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1 Uvod

Myxozoa neboli rybomorky jsou parazité prevazné sladkovodnich a motskych ryb a
bezobratlych (krouzkovcii a mechovek). Pro tuto skupinu patfici do kmene zahavct (Cnidaria)
je typicky dvou hostitelsky vyvojovy cyklus a vyrazna morfologickd redukce stavby téla
souvisejici s jejich pfechodem od volné Zijicich k parazitickym Zzahavcim. Kromé
mikroskopického zmensSeni jejich tél je pfechod k parazitismu spojen také se ztratou nékterych
organti (napf. nervové soustavy, travici soustavy, epitelidlni soustavy) a vyraznymi
genetickymi modifikacemi (Lom a Dykova 2006; Alama-Bermejo a Holzer 2022). Byla
prokazana zna¢na redukce genomu (23 — 206 Mb), kterd je doprovadzena ztratou nékterych
signalnich drah a také jednoho ze zakladnich epigenetickych procesi — metylace DNA (Chang
et al. 2015; Guo et al. 2022). U jednoho druhu byla dokonce zjisténa ztrata mitochondrialniho
genomu (Yahalomi et al. 2020). I pfes zna¢nou redukci si rybomorky zachovaly Zahavé bunky
(nematocyty) neboli polové vacky, jez pouzivaji nejen k adhezi k hostiteli, ale také mohou
uvolnovat cytotoxické slouceniny vedouci pravdépodobné k imunomodulaci hostitele (Ben-

David et al. 2016, Americus et al. 2021). U volné zijicich zahavct toxiny uvolnéné ze

zahavych bungk slouZi k omraceni kofisti a odrazeni predatori (Orst et al. 2013).

Zahavci (kam patfi i Myxozoa) jsou fazeni k bazilnim metazoim spole¢né
s vlo¢kovci (Placozoa), houbovci (Porifera) a zebernatkami (Ctenophora). Zebernatky jsou
podle poslednich poznatk jako prvni se odvétvujici metazoa a zahavci jsou sestersky ptibuzni
bilateraln¢ soumérnym Zzivo¢ichtim (Bilateria) (Moroz et al. 2014). Se vznikem metazoi se
poji 1 vznik signédlnich drah, a to relativné maly soubor vysoce evolu¢né konzervovanych
signalnich drah, které hraji zvlasté zasadni roli pro bunéénou komunikaci (Babonis et al.

2016).

1.1  Sphaerospora molnari — studovany organismus
1.1.1 Charakteristika druhu Sphaerospora molnari

Rybomorka Sphaerospora molnari je vcelku bézny endoparazit kapra obecného
(Cyprinus carpio). V ramci myxozoi se zastupci rodu Sphaerospora fadi do skupiny
Myxosporea, kterd je tvofena tfemi fylogenetickymi liniemi. Jako prvni se vétvi linie sférospor
(Sphaerospora sensu stricto linie) a poté se oddéluje motska linie infikujici mnohostétinatce

(Polychaeta) a sladkovodni linie infikujici malostétinatce (Oligochaeta) (Holzer et al. 2018).



Sférospory se obecné vyznacuji tvorbou presporogonickych krevnich stadii, ktera
jsou u nékterych sférospor pohybliva (Lom et al. 1985). Dale jsou pro né specifické dlouhé a
unikatni inzerce ve variabilnich oblastech 18S a 28S rDNA gent, kdy Sphaerospora molnari
by mohla mit jednu z nejdelSich eukaryotickych 18S rDNA sekvenci (Patra et al. 2018).
V Laboratofi rybi protistologie, BC AV CR je S. molnari udrzovana v kaprech obecnych, u
kterych jsou krevni stadia pfenasena z ryby na rybu pomoci intraperitonealnich injekci (Holzer

a Pimentel-Santos 2021).

1.1.2 Vyvojovy cyklus a patogenita

Jak je zminéno vyse, vyvojovy cyklus myxozoi zahrnuje dva hostitele, pficemz
definitivnim hostitelem je bezobratly (krouzkovec nebo mechovka) a mezihostitelem
obratlovec (nejéastéji ryba). Béhem vyvojového cyklu S. molnari nejprve atakuji aktinospory
zaberni nebo kozni epitel kapra obecného, ve kterém vytvaii nejprve presporogonicka krevni
stadia (pohybliva) a jaterni stadia a poté sporogonicka stadia vyvijejici se v koznim a zabernim
epitelu (Lom et al. 1983; Korytaf et al. 2019). Mezihostitele opousteji myxospory infikujici
definitivniho hostitele, ktery je u tohoto druhu (i u ostatnich druhi sférospor) zatim neznamy.
V definitivnim hostiteli se poté vytvateji aktinospory, jejichz vyvoj také neni dosud znamy,
které infikuji dalSiho mezihostitele (kapra obecného). Krevni stadia se vyznacuji specifickym
pohybem na bazi aktinu, coZ by zfejmé mohlo hrat roli v obrané parazita pfed imunitnim
systémem hostitele. Pohyb krevnich stadii S. molnari byl charakterizovan jako ,.tancici®, kdy
se rychle pohybujici krevni stadia vrti kolem zdhybti membrany (Hartigan et al. 2016). Dale
bylo zdokumentovano pfichyceni krevnich stadii na erytrocyty, které pravdépodobné i poziraji

(Hartigan et al. 2016, Korytaf et al. 2019).

Sphaerospora molnari je parazit kapra obecného (Cyprinus carpio) zodpovédny za
masivni thyny nasady kapri ve stfedni Evropé véetné CR (Lom et al. 1983; Dykova a Lom
1988). Je schopna u ryb vyvolat zaberni a kozni sférosporozu a v piipad€ krevnich stadii
hemolytickou anemii nebo mtze pfispét k zanétu plynového méchyie (Sudhagar et al. 2020).
Zabrami mohou stadia S. molnari prostupovat bud’ rozptyleng, nebo ve velkych shlucich. Pii
masivni infekci mohou nahradit interlaminarni bunééné vrstvy a muze dojit az k nekroze
tkané. Nekrotickou tkani nasledné parazit kapra opousti a napada dalsi jedince (Lom et al.

1983).



{ g

Y blog&stag;s

C?
‘ = actinospore myxospore

Obr. 1: Schématicky Zzivotni cyklus Sphaerospora molnari se znamym mezihostitelem kaprem
obecnym (Cyprinus carpio) a definitivnim bezobratlym hostitelem, v soucasnosti neznamym (zde
zobrazen jako malostétinatec (Oligochaeta)), kde se vyviji a uvoliiuji aktinospory (neznamé, zobrazeny
jako triaktinomyxonovy typ). Pfevzato od Wisniewska et al. in prep.

1.2  Signalni draha Notch

Signalni drahy zprostfedkovavaji mezibunénou komunikaci, a to bud’ pfimym
kontaktem (napt. pfes gap junctions) nebo vazbou signalni molekuly (ligandu). Signal je
nasledn¢ zaznamenan bunécnym receptorem na plazmatické membrané nebo v jadie, nacez je
predan prostifednictvim tohoto receptoru ¢i druhého posla do jadra buiky. V jadru dochazi
k ovlivnéni cilovych gent, které se za¢nou v odpovédi na pfijaty signal bud'to translatovat
nebo bude jejich exprese naopak reprimovana. Jelikoz jsou tyto drahy nastrojem mezibunécné
komunikace, jsou spojeny se vznikem mnohobunécnosti béhem evoluce. U metazoi se
uplatnuje kolem 20 signalnich drah, pfi¢emz sedm z nich hraje zasadni roli béhem jejich
vyvoje (Babonis et al. 2016). Témi jsou tyto drahy: Notch tcastnici se napt. diferenciace
bunék, kanonickd Wnt uplatiiujici se pfi organizaci struktur, TGF-f regulujici déleni bungk,
Hedgehog dulezita napt. pro neurogenezi a specifikaci kone¢ka prsti, receptor tyrosin kinazy
(RTK) podilejici se na regulaci bunééné proliferace a imunitniho systému, jaderné receptory
zapojené do metabolickych procesti nebo reprodukce a JAK/STAT pottebnd napi. pro
hematopoézu (Gazave et al. 2009; Sever a Glass 2016).



1.2.1 Charakteristika a evoluce Notch signalni drahy

Notch draha je vysoce konzervovana signalni draha u vSech metazoi a podili se na
bunécné diferenciaci, uréovani bunééného osudu a udrzovani stavu kmenovych bunck. Hraje
roli pii regulaci vyvoje nervové soustavy a tvorbé pravidelnych struktur tj. vzorovani (napf.
vlast, pefi). Tato draha ptisobi mechanismem lateralni inhibice, kdy se progenitorové buiky
béhem embryogeneze nachéazeji v nékolika skupinach podle typu builky, ktery z nich ma
vzniknout. Néasledn¢ z kazdé této skupiny zacne jedna buiika vysilat do svého okoli vysoké
mnozstvi ligandt pro Notch receptor, dochazi k aktivaci Notch drahy jak u této buiiky, tak u

sousednich bunék, coz zabrani jejich diferenciaci.

Lze rozliSovat dva zptisoby pritbé¢hu Notch dréhy, a to kanonicky a nekanonicky (téz
alternativni). Obvykle tato draha probihd kanonicky, tedy postupné, po uréitych krocich,
kdezto béhem nekanonické signalizace jsou nékteré z téchto kroki obchizeny (Layden a
Martindale 2014). Alternativni zptsoby prubéhu této drdhy mohou spole¢né s poruchami
v regulaci uritych komponent Notch drahy u lidi vést ke vzniku fady onemocnéni véetné

rakoviny a Alzheimerovy choroby (Sjélund et al. 2005, Kapoor a Nation 2021).

Kanonickd Notch signalizace zacind kontaktem bunky vysilajici signal s bunikou
akceptujici signal. Molekula pfijimajici signal béhem signalizace je transmembranovy Notch
receptor, ktery se sklada ze dvou domén, intraceluldrni (NICD) a extracelularni (NECD).
Samotna Notch signalizace je zahajena vazbou DSL ligandu na EGF-like repetice NECD
receptoru Notch, kdy dochazi k odstépeni NECD prostfednictvim metaloproteaz z rodiny
ADAM. EGF-like repetice jsou soucasti EGF domény NECD a interakci s Delta ligandem
zesiluji signdl. Intracelularni doména, stale pfipojend k plazmatické membrané, je posléze
uvolnéna komplexem gama sekretdzy, a pomoci alfa/beta 1 importinové drahy vstupuje NICD
do jadra. V jadie tvoii NICD komplex s transkripénim faktorem CSL navdzanym na DNA,
nacez se na tento komplex zacne vazat fada koaktivator. Vznikly koaktivatorovy komplex
nasledn¢ spousti expresi cilovych genti z Hey/Hes rodiny, které ptsobi jako inhibitory
proneuralnich bHLH genti, ¢imz indukuje zvySenou produkci ligandid. Signalizace Notch je
ukoncena fosforylaci PEST domény NICD, kterd nasledné¢ podléhd ubikvitinem
zprostfedkované proteasomalni degradaci. KdyZ Notch signalizace neni zapotiebi, NICD do
jadra nevstupuje a je degradovana lysozomem (Andersson et al. 2011). Transkripcni faktor

CSL muze zaroven ptisobit jako represor Notch drahy, kdy se na tento protein namisto



koaktivatori vazou korepresory. Takovato represe nastavd v piipad¢, kdy nedochazi

K pozitivnimu signalu pro zahajeni Notch signalizace (Yuan et al. 2016).

Nekanonicka Notch draha miize zacinat stejn¢ jako kanonicka vazbou Delta ligandu
na Notch receptor a St€penim receptoru komplexem gama sekretazy. V jadie ale NICD
neinteraguje s CSL transkripénim faktorem a nespousti transkripci primarnich cild Hes/Hey
gend, takze zde k regulaci proneurdlnich genti dochazi alternativnimi zptsoby (Layden a

Martindale 2014).

