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Abstrakt:
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Abstract:

Na'/K'-ATPase is the largest protein complex of P-type ATPases. It is responsible for
maintaining the membrane electrochemical potential, which is important for example for
propagation of impulses in the nerves. It also plays a key role in the transmission of many
substances across cellular membranes. In this study, site-directed mutagenesis of selected
cysteine residues C45 loop Na'/K'-ATPase was performed. Followed by expression of
individual mutant proteins and then, reactive thiol groups were detected using the Ellman

method. These reactive thiol groups interact with a wide variety of biological molecules.
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1 UVOD

Na'/K'-ATPasa predstavuje jeden znejvyznamnéjsich enzymi v Zivo&isném
metabolismu. Jeji soucasti je velka cytoplasmaticka klicka (C45), ktera je schopna vazat ATP
a malé¢ molekuly. C45 klicka obsahuje 11 cysteinovych residui a souCasné experimenty
ukazaly, ze na cysteinové zbytky se navazuji biologicky vyznamné latky, a také
chemoterapeutikum cisplatina. Je pravdépodobné, Ze ziskané vysledky mohou pomoci
vysvétlit mechanismus plisobeni cisplatiny ve spojitosti s jejimi vedlejSimi ucinky pfti

chemoterapii.
Cilem prace bylo:

1. Pfiprava sady mutantd C45 klicky Na'/K'-ATPasy pomoci mistné specifické
Yy P p

mutageneze.
2. Heterologni exprese proteini pomoci E. coli.

3. Pomoci Ellmanovy metody odhalit povrchova residua, ktera se mohou zapojit do

mezimolekularni interakce.



2 TEORETICKA CAST

2.1 MEMBRANOVY TRANSPORT

Membranovy transport je nezbytny pro zivot vS§ech bun¢k. Béhem bunééného cyklu je
nutné zajistit vSechny dulezité funkce cirkulaci latek ptfes bunéénou membranu. Transport
zahrnuje zaclenéni biologickych molekul a odstranéni odpadnich produktt, které jsou

nezbytné pro normalni funkci bunky [Pardee et al. 1968].

Membranovy transport oznaCuje soubor vSech —mechanismli umoznujici
rozpusténym latkdm a iontiim ptekonat pfirozenou bariéru bunééné membrany. Bunécna
membrana je tvofena dvojitou vrstvou fosfolipidl s proteiny, viz obr. 1. Bunééné membrany
jsou polopropustné (semipermeabilni), coz znamena, ze dovnitt buniky jsou propoustény jen
nekteré latky. Volné prochazi jen voda a nékteré nepolarni molekuly. Integralni proteiny
zajistuji prenos latek pies fosfolipidovou dvojvrstvu nepropusténych membranou [Kotyk
2003].

EXTRACELULARNI PROSTOR
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Obr. ¢. 1: Fosfolipidova dvojvrstva. Pievzato a upraveno z
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Phospholipid _TvanBrussel.jpg



2.1.1 ROZDELENI MEMBRANOVYCH PRENASECU

Membranové pienaSece (transportni proteiny, transportéry, bilkovinné nosice)
umoznuji pasivni transport (pfenos ve sméru chemického nebo elektrického gradientu)
1 aktivni transport (proti gradientu). Tyto proteiny mohou byt uniportni (pfenéseji jednu latku
jednim smérem), symportni (pfenaseji vice latek jednim smérem) nebo antiportni (vyménuji
jednu latku za jinou). Aktivni transport mize byt primarni — vyuzivd volnou energii ¢asto
ziskanou hydrolyzou ATP, nebo sekunddrni — vyuZziva energii ulozenou v gradientu

elektrochemického potencialu pfes membranu.

K toku iontli pfes membranu dochdzi nejen piti aktivaci iontovych kanal, ale 1
v ustdleném stavu. Vyrovnani iontovych gradientii by znamenalo bunénou smrt, proto jsou
prubézné¢ obnovovany pomoci transportnich proteini, oznaCovanych jako iontové
pumpy (primarni aktivni transport). Nejvyznamnéjsi je sodno-draselnd pumpa, resp. sodno-
draselnd ATPasa (Na'/K'-ATPasa), kterd pumpuje sodné a draselné ionty [Atwood et al.

1989].

2.1.1.1 PASIVNi TRANSPORT

e PROSTA DIFUZE

Latka prechdzi nahodnym tepelnym pohybem molekul z vychozi oblasti, kde je
koncentrovanéj$i, do oblasti s niZ§i koncentraci. Prostou difizi vyuZivaji zejména latky
rozpustné v tucich (lipofilni latky) pro transport z/do bunky ptes fosfolipidovou dvojvrstvu.

Ptikladem takovych latek jsou steroidni hormony.

e USNADNENA DIFUZE

Podstatou je, ze transportovana molekula se vaze s vysokou specifitou na transportni
protein. Tato vazba vede ke konformaéni zméné transportniho proteinu a dochazi k uvolnéni

transportované molekuly.
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e IONTOVE KANALY

Prostupnost membrany pro ionty je ddna piitomnosti specifickych kandli. Jsou to
transmembrdnové proteiny s pohyblivou doménou, ktera umoziuje otevirdni a zavirani
kandlu. RozliSuji se tak napt. kandly chemicky hradlované¢ — kdy vazba ligandu na
receptorové misto kanalu vede k jeho otevieni nebo elektricky hradlované — kdy podnétem je
zména membranového napéti. Existuji také mechanicky hradlované kandly — reagujici na
pohyb nebo mechanickou silu. Kanaly hraji roli specifickych branek nebo ventilt, ale

k vlastnimu toku iont pak dochdzi pasivné.

2.1.1.2 AKTIVNI TRANSPORT

Na mnoha mistech v organismu je nutny transport latek proti koncentratnimu nebo
elektrochemickému gradientu (spadu). Tento kol je feSitelny pouze s vynalozenim energie, a
to prostfednictvim aktivnich membranovych ptfenaseci — pump. Znacnd ¢ast chemické
energie, kterou maji organismy k dispozici, je vynaloZena pravé na tento aktivni transport.
Je-li energie uvoliovana z ATP spotfebovavana piimo transportni pumpou, jde o tzv.
primarni aktivni transport. Takové pumpy jsou také oznaCovany jako ATPasy a
nejznaméj¥imi piiklady jsou Na'/K'-ATPasa, sarkoplasmaticki Ca®’-ATPasa nebo H'-
ATPasa v ledvinnych sbéracich tubulech. Termin ATPasa je obecné oznaceni jakéhokoli

enzymu Stépiciho ATP.

Jako sekundarni aktivni transport je oznaCovan transport, pii kterém je latka (napf.
gluk6za ze stfeva nebo ledvinného tubulu) Cerpana proti elektrochemickému gradientu, ale
pienaseC sam energii z ATP nespottebovava. Je-li pfislusnd latka transportovana stejnym
smérem jako hybny ion, hovotfime o kotransportu nebo symportu (napt. glukéza a Na "), jdou-

li proti sobé, jde o antiport (napf. Na' proti H") [Véacha et al. 2004].
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2.2 Na'/K'-ATPASA

ATPasy se obvykle dé€li do ctyf odlisSnych skupin, V-, F-, P- a ABC- ATPasy
[Pedersen et al. 1987]. Clenové kazdé skupiny sdileji spolednou strukturu a nékteré vlastnosti,

které naznacuji spolecny evolu¢ni plivod [Chow et al. 1995].

ATPasy P-typu tvoti velké skupiny kationovych a lipidovych pump a funguji jako
kationtové transportéry, které se b&hem transportniho cyklu fosforyluji. Bylo jiz plné
sekvenovano vice nez 60 typu ATPas P-typu [Fagan et al. 1994]. K eukaryotickému P-typu
ATPas patii Na'/ K'-ATPasa plasmatické membrany mnohobunéénych Zivodichd, H'/K'-
ATPasa 7zaludku a tlustého stieva savel, Ca’’-ATPasa plasmatické membrany a
sarkoplasmatického retikula a H'-ATPasa plasmatické membrany rostlin, hub a niZsich

eukaryot [Pedersen et al. 1987, Zhao et al. 1991].

Na'/K'-ATPasa je velmi vyznamny protein lokalizovany v bunéénych membranach.
Na'/K'-ATPasa se nachdzi v membrané Zivo¢isné butiky a pouziva hydrolyzu ATP k
pieneseni tfi Na' jontli ven z buiiky a dvou K iontd dovnitf buiiky. Jedna se tedy o primarni
aktivni transport a miizeme ji fadit do skupiny ATPas P-typu. Tato pumpa reguluje osmolaritu

cytosolu zménou koncentrace rozpusténych latek uvnitt buiiky [Alberts et al. 2008].
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2.2.1 STRUKTURA Na'/K'-ATPASY

Vsechny ATPasy P-typu maji jednoduchou strukturu ve srovnani s jinymi tfidami
ATPas. Pro Na'/K'-ATPasu je charakteristicka pfitomnost tfi podjednotek. Funkéni jednotka
enzymu je tvofena katalytickou podjednotkou a (110 kDa), kterd je zodpovedna za transport
kationtd a hydrolyzu ATP, podjednotkou B (~55 kDa), kterd je nezbytnd pro spravnou
maturaci enzymu a lokalizaci v plasmatické membrané. Podjednotka 3 se pravdépodobné také

podili na transportu K" iontti [Shinoda et al. 2009, Geering 2001].

