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Abstrakt

Produkcia rekombinantnych proteinov je biotechnologicky proces, pocas ktorého vznikaju proteiny
v cudzorodom organizme manipulaciou genetickej informécie. Gén, ktory koduje Ziadanu bielkovinu sa
vyizoluje, vlozi sa do expresného vektoru za vzniku rekombinantného plazmidu. Pomocou fyzikalnych
alebo chemickych metod sa nasledne plazmid transformuje do vhodného hostitel'a, kde sa realizuje
genetickd informacia za vzniku rekombinantného proteinu.

Teoreticka cast’ prace zahriiuje charakteristiku proteinov a ich vlastnosti, popis pripravy rekom-
binantného proteinu a porovnava jednotlivé expresné systémy. Pre spracovanie experimentalnej Casti
boli vybraté tri izoformy proteinu p53, ktoré boli pocas prace syntetizované v mikroorganizme E.coli.
Transformovany rekombinantny plazmid obsahoval dve znacky na purifikaciu, HIS-tag a GST-tag,
vd’aka ¢omu bolo mozné porovnat’ u¢innost’ izolacie tychto dvoch metdd. Bolo zistené, Ze u vSetkych
troch izoforiem boli ziskané vysSie koncentracie pri purifikacii s HIS-tagom ako u GST-tag. Proteiny
p53 maju velkost okolo 50 kDa, ¢o bolo potvrdené gélovou elektroforézou v polyakrylamidovom géle
s dodecylsulfaitom sodnym.

Abstract

The production of recombinant proteins is a biotechnological process during which proteins are
produced in foreign organisms by gen manipulation. To form a recombinant plasmid the gene encoding
the desired protein is isolated and inserted into an expression vector. The plasmid is then transformed
using physical or chemical method into a suitable host, where the recombinant gene is translated into
amino acid sequence in the newly synthetized protein.

The theoretical part of this bachelor thesis includes characteristics of proteins, methods of
recombinant protein preparation and compares individual expression systems. Three isoforms of the p53
protein, which were synthesized in the E. coli microorganism, were selected for processing the
experimental part. The transformed recombinant plasmid contained two tags for purification, HIS-tag
and GST-tag, making it possible to compare the efficacy of the two purification methods. HIS-tag
purification was found to work for all three isoforms better, with concentrations of recombinant proteins
were several times higher than those of the GST-tag. The p53 proteins are about 50 kDa long, what was
confirmed by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis.
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rekombinantné proteiny, expresné systémy, izolacia a purifikacia proteinov
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1 UVOD

Proteiny su makromolekularne organické latky, ktoré sa skladaju z L-a-aminokyselin spojenych
peptidovou vizbou. Kazdy protein obsahuje Specifické poradie aminokyselin aich funkcia zavisi
od struktiry. Proces syntézy bielkovin sa nazyva proteosyntéza, ktord sa skladd z dvoch krokov.
Transkripcia je prepis genetického kodu z DNA do m-RNA, ktora je nasledne prekladana do poradia
aminokyselin v polypeptidovom ret’azci.

Rekombinantné proteiny st umelo vytvorené bielkoviny, ktoré vznikli genetickou manipulaciou
genetického kodu jedinca. K priprave rekombinantnej DNA sa pouzivaju transkripéné endonukleazy,
ktoré rozstepuji DNA v pozadovanych usekoch, a umoznia tak vlozZenie sekvencie cudzorodej DNA,
ktord ziaduci protein kéduje. Takto vytvorend DNA sa po vlozeni do vhodného organizmu, ktora
disponuje s potrebnym proteosyntetickym aparatom, moze realizovat. Syntetizovanad bielkovina je
v tychto organizmoch produkovana vo velkom mnozstve (je nadexprimovana), tym padom sa l'ahSie
purifikuje a ma vel'ké uplatnenie v medicine, farmaceutickom alebo potravinarskom priemysle.

Organizmy pouzivané k expresii rekombinantnych proteinov, by mali byt jednoducho kulti-
vovatelné a mali by mat’ dobrt vytaznost’ vzhl'adom na produkované proteiny. Neexistuje vSak univer-
zalny expresny systém pre vSetky proteiny, dokonca aj v rdmci jedného expresného systému existuje
niekol’ko variacii a optimalizacii postupu expresie rekombinantného proteinu pre dosiahnutie
pozadovaného vytazku.

Kwvalita pripraveného rekombinantého proteinu musi byt’ vysokd, bez ohl'adu na konecné vyuzitie
produktu. Purifikacia a charakterizicia rekombinantnych proteinov mdze byt zlozita, draha a ¢asovo
narocna. Pre zvysenie efektivnosti purifikacie sa pouzivaju rozne znacenia — kotvy, ktoré mnohonasobne
zvySuju vytaznost’ pripravy a kvalitu Cistych proteinov.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Proteiny

Proteiny st makromolekularne latky, tvorené $pecifickou kombinaciou 20, u niektorych druhoch az
22 a-aminokyselin zlozenych do polypeptidového retazca. Trojrozmernd Struktira a biologické
vlastnosti jednoduchych proteinov st dané druhom aminokyselin a ich poradim. Proteiny su
najdolezitejSie biomolekuly v zivych systémoch, nakol’ko maju Struktirne, hormonélne a katalytické
funkcie, ktoré st pre zivot nevyhnutné. Sekvencia aminokyselin v proteine je definovana sekvenciou
génu, ktory je kodovany v genetickom kode. Tieto aminokyseliny su urcujice aj pre Struktaru a funkciu
komplexnych proteinov, ktoré okrem nich este obsahuju d’alSie nebielkovinové zlozky, ako napr. hém,
lipidy, sacharidy, nukleové kyseliny a iné. Kratko po syntéze alebo dokonca pocas syntézy su eSte
nefunkéné proteiny chemicky modifikované posttranslacnou modifikaciou, ktora meni fyzikalne a
chemické vlastnosti, skladanie, stabilitu, aktivitu a taktiez funkciu bielkovin [1].

