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Anotace

Bzucivka zelena (Lucilia sericata) mize na prvni pohled pisobit jako oby¢ejna moucha, ktera
pro Clovéka nenalezne vyuziti. Opak je ale pravdou, jelikoz larvy této mouchy se uz od
davnych dob vyuzivaji k podpofe hojeni a ¢isténi ran. Sliny téchto larev obsahuji fadu travicich
enzymu umoznujicich rozklad organické hmoty, a to je jednou z pfi¢in Géinnosti larvalni
terapie. Tato skutecnost vede ke snaham tyto enzymy identifikovat, vyrobit a analyzovat, coz
by mohlo mit za dasledek naptiklad vznik nového 1é¢iva.

V genomu slinnych zlaz larev bzucivky zelené bylo objeveno nékolik druhii enzymt, z nichz
nejvetsi ¢ast tvori serinové proteazy, které umoziuji stépeni peptidickych vazeb mezi uréitymi
aminokyselinami. Jedna z téchto nepopsanych proteaz se stala i pfedmétem této prace.

Ve své praci SOC jsem se zabyval serinovou proteazou znatenou SO01.A55 (dle databaze
MEROPS). Hlavni cile této prace tedy byly: (I.) Piiprava expresniho vektoru, pro
rekombinantni produkci tohoto enzymu, (II.) produkce rekombinantniho proteinu v bakteriich,
(111.) purifikace ziskaného enzymu, (IV.) provedeni bioinformatické analyzy, tykajici se hlavné
predikce struktury a porovnani programi (AlphaFold2, Phyre2), (V.) srozumitelny popis
metodiky a jejich principt pro neodbornou vetejnost.

Klic¢ova slova
Lucilia sericata, serinova proteaza, purifikace, plazmid, E. coli, exprese
Annotation

Common green bottle fly could seem like a basic fly with no use for humans. But the opposite
is true as its larvae have been used in folks medicine for centuries for wound debridement. The
saliva of these maggots contains a variety of digestion enzymes that enable them to process the
organic (rotten) material which is one of the reasons for the effectivity of larval therapy. The
overall performance of larval therapy (mostly in curing hard to heal wounds) leads to an effort
to identify, produce, and analyse active substances (mostly enzymes), which could be exploited
in human or veterinary medicine.

Transcriptomic analysis of salivary glands and gut tissue of these maggots, reveal various
classes of proteolytic enzymes. Of which, the most common group were serine proteases,
enzymes that cleave the peptide bonds. One of these proteases, newly identified in the salivary
glands became the object of my research study.



In my SOC work, I dealt with serine protease labelled SO1.A55 (name derived from the
MEROPS protease database). The main goals of this work are: (i) Preparation of an expression
vector for the production of the recombinant enzyme, (ii) production of recombinant enzyme in
bacterial expression system, (iii) purification of the enzyme, (iv) structure prediction and
analysis, (v) comprehensibly describe and explain the methods and its principles to general
audience.

Keywords

Lucilia sericata, serine protease, purification, plasmid, E. coli, expression
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1 Uvop

1.1 Motivace

Pro 1é¢bu a cisténi ran se uz od ddvnych dob vyuzivaji larvy much. Znali je a pouzivali uz
staii Mayové, ¢i ptuvodni kmeny v Australii. Popularitu také ziskaly béhem Napoleonovych
tazeni a béhem obcanské valky v Americe (Cazander et al., 2013). Larvalni terapie byla
definovana v 30. letech 20. stoleti doktorem Williamem Baerem a v této dobé dosahla svého
nejvétsiho rozmachu. Inovace a rozvoj antibiotik ve 40. letech spolu s modernimi
chirurgickymi metodami vSak uvrhly larvalni terapii do stinu, a dnes je povaZovana za
alternativni 1écbu. To ale nic neméni na jeji Gc€innosti, kterd byla prokdzand lékatskymi
studiemi. V soucasné dobé¢ se larvalni terapie vyuziva zejména pro chronické rany, napiiklad
syndrom diabetické nohy nebo rany, kde nezabiraji antibiotika. V moderni dob& jsou pak
nejpouzivanéjsi larvy Bzucivky zelené (Lucilia sericata), mouchy, ktera je jinak znama pro
své charakteristické zelen¢-metalické zbarveni.

V ¢em ale ucinnost této metody viibec spociva? Odpovéd’ 1ze nalézt uz v samotné roli, kterou
larvy hraji v ekosystému. Tam slouZi jako rozkladaci Zivici se napiiklad mrSinami, ¢i jinymi
organickymi materialy. Tuto hmotu zpracovavaji jak pomoci enzymu ve slinach, tak pomoci
enzymu v travicim traktu (0 enzymech vice v nasledujici kapitole). Dale také musi ve svém
prirozeném prostiedi, které je plné bakterii a hniloby, néjak prezit, a tak produkuji riizné
antibakterialni a dezinfekéni latky, mezi kterymi jsou enzymy také nedilnou soucasti. Stejné
jako to dokazou v pfirod¢, tak to zvladnou i u ¢lovéka, a jsou slibnym nastrojem pro ¢isténi
Spatné se hojicich ran. Larvy bzucivky zelené se stavaji nejvyhodnéj$im pomocnikem kvili
tomu, ze se zivi Cisté ,,mrtvou (nekrotickou) tkéni, a ranu tak, bez posSkozeni zdravé tkané,
zvladnou vydistit s velkou piesnosti, ¢imz si vyslouzily i prezdivku ,,bio ntiz* (Cefovsky et al.
2010). Mimo to se jako pfic¢ina efektivity larvalni terapie udava i samotny pohyb larev, ktery
jakoby ,masiruje* poSkozenou tkan, c¢imz podporuje produkci dalSich (zejména
nizkomolekularnich latek), podporujicich regeneraci tkané€. Stru¢né feceno, sterilni larvy
pomoci travicich enzymil a dezinfekénich latek, které pifirozené produkuji, odstrani z rany
nekrotické tkané a bakterie, ¢imz ranu dobie vycisti, a to je nezbytny predpoklad pro Gspésné
zahojeni. (Sherman, 2014)

Pro mnoho lidi v§ak mize byt pouziti larev spiSe horrorem nezli spasou. Z divodu, jak
fobickych, tak pfedsudkovych. Pfece jen se mnoha lidem uz pfi vysloveni slova ,larva“
vybavi dekadentni a naturalistické pfedstavy nebo nepiijemny Simravy pocit. Skutec¢né
ohroZeni lidé pak mohou odmitnout 1é¢bu, kterd by je jinak zachranila. Tento problém se
snazi vyftesit véda pomoci metod biochemie, molekuldrni biologie a genetiky zkoumanim
latek produkovanych témito larvami, coz by mohlo vést tieba k vytvoreni nového 1é¢iva, kde
by zivych larev nebylo potieba. Hlavnim pfedmétem zdjmu jsou pak latky, které se ucCastni
n¢jakych reakci, nebo je zprostiedkovavaji. Témi jsou pravé enzymy. Jeden takovy enzym,



ktery byl nalezen v genomu larev bzucivky zelené, se stal i hlavnim predmétem této prace.
Studovany enzym patii do rodiny serinovych proteaz a nese predbézné oznaceni SO1.A55,
které je vyuzivané v databazi enzymi MEROPS. Tento enzym larvy produkuji ve svych
slinnych zlazach, coz by mohlo znamenat, Ze se jedna o travici enzym, ktery se ucastni tieba
obrannych reakci, nebo samotného odstranéni nekrotickych tkani (Cazander et al., 2013).

Aby mohla byt analyza tohoto enzymu viibec uskute¢néna, musi se ho ziskat v dostate¢né
mnozstvi. Hlavné touto otazkou se zabyva prakticka ¢ast mé prace. Metody, jak tento typ
enzymu ziskat jsou rizné, mize to byt tfeba izolace ze samotnych larev. Kazdopadné
prosttedky a dneSni poznani umoznuje ponckud elegantnéj$i zptisob pomoci ,,genového
inzenyrstvi®, pii kterém dokonce neni larev, jako zivého organismu, pfimo potifeba. Metodiku
podrobné rozepisu v nésledujicich kapitolach, ale struéné funguje asi takto:

Navod pro vyrobu enzymu se nachazi v genomu larvy, tudiz je zapsany pomoci DNA.
Podobné jako pocitace funguji v binarni soustavé na zdkladé¢ 1 a 0, tak DNA uchovéva
informace pomoci Ctyt latek. Pomoci riznych sekvenci a kombinaci téchto ¢tyf latek pak
uchovava informace potiebné pro vyrobu enzymu. Jelikoz enzym S01.AS55 byl nalezen
v genomu larvy, jeho sekvence DNA je znama. V dnesni dobé je mozné objednat si usek
DNA na zakazku a pracovat s nim. Tento DNA tusek (navod), se pak ve vhodném formatu
pfeda bakteriim, a ty enzym podle navodu vyrobi (Exprese). Enzym se z bakterii izoluje.
(Purifikace)

Uspé&sné produkci enzymu viak piedchazi mnoho ovéfovacich a piizptisobovacich kroka,
které se Casto nevyhnou komplikacim, jez se nedaji ptedvidat. I tak je ale jasné, Ze tyto
metody jsou, nejen pro vyrobu enzymil, velmi mocnym ndstrojem. Na zdklad¢ podobnych
principt pak mohou fungovat vakciny, modifikace potravin nebo vyvoj 1éki proti rakoving.

V neposledni fad¢ je uziteCna i vizualizace. Struktura je totiZ u enzymu stéZejni pro jejich
vlastnosti a funkci. | pro pocitace je velice naro¢né, az nemozné, piesné¢ piedvidat proteinové
struktury. Vétsina struktur je proto zjistovana pomoci experimentalnich metod. V roce 2020
vSak spole¢nost od projektu Google Deepmind, pfisla s programem AlphaFold2, ktery umi
na, zakladé neuronovych siti a strojového uceni, piedvidat strukturu s velikou pfesnosti.
Program byl pozdé&ji zptistupnén i pro vetejnost v online podobé, a tak si dnes skoro kazdy
mize zkusit pfedpovédét strukturu enzymu/proteinu, pokud ma jeho sekvenci. Znovu nutno
dodat, Ze strukturu proteinti zatim nelze 100 % predvidat, takZe obrazky vygenerované na
zaklad¢ predikce, nemusi odpovidat realité, kazdopadné, je to bez experimentalnich metod,
momentalné asi nejleps§i moznost. Proto se pokusim pomoci dvou programu AlphaFold2
(Miridita et al., 2021), Phyre2 (Kelley LA et al., 2015) ptedpovédét strukturu SO1.ASS, a
provést na zaklad¢ vysledka, jednoduchou analyzu.

1.2 Enzymy

V Zzivych organismech neustalé probihd obrovské mnozstvi chemickych reakci, které jsou pro
zivot nezbytné. Nékteré z nich by vSak samostatné probihaly velice dlouho, ba dokonce by ani
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neprobéhly, a proto je potieba né&jakych katalyzatord (,,urychlovact® chemickych reakci).
Piiroda to vyfesila pomoci ur¢itych skupin proteint s katalytickymi vlastnostmi, které se
nazyvaji enzymy. Reakce katalyzuji tak, ze snizuji hodnotu aktivacni energie, kterd je
potfebna k pribé¢hu chemické reakce. Stejn¢ jako ostatni proteiny, enzymy jsou veliké
organické molekuly, skladajici se z fetézcii aminokyselin vzajemné propojenych peptidickymi
vazbami (-CO-NH-). Ve vysledku tak tvoii prostorovou strukturu, ktera jim poskytuje ony
katalytické vlastnosti. Molekuly, které senzymy za vzniku produkti reaguji, se nazyvaji
substraty. Nékdy jsou enzymy substratoveé velmi specifické (Glukosaoxidasa reaguje snad jen
s B-D-glukosou) (Robinson, 2015), nebo vazou substraty podobné. Jindy jsou specifické tiecba
jen skupinove€, coz znamend, ze vykazuji aktivitu vi¢i substratim se stejnymi funkcnimi
skupinami (tfeba pravé proteazy, jako Trypsin). Vyhodou je, Ze pro katalytické reakce jich
neni potieba velka koncentrace a ani se ,nespotiebuji“(Robinson, 2015). Diky témto
vlastnostem enzymy nachazeji obrovského vyuziti v biotechnologiich, analytickych
vyzkumech, farmacii ale i v béZném zivoté (védéli jste, Ze enzymy jsou obsaZeny v pracim
prasku?) (Kirk et al., 2002).

1.2.1 Klasifikace

Jelikoz chemickych reakci, které jsou katalyzovany, je fada typd, tak je i mnoho druht
enzymu. Jako je to i u dalSich latek, tak z trividlniho nazvu toho nelze vzdy moc zjistit, a
proto z orienta¢nich divodi IUBMB zavedla rozdé€leni enzymt, dle funkce a reakci, které
katalyzuji, do 7 kategorii. Rozd¢leni je znaceno c¢isly EC (Enzyme Commison number)
(Tabulka 1.). Tyto kategorie dale obsahuji podkategorie, které umoznuji zatradit vétSinu
znamych enzyml. Dohromady je to pak ¢tyf¢lenné ¢islo. 1. Hlavni tfida, 2. tfida, 3. podtiida,
4. potadové Cislo (potfadi zatazeni enzymu do kategorie). Pficemz prvni tfi ¢leny popisuji
reakce, kterych se enzym ucastni. (Robinson, 2015)

Tabulka 1. Rozdéleni enzymu dle EC

Kategorie Nazev Typ reakce
EC 1 Oxidoreduktazy Oxidac¢né-redukeni
EC 2 Transferazy Pienos atomu/ funk¢ni skupiny
EC 3 Hydrolazy Hydrolyza
EC 4 Lyazy Nehydrolytické stépeni vazeb, odstranéni skupin
EC5 Izomerazy Izomerizace
EC 6 Ligazy Spojeni molekul
EC 7 Translokazy Transport ¢astic pfes membrany
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1.2.2 Struktura enzymiu

Zakladni stavebni jednotky enzymu a proteinti jsou aminokyseliny. To jsou malé organické
molekuly, obsahujici dusik, karboxylovou skupinu a néjakou vedlejsi strukturu. Enzymy jsou
polypeptidy, které jsou tvoreny velkym poctem molekul aminokyselin navzajem propojenych
peptidickou vazbou — CO-NH-. Ve formé dlouhych fetézci vSak nemaji energeticky
nejvyhodnégjsi prostorové uspofadani, a tak se pfirozené skladaji, ¢imz vznikd prostorova
struktura, ktera uruje enzymim Vlastnosti. Za zminku stoji i C-konec a N-konec, ktery udava
primarni struktura, a znamena ze jedna zkoncovych aminokyselin kon¢i karboxylovou
skupinou a druha aminovou skupinu.

