasmidem pET-21c(+)/HRI respektive pET-21¢c(+)/elF2a a exprimovat
dané rekombinantni eukaryotické proteiny v uvedenych bakteridnich bunikéch.

. Nejdulezitéjsi ukol predkladané bakalaiské prace pak spocival v izolaci exprimovanych
proteini HRI a elF2a z bun¢k E. coli BL-21(DE3), jejich purifikaci pomoci afinitni

chromatografie a nasledné pilotni charakterizaci s ohledem na jejich teplotni stabilitu.
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3 Material a metody

3.1. Pouzité pristroje

Analytické vahy
Autoklav
Bezdotykovy kahan
Centrifugy

Cte¢ka mikrotitra¢nich desti¢ek

Elektroforeticka aparatura

HPLC systém
Inkubatory

Kolona Superdex 200 10/300 GL
Laboratorni vahy

Laminarni box

Magneticka michacka

Orbitalni michaé¢

pH metr
Pristroj pro elektroprenos

Spektrofotometry

Termostat
Termocycler
Ultrazvukovy homogenizator

Zdroj pro elektroforesu

HM-200, A&D Instruments LTD

Varioklav 400E, H+P Labortechnik

Gasprofi2 SCS, VLD-TEC

5415 R, Eppendorf

Allegro X-22R, Beckman Coulter

Janetzki K 70 D, MLW

Stolni minicentrifuga Gilson, GmC

Lab Ultracentrifuga Optima™ LE-80K, Beckman Coulter
Sunrise Absorbance Reader, TECAN
Mini-PROTEAN Tetra Cell, Biorad

MSMINI 10-Multi Sub Mini, Uvitec

AKTAbasic systém, GE Healthcare

IR 1500 Automatic CO2 Incubator, Flow Laboratories
Mini Rocker MR-1, BioSan

GE Healthcare

440-35N, KERN

BIO 126, Labox

KMO?2 basic, IKA

G 24, New Brunswick Scientific

Multitron Pro, Infors HT

Orion Star A111, Thermo Fisher

Trans-Blot® Turbo, Biorad

Cary 60 UV-Vis, Agilent

DS-11 Spectrophotometer, DeNovix

LS1, VLM Labortechnik

Tech Gene FTGENE2D, Techne

Sonopuls HD 3100, sonda KE 76, Bandelin

EPS 301, Electrophoresis Power Supply, Amersham

Pharmacia Biotech
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3.2 Pouzity material a chemikalie

BD Life Sciences, USA:
Bacto Tryptone, Bacto Yeast Extract

Biorad, USA:
persiran amonny (APS), Precision Plus Protein Dual Color Standards, nitrocelulosova

membrana

Clontech, USA:
TALON Metal Affinity Resin

Fluka, Svycarsko:
dodecylsiran sodny (SDS), akrylamid, N,N-methylen-bis-akrylamid (BIS),merkaptoethanol,

lysozym

INVITROGEN, USA:
SYBR SAFE DNA gel stain

Lach-Ner, CR:
glycerol, kyselina octova, bromfenolova modt, chlorid sodny, dihydrogenfosfore¢nan draselny,

kyselina etylendiamin tetraoctova (EDTA), hydrogenfosforecnan draselny

New England BioLabs, USA:

Q5 High - Fidelity DNA polymerasa, 5x koncentrovany QS5 reakéni pufr, 5x Q5 CG enhancer,
pufr CutSmart (50 mM octan draselny, 20 mM Tris-acetat, 10 mM octan hore¢naty, 100 pg/ml
BSA, pH 7,9), restrikéni endonukleasy Ndel a Xhol, 2-Log DNA Ladder, Loading Dye Purple
6x (2,5% Ficoll-400, 10 mM EDTA, 3,3 mM Tris-HCI, 0,08% SDS, 0,02% Dye 1, 0,0008%
Dye 2, pH 8,0)

Monarch DNA Gel Extraction Kit: rozpoustéci pufr - Monarch Gel Dissolving Buffer,
promyvaci pufr Monarch DNA Wash Buffer (pied pouzitim pfidan ethanol dle navodu),

extrak¢ni kolony Monarch Cleanup Columns, elu¢ni pufr Monarch DNA Elution Buffer
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P-lab, CR:

Luria-Bertani Agar, Luria-Bertani Broth, aprotinin, pepstatin A, leupeptin, ampicilin, agarosa

Promega, USA:
5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfat (BCIP), nitrotetrazoliovd modi (NBT)

QIAGEN, USA:

QIAprep Spin Miniprep Kit: Pufr P1 (resuspendacni pufr s obsahem nespecifikované RNasy),
Pufr P2 (lyza¢ni pufr), Pufr N3 (neutraliza¢ni pufr), Pufr PE (promyvaci pufr — pfed pouzitim
pfidan ethanol dle navodu), Pufr EB (elu¢ni pufr), QIAprep Spin Columns (kolony)

SERVA Electrophoresis, Némecko:
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiimin (TEMED), Coomassie Brilliant Blue R-250,
fenylmethylsulfonyl florid (PMSF)

SIGMA Aldrich, USA:
isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG), InstantBlue™ Protein Stain

Stratagen, USA:
Bakterialni kmeny E. coli BL-21 (DE3) a E. coli DH5a

Thermo Scientific, USA:

Pierce BCA Protein Assay Kit: BCA Reagent A (uhli¢itan sodny, hydrogenuhli¢itan sodny,
kyselina bicinchoninova, vinan sodny v 0,1 M hydroxidu sodném); BCA Reagent B (4% siran
médnaty), Albumin Standard Ampules, 2 mg/ml: 10 x 1 ml ampule obsahujici hovézi sérovy
albumin (BSA) o koncentraci 2 mg/ml v 0,9% fyziologickém roztoku s ptidavkem 0,05% azidu

sodného)

Top-Bio, CR:
smés nukleotidtrifosfati pro PCR (PCR dNTP mix)
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Slozeni TB media
1,2% Bacto Tryptone, 2,4% Bacto Yeast extract, 0,2% KH2PO4 a 1,3% g KoHPO4, 0,4%
glycerol

SloZeni LB media

2,5% Luria Broth

SloZeni LB agaru

4% Luria-Bertani Agar

Vsechna ptipravend media byla sterilizovana horkou parou pfi teploté 121 °C

(Varioklav 400E, H+P Labortechnik ) po dobu 20 minut.

Oligonukleotidy pouzité pri PCR

(1) HRI Forward: 5" AGATACATATGCAGGGGGGCAACTC 3’

(2) HRI Reverse: S’ AGATACTCGAGTCCCACGCCCCCATC 37

(3) elF2a Forward:5’AGATACATATGCCGGGTCTAAGTTGTAG 3’

(4) elF2a Reverse: 5’ AGATACTCGAGCAAATCTTCAGCTTTGGCTTC 3’

Plasmid pET-21¢(+)

Pro expresi proteinii HRI a elF2a v bunikach E. coli BL-21(DE3) byl pouzit expresni
vektor pET-21c¢(+), obsahujici 5441 part bazi. Tento plasmid obsahuje T7 promotor, ktery je
specificky pouze pro T7 RNA polymerasu [40]. T7 RNA polymerasa je vykonné¢jsi nez RNA
polymerasa bakterii E. coli vlastni. Gen pro T7 polymerasu byl do bakterii E. coli BL-21(DE3)
integrovan pomoci genomu bakteriofaga T7. Gen (v rdmci experimentl této bakalafské prace
gen kodujici protein HRI, popt. gen koédujici elF2a), ktery je umistény za T7 promotorem je
exprimovan s vysokou efektivitou. Plasmid pET-21¢(+) obsahuje gen, ktery zajiSt'uje bakterii
rezistenci k ampicilinu, ¢imZ umozZiuje selekci bun€k transformovanych timto plasmidem.
Tento plasmid byl laskavé poskytnut spolupracujici laboratoti prof. Toru Shimizu, Sendai,

Japonsko. Mapa plasmidu je na obrazku 11, strana 33.
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Plasmid pDNR-Dual

Geny, které koduji proteiny HRI a elF2a byly do nasi laboratofe dodany jako inserty
vlozené do vektoru pDNR-Dual. Tento plasmid je slozen z 4938 parti bazi a obsahuje gen,
zajiStujici bakterii rezistenci viici ampicilinu. Tento plasmid byl zakoupen z laboratofi 1ékatské

fakulty University v Harvardu, USA. Mapa plasmidu je na obrazku 12, strana 34.

Plasmid pMAL-cSE

Plasmid pMAL-c5E je pouzivan jako expresni vektor pro produkci rekombinantnich
proteintl s fiznim proteinem vazajicim maltosu (MBP). Obsahuje 5680 parti bazi a ve své
sekvenci mé gen zajist'ujici bakteriim rezistenci viici ampicilinu. Tento plasmid byl laskaveé
poskytnut laboratoti RNDr. Ondfeje Vaiika, Ph.D, Katedra biochemie, PiF UK, CR. Mapa

plasmidu je na obrazku 13, strana 34.

Styl (57)

(5199) Dralll Blpl (80}
T Aval - BsoBI - PaeR7I - PsD
(s071) Psil BmeT1101 (153)
Eagl - Notl (166)
HindIII (173)
Sall (179)
EcoS53kI (183)
Sacl (1s0)
EcoRT (152)

: (233)
Ndel (236)
Xbal (274)
BglIl (340)
SgrAl (351)
Sphl (537)
ECONI (5%7)
PAIMI [s442)
BstAPI (745)

) { | = Mlul (1062)
(3117] Bsal b PET-21c(+) Bell® (1076)
(4056) AhdI ' 5441 bp | BStETT (1243)
\ PspOMI (1269)
Apal (1273)
BssHIT (1473)
ECORV [(1512)
Hpal (1568)

(4538) Scal

(4425) Pwul

(4301) PstI

(3573) AlwNI
PshATL (1%07)

FspAl (2144)
PPUMI (21658)
BpulDI (2289)

(3163) Pcil
(3047) BspQlI - Sapl

(2934) BstZ171
(2908) PAIFT - Tth1111

Obrazek 11 Mapa plasmidu pET-21c(t) ; prevzato z [https://www.snapgene.com/, vidéno
5.5.2018][41]. Schéma plasmidu pET-2lc(+), zelend Sipka s oznacenim AmpR zndzornuje gen
zajistujici rezistenci k ampicilinu, modre jsou vyznacena mista pro restrikcni Stépeni endonukleasami
Xhol a Ndel, ¢ervené je vyznacen T7 promotor a T7 terminator
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(4828) Bmtl sall (43)
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(3805) BseFI
(3772) Bgll ——
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(3715) Asel PDNR-Dual
N R — 2338 bp
[3657) FspL
T Bstz171 (1380)
(3521) Pwvul ~
(320) Xmnl

“Sstul * (1750)

Bsgl (2074)

Psil (2145)
BsrGI (2189

(2588) SacIl BsaAl - SnaBI [2258)

Obrazek 12 Mapa plasmidu pDNR-Dual ; prevzato z [https://www.snapgene.com, vidéno
5.5.2018][41]. Schéma plasmidu pDNR-Dual, zelena Sipka s oznacenim AmpR zndazoriuje gen
zajistujici rezistenci k ampicilinu

(5643) FspAl MscT* (5655)
(5517) BpuioI \ pAnT 13

Miul (431)

BStEII (512)
/ pspom1 (538)
// Apal (ge2)

(4880) PAIFT - Tthi1il
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(4682) Peil

PMAL-c5E
5630 ba

— mfer (1502)

(3993) Bsu36I

e
g
% enterokina®
R o
5055 tore, o™
~org, Mator B T Y
h Oter | | mCS

(375%) Ball

(33%) Scal /
(335¢) Tatr
(3259) . EcoRV (27
(3255} Dral / . sall - SgrDI (2725)
(3037) BspHI / N o hea (272€)
(o) Rsr11 BamHI (2731
(2993) \ EcoRT (2737)
[2760)  HindIIx Pstr - SbiL (2742)

Obrazek 13 Mapa plasmidu pMAL-c5E ; prevzato z [hitp://www.snapgene.com, vidéno 5.5.2018][41].
Schéma plasmidu pMAL-c5E, zelend Sipka s oznacenim AmpR zndzoriiuje gen zajiStujici rezistenci
k ampicilinu, fialova Sipka MBP zndzornuje fuzni protein vazajici maltosu
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3.3 Metody

3.3.1 Retézova polymerazova reakce genu pro HRI

Retézova polymerasova reakce (PCR zangl. polymeric chain reaction) je metoda
objevena v roce 1983 Karyem Mullisem a je vyuzivana k rychlému ,,namnozeni* nukleovych
kyselin [42].

Gen pro protein HRI byl zakoupen zrepozitafe plasmidovych DNA Harvardské
Univerzity [43]. Byl dodan jako insert ve vektoru pDNR-Dual, ktery mél také vlozeny gen pro
rezistenci na ampicilin (obrazek 12, strana 34). Pro néslednou purifikaci proteinu HRI z bakterii
E. coli bylo nutné vytvofit gen HRI, ktery bude mit ve své aminokyselinové sekvenci
polyhistidinovou sekvenci oznacovanou v literatufe pod pojmem histidinova kotva (HisTag).
Z toho diivodu byl insert genu HRI vlozen do plasmidu pET-21c(+). Nejprve byl gen pro HRI
pomoci vhodnych oligonukleotidi (1) a (2) (kapitola 3.2) metodou PCR namnozen a byly
pfidany nukleotidy pro nésledné restirik¢éni Stépeni.

Pro PCR byly zvoleny dva typy roztokd, které byly napipetovany do tenkosténnych
zkumavek eppendorf. Prvni roztok obsahoval tzv. ,,GC enhacer®, coz je latka, kterd usnadiuje
prib&h PCR v piipadé, Ze je v sekvenci primerl obsaZen vysoky pomér GC bazi. Druha smé&s
neobsahovala ,,GC enhancer, jeho objem byl nahrazen sterilni vodou bez endonukleas. Kazdy
typ roztoku byl napipetovan 2x, pficemz jednou byl pouzit templat DNA (HRI v plasmidu
pDNR — Dual) koncentrovany a jednou 10x zfedény sterilni vodou bez endonukleas. Celkovy
objem smési byl vzdy 50 pl. Kompletni piehled a mnozstvi jednotlivych slozek smési je

obsazen v tabulce 1, strana 36.
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Tabulka 1 Kompletni piehled sloZeni roztokit pro PCR

Smeés ¢.1 Smés ¢.2 Smés ¢. 3 Smeés ¢. 4
Slozky reakéni smési pro PCR s enhancerem | s enhancerem | bez enhanceru | bez enhanceru
objem [pl] objem [pl] objem [pl] objem [pl]
5x koncentrovany QS reakcni 10,0 10,0 10,0 10,0
pufr
10 mM dNTPs — smés nukleotidu 1,0 1,0 1,0 1,0
10 pM ,,Forward primer* 2,5 2,5 2,5 2,5
10 pM ,,Reverse primer* 2,5 2,5 2.5 2,5
»lemplatova® DNA
1,0 0 1,0 0
v plasmidu pDNR-Dual ’ ’
SR S
10x ,,zre.:dena templatova* DNA 0 1.0 0 1.0
v plasmidu pDNR-Dual
QS High Fidelity DNA 0.5 0.5 0.5 0.5
polymerasa
Sterilni voda bez endonukleas 22,5 22,5 32,5 32,5
5x Q5 High CG ,,enhancer* 10,0 10,0 0 0

Po piipravé vyse uvedenych roztoka (tabulka 1, strana 36) byly mikrozkumavky

vlozeny do PCR thermocykleru (Tech Gene FTGENE2D, Techne) a byly zadany optimalni

teploty a doba trvani jednotlivych kroki reakce (tabulka 2, strana 36). Teploty pro prabéh PCR

byly urceny z teplot tani pouzitych oligonukleotidii a z pokynti pro ideélni piisobeni Q5 high —

fidelity DNA polymerasy. Zvolené teploty a doba trvani jednotlivych krokid PCR jsou

zaznamenany Vv tabulce 2, strana 36.

Tabulka 2 Podminky PCR genu pro HRI

Jednotlivé kroky PCR Teplota [°C] | Cas [s]
Pocatecni denaturace 98 60
Nasedani oli kleotidi o8 10

ase azn oligonukleotidii 66 30
35 cyklu

72 180

Finalni teplota pro dokonceni reakce 72 120
Udrzovaci teplota po dokonceni reakce 4

Po ukonceni PCR byla amplifikace jednotlivych vzorkii ovétena pomoci horizontalni agarosové

elektroforesy (kapitola 3.3.12).

