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ABSTRAKT

Fosducin (Pdc) je vysoce konzervativni fosfoprgté&iery hraje dlezitou roli v regulaci G-
proteinové signalizace ve fotoreceptorovyclhikach sitnice. Jeho funkce gja ve vazh
Gy dimeru G-proteinu transducintimz dochazi k poklesu mnozstvi dostupného traneduci
a modulaci signalu. Funkce fosducinu je negdtivegulovana progtdnictvim fosforylace
a nasledné interakce s proteinem 14-3i&stZe je mechanismus této regulace jiz do jisté
miry znam, narstd zdjem o poznani jeho dalSich intéra&h partnet, jmenovié SUG1

a CRX. SUGL1 je podjednotka 26S proteasomu, ktejidtage mnoho biologickych funkci,
zejména pak degradaci mnoha trangkriph faktofi. Jeho Uloha v regulai draze fosducinu
neni stéle dostate¢ prozkouména, ale pragpodobr se podili na transportu fosducinu do
proteasomu k jeho degradaci. Pro blizSi studiunottmlproteinu byly fipraveny a testovany
jeho ¢tyti riazné expresni konstrukty pro nalezeni optimalnicdnpioek pro jeho expresi
a purifikaci. Vysledky &hto purifikaci naznaly, Zze SUG1 vytvéi stabilni a velmi doie
rozpustné vysokomolekularni oligomery. Tyto d@mky byly nasled& potvrzeny mifenim
dynamického rozptylu stla a analytickou ultracentrifugaci. Jeho chovami vgak pl

v souladu s jeho daé prozkoumanym archeélnim homologem, proteinem PAN.

Kli¢ova slova: fosducin, SUGL1, 26S proteasom, CRX,esemr purifikace, rozptyl stfa



ABSTRACT

Phosducin (Pdc) is a highly conserved acidic phogpitein, which plays an important role in
the regulation of G-protein signalization in intaetina. It binds to @y dimer of heterotrimeric

G-protein transducin thereby decreases the poavaifable transducin resulting in modulation
of signal. Function of phosducin is negatively da¢ed by its phosphorylation followed by
interaction with the 14-3-3 protein. Besides thiablished way of regulation, we were
interested in other putative interaction partndrplwsducin, like SUG1 and CRX. SUG1 is
a subunit of 26S proteasome with a large scaleabbdical functions, especially a degradation
of many transription factors. Its role in regulatiof phosducin is still unclear, but is probably
involved in targeting of phosducin to 26S proteasdor its degradation. Subsequently, we
prepared four different expression constructs dflémgth protein in order to find the best
expression and purification strategy. These resultgest that all purified fusion proteins of
SUGL1 form stable and soluble high molecular wedigiomers. This behaviour was confirmed
by dynamic light scattering and analytical ultracifmgation measurements. In addition, this

observation is consistent with previous studiegsabacterial counterpart, PAN protein.

Key words: phosducin, SUG1, 26S proteasome, CRXression and purification, light
scattering



OBsaH

Seznam POUZILYCH ZKIALEK ..........cooiiiiieeees et e e e e e e rennee e e e e e e s eeeeeeeeaanns 9
L VOO ...ttt ettt ettt ettt ettt b bbb aeea et et b ettt et et ettt e et et 11
2 PFEhled ILEIratury ........cooo i e b e b e e nnennnannnnnnnas 13
2.1 Prenos s¥telného signélu ve fotoreceptorovyChiBAch ..o e 13
2.2 FOSTUCIN 1.ttt e ettt ettt e e et e e e e m e e e e e e e e e e e e e e e e 14
2.2.1Struktura fosducinu a jeho Komplexu $1a.......cooooveeiieii e 15
2.2.2 Fosforylace fosducinu a jeho interakce S8-Bla.........ccvveeiiiiiiiieeiiie e v 17
2.3 SUGLL...iiiie e et R e ae e Rt Rt ana et beeenes 18
2.3.126S proteasom a regafd KOMPIEX ........ooiuiiiiiiiiii e 18
2.3.2 Struktura a funkce proteinu SUGL ......cccceeiiiiiiiiiiieee e 21
A O = G TSP 24
2.5 Bakteriélni exprese a purifikace rekombinamitiiteint ...........c.eveeriiiiieiniiiieee e 26
2.5.1 VykEr expresnino plasmidu ..........ccooooiii v eeeeeeaas 26
2.5.2 Expresni kmen bakterii a Kulttea podminky ............cccccvviiiiiiiiiieimmmmmesceeeeeee e, 27
2.5.3 DalSi progedky k dosazeni lepSich vyslédbii purifikaci..............cccccvvvvevvvennnnnnee, 28
I G111 o] = (o = TP P P SPPPPP 30
4 MEtOdy @ MALETIAL ......coiiiiiiie e ceee ettt e rmn e e et e e e e e nba e e e e e anrneeeean 31
o R e o T b4 4 A 44 T= L] - | 31
4.1.1 CREMIKANE ...t ettt ettt e e e ettt e e e e et e e e e e e enneeeeeaan 31
O R = {15 (o] [ T PP PP PUPPPPRRPPPPRP 32
4.2 Priprava expresnich KONStriKL...............coooeiiiiii e 34
A.2.0 PlASIMIAY ...ttt eeeeee e eeeeeeeeeeeeteeetaeeteeeeteeeee e ee s meemme e e e e eeeeeeessennnennnnnnnnne 34
4.2.2 Vneseni plasmidové DNA do bakterii metod@eli@ého Soku.............cccevveeeeeennnn. 37..
4.2.3 Kultivace bakterii Na LB-Agaru ........cccceeioiiiiiiieiiiiiee e sreee e 37
4.2.4 RIprava MINIPIEP .......ueii ittt et e e e e et e e e e e enneeeean 37
4.2.5 Minipreparace plasmidoVe DNA .........oooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e eereee e e e e e e 38
4.2.6 Amplifikace genu lidsk€ho SUGL ..........ccooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 39
4.2.7 Horizontalni agarosova elektroforéza DNA w..cccooeeeeeiiiiieeeeee e, 42

4.2.8 Purifikace produktu PCR ........... i sensnrannneennne 43



4.2.9 Stpeni produktu PCR @ PlasmitU ..........c..cueeeeereeeieeeeeeeeeeeeeeee e 44

4.2.10 Gelova extrakce a izolace plasmidoveé DNA ..........cooovviiiiviiieieeiiieeervveeeeee e 46
I T - Vo= T 46
4.2.12 PCR Z KOIONIT......uviiiiiiiiiiie e ettt 47
4.2.13 SEKVENACE DINA ...ttt ettt ettt et rnn e e e e et 49
4.3 Exprese a purifikace proteinu SUGL.........couuueeuiiiiiiiiiiiiiiisesssss s ese s sssrennesnnennnns 50
4.3.1 EXpresni KONstrukty SUGL ..........coo et 50
e T o d o] (=S T (=T 51
A.3.3 SDS-PAGE .....ooiiiieitii ettt et 52
4.3.4 Kultivace bakterii v 1I LB MEIaA..........ceviiiiiiiiiiiiiiiieiiiiecc e 55
4.3.5 SONIKACE. ... .ueiiiiiiiiiii ettt 56
4.3.6 Afinitni chromatografie ...........ooiiieeeee e 57
A.3.7 DIAIYZA ..o eememe ettt ettt ee et 59
4.3.8 MEFeni KONCENLIraCe PrOtEINU ........oiiuviiiiiiaeeeee it ettt ne e e e 60
4.3.9 Stpeni fUzniho Proteinu ProtEASOU ...........ccceueevereirereereeeeeeteeiereeree et eeeeeaeaeans 60
4.3.10 Gelova permeéni chromatografie (SEC).........uuuuuiiiiiiiiceieeesese e 61
4.4 Biofyzikalni charakterizace SUGL ... 62
4.4.1 ROZPEYI SBUGL ... 62
4.4.2 MEFeni Stability ProteINU..........cooiuiiii e 66
T4 V£ 1T |« 67
5.1 Priprava expresnich KONSIIKL. ............cooueiiiiiiiiiii e 67
5.1.1 Amplifikace genu lidSkého SUGL ... 67
5.1.2Ligace a kontrola expresnich KONStuKL. ..o 68
5.2 Exprese a purifikace proteinu SUGL.........cccomriiiiiiiiiiiiiiiieee e eeee e 70
5.2.1 EXPresni teStIB7 PC ...ooo i 71
5.2.2 Purifikace proteinu SUG1-6xHis (konstrukt SEET-29b) .......ccovvvvivvviiiiiieiieeee. 12,
5.2.3 Purifikace proteinu SUG1-6xHis (kontrukt SUERT39)........cccevvvvvvvvvvvveeevieereveenn D
5.2.4 Purifikace proteinu GST-SUGL .........oceeeemiieeeeiiiiiiiiieiiee e 78

5.2.5 Purifikace proteinu 6XHiS-G_B1-SUGL.........ccooiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee 80



5.2.6 Purifikace proteinuU SUGL............oiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 83
5.3 Biofyzikalni charakterizace proteinu SUGL ..., 86
5.3.1 MEFENT FOZPLYIU ST ... 86
5.3.2 Meteni stability proteinuid 18 C........oviiiiiiiiiieiiiiei e 89
B DISKUZE ...ttt e e e e e ettt e e e e bbbt e e e e e e e e e ra e e e e e e e e e 90
A4\ - PP PPP S UOPPPPPPPRPRR 92
SezZNaM CItOVANE [EEIALUIY .....ueeiiiiei e ettt ettt ettt et eeeeeeaeeaeaeeeaeeeeeeeeeeeeaeees 93
1[0 = TP PP PRSPPR 100

a1 0] 4 T= N = TSR 102



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

BARK
BME

AF-2
bp
CaMKIl
cDNA

CRX

cGMP
dNTP, ddNTP

GAP

GPCR

G
GST

His-tag (6xHis)

Ipaf

IPTG
MRNA

kinasg3-adrenergniho receptoru
2-merkaptoethanol
skupina proteih s ATPasovou funkci mij.
sowast regulani casti proteasomu (ATPase
family associated with a variety of cellular
activities)
aktivatni doména jadernych recepiofz angl.
Activation function-2)
pary nukleovych bazi
Cd’*/ kalmodulin-dependentni kinasa
komplementarni deoxyribonukleotidova
kyselina
transkrigni  faktor nalezeny v sitnici
a pinealocytech (z angl. Cone rod homeobox)
cyklicky guanosin-3',5'- monofosfat
deoxyribonuklosid  trifosfat  (dd-didgdx
(z angl. deoxyribonucleoside triphosphate)
proteinovy komplex stimulujici GTPasovou
aktivitu G-proteiri (z angl. GTPase-activating
protein)
receptory sfazené s G-proteiny (z angl. G-
protein coupled receptors)
G-protein transducin
glutathion-S-transferasa
histidinova kotva
aktivator kaspasy 1 vedouci k apoptose (z angl.
interleukin-13-converting enzyme-protease-
activating factor)
isopropyB-D-thiogalaktopyranosid
informani ribonukleova kyselina (z angl.

messenger ribonucleic acid)



Na-EDTA - 2H,0O

NMR
ot/min
PAN

PCR

Pdc

PDE

PhLP

PhOLP

PKA

PMSF
protein G_B1
RAR

SDS-PAGE

viv

wiv

dihydréat ethylediamintetraacetatu disodného
nuklearni magneticka rezonance

otéky za minutu
protein tvdici regul&ni komplex archeélniho
proteasomu (z angl. proteasome-activating
nucleotidase)
polymerasovédetézova reakce (z angl.polymerase
chain reaction)

fosducin

fosfodiesterasa
isoformy fosducinu (z angl. phosducin-like
proteins)

skupina proteinpodobnych fosducinu (z angl.
phosducin-like orphan protein)

proteinkinasa A

fenylmethylsulfonylfluorid

B1 doména proteinu G
receptor retinové kyseliny (z angl. retinoic acid
receptor)

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
v pritomnosti SDS
objem/objem (z angl. volume/volume)

hmotnost/objem (z angl. weight/volume)

10



1 Uvob

V poslednich letech je upirana velka pozornosttodism rodiny dimernich protein
14-3-3 a jejich obrovskou Skélu intetakch partnek. Tato skupina proteinse @astni mnoha
regul&nich a metabolickych pochdd/ buikach, buiéného cyklu, apoptosyi transkripce na
zékladt interakce se specificky fosforylovanymi ligandydlL Ucelem této interakce ie byt
vyvolani strukturnich zem vazaného ligandu, vedouci k jeho aktivaci nebpnwyi, pop.
stabilizaci i tvorbé multimernich komplek. V jinych gripadech se fife jednat o maskovani
nekterych sekvenci rozhodujich o kiné lokalizaci vazaného ligandu [1]. Jednim z jeho
vazebnych partnérje i cytosolicky protein fosducin, ktery s€astni regulace G-proteinové
signalizace P transmisi s¥telného signalu ve fotoreceptorovychikéch sitnice. V ramci
adaptace butk na tmu je proces negatimegulovan fosforylaci fosducinu a jeho interakei s
zminovanym proteinem 14-3-3 [3].i€stoze byly tyto regutami mechanismy jiz do jisté miry
objasrgény, na povrch vyvstaly dali skdteosti, které do doposud znamého modelu zasahuii.
Jedna se fpdevsim o Ulohu dvou dorEich vazebnych partnérfosducinu, CRX a SUG1.
SUG1 je jedna zregulaich podjednotek 26S proteasomu s ATPasovou funkigra
pravdEpodobré transportuje volny fosducirti komplex fosducin-@y do proteasomu k jeho
nasledné degradaci. CRXigobi jako transkrigni faktor regulujici expresi odpovidajicich gen
ve tkani sitnice. Jeho funkce je v8ak blokovanarakci s C-terminalntasti fosducinu [4,5].
Propojeni vSechethto proces je graficky vystizeno na obr. 1.1 (viz str. 12).

Velky nérist zajmu o studium fosducinu byl zaznamenan v stesti s regulaci
stresem indukované hypertenze. ZvySené riziko gejibniku totiz ve velké ni¢ zavisi na
daném genotypu fosducinu a jeho Uplna delece veglgzhamnym zmndm mnohych
determinant vySe krevniho tlaku. V budoucnostbiéhypertenze se tak fosducin stava dalSim
moznym cilem terapeutického zasahu [6, 7].

Tato diplomova praceiedstavuje hlubSi pohled na problematiku tykajicpsateinu
SUGL1 ajeho interakci s fosducinem. Experimentédst byla pl# zangfrena na jeho vyrobu
v rozpustné a stabilni fokmPro tento el byly testovany celkenityti expresni konstrukty,
jejichz produkty jsou izné fazni varianty proteinu SUGXilem tohoto postupu bylo
nalezeni optimalnich podminek pro jeho expresi @fipaci pro dalSi studium jeho

biofyzikalnich vlastnosti.
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Obr. 1.1 Schéma signalni drahy blokované fosducinem a nayrieodel jeho interakce
s proteiny SUG1 a CRSVETLO : Swtelny impuls aktivuje fotoreceptor, coZ vyvola sgng
G-proteinové signdlni drahy iniciované rozpademefwtimeru G Fosducin vaze @y ve
vntitnim segmentu tmek a blokuje z§tnou reasociaci s & Tvorba tohoto komplexu brani
aktivaci dalSich fotoreceptior coz vede k modulaci signélu. Vazba SUG1 patrajisti
transport komplexu By-fosducin do 26S proteasomu. C-konec fosducinukigrdegradaci
interaguje s CRX v j4@ a brani tak aktivaci transkripce odpovidajiciadmnig Castens

upraveno z [4]TMA: Fosducin je fosforylovan a vazan v komplexu s dened4-3-3 [3].
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2 PREHLED LITERATURY

2.1 Prenos svételného signalu ve fotor eceptor ovych buikach

Jedna z nejvice prostudovanych signalnich drahesgoh s G-proteiny je ipnos
swtelného signalu ve stlocivnych buikach sitnice. Unikum této signalizace je naadmirna
amplifikace vychoziho signalu a rychla Wand odpo¥d na zéklad produkce velkého
mnoZzstvi jednotlivych &astniki prenosu [8].

Prvnim impulsem pro spuiti teto slozZité kaskady je &elny signal, ktery je zachycen
receptory rhodopsinu v Bkdch @ni sitnice (viz obr. 2.1, str. 14). Tento fotoretepati do
skupiny receptdr sprazenych s G-proteiny (GPCR &-Proteins Coupled Receptors). B
adaptaci na s#lo dochazi po aktivaci fotoreceptoru ke konfotmian zngénam v intracelularni
oblasti a nasledkem vy¥ny GDP za GTP k rozpadu heterotrimeru G-proteiangducinu (¢
na d¥ podjednotky, @y a Ga [9,10]. Vazba GTP na podjednotkyaGryvolava konformani
zmenu, ktera mnohonasobrvysuje jeji afinitu k aktivovanému efektoru [1Y].tomto gipad
se jedn& o aktivaci cGMP fosfodiesterasy (PDE)&kkatalyzuje hydrolyzu cGMP na 5 -GMP.
Pokles cGMP v biice ma za nasledek uzavirani kationtovych Kangblazmatické mebra&n
které jsou citlivé na zgmy intracelularni koncentrace cGMP. Tim dochazsk&eni pitoku
kationfi Na" a nasledné hyperpolarizaci membrany. Tatérmmmembranového potencialu je
signalem pro uzaeni kanal pro vapenaté ionty v presynaptickém prostoru vetlkypoklesu
mnozstvi uvoldného neurotransmiteru glutamatu. Timtoisggbem je modulovan ienos
nervového vzruchu ip dopadu s¥tla na sitnici, kdy k jeho vyvolani postge absorpce
jediného fotonu jednou molekulou receptoru rhodmpsUzaveni kationtovych kanéla stala
aktivita N&/C&* ptenasée méa za nasledek pokles mnoZstvi vapenatych iomitt buiiky. Fi
dosazeni prahové hodnoty koncentraaito ionfi je zahdjena zna syntéza cGMRinnosti
guanylylcyklasy vedouci k otéeni €chto kanal a navratu do jvodniho stavu depolarizaci
membrany [8,9,12].

Pro vypnuti odpoddi iniciuje podjednotka @ spol&né s proteinovym komplexem
GAP (z angl.GTPaseActivating Protein) hydrolyzu vazaného GTP, coZ vede k reasbcia

podjednotek za zpné tvorby inaktivniho heterotrimeru G-proteinu]12
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Obr. 2.1 Stavba tyinky a’ni sitnice Jejich Stka odpovida fiblizn¢ 1um a délka 40 um. Disky
obsahuji hojny p&et molekul rhodopsinu. V plazmatické memhkraméjSiho segmentu jsou
umisgény sodikové kandly, ve viiitim segmentu n&gové fizené draselné kandly, které
zaji¥'uji odtok draselnych iofit Swtelny impuls indukuje hyperpolarizaci, ktera se ¢lod
téchto kanal Siii aZz do prostoru synapse, kde dochazi k uvolmeurotransmiteru [12].

Prevzato a upraveno z [13].

Amplifikace signalu prosednictvim G-proteinové signalizace fotoreceptordviarek
je natolik &inna, Ze B dlouhodobému vystavenitimému s¥tlu musi dojit k jeji rychlé
adaptaci progednictvimiady burénych mechanisin Pro rychlou inaktivaci fotorecepfoje
to predevsim jejich fosforylace pomoci rhodopsinkinasyaaledna vazba proteinu arrestinu,

ktery svou objemnosti brani interakci s inaktivogartransducinem [12,14].

2.2 Fosducin

Mezi dalSi vyznamné regulatory cGMP kaskadytlseitlivych burgk sitnice pat
i evoluiné konzervovany protein fosducin.Vyskyt fosducinu lfiak zaznamenan i v jinych

tkanich, nejvice pak v nervovém systému, SiSinggnapatickych gangliich.

14



Praw regulace aktivity sympatiku, Uzce spojovana s @iifilssducinu, udrzuje kardiovaskularni
homeostazu a odvraci riziko vyvoje hypertenze [6].
cGMP signéalni draha uviitty¢inek zahrnuje aktivaci efektoru a naslednou tvorbu

druhych posl zprostedkova® pres aktivaci podjednotky & heterotrimeru G- proteinu.
Cilovym objektem psobeni fosducinu je vSak druhd z podjednotek, bdimer Gy [14]. Ke
vzniku komplexu s fosducinem dochazi po transloldioleru GB3y do vnitniho segmentu
tycinek, ¢imz je zabra#no jeho zgtné reasociaci s« a obno¥ heterotrimeru [15]. V sitnici
tedy dochazi ke kompetici mezioGa fosducinem o vazbu naf. V jinych tkanich se tento
heterodimer podili na aktivaci mnoha jinych intérdkh partnel a jejich nedostatea aktivita
muze vést k nizké produkci dalSi¢leni kaskady, naip inositolfosfatu nebo cAMP. [14,16]

V ty¢inkach adaptovanych na tmu je nutriénkam fosducinu branit, aby byla zagsia
co nejvyssi citlivost &i dopadajicimu sstlu. Proto je fosducin regulovan prietinictvim

fosforylace a nasledné interakce s dimerem 144RiSké isoforma 14-343 [3].

2.2.1 Struktura fosducinu a jeho komplexu s Gy

Jeden z efektdraktivovanych podjednotkou &, kinasa fosforylujici beta-adrenergni
receptory -BARK (z angl. B-Adrenergic Receptor Kinase), vykazuje vyraznou sekvan
podobnost s N-terminalniasti fosducinu ¥asti své vazebné domény pro tuto podjednotku
[16]. Na z&klad této podobnosti byl prozkouman vliv vazby fosducima inhibici aktivace
jednoho z dalSich efektr fosfolipasy §2. Znany pokles aktivace viftomnosti tohoto
kompetitivniho antagonisty poukazal nélefitou Ulohu N-terminalni domény fosducini p
vazkE na GPy s nezastupitelnou funkci tryptofanu 29, jehoz stuze vedla ke zr@ému
snizeni afinity [17].

Vlastni struktura fosducinu (viz obr. 2.2, str. 18)a ziskdna z rentgenové strukturni
analyzy jeho komplexu s&. Ta potvrdila uspi@dani fosducinu do dvou fuéikich domén. N-
terminalni doména je tvena gedevSim helikalni strukturou a je velmi flexibilpfedevsim
v mistech, kde nedochazi k jejimu kontaktu s tilmtterodimerem [14]. Neusfarlanost této
domény Ize vysitlit primarni strukturou svysokym obsahem poldmi@a nabitych
aminokyselin [16].

C-terminélni doména se diky své kombinaci 5 viak@benychp-strukturou ao-helixi
fadi mezi proteiny, jejichz struktura se podobéar#doxinu (obr. 2.2), i@stoze jeho sekveéni
homologie s timto proteinem je pémeé nizka [14].

