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Abstrakt

Piirozeni zabijeci (NK bunky) patii mezi lymfocyty a funkéné jsou definovani jako
buiiky schopné cytotoxicky usmrtit cilové buiiky bez predchozi senzibilizace.

Jednou z rodin povrchovych receptorit NK bun&k je rodina NKR-P1. Clenové této
rodiny patii mezi receptory C-lektinového typu, pficemz nékteré plni funkci aktivacni
a jiné inhibi¢ni. Rozpustnd forma mysiho proteinu Nkr-pla je izoformou aktiva¢niho
receptoru Nkr-pla. V jeho aminokyselinové sekvenci chybi vyznamna cast
transmembranové domény, proto je vysoka pravdépodobnost jeho vyskytu v cytoplazmé.

Tato prace se zaméfuje na optimalizaci podminek produkce rozpustné formy
myS$iho Nkr-pla proteinu v bakteridlnim kmeni E. coli BL21(DE3) Gold, jeho izolaci ve
form¢ inkluznich télisek a purifikaci pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie.
Byla optimalizovana koncentrace induktoru exprese, doba a teplota produkce. Cilem
optimalizace pracovniho postupu je jeho vyuZziti pro pfipravu izotopové znaceného

proteinu pro strukturni studium metodou nuklearni magnetické rezonance.



Abstract

Natural killer cells (NK cells) are a type of lymphocyte. According to their function
they are defined as cytotoxic cells which cause cell death without prior sensitization.

NKR-P1 is one of the families of NK surface receptors. This family belong to
C-type lectin like with inhibitory or activatory function. In this work we concern of soluble
form of mouse protein Nkr-pla, that is isoform of activatory receptor Nkr-pla. This
receptor is expected to be intracellular due to lack of major part of its transmembrane
domain.

We focus on the optimization of Nkr-pla production parameters. As production
system we used bacterial strain E. coli BL21(DE3) Gold, in which the target protein is
produced and subsequently isolated in the form of inclusion bodies. Obtained recombinant
protein was refolded and purified. As purification step we used high-performance liquid
chromatography. We optimized concentration of inductor of expression, production time
and temperature. The objective is to set up protocol for preparation of isotopically labeled
protein for nuclear magnetic resonance structure characterization.

(in czech)
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Seznam zkratek

APS peroxodisiran amonny (Amonium Persulfate)

Clr proteiny asociované s C-lektinovymi receptory (C-Lektin Related Protein)

CBB Coomassie Brilliant Blue

CDl16 receptor vazajici té€zké fetézce protilatek (Cluster of Differentiation 16)

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie (High-Performance Liquid
Chromatography)

IFN interferon

Ig protilatka (Immunoglobulin)

IL interleukin

IPTG 1sopropyl-pB-D-thiogalaktopyranosid

Kan kanamycin

KIR receptor imunoglobulinového typu (Killer cell Immunoglobulin-like
Receptors)

LLT1 lidsky lektinovy protein (Lectin-Like Transcript 1)

Ly-49 rodina C-lektinovych receptora

MOMM M9 minimalni médium

MHC gp glykoproteiny hlavniho histokompatibilniho komplexu
(Major Histocompatibility Complex)

NK ptirozeny zabije¢ (Natural Killer)

NKR-P1 rodina C-lektinovych receptort (Natural Killer Receptor-Protein 1)
NMWL limitni molekulova hmotnost (Nominal Molecular Weight Limit)
OD opticka denzita

SDS dodecylsiran sodny (Sodium Dodecyl Sulfate)

Tet tetracyklin



1. Uvod

1.1. Imunitni systém

Imunitni sytém obratlovct je velmi slozity. Chrani organizmus pied Skodlivymi
latkami a podili se na udrZzovani stadlého vnitiniho prostfedi. Zakladni funkce imunitniho
systému jsou obranyschopnost, autotolerance a imunitni dohled. Obranyschopnost
organizmu je umoznéna mimo jiné jeho schopnosti rozpoznat Sirokou Skalu vnéjSich
Skodlivin v€etné patogennich mikroorganizmii. Mikroorganizmy jsou rozpoznavany podle
charakteristické stavby bunécné stény (obsahujici lipopolysacharidy a peptidoglykany)
nebo typickych produkti jejich metabolizmu. Dalsi velice dtlezitou funkci imunitniho
systému je takzvana autotolerance. Ta spociva ve schopnosti organizmu rozpoznat tkané
télu vlastni, ¢imz brani vzniku autoimunitni reakce. Treti neméné dilezitou funkci je
imunitni dohled, jenz zajiSt'uje rozpoznani vnitinich Skodlivin (napf. starych, poskozenych
nebo zmutovanych bunck), které jsou bunkkami imunitniho systému pribézné
odstrafiovany. [1]

Imunitni mechanizmy jsou obvykle déleny dle jejich specificity na mechanizmy
nespecifické (pfirozena / vrozend imunita) a mechanizmy specifické (ziskand / adaptivni
imunita). Ob¢ tyto slozky vzajemné spolupracuji a jsou nezbytné pro preziti zivocicha. [1]

Vrozend imunita je zaloZena na pfitomnosti molekul a bunék, které jsou schopné
reagovat na Siroké spektrum patogennich latek na zaklad¢ jejich urcitych spolecnych ryst,
mohou to byt naptiklad molekulové vzory asociované s patogeny, ptipadné molekulové
vzory asociované s poSkozenim [2]. Jelikoz jsou slozky zajist'ujici nespecifickou obranu
trvale pfitomné v tkanich, je jejich efekt velmi rychly (odpoveéd’ v fddu minut).

Bunécéné systémy vrozené imunity jsou reprezentovany pievazné fagocytujicimi
buikami myeloidni linie a pfirozenymi zabije¢i (NK bunikami z angl. Natural Killer;
Kap. 1.3) lymfoidni linie. Humorélni slozky jsou tvofeny systémem sérovych proteinli
(interferony, lektiny, komplementovy systém a jiné). [1]

Ziskana imunita je evolu¢né mladsi mechanizmus pfitomny pouze u obratlovci a je
zalozena na interakci jejich receptorti se specifickymi antigeny. Odpovéd’ ziskané imunity
je pomalejsi (v fadech dnti) kvili jeji klondlni specificité. Po aktivaci prislusné bunky

specifick¢é imunity dochdzi nejdiive k jejimu déleni a teprve dcefiné klony se stavaji



buitkami efektorovymi. Mensi ¢ast dcefinych bun¢k nedozrava v buiky efektorové, ale
stavaji se z nich bunky pamétové. Ty jsou pii opétovném vyskytu daného antigenu
schopny snaz§i a rychlej§i piemény v bunky efektorové, coz =zajistuje rychlejsi
arazantnéj$i odpovéd’ organizmu. Tento mechanizmus se nazyva imunologicka pamét
a poskytuje organizmu strategickou vyhodu pfi opakovaném stietu s timtéz patogenem.
Ziskand imunita je reprezentovana T Ilymfocyty, B lymfocyty, jejich antigenné

specifickymi receptory a protilatkami. [1, 3]

1.2. Bunky imunitniho systému
Buiiky pfirozené i adaptivni imunity vznikaji z pluripotentnich hematopoetickych

kmenovych bunék v kostni dfeni. Diferencuji se do dvou linii: myeolidni a lymfoidni

(Obr. 1)
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Obr 1. Diferenciace bunék z pluripotentnich hematopoetickych kmenovych bunék [4].
Buriky myeloidni linie zprostfedkovavaji antigenné nespecifickou imunitni odpovéd,
zatimco buriky lymfoidni linie zajiStuji antigenné specifickou odpovéd. Vyjimkou jsou NK
buriky , které spadaji do linie lymfoidni, ale zprostfedkovavaji antigenné nespecifickou
imunitni odpovéd.



1.3. NK bunky a jejich funkce

V roce 1973 byly definovany buiiky ze
skupiny  lymfocytd  postradajici  typické
receptory T a B bun¢k (Obr. 2) [5]. Skupina
kolem R. Kiesslinga pak v roce 1975 poprvé
pozorovala jejich cytolytickou aktivitu in vivo
[6]. NK buiky jsou charakterizované jako
lymfocyty podilejici se na nespecifické obrané.
Jejich vyznamnou funkcei je cytolyticka aktivita

obdobna jako u cytotoxickych T lymfocyti,

ovSem s tou vyhodou, Ze po aktivaci

neprochdzi fazi déleni a diferenciace. NK 3}1 ' 'f- b
Obr. 2: NK burika pozorovana elektronovym

bunky patii do prvni obranné linie naseho mikroskopem [5].

imunitniho systému a spolu s ostatnimi builtkami vrozené imunity zasahuji pfimo v misté

infekce. [1]

Funkce NK bun€k neni primarné€ fizena prostfednictvim antigenné specifickych
receptor. NK buiiky rozpoznavaji fadu bunck (virem infikovanych, nadorovych nebo
jinak posSkozenych), vac¢i kterym vykazuji cytolytickou aktivitu, kterd je regulovana
aktivaénimi a inhibi¢nimi receptory na jejich povrchu. Tyto receptory jsou podrobné&ji
popsany v nasledujici kapitole (Kap. 1.4). NK buiky zastavaji dilezit¢é regulacni
mechanizmy ovlivitujici nespecifickou i specifickou imunitu a krvetvorbu. Jsou
vyznamnymi producenty fady cytokinli (interferon gamma (IFN-y), faktor stimulujici
kolonie granulocyt a makrofagt, interleukin 3 (IL-3) a jiné), které ptispivaji k antigenné
nespecifické aktivaci makrofagti a plni mnoho dalSich regula¢nich funkci [7]. Nejvice
prozkoumany je IFN-y, ktery organizuje mnoho bunécnych programli obrany proti
patogentim posilenim imunitniho dohledu a obranyschopnosti napadené¢ho organizmu.
Také hraje diilezitou roli pfi maturaci T lymfocytid [8]. Aktivita NK bunc¢k je stimulovéna
specifickymi cytokiny (IL-2, IFN-a, IFN-f, IL-12, IL-18 a jin¢) produkovanymi ostatnimi
buitkami imunitniho systému, ptipadn¢ bunikami infikovanymi patogenem [9]. Vyznamnou
ulohu v imunitni odpovédi hraje spoluprace NK bunék s buitkami dendritickymi [10]. [1,

