UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI
PRIRODOVEDECKA FAKULTA
KATEDRA BIOFYZIKY

BAKALARSKA PRACA

Expresia C23 a C45 sluciek jednotlivych Pudskych izoforiem
Na'/K*-ATPazy v E. coli

Vypracovala: Martina Jame¢na
Studijny odbor: Biofyzika

Veduca bakalarskej prace: Mgr. Jaroslava GeletiCova



Dakujem veducej prace, Mgr. Jaroslave Geleti¢ovej, za ochotu, odborné vedenie
apomoc pri experimentalnej a teoretickej &asti prace. Dalej by som chcela

pod’akovat’ Bc. Tereze Stenclovej za pomoc pri expresii a purifikacii proteinov.



Prehlasujem, Ze som bakalarsku pracu vypracovala samostatne, pod vedenim

Mgr. Jaroslavy GeletiCovej a S pouzitim zdrojov, ktoré citujem v zozname literatury.

V Olomouci dna 12. 5. 2016



Suhrn

Tato bakalarska praca sa zameriava na optimalizdciu expresie velkej
cytoplazmatickej slucky C45 (medzi transmembranovymi helixami M4 a M5) a slucky
(23 (medzi transmembranovymi helixami M2 a M3) Na'/K*-ATP4zy.

Teoretickd Cast’ prace strune popisuje problematiku membranovych proteinov, ich
funkciu a §truktaru s dorazom na izoformy podjednotky o Na*/K'-ATPazy. Dalej je
spracovany teoreticky zaklad metdod molekuldrnej biologie, ktoré boli pouzité pri
heterologickej expresii proteinov v E. coli. Cielom experimentalnej Casti bola expresia
sluciek C23 aC45 jednotlivych Tludskych izoforiem Na'/K'-ATPazy v E. coli
anavrhnutie optimalizacie pre zvysenie &istoty vytazku. Uspesne bola uskutoénena
optimalizacia expresie sluciek a; C45 a az C45. Bohuzial’ expresia proteinov a; C23, oy

C23, a3 C23 a a3 C45 vyzaduje komplexnu optimalizaciu.



Summary

The thesis is focused on the optimalization of the large cytoplasmic loop C45
(connecting transmembrane helices M4 and Mb5) and the loop C23 (connecting
transmembrane helices M2 and M3) of Na'/K*-ATPase.

The theoretical part describes the issue of membrane proteins, their function and
structure; it is mainly focused on the isoforms of a-subunit of Na'/K*-ATPase. The
basics of molecular biology methods used at the heterologous expression of proteins in
E. coli are outlined. The aim of the experimental part was to express C23 and C45 loops
of the human Na'/K'-ATPase isoforms in E. coli and to suggest an optimalized
procedure to increase the purity of the output. The optimalization of a; C45 and az C45
loops was successful. Unfortunately the protein expression of a; C23, ap C23, az C23

and oy C45 requires further optimalization.
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Uvod

Na'/K*-ATP4za je jednym z najvyznamnej$ich enzymov zivoé&isnych buniek, ktory
vymenou dvoch sodnych idnov za tri draselné i6ny udrziava pokojovy membranovy
potencial, osmoticku rovnovahu a sekundarny transport latok. Nespravna ¢innost’ tohto
enzymu vedie k celej rade ochoreni.

Struktarne sa tato pumpa deli na tri podjednotky o, B, y. Podjednotka a je tvorena
vel'kou cytoplazmaickou sluckou C45 a sluckou medzi helixami M2 a M3 oznacovanou
ako slucka C23.

Velka cytoplazmatickd slu¢ka nesie rovnaké Struktirne a funkéné vlastnosti ako
cely enzym a mdze byt jednoducho exprimovana v E. coli. Na'/K*-ATP4za napriklad
interaguje s cisplatinou, ktora ¢asto sposobuje funkéné poskodenie obli¢iek pri
chemoterapii. K tejto interakcii dochadza s velkou pravdepodobnostou v oblasti C45
slucky [Kubala et al. 2014].

Problematika Na*/K'-ATP4zy so zameranim na jej funkciu, $truktiru a izoformy
podjednotky o je uvedend v teoretickej Casti spolu s tedriou metdd pouzitych pri
heterologickej expresii proteinov v E. coli.

Cielom experimentalnej Casti bola expresia C45 a C23 sluciek troch izoforiem
podjednotky o v E. coli. Na zaklade pozorovaného mnozstva a Cistoty jednotlivych

proteinov bola navrhnuta optimalizacia pre zvysenie Cistoty vytazku.



1 PrehPad problematiky

1.1  Membranovy transport

1.1.1 Struktiira cytoplazmatickej membrany

Bunkové membrany su nevyhnutné pre zivot bunky. Zakladom cytoplazmatickej
membrany je lipidova dvojvrstva, do ktorej su vélenené proteiny. Membrana je tvorena
amfifilnymi molekulami lipidov, tzn. majacimi hydrofilnt hlavi¢ku a hydrofobny
chvost.

Cytoplazmatickd membrana obklopuje vnutorny priestor bunky, ¢im vymedzuje jej
hranice a udrziava rozdielnost’ prostredia medzi cytozolom a vonkajsim okolim bunky.
Transmembranové idnové gradienty, ktoré vznikaju aktivitou membranovych proteinov,
su vyuzivané na syntézu ATP, riadenie membranového transportu urcitych latok,
produkciu a prenos elektrického signalu v nervovych a svalovych bunkach ako reakcia
na vonkajSie podnety. Kapitola 0 membranovom transporte bola spracovana podla

knihy [Alberts et al. 2007, str. 617 — 657].

Membranové proteiny

Membranové proteiny udel'uju kazdej cytoplazmatickej membrane charakteristické
funkéné vlastnosti. Mnozstvo atypy proteinov v membrane st variabilné. LiSia sa
Struktirou a spésobom, akym st spojené s membranou, ¢o odpoveda rozdielnosti

funkecii. Z hl'adiska funkcie sa delia na prendsace, receptory a enzymy.

lipidova
dvojvrstva

Obrazok 1: Sposoby asociacie membranovych proteinov s lipidovou dvojvrstvou.
Integralny protein S transmembranovou doménou a-helix (1), viacnasobny a-helix (2)

a B-skladany list (B-barel) (3). Proteiny, ktoré asociuju len s jednou stranou membrany:



asociacia prostrednictvom amfifilného o-hélixu (4), asociacia prostrednictvom
kovalentnej védzby (5). Proteiny vo vonkajSom prostredi bunky: asocidcia
prostrednictvom GPI kotvy (6). Periférne proteiny (7, 8). Spracované podl'a [Alberts et
al. 2008, str. 630].

Na obrazku 1 st uvedené spdsoby, akymi moézu byt membranové proteiny
asociované s lipidovou dvojvrstvou. Najvicsie zastupenie maju integralne proteiny,
ktorych polypeptidovy retazec prechddza aspon raz cez membranu, vid® obrazok 1
(proteiny 1, 2, 3). Hydrofobne casti proteinu prechadzaji lipidovou dvojvrstvou, kde su
izolované od vody, zatial' ¢o hydrofilné Casti proteinu su vystavené vode na oboch
stranach membrany. Druhu skupinu tvoria proteiny, ktoré sa nachadzaju v cytozole
a asociuju s membranou bud’ prostrednictvom amfifilného alfa helixu, vid’ obrazok 1
(protein 4), alebo su kovalentne viazané na lipidové ret'azce, vid’ obrazok 1 (protein 5).
Tretiu skupinu tvoria proteiny nachadzajiace sa vo vonkajSom prostredi bunky, ktoré st
spojené kovalentnou védzbou s oligosacharidom a prostrednictvom fosfatidylinozitolu s
vonkaj$ou stranou membrany, vid’ obrazok 1 (protein 6). lde o takzvant GPI kotvu.
Stvrt skupinu tvoria proteiny, ktoré su viazané s membranou prostrednictvom
nekovalentnej vizby s inym membranovym proteinom. Nazyvaju sa periférne proteiny

a st zobrazené na obrazku 1 (proteiny 7, 8).

Priepustnost’ lipidovej dvojvrstvy je obmedzena velkost'ou, polaritou a nabojom
molekal. Malé nepolarne molekuly (kyslik) a nenabité polarne molekuly (voda)
prechéddzaju membranou samovolne. I6ny, nabité molekuly a vel'ké polarne molekuly
neprechadzaji membranou samovolne, ale prostrednictvom transportnych proteinov.

Transportné proteiny delime na prendsafe akanalové proteiny, vid obrazok 2.
Prenasace vplyvom naviazania urcitej latky podliehaji konformaénym zmenam, ktoré
vedu k transportu latky cez membranu. Uzatvaratelné¢ io6nové kandly umoziiuju
predovsetkym transport iénov. Tento transport je zabezpeCeny elektrochemickym
gradientom, ktory umoziuje samovolny prechod latky iba jednym smerom. Oproti
tomu, elektrochemicky gradient je tvoreny koncentraénym gradientom (samovolny
prechod molektl z miesta s vy$Sou koncentraciou do miesta s nizSou koncentraciou) a
membranovym potencidlom (rozdiel nabojov medzi vonkajSou a vnutornou stranou

membrany).



(A) Prenasac prenasana latka (B) Kanalovy protein
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vazbové miesto voqny

por
Obrazok 2: PrenasacCe a kandlové proteiny. Dve rdzne konformécie prenaSaca
S vizbovym miestom pristupnym najskor z jednej, potom z druhej strany lipidovej
dvojvrstvy (A). Kandlovy protein formujuci vodny por, cez ktory mézu prechadzat’

latky (B). Spracované podla [Alberts et al. 2008, str. 653].
1.1.2 Pasivny a aktivny transport

Transportné deje sa delia z hladiska spotreby energie na pasivny a aktivny
transport. Vsetky kanaly, ale aj niektoré prenaSace dovoluju latkam prechadzat’ cez
membranu pasivne. Nenabité molekuly st transportované na zéklade rozdielu
koncentracii na opa¢nych stranach membrany. V pripade transportu nabitych molekul je
pasivny transport riadeny elektrochemickym gradientom. PretoZe transport v smere
koncentra¢ného a elektrochemického gradientu nevyzaduje energiu, ozna¢ujeme ho ako
pasivny transport.

Proces, ktorym prenasaé¢ transportuje molekulu cez lipidova dvojvrstvu je mozné
prirovnat’ k interakcii enzymu so substratom, ale na rozdiel od klasickej enzymatickej
reakcie, prendSand molekula nie je premenend. K prenosu latky dochadza vplyvom
reverzibilnych konformac¢nych zmien, ktoré striedavo odkryvaju vizbové miesta najskor
na jednej, potom na druhej strane membrany. Tento mechanizmus je zobrazeny na

obrazku 3.

prenasana latka

E stavA <_——> stavB

VONKAJSA Q
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Obrazok 3: Model znazorniujiici konformaéné zmeny prenasaca pri pasivnom

transporte. Vizbové miesto prendsaca pristupné z vonkajSej strany lipidovej dvojvrstvy



— konformacny stav A. Vizbové miesto prendsaca pristupné z vnutornej strany lipidove;j
dvojvrstvy — konforma¢ny stav B. Prenasa¢ naviaze latku na jednej strane dvojvrstvy
a vplyvom konformacnej zmeny ho prenesie na druht stranu membrany. Ak je
koncentracia latky vo vonkajSom prostredi viac¢sia ako vo vnutornom, viac latky sa
naviaze v konformacnom stave A a dojde k prenosu latky v smere jej koncentra¢ného

gradientu. Spracované podla [Alberts et al. 2008, str. 655].

