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Anotace
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Uvod

1. Uvod
1.1 Charakteristika Leishmania tarentolae

Leishmania tarentolae je jednobuicny eukaryotni parazit, p@ti mezi protozoaadu
Kinetoplastida,celed” Trypanosomatidae /Lainson a Shaw, 1987/. Zastigioic¢eledi jsou
jednobtikati, Siroce roz$éni paraziti, napadajictiznorodé organismy od prvok rostlin,
pies bezobratlé aZz po obratlovce. Retshmania zahrnuje parazity heteroxenni (tj. infikujici
béhem svého Zivotniho cykluizné druhy hostitele), kitesttidaw infikuji obratlého hostitele
a hmyziho penaSée /Hausmann a kol.,, 2003/. TimtdepaSéem je v Novém sité
dvouktidly hmyz roduLutzomyia, zatimco ve Starém &¢ jde o rodPhlebotomus /Alexander
a kol., 1999/.

Klinicky vyznamné druhyLeishmania zpisobuji u ¢lovéka nekolik zavaznych
onemocgni, souhrnd nazyvanych leishmaniéza. Ty je mozno rdiddle napadenych
orgami na koZzni, visceralni a mukozni formuiigemz nejzava#f)si je forma visceralni
(zndmé také jako nemoc kala-azar), postihujiciinhidrgany a provazen&tginou horékou,
kachexii, hepatosplenomegalii a pancytopenii /Hieiwa999/.

Vzhledem k tomu, Ze v evoluci eukaryot doSlo velmnzy k vyvojovému odéeni
Trypanosomatid, existuji u nichiazné metabolické a genetické mechanismy, které se
u vysSich eukaryot nevyskytuji. Toto je spolu &fejklinickym vyznamemcini velmi
atraktivnim objektem vyzkumu. Mezi vyznamné odlisSingati nagiklad polycistronicka
transkripce s naslednym s@sém mRNA formou trans, vyskyt specifickych organako
jsou glykosomy, dale rozsahlé posttranskripnodifikace mitochondrialni RNA znamé jako
editace RNACI skutenost, Ze Bkteré sekvence kodujici proteiny mohou byt trarmskrany
RNA polymerazout/Campbell a kol., 2003/. Jméiddu Kinetoplastida daly pré&wrganely
analogické mitochondriim zvané kinetoplasty, ktebsahuji dva typy kruhové DNA. Prvni
typ, tzv. ,maxicircles”, kdduje ribosomalni RNA &které mitochondrialni proteinyfigemz
mnohé transkriptyéchto gerii jsou podrobeny editaci za&asti malych ,guide RNA”, které
jsou kédovany druhym typem DNA, tzv. ,minicircleiShapiro a Englund, 1995/.

Zivotni cyklus rodu_eishmania zahrnuje #kolik stadii. Ri sani saniiky prenadée na
inflkovaném hostiteli jsou nasaty i makrofagy, digéci amastigoty. Ti jsou posléze
uvolréni do stevniho traktu flebotoma argmeénuji se na promastigoty, Kiejsou zp@atku
neinfekkni. Jde o formu procyklickou, kter& mé& povrch pokryrelativre kratkymi

y vétSiny eukaryot je RNA polymeraza | zodgowna za transkripci ribosomalni RNA a sekvence kiéfluj
proteiny jsou pepisovany RNA polymerazou Il. \fipads Kinetoplastid je vSak tato polymeraza odgana
také za expresi variabilnich povrchovych glykopimie repetitivnich kyselych procyklickych protéin
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molekulami lipofosfoglykanu (LPG), které se vazaulektimim podobné struktury igvniho
epitelu /Solbach a Laskay, 1996/. Pgkalika dnech binarniho&keni migruji promastigoti
smérem Kk Ustni ¢asti zazZivaciho traktu, enzymaticky naruSuji stoedbul valvu, kterd
normalreé uzavira pechod mezi gevem a hltanem a zalitge zgEtnému toku potravy
/Schlein, 1993/. Zarowes migraci se promastigotiémi na infekni metacyklickou formu,
ktera se jiz dale ned /Hammarton a kol., 2003/.fPdalSim sani jsou paraziti vyvrhnuti do
krevnihoteciste obratlovce, kde jsou konfrontovani s komplementktary by mohl zfisobit
jejich lyzi. Procyklické formy jsou komplementem us&né z devadesati procent
eliminovany, avsSak jejich metacyklické p¥gky komplement sice aktivuji, ale lyzovany
nejsou. Je to Asobeno zesilenou vrstvou LPG, diky které nema wesidzv. ,membrane
attack complex” zadny poSkozujictigek na pilis vzdalenou membranu parazita. Navazani
C3b slozek komplementu méa vsSak za nasledek, Zeipgsau velice snadno rozpoznavani a
fagocytovani biikami retikuloendotelialniho systémujiepazre makrofagy. V této fazi
paraziti ztraci kilk a gremenuji se na amastigoty, kiese po flzi fagosomu s lyzozomem
mnozi ve vzniklé parazitoforni vakuoléignym ctlenim /Alexander a kol., 1999/. Napadené
makrofagy posléze praskaji a ukgji amastigoty, ktd napadaji dalSi makrofagy #iw okoli
mista vpichu (dermotropni druhy) nebo migruji rekdendotelialnim systémem (druhy

visceralni) /Hepburn, 2000/fiRlalsim sani flebotoma se cyklus uzavira.

@ infikovéni obratlovee fagocytoza
o piiéné déleni a migrace do makrofagy
pfedni éasti trévicihotramu/_’ ‘%_ ,
k é Vé 7 l] o

o transformace na pramastigoty
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Obr. 1.1 Zivotni cyklus rodueishmania. Upraveno dle www.dpd.cdc.gov/dpdx.

V této préci byl pouZit zdstupce zmifeého rodu,Leishmania tarentolae, jako
expresni systém.r@dmetem mé prace bylatpvazi optimalizace jeho vyuziti v oblasti

studia struktury rekombinantnich protgéinpomoci nuklearni magnetické rezonance.
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Leishmania tarentolae (obr. 1.2 A) byla vyizolovana z jeégky Tarentola annularis (obr. 1.2
B) a pati mezi Leishmania napadajici plazy, ipnasSené flebotomy rod&ergentomyia
/Lainson a Shaw, 1987/. O jejich taxonomickéntazani stale je&tneni jednoznmé
rozhodnuto a mnozi aufozastavaji nazor, Ze tito parazité byltvofit samostatny rod
Sauroleishmania. Tato klasifikace byla vroce 1990 potvrzena iétBvou zdravotnickou
organizaci, festo je mnoho autdrstale peswdéenych o spravnosti jejich gazeni do rodu
Leishmania /Kazemi a kol., 2004; Momen a Cupolillo, 2000; Meya kol., 1998; Motazedian
a kol., 1996/.

A

Obr 1.2 A)Leishmania tarentolae exprimujici EGFP, snimek z fluores¢eain

mikroskopie. B)Tarentola annularis, prirozeny hostiteL. tarentolae.

1.2 Rekombinantni proteiny, ,rational drug design” a strukturni proteomika

jsou mnohé zéchto proteir pouzivany jako terapeutika bezp&né vakciny. Tak je jiz po
dlouhou dobu pouzivan nédklad rekombinantni insulin k &&¢ diabetu, erytropoetin k ¢é¢
anémii, hemoglobin k substituci krevnich deficiedciDNaza kiedni hlenu u cystickeé
fibrozy /Koths, 1995/.

V posledni dob se vSak na Klinické scé&nobjevilo i dalSi pole fsobnosti
rekombinantnich potein a tim je tzv. ,rational drug design”. Jde fistup k vyvoji novych
léka, pri kterém je ¥tSinou nejdive ukena kl€ova struktura cilového receptoru, na jejimz
zaklad jsou navrhnuty ligandy, které jsou naslédnasyntetizovany a testovany jako
inhibitory daného receptoru /Stockman, 1998/¢duf struktury proteinu se zde stava
klicovym krokem a P jejim feSeni hraji hlavni roli dvafistupy — nuklearni magneticka
resonance (NMR) a rentgenova krystalografie.

Rentgenova krystalografie je metoda pouZitelna proteiny prakticky vSech
velikosti, vyskytujicich se v liige. Mezi nevyhody této metody piatnimo jiné poZzadavek na

vysokou ¢istotu vzorku (>95%Xxi naratha optimalizace podminek krystalizaého procesu
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/Jung a Lee, 2004/. Zavaznym nedostatkem metothkieZe néreni probiha v pevné fazi a
takto ziskana informace o strukgutudiZz nemusi vypovidat nic o skiné struktiie molekuly

v Zivém systému. Z charakteru metody také vyplya&idnedostatek, a tim je poskytnuti
pouze statického pohledu na prostorove isgéani.

NMR spektroskopie je naopak metoda, ktera um@ meieni i v roztoku, coz nam
dava moznost do &ité miry simulovat firozené prosedi proteinu a navic i sledovat
dynamiku. Narozdil od rentgenové krystalografieyfaduje NMR krystalizaci vzorku, avSak
maximalni velikost proteinu, u kterého je jeSte mbdziskat NMR spektra o dostté
kvalité, je 40 kDa. Na druhou stranu se na zakladaji z databaze genovych sekvenci
piedpoklada, Ze se proteinytsi nez tato hranice skladaji ze struktunmezavislych moduil
0 cca 175 aminokyselinach, coz héivwe prosgch NMR spektroskopie /Jung a Lee, 2004/.
1.2.11n-cell NMR spektroskopie

Tzv. in vivo NMR spektroskopie se donedavna zabyvala chovanatyam molekul
v organismech¢i buinkdch a umoZznila mapovat celé metabolické drahy. Sralium
konformace a dynamiky makromolekul v jejickirpzeném prosedi se vZzil nazevn-cell
NMR spektroskopie a jejim cilem je sledovanimme struktie biologické makromolekuly a
jejich interakci s jinymi buitnymi komponenty /Serber a Détsch, 2001/. Tyt@&maynmohou
byt zagricinény nag. posttransk&nimi modifikacemi jako jsou glykosylace a fosforgeeli
v dasledku vazebnych interakci. Za gaaného stavu je neprasgbdobné, Ze bin-cell NMR
molekuly a maji vyhodu &Si stability Bhem ngfeni. Smysl této metody spiSe &pa
v umozreéni srovnaniin-cell NMR spekter s daty ziskanynm vitro a tudiz v poskytnuti
moznosti pezkoumat, zda jsou v konkrétnichtigmdechin vitro ziskand data biologicky
relevantni /Serber a kol., 2005/.