Proces skladani proteinu ma vétSinou Ctyfi faze. V prvni fazi se spoji fetézec aminokyselin.
V druhé se zacnou tvofit prvni vodikové vazby, a vznikaji pravidelné struktury, které ma;ji
nejCastéji tvar Sroubovice (tzv. a-helix) ¢i skladaného listu (tzv. -skladany list) (Obrazek 1.
monomer katalazy), kdyz jsou pak tyto Gtvary vytvotené, struktura nese nazev sekundarni. Ve
treti fazi spolu sekundarni struktura a zbylé fetézce interaguji, tvoii rizné druhy vazeb,
znichZ nejsilngj$i je disulfidicky mustek (kovalentni vazba mezi dvéma atomy siry z
cysteint). Protein tak ziskdva svou terciarni strukturu. Tvar terciarni struktury se obvykle
rozliSuje na globularni a fibrilarni. Pro vétSinu proteini je toto findle, ale existuji i takové,
které se bud’ skladaji z vice fetézci, nebo se jedna o polymerni protein (vice stejnych proteinti
vzajemné propojenych). V takovém ptipadé se jedna o strukturu kvartérni.

a-helix

[3-skladany list

Obrazek 1. Terciarni struktura katalazy (PDB ID: 2cag) s vyznadenymi sekundarnimi strukturami zobrazena
pomoci programit ChimeraX a Krita. Obrazek ptipravil: Autor
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Enzymy vétSinou tvoii globuldrni struktury, coZ si lze pfedstavit jako tfeba zmuchlanou nit’
(Obrazek 1.). V Sedesatych letech 20.stoleti, nobelista Christian Anfinsen, provedl pokus?,
kterym dokazal, ze tato slozena struktura (alespoii u mensich proteini), je zavisla na sekvenci
aminokyselin (Protein folding and the thermodynamic hypothesis, 1950-1962 | Christian B.
Anfinsen-Profiles in science). Zkratka pofadi a typ aminokyselin urcuji strukturu proteint.
Ne vzdy je ale tercidlni struktura dostacujici, protoze enzymy také mohou prochazet riznymi
posttranslacnimi modifikacemi. Je Kk nim pfidan tfeba néjaky ion, pomocna struktura, nebo
dal$i enzym. Témto pridavkum se tika kofaktory (ionty a latky, které se k enzymu vazou
slabg; Casto tieba ionty zinku) a koenzymy (obecné vétsi molekuly, které se vazou silnéji;
napiiklad molekula NAD), a proteiny, které je maji se nazyvaji slozené. Enzymy, u kterych
neni potieba zadné modifikace, se nazyvaji jednoduché. Nutno také dodat, ze aminokyseliny
sice z velké ¢asti urcuji nativni strukturu proteinu, ale neni jednoduché ji predpovidat, jelikoz
ani mechanismus jejich skladani neni jesté zcela znamy. Potom i z fyzikalniho hlediska, kvali
vzajemnému pisobeni a interakcim vSech aminokyselin a jejich atomt v fetézci, se jedna o
mnohodimenzionalni problém, se kterym si ani pocita¢ neporadi. Pro pfedstavu, kdybychom
chtéli pocitat konformaci dvou atomd, tak jejich vzajemné plsobeni by se dalo vyjadrit
pomoci potencidlni energie. Kdyz se k sobé budou dva atomy pftiblizovat, tak energie
(Gibbsova volna energie) systému bude klesat, az do bodu néjaké nejmensi hodnoty, v té se
pak molekuly vyskytuji nejcastéji, protoze je pro né energeticky nejvyhodnéjsi (druhy
termodynamicky zakon). Pokud se ale budou pfiblizovat nadale, tak zacne celkova
potencialni energie systému prudce nartstat do obrovskych hodnot. Pro dva atomy v jednom
sméru se toto da vyjadfit grafem v roviné, pro dvé soufadnice atomii uz je potieba 3
dimenzionalni prostor a pro vice pocet dimenzi narista. Pravé kvili po¢tu atomi v enzymech,
coz je V fadech tisicil, je pro urCeni potieba spocitat energie obrovskych mnozstvi konformact,
a tak je potieba i mnoho dimenzi (odtud mnohodimenzionalni). (Wolynes et al., 1996)

Enzymy na svém povrchu tvoii tzv. aktivni mista, kde se vaZzou molekuly substrati. Pri
povrchovém zobrazeni enzymu, se ¢asto podobaji jakymsi tunelim ¢i kapsam v enzymu,
které jsou vytvarovany tak, aby se do nich mohly substraty navazat (Obrazek 2.; Trypsin
s navazanym ligandem benzamidinem). V téchto komplexech se pak odehravaji dualezité
reakce. Zbytek struktury stabilizuje a dodava vhodné podminky pro prubéh reakce v aktivnim
misté. Tvar a elektricky naboj aktivniho mista urcuji specificitu substratli pro dany enzym
(Robinson, 2015). Na enzymy se mohou navazat latky, které aktivni mista maskuji, blokuji ¢i
jinak brani navazani substratu. Tyto molekuly se nazyvaji inhibitory a jsou pfedmétem navrhu
mnohych 1€k, jelikoz mohou tfeba bréanit nekontrolovanému bujeni rakovinnych bunék.
Struktury enzymil se nahravaji do proteinové databaze PDB, kde jsou voln¢ dostupné.

! Protein byl vystaven prostiedi, ve kterém se vSechny strukturni vazby pterusi, byl takzvané denaturovan (byl
donucen zustat ve formé fetézce). Potom byly tyto denaturujici latky z prostiedi pomalu odstrafiovany a enzym
znovu ziskal katalytické vlastnosti, z ¢ehoz vypliva, Ze se zpatky slozil do stejné struktury i pies to, Ze to délal
Vv prostfedi rozdilnému tomu nativnimu.
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Obrazek 2. Povrchové zobrazeni Trypsinu (PDB ID: 1H4W) s ligandem benzamidinem a bez ligandu, program
ChimeraX. Obrazek ptipravil: Autor

1.3 Proteosyntéza

Princip, na kterém funguje produkce proteinii v laboratofi, je inspirovan a zaloZen na principu
produkce proteind v pfirodé. Znalost tohoto principu je dilezita, jak pro pochopeni metodiky,
tak pro hlubsi pochopeni struktury enzymu. Proces tvorby proteind v zivych organismech se
nazyva proteosyntéza.

Vse zacina u molekuly DNA, (Obrazek 3.) protoze pravé ta uchovava informace o vyrobé
proteinti. Ma tvar dvojité Sroubovice tvofené dvéma vldkny (jejich konce jsou Casto znaceny
5¢ a 3° a jsou k sobé& antiparalelni), které spolu drzi diky nukleotidim. Nukleotidy jsou
molekuly tvotfené fosfatem, 2-deoxy-D-ribozou a dusikatou bazi. Pravé v dusikatych bazich a
jejich vzajemné komplementarité se skryva davtip pfirody. DNA pouziva étyfi baze: Adenin
(A), Thymin (T) jsou pojeny dvéma dusikovymi bazemi, kdezto Cytosin (C), Guanin (G) se
vazou tfemi. Komplementarni znamena, Ze pokud je na jedné stran¢ vlakna nukleotid s bazi
C, tak nukleotid naproti na druhém vlakné musi byt G (Obrazek 4.) a dohromady spolu drzi
pomoci vodikové vazby. Cytosin je komplementarni ke guaninu a adenin k thyminu.
Sekvence téchto nukleotidu v celé molekule DNA udéava poradi aminokyselin, ze kterych se
protein bude skladat.

Obriazek 3. Schéma Sroubovice DNA. Zdroj: Autor
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Obrazek 4. Schéma Sroubovice DNA s barevné vyznaéenymi nukleotidy. Zdroj: Autor

Plati, ze sekvence tfi nukleotidii koduje informace o jedné aminokyseling. Tyto trojice se
nazyvaji kodony (také triplety). Problematické ale muze byt, Ze ne vSechny organismy
pouzivaji stejny kodon pro konkrétni aminokyselinu. Existuji také specidlni kodony, kterymi
jsou start a stop kodon, které signalizuji, kde ma fetézec proteinu zacatek, a kde konec, coz je
Casto napftiklad; start: ATG, stop: TGA.

Piiklad: sekvence CAG (cytosin, adenin, guanin) koduje aminokyselinu glutamin, ale
naptiklad pro nékteré fasy je glutamin koédovan tripletem CAA (Keeling &
Doolittle, 1996)

Jelikoz DNA slouzi k uchovani informaci, tak se proteiny nesyntetizuji pfimo kontaktem s ni.
DNA je ptfepsana na zaklad¢ komplementarity bazi do RNA, kterd slouzi jako pfedpis pro
vyrobu bilkovin. Tento postup (DNA>RNA>Protein) je nazyvan Centralni dogma
molekularni biologie a je kli¢ovy pro vSechny zivé organismy. V jadie na DNA nasedne
enzym (RNA polymerdza), ktery ji na daném misté ,,rozplete” a vyrobi kopii ¢asti jednoho
rozpleteného vlakna. Pii tomto kopirovani se komplementarni baze k adeninu, tedy thymin,
méni na uracil (U). Vznika tak mRNA (messenger RNA), ktera je narozdil od DNA, tvofena
pouze jednim vlaknem. Tento proces se nazyva transkripce (Obrazek 5.).

Coding strand (sense strand)

RNA polymerase

Template strand (antisense strand)

5

mRNA

Obrazek 5. Transcription process and synthesis of mMRNA. Schéma transkripce. Bledé riizovy obdélnik
predstavuje RNA polymerazu pohybujici se po vlakné. Zdroj: (Lecturio, 2021)

MRNA dale putuje z jadra do cytoplazmy, kde zacina proces zvany translace (Obrazek 6.).
Hlavni roli zde hraji ribozomy a tRNA. Ribozomy jsou makromolekularni objekty, které
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nasedaji na mRNA, jako dv¢€ podjednotky (mensi/vétsi, z obou stran), a slouzi jako prostredek
pro syntézu proteinti. Molekuly tRNA jsou typem RNA s danou strukturou, ktera putuje do
ribozomd, a ptinasi aminokyseliny pro samotnou syntézu. Kazda tRNA obsahuje takzvany
antikodon, kterym v ribozomu nasedd na komplementarni kodon mRNA, timto zplsobem
pfinese spravnou aminokyselinu. Aminokyselina v ribozomu zistane, a spoji se peptidickou
vazbou s dal$i aminokyselinu, kterou pfinese nova tRNA. Cely systém se pak posouva po
vlakné mRNA, dokud nenarazi na stop kodon. Béhem toho se na sebe aminokyseliny
postupné vazou, vystupuji z ribozomu a tvofi fetézec, ktery se pomalu sklada v novy protein.
Ten se na konci uvolni a putuje na potfebné misto, podstoupi posttranslacni upravy, nebo
zacne vykonavat potiebnou praci. (Jelinek & Zichacek, 2014)

nové vznikajici protein

aminokyseliny

velka podjednotka

Obrazek 6. Schéma translace proteinu. Zdroj: (LadyofHats, 2011)

1.4 Serinové proteazy a jejich mechanismus

Enzym SO01.A55, ktery je hlavnim pfedmétem této prace, patii do skupiny serinovych proteaz.
Serinové protedzy jsou jednou znejvétSich skupin, jelikoz tvofi téméf tietinu vSech
proteolytickych enzymt (Di Cera, 2009). Serinové proteazy se nachazi ve virech,
prokaryotickych ¢i eukaryotickych organismech, kde se podileji na mnoha dilezitych
procesech, jako naptiklad: trdveni, imunita, srazlivost krve nebo apoptoza. Z chemického
hlediska je jejich hlavni funkci hydrolytické Stépeni peptidickych vazeb v fetézci mezi
aminokyselinami (proto se nazyvaji proteolytické). Jméno jim dava aminokyselina serin, ktera
zde slouzi jako nukleofilni (poskytuje volny elektronovy par). Samostatny serin vSak neni
piili§ reaktivni molekula, proto se v jeho blizkosti vyskytuji i dal$i dvé aminokyseliny,
histidin a kyselina asparagova?, které katalyzu proteolytické reakce umozni a stabilizuji.
Dohromady tyto tfi aminokyseliny tvofi tzv. katalytickou triadu. V primarni struktuie se ale

2 Existuji i vyjimky, kde u serinovych proteaz tvotily katalytickou triadu napf trojice Ser-His-Glu, His-Ser-His
(Hedstrom, 2002)
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vibec nemusi vyskytovat blizko sebe, coz ukazuje, jak dulezité je skladani proteinu, diky
kterému se aminokyseliny dostanou do takové blizkosti/pozici, Ze spolu spravné interaguji.

Klasifika¢ni systém databaze MEROPS, déli serinové proteazy do 13 kland a 40 rodin, podle
specificity, sekven¢ni podobnosti nebo strukturni podobnosti. Enzym S01.A55 patii do klanu
PA (Proteases of mixed nucleophile), coz je nejvétsi klan proteaz, které maji podobnou
strukturu a reakéni mechanismus podobny chymotrypsinu, i pies to, Ze jejich sekven¢ni
podobnost mize byt mala. Tento klan ale netvoii pouze serinové proteazy, protoze Obecné
jejich katalyticka triada mtze obsahovat, namisto serinu, cystein (proto ,,mixed nucleophile ©).
Podle toho se pak fadi do rodin S nebo C. Charakteristicka je pfitomnost dvou ,,barelti z 3-
skladanych lista (listy jsou prostorové uspotfadany do jakychsi valct) (Obrazek 7.). Aktivni
misto obsahuje substratové specifickou kapsu a katalytickou triadu nachazejici se mezi témito
dvéma barely.

Obrizek 7. Znazornéni bareli z P-skladanych listd (rizove) PA rodiny proteaz (PBD ID: 1FXY) pomoci
programu ChimeraX. Obrazek ptipravil: Autor

Katalyticky mechanismus serinovych protedz je zavisly na nukleofilnim serinu. Ten ale sam
osobé¢ pfili§ reaktivni neni, a proto je z jeho alkoholové skupiny OH uvolnén vodikovy kation
a na molekule serinu zUstava zaporn¢ nabity anion kysliku. Onen vodikovy kation zachyti
histidin pomoci reaktivniho dusiku, ten je reaktivni, protoZze druhy dusik histidinu sdili
vodikovou vazbu s kyselinou asparagovou, coz celkové ovlivni elektronovou hustotu a
umozni vytvofeni aniontu kysliku (Dr. G, 2019). Ten uz je reaktivni a pusobi na
karboxylovou skupinu substratu (misto $tépeni) (Obrazek 8A). Na ni pferusi dvojnou vazbu
s kyslikem a vznik4 dalsi aniont kysliku, zarovenl v§ak dusik, ktery je na tuto karboxylovou
skupinu navazan, vaze vodik odtrhnuty histidinem od serinu (Obrazek 8B), coz zpusobi
roztrhnuti vazby mezi karboxylovou a amidovou skupinou (Obrazek 8C). Do prostoru reakce
se pak dostane molekula vody a probiha hydrolyza (Obrazek 8D), ktera na karboxylovou
skupinu navaze alkoholovou a vrati serin do pivodniho stavu. Kvili vzniku kyslikovych
aniontli, obsahuje aktivni misto Casto také ,,oxianionovou‘ kapsu, kterd reakci stabilizuje.
(Hedstrom, 2002)
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Obrazek 8. Schéma znazoriujici mechanismus serinovych protedz. Cerna kiivka schématicky zobrazuje hlavni
fetézec enzymu. Schéma pfipravil autor pomoci programu Krita.

2 CILE

Mezi hlavni cile této prace patii: (I.) Ptiprava expresniho vektoru, pro rekombinantni
produkci tohoto enzymu, (II.) produkce rekombinantniho proteinu v bakteriich (III.)
purifikace ziskaného enzymu, (IV.) provedeni bioinformatické analyzy, tykajici se hlavné
predikce struktury a porovnani programt (AlphaFold2, Phyre2), (V.) srozumitelné popsat
metodiku a jeji princip neodborné veiejnosti.

Obsahove se prace sklada nejdiive z Casti teoretické, tedy cil V., pro uvedeni problematiky
pro Ctendfe s minimalnimi, aZ Zddnymi znalostmi oboru. Zbytek prace se uz bude zabyvat
samotnym vyzkumem.

3 PRINCIPY A FUNGOVANI METOD

3.1 Priprava expresniho vektoru

3.1.1 Expresni vektor a gen

Jiz jsem zminil, Ze enzym bude produkovan bakterii po poskytnuti ,,ndvodu®. Tento navod se
da obecné nazvat jako expresni vektor ¢i expresni plazmid. Plazmid je mensi kruhova
molekula DNA schopna replikace. Plazmidy jsou typické hlavné pro bakterie a dopliuji je 0
néjaké vedlejsi vlastnosti, které mohou byt Casto nezbytné pro pteziti, jako napftiklad
rezistence K antibiotikiim. Bakterie si plazmidy mezi sebou piedavaji pomoci konjugace, coz
je tzv. horizontalni pfenos geni. Jelikoz se jedna o mensi molekulu, dobfe se s ni pracuje, a
S pomoci nastroji molekuldrni biologie 1ze pfipravit specifické plazmidy s pozadovanymi
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vlastnostmi, ¢i geny. V nasem piipad¢ byla pouzita kostra komer¢niho plazmidu, do které byl
vlozen gen kodujici SO1.AS55 serinovou protedzu.

