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Cile prace
e Literarni reSerSe na téma: metabolismu nukleotidli u rostlin se zaméfenim na
metabolismus purinl, enzym adenosindeaminasa akéni v ném a moznosti

zvyseni exprese proteind.

e Optimalizace expresnich podminek pro gen At4g04880 z rostliny Arabidopsis

thaliana, za uc¢elem zvyseni vytézku exprese.

e Ziskani ¢isté ADA vhodnou purifikacni metodou.

e Optimalizace odstépeni SUMO Tagu z rekombinantni ADA.



1 UVOD

Nukleové baze, jakozto nezbytna soucast nukleovych kyselin, patii mezi
metabolismus je velmi intenzivné studovan. U vysSich rostlin dosud nebyly zcela
objasnény vSechny kroky metabolismu téchto latek. Stale se vénuje pozornost popisu a
charakterizaci enzymt ak¢nim v ném. Jednim z mala neprostudovanych enzyma u
rostlin je pravé adenosindeaminasa, kterd by mela byt pfitomna v takzvané recyklacni
draze, kde by spole¢né s adenindeaminasou mohly hrat vyznamnou roli. Tyto enzymy
se vyznacuji specifickymi rysy, které jsou spole¢né pro celou skupinu enzymil jim
podobnych. Mnoho téchto enzymi z riznych organizmi bylo ziskdno v rekombinantni
podobé a byla u nich vyfeSena jejich struktura. V odbornych ¢lancich vSak dosud
nebyly nalezeny zpravy o kvantitativni expresi a nasledné purifikaci rostlinné

adenosindeaminasy s umyslem krystalizace tohoto proteinu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Metabolismus purini a pyrimidini u rostlin

organizmech. Nejznaméjsi derivaty jsou pravé purinové (guanin, xantin, hypoxantin,
guanin) a pyrimidinové baze (uracil a thymin), (Obr. 1), které zajistuji ukladani
genetické informace v podobé molekul DNA v jadie bunky a dalSich organelach,
ptipadné v jejich transkriptech mRNA a tRNA.

Nukleotidy patii také mezi zakladni prekurzory pro syntézu vitaminu B —
riboflavinu, thiaminu a kyseliny listové (Hanson and Gregory, 2002; Herz et al., 2000).
Jsou také soucdsti mnoha koenzymii (napf. nikotinamidadenindinuklotid (NAD),
flavinadenindinuklotid (FAD), S-adenosylmethionin (SAM) ¢i acetylkoenzym A
(acetyl-CoA). Velmi vyznamnou roli v energetickém metabolismu vSech organismi
hraje adenosintrifosfat (ATP). Tato makroergni sloucenina predstavuje zdroj energie pro
bunécné pochody. Vytvafi se pfi respiraci a fotosyntéze, kdy vznikd z volného fosfatu a
ADP (adenosindinofosfat). Taktéz slouzi jako prekurzor pro vznik mnoha
makromolekul, jako jsou AMP-aktivované aminokyseliny (adenosinmonofosfat),
potfebné pro syntézu proteini, ADP-glukosa pro syntézu skrobu, a dalsi aktivované

monosacharidy pro vznik jinych polysacharidi.
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Obrazek 1 — Nukleové baze
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Nekteré nukleotidy jsou spojeny s tvorbou fytohormond, tzv. cytokinind, které
reguluji vyvoj rostliny a zajist'uji environmentalni odpovédi (Miller et al., 1955; Taya et
al., 1978). V signalnich drahdch mutze byt pfitomny cyklicky nukleotid, jakozto
druhotny posel (napi. cAMP (cyklicky AMP) nebo také AMP-ribosa), (Scheel, 1998).

Puriny a pyrimidiny jsou také zapojeny do vytvaieni druhotnych produktd, jako je
napiiklad kofein (Ashihara and Crozier, 1999) a ptedstavuji také regulatory syntézy
aminokyselin, fosfolipida, glykolipida, cukrt a polysacharidi.

Zastoupeni jednotlivych nukleotid v rostlinné bunce neni rovhomérné. Nejvice
prevazuje adenin v podobé ATP, ADP a AMP. Druhym nejcastéj$im nukleotidem je
uracil. Spole¢né jsou soucasti energetického a sacharidového metabolismu (Wagner and
Backer, 1992). V porovnani s adeninem pfiblizné 10-25% piedstavuje guanin a
nejmensi podil v rostlinné bufice zaujima cytosin. Obsah volnych nukleosidi a volnych
nukleovych bazi byva vétSinou maly (Stasolla et al., 2003).

Metabolismus nukleotidii se obecné sklada ze ¢tyf hlavnich procest: de novo
syntéza, recyklacni drdha, reakce fosfotranferds mezi purinovymi a pyrimidinovymi
nukleotidy a katabolismus nukleotidu (Zalkin and Nygaard, 1996; Bolt et al., 2003).
Jednd se o metabolické drahy, majici pro organismus limitujici vyznam. Enzymy
biosyntetickych drah jsou pfitomny ve vSech buiikdch minimalné v nizkych hladinach,
jelikoz jsou fazeny mezi zaklad bunéné aktivity. Konkrétné de novo syntéza je
lokalizovéana pravdépodobné v plastidech a recykla¢ni draha v cytoplasmé&. Tvorba
novych nukleotidi je =zahajena vobou piipadech vznikem 5-fosforibosyl-1-
pyrofosfatem (PRPP) z jednoduchych molekul jako je CO,, aminokyselina a 10-
formyltetrahydrofoldt (10F-THF). Tento druh syntézy je vSak velmi energeticky
naro¢ny, coz dokazuje spotfeba az 7 molekul ATP nebo GTP (guanosintrifosfat) na
syntézu jednoho nukleotidu. Oproti tomu recyklaéni draha vyZzaduje pouze hydrolyzu
jedné molekuly ATP (Moffatt and Ashihara, 2002).

Kroky jednotlivych drah jsou popsany jiz delsi dobu, avsak jejich regulace nebyla
jesté zcela objasnéna. Genetici a molekularni biologové se v posledni dobé snazi popsat
regulaci metabolickych drah jednotlivymi jejimi enzymy (Stasolla et al., 2003). U
regulace syntézy nukleotidi vysSich rostlin se pfedpoklada, Zze je znaén¢ podobna té u
bakterii, kvasinek a zvitat, u kterych jiz byla provedena modelova studie metabolismu.
Nejcastéji se jedna o alosterickou inhibici klicovych enzymi jednotlivych drah nebo

regulace na Urovni transkripce jednotlivych proteinli, coZ souvisi s rozdilnou
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subcelularni lokalizaci enzymt danych metabolickych pochodd (Zalkin and Nygaard,
1996; Henderson and Patison,1973; Zrenner et al., 2006).

2.1.1 De novo biosyntéza

2.1.1.1 De novo biosyntéza purini

Lokalizace de novo syntézy v prvnich deseti krocich, kdy vznikd inosin-
monofosfat (IMP), je s nejvétsi pravdépodobnosti v plastidech, coz bylo pro nékteré
enzymy experimentalné¢ dokdzédno (Hung et al., 2004). Potvrzuje to i N-termindlni
transitni sekvence, obsazena v genech kodujici tyto proteiny (Smith and Atkins, 2002).
U guanosinmonofosfatu (GMP) tyto sekvence nalezeny nebyly. Z tohoto divodu se
predpoklada, ze de novo syntéza xantinmonofosfatu (XMP) a GMP probiha v cytosolu
(Van der Graff at al., 2004; Cao a Schubert, 2001).

V rostlin¢ de novo syntéza probiha hlavné v pletivech se zvySenou mitotickou
aktivitou, tedy u buné€k intenzivné se délicich, kde je velka spotieba nukleotidt (Zrenner
et al., 2006). Mezi zakladni stavebni jednotky de novo syntézy purinovych nukleotidi se
tfadi glycin, aspartat, glutamin, ribosa 5-fostat, PRPP, hydrogen uhli¢itanovy aniont al0-
formyltetrahydrofolat.

Zacatek syntézy je katalyzovan enzymem amidofosforibosyltransferasa (EC
2.42.14), ktery pifevadi amidovou skupinu glutaminu na PRPP za vzniku
fosforibosylaminu (phosphoribosylamine, PRA). Tento krok je soucasti jak de novo
syntézy, tak recyklaéni drahy purinovych i pyrimidinovych nukleotidi. PRPP se
vyuzivd pro syntézu NAD, histidinu a tryptofanu a jeho hladina ovliviiuje velké
mnozstvi metabolickych drah. PRPP piedstavuje esencidlni latku a kazdy Zzivy
organismus obsahuje alesponl jeden gen kodujici enzym PRPP-synthetasu (EC 2.7.6.1),
(Krath and Hove-Jensen, 1999). Dalsi reakci je vytvofeni amidové vazby PRA
S glycinem za vzniku glycinaminoribonukleotidu (GAR) a soucasné hydrolyzy ATP,
ktera je katalyzovana enzymem GAR-synthetasa (EC 6.3.4.13). GAR-formyltransferasa
(EC 2.1.2.2) nasledné¢ umozinuje pfeménu GAR na formylglycinamid-ribonukleotid
(FGAR) ptrenosem aldehydické skupiny z 10F-THF za vzniku tetrahydroxyfolatu.
Navazuje na ni reakce, ktera je katalyzovana enzymem FGAM-synthetasou (EC6.3.5.3),
kdy dochézi k pfenosu amidové skupiny z glutaminu na FGAR za spotieby jedné
molekuly ATP, pticemz vznikd formylglycinamidinribonukleotid (FGAM). Piisobenim
enzymu AIR-synthetasa (EC 6.3.3.1) dochazi k odtrzeni molekuly za soucasné
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hydrolyzy ATP a za vzniku 5-amidoimidazol-ribonukleotidu (AIR), ktery je nasledné
karboxylovan diky HCOj3 aniontu a enzymu AlR-karboxylasy (EC 4.1.1.21) na 4-
karboxyaminoimidazol-ribonukleotid (CAIR). SAICAR-synthetasa (EC 6.3.2.6) na
vznikly produkt pfipoji aspartdit za soucasné hydrolyzy molekuly ATP. Vysledny
produkt této reakce je N-sukcinyl-5-aminoimidazol-4-karboxamid (SAICAR), z kterého
se poté odstépuje fumarat v katalyzované reakci adenylosukcinatlyasou (EC 4.3.2.2),
coz ma za nasledek vznik 5-amidoimidazo-4-karbaxamid-ribonukleotidu (AICAR),
(Obr. 2).

Ppi

- . " . < H,O
Glutamin  Glutamat @ oHyC oo N Glycin  10-Formyl THF THF Glutamin Glutamat 7
PRPPLZ» W GARLA FGAR FGAM AIR
(1) HO OH (2 3 (4) ®) HCo
PRA ATP ADP ATP ADP ATP ADPP
Pi Pi i (6)
CAIR
GMP ATP lutamat
i (7)
Glutamat +Pi ADP
(13) Pi
SAICAR
Glutamin ATP
XMP ®
NADH + H*
(2 Fumarat
NAD' o .
0 s N
- - BTy
j\ b2 HyN N
Aspartat NN @on,c
8, (10) 9 2 o
AMP<7—“ SAMP 1/ @ong_o <7— FAICAR —= ’/(—)\
HO OH
HO OH g AICAR
Fumarat GDP GTP i H,O THF 10-Formyl THF

Obrazek 2 — Schématické znazornéni de novo syntézy purinovych nukleotidi.

1) amidofosforibosyltransferasa; 2) GAR-synthetasa; 3) GAR-formyltransferasa; 4) FGAM-
synthetasa; 5) AIR-synthetasa; 6) AIR-karboxylasa; 7) SAICAR-synthetasa; 8)
adenylosukcinatlyasa; 9)  AICAR-transformylasa;  10)  IMP-cyklohydrolasa;  11)
adenylosukcinatsynthetasa; 12) IPM-dehydrogenasa a 13) GMP-synthetasa (pfevzato a
upraveno podle Stasolla et al., 2003).
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Posledni dva spoleéné kroky pro de novo syntézu purini jsou katalyzovany
jednim bifunkénim enzymem AICAR-transformylasou/IMP-cyklohydrolasou (EC
2.1.2.3, EC 3.5.4.10), (Zalkin and Nygaard, 1996). V prvnim kroku dochazi k ptenosu
aldehydické skupiny zdalsi molekuly 10F-THF na AICAR za tvorby 5-
formanoimidazol-4-karboxamid-ribonukleotidu (FAICAR), z kterého je v poslednim
spole¢ném kroku uvolnéna voda, pfi¢emz se spoji kruh za vzniku IMP. Z IMP mohou
byt vytvaieny dvé rizné finalni struktury a to AMP nebo GMP. Tvorba AMP probiha
pfipojenim amidové skupiny aspartaitu na IMP za hydrolyzy GTP a enzymatické
katalyzy adenylosukcinatsynthetasy (EC 6.3.4.4), pficemz vznikd sloucenina
adenylosukcinat (SAMP). Oddélenim fumaratu ze SAMP pomoci adenylosukcinatlyasy
(EC 4.3.2.2) je vytvoien pozadovany AMP. Enzym IPM-dehydrogenasa (EC 1.1.1.205)
katalyzuje pteménu IMP na xantinmonofosfat (XMP), ktery je soucasné oxidovan
NAD". Posledni reakci syntézy GMP je pienos amidové skupiny glutaminu na XMP za
hydrolyzy ATP a katalyzy GMP-synthetasy (EC 6.3.5.2).

2.1.1.2 De novo biosyntéza pyrimidini

Biosyntéza pyrimidinli je oznaCovana taktéz jako orotatovd draha a obvykle je
definovana jako vytvareni uridinmonofosfatu (UMP) z karbamoylfosfatu. Na zaklade
N-terminalni tranzitni sekvence se predpoklada, ze de novo syntéza je lokalizovana na
riznych mistech. Prvni tfi kroky probihaji v plastidech, ctvrty krok na vnitini
mitochondridlni membrané, kde je spojen s dychacim fetézcem. Lokalizace poslednich
dvou krokl nebyla je$té stanovena, ale ptedpoklada se plastidova nebo cytosolicka
lokalizace (Zrenner et al., 2006).

Jednotlivé reakce biosyntézy pyrimidinovych nukleotidll v rostlinach se zasadné
nelisi od ZivociSnych a mikrobidlnich (Wagner and Baker, 1992), avSak organizace,
kontrolni mechanizmus a subcelularni lokalizace enzymi je u rostlin odlisna. De novo
syntéza UMP se sklada ze Sesti krokt. V dalSich tfech krocich v§ak dochazi k proméné
UMP na cytosintrifosfat (CTP). U savcl a nékterych eukaryot jsou prvni tii enzymy
potiebné k syntéze spojeny v multifunkéni aparat zvany CAD protein, podle svych
pocatecnich pismen: karbamoylfosfatsynthetasa (EC 6.3.5.5),
aspartattranskarbamoylasa (EC 6.3.5.5) a dihydroorotasa (EC 3.5.2.3), (Christopherson
and Szabados, 1997). Nicmén¢ tento komplex nebyl pozorovan u rostlin (Moffatt and

Ashihara, 2002). Stejn¢ tak u nich byly popsany dva typy karbamoylfosfatsynthetas,
14



poskytujici substraty pro biosyntézu pyrimidini a argininu. U vysSich rostlin byl
identifikovan pouze jeden enzym, ktery ma nejspi$ bifunkéni charakter (Wagner and
Baker, 1992).

