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rekombinantnich proteint, SUMO modifikace, SUMO proteasa, detekce aktivity
adenosindeaminas, krystalizace protein.

2. Optimalizace purifikacnich podminek pro His-SUMO-ADA.

3. Piiprava aktivni SUMO proteasy s naslednym kvantitativnim odstépenim His-

SUMO kotvy z rekombinantni adenosideaminasy.

4. Stanoveni aktivity pripravené adenosindeaminasy.

5. Nalezeni vhodnych krystalizacnich podminek pro pfipraveny rekombinantni

protein.



1 Uvod

Adenosindeaminasy patii do skupiny enzymu nazyvanych amidohydrolasy (EC
3.5.4.-) a katalyzuji cilenou deaminaci adenosinu na inosin. Jejich studium spole¢né
s dalsimi enzymy, podilejicimi se na regulaci hladin nukleotidi v organizmu, vedlo
k objasnéni zakonitosti jednotlivych metabolickych drah purinovych a pyrimidinovych
bazi (Moffatt et al., 2002). Nefunkc¢nost jednoho zcelé¢ fady enzymii funkcnich
v metabolickych drahach nukleotid mize mit za nésledek velké komplikace, ptipadné
az umrti cilového organizmu (Nyhan, 2005). Z toho divodu je pochopeni reakénich
mechanizmil a objasnéni struktury jednotlivych enzymil ptedmétem védeckého badani.

U rostlin, jakozto u jednéch z mala organizmi, doposud nebyla prokazana
pfitomnost aktivity adenosindeaminas. Né&které védecké prace dokonce tvrdi, ze u
rostlin nejsou tyto enzymy vibec pfitomny a jejich aktivita je nahrazena jinymi enzymy
(Moffatt et al., 2002). Jelikoz v genomové databazi Arabidopsis thaliana a dalsich
rostlin jsou pfitomny geny kodujici domnélé adenosindeaminasy, je jejich pfitomnost
Vv roslinnach stale otevienou otazkou. Pro Uplné potvrzeni nebo vyvraceni pfitomnosti
adenosindeaminas u rostlin je zapotiebi produkty téchto domnélych geni

charakterizovat a dle ziskanych vysledki odpoveédét na danou otazku.



2 Soucasny stav reSené problematiky

2.1 Adenosindeaminasy

2.1.1 Obecna charakteristika adenosindeaminas

Adenosindeaminasy (ADA, EC 3.5.4.4) jsou enzymy vyskytujici se ve vétsiné
znamych Zijicich organizmi. Vzhledem K jejich Sirokému vyskytu a nezastupitelnosti
v fadé metabolickych procest jsou tyto enzymy velmi dikladné studovany. Zakladni
reakci, kterou ADA katalyzuji, je pfeména adenosinu (Ado) nebo 2'-deoxyadenosinu na
inosin nebo 2’-deoxyinosin za sou¢asného uvoliiovani amoniaku.

ADA je schopna metabolizovat i jiné substraty, jejichz afinita k enzymu je vSak
podstatné nizsi. Mezi né patii naptiklad adenin (Ade), adenosinmonofosfat (AMP),
adenosindifosfat (ADP) a adenosintrifosfat (ATP) (Jun et al., 1994). N¢které Clanky
poukazuji na schopnost §tépit rizné derivaty Ado a Ade, jako jsou adeninarabinosid
(Ling et al., 1991), tRNA (Keegan et al., 2000), 6-methoxypurinribosid (Lupidi, 1998) a
mnohé dalsi. U dvou rekombinantné pfipravenych kvasinkovych ADA ze
Saccharomyces cerevisiae a Schizosaccharomyces pombe byla zjisténa enzymaticka
aktivita vi¢i n€kterym rostlinnym hormonim z fady cytokininti, jako je naptiklad cis-
zeatin, N6-isopentenyladenin, kinetin, m-topolin (PospiSilova et al., 2008). Hodnota pH
optima se signifikantné 1i§i u ADA pochazejicich z riznych druhii organizmi. Obvykle
se omezuje na pH 5,0 az 8,0 (Pospisilova a Frébort, 2007).

Adenindeaminasy (ADE) a AMP-deaminasy katalyzuji deaminaci na heterocyklu
Ade za vzniku jeho 6-oxo produktu. Spoleéné s ADA jsou tyto enzymy akéni v
metabolismu purinfl. Konkrétné ADA a ADE jsou aktivni v recyklac¢ni draze a AMP-
deaminasy jsou aktivni v katabolismu purinovych nukleotidu.

V praci publikované roku 2005 Seibert et al. byly ADA zatazené do
amidohydrolasové superrodiny, ktera se vyznacuje nékolika typickymi strukturnimi
znaky a zahrnuje pozoruhodnou sadu enzymu, které katalyzuji hydrolyzu Siroké Skaly
substrati nesoucich amidovou nebo esterovou funkéni skupinu na uhliku nebo
fosforovém centru (Obr. 1). Hlavnim charakteristickym znakem pro tuto skupinu
hydrolytickych enzymt je mononuklearni nebo binuklearni kovové centrum obsahujici
»(a/B)g-barelovy* strukturni motiv. Jedna se o metaloenzymy majici ve svém aktivnim

misté dvojmocny atom zinku, niklu nebo Zeleza. Zptsob a pocet vazanych ionta
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vV kovovém centru déli amidohydrolasy do 7 podskupin, pficemz ADA, ADE a AMP-
deaminasy spole¢n¢ s cytosindeaminasou patii do podskupiny 3 (Obr. 2). Ta se
vyznacuje tim, ze ve svém aktivnim misté ma pouze jeden atom Zn** (ADA, ADE,
AMP-deaminasa) nebo Fe** (cytosindeaminasa). Podskuping 3 chybi jeden
aminokyselinovy postranni fetézec vychazejici ze ,,4 B-barelového™ fetézce, ktery tvori
preklenuti mezi druhym chybéjicim atomem kovu a tim padem je pozménéna pozice
nékterych histidinovych rezidui (Seibert, 2005). ADA se vSeobecné vyskytuji jako

monomery nebo dimery (Cristalli et al., 2001).
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Obrazek 1 - Reakce enzymii patficich do amidohydrolasové superrodiny
PTE - fosfotriesterasa; DHO - dihydroorotasa; IAD - isoaspartyldipeptidasa; URE - ureasa;
ADA - adenosindeaminasa; CDA - cytosindeaminasa; HYD - hydantoinasa; RDP -
renaldipeptidasa; AGD acetylglukosamin-6-fosfatdeacetylasa; DAA - D-aminokyselinova
deacetylasa; URI - uronatisomerasa (pfevzato a upraveno podle Seibert, 2005).
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Obrazek 2 - Moznosti vazby jedno nebo dvojmocného kationtu v aktivnim misté enzymu
amidohydrolasové superrodiny

A) subtyp I; B) subtyp IlI; C) subtyp IlI; D) subtyp IV; E) subtyp V; F) subtyp VI (pievzato a
upraveno podle Seibert, 2005).
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Obrazek 3 - Otevirena a zavicena forma ADA ze skotu
A) Oteviena forma (PDB koéd 1VFL); B) zaviena forma s 6-hydroxyl-1,6-
dihydropurinribosidem (PDB kod 1KRM) (pievzato a upraveno z Cortes et al., 2015).

Ve vsech vyfeSenych krystalovych strukturach ADA byl vzdy nalezen ,,(o/p) -
barelovy* motiv s aktivnim mistem umisténym Vv dutiné B-barelu na C-konci s té€sné
vazanym atomem Zn**, coz je nezbytné pro katalytickou funkci a stabilitu nativniho
proteinu (Wilson et al., 1991; Kinoshita et al., 2005). Koordinatni geometrie Zn**
v aktivnim misté je trigonalni bipyramida. To znamena, Ze je koordinovan tfemi
imidazolovymi postrannimi fetézci His15, His17 a His214 a jednim karboxylatem
Z postranniho fetézce Asp295 (Wang et al., 1998). Aktivni misto ADA mitiZze ptechazet
mezi dvéma konformacemi (Obr. 3). Pfi nepfitomnosti substratu se enzym nachazi
Vv oteviené formé, kdeZto uzaviena forma je obvykle pozorovéna pii interakei s hlavnimi
substraty nebo derivaty obsahujicimi ve své struktufe adeninovy heterocyklus
(Kinoshita et al., 2005). Samotna katalytickd reakce je zahdjena vytvofenim
hydroxidového nukleofilu z molekuly vody, ktera interaguje satomem zinku pfi
pieneseni protonu na Glu217. Protonovany Glu217, nachazejici se ve stejné roviné S
purinovym kruhem, aktivuje substrat pro jeho naslednou adici. Dochazi pfitom ke
tvorbé dvojné vazby mezi C6 a N1 atomy purinového kruhu, ktery se tim stava vice
citlivym vii¢i nukleofilnimu ataku hydroxidové skupiny vazané na Zn**. Vznika tak
tetraedricky meziprodukt na C6 uhliku, ktery je v interakci 6-OH skupinou vazanou
Zn*? a polarnimi skupinami His238 a Asp295. V poslednim kroku je k C6 amino
skupiné pfipojen proton. Dochazi k rozpadu tetraedrického meziproduktu a uvoliiovani

amoniaku a inosinu, jakozto vyslednych produktt (Obr. 4) (Wu et al., 2010).
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Obrazek 4 - Schematicky diagram transitniho stavu pri reakci katalyzovanou ADA
(ptevzato a upraveno z Cortes et al., 2015).

Nutnost studia ADA vyplyva z jejich vlivu na fadu metabolickych pochodd, ve
kterych je tento enzym u savci piitomen. Mnoho z nich je spojeno s hlavnim substratem
Ado, ktery hraje dilezitou roli v riznych metabolickych a patologickych onemocnénich,
jako je astma, hypoxie nebo srdeéni ischemie. Taktéz je aktivni pii regulaci zavaznosti
zanétu v prub&hu imunitni odpovédi a reguluje intrarenalni metabolickou funkci ledvin
(Persson et al., 2013; Cicala a lalenti, 2013). Stale vétsi pozornost je nyni vénovana roli
Ado, jako endogennimu imunoregulatoru v patogenezi rakoviny, a jeho vlivu na funkci
lidského mozku (Kumar, 2013). Adenosinova nerovnhovdha byva spojovéna
s onemocnénimi, jako jsou Alzheimerova nebo Parkinsonova choroba ¢i schizofrenie
(Selley, 2004; Wardas, 2008).

U lidi jsou pfitomny dvé isoformy ADA1 a ADA2, které byly jiz enzymaticky
charakterizovany. Dalsim identifikovanym enzymem u lidi je ,,ADA-podobny* (ADA-
like, ADAL nebo ADA3) enzym, jehoz funkce je zatim neobjasnéna (Maier et al., 2005;
Rosemberg et al., 2007). Nejvice prostudovanym enzymem je lidska ADAL, jejiz gen je
tvofen 11 introny o celkové velikosti 32 kb a je lokalizovan na 20. chromozomu
(20g12-913.11). ADAL je produkovana ve vSech tkanich a erytrocytech jako 41 kDa
monomer tvofeny 363 aminokyselinami (AMK). Nejvyssi koncentrace ADAL se
nachazi ve dvanactniku a lymfatickém systému, konkrétné¢ v lymfatickych uzlinach,
slezin¢ a brzliku (Chechik et al., 1981). Jeji hlavni funkci je snizovat hladinu
intracelularniho Ado a 2'-deoxyadenosinu, ¢imz chrani bunky pfed apoptosou. Vysoka
hladina Ado je pro bunky toxicka, zejména pro lymfocyty.

ADAL m4 zasadni Glohu pfi zrani lymfoidnich buné€k a vyvoji imunitniho systému
(Blackburn et al.,, 2005). Vyrazny nedostatek ADAl ma za nasledek tézkou

kombinovanou imunodeficienci (SCID - Severe Combined Immunodeficiency
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Diseases), coz je autozomalné recesivni metabolickd porucha, ktera byla jako prvni
geneticky 1écena pomoci cilové genové terapie (Blaese et al.,, 1995). Nemoc je
charakteristicka tim, Ze nedochazi ke spravnému vyvoji T a B lymfocytd, coz vede
K jejich nasledné nefunk¢nosti. Disledkem je kompletni absence buné¢né a humoralni
obranyschopnosti. U pacientt trpicich SCID bylo identifikovano vice nez 70 mutaci
zpusobenych zaménou az 30 riznych aminokyselin (Hershfield, 2003).

Druha isoforma ADA2 byla nejdiive popsana jako rustovy faktor u hmyzu. Jeji
deaminasova aktivita byla zjisténa az pozd¢&ji (lijima et al., 2008). Gen je lokalizovan na
22. chromozomu (22ql11.2) a je tvofen 41 kb. ADA2 ma jen maly podil na celkové
aktivité ADA v tkanich, ale je pievladajici isoformou cirkulujici v séru. Je uvoliiovana
monocyty a nasledné makrofagy, coz koresponduje s jeji zvySenou aktivitou a zvySenou
hladinou makrofagt v zanétlivych tkanich (Iwaki-Egawa et al., 2006).

ADA2 ma stonasobné nizsi afinitu k Ado a 2'-deoxyadenosinu a své maximalni
aktivity dosahuje pfi mirné kyselém pH Vv porovnani s ADAL. Doslo u ni nejspise
Vv prubéhu evoluce ke zvySeni aktivity v mistech SnizSim pH, kde je zvySena
koncentrace Ado jako je zanét, hypoxie nebo rust nadoru (Zavialov et al., 2010; Stubbs
et al., 2000). Mezi dalsi nemoci, u kterych je pfitomné zvySeni nebo snizeni hladiny
ADA1 a ADA2, patti hemolytickd anémie, tuberkul6za, syst¢tmovy lupus, revmatoidni
artritida, fibromyalgie, n€které typy karcinomu, neurologické poruchy a meningitida
(Cortes et al., 2015).

Geny kodujici domnélé ADA byly diky sekvenovani celych genomi nalezeny
v celé fad¢ prokaryot a eukaryot (hmyz, niz§i obratlovci, ryby, savci €i rostliny).
Ne&které znich jiz byly pfipraveny jako rekombinantni proteiny, enzymaticky
charakterizovany a byla u nich dokonce vyfeSena krystalova struktura. Na zakladé
porovnani aminokyselinové sekvence predpokladané rostlinné ADA (At4g04880) se
sekvencemi V proteinové data bance (PDB; http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do;
7.4.2016) bylo nalezeno 17 vyieSenych struktur ADA, znichz ani jedna nebyla
rostlinnd. Z eukaryot je vyfeSena struktura pouze u skotu, mysi, lidsk¢é ADA (obé
isoformy, Obr. 5A), dale ADA z Plasmodium vivax a vyoelii (Obr. 5C, 5B).
Z prokaryotickych ADA byla vyfeSena struktura u Burkhodaria ambifaria (Obr. 5D).
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Obrazek S - VyreSené struktury ADA

A) Lidska ADA1 (PDB kod 3IAR); B) mysi ADA (PDB kod 1FKW); C) ADA z Plasmodium
vivax (PDB ko6d 2PGF); D) ADA z Burkhoderia ambifari (PDB kod 4GXW, pievzato z
http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do; 10.3.2016).

Pfitomnost ADA v rostlinach nebyla nikdy zcela prokazana, a to i pfesto, Zze vV
genomovych databazich fady rostlin jsou obsaZeny geny pro tento enzym. Témcét u
zadného genu nebyl doposud ziskan jeho odpovidajici rekombinantni produkt a
provéiena enzymaticka aktivita vici substratim. V odbornych publikacich jsou dokonce
zastavany nazory o celkové nepfitomnosti ADA v rostlinach a piedpoklada se, Ze jejich
funkce vrecyklaéni draze purinovych nukleotidi je zastoupena enzymem
adenosinkinasou (Gowda et al., 2007; Zrenner et al., 2006). Rada hypotetickych
produkta rostlinnych ADA genu obsahuje na zakladé sekvenéni homologie
adenosinovou/adenosinmonofosfatovou konzervovanou c¢d00443 doménu, ktera je
pfitomna u fady prokaryotickych a eukaryotickych ADA patficich do
adenosin/adenindeaminasové rodiny (PospiSilova a Frébort, 2007). U modelové rostliny

Arabidopsis thaliana jsou pfitomny dva domnélé geny pro ADA (Atlg01760,
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At4g04880) a dva geny pro transferovou (tRNA)-ADA. Znich byl jiz jeden gen
(At4g04880) klonovan do vektorat pET100/D-TOPO a pET151/D-TOPO a nasledné
transformovéan do expresni bakterie E. coli BL21 Star™ (DE3), ze které byl ziskéan a
purifikovan cilovy protein. Aktivita rekombinantné piipravené ADA byla takika miziva
(Pospisilova et al., 2008). Pfitomnost ADA V rostlinach vSak zlstava stale otevienou

otazkou.
2.1.2 RNA adenosindeaminasy

Nejenom ADA, ale i dalsi enzymy deaminuji Ado V jeho biologicky aktivnich
molekulach, ¢imz dochazi k celé¢ tfadé ovlivnéni biochemickych pochodli organizmu.
Existuji dvé skupiny RNA adenosindeaminas, u kterych byla prokazana jejich
deaminacni aktivita. ADA pisobici na dvouvlaknovou RNA (dsRNA) (ADAR) a ADA
pusobici na tRNA (ADAT), kdy enzymy téchto skupin vykazuji specifitu pro
modifikované misto.

ADAR jsou enzymy vyskytujici se u eukaryot patficich do fiSe zivocichd, jejichz
hlavni funkci je deaminovat Ado za vzniku inosinu v fetézci dSRNA v procesu zvaném
RNA editace (Obr. 6A). U zivoc¢ichi, konkrétné u mysi a lidi, jsou pfitomny 3 geny
kodujici jednotlive formy téchto enzymii. ADAR1 a ADAR2 jsou exprimovany ve
vétsiné tkani a jejich schopnost deaminovat dsRNA byla jiz potvrzena (Kim et al.,
1994). Tretim enzymem je ADARS3, ktera je exprimovana pouze Vv Centralnim nervovém
syst¢ému. Funkce tohoto enzymu je doposud neobjasnéna, jelikoz u ného nebyla
prokdzéna deaminacni aktivita (Keegan et al., 2004).