Obr. ¢. 3: Struktura Na'/K'-ATPasy. Horizontalni ¢ary piiblizné vymezuji cytoplasmatickou
membranu a plasmatické domény jsou oznadeny pismeny A, N a P. C45 klicka Na'/K'-
ATPasy je tvofena N a P doménou [Morth et al. 2007]. Obrazek byl potizen pomoci
programu PyMOL, na zéklad¢ struktury s oznaCenim 3B8E ze stranek www.pdb.org.
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Transmembranova €ast enzymu je tvofena deseti a-Sroubovicemi (M1 — M10),
které tvoii mista pro vazbu kationtii. Ty se stfidavé oteviraji smérem do cytoplasmy nebo
smérem do extracelularniho prostoru. V cytoplasmé se nachazi tfi dobie oddélené domény.
Doména A je tvofena N-koncem proteinu a cytoplasmatickou kli¢kou, ktera spojuje druhy a
tfeti transmembranovy helix (C23), zatimco dalsi dvé domény oznaceny jako N (nukleotidova
doména) a P (fosforyla¢ni doména), tvoti velkou cytoplasmatickou C45 klicku [Gatto et al.

1998, Grycova et al. 2009, Tran et al. 1999].

Existuje i podjednotka y Na'/K'-ATPasy. Jedna se o tkafové specifické proteiny
s regulacni funkci. Tato podjednotka patii do rodiny FXYD proteinii a byva povazovana za
tfeti podjednotku této pumpy. Podjednotka vy interaguje s af-komplexem a jeji

nejvyznamnéjsi funkci je regulace ¢innosti celého enzymu [Morth et al. 2007].
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2.2.2 CYTOPLASMATICKA KLICKA C45

Velka cytoplasmaticka klicka Na'/K'-ATPasy (C45) se nachdzi mezi &tvrtym a
patym transmembranovym helixem a-podjednotky a tvoii dvé ze tii cytoplasmatickych
domén. Predstavuje ptiblizné¢ 40 % hmotnosti celé a-podjednotky. Bylo prokazano, ze klicka
C45 mize byt oddélena od zbytku enzymu [Gatto et al. 1998, Grycova et al. 2009, Tran et al.
1999], pfiCemz si zachovava svou strukturu, dynamické vlastnosti [GryCova et al. 2009,

Kubala et al. 2009] a schopnost vazat nukleotidy [Kubala et al. 2003, Kubala et al. 2003].

Obr. ¢&. 4: Struktura C45 klicky. Cervené je vyznadena o helikalni struktura, Zluté B skladany
list a zelenou barvou je vyznacena neuspoiddand struktura C45 klicky.Vytvofeno v programu
PyMOL, na zékladé€ struktury z PDB databaze s oznacenim 2ZXE. ze stranek www.pdb.org.
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2.2.3 KATALYTICKY CYKLUS Na'/K*-ATPASY

Na'/K'-ATPasa transportuje béhem jednoho katalytického cyklu 3 sodné ionty vné
buiiky a 2 draselné ionty dovnitf buiiky [Jorgensen et al. 2003]. Katalytické misto Na /K -
ATPasy je béhem reakcéniho cyklu fosforylovano, a to prostiednictvim terminalniho fosfatu
z ATP, ktery je z této molekuly odstépen. Enzym je soucésti mechanismu regulujiciho sloZzeni
intra- a extracelularni tekutiny. Vyslednd zména elektrochemického potencidlu spusti
sekundarni pohyb rozpusténych latek. Tento pohyb latek umoziuje fidit iontovy transport
1 osmotické efekty, které jsou zodpovédné za sekundarni transport vody. Takto je udrzovan
transmembranovy potencial, ktery je vyznamny pro bunénou signalizaci. Pro spravnou
funkci Na'/K'-ATPasy je potieba minimalng 25% ATP, které je vytvoieno v bunééném
metabolismu [DeWeer 1985].

Reakéni cyklus Na'/K'-ATPasy je popsan Albers-Postovym schématem [Albers
1967, Post et al. 1969], ktery postuluje dva hlavni konformacni stavy enzymu E1 a E2. Stav
E1 s vysokou afinitou k sodiku a E2 stav s vysokou afinitou k drasliku [Kaplan 2002].

VNE A
== — r————— :
INa
E1l 3Na® ATP L= app INa”
UVNITR B - N
b P
VNE
- v
?
il +
E2 2K ; 23
v p
uvNITR — ™
P

Obr. €. 2: Albers-Postovo schéma.
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Na'/K'-ATPasa b&hem reakéniho cyklu piechdzi mezi dvéma hlavnimi
konformacénimi stavy E1 a E2. V E1 stavu se otevira intracelularni brana a ATP se navaze do
vazebného mista, pfitemz dochazi ke vstupu tii Na’ iontl. Jejich vysokéa afinita indukuje
hydrolyzu ATP, ktera podporuje uzavieni Na' ijontdi uvnitf pumpy. Spontdnné se tento
vysokoenergeticky stav E1 rychle méni na stav E2 s otevienou extracelularni branou. Dojde
k uvolnéni t¥i Na™ a mohou vstoupit dva K' na mista s vysokou afinitou pro K'. Pfi navazani
dvou K iontti dojde k defosforylaci a tim je uzaviena extracelularni brana. Uvolnénim téchto

dvou K do intracelularniho prostoru se dokonéi cyklus [Rodrigues et al. 2008].

Soucasti Na'/K'-ATPasy je velkd cytoplasmaticka klicka (C45), ktera je blize
popsana v praci (Grycova et al. 2009). Tato prace popisuje experimenty, kterymi bylo
zjisténo, ze C45 klitka v neptitomnosti ligandu, ale v ptitomnosti samotného Mg®™ nebo
v piitomnosti Mg®" a ATP, zaujima uzavienou konformaci. Pokud je navazano pouze ATP je
konformace C45 klicky oteviend. Tyto vysledky ukazuji, ze konformacni zmény jsou
diisledkem interakce ATP a Mg*".

Vysledky jsou v souladu s modelem, kdy vazba ATP indukuje konformacni zmény
na cytoplasmatické C€asti enzymu a dochazi k prechodu mezi E2 — E1 konformacemi.
Nésledna vazba Mg”" na komplex enzym-ATP indukuje konformaéni zménu a dochazi

k prechodu mezi E1 — E2 [Grycova et al. 2009].
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2.2.4 FYZIOLOGICKY VYZNAM Na'/K*-ATPASY

Fyziologicky vyznam Na'/K'-ATPasy spo¢iva v udrzovani klidového membranového
potencialu. Dale také Na'/K'-ATPasa generuje elektrochemicky gradient pro Na' ionty, ktery
se pak pouziva pro pohyb jinych latek, jako jsou napf. cukry, aminokyseliny, Ca>", CI"a H'
ionty. Na'/K'-ATPasa ¢erpa sodik z intracelularniho prostoru do extracelularniho a draslik
z extracelularniho prostoru do intracelularniho. Aktivita Na'/K'-ATPasy ovliviiuje mimo jiné
i ztratu osmoticky aktivnich &astic. K daliim funkcim Na'/K'-ATPasy patii udrzovani
cytoplasmatického prostedi s vysokou koncentraci K™ vhodného pro mnoho intracelularnich

enzymi a udrzovani transmembranovych gradientt Na” a K [Glynn 1985].

Obecné plati, ze elektrochemicky gradient vytvoteny Na'/K'-ATPasou, je nezbytny
pro &innost svalové a nervové tkang. Na' gradient sméfuje dovnitf buiiky a je pouzivany
ve vétSin€é bunck orgdnd k fizeni pifjmu a akumulaci Siroké Skaly zakladnich Zivin.
u erytrocytll az po nejvyssi koncentraci, kterou je mozné nalézt u mozkové kiry. Hladké
svalstvo ma niz§i hodnotu koncentrace Na'/K'-ATPasy (v rozmezi 400 000 — 700 000
molekul Na'/K'-ATPasy/buiika), coz je cca 100x niz§i hodnota nez u srde¢niho nebo

kosterniho svalstva [Koksoy 2002].

Pro podjednotky o- a B- Na'/K'-ATPasy byly identifikovany isoformy, které
vykazuji unikatni tkanové zakonceni a maji specifické funkéni role. Podjednotka o ma
4 isoformy: a4, oy, o3 a a4. Podjednotka f ma 3 isoformy: B, B2, B3. Zatimco isoforma a; je
vSudypfitomnd, isoforma o, je pfitomna nejvice v kosternich svalech, srdci, mozku
adipocytech a hladké svaloving€. Ale je moZné ji nalézt 1 v dalSich tké&nich. o3 isoforma se
nachazi témét vyhradné v neuronech a vajecnicich. Jeji dalsi lokalizace mtze byt v bilych
krvinkach a srdci nékterych zivociSnych druhd, jako je napiiklad ¢loveék [Dostanic-Larson et
al. 2006]. Isoforma o4 se nachazi ve spermiich a je specificky syntetizovdna na fazi

spermatogonia, kde je potiebna pro pohyblivost spermii [Woo et al. 2000].

