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Abstrakt

Vodik/deuteriova vyména v kombinaci s hmotnostni spektrometrii (HXMS) je stale
popularné;jsi technikou strukturni biologie. Jeji prostorové rozliSeni zavisi na ucinnosti
fragmentace nebo proteolytickém S$tépeni studovaného proteinu. Z toho divodu je snaha
hledat nové proteasy, které by nejen byly schopné $tépit zkoumany protein pii podminkach

HXMS, ale také poskytovaly co nejvétsi pokryti sekvence proteinu.

Tato prace se zabyvd nalezenim optimalnich podminek produkce aspartatové
proteasy Oryzasinu 1 pro potencialni pouziti v experimentech HXMS. Z dostupnych
plazmidi byly vybrany vhodné produkc¢ni klony, pomoci peptidového mapovani byla
ovéfena identita produkovaného proteinu a nasledné¢ byly nalezeny vhodné produkéni
podminky. Na zaklad¢ téchto vysledki bylo pfistoupeno k produkci proteinu ve velkém

objemu a k izolaci inkluznich télisek.

Klic¢ova slova: Oryzasin 1, proteasy, vodik/deuteriova vyména v kombinaci s hmotnostni

spektrometrii (HXMS)



Abstract

Hydrogen/deuterium exchange coupled to mass spectrometry (HXMS) is an
increasingly popular technique in structural biology. Its spatial resolution strongly depends
on the efficiency of the fragmentation or proteolytic cleavage of the studied protein.
Therefore, it is desired to search for new proteases that would not only be able to digest the
protein of interest under the HXMS conditions, but also to provide the best possible coverage

of the protein sequence.

Finding optimal conditions for production of Oryzasin 1 aspartate protease for its
potential use in HXMS experiments was done in this thesis. Suitable production clones were
selected from available plasmids, the identity of the produced protein was verified by peptide
mapping, and optimal production conditions were found. Based on these results, large-scale

protein production and inclusion body isolation were undertaken. (In Czech)

Keywords: Oryzasin 1, proteases, hydrogen/deuterium exchange coupled to mass

spectrometry (HXMS)
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Seznam pouZzitych zkratek
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HPLC
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kDa
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MS
NAP

NMR

PMSF
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SDS
SLP
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kyselina ethylendiamintetraoctova

ionizace elektrosprejem (electrospray ionization)

disociace pfenosem elektronu (electron transfer dissociation)
glutathion-S-transferasa

vodik/deuteriova vyména (hydrogen/deuterium exchange)
vysokoucinna kapalinova chromatografie (high-performance
liquid chromatography)

aspartatova proteasa puvodem z je¢mene (Hordeum vulgare
aspartic proteinase)

vodik/deuteriova vyména v kombinaci s hmotnostni
spektrometrii (hydrogen/deuterium exchange coupled to mass
spektrometry)

1sopropyl B-D-1-thiogalactopyranosid

kilodalton

kapalinova chromatografie (liqiud chromatography)
ionizace/desorpce laserem v pfitomnosti matrice (matrix
assisted laser ionization/desorption)

hmotnostni spektrometrie (mass spectometry)
nepenthesinovy-typ aspartadtové proteasy (nepenthesin-like
aspartic protease)

nukledrni magnetickd resonance (nuclear magnetic
resonance)

fenylmethylsulfonyl fluorid

rostlinny specificky segment (plant specific insert)
dodecylsiran sodny (sodium dodecyl sulphate)

sacharosovy lyzacni pufr



TCEP
TEMED

TOF
Tris

UVPD

Tris(2-karboxyethyl)fosfin
1,2-bis(dimethylamino)-ethan (N,N,N',N'-
tetramethylethylenediamine)

analyzator doby letu (time of flight)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

disociace pomoci laseru (ultraviolet photodissociation)



1. Uvod

1.1. Vyuziti proteolyzy pri studiu strukturnich zmén proteini

prostiednictvim vodik/deuteriové vymény

Proteasy neboli peptidazy jsou skupina enzymt, které katalyzuji hydrolyzu
amidovych vazeb v peptidech a proteinech'. Tato reakce se nazyva proteolyza, a kromé
ziskavani zivin je i dilezitym regulacnim mechanismem zivych organismi. Ma mnoho
vyuziti jak v primyslu, tak v biotechnologiich. Mlizeme se s ni setkat v potravinafstvi pfi
vyrobg syrti* nebo fermentacnich procesech’, ve farmacii se vyziva napiiklad v podobg
enzymatickych koktejlii (Wobenzym) nebo pfi 16¢bé celiakie®. Proteolytické enzymy jsou
také dilezitym nastrojem proteomiky a metod strukturni biologie jako jsou limitovana

proteolyza® nebo vodik/deuteriova (H/D) vyména®.

H/D vyména byla poprvé popséana Linderstrom-Langem v roce 1954 laboratotich v
Carlsbergu®. Rosa a Richards pozd&ji ukazali, Ze proteiny oznacené tritiem je mozné $tépit
aspartatovou proteasou pepsinem za podminek, které minimalizuji pravdépodobnost zpétné
vymény vodiku, a v kombinaci s vysokou¢innou kapalinovou chromatografii (HPLC) pro
separaci peptidovych fragmentl tak docilit zvySeni prostorového rozliseni metody’. Tento
piistup dale rozvedl Englander® a nisledné Zhang a Smith popsali moznost spojeni H/D

vymény s metodou hmotnostni spektrometrie (MS)°.

e Samotnd H/D vymeéna je
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Obrazek 1: Vodiky peptidové pdteie podléhajici vyméné

za vodiky roztoku. Modie jsou zobrazeny amidové vodiky protein naléza'®. Principem metody
peptidové patere, oranzové jsou vodiky postrannich
Fetézcii, vodiky navazané na uhliky peptidové patere
nejsou zobrazeny. Prevzato z Organesyan et al.: Methods vodikt peptidové pétete (obr. 1) za
(2018).

je sledovani vymeény amidovych

deuterium z roztoku'!'. Pro sledovani
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vymeény se dnes vyuziva hmotnostni spektrometrie (MS) a nuklearni magneticka resonance
(NMR). NMR sice umoziiuje zobrazeni jednotlivych amidovych vodikii, a ma tedy vyborné
prostorové rozliSeni, ale je omezena potfebou velkého mnozstvi vzorku zkoumaného
proteinu, ktery musi mit vysokou koncentraci. Navic je limitaci velikost proteinu,
neschopnost fesit vétsi proteinové komplexy a také naroky na slozeni pufru. Naproti tomu
analyza pomoci MS (HXMS) vyzaduje jen malé mnozstvi vzorku, ktery miize byt i dosti
fedény (uM koncentrace), nema prakticky limitace tykajici se slozeni pufru ani velikosti
proteinu. Nevyhodou vsak je mens$i prostorové rozliSeni, jenz je urceno schopnosti

proteolytického $t&peni nebo fragmentace!2.