Vyznam pfemény Ado na inosin v RNA spociva ve strukturni podobnosti
S guanosinem, kdy miiZze dojit k zamén€ aminokyseliny v pribéhu translace v disledku
Spatného piecteni kodonu (Obr. 6B). Taktéz muze dochazet ke zménam sestiihi
(splicing) pii tvorbé¢ mRNA z pre-mRNA. ADAR mohou upravovat nekodujici RNA.
Vykazuji také nckteré regulacni funkce, jako je ovlivnéni biogeneze, zpracovavani a
cilova selekce SIRNA, miRNA a mnohé dalsi (Obr. 7) (Zinshteyn et al., 2009). U rostlin
probiha taktéz editace mRNA, ktera slouzi ke kontrole genové exprese z organel.
Editace mRNA probiha na nukleotidech cytosinu a uracilu, a to pfeménou C na U nebo
U na C (Takenaka et al., 2013).
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Obrazek 6 - Deaminace dsRNA
A) Reakce katalyzovana enzymem ADAR; B) zména parovani bazi po deaminaci adenosinu
(ptfevzato a upraveno z Nishikura et al., 2010).
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Obrazek 7 - Déje ovlivnéné ADAR prostiednictvim RNA editace
(pfevzato a upraveno z George et al., 2014).

tRNA piedstavuji zakladni molekuly potifebné pii piepisu mRNA do
aminokyselinové sekvence. Obsahuji antikodon slozeny z rezidui 34, 35 a 36 (viz Obr.
8), ktery rozpoznava kodony na mRNA, a pfifazuje tak do rostouciho fetézce dalsi
AMK. Pro ziskani funkéni molekuly tRNA je potfeba mnoho specifickych modifikaci,
mezi které patii i deaminace Ado pomoci ADAT (Su et al., 2011). Vysledny produkt
téchto enzymi (inosin) byl nalezen ve tfech polohach tRNA, a to v poloze 34 jako prvni
nukleotid antikodonu (wobble-pozice), 37 (nasledujici hned za kodonem) a 57 na TWC-
smycce (Juhling et al., 2009). Pfitomnost samotnych nebo methylovanych inosint
Vv téchto tfech pozicich je velmi rozmanité a li§i se mezidruhové. U vétSiny organizmi
byva inosin v poloze 37 a 57 methylovan, pfi¢emz inosin v poloze 34 je jiz vysledkem
posttranslaéni modifikace (Grosjean et al., 1996). U archei byl jako jediny nalezen
nemodifikovany inosin v poloze 57 a u hypertermofilnich bakterii je v poloze 57 Ado
pfeménén na dimethylovany inosin (Yamaizumi et al., 1982). U 8 eukaryotickych

cytosolickych tRNA je v pozici 34 piitomen inosin. Samotna deamina¢ni reakce je
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katalyzovana heterodimernim enzymem tRNA adenosindeaminasou (hetADA) slozenou
z dvou podjednotek ADAT2/Tad2 a ADAT3/Tad3 (Gerber et al., 1999). U prokaryot
byla charakterizovana pouze jedna ADAT (pojmenovana TadA) (Wolf et al., 2002).
Vyznam téchto deaminaci v poloze 34 vysvétluje lepsi schopnost parovani inosinu
s dal$imi ribonukleotidy mRNA (A, U a C) (Obr. 9), zatimco Ado je schopny se parovat
pouze suridinem. Skutecnost, Ze inosin lze spéarovat s vice deoxynukleosidy muze
rozsifovat pocet kodonu, které tRNA rozpozna. Specifita rozpoznavani kodonu a
interakce s ribozomalnimi podjednotkami je taktéz ovlivnéna modifikacemi v blizkosti
antikodonu v poloze 37, 32 a dalsimi (Torres et al., 2014). K deaminaci nedochazi

pouze na Ado, ale také na cytidinu za vzniku uridinu pomoci tRNA-cytidindeaminas.
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Obriazek 9 - Parovani inosinu s adenosinem, cytosinem a uridinem
(pfevzato a upraveno z Torres et al., 2014).

18



2.2 Rekombinantni proteiny

Ziskéni rekombinantniho proteinu pfedstavuje v genovém inzenyrstvi nékolika
krokovou proceduru. Prvni fazi je ziskédni odpovidajiciho genu, ktery muze byt
pripraven z izolované mRNA cilového organizmu s naslednou reverzni transkripci do
komplementarni DNA (CDNA) a specifickou PCR reakci, kdy se ziskd mnohonasobné
replikovany cilovy gen. Jako templat mtze byt také pouzita i genomova DNA, avSak u
eukaryotickych organizmi je velmi pravdépodobné, ze ziskany gen bude obsahovat
introny. Dnes je jiz zcela bézné, ze gen kodujici studovany protein, je pfipraven
synteticky. Nasledn¢ je gen pomoci klonovacich technik zaveden do vhodného vektoru,
a poté transformovan do expresniho systému, kterym je finaln¢ produkovan
rekombinantni protein. Diky pokrokiim v genomice, proteomice a bioinformatice se
mnohonasobné zvysilo vyuzivani rekombinantni DNA jako zptsobu studia proteind.
Rekombinantni DNA technologie a afinitni znaceni umoznuji rychlou identifikaci,
modifikaci, produkci, izolaci a cilenou purifikaci proteinu z expresniho hostitelského
systému.

Mezi nejcastéji vyuzivané expresni systémy patii bakterie a kvasinky. Pro expresi
mohou byt také vyuzity i rostliny, hmyzi buniky ¢i sav¢i bunééné linie. Kazdy z téchto
expresnich systémi je vhodny pro specificky druh proteind. Vybér optimalniho
expresniho hostitele zavisi na velikosti proteinu, bunééné lokalizaci, posttransla¢nich
modifikacich a vytézku exprese cilového proteinu. I pies vhodny vybér expresniho
hostitele se mizeme potykat s problémy, jako jsou exprese proteinu do inkluznich
télisek, mald rozpustnost proteinu, toxicita produktu pro hostitelskou butiku, nespravné
sbaleni proteinu a s tim souvisejici nefunkénost enzymu. Tyto problémy jsou nejcastéji
feSeny zménou expresniho hostitele, zménou sily promotoru, expresi za pomoci
chaperonu nebo expresi proteinu ve formé fuzniho proteinu (Frey a Gorlich, 2014).

Béznym ptistupem pro piekondni nékterych expresnich problémii a piipravu
nativnich proteind je vyuziti fuze studovaného proteinu s jinym proteinem (proteinova
fuzni kotva). Fuze se provadi bud’to na N- nebo C-konci proteinu. Fuzni protein je
vétSinou vkladan Vv tandemovém uspofadani spolu s afinitnimi, detekénimi nebo
sekre¢nimi znaCkami. V idedlnim pfipadé¢ Ize tyto znaCky v pribéhu purifikace
odstranit, coz nam umoziuje ziskat nativni protein (Arnau et al., 2006). Odstranéni je

provadéno mistn¢ specifickymi proteasami, které rozpoznavaji jedine¢nou
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aminokyselinovou sekvenci, kterd je vlozena mezi cilovy protein a proteinovou fuzni

kotvu.

2.2.1 Proteinové fuzni kotvy

Pfiprava rekombinantnich proteini se dnes jiz neobejde bez pouzivani
proteinovych fuznich kotev. Vybér vhodného expresniho systému a fuznich kotev, jak
samotnych nebo v tandemovém uspofadani, je nutno velmi dobfe promyslet jiz na
samotném zaCatku experimentu. Pro proteiny pochazejici zrGznych organizmu
(prokaryota, eukuaryota) neni vzdy vhodné pouzit stejnou sadu fiznich kotev. Zasadni
rozdil pii vybéru hraje také cil pouziti ptipraveného rekombinantniho proteinu, jako je
napiiklad strukturni analyza (NMR, rengenostrukturni analyza, kryoelektronova

mikroskopie), testovani funkéni aktivity nebo jiné.

2.2.1.1 Typy faznich kotev

Glutathion-S-transferasa, maltosu vazajici protein, thioredoxin A, SUMO (Viz
kapitola 2.2.3), protein disulfidisomerasa I, ketosteroidisomerasa, hemaglutininovy
antigen, FLAG epitop, streptavidin vazajici peptid, poly-arginin a poly-histidin patii
Vv soucasné dob&é mezi nejvice vyhledavana feseni pro usnadnéni piipravy, purifikace a
detekce rekombinantniho proteinu.

Glutathion-S-transferasa (GST) je 26 kDa velky protein pochazejici z
Schistosoma japonicum, ktery je schopny chranit studovany protein pied intracelularni
proteolyzou. Stabilizuje proteiny v rozpustné frakci jako monomery nebo homodimery
(Kaplan et al., 1997). Purifikace proteinii probiha na imobilizovaném glutationu,
pficemz protein je nasledné vyplaven 10 mM redukovanym glutathionem. Detekce
vysledného fuzniho proteinu miize byt provedena pomoci enzymatického testu nebo
specifické protilatky. Pfred GST byva ve vétSin€ vektorti ptidavana sekvence, kterd je
rozpoznavana specifickou proteasou a umoziuje jeji odstranéni. GST muze byt
pridavan na N- i C-konec a vyuzivan ve vSech dostupnych expresnich systémech
(Mitchell et al., 1993; Rudert et al., 1996).

Maltosu vazajici protein (MBP) je 42 kDa velky produkt genu malE pochazejici
ZE. coli K12 (Duplay et al., 1988). Mize se nachazet na N- i C-konci proteinu.

Umoziuje zvySeni vytéZzku exprese spolecné se zvySenim rozpustnosti modifikovaného
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proteinu. Bylo prokédzano, ze pozitivnim zptisobem ovliviyje skladani eukaryotickych
proteind exprimovanych v bakterialnim hostiteli (Kapust et al., 1999). Purifikace
fuzniho proteinu je provadéna na afinitni amylosové kolon€. Pro eluci je vyuzivan
roztok 10 mM maltézy Vv pufru. Piecistény protein lze pak velmi snadno detekovat
pomoci imunotestu. Za MBP byva také vkladana sekvence rozpoznavana specifickou
proteasou (Factor Xa) pro jeho odstranéni. Nevyhodou je velikost MBP, kdy
faze s vétsimi eukaryotnimi proteiny jiz neni zcela vhodna pro expresi v E. coli, pro
kterou je vrchni hranice translace proteinu 50-60 kDa.

Thioredoxin A (TrxA) je protein pochazejici z E. coli o velikosti 11,6 kDa. Jeho
prednosti spocivaji ve vysoké rozpustnosti v cytoplasmé spolecné s tepelnou stabilitou,
které jsou propujceny i studovanému proteinu (LaVallie et al., 2000). TrxA napomdha
krystalizaci proteinli, 1 kdyZz ve vétSiné piipadi byva ptfed krystalizaci proteinu
odstranovan specifickymi proteasami (Corsini et al., 2008). Modifikace mize byt
vkladana na oba konce proteinu. Pro purifikaci fuzniho proteinu musi byt pouzita jina
fuzni kotva (nejcastéji poly-histidinova kotva), jelikoz TrxA sam o sob&é neumoziuje
afinitni purifikaci. Exprese proteinu obsahujici TrxA modifikaci je mozna jak
v prokaryotickych, tak i eukaryotickych systémech.

Protein disulfidisomerasa | (PDI1) je 21,1 kDa velky protein, jehoz funkce je
katalyzovat tvorbu disulfidickych vazeb v bakterii E. coli (Martin et al., 1993). Protein
s PDI1 fazi mizZe byt exprimovan bud’ do periplasmy diky signalni sekvenci obsahujici
PDI1 nebo do cytoplasmy, a to pouzitim vektoru obsahujiciho deleci signalni sekvence
v PDI1. Tato modifikace podporuje rozpustnost proteinu, a to ve srovnani s TrxA az
dvojnasobné (Zhang et al., 1998). Exprese do neredukcniho prostiedi periplasmy muize
zlepsit skladani cilového proteinu. Je vhodna pro proteiny obsahujici znacné mnoZstvi
disulfidickych vazeb. Pro purifikaci musi byt zafazena dal$i fuzni kotva, jelikoz
samotny PDI1 nelze vyuzit pro afinitni purifikaci. Fiize je mozna na N- i C-konci a je
vyuZzivana predev§im v prokaryontnich expresnich systémech.

Lidsky c-Myc epitop (AMK sekvence - EQKLISEEDL) je jedna z prvnich
detekénich kotev smoznosti fuze na obou koncich proteinu, kdy pii detekci
rekombinantniho proteinu byvaji vyuzivany metody western blot, imunoprecipitace a
prutokové cytometrie (Kipriyanov et al., 1996). c-Myc epitop muze byt vyuzit také pii

purifikaci proteinu na divinylsulfon-aktivované agarose nesouci protilatku mAb9E10.
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Tento druh purifikace se vyuziva jen velmi zfidka, jelikoZ eluce vyzaduje velmi nizké
pH, které mlize negativné ovlivnit aktivitu proteinu (McKern et al., 1997).

FLAG epitop je kratky hydrofilni peptid (DYKDDDDK), ktery je velmi Casto
pouzivan K detekci produktu. Umoznuje purifikaci fuzniho proteinu na imobilizované
monoklonalni protildtce v nedenatura¢nim prostiedi a eluce je provadéna snizenim pH
nebo pridavanim chelata¢niho cinidla - Kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA)
(Hopp et al., 1988). FLAG epitop mlze byt St€épen pomoci enterokinasy, ktera Stépi
uvnitf sekvence epitopu (Maroux et al., 1971).

Poly-argininova kotva (Poly-R) se sklada nejcastéji z 5 nebo 6 za sebou jdoucich
arginini  vkladanych pievazné na C-konec rekombinantniho proteinu. Takto
modifikovany produkt byva purifikovan pomoci adsorpce na iontoméni¢ovém SP-
Sephadexu. Protein je vyplavovan pomoci linearniho gradientu NaCl pfi alkalickém pH
(Sassenfeld et al., 1984). Poly-R kotva mize byt odstranéna diky karboxypeptidase B.
Pii vybéru této kotvy je dulezité brat v potaz moznost ovlivnéni tercialni struktury
proteinu skrz tvorbu hydrofobniho C-konce proteinu (Sassenfeld et al., 1984).

Poly-histidinova kotva (Poly-H) je nejhojnéji vyuZzivanou purifikaéni modifikaci
(Manjasetty et al., 2008). Jeji vyhodou je nizka imunogenita, mala velikost (vyuZziva se
3 - 10 histidin v sérii), moznost purifikace pii nativnich nebo denaturacnich
podminkach a jen velmi zfidka dochéazi k ovlivnéni aktivity proteinu pfi umisténi na C-
nebo N-konci proteinu (Chaga et al., 2001). Fazni protein byva purifikovan pomoci
imobilizované metalo-afinitni chromatografie (IMAC), kdy v imobilizované matrici je
koordinovan iont pfechodného kovu (Ni%*, Co?*, Cu?*, Zn*"), ktery vytvaii koordina&ni
vazby s imidazolovymi jadry obsazenymi Vv histidinu. Eluce rekombinantniho proteinu
byva provadéna gradientem imidazolu (20 - 250 mM) v roztoku pufru, zménou pH nebo
metalovou chelataci. B&hem nanaSeni fizniho proteinu na afinitni kolonu muze
dochazet k nespecifickému navazani hostitelskych proteinii. Zkracenim doby nanaseni
(3 hod a méné¢) nebo piidanim nizké koncentrace imidazolu (2 - 50 mM) do nanaseciho
pufru mohou byt tyto nespecifické vazby eliminovany. Po Uspé$né purifikaci je nutné
odstranit imidazol dialyzou, jelikoZ miZe mit za nasledek vznik proteinovych agregatti a
ovlivnit tim funkcnost proteinu nebo interferovat v NMR a krystalografické analyze
(Hefti et al., 2001).

Streptavidin vazajici kotva II (WSHPQFEK) je upravena varianta ptvodné
pouzivané streptavidin vazajici kotvy (WRHPQFGGQG), pochazejici z proteolyticky
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zkracené verze bakteridlniho proteinu (Schmidt et al., 1993). Tato modifikace je
povazovana za inertni a vysoce odolnou vici bunéénym proteasam, avSak neni vhodna
pro purifikaci za denaturacnich podminek. Muze byt pouzita spolecné s mirnymi
detergenty a je optimalni pro purifikaci rekombinantnich proteinti za fyziologickych
podminek. Specifickou vazbu zajistuje imobilizovany Strep-Tactin, kdy jako elucni
¢inidlo je pouzit roztok obsahujici desthiobiotin. Vyhodou této kotvy je jeji nezavislost
na piitomnosti kovovych iontti béhem purifikace. Je tedy velmi vhodnou variantou pro

purifikaci metaloproteint (Skerra et al., 2000).

2.2.2 Specifické proteasy odstranujici fuzni kotvy

Odstranéni proteinovych fuznich kotev muize byt v nékterych piipadech
nevyhnutelnym tkonem, a to z diivodu negativniho vlivu na strukturu nebo biologickou
funkci proteinu. Pro tyto ucely jsou vyuzivany kratké sekvence, které jsou vkladany
pted studovany protein a rozpoznavany specifickymi proteasami. Jako vysledny produkt
je ziskan rekombinantni protein v nativnim stavu. U nékterych proteas mlize dochézet
k nespecifickému S$tépeni, a proto musi byt optimalizovany podminky jejich aktivity
(pH, teplota, piitomnost n&kterych soli atd.). U&innost §tépeni dané proteasy se mize
nepiedvidatelné liSit u rozdilnych fuznich proteinli, kdy mizZe dochdzet napiiklad ke
sterickému branéni $tépitelné sekvence. Mezi nejcastéji vyuzivané proteasy patii Faktor
Xa, enterokinasa, SUMO proteasa (Viz kapitola 2.2.4), proteasa z viru tabakové
mozaiky nebo trombin.