Mezi zékladni latky, potiebné k syntéze pyrimidinovych nukleotidl, patii
aspartat, glutamin, HCOj3', PRPP a energie v podobé ATP. Prvni reakci de novo syntézy
pfedstavuje  vznik karbamoylfosfatu z HCO; a glutaminu za katalyzy
karbamoylfosfatsynthetasou a soucasné hydrolyzy 2 molekul ATP. Vysledny produkt je
nasledné¢ konjugovan s aspartditem diky aspartattranskarbamoylase, za vzniku
karbamoylaspartatu, ktery je hned v dalS$i fazi cyklizovan dihydroorotasou na
dihydroorotat. Ten je pfeménén dihydroorotatdehydrogenasou (EC 3.5.2.3) na orotat a
souc¢asné redukce NAD". Patym krokem syntézy je piipojeni PRPP na orotat za vzniku
orotidin-5-fosfatu (OMP) pomoci orotat-fosforibosyltransferasy (EC 2.4.2.10). OMP
dale podléha dekarboxylaci enzymem orotidylatdekarboxylasa (EC 4.1.1.24), ktery
vytvaii uridinmonofosfat. Z UMP muze byt dale vytvofen pomoci tii enzymi UMP
kinasy (EC 2.7.4.22), nukleosiddifosfat kinasy (EC 2.7.4.6) a CTP synthetasy (EC
6.3.4.2) CTP, kdy nejprve dojde Kk pifipojeni dvou fosfati za vzniku UTP a naslednym
ptidanim aminoskupininy z glutaminu vznika CTP (Obr. 3).

HC03'
2ATP Glutamin
™

2ADP + P Glutamét (5 @)
Karbamoylfosfat Karbamoylaspartat Dihydroorotat
Aspartat pj H' H,0 NAD"*
(4)
NADH + H*
(0]
¢ ¢
HN™ CH 6) (5) HN™ TCH
L i r_ .
C.. _CH I’ O0=C._ _C-COO
N co, PPi PRPP
l Orotat
Ribosa-1-P
UMP
ATP i
7 C
™ - Glutamin @ Glutamat Hrl\l/ \”CH
8 =
UDP f({ uTP v (0] C\N/CH
ATP ADP ATP  ADP + Pi

Ribosa-3-P

Obrazek 3 — Schématické znazornéni de novo syntézy purinovych nukleotidi.

1) karbamoylfosfatsynthetasa; 2) aspartattranskarbamoylasa; 3) dihydroorotasa;, 4)
dihydroorotatdehydrogenasa; 5) orotat-fosforibosyltransferasa; 6) orotidylatdekarboxylasa; 7)
UMP kinasa; 8) nukleosiddifosfat kinasa a 9) CTP synthetasa (pfevzato a upraveno podle
Stasolla et al., 2003).
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2.1.2 Recyklace purinii a pyrimidini

Recykla¢ni draha vykazuje vyraznéj§i zmény v mechanizmech a regulaci u
prokaryot a eukaryot, zatimco u de novo syntézy jsou si mechanismy velmi podobné
(Moffatt and Ashihara, 2002; Kaferet al., 2004). Navic je recykla¢ni drdha vyuzivana
mnohem vice nez de novo syntéza, a to nejen z energetickych divodu, kdy na obnovu
AMP, GMP a dalSich je spotfebovana pouze jedna molekula ATP, ale také snizuje
hladinu purinovych bazi a nukleosid, které by mohly slouzit jako inhibitory v riznych
metabolickych cestdich (Moffatt and Ashihara, 2002). Pfi recyklaci jsou vyuzivany
samotné baze, nukleotidy a nukleosidy, které jsou vylouceny jako vedlejsi produkt
katabolismu nukleovych kyselin nebo bunééného metabolismu (metioninovy cyklus,
atd.). Napfiklad v obdobi germinace rostliny jsou uvolflovany baze a nukleosidy ze
zasobnich organd a jsou recyklovany, coz vyrazn¢ podporuje rychlost rustu rostliny
(Ashihaara and Crozier, 1999). Nejvice je recykla¢ni drdha vyuzivana ve stalych

pletivech, kde je témé&f neaktivni de novo syntéza (Zrenner et al., 2006).

2.1.2.1 Recyklace purint

Vyskyt vétSiny enzymu recykla¢ni drahy je piedpokladan v cytosolu (Allen et
al.,2002), avSak nékteré enzymy byly lokalizovany v mitochondriich (Hirose and
Ashihara, 1983) a plastidech (Ashihara and Ukaji, 1985). Adenin, guanin a hypoxantin
mohou byt ptimo pievedeny na AMP, GMP a IMP v katalyzované reakci pomoci
adeninfosforibosyltransferasy (EC 2.4.2.7) a hypoxantin/guaninfosforibosyltransferasy
(EC 2.4.2.8) za ptitomnosti PRPP.

Nukleosidy jsou pfeménény na AMP, GMP, IMP pomoci enzymi adenosinkinasa
(EC 2.7.1.20) nebo inosin/guanosinkinasa (EC 2.7.1.73) za hydrolyzy ATP. Tuto reakci
také provadi 1 nespecificka nukleosidfosfotransferasa (EC 2.7.1.77), ktera ptenasi fosfat
z jinych nukleosidmonofosfati. Zpétna tvorba nukleosidii je zprostfedkovana pomoci
enzymu adenosinfosforylasa (EC 2.4.2.-) a inosin/guanosinfosforylasa, které katalyzuji
reakci s volnou bazi s aktivovanou ribosou-1-P (Obr. 4). Tato cesta vSak neni rostlinami
moc vyuzivana oproti zivo¢ichiim. Aktivita enzymu je velmi nizka, a proto tato draha
vyrazné nezasahuje do recyklace purinti (Moffatt et al., 2000; Ashihara and Crozier,

1999; Wagner and Backer, 1992).
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Obrazek 4 - Schématické znazornéni recyklaéni drahy purinovych nukleotidi.

1)  adeninfosforibosyltransferasa; 2) hypoxantin/guaninfosforibosyltransferasa; 3)
adenosinfosforylasa; 4) adenosindhydrolasa; 5) adenosinkinasa; 6) nespecificka
nukleosidfosfotransferasa; 7) inosin/guanosinkinasa; 8) inosin/guanosinfosforylasa a

9) inosin/guanosinhydrolasa (pievzato a upraveno podle Stasolla et al., 2003).

Rostliny maji schopnost recyklovat nebo degradovat jak nukleosidy, tak nukleové
baze. Klicovymi enzymy, fidicimi pomér mezi recyklaci nukleosidi nebo jejich dalsim
rozkladem, jsou pravé nukleosidhydrolasy (Zrenner et al., 2006). Tyto enzymy
hydrolyzuji N-glykosidickou vazbu nukleosidii za vzniku volné baze a ribosy. Volné
baze mohou dale podléhat katalytickym reakcim. Nukleosidhydrolasy byly jiz popsany
u prvokt a kvasinek (Magni et al., 1975; Shi et al., 1999) a v posledni dob¢ také u
rostlin (Jung et al.,, 2009). Katalytickou reakci pomoci guonosindeaminasy (EC
3.5.4.15) nebo adenosindeaminasy (EC 3.5.4.4) je mozné ziskat z guanosinu nebo
adenosinu produkty, jako jsou xanthosin a inosin. Experimentalné byla prokazana
Vv rostlinaich zatim jen guonosindeaminasa. Adenosindeaminasy obecné v rostlinach
prokazany nebyly, avSak v genové databazi Arabidopsis thaliana byl nalezen gen
(At4g04880), ktery sdili velkou sekvencni homologii s rodinou adenosindeaminas
(Pospisilova and Frébort., 2007).

2.1.2.2 Recyklace pyrimidint

Piedpokladany vyskyt t€chto enzymu je v cytoplazmé nebo v plastidech, avsak
experimentalné to nebylo dok4zano (Schmid et al., 2005). U pyrimidint jako jediny
uracil mize byt preveden piimo na UMP pomoci enzymu uracilfosforibosyltransferasa

(EC 2.4.2.9) za spotteby jedné molekuly PRPP.
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Obrazek 5 - Schématické znazornéni recyklaéni drahy pyrimidinovych nukleotidi.
1) uracilfosforibosyltransferasa; 2) uridinkinasa; 3) nespecificka nukleosidfosfotransferasa;
4) uridinfosforylasa a 5) uridinhydrolasa (pievzato a upraveno podle Stasolla et al., 2003).

Pro cytosin nebyla podobna reakce u rostlin prokazana (Moffatt and Ashihara,
2002). Avsak u nékterych mikroorganizmt mize byt cytosin pieveden na uracil pomoci
cytosindeaminasy (EC 3.5.4.1) nebo az na UMP (Ipata et al., 1971; Katsuragi et al.,
1986).

Pyrimidinové nukleosidy uridin, cytidin, a thymidin mohou byt pfeménény na
jejich pfislusné nukleotidy UMP, CMP, a dTMP pomoci enzymi uridin/cytidinkinasa
(EC 2.7.1.48), thimidinkinasa (EC 2.7.1.21) nebo pomoci nespecifickych
nukleosidfosfotransferas (Obr. 5).

2.1.3 Katabolismus purint a pyrimidina

Jelikoz jsou rostliny béhem svého zivota odkazany na piijem Zivin obsaZenych v
jejich stalém stanovisti, které je uréitym zpisobem nutri¢né vybaveno, musi hospodafit
s dostupnymi latkami zcela jinak, nez jak je to tieba u zivocicht a dalSich organizmii.
Limitujicim prvkem pro vyvoj rostliny je dusik, a proto 1 jeho metabolické drahy budou
uzpiisobeny tak, aby se jim co nejvice Setiilo. Napiiklad u zivoc€ichl je vyslednym
produktem katabolismu purint kyselina mocova. U rostlin je vSak dale degradovana na
alantoin, kyselinu allantoovou a mocovinu. Tyto latky mohou byt ukladany v riznych
organech (napt. kofeny) a nasledné€ translokovany do jinych organovych casti rostliny,
kde jsou kompletné degradovany na CO, NHj a glyoxalat. U bobovitych rostlin jsou
tyto meziprodukty zasobni formy dusiku (Smith and Atkins, 2002).
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2.1.3.1 Katabolismus purini

Zakladni spole¢nou slouceninou, na kterou se musi vSechny purinové baze
nejprve premenit, aby mohlo dojit k jejich dalsi degradaci, je xantin. AMP je nejdiive
Stépen na IMP pomoci enzymu AMP-deaminasa (EC 3.5.4.6), kdy dochazi k deaminaci
na purinovém kruhu. IMP miZze byt ndsledné odbourdan dvéma cestami, a to bud’
zruSenim N-glykosidické vazby mezi purinovym kruhem a ribosa-1P enzymem 5'
nukleosidasou (EC 3.1.3.5) ¢i fosfatasami (EC 3.1.3.-) za vzniku inosinu nebo mutize byt
IMP katalyticky pfeveden na XMP enzymem IMP-dehydrogenasou (EC 1.1.1.205).
XMP je zbaven ribosa-1-P diky 5'nukleosidase nebo nespecifickym fosfatasam za
vzniku xantosinu, ktery je dale inosin/guanosinnukleosidasou (EC 3.2.2.2) pfeménén na
xantin. Inosin vznikly prvni drdhou je inosin/guanosinnukleosidasou pfeménén na
hypoxantin a nasledné na xantin xantindehydrogenasou (EC 1.1.1.204), (Obr. 6).

Posledni purinova baze v podobé GMP zacina byt metabolizovana enzymem 5'
nukleosidasou nebo fosfatdsou, coz jsou stejné enzymy jakou u prvniho kroku
degradace IMP a XMP na guanosin. V rostlinach dochazi k pfeméné guanosinu bud’ na
xantosin diky guanosindeaminase (EC 3.5.4.15), nebo je dale degradovan jiz
zminovanymi enzymy (Obr. 6) na guanin, ktery je diky dal$imu rostlinnému enzymu
guanindeaminasa (EC 3.5.4.3) pfimo pfeveden na poZadovany xantin (Ashihara et al.,
1997). Enzymy adenosindeaminasa a adenindeaminasa u degradace AMP v rostlinach
pfitomny nejsou, a proto je hlavnim reguldtorem degradace AMP aktivita AMP-
deaminasy (Moffatt et al., 2000).

Dalsi osud xantinu je fizen enzymem xantindehydrogenasou, pfi némzZ vznika
oxidativni ¢innosti kyselina mocova, ktera je ihned pfeménéna urikasou (EC 1.7.3.3) na
allantoin. Ten je nésledné degradovéan na allantoat pomoci allantoinasy (EC 3.5.2.5).
Allantoat muze byt dale odbourdvan dvéma zplsoby, znichz jeden je pouze
hypoteticky. Prvni je katalyzovana reakce s allantoicasou (EC 3.5.3.4) za vzniku
mocoviny a ureidoglykolatu, ktery je dale degradovan na glykolat enzymem
ureidoglycolatlyasa (EC 4.3.2.3). Druhou piedpokladanou variantou je vznik CO,, NHs
a ureidoglycinu z allantoatu diky allantoindeaminase. Ureidoglycin je nasledné

deaminovan pomoci ureidoglycinaminohydrolasy a vznika ureidoglykolat.
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Obrazek 6 - Schématické znazornéni katabolické degradace purinovych nukleotidii.

1) AMP-deaminasa; 2) IMP-dehydrogenasa; 3) 5' nukleosidasa nebo fosfatasa; 4)
inosin/guanosinnukleosidasa; 5) guanosindeaminasa; 6) guanindeaminasa; 7)
xantindehydrogenasa; 8) urikasa; 9) allantoinasa; 10) allantoicasa; 11) ureidoglycolatlyasa; 12)
ureasa; 13) allantoindeaminasa; 14) ureidoglycinaminohydrolasa a 15) ureidogylkolathydrolasa
(pfevzato a upraveno podle Stasolla et al., 2003).

Posledni reakci je degradace této latky na CO,;, NH; a glykolat katalyzou
ureidogylkolathydrolasou. Uvolniované latky mohou byt v§ak znovu fixovany (Stasolla
et al., 2003).

Piedpokladana lokalizace enzymi katabolismu purini na kyselinu mocovou je
Vv cytosolu, jelikoz nebyly nalezeny Zadné transitni sekvence, které by specificky
enzymy odvadély do jinych casti buiky (Hesberg et al., 2004). Enzymy ptevadéjici
mocovinu aZ na allantoat maji N-termindlni transportni sekvenci smétujici enzymy do
peroxisomu a endoplazmatického retikula. V posledni dobé nékolik studii poukazuje na
to, ze po vytvoreni alantoinu v peroxisomu pokracuje degradace rostlinnych purinti

v endoplazmatickém retikulu (Werner et al, 2008; Serventi et al, 2010).