Z buniek sa daju purifikovat’ pomocou réznych technik, ako je centrifugacia, zrazanie, elektroforéza
a chromatografia. Pre Studovanie ich Struktury sa pouZziva nukledrna magneticka rezonancia, hmotnostna
spektrometria, alebo rontgenova krystalografia [2].

2.1.1 Aminokyseliny

V prirode sa nachadza az niekol’ko stoviek aminokyselin, avSak len 20 z nich je proteinogénnych.
V niektorych organizmoch sa tento pocet mdze miermne menit zaradenim selenocysteinu alebo
pyrolyzinu do polypeptidovych retazcov. Hovorime im kddované aminokyseliny. Ostatné sa vyskytuji
ako medziprodukty metabolizmu a niektoré sluzia ako stavebny materidl pre biosyntézu réznych
dusikatych zlu¢enin (hém, purinové a pyridimové derivaty,...). Obecne sa aminokyseliny skladaji
z karboxylovej a aminovej skupiny viazané na rovnaky a-atdom uhliku (Obrazok 1).

R—CH—COOH

|
NH,

Obrazok 1: Zakladny skelet aminokyselin [3].

Substituent —R sa oznacuje ako postranny retazec aminokyseliny a rozhoduje o jej individualnom
charaktere. Aminokyseliny sa radia medzi amfolyty, Co znamend, Ze v zavislosti na pH sa menia ich
acidobazické vlastnosti. Pri ur¢itom pH maji vysledny nadboj nulovy a nepohybuju sa v elektrickom
poli, v takom pripade ide o izoelektricky bod pl. Tieto vlastnosti sii nevyhnutné pri identifikacii a
separacii aminokyselin a pri ur€ovani kovalentnej $truktiry peptidov a bielkovin [4].

2.1.2 Struktiira a vlastnosti bielkovin

Sekvencie aminokyselin jednotlivych bielkovin st v organizmoch kdédované génmi, priCom jeden
gén moze kdédovat’ viacero proteinov. Retazec bielkoviny je syntetizovany procesom tzv. translécie,
po ktorej nasleduje zbalenie proteinu (tzv. folding) do fyziologicky funkénej trojdimenzionalne;
Struktiry. Tato Struktura je udrzovana v désledku interakcii jednotlivych Casti proteinu. Najvacsi vplyv
na vlastnosti proteinu mé& prave jeho priestorovd Struktura, ktorej vSeobecne rozpozndvame
Styri urovne [5].

Primarna Strukttra je charakterizovana poradim aminokyselin v polypeptidovom ret’azci a zahriiuje
pripadné disulfidové vizby. Koduje ju Specificky gén a urcuje zakladné vlastnosti daného proteinu.
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Zmena v sekvencii DNA moze viest' k zamene aminokyselin, ¢o ovplyvni celkovu $truktiru a funkciu
proteinu [5].

Sekundarna Struktira predstavuje lokalne usporiadanie polypeptidového retazca do pravidelnych
utvarov, ktoré sa tvoria v dosledku interakcii medzi atomami bielkovinovej kostry. VSeobecne
rozoznavame tri zakladné typy utvarov: pravidelné (periodicky usporiadané), ohybové a nepravidelné.
Jednym z najrozSirenejSich typov pravidelnych sekundarnych Struktur je alfa-skrutkovica (a-helix)
(Obrazok 2), ktora obsahuje vodikové mostiky medzi aminokyselinou a karbonylovou skupinou po
kazdej $tvrtej aminokyseline. Dal$im typom je p-forma (B-skladany list), kde je niekolko amino-
kyselinovych retazcov vzajomne rovnobezne spojenych s vodikovou vdzbou (Obrazok 2). Sekundarne
Struktary st vo vSeobecnosti stabilizované roznymi hydrofébnymi interakciami, z ktorych st
najvyznamnejsie vodikové mostiky [7].

= T

L@

DO
e @
., '@

Obrazok 2. Sekundarne Strukturne jednotky alfa-helix (vlavo) a beta-skladany list(vpravo)[8].

Dolezitymi a vel'mi beznymi Struktirnymi prvkami st ohybové Struktury, ktoré umoznuju pribli-
Zenie a interakciu aj vzdialenych Casti retazca, ¢im vytvaraju zaklad pre terciarnu Struktru. Terciarna
Struktara zahima omnoho dlhsi usek aminokyselin ako sekundéarna S$truktira audéava celkova
konformaciu polypeptidového retazca. Terciarnu Struktiru stabilizujii hlavne hydrofoébne a elektro-
statické interakcie jednotlivych postrannych retazcov a Casto i disulfidické vézby. Podl'a tercidrnej
Struktary sa proteiny rozdel'uju na fibrilarne a globularne [1, 5].

Mnohé proteiny su tvorené iba jednym polypeptidovym retazcom a maju len tri irovne Struktury.
Niektoré proteiny su vsak tvorené viacerymi polypeptidovymi retazcami, tiez znamymi ako pod-
jednotky. Ked sa tieto podjednotky spoja, davaju proteinu jeho kvartérnu Struktaru. Sily, ktoré
stabilizuju tieto komplexy, st vodikové vizby a elektrostatické vizby medzi R-skupinami vyskytujicich
sa na povrchu susednych podjednotiek [5].