Faktor Xa je specificka proteasa rozpoznavajici sekvenci I(E/D)GR"X, kdy
Vv pozici X muze byt jakdkoliv AMK kromé prolinu nebo argininu (Nagai et al., 1984).
Proteasa se sklada ze dvou disulfidicky vazanych fetézcii (27 kDa a 16 kDa), a proto
mize byt ovlivnéna jeji aktivita v pufrech obsahujicich redukéni &inidla. Stépeni
substratu se miize provadét v rozmezi teplot 4 - 24°C (Terpe, 2003).

Enterokinasa specificky rozpoznava AMK sekvenci DDDDK”X. St&pi na
karboxylovém konci lysinu s proménlivou u¢innosti, kterd je zavisla na typu AMK
v poloze X. Napiiklad byl-li v poloze X prolin, u¢innost §tépeni byla 61%, naopak
nasledoval-li alanin, G¢innost byla 88% (Hosfield et al., 1999). Nékteré ¢lanky uvadi
moznost nespecifického St€peni enterokinasy, avSak Ve spojeni s rozpozndvanou

sekvenci FLAG epitopu byva ¢asto vyuzivana (Choi et al., 2001).
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Proteasa z viru tabakové mozaiky (Tobago etch virus; TEV proteasa) Stépi
v sekvenci ENLYFQG”S mezi glutaminem a serinem. Je oblibena pro svoji vysokou
specifitu a schopnost ¢inné §tépit i pii nizkych teplotach (4 - 30°C) (Parks et al., 1994).
U TEV proteasy byly provedeny cilené mutace pro zvySeni vytézkt pii expresi a
nasledné purifikaci proteinu. Zavedené mutace zvysily stabilitu enzymu a zvysily jeho
aktivitu az dvakrat oproti ptvodni TEV protease (Kapust et al., 2001).

Trombin je serinova proteasa, ktera specificky rozeznava sekvenci AMK
LVPRAGS, a stépi mezi argininem a glycinem. Piestoze Sté€peni trombinu je pomérne
specifické, neékteré prace upozornuji na jeho mozné nespecifické stépeni (Chang et al.,
1985). Trombin je heterodimer spojeny disulfidovym mustkem. Obsahuje taktéz tii
intramolekularni disulfidické vazby, coz jej celkové ¢ini nachylnym k redukénim
¢inidlim. Nejvyssi aktivity dosahuje pti 45°C, pficemz pii 15°C si zachovava alespon
20% ze své maximalni aktivity. Enzym je aktivni v rozmezi pH 5,0 - 10,0. Trombin
jako enteropeptidasa je relativné dost odolny vuci Siroké skale detergenti (Vergis et al.,
2011).

2.2.3 SUMO modifikace

VétSina bunéénych eukaryotickych proteini je po jejich transkripci rtiznymi
zpisoby modifikovana. Mezi posttranslacni modifikace patfi chemické zmény
aminokyselin (citrulinace, deaminace, racemizace), strukturni zmény v proteinech
(tvorba disulfidickych muastkl, zrani prekurzorového proteinu proteolytickym
Stépenim), piidavani funkcnich skupin (acetylace, metylace, fosforylace, glykosylace) a
dalsi. Specidlnim druhem posttranslacnich modifikaci je piipojeni modifikujicich
proteinli ke studovanému proteinu. Nejcastéji se jednd o ubiquitin nebo proteiny
odvozené od ubiquitinu (ubiquitin-like proteins; UBLs). Ubiquitin a UBLs sdili jen
velmi nizkou podobnost ve slozeni primarni AMK sekvence. Naproti tomu maji
spole¢né strukturni znaky typické pro strukturu ubiquitinu (globular ubiquitin-like p-
grasp fold) a evolu¢né zachovanou enzymatickou strategii pro jejich aktivaci s

naslednym pfichycenim k vhodnému substratu (Obr. 10) (Hochstrasser, 2009).
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Obrazek 10 - Porovnani struktur ubiquitinu a lidské SUMO-1
(ptevzato a upraveno z Dohmen, 2004).

Ubiquitin je 8,5 kDa (76 AMK) velky regulacni protein, ktery modifikuje proteiny
V procesu zndmém jako ubiquitinace. ISopeptidovd vazba s cilovym proteinem je
zprostiedkovana pies jeho €-amino skupinu lysinu a karboxylovou skupinu glycinu
patfici ubiquitinu. Jde 0 tiikrokovy enzymaticky proces, pii kterém je ubiquitin nejprve
aktivovan ubiquitin-aktivaénimi enzymy, nasledné¢ dochazi ke konjugaci pomoci
ubiquitin-konjugaénich enzymui. Poslednim krokem je ligace pomoci ubiquitinligasy
(Pickart, 2001). U eukaryot je ubiquitin vysoce konzervovan a rozdil mezi kvasinkovym
a lidskym ubiquitinem je jen ve 3 AMK reziduich. Polyubiquitinace signalizuje
degradaci proteinu ve 26S proteasomu, reguluje transkripci (vazba pies Lys48 na
ubiquitinu), tvofi spojovaci mustek pro dal§i tvorbu proteinovych komplexd,
cytosolicky transport, endocytozu a DNA opravy (vazba ptes Lys63 ubiquitinu).
Naproti tomu monoubiquitinace miZe regulovat proteinovou aktivitu a jejich bunéénou
lokalizaci. Ubiquitinace je esencialni pro rist bun€k a jejich zivotaschopnost, taktéz
hraje vyznamnou roli pii regulaci buné¢ného cyklu (Hochstrasser, 2009).

Do skupiny UBLs patii vice nez 12 proteint, znichz byly jiz nékteré
charakterizovany (Obr. 11). U vétSiny byla prokazana schopnost regulace raznych
aspektti bunééné aktivity prostiednictvim modulace struktury a s tim spojenou funkci
proteind (Hochstrasser, 2009). Jednim ze zastupcti je maly ubiquitinu podobny protein
(Small Ubiquitin-Like Modifier; SUMO), ktery byl poprvé objeven u zvifat pii studiu
proteinu jaderného poru RanGAP (Matunis et al., 1996). S ubiquitinem sdili piiblizné

jen 18% sekvencni homologie, avsak struktura a enzymaticka strategie k aktivaci a
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pfichyceni k substratim je zachovana. SUMO se li§i od ubiquitinu a ostatnich UBLs
dlouhym N-terminalnim prodlouzenim ve form¢ linearniho fetézce.

SUMO modifikace byly nalezeny v celé skale eukaryot, naptiklad u kvasinek (1
gen, Saccharomyces cerevisiae), rostlin (8 gent a 1 pseudogen, Arabidopsis thaliana),
lidi (4 geny) a dalSich druhl, kdy velikost téchto proteini byva kolem 12 kDa
s ptiblizné¢ 100 AMK (Miller et al., 2010; Bruderer et al., 2011).

Vsechny SUMO isoformy jsou syntetizovany z C-terminalniho prodlouzeného
prekurzoru. Ten musi byt nejprve zpracovan do aktivni formy pomoci SUMO proteasy.
Stejnym zplsobem jako ubiquitin je pfiddvana SUMO modifikace v procesu zvaném
sumoylace (Obr. 12). Vyuziva se vSak odlisnych, ale evolu¢né piibuznych enzymovych
kaskad (Kerscher et al., 2006). Primarni funkci je interakce SUMO modifikovanych
proteint s dal§imi proteiny obsahujicimi na svém povrchu SUMO interagujici motiv
(SUMO interacting motifs; SIMs), ktery umoziuje vznik pfechodnych proteinovych
komplext (Kerscher et al., 2007). Sumoylace a nasledna desumoylace ovliviiuje celou
fadu bunécnych pochodi, jako je naptiklad jaderno-cytosolicky transport, ptenos
signalu, regulace transkripce, apoptosa, cilena odpovéd’ na stresové podminky, bunéény
cyklus a dalsi (Hay, 2005). V neposledni fadé se SUMO chova jako antagonista
ubiquitinu, jelikoz blokuje jeho vazebna mista na proteinu, ktery by byl degradovan, a

tim pomaha stabilizovat protein.
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Obrazek 11 - Strukturni motiv skupiny Ub/UBLs a jednotlivi zastupci skupiny UBLs
(ptevzato a upraveno z Vierstra, 2012).
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Obrazek 12 - Cyklus SUMO modifikace
E1) aktiva¢ni enzym; E2) konjugaéni enzym; E3) ligasa (pfevzato a upraveno z Hickey et al.,
2012).

Vyuzitim zminénych specifickych vlastnosti SUMO modifikace miZe byt vyfesen
problém exprese nerozpustnych a S$patné slozenych proteintt v prokaryotickém nebo
eukaryotickém organizmu. V dne$ni dobé¢ existuje jiz nékolik komeréné dostupnych
vektori (Champion™ pET SUMO, Invitrogen; pCIOX, Addgene; a mnohé dalsi)
umoznujicich SUMO fuzi (vétsinou se SUMO modifikaci z kvasinky, SMT3) se
studovanym proteinem. V mnoha ptipadech vedlo vyuziti této modifikace ke zvySeni
exprese a ziskani rozpustného proteinu. Zvyseni rozpustnosti proteinu je vysvétlovano
samotnou strukturou SUMO modifikace. Ta obsahuje vnéj$i hydrofobni povrch a
vnitini hydrofobni jadro, které interaguje s povrchem hydrofobnich proteini a pomaha
tak solvataci jinak nerozpustnych proteinii (Malakhov et al., 2004). Dalsi hypotéza, tzv.
molten-globularni hypotéza (molten globule hypothesis), fika, z2 SUMO modifikace
pusobi jako nukleacni jadro pii sklddani proteinu (Englander, 2000). Tuto hypotézu
potvrzuje fakt, Zze ubiquitin, ktery ma vysoce hydrofobni jadro, je jeden z nejrychleji se
skladajicich zndmych proteinii (Khorasanizadeh et al., 1996). SUMO modifikace
mohou plisobit také jako chaperony, a tudiZ napomahat spravnému skladani proteinu.
Tato teorie byla jiz prokazana u maltosu vazajiciho proteinu a piedpoklada se i u SUMO
modifikace (Fox et al., 2001). SUMO modifikace, jakozto antagonista ubiquitinu,

vrwe
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Z cytosolu do jadra (Kishi et al., 2003). Jedna z hlavnich vyhod vyuziti této modifikace

je jeji snadné odstranéni pomoci specifickych SUMO proteas.
2.2.4 SUMO proteasa

Ptipojeni SUMO modifikace k cilovému proteinu je pfesné fizeny a regulovany
proces, ve kterém svoji dil¢i roli sehravaji enzymy zvané SUMO proteasy nebo SUMO
isopeptidasy (EC 3.4.22.68). SUMO proteasy katalyzuji dvé zésadni reakce
v sumoyla¢ni a desumolyacéni draze, kde je jejich ptitomnost zcela nezastupitelna. Jsou
pfitomny u vSech eukaryot (Droescher et al., 2013). Prvni reakci je pfiprava SUMO
z jejich C-terminalniho proteinového prekurzoru, kdy je vyuzivano endopeptidasové
aktivity SUMO proteasy. Jednotlivé SUMO jsou od sebe oddéleny dvojici glycinovych
rezidui, za kterymi specificky stépi SUMO proteasa. V druhé reakci je vyuzivana prave
jejich isopeptidasova aktivita, pro uvolnéni SUMO a jeho vraceni do sumoyla¢ni drahy,
mezi dvojici glycinovych rezidui a reziduem lysinu daného proteinu (Obr. 13). Aktivita
SUMO proteas ur€uje hladinu rovnovazného stavu zralych SUMO pro jeho nésledné
vyuziti v sumoyla¢nim aparatu buiky (Hickey et al., 2012). SUMO proteasy tedy
ovliviiuji fadu bunéénych pochodl, které jsou spojeny s regulaci pomoci SUMO

modifikace.
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Obrazek 13 - Reakce katalyzované SUMO proteasou

A) Mista S$tépeni jednotlivych SUMO modifikaci (kvasinkovda SMT3; ostatni lidské)
katalyzované SUMO proteasami; B) zndzornéni mista §tépeni isopeptidové vazby mezi zralymi
SUMO a cilovym proteinem (pfevzato a upraveno z Hickey et al., 2012).
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Prvni SUMO proteasa byla identifikovana v kvasince S. cerevisiae a byla
oznac¢ena ubiquitinu-podobna proteasa 1 a 2 (ubiquitin-like protease; Ulpl a Ulp2) (Li
et al., 1999; Li et al., 2000). U enzymu Ulpl byla jako prvni vyfeSena krystalova
struktura spole¢n¢ se substraitem SUMO (produkt genu SMT3). Z vysledku bylo
zjisténo, ze celkova architektura katalytické domény Ulpl odpovidd cysteinovym
proteasam, které cilené rozpoznavaji terciarni strukturu SUMO modifikace (Mossessova
et al., 2000) (Obr. 14). Specifity pro SUMO je zde dosaZeno prostiednictvim rozsahlého
povrchu zahrnujiciho unikatni hydrofobni interakce a c¢etné solné mustky. Diky
porovnani sekvenci katalytické domény Ulpl a Upl2 s dalSimi sekvencemi
predpokladanych SUMO proteas byla identifikovana pfitomnost téchto enzymi v celé
fadé eukaryotickych organizmii (Li et al., 1999; Mukhopadhyay et al., 2007).

Prvni identifikovany lidsky protein sdilel vysokou podobnost s Upll. Po potvrzeni
jeho SUMO proteasové aktivity byl pojmenovan jako sentrin-specifickd proteasa 1
(SENP1, SUMO = sentrin) (Gong et al., 2000). VSechny doposud identifikované
enzymy z riznych eukaryotickych organizmi se SUMO proteasovou aktivitou patii
mezi cysteinové proteasy, jejichZ slozeni aktivniho mista odpovidad protease papainu
(Hickey et al., 2012). U lidi je celkové pfitomno Sest SENP enzymii, a to SENP1-3 a
SENP5-7. Nedavno provedené studie identifikovaly tii nové SUMO-proteasy, a to
desumoylac¢ni isopeptidasy 1 a 2 (DESI1 a DESI2) a ubiquitin-specifické protease
podobni protein 1 (ubiquitin-specific protease-like 1, USPL1) (Shin et al., 2012).

Obrazek 14 - Struktura aktivniho mista Upll
Cisly 580 (Cys), 514 (His), 531 (Asp) je znazornéno reziduum katalytické triady (pfevzato a
upraveno z Mossessova et al., 2000).
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U vétsiny zndmych SUMO proteas hraji velmi dalezitou roli jejich nekatalytické
domény nachazejici se V N-terminalni ¢asti enzymu. Tyto domény reguluji naslednou
intracelularni lokalizaci enzymu (Obr. 15). U nékterych SUMO proteas je pfedpovidana
piritomnost SIMs regiont, které nejspiSe zvysuji afinitu SUMO k danym enzymim nebo
pomahaji spravné orientaci sumoylovaného proteinu vici SUMO protease (Hickey et
al., 2012).

Specifita SUMO proteas k substratu byla prostudovana in vivo i in vitro a
z vysledkt je patrno, Ze je velmi silné ovlivnéna lokalizaci proteinu. Napovidaji tomu
tak 1 vysledky z nejjednodussiho a nejlépe prostudovaného kvasinkového systému S.
cerevisiae (Hickey et al., 2012).

Enzym Ulpl vykazuje Sirokou substratovou specifitu a je schopen S$tépit jak
exprimované SUMO prekurzory, isopeptidové vazané SUMO, tak i poly-SUMO
modifikace z proteini. Neni vSak schopen editace poly-SUMO fetézce, coz znamena
Stépeni dil¢ich SUMO modifikaci ze SUMO fetézce vazaného na proteinu (Li et al.,
2003). Naopak enzym Ulp2 nestépi prekurzorové SUMO, ale je velmi aktivni pfi editaci
poly-SUMO fetézcl. Taktéz je zachovana schopnost §tépit isopeptidovou vazbu mezi

lysinem modifikovaného proteinu a SUMO fetézcem (Bylebyl et al., 2003).
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Obrazek 15 - Organizace domén a velikost jednotlivych fetézci SUMO

Katalytickd doména je znaCena rGzové spolecn¢ s AMK histidinu a cysteinu obsazenych
v aktivnim misté enzymu. Pfedpokladané SIMs regiony jsou oznaceny hvézdickou. Domény
zodpovédné za bunéénou lokalizaci jsou zna¢eny modrie (pievzato a upraveno z Hickey et al.,
2012).
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Diky vyhodnym vlastnostem SUMO modifikace a vysoké specifit¢ SUMO
proteas se staly expresni SUMO vektory velmi oblibenou variantou pro pfipravu
eukaryotnich rekombinantnich proteini. V dneSni dob¢ je na trhu dostupna cela fada
komer¢né pripravovanych SUMO proteas (Thermo Fisher, Lifesensors, Enzynomics a
dalsi). Nejcastéji se jedna o kvasinkovy enzym Upll pfipraveny rekombinantné v E.
coli. SUMO proteasa u¢inné §tépi pii teplotach 4 - 37°C v rozsahu pH 5,5 - 10,5, a
dokonce bylo prokazano, ze $tépi substrat v pfitomnosti 2M mocoviny bez nezddoucich
nespecifickych produkti Stépeni (Malakhov et al., 2004). To umoziuje snadnéjsi
purifikaci SUMO modifikovanych produkti z inkluznich télisek. VétSina vyrobcl
garantuje vysokou efektivitu §t€épeni SUMO modifikovanych substrati s vytéznosti az
85% pfi pH vrozmezi 55 - 9,5 a teplot¢ 30°C po dobu 1 hodiny
(http://www.thermofisher.com/order/catalog/product/12588018; 9.3.2016).
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2.3 Metody stanoveni aktivity adenosindeaminas

Absorpce zafeni a dalsi fyzikalni vlastnosti latek mohou byt pouzity k jejich
detekci. Zakladem uspé$ného stanoveni aktivity enzymu je zvoleni vhodné detekéni
metody, kterou jde nepiimo stanovit rychlost pfemény substratu na produkt za urcity
Casovy interval. Pro spravny vypocet je nutn¢, aby ubytek substratu a nariist produktu
probihal v Case lincarné. Zakladnimi konstantami charakterizujicimi enzymatické
vlastnosti proteinu jsou: Michaelisova konstanta (Kn; mol.dm™), &islo premény
(turnover number, ke, 7 ), méfitko katalytické Gc¢innosti (Kea/Kr), aktivita enzymu
vyjadiena v katalech (kat; mol.s®) nebo v mezinarodni jednotce (Ul; pmol.min™) a
specificka aktivita, coz je aktivita proteinu vztazend na jeho mnozstvi (kat/mg). Tyto
veliiny jsou stanoveny pii méfeni za optimalnich podminek (pH, teplota, pufr, kofaktor
atd.), konstantni koncentrace enzymu a nejméné péti riznych koncentraci substratu.