Vazebna doména profy se nerozklada pouze v oblasti N-konce fosducilikgz pro

plnou vazebnou aktivitu je nutn&ast i dalSich elemeiC-terminalni domény [18].
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Fosducin

M-terminalni
doména

C-terminalni
doména

Obr. 2.2 Uspoadani prvik sekundéarni struktury getézci fosducinu v rdmci jeho dvou
domén. Podobné strukturni elementy C-terminalni doményhicédoxinem jsou

zvyrazrény Sedivou barvou.iBvzato a upraveno z [14].

Krystalicka struktura komplexu fosducinu g(viz obr. 2.3, str. 17) potvrdila, Ze jeho
N-terminalni doména setdstni vazby ve stejnych mistech, kde dochazi kévapljednotky
Gio- GDP. Naopak C- koncova doména fosducinu interagjeterodimerem v oblasti, kterou
je poutan k membrdnv blizkosti receptoru. Tato doména oplyva negativelektrostatickym
potencialem, ktery vyraZmapodobuje zaporny mebranovy potencial a tim sezaja moznost
zpétné tvorby inaktivniho heterotrimeru @ga- GDP) v progedi membrany. Mezi touto oblasti
fosducinu a mebranou se uplaji repulzni sily, které patérusnaduiji translokaci heterodimeru
Gy do cytosolu. Mutace Usg&kthioredoxinové domény jsou navic spojovanyastjSim
vyskytem patologickych z#ém sitnice [14].
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fosducin

Obr. 2.3 Komplex fosducinu s podjednotkoyd20]. (PDB 1B9X) Hlavni dast na vzajemné
interakci a tedy i stabilit komplexu ma N- terminélni doména a podjednotkp. Gatrré

nedochazi ke kontaktu mezi fosducinem a podjedmotkn Vytvoreno v programu PyMOL.

2.2.2 Fosforylace fosducinu a jeho interakce se B43

Fosforylace fosducinu vedouci keéapému transportu obou o&gdnych podjednotek
transducinu do wjSiho segmentu tnek je klcovad pro maximalni amplifikaci signalu
v buikach adaptovanych na tmu [3,19]. U fosducinu bydgewena dv dalezita fosforyl&ni
mista, Ser-54 a Ser-73. Fosforylasitito mist zajiguji dvé proteinkinasy, Ca/ kalmodulin-
dependentni proteinkinasa (CaMKIl) a proteinkinag&®KA) [15].

Zatimco aktivace kinasy CaMKIl je odp@li na zvySeni hladiny vapenatych ibnt
proteinkinasa A reaguje na vzestup koncentrace cAKRBSI mnoZstvidchto druhych poslje
ukazatelem probihajici adaptace #una tmu [12,14,15]. #’stup proteinkinasyi fosfatasy je
lehce umozén, jelikoz usek 30 aminokyselin (od Asp-37 do AR)-6\- terminélni domény,
ktera se nachazi ¥dné blizkosti tohoto fosforywaiho mista, je velmi flexibilni [14]. #
fosforylaci Ser-73 nedochazi k rozsahlym konfafmien zménam a k vyznamnému snizZeni
afinity, ale roste schopnost podjednotky Goupéit s fosducinem o vazbu s jejim partnerem
GBy [20]. Z toho vyplyva, Ze pro rozpad i tvorbu tobdtomplexu je limitujicim faktorem
rychlost fosforylace/defosforylace Ser-54. [15]
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Inhibice interakce mezi fosducinem ap vedouci ke zvySeni ptu dostupnych
molekul transducinu je prvainzprostedkovana posttrangiai modifikaci fosducinu. V dalsi
fazi je fosforylovany fosducin rozpoznavan a vadarkomplexu s dimerem 14-3-3.

Prvotnim zardrem proteii 14-3-3 je blokovat &inky fosducinu, ale zarovieho také chranit
pied proteolytickou degradagi agregaci a branit jeho rychlé defosforylaci vioké&u dopadu
swtla na sitnici [3]. Vazba v tomto komplexuigobuje konforméni znenu v celé struktte
fosducinu a snizeni flexibility vybranych Usegiedevsim v rdmci N-terminalni domény [21].
V piipads interakce nefosforylovaného fosducinu $yGredstavuji ob domény fosducinu adv
nazavislé strukturni jednotky a své funkce vykofidveezavisle [14,20]. Z gfeni casow
rozliSené fluorescence bylo zgéb, Ze pitomnost fosfatovych skupin dasti N- terminalni
domeény fosducinu vyrazrovliviiuje strukturu jeho C-koncovych oblasti, coz naopailtkazuje
na jejich vzajemnou interakci [21].

Zpétna defosforylace fosducinu je zafiSacinnosti dvou fosfatas, protein fosfatasy 2A
a 1, gicemz rozhodujici je ap defosforylace Ser-54. Ser-73 je pr&pddobré defosforylovan
az po uspitadani komplexu s @y [15].

23 SUG1

2.3.1 26S proteasom a regukni komplex

Degradace protein prostednictvim ubikvitin-proteasomového systému je jedni
z dulezitych mechanisin kontroly burgcného cyklu, apoptosy, b&né signalizace a dalSich
proces [22,23]. Proteasom je unikatni intracelularni pabyticky aparat slozeny ze dvou
komplexnich utvar zvanych 19S reguiai partikule a 20S proteolytické jadro. Regula
partikule se upldiuje v rozpoznavani substiiatejich rozbalovani a translokaci do jadra 20S
proteasomu, kde dochazi k vlastnimu proteolytick&tépeni [23]. KIEem k hlubSimu poznani
téchto proces je tedy gedevsim struktura a funkce jednotlivych podjednatbiu komples.
Krystalicka struktura 20S proteasomu je znama itklelet a potvrzuje jeho stavbu ze dvou
vngjSich a-heptamernich a dvou vhilich B-heptamernich kruh Vnitini kruhy vytvdeji
centralni kanal, vémz jsou umisiny katalytické zbytky [23,24]. Pokusy o ziskani dtgtické
struktury regulaniho komplexuasto kowily nedpichem az do roku 2009, kdy byla ziskana
skupinou Zhang et al. struktura jeho archealnihandiogu, komplexu PAN (z angl.
ProteasoméActivating Nucleotidase) [25]. Na jejim zakladyl nedavno ziskan kompletni

model kvasinkového proteasomu s uzitim technikyp&hgktronové mikroskopie [26].
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Z tohoto modelu pochazirgdevsim podrobna organizace regniao komplexu, ktery
tvori vstupni branu z obou stran proteolytického jaljahoz sotasti je i diskutovany protein
SUGL1, resp. jeho kvasinkovy homolog, Rpt-6 [26]kw@exni homologie mezi lidskym SUG1
a kvasinkovym homologewini ténei 74 % [22].

Zakladna tohoto komplexu je tiena podjednotkami s ATPasovou funkci (Rpt 1-6)
a podjednotkami bez ATPasové funkce (Rpn 1, 2 a Rt 1-6 vytvdéi heterohexamer
sestaveny z trojice heterodinmerinterakce mezi podjednotkami v rdmci heterodimpsau
zprostedkovany jejich N-terminalnimi helixy, které vyt¥gcoiled-coil* strukturu a jejich C-
konce s ATPasovou doménou (AAA doménou - z adglPase familyAssociated with
a variety of cellulaActivities) jsou usptadany do kruhu (viz obr. 2.4, str. 20). U N-konatvy
50 aminokyselin je predikovana jejich neusmana struktura jako u jejich bakterialnich
analog [26]. Struktura Rpt podjednotek obsahuie Konzervované Useky, jejichz mutace
v kritickych mistech vedou k mnohym porucham vektimim usp#adani proteasomu. Jedna se
o motiv Walker A svazebnym mistem ATP, motiv Walk® (sekvence IIFIDEI) a C-
terminalni motiv HbYX. Mutace Walker A motivu v mistlysinu vedou ke sniZeni schopnosti
vazby ATP, picemz Uplna ztrata této funkce byla zaznamenéna jeghootky Rpt-6. Vazba
nukleotidu je krucialni pro uspédani proteasomu do futfrtkho celku. Naproti tomu mutace
motivu Walker B zfisobuje kompletni ztratu ATPasové aktivity celéhtet@hexameru [27].
Hydrolyza ATP indukuje zeénmu konformace konzervovanych segniesbgiujicich dovnit
tvoreného poéru, coZ usn@gje denaturaci struktury substr& jejich translokaci do jadra 20S
proteasomu [28]. Proto jergkvapenim, Ze tato ztrata schopnosti hydrolyzy Aldpela
vyznamny vliv na degradai schopnosti proteasomu [27]i Btudiu archeélniho proteasomu
v3ak bylo prokazano, Ze hydrolyza ATP je nezbytméuzp pro denaturaci globularnich
proteini a vlastni proces translokace je zpedkovan difizi skrze ATPasovy komplex do 20S
jadra bez jakychkoliv energetickych natokHnaci silou tohoto &e je pouze vazba ATP
komplexem PAN, ktery v tomto aktivnim stavuide peviji vazat linearizovanyetzec a tim
difuzi usnadnit [29]. HbYX motiv umishy v C-terminalnicasti podjednotek Rpt2 a Rpt5 plni
dulezitou funkci @i otviréni vstupu do proteolytického jadra vyvolankonform&nich znén
ve struktde o-podjednotek 20S proteasomu [30]. Jednou z dadéchrelych funkci AAA-
ATPasového heterohexameru je schopnost rozeznékandarni degradai signaly (degrony)

a branit tak nekontrolované degradaci [31].

! HbYX motiv — trojice ¥ aminokyselinovych zbytk hydrofobni aminokyselina - tyrosin - X (afia
libovolnou aminokyselinu)
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Obr. 2.4 Strukturni uspgadani Rpt podjednot: AAA-ATPasovéhdeterohexamel S.

cerevisiae ziskanékzyolekektronové mikroskop (PDB 4BA4T, frettzce H, |, J, K, L, N

Struktura byla modelovana podle atomové strul archealnihoregulaniho komplext
PAN. A — Kazdy heterodimeRpt4/Rpt5 Rpt3/Rpt6a Rptl/Rpt2je znaien jednotnol
barvou. U dimeru Bt1l/2 Ize doke spaiit ,coiled-coil* strukturni motiv vyznaujici se
piekiizenymi helixymezi nimiz dochazi interakci.B — Pohled skrzénexamerni kruh
tvoreny AAA-ATPasovym doménami podjednotek Rpt [26Y/ytvoreno v programu
PyMOL.
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V tésné blizkosti Usti heterohexameru, kteryitvprechod do proteolytického
kanalu, je wsnan heterodimer Rpn8/Rpnll, jehoZ organizace wir&omplexu byla
doposud neznama. Dikgnito znalostem byly 1épe objasty i dje probihajici v této
oblasti. Podjednotka Rpnll se podili na ATP-depetndeleubikvitinylaci substrat kter&
je vzagti ndsledovana rozbalenim jejich struktury prednictvim ATPas [26].

Ubikvitinové receptory Rpnl0 a Rpnl3 rozpoznavajmdlyubikvitinované
substraty jsou lokalizovany na samotném vrchu psmmu, Zehoz plyne jejich pozdni
vznik v ramci evoluce regutaiho komplexu [31]. Zbylé ne-ATPasové podjednotinB,
Rpn5, Rpn6, Rpn7, Rpn9 a Rpnl2iiviakysi poklop proteasomu, ktery zakryvd AAA-
ATPasovy heterohexamer [26,31].

Archedlni proteasom jako evéhi prekurzor 26S proteasomu sdili mnobéchto
strukturnich ry8. Vzajemné rozdily plynoutpdevSim z primérni struktury jednotlivych
podjednotek. Zatimco u 26S proteasomu jsou sublexypivaeny heterooligomernimi
strukturami s vysokou sekvé&m homologii, u archei jsou toétéinou dokonalé homo-
oligomery [25]. DalSi rozdily jsou patrné v usgdani archealniho 20S komplexu v jeho
uzaweném stavu, ktery umdje snadny prchod mensSich peptid[29]. PrestoZe protein
PAN sdili nejvy$si miru homologie s podjednotkoutRpvSechny dlezité Udseky
objagiujici jeho funkni Ulohu jsou zachovany i u ostatnich podjednotgkagyotického
heterohexameru [26,29]. Velkou strukturni podobmistlevsim v Usecich AAA domény
sdili i s lidskou ATPasou SUGL1i{®ha B).

2.3.2 Struktura a funkce proteinu SUG1

Protein SUG1se néastni jen procés spojenych s degradaci jeho intenailch
partnefi, ale zasahuje i do neproteolytickyctidzaloZzenych na regulaci funkce mnoha
transkrignich faktofi ¢i jadernych receptdr (receptory retinové kyseliny (RAR),
estrogenni receptory, thyroidni receptory) [32,8B,3ento protein sdili konzervované
Useky s ATP-dependentnimi DNA/RNA helikasami, atpiee gedpokladat, Ze fite hrat
vyznamnou roli v metabolismu specifickych mRNA, rétg¢sou dokonce schopny podnitit
jeho ATPasovou aktivitu [35,36]. Ve spojeni s 13nblexem se SUGL1 vyznagpodili
na elongaci transkripce, jelikoZipjeho inaktivaci dochazi k signifikantnimu poklesu
MRNA transkripti nebo ktvor® jejich nefunknich zkracenych Gsék[37]. Aktivace
transkripce gein pomoci jadernych recepforv rékterych gipadech vyZaduje kroin
daného ligandu dalSi koaktivatory. Tyto latky veolgpraci s dalSimi bilkovinami
napomahaji modifikovat chromatin a cideshromazdit RNA polymerasu Il s gebnymi

transkrigni faktory v promotorové oblasti [38].
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SRC-3 (z anglSteroid ReceptorCoactivator), koaktivator receptoru RA&Rje degradovan
prostednictvim interakce se SUGdimZ je modulovana transkripce odpovidajicichigen
Pokud je SUGL1 exprimovan ve zvySeném mnoZstvi, lketujp se SRC-3 o vazbu s AF-2
vazebnou doménou receptoru (z agltivation Function-2) a tim transkripci inhibuje.
SUGL1 tedy mize svou funkci efektivhregulovat expresi cilovych gémro tento receptor
a zarovd i pIn¢ blokovat jeho degradaci, ktera je expreéshto geri vyvolana. Cilené
umi¢eni genu SUG1 méa také dopad na duou diferenciaci NB-4 promyelodyt

v podolg snizené expresekterych diferencignich markei [34].

A LCoiled-coil” AAA domena
[ — i

1 45 87 150 372 406 amk

Obr. 2.5 A — Schematicka struktura lidského SUGL1 s vyenau ,coiled-coil* oblasti
a AAA doménoV. oblasti 190-197 aminokyselin je umidstkonzervovany Walker A motiv
GPPGTGKT [26,40]B —Model struktury kvasdhého SUG1 tvenéhoctymi doménami
ziskany z kryoelektronové mikroskogieDB 4B4T fettzec J) Prvky sekundarni struktury
jsou zvyrazgny barevi: B-strukturg o-helix, neuspeadana strukturg26]. Vytvoreno

v programu PyMOL.
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Mezi interakni partnery SUG1l @ené pro proteasomalni degradaci Izalit
i myosin tidy VIIIB, jehoZ biologické funkce nejsou dostéte prostudované. Je mozné,
Ze se vSak jedna o potencionalni produkt tumoresguového genu, jehoz zvySena exprese
potlatuje burg¢ny rast u malignich onemoéni [39].

Jak je patrné z mnoha studifjrpé interakce stnito ligandy se dastni gedevsim
AAA doména s krucialni funkci vazebného mista prdPA Tato doména péat
mezidruho¥ mezi vysoce konzervované Useky. Naopak N- terminatoiled-coil*
doména se uplabje v protein-proteinovych interakcich a je zodfna za jeho
oligomerizaci (viz obr. 2.5 A a B, str. 22) [32,33 krystalografickych studii lidského
homologu SUG1 bylo ziskano strukturni usmani poslednich 78 aminokyselin C-
terminalni domény [41].

Zatim neni jasné, zda se SUGdastni interakce s ligandy ve volné faérmebo
pouze jako satast komplexu [33]. Rpt6 (SUG1) a Rpt4 podjednotkynklexu 19S se
piimo podili na destabilizaci komplexu aktivatoru &a DNA skrze interakci s jeho
aktivacni doménou. K fundni interakci vSak dochazi pouze separaci celéhkosofplexu
od 20S proteolytického jadra [42].

Jednim z jeho dalSich vyznamnych regoleh z&sah je nag. degradace faktoru
Spl v gipad, kdy je organismus vystaven stresu vyvolaného statkeem glukézy. Pokud
v3ak do reakce vstupuje mutantni SUG1 obsahujidi damotnou N-terminalni nebo C-
termindlni¢ast, je vyvolan opay efekt inhibice degradace tohoto transkmipo faktoru.

Z toho Ize usoudit, Ze oligomerizace (pdtulimerizace) v jeho N-terminalnich Usecich
sekvence je wezitym predpokladem pro zcela fuéki interakci s fsluSnymi ligandy
[32]. V nedavné dab byla jeho aktivita také spojena sregulaci apgptesavich
buinkéch. Interakce této ATPasy s ubikvitinovanym fa&to Ipaf (z angllnterleukin-1-
convertingenzymeroteaseactivating factor) aktivuje kaspasu 8 a tvorbu
vysokomolekularnich agredgat cytosolu, které visledku vyvolavaji bugtnou smrt [40].

Z funkéniho hlediska tohoto proteinu nas vSak nejvicenzajjeho Uloha i
regulaci signalizace probihajici ve fotoreceptorechdalSich tkanich prdsdnictvim
interakce s fosducinem. SUG1 vazal s nejvyssi tafiniisoformy fosducinu PhLOPs
a PhLPs (z angPhosducint ike OrphanProteins aPhosducink ike Proteins) [5,43]. OB
skupiny tchto proteii vykazuji vyraznou sekvéni podobnost s fosducinem, ale jsou
tvoreny jeho odliSnymi Useky. Na zakkadrelké strukturni podobnosti mezi PhLP
a fosducinem se odhaduje, Ze se jednd o regul&eqpyoteinové signalizace ve tkanich

mimo sitnici [18]. Isoformy Zady PhLOP nejsou schopny interakce $y@44].
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Nicmérg jedna z&chto isoforem PhLOP-1, ktera postrada prvnich 5Z2nakyselin
sekvence fosducinu, vazala SUG1 s vys3i afinit@uoseatni isoformy fosducinu.

Tyto vysledky nazralji, Ze vazby se SUGL setastni pedrg C-terminalni
doména fosducinu, ale s nutnou spolupraktaerych Usek N-terminalni domény. Jelikoz
SUG1 ovliviuje funkci a zposedkovava degradaci mnoha reguléttmanskripce, nelze
vylowit, Ze fosducin a jeho isoformy jsou také potenélofmi (&astniky tohoto procesu
[5]. Skupina Barhite et al. dale prokazala, Z& |nterakci s PhLP, dochazi
k jeho redchozi polyubikvitinylaci, ktera jeifpdpokladem pro proteasomalni degradaci.
V téchto studiich vSak jeStpanuje velkd mira nejasnosti, kterou je nutno litdha

a potvrdit, Ze se jedn& o zcela biologicky relemaitterakci [43].

24 CRX

CRX (z angl._©ne RPd Homeobok je ¢lenem rozsahlé rodiny transkéigich
faktori Otd/Otx (z angl.Orthodenticle nebo Orthodenticteneobox) [45]. MySi OTX1
a OTX2 sdili 86-88% homologii s CRX v oblasti hordemény vazajici DNA [46]. Jeho
piitomnost byla zaznamenanaegdevsim ve fotoreceptorech sitnice a SiSince, lae s
Ucastni regulace specifickych ges DNA vazebnymi motivy TAATCC/A a TAATC/T
vV jejich promotorové oblasti [46,47].

Mezi produkty expreseéthto geri ve fotoreceptorech patnag. opsin, p-
fosfodiesterasa a arrestin [45]. Mutace genu kéthgi CRX jsou spojovany i s mnoha
patologickymi zrgnami v buikdch sitnice, souhrgn ozn&ovanych jako dystrofie.
Nefuni¢ni alely tohoto faktoru jsouiiginou nedokonalého vyvoje ¥Sich segmerit
ty¢inek a sniZzené produkce mistnich praieincetrg nezastupitelného rhodopsinu.
V8echny tyto die mohou vést ke kompletni ztkdtnéjSiho segmentu a nasledné smrti
bunsk [48].

Fylogenetickym prekurzorem sdigh pinealocyi byly pineélni fotoreceptorové
buinky a proto se vyzralji i podobnym fenotypem jako &locivné buiky sitnice.
V pinealocytech je jeho funkce spojovana s regutagirese specifické tni ATPasy
aenzyni serotonin N-acetyltransferasy, hydroxyindol-O-nyéittansferasy, které se
Ucastni biosyntézy melatoninu. Ke zvySené expeesito proteii dochazi v noci (ve t#),

zatimco urové mRNA faktoru CRX se ¢&hem cirkadianniho rytmu témhnengni.

2 TAATCCI/A - sitnice; TAATC/T - epifyza
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JelikoZz je transkripce éthto geri iniciovdna zvySenim hladiny cAMP, je velmi
pravéEpodobné, Ze je podmina sodinnosti vice faktar, nuklearnich receptorpro
cAMP a CRX [47]. Funkce CRX je pak regulovana aZ ravni postranskmich
modifikaci [4]. Nefunkni CRX v mysi epifyze jetdrodem vyznamnych rozdilv expresi
jednotlivych proteid cirkadianniho rytmu ve srovnani s glfunkénim fenotypem tohoto
faktoru [49]. Mnohonasolin zvySena exprese tohoto faktoru u rakovinnych ékun
retinoblastomu a pinealniho parenchymu naagje Ze se jedna i o potencionalni nadorovy
marker [50].

Tento transkripni faktor je vsouladu sjeho funkcitgvazié lokalizovan
v buns¢ném jade a pouze malé mnozstvi bylo detekovano v cytosddo distribuce
v téchto bure¢nych kompartmentech seéni v zavislosti na tom, zda jsou fotoreceptory
adaptované na &tlo ¢i tmu. Na s¥tle se jeho cytosolickd koncentrace niimvySuje [4].

Do interakce s fosducinem se pétraapojuje N-terminalnicast dlouha 178
aminokyselin, ktera zahrnuje homeodoménu. Na zékéstupnych informaci o jejich
vzadjemném fisobeni byl navrzen model interakce fosducinu &b ligandy, CRX a
SUG1 (viz obr. 1.1, str. 12). Fosducin musi nejppeelstoupitéast&nou proteolytickou
degradaci skrze interakci se SUG1 za vzniku C-keélo oligopetidu, ktery v této forRm
mizZe vstoupit do jadra a vazat faktor CRX. Jelikéiz¢to vazls nedochazi ke strukturnim
zmenam v ramci DNA vazebné domény CRX, lze se domnigat vysledna inhibice
transkripce je dlsledek selhdani interakce mezi CRXdekitymi koaktivatory pro uceleni
celého transkrigniho inicia&gniho komplexu. Nutnost primarni proteolytické delgee
fosducinu naznalje, Ze jeho N-terminalniast obsahuje sekvence, které stiktnéuji
jeho burénou lokalizaci v cytosolu a brani tak jeh#epunu do jadra.HPodstrargni C-
koncovych aminokyselin fosducinu se jeho afini@RX zna&né snizila [4].