Na'/K'-ATPasa pravdépodobné hraje kli¢ovou roli béhem absorpce vody ve stievé a
reabsorpce vody v ledvinach, protoZe transport vody je vzdy propojen s transportem Na' pies
epitel [Therien et al. 2000]. Drazdivé tkang, jako jsou neurony a kosterni svalstvo, vyuzivaji

Na'/K'-ATPasu k obnové elektrického potencidlu ptes plasmatickou membranu. Kosterni
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svalstvo obsahuje Na'/K'-ATPasu ve vysoké koncentraci, a proto hraje tGstfedni roli
v odstraiiovani K z krve béhem fyzické namahy nebo pii ptijmu K z infuze [Clausen 1996].
Regula¢ni funkce Na'/K'-ATPasy je dilezitd zejména pro srde¢ni svalovinu, protoZze
umoziuje nastup srdec¢ni kontrakce, popiipad€ kontrakci hladkého svalstva cév [Therien et al.

2000].
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2.2.5 INTERAKCE NA'/K'-ATPASY S MALYMI MOLEKULAMI

C45 klicka Na'/K'-ATPasy je interakénim partnerem pro molekuly rozpustné ve vodg,
které mohou blokovat funkci Na'/K'-ATPasy. Zvlasté reaktivni jsou pak cysteinové zbytky,
které obsahuji thiolovou skupinu (-SH). Bylo prokdzano, Ze na cysteinové zbytky se vazou
toxické latky jako napf. ionty rtuti. Souc¢asné experimenty naznacuji, Ze na cysteinové zbytky

se milZze vazat 1 chemoterapeutikum cisplatina.

Cisplatina (cis-diamindichlor platnaty komplex, viz obr. 5) je nejrozSifené;si
chemoterapeutikum pii 1€cbé rakoviny varlat, mocového méchyte a délozniho Cipku. Jeji
biologické ucinky spocivaji v jeji schopnosti tvofit bifunkéni adukty s jadernou DNA, tim se

narusi replikace DNA a déleni bun¢k [Barabas et al. 2008].

Nicméné nékteti pacienti uzivajici cisplatinu trpi velkym poctem vedlejSich G€inkd,
jako je naptiklad neuropatie nebo ztrata sluchu [Barabas et al. 2008, Dzagnidze et al. 2007].
Jednim z nejvice zavaznych nezddoucich ucinkl je akutni selhani ledvin, které postihuje
zhruba 20 — 30% pacienti v pribéhu prvniho tydne chemoterapie zaloZzené na cisplating
[Miller et al. 2010, Pabla et al. 2008, Ries et al. 1986]. Dalsi klinicky schvélena
chemoterapeutika na platinové bazi jsou oxaliplatina a karboplatina. Tyto latky jsou mnohem
méné¢ nefrotoxické, avSak jsou ucinné proti rozdilnym typim nadori [Vinciguerra et al.

2005].

Cisplatina je ve vod¢ rozpustna sloucenina, kterd se aktivuje po proniknuti pies
plasmatickou membranu do bunky [Barabas et al. 2008]. Z tohoto diivodu se piedpoklada
interakce cisplatiny s cytoplasmatickou ¢asti enzymu. Elektrochemické experimenty potvrdily

vazbu cisplatiny na cysteinové zbytky C45 klicky [Huli¢iak et al. 2012].

C|/,,’ pt‘\\\ NH,
CI”  NH,

Obr. €. 5: Struktura komplexu cisplatiny.
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2.3 KLONOVACI VEKTORY

Klonovaci vektory v molekularni biologii slouzi k ptfepravé cizorodé DNA do
hostitelské buiky, kde je tato DNA replikovdna a/nebo exprimovana. Nejbé€znéjsi typ vektoru
jsou plasmidy, cirkularni molekuly extrachromozomalni DNA, které se v bakterialni buice
autonomné mnozi a prenaseji se pii déleni do nasledujicich generaci. Casto jsou vyuzivany
také virové vektory. Jedna se o rekombinantni viry, jeZ maji ¢ast genomu nahrazenu expresni
kazetou, kterd po infekci (transdukci) hostitelskych bunck zajisti produkci rekombinantniho
proteinu. Alternativou ke klasickym klonovacim systémtim, ve kterych je vloZeni cizorodé
DNA zaloZeno na restrikénim Stépeni a nasledné ligaci, jsou systémy zaloZené na homologni
rekombinaci. Tyto systémy umoziuji snadné a efektivni klonovani pozadovanych gent

[Rickova et al. 2014].

Plasmidové vektory jsou vétSinou relativné malé, (okolo 5 — 6 kb). Plasmid vétsi nez
15 kb je jen obtizné€ transformovatelny a do menSiho vektoru je mozné vloZit vice cizorodé
DNA. Mensi plasmid obsahuje méné restrikénich mist, lépe se mapuje a Casto dosahuje
vét§iho poctu kopii v buiice. Nezbytnou vlastnosti vektorti plasmidového typu je ptitomnost
genll kodujicich selektovatelné nebo detekovatelné znaky. Ani nejucinngjsi transformacni
techniky nezajisti stoprocentni pfenos DNA do vSech bakterii nebo jinych bunék [Vondrejs et
al. 1997]. Pro tuto praci byl pouzit vektor plasmidového typu s rezistenci k antibiotiku

kanamycinu.

Pro heterologni produkci proteinti je nutno vytvofit rekombinatni molekulu DNA. Toho
se docili vloZenim cizorodé DNA do klonovaciho vektoru. Vyslednd molekula je pfenesena
do hostitelské buiiky, kde vytvoii vice kopii pomoci replikace. Casto jsou pouzivany
plasmidové expresni vektory s indukovatelnymi promotory, kde syntéza ciziho proteinu je
obvykle navozena az po narGstu bunék do vhodné hustoty (ODggo asi 0,4 — 0,6) [Rosypal
2002].
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2.4 POLYMERASOVA RETEZOVA REAKCE

Polymerasova ftetézovd reakce (PCR) je enzymovda metoda slouzici k syntéze
definovaného tUseku DNA in vitro. Pro DNA jsou k dispozici oligonukleotidové primery
komplementarni k 3’a 5"-koncovym sekvencim useku, jenz ma byt amplifikovan (pomnoZen).
Tato metoda, kterd zpusobila revoluci v metodach molekularni biologie, poskytuje az 10°

nasobné pomnozeni behem 2 — 3 hodin. Jednotlivé kroky amplifikace zahrnuji:
1. tepelnou denaturaci templatu, vedouci ke vzniku jednotetézcové DNA
2. ptipojeni primeril
3. extenzi pripojenych primerd DNA polymerasou

Vzhledem k vysoké citlivosti této metody, je mozné PCR pouzit pro detekci velmi
malého mnozstvi nukleové kyseliny ve vzorku. Zéikladem uspéSné reakce je pouziti
neporusen¢ho useku DNA, ktery ma byt amplifikovan. Velmi dilezitym ptedpokladem pro
uspeésnou reakci je navrzeni vhodnych primert tak, aby byla zjisténa specifita reakce. Jak
navrh oligonukleotidovych primert, tak programovani reakénich krokid vychdzi z obecné
znalosti struktury DNA, vcetné znalosti sekvence, k niz jsou pfislusné oligonukleotidy
komplementarni. Je tedy nutné zdiraznit, ze pro PCR je nutno znat sekvence alesponi

hrani¢nich tsekti fragmentu, ktery ma byt amplifikovan.
Samotna reakce vyZaduje nasledujici slozeni reak¢ni smési:

a) 2 oligonukleotidové primery (kazdy dlouhy cca 20 nukleotidi) komplementarni

k 3’-koncovym sekvencim obou komplementarnich fetézch useku

b) cilova DNA, ktera slouzi jako templat pro reakci (jedna se o Usek izolované

dvojtetézcové DNA, ktery zahrnuje sekvenci vymezenou obéma primery)
c) termostabilni DNA polymerasa, stala i pii teploté 95°C
d) smés vSech Ctyf deoxyribonukleotidi

e) vhodny reakéni pufr obsahujici Mg”" ionty, které jsou nezbytné pro aktivitu DNA
polymerasy [Rumlova et al. 2003]
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Obr. ¢. 6: Ramcové schéma PCR.

V prvnim kroku reakce je zahtatim na 95°C denaturovana templatova dsDNA
(dvousroubovicova DNA) na jednofetézcové molekuly. Termostabilni polymerasy pii této
teploté nedenaturuji, ale uchovavaji si svou funkci. V dal§im kroku je smés ochlazena na
takovou teplotu, pfi niZ mohou pfislusné primery hybridizovat stemplatovou DNA.
Nasledujici krok zahrnuje opétovné zvySeni teploty na 70°C, coz je teplota optima
termostabilni DNA polymerasy, kterd je pro PCR pouZzivdna. Béhem tohoto kroku dochazi
k syntéze komplementarniho vlakna k templatové DNA. Jako vychozi bod syntézy slouzi
primery hybridizované s templatovou sekvenci. Po dobé, kterd je nezbytnd k vytvofeni
prislusné kopie DNA podle predlohy (zpravidla 2 — 3 minuty), je posloupnost reakci
opakovana od zacatku. Sled téchto tfi krokl tvofi cyklus a mize byt mnohokrat opakovan

[Vondrejs et al. 1997].
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2.5 HETEROLOGNI EXPRESE C45V E. COLI

Heterologni exprese proteinti je proces, pi1 kterém mizeme pomoci riznych expresnich
systémtl vytvofit protein odvozeny od konkrétniho genu, nebo ¢asti genu. Tento protein lze

purifikaénim systémem oddélit od neZadoucich necistot a ziskat tak Cisty produkt.