Hlavnim substratem ADA je Ado a 2’-deoxyadenosin. Mezi dal$i substraty, které
jsou metabolizovany timto enzymem, ale s niz§i afinitou patii Ade, AMP, ADP a ATP.
Tyto latky maji ve své struktufe Ade a jejich absorpéni maximum odpovida
absorpénimu maximu Ade pifi 260 nm. Produkty reakce, které¢ byly deaminovany,
absorbuji zase pii 240 nm. NejpouzivangjSimi piistroji pro detekci aktivity ADA, ale 1
jinych enzymi, jsou spektrofotometr, vysokotlaka kapalinova chromatografie s detekci
pomoci diodového pole (HPLC-DAD), HPLC spojena s hmotnostnim spektrometrem
(HPLC-MYS), kapilarni elektroforéza a dalsi.

Zakladnim pristupem k meéfeni aktivity vétSiny enzyml byva detekce pomoci
spektrofotometru. V piipadé¢ detekce aktivity ADA mohou byt zvoleny dvé odlisné
varianty. Prvni je pfima detekce reak¢nich sloZzek (ADA a substrat v prostfedi pufru),
kdy je sledovan bud’to Ubytek substratu nebo pftiristek produktu pii odpovidajicich
vlnovych délkach (Kalckar, 1947). Velkou nevyhodou této reakce je pomérné mala
vzdalenost absorp¢nich maxim produktu a substratu, kdy mtze dochéazet ke zkresleni

vysledku (Obr. 16).

32



lzeo nm i

06

Absorbance [a.u.]

02

0.0

210 260 310
VInova délka [nm]

Obrazek 16 - Spektrum katalytické pifemény adeninu na hypoxantin
240 nm detekce nardstu hypoxantinu (Hyp) a 260 nm detekce ubytku Ade (pfevzato a upraveno
z Pospisilova et al., 2008).

Druhou variantou je moznost vyuziti sptfazené reakce, kdy v prvni fazi dochazi
k jiz zminéné deaminaci substratu za vzniku jeho 6-0xo0 produktu katalyzovanou ADA.
Uvoliiovany amoniak je spolecné¢ S 2-oxoglutarastem v nasledné reakci
preménovan glutamatdehydrogenasou na glutamat za soucasné oxidace NADH (Elis et
al., 1970). Ubytek absorbance redukované formy NADH, ktery je pfevadén na svoji
oxidovanou formu NAD", je detekovan spektrofotometricky zmé&nou absorbance pfi 340
nm. Uvolnovany amoniak lze taktéz detekovat metodou vyuZzivajici vlastnosti
indofenolu, ktery ma absorpéni maximum pii 625 nm. Indolfenol je vytvaren pii reakci
fenolu s amonnymi a chlornanovymi ionty v alkalickém prostfedi (Chaney, et al 1962).
Jina varianta detekce aktivity poukazuje na moZznost vyuziti tff spraZzenych reakci ADA
s nukleosidfosforylasou a xanthinoxidasou. Pfi této reakci dochazi v poslednim kroku k
oxidaci xantinu na kyselinu mocovou, kdy je detekovan pokles absorbance pii 606 nm
skrze redukci barevného 2,6-dichlorfenolindofenolu na jeho bezbarvy produkt
(Oosthuizen et al., 1993).

Modernim ptistupem detekce aktivity enzymt je separace vzniklych produkt od
zbyvajiciho substratu ze zastavené reakce pomoci vhodné separacni techniky.
Nejhojnéji vyuzivanou separacni technikou je v dnesni dobé HPLC, ktera je zaloZena na

principu rozdé€leni jednotlivych slozek vzorku mezi stacionarni a mobilni fazi. Interakce
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jednotlivych latek se staciondrni fazi je zaloZena na jejich rozdilnych chemickych a
fyzikdlnich vlastnostech. Mobilni faze undsi vzorky skrze systém a jeji slozeni
ovliviluje interakce se stacionarni fazi. Na kolonach obsahujicich nepolarni reverzni fazi
(napiiklad silikagel s C18 nebo C8 fetézci) lze zménou gradientu mobilni faze (od
polarni k mén¢ polarni) uc¢inné separovat jednotlivé nukleotidy ze smési, coz potvrzuji
nekteré jiz provedené experimenty. V roce 2016 Qiu et al. uspé$né separovali na C18
reverzni fazi 10 nukleotidd za pouziti diodového pole jako detektoru (Obr. 17). Dalsim
vhodnym detektorem ve spojeni s HPLC je hmotnostni spektrometrie, ktera umoziuje

velmi piesnou moznost kvantifikace (Cohen et al., 2009).
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Obriazek 17 - Chromatogram 10 separovanych nukleotidu

ATP - adenosintrifosfat; ADP - adenosindifosfat; GMP - guanosinmonofosfat; IMP -
inosinmonofosfat; Hx - hypoxantin; Xt - xantin; AMP - adenosinmonofosfat; Ade - adenin; Ino-
inosin; Ado - adenosin (pievzato a upraveno z Qiu et al., 2015).
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2.4 Krystalizace proteinu

Pro pochopeni celé fady funkci biologicky aktivnich molekul je zcela zasadni
znalost jejich struktury. Studium prostorové struktury proteinit vyuzivd nekolik
zakladnich technik pro jeji stanoveni, jako jsou nukledrni magnetickd rezonance,
kryoelektronovd mikroskopie a rentgenostrukturni analyza krystald proteinu.
V soucasnosti je nejvice vyuzivana rentgenostrukturni krystalografie, kterd byla pouzita
v piiblizné 90% vytesenych struktur (Rupp, 2010). Zakladnimi kroky pro uspésné
stanoveni struktury pomoci rentgenostrukturni krystalografie jsou: pfiprava proteinu a
jeho krystalizace, sbér dat, determinace faze, analyza elektronové hustoty a modelovani
struktury. Jednim ze zdsadnich krokd pro vyfeSeni struktury je samotnd krystalizace
proteinu.

Podstatou krystalizace je pfevedeni proteinu z roztoku do periodicky se opakujici
krystalové mtizky, jejiz vznik spoéiva v pomalém ptevedeni systému do stavu snizené
rozpustnosti a dosazeni limitniho stupné ptesyceni postupnou modifikaci vlastnosti
syst¢tmu (pH, teplota, krystalizaéni roztok). Smichdnim studovaného proteinu a
krystaliza¢niho roztoku (soli, t€kava a netékava organickd rozpoustédla, polymery -
polyethylenglykoly) se protein dostava bud’to do pfesycené¢ho (nastavéa krystalizace),
nebo nenasycené¢ho stavu (protein je rozpuStén v kapalné féazi), coz je vyjadieno
fazovym diagramem (Obr. 18). Oblast pfesycené¢ho stavu je rozdé€lena na tfi Casti:
metastabilni, labilni a precipita¢ni. V metastabilni a labilni ¢asti se protein nachazi
V nizkém az stfednim ptesyceni, coz jsou podminky vhodné pro tvorbu krystalti, naopak

Vv precipitacni ¢asti dochazi k vysrazeni amorfniho proteinu (Li et al., 2009).

\ s
‘ o " Precipitacni

Piesyceny . oblast
stav

\
A

A

Labilni
oblast

~

Metastabilni
oblast T

Nenasyceny
stav

Koncentrace proteinu ———»

Koncentrace precipitantu——»

Obrazek 18 - Fazovy diagram krystalizace proteinu
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Samotny krystaliza¢ni proces je rozdélen do dvou krokti. Prvnim krokem je
nukleace, ktera nastava pouze v piipadé, dosahne-li koncentrace proteinu v roztoku
labilniho presyceni. Pii dosaZeni tohoto stavu dojde k vytvofeni krystaliza¢nich jader,
diky kterym dochazi k dalSimu seskupovani a rtistu vznikajiciho krystalu. Rust krystalu
je tedy druhou fazi, pii které dochazi k poklesu koncentrace proteinu v roztoku
a presunuti se do faze metastabilni, kde jiz nemize dochazet k nukleaci jader, nybrz
pouze k rustu krystali (Rupp, 2010).

Pted samotnou krystalizaci, je nutné ziskat velmi Cisty protein (95% cistota po
vizualizaci na SDS-Page), jelikoz pfipadné kontaminace mohou branit UspéSnosti
krystalizace. Nasledné kroky vedou k nalezeni vhodnych c¢inidel a chemicko-
fyzikalnich podminek, pifi kterych probihd krystalizace nejefektivnéji za pouziti
standardnich krystaliza¢nich technik.

Zakladni a nejjednodussi metodou je tzv. davkova krystalizace (batch
crystallization), kdy se pifimo micha protein s velmi koncentrovanym krystalizaénim
roztokem, ktery rovnou pfevadi protein do presycené¢ho stavu. Béhem inkubace tedy
dochazi k postupné krystalizaci (Obr. 19A). Nevyhodou této metody je pomérné velky
objem krystaliza¢ni smési. Existuje vS8ak modifikace této metody nazyvana
mikrodavkova metoda (microbatch method), kdy je malé mnozstvi proteinu smichano
S krystalizaénim roztokem a piekryto vrstvou parafinového oleje, ktery umoziuje diftizi
vodnich par (Rupp, 2010).

Dalsimi nejcastéji vyuzivanymi moznostmi krystalizace proteinii jsou metody
zalozené na difizi plynné faze. Byly vyvinuty ve tfech provedenich nazvanych ,,sedici,
visici a sendvi¢ova“ kapka (sitting, hanging a sandwich drop), kdy roztok proteinu o
objemu 1-10 pl spoleéné s roztokem vysoce koncentrovaného krystaliza¢niho ¢inidla
(kolem 100 pl) jsou spole¢né v uzavieném systému (Obr. 19B, C, D). Hnaci silou celé
reakce je rozdil mezi tlakem vodnich par v rezervoaru a kapkou obsahujici protein.
Dochazi zde k difuzi vodnich par z kapky obsahujici protein do rezervoaru v dusledku
Raoultovova zakona. To ma za nasledek zvySeni koncentrace proteinu v kapce, ktera

pozvolna ptechazi do pozadovaného stavu piesyceni (Li et al., 2009).
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Obrazek 19 - Metody krystalizace

A) Davkova metoda; B) metoda sedici kapky; C) sendvi¢ova metoda; D) metoda visici kapky

E) metoda mikrodialyzy F) metoda volné-povrchové diftize (pievzato a upraveno z Caffrey et
al., 2009 a www.en.wikipedia.org/wiki/Protein_crystallization; 20.3.2016).

Dalsim fyzikalnim jevem, ktery je vyuzivan pro uspéSnou krystalizaci proteinu, je
mikrodialyza pfes polopropustnou membranu. Vzorek je zde oddélen od krystalizacniho
roztoku (v tomto piipadé nejcastéji soli) pomoci polopropustné membrany, ktera
umoznuje prechod malych molekul a iontd. Naopak molekuly proteinu nemohou pies
membranu projit, ¢imZ dochazi k jejich postupnému piesycovani v roztoku vlivem
zvysujici se koncentrace krystaliza¢niho roztoku (Obr. 19E).

Posledni vyuZivanou metodou je povrchové-volna diftize (Free-interface
diffusion). Princip je zaloZzen na vzajemném kontaktu roztoku proteinu a krystaliza¢niho
¢inidla v uzké kapilafe bez predchoziho promichéni. Néasledné jsou tyto roztoky

V uzavieném systému ponechany k volné difazi proti sobé (Obr. 19F).
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Material

3.1.1 Pristrojové vybaveni a chemikalie

Autoklav MLS 3020 - Sanyo (Némecko)

CD spektrofotometr J815 - Jasco (Japonsko)

Centrifuga Mikro200R - Hettich (Némecko)

Centrifuga Rotanta 460R - Hettich (Némecko)

Elektroforéza pro proteiny Mini-PROTEAN 3 Cell - BIO-RAD (USA)
Fermentor BIOSSTAT® C plus - Sartorius (Némecko)

Michacka magneticka RTC basic - IKAMAG (CR)

Nizkotlaka kapalinova chromatografie BioLogic - LP BIO-RAD (USA)
pH metr Jenway 3505 - Jenway (UK)

Sonikator 3000 MP - BioLogics, Inc. (USA)

Spektrofotometr 8453 UV-VIS - Agilent (USA)

Termoblok AccuBlockTM digital Dry Baths - Labnet (USA)
Termomixer comfort - Eppendorf (Némecko)

UFLC Nexera - Shimadzu (Japonsko)

Viéhy Boeco - Boeco (Némecko)

Zdroj Standard power Pack P25 - Biometra (Némecko)

o Komercni kity
Stanoveni koncentrace proteinu: Pierce™ BCA protein Assay kit (USA) a Quick
Start™ Bradford Protein Assay (USA).
Stanoveni optimalnich podminek krystalizace proteinu: JCSG-plus Screen, Box 1 a 2
(Velka Britanie).

. Software
Ovladani nizkotlaké kapalinové chromatografie BioLogicTNI Chromatography systems -
LP Data View Software 1.03 (USA).
Ovladani spektrometru - UV-visible Chemstation Software Agilent (USA).
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Vyhodnoceni vysledkiit UHPCL analyzy v programu LabSolutions 5.30. - Shimadzu

(Japonsko)

Tabulka 1 - Seznam chemikalii

Vyrobce, mésto a krajina pilivodu

Chemikalie

Duchefa (Holansko)

isopropyl B-D-1-thiogalactopyranosid
(IPTG), kanamycin, trypton

Fluka (Svycarsko)

peroxodisulfat amonny (APS),
Coomassie Brilliant Blue R-250,
NH,HCOs, adenosin, dithiothreitol
(DTT)

Fermentas (Kanada)

Page Ruler™ unstained Protein
Ladder, tetraethylmethylendiamid
(TEMED)

Himedia (Indie)

Agar

Lach-Ner (CR)

CH5;COOH, ethanol, KCI, NaH,PQ,,
KH,PO,, K;HPO,, methanol, NaCl,
NaF, octan amonny, octan sodny,
aceton, trichloroctova kyselina,
formaldehyd, Na,COs, Na,S,0s,
AgNOs3, glycin, MgCl,, glukosa

Penta (CR)

EDTA-Na,.2H,0, glycerol, NaOH,
dodecylsiran sodny (SDS)

Qiagen (Némecko) NTA agarosa
Roth (Némecko) imidazol
Serva (Némecko) Tris

Sigma-Aldrich (USA)

akrylamid, bromfenolova modf, CaCl,,
jodacetamid, mercaptoethanol, triton
X-100, kvasni¢ny extrakt, adenosin,
adenin, ATP, ADP, AMP, hypoxantin,
inosin, NADH, triethylamin (TEA),
H3PO,, Igepal,
fenylmethansulfonylfluorid (PMSF),
kyselina mravenci, 2-oxoglutarat, 3-
merkaptoethanol, ampicilin,
glutamatdehydrogenasa, hovézi sérovy
albumin (BSA)
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3.1.2 Mikroorganizmy a plasmidové konstrukty

Escherichia coli BL21 Star™ (DE3) - Invitrogen (USA)

Vektor pCIOX (Obr. 20) - Andrea Mattevi (Univerzita v Pavii, Italie)

Vektor pET151/D-TOPO (Obr. 21) - Invitrogen (USA)

Gen At4g04880 z Arabidopsis thaliana

Neznamy vektor s genem kodujici SUMO proteasu (rezistence na kanamycin a poly-His

kotva) - Andrea Mattevi (Univerzita v Pavii, Italie)

GxHIS
Nhel (360)
Dral (442)

Aflll (561)
BamH (663)
9)

F )
Notl (695)

Eagl (695)
Xhol (703)

facl
Apal (4962)
EcoRV (4719)
Hpal (4663) 17,
17,
pCIOX
5698 bp
tet (611 - 336)
Fspl (4087) KanR2
Xmal (1993)
Smal (1996)

PGEX_3_primer Clal (2176)
Nrul (2212)
pBR322_origin

Obrazek 20 - Mapa vektoru pCIOX
(ptevzato z www.addgene.org/51300; 25.3.2015).

T7_term(416, 544)
Sacl(406) |T7_Terminal_pri(458, 476)

Nhel(700)
C1aI(709)
A atll@16)

Bell(5213)

Apal(5024)

e 12)(;
Hpal(4725) {|oRF2(3827, 4444)

¢ |oRF 2(4022, 4717)

';' 1514500, 5591) AwmpR_pro(878, 906) (
Am})mdlm(;;ﬂ, iana)
pET151 Directional TOPO *,

58kb

PGE:X‘ 3_pri

Obrazek 21 - Mapa vektoru pET151/D-TOPO

(ptevzato z http://www.biovisualtech.com/bvplasmid/pET151_Directional_TOPO.htm;
25.3.2015).
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3.2 Metody

3.2.1 Priprava zasobnich roztoki, kultivaéniho LB média a agarovych selekénich

LB ploten

Zasobni roztoky o koncentraci 100 mg/ml byly pfipraveny rozpusténim pevného
kanamycinu nebo ampicilinu v destilované vod¢. Roztoky byly piefiltrovany pomoci
sterilni stfikacky a filtru Ophthalsart (0,2 um) v laminarnim boxu (Safe Fast Classic,
Faster, Italie).