Jak takovému plazmidu rozumét a piipadné ho navrhnout? Nize se budu zabyvat pouze
plazmidy, které se vyuzivaji pro produkci proteini v bakteriich. Kazdy plazmid obsahuje
misto, na které nasedd replikacni enzym a cely plazmid zkopiruje, coz bakterie pfirozené
vyuzivaji napiiklad pii rozmnozovani pomoci d€leni nebo samotné replikaci. Toto misto se
zna¢i ori (od origin) a znamena replika¢ni pocatek. Dale je nezbytna schopnost rezistence
Kk antibiotikiim, takze pokud plazmid bakterie ptfijmou, tak v prostiedi antibiotik vyrostou
jenom ty bakterie, které se proti antibiotikim umi branit, tudiz ndm umoznuji pozitivni
selekci (vybér bakterii, které plazmid pfijmuly). Pfikladem pouzivanych antibiotik miize byt
tieba kanamycin, ampicilin a chloramfenikol, ale zalezi na typu pouzitého plazmidu.
Rezistence samotna vSak k donuceni transkripce genu v chtény protein nestaci, jelikoz by se
Vv plazmidu vyuzil pouze gen pro rezistenci a zbytek nikoliv, proto se do plazmidu umisti i
sekvence promotorid. To jsou pocateéni useky gent, které signalizuji, kam maji nasedat
proteiny, které budou nasledné vytvatet mRNA uréité sekvence. Jeden z nejcastéji
pouzivanych je T7 promotor, na ktery nasedd T7 RNA-polymerdza — pochazejici z
bakteriofaga (virus infikujici bakterie Escherichia coli). T7 promotor je vyuzivan kvili své
vysoké specificité a vlastnostem, protoze transkripce gentt pod T7 promotorem je Citliva na
laktézu. Kdyz se k bakteriim potom ptida laktdza, nebo latka ktera je ji podobna, tak se spusti
mechanismus transkripce pocinaje u T7 promotéru a genu ktery je za nim (Obrazek 9.).
V laboratoti se jako ,spousté¢” Casto pouziva latka IGPT (Isopropyl p-D-
1thiogalactopyranoside) (Francis & Page, 2010). Ptidavat Ize i geny kodujici fluorescenéni
proteiny, coz se da vyuzit napiiklad ve fluorescenéni mikroskopii. Casto se s fluorescenénimi
GMO organismy lze setkat také v médiich, jako napftiklad pti vyrobé svétélkujici zmrzliny,
piva ¢i dokonce laboratorni mysi. (The Thought Emporium, 2021)

K samotnému genu taky lze pfidat rizné pomocné prvky, které usnadni purifikaci, nebo
spravné slozeni proteinu. Pro purifikaci se casto vyuziva histidinova kotva (znama jako
HisTag). Ta je tvofena nékolika molekulami histidinu (nejéastéji 6-10), které se ptidaji na N —
nebo C — konec proteinu. Specifickych afinitnich vlastnosti lze pak vyuzit pro izolaci
proteinu. Pro spravné slozeni pozadovaného proteinu lze vyuzit latky zvané chaperony. Jedna
se vesmes o mensi proteiny, které svym zpiisobem skladani napomiizou skladani hlavnich
proteind, na které jsou napojené (vice v kapitole o bio informatické analyze). V neposledni
fadé zbyva prizplsobit sekvenci plazmidu i genu tak, aby se spravné spojily. To zalezi
predev§im na restrikénich enzymech, které Stipou pouze konkrétni sekvence, takovym
zpusobem, aby se byly schopny napojit na jinou specifickou sekvenci. Nasleduje ptiprava
genu, ve vhodném mnozstvi. (Francis & Page, 2010)
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Obrazek 9. Schéma plazmidu s vyznaéenymi a popsanymi hlavnimi ¢astmi. Sekvence proteinu ve tvaru Sipky
vyznacéuje smér transkripce. Dvojita Sroubovice pouze poukazuje na realny vzhled plazmidu. Zdroj: Autor

3.12 PCR

PCR neboli polymerazova fetézova reakce, umozni si vybrany gen amplifikovat (namnozit).
Gen si sice mizeme objednat a nechat dorucit v néjakém plazmidu, ale ten nemusi vzdy
vyhovovat podminkém, ¢i organismiim, ve kterych je produkce proteinti planovana. Proto je
potieba ptipravit si plazmid vlastni, a to sice tim zplsobem, Ze se z objednan¢ho plazmidu
amplifikuje specificka sekvence, ktera se potom vlozi do nového plazmidu pomoci reakce
ligace (spojovaci). Tyto spojovaci procesy jsou uz komplikované chemické reakce, pro jejichz
procesy je potieba pfesnych koncentraci, a tak je dilezité amplifikovat si chtény gen. Casto
plati, ze ¢im vétsi mnozstvi a koncentrace, tim 1€pe, protoze vse lze nasledovné natedit.

PCR funguje na principu ménéni teploty a komplementarity nukleotidd. Je vytvofen roztok,
ktery obsahuje primery, nukleotidy a DNA polymerazu (syntetizuje novou DNA). Primery
jsou kratké useky DNA, které jsou vytvoiené tak, aby komplementarné nasedly na specificky
usek DNA, a celkové tim vymezily usek, ktery se bude ,kopirovat®. Jsou potfeba dva;
forward a reverse, jelikoz DNA ma dvé vlakna, kazdy primer potom naseda na jedno vlakno,
a DNA polymeréza od toho mista zacne DNA dopliiovat a tim vytvoti kopii. Prvni faze PCR
se nazyva denaturace, béhem které se zvysi teplota na 90 °C, tim se prerusi vodikové mustky
mezi nukleotidy a dvé vldka DNA se odd¢li. DNA polymeréza tuto teplotu piezije, protoze je
teplotné velice odolna (izolovana z termofilnich organismii). V druhé fazi na vlakna nasednou
primery, tato faze se nazyva annealing a potiebna teplota pro spravny prubéh se pohybuje
vV rozmezi piiblizné¢ 40-65 °C a zalezi na nukleotidovém sloZzeni primert. V tieti fazi
nasednou vedle 3" konce primerd DNA polymerazy, a zacnou zbytek vlakna dopliovat
(vytvoti komplementarni vlakno). Idealni aktivacni teplota enzymu je tady zhruba 72 °C, ale
muze se lisit podle typu pouzité polymerazy (Obrazek 10.). Toto je prvni cyklus, ale v ném
jeste neni Gsek zcela vymezen, da se fict, ze pouze z jedné strany. Pro plné vymezeni genu je
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teda potieba dvou cykld, které uz vymezi i druhou stranu. V dalSich cyklech uz se gen
amplifikuje s exponencialnim narustem kopii. PCR ma 30 i vice cykli. Pfesné teploty
nasedani primert se ale mohou lisit, existuji vS§ak metody, které je vypocitaji teoreticky, nebo
se zkratka musi ozkouset experimentdlné. Proto se PCR provadi vétSinou pii nékolika
ruznych teplotdch zaroven (gradientova PCR), aby se zjistilo, kdy se gen kopiruje nejvice
nebo jestli se viubec kopiruje. Vysledek PCR se ovéfi pomoci metody zvané gelova
elektroforéza. (Silverman, 1988)

PCR ma veliké vyuziti pro analyzu a medicinskou diagnostiku, coz jisté neujde mnoha lidem,

kteti zazili pandemii COVID-19, kde byl tento pojem popularizovan v souvislosti
S testovanim, na tuto nemoc. V testovani na tuto nemoc by k jiz popsanému postupu stacilo
pfidat pouze jeden krok. Tim je pfepsani virové RNA do cDNA (RNA doplnénd o
komplementarni nukleotidy) pomoci specifického enzymu. Nésledovné uz je princip stejny.
Kvili citlivosti a rychlosti se ale v oblasti diagnostiky pouziva spiSe metoda real-time PCR,
kde se mnozstvi amplifikované sekvence Vv kazdém PCR cyklu méfi pomoci intenzity
emitovaného fluorescencniho zafeni, které je k sekvenci dodédno ve speciadlnim primeru, nebo
barvivu. (Biology with Animations, 2020)
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Obriazek 10. Schéma zobrazujici fungovani PCR. I. Vysoka teplota rozdéli vlikna DNA, II. Primery nasednou
na komplementéarni mista (ty jsou zde vyobrazeny ve formé RNA, ale v realité jsou to iseky DNA, které se pii 1.
fazi rozdéli), III. DNA polymeraza doplni nukleotidy. Schéma nakreslil autor.

3.1.3 Elektroforéza DNA

Metoda, kterd umozni analyzu sekvence DNA podle jeji velikosti, se nazyva gelova
elektroforéza. Kdyz si znovu piedstavime Sroubovici DNA, tak nukleotidy dohromady drzi
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cukry a fosfatové skupiny, které jsou orientovany smérem ven. Fosfatové skupiny jsou
zaporn¢ nabité, a diky tomu je celkovy naboj DNA zéporny. Toho se d& vyuzit pomoci
jednoduchého fyzikalniho faktu, a to sice, Ze souhlasné nabité naboje se odpuzuji, takze
pokud bude DNA umisténa k zapornému zdroji elektrického proudu, tak se zacne pohybovat
smérem ke kladnému (neboli smérem od zaporného). Nyni uz zbyva jenom prostiedi, ve
kterém se DNA bude pohybovat, a na zaklad¢ néjakého slozeni se v ném bude pohybovat
pomalu nebo rychleji. Timto prostiedim, je gel z agardzy. Agaroza je polysacharid, takze gel
Z n¢j bude tvofen prevazné rizné orientovanymi vlakny, ptipominajici naptiklad kfovi. Jeste
k tomu je nenabity. Necha-li se nyni gelem vést elektricky proud, a zaroven jsou v ném
pfitomny fragmenty DNA, tak rychleji se gelem provlecou kratké useky DNA a pomaleji ty
dlouhé. Kdyz se tyto fragmenty zaroven obarvi, specidlnim barvivem, které neovlivni délku
Sroubovice, tak pod UV svétlem, jsou pak viditelné takzvané ,bands“ neboli prouzky
(obrazky viz kapitoly ve vysledcich), které jsou podle velikosti fragmentu na gelu rozmistény
a daji se srovnat se vzorkem, ktery obsahuje fragmenty o definované velikosti (témto
referenénim fragmentim se tika Ladder). Jelikoz sekvence, se kterou jsem pracoval, ma
znamou velikost, tak ji 1ze porovnat, a zjistit jeji pfitomnost. Efektem a mozné i vyhodou je,
ze vysledek je pozorovatelny pouhym okem. Z praktického hlediska se do gelu udélaji, pii
jeho formaci, hiebinkem jamky. Gel je potom ponofen do pufru, ktery umozni vést elektricky
proud. Do jamky se potom umisti vzorky smichané s barvivem, které umoznuje sledovat
prabéh elektroforézy a zaroven diky nizsi hustoté nedovoli vzorkiim, aby unikly difuzi.

DNA se pii této metodé ani nemusi nijak poniéit, a z gelu se da znovu izolovat. Velikosti
genll se vétSinou udavaji v kilobazich, kde kilo baze je ekvivalent 1000 part nukleotida.
(Silverman, 1988)

3.1.4 Restrik¢ni reakce

Po amplifikaci genu ho uz jen staci vlozit do plazmidu a mize se s nim zaéit pracovat
v bunikach. Aby se ale mohl do vektoru viibec vlozit musi se upravit, pomoci restrikénich
enzymu, které se vazou na konkrétni sekvenci DNA, kterou ustiihnou na konkrétnim misté a
vytvoii specifické konce. Tato konkrétni sekvence se vlozi na primer, ¢imz si zaru¢ime misto
Stipani na amplifikovaném genu. Pro Gpravu konct genu a plazmidu se pouziji dva enzymy.
Kazdy Stipne gen i1 plazmid na jednom misté, a tim si zaru¢ime definovany zplsob vloZeni
genu do plazmidu pomoci komplementarnich koncti (tzv. sticky ends), které pak dohromady
do sebe zapadnou jako ,,puzzle” (Obrazek 11.). Vybér téchto enzymu je zavisly na dvou
faktorech: (a) na sekvenci genu, se kterym pracujeme, jelikoz by se mohlo stat, ze by enzym
pfestiihl gen tfeba na dvou mistech nebo naopak vibec; (b) laboratorni plazmidy obsahuji
misto oznaCované jako Multiple cloning site (MCS), které obsahuje sekvence pro rtzné
restrikéni enzymy, pomoci nichz miZzeme gen do plazmidu vlozit. Restrikéni enzymy sice
plazmid rozd¢li, ale ten se mize znovu spojit dohromady, a proto je k plazmidu poté jesté
pfiddn rSAP enzym (Shrimp alkaline phosphatase), ktery zabrani, opétovnému spojeni
plazmidu, tak ze upravi jeho konce, aby se nemohly spojit (reakce defosforylace). (Silverman,
1988)
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V dalsim kroku, se gen i plazmid jest¢ purifikuji (vycisti), protoze obsahuji reaktanty
z pfedchozi restrikéni reakce. K tomu se pouziva komeréné dostupnych kitl. Na zavér se u
obou jesté zmeti koncentrace pomoci spektrofotometru.

® Plazmid s MCS
Restrikéni enzymy

[ Gena plazmld s upravenymi konci tak, aby se mohly spojit.
Amplifikovany gen /
* %

Ligaza

Finalni produkt po ligaci

Obrazek 11. Schéma vyobrazujici restrikéni reakcei. I. Plazmid a gen jsou upraveny restrikénimi enzymy (Barvy
enzymu na obrazku koresponduji s konci, které upravuji. Probihaji oddélené). II. Upravené produkty. III. Ligace
(viz nésledujici kapitola). Schéma pfipravil autor.

3.1.5 Ligace

Gen a vektor je potieba uz jenom spojit. Sice jsou uz upravené, aby do sebe nasedly, ale samy
to nezvladnou, a proto je potieba katalyzator. Timto katalyzatorem je enzym zvany DNA-
ligadza. Ligazy maji funkci spojovani molekul, v tomto ptipadé spojuje useky DNA. V ptirode
je to potieba naptiklad kvuli opravé a replikaci gend. Pfipravou roztoku obsahujiciho vektor,
gen, ligazu a buffer, ktery je potfeba pro fungovani enzymu, se zapo¢ne reakce, kterd gen a
vektor spoji a vytvoii kruhovy plazmid. Vse je potifeba namichat ve spravném molarnim
objemu, a nechat ve vhodné teploté prob&éhnout. (Silverman, 1988)

Nastava ovétrovaci krok (kapitola Kolony PCR), ktery odhali, které bakterie plazmid pitijaly a
jestli byl gen do plazmidu viibec spravné vlozen (kapitola Miniprep a sekvenace). Piece jen
jeho ptipraveé ptedchazi pomérné velké mnozstvi slozitych reakci, kde se toho pfirozené miize
i hodné pokazit a vedle spravnych plazmidli vznikaji i Spatné, které by ohrozily vysledky
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celého projektu. Takové komplikace mohou byt tfeba mutace nebo plazmidy, do kterych se
gen ani nedostal. Ovéfeni probiha pomoci sekvenaéni reakce, kdy dojde k precteni
nukleotidové sekvence genu a plazmidu. Na zdkladé vysledkli tohoto kroku, uz si lze
namnozit ten spravny plazmid (kapitola Maxiprep). To se nebude délat pomoci PCR, ale
piimo v bakteriich, a do téch je tfeba plazmid nejdiive vlozit.

3.1.6 Transformace

Transformace je proces, pii kterém se do bakterii, vklada plazmid. Plazmid lze do bakterii
vkladat dvéma zpiisoby: (a) pomoci elektrického proudu (elektroporace); (b) pomoci ndhlého,
kratkého zvySeni teploty pomoci teplé vody (vétSinou 42 °C) (tzv. heatshock). V obou
ptipadech dojde k vytvofeni port/otvorti v bunééné sténé bakterii a molekuly plazmidu se
dostanou dovnitt pomoci difuze. Potom je pfiddino médium, které obsahuje vSechny potiebné
ziviny, a bunky se ve vhodném prostiedi nechaji zregenerovat (37 °C).

Nasleduje rozeteni bakterii na plotny, které obsahuji antibiotikum. Bunky se na plotny
roztiraji z divodu selekce, abychom izolovali jednotlivé bunééné klony. Bakterie se na nich
pfes noc nechaji nariist v teplot¢ 37 °C. Na plotnach se poté objevi malé kolonie bakterii,
které plazmid pievzaly (vétSinou vypadaji jenom jako malé bilé tecky, ale pokud plazmid
obsahuje tieba navod pro vyrobu karotenu, tak by byly oranzové). Spi¢kou, nebo n&jakym
jinym sterilnim pfedmétem, se kolonie setie a vhodi znovu do kapalného média, kde se
bakterie namnozi, aby se s nimi dalo pracovat ve form¢& smési a analyzuji se na piitomnost
pozadovaného genu pomoci kolony PCR. (Invitrogen, 2010)

3.1.7 Kolony PCR

Na plotnach se objevi kolonie bakterii, které pievzaly plazmid. Otazkou ale je, jestli plazmid
obsahuje pozadovany gen, coz odhali Kolony PCR. Vybrané mnoZzstvi kolonii se setie
Spickou a vymacha ve sterilni vod€. Potom se $pi¢kou na novou plotnu nanesou bakterie
organizované (naptiklad Spi¢kou s bakteriemi udé€lat kiiZek), aby se po ovéteni védélo, ktera
kolonie je ktera, a mohlo se s nimi rovnou pracovat. Ze vSech odebranych smési se pak udéla
PCR a jeji vysledek se vyhodnoti pomoci agarové elektroforézy. Kolonie, které plazmid
prevzaly se setfou Spickou a nechaji rist pfes noc Vv kapalném zivném meédiu pii 37 °C na
tiepacce. Plazmidy se z pozitivnich kolonii (Miniprept) izoluji pomoci komeréné dostupnych
kit. Cilem je ziskat ¢isty plazmid bez bakterialni DNA.