1]
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1.3.a ) Mechanizmus cytotoxicity

NK buiiky nic¢i cilové bunky pomoci cytotoxickych granuli obsahujicich proteiny
perforiny a proteasy, zvané granzymy, které vysle piimo do mista kontaktu s cilovou
buiikou. Perforiny vytvafi pory v bunécné membrané cilové bunky, skrz které prochdzeji
granzymy. Uvniti buiky indukuji granzymy (serinové proteasy) apoptozu Sté€penim
prekurzorti kaspasovych proteas [12]. Pfipadné mize dojit piisobenim perforinti k poruseni
integrity bunécéné stény a nasledné osmotické lyze bunky, a tim uvolnéni patogenu do

mezibunééného prostoru. [1]

1.4. Receptory NK bunck

Receptory NK bunék lze na zédklad¢ jejich struktury rozdé€lit do dvou skupin:
imunoglobulinové receptory a C-lektinové receptory. V obou téchto skupinach jsou
zastoupeny receptory inhibi¢ni, konjugované s imunoreceptorovym tyrosinovym
inhibicnim motivem, a receptory aktivacni, konjugované s imunoreceptorovym
tyrosinovym aktivatnim motivem. Cytotoxickd aktivita NK bun¢k je regulovana
rovnovahou mezi inhibi¢nimi a aktiva¢nimi signaly. [13, 14]

Imunoglobulinové receptory jsou transmembranové proteiny I typu (N-konec
lokalizovan vné bunky) a patfi k nim napfiklad rodina KIR (z angl. Killer cell
Immunoglobulin-like  Receptors) nebo receptor CDI16 (z angl. Cluster of
Differentiation 16) (ve své extracelularni ¢asti mohou mit i vice domén vézajicich
protilatky). C-lektinové receptory jsou transmembranové proteiny II typu (N-konec
lokalizovan v cytoplazmé). Tyto receptory ve vétSiné piipadi tvori homodimery spojené
disulfidickymi mustky. Jejich extracelularni cast nese C-lektinovou doménu typickou pro
celou skupinu téchto receptori. Mezi C-lektinové receptory NK bunék patii naptiklad
rodina lymfocytovych antigent 49 (Ly-49), vyskytujici se u hlodavci, a rodina NKR-P1
(z angl. Natural killer receptor-protein 1), ¢itajici nekolik forem u hlodavct a doposud

pouze jednu znamou u ¢loveka. [15, 16]

l4.a ) Rozpoznévaci mechanizmy NK bunék
Aktivita NK bunck je fizena receptory rozezndvajicimi specifické ligandy.
K vyznamnéj$im ligandim patii glykoproteiny hlavniho histokompatibilniho komplexu

(MHC gp) I tridy, které na svém povrchu exprimuji vSechny jaderné buiiky organizmu.
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Prosttednictvim MHC gp I tfidy vystavuji buiiky na svém povrchu peptidové fragmenty
vlastniho proteomu. Pfi nékterych virovych infekcich, nebo nadorovych bujenich dochazi
ke snizeni exprese téchto glykoproteinovych komplexi. NK bunky jsou schopné
kontrolovat hustotu MHC gp na povrchu okolnich bunék, je-li jejich zastoupeni na povrchu
cilové bunky pfili§ nizké nebo pokud tyto komplexy zcela chybi, NK buinika vyvola
programovanou bunécnou smrt takové buiiky. Mechanizmus této aktivace je oznacovan
jako rozpoznani na zakladé ubytku struktur pro télo vlastnich (z angl. missing-self
recognition) [17, 18]. K aktivaci NK bun¢k mize dojit i v ptipad€, ze se na povrchu cilové
buiky vyskytuje vyssi hustota MHC gp I tfidy, nez je obvyklé na zdravych buinikach. Tento
mechanizmus byva nazyvan rozpoznani podle ptibytku struktur pro télo vlastnich (z angl.
induced-self recognition). [9, 19]

Funkce NK bunc¢k jsou fizeny i mechanizmy nezavislymi na signalizaci
prostiednictvim MHC gp (anglicky ozna¢ovanymi jako "MHC-independent recognition").
Rizeni aktivity NK bunék pomoci téchto signall je regulovano obdobnymi mechanizmy
jako v ptipadé¢ MHC gp. [20]

Specialni funkci zastdva imunoglobulinovy receptor CD16, ktery rozpoznava tézké
fetézce protilatek IgG. Diky tomu jsou NK buiiky schopné usmrtit buiiky opsonizované
IgG a Castecné se tak podilet na funkci specifické imunity. Tento mechanizmus aktivace je

oznacovan jako bunécna cytotoxicita zavisla na protilatkach. [21, 22]

1.5. Rodina NKR-P1 receptorti

Jedna se o jednu z prvnich objevenych rodin receptorit NK bunék. Nejvice forem
receptorii této rodiny bylo doposud identifikovano u mysi. Dnes je znamo 6 jejich ¢lent:
Nkr-pla, b, c, d, fa g [23, 24, 25]. Prvnim identifikovanym ¢lenem této rodiny u mysi byl
receptor Nkr-plec, ktery je pouzivan jako povrchovy znak k odliseni NK bun¢k od T a B
lymfocytd [26]. Cytoplazmatickda doména proteini Nkr-plb a d obsahuje
imunoreceptorovy tyrosinovy inhibi¢ni motiv [20]. Nkr-pla, ¢ a f tento inhibi¢ni motiv
neobsahuji a jsou fazeny mezi receptory aktivacni [27]. Funkce receptoru Nkr-plg nebyla
zatim zcela objasnéna. V NK genovém komplexu (¢ast genomu nesouci informaci
o receptorech NK bun¢k) je mimo jiné pfitomen gen kdédujici Nkr-ple, ten ale neni

piekladan do proteinové sekvence - je to takzvany pseudogen. [24]
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Ligandy vazajici se na NKR-P1 receptory jsou ze skupiny proteinli asociovanych
s C-lektinovymi receptory (Clr). Jejich biologicka funkce zatim neni zcela objasnéna, ale
v zasad¢ zprosttedkovavaji rozpoznani abnormalnich bunék nezavisle na MHC gp.
Proteiny NKR-P1 jsou s ClIr proteiny Gizce spjaty. Jejich geneticky kod se nachézi ve stejné
¢asti NK genového komplexu [19]. Vzhledem k riznému zastoupeni jednotlivych forem
Clr proteini v tele se interakce NKR-P1/Clr zd4 byt tkanoveé specifickd, na rozdil od
interakce receptori s MHC gp I tiidy. [28, 29]

U cloveka byla identifikovéna jen jedna forma NKR-P1 proteinu a to NKR-P1A.
Jeho ligandem s inhibi¢ni funkci je LLT1(z angl. Lectin-Like Transcript 1) (lidsky
homolog mysiho Clr) [14, 30].

1.5.a ) Receptor Nkr-pla
Nkr-pla  je  transmembranovy F‘
y

receptor II typu (C-konec - extracelularni)

=

a patifi mezi receptory C-lektinového typu
[31]. Je exprimovan na vSech NK bunkach
a na nckterych podskupinach T lymfocyth.
Ve své transmembranové doméné ma
pozitivné nabity postranni fetézec argininu,
ktery zprostfedkovava prenos signdlu na
tyrosinové kinasy. V neddvné dobé byla
vyfeSena trojrozmérna  struktura  Casti

proteinu na zakladé rentgenove

Obr. 3: Model krystalograficky stanovené
krystalografie (Obr. 3). V C-lektinovych struktury Nkr-p1a [32]

doménach témét vSech C-lektinovych receptori byla objevena prodlouZena smycka, ktera
je u jednotlivych receptort variabilni [23]. Tato smycka je povazovana za dulezity prvek
rozhodujici o vazb& specifickych ligandi mezi jednotlivymi formami pomérné
konzervované skupiny receptorii [23]. [27, 32]

Pokusy s geneticky modifikovanymi hlodavci byla prokazana aktivacni funkce

Nkr-pla receptoru. [33]
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1.6. Rozpustna forma mysiho proteinu Nkr-pla (Nkr-pla izoforma 2)
Rozpustnd forma mySiho proteinu Nkr-pla je zvla$tnim ¢lenem NKR-P1 rodiny
receptorti. Oproti izoformé€ 1 mé zkrdcenou cytoplazmatickou a transmembranovou
doménu. Nabizi se, Ze se nejednad o transmembranovy receptor, ale Ze by se tento protein
mohl nachazet volné v cytoplazmé NK bunék. Prozatim ale neni znamo, jaké by mohla byt
jeho funkce. Rozpustnd forma mySiho proteinu Nkr-pla byla objevena v NK genovém
komplexu mysi pifi sekvenaénim projektu celého mysSiho genomu. Na nasledujicim
obrazku jsou graficky porovnany aminokyselinové sekvence mysiho receptoru Nkr-pla

a jeho rozpustné formy (Obr. 4).