Proteolyticka degradace neni Zadnym oj&gim prostedkem likvidace
nezadoucich dastniki signaliz&nich proces. DalSim gikladem je jizZ zmiovany enzym
N-acetyltransferasa, ktery podléha proteolyze ealocytech u subjektadaptovanych na
tmu i jejich nahlém vystaveni stlu. Fyziologickym podstem pro spughi tohoto
procesuje pokles intracelularniho mnoZzstvi cAMA.[51

BlizSi poznani &chto vazebnych partnerfosducinu odkrylo jeho dalSi funkce,
které jsou patr nezavislé na jeho regulai roli v G-proteinové signalizaci. Jedna se
zejména o aktivni dast fosducinu a jeho isoforenti pegulaci transkripce u kvasinek a v
sawich buikéach.
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Transaktivéni funkce je spojena s aktivitou poslednich 40 akyselin fosducinu, ktera
jsou v celé struktte maskovany a odkryty az jeho proteasomalni degradato studie

pomohla Iépe objasnit funkce isoforem PhLOP, kter@evazri vyskytuji v jade [52].

2.5 Bakterialni exprese a purifikace rekombinantnich

proteind

Jednotlivé pistupy k expresi a purifikaci protdinzavisi na nie dostupnych
informaci o chovani daného proteinn vitro. JelikoZz proteiny nelze vyréb piimo
chemickou syntézou jakoélné polymery, musime vyuzit této schopnosti u Zivyc
organisni. Prokaryotni expresni systémyedstavuji wbec nejzrejSi a nejlevajsi
systém pro vyrobu rekombinantnich protemvysoky vyg&Zzek exprimovaného proteinu Ize
ziskat v relativy kratkém casovém obdobi (cca 24 hodin). Sabepz¢ ma ale tento
systém itadu nevyhod a omezeni, jako hapelikost produkovanych proteirti absence
proteim v bakteriich je zaloZena na transformaci baktdrddnym expresnim plasmidem,
které jsou selektovany podle jejich antibiotikowezistence a gstovany v kultivénim
médiu po dosazeni adekvéatni hustoty d&dmé kultury. Indukci exprese je vyvolana
produkce cilového proteinu, ktery je déale izolovarbakterialni srsi proteiri
prostednictvim purifik&nich metod. V ramciéthto postup existuje mnoho paramétr
které Ize libovolg menit a jejich iznymi kombinacemi riive byt dosazeno optimalnich

vysledk.

2.5.1 Vyhkér expresniho plasmidu

Jiz volba expresniho plasmiduibe zasadhovlivnit schopnost produkce proteinu
v bakteriich. Mezi nejilezitéjSi a nezbytné sekvence plasmidurpati misto (pdatek
replikace), promotor, operator, Shine-Dalgarnoviaverce (ribozomalni vazebné misto),
terminator, gen kodujici represor, selek marker a klonovaci misto. Klonovaci misto
zahrnuje velké mnoZstvi rozpoznavacich sekvencirgstrilkini endonukleasy, které poté
specificky vyS¢puji dany klonovany Gsek [54]. Plasmidy se mezioselisi v sekvencich
ozna&ovanych jako fuzni zreky, které napomahaji purifikaci protéinw nekolika snerech:
(i) jednokrokova izolace exprimovaného proteinuseesi vSech bakterialnich protein
(ii) zvySovani stability proteinu a jeho rozpustiogii) minimalni dopad na terciarni
strukturu proteinu; (iv) snadné odstéan fuzniho partnera pro ziskani nativniho proteinu

[55]. Nejjednodussi a nejvice vyuzivanou fuzni seloi je histidinova kotva (6xHis).
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Izolace takovych protein vyZaduje vysokou iontovou silu pro zvySeni rozpasti

a nizkou koncentraci imidazolu (0,8mM) v promyvacipufru pro odstrami
nespecifickych interakci ostatnich bakteridlnichotg@ini. Prostedi imidazolu je

i nezaddouci pro dalsi experimenty v oblasti NMRkrystalografii. V jinych pipadech
maze byt protein izolovan ve fazi €&im dolie rozpustnym proteinem, naglutahion-S-
transferasou nebo malym a vysoce hydrofilnim pnatei G_B1 (B1 doména proteinu G ze
streptokoka [55,56]. Mala velikost tohoto proteimmoziuje podrobit ihned flzni protein
NMR spektroskopické analyze a stanovit tak jehakstirni stav nebo studovat interakce
s piSlusnymi ligandy [57,58]. Efektivni expresghito fuznich proteiin vSak nemusi byt
jest zarukou podobného chovani u nativniho proteinu.

Mezi dalSi kritéria hodn& Uvahy patyp promotoru, kterym je expreséena.
Exprese proteinu pragdnictvim vysoce &inné T7 RNA polymerasy pétk obvyklym
piistupim pro zaji&ni vysokého vyizku fazniho proteinu (az 50 % podil celkového
mnozstvi bakterialnich proteih Pro zamezeniipdtasné vyroby proteinu pomoci T7
expresniho systému je transkripce genu T7 polymerézena lacUV5 promotorem
s operatorovou sekvenci pro represor. Lac opejatgfitomny i v expresnim plasmidu,
¢imz je plre zablokovana syntéza proteinu naSeho zajmu aZz donziku inhibice
represoru fdavkem isopropyB-D-thiogalaktopyranosidu (IPTG) [59]. \&kterych
piipadech je vhodné zvolit pozvejdi zpisob exprese prastdnictvim E.coli RNA
polymerasy, kdy je produkce proteirfizena pimo lacUV5 promotorem nebo jejich
hybridni &inngjsi formou (Ptrp a Ptac). Transkripce gentize byt disledkem zkraceni
vzdalenosti mezi dima rozpoznavacimi oblastmi promotoru zvySena az\ELsrovnani
s PLacUV5 [60]. Existuji i plasmidy, kde je exprge®teinutizena T7 promotorem, ale
neni inducibilni. Tento Zisob vychazi ze znAmého mechanismu exprese lacrip by
koncentrace glukdzy v kulti¢aich médiich pevySuje mnoZstvi laktézy. V takovém
piipadt Ize dosdhnout pomalé a efektivni exprese s vysokyw¥kem i vyssi teplog
kultivace [61]. Rikladem takového plasmidu je pST39, ktery navic Zimje expresi
nékolika geri najednou a fize tak usnadnit tvorbu multimernich komplesloZzenych

z vice proteid [62].

2.5.2 Expresni kmen bakterii a kultiva&ni podminky

Kultivacni podminky a vhodny expresni kmen bakteriizen také posilit miru
vyroby proteirii. Péstovani bakterii je provédo i 37°C nefasgji v LB médiich, ve
kterych musi byt stritkh dodrZzovana koncentrace jednotlivych sloZzek, abyoB®

k opanému efektu inhibice b&iného fistu [53].
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Pri indukci exprese proteinu je nutné tuto teplotiZisnjinak by bylo ténsf nemozné
ziskat protein v solubilni fortn Ve wtSiné pripadi je teplota snizovana na 25°C, ale
nekteré bakterialni kmeny umadji jejich kultivaci @i teplotach nizSich nez 13 °C. Nizka
teplota ma sice za nasledek snizenéZku, ale zvySuje pra¥gpodobnost ziskani cilového
proteinu v rozpustné @sté forne [56, 63].

Mezi ¢asto vyuZivané bakteridini expresni kmeny fipaBL21(DE3)
a Rosetta(DE3). Kazda aminokyselina je kdédovana viez jednim kodonem a kazdy
organismus preferuje pouzékteré z nich. Pokud je exprese eukaryotnich proteiBL21
doprovazena neusghem, je vhodné vyzkouSet kmen Rosetta s obsahgitikdoého
plasmidu pRARE kdédujiciho transferové RNA, ktemdujs bakteriich uzivany sporadicky.
Kultivace tohoto kmenu bakterii vyZzaduj&tpmnost dalSiho antibiotika, chloramfenikolu
[64]. Kompetentni biiky Arctic Express, které vyZaduji speciélni podmyirkultivace
véetrg rozdilného sloZeni médii, byly upraveny pro expm@steini pii nizké teplok.
V tomto systému jsou koexprimovany chaperoniny @palCpn60 odolnéti nizkym
teplotam, které napomdhaji spravnému sbalovaneiprotdo nativniho stavu a zvySeni

vytézku [63]. Kazdy expresni kmen bakterii vyZadujeétaldliSnou dobu kultivace pro

e

2.5.3 Dalsi prosktedky k dosazeni lepSich vysledkpii purifikaci

Prestoze byly spkny veSkeré fedchozi podminky pro zajiti efektivni exprese
fuznich proteif, stale se e projevit jejich nizka stabilita a agregace \Sitdl etapach
jejich purifikace. Tvorba agredgata stim spojend ztrata biologické aktivity byva
hydrofobnich skupin na povrchu, interakce mezi jidhooxidace cystein [65]. Kazdy
fuzni protein vyZaduje ip purifikaci jiné sloZeni pufru, které Ize olsttovat a dopiovat
dalSimi &innymi prostedky pro dosazeni nejlepSich vyslédk

Jednim z fstupar pro prevenci agregace je iapstabilizace nativnich
intramolekularnich proteinovych interakdiigmvkem tiznych kosmotropnichinidel, jako
nag. siranu amonného. Dale je mozné zvySit rozpustposteini pomoci reduénich
¢inidel p-merkaptoethanolu nebo dithiothreitolu, které bramwiorbé nezadoucich
disulfidickych mistka. DuleZité je zvolit vhodnou koncentragichto ¢inidel. Negimérens
vysoka koncentrace chaotropniéimidel (MgClh, NaBr, urea) miZze vyvolat denaturaci

proteini a kosmotropy mohou z&pinit jejich precipitaci [65].
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V nékterych gipadech se protein nachazi pouze v nerozpustné: fankiuznich
télisek [59]. ZvySenou rozpustnost takovych praieimiZze ovlivnit gitomnost méoviny
nebo guanidin hydrochloridu, ktera je v3ak doprevéz jejich denaturaci [55]. Postup
renaturace vSak nez&uwe, Ze se protein bude nachazet ve svém nativrtaau s
avykazovat plnou biologickou aktivitu [59].

P¥i studiu membranovych receptorje vhodné fi purifikaci pouZit detergenty,
které zabrauji jejich oligomerizaci, zlepSuji rozpustnost apoméhaji tvord velmi
fixniho strukturniho stavu. Chaperony v Zivém sysié vSak napomahaji tvafb
specifického konform@iho stavu, ktery vykazuje mnohem vy3Si vazebnotiviak

k prislusnym ligandm neZ jeho prejSek ziskany renaturaiti vitro [66].
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3 CiL PRACE

» Vyvinuti a optimalizace expresniho a purifika&niho protokolu
proteinu SUG1

* Priprava expresnich konstruktlidského proteinu SUG1 v expresnich
plasmidech pET-29b a pRSFDuet-1

» Test exprese ifpravenych konstrukt v expresnich kmenech bakterii
BL21(DE3) nebo Rosetta (DE3)

» Exprese a purifikace faznich protéisUG1

0 s GST na N-konci SUG1
(expresni konstruktSUG1/pGEX-4T-1)
0 s 6xHis na C-konci SUG1
(expresni konstrukty SUG1/pET-29ba SUG/pST39)
0 s 6xHis a G_B1 proteinem na N-konci SUG1
(expresni konstrukt SUG1/pRSFDuet-1)

» Z&kladni biofyzikalni charakterizace lidského SUG1
«  Stanoveni v§Si strukturyéastic a jejich velikosti @enim rozptylu sétla,

owvéteni stability proteinu, srovnani jeho chovanvitro s jeho pratjSky z
jinych druha
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4 METODY A MATERIAL

4.1 PouZity material

4.1.1 Chemikalie

1,4- dithiothreitol (DTT)
B-merkaptoethanoBME)
agarosa GTQ

ampicilin

akrylamid

azid sodny

bis-akrylamid

bromfenolova moti

Coomassie Brilliant blue R 250
dihydréat ethylendiamintetraoctanu
disodného (NaEDTA- 2H0)
DNA oligonukleotidy
dodecylsiran sodny (SDS)
ethanol
fenylmethylsufonylfluorid (PMSF)
formaldehyd

GelRed

Gene Ruler 1 kB DNAladder
glutathion (redukovany)
glycerol

glycin

hexahydrat siranu nikelnatého
(NiSOy- 6H,0)

hydroxid sodny

chloramfenikol

imidazol

isopropyl$-D-thiogalaktopyranosid
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Carl Roth GmbH,&hecko
Sigma-Aldrich, USA
Carl Roth GmbHgNecko
Sigma-Aldrich, USA
Carl Roth GmbH, ¢hecko
Sigma-Aldrich, USA
Carl Roth GmbH,&hecko
Carl Roth GmbH, Bmecko
LKB Bromma, Svémisk
Lachema, sGaska republika

Generi Biotech, s.r.@.eska republika
Carl Roth GmbHni¢cko
PENTA - Ing. Petr Sveteska republika
Carl Roth GmbH¢giecko
LACH-NER, s.r.oCeska republika
New England BioLabs, USA
Fermentas, Kanada
Sigma-Aldrich, USA
PENTA - Ing. Petr Sve€gska republika
Carl Roth GmbH, &necko
PENTA - Ing. PeacCeska republika

LACH-NER, s.r.oCeska republika
Sigma-Aldrich, USA
Carl Roth GmbH, &necko

EMD Biosciences, Incénecko



kanamycin

isopropylalkohol

kyselina borit4

kyselina chlorovodikova
kyselina octova

Loading-Dye

Luria-Bertani (LB) agar
Luria-Bertani (LB) médium
lysozym

methanol

mix deoxyribonukleosidtrifosfat(dNTP)
peroxodisiran amonny (APS)
PCR Master Mix

PfuUltra High-Fidelity DNA Polymerase

Phusion High-Fidelity DNA polymerase

Precision Plus ProteinDual Color Standard

pufr BamHI
pufr O
pufr pro PfuUltra HF DNA polymerase

pufr HF pro Phusion HF DNA polymerase

pufr Rapid ligation buffer
restrikini enzymy

T4 DNA ligase

thrombin

Tergitol (70 % NP-40)
tetraethylenadiamin (TEMED)

tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)

4.1.2 Fistroje

3505 pH Meter
horizontalni elektroforéza
centrifuge 5418
elektricky vdi¢
HPLC-AKTA

Sigma-Aldrich, USA
Genomed ¢hecko
LACH-NER, s.r.adCeska republika
PENTA - Ing. Petr Sv€eska republika
PENTA - Ing. Petr Sv€eska republika
New England BioLabs, USA
Carl Roth GmbHghecko
Carl Roth GmbHg¢hecko
SERVA Electrophoresis GmbHriNecko
PENTA - Ing. Petr Svétgska republika
Thermo Scientific, USA
Sigma-Aldrich, USA
Thermo Scientific, USA
Stratagen&AJ
New EnglandBabs, USA
Bio-Rabdratories, USA
Fermentas, Kanada
Fermentas, Kanada
Stratagene AUS
New EnglamolBbs, USA
Thermo Scientific, Litva
Fermentas, Kanada
Fermentas, Kanada
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Carl Roth GmbHmMecko
Carl Roth @) Néemecko

Nova Capital Ltd, UK

Sigma-Aldrich, USA

Eppendorfghecko
Eta,Ceskéa republika

Amersham Biosciences, Svédsko
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laboratorni vahy HF-200g

Sigma 8K Floorstanding Refrigerated
Centrifuge

peristaltickd pumpa

spektrofotometr Agilent 8453
Sonicator 3000

Termoblok

termocykler Mastercycler Personal
termostat BT 120M

transiluminator UVT-14M

trepaka Gallenkamp Orbital Incubator
trepaka Multitron

vodni lazé

vertikalni elektroforéza

vortex RX

zdroj nagti pro elektroforézu

zaizeni pro niteni rozptylu setla

4.1.3 Ostatni material

automatickeé pipety

dialyzatni mebrana (typ 27/32)
Escherichia coli BL21(DE3)
Escherichia coli DH& (TOP10)
Escherichia coli Rosetta (DE3)
filtry Spartan 13/0,45 RC
GeneJET Gel extraction kit
GeneJET PCR purification kit
GeneJET Plasmid Miniprep kit
GlutathioneSepharose4 Fast Flow
Chelating Sepharose Fast Flow
kolona Hiload 26/60 Superdex 200 pg
kolona Superdex 200 (10/300 GL)
kolona pro afinitni chromatografii

koncentratory Amicon Ultra

And, USA
Sigma Labar#feigen GmbH, Nmecko

IDEX Health&Science SA, Saako
Agilent TechnologieSA
Misonix, USA
Grant, UK
Eppendosfindcko
Laboratorniigtroje,Ceska republika
Herolab GmbH ghkhecko
Gemini BV, Holakals
Infors AG, Svycarsko
Memmert GmbH, Bmecko
Bio-Rad LaboratorieSAJ
Velp Scientifica, Itélie
Consort E143, Belgie
ALV GmbH, Nemecko

Eppendorféidecko
Carl Roth GmbHnNecko
Stratagene, USA
Stratagene, USA
Stratagene, USA
GE Healthcare, USA
Thermo Scientific vhit
Thermo Scientifictvia
Thermo Scientifidya
Amersham Biose&rvédsko
GE Healthcare, USA
GEHealthdag:
GEHealthcare, USA
Bio-Rad Labaraes, USA
EMD Millipore, USA



kiemenné kyvety Lightpath Optical Ltd., UK

mikrozkumavky Eppendorf, ddnecko

nylon mebrane filters 0,45 pum GE Healthcare, USA

plasmid pET-29b(+) Novagen, USA

plasmid pRSFDuet-1 dar od Dr. EvZzena BANIH, USA
stiikacky Chirana T. Injecta, a.s., Slovensko
plastové zkumavky Carl Roth GmbHgmecko

4.2 Priprava expresnich konstruktu

4.2.1 Plasmidy

Plasmid je kruhova molekula dvouSroubovicové DNAhggnma autonomni
replikace. V molekularni biologii se jedna o hojpouzivany vektor pro ifpravu
expresnich konstruikta produkci protei v bakteriich. Pro vloZzeni genu dociého
plasmidu je nutné zvolit vhodna restnik mista, picemz @i jejich volb¢ jsou zvazovany
ptedevSim dva parametry. Prvnim z nich je skubst, Ze nedochéazi kesgeni sekvence
genu uvnit fettzce a dalSim pozadavkem jsou shodné amiagodminky (nap pouZiti
stejného pufru, ve kterém oba enzymy prokazuji atestou aktivitu). Vhodné je téz
vybrat enzymy, které po &ieni netvdi tzv. tupé konce, Kili mozné nizSi Ginnosti
nésledné ligace &eného produktu PCR a plasmidu.

Pro integraci genu proteinu SUG1 do plasmidové Dy vybrany plasmidy
PET29-b a pRSFDuet-1. Oba vektory obsahuji selekznak, ktery zajiije jejich
rezistenci w¢i kanamycinu. Po vioZeni cizi DNA proteinu do vekt@ET-29b (viz obr.
4.1, str. 35) je produktem exprese fazni proteifigitni kotvou v podob motivu Sesti
histidina v radé (6xHis) na C-konci proteinu, ktery vSak nelze oalsit. Dale Ize u tohoto
plasmidu vyuZzit schopnosti exprimovat fazni progeznaené tzv. S-tagem. Jedna se o 15
aminokyselin dlouhy oligopetid odvozeny od riboreddy A, ktery diky vysokému obsahu
polarnich a nabitych aminokyselin zvySuje rozpustnprodukovaného proteinu. Pro

plasmid pET-29b byla zvolena &lvhodna restriéni mista pro endonukleasy Ndel a Xhol:

Ndel:5-CATATG-3’

Xhol; 5"-CTCGAG-3’
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T7 promoter primer #69348-3

upstream primer 14,
pL primer #09214-3 T7 promoter lac operator Xbal tbs
AGATCGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAAT TGTGAGE GGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAAC TTTAAGAAGGAGA
Ndel STag NspV_ Bglll  Kpnl

TATACATATGAAAGAAACCGCTGCTGCTARAT TCGAACGCCAGCACATGGACAGCCCAGATCTGGGTACCCTGGTGCCACGLRGTTCC
MetlysGluThrAlaAlaAlalysPheGluArgGlinHisMetAspSerProAspleuGlyThrLeuVal PrnAr?G lySer

Eagl thrombin
Ncol EcoRV BanH | EcoR| Sacl Sall Hind Il __ Notl HisTag
ATGGCTGATATCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGLA AGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCC pET-28a (1)
MetAloAsplleGlySerGluPheGluleuArgArgGinAlaCysGlyArgThrArgAl oProProProProProleuArgSerGlyCysEnd

.. .GCGATATCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGECE | pET-28b(+)
...AlalleSerAspProAsnSerSerSerValAsplysleuAlaAlaAlaleuGluHisHisHisHisHisHisEnd |

.. .GGATATCTGTGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCEC  pET-28e (1)
... GlyTyrlLeuTrplleArgl leArghlaProSerThrSerleulrgProlisSerSerThrThrTarThrTarThrGlul leArgleuleuThrlysPro. . .

Bpul1021 T7 terminator
GAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGC TGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

™ E‘nator primer #69337-3

Obr. 4.1 Klonovaci misto plasmidu pET-29a-c (+) s vyearaymi restriknimi misty pro
vneseni cDNA sekvence SUBT].

Vektor pRSFDuet-1 (viz obr. 4.2, str. 36) byl upavtak, Ze k N-konci
produkovaného proteinu jefipojen His-tagem zr@ny protein G_B1, ktery vyra#n
zvySuje rozpustnost a stabilitu fazniho proteinti jpho expresi a purifikaci. Mezi
proteinem a G_B1 je uméto S&pné misto pro TEV- proteasu. Jako vhodné restrik

enzymy u tohoto plasmidu byly zvoleny BamHI a N&tkré $tpi sekvence:

BamHI: 5"-GGATCC-3’

Notl: 5"-GCGGCCGC -3’

¥ G_B1 protein — viz 2.5.1
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Plol [3?56]

Mcs1

ACl | (3674)
BStAP | (3658),) { w ~{
Y+ —
g
//77 promoter-1
Miy | 3334) /7 lac operator 17 pramater-2 ™\ . Eco0109 | 478)
Bl 1 @320) \>7 lac operator Bsu36 | (517)
Age | (566)
BSLE Il (3152) S Drd| (637)
pogf 1 131313 C? T_Bsa | (645)
Ps I @ " Fal I g71)
S —Xmn | (733
o
,r:‘ g |
' & I‘l I|I
I | | RS FDuet"‘I ‘l
(3829 bp) F |
Hpa | (2832— b 3
pa 1’ | uu_,) ” II|
Bbe | 2099)~,_| r{r ~Bpui0 I (1102
Sfo 1 (2697) V / /7EP ez
Nar | (2696)
Kas | 2699) - Xma | (1246)
Sma 1 (1248)
EcoS57 | (2474)”
AJol 2420) Cla | (1429)
2414) Niu | nas)
Sph | (11654)
F Onnssp-pmﬂ,/v mf 1 (1658
Sapl (1666)

BssS | (1949 POl | (1782)

E Neo | (69

BamH [ (106
EcoR | m2
EcoICR 1 (1200
Sac | a2z
BspM | 124)
Asc | oz
Pstlaas)
Sbflass

Sal | o

[Thot 1150

Eftrrer

MCS2
Nde | (298)

I 1 (305

1311}

EcoR V (319
Nae | i326)
Fse | (328
AslS | @33n
Zral (348
Aat Il (346)
AcCcBS | (3480
Kpn | 352
Xho I ias4
Bae | 3es
S-T:
Pac [ 429
Avr Il (4249
T7 terminator

b6xHis-G_B1-TEV

Sekvence 6xHis-G_B1-TEV:

ATGAACAGCAGCCATCACCATCATCACCACATGCAGTACAAGCTTATCCTGAACGGTAAAACCCT G
AAAGGT GAAACCACCACCGAAGCT GT CGACGCT GCTACCGCGGAAAAAGT TTTCAAACAGT ACGCT
AACGACAACGGT GT TGACGGT GAATGGACCTACGACGACCGCTACCAAAACCT TCACGGT AACCGAA

GAAAACCTGTATTTTCAGGGCGCCATGGGATCCTCGC

AGGCGECCEC

Obr.