V pripade ak sa rozlozi sekundarna, terciarna a kvartérna Struktira proteinov hovorime o procese
denaturdcie. Mo6ze byt vyvolana fyzikalnymi (teplota, pH,...) alebo chemickymi vplyvmi (organické
zli€eniny, soli tazkych kovov,...). Denaturdcia moze byt reverzibilnd, ked’ po posobeni denaturacného
faktoru bielkovina obnovuje svoju poévodnu Struktiru, hovorime tomu renaturacia. V priprade, ked’
po pdsobeni denaturacného faktoru sa Struktira uz neobnovi, ide o ireverzibilnu denaturaciu. Pri tomto
procese bielkovina straca aj svoju biologicku aktivitu [3].

O proteinoch mdzeme povedat, zZe maji najroznorodejSie vyuzitie v tele zo vSetkych makro-
molekularnych latok, nakolko sa zcastiuju vsetkych procesov, ktoré sa odohrdvaju v organizme
na intra aj extracelularnej urovni. Jednou z ich hlavnych funkcii je urychlovanie reakcii, na ¢o sluzia
enzymy. Medzi d’alSie funkcie patri Struktarna (stavebna) funkcia — tvoria napriklad na bunkovej tirovni
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bunkovu stenu, ¢i cytoskelet, na irovni celého organizmu napriklad chrupavky, vlasy alebo nechty. Iné
bielkoviny maju za tlohu transport inych molekl, ¢i uz v ramci bunky (napr. kineziny a dyneiny) alebo
v ramci celého organizmu (hemoglobin, haptoglobin). Bielkoviny m6zu mensie molekuly aj skladovat’
(feritin, myoglobin). Dalsie bielkoviny st tzv. receptory, ¢o s &asto transmembranové bielkoviny,
na ktoré sa viazu ligandy (vac¢sinou iné bielkoviny alebo hormdny), ktoré vnimaju signaly z vonkajSieho
prostredia a posielaji d’alej do vnutra buniek [3].

2.1.3 Rekombinantné proteiny

V minulosti bolo hlavnym sp6sobom ziskania $pecifického proteinu jeho izolovanie z prirodného
zdroja, ktory je vo vSeobecnosti neucinny a ¢asovo naro¢ny. V 70. rokoch 20. storocia sa vyvinula nova
metdda molekularnej bioldgie — molekularne klonovanie. Pomocou nej sa pripravuju a replikuja tzv.
rekombinantné DNA, ¢o sluzi ako templat pre vyrobu Cistych proteinov. Rekombinantnd DNA sa sklada
z dvoch alebo viacerych génovych usekov pochadzajicich z roznych zdrojov a ma schopnost’ replikacie
v hostitel'skom organizmu alebo integracie do jeho gendému. Pre pripravu rekombinantného proteinu
musi byt gén izolovany a klonovany do expresného vektoru, ktory sa vlozi do vhodného hostitel’a.
Proteosyntetickym aparatom sa gén nasledne exprimuje a ziskana bielkovina sa izoluje a purifikuje.

Produkcia proteinov rekombinantnymi technikami je vyhodnad z viacerych dovodov. Umoziuje
produkciu vybraného alebo prakticky l'ubovolného useku proteinu vo vysokych koncentraciach
a samotna purifikacia je tiez jednoducha. Na druhej strane mnoho faktorov ovplyviiuje expresiu
rekombinantnych génov. Ak je produkcia rekombinantného proteinu nadexprimovand, moéze sa
agregovat’ do inkluznych telies [9].

2.1.3.1 VyuZitie rekombinantnych proteinov

V sucasnosti je vyroba rekombinantnych proteinov jednou z najvykonnejsich technik pouzivanych
v prirodnych vedach. Rekombinantné proteiny maji Siroké uplatnenie v medicine, vo vyskume
a v biotechnoldgii. V niektorych pripadoch je potrebna velkd Skéla proteinov v relativne malych
mnozstvach na aplikdciu pri testovani, zatial ¢o v inych pripadoch je potrebné vel'ké kvantum pre
Specifické terapeutické aplikacie.

Terapeutické proteiny maju vel’ky potencidl na lieCenie ro6znych ochoreni, ako je diabetes, rakovina,
infek¢éné choroby, hemofilia a anémia. Bezné terapeutické proteiny zahfiiaju protilatky, fizne proteiny,
hormoény, interleukiny, enzymy a antikoagulanty. V dneSnej dobe rapidne rastd poziadavky
na rekombinantné proteiny prave pre terapeutické aplikacie. Ludské proteiny ziskané prostrednictvom
genetického inzinierstva zohravaju kl'acova tlohu na trhu liecebnych liekov. V sucasnosti sa vacSina
rekombinantnych terapeutickych proteinov produkuje v cicavéich bunkach, pretoze cicavcéie bunky st
schopné produkovat’ vysoko kvalitné proteiny podobné tym, ktoré sa vyskytuji prirodzene. Okrem toho
sa v bakterialnych bunkach, napriklad v Escherichia coli, generuje vel'a schvalenych rekombinantnych
terapeutickych proteinov vd’aka dobre znamemu genomu, rychlemu rastu a produkcii s vysokym
vytazkom [10].

Konkrétnym prikladom méze byt protein p53, ktord hrava kIi¢ovi rolu v génovej expresii a ochrane
proti rakovine. Protein p53 ma schopnost’ sa viazat’ na Specifické sekvencie DNA a pdsobi tym ako
transkripény faktor. Pomocou regulécie expresie génov tak reguluje bunkovy cyklus, opravuje DNA pri
mutécii a navodzuje apoptozu [11]. Ked’ dojde k mutécii génu, ktory tento protein koduje, protein strati
svoju funkciu a méze to viest’ k neurodegenerativnym ochoreniam ¢i rakovine. Obnova funkcie proteinu
p53 by mohla byt’ jednym z kl'a€ovych nastrojov novej protinadorovej liecby [12].

