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Abstrakt

Mitochondrialni procesujici peptidasa (MPP) je heterodimerni enzym patiici do
M16B skupiny metaloendopeptidas. Univerzalni funkce tohoto enzymu je v rozeznani a
odstépeni velké skaly sekvencné 1 délkou odlisSnych presekvenci prekurzor proteint
ur¢enych do mitochondrie. MPP se sklad4d z katalytické B-MPP a pravdépodobné
rozpoznavaci a-MPP. Nejkonzervovanéjsi oblasti v a-MPP je tzv. glycinovd smycka
(GRL — glycine-rich loop), jejiz ptedpokladana funkce je v primarni interakci S
presekvenci prekurzoru proteinu. Fluorescenénimi experimenty je mozné sledovat
zménu konformace GRL po navazani substratu.

V ramci této diplomové prace byly pomoci metody cilené mutageneze vytvoreny
konstrukty koédujici a-MPP s jedinym reportérovym tryptofanovym zbytkem v pozici
289 nebo 299. Tyto formy a-MPP byly nadprodukovany v bunkach E. coli
BL21(DE3)+pGroESL. Aktivity dimeru MPP obsahujiciho o-MPP s jedinym
tryptofanovym zbytkem v reportérové pozici byly porovnany s MPP z divokého kmene
S. cerevisiae. Pouzitym substratem byl prekurzor kvasinkové malatdehydrogenasy s
fazovanou presekvenci (pMDH) ze tii organismu (kvasinky, mysi, a melounu) liici se
svou délkou. Aktivity dimeru obsahujiciho o-MPP s reportérovym tryptofanovym
zbytkem v pozici 289 se pohybovaly okolo 70 %, zatimco aktivity dimeru obsahujiciho
a-MPP s reportérovym tryptofanovym zbytkem v pozici 299 byly okolo 90 %.

Sledovani dynamiky reportérového tryptofanového zbytku v GRL v pozici 289
nebo 299 bylo provedeno pouzitim casové rozliSené fluorescencni spektroskopie.
Z vysledkii méfeni vyplyva, ze se kvasinkovy pMDH véze na o-MPP a vazbou
substratu dojde ke snizeni pohyblivosti velmi flexibilni glycinové smycky. Vysledky

prokézaly podobnou miru konformaéni zmény v okoli obou reportérovych pozic.

Klicova slova: o-MPP, B-MPP, GRL, presekvence, prekurzor proteinu, primarni

interakce, aktivita, fluorescenéni spektroskopie, tryptofanovy zbytek, reportérova pozice.



Abstract

Mitochondrial processing peptidase (MPP) is a heterodimeric enzyme which
belongs to M16B subfamily of metaloendopeptidases. A universal function of this
enzyme is in recognition and cleavage of great number of mitochondrial preprotein
presequences, which differ in length and amino acid sequence. MPP consists of
catalytical B-MPP and probably recognizing a-MPP. The most conservative region in o-
MPP is GRL — glycine-rich loop. Its function is supposed in primary interaction with
preprotein presequence. It is possible to study conformational change of GRL after
binding the substrate by fluorescence experiments.

In this diploma thesis the constructs coding the a-MPP with the single reporter
tryptophan residue in the position 289 or 299 were prepared using site-directed
mutagenesis. These forms of a-MPP were produced in E. coli BL21(DE3)+pGroESL.
Activities of MPP dimer containing a-MPP with the single tryptophan residue in the
reporter position were compared with MPP from wild type of S. cerevisiae. Used
substrate was yeast malate dehydrogenase precursor with fused presequence (pMDH)
from three organisms (yeast, mouse and melon). These presequences differ in their
length. Activities of MPP dimer containing a-MPP with the single reporter tryptophan
residue in the position 289 were about 70 % while activities of MPP dimer containing
a-MPP with the single reporter tryptophan residue in the position 299 were about 90 %.

Studying of dynamics of reporter tryptophan residue in GRL in the position 289
or 299 was performed by time-resolved fluorescence spectroscopy. The measurement
results show that yeast pMDH binds into a-MPP. The mobility of this very flexible loop
is reduced after binding the substrate. Results confirmed similar conformational change
in the proximity of both reporter positions.

Key words: a-MPP, B-MPP, GRL, presequence, protein precursor, primary interaction,
activity, fluorescence spectroscopy, tryptophan residue, reporter position.
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Seznam zkratek

A amino acid alanine aminokyselina alanin
ATP adenosine triphosphate adenosintrifosfat
BHP Bacillus halodurans protease proteasa z Bacillus halodurans
COX IV  yeast mitochondrial cytochrome podjednotka IV kvasinkové
oxidase ¢ subunit IV mitochondrialni cytochromoxidasy ¢
DNA deoxyribonucleic acid deoxyribonukleova kyselina
E amino acid glutamic acid aminokyselina glutamové kyselina
F amino acid phenylalanine aminokyselina fenylalanin
FRET fluorescence resonance energy ptenos energie fluorescenéni
transfer resonanci
G amino acid glycine aminokyselina glycin
GPP Giardia mitosomal processing mitosomalni procesujici peptidasa z
peptidase Giardia
GRL glycine-rich loop glycinova smycka
H amino acid histidine aminokyselina histidin
HPP hydrogenosomal processing peptidase hydrogenosomalni procesujici
peptidasa
Hsp60 heat shock protein protein teplotniho Soku (chaperon,
60kDa)
Hsp70 heat shock protein protein teplotniho Soku (chaperon,
70kDa)
Hsp90 heat shock protein protein teplotniho Soku (chaperon,
90kDa)
I amino acid isoleucine aminokyselina isoleucin
Icp55 intermediate cleaving peptidase »intermediate* §té€pici peptidasa
IMP inner membrane peptidase vnitini membranova peptidasa
L amino acid leucine aminokyselina leucin
MIP mitochondrial intermediate peptidase  mitochondrialni

Lintermediate peptidasa
MPP mitochondrial processing peptidase mitochondridlni procesujici

peptidasa



MTS
NMR
PCR
pADX
pMDH
PreP

RPP

TIM

TOM

mitochondrial targeting sequence

nuclear magnetic resonance
polymerase chain reaction
adrenodoxin prekursor

malate dehydrogenase prekursor
presequence protease

amino acid arginine

rickettsial putative protease

amino acid serine

amino acid threonine

translocase of the inner mitochondrial
membrane

translocase of the outer mitochondrial
membrane

amino acid valine

amino acid tyrosine

sekvence sméfujici protein do
mitochondrie

jaderna magneticka resonance
polymerasova fetézova reakce
prekurzor adrenodoxinu

prekurzor malatdehydrogenasy
proteasa presekvenci
aminokyselina arginin
hypoteticka proteasa z Rickettsia
aminokyselina serin
aminokyselina threonin
translokasa vnitifni mitochondrialni
membrany

translokasa vnéjsi mitochondrialni
membrany

aminokyselina valin

aminokyselina tyrosin

Zkratky pro pouzité chemikalie jsou uvedeny v kapitole ,,Material a metody*.



1. Uvod

Mitochondrialni procesujici peptidasa (MPP) hraje zasadni ulohu v biogenezi
mitochondrii a delece tohoto enzymu je letalni. Dokladem je i to, ze zadna z lidskych
dédi¢nych poruch neobsahuje mutovanou MPP. Na druhou stranu fada lidskych chorob
je spjata s defekty proteolytickych uprav mitochondrialnich proteind, které jsou
zpusobeny mutacemi Vv presekvencich prekurzord proteini. Jedna se napf. o hereditarni
splastickou paraplegii (PATEL et al. 2001) a onemocnéni Hallervorden-Spatz
(neurodegenerace s akumulaci zeleza) (KOTZBAUER et al. 2005).

Jaderné kodované prekurzory proteinti urcené do mitochondrie vétSinou obsahuji
na svém N-konci odstépitelnou presekvenci. Funkei MPP je rozpoznat a odstepit Siroké
spektrum presekvenci prekurzorti proteini liSicich se délkou i priméarni sekvenci
aminokyselinovych zbytkl. Protoze je primarni struktura presekvenci velmi riznoroda,
pfedpokladad se, ze zasadni ulohu v rozpoznani substrdtu hraje sekundéarni struktura
presekvence. Jedna forma sekundarni struktury se uplatiiuje béhem translokace ptes
membrany mitochondrie a pfi primarnim kontaktu MPP se substratem a naopak jina
forma je béhem vazby presekvence do centralni dutiny enzymu.

Enzym MPP je aktivni pouze v dimeru a sklada se z katalytické B-podjednotky
(B-MPP) a z a-podjednotky (a-MPP), jejiz funkce je nejspiSe v rozeznani substratu a
Vv nasmérovani presekvence do aktivniho centra. Na této podjednotce se vyskytuje
vysoce konzervovand smycka bohata na glyciny (GRL - glycine-rich loop).
Piedpoklada se, Ze primarni kontakt substratu s MPP vyvola konformaéni zmény prave
Vv oblasti glycinové smycky.

Konformac¢ni zmény GRL lze sledovat metodou ¢asové rozlisené fluorescenéni
spektroskopie, kdy je do urcité pozice v GRL zaveden reportérovy tryptofanovy zbytek,
jehoz lokalni dynamika je sledovana. Aby bylo mozné ziskat vypovidajici data, je
optimalni mit k dispozici protein a-MPP bez ptirozené se vyskytujicich tryptofanovych
zbytkt. Nativni a-MPP ze S. cerevisiae obsahuje tii tryptofanové zbytky v pozicich 147,
223 a 481. Doposud se kolegim z nasi laboratofe podafilo zaménit dva z nich, avSak
zaména tryptofanového zbytku v pozici 223 vedla kprodukci nefunkéniho
nerozpustného proteinu (JANATA et al. 2004).
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Cilem této diplomové prace bylo:

1.

Pripravit konstrukt kodujici o-MPP ze S. cerevisiae se zaménénym
tryptofanovym zbytkem v pozici 223.

Zavést reportérovy tryptofanovy zbytek do urcité pozice v GRL a-MPP, ktera
obsahuje zaménéné vSechny tii pfirozené se vyskytujici tryptofanové zbytky.
Ove¢rit aktivitu a stabilitu dimeru MPP obsahujiciho o-MPP s jedinym
tryptofanovym zbytkem V reportérové pozici a porovnat jeho aktivitu s MPP
z divokého kmene S. cerevisiae.

Metodou casové rozliSené fluorescencni spektroskopie sledovat lokalni
dynamiku reportérového tryptofanového zbytku v GRL a-MPP.

Zabudovat analog tryptofanového zbytku do a-MPP pro naslednou moznost

méfeni tryptofanové fluorescence MPP v dimeru.
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2. Prehled literatury

2.1. Vyvoj organel mitochondrialniho typu

2.1.1. Mitochondrie

Vznik mitochondrie vysvétluje obecné pfijimana endosymbiotickd teorie
(ALCOCK et al. 2010; GRAY 1989; GROSS a BHATTACHARYA 2009, 2011;
YANG et al. 1985), ktera piedpoklada pohlceni aerobni o-proteobakterie blizké
Rickettsia provazekii hostitelskou anaerobni buiikou. Dodnes vsak neni zcela jasné, zda
tato hostitelska buiika patiila do skupiny archaebakterie, nebo zda se jiz jednalo o
primitivni formu eukaryotické buiiky. Endosymbioticky praptedek piesunul znacnou
Cast své genetické informace do jadra (ADAMS a PALMER 2003; GROSS a
BHATTACHARYA 2009; TIMMIS et al. 2004) a piestal byt plné¢ nezavislym
organismem (DYALL et al. 2004). Vétsina mitochondrialnich proteint (> 90 %) je
kodovana jadernym genomem (GRAY et al. 2004). Mitochondrialni genom koduje
méné nez 70 proteinit (EMBLEY a MARTIN 2006) a pouze 8 proteinovych komplext
je kédovano vyluéné genomem kvasinkové mitochondrie.

Nésledkem tohoto pfesunu je rozsahlé zmenSeni genomu, coZz odpovida
obecnému trendu endosymbiotickych bakterii (MORAN et al. 2009). Sekvenovanim
genomu Rickettsia prowazekii bylo zjisténo, Ze tato eubakterie je pFibuzngjsi
mitochondrii nez kterékoliv jiné prokaryota (BOLHUIS et al. 2000; ESSER et al. 2004).
Mitochondrie obsahuje i nékteré jiné prvky typické pro G- bakterie, napt. dvojitou
membranu (EMBLEY a MARTIN 2006) nebo ribosomy prokaryotniho typu (Obr. 2.1).

Vzhledem ktomu, Zze ke spravné funkci mitochondrie je potfeba i jaderné
kodovanych proteinti, bylo nezbytné, aby béhem evoluce vznikl systém importujici
prekurzory proteini do mitochondrie (GROSS a BHATTACHARYA 2011; LITHGOW
a SCHNEIDER 2010). V soucasnosti se vSak vede debata o tom, zda za vyvojem
tiidicich mechanismt proteind v mitochondrii stoji endosymbiont nebo hostitelska
bunka (ALCOCK et al. 2010; GROSS a BHATTACHARYA 2011).

Mitochondrie nebo od mitochondrie odvozené organely jsou diileZitou soucasti
eukaryotické bunky. Vyznamnou funkci mitochondrie je tvorba energie ve form¢é ATP
pomoci oxidativni fosforylace (LITHGOW a SCHNEIDER 2010; RITZ a BERRUT

2005). Piestoze vétSina mitochondrialniho proteomu slouzi piimo nebo nepiimo pro
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ucely oxidativni fosforylace, tato metabolickd aktivita neni nepostradatelnou funkci pro
vSechny organismy; napt. mikroorganismus Saccharomyces cerevisiae nebo krevni
forma Trypanosoma brucei muze zit i bez oxidativni fosforylace. Piesto vSak
mitochondrie vyzaduji (LITHGOW a SCHNEIDER 2010). Tyto organely jsou totiz
jedinym mistem pro biogenezi Fe-S center, esencialnich kofaktortt mitochondrialnich a
cytosolickych proteint (LILL a MUHLENHOFF 2008). Mitochondrie mimo jiné hraji

roli pfi biosyntéze hemu a homeostazi Ca?*,

Obr. 2.1: Struktura mitochondrie. 1 — mitochondrie, 2 — mezimembranovy prostor, 3 — vn&j$i membrana,
4 — vnitini membrana, 5 — kristy, 6 — matrix, 7 — mitochondridlni DNA, 8 — volné ribosomy
Vv mitochondrialni matrix.

(Ptevzato z http://bio1151.nicerweb.com/Locked/media/ch06/mitochondrion.html).
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2.1.2. Organely odvozené od mitochondrie

Organely odvozené od mitochondrie vznikly nejspise jako dusledek adaptace na
prostiedi S nizkym obsahem kysliku. Patii sem hydrogenosomy a mitosomy (EMBLEY
a MARTIN 2006; LITHGOW a SCHNEIDER 2010). Tyto organely se vyskytuji
v riznych organismech patiicich do evolu¢né vzdalenych skupin a zijicich v
anaerobnim prostfedi (HACKSTEIN et al. 1999; HACKSTEIN et al. 2001); jedna se o
hydrogenosomy Trichomonas vaginalis (BRADLEY et al. 1997; SCHNEIDER et al.
2011) nebo mitosomy Giardia intestinalis (TOVAR et al. 2003). Diive se
predpokladalo, Ze tyto organely a mitochondric maji sice stejného prokaryotického
piedka, nicméné se od linie vedouci k tvorbé mitochondrie odd¢lily (BRADLEY et al.
1997; BROWN et al. 2007; GRAY et al. 2004). V dnes$ni dob¢ vsak ptevazuje teorie, ze
hydrogenosomy a mitosomy vznikly redukci mitochondrie (EMBLEY a MARTIN 2006;
SMID et al. 2008). Tyto organely vykazuji spolu s mitochondriemi n&kolik spole¢nych
rysu, napf. obsahuji Hsp70, Hsp60 (CLARK a ROGER 1995), dvojitou membranu
(DOLEZAL et al. 2005; LITHGOW a SCHNEIDER 2010) a konzervovany (ale
redukovany) zptisob transportu prekurzorti proteini do organely (BOXMA et al. 2005;
BRADLEY et al. 1997; VAN DER GIEZEN et al. 2002). Na druhou stranu se 1isi v tom,
7e az na vyjimku, napf. hydrogenosomy nalevnika Nyctotherus ovalis (BOXMA et al.
2005), neobsahuji vlastni DNA, tudiz musi byt vSechny jaderné kddované proteiny do
organely importovany. Né&které enzymy (hydrogenasa, pyruvat:ferredoxin
oxidoreduktasa) jsou specifické pro hydrogenosomy a u mitochondrii se nevyskytuji
(MULLER 1997).

Evolu¢ni ptibuznost téchto organel s mitochondriemi se neda stanovit na zakladé
genetické informace, avSak pomocnym voditkem je fylogenetickda analyza proteinii

charakteristickych pro tyto organely.
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2.2. Transport proteinovych prekurzori z cytosolu do
mitochondrie

VétSina mitochondrialnich proteint je kddovana v jadie (GAKH et al. 2002) a je
syntetizovana na cytosolickych ribosomech (MODEL et al. 2002; ROISE et al. 1988)
jako prekurzory proteinli obsahujici na svém N-konci odstépitelnou signalni sekvenci
sméfujici prekurzor do mitochondrie (MTS — mitochondrial targeting sequence).
Nékteré prekurzory neobsahuji N-terminalni signalni sekvenci ale misto toho sekvenci
vnitini, jak je tomu u prekurzord proteinii vnéjsi membrany (HARTL et al. 1989;
HUANG et al. 2009; LITHGOW a SCHNEIDER 2010).

Pro import proteini do mitochondrie slouzi kotranslaéni a posttransla¢ni
transport. Vzhledem k tomu, Ze rozsifené&j$im je posttranslacni transport (NEUPERT a
HERRMANN 2007), budu se v nasledujicim textu zabyvat pravé timto zptisobem
importu prekurzori proteinii do mitochondrie.

Prekurzory proteint se v cytosolu vyskytuji v komplexu s chaperony (Hsp70 a
Hsp90), které je stabilizuji, zabranuji jejich agregaci ¢i degradaci (YOUNG et al. 2003),
a pomahaji prekurzorim proteini udrzovat optimalni konformaci potiebnou pro

translokaci pfes membrany do mitochondrie (MIHARA a OMURA 1996).

2.2.1. Translokace prekurzoru proteint do matrix

Translokaci prekurzortt proteinit do mitochondrie zprostiedkovavaji dva
transportni komplexy (LITHGOW a SCHNEIDER 2010; NEUPERT a HERRMANN
2007) — TOM komplex (translocase of the outer mitochondrial membrane), ulozeny ve
vngjsi mitochondridlni membrané, a TIM komplex (translocase of the inner
mitochondrial membrane) ve vnitini mitochondridlni membrané. Studie ukézaly, zZe
vyznamna ¢ast téchto importnich komplext je u eukaryot konzervovana (DOLEZAL et
al. 2006; IWAHASHI et al. 1997). Jako ptiklad udejme, ze lidsky a krysi Tom20
protein vykazuje celkovou 30% identitu s kvasinkovym Tom20 proteinem a muze
nahradit defektni kvasinkovy Tom20 protein (IWAHASHI et al. 1997). Evoluéni ptivod
transportnich komplext neni zatim objasnén (DELAGE et al. 2011); u bakterii neni
znama zadna proteinova translokasa, ktera by dala vzniknout TOM a TIM komplextim.
Pro bakterie totiz neni bé&zné, Ze by importovaly proteiny pies vnéjSi a vnitini

membrany (LITHGOW a SCHNEIDER 2010).
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Funkci komplexu translokas ve vnéjsi mitochondrialni membrané je rozpoznani
a translokace prekurzorti proteini pfes vnéj$i membranu, popf. inzerce proteint
uréenych do vnéjsi membrany (KUNKELE et al. 1998). TOM komplex se sklada z
receptorti a porovych proteind tvoficich importni kanal (NEUPERT a HERRMANN
2007).

Hlavnimi receptory jsou Tom20 a Tom70. Oba proteiny jsou u zivo¢ichti a hub
ukotveny svou N-terminalni ¢asti ve vnéj$i membrané¢ a do cytosolu vystavuji
hydrofobni domény (ABE et al. 2000; RIMMER et al. 2011). Oba tyto receptory se
castecné mohou ve své funkci nahradit, ale kazdy z nich primarné rozpoznava jiny
substrat. Tom70 slouzi jako receptor pifedev§im pro hydrofobni prekurzory proteint
sinterni signalni sekvenci (MODEL et al. 2002; YAMANO et al. 2008), zatimco
Tom20 receptor rozpoznava N-terminalni presekvence (ABE et al. 2000).

Protoze TOM proteiny obsahuji také negativné nabité oblasti, pfedpokladalo se,
ze pro vazbu na TOM receptory a pro UspéSny prenos presekvence do mitochondrie je
dulezita interakce TOM receptorti s kladné nabitymi ¢astmi presekvenci (PFANNER
2000). Kladn¢ nabité ¢asti presekvenci se uplatni v dalSich krocich translokace, ale pro
vazbu na Tom20 receptor jsou to piedev§im hydrofobni interakce, které slouzi
Kk rozpoznani prekurzorti proteinii (BRIX et al. 1997). Na Obr. 2.2 je vidét, jakym
zpusobem je presekvence prekurzorl proteinli navazana do zlabku Tom?20 receptoru: C-
terminalni C¢ast presekvence aldehyddehydrogenasy se do Zlabku véaze ve formé
amfifilniho a-helixu, kde jsou tfi leuciny (silné¢ hydrofobni aminokyseliny) orientovany
smérem k hydrofobni ¢asti Zlabku. Hydrofilni zbytky helixu smétfuji do vodného
roztoku (PFANNER 2000).

PrestoZe neexistuje jednoduché pravidlo, které by urcilo, jak ma presekvence
smé&fujici prekurzor proteinu do mitochondrie vypadat, je mozné nasmérovat i
nemitochondrialni protein az do matrix mitochondrie, pokud obsahuje N-terminalni,
bazickou, amfifilni a helikalni sekvenci (LEMIRE et al. 1989). Stejna presekvence
prekurzoru proteinu muze slouzit jako MTS pro smérovani proteinti do vSech tfi organel,

tj. mitochondrii, hydrogenosomt i mitosomti (DOLEZAL et al. 2005).
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Obr. 2.2: Interakce mitochondrialni presekvence s hydrofobnim vazebnym zlabkem importniho receptoru
Tom20 (pouzita a upravena NMR struktura stanovena Abe et al., 2000). C-terminalni polovina
presekvence aldehyddehydrogenasy se vaze na Tom20 receptor ve formé& amfifilniho a-helixu
(trojuhelnik u sekvence aminokyselin znazorfuje rozhrani mezi presekvenci a maturovanym proteinem).
Hydrofobni vazebny Zzlabek Tom20 receptoru interaguje se tfemi leucinovymi zbytky presekvence,
zatimco nabité a hydrofilni aminokyselinové zbytky presekvence jsou vystaveny do vodného prostiedi.

(Ptevzato z Pfanner 2000).

Poté, co je prekurzor proteinu translokovan do matrix, je jeho presekvence
odstépena (Obr. 2.3) predevsim c¢tyimi peptidasami (GAKH et al. 2002).
Mitochondridlni procesujici peptidasa (MPP) Stépi  vétSinu mitochondrialnich
prekurzort proteint (OSHIMA et al. 2005), a to jak téch, které zdstavaji v matrix, tak
téch, které obsahuji dalsi t¥idici sekvenci. Vnitini membranova peptidasa (IMP — inner
membrane peptidase) §tépi signal sméfujici prekurzor proteinu do mezimembranového
prostoru poté, co byl pomoci MPP odstépen signal sméfujici prekurzor proteinu do
matrix. Mitochondrialni ,,intermediate* peptidasa (MIP — mitochondrial intermediate
peptidase) je nutnd, obsahuje-li presekvence tzv. oktapeptidovy signal, ktery vyzaduje
dve stépeni, tj. enzymem MPP i MIP. Mezi takové proteiny patii predev§im proteiny
smérované do vnitifni membrany, ale 1 nékteré matrixové proteiny.

Nove¢ objevena Icp55 peptidasa (intermediate cleaving peptidase) (NAAMATI et
al. 2009; SCHMIDT et al. 2010; TEIXEIRA a GLASER 2012), nasledné upravujici
protein po $tépeni MPP, odstépuje N-koncovou aminokyselinu (nejcastéji L, F, Y),

ktera ma destabilizujici G¢inek na maturovany protein.
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Po odstépeni presekvence je protein schopen zaujmout svou nativni konformaci
V matrix mitochondrie, membranéach nebo jinych mitochondrialnich

subkompartmentech (NEUPERT a HERRMANN 2007).