Exprese proteinu je zaloZena na koloniich hostitelského organismu ziskanych po
transformaci, kdy se vybere jedna nebo vice kolonii. Produkce proteini mize byt fizena
naptiklad T7 promotorovou sekvenci, ktera je zavedena v kmenech E. coli BL21, BL21(DE3)
a BL21(DE3)pLysS. Do genomu téchto kmenli byla vlozena DNA sekvence pro T7 RNA
polymerasu. Exprese T7 RNA polymerasy je fizena lac operonem. Lac operon je soubor tii
strukturnich gent (lac Z, lac Yalac A) se spoleCnou regulacni oblasti, ktera zajiStuje
vyuziti laktosy jako jediného zdroje energie a uhliku u bakterii E. coli. Pokud se na DNA
sekvenci lac operonu vaze lac represor, pak je syntéza T7 RNA polymerasy ukoncena.
Isopropyl-B-D-thio-glykopyranosid (IPTG) pfidany do kultivacniho média se v E. coli navaze
na lac represor. Ten zméni svou strukturni konformaci a vyvazuje se z DNA sekvence.
V tento okamZik nastava syntéza T7 RNA polymerasy. T7 RNA polymerasa pak specificky
interaguje s T7 promotorem a transkribuje DNA sekvenci, ktera nasleduje za promotorem

[Turek 2012].
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2.6 PURIFIKACE C45 POMOCI AFINITNI CHROMATOGRAFIE

Chromatografie je separacni a soucasn¢ analytickd fyzikdln€ chemicka metoda pro
separaci a analyzu smési latek, jejimz zdkladnim principem je rozdélovani slozek smési mezi

mobilni a stacionarni fazi.

Proces purifikace je vyrazn€ usnadnén, pokud je cilovy protein opatien afinitni
znackou. Prvnim krokem purifikace je v tom ptipad€ afinitni chromatografie, pfi niZ je
protein diky své afinitni znacce specificky zachycen na chromatografické koloné. Nenavazané
proteiny jsou v promyvacim kroku odmyty a Cisty protein je nasledné uvolnén. Uvolnéni
zachyceného proteinu mize byt provedeno specificky, a to pfidanim kompetitivniho ligandu,
nebo nespecificky skokovou zménou pH, iontové sily ¢i polarity (obr. 7). Purifikaéni metoda

je ur¢ena vybérem afinitniho paru [Rackova et al. 2014].

aplikace proteinového
lyzdtu na kolomu > ] specificky navidzany
otein
¢® & .
0%, &

nenavazané proteiny -

ﬂ: nedistoty

purifikovany protein

elice

Obr. ¢. 7: Schéma afinitni chromatografie. V prvni kroku afinitni purifikace je proteinova
smés nanesena na kolonu, kde se cilovy protein specificky a reverzibilné vaze na ligandy
zachycené na chromatografické matrici. V dal$i fazi jsou béhem promyvaciho kroku
nenavazané proteiny odmyty. Cilovy protein je poté uvolnén zménou podminek prostiedi, tak
aby bylo preferovano uvolnéni komplexu protein — ligand [Rackova et al. 2014].
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Pro tuto praci byl vybrdn afinitni par histidinovd kotva a matrice obsahujici
imobilizované Co”" ionty. Histidinova kotva se sklada alespoii z esti histidinovych (His)
zbytkli na C- konci proteinu. Obecné se muiZe histidinova kotva nachdzet 1 na N- konci
proteinu [Hochuli et al. 1988]. Jeji umisténi je podminéno zejména strukturou exprimovaného

proteinu.
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2.7 STANOVENI CISTOTY A KONCENTRACE PROTEINU

Stanoveni koncentrace proteinli patii k nezbytnym procesim pied zpracovanim
proteinovych vzorki. V zavislosti na poZadované piresnosti, mnozstvi a Cistoty proteinu, jsou
k dispozici rizné metody pro stanoveni koncentrace proteinu. Jednou =z metod je
spektrofotometrickd metoda zaloZend na absorpci UV zafeni aromatickymi aminokyselinami
pi1 280 nm [Rumlova et al. 2003]. Dalsi metoda je metoda Lowryho, kterd kombinuje reakce
iontd m&di s peptidovymi vazbami s naslednou oxidaci proteinovych aromatickych zbytk.

Tyto reakce probihaji v alkalickém prostfedi [Everette et al. 2010].

Nejbéznéji pouzivanou metodou je metoda Bradfordové, které je zalozena na interakci
barviva Coomasie Brilliant Blue G-250 s bazickymi a aromatickymi aminokyselinami
v proteinech. Pouziti Coomasie G-250 jako kolorimetrického ¢inidla pro detekci a
kvantifikaci proteinu bylo poprvé popsano Dr. Marion Bradfordovou v roce 1976. Vznik
charakteristického modrého zabarveni je spojen s pfitomnosti ur¢ité aminokyseliny (zejména
arginin, lysin a histidin) v proteinu. Navazani barviva na proteiny je ovlivnhéno van der

Waalsovymi silami a hydrofobni interakci.

Vyhodou metody Bradfordové je jeji rychlost a jednoduchost v porovnani s ostatnimi
metodami. Vzorek proteinu je smichan s inidlem a nésledné se sleduje absorbance vzniklého

modrého zbarveni na vinové délce 595 nm. Test se provadi pti pokojové teploté.

Hlavni nevyhodou této metody je jeji neslucitelnost s povrchové aktivnimi latkami
(tenzidy) v koncentracich bézné pouzivanych k rozpusténi membranovych proteinii. Obecné
plati, Ze ptitomnost povrchové aktivni latky ve vzorku, a to i pfi nizkych koncentracich,

zpusobuje sraZeni ¢inidla [Thermo Scientific 2010].
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2.8 DETEKCE THIOLOVYCH SKUPIN POMOCI ELLMANOVA TESTU

V roce 1959 Ellman [Ellmann 1959] piedstavil 5,5'-dithio-bis (2-nitrobenzoovou
kyselinu) nazyvanou DTNB (obr. 8), jako univerzédlni ve vod¢ rozpustnou slouceninu pro
kvantifikaci volnych thiolovych (sulthydrylovych) skupin vroztoku. Pokud roztok této
slouCeniny reaguje s thioly, pak produkuje méfitelny zluty produkt. Disledkem toho se
Ellmanovo ¢inidlo stalo uzitecnym nastrojem pro testovani ptitomnosti sulthydryld.
Za neutralniho pH toto Cinidlo specificky detekuje -SH skupiny a mezi jeho dalsi vyhody patfi

vysoky molarni extink¢ni koeficient a kratké reakcéni doba.
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Obr. €. 8: Struktura Ellmanova ¢inidla. Pfevzato a upraveno z
www.thermoscientific.com/pierce.

Principem detekce -SH vazeb Ellmanovym testem je reakce DTNB s volnou thiolovou
skupinou, ¢imZz se ziskd smésny disulfid a 2nitro-5-thiobenzoova kyselina (TNB), jak
zobrazuje obr. 9. DTNB v této reakci tvofi konjugovanou bazi (R-S) s volnou thiolovou
skupinou. Rychlost této reakce je zavisla na pH reakce, pKa thiolu a sterickych nebo

elektrostatickych efektech [Riddles 1983].

0 0
=0 =0
S 0 —
— s JNU o+ 5 S
R-s Y/ o 7
. 2.
smésny disulfid TNB

Obr. €. 9: Redukce Ellmanova ¢inidla. Pfevzato a upraveno z
www.thermoscientific.com/pierce.
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Mnozstvi thiolovych skupin ve vzorku mize byt odhadnuto na zaklad€ porovnani se
standardni pfimkou, konstruovanou ze znamych koncentraci slouceniny obsahujicich
thiolovou skupinu, jako je napf. cystein. Jina metoda kvantifikace thiolovych skupin pomoci

DNTB je zaloZena na extinkénim koeficientu TNB [Kuwata 1982].