Lukas Fojtik

36




Bakalaiska prace

3.3.2 Retézova polymerazova reakce genu pro elF2a

Jako pfi pfedchozi PCR s genem pro HRI, byl gen pro elF2a zakoupen z repozitaie
plasmidovych DNA Harvardské Univerzity [43] Byl dodan jako insert ve vektoru pDNR-Dual,
ktery mél také vlozeny gen pro rezistenci na ampicilin. Ze stejného diivodu, jako v ptipadé genu
pro HRI, bylo nutné gen elF2a vlozit do plasmidu pET-21c(+), aby bylo mozné tento protein
purifikovat pomoci histidinové kotvy pro afinitni chromatografii. Nejprve byl gen pro elF2a
pomoci vhodnych oligonukleotidt ((3) a (4) (kapitola 3.2)) metodou PCR namnozen a byly
pridany nukleotidy pro nasledné restirik¢ni Stépeni.

Typy roztokl byly stejné jako v piipadé PCR s genem pro HRI. Mnozstvi a sloZeni
roztoku je popsané v tabulce 1, strana 36, az na rozdil, ze jako gen byl pouzit elF2a. Teplota
nasedani byla odlisna, protoze byly zvoleny odlisné oligonukleotidy, které mély odliSnou
teplotu tani. Teploty PCR pro gen pro elF2a jsou uvedeny v tabulce 3, strana 37. V pfipadé
genu elF2a nebylo nutné do smési pridavat ,,GC enhancer®, protoze pomér GC bazi u

oligonukleotidl pro PCR nebyl vétsi nez 70 %.

Tabulka 3 Podminky PCR genu pro elF2a

Jednotlivé kroky PCR Teplota [°C] | Cas [s]
Pocatecni denaturace 98 60
N d r r . o 98 10

ase azn primeru 3 30
35 cykli

72 180

Finalni teplota pro dokonceni reakce 72 120
Udrzovaci teplota po dokonceni reakce 4

Po ukonceni PCR byla amplifikace jednotlivych vzorkl ovétena pomoci horizontalni agarosové

elektroforesy (kapitola 3.3.12).

3.3.3 Purifikace DNA z agarosového gelu po elektroforese

Byla pfipravena sterilni mikrozkumavka eppendorf, které byla zvadzena. Poté byl
z agarosové gelu steriln€ vyfiznut pozadovany pruh, ktery obsahoval izolovanou DNA. Poté
byla agarosa spozadovanou DNA vloZzena do sterilni mikrozkumavky a opét byla

mikrozkumavka zvazena. Vysledny rozdil v hmotnostech ptfedstavoval hmotnost agarosy s
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DNA. Podle této hmotnosti bylo do mikrozkumavky s gelem s DNA ptidano potiebné mnozstvi
rozpoustéciho pufru (Monarch Gel Dissolving Buffer) ze soupravy Monarch DNA Gel
Extraction Kit. Po pfidani pozadovaného mnozstvi byla mikrozkumavka s agarosou s DNA
umisténa do termostatu (EVA-LS1-MT-S, VLM) ekvilibrovanym na teplotu 50 °C. Zkumavky
byly béhem rozpousténi agarosy promichavany pievracovanim. Po rozpusténi byl obsah
mikrozkumavek pieveden na membranu extrakénich kolon Monarch DNA Cleanup Columns
ze soupravy Monarch DNA Gel Extraction Kit. Nasledné¢ byly tyto mikrozkumavky
s extrakénimi kolonami centrifugovany 1 minutu pfi 13 000 RPM (5451 R, Eppendorf). Po
centrifugaci byla DNA zachycend na membran¢ 2x promyta 200 pl 5x koncentrovaného
promyvaciho pufru (Monarch DNA Wash Buffer) ze soupravy Monarch DNA Gel Extraction
Kit pomoci centrifugace — 1 minutu pii 13 000 RPM. Nasledné byla extrakéni kolonka vlozena
do nové sterilni zkumavky a na membranu bylo aplikovano 6 ul eluéniho pufru (Monarch DNA
Elution Buffer) ze soupravy Monarch DNA Gel Extraction Kit, ktery byl na membran¢ nechan
pusobit 1 minutu a poté byla DNA eluovéna 1 centrifugaci 1 minutu pti 13 000 RPM.

3.3.4 Restrikéni Stépeni prisluSného genu (pro HRI, resp. elF2a)

Po piecisténi DNA od oligonukleotidii pomoci horizontalni agarosové elektroforesy a
nasledné izolaci byl produkt PCR podroben restrikénimu Stépeni pomoci endonukleas. Produkt
PCR obsahoval kromé genu pro HRI, resp. elF2a i nukleotidové sekvence pro S$tépeni
restrikénimi endonukleasami a pre-sekvenci AGATA pro lepsi funkci endonukleasy. Pre-
sekvence musely byt pfed ligaci snovym plasmidem odStépeny. Do tenkosténné
mikrozkumavky eppendorf bylo napipetovano 0,5 pl endonukleasy Ndel, 0,5 pl endonukleasy
Xhol, 2 ul 10x koncentrovaného restrikéniho pufru (Cutsmart, New England BioLabs, USA) a
17 ul DNA templatu. Restrikéni reakce byly provedeny tfi, pokazdé s jinym DNA templatem.
V prvni reakci byl jako DNA templéat pouzit produkt po PCR (gen pro HRI, resp. elF2a
s ptislusnymi resktrikénimi misty a ptesahy). V druhé reakci byl pouzit DNA templat plasmidu
pET-21c(+), ktery obsahoval gen o velikosti pfiblizné 1,2 kb, vloZeny pomoci restrikénich
endonukleas, ktery bylo nutné odstranit a ziskat tak plasmid vhodny pro ligaci s genem HRI,
resp. elF2a a v tieti reakci byl pouzit jako DNA templat plasmidu pMAL-c5E. Oba plasmidy
(pET-21c(+) a pMAL-c5E) mély restrikéni mista pro endonukleasy Ndel a Xhol. Po
»hapipetovani“ byly vzorky vloZeny do inkubétoru (IR 1500 Automatic CO2 Incubator, Flow
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Laboratories) na 120 min pii teploté 37°C. Poté byly vzorky piecistény od nezadoucich

nukleotidli pomoci horizontalni agarosové elektroforesy (kapitola 3.3.12).

3.3.5 Ligace prislusného genu (pro HRI, resp. elF2a) s plasmidem

Po restrikénim Stépeni (kapitola 3.3.4) a nasledné analyze pomoci horizontalni
agarosové elektroforesy byly produkty purifikovany z agarosového gelu (kapitola 3.3.3). Poté
byl gen pro HRI, resp. elF2a, z kterého byly odstépeny nukleotidové piesahy, vlozen pomoci
restrikénich mist pro endonukleasy do plasmidi (gen pro HRI i gen pro elF2a byly vkladany
do plasmidu pET-21¢(+) a gen pro HRI byl vkladan také do plasmidu pMAL-c5E). Ligacni
smés obsahovala 16 pl ,,insertu® (gen HRI, resp. elF2a po restrikénim Stépeni), 2 pl plasmidu
(pET-21¢(+) — prvni reakce, pMAL-c5SE — druhd reakce), 2 ul T4 pufrua 0,5 pul T4 DNA ligasy.
Po ,,napipetovani*“ do tenkosténnych mikrozkumavek eppendorf, byly smési (,,insert HRI,
resp. elF2a s pET-21¢(+), ,,insert“ HRI s pMal-c5E) umistény do PCR thermocykleru na 4
hodiny pfi teploté 16°C. Po ligaci byla provedena transformace tohoto produktu ligace do bun¢k
E.coli DH5a.

3.3.6 Transformace bunék E. coli BL-21 (DE3) a E. coli DH5a

Transformace je proces, pii kterém je vkladana plasmidova DNA do kompetentni
buiiky. V tomto projektu byly pouzity dva typy bunék E.coli BL-21 (DE3) a E. coli DH5a.
E.coli BL-21 (DE3) jsou kompetentni buiiky, které byly vyuzivany pro expresi genu kodujiciho
protein HRI, resp. elF2a a kompetentni bunky E.coli DH5a byly vyuzivany pro namnoZeni
plasmidu pET-21c(+) obsahujici pozadovany gen. V prvnim kroku bylo potieba pfipravit
»plotny* s agarem. Pfedem pfipraveny agar (kapitola 3.2) byl nejprve pomoci zvysené teploty
rozpustén do kapalného stavu. Nasledné byl vychlazen cca na 40 °C a 10 ml bylo pfevedeno do
sterilni zkumavky Falcon (50 ml) a nasledné& ptidano 10 pl ampicilinu (100 mg/ml). Smés byla
promichéna a nasledn¢ aplikovana na sterilni Petriho misku a krouzivym pohybem byla smés
agaru a ampicilinu rozprostiena po celé ploSe Petriho misky. Veskerd manipulace byla
provadéna asepticky v lamindrni boxu (BIO 126, Labo). Poté byly Petriho misky se smési agaru
a ampicilinu ponechdny v laminarnim boxu az do ,,ztuhnuti* agaru. Podle tohoto postupu byly

pfipraveny 3 Petriho misky s agarem. Po ,,ztuhnuti“ byly do tff mikrozkumavek Eppendorf
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pfipraveny rtzné tii smési. Do prvni mikrozkumavky byla pfipravena kontrola, kterad
obsahovala 25 pl bunék E.coli DH5a. Do druhé mikrozkumavky byla ptipravena smés 10 pl
genu pro HRI, resp. elF2a v plasmidu pET-21c(+) s 25 pl bun¢k E.coli DH5a a do treti
mirkozkumavky byla pfipravena smés 10 pl genu pro HRI v plasmidu pMAL-cSE s 25 pl
bunék E. coli DH5a. Po ,,napipetovani byly vzorky dany 10 minut na led a poté byly vysety
na plotny sagarem a rozprostieny pomoci mikrobiologické hokejky. Po dikladném
rozprostieni byly plotny dény do inkubéatoru (IR 1500 Automatic CO: Incubator, Flow
Laboratories) dnem vzhtiru a byly inkubovany pfi teploté 37 °C cca 12 hodin. Pied vlozenim
do inkubatoru byly plotny utésnény parafilmem. Po inkubaci byly vlozeny do lednice, kde byly
pfipraveny k dal§imu pouZziti.

Pti transformaci plasmidové DNA s bunkami E. coli BL-21(DE23), které byly vyuzivany
pro expresi genu kodujiciho protein HRI, resp. elF2a, bylo k 1 pl genu pro HRI, resp. elF2a
v plasmidu pET-21c(+) pfidano 25 pl bunék E. coli BL-21(DE3) a smés byla dikladné
rozprostiena na agarové plotny obsahujici ampicilin. Nasledujici a pfedchozi postup se shoduje
s vySe popsanym postupem transformace s butkami £. coli DH5a. Cely postup transformace

byl proveden asepticky v lamindrnim boxu (BIO 126, Labo).

3.3.7 1zolace plasmidové DNA genu pro HRI, resp. elF2a

Izolace DNA je rozdélena na dvé €asti, prvni ¢ast zahrnuje single cell (,,pfeoCkovani®)
a nasledné namnozeni preoCkované kultury a druha ¢ast zahrnuje izolaci plasmidové DNA

pomoci izolaéniho kitu.

Single cell / ,,pfeockovani*

Z agarové plotny po transformaci byla vhodné zvolena kolonie bunék E. coli DH5a
nebo E. coli BL-21(DE). Kolonie byla osamocena a nebyla pterostld. Po vybrani kolonie byla
selektovana pomoci sterilniho paratka a vloZena do sterilni zkumavky Falcon (50 ml), ve které
bylo 5 ml LB media (kapitola 3.2) a 5 ul ampicilinu (100 mg/ml). Selekce probéhla pomoci
sterilni pinzety a veSkerd manipulace byla provedena v lamindrnim boxu (BIO 126, Labo). Po
vloZeni paratka do zkumavky Falcon, byla zkumavka Falcon vloZena do orbitalniho shakeru (G

24 New Brunswick Scientific) a inkubovéna pti 37 °C a 220 RPM po dobu 12 hodin. Po
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ukonceni kultivace bunék E. Coli DH5a byla DNA vyizolovana pomoci komeréniho kitu podle

navodu vyrobce.

Izolace plasmidové DNA

Izolace plasmidové DNA byla provedena pomoci komercéniho kitu QIAprep SPIN
Miniprep Kit. Po ukonceni kultivace bun¢k E. coli DH5a, byla zkumavka Falcon (50 ml)
s buiikkami centrifugovana a byl odstranén vznikly supernatant. Poté byla bakteridlni peleta
resuspendovana v 250 ul resuspendacniho pufru P1 (soucast kitu QIAprep Spin Miniprep).
Vzniklé suspenze byla prevedena do mikrozkumavky Eppendorf. Do této smési bylo ptidano
250 pl promyvaciho pufru P2 (soucést kitu QIAprep Spin Miniprep) a mikrozkumavka byla 6x
prevracena. Nasledné byla tato zkumavka nechdna tfi minuty stat pii laboratorni teploté. Po
uplynuti tfi minut bylo do zkumavky pfidano 350 pl neutralizacniho pufru N3 (soucast kitu
QIAprep Spin Miniprep) a mikrozkumavka byla 10x pfevracena. Nasledné¢ byla
mikrozkumavka centrifugovéna 10 minut pfi 13 200 RPM (5415 R, Eppendorf) pti laboratorni
teploté. Po centrifugaci byl supernatant pfeveden na kolonu mikrozkumavky (souc¢ast kitu
QIAprep Spin Miniprep) pro izolaci DNA. Poté byla tato mikrozkumavka s kolonou
centrifugovana 1 minutu pfi laboratorni teploté pti 13 200 RPM (5415 R, Eppendorf). Filtrat
byl odstranén a na kolonu mikrozkumavky bylo aplikovano 750 pl promyvaciho pufru PE
(soucast kitu QIAprep Spin Miniprep). Po aplikaci byla provedena centrifugace 1 minutu pfi
13 200 RPM (5415 R, Eppendorf) pfi laboratorni teploté. Postup promyvani byl proveden 2x.
Po promyti byla kolona ptevedena do nové mikrozkumavky a na kolonu bylo aplikovano 50 pl
eluéniho pufru PE (soucast kitu QIAprep Spin Miniprep) a byla provedena centrifugace 1
minutu pii 13 200 (5415 R, Eppendorf) pfi laboratorni teploté. Po centrifugaci byla kolona
odstranéna a ze ziskaného vzorku byla stanovena spektrofotometricky koncentrace. Vysledny
vzorek byl uchovan v — 20 °C pro dal$i pouziti.

V piipadé bunék E. coli BL-21(DE3) byla po inkubaci v5 ml LB media s5 pl

ampicilinu provedena inokulace do TB média, postup je popsan v nésledujici kapitole.
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3.3.8 Exprese proteinu HRI, resp elF2a

Kultivace bunék E. coli BL-21(DE3)

Do 2 1 Erlenmayerovy banky bylo postupné piidano 450 ml TB média (kapitola 3.2) 50
ml roztoku KH>PO4 a KoHPOs, 0,5 ml ampicilinu (100 mg/ml) a 0,5 ml suspenze bunék E.coli
BL-21(DE3) s plasmidem pro gen HRI, resp. elF2a (5 ml LB media s 5 pul ampicilinu) (kapitola
3.3.6). Takto byly pfipraveny 4 litry TB media (8 lahvi), které byly vlozeny do orbitalniho
shakeru (Multriton pro, Infors HT) a Erlenmayerovy banky byly tfepany pii teploté¢ 37 °C a
rychlosti 180 RPM do doby nez opticka denzita ODgoo bun€k E. coli nebyla v rozmezi 0,6 —
1.2. Optické denzita byla métfena na spektrofotometru Cary 60 UV-Vis, Agilent, kde bylo vzdy
vhodné mnozstvi suspenze z Erlenmayerovy baiky ptevedeno do kyvety a zméfeno. Po

dosazeni pottfebné hodnoty ODsoo, byla provedena indukce exprese.

Indukce exprese genu kodujiciho protein HRI, resp elF2a

Indukce exprese byla provedena pomoci latky IPTG, ktera je schopna aktivovat lac
operon, ktery aktivuje T7 RNA polymerasu[44]. T7 RNA polymerasa hraje klicovou roli pii
spravném fungovani exprese genu HRI, resp elF2a, protoze gen pro HRI, resp. elF2a je vloZen
v plasmidu pET-21¢(+), ktery obsahuje T7 promotor. T7 promotor vyuziva ke své funkci T7
RNA polymerasu, ktera ma sviij gen zapsany v genomu bun¢k E. coli BL-21(DE3) pomoci
bakteriofaga DE3 [40]. Gen pro T7 RNA polymerasu je regulovan pomoci /ac operon, ktery je
blokovan v neptitomnosti IPTG lac represorem, ktery je produkovan lacl, jehoZ gen je uloZen
v plasmidu pET-21c(+). Po ptfidani IPTG je aktivovéan lac operon, ktery spousti expresi T7
RNA polymerasy. T7 RNA polymerasa interaguje s T7 promotorem, ktery aktivuje expresi
vlozeného genu pro HRI, resp. elF2a [1,44].