Pro ptipravu 1 litru kultivaéniho Luria-Bertani (LB) média bylo pouzito 10 g
NaCl, 10 g tryptonu a 5 g kvasni¢ného extraktu. Ziskané médium bylo sterilizovano 20
minut pii 121°C. Pti kultivaci bakterii, obsahujicich rezistenci proti antibiotiku, byl do
kultiva¢niho média ptidan kanamycin (50 pg/ml) nebo ampicilin (100 pg/ml).

Selekéni plotny byly pfipraveny stejnym zpuisobem, akorat byl pfidan do LB
média agar o vysledném obsahu 2%. Po ochlazeni bylo pfidano antibiotikum kanamycin

(50 pg/ml) a vzniklé medium bylo nalito do plastovych Petriho misek.
3.2.2 Transformace E. coli BL21 Star™ (DE3) tepelnym $okem

K 50 pl chemicky kompetentnich buné€k umisténych v mikrozkumavce na ledu
bylo ptidano 5 pl plazmidové DNA. Smés se nechala inkubovat na ledu po dobu 10-15
minut. Poté byla mikrozkumavka pfemisténa na 1 min do vyhfatého termobloku na
42°C. Po teplotnim Soku byla zkumavka ptenesena zpét na led, kde probé&hla inkubace
dalsi 3 minuty. Ke kultufe bylo pfidano 300 pul SOC media (2% trypton, 0,5%
kvasni¢ny extrakt, 2,5 mM KCI, 0,05% NaCl, 9,95 mM MgCl, a 20 mM glukosa) a
nasledné byla inkubovana 1 hod pii 37°C v rotaénim inkubatoru (Kiithner Shaker,

Svycarsko).
3.2.3 Kultivacni a expresni podminky
Pro expresi bylo vzdy pfipraveno inokulum bakterie E. coli BL21 Star™ (DE3)

obsahujici plazmid pCIOX::At4g04880, kdy byl z narostlé¢ kultury odebran 1 ml pro

dalsi kultivaci. Kultivace probihala v 50 ml LB media s kanamycinem (50 pg/ml) v
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Erlenmayerovych bankach pii 37°C a 160 rpm v rotaénim inkubatoru. Narist bun¢k byl
sledovan pomoci méfeni optické hustoty pti 600 nm do dosazeni hodnoty 0,4. Nasledné
bylo pfidano indukéni Cinidlo IPTG o koncentraci 0,6 mM, ¢imz byla zahajena exprese
proteinu His-SUMO-ADA.. Erlenmayerovy barky s kulturou byly ihned pifemistény do
tiepaci mistnosti, kterd byla temperovana na expresni teplotu 18°C, pficemz samotna
exprese probihala po dobu 18 hod pii 160 rpm. Poté byly kultury centrifugovany pfi
4500 g, 4°C po dobu 15 - 20 minut. Supernatant byl odlit a pelety byly bud’to hned
zpracovany, nebo zmrazeny pii -80°C.

Exprese plazmidu pClOX::At4g04880 v E. coli BL21 Star™ (DE3) byla také
provedena za pouziti velkoobjemové exprese ve fermentoru. Samotna exprese probihala
v objemu 10 L média bez antibiotik za stejnych kultiva¢nich podminek jako v ptipadé
kultivace v Erlenmayerovych bankéach.

Exprese proteinu adenosindeaminasy 2 (AtADA2) z plazmidu pET151/D-
TOPO::At4g04880 v bakterii E. coli BL21 Star™ (DE3) probihala témé&F stejnd jako
v ptipade pCIOX::At4g04880. Narast bunc¢k byl vSak sledovan do dosazeni optické
hustoty 0,6 a poté bylo pfidano indukéni ¢inidlo IPTG o vysledné koncentraci 0,4 mM v
50 ml kultury.

Exprese SUMO proteasy z bakterie E. coli BL21 Star™ (DE3) probihala v
litrovych Erlenmayerovych batikach s 200 ml LB media a kanamycinem (50 pg/ml). Do
nich byly nasledné ptidany 4 ml kultury z nasazeného inokula. Nartst bunék probihal
Vv rotacnim inkubatoru pii 160 rpm, 37°C a byl sledovan do optické hustoty 2. Nasledné
bylo piidano induk¢éni ¢inidlo IPTG (vysledna koncentrace v roztoku 0,75 mM).
Exprese probihala pfi 30°C po dobu 4 hod. Poté byla kultura centrifugovana pti 4500 g
po dobu 15 minut. Ziskané pelety byly zmrazeny pii -80°C.

3.2.4 Lyze bunék E. coli BL21 Star™ (DE3) obsahujicich cilové plasmidy

Bunéény pelet byl rozsuspendovan v lyza¢nim pufru (5 ml pufru na 1g peletu; 50
mM NaH,PO,, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH 8,0 pro vektory pCIOX a
pET151/D-TOPO; pro SUMO proteasu 50mM Tris/HCI, 300 mM NaCl, 10% glycerol,
1 mM B-merkaptoethanol, 25 mM imidazol, 1 mM PMSF, 0,2% igepal a 1U/ml
DNAsy, pH 8,0) a nasledné 30 minut inkubovan na led¢.
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Lyze bun¢k byla provedena pomoci sonikatoru: 3 - 4x 5 min, puls zapnuty 6 sa
puls vypnuty 9 s pti 50% intenzité. Nasledné byl roztok centrifugovan pii 14000 g po
dobu 40 min. Ziskany supernatant byl piecistén ptes filtr Ophthalsart (0,2 pm).

3.2.5 Purifikace proteinii pomoci nizkotlaké afinitni chromatografie

Ve vsech zkoumanych proteinech je obsazena poly-His kotva, kterd umoziuje
afinitni purifikaci. V nasem pfipadé byly vyuzity kolony obsahujici NTA-agarosu
S navazanymi ionty Co?*, Ni** nebo Zn*". Kov vazany na kolon¢ umoziuje koordinacni
vazbu s poly-His kotvou obsaZenou ve struktufe proteinu, ¢imZz dochazi k zadrZeni
proteinu na koloné. Eluce je nasledné provadéna riznymi koncentracemi imidazolu,
ktery kompetituje o vazebné misto na kolon¢ s proteinem. Purifikace pro vSechny
zkoumané proteiny probihala pti 4°C, pficemz jednotlivé frakce byly jimany do

zkumavek a zhodnoceny pomoci SDS-Page.
3.2.6 Postup purifikace pro His-SUMO-ADA a AtADA?2

Prvnim krokem je ekvilibrace kolony roztokem obsahujicim 50 mM NaH;PO,,
300 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH 8,0. Kolona byla promyta minimaln¢ 10 nasobkem
jejiho objemu pii pratoku 0,75 ml/min pro NTA-agarosu.

Ziskany supernatant z lyzovanych expresnich buné€k byl nésledné naniSen na
ekvilibrovanou kolonu pifi nizkém pratoku 0,25 ml/min tak, aby doSlo k promyti
minimalné¢ 2 objemy kolony nebo pifes noc. Nasledné byly vymyvany nenavazané
proteiny promyvacim roztokem (50 mM NaH,PO,4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH
8,0) pii prutoku kolony 0,75 ml/min po dobu minimaln¢ 1 hod nebo pii pritoku 0,25
ml/min pies noc. Po ustaleni hodnot konduktivity a absorbance byla zahajena samotna

eluce proteinu z kolony za pouziti elu¢nich roztokt se stoupajici koncentraci imidazolu:

(A: 50 mM NaH;,POy4, 300 mM NacCl, 20 mM imidazol, pH 8,0; nemusi byt vyuZit)
B: 50 mM NaH,PQO,4, 300 mM NaCl, 60 mM imidazol, pH 8,0;

C: 50 mM NaH,POy4, 300 mM NaCl, 120 mM imidazol, pH 8,0;

D: 50 mM NaH,PQO4, 300 mM NacCl, 250 mM imidazol, pH 8,0;

E. 50 mM NaH,PQOy, 300 mM NaCl, 400 mM imidazol, pH 8,0.
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Regenerace kolony byla provedena promytim 0,5 M NaOH a nasledné
destilovanou vodou, opét 10 objemy kolony. Nakonec byla kolona uskladnéna ve 20%

ethanolu.
3.2.7 Purifikace SUMO proteasy na Ni**-NTA agarose

Kolona byla ekvilibrovana pomoci roztoku (50mM Tris/HCl, 300 mM NaCl, 10%
glycerol, 1 mM B-merkaptoethanol, 25 mM imidazol, pH 8,0) pfi pratoku 0,75 ml/min
minimalné 10 objemy kolony.

Ziskany supernatant byl nanasen na kolonu pii pratoku 0,25 ml/min pfes noc.
Nenavazané proteiny byly vymyty roztokem (50mM Tris/HCI, 300 mM NaCl, 10%
glycerol, 1 mM B-merkaptoethanol, 25 mM imidazol, pH 8,0) pfi zvySeném pritoku
0,75 ml/min az do ustaleni hodnot absorbance a konduktivity (pfiblizné 1 - 2 hod).

Eluce proteinu byla provedena roztoky se zvysujicim se podilem imidazolu:

A: 50mM Tris/HCI, 300 mM NaCl, 10% glycerol, I mM B-merkaptoethanol, 100 mM
imidazol, pH 8,0;
B: 50mM Tris/HCI, 300 mM NacCl, 10% glycerol, 1 mM B-merkaptoethanol, 200 mM
imidazol, pH 8,0;
C: 50mM Tris/HCI, 300 mM NaCl, 10% glycerol, 1 mM B-merkaptoethanol, 500 mM
imidazol, pH 8,0.

3.2.8 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s piitomnosti SDS (SDS-Page)

Analyza purifikace vzorkll byla provadéna na ptipravenych gelech sloZenych
z 10% separacniho a 4% koncentracniho gelu. Elektrodovy pufr byl sloZzen z 50 mM
Tris-HCIl, 384 mM glycin, 0,1% SDS, 2 mM EDTA, pH 8,3. Do jedné z jamek byl vzdy
nanesen standard (Page Ruler™ unstained Protein Ladder) a do ostatnich byly naneseny
vzorky smichané v poméru 3:1 se vzorkovacim pufrem (200 mM Tris-HCI pH 6,8, 8%
SDS, 40% glycerol, 0,04% bromfenolova modf, 400mM B-merkaptoethanol, 0,5 mM
DTT), které¢ byly denaturovany 5 min pii 99°C (Weber a Osborn, 1969). Samotna
separace probihala 15 - 20 minut pfi 100 V, nasledné bylo zvySeno napéti na 120 V po

dobu potiebnou k dostate¢né separaci.
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3.2.9 Vizualizace SDS-Page gelu

Pro obarveni geli byly vyuzity metody barveni pomoci Coomassie Briliant Blue
R-250 nebo barveni stiibrem.

Barvici roztok Coomassie Briliant Blue R-250 je slozen z 0,025% Coomassie
Briliant Blue R-250, 50% methanolu, 10% kyseliny octové. Roztok byl nalit na gel a
inkubovéan po dobu minimalné 30 minut. Poté byl vyménén za odbarvovaci roztok (40%
methanol, 10% kyselina octova a destilovana voda) a inkubovén pfiblizné¢ 20 - 30
minut. Na zavér byl gel uskladnem v destilované vod¢.

Detekce pomoci barveni stiibrem poskytuje vétsi citlivost a tim i1 detekci méné
abundantnich proteinti separovanych pomoci SDS-Page. Metoda vyuziva péti po sobé
jdoucich roztoki: fixa¢ni roztok (60 ml; 50% acetonu, 1,25% trichloroctové kyseliny,
0,00925% formaldehydu), senzibilizujici roztok (60 ml; 0,0166% Na,S,03, destilovana
voda), barvici roztok (60 ml; 0,16 g AgNOs, 0,36% formaldehyd, destilovana voda),
vyvijeci roztok (60 ml; 2% Na,COs, 0,00416% Na,S,03, 0,015% formaldehyd) a
terminacni roztok (60 ml; 1% kyselina octova) (Switzer et al., 1979), diky kterym je gel
obarven. Obarvené gely byly nasledné oskenovany pomoci scanneru (Image Scanner

PoverLook 1120 USG, AP Czech, CR).

3.2.10 Dialyza a zakoncentrovani proteinii

Frakce obsahujici cilové proteiny byly zbaveny vysoké koncentrace imidazolu
bud’to pomoci dialyzy (2 L roztoku obsahujici 50 mM NaH,PO,4, 300 mM NacCl, 5%
glycerol, pH 8,0 pro produkty vektord pCIOX a pET151/D-TOPO, nebo 25mM
Tris/HCI pH 8,0 250 mM NacCl, 10% glycerol, 1 mM DTT pro SUMO proteasu), nebo
pifimym zakoncertovanim vzorku v koncentra¢ni zkumavce s filtrem (Amicon Ultra-15
Centrifugal Filter Units, 10 000 MWCO) pti 4500 g a 4°C a promytim roztokem bez

pfitomnosti imidazolu.
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3.2.11 Stanoveni koncentrace rekombinantnich proteini

Pro stanoveni koncentrace jednotlivych zakoncentrovanych proteint byly pouzity
metody bicinchoninova a Bradforda, jakozto zakoupené komerc¢ni kity (Smith et al.,

1985; Bradford, 1976). M¢teni probihala na zakladé manualu.

3.2.12 Stanoveni aktivity SUMO proteasy

Ptipravend rekombinantni SUMO proteasa mé pii koncentraci 2 mg/ml aktivitu
odpovidajici 1 U/ul. To odpovidd schopnosti Stépit 2 pug substratu na 1 pl pridané
SUMO proteasy pii 30°C po dobu 1 hod s vytéznosti 85%. Tyto udaje nam byly
poskytnuty kolegy z Italie (Univerzita v Pavii, Italie).

Oveéfeni aktivity enzymu bylo provedeno pomoci reakei, které obsahovaly 100 pg
His-SUMO-ADA a 50 ul ptipravené SUMO proteasy. Stépeni probihalo po dobu 1, 2, 4
hod a pies noc pii 4°C. Také byly nastaveny reakce se snizujicim se obsahem SUMO
proteasy na 100 pg substratu a to 40 ul, 30 pl, 20 pl, 10 pl, 5 pl, 1 pl (0,8; 0,6; 0,4; 0,2;
0,1; 0,02 U/ul) za stejnych podminek. Vysledky byly na zavér vyhodnoceny pomoci
SDS-Page.

3.2.13 Kvantitativni odStépeni SUMO kotvy s naslednou purifikaci

Precisténa a zakoncentrovana His-SUMO-ADA byla podrobena kvantitativnimu
Stépeni pomoci SUMO proteasy, u které byly zjistény optimalni podminky pro $tépeni
(kapitola 4.3). K znamému mnozstvi His-SUMO-ADA bylo pfidano odpovidajici
mnozstvi SUMO proteasy a smés byla inkubovana po dobu 1 - 2 hod pfi teploté 4°C.

Pro ziskani &isté ADA byla provedena purifikace na Co?*-NTA agarose, na kterou
se navazala jak SUMO proteasa (obsahuje poly-His kotvu), tak i odstépena His-SUMO
kotva. Smés byla nanasena pfti pratoku 0,35 ml/min po dobu odpovidajici minimalné 3 -
4 objemtim kolony. Stépend ADA (AtADAL) se nevaZe na kolonu, a tim padem ziistava

V roztoku.
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3.2.14 Méreni aktivity adenosindeaminasy

3.2.14.1 Stanoveni aktivity pomoci spektrofotometru

Aktivita enzymu je definovana jako rychlost katalyzované reakce. Zakladni
jednotka aktivity enzymu je standardné pouzivany 1 katal, coz je aktivita enzymu, pfi
které se pfeméni 1 mol substratu za 1 sekundu. Enzymové aktivita je vyjadiena

vztahem:

AAXV
Atxexl

a(katal) =

: 1)

kde AA je zména absorbance, V objem v dm?®, At cas reakce v s, € molarni extinkéni

koeficient v Mlem™ a | je sitka kyvety v cm.

Spektrofotometricka méteni pro ADA byla provadéna v 1ml kiemenné kyvete.
3.2.14.1.1 Pfima detekce

Metoda piimé detekce je zalozena na absorpCnich vlastnostech méfenych
substratd. Nukleotidy (Ado, Ade) maji absorpéni maximum pii 260 nm, pii¢emz jejich
enzymaticky deaminované produkty (inosin a hypoxantin) maji toto maximum posunuté
ke 240 nm. Metoda stanoveni aktivity pomoci piimé detekce je zaloZena na jiZ
publikovaném protokolu (Kalckar, 1947).