Skutecnost, Ze slozky Notch drahy byly nalezeny u myxozoi a spolecné i u dalSich
bazalnich metazoi jako u vlockovcli (Placozoa) a houbovct (Porifera), nasvédcuje tomu, ze
tato funk¢ni draha mohla byt pfitomna jiz u spole¢ného ptredka metazoi (Chang et al. 2015).
Ve studii zaméfené na signalni drahu Notch u zastupcl eukaryot byla zjiSténa pfitomnost
vSech 22 sledovanych genti z drahy Notch (. zakladnich slozek, ale i napt. Numb a Notchless)
u témef vSech analyzovanych bilaterii. Vyjimku tvofil Fringe, ktery chybi v genomu dvou
druhti prvotstych, a Mastermind, ktery se nenachazi u péti studovanych bilateralnich druht,
jak u prvoustych, tak u druhoustych. Zajimavé je, Ze mezi 22 cilovymi geny je pouze devét
specifickych pro metazoa (Notch, Delta, Furin, Mastermind, Numb, Neuralized, Mindbomb,
HES a SMRT). Piekvapivé je mezi nimi devét genii kodujicich ligand a receptor, coz
naznacuje, ze kanonicka draha Notch existuje pouze u metazoi (Gazave et al. 2009).
Experimentalnimi diikazy kanonického prib¢hu Notch drdhy je napf. ziskani krystalické
struktury samotného NICD, CSL a NICD-CSL-MAML komplexu nebo identifikace
vazebnich mist pro CSL u C. elegans a D. melanogaster (Kovall a Hendrickson 2004; Yuan
et al. 2016; Tabaja et al. 2017; Friedman a Kovall 2009).

Praveé Mastermind se u metazoi ukazal byt velmi vyznamnym koaktivatorem béhem
tvorby koaktivatorového komplexu s CSL proteinem a NICD v jadfte, proto je kupodivu, ze u
nekterych druhti nebyl nalezen (McElhinny et al. 2008). Vzhledem k identifikaci tohoto
koaktivatoru také u Zivoc€ichli bez oboustranné symetrie (napi. Zahavci, moiskd sasanka
Nematostella vectensis), je u bilaterii s chyb&jicim genem pro Mastermind pravdépodobna

jeho druhotna ztrata (Gazave et al. 2009).

Co se tyce ligandi pro Notch receptor, existuji jejich dveé rodiny, Delta/Delta-like a
Serrate/Jagged rodina. Tyto rodiny jsou rozdéleny podle poctu EGF repetic. U D.

melanogaster nachazime Delta ligand, ¢len z prvni zminéné rodiny, a ligand Serrate, ¢len



z druhé rodiny, zatimco sav¢i genom koduje z kazdé rodiny ligandt vice ¢lent (Parks et al.
2006; D’Souza et al. 2008). Bylo objeveno, Ze se Jagged, typ ligandu z Serrate/Jagged rodiny,
nevyskytuje u houbovct a vlockovci, zatimco Delta byl identifikovan u vSech metazoi.
Jelikoz se fada domén (napt. EGF repetice u Notch, Deltaa Mindbomb, ANK repetice u Notch
atd.) vyskytuji u vice eukaryotnich linii, 1ze se domnivat, ze se mohly nachazet jiz u posledniho

spole¢ného predka eukaryot (LECA) (Gazave et al. 2009).

Dalsi dulezitou komponentou drahy Notch je gama-sekretaza, enzymaticky komplex
Ctyt proteint $t€pici mimo jiné i NICD od plazmatické membrany. Gama-sekretaza se ukazala
byt konzervovana a ziejme ptitomna jiz v LECA, ovSem neexistuje zatim pfili§ dikazl pro
vyskyt tplného komplexu gama-sekretdzy obsahujiciho vSechny slozky v tomto spolecném

ptedku eukaryot (Gazave et al. 2009).

U myxozoi byly nalezeny jen nékteré slozky této drahy, pfi¢emz nékteré absentujici
slozky se ukazaly byt klicovymi pro Notch signalizaci, napf. transkripéni koaktivator
Mastermind, u savci pod nazvem MAML, u Drosophila melanogaster pod nazvem Mam
(Yang et al. 2014; Chang et al. 2015). Je tedy otazkou, jak pfesné draha u myxozoi bez fady
dalezitych komponent funguje, ¢i zda je u nich viibec uplatinovana. JelikoZ mohou kromé
kanonické Notch drahy existovat 1 riizné alternativni cesty této signalizace, je mozné, Ze drdha
muze u myxozoi probihat nékterym z téchto nekanonickych mechanismu. Jasnéjsi odpovedi

ale mohou poskytnout pouze experimentalni studie.

1.2.2 Signalni draha Notch u Zahavci

U myxozoi je dréha Notch oproti volné Zijicim Zahavciim znaéné redukovana (Obr.
2). Jak jiz bylo zminéno vySe, byly u myxozoi detekovany jen né&které jeji slozky. Identifikaci
genll u myxozoi komplikuje rychla evoluce a zna¢na komprese jejich genomd, o kterych je
udavano, ze mohou byt az 15 x mensi nez u volné Zijicich zahavci, coz muze byt spojeno
S jejich parazitismem (napf. postradaji geny pro metabolické procesy potiebné pro

neparazitické druhy) (Alama-Bermejo a Holzer 2021).

Pro vétSinu studii Zahavcl véetné drahy Notch jsou modelovymi organismy volné
Zijici zahavci - motska sasanka N. vectensis (Anthozoa) a nezmar obecny Hydra vulgaris
(Hydrozoa), popiipadé Hydracatinia echinata (Hydrozoa). U N. vectensis bylo zjisténo, Ze

inhibice Notch drahy pomoci DAPT (inhibitor gama-sekretazy) ma vliv na pocet nervovych



progenitorovych bunék a dozravani nematocytli (Richards a Rentzsch 2015). Spojeni Notch
drahy s dozravanim zahavych bunék bylo zjisténo i u H. vulgaris. Naopak u H. vulgaris neni
vyvoj nervovych bunék z neepitelialnich bunék vazan na Notch drahu (Késbauer et al. 2007).
To je v souladu se zjisténim u H. echinata, u které se ukazalo, Ze Notch draha je postradatelna
pro normélni neurogenezi ve vSech jejich zivotnich fazich, ale je nezbytny pro dozravani

nematocytil a pro morfogenezi chapadel (Gahan et al. 2017).

Dale je Notch draha u H. vulgaris a H. echinata spojena s regeneraci hlavy a
morfogenezi chapadel. Pii zablokovani drahy napf. doslo ke zkraceni chapadel, hlava
vykazovala abnormalni vzhled (napt. obsahovala rozsifend nebo dislokovana chapadla), ale
pokud byl inhibitor z média odstranén, doslo k Gplné regeneraci hlavy (Miinder et al. 2013;
Gahan et al. 2017).
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Obr. 2: Schéma navrhovaného prubéhu drahy Notch u myxozoi. Znazornéni sloZzek u myxozoi
detekovanych (tyrkysova) a u myxozoi nedetekovanych (¢ernd). Pozn.: vSechny slozky vyznacené na
schématu byly nalezeny u voln€ Zijicich cnidarii. Pfevzato od Lovy et al. in prep.



1.3 CSL protein
1.3.1 Struktura a funkce CSL proteinu

CSL protein patii mezi zakladni slozky Notch drahy. Jedna se o transkripéni faktor
vazajici DNA a fadu koaktivatorii a stejn¢ tak korepresori, coz z n€j za danych situaci ¢ini
bud aktivator nebo represor Notch drahy (Obr. 3) (Contreras-Cornejo et al. 2016).
Nejznaméjsim koaktivatorem tvoricim komplex s CSL je Mastermind, dale jsou to napt. SKIP
nebo HAT. Mezi korepresory jsou fazeny Hairless, CtBP, Groucho a Insensitive u D.
melanogaster necbo SMRT/NCoR, CIR, KyoT proteiny, SHARP/Mint a rizné histonové
deacetylazy (HDAC) u savcu (Maler et al. 2006; Nagel et al. 2005 a 2007; Duan et al. 2011,
Oswald et al. 2002 a 2005; Bray 2006; Borggrefe a Oswald 2009). CSL ziejmé¢ vaze
korepresory ptimo. Pfesny molekularni princip represe pomoci CSL sice dosud nebyl popsan,
ovSem lze se domnivat, ze by mohly korepresory rekrutovat histonové deacetylazy, které
zpusobi kompaktaci danych oblasti chromatinu vedoucich k potlac¢eni exprese cilovych geni.
Naopak k aktivaci genové exprese dochazi vytésnénim korepresord z vazby na CSL, a je
predpokladana ucast acetyltransferaz rozvolnujicich dané oblasti chromatinu (Mumm a Kopan
2000).

Obr. 3: Srovnani koaktivatorového (vlevo) a korepresorového (vpravo) komplexu CSL. Prevzato
z Contreras-Cornejo et al. 2016.



CSL proteiny jsou monomery slozené ze tfi domén, a to N-terminalni domény (NTD),
domény beta-trojlistku (BTD) a C-terminalni domény (CTD) (Obr. 4). U BTD domény je
patrny dlouhy beta-fetézec, ktery v této doméné zacina a vraci se sem skrz NTD i CTD
domény, a je tak soucasti struktury beta-skladanych listi ve vSech tfech doménach, ¢imz
ptispiva k organizaci struktury CSL. Na zakladé tohoto slozitého propojeni domén se
Z hlediska jeho tercialni struktury centralni doménou CSL stava NTD, nikoli BTD. BTD dale
obsahuje hydrofobni misto zvané hydrofobni kapsa. N-terminalni helix al u CSL je zaroven
integrovan do CTD, coz poukazuje na to, Ze vysledné sbaleni tohoto proteinu je dano riznymi

specifickymi interakcemi mezi doménami (Kovall a Hendrickson 2004; Nam et al. 2007).

U S. molnari byl v BTD domén¢ detekovan specificky inzert (Obr. 5 B), ktery neni
homologni u Zadného jiného organismu véetné ostatnich zahavci. Je otdzkou, zda se vyskytuje
1 u dalSich druht sférospor, jelikoz jejich genomové ¢i transkriptomové sekvence nejsou
dostupné. Jaky ma vliv tento inzert na strukturu CSL neni zndmo, ale lze se domnivat, ze by

mohl piispivat k vazbé na DNA (Gahura pers. comm.).

Bé&hem evoluce byly CSL proteiny zfejmé vysoce konzervovany, udava se, ze CSL
protein D. melanogaster je na 84% shodny s CSL u lidi, zaroven je dle zjist€énych informaci
pravdépodobné, ze mnoho zivoc¢ichu sdili jadro proteinu, a naopak jeho N a C-konec se zda

byt mezi druhy jiz variabilngjsi (Andreu-Aqullo et al. 2013).

Obr. 4: CSL protein. Vyzna¢ena NTD (oranzova), BTD (zlutd) a CTD (fialova). Pievzato z Contreras-
Cornejo et al. 2016.



A)

Obr. 5: Vytvoieno pomoci ChimeraX (ve spolupraci s RNDr. Ondiejem Gahurou, Ph.D. z Laboratote
funkéni biologie protist Parazitologického ustavu, BC AV CR). A) Tercialni struktura CSL proteinu
druhti D. melanogaster (oranzova) a S. molnari (modra). B) Detailni pohled na dolni ¢ast tercialni
struktury CSL proteinu druhti D. melanogaster (oranzova) a S. molnari (modra). Cervena struktura je
inzert specificky pro CSL u S. molnari.

1.3.2 Vazba na DNA

CSL protein vazajici DNA je stfedobodem transkrip¢ni regulace v draze Notch, kdy
jeho role je interakce bud’ s korepresory, nebo koaktivatory za icelem potlaceni nebo aktivace
transkripce cilovych gend. Jak bylo poprvé ukazano u C. elegans na rentgenové strukture CSL
(Lag-1) vazaného na DNA (Kovall a Hendrickson 2004), vSechny CSL proteiny obsahuji
konzervované strukturalni jadro, které je z velké ¢asti slozeno z beta-skladanych listi a sklada

se ze ti1 domén (viz kapitola 1.3.1)

Roli ve tvorbé ptimé vazby s DNA hraji u CSL proteinu jeho NTD a BTD domény,
nikoli ale CTD. Piestoze se CTD doména CSL proteinu nevaze piimo na DNA, muze jeji
uloha spocivat ve stabilizaci struktury proteinu, jelikoz je spojena se zbytkem proteinu jednim
helixem a beta fetézcem. Specifickych i nespecifickych interakci CSL s DNA je dosaZeno
vazbami proteinu s malym a velkym zlabkem na DNA, pti¢emz do velkého Zlabku se vaze
NTD prostfednictvim argininovych, lysinovych a glutaminovych zbytki a do malého Zlabku

se vaze BTD (Kovall and Hendrickson 2004; Tun et al. 1994).