10 20 30 40 50 60
MDTARVYFGL KPPRTPGAWH ESPPSLPPDA CRCPRSHRILA LKLSCAGLIL LVVTLIGMSV
MDTARVYFGL KPPRTPGAWH ESPPSLPP

izol
izo2

70 80 90 100 110 120

LVRVLIQKPS IEKCYVLIQE
VRVLIQKPS IEKCYVLIQE

130 140
DCDGKGATLM LIQDQEELRE

NLNKTTDCSA
NLNKTTDCSA

150
LLDSIKEKYN

KLECPODWLS

HRDKCEFHVSH

VSNTWEEGLV

KLECPODWLS

HRDKCEFHVSH

VSNTWEEGLV

160
SEWIGLRYTL

170
PDMNWKWING

180
STLNSDVLKI

DCDGKGATLM LIQDQEELRE

LLDSTIKEKYN

SEFWIGLRYTL

PDMNWKWING

STLNSDVLKI

190 200
TDDTENDSCA AISGDKVTFE

210
SCNSDNRWIC

220
QKELYHETLS

TDDTENDSCA AISGDKVTEE

SCNSDNRWIC

QKELYHETLS

227
NYVGYGH
NYVGYGH

Obr. 4: Srovnani aminokyselinové sekvence receptoru Nkr-p1a a jeho rozpustné formy.
Sekvence izoformy 1 a doplriujici informace [34].
Nkr-p1a izo1: 227 aminokyselin, molekulova hmotnost Mw=25765,74 Da,
teoreticky monoizotopicky izoelektricky bod pl 5,80

cytoplasmaticka doména M1-CH45

transmembranova doména
extracelularni doména

C-lektinova doména

A46-166

Q67-H227
EQ93-K212

cysteiny, pravdépodobné zapojeni disulfidickych mustkd: 94 - 105; 122 - 210; 189 - 202
motiv ktery vaze LCK (z angl. lymphocyte-specific protein tyrosine kinase) 31 - 34

Nkr-p1a izo2: 194 aminokyselin,molekulova hmotnost Mw=22195,79 Da,
teoreticky monoizotopicky izoelektricky bod pl 5,23

cytoplasmaticka doména M1-P28

transmembranova doména
extracelularni doména

C-lektinova doména

V62-166(V29-133

Q67 -H 227 (Q34-H 194)
E73-K212 (E60-K179)

cysteiny
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2. Cile prace

Cilem predkladané bakalédiské prace je optimalizace produkce rozpustné formy
my$iho Nkr-pla proteinu, jeho nasledna izolace a purifikace. Utelem téchto pokust je
optimalizovat protokol pro velkoobjemovou produkci izotopové znaeného proteinu v M9

minimalnim médiu pro jeho strukturni analyzu nuklearni magnetickou rezonanci.

®  Optimalizace produkce rozpustné formy mysiho Nkr-pla proteinu v MOMM.

® Produkce rozpustné formy mysiho Nkr-pla proteinu ve velkém objemu, jeho

izolace, renaturace a purifikace.
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3. Material

3.1. Pfistroje a pomucky

96 jamkova desticka

Analytické vahy AL54

Automatické pipety

Centrifuga Avanti J-26 XP
Centrifuga Z 233 MK-2

Centrifuga Spektrafuge 16M Edison

Centrifugacni koncentrator Amicon Ultra NMWL 10 kDa

Dialyzacni trubice

Hamiltonka

HPLC systém BioSys 500
Injekeni filtr 0,22 um

Kolona ENrich SEC 70 (10x300)
Kolona ENrich Q (5%50)
Magneticka michacka CB-161
Mikrozkumavky
Monochromatorova ¢tecka desti¢ek Safire 2
Mrazici box (-80 °C)

pH metr 200

Predvazky HF-1200G

Souprava pro SDS elektroforézu
Souprava pro ultrafiltraci
Spektrofotometr DU-70
Ttepacka

Ultrafiltracni membrana Ultracel NMWL 10 kDa
Ultrazvukova lazen
Ultrazvukova sonda 4710
Vakuova odparka RC 10.10
Vortexovy micha¢ VELP

Zdroj deionizované vody MilliQ
Zdroj napéti MP 250 V
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Nunc, Dansko

Mettler Toledo, CR
Gilson, US4

Beckman Coulter, US4
Hermle, Némecko
Labnet, US4
Millipore, US4
Sigma-Aldrich, US4
GE healthcare, UK
Beckman, US4

TPP, Svycarsko
Bio-Rad, Némecko
Bio-Rad, Néemecko
Stuart, UK

Trefflab, Svycarsko
Tecan, Svycarsko
Forma Scientific, USA
Beckman Coulter, US4

A & D Company, Japonsko

Bio-Rad, Néemecko
Millipore, USA
Beckman, US4
Gallenkamp Ltd., UK
Millipore, USA
KRAINTEK, Slovensko
Cole-Parmer, USA
Jouan, Francie
Scientifica, Italie
Millipore, US4
Major Science, US4



3.2. Chemikalie

2-merkaptoethanol

Agarosa

Akrylamid

Azid sodny

Bromfenolova modf

Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB R-250)
Cystamin dihydrochlorid

Cysteamin hydrochlorid

Cinidlo pro stanoveni koncentrace proteinu dle Bradforda
Cinidlo pro BCA stanoveni koncentrace proteinu
D-Glukosa

DNasa |

Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH,PO4)
Dodecylsiran sodny (SDS)

Dusi¢nan sttibrny (AgNOs)

Dithiothreitol (DTT)
Fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Formaldehyd (H,CO)

Glycin

Guanidin hydrochlorid

HEPES

Hovézi sérovy albumin (BSA)
Hydrogenfosfore¢nan sodny (Na,HPO,)
Hydroxid sodny (NaOH)

Chlorid amonny (NH.CI)

Chlorid hotecnaty (MgCl2)

Chlorid sodny (NaCl)

Chlorid vapenaty (CaCl,)
Isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid (IPTG)
Kanamycin

Kvasni¢ny extrakt

Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA)
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Sigma-Aldrich, USA
Serva, Néemecko
Serva, Némecko
Serva, Némecko
Sigma-Aldrich, US4
Serva, Némecko
Sigma-Aldrich, US4
Sigma-Aldrich, US4
Bio-Rad, Némecko
Sigma-Aldrich, US4
Lachema, CR
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, CR

Serva, Néemecko
Sigma-Aldrich, US4
Sigma-Aldrich, US4
Sigma-Aldrich, US4
Lachema, CR

Serva, Néemecko
Serva, Némecko
Sigma-Aldrich, US4
Sigma-Aldrich, US4
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Sigma-Aldrich, US4
Sigma-Aldrich, USA
Biolife, Itdlie
Sigma-Aldrich, US4



Kyselina octova (CH;COOH)
L-Arginin hydrochlorid

Leupeptin

Lysozym
N,N-methylen-bis-akrylamid
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (TEMED)

Peroxodisiran amonny (APS)

Proteinovy marker Broad Range (7 - 175 kDa)
Proteinovy marker SeeBlue (4 - 250 kDa)

Lachema, CR

Serva, Nemecko
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, US4
Sigma-Aldrich, US4
Serva, Néemecko

Sigma-Aldrich, USA

New England Biolabs, UK

Invitrogen, US4

RNasa | Sigma-Aldrich, US4
Sacharosa Lachema, CR

Siran hotec¢naty (MgSOy)

Tetracyklin

Thiamin hydrochlorid

Thiosiran sodny (Na,S,05)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
Triton X-100

Trypton

Uhlic¢itan draselny (K,COs)

3.3. Roztoky a pufry

Lachema, CR
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, US4
Sigma-Aldrich, US4
Serva, Nemecko
Sigma-Aldrich, US4
Oxoid, US4
Sigma-Aldrich, USA

®  30% (w/w) zasobni roztok akrylamidu: 29% (w/w) Akrylamid, 1% (w/w) N,N'-
methylen-bis-akrylamid

Barvici roztok na polyakrylamidovy gel: 0,25% (w/w) Coomassie Brilliant Blue
R-250, 45% (v/v) Methanol, 10% (v/v) kys. Octova

® Dialyzaéni pufr: 15mM HEPES, 150mM NaCl, ImM NaN;, pH 8,0

® Elektrodovy pufr pro SDS elektroforézu: 25mM Tris, 250mM Glycin, 0,1% (w/w)
SDS, 0,2mM NaN;, pH 8,3

®  Guanidinovy pufr: 6M Guanidin, 100mM Hepes, 10mM dithiothreitol, pH 8,0

Nanaseci pufr pro iontové vyménnou chromatografii: 15mM Tris, S0mM NacCl,
ImM NaNs, pH 6,8

® Neredukujici vzorkovy pufr (2x): 100mM Tris; 4% (w/w) SDS; 0,2% (w/w)
Bromfenolovéa modft, 20% (v/v) Glycerol, pH 6,8
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33.a

Odbarvovaci roztok na polyakrylamidovy gel: 35% (v/v) EtOH, 10% (v/v) HAc

Promyvaci pufr pro izolaci inkluznich télisek: SO0mM Tris, 100mM NaCl, ImM
2-merkaptoethanol, ImM NaN;, pH 7.4

Pufr A pro iontové vyménnou chromatografii: 15mM Tris, 20mM NaCl, pH 6,8
Pufr B pro iontové vyménnou chromatografii: 15mM Tris, 1M NaCl, pH 6,8
Pufr pro gelovou filtraci: 15 mM HEPES, 150mM NaCl, ImM NaN3, pH 6,8

Pufr s detergentem pro izolaci inkluznich télisek: 0,5% (w/w) Triton X-100, S0mM
Tris, 100mM NaCl, ImM NaNs, ImM 2-merkaptoethanol, pH 7,4

Redukujici vzorkovy pufr pro SDS elektroforézu (2x): 100mM Tris, 4% (w/w)
SDS, 0,2% (w/w) Bromfenolova modt, 20% (v/v) Glycerol a 200mM Dithiotreitol;
pH 6,8

Renaturacni pufr: 0,4M Arginin, 50mM HEPES, 100mM CaCl,, ImM NaN;, 9mM
Cysteamin, 3mM Cystamin, pH 6,8

Rozdélovaci polyakrylamidovy gel pro SDS elektroforézu (15% (w/w)), V =20 ml:
4,6 ml ddH,O; 10 ml 30% (w/w) akrylamid; 5 ml 1,5M Tris pufr pH 8,8; 200 pl
10% (w/w) SDS; 8 ul N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin a 200 pl 10% (w/w)
APS