Cytosol Imp] substrates:
Cyb2, Mcrl, Gut2
Guter i and Cox2
membrane TOM Imp2 substrate:
. Cytl Atp23 substrate:
m-AAA substrates: | Preprotein Atp6
Intermembrane Ccpl and Mrpl32
space s
Inner
membrane )
: Pcpl substrates: = : -
bt qu)] and Mgml + MPP substrates: N'l’g;)ecé:ondrlal
Y Most presequence- P )
* containing proteins synthesis

lcp55 substrates: Octl substrates:

Acpl, Acol, Aim7, Aim36, Ald4, Altl, Atp3, 'CP55® “ Octl Coxd, Cpr3, Lpd,
Atpll, Atplé, Citl, Corl, Cox6, CoxTl, Dld2, @ C Mrp21, Mrps28, Prxl,
EmiS, Fmpl0, Fmpl6, Grx2, Hsp60, Idh2, H Rim], Rip1, Rsm24, Sdhl,

Inhl, Latl, Lys12, Mael, Masl, Mas2, Mgel, T" ke Tufland Ysal
Mrp20, Mrplil, Msf1, Mskl, Msy1, Nfsl, Single ”
Paml7, Put2, RdI2, Rsm28, Stfl and Tim?2 e Octapeptide

Obr. 2.3: Proteolytické upravy prekurzori mitochondrialnich proteinii. Presekvence proteini je
odstépena pomoci mitochondrialni procesujici peptidasy (MPP), kterd odstépuje pozitivné nabité MTS
vétSiny proteini. Neékteré proteasy, napf. membranoveé vazana vnitini membranova peptidasa (IMP),
mohou provést dalsi $t€peni signalni sekvence. Takovéto proteasy $té€pi uvnitf nebo za hydrofobnim
tiidicim signalem. V matrixu mitochondrie mutze dojit k dal§imu procesujicimu kroku pomoci
LHintermediate” §tépici peptidasy (Icp55), ktera odstranuje jeden aminokyselinovy zbytek, nebo pomoci
mitochondrialni ,,intermediate* peptidasy (Octl), ktera odstrafiuje oktapeptidovy signal. Ackoliv je Icp55
nejnovéjsi identifikovanou peptidasou, dlouhy seznam jejich substrati ukazuje na jeji dulezitost

Vv proteolytickych Gipravach prekurzorti mitochondrialnich proteinii. (Ptevzato z Schmidt et al. 2010).
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2.2.2. Charakteristické prvky presekvenci prekurzort proteinu

2.2.2.1. Primarni struktura

Primarni sekvence presekvenci byva velmi rtiznoroda, dokonce i u ptibuznych
ortologt. Délka presekvence se u kvasinky pohybuje mezi 6 — 122 aminokyselinovymi
zbytky. Vétsina proteini (~ 70 %) vSak obsahuje presekvence o délce mezi 20 a 70
aminokyselinovymi zbytky (HUANG et al. 2009). Odstépitelné presekvence typicky
obsahuji kladn¢ nabité aminokyselinové zbytky na N-konci, které mohou byt
nasledovany intramitochondrialni tiidici sekvenci (GAKH et al. 2002; VON HEIJNE et
al. 1989). Negativné nabité zbytky se vyskytuji jen ziidka (NAGAO et al. 2000).

DalSim charakteristickym znakem presekvenci je pfitomnost proximalniho
argininového zbytku v pozici -2 od mista $tépeni (tzv. R-2 motiv) z pohledu $tépeni
MPP (KITADA et al. 2003). Z pohledu maturovaného proteinu nasledn¢ upraveného
dal§imi enzymy (MIP, Icp55) je §tépené misto MPP v pozici -2, -3 popt. -10 od N-
konce vysledného proteinu (Obr. 2.4). PfestoZze R-2 motiv u presekvenci pievazuje, ve
vzéacnych ptipadech dochazi ke $té€peni i bez ptitomnosti argininového zbytku v pozici
-2 (Obr. 2.4).

Pro efektivni $tépeni jsou také dilezité (avSak ne nutné) vzdalené bazické
aminokyseliny (ITO 1999), fenylalanin nebo jiny hydrofobni, a to pfedevsim
aromaticky aminokyselinovy zbytek v pozici +1 od §tépeného mista a serin v pozici +2
a threonin v pozici +3 (SONG et al. 1998). Délka mezi proximalnim argininem a
distalnim bazickym zbytkem neni fixni; pohybuje se mezi 4 — 10 aminokyselinovymi
zbytky (KOJIMA et al. 2001; OGISHIMA et al. 1995).

Pfesto je primarni struktura presekvenci velmi odliSnd a tento fakt zpisobuje
obtize pii snaze predikovat S$tépena mista prekurzord proteinti. Pomoci cilené
mutageneze bylo dokazano, Ze arginin v pozici -2 hraje dulezitou, ale ne nutné
nepostradatelnou tlohu pro §tépeni pomoci MPP, je vSak nutny pro rozeznani substratu

(KOJIMA et al. 2001).
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R-2 motiv MPP Icp55

v oy

HMUT  (A59145) MLRAKNQLFLLSPHYLRQVKESSGSRLIQQfL LHQQ..
HPDHE3 (P09622) MQSWSRVYCSLAKRGHFNRISHGLQGLSAVPLET YADQP..
MAAT  (102622) MALLHSGRVLSGVASAFHPGLAAAASAA SSWW..
RSCSA  (103621) MVSGSSGLAAARLLSRTFLLQONGIfH GSYT..
YCOX8 (P04039) MLCQQMIRTTAKRSSNIMTRPIMKS VHFK..
YDHA7 (P46367) MFSRSTLCLKTSASSIGRLQLUY FSHLP..
YIDH1 (P28834) MLNRTIAKET LATAA..
YRMO2 (P12689) MWNPILLDTSSFSFQKHVSGVFLQVN ATKR..
MPP MIP
HOTC  (K02100) MLFNLRILLNNAAFRNGHNFMVIN‘|RC.QPLQ¢ NKVQ.
MMDH (M16229) MLSALARPVGAALRfls  EsTBAann AKVA..
NCPB  (P10255)  MFGPRHFSVLKTTGSLVSSTFSSSLKPTATFSCAA  Fsalissim SKVF..
YAT14 (Q12349) MFPIASRRILLNASVLPLRLCNEN  ETTRRISY NVIQ..
YCOXIV (P04037) MLSLRQSIRFFKPATT  lcSBRYLL QQKP..
YDLDH (P09624) MLRIRSLLNNKA  ESSEVRTL TINK..
YFe/S  (P08067) MLGIRSSVKTCFKPMSLTSKL  fsaBLLas KSTY..
YRMO7 (P36519) MQRrFSLVTHs  EsHBcvke KSAC..

bez R-2 motivu

BMPC  (X05340) ..NAPHLQLVHDGLAGPRSDPAGPPGPPRRSRNLAAA  AVEE..
HFOA  (M16453) ..GALRRLTPSAALPPAQLLLRAVRRRSHPVRDYAAQ  TSPS..
NATP2 (P17614) ..GLISRSLGNSIPKSASRASSRASPKGFLLNRAVQY  ATSA..
PCS (PO0889) MALLTAAARLFGAKNASCLVLAARHAS ~ ASST..
YATP6 (P00854) MFENLLNTYIT SPLD..
YADH3 (P07246) MLRTSTLFTQRVQPSLFSRNILRLQST AAIP..
YDHA1 (P22281) MLATRNLVPIIRASIKWRIKL ~ SALH..

Obr. 2.4: Stépené motivy presekvenci rozeznavané MPP, MIP a Icp55. (Pfevzato véetné pouZitych

zkratek proteinti a upraveno z Gakh et al. 2002).

2.2.2.2. Sekundarni struktura

Presekvence jsou schopné zaujmout jak rozvinutou konformaci, kterd je nutna

pro navazani substratu do aktivni dutiny MPP, tak amfifilni a-Sroubovici (Obr. 2.5)
nutnou pro vazbu na Tom20 receptor (TAYLOR et al. 2001). Nuklearni magneticka
rezonance (NMR — nuclear magnetic resonance) ukazala, ze pfi transportu tvoii N-
koncova oblast presekvence substraitu COX IV (podjednotka IV kvasinkové
mitochondrialni cytochromoxidasy) a-helikalni strukturu, zatimco C-koncovéa oblast
nevykazuje pravidelnou sekundarni strukturu v prostiedi micel (ENDO et al. 1989).
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HUANG a kol. (2009) zjistili, ze 71 % presekvenci tvofi v kvasinkach a-Sroubovici
pouze Vramci prvnich 10 aminokyselin, coz je méné nez napf. u presekvenci
z Arabidopsis nebo ryze. Na druhou stranu jsou domény obsahujici B-listy u kvasinek
mnohem c¢astéjsi (HUANG et al. 2009).

Sroubovice je tedy kratka (ne vice neZ tii otacky) a u dlouhych presekvenci byva
prerusena kratkym linkerem obsahujicim glycinové a/nebo prolinové zbytky mezi
proximalnim a distalnim argininem (OGISHIMA et al. 1995; THORNTON et al. 1993).

Diilezita je jista forma nestability. Stabilni helikalni struktura neumoziiuje vazbu
do aktivniho mista enzymu (THORNTON et al. 1993). Takovato pevna helikalni
struktura funguje jako kompetetivni inhibitor enzymu.

Dostupné vysledky vedou k zavéru, Ze pro vazbu presekvence neni ani tak
dulezitd primarni sekvence aminokyselin jako jeji sekundarni struktura, kterou MPP

rozeznava, uplatiujici se téz pii transportu (DVORAKOVA-HOLA et al. 2010).

Obr. 2.5: Vazebny zlabek Tom20 receptoru s navazanou presekvenci prekurzoru proteinu. A — ¢ast
povrchu molekuly Tom20 receptoru obsahujici hydrofobni mista, kterd se G¢astni vazby substratu, jsou
zobrazena barevné. Navazany prekurzor proteinu tvoti amfifilni a-$roubovici. Hydrofobni zbytky smétuji
do zlabku Tom20 a kladné nabité zbytky (Argld’, Argl7") smérem ven do cytoplazmy. N a C’ je
oznaceni pro N-koncovou a C-koncovou ¢ast presekvence. B — jiny pohled na stejnou strukturu. (Pievzato

z Abe et al. 2000).
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2.3. Metaloendopeptidasy z rodiny M16

Tato rodina peptidas obsahuje dvé odlisné podrodiny enzymu. Do pitrilysinové
podrodiny (skupiny M16A a M16C) patfi enzymy, které¢ jsou také jinak nazyvany
peptidasomy (JOHNSON et al. 2006), protoze jejich funkci je degradovat rizné dlouhé
peptidy, tj. 30 — 70 aminokyselinovych zbytki (ALESHIN et al. 2009). Enzymy této
podrodiny jsou slozeny z jednoho polypeptidového fetézce ze ~ 1000
aminokyselinovych zbytkll zahrnujici dvé oblasti propojené dlouhym linkerem. V N-
terminalni doméné proteinu se vyskytuje katalytickd oblast obsahujici zinek-vazajici
motiv. C-terminalni doména, ktera je také nutna pro aktivitu enzymu, obsahuje pro tuto
rodinu typicky R/Y motiv (Obr. 2.6).

Do druhé¢ podrodiny (skupina M16B) patii procesujici peptidasy a napf. i nékteré
bakterialni proteasy (RAWLINGS a BARRETT 1995). Tyto peptidasy se vétSinou
skladaji ze dvou podjednotek (kazda je slozena z ~ 500 aminokyselinovych zbytki). C-
terminalni doména o-podjednotky eukaryotickych procesujicich peptidas na rozdil od
pitrilysinové rodiny postrada R/Y motiv (ALESHIN et al. 2009). Misto tohoto motivu
se v C-terminalni doméné téchto peptidas vyskytuje glycinova smycka, kterd dosahuje
do aktivniho mista enzymu a zabrafiuje Uplnému uzavieni obou ¢asti enzymu; proto
dimer zdstava stale v ¢astecné oteviené konformaci (Obr. 2.7). U prokaryotickych ¢lenti

této rodiny je GRL pfitomna, ale je znacn¢ zkracena.

M16A
Zn* RY
(1D | .- e | »)) ) IDE

Zn* loop
T ) CTIXD mpp

Obr. 2.6: Organizace domén MI16 peptisas.

zn*  RY z® _ RY o P
D)) ) CX 1)) ) BHP Hlavnimi znaky jsou: invertovany Zn“" vézajici
motiv (HXXEH), peptidasomovy motiv (R/Y)
M 1 6C nebo motiv procesujici peptidasy (dlouha
T RY glycinova smycka). (Pfevzato z Aleshin et al.

] —q LD PreP 09,
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Obr. 2.7: Model evoluce M16 peptidas. VSechny evoluéni kroky uzavienych a otevienych konformaci

jsou znazornény pomoci Sipek. Dilezitym krokem je vznik heterodimernich procesujicich peptidasomd.
Zinkové ionty jsou zndzornény jako Cerné kulicky; R/Y motivy jako Cervené ty¢ky; glycinové smyc¢ky
jako fialové smycky. Zn*" vazajici podjednotky/domény jsou znazorfieny modfe; mezidoménovy linker
v M16A/C peptidasomech jako fialova stuzka. Struktury postradajici experimentalni ovéfeni jsou
oznaceny ,,H“; jedna se o prokaryorické heterodimery, jejichz modelovym piikladem je BHP. (Pfevzato

z Aleshin et al. 2009).

2.3.1. M16B skupina

Do této skupiny metalopeptidas patii napf. MPP, core 1 a II proteiny bcy
komplexu, RPP (rickettsial putative protease) z Rickettsia prowazekii, (RAWLINGS et
al. 2004), BHP (Bacillus halodurans protease), TTHA1264 a TTHA1265 zT.
thermophillus a SPH2681/SPH2682 ze Sphingomonas sp.
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2.3.1.1. RPP — hypoteticka proteasa z Rickettsia

Tato proteasa z bakterie Rickettsia prowazekii, intracelularniho parazita, je
vysoce podobna mitochondrialnim procesujicim peptidasam (ANDERSSON et al.
1998). Odpovidajici geny RPP byly nalezeny i u dalSich zastupcti skupiny Ricketsialles
a jsou velmi konzervované. RPP enzymy z R. prowazekii, R. typhi a R. conorii byly
porovnany s podjednotkami MPP a zjistilo se, Ze nékteré jsou geneticky podobné a-
MPP a jiné B-MPP. Podobné jako B-MPP, RPP obsahuje ve své N-terminalni doméné
zinek vazajici motiv (KITADA et al. 2007). Na druhou stranu, GRL, ktera je typicka
pro C-terminalni doménu a-MPP, z velké ¢asti u RPP chybi. Presto je C-terminalni
doména RPP podobna spise a-MPP (Obr. 2.8).

Zda se, ze RPP majici rysy a- i B-MPP reflektuje dvoji funkci enzymu, tj.

katalytickou i rozpoznavaci.

(rg’l) Obr. 2.8: Schematické diagramy primarni struktury
a
o-MPPw| (GGGGSFSAGGPGKG  |c 53 podjednotek MPP ze S. cerevisiae a RPP. Svétlé

Gly loop region

rep IEMEIEENEN H— —{ Jc 4

oblasti oznacuji o-MPP a jeji homologni oblasti
vV RPP a tmavé Sedé oblasti oznacuji B-MPP a jeji

homologni oblasti v RPP. (Pfevzato z Kitada et al.

RN HFLEHAT5)-E c 49

Active site 2007).
(Metal-binding)

KITADA a kol. (2007) purifikovali RPP z R. typhi a zjistili, ze molekulova
hmotnost RPP je zhruba 50 kDa, coz odpovida velikosti jedné podjednotky MPP.
Piedpoklada se tedy, ze RPP funguje jako monomer.

RPP rozpoznava pievazné bazické peptidy, zatimco kyselé a neutrdlni peptidy
nestépi. RPP peptidy vétsinou Stépi pred hydrofobnim aminokyselinovym zbytkem a
v nékterych piipadech vedle bazického aminokyselinového zbytku (KITADA et al.
2007). Pti pokusech odstepit pomoci RPP nékteré mitochondrialni presekvence byl
pouzit prekurzor kvasinkové malatdehydrogenasy (pPMDH) s presekvenci dlouhou 9
aminokyselinovych zbytkid. Zjistilo se, Ze ackoliv s niz§i aktivitou, RPP odStépuje
prekurzor ve stejném misté jako MPP. RPP odstépila 1 dalsi presekvence rlizné (avSak
vzdy kratké) délky z riznych organismi. (KITADA et al. 2007).

Pii snaze Stépit my$i pMDH (délka presekvence je 17 aminokyselinovych
zbytkdl) a hovézi pADX (délka presekvence je 58 aminokyselinovych zbytkl), se
samotné¢ RPP nepodafilo odStépit ani jednu ze zminénych presekvenci. Je ovSem

zajimavé, Ze pii stechiometrické smési RPP a p-MPP (RPP-B-MPP) byl tento dimer
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uspésny pii odstépeni mysi presekvence pMDH, ale nepodatilo se mu odstépit hoveézi
presekvenci pADX (KITADA et al. 2007). Dimer o-MPP-RPP nedokazal odstépit ani
jednu z vySe zminénych presekvenci. RPP sice odstépuje nékteré presekvence jako
monomer, avsak V pfipad¢ odStépeni mysi pMDH méla tato proteasa regula¢ni funkci
pro katalytickou B-MPP. Vzhledem k tomu, ze dimer RPP-$-MPP nedokazal odstépit 58
aminokyselinovych zbytkti dlouhou presekvenci u pADX, tento fakt podporuje
predpoklad, Ze GRL, kterd neni v RPP pfitomna, je nutnd pro odstépeni dlouhych
presekvenci.

Prestoze je RPP exprimovana v buiikach skupiny Rickettsiales, jeji funkce in
vivo ani jeji fyziologicky substrat nejsou zatim ziejmé (KITADA et al. 2007). Jeji
funkce v buinkach mize byt ale pfedpokladana na zakladé funkce produktu genu ymxG
Bacillus subtilis, kde se jedna o proteasu z rodiny M16, ktera je vysoce homologni
s MPP a méa vysokou hodnotu podobnosti (~ 60 %) s RPP a MPP-podobnymi proteiny
z Mycobacterium leprae a Mycobacterium tuberculosis (BOLHUIS et al. 2000). YmxG
hraje roli pii negativni regulaci exprese aprE genu (subtilisin), coz je hlavni
extracelularni serinova proteasa B. subtilis. Je mozné, ze i RPP funguje jako regulator

proteinové exprese pomoci proteasové aktivity (KITADA et al. 2007).

ALESHIN a Kkol. (2009) ptedpokladaji, Ze evoluéni cesta ke vzniku
heterodimerni MPP zaginé u proteinli podobnych RPP ¢i BHP, tj. u proteasy obsahujici
jak zinek-vazajici motiv, tak zkracenou verzi GRL a R/Y motiv na kazdé z podjednotek.
Néslednym evoluénim krokem byla ztrdta zinek-vazajiciho motivu na jedné
z podjednotek (napf. produkt genu BH2393 B. halodurans nemajici peptidasovou
aktivitu) a ztrata R/Y motivu na druhé (napt. produkt genu BH2392 B. halodurans).
Podobnym piikladem je i protein TTHA1264 z T. thermophillus (OHTSUKA et al.
2009), ktery se v roztoku vyskytuje jako monomer a postrada R/Y motiv, tudiz i vnitini
proteasovou aktivitu (Obr. 2.9). Aby tento protein mohl byt aktivni, je nutné vytvofit
heterodimer. Podle ALESHIN a kol. (2009) se vhodnym kandidatem v tomto ptipadé
jevi produkt ptilehlého genu TTHA1265, ktery zase postradd zinek-vazajici motiv.
Dalsim piikladem bakterialniho heterodimerniho typu proteasy je SPH2681/SPH2682
ze Sphingomonas sp. (MARUYAMA et al. 2011). Dva heterodimery se v roztoku
spojuji do tetrameru. Komplex tvofi otevienou a uzavienou konformaci mezi dvéma

heterodimery, kam se vaze substrat. V C-koncové doméné podjednotky SPH2682 se
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vyskytuje jak R/Y motiv, tak zkracena verze glycinové smycky, kterd ovSem

neinteraguje se substratem.

Pivodni monomerni proteasa, ktera nebyla v bakterii esencialni, byla béhem
evoluce pfenesena z endosymbionta do hostitelské buiiky a stala se nepostradatelnou

soucasti symbiosy eukaryotické bunky a organely.

2.3.1.2. BHP — proteasa z Bacillus halodurans

Tato proteasa z bakterie Bacillus halodurans tvoii stabilni homodimer. Bez
navazaného substratu je v Casteéné oteviené konformaci (vlastnost typicka pro
peptidasy skupiny M16B), ale po navazani substratu se dimer zcela uzavie, coZ je
charakteristické pro proteasy pitrilysinové rodiny (ALESHIN et al. 2009). Kazda
Z podjednotek obsahuje zinek vazajici motiv a motiv R/Y, ktery byl popsén u PreP
(presequence protease — proteasa presekvenci) jako motiv nutny pro aktivitu enzymu.
BHP ve své C-koncové doméné (Obr. 2.9) obsahuje zkracenou verzi glycinové smycky

(ALESHIN et al. 2009).

al a9 G-rich loop alo
GROUP/GENE PRODUCT HHHHH HHHHHHHHLLLLLLLLLLLLLLLLLHHHHHHHHHHLLLL
M16A  IDE 108 HFCEH 112 -> 332 HYLGHLIGHEGmm=mmm=mm—m—m PGSLLSELKSKGWVNTL 359
591 NMAYL 595 -> 808 LELFCQII-mmmmmmmmmmm——— SEPCFNTLRTKEQLGY 831
M16C  PreP 134 HILEH 138 -> 377 GFLDHLCLGTP=m===—mmmmm ASPLRKILLESGLGEAL 404
652 PLFCQ 656 -> 831 AYVISKHI-——=——mmm————m SNTWLWDRVRVSGGA-Y 911
M16B.016 BHP 46 HFLEH 50 =-> 254 LVLLNNVLGGS==mmmmm==m—m SSRLFQDIREKRGLCY 281

M16B.016 BHP 46 HFLEH 50 ~> 254 LVLLNNVLGGS=======—=—= SSRLFQDIREKRGLCY 281

M16B.014 BH2392 67 HFLEH 71 -> 278 INVLLELMF
M16B.UNB BH2393 88 HIITI 92 -> 283 MQVMNGLFGG

:SKQYEQLDDEGLIND 308
KLFINVREKESLAY 310

M16B.UPB TTHA1264 46 HFLEH 50 -> 255 GQVLAHLLGE!
M16B.UNB TTHA1265 45 ALLEG 49 -> 251 ARLALEVLSC

RLHFALVDKGLAEV 282
RLFTEVREKRGLVY 278

M16B BC1-I 91 YFVEH 95 ~> 289 LQVANAIIGHYDCTYGGG 5-SPLASIAATNKLCQSF 341
M16B BCl-II 81 HLLRL 85 -> 286 FSVLQHVLGAGPHVKRGSN---ATSSLYQAVAKGVHQPF 321

M16B MPP-f 70 HFLEH 74 -> 285 ALATQAIVCGNWDRAIGTGTN---SPSPLAVAASQONGSLA 320
M16B MPP-a 62 HILDR 66 -> 276 LATLQTLLGGGGSFSAGGPGKGMYSRLYTHVLNQYYFVE 314

Obr. 2.9: Charakteristické motivy peptidasomil a procesujicich peptidas. Sekvenéni fragmenty vybranych
funk¢énich pard C- a N-terminalnich domén. Ve vSech ptipadech (kromé homodimerni skupiny M16.016)
C-terminalni doména postrada Zn-vazajici motiv, ale vSechny peptidasomy (M16A/C skupina a
prokaryotické podrodiny M16B) obsahuji ve své C-terminalni doméné R/Y motiv. Eukaryotické M16B
enzymy postradaji R/Y motiv, ale obsahuji dlouhou glycinovou smycku (Cerven¢), kterd ma analogickou
funkci. Peptidasomy (kromé C-terminalnich domén M16A/C skupiny) obsahuji kratkou smy¢ku uloZenou

ve stejné pozici, ktera vSak neni pfimo zahrnuta v katalytické funkci. (Ptevzato z Aleshin et al. 2009).