V této praci jsme pouzili metodu zalozenou na konstrukci kalibrani piimky

standardti, pficemz jako standard byl pouZzit N-Acetyl-L-cystein methyl ester.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 MATERIAL

Chemikalie

LB médium:

10 g/l Peptone from casein (Serva), 5 g/l Yeast extract (Serva), 10 g/l NaCl (Sigma), pH 7,4
Zasobni roztok antibiotika: 30 mg/ml Kanamycin (Sigma)

IPTG: isopropyl-p-D-thio-glykopyranosid (Roth)

Purifika¢ni pufr: 10 mM TRIS (Roth), 10 mM NaCl, pH 8,8

Promyvaci pufr: 20 mM TRIS, 140 mM NaCl, 10 mM Imidazol (Roth), pH 7,6

Elu¢ni pufr: 0,5 mM Imidazol, pH 8,5

Dialyzacni pufr: 20 mM TRIS, 140 mM NaCl, pH 7,6

Roztok inhibitori proteas: (na 10 ml):
15 mg lysozym (Sigma), 25 mg PMSF (Sigma), 10 pl leupeptin (Sigma) (koncentrace
zasobniho roztoku 2 mg/ml), 4 ul pepstatin (Sigma) (koncentrace zasobniho roztoku 5

mg/ml), 10 ul IM DTT (Serva), 100 ul ImM EDTA (Fluka)

NZY+ médium:
10 g/l NZ amine (casein hydrolysate, Serva), 5 g/l yeast extract, 5 g/l NaCl, pH 7,5

Afinitni matrice: Talon Metal Affinity Resin, Kobalt (Clontech)
Ellmanovo ¢inidlo: 5,5’-Dithio-bis-(2-nitrobenzoova kyselina) (Life Technologies)
Reakéni pufr: 0,1 M Na3;PO,4 (Sigma), pH 8,0 a obsahujici ImM EDTA (Sigma)

N-Acetyl-L-cystein methyl ester (Fluka)
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Material na SDS — PAGE:

Elektrodovy pufr : (na 1 1)
3g TRIS (Bio-Rad)

14,4g glycin (Roth)

1g SDS (Serva)

pH se neupravuje

Vzorkovaci pufr: (na 1 1)

135 ml IM TRIS (Bio-Rad)

150 ml glycerol (Sigma)

22 ml merkaptoetanol (Bio-Rad)
720 ml H,0

30g SDS (Serva)

Separacni gel 10% : (na 10 ml)
2,5 ml 40% akrylamid (Serva)
2,5 ml separacniho pufru

4,95 ml H,0

15 mg Na,SO;3 (Chemapol)

25 ul APS (100 mg/ml) (Bio-Rad)

Methylenova modf (Roth)

Coomassie Brilliant Blue (Bio-Rad)

Kyselina octova (LachNer)
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9,75 ul TEMED (Bio-Rad)
Zaostrovaci gel 4% : (na 10ml)
Iml 40% akrylamid (Serva)

2,5 ml zaosttovaciho pufru

6,5 ml H,O

15mg Na,SO; (Chemapol)

19,5 ul TEMED (Bio-Rad)

50 ul APS (100 mg/ml) (Bio-Rad)

Zaostrovaci pufr: (na 1 1)
0,5 M Tris (Bio-Rad)
0,4% SDS (w/v) (Serva)
pH 6,8

Separaéni pufr: (na 1 1)
1,5 M Tris (Bio-Rad)
0,4% SDS (w/v) (Serva)
pH 8.8



3.2 METODY

3.2.1 VEKTOR SE SEKVENCI C45 WT

Byly navrzeny cDNA sekvence obsahujici gen pro C45 WT (WT = wild type, ptivodni
sekvence bez mutaci) a restrikéni mista pro endonukleasy Nhel a Hindlll. Pivodni DNA
s genem pro C45 WT byla namnozena pomoci PCR a vlozena do vektoru pET28b §tépeného
restrikénimi enzymy Nhel (NEB) a HindIII (NEB). Vektor byl uzavien pomoci T4 DNA
ligasy (NEB). Konstrukt byl amplifikovam pomoci DHS5a E. coli. Sekvence konstruktu byla

ovéfena sekvenovanim DNA [GryCova et al. 2009].

6xHis T7 tag
|/ oxHs
] __[T7 promoter

0 I ﬁ 4_.'
rerminator fMCS !

<7
dc
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O

pET-28b(+)
5368 bp

Obr. €. 10: Bakterialni vektor pET28b (vytvofeno pomoci SnapGene). Tento vektor obsahuje
nasledujici geny:

6xHis - je usek DNA kodujici histidinovou kotvu uZitecnou pro detekci a purifikaci proteinu
T7 tag — peptid odvozeny od hlavniho kapsidového proteinu

T7 promotor —sekvence vektoru, na kterou specificky naseda transkripéni enzym

T7 RNA polymerasa

T7 termindtor — nachazi se na koncich genil a zastavuje transkripci

Lacl - gen, ktery koduje lac represor

MCS — (multiple cloning site) — polyklonovaci misto

ori — (origin of replication) — pocatek replikace

KanR — rezistence na kanamycin
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3.2.2 NAVRZENI PRIMERU PRO PCR

Konstrukt obsahujici C45 WT béZn€ pouzivame v laboratofi a jeho sekvence byla

diive ovéfena pomoci sekvenace. Na zaklad¢ tohoto konstruktu jsme navrhli sadu primert,

které nam umozni vlozit bodovou mutaci. Primery byly navrzeny tak, aby spliovaly

nasledujici kritéria:

1) mutovany kodon je pfiblizné uprostied sekvence

2) na konci fetézce se naléza co nejmensi pocet G-C bazi

cvvr

4) eliminace sekundérnich struktur a tvorby dimert

5) nové€ vlozena aminokyselina zptisobi minimalni zménu ve struktufe proteinu

Primery byly objednany ze Sigma Aldrich v HPLC C¢istoté a jejich sekvence, jsou uvedené

v tabulce €. 1.

Tab. ¢. 1: Sekvence primerti. Bodové mutace jsou zvyraznény ¢ervenou barvou.

Nazev primeru

sekvence 5°-37

C45-C599S Fwd

5’- GCTGTGGGCAAAAGCCGCAGCGCTGGGATTAAGG -3’

C45-C599S Rev

5’- CCTTAATCCCAGCGCTGCGGCTTTTGCCCACAGC -3’

C45-C698S Fwd

5’- CCCTGCCGCTGGCTGCCCTCCACAATGATGAGC -3’

C45-C698S Rev

5’- GCTCATCATTGTGGAGGGCAGCCAGCGGCAGGG -3’

C45-C456S Fwd

5’- GCATCGAGATCAGCTGTGGCTCCGTGATG -3’

C45-C456S Rev

5’- CATCACGGAGCCACAGCTGATCTCGATGC -3’

C45-C4565+C457S Fwd

5’- GCATCGAGATCAGCAGTGGCTCCGTGATG -3’

C45-C4565+C457S Rev

5’- CATCACGGAGCCACTGCTGATCTCGATGC -3’

C45-C421S Fwd

5’- CCAGAATTGCTGGTCTCTCTAACAGGGCAGTGTTTCAGG - 3’

C45-C421S Rev

5’- CCTGAAACACTGCCCTGTTAGAGAGACCAGCAATTCTGG - 3’

C45-C452S Fwd

5’- CCGAGTCGGCGCTCTTAGAGTCCATCGAGATCTGCTGTGGC - 3’

(C45-C452S Rev

5’- GCCACACGCAGATCTCGATGGACTCTAAGAGCGCCGACTCGG -3’

33




3.2.3 PRIPRAVA MUTACI POMOCI PCR

PCR mitize byt s vyhodou pouzita pro tvorbu mutantii a k tomuto ucelu lze pouzit
komeréni sestavu QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent
Technologies). Mutantni proteiny budeme oznacovat C367S, C421S, C452S, C4568,
C456S+C457S, C599S a C698S. Toto oznaceni udava, ze cystein (C) na pozici 367 je
nahrazen serinem (S). V naSem piipadé byl protokol pro PCR standartni a vychézel z manualu

sestavy. Pro uplnost zde uvedeme postup pro generovani cysteinovych mutantti C45.

Pouzité primery: C421S, C452S, C456S, C4565+C457S, C5998S, C698S

Teplotni cyklus: 95°C Reakéni smés

95°C — 2 min 38 ul  voda

95°C — 20 sec S5ul QuikChange Lightning Buffer
60°C — 10 sec 1 pl dNTP mix

70°C — 4 min 1,7 ul  templatova cDNA

68°C — 5 min 1 pl primer 1

4°C — 5 min 1 pul primer 2

1,5 ul  reagent (QuikSolution)

I ul QuikChange Lightning
Pocet cykla: 18 Enzyme

Prvnim krokem byla amplifikace plasmidové DNA obsahujici mutaci pomoci PCR.
Po ukonceni PCR byly ptidany 2 pl restrikéniho enzymu Dpnl pro rozstépeni templatu.
Templat byl §t€épen minimalné 15 min pii teplot¢ 37°C. Na ledu byl vychlazen ptislusny
pocet mikrozkumavek, do nichz byl po 45 pl rozdélen zasobni roztok bakterii (XL 10 Gold).
Ke kazdému alikvotu byly piidany 2 ul B-ME (B-merkaptoetanol). Takto ptipravené alikvoty
byly inkubovany 2 minuty na led€é. Pozdé¢ji byla k tomuto roztoku bakterii priddna PCR
amplifikovand DNA o objemu 2 pl. Tato smés byla inkubovéna 30 min na ledé. Mezitim byl
temperovan termoblok (42°C). Médium pro bakterie (NZY+médium) bylo také
natemperovano. Inkorporace plasmidu byla provedena pomoci tepelného Soku — inkubace
30 sna 42°C a nasledné byla smés ochlazena na ledé¢ po dobu 2 minut. Poté bylo pfidano
250 pl predehiatého média. Vzorky byly inkubovéany za stalého tiepani (230 rpm) na orbitalni
tfepacce pii 37°C po dobu 1 hodiny. Smés transformovanych bakterii byla rozetfena na misky
s prisluSnym antibiotikem. Tyto misky byly kultivovany pii 37°C pies noc. V ptipadé

pozitivniho vysledku byly zalozeny malé kultury obsahujici 5 ml LB media s pfisluSnym
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antibiotikem. Tyto kultury byly nasledné pouZity k purifikaci DNA pomoci Wizard Plus SV
Minipreps (Promega). Koncentrace DNA byly stanoveny pomoci spektrofotometru pro

méfeni koncentrace nukleovych kyselin (NanoDrop Lite, Termo Scientific, USA).