HXMS je vhodna pro studium proteinil, které neposkytuji krystal, nebo velkych
proteinovych struktur jako jsou virové kapsidy'’. Dale lze sledovat intermediaty
proteinového skladani'¥, konformaéni zmény proteinu pii vazbé ligandd,'> mapovani
epitopii'%, interakce mezi proteiny!’, proteinli s membranou'® a proteinovou agregaci nebo
oligomerizaci.'” Nejb&zngjsim provedenim experimentu je kontinualni znageni®® (obr. 2),
kdy je nejprve provedena inkubace proteinu v pufru obsahujicim D>O pfi hodnoté pH

vyhovujici studovanému systému (nejcastéji pH 6,5 — 8,0). Ve zvolenych casovych

S 2 Proteolyza za podminek o

"-'1‘\ ' minimalni vymény \ .
6 d 4 3 Peptidoveé
————p 2 hod -—“"' N » fragmenty
= 10 min "
ey 1 min D
— 10 sek g‘f.\ ;
\ e ¢ Intaktlm
L. i N- 50  Pprotein
Temperace na 25°C, Znaceni proteinu Zastaveni vymeny v danych
pH optimum deuteriem casovych intervalech,
. pH 2.5, 0°C Separace peptidu
g pomoci UPLC
% — i 10 ek pri 0°C
e Sz
g \__l, J\ﬂl‘“{n Vysledky pro
B t- - _—f\\ damne ¢asy
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! R i ESI-MS
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Graf zavislosti deuterace o8 a2 e
peptidu na ¢ase m'z

Obrazek 2: Schéma typického pribéhu H/D experimentu pii pouZiti kontinudlniho znaceni
deuteriem ndsledované analyzou a interpretaci dat. Vyména je zahdjena inkubaci vzorku proteinu
v pufru obsahujicim deuterium. V danych casovych intervalech jsou odebirany alikvoty a vyména je
zastavovana snizenim pH na hodnotu 2.5 a teploty na 0 °C, cimz dojde ke snizeni rychlosti amidové
vymeny na minimum. Deuterovany protein je za téchto podminek pak bud piimo aplikovin
do hmotnostniho spektrometru pro analyzu, nebo pred hmotnostni analyzou Stépen pomoci kyselé
proteasy a vzniklé peptidy separovany kapalinovou chromatografii. Prevzato a upraveno
z Marcisisin S.R et al.: Anal. Bioanal. Chem. (2010).
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intervalech jsou odebirany vzorky a vyména je zastavovana zménou pH na hodnotu 2,5 a

snizenim teploty na 0 °C nebo zmrazenim v tekutém dusiku. Pii téchto podminkéch je

provedeno proteolytické st€peni proteinu. Vzniklé peptidy jsou separovany prostiednictvim

HPLC s reverzni fazi (RP) a poté analyzovany pomoci hmotnostni spektrometrie. Timto

zpusobem lze ziskat porovnani konformacni dynamiky proteinu v riznych stavech, jako

napiiklad v pfitomnosti ligandu a bez n&j*.
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Obrazek  3:  Oblasti  vystavené

rozpoustédlu jsou deuterovany rychle,
Casti proteinu nachdzejici se vice
uvniti  struktury jsou deuterovdany
pomaleji. Amidové vodiky, které
nezodpovidaji za tvorbu vodikovych
vazeb a nachdzeji se u povrchu
proteinu, jsou za deuterium vyménény
rychleji nez vodiky, které se podileji na
stavbe sekunddrni struktury. Prevzato
z Engen J. et al.: Anal. Chem. (2009).

Je nékolik faktori, kter¢ H/D vyménu
ovlivituji. Hodnoty pH a teploty jsou v pribéhu
experimentu udrzovany konstantni. Proménnymi, na
kterych pak vyména zavisi, jsou piistupnost
peptidového fetézce pro rozpousStédlo a zapojeni
Pomala

vodikovych mustkd. rychlost

vymény
vypovida o nepfistupnosti proteinu pro rozpoustédlo
a/nebo pritomnosti vodikovych mustki, naopak pokud
je protein dobie piistupny pro rozpoustédlo, vyména
probiha rychle (obr. 3). Vliv na rychlost H/D vymény

maji také funkéni skupiny postrannich fetézcti®.

Jak je ukdzano na obrazku 2 (str. 11), za
ucelem lokalizace zmén na struktufe proteinu je
provadéna proteolyza. To, jak je UCinnd a jaké
fragmenty se generuji, urcuje prostorové rozliSeni.
Existuji vzésadé¢ tii  zpisoby fragmentace
proteinového vzorku. Pfi pouZiti metody fragmentace
celého proteinu v plynné fazi, tzv. ,top — down*
postupu, je podminkou, aby byl zachovéan stav
deuterace béhem ionizace a nasledné fragmentace. Pfi
bézn¢ pouzivané metod¢ fragmentace, zaloZzené na
kolizn¢ indukované disociaci (tzv. CID), dochazi
aktivaci

k vibraéni proteinu a nasledkem toho

k pomichani vodikii a deuterii na proteinu (v anglickém origindle jev oznaCovany jako

scrambling). Proto neni mozné tuto techniku vyuzit a je potfeba provadét disociaci pomoci
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rychlych fragmentaci, jako je pfenos ¢i zachyt elektronu (ETD, ECD) nebo disociaci pomoci
UV laseru (UVPD). Ke zjisténi, Ze nedochazi béhem fragmentace k aktivaci a pomichéani
vodikl a deuterii a také pro naladéni ,,meékkych® podminek desolvatace a transferu iont
uvnitt spektrometru, byla vyvinuta specialni peptidova sonda s predikovatelnym vzorcem

deuterace®.

Druhou moznosti je fragmentace proteinu na peptidy tzv. ,,bottom — up* postup. Pfi
tomto usporadani dochazi k zastaveni H/D vymény, vzorek je vystaven online nebo offline
Stépeni nasledovanému separaci peptida prostfednictvim kapalinové chromatografie pied
vlastni hmotnostni analyzou. Offline $t€peni probiha v roztoku inkubaci vzorku s proteasou
za podminek minimalni vymény. Pfi online $tépeni je proteasa imobilizovana na Casticich
chromatografického nosice a protein je St€pen pii prichodu skrz kolonku naplnénou timto
nosicem. Tento pfistup md nékolik vyhod, jako je zvySena stabilita pouzité proteasy,
pomérné omezena autodigesce a v porovnani se Stépenim v roztoku také vétsi lokalni pomér
enzymu ku $tépenému proteinu®. Je také mozné snadno ménit podminky digesce mirnymi

(s HXMS kompatibilnimi) zménami teplot nebo zménou pritoku.

Ttetim zpiisobem fragmentace je postup kombinujici oba vySe zminéné pfistupy a
oznacovany jako ,,middle — down*. Vyuziva proteolytické Stépeni na delsi fragmenty, které
jsou nasledné¢ podrobeny fragmentaci v plynné fazi. Obvykle je vyuzivan pro studium

proteinti, které by pro fragmentaci pomoci ETD byly pfili§ velké?,

1.2. Aspartatové proteasy v experimentech H/D vymény

Aspartatové proteasy (EC 3.4.23) jsou Siroce rozsifend skupina proteolytickych
enzymd, které lze najit ve virech, bakteriich, kvasinkach, rostlinach, houbach a také
v zivocisich? 2, Dle databaze MEROPS se déli do n&kolika rodin®’. Aspartatové proteasy
jsou exprimovany v podobé neaktivnich zymogenti. Ty obsahuji signalni peptid, ktery je
odStépen behem maturace enzymu. Poté nésleduje autoaktivace v kyselém prostiedi
odstépenim prosekvence®®. Takto aktivovana proteasa ma dvé domény, mezi nimiz se
nachézi aktivni misto s aspartatovymi zbytky, Asp*? a Asp®!"” (&islovani podle pepsinu), které
zodpovidaji jeji za katalytickou aktivitu®!. Stavba aspartatovych proteas je schematicky

znazorneéna na obrazku 4 (str. 14).
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S P V experimentech H/D vymény

a) . je tteba provést proteolytické Stépeni
S P N pii podminkach minimalni vymény.

b) . Z tohoto diivodu je mozné pouzit jen
proteasy, které jsou schopné §tépit pti

S P PSI nizkém pH a teploté. Nejcastéji se

c) . -: vyuzivéa pepsin®2. Cilem je ziskat plné

pokryti sekvence peptidy a zaroven
Obrazek 4: Schéma sekvence praseciho pepsinu (a),

nepenthensinu (b) a rostlinné proteasy vakuoldarniho
pitvodu (c). V obrazku oznacuje (S) signalni peptid, (P) optimalné mezi 6-12
propeptid, (N) je NAP — specificky segment nepenthensinii
a u vakuolarni proteasy je zelené oznacen  (PSI)
specificky insert rostlin. je vyhodou, pokud je dosazeno vyssi

obdrzet peptidy, jejichz délka je

aminokyselinami. V neposledni fadé

miry redundance, tj. Ze dané oblast je pokryta vice peptidy, které se vzajemné prekryvaji.
Bohuzel, ne u vSech proteini se daii s pomoci pepsinu dosahnout vSech téchto pozadavkd.
Pouzitim proteas s jinou specifitou $tépeni, at’ uz samostatné nebo v kombinaci s pepsinem
Ize viak lepsiho prostorového rozlideni a pokryti sekvence docilit*®>. Mezi jiz vyuzivané
proteasy patii napiiklad aspergillopepsin (proteasa typ XIII z Aspergilius saitoi)**,
rhizopuspepsin (proteasa typu XVIII z druhu Rhizopus)* nebo nepenthesiny®® ¢&i

plasmapepsin 2°7.