4.2 Mapa plasmidu pRSFDuet-1 a sekvence upravené veridis-G_Bl1-

TEV/pRSFDuet-1 v Ncol+Notl méstNcol bylo odstrasno a vlozeno na C konec, dale

bylo vneseno na C-konecéphé misto pro TEV proteasu a cely protein ¢emana N-

konci histidinovou kotvou (8His). Prvky sekvence jsou rozliSeny bar&vhistidinova

kotva, sekvence G_B1 proteinlinker, S&pné misto pro TEV proteasklonovaci misto

s restriknimi mistypro enzymy Ncol, BamHI, Pstl a Notl. Mapa plasmila p'evzata

a upravena z [68].
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4.2.2 VVneseni plasmidové DNA do bakterii metodoupelného Soku

Jednim z hlavnich metodickych posiugro vneseni plasmidové DNA do bakterii
za (&elem jeji gipravy je bakterialni transformace. Jedna se dhtyizontalniho genosu
volnych molekul DNA bez fimého kontaktu mezi kikami [69].V praxi k transformaci
dochazi zpravidla uzitim metody tepelného Soku, jsdy kompetentni biky bakterii po
uréitou dobu vystaveny teplotnimu Soku, coZiggbi vznik trhlin v bu&ném povrchu
a buiky jsou schopnéigmout exogenni DNA. Pro klonovani byl pouzit kmeakterii E.
coli DH50-TOP10.

Ke 45 ul kompetentnich bek E. coli (kmen DHm-TOP10, expresni kmen
BL21(DE3), Rosetta(DE3)) chlazenych na ledu bytadno 0,5 pl plasmidové DNA.
Nasledovala inkubace na ledu po dobu 20 minut @ détaveni tepelnému Soku, kdy byla
smés vloZena do termoldzro teplot 42 °C po dobu 45 sekund. Poté bylagsmnovu
umisgna do ledové laznna 1 aZz 2 minuty a k nitijddn 1 ml LB média bez antibiotika.

Bunééna kultura byla inkubovanaiB7 °C 45 minut.

4.2.3 Kultivace bakterii na LB-agaru

Bunééna suspenze zZg@dchozi inkubace byla centrifugovana na mikrockrae
Eppendorf 5418 (max.18x3,75g i 8000 ot/min po dobu 2 minut a naslédrdstragna
VétSi ¢ast supernatantu. Ve zbytku média byla peleta&buesuspendovana, nanesena na
agarové misky sifslusnym antibiotikem a kultivovanags noc fi 37 °C. Antibiotikovou

rezistenci vybranych expresnich plasinghrnuje tab. 4.1.

Tab. 4.1Antibiotikova rezistence vybranych expresnich pidém

expresni plasmid antibiotikova rezistence
pET-29b, pRSFDuet-1 kanamycin
pPGEX-4T-1, pST39 ampicilin

4.2.4 Riprava miniprept

Do sklergnych zkumavek bylo odéteno 5 ml sterilniho LB média &igano 5 pul
zasobniho roztoku antibiotika (viz tab. 4.2, s8).3ato LB média byladkovana pes noc
inkubovanou bu&nou kulturou na agarovych miskachiigPavené miniprepy byly

inkubovany pes noc naiepace @i 37 °C a 200 ot/min.
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Tab. 4.2 Koncentrace zasobnich roztokantibiotik a jejich konénd koncentrace

v kultivachich médiich

antibiotikum koncentrace zasobniha  kone¢na koncentrace
roztoku

kanamycin 30 mg/ml 30 pg/ml

ampicilin 100 mg/ml 100 pg/ml

chloramfenikol 34 mg/ml 34 pg/ml

4.2.5 Minipreparace plasmidové DNA

Pres noc inkubovana inokula bylo nutné nejprve sframogenizovat, aby sg@st
sedimentovanych bakterifgnesla do celé suspenze. Miniprepy byly postyganeseny
do mikrozkumavek a centrifugovany na mikrocent&{Eppendorf 5418)ip4000 ot/min
vzdy po dobu 2 minut. Po centrifugaci byl vzdy edstn supernatant, aby byla ziskana
pouze cista peleta bakterialnich b&in Nésledovala vlastni izolace DNA pomoci
specialniho kitu GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Ther Scientific, Litva), ktera vzdy
zahrnuje tkolik kroka dle uvedeného protokolu. V prvni fazi byla peletauspendovana
v 250 pl resuspendaiho roztoku, do kterého jefipprvotni adjustaci kitu nutnéfidat
RNasu A. Dale bylo fidano 250 ul lyzéniho roztoku a siis dikladné promichana bez
pouZiti vortexu, aby nedoSlo k neZzadoucimu udminchromozomaini DNA z buh.
Vysledkem je visk6zni suspenze. V posledni faziobglidano 350 pl neutralizaiho
roztoku, kdy bylo nutné s¥s ihned promichat &kolikanasobnym fevracenim
mikrozkumavky. Pro odstr&ni buré¢ného odpadu a chromozomalni DNA bylaésm
centrifugovana (Eppendorf 5418) cca 5 mindt p3000 ot/min. Supernatant, ktery
obsahuje uvoknou plasmidovou DNA, byl ignesen na GeneJET kolondjépmz je
nutné se vyhnout odebranasti bilého precipitatu. Nasledovala centrifugate spejné
rychlosti, ale pouze po dobu 1 minuty. Ptetey roztok byl odstram a kolona znovu
vloZzena do strné zkumavky. Na kolonu bylo dale pipetovano 500pubmyvaciho
roztoku, ktery byl odstram dalSi centrifugaci za stejnych podminek. Kroknpyeani byl
opakovan a kolona pak byla centrifugovana dalSiii pno odstrasni moznych zbytk
ethanolu. Pro eluci byla kolonagmesena deéisté mikrozkumavky a na membranu bylo
pipetovano 50 pl eliniho pufru nebo afaté (60°C) sterilni destilované vody (mnozstvi
elwniho pufru¢i vody lze nénit v zavislosti na tom, jak koncentrovany roztolNM®

poZadujeme; ne&h by byt vSak nizSi nez 30 pl, aby nedoslo ke atrahavazané DNA).
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Nasledovala inkubaceigaboratorni tepldt po dobu 2 minut a centrifugace dalSi 2 minuty.

Ziskany eluat obsahoval purifikovanou plasmidovduD

4.2.6 Amplifikace genu lidského SUGL1

K namnoZeni sekvence DNAditého genu nebo jeho Useku se pouZivA metoda
zvana polymerasovdetizova reakce Rolymerase Chain Reaction = PCR). Touto
technikou Ize ziskat miliardy kopii jakékoliv sekwee DNA v kratkéntasovém horizontu,
cca 2 hodin. Vyhodou této metody je, Ze page znat pouze zatek a konec
amplifikovaného Useku, aby bylo mozné navrhnoumpry, podle kterych pak DNA
polymerasa syntetizuje néwznikajici vlakna. Metoda je tedy zaloZend na @pn
replikace DNA v Zivych bikkach [9].

Prakticky se jednd o opakujici se cyklus sestavenskolika kroki, pii nichz
dochézi k teplotnim zémam ve stanovenyatasovych intervalech. Sitna charakteristika
jednotlivych fazi cyklu je uvedena u metodiky arfiktice SUG1.

PCR maradu aplikaci, ale prvonse vyuziva § klonovani Usek DNA nebo
RNA. Prvnim krokem $ tomto procesu je vyis vhodného vektoru, do kterého ma byt
dany gen vloZen, v tomtofipads bakterialni plasmid pET-29b a pRSFDuet-1. DalSim
krokem je tedy jiz zmigny navrh primek, kratkych oligonukleotid, které jsou
komplementarni k ogaym kond@m pripravovaného Useku a tkigeho hranice. # jejich

navrhu je nutné respektovatkolik poZzadavk, z nichZ nejdlezitéjsi jsou:

1) dany par primer by mgl mit podobnou teplotu tani

2) nesmi tvait stabilni dimengi vlasenky v oblasti pouZzitych teplot

Pro kontrolu vSechéthto paramefr existuje mnoho internetovych aplikaci.

V tomto gipads byl pouzivan Oligo Analyzer (http://eu.idtdna.com

Primer, ktery z&ina jako 5°- konecifslusné sekvence, se oZog jako kddujici
(FW) Druhy primer, ktery je komplementarni k 3 -kbnsekvence, se nazyva jako
antikodujici (REV). Zaroue je nutné, aby tyto oligonukleotidy obsahovaly odpajici
restrikini misto, pop stop kodon. Na zaklgdukleotidové sekvence SUGILi{Bha A)
byly pro vioZeni tohoto genu do dvoiiznych plasmid navrzenyctyii oligonukleotidy
(viz tab. 4.3, str. 39).
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Tab. 4.3 Oligonukleotidy pro amplifikaci genu lidského SU@fo jeho vneseni do
plasmidu pET-29b a pRSFDuetPodtrZzenim jsou vyzitana restrikni mista.

oligonukleotidy Sekvence 55 3’
SUG1pET-29b FW AGTTACGAT CATATGGCGCTTGACGGACCAGAGCAGATG GAG
SUG1pET-29b REV TAGACTCTCGAGCTTCCATAATTTCTTGATGGACATGTTTTTCTC

SUG1pRSFDuet-1 FW AATTATAGTTACGGATCCATGGCGCTTGACGGACCAGAGCAGATGGAG

SUG1pRSFDuet-1 REV AGCTGCATGCGGCCGTACTTCCATAATTTCTTGATGGACATGTTTTTCTC

Oligonukleotidy jsou dodavany v lyofilizované poddd v [FiloZenych instrukcich
je vzdy uvedendedsni na pozadovanou koncentraci 0,1 mmof/dé&tchto zasobnich
roztoki byly dalsim fedtnim (1:19) pipraveny roztoky o koncentraci 5 pmol/@m
v celkovém objemu 200 pl.

Vysledna reakni snés pro provedeni PCR obsahovala templat DNA
(rekombinantni plasmid SUG1/pQCXIP), primery, saulbleoxyribonukleosid trifosféat
(mix dNTP, Thermo Scientific, USA), pufr a termaifiIDNA polymerasu. Pro zaklonovani
genu SUGL1 do plasmidu pET-29b byla pro amplifik&iG1 pouzita Pfu Ultra High
Fidelity (HF) DNA polymerasa (Stratagene, USA)taktonovani do pRSFDuet-1 Phusion
HF DNA polymerasa (New England BioLabs, USA). Pkoly pro @ipravu reakni snesi

a podminky PCR pro élpouzité polymerasy se liSi a jsou uvedeny nize.
1) Protokol pro amplifikaci genu SUG1 pro jeho vnesendo plasmidu pET-29b

Tab. 4.4SloZeni PCR reaki snesi v pitomnosti Pfu Ultra HF DNA polymerasy v objemu
50 pl

latka odméreny objem kone¢né koncentrace
sterilni destilovana voda 37 ul

10 x Pfu Ultra pufr 5ul 1x
25mM mix dNTP 1ul 500 pmol/dr
5uM primer SUG1pET-29b FW 2 ul 0,2 pmol/dm
S5uM primer SUG1pET-29b REV 2 ul 0,2 pmol/dm
10x Zedny roztok templatové DNA 2 ul <250 ng
Pfu Ultra HF DNA polymerasa 1pl 2,5U/50 pl PCR
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Smés pro PCR (viz tab 4.4, str. 40) byla namichana tdokos&nnych
mikrozkumavek, ficemz bylo nezbytnéijmat DNA polymerasu aZz v poslednim kroku,
tésre pied zahdjenim PCR, aby se zabranilo nespecifickgkcim ¥ laboratorni teplat
Pro spravny pibéh bylo déle nutné zajistit, aby veSkera kapalindahysazena na én
mikrozkumavky a proto bylaffpadré podrobena kratkodobé centrifugaci. Zkumavka byla
nasleds vioZzena do termocykleru Mastercycler (Eppendorfémicko), kde byly

nastaveny nasledujici podminky r&atho cyklu

1. Iniciaéni denaturace 95 °C 2 min
2. Denaturace 95 °C 30s
3. Nasedani (,annealing”) primer 55 °C 30s

4. Elongace 72 °C 2 min
5. Finélni elongace 72 °C 10 min
6. Uschova v termocykleru 4°C

Cyklus kroki 2-4 se 25x opakoval.

Jedinnou promnou i PCR s uzitim ufité DNA polymerasy je teplota nasedani
primetrti, ktera kolisd mezi 45-65 °C v zavislosti na daglévenci. Dobrym ré¥itkem pro
prvotni volbu teploty ,annealingu” je ziskand tdpldéani primei (T.,), kterd se pohybuje

pouze ®kolik malo stufit nad zvolenou teplotou.

2) Protokol pro amplifikaci genu SUG1 pro jeho vnesenido plasmidu
pRSFDuet-1

V ptipact pripravy insertu SUG1 pro jeho vioZeni do plasmidiSpRuet-1 bylo

postupovano stejnym #pobem s vyjimkou pouZiti jiné DNA polymerasy, ktgn@ svou

spravnou aktivitu vyZzaduje odlisné podminky.
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Tab. 4.5SloZeni PCR reahi snesi v piitomnosti Phusion HF DNA polymerasy v objemu
50 pl

latka odméieny objem koneéna koncentrace
sterilni destilovana voda 27,5 ul

5 x Phusion HF pufr 10 pl 1x

10mM mix dNTP* 1ul 200 pmol/dm

5uM primer SUG1pRSFDuet-1 FW 5 ul 0,5 pmol/dm

5uM primer SUG1pRSFDuet-1 REV 5 ul 0,5 pmol/dm

10 x Zedtny roztok templatové DNA 1ul <250 ng
Phusion HF DNA polymerasa 0,5 ul 1U/50 pl PCR

* piipravenyfed®nim zasobniho 25 mM roztoku dNTP

Reakni smés (viz tab. 4.5) v mikrozkumavce byla podrobena kecea

v termocykleru g téchto podminkéach:

1. 98 °C 2 min

2. 98 °C 10s

3. 45 °C 30s 25 x
4, 72 °C 90 s

5. 72 °C 10 min

6. 4°C

4.2.7 Horizontalni agarosova elektroforéza DNA

Po vykonani PCR byly vzorky re&ki snesi podrobeny elektroforetické separaci
v agarosovém gelu.fPtomto procesu dochazi Kléni nabitych molekul DNA na zéklad
jejich pohyblivosti ve stejnostmém elektrickém poli, kdy mensi molekuly putujledaez

VEtSI.
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Tab. 4.6SloZeni 1% (w/v) agarosovéeho gelu

latka odméiené mnozstvi
agarosa 0,69
Gel Red 0,4 ul
1x TBE pufr 60 ml

Slozeni 10xTBE pufr@pH = 8): 890mM Tris-base; 890mM kyselina borit4; 20mM.Na
EDTA-2H,0

Polymerace agarosového gelu o daném sloZeni (izité) trvala cca 0,5 hodiny.
Po uplynulé dob byl gel genesen do aparatury pro elektroforézu, kterou byltné
naplnit 1x TBE pufrem (viz vy3e) tak, aby byl cglgl ponden. Do prvni vzorkové jamky
byl nandSen standard Gene Ruler 1 kB DNA Laddem{Estas, Kanada), ktery obsahuje
fragmenty DNA o zndmé velikosti a do dalSich pakriky PCR reakni snési. Tyto
vzorky byly vzdy pipraveny smisenim 7 pl sterilni destilované vodyl 3PCR snisi
a 3 ul nanaseciho barviva Loading-Dye (New Engl&iolLabs, USA). Elektroforéza
probihala i napsti 100V. Gel byl vizualizovdn v UV transiluminatoruvT-14 M
(Herolab GmbH, Nmecko).

4.2.8 Purifikace produktu PCR

Po owteni vysledku PCR pragdnictvim horizontalni agarosové elektroforézy je
nutné ziskanou DNA purifikovat. K tomut@elu existuji komame dostupné kity. V tomto
piipadt byl pouzit GeneJET PCR Purification Kit (Thermoietific, Litva) a bylo
postupovano iesreé dle gilozeného protokolu. Podle mnoZstvi PCRésmbyl pridan
stejny objem DNA vazebného pufru vpé&nm 1:1, smis promichana fevracenim
mikrozkumavky a penesena na GeneJET kolonu. Nésledovala centrifugaaentrifuze
Eppendorf 5418 ip 13000 ot/min po dobu 1 minuty. Progmy roztok byl odstram
a kolona navracena do jimaci zkumavky. V dalSinkkroylo naneseno na kolonu 700 pl
promyvaciho pufru a ten byl odstimndalSi centrifugaciip stejnych podminkach. Kwi
moznym gebytkiim ethanolu byla prazdna kolona podrobena dalSritegdci. V zavru
byla kolona penesena doisté mikrozkumavky a na membranu pipetovano 50udného
pufru, pop. ohraté (60°C) sterilni destilované vodyisty eluat produktu PCR byl ziskén

v zawre¢ném centrifugénim kroku.

“fluorescefini interkal&ni barvivo uZivané k detekci nukleovych kyselin
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4.2.9 Sépeni produktu PCR a plasmidu

Pro z&lereni ciziho genu do molekuly plasmidu je nutné& alekvence 8pit

stejnymi restriknimi endonukleasami.

1) Stépeni plasmidu pET-29b a amplifikované sekvence DNAroteinu SUG1 pro

jeji vneseni do tohoto plasmidu

Pro S&peni byly pouZity restridni endonukleasy Ndel a Xhol v predi pufru O
(Fermentas, Kanada). V tomto pufru enzym Xhol vyazminimalé 50 % ®&innost
Stpeni, a proto bylo nutné jeho mnoZstvi veésimdvojnasob#é navysit. Zarove viak
musi byt splén poZadavek, aby celkové mnozstvi enaymgesahovalo 10 % celkového
objemu reakni snesi.

Reakni snes pro Stpeni plasmidu pET-29b (viz tab. 4.7) i odpovidéidci
produktu PCR (viz tab. 4.8) byla inkubovana v testatu @i 37 °C po dobu 1 hodiny. Po
uplynulé dols bylo k reakni sn&si S€peného plasmiduigano 3,5 pl nanaseciho barviva
LD a dale byla roz&lena do dvou mikrozkumavek po 8 pl. Taktippavené vzorky byly
nanadSeny na agarosovy gel pro provedeni preparathorizontalni agarosové

elektroforézy (viz 4.2.7, str. 42).

Tab. 4.7SloZeni readni snesi pro Sepeni plasmidu pET-29b

latka odméreny objem
plasmidova DNA 5 ul
sterilni voda 5ul
pufr O 1,3 pl
enzym Ndel 0,4 ul
enzym Xhol 0,8 ul

Tab. 4.8SloZeni readni snesi pro Sepeni PCR produktu SUG1 pro plasmid pET-29b

latka odmeéieny objem
purifikovany produkt PCR 10 pl
pufr O 1,3 ul
enzym Ndel 0,4 ul
enzym Xhol 0,8 ul
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Slozeni pufru 1xO50 mM Tris-HCI (pH = 7,5); 10mM Mggl 100mM NacCl; 0,1 mg/mli

BSA (dostupné na www.thermoscientific.com

Kvuli moZznym WtSim ztratdm P izolaci z gelu byl Stpeny produkt PCR
purifikovan pomoci GeneJET PCR Purification Kitz(\.2.8, str. 43). Pro eluci bylo

pouzito 50 pl otaté sterilni destilované vody.

2) Stépeni plasmidu pRSFDuet-1 a amplifikované sekvenceNA proteinu SUG1

pro jeji vneseni do tohoto plasmidu

Pri St&peni tohoto plasmidu a odpovidajiciho produktu B@R pouZity restrikni
endonukleasy BamHI a Notl v présti pufru BamHI (Fermentas, Kanada), ktery byl p

této kombinaci enzyfnvybran jako nejvic vhodny. NizSicimnost S¢peni enzymu Notl

v prostedi tohoto pufru bylo nutné kompenzovat jeho vy&$inoZstvim v realni snesi.

Tab. 4.9SloZeni readni snesi pro Sepeni plasmidu pRSFDuet-1

latka odméreny objem
plasmidova DNA 10 pl
sterilni voda 10 ul
pufr BamHI 2,6 ul
enzym BamHI 0,8 ul
enzym Notl 1,2 pl

Tab. 4.10SlozZeni readni snsi pro Sepeni PCR produktu SUG1 pro plasmid pRSFDuet-1

latka odmeéieny objem
purifikovany produkt PCR 20 pl
pufr BamHI 2,2 ul
enzym BamHI 0,6 ul
enzym Notl 1,2 pl

SloZeni pufru 1x BamKHILOmM Tris-HCI (pH = 8); 5mM MgGl 100mM KCI; 0,02%
Triton X-100; 0,1 mg/ml BSA_(www.thermoscientifiox)
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Reakni sn&s S&peného produktu PCR (viz tab. 4.10, str. 45) bylalbovana
37 °C ges noc a dalsi den bylaégena DNA izolovana igs kolonu (GeneJET PCR
Purification Kit, viz 4.2.8, str. 43) Pro eluci loypouZito 40 ul eléniho pufru. Plasmidova
DNA byla S€pena i stejné teplat po dobu 1 hodiny. Po této dolbylo ke snisi
s plasmidovou DNA (viz tab. 4.9, str. 45)idano 7,4 ul vzorkovaciho barviva Loading
Dye. Smés byla rozdlena do 4 mikrozkumavek po 8 ul a podrobena hotaon

agarosové elektroforéze jako kedchozim fipack.