28



2.4. Mitochondrialni procesujici peptidasa a jeji redukované

formy

2.4.1. Struktura mitochondrialni procesujici peptidasy

MPP (~ 100 kDa) je slozena ze dvou strukturné podobnych, ale funkcné
odli$nych podjednotek, a-MPP a B-MPP (Obr. 2.10), vyskytujicich se pfevazné v matrix
mitochondrie. Celkova sekven¢éni podobnost mezi podjednotkami MPP ze
Saccharomyces cerevisiae je 48 %. Kazda podjednotka kvasinkové MPP se sklada ze
dvou topologicky velmi podobnych domén (kazda slozena z ~ 210 aminokyselinovych
zbytkll), které jsou spojeny linkerem slozenym ze 16 zbytki u a-MPP a 22 zbytkt u -
MPP (TAYLOR et al. 2001). MPP je aktivni pouze v dimeru, samostatné podjednotky
jsou nefunkéni (YANG et al. 1988). NAGAYAMA a OHMACHI (2010) jako prvni
uvefejnili, ze by aktivita MPP Dictyostelia discoidea mohla byt v prubéhu Zivotniho
cyklu organismu konrolovana pomoci neznamé proteasy premeénujici nefunkéni a-MPP
na funkéni a-podjednotku odsStépenim kratkého useku na jejim N-konci. Tato N-
koncova signalni sekvence vSak neodpovida typické MTS, proto neni odstépena pomoci
MPP. Je vsak vice nez pravdépodobné, ze tento specificky zptisob regulace hladiny
funkéni a-MPP je typicky pouze pro organismus Dictyostelia discoidea.

Evolu¢né konzervovand MPP maé vysoky stupenl identity mezi organismy, napf.
kvasinkova a-podjednotka MPP ma 43% identitu s a-MPP N. crassa (SCHNEIDER et
al. 1990) a kvasinkova B-MPP ma 45 — 52% identitu s krysi a N. crassa p-podjednotkou
(PACES et al. 1993).

Pro aktivitu MPP je nutnd pfitomnost dvojmocnych iontt, pfedev§im Co®, Mn?*
a Zn** (LUCIANO et al. 1998). Optimalni pH pro aktivitu MPP je mezi 7 — 8 (MCADA
a DOUGLAS 1982).

Trojrozmérna struktura kvasinkové MPP byla stanovena pomoci rentgenové
strukturni analyzy a poskytla zaklad pro model rozpoznani MTS substratu (TAYLOR et
al. 2001).
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Obr. 2.10: Krystalova struktura dimeru MPP ze S. cerevisiae. Sedivé je oznatena B-podjednotka, modie

a-podjednotka, cervené katalytické misto a Zlut€ GRL. (Pouzito a upraveno z Taylor et al. 2001).

2.4.1.1. a-podjednotka

V této podjednotce MPP (52 — 57 kDa) se vyskytuje degenerovana N-koncova
katalyticka doména, ktera potvrzuje evoluéni pivod z vice konzervované [-MPP
(GAKH et al. 2001). Ptredpoklada se, ze a-MPP vznikla duplikaci genu, ztratila
katalytickou funkci a pfevzala nejspise funkci rozpoznavaci.

Dtlezitou soucasti podjednotky je flexibilni mezidruhové konzervovana GRL
(Obr. 2.11), jejiz funkce je pravdépodobné v rozpoznani substratu, predani presekvence
do aktivniho mista a v uvolnéni $tépeného proteinu z enzymu (DVORAKOVA-HOLA
et al. 2010; ITO 1999).

Dalsi dtlezitou oblasti je konec C-koncové domény, ktery je sice vysoce
variabilni, ale funkce této oblasti se pifedpoklada v mechanické podpote C-koncové

domény béhem jejich konformacnich zmén po vazbé substratu (JANATA et al. 2004).

2.4.1.2. p-podjednotka

Katalytickou funkci enzymu zajist'uje p-MPP (50 — 55 kDa). N-koncova doména
B-MPP obsahuje dva vysoce konzervované uUseky. Prvni znich tvofi amfifilni a-
Sroubovici s negativné nabitymi zbytky na jedné strané. DalSi oblast, kterd je velmi
konzervovand a piitomnd u vSech B-MPP, je od prvni oblasti vzdéalena 70
aminokyselinovych zbytkti smérem k N-konci (GAKH et al. 2002) a jeji soucasti je
zinek-vazajici motiv (H-x-X-E-H-x76-E). Zn?* ionty jsou koordinovany dvéma

histidinovymi zbytky a distalni glutamovou kyselinou (Obr. 2.12). Proximalni
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glutamova kyselina umoziuje, aby se molekula vody vazala jako &tvrty ligand na Zn*
iont (AMATA et al. 2011; TAYLOR et al. 2001).
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Obr. 2.11: Konzervované funkéni domény o-MPP (GRL). Porovnani sekvenci bylo provedeno
programem MegAlign 4.04 (Lasergene, DNASTAR). Konzervované aminokyselinové zbytky jsou na
¢erném pozadi a oblast bohata na glycinové zbytky je Sediva (Pievzato z Gakh et al. 2002).

2.4.2. Mechanismus katalytické funkce

Mechanismus inzerce presekvence do aktivni dutiny je zatim neznamy, ale
predpoklada se, Ze dilezitou ulohu hraje GRL, diky niz se R-2 motiv presekvence
dostane do blizkosti Zn®* iontu, kde je jadro katalytického mista enzymu. Tato flexibilni
smycka se vyskytuje pfi vstupu do dutiny (ITO 1999; NAGAO et al. 2000; TAYLOR et
al. 2001). Pokud je ¢ast GRL deletovana, afinita pro substat i katalyticka aktivita
enzymu jsou znaéné snizeny (NAGAO et al. 2000). ITO a kol. (1999) piedpokladaji, ze
pokud MPP postrada cast délky glycinové smycky, ,.skulina“ vedouci do aktivniho
mista enzymu je piili§ uzka. Je tedy pravdépodobné, Zze GRL rozevira ,,skulinu® mezi
podjednotkami a navadi presekvenci do blizkosti aktivniho mista.

KITADA a kol. (2003) predpokladaji, ze béhem inzerce presekvence do dutiny
MPP skenuje rozvinuty substrat vazajici se do vazebné konstrukce od N-konce k C-
konci a ur¢i Stépené misto presekvence. V aktivni dutin€é enzymu interaguje kratky
substrat pfedevsim s B-MPP a N-koncova cast peptidu témét dosahuje k a-MPP. MPP
se Kk presekvenci obsahujici bazické aminokyselinové zbytky v aktivni dutiné¢ enzymu
vaze pomoci elektrostatickych interakci. Pro efektivni S$tépeni jsou vyzadovany
proximalni a distalni bazické aminokyseliny na C-koncové ¢asti presekvence (KITADA

et al. 2003).
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Obr. 2.12: Vazebné misto pro zinek vyskytujici se v p-podjednotce MPP S. cerevisiae. BHis-70 (histidin
v pozici 70 na B-MPP), BHis-74 (histidin v pozici 74 na B-MPP) spolu s distalni BGlu 150 (kyselina
glutamové v pozici 150 na B-MPP) koordinuji umisténi Zn®" iontu. Proximalni BGlu-73 (kyselina
glutamova v pozici 73 na B-MPP) tvofi vodikovy mistek s molekulou H,O, polarizuje ji a umoziuje

molekule H,0 byt &tvrtym ligandem na Zn?* iont. (Pievzato z Taylor et al. 2001).

Metodou FRET (fluorescence resonance energy transfer — pienos energie
fluorescen¢ni resonanci) byla ziskdna strukturni informace o vazb¢ substratu na MPP.
Zjistilo se, ze cast okolo $tépeného mista (proximalni arginin) a distalni arginin,
vzdaleny 4 aZ 10 aminokyselin od proximalniho argininu, jsou lokalizovany ve
specifickych mistech na MPP bez ohledu na pozici distdlniho argininu. Pokud je
presekvence delsi, utvoii se struktura smycky (KOJIMA et al. 2001). Zatimco distalni
bazicky zbytek nemusi byt nutné arginin, je-li proximalni arginin nahrazen jinym
bazickym zbytkem, S§tépeni neprobéhne. o-MPP rozeznava spiSe vzdalengjsi
aminokyselinové zbytky presekvenci od §tépené¢ho mista (KOJIMA et al. 1998).

Piedpokladanou vazbu substratu do aktivni dutiny znazoriuje Obr. 2.13.
Centralni dutina je tvotfena ¢tyimi B-listy; dva v kazdé pojednotce. Kratké substraty se
vazi ke dvéma B-listim v B-MPP pomoci vodikovych vazeb. Jeden z B-listi je umistén
pobliz aktivniho mista a ten dalsi je v C-doméné B-MPP. Druhé dva B-listy lokalizované
na a-MPP slouZi jako vazebné misto pro delsi presekvence pro stabilizaci komplexu

enzym-substrat.
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Predpoklada se, ze distalni bazicky aminokyselinovy zbytek delsi presekvence
interaguje s Kyselymi aminokyselinovymi zbytky oa-podjednotky a aminokyselinovy
zbytek v pozici +4 interaguje s GRL (KOJIMA et al. 2001; NISHINO et al. 2007).

Obr. 2.13: Piedpokladané uspofadani vazebné konstrukce pro substrat v aktivni dutiné MPP tvofené
Styfmi B-listy. Cervend znazornéné listy 1 a 2 jsou na modré B-MPP a zelené znazornéné listy 3 a 4 jsou

na zluté a-MPP. (Pfevzato z Taylor et al. 2001).

2.4.3. Evoluéni souvislosti

Mitochondrialni procesujici peptidasa se vyvinula z jiz existujici bakterialni
proteasy patiici do M16B skupiny peptidas a stala se sou¢asti cytochrom bc; komplexu
(BRAUN a SCHMITZ 1995) dychaciho fetézce (core | a Il proteiny). Pro vznik
maturovaného bc; komplexu je nutna funkce core I a II proteint, které odstépuji
podjednotku IX z Rieske Fe-S proteinu (NAGAO et al. 2000). Ztéto konkrétni
proteasové funkce se pozdé€ji vyvinula univerzalni funkce MPP rozliSujici velké
mnozstvi substrata.

U fotosyntetizujicich rostlin jsou podjednotky MPP integrovany do bcy
komplexu (GAKH et al. 2002) — core 11 protein bc; komplexu odpovida a-MPP a core |
protein odpovida B-MPP. Core proteiny u rostlin vykonavaji dvé funkce (BRAUN et al.
1992). Jednak stabilizuji bc; komplex a jednak odstépuji presekvence prekurzord

proteint, které jsou transportovany z cytosolu do matrix mitochondrie.
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Ve vétsiné organismt, napf. u Saccharomyces cerevisiae nebo savcu, doslo
k duplikaci gentl, ¢imz vznikly dvojice paralelnich part proteint a oddélily se funkce
regulace respirace a proteolytické upravy proteini (GAKH et al. 2002).

Piechodovy stav se vyskytuje napt. u organismu Neurospora crassa, kde je B-
podjednotka MPP zakotvena ve vnitini membrané mitochondrie, a tudiz ma i funkci
core | proteinu, a a-MPP se vyskytuje v matrix (HAWLITSCHEK et al. 1988).

Kvasinkovy a sav¢i core II protein postrada pro a-MPP charakteristickou GRL;
obsahuje pouze kratkou oblast bohatou na glycinové zbytky (NAGAO et al. 2000). Na
druhou stranu rostlinny core II protein, ktery zaroven funguje jako o-MPP, tuto
konzervovanou smycku obsahuje. Tento fakt naznacuje, ze glycinovd smycka MPP

hraje nepostradatelnou roli v rozpoznavani Sirokého spektra riznych substratu.

2.4.4. Hydrogenosomalni procesujici peptidasa

SMID a kol. (2008) prokazali, ze se hydrogenosomalni procesujici peptidasa
(HPP — hydrogenosomal processing peptidase) sklada z a i B podjednotky a nikoliv ze
dvou homolognich B-podjednotek (BROWN et al. 2007). SMID a kol. (2008) ve své
praci ukazuji, ze zatimco kvasinkova a-MPP neinteragovala s B-HPP T. vaginalis, a-
HPP T. vaginalis byla schopna utvofit heterodimer s kvasinkovou B-MPP, piestoze
tento heterodimer nebyl schopen odstépit jak mitochondrialni, tak hydrogenosomalni
presekvence.

Presekvence sméfujici do hydrogenosomil jsou kratsi (4 — 21 aminokyselinovych
zbytkll) ve srovnani s presekvencemi dlouhymi 20 —70 aminokyselinovych zbytki,
které rozeznava MPP (SMID et al. 2008), a vétSinou postradaji kladné nabité zbytky
(kapitola 2.2.2.). HPP tedy piedstavuje vyvojovy mezistupenn mezi MPP a GPP (kapitola
2.4.5.), coz dokazuje i schopnost Stépit pouze krat§i mitochondridlni presekvence
(SMID et al. 2008).

Primarni struktura B-HPP je s B-MPP S. cerevisiae identicka z 24 % (BROWN et
al. 2007). Katalytickd podjednoka také obsahuje konzervovany zinek-vazajici motiv
(GAKH et al. 2002). V a-podjednotce HPP se nachazi oblast bohatd na glycinové
zbytky (BROWN et al. 2007), ktera je podobna GRL v a-MPP, avsak s redukovanym
poctem glycinovych zbytkli. Naskyta se otdzka, zda je néjaka evolu¢ni souvislost

s krat8i délkou rozezndvanych presekvenci a redukovanou formou GRL.
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2.4.5. Mitosomalni procesujici peptidasa z Giardia

Primarni struktura mitosomalni procesujici peptidasy z Giardia (GPP — Giardia
mitosomal processing peptidase) se od B-MPP S. cerevisiae zna¢n¢ lisi (identita pouze
13 %). Na rozdil od heterodimeru MPP, kdy jsou pro aktivitu enzymu nutné ob¢
podjednotky (LUCIANO et al. 1997), je GPP obsahujici pouze jednu -MPP podobnou
katalytickou podjednotku schopna samostatné Stépit presekvence prekurzorti proteind,
které se do mitosomu dostaly. Presekvence, které B-GPP rozeznava, svym proximalnim
argininem interaguji pfimo s negativn¢ nabitou oblasti katalytického mista enzymu
(SMID et al. 2008). Zbytek aktivniho mista 3-GPP je na rozdil od -MPP kladné nabity.

Dusledkem zna¢né zOzeného spektra rozeznavanych substrati v mitosomech
Giardia doslo k reduktivni evoluci heterodimerni MPP a vznikla unikatni monomerni

struktura GPP (SMID et al. 2008).
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2.5. Studium primarni interakce MPP-substrat

LUCIANO a kol. (1997) uvadgji, ze kvasinkova o-MPP vaze substrat stéjné
efektivné jako cely enzym, tudiz je to prave tato podjednotka, kterd je zodpovédna za

primarni kontakt substratu s MPP.

2.5.1. Glycinova smyc¢ka a-podjednotky

Bylo popsano vice modeli, kde se smycka uplatituje ve funkci enzymdu.
Flexibilita smycek, ktera je dana poctem glycint, hraje nepostradatelnou roli pro
spravné  nasmérovani  katalyticky  dalezitych  aminokyselinovych  zbytki
(GUNASEKARAN a NUSSINOV 2004).

Oblasti bohaté na glyciny se vyskytuji u téch enzymi, které rozpoznavaji rizné
proteinové substraty; jedna se vétSinou o protein kinasy. Vysoky obsah glycinovych
zbytki je nutny ktomu, aby bylo zabranéno stérickym restrikcim pro jakykoliv
potencialni substrat (BOSSEMEYER 1994).

Glycinové smycce V a-MPP se ptiklada dualezitd role ohledné primérniho
kontaktu enzymu se substratem (Obr. 2.14). Pouzivaji se rizné metody s cilem primarni
kontakt popsat. Jednou z nich je méteni ¢asové rozliSené fluorescenéni spektroskopie za

ucelem sledovani zmén v pohyblivosti GRL a-MPP po navazani substratu.

Obr. 2.14: Znazornéni prvotniho kontaktu
presekvence prekurzoru proteinu na GRL o-
MPP pomoci simulace molekularni dynamiky.
Molekularni povrch GRL je znazornén Sedivé
(zbytky 284 — 308 o-MPP). Navazana
presekvence potkani aldehyddehydrogenasy
(zbytky 12 — 22) je zndzornéna Zluté. Vysoce
konzervované hydrofobni zbytky postranniho
fetézce presekvence jsou znazornény Cervené
pro Leul5 a fialové pro Leul9.
Nekonzervovany hydrofobni zbytek

postranniho fetézce Leul8 je znazornén modre.

(Ptevzato z Dvorakova-Hola et al. 2010).

V nasi laboratofi byly experimenty provadény na samostatné a-podjednotce,

kterd je dostacujici pro studovani primdrniho kontaktu enzym-substrat a eliminuje
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rusivy vliv B-MPP (DVORAKOVA-HOLA et al. 2010). Pfitomnost B-MPP by
zpusobila obtize pfi snaze odlisit slabou primarni interakci substratu od silné konecné
interakce presekvence ke katalytické B-MPP pomoci elektrostatickych interakci.
Vysledky ukézaly, Ze i za nepfitomnosti katalytick¢é B-podjednotky je samotna a-
podjednotka schopna rozeznat a navazat substrat, coz zpisobi zménu pohyblivosti GRL
(DVORAKOVA-HOLA et al. 2010).

KITADA a kol. (2007), ktefi pracovali se systémem obsahujicim ob¢
podjednotky MPP, predpokladaji, ze GRL je potiebnd pouze pro odstépeni dlouhych
presekvenci. Podle jejich vysledkli je mozné kratké presekvence s nizsi aktivitou

rozpoznat a odstépit i za situace, kdy je GRL zcela odstranéna.

2.5.1.1. Pohyblivost smycky a interakce s presekvenci

NAGAO a kol. (2000) zjistili, 7e konzervované aminokyselinové zbytky Phe®,

LySZ%

a Met®® vGRL interaguji s esencidlnimi aminokyselinami presekvence
Vv blizkosti $t€peného mista. Dale dosli k zavéru, Ze v pozici 289 musi byt aromaticky
aminokyselinovy zbytek, jehoz funkce je ve vazbé na proximalni arginin v pozici -2 od
Stépeného mista.

Pro zjisténi lokalni dynamiky vysoce konzervované GRL na a-podjednotce
kvasinkové ~ MPP  byla  v/bez pfitomnosti  substratu = pMDH  (prekurzor
malatdehydrogenasy) ze S. cerevisiae pouzita méfeni tryptofanové fluorescence.
Pomoci cilené mutageneze byly do GRL a jeho bezprostfedniho okoli zavedeny
reportérové tryptofanové zbytky (Obr. 2.15), Y299W nebo Y303W (DVORAKOVA-
HOLA et al. 2010). Zmény byly navrzeny v takovych mistech (v pozicich aromatickych
aminokyselin), aby minimalizovaly vznikajici stérické modifikace postrannich fetézca.

Aby byla moznost sledovat reportérovy tryptofanovy zbytek, bylo nejprve
potfeba pomoci cilené mutageneze zameénit tfi nekonzervované tryptofanové zbytky
piirozené se vyskytujici na a-MPP S. cerevisiae — Trp'*’, Trp*® a Trp*®. Po navazani
substratu je Trp®?, ktery je ptvodnd umistén hloub&ji do hydrofobniho prostiedi,

223 481

vystaven vice do okolniho prostfedi. Oba Trp“” a Trp™" jsou lokalizovany mimo

centralni dutinu, kam se vaze substrat, a nejsou vazby substratu ptimo ucastnény.

223

Podatilo se zaménit dva z nich, ale ackoli Trp”™ neni konzervovany, zdména

223

Trp*~ vedla k produkci nefunkéniho nerozpustného proteinu (JANATA et al. 2004).

223

Trp®® tedy zistal nezménén. Pro zmenseni vlivu nativniho Trp®®® byl do vzorku piidan
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10% roztok glycerolu, ktery zpasobil, Ze se Trp**® zanofil hloub&ji mezi domény a jeho
interference nebyla tak silnda (DVORAKOVA-HOLA et al. 2010).

Zavedeni reportérového tryptofanového zbytku do pozice 299 zpiisobilo pokles
aktivity enzymu na 60 %, na druhou stranu substituce v pozici 303, ktera se nevyskytuje

ptimo v GRL, ale v ptilehlém a-helixu, neovlivnila enzymatickou aktivitu MPP.

Obr. 2.15: GRL a-MPP (&erveng). Tyr*® a Tyr®® byly
zaménény za reportérové zbytky Trp. Gly*? byl
deletovan v mutantni formé a-MPP*-Y303W/AG292.

(Ptevzato z Dvorakova-Hola et al. 2010).

V nasi pracovni skupiné byly pro sledovani samotné¢ dynamiky reportérového
tryptofanového zbytku pouzity metody casové rozlisSené a ustalené fluorescenéni
spektroskopie. Vysledky méfeni ukazaly, ze substrat, ktery se vaze na GRL v oblasti,
kde se vyskytuje reportérovy tryptofanovy zbytek v pozici 299, vyvold zménu
pohyblivosti GRL. Dynamika reportérového tryptofanového zbytku v pozici 299
zavedeného piimo do smycky byla prikazna v ptfitomnosti substratu ale i bez substratu.
Po navézani substritu se GRL stdvd méné pohyblivou. Pomoci métfeni bylo dale
prokdzano, Ze kratky o-helix vyskytujici se v blizkosti GRL obsahujici zavedeny
tryptofanovy zbytek v pozici 303 je vazbou substratu ovlivnén jen nepatrné. Pfi
kombinaci mutace Y303W s deleci jednoho glycinového zbytku v pozici 292 (AG292)
nebyla MPP schopna véazat dokonce ani kratkou presekvenci kvasinkové pMDH.

Potvrdila se tedy nepostradatelnost celé GRL 1 pro Stépeni kratkych presekvenci.

Tento systém méfeni reportérového tryptofanového zbytku vsak nebyl optimalni,
vzhledem k tomu, ze bylo nutné odecist signal, ktery daval tryptofanovy zbytek v pozici
223, jez se nepodafilo odstranit. Tato diplomova prace navazuje na vySe zminénou praci

kolegii a jednim z jejich cilti bylo optimalizovat systém pro fluorescencni méteni.
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3. Material a metody

3.1. Material

3.1.1. Bakterialni kmeny

Escherichia coli JIM109 (Promega):
recAl endAl gyrA96 thi hsdR17(rx’ mg*) relAl supE44 A(lac-proAB) [F’ traD36
proAB lacl"ZAM15]. Kmen byl pouzit jako recipientni kmen pro transformaci plasmidy

a pro modrobilou selekci.

Escherichia coli GM2929:

dam-13::Tn 9 decm-6 hsdR2 recF143 mcrAO mcrB9999 galK2 galT22 ara-14 lacY1 xyl-
5 thi-1 tonA31 rpsL136 hisG4 tsx-78 mtl-1 supE44 leuB6 rfbD fhuA13. Tento kmen bez
methyla¢ni aktivity byl pouzit jako recipientni kmen pro transformaci plasmidy nesouci

restrikéni misto, jez rozpoznavaji restriktazy nestépici methylovanou DNA.

Escherichia coli XL1-Blue (Stratagene):
recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F proAB lacl®Z4M15 Tnl0
(Tet")]°. Kmen byl pouzit jako recipientni kmen pro transformaci amplifikované DNA

po mutagenezi.

Escherichia coli BL21(DE3) (Novagen):
F ompT [lon] hsdSg (rg” mg’) gal dcm. Kmen s profagem A nesoucim gen pro T7 RNA

polymerasu (DE3) byl pouzit pro heterologni expresi proteini.

Escherichia coli BL21(DE3)+pGroESL.:
F ompT [lon] hsdSg (rs" mg’) gal dcm. Kmen upraveny v nasi laboratofi s profagem A
nesoucim gen pro T7 RNA polymerasu (DE3) a s plasmidem pGroESL obsahujicim

geny pro chaperony byl pouzit pro heterologni expresi proteintl.
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Escherichia coli KC8(DE3)+pGroESL:

hsdR 1euB600 trpC9830 pyrF::Tn5 hisB463 lacAX74 strA galU galK. Auxotrofni
kmen s profigem A nesoucim gen pro T7 RNA polymerasu (DE3) a s plasmidem
pGroESL obsahujicim geny pro chaperony byl pouzit pro heterologni expresi proteind.

Tento kmen byl pfipraven v nasi laboratofi pouzitim bun¢k E. coli KC8 (CloneTech).

3.1.2. Vektory
pBluescript 11 KS+ (Stratagene, 2,96 kbp):

Klonovaci a sekvenovaci vektor se syntetickym polylinkerem, ktery obsahuje 21
unikatnich restrikénich mist a gen pro rezistenci k ampicilinu. Umoziuje tzv.

modrobilou selekci klonti nesoucich rekombinantni plasmid.

pJAKO (2,96 kbp):
Klonovaci vektor odvozeny od pBluescript II KS+ (Stratagene) pfipraveny v nasi
laboratofi (J. Janata, J. Kopecky). Tento vektor nese modifikovany polylinker, ktery

umoznuje prenos fragmentti mezi klonovacimi a expresnimi vektory.