Pro in-cell NMR byly popsany dva rozdilnétiptupy. Jeden vyuZiva jako hostitele
vajicka africké Zabyenopus laevis, do kterych je makromolekula injikovana v jiz igpicky
znaené, izolované fortn/Sakai a kol., 2006/. Druhymiigtupem je réeni spekter fimo
v bunkach, ve kterych probiha exprese rekombinantnitutepru, a metodika byla zatim
popsana pouze pro bakterialni hostitele.&na proteinu probihaipjeho expresi, kdy jsou
do rgj inkorporovany isotopicky zri@né nizkomolekularni latky, rigsgji aminokyseliny.
NejbsZngji pouzivanymi znékami jsou isotopy>C a™N.

Stanovenim ktiovych parametr pro studium proteiin pomociin-cell NMR se v roce
2001 zabyval Serber a kolektiv. Jejich pokusy ukazeze nejdilezitéjSim faktorem je mira

overexprese, kterd uzce souvisi s charakterem t@azimédia atstovych podminek.
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NejkvalitnéjSich vysledk bylo dosazeno za vyuZzitignosu buék do cerstvého médiassns
pied expresi a pouZziti komplexniho média &lghu exprese /Serber a kol., 2001/. Minimalni
mira overexprese pabna k ziskanin-cell NMR spekter se pohybuje vipad znaeni
pomoci*N kolem 1-2% celkového mnoZstvi intracelularnichpastnych proteiini zhruba
200-300uM intracelularni koncentrace /Reckel a kol., 2005/.

DalSim dilezitym faktorem je schopnost organismiefivat v NMR kyvet po celou
dobu ngfeni spekter bez vyraznych metabolickychémna sedimentace, coz je vzhledem
k vysokym koncentracim kultury v kywet s tim spojené nedostupnosti kysliku a dalSich
Zivin obtizre dosazitelné. Tyto faktory jsou zavislé hlavma typu pouzitych buk, technice
méieni a charakteru pouzitého média /Serber a kdd5220
1.2.2 Expresni systémy

Vzorky jak pro rentgenovou krystalografii, tak fMR spektroskopii jeieba ziskat
vétSinou ve formd rekombinantnich protein coz nas staviipd volbu vhodného expresniho
systému. Doposud nejvice uzivanym organismem bgkaebie Escherichia coli, a to hlave
diky levné kultivaci, jednoduché manipulaci spojsrigatkou genetai dobou a skutmosti,

Ze wtSina metabolickych procési ni byla jiz dive prozkoumana. Bohuzel bylo z{igb, ze
pouze 15-20 % malych protdéinje vhodnych k expresi E. coli s naslednou strukturni
analyzou. U ostatnich nardZzime na mnohé probléas§inou spojené s nespravnym sbalenim
proteinu¢i jeho nerozpustnosti, nasledovanou vypadavanimmidoznich g&lisek /Edwards a
kol., 2000/. E. coli navic postrada posttran&ta modifikace, coz ji¢ini nepouzitelnou

k produkci glykoproteif, které se v eukaryotnich organismech vyskytuji welkém
MNoZstvi.

VySe popsané komplikace IZeSit volbou jiného expresniho systému. DalSim velmi
oblibenym organismem je kvasinkaaccharomyces cerevisiae, ktera roste do vysokych
koncentraci a sekretuje velka mnoZstvi rekombiriahtnproteiri. Jde o eukaryotni
organismus, ktery sice provadi N-glykosylaci, baHugSak velmi odliSné struktury ve
srovnani se saimi bunkami (viz obr. 1.4) /Sodoyer, 2004/. Taide mit velky dopad jak na
biologickou aktivitu rekombinantniho proteinu a gefzivotnost v organismu, tak i na
prostorovou strukturu, toliktdezitou pro ,rational drug design“.i€stoze jiz byly popsany
uspchy s ,polidsénim” glykosylanich drah u kvasinkyichia pastoris, je tento expresni

systém stale jeStve vyvoji /Wildt a Gerngross, 2005/.
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b L

baktérie kvasinka (napf. Pichia) hmyzi bunky (napr. $f9/21) Leishmania savci bunky
[l ~-acetyigiukosamin (GieNAc) . galaktéza o fukéza
. manéza (Man) A N-acetylneuramova kyselina % polypeptid

Obr.1.4 Srovnani N-glykosylace¢kterych organisiin, pouZivanych pro expresi

proteini. Upraveno dle Jena Biscience /www.jenabioscienoe.c

DalSi alternativu fedstavuji sati bure¢né linie, které byly doposud pouZzivany pro
expresi proteify, pro které je glykosylaceitkzita pro jejich funkci. Proteiny takto ziskané
jsou bohuzel glykosylovany nehomogéranavic je tento systém nakladny jak z fitrdho,
tak i casového hlediska /Edwards a kol., 2000; Wildt anGeass, 2005/.

Lakavou pedstavou zvlast pro zastdnce peroralni vakcinace je produkce
rekombinantnich proteinv transgennich rostlinacti zviratech. Budoucnost transgennich
rostlin jakoZto expresnich systéne slibna, u systétnzalozenych na ziatech budeieba

zvazit naklady, technickou namost i otazkwtasoveé dostupnosti /Sodoyer, 2004/.

1.3Leishmania tarentolae jako expresni systém

Trypanosomatidae produkuji velké mnozstvi glykogirat, které mohou tviat az vice
nez 10% jejich proteomu a nejspiSe vzhledem k zigrkému zmisobu Zivota se&asto
oligosacharidové slozky jejich glykoprotéirpodobaji ¢m sawiho typu /Breitling a kol.,
2002/. Toto ve spojeni s existenci jiz #wbvypracovanych technik jejich genetické
manipulace /Clayton, 1999Limilo parazity celedi Trypanosomatidae vhodnymi kandidaty
pro vyuziti k overexpresi protein Jiz v roce 1990 byla popsana stabilni expresel geo
resistenci na neomycinlieshmania enriettii, i kdyz cilem této prace byla analyza sekvenci
potrebnych pro seh mRNA formou trans /Laban a kol., 1990/. Jen&o let pozdji byl
pouzit transgenni kmelneishmania major k expresi biologicky aktivniho interferonu gamma

/Tobin a kol., 1993/ a zahy poté byl navrZzen peukaryoticky expresni systém, zalozeny na
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Leishmania sp. V této praci byla popsana produkce biologickyiakho lidského proteinu
p53 vLeishmania major, pro jehoz funkci tumorového supresoru jedlia jeho struktura a
fAddnd posttranstai fosforylace /Zhang a kol., 1995frypanosoma cruzi byla téZ pouZzita
k produkci rekombinantnich protéinkonkrét sawich cytokini interferonu-gamma (IF
a interleukinu-2 (IL-2). | v tomtoifpact byla prokdzana spravna biologick4 aktiviteegioze
IL-2 postradal O-glykosylaci, coz by mohlo mit vima jeho Zivotnost v hice /La Flamme a
kol., 1995/.

VSechny vySe uvedené pokusy byly vSak provedenydmaich patogennich pro
¢lovéka, které navic vyzaduji suplementaci média fetaltélecim sérem. Toto ve spojeni
s relativie dlouhou genekai dobouvyrazre limitovalo moznost jejich SirSiho vyuziti jako
expresniho systémesenim dchto komplikaci se ukazala byt pbovéka nepatogenni
Leishmania tarentolae, kterou je mozno ¢stovat v levném médiu bez suplementace sérem,
dosahujici koncentraci adu 18 bunsk/ml média a rostouci s gen&m& dobou 4 h
v ttepaném médidi 7 h ve statické kultie /www.jenabioscience.com/.

V praci Breitlinga a kol. bylo ukazano, Ze v tonsgstému je mozné ziskat az 30 mg
rekombinantniho proteifuna 1 litr suspenzni kultury. Pro posouzeni vhotnsgstému
k produkci posttranst@mé modifikovanych proteita byl exprimovan lidsky erytropoetin
(EPO), ktery byl po izolaci biologicky aktivni. B&lanalyzou ziskaného EPO bylo ukazano,
Ze obsahoval séirityp N-glykosylace a MajGIcNAC, jadro (viz obr.1.4) fitomné u vice nez
90% danych glykain Exprimovany EPO byl navic. tarentolae aktivrg sekretovan a signalni
peptid byl homogenh odS€povan v pirozené pozici /Breitling a kol., 2002/. K expresi
proteini zde bylo vyuzito faktu, Ze integrace jejich setoe do genu pro RNA malé
ribosomalni podjednotky ma za néasledek stabilnbkga hladinu exprese. Takto undish
sekvence je transkribovana polymerazou |, coz gmigrtav@&podobnost, Ze bude transkripce
utlumena regukanimi mechanismy hiky. /Mi3litz a kol., 2000; Sodoyer 2004/

Tento systém byl dale zdokonalen konstrukci kmenearentolae exprimujiciho
soulEzrné T7 RNA polymerazu (T7 pol) a tetracyklinovy repseszaji§ujici inducibilni
expresi heterologniho genu, pokud je usmstza T7 promotorem kontrolovanym
tetracyklinem /Kushnir a kol., 2005/. Vyhodou vysqarocesivni T7 polymerazy je fakt, Ze
nemize byt kontrolovana regulaimi mechanismy hiky a zaplavi ji tak heterologni mRNA.
BohuZel je tento princip nepouzitelny pro standarémkaryotické systémy, vzhledem

k provazanosti transkripce s Upravami RNA. T7 pahskripty fistavaji v eukaryotickych

2Jako referetni protein byl pouzit zeleny fluoresasri protein (GFP).
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bunkach neupraveny (chyliepicka a polyadenylace), tudiZz nejsou rozeznavanysoiny a
vytéZzek rekombinantnich proteaine nulovy /Dower a Rosbash, 2002/. Yigact z&stupa
celedi Trypanosomatidae vSak jiz bylo dokazano,sbel jschopni ve velké ma prekladat
MRNA vytvorenou cizorodymi polymerazami jako je T T3 /Wirtz a kol., 1994/.
Dostupnost inducibilniho expresniho systémiedgtavuje velkou vyhodu pro produkci
toxickych¢i nestabilnich proteiin

Moznost a zfisob vyuZiti L. tarentolae k isotopickému zngeni rekombinantnich
proteini, coz je podminkou pro pouziti v NMR spektroskopyla gredmétem dalSi studie.
Vyuzito bylo girozené auxotrofiel. tarentolae pro aminokyseliny valin, leucin, arginin,
histidin, tryptofan, fenylalanin, serin, tyrosimréonin, a lysin /Krassner a Flory, 1971/. Tato
skut&nost umo#uje v gipact kultivace v definovaném médiu zrei vSech residui jedrig¢
vice aminokyselin v proteinu jednoduchou zZaou Firozené aminokyseliny za isotopicky
znasenou. V praci Niculae a kol. byla popsanadds@ produkcé®N — valinem zn&eného
EGFP (,enhanced green fluorescent protein”), jeNdER spektralni analyza ukazala vSech
18 valinovych rezidui, nachézejicich se v tomtdgiru. Kultivace v definovaném médiu ma
vSak za nasledek snizenyst kultury a nizsi vyzky rekombinantniho proteinu /Niculae a
kol., 2006/. Pouziti syntetického média navic viwazvysSuje naklady experimentu, coz

vyznami limituje jeho pouZziti ve &Sim netitku.
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1.5 Cile prace

Vzhledem k vysokym néklaein na ziskéni isotopicky zd@ného proteinu za vyuziti
L. tarentolae jako expresniho systému pomoci metody popsané&es 2006 /Niculae a kol.,
2006/ bylo hlavnim cilem této prace zjistit, zdamezné snizit naklady a zvysit ¥ynhost
isotopického zn&ni proteinu pouzitim komplexniho média s nadbytksmtopické znéky,
aniz by tim byla sniZzena kvalita NMR spekter.