3.1.8 Miniprep a sekvenace

Ze zivného média, kde narostla vybrana kolonie bakterii s plazmidem je odebrano nékolik
mililitrd (v fadu jednotek) do ,.ependorfky* (mald zkumavka o objemu typickém 1,5ml s
bezpecnym uzavérem). Smeés se sto¢i v centrifuze, ¢imz se oddéli bakterie, které se usadi do
spodni ¢asti ependorfky ve formé peletu, od supernatantu (tady zivné médium). Supernatant
se vylije a k peletu se postupné ptidaji pufry, které nejprve zni¢i bunécnou sténu a nasledné
denaturuji bunécéné proteiny a chromozomovou bakteridlni DNA. Sta¢enim se oddéli

24



rozpustna (zejména plazmidova DNA) ¢ast od nerozpustné (precipitované proteiny a DNA).
Potom se rozpustna ¢ast, za pomoci specialni malé zkumavky s filtrem (membrana s oxidem
kfemicitym), necha pomoci centrifugace postupné profiltrovat. Stejnym zpiisobem se potom
filtr promyje pomoci pufri. Do filtru se navazou vSechny plazmidy. V poslednim kroku se do
zkumavky s filtrem piida voda, v centrifuze se sto¢i, ¢imz dojde k uvolnéni plazmidu z filtru.
Koncentrace a jeho &istota se zméii pomoci UV spektrofotometru. Cisty vzorek o definované
koncentraci se posila komeréni instituci, ktera zvladne sekvence na zakazku precist. Potieba
je jen vSechno dobfte popsat a oznacit. Kdyz se dostavi vysledky, tak se porovnaji s pivodnim
navrhem plazmidu a vyberou se pouze ty kolonie, které pievzaly ten opravdu spravny.
Plazmid je tedy na dosah ruky a nezbyva nic jiného nez si ho vyrobit do zasoby ve vétsi
koncentraci pro pouziti v experimentech.

3.1.9 Maxiprep

Z plotny, na které byly organizované rozetfené kolonie, se setfe ta, kterd se po sekvenaci
ukazala byt vhodnou. Vybrana kultura se znovu necha nartst v zivném médiu, pouze to bude
celé ve vétsim objemu (okolo 200 ml). Podobné to bude i sizolaci plazmidu z bakterii.
Pouziva se k tomu vétsi vybaveni a odliSny zpusob filtrace, ktera se musi provést gravitacné,
nez u miniprepu. Znovu se zméti jeho koncentrace a plazmid se uskladni do obycejného
mrazaku.

Celkovy doposud popsany proces se oznacuje i jako klonovani.
3.2 EXxprese

Proces, ve kterém za¢nou bakterie produkovat protein.

3.2.1 Pilotni exprese

Pilotni exprese je jeden z principiadlné nejzéasadnéjSich krokti zkoumani produkce proteinu.
V tomto procesu dojde k odhaleni podminek, pti kterych pozadovany protein vznika a jaké
bakterie ho zvladnou vyrobit. Vyberou se rizné typy bakterii, do kterych je nasledné
transformovan plazmid. Znovu se nechaji nartst, selektivné se odeberou z plotny a pies noc
nechaji narlst v zivném médiu. U takto narostlé kultury se budou nésledovné testovat
podminky pro produkci Zddaného enzymu. Mezi sledované faktory patii teplota, Cas a
piitomnost 1atky®, ktera expresi proteinu vynuti. Cilem je dosdhnout vhodné kombinace téchto
faktort tak, aby produkce proteinu byla nejvyhodnéjsi. Z tohoto divodu se smés s narostlou
kulturou rozdé€li do vice zkumavek podle poctu testovanych moznosti, aby mohla byt stejna
kultura vystavena riznym podminkam. Bakterie se po rozdé€leni jesté nechaji rust, dokud
nedosahnou idealni ODegoo (Optical density, 600 nm), coz je faktor, ktery ukazuje, jak husté

3 Zde byla jako ,,spoustéci* latka pouzita IPTG (Isopropyl p-d-1-thiogalactopyranoside), kterd je i divodem
pouziti T7 promotéru.
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jsou bakterie obsazeny v kapaliné. Nejvhodnéjsi hodnoty, pro zapocnuti exprese jsou ODsoo
kolem 0,5 - 0,8, Pti této hodnoté se bakterie E. Coli nachazi v exponencialni fazi rustu, a tudiz
ptfi produkci nebudou ni¢im limitovany. Zaroven je odebran referencni vzorek, ktery ndm
umozni monitorovat proteinovy profil bakterii pied zacatkem produkce pozadovaného
proteinu.

Po piidani latky umoznujici produkci pozadovaného proteinu se monitoruje mnozstvi
vyprodukovaného proteinu v riznych experimentalnich podminkach. Po danych casovych
usecich je z kazdé smési odebran maly vzorek (standartné 1ml), ktery se stoci na centrifuze,
¢imz se oddéli pelet (bakterie) od supernatantu (zivné médium) a pelet se zamrazi. Zajimavé
je pozorovat pelet, ktery se s pozd¢jsim casem odbéru logicky zvétSuje, pokud maji bakterie
vhodné podminky. Pravé timto zplsobem lze ziskat vzorky, které se budou liSit podle
experimentalnich podminek ovliviyjicich produkci (dané casové Useky, riizné teploty a
ptitomnosti latky umoznujici produkcei proteinu).

Nyni je potieba si uvédomit, ze mohou nastat rizné scénaie. A to sice, Zze bakterie mohla
enzym vyrobit spravné a mohl by tak byt rozpustny v prostiedi cytoplazmy a vody. Nebo se
mohlo stat, Ze bakterie ho z jakéhokoliv diivodu odmitne vyrobit ¢i slozit (vlozeny enzym
neni nativni, nebo se $patn¢ slozi...) a uzavie ho do tzv. inkluznich télisek, coz je utvar, do
kterého bakterie ukladaji nepotiebné latky, jez ¢asto mohou byt pravé Spatné slozené nebo
nezadouci proteiny (Singh et al., 2005). Proteiny ulozené v inkluznich téliskach lze izolovat,
ale potom je tieba ho jesté laboratorn¢ spravné slozit, coz neni jednoduchy proces a cely
postup to komplikuje (Bollag et al., 1996). Bakterie se nejdtive musi ,,rozbit*, abychom mohli
oddélit latky rozpustné (proteiny v cytoplazmé) a nerozpustné, ¢ehoz se docili centrifugaci.

Rozbijeni bakteridlnich bunék (lyze bunck/bakterii) u pilotni exprese se provadi pomoci
opakovaného zmrazovani v tekutém dusiku a tadni. Odebrané pelety se nejdiive rozpusti
v pufru, potom se vhodi do tekutého dusiku a nasledné rozmrazi pii teploté 42 °C. Toto se
provede celkem 3x, aby se bakterie opravdu rozbily. Bakterialni lyzat se nasledné sto¢i na
centrifuze na vysokych otackach a tim se oddé€li rozpustna (supernatant) a nerozpustna frakce
(pelet) do ependorfek. V tomto kroku je uz veliké mnozstvi vzorki, takze je tfeba dbat na
spravné popsani a organizaci. | tady ale muliZze nastat problém. Ne vzdy se frakce oddéli
perfektné a miiZze vzniknout jakysi sliz, ktery se té¢Zko oddéluje. Jednim vysvétlenim miZe byt
tteba ptitomnost velkého mnozstvi chromozomélni DNA baterii, kterd na sebe ,,lepi*
nerozpustnou frakci. Vtomto pfipadé je moznost pfidat k smési enzym DNazu
(deoxyribonukledza), kterd chromozomalni DNA nasStipe, coZ by mohlo pomoci spravnému
oddéleni pii opétovném stoceni v centrifuze.

Rozpustné a nerozpustné proteiny jsou oddéleny a zbyvéa je analyzovat. To se bude, podobné
jako u DNA d¢lat pomoci velkosti na specialnim gelu. At uz jsou ve frakcich proteiny
slozeny spravné nebo ne, je potieba je nejdiive vSechny rozlozit, aby se daly mezi sebou
porovnavat podle délky fetézce aminokyselin. Ke vzorkiim je pfidan denaturac¢ni vzorkovy
pufr, B-mercaptoethanol (denatura¢ni ¢inidlo, Které ve strukturdch narusi pevné sulfidické
mustky), dodecylsiran sodny (SDS, ktery proteind ud€li zaporny naboj) a barvivo
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(bromfenolova modf, ktera umozni sledovat pribéh elektroforézy). Takto ptipraveny vzorek
se jest¢ necha né€kolik minut na 95 °C. Po tomto kroku jsou vzorky pripraveny na
elektroforézu. (Invitrogen, 2010)

3.2.2 SDS-PAGE elektroforéza

Proteiny se podobn¢ jako DNA nechaji prohnat gelem za pomoci elektrického proudu, aby se
podle velikosti odd¢€lily (jednd se spiSe o hmotnost, ale ta je viceméné¢ dana poctem
aminokyselin. Udava se v kilodaltonech). Na rozdil od DNA, kde gel je v horizontalni poloze,
tak SDS-PAGE je v poloze vertikalni, a obecné je gel mnohem tenéi. Slozitd je i jeho
piiprava, protoze nestaci pouze agardza, ale je nutno vyrobit ho polymerizaci latky akrylamid,
ve spravnych pomérech vuci velikosti proteinu (odvozené ze sekvence). Molekularné ma
polyakrylamidovy gel pravidelnou strukturu narozdil od gelu agarového. Jeden gel jesté
K tomu musi byt slozen ze dvou ¢asti; prvni, ve které se vytvori jamky musi byt méné
koncentrovany, aby se vzorky pfi vedeni proudem, stihly zarovnat, protoze ne vSude bude
proteind stejné mnozstvi, a ve druhé, kterd je uz uzptsobena velikosti zkoumaného proteinu.

Polymerizace akrylamidu se fadi mezi reakce iniciovanymi radikalem (Obrazek 12.). Ten je
vytvoten reakci APS pufru (Ammonium persulfate) a TEMED (Tetramethylethylendiamin)
¢inidla, které dohromady vytvoii hydrogensiranovy anion, jenz ,napadd“ molekuly
akrylamidu, které jsou poté nuceny se v fetézcich vzajemné spojit. Pro sitovani struktury tak,
aby se mohly proteiny oddélit velikostn¢ se pridava N, N’-methylenbisacrylamide, ktery
rozvétvi akrylamidové fetézce do pravidelnych tvard. Podle poméru téchto dvou latek lze
regulovat schopnost gelu oddélovat proteiny velikostné. (Menter, 2000)
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Rozvétveny polyakrylamid

Obrazek 12. Reakeni schéma syntézy rozvétveného polyakrylamidu pro piipravu gelu. V prvnim fadku je
popsan vznik radikalu, ktery iniciuje reakci. V druhém fadku je zobrazena propagace. V tfetim fadku je
znazornéno spojeni akrylamidu a B-acrylamidu a v poslednim samotné polymerizace. Zdroj: Autor (Program:
Krita)
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Gel se znovu zalije pufrem, ktery umozni vést proud a do jamek v gelu se umisti vzorky a
ladder.

Pt. Chtéli bychom pak odhalit podminky produkce studovaného enzymu u jednoho
genotypu bakterie E. coli, popsanym systémem by bylo zapotiebi 4 geld, které by
mohly byt organizované nasledovné:

1. gel; teplota 30 °C, rozpustna frakce, sbéry po 2, 4, 6 hodinach, pii¢emz ke kazdé
hodin¢ by byly dva vzorky: bud’ s pfidanou latkou podporujici expresi, nebo bez ni. +
ladder

2. gel: 30 °C nerozpustna frakce + ¢asové sbéry, s a bez podpurné latky, + ladder

3. gel; teplota 18 °C, rozpustna frakce, sbéry po 3, 6, 24 hodinach, pti¢emz ke kazdé
hodiné by byly dva vzorky: bud’ s ptidanou latkou podporujici expresi, nebo bez ni. +
ladder

4. gel: 18 °C, nerozpustna frakce + ¢asové sbéry, s a bez podpurné latky, + ladder

Na gelech, ale nebude vidét vysledek hned a musi se vyvolat, podobné jako napftiklad
fotografie z filmu. Gel je nejprve umistén do fixing solution, ktera necha gel ,,vyblednout” a
barvivo, které se pfidalo do vzorkd pfi jejich ptiprave, tak zmizi. Potom je dvakrat umistén do
destilované vody za uc¢elem proplachnuti a dale se umisti ptes noc do barviva, které se navaze
na proteiny fixované v gelu a zvyrazni je (podoba prouzkill). Znovu na gelech lze odlisit rtizné
proteiny podle velikosti. Pokud je pfi néjakych podminkach (teplota, ¢as) prouzek vyraznéjsi
nez ostatni, je to v pfitomnosti podpirné produkéni latky, a zaroven odpovida pozadovanému
proteinu velikostng, tak se da konstatovat, ze se jedna o protein, jehoz genova sekvence byla
klonovana do plazmidu. Vysledek umozni rozhodnout, jaké podminky nastavit bakteriim, pro
produkci proteinu za dosaZeni velkého mnozstvi. Jedna se tak o silnou optimaliza¢ni metodu.
Celkové je tato metoda velice vyuzivana na jiné analytické studie proteintl a enzymu. (Bollag
etal., 1996)

3.2.3 Western blot

Vysledky ale nemusi byt vzdy pfiliS vyrazné. Protein miZze byt produkovdn pouze
Vv nerozpustné frakci a je potieba si ovéfit, jestli se nevyskytuje i ve frakci rozpustné (byt’ jen
v malém mnozstvi). Pro citlivéjsi detekci rekombinantnich enzymt se pouziva pravé western
blotting (Yang et al., 2012). Nejprve se proteiny rozdéli podle velikosti pomoci SDS PAGE
jako je popsano vyse. Z gelu po SDS elektroforéze se elektrickym proudem pienesou proteiny
na membranu, kterd proteiny dokadZze dobfe navézat. KliCova idea této metody tkvi
v protilatkach. V nasem pfipadé jsme vyuzivali protilatek, které se navazou na HisTag
v proteinu (primarni). Nasledné se ptidaji jeste jedny protilatky (sekundarni), které se navazou
na predchozi protilatky. Tyto protilatky jsou spojené S kienovou peroxidazou. Po piidani
specifického substratu mizeme detekovat signal. Jesté¢ pied tim se ale musi membrana po
nanosu proteinti z gelu tzv. blokovat. Je to kvili tomu, ze membrana vaze vSechny proteiny
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véetné primarnich imunoglobulinti (protilatek), které se maji vazat pouze na HisTag. Proto se
po pfenosu proteini z SDS gelu membrana jesté necha zablokovat umisténim do smési
s néjakymi jinymi dostupnymi proteiny. To mize byt tfeba i odtu¢néné usuSené mléko
rozpus$téné ve specialnim pufru. (Bollag et al., 1996)

3.2.4 Large scale produkce

Doslovny pieklad nazvu, produkce ve velkém métitku, je dostatecné vypovidajici. Bakterie se
nechaji nartst ve velkém mnozstvi a piizpusobi se jim podminky, podle vysledki z pilotni
exprese. Bakterie se sto¢i v centrifuze ve vétsi nadob¢, a rozpusti v pufru. V pilotni expresi by
se bunky rozbijely kapalnym dusikem, ale zde bude 1yza probihat pomoci vysokého tlaku za
pouziti specialniho pfistroje. Jim se necha smés né¢kolikrat projit (2-3x), aby byl efekt
dostate¢ny. Znovu jsou ve smési dvé frakce: rozpustna a nerozpustna, které se oddéli pomoci
centrifugace. V ptipad¢, ze elektroforéza ukazala pritomnost proteinu v rozpustné frakci, tak
se muze vzit supernatant a piejit rovnou k purifikaci. Pokud by byl enzym uzavien do
inkluznich télisek a ocitl se Vv nerozpustné frakci, je potieba jej z nich nejdiive solubilizovat.
V tomto piipadé¢ je potieba pracovat s usazeninou z centrifugace. Inkluzni téliska se
solubilizuji v roztoku obsahujici vysoké koncentrace chaotropnich ¢inidel, které narusi
nekovalentni interakce proteinti. Néasledné se odstrani nerozpustna frakce centrifugaci a
supernatant se pouzije pro denatura¢ni purifikaci. (Bollag et al., 1996)

3.3 Purifikace

Nastava proces ziskani samotného enzymu pomoci procesu purifikace, coz znamena ziskani
proteinu v co nejvétsi ,Cistoté™ z bakterialni proteinové smési. Metod, jak protein purifikovat
je vice, ale j4 budu popisovat pouze metodou jménem afinitni chromatografie. Je to hlavni
duvod, pro¢ se viibec k pivodni aminokyselinové sekvenci ptidaval Histag. Vyuzije se zde
afinitnich (schopnost vazat) vlastnosti histidinu vu¢i ,,filtru“ (odborné Kolona), ktera obsahuje
ionty niklu Ni?*, na které se histidinova kotva enzymu silné navaze a oddéli ho tak od
ostatnich proteint ve vzorku.