Transportné proteiny taktiez zabezpecuju aktivne pumpovanie latok cez membranu
proti elektrochemickému gradientu. Energia potrebnd na tento transport je ziskavana
napriklad z hydrolyzy ATP. Tento proces sa nazyva aktivny transport a je
sprostredkovany prenaSami, ktoré si oznaCované ako pumpy. Aktivny transport
V bunke méze prebiehat’ tromi odliSnymi spdsobmi. Ide o spriahnuté prendsace (prenos
jednej latky cez membranu proti elektrochemickému gradientu je spojeny s pasivnym
prenosom druhej latky v smere elektrochemického gradientu), pumpy riadené ATP
(prenos latky je spojeny s hydrolyzou ATP) a pumpy riadené svetlom (prenos latky

vyuZziva energiu ziskanu zo svetla), vid’ obrazok 4.

SVETLO
o m O ® 2 e
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[ADP] + Pi

SPRIAHNUTY ~ PUMPARIADENA  PUMPA RIADENA
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Obrazok 4: Tri sposoby aktivneho transportu. Usporiadané smerom zlava doprava
st Spriahnuty prenasa¢, pumpa riadena ATP, pumpa riadena svetlom. PrenaSana
molekula je znazornend Zltou, zdroj energie potom cervenou. Spracované podla

[Alberts et al. 2008, str.656].

Podl'a poétu prenaSanych Castic rozliSujeme uniport a kotransport, vid’ obrazok 5.
Pokial’ prenasace sprostredkivaju prenos len jednej latky z jednej strany membrany na
druhti, potom ide o uniport. V pripade kotransportu (spriahnutych prenasacov) je prenos

jednej latky sprevadzany prenosom druhej latky. Ak st obe latky prendsané jednym



smerom, hovorime o symporte. Ale ak sa pohybuju v opaénych smeroch, hovorime

0 antiporte.
transportovana latka kotransportovana latka
Y
lipidova ‘|' \II’
dvojvrstva | ! I I

@
UNIPORT  SYMPORT  ANTIPORT,

spriahnuty prenos

Obrazok 5: Modely prenasacov vo funkcii uniport, symport a antiport. Spracované
podla [Alberts et al. 2008, str. 656].

Antiport a symport umoznuju vyuzivat' energiu uvolnent pri prenose jednej latky
(najcastejSie 16nu) v smere elektrochemického gradientu na transport druhej latky proti
smeru elektrochemického gradientu. Preto prenaSaCe riadené 16nmi zabezpeCuju

sekundarny transport a prenaSace riadené¢ ATP zabezpec€uji primarny transport.
1.1.3 ATPazy

Pumpy riadené ATP st casto oznaCované ako transportné ATPazy, pretoze
katalyzujii hydrolyzu ATP za vzniku fosfatu a ADP. Ziskanli energiu pouZivaji na
prenos i6nov a inych latok cez membranu. RozliSujeme tri typy pamp riadenych ATP.

ATPazy P typu st transmembranoveé proteiny. Ich nazov je odvodeny od
fosforylacie, ktorej enzym podliecha pocas reakéného cyklu. Do tejto skupiny patria
napriklad pumpy, ktoré prenasaji Na*, K*, H" a Ca" iény.

ATPazy F typu sa nachadzaji v mitochondriach alebo v bakterialnej membrane, kde
vol'nu energiu z gradientu vyuZivaju na syntézu ATP. ATPazy V typu su Struktirne

podobné ATPazam F typu, ale nachadzaju sa v lyzozomoch, vakuoléach a vezikulach.



Poslednym typom su ABC transportéry, ktorych nazov je odvodeny z anglického
ATP-binding cassette. Na rozdiel od predchadzajucich ATPaz, ktoré pumpuji

predovsetkym i6ny, tieto transportéry pumpuju malé molekuly.



1.2 Na'/K™-ATPaza

Na'/K'-ATPaza, oznatovana tiez ako sodno-draselna pumpa (Na'/K® pumpa) je
transmembranovy transportny protein. Bola jednym zprvych objavenych
membranovych proteinov a patri do skupiny ATP4z P typu [Morth et al. 2009]. Na*/K*-
ATPaza je zodpovedna za aktivny transport sodnych a draselnych i6nov cez
plazmaticki membréanu zivociSnych buniek. Vytvara audrziava vysoku vnutorna
koncentraciu K* iénov a nizku koncentraciu Na* iénov. Na'/K* pumpa vyuziva energiu
ziskanu z hydrolyzy ATP na transport troch Na* iénov von z bunky vymenou za dva K*
iony, ktoré vstupuju do bunky. Elektrochemicky gradient, ktory Na'/K* pumpa vytvara,
je dolezity pre udrzanie osmotickej rovnovahy bunky, pokojového membranového
potencidlu, excitacnych vlastnosti nervovych a svalovych buniek. NavySe gradient
ionov Na' umoziuje sekundarny transport iénov (H*, Ca?*, CI"), substratov (glukoza,
aminokyseliny) a neurotransmitérov cez cytoplazmatickii membranu. Ddlezita funkciu
ma predovietkym v oblickach, kde sa zapojuje do reabsorpcie Na® ionov a vody.
Na'/K" pumpa je preto dolezitd pri udrziavani homeostazy [Blanco, Mercer 1998]. Na
rozdiel od prenasacov, ktoré vyuzivajui gradient ionov Na* a tym ho redukuju, existuje

len jeden prenasac, ktory tvori gradient Na*, a to Na'/K*-ATP4za [Kubala et al. 2014].

Obrazok 6: Obrazok Na'/K'-ATPizy vytvoreny na zaklade $truktary PDB ID
2ZXE v programe PyMOL [Schrodinger 2010].



1.2.1 Katalyticky cyklus Na'/K*-ATPazy

Katalyticky cyklus Na'/K'-ATPazy spociva v prenose troch sodnych iénov von
z bunky advoch draselnych iénov do bunky. Pri  transporte i6nov dochadza
k prechodom medzi dvomi zakladnymi konformac¢nymi stavmi oznacenymi ako E1
aE2. Vstave E1 ma enzym vysoku afinitu k sodnym i6nom a ATP, ale nizku afinitu
k draselnym iénom. Vdzbové miesta pre kationy v E1 sa nachadzaju v transmembra-
novej doméne a st otvorené do cytoplazmy. Naopak, v stave E2 ma enzym vysoku
afinitu k draselnym iénom a nizku afinitu k sodnym ionom a ATP. Vazbové miesta pre
kationy su spristupnené z vonkajs$ieho prostredia bunky [Janovska et al. 2010].

Cinnost enzymu je popisana Post-Albertsovym cyklom, ktory je uvedeny na
obrazku 7.

e®
e @
N

@@

E,-Naz-Pi E,-Pi .
/

Es Na3 Pi Byl
/

Extracelularny
priestor 4
Naj-E4-ATP ® (

Intracelularny
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Obrazok 7: Post-Albertsov cyklus. Spracované podl'a [Gadsby et al. 2012].

Post-Albertsov cyklus zafina v stave E1l. V tomto stave dochadza k aktivacii

v . ’ . ’ + P ’ . ’ . r
¢innosti enzymu naviazanim 3 Na™ do vdzbového miesta na vnitornej strane membrany.



Nasledne dochadza k rozstiepeniu ATP na ADP a fosfatova skupinu Pi. V d’alsom
kroku je enzym fosforylovany, ¢o spdsobi konformacni zmenu enzymu. Teraz enzym
prechadza do stavu E2 s nizkou afinitou k Na*, ¢im dochadza k uvolneniu a transportu
sodnych iénov von z bunky.

Vizbové miesta st vystavené prostrediu s vysSou koncentraciou draselnych ionov a
afinita k enzymu je takisto vyssia. Naviazanie draselnych ionov sposobi defosforylaciu
enzymu, ktor nasleduje konformac¢na zmena. Enzym prechadza spat do stavu E1
s nizkou afinitou ku K*, ¢im dochadza k uvolneniu draselnych iénov do vniitra bunky

a cely cyklus sa opakuje [Kiihlbrandt 2004 a Martin 2005].
1.2.2  Struktira

Na'/K*-ATP4za je enzymovy komplex s molekulovou hmotnostou okolo 165 kDa
[Kubala et al. 2016]. Je zlozena z troch podjednotiek a, B, v, vid’ obrazok 8.

Obrazok 8: Struktira Na'/K'-ATPazy. Jednotlivé podjednotky s farebne
vyznaCené: podjednotka a zelend, podjednotka p modra apodjednotka y ruzova.
Obrazok vytvoreny na zadklade Struktary PDB ID 2ZXE v programe PyMOL
[Schrodinger 2010].
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Podjednotka o obsahuje vizbové miesta pre ATP, Na* a K* iény [Morth et al.
2009]. Jej hmotnost’ je okolo 110 kDa a existuje v Styroch izoformach (ay, ap, az, og).
Podjednotka a je zlozena z desiatich transmembranovych helixov ozna¢ovanych M1 —
M10 azdvoch cytoplazmatickych segmentov, ktoré st tvorené tromi doménami,

oznacovanymi ako A, P, N, vid’ obrazok 9.

Obrizok 9: Struktira podjednotky o. Amino koniec proteinu je znizorneny
zelenou, cytoplazmaticka slucka C23 je Cervena, velka cytoplazmaticka slucka C45 je
modrd, karboxylovy koniec proteinu je ZIty. Obrazok vytvoreny na zéklade Struktiry

PDB ID 2ZXE v programe PyMOL [Schrédinger 2010].

Doména A je tvorend priblizne 120 aminokyselinami atvori ju amino koniec
proteinu a cytoplazmaticka slucka C23 (medzi helixami M2 aMs3). Oznacenie
A pochadza z anglického ,,actuator, ¢o odkazuje na jej funkciu [Kaplan 2002 a Kubala
et al. 2014].

Domény N a P su tvorené vel'kou cytoplazmatickou sluckou C45 (medzi helixami
M4 aMs5), ktora je tvorend 430 aminokyselinami. Doména N (z anglického

»hucleotide®) obsahuje vdzbové miesto pre ATP a doména P (z anglického
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»phosphorylation*) obsahuje konzervovanu sekvenciu aminokyselin, na ktoru sa viaze

fosfatova skupina Pi [Morth 2007].

Podjednotka B je glykoprotein tvoreny jednym membranovym helixom. Obsahuje
tri  glykolyzované sekvencie s védzbovymi miestami pre N-glykozylované
oligosacharidy. Je tvorena z priblizne 370 aminokyselin a jej hmotnost je okolo 55 kDa.
Ulohou podjednotky B je ukotvenie a spravne zlozenie podjednotky o [Kaplan 2002].
Existuj tri izoformy podjednotky B [Blanco, Mercer 1998].

Na'/K*'ATP-aza je d’alej tvorend proteinom zo skupiny FXYD proteinov. Tieto
proteiny interaguji s Na'/K'ATP-azou a reguluju jej aktivitu Vv zavislosti od typu
tkaniva a izoformy [Lingrel 2010]. FXYD2 protein je definovany ako podjednotka v.
Tento protein bol prvym objavenym FXYD proteinom interagujicim s Na'/K'-
ATPézou. Podjednotka y je maly hydrofobny polypeptid s hmotnostou Vv rozmedzi 8 —
14 kDa [Blanco, Mercer 1998]. Vyskytuje sa predovsetkym v oblickach a reguluje
afinitu enzymu k Na* a K" ionom [Lingrel et al. 2007]. Pri vysokom negativnom
membranovom potenciali zvysuje afinitu ku K*. Pri nizSom negativnom membranovom
potenciali znizuje afinitu ku K", ale len v pritomnosti extracelularnych Na® iénov.