Sacharosovy lyzaéni pufr: 25% (w/w) Sacharosa; 5S0mM Tris; ImM Kkys.
Ethylendiamintetraoctova; ImM NaNs; pH 7,4

Vyvolavaci roztok (barveni sttibrem): 0,07% (v/v) Formaldehyd, 3% (w/w) K,COs,
0,001% (w/w) Na,S,05

Zaosttovaci polyakrylamidovy gel pro SDS elektroforézu (5% (w/w)), V=6 ml:
4,1 ml ddH,O; 1 ml 30% (w/w) akrylamid; 0,75 ml 1M Tris pufr pH 6,8; 60 pl 10%
(w/w) SDS; 6 ul N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin a 60 pl 10% (w/w) APS

Zastavovaci roztok (barveni stiibrem): 50% (w/w) Tris, 25% (v/v) HAc
) Z4sobni roztoky

DNasa I: zasobni roztok 100 U/ul, pracovni koncentrace 10 U/ml

Fenylmethylsulfonylfluorid: zasobni roztok 100mM (v EtOH), pracovni
koncentrace 1mM

Isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid (IPTG): zasobni roztok 1M, optimalizovana
pracovni koncentrace 0,3mM

Kanamycin: zdsobni roztok 50 mg/ml, pracovni koncentrace 50 pg/ml
Leupeptin: zasobni roztok 100mM, pracovni koncentrace 10uM
Lysozym: zasobni roztok 10 mg/ml, pracovni koncentrace 2 pg/ml
RNasa I: zasobni roztok 10 mg/ml, pracovni koncentrace 0,25 pg/ml

Tetracyklin: zdsobni roztok 5 mg/ml v EtOH, pracovni koncentrace 12,5 pg/ml
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3.4. Média

®  Solny roztok M9 miniméalniho média: 36mM Na,HPO, * 12 H,0, 22mM KH,PO,,
9mM NacCl, 19mM NH,CI, pH 7,4

® M9 minimalni médium (MOMM): 100uM CaCl,, ImM MgSO,, ImM thiamin
hydrochlorid, 3 g/l glukosa

® LB medium podle Luria-Bertani: 10% Trypton, 5% Kvasni¢ny extrakt, 10% NaCl,
pH 7,4

® LB agar: LB médium, 2% Agar

3.5. Bakterialni kmen

® Escherichia coli BL21(DE3) Gold Stratagene, USA
3.6. Vektor
® pET-30a(+) Novagen, US4

koncentrace zasobniho roztoku 0,5 pg/ul
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4. Metody

4.1. Transformace kompetentnich bunék

Alikvot kompetentnich bun¢k E. coli BL21(DE3) Gold o objemu 200 ul
(uskladnény pfi -80 °C) byl ponechén rozmrznout na ledu. Po rozmrznuti bylo k buiikdm
sterilné pipetovano 0,5 pg plazmidové deoxyribonukleové kyseliny nesouci usek kodujici
rozpustnou formu mySiho Nkr-pla proteinu. Plazmid v rdmci své bakalarské prace
pripravila Bc. Pavlina Vaiikova. Po 30 min na ledu byly buiiky vystaveny teplotnimu Soku
(42 °C po dobu 45s). K bunkam byl sterilné odméfen 1 ml sterilntho LB média
(temperované¢ho na 37 °C) a buiky byly ponechany inkubovat jednu hodinu pii 37 °C.
Bunééna suspenze byla odstfedéna (5 000 rpm, 2 min, Spectrafuge 16M), vétSina
supernatantu odlita a ve zbylych piiblizn¢ 50 ul byla rozptylena peleta. Suspenze byla
nanesena na Petriho misku s LB agarem s antibiotiky (50 pg/ml kanamycin (Kan),
12,5 pg/ml tetracyklin (Tet)). Petriho miska s LB agarem byla ponechdna ptfes noc pfii
37 °C a poté byla umisténa do lednice (4 °C).

4.1.a ) Ptiprava LB média
Rozpusténim jednotlivych slozek (Kap. 3.4) bylo pfipraveno LB médium, které
bylo sterilizovano. Antibiotika (Kan, Tet) byla pfidavana az po zchladnuti na 50 °C, jelikoz

jsou termolabilni.

4.1b ) Ptiprava misky s LB agarem

Pro ptipravu Petriho misky s LB agarem byla do LB média pied sterilizaci ptidana
agarosa (Kap. 3.4). Antibiotika byla pfidavana opét az po zchladnuti na 50 °C. Po ptidani
antibiotik byl LB agar nalit za sterilnich podminek na Petriho misku a ponechan ztuhnout.

Miska s LB agarem byla nasledn¢ ponechéna schnout ptes noc pii 37 °C dnem vzhiru.

4.1.c ) Ptiprava M9 minimalniho média (MOMM)

Byl pfipraven solny roztok MIMM, ktery byl nésledné sterilizovan. Do solného
roztoku byly za stdlého michani pfidany sterilni roztoky CaCl, a MgSO,. Daéle byly
odméieny roztoky thiamin hydrochloridu a glukosy, které byly sterilizovany pies mikrofiltr

(0,22 pm). Nakonec byla do média pipetovana antibiotika Kan, Tet. (Kap. 3.4)
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4.2. Vybér vhodnych produkénich klont

Po inkubaci bylo z Petriho misky s LB agarem s narostlymi koloniemi vybrano 8
jednotlivych klond, kterymi byly jednotlivé zaockovany vzdy 4 ml sterilntho LB média
s antibiotiky (Kan, Tet). Kultury byly ponechany tfepat ptes noc (220 rpm, 37 °C). Takto
pfipravenymi stacionarnimi kulturami byly v poméru 1:100 zaoCkovany vzdy 2 zkumavky
s ¢istym LB médiem (Kan, Tet), které byly jednu hodinu ponechany inkubovat na tfepacce
(220 rpm, 37 °C). Vzdy k jedné z identickych kultur byl pipetovan isopropyl-p-D-
-thiogalaktopyranosid (IPTG) induktor exprese rekombinantniho proteinu o vysledné
koncentraci ImM. Druhé z paru byla ponechana bez piidavku IPTG (negativni kontrola).
Vsechny kultury byly ponechédny tfi hodiny inkubovat na tiepacce (220 rpm 37 °C). Poté
byly vzorky prevedeny do mikrozkumavek a odstfedény (5 000 rpm, 10 min,
Spectrafuge 16M), supernatant byl odsan pod vakuem a pelety zmrazeny na -80 °C. Pii
této teploté byly ulozeny az do vyhodnoceni na elektroforéze v pfitomnosti dodecylsiranu
sodného (SDS elektroforéza).

Induktor exprese IPTG je analogem laktosy, ktery ale neni metabolizovan. Jeho
funkce spociva v deaktivaci /ac represoru, coz vede k indukci exprese genu lac operonu.
Pouzity bakteridlni kmen E. coli BL21(DE3) Gold obsahuje v lac operonu vlozenou
informaci pro T7 RNA polymerasu, ktera rozpoznava T7 promotor pfitomny v produkénim
plazmidu pET-30a(+). T7 RNA polymerasa pochazi z T7 bakteriofdga a zajistuje velmi

efektivni expresi rekombinantniho proteinu. [35, 36]

42.a ) Ovéteni aminokyselinové sekvence produkovaného proteinu
Gel z vybéru produkénich klont byl predan Mgr. Zdeiikovi Kukackovi, pro ovetfeni

aminokyselinové sekvence produkovaného proteinu pomoci hmotnostni spektrometrie.

4.3. Optimalizace podminek pro produkci proteinu

Do sterilnich zkumavek bylo asepticky odméteno po 1 ml MOMM (Kan, Tet), které
bylo v poméru 1:100 zaockovano vybranou staciondrni kulturou. Stejnym zpiisobem byly
pro méteni optické denzity zaockovany kontrolni vzorky o objemu 2 ml. Zkumavky byly
umistény na tiepacku (220 rpm, 37 °C). Priibézné byla spektrofotometricky méfena opticka
denzita kontrol do doby, nez dosdhla hodnoty 0,6 - 0,8. Méfeni probihalo pfi vlnové délce

550 nm a jako slepy vzorek byla pouzita destilované voda.
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43.a ) Optimalizace koncentrace induktoru exprese

Po dosazeni pozadované optické denzity byl ke vzorkiim odméten IPTG o riznych
finalnich koncentracich (0,01; 0,05; 0,1; 0,3; 0,5; 1; 5; a 10mM). Indukované vzorky
a kontroly (w/o IPTG) byly ponechany tii hodiny tfepat (220 rpm, 37 °C).

43Db ) Optimalizace doby produkce po indukci exprese

Po dosazeni pozadované optické denzity byl ke vzorkim odméfen 0,3mM IPTG
(na zaklad¢ ptfedchoziho stanoveni). Vzorky byly ponechany tiepat (220 rpm, 37 °C) po
ruznou dobu (0, 1, 2, 3,4, 5, 6, 8 a 10 hod).

43.c) Optimalizace teploty pifi produkci po indukci exprese

Po dosazeni pozadované optické denzity byl ke vzorkim odméien 0,3mM IPTG.
Nasledné byly zkumavky rozmistény na tfepacky (220 rpm) a ponechény trepat pét hodin
pti teplotach 24, 30, 35, 37 a 40 °C.

43.d) Zpracovani vzorki po produkcich

Vzorky byly pfevedeny do mikrozkumavek a odstiedény (5 000 rpm, 10 min,
Spectrafuge 16M), supernatant byl odsan pod vakuem a pelety zmrazeny na -80 °C, dokud
nebyly vyhodnoceny na SDS elektroforéze.