Nejdrive je potieba ptipravit vhodné pufry. Ty se slozenim pfizpiisobi zkoumanému proteinu
a typu purifikace (nativni versus denaturacni). Pro afinitni purifikaci pottebujeme dva pufry:
(a) ekvilibracni pufr, ve kterém se proteinova smés nanese na kolonu a (b) elucni pufr, ktery
nam umozni uvolnit (eluovat) nas protein z kolony. V elu¢nim pufru bude latka, ktera se na
ionty v koloné bude vazat silnéji (bude mit vyssi afinitu), nez histidinova kotva a vytésni tak
protein, které se na kolonu navéazal. Takovou latkou je tieba imidazol (byl pouzit i béhem
tohoto vyzkumu). Vytésnéna frakce by tim padem méla obsahovat jenom zkoumany protein.
Purifikace mize probihat bud’ v nativnich nebo denatura¢nich podminkéch. Slozeni pufri pro
tyto purifikace se 1isi pfitomnosti denaturacniho ¢inidla (v tomto ptipadé 6M mocoviny),
jinak je ale sloZeni pufrii a pribéh purifikace stejny.

K purifikaci proteint se pouziva specialni zafizeni, které micha pufry v pozadovanych
pomérech, prohani smés proteinti ptes kolonu a sbira frakce, které ptes ni protekly. Zaroven
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obsahuje velké mnozstvi senzort, naptiklad pro elektrickou vodivost nebo absorpce UV, které
umozni sledovat, kdy se protein nejlépe z kolony uvolni.

Kdyz bakterialni lyzat proteCe kolonou, tak se pies ni postupné zacnou prolévat pufry.
Nejdtive se pouZije nizkd molarni koncentrace imidazolu (50mM), ¢imz se z kolony uvolni
nespecificky navazané proteiny. Nasledné se bude koncentrace imidazolu gradualné zvysovat
az dosahne svého maxima (1M). Je to kvuli tomu, aby byl protein izolovan v cO nejvétsi
Cistoté, protoze na koloné se miizou nachazet dalsi proteiny nesouci histidinové oblasti ve své
struktufe. S postupnym zvySovanim koncentrace imidazolu se monitoruje UV absorpce a
sbiraji se jednotlivé frakce. Vysledek purifikace se vyhodnoti pomoci SDS-PAGE
elektroforézy, ¢imz se zjisti, kdy se uvolnilo nejvice proteinu z kolony. Toto zaroven, lze
pozorovat i na hodnotach méfeni ze senzord, které béhem purifikace pocitac interpretuje
grafem. Napiiklad u absorpce UV, lze pozorovat rostouci hodnoty v zavislosti na koncentraci
imidazolu, a tak i pravdépodobné vytésiovani enzymu. Pied dalsi praci se vyhodnoti vysledek

purifikace, a vzorky jsou bud dale purifikovany, nebo pouzity pro pozadované ucely.
(Scopes, 1994)

Matrix kolony s nikclnatymi ionty

@9

P
@

Imidazol

L
<J

II. Pratok pufru s imidazolem - vytésnéni protcinu
m—

Obrazek 13. Ilustrace zjednoduseného mechanismu purifikace. I. kolonou protéka bakterialni lyzat, coz umozni
proteint s histidinovou kotvou navazat se na kolonu. Ostatni proteiny protecou, a tak na koloné ziistava pouze
ten zkoumany. II. Navazané proteiny vytésni imidazol, ktery se na nikelnaté ionty vaze silnéji. Vytésnény pritok
se sesbird, coz ve vysledku idealné pfinese ¢istou smés s hledanym proteinem. Zdroj: Autor.

Stale zde uvadim jako jednu z moznosti stav, kdy se protein vyskytuje v inkluznich téliskach,
Vv nerozpustné frakci a jeho purifikace probiha v denaturac¢nich podminkach. Refolding je v
podstaté¢ opacny proces K denaturaci. Jednoduse se jedna o proces laboratorniho slozeni
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proteinu tak, aby nabyl svoji nativni struktury. Ale na rozdil od denaturace je refolding
laboratorni podminky se té€zko urcuji. Existuje vSak né¢kolik metod, které se ¢asto ukazuji byt
efektivni.

Postupna dialyza (step down dialysis) je metoda, kdy je denaturovany protein po purifikaci
zpétn¢ slozen pomoci postupného snizovani koncentrace denaturacniho cCinidla. Aparatura
obsahuje dialyza¢ni membranu, ktera ma piesné¢ definovanou velikost pord a propousti
proteiny pouze do urcité velikosti, dale uz jenom nadobu, do které se membrana se smési
proteinti vlozi a zalije se denaturaénim pufrem. Pii stale teploté 4 °C se pak pufr z dialyzaéni
nadoby po castech vyliva a postupné dopliuje pufrem, pfizpisobenym pro nativni podminky
proteinu, az do doby, nez ho uplné nahradi. Ve stfivku se poté mohou objevit precipitaty,
které se ze smési odd¢li centrifugaci, coz by mélo vyustit v ziskani ¢istého, nativniho enzymu.
Horsi tedy je, kdyz se precipitat ukdze byt zkoumanym proteinem. V takovém piipade se
zkratka musi znovu zkusit refolding, ale naptiklad pfi jinych podminkach a za pouziti jinych
pufrt, ¢i s pfidavkem néjakého podpurného ¢inidla. (Bollag et al., 1996)

4  MATERIALY A METODY (PRAKTICKA CAST)

4.1 Material

Gen v plazmidu typu pASK37+ kodujici enzym S01.AS5 prevzaty z genomu bzucivky zelené
(Lucilia sericata) s optimalizovanymi kodony pro produkci v E. coli, byl objednan u
spole¢nosti Eurofins Scientifics (Praha, CR).

4.2 Klonovani do pET28a-SUMO

4.2.1 Design primert

Pro amplifikaci genu pomoci PCR byly podle sekvence a restrikénich enzymii navrZeny
primery. Syntetizovany a dodany byly spolecnosti Generi Biotech, s.r.o (Hradec Kralové,
CR). Sekvence s tuéné vyznadenymi misty pro restrikéni enzymy jsou znazornény v tabulce
(Tabulka 2.).

Tabulka 2. Pouzité primery s vyznacenymi misty, na které nasednou restrikéni enzymy.

Primer Sekvence Klmll((fvaci Restrikéni
vektor enzym
197- ATGGTA GGTCTC T AGGT CAG pET28a- Bsal
L.ser_ S01.A55 SUMO-F ATT CAG TCCCGG ATT GTT SUMO
198- ATGGTATCTAGATAAGCGTTT | pET28a- Xbal
L.ser_S01.A55 SUMO-R CAT CGC ATT GCG SUMO
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4.2.2 Gradient PCR

Navrzené primery byly nejdiive podrobeny gradient PCR experimentu, pro urceni optimalni
annealingové teploty pro nasledujici amplifikaci genu. Testovano bylo pét teplot; 50 °C, 52,6
°C, 55,9 °C, 58,5 °C, 60 °C. Pocate¢ni denaturace byla 94 °C po dobu 1 minuty, nasledovalo
stiidani 30 cykla; 94 °C po 10 sekundach, testované teploty po 30 sekundach a 72 °C po dobu
1,5 minuty (aktivace polymerazy + dopliovani nukleotidd). Po dokonceni 30 cyklu
nasledovalo jest¢ 7 minut pii teplot¢ 72 °C (final extension) a po ukonceni byl roztok
udrZzovan pii teploté 16 °C. Reakce probihala v termocykléru Biometra TOne (Analytik Jena).

PCR reakce byla namichand podle PPP Master mix (Top-Bio) protokolu. Bylo smichano
12,5 ul PPP Master mix roztoku s 1 pl roztoku pro Forward primer a s 1 ul roztoku pro
Reverse primer (0,1uM koncentrace pro kazdy primer), 1 ul templatu (objednaného genu), a
nakonec doplnéna PCR H20 do celkového objemu 25 pl (9,5 ul). PPP Mastermix pouziva
zakladni typ DNA polymerazy: Tag.

Pro vizualizaci vysledkl byl pfipraven agar6zovy gel nasledujicim postupem: 0,5 g rozpustné
agarozy (SERVA Electrophoresis) bylo rozpusténo v 50 ml 1x TAE bufferu, a bylo ptidano
5 ul barviva Serva DNA stain Clear G. Po dobéhnuti PCR reakce byly vzorky umistény na
ptipraveny gel. Vysledky experimentu ukazaly téméf stejnou efektivitu amplifikace u vsech
teplot a pro amplifikaci tak byla zvolena teplota 60 °C.

4.2.3 PCR pomoci Q5 High-Fidelity DNA polymerase

Pro amplifikaci genu byla pouzita Q5 DNA polymeraza (New England Biolabs), kvili vétsi
efektivité, nez ma Taq polymeraza.

Pro amplifikaci genu bylo smichano: 10 pl 5x Q5 rekéniho pufru, 1 ul ANTPs (10mM), 2,5 ul
roztok Forward primeru (10uM), 2,5 pl roztoku Reverse primeru (10uM), 1 pl templatu,
0,5 ul Q5 High-Fidelity DNA polymerazy, 10 ul 5x Q5 High GC Enhancer a doplnéno
Nuclease-free water do dosazeni celkového objemu 50 pl.

Reakce probihala ve stejném termocykléru jako Gradient PCR. Teploty reakce se stfidaly
nasledovné: Na za¢atku denaturace pfi teploté 98 °C po dobu 30 sekund, po které nasledovalo
30 cykld (po sobé¢ jdoucich stiidani teplot); denaturace pti 98 °C po dobu 10 sekund, primer
annealing 60 °C po dobu 15 sekund, aktivace polymerazy + doplnéni nukleotidl pii teploté 72
°C po dobu 30 sekund. Po dokonceni cykli néasledovaly jes§té¢ 2 minuty pii 72 °C (final
extension). Roztok byl poté udrzovéan pfti teploté 16 °C.

Vzorek byl znovu pustén na agarovy gel a zpétné z n€j byl i izolovan pomoci NucleoSpin Gel
and PCR Clean-Up (Macherey-Nagel) sady, podle kroki v protokolu pro izolaci DNA z gelu.
Koncentrace amplifikovaného genu byla naméfena na piistroji NanoPhotometer Pearl
(Implen).
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4.2.4 Restrikce PCR produktu a klonovaciho vektoru

Byly zvlast’ piipraveny dvé restrikéni reakce, prvni pro amplifikovany gen a druha pro vektor.
Pouzité restrik¢éni enzymy byly od spole¢nosti New England Biolabs (Hitchin UK).

Pro amplifikovany gen bylo dohromady do 50 ul reakce namichano; 8,19 ul roztoku
amplifikovaného genu (pro reakci je dilezité mit amplifikovaného genu v roztoku 1 pg), 5 ul
10x CutSmart Buffer, 1 ul Bsal, 1 ul Xbal, a nakonec bylo vse doplnéno Nuclease-free water
(tedy 34,81 pl).

Pro vektor bylo také dohromady do celkového objemu 50 ul namichano; 3 pl roztoku
s vektorem, 5 ul 10x CutSmart Buffer, 1 ul Bsal, 1 pl Xbal, a znovu doplnéno Nuclease-free
water (tedy 40 ul).

Obé reakce byly na 15 minut udrZzovany pfi teploté¢ 37 °C (zajiStujici aktivitu restrikénich
enzymit) a poté byly enzymy deaktivovany pii 65 °C po dobu 20 minut.

Roztok s vektorovou DNA byl defosforylovan pomoci Shrimp Alkaline phosphatase (New
England Biolabs). Do roztoku bylo pfidano 2,5 ul tohoto rSAP enzymu. Defosforyla¢ni
reakce probihala po dobu 30 minut pii 37 °C a enzym byl deaktivovan pii 65 °C po dobu 5
minut.

Stipany amplifikovany gen i vektor byly poté purifikovany pomoci MN GEL and PCR
cleaning kit. Koncentrace obou vzorka byly poté zméteny pomoci spektrofotometru.

4.2.5 Ligace T4 ligazou

Za ucelem uspésného spojeni fragmentu s vektorem bylo potieba vypocitat vhodny pomér, ve
kterém se mély jednotlivé komponenty smichat. Pro to byla pouzita internetova kalkulacka
NEBio (https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation), ktera podle naméfenych koncentraci
urcila a vypocitala potiebné mnozstvi pro molarni pomér 3:1 (gen ku vektoru).

Byla namichana reakce do celkového objemu 20 ul, ktera obsahovala; 2 ul 10x T4 DNA
ligase buffer, 2 ul roztoku vektorové DNA (latkové mnozstvi 0,02pmol), 0,75 pl roztoku
amplifikovaného genu (latkové mnozstvi 0,06pmol), 1 ul T4 DNA ligazy, a vSe bylo
doplnéno Nulease-free water (tedy 14,25 ul).

Reakce byla poté pro ideélni pribeh udrzovana pii teploté 16 °C pres noc. Rano byla T4 DNA
ligdza deaktivovana pfi teploté 65 °C po dobu 10 minut.

4.2.6 Transformace do DH5a E.coli.

Liga¢ni smé&s byla nasledné pouzita pro transformaci bunék E. coli typu DH5a (New England
Biolabs). Pfitomnost klonovaného genu v plazmidu byla ovéfena pomoci colony PCR.
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Bakterie udrzované pfi teploté -80 °C. Byly vyndany a inkubovany na ledu po dobu 20 minut.
K bakteriim byly poté ptidany 2 pl ligacni smési (v této fazi jsou bakterie jesté ,,kiehké™, a tak
je lepsi smés promichat opatrné, tieba do ni lehce parkrat cvrnknout) a cekalo se dalSich 20
minut. Nasledoval heatshock ve vodé¢ piedehiaté na 42 °C po dobu 30 sekund. Hned nato byly
bakterie pfemistény na dvé minuty zpét na led a poté se k nim pridalo 250 pl predehiatého (37
°C) S.0.C. média (New England Biolabs). Cela smés byla poté umisténa do tfepacky
(220rpm) piedehfaté na 37 °C a inkubovana po dobu 1 hodiny. Byly pfipraveny 2
kanamycinové LB-plotny. Po hodiné bylo 50 ul vzorku rozetieno na jednu Kanamycinovou
LB-plotnu a zbytek vzorku byl rozetfen na druhou plotnu. Ob¢ byly nasledovné inkubovany
pfes noc pii teploté 37 °C.

4.2.7 Colony PCR

Bylo ptedptipraveno 12 PCR lahviéek a do kazdé bylo ptidano 20 pl ddH20O (deionizovana +
destilovana). Plastovou Spickou pro pipetu byla nasledovné setfena jedna kolonie, ktera
narostla na LB-plotn¢ pies noc, a Spi¢ka byla poté vymachana v lahvi¢ce s ddH.O. Stejnou
$pic¢kou byl poté na dalsi pfipravenou kanamycinovou LB-plotnu udélan kiizek. Dohromady
12x se takto, pokazdé novou Spickou, setfelo a vymachalo 12 nahodné vybranych kolonii
z plotny. V kazdé lahvicce byla tedy 1 vybrana kolonie a na nové plotné bylo jednotlivymi
Spickami udé€lano dohromady 12 kiizka. Ptes plastové vicko plotny byla nakreslena miizka,
aby tak kazdy kiizek (ptesnéji tedy kolonie) mohl byt oznaceny ¢islem.