TaktieZ zvySuje afinitu ATP [Geering 2006].
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1.2.3 lzoformy podjednotky a

Zistenie, ze enzymy moézu byt exprimované vo viacerych formach sa stalo
prelomovym v oblasti biologie. V roku 1959 Markert a Moller ako prvi pouzili pojem
»izoforma® na popisanie odliSnych enzymov, ktoré katalyzuju rovnaké biochemické
procesy. Odvtedy vedci skimaju Struktirne odliSnosti enzymov s cielom porozumenia
ich fyziologie [Blanco, Mercer 1998].

V stéasnosti st zname $tyri izoformy podjednotky a a tri izoformy podjednotky
B [Lingrel 2010]. Samozrejme rdzne izoformy podjednotiek st kdédované réznymi
génmi.

Izoformy podjednotky a Na'/K*-ATPazy s exprimované v zavislosti od typu
tkaniva. Izoforma o4 je pritomnd vo vSetkych tkanivach, oy je pritomna predovsetkym
Vv kostrovych svaloch, srdci, mozgu a nervovych bunkach. Izoforma ag je predovsetkym
V neurénoch a a4 sa nachadza len v semennikoch, kde ovplyvituje pohyblivost’ spermii
[Therien et al. 1996].

Prvii demonstraciu izoforiem Na'/K'-ATPazy uskutoénil Sweadner, ktory
identifikoval dve formy podjednotky a. ISlo o obli¢kovi podjednotku o a mozgovu
formu, oznaCovanti ako o+. Izoforma o+ migrovala pomalsie na SDS
polyakrylamidovom géle abola citlivejSia k ouabainu [Sweadner 1979 v Blanco,
Mercer 1998]. Sweadnerova praca bola nasledovanéd Stidiami, ktoré sa zamerali na
biochemické vlastnosti oboch izoforiem. Rozdiely reaktivity izoforiem s
N-etylmaleimidom a citlivosti na pyritiamin naznacili, ze izoformy sa Strukturne liia.

Kompletna sekvencia aminokyselin izoforiem podjednotky o bola ziskana
z kruhovej DNA kodujucej polypeptidy z potkana, sliepok a ¢loveka. Bolo zistené, ze
izoformy sa lisia v diZke polypeptidového retazca.

Pokial’ porovname jednotlivé izoformy, tak a3 je najmensSia, pretoze obsahuje iba
1014 aminokyselin. 1zoforma o; je tvorena z 1024 a ap z 1021 aminokyselin. 1zoforma
04 je, ¢o sa dizky tyka, najvacsia podjednotka a je tvorena 1028 aminokyselinami.
Izoformy oy, 0p, a3 vykazuju podobnost’ 87%, zatial’ ¢o a4 je zhodna s o, iba zo 78%.
Najvicsia diverzita izoforiem spociva v Struktare N-koncovej casti polypeptidu,
extracelularneho vdzbového miesta pre ouabain a cytoplazmatickej casti medzi
aminokyselinami ¢islo 403 a 503 (podla ¢islovania sekvencie z potkana). Naopak
najviac podobné st v oblasti vdzbovych miest ATP a fosfatove; skupiny,

transmembranovych hydrofobnych segmentov a C-koncovej casti [Blanco, Mercer
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1998]. Sekvencie tychto miest su vysoko konzervované, ¢o vypoveda o ich vyzname

pre funkciu enzymu.

Enzymatické vlastnosti izoforiem podjednotky a

Pochopenie funkénych vlastnosti izoforiem ulah¢ila dostupnost’ klonovacej DNA,
ktora umoznila heterologicku expresiu. Jewell a Lingrel sa zaoberali $tidiom izoforiem
a1, o, oz [Jewell, Lingrel 1991]. Zmenou dvoch aminokyselin medzi prvym a druhym
transmembranovym helixom konvertovali oy aj oz na ouabain-rezistentné formy.
Klonovacie DNA, koédujuce zmutované ouabain-rezistentné izoformy oy, oz ako aj
prirodzene ouabain-rezistentni izoformu oy, boli vClenené do klonovacieho vektora,
ktory bol preneseny do HeLa buniek. V HeLa bunkach boli v pritomnosti 1 pM
ouabainu izolované jednotlivé ouabain-rezistentné izoformy od endogénnej ouabain-
citlivej Na'/K*-ATP4zy HeLa buniek. Analyza jednotlivych izoforiem ukézala, Ze oy
a oy preukazovali vyssiu afinitu k Na* ako oz. 1zoforma az vykazovala vyssiu afinitu
k ATP. Afinita vietkych izoforiem ku K* bola rovnaka [Jewell, Lingrel 1991]. Blanco a
Mercer v roku 1998 exprimovali vsetky izoformy v expresnom systéme bakulovirus-
hmyzia bunka. Vysledky odpovedali vlastnostiam, ktoré boli pozorované v pripade
expresie vSetkych izoforiem v eukarytickom expresnom systéme (HeLa bunky). Jediny
pozorovany rozdiel bol v afinite az ku K*, ktora bola niZ§ia v porovnani s o a ap. Tento
rozdiel mohol vzniknut v désledku rozdielneho prostredia buniek cicavcov
a bezstavovcov alebo v dosledku mutacii vazbovych miest pre ouabain [Blanco, Mercer
1998]. Clausen et al. v roku 2015 uskuto¢nili expresiu izoforiem o4 z potkana a mysich
izoforiem a3 — a3 vo vajickach Pazurnatky vodnej. Zistili, Ze vSetky tieto izoformy maja
porovnanim s izoformou oy z potkana (v pritomnosti 100 mM Na") vyssiu afinitu k Na®,
ouabainu a relativne nizku afinitu ku K [Clausen et al. 2015].

Najvicsi rozdiel izoforiem spociva v rozdielnej afinite k ATP a ouabainu. Na'/K*-
ATPaza je vysoko citliva na inhibiciu kardiotonickymi steroidmi, predovsetkym triedou
digitalis/ouabain, ktoré sa vyuzivaju pri liecbe arytmie a zlyhania srdca. Napriklad o4
izoforma je v pripade potkanej Na'/K*-ATP4zy relativne ouabain-rezistentna, zatial' ¢o
o, 03 a0y SU ouabain-senzitivne. VSetky l'udské izoformy podjednotky o su ouabain-

senzitivne [Lingrel 2010].
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1.3  Vybrané metédy molekularnej biotechnolégie

Analyza proteinov je komplexny proces pozostavajuci z heterolognej expresie
proteinov pomocou Kklonovacieho vektora v baktériach E. coli, purifikacie afinitnou
chromatografiou a naslednou elektroforézou az po stanovenie koncentracie. Kapitola

0 vybranych metodach molekularnej biotechnologie bola spracovana podla knihy
[Glick et al. 2010].

1.3.1 Klonovacie vektory

Podstata klonovania spoc¢iva vo vlozeni fragmentu DNA obsahujuceho vybrané
gény do klonovacieho vektoru (plazmid, kruhova DNA) a naslednom mnoZeni takto
ziskaného hybridného plazmidu v baktérii E. coli.

Klonovacie vektory st zaloZzené na bakteridlnych plazmidoch (kruhovd DNA), ktoré
s zbavené prebyto¢nych sekvencii a obsahuju gény nestce rezistenciu voéi antibiotiku,
sekvenciu s replikaénym pociatkom, regula¢né gény a multiklonovacie miesta. Pre
vlozenie DNA s vybranymi génmi sa vektor najskor rozStiepi endonukledzou
(restrikény enzym), ¢im sa vektor stdva linearnym. Vkladany fragment DNA a linearny
vektor potom mozu byt’ spojené pomocou DNA ligazy za vzniku hybridného plazmidu.
Takto vznikaji chcené kombinacie vektorov s fragmentmi, nechcené kombinacie
(napriklad kombinacie fragmentov DNA medzi sebou alebo kombindcie vektorov)

alebo prazdne vektory (uzavretie vektoru do povodného stavu).
1.3.2 Heterologicka expresia v baktériach E. coli

Prvym krokom heterologickej expresie je transformacia buniek baktérie E. coli.
Samotny proces vélenenia rekombinantnej DNA do bunky E. coli sa nazyva
transformécia. Bunky schopné prijat’ DNA sa potom nazyvaju kompetentné. Vlozenie
DNA do hostitel'ského organizmu vyzaduje narusenie bunkovej steny baktérie.
K tomuto ucelu sluzia metédy elektroporacie, tepelného Soku, ale aj Gene gun
(vstrelenie guli¢iek t'azkého kovu obalenych plazmidovou DNA).

Po transformadcii je potrebné identifikovat tie bunky, ktoré obsahuji rekombinantna
DNA. Na identifikdciu sluzia gény, ktoré nest rezistenciu voci antibiotiku. Pocas

transformacie st bunky inkubované v médiu bez antibiotik, ¢o vedie k expresii aj tych
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génov, ktoré nie su rezistentné voci antibiotiku. Po inkubdcii si bunky prenesené na
selekéné médium, ktoré obsahuje antibiotikum. Bunky, ktoré nesu dany vektor alebo
prazdny vektor, mozu rast’ v pritomnosti antibiotika.

Niektoré proteiny mozu byt’ produkované v bunkach baktérie E. coli z plazmidov,
ktoré st pod kontrolou Specidlnej sekvencie, tzv. operonu. NajcastejSie sa vyuziva Lac
operén, ktory pozostdva z promotora (na promoétor sa viaze RNA polymerdza),
operatorového génu (na operatorovy gén sa viaze regulacny protein) a Struktarnych
génov (Struktirne gény obsahuju genetickt informaciu o proteinoch, ktoré vzniknt ich
expresiou). Regulacny protein (tzv. represor) sa viaze na DNA, ¢im inhibuje
transkripciu génov zo sekvencie umiestnenej za tymto vizbovym miestom. Oproti tomu
vizba laktézy na represor spOsobi disocidciu represoru z DNA. V tomto pripade
hovorime o pozitivnej regulacii transkripcie, tzv. indukcii. Pre aplikacie molekulove;j
biologie je potrebna moznost’ spustit’ indukciu pridanim vybranej latky. V pripade Lac
operonu sa pouziva IPTG, ktoré posobi rovnako ako laktdza. V bunkach baktérii E. coli
sa tiez nachadza L-arabindza operdn, kddujuci proteiny, ktoré riadia katabolicky cyklus
L-arabindzy. Protein AraC je represor, ktory inhibuje transkripciu tychto génov. Vizba
L-arabindzy na represor spdsobi disociaciu represora z DNA, ¢im pozitivne reguluje

transkripciu [Johnson, Schleif 1995].
1.3.3 Purifikacia proteinov

Pred skumanim Struktury a funkcie proteinu je potrebné protein purifikovat
z bakterialneho lyzatu. Pretoze proteiny sa liSia velkost’ou, ndbojom a rozpustnostou vo
vode, neexistuje jedna univerzalna izolacnd metoda. Izolacia Specifického proteinu od
ostatnych vyzaduje celi Skalu metod od rozbitia buniek po separaciu proteinov
a analyzu pomocou elektroforézy. Molekuly, akymi st napriklad proteiny, mézu byt
separované na zaklade odlisnych chemickych a fyzikalnych vlastnosti. Cim su rozdiely
vlastnosti vicsie, tym je izolacia jednoduchs$ia. Dve najpouzivanejsie charakteristiky st
velkost (definovana ako dizka aminokyselinového retazca alebo molekulova

hmotnost’) a afinita.
Pred samotnou purifikaciou je potrebné uvolnit’ proteiny z buniek baktérie E. coli.