Po dosaZeni optimalni optické denzity ODeoo, bylo pfidano do kazdé Erlenmayerovy
baniky 0,1 ml 0,1 mM IPTG jako indukéniho €inidla. Po 30 minutach od ptidani IPTG, byla
snizena teplota na 18 °C a otacky na 140 RPM. Pii téchto podminkéach byly Erlemayerovy
barnky s bakteridlni suspenzi inkubovany po dobu 16 hodin. Po ukonceni exprese genu pro HRI,
resp. elF2a byl obsah Erlenmayerovych ban€¢k preveden do kyvet a centrifugovan (Janeztki
K70 D, MLW) pi1 4°C a 3000 RPM po dobu 45 minut. Po ukonceni centrifugace byly sklizené

buniky zvazeny a uchovany v -80°C pro dal$i pracovni postup.
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Béhem exprese byly odebrany vzorky pro kontrolu pomoci SDS elektroforesy) (kapitola
3.3.10) pted a po indukci IPTG.

3.3.9 Izolace proteinu HRI, resp. elF2a z bunék E. coli BL-21(DE)

V prvnim kroku izolace rekombinantniho proteinu HRI, resp. elF2a z bun¢k E. coli BL-

21(DE3) byly bunky (20,3 g, resp. 23,5 g) resuspendovany v cca 100 ml resuspendacniho pufru
(50 mM TRIS-HCL, pH 8,0, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 0,2 mg/ml lysozym,
v pripad¢ izolace proteinu HRI resuspendacni pufr obsahoval navic 1 mg/100 ml aprotinin, 1
mg/100 ml pepstatin A, 1 mg/100 ml leupeptin). Resuspendované bunky byly podrobeny
ultrazvukové sonikaci Sestkrat pod dobu jedné minuty pii amplitudé 55 % (Sonopuls HD 3100,
sonda KE 76). Mezi jednotlivymi sonikacemi byla provadéna pauza jednu minutu, aby
nedochézelo k ptehfivani vzorku a mozné denaturaci izolovaného proteinu. Cely tento postup
byl provadén za stalého michani na ledu. Po sonikaci byly fragmenty bun¢k pievedeny do
ultracentrifugacnich kyvet (26 ml) a byly centrifugovany po dobu jedné hodiny pii 55 000 RPM
(Lab Ultracentrifuga Optima™ LE-80K, Beckman Coulter). Po ultracentrifugaci byl odebran
supernatant a k nému byly pfidany cca 3 ml afinitniho nosi¢e (TALON® Metal Affinity Resin).
Afinitni nosi¢ byl nejprve preveden do pufru A (50 mM TRIS-HCI, pH 8,0, 100 mM NaCl)
pomoci opétovné centrifugace (4x) kdy bylo k 3 ml afinitniho nosice ptidano 10 ml pufru A a
centrifugovdno pii 750 RPM a 4°C (Allegro X-22R, Beckman Coulter). Takto ptevedeny
afinitni nosi¢ byl pfidan k supernatantu vzniklém po ultracentrifugaci a inkubovan po dobu
jedné hodiny za stalého Setrného michéani v 4 °C na kyvacce Mini Rocker Mr-1, BioSan.
Gen pro protein HRI resp. elF2a obsahoval sekvenci, ktera zajiStovala, Ze purifikovany protein
obsahoval polyhistidinovou sekvenci, tzv. histidinovou kotvu na C-konci. Histidinova kotva je
schopna navazat se na afinitni nosi¢, ktery obsahuje se své struktufe iont pfechodného kovu
(konkrétngé Co?"). Po navazani afinitniho nosice je nutné izolovany protein eluovat pomoci
nadbytku vhodné latky (imidazol), kterd se vdze na afinitni nosi¢ a dojde tak k uvolnéni
oznacené¢ho proteinu.

Pted afinitni chromatografii byly sklenéné kolony s fritou promyty destilovanou vodou
a nasledn¢ byl supernatant s afinitnim nosi¢em pieveden na kolonu s fritou. Po pfevedeni byla

sm¢s tfikrat promyta cca 50 ml pufru A a nasledné byl rekombinatni proteinu eluovan elu¢nim
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pufrem (50 mH TRIS-HCI, pH 8,0, 100 mM NacCl, 200 mM Imidazol). K eluci bylo pouzito
piiblizné 10 ml elu¢niho pufru.

Po afinitni chromatografii byl vzorek preveden do zkumavky Milipore obsahujici
polopropustnou membranu, kterd propusti latky s relativni molekulovou hmotnosti mensi nez
30 kDa. Pfed pfevedenim vzorku po afinitni chromatografii do zkumavky Milipore, byla
zkumavka, respektive membrana, promyta 10 ml pufru A (50 mH TRIS-HCI, pH 8,0, 100 mM
NaCl) prostfednictvim centrifugace 10 minut pii 4 °C a 3 000 RPM (Allegro X-22R, Beckman
Coulter). Po promyti byl do zkumavky Milipore vlozen vzorek po afinitni chromatografii a
nasledovala centrifugace pii 4 °C a 3 000 RPM po dobu 2 minut. Po ukonceni byl vzorek ve
zkumavce promichan pomoci pipety a nasledné podroben dal$i centrifugaci pii stejnych
podminkach. Tento proces se n€kolikrat opakoval, dokud objem zakoncentrovaného produktu
ve zkumavce Milipore dosahl ptiblizné 500 pl.

Pro odstranéni nezddoucich latek (imidazol) a vysokomolekularnich proteinovych
agregatii byla provedena gelova filtraéni chromatografie s vyuzitim AKTAbasic systému pro
kapalinovou chromatografii (GE healthcare). Byla pouZita kolona Superdex 200 10/30 GL (GE
healthcare). Pro kalibraci kolony byly vyuzity proteiny thyroglobulin (669 kDa, elu¢ni objem
8.6 ml), apoferritin (481 kDa, elu¢ni objem 9.5 ml), aldolasa (158 kDa, elu¢ni objem 12.1 ml),
BSA (66 kDa, elu¢ni objem 13.2 ml) a ovalbumin (43 kDa, elu¢ni objem 14.4 ml). Kolona byla
ekvilibrovana 20 ml pufru obsahujicim 20 mM Tris-HCI, 150 mM chlorid sodny pH 8,0. Poté
byl na kolonu aplikovan vzorek (500 ul) rychlosti 0,5 ml/min’'. Detekce eluovaného roztoku

byla provedena pii vinové délce 280 nm.

3.3.10 Diskontinualni elektroforesa na polyakrylamidovém gelu v pritomnosti
dodecylsulfatu sodného (SDS-elektroforesa)

Nejprve byla postavena aparatura pro elektroforesu (Mini-Protean tetra cell, BioRad),
poté byla do aparatury vlozena dvé skla, které byla odmasténa ethanolem. Po upevnéni a
utésnéni aparatury byl mezi skla nanesen roztok, ze kterého se vytvoii 12% akrylamidovy gel.
Roztok obsahoval 3,0 ml pufru A (0,375 M TRIS-HCI, 0,1 % SDS, pH 8§,8), 2,0 ml
polymera¢niho roztoku A (30% akrylamid, 0,8% BIS v pufru A), 5,0 ul TEMEDu a 50 pl
roztoku persiranu amonného (100 mg/ml). Po smichani v kadince byl roztok nanesen mezi dvé
oCi8téna skla a prevrstven vodou. Po ukonceni polymerizace gelu byla opatrn€ odstranéna voda

ana 12% separacni gel byl nanesen roztok, ktery vytvofiil 4% zaostfovaci gel. Druhy roztok byl
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nejprve piipraven do kadinky z 1,7 ml pufru B (0,125 M Tris-HCI; 0,1% SDS; pH 6,8), 267 pl
polymeraéniho roztoku B (30% akrylamid; 0,8% BIS v pufru B), 2 ul TEMEDu a 40 pl
persiranu amonného (100 mg/ml). Po naneseni roztoku pro zaostfovaci gel byl mezi skla vlozen
hfeben pro vytvofeni jamek pro naneseni vzorku. Po zatuhnuti zaostfovaciho gelu byla skla
vlozena do elektroforetické vany a elektrodovy prostor byl naplnén elektrodovym pufrem
(0,025 M Tris; 0,192 M glycin; 0,1% SDS; pH 8,3). Vzorky byly ptipraveny podle tabulky 4,

strana 45.

Tabulka 4 SloZeni vzorkii, odebiranych v pritbéhu exprese a izolace proteinit HRI a elF2a
Tyto vzorky byly analyzovany pomoci SDS elektroforesy

Frakce
expresniho/izolaéniho 4x konc: reduk. pufr Yzorek Destll?vana voda
postupu objem [ul] objem [pl] objem [pl]
Vzorek z exprese
pied pfidanim IPTG 5 5 10
Vzorek z exprese po
T 5 5 10
pridani IPTG
Supernatant po
p : p . s 5 0
ultracentrifugaci
Vzorek pied afinitni
; 5 5 10
chromatografii
Vzorek po afinitni
5 15 0

chromatografii

Vzorek frakce
nezachycené na 5 15 0
afinitni nosic¢

Zakoncetrovany

5 15 0
vzorek
Vzorky frakei z
gelové 5 15 0
chromatografie
Finalni produkt 5 15 0

4 x koncentrovany redukujici pufr byl slozen z 0,25 M Tris-HCI, pH 6,8; 8% SDS; 40%
glycerol; 20% 2-merkaptoethanol; 0,008% bromfenolova modf. Vzorky byly vlozeny do
termostatu vytemperovaného na 100 °C po dobu 3 minut. Poté byly vzorky kratce

centrifugovdny a naneseny do jamek zaostfovaciho gelu (viz vyse). Do kazdé jamky bylo
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naneseno 10 pl vzorka uvedenych v tabulce 4, strana 45 a do prvni jamky bylo naneseno 7
ul markeru Precision Plus ProteinTM Dual Color Standards (BioRad). Po naneseni vzork byla
aparatura ptipojena ke zdroji (EPS 301, Electrophoresis Power Supply, Amersham Pharmacia
Biotech) a separace probihala pii napéti 200 V po dobu 70 minut.

Po skonceni elektroforesy byly gely obarveny v komer¢ni lazni InstantBlue™ Protein

Stain (Sigma Aldrich) nebo byly podrobeny dalsi analyze pomoci metody western blot.

3.3.11 Western blot

Pro elektropienos bylo nejprve pfipraveno 20 ks filtraénich papiri o rozméru
10,5 x 7 cm a nitrocelulosova membrana (BioRad) o rozmérech 8,5 x 5 cm. Na spodni elektrodu
prenosové kazety bylo umisténo 10 ks filtra¢nich papiri, nasledné nitrocelulosovd membrana,
akrylamidovy gel z SDS elektroforesy a 10 ks filtra¢nich papirti. Pfed umisténim na spodni
elektrodu byly filtra¢ni papiry, membréna a gel pievedeny do ptenosového pufru (25 mM TRIS,
150 mM glycin, 10% methanol, pH 8,3). Nasledné¢ byla kazeta uzaviena a vlozena do pfistroje
pro elektroptenos (Trans-Blot®Turbo, Biorad) a elektropienos probihal 15 minut pii napéti

25 V aproudu az 2,5 A.

Imunodetekce proteint s histidinovou kotvou

Membrana po elekropfenosu byla omyta vodou, vloZzena do Petriho misky a néasledné
byla inkubovana ve 20 ml 1% BSA v TBS pufru (10 mM TRIS, 500 mM NaCl, 10 mM NaN3,
pH 7,5) ptes noc pii 4 °C. Druhy den byla membrana 2x omyta pufrem TBS-Tweem/Triton
(20 mM TRIS, 500 mM NaCl, 0,05% Tween 20, 0,2% Triton X-100, pH 7,5) a 1x v TBS pufru.
,»Oplach® probihal v Petriho misce cca 5 minut za stdlého michani na tfepacce pii laboratorni
teploté. Po sérii omyti byly 4 ul mysi monoklonélni protilatky proti histidinové kotvé (sigma
Aldrich) napipetovany do 10 ml roztoku 1% BSA v TBS pufru a nésledné byl tento roztok
aplikovan na membranu a 1 hodinu inkubovan za stdlého michéani pfi laboratorni teplotg.
Membrana byla po inkubaci omyta totoznym postupem jako po blokaci a nasledné byly 4 ul
kozi polyklonalni protilatky proti mySimu IgG konjugovaného s alkalickou fosfatasou (Sigma
Aldrich) napipetovany do 10 ml roztoku 10% suSeného mléka v TBS. Tento roztok byl
inkubovan s membranou 1 hodinu za stadlého michani pti laboratorni teploté. Po inkubaci byla

membrana 3x omyta TBS pufrem a podrobena kolorimetrické detekci.
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Kolorimetricka detekce

Do 10 ml AP pufru (100 mM TRIS, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl, 10 mM NaNjs, pH
9,0) bylo pfiddno 66 pl roztoku NBT (50 mg/ml NBT v 70% dimethylformamidu) a
promichano. Nasledn¢ bylo pfidano 33 ul roztoku BCIP (50 mg/ml BCIP

v dimethylformamidu), promichano a nasledné probéhla vizualizace a vyhodnoceni.

3.3.12 Horizontalni agarosova elektroforesa

Horizontalni agarosové elektroforesa je metoda vyuzivand k déleni latek s velkou
molekulovou hmotnosti (vétsi nez ptiblizné 200 kDa). Piikladem takovych latek jsou molekuly
DNA, které diky svym fosfatovym skupindm maji zaporny naboj, jehoz velikost je zavisla na
délce fetézce. Tato vlastnost molekul DNA je vyuzivana pii déleni jednotlivych molekul
v elektrickém poli podle jejich velikosti. Nejvice vyuzivané agarosové gely pro separaci DNA
jsou 1% [1].

V prvni kroku byl ptipraven roztok 1% agarosy (w/v) v 40 ml TAE pufru (0,04 M TRIS-
acetat, pH 8,2, 1 mM EDTA). Agarosa byla rozpusténa za zvySené teploty v mikrovinné troube
a po vychladnuti bylo pfidéno 4 ul barviva SYBR SAFE™ DNA gel stain (10 000x
koncentrované). Po promichani byl roztok pteveden do elekroforetické vanic¢ky a po vloZeni
hiebenu, k vytvoreni jamek pro nanaseni vzorki, byl roztok 1% agarosy nechan ztuhnout pfti
laboratorni teploté. Po ,,zatuhnuti* gelu byla vloZena do elektroforetické aparatury (MSMINI
10-Multi Sub Mini, Uvitec) do které byl pfeveden TAE pufr. Po vytazeni hiebenu byly do
vzniklych jamek naneseny vzorky podle Tabulka 5, strana 47. Marker byl pfipraven z 4 pl
sterilni vody, 1 ul 2 —log DNA ladder a 1 ul 5x loading dye. Po naneseni vzorki byla aparatura
zapojena do zdroje (EPS 301, Electrophoresis Power Supply, Amersham Pharmacia Biotech) a
elektroforesa probihla pii napéti 110V po dobu 30 minut.

Tabulka 5 SloZeni vzorkii po PCR a restrikénim Stépeni
Tyto vzorky byly analyzovany pomoci agarosové elektroforesy

Typ vzorku Objem vzorku [pl] Objem 5x loading dye [pl]
Produkt po PCR 25

Produkt po restrikénim 20 5

Stépeni
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3.3.13 Sekvenace genu HRI/elF2a

Spravnost vlozeni geni pro HRI, resp elF2a do vektoru pET-21c(+) byla ovéfena

pomoci sekvenacni metody. Ta byla zajisténa sekvenacni laboratoti PfF UK.

3.3.14 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace plasmidové DNA

Stanoveni  koncentrace  plasmidové = DNA  bylo  provedeno  pomoci
spektrofotometrického meéteni s pouzitim piistroje DS-11 Spectrophotometer, DeNovix. Na
tomto spektrofotometru byla spusténa aplikace ,,dsDNA®. Jako slepy vzorek byly pouzity 2 pl
elu¢niho pufru PE (soucést kitu QIAprep Spin Miniprep), které byly naneseny na detekéni
plochu spektrofotometru. Po proméfeni slepé¢ho vzorku byly naneseny 2 pul méfeného vzorku.

Absorbance byla métena pii 260 nm. Pfistroj uréuje koncentraci ve vzorku podle vztahu:
A - (CF)
c=—
l
kde, ¢ je koncentrace plasmidové DNA v roztoku v jednotkach ng.ul!, A je absorbance pfi 260

nm, CF je piepocitavaci faktor, jehoZ hodnota udani vyrobcem je CF = 50.ng.cm.pl!