Vektory odvozené od pJAKO:

e pJA2 (4,2 kbp) — nese gen pro a-MPP S.cerevisiae (vlozen do mist Ndel a Xhol)
se dvéma zaménénymi tryptofanovymi zbytky v pozicich 147 a 481.

e pJA2W289 (4,2 kbp) — nese gen pro a-MPP S.cerevisiae (vlozen do mist Ndel a
Xhol) se dvéma zaménénymi tryptofanovymi zbytky v pozicich 147 a 481 a
reportérovym tryptofanovym zbytkem v pozici 289.

e pJA2W299 (4,2 kbp) — nese gen pro a-MPP S.cerevisiae (vlozen do mist Ndel a
Xhol) se dvéma zaménénymi tryptofanovymi zbytky Vv pozicich 147 a 481 a

reportérovym tryptofanovym zbytkem v pozici 299.
PET (Novagen, ~ 5,5 kbp):

Série expresnich vektort, v nichz je exprese pod kontrolou T7 promotoru. Nesou gen

pro rezistenci (kanamycin, ampicilin).
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Vektory odvozené od pET:

PETYAH (6,72 kbp) — nese gen pro a-MPP kvasinky S.cerevisiae v pET28b(+)
(vlozen do mist Ndel a Xhol) a gen pro kanamycinovou rezistenci. Obsahuje
histidinovou kotvu na N-konci.

pPA2 (6,72 kbp) — nese gen pro a-MPP kvasinky S.cerevisiae v pET28b(+)
(vlozen do mist Ndel a Xhol) se dvéma zaménénymi tryptofanovymi zbytky
vpozicich 147 a 481 a gen pro kanamycinovou rezistenci. Obsahuje
histidinovou kotvu na N-konci.

PETYB (6,98 kbp) — nese gen pro B-MPP kvasinky S.cerevisiae v pET11d(+)
(vlozen do mist Ndel a Xhol) a gen pro ampicilinovou rezistenci.
PETYpmMDHH+ (6,28 kbp) — nese gen pro prekurzor kvasinkové MDH
s presekvenci z kvasinky v pET42b(+) (vlozen do mist Ndel a Xhol) a gen pro
kanamycinovou rezistenci. Obsahuje histidinovou kotvu na C-konci.
PETMYpmMDHH+ (6,28 kbp) — nese gen pro prekurzor kvasinkové MDH
s presekvenci z mys$i v pET42b(+) (vlozen do mist Ndel a Xhol) a gen pro
kanamycinovou rezistenci. Obsahuje histidinovou kotvu na C-konci.
PETWYpmMDHH+ (6,28 kbp) — nese gen pro prekurzor kvasinkové MDH
s presekvenci z melounu v pET42b(+) (vloZen do mist Ndel a Xhol) a gen pro

kanamycinovou rezistenci. Obsahuje histidinovou kotvu na C-konci.

pGroESL (Du Pont, 6,47 kbp)
Plasmid nesouci geny groES a groEL pro chaperony a chloramfenikolovou rezistenci.
Umoziuje nadprodukei proteinti GroES (10 kDa) a GroEL (60 kDa) v E. coli.

3.1.3. Pouzité oligonukleotidy

Nazev primeru sekvence

W223F forward | 5" GTATCTCGGGGACTTCCAATCTACACACCCTCCG 3°
W223F reverse | 5" CGGAGGGTGTGTAGATTGGAAGTCCCCGAGATAC 3°
W223Y forward | 5" GTATCTCGGTGACTATCAGTCTACACACCCTCCG 3’
W223Y reverse |5 CGGAGGGTGTGTAGACTGATAGTCACCGAGATAC 3°
W223L forward | 5" GTATCTCGGTGACCTGCAGTCTACACACCCTCCG 3
W223L reverse | 5" CGGAGGGTGTGTAGACTGCAGGTCACCGAGATAC 3°
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W223V forward

5 GTATCTCGGTGACGTCCAATCTACACACCCTCCG 3’

W?223V reverse

5 CGGAGGGTGTGTAGATTGGACGTCACCGAGATAC 3’

Nsi | reverse

5 TTCGATCTTACTTATCATTTCGTTGA 3°

Sac | forward

5 GTCCCCTTTAATCTGCCCTA 3

Pozn.: TuCné oznacené

cerevisiae.

aminokyseliny se lis$i od sekvence genu pro a-MPP z divokého kmene S.

3.1.4. Chemikalie

Nazev Zkratka Firma

2’- deoxynukleosid-5"-trifosfatova smés dNTP mix Top-bio

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonova HEPES Sigma

kyselina

5-bromo-4-chloro-3-

5-fluoro-tryptofan
5-hydroxy-tryptofan

indolyl-B-D-galaktosid X-gal Serva
5-F-Trp Sigma
5-OH-Trp Sigma

Adenosin-5-trifosfat ATP Sigma
Agarosa Serva
Akrylamid AA Bio-Rad
Ampicilin amp Serva
-merkaptoethanol Sigma
Bacto-trypton Chemos
Betain Sigma
BisTris Fluka
Bromfenolova modft BPB Bio-Rad
Coomasie Brilliant Blue R-250 CBB Serva
Coomassie blue G-250 Serva
D-glukosa Glc Lachema
Dodecylsulfat sodny SDS Serva
Epsilon aminokapronova kyselina Serva
Ethanol EtOH Lachema
Ethidium bromid EtBr Sigma
Ethylendiamintetraacetat EDTA Sigma
Glycerol Merck
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Histidin

Hovézi sérovy albumin
Chloramfenikol

Imidazol

Isopropanol
Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid
Kanamycin

kvasni¢ny extrakt

Leucin

Mocovina

N, N-dimethyl formamid
n-dodecyl B-D-maltozid

N, N’"-methylen-bisakrylamid

N,N,N",N’-tetramethylenethylendiamin

Ni-sepharosova matrice
Peroxodisiran sodny
Polyethylenglykol (7500)
Ponceau S

Thiamin-HCI

Tricin
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Tryptofan

Tween

Uracil

His
BSA
Cm

IPTG

kan
Leu
DMF
DDM
bisAA

TEMED

APS
PEG

Thi-HCI

Tris

Trp

Ura

Sigma
Exbio
Serva
Sigma
Lachema
Sigma
Serva
Oxoid
Sigma
Serva
Sigma
Sigma
Bio-Rad
Serva
GE Healthcare
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Serva

Sigma

Ostatni pouzité chemikalie byly bézné dostupné latky analytické Cistoty

3.1.5. Enzymy

e restrikéni endonukleasy: Aatll, Accl, Aval, Avall, BamHI, Blpl, Bsal-HF,
BsrGl, BstYI, Dpnl, Hind 111, Pcil, Pstl (New England Biolabs)
e alkalicka fosfatasa CIP (New England Biolabs)

e RNasa A (Fermentas)

e T4 DNA ligasa (New England Biolabs nebo Fermentas)
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e LA polymerasa (Top-Bio), Phusion Hot Start DNA polymerasa (Finnzymes),
PfuUltra HF DNA polymerasa (Stratagene)

3.1.6. Pufry aroztoky

Obecné pufry a roztoky:

TE pufr: 10 mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA, pH 8,0

1 x TAE pufr: 40 mM Tris-acetat, 1 mM EDTA, pH 8,0

10 x DNA vzorkovy pufr:  40% sacharosa, 0,25% BPB, 10 mM Tris-HCI,
50 mM EDTA, pH 8,0

Ligacni puft: 10 x pufr pro T4 DNA ligasu (Fermentas)
Restrik¢ni puft: pufry pro restriktdzy (New England Biolabs)
Polymeraéni puft: 10 x LA complete PCR pufr (Top-Bio), 5 x Phusion GC

pufr (Finnzymes), 10 x reak¢ni pufr pro PfuUltra HF
DNA polymerasu (Stratagene)

Roztok IPTG: 100 mM isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid

Roztoky antibiotik: ampicilin: 100 mg.ml™ (1000 x)
kanamycin: 30 mg.mI™ (1000 x)
chloramfenikol: 34 mg.ml™ (1000 x)

Roztoky pro izolaci plasmidové DNA z E. coli alkalickou lyzi:

Roztok I 25 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, 50 mM glukosa, pH 8,0
Roztok II: 1% (w /v) SDS, 0,2 M NaOH (ptipravovat vzdy Cerstvy)
Roztok Il1: 3 M CH3COOK, pH 5,0

(pH upravovat ledovou CH3;COOH)

Roztoky pro piipravu kompetentnich bunék E. coli:

Roztok A: LB médium, 0,2% glukosa, 10 mM MgSQO,4.7H,0

Roztok B: LB médium, 36% glycerol, 12% PEG (Mr 7500),
12 mM MgS0O,.7H,0, (sterilizace filtraci)

Roztoky a pufry pro SDS-PAGE:
Startovaci gel (3%): 0,45 ml 40% AA / 1,7% bisAA
0,625 ml 1 M Tris-HCI, pH 8,9
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Rozd¢lovaci gel (8%)

10 x elektrodovy puft:
2 x SDS vzorkovy puft:

Barvici roztok:

Odbarvovaci roztok:

0,125 ml 4% SDS

3,5ml H,0

10 ul 30% APS

10 ul TEMED

4 ml 40% AA / 1,7% bisAA

4 ml 1,875 M Tris-HCI, pH 8,9

0,5 ml 4% SDS

11,5 ml H,0O

20 ul 30% APS

20 ul TEMED

30 g Tris, 144 g glycin, 10 g SDS, doplnit H,O do 11
125 mM Tris-HCI, pH 6,8, 2% SDS,

5% B -merkaptoethanol, 20% glycerol,

0,002% bromfenolova modf

10% CH3COOH, 10% isopropanol, 0,25% CBB
10% CH3;COOH, 10% methanol

Roztoky a pufry pro Blue-Native PAGE:

Startovaci gel (3%):

Rozdé&lovaci gradientovy gel:

e 3%:

e 18%:

83 ul 48% AA/1,7% bisAA
333 ul Gel pufr 3 x

580 ul H,0

2,77 ul 30% APS

0,8 ul TEMED

483 ul 48% AA /1,7% bisAA
1 ml Gel pufr 3 x

1,5ml H,0

5,53 ul 30% APS

1,6 ul TEMED

0,5 g glycerolu

916 ul 48% AA /1,7% bisAA
833 ul Gel pufr 3 x

350 ul H,0
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Gel pufr 3 x:

Katodovy pufr:

Anodovy pufr:
Vzorkovy puft:

Pufry pro purifikaci a-MPP:

HEPES pufry:
Pro uchovani buné¢k:
Pufry pro metaloafinitni

chromatografii:

e Ekvilibra¢ni pufr:

e Pufrl:

Pufr 2:

Pufr 3:

Pufr 4:

Pufr pro odsoleni:

Tris pufry:

Pro uchovani bun¢k:
Pufry pro metaloafinitni

chromatografii:

e Ekvilibracni puft:

e Pufrl:

e Pufr 2:

2,77 ul 30% APS
0,8 1l TEMED

150 mM BisTris/HCI, 1,5 M aminokapronova kyselina,

pH 7,0

50 mM Tricin, 15 mM BisTris/HCI,

0,02% Coomassie blue G-250, pH 7,0

50 mM BisTris/HCI, pH 7,0

48% glycerol, 150 mM BisTris/HCI, pH 7,0

50 mM HEPES, 20 mM NaCl, 20% glycerol, pH 7,4

50 mM HEPES, 20 mM NaCl, 20% glycerol, pH 7,4
50 mM HEPES, 20 mM NaCl, 20% glycerol,

30 mM imidazol, pH 7,4

50 mM HEPES, 20 mM NacCl, 20% glycerol,

50 mM imidazol, pH 7,4

50 mM HEPES, 20 mM NacCl, 20% glycerol,

100 mM imidazol, pH 7,4

50 mM HEPES, 20 mM NaCl, 20% glycerol,

250 mM imidazol, pH 7,4

50 mM HEPES, 20 mM NacCl, 10% glycerol, pH 7,4

20 mM Tris, 20 mM NacCl, 20% glycerol, pH 7,4

20 mM Tris, 20 mM NacCl, 20% glycerol, pH 7,4
20 mM Tris, 20 mM NacCl, 20% glycerol,

30 mM imidazol, pH 7,4

20 mM Tris, 20 mM NacCl, 20% glycerol,

50 mM imidazol, pH 7,4
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e Pufr3: 20 mM Tris, 20 mM NacCl, 20% glycerol,
100 mM imidazol, pH 7,4

e Pufr4: 20 mM Tris, 20 mM NacCl, 20% glycerol,
250 mM imidazol, pH 7,4
Pufr pro odsoleni: 20 mM Tris, 100 mM NaCl, pH 8,6

Pufry pro purifikaci B-MPP:

Pufry jsou stejné jako u a-MPP, pouze neobsahuji glycerol
HEPES pufry:

e Dialyzacni puft : 50 mM HEPES, 20 mM NaCl, pH 7,4
Tris pufry:

e Dialyzac¢ni puft: 20 mM Tris, 20 mM NaCl, pH 7,4

Pufry pro purifikaci substrata:

HEPES pufry:

Pro uchovani bunék: 50 mM HEPES, 20 mM NaCl, pH 7,4
Denaturac¢ni puft: 50 mM HEPES, 20 mM NacCl, 8 M mocovina, pH 7,4
Pufry pro metaloafinitni
chromatografii:
e Ekvilibracni pufr: 50 mM HEPES, 20 mM NaCl, 8 M mocovina, pH 7,4
e Pufrl: 50 mM HEPES, 20 mM NaCl, 8 M mocovina,
30 mM imidazol, pH 7,4
e Pufr 2: 50 mM HEPES, 20 mM NacCl, 8 M mocovina,
50 mM imidazol, pH 7,4
e Pufr3: 50 mM HEPES, 20 mM NacCl, 8 M mocovina,
100 mM imidazol, pH 7,4
e Pufr 4: 50 mM HEPES, 20 mM NacCl, 8 M moc¢ovina,
250 mM imidazol, pH 7,4
Pufr pro odsoleni: 50 mM HEPES, 20 mM NaCl, 4 M mocovina, pH 7,4
Tris pufry:
Pro uchovani bunék: 20 mM Tris, 20 mM NacCl, pH 7,4
Denaturacni pufr: 20 mM Tris, 20 mM NaCl, 8 M mocovina, pH 7,4
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Pufry pro metaloafinitni

chromatografii:
e Ekvilibra¢ni pufr: 20 mM Tris, 20 mM NaCl, 8 M mocovina, pH 7,4
e Pufrl: 20 mM Tris, 20 mM NaCl, 8 M mocovina,
30 mM imidazol, pH 7,4
e Pufr2: 20 mM Tris, 20 mM NaCl, 8 M mocovina,
50 mM imidazol, pH 7,4
e Pufr3: 20 mM Tris, 20 mM NaCl, 8 M mocovina,
100 mM imidazol, pH 7,4
e Pufr4: 20 mM Tris, 20 mM NaCl, 8 M mocovina,
250 mM imidazol, pH 7,4
Pufr pro odsoleni: 20 mM Tris, 100 mM NaCl, 4 M mocovina, pH 8,6

3.1.7. Kultivaéni média a agary

LB médium: 10 g trypton, 5 g kvasni¢ny extrakt, 10 g NaCl, H,O do 1 |,
pH 7,5

LB agar: 15 gagar do 1 1 LB média

5 x M9 soli: 64 g NapHPO,.7H,0, 15 g KH,POy4, 2,5 g NaCl, 5 g NH.CI,
H,Odoll

M9 doplnéné médium: 20 ml 5 x M9 soli, 200 pul 1 M MgSOy, 100 pul 0,1 M

(100 ml) CaCly, 5 ml 20% glukosy, 10 ml 20% casamino kyseliny,

100 pl 1 M Thiamin-HCI, 1 ml 1% Leu / 0,2% His, 1 mi
0,2% Ura, 1 ml 0,2% Trp (popt. 5-OH-Trp nebo 5-F-Trp),
61,5 ml deionizované H,O

AIX misky: 15 g agar, 1 ml 3% x-gal v DMF, 1 ml ampicilinu, 1 ml
100 mM IPTG do 1 1 LB média

NZY" bujon: 10 g kasein hydrolysat, 5 g kvasni¢ny extrakt, 5 g NaCl,
H,O do 1 I, pH 7.5; poté piidat 12,5 ml 1 M MgCl,, 12,5
ml 1 M MgSQy, 20 ml 20% (w/v) glukosy

3.1.8. Komeréni soupravy

Izolace plasmidové DNA z E. coli:
NucleoBond® Xtra Midi/Maxi (Machinery-nagel).

Wizard® Plus SV Minipreps DNA purification System (Promega).
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Izolace DNA z agarosového gelu:

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega).

Pro vymeénu pufru pro restriktasy:

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega).

Standardy molekulovych hmotnosti:

DNA agarosova elektroforéza:

1 kb Plus DNA ladder (Invitrogen). Standard

obsahuje 20 fragmentti od 100 bp do 12000 bp.
Pozn.: Pfi naneseni 5 pl standardu obsahuje fragment o velikosti 1650 bp 40 ng DNA.

Této vlastnosti bylo vyuzito pfi ptiblizném odhadu mnozstvi a koncentrace vzorku.

Proteinova SDS-PAGE:

Page Ruler™ Plus (Thermo Scientific) obsahuje 9

standardt o velikostech od 10 kDa do 250 kDa.

Proteinova Blue-Native PAGE:

Electrophoresis calibration kit (Pharmacia)

obsahuje 5 standardu o velikostech od 67 kDa do
669 kDa.

ZjiSténi koncentrace proteinu podle Bradfordové:

Quick Start ™ Bradford (Bio-Rad).

3.1.9. Pristroje
Analytické vahy ER-182A

Box s laminarnim proudénim vzduchu
Centrifuga 5415R

CentrifugaBRA4i

Centrifuga MR23i

Centrifuga J6-MI

Digitalni fotoaparat

Digitalni vahy MXX-212

Digitalni vahy XE-410D

Inkubaéni ttepacka Unitron

Mikrocentrifuga 24S

Ohaus, Svycarsko
Clean Air, Nizozemsko
Eppendorf, Némecko
Thermo Scientific, USA
Thermo Scientific, USA
Beckman coulter, USA
Olympus, Némecko
Denver Instrument, NY
Denver Instrument, NY
Infors-HT, Svycarsko

Dorvalo Instrumenst, USA
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Multiscan EX

Nanodrop ND 1000 Spektrofotometr
Odparka SPD1010

pH-metr MP225

Peristaltickd pumpa P-1
Skener 8600T
Spektrofotometr Hélios Gama
Thermoblok

Thermocycler T1
Ultrazvukova sonikac¢ni sonda
Vodni lazen CC1

Vortex MS2 Minishaker IKA
Zdroj elektroforézy EC-103

3.1.10. Software

Clone Manager:

Thermo-Electron Co, China
NanoDrop Technologies, USA
SpeedVac®System, USA
Mettler Toledo, USA
Pharmacia, Sweden

Canon, Japonsko

ATI Unicam, UK

Grant, GB

Whatman Biometra, Némecko
Cole Parmer instrument Co, USA
Huber, Némecko

IKA-Works, USA

E-C Apparatus Corporation, NY

Tento program (verze 4.01) byl pouzit pro vytvaieni map jednotlivych rekombinantnich

vektora.

DNAStar Edit Sequence:

Tento program (verze 4.03) byl pouzit pro praci se sekvencemi.

Geneious:

Tento program (verze 5.0.4) byl pouzZit pro porovnani jednotlivych sekvenci.

EndNote:

Tento program (verze 9) byl pouzit pro praci s citacemi pii psani této prace.

50



3.2. Metody
Protokoly AUSUBEL (1998) nebo podle specifickych navodl vyrobct.

3.2.1. Prace s bunkami

3.2.1.1. Kultivace E. coli

Kmeny E. coli byly kultivovany na LB agaru nebo v LB médiu pii 37 °C. Pro
selekci bunek nesoucich urc¢ity plasmid byla do LB agaru (rozehiaty a zchlazeny na
55 °C) nebo média pfidana odpovidajici antibiotika. Pro selekci bunék nesoucich
plasmidy odvozené od pJAKO a od pET11d(+) byl pfidin ampicilin na konecnou
koncentraci 100 pg.ml™, pro selekci bungk nesoucich plasmidy odvozené od pET28b(+)
a pET42b(+) byl pfidan kanamycin na kone¢nou koncentraci 30 pg.ml™ a pro selekci
bunék nesoucich plasmid pGroESL byl ptidan chloramfenikol na kone¢nou koncentraci

34 pg.ml™.

3.2.1.2. Priprava kompetentnich bunék E. coli

Kompetentni buiiky se vyznacuji tim, ze jsou schopny pfijmout cizi DNA. Tato
schopnost vyzaduje uréité genetické vlastnosti bakterie a kultivaci v podminkach, které
zajisti tvorbu prostupné bunééné stény.

100 ml roztoku A bylo zaockovano pies noc narostlou bakterialni kulturou tak,
aby ODggo byla mezi 0,01 — 0,1. Kultura byla kultivovana na rota¢ni ttepacce piti 37 °C
a 200 rpm do ODgpo ~ 0,4 — 0,5. V této fazi byla kultura zchlazena na ledu po dobu 10
min a poté zcentrifugovana (1500 g, 10 min, 4 °C). Sediment byl opatrné
resuspendovan v 1 ml roztoku A. Poté bylo pfidano 5 ml vychlazeného roztoku B. Smés

byla rozd¢lena na alikvoty po 100 pl a buniky byly uchovany pii -70 °C.

3.2.1.3. Transformace bunék E. coli teplotnim Sokem

K transformaci jsou pouzivany kompetentni buiiky, které jsou schopny pifijmout
cizi DNA. Bé¢hem transformace dojde pomoci tepelného Soku k destabilizaci
cytoplasmatické membrany.

Ke zmrazenému alikvotu kompetentnich bun¢k bylo pfiddno odpovidajici
mnozstvi plasmidové DNA (50 — 150 ng), popt. liga¢ni smési. Smés byla inkubovana
na ledu po dobu 20 min. Poté byly buriky podrobeny teplotnimu Soku (42 °C) po dobu 1

min ve vodni lazni a nésledné zchlazeny na ledu. Po uplynuti 2 min byl ke smési ptidan
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1 ml LB média predehiatého na 37 °C. Smés byla kultivovana pii 37 °C na rotacni
tiepacce (200 rpm) po dobu 1 — 1,5 h, coz zabezpeCilo plnou expresi rezistence
k antibiotiku. Bunky byly poté kratce zcentrifugovany, vétSina LB média odstranéna a
buniky byly resuspendovany ve zbyvajicich cca 150 ul LB média a vysety na plotny
s LB agarem a piislusnym antibiotikem. Plotny byly inkubovany 12 — 20 h pti 37 °C.

3.2.2. Prace s DNA

3.2.2.1. lzolace plasmidové DNA z E. coli alkalickou lyzi

Prvnim krokem pii izolaci plasmidové DNA je naruSeni bun¢k a denaturace
proteinli a DNA roztokem obsahujicim SDS a NaOH. Naslednou neutralizaci octanem
draselnym plasmidovda DNA rychle renaturuje a je dobie oddélitelnd od vétSiny
chromosomalni DNA (BIRNBOIM a DOLY 1979).

Bakteridlni kolonie rostouci na agarové plotné byla zaockovéana do 2 az 10 ml
LB média (podle toho, obsahuje-li vysokokopiovy nebo nizkokopiovy plasmid)
s pridavkem pfislusného antibiotika. Kultura byla kultivovana 12 — 15 h pti 37 °C a 200
rpm na rotacni tfepacce. Kultura byla nasledné centrifugovana pti 3500 g pod dobu 10
min za laboratorni teploty. Buniky byly dikladné resuspendovany ve 100 ul roztoku I a
poté bylo pfidano 200 pl roztoku II. Suspenze byla opatrné promichéna pievracenim
zkumavky. Nasledné bylo ptidano 150 pl roztoku III a suspenze byla opét opatrné
promichana. Nasledovala centrifugace za laboratorni teploty pii 13000 g po dobu 15
min. K supernatantu byl ptidan 2,5 objemovy nasobek 96% ledového ethanolu. Smés
byla opatrné promichdna a ponechana na ledu po dobu 5 min. Nasledovala centrifugace
pti 13000 g a 4 °C po dobu 15 min. Sediment byl promyt 0,5 ml 70% ethanolem a opét
zcentrifugovan. Ziskana vysrazena DNA v sedimenu byla vysuSena ve vakuu (2 — 8 min
pii 45 °C) a nasledné resuspendovana ve 20 ul destilované vody (nebo TE™ pufru)
s RNasou A (20 pg.ml™). Roztok DNA byl inkubovan 30 min za laboratorni teploty a

nakonec zmrazen do -20 °C.