Na tento ucel sluzi napriklad sonikacia, pri ktorej vplyvom ultrazvuku dochadza

k narusSeniu buniek a uvolneniu ich obsahu.
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Prvym krokom purifikicie je najCastejSie centrifugacia. Pri centrifugacii dochadza
k separacii Gastic na zaklade ich hmotnosti alebo hustoty. TaZSie a hustej$ie Castice
sedimentuju rychlejsSie ako l'ahSie a redSie. Centrifugacia urychl'uje sedimentaciu silou
vacsou ako gravitacna sila. Miera sedimentacie je dana sedimenta¢nym koeficientom.

Najcastejsia je diferencidlna centrifugacia zaloZzend na separacii rozpustnych
proteinov od nerozpustného bunkového materialu. Nerozpustny material ako organely a
Casti membrany sedimentuju vo forme peletu, pri¢om rozpustné proteiny su stucastou
supernatantu. Supernatant moéze byt jednoducho odobrany a jednotlivé proteiny moézu

byt néasledne izolované radou purifikacnych metdd.

Druhé separacna technika je zalozena na principe interakcie rozpustenych molekul
v rozpustadle spevnym podkladom. V tejto technike, nazyvanej kvapalinova
chromatografia, je vzorka adsorbovand na matricu v kolone, kde putuje vplyvom
gravitacie alebo hydrostatickych sil. Vysledkom st frakcie obsahujice proteiny, ktoré
st d’alej analyzované. Povod matrice urcuje, ¢i separacia proteinov zavisi na rozdieloch
hmotnosti, naboja alebo afinity. RozliSujeme gélovu, ionexovu a afinitnu
chromatografiu.

Zakladom afinitnej chromatografie je schopnost’ proteinov Specificky interagovat’
s inymi molekulami. Ligandy, ktoré interaguju s cielovymi proteinmi, st imobilizované
v matrici. Ligandmi mézu byt enzymové substraty alebo iné malé molekuly. Afinitna
kolona zachyti len tie proteiny, ktoré sa naviazu na imobilizované ligandy a ostatné
proteiny prejdu kolénou bez ohl'adu na ich hmotnost’ alebo naboj. Pokial’ zachyteny
protein interaguje s inou molekulou, cely komplex je zachyteny na kolone. Proteiny
zachytené na koldne su eluované pomocou skokovej zmeny pH, koncentracie soli alebo
nadmernym pridanim ligandov. Takto dojde k naruSeniu vdzby protein-ligand a odmytiu
proteinov z kolony. Vyber vhodného afinitného paru ovplyviiuje schopnost’ separacie
proteinov, ale prili$ silna vizba medzi vazbovym parom moze byt’ neziaduca.

Afinitna chromatografia najCastej$ie vyuziva proteiny obsahujuce histidin [Ferrer-
Miralles et al. 2011]. Tato metéda je nenaro¢na a vykazuje znacnu efektivitu pri
purifikacii proteinu. Je mozné vlozit’ kratku sekvenciu DNA kodujicu minimalne Sest’
aminokyselin histidinu priamo do klonovacieho vektoru. Té4to sekvencia sa oznacuje
ako histidinovéa kotva (His-Tag). Afinita histidinovej kotvy k iénom Cu®*, Ni**, Co*

alebo zn?* umoziiuje rychlu separdciu proteinu od ostatnych bakteridlnych proteinov
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[Hengen 1995]. Iony kovu su z pravidla imobilizované na koléne, kde interaguju
S bakteridlnym lyzatom a proteiny s histidinovou kotvou moézu byt vyizolované

Z komplexnej zmesi proteinov.

Poslednym krokom je Ccasto elektroforéza, ktord sluzi na rychlu analyzu
purifikovaného proteinu. Elektroforéza je separacnd metoda, pri ktorej dochadza
k oddeleniu molekal posobenim elektrického pradu. Migracia nabitych molekul
Vv elektrickom poli je definovana pomerom naboja a hmotnosti. V pripade dvoch
molekul srovnakou hmotnostou, molekula s vacsim nabojom bude migrovat
k elektrode rychlejsie.

Separdcia proteinov modze byt uskutonena pomocou elektroforézy za
denaturujucich podmienok V polyakrylamidovom géle. Principom tejto metody je
rozdiel v migracii velkych a malych molekul, ktoré su aplikované do gélu. Gély sa
nalievaju medzi dve skla, kde tuhni postupnou polymeraciou akrylamidovych
monomérov.  Miera migracie molekul gélom je ovplyvnena velkostou podrov
zaostrovacieho gélu a privedenym elektrickym pridom. Pre zlepSenie separacie
proteinovej zmesi, su proteiny vystavené ionovému detergentu SDS. Tento detergent
denaturuje proteiny, ¢im vytvaraji polypeptidové retazce s negativnym nabojom a
rovnakym pomerom naboj:hmotnost. SDS eliminuje efekty spdsobené rozdielnym
tvarom, apreto je dizka retfazca priamo umerna hmotnosti a ako jedina rozhoduje
0 miere migracie proteinov. Pre rozStiepenie disulfidovych mostikov sa do zmesi
proteinov pridava merkaptoetanol, ktory tieto mostiky redukuje. Molekuldrnu hmotnost’
proteinu mozno kvalitativne odhadnit’ porovnanim vzdialenosti, ktor(i protein urazi
v géle, so vzdialenostou, ktor urazia proteiny so znamou molekulovou hmotnostou

Standardu.

Pri optimalizécii heterologickej expresie proteinov v baktériach je moZné menit

podmienky kultivacie, indukcie a purifikacie. Tieto zmeny s uvedené na obrazku 10.

18



°I“ oS @S \\
| & [} B : ‘n | °- e o °.° \
| 9 P o.__°%0 %5 g ‘
[ 90 t. o ‘ Py ',
{ o - ey

& & ]
kultivacia indukcia purifikicia
,‘. ‘
optimalizacia optimalizacia optimalizécia
OD kultdry koncentracia IPTG zloZenie pufrov
objem kultdry koncentracia L-arabinozy centrifugacia
aeréacia teplota kultivicie po indukcii podmienky eltcie
zlozenie média doba kultivécie

Obrazok 10: Schéma heterologickej expresie proteinov v baktériach. Vyznacené su

kroky pripravy, ktoré je moZné optimalizovat’. Obrazok kultivacnej banky bol upraveny

podr'a [Biotrade 2016].

1.3.4 Stanovenie koncentracie a istoty proteinov

Metdda Bradfordovej sa pouziva pri kvantitativnej analyze proteinu. Stanovenie
koncentracie proteinu je zalozené na principe naviazania farbiva Coomassie Brilliant
Blue G-250 na protein v kyslom pH. Naviazanie farbiva na protein spdsobi posun
absorp¢ného maxima zo 465 nm na 595 nm a prave narast absorbancie pri 595 nm je
monitorovany. Farebnd zmena je priamo umernd mnozstvu proteinu. Stanovenie
koncentracie je ruSené interferujicimi latkami ako sa SDS, Triton X-100, deoxycholan
sodny. Medzi prednosti tejto metddy patri nenaroc¢nost’ a rychlost. Ako kalibra¢ny

protein sa Casto pouziva hovidzi sérovy albumin [Bradford 1976 a Pec et al. 2008].

19



2 Material a metody

2.1 Kmei baktérie E.coli a expresné vektory

Kmen baktérie E. coli oznac¢ovany ako BL21 bol ziskany od New England Biolabs,
USA.

Jednotlivé expresné vektory boli skonstruované pomocou vlozenia génov pre C23
alebo C45 slu¢ku do vektoru pET28b. Tento vektor obsahuje rezistenciu na
antibiotikum kanamycin, ktoré bolo pouzité pre selekciu. Postup pripravy expresnych
vektorov pre jednotlivé izoformy aj slucky bol analogicky. Sekvencie vyslednych
vektorov boli overené pomocou sekvenovania DNA realizované firmou Seqme s.r.o.

Nasledne boli overené vektory pouzité k expresii jednotlivych sluciek.

Chemikalie pre kultivaciu baktérii

e LB médium — 10 g/l peptdn z kazeinu (Serva), 5 g/l kvasinkovy extrakt (Serva), 10
g/l NaCl (Lachner); pH 7,4.

e LA médium — LB médium, 1% agar (Sigma).

e Na pripravu selektivnych médii bol pouzity 30 mg/ml kanamycin (Fluka).

e Indukcia bola realizovana pomocou 100 mg/ml IPTG (Roth) a 1,3 M L-arabindzy
(Roth).

2.2 Priprava C45 slucky

Chemikalie a pufre na purifikaciu C45 slu¢ky

e Koloény na afinitni chromatografiu boli pripravené pomocou matrice Talon metal
afinity resin (Clontech) tak, ze vysledny objem kolonového materialu bol 2 ml.

e Purifikacny pufer — 10 mM TRIS (Sigma), 10 mM NaCl (Sigma); pH 8,8. Pri
optimalizécii purifikacie bola pouzita hodnota pH 7,5.

e Inhibitory proteaz — uvedené mnozstvo bolo pridané do 30 ml purifika¢ného pufru.
15 mg lyzozym (Sigma).
26 mg PMSF (Sigma).
10 pl leupeptin (Sigma) s koncentraciou zasobného roztoku 2 mg/ml.
4 ul pepstatin (Sigma) s koncentraciou zasobného roztoku 5 mg/ml.
10 pl 1 M dithiotreitol (Bio Rad).
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15 ul 200 mM EDTA (Fluka).

Dialyza¢ny pufer — 20 mM TRIS, 140 mM NaCl; pH 7,4.

Premyvaci pufer — 20 mM TRIS, 140 mM NaCl, 30 mM imidazol (Roth); pH 7,0.
Eluény pufer C45 — 500 mM imidazol; pH 8,5.

Pri optimalizacii purifikacného procesu bolo zloZenie eluéného pufru zmenené na

20 mM TRIS, 140 mM NaCl, 500 mM imidazol; pH 7,4.

2.2.1 Postup pripravy C4S5 slu¢ky

Vzhladom ku komplexnosti celého procesu, budeme jednotlivé kroky pripravy C45

slucky delit do nasledujicich krokov: priprava selekénych misiek a médii,

transformacia E. coli, okovanie a rast, indukcia a purifikacia.

M W

o

Priprava selekénych misiek a médii

LA a LB médium bolo sterilizované po dobu 20 minat pri teplote 121°C.

Po sterilizacii sa zmesi chladili a pri teplote okolo 55°C bolo k LA médiu pridané
antibiotikum kanamycin v pomere 1 pl antibiotika na 1 ml média.

Nasledne bolo LA médium rozliate do prichystanych misiek, kde tuhlo priblizne 20

minut.

Transformacia E. coli

Zmrazené zasobné roztoky baktérii boli citlivo rozmrazené pri teplote okolo 4°C.

K 10 pl zmrazenych buniek bolo pridanych 150 ng plazmidovej DNA.

Nasledne boli baktérie s plazmidmi inkubované 30 minat na l'ade.

