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Anotace (CZ2)

BUBELOVA, P. Piiprava vybranych lidskych cyklofilinii v Escherichia coli. Hradec
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Vedouci bakalaiské prace doc. RNDr. Lucie Zemanova Ph.D. 68 s.

Teoreticka ¢ast se zabyva cyklofiliny, coZ jsou enzymy majici peptidyl-prolyl cis-trans
izomerazovou aktivitu, kterou pfispivaji ke spravnému sbaleni proteini po translaci.
Lidsky genom koduje 17 raznych cyklofilint, z ¢ehoz mé kazdy své dalsi specifické
funkce. Hraji roli naptiklad pfi rozvoji riznych onemocnéni, pti sestiihu pre-mRNA, pfi
sestiihu v apoptdze bunck atd. Déle je popsana metodika pfipravy rekombinantnich
proteind, zvlaste¢ v prokaryotnich organismech. Cilem praktické ¢éasti byla pfiprava
rekombinantnich proteini lidského cyklofilinu A a lidského cyklofilinu E, pomoci
expresniho systému Escherichia coli. Vychozi kultury E.coli XL-1 obsahovaly cDNA
cyklofilinu A a cDNA cyklofilinu E, klonovanou do vektoru pCR4-TOPO. Klonovani
cDNA cyklofilinu A a cDNA cyklofilinu E z tohoto plazmidu do expresniho plazmidu
PET-28b(+) se podafilo pouze pro cyklofilin A, ktery byl nésledné exprimovan
pomoci E.coli BL-21 (DE3) a purifikovan. U ¢istého cyklofilinu A byla stanovena
koncentrace a ovéfena Cistota, identita, aktivita a interakce s cyklosporinem A. Byla
stanovena také disocia¢ni konstanta vazby cyklofilin A-cyklosporin A.
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Anotace (EN)

The theoretical part describes cyclophilins, which are enzymes with a peptidyl-prolyl
cis-trans isomerase activity. They are involved by this activity in the protein folding after
translation. The human genome encodes 17 different cyclophilins, each with additional
functions. They play roles for example in the development of various diseases, in the
splicing of pre-mRNA, in the splicing of cell apoptosis etc. Next, the process of
preparation of recombinant proteins is described, especially in prokaryotic organisms.
The aim of the experimental part was to prepare a recombinant human cyclophilin A and
human cyclophilin E proteins using the Escherichia coli expression system. The original
cultures E.coli XL-1 contained cDNA of cyclophilin A and cDNA of cyclophilin E cloned
into the pCR4-TOPO vector. The cloning of cDNA of cyclophilin A and cDNA of
cyclophilin E from this plasmid into the expression plasmid pET-28b(+) were successful
only for cyclophilin A, which was then expressed by E.coli BL-21 (DE3) and purified.
The concentration of protein, purity, identity, activity and the interaction with
cyclosporin A were determined for purified cyclophilin A. The dissociation constant of
cyclophilin A-cyclosporin A binding was also determined.
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Uvod

Lidské cyklofiliny jsou dulezité enzymy, zprostiedkovavajici peptidyl-prolyl cis-trans
izomerazovou aktivitu, kterou se podileji na spravném sbaleni proteinii po translaci.
V lidském organismu se nachazi celkem 17 izoforem cyklofilinli, které maji své
specifické ulohy. Rizné cyklofiliny se zapojuji napfiklad do rozmanitych signaliza¢nich
drah, apoptdézy bunék iniciovanou mitochondriemi, RNA sestfihu, nebo adaptivni
imunity. Napiiklad cyklofilin A hraje dulezitou roli pii uspésné replikaci vira
imunosupresivni imunodeficience (HIV), hepatitidy C (HCV), nebo hepatitidy B (HBV).
Cyklofilin E se pro zménu zapojuje jako spliceofilin do spliceozomalnich komplext, kde
ptispiva k sestfihu pre-mRNA, regulaci sestfihového cyklu, sestfihu v apoptoze bunck a
sestfihu pfi zdnétu. Vyhledani financné dostupného a Casové nendrocného postupu
ptipravy pln¢ funk¢nich lidskych cyklofilini by tak zajistovalo moznost zkoumat tyto
enzymy in vitro, coz by mohlo dale pfispét k vyzkumu struktury a aktivity jednotlivych
izoforem, nebo nalezeni novych, silnych a selektivnich inhibitorti, fungujicich jako 1é¢iva
vysSe zmitlovanych onemocnéni. Z tohoto divodu byl pro expresi cyklofilini A a E
vybran expresni systém bakterie Escherichia coli, ktera je snadno kultivovatelna, cenové
dostupna a jeji kultivace je ¢asové nenarocna. Pro expresi byl vybran expresni vektor
PET-28b(+), transformovany do expresniho kmene Escherichia coli BL-21 (DE3).
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Cyklofiliny

Cykilofiliny jsou globularni proteiny s enzymatickou funkci, pfirozené se vyskytujici
v Siroké Skale organismi. Patii mezi izomerazy (EC 5) a katalyzuji pfeménu mezi cis a
trans konformaci peptidové vazby, nachézejici se mezi amino-koncovou ¢asti prolinu a
nasledujici aminokyselinou (obrazek 1) [1]. V lidském organismu muizeme stejnou
izomerazovou aktivitu pozorovat také u FK506 vazajicich proteinti (FKBP) a parvulint
[2, 3]. Z sirsiho hlediska pak mizeme cyklofiliny zaradit mezi foldazy [1, 2], jelikoz svoji
cis/trans izomerazovou aktivitou pomahaji pti spravném Sbaleni proteint po translaci [4].
Mimo izomerazové aktivity cyklofiliny zprostiedkovavaji v organismu také dalsi dilezité
funkce. Zapojuji se napiiklad do rozmanitych signaliza¢nich drah, apoptozy bunék
iniciovanou mitochondriemi, RNA sestfihu nebo adaptivni imunity. V literatufe mizeme
cyklofiliny najit také pod nazvy peptidyl-prolyl cis-trans izomerazy nebo PPlasy [1].

(@]
-
i /N LQ\
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O//' o cis trans |-|3c

Obrazek 1. Znazorneni cis a trans konformace peptidové vazby, kterd se nachdzi mezi
amino-koncovou casti prolinu a ndsledujici aminokyselinou v polypeptidovém retezci [3].
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1.1.1 Exprese cyklofilint

Cykilofiliny se vyskytuji v celé fadé organismu, od nejjednodussich prokaryotnich az po
eukaryotni, vcetné ¢loveka [5, 3]. V ramci eukaryotnich bun¢k ¢i organismi jsou
organismech se nékteré nachazi také v mezibunééném prostoru [3]. Mnoho cyklofilint
obsahuje kromé cyklofilinové domény také dalsi motivy a domény. Ptikladem mize byt
cyklofilin E, ktery se sklada z izomerazové domény a RNA vazajiciho motivu (RRM).
S ohledem na druh organismu mize byt v genomu rtiznych druhii Zivocichii kodovano
vice cyklofilint, naptiklad v lidském genomu je cyklofilinti zakdédovano sedmnact.
Prehled téchto sedmnacti lidskych cyklofilind, a jejich pfirozeny vyskyt v ramci
organismu, je uveden v tabulce 1 [5].

Tabulka 1: Prehled sedmnacti lidskych cyklofilinii a jejich exprese v ramci eukaryotni
burky [5].

17 lidskych cyklofilina Lokalizace

Peptidylprolyl izomeraza A (PPIA, CypA) Cytoplazma / extracelularné
Peptidylprolyl izomeraza B (PPIB, CypB) Cytoplazma / extracelularné
Peptidylprolyl izomeraza C (PPIC, CypC) Cytoplazma / extracelularné
Peptidylprolyl izomeraza D (PPID, CypD) Cytoplazma

Peptidylprolyl izomeraza E (PPIE, CypE) Jadro

Peptidylprolyl izomeraza F (PPIF, CypD) Mitochondrie
Peptidylprolyl izomeraza G (PPIG, CypG) Jadro

Peptidylprolyl izomeraza H (PPIH, CypH) Jadro

Peptidylprolyl izomeraza-like 1 (PPIL1, Cypll) | Jadro
Peptidylprolyl izomeraza-like 2 (PPIL2, Cypl2) | Jadro
Peptidylprolyl izomeraza-like 3 (PPIL3, Cypl3) | Jadro
Peptidylprolyl izomeraza-like 4 (PPIL4, Cypl4) | Cytoplazma
Peptidylprolyl izomeraza-like 6 (PPIL6, Cypl6) | Jadro
Peptidylprolilizomerazova doména obsahujici

opakujici se protein WD 1 (PPWDZ1) Jadro
RAN vazajici protein 2 (RANBP2) Cytoplazma
SDCCAG-10 Jadro
NK-tumor vazajici protein (NKTR) Jadro
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1.1.2 Zakladni struktura cyklofilini

Vsechny cyklofiliny maji spolecnou izomerazovou doménu 0 velikosti 109 aminokyselin,
ktera zprostfedkovava katalyzu izomerace cis/trans konformace peptidové vazby mezi
prolinem a nasledujici aminokyselinou. U fady cyklofilini je izomerazova doména
obklopena dal$imi doménami, které riznym cyklofilinim piid¢luji dalsi funkce [6].

Samotna izomerazova doména je tvofena 0SMi antiparalelné uspofadanymi lamelami
B-listi, které jsou uspoiadany do barelu (B1 — B8), dale z velkého poc¢tu smycek a dvéma
a-helixy (al, a2), sbalenymi proti B-listim. Kromé toho se v architektufe izomerazové
domény nachazi kratky a-helikalni zavit, oznacovany jako 3/10 helix. Tento 3/10 helix
se nachazi v oblasti smycky B6-B7 a obsahuje zbytek aminokyseliny 121, ktera je
dilezitou soucasti aktivniho mista (viz obrazek 2). Sekvenc¢ni analyza prokazala shodu
mezi jednotlivymi cyklofiliny od 61 % do 86 %, pfi¢emz nejvétsi rozdil ve struktuie mezi
vSemi cyklofiliny byl shledan u zastupct PPIL1 a PPWD1 [1]. Navzdory velké shodé v
sekvenci aminokyselin i struktufe izomerazové domény napii¢ celou cyklofilinovou
rodinou, maji rizné cyklofiliny své unikatni a specifické funkce v buiice i v organismu.

N-konec

Obrazek 2: Cyklofilin A, pomoci néhoz je preQstavena zakladni struktura izomerdzové
domeny. Stejna struktura izomerazové domeény, oznacena na obrazku pomoci popsanych
sekundarnich struktur (o, f), se nachazi ve vsech peptidyl-prolyl cis-trans izomerazach
cyklofilinového typu [7].
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1.1.3 Struktura aktivniho mista cyklofilint

Aktivni misto cyklofilint je slozeno ze dvou vzajemné prilehlych kapes, kterymi jsou
S1 kapsa a S2 kapsa [5]. V S2 kapse cyklofilind, ptesnéji v ,,gatekeeper reziduich, se
nachazi nejvétsi pozorovana diverzita napiic cyklofilinovou rodinou [1]. Tyto ob¢& kapsy
jsou tvoteny vysoce konzervovanou skupinou hydrofobnich, aromatickych a polarnich
rezidui, vytvarejicich na povrchu enzymu hydrofobni prohloubeninu, do které se vaze
substrat. Navazany substrat nasledné podléha katalyzované reakci [5]. Katalyticka
funkce cyklofilind je zprostifedkovana piedevsim Arg55, ale vyjimku zde piedstavuje
PPIL4, ktery ma v pozici 55 vazany asparagin. Piehled rezidui tvoficich aktivni mista
vsech lidskych cyklofilini znazornuje tabulka 2. Strukturu aktivniho mista cyklofilint
znazoriuje obrazek 3 na modelu cyklofilinu A [1].

Obrazek 3: Zndzorneéni aktivniho mista cyklofilini, spolu s aminokyselinovymi zbytky
vytvarejicimi toto aktivni misto, na strukture cyklofilinu A. (A) Zobrazeni terciarni
struktury cyklofilinu A s cervené vyznacenymi aminokyselinovymi zbytky vytvarejicimi
aktivni  misto. (B) Zobrazeni povrchu cyklofilinu A, scervené vyznacenymi
animokyselinovymi zbytky tvoricimi aktivniho misto [7].
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Tabulka 2: Souhrn aminokyselinovych zbytkit nachdzejicich se v aktivnich mistech vsech
zndmych lidskych cyklofilinii [1].

55 60 61 63 | 101 | 113 | 121 | 122 | 126
PPIA (CypA) Arg | Phe | Met | GIn | Ala | Phe | Trp | Leu | His
PPIB (CypB) Arg | Phe | Met | GIn | Ala | Phe | Trp | Leu | His
PPIC (CypC) Arg | Phe | Met | GIn | Ala | Phe | Trp | Leu | His
PPID (CypD) Arg | Phe | Met | GIn | Ala | Phe | His | Leu | His
PPIE (CypE) Arg | Phe | Met | GIn | Ala | Phe | Trp | Leu | His
PPIF (CypD) Arg | Phe | Met | GIn | Ala | Phe | Trp | Leu | His
PPIG (CypG) Arg | Phe | Met | GIn | Ala | Phe | His | Leu | His
PPIH (CypH) Arg | Phe | Met | GIn | Ala | Phe | Trp | Leu | His
PPIL1 (Cypll) | Arg | Phe | Met | GIn | Ala | Phe | Trp | Leu | His
PPIL2 (Cypl2) | Arg | Phe | Val | GIn | Ala | Phe | Tyr | Leu | His
PPIL3 (Cypl3) | Arg | Phe | Met | GIn | Ala | Phe | His | Leu | Tyr
PPIL4 (Cypl4) | Asn | Phe lle GIn | Val | Leu | Tyr | Leu | His
PPIL6 (Cypl6) | Arg | Gly | Met | GIn | Ala | Tyr | Tyr | Leu | Phe

PPWD1 Arg | Phe | Met | GIn | Ala | Phe | Trp | Leu | His
RANBP2 Arg | Phe | Val | GIn | Ala | Val | His | Leu | His
SDCCAG-10 Arg | Phe lle GIn | Ala | Phe | Glu | Leu | His
NKTR Arg | Phe | Met | GIn | Ala | Phe | His | Leu | His

1.1.4 Role cyklofilinii ve shbalovani proteinti

Proteiny a polypeptidy jsou slozeny z aminokyselin, navzajem poutanych peptidovymi
vazbami. Peptidové vazby vznikaji vazbou C-koncové c¢asti jedné aminokyseliny
s N-koncovou ¢asti aminokyseliny druhé, viz obrazek 4. Kvili vysoké mobilité
elektronti z atomu dusiku a kysliku jsou peptidové vazby planarni struktury s velkou
bariérou rotace [8]. Svymi vlastnostmi se podobaji dvojné vazbé a pfi izomeraci musi byt
Castecné rozruseny [9]. Planarita navic umoziuje peptidovym vazbam vytvaret cis a trans
konformery, které se navzajem staci o uhel pfesné 180° [1, 2]. V pievazné vétsiné
peptidovych vazeb tvofenych 19 zdkladnimi aminokyselinami (vyjma prolinu) pievlada
trans konformace, a to z divodu konformacnich energii. Pro vazbu prolinu s riznymi
aminokyselinami se vSak pfirozené vyskytuji ptipady jak cis, tak trans konformace
peptidové vazby. Tato skutecnost je vysvétlena tim, ze na dusik peptidové vazby jsou
vazény zobou stran stejné substituenty uhliku, tudiz energetické rozdily obou
konformert jsou téméf energeticky vyrovnané (izoenergetické), pficemz trans forma je
nepatrné energeticky vyhodnéjsi. Malé peptidy tak pfirozené vykazuji smés cis a trans
forem této vazby. JelikoZ je konformace této vazby zavisla také na polarité prostiedi,
V nativnich proteinech miZzeme pozorovat bud’ zcela cis nebo zcela trans izomerii [10].
Pfeménu téchto vazeb do spravnych konformaci pak katalyzuji peptidyl-prolyl cis-trans
izomerazy.
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peptidova vazba

Obrazek 4: Vznik peptidové vazby mezi dvéema aminokyselinami. Vznikla peptidova vazba
je zndzornéna v trans usporadani, s vyznacenymi delokalizovanymi elektrony atomu
dusiku a kysliku peptidové vazby, které vytvari planarni strukturu.