Tab. & 2: Hodnoty koncentrace cDNA. Cistota DNA je dana jako pomér absorbance na
vlnové délce 260 nm ku 280 nm. Pro ¢istou DNA je tento pomér blizky 1,8.

protein koncentrace cDNA [ng/ul] Cistota DNA
C45 WT 61 1,76
C367S 81,4 1,81
C4218 100,9 1,82
C452S 141,5 1,81
C456S 111,2 1,82
C4565+C457S 150,8 1,79
C5998 91,3 1,82
C698S 106,3 1,77
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3.2.4 HETEROLOGNI EXPRESE C45 KLICKY A JEJICH MUTANTU

Exprimované proteiny: C45 WT, C367S, C4218S, C4528S, C4568S, C456S+C457S, C599S,
C698S

Nejprve byl vektor s mutovanou sekvenci vnesen do bakteridlni buiiky (transformace).
Nasledné¢ byla pfipravena bakteridlni kultura, kterd byla kultivovana do vhodné optické
hustoty a nasledn¢ byla indukovadna exprese. Pomoci afinitni chromatografie byl oddélen
exprimovany protein od balastnich bilkovin. Néslednd dialyza eluovaného proteinu zbavila
vzorek piebyteéného imidazolu, ktery by mohl protein poskodit. Cistota proteinu byla
ovérena pomoci SDS-PAGE a byla stanovena koncentrace daného proteinu. Dale uvedeme

pouzity postup piipravy heterolognich proteini v E. coli.
1. den

- ptiprava roztoku LB média a sterilizace roztoku ve sterilizatoru (2340M, Tuttnauer, Izrael)

na 45 min a teplotu 121°C

- odebrani jedné kolonie oc¢kovaci kli¢kou a pteneseni do 5 ml LB média

- pfidani antibiotika kanamycin (findlni koncentrace 30 mg/ml)

- inkubace ptes noc (ptiblizn¢€ 16 hodin) na orbitélni tfepacce (180 rpm) pii 37°C
2. den

- inokulace 200 ml LB média s kanamycinem

- inkubace na orbitalni tftepacce (180 rpm) pii 37°C

- sledovani absorbance na vinové délce 600 nm kazdych 30 min

- po cca 2 — 2,5 hodinéch, kdy absorbance dosahuje hodnot v rozmezi 0,6 — 0,8, indukovani

exprese pridanim IPTG (200 pl, koncentrace 100 mg/ml)

- inkubace na orbitalni tiepacce (180 rpm) 24 hodin pii 17°C

3. den

- ptiprava kolony se stacionarni fazi

- promyti kolony 200 ml dialyza¢niho pufru a vychlazeni na 4°C
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- centrifugace (5000xg) roztoku s buiikami po dobu 25 minut pii 4°C

- po centrifugaci se odstrani supernatant a pelet se rozpusti v 30 ml purifikacniho pufru

s inhibitory proteas

- rozbiti bunék pomoci sonika¢ni sondy (Ultrasonic homogenizer 3000, BioLogics Inc.,

USA), 3 x 30s ON/OFF, 30% vykon

- centrifugace (15000xg ) po dobu 25 minut pti 4°C

- vyliti supernatantu na uzavienou kolonu a inkubace 1 hodinu pti 4°C
- promyti kolony 40 ml promyvaciho pufru

- eluce (pfidanim 2 ml elu¢niho pufru)

- eluce opakovéna celkem 3x a mezi jednotlivymi elu¢nimi kroky byla vlozena 30 minutova

inkubace kolonové matrice s elu¢nim pufrem

- dialyza ptes noc v 1 litru dialyza¢niho pufru pii 4°C
4. den

- analyza pomoci elektroforézy SDS-PAGE

- stanoveni koncentrace proteinti metodou dle Bradfordové
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3.2.5 STANOVENI KONCENTRACE PROTEINU METODOU BRADFORDOVE

Pro stanoveni koncentrace exprimovanych proteint byla pouzita metoda dle Bradfordove,
ktera je zaloZena na interakci proteind s ionty médi, které jsou obsazené v barvivu. Pro odhad
koncentrace je nutné zméfit kalibraéni zavislost. Jako kalibra¢ni protein byl v tomto piipade
pouzit BSA (bovine serum albumine) o koncentraci zasobniho roztoku 1 mg/ml. Vzorky pro
kalibraci byly ptipraveny podle tabulky ¢. 3. Nésledné byla métfena absorbance pii vinové
délce 595 nm na spektrometru (Specord 250 Plus, Analytik Jena A.G., Germany). Pfi
stanoveni koncentrace neznamého vzorku se smisilo 10 ul vzorku se 140 pl vody a 1350 pl

barviva.

Tabulka €. 3: Ptiprava vzorkil pro kalibraci

BSA [ul] voda [pl] barvivo [ul] | koncentrace BSA [mg/ml]

0 150 1350 0

8 142 1350 0,033
16 134 1350 0,106
24 126 1350 0,160
32 118 1350 0,215
40 110 1350 0,266
48 102 1350 0,320
56 94 1350 0,375
60 90 1350 0,400

Pro kazdy vzorek opakujeme méteni 2x a ur€ime primér. Sestrojime zavislost absorbance na

koncentraci BSA a uréime rovnici pfimky. Pfimka ma tvar

v = kx

J +q (1)
Potom ur¢ime absorbanci zkoumaného proteinu a tipravou rovnice 1 do tvaru

y—q

k

Y =

)
urc¢ime koncentraci daného proteinu. Jednotlivé veli¢iny vystupujici v rovnicich (1) a (2) jsou:

x - vyslednd koncentrace zfedéného proteinu v mg/ml
y - hodnota absorbance

q - posunuti na ose

k - smérnice kalibra¢ni pfimky
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3.2.6 POSTUP PRO KVANTIFIKACI THIOLOVYCH SKUPIN S POUZITIM
CYSTEINOVEHO STANDARDU

Pro kvantifikaci thiolovych skupin s pouzitim cysteinového standardu byl nejprve
pfipraven roztok Ellmanova ¢inidla tak, Ze byly 4 mg Ellmanova ¢inidla rozpustény v 1 ml
reakéniho pufru. Nasledovala ptiprava roztokil cysteinovych standardli rozpusténim N-
Acetyl-L-cystein methyl esteru v reakénim pufru podle tab. 4. Roztokem A oznacujeme

26,58 mg N-Acetyl-L-cystein methyl esteru rozpusténého ve 100 ml reakéniho pufru.

Tabulka ¢. 4: Pfiprava roztoki cysteinovych standardd.

MnozZstvi Mnozstvi N - Koncentrace
Roztok reakéniho Acetyl-L-cystein
roztoku
pufru methyl esteru

A 100 ml 26,58 mg 1,5 mM
B S5ml 25 ml roztoku A 1,25 mM
C 10 ml 20 ml roztoku A 1,0 mM
D 15 ml 15 ml roztoku A 0,75 mM
E 20 ml 10 ml roztoku A 0,5 mM
F 25 ml 5 ml roztoku A 0,25 mM
G 30 ml 0 ml 0 mM (blank)

Nejprve byla ptipravena sada roztokl standardi o zndmych koncentracich -SH. Dale
byla ptfipravena sada mikrozkumavek, kde kazda obsahovala 20 pl Ellmanova ¢inidla a 1 ml
reakéniho pufru. Nasledné bylo ptfidano 100 pl kazdého standardu (A — G) do pfipravenych
mikrozkumavek. Takto pfipravené roztoky byly inkubovany na orbitdlni tfepacce 15 min pfi
pokojové teploté. Nasledné byla zméfena absorbance na vinové délce 412 nm. Analogicky
bylo postupovano u roztokt o neznamé koncentraci thiolovych skupin (mutantni proteiny
C45). Reakéni smés vtomto piipadé obsahovala 10 pl Ellmanova c¢inidla, 100 pl
stanovovaného proteinu a 1 ml reakéniho pufru. Vysledkem bylo stanoveni poctu thiolovych
skupin v C45 klicce, a to pomoci kalibracni kiivky ziskané z hodnot jednotlivych roztoki

standardii. Jako kontrola byl pouzit protein C45 WT.
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3.3 VYSLEDKY A DISKUSE