1.2.1. Rostlinné aspartatové proteasy

Aspartatové proteasy nachéazejici se u rostlin maji mnoho funkci, naptiklad se
podileji na mobilizaci a degradaci proteinii pti kli¢eni semen’®. Tyto proteasy byly izolovany
z riznych rostlin véetné jeémene®, pSenice?’, a dalsich. Obecné u nich lze pozorovat velkou
podobnost s zivociSnymi proteasami. Oproti nim vSak maji nekolik specifickych
strukturnich a sekvencnich odliSnosti. Zatimco prosegment o piiblizné délce
40 aminokyselin je pfitomen u vSech aspartitovych proteas a podili se bud’ na jejich
inaktivaci, nebo spravném sbaleni a na stabilité*!, pro proteasy rostlinného piivodu je
typickd pfitomnost jeSt€¢ specifického insertu (PSI), ktery ma délku zhruba
100 aminokyselin**. Aktivace rostlinnych aspartatovych proteas probiha také jinak neZ
u zivocisSnych. Zde zafind odStépenim signdlni sekvence pifi translokaci do lumen
endoplazmatického retikula, dale dochdzi k odstépeni prosegmentu a uplnému nebo

¢aste¢nému odstranéni vnitiniho PSI#,
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Specificky insert rostlin se skladé z péti amfipatickych a-helixt, které jsou sbaleny

do kompaktni globularni domény a navzajem propojeny pomoci tif disulfidovych muistka**.

5

Samotna tloha insertu nebyla dosud zcela objasnéna®’. Experimenty s mutantnimi

apsartatovymi proteasami bez PSI naznacuji, ze se insert nepodili na katalytické aktivité

6

proteasy, oviem ma vliv na autolyzu*®. Také hraje roli pfi transportu proenzymu

do vakuoly*’.

1.2.2. Nepenthesiny
Nepenthesiny (EC 3.4.23.12) Rice 2

Nepenthegin la

Nepenthesin Il

patii do rodiny pepsinu podobnych Arabidopsis 1
Arabidopsis 2

aspartatovych proteas (obr 5.)

produkovanych sekre¢nimi zldzami
Rice 1
v lackach masozravych rostlin rodu CND41

Nepenthes®.

hesint kytuje PSI.
U nepenthesinil se nevyskytuje PS Phytepsin —

Namisto toho maji tyto proteasy Oryzasin

vlastni specificky insert, NAP- Cyprosin
. , Rhi i
specificky  segment (NAP - opuspEpsIn

Cathepsin D Pepsin A
nepenthesinovy-typ aspartatove

proteasy). Diky nému jsou pomérné

. .49 Obrazek 5: Fylogeneticky strom pro nepenthesiny a
stabilni pfi rizném pH a teplote™. pFibuzné aspartdatové proteasy. Tenkd linka zndzoriuje
pepsinu podobné proteasy, Sirsi potom proteasy podobné
nepenthesinu. Prevzato z S. Athauda et al.: Biochem. J.
zasadni disulfidové mustky. Toto je (2004).

Pro stabilitu nepenthesinu jsou také

velmi zietelné pro Nepenthesin I, ktery je snadno denaturovan guanidinem a v pfitomnosti
redukénich ¢inidel zcela ztraci aktivitu.>** Tomu se viak da v experimentech H/D piedejit
imobilizaci na kolon&*. Vyuziti Nepenthesinii pro proteolytické §tépeni proteind pii H/D je

vhodn4 alternativa k pepsinu pro proteiny, které se touto proteasou §tépi obtizng’!.
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1.3. Oryzasin 1

Oryzasin 1 (obr 6.) je aspartitova
proteasa vakuolarniho pivodu. Nachazi
se v semenech ryze, ze kterych ho lze
ziskat ve formé extraktu. Jednd se o
protein, ktery obsahuje 509
aminokyselin, a to vcetn¢ signdlniho
peptidu a propeptidové sekvence, které se
skladaji z 20, respektive 47 aminokyselin
(obr 7). Gen pro Oryzasin 1 mé 6.6 kbp a
obsahuje 14exoni a 13 intront.

Oryzasin 1 vykazuje velkou strukturni

Obrazek 6: Homologni model znazornujici
strukturu Oryzasinu 1. Zelené je oznacen PSI,
Cervené propeptid. Vytvoreno pomoci programu
PyMOL.

podobnost k aspartatové protease pochazejici ze semen jecmene (HvAP) a cyprosinu, coz je

proteasa pivodem z arty¢oku. Stejné jako tyto proteasy rostlinného plvodu lze 1 u

Oryzasinu 1 najit PSI segment pobliZz C — konce proteinu. Oryzasin 1 je inhibovan

pepstatinem, ovSem u jinych proteasovych inhibitori nebyl pozorovan zadny vliv na jeho

katalytickou aktivitu. Jeho pH optimum pro hydrolyzu je 3.0°2. Podle silné exprese mRNA

Oryzasinu 1 béhem rannych fazi kliceni ryzovych semen panuje nazor, Ze jeho katalyticka

aktivita souvisi s degradaci zadsobnich proteinil za zisku energie, i kdyZ jeho cilové proteiny

zatim nebyly identifikovany>>.

MGTRSVALVLLAAVLLQALLPASAAEGLVRIALKKRPIDENSRVAARLSGEEGARRLGLR 60
GANSLGGGGGEGDIVALKNYMNAQYFGEIGVGTPPQKFTVIFDTGSSNLWVPSAKCYFSI 120
ACFFHSRYKSGQSSTYQKNGKPAAIQYGTGSIAGFFSEDSVTVGDLVVKDQEFIEATKEP 180
GLTFMVAKFDGILGLGFQEISVGDAVPVWYKMVEQGLVSEPVFSFWFNRHSDEGEGGEIV 240
FGGMDPSHYKGNHTYVPVSQKGYWQF EMGDVLIGGKTTGFCASGCSAIADSGTSLLAGPT 300
AIITEINEKIGATGVVSQECKTVVSQYGQQILDLLLAETQPSKICSQVGLCTFDGKHGVS 360
AGIKSVVDDEAGESNGLQSGPMCNACEMAVVWMQNQLAQNKTQDLILNYINQLCDKLPSP 420
MGESSVDCGSLASMPEISFTIGGKKFALKPEEYILKVGEGAAAQCISGFTAMDIPPPRGP 480

LWILGDVFMGAYHTVFDYGKMRVGFAKSA

509

Obrizek 7: Sekvence Oryzasinu 1. Sedé je na zacdtku oznacen signalni peptid, cervené je propeptid,
ktery je odstépen pri vzniku aktivni formy proteasy, katalytické Asp v triade DTG (pripadné DSG)
jsou zlute, PSI je zelene a podtrzené je oznacno N-glykosylacni misto.
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2. Cil prace

e Zjistit optimalni podminky pro heterologni expresi Oryzasinu 1 v E. coli
e Piipravit Oryzasin 1 v solubilni podob¢ nebo izolovat inkluzni téliska pro in vitro

renaturaci
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3. Experimentalni ¢ast

3.1.