DalSim cilem bylo zjistit, zda je tento systém vhpdoro pouziti kin-cell NMR
studiim struktury proteiin Pro tento &el jsme se rozhodli vytid transgenni liniel.
tarentolae inducibilné overexprimujici calmodulin. Jde o Siroce ré@By eukaryotni protein,
hrajici hlavni roli v reguknich mechanismech by spojenych s vapnikovymi ionty. Jeho
velikost giblizn¢ 17 kDa jej¢ini vhodnym objektem strukturnich analyz pomoci NMR
spektroskopie. DalSimitdtody, pra@ jsme zvolili pra¥ tento protein, je jehoipozeny vyskyt
v L. tarentolae a skuténost, ze jiz byl podroben mnoha strukturnim anatyzéetné in-cell
NMR spektroskopie ¥. coli / Serber a kol., 2001; Finn a Forsén, 1995/.
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2. Metody

2.1 Kultivace L. tarentolae

PromastigotiL. tarentolae byli kultivovani v médiu BHI suplementovanym heram
(5 ng/ml média) s fidavkem penicilinu (50 jednotek/ml média) a strepgoinu (50ug/ml
média) pro snizeni pravdodobnosti kontaminace bakteriemi. ¥gads kmenu T7-TR byly
ke kultue pridavany seleéni antibiotika nourseothricin (100g/ml média) a hygromycin
(100 pg/ml meédia), kmen inducibith exprimujici EGFP byl navic podroben selekci
neomycinem (fipadre G 418, 50ug/ml média) a stefn tomu bylo v pipad burgk
transformovanych plasmidem pUC LAC2#1 CAM. Pro ikcuexprese byl fidavan
tetracyklin v konéné koncentraci ng/ml.

Kultivace probihala ip 26 °C za staléhae¢pani 60-80 rpm a kultura bytadtna 1:10
serstvyym médiem po dosaZeni koncentrac&1Dd bunsk/ml. Zarovei byla mikroskopicky
kontrolovana vitalita aifjppadnéd kontaminace suspenzni kultury.

Pro dlouhodofsi uchovavani kultury byly vzorky zamrazovany wdakumavkach
(Techno Plastic Products; 1,2 nsl)glycerolem o vysledné koncentraci 10% pextictvim
zaizeni NALGENE™ Cryo 1 °C Freezing Container (Nalgewn -80 °C a p stejné teplat i
dale skladovany.

2.2 Stanoveni koncentrace bunék L. tarentolae v kultute

Koncentrace buk byla stanovena pomociftiptroje Beckman Cellcounter Z1
(Beckman Coulter), ktery pracuje na principu deéeken elektrického odporu Zigobeného
nevodivymicasticemi, zde hikami, v elektrolytu.

Pri stanoveni miry fezivani kulturyL. tarentolae v NMR kyvet byla koncentrace
Zivych burgk stanovena pomoci Burkerovyditaci koniirky (Brand). Blrkerova kofirka je
specidlni silné podloZzni sklo, v jehoZesini ¢asti se nachazi tsivrypi tvorici ¢tvercova
policka o znamé ploSe a hloubce. Tim vznikaji prostopyesré definovaném objemu a pet
burgk v nich je pgitan za vyuziti mikroskopu. Pro naséely jsme zvolili p&itani burk

v objemu nadtvercem o obsahu 2,5 x Tonn?.

2.3 Srovndni rastového fenotypu v komplexnim a syntetickém médiu

Dva objemy kultury obsahuijici cca 1,5 x”1Bursk L. tarentolae byly centrifugovany
13 minut @ 1000 g (centrifuga 2K15, Sigma), pelety resuspeady v 1 ml PBS a
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centrifugace byla opakovana za stejnych podminetted pelet byl resuspendovan v 5 ml
komplexniho média a druhy ve stejném objemu mégmetického, oba byly indukovany
tetracyklinem (5ug/ml suspenze) a kultivovany za podminek popsanysbk (2.1). \case 0,

4, 8, 16 a 24 hodin po indukci bylyéheny koncentrace jednotlivych kultur.

2.4 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (SDS PAGE)

2.4.1 Ptiprava lyzata

Objem kultury obsahujici 2,5 x 1®unsk byl centrifugovan § 2000 rpm po dobu
10 minut (centrifuga Eppendorf MiniSpin plus) agiddyl resuspendovan v 80vzorkového
pufru. Suspenze byla 10 minut inkubovararmin. 95 °C a uchovavanaip-20 °C. Vzdy
pied dalSim pouzitim byly lyzaty éfmvrné podrobeny zatati na 95 °C po dobu 10 minut.
2.4.2 Ptiprava gelu

K 10 ml 12% sepatmiho gelu bylo gidano 100ul 10% APS a 1@l TEMED a snés
byla okamzi¢ nalita mezi d¢ dokre ugsrena elektroforeticka skla do vysky 2 — 3 cm od
horni hrany skel. Pro vyrovnani hladiny bylaésnielita cca 10Qul n-butanolu. Po zatuhnuti
byl n-butanol opatr&q vymyt destilovanou vodou a ta byla odsana pomiticadniho papiru.
K 5 ml 5% zaosbvaciho gelu bylo jidano 50ul 10% APS a qul TEMED, snes byla nalita
mezi elektroforeticka skla na ztuhnuty segaragel az k horni hranskel a ihned byl mezi
skla vloZen keben, tvarujici jamky. Po zatuhnuti byteben vyjmut, jamky promyty
destilovanou vodou a po sestaveni vertikalni efekétické soupravy (Owl; Hoefer) byly
vany naplgny elektrodovym pufrem.
2.4.3 Vlastni elektroforéza a barveni gelu

Do jamek byly naneseny vzorky v objemu g0(cca 4 x 18 burnsk) a pro srovnani
velikosti proteirti byl do jedné jamky nanesen proteinovy standardktBforéza probihala
zpatatku @i 80 V a poté co vzorky dosahly separdno gelu bylo nagi zvySeno na 150 V.

Po ukorteni separace byl gel opatriwyjmut ze skel, hodinu inkubovan v roztoku
Coomassie blue afgnesen do odbarvovaciho roztoku, kde byl ponecliadoaodbarveni

pozadi.

2.5 Western analyza

Za elem srovnani miry produkce EGF proteinu v zavisloa pouzitém kultivénim
meédiu byly pouzity podminky ffpravy suspenzni kultury popsané v kapitole 2.3jefb

jednotlivych vzorki zde byl zvySen na 20 ml a cilova koncentraceebwndole indukce byla
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cca 4 x 18 bursk/ml. V ¢ase 0, 4, 8, 16 a 24 hodin po indukci byly dle &i&mé koncentrace
jednotlivych kultur odebrany vzorky b&né suspenze a z nichigraveny lyzaty, které byly
pouzity pro SDS PAGE (2.4). Po optimalizaci mnoidtiomasy nandSené na gel byla
provedena SDS PAGE bez barveni Coomassie blueta g=t byl pouzit pro western
analyzu.

2.5.1 Pfenos na membrinu

Proteiny z SDS polyakrylamidového gelu bylyfepeseny na nitrocelul6zovou
membranu BioTrace®NT (PALL) pomoci elektroblotu Sey Blot (Bio-Rad).

Z gelu byla odiznutacast tvdena zaosbvacim gelem a ve stejné velikosti jako gel
separéni byly ustizeny 3MM blotovaci papiry (Whatman) a nylonova nbeama. Gel i
papiry byly na skolik minut nama@eny do transferového pufru a poskladany na elekitab
tomto pdadi: 8x blotovaci papir / membrana / gel / 8x blatd papir. Velikost proudu byla
vypoiitana jako | [mA] = 5,5 x S[cAl, kde S je plocha gelu. Elektroblot probihal pdd&0
minut, po @enosu byla membrana i gel 3 minuty barveny pomocicBau a membrana byla
poté odbarvena v PBS s 0,05% Tween 20 (PBS Twe¥sg.noc byla membrana blokovana
v 5% nizkot@dném mléce v PBS Tween (PBS-TM).

2.5.2 Inkubace s protilitkou a vyvoldni

Druhy den byla membrana promyvana v PBS Tween 5% ponutach, poté zatavena
do félie s 10 ml priméarni anti-EGFP protilatky (8ig-Aldrich) n&edsné 1:1000 v PBS-TM a
inkubovana 2 hodiny za stalého michani gokojové teplat. Po inkubaci byla membana
opét promyvana v PBS Tween 5x po 5 minutach a naskdankubace 1 hodinu a 45 minut
za stejnych podminek se sekundarni anti-mouse lqtkatu (Sigma-Aldrich) ngedénou
1:1000 v PBS-TM. Tato protildtka byla zmmé peroxiddzou. Po skiEmi inkubace bylo
opakovano vymyvani (viz vyse) a na membranu bylkesan substratovy roztok ECL (1 ml
slozky 1 smichany s 1 ml slozky 2; Pierce) a negi&obit 1 minutu. Signal byl vyvolan na
BioMax MS autoradiograficky film (Kodak) s dobou posice 30 sekund, 1 minutu 30
sekund ait minuty.