4.2.10 Gelova extrakce a izolace plasmidové DNA

Po provedeni horizontalni agarosové elektroforégtatdovala izolace plasmidové
DNA. Izolace byla provedena prostinictvim GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo
Scientific, Litva) dle postupu vifpoZzeném navodu. Gel bylipnesen na transiluminétor,
kde byly vizualizovany z6ny &eného plasmidu, které byly naslédiyiiznuty, tak aby se
minimalizoval objem okolniho agarosového gelu. Kgugelu byly feneseny dofedem
zvazenych mikrozkumavek a poté znovu zvazeny. KéamnmnoZzZstvi gelu bylfaan
stejny objem vazebného pufru v pémn 1:1 (w:v). Smis byla inkubovana v termaoblokitip
50 °C po dobu 10 az 15 min dokud nedoSlo k Uplnéompustni agarosy. Roztok byl
pienesen na GeneJET kolonu, ktera byla centrifugoy#ind 3000 ot/min (Eppendorf
5418) po dobu 1 minuty. Pr@eny roztok byl odstram a kolona navracena doéshé
zkumavky. Na kolonu bylo naneseno 700 ul promyvagibfru, ktery byl odstram dalSi
centrifugaci za stejnych podminek. Pro odstnarzbylého roztoku nasledoval jg§eden
centrifug&ni krok. Pro eluci byla kolonartenesena daisté mikrozkumavky a na
membranu bylo pipetovano 50 ul &hiho pufru. Eluat &pené plasmidové DNA byl

ziskan finalni centrifugacitpstejnych podminkéach.

4.2.11 Ligace

Pri klonovéani byva ligace DNAastym problematickym krokem. V tomto procesu
dochézi ke spojeni&tenych sekvenci plasmidové DNA a sekvence genuy kié byt do
plasmidu z&ler¢n. Jako vedlejSi produkt této reakce vSak vzng@motny plasmid a proto
je nutné zajistit, aby v ligai smési obsah DNA daného genu vyré&zmrevySoval mnozstvi
plasmidu. Vlastni ligace je ¢pzaloZzena na pochodech probihajicich v Zivém asgaun

kde se daného procesti geplikaci (tastni enzym DNA ligasa.
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Tento enzym katalyzuje spojeni mezi 3'- konce#pédtéhorettzce a 5°- konce dalsiho
rettzce tvorbou fosfodiesterové vazby. Spojeni dvouwdélch retzci Stpenych
restrikknimi endonukleasami, které vyit¥depivé konce, je posileno tvorbou vodikovych
vazeb mezi komplementarnimi useky.

Smes, kterd obsahovalaégenou sekvenci plasmidu a amplifikovanou sekvenci
genu, pufr pro T4- DNA ligasu (Rapid ligation BuffeThermo Scientific, Litva) a enzym
T4-DNA ligasu (Fermentas, Kanada), byla inkubovaiidaboratorni teplat po dobu 0,5
az 1 hodiny (fi Spatném pibéhu ligace mozno inkubaci prodlouZitgs nocci snes
umistit do termostatu na 1 hodinti 87 °C). Po uplynulé dabbyla veSkera sis vnesena
do kompetentnich bk E.Coli DH5%-TOP10 (viz 4.2.2, str. 37). Nasledovalo nanesani n
agarové misky s kanamycinem a kultivace baktemismoc (viz 4.2.3, str. 37). SloZeni

ligacnich snési je shrnuto v tab. 4.11 a 4.12.

Tab. 4.11SlozZeni s@si pro ligaci plasmidu pET-29b a sekvence DNA pnat&SUG1

latka odméreny objem
5x Rapid ligation buffer 2 ul
Stepeny SUGL1 pro plasmid pET-29b 7 ul
Stepeny plasmid pET-29b 2 pul
T4- DNA ligasa (5U/ul) 0,5 ul

Tab. 4.12SloZeni sesi pro ligaci plasmidu pRSFDuet-1 a sekvence DNzginu SUG1

latka odmeéieny objem
5x Rapid ligation buffer 2ul
Sttpeny SUG1 pro plasmid pRSFDuet-1 7 ul
Sttpeny plasmid pRSFDuet-1 1ul
T4-DNA ligasa (5U/ul) 0,5 ul

4.2.12 PCR z kolonii

Zda doslo k ligaci usggne a plasmid nese Zzadanou sekvenci DNA jér@no
pomoci metody zvané PCR z kolonii (angl. Colony PE&dle pdétu narostlych kolonii na
agarové misce byly do tenkéshych zkumavek namichany &sn pro provedeni PCR
reakce (viz tab. 4.13, str. 48).
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Tab. 4.13SloZeni s@si pro provedeni PCR z kolonii

latka

odméreny objem

sterilni destilovana voda

5uM primer SUG1 ( pET-29b resp. pRSFDuet-1) F
5uM primer SUG1( pET-29b resp. pRSFDuet-1) RE
MASTER MIX PCR (s obsahem Taq polymerasy)

8 ul
1l
1l
10 pl

Do takto giipravené sr#si byla pomoci plastové Sy pro pipetovani fenesena

vybrana bakterialni kolonie s obsahem rekombinaotniebo pvodniho plasmidu a tudiz

bylo Spitku nutné uschovat pro dalSi pouZziti. Redksnes byla dale podrobena reakci

PCR v termocykleru, kde byl nastaven nasledujiofjam:

1. 95 °C
2. 95 °C

3. 55°C resp.45°C

4, 72 °C
5. 72 °C
6. 4°C

10 min
30s

30s 25 %
2 min

10 min

Teplota nasedani primerje tedy vzdy totoZznd s teplotami zvolenymii p

amplifikaci samotného genu SUG1 (viz 4.2.6, st)). 39

Vysledky PCR byly kontrolovany prdsdnictvim horizontalni agarosové

elektroforézy. Vzorky na elektroforézu bylyigraveny smisenim 4 ul sterilni destilované

vody, 5 ul smisi PCR a 3 ul LD (viz 4.2.7, str. 42). Po jejim ygdeni byly vybrany

kolonie, které obsahovaly Zadany rekombinantni rpidsnesouci gen proteinu SUGL.

Kolonie byly kultivovany pes noc @ teplog€ 37°C v miniprepu a dalSi den nasledovala

izolace DNA rekombinantniho plasmidu. (viz 4.2.4.4.5, str. 37 — 38) Touto izolaci byl
ziskan rekombinantni plasmid SUG1/pET-29b resp. BYRSFDuet-1.
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4.2.13 Sekvenace DNA

Prostednictvim Sangerovy metody sekvenace |z# poradi nukleotid v fetzci
DNA a v tomto pipact slouzi k o¥ieni spravnosti vnesené sekvence DNAipravenych
expresnich konstrukt Tato sofistikovana technika je zaloZzena &anosti DNA
polymerasy a existenci dideoxyribonukleosid tri&a$f(ddNTP: ddATP, ddGTP, ddCTP,
ddTTP).DNA polymerasa syntetizuje nové kopie sekwvaného templatuigpojovanim
5°- deoxyribonukleosid trifosfatu (dNTP) k 3"-hydgtu posledniho Zazeného
nukleotidu za vzniku fosfodiesterové vazby.Pokudigerettzce zakomponovan ddNTP,
ktery 3"- hydroxyl postrada, syntéza DNA kKanvysledkem této reakce jsotizné dlouhé
fragmenty DNA, komplementarni k sekvenovanému UsakwSechny kafici danym
ddNTP. Cela sekvenace zahrnuje soultgt paralelnich reakci, kdy v kazdé z nich se
vyskytuje pouze jeden druh ddNTP . V réaksn&si musi byt vZzdy obsaZzena templatova
DNA, sekvenani primer, DNA polymerasa, soubor dNTP a malé mtvbzZgdnoho
ddNTP. Produktydchto reakci jsou pak sotibe vedle sebe podrobeny elektroforetické
separaci v polyakrylamidovém gelu na zaklaglikosti pgiitomnych DNA fragmerit. Ze
znalosti v jakém sloupci jsou obsazeny fragmentyclid danym nukleotidem Ize pak
sekvencicisti od zdola nahoru, tedy od nejmensiho k &8jmu vzniklému fragmentu
DNA, ktery odpovidd celému syntetizovanému Usekwno BEetekci analyzovanych
fragment: je potebné radioaktivni*{P) nebo fluoresceni znaeni sekvengniho primeru
¢i jednoho z dNTP [9]. V dneSni délje nefastji pouzivana automatizovana Sangerova
metoda, fi niZz se po reakci jednotlivé reak snesi smichaji (kazda sfa pro dany
ddNTP obsahuje jinak fluoresga® znaeny primer) a jsou separovany pomoci kapilarni
elektroforézy s fluoresceni detekci na konci kapilary.

Vzorky pro sekvetni analyzu byly zaslany do Labor&tosekvenace DNA P
UK, Vini¢na 7. Do tenkoshnych mikrozkumavek pro PCR byly namichanyésno
sloZeni, které odpovidalo poZzadéawktéto laboratte pro provedeni analyzy (viz tab. 4.14
atab. 4.15, str. 50).

Tab. 4.14SloZeni vzotkpro sekvenaci expresniho konstruktu SUG1/pET-29b

latka odméreny objem
sterilni destilovana voda 11 pl
eluat plasmidové DNA SUG1/pET-29b 2 ul
»1 7 promotor” nebo ,T7 terminator primer 1l
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Tab. 4.15SloZeni vzoikpro sekvenaci expresniho konstruktu SUG1/pRSFDuet-

latka odméreny objem
sterilni destilovana voda 8 ul
eluat plasmidové DNA SUG1/pRSFDuet-1 5 ul
,G_B1 seq“ nebo ,T7 terminator” primer 1l

Univerzalni primery ,T7 promotor‘ a ,T7 terminatomiebylo nutné do s&si
piidavat, jelikoZ jsou k dispozici v labordtpkde byla sekvenace proviich. Sekvenami
primer ,G_B1 seq" byl navrZzen uvihisekvence G_B1 proteinu na N-konci pro kontrolu
spravného pibehu ligace ve zvoleném restéikim misé BamHI na N-konci. Volba
sekvenaniho primeru v oblasti T7 promotoru u vektoru pRSEDL nebyla moZna,
jelikoZz obsahuje tyto promotory dva a vysledny chatogram pak obsahuje &snobou
produkti sekvenovani. Zasobni roztok primeru ,G_B1 seq‘=(®,1 mmol/dm) byl
nafedn do 100 pl v porru 1:24 a do vysledné sekveénasnesi byl pipetovan uvedeny
1l

Spravny piib¢h ligace, kontrolaiteciho ramce, poloha restikich mist a mozny
vyskyt mutaci v ziskané sekvenci byly analyzovangrogramu Chromas a pomoci

internetoveé aplikace BLAST: Basic Local Alignmerga®ch Tool.

4.3 Expreseapurifikace proteinu SUG1

4.3.1 Expresni konstrukty SUG1

Pro vyrobu SUGL1 byly testovany celketyii expresni konstrukty, SUG1 vheseny
do plasmidu pET-29b, pRSFDuet-1, pGEX-4T-1 a pSTGBarakteristika a ffprava
konstrukfi SUG1/PET-29b a SUG1/pRSFDuet-1 byla jednim& @to diplomové prace
a je uvedena v oddile 4.2 (str. 34). Produkté&chto konstruki jsou proteiny SUG1-6xHis
a 6xHis-G_B1-SUG1 (viz 4.2.1, str. 34). Posledna dwnstrukty, SUG1/pGEX-4T-1
a SUGL/pST39 byly fipraveny v rdmci bakataké prace Bc. Katiy Kolackové [70].
Produktem prvniho z nich je SUGL #épgwjenou glutathion-S-transferasou (GST) na N-
konci proteinu (GST-SUGL1). Pojitko mezi nimi t/&&pné misto pro thrombin. Plasmid
pGEX-4T-1 obsahuje rezistenciidt ampicilinu. Transkripce geéntizena pilis silnym
promotorem (naip T7 promotor spojen s indukci skrze lac operaoredouci k nadémné

produkci proteinu nemusi byt vZzdy spravnyffstupem.

50



Z toho divodu byl SUG1 klonovan do vektoru pST39, kde jeojehodukceizena pomoci
tzv. ,leakage" exprese. Tento plasmid udili balterischopnost tstu v prostedi
ampicilinu a produktem genové exprese je fuzni ginots C-termindlni histidinovou
kotvou.

Priprava fiznych flznich protein vyZaduje odlisné podminky exprese
a purifikace, a proto jsou v tétasti pro ¥tSi prehlednost uvedeny pouze obecné sprade

postupy. Bliz8i specifikace jsou uvedeny v kap.yslgdky.

4.3.2 Expresni testy

Expresni testy jsoucastokrat efektivnim nastrojem pro &eni funkce
ptipravenych sekvenovanych expresnich konstrukfejich podstatou je vneseni
rekombinantniho plasmidu do expresniho kmenu bikidesledovani produkce proteinu
v ¢ase, ktera je vyvolanariganim induktoru exprese IPTG. Tato latka nahrazu
allolaktosu, kterd jeifrozenym induktoremif expresi gefi pod kontrolou lac promotoru.
JelikoZ byly testy provéashy pii teplog 37°C, Ize pi spravné funkci konstrukt(exprese
fizena T7 promotorem) s velkou prapddobnosti &ekdvat i nadrérnou produkci
proteinu a tvorbu nerozpustnych inkluzniéhsek.

Sekvenovany expresni konstrukt SUGL/pET-29b respGIBpRSFDuet-1 byl
vhesen do expresniho kmenu bakterii BL21(DE3) rrbsetta(DE3) (viz 4.2.2, str. 37)
a buiky naneseny na agarové misky s kanamycinem (vi34<r. 37). DalSi den byly
Z téchto burénych kultur gipraveny miniprepy (viz 4.2.4, str. 37)fifemz kultivace
burgk Rosetta vyZaduje ffftomnost dalSiho antibiotika chloramfenikolu — mirEpy
obsahovaly navic 5 pl zasobniho roztoku chlorarkfdni Miniprepy byly inkubovany
pies noc naiepace @ 200 ot/min a 37 °C. feti den bylo do zkumavek stejnym
zpisobem odréreno 5 ml LB média s antibiotikem o stejné koncemtaggidan 1 ml staré
kultury. Tyto ¢erstvé miniprepy byly inkubovany ngéepace @i 37 °C po dobu 2 hodin.
Po dvou hodinach byl z miniprepu odebran vzorekbgerau 20 pl. Do miniprepu bylo
ptidano 15 pl 0,2M roztoku IPTG do kaommeé koncentrace 0,5 mmol/dmBuns¢na
suspenze byla kultivovdna po dobu dalSich dvou rhokiily byl odebran dalSi vzorek
o stejném objemu. Takto byly odebirany vzorkyagovych intervalech dvou hodin od
0 hod (vzorek fed indukci exprese prdstnictvim IPTG) do 4 az 6 hodin po indukci.

Posledni vzorek byl odebran po 16-ti hodinové irdaildruhy den rano.
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4.3.3 SDS-PAGE

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu fifomnosti dodecylsiranu sodného
(SDS) je znané vyuZivana sepatai metoda, P které dochazi k&eni molekul na
zakladt jejich elektroforetické pohyblivosti a tedy jejicholekulové hmotnosti. Sodium
dodecylsulfat seéadi mezi povrchoy aktivni latky, které proteinovou strukturu denafur
a udileji jeho molekule jednotny z&porny naboj. @&p nabité molekuly proteily které
jsou vystaveny fsobeni elektrického pole tedy migruji od katodynkdt. Proti hnaci
elektrické sile psobi viskozitni sila, ktera vznik&aisledkem pohybuéthto ¢astic a je
ptimo anerna jejich hydrodynamickému polanu.

Tato metoda je vyuZivana k detekci daného proteaildle pro stanoveniistoty
a vy€Zzku pi zvolenych podminkach exprese acimni stability proteinu v mgibéhu
purifikace. Podle velikosti proteinu, ktery je toumetodou detekovan lzeipravit gel
s miznou pdérovitosti, kterd zavisi na obsahu akrylamideakrylamidu. Pro studium
proteinu SUG1 byly pouZivany 12% popl0% gely. SloZzeni pufrpro gipravu geh
a dalSich roztokpotrebnych pro SDS-PAGE je uvedeno v tab. 4.16 — 48452 — 54)

Tab. 4.16Slozeni 4xpufru pro sepadai gel

latka odméreny objem
2M Tris-HCI, pH 8,8 75 ml
10% SDS (w/v) 4 ml
destilovana voda do 100 ml

Tab. 4.17SloZeni 4x pufru pro zavédi gel

latka odméreny objem
1M Tris-HCI, pH 6,8 50 ml
10% SDS (w/v) 4 ml
destilovana voda do 100 ml
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Tab. 4.18SloZeni 10x pufru pro elektroforéfpred pouZzitim nutno 10x hedit)

latka odmérené mnozstvi
Tris-base 30¢g
SDS 10g
glycin 144 g
destilovana voda do1|

Tab. 4.19Slozeni s@si akrylamidu a bis-akrylamidu

latka odmérené mnozstvi
akrylamid 29,2¢
bis-akrylamid 0,89
destilovana voda do 100 ml

Tab. 4.20Slozeni odbarvovaciho roztoku

latka odméreny objem
methanol 100 mi
konc. kyselina octova 100 ml
destilovana voda do 1l

Tab. 4.21Slozeni barviciho roztoku

latka odmérené mnozstvi
methanol 450 ml
konc. kyselina octova 100 mi
Coomassie Blue R 250 1g
destilovana voda do1ll
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Tab. 4.22Slozeni 5x pufru projfipravu vzorkyvzorkovaci pufr)

latka

odméreny objem

1M Tris-HCI, pH 6,8
50% glycerol (w/v)
10% SDS

2- merkaptoethanol
1% bromfenolova mad

destilovana voda

0,6 ml
5ml
2ml
0,5 ml
1ml

do 10 ml

Tab. 4.23SloZeni separmiho gelu pro SDS-PAGE

10% gel 12% gel
latka odméreny objem odméreny objem
akrylamid/bis-akrylamid 2,5 ml 3 mi
4x pufr pro sepatai gel (+10% SDS) 2ml 2ml
destilovana voda 3ml 2,6 ml
10% persulfat amonny (APS) 45 ul 45 ul
TEMED 5 ul 5 ul

Tab. 4.24SloZeni zavaitiho gelu pro SDS-PAGE

latka

odméreny objem

akrylamid/bis-akrylamid

4 x pufr pro zavégti gel (+ 10%SDS)
destilovana voda

10% persulfat amonny (APS)
TEMED

0,5 ml
1ml
2,25 mi
45 ul
5ul

54



Polymerace gél trvala 30 az 45 minut. V3echny vzorky o objemup2yly
smichany s5 ul5 x vzorkovaciho pufru pro SDS-PAG®Ektroforézu a povany
v termobloku pi teplot 100 °C cca po dobu 3 minut. Jako standard mol&kalovah byl
pouzit Precision Plus Protein Dual Color StanddBtbRad Laboratories, USA). SDS
elektroforéza probihalafipnapeti 200 V @iblizné 45 minut. Vysledky gelové elektroforézy
byly vizualizovany pomoci barveni gelu Coomassidlignt blue R250. Gel byl porfen
do barviciho roztoku a kratce pdea. Pro nejvyssi efektivitu barveni byl gel v rdato
ponechan po dobu 20 minut. Poté nasledovala jehuéng za roztok odbarvovaci

a ogtovné povéeni pro urychleni procesu.

4.3.4 Kultivace bakterii v 11 LB média

Vyroba WwtSiho mnoZstvi proteinu vyZaduje velkoobjemovoutikati bakterii.
Sekvenovana DNA rekombinantniho plasmidu byla vnesio expresniho kmenu bakterii
BL21(DE3) nebo Rosetta(DE3) (viz 4.2.2, str. 37)@recna suspenze nanesena na
agarové misky sifslusnym antibiotikem (viz 4.2.3, str. 37). DalSithoe byly gipraveny
miniprepy, které byly inkubovanyies noc i 37 °C (viz 4.2.4, str. 37). Miniprep
s bakterialni kulturou bylienesen do LB média o objemu 1 L, do kterého bigdam 1 ml
zasobniho roztoku patného antibiotika (viz tab. 4.25). Kultury v Erlenypesiovych
baikach byly inkubovany vaiepaice (Multitron, Infors AG, Svycarsko)ipteplog 37 °C
a 210 ot/min. V pravidelnycbasovych intervalech byl kontrolovafist bakterii ndienim
optické hustoty i 600 nm na spektrofotometru Agilent 8453 (AgiléRgéchnologies,
USA). Blankem bylo samotné LB-médiunti Hosazeni hodnoty optické denzity 0,6 byla
indukovana exprese proteingiganim 1 ml 0,5M roztoku IPTG do kotre& koncentrace
0,5 mmol/dm (u vektoru pST39 byl protein produkovan sniZenépldty na 30 °C)
a bakterie pstovany dalSich 12 az 16 hodif gniZzené teplet

Tab. 4.25Antibiotika uzita pro kultivaci daného kmenu baktp#i expresi fuznich
protein: SUG1

expresni konstrukt kmen bakterii antibiotika uzita p¥i kultivaci
SUG1/pET-29b Rosetta(DE3) kanamycin + chloramfenikol
SUG1/pRSFDuet-1 BL21(DES3) kanamycin
SUG1/pGEX-4T-1 Rosetta(DE3) ampicilin + chloramfenikol
SUG1/pST39 BL21(DES3) ampicilin
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4.3.5 Sonikace

Bakterialni suspenze, které obsahovaly exprimoyanafein byly centrifugovany
na centrifuze Sigma 8K (Sigma Laborzentrifugegmidcko — max. 6x18009)rip3000
ot/min @i 4 °C a po dobu 15 minut. Supernanatant byl odstra pelety uchovavané na
ledu resuspendovany v Iyadam pufru (100 ml na 3| biiné suspenze — viz tab. 4.26).
Nasledovala inkubacetipd °C s lysozymem o kokaé koncentraci 100 pug/ml po dobu 15
minut. Déle byl ke sisi burek ptidan 1 ml 0,1M roztoku PMSF (inhibitor proteas) do
konesné koncentrace 1 mmol/dmBakterie v roztoku byly sonikovanyiprykonu 54 W
po dobucistéhocasu 15 minut. Expozice ultrazvukovému impulsu @vatdy 3 sekundy
v ¢asovém rozestupu 17 sekund. Po tomto procesu lmdazéno lyze bwk a uvolreéni
buné¢ného obsahu do okolniho roztoku. Sonikat byl ckrgavan po dobu 40 minip
13500 ot/min) a 4°C (centrifuga Hermle Z323K, Hezrhbbortechnik GmbH, &mnecko —
max. 15000 ot/min). Po centrifugaci byl odebranrekopelety pro fipad, Ze by byl
exprimovany protein iftomen v inkluznich diskach a naslednvzorek supernatantu
s obsahem vSech rozpustnych bakteridlnich prntéigto vzorky byly pak separovany
pomoci SDS-PAGE.