Material

3.1.1. Pristroje a pomiicky

Analytické vahy ML104/01
Automatické pipety
Centrifuga Avanti J-30 I
Centrifuga Spectrafuge 16M

Fotodokumentac¢ni systém ChemiDoc MP

Hmotnostni spektrometr MALDI TOF/TOF

AutoFlex

Inkubator s tfepackou Multitron Pro
Magnetickd michacka Stuart CB161
Minitfepacka MS 3

pH metr

Predvazky HF 1200G

Sonikaéni lazent Elmasonic S 30 H
Sonikaéni sonda Ultrasonic
Homogeniser 4710

Souprava pro SDS-PAGE
Spektrometr DeNovix DS-11

Stolni centrifuga MiniSpin

Termostat s ttepackou Thermomixer comfort

Vakuova odparka SpeedVac
Vortex
Zdroj napéti EPS 500/400

3.1.2. Chemikalie

1,2-bis(dimethylamino)-ethan (TEMED)

1,4-dithiothreitol (DTT)

2-merkaptoethanol
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Mettler Toledo, Svycarsko
Gilson, USA

Beckman Coulter, USA
Labnet, USA

Bio-Rad, USA

Bruker Daltonics, Némecko

Infors HT, Svycarsko
Keison, USA

IKA, Némecko
Thermoscientific, USA
AND, USA
Elma,Némecko

Cole-Pharmer, USA

Bio-Rad, USA
DeNovix, USA
Eppendorf, Némecko
Eppendorf, Némecko
Jouan, Francie
Scientifica, Italie

Pharmacia, USA

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA



Acetonitril

Agar

Agarosa

Akrylamid

Ampicilin

Azid sodny

Coomassie Brilliant Blue R-250
Dodecylsiran sodny (SDS)
Ethanol

Fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF)
Glycerol

Hydrogen uhli¢itan amonny (AMBIC)

Chlorid hote¢naty

Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kyselina a-kyano-4-hydroxyskoticova (CCA)
Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA)

Kyselina chlorovodikova
Kyselina octova

Leupeptin

Methanol

Peroxodisiran amonny
Sacharosa

Tetracyklin hydrochlorid

Tris
Tris(2-karboxyethyl)fosfin (TCEP)
Triton X-100

TRIZMA Base

Unstained Protein MW Marker
Voda (LC/MS cistota)
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Merck, Némecko
Oxoid, USA
Serva, Némecko

Sigma-Aldrich, USA

Jersey Lab Supply, USA

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Bio-Rad, USA
Lach-ner, CR
Sigma-Aldrich, USA
Lach-ner, CR
Sigma-Aldrich, USA
Lach-ner, CR
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, CR
Lachema, CR
Lach-ner, CR
Sigma-Aldrich, USA
Lach-ner, CR
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, CR
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Thermo Scientific, USA

Merck, Némecko



3.1.3. Enzymy

DNasa | Sigma-Aldrich, USA
RNasa | Sigma-Aldrich, USA
Trypsin Promega, Svycarsko

3.1.4. Vektory

pGEX-5X-2 obsahujici gen pro Oryzasin 1 Novagen, USA

(dr. T. Asakura, Japonsko)

3.1.5. Bakterialni kmeny

E. coli BL21-Gold (DE3) Stratagene, USA

Genotyp: F- ompT hsdS(B ~ mB ) dem” Tet" gal MDE3) endA Hte

3.1.6. Pufry, roztoky a média

Akrylamidova smés pro SDS-PAGE (30%): 70 % (v/v) H20, 29 % (w/v)
akrylamid, 1 % (w/v) N,N-methylen-bis-akrylamid

alkylacni cinidlo pro identifikace proteinit 7 gelu: 30 mM [AA
(2- Iodoacetaamid) v 250 ul destilované vody za vzniku 300 mM roztoku, 10 pl
tohoto roztoku ptidano 90 pl k 50 mM AMBIC

Barvici roztok pro SDS-PAGE gely: 45 % (v/v) methanol, 10 % (v/v) kyselina
octova, 0,25 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250

Detergentovy pufr pro izolaci inkluznich télisek: 0,5 % (w/v) triton X-100,
50 mM Tris-HCI Base, 100 mM NaCl, 1 mM 2-merkaproethanol, 1 mM NaN3;
pH 7,4

LB agar: 1,25 % (w/v) agar v LB médiu

LB médium: 1 % (w/v) trypton, 0,5 % (w/v) kvasni¢ny extrakt, 1 % (w/v) NaCl,
pH 7,4

Odbarvovaci roztok pro SDS-PAGE gely: 55 %H>0, 35 % ethanol, 10 %
kyselina octova

Pufr pro izolaci inkluznich télisek: 50 mM Tris-HCI Base,100 mM NaCl, 1 mM
2-merkaproethanol, I mM NaNj3; pH 7,4
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Sacharosovy lyzacni pufr pro izolaci inkluznich télisek: 25 % (w/v) sacharo6za,
50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 1 mM 2-merkaproethanol, 1 mM NaNjs, pH 7,4
Elektrodovy SDS pufi: 25 mM Tris-HCI, 192 mM glycin, 0,1 % (w/v) SDS,
pH 8,3

Vzorkovy pufir pro SDS-PAGE: 50 mM Tris-HCI, 12 % (v/v) glycerol, 4 % (w/v)
SDS, 0,1 % (w/v) bromfenolova modi, 100 mM DTT, pH 6,8
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3.2. Metody

3.2.1. Transformace kompetentnich bunék

Aby bylo mozné Oryzasin 1 efektivné produkovat, bylo nejprve potieba plazmid
pGEX-5X-2 obsahujici jeho genetickou informaci vnést do bakteridlnich kompetentnich
bunék, E. coli BL21 — Gold(DE3). Tento proces se nazyva transformace a zde bylo vyuzito
metody tzv. tepelného Soku, kdy pisobenim vyssi teploty dojde k destabilizaci a zvyseni

propustnosti cytoplazmatické membrany.

Tii zkumavky se 100 pul kompetentnich bun¢k byly vyjmuty z mraziciho boxu a
ponechdny rozmrznout na ledu. Po jejich uplném rozmrznuti k nim bylo pfidano po 20 pg
plazmidové DNA. K dispozici byl origindlni plazmid ziskany z laboratofe dr. Tomiko
Asakury (Atomi Junior College, Tokio, Japonsko) a dvé Sarze plazmidu namnoZeného
v laboratofi. VSechny vzorky byly inkubovany 20 minut na ledu a néasledné¢ podrobeny
tepelnému Soku pii teploté 42 °C po dobu 45 sekund. Poté byly vzorky vraceny zpét na led
a po 2 minutach bylo ke kazdému ptidano 900 pl sterilntho LB média. Vzorky byly
inkubovany 1 hodinu pii 37 °C a 220 RPM a poté centrifugovany 5 minut pti 5000 g na
stolni centrifuze. Po odstfedéni bylo ze zkumavek pomoci pipety odstranéno zhruba 700 pl
supernatantu a ve zbytku byly resuspendovany ziskané pelety. Z tohoto objemu bylo od
kazdého vzorku naneseno 30 pl na Petriho misku s agarem obsahujicim ampicilin (amp) o
finalni koncentraci 100 pg/ml a tetracyklin (tet) o koncentraci 12,5 pg/ml a rovhomérné
rozetfeno pomoci sklenéné hokejky. Misky byly ponechény inkubovat ptes noc pii 37 °C.
Z nich byly potom vybrany pro ptipravu staciondrnich kultur vhodné narostlé kolonie, které
byly pieneseny do sterilnich zkumavek obsahujicich 5 ml LB média s antibiotiky (amp, tet)

a op&t inkubovany pies noc pii teploté 37 °C a 220 RPM.

3.2.2. Vybér vhodnych produkénich kloni

Pro produkci pozadovaného proteinu bylo tfeba k buitkam piidat induktor exprese.
Zde byl pouzit isopropyl-p-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG). Jedna se o latku podobnou
allolaktose, ktera svou vazbou na /ac represor zabranuje jeho vazbé na lac operon a RNA
polymeradza tak mulZe zahdjit transkripci. Na rozdil od allolaktosy je vSak IPTG

nemetabolizovatelny a jeho hladina tak zastava po celou dobu produkce konstantni.