Rekombinantné proteiny maju taktiez obrovské vyuzitie vo vyskume, kde pomahaju objasnit’
zakladné principy zivota organizmu. Tieto molekuly sa mézu pouzit' na identifikaciu a lokalizaciu
polohy proteinu koédovaného Specifickym génom a na odhalenie funkcie inych génov v roznych

9



bunkovych aktivitach, ako je bunkova signalizacia, metabolizmus, rast, replikacia a smrt’, transkripcia,
translacia a modifikacie proteinu. Taktiez su vel'mi uzitoénym nastrojom pre objasnenia interakcii
proteinu s proteinom. Rekombinantné proteiny sa tak ¢asto pouzivaju v oblasti molekularnej biologie,
bunkovej bioldgie, biochémie, Strukturdlnych a biofyzikdlnych $tadii a mnohych inych oblastiach
vyskumu [13].

S rekombinantnymi proteinmi sa moézeme stretnit aj v priemysle, potravinarstve, polno-
hospodérstve a bioinZinierstve. Napriklad v chovnom priemysle sa do krmiva mézu pridavat’ umelo
vytvorené enzymy na zvysenie vyzivovej hodnoty kfmnych surovin, podporu zdravia Criev zvierat,
zvySenie vykonnosti zvierat a zlepSenie zZivotného prostredia [14]. Konkrétnym prikladom mézu byt
baktérie mlie¢neho kvasenia (LAB), ktoré¢ sa dlhodobo pouZzivaju na vyrobu fermentovanych potravin.
Nedavno LAB boli geneticky modifikované na expresiu rekombinantnych proteinov, ktoré by mali
Siroky rozsah aplikécii, ako napriklad zlepSenie trdvenia a vyzivy Cloveka ¢i zvierat, na prevenciu
infekcii, zlepSenie imunity a liecbu alergii [15].

2.2 Postup pripravy rekombinantnych proteinov

S rychlym vyvojom proteomiky sa pouZzivanie rekombinantych proteinov zna¢ne zvysilo. Pre ich
pripravu je potrebné poznat' zakladné postupy manipulacie. NajpodstatnejsSim krokom pri priprave
rekombinantného proteinu je izoldcia jeho kodujuceho génu. U prokaryotickych organizmov sa izoluje
jadrovda DNA, z ktorej musi byt vyStiepeny a namnozeny cielovy gén pomocou polymerdzovej
retazovej reakcie. U eukaryotickych organizmov nemoézeme izolovat celkovii DNA, nakolko
Struktirne gény obsahuju intrény, ktoré sa neprepisuju do mRNA. Prave preto sa u eukaryot izoluje
mRNA, ktord je potom prevedena enzymom reverznd transkriptdza na DNA. Alternativnou metédou
pripravy DNA je jeho umela chemicka syntéza, ¢o vSak je vel'mi narocna operacia casovo aj financne.
Vyizolovana sekvencia sa nasledne vlozi do vhodného klonovacieho vektoru, ktory je dopredu
rozstiepeny restrikénymi endonukledzami. Po rozstiepeni vektorovej DNA sa spajaju dopredu
vytvorené komplementarne konce ku koncom cudzorodej DNA a renaturuju sa. Pomocou DNA-ligazy
sa medzi cudzorodou DNA a vektorovou DNA vytvori kovalentnd viazba a vznikne rekombinantny
plazmid. Tento plazmid mdze obsahovat doplnkové sekvencie, ktoré mézu kddovat’ napr. rezistencie
voci antibiotikdm, s ¢im sa moze vyselektovat’, d’alej moze obsahovat’ rézne znacky, ktoré napomahaju
purifikacii a iné dolezité sekvencie (Obrazok 5) [9] .

Vlozenie pripraveného rekombinantného plazmidu do prokaryotického organizmu sa nazyva
transformacia a vlozenie do eukaryotického organizmu sa nazyva transfekcia. Pre Gspesny prestup DNA
do cytoplazmy (u prokaryot) ajadra (u eukaryot) sa musi zvysit' priepustnost’ membrany. Na to sa
pouzivaju rdzne techniky, ako napriklad elektroporacia, ktora je zalozena na docasnej destabilizacii
bunecnej membrany pomocou elektrického pulzu. Tato metdda je sice velmi rychla, ale vyzaduje
Specialne a drahé zariadenie. Pomocou elektroporécie je mozné preniest DNA aj do vel'kych plazmidov
a buniek, kde ostatné techniky zlyhaju. Castejsie sa viak vyuZiva transformacia pomocou tepelného
soku, kde po pridani CaCl, st bunky vyhladované a tym za chladu uvedené do stavu kompetencie. Po
kratkom tepelnom Soku su tieto bunky schopné prijat’ exogénnu DNA. Je pravda, ze v porovnani
s predoSlou metddou efektivita nie je tak vysoka , ale metdda je jednoducha a kompetentné bunky sa
daju skladovat’ pri -70 °C niekol'’ko mesiacov. Po integrovani rekombinantného DNA do hostitel'skej
bunky zacina jeho expresia, ¢ize samotné vyroba rekombinantného proteinu. V pripade ak vektorova
molekula obsahuje aj nejaky kontrolny operén, pridavkom aktivatoru promotoru méze byt indukovana
syntéza rekombinantného proteinu. Poslednym krokom pripravy rekombinantného proteinu je izolacia
a purifikacia [16].
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2.2.1 Purifikacia rekombinantnych proteinov

Pre studium funkcie a Struktiry rekombinantych proteinov je zakladom ich izolacia a purifikacia.
Vo vseobecnosti existuju 2 typy zékladnych expresii rekombinantnych proteinov a od nich sa odvija aj
izolécia a Cistenie. Proteiny, ktoré st ihned’ pri produkcii sekretované do média, sa nazyvaju arteficialne
modifikované proteiny. Ich purifikdcia je jednoducha a ekonomicky vyhodna. Zlozitejsi je postup
u intraceluldrnych proteinoch, kde je potrebné pouzit’ lyzacny krok k rozruSeniu membrany. Medzi
najviac vyuzivané purifikacné metody patria vo vSeobecnosti chromatografické techniky, ktoré dokazu
separovat’ proteiny podla chemickej Struktury a biologickej funkcie [2].