Tab. 4.26SloZeni lyzeniho pufru pro purifikaci faznich proteirsUG1

fazni protein sloZeni pufru

SUG1-6xHis 1x PBS; 1M NaCl; 4mMB-ME; 2mM

(konstrukt SUG1/pET-29b) imidazol; 0,05% NP-40

6xHis-G_B1-SUG1 1x PBS; 1M NaCl; 4mMB-ME; 2mM
imidazol; 0,05% NP-40

SUG1-6xHis 1x PBS; 1M NaCl; 4mMB-ME; 2mM

(konstrukt SUG1/pST39) imidazol

GST-SUG1 2x PBS; 1mM EDTA (pH = 8); 1aM
DTT

SloZeni 10 x PBS pufrgpH upraveno na 7,4): 1,37M NaCl; 27mM KCI; 100mN,NPO;;
18mM KH,PO,

® expresni konstrukty a odpovidajici
fazni proteiny (viz. 4.2.1 a 4.3.1)

56



4.3.6 Afinitni chromatografie

Prvnim krokem purifikace proteinbyla jejich izolace ze s¥si vSech protein
bakterii vzniklé sonikaci. Pro tyto¢ély byla vyvinuta tzv. afinitni chromatografie. iJej
podstatou je vazba rekombinantniho proteinu pedsictvim fuzni znéky na polymerni

nost na kolort a jeho nasledna elucéigavkem kompetniho ¢inidla. Pro izolaci vySe

uvedenych rekombinantnich protéibyly aplikovany dva typy afinitni chromatografie

niklova chelaténi chromatografie a GST afinitni chromatografie.
Niklova chelataéni chromatografie

Kolona obsahujici sepharosu s navazanymi zbytksilatitoctové kyseliny je
promyta siranem nikelnatymiipemz dojde k imobilizaci ionitNi?* na matrici. lonty niklu
poté mohou progtdnictvim donor-akceptorové vazby interagovat slamolovymi kruhy
a tedy vychytavat proteiny z&ené His-tagem. Néasleduje promyvani pufrem s vySSi
iontovou silou k zabrami nespecifickych interakci. V poslednim kroku g@dna promyta
pufrem o vysoké koncentraci imidazolu, coz vedéukiecilového proteinu.

Na kolonu bylo naneseno 3 ml Chelating Sepharos¢ Haw (GE Healthcare,
USA), ktera byla postugnpromyta piblizn¢ 10 ml destilované vody, poté 30 ml 0,1M
siranu nikelnatého (vazba®)j, dale znovu vodou a nakonec 10 ml nanasecihal gafrg|.
loading buffer). Po nabiti kolony byla sepharosaalém mnoZstvi nanaSeciho pufru (viz
tab. 4.27, str. 58) resuspendovanaianpsena do kadinky obsahujici ziskanowssm
proteini. Smés byla inkubovana a migmichana f 4 °C po dobu 30 minut, aby doslo
k G¢cinnému navazani His-tagem zZeaého proteinu. Po inkubaci byla &rrenesena do
dvou 50 ml plastovych zkumavek a promyvana vsadikovoetodou — afiovna
centrifugace sisi pii 4°C a 1600 ot/min (centrifuga Eppendorf 5804Rpid¢cko — max.
5000 ot/min) po dobu 1 minuty a odliti supernataafudo spdtbovani 350 az 400 ml
promyvaciho pufru (viz nize). Sepharosa v malém astvd zbylého promyvaciho roztoku
byla nanesena na kolonu. Zbytek tohoto roztoku dginyvan s pouZzitim peristaltické
pumpy. Nasledovala eluce (pouze gravitaci) navdmamgoteinu 15 aZz 20 ml &lniho
pufru (viz nize) do mikrozkumavek chlazenych nauleBylo odebrano 10 az 13 frakci
o objemu 1,5 ml. Jednotlivé frakce byly analyzovgmmoci SDS-PAGE (viz 4.3.3, str.
52) a ty, které obsahovaly nejvysSi obsah proteimejvysSicistotou, byly pouZity pro
dalSi etapu purifikace. Sepharosa byla regenerovariakem 50mM NaEDTA-2H,0
a0,5M NaCl.
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Tab. 4.27 SloZeni nanaSeciho pufru pro purifikaci faznicbtein: SUGL s histidinovou

kotvou 6xHis

fazni protein sloZeni pufru

SUG1-6xHis 1x PBS; 0,5M NacCl; 2mM3-ME; 1mM

(konstrukt SUG1/pET-29b) imidazol; 0,01% NP-40

6xHis-G_B1-SUG1 1x PBS; 0,5M NacCl; 2mM3-ME; 1mM
imidazol; 0,05% NP-40

SUG1-6xHis 1x PBS; 0,5M NaCl; 2mM3-ME; 1mM

(konstrukt SUG1/pST39) imidazol

SloZeni eleniho pufru:100 ml nanéSeciho pufru @igavek 4,07 g imidazolu na kafreou
koncentraci 0,6 mol/didprava na pH = 8iflavkem 35% HCI

Slozeni promyvaciho pufrd0% el@ni pufr (35 ml eldniho pufru dopl&no do 350 ml

nanasecim pufrem)

Slozeni 10x PBS pufru viz str. 56

GST afinitni chromatografie

Kolona plrena sepharosou obsahujici jako imobilizovany ligaedukovany L-
glutathion je schopna vazat s vysokou afinitou girgt s gipojenou glutathion-S-
transferasou (GST). Podminkou efektivity vazby pdenaturujici progedi a aktivita
glutathion-S-transferasyi€kazkou pi expresi a purifikaci s timto faznim partneremza
byt nezadouci tvorba stabilnich difag8ST a potencionalnigtsi sklon k tvorb agregai.
Véazany protein je pak eluovan roztokem s vysokonckotraci redukovaného glutathionu
(musi byt pipraven velmicerstvy), ktery je vazan na sepharosu za tvorbyawddého
glutahionu. B opakovaném pouziti sepharosy je nutné regenguemvést roztokem
s vysokou iontovou silou, nejlépe 5M NaCl. Toutotoge®u byl purifikovan fuzni protein
SUG1 s N-termindlni glutathion-S-transferasou (GRIG1).

Na kolonu bylo naneseno 3 ml Glutathione Sephard=est Flow (Amersham
Biosciences, Svédsko), ktera byla nejprve promygatibvanou vodou a pak 15 ml
promyvaciho pufru. Ve zbytku tohoto pufru byla saqsa resuspendovana iemesena

k ziskané sisi proteini a inkubovanaip 4°C po dobu 30 minut.
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Nasled byla snés s matrici penesena na kolonu a proplachovétiaspperistaltickou
pumpu 400 ml promyvaciho pufru (viz nize). Nasleadaweluce Zadaného proteinu pomoci
cerstv pripraveného pufru (15 ml) gjdavkem glutathionu (viz nize) a eluét byl jiman do
mikrozkumavek umighych vledové lazni. Frakce byly studovany elekirefickou

separaci za denaturujicich podminekitgmnosti SDS.

Slozeni promyvaciho pufr@0Omm Tris (pH = 7,5); 0,5M NaCl; 1mM BM&DTA-2H,0
(pH = 8); 10mM DTT; 10% (wi/v) glycerol

SloZeni elniho pufru: 60 ml promyvaciho pufru affadlavek 0, 184 g L-glutathionu na

konesnou koncentraci 10 mmol/diniprava na pH = 8

4.3.7 Dialyza

V piipad niklové chelaténi chromatografie se po eluci dany protein nachéazi
v prostedi o vysoké koncentraci imidazolu, ktery prote@stdbilizuje a proto je nutné ho
zroztoku odstranit. P dialyze dochazi k gichodu nizkomolekularnich latekigs
membranu dle koncentfaiho gradientu. Tuto metodu lze pouZit ifipack, kdy je dosud
neznamy purifikovany protein vystaven réaknu prostedi s vysokou iontovou silou,
které zvySuje jeho rozpustnost a stabilifii purifikaci, k prechodu do podminek, které
simuluji stavin vivo (cca 150mM NacCl, fyziologické pH 7,4). Chovanitgiou v takovych
podminkéch je pro jeho budouci studium rozhodujléimto zpisobem niZzeme zjistit
stabilitu proteinu fed provedenim dalSiho purifikaiho kroku, kterym je gelova
permeé&ni chromatografie.

Frakce, které byly vybrany po niklové chelath chromatografii byly sloteny
a dialyzovany fes noc fi 4 °C pes semipermeabilni membranu s limitni propustnosti
¢astic o relativni molekulové hmotnosti 14000. StdZdialyza&niho pufru je uvedeno
v tabulce 4.28.

Purifikace proteinu SUG1-6xHis (konstrukt SUG1/pS)Byla provedena v ramci
jednoho dne, tedy s absenci dialird&ao kroku. Protein byl eluovan 7,5 ml &hiho pufru
(viz 4.3.6, str. 57) a jiman do 20 ml pufru proayelu permeéni chromatografii, ktera byla

vykonana vzagti.
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Tab. 4.28 SloZeni dialyzeniho pufru gi purifikaci fuznich proteifa SUG1 s histidinovou

kotvou 6xHis

fazni protein sloZeni pufru
SUG1-6xHis 20mM Tris (pH = 8); 500mM NaCl; 5mM
(konstrukt SUG1/pET-29b) Na,-EDTA-2H,0 (pH = 8); 2mMp-

ME; 10% (w/v) glycerol
6xHis-G_B1-SUG1 20mM Tris (pH = 7,5); 300mM NacCl,

5mM Na-EDTA-2H0 (pH = 8); 2mMp-
ME; 10% (w/v) glycerol; 0,01% NP-40

4.3.8 Meéreni koncentrace proteinu

Koncentrace proteinu byla stanovena spektrofotaokgtpii vinové délce 280 nm,
kdy dochazi k absorpci #&ni zgisobenou fitomnymi aromatickymi aminokyselinami
(tedy Tyr, Phe, Trp). Pro ztfeni absorgniho pozadi byl pouzit pufr, ve kterém se protein
nachazel. Zavislost koncentrace na absorbanci uzeykhazi z Lambert-Beerova zakona,

ktery je dan vztahem
A =g, ¢y

kde &, je molarni absormi koeficient pi dané vinové délce (v [dimol*.cm]),

cje molarni koncentrace proteinu (v [mol.dfna | predstavuje délku optické drahy (v

[cm]).

Platnost tohoto zakona je dodrZzena pro velpgidné roztoky a proto ho Ize
aplikovat v rozmezi absorbance 0,2 az 0,8. Pro &sfpge déle nutné znat hodnotu
molarniho absokmiho koeficientu dané latky, kter4 byla Zjiga pomoci internetové

aplikace ProtParam (www.expasy.prg

4.3.9 Sépeni fazniho proteinu proteasou

Fluze proteinu sjinymi subjekty pat k zakladnim fistupim  pii expresi
a purifikaci proteii z divodu jejich izolace # afinitni chromatografii a zvySeni jejich
stability a rozpustnosti v fibehu purifikace. Pro bliZz8i charakterizaci proteir \jSak

vyhodné tohoto partnera odstranit a zjistit chosamhotného proteinu.
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JelikoZz u konstrukt SUG1 v plasmidech pET-29& pST39 neni mozné histidinovou
kotvu odstranit, jedna se v tomtéiac pouze o varianty SUG1 s GSTsekvenci G_B1
na N-konci studovaného proteinu. Pro budouci stadnativniho proteinu SUG1 byla
pouZita jeho varianta ve spojeni s proteinem G \Bprvni fac€ bylo nutné zjistit, zda
nedochazi k naruSeni stability proteinu SUGL qud3€peni tohoto flazniho partnera a
kinetiku S&peni.

Ke 100 pl vzorku proteinu 6xHis-G_B1-SUG1 o koncacit 0,66 mg/ml bylo
piidano 2,1 ul TEV proteasy (specificka aktivita 280mg proteinu, 1 U = 0,125 pl).
Kinetika S&peni byla pozorovana paralélpii 4 °C a 30°C a vzorky s&si 0 objemu 15 pl
byly odebirdny v dvouhodinovych intervalech po dodbuhodin. Posledni vzorek byl
odebran dalSiho dne rano. Vysledigp&ni byly studovany pomoci SDS-PAGE.

4.3.10 Gelova permeéni chromatografie (SEC)

V dalSi fazi purifikace proteinbyla vykonana gelova permaa chromatografie
(angl. Size-Exclusion Chromatography - SEC). Tato metoda slouZi kétefd veSkerych
netistot obsazenych ve vzorku proteinu gedchozim provedeni afinitni chromatografie,
pii které ¢asto dochazi k mnohym nespecifickym interakcim. ridiathromatografické
kolony je dextran vazany na zésianou agarosu ouzné velikosti pal, ktera je
promyvana mobilni fazi, n&stji pufrem. Vyker této naplg je volen primara podle
velikosti studovaného proteinu. Jednotlivé sloZhys jsou pak separovany na zakiad
jejich velikosti, kdy men&tastice jsou zadrZzovany na kototéle nez ty &Si. Tato retence
je zpasobena opakovanymimhodem mensichastic péry gelu. Naopasdstice s velkym
hydrodynamickym pologrem, které nejsou schopny prostupovamito pory, jsou
eluovany z kolony jako prvni a ehi objem této frakce je nazyvan jako mrtvy objem
kolony. Touto metodou je mozné atitive snesi pripadné agregaty studovaného proteinu.
DalSimi volenymi parametry je objem kolony, kterptotein putuje. Kolony s&sim
objemem maji #S5i rozliSovaci schopnost a tedy lepdia kapacitu.

Gelova permeami chromatografie byla provedena naispoji HPLC-AKTA
(Amersham Biosciences, Svédsko). Pro purifikaciydanproteiri byly uZity kolony
Hiload 26/60 Superdex 200 prep grade nebo Supe26x10/300 GL (GE Healthcare,
USA). Fred nastkem na kolonu bylo nutné protein koncentrovat rigtyi objem (nejvyssi

mozny 2 ml) pomoci koncentratoru Amicon Ultra (ENMllipore, USA).
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Pouzity typ koncentratoru byl vybaven ultrafittrh membranou s limitni propustnosti
¢astic o relativni molekulové hmotnosti 10000. Kamecevani proteinu bylo prové&do
centrifugaci (Eppendorf 5804 Rji 2500 az 3500 ot/min a teptod°C.

Nasled® byl roztok proteinu fefiltrovan ges filtr Spartan s velikosti pibr0,45 pm
avzorek byl aplikovan na chromatografickou kolonilNa zaklad ziskaného
chromatogramu byly vybrany frakce pro analyzu gasBtictvim SDS-PAGE. SloZeni
jednotlivych pufti je uvedeno v tabulce 4.29.

Tab. 4.29SloZeni puff pro gelovou permeai chromatografii fuznich proteinSUG1

fuzni protein sloZeni pufru

SUG1-6xHis 20mM Tris (pH = 8); 0,5M NacCl; 1mM

(konstrukt SUG1/pET-29b) Na&-EDTA-2H,0 (pH = 8); 2mM DTT;
10% (w/v) glycerol

6xHis-G_B1-SUG? 20mM Tris (pH = 7,5); 300mM NacCl;

1mM Na-EDTA-2H,0 (pH = 8); 2mM
DTT; 0,01% NP-40; 10% (w/v) glycerol

SUG1-6xHis 20mM Tris (pH = 8); 300mM NacCl,
(konstrukt SUG1/pST39) 1mM Na-EDTA-2H,0 (pH = 8);

2mM DTT; 10% (w/v) glycerol
GST-SUG1 20mM Tris (pH = 7,5); 150mM NacCl,

1 mM Na-EDTA-2H,0 (pH = 8); 1mM
DTT; 10% (w/v) glycerol

4.4 Biofyzikalni charakterizace SUG1

4.4.1 Rozptyl s¥étla

Méfeni rozptylu setla sefadi mezi hoj vyuzivané metody ke studiu &&i
struktury makromolekul a jejich dynamiky v roztdeid¢¥i praichodu elektromagnetického
zaeni vzorkem, elektricka vina interaguje s elektr@nindukuje v molekulach oscilujici

dipélové momenty, které jsou zdrojem rozptylenééiei.

® stejné sloZeni pufru bylo pouZitoii purifikaci proteinu SUG1 po od&ieni fuzniho partnera
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Rozptyl pozorujeme pouze ¥ipad, kdy dochazi ke konstruktivni interferenci

rozptylenych vin, tedy v ne zcela homogennim gealt[70].

1) Staticky rozptyl svétla

V roztocich Ize rozptyl sstla popsat pomoci vinového vektagujedna se o rozdil

vinovych vektofi dopadajiciho a rozptyleného paprsku), ktery jespapmatematickym
vztahem

9= — sinz, 2

kdenp je index lomu rozpou&dla, ) predstavuje vinovou délku dopadajiciho
z&eni ve vakuua 0 rozptylovy uhel mezi dopadajicim paprskem aérem
pozorovani [72].

Pri statickém rozptylu s#la se sleduje pouzéaso¢ zprimérovana intenzita
rozptyleného zéni, jejiz velikost v daném rozptylovém uhlu vyjaje tzv. Rayleighv
poner Ry

I r?

Rg=———, 3
® 7 1, sin?0 ®

kder predstavuje vzdalenost detektoru od vzotkje, intenzita rozptyleného &tia
vztazena na jednotkovy objem vzorkul gje intenzita dopadajiciho #@ni (priméarniho
paprsku). Uhel mezi rovinou polarizace dopadajicitdeni a rovinou dopadajiciho
arozptyleného paprsku je zmeam @ ktery je vSak P typickém experimentalnim
uspdadani roven 90° [71].

Popis intenzity rozptylu pomoci Rayleighova gom predpoklada, Ze&éastice se
vyskytuji v nekonené ziediném roztoku a vzajemsn spolu neinteraguji.Castice
zkoumanych rozgru vSak nelze povaZzovat za bodové zdroje rozptyltotorbyl zaveden
strukturni faktorP, popisujici vnitni strukturucéstice, ktera samatippiva k celkovému
rozptylu interferenci rozptylovanych vin z jejidlznych ¢asti. Teoreticky nas zajima
intenzita rozptylu ve s#nu primarniho paprsku pod Uhlem 0°, ktery neni \owiin

intramolekularnim rozptylem ani @tgichéastic.
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JelikoZz je vSak rozptyl vtomto simu utlumen mnohem intenzigEim primarnim
paprskem o stejné vinoveé délce, musi byt&jiftomoci extrapolace [71,73].
Intenzita rozptylu zavisejici na hmotnostni koncaitproteinuc, v roztoku vede

e

ke sloZigjSimu tvaru Rayleighova pairu [71]

Rg = KPgcpyMy,, (4)

v némz je zahrnuta opticka konstamta

K 412 ) <6nD> (5)
= ———n —,
AN, 20 \ac,

kde N je Avogadrova konstanta dmp/dc, je tzv. inkrement indexu lomu,
vyjadiujici zavislost indexu lomu na koncentraci dispatiastic [72].
Po dalSich upravach vySe uvedenych wrtahjejich spojenim ziskavame tzv.

Zimmovu rovnici pro neidealni chovani roztoku

Rop_ 1 1+1R22 +2A 6
_M—w 3 gq 2Cpr ()

kde Ry predstavuje gyrni polon®r castice aM,, hmotnostni $ed molekulové
hmotnosti a faktoA; je tzv. druhy virialni koeficient osmotického tlakie ziskanych dat
meéreni statického rozptylu stta Ize vynést Zimmiv diagram. Ze s#rnice linearni
zavislosti nag Ize extrapolaci na nulovou hodnotu koncentracé mroveé vazeny kvadrat
gyraniho polongru ¢astic. Pro pesné stanoveni molekulové hmotnasistic je nutna

znalost inkrementu indexu lomu [71,72,73].
2) Dynamicky rozptyl svétla

Pro charakterizaci velikosti a stanoveni difaznihkoeficientu resp.
hydrodynamického polo#énu ¢astic roztoku proteinu SUG1 byla pouZita technik&eni
dynamického rozptylu sla neboli tzv. fotonova koretai spektroskopie. Metoda je
zalozend na witeni c¢asové zavislosti intenzity rozptylu vroztoku, l&ese dale

vyhodnocuje ve forgautokorelani funkce.
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Tato funkce pedstavuje souvztaZznost mezi intenzitou rozptylengeni véaset a
intenzitou v¢ase(t + 1) a matematicky je dana vztahem

IMI+ 1)

BP0 =~ ™)

Z funkceg(r) je mozné pomaoci inverzni Laplaceovy transformdskat
distribwni funkci relax@nich¢asi A(tr)

gP@®=1+8 U A(tp)exp (—t/tg) dtg ®)
0

kde B je tzv. koheretni faktor popisujici zachovani koherencéerd v deteknim
objemu.

Dale je mozné ffevést funkci relaxaich ¢asi na distribuci hydrodynamickych
polomera TA(t) na zaklad platnosti nasledujicich vztah

D =1/(trq*) 9

Difuzni koeficient je popsan Stokesovou-Einstemovovnici

J_KT_ kT i
~ f  6myRy’ 10

kdef je frikeéni koeficient, pimo ungrny viskozitnimu koeficientu rozpoustia
noa hydrodynamickému polafru Ry studovanyclgastic [72].

Pro stanoveni z-@&vvazeného hydrodynamického poknm je nutné uvazovat
pravy difuzni koeficienD,. Ten lze ziskat ze zavislosti zdanlivého difuznkoeficientu
Dapp Na rozptylovem vektorq jeho extrapolaci naq =0

Dapp = D,(1 + CRg*q?), (11)

kde C predstavuje konstantu zavislou na polydispénzitorku i tvarucastic [72].
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Roztok proteinu SUG1 o objemu 800 ul a koncent@g8img/ml byl pefiltrovan
pies filtr Spartan aflenesen do #fici kyvety. Nasled& byly v softwaru naticiho pistroje
firmy ALV nastaveny parametry é&eni, rozmezi 0l dopadu od 30° do 150°
v intervalech 10° se snimanim kazdého uhlu 10 skkDopadajici Z&ni bylo generovano
helium-neonovym laserem o vinové déleerveného sitla 632,8 nm. Autokoretmi
funkce byly prondteny pro vzorky o koncentraci 0,6; 0,3 a 0,2 mg/Rbztoky o nizsi
koncentraci byly fipravenyiednim v kyvet odpovidajicim pufrem. Z této konceritna
zavislosti byl dale vynesen Zinim a Berryho diagram. Transformaci autokotela
funkce pro nejvyssi sienou koncentraci a Uhel dopadu 90 ° byla ziskate gt@ vynos
distribuce hydrodynamickych polami. Méfeni bylo provedeno ve spolupréci s doc.
RNDr. Miroslavem Stpankem, Ph.D. (Katedra fyzikalni a makromolekulaimémie, BF
UK).