Zkazd¢é z 12 lahvicek byl odebran 1 pl pro identifikaci pozitivnich kolonii (téch, které
opravdu obsahuji plazmid s vlozenym genem) pomoci colony PCR. Kazda reakce obsahovala
1 ul odebrané kolonie, 12,5 ul Top-Bio PCR PPP Master Mix, 2,5 ul Forward primeru, 2,5 ul
reverse primeru, 6,5 pl ddH20 (celkovy objem reakce je tedy 25 pl).

Reakce znovu probihala v termocykléru ktery mél faze nastavené na; primarni denaturace pti
94 °C po dobu 6 minut (pfi této teploté dojde k prasknuti bun€k a uvolnéni DNA do reakéni
smési), po které nasledovalo 35 cyklu 3 fazi: 1. denaturace pii teploté 94 °C po dobu 15
sekund, 2. annealing pfi teploté 60 °C po dobu 15 sekund, 3. doplnéni vldken polymerdzou pii
teploté 72 °C po dobu 1 minuty. Po dokonceni 35 cykld nasledovalo findlni doplnéni vlaken
pii teploté 72 °C po dobu 7 minut.

Pomoci 1 % agarového gelu, byla u jednotlivych vybranych kolonii ovéfena pfitomnost, ¢i
absence transformovaného plazmidu. Pozitivni kolonie byly oznac¢eny na vicku LB-plotny
s kiizky (Obrazek 14.).
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Obrazek 14. LB-plotna (kanamycin) s v krouzku vyzna¢enymi pozitivnimi koloniemi. Zdroj: Autor

4.2.8 Miniprep a sekvenace

Kolonie, které na gelu ukazaly ptitomnost vkladaného plazmidu, byly, z LB-plotny s kiizky,
jednotlivé setfeny Spickami pro pipetu. Tyto Spicky byly néasledovné vhozeny do zkumavek
s4ml LB média, do kterého bylo pfidano také antibiotikum (kanamycin) zfedéné na
koncentraci 0,05mg/ml. Kolonie byly poté v tiepacce ponechany pies noc pii teploté 37 °C.

Z kazdého vzorku byly poté izolovany plazmidy pomoci Nucleo-Spin Plasmid sady (Machery
Nagel) podle High-copy plasmid isolation protokolu. Pfi¢emz v poslednim kroku se plazmidy
Z membrany neuvoliiovaly do elu¢niho pufru, ale do sterilni vody. Nésledovné se naméfily
koncentrace vzorkli pomoci spektrofotometru. Pro ovéteni spravnosti sekvence genu v
plazmidu, byly nasledovné vzorky odeslany na sekvenaci spolecnosti SEQme, S.r.0. (Dobfis)

4.2.9 Maxiprep a izolace plazmidu

Po ovéteni sekvenaci byla spravna kolonie setfena $pickou pro pipetu a vhozena do 180 ml
LB média s 180 ul kanamycinu. V tomto prostfedi se bakterialni kultura nechala pfi teploté 37
°C pfes noc narist. Plazmidy byly poté izolovany podle protokolu z Kitu Nucleo-Bond Xtra
plasmid purification pro High-copy plasmid purification (Machenery Nagel). Plazmidy byly
podle stejného protokolu vysrazeny a poté rozpustény ve sterilni vodé. Znovu byla naméfena
koncentrace pomoci spektrofotometru.

4.3 Exprese ve vybranych kmenech E. coli*

Bylo vybrano nékolik typu E. coli v ramci optimalizace produkce. Pouzité genotypy bakterii
jsou sepsany v tabulce 3. spolu s ¢asy pro heatshock, pouzitymi antibiotiky a dodavateli.

4 Exprese neprobihala u viech bakterii ve stejnou dobu, spiSe se postupné vybiraly druhy podle vysledkil z téch
predchozich. V této praci jsou ale sepsany vSechny zarovei, protoze postup je u vSech viceméné stejny
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Tabulka 3. Pouzité typy bakterii E. coli, s vyzna¢enymi ¢asy pro heatshock a pouzitymi antibiotiky

Typ E. coli Heatshock (42 °C) Antibiotika
BL21(DE3) CodonPlus 20 sekund Kanamycin
(Agilent)
BL21(DE3) pLysS 30 sekund Chloramphenicol,
(Invitrogen) Kanamycin
C43(DE3) (Lucigen) 45 sekund Kanamycin
C43(DE3) pLysS (Lucigen) 45 sekund Chloramphenicol,
Kanamycin
T7-Express (New England 10 sekund Kanamycin
Biolabs)
Rosseta Gami (DE3) 30 sekund Kanamycin, tetracyclin
(Novagen)

4.3.1 Transformace a kultivace

Bakterie byly vyndany z -80 °C a na ledu inkubovany po dobu 20 minut. Izolovany plazmid
z predchozich kroka byl ziedén na koncentraci 100ng/ul. Kazdy typ pouzitych bakterii byl
poté smichan s 1 pl zfedéného plazmidu. Po smichani byly bakterie ponechany 30 minut na
ledu a nasledoval heatshock (dle tabulky 3.). Po heatshocku byly bakterie tiepany pti 220 rpm
po dobu 1 hodiny v tfepacce predehiaté na 37 °C. Nasledné byl kazdy typ E. coli rozetfen na
dvé LB-plotny (na jedné¢ 50 ul vzorku, na druhé zbytek), které obsahovaly piislusné
antibiotikum pro kazdou kolonii. Na LB-plotnach se pii 37 °C nechaly pfes noc narist
kolonie.

Pro kazdy typ bakterii bylo do 50ml zkumavky (Falcon tube) pfidano 15ml LB a 15 pl
ptislusnych antibiotik (no¢ni kultura). Z LB-ploten byla, pro kazdy typ zvlast’, Spickou setfena
jedna ndhodna kolonie a nésledné vhozena do pfedptipravené zkumavky. Ty se nechaly pies
noc nartst.

4.3.2 Pilotni exprese

Nasledujiciho dne byly pro kazdy pouzity typ bakterii ptipraveny ¢tyii 50 ml falcon
zkumavky. Konkrétné to bylo kvuli rozdéleni expresnich podminek na:

30 °C s ptidanim IPTG, 30 °C bez IPTG
18 °C s ptidanim IPTG, 18 °C bez IPTG

Kazda zkumavka obsahovala: 10 ml LB média, 0,5 ml z no¢ni kultury a 10 pl antibiotik
ptislusnych pouzité kolonii. V této form¢ byly kolonie ve zkumavkéach ponechany na tiepacce
(220rpm, 37 °C), dokud kultura nedosahla hodnoty ODeoo V rozmezi 0,6 — 0,8. Pro méfeni
ODeoo byl vzdy odebran 1 ml kolonie do kyvety, pficemz méteni bylo uskute¢néno pomoci
NanoPhotometer Pearl (Implen). Od kazdého typu bakterii byl nyni odebran 1 ml kolonie do
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ependorfky, ktery byl nasledovné stocen v centrifuze pti 14 000rpm po dobu 1 minuty. Pelet
byl oddélen od supernatanu a nisledovné uschovan v mrazaku®. Do uréenych zkumavek bylo
ptidano IPTG v poméru 10 ul ku 10 ml obsahu zkumavky (finalni koncentrace 1mM). Po
ptidani IPTG byly zkumavky rozdéleny podle urcenych teplot (30 °C, 18 °C) do tiepacek.

Nasledoval sbér vzorkii po uréenych &asovych tsecich. Casové odbéry probihaly nasledovné:

Pro 30 °C to bylo po: 2, 4 a 6 hodinach (vzorky rozdéleny podle pfitomnosti IPTG)
Pro 18 °C to bylo po: 3, 6 a zhruba 24 (Cekalo se pies noc) hodinach (vzorky také rozdéleny
podle ptitomnosti IPTG)

Pro kazdy typ bakterie bylo tedy pfipraveno 12 ependorf zkumavek, do kterych se po uplynuti
casovych tusekt sbiral 1 ml kolonie. Tyto vzorky byly po odebrani postupné sticeny na
centrifuze pii 14 000rpm po dobu 1 minuty. Pelety tim byly oddéleny od supernatantu a
nasledné uschovany do mrazdku. Pro shrnuti se timto docililo rozdé€leni vzorki pro kazdy typ
bakterie podle teploty, pfi kterych produkovaly enzym, casu, a pfitomnosti podptrného
expresniho ¢inidla (IPTG).

4.3.3 Ptiprava vzorki pro SDS-PAGE elektroforézu

Sesbirané a stocné vzorky nyni obsahovaly bakterie a v nich i protein. Pelety se tedy re
suspendovaly piidanim 500 pl lysis pufru (50mM KH2PO4, 400mM NaCl, 100mM KCl, 10%
glycerol, 0.5 % TritonX-100, 10mM imidazole, pH = 7.8). Ependorfky se smési byly pak
celkem 3x zamrazeny v tekutém dusiku a rozmrazeny pii 42 °C (pomoci heatblocku). Vzorky
byly nasledovné stoCeny pii 4 °C maximalni rychlosti na centrifuze po dobu 5 minut.
Stocenim vznikly pelety, od kterych se odsal supernatant pipetou a premistil se do jiné
ependorf zkumavky. Takto se odebral a pfemistil supernatant od kazdého vzorku. Celkové se
tedy oddélila rozpustnd frakce (supernatant) od nerozpustné (pelet) podle casu odbéru,
ptitomnosti IPTG, teploty a typu pouzité bakterie. Typy bakterii, u kterych se nepodaftilo
oddélit pelet od supernatantu hned a vznikl jakysi sliz (pravdépodobné chromozomalni DNA),
byl pfidan 1 pul DNazy (10pg/ml).

Do lahvicek s pelety, tedy nerozpustnou frakei, bylo piidano 500 ul 1X SDS-PAGE sample
pufru (Pfipraven pfidanim 100 pl B-mercaptoethanolu do 900 pl 4X Laemmli sample buffer
stock: 20 ml 0.5M Tris, 4 g SDS, 20 ml glycerolu, 0,1 g bromfenolové modii, H2O do 45ml)
v 1X PBS, ve kterém byly pomoci vortexu rozpustény, jak to jen bylo mozné a poté 5 minut
uvafeny na teploté 95 °C. Do supernatantu byl ptidano 125ul 4X SDS-PAGE a nasledné byly
vzorky také uvareny pii teploté 95 °C.

% Zde se jednd o tzv. blank (nulova hodnota) vzorek, ktery se hodi pozd&;ji pfi porovnavani vysledkt na gelu.
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4.3.4 SDS-PAGE gely

Byly ptipraveny 10 % (lze pouzit i 12,5 %) polyakrylamidové gely. Pro vyrobu 8 gelt (10 %)
bylo zapotiebi smichat: 9,36ml 40 % akrylamidu, 19,76ml H20, 10ml 1,5M Tris (pH = 8,8),
400ul 10 % SDS, 10 % APS (tento roztok vzdy pfipravovat Cerstvy), 40ul TEMED. Tato
smés byla poté nalita do ,,forem* ze sady od spolecnosti Bio-Rad, kde se gely nechaly
polymerizovat. Byla také pfipravena smés pro 4 % polyakrylmidové gely, které se po
polymerizaci prvniho nalily na horni vrstvu 10 / 12,5 % gelt a vlozil se do n¢j hiebinek, ktery
vytvaroval jamKy pro aplikaci vzorkd.

Nésledné byly gely vloZzeny do aparatu a zality pufrem pro ptenos elektrického proudu
(mnozstvi zalezelo na poctu gell v aparatu). Na gel byly nasledné nasazeny vzorky po 10 pl a
1x 3 ul ladderu PageRuler Protein Prestained (Thermo Fisher Scientific) na kazdy gel
(ptikladné rozlozeni vzorki viz. kapitola SDS-PAGE elektroforéza v teoretické ¢asti nebo
Obrazek 15.)

Elektroforéza probihala 1,5 hodiny pii konstantnim napéti 100 V (to lze v prib&hu lehce
zvysit, pro rychlejsi dokonceni). Gely byly po dobéhnuti vyndany z ,,formy*, a samostatné
rozdéleny do nadob. V té&ch knim byl nejdiive ptidan 50% ethanol (tak aby byly gely
ponofeny) a na tfepacce se nechaly odbarvit po dobu 30 minut. Nasledovné byly 2x promyty
ddH20, pokazdé po 10 minutach, a nakonec k nim bylo pfidano 20 ml Coommasie 250
Brilliant Blue a na tfepacce se nechaly ptes noc obarvit.

Stejnym zplisobem byly pouzity a vyrobeny gely pro analyzu proteint po dialyze.
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Obrazek 15. Vzorky piipravené pro nasazeni na gel. V kazdém stojanku je jeden typ bakterii (tady T7 a C43),
které jsou do sloupcti rozdélené podle rozpustnych a nerozpustnych frakci. Na jeden gel vychazi jeden sloupec
ve stojaku. Zdroj: Autor
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4.3.5 Western blot

Pro pokus o citlivéjsi odhaleni piitomnosti enzymu v rozpustné frakci, bylo vybrano tfinact
vzorkl (daji se pouzit rovnou ty, které se pouzily na SDS-PAGE analyzu) rznych bakterii
s ohledem na vysledky z pfedchoziho experimentu. Znovu byl pfipraveny polyakrilamidovy
gely a byly na n¢€ nasazeny vzorky s ladderem (10 pl z kazdého vzorku + 3 ul ladderu). Byla
pfipravena membrana Trans-Blot Turbo Transfer pack (Bio-Rad), na kterou mély byt
pteneseny proteiny z SDS PAGE gelu. Ta se nejprve nechala nasaknout v roztoku methanolu
po dobu 15 minut a nasledné promila v TBS-T pufru (Ptipraven ptfidanim 1 ml Tween 20 do
ziedéného 10X TBS pufru pfipraveného z: 60.5 g Tris, 87.66 g NaCl, pH = 7.6). Filtry, které
byly soucasti Trans-Blot sady, byly nasaknuty v TBS-T pufru. Na jeden takto nasaknuty filtr
byla poloZzena membrana, na ni poté SDS-PAGE gel se vzorky, a ten byl nakonec piikryt
druhym nasaknutym filtrem. Vznikly ,,sendvic® byl poté piejet valeckem, aby se vytésnily
vzduchové bublinky. Pfenos enzymii na membranu probihal za pomoci elektrick¢ho proudu
Vv piistroji Trans Blot Turbo (Biorad) po dobu 30 minut. KdyZ byl pfenos hotovy, membrana
byla 3x promyta TBS-T pufrem po 10minutovych intervalech. Dale byla membrana
blokovana (to pozd¢ji zabrani navazani protilatek na membranu) ve 20 ml 5 % suseného
mléka pro blocking (Sigma-Aldrich), které bylo piipraveno rozpusténim 2,5 g suSeného
mléka v 50 ml TBS-T. V mléku byla membrana ponechana 1 hodinu a pak 3x oplachnuta
v TBS-T pufru po 10minutovych intervalech. Nyni byly k membrané ptidany primarni
protilatky v mléku v poméru 1 : 3000 (1 ul protilatek ku 3000 ul mléka), které se navazi na
HisTag. Smés byla takto ponechana ptes noc. Dalsi den byla membrana opét promyta 3x
v TBS-T po 10 minutaich a k membrané¢ byly piidany sekundarni protilatky, tentokrat
v poméru 1 : 5000, ale ne k mléku, nybrz k TBS-T pufru. Takto byla membrana ponechana 1
hodinu. Membrana byla nakonec 3x promyta po 10 minutovych intervalech v TBS-T pufru.
VSechno promyvani a vazani protilatek probihalo na tfepacce. PouZité protilatky byly
Monoclonal anti-polyhistidine antibody (Sigma) a goat Anti-mouse IgG-peroxidase antibody
(Sigma). Pro detekci a vizualizaci byla membrana upravena podle postupu a ¢inidel ze sady
Opti-4CN Substrate Kit (Bio-Rad).

4.3.6 Large scale produkce enzymu

Podle vysledka z polyakrylamidovych gelti byly vybrany BL21 (DE3) bakterie pro large scale
produkci enzymu. Byla provedena transformace a kultivace kultury pifes noc selekci
antibiotikem stejnym zpiisobem, jak uz bylo popsano. Rano bylo 10 ml kultury smichano
s 200 ml LB média a pfislusnymi antibiotiky. Kultura se poté nechala nartst do dosazeni
ODsoo hodnoty v rozmezi 0,6-0,8. Po dosazeni této hodnoty bylo k bakteriim piidano 800 ul
IPTG. Kultura byla poté pfti teploté 30 °C udrZzovéana po dobu 4 hodin na tfepacce.