4.4. Produkce ve velkém objemu

Ve 21 Erlenmayerové bance bylo zaockovéano 0,51 MIMM (Kan, Tet) v poméru
1:100 vybranou staciondrni kulturou. Bailka byla umisténa na tfepacku (220 rpm, 37 °C).
V priibéhu inkubace byla spektrofotometricky méfena optickd denzita bunééné suspenze
pii vinové délce 550 nm proti destilované vodé, dokud nedosahla hodnoty 0,6. Nasledné
byl pfidan IPTG (c = 0,3mM) a kultura byla pét hodin inkubovéana na tfepacce (220 rpm
37 °C). Poté byla bunécnd suspenze odstiedéna (8 000x g, 12 min, 4 °C) a peleta
rozpusténa ve 20 ml sacharosového lyza¢niho pufru, do kterého byl pfidan lysozym
(c =2 pg/ml) a inhibitory proteas leupeptin (c =10uM) a fenylmethylsulfonylfluorid
(c = ImM). Bunéény lyzat byl homogenizovan ultrazvukovou sondou (3x20 s) a zmrazen

na -80 °C.
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4.4.a ) Rustova kiivka

Pét set mililitri sterilntho LB média (Kan, Tet) ve 21 Erlenmayerové baiice bylo
zaoCkovano 1:100 stacionarni kulturou vybraného produkéniho klonu. V dob¢ indukce byl
odebran prvni vzorek (t = 0) pro spektrofotometrické stanoveni optické denzity a poté byly
bailky umistény na tfepacku (220 rpm, 37 °C). Kazdou pil hodinu byly odebirany vzorky
pro spektrofotometrické stanoveni. Opticka denzita byla méfena pti vinové délce 550 nm
proti destilované¢ vodé¢ jako slepému vzorku. V pfipadé, ze hodnota optické denzity
piekrocila hodnotu 0,8, byla bunécna suspenze pro spektrofotometrické stanoveni vhodné
fedéna. Experimentalni body byly na zavér vyneseny do grafu.

Analogicky byla stanovena rtistova kiivka pro bakteridlni kultury v MOMM (Kan,
Tet).

V obdobném experimentu byla sledovana pocatecni faze rustu bakterialni kultury
(startovaci kultura byla zaoCkovana 1:1000) v MO9MM s rtiznou koncentraci glukosy
(2,3a4g/l.

4.5. Izolace inkluznich télisek z bunééného lyzatu

Bunéény lyzat byl rozmrazen ve vodni ldzni, homogenizovan ultrazvukovou
sondou (20s) a zmrazen. Proces rozmrazeni, homogenizace a zmrazeni byl Ctyfikrat
opakovan. Nasledné¢ byla suspenze rozmrazena a k ni pipetovany roztoky MgCl,
(c=20mM), DNasa I (¢=10U/ml) a RNasa I (c =0,25 ug/ml). Smés byla ponechana
20 min pfi laboratorni teplot¢ a v prubéhu byla dvakrdt homogenizovana (2%20 s).
Nasledné byl bunéény lyzat odstiedén (17 500x g, 15 min, 4 °C) a peleta rozptylena ve
20 ml pufru s detergentem a inhibitory proteas. Suspenze byla homogenizovédna (3x%20 s)
a odstfedéna (17 500% g, 15 min, 4 °C). Peleta byla rozptylena ve 20 ml promyvaciho
pufru bez detergentu s inhibitory proteas, suspenze byla homogenizovana (3x20 s)
a odstfedéna (17 500x g, 15 min, 4 °C). Promyti pufrem bez detergentu bylo zopakovano
jeste jednou. Peleta obsahujici promytd inkluzni téliska byla zmrazena na -80 °C.
V pribehu izolace byly odebirdny vzorky supernatantti z jednotlivych izola¢nich krokii,

které byly vyhodnoceny SDS elektroforézou.
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4.6. Renaturace rekombinantniho proteinu

Sto miligram@i mokré pelety obsahujici izolovand inkluzni téliska bylo
solubilizovano v 1 ml guanidinového pufru s detergentem dithiothreitolem. Peleta byla
pipetou rozptylena a jednu hodinu inkubovana pii 40 °C. Poté byly vzorky odstfedény
(30 000% g, 30 min, 15 °C).

Do temperovaného renaturacniho pufru byl metodou rychlého nafedéni pieveden
supernatant a roztok byl michan jednu hodinu (4 °C). Posléze byly odstfedény vzniklé
srazeniny (30 000x g, 30 min, 4 °C).

Supernatant byl pieveden do dialyzac¢nich trubic a dialyzovéan 2 + 4 hod pti 4 °C za
stalého michani proti 2x4 litriim dialyza¢niho pufru. V pribéhu dialyzy doslo k vysraZzeni
proteinu - ten byl odsttedén (30 000x g, 30 min, 4 °C).

Odsttedény dialyzat byl zakoncentrovan pod tlakem inertniho plynu (N,), pfes
celulosovou membranu (NMWL 10 kDa) v ultrafiltracni cele. Po zakoncentrovani na
pfiblizné¢ 50 ml byl koncentrovan v centrifugacnim koncentraitoru (NMWL 10 kDa)
(3 500% g, 20 °C) na objem piiblizn¢ 1 ml. V pribehu prace byly odebirany vzorky pelet
a supernatantll pro vyhodnoceni na SDS elektroforéze a pro stanoveni koncentraci proteinu

v jednotlivych krocich renaturace.

4.6.a ) Realna hmotnost inkluznich télisek

Peleta inkluznich télisek obsahovala ur¢ité mnozstvi pufru, proto byl proveden
experiment pro zjiSténi Cisté vahy inkluznich télisek. Na analytickych vahéach byly pfesné
zvazeny malé objemy procisténych inkluznich télisek. Tyto vzorky byly umistény do

rotacni odparky a byl pozorovan bytek jejich hmotnosti.

4.7. Gelova permeacni chromatografie

Stacionarni fadze kolony ENrich SEC 70 (10x300) je tvofena hydrofilnim
polymethakrylatem s pory o pruméru 10 pm. Pfi gelové filraci dochdzi k rozdéleni latek na
zaklad¢ jejich velikosti. Nejrychleji kolonou prochéazeji velké molekuly, které nepronikaji
do pora stacionarni faze. Malé Castice naopak do pora pronikaji, tim konaji delsi dréhu,

¢imz dochazi k jejich zdrzeni v chromatografické koloné. [37, 38]
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Kolona ENrich byla ekvilibrovana pufrem pro gelovou chromatografii (2x objem
kolony). Koncentrovany vzorek obsahujici rekombinantni protein byl odstiedén
(17 000 rpm, 10 min, Spectrafuge 16M), prefiltrovan pies sterilni filtr (0,22 pum), odstiedén
(17 000 rpm, 10 min, Spectrafuge 16M) a nanesen na kolonu. Rychlost pritoku mobilni
faze byla 0,5 ml/min. Detekce proteinu v eluatu byla provadéna spektrofotometricky pii
vlnové délce 280 nm. Pritomnost a Cistota proteinu jimaného v jednotlivych frakcich byla
ovétena SDS elektroforézou. Po ukonceni chromatografie byla kolona promyta a uchovéana

ve 20% (v/v) roztoku ethanolu.

4.8. Tontové vyménna chromatografie

Stacionarni fdze kolony ENrich Q (5x50) je tvofena hydrofilnim
polymethakrylatem, na kterém jsou jako funk¢ni skupiny navazany kvarterni aminy. Ty
jsou na sebe schopné elektrostatickymi interakcemi vazat protein, ktery na svych
karboxylovych skupinéch nese zaporny naboj. Protein Ize uvolnit elu¢nim pufrem o vysoké
iontové sile, kdy dojde k vytésnéni proteinu z kolony anionty z elu¢niho pufru. [37, 38]

Kolona ENrich Q byla ekvilibrovana pufrem B (5% objem kolony) a nasledné
pufrem A (5% objem kolony). Vzorek byl pied nanesenim pieveden do nanaseciho pufru
pro iontové vyménnou chromatografii. Vyména pufru byla provedena zifedénim 1 ml
koncentrovaného vzorku proteinu pfiblizn¢ 15 ml nanaSeciho pufru a zakoncentrovanim
v centrifugaénim koncentratoru (3 500x g, 20°C). Redéni a zakoncentrovani bylo
provedeno celkem tiikrat. Pfi poslednim opakovani byl vzorek zakoncentrovan na 1 ml,
odstfedén (17 000 rpm, 10 min, Spectrafuge 16M), prefiltrovan ptes sterilni injekéni filtr
(0,22 um), odstiedén (17 000 rpm, 10 min, Spectrafuge 16M) a nanesen na kolonu (metoda
viz Obr. 5). Detekce proteinu v eluatu byla provadéna spektrofotometricky pii vinové délce
280 nm. Pritomnost a distota proteinu v jimanych frakcich byla ovéfena na SDS
elektroforéze. Po skonceni chromatografie byla kolona promyta 20% (v/v) ethanolem, ve

kterém je i uchovavana.
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Obr. 5: Pribéh metody iontové vyménné chromatografie.
Pratok mobilni faze 0,5 mi/min.
1: 6 min pufr A, 2: 36 min gradient (100 % pufr A — 40 % pufr A + 60 % pufr B),
3: 6 min pufr B, 4: 6 min pufr A.