3.3.1 SEKVENACE DNA

Sekvenace neboli sekvenovani DNA je souhrnny termin pro biochemické metody,
Jjimiz se zjiStuje pofadi nukleovych bazi (A, C,G, T) v sekvencich DNA. Metodou
polymerazové tetézové reakce (PCR) byly do sekvence DNA vneseny bodové mutace.
Jednotlivé bodové mutace jsou zndzornény v tabulce ¢. 1 Cervenou barvou. Po dokonceni
PCR byly vzorky DNA odeslany do firmy Seqme a.s. a zpét nam byly zaslany jednotlivé
sekvence. Tyto sekvence byly pomoci univerzalnich primert pro T7 promotor poptipadé
terminator sekvenovany. Jednotlivé vzorky byly odeslany v mnoZstvi 10 ul o koncentracich
uvedenych v tabulce ¢. 2. Vysledky byly analyzovany pomoci programu Chromas Lite a
jednotlivé bodové mutace jsou znazornény v nasledujicich obrazcich, ve kterych osa x udava

potadi v sekvenci a osa y znazorfuje intenzitu signalu.
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=
= |l
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|
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=
2l |
[l |
|
[N |
H H
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Tl |

|

{:

L

X

Obr. €. 11: Vysek ze sekvenace mutanta C599S. Triplet, ve kterém doslo k mutaci je
zvyraznén slozenou zavorkou.
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Obr. €. 12: Vysek ze sekvenace mutanta C698S. Triplet, ve kterém doslo k mutaci je
zvyraznén slozenou zavorkou.
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Obr. €. 13: Vysek ze sekvenace mutanta C456S. Triplet, ve kterém doslo k mutaci je
zvyraznén slozenou zavorkou.
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Obr. €. 14: Vysek ze sekvenace mutanta C456S+C457S. Zdvojeny triplet, ve kterém doslo
k mutaci je zvyraznén sloZenou zavorkou. Tento dvojity mutant vznikl vloZenim mutace na
pozici C457S do vektoru obsahujiciho mutaci C456S.

X
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Obr. €. 15: Vysek ze sekvenace mutanta C452S. Triplet, ve kterém doslo k mutaci je
zvyraznén slozenou zavorkou.
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X
Obr. €. 16: Vysek ze sekvenace mutanta C4218S. Triplet, ve kterém doslo k mutaci je

zvyraznén slozenou zavorkou.

Byly porovnavany jednotlivé kodony v sekvencich a byly vybrany sekvence, u kterych
doslo k bodovym mutacim. Sekvenace potvrdila, ze zamysSlené bodové mutace byly ve vSech
ptipadech provedeny.
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3.3.2 STANOVENi KONCENTRACE PROTEINU

Koncentrace danych proteinit byla stanovena metodou Bradfordové. Vzhledem
k moznému starnuti chemikalii bylo nutné kalibra¢ni kiivku naméfit vzdy pred urcenim

koncentrace kazdého vzorku, viz obr. 17 — 21.
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Obr. ¢. 17: Kalibraéni kiivka pro C45WT.
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Obr. ¢. 18: Kalibrac¢ni kiivka pro C3678S.
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Obr. ¢. 19: Kalibraéni kiivka pro C456S a C456S+C457S.
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Obr. €. 20: Kalibra¢ni kiivka pro C599S a C4218S.
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Obr. ¢. 21: Kalibra¢ni kiivka pro C452S a C698S.
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Pro métfeni koncentrace proteinii byly pro jednotlivé proteiny zjiStény hodnoty

absorbance, které jsou uvedeny v tabulce €. 5.

Tab. ¢. 5: Hodnoty absorbance jednotlivych proteint.

absorbance
protein na 595 nm
1. eluce 2. eluce

C45-WT 0,289 0,199
C367S 0,868 0,56
C4218 0,382 0,219
C4528 0,256 0,224
C456S 0,732 0,575
C456S+C457S 0,689 0,529
C599S 0,473 0,309
C698S 0,231 0,187

Jednotlivé koncentrace danych proteinii byly vypocitany podle postupu uvedeného
v kapitole 3. 2. 5. Vysledné hodnoty koncentraci pro jednotlivé exprimované proteiny jsou
shrnuty v tabulce 6. Uvadime hodnoty koncentraci pouze z 1. a 2. eluce proteinu vzhledem
k tomu, Ze koncentrace 3. eluce byla Casto velice nizka, a proto byly tyto vzorky vylouceny

z dalSich experimentt.

Tab. ¢. 6: Koncentrace jednotlivych proteini po dialyze.

koncentrace [mg/ml]

protein 1. eluce 2. eluce
C45-WT 1,435 0,929
C367S 4,436 2,735
C421S 2,150 1,189
C452S 1,474 1,259
C456S 4,036 3,136
C456S+C457S 3,789 2,874
C5998 2,689 1,723
C698S 1,305 1,004
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Kontrola cCistoty proteinti byla provedena pomoci SDS-PAGE, coz je gelova
elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za piitomnosti detergentu dodecylsiranu sodného
(SDS). SDS-PAGE patii mezi biochemické metody, které se pouzivaji k separaci latek
nesouci elektricky naboj. Aparatura na elektroforézu se sklada ze skel s vymezovaci na
tuhnuti gelu. Nejprve byl mezi skla napipetovan 10% rozdé€lovaci gel ptiblizné do 4/5 vysky
skel a byl prevrstven isobutanolem (eliminace piipadnych bublin na rozmezi gelh).
Po ztuhnuti rozdélovaciho gelu byl nanesen 4% zaostiovaci gel a vysledny gel se nechal
tuhnout. Skla s gelem byly zasunuty do aparatury na elektroforézu a na gel byly naneseny
vzorky, které obsahovaly 5 ul SDS, 10 pl exprimovaného proteinu a 3 pl methylenové modie
o koncentraci 1 mg/ml. SDS-PAGE probihala pii napéti 180 V po dobu 45 min. Vysledny gel
byl obarven pomoci Coomassie Brilliant Blue. Barveni probihalo 30 min pti pokojové teploté.

Nasledné byl gel odbarven pomoci 10% kyseliny octové.

2. eluce po dialyze C45

1. eluce po dialyze C45

1. eluce pted dialyzou C45
promyti prom. pufrem

2. eluce pted dialyzou C45
po afinitni chromatografii
centrifugace — pelet
centrifugace — supernatant
po sonikaci

reference C45WT

Obr. €. 22: Elektroforeticky gel dokumentujici Cistotu proteinu v pribehu purifikace.
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C599S (2,689 mg/ml)

C698S (1,305mg/ml)
C511S (0,333 mg/ml)

C456S+C457S (3,789 mg/ml)
C456S (4,036 mg/ml)
C4528S (1,474 mg/ml)
C367S (4,436 mg/ml)
C4218S (2,150 mg/ml)

C45WT (1,435 mg/ml)

BSA + Lysozym
14,4 kDa 66 kDa
Lysozym BSA

Obr. ¢. 23: Souhrnny gel pro vSechny exprimované proteiny. VSechny proteiny pochézi
z 1. eluce a koncentrace jednotlivych proteint jsou uvedeny v zavorkach.

Exprimované proteiny nebyly uplné Cisté a proto jsme pouZili centrifugacni filtry
(Amikon Ultra 2 ml, Ultra Cell 10 k, Merck Millipore) k odstranéni nizkomolekularnich latek,
které jsou mensi nez 10 kDa. Po purifikaci pfes centrifugacni filtry byly proteiny zfedény na

koncentraci 1 mg/ml. Tyto vzorky byly také analyzovany pomoci SDS-PAGE, viz obr. 24.

48



48 kDa
C698S (1 mg/ml)

C45 WT (1 mg/ml)
C367S (1 mg/ml)
C421S(1 mg/ml)

C456S (1 mg/ml)
C4565+C457S (1 mg/ml)
C452S (1 mg/ml)

C599S (1 mg/ml)

Obr. &. 24: Elektroforeticky gel se vzorky po pouziti koncentratort. Linie exprimovanych
protein je vyznacena Sipkou.

Proteiny se nepodafilo uplné vy¢istit. Pfic¢inou netpln€¢ho vyc¢isténi proteini mizou
byt naptiklad jiné proteiny, které se nepodafilo odmyt pfi afinitni chromatografii. Na obr. 24
je vyznacena linie exprimovanych proteinii s molekulovou hmotnosti 48 kDa. Nalevo jsou
vidét proteiny s nizS§i molekulovou hmotnosti a miZe se také jednat o degradacni produkty
proteolytického §tépeni. Naopak napravo jsou proteiny s vyssi molekulovou hmotnosti a miize
se jednat o oligomery. Pro zvySeni Cistoty proteind jsme zvétSili objem promyvaciho pufru ze
40 ml na 100 ml, ale ani tato zména neposkytla vySsi piecisténi proteinli. Pro zlepSeni
purifikace proteinii by mohly byt pozménény podminky exprese nebo by mohla byt pouzita

Jind metoda chromatografie.
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3.3.3 VYSLEDKY ELLMANOVA TESTU

Stanoveni poctu reaktivnich thiolovych skupin v jednotlivych proteinech je zalozeno
na srovnani zndmé koncentrace proteinli se zjiSténou koncentraci reaktivnich cysteinovych
zbytkd. Pro méfeni byly pouZity proteiny, které byly koncentrovany na 1 mg/ml pomoci
centrifugacnich filtri a jako kontrolni protein byl pouzit C45 WT. Nasledné meéfeni
absorbance pii vlnové délce 412 nm bylo opakovano celkem 3x. Z téchto méteni byla urcena

prumérna hodnota absorbance na této vinové délce a byla urcena také smérodatnd odchylka.