Podl'a pozadovanych vlastnosti produktu je mozné vybrat’ konkrétny typ chromatografie. Kl'ucova
je vysoka cistota produktu a ekonomickost’ produkcie, na ¢o je najvyhodnejsie vyuzit’ metoddy afinitnej
chromatografie. Je to typ kvapalnej chromatografie, ktora pre separaciu vyuziva reverzibilnu interakciu
medzi proteinom a ligandom, umiestnenym v chromatografickej matrici. Oproti inym chromato-
grafickym technikam pouZzivanych pri separacii proteinov, je interakcia medzi proteinom a stacionarnou
fazou ovela pevnejsia a $pecifickejSia. Tym padom mame moznost’ ziskat’ vysoko koncentrovany a Cisty
vytazok i z hrubého lyzatu jednym krokom [17].

Avsak nie vSetky proteiny maju schopnost’ viazat' sa na stacionarne fazy. V tomto pripade sa
pouzivaju afinitné ,tagy*, ktoré su sucastou rekombinantného plazmidu a pri expresii pripojuji na N
alebo C koniec polypeptidu rozne aminokyseliny [18]. Takto ziskané bielkoviny sa nazyvaju fizne
proteiny a ulahcuju Cistenie a detekciu rekombinantnych proteinov. Vyber spravnej kotvy zalezi hlavne
na typu konkrétneho proteinu. Tieto afinitné ,.tag“-systémy vSak zdiel’aju podobné vlastnosti:

e jednofdzova adsorpcna purifikacia,

e minimalny vplyv na terciarnu Struktaru a biologicku aktivitu,

e jednoduché a Specifické odstranenie pre produkciu nativneho proteinu,
e jednoduché a presné stanovenie rekombinantného proteinu,

e pouzitel'nost’ na mnoZzstvo réznych proteinov [19].

2.2.2 HIS-tag kotva

Pre purifikdciu rekombinantnych proteinov najcastejSie vyuzivanou afinitnou znackou je poly-
histidinova sekvencia aminokyselin. Vo vSeobecnosti proteiny maji viac-menej schopnost’ koordinovat’
kovové i6ny na svojom povrchu, vd’aka Comu ich mézeme oddelit’ pomocou afinitnej chromatografie.
Studie ukazali, e medzi aminokyselinami tvoriacimi proteiny je histidin silne zapojeny do koordina¢nej
vizby s kovovymi i6nmi, preto ak sa na koniec proteinov prida niekol’ko molekul histidinu, ich afinita
ku kovovym iénom sa znacne zvysi a samotné Cistenie sa da 'ahsie uskutocnit’ [20].

Zakladom metody je naviazanie 6 az 10 molekul histidinu na C alebo N koniec rekombinantného
proteinu. Takto ziskané proteiny moézu byt nasledovne zachytené na géle alebo zivici obsahujucej
dvojmocné i6ny kobaltu alebo niklu. Tato vlastnost’ sa stala zakladom metddy afinitnej chromatografie
na imobilizovanych iénoch kovu (IMAC), ktora vyuziva imobilizaciu kovovych i6nov na agardzovej
matrici pomocou chelatacnej vizby s kyselinou imidodioctovou (IDA) alebo kyselinou nitrilotrioctovou
(NTA) (Obrazok 3) [21].

Najviac vyuzivanou matricou je Ni-NTA, kde purifikdciu mézeme prevadzat v nativnych aj
denaturovanych podmienkach s vytazkom desiatok mg proteinu na 1 ml matrice. Ked’ sa protein, ktory
ma HIS kotvu, uvedie do kontaktu s nosi¢om, na ktorom imobilizuje kovovy ion, ako je nikel,
za podmienok pH 8 alebo vyssich, histidinovy zvySok chelatuje kovovy i6n a viaze sa na nosic [22].

Pri pouzivani jednoduchej afinitnej chromatografie pomocou HIS-tagu na Ni-NTA, vSak musime
zohl'adnit’ aj iné proteiny s afinitou ku kovom a proteiny, ktoré obsahuji prirodzene sa vyskytujice
histidinové repeticie. Tieto kontaminanty su prevazne stresové proteiny produkénych organizmov, prave
preto ich mnoZstvo sa da vyrazne ovplyvnit podmienkami kultivacie. Dalou moznostou na zniZenie
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kontaminacie je pomocou zvySenia idonovej sily pufru alebo pridanie premyvacieho pufru, ktory vytesni
slabsie naviazané kontaminujuce proteiny [23].

Poslednym krokom pri purifikdcii pomocou HIS-tagu je odStiepenie histidinovych zvyskov.
Endopeptiddzy sa pouzivaju pri oznaceni C-konca tagom a exopeptidazy so stop aminokyselinou u N-
konca. Cisty protein sa napokon oddeli od enzymov a odstiepenych HIS-tagov pomocou kolény s Ni-
NTA. Takto ziskany protein ma vysoku Cdistotu, ktora sa nasledne moéze stanovit SDS-PAGE
elektroforézou [18].

\JTA W

Obrazok 3. Interakcia matrice s HIS-tag proteinom pri purifikacii [21].