V promotorech cilovych genti, které reaguji na vazbu tohoto komplexu pii Notch
signalizaci, se nachazeji specificka vazebna mista. Tato vazebna mista sestavaji ze dvou CSL
vazebnych mist v takzvané ,,head-to-head* organizaci orientovanych proti sob¢, ktera jsou
oddélena 16-17 nukleotidy (u D. melanogaster a savci). Pravé orientace a vzdalenost

vazebnych mist od cilovych genil ovliviiuje jejich transkripci béhem signalizace (Nam et al.
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2007). Konsensualni i nekonsensudlni specifickd vazebnd mista pro CSL jsou dlouhd 8
nukleotidii. Konsenzudlni vazebné misto (-TGTGGGAA-), jehoz prvni a patd pozice je
variabilni (konkrétné¢ C/T; G/T), je siln€¢ konzervované napii¢ studovanymi organismy,
zatimco druhé vazebné misto je nekonsenzualni a ma vice variabilnich pozic (Friedman a

Kovall 2009).

Primarnimi cili u kanonické Notch drahy jsou Hey/Hes geny. Jedna se o geny kodujici
transkripcni represory Hes a Hey z bHLH rodiny, které potlacuji expresi genii pro rizné
tkanoveé specifické transkripni aktivatory. Pravé diky témto efektorim zlstdva buika

s aktivni Notch drahou v nediferencovaném stavu (Iso et al. 2001).

1.3.3 DNA-CSL-NICD komplex

Pro charakteristiku tohoto tfislozkového koaktivatorového komplexu je nutno
nejprve popsat strukturu NICD, intracelularni domény Notch receptoru. V pfipadé
modelového organismu D. melanogaster byla u NICD zjisténa membranové proximalni RAM
doména, ANK doména obsahujici 7 ankyrinovych repetic, jaderné lokaliza¢ni sekvence a C-

terminalni degrada¢ni motiv PEST (Kopan et al. 2009).

Studie formovani komplexu u C. elegans popisuje, ze se NTD a CTD domény CSL
proteinu vazou na ankyrinové repetice NICD, a soucasné¢ dochazi k vazbé RAM domény
NICD na BTD CSL proteinu, a to zfejmé do jeji hydrofobni kapsy (Obr. 6). Tak, jak BTD
predstavuje vazebné misto pro NICD, se v ni také nachdzi vazebna mista pro korepresory.
Soucasna vazba NICD a korepresori se vSak vylucuje, tudiz Notch receptor aktivuje expresi
gentt vytésnénim korepresord z vazby na BTD. Vcetné korepresori komplex interaguje
S riznymi koaktivatory, napi. Mastermind, ktery by se mohl vazat svym N-terminalnim
koncem do drazky vytvotrené spojenim ANK domény NICD a RHR CSL proteinu (Kovall a
Hendrickson 2004; Nam et al. 2007). Vznikly komplex NICD-CSL-MAML poté rekrutuje
dalsi faktory pomoci C-termindlniho konce MAML. NICD koaktivatorového komplexu
nakonec tvofi dimer stabilizovany protein-protein interakcemi s povrchem ANK domény pies
solné mistky, a tento komplex nasledné navazuje kontakt se dvéma oblastmi DNA, kdy s ni
interaguje jak CSL (viz predchozi podkapitola), tak NICD, a to konkrétné jeji ANK doména
(Kovall a Hendrickson 2004). CSL a MAML se v ramci komplexu nachazeji také dvakrat,
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nicméné na rozdil od NICD jejich molekuly mezi sebou neinteraguji, a jsou tedy pfitomny ve

form¢ monomert (Obr. 7).

Obr. 6: DNA-CSL-NICD komplex druhu Caenorhabditis elegans s vyzna¢enymi doménami CSL a
NICD: NTD (modra), CTD (oranzova), BTD (zelena), RAM (Cervena), ANK (zlutd), MAML (Seda).
Pievzato z Friedman et al. 2007, PDB: 2FO1.

Obr. 7: Finalni struktura lidského CSL-NICD-MAML komplexu vazajiciho DNA. 2 ANK (fialova)
mezi sebou interaguji prostfednictvim svych rezidui (tyrkysovd) za vzniku dimeru; molekuly CSL
(zlata) a MAML (zelend) mezi sebou neinteraguji; komplex vaze 2 oblasti DNA (tmavé modra).
Pievzato z Nam et al. 2007.

1.3.4 Publikovana produkce rekombinantniho CSL

Dnes jiz je znam rekombinantni CSL protein z C. elegans a ¢lovéka. V piipadé C.
elegans byly k produkci tohoto proteinu uzity kompetentni bunky Escherichia coli Rosetta
(DE3)pLysS, které byly transformovany vektorem pGEX-6P-1 nesoucim ¢ast genu pro CSL
(uhadatka pod nazvem Lag-1) fizovanym s GST skupinou. Po kultivaci bun¢k s indukovanou
genovou expresi, byl ziskany bunécny lyzat nanesen na predem ekvilibrovanou glutation

sefar6zovou 2B kolonu. Protein byl z kolony vymyt pufrem obsahujicim 20mM glutation a

12



GST byl nakonec odstranén dalsi purifikaci na glutationové kolonég. Lag-1 byl déle purifikovan

pomoci kationtové vyménné chromatografie (Kovall a Hendrickson 2004).

U clovéka byly kprodukci CSL wuzity BL21(DE3)pLysS bunky E. coli
transformované vektorem pET28a nesoucim gen pro CSL fuzovany s 6xHis-tag. Po kultivaci
bun¢k s indukovanou genovou expresi byl bunécny lyzat nanesen na Ni-NTA (Qiagen)
kolonu. Nasledné byl protein eluovan pufrem s 200 mM imidazolem a poté purifikovan

aniontoveé vyménnou chromatografii na MonoQ HR 10/10 kolon¢ a eluovan pomoci gradientu

NaCl (Nam et al. 2006).

1.4 Notch draha u Sphaerospora molnari

Jak z uvodu vyplyva, u myxozoi nebyla oproti volné zijicim zahavcim detekovana
fada komponent Notch signélni drahy, mezi kterymi jsou i molekuly béhem signalizace
vyznamné, coz vyvolava otazky, zda je u nich tato draha vibec funkéni, a ptipadné jak by u
nich bez ptitomnosti téchto sloZzek mohla probihat. Jednou z teorii naptiklad je, ze by u
myxozoi mohl existovat alternativni zptisob Notch signalizace, ktery by se mohl obejit bez

nékterych slozek podstatnych béhem kanonické Notch dréhy.

Tato prace se zabyva jednou z klicovych slozek Notch signalizace nalezenou u S.
molnari, a to CSL proteinem o velikosti 61 kDa. Jeho funkce u S. molnari je vSak neznama, a
dosud u tohoto organismu nebyla blize zkoumadana. Posttranslaénimi modifikacemi CSL
proteinu jsou zejména fosforylace, disulfidické vazby a glykosylace (Obr. 9). Byly
predikovany i metylace, ale tento typ posttranslatnich modifikaci myxozoa pravdépodoné

nemaji (Kyger et al. 2020).

Prvnim cilem této prace je optimalizace produkce rekombinantniho CSL proteinu
V bakteridlnim expresnim systému, kdy bude tento protein produkovan v expresnim systému
bakterie E. coli transformované vektorem nesoucim gen pro CSL protein S. molnari. Dalsim
cilem je priprava rekombinantniho CSL a purifikace pro zisk koncentrovaného a
purifikovaného proteinu, se kterym se posléze mohou provadét rizné strukturni studie, a
poslednim cilem je ptiprava polyklonélnich protilatek proti rekombinantnimu CSL a ovéifeni
jejich specifity. Ziskané protilatky mohou byt dale vyuzity k fadé studii tohoto proteinu v S.
molnari, jako napf. ke znaceni proteinu protilatkou v krevnich stadiich tohoto druhu nebo ke

zkoumani interakci CSL s DNA.
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Bakalarska prace tedy vyznamné piispéje k vyzkumu CSL proteinu, a tudiz i Notch
drahy u S. molnari. Vyuziti rekombinantniho CSL k dal$im experimentim mutize pomoci

objasnit prib¢h drahy u rybomorek (kanonicka vs. nekanonicka).
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2 Cile

1) Optimalizace produkce rekombinantniho proteinu CSL v bakteridlnim expresnim systému
2) Piiprava rekombinantniho CSL a purifikace

3) Priprava polyklonalnich protilatek proti rCSL a ovétenti jejich specifity
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3  Materialy a metody

3.1 Kompetentni buiiky a vektory

Tab. 1: Uzité bunky, vektory a jejich charakteristika.

Kompetentni buiiky E. coli

Nazev

Charakteristika

T7 Express Competent E. coli (High
Efficiency) (New England Biolabs)

deaktivované protedzy, teplotni Sok: 10 s

BL21 (DE3) Competent E. coli (New
England Biolabs)

deaktivované proteazy, teplotni Sok: 10 s

SHuffle®T7 Express lysY Competent E.
coli (New England Biolabs)

produkce disulfidickych mistku, teplotni
Sok: 30 s

ArcticExpress (DE3) Competent cells
(Agilent)

produkce chaperonind, teplotni Sok: 20 s

Vektory

Nazev

Charakteristika

pASK-IBA37plus (IBA)

tetracyklinovy promotor, 6xHis-tag,

ampicilinova rezistence

Champion™ pET SUMO (Invitrogen™)

T7 promotor, 6xHis-tag, fuzni protein

SUMO, kanamycinova rezistence

3.2 Chemikalie a pufry
Tab. 2: Uzité chemikalie a pufry.

Transformace kompetentnich bunék

Agarové LB plotny 15 g/l agaru; 20 g/l LB média; ATB: 50
pg/ml kanamycinu, 50 pg/ml ampicilinu
S. 0. C. medium 0,5% kvasni¢ny extrakt; 2 % trypton;

10mM NaCl; 2,5mM KCI; 10 mM MgCI2;
10mM MgSO04; 20mM glukoéza
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Indukce produkce CSL proteinu

LB médium LB: 10 g/l tryptonu; 5 g/l kvasni¢ného
extraktu; 5 g/l NaCl
pfipraveno rozpusténim 16 g LB v 800 ml
ddH-O

Kanamycin pracovni ¢= 50 pg/ml

Ampicilin pracovni ¢= 50 pg/ml

Anhydrotetracyklin

pracovni c= 200 pug/ml

IPTG

pracovni c= 1 mM

SDS-PAGE elektroforéza

Lyza¢ni pufr

50mM KH2POj4; 400mM NaCl; 100mM
KCI; 10% glycerol; 0,5 % TritonX-100;
10mM imidazol; pH=7,8

1x PBS

137mM NaCl; 2,7mM KCI; 10mM
Na2HPO4; 1,8mM KH2PO4v 800 ml
ddH.0

4 x Laemli vzorkovy pufr

20 ml 0,5M Tris- pH=6,8; 4 g SDS; 20 ml
glycerolu; 0,1 g bromfenolové modfi,
doplnéno H20 do 45 ml; poté ptfidan beta-

merkaptoetanol v fedéni 1:10

1xXTGS

ptipraven z 10 x TGS: 58,15 g Tris; 29,3 g
glycinu; 3,75 g SDS

Coomassie Brilantni modf R-250

125 mg Coomassie Brilantni modii R-250
ve 125 ml metanolu; 125 ml 20% kyseliny

octové

12 % Separacni gel

TGX FastCast Acrylamide Solutions (Bio-
Rad) -3ml Resolver A; 3 ml Resolver B;
dale pfidano 30 ul 10 % APS a 3 ul
TEMED
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4 % Zaostiovaci gel