2.6 Izolace EGFP pomoci organické extrakce

(Niculae a kol., 2006; Yakhin a kol., 1998)

Kultura L. tarentolae #5 v objemu 400 ml byla centrifugovana 15 mith p000 g
(centrifuga 2K15, Sigma), resuspendovana v 900 miktiviacniho média, indukovana

tetracyklinem (5ug/ml suspenzni kultury) a kultivovanaes noc za normalnich podminek.
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Druhy den byly biiky centrifugovany 15 minutip1000 g a resuspendovany ve 200 ml pufru
A. Nésledovala sonikace 3 x 20 sekund s pauzaniiQpsekundach a s byla zamrazena
v tekutém dusiku. Po rozpgsf ve vodni lazni 37 °C byl postup jeStdvakrat opakovan.
Homogenat byl ultracentrifugovaniip30000 g a 4 °C po dobu 15 minut (L8-M
Ultracentrifuge, Beckman). K odebranému supernatéyt pridan siran amonny (kotea
koncentrace 1,6 M) a triethanolamin (kéné koncentrace 100 mM), & byla hodinu
inkubovana na ledu a precipitované proteiny bylgtat€ny centrifugaci 20 minutip6000
rpm, 4 °C. K supernantantu byttigan siran amonny v koteé koncentraci 2,8 M. Tato $s
byla dvakrat extrahovana nejpré¢evrtinou a pak Sestnactinou objemu etanolu. Hdapi
etanolu byla s&s minutu tepana, vodni a organicka faze byly &élédy centrifugaci 5 minut
pii 4000 rpm a alkoholova faze byla odebrana. K hé ¥idanactvrtina objemu n-butanolu,
smes byla 30 sekundépana a pak centrifugovana za stejnych podminek ygkoslednim
kroku. Horni organicka faze byla odstéan, k dolni vodni fazi byl jdan stejny objem
chloroformu a bylo opakovandepani a centrifugace. Horni vodni faze, obsah&(BFP,
byla odebrana.

Pro tely NMR spektralni analyzy byl EGF protein izolovacelkového objemu 9 liir
suspenzni kulturyL. tarentolae #5. Buiky byly hodinu ped indukci overexprese
tetracyklinem centrifugovany a resuspendovany \itéech komplexniho média $°N
znaenym valinem v koncentraci 150 mg/l. B&na kultura byla centrifugovana 24 hodin po
indukci, EGFP byl izolovan postupem popsanym vySeakoncentrovan pomoci izzeni

Amicon (Millipore) s membranou o hodratut-off 10 kDa.

2.7 NMR spektrélni analyza proteinu EGFP

Spektralni analyza EGF proteinu byla provedena tawsbiomolekularni NMR a EPR
ve Frankfurtu na spektrometru Bruker Avance 750 Miizeplok 298 K. Doba nireni byla
5 hodin a spektra byla vyhodnocena pomoci standardruker NMRSuite prograim

2.8 Test prezivani a sedimentace L. tarentolae v NMR kyveté

100 ml bur¢né kultury v pozdnitrstové fazi bylo centrifugovano 15 minut g000 g
(centrifuga 2K15, Sigma), resuspendovano v 10 mietického média Custom Synthetic
LEXSY Broth (Jena Bioscience) a znovu centrifugav@a stejnych podminek. Pelet byl
resuspendovan ve 200 ml téhoz syntetického mégiarsentovaného heminem, kultura byla

indukovéana tetracyklinem a &vhodiny kultivovana za normalnich podminek. Potéaby
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kultura centrifugovana za vySe popsanych podmipeket byl resuspendovan v 5Q0
syntetického média aiegnesen do NMR kyvety. ¥asovych intervalech 10, 20, 40, 80 a
120 minut po peneseni byly z kyvety ve stejné vzdalenosti ode ddebirany vzorky,
u kterych byla msfena koncentrace Zivych btknpomoci Blrkerovy korirky.

2.9 Izolace genomické DNA fenol-chloroformovou extrakci

Genomick4 DNA byla izolovana z cca ®1bunsk L. tarentolae. Objem suspenzni
kultury obsahujici dany get burgk byl centrifugovan 10 minutip4000 rpm (centrifuga
EBA 20, Hettich) a pellet resuspendovan ve 3 ml MEBTs N-laurylsarkosinem (vysledna
koncentrace 3 mg/ml) a pronazou E (vysledna konaeat0,25 mg/ml) a inkubovan 2 hodiny
pii 4 °C. K vyslednému roztoku bykigdan stejny objem fenolu, st byla 10 minutiepana a
nasledg 10 minut centrifugovanaip3000 rpm. Vodni faze byla odebrana a tento krpk b
jese tiikrat opakovan. Po vymizeni proteinu v interfazi Byodebrané vodni fazitan
stejny objem roztoku fenolu a chloroformu s isoaatkgholem (pordér 24:1), snds byla ot
10 minut tepana a pak 10 minut centrifugovana 3000 rpm. K odebrané vodni fazi byl
piidan stejny objem chloroformu s isoamylalkoholenpraces itepani a centrifugace byl
opakovan. Nyni odebrana vodni faze bylaspazena desetinou objemu octanu sodného a 2,5
objemu 96% etanolu. Po inkubaci v -80 °C po dobsetieminut byla sis centrifugovana
15 minut @i 10000 g (centrifuga Multifuge 3S-R, Heareus),epddyl promyt 70% etanolem
vychlazenym na -20 °C a vz#p opet centrifugovan 5 minut ip 13000 rpm (centrifuga
Eppendorf MiniSpin plus). Supernatant byl opatausan a pelet po vysuSerti pokojové

teplot rozpusén v 50ul destilované vody.

2.10 PCR amplifikace

Cilem byla amplifikace genu pro calmodulin, vyskidiuise girozere v buikach L.
tarentolae. Produkt amplifikace byl posléze analyzovan ponedektroforézy v agarézovém
gelu (2.11) a z gelu vyizolovan (2.12). Yipadt prikazu gitomnosti plasmidu
v elektroporovanych hikachL. tarentolae bylo cilem amplifikovat Usek genu pro resistenci
na neomycin, neseny plasmidem pUC LAC2#1.

2.10.1 Pouzité primery:
CALM1fw: 5-CCATGG CGGATCAGCTGTCC -3
CALML1rv: 5-ACGCGTCTACTTGCTCATCATC-3
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Pro &ely preklonovani mezi vektory bylo do CALM1fwckenéno restrikni misto pro
Ncol (CCATGG) a do CALM1rv restritni misto pro Mlul (ACGCGT).

neoFW: 5-TGAACAAGATGGATTGCACG -3

neoRV: 5-TCA AGA AGG CGATAG AAG GC -3

2.10.2 Slozeni a podminky reakce:

1 ul genomické DNA (10 - 50 ng, pouzity 3tzné koncentrace) + il kaZzdého
primeru (10 pmol) + 2,5l 10x reakniho pufru + 1ul Tag DNA polymerazy (1 jednotka) +
0, 25 mM dNTPs + destilovana voda do celkovéhorahj@5pl

Reakce byla provedena n&gtroji MiniCycler™ (MJ Research) z&chto podminek:

1/ paiateini denaturace 5 minuti@5 °C

2/ denaturace 1 minutd&i®5 °C

3/ nasedani oligonukleofidlL minuta pi 60 °C (shodné pro étsady primei)
4/ elongace 1 minutaip72 °C

— kroky 2 — 4 byly 35 krat opakovany

5/ dosyntetizovani nedokéenych viaken 10 minutip72 °C

2.11 Elektoforéza v agarézovém gelu

Agardza byla rozpudha v 1XTAE pufru do vysledné koncentrace 0,75%i&tdtm
v mikrovinné troul a nalita do elektroforetické formy sdibenem. Po ztuhnuti bykdben
vyjmut, gel gelit IXTAE pufrem a do vzniklych jamek byly nanegarzorky DNA smichné
s DNA nanaSecim pufrem (0,1 celkového objemu).deaaoveni velikosti fragmeintyl do
jedné z jamek nanesen 2-Log DNA Ladder. Elektrafaréprobihala f» 60-90 V
v horizontalni elektroforetické varimodel B1, Owl) a po ska&eni byl gel obarven v 1XxXTAE
pufru s ethidium bromidem v koncentraci 0,5 ng/BINA byla poté vizualizovana

prostednictvim UV transiluminatoru (UVP).

2.12 Izolace DNA z gelu

Produkty PCR &ekavané velikosti byly vykrojeny z gelu a & masleds izolovany
pomoci komeami soupravy Gel Extraction Spin Kit (Genomaitl)Zymoclean Gel DNA
Recovery Kit (Zymo Research), oboji dle instrukgiobce.

% Pro negativni kontrolu byla genomicka DNA nahrazeadou.
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Alternativnim postupem izolace bylo ungisi gelu obsahujiciho DNA mezi &wrstvy
parafiimu (Pechiney Plastic Packaging), jeho sdti&eni prstem a odsani takto vyisého
pufru, ktery obsahoval DNA. Roztok pufru s DNA hyhsled® piesrazen 96% etanolem
o teplog -20 °C, inkubovan 5 minut na ledu a centrifugot&minut i maximalni rychlosti
(centrifuga Eppendorf MiniSpin plus). Pelet byl prgt 70% etanolem a po centrifugaci
5 minut @i maximalni rychlosti vysuSen a rozp&$ty destilované vad

2.13 Ligace

Vyizolované fragmenty byly zaligovany do plasmidBEM T-easy. Ligani snes byla
pripravena smichanim 2,8 2x ligacniho pufru + 0,51l plasmidu + 1ul insertu + 0,51l T4
DNA ligdzy + 0,5ul vody a ponechanargs noc pi 4 °C.

Pri klonovani vyS¢peného inzertu do expresniho plasmidu bylo pouZi0 ng insertu
a ~10-50 ng plasmidu, ktery byl podrobe#pgni stejnymi restriknimi enzymy jako insert
(vtomto gipadt Ncol a Mlul). Pongry ostatnich slozek istaly zachovany, objem byl

odpovidajicim zfisobem z¥tSen.