SloZeni pufru pro éfeni DLS 20mM Tris (pH = 7,5); 300mM NaCl; 1mM EDTA (pH =

8); 2mM DTT; 0,01% NP-40; 10% (w/v) glycerol

4.4.2 Méreni stability proteinu

Vzorek proteinu SUG1 o objemu 200 pl byl ponechdedwici @i teplog 18 °C
po dobu 10 din V ¢asovém odstupu dvou byl vZdy odebran vzorek o objemu 15 pl

a smisen se 4 ul vzorkovaciho pufru pro nasledodepieni SDS-PAGE elektroforézy.
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5VYSLEDKY

5.1 Piipravaexpresnich konstrukti

5.1.1 Amplifikace genu lidského SUG1

cDNA proteinu SUG1 byla fijpravena prosgednictvim polymerasovéettzove
reakce. Pro tuto reakci byl jako templat pouZzitorekinantni plasmid SUG1/pQCXIP a
syntetické oligonukleotidy navrzené pro vneseni dd@u tiznych plasmid pET-29b
a pRSFDuet-1. Rbéh PCR byl kontrolovan provedenim horizontalni agevé
elektroforézy, jejiz vysledky v oboutipadech prokazateinpotvrzuji vyskyt cilového
produktu amplifikace SUGL1 (viz obr. 5.1 a obr. S®, 68). Vzorky pro elektroforézu byly
pripraveny smisenim 7 pl sterilni destilované vodyl CR smisi a 3 pl nanaSeciho
barviva Loading-Dye (LD).

3 PCR5UGL

1500 bp
1000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

Obr. 5.1 Vizualizovany 1% (w/v) agarosovy gel po elektrafokeé analyze produltPCR
amplifikace genu proteinu SUG1 pro jeho vnesenpldsmidu pET-29bDo prvni drahy
(S) byl nanesen standard obsahujici DNA fragmen&ng/ch velikosti. Do dalSich dvou
drah byly nanédSeny vzorky z parakelprovedenych reakci PCR. Z6ny migrace SUG1
odpovidaji velikosti cca 1200 bp.
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5 PCR SUGL

1500 bp

1000 bp
750 b

250 bp

Obr. 5.2 Vizualizovany 1% (w/v) agarosovy gel po elektrafokeé analyze produktPCR
amplifikace genu proteinu SUG1 pro jeho vnesenip@smidu pRSFDuet-1Do prvni
drahy (S) byl nanesen standard obsahujici DNA feagynznamych velikosti. Do dalSich
dvou drah byly nanaSeny vzorky z paratelorovedenych reakci PCR. Zény migrace
SUGL1 odpovidaji velikosti cca 1200 bp.

5.1.2 Ligace a kontrola expresnich konstrukf

Po Stpeni DNA plasmidu affpravené cDNA proteinu SUG1 resi¢ikmi enzymy
nasledovala jejich ligace, Spravnyup&h ligace byl kontrolovan provedenim PCR
a vzorky vysledné reghi snesi separovany pomoci horizontalni agarosove eliktny
(data nejsou prezentovana) pro¢i@ni @itomnosti sekvence cDNA proteinu SUG1.
V zawru byla gitomnost sekvence DNA proteinu SUG1 zkontrolovargehim
ptipravenych konstrukt restrikinimi enzymy. Vybrané vzorky byly odeslany
do Laborate sekvenace DNAF UK, Vini¢na 7, kde byla provedena analyza sekvence.
Vysledky sekvenace byly analyzovany v programechio@as a internetové aplikaci
BLAST: Basic Local Alignment Search Tool, kde bg&tena shoda vnesené sekvence
s cDNA genu lidské isoformy 1 proteinu SUGL. Vesgkeprotokoly pipravy

rekombinatnich plasmidjsou uvedeny v oddile 4.2.
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1000 bp
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Obr. 5.3 Vizualizovany 1% (w/v) agarosovy gel po elektraiok& analyze produiit
Stepeni expresniho konstruktu SUG1/pET-29b endonueiadldel a Xhol.Do prvni
drahy (S) byl nanesen standard obsahujici DNA feagynznamych velikosti. Do dalSich
drah zleva byly nanaSeny vzorky &nSgpeni rekombinantniho plasmidu. &nvzdy
obsahovala 0,5 pl izolované DNA; 1,3 ul pufru G5 @) enzymu Xhol; 0,3 pl Ndel a byla
doplrgna do 10,5 ul destilovanou vodou. Pro elektrofoketii separaci §pené DNA byla
do smési pridana 2 pl barviva LD. Vrchni zény migrace odpoyiid&penému plasmidu a

spodni vy&tpenému Useku cDNA SUGL o velikosti cca 1200 bp.

Zobr. 5.3 a 5.4 (viz str. 70) je patrné, Ze povpdeni PCR byly vybrany kolonie
s obsahem Zadaného rekombinantniho plasmidu, tnpbojejich S¢peni restriknimi
endonukleasami byl ziskan fragment odpovidajitbligné velikosti cDNA proteinu
SUGL1. Ri Stépeni rekombinantniho plasmidu pRSFDuet-1 (obr. Selvyrazg zmenila
mobilita cDNA SUG1 patrév disledku nedokonalého&fteni sekvence. Spravnyapeh
ligace a obsah genu SUG1 byl v3ak nasieaintvrzen vysledky sekvéni analyzy obou

expresnich konstruit
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Obr. 5.4 Vizualizovany 1% (w/v) agarosovy gel po elektrafok& analyze produitt
Stepeni expresniho konstruktu SUG1/pRSFDuet-1 endeasdkini BamHI a NotDo prvni
drahy (S) byl nanesen standard obsahujici DNA feagynznamych velikosti. Do dalsi
drahy byl nanesen vzorek &sn S€peni rekombinantniho plasmidu. &nobsahovala
0,5 ul izolované DNA; 1,3 pl pufru BamHI; 0,6 pulzymu Notl; 0,3 ul BamHI a byla
doplrgna do 10,5 ul destilovanou vodou. Pro elektrofoketii separaci§pené DNA byly
do sniési pridany 2 ul barviva LD. Vrchni zéna migrace odpovitpenému plasmidu

a spodni vy&penému Useku cDNA SUGL.

5.2 Expreseapurifikaceproteinu SUG1

V této casti jsou pedstaveny vysledky purifikace faznich protei®UG1 za
rozdilnych podminek, jejichz cilem bylo nalezenstéyu, ve kterém se purifikovany
protein bude nachézet ve stabilni rozpustné &osminimalnim vyskytem rstot.
V prvni fazi byly provedeny expresni testy exprebrkonstrukd, které byly pipraveny
vramci této diplomové prace. Postup exprese afikace €chto flznich proteiin
zahrnoval kultivaci bakterii v LB-médiich, sonikduakterii, izolaci proteiin provedenim

afinitni chromatografie a jejich purifikaci pomogelové permami chromatografie.
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U purifikace His-tagovych proteinbyla provedena dialyza. VeSkeré postupy jsou uwede
v oddile 4.3.

5.2.1 Expresni testy pi 37 °C

Jednim z cil této diplomové prace bylofipravit dva expresni konstrukty:
SUG1/pET-29b, ktery umaije ziskat fazni protein SUG1 Zfemy C- terminalnim His-
tagem (SUG1-6xHis) a SUG1/pRSFDuet-1, jehoz expmegmoduktem je protein SUG1
znateny na N-konci proteinem G_B1l (6xHis-G_B1-SUG1).oWrieni funkce &chto
konstrukfi a schopnosti produkce cilovych protembakteriich byly provedeny expresni
testy (viz 4.3.2, str. 51). V rdmcéchto test byly bakterie obsahujici rekombinantni
plasmidovou DNA inkubovanyip37 °C po dobu dvou hodin s naslednou indukci esgr
prostednictvim IPTG. V jednotlivycltasovych intervalech exprese cilového proteinu byly
odebirany vzorky buftné suspenze, které byly pak podrobeny separaciD&FRAGE.
Relativni molekulovd hmotnost faznich proteimyla stanovena pomoci internetoveé

aplikace ProtParam (www.expasy.prg
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Obr. 5.5 Vizualizovany 12% SDS-PAGE gel s vysledky exptesest konstruktu SUG1/
pET-29b.Do prvni drdhy byl nanesen standard molekulovych (avedena relativni

molekulova hmotnost je vytena faktorem 1000). Druha draha zleva obsahujeekzo
kultury pred indukci. V dalSich drahéch jsotitpmny vzorky po indukci exprese proteinu
SUG1-6xHis a inkubaci kultury po dobu 2, 4 a cceht@in. Celkovy objem vzork&inil

25 pl (20 pl kultury + 5 pl vzorkovaciho pufru). idémigrace tohoto proteinu odpovidaji

jeho relativni molekulové hmotnosti cca 47000.
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Obr. 5.6 Vizualizovany 12% SDS-PAGE gel s vysledky expiesest konstruktu SUG1/
pRSFDuet-1Do prvni drahy byl nanesen standard molekulovydn ftevedena relativni
molekulova hmotnost je vytena faktorem 1000). Druh& drha zleva obsahujeekzo
kultury pred indukci. V dalSich drahéch jsotitpmny vzorky po indukci exprese proteinu
6xHis-G_B1-SUG1 a inkubaci kultury po dobu 2, 4a&ca 16 hodin. DalSich 5 drah
piedstavuje paralelni provedeni testu ze vzorku kmiénie. Celkovy objem vzorkdinil

25 pl (20 pl kultury + 5 pl vzorkovaciho pufru). o migrace tohoto proteinu odpovidaji
jeho relativni molekulové hmotnosti cca 55000.

Z obr. 5.5 (viz str. 71) jeiejmé, Ze po indukci exprese proteinu SUG1-6xHig byl
dosazeno jeho vyrazné produkce. Déle z vysiedlplyva ¢asova zavislost inkubace na
miru jeho tvorby.

Z obr. 5.6 je zjevné, Ze expresni testy konstr@tiG1l/pRSFDuet-1 nepotvrdily
expresi cilového proteinu. Jednim {wddi, prod nebyla pozorovana produkce

rekombinantniho proteinu,iie byt jeho velmi slabé exprese v testovanych pokiach.

5.2.2 Purifikace proteinu SUG1-6xHis (konstrukt SUG/pET-29b)

Exprese proteinu SUG1-6xHis zahrnovala inkubacitdréikpres noc ve 3| LB-
média @i teplo€ 12 °C. Bakterialni kultury byly nasledimesuspendovany v lyzaim

pufru a sonikovany po dobu 15 minut.
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1) Niklova chelataéni chromatografie

Pti eluci bylo jimano celkem 13 frakci o objemu 1,bda mikrozkumavek. Z nich
byly odebrany vzorky pro jejich analyzu na SDS-PA@Br. 5.7) Na zakladtéto analyzy
byly vybrany frakce 4 az 8 pro jejich naslednouydia pres noc. Vysoky obsah &estot ve
vzorku patrny z obr. 5.7 bylo nutné odstranit \Sddzi purifikace fi gelové permeai

chromatografii.
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Obr. 5.7 Vizualizovany 12% SDS-PAGE gel po elektroforetahkalyze frakci ziskanych
pri niklové chelatani chromatografii Do prvni drahy byl nanesen standard molekulovych
vah (uvedena relativni molekulova hmotnost jedsda faktorem 1000). Do dalSich drah
Zleva byly naneseny vzorky frakci 2 az 10 o celkowabjemu 20 ul (15 pl vzorku frakce
+ 5 pl vzorkovaciho pufru). Zony migrace proteiluGl-6xHis odpovidaji jeho relativni

molekulové hmotnosti cca 47000.
2) Gelova permed&ni chromatografie

Gelova permeami chromatografie proteinu SUG1-6xHis byla provexdaa kolog
Superdex 200 10/300 GL.éBem eluce byly jimany frakce po 0,5 ml. Ze ziskanéh
chromatogramu (viz obr. 5.8, str. 74), soustaskolika piki byly vybrany frakce A3, A4,
A8, A9,a B6 aZ B9 pro analyzu na SDS-PAGE (viz &®, str. 75).
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Obr. 5.8 Chromatogram eluceipgelové permedni chromatografii proteinu SUG1-6xHis
na kolor¥ Superdex 200 10/300 GModréa Kivka predstavuje zavislost absorbance eluatu
pii 280 nm na elénim objemu.Cerverg jsou znaeny pozice frakci jimanychtipeluci.
Dale je vyzn&ena pozice mrtvého objemu kolony, kde jsou eluov&stice o relativni

molekulové hmotnosti&tsi nez 200000.

Z obr. 5.9 (viz str. 75) je patrné, Ze v prvnickod drahach je obsaZzen protein
SUG1-6xHis a nachazi se ve vekisté forne ve srovnani s prvnim krokem purifikacé p
niklové chelatani chromatografii (viz obr. 5.7, str. 73). Tyto ke byly jimany ve velmi
kratkych retetinich ¢asech poukazujici na mnohen#tsi velikost ¢astic (relativni
molekulova hmotnost > 200000) spojenou s agregaoteipu ¢i jeho uspsadané

oligomerizaci (obr. 5.8)
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Obr. 5.9 Vizualizovany 12% SDS-PAGE gel po elektroforetahkalyze frakci ziskanych
pri gelové permeai chromatografii proteinu SUG1-6xHi€o prvni drahy byl nanesen
standard molekulovych vah (uvedena relativni mdtekiuhmotnost je vy&ena faktorem
1000). Do dalSich drah zleva byly naneseny vzorkidi A3, A4, A8, A9 a B6 az B9 o
celkovém objemu 20 pl (15 pl vzorku frakce + 5 gbrkovaciho pufru). Zény migrace
proteinu SUG1-6xHis odpovidaji jeho relativni malkkvé hmotnosti cca 47000.

5.2.3 Purifikace proteinu SUG1-6xHis (kontrukt SUG1pST39)

Tato varianta proteinu SUG1 byla produkovana ponipei ,leakage” exprese
zahrnuijici kultivaci bakterii ve 3I LB-médidigeplot 30 °C ges noc. Bakterialni kultury
byly resuspendovany v odpovidajicim mam pufru a sonikovany 15 minutiimiklové
chelat&ni chromatografii byl protein eluovan 7,5 ml &iho pufru do 20 ml pufru pro
gelovou permemi chromatografii, kterd byla nasledmykonana na kolahSuperdex 200
10/300 GL. Byly odebirany frakce Al az C9 po 0,5w obr. 5.10, str. 76) a jejich obsah
analyzovan pomoci SDS-PAGE (viz obr. 5.11, str. 77)
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Obr. 5.10 Chromatogram eluce /p gelové perme&ni chromatografii proteinu SUG1-
6xHis na kolor Superdex 200 10/300 GModra kivka predstavuje zavislost absorbance
eluatu pi 280 nm na elénim objemu.Cerverg jsou zngeny pozice frakci jimanychiip

eluci.

Z obr. 5.11 (viz str. 77), kteryfedstavuje elektroforetickou analyzu frakci z gelové
permeé&ni chromatografie jeiejmé, Ze Zadna z frakci neobsahovatekévany fuzni
protein. Jeho fiftomnost byla v malé n# zaznamenana ve vzorku sonikatu
i resuspendované pelety. Tyto nepivé vysledky purifikace tohoto proteinu Izé&dist
jeho nizké produkciiptzv. ,leakage” expresi ve srovnani s inducibiénipresi proteiin
Tento faktor spokné s jeho produkci i teplog 30 °C vys¥étluje predni vyskyt proteinu
v nesolubilni frakci a z&rowevysokou kontaminaci ostatnimi bakterialnimi proteE.

coli.
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Obr. 5.11 Vizualizované 12% SDS-PAGE gely po elektroforetiekalyze frakci
ziskanych fi gelové permeaai chromatografii proteinu SUG1-6xHifo0 prvni drahy byl
vzdy nanesen standard molekulovych vah (uvederddiviel molekulova hmotnost je
vydélena faktorem 1000 — Do dalSich drah zleva byly post@pmaneseny vzorky frakci
A9, A10, B1 aZz B4, B7 az B8 — Do dalSich drah zleva byly naneseny frakce B1d, B
a C1 az C3 o celkovém objemu 20 pl (16 pl vzorlkde + 4 pul vzorkovaciho pufru). Do
poslednichitech jamek byl nanesen vzorek sonikatu (SON), vzoeskispendované pelety
po sonikaci (P) a vzorek po koncentrovani protdibu Z6ny migrace proteinu SUG1-
6xHis odpovidaji jeho relativni molekulové hmotnasta 47000.
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5.2.4 Purifikace proteinu GST-SUG1

Exprese proteinu GST-SUGL vyZadovala kultivaci eaétnich kultur ve 41 LB-
média i 15 °C gres noc. Bakterialni pelety byly resuspendovany zedlyim pufru
a sonikovany 15 minut.

1) GST afinitni chromatografie

Béhem eluce byly frakce o objemu 1,5 ml jimany do nmzkumavek a jejich
sloZeni zjiovano provedenim SDS-PAGE. Vysledky této analyojprz 5.12 potvrdily
hojnou expresi cilového proteinu s relativmalym podilem n#@stot. Pro dalSi purifikeéni

krok byly sloweny frakce s nejvys$§im obsahem proteinu, tedy& az
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Obr. 5.12 Vizualizovany 10% SDS-PAGE gel po elektroforetankallyze frakci ziskanych
pri niklové chelatani chromatografiiDo prvni drahy byl nanesen standard molekulovych
vah (uvedena relativni molekulova hmotnost jedsda faktorem 1000). Do dalSich drah
Zleva byly naneseny vzorky frakci 2 az 10 o celkowabjemu 20 ul (15 pl vzorku frakce
+ 5 ul vzorkovaciho pufru). Zény migrace protein8TGSUG1 odpovidaji jeho relativni

molekulové hmotnosti cca 75000.

2) Gelova perme&ni chromatografie

Chromatografie byla provéda na kolo# s vy3Si rozliSovaci schopnosti, Hiload
26/60 Superdex 200 pg. V tomtéipad nastikovy objem vzorkwinil 2 ml. Fi eluci byly
jimany frakce Al aZz C10 o objemu 1,5 ml do mikranavek (viz obr. 5.13, str. 79). Pro
analyzu na SDS-PAGE byly pouzity frakce B3 az B@ @br. 5.14, str. 80).
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Obr. 5.13 Chromatogram eluce/pgelové permedni chromatografii proteinu GST-SUG1
na kolor# Hiload 26/60 Superdex 200 piglodra Kivka predstavuje zavislost absorbance
eluatu i 280 nm na elénim objemu.Cerver® jsou znaeny pozice frakci jimanychiip

eluci. Déle je vyzn&na pozice mrtvého objemu kolony.

Z obr. 5.14 (viz str. 80) je patrné, Ze sloZeniajfiych frakci odpovidalo proteinu
GST-SUG1 s vyraznym zlepSenim jetistoty, ale zarovie mnohem nizSim vy¢gkem ve
srovnani s jeho izolaci vigdchozim purifikdnim kroku (viz obr. 5.12, str. 78). Mira
cistoty je vSak relativni vzhledem k purifikaci naléné s vysokou rozliSovaci schopnosti,
kdy dochazi ke zrimémuiedEni vzorku. Z chromatografického zdznamu na obr3 Jel
ziejmé, Ze nedoslo k jeho izolaci ve farrmonomeru, ale byl @b eluovan pouze ve
vysokomolekularni frakci jako vifpac purifikace proteinu SUG1-6xHis (viz obr. 5.8,
str. 74). U tohoto typu purifikace Ize navidedpokladat, Ze proteinovou agregaci

podpdila tvorba stabilnich dimérmezi fuznimi partnery GST.
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Obr. 5.14Vizualizovany 10% SDS-PAGE gel po elektroforetankalyze frakci ziskanych
pri gelové permedni chromatografii proteinu GST-SUGDo prvni drahy byl nanesen
standard molekulovych vah (uvedena relativni mdteka hmotnost je vyéena faktorem
1000). Do dalSich drah zleva byly nanaSeny postigakce B3 az B9 o celkovém objemu
20 pl (15 ul vzorku frakce + 5 ul vzorkovaciho pofrZény migrace proteinu GST-SUG1
odpovidaji jeho relativni molekulové hmotnosti G&00.

5.2.5 Purifikace proteinu 6xHis-G_B1-SUG1

Protein byl exprimovanipteplot 15 °C v pfibéhu cca 16 hodin v 5l kultivaiho
LB-média. Nasledovala resuspendace bakterialnidturkw lyzatnim pufru a jejich
sonikace po dobu 17 minut.

1) Niklova chelataéni chromatografie

Pti eluci byl protein jiman po 1,5 ml do 13 mikrozkawek pro naslednou analyzu
frakci na SDS-PAGE (viz obr. 5.15, str. 81). Tatpalgiza potvrdila fHtomnost
purifikovaného proteinu a vSechny frakce (2 aziiydy sloweny a podrobeny dialyze.
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Obr. 5.15 Vizualizovany 10% SDS-PAGE gel po elektroforetankalyze frakci ziskanych
pri niklové chelaténi chromatografii.Do prvni drahy byl nanesen standard molekulovych
vah (uvedena relativni molekulova hmotnost jedga faktorem 1000). Do dalSich drah
zleva byly postup® naneseny vzorky frakci 2 az 10 o celkovém objef@yl2(15 pl
vzorku frakce + 5 pl vzorkovaciho pufru). Zény nsge proteinu 6xHis-G_B1-
SUG1lodpovidaji jeho relativni molekulové hmotnasta 55000.

2) Gelovéa permed&ni chromatografie

Protein byl purifikovan chromatografickou separaw kolorg Hiload 26/60
Superdex 200 pg.iPeluci byly jimany frakce Al az D3 o objemu 1,5 (obr. 5.16).
Vybrané frakce #¥ady B (B4 aZz B7) a C (C6 az C10) byly analyzovargvpdenim SDS-
PAGE (obr. 5.17).

Z obr 5.17 (viz str. 83) je patrny vysoky obsahtemu 6xHis-G_B1-SUG1 ve
frakcich B, které byly slateny pro dalsi faze purifikace proteinu SUGH. purifikaci se
poddilo odclit predevSim kontaminantu putujici v Z0relativni molekulové hmotnosti
75000, pitomnou ve sisi po niklové chelatmi chromatografii (obr. 5.15). @pbyla
potvrzena tvorba vysokomolekularni¢astic v pfibéchu gelové permeai chromatografie
(viz obr. 5.16, str. 82). Ze vSeclepchozich purifikaci Ize shledat purifikaci protein
6xHis-G_B1-SUGL1 za nejfznivéjsi, jak z hlediska vysokého Wiku tak i jehogistoty.
VétSiho mnoZstvi proteinu bylo dosazerfegevsim po fidavku neiontového surfaktantu
NP-40 do vSech puirpti jeho izolaci a purifikaci. Navic je zde uma@ho S&peni fazniho

partnera pro charakterizaci nativniho proteinu SUG1
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V internetové aplikaci ProtParam_(www.expasy)oliyla zjiSEna na zaklagl znalosti

primarni struktury hodnota absdérmpho koeficientu tohoto fazniho proteinu uZzita pro
vypet jeho koncentrace ve vzorke € 0,495 I/g). Z nagiené hodnoty absorbance

vzorku @i 280 nm byla déle zji8ha @iblizna proteinova koncentrace 0,66 mg/ml.
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Obr. 5.16 Chromatogram eluce /p gelové permeai chromatografii proteinu 6xHis-
G_B1- SUGL1 na kolenHiload 26/60 Superdex 200 ggodra Kivka predstavuje zavislost
absorbance eluatuiip280 nm na elénim objemu.Cerverg jsou znéeny pozice frakci
jimanych pi eluci. Dale jsou vyzngny pozice elkniho objemucastic o dané relativni

molekulové hmotnosti.
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Obr. 5.17 Vizualizovany 10% SDS-PAGE gel po elektroforetankallyze frakci ziskanych
pri gelové permedni chromatografii proteinu 6xHis-G_B1-SUGDo prvni drahy byl
nanesen standard molekulovych vah (uvedena relatishekulova hmotnost je v¢tena
faktorem 1000). Do dalSich drah zleva byly nan&d3mwstups frakce B4 az B7 a C6 az
C10 o celkovém objemu 15 pl (12 pl vzorku frakce #il vzorkovaciho pufru). Zény
migrace proteinu 6xHis-G_B1-SUG1 odpovidaji jehiatreni molekulové hmotnosti cca
55000.