TGX FastCast Acrylamide Solutions (Bio-
Rad) -3 ml Stacker A; 3 ml Stacker B; dale
ptidano 30 ul 10 % APS a 3 ul TEMED

Western blot

10 x SDS pienosovy pufr

25mM Tris; 192mM glycin; 10% metanol;
pH 8,5

10 x TBS pufr

60,5 g Tris; 87,66 g NaCl; pH 7,6

TBS-T

pfipraven fedénim 10 x TBS na 1x a

piidanim 1 ml Tween ® 80 (SERVA)

Blokovaci roztok

2,5 % roztok odtu¢néného suseného mléka

(ITW Reagents) v TBS-T

Mysi monoklonélni anti-polyhistidinova
protilatka: Monoclonal Anti-
polyHistidine antibody produced in
mouse (Sigma Aldrich)

uzité fedéni= 1:3000

Kozi anti-mysi IgG konjugovany

s peroxidazou: Anti-Mouse 1gG—
Peroxidase antibody produced in goat
(Sigma Aldrich)

uzité fedéni: 1:5000

Kozi anti-krali¢i IgG (H+L), konjugovany
s peroxidazou: Goat Anti-Rabbit IgG
Antibody (H+L), Peroxidase (\VVector
Laboratories)

uzité fedéni= 1:5000

Substrat pro kifenovou peroxidazu

Clarity Western™ ECL Substrate (Bio-
Rad)-Luminol/enhancer solution a

Peroxide solution v poméru 1:1

Solubilizace inkluznich téles

Solubilizaéni pufr

6M guanidium HCI, 20mM Tris, 5mM
imidazol, 0,5M NaCl a 1mM beta-
merkaptoetanol

Denaturacni afinitni chromatografie (IMAC)

Ekvilibra¢ni pufr

20mM Tris; 300mM NaCl; 6M mocovina;
pH=7,5
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Eluéni pufr 20mM Tris; 300mM NaCl; 6M mocovina,
0,5M imidazol; pH=7,5

Step-down refolding
Pufr A 20mM Tris, 50mM NaCl, 4M mocovina,

4mM beta-merkaptoetanol
Pufr B 20mM Tris, 50mM NaCl

3.3 Optimalizace produkce rekombinantniho proteinu CSL v expresnim
systému E. coli

3.3.1 Transformace kompetentnich bunék

Jednalo se o transformaci specifickych kmeni kompetentnich bun€k E. coli
patficnymi vektory (Tab. 1). Kompetentni buiiky E. coli byly uchovavany v mrazaku pti -80

°C. Pfed pouzitim byly 30 min rozmrazovany na ledu.

K buitkdm byl pfidan vektor, kdy byl smichdan 1 pl Champion™ pET SUMO o
molarni koncentraci 57,3 ng/ul nebo 0,5 ul pASK-IBA37plus o molarni koncentraci 144 ng/1
ul s 25 pl bungk. Nasledné byla smés bunék a plazmid promichana jemnym poklepanim na
zkumavku a ponechéna 30 min na ledu. Poté byl proveden teplotni Sok, kdy se buiiky vloZily
na danou dobu (Tab. 1) do vodni lazné o teploté 42 °C, a poté byly vraceny na 2 min na led.
Nasledné k buikdm bylo ptidano 250 pl S. O. C. media pfedehtatého na 37 °C a po hodinovém
trepani pii 37 °C a 220 rpm na tfepacce Innova ® S44i (Eppendorf) byly buiiky rozetfeny
plastovou hokejkou na temperované Petriho misky (37 °C) obsahujici LB agar a vhodné ATB
o dané pracovni koncentraci (Tab. 1, 2). 50 ul bun€k bylo rozetfeno na prvni misku a zbyly
objem bunék na druhou misku, coZ ptfedstavovalo kontrolu G€innosti ATB, kdy nasledujici
den musi vyrGst mnoZstvi kolonii zavislé na objemu rozetfenych bunck. Buiky byly

kultivovany ptes noc pii 37 °C.
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3.3.2 Pilotni produkce rekombinantniho proteinu

Nasledujici den po transformaci byla odebrana jedna narostld izolovana kolonie a
pfenesena do 50 ml zkumavky obsahujici 15 ml tekutého LB media a vhodné ATB o své
pracovni koncentraci (Tab. 2). Buiiky byly kultivovany na tfepadce Innova ® S44i (Eppendorf)
za teploty 37 °C pfi 220 rpm pies noc. Druhy den rano byl inokulovéan 1 ml kultury do 15 ml
¢istého tekutého LB média bez ATB. Kultura byla vlozena do tfepacky a inkubovéna pti 220
rpm na 30 °C, dokud nedosahla hodnoty ODego 0,6-0,8. Po dosazeni pozadovaného ODsoo byla
provedena indukce. Produkce proteinu byla indukovdna 1 mM IPTG (pro Champion™ pET
SUMO) nebo anhydrotetracyklinem ve vysledné koncentraci 200 pg/ml (pro pASK-
IBA37plus). Zaroven byla pro kazdou sledovanou teplotu ponechana jedna zkumavka

s kulturou bez indukce jako kontrola.

Produkce proteinu byla monitorovana za riiznych teplot a v definovanych ¢asovych
intervalech (Tab. 3) odebranim 1 ml kultury, ze kterého byl centrifugaci na centrifuze 5415 R
(Eppendorf) pii MAX otackach (13 200 rpm) po dobu 1 min oddélen pelet bunék, a ten byl
posléze skladovan pti -20 °C.

Tab. 3: Casové intervaly odbéru peletu za danych teplot.

Teplota Casové intervaly (h)
30 °C 2,4,6

18 °C 3,6, pfes noc

16 °C 3,6, ptfes noc

10 °C pies noc

3.3.3 1Izolace rozpustné a nerozpustné frakce

Bunéény pelet byl smichan s 500 pl lyza¢niho pufru a vzorky byly vortexovany az
do rozpusténi. Nasledné byly bunky lyzovany mrazenim v tekutém dusiku a zahtivanim pfi
42 °C v ThermoBlocku. Rozpustné a nerozpustna frakce bunék byla odd¢lena centrifugaci pii
4 °C a otackach 13 200 rmp po dobu 10 min. K nerozpustné frakci bylo ptidano 500 ul 1x
PBS.
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Nasledné bylo ke v§em vzorkiim ptidano 125 pl 4x Laemliho vzorkového pufru (900
ul Laemli pufru se 100 ul beta-merkaptoetanolu) a vzorky byly denaturovany zahtatim na 94
°C v ThermoBlocku po dobu 5 min. Takto pfipravené vzorky byly vortexovany a skladovany

pii pokojové teplote.

3.3.4 SDS-PAGE elektroforéza

Tato metoda umoznila separaci proteini ze smeési jejich prichodem

polyakrylamidovym gelem.

Nejprve byl ptipraven 12 % separacni polyakrylamidovy gel nalitim mezi dv¢ sklicka
zhruba do 2/3 vysky a zaképnut 75% etanolem. Po zhruba 30 min byl filtranim papirem odsan
etanol a zbyly prostor mezi sklicky byl dolit 4 % zaostiovacim gelem, do kterého byl ihned po

naliti vsunut hfebinek a gel se nechal minimaln€ 30 min polymerizovat.

Pii SDS-PAGE elektroforéze byly do jamek pipetovany 3 ul PageRuler Plus
Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific) a 10 ul jednotlivych vzorkd. Nasledné
byl gel zalit 1 x TGS pufrem a elektroforéza probihala nejprve 15 min pii 100 V a dalsi zhruba
hodinu a patnact minut pti 150 V. Gel byl nasledné t¥ikrat po dobu 10 min promyt dH20, aby
byl zbaven SDS, nésledné 30 min barveny barvivem Coomasie Brilantni modii R-250 a
nakonec byl dvakrat 30 min promyt dH20. Vysledné gely byly vyfoceny pomoci ChemiDoc
(Bio-Rad).

3.3.5 Western Blot

Nejprve bylo 10 pl vzorku proteinti separovano polyakrylamidovym gelem
pfipravenym stejnym zpusobem jako v podkapitole 3.3.4 (SDS-PAGE elektroforéza).
K Western blotu byla uzita PVDF membrana (Immun-Blot®, Bio-Rad), ktera musela byt 15
min aktivovana namoc¢enim ve 100 % metanolu. Nasledné¢ byly PVDF membréana 1 gel
S proteiny na 15 min inkubovany v 1 x SDS pienosovém pufru. Poté nasledovalo blotovani,
preneseni separovanych proteinti z gelu na PVDF membréanu, kdy byl do Trans-Blot® Turbo™
Transfer System (Bio-Rad) vlozen sendvic¢ slozeny z Mini-Trans Blot filtra¢nich papirt, které

tvoftily jeho vnéjsi vrstvy, na spodnim filtraénim papiru byla membrana a na ni gel. Vrstvy
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sendvice byly peclivé smacknuty k sob¢, aby se zamezilo vzniku bublin a pfenos probé¢hl

uspésné. Prenos probihal pii programu STANDARD-SD pii 25 V 30 min.

—— horni filtracni papir
—— gel
—— PVDF membréna
—— spodni filtraéni papir

Obr. 8: Slozeni sendvice pti Western blotu. Vytvoieno pomoci BioRender.

Po ukonceni pfenosu byla membrana promyta v TBS-T (3x 10 min) a poté blokovana
(2 hodiny) v 2,5% roztoku suSeného mléka ITW Reagents v TBS-T na tfepacce (Edmund
Biihler GmbH) pii 50 rmp. Poté byla membrana znovu promyta v TBS-T (3x 10 min) a byla
K ni ptidana mySi monoklonalni anti-polyhistidinova primarni protilatka (Sigma-Aldrich)
fedénd v 2,5% roztoku susené¢ho mléka v TBS-T v poméru 1:3000 (4 ul protilatky ve 12 ml
blokovaciho roztoku). Membrana byla s protilatkou inkubovana pfes noc za tfepani na
ttepacce (Edmund Biihler GmbH) pii 50 rmp pfi teploté 4 °C. Dalsi den byla membrana
promyta TBS-T (3x 10 min) a pfidal se k ni kozi sekundarni anti-mysi peroxidazovy IgG
(Sigma-Aldrich) v 2,5% roztoku suseného mléka v TBS-T v poméru 1:5000 (2 ul protilatky
v 10 ml blokovaciho roztoku). Sekundarni protilatka se nechala ptisobit za tfepani na tiepacce
(Edmund Biihler GmbH) pii 50 rmp jednu hodinu a poté byla membrana promyta v TBS-T
(2x 10 min) a dal$ich 10 min v TBS.

Na zavér probéhla reakce se substratem, kdy byl na membranu nakapan substrat
pfipraveny smichanim Clarity Western™ ECL Substrate: Luminol/enhancer solution a
Peroxide solution v poméru 1:1, a nechal se 5 min plisobit za vzniku barevné zmény. Substrat
byl kapan v objemu zavislém na plose membrany, kdy 0,1 ml substratu mé&lo pokryt 1 cm?
membrany. Vysledny signal byl zobrazen chemiluminiscenci pomoci G:BOX Chemi

(Syngene).
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3.4 Priprava rekombinantniho CSL proteinu a purifikace
3.4.1 Large scale produkce

K této produkci byly vyuzity BL21 (DE3) Competent E. coli buiiky transformované
pASK-IBA37plus (viz podkapitola 3.3.1). Po transformaci byly kultivovany pies noc pii 37

°C na tuhém agarovém mediu obsahujicim vhodné ATB (Tab. 1, 2).