Bol uskuto¢neny teplotny Sok pomocou inkubacie vzoriek po dobu 45 s vo vodnom
kupeli s teplotou 42°C.

Vzorky po teplotnom Soku boli 3 minuty chladené na l'ade.

Nasledne bolo pridanych 250 pl LB média s teplotou 37°C avzorky boli
inkubované za staleho mieSania (180 rpm) pri teplote 37°C po dobu 1 hodiny.
Baktérie boli nanesené na misky s prislusnym antibiotikom.

Misky s baktériami boli kultivované priblizne 16 hodin pri teplote 37°C.
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Oc¢kovanie a rast

1. Vsterilnom prostredi bola odobrata pomocou oc¢kovacej slu¢ky jedna kolonia
narastenych buniek a prenesend do 5 ml LB média, ktoré obsahovalo 5 pl
kanamycinu.

2. Nasledovala inkubéacia za staleho mieSania pri teplote 37°C priblizne 13 — 16 hodin.

3. Sucasne bol pripraveny roztok 200 ml LB média, do ktorého sa pridalo 200 pl
kanamycinu.

4. Potom sa vopred vypestovana kultura prepipetovala do objemu 200 ml a bola
inkubovana pri teplote 37°C za staleho miesania.

5. Rast buniek bol sledovany priebeznym meranim absorbancie na spektrofotometri
(Specord 250 plus, Nemecko) na vlnovej dizke 600 nm v 30 minatovych

intervaloch, az kym nebola dosiahnuta absorbancia v rozmedzi 0,6 — 0,8.
Indukcia
1. Expresia proteinu bola indukovana pridanim IPTG (kone¢na koncentracia 10 uM) a
L-arabindzy (konec¢na koncentracia 100 uM).
2. Expresia prebiehala pri teplote 17°C po dobu 19 hodin.
Poznamka 1: V pripade opakovanej indukcie alebo v pripade optimalizacie bola

koncentracia IPTG a L-arabindézy zvySena. Tieto zmeny su uvedené Vv postupe

optimalizécie expresie C45 slucky.
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10.

11.

12.
13.

Purifikacia

Po 19 hodinach kultivacie boli indukované kultary zozbierané pomocou
centrifugacie pri teplote 4°C rychlost'ou 7000 g po dobu 10 mindt.

Supernatant bol odliaty apelet bol rozpusteny v 6 ml purifikatného pufru
obsahujicom inhibitory proteaz.

Nasledovalo rozbitie baktérii pomocou sonikacie. Sonikacia prebiehala
s periddami 30 s pri vykone 30%. Sonika¢ny cyklus bol 3x opakovany.
Suspenzia bola nasledovne centrifugovana pri teplote 4°C rychlostou 15 000 g
po dobu 1 hodiny.

Izolacia C45 slucky od balastnych proteinov bola realizovana afinitnou
chromatografiou. Afinitné kolony boli najskor premyté 200 ml dialyza¢ného
pufru.

Nasledne bol supernatant z centrifugacie z kroku 4 naneseny na kolonu, kde bol
inkubovany pri teplote 4°C po dobu 1 hodiny.

Kolona bola d’alej premyta 200 ml premyvacieho pufru, aby boli odstranené
necistoty.

C45 slucka bola ziskand premytim kolony 2 ml eluéného pufru, ktory
interagoval s kolénou po dobu 30 minnt.

Elucia bola opakovana celkom trikrat.

Eluovany protein bol dialyzovany v dialyza¢nych crievkach s vel'kostou pérov
12 000 — 14 000 Da.

Dialyza prebiehala v 1 1 dialyza¢ného pufru pri teplote 4°C po dobu 18 hodin.
Po prvych 30 minutach dialyzy bol dialyza¢ny pufer vymeneny za novy.

Cistota exprimovaného proteinu bola overena pomocou SDS-PAGE.

Koncentracia proteinu bola ur¢ena metodou Bradfordovej.
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2.2.2 Postup optimalizacie expresie C45 sluc¢ky

Transformacia, o¢kovanie a rast prebehli za rovnakych podmienok, ako uz bolo
uvedené v postupe pre Standardnu expresiu C45 sluc¢ky. Povodny objem 200 ml kultary
bol rozdeleny do frakcii, kde kazda frakcia obsahovala 50 ml totoznej kultury. Expresia
proteinu bola indukovana pridanim IPTG a L-arabinézy S réznymi koncentraciami, ako
popisuju schémy, uvedené na obrazkoch 11 a 12. Indukované kultary boli inkubované
pri teplote 17°C po zhodnu dobu 19 hodin.

Bakterialna kultdra
200 ml
0D 0,5 alebo 0,7

Frakcia 1.{50 mil}) | | Frakcia 2 (50 ml}) H Frakcia 3 (50 ml}) ‘ ‘ Frakcia 4 {50 ml)

indukcia

100 uM IPTG 50 uM IPTG 10 uM IPTG 50 uM IPTG
1000 pM L-arabindza 500 uM L-arabindza 100 pM L-arabindza 500 uM L-arabindza

\ A J

f |
19 hodin _ thodina
kultivacie pri 17°C kultivacie pri 17°C
v Opakovana indukcia s
zozbieranie kultiry a " rovnakou koncentréciou
purifikacia IPTG a L-arabinozy

Obrazok 11: Schéma postupu optimalizacie expresie ay C45 slucky. Optimalizacia
bola uskuto€nena pre dve pdvodné bakteridlne kultiry s objemom 200 ml, pricom tieto
kultary boli indukované pri dosiahnuti OD 0,5 a 0,7. Vysledkom bola sada celkom

Osmich frakcii.
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Bakterialna kultdra
200 ml
0D 0,5 alebo 0,7

Frakcia 1.{50 mil}) ‘ ‘ Frakcia 2 {50 ml} H Frakcia 3 (50 ml} ‘ ‘ Frakcia 4 (50 ml}

indukcia

10 uM IPTG 50 pM IPTG 10pM IPTG 50 uM IPTG
100 UM L-arabindza 500 pM L-arabindza 100 pM L-arabindza 500 UM L-arabindza

| |

19 hodin 1 hodina
3 kultivacie pri 17°C

kultivacie pri 17°C
4 Opakovand indukcia s
zozbieranie kultiry a " rovnakou koncentréciou
purifikacia IPTG a L-arabindzy

Obrazok 12: Schéma postupu optimalizacie expresie oz C45 slucky. Optimalizacia
bola uskutocnend pre dve povodné bakteridlne kultury s objemom 200 ml, pri¢om tieto
kultiry bol indukované pri dosiahnuti OD 0,5 a 0,7. Vysledkom bola sada celkom

Osmich frakeii.

Purifikacia

Prvé Styri kroky purifikacie boli rovnaké ako v pripade Standardného postupu
purifikacie C45 slucky.
1. Supernatant bol preliaty do 15 ml konickej skamavky.
2. lzolacia slucky bola realizovana afinitnou chromatografiou. Po premyti 200 ml
dialyza¢ného pufru bolo prepipetovanych 250 pl koléonového materialu do 15 ml
konickej skamavky, kde bol resuspendovany v supernatante za staleho mieSania pri
teplote 4°C po dobu 1 hod.
Nasledovala centrifugacia pri teplote 4°C rychlostou 5000 g 5 min.
Supernatant bol odliaty a pelet bol resuspendovany v 10 ml premyvacieho pufru.
Centrifugécia opakovanim kroku 4.

Premytie proteinu opakovanim kroku 5.

N o g &~ w

Centrifugacia opakovanim kroku 4.
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Supernatant bol odliaty apelet bol resuspendovany v 250 pl elu¢ného pufru
a inkubovany pri teplote 4°C 30 min. Vysledkom bola eltcia.

Cistota exprimovaného proteinu bola overena pomocou SDS PAGE.

2.3  Priprava C23 slucky

Chemikalie a pufre na purifikaciu C23 slu¢ky

Purifika¢ny pufer — 50 mM HEPES (Roth), 100 mM NaCl, 25 mM imidazol, 10%
glycerol (Lachner); pH 7,5.

HS (high salt) pufer — 50 mM HEPES, 1000 mM NaCl, 25 mM imidazol, 10%
glycerol; pH 7,5.

Elu¢ny pufer — 50 mM HEPES, 100 mM NacCl, 500 mM imidazol, 10% glycerol;
pH 7,5.

Dialyzac¢ny pufer — 20 mM HEPES, 20 mM NacCl; pH 7,5.

2.3.1 Postup pripravy C23 slu¢ky

Transformacia, ockovanie a rast prebehli za rovnakych podmienok, ako uz bolo

uvedené v postupe pripravy C45 slucky. Expresia proteinu bola rovnako indukovana

pridanim IPTG a L-arabindzy a kultivacia prebiehala pri teplote 17°C po dobu 19 hodin.

V nasledujucom postupe uvedieme iba kroky pripravy proteinu, v ktorych sa procedura

vyznamne 1i8i od postupu pripravy C45 slucky.

1.

Kultara bola zozbierana pomocou centrifugacie pri teplote 4°C rychlost'ou

4000 g po dobu 15 minut.

Supernatant bol odliaty apelet bol rozpusteny v 10 ml purifikaéného pufru,
obsahujicim inhibitory proteéz.

Nasledovala sonikacia, ktora prebiehala s1 minatovymi periddami rozbijania
buniek pri vykone 30%.

Sonikat bol nasledovne centrifugovany 25 minut pri teplote 4°C rychlostou
15000 g.

Izolacia slucky bola rovnako realizovana afinitnou chromatografiou. Na rozdiel od
C45 slucky, v pripade C23 slucky bola pouzitd kobaltnata koldéna s objemom

adsorbentu 3 ml.
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10.

11.
12.
13.

Po premyti kolony 200 ml dialyza¢ného pufera bol supernatant naneseny na kolénu,
kde bol inkubovany 1 hodinu pri teplote 4°C.

Kolona bola premyta 6 ml purifika¢ného pufru.

Nasledovalo premytie 6 ml HS pufru.

Precistenie proteinu zachyteného na kolone bolo dokoncené zopakovanim
premyvacieho kroku 7.

Proteiny boli ziskané eltciou pomocou 2 ml eluéného pufru, ktory 30 minut
interagoval s kolonovym materialom.

Elucia bola trikrat zopakovana.

Nasledovala dialyza v dialyza¢nych ¢rievkach s vel'kost'ou pérou 7000 Da.

Dialyza prebiechala 18 hodin v 1 1 dialyza¢ného pufru pri teplote 4°C. Po prvych 30

minutach dialyzy bol dialyza¢ny pufer vymeneny za novy.

2.4  Elektroforéza za denaturujucich podmienok

Chemikalie na elektroforézu za denaturujucich podmienok

3x zasobny roztok Akrylamid-Bis - 480 g/l akrylamid (Sigma), 15 g/l Bis-akrylamid
(Bio Rad). Parametre siet'ovania gélu boli 49,5 % T a 3% C.

3x gélovy pufer — 3 M TRIS, 0,3% SDS (Bio Rad); pH 8,45.

10x spodny pufer —1 M TRIS; pH 8,9.

10x vrchny pufer —1 M TRIS, 1 M Tricine (Bio Rad), 1% SDS; pH 8,25.

Zasobny roztok na 10% gél — pre tplnost’ uvedieme zlozenie 100 ml zasobného
roztoku, ktory bol pouzity na pripravu separaéného gélu (10% gél). Zlozenie bolo
nasledujtce:

20 ml 3x zasobny roztok Akrylamid-Bis.

33,3 ml 3x gélovy pufer.