Izomerazova aktivita cyklofilini tedy spociva v katalyze jinak velmi pomalu
probihajiciho rotaéniho pohybu kolem peptidové vazby, kterd se nachazi
Vv polypeptidovém fetézci mezi N-koncovou ¢asti prolinu a nasledujici aminokyselinou
[8]. Jako vsechny foldazy zajistuji i cyklofiliny, spolu s bilkovinnymi chaperony,
spravnou strukturu proteint po translaci, ktera je nezbytna pro jejich spravné fungovani.
Pti translaci mRNA na ribozomech totiz vznikaji v nativnich polypeptidovych fetézcich
cis nebo trans konformace peptidové vazby na N-koncové ¢asti prolinu nahodné [1, 2, 4].
Izomerazova ptfeména peptidovych vazeb v proteinech ma navic také vliv na rychlost
skladani proteinu [10].

1.1.5 Vazba cyklosporinu A na rizné druhy cyklofilinu

Imunosupresivni 1é€iva, jako je napfiklad cyklosporin A, se vazi na cyklofiliny, a tim
inhibuji jejich funkci. S inhibici funkce cyklofilinti souvisi | snizeni imunitni odpovédi, a
proto se tato 1é¢iva pouzivaji napiiklad pii transplantacich, kdy je potieba zajistit, aby
dany organismus 1épe piijal novy transplantovany organ [3, 1]. Vzhledem k sekven¢ni
rozmanitosti napii¢ cyklofilinovou rodinou, zvlasté v oblasti kapsy S2, rozliSujeme
cyklofiliny schopné vazat cyklosporin A, tyto jsou typi¢te€jsi a je jich vétSina, a
cyklofiliny, které cyklosporin A nevazou. Vliv na vazbu cyklofilinu a cyklosporinu A se
pak nejvic projevuje Vv oblasti aminokyselinového zbytku 121. Cyklofiliny obsahujici
v pozici 121 tryptofan, nebo histidin, maji schopnost cyklosporin A vazat. Jsou to CypA,
CypB, CypC, CypD (mitochondridlni PPIF i cytoplazmaticky PPID), CypE, CypG,
CypH, Cypll, NKTR a PPWD1. Vyjimku zde piedstavuje RANBP2, ktery obsahuje
v pozici 121 histin, ale pfesto schopnost vazat cyklosporin A nema. Dalsi cykofiliny,
které nemaji schopnost vazat cyklosporin A jsou ty, které maji v pozici 121 tyrosin nebo
glutamovou kyselinu. Patii mezi né Cypl2, Cypl6 a SDCCAG-10 [1].
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1.2 Cyklofilin A

Lidsky cyklofilin A, v literatufe také pod nazvem peptidyl-prolyl cis-trans izomeraza A,
cyklosporin A vazajici protein, rotamaza A, EC 5.2.1.8, PPlaza A, ¢i CypA, je enzym ze
skupiny cyklofilint, ktery je kodovan genem ppiA. Jedna se o monodoménovy protein,
ktery se nachazi v bunééné cytoplazmé, a je exprimovan téméf ve vSech lidskych tkanich.
Mizeme ho nalézt také extracelularné a jedna se o nejhojnéji zastoupeny lidsky cyklofilin
[11]. Jeho funkce jsou kromé peptidyl-prolyl cis-trans izomerace také funkce, zahrnujici
imunitni odpovédi organismu na ruzné druhy infekénich nemoci [12, 13]. Pivodné byl
cyklofilin A identifikovan jako cil imunosupresivniho 1é¢iva cyklosporinu A [11].

1.2.1 Struktura cyklofilinu A

Lidsky cyklofilin A je globularni polypeptid, vyskytujici se ve formé¢ monomeru.
Obsahuje celkem 164 rezidui. Obsahuje pouze izomerazovou doménu, ktera je slozena
ze dvou antiparalelné uspofadanych B-listd, dvou o-helixti, velkého poctu smycek a
jednoho 3/10 helixu. Samotné B-listy se skladaji z osmi vlaken a cyklofilin A ma z 32 %
strukturu B-listu a ze 14 % helikalni strukturu. Primarni a sekundarni strukturu CypA
zobrazuje obrazek 5. Terciarni strukturu CypA s barevné vyznac¢enymi prvky sekundarni
struktury zobrazuje obrazek 6 [7]. Struktura CypA lze najit pod PDB: 5KUL, 3KOM,
3KON, 4YUN, 4YUG, 4YUP, 6U5C, 6U5D, 5F66, 5KUN, 5KV6, 6KUU, 5KV7, 5KUV,
5KV4, 5KUS, 5KV5, 5KV2, 5KUQ, 5KV3, 5KUR, 5KVO, 5KUO, 5KV1, 5KUZ,
5KUW, 4YUO, 4YUK, 4YUL, 4YUM, 6U5E a 6U5G.
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Obrazek 5. Sekvence aminokyselin v cyklofilinu A s vyznacenymi prvky sekundarni
struktury [7].
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Obrdazek 6: Struktura lidského rekombinantniho cyklofilinu A, ziskana pomoci rentgenové
difrakce. Barevné jsou vyznaceny sekundarni strukturni prvky, zluté 8-listy a cervené a-
helixy [7].

1.2.2 Funkce cyklofilinu A

Cyklofilin A ma, stejné jako cela rodina cyklofilint, intracelularni peptidyl-prolyl
cis-trans izomerazovou aktivitu, kterd urychluje skladani funk¢nich struktur proteind.
Také hraje roli pti regulaci transkripce a regulaci buné¢ného cyklu. Extracelularné hraje
cyklofilin A dulezitou roli naptiklad pii stresové odpovédi, pienosu signalu [14], nebo v
imunitni odpovédi. P#i imunitni odpovédi ovliviiuje hladinu pomocnych T lymfocytt
(CD4* T bunék) a protilatek imunoglobulinu G (IgG) a imunoglobulinu E (IgE) [12].
Mimo to indukuje chemotaxi leukocytti tim, Ze se vaze na signalni receptor basigin (BSG,
CD147) na bunéném povrchu. Je dobré poznamenat, ze pro ruzné funkce
zprostfedkované CypA, nemusi byt nezbytné nutna jeho izomerazova aktivita. Napiiklad
vazba CypA na basigin je nezavisla na jeho izomerazové aktivite, ale je zprostiedkovana
interakci protein-protein, a je funkéni i po inhibici izomerazové aktivity [15].

1.2.3 Souvislost mezi cyklofilinem A a virovymi infekcemi

Exprese cyklofilinu A, pfirozené se nachazejiciho v lidském organismu, mize byt
ovlivnéna virovymi infekcemi, a zaroven, propuknuti virovych infekci je zavislé na
koncentraci CypA v organismu. ZvySenim ¢i snizenim exprese CypA se tak vyrazné
ovlivni kone¢ny vysledek virové infekce. Ukazalo se, ze CypA hraje vyznamnou roli
v uspésné replikaci virti, mezi které patii naptiklad virus imunosupresivni
imunodeficience (HIV), virus hepatitidy C (HCV), nebo virus hepatitidy B (HBV) [12].
Na druhou stranu CypA vykazuje represivni G¢inek na replikaci virQ, jako je virus
chiipky A a rotavirus [12]. Mimo to muze byt zapojen do rozvoje kardiovaskularnich
chorob [16] a rakoviny [17]. Ovlivnéni téchto a dalSich onemocnéni vSak nemusi byt
zpusobeno izomerazovou aktivitou cyklofilinu A. Naptiklad schopnost potlacovat ranné
stadium replikace viru chfipky A je spojena s piimou interakci CypA s virovym
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matrixovym proteinem (M1), ktera je nezavisla na izomerdzové aktivité¢ CypA, ale zavisla
na interakci protein-protein [15].

1.3 Cyklofilin E

Lidsky cyklofilin E, v literatufe také pod nazvem peptidyl-prolyl cis-trans izomeraza E,
rotamaza E, cyklofilin 33, EC 5.2.1.8, Cyp33, ¢i CypE, je enzym ze skupiny cyklofilind,
ktery se nachazi v bunécném jadre, a je kodovan genem ppiE. Jedna se o multidoménovy
protein obsahujici N-koncovy RNA rozpoznavaci motiv (RRM) a C-koncovou
izomerazovou doménu. Jaderné cyklofiliny obecné jsou oznaCované jako spliceofiliny, a
jsou zapojeny do spliceozomalnich komplexi, které reguluji modifikaci chromatinu,
transkripci a sestfih pre-mRNA. Spliceozomalni komplexy mohou obsahovat jeden, nebo
1 vice jadernych spliceofilint, které jsou povazovany za doplnék k témto spliceozomiim
a hraji svou roli v regulaci sesttihu pre-mRNA a v pribéhu sestiihového cyklu [5].

1.3.1 Struktura cyklofilinu E

Cyklofilin E obsahuje N-terminalni RNA rozpoznavaci motiv (RRM) a C-terminalni
izomarazovou doménu [5].

Izomerazova doména cyklofilinu E je monomer, ktery obsahuje 174 rezidui. Jeji
sekundarni strukturou jsou dva B-listy, dva a-helixy a jeden 3/10 helix. Struktura
izomerazové domény CypE ma ze 13 % charakter helixu a z 30 % charakter B-listu.
Primarni struktura izomerazové domény CypE je znazornéna na obrazku 7 (A). Terciarni
struktura izomerazové domény s barevné vyzna¢enymi prvky sekundarni struktury je
zobrazena na obrazku 8 (A). Struktury izomerazové domény lze najit pod PDB: 1ZMF,
2R99, 3UCH [18].

RRM doména CypE obsahuje dva a-helixy, jeden 3/10 helix a jeden B-list. Jeji struktura
ma z 25 % charakter helixu a z 32 % charakter B-listu. Primarni strukturu s vyznacenymi
sekundarnimi prvky znazornuje obrazek 7 (B). Terciarni strukturu s barevné
vyznafenymi sekundarnimi prvky zobrazuje obrazek 8 (B). Struktury RRM motivu lze
najit pod PDB: 2CQB, 3MDF, 3LPY, 2KYX [19].
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Obrazek T1: A) Primarni struktura izomerdzové domény PPIE se znazornénymi
sekundarnimi prvky [18], B) Primarni struktura RMM domény PPIE s vyznacenymi
sekunddarnimi prvky [19].

Obrazek 8: Terciarni struktura cyklofilinu E. A) izomerazova doména cyklofilinu E,
B) RRM doména cyklofilinu E.

U cyklofilinu E byly popsany dvé formy, o velikostech 30 kDa a 33 kDa, vznikajici
pravdépodobné posttranslaéni modifikaci. Pouze forma o velikosti 33 kDa, produkovana
v lyzatech retikulocytt, byla schopna se vazat na RNA. Je tedy mozné, Zze fosforylace a
defosforylace hraje dulezitou roli v regulaci jejich aktivity [20].
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1.3.2 Funkece cyklofilinu E

Cyklofilin E, jeho RRM i izomerazova doména, se ucastni jako spliceofilin sestiihu
pre-mRNA, pii kterém se zjednovlaknové mRNA odstrafiuji introny a exony se
navzajem spojuji. Toto zpracovani mRNA probihd pomoci makromolekularniho
spliceozomalnilho komplexu, ktery se sklada z péti malych jadernych RNA (ShRNA),
interagujicich s proteiny za vzniku snRNP subkomplext, a tyto SnRNP subkomplexy se
spojuji za vzniku spliceozomu. Spliceozomy eukaryot mohou obsahovat stovky dalsich
proteinovych faktort, které se nazyvaji ,,ptislusenstvi‘ ke spliceozomu, a mezi které se
fadi také spliceofiliny, naptiklad cyklofilin E. Spliceofiliny maji svou roli v regulaci
sestiihu a v prabéhu sestiihového cyklu. Schopnost formovat sesttih maji v cyklofilinu E
interakce v mistech mimo aktivni misto @ mimo izomerazovou doménu, kde se vyskytuje
velky stupen diverzity. Spliceofiliny se aktivné ucastni také regulace sestfihu v apoptodze
a zanétu. Odstranéni jednotlivych spliceofilinll z buné¢k ma tak za nasledek velké zmény
v tisicich sestiihovych udalosti [5].

1.4 Priprava rekombinantnich proteini v Escherichia coli

Ptiprava rekombinantnich proteini je alternativou k izolaci proteini z ptfirozenych
zdroju, ktera probiha obvykle slozitymi mnohakrokovymi purifikaénimi postupy. Jako
ptirozeny zdroj se oznacuji ZivociSné tkané, rostlinné pletiva nebo mikroorganismy, ve
kterych je dany protein pfirozené exprimovan. Misto ptirozenych zdrojt se pouzivaji pro
expresi protein hostitelské organismy, které jsou snadnéji kultivovatelné a vysledny
protein je z nich snadno izolovatelny ve vysoké Cistoté. Piikladem takového organismu
je bakterie Escherichia coli (E.coli).

Jako rekombinantni proteiny obecné oznacujeme takové proteiny, které se ptipravuji
pomoci genetické modifikace. Pfesnéji se pfipravi rekombinantni DNA, pomoci umélého
spojeni n&kolika gend, a to tak, aby se vznikla geneticka informace byla schopna
V hostitelském organismu replikovat. Zpravidla se spojuje genom hostitelského
organismu a gen kodujici pozadovany protein. Vytvorena rekombinantni DNA se vklada
do hostitelskych organismii, které zajiSt'uji jeji transkripci a translaci. Vysledkem je
exprese pozadovaného proteinu pomoci hostitelského organismu. Piiprava
rekombinantnich proteinti do zna¢né miry usnadiiuje dostupnost proteind pro védecké a
1ékaiské ucely. Ptinasi s sebou celou fadu vyhod, jako je vétsi vytéznost proteint,
jednodussi postupy pii izolaci proteinii, mensi casovou a finan¢ni naro¢nost, vétsi Cistotu
proteini, niz§i mnozstvi vstupni suroviny a vylucuje infekeni rizika [21].
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Pro ptipravu rekombinantnich proteini pomoci hostitelského proteosyntetiského aparatu
existuje né€kolik zakladnich a neménnych postupti. 1) Ziskani genu kodujiciho
pozadovany protein. 2) Vlozeni genu do DNA, ktera zaroven obsahuje dal$i nezbytné
sekvence, nutné pro piijeti této rekombinantni DNA hostitelskou buiikkou a expresi
proteinu. Takova DNA, do které se vklada sekvence cilového proteinu, se nazyva
expresni vektor. 3) Vlozeni upraveného vektoru do bunék. Pokud budeme hovofit o
vkladani vektoru do prokaryotnich bunék, jedna se o transformaci, pokud hovofime o
vkladani genu do eukaryotnich bunék, hovofime o transfekci. 4) Urceni a oddé€leni bunék,
které vektor pfijaly. Tyto bunky/organismy se namnozi a péstuji za vhodnych podminek,
aby byly schopné dany protein exprimovat. 5) Izolace a purifikaci exprimovaného
proteinu od nezadoucich latek [21, 22]. Cely proces piipravy rekombinantniho proteinu
znédzornuje obrazek 9.
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Obrazek 9: Schéma pripravy rekombinantniho proteinu. 1: ziskani genu kodujiciho
pozadovany protein, 2: ligace genu do expresniho vektoru, 3: transformace expresniho
vektoru, obsahujictho gen pozadovaného proteinu, do vhodného hostitelského expresnino
systemu, 4: selekce bunek, které plazmid prijaly, a tvorba kultury, ktera dany protein
exprimuje, 5: izolace a purifikace pozadovaného proteinu.

Produkci rekombinantniho proteinu 1ze optimalizovat na nékolika tirovnich, kterymi jsou
vybér expresniho systému, zplsob kultivace, pouzité purifikaéni znacky a vybér
purifika¢nich metod [21].
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1.4.1 Charakteristika E.coli

Escherichia coli je bakterie z ¢eledi Enterobacteriaceae a rodu Escherichia. Jedna se 0
gramnegativni, aerobni ty¢inku, pohybujici se pomoci bi¢ikd. Pfirozené se vyskytuje jako
nepatogenni fakultativni bakterie ve stfevni mikroflofe savct. Nékteré kmeny E.coli vSak
zpusobuji onemocnéni tykajici se gastrointestindlniho, mocového nebo centralniho
nervového systému. Nejéastéji tyto patogenni kmeny zpuisobuji prijmova onemocnénim,
kterd se projevuji jako cestovatelsky prujem, hemoragicka kolitida, hemolyticko-
uremicky syndrom, pietrvavajici prijem nebo vodnaty prijem [23, 24].