Z kultur pfipravenych v piedchozi kapitole byla vzdy vybrana jedna reprezentujici

jednu Sarzi vychoziho plazmidu a tou byly v poméru 1:100 zaoCkovany 2 ml LB média
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obsahujiciho ampicilin a tetracyklin. Od kazdé¢ stacionarni kultury byly pfipraveny dva
vzorky (indukovany a neindukovany), které byly inkubovany pti 37 °C na 220 RPM po dobu
1,5 hodiny. Poté byl ke vzorkim pifidan 1 mM IPTG a vSechny zkumavky (vcetné
neindukovanych) byly inkubovany 2 hodiny za stejnych podminek jako pifi predchozi
inkubaci. Nasledn¢ byly vSechny bunétné suspenze pievedeny do mikrozkumavek a
centrifugovany po dobu 5 minut pti 10 000% g. Pomoci vakua byl odsan supernatant a pelety
resuspendovany ve 100 ul redukujiciho SDS vzorkového pufru. Takto pfipravené vzorky
byly 5 minut povafeny, vzapéti centrifugovany za stejnych podminek jako v piedchozim
pfipad¢ a analyzovany pomoci SDS elektroforézy. Do jamek bylo aplikovano 10 pl kazdého

vzorku.

3.2.3. Diskontinualni polyakrylamidova gelova elektroforéza v prostredi
dodecylsulfatu sodného

Fuazni protein Oryzasin 1 s glutathion-S-transferasou na N-konci mé velikost zhruba

80 kDa. Proto byl pouzit 10 % separacni polyakrylamidovy gel a 5 % zaostifovaci gel. Gely
byly namichany dle protokolu (tab. 1, str. 24). Nejprve byla peclivé ocisténa skla pro SDS
elektroforézu, ta byla upevnéna do aparatury a mezi né¢ nanesen separacni gel, ktery byl
ptevrstven destilovanou vodou. Voda pak byla odlita a gel byl pfevrstven roztokem pro 5 %
zaostfovaci gel. Do néj byl zasunut hieben, ktery byl po zatuhnuti gelu odstranén. Takto
piipraveny gel byl pfemistén do aparatury naplnéné Tris-glycinovy elektrodovym pufrem a
jamky byly naplnény vzorky spolu s proteinovym standardem molekulovych hmotnosti.
Separace proteint byla zahajena pfipojenim aparatury ke zdroji konstantniho proudu, ktery
byl ze zacatku nastaven na 15 mA na jeden gel, po zaostieni vzorkli na hranici 10 %
separacniho gelu byl proud zvySen na 25 mA na gel. Elektroforetickd separace byla

zastavena, kdyz ¢elo doputovalo ke spodnimu okraji skel.
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Tabulka 1: SloZeni gelii pro SDS elektroforézu. Ve vsech pripadech se jednalo o gely o

tloustce 1,0 mm

10% separacni gel [10 ml] 5% separacni gel [3 ml]

H,0 4,0 2,1
30 % akrylamid 33 0,5
1,5 M Tris, pH 8,8 2,5 -
0,5 M Tris, pH 6,8 - 0,38
10 % SDS 0,1 0,03
10 % APS 0,1 0,03
TEMED 0,004 0,003

Pro vizualizaci proteinti v gelu bylo provedeno barveni roztokem Coomasie Brilliant
Blue R-250, které trvalo 15 minut. Gely byly nésledn¢ odbarveny pomoci odbarvovaciho

roztoku.

3.2.4. Ovéreni produkovaného proteinu

Poté co bylo elektroforézou ovéfeno, ze dochdzi k produkci proteinu, bylo pomoci
hmotnostni spektrometrie ovéfeno, zda je protein produkovan v piedpokladané formé.
Hmotnostni spektrometrie (MS) je velmi citlivy néstroj pro analyzu biomolekul, ktery
poskytuje velice pfesné stanoveni molekulové hmotnosti zkoumanych latek. V naSem
konkrétnim piipad¢ byla vyuzita technika ionizace/desorpce laserem za pfitomnosti matrice

(MALDI) ve spojeni s priletovym analyzatorem (TOF).

Pro analyzu pomoci techniky ionizace MALDI je vzorek nejprve rozpustén pomoci
vhodného rozpoustédla a smisen s vhodnou matrici, nejcastéji s aromatickou kyselinou.
Smés je nanesena na kovovy MALD tercik, ktery je po odpatfeni rozpoustédel a vzniku
krystali vlozen do iontového zdroje hmotnostniho spektrometru. Molekuly proteint jsou
nasledné pievedeny do plynné fdze pomoci laserového pulzu, pti jehoz vinové délce matrice
absorbuje zafeni. Dochazi ke vzniku jednonasobné nabitych iontl analytu. Po ionizaci jsou

ionty fokusovany do hmotnostniho analyzatoru, kde jsou separovany podle poméru m/z>*,
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3.2.4.1. Identifikace proteinu pomoci hmotnostni spektrometrie
MALDI-TOF

Z obou polyakrylamidovych gelti z ptedchoziho kroku (kapitola 3.2.3.) byla pomoci
skalpelu vyfiznuta oblast odpovidajicimu produkovanému proteinu. Tento kus gelu byl déle
rozfezan na kostky o hran¢ ptiblizné 0,5 - 1 mm a ty byly pieneseny do mikrozkumavek se
100 ul 50 mM AMBIC, pH 8,5 a 100 ul acetonitrilu. Mikrozkumavky s gelem byly
sonikovany dokud, nedoslo kjejich uplnému odbarveni. Nasledn¢ byl roztok
z mikrozkumavek odstranén a kousky gelu byly vysuseny ve 100 pl acetonitrilu. Obsah
zkumavek byl peclivé promichan a acetonitril odebran. Poté byla provedena redukce
cysteinli pomoci redukcéniho ¢inidla TCEP. Do obou mikrozkumavek bylo ptidano 50 ul
20 mM TCEP ve 100 mM Tris pufru, pH 8,5. Tato smés byla zahtata na teplotu 80 °C po
dobu 10 minut. Roztok byl odstranén, gel dehydratovan pomoci acetonitrilu dle postupu
uveden¢ho vySe a nasledovalo 30 minut inkubace ve 100 pl alkyla¢niho Ccinidla
(30 mM TAA) ve tmé pii laboratorni teploté. Po dokonceni inkubace bylo alkyla¢ni ¢inidlo
odebréno, ptidano bylo 100 pl acetonitrilu pro dehydrataci gelu, a byl roztok opét odebran.
Gely v obou mikrozkumavkach byly promyty 200 pl vody (LC/MS ¢istota), sonikovany po
dobu 3 minut, a roztok byl odebran. Nasledoval ptidavek 200 ul acetonitrilu a opét sonikace.
Tento krok byl zopakovan jesté jednou. Nakonec bylo do mikrozkumavek ptidano po 200 pl
50 % acetonitrilu v LC/MS vod¢. Opét byla provedena sonikace a odsati roztoku,
nasledované vysuSenim gelu na vakuové odparce. Pro proteolytické Stépeni trypsinem bylo
ke kazdému vzorku ptidano 30 ul 50 mM AMBIC o pH 8,5 s 10 % acetonitrilem a 0,2 pg
trypsinu. Stépeni probihalo pfes noc pii 37 °C a ihned po jeho dokonéeni byla provedena
MALDI-TOF analyza. Vzorek byl nanesen na MALDI ter¢ a po zaschnuti pfevrstven
vpomeru 1:1 roztokem kyseliny o-kyano-4-hydroxyskoticové. Spektra byla naméiena
v pozitivnim iontovém modu v hmotnostnim rozsahu 500-6000 Da. Data byla vyhodnocena

programem mMass>.