4.9. Stanoveni koncentrace proteinu

Dle standardnich roztokti bovinniho sérového albuminu o koncentracich: (0,0; 0,1;
0,2; 0,3; 0,4 a 0,5mg/ml) byla sestrojena kalibra¢ni pfimka. Nejprve byla odectena
absorbance slepého vzorku od absorbanci standardt. Takto ziskané body byly prolozeny
regresni piimkou s poc¢atkem v bod¢ [0,0] (Obr. 6). S pomoci smérnice kalibra¢ni pfimky
lze vypocitat koncentrace proteinu ve vzorku. Vzorky bylo nutné vhodné fedit, aby jejich

koncentrace byla v rozmezi koncentraci standardi. Stanoveni byla vzdy provadéna

v triplikatech.
05 - Vypocet koncentrace:
T =0,9325x+ 0 .,
£ 0,4 Y y =k . x + q (rovnice ptimky)
8 03 x=(y-q/k)
I c=x.d
< 0,2
< 0,1 y absorbance vzorku,
U x koncentrace vzorku,
01- lq| q absorbance slepého vzorku,
0.2 k smérnice pfimky, d fedéni,
] I I I I 1 v
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 c koncentvracve Yzorku pred
fedénim
¢ (mg/ml)

Obr. 6: llustracni kalibraéni primka.
A absorbance, ¢ koncentrace, | q| absorbance slepého vzorku.
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49.a ) Metoda stanoveni koncentrace proteinu dle Bradforda

Vyuziti Comassie brilliant blue (CBB) G-250 ke stanoveni koncentrace proteint
bylo popsano Marion Bradfordem v roce 1976. Vyhodou této metody je vysoka rychlost
stanoveni. Ke vzniku barevného komplexu CBB G-250 s proteinem v kyselém prostiedi
dochazi béhem dvou minut. Koncentrace je stanovena spektrofotometricky pii vinové
délce 595 nm. Nevyhodou této metody je nepfesnost zpisobena rozdilnym
aminokyselinovym slozenim stanovovanych proteini. Nejvyznamnéji  piispiva
k absorbanci arginin, méné pak histidin a lysin. Dal$im nedostatkem je citlivost na
pfitomnost detergentii (napt. SDS, Triton X-100), které ovliviluji vysledek stanoveni. [39,
40]

Do jamky na 96 jamkové desticce bylo odméteno 5 pl vzorku proteinu a 200 pl
ginidla dle Bradforda. Cim vy$si koncentrace bilkoviny ve vzorku, tim vyrazngj$i modré
zabarveni pozorujeme. Analyza vzorkl probéhla na spektrofotometru Saphire 2 pfi vinové

délce 595 nm (absorpcni maximum vznikajiciho barevného komplexu).

49.b ) Metoda stanoveni koncentrace proteinu BCA

Do jamky bylo odméieno 10 ul vzorku a 200 pl ¢inidla, pfipraveného dle pokynt
vyrobce. Reakce vzorku s ¢inidlem byly ponechany vyvijet 30 min pii 37 °C. Nasledovala
jejich analyza pfi vinové délce 562 nm na spektrofotometru Saphire 2.

Pti stanoveni koncentrace proteinu bicinchoninovou kyselinou se jeho pfitomnost
projevuje prechodem barvy vzorku od zelené k fialové. Toto je disledkem vzniku
barevnych komplexi méd’nych iontl s kyselinou bicinchoninovou. Méd'né ionty vznikaji
redukei ionth méd’natych pfitomnych v roztoku ¢inidla. K redukci iontlh médi ptispivaji
peptidové vazby, cysteiny, tryptofany a tyrosiny. Stanoveni koncentrace probiha
spektrofotometricky pti vinové délce 562 nm (absorpcni maximum vznikajiciho barevného
komplexu). Nevyhodou BCA stanoveni je citlivost na redukéni Cinidla, kterd ovliviiuji

vysledek. [41, 42]
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4.10. SDS elektroforéza

Jedna se o jednu z nejpouzivangjSich elektromigra¢nich metod v biochemické
laboratofi. K rozdéleni proteint dochdzi na zdkladé jejich rtzné elektroforetické
pohyblivosti. V ptfitomnosti SDS je pohyblivost proteinit dana piedevsim jejich velikosti.
SDS se vaze na proteiny a tim narusuje jejich terciarni 1 sekundarni strukturu a udéluje jim
zaporny naboj. VEtsi proteiny prochazeji gelem pomaleji neZ mensi proteiny, protoZe jsou
vice brzdény prostfedim. Rozhodujicim faktorem ovlivitujicim prostupnost gelu je jeho
porozita, kterd je ddna koncentraci akrylamidu a pomérem akrylamidu a bis-akrylamidu.
Krom¢ rozdélovaciho gelu se vyuziva gel zaostfovaci (startovni), ktery ma nizsi
koncentraci akrylamidu a niz8i pH. Diky nému dochazi k zaostfeni vzorku na rozhrani

rozdélovaciho a startovniho gelu, a tim ke sladéni jednotlivych drah. [38, 43]

4.10.a) Pfiprava gelu

Pti pripravé geltt byl jako posledni slozka piidan peroxodisiran amonny (APS)
(inicidtor polymerace). Roztok rozdélovaciho gelu byl pipetou nanesen mezi ditkladné
ocisténa elektroforeticka skla, prevrstven destilovanou vodou a ponechdn ptiblizné¢ hodinu
tuhnout. Voda byla dikladné slita a separacni gel pievrstven gelem zaostfovacim, do
kterého byl umistén hieben, ktery vytvoii v gelu jamky pro nanaseni vzorkt. Po ztuhnuti
gelll a vyjmuti hiebenu byla skla s polyakrylamidovymi gely umisténa do elektroforetické
aparatury a prevrstvena elektrodovym pufrem. Do jedné z jamek bylo vzdy pipetovano 5 pl
proteinového markeru, do ostatnich byly naneseny vzorky. Zaostfeni vzorka probihalo pii
konstantnim proudu 15 mA/gel, po prichodu vzorkti do rozdélovaciho gelu byl proud
zvySen na 25 mA/gel. Limitni hodnota napéti byla nastavena na 200/250 V. SDS
elektroforéza byla ukoncena pfiblizné pét minut poté, co bromfenolové ¢elo proslo z gelu

do elektrodového pufru.

4.10.b) Ptiprava pevnych vzorkt

Do mikrozkumavky s peletou (z 1 ml bunééné suspenze) bylo odméteno 100 pl
redukujiciho vzorkového pufru. Vzorky byly vafeny pét minut ve vodni lazni, nésledné
odstfedény (10 000 rpm, 5 min, Spectrafuge 16M). Na gel bylo nanaSeno 15 ul vzorku na

jamku.
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4.10.c) Ptiprava kapalnych vzorkl

Do mikrozkumavky bylo odméteno 10 ul kapalného vzorku + 10 pul 2x
koncentrovaného vzorkového pufru. Vzorky v redukujicim pufru byly vafeny pet minut ve
vodni 1azni, vzorky v neredukujicim pufru vafeny nebyly. Poté byly vzorky odstfedény
(10 000 rpm, 5 min, Spectrafuge 16M). Do jedné jamky bylo nanaSeno 15-20 pl vzorku

(v zavislosti na stanovent).

4.10.d) Vizualizace geli - CBB R-250

Jak jiz bylo feceno v kapitole 4.9.a CBB v kyselém prostfedi vytvaii komplex
s proteiny. Toho se vyuziva pfi stanoveni koncentrace proteinii a také pro vizualizaci
proteinti v polyakrylamidovém gelu. K pozorovani pfitomnosti proteinu je zapotiebi
alespoii 0,5 pg proteinu/cm?. [44]

Po ukoneni SDS elektroforézy byly polyakrylamidové gely vyjmuty
z elektroforetickych skel a 15 min barveny v roztoku CBB R-250, poté byly pievedeny do
roztoku odbarvovaciho. Gely byly odbarvovany, dokud na nich nebyly jasné€ patrné

prouzky znacici ptitomnost proteinu. Gely byly vyfoceny a uchovany v 1mM NaNG.

4.10.e) Vizualizace gelti - Barveni stfibrem

Tato metoda vizualizace proteinil je citlivéjsi nez metoda vyuzivajici CBB a poprvé
byla popsana v roce 1979. Vyuziva stiibrnych iontl, které tvoii komplexy s proteiny, ty
jsou nésledné redukovany za vzniku kovového stiibra. Touto metodou lze pozorovat
piitomnost proteinu jiz pii 0,038 ug/cm?. V této praci bylo vyuzito pozitivniho barveni.
[45, 46]

Pro barveni stiibrem byl polyakrylamidovy gel pies noc aktivovan v odbarvovacim
roztoku. Nasledné byl deset minut fixovan ve 20% (v/v) roztoku ethanolu a promyt deset
minut destilovanou vodou. Dal$im krokem byla inkubace gelu v roztoku thiosiranu
sodného (c = 0,2 g/l) po dobu jedné minuty a promyti 2x20 s destilovanou vodou. Poté byl
gel impregnovan 30 min roztokem dusi¢nanu stiibrného (c =2 g/l) a promyt 15s
destilovanou vodou. Gel byl piiblizné tifi minuty inkubovéan ve vyvolavacim roztoku (do
vzniku ¢ervenohnédych pruhi znacicich pfitomnost proteinu) a poté byl proces ukoncen
okyselenim reakéni smési zastavovacim roztokem. Gel byl vyfocen a uchovan v 1%

roztoku kyseliny octové.
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5. Vysledky

5.1. Transformace kompetentnich bunék a vybér vhodnych
produkénich klond

Metodou tepelného Soku byla provedena transformace kompetentnich bunék
(Kap. 4.1). Vhodné produkéni klony byly vybrany z osmi pfipravenych stacionarnich
kultur testem produkce rekombinantniho proteinu (Kap. 4.2). Vysledky SDS elektroforézy
jsou na obrazku 7. Produkovany protein, jehoz molekulovd hmotnost ¢ini 22,2 kDa a jeho
monoizotopickd hodnota izoelektrického bodu ¢ini 5,23, je v obrdzku oznaen Cervenou
Sipkou [47]. Pro dalsi experimenty byly vybrany kultury 1, 3 a 6, protoze u nich byla
pozorovana vysoka produkce rekombinantniho proteinu v porovnani s mnozstvim

ostatnich proteinli pfitomnych ve vzorku.