Escherichia coli vsak dosahla velkého uplatnéni v molekularni biologii, kde slouzi jako
expresni systém pro ziskavani rekombinantnich proteinli. Dokonce patii mezi nejvice
pouzivanou bakterii pro tento ucel. Divodem je rychly rust bakterie a rychla doba
zdvojeni, ktera se pohybuje kolem 30 minut. Dale zde hraje roli nizka cena ristového
média a vysoka hladina exprese proteinu. K dal§im pozitivim patii snadna kultivace a
snadna kontrola genové exprese, ktera muze byt fizena nékolika promotory. E.coli je
nejlépe charakterizovany hostitel a byl pro ni navrhnut velky rozsah klonovacich
expresnich vektort [25, 26]. E.coli ma vSak v produkci rekombinantnich proteint také
své nevyhody. Nékteré lze obejit, u jinych je takova moznost slozitd. Mezi mensi
nevyhody zapada ptirozena sekrece proteinli do periplazmy, coz neumoziuje ziskavat
proteiny bez poruseni vnéjsi membrany. Tuto nevyhodu Ize obejit pomoci modifikace
E.coli, kdy sekrece proteintt muze probihat do média [26]. Dalsi mensi nevyhodou je, Ze
bakteridlni expresni systém obsahuje nedostatek tRNA pro nekteré kodony ptevazujici u
eukaryotické mRNA. Tento nedostatek 1ze obejit vytvofenim expresnich kment bakterii,
které nesou plazmidy, kodujici tyto vzacné tRNA. Mezi komplikujici nedostatek spada
proteind, kvili nepfitomnosti aparatu molekularnich chaperont. Chaperony napomahaji
eukaryotickym proteinim pfi spravném slozeni a tim zajistuji jejich spravnou
biologickou aktivitu. Z E.coli se vSak proteiny ziskavaji v nativni formé, a velké multi-
doménové eukaryotické proteiny jsou pak nachylné k denaturaci, ¢imz vytvari
nerozpustna inkluzni téliska [25]. VétSinou se tento problém objevuje pii nadmérné
expresi proteind, a proteiny vétsinou lze zachranit pomoci solubilizace, uplné denaturace
a nasledné renaturace. Tyto procesy jsou vSak slozité, ndkladné a maji malé vytézky.
Nejlepsim fesenim je tak pouziti eukaryotickych expresnich systému [25, 26]. Dalsi
nevyhodou exprese eukaryotnich rekombinantnich proteinii v E.coli je neschopnost
posttranslaéni modifikace, kvili absenci mechanismi, kterymi se posttransaéné
modifikuji bézné eukaryotické proteiny. Tyto modifikace zahrnuji N-glykosylaci,
O-glykosylaci, fosforylaci, acetylaci, acylaci a gama-karboxylaci. Dal$imi nevyhodami
je obsah endotoxini v buné¢né sténé E.coli [25] a to, Ze je velmi obtizné bez testovani
vybrat spravny hostitelsky vektorovy systém, signalni sekvenci pro sekreci a dalsi
podminky pro piipravu pozadovaného proteinu [26].
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1.4.2 Ziskani genu kédujiciho cilovy protein

Prvni nezbytnou soucésti ptipravy rekombinantnich proteind, je ziskani genu, kddujiciho
pozadovany protein. U proteinti pochazejicich z prokaryotnich organismi se muze
vychazet z celého useku DNA, a nasledné nékolikanasobné zvysit jeho pocet pomoci
polymerazové ftetézové reakce (PCR). U proteini pochdzejicich z eukaryotnich
organismi nelze pouzit tuto metodu, jelikoz eukaryotni geny obsahuji navic nekodujici
sekvence (introny) a nepiepisované 3¢ a 5° sekvence. U téchto proteinu se tedy vyplati
dv€é moznosti. Prvni moznosti je izolovat mMRNA, ktera jiz neobsahuje introny, ale jen
funkéni sekvence. Tato mRNA se zpétné prepiSe do komplementarni DNA (cDNA),
pomoci reverzni transkriptazy. Reverzni transkripce se da s vyhodou provést pomoci
komerénich kitd. Druhou moznosti je ziskani genu syntetickou cestou [21].

1.4.3 VlozZeni genové sekvence do vhodného vektoru

Gen kodujici pozadovany protein se vklada do vhodného expresniho vektoru, zvoleného
podle expresniho systému, ktery bude nasledné pouzit [21]. Vektory mohou byt v podobé
plazmida (nezivé vektory), nebo virta (zivé vektory) [27]. Nejcastéji se pouzivaji
plazmidy, coz jsou extrachromozomalni kruhové DNA molekuly, schopné vlastni
replikace v hostitelské burnice. Vyskytuji se pfirozené u vétSiny bakterii a koduji geny,
pomahajici bakteriim pfezit v nepfiznivém prostiedi. Tim ovliviiuji také jejich
metabolickou aktivitu. Pro vytvofeni expresnich vektor jsou z plazmidi odstranény
nepotiebné sekvence a zachovany jen ty nezbytné nutné. Mezi dilezité sekvence patii
prokaryoticka oblast, kde se nachazi pocatek replikace (ori) a selekéni marker, a
eukaryoticka oblast, kde se nachazi vlastni pocatek replikace (ori) S expresni oblasti,
obsahujici klonovaci misto (MCS) a sekvenci regulujici transkripci [28, 27]. V expresnim
misté je Casto obsazena také sekvence kodujici afinitni znacky, Snimiz muze byt
rekombinantni protein nasledné exprimovan [29]. E.coli, jako ptiklad bakterialniho
expresniho systému, mtze vyuzivat nékolik komeréné dostupnych expresnich vektort,
nejcastéji ve forme dvoutetézcovych kruhovych DNA plazmida. Plazmidy se v E.coli
replikuji dle potieby a jsou v bakteriich pfitomny ve vét§im poctu. Druhou moznosti je
zaflenéni genu pro pozadovany protein piimo do chromozomu E.coli pomoci
prostiednikti, naptiklad pomoci bakteriofagn [30]. Ptikladem expresniho vektoru je
plazmid pET-28a(+), znazornény na obrazku 10. Tento expresni vektor se od nami
pouzitého vektoru pET-28b(+) lisi pouze velikosti o piebyvajici 1 bp, nasledujici za
BamHI. Velikost pET-28b(+) je tedy 5 368 bp.
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Obrazek 10: Priklad expresniho vektoru pET-28a(+), s vyznacenymi dillezitymi oblastmi.

1.4.4 Transformace rekombinantni DNA do hostitelskych bunék

Expresni vektor, obsahujici pozadovany gen, se vklada do hostitelskych bungk, slouzicich
k expresi daného rekombinantniho proteinu. Exprese proteini mutize byt pfechodna, nebo
konstantni. Pfechodna exprese proteinu je fizena piechodnou genetickou modifikaci
organismu, zatim co kontinualni exprese proteinu vyuziva tvorbu stabilnich linii, které
nesou gen pro dany protein na plazmidu nebo integrovany do genomu. VnaSeni
expresniho vektoru do prokaryotické bunky se nazyva transformace, a je podminéna
dostateCnou permeabilitou bunééné cytoplazmatické membrany, ptes kterou se vektor
musi dostat [21]. Transformaéni metody jsou obecné zaloZzeny na biologickych,
chemickych a fyzikalnich metodach. Pirehled téchto metod znazornuje tabulka 3,
tabulka 4 a tabulka 5 [27].

Prvni metodou je virovy pienos, zaloZeny na pfirozeném pienosu virové DNA do
hostitelskych bunék béhem infekce. Z genetického materidlu viri se odstrani patogenni
geny a vlozi se do nich gen cilového proteinu. Virovy pfenos ma vysokou ucinnost a
vysokou klonovaci kapacitu (mnozstvi nukleotidi, které mtize dany vektor prenést) [27].
Piehled vira zprostiedkovavajicich prenos DNA zobrazuje tabulka 3.
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Tabulka 3: Biologickd transformacni metoda pouzitelna pro prokaryotické bunky, shrnuti
jejich vvhod a nevyhod [27].
Biologické
transfekéni metody

Popis transfekéni metody, vyhod a nevyhod

Obsahuje dvoutetézcovou DNA. Jeho Klonovaci kapacita je

Bakteriofag A
axieriotag dvojnasobna oproti plazmidovym vektortim.

Druhou metodou je chemicky ptenos, zalozeny na neutralizaci naboje membrany, nebo
zméné ndboje na kladny. Membrany jsou zaporné nabité a DNA neni schopna samovolné
prechazet pres lipofilni membranu, ktera zaroven nese zdporny naboj. Po zméné naboje
je schopen komplex DNA-transfekéni roztok ptejit do bunky. Tyto metody jsou méné
efektivni nez virové pienosy, ale nedochazi pti nich k imunologické odpovédi [27].
Chemokompetentnim bunikam se k pfijeti DNA muize napomoct teplotnim Sokem [21].
Piehled chemickych metod je znazornén v tabulce 4.

Tabulka 4: Prehled chemickych transformacnich metod pouzitelnych pro prokaryotni
bunky, shrnuti jejich vyhod a nevyhod [27].

Chemické
transfekéni metody

Popis transfekéni metody, vyhod a nevyhod

Nejvyznamngjsim transfekénim ¢inidlem je fosfore¢nan
Anorganické vapenaty. DNA do bunky pfechazi pomoci fagocytozy, do
slouc¢eniny jadra pomoci lysozomu. Jedna se o levnou metodu. Vyuzitelna
pro stabilni i pfechodnou expresi. Metoda je ¢asoveé naro¢na.

Syntetické latky jako poly-L-lysin (PLL), dietylaminoetyl-
dextran (DEAE-dextran) nebo polyetylenimin (PEI) tvofi
Kationické polymery | s DNA komplexy nesouci naboj, nazyvany polypex. Polypexy
maji schopnost adherovat k bunéénému povrchu a prechazet

pomoci endocytézy do bunééné cytoplazmy. Do bunééného
jadra pfechazi ¢istda DNA cytoplazmatickym transportem.

Syntetické slouceniny majici amfifilni charakter, diky kterému
tvoii liposomy. Liposomy sDNA vytvaii kladné nabity
Kationickeé lipidy komplex, takzvany lipoplex, ktery pifechdzi do bunky
endocytozou. Pouzivaji se pro stabilni expresi. Metoda je velmi
efektivni, ale také ma vyssi cenu.
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Tteti metodou je fyzikalni prenos, kdy se do bunky pienasi nejcastéji samotna DNA.
Fyzikalni procesy byvaji jednoduché, s pomérné vysokou uspésnosti. Pro provedeni je
vSak nezbytna spravna optimalizace, aby nedochéazelo k poskozeni nebo k usmrceni
bunék [27]. Fyzikalni metody pienosu jsou vypsany Vv tabulce 5.

Tabulka 5: Prehled fyzikalnich transformacnich metod pouzitelnych pro prokaryotni
bunky, shrnuti jejich vyhod a nevyhod [27].

Fyzikalni
transfek¢éni metody

Popis transfek¢éni metody, vyhod a nevyhod

Vyuzivé elektrického impulzu s vysokym napétim, kterym se
reorganizuje lipidova dvojvrstva a vytvoii se reverzibilni pory.
Elektroporace Témito pory mohou prochazet malé molekuly do bunky.
Metoda je vyuzitelnd pro vSechny typy bunck. Zajistuje
piechodnou i stabilni transfekci.

Pomoci kapilary se DNA vlozi pfimo do cytoplazmy cilové
bunky. Metoda zahrnuje mensi pravdépodobnost mutaci. Neni
vhodna pro transfekci ve vétsim métitku. Pouziva se naptiklad
pro vneseni DNA do embryondlnich bunék.

Metoda vyuziva mikroskopickych ¢astic wolframu nebo zlata,
obalenych DNA. Castice jsou do buiiky ,,nastfelovany* pomoci
Gene gun velkého zrychleni. Uginnost transfekce je shodna s u¢innosti
elektroporace. Vyskytuje se zde moznost poSkozeni
hostitelského organismu. Je to pomérné drahd metoda.

Mikroinjekce

Metoda vyuzivd magnetické nanocastice, na kterych je
zachycena DNA. Ty jsou pomoci siln¢ magnetického pole
pfenaSeny do bunék.

Magneticka ¢astice
(MATra)

Ultrazvuk Mechanismus neni znam

1.45 Selekce bunék, které prijaly poZadovany vektor a namnoZeni bunék

Selekci ziskame bunky, které piijaly gen pozadovaného proteinu a jsou schopny jej
exprimovat. Selekce se provadi pouze u stabilnich linii a je zalozena na selekénich
markerech, pfitomnych v expresnim vektoru, ktery rovnéz obsahuje gen pro pozadovany
protein. Selek¢éni markery koduji nejcastéji rezistenci na urcity typ antibiotik v podobé
enzymu, které danému organismu ptirozené chybi a expresi téchto enzymil si organismus
zajisti preziti v kultivaénich podminkach [21]. Prikladem takového enzymu je
B-laktamaza, zpusobujici rezistenci na B-laktamova antibiotika (penicilin, ampicilin,
tetracyklin, blasticidin a dalsi) [31].
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1.4.6 Exprese proteinu

Buiiky se nasadi do zivného média, kde probiha jejich mnozeni a exprese cilového
proteinu. Jelikoz neni exprese samotného cilového proteinu pro buniky vyhodna a buiiky
nemaji potiebu jej exprimovat, je do expresni oblasti plazmidu piidan gen kodujici
enzym, ktery zajistuje preziti bunck v urcitém prostiedi. Aby bunky ptezily, musi dany
enzym exprimovat a s nim je zaroven exprimovan i pozadovany protein. Timto zpisobem
l1ze zafidit kontinudlni nebo jen indukovanou expresi, kdy se vyuzivd zmény slozeni
média. Piikladem muze byt laktozovy operon, ktery je aktivni pouze za piitomnosti
laktozy a nepfitomnosti glukézy [21].

1.4.7 lzolace a purifikace proteinu

Po expresi se pozadovany protein izoluje a purifikuje. Vyhodou je sekre¢ni varianta
exprese, kdy je cilovy protein pfitomny v médiu. V druhém p¥ipadé protein zGstava v
cytoplazmé bunck, ze kterych se izoluje pomoci lyze bunck. Lyze znamené rozruSeni
bunééné stény a bunééné membrany, pii kterém se obsah bunky uvolni do média. Lyze
bun¢k lze provést enzymaticky, napiiklad lysozymem, nebo fyzikaln€, naptiklad
sonikaci, opakovanym mrazenim, nebo mletim. Vé&tsinou se pouziva kombinace vyse
uvedenych metod [21].

K ziskani ¢istého proteinu, zbaveného ostatnich slozek, se pouziva purifikace [21].
K purifikaci rekombinantnich proteint je mozné vyuzit afinitnich znacek, které se mohou
umistit jak na C-konec, tak na N-konec proteinu. Afinitni znacky zaroven pomahaji
proteinim dosahnout maximalni rozpustnosti. Pfikladem takovych znacek je protein A,
lac Z, polyhistidin (his-tag), glutathion s-transferaza nebo maltézu vazajici protein [31],
a da se diky nim vyuzit metoda afinitni chromatografie. K purifikaci proteinti vSak neni
zapotiebi pouziti afinitni znacky. Takové proteiny se purifikuji pomoci jinych
chromatografickych metod, jako je gelova permeaéni chromatografie, iontoménic¢ova
chromatografie nebo hydrofobni chromatografie. V neposledni fad¢ se da pouzit také
metoda selektivni precipitace siranem amonnym [21].

1.4.8 Ovéreni identity proteinu, stanoveni koncentrace a Cistoty

Pro ovéfeni miry GspéSnosti zvoleného postupu je tieba stanovit identitu proteinu, jeho
koncentraci a cistotu. Identita proteinu se mize ovéfit pomoci metod imunologickych
(western-blot), nebo pomoci hmotnostni spektrometrie (MALDI-TOF). Koncentrace
proteinu se nejcastéji Stanovuje pomoci spektralnich technik, jako je metoda dle
Bradfordové, nebo metoda vyuZzivajici sodné soli kyseliny bicinchoninové (BCA).
Cistota proteinu se stanovuje pomoci elektroforézy v polyakrylamidovam gelu,
v piitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE clektroforézy) s naslednym
denzitometrickym vyhodnocenim. Pro ovéfeni spravného zabaleni proteinu po translaci
se stanovuje jeho funkcnost. U enzymové¢ aktivnich proteinti se stanovuje aktivita
vzhledem k substratim a u antigennich proteinia se stanovuje imunogenita a schopnost
navozeni specifickych imunitnich mechanismi [21].
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Chemikalie a materialy

CHEMIKALIE

DODAVATEL

Agar-Agar, BioScience, granulated

Carl Roth Gmbh & Co. Kg

Agarosa SERVA for DNA Electrophoresis

SERVA Electrophoresis GmbH

Akrylamid (AA)

Sigma-Aldrich s.r.o.