Aktivita pripravené AtADA1 byla métena v pufrech s rozdilnym pH (4,5 - 6,0 v
50 mM acetatové pufry; 6,5 - 7,5 v 50 mM fosfatové pufry; 8,0 - 9,0 v 50 mM
uhli¢itanové pufry) pro zjisténi pH optima pifi 30°C. Reakéni smés o objemu 1 ml
obsahovala substrat Ade (sage= 11050 M .cm™; gny,= 8850 M™*.cm™) a Ado (gado 5740
Miem™: eno 12930 Mtcm™) o koncentraci 0,067 nebo 0,0335 mM, enzym o
koncentraci 0,18 pg/ml az 0,1 mg/ml a odpovidajici pufr. Reakce byla zahajena
pfidanim substratu a monitorovana 20 min se startem po 6 s, pfiCemz hodnoty byly
zaznamenavany kazdych 60 s. Jako referencni enzymy, u kterych byla méfena aktivita
pii pH 6,7 (pfevzato z PospiSilova et al., 2008) a 30°C, byly pouzity lidskd ADA
(HSADA; 1U/ml; 10 pl v reakci) a AtADAZ za stejnych podminek.
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3.2.14.1.2 SpiaZena reakce

Metoda je zalozena na detekci uvolnéného amoniaku, ktery je vytvaren jako
vedlejsi produkt ADA aktivity, pomoci glutamatdehydrogenasy (GD). Pii této reakci
dochazi k zabudovani volného amoniaku do 2-oxoglutaratu za sou¢asné oxidace NADH
(enapn= 6220 M'l.cm'l) na NAD", coz je detekovano jako pokles absorbance pii 340
nm. Metoda stanoveni byla pfevzata z certifikované metody pro méfeni aktivity lidské
ADAL (Canalias et al., 2002).

Prvnim krokem byla kalibrace katalytické koncentrace GD, ktera byla rozpusténa
v roztoku obsahujicim 0,606 mg/ml GD, 25 mM imidazolovy pufr pH 7,9, 2 mg/ml
BSA. Samotné reakéni smés obsahovala 85 mM imidazolovy pufr pH 7,9, 14 mM 2-
oxoglutarat, 2,5 mM ADP, 0,19 mM NADH, 200 mM octan amonny v objemu 1 ml.
Smés byla vytemperovana na teplotu 37°C a reakce byla zahajena ptidanim 25 ul GD
(1x, 10x, 100x fedéno), pricemz jako blank byla pouzita reakce s ptidavkem 25 pul vody.
Reakce probihala 5 min, se startem v O s a mezi¢asem méieni 10 s.

Po stanoveni katalytické koncentrace GD se pfistoupilo Kk méfeni aktivity
AtADAL, AtADA2 a HsADA. Reakéni smés pro detekci aktivity jednotlivych ADA
obsahovala 210 mM fostatovy pufr pH 7,2, 0,25 mM NADH, 21 mM Ado nebo 21 mM
Ade, 14,7 mM 2-oxoglutarat, 2,62 mM ADP a 0,5 ml 10x zifedéného roztoku GD.
Objem reakéni smési ¢inil 1 ml a smés byla vytemperovana na teplotu 37°C. Reakce
byla zahajena ptidavkem 50 ul ADA (0,1 mg/ml; 10 pul HsADA s 40 pl pufru) a

probihala 12 min, se startem V 0 s a mezi¢asem méteni 20 s.

3.2.14.2 Stanoveni aktivity a kinetickych parametri pomoci metody UHPLC

UHPLC je chromatograficka technika slouZici k separaci riznych slozek vzorku s
cilem potvrdit jejich pfitomnost (pomoci retenc¢nich casli standardi) a koncentraci ve
vzorku. Miuze slouzit 1 k izolaci jednotlivych slozek smési. Zakladem
chromatografického systému jsou mobilni a staciondrni faze. Mobilni faze unasi slozky
vzorku loZiskem stacionarni faze, pficemz dochazi k separaci latek, které s ni rozdilng
interaguji, na zékladné jejich rozdilnych fyzikalné-chemickych vlastnosti.

Pomoci metody UHPLC byla méfena aktivita ADA vici jednotlivym substratim
(Ado, Ade, AMP, ATP) v casovych intervalech 0, 1, 3 a 6 hod. Reak¢ni smés
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obsahovala 50 mM fosfatovy pufr (pH 7,0 nebo pH 7,5), 1 mM substrat a byla
vytemperovana na teplotu 30°C nebo 37°C. Reakce byla zahéjena ptidavkem enzymu
tak, aby vysledny obsah enzymu byl 0,1 mg na 100 pl reak¢éni smési. Jednotlivé reakce
byly zastaveny piidavkem dvojnasobného objemu methanolu (HPLC Super Gradient).
Jako prvni kontrola byly nastaveny stejné reakce pii 37°C v 50 mM fosfatovém pufru
pH 7,5 obsahujici pouze substrat a pufr. Druhou kontrolou byly stejné nastavené reakce
s balastnimi bakterialnimi proteiny, které byly pfipraveny z bakterii obsahujicich
prazdny plasmid (pfi totoznych expresnich podminkdch jako pro AtADA2) a
purifikovany stejnym zptisobem jako v kapitole 3.2.6.

Substraty a produkty reakce byly identifikovany pomoci reten¢nich casi
jednotlivych standardt (Obr. 22). Plochy pika byly procentualné vyjadieny jako zména
pfemény substratu na produkt v daném case, jejichZ soucet odpovida 100%.

Pro stanoveni kinetickych parametrt Michaelisovy konstanty (Kp) a rychlostni
konstanty (Kca) byla zméfena aktivita enzymu AtADA2 s pravdépodobné hlavnim
substratem AMP v rozmezi koncentraci 50 - 1000 uM. Reakéni smés obsahovala 50
mM fosfatovy pufr pH 7,5 a 0,1 mg/ml ADA pii teplot¢ 37°C. Vysledky byly

zhodnoceny v programu GraFit verze 4.0.12 (Erithacus; Velka Britanie).

A
mAU Max Intensity : 29 329 %
3 r780nm anm AMP Time 1,243 Inten. 0,220 Conc. 9380F
] ’l [75,0
ot IMP
] 1 l L50,0
10 “ |l
] | 1‘ L250
A Ly [\ v
g 7 0,0
T T T T T T T B '
1,0 2,0 30 40 50 6,0 7,0 8,0 min
B
30mAU Max Intensity : 28 359 9%
1250nm,4nm Time 4,188 Inten. 0,746 Conc. 3960F
: IMP- Amp
] 75,0
20—_
] F50,0
104
] 25,0
0—-""-n—.--",7- v e v == SR e (UG SO A e e 0.0
T T T T T T T IR
1,0 20 3,0 40 50 6,0 7,0 8,0 min

Obrazek 22 - Chromatogram znazornujici separaci standardi AMP a IMP
A - detekce pti 260 nm; B - detekce pti 250 nm.
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3.2.15 Piiprava vzorku pro UHPLC

Vzorky (zastavené reakce) byly centrifugovany 10 min pii 14000 g a 4°C. Do
nov¢é mikrozkumavky bylo odebrano 15 pl supernatantu, ke kterému bylo pfidano 185
ul mobilni faze (15 mM TEA pH 6,0 pro Ade, Ado, AMP, ATP). Po 10 min inkubaci
pfi laboratorni teploté byly vzorky pfeneseny na filtry (0,2 um; Costar Spin-X; Corning
Inc., USA) a stoceny pii 9500 g, 5 min, 4°C. Nakonec byly vzorky napipetovany do

vialek urc¢enych pro méteni pomoci UHPLC.

3.2.16 Analyza vzorku pomoci UHPLC

Analyza vzorkl byla provedena na pfistroji Nexera s UV/VIS detekci na koloné
Kinetex® 1,7um, C 18, 100 A; LC Column 150 x 2,1 mm (Agilent, USA). Mobilni faze
A byl 15 mM TEA pH 6,0 a mobilni faze B byl 100% methanol. Analyza na UHPLC
probihala v methanolovém gradientu (Tab. 2 a 3) pfi prutoku 0,5 ml/min. Sledovana
vlnova délka byla 260 nm a 250 nm. Vyhodnoceni bylo provedeno v programu

LabSolutions 5.30.

Tabulka 2 - SloZeni mobilni faze p¥i prabéhu separace Ado, Ade, AMP a ATP systémem
Nexera s UV/VIS detekei

Cas (min)  SlozkaA %  Slozka B %

0 90 10
1,5 90 10
3,5 85 15

4 80 20

9 75 25
9,5 70 30
9,6 20 80

10,5 20 80
11 90 10
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Tabulka 3 - SloZeni mobilni faze v priubéhu méreni kinetickych parametria AtADA?2 se
substratem AMP systémem Nexera s UV/VIS detekei

Cas (min)  Slozka A % Slozka B %

0 85 15
1 85 15
4 70 30
6 70 30
6,5 85 15

3.2.17 CD spektroskopie

Cirkularni  dichroismus (Circular Dichroism: CD) je typem absorp¢ni
spektroskopie, kterd miize poskytnout informace o struktufe mnoha typi
biomakromolekul a jejich konformacénich zménach. M¢éfeni je zalozeno na rozdilu
absorbanci mezi levoto¢ivou a pravotocivou slozkou polarizovaného zafeni u opticky
aktivni latky v oblasti jejiho absorpéniho pasu. Méfeni CD spektra ve vzdalené UV
oblasti (180 - 240 nm), kde hlavni absorbujici skupinou je peptidova vazba, poskytuje
informace o sekundarni struktufe proteint, jako je mnozstvi -skladanych listi nebo a-
helixd. Charakter a intenzita ziskaného spektra udavaji pomér zastoupeni jednotlivych
sekundarnich struktur, kdy B-skladany list ma negativni vrchol pti 218 nm, pozitivni pti
196 nm a a-helix ma negativni vrcholy pfii vinové délce 208 nm, 222 nm a pozitivni
vrchol pii 190 nm.

CD spektrofotometr (Jasco-J815) vyhodnocuje jednotliva spektra v hodnotach
elipticity (mdeg), které musi byt pfevedeny na jednotky rezidualni -elipticity O
(deg.cm?.dmol™) pomoci rovnice:

[9] — 100 xsignal ’ (2)

Cxnxl

kde [0] je rezidualni elipticita, signal jsou hodnoty zméfené piistrojem v mdeg, C je

koncentrace proteinu v mM, n je po¢et AMK a |l je délka kyvety v cm.

Vzorky byly méfeny pii koncentraci 0,25 mg/ml proteinu (AtADA1 a AtADA?2)
V pufru obsahujicim 300 mM NaF, 50 mM NaH;PO., pH 8,0 a kyveté o Sifce 0,1 cm
Vv rozsahu vinové délky 195 - 300 nm. Jako blank byl pouZit stejny pufr bez piitomnosti

proteini. Kazdy vzorek byl pfistrojem zméfen 3x a vystupem byl pramér téchto méteni.
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Vysledky byly vyhodnoceny pomoci programu K2D3, ktery umoziuje predikci
procentualniho zastoupeni -skladaného listu a a-helixu (Jeune et al., 2012; http://cbdm-
01.zdv.uni-mainz.de/~andrade/k2d3//; 10.3.2016).

3.2.18 Krystalizace adenosindeaminasy

Prvotni optimalizace krystalizatnich podminek ADA byla provedena metodou
sedici kapky. Do krystalizacni desticky obsahujici 24 jamek bylo napipetovano 500 pl
krystaliza¢niho roztoku tak, aby v kazdé jamce byl jiny roztok ze sady JCSG-plus
Screen (96 riuznych krystaliza¢nich roztokd). Nasledné byl do jamek vloZzen mostek
obsahujici sedlinu, do které byl piidan 1 ul proteinu (2 mg/ml) a 1 pl daného
krystalizaéniho roztoku. Krystaliza¢ni desticka byla utésnéna folii tak, aby doslo
k Gplnému uzavieni systému. Takto pfipravené krystalizacni desticky byly vloZeny do
inkubatoru vytemperovaného na 20°C. Vznik krystalti byl pozorovan stereoskopickym

mikroskopem (STM 722 Intraco Micro, Ceska republika).
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4 Vysledky

Diplomovéa prace navazuje na jiz provedenou bakalaiskou praci (Dvotak, 2014),
ve které byly GspéSné optimalizovany expresni podminky. Exprimovana His-SUMO-
ADA byla castecné purifikovana pomoci Ni?*-NTA agarosy a byly optimalizovany
podminky pro jeji nasledné St€peni pomoci komeréni SUMO proteasy (16°C nebo 21°C
pies noc). Ziskané produkty Stépeni byly identifikovany pomoci metody LC-ESI-MS.

4.1 Optimalizace purifika¢nich podminek His-SUMO-ADA

Prvni fazi pro naslednou optimalizaci purifikace byla ptiprava velkého mnozstvi
exprimovaného proteinu v bakterii E. coli BL21 Star™ (DE3) z pClOX::At4g04880.
Pro tento ucel byla vyuzita kultivace a exprese ve fermentoru (Viz kapitola 3.2.3).
Takto ptipravena kultura byla rozdélena na 4 rovnocenné dily (2,5 L) a ziskané pelety
byly zmraZeny pii -80°C.

Pelety byly lyzovany a centrifugovany (Viz kapitola 3.2.4), pfiCemz ziskané
supernatanty obsahujici exprimované proteiny byly nanaeny na rizné kolony (Ni*,
Co”*, Zn**-NTA agarosa). Eluce proteinu byla provedena vdy stejnym postupem, kdy
byly pouzity roztoky obsahujici 50 mM Na,HPO,4, 300 mM NaCl, 5% glycerol, pH 8,0
s ménici se koncentraci imidazolu na 60, 120, 250, 400 mM (Obr. 23). Frakce byly
jimany do 50 ml zkumavek a byla u nich stanovena koncentrace proteinu tak, aby u
nasledné SDS-Page analyzy bylo nanaSeno stejné mnozstvi proteintit (0,2 mg/ml) (Obr.
24). Cilovy protein His-SUMO-ADA ma velikost pfiblizné 55 kDA.

P¥i purifikaci na Ni**-NTA agarosové kolon& dochézi k eluci His-SUMO-ADA ve
dvou frakcich (120 a 250 mM imidazol) a o ruznych d¢istotach proteinu, coz je
nezédouci jev a pouZita kolona tim padem neni vhodnym feSenim pro purifikaci (Obr.
24B).

Vétsina His-SUMO-ADA purifikované na Zn*-NTA agarosové kolond se
nachazi ve frakci eluované 60 mM imidazolem, coz znaci jeho nizsi afinitu ke koloné¢.
To je spojeno s pritomnosti vice necistot ve frakci obsahujici His-SUMO-ADA (Obr.
24A).

Jako optimalni afinitni kolona pro purifikaci His-SUMO-ADA byla nakonec

vybréna Co?*-NTA agarosa, u které je az 90% enzymu o pomérné vysoké Cistoté
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eluovano ve frakci obsahujici 120 mM imidazol. Nedochéazi k vyraznému vyplavovani
cilového proteinu ve vice frakcich, a tim je usnadnéno jeho nasledné zakoncentrovani
(Obr. 24C). Pro viechny dal§i purifikace His-SUMO-ADA byla pouzita pravé Co*'-

NTA agarosova kolona.
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Obrizek 23 - Chromatogram eluce His-SUMO-ADA ze Zn*"NTA agarosové kolony

Eluce His-SUMO-ADA pomoci lyza¢niho roztoku obsahujiciho 50 mM Na,HPO,, 300 mM
NaCl, 5% glycerol, pH 8,0 se zvysujici se koncentraci imidazolu 1) 10 mM imidazol; 2) 60 mM
imidazol; 3) 120 mM imidazol; 4) 250 mM imidazol; 5) 400 mM imidazol. Upraveno
v programu LP Data View Software 1.03.
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Obrazek 24 - SDS-Page analyza purifikaci na jednotlivych afinitnich kolonach

A) Zn**NTA agarosové; B) Ni®*-NTA agarosova a C) Co”*-NTA agarosova kolona. Jednotlivé
frakce 1) Supernatant; 2) Po nanaseni; M) marker; eluce proteinu 3) 10 mM imidazolem; 4) 60
mM imidazolem; 5) 120 mM imidazolem; 6) 250 mM imidazolem; 7) 400 mM imidazolem
Vv lyzaénim pufru.
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4.2 Priprava rekombinantni SUMO proteasy

V bakalatské praci (Dvorak, 2014) bylo optimalizovéano stépeni His-SUMO-ADA
pomoci komeréné dostupné SUMO proteasy (Invitrogen). Vytézky Stépeni enzymu
nebyly dostate¢né uspokojivé. Stépeni, které probihalo pii 16°C nebo 21°C pies noc
mélo vytéznost jenom 60% maximalné 70%. Z ekonomického hlediska je pouziti
komeréni SUMO proteasy velice naro¢né (cena a mnozstvi proteasy). Diky spolupraci
s kolegy z Italie jsme ziskali vektor obsahujici gen pro SUMO proteasu a protokol pro
jeji pfipravu v laboratornich podminkach. Rozhodli jsme se ji proto pfipravit a
optimalizovat §tépeni His-SUMO-ADA (Viz kapitola 3.2.7 a 3.2.12).

Prvnim krokem byla transformace plasmidové DNA do chemicky kompetentnich
bakterii E. coli BL21 Star™ (DE3), ktera byla provedena metodou tepelného Soku.
Jedna z mnoha narostlych kolonii byla vybrana pro nasazeni inokula, ze kterého bylo
nasledné odebrano 0,5 ml. K odebrané kultute bylo ptidano 0,5 ml 50% glycerolu a byla
uschovana pii -80°C jako zasobni.

Exprese a naslednd lyze bunék byla provedena podle postupu uvedeného
v kapitole 3.2.4. Ziskany supernatant obsahujici SUMO proteasu byl nanasen na Ni**-
NTA agarosovou kolonu. Eluce proteinu byla provedena lyzaénim roztokem
obsahujicim vzrastajici koncentraci imidazolu (Obr. 25). Vysledky purifikace byly
vyhodnoceny pomoci SDS-Page (Obr. 26). Velikost SUMO proteasy odpovida piiblizné
27 kDa.