2.1.3.2 Katabolismus pyrimidini

Degradace pyrimidinovych nukleotidli za vzniku jejich nukleovych bazi se déje
prosttednictvim nukleosidii. VSechny nukleotidy jsou nejprve pfevedeny na jejich
ptislusny nukleosid pomoci enzymt 5' nukleosidasy nebo nespecifickymi fosfatasami
stejn¢ jako u purinl. Cytidin je deaminovan prostiednictvim cytidindeaminasy (EC
3.5.4.5) na uridin. Tato reakce je nezbytnd k dalSimu pokracovani pyrimidinového
skeletu, jelikoZ v rostlinach neni pfitomna cytosindeaminasa, ktera by metabolizovala

vznikly cytosin. Vznikly uridin je podroben katalyze uridinnukleosidasou (EC 3.2.2.3),
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kterd vytvaii uracil. Ten je redukovan diky nikotinamiduadenindinukleotidfosfatu
(NADPH) a dihydrouracildehydronasou (EC 1.3.1.2) za uvolnéni dihydrouracilu.
Piedposlednim krokem je tvorba 5,6-dihydrouracilu dihydropyriminasou (EC 3.5.2.2).
Zavéreénou reakci je pak vznik f-alaninu, CO, a NH3 pomoci enzymu j-
ureidopropionasy. Prepoklada se, ze degradace uracilu je dulezitym zdrojem alaninu
jako prekurzoru pro pantothenat, ktery je soucasti koenzymu A (Katahira a Ashihara,
2002). Thymidin je stejn¢ tak degradovan jako uridin, kdy je St€pen nukleosidasou a
dal$imi enzymy jako u cytidinu aZ na vysledné produkty 2-methyl-B-alanin, CO, a NH3
(Obr. 7).

Katabolismus je lokalizovan v cytosolu, jelikoz nebyly nalezeny tranzitni
sekvence pro chloroplasty nebo mitochondrie. Exprese genti pro katabolické enzymy je
koordinovana s expresi genti kodujici de novo syntézu a recykla¢ni drahy. Homeostaza
pyrimidind je vrostliné udrzovana v zavislost sménicimi se naroky jejich

metabolickych drah (Zrenner et al,. 2009).
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Obrazek 7 - Schématické znazornéni katabolické degradace pyrimidinovych nukleotidu.
1) 5' nukleosidasa nebo nespecificka fosfatasa; 2) cytidindeaminasa; 3) uridinnukleosidasou; 4)
dihydrouracildehydronasa; 5)  dihydropyriminasa;  6)  B-ureidopropionasa a 7)
thyminnukleosidasa (ptevzato a upraveno podle Stasolla et al., 2003).
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2.2 Adenosindeaminasy
2.2.1 Charakterizace adenosindeaminas

Adenosindeaminasy patii mezi takzvané amidohydrolasy (EC 3.5.4.-), které se
vyznacuji né€kolika specifickymi rysy. Nejzédkladnéj§Sim rysem je pfitomnost
specifického centra, které obsahuje binukledrni nebo mononuklearni misto pro kov,
s typickou ,,a/B-barelovou® strukturou. Ta je napiiklad u mysi adenosin deaminasy
(ADA, EC 3.5.4.4), tvofena osmi centralnimi B-skladanymi listy a osmi perifernimi o-
helixy. Jak jiz bylo naznaCeno, vSechny amidohydrolasy, véetné ADA, jsou
metaloenzymy, které ke své enzymatické aktivité vyzaduji pfitomnost atomu kovu.
Aktivni misto ADA obsahuje jeden dvojmocny atom zinku a je lokalizovano v duting 3-
barelu na C-terminalnim konci (Pospisilova et al., 2008).

ADA Kkatalyzuje ireverzibilni deaminaci adenosinu a 2’-deoxyadenosinu na
vysledné produkty inosin nebo deoxyinosin za uvolnéni amoniaku a spotieby jedné
molekuly vody (Obr. 8). Tato reakce je exergonicka a neni zde zapotiebi hydrolyzy
ATP. Reakce by bez katalyzy sama neprob¢hla, jelikoZz aminoskupina adeninu v poloze
6 prispiva k celkové stabilité této latky (Brdandén, 1991). Prvnim krokem pfemény je
nukleofilni piiblizeni polarizované molekuly vody pomoci atomu Zn®** do polohy
6C adenosinu za tvorby tetraedrického intermedianu. Nasledné¢ je aminoskupina
adenosinu protonovana a odstépena jako volny NHj, za soucasného rozpadu vzniklého
pfechodného stavu. Poté je uvoliiovan inosin z aktivniho mista enzymu a dochazi
k dalsi polarizaci zinku nové ptichozi molekulou vody (Obr. 9). Katalyze napomahaji
taktéz aktivni rezidua aminokyselin specifickych pro danou ADA, které interaguji
se substratem a tim sniZuji vyslednou energii potiebnou k vytvofeni tranzitniho stavu a

dal$im pfeménam substratu.
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Obrazek 8 — Deaminace adenosinu
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Obrazek 9 - Schématické znazornéni jednotlivych kroki reakéniho mechanismu

deaminace adenosinu enzymem ADA (pievzato od Sideraki et al., 1996).

Adenindeaminasa (ADE) a AMP-deaminasa jsou enzymy, které maji velmi
podobny enzymaticky mechanismus jako ADA. ADE katalyzuje pfeménu adeninu na
hypoxantin a AMP-deaminasa tvorbu IMP z AMP. Spole¢né jsou tyto tii enzymy
aktivni v metabolismu purinovych nukleotidii. Konkrétné ADA a ADE v recykla¢ni
draze a AMP deaminasa je nejvice aktivni v katabolismu nukleotidti (viz kapitola
2.1.2.1), kde celkové udrzuje hladinu adeninovych nukleotidii v eukaryotnich bunikéch
(Chapman et al., 1973).

Nedavna fylogenetickd analyza aminokyselinovych sekvenci riiznych genovych
produkti podporuje vznik adenyl-deaminasové rodiny, do které patii ADA, AMP
deaminasa, ADE, ADA podobné proteiny (ADAL, ADA-like) a rtstové faktory
podobné ADA (ADGF, ADA-related growth factor), které se vyskytuji u bezobratlych.
Proteiny patfici do této skupiny se vyznacuji novym strukturnim motivem ozna¢ovanym

MPKG, ktery se sklada z methioninu (leucinu nebo isoleucinu), prolinu, lysinu a
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glycinu. Taktéz ve vSech péti subrodinach jsou zachovana stejna katalyticky aktivni
rezidua (Maier et al., 2005).

ADA byla nalezena v Siroké $kale prokaryot a eukaryot (hmyz, niZ8i obratlovci,
ryby, savci €i rostliny). Dosud bylo popsano né€kolik podtiid téchto enzymt a se znalosti
plnych genomovych sekvenci se daji identifikovat geny kodujici tyto enzymy (Maier et
al., 2005). Nckteré proteiny vyskytujici se u téchto organizmti vykazuji podobnou
aktivitu jako ADA, avSak nepatii do tfidy klasickych ADA (EC 3.5.4.4). Mohou to byt
ADA regulacni proteiny (pouze u prokaryot) s rozdilnymi konzervovanymi doménami
(EC 2.1.1.63) a tRNA specifické adenosindeaminasy (ADAT), (PospiSilova and
Frébort, 2007). ADAT byly prvni RNA upravujici enzymy, které byly identifikované
v Escherichia coli (Wolf et al., 2002). ADAR (ADA puisobici na RNA) ma schopnost
pifimo deaminovat adenosiny v fetézci RNA a pfevést je na inosin. Tyto enzymy se

vyskytuji pouze u zvifat, v jinych organizmech nejsou znamy (Keegan et al., 2004).

2.2.2 Substraty, aktivujici latky a inhibitory adenosindeaminas

Pfirozenymi substraty pro ADA jsou adenosin (Ataie et al., 2004) a adenin
(Nygaard, 1978). Dokazi v§ak metabolizovat i derivaty pfirozenych substratu, jako jsou
2’- deoxyadenosin (Tsukada and Yoshino, 1980), 2°, 3’- deoxyadenosin (lwaki-Egawa
and Watanabe, 2002), 3"-deoxyadenosin (Nygaard, 1978), adeninarabinosid (Ling et al.,
1991), isopropylidenadenosin (Pickard, 1975), 5'- AMP (Jun et al., 1994), 2’-dAMP
(Rosinova et al., 1978). ADA také katalyzuji pfeménu adenosin-3"-monofosfatu (Jun et
al., 1991), cAMP (Jun et al., 1991), ADP a ATP (Jun et al., 1994), dvouretézcové RNA
(Hough and Bass, 1994) ¢i tRNA (Keegan et al., 2000). Taktéz bylo dokazano, ze ADA
jsou schopné metabolizovat 6-chlorosubstitované derivaty jako 2-amino-6-
chloropurinribosid (Pickard, 1975) a 6-chloropurinribosid (Lupidi, 1998) nebo jiné
purinové slouceniny, napiiklad 6-methoxypurinribosid  (Lupidi, 1998), 6-
methylaminopurinribonukleosid (Nygaard, 1978) a formycin A (Tsukada and Y oshino,
1980).

Pro spravnou ¢innost nékterych ADA riznych organizmi je zapotiebi pfitomnost
iontd kovu vrozmezi urCitych koncentraci. Napiiklad u Aspergillus terricola se
mnohonasobné zvétsi aktivita ADA, po pridani MgCl, a CoSO, (Abu-Shady et al.,
1994). Neptitomnost amonného a draselného kationtu ma negativni vliv na aktivitu

ADA z Bacillus cereus, které mohou vyustit az v nevratnou ztratu aktivity tohoto
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enzymu. Naopak v optimalnich koncentracich tyto kationty stabilizuji ¢innost této ADA
(Gabellieri et al., 1986). Déle bylo zjisténo, Ze ionty Fe** a Sn®* podporuji enzymatické
reakce ADA u Nocardioides sp. J-326TK (Jun et al., 1994) a Streptomyces sp. (Jun et
al., 1991). 1 u dalSich organizmi byly popsany latky podporujici aktivitu ADA,
napiiklad u Argopecten irradians concentricus jsou to chlorid amonny a siran amonny
(Harbison and Fisher, 1973), u Candida albicans jsou to 8-aza-adenin, adenin, AMP,
ATP, IMP, N-acetyl-D-glukosamin a inosin (Challa et al., 1999) a u Mus musculus byl
prokazan vliv dibutyryl-cCAMP (Singh and Sharma, 2000).

Hodnoty pH a teploty pro optimdlni aktivitu riznych ADA se vyrazné lisi u
riznych organizmii. VétSinou se hodnoty pH lisi v rozmezi 5-8 (PospiSilova and
Frébort., 2007). Rozsah pH, pii némz byla jesté zachovana enzymaticka aktivita, byl
zkouman pro ADA z Bos taurus a odpovidal hodnotam pH 5-9. Taktéz u Candida
albicans byla hodnota stanovena vrozmezi pH 4-8 (Challa et al., 1999) a u
Streptomyces sp. na 3,5-5,5 (Jun et al., 1991). Teplotni optimum se nachéazi mezi 25°C
u Camelus dromedaries az 55°C po rozdil jednoho stupné u Streptomyces sp. (Jun et al.,
1991).

Pro ADA bylo popsano také velmi Siroké spektrum inhibitor. Naptiklad u ADA
z kvasinky Candida albicans byly prokazany inhibi¢ni G¢inkyl-methyl-adenosinnem,
AMP,  p-chloromercuriobenzoatem, p-hydroxymercuribenzoovou  kyselinou a
theofylinem (Challa et al., 1999). Inhibice ADA z Plasmodium falciparum, ktery
zpusobuje malarii, je prokazana 2,6-diaminopurinem, 6-methylaminem, 6-ribosidem a
kordycepinem (Daddona et al., 1984). Inhibi¢ni ti¢inky vici lidskym i dalsim ADA byly
prokazany pro latky jako 1,6-dihydro-6-(hydroxymethyl)purinribosid a koformycin,
které zpasobuji zménu konformace proteinu (PospiSilova and Frébort, 2007) ¢i 2'-
deoxykoformycin (DFC) a erythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl)-adenin hydrochlorid (Iwaki-
Egawa and Watanabe, 2002). Koformycin 1 DCF jsou pfirozené se vyskytujici
inhibitory, které se velmi silné vazou na ADA, pfiCemz tahle interakce je téméf
nevratna a dochazi pfi ni k napodobovani pfechodného stavu ADA, a proto se jedna 0

analogy prechodového stavu (Agarwal et al., 1977).

2.2.3 Proteinova struktura skotu, myssi a dalSich adenosindeaminas

Krystalova struktura byla vyfeSena pomoci rentgenostrukturni analyzy pouze u

ADA ze skotu a mysi ADA (Obr. 10, 11), (Kinoshita et al., 2003; Wilson et al., 1991).
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Sekvencéni homologie aminokyselinové sekvence skotu a mysi ADA je ptiblizné 85% u
skotu a lidské ADA 91% a nejméné¢ si je podobnd mysi a lidska ADA 83%. Zejména
jsou zachovany rezidua aminokyselin v okoli aktivniho mista ze skotu a lidské ADA,
coz znamend, Ze jsou si funkéné velmi podobné a zaménitelné. Naopak aktivni misto
mysi ADA, oproti t¢émto dvou relativné identickym enzymuaim, je strukturné odlisné diky
jedné mutaci, kterd se nachazi ve strukturné dulezitém misté, konkrétné na konci
pohyblivé casti aktivniho mista tvofici uzaviratelnou zaklopku chranici navézany

substrat.

Obrazek 10 — Trojrozmérné znazornéni Struktury rekombinantni mys$i ADA se
substratem 6-hydroxy-7,8-dihydropurinnukleosid navazanym v aktivnim misté (pfevzato
od Wilson et al., 1991).

Obrazek 11 — Trojrozmérné znazornéni struktury rekombinantni ADA ze skotu se
substratem 6-hydroxy-7,8-dihydropurinnukleosid (HDPR) navazanym v aktivnim misté
(pfevzato z PDB, zkratka 1IKRM).
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Mysi ADA je vytvaiena jako monomer, sklédajici se z a/p-barelt. Ty jsou sloZeny
Z osmi centralnich B-listl a osmi okrajovych a-Sroubovic. Celkova hmotnost enzymu je
40 kDa. Sekundarni struktura zahrnuje dalSich 5 a-helixd, z nichz tfi jsou umistény na
C-terminalnim konci o/f barelu mezi B; a aj. Dal§i dva helixy tvofi antiparalelni
smycku na opaéném konci o/f barelu (Sharff et al., 1992; Wilson et al., 1991). Aktivni
misto obsahuje zinkovy kofaktor, ktery se nachazi v dutiné p-barelu na C-terminalnim
konci. Po navazani substratu dochazi k uzavieni zaklopky, ktera brani pfistupu
rozpoustédla a dalSiho substratu. Tercidlni struktura ADA se oznacuje terminem TIM-
barel a byla pojmenovana podle prvni nalezené struktury, kterd se vyskytuje u
trifosfatisomerasy. VSechny tzv. ,,TIM-barel enzymy* maji aktivni misto v B-fetézci na
C-terminalnim konci a mnoho z nich ma flexibilni B/a smycky pro ptikryti aktivniho
mista (Wierenga et al., 2001). Bylo dokazano, Ze tyto struktury déavaji ptednost
negativné nabitym substratim (Copley and Bork, 2000).

Iont zinku je koordinovdn c¢tyfmi aminokyselinovymi rezidui: Hisl5, Hisl7,
His214 a Asp295 (Obr. 12, 13). Pii navazani substratu dochazi k polarizaci molekuly
vody za ucasti iontu zinku a Asp295 a nasledné k deaminaci adenosinu (viz kapitola
2.2.1). Jakakoliv mutace, kterd narusi koordinaci vySe uvedenych aminokyselinovych
rezidui, vede ke ztraté aktivity, a tedy nefunk¢nosti enzymu (Raychaudhuri et al., 1997;
Wilson et al., 1991).