2.14 Ptiprava kompetentnich bunék

Na LB kultivatni padu bez antibiotik bylo roz&no nepatrné mnoZzstvi suspenzni
kultury netransformovanych kompetentnich &un(skladovano v SOB médiu s 10%
glycerolem pi -80 °C) a inkubovanaip37 °C gres noc. Jednotlivé kolonie bylyeneseny do
3 ml SOB média s Mggl(0,01 M) a kultivovany za staléhiepani 220 rpm cca 16 hoditi p
37°C. 240 ml SOB meédia s MgC(0,01 M) bylo inukolovano 1 ml suspenzni kultury
z minulého kroku a kultivovanoip20 °C za staléhoig¢pani 220 rpm az do dosazeni
absorbance 0,5fpvinové délce 600 nm (&eno na spektrofotometru Lambda 35, Perkin
Elmer). V tomto bod byla kultura umisina na led po dobu 10 min s naslednou centrifugaci
10 minut @i 2000 g a 4 °C (centrifuga 2K15, Sigma). Pelet teduspendovan v 80 ml TB
pufru o teplot 4 °C a za okasného promichani inkubovan 10 minut na ledu. Naslbyla
suspenze centrifugovana 10 mintit pP000 g a 4 °C, pelet byl resuspendovan ve 20 il T
pufru vychlazeného na teplotu 4 °C a dassnbyl pridan DMSO v koné&né koncentraci 7%.
Po inkubaci na ledu po dobu 10 minut byla susp@ieeesena po 20d do predmrazenych
mikrozkumavek a okam#tzamrazena v tekutém dusiku. Takthpmvené kompetentni
buiky byly skladovany f -80 °C.

16



Metody a material

2.15 Transformace bakterii metodou heat-shock

Kompetentni bisky DH5a byly vyjmuty z -80 °C a ponechany na ledu roz&.100ul
kompetentnich butk bylo gridano 5ul liga¢ni snesi a suspeze byla inkubovana 30 minut na
ledu. Vlastni transformace préida pri 42 °C po dobu jedné minuty s naslednym okamzitym
zchlazenim na ledu po dobu 2 minut. K transformgwaibuikam bylo gidano 300ul SOC
média a srs byla 45 minutiepana fi 37 °C, 210 rpm a nasledyly vysety na bakterialni
padu s ampicilinem a umisty pies noc do termostatu o te@ldd7 °C. Pokud ligovany
vektor obsahoval LacZ fragment, uniofici tzv. ,blue-white” selekci, bylo na plotnu
rozeteno 40ul 2% X-galu.

2.16 Izolace plasmidové DNA

Vybrané kolonie z plotny byly inokulovany do 3 miBLmédia s ampicilinem
(100ug/ml) a ges noc tepany pi 37 °C, 210 rpm. Kultura byla stena @i 14000 rpm
(centrifuga Eppendorf MiniSpin plus) a plasmidovllAdizolovana bd metodou alkalické
lyze anebo pomoci komari soupravy Plasmid Miniprep Spin Kit (Genomaeiil)Zyppy
Plasmid Miniprep Il Kit (Zymo research) dle pokymyrobce.

2.16.1 Izolace plasmidové DNA metodou alkalické lyze

Pelet byl resuspendovan v 50 TEG a bylo k ®#mu pidano 100 ul cerstw
piipraveného 0,2 M NaOH s 1% SDS. Po promichani Ipyidano 75ul 3 M acetatu
sodného. Sks byla ogt opatrré promichana fevracenim mikrozkumavky, dogina 225ul
5 M LiCl a centrifugovana 5 minutip14000 rpm. Supernatant byl odebran a¢knn bylo
pfidano 900ul 90% etanolu o teplét-20 °C a roztok byl 5 minut inkubovan na ledu.
Nasled’ byl 15 minut centrifugovanipmaximalni rychlosti, pelet byl promyt 200 70%
etanolu o tepla@t -20 °C a kratce centrifugovariipnaximalni rychlosti. Supernantant byl

opatrré odsan a pelet resuspendovan yuB@estilované vody.

2.17 Stanoveni koncentrace DNA

Koncentrace DNA byla stanovena pomoci spektrofotameambda 35 (Perkin Elmer)
pii vinové délce 260 nm,fgemz byla ze ziskané hodnoty vyftdna dle nasledujiciho
vztahu:

C [ng/ml] = Axsox 50 / | [cm]
kde 50 je koeficient dsDNA nezndmé sekvence aéjka optické drahy.
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2.18 Restrikéni reakce

Pro kontrolu pitomnosti insertu byly provedeny restrikce v objed@ pul. Slozeni
reakce bylo Jul 10x pufru + 2 jednotky restrékiho enzymu + ful plasmidové DNA + lul
BSA* + 1 ul Tritonu X-100' + 0,2 ul RN&zy (100 mg/ml, fidana pouze vifipads restrikce
plasmidi izolovanych metodou alkalické lyze) + dofgho destilovanou vodou do 10.

Pro (Eely nasledné ligace byly restrikce provedeny v wije80ul, pongry slozek byly
zachovany.

Restrikce byly inkubovany 3 hodinyfip 37 °C, analyzovany elektroforézou
v agar6ézovém gelu (2.10) sipadre izolovany z gelu (2.11) a ligovany (2.12).

2.19 Sekvenace insertu

Vzhledem k malé velikosti insertu bylo mozné powtitplifikacni primery CALM1fw
a CALM1rv z bodu 2.10.

Sekvenani reakce byla namichana za pouziti Big Dye® Teatun v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems) a jeji sloZbylo: 2 ul PET + 6ul 2,5x sekvenéniho
pufru + 1ul primeru (10 pmol) + 700 ng plasmidové DNA + ddphodou do 2Qul. Reakce
byla provedena naistroji T3000 Thermocycler (Biometra) z&chto podminek:

1/ paateEni denaturace 2 minutyi@4 °C

2/ denaturace 1 minutd&i®4 °C

3/ nasedani oligonukleotidl minuta pi 60 °C
4/ elongace 4 minutyip60 °C

— kroky 2-4 byly 32 krat opakovany

Vyhodnoceni signélbylo provedeno na kapilarnim sekvenatoru ABI (ReB{mer).

2.20 Elektroporace L. tarentolae

Pro (ely elektroporace byla fjpravena plasmidova DNA izolovana ze 100 ml
suspenzni kultur. coli pomoci komei soupravy QIAgen Plasmid Midi Kit (Qiagen) dle
navodu vyrobce. Kmeh. tarentolae T7-TR byl elektroporovan cirkularnim plasmidem pUC
LAC2#1 CAM, pipadré pUC LAC2#1 EGFP.

Objem suspenzni kultury v pozdniistové fazi obsahujici 4 x 30bunsk byl
centrifugovan 10 minut ip 1500 g a 20 °C (centrifuga Multifuge 3S-R, Heaku

resuspendovan ve 2 ml cytomixu a znovu centrifugaza stejnych podminek. Bky byly

* Tyto slozky byly pidany pouze v fipads, Ze byly enzymem vyzadovany.
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resuspendovany v 1 ml cytomixu a 5 minut ponech@nyokojové teplat. Mezitim byly
elektroporé&ni kyvety (4 mm gap cuvette, BTX) a mikrozkumavkip§A umisgny na led.
Po 5 minutach bylo igmistno 500 ul buné¢né suspenze do elektropémé kyvety a
ponechano na ledu po dobu 10 minut. Posléze idémo 10 ng plasmidové DNA/ 50 pl
vody a byla provedena elektroporace v BTX elektrapmu ECM-630 déma pulzy o 1500
V/25 puF/ 500Q s pauzou 10 sekund mezi pulzy. Kyvety byly okaiidimistny na led a po
inkubaci gresreé 10 minut byla suspenze hiknpienesena do kulti¢aiho média fedeltatého
na 26 °C.

Po 16-24 hodinach kultivace byldigano selekni antibiotikum G 418 (5Qg/ml) a stav
kultury byl sledovan. Roz&nou alternativu igdstavuje vysévani na kultém pidu
obsahujici selaini antibiotika, coZz nam umoZni vyselektovatinpo jednotlivé klony.
V tomto pipadct byly stateny 2 ml kultury, resuspendovany ve zbytkovém méimax.
100ul suspenze bylo opatra co nejrychleji rozéeno na kultivani padu. Po sedmi dnech
kultivace i 26 °C byly jednotlivé kolonie fgneseny do 20@ média v mikrotitr&ni
destéce s 96 jamkami (TPP). Po makroskopickém zaznanmierdgialu a mikroskopické
kontrole gitomnosti L. tarentolae byla kultura penesena do 1 ml média v mikrotina
destéce s 24 jamkami. Jakmile bylo zaznamenaieiemné zakaleni i tohoto objemu, byla jiz

suspenze kultivovana za podminek popsanych v Keta.

® Pri kontrolni elektroporaci byla DNA nahrazetiatou vodou.
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3 Material

3.1 Organismy
Leishmania tarentolae divokého typu
Leishmania tarentolae kmen T7-TR (exprimuje T7 polymerazu a tetracykdifno
represor pod selekci hygromycinem a nourseothmajne
Leishmania tarentolae kmen #5 inducibila exprimujici EGFP
Escherichia coli DH5a kompetentni biiky
3.2 Vektory
PpGEM T-easy (obr. 3.1) — plasmid uzivany pro klcdmiv PCR produkt nese
rezistenci na ampicilin a LacZ fragment umojci tzv. ,blue-white”
selekci (Promega)
pUC LAC2#1 (obr. 3.3) — episomalni expresni plasrk@hstruovany pro expresi
proteini v L. tarentolae, nese geny pro resistenci na neomydn (
tarentolae) a ampicilin E. coli)

Xmn | 2009
71 |
Scal 1890 Nae | 2707/ | Apall 14
_ Aatll | 20
f1ori Sphl | 26
BstZ || 31
Ncol | 37
A" BstZ | jg
- Not |
pGEM®-T Easy lacZ Sgc 1] 49
Vector 1 EcoR 1| 52
(3015bp)

Spe | 64
EcoR |l | 70
Not | 77
BstZ | 77
A Pst | 88
ori Sall 90
Nde | 97
Sacl [109
BstX1 | 118
Nsil 127
141

T spe

Obr. 3.1 pGEM T-easy

20



Metody a material

HindlliSse8387Ball XbalBamHISmal KpnlBsaBI BglliStulNcol
X

o
\\\\ \ //
\\

pUC LAC2# 1
7927 bp
Do# 1226

Xho!