2.2.3 GST-tag kotva

Glutation S-transferazy su enzymy, ktoré dokazu viazat’ glutation a prenasat’ ho na substrat. Jeho
hlavna uloha je v biotransforméciach xenobiotik, kde naviazanim glutationu sa vyrazne zvySuje
rozpustnost’ lipofiln€¢ho substratu a tym padom sa dané xenobiotikum I'ahSie vyplavi z tela. Glutation sa
na GST naviaze prostrednictvom vodikovych mostikov a vytvara vel'mi silnt vizbu s disociacnou
konStantou 2 — 6 x 107, ktora sa vyuZziva v afinitnej chromatografii [24].

Prvym krokom je pripojenie DNA kodujucej GST ku kodujlicemu génu proteinu, ktora chceme
izolovat. Vytvoreny GST-protein sa ndsledne oddeli na agar6zovom géle s glutationom naviazanym
prostrednictvom ,,linkru® za atéom siry. Po vymyti ostatnych latok z gélu sa uvoliiuje ziadany protein
vytesnenim pomocou roztoku glutationu (Obrazok 4) alebo odstiepenim cieleného proteinu protedzou
priamo na koléne [25].

Nevyhodou GST systému je velkost’ tagu, ktord s vysokou pravdepodobnost’ou ovplyvni funkciu
cielového proteinu a predstavuje metabolickll zataz pre exprimujucu bunku. GST-kotva taktiez nie je
vhodna na purifikiciu oligomernych proteinov, nakolko vytvara homodyméry. Dalou nevyhodou je
nachylnost’ agregacie, ked'ze GST obsahuje cysteinové zvysky, ktoré sa 'ahko oxiduju. GST znacené
proteiny sa Casto pouzivaju na Studium interakcii proteinu s proteinom, kde sa opat’ vyuziva vlastnost
glutationovej afinity v postupe zvanom GST ,,pull-down test. Tato technika umoziiuje uréovat, ktoré
proteiny navzajom interaguju, ¢im sa identifikuju relevantné biologické cesty [26].
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Obrazok 4: Princip GST-tag purifikacie [27].

2.2.4 Detekcia a analyza rekombinantnych proteinov

Po vyizolovani a purifikovani rekombinantného proteinu je potrebné zistit' kvalitu a kvantitu
proteinu. Najjednoduchsou metédou pre detekciu proteinov st kolorimetrické metody, nakol'’ko behom
niekol’kych minit je mozné zistit, ¢i vroztoku si alebo nie su pritomné bielkoviny. Jednym
z najpouzivanejSich metod je stanovenie koncentracie proteinov podla Bradforda, ktoré je zalozené
na interakcii farbiva (Coomassie Brilliant Blue) s bazickymi a aromatickymi aminokyselinami v pro-
teinoch. Dal§ou moznostou je spektrofotometricka detekcia zalozena na absorbancii UV Ziarenia
aromatickymi aminokyselinami pri 280 nm. Tato metdoda ndm umozinuje zistit’ priblizni koncentraciu
bielkovin vroztoku behom niekol'kych sekind, avSak je ovela nachylnejSia na interferenciu
kontaminujucimi latkami vo vzorku. DalSou alternativou pre uréenie koncentricie proteinov je
fluorescencné metdda zalozena na merani aromatickych aminokyselin [28].

Pre analyzu kvality vyizolovanych proteinov sa najcastejSie vyuzivaju elektroforetické metody,
pretoze proteiny st druhovo Specifické a elektroforetické separacie sa I'ahko vykonavaju. Elektroforéza
patri medzi elektromigracné techniky, ktora pre separéciu Castic vyuziva rozdielnu pohyblivost’ nabitych
Castic v elektrickom poli. Rychlost’ pohybu Castic je zavisla na vel'kosti naboja, tvare a vel’kosti molekul,
na povahe nosicu, elektrolytu, ¢i pH [29, 30].

Typickym prikladom je elektorforéza v polyakrylamidovom géle v pritomnosti dodecylsulfatu
sodného, ktora sa k analytickej separacii proteinov v poslednom obdobi najviac pouziva. Tato metoda
je za istych okolnosti vhodna aj na purifikaciu. Jej nevyhodou vSak je nutnost’ denaturacie proteinov.
Na to slizi dodecylsulfat sodny (SDS), €o je povrchovo aktivna latka, ktord nesie negativny naboj na
svojom povrchu, ¢im méze rozpustat hydrofobne molekuly a narusit’ terciarnu Struktiru proteinov.
Okrem toho SDS sa umerne viaze na polypeptidovy retazec podl’a molekulovej hmotnosti a pridava mu
negativny naboj, ¢im umoziuje jeho separdciu. K odstraneniu intramolekularnych a intermolekularnych
disulfidickych mostikov sa pouziva B-merkaptoetanol [30].
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Pri SDS-PAGE sa ako nosi¢ pouziva polyakrylamidovy gél, ktory vznika polymerizaciou akrylamidu
a N,N’'-metylenbisakrylamidu (BIS), ktora je zahdjend peroxodisiranom amoénnym, a ako katalyzator
sa pridava TEMED (N,N,N’,N’-tetrametyletylendiamin). Pre zvySenie presnosti analyzy sa pouzivaji
gély o roznom zloZeni. Horny usek je tzv. ,,stacking® gél o nizkom pH a nizkej koncentracii akrylamidu,
ktory zjednoduSuje vstup vel'kych molektl do gélu a tym padom zabranuje upchatiu poérov. Spodna
separacna vrstva gélu ma vysSiu koncentraciu a pH okolo 8.8, kde prebieha vlastna separicia. Pre
vytvorenie elektrického pola a pradového napitia od katédy k andde cez gél sa pouziva elektrédovy
pufer [29].

