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Nazev diplomové prace: Klonovani, exprese a purifikace mykobakterialni

dihydrofolatreduktasy

Dihydrofolatreduktasa je enzym nezbytny pro metabolismus kyseliny listové —
katalyzuje redukci dihydrofolatu na tetrahydrofolat. Tetrahydrofolat je dulezitym
kofaktorem pfi reakcich pfrenaSejicich jednouhlikaté zbytky. Hraje kliCovou roli

v syntéze DNA, RNA a proteina.

Dihydrofolatreduktasa se nachazi také u M. tuberculosis. Tato bakterie je nejcastéjSim
puvodcem tuberkuldzy u lidi. Pravé dihydrofolatreduktasa by mohla byt potencialnim

cilem pro vyvoj novych antituberkulotik.

Rekombinantni protein dihydrofolatreduktasa byl pfipraven v nékolika krocich.
Sekvence kodujici protein byla nejprve amplifikovana polymerasovou fetézovou reakci.
Ligaci namnozZeného useku DNA a plazmidu pET-28b(+) vznikl rekombinantni plazmid,
ktery byl metodou tepelného Soku transformovan do kompetentnich bunék E. coli kmen
HB101. K expresi proteinu byly pouzity burky E. coli kmen BL21(DE3). Samotna
exprese byla indukovana pfidanim isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosidu (IPTG).
Ziskany rekombinantni protein byl izolovan a purifikovan metodou afinitni
chromatografie. Metodou dle Bradfordové byla ur€ena koncentrace enzymu. Aktivita
enzymu byla ovéfena reakci enzymu s dihydrofolatem za pfitomnosti NADPH. Tento
enzym muze byt pouzit k dalSimu vyzkumu, zejména k hledani latek inhibujicich jeho

aktivitu.
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