Blotting-Grade Blocker

Bio-Rad Laboratories

BlueJuice Gel Loading Buffer (10x) Invitrogen
Bromfenolova modi (BFB) Sigma-Aldrich s.r.o.
BugBuster Protein Extraction Reagent MilliporeSigma

Coomassie Brilliant Blue G

Sigma-Aldrich s.r.o.

CuS04.5H20

Sigma-Aldrich s.r.o.

CutSmart pufr

New England Biolabs

Cyklosporin A

Sigma-Aldrich s.r.o.

Dodecylsiran sodny (SDS)

Sigma-Aldrich s.r.o.

Glycerol Sigma-Aldrich s.r.o.
Hovézi sérovy albumin (BSA) Sigma-Aldrich s.r.o.
Imidazol Sigma-Aldrich s.r.o.
Inhibitory proteaz (bez EDTA) Hoffmann-La Roche
Isopropanol SERVA Electrophoresis GmbH
Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid (ITPG) SERVA Electrophoresis GmbH
Kanamycin SERVA Electrophoresis GmbH
Karbenicilin SERVA Electrophoresis GmbH

Kyselina fosfore¢na (85 %)

Penta PENTA s.r.o.

LB Broth (Luria/Miller)

Carl Roth Gmbh & Co. Kg

Marker molekulovych hmotnosti
DNA O’GeneRuler 1 kb DNA

Thermo Fisher Scientific

Marker molekulovych hmotnosti
Precision Plus Protein Kaleidoscope

Bio-Rad Laboratories

Merkaptoetanol Sigma-Aldrich s.r.o.
Metanol Sigma-Aldrich s.r.o.
NazHPO4 . 12 H20 PENTA s.r.0.

NaCl Penta PENTA s.r.o.
Ni-NTA agarose Qiagen

Persiran amonny (APS)

Sigma-Aldrich s.r.o.

Polyvinyliden fluoridova (PVDF) membrana

(0,2 um) MilliporeSigma
PPP Master Mix Top-Bio
Seakem GTG Agarosa Lonza

Siran amonny

Sigma-Aldrich s.r.o.

SOC médium

New England Biolabs
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SYBR save DNA Gel Stain (10 000x konc.)

Invitrogen

TAE pufr (50x konc.)

SERVA Electrophoresis GmbH

Tetracyklin SERVA Electrophoresis GmbH
Tetrametyletylendiamin (TEMED) Sigma-Aldrich s.r.o.
Tris Penta PENTA s.r.o.

Tris(hydroxymetyl)aminometan (Tris)

Lach:ner, s.r.o.

TWEEN 20

Sigma-Aldrich s.r.o.

2.2 Buiky
BUNKY DODAVATEL
E.coli BL-21 (DE3) New England Biolabs
E.coli XL-1 Agilent Technologies
NEB Turbo Competent E.coli New England Biolabs
2.3 Enzymy
ENZYMY DODAVATEL
Anza T4 DNA Ligase Master Mix Invitrogen
Benzonéza Sigma-Aldrich s.r.o.
Lysozym Sigma-Aldrich s.r.o.

Restrikéni endonukleaza Ndel

New England Biolabs

Restrikéni endonukleaza Xhol

New England Biolabs

RNaza T1 Thermo Fisher Scientific
T4 DNA ligaza New England Biolabs
2.4 Plazmidy
PLAZMIDY DODAVATEL
pCR4-TOPO Invitrogen
PET-28b(+) Merck kGaA
pUC19 Invitrogen
2.5 Protilatky
RPOTILATKY DODAVATEL
CyPA Antibody (6-YD13) sc-134310 Santa Cruz Biotechnology
His-probe Antibody (H-3) HRP sc-8036 HRP Santa Cruz Biotechnology
m-lgGk BP-HRP sc-516102 Santa Cruz Biotechnology
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2.6 Komerc¢né vyrabéné Kity

Monarch Plasmid DNA Miniprep Kit (NEB#T1010) (New England Biolabs)
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)

Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare)
Kit pro stanoveni bilkoviny pomoci metody BCA (Sigma-Aldrich s.r.0.)
Quick CIP (New England Biolabs)

2.7 Pristrojové vybaveni

Laminarni box SCS-13 (Faster)

Inkubovana tiepacka Innova 42 (New Brunswick Scientific)

Centrifuga Eppendorf 5804R (Eppendorf)

Stolni centrifuga Minispin plus (Eppendorf)

Termoblok Thermoshaker (Grant-Bio)

Spektrofotometr Tecan Spark (Tecan)

UV transluminator s kamerou (Uvitec Cambridge)

Elektroforetické zafizeni pro agardézovou elektroforézu (Fisher Scientific)
Elektroforetické zatizeni pro PAGE elektroforézu (Bio-Rad Laboratories)
PCR cyklér Master cycler X50s (Eppendorf)

Laboratorni sonikator UP100H (Hielscher Ultrasonics)

Kyvacka BenchRocker (Benchmark s.r.o.)

Rotator Rotobot (Benchmark s.r.o.)

Zatizeni pro western blotting Trans-Blot turbo (Bio-Rad Laboratories)
Inkubator Unilncu 20 (LLG Labware)

Detekéni systém Biosystems ¢400 (Azure Biosystems)

Spektrofluorimetr LS-55 (PerkinElmer (UK))

PTP — 1 Fluorescence Peltier Systém (PerkinElmer (UK))

Izotermalni titra¢ni kalorimetr MicroCal PEAQ-ITC (Malvern Instruments)
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2.8 SloZeni pouzitych roztoku a pufri

Lyzacni pufr
= 50 mM Na;HPOQO;4 . 12 H.0
= 150 mM NaCl

= 10 mM imidazol
= pH 8 (aprava NaOH)

Promyvaci pufr 1
= 50 mM Na;HPOQO;4 . 12 H.0
= 150 mM NaCl

= 20 mM imidazol
= pH 8 (iprava NaOH)

Promyvaci pufi 2
= 50 mM NazHPOg4 . 12 H20
= 150 mM NaCl

= 40 mM imidazol
* pH 8 (aprava NaOH)

Elucni pufr
= 50 mM NaH2PO;4 . 12 H,O
= 150 mM NaCl

= 250 mM imidazol
*= pH 8 (aprava NaOH)

Vyménny pufr
= 71 mM Tris
= 214 mM NaCl

= pH 7,4 (iprava NaOH)

TAE pufr
= 20 ml TAE pufru (50x konc.)
= 980 ml ultracisté vody

Isobutanol nasyceny vodou
= (isty isobutanol
= Ultracistd voda

Fixacni roztok pro BlueSilver barveni
= 10 ml koncentrované kyseliny octové
= 40 ml metanolu
= 50 ml ultracisté vody
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Barvici roztok BlueSilver
* 10 ml ultracisté vody
= 8 ml 85 % kyseliny fosfore¢né
= 10 g siranu amonného
= 0,12 g Coomassie Brilliant Blue G
= Doplnit do 80 ml ultra¢istou vodou
= 20 ml metanolu

Bradfordovo cinidlo
= 100 mg Coomassie briliant blue G250
= 50 ml 95 % etanol
* 100 ml 85% kyseliny fosforecné
= Doplnit do 1000 ml vodou

10x zasobni TBS pufr
= 24gTris
= 8,89 NaCl
* 900 ml ultracisté vody
= pH 7,6 (Gprava HCI)
* Doplnit do 1 000 ml ultracistou vodou

TBS-T pufr
* 10 ml 10x zasobniho TBS pufru
=  Doplnit do 1 000 ml ultracistou vodou
= 1ml TWEEN 20

Blotovaci pufr
= 25mM Tris
= 192 Mm glycin
» 20 % metanol
* Doplnit ultracistou vodou do 500 ml

4M HCI
= 88 ml koncentrované HCI
* 150 ml ultracisté vody
* Doplnit ultracistou vodou do 250 ml

1,5 M Tris-HCI
= 18,59 Tris
= 75 ml ultracisté vody
» pH 8,8 (iprava HCI)
* Doplnit ultracistou vodou do 100 ml
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0,5 M Tris-HCI
= 6gtris
» 75 ml ultracisté vody
= pH 6,8 (iprava 4M HCI)
*  Doplnit ultracistou vodou do 100 ml

10 % SDS
= 109 SDS
= 80 ml ultracisté vody
* Doplnit ultracistou vodou do 100 ml

10 % APS
= 0,01 g APS (ammonium persulfate)
* 100 pl ultracisté vody

30 % akrylamid (AA) + 0,8 % bis-akrylamid (bis-AA)
= 30gAA
= 0,89 hbis-AA
* 100 ml ultracisté vody

5x zasobni elektrodovy pufr (5x SDS pufr)
= 1519gTris
= 72gglycin
= 59gSDS
* 900 ml ultracisté vody
= pH 8,3 (pomoci 4M HCI)
* Doplnit ultra¢istou vodou do 1 000 ml

1x SDS pufr
= 160 ml 5x koncentrovaného elektrodového pufru
= 640 ml ultracisté vody

0,5 % bromfenolova modi (BFB)
= 5,0 mg BFB
* 10 ml ultracisté vody

5% zdasobni vzorkovy pufr
* 1,2 ml ultracisté vody
= 5ml0,5M Tris-HCI, pH 6.8
= 3,4 ml glycerol
= 19gSDS
= 0,4ml0,5%BFB
* (10 pl ME na 200 pl zésobniho vzorkového pufru)
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Denaturacni pufr
= 8 M mocovina
= 50 mM Tris
= 150 mM NaCl
= 30 % glycerol
= pH 7,4 (Gprava HCI)
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2.9 Metodika
2.9.1 Klonovani cDNA CypA a CypE do expresniho plazmidu pET-28b(+)

2.9.1.1 Priprava nocni kultury

Ze zasobnich kultur E.coli XL-1 obsahujicich plazmid pCR4-TOPO_CypA, pCR4-
TOPO_CypE a expresni vektor pET-28b(+), skladovanych pii -80 °C, byly piipraveny
no¢ni kultury o objemu 10 ml. Jejich Slozeni znazornuje tabulka 6. Kultury byly
inkubovany pii 37 °C a 150 rpm pies noc. Nasledné byly kultury pouzity pro izolaci
plazmidu a pro pfipraveni dal§ich zasob téchto bunék.

Tabulka 6: Slozeni nocnich kultur E.coli XL-1 s viozenym pCR4-TOPO_CypA, pCR4-
TOPQO_CypE a pET-28b(+) plazmidem.

Komponenta Kultura 1 [pl] Kultura 2 [ul] | Kultura 3 [ul]
Sterilni LB médium 10 000 10 000 10 000
Karbenicillin 50 pg/ml 10 10

Kanamycin 50 mg/ml - - 10

E.coli s pCR4-TOPO_CypA | 50 - -

E.coli s pCR4-TOPO_CypE | - 50 -

E.coli s pET-28b(+) - - 50

2.9.1.2 lzolace plazmidu

Nocni kultury byly po 5 ml centrifugovany v konickych zkumavkach pii 4 500 rpm a
4 °C, 20 minut. Supernatant byl odstranén a pelety byly pouzity pro izolaci plazmidu
pomoci Kitu Monarch Plasmid DNA Miniprep Kit podle pokynt vyrobce. Kazda peleta
byla resuspendovana ve 200 pl resuspendacniho pufru (B1) pomoci pipety. Nasledné bylo
do smési piidano 200 pl lyza¢niho pufru (B2). Mikrozkumavka byla manualné nékolikrat
prevracena (nesmi se tiepat), dokud roztok nezmeénil barvu z rizové na tmaveé rizovou.
Lyzat byl dale zneutralizovan pfidanim 400 pl neutraliza¢niho pufru (B3).
Mikrozkumavka byla manualné nékolikrat pfevracena (nesmi se tiepat) do doby, dokud
se barva celého obsahu nezménila na Zlutou a poté byla inkubovana 2 minuty pfi
laboratorni teploté. Vznikly precipitat byl centrifugovan pii 14 000 rpm, 5 minut.
Supernatant s pozadovanym plazmidem byl nanesen na kolonu z kitu, vlozenou ve sbérné
zkumavce, a centrifugovan pii 14 000 rpm, 1 min. Kolona byla promyta 200 pul
promyvaciho pufru 1 a opét centrifugovana pii 14 000 rpm, 1 min. Nasledn¢ byla kolona
promyta 400 pl promyvaciho pufru 2 a centrifugovana pii 14 000 rpm, 1 min. Kolona
byla pfenesena do Cist¢é mikrozkumavky a zachyceny plazmid byl eluovan 30 pl
destilované sterilni vody, nanesené do stfedu kolony. Kolona byla inkubovéana
jednu minutu pfi laboratorni teploté a nasledné centrifugovana pii 14 000 rpm, 1 min.
Zachyceny eluat obsahoval pfislusny plazmid.
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2.9.1.3 Méreni koncentrace a Cistoty plazmidi

Méfeni bylo provedeno pouze u tietiho pokusu, z divodu pifidani pfesného mnozstvi
plazmidt do restrikéni smési, podle pokyni vyrobce. Koncentrace a ¢istota byla méfena
na mikrodesti¢kovém multireaderu, pomoci specialni desti¢ky NanoQuant, pii 280 nm.

2.9.1.4 Restrikce plazmidi

Purifikované plazmidy z2.9.1.2. byly rozstépeny pomoci restrikénich endonukleéz.
Pouzité restrikéni endonukleazy byly Xhol a Ndel, a pro restrikci byly voleny razné
podminky. Slozeni restrikénich smési v pokusu ¢. 1, 2 a 3 znazoriuje tabulka 7, tabulka 8
a tabulka 9. Restrikce v pokusu ¢. 1 probihala pti 37 °C, 1 hodinu a bez nasledné
inaktivace restrik¢énich endonukleaz. Restrikce v pokusu €. 2 probihala pii 37 °C pies noc
a také bez nasledné inaktivace restrikénich endonukleaz. Pro restrikci v pokusu ¢. 3 byl
pouzit pfesné 1 pug plazmidu, vypocitany z namétené koncentrace. Restrikce probihala pii
37 °C, 1 hodinu. Nasledovala inaktivace restrikénich endonukledz pti 65 °C, 20 minut.
Po restrikci plazmidu pET-28b(+) byla provedena defosforylace, piidanim 2 pl Quick
CIP, pti 37 °C, 10 minut. Inaktivace fosfatazy probéhla pii 80 °C, 2 minuty.

Tabulka 7: SloZeni restrikcéni smési, pokus ¢. 1.

Restrikce plazmida pokus ¢&. 1

Restrikéni smés 1 | Restrikéni smés 2 | Restrik¢éni smés 3
Komponenta

[wl] [ml] [ml]
CutSmart pufr 3 3 3
Xhol 1 1 1
Ndel 1 1 1
pCR4-TOPO_CypA 20 - -
pCR4-TOPO_CypE - 20 -
PET-28b(+) - - 20
Ultracista voda 5 5 5

Tabulka 8: Slozeni restrikcni smési, pokus ¢. 2.

Restrikce plazmida pokus ¢. 2

Restrik¢éni smés 1 | Restrikéni smés 2 | Restrikéni smés 3
Komponenta

[ml] [ml] [nl]
CutSmart pufr 2 2 2
Xhol 1 1 1
Ndel 1 1 1
pCR4-TOPO_CypA 10 - -
pCR4-TOPO_CypE - 10 -
pET-28b(+) - - 10
Ultracista voda 7 7 7
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Tabulka 9: Slozeni restrikéni smési, pokus ¢. 3.

Restrikce plazmida pokus ¢. 3

Restrikéni smés 1 | Restrikéni smés 2 | Restrik¢éni smés 3
Komponenta

[l] [ml] [ml]
CutSmart pufr 5 5 5
Xhol 1 1 1
Ndel 1 1 1
pCR4-TOPO_CypA 3,64 - -
pCR4-TOPO_CypE - 4,25 -
PET-28b(+) - - 12,7
Ultracista voda 0,36 8,75 0,3

2.9.1.5 Analyza restrikce a izolace komponent pro ligaci

Analyza restrikce probéhla na agarézové elektroforéze, pro kterou byl pfipraven 1 % gel
ze 40 ml TAE pufru a 0,4 g Seakem GTG agarosy, ktera je vhodna pro naslednou izolaci
DNA. Agarosa Vv pufru byla rozvafena pomoci mikrovinné trouby. Po ¢astecném
ochlazeni roztoku byla do roztoku ptidana barva SYBR Safe DNA Gel Stain (10 000x
konc.) oobjemu 4 ul a rozmichana. Roztok byl nalit do formy pro agarozovou
elektroforézu a do roztoku byl vlozen vhodny hiebinek. Tuhnuti gelu probihalo 15 — 20
minut. Z gelu byl nasledné vysunut hiebinek a gel byl vlozen do elektroforetické vany a
zalit TAE pufrem. Vzorky na elektroforézu byly pfipraveny smisenim celé restrikéni
smési a 3 ul BlueJuice Gel Loading pufr (10x konc.). Vzorky byly naneseny na gel
spole¢né s 4 pl markeru molekulovych hmotnosti O’GeneRuler 1 kb DNA Ladder a
separace DNA probéhla pii 100 V a 250 mA, 30 min. Vysledek elektroforézy byl
zviditelnén pomoci UV lampy a useky odpovidajici cDNA CypA, cDNA CypE a
linearnimu pET-28b(+) byly skalpelem vyfiznuty z gelu. Izolované tiseky byly vlozeny
do 2 ml mikrozkumavek a zvaZeny.