Tth111l

Rsrll

Peil pel

Pmil AgelNrul

Obr. 3.3 pUC LAC2#1

3.3 Pufry a média
Bakterialni mida: 2 g Tryptone Casein Peptone (Amresco) + 1 gstyéxtract
Bacteriological (Amresco) + 2g NaCl (Lach-Ner) +g3Agar
Bacteriological (Amresco) + doplnit do 200 ml dEstanou
vodou, sterilizovat autoklavovanim a po zchladmaicca 60°C
pridat ampicilin (Roth) v kon@é koncentraci 100g/ml
BHI médium: 37g BHI (Fluka) rozpustit v 1 | vodyteslizovat autoklavovanim
Coomassie blue: 0,25 g Coomassie Brilliant Blue R@&ch-Ner) rozpustit ve 250 ml
odbarvovaciho roztoku (viz dale)
Cytomix: 120 mM KCI (Lach-Ner) + 0,15 mM CaQlLach-Ner) + 10 mM KHPO,
(Lach-Ner) + 25 mM HEPES (USB) + 2 mM EDTA (Lach+iNe 5 mM
MgCl, (Lach-Ner), pH 7.6
5x elektrodovy pufr: 15 g Tris + 72 g glycin + B@S; pH 8,3
Kultiva¢ni pada prolL. tarentolae: pripravit 50 ml média: 35 ml 2x BHI + 10 ml
inaktivovaného fetalniho teleciho séra (PAA) + 41mM HEPES, pH 7,4 +
hemin (10ug/ml) + penicilin (200 jednotek/ml) + streptomyd®00 ug/ml) +
nourseothricin (20Qg/ml) + hygromycin (20Qug/ml) + neomycin (5Qug/ml);
pridat 50 ml tekutého 2% agaru o teglé6°C, promichat a nalit po 25 ml (bez
bublin!) do petriho misek, 15 minut nechat d@e vyschnout a pouzit
nejpozdji ten samy den
LB médium: 1 g Tryptone Casein Peptone + 0,5 g YEatract Bacteriological + 1 g

NaCl + doplnit destilovanou vodou do 100 ml, steoVvat autoklavovanim
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NET-50: 50 mM EDTA + 100 mM NaCl + 10 mM Tris-HQlgch-Ner); pH 8.0

Odbarvovaci roztok (SDS PAGE): 45% methanol (LagmN- 10% kyselina octova
(Lach-Ner)

10x PBS: 40 g NaCl + 1 g KCI + 17,9 g /#0O;-12 HO (Lach-Ner) + 1,2 KKHPO, +

doplnit destilovanou vodou do 500 ml; pH 7,4
Pufr A: 20 mM Tris-HCI, pH 8 + 150 mM NaCl + 5 mMHA + 1 mM PMSF (Fluka)
SOB médium: 10 g Tryptone Casein Peptone + 2,5 astYExtract Bacteriological +
0,25 g NaCl + 5 ml 250 mM KCI + doplnit vodou nada@l; pH 7
SOC médium: identické se SOB, navic 20 mM glukdzel§-Ner)
50x TAE pufr: 242 g Tris-base + 57,1 ml ledové kiyseoctové + 100 ml 0,5 M EDTA
+ doplnit destilovanou vodou do 1 |
TB pufr: 10 mM PIPES (Sigma) + 15 mM CaGt 250 mM KCI + 55 mM MnGl
(Lach-Ner); pH 6.7 (sterilizovat autoklavovanirre@ gidanim MnC} a ten
piidat posléze ve forinfiltrem sterilizovaného roztoku)

TEG: 25 mM Tris-HCI + 10 mM EDTA + 50 mM glukdza

Transferovy pufr (western): 11,64 g Tris-HCI + 5,86glycinu (Roth) + 7,5 g SDS

(Roth) + 400 ml methanolu + doplnit destilovanoweoo
do 2 |

Vzorkovy pufr (SDS PAGE): 50 mM Tris-HCI + 2% SDS 18% glycerol + 0,1%

Bromfenolova motl (Lach-Ner) + 1 M dithiothreitol
(Sigma) + 1% Triton X-100 (Fluka)

5% akrylamidovy gel (zadsobni roztok): 40 ml 30% yédmid (AA:bisAA v pongru
29:1) + 30,4 ml 1 M Tris-HCI, pH 6,8 + 2,4 ml 109%S + 168 ml
destilované vody

12% akrylamidovy gel (zasobni roztok): 100 ml 30ksytamid (AA:bisAA v ponEru
29:1, Roth) + 62,5 ml 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 + 218 10% SDS +
82,5 ml destilované vody

3.4 Ostatni chemikilie

2-Log DNA Ladder (New England BioLabs), acetat sorach-Ner), agardza (Serva),

APS (peroxosiran amonny, Lach-Ner), BSA (New Engld@iolLabs, Takkara), Custom
Synthetic LEXSY Broth (Jena Bioscience), DMSO (SignDNA nanaSeci pufr (Takkara),
dNTPs (Takkara), etanol (Lach-Ner), ethidium brér(tigma), fenol (Lach-Ner), G 418
(Gibco), glycerol (Lach-Ner), hemin (Fluka), hygrgem (Invitrogen), chloroform (Lach-
Ner), IPTG (Roth),soamylalkohol (Lach-Ner), LiCl (Lach-Ner), L-valittN (Cambridge
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Isotope Laboratories), n-butanol (Lach-Ner), N-dsarkosin (Sigma), NaOH (Lach-Ner),
nourseothricin (Jena Bioscience), pronaza E (Flugaejteinové standardy Precision Plus
Protein Standards - All Blue nebo Unstained (Bi@Raestrikni enzymy a fislusné pufry
(Mlul, Ncol, Notl; New England BioLabs, Takkara)N&za A (Quiagen), siran amonny
(Lach-Ner), susené nizkaté mleko (Laktino), T4 DNA ligaza atiglusny pufr (New
England BiolLabs), Taq DNA polymerdza &stusny pufr (Top-Bio, Takkara)JTEMED
(N,N,N",N"-tetramethylethylendiamin; Aldrich), tatyklin (Sigma), triethanolamine (Fluka),
Triton X-100 (New England BioLabs, Takkara), Twe@0 (Sigma), X-gal (Duchefa

Biochemie)
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4. Vysledky

4.1 Optimalizace isotopického znadeni proteinu béhem exprese v L. tarentolae

Vzhledem k vysoké ceénsyntetického média, ve kterém norm@knmaeni probiha,
jsme cheli prokazat, zda a s jakou kvalitou a &¥mosti |ze pouZzit isotopického zemi
v médiu komplexnim. Pro posouzeni vlivu média rarliv biomasy byly stanovenyistové
kiivky L. tarentolae kmene #5 v médiu syntetickém i komplexnim za podhki
odpovidajicich expresi proteinu, tj. &posem daerstvého meédia a indukci. Koncentrace
burg¢né suspenze byla stanovena bezpedst po indukci tetracyklinem a 4, 8, 16 a 24
hodin po indukci (viz obr. 4.1). Po 16 a 24 hodmd&altivace je koncentrace b

kultivovanych v komplexnim médiu 2,5 a 5 nasobnask@/nani se suspenzi kultivovanou
v médiu definovaném.

2.5e+07

2e+07

1.5e+07

1e+07

koncentrace kultury [b/ml]

5e+06

4

¢as [hod]

Obr. 4.1 Ristové Kivky L. tarentolae kultivované v komplexnim médiu (pln#ra) a

kultivované v médiu definovanémigruSovangara).

Abychom prokazali, zda a do jaké miry se liSi i dukce samotného proteinu
v zavislosti na charakteru kultimaiho média, byly ve stejnyctasovych intervalechipd a
po indukci tetracyklinem odebirany vzorky suspenkuitury kultivované v jednotlivych
meédiich a nasledrpodrobeny western analyze (viz obr. 4.2).
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Obr. 4.2 Western analyza exprese EGFP v zavighaspouzitém kultivénim médiu.
Vlevo kontrola vyvazenosti vzoilknanasSenych na gel, vpravo fotka radiografického
filmu s vyvolanou lokalizaci EGF proteinGisla oznauji hodiny po indukci, sloupce
bez dalSiho ozrani gedstavuji lyzaty busk kultivovanych v komplexnim médiu.
S ozn&uje lyzaty bugk z média syntetického.

Jak je vidt z obrazku 4.3, iedstavujiciho kvantitativni analyzu signalu
zachyceného na radiograficky fil@ini rozdil v drovni exprese proteinu po 24 hodinach
kultivace az 30% ve prosgh burgk kultivovanch v komplexnim médiu.

100% [ =

75%

50% |-

25% [

mira exprese EGFP/107 bunék

LT

o
£~y
=]

16 24
Cas [hod]

Obr. 4.3 Mira exprese EGF proteinghbm 24 hodin v fipadt kultury kultivované
v syntetickém médiu (bilé sloupce) a kultury kutrané v komplexnim médiu
(3rafované sloupce) vztaZzena nd k.

Za elem nandieni NMR spekter byl izolovan EGF protein (viz oBr4) z 9 lit
suspenzni kulturnyL. tarentolae kmene #5, indukovaného tetracyklinem a kultivovemé

béhem exprese v komplexnim méditPl znaienym valinem v koncentraci 150 mg/l.
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Obr. 4.4 Purifikovany EGF protein.

Na ziskaném 20H-"N TROSY spektru EGF proteinu o koncentraci 0,9 mi (
obr. 4.5 A) bylo moz# identifikovat vSech 18 @kévanych signél odpovidajicich 18
valinovym reziduim, kter4 jsou v této vari&nproteinu obsaZena. Pouze resonance
odpovidajici valinucislo pit byla velmi slaba. Navic byla n&bena skupina resonanci,
odpovidajicich nejspiSe degrédan produkim proteinu vzniklym Bhem ng&treni ¢i Spatré
sbalené frakci proteinu (oblast spektra @ema ramékem). Celko¥ bylo vSak toto spektrum
témei totozné se spektrem stejného proteinu, ktery BsRan expresi v syntetickém médiu

s plrg znatenym valinem (viz obr. 4.5 B) /Niculae a kol., 2006

|_10s
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£ . (3O
g o Y 7
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e 1 p ) -
] i ) P
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160 _15= ®13 & 15 s =
e S 12 16~ i *13 .o
11 10 [OFN 12 125
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Obr. 4.5 A) 2D'H-""N TROSY NMR spektrum 0.9 mM°N-Val znaieného EGFP
(ziskan expresi v komplexnim médiu zaitgmnosti nadbytku'N-Val) v 90%
'H,0/10% *H,0, 50 mM NaPi, pH = 7 ip 298 K, nméteného na 750 MHz Bruker
Avance NMR spektrometru. KrouZkem je oZema slaba resonance valitislo 5,
v rame&ku se nachazi skupina resonanci odpovidajicichdgpadobré degradanim
produkfim proteinugi jeho nesbalené frakci. B) 2fH-*N TROSY NMR spektrum
pIng N-Val znateného EGF proteinu, ziskaného expresi v syntetickédiu /Niculae
a kol., 2006/.
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4.2 Urceni miry pfezivani a sedimentace L. tarentolae v NMR kyveté

Abychom mohli pedkEzné posoudit, zda je.. tarentolae schopna fezit v NMR
kyvett béhem neieniin-cell NMR spekter (viz obr. 4.6), provedli jsme simulagipravy na
meieni a véasovych intervalech 10, 20, 40, 80 a 120 minutieogsu bugk do NMR kyvety
jsme netili koncentraci Zivych bugk pomoci Blrkerovy korirky.