Po ur¢ené dobé byla bakteridlni kultura ptelita do dvou 1L nadob, které se poté nechaly tocit
v centrifuze (4200rpm, 15 minut) za ucelem ziskani sedimentu z bakterii, s obsazenym
enzymem. Z nadoby byla odlita kapalnd c¢ast a usazenina z bakterii byla nasledovné
zamrazena.
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4.3.7 Lyze bakterii

Lyze bakterii probihala spomoci vysokého tlaku V piistroji Microfluidizer LM20
(Microfluidics). Pied zpracovanim bakterii, byl stroj jesté procistén vodou a pufrem.
Sesbirana smés z rozbitych bakterii byla nasledné centrifugovana po dobu 1 hodiny pii teploté
4 °C na 25 000rpm.

4.4 Purifikace

4.4.1 Piiprava pufra

Po ziskani informace o rozpustnosti enzymu z vysledki SDS-PAGE elektroforézy byly
ptipraveny tii pufry, potfebné k purifikaci (Tabulka 4.). Jejich pH bylo upraveno pomoci
postupného ptidavani 35 % HCI a KOH (o riiznych koncentracich, dle potfeby).

Tabulka 4. Slozeni pufrti pro purifikaci (Do objemi lze hmotnost potfebnych chemikalii dopoditat pomoci

Mxcax V). Solving buffer — rozpusténi vzorku, Equilibbration buffer — ekvilibraéni puft, elution buffer— eluéni
pufr

Solving buffer pH=9 (1 I) Equilibration buffer Elution buffer pH=8,5 (0,5)
pH=8,5 (0,5I)
6M Guanidium chloride 6M Urea 6M Urea
20mM TRIS 20mM TRIS 20mM TRIS
0,5M NacCl 100mM NacCl 100mM NaCL
5mM Imidazole - 0,5M Imidazole
ImM Mercaptoethanol (70ul - -
pro litr pufru; nafedénim
14,2M)

4.4.2 Priprava vzorku pro purifikaci

Pelet z lyzovanych centrifugovanych bakterii byl rozpustén v Solving pufru (pfes noc, pii 4
°C na magnetické michacce). Vzorek byl pak centrifugovan po dobu 1 hodiny pfi teploté 4
°C na 25 000rpm a vysledny supernatant pouZit pro afinitni purifikaci.

4.4.3 Afinitni chromatografie

Pouzitou metodou purifikace byla Immobilized metal affinity chromatography. Pro purifikaci
bylo pouzita pumpa AKTA M2 Pure system (GE Healthcare), na kterou byla nasazena 5 ml
HisTrap kolona (GE Healthcare). Systém byl nasledné promyt Ekvilibracnim pufrem, poté
eluénim, a nakonec znovu ekvilibratnim pufrem. Dtvodem bylo procisténi kolony a
vytvoieni vhodného prostiedi pro navazani enzymu na kolonu pomoci histidinové kotvy. Do
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systému byl nasledné napustén vzorek rozpustény v solving pufru pii rychlosti pritoku 1 ml
za minutu. Kdyz zacala UV hodnota stoupat, byla odebrana takzvana flow-through frakce. Po
napusténi celého vzorku se znovu do systému napustil ekvilibraéni pufr, a pfi poklesu
hodnoty UV jsme piestali sbirat flow-through frakci. Nasledné zacalo promyvani pomoci
eluéniho pufru. Nejdiive byl pouzit 10% eluéni pufr (50mM imidazol) pro vymyti
nespecificky navazanych proteini. V pfipad¢ zvyseni UV jsme jimali frakci oznacenou jako
10 % wash. Protein byl z kolony uvolnén pomoci postupného zvySovani gradientu Imidazolu.
Pfi zvySeni hodnoty UV jsme zacali jimat frakce. Frakce byly sbirany kazdou minutu po 1 ml.
Dohromady bylo odebrano 12 vzorkd podle koncentrace imidazolu. Systém byl nasledné
pro¢istén ekvilibraénim pufrem, ddH-O a ulozen 20 % etanolu. Usp&nost purifikace byla
ovétena na SDS-PAGE gel a poté byla namétena koncentrace.

4.4.4 Renaturace dialyzou

Podle spocitaného izoelektrického bodu enzymu byly pfipraveny tfi pufry o hodnoté pH 9.
Jejich sloZeni bylo nasledovné:

Pufr A: 4M Urea, 100mM NaCl, 50mM TRIS, 20mM [-mercaptoethanol (celé¢ do 0,5 L)
Pufr B: 100mM NaCl, 20mM TRIS, 1mM p-mercaptoethanol (celé do 2 L)
Pufr C: 100mM, NaCl, 20mM TRIS (celé do 1 L)

Pufry byly pouzité vychlazené a jejich pH bylo upraven pomoci HCI a KOH. Vzorek enzymu
byl po purifikaci obsazen v elu¢nim pufru.

Nasledovné byla pfipravena dialyzacni membréana o propustnosti enzymu do velikosti 14kDa
(Roth). Bylo pouzito zhruba 20 cm membrany, ktera byla zjednoho konce smotana a
upevnéna svorkou, z druhého konce byl nalit vzorek ziedény na koncentraci 0,1mg/ml. Druhy
konec byl také smotan a upevnén svorkou. Do odmérného valce byl nalit 1L pufru A, a do ngj
bylo poté vloZzeno uzaviené stfivko membrany se vzorkem. Aparatura byla poté ponechéna v
chladici mistnosti (4 °C) na magnetické michac¢ce na 260rpm. Vecer byla odlita 1/3 objemu
ve valci a dolita pufrem B. Druhého dne rano se udélalo to samé a proces pokracoval, dokud
nebyl pufr A plné nahrazen pufrem B. Nasledné byl pufr B nahrazen pufrem C a vzorek
ponechan v chladici mistnosti na magnetické michacce dal§ich 24 hodin. Stfivko bylo po
procesu vyndano a smés v ném byla odpipetovana a stocena po dobu 1 hodiny pii 4 °C a
20 000rpm. Nasledovné byl odebran vzorek ze supernatantu a sediment z precipitatu byl
rozpu$tén v ImL denaturaniho pufru A. Vzorky byly nésledné upraveny pro SDS-PAGE
analyzu, pro ovéfeni piitomnosti enzymu bud’ v precipitatu, ¢i v supernatantu.
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4.5 Bioinformaticka analyza

4.5.1 Predikce struktury

Predikce struktur byly vypocitané dvéma online verzemi programt AlphaFold2
(https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/AlphaFold2.ipynb)
a Phyre2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index). V obou piipadech
byla poskytnuta jak sekvence se SUMO chaperonem a HisTagem, tak i bez n¢j, pro
nasledovné porovndni. V zajmu porovnani poskytnuté sekvence s ostatnimi zndmymi
serinovymi proteazami, byla porovnéana s ostatnimi sekvencemi v databazi pomoci programu
BLAST

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&L |
NK_LOC=blasthome) (Altschul et al., 1997). Tam bylo nastaveno hledani v databazi PDB,
kde nejpodobnéjsi struktura byla ndsledovné porovnéna stémi piedpovézenymi. Pro
vizualizaci struktur a jejich porovnani byl pouzit volné dostupny program UCSF ChimeraX
verze 1.2.5 od vyvojaia z the Resource for Biocomputing, Visualization, and Informatics at
the University of California, San Francisco, with support from National Institutes of Health
R01-GM129325 and the Office of Cyber Infrastructure and Computational Biology, National
Institute of Allergy and Infectious Diseases (https://www.rbvi.ucsf.edu/chimerax/). Hlavnim
zamérem bylo vzajemné porovnat struktury dvou ptedpovédi podle programii pomoci funkce
zarovnani a vypoctu hodnoty RMSD, kterd ukazuje podobnost struktur na zaklad¢ rozdila
polohy atomu proteini v prostoru (¢im mensi je hodnota RMSD, tim podobnéjsi jsou si
porovnavané struktury) (Theobald, 2005). Dale bylo vyuzito funkci programu pro vyobrazeni
potencialniho aktivniho mista a zméteni vzdalenosti mezi aminokyselinami katalytické triady.

5 VYSLEDKY

5.1 Klonovani

Gradient PCR experiment ukézal témé&f stejnou efektivitu amplifikace na vSech zkoumanych
teplotach (Obrazek 16.), a tak byla pro pokratovani experimentu vybrana annealingova
teplota primerd 60 °C. Pouzita sekvence méla zhruba 900 part nukleotida.

V nasledujicim PCR experimentu pomoci Q5 polymerazy a purifikace z gelu pomoci
protokolu v sad¢ bylo dosazeno koncentrace 112ng/ul amplifikovaného genu. Vysledky na
gelu nebyly vyfotografovany, gel byl pouze umistén na desku vyzatujici Umodré svétlo o
vinové délce 465 nm a cast gelu s viditelnym obsahem PCR amplikonu byla vyfiznuta a
izolovana. Izolovany fragment byl pozit pro restrikéni reakci.

Po dokonceni restrikéni reakce vektoru a genu S01.A55 bylo dosaZzeno koncentraci; vektor =
20,5ng/ul a amplifikovany gen = 25ng/ul. Tyto hodnoty byly nasledn€ pouzity pro spravné
namichani liga¢ni reakce. Koncentrace po dob&hnuti ligacni reakce méfena nebyla a
vytvoiené plazmidy byly rovnou transformovany do kmenu E. Coli DHS5a, pro nasledujici
Colony PCR.
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Vybrané narostlé kolonie tohoto bakteridlniho kmenu byly oznaceny a podrobeny Kolony
PCR experimentu, ktery po nasazeni na gel ukazal pfitomnost velikostné spravného plazmidu
u 3 kolonii z12 (Obrazek 17.). Ztéchto kolonii byly plazmidy nasledné izolovany jako
miniprep za dosazeni koncentraci: 2.kolonie = 26,9ng/ul, 4.kolonie = 39,9ng/ul, 9. kolonie =
28,9ng/ul (¢iseln€ onacené kolonie jsou vidét na obrazku 12.). Takto byly vzorky poslany na
sekvenaci, ktera odhalila spravné vlozeny gen v plazmidu pouze u kolonie ¢. 4.

Z kolonie ¢. 4 byl ptipraven Maxiprep a z néj izolovan plazmid za dosazeni koncentrace
336ng/pl.

1582825169 syngenc01 2/27/2020 5:39:29 PM 0.262 seconds
Dye SYBR Safe: Lights TLUM - Mid Wave: Filter UV06

Ladder

1517bp
1200bp
1000bp

900bp

Obriazek 16. Fotka gradient PCR profilu s vyzna¢enym ladderem a testovanymi teplotami. K referenénimu
ladderu velikostné odpovida sekvence zhruba 900bp. Je vidét, ze efektivita amplifikace se Pii riznych teplotach
ptilis neméni. Zdroj: Autor

1620747871 syngene01 5/11/2021 3:44:31 PM 0.4912 seconds
Dve SYBR Safe: Lights TLUM - Mid Wave: Filter UV06

Obriazek 17. Fotka Kolony PCR profilu s ¢ervené vyznaCenymi koloniemi s pfijatym plazmidem a zelené
vyznaéenymi s piijatym spravnym plazmidem (ovéfeno sekvenéni analyzou). Pouzity ladder je tejny jako u
ptedchoziho obrazku. Zdroj: Autor
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5.2 Pilotni exprese

Analyza 6 bakteridlnich kment E. Coli odhalila produkci proteinu v podstaté vzdy ve frakci
nerozpustné (Obrazky 18. — 23.). V nejvétsim mnozstvi byl podle geli enzym produkovan
pravdépodobné V nerozpustné frakci bakterie typu BL21 (DE3) kodon+ pii teploté¢ 30 °C
s IPTG po 4 hodinach (Obrazek 18.). Tento typ byl tak vybran i pro large scale produkci a
purifikaci. Jakozto jediny typ vSak nebyl kodon+ vybran pro detekci v rozpustné frakci
pomoci western blot, kvili asové organizaci experimentu.

1044000440 SYHEFHTVL U/ 1/ AVAL 4w (U & 178 dimam o 1622558416 syngene01 6/1/2021 2:40:16 PM 0.7158 seconds
Dye € ‘oomassie Blue: Lights Upper \\hlte Light: l-IIter l \06 Dye Coomassie Blue: Lights Upper White Light: Filter UV06

40kDa

35kDa

L 0 2+2 4+ 4 6+ 60 3+ 3 6+ 6 ONFON L 0 2+ 2 4+ 4 6+ 6 |0 3+ 3 6+ ON+ 6 ON
30°C 18°C  30°C 18°C

Rozpustna frakce BL21(DE) Codon+ Nerozpustna frakce

Obrazek 18. Profily SDS PAGE elektroforézy pro genotyp BL21 Codon+. Na obrazku lze pozorovat dva gely
(rozpustna a nerozpustna frakce) s vyznaenymi Casy sbéru (2, 4, 6...) s pritomnosti IPTG (+) a bez (nijak
neozna¢ené hodinové sbéry) a ladder (L). Produkovany protein velikostné odpovidajici (zhruba 40kDa) tomu
hledanému je oznaéeny v ¢tverci (nerozpustna frakce 30 °C; 2+, 4+, 6+). V men$im mnozstvi byl ziejmé také
produkovan i v nerozpustné frakci pti 18 °C; 3+, 6+, ON+. ON=24h sbér pfes noc (overnight). Prouzky
obsahujici zkoumany enzym jsou ohrani¢ené ¢ervené (velikost kolem 40kDa). Zdroj: Autor

8:44 AM 0.3411 seconds 1634211390 syngene01 10/14/2021 11:36:30 AM 1.7325 seconds
:;y’: Cmnuzmll}xrllz?ple: :N:m. Light: Filter UV06 Dye Coomassie Blue: Lights Upper White Light: Filter UV06

L 0 3+ 3 6+6 ON+ON|0 2+ 2 4+ 4 6+ 6 L 0 3+ 3 6+ 6 ON+ON|0O 2+ 2 4+ 4 6+ 6

°C 30°C 18 °C
182 30 °C
4 Nerozpustné frakce
Rozpustna frakce T7 Express P

Obrazek 19. Profily SDS PAGE elektroforézy pro genotyp T7 Express. Znovu lze pozorovat dva gely,
s produkci enzymu viditelnou v nerozpustné frakci. Popis ma stejnou systematiku jako na ptedchozim obrazku.
Zdroj: Autor
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1634211641 syngene01 10/14/2021 11:40:41 AM 1.1623 seconds

1634211756 syngene01 10/14/2021 11:42:36 AM 1.4347 seconds : ‘
syng Dye Coomassie Blue: Lights Upper White Light: Filter UV06

Dve Coomassie Blue: Lights Upper White Light: Filter UvVoe

L 0 3+ 3 6+ 6 ON+ON[0O 2+ 2 4+ 4 6+ 6 LL 0 3+ 3 6+ 6 ON+ON|O0O 2+ 2 4+ 4 6+ 6
18°C 30 °C 18 °C 30 °C

Rozpustnd frakce C43 (DE3) Nerozpustnd frakce

Obrazek 20. Profily SDS PAGE elektroforézy pro genotyp C43 (DE3). Produkce je znova vizualné detekovana
pouze V nerozpustné frakci (30 °C; 4+, 6+). Systematika popisku je opét stejna. Zdroj: Autor

(638238803 syngene01 10/26/2021 9:00:03 AM 0.8732 seconds §35238676 syngene01 10/26/2021 8:87:56 AM 0.3481 seconds
Dye Coomassie Blue: Lights Upper White Light: Filter UV06 e Coomassie Blue: Lights Upper White Light: Filter UV06

L 0 3+ 3 6+ 6 ONONI2+ 2 4+ 4 6+ 6 L 6+ 6 ON+ONI2+ 2 4+ 4 6+ 6
ON+
18°C 30°c  18°C 30°C
Rozpustna frakce ) Nerozpustna frakce
Rosseta Gami (DE3)

Obrazek 21. Profily SDS PAGE elektroforézy pro genotyp Rosseta Gami (DE3). U nerozpustné frakce je
vynechan popis par ¢asovych sbérd, protoze na gelu nebylo vizualné mozno pozorovat téméf nic. Zdroj: Autor
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1635238256 syngene01 10/26/2021 8:50:56 AM 0.5794 seconds 135238103 syngene01 10/2672021 8:48:23 AM 0.7369 seconds
Dye Coomassie Blue: Lights Upper White Light: Filter UVo6 ye Coomassie Blue: Lights Upper White Light: Filter UV06

L 0 3+3 6+ 6 ON+ON |2+ 2 4+ 4 6+ 6 L O 3 3 6+ 6 ON+ON| 2+ 2 4+ 4 6+ 6
18 °C 30°C 18 °C 30 °C
Rozpustn4 frakce BL21 (DE3) pLysS Nerozpustni frakce

Obrazek 22. Profil SDS PAGE elektroforézy pro genotyp BL21 (DE3) pLysS. Tady neni produkce pozorovatelna
ani v jednom piipadg. Zdroj: Autor.