Nasledujici den byla odebrana Spickou mikropipety jedna izolovana kolonie, ktera
byla vlozena do 50 ml tekutého LB media s ptisluSnym ATB a kultivovana na tfepacce Innova
® S44i (Eppendorf) pti 220 rpm a 37 °C pies noc. Nésledné bylo 25 ml kultury p¥idano k 800
ml tekutého LB media a kultivovano pti 37 °C, kdy po dosazeni ODsoo hodnot 0,6-0,8 byla u
bunck indukovédna genové exprese pomoci anhydrotetracyklinu uzit¢ho v koncentraci 200
pg/ml. Indukované buiiky byly kultivovany pii 30°C 6 h a poté byl 20 min centrifugaci pii
15000 rpm na Heraeus-Multifuge X3R (Thermo Scientific) centrifuze stocen pelet bunck.

Bunéény pelet byl zamrazen pii -20 °C.

3.4.2 Solubilizace inkluznich télisek proteinu

Bunécny pelet byl nejprve rozpustén v 15 ml lyza¢niho pufru a bunky byly nasledné
lyzovéany pti 20000 psi pomoci ptistroje Microfluidizer LM20 (Microfluidics). Nésledné byla
centrifugaci na Heraeus-Multifuge X3R (Thermo Scientific) centrifuze pii 15000 rpm
oddélena nerozpustna frakce, ke které bylo pfidano 50 ml solubiliza¢niho pufru a solubilizace
probihala ptes noc pii pokojové teploté za michani na magnetické michacce (DLAB) pii 250
rpm. Poté byla provedena centrifugace pii 15 000 rpm na Heraeus-Multifuge X3R (Thermo

Scientific) 30 min a odebrana rozpustna frakce.

3.4.3 Denaturacni afinitni chromatografie (Afinitni chromatografie na vazanych
kovovych iontech, IMAC)

Purifikace byla provadéna v purifikaénim systému AKTA pure 25 M (GE HealthCare)
pomoci 5 ml HisTrap™ HP (Cytiva) kolony. Tato kolona byla promyvana 25 ml ddH,0 pii
objemovém pritoku 5 ml/min, nacez byla kolona ekvilibrovana ekvilibraénim pufrem, poté

promyta eluénim pufrem a nakonec opét ekvilibra¢nim pufrem.
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Nasledovalo naneseni vzorku proteini na kolonu pomoci vzorkové pumpy o
objemovém pratoku 1 ml/min a zaroven byla jimana flow-through (FT) frakce
S nenavazanymi proteiny, a nasledné byla kolona promyvana ekvilibra¢nim pufrem. Poté byl
uzit eluéni pufr s 0,5M imidazolem pro vymyti nespecificky navazanych proteini. Eluce
rekombinatniho CSL probihala pomoci zvySeni mnozstvi elu¢niho pufru na 100 % o pritoku
1 ml/min po dobu 20 min. Eluce proteinti byla monitorovana pomoci UV2go a jiména v 1 ml
frakcich. Nakonec byl purifika¢ni systém promyt elu¢nim a ekvilibra¢nim pufrem, ddH20 a

napustén 20 % etanolem.

Obsah CSL proteinu v jednotlivych frakcich byl vyhodnocen pomoci SDS-PAGE

elektroforézy.

3.4.4 Step-down Refolding

Frakce vykazujici nejvyssi obsah CSL proteinu byly slity a v poméru 1:2 smichany
s pufrem A obsahujicim 4M mocovinu. Dialyzaé¢ni stfivko SnakeSkin™ Dialysis Tubing
(Thermo Scientific ™) s propustnosti molekul o velikosti do 10 kDa bylo naplnéno 30 ml
smési proteini v pufru A, uzavieno a vlozeno do kadinky s 500 ml stejného pufru. Takto
pfipravené stiivko bylo ponechéano pii 4 °C a za neustalého michani magnetickou michackou
(DLAB) pii 250 rpm byla v riiznych casovych intervalech (Tab. 4) vymeéiovana 1/3 objemu
pufru v kadince a doplnovana do ptivodniho objemu pufrem B bez mocoviny, a timto byly
postupné sniZovany denatura¢ni podminky. Po tfech dnech byl proteinovy vzorek vyjmut z
dialyzac¢niho stfivka a stoc¢en po dobu 30 min na centrifuze Heracus-Multifuge X3R (Thermo
Scientific) pfi 15 000 rpm. Precipitat 1 supernatant ziskany po refoldingu, byly analyzovany
na pritomnost CSL proteinu pomoci SDS-PAGE elektroforézy.

Tab. 4: Koncentrace mocoviny v ¢ase.

Intervaly Fedéni pufru A | Molarni koncentrace
(h) mocoviny (mol/l)

24 2,664

32 1,774

48 1,18

56 0,786

72 0,52

80 0
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3.5 Priprava polyklonialnich protilitek proti rCSL a ovéreni jejich
specifity

3.5.1 Pr¥iprava vzorki pro imunizaci

Precipitat ziskany refoldingem byl rozsuspendovan v 0,5 ml destilované vody.
Celkem bylo timto zptisobem pfipraveno pro imunizaci 8 vzorku, tedy 8 davek. Imunizace
byla provadéna servisem Laboratornich chovii Parazitologického ustavu, BC AV CR, kdy
byly vzorky za ptidavku 0,5 ml adjuvancia podavany dvéma kralikim s ¢isly 086 a 087, a

kazdému byly injikovany ¢tyfi davky béhem zhruba jednoho mésice.

3.5.2 Ovéreni specifity protilatek proti rCSL

Z krve obou kralikt byla po 24 hodinové sedimentaci ve 4 °C na centrifuze Heraeus-
Multifuge X3R (Thermo Scientific) pfi otackach 2 500 rpm po dobu 15 min oddé€lena krevni
plazma, ktera byla uZita na ovéfeni specifity protilatek Western blotem. Western blot byl
proveden stejnym zpusobem jako v podkapitole 3.3.5 svyjimkou uziti 3 pl vzorku
purifikovaného CSL proteinu a uziti plazmy obou kralikti jako primarni protilatky o fedénich
1:50 (120 pl plazmy v 6 ml blokovaciho roztoku), 1:100 (60 ul plazmy v 6 ml blokovaciho
roztoku) a 1:500 (12 pl plazmy v 6 ml blokovaciho roztoku). Jako sekundarni protilatka byl
vV tomto ptipadé uzit kozi-anti-krali¢i IgG (H+L) konjugovany s kifenovou peroxidazou
(Vector Laboratories) v fedéni 1:5000 (1,2 ul protilatky v 6 ml blokovaciho roztoku).
Soucasn¢ byla provedena SDS-PAGE (viz podkapitola 3.3.4) se 3 ul vzorku purifikovaného
CSL a 3 pl PageRuler™ Unstained Protein Ladder (Thermo Scientific™). Krevni plazma poté
byla ulozena do -20 °C.

Identifikace proteinu pomoci MALDI byla provedena servisem Mgr. Filipa Dycky,
Ph.D. z PiF JU.
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4  Vysledky

4.1 Optimalizace  produkce rekombinantniho  proteinu CSL
V bakterialnim expresnim systému

4.1.1 Pilotni produkce rekombinantniho proteinu

Touto produkci jsme zjistovali, jaké podminky jsou nejlepSi pro produkci
rekombinantniho CSL proteinu v konkrétnich bunikach E. coli. Uzitymi kompetentnimi
bunikami byly BL21 (DE3), T7 Express (High Efficiency), SHuffle®T7 Express lysY a
ArcticExpress (DE3). BL21 (DE3) a T7 Express (High Efficiency) jsou standartnimi typy
bun¢k uzivanymi pro produkce rekombinantnich proteinti. Maji inaktivované proteazy Lon a
OmpT, aby bylo zabranéno $tépeni proteint. Dalsi uzité bunky jsou vylepSeny 0 vlastnosti,
které bézné buiky E. coli nemaji, jako je moznost posttranslacnich modifikaci, ¢imz jsou
optimalizovany podminky pro produkci eukaryotnich proteinti. SHuffle®T7 Express lysY E.
coli obsahuji plazmidy nesouci gen pro disulfid-izomerazu pro tvorbu disulfidickych mustkd,
které se (spole¢né s fosforylacemi a glykosylacemi) nachazeji v CSL proteinu S. molnari (Obr.
9), a jelikoz proteiny E. coli tento typ vazby postradaji, je tak zvySena pravdépodobnost
produkce CSL v bakterii ve spravné konformaci. Buniky ArcticExpress (DE3) jsou obohaceny

0 plazmidy s geny pro chaperoniny Cpn60 a Cpn10 usnadiujicimi skladani proteinu.

BL21 (DE3) a T7 Express (High Efficiency) byly transformovany vektory pASK-
IBA37+ a Champion™ pET SUMO a SHuffle®T7 Express lysY a ArcticExpress (DE3) byly
transformovany pASK-IBA37plus. V piipadé CSL produkovaného vektorem pASK-
IBA37plus byla o¢ekdvana velikost proteinu 62 kDa, jelikoZ tento plazmid obsahoval mimo
gen pro protein také N-terminalni 6x His-tag. Champion™ pET SUMO produkoval protein o
délce zhruba 74 kDa kvili ptitomnosti N-termindlniho 6xHis-tag a fuzniho proteinu SUMO,
ktery napomaha skladani proteinu. Dale pASK-IBA37plus obsahuje §t€épné misto o velikosti
11 bp pro proteazu faktor Xa pro odstépeni 6x His-tag od CSL. V piipadé Champion™ pET
SUMO je pro odstépeni N-terminalniho 6x His-tag a proteinu SUMO piitomna C-terminalni
proteaza SUMO ULP-1.

Po indukci genové exprese u bunétné kultury (prostiednictvim ImM IPTG pro
Champion™ pET SUMO a anhydrotetracyklinu o koncentraci 200 pg/ml pro pASK-
IBA37plus) byl po dobu 2 h, 3 h, 4 h, 6 h a pfes noc a za teplot 10 °C, 16 °C, 18 °C a 30 °C

odebran 1 ml vzorek a z n&j odd¢len bunéény pelet. Poté byly buniky lyzovany sttidanim jejich
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zmrazovani v tekutém dusiku s jejich zahtivanim. Nakonec bylo 10 pl izolované rozpustné a
nerozpustné frakce analyzovano pomoci SDS-PAGE na pfitomnost proteinu CSL.
V rozpustné frakci se nachazi slozené proteiny cytosolu, kdezto v nerozpustné frakci jsou
pritomny proteiny nejCastéji v agregované formé inkluznich téles ¢i membranové proteiny.
Nasledné byla pomoci SDS-PAGE analyzovana produkce rekombinantniho CSL proteinu u
vSech kombinaci bun¢k a vektorit za danych podminek kultivace, kdy u vSech testovanych
bunck bylo prokazano vice proteinu v nerozpustné frakci oproti rozpustné. (Tab. 5). Ze
ziskanych vysledkt SDS-PAGE je v této praci prezentovan vysledek produkce indukovanych
buné¢k BL21(DE3) Competent E. coli s pASK-IBA37plus vektorem kultivovanych pfi teploté
30 °C po dobu 6 h, u kterych byla zaznamenana nejvyssi produkce nerozpustného CSL
proteinu (Obr. 10).

T 0 b e [y Ed Gl 70 0 £l T00
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Obr. 9: Predikované (disulfidické mustky DCON, http://gpcr.biocomp.unibo.it/, ostatni
https://www.musite.net/) posttranslaéni modifikace CSL proteinu S. molnari. Vyznaeny jsou:
fosforylace (P), acetylace (ac), kyselina pyrrolidonkarboxylova (pc), cystein s disulfidickou vazbou

(C) a glykosylace (gl).

Tab. 5: Produkce CSL proteinu u jednotlivych kombinaci bunék a vektord za danych kultiva¢nich
podminek, kdy jsou znaménkem + oznaceny vyhovujici produkce a znaménkem — nevyhovujici ptilis
nizké produkce. Cervené oznagena kombinace a podminky s nejvyssi produkei.