3.2.2.2. Izolace plasmidové DNA z E. coli pomoci komeréni soupravy

Pro izolaci plasmidové DNA v dostate¢né Cistot€¢ za ucelem dal$iho pouziti
(enzymatické upravy DNA, ligace) byla pouzita komeréni souprava NucleoBond® Xtra
Midi/Maxi (Machinery-nagel) nebo Wizard® Plus SV Minipreps DNA purification

System (Promega). Princip metody je obdobny vyse zminéné izolaci, pouze je do této
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metody viazen jesté¢ jeden stupén, a to vazba DNA na ,,sklenéné mléko™ oddélujici
DNA od proteint a degradované RNA.

Pfi pouzivani komer¢nich souprav byly dodrzovany pokyny vyrobce.

3.2.2.3. Enzymatické upravy DNA

Restrikce

Restrikéni endonukleasy rozeznavaji dsDNA, kterou S$té€pi uvniti vldkna ve
specifickém miste.

Pii praci s restrikénimi endonukleasami bylo postupovano podle doporuceni
vyrobce. Pro testovani pfipravenych konstrukti byl celkovy objem reakce 20 ul, pro
ptipravu konstruktt, kdy bylo §tépeno vétsi mnozstvi plasmidové DNA, byl celkovy
objem az 200 pl. Mnozstvi ptidaného enzymu do reakéni smési se pohybovalo mezi 5 —

10 U na 1 pg plasmidové DNA.

Ligace

Ligaci se rozumi vzijemné spojovani dvou ¢i vice molekul DNA nebo
cirkularizace linedrnich.

Pro ligace byl celkovy objem reakce 20 ul. Mezi vektorem a fragmentem byl
dodrzovan molarni pomér 1 : 3 — 1 : 5. Byla pouzivana T4 DNA ligasa a odpovidajici
liga¢ni pufr. Do reakce bylo pfiddvano ATP v konec¢né koncentraci 1 mM. Reakéni
smés obsahujici T4 DNA ligasu od New England Biolabs (400 U / ul) byla inkubovana
za laboratorni teploty po dobu 1 h, reakéni smés obsahujici T4 DNA ligasu od
Fermentas (1 Weiss U / pl) byla inkubovana 1,5 h pfi 16° C a poté byl enzym

inaktivovan inkubaci pfi 65 °C po dobu 10 min.

Defosforylace

Defosforylace koncti linearizovaného plasmidu po nasStépeni ptislusnymi
restrikénimi endonukleasami slouzi k zabranéni opétnému spojeni jeho konct a vzniku
kruhové molekuly neobsahujici vkladany fragment. K témto uc¢elim byla pouzivana
alkalicka fosfatasa CIP (3,5 U / pg DNA). Reakce probihaly pii 37 °C po dobu 1 h.

Enzym a pufr byl odstranén komeréni soupravou urcenou pro tyto ucely.
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3.2.2.4. Elektroforéza DNA v agarosovém gelu

DNA elektroforéza je metoda, béhem niz dojde k separaci zaporné nabitych
molekul na zakladé rozdilné pohyblivosti v gelu. Elektroforeticka pohyblivost molekul
DNA zavisi na koncentraci agarosy, molekulové hmotnosti DNA, konformaci DNA a
na velikosti napéti.

Pro naSe ucely byl pouzivan agarosovy gel a pufr TAE (1 X). V zavislosti na
velikosti analyzovanych fragmenti byla volena koncentrace agarosy od 0,8 % do 2 %.
Do gelu byl pro vizualizaci DNA pod UV svétlem pfidavan roztok ethidium bromidu
(kone¢na koncentrace rovna 0,005 %). Pfed nanesenim DNA byl ke vzorkiim pfidavan
DNA vzorkovy pufr vpoméru 1 : 5 nebo 1 : 10. Fragmenty byly separovany pfi
konstantnim napéti 3 —5 V na 1 cm délky gelu. Jako standard bylo nanaseno 5 ul ,,1 kb
Plus DNA ladder®, kdy fragment o velikosti 1650 bp obsahuje 40 ng DNA.

3.2.2.5. 1zolace DNA z agarosového gelu

Pro izolaci pozadovaného fragmentu z gelu separovaného pomoci agarosové
elektroforézy byla po vyfiznuti prouzku s danym fragmentem pouzita komeréni
souprava Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). Byly dodrzovany
pokyny vyrobce.

3.2.2.6. Polymerdzova Fetézova reakce (PCR) a pFiprava bodovych mutaci

Metoda PCR umoziuje in vitro amplifikaci definovaného useku DNA. Tato
metoda pouziva dva oligonukleotidy (primery) komplementarni k opacnym fetézciim a
ohranicujici cilovou sekvenci DNA, kterd ma byt amplifikovana. Reakce probiha
v cyklech zahrnujicich denaturaci templatu, nasednuti primert (hybridizace) a

prodluzovani nasednutych primert termostabilni polymerasou.

Pouziti PCR pro cilenou mutagenezi

Reakce probihala v objemu 50 pl. SloZeni jednotlivych reakénich smési je
uvedeno v kapitole 4.1.2. Hybridiza¢ni teplota pouzitych oligonukleotidii byla uréena
experimentalné. PCR reakce byla pouzZita pro pfipravu mutantnich forem o-MPP

pouzitim kitu QuikChange® I

Site-Directed Mutagenesis. Amplifikace pozadovaného
useku DNA probihala mezi dvéma primery (forward a reverse), které byly navrzeny tak,

aby amplifikovana ¢ast obsahovala takovou zdménu nukleotidové sekvence, kterd vede
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jednak ke zmén¢ aminokyseliny v kone¢ném proteinu a jednak obsahuje tichou mutaci
zavadgjici unikatni restrik¢éni misto, kterd se v kone¢ném proteinu neprojevi.

Po skonceni amplifikace byl ke smési ptidan 1 pl Dpnl (10 U) restrikéni enzym
a sm¢s byla inkubovana 1 h pti 37 °C, ¢imz doslo k naStipani templatové methylované
DNA.  Amplifikovana  nemethylovana DNA  byla  transformovana do
superkompetentnich bunék E.coli XL1-Blue.

3.2.2.7. Sekvenovdini DNA

Sekvenovani DNA bylo provadéno servisni laboratoii v AV CR nebo byly
vzorky posilany do Némecka (GATC Biotech), popt. Koreji (Macrogen). Vzorky byly
dodavany ve formé PCR produktu o koncentraci 10 — 50 ng / pl a ve formé plasmidové
DNA o koncentraci 30 — 100 ng / ul.

3.2.3. Prace s proteiny

3.2.3.1. Heterologni exprese proteinii

Heterologni exprese proteind probihd v buiikach jiného organismu. Pro expresi
proteint pfirozené a mutantni o-MPP S. cerevisiae (~ 53 kDa) byl pouzivan bakterialni
kmen E. coli BL21(DE3)+pGroESL. Pro expresi B-MPP S. cerevisiae a prekurzori
kvasinkové MDH s presekvencemi z kvasinky, mySi a melounu byl pouzivan
bakterialni kmen E. coli BL21(DE3).

Pro produkci proteinli byl pouzivan pET expresni systém (Novagen), kdy je po
pfidani IPTG indukovana syntéza T7-RNA polymerasy, jejiz gen je umistén na
chromosomu bunék pod kontrolou lac operatoru. T7-RNA polymerasa poté piepisuje
gen vlozeny pod T7 inducibilni promotor. V hostitelské bunce je dale pfitomen lac
represor, ktery je kodovan téZ pET vektorem a brani expresi vloZeného genu bez
ptitomnosti IPTG.

Pfes noc narostlé buiky na LB agaru s pfisluSnym antibiotikem byly smyty na
37 °C vytemperovanym LB médiem a bylo jimi zaockovano 0,5 1 LB média
S pfisluSnym antibiotikem na ODggg ~ 0,1 — 0,14. Builky byly néasledné kultivovany pfi
37 °C a 200 rpm na rotacni tfepacce do té& doby, nez dosahly ODgy ~ 0,6 — 0,8. Bylo
odebrano 5 ml pro porovnani indukované a neindukované frakce. Pfi expresi pfirozené
a-MPP, B-MPP a prekurzortt MDH byla poté kultura indukovana IPTG na konecnou
koncentraci 0,4 mM a inkubovana pii 37 °C a 200 rpm po dobu 1 h. Pfi expresi

55



mutantni a-MPP byla kultura pfed indukci zchlazena na ledu po dobu 10 min a poté
inkubovana pfti 20 °C a 200 rpm po dobu 12 — 18 h. Po uplynuti dané doby inkubace
byly kultury na 30 min zchlazeny v ledu a poté sto¢eny pii 2000 g a 4 °C po dobu 15
min. Sediment byl resuspendovan v 30 ml odpovidajiciho pufru pro uchovani bun¢k
(HEPES nebo Tris) a suspenze byla opét zcentrifugovana za stejnych podminek.
Sedimentované buniky obsahujici dany protein byly nasledné uchovany v -20 °C az do

nasledného pouziti.

Zabudovani analogu tryptofanu
Pro zabudovani analogu tryptofanu (ROSS et al. 1992), tj. 5-OH-Trp nebo 5-F-
Trp do mutantni a-MPP (PA3W289 nebo PA3W299) byl pouzit auxotrofni kmen E.

coli KC8(DE3)+pGroESL. Pfes noc narostlé bunky na LB agaru s ampicilinem a
chloramfenikolem byly smyty na 37 °C vytemperovanym LB médiem a bylo jimi
zaoCkovano 100 ml LB média s ampicilinem a chloramfenikolem na ODggo~ 0,1 — 0,14.
Buniky byly nasledné kultivovany pii 37 °C a 200 rpm na rotacni tfepacce do té doby,
nez dosahly ODgyo ~ 0,4 — 0,5. Bunky byly sklizeny centrifugaci (2000 g, 4 °C, 10 min)
a resuspendovany ve stejném mnozstvi na 37 °C vytemperovaného M9 doplnéného
média obsahujici analog tryptofanu. Byla pfeméfena ODgoo a kultura byla dale
kultivovéana, nez ODgqp stoupla o dalSich 0,3. Kultura byla poté zchlazena na ledu po
dobu 10 min, bylo odebrano 5 ml pro porovnani indukované a neindukované frakce a
zbytek kultury byl indukovan IPTG na konec¢nou koncentraci 0,4 mM a inkubovan pii
20 °C a 200 rpm po dobu 12 — 18 h. Po uplynuti dané doby inkubace bylo z indukované
i neindukované kultury odebrano po 1 ml, ktery byl stoc¢en pii 2000 g a 4 °C po dobu 15
min. Sediment byl resuspendovan v 300 ul Tris pufru pro uchovani bun¢k, opét
zcentrifugovan a resuspendovan v 300 pl téhoz pufru. Bunky byly rozruseny
ultrazvukovou sondou (6x 10 s, 25W). Po kazdém 10 s zasahu byla suspenze chlazena
na ledu po dobu 1 min. Rozpustna a nerozpustna frakce bezbunétného extraktu byla
oddélena centrifugaci (16000 g, 4 °C, 30 min). Exprese byla kontrolovana pomoci SDS-
PAGE.

3.2.3.2. Proteinovi elektroforéza (SDS-PAGE)

Pro analyzu proteini byla pouzivana vertikdlni SDS elektroforéza
V polyakrylamidovém gelu. Jedna se o metodu umoznujici oddélit proteiny migrujici
v elektrickém poli skrze pory polyakrylamidového gelu. Oddéleni proteint je pouze na
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zakladg jejich velikosti, jelikoz SDS, zptsobujici denaturaci proteinu, udili proteinim
jednotny zaporny néboj na jednotku hmoty. K denaturaci proteinti slouzi také -
merkaptoethanol.

Elektroforéza probihala v SDS elektrodovém pufru pii konstatnim napéti 200 V.
Ke vzorkim byl pfidan 2 x vzorkovy pufr v poméru 1 : 1 a smés byla povarena 10 min
v termobloku pii 80 °C.

Pro vizualizaci vzorkl byly gely barveny cca 5 min v barvicim roztoku a poté

promyty vodou a odbarveny horkym odbarvovacim roztokem.

3.2.3.3. Purifikace proteinii

Purifikace a-MPP a jejich mutantnich forem

Rozmrazené¢ bunky z0,5 1 bunééné kultury obsahujici a-MPP byly
resuspendovany v 30 ml pfislusného pufru pro uchovani bunék (HEPES nebo Tris) a
rozruSeny ultrazvukovou sondou (6x 20 s, 50W). Po kazdém 20 s zasahu byla suspenze
chlazena na ledu po dobu 1 min. Rozpustna a nerozpustna frakce bezbunééného
extraktu byla odd¢lena centrifugaci (16000 g, 4 °C, 30 min). Exprese byla kontrolovana
pomoci SDS-PAGE.

Metaloafinitni chromatografie

Na N-konci (a-MPP) nebo na C-konci (pMDH) faznich proteini se nachazi
histidinova kotva, kterd umoziiuje jejich purifikaci pomoci metaloafinitni
chromatografie na kolonce sniklovou naplni. Tato metoda vyuziva schopnosti
histidinové kotvy vazat se na nikelnaté ionty, které jsou prostfednictvim chelata¢niho
¢inidla neseny sepharosou v kolonce. Navazany protein je poté uvolnén z vazby na
kolonku pufry se zvySujicimi se koncentracemi imidazolu (DVORAKOVA-HOLA et al.
2010).

Supernatant obsahujici rozpustny protein naSeho zajmu byl spojen s Ni-
sepharosovou matrici promytou ptislusnym ekvilibraénim pufrem (HEPES nebo Tris) a
smés byla ponechana 5 min na ledu. Smés byla poté nanesena na kolonku a matrice
nasledné promyta 10 ml pufru (matrice nesméla vyschnout). Poté bylo na kolonku
nanaseno po 5 ml pufru se vzestupnym obsahem imidazolu (30 mM, 50 mM, 100 mM a
250 mM imidazol) a frakce byly jimany vzdy po 1 ml a ulozeny do ledu. Pro dalsi ucely
byl pouzivan protein z frakci obsahujici 250 mM imidazol, popt. 100 mM imidazol.

Pritomnost bilkovin v jednotlivych frakcich byla testovdna na nitrocelulosové
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membrané 0,45 pm (Whatman), ktera byla obarvena Ponceau S a odbarvena vodou.

Pozitivni frakce byly analyzovany pomoci SDS-PAGE.

Gelova chromatografie

Po metaloafinitni chromatografii byly ziskany frakce purifikovanych proteint,
které jsou vsak v pufru obsahujici vysoky obsah imidazolu. Odstranéni imidazolu (tzv.
odsoleni) z prostfedi bilkoviny bylo provedeno prostiednictvim gelové chromatografie.
Odsoleni bylo spojeno s vyménou pufru. K témto Gcelim byly pouzity kolonky
HiTrap™ Desalting (GE Healthcare) a bylo postupovano dle pokyni vyrobee. Frakce
byly jimany po 0,5 ml a ihned uklddany do ledu. Pfitomnost bilkovin v jednotlivych
frakcich byla testovana na nitrocelulosové membrané 0,45 pm (Whatman), ktera byla

obarvena Ponceau S a odbarvena vodou. Pozitivni frakce byly analyzovany pomoci

SDS-PAGE.

Purifikace B-MPP

B-MPP je produkovana v nerozpustné formé a je izolovana z inkluznich télisek
(GELI 1993). Po sonikaci a centrifugaci (viz. purifikace a-MPP) byl sediment opét
promyt pfislusnym pufrem pro uchovani bun¢k (HEPES nebo Tris) a suspenze byla
centrifugovana (16000 g, 4 °C, 30 min). Nasledovala denaturace inkluznich télisek, kdy
byl sediment resuspendovan v 10 ml pufru obsahujici 8 M mocovinu a suspenze byla
ponechana 1 h na rotaéni tfepacce (200 rpm) pii 37 °C. Nasledovala centrifugace
(16000 g, 30 min, 15 °C; mocovina za nizkych teplot tvoii krystalky), pfi které byla jiz
rozpustna B-MPP od nerozpustné frakce oddélena. Renaturace proteinu byla provedena
dialyzou, kdy doslo k odstranéni mocoviny vyménou pufrli (objem pufru byl minimélné
100 x vétsi nez objem supernatantu). VVzorek byl pfenesen do dialyza¢ni membrany
Membra-Cell-dialysis MWCO3500, 16 mm (Serva). Dialyza probihala ptes noc pii 4 °C
za stalého michani na magnetické michacce pro lepsi prostupnost pufri. Vysrazené
proteiny byly poté odstranény centrifugaci (16000 g, 4 °C, 30 min). Supernatant
obsahujici p-MPP byl zkontrolovan na SDS-PAGE.

Purifikace pMDH

PMDH je také produkovan v nerozpustné formé a je izolovan z inkluznich

télisek (viz. purifikace B-MPP). Po hodinové denaturaci pMDH v pfislusném pufru
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(HEPES nebo Tris) obsahujici 8 M moc¢ovinu byla suspenze centrifugovana (16000 g,
30 min, 15 °C). Protein byl nasledné purifikovan pomoci metaloafinitni chromatografie

a odsolen pfislusSnym pufrem obsahujicim 4 M mocovinu.

Zakoncentrovani pMDH

Pro zakoncentrovani substrati byl pouzit Amicon Ultra centrifugal filter Devices
(Millipore) velikosti 10 K, ktery zachyti proteiny vétsi nez 10 kDa. Na filtr byly
naneseny 4 ml (maximalni kapacita) z odsolenych frakci obsahujici substrat. Naslednou
centrifugaci (7500 g, 15 °C, 30 min) byly odstranény ptipadné necistoty do 10 kDa a
také vétSina pufru. Doba centrifugace zavisela na pozadovaném kone¢ném objemu, ve
kterém byl substrat zakoncentrovan. Vzorek byl poté pienesen do nové sterilni

mikrozkumavky.

3.2.3.4. Priprava dimeru MPP

Pro zjisténi aktivity enzymu bylo potfeba spojit obé podjednotky MPP.
Podjednotky by mély byt smichany v poméru 1 : 1, ale do reakce je dano 2 x vice B-
MPP z toho diivodu, Ze po renaturaci je aktivni pouze 30 — 50 % B-MPP. Pouze tento
podil B-MPP je schopen se vazat na a-MPP.

Ke smési byl pfiddn MnCl; na konefnou koncentraci 1 mM. Smés byla
promichana a ponechana po dobu 30 min na ledé. Nasledovala centrifugace (16000 g,

4 °C, 30 min), kdy se dimer vyskytoval v rozpustné frakci.

3.2.3.5. Stanoveni koncentrace proteinit podle Bradfordové

Kit Quick Start™ Bradford (Bio-Rad) umoziuje kolorimetricky stanovit
koncentraci proteinli. Principem je adsorpéni vazba barviva Coomassie Brilliant Blue
G-250 na molekulu proteinu.

Na mikrotitraéni desticku bylo naneseno po 5 pl vzorku (nanasky byly
v triplikatech, z nichZ byl uréen primér), fady BSA standardu (0,125 mg.ml™, 0,25
mg.ml?, 0,5 mg.ml?, 0,75 mg.ml™ a 1 mg.ml™), zkteré byla vytvoiena kalibraéni
kiivka, vody jako blanku pro BSA standard a pfislusného pufru jako blanku pro vzorek.
Ke vSem vzorkiim bylo naneseno 250 pl reakéniho ¢inidla. Po 5 minutach reakce
probihajici za pokojové teploty byla koncentrace stanovena na zakladé zméfené OD pii
560 nm.
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3.2.3.6. Stanoveni aktivity forem MPP obsahujici reportérovou a-MPP

Aktivitou MPP se mini schopnost odstépit presekvenci substratu (PMDH), a tim
ho ptevést do zpracované formy (MDH). Podminky testovani aktivity MPP obsahujici
a-MPP s reportérovym tryptofanovym zbytkem byly zvoleny stejné, jaké byly
experimentalné stanoveny pro MPP (JANATA et al. 2004); tj. 30 °C, pH 7,4. Ke smési
byl pfidan MnCl;, na kone¢nou koncentraci 2 mM. Aktivity MPP z divokého kmene S.
cerevisiae a MPP obsahujici reportérovou a-MPP byly méfeny Vv ¢asech 1, 2, 4 a 8 min.
Reak¢ni smési odebrané v danych ¢asech (15 pl) byly poté rozdéleny na SDS-PAGE,

kde se odd¢lila zpracovana MDH od prekurzorové MDH na zakladé rozdilu velikosti.

3.2.3.7. Stanoveni stability forem MPP obsahujici reportérovou a-MPP

Z hlediska stability byla sledovana schopnost proteinu neagregovat pii danych
podminkach skladovani. Testovany byly teploty -20 °C, 4 °C, 16 °C a laboratorni
teplota. Stabilita byla kontrolovana pomoci Blue-native PAGE.

3.2.3.8. Nativni elektroforéza (Blue-Native PAGE)

Tato metoda patfi mezi separacni metody umoziujici rozdé€lit proteinové
komplexy v enzymaticky aktivnim stavu. Protein ziskd negativni naboj interakci
s barvou Coomassie blue G-250. Separace proteinu probiha jednak na zakladé rozdilné
hmotnosti, ale zasadnim faktorem je pfedevsim tvar proteinu.

Blue-Native polyakrylamidova elektroforéza byla pouzita pro kontrolu stability
proteinll (zda netvofi agregaty) a probihala za chladu pfi konstantnim napéti 100V
Vv zaostfovacim gelu a pii 300V v rozdélovacim gradientovém gelu. Ke vzorkim i
standardu byl ptidavan vychlazeny 3 x vzorkovy pufr v poméru 2 : 1 (vzorek : vzorkovy
pufr).

Pro vizualizaci vzorkl byly gely barveny cca 5 min v barvicim roztoku a poté

promyty vodou a odbarveny horkym odbarvovacim roztokem.
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3.2.4. Casové rozlisena fluorescenéni spektroskopie

Pro zjiSténi okoli lokalni dynamiky reportérového Trp v pozicich 289 nebo 299
vV GRL a-MPP byla pouzita metoda Casové rozlisené fluorescencni spektroskopie.
Mg¢feni byla provadéna ve spolupraci s katedrou experimentalni biofyziky Univerzity
Palackého v Olomouci (RNDr. Martin Kubala, PhD.) a fyzikalnim tGstavem Univerzity
Karlovy v Praze (doc. RNDr. Petr Hefman, CSc., doc. RNDr. Jaroslav Vecet, CSc.).

Casové rozlisena fluorescence je méfena pomoci pulsni excitace (délka pulsu je
krat$i nez doba dohasinani fluorescence) nebo pomoci fazové modulovaného budiciho
zéfeni a umoznuje analyzovat Casové zavislosti méfenych parametrd, predevSim
anizotropie fluorescence. Tato metoda poskytuje informace o rota¢nich pohybech

fluoroforu a jeho bezprostfedniho okoli.
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4. Vysledky

4.1 Zaména tryptofanového zbytku v pozici 223 v a-MPP

Protein a-MPP kvasinky S. cerevisiae nese ve své aminokyselinové sekvenci tfi
tryptofanové zbytky. V tomto proteinu byly jiz difive nahrazeny dva tryptofanové
zbytky v pozicich 147 (W147N) a 481 (W481Y). Zaména tietiho pfirozené se
vyskytujiciho tryptofanového zbytku v pozici 223 musela byt provedena tak, aby byla
zachovana stabilita i aktivita proteinu. Byly proto vybrany ¢tyfi aminokyseliny, které
jsou svymi vlastnostmi nejblizs§i tryptofanu (aromatické, hydrofobni, S objemnym
postrannim fetézcem aminokyselinového zbytku). Jednalo se o valin, tyrosin, leucin a
fenylalanin.

K dispozici byl gen koédujici maturovanou podjednotku a-MPP S. cerevisiae
upraveny v predchozim obdobi v nasi laboratofi. Produkovany protein je kratsi o 13
aminokyselinovych zbytkt presekvence a na svém N-konci obsahuje histidinovou kotvu
(23 aminokyselinovych zbytki), kterd umoziiuje metaloafinitni purifikaci proteinu.

Uvedené pozice tryptofanovych zbytkti odpovidaji ptuvodnimu nezkracenému
proteinu, ktery neni fizovan s His-kotvou. Pro ptehlednost je vSak c¢islovani téchto
pozic v nasledujicim textu zachovano.