Tab. ¢. 7: Vysledky méteni absorbance proteinu.

meéieni absorbance
ko?ﬁﬁgace 1 2 3 prumér | sm. odch.

Roztok A 1,5 0,242 0,239 0,232 0,237 0,004
Roztok B 1,25 0,223 0,217 0,218 0,220 0,003
Roztok C 1 0,206 0,206 0,205 0,206 0,0003
Roztok D 0,75 0,174 0,147 0,177 0,166 0,014
Roztok E 0,5 0,149 0,154 0,153 0,152 0,003
Roztok F 0,25 0,123 0,121 0,121 0,122 0,001
Roztok G 0 0,095 0,096 0,094 0,095 0,001
C45-WT 0,021 0,189 0,186 0,188 0,188 0,001
C367S 0,021 0,184 0,183 0,180 0,183 0,002
C421S8 0,021 0,189 0,192 0,190 0,190 0,001
C4528 0,021 0,191 0,193 0,189 0,191 0,002
C456S 0,021 0,186 0,193 0,190 0,193 0,003
C456S+C457S 0,021 0,198 0,196 0,195 0,196 0,001
C599S 0,021 0,191 0,189 0,192 0,191 0,001
C698S 0,021 0,186 0,188 0,189 0,188 0,001

Déle byla vytvofena kalibra¢ni kiivka, kdy na ose x byly vyneseny hodnoty
koncentraci pfipravenych roztoki v mM a na ose y byly vyneseny hodnoty priméru
naméfenych absorbanci. Graf €. 25 zobrazuje regresni primku vcetné koeficienti regrese,

které byly pouzity pro stanoveni poctu thiolovych skupin.
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Obr. €. 25: Kalibracni kiivka jednotlivych roztoki.

Koncentrace thiolovych skupin u jednotlivych proteinii byla uréena pomoci rovnice
regrese kalibra¢ni pfimky. Tuto hodnotu je nutné vztadhnout ke koncentraci proteinu, protoze

C45 klicka obsahuje vétsi pocet cysteinovych residui. Takto ziskdme pocet thiolovych skupin.

Tab. ¢. 8: Tabulka koncentraci proteintl, koncentraci —SH a poctu thiolovych skupin.

standartni
protein koncentrace [mM] | konc. -SH [mM] | pocet -SH primér |chyba méfeni
C45WT 0,021 0,095 4,512 0,087
C367S 0,021 0,094 4,489 0,118
C421S 0,021 0,115 5,475 0,087
C4528 0,021 0,097 4,631 0,114
C456S 0,021 0,096 4,583 0,170
C456S+C457S 0,021 0,098 4,673 0,087
C599S 0,021 0,097 4,629 0,087
C698S 0,021 0,093 4,439 0,087

Pro stanoveni poctu reaktivnich thiolovych skupin byla pouzita metoda vyuzivajici
cysteinového standardu. C45 klicka Na'/K'-ATPasy by méla obsahovat 11 cysteinovych
zbytkli obsahujici thiolovou skupinu, ale nemtizeme je detekovat vSechny, protoze vétSina je

ukryta pod povrchem proteinu.
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Struktura této klicky je dobfe popsana vetné pozic cysteinovych residui. Tato data jsou
zaloZena na rentgenové krystalografii, ktera zkouma krystal proteinu a nikoli nativni protein
v roztoku. Proteiny jsou Casto dynamické systémy, a proto studium jejich pfirozené struktury

neztraci na vyznamnosti.

V praci (Huli¢iak et al. 2012) bylo zji§téno, ze na C45 klicku Na'/K'-ATPasy se mohou
vazat az 4 molekuly cisplatiny pravé na cysteinové zbytky. Dale se cysteinovymi zbytky
zabyvali v praci (Petrushanko et al. 2012) kde je popsdna vazba molekul na residua C452,
C456 a C457, pticemz tato vazba zméni konformaci proteinu, a to ma za nasledek snizeni

afinity ATP k enzymu.

V této praci jsem detekovala na celé C45 klicce ptiblizn€ 4 — 5 thiolovych skupin a pii
provedeni bodové mutace je ocekavano, Ze pocet reaktivnich cysteinli u jednotlivych proteint
zlustane stejny, v tom piipade lezi cystein uvnitf proteinu nebo se pocet cysteinit snizi o 1,
nebot’ byl mutaci odstranén. Ziskané vysledky nebyly dostatecné piesné pro spolehlivé
pozorovani o¢ekavaného efektu. Vysledky poctu reaktivnich cysteinii jsou cca v poloving
celo¢iselné hodnoty. Neptesnost v urfeni poctu reaktivnich cysteini mizZe byt pfictena
k nedokonalému vy¢isténi jednotlivych proteint, a také k chyb& pii ur€ovani koncentrace

jednotlivych proteind.

extraceflarni prostor

m 911 ~

— [\
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o577
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Obr. &. 26: Topografickd mapa vzajemné polohy cysteinil a-podjednotky Na'/K'-ATPasy.
(pfevzato a upraveno z http://www.jbc.org/content/275/39/30734.full)
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C4565

C4565+C4578

C4525

CHOES

C3995

Obr. ¢. 27: Rozmisténi jednotlivych cysteinovych residui, které jsou mutovany na velké
cytoplasmatické kli¢ce C45. Obrazek byl potizen pomoci programu PyMOL, na zakladé
struktury s oznacenim 2ZXE ze stranek www.pdb.org.

Ve vysledcich detekce thiolovych skupin doSlo k chybam, které mohou byt
pri¢teny netplnému vycisténi exprimovaného proteinu. DalSim zdrojem nepiesnosti mohly

byt systematické chyby pii urceni koncentrace proteini metodou dle Bradfordové.
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4 ZAVER

Na'/K'-ATPasa je enzym, ktery ma zasadni vyznam pro metabolismus viech Zivo¢isnych
bunék. Tento enzym je ptitomen v plasmatické membrané vétSiny eukaryotickych bunék a je
Clenem skupiny ATPas P-typu. Tato prace je zaméfena na velkou cytoplasmatickou klicku

C45 Na'/K'-ATPasy, ktera se nachazi mezi 4 a 5 transmembranovym helixem podjednotky a.

V teoretické Casti této prace jsou kapitoly popisujici funkci a rozdéleni membranovych
prenasect, strukturu a funkci Na'/K'-ATPasy a je zde detailn&ji popsana C45 klicka Na'/K -
ATPasy vcetné jeji interakce s malymi molekulami. Déle jsou zde popsany jednotlivé metody,
které vedly k piipravé heterolognich mutantnich proteint a k detekci reaktivnich thiolovych
skupin na C45 kli¢ce Na'/K -ATPasy. Pro tuto praci byly vybrany tyto proteiny: C45 WT,
C3678S, C4218, C4528, C4568S, C456S+C457S, C599S a C698S.

Ptiprava mutanti pomoci PCR byla uspésna a jednotlivé bodové mutace byly ovéfeny
sekvenaci DNA. Pi1 nasledné expresi se nepodafilo vybrané proteiny dokonale vy¢istit, a to
pravdépodobné diky snizené rozpustnosti proteinu. Stanoveni reaktivity cysteinovych zbytka
Ellmanovou metodou vedlo k nekonzistentnim vysledkiim, coz miize pravdépodobné spocivat
v nizké Cistoté proteint. Pro dal$i pokracovani by bylo vhodné pifepracovat postup purifikace

proteind.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ATP

C23

C45

DTT
DTNB/TNB
dNTP
EDTA

G CAT

His-Tag

HPLC

IPTG
kan
bp

kDa

LB médium

Na'/K ATPasa

ODs0o

rpm
SDS
SDS-PAGE

B-ME

adenosintrifosfat

cytoplasmaticka klicka Na'/K'-ATPasy lokalizovana mezi druhym a téetim
transmembranovym helixem jeji a-podjednotky

cytoplasmaticka klicka Na'/K'-ATPasy lokalizovand mezi ¢tvrtym a patym
transmembranovym helixem jeji a-podjednotky

dithiotreitol

5,5'-dithio-bis (2-nitrobenzoova kyselina)

deoxynukleotidtrifosfat

ethylendiamintetraoctova kyselina

guanin, cytosin, adenin, tymin

histidinova kotva (sekvence Sesti a vice histidind za sebou na C- nebo N-konci
proteinu)

vysokotlaka kapalinova chromatografie (,,high pressure liquid
chromatography )

isopropyl-p-D-thio-glykopyranosid

rezistentni ke kanamycinu

pocet komplementarnich paru bazi

molekulova hmotnost (kilodalton)

Luria Bertani médium

sodno-draselnd pumpa

opticka hustota pfi 600 nm

otacky za minutu (,,revolutions per minute*)

dodecylsiran sodny

polyakrylamidova elektroforéza v ptitomnosti dodecylsulfatu sodného
(,,sodium dodecyl sulphate polyacryleamide gel electrophoresis®)

B-merkaptoetanol
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