Buriky Vektor Teplota (°C) Cas Produkce proteinu

BL21 (DE3) pASK- 30 °C 2,4,6 rozpustny

Competent E. IBA37plus

coli nerozpustny

BL21 (DE3) pASK- 18 °C 3, 6, pfes noc rozpustny

Competent E. IBA37plus

coli nerozpustny

BL21 (DE3) Champion™ 30 °C 2,4,6 rozpustny

Competent E. pET SUMO

coli nerozpustny
18 °C 3, 6, ptes noc rozpustny
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BL21 (DE3) Champion™ nerozpustny -
Competent E. pET SUMO

coli

T7 Express pASK- 30 °C 2,4,6 rozpustny -
Competent E. IBA37plus

coli (High nerozpustny +
Efficiency)

T7 Express pASK- 18 °C 3, 6, pfes noc rozpustny -
Competent E. IBA37plus

coli (High nerozpustny +
Efficiency)

T7 Express Champion™ 30 °C 2,4,6 rozpustny -
Competent E. pET SUMO

coli (High nerozpustny -
Efficiency)

T7 Express Champion™ 18 °C 3, 6, pfes noc rozpustny -
Competent E. pET SUMO

coli (High nerozpustny -
Efficiency)

SHuffle®T7 PASK- 30 °C 2,4,6 rozpustny -
Express lysY IBA37plus _
Competent E. nerozpustny -
coli

SHuffle®T7 pASK- 16 °C 3, 6, ptes noc rozpustny -
Express lysY IBA37plus .
Competent E. nerozpustny -
coli

ArcticExpress pASK- 10 °C pres noc rozpustny -
(DE3) IBA37plus :
Competent cells nerozpustny -
ArcticExpress Champion™ 10 °C pies noc rozpustny -
(DE3) pET SUMO i
Competent cells nerozpustny +

A)

25098

25-

10- ©

L 2+ 2- 4+ 4- 6+ 6- 3+ 3- 6+ 6- ON+ ON-

— e

6+ 6- 3+ 3-

6+ 6- ON+ ON- 0S

Obr. 10: Porovnani produkci CSL u rozpustné a nerozpustné frakce bunék BL21(DE3) Competent E.
coli s pASK-IBA37plus. A) Rozpustna frakce. Znazornény ¢asové intervaly v h pro t: 30 °C zelené,
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pro 18 °C modie; ON= pfes noc, s indukei (+) a bez indukce (-). B) Nerozpustna frakce. Znazornény
¢asové intervaly v h pro t: 30 °C zelen¢, pro 18 °C modte; ON= ptes noc, s indukci (+) a bez indukce
(-); 0S= produkce v ¢ase 0 pro supernatant. Sipky oznacuji CSL protein.

4.1.2 Ovéreni identity CSL proteinu

Po pilotni produkci tedy bylo detekovano mnohem vice proteinu v nerozpustné frakci
nez v rozpustné. Preferovanou variantou pro pouziti k nasledujicim krokim této prace byl
rozpustny protein, ktery je jiz sbalen do své nativni konformace, a tudiz by s nim nebyl
provadén refolding, coz je pomérné problematickd metoda umélého sbalovani proteinu
S nejistou uspesnosti. Z tohoto diivodu byl pro ovéfeni, zda se pozitivni signaly na SDS-PAGE
vztahuji skute¢né k CSL proteinu, proveden Western blot, kdy bylo 10 pl vzorkt rozpustnych
proteinll (pfitomnych v bunééném supernatantu) separovano polyakrylamidovym gelem a
pteblotovano na PVDF membranu. Nasledné bylo uzito afinity primarni mysi monoklonalni
anti-polyhistidinové protilatky o fedéni 1:3000 k 6xHis-tag CSL proteinu obsazeného v
supernatantu. Jako sekundarni protilatka byl uzit kozi anti-my$i IgG konjugovany

s peroxidazou uzity v fedéni 1:5000.

Touto metodou bylo hodnoceno 7 kombinaci bunék a vektorti kultivovanych za
uréitych podminek, kde jsme pozorovali nejvétsi produkei proteinu pomoci SDS-PAGE.
Pomoci Western blotu byla nakonec potvrzena piitomnost CSL i u rozpustné frakce bunék
BL21(DE3) Competent E. coli s vektorem pASK-IBA37plus kultivovanych pti 30 °C 6 h, a
tyto bunky uzity pro large scale produkci a naslednou purifikaci (Obr. 11).

1 BL21(DE3) pASK-IBA37plus; 6+ S; 30 °C

2 BL21(DE3) pASK-IBA37plus; ON + S; 18 °C

3 BL21(DE3) Champion™ pET SUMO; 6+ S; 30 °C

4 T7 Express Champion™ pET SUMO; ON+S; 18 °C

5 SHuffle®T7 Express lysY pASK-IBA37plus; 6+ S; 30 °C

6 ArcticExpress (DE3) Champion™ pET SUMO; ON+ S; 10 °C
7 Arctic Express (DE3) pASK-IBA37plus; ON+ S; 10 °C

Obr. 11: Vysledky Western blotu; ovéfeni identity CSL proteinu u 7 kombinaci bunék a vektori (Zluta
Sipka pro pASK-IBA37plus, zelena Sipka pro Champion™ pET-SUMO) vykazujicimi nejvy$si
produkci proteinu. ON= pies noc, S= rozpustny protein piitomny v supernatantu. Cervené vyznaceny
bunky s pozitivnim signalem.
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4.2 Priprava rekombinantniho CSL a purifikace
4.2.1 Large scale produkce

Na zaklad¢ vysledku pilotni exprese jsme zvolili pro tuto produkci rekombinantniho
CSL proteinu bunky BL21(DE3) Competent E. coli s vektorem pASK-IBA37plus. Tyto
buiky s indukovanou genovou expresi pomoci 1 mM IPTG byly kultivovany pii 30 °C po
dobu 6 h a nasledné sto¢eny. Bunéény pelet byl lyzovan pii 20000 psi a nasledné byla ovéiena
ptitomnost CSL proteinu v bunikach pomoci SDS-PAGE (Obr. 12). Byt byla produkce CSL
po large scale produkci oproti pilotni produkci nizsi, bylo 1 v tomto piipadé pomoci SDS-

PAGE vyhodnoceno mnohem vys$§i mnozstvi proteinu v nerozpustné frakci oproti rozpustné,

a tudiz byl protein z této frakce uzit k purifikaci.
L 1 2

250- 1 BL21(DE3) pASK-IBA37plus; 6+; 30 °C

2 BL21(DE3) pASK-IBA37plus; 6+ S; 30 °C

70-
55-

25-

15-

10-

Obr. 12: Large scale produkce CSL proteinu vyhodnocena SDS-PAGE. Nejvyssi produkce proteinu
Vv nerozpustné frakei buiiky je vyznacena zelen€; S= protein pfitomny v bunééném supernatantu.
Sipkou vyznacen CSL protein.

4.2.2 Denaturacni afinitni chromatografie (Afinitni chromatografie na vazanych
kovovych iontech, IMAC)

Po solubilizaci inkluznich téles, kdy doslo ke zptistupnéni CSL proteinu navozenim
denaturac¢nich podminek pomoci 6M guanidium HCI v solubilizacnim pufru, byla s takto
pfipravenym proteinem provedena purifikace. Pro purifikaci byla uzita denaturacni afinitni
chromatografie. 5 ml HisTrap™ HP kolona byla nejprve promyta 25 ml ddH20 a poté
ekvilibrovana ekvilibraénim pufrem o slozeni 20mM Tris, 300mM NaCl a 6M mocoviny.
Nasledné byl na ionty niklu pfitomnych na této koloné navazan 6xHis-tag CSL proteinu. Tento
protein byl posléze po eluci nespecificky navazanych proteinit eluénim pufrem, ktery
obsahuje 0,5M imidazol, vymyt gradientem tohoto pufru, kdy bylo jeho mnozstvi v koloné

zvySeno na 100 %. Elu¢ni pufr diky obsahu imidazolu s vyssi afinitou k iontim niklu nez
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v piipadé 6xHis-tag vytésiiuje proteiny opatiené touto znaCkou, piipadné jiné proteiny
s histidiny na povrchu, z vazby na kolonu a tyto proteiny jsou sbirany do frakei.

Béhem purifikace byla odebrana ON frakce, tj. ptivodni vzorek s nepurifikovanym
proteinem, a flow through frakce s proteiny nenavazanymi na kolonu. Dale bylo odebrano
celkem ¢trnact 1 ml frakci s eluovanym proteinem, kdy byl obsah proteinu v jednotlivych
frakcich monitorovan pomoci UVzgo. Na vysledném chromatogramu prabchu purifikace je
patrné, ze nejvice CSL proteinu vykazovaly frakce s ¢isly 6, 7, 8, 9, 10 a 11 (Obr. 13). Obsah
CSL proteinu byl néasledné analyzovan ve 3 pl jednotlivych odebranych frakei pomoci SDS-

PAGE, kdy byl rovnéz potvrzen nejvyssi obsah tohoto proteinu ve zminénych Sesti frakcich

(Obr. 14).
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Obr. 13: Chromatogram prubé¢hu IMAC; modra kiivka zndzoriiuje absorbanci pfi 280 nm piimo
umeérnou mnozstvi proteinu pritomnému ve frakcich zavisle na mnozstvi elué¢niho pufru; zelena kiivka
znazoriiuje gradient elu¢niho pufru.
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Obr. 14: Vysledky purifikace CSL proteinu z BL21(DE3) Competent E. coli bun¢k a pASK-IBA37plus
vektoru. FT= flow through; ¢ervené vyznadeny frakce s nejvy$sim obsahem CSL proteinu. Sipkou
vyznacena Vvelikost CSL.
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4.2.3 Step-down Refolding

Frakce vykazujici nejvyssi mnozstvi purifikovaného denaturovaného CSL proteinu
byly slity a nédsledné¢ smichany v poméru 1:2 s pufrem A obsahujicim 4M mocovinu, nacez
byla tato smés nalita do dialyzacniho stfivka. V dialyzacnim stiivku byl poté protein za
neustalého michani pti 4 °C sbalovan postupnym snizovanim denatura¢nich podminek (po 8-
16 h) fedénim pufru A s mocovinou pufrem B bez mocoviny az na jeji nulovou koncentraci.
Po refoldingu byl centrifugaci oddé€len supernatant a precipitat, ktery se v prubéhu tohoto
procesu vytvotil, a jelikoz byla pomoci SDS-PAGE prokazana ptitomnost CSL pouze

V precipitatu, byl protein z néj pouzity k poslednimu cili bakalaiské prace (Obr. 15).

250
70-
55-
25-

15-

10-
Obr. 15: Produkce proteinu CSL po refoldingu. K= kontrolni vzorek proteinu pied refoldingem; S=

proteiny po refoldingu pfitomné v supernatantu; P= proteiny po refoldingu ptitomné jako precipitat.
Sipka oznacuje velikost CSL.

32



4.3 Priprava polyklonalnich protilatek proti rCSL a ovéreni jejich
specifity

4.3.1 Ovéreni specifity protilatek proti rCSL

Precipitovany CSL protein byl rozsuspendovan v 0,5 ml destilované vody, a takto
pfipravené vzorky byly injikovany servisem Laboratornich chovli Parazitologického tstavu
Biologického centra AV CR dvéma kréaliktim s ¢isly 086 a 087, kdy kazdému kralikovi byly
podany ¢tyfi davky s pfidavkem adjuvancia po dobu zhruba jednoho meésice. Po imunizaci
byla krev nejprve uchovéana 24 h pti 4 °C. Ze sedimentované krve byla nasledné centrifugaci

oddélena plazma.

Pro ovéteni specifity protilatek proti rCSL byl proveden Western blot, kdy bylo jako
primarni protilatka pouzito ziskané sérum. Proteiny z 3 pl vzorku rekombinantniho CSL byly
nejprve separovany polyakrylamidovym gelem, a nésledné pieblotovany na PVDF membranu.
Plazma byla pfi ovéfovani specifity protilatek uzita v koncentracich 1:500, 1:100 a 1:50
nafedénim v 2,5 % blokovacim roztoku susené¢ho mléka v TBS-T. Jako sekundarni protilatka

byl pouzit kozi anti-krali¢i IgG (H+L) konjugovany s kienovou peroxidézou.