[ je sitka absorp¢niho prostiedi v jednotkach cm.

3.3.15 Stanoveni koncentrace proteinu pomoci standardu BSA

Pro stanoveni koncentrace proteinu v roztoku byla pouzita souprava Pierce™
Microplate BCA Protein Assay Kit. Standardem této metody byl BSA o riiznych koncentracich.
Jako slepy vzorek byla pouzita deionizovand voda. Stanoveni bylo provedeno pomoci 96
jamkové mikrodesti¢ky. Pracovni roztok byl pfipraven z roztoku A (hydrogenuhli¢itan sodny,
uhli¢itan sodny, bicinchoninova kyselina (BCA), vinan sodny v 0,1 mol/l hydroxidu sodném,
stanovené¢ koncentrace nebyly uvedeny vyrobcem) a zroztoku B (4% siran médnaty)
smichanim 50:1. Na desticku byl nanesen slepy vzorek 9 ul, poté byly naneseny jednotlivé
roztoky standardu BSA o koncentracich 4 mg/ml, 8 mg/ml, 16 mg/ml, 24 mg/ml, 32 mg/ml, 48
mg/ml a 64 mg/ml. Nasledné byl nanesen roztok méteného proteinu (10 pl). VSechny vzorky
byly nanéseny v tripletech. Poté bylo do kazdé jamky ptidano 260 pl pracovniho roztoku.

Nésledné byla mikrotitracni destiCka inkubovana 30 minut pfi 37 °C. Po inkubaci byla
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mikrotitra¢ni desticka vlozena do ¢tecky mikrotitracnich desticek (Infinite M200 PRO, Tecan)
a byly zméteny absorbance roztokl pii 562 nm. Poté byla sestrojena kalibrac¢ni kiivka na
zaklad¢ absorbance roztokli o zndmé koncentraci a z kalibra¢ni kiivky byla nasledn€ stanovena

koncentrace méfeného proteinu.

3.3.16 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace proteinu

Stanoveni  koncentrace  proteinu v  roztoku bylo provedeno pomoci
spektrofotometrického méfeni s pouzitim piistroje DS-11 Spectrophotometer, DeNovix. Na
tomto spektrofotometru byla spusténa aplikace ,,Protein A280%. Jako slepy vzorek byly pouzity
2 ul eluéniho pufru pouzitého pro gelovou chromatografii (20 mM Tris-HCI, 150 mM chlorid
sodny pH 8,0), které byly naneseny na detek¢ni plochu spektrofotometru. Po prométeni slepého
vzorku byly naneseny 2 pl méfeného vzorku. Absorbance byla méfena ptfi 280 nm. Pfistroj
urcuje koncentraci proteinu ve vzorku podle vztahu: A = e.c.l, kde c je koncentrace proteinu,
1 je sitka absorpcniho prostiedi a € je hodnota extinéniho koeficientu. Hodnota extin¢niho
koeficientu byla zjisténa na zaklad¢ aminokyselinové sekvence proteinli pomoci programu na
webovych strankdch https://web.expasy.org/protparam/ [32]. ZjiStené hodnoty byly
£=46 465 M.cm™ pro protein HRI a £ = 23 380 M"!.cm™! pro protein eIF2a.

3.3.17 Pilotni charakterizace proteini HRI a elF2a se zaméFenim na jejich
teplotni stabilitu

Pti prvni sérii experimentli s proteiny HRI resp. elF2a byly tyto ponechéany 3 dny
v lednici (pfi piiblizné 7 °C), 3 dny pfi laboratorni teploté (pfi pfiblizné 20 °C) a zamraZené pii
-80 °C, kdyz ptfedtim byly rychle chlazeny kapalnym dusikem. Pfi druhé sérii experimentd,
byly vzorky proteinli HRI resp. elF2a vystaveny stejnym teplotnim podminkam ale pouze po
dobu 24 hodin. Po ukonceni reakénich podminek bylo ze vSech vzorkl odebrano 15 pl proteinu
a k proteinu bylo pfidano 5 pl 4x koncentrované¢ho vzorkového pufru. Poté byly vzorky
povareny, kratce centrifugovany a naneseny na akrylamidovy gel a analyzovany pomoci SDS

elektroforesy (kapitola 3.3.10).
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4 Vysledky

4.1 Preneseni genu kédujiciho protein HRI z plasmidu pDNR-dual do plasmidu
pET-21¢(+) a pMAL-cSE

Retézova polymerasova reakce genu pro HRI

V prvnim kroku piipravy proteinu HRI, bylo nutné gen pro vybrany protein vlozit do
vhodného expresniho plasmidu. Po navrhnuti oligonukleotidt, které jsou uvedeny v kapitole
3.2 pod cisly (1) a (2) byl podle postupu (kapitola 3.3.1) amplifikovan gen pro HRI
prostiednictvim PCR. Produkty PCR byly analyzovany pomoci horizontdlni agarosové

elektroforesy (kapitola 3.3.12). Vysledky popisuje obrazek 14, strana 50.

3000bp —
2 000 bp gen pro HRI
(1991 bp)
1 000 bp
500 bp

Obrazek 14 Vysledny agarosovy gel po amplifikaci genu pro HRI pomoci PCR
1. Standard — 2- log DNA ladder

2. 10x zredéna ,,templatova“ DNA (gen pro HRI v plasmidu pDNR-dual doddn Universitou v
Harvardu) s pridavkem ,, enhanceru* pro zvyseni vytezku PCR

3. Koncentrovana ,,templatova*“ DNA (gen pro HRI v plasmidu pDNR-dual dodan Universitou v
Harvardu) s pridavkem ,,enhanceru* pro zvyseni vytézku PCR

4. Koncentrovana ,,templatova*“ DNA (gen pro HRI v plasmidu pDNR-dual dodan Universitou v
Harvardu)

5. 10x ziedena ,,templatova“ DNA (gen pro HRI v plasmidu pDNR-dual dodan Universitou v
Harvardu)

Gen pro HRI obsahuje 1911 pard bazi (zapocteny piesahy i restrikéni mista pro

endonukleasy). Tomuto faktu odpovida i vysledek horizontdlni agarosové elektroforesy
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(obrazek 14, strana 50), kde nejsilngjsi pruh v jamkach 2, 3, 4, 5 (Sipka v popisku obrazku 14,
strana 50) ma piiblizn¢ stejnou mobilitu jako pruh standardu pro 2000 part bazi. Ve druhé¢ draze
je nanesen produkt PCR, kdy byla pouzita 10x nafedéna ,,templatova“ DNA genu pro HRI v
plasmidu pDNR-dual, do této smési byl ptidan také ,,GC enhancer®, ktery se ptidava pro
zvySeni vytézku reakce v piipadé, kdy je vysoké procentudlni zastoupeni GC bazi
v oligonukleotidu (kapitola 3.2). V tomto piipadé je vysledné mnozstvi DNA pomérné nizké.
V dréaze cislo tfi je produkt PCR, kdy byl opét v reakéni smési pouzit ,,GC enhacer®, ale
,templatova“ DNA nebyla fedéna. V tomto ptipad¢ je mnozstvi naprodukované DNA mnohem
vyssi, ale doslo také ke vzniku nespecifického produktu o piiblizné velikosti 1000 part bazi.
V drahach 4 a 5 jsou produkty PCR, kdy ,,GC enhnacer” nebyl pouzit. Reakéni smési ve
drahach 4 a 5 se lisily pouze mnozstvim pouzité ,,templatové™ DNA, nicméné rozdil v mnozstvi
ziskaného produktu je minimalni. Po vizualizaci byly pruhy obsahujici DNA, které se nachazely
v pozici ptredpokladaného vyskytu genu pro HRI (tedy priblizné 1911 part bazi), separovany
z agarosového gelu a nésledné byla izolovana DNA pro gen HRI (kapitola 3.3.3), pomoci
komeréniho kitu. Findlné¢ byla uréena koncentrace DNA (kapitola 3.3.14). Vysledné
koncentrace DNA jsou uvedeny v tabulce 6, strana 51.

Vzorek, jehoz analyza byla ukdzana na obrazku 14, strana 50 v draze 2 nebyl dale

zpracovan z divodu nizkého vytézku.

Tabulka 6 Vysledné koncentrace DNA produktii genu pro HRI po PCR

Vzorek Koncentrace
[ng/pl]

Koncentrovana , templatova“ DNA (gen pro HRI) s ptfidavkem GC ,,enhanceru* 75

pro zvyseni vytézku PCR ’

Koncentrovana ,,templatova*“ DNA (gen pro HRI) 4,7

10x ziedéna ,,templatova*“ DNA (gen pro HRI) 27,4

Restrikéni Stépeni genu pro HRI, plasmidu pET-21¢(+) a plasmidu pMAL-cSE

Po provedeni restrikéniho S$tépeni podle kapitoly 3.3.4 byly vysledné produkty
analyzovany pomoci horizontalni agarosové elektroforesy a piisluSné useky DNA byly
separovany (kapitola 3.3.12). Vysledny agarosovy gel s produkty restrikéniho Stépeni je

znazornén na obrazku 15, strana 52.
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gen pro
HRI
(1991 bp)

”~

Obrazek 15 Vysledny agarosovy gel po restrikénim $tépeni PCR produktu genu HRI,
plasmidu pET-21c(+) a pMAL-c5SE endonukleasami Ndel a Xhol
1. Standard — 2- log DNA ladder

2. Koncentrovana ,,templatova“ DNA (gen pro HRI s pridavkem ,,GC enhanceru*) po restrikcnim
Stépeni endonukleasami Ndel a Xhol

3. Koncentrovana ,,templatova‘ DNA (gen pro HRI) po restrikcnim sStépeni endonukleasami Ndel a
Xhol

4. 10x zredéna ,,templatova‘ DNA (gen pro HRI) po restrikcnim Stépeni endonuklesami Ndel a Xhol

5. Plasmid pMAL-c5E s viozenym genem o velikosti priblizné 1500 paru bazi po restrikcnim Stépeni
endonuklesami Ndel a Xhol

6. Plasmid pET-21c(+) s vioZzenym genem o velikosti priblizné 1 500 parii bazi po restrikcnim Stépeni
endonuklesami Ndel a Xhol

Na obrazku 15, strana 52 jsou zndzornény produkty jednotlivého restrik¢éniho §tépeni
genu pro HRI, plasmidu pET-21c(+) a plasmidu pMAL-c5E. V drahach 2 — 4 jsou zobrazeny
produkty restrikéniho Stépeni genu HRI po amplifikaci DNA pomoci PCR. Pruhy obsahujici
DNA genu HRI mély stejnou mobilitu jako slozka standardu o velikosti 2000 pari bazi. Gen
pro HRI obsahuje teoreticky 1911 part bazi. U téchto tii produkti neni mozné pouze na zakladé
analyzy horizontalni agarosovou elektroforesou fici, zda probé&hlo restrikéni Stépeni nebo ne.
Rozdil v poctu bazi ,,postépeného* a ,,nepostépeného* produktu genu HRI po PCR je minimalni
a je nemozné ho pomoci dané¢ho provedeni horizontdlni agarosové elektroforesy rozeznat.
V ptipadé drah 5 a 6 je tomu naopak, zde jsou jasn¢ vidét produkty po restrikénim Stépeni.
V ptipadé drahy 6, kde byl Stépen plasmid pET-21¢(+), je v horni ¢asti drahy vidét pruh
znazoriujici ,,Stépeny” plasmid pET-21c(+) (5443bp) a druhy pruh (ve spodnéjsi casti)
charakterizuje gen pro protein, ktery se v plasmidu pET-21c(+) nachéazel pied $tépenim.

V draze 5, kde je produkt §t€peni plasmidu pMAL-c5E, jsou dva vyrazné pruhy. Ten v horni
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poloving gelu odpovida st€penému plasmidu a ten v dolni ¢asti gelu odpovida genu, ktery se
v plasmidu nachazel pied St€épenim. S geny pro proteiny (velikost cca 1500 para bazi), které
byly ptivodné v plasmidech nebylo déle pracovano. Produkty restrikéniho §té€peni potiebné pro
dalsi pracovni postup byly separovény z gelu pomoci komerc¢niho kitu (kapitola 3.3.3) a
nasledn¢ byla wurena jejich koncentrace (kapitola 3.3.14). Vysledné koncentrace

,,rozstépenych* produktli DNA jsou uvedeny v tabulce 7, strana 53.

Tabulka 7 Vysledné koncentrace produktit DNA po restrikcnim Stépeni

Vzorek Koncentrace
[ng/pl]
Koncentrovany ,,templat DNA (gen pro HRI s ptidavkem ,,GC enhanceru®) po
restrikénim $tépeni endonukleasami Ndel a Xhol (viz. draha ¢. 2, Obrazek 15, 7,3
strana 52)
10x zfedény ,,templat DNA (gen pro HRI) po restrikénim $tépeni endonuklesami )13
Ndel a Xhol (viz. draha ¢. 4, Obrazek 15, strana 52) ’
Plasmid pMAL-c5E po restrikénim §té€peni endonuklesami Ndel a Xhol (viz. drdha 172
¢. 5, Obrazek 15, strana 52) ’
Plasmid pET-21c¢(+) po restrikénim §tépeni endonuklesami Ndel a Xhol (viz. drdha )28
¢. 6, Obrazek 15, strana 52) ’

Ligace plasmidu pET-21c(+) a pMAL-cSE s genem HRI po restrikéni reakei

Po restrik¢ni reakci byly vytvoreny dvé smeési vzorktli. Prvni smés obsahovala insert HRI
(10x zfedéna ,templatova“ DNA po restrikénim Stépeni endonuklesami Ndel a Xhol o
koncentraci 21,3 ng/ul) s plasmidem pET-21c(+) po restrikénim Stépeni o koncentraci 28,8
ng/ul. Druhd smés obsahovala insert HRI (koncentrovana ,,templatova* DNA s ptidavkem ,,GC
enhancer* po restrikénim Stépeni endonukleasami Ndel a Xhol o koncentraci 7,3 ng/ul)
s plasmidem pMAL-c5E po restrikénim $tépeni endonukleasami Ndel a Xhol o koncentraci
17,2 ng/pl. K obéma smésim byl nasledné ptidan T4 pufr a T4 DNA ligasa. Po ukonceni ligace
(detailni postup kapitola 3.3.5) byla DNA dané smési transformovana do kompetentnich bunék
E. coli DH5a (kapitola 3.3.6). V ptipad¢ prvni reakce, kde v reak¢ni smési byl insert genu HRI
s plasmidem pET-21c(+), probéhla ligace i transformace Gspésné, o ¢emz svédc¢i piitomnost
kolonii bakterii E. coli na substratu obsahujici antibiotikum (rezistence na antibiotikum je
zprosttedkovana plasmidem pET-21c(+)). V ptfipadé druhé reakéni smési, kterd obsahovala
insert genu HRI s plasmidem pMAL-cSE se ligace nebo transformace bunék E. coli DH5a

nezdarila.
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Po vySe popsané selekci bunék E. coli u kterych doSlo k pozitivni transformaci
plasmidem pET-21c(+)/HRI (kapitola 3.3.6), prob&hlo ,,namnozeni‘ bun¢k v LB mediu a z nich
byl izolovéan plasmid pET-21c(+)/HRI komerénim kitem (kapitola 3.3.7) a byla urcena jeho

koncentrace (kapitola 3.3.14). Vysledné koncentrace DNA jsou uvedeny v tabulce 8, strana 54.

Tabulka 8 Vysledné koncentrace DNA pET-21c(+)/HRI

Vzorek KO;C;I::‘T]ace
pET-21¢(+)/HRI 1 1097
pET-21c(+)/HRI 2 142,7
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4.2 Preneseni genu kodujiciho protein elF2a z plasmidu pDNR-dual do plasmidu
pET-21¢c(+)

Polymerazova retézova reakce pro gen elF2a

V prvnim kroku bylo tieba ,,namnozit“ DNA pomoci PCR. Nejprve byly navrzeny

oligonukleotidy (3), (4) (kapitola 3.2) poté byla provedena PCR podle postupu uvedeného

v kapitole 3.3.2. Po ukonceni PCR byly vzniklé produkty analyzovany pomoci horizontalni

agarosov¢ elektroforesy (kapitola 3.3.12). Vysledek je znazornén na obrazku 16, strana 55.

1 2 3 4 5

3000 bp_s|

1000 bp—>
500 bp —>

gen pro
elF2a
(988 pb)

Obrazek 16 Vysledny agarosovy gel po amplifikaci genu pro el F2a pomoci PCR

1.
2.