2.9.1.6 Purifikace cDNA CypA, cDNA CypE a pET-28b(+)

Z gelu izolované useky c¢cDNA CypA, cDNA CypE a linearni pET-28b(+) byly
purifikovany pomoci kitu QIAquick Gel Extraction Kit. K izolatim byl pfidan 3x objem
QC pufru a smés byla inkubovana pii 50 °C s obasnym promichavanim na vortexu,
10 minut, nebo do upIného rozpusténi gelu. Do smési byl piidan 1x objem isopropanolu
avzorky byly promichany na vortexu. Pro zachyceni usekit DNA na koloné¢, byly roztoky
o maximalnim objemu 800 pl naneseny na kolonu zkitu, vlozenou ve sbérné
mikrozkumavce a kolony byly centrifugovany pti 14 000 rpm, 1 minutu. Pro vétsi objem
vzorku byl postup opakovan. Na kolony bylo napipetovano 500 pl QC pufru a kolony
byly centrifugovany pii 14 000 rpm, 1 minutu. K procisténi DNA bylo na kolony
naneseno 750 pl PE pufru a kolony byly centrifugovany pti 14 000 rpm, 1 minutu. Pro
eluci DNA byla kolona umisténa do Cist¢ mikrozkumavky a do stfedu kolony bylo
naneseno 30 ul destilované vody. Kolona byla inkubovana jednu minutu pti laboratorni
teploté a nasledné centrifugovana pti 14 000 rpm, 1 minutu.

38



2.9.1.7 Méreni koncentrace ziskané DNA

Koncentrace vypurifikované cDNA CypA, cDNA CypE a linearniho pET-28b(+) byla
méfena na mikrodestickovém multireaderu, pomoci specialni desticky NanoQuant, pfi
280 nm.

2.9.1.8 Ligace cDNA CypA a CypE do pET-28b(+)

Ligace cDNA CypA a CypE do linearizovaného vektoru pET-28b(+) byla uskute¢néna
pomoci T4 DNA ligazy. Objemy ostatnich komponent byly vypocitiny pomoci
kalkulatoru vyrobce (http:\\nebiocalculator.neb.com), kde v pokusu ¢. 1 a 2 byl zvolen
pomér inzert:vektor 3:1 a v pokusu €. 3 byl zvolen pomér inzert:vektor 6:1. Ligacni smés
byla doplnéna sterilni destilovanou vodou do objemu 20 pl. Slozeni vyslednych liga¢nich
smési znazornuje tabulka 10, tabulka 11 a tabulka 12. Pti prvnim pokusu probihala ligace
pii laboratorni teploté, 1 hodinu. Pti druhém pokusu probihala ligace pti 16 °C, pies noc.
Pii tfetim pokusu byla liga¢ni smés inkubovana pies noc v samovolné se zahtivajici lazni

tvoiené z vody a ledu.

Tabulka 10: Slozent ligacni smési, pokus ¢. 1.

Pokus ¢. 1

Komponenta Liga¢ni smés 1 [pl] Liga¢ni smés 2 [pl]
cDNA CypA 0,75 -

cDNA CypE - 1,75

PET-28b(+) 1,3 1,3

Ultradista voda 14,95 13,95

Ligézovy pufr (10x konc.) | 2 2

T4 DNA ligaza (NEB) 1 1

Tabulka 11: Slozeni ligacni smési, pokus ¢. 2.

Pokus €. 2

Komponenta Liga¢ni smés 1 [pl] Liga¢ni smés 2 [pl]
cDNA CypA 0,71 -

cDNA CypE - 0,72

PET-28b(+) 1,71 0,71

Ultradista voda 12,58 13,57

Anza Ligase Master mix 5 5

Tabulka 12: Slozeni ligacni smési, pokus ¢. 3.

Pokus ¢. 3

Komponenta Liga¢ni smés 1 [pl] Liga¢ni smés 2 [pl]
cDNA CypA 1,28 -

cDNA CypE - 2,06

PET-28b(+) 0,7 0,7

Ultradista voda 13,02 12,24

Anza Ligase Master mix 5 5
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2.9.1.9 Vlozeni plazmidu pET-28b(+)_CypA a pET-28b(+)_CypE do E.coli

Pfi prvnim a druhém pokusu byla transformace liga¢ni smési z 2.9.1.8 uskute¢néna do
kompetentnich bunék NEB 10-Beta competent E.coli, podle protokolu vyrobce. Buiiky
byly z -80 °C vyndany a inkubovany 10 minut na ledu. K bufikam byly pfidany 2 pl
liga¢ni smési a mikrozkumavka byla jemné 5x proklepnuta pomoci prstu. Transformace
byla provedena pomoci teplotniho Soku, kdy byla smés 30 minut drzena na ledu, 30
sekund ve 42 °C a 5 minut na ledu. K bunikam bylo ptidano 950 ul SOC média pokojové
teploty a bunky byly umistény do inkubované ttepacky na 37 °C a 250 rpm, 1 hodinu. Pti
tretim pokusu byla transformace provedena do kompetentnich E.coli XL-1 pomoci
pozménéného teplotniho Soku. Bunky byly vyndany z -80 °C a inkubovany 30 minut na
ledu. K bunkam bylo pfidano 2,5 ul liga¢ni smési a mikrozkumavka byla jemné 5x
proklepnuta pomoci prstu. Buniky byly drzeny pal hodiny na ledu, 45 sekund na 42 °C a
3 minuty na ledu. K buiikdm bylo ptidano 250 pl SOC média, a buniky byly inkubovany
Vv inkubované tiepacce pii 37 °C a 250 rpm, 1 hodinu.

2.9.1.10 Nanaseni na misky s LB-agarem

Pfi prvnim a druhém pokusu byly buiiky E.coli z obou transformaénich smési (2.9.1.9)
naneseny na misky s LB-agarem obsahujicim kanamycin (50 pg/ml). Pfi tietim pokusu
byly bunky E.coli zobou transformacnich smési (2.9.1.9) naneseny na misky s LB-
agarem obsahujicim kanamycin (50 pg/ml) a tetracyklin (10 pg/ml). Na jednu misku bylo
naneseno vzdy 50 pl transformacni smési a na druhou byl nanesen zbytek transformaéni
smési. Misky byly inkubovany na 37 °C pies noc.

2.9.1.11 PCR z kolonii

Kolonie z misek s LB-agarem (2.9.1.10) byly pomoci pipety odebrany a pteneseny do
50 pl destilované vody a pomoci pipety zhomogenizovany. Pro PCR reakci bylo pouzito
20 pl homogenni smési a zbylych 30 pl bylo uschovano pii 4 °C. PCR reakce byla
provedena pomoci PPP Master Mixu, ze kterého byl namichan roztok PPP matser mix
podle tabulky 13. Templat pro PCR reakci byl ziskan denaturaci homogenni smési
bunéénych kultur ve vodé pii 95 °C. PCR smés byla ptipravena z templatu a roztoku PPP
master mix do tenkovrstvych PCR mikrozkumavek podle tabulky 14. Smés pro PCR
reakci byla promichdna na vortexu a kratce centrifugovana. Pribéh PCR reakce
znazornuje tabulka 15.

Tabulka 13: Slozeni roztoku PPP master mixu pouzitého pro PCR reakci.

Komponenta Na 1 vzorek [pl] 2,5X mnozstvi [ul]
H20 3,75 9,4

PPP master mix 6,25 15,6

FW primer CypA/CypE 0,5 1,25

RV primer CypA/CypE 0,5 1,25

Roztok kultury E.coli obsahujici 15 i

CypA/CypE ’
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Tabulka 14: Slozeni konecné smési, ve které probihala PCR reakce.

Komponenta PCR smés CypA [ul] PCR smés CypE [pl]
PPP master mix 11 11

Templat CypA 1,5 -

Templat CypE - 1,5

Tabulka 15: pribeh PCR reakce provedené z odebranych kolonii E.coli XL-1, po
transformaci ligacni smési, obsahujici cDNA CypA nebo CypE s pET-28b(+).

Teplota Doba Pocet cyklu
Uvodni denaturace 94 °C 1 min 1
Denaturace 94 °C 15 sek
Nasednuti primeri 50 °C 15 sek 25-35
Extenze 72 °C 1 minutana 1 kb
Finalni extenze 72 °C 7 min 1
Chlazeni 22 °C

2.9.1.12 Agarézova elektroforéza

Gel na plosnou agarézovou elektroforézu byl ptipraven jako 1 % z agarosy pro analyzu
DNA podle postupu diive (2.9.1.5). Na agardézovy gel byly naneseny vzorky z PCR
reakce a separace DNA probihala pii 100 V a 250 mA, 30 minut.

2.9.1.13 Noc¢ni kultura a priprava zasob

Noéni kultura byla pfipravena z homogenizovaného vodného roztoku kolonie E.coli
XL-1, obsahujicich plazmid pET-28b(+) CypA (2.9.1.11), a z 10 ml LB média,
obsahujiciho kanamycin (50 pug/ml) a tetracyklin (10 pg/ml). Kultura byla inkubovana
Vv inkubované ttepacce pii 37 °C a 200 rpm, pies noc. Dale byly kultury centrifugovany
pii 7 500x g a 4 °C, 10 minut. Pelety byly uchovany p#i -20 °C pro dalsi pouziti.

2.9.2 Transformace pET-28b(+)_CypA do expresnich E.coli BL-21 (DE3)

2.9.2.1 lzolace a purifikace plazmidu

Izolace a purifikace plazmidu pET-28b(+)_CypA z bun¢k E.coli XL-1 byla provedena
pomoci komer¢niho kitu Monarch Plasmid DNA Miniprep Kit, postupem (2.9.1.2).
Purifikovany plazmid byl z kolony eluovan pomoci 30 ul DNA eluéniho pufru namisto
destilované vody.

2.9.2.2 Méreni koncentrace a Cistoty

Koncentrace a Cistota ziskaného pET-28b(+)_CypA plazmidu byla métena pomoci
spektrofotometrického mikrodestickového multireaderu, pomoci specidlni desticky
NanoQuant, pii 280 nm.
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2.9.2.3 Transformace pET-28b(+)_CypA do expresnich E.coli BL-21 (DE3)

Zasobni kompetentni bunky E.coli BL-21 (DE3) byly vyndany z -80 °C a inkubovany 30
minut na ledu. Ke kompetentnim buitkkam bylo pfidano 0,25 ul (40 ng) a 0,5 ul (80 ng)
plazmidu pET-28b(+) CypA nebo 2 pl kontrolniho pUC19. Transformace byla
provedena teplotnim Sokem. Kompetentni buiiky byly inkubovany 30 minut na ledu,
45 sekund pii 42 °C a 3 minuty na ledu. K buiikam bylo piidano 250 ul SOC média a
kultury byly inkubovany v inkubované tiepac¢ce pii 37 °C a 250 rpm, 2 hodiny a 15 minut.

2.9.2.4 Naneseni bunék na misky s LB-agarem

Bunky E.coli BL-21 (DE3) s vlozenym pET-28b(+)_CypA plazmidem byly naneseny na
misky s LB-agarem obsahujicim kanamycin (50 pg/ml) a bunky E.coli BL-21 (DE3) s
kontrolnim PUC19 plazmidem byly naneseny na misky s LB-agarem obsahujicim
ampicilin (100 pg/ml). Z kazdé kultury bylo naneseno na jednu misku 50 pl kultury, a na
druhou zbytek kultury. Misky byly inkubovany pii 37 °C pies noc.

2.9.2.5 Priprava noé¢ni kultury E.Coli BL-21 (DE3) s pET-28b(+)_CypA

Z LB-agar misek byly vybrany 2 kolonie BL-21 (DE3) E.coli s vloZzenym pET-
28b(+)_CypA plazmidem (2.9.2.4). Kazda kolonie byla pievedena do 2,5 ml LB média
obsahujiciho kanamycin (50 pg/ml). Kultura byla inkubovana na inkubované tfepacéce pii
37 °C a 200 rpm, 2 hodiny. Z této kultury byla ptipravena no¢ni kultura obsahujici 50 ml
LB média a 0,5 ml kultury.

2.9.2.6 Priprava zasobnich kultur E.coli BL-21 (DE3) s pET-28b(+)_CypA
Z 200 pl no¢nich kultur (2.9.2.5) byly pfipraveny zasobni kultury bunék ptidanim 300 ul
50 % glycerolu. Smés byla promichana, rozdélena po 100 ul a uchovana pii -80 °C.

2.9.3 Indukce

Pro indukci byly pfipraveny dvé kultury z 50 ml LB média obsahujiciho kanamycin
(50 pg/ml) a1 ml no¢ni kultury E.coli BL-21 (DE3) pET-28b(+)_CypA (2.9.2.5). Kultury
byly inkubovany na inkubované tiepacce pii 37 °C a 200 rpm, dokud jejich opticka
denzita (ODeoo) nedosahla hodnoty 0,6. Z kazdé kultury bylo odebrano 200 pl vzorku
»pred indukci“. Do zbytku kultur bylo ptidano 250 pl 100 mM ITPG a kultury byly
inkubovany Vv inkubované tiepaéce pii 37 °C a 200 rpm, 4 hodiny. Z kazdé kultury bylo
odebrano 200 ul vzorku ,,po indukci“ a vSechny odebrané vzorky (pied indukci i po
indukci) byly centrifugovany pii 14 000 rpm, 10 minut. Kultury po indukci, inkubované
4 hodiny, byly pteneseny do koénickych zkumavek a sto¢eny pii 4 °C a 7 500x g, 10 minut.
Pelety kultur a odebranych vzorkt byly uchovany pti -20 °C.
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2.9.3.1 Analyza indukce CypA

Vzorky po indukci byly analyzovany pomoci SDS-PAGE elektroforézy, pro kterou byl
pfipraven 1 milimetrovy 12,5 % separacni gel a 4 % zaostiovaci gel. Roztok pro pfipravu
separa¢niho gelu byl piipraven podle tabulky 16 a nalit mezi skla, pfiblizn¢ 1,5 cm od
vrchniho okraje skel. Roztok byl pokryt tenkou vrstvou izobutanolu nasyceného ve vodé
a polymerace gelu trvala 45 minut. Izobutanol byl odstranén z gelu a gel byl omyt
destilovanou vodou. Zaostfovaci gel byl pfipraven podle tabulky 17 a nanesen na
separacni gel, aZ po horni okraj skel. Do zaostfovaciho gelu byl ihned vlozen 15 jamkovy
hiebinek a gel polymeroval 90 minut. Hiebinek byl z gelu vyjmut, gel byl promyt
destilovanou vodou, nasledné vlozen do elektroforetické vany a zalit elektrodovym
pufrem.

Tabulka 16: Slozeni roztoku pro 1 mm, 12,5 % SDS-polyakrylamidovy separacni gel.

Komponenta Objem [pl]
H.O 2 400

1,5 M tris-HCI, pH 8,8 1870

10 % SDS 75

30 % AA 3150

10 % APS 50
TEMED 2,5

Tabulka 17: Slozeni roztoku pro 1 mm, 4 %

SDS-polyakrylamidovy zaostiovaci gel.