3.2.5. Nalezeni optimalnich produkénich podminek

Nejprve byla stanovena optimalni koncentrace induktoru IPTG. Do deseti sterilnich
zkumavek byly pipetovany 2 ml LB média (amp, tet), do nichZz byla v poméru 1:100
inokulovéna stacionarni kultura, kterd byla na zaklad¢ testu exprese (kapitola 3.2.2.) zvolena
jako vhodny produkéni klon. Vzorky byly inkubovany 1,5 hodiny pti 37 °C a 220 RPM.
Poté k nim byl pfidan induktor IPTG o riznych koncentracich (0 mM; 0,1 mM; 0,2 mM;
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0,5 mM a 1 mM) a byly inkubovény dal$i 2 hodiny. Po dokonceni inkubace bylo od kazdého
vzorku odebrano 0,5 ml do mikrozkumavky, a tento objem byl zpracovan jako v ptipadé
popsaném v kapitole 3.2.2., aby mohl byt nanesen na elektroforézu.

Déle byla hledana optimalni doba pro produkci Oryzasinu 1. Stejnym vzorkem
stacionarni bakteridlni kultury jako v pfedchozim piipadé bylo v poméru 1:100 bylo
zaockovano 100 ml LB média (amp, tet) v Erlenmeyerové baiice. Zaockované LB médium
bylo inkubovéno 1,5 hodiny pii 37 °C a 220 RPM. K médiu bylo napipetovano 10 pl
induktoru do findlni koncentrace 0,1 mM a po kratkém promichéani byl do mikrozkumavky
odebran 1 ml pro elektroforetickou analyzu. Bakteridlni buiiky s IPTG byly dale inkubovéany
pii37 °C a 220 RPM. Dalsi vzorky byly odebrany po 1, 2, 4 a 5 hodinach produkce, posledni
potom po inkubaci pfes noc. VSechny odebrané vzorky byly dile zpracovany podle
protokolu pro elektroforetickou analyzu (kapitola 3.2.3.). Nanaska byla ve vSech ptipadech
10 pl.

3.2.6. Velkoobjemova produkce proteinu a izolace inkluzi

Pro ptipravu inkluznich télisek byla pouzita stejna stacionarni kultura jako v ptipadé
hledani optimalni koncentrace a doby produkce proteinu. Z ni byly pfipraveny cCerstvé
staciondrni kultury tak, ze do dvou sterilnich zkumavek bylo pipetovano 5 ml LB média
(amp, tet), ke kterym byla poté pfidana dand stacionarni kultura v poméru 1:2500. takto

zaoCkované LB médium bylo ponechano inkubovat ptes noc pii 37 °C a 220 RPM

Cerstvou nocni staciondrni kulturou byly vpoméru 1:500 zaockovany &tyfi
dvoulitrové Erlenmayerovy baniky naplnéné 500 ml LB média (amp, tet) a inkubovany
2 hodiny pii 37 °C a 220 RPM. Po dvou hodinéach, kdy opticka denzita méfené pti vinoveé
délce 660 nm dosahla hodnoty 0,8, byl pfidan induktor IPTG o finalni koncentraci 0,1 mM.
Nasledné byly kultury inkubovany po dobu dalSich 5 hodin. Po dokonceni produkce byly
kultury stoceny na centrifuze pii 14 000 g.

Po odstranéni supernatantu byly rozpustény v sacharosovém lyza¢nim pufru (SLP)
s pfidanymi inhibitory proteas, 1 pM leupeptinem a 1 mM fenylmethylsulfonyl fluoridem
(PMSF). Pomér pro resuspedovani pelet byl 20 ml lyza¢niho pufru na peletu pochéazejici
z 0,51 produkéniho média. V tomto stavu byly vzorky zmrazeny na —80 °C, nasledné
rozmrazeny na vodni lazni pii 37 °C, a poté opét zamrazeny na —80 °C po dobu 30 minut.

Tento cyklus byl opakovan celkem ctyftikrat.
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Do piedem zvazenych kyvet byl ke kazdému lyzatu ptidan 20 mM MgCla, 20 pl
DNasy I (zasobni koncentrace 1 U/ul) a 5 ul RNasy I (zasobni koncentrace 10 mg/ml).
Kyvety byly sonikovany na ledu, kazda po dobu 15 minut. Po ukonc¢eni sonikace byl z kazdé
kyvety odebran vzorek o objemu 10 pl. Se vSemi kyvetami byla provedena centrifugace pii
14 000x g a 4 °C, ktera trvala 20 minut. Ze stejné kyvety bylo odebrano 10 pl supernatantu
do mikrozkumavky a pelety nasledné resuspendovany ve 20 ml SLP s detergentem a
s ptfidavkem inhibitorti proteas (leupeptin, PMSF). Ob¢ kyvety byly sonikovany za stejnych
podminek jako pii sonikaci pfedchozi po dobu 1 minuty. Opét byl odebran z jedné z kyvet
vzorek o stejném objemu. Nasledovalo stoCeni kyvet na centrifuze za stejného nastaveni,
odebran vzorek supernatantu. Na zavér byly vzniklé pelety stejnym zplsobem promyty ve
20 ml promyvaciho pufru bez detergentu s pfidanymi inhibitory proteas (leupeptin, PMSF).
Nasledovala centrifugace za totoznych podminek. Poté byl odebran veskery supernatant,
kyvety zvazeny a inkluze uskladnény v mrazicim boxu pfi —80 °C. Vzorky odebirané
v pribéhu velkoprodukce a izolace inkluznich télisek byly pro naneseni na SDS

elektroforézu zpracovany vyse uvedenym zptsobem.
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4. Vysledky

V této préci bylo pracovano s vektorem pGEX-5X-2 (obr. 8), do kterého byla pies
restrikéni mista Xmal a Xhol vlozena sekvence pro Oryzasin 1 (ptistupovy kod do databéaze
Uniprot — Q42456). Tim vznikl fuzni protein spojujici glutathion-S-transferasu (GST) a
Oryzasin 1 (GST-Oryl). Vznikly fazni protein ma zasahové misto pro faktor Xa.

(4873) Brgl nf AT - BspMI (52)
(4765) Bsu361 { EcoN:l (268)

MscT (485)

4315) PlTI
(4313) Sfol
(4312) NarI* )
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BStBI (555}
/' swal (885)

PGEX 5' Sequencing Primer (369 .. 891)

{4178) Hpal. Factar Xa site
(4122) ECORV ._

. / |/ EcoRI (843)
(4082} BssHIL.__ 4

\/, TspMI - Xmal (348)
/. smal (350)
~sall (953

<

\J | BamHI (934)

(3883) Apal - BanII
(3879) PSpOMI ——=-_
(3852) BStE[I_ —

N m
\ Pfol (1040)
= PGEX 3' Sequencing Primer (1023 .. 1045)
\PﬂF[ TELLAT (1143
BsaAl (1150)
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-
(3355) BStAPT

~
(3254) PIMI

Pstl (1526)

Bsal (2102)
AhdI (2168)

(2647} AlwNL

Obrazek 8: Plazmid pGEX-5X-2. Do tohoto vektoru byl viozen analyzovany fuzni protein.

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGDVKLT
QSMAIIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKM
FEDRLCHKTYLNGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKY
TAWPLQGWQATFGGGDHPPKSDLIEGRGIPGIPGASAEEGLVRIALKKRPIDENSRVAARLSGEEG
ARRLGLRGANSLGGGGGEGDIVALKNYMNAQYFGE IGVGTPPQKFTVIFDTGSSNLWVPSAKCYFS
IACFFHSRYKSGQSSTYQKNGKPAAIQYGTGSIAGFFSEDSVTVGDLVVKDQEFIEATKEPGLTFM
VAKFDGI LGLGFQE ISVGDAVPVWYKMVEQGLVSEPVFSFWFNRHSDEGEGGE IVFGGMDPSHYKG
NHTYVPVSQKGYWQFEMGDVL IGGKTTGFCASGCSAIADSGTSLLAGPTAIITEINEKIGATGVVS
QECKTVVSQYGQQILDLLLAETQPSKICSQVGLCTFDGKHGVSAGIKSVVDDEAGESNGLQSGPMC
NACEMAVVWMQNQLAQNKTQDLILNYINQLCDKLPSPMGESSVDCGSLASMPEISFTIGAKKFALK
PEEYILKVGEGAAAQCISGFTAMDIPPPRGPLWILGDVFMGAYHTVFDYGKMRVGFAKSA