5.2.6 Purifikace proteinu SUG1

1) Stépeni proteinu 6xHis-G_B1-SUG1 TEV proteasou

Z celkového objemu frakce s obsahem purifikovanddnoteinu 6xHis-G_B1-

SUGL1 bylo odebrano 200 ul pro sledovani kinetikypéhi fuzniho partnera 6xHis-G_B1
pii 30 °C a 4 °C. (viz 4.3.9, str. 60). Z obr. 5.0 (str. 84) je patrné, Ze protein 6xHis-
G_B1-SUGL1 byl velmi dafe pistupny protease, jelikoZz uz po dvou hodinach ilgbse
témei veSkery protein nachazel ve fafrhez fuzniho partnera. Vigiehu S€peni nebyly
zaznamenany naznaky precipitace.

Na zéklad téchto vysledk bylo ke zbylym 7 ml proteinu o koncentraci 0,66/mb
ptidano 144 ul TEV proteasy pro jehégni g 4 °C po dobu 16 hodin.
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Obr. 5.18Vizualizovany 12% SDS-PAGE gel po elektroforetankalyze produki Stepeni
proteinu 6xHis-G_B1-SUG1 TEV proteasodo prvni drahy byl nanesen standard
molekulovych vah (uvedend relativni molekulova hmost je vydlena faktorem 1000).
Do dalSich drah (2 aZ 6 zleva) byly posttipanaseny vzorky stei S&peného proteinuip
teplog 4 °C v phb¢hu jeji inkubace wasovém horizontu 2, 4, 6, 8 hodin a 16 hodin.
Sedma dréha obsahuje vzorelkésimpred gidavkem TEV proteasy. Do drah 8 az 12 byly
nanaSeny vzorky s¥si S€peného proteinu ip 30 °C odebirané v totoZznyckasovych
intervalech. Celkovy objem vzailcinil 20 pl (15 pl vzorku swsi S€peného proteinu +

5 ul vzorkovaciho pufru). Zény migrace proteinu SUU@dpovidaji jeho relativni

molekulové hmotnosti cca 46000.

2) Gelovéa permed&ni chromatografie

Stepeny protein byl naslednpurifikovan na kolos Hiload 26/60 Superdex 200 pg
(viz obr. 5.19, str. 85).#Peluci byly jimany frakce Al aZz B12 o objemu 1,5. @bsah
proteinu SUG1 ve frakcich A3 az A1l byl potvrzejicfe elektroforetickou analyzou (viz
obr. 5.20, str. 86). VSechny tyto frakce byly ndstesloueny.
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Obr. 5.19 Chromatogram eluce/pgelové permedni chromatografii proteinu SUG1 na
kolor¢ Hiload 26/60 Superdex 200 plylodra Kivka predstavuje zavislost absorbance
eluatu pi 280 nm na elénim objemu.Cerverg jsou znaeny pozice frakci jimanychiip

eluci.

Z obr. 5.20 (viz str. 86) vyplyvda, Ze doslo &nnému od3tpeni fazniho partnera 6xHis-
G_B1 aizolaci proteinu SUG1#iReho purifikaci vSak doSlo k jeho velkym ztratajak
je patrné ze srovnani gguichozi purifikaci fazniho proteinu 6xHis-G_B1-SUiz obr.
5.16, str. 82 a 5.17, str. 83). Proto je nutri@é gurifikaci minimalizovat dobu mezi
jednotlivymi kroky. Protein byl eluovan na mrtvémbjemu kolony jako v fedchozich
purifikacich, ktera prokazuje tvorbu vysokomolekelah ¢astic, které jsou velmi stabilni.
Po zngteni absorbance vzorkdi280 nm byla koncentrace tohoto proteirtili$ nizka
pro jeho dalSi studium, a proto byl koncentrovan widSiho objemu oijblizné
koncentraci 0,62 mg/mle€ 0,349 1/g).
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Obr. 5.20Vizualizovany 12% SDS-PAGE gel po elektroforetankallyze frakci ziskanych
pri gelové perméni chromatografii proteinu SUGDo prvni drahy byl nanesen standard
molekulovych vah (uvedend relativni molekulova hmost je vydlena faktorem 1000).
Do dalSich drah zleva byly nanaseny postuipakce A3 az A1l o celkovém objemu 20 pl

(15 pl vzorku frakce + 5 pl vzorkovaciho pufru).rgomigrace proteinu SUG1 odpovidaji
jeho relativni molekulové hmotnosti cca 46000.

5.3 Biofyzikalni charakterizace proteinu SUG1

5.3.1 Méieni rozptylu swtla

Vystupem ngieni dynamického rozptylu &tla je autokoreléni funkce (viz obr.
5.21 A, str. 87), kterd byla pomoci algoritmu Contprevedena na distribuci
hydrodynamickych polo#ra ¢astic v roztoku (obr. 5.21 B). Ze statickéhéremi rozptylu
byla ziskana zavislost intenzity rozptylu na Uhbzptylu a dané koncentraci proteinu
SUG1 (0,6 mg/ml, 0,3 mg/ml a 0,2 mg/ml), z niZ kyhesen Zimnmv diagram (viz obr.
5.22, str. 88). Ziskan& hodnota molekulové hmotnuabyla s pesnosti stanovena v
neznalosti inkrementu indexu lomu. Z analyzy kumtilebyla ziskana ifiblizna hodnota
hydrodynamického polo&énu disperznichéastic 111 nm, coz koresponduje s chovanim

proteinu v piitbéhu purifikace v3echityt fuznich variant proteinu SUGL.
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Vysledky €chto n#feni potvrdily, Ze se nejedna o typické agregétje o definovas

uspdadanéa velmi stabilni oligome..
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Obr. 5.21 A- Autokorel@ni funkce ziskan&{ meieni DLS proteinu SUC o koncentraci
0,6 mg/ml apod uhlem rozptylu 90°B — Distribuce hydrodynamickych pol@nd

vypaitena zautokorelani funkc g®(z).
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Z vypactu pongru hodnot gyréniho a hydrodynamického polénu (p = Ry/Ry)
¢astic byla ziskana hodnota 0,76, ktera odpovid&itéferickému tvarug = 0,75). Bylo
nutné uvazit, zda maly pik v oblasti 10 nm (ob215B, viz str. 87) neodpovida dalSimu
oligomernimu stavu tohoto proteinu, ktery je moZzastoupen i v nezanedbatelném
mnozstvi, ale §i gelové permemi chromatografii nebylo dosazeno jejich vzajemné
separace. Tato hypotéza byla vSak vyvracena vyglagkeni statického rozptylu stta.
Pritomnost &chto ¢astic by se projevilarpdevsim fi méieni intenzity pod &3imi Ghly
rozptylu a jistym odchylenim od vyslednych lineémizavislosti ve vynosu Zimmova
diagramu. Obr. 5.22 vSak vypovida o am& monodisperzitvzorku.
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Obr. 5.22 Zimmiv diagram ziskany z nasfenych dat statického rozptyluétie roztoku
proteinu SUG1 o koncentraci 0,6, 0,3 a 0,2 mg/nal oly rozptylu 30° aZz 150° v rozmezi
10°. Smernice zavislosti Kc/R na g extrapolované k ¢ = Gkytuje hodnotu gykmiho

polomeru. (Tento obrazek byl vyt¥en pomoci softwarové aplikace Kficimu pistroji
ALV)
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Tvorba vysokomolekularnich¢astic byla prokdzana i pomoci analytické
ultracentrifugace, ktera vSak neumoznil&itusedimentani koeficienty a proto nejsou

ziskana data prezentovana.

5.3.2 Méieni stability proteinu p¥i 18 °C

Protein SUGL1 byl uloZen v termostatu po dobu des#ti kde byl vystaven teplodt
18 °C pro sledovani jeho stability. V dvoudenniciteivalech byly odebirany vzorky
proteinu o objemu 15 ul pro jejich naslednou analyamoci SDS-PAGE.
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Obr. 5.23 Vizualizovany 12% SDS-PAGE gel po elektroforetahalyze vzork proteinu
SUG1 uchovavanéhaipl8°C. Do prvni drahy byl nanesen standard molekulovydh va
(uvedena relativni molekulova hmotnost je &gtha faktorem 1000). Do dalSich drah zleva
byly postupg nanaSeny vzorky proteinu SUG1, uchovanéingplog 18 °C véasovém
odstupu 0, 2, 4, 6, 8 az 10tdrCelkovy objem vzork ¢inil 20 ul (15ul vzorku frakce +
5ul vzorkovaciho pufru). Zény migrace proteinu SUG@Hpovidaji jeho relativni

molekulové hmotnosti cca 46000.

Zobr. 5.23 je &jmé, Ze protein vykazuje velmi dobrou stabilityposnalou
kinetikou jeho degradace ifipjeho dlouhodobém vystaveni te@ol8 °C. V roztoku

nebyly patrné znamky precipitace az do osmého dmerpvani.

89



6 DISKUZE

Predmétem studia této diplomové prace je protein SUGZXErktje integralni
soutasti reguladniho komplexu 26S proteasomu a podili se na mnoh&iych procesech
spojenych s degradaci jejicikastniki nebo regulaci jejich funkce [32,33,34]. N
zndmym mechanismem s&astni regulace G-proteinové signalizace ve fotgierech na
zakladt interakce s fosducinem, ktery je takto célearoteolyticky degradovan [5,43]. Je
mozneé, Ze je tentoéf spjaty s fisobenim fosducinu jako potencialniho transkripo
faktoru [52].

Pro blizSi studiuméchto interakci bylo nezbytné nalézt optimalni patkyipro
vyrobu lidského SUGIn vitro. Za timto @elem byly exprimovany a purifikovanyi fazni
varianty €tytfi expresni konstrukty) tohoto proteinu - SUG1-6xHisHis-G_B1-SUG1
a GST-SUG1. Podminky purifikace vyZzadovaly ¥kterych gipadech dlouhodobou
optimalizaci pro zvySeni wyiku a cistoty proteinu. RestoZze vysledkem vSech
provedenych purifikaci (kro#n testovani konstruktu SUG1/pST39) byla tvorba
vysokomolekularnichtastic, nejvice uspokojivé vysledky tykajici se kyal vyzku
proteinu byly pozorovanyippurifikaci proteinu SUG1 ve fazi s proteinem G_Bktery
mohl byt nasled& S&pen pro studium nativniho stavu proteinu. Tentdedek je vniman
pozitivré uz jen z dvodu, Ze pedchozi purifikace tohoto proteinu byly pro¢ag za
denaturujicich podminek [5,36]. Tvorba vysokomolékuich a definovahuspdadanych
sférickych oligomel byla potvrzena i gienim rozptylu sdtla, pricemz oligomerizace
tohoto proteinu je paténdilezita i pro jeho funkni aktivitu a je zprogedkovana N-
terminalnimi helixy obsahuijici ,coiled-coil* domérj82,40]. Z dosavadnich studii navic
vyplyva, Ze do interakce s ligandy vstupuje SUG#&mci celého regutamiho komplexu po
jeho separaci od 20S proteolytického jadra [42ksB®Ze pesnd struktura nalezenych
¢astic nebyla stanovena, v3e nmkuje tomu, Ze jeho N-termindini domény jsou
uspdadany u povrchu rozsahlého komplexu,tzatlu velmi dobré fistupnosti TEV
proteasy fi St¢peni G_B1 proteinu.

Dale bylo toto chovani porovnano s jeho jiz solprostudovanym archedlnim
homologem proteinem PAN fiPpurifikaci tohoto proteinu byla také zaznamen&raba
vysokomolekularnich oligomér (patrre dodekamel), ale gedpoklada se, Ze funkci
zastava pouze ve formhexameru [29]. Obtizné ziskani krystalografickéldury tohoto
proteinu bylo pipisovano obsahu mnoha flexibilnich U8ela proto byl tento protein

podroben limitované proteolyze.
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Z t&chto vysledk vySlo najevo, Ze oligomerizace je spojerfadevsim s neuspadanou
strukturou prvnich &kolika desitek aminokyselin [25]. Schopnost tvorbligometa
zanikla po jeho rozdeni do dvou subkompléx coz by mohlo byt pouZitelné fipstudiu
SUGL1. Jednalo by seagrleviim o fipravu expresniho konstruktu proteinu SUGL, ktery
bude postradat géteini neusptadané strukturni prvky a jeho studium bude v budouc
prioritou. Na zaklad predikce sekundarni struktury a vysoké homologiprimarni
struktue s proteinem PAN (#Hoha B) by byl SUG1 rozflen do dvoucasti, které
piedstavuji odélenou N-terminalni a AAA-ATPasovou doménu. Otazeuzda separaci
téchto domén, nedojde ke kompletni zir&iologické aktivity, kterd zabrani studiu jeho
interakci s fosducinem.

Krom¢ proteinu SUG1 je do této drahy zapojen geanskrigni faktor CRX,
jehoz funkce je regulovana interakci s C-termindksti fosducinu [4]. €inky téchto
vazebnych partnér fosducinu jsou spojeny sjeho potencionalni roti pegulaci
transkripce specifickych gérv sitnici a jinych tkanich, kteréast&né objasiuje i tlohu

ostatnich isoforem fosducinu [52].
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7 ZAVER

Byly ptipraveny expresni konstrukty proteinu SUG1 v plainpET-29b a pRSFDuet-
1, jejichZ produkty jsou proteiny SUG1-6xHis a 6848 B1-SUGL1

Byly provedeny testy expreséchto proteiri v bakteriich Rosetta(DE3) a BL21(DE3),
které potvrdily vysokou produkci proteinu pouze Hppdk exprese konstruktu
SUG1/pET-29b

Byly exprimovany a purifikovanyii fazni varianty proteinu SUG1 (SUG1-6xHis,
6xHis-G_B1-SUG1 a GST-SUGZXtyt expresnich konstruktza fiznych podminek
purifikace. Kron& konstruktu SUG1/pST39 byla zaznamenana produkimvétio
proteinu, ktery se po provedeni gelové perméahromatografie vZzdy nachazel ve
vysokomolekularni frakci. Pro dalSi studium byl wdb protein 6xHis-G_B1-SUG1

piedevsim z @ivodu moZného odstrani fazniho partnera.

VnéjSi struktura tveenych céastic byla charakterizovana érenim dynamického
| statického rozptylu sla, pricemz ziskana data predikovala jejich definované
uspadadani a sféericky tvar. Beni statického rozptylu poukézalo i na &mau

monodisperzitu vzorku.

Protein SUG1 je dostates stabilni @i vystaveni teplat 18°C v ¢asovém horizontu
deseti dd.

Podobné chovani tohoto proteinu bylo zaznamenanarchealniho homologu proteinu
PAN. Na zéaklad jeho struktury budouijpraveny dalSi expresni konstrukty zkracenych
verzi proteinu SUG1,ipjejichz produkci by mohla byt tato nadma oligomerizace

efektivre potlatena.
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Priloha A

Sekvence nukleotidh cDNA a sekvence aminokyselin isoformy 1 lidskéhoUss1

Pasatekcteciho ramce a jeho konec je ozea Zlutym zvyrazénim

(databdze NCBI www.ncbi.nlm.nih.goy

gt ctt caggt cccaat cct ccget t ccgeget t gcgecgeccaagacggcet cggat geccgge
V FRS QS SASALAROQDGS ST DASG
ggt ct ct gct gaagagagaagat ggcgct t gacggaccagagcagat ggagct ggaggag

G L C- REKMALUDGZPEU QMETL E E
gggaaggcaggcagcggact ccgccaat at t at ct gt ccaagat t gaagaact ccagct g
G K AGSGLROQYY L S K1 EEL QL

at t gt gaat gat aagagccaaaacct ccggaggct gcaggcacagaggaacgaact aaat
Il VN DKS SO OQONLTI RRLU OAOQQRNTETLN
gct aaagt t cgcct at t gcgggaggagct acagct gct gcaggagcagggct cct at gt g
A KV RLULIREIEL QL L QE QG S YV
ggggaagt agt ccgggcecat ggat aagaagaaagt gt t ggt caaggt acat cct gaaggt
G EVVRAMDI KKKV L V KV HPE G
aaatttgttgtagacgt ggacaaaaacatt gacat caat gat gt gacacccaatt gccgg
K F v v DVDI KNI DI NDVTWPNT CR
gt ggct ct aaggaat gacagct acact ct gcacaagat cct gcccaacaaggt agaccca
V AL R NDJSYTULMHI KI L P NIKVDP
tt agt gt cact gat gat ggt ggagaaagt accagat t caact t at gagat gat t ggt gga
L vsL MMV EIKVPDSTYEWMI GG
ct ggacaaacagat caaggagat caaagaagt gat cgagct gcct gt t aagcat cct gag
L DK QI KEI K EVI EL PV KHPE
ct cttcgaagcact gggcat t gct cagcccaagggagt gct gect gt at ggacct ccaggce
L FEAL GI A QPIKGVLLY GUZPPG
act gggaagacact gt t ggcccgggct gt ggct cat cat acggact gt acctttatt cgt
T GK TLL ARAVAHMHAHTDT CTF 1 R
gt ct ct ggct ct gaact ggt acagaaat t cat aggggaaggggcaagaat ggt gagggag
vV S GS EL V QK FI GEGARMVYVRE
ctgtttgtcat ggcacgggaacat gct ccat ct at cat ctt cat ggacgaaat cgact cc
L F VMARIEHAWPSI I F MDETI D S
at cggct cct cgcgget ggaggggggt t ct ggaggggacagt gaagt gcagcgcacgat g
Il G S S RL EGGSGGDSEVQRTWM
ct ggagt t gct caaccagct cgacggct t t gaggccaccaagaacat caaggttat cat g

L E L L NQULUDGFEA AT KNI KV I M
gct act aat aggat t gat at cct ggact cggcact gct t cgcccagggcgceat t gacaga
A T NRI1 DI L DSALLRZPUGRI DR
aaaatt gaattcccaccccccaat gaggaggcccggcet ggacatttt gaagattcattct
K1 E F P PPNUEEARLDI L K1 H'S
cggaagat gaacct gacccgggggat caacct gagaaaaat t gct gagct cat gccagga
R K MNULTWRGI NL RKI A EL MPG

gcat caggggct gaagt gaagggcgt gt gcacagaagct ggcat gt at gccct gcgagaa
A S GA EV K GV CTEAGMYAL R E
cggcgagt ccat gt cact caggaggact t t gagat ggcagt agccaaggt cat gcagaag
R RV HVTQEIDZFIEMMAYVAKV MAQK
gacagt gagaaaaacat gt ccat caagaaat t at ggaagt gagt ggacagcctttgtgtg
D S EKNMSI KKULWK- VDS SL CV
tat ct ct ccaat aaagct ct gt gggccaagt cct ct aggaaaaaaaaaaaaa

Y L S NKAL WAIK S S R K K K K
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Pocet aminokyselin : 406
Relativni molekulova hmotnost: 45626
Teoreticka hodnota pl: 7,11

Extinéni koeficient: 0,349 /g

Hodnoty ziskdny pomoci nastroje ProtParamny.expasy.ory
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Priloha B

Porovnani primarni struktury lidského SUG1 a archedniho homologniho
proteinu PAN (Methanocaldococcus Jannaschii).Alignment byla ziskdn pomoci
internetového néstroje ClustalW a upraven v progrdioEdit Sequence Alignment Editor.
Shodné a podobné aminokyseliny jsou v obou sekekmsiyrazgny jednotnou barvou.

10 20 30 40
] P e T ]
Sl VML DGPEQMEL E E SGLRAQYYLS
PAN_METJA MVFEEF | STELKKEKKICFTEEFKEEKE INDNSNLKNDLLK
50 B0 70 80
I I I I I I
SUG1_HUMAN Q D Q RRLG ’i‘ R
PAN_METJA Q R R RENLQLM
a0 100 110 120
I I I I | I | I
SlUcI PR EELQLLQEQGSYVEGEVVRLOMDKKKVLYKVHPEGKEVVYDV
PAN_METJA RRELDRMRVPPL IVEGTVVDKVGERKVVVKSSTGPSFL VNV
130 140 150 160
S NI o] [
Sl YD KN I D INDVTPNCRVLILRNDSYTLHK I LPNKVDPLVSLMM
PAN_METJA SHEVNPDDL 'PGKRVCLNQQTLTVVDVLPENKDXR . KLIME
170 180 190 200
] N T o] [
Sl N VEKVPDSTYEMIGGLDKQIKEIKEVIELPVKHPELFELILG
PAN_METJA VDERPNVRYED | GGLEKQMQE IREVVELPLKHPELFEKVG
210 220 230 240
] I o] [
SUG1_HUMAN ILQPKGVLLYGPPGTGKTLL R[NV HHTDCTF IRVSGSEL
PAN_METJA |EPPKG I LLYGPPGTGKTLL U IKINVIATETN . ATFIRVVGSEL
250 260 270 280
] N o] [
Sicy UV VAKE | GEG \RMVRELFEVM/SREH':SPS | | FMDEIDS | GSSR L
PAN_METJA VKKF IGEG .'SLVKD | FKLI."KEK.'\PS | |IFIDE IDJ.\I KR'T
290 300 310 320
I I I I | I I I
SlUci [PV E GGSGGD SEVAQRTMLELLNQLDGFE NTKNI KV IM.TNR I D
PAN_METJA D.OLTGGDREVQRTLMQLLI'EMDGFD I RGDVKI IG. . TNRPD
330 340 350 360
] I o] .
SUG1T_HUMAN ILDSALLRPGRIDRKIEFPPPNEE . NRLDILKIHSRKMNL T
PAN_METJA ILDP'NILRPGREDR I |IEVPINPDEKGRLEILKIHTRKMNL
370 380 380 400
] I T o] .
SlUCI TPV R G | NLRK I [SELMPEASEG\EVKGVCTELGMY SLRERRVHV T
PAN_METJA EDVNLEE |I'\KMTEGCVG 'ELK[NICTE ."GMN :'\lRELRDY VT
410 420 430
] N ]
SUG1_HUMAN "F D QKD
PAN_METJA MDD R P D R
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Svoluji k zamj¢eni této prace pro studijnicély a prosim, aby byl#&dre vedena evidence
vypijcovateh.

Q(

Jméno a gjmeni slo OP Datum vypij éeni Poznamka

S adresou
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