2.3 Expresné systémy

Vol'ba expresného systému je kl'icovym krokom pre uspesnu produkciu rekombinantného proteinu,
nakol’ko neexistuje univerzalny expresny systém pre vSetky proteiny. Dolezitym faktorom pri vol'be
expresného systému je vytaznost’ a zachovanie biologickej aktivity Studovaného rekombinantného
proteinu. Na druhu stranu treba brat do uvahy aj ekonomicki a casovi ndro¢nost. Porovnanie
zakladnych vlastnosti najpouzivanejSich expresnych systémov je zhrnuté v tabul’ke (Tabulka 1). Vel'mi
ucinna je produkcia rekombinantnych proteinov v bakteridlnych bunkach, nakol'’ko st schopné priame;j
extracelularnej expresii, sekrecii proteinu do periplasmatického priestoru. Pri expresii eukaryotického
génu sa vSak gén musi upravit’ na prekladatel'ni podobu (gén sa zbavuje intréonov). Existuje tiez rada
eukaryotickych expresnych systémov, v ktorych dochadza k zostrihu RNA a réznym postranslaénym
modifikaciam produktu, ktoré bakterialne bunky nemézu zaistit’ [28].

2.3.1 Expresia v Escherichia coli

Kultivacie v bakterialnych bunkach su vo vSeobecnosti vel'mi vyhodné, nakolko ich kultivacia je
nenaro¢na, maju kratky generacny Cas a jednoducho sa vytvaraju klony nestice expresny vektor. Najviac
vyuzivanou baktériou je Escherichia coli, fakultativne anaerobnd, gramnegativna, bicikata, ty¢inkovita
baktéria, ktora ma kompletne prestudovanu genetickll informaciu [31]. Ma schopnost’ rychleho rastu aj
pri nepriaznivych podmienkach aje nendrocnd na ziviny. Jej d’alSou vyhodou je velké mnozstvo
pouzitelnych plazmidov, ktoré obsahuju informacie pre detekciu a purifikdciu proteinu a vyber
expresnych a klonovacich linii [32].

Teoreticky, produkcia rekombinantnych proteinov v E.coli je relativne priamociara, pocinajuc
identifikaciou cielového génu a jeho naklonovanim do vhodného vektora. Daldim krokom je
transformacia konstruktu do vhodného kmena hostitela, kde sa zosilnenou expresiou indukuje
rekombinantny protein, ktory sa na koniec purifikuje a charakterizuje (sekvendcia, Cistota, Struktarna
integrita, stabilita , aktivita). V praxi vS§ak mame mnoho prekazok, ktoré sa musia zdolat. Tie mozu
zahinat' slaby rast hostitel'ského kmena, nestabilitu alebo toxicitu proteinov, tvorbu agregatov
a inkluznych telies. Stadie ukézali, 7e aZ tri §tvrtiny exprimovaného proteinu v E.coli je vo forme
inkluznych telies, nakol'’ko kapacita bakterialnej bunky pre spravne skladanie rekombinantného proteinu
je nizSia ako samotny vytazok. Z inkluznych telies sa v§ak protein musi vyizolovat denaturaénymi
metédami a ndsledne musi byt renaturovany. Takto ziskany protein méa vysoku Cdistotu, avSak
renaturacia je zlozity dej a nie vzdy uplne Gspesny [16, 33].

Pre uspesnost’ expresie v Escherichia coli sa musia zohl'adnit’ niektoré faktory. Prvym z nich je
volba expresného vektoru. U E.coli sa najCastejSie pouzivaji plazmidové vektory, ktoré obsahuju
sekvenéné prvky, ako napriklad: pociatok replikacie, promotor, multiklonovacie miesto, afinitna znacka,
selekéné markery ¢i terminator (Obrazok 5). Plazmidy sa replikuju v relaxovanej forme a je ich v bunke
okolo 15-60 (napr. pMBI1/ColEl). V pripade, Ze novo vytvoreny gén je pre bunku toxicky alebo
pri kontinuélnych kultivaciach s vysokou hustotou, moze dojst’ k strate plazmidov. Pre zniZenie hustoty
kolon sa pouzivaji kultivatné média s obsahom antibiotik, ktoré sluzia ako selek¢ny marker
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transformacie a zabijaji bunky bez plazmidov. Alternativou na nestabilitu plazmidov je priama inzercia
heterologického génu do chromozomu E.coli pomocou bakteriofagov [34]. Expresia rekombinantného
proteinu moze byt zvysena takisto optimalizaciou rastu E.coli. Medzi hlavné parametre, ktoré mézu byt
zmenen¢ patri:
e Zlozenie rastového média — komplexné alebo definované médium, r6zne zdroje uhlika.
e Teplota kultivacie — to ovplyviiuje rychlost’ rastu buniek a méa doésledky na toxicitu, stabilitu
a agregaciu rekombinantnych proteinov, najma po indukcii.
e Hustota buniek pri indukcii — najpriaznivejsia je indukcia pri polovici exponencialnej fazy
rastovej krivky
e Doba indukcie — ovplyviiuje to hladinu expresie rekombinantného proteinu, toxicitu, stabilitu
a agregaciu. Zber sa zvycCajne vykonava pred dosiahnutim stacionarnej fazy. Vysoka expresia
hydrofébnych a membranovych proteinov méze byt smrtelnd pre bunky a moéze viest’ k
agregacii proteinov a tvorbe inkluznych teliesok, ¢o ich robi nefunkénymi [35].

V sucasnej dobe je k dispozicii mnoho kmenov odvodenych od E.coli (K12, B, BL21), ktoré dodavaju
komer¢ny vyrobcovia. Existuju aj Specidlne kmene, ktoré su urcené k expresii eukaryotickych ¢i
toxickych proteinov (kmeni Rosetta-gami) [36]. Pre klonovanie st najvhodnejSie kmene zaistujice
stabilitu rekombinantnej DNA, to st kmene, ktoré¢ st zbavené schopnosti syntézy restrikénych
endonukledz, schopnych degradovat’ cudzorodé DNA. Je tiez vyhodné pouzit kmen s poruSenou
schopnost’ou homolognej rekombinécie (mutant recA), o znizuje riziko porusenia integrity klonovanej
DNA. Vyber vhodného kmena tiez zavisi na ucele pouzitia, ¢i sa DNA bude amplifikovat’ alebo ¢i
chceme vytvorit’ protein a tym padom, gén sa preklada. Pri takych kmenoch je vhodné, aby bola znizena
uroven syntézy proteaz pre zachovanie celistvosti a aktivity proteinov [28].
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ikaci Promotor énovy inzer

re[:kacm > <

Selekeny |— Multiklonovacie Q | Represor

marker .