Postup zamény tryptofanového zbytku v pozici 223 a-MPP znazortiuje Obr. 4.1,

cast B.
A:
Hindlll BsrGl Bsal-HF BamHI
LS W147N“ F289W*“  Y299W* L W481Y“

Gen kodujici mutantni a-MPP S. cerevisiae
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vysiépeno

vystépeno
gen pro a-MPP

gen pro a-MPP

Hindlll BamHlI
BamHlI

vystépeno

gen pro a-MPP

I1I. gen pro «-MPP V.

BamHl!

pJA2W289,
pJA2W?299
4,2 kbp

gen pro a-MPP

pPA3W283,
pPA3W299
6,7 kbp

Obr. 4.1: Postup zamény tryptofanového zbytku v pozici 223 a-MPP.

A: Schematické znazornéni rozlozeni unikatnich restrikénich mist v genu pro o-MPP S. cerevisiae
vyuzitych pii ptipravé konstrukti. Hvézdickami jsou oznaceny oblasti kodujici pfislusné zaménéné
aminokyselinové zbytky.

B: Priprava konstruktd pouzitych pfi syntéze bodovych zmén v genu kdodujici a-MPP. Podrobné kroky
jsou popsany v kapitolach 4.1.1.,4.1.4. a 4.2.

*X=LV,Y,F
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4.1.1. Priprava klonovaciho vektoru pJA2

Z expresniho vektoru pPA2 byla pouzitim enzyma Hindlll a BamHI vyjmuta
Cast kazety obsahujici gen pro a-MPP se zaménénym tryptofanovym zbytkem v pozici
147 (Obr. 4.1). Tato ¢ast kazety (1293 bp) byla vlozena do klonovaciho vektoru pJAKO
(2960 bp). Pripraveny konstrukt byl oznacen pJA2 (4243 bp). Vektor pJA2 byl
transformovan do kmene E. coli JM109 a buriky byly vysety na AIX misky umoznujici
modrobilou selekci. Ze tii bilych pozitivnich kolonii byl vyizolovan plasmid, ktery byl

nasledné kontroln¢ nastépen enzymem Hindlll (Obr. 4.2).

4000 bp 3!&1
3000 bp
2000bp =7 =

o

™
:
A
\

i
. Obr. 4.2: Restrikéni kontrola pJA2. 0,8% agarosovy gel. St. = standard, 1.
St. 1. 2. 3. 4. — 3. = pJA2 po ligaci a restrikci Hindlll, 4. = pJAKO. Velikosti plasmidu

S inzertem odpovida pouze vzorek €.1.

4.1.2. Amplifikace sekvenci s bodovymi zaménami

Pfi navrhovani primert pro mutaci genu kodujici a-MPP, jez vedla k zdméné
tryptofanového zbytku v pozici 223 za jeden ze Ctyf vybranych aminokyselinovych
zbytkt (L, V, Y, F), byl pouzit kit QuikChange® Il Site-Directed Mutagenesis. Kroms
zmény nukleotidové sekvence kodujici danou substituci tryptofanového zbytku byla
také zavedena tichd mutace, tj. takové restrikéni misto, které nevede ke zmeéné

aminokyselin. Vyuziva se zde degenerace genetického kodu.

Navrhy primerG obsahujici zmény nukleotidové sekvence kodujici danou

substituci tryptofanového zbytku v potici 223 spolu s tichymi mutacemi:

W223V forward

Aatl|
5 GTATCTCGGTGACGTHICAATCTACACACCCTCCG 3

W223Y forward

Accl
5 GTATCTCGGTGACTATCAGTE‘TACACACCCTCCG 3
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W223L forward

Pstl
5 GTATCTCGGTGACCTGCAGTCTACACACCCTCCG 3

W223F forward
Aval
5 GTATCLF‘ CGGGGACTTCCAATCTACACACCCTCCG 3

Pozn.: Cervené je oznaden triplet kodujici danou aminokyselinu zaménénou za tryptofanovy zbytek
Vv pozici 223, tu¢né jsou oznaceny nukleotidy, které se 1isi od sekvence genu pro a-MPP z divokého
kmene S. cerevisiae a podtrzené nukleotidy oznauji sekvenci rozpoznavanou danou restrikéni

endonukleasou (ticha mutace).

Mutageneze byla provedena na vektoru pJA2 pomoci PCR s pouzitim PfuUltra
HF polymerasy a specifickych forward a reverse primerti pro jednotlivé bodové zmény.

Béhem kazdého cyklu PCR reakce byl syntetizovan cely plasmid. SloZzeni PCR smési a

podminky PCR jsou uvedeny v Tab. 4.1 a Tab. 4.2.

Tab. 4.1: Slozeni PCR smé&si pro mutagenezi tryptofanového zbytku v pozici 223:

Primery (W223X* forward a reverse)

125 ng (kazdy)

Templat (pJA2)

50 ng

dNTP mix

10 mM (celkem)

10 x pufr pro PfuUltra HF DNA polymerasu

1/10 objemu

PfuUltra HF DNA polymerasa

25U

dH,0

doplnit na celkovy objem 50 pl

*X=L,V,Y,F

Tab. 4.2: Vychozi podminky PCR pro mutagenezi tryptofanového zbytku v pozici 223:

Féaze amplifikace [°C] [min] Pocet cyklu
1. denaturace 98 0,5
2. a. denaturace 98 0,17 N
b. hybridizace 50 0,5 \ 30
c. syntéza 72 1,5 )
3. zavere€na syntéza 72 5
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Po skonceni amplifikace sekvenci s bodovymi zdménami byl ke smési piidan
1 ul Dpnl (10 U) restrikéni enzym a smés byla inkubovana 1 h pti 37 °C, ¢imz doslo
k nastépeni templatové methylované DNA.

Amplifikovana nemethylovana DNA s pfisluSnou mutaci byla transformovana
do superkompetentnich bunék E. coli XL1-Blue. Pro kultivaci byl pouzit NZY" bujon a
bunky byly poté vysety na plotny s LB agarem a ptidavkem ampicilinu.

Na miskéch, které byly kultivovany pies noc, nenarosty zadné kolonie, proto
bylo nutné mutagenezi zopakovat. Mutagenni PCR probihala nejprve za ptvodnich
podminek, poté nasledovala fada experimentli s variacemi v koncentraci primert,
pouzité polymerase, piidanych aditivech aj. Na Obr. 4.3 je patrna tvorba dimeru primert
pii koncentraci primert v reakci 100 pmol / pl. Dimerizované primery nenasedly na
templatovou DNA a k amplifikaci sekvence nedoSlo. Proto byly podminky reakce
optimalizovany.

Optimalni slozeni PCR smési je shrnuto v Tab. 4.3. Vzniklé plasmidy byly
oznaceny pJA2W223X*.

Tab. 4.3: Optimalizované sloZzeni PCR smési pro mutagenezi tryptofanového zbytku v pozici 223:

Primery (W223X* forward a reverse) 10 ng (kazdy)

Templat (pJA2) 15 ng

dNTP mix 10 mM (celkem)

Betain 7,625 pg

5 x Phusion GC Buffer 1/5 objemu

Phusion Hot Start polymerasa 1U

dH,O doplnit na celkovy objem 50 pl
*X=LV,Y,F
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Obr. 4.3: Amplifikace sekvenci S bodovymi

zaménami pomoci PCR. 0,8% agarosovy gel. St. =
=

= |:| standard, 1. — 4.: koncentrace primert v reakci byla
4000 bp —>
3000bp — 100 pmol / pl. 1. = mutace vedouci k zaméné W223L,
2000bp — 7 2. = mutace vedouci k zaméné& W223V, 3. = mutace

vedouci k zaméné W223F, 4. = mutace vedouci k
zaméné W223Y. V modrém ramecku jsou oznaceny
dimery primert, které nenasedly na templatovou

DNA, 5. = negativni kontrola (do reakce nebyla

pfidana polymerasa). 6. — 9.: koncentrace primera
St L. 2. 3.4 9.6 T 18 9.

vreakci byla 5 pmol / pl. 6. = mutace vedouci k

zaméné W223L, 7. = mutace vedouci k zaméné
W223V, 8. = mutace vedouci k zaméné W223F, 9. = mutace vedouci k zaméné W223Y. V Cerveném
ramecku jsou vidét amplifikované sekvence sbodovymi zaménami 0 velikosti 4,2 kbp odpovidajici
velikosti vzniklého plasmidu pJA2W223X*.

*X=L,V,Y,F

Amplifikovana nemethylovana DNA s piislusnou mutaci byla transformovana
do superkompetentnich bunék E. coli XL1-Blue.

Z narostlych kolonii kazdé mutace byla provedena koloniova PCR za tucelem
ovéteni uspésné transformace amplifikovaného tseku obsahujici mutace. Ocekavany
fragment byl dlouhy 733 bp. SloZeni smési pro koloniovou PCR a podminky koloniové
PCR jsou uvedeny v Tab. 4.4 a Tab. 4.5.

Tab. 4.4: SloZeni smési pro koloniovou PCR, ktera byla provedena za ucelem kontroly uspé$né

transformace amplifikovaného useku DNA do bunék E. coli XL1-Blue:

Primer Sacl F 20 pmol

Primer Nsil R 20 pmol

dNTP mix 10 mM (celkem)

10 x LA pufr 1/ 10 objemu

LA polymerasa 5U

dH,0 doplnit na celkovy objem 50 pl

Templatova DNA jednotlivych mutaci byla do reakce nanesena sterilnim paratkem jako cela kolonie
narostla na misce s pevnym agarem.
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Tab. 4.5: Podminky koloniové PCR, ktera byla provedena za ucelem kontroly isp&$né transformace

amplifikovaného tiseku DNA do E. coli XL1-Blue:

Faze amplifikace [°C] [min] Podet cyklu
1. denaturace 94 10
2. pridavek enzymu 65
3. a. denaturace 94 0,25
b. hybridizace 50 05 \ 21
c. syntéza 68 4
4. z&vérecna syntéza 72 5

Amplifikovany tsek DNA byl podroben restrikéni kontrole restrikénimi
endonukleasami §tépicimi v mistech vzniklych tichou mutaci (Obr. 4.4). Velikosti

o¢ekavanych fragmentt shrnuje Tab. 4.6.

Tab. 4.6: Oc¢ekavané fragmenty amplifikované DNA po §tépeni restrikénimi endonukleasami.

Amplifikovany tusek DNA / | Velikosti fragmentd po §tépeni ptislu$nymi
pouzity restrikéni enzym restrikénimi endonukleasami (bp)

SaclF-NsilR — F / Aval 152, 581

SaclF-NsilR —V / Aatll 162,571

SaclF-NsilR — L / Pstl 165, 568

SaclF-NsilR —Y / Accl 167, 234, 332

SaclF-NsilR ozna¢uje primery ohrani¢ujici amplifikovanou sekvenci dlouhou 733 bp. F, V, L, Y oznadu;ji
aminokyselinové zbytky v pozici 223 proteinu a-MPP, které vznikly na zakladé bodovych mutaci genu
pro a-MPP.

Z vybranych pozitivnich transformantt kazdé mutace byla izolovéna plasmidova
DNA pouzitim kitu Wizard® Plus SV Minipreps DNA purification System (Promega) a

spravnost mutovné sekvence byla ovéfena pomoci sekvenace.

68




A4 L I m V. €L I WM V. V. VL VIL E L I I IV.
st.fix2[3*.4.]5.6*|7*. 8. ox.10Ju1*x.12J13%.14] st. 1. 2]3*. 4.5+ 6]7*. 8.]

1000bp ~
650bp ——>
500 bp ;
300bp -
200bp
100bp

-

'.
B: V. VL VIL V. D: I. I. N IV. V. VL F: V. VI VI VIIL
st[1*.2]3* 4]5*. 6.[7*.8] st[1*.2[3* 4.[5* 6.[7*.8.]o*.10]11*.12] st.[1*.2]3*.4]5*. 6. [7*.8.

Obr. 4.4: Restrikéni kontrola amplifikovanych tusekid jednotlivych mutaci. 2% agarosovy gel. St. =
standard, A, B: kontrolni restrikce enzymem Pstl §tépicim v mist¢ tiché mutace, ktera byla zavedena
spolu s nukleotidovymi sekvencemi vedoucimi k zaméné W223L. Analyzovany byly amplifikované
useky z 8 vybranych kolonii (I. — VIIL.), C: kontrolni restrikce enzymem Accl §tépicim v misté tiché
mutace, ktera byla zavedena spolu s nukleotidovymi sekvencemi vedoucimi k zaméné W223Y.
Analyzovany byly amplifikované tseky ze 7 vybranych kolonii (I. — VII.), D: kontrolni restrikce
enzymem Aval §té€picim v misté tiché mutace, ktera byla zavedena spolu s nukleotidovymi sekvencemi
vedoucimi k zaméné W223F. Analyzovany byly amplifikované useky ze 6 vybranych kolonii (I. — VI.), E,
F: kontrolni restrikce enzymem Aatll Stépicim v misté tiché mutace, kterd byla zavedena spolu
s nukleotidovymi sekvencemi vedoucimi k zaméné W223V. Analyzovany byly amplifikované tseky z 8
vybranych kolonii (I. — VIIL). Cisla vzorkdi oznatend hvézditkou jsou po §tépeni piislusnymi
restriktasami. Oc¢ekavané fragmenty amplifikované DNA po $té€peni piislusnymi restriktasami jsou

uvedeny v Tab. 4.6.

4.1.3. Pfenos mutovaného useku kazety do expresniho vektoru
pPA2

Vzhledem ktomu, Ze se opétovné nepodafilo vystépit dany usek kazet
z pJA2W223X* pouzitim restrikénich enzymd BamHI a HindIIl, byl misto Hindlll
pouzit enzym BsrGI (Obr. 4.1). Vystépené fragmenty byly vlozeny zpét do expresniho
vektoru pPA2. Vzniklé vektory oznacené pPA2W223X* byly transformovany do bunék
E. coli JM109. Z vyrostlych kolonii kazdé mutace byl izolovan plasmid, ktery byl
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nasledné kontrolné nastépen danymi restrikénimi endonukleasami $tépicimi v mistech
vzniklych tichou mutaci. Vybrané pozitivni vzorky byly ovéfeny sekvenaci.

Nasledovaly pokusné prace srekombinantnimi proteiny produkovanymi
bunkami E. coli BL21(DE3)+pGroESL na zaklad¢ ptipravenych konstrukti. Exprese a
purifikace beztryptofanovych forem o-MPP, vytvofeni dimert MPP a nasledné
testovani aktivit t€chto forem MPP bylo naplni prace Ing. Anny Matuskové. Nejvyssiho
vytézku pii purifikaci beztryptofanové o-MPP a zaroven nejveétsi aktivitu témer
srovnatelnou s MPP z divokého kmene S. cerevisiae vykazovala a-MPP s ndhradou W-
223-F. V dalsich experimentech byla proto pouzivana jiz jen tato varianta
beztrypfofanové o-MPP. Expresni vektor obsahujici gen koédujici a-MPP se vSemi
zaménénymi tryptofanovymi zbytky byl ozna¢en pPAS3.

*X=LV,YF

4.2. Priprava konstruktu kédujiciho reportérovou a-MPP

Poté, co byl uspésné vytvoren expresni vektor obsahujici gen pro a-MPP bez
vSech tii piirozené se vyskytujicich tryptofanovych zbytki, bylo potieba naopak zavést
reportérovy tryptofanovy zbytek do urcitého mista v glycinové smycce. Takto upraveny
protein je v nasledujicim textu i pfi védomi nepiesnosti oznacovan jako ,,reportérova o-
MPP*.

V pozicich 299 a 303 je vhodna aromaticka aminokyselina tyrosin a v pozici 289
je aromaticka aminokyselina fenylalanin. V nasi laboratofi byly v pfedchozim obdobi
pfipraveny klonovaci vektory obsahujici gen pro o-MPP s reportérovymi
tryptofanovymi zbytky v pozicich 289 nebo 299 (pJA2W289 a pJA2W299), proto byla

zvolena praveé tato mista.

Do kmene E. coli GM2929, ktery je bez methyla¢ni aktivity, byly
transformovany vektory pPA3, pJA2W289 a pJA2W299. Kmen neschopny methylace
byl pouzit z diivodu, ze enzym Bsal-HF, posléze pouzity na opracovani vektoru, nestépi
methylovanou DNA. Plasmidy pJA2W289 a pJA2W299 byly vyizolovany a
opracovany enzymy Bsal-HF a BamHI (Obr. 4.1). Ziskané fragmenty byly rozdéleny
elektroforézou Vv 1% agarosovém gelu. Fragment o velikosti 552 bp, nesouci
nukleotidové sekvence kodujici tryptofanovy zbytek v pozici 289 popt. 299, byl z gelu

vyizolovan. Plasmid pPA3 byl taktéZz vyizolovan a opracovan enzymy Bsal-HF a
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BamHI a fragment o velikosti 6161 bp byl oddélen pomoci elektroforézy v 0,7%
agarosovém gelu. Restrik¢éni misto Bsal-HF lezi vné vyménované Casti sekvence genu
pro a-MPP, proto pii vyméné ¢asti genu nedoSlo ke ztraté mista kodujici zaménény
tryptofanovy zbytek v pozici 223 (Obr. 4.1, ¢ast A). Do takto opracovaného expresniho
vektoru (6161 bp) byl vlozen pfipraveny fragment (552 bp) z pJA2W289 popf.
pJA2W?299. Piipravené konstrukty byly oznaceny pPA3W289 a pPA3IW299.

Ligace probihala za dvou rtiznych podminek. Jednak po dobu jedné hodiny a
jednak po dobu 18 h. Lepsich vysledkt bylo dosazeno, pokud ligace probihala 1 h, kdy
na negativni kontrole nevyrostly zadné kolonie. Po 18 hodinové ligaci vyrostly kolonie i
na agarové plotné s negativni kontrolou.

Po izolaci plasmida obsahujici gen pro o-MPP sjedinym tryptofanovym
zbytkem v reportérové pozici nasledovalo kontrolni Stépeni danymi restrikénimi
endonukleasami Sté€picimi v mistech vzniklych tichou mutaci. Tato mista byla zavedena
spolu sezaménou nukleotidové sekvence vedouci kzavedeni reportérového
tryptofanového zbytku v pozicich 289 (restrikéni misto vzniklé tichou mutaci
rozpozndvané¢ enzymem BstYI) a 299 (restrikéni misto vzniklé tichou mutaci
rozpoznavané¢ enzymem Avall). Vyrazny ocekdvany fragment v piipadé Stépeni
enzymem BstY| u pPA3W289, ktery se u vychoziho konstruktu pPA3 nevyskytuje, ma
velikost 995 bp (Obr. 4.5). Vyraznym posunem u pPA3W299 oproti pPA3 je odstépeni
fragmentu o velikosti 390 bp z 3964 bp velkého fragmentu (Obr. 4.5). Sekvence obou
variant genu kodujici reportérovy tryptofanovy zbytek v pozici 289 nebo 299 byla

oveérfena sekvenaci.
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Obr. 4.5: Restrikéni kontrola pPA3W289 a pPA3W299. 0,8% agarosovy gel. St. = standard, A: kontrolni
restrikce pPA3W289 enzymem BstY ze 4 vybranych kolonii (I. — IV.), B: kontrolni restrikce pPA3W299
enzymem Avall ze 4 vybranych kolonii (I. — IV.). Cisla vzorkii oznatena hvézdickou odpovidaji
pPA3W289 popt. pPPA3IW299 po nastépeni pfislusnymi restriktdsami, ¢isla vzorkl ozna¢ena symbolem

,»plus* odpovidaji pPA3 po nastépeni restriktasami.

4.3. Priprava proteinu a-MPP, B-MPP a substratu
Pred samotnym testovanim aktivity MPP obsahujici reportérovou a-MPP, bylo
tteba piipravit obé podjednotky MPP a vSechny substraty (prekurzor kvasinkovée MDH

s fuzovanou presekvenci z kvasinky, mysi a melounu).

4.3.1. Nadprodukce a purifikace a-MPP

Vektory pPA3W289, pPA3W299 a pPA3 byly transformovany do bunék E. coli
BL21(DE3)+pGroESL. V téchto bunkach dochazi ke koexpresi a-MPP s chaperony
GroES a GroEL, jez jsou nezbytné pro spravné slozeni proteinu a-MPP. Testovani

exprese (kapitola 3.2.3.1) a-MPP bylo provedeno za dvou podminek. Jednak po dobu 1
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h pii 37 °C, coz jsou standardni podminky, za kterych je protein a-MPP z divokého
kmene S. cerevisiae exprimovan, a jednak za snizené teploty (20 °C) a za prodlouzené
doby inkubace (12 — 18 h). Takto upravené podminky byly testovany z duvodu
pozménéné sekvence proteinu a-MPP S reportérovym tryptofanovym zbytkem (celkem
Ctyfi pozménéné zbytky), proto se dal ocekéavat delsi ¢as nutny ke spravnému sbaleni
proteinu tak, aby zistal v rozpustné formé. Nizsi teplota, kterd zptsobuje zpomaleni
bunécnych procest, vcetn¢ produkce proteinii, tomuto procesu napomaha a zvysSuje
podil proteinu zaujimajici po sbaleni spravnou aktivni konformaci.

Po uplynuti dané doby inkubace byla exprese ukoncena a byl pfipraven bunécny
lyzat. Vzorky rozpustné a nerozpustné frakce byly podrobeny analyze na SDS-PAGE.
Z Obr. 4.6 je patrné, ze béhem kultivace pti 37 °C se a-MPP (PA3W289) ani a-MPP
(PA3W299) v supernatantu vibec netvofila, pouze malé mnozstvi se nachazelo
v sedimentu. Naopak pii 20 °C postindukéni kultivaci zistavala vétSina proteinu v
rozpustné formée.

a-MPP byla z rozpustné frakce purifikovana podle postupu uvedeného v kapitole
3.2.3.3.
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Obr. 4.6: Analyza exprese o-MPP
S reportérovymi  tryptofanovymi  zbytky
Vv pozicich 289 nebo 299 a beztryprofanové
a-MPP. Porovnani podminek exprese. 8%
SDS-PAGE. A = 37 °C, o-MPP
(PA3W289), B, D a F = 20 °C, o-MPP
(PA3), C = 37 °C, a-MPP (PA3W299), E: 1.
—2.=20°C, a-MPP (PA3W289), E: 3. — 4.
=20 °C, a-MPP (PA3W299). St = standard,
Se = sediment, Su = supernatant, IPTG =
indukce tvorby proteinu, neind. = kultivace

bez indukce.

4.3.2. Nadprodukce B-MPP, spojeni podjednotek a purifikace dimeru

Vektor pETYB byl transformovan do kmene E. coli BL21(DE3). Protoze 3-MPP

se produkuje ve forme inkluznich télisek v nerozpustné frakci, je potieba inkuzni téliska

denaturovat a protein pievést do rozpustné formy. Denaturace probihala pomoci

denatura¢niho pufru obsahujiciho 8 M mocovinu. Protein byl nasledné renaturovan pii

dialyze, kdy dochazi k odstranéni mocoviny vyménou za pufr bez mocoviny. Naslednou

centrifugaci byla ziskdna rozpustna frakce obsahujici B-MPP, ktera byla analyzovana na
SDS-PAGE. B-MPP byla poté spojena s a-MPP (z divokého kmene S. cerevisiae nebo
PA3W289 popt. PA3W299; spojeni podjednotek viz. kapitola 3.2.3.4.).
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Dimerni forma MPP byla izolovana zachycenim na Ni-sepharosovou kolonku za
His-kotvu umisténou na N-konci a-MPP a uvolnéna pufrem obsahujicim 250 mM
imidazol. Odstranéni imidazolu z prostiedi proteinti (odsoleni) bylo spojeno s vyménou
pufri. Tento krok byl proveden pomoci gelové chromatografie (kapitola 3.2.3.3.).
Kontrola Cistoty dimeru byla zjiSténa pomoci SDS-PAGE.

A B:
1. 2. 3.4.5.6.7.8St. 1.2.3. 4. 5. 6. St.

o -MPP
i 10k
=P = == R S < 55 D,
Rcﬁﬁ dimer = _
B-MPP < 35kDa
<-27kDa

Obr. 4.7: Kontrola ¢istoty dimeru MPP. 8% SDS-PAGE. Jednotlivé frakce po odsoleni dimeru MPP. St.
= standard, A: MPP obsahujici a-MPP (PA3W289), B: MPP dimer z divokého kmene S. cerevisiae.