Sila vyslednych signalii pozitivné korelovala s pouzitymi koncentracemi plazmy u
obou kraliki. V ptipadé prvniho kralika (086) byly signaly silné€j$i neZ u druhého kralika,
ovSem nékteré z nich byly viditelné i v jinych neZ ofekévanych mistech, tedy jinde, neZ kde
by se mél nachézet CSL protein o své velikosti (62 kDa). Pti fedéni protilatky 1:100 a 1:500
byly dokonce nékteré tyto nespecifické signaly mnohem vyraznéjsi nez specificky signal (Obr.
16 A). Pro detekei, zda tyto signaly nalezi CSL proteinu o mensi velikosti, byla provedena
metoda MALDI. U druhého kralika (087) byly signaly slabsi nez u prvniho, a byt’ byly patrné
1 nékteré nespecifické signaly, byly velmi slabé a nedosahovaly takové intenzity jako signaly
na o¢ekavaném misté. Protilatky kralika ¢. 087 Ize tedy bez dalSiho ovéfovani povazovat za

afinni k rCSL (Obr. 16 B).
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Obr. 16: Vysledky Western blotu pro protilatky kralik o fedénich 1:500, 1:100 a 1:50. A) Kralik ¢.
086. Cervena Sipka oznaGuje prominentni signal (tj. signal v misté CSL proteinu o o&ekavané
velikosti). B) Kralik ¢. 087. Cerven4 $ipka oznacuje prominentni signal.

4.3.2 MALDI

Jelikoz pozice signali detekovanych Western blotem u kralika ¢. 086 korespondovala
S pozici prouzkl patrnych na proteinovém profilu rCSL (Obr. 17 A, B), byly tyto prouzky
z gelu vyfiznuty, nacez byly analyzovany na pfitomnost CSL metodou MALDI. Tato metoda
byla provedena servisem Mgr. Filipa Dycky, Ph.D. z PfF JU.

Pomoci MALDI byl s vysokou pravdépodobnosti identifikovan CSL S. molnari ve
vSech péti analyzovanych prouZzcich (Tab. 6), ¢imzZ byla prokazéna specifita protilatek i u
kralika 086. Dale byly identifikovany nékteré proteiny E. coli, které nebyly purifikaci
odstranény. S vyjimkou vzorku C vsak jejich protein skore dosahovalo vyrazng nizsich hodnot

nez v piipadé CSL S. molnari, a jejich zastoupeni ve vzorcich tak 1ze povazovat za minoritni.
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Obr. 17: A) Signaly detekované Western blotem u kralika ¢. 086 modie vyznaceny jako A, B, C, D a
E. B) Signaly na proteinovém profilu rCSL modie vyzna¢eny jako A, B, C, D a E. Cervenymi $ipkami
je oznacen prominentni signl (tj. signal v misté¢ CSL proteinu o ocekavané velikosti).

Tab. 6: Proteiny detekované v jednotlivych vzorcich. Protein skore= mira nepravdépodobnosti fale$né
pozitivnich vysledki (s nejnizsi hranici 53).

Vzorek Protein Protein skore
A CSL S. molnari 298
B CSL S. molnari 184
D-tagatdza-1,6- 81
bisfosfat aldolaza E.
coli
C Elongac¢ni faktor Tu | 119
1E. coli
CSL S. molnari 114
Citrat syntaza E. coli | 68
D CSL S. molnari 408
508 ribozomalni 57
protein E. coli
E CSL S. molnari 340
50S ribozomalni 122
protein E. coli
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5 Diskuze

Prvnim cilem priace byla optimalizace produkce rekombinantniho CSL
v bakteridlnim expresnim systému E. coli. Ctyfi typy kompetentnich bunék, jmenovité T7
Express Competent E. coli (High Efficiency), BL21 (DE3) Competent E. coli, SHuffle®
T7 Express lysY Competent E. coli a ArcticExpress (DE3) Competent cells, byly
transformovany vektory pASK-IBA37plus nebo Champion™ pET SUMO obsahujicimi gen
pro CSL S. molnari. Prestoze E. coli postrada moznost nékterych posttranslacnich modifikaci,
byla pro experiment zvolena, jelikoz byla jiz diive s uspéchem uzita pti produkci rCSL
proteinu u D. melanogaster a ¢lovéka (Kovall a Hendrickson 2004; Nam et al. 2006). DalSimi
davody pouziti této bakterie je jeji vysoka ristova rychlost (primérna doba jejiho bunééného
déleni je 30 min) a nizké kultivacni naroky oproti jinym expresnim systémtim, a proto je
obecné pfi téchto typech produkce volena velmi Casto (Francis a Page 2010; Yin et al. 2007).
Zminéné vektory byly pro produkci proteinu upfednostnény, jelikoZ s jejich pouzitim ma
proteinova laboratof Makrokomplex PfF JU, kde byla tato prace provadéna, mnohaleté
zkusenosti. Oproti vektorim uzitych Kovallem a Hendricksonem (2004), které obsahovaly
fuzniho partnera GST, byl v tomto experimentu protein fizovan se SUMO chaperonem
(Champion™ pET SUMO). Sumoylace proteinii snizuje rychlost jejich sbalovani, &¢imz
zvysuje Sanci uspeSného dokonceni tohoto procesu. Soucasné mé SUMO protein hydrofilni
povrch, zatimco uvnitt je hydrofobni, a mohl by tak fungovat jako detergent i pro za
normalnich okolnosti nerozpustné proteiny. To by mohlo byt jednim z vysvétlenich, proc je
pii uziti Champion™ pET SUMO vektoru obvykle vysoka tisp&snost produkce rozpustnych
proteint (Butt 2005; Malakhov 2004). Oba vektory dale nesou N-terminalni 6xHis-tag stejné
jako v ptipadé¢ produkce lidského rekombinantniho CSL (Nam et al. 2006).

Stejné jako vektory 1 pouzité buiiky disponovaly vlastnostmi uleh¢ujicimi formovani
proteinu, jako je produkce disulfidickych mustk diky pfitomnosti izomerdz disulfidickych
vazeb u SHuffle® T7 ExpresslysY nebo produkce chaperonini Cpn60 a Cpnl0 u
ArcticExpress (DE3). Disulfidické mustky chybi u proteinti E. coli, zatimco v CSL proteinu
pfitomny jsou. SHuffle® T7 ExpresslysY buiiky tak pfedstavuji alternativu umoziujici
formaci téchto vazeb v E. coli. Zminéné chaperoniny u ArcticExpress (DE3) umoziuji
sbalovani proteinu, a je tak opét zvySena Sance zisku CSL v rozpustné formé. Co se tyce bunék

T7 Express (High Efficiency) a BL21 (DE3) nemaji zadné vlastnosti pfimo podporujici vznik
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nativniho proteinu. Tyto buiiky maji inaktivované protedzy Lon a OmpT, coz by mé¢lo usnadnit

produkci proteinu o zndmé délce a také zabranit jeho degradaci.

V naSi praci se rekombinantni CSL protein nachazel v bunkach pievazné v
nerozpustné frakci. Nerozpustny CSL protein je agregovany a ulozen v buiice ve formé
inkluznich téles, ktera buiiky vytvareji u latek, jez jsou pro n¢ zbyte¢né (bud’ odpadni, nebo v
nadbytku). Naopak nativni rozpustny cytosolovy protein je sbaleny, a nejenze s nim lze
provadét razné strukturni/funkeni testy, ale je také vhodnéjsi variantou pro naslednou tvorbu
protilatek, které by mohly byt uzity ke studiim CSL planovanym do budoucna, jako napf.

znaceni CSL piimo ve Sphaerospora molnari.

I pfes pouziti mnoha typt buné€k s riznymi vlastnostmi véetné napf. moznosti
posttranslac¢nich modifikaci, bylo po pilotni (maloobjemové¢) produkeci nakonec pomoci SDS-
PAGE u vsSech téchto bun¢k prokdzano mnohem vys$si mnozstvi CSL proteinu u jejich
nerozpustné frakce oproti rozpustné frakci. Pro zvyseni uspésnosti produkce rekombinantniho
CSL v nativni konformaci je nutno se této problematice dale vénovat a uzit pro produkci dalsi
vektory a buiiky eukaryotniho organismu s vyvinutéj§im expresnim systémem bohat§im na
posttranslacni modifikace (napf. kvasinky Pichia pastoris, hmyzi buiky, sav¢i bunky,
alternativné bunky prvoka Leishmania tarentolae), piipadné nastolit jiné podminky kultivace
apod.

U ArcticExpress (DE3), SHuffle® T7 Express lysY a T7 Express lysY (High
Efficiency) bunék byla detekovana nizka produkce CSL proteinu, a to jak v piipadé pASK-
IBA37plus, tak Champion™pET SUMO vektoru. Naopak vysokou produkci nerozpustného
proteinu vykazoval bézné¢ wuzivany kmen bunék BL21(DE3) Competent E. coli
transformovanych pASK-IBA37plus kultivovanych za teploty 30 °C po dobu 6 h (Obr. 10),
coz je vzhledem k vyse popsanym vlastnostem ostatnich bunék a vektoru Champion™ pET
SUMO v rozporu s o¢ekavanymi vysledky. Po néasledném uspéSném ovéfeni identity CSL
pomoci Western blotu prostfednictvim Anti-His Tag protilatky byl protein z téchto bun¢k a
vektoru kultivovanych za uvedenych podminek pouzity k dalsimu kroku, a tedy piiprave

rekombinantniho CSL a jeho purifikaci.

Jak lze ptredpokladat na zaklad¢ vysledki pilotni produkce, bylo i po large scale
(velkoobjemové) produkci, pritomno nejvice CSL proteinu u BL21 (DE3) Competent E. coli

bunck v inkluznich téliscich. Tato téliska byla nasledné¢ solubilizovana, kdy doslo ke
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zptistupnéni agregovaného proteinu navozenim denatura¢nich podminek pomoci 6M

guanidium HCI, a takto pfipraveny protein byl purifikovan.

Jelikoz CSL protein obsahoval 6xHis-tag, byla provedena denatura¢ni afinitni
chromatografie (IMAC) zalozena na afinité pravé 6xHis-tag CSL proteinu K iontim niklu
navazanym na kolong. VySe zminéna GST byla pouzitd pii produkci nativniho
rekombinantniho CSL u D. melanogaster (Kovall a Hendrickson 2004) a spole¢né s 6xHis-
tag je hojn€ uzivana pro afinitni purifikace proteint. S pouzitim GST jsou vSak spojeny mnohé
nevyhody jako napf. nutnost jejiho slozeni do spravné konformace, aby byla pii purifikaci
afinni k imobilizovanému glutationu na kolon¢, nebo jeji délka (211 aminokyselin), ktera
mize negativné ovlivnit sbalovani produkovaného proteinu. 6xHis-tag obsahuje pouze 6
aminokyselin (6 histidinl), a jelikoz nemusi byt pro vazbu ke kolon¢ slozen, mize byt
uplatnén i pfi purifikacich denaturovanych proteint, a tedy i rekombinantniho CSL S. molnari.
Béhem purifikace bylo odebrano 14 frakci o objemu 1 ml, kdy 6 z nich s nejvys$sim obsahem

CSL proteinu bylo pouzito pro step-down refolding (Obr. 13, 14).

Piestoze je u pASK-IBA37plus moznost odstranit 6xHis-tag, v tomto piipadé tato
znacka odStépena nebyla, protoze diky své malé velikosti neptedstavuje problémy pii
refoldingu, a dale je jeho sekvence jen slabé imunogenni, tudiz je mala $ance, ze by ovlivnil

vysledky testti nasledné provadénych s protilatkami (Krupka et al. 2016; Jin et al. 2017).