Nejveétsi podil SUMO proteasy se eluoval z kolony pfi 200 mM koncentraci
imidazolu s relativné vysokou ¢istotou. Pritomnost proteinu byla i Vv jinych frakcich
(100 mM a 500 mM), avSak v zanedbatelném mnozstvi nebo v horsi Cistoté, a proto se
s danymi frakcemi déle nepracovalo. Koncentrace byla méfena metodou BCA, kdy po
sestrojeni kalibra¢ni kiivky byla pomoci standardi stanovena koncentrace SUMO

proteasy na 18,235 mg/ml.
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Obrizek 25 - Chromatogram eluce SUMO proteasy ze Ni**-NTA agarosové kolony

Eluce proteinu s roztoky obsahujicimi 50 mM Tris/HCl, 300 mM NaCl, 10% glycerol, 1 mM -
merkaptoethanol se vzrustajici koncentraci imidazolu 1) 0 mM; 2) 25 mM frakce 1; 3) 0 mM
frakce; 4) 100 mM ; 5) 200 mM 1; 6) 200 mM vzorek; 7) 500 mM. Upraveno v programu LP
Data View Software 1.03.
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Obrazek 26 - SDS-Page analyza purifikace SUMO proteasy
Frakce eluované 1) 100 mM imidazolem vzorek 1; 2) 100 mM imidazolem vzorek 2; 3) 200
mM imidazolem vzorek 1; 4) 200 mM imidazolem (SUMO proteasa) vzorek 2; 5) 200 mM
imidazolem vzorek 3; 6) 500 mM imidazolem v lyza¢nim pufru.
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4.3 Stanoveni aktivity rekombinantni SUMO proteasy

Pripravena SUMO proteasa by méla mit pii zasobni koncentraci 2 mg/ml aktivitu
proteasy po dobu 1 hod a vytéZznosti 85% (Andrea Mattevi, Univerzita v Pavii, Italie).

Nami ptipravend SUMO proteasa byla nafedéna tak, aby jeji vysledna
koncentrace v roztoku byla 2 mg/ml. Kontrola aktivity enzymu byla provedena podle
protokolu uvedeného v Kkapitole 3.2.12 a vysledky méteni byly zhodnoceny pomoci
metody SDS-Page (Obr. 27). His-SUMO-ADA ma po $té€peni velikost piiblizné 40 kDa
(AtADAL1) a odstépena His-SUMO kotva 15 kDa.

Z vysledku je patrné, ze His-SUMO kotva byla kvantitativné odstépena i pii 50x
niz§im ptidavku SUMO proteasy. To znamena, ze i 1 ul zasobni SUMO proteasy je
schopen postépit 100 pg SUMO-modifikovaného proteinu za 1 hod pii 4°C s
efektivitou pfiblizné 95%.
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Obrazek 27 - SDS-Page vizualizace §tépeni His-SUMO-ADA pomoci SUMO proteasy

Doba stépeni A) 1 hod; B) 2 hod; C) 4 hod; D) pies noc. Mnozstvi ptidané SUMO proteasy 1)
1ul; 2) 5 pl; 3) 10 pl; 4) 20 pl; 5) 30 pl; 6) 40 pl; 7) 50 pl. Koncentrace His-SUMO-ADA byla
konstantni pro vSechny reakce. His-SUMO-ADA - 55 kDa, AtADAL1 - 40 kDa, SUMO proteasa
- 27 kDa, His-SUMO - 15 kDa.
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4.4 Kvantitativni odStépeni His-SUMO kotvy

Pro ziskani nativni AtADALI bylo provedeno kvantitativni Stépeni purifikované
His-SUMO-ADA (Obr. 28 A, B). Piecisténa frakce obsahujici 120 mM imidazol s
cilovym proteinem byla nejprve zakoncertovana a natfedéna tak, aby vysledna
koncentrace imidazolu byla niz§i nez 60 mM. V této frakci byla zjiSt€éna orientacni
koncentrace proteinti a nasledné bylo pfidano odpovidajici mnozstvi SUMO proteasy (1
ul na 100 ug proteinu). Smés byla inkubovana ptiblizné 1 hod pti 4°C.

Po uplynuti inkubacni doby byla smés obsahujici stépenou AtADA1, His-SUMO
kotvu a SUMO proteasu nanasena na Co?*-NTA agarosovou kolonu. Na kolonu by se
mély navazat jak odstépena His-SUMO Kkotva, tak i SUMO proteasa a zbytek
nepoStépené His-SUMO-ADA. Naopak AtADA1l by méla zGstat v roztoku. Pro
kontrolu byla provedena i eluce navdzanych proteinli z kolony a vSechny frakce byly
zhodnoceny metodou SDS-Page (Obr. 28C). Nenavazana AtADAI1 byla nasledné

Zakoncentrovana.

A B
M123456 78 9

<
H
N
w

200— et 200—

70—
50— ) At
40—

il

70—
50 — -
40—

]

30—
kDa

I e
Bl

30—
kDa

|

}
[l

1 M2 3 4 5

200

70
50
40

30

kDa

Obrazek 28 - SDS-Page vizualizace purifikace a kvantitativniho od$tépeni His-SUMO
kotvy

A a B purifikace His-SUMO-ADA, C druhd purifikace a zakoncertovani AtADAL. A - M)
marker; 1) supernatant; 2) po nanaseni; 3) 10 mM imidazol. B - M) marker; eluce proteinu 1)
60 mM imidazolem 1; 2) 60 mM imidazolem 2; 3) 120 mM imidazolem 1; 4) 120 mM
imidazolem; 5) 120 mM imidazolem 3; 6) 250 mM imidazolem 1; 7) 250 mM imidazolem 2;
8) 250 mM imidazolem 3 a 9) 400 mM imidazolem v lyza¢nim pufru. C - 1) Po nanaseni; M)
marker; 2) koncentrat; 3) protekla frakce po zakoncetrovani; eluce proteind 4) 250 mM
imidazolem a5) 400 mM imidazolem v lyza¢nim pufru.
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Z vysledkl je patrno, Ze dosSlo ke kvantitativnimu Stépeni His-SUMO-ADA a
k Gsp&sné purifikaci AtADAI pomoci Co?*-NTA agarosové kolony s relativné vysokou
Sistotou. Cast §tépené AtADALI se vyskytla ve frakci 250 mM imidazolu, jedna se viak
o zanedbatelné mnozstvi. U ziskané¢ho koncentratu AtADA1 byl zméfen obsah proteinti

metodou BCA na 4,79 mg/ml.
4.5 Spektrofotometrické stanoveni aktivity rekombinantni adenosindeaminasy

Po odstépeni His-SUMO kotvy bylo pfistoupeno k méfeni aktivity pfipravené
AtADAI, kterd by diky diive pfipojené SUMO modifikaci mohla nyni vykazovat
aktivitu, jelikoz mohlo dojit k ovlivnéni cilové struktury proteinu. Jako prvni metoda
méteni aktivity byla zvolena piima spektrofotometrickd detekce premény adenosinu a
adeninu (260 nm) na jejich produkty inosin a hypoxantin (240 nm). Tato metoda byla
jiz pouzita k detekci aktivity stejné rostlinné AtADA2, kde byl snejvyssi reakéni
rychlosti pfeménovan adenin (100%), dale ATP (68%), AMP (58%) a adenosin (30%),
avSak pfi porovnani s ostatnimi ADA vykazoval takika mizivou aktivitu (PospiSilova et
al., 2008).

Prvnim krokem bylo stanoveni pH optima enzymu v riznych pufrech pti 30°C
(viz kapitola 3.2.14.1.1). JelikoZ nebyla u nami pfipravené AtADA1 zaznamenana
aktivita, bylo rozhodnuto o provedeni referencniho srovnani s komeréni HsADA a
AtADA2 piipravenou podle ¢lanku PospiSilova et al., 2008 pfi pH optimu pro tento
enzym (pH 6,7) (Obr. 29 a 30).
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Obrazek 29 - Porovnani miry tvorby hypoxantinu pro jednotlivé ADA
Zelena barva - AtADA1; Cervend barva - AtADA2. Koncetrace proteint byla 0,1 mg/ml.
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Obrazek 30 - Porovnani miry tvorby inosinu pro jednotlivé ADA
Zelena barva - AtADAI; ¢ervena barva - AtADAZ2; ¢erna barva - HSADA. Koncetrace

proteint byla 0,1 mg/ml.

Me¢fteni s adeninem jako substrdtem neposkytuje uspokojivé vysledky, jelikoz
Vv prvnich 5 minutdch méfeni absorbance namisto narstu klesd. V dal§im casovém
useku je mozno pozorovat nepatrny nartst absorbance u AtADA1 a AtADA2, ale
v celkovém méfitku je nértst takika nulovy.

U méfeni s adenosinem byla jako kontrola pouzita i HSADA, ktera za danych
podminek vykazuje detekovatelnou aktivitu. Ta vSak neodpovida aktivité garantované
vyrobcem. U AtADA 1 a 2 byla situace podobna jako pii méfeni s adeninem.

Z provedenych méteni je tedy patrné, ze tato metoda neni dostatecné citliva pro
méfeni aktivity méné aktivnich proteini, jako je to v pfipadé rekombinantnich AtADA.
Tato metoda tedy nemohla byt vyuZita ke stanoveni aktivity enzymu, a proto byly
hledany alternativni metody detekce aktivity ADA v odborné literatute.

Nakonec byla zvolena certifikovana metoda spiazené reakce s GD, vyuzivajici
detekci amoniaku uvoliovaného pii deaminacni aktivit¢ ADA. Standardné je tato
metoda pouzivana ke klinickému stanoveni aktivity HSADA (Canalias et al., 2002).
Metoda by méla byt dostateCné citliva i pro enzymy vykazujici nizkou aktivitu.
Vystupem této metody byla detekce aktivity enzymu AtADAL vici substratu adeninu a
adenosinu (Obr 31, 32). Jako referencni ADA vzorky byly opét pouzity HSADA a
AtADA2.
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Obrazek 31 - Detekce aktivity riznych ADA vii¢i adeninu
Zelena barva - AtADAI; ¢ervena barva - AtADA2; ¢erna barva - HSADA.
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Obriazek 32 - Detekce aktivity riznych ADA viudi adenosinu
Zelena barva - AtADA1; Cervena barva - AtADA2; Gerna barva - HSADA.

v

tak Ade. Naopak u lidské HsADA byla pozorovana nejvyssi aktivita enzymu, a to
konkrétné pro Ado, u kterého jiz po 7 minuté dochézi ke spotiebe substratu NADH.

U AtADA2 byla naméfena aktivita, avSak oproti vysledkim publikovanym v
¢lanku Pospisilova et al., 2008 byla ziskana vyssi reak¢ni rychlost pro adenosin nezli
pro adenin. Tento poznatek vedl k rozhodnuti provést méteni substratové specificity
enzymili AtADA1 a 2 vici substratim Ade, Ado, AMP, ATP. Pro nasledné ptesné
uréeni aktivity, substratové specificity a kinetickych parametrii enzyma byla vybrana

citliva separacni metoda UHPLC.
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4.6 Detekce aktivity a Kinetickych parametri proteinu pomoci metody UHPLC

Jelikoz u spektrofotometrickych méfeni vykazovala AtADAT1 nizsi aktivitu nezli
AtADA2, byla proto ovéfena aktivita neSt€épeného proteinu His-SUMO-ADA, zdali
nedochazi v pribéhu S$tépeni a nasledné purifikaci k degradaci proteinu nebo
nespecifickému $tépeni SUMO proteasou (Tab. 4).

Z vysledkl vsak vyplyva, ze st€pend AtADA1 ma vétsi aktivitu nezli nestépena,
tudiz nedochazi ke ztraté¢ aktivity béhem S$tépeni SUMO proteasou nebo v prubéhu
purifikace. Nicméné AtADA2 disponuje vyssi aktivitou vici vSem testovanym
substratiim V porovnani s AtADAL, a proto byla nasledna méteni provadéna pouze s ni.

Jelikoz Cistota studovanych proteinu nebyla 100%, byla proto provedena kontrolni
méfeni, zda se nejedna o aktivitu bakterialniho proteinu. U expresni baterie E. coli
BL21 Star™ (DE3) obsahujici prazdny plasmid pET151 byla provedena exprese a
purifikace proteinli s naslednym potvrzenim aktivity balastnich proteini stejnym

zpusobem. Taktéz byly nastaveny slepé reakce obsahujici pouze pufr a substrat (Tab. 5).

Tabulka 4 - Narust deamina¢nich produkti u reakci katalyzovanych jednotlivymi enzymy
Pfeména Ado na hypoxantin, Ade na inosin, AMP na IMP, ATP na ITP.

AtADA2
Doba reakce Hypoxantin (%) Inosin (%) IMP (%)  ITP (%)
Oh 0,0 0,0 0,0 0,0
1h 1,6 7,6 67,9 26,6
3h 3,8 12,5 98,1 50,1
6h 5,0 21,6 100,0 67,0
His-SUMO-ADA
Doba reakce Hypoxantin (%) Inosin (%) IMP (%)  ITP (%)
Oh 0,0 0,0 0,0 0,0
1h 0,0 15 31,0 3,7
3h 0,0 3,3 68,7 5,9
6h 0,0 4,8 93,9 10,9
AtADAl
Doba reakce Hypoxantin (%) Inosin (%) IMP (%)  ITP (%)
Oh 0,0 0,0 0,0 0,0
1h 0,0 1.3 50,0 14,3
3h 0,1 31 81,0 29,8
6h 0,6 4.8 97,3 59,3
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Tabulka 5 - Procentudlni pfeména ruznych substratu (Ado, ATP) na produkty pro
kontrolni reakce s bakterialnimi balastnimi proteiny
Inosin, adenin, hypoxantin, ADP, AMP, ITP jsou produkty reakce.

Adenosin jako substrat

Doba reakce Adenosin (%) Inosin (%) Adenin (%) Hypoxantin (%)
Oh 100,0 0,0 0,0 0,0
1h 92,5 1,2 6,2 0,0
3h 84,0 3,9 11,6 0,5
6h 76,3 6,3 16,1 1,3

ATP jako substrat

Doba reakce ATP (%) ADP (%) AMP (%) ITP (%)
Oh 77,7 5,8 16,5 0,0
1h 71,2 12,8 16,0 0,0
3h 51,2 26,9 21,9 0,0
6h 55,8 30,4 13,8 0,0

U kontrolnich mé&feni, obsahujicich pozutstatky bakterialnich proteind, dopadly
negativné vzorky pro AMP a Ade, kdy se za dobu 6 hod nepfeménil zadny substrat. U
Ado dochézi k mirné pfeméné na inosin. V nejvétsi mife je Ado hydrolyzovan na Ade,
znéhoz vznikd nepatrné mnozstvi hypoxantinu. ATP je hydrolyzovan balastnimi
proteiny na ADP a AMP, ale nebyl detekovan vznik ITP. Slepé reakce dopadly u vsech
substrati negativné. D4 se tedy fici, Ze detekovana aktivita viici AMP a Ade patii
cilovym proteinim, avSak méfeni s Ado a ATP je zatizeno chybou, kterou zpusobuje
mirnd aktivita balastnich proteint.

Na zéklad¢ ziskanych vysledkl z prvotnich a kontrolnich méteni byl ur¢en AMP
(pro porovnani brana pfeména se 100,0% efektivitou v ¢asovém useku 3 hod) jako
hlavni substrat, dale ATP (51,1%), Ado (12,7%), Ade (3,9%) (Viz Tab. 4).

Pro urceni kinetickych parametrii byla méfena koncentracni fada se substratem
AMP (50 - 1000 uM) v rtaznych ¢asovych intervalech. Kinetické konstanty K, a Viim
byly stanoveny pomoci programu GraFit verze 4.0.12 za vyuZiti nelinearni regrese
(Obr. 33). Nasledné¢ byly odvozeny dalsi konstanty charakterizujici enzym, pfic¢emz
celkovy piehled konstant je uveden v tabulce 6. Ze ziskanych konstant je patrné, Ze
afinita substratu k enzymu je pomérné vysoka, avSak rychlost pfemény substratu je

pomérné nizka.
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Obrazek 33 - Grafické vyneseni zavislosti koncentrace substratu na pocatecni rychlosti
pro AtADA2
A) Vyneseni dle Michaelise a Mentenové; B) dvojnasobné reciproké vyneseni.

Tabulka 6 - Kinetické konstanty vypoctené pro enzym AtADA2

K (M) 162,50 = 12,99
Viim (pmol.s™) 0,26 +6.10°
Keat (5™) 0,015+ 3.10*
Keat! K (S7.uM™) 90,27
specificka aktivita (umol.s™.mg™) 2,563

4.7 Porovnani struktur AtADA1 a AtADA2 metodou cirkularniho dichroismu

Stépend AtADAI by méla mit totoznou strukturu jako AtADA?2, a tim padem i
minimalné stejnou aktivitu vic¢i substratim. Jelikoz naméfené hodnoty aktivity byly
nizsi nezli u AtADA2, d& se predpokladat, ze u ni mize dochézet k nespravnému
skladani enzymu, nebo ¢asteCnym strukturnim zméndm vyvolanych ptitomnosti His-
SUMO kotvy. Tato hypotéza méla byt potvrzena nebo vyvracena pomoci porovnani
sekundarnich struktur obou enzyml metodou CD pfi pracovni koncentraci 0,25 mg/ml
(Obr. 34).

Na zéklad¢ prekryti zmétenych spekter neni patrnd zména v sekundarni struktute
proteinii (Obr 35). Zastoupeni o-helixii a B-skladanych listi vypoctenych pomoci
programu K2D3 u AtADAL je 32,2% a 19,1% u AtADA2 29,7% a 19,4 %, pfi¢emz je
mozné pozorovat rozdil v procentualnim zastoupeni a-helixt (2,5%). Piesnost piekryti

teoretickych  spekter, kterym odpovidd procentudlni zastoupeni jednotlivych
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sekundarnich struktur vyhodnocenych programem K2D3, koreluje s naméfenymi daty

(Obr. 36).
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Obrazek 34 - Cistota vzorkii méFenych na CD
M) marker; 1) AtADA2; 2) AtADAL.
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Obrazek 35 - Grafické znazornéni vysledkii mérenych CD
Modra barva AtADA1; Cervena barva - AtADA2.
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Obrazek 36 - Porovnani teoretickych a naméienych spekter pri stanoveni zastoupeni

jednotlivych sekundarnich motivii z programu K2D3

A) AtADAI; B) AtADA2. Zelena barva - teoretické spektrum; Cervena barva - naméfené

hodnoty.
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4.8 Optimalizace krystalizace proteinu

Z 96 riznych testovanych krystalizacnich roztokii byl zaznamenan narist krystala
pouze u 5 znich (Tab. 7, Obr. 37). Samotna délka krystalizace byla 3 tydny.
Pravdépodobné proteinové krystaly, vzniklé krystalizaci za nize uvedenych podminek,
predstavuji pocatecni informaci, ktera bude pouzita pro dalsi optimalizacni experimenty
zamétené na variace v slozeni jednotlivych komponentii krystaliza¢nich roztokt. Timto
zpusobem je mozné urcit idedlni podminky krystalizace proteinu, pri¢emz ziskany

krystal mize byt nasledn¢ pouzit pro rentgenostrukturni analyzu.