10 ml 100% glycerol.

36,7 ml voda.

Zasobny roztok na 4% gél — analogicky ako pre 10% gél uvedieme zlozenie 50 ml
zasobného roztoku na pripravu zaostrovacieho gélu (4% gél). Zlozenie zasobného
roztoku bolo:

4 ml 3x zasobny roztok Akrylamid-Bis.
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12,5 ml 3x gélovy pufer.
33,5 ml voda.

e Na prevrstvenie separacného gélu bol pouzity 100% izobutanol (Roth).

e Polymerizacia bola uskuto¢nena pridanim roztoku 10 % peroxodisiranu aménneho
(APS; Bio Rad) a N,N,N’,N'-Tetrametyletyléndiaminu (Temed; BioRad).

e 3% 10x vzorkovaci pufer — 70% glycerol, 60,6 mg/ml TRIS, 250 mg/ml SDS a 0,2
mg/ml bromfenolovej modrej (Bio Rad); pH 6,8.

Pre uplnost’ uvedieme zlozenie roztokov na pripravu separacnych a zaostrovacich
gélov, ktoré boli pouzité na analyzu purifikovanych proteinov. Pomocou uvedeného
mnozstva roztokov je mozné pripravit’ dva zhodné gély. Zlozenie bolo nasledujuce:

e Separaény gél — 10 ml zasobného roztoku na 10% gél, 50 pul APS, 5 ul Temed.
e Zaostrovaci gél — 5 ml zasobného roztoku na 4% gél, 40 ul APS, 4 ul Temed.

e Na farbenie gélu bol pouzity roztok, ktorého zloZenie bolo nasledujice: 45%

CH30H, 10% CH3COOH, 10 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 (Bio Rad).

2.4.1 Postup elektroforézy za denaturujicich podmienok

1. Najskor sa do prichystanych skiel napipetoval separaény gél a prevrstvil
izobutanolom, aby nevznikli bublinky. Gél polymerizoval 1 hodinu.

2. Po odstraneni izobutanolu bol naneseny zaostrovaci gél, do ktorého bol vlozeny
hrebienok, a nechal sa 30 minut polymerizovat’.

3. Takto nachystany gél sa vloZzil do aparatiry na elektroforézu.

4. Medzi skla bol naliaty 1x vrchny pufer a do nadoby 1x spodny pufer.

5. Vzorky, ktoré boli nanesené na gél, obsahovali 17 pl proteinu, 1 ul merkaptoetanolu
a 2 ul vzorkovacieho pufru.

6. Pred nanesenim boli vzorky denaturované na termobloku pri teplote 70°C po dobu
30 minut.

7. Na gél bolo nanesenych 15 pl vzorky a 5 pl Standardu.

8. Po elektroforéze bol gél zafarbeny za staleho miesania po dobu 30 minut.

9. Nasledovalo odfarbovanie pomocou 10% CH3;COOH (Lachner).

10. Gély boli analyzované pomocou pristroja gel scanner.
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Poznamka 2: V pripade a; C45 a a3 C45 bol pouzity standard Sigma Marker Wide

Range Mol WT (Sigma) v ostatnych pripadoch bol pouzity Standard Page Ruler

Prestained Protein Ladder (Thermo).

2.5 Stanovenie koncentracie metodou Bradfordovej

Chemikalie na stanovenie koncentracie metédou Bradfordovej

e Roztok 1 mg/ml hovddzieho sérového albuminu (BSA; Sigma).

e Koncentra¢né rada BSA bola pripravend pomocou tabulky 1.

e Bradfordovej farbivo (Sigma).

e Vzorky proteinov boli riedené vodou v pomere 1:14.

Tabulka 1: Koncentra¢na rada BSA.

BSA [] Voda [u]] Vysledna lfr?qrécl:rf;rﬁracm BSA
0 150 0,00
8 142 0,05
16 134 0,11
24 126 0,16
32 118 0,21
40 110 0,27
48 102 0,32
56 94 0,37
60 90 0,40

2.5.1 Postup stanovenia koncentracie metodou Bradfordovej

1. K10 ul vzorky proteinu bolo pridanych 140 ul vody.

2. Ku kalibraénym roztokom BSA rovnako k zriedenym vzorkam proteinov bolo

pridanych 1350 pl Bradfordovej farbiva.

3. Nasledovalo meranie absorbancie pri vlnovej dizke 595 nm, integraénom ¢ase 1's

a velkosti Strbiny 1 nm. Ako Standard bolo pouzité Bradfordovej farbivo. Meranie

bolo opakované dvakrat a bol uréeny priemer hodnot.

4. Potom bola merand absorbancia vzoriek proteinov. Meranie bolo opakované opét

dvakrat za rovnakych podmienok ako v kroku 2.
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5. Znameranych hodnét bol zostrojeny graf zavislosti absorbancie na koncentracii

BSA zobrazeny na obrazku 13.

Kalibra¢na priamka

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

O 1 1 1 1 J

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Absorbancia

Koncentracia BSA [mg/ml]

Obrazok 13: Kalibra¢na priamka BSA. Zavislost absorbancie na koncentrécii

BSA. Rovnica priamky bola y=2,207x+0,021. Koeficient stability bol 0,993.

6. Zrovnice priamky bola dopocitana koncentracia proteinu nasledovne:
Y- 0,021
“= 72207

kde y bola absorbancia skimaného proteinu. Hodnoty koncentracii boli dalej
prepocitané vzhl'adom kriedeniu 15x. Vyslednd koncentracia bola upravena

empirickym korekénym koeficientom pre C45 slucku, ktorého hodnota je 3.
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3 Vysledky a diskusia

Vysledkom heterologickej expresie slu¢iek C45 a C23 v baktériach E. coli boli
proteiny, ktoré boli analyzované elektroforézou. Vysledky expresie proteinov budeme
prezentovat’ predovSetkym vo forme elektroforetickych gélov (obrazky 14 — 36).

Ziskané¢ vysledky budeme d’alej diskutovat’.

Ako prva bola uskutocnend expresia proteinu oy C45 postupom, ktory v laboratériu
pouzivame rutinne na expresiu mySej C45 slucky. Elektroforeticky gél je uvedeny na

obrazku 14.

Moleovi ] 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12

hmotnost’
[Da]

205 000

116 000
87 400
84 000
66 000
55 000
43 000
36 000
29 000
24 000
20 100

«— C45

Obrazok 14: Obrazok gélu pre a; izoformu C45 slucky. V hornej Casti obrazku st
¢iselne oznacené jednotlivé kroky purifikacie proteinu, ktoré odpovedaju: 1 — Standard,
2 — bunky+purifikaény pufer, 3 — supernatant, 4 — pelet, 5 — prechod kolonou, 6 —
premyvaci pufer, 7 — 1. elicia pred dialyzou, 8 — 2. elucia pred dialyzou, 9 — 3. elacia
pred dialyzou, 10 — 1. eltcia po dialyze, 11 — 2. elucia po dialyze, 12 — 3. eltcia po

dialyze. V l'avej Casti st uvedené molekulové hmotnosti Standardu.

Molekulova hmotnost’ proteinu ay C45 je priblizne 48 000 Da, z ¢oho vyplyva, ze
jeho poloha na géle bude medzi pasmi Standardu odpovedajucimi hmotnostiam 45 000
a55000 Da. Zintenzity pasov vyplyva, Ze protein je nadexprimovany, rozpustny a

eluovany v dostatocnom mnozstve (vid’ supernatant, prva az tretiu eluciu pred dialyzou
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na obrazku 14). Najvicsi vytazok proteinu bol ziskany v prvej elucii, ale najvyssiu

Cistotu vykazoval protein ziskany v tretej elucii.

Na géloch su pozorovatelné aj iné menej intenzivne pasy. Moze ist’ o necistoty
z expresie proteinov alebo o protolytické Stiepenie produktu. Preto mézu byt vysledné
koncentracie proteinov a; C45 v eluciach po dialyze ovplyvnené chybou spojenou
S pritomnost’'ou ostatnych proteinov.

Koncentracia proteinov z prvej az tretej elucie po dialyze bola uréend metdodou

Bradfordovej. Vysledky st uvedené v tabul’ke 2.

Tabul’ka 2: Tabul'ka koncentracii proteinov a; C45. Koncentracia bola urcena pre

1. — 3. eluciu po dialyze.

Koncentracia [mg/ml]
1. eltcia 4,50
2. elacia 2,23
3. eltcia 0,83

Nasledovala expresia proteinu o, C45 zhodnym postupom ako a3 C45. Hodnota pH
purifika¢ného pufru bola7,5. ZloZenie elu¢ného pufru bolo 20 mM TRIS, 140 mM
NaCl, 500 mM imidazol; pH 7,4. Vysledok elektroforézy je uvedeny na obrazku 15.

Molekulova
hmotaost 7 8 910 11

17°2: § 4 5 6

[Da]
180000  we
130000 .-
100 000 ’
70 000
35 000 Py ¢ C4s
40000

Obrazok 15: Obrazok gélu pre o, C45. Ciselné poradie vzoriek bolo nasledujiice: 1
— Standard, 2 — supernatant, 3 — pelet, 4 — prechod kolénou, 5 — premyvaci pufer, 6 — 1.

elucia pred dialyzou, 7 — 2. elucia pred dialyzou, 8 — 3. elucia pred dialyzou, 9 — 1.
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elcia po dialyze, 10 — 2. eltcia po dialyze, 11 — 3. eltcia po dialyze. V l'avej Casti st

uvedené molekulové hmotnosti Standardu.

V pripade a; C45 jednoznacne nevidime nadexpresiu proteinu (vid® supernatant,
prechod kolonou na obrazku 15). V eluciach pred dialyzou nie je protein v dostatonom
mnozstve anavySe su eluované aj iné proteiny. Preto postup expresie a purifikacie
proteinu ap C45 vyzadoval optimalizaciu.

Optimalizécia spocivala v zmene koncentracii IPTG, L-arabin6zy pri indukcii (vid’
obrazok 11). Hodnota pH purifikaéného pufru bola 7,5. Zlozenie eluéného pufru bolo
20 mM TRIS, 140 mM NaCl, 500 mM imidazol; pH 7,4. Vysledky optimalizacie
uvedieme vo O0smich obrdzkoch, kde kazdy elektroforeticky gél reprezentuje skratenti

purifikaciu za zhodnych podmienok (obrazky 16 — 23).