4.3.3. Ovéreni aktivity dimeru MPP se substraty
Dimer MPP obsahujici bud’ a-MPP (PA3W289), a-MPP (PA3W299) nebo a-

MPP  z divokého kmene S. cerevisiae byl podroben ovéfeni aktivity ptidanim
prekurzoru kvasinkové MDH (purifikace substratu viz. kapitola 3.2.3.3.) s presekvenci
z mysi (pPMyMDH), melounu (pWyMDH) a kvasinky (pYMDH). Reakce probihaly po
dobu 30 min pii 30 °C a byly ukonCeny piidanim vzorkového pufru a nasledné
analyzovany na SDS-PAGE. Vzhledem k tomu, Ze i reportérové formy a-MPP $tépily
presekvence prekurzort MDH, bylo mozné pfistoupit k podrobnému testu aktivit téchto

forem dimeru vzhledem k dimeru MPP z divokého kmene S. cerevisiae.

4.4. Podrobny test aktivity dimeru MPP se tremi substraty

Aby bylo mozné porovnat aktivitu dimeru obsahujiciho a-MPP (PA3W289)
nebo o-MPP (PA3W299) s dimerem z divokého kmene S. cerevisiae, bylo potieba
zachytit cas, ve kterém byl narist produktu linearni. Tento Casovy tsek je velmi kratky
(n€kolik minut). Pfeména substratu na protein bez presekvence rozpoznavané MPP byla
meéfena v Case 1, 2, 4 a 8§ min. Substrat byl pfidavan v nadbytku, aby i po uplynuti 8

minut zGstala vétSina substratu nepfeménéna. Pro porovnani aktivity dimerd MPP bylo
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potieba vlozit do reakce stejné mnozstvi enzymi. Dale je také nutné znat vhodny pomér
enzym : substrat, kdy je na gelu dobfe patrna preména substratu.
Vysledky porovnani aktivit forem MPP sreportérovou a-MPP a MPP

z divokého kmene S. cerevisiae jsou uvedeny v Tab. 4.7, na Obr. 4.8. a na Obr. 4.9.

Tab. 4.7: Aktivity MPP obsahujici a-MPP (PA3W289) nebo a-MPP (PA3W299) s pMDH obsahujic

presekvenci z melounu, mysi a kvasinky.

reportérova forma a-MPP / Relativni enzymaticka aktivita (% aktivity ve

ptidany substrat srovnani s MPP z divokého kmene S. cerevisiae)

a-MPP (PA3W289) /
pPWyMDH

6070

a-MPP (PA3W289) /
pMyMDH

70-80

a-MPP (PA3W289) /
pYMDH

60

a-MPP (PA3W299) /
pWyMDH

90

a-MPP (PA3W299) /
pMyMDH

120

a-MPP (PA3W299) /
pYMDH

70-80
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Obr. 4.8: Srovnani aktivity MPP z divokého kmene S. cerevisiae s MPP obsahujici a-MPP (PA3W289).
8% SDS-PAGE.

A: Aktivita MPP s prekurzorem kvasinkové MDH obsahujici presekvenci z melounu. 1. — 4 . = aktivita
MPP z divokého kmene S. cerevisiae: 1. = aktivita po 1 min, 2. = aktivita po 2 min, 3. = aktivita po 4 min,
4. = aktivita po 8 min. St. = standard. 5. — 8. = aktivita MPP s reportérovou a-MPP : 5. = aktivita po 1
min, 6. = aktivita po 2 min, 7. = aktivita po 4 min, 8. = aktivita po 8 min, 9. = NK1 (substrat bez enzymu),
10. = NK2 (samotna MPP z divokého kmene), 11. = NK3 (samotna MPP s reportérovou a-MPP). MPP
odstépuje presekvenci dlouhou 27 AK. Aktivita MPP obsahujici a-MPP (PA3W289) ve srovnani
s divokym kmenem se pohybuje mezi 60 — 70 %.

B: Aktivita MPP s prekurzorem kvasinkové MDH obsahujici presekvenci z mysi. Podminky jsou stejné
viz A. MPP odstépuje presekvenci dlouhou 17 AK. Aktivita MPP obsahujici a-MPP (PA3W289) ve
srovnani s divokym kmenem se pohybuje mezi 70 — 80 %.

C: Aktivita MPP s prekurzorem kvasinkové MDH obsahujici presekvenci z kvasinky. Podminky jsou
stejné viz A. MPP odstépuje presekvenci dlouhou 9 AK. Aktivita MPP obsahujici a-MPP (PA3W289) ve
srovnani s divokym kmenem se pohybuje okolo 60 %.

Pozn.: WyMDH, MyMDH a YMDH — jedna se o stejné¢ velkou formu kvasinkové MDH po odstépeni

ruzné dlouhych presekvenci.
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Obr. 4.9: Srovnani aktivity MPP z divokého kmene S. cerevisiae s MPP obsahujici a-MPP (PA3W299).
8% SDS-PAGE.

A: Aktivita MPP s prekurzorem kvasinkové MDH obsahujici presekvenci z melounu. 1. — 4. = aktivita
MPP z divokého kmene S. cerevisiae: 1. = aktivita po 1 min, 2. = aktivita po 2 min, 3. = aktivita po 4 min,
4. = aktivita po 8 min. St. = standard. 5. — 8. = aktivita MPP s reportérovou a-MPP: 5. = aktivita po 1 min,
6. = aktivita po 2 min, 7. = aktivita po 4 min, 8. = aktivita po 8 min, 9. = NKI1 (substrat bez enzymu), 10.
= NK2 (samotna MPP z divokého kmene), 11. = NK3 (samotnd MPP s reportérovou a-MPP). MPP
odstépuje presekvenci dlouhou 27 AK. Aktivita MPP obsahujici a-MPP (PA3W299) ve srovnani
s divokym kmenem se pohybuje okolo 90 %.

B: Aktivita MPP s prekurzorem kvasinkové MDH obsahujici presekvenci z mysi. Podminky jsou stejné
viz A. MPP odstépuje presekvenci dlouhou 17 AK. Aktivita MPP obsahujici a-MPP (PA3W299) ve
srovnani s divokym kmenem se pohybuje 0kolo120 %.

C: Aktivita MPP s prekurzorem kvasinkové MDH obsahujici presekvenci z kvasinky. Podminky jsou
stejné viz A. MPP odstépuje presekvenci dlouhou 9 AK. Aktivita MPP obsahujici a-MPP (PA3W299) ve
srovnani s divokym kmenem se pohybuje mezi 70 — 80 %.

Pozn.: WyMDH, MyMDH a YMDH — jedna se o stejné¢ velkou formu kvasinkové MDH po odstépeni

rizné dlouhych presekvenci.
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4.5. Méreni casové rozliSsené fluorescence reportéroveho
tryptofanového zbytku

Poté, co bylo prokazano, ze formy MPP obsahujici reportérovou o-MPP
vykazuji dostatecnou aktivitu, mohlo se pfistoupit k samotnému meéfeni zmény
pohyblivosti glycinové smycky o-MPP po navazani substratu. Fluorescence
tryptofanového zbytku byla méfena v Olomouci na Katedie experimentalni biofyziky
RNDr. Martinem Kubalou, PhD. Substraty byly pfipraveny pfedem, avSak o-MPP
(PA3W289) a a-MPP (PA3W299) musely byt pfipraveny vV den méfeni. Nejprve bylo
nutné zjistit, zda substraty nevykazuji vysokou anizotropii, coz by znesnadnilo méfeni.
Substraty neobsahuji zadny tryptofanovy zbytek, ktery by vykazoval fluorescenci, ale
pokud by nebyl dostate¢né odmyt imidazol, mohl by davat nezadouci signal. Molarni
pomér enzym : substrat by mél byt béhem meéfeni 1 : 1, do reakce byl vsak pfidan
nadbytek substratu. Koncentrace a-MPP v kyveté béhem méfeni byla 0,1 mg / ml. Tato
nizka koncentrace je proto, ze ze zkuSenosti je a-MPP o koncentraci vétsi nez 0,2 mg /
ml nestabilni, a to pfedev§im za vySSich teplot. Pufr, ve kterém byly vzorky méfeny,
obsahoval 50 mM HEPES, 20 mM NaCl, 10% glycerol, 2M mocovinu, pH 7,4. Méfeni
probihalo za pokojové teploty.

Vysledkem prvniho méteni bylo zjisténi, ze a-MPP tvofi agregaty, proto nebylo
mozné zméfené vzorky vyhodnotit. Naslednym krokem bylo zjisténi stability a-MPP
pomoci nativni elektroforézy. Snahou bylo zjistit, zda byla a-MPP ve formé agregatu jiz

pied méfenim, nebo zda silny impuls z laseru zpisobil agregaci proteinu.

4.5.1. Zjisténi stability proteinu pomoci nativni elektroforézy

Po odsoleni byly vzorky a-MPP (PA3W299) z jednotlivych frakci analyzovany
pomoci nativni elektroforézy (Blue-Native PAGE). Béhem purifikace byl protein
uchovavan na ledu, avSak roztoky a kolonky byly nechlazené. Z Obr. 4.10 je vidét, ze
protein je za téchto podminek pievdzné ve formé dimeru. Pro kontrolu velikosti
proteinu byl pouzit BSA, ktery odpovida velikosti 67 kDa. o-MPP
V polyakrylamidovém gelu putovala pomaleji a velikost jeji monomerni formy se jevila
jako 70 kDa. Tento zpusob zjisStovani miry agregace je pouze orientacni, pro nase ucely

vSak dostacujici.
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St. 1. 2. 3. 4.
140kDa . et .
Obr. 4.10: Zjisténi miry agregace proteinu a-MPP (PA3W299)

67 kDa “ ol bl -4 - za mén¢ chlazenych podminek pomoci Blue-Native PAGE. St. =
(=] standard, 1. — 3. = jednotlivé frakce a-MPP (PA3W299) po
odsoleni. Protein je ptevazné ve formé dimeru, 4. = BSA o

velikosti 67 kDa.

Nasledna purifikace byla disledné chlazend, chlazené byly i roztoky a kolonky.
Byla pfipravena ti fedéni vypurifikovaného proteinu a-MPP (PA3W299): 0,8 mg / ml,
0,4 mg / ml a 0,1 mg / ml. Knafedénym vzorkim byla pfidana aditiva, ktera m¢la
pomoci stabilit¢ proteinu. Jednalo se o betain o koncentraci 75 mM nebo
dodecylmaltosid o koncentraci 0,2 mM. Pro srovnani byl pouzit i protein a-MPP s
reportérovym tryptofanovym zbytkem v pozici 299 a s jednim pfirozené se
vyskytujicim tryptofanovym zbytkem v pozici 223; a-MPP (PA2W299), u kterého jiz
bylo méteni Casové rozlisené fluorescenéni spektroskopie reportérového tryptofanového
zbytku provadéno diive. (DVORAKOVA-HOLA et al. 2010). Z Obr. 4.11 je ziejmé, ze
se vétSina proteinu obou forem nachazela v monomerni formé¢.

Takto piipravena a-MPP (PA3W299) byla stabilni i po 4 dnech jak v -20 °C, tak
pti 4 °C.

A B Obr. 4.11: Zjisténi miry agregace

St. 1. 2. 3 4.5 6.7 .St 1.2 3 4.5 proteinu a-MPP (PA3W299) za
- | disledné chlazenych podminek
140kDaﬁ: pomoci Blue-Native PAGE. St. =
> | A standard, A: 1. — 6. = jednotlivé
M L L ‘E' frakce o-MPP (PA3W299) po

odsoleni. Protein je pfevazné ve

)
= - p = formé¢ monomeru, 7. = BSA o

velikosti 67 kDa. B: 1. — 4. =

jednotlivé frakce a-MPP (PA2W299) po odsoleni. Protein je pievazné ve formé monomeru, 5. = BSA 0
velikosti 67 kDa.

80



Zavérem lze shrnout, ze s nejvétsi pravdépodobnosti byl protein agregovan az po
ozafeni silnym laserem. Z tohoto divodu nebylo mozné dale tento laser pro zméfeni
vzorkll pouzit. Dalsi experimenty byly tedy provadény ve spolupraci s doc. RNDr.
Petrem Hefmanem, CSc. a doc. RNDr. Jaroslavem Vecefem, CSc na Katedie biofyziky
Univerzity Karlovy v Praze, ktera vlastni laser umozinujici méfeni ¢asové rozliSené

fluorescence.

4.5.2. Optimalizace podminek pro méfeni c¢asové rozliSené

fluorescence

Béhem méieni byla koncentrace a-MPP v kyveté nizka (0,1 mg / ml), coz
znesnadnovalo odec¢itani pozadi, které bylo pii nizké koncentraci proteinu velmi vysoké.
Pro dalsi méfeni byla proto koncentrace a-MPP (PA3W289) nebo a-MPP (PA3W299)
zvysena na 0,6 mg / ml, coz mélo pomoci pti vyhodnocovani dat.

Dals$im faktorem, ktery negativné ovliviiuje vysledky méfeni, je vysoky obsah
mocoviny v pufru. Substrat je béhem purifikace odsolen do pufru obsahujici 4 M
mocovinu, avSak idedlné¢ by se mnozstvi mocoviny V kyveté béhem méfeni mélo
pohybovat pod 1 M. Bylo tedy nutné mit k dispozici velmi vysokou koncentraci
substratu, aby podil substratu v reakci ¢inil maximalné 20 % objemu. Takto vysoké
koncentrace substratu (bylo potfeba dosahnout koncentrace 2 - 3 mg / ml) nelze ziskat
pouhou purifikaci proteinu a je tieba jednotlivé frakce obsahujici substrat
zakoncentrovat. Avsak v souladu s predeslymi zkusenostmi pii praci s a-MPP doslo pti
smichani pfili§ koncentrovaného substratu S koncentrovanou o-MPP K vysrazeni
proteind a méfeni nebylo mozné provést.

Vzhledem k tomu, Ze méfeni, které pro kazdy vzorek trva cca 30 — 60 min,
probiha pfi teploté 16 °C, bylo dale potieba zjistit, zda je protein o-MPP i pfi nizké
koncentraci 0,1 mg / ml za této teploty stabilni. Ze zkusenosti nasi laboratofe ma a-MPP
ob¢ varianty pufru pii kontrolni reakci zjist'ujici stabilitu proteinu pii 16 °C po dobu 1 h.
Nasledovala fada experimentti simulujici podminky b&éhem méfeni S variacemi
Vv koncentraci jednotlivych proteinti Gcastnici se reakce a ve slozeni pufru obsahujici

také ruzna aditiva.
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Optimalni podminky, za kterych byly vzorky zméteny, jsou nasledujici:

Konec¢na koncentrace v kyveté: a-MPP (PA3W289) popi.
a-MPP (PA3W299) =0,1mg/ ml
Substrat (pYMDH) =0,2mg/ ml
Konecné slozeni pufru v kyveté: 20 mM Tris, 100 mM NaCl, 1 M mocovina,
0,2 mM DDM, 10% glycerol, pH 8,6.

Vysledky méfeni, které bylo tspésné, jsou uvedeny v Tab. 4.7 a na Obr. 4.12:

Tab. 4.8: Parametry dohasinani anizotropie a-MPP s reportérovym tryptofanovym zbytkem v pozici 289
popt. 299 v pufru obsahujici 20 mM Tris, 100 mM NaCl, 1 M mocovinu, 0,2 mM DDM, 10% glycerol,
pH 8,6.

Tmean (115) P ¢1 (ns) P2 2 (ns)
W289 34 0.057 2.1 0.172 59
W289+S 4.1 0.019 2.1 0.204 12
W299 3.0 0.044 1.9 0.182 44
W299+S 4.0 0.003 1.6 0.215 59

Presnost parametrii: Tmean: 0.1 nS; By, B2: 0.005; ¢1: 0.2 nS; d,: 10 nS. Tmean = doba zivota excitovaného
stavu?, B, a ¢, = faktory poskytujici informace o rotacnich pohybech fluoroforu (tryptofanu) a jeho
bezprostiedniho okoli, 3, a ¢, = faktory poskytujici informace o rota¢nich pohybech celé¢ molekuly.
W289 popi. W299 znaéi a-MPP s reportérovym tryptofanovym zbytkem Vv glycinové smycce v pozici
289 popt. 299.

+S znadi pfitomnost substratu; prekurzoru MDH z kvasinky (pY MDH).

Jednim z diivodi, pro¢ byla pro reportérovy tryptofanovy zbytek vybrana dvé
mista v glycinové smycce, byl ptedpoklad, Ze rliznd zména pohyblivosti tryptofanového
zbytku v urcité pozici v GRL po vazbé substratu umozni vice objasnit primarni
interakce signalnich sekvenci substratii s GRL. Presto, ze se jednotlivé hodnoty tmean, B1,
¢1, B2a ¢, U a-MPP (PA3W289) a a-MPP (PA3W299) lisily, tento rozdil byl v ramci
chyby méfeni. Pomérovy rozdil hodnot mezi samotnou a-MPP a a-MPP se substratem,
ktery zna¢i zménu pohyblivosti GRL, byl u obou variant srovnatelny.

SniZeni hodnoty 1 oznacuje sniZzeni pohyblivosti reportérového tryptofanového

zbytku a jeho bezprosttedniho okoli po pfidani substratu. Toto snizeni pohyblivosti
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naznacuje, Ze se substrdt navazal do glycinové smycky, ve které se reportérovy
tryptofanovy zbytek vyskytuje, a dfive velice pohyblivda smycka se vazbou vice
zafixovala. Zvyseni hodnoty ¢, oznacuje dobu, za kterou se cela molekula oto¢i. Doba
rotace je delsi, je-li molekula vétsi, ¢imz je prokazana vazba substratu na podjednotku
a-MPP.

Z Obr. 4.12, ktery znazoriuje dohasinani anizotropie fluorescence, je patrné, ze

po piidani substratu byla pohyblivost GRL a-MPP sniZena.
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Obr. 4.12: Dohasinani anizotropie fluorescence reportérové a-MPP. Dohasinani anizotropie fluorescence

bez ptitomnosti substratu (O) a za ptitomnosti substratu (@).
A: méfeni a-MPP (PA3W289) s a bez pYMDH.
B: méteni a-MPP (PA3W299) s a bez pYMDH.
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4.6. Zabudovani analogu tryptofanoveho zbytku do reportérové

pozice v a-MPP

Dalsim cilem diplomové prace bylo zabudovat analog tryptofanového zbytku do

reportérové pozice v GRL a-MPP, aby bylo mozné nasledné¢ méfit MPP v dimeru.

Predpokladem bylo, ze je mozné odlisit fluorescenci analogu zabudovaného do a-MPP

od signalu péti pfirozené se vyskytujicich tryptofanovych zbytka v B-MPP. Mezi

analogy patii napif. 5-hydroxy-tryptofan, 5-fluoro-tryptofan nebo 4-fluoro-tryptofan

(MOHAMMADI et al. 2001). Neékteré ze zminénych analog maji ve srovnani

s tryptofanem posunuté jak absorpéni tak emisni spektrum. Pro naSe Gcely byl vybran

vybran 5-hydroxy-tryptofan (5-OH-W). Je potieba vybirat takovy analog tryptofanu,

ktery méa posunuté spektrum k vy$Sim vinovym délkdm, protoze pokud by jeho

spektrum bylo oproti tryptofanu posunuto K niz§im vinovym délkam, dochazelo by

k ptekryvu spektra se spektrem
vyskytuje.

tyrosinu (Obr. 4.13), ktery se v proteinech hojné

0.5

0.5

1.0

0.5

FLUORESCENCE INTENSITY

fluorofor kvantovy | doba Zivota
vytézek (ns)
tryptofan 0,13 3,1
tyrozin 0,14 3,6
fenylalanin 0,02 6,8

Obr. 4.13: Absorpéni (A) a emisni (E) spektra

fenylalaninu, tyrosinu a tryptofanu. (Pfevzato
z http://is.muni.cz/el/1431/podzim2011/
Bi7230/um/6053971/6056654/09_Protein.pdf).
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4.6.1. Kultivace auxotrofniho kmene E. coli s 5-hydroxy-tryptofanem

Kmen E. coli KC8 je auxotrofni na tryptofan, leucin a histidin, proto je potieba
tyto aminokyseliny do média ptidat. Kmen E. coli KC8(DE3)+pGroESL byl pfipraven
Vv nasi laboratofi Ing. Annou Matuskovou, ktera do chromosomalni DNA E. coli KC8
kmene integrovala gen pro T7 RNA polymerasu (ADE3 profag) a zaroven byl do bunék
zaveden plasmid nesouci geny pro chaperony GroES a GroEL. Protoze bunky E. coli
KC8 nesou stejnou rezistenci na kanamycin jako pET28b vektor, do kterého je vlozen
gen pro a-MPP, bylo nutné zaménit rezisten¢ni kanamycinovou kazetu na pET28b
vektoru za ampicilinovou, aby bylo mozné zjistit, zda doslo k Gspé$né transformaci

plasmidu do bungk.

4.6.1.1. Zaména rezistencni kazety ve vektoru pPA3W289 a pPA3W299

K dispozici byl vektor pET28bAmp obsahujici kazetu s genem pro ampicilin.
Kazeta o velikosti 2224 bp byla vystépena pouzitim enzymu Blpl a Pcil. Stejnymi
enzymy byly opracovany i vektory pPA3W289 a pPA3W299 a rezistencni ampicilinova
kazeta byla do téchto vektort zaligovana. Ligace probihala za pokojové teploty po dobu
1 h. Vzniklé vektory oznaené pPA3W289Amp a pPA3IW299Amp byly poté
transformovany do kmene E. coli GM2929 a bunky byly vysety na ampicilinové misky.
Z vyrostlych kolonii byly plasmidy vyizolovany a nasledné¢ kontrolné nastépeny
enzymem Blpl (Obr. 4.14).

St.

1. 2%.3.4%.5.6*.
6000bp___ |48
4000bp:§§ n =
T - { ] e
2000 b, — A : Obr. 4.14: Restrikéni kontrola vektord pPA3W289Amp a

! g pPA3W299Amp. 0,8% agarosovy gel. St = standard, 1. — 2. =
pPA3W289AmMp, 3. — 4. = pPA3W299Amp, 5. — 6. = pET28bAmp.

Cisla vzorkll oznacena hvézdickou jsou po naStépeni enzymem

Blpl.
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4.6.1.2. Nadprodukce a-MPP s 5-hydroxy-tryptofanovym zbytkem

Vektor pPA3W299AmMp byl transformovan do bunék E. coli
KC8(DE3)+pGroESL a pro kontrolu také do bunék E. coli BL21(DE3)+pGroESL.
Buniky byly vysety na ampicilinové/chloramfenikolové misky.

Nasledna kultivace za G¢elem nadprodukce a-MPP (PA3 5-OH-W299) probihala
nejprve v LB médiu a poté v M9 doplnéném médiu. Jak je patrno z Obr. 4.15, bunky
kultivované v M9 médiu produkovaly protein a-MPP pouze tehdy, kdyz byl do média
ptidan tryptofan. Avsak v pfipad¢ ptidani 5-hydroxy-tryptofanu do média nedochazelo

k tvorbé a-MPP ani v nerozpustné formé.

A: B:

St: 1o 2:3: 4.5 6: T B 1: 2+ 3. 4: St. 5. 6: T 8.
Su Se Su Se Su Se Su Se Se Su Se Su Se Su Se Su
IPTG neind. IPTG neind. neind. . IPTG neind. IPTG

chaperon 3
s =
] —
et
“ —

Obr. 4.15: Kultivace auxotrofniho kmene E. coli KC8(DE3)+pGroESL v médiu obsahujici 5-hydroxy-
tryptofan. 8% SDS-PAGE

A: 1. — 4. = kultivace E. coli BL21(DE3)+pGroESL po celou dobu v LB médiu. Médium nebylo
vyménéno za M9 doplnwné médium. 5. — 8. = kultivace E. coli KC8(DE3)+pGroESL po celou dobu v LB

médiu. Médium nebylo vyménéno za M9 doplnéné médium.

B: 1. — 4. = kultivace E. coli KC8(DE3)+pGroESL v LB médiu, které bylo po dosazeni ODgqy ~ 0,6
vyménéno za M9 doplnéné médium obsahujici 5-hydroxy-tryptofan. 5. — 8. = kultivace E. coli
KC8(DE3)+pGroESL v LB médiu, které bylo po dosazeni ODgy ~ 0,6 vyménéno za M9 doplnéné

médium obsahujici tryptofan. St. = standard, Su = supernatant, Se = sediment, IPTG = indukce tvorby
proteinu, neind. = kultivace bez indukce.

5-hydroxy-tryptofanovy zbytek se nepodafilo zabudovat ani riznymi obménami
postupu. Negativnich vysledkt bylo dosazeno i pfi pokusu zabudovat 5-hydroxy-
tryptofanové zbytky do B-MPP. Proto lze usoudit, ze hydroxy skupina (Obr. 4.16)

stéricky brani zabudovani tohoto analogu do proteinu.
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Obr. 4.16: Struktura 5-hydroxy-tryptofanu. (ptevzato z http://withfriendship.com/user/cyborg/5-
hydroxytryptophan.php).