Wat437 »

Gly184

Obrazek 12 — Znazornéni aktivniho mista mysi ADA s navazanym substratem HDPR
(ptevzato od Wilson et al., 1991).
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Obrazek 13 — Znazornéni tetraedralni koordinace zinku v mys$i ADA (pfevzato od Wilson
etal., 1991).

Pti modelovani proteinové struktury ADA ze skotu se vychazelo z jiz kompletni
struktury mysi ADA. Pouziti této struktury vSak nevedlo k dokonalému vyteSeni
struktury ADA ze skotu, coz bylo pravdépodobné zptisobeno malymi rozdily ve sbaleni
krystalii, které vedou ke znaénym konformacnim zménadm. Hlavni strukturni motiv
zustal stejny jako u mysi ADA, a to tzv. TIM barel. Zinek je v této struktufe taktéz
koordinovan ¢tyfmi aminokyselinami His12, His15, His211, Asp292. Aktivni misto
zkoumané u obou typu vykazuje v komplexu s 6-hydroxy-1,6-dihydropurinoribosidem
velikou podobnost (Obr. 14). Jedind zaznamenana zména byla piitomnost vika
tvofenym dvéma leuciny (Leu55, Leud9), které méni své konformace vzhledem
k probihajicim reakcim a tim chrani nebo uvoliuji jiz pfeménény substrat (Kinoshita et

al., 2003).

His12 Hisl5
Asp296 o .
N P v L His211
. B Zn? ...
Hisl4 \XIH‘ 0 OH -O\>//Asp292
I;N HO-------+- OH
o N 27\ HO
‘ NH--__ Glu214
L e g
0 +QH  OH :'
Asplé o X NH
Wat569 Glyl181

Obriazek 14 - Znazornéni aktivniho mista ADA skotu s navazanym substratem HDPR
(ptevzato od Kinoshita et al., 2003).
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2.2.4 Porovnani lidské a rostlinné adenosindeaminasy

U savcu je ADA distribuovana ve vétSiné tkani, kde zastava dulezitou funkci
V metabolismu purint a je dilezitou soucasti imunitniho systému. Jsou znamy dva rizné
izoenzymy ADA1 a ADA2, které jsou kodovany rozdilnymi geny. U lidi je témét
veskerd aktivita pri¢itana ADAI, jelikoz ADA2 se nachézi ve velmi malych mnozstvich
V séru a muze byt produkovana monocyty (Zavialov et al., 2005). Nejveétsi aktivita
ADAL1 byla detekovana v brzliku a dvanactniku (Aronow et al., 1992). Nedostatek
tohoto enzymu se miize u lidi projevovat jako tézka kombinovand imunodeficience
(SCID — Severe Combined Immunodeficiency Diseases). Ta je zplsobena tim, Ze
hromadici se latky pasobi toxicky na vyvoj T a B lymfocytt. U jedinci trpicich touto
nemoci se vyskytuji opakované infekce. Celkové jejich organismus neprospiva, coz ma
Casto za nasledek umrti okolo jednoho roku zivota, neni-li tato autozomalné recesivni
choroba zavcas diagnostikovana a léCena (Gaspar et al., 2006). Mutace vedouci
k nadmérné expresi ADA1 mohou zpusobovat hemolytickou anémii. N&které prace
ukazuji, ze mutace na druhé alele (ADA2) mohou vést k autismu (Persico et al., 2000).

Gen kodujici ADAL1 je tvofen celkem 32213 bp a 11 introny. Je pfitomen na 20.
chromozomu (20912-q13.11) a ptiblizné 4,53% tvoii kodujici sekvence z kompletniho
genu. ADA?2 je lokalizovana na chromozomu 22 (22q11.2) a je tvotena 40795 bp. Tyto
proteiny nélezi do metalo-dependentni hydroldzové nadceledi adenosindeaminas a sdili
taktéz jejich typickou konzervovanou doménu c¢d01320 (Pospisilova and Frébort, 2007).

Existuje jen velmi malo informaci o rostlinné ADA. V genomové databézi
Arabidopsis thaliana a i jinych rostlin jsou ptitomny domnélé kodujici geny tohoto
enzymu. U vétSiny z nich vSak nebyly ziskdny odpovidajici proteiny a taktéz nebyla
provéiena jejich aktivita vici adenosinu a dalSim substratim Nékteré ¢lanky spekuluji,
zda je u rostlin viibec pfitomna ADA (Gowda et al., 2007; Xu et al., 2005) nebo
shledavaji jeji aktivitu pfili§ nizkou a za hlavni enzym recyklac¢ni drahy Vv rostlindch
povazuji adenosinkinasu (Moffatt and Ashihara, 2002). Hypotetické produkty
rostlinnych genli odpovidaji adenosinovym/adenosinmonofosfatnovym konzervovanym
cd00443 doménam, které jsou odlisSné od cd01320 prezentovanym V jinych ADA,
pfitomnym napiiklad u nékterych prokaryotickych a eukaryotickych enzymu
anotovanych jako ADA, ADE, AMP deaminasa nebo ADA podobné proteiny.
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Obrazek 15 — Porovnani aminokyselinové sekvence mezi jednotlivymi organismy (pievzato

od Pospisilova and Frébort, 2007).

Na urovni aminokyselinové sekvence ukazuji domnélé rostlinné enzymy uzky
vztah mezi sebou, pficemz se pomérné lisi od ADA jiného plivodu, a to zejména od téch

z mikroorganizmu (PospiSilova and Frébort, 2007), (Obr. 15).

2.2.5 Pfedchozi provedené prace s rostlinnou ADA

Jak jiz bylo uvedeno, o rostlinnych ADA neni publikovdno mnoho védeckych
praci, i pfes vyskyt geni kodujicich tyto domnélé enzymy. Dfive se jiz danou
problematikou zabyvala Mgr. Hana Pospisilova Ph.D., ktera vybrala z genomové
databaze Arabidopsis thaliana zkoumany gen At4g04880, ktery je zaznamenan jako
domnéla ADA. Tento gen byl amplifikovan a klonovan do vektorti pDrive, pET100/D-
TOPO a pET151/D-TOPO. Pro expresi byly pouzity bakterie E. coli BL21(DE3
StarTM), do nichz byly vektory transformovany. Ziskany protein byl zhodnocen
pomoci metody SDS-Page a pro nasledné ovéfeni identity pomoci hmotnostni
spektrometrie (MALDI-TOF) a purifikovan pomoci Ni-NTA agarosy. Po ziskani
¢istého proteinu byla méfena jeho aktivita, kdy byl hledan pfirozeny substrat s nejveétsi
afinitou a taktéZ byla zkouSena hypotéza Stépeni ne¢kterych cytokininti (napf. kinetin, m-
topolin, trans-zeatin, olomoucin a dalsi), které obsahuji ve své struktuie adenin jakozto
jeden ze substratd pro ADA. Ze ziskanych vysledkd byla provedena biochemicka
charakterizace proteinu (Tab. 1, 2).
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Tabulka 1 — Biochemicka charakterizace predpokladané rostlinné ADA (pfevzato a
upraveno z Pospisilova et al., 2008).

Molekulova hmotnost 39947
pH optimum 6,7 *1
Teplotni optimum (°C) 30
Specificka aktivita (nkat/mg) 0,12%§
Km (uM) -
Keat (57) 0,005F
Kea/ KM -

*Provadéno v 0,2 M fosfatovém pufru, pfi teplotnim optimu

1 Adenin byl pouzit jako substrat

i Provadéno v 0,2 M fosfatovém pufru pii pH optimu

§ Provadéno s 0,033 mM adenosinem a v 0,2 M fosfatovém pufru (pH 6,7) pti 30°C

** Adenosin byl pouzit jako substrat, provadéno v 0,2 M fosfatovém pufru (pH 7,0) pii 37°C

Spolu s timto rostlinnym genem byly taktéZ zkoumany dva geny kvasinkovych
ADE (Saccharomyces cerevisiae a Schizosaccharomyces pombe). Proméfena byla
taktéz substratova specifita lidské ADA1 (Pospisilova et al., 2008).

Vytéznost exprese s naslednou purifikaci byl pomérn€ maly a purifikovany
protein, ktery vykazoval velmi nizkou aktivitu, a to bez zjevné preference
ke zkoumanym substratim. D4 se tedy fici, Ze oproti ziskanym kvasinkovym enzymim,
které¢ vykazovaly zjevnou substratovou specifitu, byla rekombinantni ADA neaktivni.
Ma prace navazuje na tento védecky clanek s ukolem zvySeni exprese a nalezeni

optimalnich podminek pro expresi tohoto proteinu, ktery bude nasledné krystalizovan.

Tabulka 2 — Relativni reakéni rychlost rostlinné ADA (pfevzato a upraveno z PospiSilova et
al., 2008).

Substraty Relativni reak¢ni rychlost v %
Adenin 100
Adenosin 30
AMP 56
ATP 68
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2.3 ZvySeni exprese rekombinantnich proteini
2.3.1 Moznosti a obecné informace o expresi rekombinantnich proteini

Je znamo mnoho proteint, které se uplatituji jak v klinické, tak priimyslové sfére,
avsak jejich ptirozeny vyskyt je velmi nizky. Produkce rozpustnych rekombinantnich
proteinli je dilezitd pro strukturné-funkéni analyzu a terapeutickou aplikaci. Pro
farmaceutické uCely musi byt u proteinu kvantitativni exprese s naslednou kvalitativni
purifikaci, pficemz protein musi mit pozadované farmakokinetické a fyzikalné-
chemické vlastnosti (Casteleijn et al., 2013). Mezi biologicky dulezité vlastnosti se
pocitd enzymaticka aktivita, navazani ligandu, proteinové interakce a dal§i in vivo
funkce. Pokroky v genetickém inzenyrstvi vedly k vyvoji expresnich systému zejména
v E. coli (nejcastéji pouzivana bakterie pro expresi), které jsou schopny vyprodukovat
velké mnoZstvi proteinti z klonovanych genii (Kane et al., 1988).

Mezi dva zakladni problémy téchto expresi patii bud’ nizka exprese proteinu nebo
nespravné slozeni exprimovaného proteinu do nerozpustnych agregati, tzv. inkluznich
télisek (Malhotra, 2009). Nerozpustnost proteinll je jednim ze zakladnich problémul
strukturni genomiky a enzymologického vyzkumu. Vice jak 30% rekombinantnich
proteint z E. coli jsou nerozpustné (Leibly et al., 2012).

Uspésnost exprese a rozpustnost daného proteinu zalezi na sloZeni
aminokyselinovych sekvenci, kdy pomoci primdrni sekvencni analyzy muze byt
navrZen a vybran vhodny expresni systém (Benita et al., 2006). UZ jenom maly rozdil v
ur¢ené aminokyselinové sekvenci nebo v délce konstruktu muizZe zpisobit chybu pii
expresi (Musteli et al., 2005; Savchenko et al., 2003).

V idedlnim piipadé je rekombinantni protein exprimovan za pouZiti silného
promotoru. Ziskany protein je vysoce rozpustny a je dosazeno vysokého vytézku i
aktivity proteinu.

Obecné¢ plati, ze exprese a rozpustnost miize byt optimalizovdna zménou
expresnich podminek, jako je naptiklad teplota exprese, zména kultivacniho média,
zvoleni jiného druhu E. coli, vektoru ¢i Tagu v ném. Pfi snaze zvysit rozpustnost
proteinu nebo pii nizkych teplotich exprese se mohou proteiny koexprimovat
Vv pfitomnosti chaperont (Ventura et al., 2006; Vasina et al., 1997). Nejcastéji se
optimalizace podminek provadi metodou pokus a omyl, kdy se zkousi varianta vSech

proménnych.
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2.3.2 Faktory ovliviiujici rozpustnost a vytéZek exprese rekombinantniho proteinu

o  Slozeni kultivacniho media

Optimalizace slozeni kultivatniho média byva jednou z prvnich metodik pro
dosazeni vysSi exprese i rozpustnosti proteinu, jelikoz je tato varianta jedna
Z nejlevnéjSich a nejlehéich a byl dokédzan pozitivni vliv na rozpustnost nékterych
proteintt (Vincentelli et al., 2003; Chambers et al., 2009). Piidanim né¢kterych latek,
zejména soli, peptonu a kvasni¢ného extraktu, do kultivaéniho média je mozné zvysit
koncentraci rekombinantniho proteinu (Larentis et al., 2011). Nekteré ¢lanky uvadi, ze
slozeni kultiva¢nich médii (SB, 2YT, TB) neni hlavnim faktorem pro rozpustnost
prokaryotickych a eukaryotickych proteini (Vincentelli et al., 2011). Ptidavek latky,
ktera je soucasti proteinu jako kofaktor nebo prosteticka skupina a je nezbytna ke
spravnému slozeni proteinu, mize zvysit rozpustnost zabranénim tvorby inkluznich
télisek a celkové zvysit expresi daného proteinu (Georgiou et al., 1996).

Agregaci proteinil v periplazmatickém prostoru muze byt zamezeno ptidanim
vyssich koncentraci polyold (sorbitol) nebo piidanim sacharidii (sacharosy a dalSich),
které pifimo nemetabolizuje E. coli. Tyto latky v bunce zvysi osmoticky tlak, coz vede
k nahromadéni osmoprotektnich latek (glycin, betain, trehalosa), které nasledné mohou
stabilizovat strukturu nativniho proteinu (Georgiou et al., 1996).

Na rozpustnost a expresi proteinu mohou mit vliv 1 dalsi latky, jako je naptiklad
etanol, ktery indukuje expresi, tzv. heat-shock proteini (proteiny reagujici na stresovou
odpovéd’ bunky pii vysokych teplotach), chlorid sodny, nizkomolekularni thioly a
disulfidy, které maji pro zménu vliv na redoxni stav periplazmatického prostoru, ¢imz

ovliviiuji tvorbu disulfidické vazby (Chopra et al., 1994).

e Jolba expresnich hostitelu

Kmen a genetickd vybava pro expresi rekombinantnich proteind je velmi dilezita.
Je znama cela fada expresnich hostitelil, avSak nejcastéji pouzivanou bakterii je stale E.
coli, u které bylo popsano mnoho ruznych expresnich druhti. Kmen BL21 je idealni
organismus pro rutinni exprese proteinu, jelikoz tento druh a od n¢ho dale modifikované
organismy maji mensi podil lon a OmpT proteas diky genetické modifikaci, ktera je

zodpovédna za véEtsi stabilitu protein (Shaw et al., 1967). Nékteré dalsi druhy E. coli
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usnadiiuji expresi membranovych proteinii (Miroux et al., 1996), proteinil se vzacnymi
kodony (Brinkmann et al., 1989) i disulfidickymi vazbami (Prinz et al., 1997) a
proteinti, které jsou normalné pro bunky toxické. Tedy pouziti riznych vektora
v riznych hostitelskych bunikach miize vyrazné zvysit produkci dané¢ho proteinu, od

jehoz charakteru by se dané prostfedky méli volit.

o Fuzni Tagy

Zména expresnich podminek vzdy nevyiesi problém s rozpustnosti. Lze vSak jako
alternativni néstroj pro vyfesSeni tohoto problému vyuzit fizni Tagy, které mohou zvysit
rozpustnost a identifikaci exprimovanych proteini a mohou mit také vliv na nativni
proteinové interakce a na bunéénou lokalizaci rekombinantniho proteinu. Velmi ¢asto
jsou uzivany k nasledné afinitni purifikaci (Young et al., 2012) a bylo dokéazéano, ze
nckteré¢ Tagy zvySuji vytézek exprese, dokonce podporuji spravné sbaleni proteinli
(Nallamsetty et al., 2007). Je znamo mnoho expresnich vektora (pET, pBAD, pCIOX),
které obsahuji vice tagl, jako naptiklad His-tag, maltosu vézajici protein, ovladané
V ramci riznych promotorii (T7, TCR a dalSich). Volba vhodnych Tagl opét zavisi na
vlastnostech proteinu, které se pfizpiisobi maximalnimu uéinku exprese.