Molskulova
hmotnost’ 1
[Da]

180 000
130 000

100 000 -
70 000 e

[
(%)
O
N
(o)}

1

(7]

35000 -

40 000 I:I

35000
25 000

15 000 - .o

Obrazok 16: Obrazok gélu pre o, C45. Podmienky expresie boli: hodnota
absorbancie 0,5; 50 uM IPTG, 500 uM L-arabinoza, 1x indukované. Poradie vzoriek
bolo: 1 - standard, 2 — bunky+purifikaény pufer, 3 — supernatant, 4 — pelet, 5 — prechod
kolénou, 6 — premyvaci pufer 10 ml, 7 — premyvaci pufer 10 ml, 8 — eliicia. Cervenou je

zvyrazneny protein C45. V lavej Casti su uvedené molekulové hmotnosti Standardu.
Elektroforeticky gél neobsahuje intenzivny pas v oblasti okolo 50 000 Da, z ¢oho je

mozné usudit’ nizku expresiu proteinu (vid supernatant na obrazku 16). Tieto

podmienky expresie nie su vhodné.
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Molzkulova 2 .
hmotnost’ 1 2 3 4 5 6 ! 8
[Da]

180 000
130 000

100 000 -
70000 e

55000 .
40 000
35 000

25 000

15 000 -

Obrazok 17: Obrazok gélu pre o, C45. Podmienky expresie boli: hodnota
absorbancie 0,5; 50 uM IPTG, 500 uM L-arabinéza, 2x indukované. Poradie vzoriek
bolo: 1 - Standard, 2 — bunky+purifika¢ny pufer, 3 — supernatant, 4 — pelet, 5 — prechod
kolénou, 6 — premyvaci pufer 10 ml, 7 — premyvaci pufer 10 ml, 8 — elucia. V lavej

Casti st uvedené molekulové hmotnosti Standardu.
5x vysSia koncentracia IPTG (oproti Standardnému protokolu), nizka hodnota

absorbancie a opakovanie indukcie po 1 hodine neprinieslo vyznamné zlep$enie trovne

expresie proteinu (obrazok 17). Ani tieto podmienky neboli optimalne.
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Molskulova
hmotnost’ 1 2 3

4
[Da]

180 000 "

130 000

100 000 -
70000 "8

35000

35000
25000

15 000 -

Obrazok 18: Obrazok gélu pre o, C45. Podmienky expresie boli: hodnota
absorbancie 0,5; 10 uM IPTG, 100 uM L-arabinéza, 2x indukované. Poradie vzoriek
bolo: 1 - Standard, 2 — bunky+purifika¢ny pufer, 3 — supernatant, 4 — pelet, 5 — prechod
kolénou, 6 — premyvaci pufer 10 ml, 7 — premyvaci pufer 10 ml, 8 — elacia. Cervenou je

zvyrazneny protein C45. V l'avej Casti st uvedené molekulové hmotnosti Standardu.

Pri niZzSej koncentracii IPTG, nizkej absorbancii kultiry a opakovani indukcie
proteinu vidime na géle pas s vhodnou velkost'ou (vid’ supernatant, prechod kolonou na
obrazku 18). Bohuzial’ vel'ka Cast’ tohto proteinu prejde kolonou, pripadne je z kolony
vymyta pocas premyvacieho kroku. Pravdepodobne ide o necistotu alebo nedochadza
k spravnej interakcii s kolonovym materidlom. NavySe v supernatante je vidiet' dvojity

pés pre protein vhodnej vel'kosti, co moze byt’ dosledkom protolytického Stiepenia.
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Obrazok 19: Obrazok gélu pre o, C45. Podmienky expresie boli: hodnota
absorbancie 0,5; 100 uM IPTG, 1000 uM L-arabinéza, 1x indukované. Poradie vzoriek
bolo: 1 - §tandard, 2 — bunky+purifika¢ny pufer, 3 — supernatant, 4 — pelet, 5 — prechod
kolénou, 6 — premyvaci pufer 10 ml, 7 — premyvaci pufer 10 ml, 8 — elcia. Cervenou je

zvyrazneny protein C45. V l'avej Casti st uvedené molekulové hmotnosti Standardu.

Vyssia koncentracia IPTG ako v predchadzajucom pripade, jedina indukcia vedie

k podobnym vysledkom ako na obrazku 18.
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Obrazok 20: Obrazok gélu pre o, C45. Podmienky expresie boli: hodnota
absorbancie 0,7; 50 uM IPTG, 500 uM L-arabinoza, 1x indukované. Poradie vzoriek
bolo: 1 - standard, 2 — bunky+purifikaény pufer, 3 — supernatant, 4 — pelet, 5 — prechod
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kolénou, 6 — premyvaci pufer 10 ml, 7 — premyvaci pufer 10 ml, 8 — elucia. V lavej

Gasti st uvedené molekulové hmotnosti Standardu.

Za tychto podmienok (50 uM IPTG, 500 uM L-arabinéza, hodnote OD 0,7

a jednonasobnej indukcii) nie je protein exprimovany v plnej vel'kosti (obrazok 20).
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Obrazok 21: Obrazok gélu pre o, C45. Podmienky expresie boli: hodnota
absorbancie 0,7; 50 uM IPTG, 500 uM L-arabin6za, 2x indukované. Poradie vzoriek
bolo: 1 - standard, 2 — bunky+purifikaény pufer, 3 — supernatant, 4 — pelet, 5 — prechod
kolénou, 6 — premyvaci pufer 10 ml, 7 — premyvaci pufer 10 ml, 8 — elucia. Cervenou je

zvyrazneny protein C45. V lavej Casti su uvedené molekulové hmotnosti Standardu.

Pri rovnakych podmienkach ako v predchadzajucom pripade, opakovanie indukcie
umoznilo nizku expresiu proteinu (vid’ supernatant na obrazku 21). Bohuzial’ uroven
tejto expresie je nizka, ateda nie je vhodna pre produkciu proteinu s vysokym

vytazkom.
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Obrazok 22: Obrazok gélu pre o, C45. Podmienky expresie boli: hodnota
absorbancie 0,7; 10 uM IPTG, 100 uM L-arabinoza, 2x indukované. Poradie vzoriek
bolo: 1 - Standard, 2 — bunky+purifika¢ny pufer, 3 — supernatant, 4 — pelet, 5 — prechod
kolénou, 6 — premyvaci pufer 10 ml, 7 — premyvaci pufer 10 ml, 8 — elucia. V lavej

¢asti st uvedené molekulové hmotnosti Standardu.

Z pritomnosti pasu okolo 50000 Da (obrazok 22) vidime, ze protein je
pravdepodobne exprimovany, ale vzhl'adom k jeho nepritomnosti v eluciach, nie je

zadrzovany na kolone.
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Obrazok 23: Obrazok gélu pre o, C45. Podmienky expresie boli: hodnota
absorbancie 0,7; 100 uM IPTG, 1000 uM L-arabin6za, 1x indukované. Poradie vzoriek
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bolo: 1 - standard, 2 — bunky-+purifikaény pufer, 3 — supernatant, 4 — pelet, 5 — prechod
kolonou, 6 — premyvaci pufer 10 ml, 7 — premyvaci pufer 10 ml, 8 — elucia. V Tl'avej

¢asti st uvedené molekulové hmotnosti Standardu.

Podmienky pouzité na obrazku 23 nepriniesli zlepSenie vysledkov.

Z vysledkov optimalizacie vidime, Ze protein je pravdepodobne exprimovany hoci
V minimalnom mnozstve (vid obrazky 16 — 23, predovSetkym supernatant). Avsak
Vv elucii nie je pas proteinu viditelny. Je teda mozné, Ze sa protein nezachytdva na
koldéne, alebo je eluovany vo vel'mi nizkej koncentracii, ktord nie sme schopny
detekovat’ pomocou elektroforézy. Z vysledkov sme usudili, Ze postup expresie proteinu
ay C45 potrebuje d’alSiu optimalizaciu.

V buducnosti by bolo vhodné expresiu proteinu overit pomocou metdédy Western
blotting. Na zaklade tychto informacii je mozné identifikovat’ miesta purifikacie, kde
dochadza k stratam proteinu a navrhnit’ tak optimalizaciu priamo na mieru tomuto

proteinu.
Poslednou C45 sluckou bola exprimovana az C45. Analogicky k predchadzajucim

izoformdm sme najskor uskutocnili expresiu Standardnym postupom. Hodnota pH

purifikaéného pufru bola 8,8. Vysledok elektroforézy je uvedeny na obrazku 24.
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Obrizok 24: Obrazok gélu pre az C45. Ciselné poradie vzoriek bolo nasledujuce: 1
— $tandard, 2 — bunky+purifikaény pufer, 3 — supernatant, 4 — pelet, 5 — prechod
kolénou, 6 — premyvaci pufer, 7 — 1. eltcia pred dialyzou, 8 — 2. elucia pred dialyzou, 9
— 3. elucia pred dialyzou, 10 — 1. eltcia po dialyze, 11 — 2. elucia po dialyze, 12 — 3.

eltcia po dialyze. V l'avej Casti st uvedené molekulové hmotnosti Standardu.

Na géle su dobre viditeIné pasy odpovedajuce C45 slucke. Protein je exprimovany
a eluovany v dostatocnom mnozstve (vid’ obrazok 24 supernatant, prechod kolénou, 1. —
3. elticia pred dialyzou). AvSak v prvej az tretej elucii je signifikantnd pritomnost’ inych
proteinov, ktorych koncentracia je priblizne rovnaka ako koncentracia az C45. Preto
postup expresie poteinu oz C45 vyzadoval optimalizaciu, ktora umozni ziskat’ protein
vo vysSej Cistote. Tato optimalizdcia spocivala v zmene koncentracii IPTG a L-
arabindzy pri indukcii (vid’ obrazok 12), aby doslo k znizeniu tlaku na expresny systém.
Vysledky optimalizacie opét prezentujeme pomocou obrazkov gélov z elektroforézy,

ktoré si uvedené na obrazkoch 25 — 32.
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Obrazok 25: Obrazok gélu pre oz C45. Podmienky expresie boli: hodnota
absorbancie 0,5; 5 uM IPTG, 50 uM L-arabinéza, 1x indukované. Poradie vzoriek bolo:
1 - Standard, 2 — bunky-+purifikaény pufer, 3 — supernatant, 4 — pelet, 5 — prechod
kolénou, 6 — premyvaci pufer 10 ml, 7 — premyvaci pufer 10 ml, 8 — eliicia. Cervenou je

zvyrazneny protein C45. V lavej Casti su uvedené molekulové hmotnosti Standardu.
Z obrazku 25 je mozné vycitat, ze protein sa exprimuje v dostatoénom mnoZzstve

(vid’ supernatant, prechod kolonou na obrazku 25). Z intenzity pasu v elucii sudime, Ze

protein je eluovany, ale jeho vytazok je minimalny.
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Obrazok 26: Obrazok gélu pre az C45. Podmienky expresie boli: hodnota
absorbancie 0,5; 5 uM IPTG, 50 uM L-arabindza, 2x indukované. Poradie vzoriek bolo:
1 - Standard, 2 — bunky-+purifikaény pufer, 3 — supernatant, 4 — pelet, 5 — prechod
kolonou, 6 — premyvaci pufer 10 ml, 7 — premyvaci pufer 10 ml, 8 — elucia. V Tlavej

Casti su uvedené molekulové hmotnosti Standardu.
Pri rovnakych koncentraciach IPTG a L-arabindzy, ale dvojndsobnej indukcii

(obrazok 26) vidime, ze koncentracia a Cistota eluovaného proteinu sa zvysila. Tieto

podmienky su vyhovujuce pre dany protein.
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Obrazok 27: Obrazok gélu pre az C45. Podmienky expresie boli: hodnota
absorbancie 0,5; 10 uM IPTG, 100 uM L-arabinoza, 1x indukované. Poradie vzoriek
bolo: 1 - standard, 2 — bunky-+purifika¢ny pufer, 3 — supernatant, 4 — pelet, 5 — prechod
kolénou, 6 — premyvaci pufer 10 ml, 7 — premyvaci pufer 10 ml, 8 — eliicia. Cervenou je

zvyrazneny protein C45. V lavej Casti st uvedené molekulové hmotnosti Standardu.