Standard 2-log DNA ladder

Koncentrovana ,,templatova “ DNA (gen pro elF2a v plasmidu pDNR-dual dodan Universitou v
Harvardu)

Koncentrovana ,,templatova” DNA (gen pro elF2a v plasmidu pDNR-dual dodan Universitou v
Harvardu)

10x zredéna ,,templatova” DNA (gen pro elF2a v plasmidu pDNR-dual doddn Universitou v
Harvardu)

10x ziedéna ,,templatova‘® DNA (gen pro elF2o v plasmidu pDNR-dual dodan Universitou v
Harvardu)

Gen pro elF2a obsahuje 988 part bazi. Nejvyraznéjsi signal (Sipka s popiskem elF2a

na obrazku 16, strana 55) mé ptiblizn€ stejnou mobilitu jako signal standardu o velikosti 1 000

part bazi. Lze se proto domnivat, ze vyrazné pruhy v drahdch 2 — 5 jsou produkty PCR

odpovidajici genu pro elF2a. Rozdil mezi drahami 2, 3 a drahami 4, 5 je pouze v mnozstvi

pouzité ,templatové DNA. Vysledny rozdil v mnozstvi produkované¢ DNA metodou PCR je

minimalni. Po wvizualizaci byly pruhy obsahujici DNA, které se nachazely v pozici

predpokladaného vyskytu genu pro elF2a (tedy pfiblizné 988 part bazi), separovany a nasledné
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z nich byla izolovana DNA pro gen elF2a (kapitola 3.3.3) pomoci komer¢niho kitu. Nasledné
byla ur¢ena koncentrace DNA (kapitola 3.3.14). Vysledné koncentrace DNA jsou znazornény

v tabulce 9, strana 56.

Tabulka 9 Piehled vyslednych koncentraci produktit PCR reakce pro gen el F2a

Vzorek Koncentrace
[ng/pl]

Koncentrovana ,,templatova*“ DNA 56,4

10x ziedéna ,,templatova“ DNA 457

Restrikéni Stépeni genu pro elF2a

Po provedeni restrikéniho Stépeni podle kapitoly 3.3.4 byly vysledné produkty
analyzovany pomoci horizontdlni agarosové elektroforesy a pfislusné tiseky DNA byly
separovany (kapitola 3.3.12). Vysledny agarosovy gel s produkty restrikéniho $tépeni genu pro
elF2a je zndzornén na obrazku 17, strana 56, vysledny agarosovy gel s produkty restrikéniho

Stépeni plasmidu pET-21¢(+) je zobrazen na obrazku 15, strana 52 v jamce 6.

1 2 3
3000 bp
1 000 bp gen pro elF2a
500 bp (988 bp)

Obrazek 17 Vysledny agarosovy gel po restrikénim $tépeni PCR produktu genu pro elF2a,
endonukleasami Ndel a Xhol
1. Standard 2 — log DNA ladder
2. Koncentrovana ,,templatova “ DNA (gen pro elF2a) po restrikcnim Stépeni endonukleasami Ndel
a Xhol

3. 10x zredéna ,,templdtova‘“ DNA (gen pro elF2a) po restrikcnim Stépeni endonuklesami Ndel a
Xhol
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V drahéch 2 a 3 na obrazku 17, strana 56 jsou znazornény produkty restrik¢niho §tépeni
genu pro elF2a, po amplifikaci DNA pomoci PCR. Pruhy obsahujici DNA genu pro elF2a (na
obrazku 17, strana 56 k témto pruhiim sméfuje Cernd Sipka) mély stejnou mobilitu jako slozka
standardu o velikosti 1000 parti bazi. Gen pro elF2a obsahuje teoreticky 988 parti bazi. U téchto
dvou produktii neni mozné pouze na zaklad¢ analyzy horizontalni agarosovou elektroforesou
fici, zda probehlo restrikéni St€peni nebo ne. Rozdil v poctu bazi ,postépené¢ho a
,»hepostépené¢ho* produktu genu pro elF2a po PCR je minimélni a je nemozné ho pomoci
daného provedeni horizontalni agarosové elektroforesy rozeznat. Produkty restrikéniho $tépeni
potiebné pro dalsi pracovni postup byly separovany z gelu pomoci komer¢niho kitu (kapitola
3.3.3) a nasledné byla urcena jejich koncentrace (kapitola 3.3.14). Vysledné koncentrace

,,rozstépenych* produktli DNA jsou uvedeny v tabulce 10, strana 57.

Tabulka 10 Vysledné koncentrace DNA genu el F2a po restrikénim Stépeni

K
Vzorek oncentrace
[ng/pl]
Koncentrovanova ,,templatova“ DNA (gen pro elF2) po Sté€peni restrikénimi 181

endonukleasami Ndel a Xhol
10x zfedéna ,,templatova“ DNA (gen pro elF2) po §tépeni restrikénimi
endonuklesami Ndel a Xhol

11,8

Ligace genu pro elF2a s plasmidem pET-21¢(+)

Po urceni koncentraci jednotlivych roztokii obsahujicich DNA byla provedena ligace
insertu genu elF2a po pisobeni endonukleas Ndel a Xhol s plasmidem pET-21¢(+). Byl vyuzit
plasmid pET-21c(+) z pfedchozich experimentl nasi laboratote, ktery obsahoval insert genu
pro jiny protein (tento jiz dale v dané studii nebyl zpracovavan). Tento plasmid byl ,,Stépen
endonukleasami Ndel a Xhol a nasledn¢ byl separovan na horizontalni agarosové elektroforese
(obrazek 15, strana 52). Po separaci byla urc¢ena koncentrace ,,St€pené¢ho* plasmidu pET-21c(+)
(kapitola 3.3.14), a to 14,3 ng/ul. Ke smési obsahujici ,,nastépeny* gen pro elF2a a ,,naStépeny*
plasmid pET-21c(+) byl nasledné ptidan T4 pufr a T4 DNA ligasa. Po ukonceni ligace (detailni
postup (kapitola 3.3.5), byla DNA dané smési transformovana do kompetentnich bunék E. coli
DH5a (kapitola 3.3.6). Ligace i transformace probéhla Uspésné, o cemz sveéd¢i pritomnost
kolonii bakterii E. coli na substratu obsahujici antibiotikum (rezistence na antibiotikum je
zprostiedkovéana plasmidem pET-21c(+)). Po vySe popsané selekci bunck E. coli, probéhlo

»hamnozeni“ bunék v LB mediu a z nich byl izolovan plasmid pET-21¢c(+)/elF2a komerénim

Lukas Fojtik 57



Bakalaiska prace

kitem (kapitola 3.3.7) a byla urcena jeho koncentrace (kapitola 3.3.14). Vysledky jsou

zaznamenany v tabulce 11, strana 58.

Tabulka 11 Vysledné koncentrace DNA plasmidu pET-21c(+)/el F2a.

Vzorek Koncentrace
[ng/pl]

pET-21c(+)/elF2a 1 120,5

pET-21c(+)/elF2a 2 82,9
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4.3 Exprese proteinu HRI

Pro expresi proteinu HRI byly pouzity buniky E. coli BL-21(DE3). Na pfipravené
agarové plotny s ampicilinem byly naneseny buiky E. coli BL-21(DE3) transformované
vektorem pET-21¢(+)/HRI. Spole¢né s touto agarovou plotnou byla inkubovana také kontrolni
agarova plotna, na kterou byly naneseny pouze bunky E. coli BL-21(DE3), které nebyly
transformovany plasmidem rezistentnim na ampicilin. Na kontrolni agarové plotné se
neobjevily zadné kolonie a na agarové plotné s bunikami transformovanymi plasmidem pET-
21c(+)/HRI, ktery poskytuje rezistenci na ampicilin, narostlo cca 30 bakteridlnich kolonii.
Podatilo se tedy Gspésné transformovat buiiky E. coli BL-21(DE3) vektorem pET-21¢c(+)/HRIL
Inokulace TB media prob¢hla transformovanymi bunkami E. coli BL-21(DE3) s vektorem
pET-21¢(+)/HRI a buiiky byly kultivovany (kapitola 3.3.8).

Obecné plati, ze pro dosazeni co nejvyssich vytézkil exprese proteinu je nutné, aby byly
bakterie namnozeny do urCit¢ého mnozZstvi ptfed indukci jejich exprese v heterolognich
expresnich systémech [45]. Optimalni hodnota optické denzity bun¢k v ptislusném médiu pii
600 nm se pohybuje v rozmezi 0,6 — 1,2. Po péti hodinach kultivace byla zjisténa hodnota
optické denzity ODgoo = 1,0 V této fazi bylo tedy dosazeno optimalniho mnoZstvi bakterii
v kultivaénim médiu a byla zahdjena exprese proteinu pifidavkem IPTG. Exprese byla ukon¢ena
centrifugaci bunck. Vyslednd hmotnost ziskanych bunék obsahujicich protein HRI byla 20,3 g
ze 4 1 kultivacniho media.

Aby bylo mozné zkontrolovat, ze ziskané bunky E. coli BL21-(DE3) obsahuji protein
HRI, byly odebrany vzorky pro analyzu pomoci SDS elektroforesy, a to pted a po indukci
exprese HRI pomoci IPTG. Teoretickd molekulova hmotnost proteinu HRI je 71 kDa, jak bylo
odvozeno z aminokyselinové sekvence tohoto proteinu, proto byl pro tuto analyzu zvolen 12%
akrylamidovy gel, aby doSlo k efektivnimu rozdéleni proteinti o pozadované molekulové
hmotnosti. Vysledek kontrolni SDS elektroforesy, kdy vzorky byly po vhodném natedéni
naneseny na akrylamidovy gel je zndzornén na obrazku 18, strana 60. Do jamky 1 tohoto gelu
byl nanesen komeréné dodavany standard obsahujici standardni proteiny o znamé molekulové
hmotnosti. Do jamky 2 byl nanesen vzorek suspenze bunék E. coli BL-21(DE3) pted indukci
IPTG. V daném vzorku se nevyskytuje zadny protein o velikosti pfiblizn€ 71 kDa. Ve vzorku
bunék po piidani IPTG (vzorek po ukonceni exprese byl nanesen do jamky v draze 3) je patrny

signal v oblasti mobility odpovidajici proteinu o velikosti pfiblizné€ 75 kDa (viz Sipka smétujici
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do této oblasti (obrazek 18, strana 60). Na zaklad¢ podobnosti molekulové hmotnosti tohoto

proteinu a pruhu odpovidajicimu standardu 75 kDa, Ize ptedpokladat, Ze se jedna o protein HRI.

1 2 3

250 kDa —w
150 kDa >

50 kDa*
37 kDa—>%p

25 kDa%.

e
-

e

Obrazek 18 Analyza exprese proteinu HRI v buiikdch E. coli BL-21(DE3) pomoci SDS elektroforesy
v 12% akrylamidovém gelu

(1) 1 Standard — Precision Plus Protein™, Dual color, Biorad

(2) Buniky E. coli BL-21(DE3) pred indukci IPTG

(3) Buiiky E. coli BL-21(DE3) po indukci IPTG

4.4. I1zolace proteinu HRI z bunék E. coli BL-21(DE3)

Izolace proteinu byla provedena podle postupu v kapitole izolace (kapitola 3.3.9).
Béhem purifikace byly odebirany vzorky, které byly analyzovany pomoci SDS elektroforesy
(obrazek 19, strana 63). Nejprve byly buiiky E. coli BL-21(DE3) obsahujici exprimovany
protein HRI resuspendovany a bunécna sténa byla naruSena pomoci ultrazvuku a lysozymu,
aby doslo k uvolnéni cytosolarniho obsahu do roztoku. Nasledné byla provedena centrifugace
této smesi. Do jamky 1 (obrazek 19, strana 63) byl nanesen vzorek frakce obsahujici bunééné
komponenty jako jsou membrany, inkluzni téliska apod. odebrané po centrifugaci. Zde je vidét,
Ze buiiky obsahuji velké mnoZstvi bakteridlnich proteint a pravdépodobné také protein HRI
(v oblasti ptfiblizn¢ 75 kDa). Mizeme tedy ptedpokladat, ze v tomto purifikacnim kroku

dochézi ke ztratdm proteinu HRI, ale v minoritnim mnozstvi. Do jamky 2 byl nanesen vzorek
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supernatantu cytosolarni frakce po centrifugaci. V oblasti piiblizné¢ 75 kDa je jiz mozZné
detekovat intenzivnéjsi pruh, ktery pravdépodobné odpovida proteinu HRI. Ve vzorku 2 je vSak
stale spousta bakterialnich proteintl, které bylo nutné od proteinu HRI oddélit. K ptecisténi od
bakterialnich proteini byla vybrana afinitni chromatografie. Protein HRI na svém C-konci
obsahuje sekvenci Sesti za sebou nasledujicich histidint, tzv. histidinovou kotvu. Pouzity
afinitni nosi¢ prostiednictvim kobaltnatych iont inkorporovanych v jeho struktuie
histidinovou kotvu vaze. Vzorek frakce proteinti, které nebyly na afinitni nosi¢ vazany, byl
nanesen do jamky 3 (obrazek 19, strana 63). Kromé& bakteridlnich proteint je zde vidét také
pruh v oblasti 75 kDa, zfejm¢ tak nedoslo k dostate¢né vazbé proteinu HRI k afinitnimu nosici
at’ uz z divodu piekroceni kapacity daného nosice nebo nedostatecné silné interakci. Protein
HRI byl z afinitniho nosice eluovan 200 mM roztokem imidazolu. Nasledn¢ byl tento vzorek
centrifugovan s pouzitim ,,zahustovaci kyvety (Milipore), diky které doslo ke zvySeni
koncentrace vSech proteinti ve vzorku s molekulovou hmotnosti vétsi nez 30 kDa. Vysledny
vzorek byl nanesen do jamky 4 (obrazek 19, strana 63). V oblasti odpovidajici molekulové
hmotnosti proteinu piiblizné¢ 75 kDa jsou patrné tfi pruhy. Nebylo tedy jednoznaéné€ prokézéano,
ze se izolace HRI podafila.

Za Ucelem odstranéni imidazolu a vysokomolekularnich proteinovych agregéatti byla
provedena gelova filtraéni chromatografie (kapitola 3.3.9). Vysledny chromatogram je na
obrazku 20, strana 64, kiivka zndzornujici absorbanci pfi 280 nm je modrd. K prvnimu
vyraznéj$imu nardstu absorbance (A2go) doslo pii eluénim objemu 8 ml. Na zaklad¢é udaji
ziskanych pfi kalibraci chromatografické kolony bylo zjisténo, Ze proteiny eluované v této
oblasti maji vysokou molekulovou hmotnost a putuji s mrtvym objemem kolony.
Pravdépodobné se tak jedna o proteinové agregaty. Vyraznéjsi ndrlst absorbance Aszgo byl
zaznamenan pii eluénim objemu mezi 12 a 17 ml. V této oblasti dochazi k eluci proteinti
s molekulovou hmotnosti, ktera odpovida také proteinu HRI.

V pribéhu gelové filtracni chromatografie byly jimany jednotlivé frakce, (na obrazku
20, strana 64 vyznaceny Cernymi Cisly). Z téchto frakci byly odebrany vzorky, které byly
analyzovany v 12% akrylamidovém gelu pomoci SDS elektroforesy (obrazek 21, strana 65).
Do prvni jamky akrylamidového gelu byl nanesen komer¢ni proteinovy standard. Do jamek
2 — 11 byly naneseny jednotlivé vzorky frakei filtracni gelové chromatografie. Pruh, jehoz
mobilita odpovida mobilité standardu proteinu o molekulové hmotnosti pfiblizné¢ 75 kDa je

mozné pozorovat v drahdch 6 — 11. Do jamek téchto drah byly naneseny vzorky odebrané
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z elucnich frakeci 5 — 10 (Cerna Cisla obrazek 20, strana 64). Elu¢nim objemtm téchto frakci
odpovida nejvyssi naméfend intenzita absorbance Aazgo. Tyto frakce byly spojeny a vysledny
roztok obsahujici protein HRI byl zahustén. Tento finalni vzorek byl analyzovan pomoci SDS
elekroforesy (obrazek 21, strana 65, draha 12). Zde je vidét velmi intenzivni pruh v oblasti
odpovidajici molekulové hmotnosti ptiblizn€ 75 kDa. Pod timto pruhem se nachazi dalsi méné
intenzivni pruhy. Z vysledku této analyzy bohuzel nelze s jistotou urcit, zda se jednd o
bakterialni proteiny nebo dochéazi k degradaci proteinu HRI, napf. pisobenim bakterialnich
enzymu. Z tohoto diivodu byla provedena dal$i analyza zaméfena na imunodetekci histidinové
kotvy, kterou rekombinantni protein HRI obsahuje (kapitola 4.5).

Ve finalnim vzorku byla spektrofotometricky stanovena koncentrace proteinu, a to
s pouzitim dvou metod, pomoci absorbance pti 280 nm (na zéklad¢ teoretického extinkéniho
koeficientu podle kapitoly 3.3.16) a metodou vyuzivajici bicinchoninovou kyselinu v reakénim
¢inidle (na zékladé porovnani se standardem, kterym byl BSA) (kapitola 3.3.15). Koncentrace

HRI uré¢ené obéma metodami byly velmi podobné a jsou uvedeny tabulce 12, strana 62.