1635Z383Y7 SYNGeNev1 1WE0/4V41 BIDII 1/ AV U.DOUO seconas

1635238536 syngene01 10/26/2021 8:55:36 AM 0.2923 seconds Dye Coomassle Blue: Lights Upper White Light: Filter UV06

Dye Coomassie Blue: Lights Upper White Light: Filter UV06

LO 3+ 3 6+ 6 ON+ [2+ 2 4+ 4 6+ 6 L O 3+ 3 646 ON+ON|2+ 2 4+ 4 6+ 6
18 °C ON 30°C 18°C 30 °C

Rozpustn4 frakce C43 ( DE 3) pLys S Nerozpustnd frakce

Obrazek 23. Profily SDS PAGE analyzy pro genotyp C43 (DE3) pLysS. NA obou obrazcich lze znovu
pozorovat dva gely podle rozpustnosti frakce. Produkce, ktera stoji za pov§imnuti se u tohoto genotypu nachazi
asi pouze pfi ON+, ON c¢asovych sbérech v obou frakcich (vice ale v nerozpustné), jelikoz na zbytku gelu jsou
vysledky velmi slabé pozorovatelné. Zdroj: Autor.

5.3 Western blot

Z ptedchozich ptipravenych vzorkt vSech typt bakterii, kromé¢ BL21 kodon+, byly vybrany,
takoveé, které¢ by mohly v rozpustné frakci obsahovat alespoii malé mnozstvi enzymu.
Vybrany byly na zéklad¢ vysledkil z pilotni exprese. Vyfocena membrana ukézala zajimavy
vysledek u typu T7 s pfitomnosti IPTG na teploté 18 °C ponechané pifes noc, kde byla
struktura s HisTagem pfitomna v docela velkém mnozstvi, ale neodpovidala velikosti
enzymu, coZ by mohlo vypovidat néco o jeho chovani v této bakterii. Déle byl enzym
detekovan i u bakterie C43 s ptitomnosti IPTG na teplote 18 °C ponechané pies noc. Tam byl
detekovan i1 ve spravné velikosti, ale pravdépodobné v tak malém mnoZstvi, ze ani velka
produkce v podminkach laboratofe by neposkytla enzym v dostate¢né mnozstvi pro dalsi
experimenty (Obrazek 24.).
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I C43(DE3) T7 Express RGami RGami
ON+ ON+ ON 6

Obrazek 24. Vysledky z western blot analyzy. Spravna velikost je detekovana u C43 (DE3) ON+, jenze ve
stopovém mnozstvi. U T7 Express ON+ je pozorovatelny vyrazny signal, ktery by mohl napovédét néco o
chovani enzymu v bakterii. Vé&tSina ostatnich pouzitych vzorkd ani nebyla oznadena, jelikoz z nich nebyl
detekovan zadny signal. Stopovy signal o jiné velikosti je zde také pozorovatelny u Rosetta Gami. Zdroj: Autor

5.4 Purifikace

Izolovana nerozpustna frakce z bakterii BL21 (DE3) kodon+ po lyze podstoupila denaturacni
purifikaci. Enzym se v denaturovaném stavu podafilo purifikovat pii dosazeni koncentrace
1,72mg/ml. Béhem purifikace se enzym uvoliloval témét pii kazdé analyzované koncentraci
(Obrazek 25.) Imidazolu, takze finalni smés byla slita ze vSech téchto méfenych vzorku.

Vzorek  SW FLTHR 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 13 L

Obrazek 25. Sbér minutovych frakci z purifikace vyobrazeny na polyakrylamidovém gelu. SW=soft wash (10%
imidazol pufr), FLTHR=Flow through. Na zacatku lze pozorovat vysoké uvoliovani proteinu a s postupnym
zvySovani gradientu, ¢im dal men§i mnozstvi uvoliiované z kolony. 12 frakce chybi. Frakce byly po tomto kroku
slity dohromady, protoze enzym byl uvoliiovan pfi kazdém sbéru. Zdroj: Autor
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5.5 Renaturace

S01.A55 produkovany bakteridlnim kmenem E. Coli BL21 (DE3) kodon+ v nerozpustné
frakci, podstoupil renaturacni experiment pomoci dialyzy. Dohromady byl proveden pouze
jeden pokus, pii kterém se enzym vysrazel do bilych télisek, coz bylo ovéfeno pomoci SDS-
PAGE analyzy (Obrazek 26.). Renatura¢ni podminky nastavené timto experimentem ziejmé
nebyly idealni, protoZe se enzym nepodafilo ziskat v nativni form¢, nybrz ve srazening.

Ladder Rozpuitény  Rozpustnd  Pivodni
precipitat frakce po vzorek
renaturaci

Obrazek 26. Kontrolni analyza obsahu kapaliny a precipitatu po refoldingu dialyzou. Lze vidét, ze precipitat
obsahuje téméf jen protein o velikosti podobné tomu zkoumanému, takze 1ze logicky vyvodit, Ze se jedna o néj,
tudiz se ho nepodatilo ziskat v nativni form¢. Zdroj: Autor

5.6 Bioinformaticka analyza

Vepsanim sekvence do online verze programu AlphaFold2 se podafilo ziskat 5 strukturnich
predikei (tento pocet byl stanoven v zakladnim nastaveni) ve formatu pdb (RMSD=0,278).
DalSich pét se predpovédi se tykalo stejného enzymu, akoridt bez ptitomnosti SUMO
chaperonu a HisTagu. Program Phyre2 poskytl 1 strukturni predikci pro cely protein a 1 pro
protein bez chaperonu a HisTagu. Vsech 5 predikci od AlphaFold2 bylo na sebe zarovnano,
V z4jmu pozorovani rozdili predikci (Obrazek 28.). Déle byla porovndna predikce
AlphaFold2 a Phyre2 pro enzym jak se SUMO, tak bez n¢j (RMSD=0,848) (Obrazek 27.).
Znatelny rozdil lze pozorovat naptiklad mezi piedpovédi struktury Phyre2 se SUMO
chaperonem (Obrazek 30.) a predpovédi AlphaFold2 se SUMO chaperonem (Obrazek 29.).
Tam vypocet Phyre2 ukazuje SUMO chaperon v mnohem vétsi blizkosti k struktufe enzymu
nez u AlphaFold2 predikci. Phyre2 bez SUMO a se SUMO byl tedy pro zajimavost také
porovnan (RMSD=0,873), pro zjisténi, jak moc by pfitomnost chaperonu mohla ovlivnit
celkové prostorové usporadani struktury.
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Jako posledni byla vyhleddna podobna sekvence pomoci BLAST v databazi PDB kvuli
dostupnosti experimentalné¢ ovétenych struktur. Nejpodobné&jsi se ukazal byt koagulacni
trypsin  z ¢lovéka (PDB: 1FXY), ktery porovnanim s predikci AlphaFold2 dosahl
RMSD=0,951 (Obrazek 32.). Stejné porovnani bylo ucinéno s predikci Phyre2, kde byla
dosazena hodnota RMSD=0,830.

U vsech predikei jsou dobfe pozorovatelné 2 barely z 3 skladanych listli, mezi kterymi jsou
Zjedné strany pfitomny vSechny aminokyseliny katalytické triddy ve vzdalenostech
umoziujicich vzajemné propojeni vodikovymi mustky (Obrazek 31.).

AlphaFold2 bez SUMO chaperonu Phyre2 bez SUMO chaperonu

Obrazek 27. Zobrazeni predikci proteinii bez SUMO chaperonu s barevné vyznacenymi sekunddrnimi
strukturami. Viditelné dva barely zbeta skladanych listd. Pfi zarovnani dosahuji hodnoty RMSD=0,848.
Program: ChimeraX. Zdroj: Autor

Obrazek 28. 5 zarovnanych predikci se SUMO chaperonem z programu AlphaFold2. Na obrazku lze pozorovat
5 barevné odliSenych strukturnich predikci, které by se vizualné daly rozdélit na 2 ¢asti. Ta, z niz vystupuje
dlouhy neslozeny fetézec je pravé SUMO chaperon. Program ChimeraX. Zdroj: Autor
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SUMO chaperon

Histidinova kotva
(HisTag)

S01.AS55 enzym

Obrazek 29. Predikce struktury se SUMO chaperonem z programu AlphaFold2 s vyznacenymi castmi celé
struktury. Zdroj: Autor

SUMO

Povrchové zobrazeni predikce se
SUMO chaperonem z Phyre2

Phyre2 predikce se SUMO chaperonem
(zobrazeni sekundarnich struktur)

Obriazek 30. Predikce struktury se SUMO chaperonem (tmavé hnédd) v zobrazeni sekunddrni struktury a
povrchové. Porovnani pro uvédoméni odli§nosti s predikci od AlphaFold2, kde SUMO na enzym takto nepiiléha.
Zdroj: Autor
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Obrazek 31. Vyobrazeni pravdépodobné katalytické triady se zmérenymi vzdalenostmi mezi aminokyselinami.
Na obrazku lze pozorovat barevné odlisené ¢leny katalytické triady, jejichz vzajemné vzdalenosti jsou mozna i
dostate&né pro vytvoteni vodikovych vazeb (<3.3A) (viz. kyselina asparagova — histidin). Zdroj: Autor

Max Total Query E Per. Acc

Description Scientific Name
np core Score Cover value Ident Len
v | v | w v v | v

Accession

Chain A, COAGULATION FACTOR XA-TRYPSIN CHIMERA [Homo sapiens] Homo sapiens 143 143 96% 4e-42 3451% 228 1EXY_A

B 1FXY_A XA-TRYPSIN

SO1.AS5 AlphaFold2
predikce

RMSD=0,951 (ChimeraX)

Obrazek 32. Lidsky trypsin porovnany s predpovézenou strukturou S01.A55 programem AlpaFold2. Na orni
listé je screenshot z vysledku hledani v databazi PDB pomoci BLAST. Toto bylo u¢inéno hlavné z divodu
porovnani piedpovézené struktury s realné naméfenymi daty ze struktury podobné, piestoze pochazi z jiného
organismu. Zdroj: Autor (obrazek), struktura PDB: 1FXY A, lista: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqgi.

6 DiIsKuze

Cilem prace bylo pfipravit plazmid pro expresi enzymu S01.A55 v bakteriich, nasledné tento
enzym purifikovat a provést strukturni predikci.

V ramci této prace se podafilo pfipravit expresni vektor a vlozit ho do bakterii E. coli. Uz
pii expresi lze z vysledkd pozorovat opakujici se produkci proteinu hlavné v nerozpustné
frakci u téméf vSech pouzitych genotypu E. coli. Pivodné se exprese méla odehrat pouze
v genotypu BL21 Codon+, do které se vkladaly veliké nadéje, kviili jeji ispéSnosti. Z ni byl
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dale protein izolovan denaturacni purifikaci, pfi¢emz se ho nepodafilo ziskat v nativni formé.
V této fazi by se mohly dale zkouSet dalsi renaturacni metody nebo lehce poupravovat
podminky dialyzy, napt. ptidanim argininu k denatura¢nim pufrim, jako to bylo provedeno u
podobnych studii exprese chymotrypsinu (pod nazvem Jonah proenzyme) ze stejného druhu
larev (Poppel et al., 2016). Kvili ¢asovym duvodim byla vSak zvolena cesta 0zkouseni co
nejvice dostupnych genotypt E. coli pro zvysSeni Sance produkce v rozpustné frakci.
Vzhledem k pozorovatelné produkci proteinu v nerozpustné frakci i nadale, lze uvazovat
expresi v Gpln¢ jiném systému, jakym muzou byt naptiklad samotné hmyzi bunky. Tuto cestu
teoreticky podporuje i samotny pivod proteinu, ktery je z eukaryotickych systému. Tady se
nabizi otdzka: jak efektivni by proces produkce byl v eukaryotickych buiikkdch? Tato otazka
tim padem udava podklad pro budouci studie. Dalsim faktorem, ktery ovlivnil rozpustnost
proteinu muze byt napiiklad umisténi histidinové kotvy a SUMO chaperonu. Vysledky
z western blot analyzy totiz ukazuji u genotypu T7 (pies noc, + IPTG) detekovany signal
v rozpustné frakci, pii riznych velikostech menSich, nez je velikost enzymu podle sekvence.
To by mohlo znacit, Ze na N-konci enzymu se mlze nachazet sekvence pro néjaky proenzym
(zymogen), ktery si protein sam odstipne pro aktivaci. Tim by se vysvétlovala naméfena
velikost proteintl, u kterych se protilatky navazaly na histidinovou kotvu. Reenim pro tento
problém by mohlo byt umisténi histidinové kotvy na C-konec enzymu a opétovna produkce
ve stejném genotypu, pii stejnych podminkéch, coz by teoreticky umoznilo ziskani enzymu
Vv nativni form¢ bez potieby denaturacni purifikace.

I ptes to, ze na predikce by se nemélo pfili§ spoléhat (sdm jsem ji zde zatadil spiSe pro
vizualizaci enzymu a programu AlphaFold2, ktery tento rok ziskal diky své pfesnosti ocenéni
,Breakthrough of the year* podle prestizniho védeckého ¢asopisu Science (Service, 2021)), je
zajimavé, ze aktivni misto podle ni neni nijak uzaviené. Zajimavy vysledek ale ukdzala
predikce struktury se SUMO sekvenci pomoci programu Phyre2, kde je SUMO protein
,heslozeny* a pravdépodobné piimo interaguje s piivodni strukturou enzymu, coz by mohlo
narusit jeho vlastnosti. Porovnani obou predikci se znamou experimentalni strukturou
trypsinu (PDB: 1FXY_A) z ¢lovéka ukazala mensi, a tedy asi presnéj$i hodnotu RMSD u
programu Phyre2. Tézko takto ale vybrat lep$i program pro tuto predikci, protoze
experimentalné nameéfena struktura S01.A55, s niz by porovnani davalo vétsi smysl, jesté neni
Znama.

VSechny doposud popsané problematiky a jejich feSeni by vSak vyzadovaly ptipravu nového
expresniho plazmidu (kromé dalsich pokust s renaturaci). V neposledni fadé¢ mohla vysledek
ovlivnit 1 asova organizace experimentu nebo nepostfehnutd chyba v provedeni.

V ptipad€ Gspésné produkce nativniho enzymu, 1ze pokracovat ve studiich pomoci reakénich
eseji, ¢i krystalizacnich experimentt s naslednym popsanim struktury proteinu.

7 ZAVER

Cilem prace bylo pfipravit expresni plazmid, vloZit ho do bakterii, purifikovat produkovany
enzym S01.A55 a jako dodatek provést zdkladni bioinformatickou analyzu, tykajici se hlavné
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predikce a zobrazeni katalytické triady. Predikce se poji také s poslednim cilem, a tim byl
popis metod neodbornému ¢tenafi, kterému by vizualizace struktury mohla pomoci
s pochopenim podstaty projektu.

Podle vysledku ze sekvenéni analyzy se uspé$né podatilo pfipravit expresni plazmid a vlozit
ho do bakterii. Dale se podafilo zjistit podminky produkce enzymu, které podle dostupnych
analytickych metod ukazaly u téméf vSech genotypt opakujici se vyskyt proteinu
V nerozpustném stavu. Podle profili byl tedy vybran nejvhodnéjsi genotyp bakterie pro
provedeni denaturacni purifikace. Protein se podafilo purifikovat v denaturovaném stavu a
nasledné byl proveden refolding pomoci dialyzy. Ziskat enzym v nativni formé se nepodatilo.
Western blot analyza zformovala novou hypotézu o chovani proteinu v nékterych genotypech
zkoumanych bakterii a dala tak podklad pro nasledujici experimenty. Podafilo se ziskat
zna¢né mnozstvi informaci o podminkach produkce. Dale byla provedena predikce struktury
pomoci dvou grafickych programi, jejichz vysledky byly vzajemné porovnény. Piesnost Ize
vSak ovéfit pouze po ziskani experimentalni struktury. Tento krok piedstavuje vyzvu pro
budouci vyzkum enzymu S01.A55.
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