Komponenta

Objem [pl]

H20 1170
0,5 M tris-HCI, pH 6,8 468
10 % SDS 18,7
30 % AA 187,5
10 % APS 25
TEMED 1,25

Vzorky pro elektroforézu byly pfipraveny z pelet vzorki ,,pfed indukci® a ,,po indukei®.
K lyzi bungk byl pouzit zasobni roztok Bug Busteru slozeny z 0,5 ml Bug Busterua 0,1 pl
benzonazy. Kazda peleta byla resuspendovana ve 20 pl zasobniho roztoku a vzorky byly
umistény na 20 minut na kyvacku. Ke vzorkiim byly pfidany 4 ul vzorkového pufru
obsahujiciho merkaptoetanol a vzorky byly promichany. Vzorky byly zahtaty na 95 °C,
3 minuty, a nasledn¢ byly volné ochlazeny na laboratorni teplotu. Na gel byly nanaseny
vzorky o objemu 15 pl a marker molekulovych hmotnosti Precision Plus Protein
Kaleidoscope o objemu 4 pl. Elektroforeticka vana byla doplnéna elektrodovym pufrem
a separace proteint probihala nejprve pii 100 V, 10 minut a nasledné pti 150 V, 1 hodinu.
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2.9.3.2 Detekce vysledkii z SDS-PAGE elektroforézy

Gel z SDS elektroforézy byl vyjmut ze skel a zbaven zaostfovaciho gelu. Separa¢ni gel
byl ponoifen do fixa¢niho roztoku a umistén na kyvacku, 30 minut. Promyti gelu od
fixacniho roztoku bylo provedeno 2x destilovanou vodou, gel byl ponofen do
promichaného BlueSilver roztoku a umistén na kyvacku pies noc. Gel byl od BlueSilver
roztoku promyvan n¢kolikrat destilovanou vodou.

2.9.4 Purifikace rekombinantniho CypA

2.9.4.1 Lyze bunék

Pro purifikaci exprimovaného rekombinantniho proteinu CypA byla pouzita uchovana
peleta bunék E.coli BL-21 (DE3) pET-28b(+)_CypA po indukci (2.9.3). Lyze bunék byla
provedena sonikaci v lyza¢nim pufru 2 (tabulka 18). Peleta byla resuspendovana v 5 ml
lyza¢niho purfu 2. Ze smési byl odebran vzorek pied lyzi o objemu 100 ul a smés byla
20 minut inkubovédna na ledu. Néasledné¢ byla provedena sonikace na ledu pomoci
sonikatoru UP100H s velikosti jehly MS2 a nastavenou amplitudou na 80 %. Sonikace
byla uskuteénéna v 17 cyklech, ve kterych probihalo 10 vtefin sonikovani a 30 vtefin
pauza. Lyzat byl centrifugovan pii 10 000 rpm a 4 °C, 10 minut. Ze supernatantu byl
odebran 50 pl vzorek supernatantu ,,po sonikaci‘.

Tabulka 18: Slozeni lyzacniho pufru 2, pouzitého pro lyzi bunek E.coli BL-21 (DE3)
ET-28b(+) CypA po indukci, spolecné se sonikaci.

Lyza¢ni pufr 2

Lyzaéni pufr 10 ml
Lysozym 10 mg
Inhibitory proteaz (bez EDTA) 1 tableta
Benzonaza 6 ul

2.9.4.2 Purifikace rekombinantniho CypA

Pro purifikaci byla pouzita afinitni chromatografie. Do kolony pro afinitni chromatografii
byl nanesen 1 ml promichané pryskytice Ni-NTA agarose a kolona byla svisle postavena
do stojanu. Pro promyti pryskyfice od skladovaciho pufru bylo do kolony dvakrat
naneseno 5 ml lyza¢niho pufru, ktery se nechal vykapat. Kolona byla ze spodu uzaviena
a do kolony byl nanesen supernatant po lyzi (2.9.4.1). Kolona byla uzaviena i z vrchu a
umisténa do rotatoru na 1 hodinu pii 4 °C. Kolona byla svisle umisténa do stojanu a roztok
se nechal vykapat do zkumavky jako vzorek ,,flow-through®“. Do kolony uzaviené
zespodu bylo naneseno 10 ml ledového promyvaciho pufru 1. Kolona byla uzaviena z
vrchu a promyta na rotatoru 2 minuty. Kolona byla nechana svisle vykapat a byl odebran
vzorek ,washingl“. Postup promyvani byl opakovan 3X, Sodebranymi vzorky
,washing 1¢, washing 2“ a ,,washing 3“. Stejny postup nasledoval s promyvacim
pufrem 2, kdy byly odebrany vzorky ,,washing 4, ,,washing 5 a ,,washing 6 0 objemu
piiblizné 1 ml. Eluce proteinti obsahujicich his-tag byla provedena nanesenim 1 ml
ledového eluéniho pufru na kolonu, vsechen eluat byl zachycen a postup byl opakovan az
do uvolnéni veskerého pozadovaného proteinu.
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Predbézné zjisténi obsahu proteind v elu¢nich roztocich bylo provedeno pomoci vizualni
identifikace proteind Bradfordovym c¢inidlem. Stanoveni probéhlo v mikrotitraéni
desticce z 10 pl vzorku a 100 ul Bradfordova ¢inidla. Jako pozadi byl pouzit eluéni pufr.
Roztoky obsahujici protein byly zabarveny jasnéjsi modrou barvou vzhledem ke vzorktim
obsahujicim pouze puft.

2.9.4.3 Vyména pufru pro uchovavani proteini

Pteneseni proteinu z elu¢niho pufru do vyménného pufru bylo provedeno pomoci
centrifugacni filtracni zkumavky Amicon ultra-4. Filtra¢ni zkumavka byla promyta
destilovanou vodou a vyménnym pufrem pomoci centrifugace pii 4 000x g a 4 °C,
15 minut. Na membranu centrifuga¢ni zkumavky bylo naneseno malé mnozstvi elu¢niho
pufru a zkumavka byla nékolik minut inkubovana pfi laboratorni teploté. Centrifugacni
zkumavka byla vyprazdnéna a na membranu byly naneseny vSechny eluc¢ni roztoky
obsahujici protein. Zkumavka byla centrifugovana pii 4 000x g a 4 °C, 15 minut. Roztok
nad membranou byl pomoci pipety rozvifen a doplnén vyménnym pufrem o objemu
nejméné 3 ml. Zkumavka byla centrifugovana pti 4 000x g a 4 °C, 15 - 20 minut. Postup
byl 2x opakovan a po poslednim sto¢eni by mél roztok nad membranou zaujimat objem
ptiblizn¢ 0,5 ml.

2.9.4.4 Priprava zasobnich roztoku CypA

Zbyly roztok v centrifuga¢ni zkumavce (2.9.4.3) byl odméfen a inkubovan na ledu.
Do roztoku byl pfidan glycerol do koncentrace 30 %, ¢imz byl ziskan zasobni roztok
CypA v 50 mM tris, 150 mM NaCl a 30 % glycerolu, pH 7,4. Roztok byl rozdélen do
mikrozkumavek po 20 a 10 pl a nasledné byl uchovan pii -20 °C a pii -80 °C.

2.9.4.5 Stanoveni koncentrace proteinu

Koncentrace proteinu CypA byla stanovena metodou BCA v mikrotitraéni desticce,
pomoci kalibra¢ni kiivky. Standardem pro kalibra¢ni kiivku byl hovézi sérovy albumin
(BSA). Zasobni roztok BSA byl pfipraven o koncentraci 1 mg/ml v 50 mM Tris, 150 mM
NaCl, 30% glycerol, pH 7,4. Na kalibra¢ni fadu byly piipraveny 250 pl roztoky BSA o
koncentracich 100 pg/ml, 200 pg/ml, 400 pg/ml, 600 pg/ml, 800 pg/ml a 1000 pg/ml.
Koncentrace CypA byla méfena ze zasobniho roztoku proteinu, fedéného 1:1 a 1:5,
stejnym pufrem jako byl pouzit na ptipravu kalibracnich roztokt. Kalibra¢ni fada a
nafedéné zasobni roztoky proteinu byly v tripletech umistény do mikrotitra¢ni desticky
po 10 pl. Vzorky byly ptevrstveny 200 pul BCA ¢inidla, které vzniklo smichanim BCA
roztoku s CuSOs, v poméru 1:50. Vzorky byly inkubovany pti 37 °C, 30 minut. Nasledné
bylo provedeno méteni na mikrodestickovém multireaderu pii 562 nm.
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2.9.5 Stanoveni ¢istoty rekombinantniho CypA

Cely purifika¢ni proces byl analyzovan pomoci SDS-PAGE elektroforézy a gely pro
elektroforézu byly piipraveny 1 milimetrové a 12,5 %, podle postupu v kapitole 2.9.3.1.
Na elektroforézu byly pouzity vzorky z purifikace (2.9.4.2) o objemu 20 pl: flow-through
(FT), washing 1-6 (W1-6), vzorek pted sonikaci (P1), vzorek po sonikaci (P2) a
supernatant po sonikaci (S). Vzorek pred sonikaci byl centrifugovan pti 14 000 rpm,
5 minut. Pelety vzorkl pfed a po sonikaci byly resuspendovany ve 100 pul Bug Buster
roztoku, pripraveného z Bug Busteru a benzonazy, v poméru 500:1. Homogenni roztoky
byly umistény na kyvacku, 20 minut. Z purifikovaného CypA (2.9.4.4) byly ptipraveny
dva roztoky obsahujici 1 pg a 2 ug CypA. Ke v§em vzorkiim byl pfidan vzorkovy pufr
s merkaptoetanolem a vzorky byly inkubovany pii 95 °C, 3 minut. Vzorky byly naneseny
na SDS-PAGE gel (tabulka 19, tabulka 20) a elektrolytickd vana byla naplnéna
elektrodovym pufrem. Separace proteinti probihala pti 100 V, 10 minut a nasledné pii
150 V, 65 minut. Gel byl vyjmut ze skel, o€is§tén od zaostfovaciho gelu a obarven
BlueSilver roztokem stejnym postupem jako v kapitole 2.9.3.2.

Tabulka 19: Poradi a slozeni nandsenych vzorkii na gel pro SDS-PAGE elektroforézu,
urcencho k analyze purifikacniho procesu. Vzorky jsou: marker molekulovych hmotnosti
(M), vzorek pred sonikaci (Pl), vzorek po sonikaci (P2), supernatant po sonikaci (S),
washing 1-6 (W1-6), 1 ug CypA (P 1ug) a 2 ug CypA (P 2uQ).

M P pP2ls |FT|wt|wz2| w3 wa|ws|we|l® |P

Ing | 2pg

Eﬁ;rek 4 |10 |10 |10 |10 [20 |20 |20 |20 |20 |20 |10 |10

Vookow | o o 12 |2 |4 |4 |4 |4 |4 |4 |2 |2
pufr [ul]

Tabulka 20: Poradi a slozeni nandasenych vzorkii na gel pro SDS-PAGE elektroforézu,
urceného pro nasledny western-blot. Primadrni protilatky jsou pouze predikci pro pouZiti
pri western-blotu, nikoli slozeni vzorku. Vzorky jsou: marker molekulovych hmotnosti
(M), vzorek pred sonikaci (P1) a zasobni roztok purifikovaného CypA (E1).

M P1 El M P1 El
Vzorek [ul] 4 10 10 - 4 10 10
Vzorkovy pufr [ul] - 2 2 - - 2 2
Priméarni protilatky Anti-CypA Anti-histag
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2.9.6 Ovéreni identity proteinu

Identita proteinu byla ovéfena pomoci western-blot metody. Proteiny byly nejprve
rozdéleny pomoci SDS-PAGE elektroforézy, postupem stejnym, jako v 2.9.5. Slozeni a
poradi vzorki je uvedeno v tabulce 20. SDS-PAGE gel byl vyndan ze skel a namoc¢en na
20 minut do blotovaciho pufru. Stejné tak byly namoceny dva blotovaci papiry o velikosti
gelu. PVDF membrana (0,2 um) o velikosti gelu byla promyvana v metanolu, 1 minutu,
nasledn¢ v destilované vod¢, 2 minuty a poté byla ponoiena do blotovaciho pufru na 5
minut. Na kladnou deskovou elektrodu blotovaciho piistroje byl umistén blotovaci papir,
na n¢j membrana (aktivni stranou nahoru), dale gel a blotovaci papir. Kazeta byla
uzaviena a vlozena do blotovaciho pfistroje TransBlot Turbo. Pfenos proteinti probihal
pii 25 Va 1 A, 30 minut. Membrana byla vlozena do konickych zkumavek a byla
blokovana 5 ml 3 % mléka, v TBS-T pufru po dobu 90 min. Nasledn¢ byla membrana 3x
kratce promyta TBS-T pufrem a 3x promyvana TBS-T pufrem na rotacni kyvacce,
5 minut. K jedné membrané (M, P1, E1) byl pfidan roztok anti-CypA protilatky, fedény
1:1000, v 3 % mléce v TBS-T pufru. K druhé membrané (M, P1, E1) byl ptidan roztok
protilatky anti-HisProbe, fedény 1:1000, v 3 % mléce v TBS-T pufru. Membrany byly v
primarni protilatce promyvany na rota¢ni kyvacce pii 4 °C pies noc. Nasledné¢ byly
membrany promyty TBS-T pufrem 3x kratce a 3x na rota¢ni kyvacce, 5 minut. Nasledné
byl aplikovan sekundarni vazebny pufr m-lgGk BP-HRP, fedény 1:1000, v 3 % mléce
v TBS-T a membrany byly omyvany sekundarni protildtkou, na rotac¢ni kyvacce pii
laboratorni teploté, 90 minut. Membrany byly promyty TBS-T pufrem 3x kratce a 3x na
rotacni kyvacce, 5 minut.

Navazané protilatky byly detekovany pomoci kitu Amersham ECL Prime Western
Blotting Detection Reagent, dle pokynii vyrobce, na pfistroji Azeure biosystems c400.
Membrana byla pievrstvena piipravenym roztokem z kitu a inkubovana pfi laboratorni
teploté, 3 minuty. Membrana byla vlozena do detekéniho pfistroje a na membrané byla
detekovana chemiluminiscence.

2.9.7 Meéreni aktivity cyklofilinu A pomoci metody refoldingu RNazyT1

RNaza T1 byla denaturovana jako 50 uM v denaturacnim pufru, 2 hodiny pfi laboratorni
teploté. Roztok CypA byl fedén na 1 uM, ze zasobnich roztokl skladovanych pii -20 °C
a -80 °C, pomoci 20 mM Tris pufru s 30 % glycerolem (pH 7,4). Nasledné bylo
provedeno méfeni refoldingu RNazy T1 vkiemennych kyvetach, pomoci
spektrofluorimetru chlazeného na 10 °C, kdy byla snimana fluorescence tryptofanu
z RNazy T1 pfi excitacni vlnové délce 268 nm (Stérbina 10 nm) a emisni vinové délce
325 nm ($térbina 5 nm). Méfeni probihalo ihned po smichani roztoki v prostfedi 20 mM
Tris bez glycerolu (pH 7,4) a hodnoty fluorescence byly snimany kazdou pil sekundu.
Byl méten spontanni refolding 1,25 uM RNazy T1 a refolding 1,25 uM RNazy T1
s ptidavkem CypA (0,61 nM, 24,4 nM a 121,9 nM). Kazdé méteni probehlo pouze jednou
a aktivita byla vyjadfena v hodnotaich AF/min/ng CypA. Roztoky byly po celou dobu
drZeny na ledu.
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2.9.8 Méieni inhibice CypA pomoci cyklosporinu A (CsA)

Refolding denaturované RNazy T1 (2.9.7) byl méfen v kyvetach, pfi excitaéni vinové
délce 268 nm (Sté€rbina 10 nm) a emisni vinové délce 325 nm (Stérbina 5 nm), pomoci
spektrofluorimetru chlazené¢ho na 10 °C. M¢ten byl refolding samotné 1,25 uM RNazy
T1, refolding 1,25 uM RNazy T1 s 14,4 nM CypA, refolding 1,25 uM RNazy T1 s
14,4 nM CypA a 1,9 uM CsA rozpusténého v DMSO a refolding 1,25 uM RNazy T1
s 14,4 nM CypA a 0,1 M DMSO. Zasobni roztok CypA z -20 °C byl fedén 20 mM Tris
pufrem s 30 % glycerolem (pH 7,4) na 1 uM, a nasledné méfeni probihalo v prostiedi
20 mM Tris bez glycerolu (pH 7,4). Smés CypA, CypA s CsA nebo CypA s DMSO byla
5 minut inkubovana na ledu, nasledné smichana v kyveté¢ s RNazou T1 a ihned méfena.
Mg¢teni probihalo kazdou pil sekundu, 2 minuty. Kazdé reakce byla zmétena dvakrat a
aktivita byla vyjadiena jako AF/min/ng CypA. V pfitomnosti CsA byl sledovan inhibi¢ni
efekt CsA na CypA, pro ktery byl spontanni refolding samotné RNazy roven 100 %.
Vzorky byly po celou dobu drzeny na ledu.