Obr. 4.10 NMR kyveta se vzorkelmtarentolae v objemu 50Qul.

Po 80 minutach jiz byl zaznamenan prudky pokleskatrace Zivych buk (viz obr.
4.11) a v kyvet byla makroskopicky pozorovatelna mirna sedimentaggk projevujici se
projasnim rekolikamilimetroveé vrstvy vzorku u hladiny.

1,2E+11

1E+11

8E+10

6E+10

4E+10

2E+10

koncentrace bunék v kyveté [b/ml]

0 20 40 60 80 100 120
¢as [min]

Obr. 4.11 Kivka koncentrace buk v NMR kyveg v zavislosti na&ase od penosu do

kyvety.

4.3 Ptiprava expresniho vektoru

Dle nukleotidové sekvence calmodulinu. tarentolae byly navrzeny primery
CALM1fw a CALM1rv (viz obr. 4.6), jimiz byla pomocPCR naamplifikovana protein-
kodujici sekvence genu pro calmodulin o veliko&id dazi (viz obr. 4.7). Jako templat byla

pouzita genomova DNA. tarentolae divokého typu.
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Cg—» —» - - - - - -
1 atggcggatc agctgtccaa cgagcagatc tccgagttca aggaggcctt ttccctcettt
61 gacaaggatg gcgacggcac catcaccacc aaggagctcg gcaccgtcat gcgctcgctc
121 ggccagaacc ccaccgaggc ggagctgcag gacatgatca acgaggt gga ccaggacggc
181 agcggcacca tcgacttccc cgagttcttg acgctgatgg cgcgcaagat gcaggactcc
241 gactcggagg aggagat caa ggaggcgttc cgcgtgttcg acaaggacgg caacggcttc
301 atctccgcgg cggaggtgcg ccacgtcatg accaagctcg gcgagaagcg tacagacgag
361 gaggtggacg agatgatccg cgaggccgac gtggatggcg acggt caaat caactacgag
421 gagtttgtga agat gatgat gagcaagtag
o HanCgt
Obr. 4.6 Sekvence genu pro calmodulin. Podtrzem&yubyly pouzityk navrzeni

primeri, nad a pod jsou zobrazeny bazédané k sekvenci zacélem vytvdeni

restrikénich mist Ncol a Mlul. Sipky ukazuji smelongace.

Obr. 4.7 Vysledek PCR amplifikace. E-H: produktyFP@enu pro calmodulin, L: 2-
Log DNA Ladder, W: negativni kontrola (PCR reakcev@dend s vodou).

Produkty amplifikace byly z gelu viznuty, izolovany a jejich kvalita i kvantita byla
zkontrolovana analyzou v agar6zovém gelu (viz oB).4Takto ziskané fragmenty byly diky
jednobazovym A fevisim, nespecificky fidanym Taq polymerazou ke kaim
amplifikovanych fragmeiit ligovany do plasmidu pGEM T-easy a kga snesi byly
transformovany kompetentni iky DH50.

TARALIIE

Obr. 4.8 Kontrola izolace PCR prodtikt gelu. E-H: izolované fragmenty, L: 2-Log
DNA Ladder.
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Klony bakterii transformovanych plasmidem s integmoym fragmentem byly
vybrany na z&klatd jejich bilé barvy vyplyvajici z figruSeni LacZ fragmentu na plasmidu
insertem. Ftomnost insertu byla @ena restrikni analyzou izolovanych plasniigoomoci

restrikinich mist Nco | a Mlu I, vnesenych do fragmentuRCR navrzenymi primery (viz
obr. 4.9).

L
—
frS—
- ——
o —
—
- ——
- —
—
——

ol — 500 bp

Obr. 4.9 Restriéni analyza izolovanych plasniigoomoci Ncol a Mlul. 6: pGEM T-
easy klon 6, L: 2-Log DNA Ladder, 7: pGEM T-easgikI7.

Soubeza byl do kompetentnich bgk transformovan plasmid pUC LAC2#1. Po
izolaci byl podroben restréki analyze taktéZz pomoci enzigiNcol a Mlul a positivni klony 1
a 9 (tj. vySEpujici 2 fragmenty — jeden o velikosti cca 7,1 &lipovidajici plasmidu, a druhy
o velikosti cca 0,8 kb, odpovidajici genu pro EGHRatkym Uusekemgvodniho plasmidu)
byly zarovés s pGEM T-easy klonem 7 kultivovany v objemu 100 #téchto suspenznich
kultur byly izolovany plasmidy pomoci kondei soupravy QIAgen Plasmid Midi Kit
(Qiagen) dle pokyinvyrobce. Cca 100 ng jednotlivych plasiinjobk bylo podrobeno restrikci
opét enzymy Ncol a Mlul (viz obr. 4.10). Ztohoto gehyly vyizolovany fragmenty
o velikosti 7,2 kb v fipadt pUC LAC2#1, pedstavujici oteseny plasmid bez vy§beného

genu pro EGFP, a fragmenty o velikosti 0,5 ki¥ipadt pGEM T-easy, fedstavujici gen pro
calmodulin.
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uC
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| pPUC L pGEM pGEM
TE 7 7
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L Rl 500 bp

Obr. 4.10 Vysledek restrikce izolovanych plasinidcol a Mlul. pUC 1 a 9: pUC
LAC2#1 klon 1 a 9, pGEM 7: pGEM T-easy klon 7.

Tyto fragmenty s kohezivnimi konci byly ligovany #&ansformovany do
kompetentnich buik. Po izolaci plasmifl a jejich restrikni analyze pro oveni gitomnosti

insertu a plasmidu spravné velikosti (viz obr. 4.1yla sekvence insertu &yi klona

osekvenovana.
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Obr. 4.11 Kontrolni restrikce plasmidu pUC LAC2#2/@ enzymy Ncol a Mlul. A-D:
pUC LAC2#1/CAM klony A-D.

Vzhledem k malé velikosti genu pro calmodulin byosekvenaci mozné pouzit
amplifikacni primery, sekvence pak byla ziskdna sloZzenimgedanych Usekl sekvenani
reakce z kazdé strany. Z charakteru metody totywya, Ze Usek prvnich¢kolika desitek
bazi za sekveraim primerem nelze zpravidla s jistotowiti(viz obr. 4.12). K vyhodnoceni
signali byl pouzit program Sequence scanner, pro sklaa@&novnavani sekvenci byl pouzit

program DNA STAR.
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Obr. 4.12 Schéma sekvenace insertu pomoci amgilifigh primefi. Nahde
sekvenace z primeru CALM1fw, dole sekvenace z pinf@ALM1rv. Dvojita ¢ara
piedstavuje insert, Sipky primery, fgguSovana cara Fedstavuje sekvenci
nejednoznénou a plnoucarou je zakreslena sekvence jednémda SloZenim Usék

jednozné&né sekvence je mozno ziskat celou nukleotidovouesed calmodulinu.

Srovnanim osekvenovaného insertu tzyqaini sekvenci genu pro calmodulin bylo
ovéreno, ze Bhem gipravy expresniho vektoru pUC LAC2#1/CAM nedoSladdné mutaci
v ndmi sledované sekvenci. Tato by mohlésgbit zandnu aminokyselin a tim potenci&in

ovlivnit strukturuci chovani molekuly.

4.4 Ptiprava transgennich linii a test overexprese

Kmen L. tarnetolae T7-TR byl opakova# elektroporovan 10 ng plasmidové DNA,
avSak v pipact selekce transgénv suspenzni kulte nebyl Zadny ze vzoikdostaténe
Zivotaschopny. Teprveippouziti selekce metodou vysévani suspenzni kutar kultivani
pudu s antibiotiky byly pipraveny klony stabil& resistentni na neomycin. Resistence
k tomuto antibiotiku je nesena plasmidem pUC LACZAM.

Indukce tetracyklinem by #&n vyvolat expresi calmodulinu z plasmidu ve velkém
mnoZstvi, coz bylo testovano pomoci SDS PAGE tytats¢né kultury ged a po indukci
tetracyklinem (viz obr 4.13). Otestovano bylo cetke24 kloni, ovSem inducibilni

overexprese calmodulinu nebyla zaznamenana u Zadnéh

kDa 1 1i 2 2i 3 3i 4 4i
100 -

—r— = o
- E:
75 — Ha— . " — e “ —

50 -
37 -

25—
20—

+~ ofekavand lokalizace
calmodulinu

15~

Obr. 4.13 SDS PAGE elektroporovanych Kloh. tarentolae pied a po indukci
tetracyklinem. Sloupce oz&éené pouzelislem gedstavuji vzorek ied indukci, ty
ozna&ené i pedstavuji vzorek 18 h po indukci. Sipkou vpravo ¢genaena
pravéEpodobna lokalizace calmodulinu, 8hneni zaznamenatelny &t po indukci.
Vlevo je proteinovy stantard Precision Plus (BicdRa
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Pro kontrolu, zda absence overexprese nebyiaatena nefurtaim tetracyklinem,
byla u dvou klof zopakovana indukce tetracyklinem zanowe klonem K5, inducibil&
exprimujicim protein EGFP. Vifpad klonu K5 doSlo k vyrazné expresi proteinu EGFP,
u klona elektroporovanych plasmidem pUC LAC2#1/CAMebpartist v expresi calmodulinu
zaznamenan nebyl (viz obr. 4.14)

kDa F
150—~ &
100 = |
75— |

50 =
37~ |

25 - | ~ EGFP

20 =

. « olekdvana lokalizace
calmodulinu

15 =

Obr. 4.14 SDS PAGE KlagnL. tarentolae pied a po indukci tetracyklinem. Sloupce
ozna&ené 1 a 2 jedstavuji klony elektroporované plasmidem pUC LAOZAM,
sloupec K5 pedstavuje klon inducibithexprimujici EGFP. Ozriani i poukazuje na
vzorky 18 h po indukci tetracyklinem. \ipadc klonu K5 doSlo k inducibilni
overexpresi proteinu EGFP, zatimco u Kloelektropovanych plasmidem pUC
LAC2#1/CAM ke zvySeni exprese calmodulinu nedo3loto ukazuje, Ze tetracyklin

pouzity k indukci nebyl zavadny.