Tabulka 12 Vysledné koncentrace proteinu HRI purifikovaného 7 bunék E.coli BL21-(DE3)

Pouzita metoda pro stanoveni koncentrace proteinu HRI Koncentrace
[mg/ml]

Koncentrace finalniho preparatu, obsahujici protein HRI stanovena ptimo pfi Axgo 0,5

Koncentrace finalniho preparatu, vyuzivajici bicinchoninovou kyselinu 0.6

v reak¢nim cCinidle (na zaklad€ porovnani se standardem, kterym byl BSA) ’

Koncentrace — primérna hodnota z obou meteni 0,55
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Obrazek 19 Analyza jednotlivych krokii izolace proteinu HRI 7 bunék E. coli BL-21(DE3) pomoci
SDS elektroforesy v 12% akrylamidovém gelu

(1) Vzorek partikularni frakce

(2) Vzorek supernatantu cytosoldarni frakce

(3) Vzorek cytosolarni frakce, nevazané na afinitni nosic¢

(4) Vzorek eluovany 200 mM roztokem imidazolu z afinitniho nosice

(5) Standard — Precision Plus Protein™, Dual color, Biorad
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Obrazek 20 Vysledny chromatogram prepardtu obsahujiciho protein HRI ziskany metodou gelové

filtracni chromatografie

Modra kiiivka zndzoriiuje signdl, ktery byl ziskan z hodnot absorbance eluovaného vzorku. Cernymi

¢isly a modrymi carami jsou zndazornény jednotlivé frakce, které byly odebrany. Hnéda kiivka

znazornuje konduktivitu [mS/cm].
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Obrazek 21 Analyza jednotlivych frakci mobilni faze gelové chromatografie béhem purifikace HRI
pomoci SDS elektroforesy v 12% akrylamidovém gelu
(1) Standard - Precision Plus Protein™, Dual color, Biorad
(2)  Elucni frakce 1 z gelové chromatografie
(3)  Elucni frakce 2 z gelové chromatografie
(4)  Elucni frakce 3 z gelové chromatografie
(5) Elucni frakce 4 z gelové chromatografie
(6) Elucni frakce 5 z gelové chromatografie
(7)  Elucni frakce 6 z gelové chromatografie
(8) Elucni frakce 7 z gelové chromatografie
(9)  Elucni frakce 8 z gelové chromatografie
(10) Elucni frakce 9 z gelové chromatografie
(11) Elucni frakce 10 z gelové chromatografie
(12) Findlni preparat proteinu HRI

4.5 Imunodetekce histidinové kotvy proteinu HRI

Detekce proteinu HRI metodou ,,western blot* vyuZzila pfitomnosti histidinové kotvy na
C-konci rekombinantniho proteinu HRI. Princip imunodetekce histidinové kotvy je popsan
v kapitole 3.3.11. Pienos pomoci elektrického proudu byl proveden z akrylamidového gelu, do
jehoz jamek byly naneseny vzorky odebrané v pribéhu exprese a purifikace proteinu HRI
(obrazek 18, strana 60 a obrazek 19, strana 63) a z akrylamidového gelu, na kterém jsou

naneseny vzorky eluovanych frakci béhem gelové chromatografie (obrazek 21, strana 65).
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Nitrocelulosova membrana na obrazku 22, strana 66 zobrazuje vysledek imunodetekce proteinu

HRI ze vzorkl odebranych béhem purifikace a exprese.

150 kDa

100 kDa
75 kDa—>|

50 kDa

37 kDa—>

Obrazek 22 Nitrocelulosova membrana po imunodetekci vzorkii 7 jednotlivych krokii exprese
a izolace proteinu HRI 7 bunék E. coli BL21(DE3)

(1) Standard — Precision Plus Protein™, Dual color, Biorad

(2) Bunky BL-21(DE3) E. coli pred indukci IPTG

(3) Bunky BL-21(DE3) E. coli po indukci IPTG

(4) Vzorek supernatantu cytosolarni frakce

(5) Vzorek cytosolarni frakce, nevdzané na afinitni nosic¢

(6) Vzorek eluovany 200 mM roztokem imidazolu z afinitniho nosice

(7) Marker — Precision Plus Protein™, Dual color, Biorad

(8) Protein AfGcHK s histidinovou kotvou pouZity jako pozitivai kontrola

Na obrazku 22, strana 66 je zobrazena nitrocelulosovd membrana s vizualizaci vSech
interakci primarni protilatky proti histidinové kotveé s proteinem obsahujicim histidinovou
kotvu. Jednotlivé pruhy na membran¢ tedy ukazuji vyskyt proteind, které obsahuji histidinovou
kotvu, pfipadné jinou sekvenci bohatou na pfitomnost polyhistidinové skupiny. V ptipadé
vzorku pozitivni kontroly doSlo k vizualizaci pruhu kolem 40 kDa. Koncentrace proteinu je
vSak pfilis vysokd. V jamkach 2 a 3 byly naneseny vzorky odebrané z bakterialnich pelet pied
a po indukci exprese. V drahach 4 - 6 jsou naneseny vzorky z prubéhu purifikace. V oblasti
s mobilitou pfiblizn¢ 75 kDa doslo k pozitivni vizualizaci pruhu. Je tak pravdépodobné, ze se
jedna o protein HRI znaceny histidinovou kotvou. V draze 6 je pruht n€kolik, coZ by mohlo

znamenat, Ze protein je nestabilni a je $tépen od N-konce na né¢kolik produkti. Tvrzeni, Ze je
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protein Stépen praveé od N-konce a neni Stépeny od C-konce je zalozeno na faktu, Ze histidinova
kotva je na C-konci proteinu a tim by diky jejimu odstépeni dale nedochazelo k imunodetekci
pomoci protilatky proti histidinové kotve.

Nitrocelulosovd membréana obsahujici vzorky vzniklé pfenosem z akrylamidového gelu,
ktery obsahoval vzorky frakci gelové chromatografie (obrazek 21, strana 65), je zndzornéna na
obrazku 23, strana 67. V tomto piipad¢ vidime pruhy s mobilitou cca 75 kDa v drahach 4, 5, 6,
které jsou na akrylamidovém gelu nedetekovatelné. Pomoci imunodetekéni metody je tak
dosazeno vyssiho rozliSeni. V drahach 5 — 12 je vizualizovano vétsi mnozstvi pruhii v kazdé
draze. To by mohlo opét znamenat, Ze protein HRI je $t€pen od N-konce. V jamce drahy 13 byl

nanesen vzorek, ktery predstavoval pozitivni kontrolu.

1 2 345 6 7 8 9 10 11 12 13

150 kDa —

100 kDa —>
75 kDa —

HRI

50 kDa —>

37 kDa —

Obrazek 23 Nitrocelulosova membrana po imunodetekci vzorkii jednotlivych frakci gelové
chromatografie
(1) Standard - Precision Plus Protein™, Dual color, Biorad
(2) Elucni frakce 1 z gelové chromatografie
(3) Elucni frakce 2 z gelové chromatografie
(4) Elucni frakce 3 z gelové chromatografie
(5) Elucni frakce 4 z gelové chromatografie
(6) Elucni frakce 5 z gelové chromatografie
(7) Elucni frakce 6 z gelové chromatografie
(8) Elucni frakce 7 z gelové chromatografie
(9) Elucni frakce 8 z gelové chromatografie
(10) Elucni frakce 9 z gelové chromatografie
(11) Elucni frakce 10 z gelové chromatografie
(12) Finalni preparat proteinu HRI
(13) Protein AfGcHK s histidinovou kotvou jako pozitivni kontrola
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4.6 Exprese proteinu elF2a

Pro expresi proteinu elF2a byly pouzity bunky E. coli BL-21(DE3). Na pfipravené
agarové plotny s ampicilinem byly naneseny bunky E. coli BL-21(DE3) transformované
vektorem pET-21c(+)/elF2a. Spolecné s touto agarovou plotnou byla inkubovana také
kontrolni agarova plotna, na kterou byly naneseny pouze buiky E. coli BL-21(DE3), které
nebyly transformovany plasmidem rezistentnim na ampicilin. Na kontrolni agarové plotné se
neobjevily zadné kolonie a na agarové plotné s bunikami transformovanymi plasmidem pET-
21c(+)/elF20, ktery poskytuje rezistenci na ampicilin, se vyskytlo cca 40 bakteridlnich kolonii.
Podatilo se tedy uspéSné transformovat bunky E. coli BL-21(DE3) vektorem pET-
21c(+)/elF2a. Inokulace TB media prob¢hla transformovanymi bunkami E. coli BL-21(DE3)
s vektorem pET-21¢(+)/elF2a a bunky byly kultivovany (kapitola 3.3.8).

Po péti hodinéach kultivace byla zjisténa hodnota optické denzity ODegoo = 0,9. V této
fazi bylo tedy dosazeno optimdlniho mnozstvi bakterii v kultivacnim médiu a byla zahéjena
exprese proteinu piidavkem IPTG. Exprese byla ukonéena centrifugaci bunck. Vysledna
hmotnost ziskanych bunék obsahujicich protein elF2a byla 23,5 g ze 4 | kultivaéniho media.

Aby bylo mozné zkontrolovat, ze ziskané bunky E. coli BL21-(DE3) obsahuji protein
elF2a, byly odebrany vzorky pro analyzu pomoci SDS elektroforesy, a to pfed a po indukci
exprese elF2a. Teoretickd molekulova hmotnost proteinu elF2a je 36 kDa, jak bylo odvozeno
z aminokyselinové sekvence tohoto proteinu. Vysledky kontrolni SDS elektroforesy, kdy
vzorky byly po vhodném natfedéni naneseny na akrylamidovy gel, jsou znazorné€ny na obrazku
24, strana 69. Do jamky 1 tohoto gelu byl nanesen komeré¢né dodany standard obsahujici
proteiny o znamé molekulové hmotnosti. Do jamky 2 byl nanesen vzorek suspenze bunék E.
coli BL-21(DE3) pfed indukci IPTG. V daném vzorku se nevyskytuje Zadny protein o
molekulové hmotnosti 36 kDa. Do jamky 3 byl nanesen vzorek bunééné suspenze po ukonceni
kultivace bun¢k (tedy po pfidani IPTG). V této draze je patrny signal v oblasti mobility
odpovidajici proteinu o velikosti piiblizn¢ 37 kDa (viz Sipka sméfujici do této oblasti na
obrazku 24, strana 69). Na zaklad¢ podobnosti molekulové hmotnosti tohoto proteinu a pruhu

odpovidajicimu standardu 37 kDa, Ize piedpokladat, ze se jedna o protein elF2a.
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Obrazek 24 Analyza exprese proteinu elF2a v buiikiach E. coli BL-21(DE3) pomoci SDS
elektroforesy v 12% akrylamidovém gelu

(1) Standard — Precision Plus Protein™, Dual color, Biorad

(2) Buniky E. coli BL-21(DE3) pred indukci IPTG

(3) Buiiky E. coli BL-21(DE3) po indukci IPTG

4.7 Izolace proteinu elF2a z bunék E. coli BL-21(DE3)

Izolace proteinu byla provedena podle postupu v kapitole izolace (kapitola 3.3.9).
Poslednim krokem tohoto purifikacniho postupu bylo odstranéni imidazolu a
vysokomolekularnich agregatii z preparatu pomoci gelové filtraéni chromatografie. Vysledny
chromatogram je na obrazku 25, strana 71, kiivka znazornujici absorbanci pti 280 nm je modra.
K prvnimu vyraznéjSimu néristu absorbance (Azso) doSlo v elu¢nim objemu ptiblizné¢ 7 ml.
Na zéklad¢ udajh ziskanych pfi kalibraci chromatografické kolony bylo zjiSténo, Ze proteiny
eluované v této oblasti maji vysokou molekulovou hmotnost a putuji s mrtvym objemem
kolony. Pravdépodobné se tak jedna o proteinové agregaty. V pribéhu gelové filtracni
chromatografie byly jimény jednotlivé frakce (na obrazku 25, strana 71 vyznaceny Cernymi
Cisly). Z téchto frakci byly odebrany vzorky, které byly analyzovany v 12% akrylamidovém
gelu pomoci SDS elektroforesy (obrazek 26, strana 72).

Na gelu jsou zobrazeny signaly odpovidajici mobilité standardu 37 kDa, z ceho lze

predpokladat, Ze se jedna o protein elF2a, ktery ma molekulovou hmotnost ptiblizné 36 kDa.
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Tyto signaly na akrylamidovém gelu (obrazek 26, strana 72) v drahach 2 — 12 odpovidaji
elucnim frakcim 4 — 14. Nejvyraznéjsi signaly jsou v drahach 5 — 9, které odpovidaji elu¢nim
frakcim 7 — 11. Dalsi nartst absorbance A2go v chromatogramu na obrazek 25, strana 71 lze
pozorovat pfi hodnoté elu¢niho objemu pfiblizné 13 ml. Také tyto frakce (15-20) byly
analyzovany pomoci SDS elektroforesy (obrazek 27, strana 73 v drahach 3 — 8), ktera odhalila
pritomnost proteinu s mobilitou standardu odpovidajici velikosti 37 kDa v téchto frakcich.
Protein elF2a byl tedy eluovén ve frakcich 4 — 20 (obrazek 25, strana 71). DalSi narGst signalu
absorbance Azgo byl detekovéan pii hodnoté elu¢niho objemu pfiblizn€ 18 ml. Elu¢ni frakce
(23, 24, 25 a 28) z tohoto nartistu signalu absorbance Azgo neposkytovaly zadny signal na
akrylamidovém gelu (obrazek 27, strana 73, drahy 10 — 13). Elu¢ni frakce 4 — 20 (obrazek 25,
strana 71) byly ,,zahustény* a findlni vzorek byl opét podroben elektroforetické analyze
(draha 2, obrazek 27, strana 73). Je patrné, Ze finalni preparat obsahuje kromé vyrazného
signalu v oblasti odpovidajici molekulové hmotnosti pfiblizné 37 kDa dalsi proteiny o velikosti
25 kDa a méné¢. Tyto pruhy (25 kDa) jsou i v ostatnich drahach (drahy 2 — 12 obrazek 26, strana
72 a drahy 3 — 8 obrazek 27, strana 73). Oba akrylamidové gely, (obrazek 26, strana 72 a
obrazek 27, strana 73) byly podrobeny elektropfenosu a nésledné imunodetekci histidinové
kotvy, kterou protein eIF2a obsahuje.

Ve findlnim vzorku proteinu elF2a byla stanovena koncentrace proteinu, a to s pouZitim
dvou metod, pomoci absorbance pti 280 nm (na zdkladé¢ teoretického extinkéniho koeficientu
(podle kapitoly 3.3.16) a metodou vyuZivajici bicinchoninovou kyselinu v reakénim €inidle (na
zéklad¢ porovnani se standardem, kterym byl BSA) (kapitola 3.3.15). Koncentrace elF2a
urcené obéma metodami jsou uvedeny v tabulce 13, strana 70.