Obrazek 37 - Vybrané krystaly AtADA2
A) Roztok 1; B) roztok 3; C) roztok 4.

Tabulka 7 - SloZeni krystaliza¢nich roztoku

Roztok SloZeni
1 10 % w/v PEG 800; 0,1 M Tris pH 7,0; 0,2 M MgCl, 6H,0
2 24 % w/v PEG 1500; 20% glycerol
3 40 % v/v PEG 400; 0,1 M Tris pH 8,5; 0,2 M Li,SO,
4 14 % viv 2-propanol; 30% v/v glycerol; 0,07 M Ca(COOH),; 0,14 M CaCl, 2H,0
5 10 % v/v MPD; 0,1 M bicin pH 9,0

66



5 Diskuze

Hladina intracelularniho adenosinu, jakozto zakladni purinové baze, vyznamného
regulatoru fady bunéénych pochodii a prekurzoru energeticky bohatych molekul, je
regulovdna enzymy nazyvanymi ADA. Tyto enzymy jsou pfitomny v celé Skale
organizmu v metabolické recyklacni draze purinovych bazi (Moffatt et al., 2002). Velmi
intenzivné jsou studovany u vysSich eukaryot, a to piedevsim u savci, jelikoz jejich
nefunkénost nebo nadbytek mé fatalni nésledky zplisobujici v krajnich ptipadech az
umrti organizmu (Gaspar et al., 2006). N¢kolik savéich ADA, vcetné lidské, bylo
rekombinantné pfipraveno za uUCelem nasledné rentgenostrukturni analyzy, kterad
ptispéla k pochopeni mechanizmu plsobeni téchto enzymi (Kinoshita et al., 2003).

Ptitomnost ADA u rostlin nebyla prozatim prokazana, a to i pfesto, ze genomové
databaze obsahuji geny kodujici predpokladané ADA. V nékterych odbornych ¢lancich
je dokonce uvadéno, ze ADA je u rostlin nepfitomna a jeji aktivitu zastupuje
adenosinkinasa (Moffatt et al., 2002). V praci publikované v roce 2008 byl pfipraven
rekombinantni produkt genu At4g04880 pomoci expresniho hostitele E. coli BL21
Star™ (DE3), ktery koduje predpokladanou rostlinnou ADA (Pospiilova et al., 2008).
Vysledkem této prace bylo zjisténi, Ze pfipraveny enzym je téméf neaktivni v porovnani
s referencni lidskou ADA. Mirna aktivita byla detekovéana pro substrat adenin, kdy jako
metoda detekce aktivity byla zvolena piima spektrofotometricka detekce nartstu
produktu a tibytku substratu (viz kapitola 3.2.14.1.1) (Kalckar, 1947).

Jelikoz vytéZek exprese a také aktivita cilového proteinu byly pomérné nizke,
bylo rozhodnuto o jeho klonovéani do expresniho vektoru pCIOX, ktery K cilovému
proteinu pfipoji His-SUMO modifikaci (Dvotak, 2014). Tato posttranslacni proteinova
modifikace je pfitomna ve vSech eukaryotickych organizmech a ovliviiuje celou fadu
bunécnych pochodi (Hochstrasser et al., 2009). SUMO modifikace ptisobi jako analog
ubiquitinu, ktery mimo jiné slouzi k cilené degradaci proteinu na proteasomu, poskytuje
modifikovanému proteinu zvySenou stabilitu, rozpustnost a umoziluje rychlejsi a
presnéjsi skladani proteinu. V fadé piipadi zména expresniho vektoru za vektor
kodujici SUMO modifikaci vedla ke zvySeni exprese, stability proteinu a nasledné
detekce aktivity, kterd nebyla detekovana u rekombinantniho produktu ptipraveného ve
vektoru bez SUMO modifikace (Butt et al., 2005). Vyhodou vyuziti SUMO

modifikujicich vektori je moznost specifického odstranéni SUMO kotvy pomoci
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SUMO proteasy rozpoznavajici diglycinovy motiv na C-konci SUMO modifikace.
V této diplomové praci byla spé$né optimalizovana metoda purifikace pro piipravenou
rekombinantni His-SUMO-ADA pomoci raznych afinitnich kolon, kdy nejvétsi vytézek
a priijatelna Cistota cilového proteinu byla zaznamendna na C02+-NTA-agarOSOVé
kolon¢. Pfed samotnym kvantitativnim odstépenim His-SUMO kotvy byla pfipravena
SUMO proteasa, ktera nam byla darovana jako plasmid s genem kodujici SUMO
proteasu kolegy z italské univerzity. Plasmid byl transformovan do expresni bakterie E.
coli BL21 Star™ (DE3) a byla provedena exprese s naslednou purifikaci proteinu podle
poskytnutého protokolu. Ziskany protein byl nafedén na pracovni koncentraci (2
mg/ml), u které byla provedena optimalizace $tépeni. Ze ziskanych vysledki jsme
dospéli k zavéru, ze 1ul zasobni SUMO proteasy je schopen postépit 100 pg His-
SUMO-ADA pii 4°C v prubéhu 1 hod s 95% efektivitou. Oproti komeréni SUMO
protease, vykazujici nizsi aktivitu a optimalni podminky Sté€peni pfi vyssich teplotach a
delsi dobé stépeni (16 - 21°C pies noc), jsme pfipravili efektivnéjsi enzym, jehoz
pofizovaci cena je mnohonasobné nizs$i. Pomoci pfipravené SUMO proteasy byla
kvantitativné odstépena His-SUMO kotva. Zisk cilového proteinu byl 4,79 mg/ml o
vysoké Cistote.

Cilem méfeni aktivity pifipraveného enzymu mélo byt potvrzeni piitomnosti
funkénich adenosindeaminas v rostlinach. JelikoZ se jednd o produkt eukaryotického
genu, exprese proteinu spolecné se SUMO modifikaci by pravdépodobné mohla zvysit
spravnost skladani cilového proteinu, a tim by mohlo dojit i ke zvySeni aktivity
proteinu. Tato teorie byla ovérena dle metody jiz diive pouzité¢ pro predpokladanou
rostlinnou AtADA2 vpraci PospiSilova et al, 2008, kdy bylo vyuzito
spektrofotometrické detekce nartstu absorbance produktu a poklesu substratu pfi jejich
odpovidajicich absorpénich maximech. Jelikoz danou metodou nebyla detekovana
z4dna aktivita pro nami pfipravenou AtADA1 (Ade a Ado jako substrat), byla
provedena referenéni méfeni s lidskou adenosinademinasou a pfipravenou AtADA2 dle
¢lanku PospiSilova et al., 2008. Jediné u lidsk¢é ADA byla detekovéana aktivita, av§ak
vysledky méfeni neodpovidaly aktivite¢ garantované vyrobcem. Metoda piimé
spektrofotometrické detekce aktivity ADA byla vyhodnocena jako velmi nevhodna a
pfedev§im nepouzitelnd pro detekci aktivity enzymil s nizkou aktivitou. V odborné
literatuie byly nasledné nalezeny dal$i mozné varianty detekce aktivity ADA, z nichz

byly vybrany dvé metody. Prvni znich byla metoda sprazené reakce
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s glutamatdehydrogenasou, ktera miize byt vyuzivana v klinické praxi pro detekci
aktivity lidské ADA (Canalias et al., 2002). Diky této metod¢ byla detekovéana aktivita u
enzymi AtADA1 a 2 vaci substratim Ado a Ade. Oba enzymy vykazovaly vétsi
aktivitu vac¢i substratu adenosinu. Zajimavé bylo zjisténi, Ze piipravena AtADAI
vykazuje niz§i aktivitu nez AtADA2. Nicméné naméfena aktivita mohla taktéz patiit
substratu ADP, ktery byl pfitomen v reak¢éni smési (protokol dle Canalias et al., 2002).
Pomoci metody UHPLC byly zmétfeny aktivity enzymi AtADA1 a 2, His-
SUMO-ADA se substraty Ado, Ade, AMP, ATP. Taktéz byly nastaveny kontrolni
reakce s balastnimi bakterialnimi proteiny a slepé reakce obsahujici pouze substrat a
pufr. Z namétenych vysledkl byl ur¢en jako pravdépodobné hlavni substrat AMP, u
kterého dopadly negativné obé kontroly. Z vysledk kontrol je patrno, Ze méfeni
aktivity pfemény adenosinu bude pii stavajici Cistoté proteinu zatizeno chybou, jelikoz
byla detekovana deaminacni aktivita u balastnich proteint, které taktéz hydrolyzuji ATP
na ADP a AMP. Reakce nastavené senzymy His-SUMO-ADA a AtADAl mély
napovédét, zdali nedochazi v prubéhu Stépeni a nasledné purifikaci k degradaci proteinu
nebo nespecifickému Stépeni SUMO proteasou, coz bylo vyvraceno. Piesto vSak
AtADA1 vykazuje nizsi aktivitu nez AtADA?2, u které byly finaln€ stanoveny kinetické
parametry pro AMP (Kn = 162,50 + 12,99 pM; Vjin = 0,26 + 6.103umol.s™; keae = 0,015
+3.10™ s Keat/Kin = 90,27 s.uM™; specificka aktivita = 2,563 pmol.s*.mg™).
Porovnanim aminokyselinové sekvence piedpoklddané rostlinné ADA v PDB
(http://lwww.rcsb.org/pdb/home/home.do; 7.4.2016) bylo nalezeno 17 vyieSenych
struktur pro jiné adenosindeaminasy, z nichZ zddna nebyla rostlinna. Aktivita enzymu
vSak naznacuje, Ze by se mohlo jednat o AMP deaminasu. Porovndnim hodnot Ky,
konstant uvedenych v enzymatické databazi Brenda (http://www.brenda-enzymes.info/;
7.4.2016) pro ostatni charakterizované AMP-deaminasy se ziskanou hodnotou pro
AtADA?2 lIze konstatovat, ze pfipraveny enzym ma vysokou afinitu k substratu. Samotna
hodnota rychlosti pfemény Keqa, ktera vyjadiuje efektivitu enzymu je pomérné mala. U
rostlin je AMP-deaminasa pfitomna jako rlstovy faktor a jeji pfitomnost je
nezastupitelna pii pfechodu zygoty v embryo a taktéz katabolismu nukleovych bazi (Xu
et al., 2005). Pro spravné zatazeni enzyml do dané skupiny musi byt provedena dalsi
mefeni a v nejlepSim piipadé vyfeSena jeho struktura pomoci rentgenostrukturni

analyzy.
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U pfipravené AtADA1 byla ofekavana vyssi aktiva enzymu nezli u AtADA2,
avSak provedena méfeni prokazala pravy opak. Da se tedy predpokladat, ze AtADAL je
nejspiSe nespravné slozend, coz ma za nasledek niz$i aktivitu. Tato teorie byla ovéfena
porovnanim zastoupeni sekundérnich strukturnich motivli studovanych enzymi pomoci
CD. Ptekryv ziskanych spekter pro AtADAI a AtADA2 je tém¢f totoZny a zastoupeni
a-helixi a B-skladanych listdi, vypoctenych pomoci programu K2D3, ukazuje pouze
2,5% rozdil v zastoupeni a-helixli. Zasadni zména na Grovni sekundarni struktury tedy
nebyla zaznamendna, avSak muze dochdzet k nepatrné zméné nékteré domény
zpusobené koexpresi se SUMO modifikaci. Jelikoz se ADA mohou vyskytovat
v dimernich formach, muze i mala zména struktury branit vzniku dimerni konformace,
ktera je optimalni pro aktivitu enzymu. Tato teorie by vSak musela byt potvrzena dal§im
meétfenim, jako je napiiklad stiednétlakd gelova permeacni chromatografie a dalsi
metody schopné urcit zastoupeni monomernich a dimernich forem proteind.

Pii optimalizaci krystalizace AtADA2 bylo identifikovano 5 rlznych
krystaliza¢nich roztokl, u kterych byl pozorovan nartst pravdépodobné proteinovych
krystalti. Tyto nalezené podminky budou pouzity pro dalsi optimalizaci za Géelem

identifikace idealnich krystalizacnich podminek proteinu.
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6 Zavér

Diplomové prace navazovala na jiz diive provedenou praci (PospisSilova et al.,
2008; Dvotak, 2014) scilem potvrdit pfitomnost adenosindeaminasové aktivity u
rostlin. V prvni ¢asti byla optimalizovana purifikace pfipravené His-SUMO-ADA, kdy
jako nejvhodnéjsi afinitni kolona byla pro purifikaci proteinu vybrana Co?*-NTA
agarosova kolona. Nésledné byla piipravena darovana rekombinantni SUMO proteasa,
u které byly optimalizovany podminky Stépeni SUMO modifikovaného proteinu (1 pl
pripravené zasobni SUMO proteasy o koncentraci 2 mg/ml $tépi 100 pg substratu pii
4°C po dobu 1 hod). Dalsi ¢ast prace byla pak zamétena na detekci aktivity pfipravené
AtADA1 v porovnani senzymy AtADA2 a lidské ADA pomoci tii principove
rozdilnych technik. Jako optimalni detek¢éni metoda byla vybrana metoda UHPLC, diky
které byl stanoven pravdépodobné hlavni substrat AMP. Jestlize efektivita premény
AMP byla 100%, dalsi substraty byly pfeménovany s 51,1% (ATP), 12,7% (Ado) a
3,9% (Ade) efektivitou. Jelikoz AtADA2 vykazovala vyssi aktivitu nezli AtADAI, byly
stanoveny kinetické parametry pro tento enzym v pfitomnosti AMP (K = 162,50 +
12,99 uM, Vjim = 0,26 + 6.10° pmol.s™, kear= 0,015 + 3.10™ s, kear/ K = 90,27 s.uM ™,
specificka aktivita = 2,563 pmol.s™.mg™).

Prekrytim spekter proteini AtADA1 a AtADA2, ziskanych z méfeni na CD,
nebyla detekovana zasadni zména v sekundarni struktufe proteinil. Softwarovym
vyhodnocenim naméfenych spekter bylo urceno zastoupeni jednotlivych a-helixti a -
skladanych listl v struktufe, pfi¢emz byl zaznamenan 2,5% rozdil v mnoZstvi a-helixi.

Bylo nalezeno 5 krystalizacnich roztok, u kterych byl detekovan narast krystald,
jejichz slozeni musi byt dale optimalizovano tak, aby byly nalezeny nejvhodnéjsi

podminky krystalizace AtADA?2.
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8 Seznam pouzitych symboli a zkratek

ADA - adenosindeaminasa

ADAL - adenosindeaminasam podobny protein

ADAR - adenosindeaminasa plisobici na dvouvlaknovou RNA

ADAT - adenosindeaminasa piisobici na tRNA

ADE - adenindeaminasa

Ade - adenin

Ado - adenosin

ADP - adenosindifosfat

AMK - aminokyselina

AMP - adenosinmonofosfat

APS - peroxodisulfatamonny

AtADAL - adenosindeaminasa pfipravena z vektoru pCIOX po odstépeni His-SUMO
kotvy

AtADA2 - adenosindeaminasa pfipravena ve vektoru pET151/D-TOPO

ATP - adenosintrifosfat

BSA - hovézi sérovy albumin

CD - cirkularni dichroismus

cDNA - komplementarni DNA

DESI1 a DESI2 - desumoylac¢ni isopeptidasa 1 a 2

dsRNA - dvouvlaknova RNA

DTT - dithiothreitol

EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova

GD - glutamatdehydrogenasa

GST - glutathion-S-transferasa

hetADA - heterodimernim tRNA adenosindeaminasa

His-SUMO-ADA - adenosindeaminasa pfipravena z vektoru pCIOX

HSADA - lidska adenosindeaminasa

HPLC-DAD - vysokotlaké kapalinova chromatografie s detekci pomoci diodového pole
HPLC-MS - vysokotlaké kapalinova chromatografie s detekci pomoci hmotnostniho
IMAC - imobilizovana metalo-afinitni chromatografie

IPTG - isopropyl -D-1-thiogalactopyranosid
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IU - mezindrodni jednotka

kat - katal

kcat - katalyticka rychlostni konstanta, ¢islo pifemény
kcat/Km - katalyticka efektivita

Km - Michaelisova konstanta

MBT - maltosu vazajici protein

PDB - proteinova data banka

PDI1 - Protein disulfidisomerasa |

PMSF - fenylmethansulfonylfluorid

Poly-H - Poly-histidinova kotva

Poly-R - Poly-argininova kotva

SCID - t¢zka kombinovana imunodeficience

SDS - dodecylsiran sodny

SDS-Page - elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s pritomnosti SDS
SENPL1 - sentrin specificka proteasa 1

SIMs - SUMO interagujici motiv

SUMO - maly ubiquitinu podobny protein

TEA - triethylamin

TEMED - tetraethylmethylendiamid

TEV proteasa - Proteasa z viru tabakové mozaiky
TrxA - thioredoxin A

UBLSs - proteiny odvozené od ubiquitinu

Ulpl a Ulp2 - ubiquitinu podobna proteasa 1 a 2
USPLL1 - ubiquitin-specifické protease podobni protein 1
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