Nejcastéji pouzivanym afinitnim Tagem je jiz zminény His-Tag. Ten je vyuzivan
pii purifikaci proteinu, kdy dochazi ke tvorbé vazby mezi chelatovanym iontem kovu a
histidiny dan¢ho Tagu. Protein je nasledné pteciStén a eluovan roztoky o rtznych
koncentracich imidazolu, jeZ kompetituje s histidiny o vazebné misto (Porath, 1992).
Existuje 1 tada dalSich afinitnich Tagt, jejichz komplexni ptehled byl publikovan
Vv ¢lanku Young et al. z roku 2012.

e Nacasovani indukce
Provedeni indukce miize sehrat dilezitou roli v tvorbé potfebnych proteinil.
Indukce se nejcastéji provadi ve stiedu exponencidlni faze ristu bunék, avsak nékteré

publikace hovofi I 0 pozdni exponencialni fazi (Galloway et al., 2003) nebo dokonce o

fazi stacionarni (Ou et al., 2004).
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e Teplota a doba trvani exprese

vvvvvv

podilejicich se na vlastnostech kone¢ného produktu. Tvorba inkluznich télisek byva
vétsinou spojena s rychle se exprimujicimi se proteiny, a proto snizeni teploty exprese a
tim 1 snizeni rychlosti exprese muze zvysit rozpustnost proteinu. Tato strategie byla
ucinnd u tady slozitych proteinti (Hammarstrom et al., 2002). Vysoké teplota sice
podporuje rust bunék, av§ak ma negativni u¢inky na expresi proteinu, jelikoz vyssi mira
rustu muze vést k vyssi pravdépodobnosti ztrat¢ plasmidu nebo k chybnému piekladu
genetické informace expresniho vektoru, a to bez ohledu na expresi rekombinantniho
proteinu.

K agregaci dochazi prevazné pii vysSich teplotach v dusledku velké teplotni
zavislosti hydrofobnich interakci, které predurcuji tento proces (Kiethaber et al., 1991).
V bakteriich jsou pfitomny nckteré proteiny preferujici pomalejsi a delsi indukci, ktera
vyzaduje nizkou teplotu. Pokud dany protein snadno agreguje, ale nemuze byt
nadmérné exprimovan v kratkém case, pak musi byt snizena teplota (Schein et al.,
1988). Avsak optimalni podminky pro teplotu a délku exprese je stile zatim potieba

ovéfit metodou zkousSeni vSech proménnych.

e Koncentrace induktoru

Dalsi faktorem ovlivilujicim mnozstvi exprimovaného proteinu muze byt
koncentrace induktoru. Jeho nizkd koncentrace miize vést k neefektivni indukei a tim 1
K nizkym vytézkim. AvSak vysokad koncentrace induktoru nemusi byt také efektivni.
Dochazi pfi ni K plytvani pomémé drahou latkou, kdy vysoka koncentrace induktoru
muize mit za nasledek negativni G¢inek bud’to na bunécny rust, nebo koncentraci
rekombinantniho proteinu (Ramirez et al., 1994). Optimalni koncentrace induktoru je
tedy takova, kdy je jen o malo vyssi nez kritickd koncentrace, kterd odpovidd minimalni
koncentraci, pfi niZ se vynos rekombinantniho proteinu stdva funkci induktoru

(Pananeophytou et al., 2013).
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e Lyzacni pufry a jiné prisady

Béhem samotné purifikace proteinu miize dochazet k tvorbé agregatii a tim muze
byt ovlivnéna rozpustnost proteinu (Leibly et al., 2012). Proteiny jsou pomémné citlivé
na pfitomnost rtiznych koncentraci soli v roztoku. Pii vysSich koncentracich mize
dochazet ke vzniku agregatl. Naopak n¢kdy zména koncentraci rozpusSténych soli
Vv tlumicim pufru muze ptispét k rozpustnosti proteinu (Bondos et al., 2003).

Existuje celd tada proteinovych stabilizatorii, které podporuji rozpustnost
proteinti. Napfiklad pfidani osmolytl napomdhd k chemickému slozeni chaperonint a
stabilizaci proteinti. Tyto latky pomahaji ¢elit mnohym stresovym situacim pasobicim
na dany organizmus (Jain et al., 2009). Nedavno byla vydana publikace, ve které byl
testovan vliv 141 rtiznych latek na rozpustnost 41 riznych rekombinantnich proteind
Z E. coli. Jedenact téchto latek (napt. L-arginin, mannitol, trehalosa, CuCl,, prolin,
xylitol, a dalsi) vykazuji schopnosti zvysit rozpustnost vice nez 1 zcelkovych 41
proteind. U 33 z 41 proteinil byla prokdzéna zvySena rozpustnost po ptidani nékteré ze
zkoumanych latek pii porovnani s kontrolami bez jejich piitomnosti (Leibly et al.,

2012).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Pouzité mikroorganizmy a plazmidové konstrukty

Escherichia coli TOP10 - Invitrogen (Carlsbad, USA)

Escherichia coli BL21 StarTM (DE3) - Invitrogen (Carlsbad, USA)
Vektor pCIOX (Obr. 16) - Andrea Mattevi (Univerzita v Pavii, Italie)
Gen At4904880 z Arabidopsis thaliana

tet (887 - 636)
pBRrevBam_primer
T7_promoter
lacC
Xbal (255)
T7_trans|_en_RBS
MNdel (295)
GxHIS
MNhel (360)
Dral (442)
ORF frame 3
Aflll (551}
BamHI (663)
EcoRI (669)
Sacl (679)
Sall (682)
Hindlll (588)
Motl (695)
ORF frame 2 Eagl (695)
Xhal (703)

lacl

Apal (4962)

ORF frame 2

EcoRV (4719)

Hpal (4663) T7_Terminal_primer
T7_terminator

tet (611 - 336)
Fspl (4087) KanRz2

ORF frame 2

Xmal (1983}

Smal (1995)

ROP
pGEX_3_primer Clal (2178)
Nrul (2212)
pBR322_origin

Obriazek 16 — Mapa vektoru pClIOX (prevzato z www.addgene.org/51300, 25.4.2014).
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3.1.2 Pristrojové vybaveni

Autoklav MLS 3020 - Sanyo (Mnichov, Némecko)

Centrifuga Mikro200R - Hettich (Kirchlengern, Némecko)

Centrifuga Rotanta 460R - Hettich (Kirchlengern, Némecko)

Centrifuga CL 31R - Multispeed (Thermo elektron corporation, USA)
Elektroforéza proteiny Mini-PROTEAN 3 Cell - BIO-RAD (Kalifornie, USA)
French press FA-078A-E - Thermo Fischer Scientific (Ascheville, USA)
Micha¢ka magneticka RTC basic - IKAMAG (Praha, CR)
Micro-spektrofotometr ACTGene NAS-99 -INYDIA (Madrid, Spanélsko)
Kapalinova chromatografie BioLogic LP Systém - BIO-RAD (Kalifornie, USA)
pH metr Jenway 3505 Jenway (Staffordshire, UK)

Rotacni vakuova odparka Concentrato plus - Eppendorf (Némecko)

Rotaéni tiepacka Kiihner Shaker (Birsfelden, Svycarsko)

Spektrofotometr 8453 UV-VIS - Agilent (Santa Clara, USA)

Termoblok AccuBlock ™ digital Dry Baths - Labnet (New York, USA)
Termocykler T - gradient - Biometra (Goettingen, Némecko)

Termomixer comfort - Eppendorf (Némecko)

Transiluminator s bilym svétlem TW-200 - Alpha Ingotech (Kalifornie, USA)
Vahy Boeco (Hamburg, Némecko)

Zdroj Standard power Pack P25 - Biometra (Goettingen, Némecko)

Zdroj Power PAC300 - BIO-RAD (Kalifornie, USA)

3.1.3 Pouzity material

e Pouzity enzymy

Trypsin - MP Biomedical (Francie), Phusion DNA polymerase - Finnzymes

(Vantaa, Finsko), SUMO protease - Invitrogen (Kalifornie, USA), Restrikéni

endonukleasy: Hindlll - Neb (Carlow Court, Kanada), Xhol - Takara (Shiga, Japonsko).

e Software

Pro ovladani kapalinové chromatografie BioLogic™ Chromatography systems -

LP Data View Software 1.03 (California, USA) a pro ovladani spektrometru UV-visible

Chemstation Software Agilent (Santa Clara, USA).
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o Komercni kit
Pro stanoveni koncentrace proteinu Pierce™ BCA protein Assay kit (Rockford, USA).

Pouzité chemikalie jsou uvedeny v Tab. 3.

Tab. 3 - Seznam pouzitych chemikalii

Vyrobce, mésto a krajina
pavodu

Chemikalie

Duchefa (Haarlem, Holansko)

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

Fluka (Basel, Svycarsko)

amoniumperoxodisulfat (APS), Coomassie
Brilliant Blue R-250, (NH;)HCO;

Fermentas (Ontario, Kanada)

dNTP Mix, Gene Ruler 1kb Plus DNA Ladder,
Page Ruler unstained Protein Ladder,
tetraethylmethylendiamid (TEMED)

Himedia (Indie)

agar

Invitrogen (Carlsbad, USA)

SeeBlue® Plus2 Pre-stained Protein Standard

Lach-Ner (CR)

CH3COOH, ethanol, glukosa, KCI, KH,POy,
K,HPQO,, methanol, NaCl,

Merck (New York, USA)

NaH2PO4. Hzo

NeoLab (Heidelberg, Némecko)

ethidiumbromid

Penta (Chrudim, CR)

EDTA-Na,.2H,0, glycerol, NaOH,

Qiagen (Hilden, Némecko)

Ni-NTA agarosa

Roth (Karlsruhe, Némecko)

Imidazol

Serva (Heidelberg, Némecko) TRIS

Sigma-Aldrich (Némecko) acetonitril (ACN), akrylamid, bromfenolova
mod#, CaCl,, jodacetamid, mercaptoethanol,
Triton X-100, yeast extract

3.2 Metody

3.2.1 Priprava zasobnich roztoki, kultiva¢niho LB média a agarovych selekénich
LB ploten

Zasobni roztoky o koncentraci 100 mg/ml nebo 50 mg/ml byly pfipraveny
rozpusténim pevného kanamycinu v destilované vod€. Nasledné¢ byly roztoky
ptefiltrovany pomoci sterilni stiikacky a filtru Ophthalsart (0,2 pm) v laminarnim boxu
(Safe Fast Classic, Faster, Ferrara, Italie). Stejn¢ tak byl pfipraven zasobni roztok 20%
glukosy, kdy bylo rozpusténo 100 g glukosy v 500 ml destilované vody.

Pro ptipravu 1 litru kultivacniho Luria-Bertani (LB) média bylo pouzito 10 g

NaCl, 10 g Tryptonu a 5 g kvasni¢ného extraktu. Nasledné byla provedena tiprava pH
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pomoci NaOH na vyslednou hodnotu 7,0. Ziskané médium bylo sterilizovano pii 121°C
po dobu 20 minut. Pti kultivaci bakterii, obsahujicich rezistenci proti antibiotiku, byl do
kultivacniho média ptfidan kanamycin o vysledné koncentraci 50 pg/ml. Taktéz bylo
ptipraveno LB médium s obsahem 2% glukosy piidanim 100 ml 20% glukosy k 900 ml
sterilniho LB media.

Selekéni plotny byly pfipraveny stejnym zptisobem, akorat byl pfiddn do LB
média agar o vysledném obsahu 2%. Sterilizovany roztok byl ochlazen pfiblizné na
50°C a po ptfidani kanamycinu o vysledné koncentraci 50 ug/ml byl roztok nalévan do
plastovych Petriho misek.

Veskera prace se sterilizovanymi roztoky a plotnami byla provadéna v laminarnim

boxu za piisné sterilnich podminek.

3.2.2 Inokulum Escherichia coli

Prace s veSkerym bakteridlnim materidlem byla provadéna v lamindrnim boxu za
piisné sterilnich podminek. Bakterie E. coli BL21 StarTM (DE3) a TOP10 s plasmidem
pClOX::At4g04880 byly vzdy nasazeny vypichnutim sterilni Spickou pipety ze
zamrazené kultury pfi -80°C nebo sterilnim paratkem z Petriho misek. Nésledné byly
preneseny do 2-50 ml (podle potieby mnozstvi dalsi kultivace) LB media s obsahem
kanamycinu o koncentraci 50 pg/ml a inkubovany pies noc pii 37°C a 160 rpm

v orbitalnim inkubatoru (Ecotron, Infors HT, Bottmingen, Svycarsko).
3.2.3 Izolace plazmidové DNA

Bakterie E. coli TOP10, inkubované pies noc ve 2 ml média, byly pfeneseny do
mikrozkumavek a centrifugovany pii 5.000 g a 4°C po dobu 3 min, pficemZ byl
supernatant odlit.

Nasledné bylo ptidano 0,3 ml roztoku P1 (50 mM Tris/HCI, 10 mM Na;EDTA,
0,1 mg/ml RNAasy, pH 8,0) a bakterialni pelet byl suspendovan pomoci vortexu
(Scientific industries vertex-genie 2, New York, USA). Ke smé&si bylo napipetovano 0,3
ml roztoku P2 (0,2 M NaOH, 1% SDS). Mikrozkumavka byla 4x promichana
pfevracenim v ruce a nasledné ponechdna 5 min pfi laboratorni teploté.

Dale bylo piidano 0,3 ml roztoku P3 (3 M KCH,COOH, pH 5,5), ktery byl 5x

promichén pfevracenim v ruce a ponechan 5 min na ledu.
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Po probéhnuti inkubace byla smés centrifugovana pii 10.000 g, 4°C, po dobu 10
min, kdy byl supernatant ptelit do novych mikrozkumavek.
Nasledné¢ bylo piidano 0,6 ml isopropanolu a smés byla centrifugovana pii maximalnich
otackach 14.000 g, 4°C a 10 min.

Supernatant byl odlit. Srazenina DNA byla promyta 0,5 ml 70% ethanolu (-20°C)
a centrifugovéana pii 14.000 g, 5 min a 4°C. Supernatant byl odlit, jeho zbytky byly
odstfedény na dno mikrozkumavky a odpipetovany. DNA byla ponechéana susit 10 min
v digestofi (Merci M 1200, Brno, CR). Vysusena sraZenina plazmidové DNA byla
finalné resuspedovana v 0,03 ml TE pufru (10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA) a
jeji koncentrace byla stanovena pomoci NanoDropu (ACTGene, NAS-99 — INYDIA,
Madrid, Spanélsko).