Obrazek 9: Sekvence fiizniho proteinu GST-Oryl. Modye je oznacena sekvence glutathion-
S-transferasy (GST), tucné je vyznacen linker obsahujici zdsahové misto pro faktor Xa
(podtrzeno). Zbytek sekvence (bez oznaceni) prislusi samotnému Oryzasinu 1.
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4.1. Vybér vhodnych produkénich klont na zakladé SDS elektroforézy

STD 1+ 1- 2+ 2- 3+ 3- Pro vybér vhodného produkcniho klonu
8 byly vzorky zpracovany postupem uvedenym
62 v Casti 3.2.2. Jednalo se o vzorky stacionarnich
38 kultur pfipravenych z riznych kolonii bunék.
Z vysledkia SDS elektroforézy (obr. 10) bylo

17

ziejmé, zZe u indukovanych kultur byl protein

produkovan. V plazmidu obsazeny flzni

protein ma piiblizné 80 kDa, cemuz odpovidaji
Obrazek 10: SDS elektroforéza pro vybér

vhodnych produkénich klonii. Dréha (STD) 1 mobility silnych pruhd v drahach vzorkd
obsahuje standard, jeho molekulové hmotnosti
(v kDa) jsou vyznaceny vievo. Drahy (1) az (3)
potom vzorky vybranych stacionarnich kultur.
Oznaceni (+) je pro vzorek s induktorem, (-)
bez induktoru.

s ptfidavkem induktoru.

4.2. Ovéreni identity produkovaného proteinu prostfednictvim
peptidového mapovani
Prouzek v gelu odpovidajici mobilitou fuznimu proteinu GST-Ory 1 byl vyfezan, protein
byl redukovan a alkylovan dle postupu v kapitole 3.2.4.1. a nasledné Stépen trypsinem.
Vzniklé peptidy byly analyzovany pomoci MALDI-TOF (kapitola 3.2.4.) a spektra
interpretovana pomoci programu mMass (obr 11, str. 30). Bylo ovéfeno vysledné pokryti
sekvence, které doklada, ze fizni protein je produkovan ve spravné sekvenci i délce s GST
kotvou na svém N-konci (obr. 12, str. 30). Na zakladé¢ téchto vysledki bylo mozné
pokracovat v dal§i praci s danym produkénim klonem a pfejit k hledani optimalnich

podminek pro produkci Oryzasinu 1.
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Obrazek 11: Ovéieni produkovaného proteinu peptidovym mapovdanim. MS spektrum nameérené
po stepeni GST-Ory 1 trypsinem v gelu. Tryptické peptidy pochazejici z GST-Oryl jsou oznaceny
zelenymi teckami.

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGDVKLT
QSMAIIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKM
FEDRLCHKTYLNGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKY
IAWPLQGWQATFGGGDHPPKSDLIEGRGIPGIPGASAEEGLVRIALKKRPIDENSRVAARLSGEEG
ARRLGLRGANSLGGGGGEGDIVALKNYMNAQYFGEIGVGTPPQKFTVIFDTGSSNLWVPSAKCYFS
IACFFHSRYKSGQSSTYQKNGKPAAIQYGTGSIAGFFSEDSVTVGDLVVKDQEFIEATKEPGLTFM
VAKFDGILGLGFQEISVGDAVPVIWYKMVEQGLVSEPVFSFWFNRHSDEGEGGEIVFGGMDPSHYKG
NHTYVPVSQKGYWQF EMGDVLIGGKTTGFCASGCSAIADSGTSLLAGPTAIITEINEKIGATGVVS
QECKTVVSQYGQQILDLLLAETQPSKICSQVGLCTFDGKHGVSAGIKSVVDDEAGESNGLQSGPMC
NACEMAVVWMONQLAQNKTQDLILNYINQLCDKLPSPMGESSVDCGSLASMPEISFTIGAKKFALK
PEEYILKVGEGAAAQCISGFTAMDIPPPRGPLWILGDVFMGAYHTVFDYGKMRVGFAKSA

Obrdzek 12: Vysledné pokryti sekvence. Cervené je oznacena pokrytd sekvence, modrym podkladem
je zvyraznena GST na konci fiizniho proteinu, zbytek sekvence potom ndlezi Oryzasinu 1.
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4.3.

Urceni vhodnych podminek produkce pomoci SDS elektroforézy

Na zaklad¢ vysledkt tykajicich se vybéru vhodného produkéniho klonu byl vybran jeden

produkéni kmen (obr. 10, str. 29, draha 2) , ktery byl nasledné pouzit pro nalezeni vhodnych

STD 1 2 3 4 5
198
93 w—
:!!Bﬂ!!‘
62 —. -
"= =
38
BESE
. !;"’;2..2
— — v

14

Obrazek 13: SDS elektroforéza vzorkit s riznou
koncentraci induktoru.

(STD) — standard, jeho molekulové hmotnosti (v kDa)
jsou vyznaceny vlevo. V dalsich drahach jsou vzorky
odpovidajici produkcni kultuie s riiznou koncentract
IPTG: OmM (1); 0 1mM (2); 02mM (3);
0,5mM (4) a 1 mM (35).

STD 1 2

98

62

38

17

14

Obrazek 14: SDS elektroforéza vzorki s riiznou
inkubacni dobou induktoru. (STD) — standard, jeho
molekulové hmotnosti (v kDa) jsou vyznaceny vievo.
Vdalsich drahach jsou vzorky odpovidajici rizné
dobé produkce: 0 h (1); 1 h(2); 2h (3);4h(4)aS5h
(5).

4.4.

podminek produkce podle protokolu
uvedeném v kapitole 3.2.5. Byly pouzity
rizné koncentrace induktoru exprese
IPTG. Konkrétn¢ 0,1 mM; 0,2 mM;
0,5mM a I mM a jeden vzorek bez
induktoru. S jednotlivymi vzorky byla
provedena SDS elektroforéza. Ze
ziskaného gelu (obr. 13) bylo zjisténo, ze
pro uspésnou produkci proteinu je
dostacuji koncentrace induktoru 0,1 mM

(obr. 13, draha 2).

doby

pouzita

Pro stanoveni optimalni

produkce  proteinu  byla
koncentrace IPTG 0,1 mM, kterd byla
vyhodnocena jako dostate¢na. V danych
casovych intervalech odebirané vzorky
byly poté zpracovavany pro analyzu
pomoci SDS elektroforézy (obr. 14)
Z drahy obsahujici vzorek inkubovany po
dobu jedné hodiny (obr. 14, draha 2) je
vidét, Ze tato doba inkubace je
nedostacujici. Optimalni doba produkce
se pohybuje okolo péti hodin (obr. 14,

dréha 5).

Velkoobjemova produkce proteinu a izolace inkluzi

Po velkoobjemové produkci ve 4x500 ml byla dle postupu zavedené¢ho v laboratofi

(kapitola 3.2.6.) izolovéna inkluzni t€liska. Ta byla zvdZena, aby mohl byt urcen vytézek

z produkce. Ze 2 1 LB média (amp, tet) bylo celkem ziskano 2,4 g ptecisténych inkluzi.
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Se vzorky, které¢ byly odebrany v pribéhu procesu izolace inkluzi, byla provedena SDS
elektroforéza za stejnych podminek, jako ve vsech piedchozich ptipadech. Vysledky (obr.
15) ukazaly, ze béhem izolace nedochazi ke ztraté produkovaného proteinu (drahy 1,3 a 5

na obr. 15) a také poskytly piehled o mnozstvi ostatnich proteinii odmyvanych béhem
jednotlivych krokt (drahy 2, 4 a 6 na obr. 15).