Tabulka 13 Vysledné koncentrace proteinu el F2a po izolaci 7 bunék E. Coli BL-21(DE3)

sy ¢ ] Koncentrace

Pouzita metoda pro stanoveni koncentrace proteinu elF2a
[mg/ml]

Koncentrace finalniho preparatu, obsahujici protein elF2a stanovena ptimo pfi L9
Aaso ’
Koncentrace finalniho preparatu, obsahujici protein elF2a stanovena metodou
vyuzivajici bicinchoninovou kyselinu v reakénim ¢inidle (na zakladé porovnani 1,8
se standardem, kterym byl BSA)
Koncentrace — prumérna hodnota z obou méfeni 1,85
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Obrazek 25 Vysledny chromatogram prepardtu obsahujiciho protein el F2a ziskany metodou gelové
filtracni chromatografie

Modra kifivka zndzorfiuje signadl, ktery byl ziskan z hodnot absorbance eluovaného vzorku. Cernymi cisly
a modrymi carami jsou zndzornény jednotlivé frakce, ktere byly odebrany. Hnéda kiivka predstavuje
konduktivitu [mS/cm].
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Obrazek 26 Analyza jednotlivych frakci mobilni faze gelové chromatografie béhem purifikace elF2a
pomoci SDS elektroforesy v 12% akrylamidovém gelu
(1) Standard — Precision Plus Protein™, Dual color, Biorad
(2) Elucni frakce 4 z gelové chromatografie elF2a
(3) Elucni frakce 5 z gelové chromatografie elF2a
(4) Elucni frakce 6 z gelové chromatografie elF2o
(5) Elucni frakce 7 z gelové chromatografie elF2a
(6) Elucni frakce 8 z gelové chromatografie elF2o
(7) Elucni frakce 9 z gelové chromatografie elF2a
(8) Elucni frakce 10 z gelové chromatografie elF2a
(9) Elucni frakce 11 z gelové chromatografie elF2a
10) Elucni frakce 12 z gelové chromatografie elF2a
11) Elucni frakce 13 z gelové chromatografie elF2a
12) Elucni frakce 14 z gelové chromatografie elF 2o
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Obrazek 27 Analyza jednotlivych frakci eluovanych béhem gelové chromatografie pomoci SDS
elektroforesy v 12% akrylamidovém gelu

(1) Standard — Precision Plus Protein™, Dual color, Biorad
(2) Finalni preparat elF2a po gelové chromatografii

(3) Elucni frakce 15 z gelové chromatografie elF2a

(4) Elucni frakce 16 z gelové chromatografie elF2a

(5) Elucni frakce 17 z gelové chromatografie elF2a

(6) Elucni frakce 18 z gelové chromatografie elF2a

(7) Elucni frakce 19 z gelové chromatografie elF2a

(8) Elucni frakce 20 z gelové chromatografie elF2a

9) Elucni frakce 22 z gelové chromatografie elF2a

(10)  Elucni frakce 23 z gelové chromatografie elF2a

(11)  Elucni frakce 24 z gelové chromatografie elF2a

(12)  Elucni frakce 25 z gelové chromatografie elF2a

(13)  Elucni frakce 28 z gelové chromatografie elF2a

4.6 Imunodetekce histidinové kotvy proteinu elF2a

Detekce proteinu elF2a metodou ,,western blot* vyuzila ptfitomnosti histidinové kotvy
na C-konci rekombinantniho proteinu elF2a. Princip imunodetekce histidinové kotvy je popsan

v kapitole (kapitola 3.3.11). Ptfenos pomoci elektrického proudu byl proveden
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z akrylamidového gelu, do jehoz jamek byly naneseny vzorky odebrané v pribéhu exprese
proteinu elF2a (obrazek 24, strana 69) a béhem pritbéhu gelové chromatografie, (obrazek 26,

strana 72 a obrazek 27, strana 73).

1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

150 kDa
100 kDa

75 kDa
50 kDa

37 kDa ) s s s e cIF20

Obrazek 28 Nitrocelulosovda membrdna po imunodetekci vzorkii 7 exprese proteinu elF2a v buiikdch
E. coli BL-21(DE3) a vzorky 7 gelové chromatografie provadéné v ramci purifikace proteinu
(1) Standard — Precision Plus Protein™, Dual color, Biorad
(2) Bunky E. coli BL-21(DE3) pred indukci IPTG
(3) Bunky E. coli BL-21(DE3) po indukci IPTG
(4) Elucni frakce 4 z gelové chromatografie elF2a
(5) Elucni frakce 5 z gelové chromatografie elF2o
(6) Elucni frakce 6 z gelové chromatografie elF2a
(7) Elucni frakce 7 z gelové chromatografie elF2o
(8) Elucni frakce 8 z gelové chromatografie elF2o
(9) Elucni frakce 9 z gelové chromatografie elF2a
(10) Elucni frakce 10 z gelové chromatografie elF2o
(11) Elucni frakce 11 z gelové chromatografie elF 2o,
(12) Elucni frakce 12 z gelové chromatografie elF 2o,
(13) Elucni frakce 13 z gelové chromatografie elF 2o,
(14) Elucni frakce 14 z gelové chromatografie elF2a.
(15) Protein AfGcHK obsahujici histidinovou kotvu jako pozitivni kontrola

Drahy 2 a 3 (obrazek 28, strana 74) znazoriuji analyzu vzorkl suspenze bun¢k pied a
po indukci IPTG. V obou ptipadech byly vizualizovany pruhy v oblasti piiblizn¢ 37 kDa. Stejné
tak tomu bylo u vzorkt frakci eluovanych béhem gelové chromatografie drahy 4 — 14 (obrazek
28, strana 74) adrahy 3 — 11 a 14 (obrazek 29, strana 75). Zaroven na nitrocelulosové membran¢

na obrazku 28, strana 74 jsou vizualizovany pruhy, které indikuji pfitomnost proteind
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s molekulovou hmotnosti mensi nez 37 kDa ve vzorku. V ptipad¢ vzorku pozitivni kontroly
doslo k vizualizaci pruhu kolem 40 kDa (draha 15 obrazek 28, strana 74 a drdha 15 obrazek 29,
strana 75). Na obrazku 29, strana 75 v drahach 3 — 11 jsou vizualizovany pruhy v oblasti
ptiblizn€é 37 kDa, kde se vyskytuje protein elF2a. Findlni vzorek v draze 2 byl nanesen na
jamku ve vysoké koncentraci a tak tento signdl pfesahuje i do okolnich drah. Pomoci

imunodetekce histidinové kotvy byla potvrzena ptitomnost proteinu elF2a ve vzorku.

2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1
75 kDa %L‘

w &

L]
£3 w
50 kDa %? o

0y

37 kDa —>

Obrdazek 29 Nitrocelulosové membrdna po imunodetekci vzorkii 7 gelové chromatografie
izolace proteinu elF2a 7 bunék E. coli BL-21(DE3)

(1) Standard — Precision Plus Protein™, Dual color, Biorad
(2) Koncentrat z elucnich frakci po gelové chromatografii
(3) Elucni frakce 15 z gelové chromatografie elF2o.

(4) Elucni frakce 16 z gelové chromatografie elF2o.

(5) Elucni frakce 17 z gelové chromatografie elF2a

(6) Elucni frakce 18 z gelové chromatografie elF2o,

(7) Elucni frakce 19 z gelové chromatografie elF2a

(8) Elucni frakce 20 z gelové chromatografie elF2a

(9) Elucni frakce 22 z gelové chromatografie elF2a.

(10) Elucni frakce 23 z gelové chromatografie elF2a

(11) Elucni frakce 24 z gelové chromatografie elF2o.

(12) Elucni frakce 25 z gelové chromatografie elF2o.

(13) Elucni frakce 28 z gelové chromatografie elF2a

(14) Elucni frakce 3 z gelové chromatografie elF2a

(15) Protein AfGcHK jako kontrola pro histidinovou kotvu
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4.7. Pilotni charakterizace proteinii HRI a elF2a se zaméienim na jejich teplotni
stabilitu

P1i testovani vlivu teploty na stabilitu proteinti (kapitola 3.3.17) bylo zkoumano, zda mé
skladovani proteinti pfi rizné teploté vliv na jejich degradaci piipadné agregaci. Po ukonceni
experimentl byly vzorky analyzovany pomoci SDS elektroforesy. Vysledky jsou zndzornény
na obrazku 30, strana 77 v pfipad¢ charakterizace proteinu HRI a obrazku 31, strana 78
v ptipadé charakterizace proteinu elF2a. Z vysledkti na obrazku 30, strana 77 se prakticky neda
urcit, ktery druh ukladani proteinu HRI je nejvyhodné;jsi.

V pfipadé proteinu elF20 teplotni analyza pfinesla dulezit¢ vysledky ohledné
uchovévani tohoto proteinu. Nejsiln€jsi pruh kolem 37 kDa, kde je nejpravdépodobnéjsi vyskyt
proteinu elF2a, je vidét v draze 3 (obrazek 31, strana 78), kdy byl protein uchovavan pti -20 °C
a nechdn samovolné zmrznout v pribéhu 3 dnil. Ve ¢tvrté draze vidime mnohem slabsi pruh v
oblasti 37 kDa, vzorek byl uchovan v -80°C. Tento vzorek byl v§ak chlazen pomoci teplotniho
Soku kapalnym dusikem a nasledné byl ulozen do -80 °C. Druhy nejsilné;si pruh odpovidajici
proteinu elF2a je v draze 5, kdy byl vzorek ponechan v lednici pfi teploté cca 7 °C. Nejslabsi
pruh proteinu elF2a je vidét v draze 2, kdy byl protein elF2a ponechéan pfii laboratorni teploté
a tim doSlo k jeho degradaci. Tento vysledek byl pfedpokladan, proto i vSechny purifikacni
kroky byly provadény pfi teploté cca 7 °C.
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Obrazek 30 Pilotni charakterizace proteinu HRI se zaméienim na jeho teplotni stabilitu pomoci SDS
elektroforesy

1) Standard — Precision Plus Protein™, Dual color, Biorad

2) HRI 3 dny pri laboratorni teploté cca 20 °C

3) HRI 3 dny v lednici pri teploté cca 7 °C

4) HRI 1 den pri laboratorni teploté cca 20 °C

5) HRI I den v lednici p¥i teploté cca 7 °C

6) HRI chlazené teplotnim sokem pomoct kapalného dusiku

7) Smés HRI + elF2a

8) Marker — Precision Plus Protein™, Dual color, Biorad
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elF2a

Obrazek 31 Pilotni charakterizace proteinu elF2a se zaméienim na jeho teplotni stabilitu pomoci

SDS elektroforesy

1) Standard — Precision Plus Protein™, Dual color, Biorad
2) elF20 3 dny pri laboratorni teploté cca 20 °C

3) elF2o. 3 dny v mrazicim boxu pri teploté cca -20 °C

4) elF2o. chlazeny teplotnim Sokem pomoci kapalného dusiku
5) elF2o uchovavany v lednici p¥i teploté cca 7 °C

6) Smes HRI + elF2a

7) Standard — Precision Plus Protein™, Dual color, Biorad
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5 Diskuze

Prvnim cilem pfedkladané bakalaiské prace bylo zpracovani dosavadnich védeckych
poznatkii ohledné proteinu HRI. Funkce a vyuziti HRI v organismu je kromé jiného spojena s
regulaci poméru hemu ke globinovym fetézciim, ktery musi byt 1:1, aby nedochézelo
k nahromadéni jednotlivych samostatnych komponentti molekul hemoglobinu (tj. samotného
hemu nebo apoglobinu) [26,33]. Nedodrzenim tohoto poméru by mohlo dochazet k precipitaci
proteinu v retikulocytech nebo reakcim iontl Zeleza samotného hemu, coz oboje je pro buiiku
toxické [46]. Pisobeni HRI v tomto procesu je popsano v kapitole 1.2.1.4. Funkce HRI je izce
spjata 1 s onemocnénimi spojenymi s anémii. Mezi tato onemocnéni patii napiiklad
sideropenickd anémie a -thalasemie [47,48]. Pro tato onemocnéni je typické porucha syntézy
globini a hemu, proto je mozné piedpokladat, ze tato onemocnéni budou tzce souviset
s pisobenim HRI. Sideropenicka anémie je zptisobena nedostatkem iontli zeleza v organismu
[47]. Pti B-thalesemii naopak dochdzi ke ,.Spatné™ syntéze globinu, pfesnéji B-fetézciim,
zatimco o-fetézce jsou syntetizovany spravné, ¢im vznikd nadbytek a-fetézcii nad B-fetézce
[48]. B-thalesemie vznika poruchou mechanismu proteosyntézy, naptiklad mutaci genu globinu
nebo jeho promotoru. Pfi nadbytku B-tfetézcti dochézi k jejich precipitaci, coz vede k aktivaci
HRI, které mechanismem popsanym v kapitole 1.2.1 zastavi proteosyntézu o-fetézce a tim
zamezi jeho precipitaci v erytrocytech [48]. Teprve neddavno bylo zjisténo, ze HRI hraje
vyznamnou roli také pii nadorovych onemocnénich, a to konkrétné v piipadé nadoru plic. Bylo
zjisténo, ze v bunkéch nadoru plic je vysoka incidence pfitomnosti mutovaného genu pro HRI
(Gly202 je nahrazen Ser) [49]. To je dal§im diivodem pro studium mechanismu pisobeni HRI,
nebot’ by takové poznatky mimo jiné pomohly vysvétlit spojitost mezi mutaci HRI a rozvojem

rakoviny plic.

Hlavnim cilem experimentalni Casti této bakalarské prace bylo ziskat dostatecné
mnozstvi proteinu HRI a proteinu elF2a pro dal§i experimenty. Pro tento ucel byla vybrana
metoda rekombinantni exprese v prokaryotnim systému. Gen kodujici protein HRI byl k
dispozici v plasmidu pDNR-dual, ktery pro dané ti¢ely nebyl vhodny. Gen bylo nutné pfevést
do jiného plasmidu, ktery by svymi vlastnostmi vyhovoval pro dalsi praci vedouci k ziskani

proteinu HRI (napfi. fizni znacka pro purifikaci, rezistence k antibiotiku). Prvnim testovanym
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plasmidem byl pET-21¢c(+). V genomu tohoto plasmidu se nachazi nukleotidova sekvence,
kodujici polyhistidinovou skupinu, diky které je umoznéna purifikace proteinu z bakterii
pomoci afinitniho nosice [50]. Tento plasmid byl s vyhodou pouzit pro expresi i dalSich
podobnych protein v nasi laboratotfi [51] a dokonce i pro ptipravu HRI [26,52]. Druhym
zvazovanym plasmidem byl pMAL-cSE, ktery je vyuzivan také pro expresi v prokaryotnich
systémech a obsahuje sekvenci pro fuzni protein vazajici maltosu (MBP). MBP zvysuje
solubilitu proteinu v roztoku a tim i vytézky pfi expresi a nasledné purifikaci [53]. Po pieneseni
genu HRI z plasmidu pDNR-dual do plasmidd pET-21¢(+) a pMAL-c5E, byly oba plasmidy
s geny HRI transformované do bun¢k E. coli DH5a a tyto builkky pfevedeny na substrat
obsahujici antibiotikum (rezistence na antibiotikum byla zprostfedkovdna plasmidem pET-
21c(+) i plasmidem pMAL-c5E). Byl pfipraven i kontrolni substrat s antibiotikem na ktery byly
naneseny pouze buniky E. coli DH5a. V ptipadé, Ze by se na kontrolni plotné objevily kolonie,
znamenalo by to, ze bunky E. coli DH5a byly kontaminovany a nemohou byt dale pouzivany.
V nasem piipadé¢ byla tato negativni kontrola v pofddku a v experimentu bylo mozno
pokracovat. Pfiprava plasmidu pET-21c(+)/HRI probé&hla uspésné a celkem bylo ziskdno
0,012 mg daného materidlu. Naopak pfiprava plasmidu pMAL-cSE/HRI se nezdafila.
Konkrétné, v piipad¢ substratu s antibiotikem, na ktery byly naneseny bunky E. coli DH5a
transformované plasmidem pMAL-cSE/HRI, ,nevyrostly* zadné kolonie bunc¢k E. coli.
V tomto piipadé se nezdafila bud transformace bun¢k E. coli DHS5a plasmidem
pPMAL-cSE/HRI nebo nebyla uspésna ligace plasmidu pMAL-cSE s genem HRI. Jedna
z moZnosti, pro¢ se nezdaftila ligace, je nizka koncentrace genu HRI po restrikénim St€penim
(7,3 ng/ul), ktery byl pouzit pro ligaci s plasmidem pMAL-c5SE. Toto tvrzeni je zaloZeno na
faktu, ze v ptipadé¢ ligace genu HRI po restrikénim Stépenim s plasmidem pET-21c(+), tedy
v ptipad¢, kdy se ligace podaftila, byla koncentrace genu 21,3 ng/ul, coz je ptiblizné 3x vic nez
v ptipad¢ ligace genu HRI s plasmidem pMAL-c5E. Dals§i moZnosti, pro¢ jsme nepozorovali
zadné kolonie bunék E. coli na substratu s antibiotikem je, zZe neprob¢hla jiz restrikéni reakce
genu HRI po PCR reakci. Analyza produkti restrikéniho Stépeni genu HRI (obrazek 15, strana
52) pomoci horizontalni agarosové elektroforesy, neni v daném uspofadani schopna odhalit,
zda bylo restrikéni St€peni genu HRI po jeho amplifikaci pomoci PCR uspésné, ¢i nikoliv.
,.Stépeny* tsek genu HRI se od ,,nestépeného” lisi pouze v nékolika bazich. V piipadg, ze by

neprobéhlo restrikéni St€peni genu HRI, zistaly by na obou koncich fetézce presahy nukleotidd,
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které¢ byly ptidany pti amplifikaci DNA béhem PCR. V tomto pfipad¢ by nemohla probéhnout
ligace, protoze by insert genu nebyl komplementarni s ptesahy v plasmidu pMAL-c5SE.