3.2.4 Restrikce plazmidové DNA

Pouziti restrikénich enzymu (Tab. 4) slouZilo ke kontrole pfipraveného konstruktu
a spravnosti provedeni transformace. Restrikéni endonukleasy jsou vysoce sekvencné
specifick¢ enzymy, které S$tépi vétSinou kratky tusek 4-7 nukleotidové sekvence
dvoutetézcové DNA za tvorby tupych nebo koheznich konci (HindIII 5°’AYAGCTT 3
a Xhol 5’°CYTCGAG 3")

Stépeni restrikéni smési (0,53 ul Xhol, 0,2 pl HindIII, 2 ul plazmidové DNA, 4 pl
10x Tango pufru a 13,27 ul PCR vody), kdy koncentrace plazmidové DNA byla
v rozmezi 10-20 pg/pl, bylo provedeno podle manudlu vyrobce pfi 37°C v inkubatoru
pfes noc. Nasledné byl vysledek restrik¢éni analyzy vyhodnocen pomoci elektroforetické

Separace.

Tabulka 4 — Seznam pouZitych restrikénich endonukleas

Restrikéni enzym Teplota Pufr
Xhol 37°C 10x Tango
Hindlll 37°C 10x Tango
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3.2.5 Elekroforeticka separace izolované plazmidové DNA

50-55 ml rozpusténé 1% agarosy v 1x TAE pufru (40 mM Tris-acetat, ImM
EDTA, pH 8,0) bylo nalito do horizontalni elektroforetické komiirky (Casting System
Compact Biometra, Goettingen, Némecko). Dale bylo pfipipetovano a zamichano
pouzitou $pi¢kou 5ul ethidiumbromidu o koncentraci 0,5 pg/ml. Do gelu byl zasazen
hiebinek a byl ponechan 30 minut tuhnout.

Po odstranéni hiebinku a postranni plastové desky byla komurka vlozena do
elektroforetické cely celem ke katodé€ (zapornd) a zalita piiblizn¢ 500 ml elektrodového
pufru 1x TAE (40 mM Tris-acetat, ImM EDTA, pH 8,0) tak, aby hladina byla
nad agarosovym gelem.

K 20 pl vzorku bylo ptipipetovano 5 pl 6x koncentrovaného vzorkovaciho pufru a
jako standard byl pouzit Gene Ruler 1kb Plus DNA Ladder 0 objemu 5 pl.

Vzorky a standard byly naneseny do jednotlivych jamek a jejich pozice byla
zaznamenana pro naslednou identifikaci. Poté byla cela zakryta bezpe¢nostnim vikem a
pfipojena ke zdroji, kde bylo nastaveno napéti 120 V po dobu 30-40 minut. DNA
fragmenty s inkorporovanym ethidiumbromidem byly nasledné vizualizovany pomoci
UV transluminatoru a vyfoceny digitalnim fotoaparatem (Lumix DMC-TZ6, Osaka,

Japonsko).
3.2.6 Polymerazova ietézova reakce (Polymerase chain reaction, PCR)

Metoda slouzZici k rychlému zmnoZeni daného tuseku DNA, kterd vyuZziva
vlastnosti DNA-polymerasy in vitro. Kratké oligonukleotidy tzv. primery nasedaji na
useky DNA, které maji byt zmnoZeny vzdy kazdy zjedné strany, plvodniho
dvouvlaknového fetézce.

Jako templat pro polymerazovou reakci byla pouzita izolovana plazmidova DNA

obsahujici gen At4g04880.

Podminky pro reakci PCR:

1. Pocatecni denaturace 98°C /30 s
2 Denaturace 28 °C /7 s

3. Nasazeni primert 64°C /25 s

4 Elongace 72°C /30 s
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Body 1-4 se cyklicky opakuji 24x

5. Zavérecna elongace 72°C / 10 min

SloZeni reakcni smési (20 ul)

1 pl vzorku

4 ul 5x High Fidelity PCR Buffer

0,2 pl Phusion DNA polymerase

0,2 pul 50mM forward primeru 5'-AAGCTTTAATGGAATGGATACAATCACTG-3’
0,2 ul 50mM reverse primeru 5'- CTCGAGCTAAACGTGCTCTGGCGA- 3°

14 ul PCR vody

0,4 pl 10mM dNTP mix

3.2.7 Transformace E.coli BL21 StarTM (DE3) tepelnym Sokem ,,Heat shock*

K 50 pl chemicky kompetentnich bunék v mikrozkumavce umisténych na ledu
bylo ptidano 5 pl plazmidové DNA. Smés se nechala inkubovat na ledu po dobu 10-15
minut. Poté byla mikrozkumavka piemisténa do piedem vyhiatého termobloku
(AccuBlock™ digital Dry Baths, Labnet, New York, USA) na 42°C po dobu 60 s. Po
teplotnim Soku byla zkumavka pfenesena zpét na led, kde probéhla inkubace dalsi 2-3
minuty. Ke kultufe bylo ptidano 300 pul SOC (2% trypton, 0,5% kvasni¢ny extrakt,
0,05% NaCl, 2,5 mM KCI, 9,95 mM MgCl,, 20 mM glukosa) media a nasledné¢ byla
regenerovana pii 37°C po dobu 1 hod v rotacnim inkubatoru.

Po inkubaci byla transformovana kultura rozetfena pomoci sterilni hokejky na
Petrino misky s LB agarem (2%) obsahujici kanamycin o koncentraci 50 pg/ml a

inkubovana pii 37°C do druhého dne ve statickém inkubatoru.
3.2.8 Kultivacni a expresni podminky

Kultivovana byla expresni bakterie E. coli BL21StarTM (DE3) obsahujici
plazmid pClOX::At4904880, kdy byl z narostlého inokula odebran 1ml kultury pro dalsi
kultivaci. Ta probihala vzdy v 50 ml LB media s kanamicinem (50 mg/ml), poptipadé
s 2% glukosou v Erlenmayerovych bankach pii 37°C v rotacni inkubatoru o 160 rpm.
Nartst bunék byl sledovan pomoci méfeni optické hustoty pti 600 nm do dosidhnuti

hodnot 0,4; 0,6; 0,8; 1. Ke kultufe bylo nasledné pfidavano induk¢ni Cinidlo isopropyl
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B-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG) o riznych koncentracich (0,2 mM, 0,4 mM, 0,6
mM, 1,0 mM), ¢imz byla zahajena exprese proteinu. Erlenmayerovy banky s kulturou
byly piemistény do tfepaci mistnosti pii otackach 160 rpm a riznych expresnich
teplotach (17°C, 18°C, 20°C), kde byly kultivovany po dobu 18 hodin. Nésledné byly
kultury centrifugovany pii 4.500 g pti 4°C po dobu 15-20 minut. Supernatant byl odlit a
pelety byly bud’to hned zpracovany nebo zamrazeny pfi - 80°C.

3.2.9 Lyze bunék E. coli BL21StarTM (DE3) pClOX::At4g04880

Lyze bun¢k byla provedena dvojim zplisobem. Pfi nizSich mnozstvich urcenych
k optimalizaci expresnich podminek byla vyuzita lyze bunék tepelnym Sokem. Pii
expresi vétsiho mnozstvi kultury, ureného k ziskani daného proteinu, byl pouzit

ptistroj French Press.

e Lvze bunék pomoci tepelného $oku:

Bakterialni pelet v mikrozkumavkach byl rozsuspendovan v lyza¢nim pufru (50
mM KH,PO,, 50 mM K;HPO,4, 400 mM NaCl, 100 mM KCI, 10% glycerol, 0,5%
Triton X-100, 10 mM imidazol, pti optimalizaci exprese dle manualu pETSUMO).
Nésledné byly mikrozkumavky ponofeny do tekutého dusiku na dobu 1-2 minut. Poté
byly pomoci pinzety vyndany z tekutého dusiku a vlozeny do pfedem predehiatého
termobloku na 42°C, vzdy po dobu Uplného rozpusténi. Tento proces byl opakovéan 3x a
nasledné byly vlozeny mikrozkumavky do centrifugy na 15-20 min pii 14.000 g a 4°C.
Supernatant byl pfenesen do sterilnich popsanych mikrozkumavek, které¢ byly

zamrazeny pii -20°C.

e [yze bunék pomoci pristroje French Press:

Jednotlivé ¢asti tohoto zafizeni byly umistény na led, aby se nachladily. Nasledné
byla sestavena celd souprava French Pressu a cely pfistroj byl promyt 3x destilovanou
vodou. Poté nasledovala samotna lyze, kdy byl pelet rozpustény v lyza¢nim pufru (50
mM NaH,PO,4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH 8.0, pfi expresi vétsiho mnozstvi
pro naslednou purifikaci na Ni-NTA agarosové koloné€ dle manualu), odstaty 30 min na
led¢ a nasledné byl nasat do pristroje. Tento krok se opakoval 3x pfi tlaku 25 000 PSI.
Ziskany lyzat byl centrifugovan pti 12.000 g, 4°C po dobu 40 min. Supernatant byl

odebran do novych zkumavek a skladovén pii 4°C.
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Ptistroj byl poté promyt 3x destilovanou vodou a v poslednim kroku napustén 2%
incidurem po dobu 30 minut. Po vypusténi dezinfekce a rozlozeni pfistroje byly

vSechny soucastky umyty destilovanou vodou a ethanolem.

3.2.10 Eletroforéza v polyakrylamidovém gelu s pritomnosti SDS (SDS-Page)

SDS polyakrylamidova gelova elektroforéza slouzi k separaci proteinii na zakladé
jejich velikosti (molekulové hmotnosti). Pti zahtati vzorku dochazi k jeho denaturaci a
navazani molekul SDS (dodecylsulfatu sodného), ktery udéli proteinu vysoky zaporny
naboj pfimo umérny jeho hmotnosti. Po naneseni vzorku (proteinu) na gel a umisténi

gelu do elektrického pole dochazi k migraci proteinti ke kladné elektrodé (anodé¢).

e Postup provedeni SDS-Page:

Prvnim krokem byla pfiprava gelii pro néslednou separaci. Formovaci skla byla
vlozena do specialniho stojanku a jako prvni byla nalita vrstva separa¢niho roztoku
(Tab. 5). Hladina separa¢niho roztoku byla ptekryta vrstvou n-butanolu tak, aby nedoslo
K piistupu kysliku. Roztok tuhnul pfiblizné 30 minut a poté byla slita vrstva n-butanolu.
Nasledné byl jiz vznikly gel pfevrstven koncentra¢nim roztokem (Tab. 5), do kterého
byl vlozen hiebinek, ktery vytvofil potfebné jamky. Vytvofené gely byly vlozeny do
elektroforetické vanicky a byl jim opatrné odejmut hiebinek tak, aby se vytvofené
jamky neposkodily. Do vani¢ky a mezi pfiloZzend skla s gelem byl pfilit elektrodovy
pufr (50 mM Tris-HCI, 384 mM glycin, 0,1% SDS, 2 mM EDTA, pH 8,3). Do jedné
z jamek byl vzdy nanesen standard a do ostatnich byly naneseny vzorky smichané
v poméru 3:1 se vzorkovacim pufrem (0,05 mol/l Tris-HCI, 2 mmol/l EDTA, 2% SDS,
10% glycerol, 0,2% bromfenolova modf, 6% merkaptoethanol, pH 6,8), které byly
denaturovany 5 min pti 99 °C.

Po upevnéni elektrodového krytu byla elektroforéza zapnuta pii 100 V po dobu
ptiblizn¢ 25-30 min, dokud se vzorky nezakoncentrovaly. Nasledné bylo zvySeno napéti
na 120 V a elektroforéza bézela potiebnou dobu pro doputovani vzorku na konec gelu

cca 1,5 hodiny.
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Tabulka 5 — Jednotlivé prisady pro tvorbu SDS-Page gelu

SEPARACNI GEL 10% (na piipravu dvou gelt)

7,26 ml destilovana voda

5 ml 30% akrylamidovy roztok (29,2% akrylamidu, 0,8% N,N-bis-methylen-akrylamidu)
2,5 ml separa¢ni pufr (1,5 M Tris-HCI, pH 8,8)

0,15 ml 10% SDS

0,75 ml 10% persiran amonny

0,015 ml TEMED

KONCENTRACNI GEL 5% (na piipravu dvou gelt)

5,13 ml destilovana voda

1 ml 30% akrylamidovy roztok (29,2% akrylamidu, 0,8% N,N-bis-methylen-akrylamidu)
1,25 ml koncentra¢ni pufr (1 M Tris-HCI, pH 6,8)

0,75 ml 10% SDS

0,05 ml 10% persiran amonny

0,01 ml TEMED

3.2.11 Obarveni gelu pomoci Coomassie Briliant Blue R-250

Pro vyhodnoceni vysledkt z SDS-Page byl vzdy gel obarven pomoci barviciho
roztoku (0,025% Coomassie Briliant Blue R-250, 50% methanol, 10% kyselina octova)
po dobu minimaln¢ 30 minut. Poté byl roztok vyménén za odbarvovaci (40% methanol,
10% kyselina octova a destilovana voda) a inkubovany piiblizné 10-15 minut. Takto
pfipraveny gel byl oskenovan pomoci scanneru (Image Scanner PoverLook 1120 USG,

AP Czech, CR). Gel byl uchovavan pfi 4°C ve vodé po potiebnou dobu.
3.2.12 Purifikace pomoci Ni-NTA agarosy

Ve vektoru pCIOX je obsazen 8x His Tag, ktery umoziiuje afinitni purifikaci
fazniho proteinu prostfednictvim vazby na niklové ionty. Nasledné je protein obsahujici
tento Tag eluovan z kolony rliznymi koncentracemi imidazolu, ktery kompetituje o
vazebné misto s proteinem. Jednotlivé frakce byly jimany do zkumavek a zhodnoceny

pomoci SDS-Page.
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e Postup byl nasledujici:

Kolona byla nejprve ekvilibrovana pomoci roztoku (50 mM NaH,PO,4, 300 mM
NaCl, 10 mM imidazol, pH 8,0), a to tak, aby byl promyt objem kolony minimalné 10x
prutokem 1 ml/min pii 4°C.

Nasledn¢ byl supernatant, ktery byl ziskan 1yzi exprimovanych bun¢k a naslednou
centrifugaci, nanaSen na kolonu pfes noc prutokem 0,25 ml/min pii 4°C. Druhy den
byly nenavéazané proteiny vymyty promyvacim roztokem (50 mM NaH,;PQO,4, 300 mM
NaCl, 20 mM imidazol, pH 8,0) a prutok kolony byl zvySen na 0,75-1 ml/min pii 4°C.
Frakce byly jimany do jednotlivych zkumavek. Po ustaleni hodnot konduktivity a UV
nasledovala samotna eluce proteinu z kolony za pouziti elu¢nich roztokt se stoupajici
koncentraci imidazolu (1. 50 mM NaH;PO4, 300 mM NacCl, 120 mM imidazol, pH 8,0;
2. 50 mM NaH,POy4, 300 mM NaCl, 250 mM imidazol, pH 8,0; 3. 50 mM NaH,PO,,
300 mM NacCl, 600 mM imidazol, pH 8,0).

Regenerace kolony byla provedena promytim 0,5 M NaOH a destilovanou vodou,

opét 10 objemu kolony. Nasledné byla kolona uskladnéna v 20% etanolu.