2.9.9 Méreni vazby CsA a CypA pomoci izotermalni kalorimetrie

Meéfieni tepelného zabarveni vazby cyklosporinu A na cyklofilin A bylo provedeno
pomoci izotermalniho titracniho kalorimetru. Injekce byla naplnéna roztokem 20 uM
cyklofilinu A s0,1 % DMSO, v rozpoustédle 50 mM Tris, 150 mM NaCl a 30 %
glycerolu (pH 7,4). Mérna cela byla naplnéna roztokem 2 pM cyklosporinu A
v rozpoustédle 0,1 % DMSO, 50 mM Tris, 150 mM NaCl a 30 % glycerolu (pH 7,4).
Postupné dochazelo k automatickym 2 ul pfidavkim roztoku cyklofilinu A do reakéni
cely, kde byla méfena zména teploty pii vzniku vazby CsA-CypA. Méfeni probihalo pfi
konstantni teplot¢ 20 °C. Z méfeni byla vypocitana disocia¢ni konstanta Kp, pomoci
programu, ktery je soucasti piistroje. Vysledky méfeni zobrazuje obrazek 18. Méfeni bylo
provedeno pouze jednou.
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3 Vysledky a diskuse

Cyklofiliny jsou dulezité enzymy, které v lidském organismu maji peptidyl-prolyl
cis-trans izomerazovou aktivitu, kterou napomahaji spravnému sbaleni proteinti po
translaci [1, 2, 4]. Mimo to maji dalsi dalezité funkce, mezi které patii ptispivani do
rozmanitych signaliza¢nich drah, apoptdzy bun¢k iniciovanou mitochondriemi, zapojeni
do RNA sestiihu a adaptivni imunity a ptispivaji k rozvoji nékterych onemocnéni [1].
Kvuli své schopnosti podporovat vznik a rozvoj rtiznych onemocnéni mohou byt
vyznamnymi cili pro 1éCiva téchto nemoci, mezi které patii naptiklad virus
imunosupresivni imunodeficience (HIV), virus hepatitidy C (HCV), nebo virus hepatitidy
B (HBV) [12, 16, 17]. Problém vSak nastava u nalezeni 1é¢iv, které by selektivné pisobily
pouze na jeden konkrétni cyklofilin, protoze mezi vSemi ¢leny cyklofilinové rodiny
existuje vysoka sekven¢ni a strukturni podobnost [1]. Z tohoto divodu je tieba jednotlivé
cyklofiliny nadale studovat po strance vazebné i strukturni. Pro jejich studium, a pro
hledani silnych a selektivnich inhibitorti jsou vyznamné pokusy in vitro, piedstavujici
zakladni urovenn vyzkumu. Pro in vitro testy jsou potieba Cisté proteiny, a proto byla
potteba najit a zavést jednoduchou, levnou a spolehlivou cestu jejich pfipravy. Nejsnazsi
volbou hostitelského expresniho systému se zdala byt bakterie E.coli, ktera je snadno
kultivovatelna v pomérné levnych a nenarocnych podminkach [25, 26]. Navic exprese
cyklofilinu A i cyklofilinu E byla jiz v E.coli uspé$né provedena [32, 33, 34, 35, 36].
Cilem tedy bylo nalézt optimalni cestu pfipravy rekombinantnich cyklofilini A a E
s expresnim vektorem a E.Coli, dostupnymi na pracovisti.

3.1.1 Klonovani cDNA CypA a CypE do expresniho plazmidu pET-28b(+)

Na zacatku byly k dispozici zasobni kultury E.coli XL-1 s cDNA CypA a CypE vlozenou
Vv klonovacim vektoru pCR4-TOPO (pCR4-TOPO_CypA a pCR4_TOPO_CypE). Geny
cDNA CypA a CypE bylo potieba vlozit do zvoleného expresniho vektoru pET-28b(+),
ktery byl dostupny na pracovisti. Tento expresni vektor nebyl dosud pro piipravu CypA
a Cyp E pouzit, ale byly pouzity podobné vektory ze skupiny pET, konrétné pET-15b
[35] a pET-14b [32] ¢i dalsi odlisné vektory [33, 34, 35, 36]. Expresni vektor pET-28b(+)
byl pouzit napiiklad pro expresi lidského mitochondrialniho CypD [37].

Prvnim krokem tohoto postupu je restrikce cDNA z klonovaciho vektoru. K tomu bylo
potieba ziskat dostate¢né mnozstvi ptislusnych plazmidu, a proto byla nejprve pripravena
no¢ni kultura (2.9.1.1) ze které byly plazmidy pCR4-TOPO_CypA, pCR4-TOPO_CypE
a samotny expresni vektor pET-28b(+) purifikovany pomoci komeréniho kitu (2.9.1.2).
Nésledovala samotna restrikce pomoci Xhol a Ndel, kterd byla provedena v ramci
bakalarské prace celkem 3x. Pred tfetim pokusem restrikce byla méfena koncentrace
plazmidi (pCR4-TOPO_CypA: 274,6 ng/ul, pCR4-TOPO_CypE: 235,5 pg/ul a pET-
28b(+): 78,42 pgl/ul), aby bylo dodrzeno doporuceni vyrobce, tykajici se mnozstvi
vlozené DNA do restrikéni smési. Vysledky restrikce zobrazuje obrazek 11, obrazek 12
a obrazek 13.

49



Po restrikci pCR4-TOPO_CypA bychom méli ziskat DNA odpovidajici cDNA CypA,
coz je 495 bp, a samotnému plazmidu pCR4-TOPO, ktery ma velikost 4 000 bp. Po
restrikci pCR4-TOPO_CypE bychom méli ziskat DNA odpovidajici cDNA CypE
(903 bp), a pCR4-TOPO (4 000 bp). Po restrikci pET-28b(+) bychom méli ziskat DNA
odpovidajici linearnimu plazmidu pET-28b(+), coz je 5 289 bp. Ve vSech tfech pripadech
(obrazek 11, obrazek 12 a obrazek 13) je velikost DNA odpovidajici, a lze fict, ze
restrikce probéhla uspésné.

o p—

pCR4-TOPO_CypA pCR4-TOPO_CypE pET-28b(+)
Xhol, Ndel Xhol, Ndel Xhol, Ndel

Obrazek 11: Vysledek restrikce pPCR4-TOPO_CypA, pCR4-TOPO_CypE a pET-28b(+)
pomoci restrikcénich endonukleiz Xhol a Ndel, pokus prvni. pCR4-TOPO_CypA:
restrikcéni smes obsahujici pPCR4-TOPO_CypA vektor, pCR4-TOPO_CypE: restrikcni
smés  obsahujici pCR4-TOPO_CypE vektor, pET-28b(+): restrikcni smés
obsahujici pET-28b(+) vektor, M: marker molekulovych hmotnosti O’GeneRuler 1 kb
DNA Ladder.

‘\_—uw

PCRA-TOPO_CypA pCR4-TOPO CypE  PET-28b(+)
Xhol, Ndel Xhol, Ndel Xhol, Ndel

Obrdzek 12: Vysledek restrikce pCR4-TOPO_CypA, pCR4-TOPO_CypE a pET-28b(+)
pomoci restrikcnich endonukledaz Xhol a Ndel, pokus druhy. pCR4-TOPO_CypA:
restrikcni smées obsahujici pPCR4-TOPO_CypA vektor, pCR4-TOPO_CypE: restrikcni
smés  Obsahujici pCR4-TOPO_CypE vektor, pET-28b(+): restrikcni smés
obsahujici pET-28b(+) vektor, M: marker molekulovych hmotnosti O’GeneRuler 1 kb
DNA Ladder.
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pET-28b(+)

M  pCR4-TOPO CypA pCR4-TOPO_CypE

Obrazek 13: Vysledek restrikce pCR4-TOPO_CypA, pCR4-TOPO_CypE a pET-28b(+)
pomoci restrikcnich endonukledaz Xhol a Ndel, pokus tieti. pCR4-TOPO _CypA: restrikcni
smes  obsahujici pPCR4-TOPO_CypA vektor, pCR4-TOPO_CypE: restrikcni smés
obsahujici pPCR4-TOPO_CypE vektor, pET-28b(+): restrikcni smés obsahujici pET-
28b(+) vektor, M: marker molekulovych hmotnosti O ’GeneRuler 1 kb DNA Ladder.

Dalsim krokem piipravy expresniho vektoru je ligace ¢cDNA CypA a CypE do
linearizovaného pET-28b(+) vektoru. Nejprve byly izolovany pfislusné tseky DNA
z gelu a purifikovany pomoci komeréniho kitu (2.9.1.6). Pro ligaci je nutné volit pfesné
mnozstvi komponent, proto byla métena koncentrace izolovanych useki DNA (2.9.1.7).
Postup byl vramci bakalaiské prace opakovan 3x a vysledky méfeni jsou uvedeny
v tabulce 21.

Tabulka 21: Vysledky meéreni koncentrace CDNA CypA, cDNA CypE a pET-28b(+),
izolovanych z gelu po restrikci, pokus prvni, druhy a treti.

1. pokus

Komponenta CypA CypE PET-28b(+)
Koncentrace [ng/ul] | 18,715 14,625 38,26

2. pokus

Komponenta CypA CypE PET-28b(+)
Koncentrace [ng/ul] | 21,015 35,525 29,195

3. pokus

Komponenta CypA CypE PET-28b(+)
Koncentrace [ng/ul] | 14,87 16,93 48,59

Ligace provedena pomoci T4 DNA ligazy (2.9.1.8) byla nasledovana transfekci ligacni
smési do kompetentnich E.coli (2.9.1.9) s naslednou selekci bunck, na miskach
s LB-agarem obsahujicich kanamycin, jehoz rezistenci koduje plazmid pET-28b(+)
(2.9.1.10).
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V prvnim pokusu, kde byla pouzita T4 DNA ligaza od firmy New England Biolabs a
pomér plazmidu a inzertu 1:3 s naslednou transformaci do kompetentnich bunék NEB
10-Beta competent E.coli, nebyly na selekénich miskach ptitomny zadné kolonie.
Vzhledem k tomu, Ze kritickym krokem postupu je samotna ligace byla ve druhém
pokusu zménéna ligaza na T4 DNA ligazu Anza od firmy Thermo, ktera se dodava jako
mastermix (je pfimo ve vhodném pufru pro ligaci). Také byla prodlouzena doba ligace a
snizena teplota z laboratorni teploty na 16 °C. Pii druhém pokusu rovnéz nebyly na
selek¢énich LB-agar miskach pfitomny zadné kolonie. Pii tfetim pokusu byla zachovana
Anza ligdza, ale na doporuceni vyrobce, pfi negativnich vysledcich zménit pomér
vektor:inzert, byl pomér vektor:inzert zménén z 1:3 na 1:6. Byla také zménéna teplota
ligace, ktera se postupné ménila z cca 0 °C (smés vody a ledu) na laboratorni teplotu, jak
led ptes noc odtaval, a pro transformaci byly vybrany kompetentni buiky E.coli XL-1.
Ve tfetim pokusu bylo na selekénich LB-agar miskach s bunikami transfekovanymi
liga¢ni smési pET-28b(+) a cDNA CypA piitomno asi 30 kolonii a na selekénich LB-
agar miskach s bunikami transfekovanymi ligaéni smési pET-28b(+) a cDNA CypE
pritomno 6 kolonii.

Ovéfeni, zda vyrostlé kolonie obsahuji ve vektoru pET-28b(+) cDNA CypA a CypE,
probéhlo pomoci PCR reakce (2.9.1.11) s naslednym elektroforetickym vyhodnocenim
(2.9.1.12). Primery pouzité pro PCR reakci shrnuje tabulka 22. Vysledek znéazoriuje
obrazek 14, a je z n&j patrné, Ze do prislusného vektoru byla uspésné implementovana
pouze cDNA CypA, o velikosti 495 bp.

Tabulka 22: Zndzorneni sekvence primerii, pouzitych pro PCR reakci z kolonii E.coli
XL 1, s viozenym pET-28b(+) CypA/CypE. Podtrzené casti jsou sekvence pro restrikcni
endonukleazy.

Primer Sekvence primeru

FW primer CypA 5'-CATATGGTGAACCCTACGGTTTTT-3"

RV primer CypA 5-CTCGAGTCATTCCAGTTGACCACAATCCG-3’
FW primer CypE 5"-CATATGGCTACGACGAAACGTGTG-3’

RV primer CypE 5'-CTCGAGTCAAACGTACTCACCACAATCGG-3’
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Obrdazek 14: Vysledek agarozové elektroforézy po PCR z kolonit, ziskanych transformaci
kompetentnich E.coli XL-1 ligacni smési, skladajici se z pET-28b(+) a kodujici sekvence
pro CypA, resp. CypE. M: marker molekulovych hmotnosti O’GeneRuler 1 kb DNA
Ladder, CypA: vzorek po PCR reakci z kolonie obsahujici ligacni smés pET-28b(+) a
cDNA CypA, CypE: vzorek po PCR reakci z kolonie obsahujici ligacni smés pET-28b(+)
a cDNA CypE.

Z divodu casovych moznosti se s CypE vramci této bakalarské praci dale
nepokracovalo, ale bylo by mozné pro uspésnou ligaci dale upravit poméry vektor:inzert
v rozmezi od 1:1 do 1:10, jak udava vyrobce, nebo zménit teplotu a dobu ligace, nebo
vyzkouset jiné kompetentni bunky E.coli, ¢i pouzit jiny expresni vektor. Expresni
vektory, které by byly vhodné pro pouziti jsou takové, ve kterych byl jiz CypE tspésné
exprimovan. Patii mezi né¢ pET-28a [38] nebo PQE30 [39]. Tao Wang a kolektiv také
popisuji, ze pti klonovani genu cyklofilinu E do vektoru pET-22b(+), mezi restrikéni
mista Xhol a Ndel, byl ziskan pouze nerozpustny precipitat, zatimco po vlozeni genu
s ptidanym his-tagem do vektoru PQE30, mezi restrik¢ni mista BamHI a HindIII, byl
ziskan rozpustny funkéni protein [39].

3.1.2 Transformace pET-28b(+)_CypA do expresnich E.coli BL-21 (DE3)

Expresni vektor pET-28b(+)_CypA dale musel byt vlozen do expresnich E.coli BL-21
(DE3), pro zajisténi optimalni exprese CypA. Tento kmen E.coli byl jiz pouzit v nékolika
pracich a prokazal v nich uspésnou expresi CypA [32, 34, 35]. K transfekci byla potieba
ziskat dostate¢né mnozstvi plazmidu pET-28b(+) CypA, proto byla pfipravena nocni
kultura (2.9.1.13), ze které byl plazmid purifikovan pomoci komer¢niho kitu (2.9.2.1).
Ovéfeni transformace (2.9.2.3) probéhlo rovnéz na selekénich LB-agar miskach S
kanamycinem (2.9.2.4), na kterych kolonie vyrostly v hojném poctu. Z toho mizeme
usuzovat, ze bunky E.coli BL-21 (DE3) ziskaly plazmid pET-28b(+)_ CypA, kodujici
rezistenci na kanamycin (E.coli BL-21 (DE3) pET-28b(+)_CypA).
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3.1.3 Indukce exprese CypA

Pro ziskani cilového rekombinantniho proteinu CypA v dostate¢ném mnozstvi, byla z
noc¢nich kultur E.coli BL-21_pET-28b(+)_CypA (2.9.2.5) ptipravena 50 ml kultura, u
které byla indukovana exprese pomoci 0,5 mM ITPG, coz je induktor genové exprese
z laktézového promotoru. Indukce byla zahdjena po dosazeni ODego v kultuie 0,6.
Ovéteni Gspé$nosti indukce prob&hlo na SDS-PAGE elektroforéze (2.9.3.1), jejiz
vysledky znazornuje obrazek 15. Z obrazku je patrné, Ze po indukci bylo v buikach
z obou kultur pfitomno vétsi mnozstvi proteinu o molekulové hmotnosti cca 18 kDa, coz
pravdépodobné odpovida cyklofilinu A (na elektroforéze je jasnéjsi a vétsi band).
Vzhledem k tomu Ze zakladni indukce pomoci 0,5 mM IPTG byla Gspé$na, bylo mozné
ze ziskané pelety E.coli BL-21_pET-28b(+)_CypA po indukci purifikovat CypA. I kdyz
pro dostate¢nou expresi CypA postacovalo pouzit 0,5 mM IPTG, vétSina ¢lanka
zaznamenavala pouziti 1 mM IPTG [32, 34, 35]. Divodem pouziti mens$iho mnoZzstvi
IPTG je fakt, Ze menSi mnoZstvi exprimovanych eukaryotnich proteinii v prokaryotni
buiice eliminuje tvorbu inkluznich télisek, které se pravdépodobné tvoii z divodu
nadmérné exprese eukaryotniho, nespravné sbaleného proteinu [21].