Gen pro elF2a byl, stejné jako gen kodujici protein HRI, dodan v plasmidu pDNR-dual.
Na zéklad¢ predchozich zkuSenosti s expresi proteinu elF2a jsme usoudili, ze neni tieba
k proteinu piidavat fizni protein MBP, pro zvySeni vytézku proteinu. Vybranym plasmidem
pro dalsi praci s e[F2a byl tedy pouze pET-21¢(+). Ten je uren pro prokaryotni expresi, kde
vysledny protein je purifikovan pomoci histidinové kotvy. Transformace E. coli DH5a
plasmidem pET-21c¢c(+)/elF2a probéhla uspésné. Na agarovém substratu obsahujici ampicilin
jsme pozorovali vznik n€kolika desitek kolonii. Negativni kontrola potvrdila, ze béhem
manipulace s buitkami E. coli DH5a nedoSlo k jejich kontaminaci. Celkem bylo ziskano
0,01 mg plasmidu pET-21c(+)/elF2a.

Uspésnost piipravy, amplifikace a izolace plasmidu pET-21c¢(+)/HRI i plasmidu
pET-21c(+)/elF20 naznacila také findlni sekvenace (data nejsou soucasti piredkladané
bakalaiské prace), kterd potvrdila pfitomnost obou genii v nemutované podobé v danych

plasmidech.

Exprese proteinu HRI byla provadéna v prokaryotnim systému v bunkach E. coli
BL-21(DE3) [26,52]. Ve vzorku buné¢né suspenze po indukci exprese byl detekovan protein,
ktery by svou mobilitou mohl odpovidat HRI a tento nebyl pfitomny ve vzorku bunécné
suspenze pied indukci (obrazek 18, strana 60 drahy 2 a 3). Zaroven vSak vzorek bunécné
suspenze po indukci exprese obsahoval i dalsi bakteridlni proteiny, takZe tento vysledek nebyl
jednoznac¢nou identifikaci proteinu HRI po expresi a proto byly tyto vzorky dale analyzovany
imunodetekci zaméfenou na histidinovou kotvu, kterd je v rekombinantni molekule proteinu
HRI ptitomna. AvSak ani ve vzorku bunécné suspenze pred indukci exprese ani ve vzorku po
indukci exprese nebyl identifikovan protein obsahujici histidinovou kotvu (obrazek 22, strana
66, drahy 2 a 3). Toto mohlo byt zpisobeno mnoha faktory. Protein HRI byl v buikach
exprimovan, ale neobsahoval histidinovou kotvu. Této moznosti by odpovidala i pozitivni
detekce proteinu na akrylamidovém gelu (obrazek 18, strana 60, drahy 2 a 3). Nicméné tato
situace se zdala velmi nepravdépodobna, jelikoZ pomoci kontorolniho sekvenovani plasmidu
pET-21c(+)/HRI bylo prokazano, Ze gen HRI na svém C-konci obsahoval sekvenci nékolika

po sobé& nasledujicich histidind. Druhou mozZnosti je, ze protein HRI nebyl v buitkach viibec
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exprimovan. Jelikoz se podafilo protein HRI posléze z danych analyzovanych bun¢k BL-
21(DE3) izolovat (vysledek byl potvrzen imunodetekci histidinové kotvy ve finalnim preparatu
— viz dale), nepfitomnost signalu pro histidinovou kotvu v analyzovaném vzorku na
nitrocelulosové membran¢ neznamend, ze by v buikich E. coli BL-21(DE3) nedochazelo
k expresi proteinu HRI, nicméné produkce proteinu HRI je pravdépodobné velmi nizkd a
pouzita metoda imunodekce jiz nema rozliSeni takové nizké mnozstvi zaznamenat. VEtSi miry
exprese proteinu HRI by bylo mozné dostahnout pomoci jiného expresniho systému, naptiklad
jeho produkei v eukaryotnich bunikach [54]. Dal$i moznosti by bylo pouziti expresniho vektoru
s fiznim proteinem, zvySujici solubilitu proteinu [53] napt. pMAL-c5SE. Pfenést gen do tohoto

vektoru se vSak nepodafilo (viz. vyse).

Veskeré kroky izolace proteinu HRI z bunék E. coli BL-21(DE3) byly provadény za
snizené teploty cca 7 °C za ucCelem snizeni aktivity bakteridlnich proteas. Navic byly
k resuspendacnimu pufru pfiddny inhibitory proteas aprotin (inhibitor serinovych proteas) a
pepstatin A (inhibitor aspartatovych proteas) a leupeptin (inhibuje serinové, cysteinové a
threoninové proteasy) [1]. Témito opatfenimi jsme se snazili minimalizovat aktivitu
bakteridlnach proteas a zabranit tak ,,Stépeni* proteinu HRI témito enzymy a zvysit tak vytézek
proteinu HRI [52]. Na vyslednych akrylamidovych gelech, (obrazek 19, strana 63 a obrazek 21,
strana 65) a nitrocelulosovych membréanach (obrazek 22, strana 66 a obrazek 23, strana 67) je
patrné, ze ve vzorcich, kde je s nejvétsi pravdépodobnosti ptitomen protein HRI, se vyskytuji i
dalsi proteiny. Nejvice intenzivni jsou signaly téchto balastnich proteinl ve finalnim vzorku
(obrazek 21, strana 65 drdha 12 a obrdzek 23, strana 67 draha 12). Velikost proteinu HRI je
71 kDa [32]. Jeden ze tii balastnich proteinit ma vys$i molekulovou hmotnost nez HRI (ma
nizs§i mobilitu na SDS elektroforese nez HRI). Miize se jednat o protein HRI, na ktery jsou
navazany dal$i molekuly, jako napt. chaperony [55]. V ptipad¢ dalSich dvou balastnich proteint
s molekulovou hmotnosti mensi nez HRI, se mize jednat o fragment proteinu HRI, ktery vznikl
pusobenim bakterialnich proteas od N-konce proteinu. Predpokladdme, ze protein HRI je St€pen
od N-konce proteinu, protoze na C-konci proteinu je histidinova kotva, kterd je detekovéana
pomoci protilatek a kdyby byla odStépena, tak by se neprojevil signal pomoci imunodekce
histidinové kotvy. Tomuto bakteridlnimu S$tépeni by mohlo byt zabranéno umisténim
histidinové kotvy na N-konec proteinu namisto C-konce. Je také velmi dillezité zjistit, v jaké

mife dochazi ke plisobeni proteas jiz béhem exprese. Bylo by vhodné vyzkousSet, zda snizeni
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teploty béhem exprese proteinu nepovede k vyraznému snizeni aktivity bakteridlnich proteas, a
tedy vysSim vytézktim. Balastni proteiny ve vzorku finalniho preparatu vsak nemusi mit sviij
puvod jen v plsobeni proteas na HRI. Dal§i moznosti je pfitomnost bakteridlnich proteind, které
maji ve své aminokyselinové sekvenci nékolik za sebou nasledujicich histidinil, a tudiz
interagovaly s afinitnim nosi¢em béhem afinitni chromatografie a také byly detekovany pomoci
protilatek proti histidinové kotve.

Koncentrace proteind findlntho vzorku HRI urena metodou vyuzivajici
bicinchoninovou kyselinu v reakénim ¢inidle (na zéklad¢ porovnani se standardem, kterym byl
BSA) byla 0,6 mg/ml a pomoci pfimého spektrofotometrického stanoveni se znalosti
teoretického extinkéniho koeficientu pro HRI pii Azgo byla 0,5 mg/ml. Rozdil v koncentracich
uréenych dvéma rliznymi metodami je pomérné maly, ale i piesto neni mozné jednoznacné
posoudit, kterd z obou metod je spravnéjsi a vysledek tudiz relevantnéjsi. V pripadé metody,
kdy stanovujeme koncentraci proteinu s vyuzitim standardu BSA je nutné sestrojit kalibra¢ni
kiivku a jak manudlni pipetovani, tak riziko odliSnych vlastnosti pouZzitého standardu vnasi
riziko chyby a nepfesnosti urCeni koncentrace. V piipadé pouziti spektrofotometrického
stanoveni pro ptfimé uceni Ago je velkd pravdépodobnost chybovani ptfi uréeni teoretického
extinkéniho koeficientu [56]. Z téchto divoda byl vypocitan prumér z hodnot koncentraci
proteinli ve vysledném preparatu urcenych obéma metodami. Findlni koncentrace preparatu
HRI je 0,55 mg/ml. Vytézek je tedy 0,2 mg HRI z 20,3 g bun¢k a 4 1 media. I pfes pfitomnost
balastnich proteint ve findlnim preparatu HRI Ize konstatovat, ze purifikace prob&hla uspésné
a preparat obsahuje vice nez 60 % cilového proteinu HRI. Pfi dalSich izolacich HRI lze
homogenitu purifikovaného preparatu HRI zvysit pfidanim nékterych dalSich izola¢nich kroki,
napiiklad vysolovanim cilového proteinu siranem amonnym, jak bylo vyuzito v jinych
izolaénich postupech [26]. Timto krokem pravdépodobné doSlo odstranéni bakteridlnich
jehoZ exprese je velmi malad a z téchto diivodd nebylo vysolovani cilového proteinu v této
bakalarské praci pouzito.

Také protein elF2a byl exprimovan v prokaryotnim systému v bunkéch E. coli BL-
21(DE3). Na vysledném akrylamidovém gelu, ktery obsahuje vzorky bakteridlnich suspenzi
pted a po indukci (obrazek 24, strana 69 drahy 2 a 3) je vidét, Ze po pfidani indukéniho Cinidla
IPTG, dochazi k masivnimu nértstu exprese proteinu elF2a (pruh odpovidajici mobilité

piiblizné 36 kDa). Zda se, Ze pted pfidanim indukéniho ¢inidla (obrazek 24, strana 69, draha 2)
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neni v bunkach pfitomny Zadny protein o velikosti 36 kDa, ktery by odpovidal expresi proteinu
elF2a. Z vysledki imunodetekce histidinové kotvy (obrazek 28, strana 74) vyplyva, Ze
k expresi proteinu elF2a dochézelo jiz pted ptidanim IPTG (obrazek 28, strana 74, draha 2).
Jednalo se tak pravdépodobné o bazalni expresi proteinu elF2a bakteriemi E. coli. Na rozdil od
proteinu HRI, byl tento protein exprimovan v prokaryotnim systému velmi dobie.

Izolace proteinu elF2a z bun¢k E. coli BL-21(DE3) byla provadéna za snizené teploty
cca 7 °C. S ohledem na vytézky exprese publikovanych v [26] zde nebylo nutné ptfidavat
inhibitory proteas pro zvySeni vytézku. Z vysledkt imunodetekce histidinové kotvy, (obrazek
28, strana 74 a obrazek 29, strana 75) mizeme indikovat, ze vysledny protein neni purifikovan
ve 100% cistoté. Ve finalnim preparatu je piitomno nékolik balastnich proteint (obrazek 27,
strana 73, draha 2). Mimo signalu v oblasti kolem 36 kDa, ktery odpovidd pravdépodobné
proteinu elF2a, jsou zde i dva signaly odpovidajici proteinim o niz§i molekulové hmotnosti,
nez ma elF2a. Tyto signaly by mohly odpovidat bud’ bakteridlnim proteinim, které maji
polyhistidinovou sekvenci, nebo tyto signadly mohou souviset s ptisobenim bakterialnich proteas
na N-konci elF20. Nicméné i pies to byl vytézek izolace eIF2a vysoky. Cistota, respektive
homogenita finalniho preparatu elF2a byla vice nez 80 %. Stejn¢ jako v ptipadé HRI také pro
stanoveni koncentrace elF2 byly pouzity dvé nezavislé metody a za relevantni povazujeme
primé&r danych hodnot. Koncentrace findlniho preparatu elF2a byla 1,85 mg/ml. Vytézek je
tedy 0,8 mg elF2a z 23,5 g bun¢k a 4 1 media. VytéZek proteinu elF2a je cca 4x vysSsi neZ u
proteinu HRI.

Pilotni charakterizace obou ziskanych preparatii s ohledem na jejich teplotni stabilitu
prinesla dulezité infomace nezbytné pro spravné uchovavani proteini pred dalSimi
experimenty. Jako nejvhodnéjsi zpisob uskladnéni proteinu elF2a (obrazek 31, strana 78) se
jevi pomalé a plynulé vystaveni proteinu teploté -20 °C. Naopak, pfi rychlém podchlazeni
preparatu napi. kapalnym dusikem a nasledném ulozeni v -80 °C dochézelo ke ztratam a
znehodnoceni proteinu. Lze se domnivat, ze v ptipad¢ rychlého vystaveni kapalnému dusiku
dochazi k degradaci proteinu elF2a. Pfi uchovavani v lednici, tedy pii teplot¢ cca 7 °C
dochdzelo k degradaci, ale mnohem pomaleji nez v ptipad¢ uchovavani pfi laboratorni teploté.
Pti laboratorni teploté doslo béhem 3 dni k témét Gplné degradaci proteinu elF2a. V ptipadé

uchovavani v lednici byla degradace mnohem pomalejsi, ale presto k ni dochazelo a je
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pravdépodobné, ze za urcitou dobu dojde k uplné¢ degradaci jako v ptipadé uchovavani pii
laboratorni teploté. Je mozné, ze k degradaci dochazi i v ptipad¢ uchovavani v -20 °C, ale za
dobu tii dni nebyla tak vyrazna abychom ji byli schopni pouzitou metodou detekovat.

Protein HRI se nepodafilo detekovat (obrazek 30, strana 77) v zadném vzorku
piipraveném za ucelem zkoumani tepelné stability. Jeden z diivodu je, ze protein HRI byl
uchovan po purifikaci v ,,nezakoncetrovaném* stavu pii 7 °C z diivoda dalSich analyz a doslo
tak k jeho predCasné degradaci. V tomto ptipadé by bylo vhodné;jsi skladovani pti -80 °C poté,
co byl preparat vystaven kratkému piisobeni kapalného dusiku, tak jak uchovavame vétSinu
dalSich rekombinantnich proteinii s kterymi v nasi laboratoii pracujeme [51]. Druhym z davodi
je, ze mnozstvi proteinu HRI ziskané izolaci z bunék E. coli bylo velmi malé a pravdépodobné

pro tento experiment je potfeba pouzit vétsi mnozstvi proteinu.
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6 Zavér

Predkladana bakalaiska prace se zabyva studiem hemovych senzorovych proteint,
konkrétné modelovym eukaryotickym senzorem HRI. Stanovené cile této bakalaiské prace byly

naplnény. Konkrétné bylo dosazeno nésledujicich vysledki:

. Nastranach 11 — 27 je provedena reSerSe dosavadnich vysledki védeckych studii, tykajicich se

daného tématu.

. Byl tspésné ptipraven, amplifikovan a izolovan plasmid pET-21c(+)/HRI. V celkovém objemu
100 pl bylo ziskano 12,6 pg dané plasmidové DNA ve 2 paralelnich vzorcich.

. Byl tspésné pfipraven, amplifikovan a izolovan plasmid pET-21c(+)/elF2a. V celkovém
objemu 100 pl bylo ziskano 10,1 pg dané plasmidové DNA ve 2 paralelnich vzorcich.

. Navzdory tomu, Ze ani SDS elektroforesa ani imunodetekce histidinové kotvy obsazené v
rekombinantnim proteinu HRI neprokazaly uspésnost exprese proteinu HRI v bunikdch E. coli
BL-21(DE3) po indukci IPTG, pfistoupili pfesto jsme k izolaci tohoto proteinu z danych
bunék. Ukézalo, Ze 1 pies vySe uvedené problémy s detekci proteinu HRI, byla exprese uspésna.
Z celkového objemu 4 I TB media bylo ziskano 20,3 g bun¢k E. coli BL-21(DE3),
pravdépodobné obsahujici exprimovany protein HRI.

. Pomoci SDS elektroforesy a imunodetekce polyhistidinové sekvence obsazené
v rekombinantnim proteinu elF2a byla potvrzena uspésnost exprese proteinu elF2a v buitkach
E. coli BL-21(DE3) po indukci IPTG. Z celkového objemu 4 1 TB media bylo ziskano 23,5 g
bunék E. coli BL-21(DE3), které obsahovaly exprimovany protein elF2a.

. Ze 20,3 gbunék E. coli BL-21(DE3) s exprimovanym proteinem HRI byl tento protein Gispé$né
izolovan a jeho Cistota byla vice nez 60 %, coz bylo potvrzeno pomoci SDS elektroforesy.

Koncentrace findlniho preparatu byla 7,7 uM (celkovy vytézek 0,2 mg HRI).

. Ze 23,5 g bunék E. coli BL-21(DE3) s exprimovanym proteinem elF2a byl tento protein

uspésné izolovan a jeho Cistota byla vice nez 80 %, coz bylo potvrzeno pomoci SDS

elektroforesy. Koncentrace finalniho preparatu byla 51,3 uM (celkovy vytézek 0,8 mg elF2a).

. Vramci pilotni charakterizace izolovanych proteini byla sledovéana jejich teplotni stabilita

s ohledem na optimalizaci metody skladovani.
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