Elektroporace byla posléze zopakovana a jako pozitkontrola byl jeden vzorek
elektroporovan fwvodnim plasmidem pUC LAC2#1/EGFP. Misky se vzorkem
elektroporovanym vodou (negativni kontrola) obsalpvcelkem jednu kolonii, coz
poukazuje na nizkou tendericitaretolae piirozere ziskavat resistenci na neomycin.

Jak ukéazala nasledujici SDS PAGE lyzabw elektroporovanych klan pred a po
indukci tetracyklinem, expresi se neptittaindukovat dokonce ani vifpac pavodniho
plasminu (viz obr. 4.15). Testovano bylo 20 Klalektroporovanych pUC LAC2#1/CAM a
10 kloni elektroporovanych pUC LAC2#1/EGFP.
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Obr.4.15 SDS PAGE lyzatL. tarentolae pred a 18 hodin po indukci tetracyklinem.
C 1 a 2: klony elektroporované plasmidem pUC LAQZAM; eg 1 a 2: klony

elektroporované plasmidem pUC LAC2#1/EGFP. Indukemi pozorovatelnd ani
u calmodulinu (17 kDa), ani EGFP (27 kDa).

4.5 Test ptitomnosti plasmidu v elektroporovanych klonech

K potvrzeni pitomnosti plasmidu v elektroporovanych klonechtarentolae byla
vyizolovana genomova DNA, ktera byla pouzita jakmplat pro PCR. Amplifikovan byl
usek plasmidu dlouhy 777 bazi, nachazejici se wastbplasmidu koédujici resistenci na
neomycin. Pouzity byly primery neoFW a neoRV.

PCR potvrdila pitomnost plasmidu v té#h vSech testovanych klonech (viz obr. 4.16;
celkem testovano 10 elektroporovanych plasmidem pU@C2#1/CAM a 5
elektroporovanych pUC LAC2#1/EGFP). Jako negatikontroly byly provedeny PCR
s vodou, genomovou DNA. tarentolae divokého typu a kmene T7-TR (s genomovou DNA
kmene T7-TR byla navic provedena PCR za pouzitmeti CALMfw/CALMrv pro
kontrolu, zda neni absence PCR produktuisppena Spatnou kvalitou DNAi jeji
nespravnou koncentraci). V pozitivni kontrole bjdo templat pouZzita plasmidova DNA
pUC LAC 2#1/CAM.
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pUC C1 C2 egl eg2 wt C3 C4 C5 C6 C7 eg3 T7 T7 S
CAM

f—
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- WS- - « 800 bp
: $ 500 bp

Obr. 4.16 PCR potvrzenitippmnosti plasmidu v jednotlivych klonedh tarentolae.
pUC: templaten plasmidova DNA pUC LAC2#1/CAM; Cliémplatem genomova
DNA kloni C1-7 elektroporovanych plasmidem pUC LAC2#1/CAMgles:
templatem genomova DNA klénegl-3 elektroporovanych pUC LAC2#1/EGFP; wit:
templatem genomova DNA. tarentolae divokého typu; T7: templatem genomovéa
DNA kmene T7-TR; T7 CAM: templatem genomova DNA kreeT7-TR, pouZzity
primery CALMfw/CALMrv; w: templat nahrazen vodou.

34



Diskuze

5. Diskuze

V predkladané bakaigké praci jsem se zabyval@edevSim optimalizaci protokolu
pro isotopické zn#eni proteii béhem jejich exprese keishmanii tarentolae, které bylo pi
pouZziti dive popsaného postupu limitovano vysokymi nékladyniakou vygznosti
exprimovaného proteinu /Niculae a kol., 2006/.

V prvni fazi jsme srovnavaliist L. tarentolae v zavislosti na pouzitém meédiu. PouZzito
bylo kometni syntetické médium dodavané firmou Jena Bioseeacstandardni BHI
médium od firmy Fluka. # srovnani éstovych Kivek je Zejmé, Ze v fipad komplexniho
meédia je po 24 hodinach koncentrace kultury az Bd&sobna ve srovnani s médiem
definovanym. Hpocitame-li navic az o 35% vysSSi produkci EGFP vztazena jednotku
biomasy, je #ejmé, Ze kultivaci v komplexnim médiu je mozné thosdut rekolikanasobného
zvySeni vy&Znosti proteinu.

Posléze byl izolovan EGF protein exprimovahy tarentolae béhem kultivace
v komplexnim médiu &N znasenym valinem v koncentraci 150 mg/l, coiegstavuje 6-ti
nasobek koncentrace pouzité twpdnim protokolu se syntetickym médiem. Takto afgka
protein obsahuje residua ziemé aminokysleiny s mnohem mensi pegatiobnosti, a to
v disledku ngedni zna&ené aminokyseliny nezéanou, pitomnou v komplexnim médiu.
Ziskand NMR spektra tohoto vzorku vSak ukézala,dbsazena mira zdeni je ple
post&ujici k identifikaci vSech rezidui dané aminokysgliktera se v proteinu nachézeji.

Vysoka ekonomickd nataost gipravy NMR vzorki je v piipact jinych expresnich
systént jako je E. coli ¢i Pichia pastoris spojena pedevSim s vysokou cenou isotopickée
znaky. V pripad L. tarentolae prevySuji naklady na syntetické médium mnohonasobn
vSechny ostatni naklady a jeho cena je asi 100W&&i nez cena média komplexniho. | za
pouziti Sestinasobné koncentrace cemg aminokyseliny byly v naSentipac naklady na
piipravu vzorku pro NMR spektralni analyzu snizenyté#i na desetinu. Takto vyrazné
snizeni ceny vzorkgini tuto metodu ekonomicky udrzitelnou pro SirSiupiti v oblasti
strukturni biologie a Ize navidgdpokladat, Ze by tento princip mohl byt pouZitelmyjinych
obdobnych fipadech, jako je ndiklad expresni systém zaloZzeny na d&unych liniich
z vaje&nika ¢inskych kecka.

V navazujicich pokusech jsem se zabyvala posouzertiodnosti L. taretolae
kin-cell NMR spektroskopii. V prvni fazi byla sledovana gphostL. tarentolae prezit za

podminek nifeni in-cell NMR. Vysledky ukazaly, Ze zmdn4 spektra je nutné naiit
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priblizné do 1 hodiny, protoZe poZgi meieni znemozni vysoka umrtnost klnspojena se
zvySenou sedimentaci, 2mami vnitniho prostedi burtk a degradaci proteinu.

V dalsi fazi jsme pstoupili ke konstrukci transgenni linke tarentolae, ktera by nila
inducibilné overexprimovat calmodulin. Tato linie by byla p&mé podrobenan-cell NMR
spektralni analyze. Za timt@elem byla v plasmidu pUC LAC2#1, ziskaném od Drilkai
Alexandrova (Max Planck Institute of molecular Rbiegy, Dortmund), zaknéna sekvence
genu pro EGFP sekvenci genu pro calmodulin. Takipraveny plasmid byl nésle&n
elektroporovan do jiz transgennich BknL. tarentolae, exprimujicich T7 pol a
tertracyklinovy represor. lips ustaveni stabilnich linii nebylo mozné vyvolait @ jednoho
klonu inducibilni expresi. # dalSim opakovéani elektroporace byla provedenantdolni
elektroporace fvodnim plasmidem, nesoucim gen pro EGFP. Indukeeaprese vsak
nebyla uspsna ani v tomtoipack.

Moznym vyswtlenim by byla nefunknost plasmidu vigsledku poskozeni oblasti
dilezité pro jeho expresni funkci, které by mohlo bgiisobeno nap transportenti dalSimi
manipulacemi. Jinym vystlenim by mohly byt neZzadouci 2my elektroporovanych bR,

u kterych je pro expresi rekombinantnich praieiklicova spravna funkce T7 RNA
polymerazy. V pipact jejiho posSkozeni by byla absence overexprese mengmym
dusledkem.

Z korespondence s Dr. Kirillem Alexandrovem se zgdruhd varianta vystleni je
pravdépodobré skuténym divodem. Napovida tomu fakt, Ze v jejich labotatdoslo
k podobné situaci, kterou bylo moznore¥it pouzitim jiné linie transgenti. tarentolae
exprimujici T7 pol a tetracyklinovy represor. V gasné dob probihd piprava na
elektroporace navzaslané linid. tarentolae, ktera by ndla inducibilni overexpresi z tohoto

plasmidu podporovat.
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5. Shrnuti

V ramci této prace byly optimalizovany podminky tgackého zn&eni proteinu
béhem exprese L. tarentolae. Tento postup je zalozen na kultivaci inducibilng»@resniho
kmenelL. tarentolae v levném komplexnim BHI médiu dogmém isotopicky zngenymi
aminokyselinami. Ty jsou umysindodany do komplexniho média nedefinovaného slozeni
v nadbytku pevySujicim realnou p#gbu L. tarentolae. Do exprimovaného proteinu je tak
inkorporovana aminokyselina jak v zieme, tak i v mezri@né forng, coz by ndlo vést ke
sniZzeni senzitivity NMR experimentu. Tato zdanineévyhoda pouZiti BHI médiarfipznateni
je vSak vyvazena 2 — 3 nasobnym zvySeninganasti proteinu a hlawndesetinasobnym
snizenim nékladna gipravu vzorku ve srovnani $ide popsanym postupem /Niculae a kol.,
2006/. NMR spektralni analyza takto ziskaného Efeu ukazala, Zze mira zfemi je pl
dost&ujici k ziskani NMR spekter o dost&tém rozliSeni.

Zde prezentovany postup znamen&ppréni expresniho systému zaloZzenéhd.na
tarenolae k béZnému pouziti pro dely NMR spektralnich analyz rekombinantnich praiein
Ziskana data se stala podkladem plianek, ktery byl zaslan do Journal of Biomolecular
NMR.

DalSim cilem bylo posouzeni vhodnoktitarentolae k in-cell NMR spektroskopii.
Byl pripraven expresni vektor, ktery by¢humoznit vytvdeni transgenni linie. tarentolae
exprimujici calmodulin v dostateé mfe potebné pran-cell NMR spektroskopii. Tatéast
projektu jest nebyla doko#ena a v satasné dob probihaji pipravy na elektroporace név

zaslané linid. tarentolae.
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