Obrdazek 15: Vysledek SDS-PAGE elektroforézy z nocnich kultur (CypAl, CypA2) bunéek
E.coli BL-21 obsahujicich pET-28b(+)_CypA pred a po indukci exprese CypA pomoci
ITPG. Pred: lyzované bunky E.coli BL-21_pET-28b(+) CypA pred indukci exprese
CypA, po: lyzované bunky E.coli BL-21_pET-28b(+) CypA po indukci exprese CypA.
M: marker molekulovych hmotnosti Precision Plus Protein Kaleidoscope. Velikost CypA
je 18 kDa.
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3.1.4 Purifikace CypA

Pro purifikaci proteinu byla vyuzita afinitni chromatografie s pryskyftici Ni-NTA agarose,
ktera vaze proteiny obsahujici his-tag, ktery obsahuje exprimovany rekombinantni CypA
na N-konci fetézce. Jedna se o afinitni chromatografii na bazi nikelnatych iontd,
schopnych vazat his-tag. Tato metoda chromatografie byla vyuzita pro purifikace jiz
diive, pomoci pryskytice His-Trap HP, GE Healthcare Life Science [32]. Vzhledem
k tomu, ze CypA byl exprimovan uvnité E.coli tak bylo tieba buriky nejprve lyzovat
(2.9.4.1). Byl zvolen standardni ptistup kombinace lysozymu a sonikace. Vznikly lyzat
byl aplikovan na afinitni matrici pryskytice Ni-NTA agarose a prurifikace byla provedena
manualn¢ s pufry, které doporucuje vyrobce této matrice (2.9.4.2).

Hlavni ulohu pfti purifikaci zastdval imidazol, schopny z pryskyfice vyvazat proteiny
obsahujici histidiny, které maji afinitu Kk této pryskyftici. Obrazek 16 znazornuje pribéh
purifikaéniho procesu, a je zn¢j ziejmé, ze pii pratoku supernatantu po lyzi bunck
kolonou (FT) byly zachyceny proteiny obsahujici histidiny, zvlasté pak CypA, ktery
v tomto sloupci zcela chybi (18 kDa). Pii promyvani kolony 20 mM imidazolem byly
z pryskytice odmyty kontaminujici proteiny obsahujicich histidiny (W1, W2, W3), ale
¢astecn¢ bohuzel také CypA. I kdyz se posledni promyti zda byt o¢isténo od nezadoucich
proteint (W3), je tieba provést promyti jesteé S vétsim mnozstvim imidazolu, abychom se
opravdu zbavili i proteintl, které se vazi K pryskyfici Ni-NTA silngji nez kontaminanty
vymyté 20 mM imidazolem. Je to dilezity krok protoze naptiklad protein SlyD, ptirozené
se vyskytujici v E.coli ma extrémné vysokou petidyl-prolyl izomerazovou aktivitu a
ma také afinitu k pryskyfici Ni-NTA, protoze obsahuje pfirozené vice histidina [70].
Procisténi 40 mM imidazolem sice zpusobilo vyvazani dalsiho CypA z kolony, ale
zaroven lze pozorovat uvolnéni dalSich nezadoucich proteint (W4, W5, W6). Nakonec
byl CypA eluovan 250 mM imidazolem, a ze sloupct P 1pg a P 2ug je patrné, ze byl
ziskan &isty a neobsahujici zadné jiné kontaminujici proteiny. Cisty CypA byl pieveden
do vhodného pufru, zakoncentrovan (2.9.4.3) a skladovan pti -20 °C a -80 °C (2.9.4.4).
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Obrazek 16: Vysledek SDS-PAGE elektroforézy analyzujici purifikacni proces
rekombinantniho CypA. M: marker molekulovych hmotnosti Precision Plus Protein
Kaleidoscope, P1: peleta E.coli BL-21 (DE3) obsahujici pET-28b(+)_CypA po indukci
exprese CypA a pred lyzi, P2: peleta E.coli BL-27 (DE3) obsahujici pET-28b(+) _CypA
po indukci exprese CypA a po lyzi, S: supernatant po centrifugaci E.coli BL-21 (DE3)
obsahujici pET-28b(+)_CypA po indukci exprese CypA a po lyzi, FT: proteiny
nezachycené na pryskyrici po vlozeni supernatantu ,,flow-through*, W1-6: proteiny
uvolnéné pri promyvani pryskyrice ,,washing 1-6“, P 1lug: zdsobni roztok CypA,
obsahujici 1 ug CypA a P 2uQ: zdsobni roztok CypA, obsahujici 2 ug CypA.

3.1.5 Stanoveni koncentrace CypA

U ziskaného zasobniho roztoku CypA byla zmétena koncentrace pomoci kalibracni
ptimky, metodou BCA (2.9.4.5), jejiz vysledky znazornuje graf 1. Vysledna koncentrace
zasobniho roztoku rekombinantniho CypA je 1794,9 pg/ml.
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Graf 1: Kalibracni primka pro stanoveni koncentrace cistého CypA pomoci metody BCA,
mérend pomoci mikrodestickového multireaderu.

3.1.6 Ovéreni identity CypA

Vzhledem ktomu, ze elektroforéza ukazuje pouze molekulovou hmotnost Cistého
proteinu, ze které 1ze pouze piedbézné usuzovat, zda je cilovy protein pfitomen, je vzdy
tieba ovéfit jeho identitu, coz bylo provedeno pomoci metody western-blot (2.9.6).
K tomu byly pouzity dvé rizné protilatky, jedna zaméfena na his-tag (anti-HisProbe) a
druha specificka pro CypA (anti-CypA). Vysledky znazoriiuje obrazek 17, a je z nich
patrné, Ze protein o molekulové hmotnosti 18 kDa je skute¢né CypA, jelikoZ reagoval
specificky s obéma primarnimi protilatkami. Z vysledkii je také vidét, ze se CypA
vyskytuje jak v peleté pred lyzi, tak v Cisté frakci. Protilatka specificka pro his-tag také
zobrazila protein o velikosti cca 40 kDa v zasobnim roztoku CypA. Jedna se nejspis o
nespecifickou interakci, ale jelikoz byl zasobni roztok CypA testovan na ¢istotu, je
otazkou, zda by tento protein nemohl byt dimer cyklofilinu A. Hmotnostné by tento band
odpovidal dimeru, a navic bylo jiz o existenci dimeru cyklofilinu A diskutovano [40].
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Obrdazek 17: Vysledek SDS-PAGE elektroforézy a western-blottu pro zjisteni pritomnosti
CypA. A: SDS-PAGE elektroforéza, M: marker molekulovych hmotnosti Precision Plus
Protein Kaleidoscope, peleta: E.coli BL-21 po indukci ITPG, CypA: CypA ziskany afinitni
purifikaci. B: Western-Blotting s pouzitim protilatky proti his-tagu, peleta: E.coli BL-21
po indukci ITPG, CypA: CypA ziskany afinitni purifikaci. C: \Western-Blotting s pouzitim
protilatky proti CypA, peleta: E.coli BL-21 po indukci ITPG, CypA: CypA ziskany afinitni
purifikaci.

3.1.7 Meéfeni aktivity CypA

Vzhledem k tomu, ze se nam podafilo ziskat CypA v Cisté formé, bylo vhodné zjistit,
jestli byl ziskan také ve formé aktivni. Pro méteni aktivity cyklofilinti je mozné pouzit
dvé metody. Prvni moZnost je metoda, pti které se méfi vnitini fluorescence tryptofanu
v nekterych proteinech pii refoldingu, ktery je rychlejsi v pritomnosti peptidylprolyl
izomeraz, jako jsou cyklofiliny [34, 41, 37, 42]. Druha moznost je spektrofotometricka
metoda, ktera stanovuje zmény zpisobené pteménou cis-trans konformace tetrapeptidu,
obsahujiciho prolin v pfitomnosti chtymotrypsinu [33, 34, 36, 41, 42]. V této praci byla
zvolena metoda pomoci refoldingu RNazy T1 (2.9.7), ktera jiz byla na pracovisti popsana
pro mitochondrialni cyklofilin D [38]. Podobné metodiky pro uréeni aktivity CypA byly
také popsany pro refolding hovézi pankreatické ribonukleazy A [34] a arginin kinazy [36]
tudiz se da predpokladat jeho aktivita i v refoldingu RNazy T1.

Pfi stanoveni aktivity CypA v refoldingu RNazy T1 byla nejprve méfena aktivita riznych
koncentraci CypA, skladovanych pii-20 °C a-80 °C. Z méfeni bylo zjisténo, ze optimalni
koncentrace pro stanoveni aktivity CypD (0,61 nM) se u CypA prokazala jako
nedostacujici [37]. Pro zvySené mnozstvi 24,4 nM a 121,9 nM CypA jsme vsak jiz
aktivitu byli schopni pozorovat. Vysledky méteni znazornuje graf 2 a graf 3, ze kterych
usuzujeme, ze pro koncentrace CypA vétsi nez 24,4 nM je reakce pfilis rychla (linearni
cast grafu je kratka, a pro ziskani relevantnich dat nepfesnd) a pii koncentraci CypA mensi
nez 24,4 nM se aktivita CypA vytraci. Z méfeni byly ziskany hodnoty specifické aktivity
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pro CypA uchovavany pii -20 °C i pii -80 °C, pocitané z linearni ¢asti grafu, a ty jsou
shrnuty v tabulce 23. Z vysledkl je patrné, Ze teplota uskladnéni cyklofilinu A nema
vyrazny Vliv na jeho aktivitu.

CypAz-20°C

320,000
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Graf 2: Graf zndzornujici prubéh refoldingu 1,25 uM RNdzy T1 bez pritomnosti (samotna
RNdaza) a v pritomnosti ruznych mnozstvi CypA (0,61 nM, 24,4 nM, 121,9 nM),
uchovaného pri -20 °C. Méreno pomoci fluorescencniho spektrofotometru pri 10 °C,
excitacni vinova delka 268 nm a emisni vinova délka 325 nm.

CypA z-80°C
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Graf 3: Graf zndzornujici pribéh refoldingu 1,25 uM RNdzy T1 bez pritomnosti (samotna
RNdza) a v pritomnosti ruzného mnozstvi CypA (0,61 nM, 24,4 nM), uchovaného
pri-80 °C. Meéreno pomoci fluorescencniho spektrofotometru pri 10 °C, excitacni vinova
délka 268 nm a emisni vinova delka 325 nm.

Tabulka 23: Vysledky méreni aktivity CypA, skladovaného pri -20 °C a -80 °C, pomoci
refoldingové aktivity RNazy TlI, pri které byla meérena hodnota vnitrni fluorescence
tryptofanu RNazy T1.

Koncentrace [NM] Pouzita linearni Specifi.cké aktivita
oblast grafu [s] [AF/min/ng]
CypA (-20 °C) 24,4 6,5-28,5 0,36
CypA (-80 °C) 24,4 6—42 0,24
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Nasledné byla méfena schopnost inhibice cyklofilinu A pomoci cyklosporinu A (2.9.8).
Vysledky méteni znazoriuje graf 4, ve kterém lze vidét, ze pritomnost 2 uM CsA v reakci
vedla k zablokovani izomerazové aktivity enzymu, coz byl ocekavany vysledek, protoze
CsA je popsany inhibitor CypA [33]. Inhibice izomerazové aktivity cyklofilinu A byla za
téchto podminek stoprocentni. Tim byla také vyloucena piitomnost, a tudiz 1 pfispevek
k refoldingové aktivité, peptidylprolyl izomerazy SlyD, kterd se piirozené nachazi
v E.coli, a kterd by mohla byt pfitomna v zasobnim roztoku CypA. Tento enzym totiz
patii do skupiny FKBP, tudiz by nebylo mozné ho inhibovat pomoci cyklosporinu A [42].
Meéifenim kontrolniho vzorku v pfitomnosti DMSO byla rovnéz vyloucena inhibice
aktivity CypA, ktera by mohla byt zptisobena rozpoustédlem, ve kterém se CsA nachazel.
Obecné 1ze tedy potvrdit, Ze se podafilo ptipravit ¢isty CypA v aktivni formé.
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Graf 4: Graf znazornujici pritbeh refoldingu 1,25 uM RNdzy T1 bez pritomnosti (RNdza),
a Vv pritomnosti 24,38 nM CypA (CypA), 24,38 nM CypA a 1,9 uM CsA (CsA) a
Vv pritomnosti 0,1 M DMSO (DMSQ). Méreno pomoci fluorescencniho spektrofotometru
pri 10 °C, excitacni vinova délka 268 nm a emisni vinova deélka 325 nm.

Vzhledem k omezenému mnozstvi RNazy na pracovisti nebylo mozné zméfit stejnou
metodou polovi¢ni inhibici CypA (ICso) a disocia¢ni konstantu (Kp) vazby CypA-CsA.
Proto byla pouZita jind metoda pro stanoveni sily interakce mezi CypA a CsA, kterou
byla izotermalni titra¢ni kalometrie (ITC). Méteni Kp CypA-CsA pomoci ITC jiz bylo
diive uskute¢néno [33, 43]. Vysledky naseho méfeni znazornuje obrazek 18. Postup
stanoveni byl velmi podobny s métenim, provedenym skupinou Sebastianem Daumem a
kolektivem, jejichz méfeni probihalo v pufru 35 mM HEPES (pH 7.8), obsahujiciho
0,1 % DMSO. V jejich praci bylo do 2 uM roztoku CsA ptidavano 300 pl 20 uM roztoku
CypA, ptidavaného po 15 ul, a méfeni probihalo pii 293 K (20 °C) [33]. Pro nase méfeni
byl pouzit pufr 50 mM Tris, 150 mM NacCl a 30 % glycerolu (pH 7,4), obsahujici 0,1 %
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DMSO. Do roztoku 2 uM CsA byl ptidavan roztok 20 uM CypA po 2 ul ptidavcich, a
meéteni probihalo pii 20 °C. V postupu byl tedy zaménén pouze pufr a objem ptidavki
roztoku CypA, vzhledem k rozmérim mérmné cely. Z naseho méfeni a z predchoziho
méfeni Sebastianem Daumem a kolektivem byly ziskany podobné hodnoty Kp, které
v naSem experimentu vysly Kp=4,63-10"M a v publikaci Sebastiana Dauma a

kolektivu Kp =4 + 1,5-107 M [33].
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Obrazek 18: Vysledky mereni tepelného zabarveni interakce cyklofilinu A
S cyklosporinem A pomoci izotermalni titracni kalorimetrie. (A) Surova data
(B) vwhodnoceni pomeéru reakcni entalpie na koncentraci CypA.
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4 Zavér

Z puvodniho vektoru pCR4-TOPO_CypA a pCR4-TOPO_CypE obsazeného v E.coli,
byla aspésné pienesena do expresniho vektoru pET-28b(+) pouze cDNA cyklofilinu A.
Problém pfi vytvoreni pET-28b(+) CypE mohl nastat pii ligaci, nebo transformaci
ligaéni smési do bunék E.coli. Usp&sné ptipraveny vektor pET-28b(+)_CypA byl
nasledn¢ transformovan do expresnich bakterii E.coli XL-1, zajistujicich expresi
cyklofilinu A. Cisty protein byl ziskan pomoci afinitni chromatografie ve vysoké &istoté,
zbaveny vsech nezadoucich proteind S vyslednou koncentraci zasobniho roztoku CypA
1794,9 pg/ml. Pomoci metodiky refoldingu RNazy T1 bylo ovéfeno, Ze ziskany CypA je
aktivni a inhibovatelny pomoci CsA. Aktivita cyklofilinu A byla métena pro dvé teploty
uskladnéni, a to pro -20 °C a -80 °C. CypA z -20 °C vykazoval aktivitu 0,36 AF/min/ng
a CypA z -80 °C vykazoval aktivitu 0,24 AF/min/ng. Inhibice CypA pomoci 2 uM CsA
probéhla ze 100 %, proto byla dile métena disociacni konstanta vazby CypA-CsA, ktera
byla rovna Kp =4,63-107 M, coz odpovida diive publikované literatufe. Piipraveny
cyklofilin A je dobrym zacatkem pro testy in vitro, které by mohly poskytnout nové
poznatky o struktufe, vazebnych podminkdch nebo novych, silnych, selektivnich
inhibitorech.
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