M 1- 1+ 2- 2+ 3- 3+ 4- 4+ M 5- 5+ 6- 6+ 7- 7+ 8- 8+

175 175 .
80 80
58 58
46 46
30 30
25 25
= — —
17 17

7 7
(kDa) (kDa)

Obr. 7: Vybér vhodnych produkénich klon( - SDS elektroforéza.
Legenda: M marker, Cisla znaci jednotlivé kultury, ke vzorkiim oznaenym + byl pfidan
induktor exprese IPTG, vzorky oznacCené - jsou negativni kontroly.
Pro dalsi pokusy byly vybrany kultury 1, 3 a 6.
5.1.a ) Ovéteni aminokyselinové sekvence produkovaného proteinu
Na zaklad¢ hmotnostni spektrometrie (hmotnostni spektra zmétena a vyhodnocena

Mgr. Zdeitkem Kukackou) byla potvrzena shoda aminokyselinové sekvence ptipraveného

proteinu se sekvenci kddovanou v pouzitém konstruktu.
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5.2. Optimalizace podminek pro produkci proteinu

experimenty, ve kterych byly sledovany optiméalni podminky (koncentrace induktoru
exprese, doba a teplota pii produkci) pro produkci rekombinantniho proteinu ve velkém
objemu (Kap. 4.3).

Jako optimalni byla vybrana 0,3mM koncentrace induktoru exprese IPTG, protoze
pfi této koncentraci jiz byla pozorovatelnd dostatecnd exprese rekombinantniho proteinu.
K produkci proteinu dochézelo v mensi mite jiz pfi 0,1mM koncentraci (Obr. 8).

Pii optimalizaci doby produkce byla pozorovana exprese proteinu jiz po jedné
hodin¢ inkubace. Po Sesté hodiné inkubace jiz mnozstvi proteinu v kultute klesalo. Jako
optimdlni byla zvolena doba pét hodin, kdy byl pomérné nejvyssi vytézek produkovaného
proteinu (Obr. 9, Str. 33).

Pii teplotach 24 °C a 30 °C byl protein exprimovan v malém mnozstvi. Teploty od
35 °C do 40 °C se jevi jako optimdlni, a tak byla pro dalsi pokusy zvolena teplota 37 °C,

nachazejici se ve stiedu optimalniho rozmezi teplot (Obr. 10, Str. 33).

¢(IPTG) [mM] c(IPTG) [mM] ¢(IPTG) [mM]
A M o 001005 01 03 05 1 5 10 B M o 001005 01 03 05 1 5 10 C M o 001005 01 03 05 1 5 10
175 e P 175 = 175 . == —_
80 — = = =T -1 & £ = pem = == = 80 == E’:—B_Ea- -
58 - = B | == B 5t £ . = == : = 53 o — =
7y == ] 1 I = = = = == 46 ’7535’?..’__. -
= = == - =1 M sems=s == ————————
—1 — — p— —— 3 —4 =
0 = 14 4 2 8 22 2 9 o o o == > =2 S e =
B =8 = | _—— & ERE] —_ - o —— -
— — — — — T — e —
17 17
17 =
& =S n =
7
) — -t 7
kDa
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Obr. 8: Optimalizace koncentrace induktoru exprese.
Cisla u drah znad&i koncentrace induktoru exprese IPTG (jednotky mM), A: kultura 1, B:
kultura 3, C: kultura 6.
Jako optimalni byla zvolena 0,3mM koncentrace.

32



t(produkce) [h] t(produkce) [h] t(produkce) [h]

A M o0

Obr. 9:

175

(kDa)

1 2 3 4 56 8 10 B M 0 1 2 3 4 5 6 8 10 ¢ M 0 1 2 3 4 5 6
175 <
| 80 187;
58 58
46 46

— p— - — 30 — 30 - -

8

10

—— — D - | — g — y — TS W AsSs WS W -

Optimalizace doby produkce.

Cisla u drah odpovidaji dobé inkubace po indukci v hodinéach, A: kultura 1, (z divodu
netspésného zaockovani, kultura urcena pro pét hodin inkubace témeér nerostla),

B: kultura 3, C: kultura 6.

Jako optimalni byla zvolena doba pét hodin

TrCl T[°C] TICl

K 24 30 35 37 40 B M K 24 30 35 37 40 c M K 24 30 35 37
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Obr. 10:Optimalizace teploty.
Cisla u drah znaci teplotu ve stupnich celsia pfi inkubaci po indukci, A: kultura 1, B: kultura

3, (kontrola u této kultury chybi, jelikoZ byla chybné zaockovana jedna ze zkumavek, ve

které pak nevyrostla bakteriaini kultura), C: kultura 6.
Pro dalsi pokusy byla zvolena teplota 37 °C.

5.3. Produkce ve velkém objemu, izolace inkluznich télisek

Protein byl produkovéan za vybranych optimalnich podminek (0,3mM IPTG, pét

hodin inkubace po indukci a 37 °C) v objemu 0,5 | média, kdy byla méfena ristova kiivka
bakteridlnich kultur (Kap. 4.4).

53.a

) Ristova kiivka

Byly pfipraveny kultury o objemu 0,5 1 ze kterych byl v ¢ase zaoCkovani odebran

prvni vzorek pro spektrofotometrické stanoveni, dal$i vzorky byly odebirany vzdy

v intervalu 30 min. Z naméfenych hodnot optickych denzit byly sestrojeny rustové kiivky

(Obr. 11, Str. 34). Startovni kultury byly zao¢kovéany 1:100 (Kap. 4.4.a)
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Obr. 11:Rdstova kfivka v LB médiu (Cerné), ristova kriivka v MOMM (Cervené).
PreruSovanou ¢arou je oznacena hodnota optické denzity, pfi které byl obvykle pfidavan

induktor exprese.
OD - opticka denzita

Kultura v MOMM dosahla staciondrniho stavu po deviti hodinach a kultura v LB
médiu dosahla stacionarniho stavu az po ptiblizné deseti hodinach inkubace. Odchylky od
idealnitho tvaru kiivky jsou pravdépodobné zplsobeny ftedénim vzorkli pro

spektrofotometrické stanoveni.

53b ) Vliv koncentrace glukosy na rychlost ristu kultury v MOMM
Sledované koncentrace glukosy: 4, 3 a 2 g/l. Startovaci kultury byly zaockovany

1:1000, a proto je velmi dlouha takzvana "lag" faze ristu bunééné kultury. Vysledek je na

nasledujicim grafu (Obr. 12).
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Obr. 12:Rustové kiivky v MOMM s raznou koncentraci glukosy.
Cervené 4 g/l glukosy, zelené 3 g/l glukosy, modre 2 g/l glukosy.
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Z grafu je patrné, ze ¢im vyssi byla koncentrace glukosy v médiu, tim rychleji
kultura rostla. Chyba v ¢ase nula hodin byla zptsobena pfili§ malym objemem vzorkl ve
spektrofotometrické kyvete.

Po ukonceni inkubace byla kultura odstfedéna a za pouziti sacharosového lyza¢niho
pufru a ultrazvukové sondy byly rozruseny bunécéné stény. Bunéény lyzat byl zmrazen na
-80 °C. Po osmotické lyze bakterialni kultury sacharosovym lyza¢nim pufrem nésledovala

izolace inkluznich télisek (Kap. 4.5), jejiz prab¢eh je zachycen na obrazku 13.
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Obr. 13:Supernatanty z izolace inkluznich télisek a inkluzni téliska.
M marker, 1 produkéni médium, 2 sacharosovy lyzacni pufr, 3 pufr s detergentem,
4 promyvaci pufr, 5 druhy promyvaci pufr, 6 inkluzni téliska.

Z vysledku elektroforézy je patrné, Ze vétSina proteinu je ukladdna ve formé
inkluznich télisek. Jsou to agregaty rekombinantniho proteinu vznikajici v cytoplazmé.
Proto je tfeba inkluzni téliska rozpustit a protein renaturovat, aby byl ziskan protein ve své

nativni forme.

5.4. Renaturace proteinu

Izolovand inkluzni téliska byla solubilizovana, rekombinantni protein byl
renaturovan, dialyzou ptfeveden do fyziologickych podminek a koncentrovan (Kap. 4.6).
Pribéeh téchto metod je zachycen na obrazku 14 A (Str. 36) (solubilizace) a obrazku 14 B
(Str. 36) (renaturace a dialyza). Pro jednotlivé kroky byla provedena latkova bilance

rozpustné formy mysiho Nkr-pla (Tab. 1, Str. 36)
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Z obrazku 14 A (Str. 36) je patrné, ze velkd cCast inkluznich télisek nebyla
solubilizovédna. Po odstfedéni zlstala v peleté a z hlediska vytéznosti je tento krok vysoce
ztratovy.

Na obrazku 14 B (Str. 36) je patrny posun prouzku odpovidajicimu rekombinantni
rozpustné formé proteinu Nkr-pla v neredukujicim oproti redukujicimu prosttedi u vzorku
renaturované¢ho 1 vzorku ve fyziologickych podminkéach. Tento posun svéd¢i o zapojeni
intramolekularnich disulfidovych mustk.

Pii renaturaci i dialyze doSlo k vysrdZeni proteinu, pficemz pii dialyze byla
precipitace silngjsi. Z tabulky 1 je zfejmé, Ze k nejvyznamnéj$im ztratdm vsak dochdzi pii

solubilizaci inkluznich télisek.
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Obr. 14:A: SDS elektroforéza solubilizace inkluznich télisek.
M marker, 1 izolovanéa inkluzni téliska, 2 solubilizované inkluzni téliska, 3 &ast pelety po
odstfedéni solubilizovanych inkluznich télisek, neoznaéené drahy s touto praci nesouvisi.
B: SDS elektroforéza z renaturace a dialyzy.
M marker, 1 renaturat, 2 dialyzat, 3 ¢ast pelety po odstfedéni dialyzatu.