4.6.2. Kultivace auxotrofniho kmene E. coli s 5-fluoro-tryptofanem

Po netspésné snaze zabudovat 5-hydroxy-tryptofanovy zbytek do a-MPP byl
vybran jako analog 5-fluoro-tryptofan. Tento analog ma také posunuté absorp¢ni a
emisni spektrum oproti tryptofanu smérem k vy$§im vlnovym délkam, proto je mozné

ho pouzit (VISSER et al. 2009).

o
(=]
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041
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Obr. 4.17: Ustalena fluorescenéni excitani a emisni spektra nativniho apoflavodoxinu z divokého kmene
obsahujici Trp (Cernd) a nativniho apoflavodoxinu obsahujici 5-F-Trp (Cervend). Pro emisni spektra je
excitaéni vlnova délka 280 nm a pro excitaéni spektra je emisni vinova délka 330 nm. (Pfevzato z Visser

et al. 2009).

Vektor pPA3W289AmMp byl transformovan do kmene E. coli
KC8(DE3)+pGroESL. Nadprodukce proteinu o-MPP se zabudovanym 5-fluoro-
tryptofanovym zbytkem probihala za stejnych podminek jako v ptipadé nadprodukce -
MPP s 5-hydroxy-tryptofanovym zbytkem v pozici 299 (kapitola 4.6.1.2.). Z Obr. 4.18
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je patrné, ze ptesto, ze se vice proteinu tvofilo v nerozpustné formé, ¢ast ho byla i

V nativni rozpustné forme¢.

70kDa

<§kDa\"‘ v .

o T . -—

35kDa \_A% =
rkDa\ —

_g-MPP

Obr. 4.18: Kultivace auxotrofniho kmene
KC8(DE3)+pGroESL v médiu
obsahujici 5-fluoro-tryptofan. 8% SDS-
PAGE. 1. = a-MPP pouzité jako standard,
2. - 5 =
KC8(DE3)+pGroESL v LB médiu, které

E. coli

kultivace E. coli
bylo po dosazeni ODgyp ~ 0,4 vyménéno
za M9 doplnéné médium obsahujici 5-
standard, Su =
IPTG

neind.

fluoro-tryptofan. St. =

supernatant, Se = sediment,

indukce tvorby proteinu,

kultivace bez indukce.

Vzhledem Kk tomu, ze pro aktivitu MPP neni potieba velké mnozstvi tohoto

enzymu, byl dimer MPP vznikly pouzitim supernatantu obsahujici a-MPP (PA3 5-F-

W289) a B-MPP z divokého kmene S. cerevisiae podroben ovéfeni aktivity. Jako

substrat byl pouzit prekurzor kvasinkové MDH obsahujici presekvenci z mysi

(PMyMDH). Reakce probihala po dobu 30 min pii 30 °C a byla ukonéena pridanim

vzorkového pufru a nasledné analyzovana na SDS-PAGE. Z Obr. 4.19 je patrné, ze

témet cely substrat byl pfeménén na produkt. Takto pfipraveny enzym je tedy aktivni.

pMyMDH
- | ; <— 70kDa
P . 55kDa
o — fa— — 35kDa
\ 27kDa
MyMDH

Obr. 4.19:
obsahujici a-MPP se zabudovanym 5-fluoro-
tryptofanovym zbytkem. 8% SDS-PAGE 1. = o-
MPP pouzitd jako standard, 2. = o-MPP+p-
MPP+pMyMDH, 3. = o-MPP+B-MPP, 4. =
pMyMDH, 5. = B-MPP, St. = standard.

Ovéfeni aktivity dimeru MPP
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5. Diskuze

Tato diplomova prace je soucasti projektu zabyvajici se studiem primarniho
kontaktu mitochondrialni procesujici peptidasy (MPP) ze S. cerevisiae s presekvenci
substratu pMDH a navazuje na praci kolegti z nasi laboratoife (DVORAKOVA-HOLA
et al. 2010). DVORAKOVA-HOLA a kol. (2010) pouzili metodu Casové rozlisSené
fluorescenéni spektroskopie, pomoci které sledovali zménu pohyblivosti flexibilni
smyCky bohaté na glycinové zbytky (GRL), ktera je snejvétsi pravdépodobnosti
zodpovédna za primarni kontakt MPP se substatem. Konzervovana oblast o-MPP
bohata na glycinové zbytky zahrnuje u kvasinky S. cerevisiae zhruba aminokyselinové
zbytky v pozicich 279 — 308. Jadro GRL obsahujici osm glycinovych zbytkd se
vyskytuje mezi pozicemi 284 — 298. Pii fluorescenénich méfenich bylo vyuZito
ptirozené fluorescence tryptofanového zbytku zavedeného do reportérového mista
v GRL. Systém vSak nebyl optimalni z n€kolika divodi. Piedevs§im byla méteni
zatizena pozadim zpisobenym pfitomnosti jednoho pfirozené se vyskytujiciho
tryptofanového zbytku v pozici 223, ktery se nepodafilo uspéSné¢ zaménit za jiny
aminokyselinovy zbytek. Dtvodem byl neoptimalni expresni systém, kdy dochézelo ke
Spatnému sbaleni mutovanych forem proteint. Zvlast nachylné byly proteiny obsahujici
vicendsobné mutace nebo mutace zavedené do kritického mista. Ani snaha zavést
reportérovy tryptofanovy zbytek do pozice 289 nebyla tspésna (DVORAKOVA-HOLA
et al., osobni sdéleni). Tato pozice je velmi zajimava, protoze se vyskytuje v centru
GRL a zda se, ze je nejblize navazanému substratu a dostava se do aktivniho centra
(NAGADO et al. 2000). Vzhledem k tomu, ze se nepodafila zavést substituce do pozice
289, ptedpokladalo se, ze zasah do takto dulezit¢ho mista neni mozny.

Ke specifikaci ohrani¢eni GRL napomohlo 1 zavedeni reportérového
tryptofanového zbytku do pozice 303. Po vazb& substratu nebyla lokdlni dynamika
tohoto zbytku ovlivnéna. Tato pozice se tedy sice vyskytuje v oblasti bohaté na

glycinové zbytky, avSak neni soucasti flexibilni smycky, do které se substrat vaze.

Cilem diplomové prace bylo sledovat konformac¢ni zmény GRL a-MPP S.
cerevisiae po vazb&é substratu na systému, ktery obsahuje pouze reportérovy
tryptofanovy zbytek ve vhodné pozici GRL a kde jsou odstranény vSechny pfirozené se

vyskytujici tryptofanové zbytky v a-MPP.
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Pomoci cilené mutageneze byla pozménéna sekvence genu kodujici a-MPP S.
cerevisiae tak, aby ve vysledném proteinu doslo k zdméné tryptofanového zbytku
Vpozici 223 za Ctyfi vybrané aminokyseliny vyhovujici svymi vlastnostmi
(hydrofobicita, aromaticky charakter). Jednalo se o valin, leucin, tyrosin a fenylalanin.
Ptestoze byl fenylalanin vzhledem ke své nejvétsi podobnosti tryptofanu zdménou prvni
volby, byly vybrany jest¢ dal$i vhodné aminokyseliny. K tolika variantam bylo
pfistoupeno z divodu, Ze zaména aminokyselinového zbytku v pozici 223 C¢inila
kolegtim nasi laboratotfe v predeslém obdobi velké obtize. VSechny varianty proteinu a-
MPP obsahujici zaménény aminokyselinovy zbytek v pozici 223 vsak byly pln¢ funkéni
a rozpustné. Nejvyssi aktivitu vykazovala varianta proteinu obsahujici v pozici 223
fenylalanin, proto bylo dale pracovano s touto mutaci jako s vychozim materialem, do
kterého byly pozdéji zavedeny reportérové tryptofanové zbytky do pozic 289 nebo 299.

Predpoklada se, ze pozice 289 a 299 zhruba ohranicuji samotnou flexibilni
smyCku. Pozice 289 byla vybrana zdivodu idealniho umisténi vzhledem
k pfedpokladané primarni interakci GRL s presekvenci a pozice 299 byla vybrana proto,
ze jiz byla pomoci Casové rozliSené fluorescencni spektroskopie zméfena a bylo zddouci
porovnat tato dvé mista v GRL.

Pti produkci proteinti a-MPP obsahujici jediny tryptofanovy zbytek v pozicich
289 nebo 299 bylo pro spravné sloZzeni proteinu nutné snizit teplotu na 20 °C a
koexprimovat a-MPP s chaperony GroES a GroEL. SniZzenim teploty, pii které byl
protein produkovan, doslo ke zpomaleni procesu produkce a-MPP, ktera poté mohla byt

spravn¢ slozena.

Jednim z cilt diplomové prace bylo zjistit, zda MPP obsahujici reportérovou a-
MPP vykazuje aktivitu po pridani substratii a porovnat tyto aktivity s MPP z divokého
kmene S. cerevisiae.

Pouzitym substratem byl prekurzor kvasinkové malatdehydrogenasy S
fazovanou presekvenci (pMDH) ze tii organismu (kvasinky, mysi, a melounu) lisici se
svou délkou. Mysi pMDH ma presekvenci dlouhou 17 aminokyselinovych zbytkd,
kvasinkovy pMDH ma presekvenci dlouhou 9 aminokyselinovych zbytkti a melouni
pMDH ma presekvenci dlouhou 27 aminokyselinovych zbytk.

Aktivita dimeru obsahujiciho a-MPP (PA3W289) se ve srovnani s aktivitou
MPP z divokého kmene S. cerevisiae pohybovala se substratem pMDH obsahujici
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presekvenci z melounu mezi 60 — 70 %, se substratem pMDH obsahujici presekvenci
z mysi mezi 70 — 80 % a se substratem pMDH obsahujici presekvenci z kvasinky okolo
60 %.
Aktivita dimeru obsahujiciho o-MPP (PA3W299) se ve srovnani s aktivitou
MPP z divokého kmene S. cerevisiae pohybovala se substratem pMDH obsahujici
presekvenci z melounu okolo 90 %, se substratem pMDH obsahujici presekvenci z mysi
okolo 120 % a se substratem pMDH obsahujici presekvenci z kvasinky mezi 70 — 80 %.
Analyza aktivity pomoci SDS-PAGE piedstavuje pouze semikvantitativni
metodu, kde je Casta chyba i 20 %. Z toho divodu lze varianty MPP vykazujici aktivitu
mezi 80 — 120 % povazovat za plné funkéni a MPP, jejichz aktivita se pohybuje mezi
60 — 80 %, povazovat za varianty vykazujici snizenou aktivitu ve srovnani s aktivitou

MPP z divokého kmene S. cerevisiae.

Problémy nastaly pii fluorescenénich méfenich. Casové rozlisena fluorescenéni
spektroskopie byla méfena na samotné a-MPP (PA3W289) nebo a-MPP (PA3W299) s
prekurzorem kvasinkové MDH obsahujici presekvenci z mysi, kvasinky nebo melounu.
Z dtivodu vysoké teploty béhem méteni (16 °C) a silného impulsu z laseru se nepodatilo
vzorky zméfit, protoze proteiny tvofily agregaty. Bylo tedy nutné zjistit stabilitu a-MPP
za podminek méteni a optimalizovat slozeni pufru, ve kterém byly vzorky méteny.

Pomoci nativni elektroforézy byla zjistovana mira agregace proteinu a-MPP po
purifikaci. Pro porovnani byl pouzit 1 protein a-MPP (PA2W299), ktery byl jiz Casové
rozlisenou fluorescenéni spektroskopii zméten (DVORAKOVA-HOLA et al. 2010).
Z vysledkt vyplyva, Ze za disledné chlazenych podminek se vétSina proteinu nachdzela
v monomerni form¢. Nepatrna ¢ast proteinu byla sice ve form¢ dimeru, avSak tento stav
se nachazi i u a-MPP z divokého kmene S. cerevisiae, ktera tvoii cca z 20 % dimery.
Protein byl stabilni i po nékolika dnech pii 4 °C.

Vysledky simulace podminek béhem méfeni wukazaly, ze pridavek
dodecylmaltosid mirné¢ napomdhal stabilit€¢ proteinu. Pfesto znacnd cast proteinu
agregovala, coz bylo nejspiSe zplisobeno vysokou teplotou reakce. Je ovSem zajimavé,
ze po vazbé¢ substratu doslo k vétsi stabilité proteinu. Misto dodecylmaltosidu byl jako
stabiliza¢ni ¢inidlo pouzit také ethylenglykol, ktery pfi méfeni nezpisobuje vysoké
pozadi jako glycerol, jez je obsazen v pufrech pro oa-MPP. Ukazalo se vsak, ze

ethylenglykol stabilité proteinu nijak nenapomaha.
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Na zéklad€¢ vysledkil zjiSténi miry agregace a-MPP za riznych podminek
vyplyva, ze ptesto, ze je a-MPP s jedinym tryptofanovym zbytkem v reportérové oblasti
se zachovalou aktivitou, jeji stabilita je oproti a-MPP z divokého kmene S. cerevisiae
znaéné snizena. Obecné je sice a-MPP oproti B-MPP, ktera je stabilizovana velkym
mnozstvim vodikovych mistkd, mén¢ stabilngjsi, avSak a-MPP z divokého kmene S.
cerevisiae je stabilni pii pokojové teplot¢ i po dobu nékolika dni. Nizka stabilita
reportérové o-MPP za vysSich teplot se negativné projevila pii fluorescencnich

méfenich.

Nasledna fluorescencni méfeni byla provadéna na a-MPP (PA3W289) nebo a-
MPP (PA3W299) se substratem pMDH z kvasinky. Pufr, ve kterém byly vzorky
zméfeny, obsahoval 20 mM Tris, 100 mM NaCl, 1 M mocovinu, 0,2 mM DDM, 10%
glycerol, pH 8,6. Z vysledkt méteni vyplyva, Zze po pfidani substratu doslo ke snizeni
pohyblivosti GRL, do které byl zaveden reportérovy tryptofanovy zbytek. Byla
potvrzena vazba substrditu na GRL o-MPP, kterd je Snejvétsi pravdépodobnosti
zodpovédna za primarni kontakt presekvence s enzymem.

Vysledky odpovidaji zavérim kolegl z nasi laboratote, ktefi méfili na systému
a-MPP (PA2W299) spolu s pMDH ze S. cerevisiae (DVORAKOVA-HOLA et al.
2010). Potvrdilo se, ze i méfeni na neoptimalnim systému vypovidalo o lokalni
dynamice reportérového tryptofanového zbytku a Ze interference tryptofanového zbytku
V pozici 223 nebyla tak velkd, aby vyznamné¢ zkreslila vysledky.

Vysledky méteni vSak nepotvrdily, zda je nékteré ze dvou vybranych
reportérovych mist v pozicich 289 nebo 299 v misté vétsi konformaéni zmény na GRL
po vazb¢ substratu. Odlisné zméfené hodnoty obou variant a-MPP byly v ramci chyby
méfeni. Lze tedy shrnout, Ze u obou testovanych forem reportérové a-MPP byla

prokézéna zména konformace a mira zmény pohybu je u obou variant srovnatelna.

Néplni prace Ing. Anny Matuskové je ovéfit hypotézu, zda chovani GRL je
odli$né u rozpoznani rtizn¢ dlouhych presekvenci.

Zajimavym vysledkem by tedy jisté bylo porovnani zmény pohyblivosti a-MPP
(PA3W289) nebo o-MPP (PA3W299) po piidani substratd s rizné¢ dlouhymi
presekvencemi (prekurzor kvasinkové MDH s presekvenci z mysi, kvasinky a melounu).

Z Obr. 412 je patrné, ze po pridani pMDH ze S. cerevisiae byla pohyblivost GRL
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snizena. Avsak z diivodu, Ze pufr obsahoval 10% glycerol, ktery se navazal na protein
(VAGENENDE et al. 2009) a zpusobil snizeni pohyblivosti i samotné GRL bez
substratu, neni rozdil zmény pohyblivosti takovy, aby bylo mozné porovnat vliv rtizné
dlouhych presekvenci na zménu pohyblivosti smycky a-MPP. Nejprve je nutné
optimalizovat reportérovy systétm pro novou sadu meéfeni srizné dlouhymi
presekvencemi kvasinkového pMDH. Urcitym vychodiskem by bylo méftit vzorky

v pufru bez glycerolu.

Na zéaklad¢ vytvotené struktury MPP je znamd vazba substratu do aktivniho
centra enzymu.  Ko-krystalizace  mutantni  kvasinkové =~ MPP s riznymi
mitochondridlnimi presekvencemi odhalila, Ze se presekvence vaze do aktivni dutiny
enzymu Vrozvinuté konformaci a pred samotnou proteolyzou tvoii kratky p-list
interagujici s B-listy MPP (TAYLOR et al. 2001).

Na druhou stranu nestabilni a c¢éaste¢né rozvolnénd helikdlni struktura
(THORNTON et al. 1993) je potieba nejenom pro transport presekvence, ale také pro
primarni kontakt presekvence (Obr. 2.14) prekurzoru proteinu s MPP (DVORAKOVA-
HOLA et al. 2010). Pomoci metody simulace molekularni dynamiky bylo potvrzeno, ze
pritomnost hydrofobnich ¢asti v GRL a ve zlabku Tom20 receptoru napovida o stejném
mechanismu specifického rozpoznani substratu. Piedpoklada se, ze béhem evoluce
vznikly tyto systémy pro protein-protein interakci dvakrat nezéavisle na sobé. Tento
predpoklad podporuje to, ze primarni struktury obou systémi jsou zna¢né€ odlisné, ale
zpusob rozpozndni je na stejném principu. Pomoci fluorescencnich méfeni samotné a-
MPP se nam podatilo ziskat dalsi cenné informace ohledné primarni interakce enzymu
S presekvenci.

Avsak mechanismus vtahovani presekvenci do aktivni dutiny zistava stale
nezndmy. Neni jisté, nakolik se rozdil v mechanismu vtahovani rtzn€ dlouhych
presekvenci projevi na samotné o-MPP, proto se pfipravuje systém meéfeni Casove
rozlisené fluorescencni spektroskopie MPP v jeho pfirozeném stavu, tedy v dimeru.
Aby bylo mozné odlisit fluorescenci reportérové a-MPP od signalu péti pfirozené se
vyskytujicich tryptofanovych zbytki v B-MPP, bylo nutné zabudovat analog
tryptofanového zbytku do reportérové pozice (289 nebo 299) v a-MPP. Nejprve byl
jako analog vybran 5-OH-W, ktery se vSak nepodafilo do proteinu zabudovat.
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Pravdépodobnym divodem bylo to, ze hydroxy skupina stéricky brani zabudovani
tohoto analogu do proteinu.

Byl proto vybran 5-F-W, ktery byl Gspé$né zabudovan do a-MPP (PA3W299).
Prestoze se vétSina proteinu vyskytovala v nerozpustné frakci, castecné byla a-MPP
pfitomna i v rozpustné formé. MPP vznikla pouzitim supernatantu obsahujici a-MPP
(PA3 5-F-W289) a B-MPP z divokého kmene S. cerevisiae byla podrobena ovéieni
aktivity. Jako substrat byl pouzit kvasinkovy pMDH s presekvenci z mysi. Takto
pripraveny dimer byl aktivni.

Aby bylo mozné zachytit vazbu substratu pied konecnym odstépenim
presekvence, je nutné odstranit katalytickou funkci -MPP, a to jednoduchou zaménou
glutamové kyseliny v pozici 73 za glutamin (TAYLOR et al. 2001). Touto zaménou
dojde ktvorbé vodikové vazby mezi amidovou skupinou na vedlej$im fetézci
aminokyselinového zbytku a volnym karboxylovym kyslikem substratu, ¢imz dojde ke
stabilizaci substratu v aktivnim misté, a tudiz ke snizeni aktivity enzymu. Néaslednym
krokem by tedy byla mutageneze B-MPP za Gcelem zablokovani katalytické funkce této
podjednotky. Takto ptipraveny dimer by byl zmétfen Casové rozliSenou fluorescenéni
spektroskopii. Opét by se sledovala zména pohyblivosti glycinové smycky a-MPP

bez/za ptitomnosti substratu.

Tato diplomova prace je soucésti projektu zabyvajici se jednak primdrni
interakci presekvence s MPP a jednak snahou objasnit mechanismus vtahovani
presekvence do aktivni dutiny enzymu. ZjiSténi tohoto mechanismu vSak
mnohonasobné pfesahuje rdmec této prace, jejimz cilem byla optimalizace systému pro
fluorescenéni méfeni reportérového tryptofanového zbytku. Veskeré cile této diplomové

prace byly tedy spinény.

Zavérem lze shrnout, ¢ GRL o-MPP hraje zasadni roli v rozpoznani
presekvence mitochondrialni procesujici peptidasou a ptedstavuje funkcni paralelu
s Tom20 receptorem. Simulace molekuldrni dynamiky interakce enzymu se substratem
ukazuje na aktivni roli GRL Vv rozpoznani substratu a pfi pfedani presekvence hloubgji

do hydrofobniho centra enzymu, kde dojde k roztati nestabilni helikalni struktury.
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6. Souhrn

1. Pomoci metody cilené mutageneze byly piipraveny konstrukty kodujici a-MPP
se zaménénym tryptofanovym zbytkem v pozici 223. Tryptofanovy zbytek v této
pozici byl substituovan za tyrosin, valin, leucin a fenylalanin. Vsechny
ptipravené o-MPP s nahrazenym tryptofanovym zbytkem v pozici 223
vykazovaly aktivitu. Pro dal§i experimenty byla vybrana varianta o-MPP
s fenylalaninem v pozici 223, jejiz aktivita byla nejv¢étsi, srovnatelna s aktivitou
MPP z divokého kmene S. cerevisiae.

2. Byly zavedeny reportérové tryptofanové zbytky do pozic 289 nebo 299 v GRL
a-MPP, jez mé nahrazeny vSechny tfi pfirozené tryptofanové zbytky.

3. Zavedené mutace v genu pro a-MPP vedly Kk tvorbé nerozpustného proteinu pii
37 °C. Snizenim postinduk¢ni kultivaéni teploty pii heterologni expresi na 20 °C
byl protein produkovan pfevazné vV rozpustné formeé.

4. Aktivita forem MPP obsahujici a-MPP s reportérovym tryptofanovym zbytkem
v pozici 289 nebo 299 byla porovnana s aktivitou MPP z divokého kmene S.
cerevisiae. Byly pouzity prekurzory kvasinkové MDH s presekvencemi
z melounu, mysi a kvasinky lisici se svou délkou. Ob¢ modifikované varianty
MPP obsahujici bud’ a-MPP (PA3W289) nebo a-MPP (PA3W299) vykazovaly
dostate¢nou aktivitu nad 60 %.

5. U purifikované o-MPP (PA3W289) a o-MPP (PA3W299) byla pozorovana
tendence agregovat. Mira agregace, ktera silné zavisi na teploté a Case
manipulace se vzorkem, byla zjistovana pomoci nativni elektroforézy. Za
dusledné chlazenych podminek a kratkého ¢asu manipulace se ob¢ varianty o-
MPP vyskytovaly ve formé monomeru, avSak za podminek fluorescen¢nich
meéfeni (16 °C, 1 h) byla vétSina proteinu agregovana. Mirné stabilizaci proteinu
napomahal ptidavek dodecylmaltosid (kone¢nd koncentrace 0,2 mM) a ptidani
substratu.

6. Sledovani dynamiky reportérového tryptofanového zbytku v GRL v pozici 289
nebo 299 bylo provedeno pouzitim ¢asové rozlisené fluorescencni spektroskopie.
Kvasinkovy pMDH se vazal na a-MPP, ¢imz doslo ke snizeni pohyblivosti GRL.
Vysledky prokazaly podobnou miru konformaéni zmény v okoli obou

reportérovych pozic.
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7. Podartilo se zabudovat analog tryptofanu 5-F-W do pozice 289 v a-MPP. Protein
byl produkovan pfevazné v nerozpustné frakci, ¢ast vSak byla produkovana
V nativni formé. Dimer MPP obsahujici a-MPP (PA3 5-F-W289) vykazoval se
substratem pMyMDH dostate¢nou aktivitu.

V soucasné dobé& pokracuji prace na optimalizaci podminek pro méfeni cCasové
rozliSené fluorescenéni spektroskopie na a-MPP (PA3W289) se tfemi substraty
(pPWyMDH, pMyMDH, pYMDH).

Déle je planovéano zavedeni bodové mutace do genu kodujici f-MPP, které bude mit
za nasledek zablokovani katalytické funkce této podjednotky. Nasledné¢ bude zmétena
Casové rozliSena fluorescencni spektroskopie dimeru MPP obsahujici castecné

nefunk¢ni katalytickou B-MPP a a-MPP (PA3 5-F-W289).
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