Déle byl proveden step-down refolding, nejvice stézejni krok pro produkci CSL
proteinu rozhodujici o tom, v jaké formé bude CSL nakonec ziskan. Jednalo se o umélé
sbalovani denaturovaného purifikovaného proteinu postupnym sniZovanim denaturacnich
podminek za postupné klesajiciho mnozstvi denatura¢niho ¢inidla. V tomto piipadé byl uZit
4mM beta-merkaptoetanol a 4M mocovina, jejiz koncentrace za 4 dny klesla fedénim pufru A
s mocovinou pufrem B bez mocoviny na nulovou hodnotu (Tab. 4). Z metod refoldingu
proteinii zaloZzenych na dialyze existuje spolu se step-down refoldingem, také one-step
refolding. B¢hem tohoto typu refoldingu dochazi k rychlému poklesu koncentrace
denatura¢niho ¢inidla, kdy mezi jednotlivymi fedénimi pufru nejsou delsi prodlevy. Pravé
prudkou zménou denaturacnich podminek se mtize zformovat $patné sbaleny protein ¢i mize
dojit ke tvorbé agregati. Oproti tomu SetrngjSi step-down refolding zahrnuje tedéni
denatura¢niho €inidla postupné v intervalech dostate¢né dlouhych pro stabilizaci proteinu

Vv ménicim se prostfedi (Yamaguchi a Miyazaki 2014).

38



Po refoldingu vysledky SDS-PAGE nakonec prokazaly ptfitomnost CSL ve
vytvofeném precipitatu, nikoli v§ak v supernatantu (Obr. 15). Step-down refoldingem byl
tudiz ziskéan precipitovany protein, u kterého nedoslo k jeho uspésnému sbaleni. Pro uspésny
refolding proteinu je potieba optimalizovat jeho podminky, napf. snizovat koncentraci
mocoviny jesté¢ pomalejSim tempem a nechat protein sbalovat delsi dobu, aby nedoslo k jeho
precipitaci z roztoku, eventualn¢ ani k jeho nespravnému sbaleni. Dal§i moznosti je napf.

pridavek chaperonti ulehcujicich sbalovani.

S precipitovanym proteinem byla nédsledné provedena imunizace. Vzorek proteinu
byl rozsuspendovan v destilované vod¢, poté k nému bylo pfidano adjuvancium pro zvySeni
imunogenity a nasledné byl injikovan dvéma kralikim (086 a 087) ve ¢tyfech davkach po

dobu zhruba jednoho mésice.

Po imunizaci byla pomoci Western blotu ovétovana specifita ziskanych protilatek
proti rCSL (tedy stejnému proteinu, ktery byl injikovan kraliktim). U protilatek z obou kraliki
sila signald rostla s jejich koncentraci, ovS§em u kazdého zvifete byla imunitni odpovéd’ na

podani proteinu odlisna.

U kralika ¢. 087 bylo ihned zfejmé, Ze z néj ziskané protilatky jsou specifické pro
rekombinantni CSL protein, jelikoz byly zfetelné vidét signaly v misté proteinu o o¢ekavané
velikosti, tedy 62 kDa. Soucasn€ byly viditelné i nespecifické signaly v jinych oblastech
membrany, ale protoZe byly pfili§ slabé, nebylo nutno jim pfipisovat vétsi vyznam (Obr. 16

B).

Vysledkem testovani protilatky kralika ¢. 086 byly signaly celkové siln€jsi nez u
kralika ¢. 087 detekované nejen v pozici proteinu o ocekavané velikosti, ale i v dalSich Etyfech
mistech. Nespecifické signaly byly na membrané patrné pod specifickym signdlem (t;.
signalem v misté proteinu o 62 kDa), z cehoz 1ze usoudit, ze se jedna o kratsi proteiny, nez je
rekombinantni CSL. Navic byly velmi silné a pti fedénich protilatky 1:500 a 1:100 dokonce
dosahovaly i vyssi intenzity nez specificky signal (Obr. 16 A). Skute¢nost, Zze se nachazely
mimo predpoklddané misto, jest€é nemusela napovidat tomu, Ze se o CSL protein nejedna.
Nespecifické signadly mohly vykazovat napt. fragmenty CSL proteinu. Ty mohly vzniknout
pred¢asnym ukonéenim translace anebo $t€penim proteazami E. coli bud’ jesté v této bakterii,
kdy se takto organismus zbavoval odpadni latky, nebo béhem skladovani purifikovaného CSL,
kdy je v -20°C teplot¢ (kde byl purifikovany CSL uchovavan) jejich aktivita sice zna¢n¢
zpomalena, ale neni zastavena. Pro pfipad, Ze by se mohlo jednat o fragmenty proteinu, byla
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provedena MALDI, kterou byla ovéfovana piitomnost CSL porovnanim jeho zndmé

aminokyselinové sekvence s aminokyselinovym sloZzenim detekovanym ve vzorcich.

MALDI identifikovala CSL protein S. molnari u vSech péti analyzovanych vzorki
(A, B, C, D, E), kdy spole¢né s nim byly jesté¢ detekovany nékteré proteiny nalezici E. coli,
které mohou obsahovat sekvenci aminokyselin podobnou 6xHis-tag, a tak se béhem purifikace
navazaly na kolonu spolu s CSL. Byly to D-tagat6za-1,6-bisfosfat aldolaza, elongacni faktor
Tu 1, citrat syntaza a 50S ribozomalni protein. AvSak kromé elongacniho faktoru Tu 1
pritomného ve vzorku C dosahovalo protein skore téchto bakteridlnich proteinii mnohem
niz8ich hodnot nez v ptipadé CSL S. molnari, a tak lze jejich mnozstvi vyhodnotit jako velmi

nizké (Tab. 6). Timto byla potvrzena specifita protilatky také u kralika ¢. 086.

Pro zjisténi, zda jsou protilatky afinni i k CSL proteinu produkovaného S. molnari, je
nutno pomoci Western blotu ovéfit jejich specifitu proti CSL proteinu z vyvojovych krevnich

stadii tohoto parazita a v ptipad¢ pozitivnich vysledku tyto protilatky purifikovat z plazmy.

Jelikoz vSak byly ziskany protilatky proti denaturovanému proteinu, je stale otdzkou,
proti jakym epitoptim proteinu se béhem imunizace vytvotily (zda se jedna o takové epitopy
pfistupné protilatkam 1 u sbaleného CSL), a tedy zda budou afinni také k nativnimu CSL

Vv krevnich stadiich parazita.

Pokud by byly protilatky specifické pro CSL S. molnari, mize byt s nimi posléze
provadéna fada funkcénich i strukturnich studii CSL, jako napf. imunobarveni CSL proteinu u
krevnich stadii barevné znaCenymi protildtkami pro lokalizaci CSL v ramci bunék téchto stadii
nebo metoda EMSA pro zkoumani vazebnych mist na DNA pro CSL. Tyto studie mohou
objasnit priibéh Notch signalizace u myxozoi a bazélnich metazoi zacilenim na kli¢ovou

komponentu této drahy — a tedy CSL protein.
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6 Zavér

Byla provedena produkce rekombinantniho CSL proteinu ze signdlni drahy Notch u
S. molnari, jeho nasledna purifikace, pfiprava protilatek proti purifikovanému
rekombinantnimu CSL a ovéfeni jejich specifity.

Na zakladé uspésného uziti bun¢k E. coli pti predeslych produkcich CSL u D.
melanogaster a c¢lovéka byla bakterie zvolena i v tomto pfipadé. V ramci optimalizace
produkce rekombinantniho CSL bylo zvoleno nékolik typt kompetentnich bunék E. coli (T7
Express (High Efficiency), BL21 (DE3), SHuffle® T7 Express lysY a ArcticExpress (DE3)
transformovanych vektory pASK-IBA37plus a Champion™-pET SUMO nesoucich gen pro
CSL S. molnari, které byly kultivovany za riznych teplot po riznou dobu. Z pouzitych bun¢k
byly jako nejvice produktivni vyhodnoceny BL21(DE3) buiky transformované pASK-
IBA37plus kultivované pti 30° C po dobu 6 h, u kterych ptevazoval CSL protein v nerozpustné
fazi, tedy agregovany CSL protein v inkluznich téliscich.

Tyto bunky byly pouzity k velkoobjemové large scale produkci probihajici za vyse
uvedenych podminek a nerozpustny rekombinantni CSL protein z nich byl purifikovan
denaturac¢ni afinitni chromatografii IMAC.

Rekombinantni CSL protein byl renaturovan pomoci step down refoldingu a nasledné
byl pouzity k imunizaci kralikti a vytvoreni specifickych protilatek. Imunizace probihala
zhruba mésic a nakonec byly plazmy z obou kralikti pouzity k ovéteni specifity protilatek proti
rekombinantnimu CSL. Vysledky Western blot i MALDI nakonec potvrdily specifitu
ziskanych protilatek z obou kraliki.
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7 Seznam pouzitych zkratek

18S rDNA
28S rDNA
ADAM
ANK

APS

ATB

BC AV CR
bHLH
CIR

Cpn

CSL

CtBP
DAPT
DE3
ddH20
DSL
EGF
GST

HAT

DNA malé ribozomalni podjednotky

DNA velké ribozomalni podjednotky

A Disintegrin and Metalloproteinase

ankyrin

amonium persulfat

antibiotikum

Biologické centrum Akademie véd Ceské republiky
basic helix-loop-helix

CBF1-interacting co-repressor

chaperonin

CBF-1/RBPJ-k u ¢lovéka a mysi domaci (Mus musculus), Suppressor of
Hairless u octomilky (D. melanogaster), Lag-1 u had’atka obecného (C.

elegans)

C-terminalni vazebny protein
N-[N-(3,5-difluorofenacetyl)-L-alanyl]-S-fenylglycin t-butyl ester
oznaceni pro bunééné kmeny s T7 genovou expresi

dvakrét destilovana H>O

Delta, Serrate, LAG-2

epidermal growth factor- epidermalni rustovy faktor
glutation-S-transferaza

histon acetyltransferaza
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Hey/Hes

His

IMAC

IPTG

JAK/STAT

JU
LB
LECA

MALDI

Mb
NCoR
ODeé0o
PBS

PEST

pET

pLysS, lysY

PiF

Hey: Hairy Ears, Y-Linked; Hes: sav¢i homolog genti Hairy and genového

komplexu Enhancer of split u D. melanogaster
histidin
imunoglobulin G

immobilized metal affinity chromatography- afinitni chromatografie

S imobilizovanym kovem
izopropyl B-D-1tiogalaktopyranozid

Janus kinase/signal transducers and activators of transcription- Janus kinaza/

prevodniky signélu a aktivatory transkripce

JihoGeska univerzita v Ceskych Bud&jovicich

Lysogeny broth

last eukaryotic common ancestor- posledni eukaryoticky spole¢ny piedek

matrix assisted laser desorption/ionization- matrici asistovana laserova

desorpce/ionizace

megabaze

nuclear receptor corepressor- korepresor jaderného receptoru
optické denzita (optical density) méfena pi1 600 nm
phosphate-buffered saline- fosfatovy roztok

polypeptidova sekvence bohata na prolin (P), kyselinu glutamovou (E),

serin (S) a threonin (T)
typ vektoru s T7 genovou expresi

oznaceni pro bunééné kmeny, které obsahuji lysozym T7 pro kontrolu genové

transkripce

Ptirodovédecka fakulta
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PVDF

RAM

rCSL

RHR

rpm

SDS

polyvinylidenfluorid
RBP-Jk-asociovana-molekula
rekombinantni CSL

Rel-homologni oblast

revolutions per minute- ota¢ky za minutu

sodium dodecyl sulphate- dodecylsiran sodny

SDS-PAGE sodium dodecyl-sulfate polyacrylamide gel electrophoresis- elektroforéza na

polyakrylamidovém gelu s dodecylsiranem sodnym

SHARP/MintSHARP: SMRT/HDAC1 asociovany represorovy protein-/ Mint: Msx2-

SKIP

SMRT

S.0.C.
SUMO
TBS
TEEMED
TGF B
TGS

uv

Wnt

interagujici nukledarni targetovy protein
SKl-interagujici protein

silencing mediator for retinoid or thyroid-hormone receptors- umlcujici

mediator pro retinoidni receptory nebo receptory hormoni §titné zlazy
Super Optimal Broth

small ubiquitin-like modifier- maly modifikator podobny ubikvitinu
tris-buffered saline- tris-pufrovany fyziologicky roztok

tetrametyl etylendiamin

transforming growth factor beta- transformujici rustovy faktor beta
tris-glycin-SDS

ultraviolet- ultrafialovy

spojeni dvou termint- a to wg (wingless, gen u D. melanogaster) a int (sav¢i

homolog wg)
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