3.2.13 Dialyza a zakoncetrovani proteinu

Na zakladé elektroforetické analyzy jednotlivych frakei byla frakce, ktera
obsahovala nas protein, dialyzovana pomoci dialyzaéni membrany ve 2 L roztoku (50
mM NaH,PQO,4, 300 mM NacCl, 5% glycerol, pH 8,0) na magnetické michacce ptes noc
pfi 4°C. Cast dialyzovaného roztoku byla poté pielita do specialni koncentradni
zkumavky s filtrem (Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Units, 10 000 MWCO), kdy
byl vzdy po zahu$téni urcitého podilu proteinu piidan zbyvajici roztok a opét
centrifugovan pii 4.000 g a 4°C. Zakoncetrovany protein byl nasledné ptepipetovan do

oznacenych mikrozkumavek a uschovan pii -20°C.

3.2.14 Stanoveni koncentrace rekombinantni adenosindeaminasy metodou BCA

Koncentrace proteinu byla stanovena pomoci bicinchoninové metody (BCA,
Pierce™ BCA protein Assay kit), ktera je zaloZena na alkalické redukci médnatého
iontu na méd’ny protein, a nasledné chelataci méd’ného iontu kyselinou bicinchoninovou

za vzniku Cerveného zbarveni.
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e Pracovni postup:

50 ul vzorku bylo napipetovano do mikrozkumavky a nasledné¢ byl piidan 1 ml
pracovniho roztoku (ziskan smichanim reaktantu A s reaktantem B v poméru 50:1,
soucast kitu). Taktéz k 50 ul 9 ptipravenych standardt byl pfipipetovan 1 ml pracovniho
roztoku.

Ptipravené roztoky byly promichdny na vortexu a inkubovany pii 37°C po dobu
30 minut.

Vzorky byly proméfeny pii 562 nm a jako blank slouzil 1 ml pracovniho roztoku
s 50 ul vody taktéz inkubovan za stejnych podminek. Standardy obsahovaly natedény
zasobni BSA (hovézi sérovy albumin, bovine serum albumine, koncentrace 2 mg/ml)
vrozmezi od 25-2000 pg/ml. Koncentrace byla urcena pomoci kalibra¢ni kiivky

standarda.

3.2.15 Piiprava vzorki pro identifikaci proteint pomoci LC-ESI-QTOF

Pti ptipravé jednotlivych vzorkd se musi postupovat velice opatrné, a to jiz od
chvile samotné piipravy gelu a provedeni SDS-Page s naslednym uskladnénim vzorku.
Pii Spatném zachdzeni a uskladnéni muize dochazet ke kontaminaci gelu a vzorkl
keratinem, ktery nasledné brani pifesnému analyzovéni. Proto byla prace se vzorkem
provadéna vzdy v rukavicich a lamindrnim boxu. Upraveny metodicky postup Stépeni
vychézel z protokolu publikovaného skupinou A. Shevchenko et al., 1996 a postup
odsolovani (Tab. 6) podle protokolu publikovaného J. Rappsilberem et al., 2007.

e Vyfezavani a $tépeni jednotlivych vzorku:

Vybrané vzorky, umisténé v separa¢nim gelu uloZzeném ve vodé, byly pieneseny
do lamindrniho boxu, kde byl gel poloZen na navlhéené sklo. Pomoci skalpelu byly
vyfiznuty vybrané pasy a ty byly nasledné rozfezdny na pfiblizn€¢ 1x1 mm kosticky,
které byly premistény do oznacené 1,5 ml mikrozkumavky.

Kousky gelu byly néasledné promyty pomoci 600 pl roztoku 30% acetonitrilem
(ACN) a 70% 100 mmol/l roztoku NH4HCO;. Poté byly vzorky umistény do
thermomixéru, kde byly inkubovany po dobu 30 min. Nasledné byl odpipetovan
odbarvovaci roztok a ke kostkdm bylo pfidano 600 ul 100% ACN. Po 10 min byl ACN
odpipetovan a oteviené¢ mikrozkumavky byly ponechany v lamindrnim boxu po dobu 15
min.
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Ke vzorkiim v mikrozkumavkach bylo pfipipetovano 50 pl redukéniho ¢inidla (10
mmol/l DTT v 100 mmol/l roztoku NH4sHCO3) a nasledné byly vzorky inkubovany pti
56 °C 30 minut. Po uplynuti této doby byl reduk¢ni roztok odpipetovan.

Nasledn¢ bylo ke vzorim piidano 50 pl pfipraveného alkylacniho cinidla
(jodacetamid o koncentraci 55 mmol/l v 100 mmol/l roztoku NH4HCO3). Vzorky byly
kratce promichény a inkubovdny 30 minut ve tm¢ pifi laboratorni teploté. Poté byl
alkyla¢ni roztok odpipetovan a vzorky byly promyty 600 ul 20 mmol/l roztoku
NH;HCO3 15 min pfi laboratorni teploté. Na zavér byly vzorky opét promyty 600 ul
100% ACN a suseny v laminarnim boxu.

Do mikrozkumavek, obsahujicich kousky gelu, bylo napipetovano 50 ul trypsinu
(15 ng/ul) v 20 mmol/l NH4HCO3 a 1 mmol/l CaCl, a byly inkubovany v laminarnim
boxu v termomixéru po dobu 20 minut. Nasledné byl jesté ptidan roztok trypsinu tak,
aby kosti¢ky gelu byly ponofeny v roztoku. Stépeni probihalo pies noc pti 37°C.

Rano byla provedena extrakce z kouskll gelu pomoci 100 ul 5% kyseliny
mravenci (formic acid, FA) a 30% ACN. Smés byla za stalého michéni inkubovana 15
minut pfi 37 °C. Poté byl gel reextrahovan pii stejnych podminkach. Nasledné byly

vzorky odpateny ve vakuové odparce a rozpustény v 50 ul 5% FA.

e (Odsolovani vzorku:

Vytvotené SPE (extrakce tuhou fazi) mikrokolonky z pipetovacich $pic¢ek 20-200
pl a sorbentu C18, ktery byl do Spicek zatlacen pomoci kovové hamiltonky, byly
vlozeny do vi¢ek mikrozkumavek a umistény do centrifugy. Sorbent byl aktivovan
pomoci 50 pl isopropanolu (iPrOH) celkem dvakrat a nasledné dvakrat ekvilibrovan 50
ul 5% FA.

Spicky se sorbentem byly piemistény do pfedem oznadenych mikrozkumavek a
byly naneseny vzorky, které byly poté promyty 50 ul a 5 pl 5% FA. Mikrozkumavky
obsahujici proteCeny roztok byly zaparafilmovany, zamrazeny pii -80°C a kolonky
pteneseny do novych mikrozkumavek.

Eluce vzorkll probihala pomoci 50 pl roztoku 50% MeOH s 2,5% FA celkové
dvakrat (Tab. 6). Eluaty byly ptepipetovany do Cistych mikrozkumavek a odpatreny ve
vakuové  odparce pifi  30°C. Vzorky byly zamrazeny pii  -80°C.
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Tabulka 6 — Postup pfi odsoleni vzorkii peptida

Aktivace a ekvilibrace kolony C18

Krok Roztok Objem (pl) Otacky (rfc) Cas (min)
1 iPrOH 50 4.000 2,5
2 iPrOH 50 4.000 2,5
3 5% FA 50 2.000 2,5
4 5% FA 50 2.000 2,5

Naneseni a promyti vzorku

Krok Roztok Objem (ul) Otacky (rfc) Cas (min)
1 vzorek 50 1.250-1.500 7,5
2 5%FA 50 2.000 2,5
3 5% FA 5 2.000 2,5

Eluce vzorku

Krok Roztok Objem (ul) Otacky (rfc) Cas (min)
1 50% MeOH 50 1.500 5
2 50% MeOH 50 1.500 5

3.2.16 Stépeni SUMO Tagu SUMO proteasou

Ziskany rekombinantni protein obsahoval tzv. SUMO Tag vlozeny ve vektoru
pCIOX. SUMO Tag je sekvence obsazena tésné pied sekvenci kodujici samotny
protein, coz umoznuje lepsi identifikaci a purifikaci rekombinantnimu proteinu. Jelikoz
je sekvence aminokyselin SUMO Tagu rozpoznana enzymem SUMO proteasou, ktery

tento Tag odstépuje, mizeme nasledné ziskat Cisty protein.

e Postup optimalizace §tépeni:

Po zjisténi koncentrace purifikovaného a zahu§téného proteinu byl vypocitan jeho
podil pro pfipravu smési (Tab. 7) Stépené SUMO proteasou. Byly pfipraveny C&tyfi
smési, které byly inkubovany pti 4°C, 16°C, 21°C, 30°C po dobu 1, 2, 3, 6, hodin a pfes
noc. Po uplynuti jednotlivych ¢asovych intervalli bylo vzdy odebréano 20 ul z kazdé
mikrozkumavky, které byly nasledn¢ zhodnoceny pomoci metody SDS-Page. Po
vyhodnoceni dil¢ich vysledki, byly nejlépe vypadajici hodnoty pfifazeny k sobé a opét
zhodnoceny metodou SDS-Page.
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Tabulka 7 — SloZeni smési pro optimalizaci §tépeni SUMO proteasy

His-SUMO-ADA 20 ug (objem dle koncentrace proteinu)
10x SUMO proteasovy pufr 20 ul
Voda do celkového objemu 190 pl Nutno dopocitat
SUMO proteasa 10 pl
Celkovy objem 200 wl
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato bakalafskéd prace vychazela z €lanku PospiSilova et al., 2008, kde jiz byla
popsana exprese a charakterizace genu At4g04880 z Arabidopsis thaliana kodujici
domnélou adenosindeaminasu. Vytézek proteinu po expresi a naslednou purifikaci byl
velmi nizky. Proto experimentélni Cast této prace byla zaméfena na zvysSeni exprese
adenosindeaminasy prostfednictvim nalezeni optimalnich podminek exprese
s naslednou kvalitativni purifikaci S nizkymi ztratami. VyfeSeni téchto podminek je
nezbytné pro ziskani adenosindeaminasy o vysoké Ccistoté pro jeji naslednou

krystalizaci.

41 Priprava konstruktu pCIlOX::At4g04880 pro naslednou
transformaci do E.coli BL21 StarTM (DE?3)

Samotné transformaci plazmidu pCIlOX::At4g04880 do expresnich bunék
predchazela transformace tohoto plazmidu do chemicky kompetentnich bunék E. coli
TOP10 tepelnym Sokem. Transformované buriky E. coli byly poté vyselektovany na LB
agarovych plotnach s kanamycinem, pfi¢emz narostlo nespocetné mnozstvi kolonii.
Z téchto transformantti byla posléze izolovana plazmidova DNA, ktera byla podrobena

restrikéni analyze enzymy Hindlll a Xhol (Obr. 17).

Obrazek 17 — Vysledek restrikéni analyzy vektoru pClOX::At4g04880 z bakterii E. coli
TOP10 (A-B). Velikost prazdného vektoru pCIOX je 5698 bp, velikost samotného genu
At4g04880 je 1068 bp, a tedy vektor s vlozenym genem At4g04880 je velky 6766 bp.
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Jen u 20% izolovych plazmidovych DNA, byl pozitivni nalez genu At4g04880
z Arabidopsis thaliana. Vysledky byly pomérné slabé patrné, proto bylo rozhodnuto o
namnozeni pozitivnich vysledktt pomoci metody PCR (Obr. 18). Spravnost sekvence
naseho genu byla také potvrzena specializovanou firmou (SEQme), kam byl vektor

S genem zaslan na osekvencovani.

A B

5000 5000
1500
1000
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1500
1000
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E)brézek 18 — Vysledek namnoZeni pozitivnich nalezii metodou PCR. Velikost genu je1068
p.

Timto byla potvrzena piitomnost pozadovaného genu ve vektoru. Rekombinantni
plazmid pClOX::At4g04880 byl nasledné transformovan tepelnym Sokem do expresnich
bakterii E. coli BL21 StarTM (DE3). Bakterie obsahujici plazmid byly selektovany na
LB agarovych plotnach obsahujicich kanamycin. Z narostlych kolonii bylo nasazeno
inokulum. Z ného bylo odebrano 0,5 ml kultury, ke které se piidalo 0,5 ml 50%
glycerolu, a kultura byla zamrazena pii -80°C pro naslednou optimalizaci expresnich

podminek a expresi vét§iho mnozstvi bakterii.

4.2 Optimalizace expresnich podminek

Optimalizace expresnich podminek fazniho proteinu byla provedena provérenim
vSech proménnych, které by mohly pozitivné ovlivnit vytézek exprese. Konkrétné se
jednalo o koncentraci induktoru, teplotu exprese, bakteridlni nartst do urcité optické
hustota pfed indukei.

Transformované bakterie E. coli BL21 StarTM (DE3) a bakterie neobsahujici
piipraveny plasmid (kontrola) byly kultivovany v 50 ml LB media s obsahem
kanamycinu 50 pg/ml nebo s obsahem kanamycinu 50 pg/ml a 2% glukosy (Obr. 19-
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25). V obou ptipadech byly bakterie kultivovany do dosazeni rozdilnych optickych
hustot ODgoonm (0,4; 0,6; 0,8; 1). Indukce byla nasledné provedena ptidanim IPTG o
koncentracich: 0,2 mM; 0,4 mM; 0,6 mM; 1mM. DalSim testovanym faktorem byla
teplota exprese, a to 17°C; 18°C nebo 20°C po dobu 18 hodin. Jako druha kontrola byly
pouzity bakterie E. coli BL21 StarTM (DE3) obsahujici plazmid pCIOX::At4g04880,
ke kterym nebylo pfidavano induk¢ni ¢inidlo (Obr. 19-21, vzorek 5 a Obr. 22-23,
vzorek 2). Po probéhnuti exprese a nasledné lyze bunék (viz kapitola 3.2.9) byly
vysledky zhodnoceny pomoci metody SDS-Page. Molekulova hmotnost exprimovaného
proteinu His-SUMO-ADA byla vypoctena pomoci programu BioEdit na zakladé
aminokyselinové sekvence a odpovida pfiblizn¢ 55 kDa. Tato hodnota nam poskytuje

moznost orientace mezi pasy ziskanymi pomoci SDS-Page.

Obrazek 19 — Vysledky exprese pri 17°C. A) ODgoonm = 0,4; B) ODgoonm = 0,6; C) ODgoonm =
0,8 a D) ODgoonm = 1. Vzorky 1-5 jsou kontroly, 1-4 jsou expresni bakterie bez plasmidu.
Vzorek 5 obsahuje plasmid. Vzorky 6-9 indukované bakterie s plastidem. Indukce vzorkd 1)
0,2 mM; 2) 0,4 mM; 3) 0,6 mM; 4) 1 mM; 5) 0 mM; 6) 0,2 mM; 7) 0,4 mM; 8) 0,6 mM a9) 1
mM.