Za podmienok z obrazku 27 je protein exprimovany (vid' supernatant, prechod
kolénou), avsak vytazok v elucii nie je markantny. Tieto podmienky nie st vhodné

a d’alej neboli pouzité pre expresiu proteinu vo vel’kom mnozstve.
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Obrazok 28: Obrazok gélu pre oz C45. Podmienky expresie boli: hodnota
absorbancie 0,5; 10 uM IPTG, 100 uM L-arabinéza, 2x indukované. Poradie vzoriek
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bolo: 1 - standard, 2 — bunky-+purifikaény pufer, 3 — supernatant, 4 — pelet, 5 — prechod
koldnou, 6 — premyvaci pufer 10 ml, 7 — premyvaci pufer 10 ml, 8 — elacia. Cervenou je

zvyrazneny protein C45. V lavej Casti su uvedené molekulové hmotnosti Standardu.

Z dvojnasobnej indukcie oproti predchadzajucemu pripadu vedie k narastu intenzity
pasu V elucii (obrazok 28). Za tychto podmienok dochddza k eltcii Cistého proteinu
v pomerne vysokej koncentracii. Tieto podmienky boli d’alej pouzité pre expresiu
proteinu z 200 ml kultury.
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Obrazok 29: Obrazok gélu pre oz C45. Podmienky expresie boli: hodnota
absorbancie 0,7; 5 uM IPTG, 50 uM L-arabin6za, 1x indukované. Poradie vzoriek bolo:
1 - Standard, 2 — bunky-+purifikaény pufer, 3 — supernatant, 4 — pelet, 5 — prechod
kolénou, 6 — premyvaci pufer 10 ml, 7 — premyvaci pufer 10 ml, 8 — eliicia. Cervenou je

zvyrazneny protein C45. V l'avej Casti st uvedené molekulové hmotnosti Standardu.
Na obrazku 29 vidime, ze v eltcii je vidite'n4 pritomnost’ inych proteinov, ktorych

koncentracia sa zhoduje s koncentraciou proteinu az C45. Tieto podmienky vedu

Kk purifikacii proteinu s nizkou ¢istotou.
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Obrazok 30: Obrazok gélu pre az C45. Podmienky expresie boli: hodnota
absorbancie 0,5; 5 uM IPTG, 50 uM L-arabindza, 2x indukované. Poradie vzoriek bolo:
1 - Standard, 2 — bunky-+purifikaény pufer, 3 — supernatant, 4 — pelet, 5 — prechod
kolénou, 6 — premyvaci pufer 10 ml, 7 — premyvaci pufer 10 ml, 8 — elacia. Cervenou je

zvyrazneny protein C45. V lavej Casti st uvedené molekulové hmotnosti Standardu.

Ani opakovana indukcia neviedla k optimalnej elucii proteinu (obrazok 30).
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Obrazok 31: Obrazok gélu pre oz C45. Podmienky expresie boli: hodnota
absorbancie 0,7; 10 uM IPTG, 100 uM L-arabindza, 1x indukované. Poradie vzoriek
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bolo: 1 - standard, 2 — bunky-+purifikaény pufer, 3 — supernatant, 4 — pelet, 5 — prechod
kolonou, 6 — premyvaci pufer 10 ml, 7 — premyvaci pufer 10 ml, 8 — elucia. V Tl'avej

¢asti st uvedené molekulové hmotnosti Standardu.

Obrazok 31 ilustruje, ze nadexprimovany protein ajeho pritomnost’ v elucii je

minimalna. Ani tieto podmienky nie su idealne.
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Obrazok 32: Obrazok gélu pre oz C45. Podmienky expresie boli: hodnota
absorbancie 0,7; 10 uM IPTG, 100 uM L-arabin6za, 2x indukované. Poradie vzoriek
bolo: 1 - standard, 2 — bunky+purifikaény pufer, 3 — supernatant, 4 — pelet, 5 — prechod
kolonou, 6 — premyvaci pufer 10 ml, 7 — premyvaci pufer 10 ml, 8 — elucia. V Tl'avej

Casti st uvedené molekulové hmotnosti Standardu.
Obrazok 32 zobrazuje vysledky expresie za neidedlnych podmienok.

Porovnanim vysledkov optimalizacie sme zistili, ze najlepSie vysledky boli ziskané
dvojnasobnou indukciou 10 uM IPTG a 100 uM L-arabin6zou pri OD 0,5 (vid’ obrazok
28). Nasledne bola uskutocnena expresia proteinu v objeme kultury 200 ml za tychto
podmienok indukcie. Vysledky pripravy az C45 su uvedené na obrazku 33. Dalej sme
zmenili hodnotu pH purifikaéného pufru na 7,5 a zlozenie elu¢ného pufru bolo 20 mM
TRIS, 140 mM NaCl, 500 mM imidazol; pH 7,4.
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Avsak optimalizacia odhalila aj d’alsie vhodné podmienky indukcie ato hodnota
absorbancie 0,5; 5 uM IPTG, 50 uM L-arabin6za, dvojnasobna indukcia, vid’ obrazok

26 . Tieto podmienky neboli pre expresiu proteinu vo vel’kom objeme pouzité.
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Obrizok 33: Obrazok gélu pre oz C45. Ciselné poradie vzoriek bolo nasledujuce: 1
— Standard, 2 — supernatant, 3 — pelet, 4 — prechod kolénou, 5 — premyvaci pufer, 6 — 1.
elicia pred dialyzou, 7 — 2. eltcia pred dialyzou, 8 — 3. elucia pred dialyzou, 9 — 1.
elicia po dialyze, 10 — 2. eltcia po dialyze, 11 — 3. eltcia po dialyze. V l'avej Casti st

uvedené molekulové hmotnosti Standardu.

Optimalizacia pripravy oz C45 viedla k ziskaniu vel'mi ¢istého proteinu s nizkou
koncentraciou (vid® pasy na géle zobrazku 33 pre 1. — 3. eliciu po dialyze).
Koncentracia proteinov z prvej az tretej elicie po dialyze bola urend metddou

Bradfordovej. Vysledky su uvedené v tabul’ke 3.

Tabul’ka 3: Tabul'ka koncentracii proteinov oz C45. Koncentracia bola ur¢ena pre
1. — 3. eluciu po dialyze.

Koncentracia [mg/ml]

1. elicia 0,40
2. elacia 0,35
3. eltcia 0,14

Z hodnot koncentracii uvedenych v tabul’ke 3 vidime, ze najvacsia koncentracia

proteinu je v prvej elucii po dialyze prepisat’. V nasom pripade nie je koncentracia
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eluovaného proteinu na prekazku, pretoze moézeme koncentraciu proteinu zvysit

pouzitim centrifugacnych filtrov.

Po priprave vSetkych sluc¢ieck C45 bolo pristipené k expresii sluc¢iek C23.
Vzhladom k nepritomnosti proteinov v eliciach bude potrebné uskutocnit’ takisto
optimalizaciu. Velkost C23 slucky (okolo 13 kDa) je navyse podobna necistotam, ktoré
mozno ziskat’ ako artefakt z bakterialneho expresného systému. Na obrazkoch 34 — 36
uvedieme obrazky elektroforetickych gélov dokumentujucich purifikdciu jednotlivych

C23 sludiek.
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Obrizok 34: Obrazok gélu pre o; C23. Ciselné poradie vzoriek bolo nasledujuce: 1
— bunky+purifika¢ny pufer, 2 — supernatant, 3 — pelet, 4 — prechod kolénou, 5 —
purifika¢ny pufer, 6 — HS pufer, 7 — purifika¢ny pufer, 8 — Standard, 9 — 1. eltcia pred
dialyzou, 10 — 2. eltcia pred dialyzou, 11 — 3. elacia pred dialyzou, 12 — 1. eltcia po
dialyze, 13 — 2. elucia po dialyze, 14 — 3. elucia po dialyze. V strede st uvedené

molekulové hmotnosti Standardu.

48



12 345 67 o 8 9104112 13:14

[Da]

180 000
130 000

100 000
70 000

35000
40 000
35000
25 000

15 000 «— C23

8 VL

& gl
oy

Obrazok 35: Obrazok gélu pre o, C23. Ciselné poradie vzoriek bolo nasledujtce: 1
— bunky+purifika¢ny pufer, 2 — supernatant, 3 — pelet, 4 — prechod kolénou, 5 —
purifika¢ny pufer, 6 — HS pufer, 7 — purifikacny pufer, 8 — Standard, 9 — 1. eltcia pred
dialyzou, 10 — 2. elucia pred dialyzou, 11 — 3. eltcia pred dialyzou, 12 — 1. elucia po
dialyze, 13 — 2. elucia po dialyze, 14 — 3. elucia po dialyze. V strede su uvedené

molekulové hmotnosti Standardu.
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Obrizok 36: Obrazok gélu pre o3 C23. Ciselné poradie vzoriek bolo nasledujuce: 1
— bunky+purifikacny pufer, 2 — supernatant, 3 — pelet, 4 — prechod kolénou, 5 —
purifika¢ny pufer, 6 — HS pufer, 7 — purifikacny pufer, 8 — Standard, 9 — 1. eltcia pred
dialyzou, 10 — 2. elucia pred dialyzou, 11 — 3. eltcia pred dialyzou, 12 — 1. elucia po
dialyze, 13 — 2. elucia po dialyze, 14 — 3. elucia po dialyze. V strede sii uvedené

molekulové hmotnosti $Standardu.

Expresia C23 slucky bude vyZzadovat’ rozsiahlu optimalizaciu. Najskor bude nutné
jednoznacne preukazat’ expresiu spravneho proteinu (Western blotting). Néasledne budi
optimalizované podmienky interakcie s kolonovym materidlom (zlozZenie purifika¢ného

pufru) a podmienky elticie proteinu z kolony (zloZenie elu¢ného pufru).
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4 Zaver

Cielom tejto bakaldrskej prace bola optimalizacia expresie C23 a C45 sluciek
jednotlivych I'udskych izoforiem Na'/K*-ATPazy v E. coli.

Najskor boli uskutocnené expresie proteinov a; C45, ap C45 a az C45 vo velkom
objeme. V pripade proteinu a; C45 bol najvacsi vytazok ziskany v prvej elucii
s koncentraciou 4,50 mg/ml. Avsak najvyssiu ¢istotu vykazoval protein ziskany v tretej
elucii s koncentraciou 0,83 mg/ml.

V pripade o, C45 bolo potrebné optimalizovat protokol expresie zmenou
induk¢nych podmienok a pouzitim eluéného pufru s vy$sim obsahom soli. Vysledky
optimalizacie preukazali, Ze protein sa pravdepodobne exprimuje, avSak sa neeluuje
alebo eluuje, ale v malom mnozstve. Z toho sme usudili, ze protokol expresie proteinu
ap C45 je nutné d’alej optimalizovat'.

V doésledku necistdt pritomnych v elaciach proteinu az C45 bola uskutocnena
optimalizacia postupu expresie zmenou podmienok indukcie. NajlepsSie vysledky boli
dosiahnuté dvojnasobnou indukciou 10 uM IPTG a 100 uM L-arabinézou pri OD 0,5.
Pri tychto podmienkach bola uskuto¢nena expresia vo velkom objeme, ktorej
vysledkom bol vel'mi Cisty protein s nizkou koncentraciou. Najvacsi vytazok bol
ziskany z prvej elucie s koncentraciou 0,40 mg/ml a najmensi vytazok z tretej elucie
s koncentraciou 0,14 mg/ml.

Nasledne bola uskuto¢nena expresia proteinov ay C23, a; C23 a az C23. Vysledky

bohuzial’ naznacuju, Ze tato expresia bude vyZadovat’ rozsiahlu optimalizaciu.
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