STD 1 2 3 4 5 6

98 | —

62  —

et ore@ |
A

38

17 — A

14
3 | !
< [
- . 1

Obrazek 15: SDS elektroforéza vzorkit odebranych v prithéhu izolace inkluzi.
(STD) — standard, (1) — buniky lyzované v SLP, (2) — supernatant po lyze bunék,
(3) — suspenze promyta pufrem s detergentem,
(4) — supernatant po promyti pufrem s detergentem,
(5) — precisténa inkluzni téliska,
(6) — supernatant po promyti promyvacim pufrem.
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5. Diskuze

Vodik/deuteriova vymeéna spojena s hmotnostni spektrometrii je stale popularnéjsi
metodou vyuzivanou pro studium strukturnich zmén proteint ¢i jejich interakei. Prostorové
rozliSeni je v HXMS protokolu urceno schopnosti fragmentovat protein, coz se nejcastéji
provadi pomoci proteolyzy kyselymi proteasami. Cilem této prace bylo nalezeni optimalniho
postupu pii produkci Oryzasinu 1, aspartatové proteasy puvodem z ryze, za ucelem jejiho
nasledného vyuziti v experimentech HXMS. Jedna se o prvni pokus vyuziti Oryzasinu 1 1

obecné¢ rostlinné vakuolarni proteasy pro Stépeni proteinti v HXMS.

Prvnim cilem bylo vybrat vhodny plazmid obsahujici Oryzasin 1. Na zaklad¢ vysledki
z SDS elektroforézy (obr. 10, str. 29) nebyly mezi jednotlivymi plazmidy pozorovany
vyrazngjsi rozdily. Z tohoto prvniho experimentu je také jasné vidét, Zze bunky s pridavkem
induktoru IPTG produkuji GST-Oryl ve vSech piipadech, a Ze mobilita nejvyraznéjsiho
pruhu v téchto drahach odpovida velikosti o¢ekavanému fuznimu proteinu. Diky sile pruhil
nebylo nutné pfistoupit k barveni stfibrem. Identita produkovaného proteinu byla ovéfena
pomoci metody peptidového mapovani, kde bylo provedeno Stépeni trypsinem a ziskané
peptidy podrobeny analyze pomoci MALDI-TOF. Ziskand spektra, interpretovana
v programu mMass, dokazuji, Ze produkce proteinu probihd bez problému ve spravné
sekvenci 1 s GST kotvou. Ze tii testovanych plazmidd byl vybran vychozi, ktery jsme
obdrZeli od dr. Asakury (Atomi Junior College, Tokio, Japonsko). Produkéni klon

transformovany timto plazmidem byl pak pouzit v dalSich experimentech.

Pfi urCovani vhodnych podminek produkce byla sledovana vhodnéd koncentrace
induktoru a doba potiebna pro produkci. Z testovanych koncentraci induktoru IPTG, jak jsou
vidét na obrazku 13 (str. 31), byla jako naprosto dostacujici vyhodnocena koncentrace
0,1 mM. Z gelu je ztejmé, Ze mezi jednotlivymi pouZitymi koncentracemi nejsou viditelné
rozdily, co se mnozstvi produkovaného proteinu ty¢e. MoZnost pouzit takto nizkou
koncentraci pro produkci je vyhodna jak finanéné€ kvili cen€ induktoru, tak instrumentalné,

protoze induktor je pro buiiky toxicky.

Pro zjisténi optimalni doby produkce bylo jiz pracovdno se zvolenou
0,1 mM. koncentraci induktoru. Z vysledki SDS elektroforézy (obr.14, str. 31) je patrné, Ze
pfi inkubaci po dobu jedné hodiny je produkce proteinu velice nizka. Pti dvou hodinach jiz

dochazi k vétsi produkei proteinu a velky narust 1ze bezpecné pozorovat pii dob¢ produkce
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po Ctyii nebo pét hodin. PfestoZe neni zobrazena, byla provedena i inkubace ptes noc. Tato
kultura byla ale velmi pferostld, pravdépodobné¢ jiz dochédzelo k degradaci proteind. I pies
opakovanou a dikladnou sonikaci a denaturaci vzorka vysokou teplotou se nepodafilo ziskat

uspokojivou separaci tohoto vzorku na SDS elektroforéze.

Po zjisténi optimalnich produkénich podminek byla provedena velkoobjemova
produkce a izolace inkluznich télisek. Piestoze se jednd o fuzni protein s GST-kotvou na
N-konci, a lze ocekavat expresi v solubilni forme, byl protein exprimovan do inkluznich
télisek. To je pravdépodobné zplisobeno podminkami produkce, ptesnéji teplotou, ktera
vede k rychlému ristu bakterii 1 vysoké produkcei proteinu. Z vysledkl je patrné, ze timto
zpusobem bude mozné ziskat velmi vysoké vytézky proteinu, ale bude nezbytné jej
z inkluznich télisek izolovat. Jako moZzné alternativy se nabizi postupné rozpousSténi pomoci
vhodnych nedenaturujicich detergentt, jako je naptiklad N-laurylsarkosin. Pokud by timto
zpusobem nebylo mozné protein ziskat, bude ptistoupeno k protokolu, ktery je v laboratofi
zaveden pro ostatni kyselé proteasy. Pfi tomto postupu jsou inkluzni téliska rozpusténa za
siln¢ denaturujicich podminek (guanidin) a v ptfitomnosti redukéniho ¢inidla (DTT). Cely
proces je provadén za vysokého pH (11,5). Nasledné je protein dialyzovan proti
neredukujicimu pufru a zaroven je snizovana pH. Béhem dialyz dochazi ke sbalovani

proteinu a tvorbé disulfidovych mustk.

Béhem procesu izolace inkluznich télisek (obr. 15, str. 32) nedochazelo k vyraznému
odmyvani kontaminujicich proteinti. Za ti¢elem purifikace proteinu by bylo po renaturaci
mozné vyuZit separaci na glutathionovych kolonach. JelikoZ je GST kotva na N-konci
proteinu, nebylo by tfeba fesit jeho odstranéni pomoci faktoru Xa. K tomuto Stépeni dojde

samovolné skrze mechanismus aktivace kyselych proteas za nizkého pH

Dalsi moZnosti, jak ziskat protein a vyhnout se renaturaci by bylo pokusit se nalézt
podminky produkce proteinu v solubilni podobé. Pro tento ucel je mozné vybrat jiné
produkéni buiiky a/nebo snizovat teplotu produkce az k naptiklad 16 °C. Za takovych
podminek je exprese vyrazn¢ zpomalena, jsou nutné delsi doby produkce a vytézky byvaji
niz§i. Protein je ale ziskan v nativni podob¢, a to véetné zapojeni disulfidickych mistkl. Za
zminku stoji také fakt, ze v sekvenci Oryzasinu 1 1ze nalézt dve€ potencialni N-glykosyla¢ni
mista (obr. 7, str. 16). Pokud by protein produkovany v prokaryotickém systému nebyl

dostate¢né stabilni, byla by moZznou pfi¢inou chybéjici glykosylace. Potom by bylo tieba
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ptejit k expresi v tabdku (v bunécéné kulture) nebo v hmyzich S2 bunkach ¢i lidskych
HEK293 buiikach. Protein by se opét exprimoval v nativni formé, a to véetné veSkerych
posttranslacnich modifikaci. Opét by ale byly pravdépodobné nizsi vytézky produkce.
Protoze vSak pro ucely Stépeni proteinit v HXMS je planovano proteasu imobilizovat, je
dilezité ziskat vétsi mnozstvi proteinu. Proto bude primarné vyuzita prokaryotickd exprese
optimalizovana v této praci a nasledné bude pfistoupeno bud’ k solubilizaci inkluznich

télisek nebo k renaturaci dle zavedenych postupti.
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6. Zavér

Byla provedena transformace produkcnich bunék E. coli a testovdna exprese
rekombinantniho Oryzasinu 1. Pro ovéfeni identity produkovaného proteinu byla provedena

MALDI-TOF analyza s vyhodnocenim v programu mMass.

Déle byly testovany, a i uspéSné nalezeny vhodné podminky pro produkei, tj.
minimélni koncentrace induktoru a optimalni doba produkce, coz bylo vyuzito na

velkoprodukei s naslednou izolaci inkluznich télisek.
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