1 , 1 9

Obrazek 20 — Vysledky exprese pri 18°C. A) ODgyonm = 0,4; B) ODgoonm = 0,6; C) ODgoonm =
0,8 a D) ODgoonm = 1. Vzorky 1-5 jsou kontroly, 1-4 jsou expresni bakterie bez plasmidu.
Vzorek 5 obsahuje plasmid. Vzorky 6-9 indukované bakterie s plastidem. Indukce vzorkd 1)
0,2 mM; 2) 0,4 mM; 3) 0,6 mM; 4) 1 mM; 5) 0 mM; 6) 0,2 mM; 7) 0,4 mM; 8) 0,6 mM a 9) 1
mM.
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Obrazek 21 — Vysledky exprese pri 20°C A) ODgyonm = 0,4; B) ODgoonm = 0,6; C) ODgoonm =
0,8 a D) ODgoonm = 1. Vzorky 1-5 jsou kontroly, 1-4 jsou expresni bakterie bez plasmidu.
Vzorek 5 obsahuje plasmid. Vzorky 6-9 indukované bakterie s plastidem. Indukce vzorkd 1)
0,2 mM; 2) 0,4 mM; 3) 0,6 mM; 4) 1 mM; 5) 0 mM; 6) 0,2 mM; 7) 0,4 mM; 8) 0,6 mM a 9) 1
mM.

Po tomto prvotnim testovani bylo zji§téno, ze bakterie E. coli BL21 StarTM
(DE3) bez transformovaného vektoru neprodukuji Zadny protein ve zvySeném mnozstvi,
jehoz molekulova hmotnost odpovida ADA. Také bylo zjisténo, ze bakterie obsahujici
tento plazmid, u nichz neprobéhla indukce IPTG, samovolné cilovy protein
neprodukuji. Bakterie nesouci plazmid pClIOX::At4g04880, u kterych byla provedena
indukce, produkuji pomérné velké mnozstvi zddaného proteinu.

Déle byl zkouman vliv glukosy na expresi rekombinantniho proteinu. Na zéklade
vyse provedené analyzy byla zhodnocena vytéznost exprese, a jako nejlépe vypadajici
podminky byly vybrany teploty 18°C a 20°C pii ODggonm 0,4 a 0,6, pro které se provedla
exprese Vv pritomnosti 2% glukosy (Obr. 22, 23).
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Obrazek 22 — Vysledky exprese pri raznych podminkach s piidanou 2% glukosou pri
18°C. ODgponm jednotlivych bakterii pfed indukci A) 0,4; B) 0,6. Indukce jednotlivych vzorku 1)

0,4 mM; 2) 0 mM; 3) 0,2 mM; 4) 0,4 mM; 5) 0,6 mM a 6) 1 mM.
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Obrazek 23 — Vysledky exprese pri raznych podminkach s piidanou 2% glukosou pri
20°C. ODggonm jednotlivych bakterii pied indukei A) 0,4 B) 0,6. Indukce jednotlivych vzorkt 1)

0,4 mM; 2) 0 mM; 3) 0,2 mM; 4) 0,4 mM; 5) 0,6 mM a 6) 1 mM.

Z vysledkl bylo patrné, ze ptidanim glukosy do kultivaéniho média nebylo
dosazeno zvySeni exprese, naopak exprese proteinu byla mensi nez v kultivacnim médiu
bez glukosy. Nasledn¢ byly vybrany podminky, u kterych byla pozorovana vyssi mira
exprese His-SUMO-ADA, a ty byly pfifazeny k sobé pomoci metody SDS-Page (Obr.

24, 25).
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Obrazek 24 — Vysledky exprese vybranych nejvhodnéjSich podminek pfifrazenych k sobé
pii ODgoonm 0,4. 1) Cupre) = 0,2 MM a 18°C; 2) Cyprg) = 0,2 MM a 20°C; 3) Cyprg) = 0,4 MM a
18°C; 4) cgpre) = 0,4 MM a 20°C; 5) Cyprg) = 0,6 mM a 18°C; 6) Cqprg) = 0,6 MM a 20°C; 7)
Capte) = 1 MM a 18°C a 8) C(prg) = 1 mM a 20°C.
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Obrazek 25 — Vysledky exprese vybranych nejvhodnéjSich podminek p¥ifrazenych k sobé
pii ODgoonm 0,6. 1) Cupre) = 0,2 MM a 18°C; 2) Cgpre) = 0,2 MM a 20°C; 3) Cyprg) = 0,4 MM a
18°C; 4) cypre) = 0,4 mM a 20°C; 5) Cgpre) = 0,6 mM a 18°C; 6) Ciprg) = 0,6 MM a 20°C; 7)
Capte) = 1 MM a 18°C a 8) Cprg) = 1 mM a 20°C.

Na zdklad¢ porovnavani vySe uvedenych podminek byly zvoleny optimalni
podminky pro expresi rekombinantniho proteinu His-SUMO-ADA. Jedna se o variantu
kultivace E. coli BL21 StarTM (DE3) v LB médiu s obsahem kanamycinu 50 pg/ml.
Samotna indukce exprese bude probihat pri optické hustoté 0,4 s pridavkem 0,6
mM IPTG pfri teplote 18°C po dobu 18 hodin (Obr. 24; tada 5). Nasledné byl

pfipraven 1 L kultury za danych podminek a byla zahajena purifikace proteinu.
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4.3 Purifikace rekombinantniho proteinu His-SUMO-ADA

Exprimovany rekombinantni protein His-SUMO-ADA byl purifikovan pomoci
Ni-NTA agarosové kolony. Po 1yzi buné¢k pomoci French Pressu a centrifugaci byl
supernatant obsahujici fuzni ADA nanasen pies noc na kolonu. Po promyti kolony, byl
protein eluovan pomoci roztokd o riznych koncentraci imidazolu (Obr. 26). Jednotlivé
frakce byly jimany do zkumavek a pomoci SDS-Page byl zjistovan nejvétsi podil ADA
v dané frakci (Obr. 27). Nejvétsi obsah mél byt dle protokolu v oblasti 250 mM

imidazolu.
His-SUMO-ADA
> l
c A
-
3
2 3 4
1t ' '
€as (min)

Obrazek 26 — Chromatogram eluce His-SUMO-ADA. 1) promyvaci roztok (50 mM
NaH,PO,, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol, pH 8,0); 2) elu¢ni roztok (50 mM NaH,PO,, 300
mM NacCl, 120 mM imidazol, pH 8,0); 3) elu¢ni roztok (50 mM NaH,PO,4, 300 mM NacCl, 250
mM imidazol, pH 8,0) a 4) elu¢ni roztok (50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl, 600 mM imidazol,
pH 8,0).
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Obrazek 27 — Vysledky purifikace pomoci Ni-NTA agarosy vizualizované pomoci SDS-
Page. 1) po lyzi peletu; 2) supernatan po centrifugaci; 3) priplach kolony I.; 4) prtplach kolony
Il.; 5) eluce 120 mM imidazolem; 6) eluce 250 mM imidazolem a 7) eluce 600 mM

imidazolem.

Z vysledku je patrné, Ze nejvétsi podil byl eluovan pravé 250 mM imidazolem a
jen mala Cast proteinu byla pfitomna v jinych frakcich. Nasledné byl ziskany roztok
dialyzovan pies noc a poté zahus$tén pomoci specialni zkumavky s filtrem (Amicon
Ultra-15 Centrifugal Filter Units, 10 000 MWCO). Koncentrace byla métena metodou

BCA, kdy byla po sestrojeni kalibra¢ni kiivky pomoci standardl stanovena koncentrace

rekombinantniho proteinu na 2,123 mg/ml.

4.4 Identifikace jednotlivych proteini pomoci LC-ESI-QTOF

Z SDS-Page gelu byly vyfiznuty dva pasy odpovidajici molekulové hmotnosti
55 kDa (Obr. 27, 6 tadek) a ~ 40 kDa (Obr. 33, 1 tadek), které byly dale upraveny dle
protokolu (viz kapitola 3.2.15) pro naslednou analyzu pomoci hmotnostni

spektrometrie. Zpracované vzorky byly analyzovany na oddéleni biochemie proteinu a

proteomiky (Obr. 28- 31).
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Obrazek 28 — Vysledky analyzy neznamého proteinu o molekulové hmotnosti ~ 55 kDa
pomoci LC-ESI-QTOF. Proteinova sekvence byla pokryta ze 76%. Cervené jsou oznaceny
peptidy neznamého proteinu, které jsou identické s ¢asti proteinové sekvence His-SUMO-
ADA.

Data ziskana z prvniho pasu o molekulové hmotnosti 55 kDa identifikovala His-
SUMO-ADA protein, a to s pravdépodobnostnim skore (Mascot score) 3952, s poctem
170 76% pokrytim sekvence His-SUMO-ADA

ptfitazenych  peptidi a s

identifikovanymi peptidy.
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Obrazek 29 — Hmotnostni spektrum ziskaného fragmentu ¢islo 1. zluté oznac¢eného na Obr.

28.
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Obrazek 30 — Vysledky analyzy neznamého proteinu o molekulové hmotnosti ~ 40 kDa
pomoci LC-ESI-QTOF po s§tépeni SUMO proteasou. Proteinova sekvence byla pokryta ze
66%. Cervené jsou oznaGeny peptidy neznamého proteinu, které jsou identické s &asti
proteinové sekvence ADA.

Ziskana data druhého pasu o molekulové hmotnosti 40kDa identifikovala ADA
bez His-SUMO Tagu, a to s pravdépodobnostnim skorém (Mascot score) 3687, s
poctem pftitazenych peptidi 336 a s 66% pokrytim sekvence ADA identifikovanymi
peptidy. Podafilo se tedy identifikovat, jak Stépenou, tak neSt€épenou ADA, coz
potvrdilo schopnost SUMO proteasy odstépit Sumo Tag a ziskat tak samotnou ADA.
Také jsme timto potvrdili spravnost predpokladanych vysledkli z SDS-Page.
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Obrizek 31 — Hmotnostni spektrum ziskaného fragmentu. Cislo 1. Zluté ozna¢ené na Obr.

30.
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4.5 Optimalizace Stépeni rekombinantni ADA SUMO proteasou

Cilem optimalizace bylo najit vhodné podminky pro Stépeni rekombinantni ADA
SUMO proteasou tak, aby doslo ke kvantitativnimu odstépeni SUMO Tagu a tim
minimalnim ztratam proteinu po nasledné purifikaci na Ni-NTA agarosové koloné. Byly
kombinované rizné teploty a také délka inkubace reakéni smési. Vysledky byly
nasledn¢ vizualizovany pomoci SDS-Page (Obr. 32, 33), pti¢emz molekulova hmotnost
exprimovaného proteinu His-SUMO-ADA odpovida ptiblizn¢ 55 kDa, u odstépeného
SUMO Tagu je to pfiblizn¢ 15 kDa a u samostatné ADA 40 kDa.
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Obrazek 32 — Optimalizace $tépeni His-SUMO-ADA SUMO proteasou vizualizované
metodou SDS-Page. Obrizek A 1) 1h, 4°C; 2) 1h, 16°C; 3) 1h 21°C; 4) 1h, 30°C; 5) 2h, 4°C;
6) 2h, 16°C; 7) 2h, 21°C; 8) 2h, 30°C a 9) kontrola His-SUMO-ADA. Obrazek B 1) 3h, 4°C; 2)
3h, 16°C; 3) 3h 21°C; 4) 3h, 30°C; 5) pies noc, 4°C; 6) pies noc, 16°C; 7) pies noc, 21°C; 8)
pfes noc, 30°C a 9) kontrola His-SUMO-ADA.
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Obrazek 33 — Optimalizace $tépeni-SUMO proteasou vizualizované metodou SDS-Page. 1)
6h, 4°C; 2) 6h, 16°C; 3) 6h 21°C; 4) 6h, 30°C a 5) kontrola His-SUMO-ADA.

Jako optimalni podminky pro S§tépeni SUMO proteasou byly vybrany podminky
16°C a 21°C pii Stépeni pies noc.



5 ZAVER

V teoretické Casti byla vypracovana literarni reSerSe na téma metabolismus
nukleotidli u rostlin s cilem poukazat na funkci enzymu adenosindeaminasy v ném.
Také byla vénovana pozornost charakterizaci skupiny adenosindeaminas a moznostem
zvyseni exprese proteinii pomoci modifikaci podminek exprese.

Cilem této prace bylo navazat na jiz provedenou praci skupiny védcii kolem Mgr.
Hany Pospisilové Ph.D. (Pospisilova et al., 2008). Dané¢ téma bylo znovu otevieno,
jelikoz dosud nebyla objasnéna struktura zadné rostlinné ADA, ¢emuz piedchazi
krystalizace proteinu. Mym tkolem tedy bylo zvysit a optimalizovat expresni podminky
pro rekombinantni ADA s naslednou optimalizaci purifika¢nich podminek a Sté€peni
rekombinantni ADA pomoci enzymu SUMO proteasa. Podatilo se nam zvysit vytézek
exprese pomoci vektoru pCIOX a naleznout optimalni podminky exprese u bakterie E.
coli BL21 StarTM (DE3) nesouci plazmid pClOX::At4g04880 kultivované v LB médiu
s kanamycinem (50 pg/ml), indukci exprese pii optické hustoté 0,4 s piidavkem
indukéniho c¢inidla IPTG o vysledné koncentraci 0,6 mM a teploté 18°C. Optimalni
podminky pro purifikaci proteinu nebyly dosud nalezeny. Protein byl purifikovan jen
Castecné pomoci Ni-NTA agarosy a jeho dalsi purifikace bude predmétem dalSiho
zkoumani az do naleznuti optimalnich podminek. TaktéZ se nam podatilo naleznout
optimalni podminky pro Stépeni ¢aste¢né purifikované ADA SUMO proteasou pii 16°C
nebo 21°C pftes noc.

Déle je planovano dokonceni optimalizace purifika¢nich podminek a kvantitativni
Stépeni His-SUMO-ADA proteinu za vyuZiti nové SUMO proteasy, diky které by byl
ziskan vétsi podil Stépené ADA, a tim by se minimalizovaly ztraty Cistého proteinu.

Nasledné bude protein krystalizovan s ambici vyfesit jeho strukturu.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

10F-THF - 10-formyltetrahydrofolat
acetyl-CoA - acetylkoenzym A

ACN - acetonitril

ADA - adenosindeaminasa

ADAT - tRNA specifické adenosindeaminasy
ADE - adenindeaminasa

ADP - adenosindifosfat

AICAR - 5-amidoimidazo-4-karbaxamid-ribonukleotid
AIR - 5-amidoimidazol-ribonukleotid

AMP - adenosinmonofosfat

ATP - adenosintrifosfat

CAIR - 4-karboxyaminoimidazol-ribonukleotid
CTP - cytosintrifosfat

DFC - 2'-deoxykoformycin

FAD - flavinadenindinuklotid

FAICAR - 5-formanoimidazol-4-karboxamid-ribonukleotid
FGAM - formylglycinamidinribonukleotid
FGAR - formylglycinamid-ribonukleotid

GAR - glycinaminoribonukleotid

GMP - guanosinmonofosfat

GTP - guanosintrifosfat

HDPR - 6-hydroxy-7,8-dihydropurinnukleosid
IMP - inosin-monofosfat

iPrOH - isopropanol

NAD - nikotinamidadenindinuklotid

NADPH - nikotinamiduadenindinukleotidfosfat
OMP - orotidin-5-fosfat

PRA - fosforibosylamin

PRPP - 5-fosforibosyl-1-pyrofosfat

SAICAR - N-sukcinyl-5-aminoimidazol-4-karboxamid
SAM - S-adenosylmethionin

SAMP - adenylosukcinat
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UMP - uridinmonofosfat

XMP - xantinmonofosfat
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