Tab. 1: Latkova bilance pribéhu renaturace rekombinantniho proteinu.

koncentrace (mg/ml) objem (ml) hmotnost (mg)
mokra peleta/ vysuSena peleta -- -- 120/22%*
solubilizovana inkluzni téliska 5,13 1 5,13
renaturat 0,03 100 3
dialyzat 0,32 cca 150 48
zakoncentrovany vzorek 1,38 2 2,76

Poznamka: Stanoveni probihala metodou BCA, pouze renaturat byl stanoven metodou dle
Bradforda, *pfedpokladana hmotnost pelety obsahujici inkluzni téliska po vysu$eni (Kap. 4.6.a).
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Koncentrace proteinu v renaturatu byla stanovena metodou dle Bradforda kviili
vysoké koncentraci cysteaminu. Ten ptispiva k redukci méd’natych iontl a tim znemozinuje
vyuziti BCA metody pro stanoveni koncentrace proteinu. Mnozstvi renaturovaného
proteinu po dialyze je chybné stanovené, jelikoz se v roztoku stile nachdzela nizka

koncentrace cysteaminu, ktery ovlivnil BCA metodu.

5.5. Purifikace rekombinantniho proteinu
Koncentrovany vzorek rekombinantniho proteinu byl v objemu 1 ml nanesen na
kolonu urcenou pro gelovou permeacni chromatografii (chromatogram s vyznafenymi

frakcemi viz. Obr. 15) a iontové vymeénnou chromatografii (chromatogram s vyznacenymi

frakcemi viz. Obr. 16)
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Obr. 15:Chromatogram gelové permeacni chromatografie.
Rychlost pritoku mobilni faze 0,5 mi/min.
Frakce: 1 14,0 - 17,0 min; 2 17,0 - 19,6 min; 3 19,6 - 22,4 min; 4 22,4 - 25,1 min;
5 25,1 -28,0 min; 6 28,0 - 37,8 min; 7 37,8 - 40,2 min.
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Obr. 16:Chromatogram iontové vyménné chromatografie.

Rychlost pratoku mobilni faze 0,5 mli/min.
Frakce: 1 22,7 - 25,7 min; 2 25,7 - 27,8 min; 3 27,8 - 30,6 min; 4 30,6 - 33,3 min;

5 33,3 -49,0 min; 6 49,0 - 51,5 min.
Gradient: 6 min pufr A, 36 min gradient (100 % pufr A — 40 % pufr A + 60 % pufr B), 6 min

pufr B, 6 min pufr A.
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Na zékladé chromatogramti byla provedena SDS elektroforéza vybranych frakci
(Obr. 18, Str. 39; Obr. 19, Str. 40), véetné obou nanasek (Obr. 17). Ve frakcich 1, 2,3,4a7
z gelové permeacni chromatografie (Tab. 2, Str. 39) a frakcich 1, 2, 3 a 6 z iontové
vyménné chromatografie (Tab. 3, Str. 40) byly stanoveny koncentrace rozpustné formy
mysiho proteinu Nkr-pla (Kap. 4.9). Kazda z frakci byla stanovovéana nefedénd, 2x fedéna
a 4x tedéna. Jako referencni vzorek byla pouzita destilovand voda. S pomoci smérnice

kalibra¢ni piimky byly dopocitany odpovidajici koncentrace vzorka.
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Obr. 17:SDS elektroforéza nanasek na gelovou permeacni chromatografii a iontové vyménnou
chromatografii v redukujicich a neredukujicich podminkach.
M marker, 1 nanéska na gelovou permeacni chromatografii, 2 nanaska na iontové
vyménnou chromatografii, neoznacené drahy s touto praci nesouvisi.

Po renaturaci a =zakoncentrovani je ve vzorcich vyhodnocenych na SDS
elektroforéze pozorovatelna piitomnost proteinu. Viditelné rozd€leni prouzkii v misté

odpovidajicim produkovanému proteinu je diikazem jeho degradace béhem renaturace.
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Obr. 18:SDS elektroforéza frakci gelové permeacni chromatografie v redukujicich a neredukujicich
podminkach.
M marker, &isla u drah odpovidaji ¢islim frakci (Obr. 15, Str. 37) (frakce 7 byla
vyhodnocena na jiném gelu, ale z divodu negativniho vysledku neni soucasti této prace).

Tab. 2: Vysledné koncentrace frakci gelové permeacni chromatografie.
Objem kazdé frakce byl piiblizné 1,5 ml.

frakce koncentrace (mg/ml) hmotnost (mg)
1 0,08 0,12
2 0,12 0,18
3 0,35 0,53
4 0,06 0,09
7 0,08 0,12

soucet: 1,04 mg

39



=== redukujici neredukujici —==

250

Obr. 19:SDS elektroforéza frakci iontové vyménné chromatografie v redukujicich a neredukujicich
podminkach.
M marker, &isla u drah odpovidaji ¢islam frakci (Obr. 16, Str. 37).

Tab. 3: Vysledné koncentrace frakci iontové vyménné chromatografie.
Objem kazdé frakce byl priblizné 1,5 ml.

frakce koncentrace (mg/ml) hmotnost (mg)
1 0,12 0,18
2 0,08 0,12
3 0,07 0,11
6 0,02 0,03

soucet: 0,44 mg

Z vysledkt SDS elektroforézy je ztetelné, Ze protein je mozné Uspesné purifikovat.
Z hlediska ztrat je lepsi gelova permeacni chromatografie. Ziskany protein neni za téchto
podminek renaturace a purifikace dostatecné stabilni. Dochazi k jeho rozpadu na mensi
podjednotky. Z toho divodu nebude pouzity postup renaturace a purifikace vhodny pro

ptipravu vzorki na NMR stanoveni.
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Tab. 4: Celkova bilance renaturace a purifikace rekombinantni rozpustné formy mysiho proteinu

Nkr-p1a.
hmotnost (mg) ztrata
izolovana inkluzni téliska 22
solubilizovana inkluzni téliska 5,13 77 %
renaturat 3 42 %
dialyzat 48 -%
zakoncentrovany vzorek 2,76 -%
chrofr?;[((:)egrzaﬁzl?angzggelﬁgglmg) 1,04 5%
1,48 47 %
frakce z iontové vyménné 0,44 68 %

chromatografie (nanaska 1,38 mg)
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6. Diskuze

Hlavnim cilem prace bylo optimalizovat postup produkce rekombinantni rozpustné
formy myS$iho proteinu Nkr-pla v E. coli BL21(DE3) Gold. Ve vybraném produkénim
systému je protein produkovan ve formé inkluznich télisek, pro ziskani jeho nativni formy
je tedy tfeba protein renaturovat.

K transformaci kompetentnich bunék E. coli BL21(DE3) Gold byl pouzit plazmid
pET-30a(+) s vlozenou sekvenci koédujici rozpustnou formu mysiho proteinu Nkr-pla.
Z kolonii transformovanych bunék byly na zakladé¢ SDS elektroforézy vybrany vhodné
produkéni klony. U vybranych monoklondlnich kultur byla provedena optimalizace
podminek pro produkci rekombinantniho proteinu ve velkém objemu. Jako optimalni
koncentrace induktoru exprese IPTG byla zvolena 0,3mM koncentrace. Optimalni doba
produkce byla stanovena na dobu péti hodin a optimalni produkéni teplotou bylo zvoleno
37 °C. Stanovenim rustové kiivky bylo zjisténo, Ze k ziskani kultury o hodnoté optické
denzity 0,6, je v M9 minimalnim médiu zapotiebi ptiblizné dvojnasobné doby inkubace
nez v LB médiu.

V pal litru M9 miniméalntho média byl s vyuzitim optimalnich podminek
produkovan rekombinantni protein, ukladajici se ve formé inkluznich télisek. Izolovana
inkluzni téliska byla solubilizovdna v guanidinovém pufru, ktery ma chaotropni vlastnosti.
Protein byl renaturovan metodou rychlého ziedéni, pfevedenim do renatura¢niho pufru
obsahujiciho arginin, ktery potlacuje sraZeni proteinu a funguje jako jednoduchy chaperon.
Renaturaéni pufr dale obsahoval cysteamin a cystamin napomahajici spravnému zapojeni
disulfidovych mustkl. Nasledné byl protein pomoci dialyzy pieveden do fyziologickych
podminek. K nejvyraznéjsi ztraté proteinu doSlo pfi solubilizaci inkluznich télisek, proto
bude tento krok predmétem dalSich pokust. Renaturovany protein byl déale purifikovan
pomoci gelové permeacni chromatografie na koloné¢ ENrich SEC 70 (10x300) a paralelné
pomoci iontové vyménné chromatografie na koloné¢ ENrich Q (5x50). Nizsi ztraty pii
purifikaci byly pozorovany u gelové permeacni chromatografie, méné efektivni se pak jevi
iontové vyménna chromatografie. Pfi iontové vyménné chromatografii ale dochazi

k lepSimu oddé€leni dimeru proteinu od vzorku s nejvy$§im obsahem monomeru.
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Z vysledk SDS elektroforézy nandSek na kolony a ziskanych frakci z obou
chromatografickych metod je ale bohuzel patrné, ze pouzity renatura¢ni a purifikacni
postup neni vhodny pro pfipravu izotopové znaceného proteinu. Produkovany protein neni
dostatecné stabilni a podléha pomérné rychlému rozpadu, coZ by znemoznilo naméteni
NMR dat pro vypocet trojrozmérné struktury proteinu. K ziskéni téchto dat je zapotiebi,

aby protein vydrzel stabilni miniméalné po dobu nékolika tydnt.
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7. Zaver
® byly vybrany optimalni podminky pro produkci rekombinantni rozpustné formy
mysiho proteinu Nkr-pla ve velkém objemu

produkovany protein byl renaturovan z inkluznich télisek
renaturovany protein byl purifikovan pomoci HPLC

pouzity postup renaturace a purifikace negativné ovliviluje stabilitu proteinu,

a proto ho bude tfeba optimalizovat
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