) miesto
N-koncova kotva C-koncova kotva

Obrazok 5: Vseobecné znaky plazmidového vektora na amplifikovanu expresiu rekombinantnych proteinov s
pouczitim E. coli [33]

2.3.2 Expresia v Bacillus subtilis

Alternativou k E.coli je baktéria Zijuca v podach Bacillus subtilis, ktord reaguje na zmeny okolia
roznymi stratégiami na prezitie. B.subtilis v porovnani s E.coli ma aj mnoho vyhod, ako napriklad
znizena produkcia lipopolysacharidov (vedl'ajsi produkt u E.coli, spésobujuci degenerativne poruchy
u ¢loveka a zvierat), ul'ahcena transformacia pomocou bakteriofagov a plazmidov, ¢i priama sekrécia
proteinov do média. Okrem toho B.subtilis neprodukuje Ziadne toxiny, proteiny nim tvorené mozno
spracovat’ jednoducho, bez rozrusenia buniek, ¢o ma za nasledok relativne vel’ky a cenovo dostupny
vytazok. Hlavnou nevyhodou vSak je jeho nadprodukcia protedz, ktoré velmi rychlo degraduju
rekombinantné proteiny [37].

2.3.3 Expresia v kvasinkach

Pri expresii eukaryotickych proteinov, ktoré sa v prokaryotickych bunkach daju produkovat’ len
problematicky, sa naj¢astejSie vyuzivaju kvasinky. St schopné posttransla¢ne modifikovat’ a vylu¢ovat’
produkt, a pritom ich kultivicia je nenaro¢na a daju sa geneticky manipulovat. DalSou vyhodou

15



kvasinkovych kmenov je moznost’ ich pestovania v haploidnom aj v diploidnom stavu, ¢o umoznuje ich
krizenie veduce k ziskaniu hybridov s kombinaciou genetickej informacie oboch rodicovskych buniek.
Sporuldcia aanalyza haploidnych buniek naopak poskytuje nastroj pre Stadium rekombinacii
a génovych konverzii [38].

Najviac vyuzivanou kvasinkou v biotechnologickom priemysle je Saccharomyces cerevisiae, ktora
sa bezne vzhladom na to, Ze spifia predpisy o hospodarskej G¢innosti a biologickej bezpe¢nosti pre
humaéanne aplikécie, pouziva pre vyrobu farmaceutickych produktov ako glukagdn, somatotropin, inzulin
alebo HBsAg (antigen proti Hepatitide B). Problémami pri produkcii rekombinantného proteinu
v S. cerevisiae si zmenené posttranslacné modifikacie (napr. nadmerna glykozilacia produktov), nizka
schopnost’ sekrécie proteinov avysokd produkcia sekundarnych metabolitov. Pre expresiu
v S.cerevisiae existuju dva hlavné typy vektorov — integrujuci (Ylp plazmid) a epizomalny (YEp
plazmid). Epizomdlny plazmid ma schopnost’ v hostitel'skej bunke samostatne sa replikovat bez
integracie do chromozdmu, oproti tomu integrujuci sa najprv v€leni do chromozému hostitel’a, az potom
sa mnozi [39].

V dnes$nej dobe sa uz coraz viac vyuziva kvasinka Pichia pastoris, ktora ma schopnost’ vyuzivat’
metanol ako zdroj uhliku. M4 lepSie sekrecné vlastnosti ako S.cerevisiae a zarovenn neglykoziluje
cudzorodé proteiny. Jedinym problémom pri produkcii niektorych heterolognych proteinov je
proteolyza, ktora sa vSak da regulovat’ pomocou zmeny pH [40].

2.3.4 Expresia v rastlinach

Rastliny su organizmy, ktoré vdaka autotrofnej vyzive dokdzu vytvarat organické latky
z anorganickych latok za pomoci slne¢ného Ziarenia. Pre génové inzinierstvo a proteomiku davaju
moznost’ vyrobit' protein bezpecne, lacno a v takmer neobmedzenych mmnoZzstvach len pomocou
jednoduchych zivin, vody a slnecného svetla. V roku 1990 bol prvy rekombinantny protein (I'udsky
sérovy albumin) exprimovany v listoch tabaku. Od tej doby boli vytvorené stovky cistych proteinov
pomocou rastlin [38, 39].

V poslednom obdobi rastlinné systémy sa zacali skimat’ ako sl'ubné expresné systémy pre produkciu
rekombinantnych proteinov aj pre terapeutické ucely vzhl'adom na ich bezpecnost’ (nemnozZia cicavcie
virusy a patogény), na nizke naklady (lacné kultivaéné médium) a na schopnost’ posttranslacnych
modifikécii (schopnost’ produkcie glykoproteinov ainych komplexnych proteinov). Okrem tychto
schopnosti, rastlinné expresné systémy maji eSte mnoho vyhod, ako napr. jednoducha geneticka
modifikacia, vysokd schopnost’ proteinovej expresie, nizka produkcia sekundarnych metabolitov, ¢i
precizne skladanie proteinov [43].

Aj napriek mnohym vysSie uvedenym vyhodam, rastlinné expresné systémy st este stale v pozadi
oproti bakteridlnym a zivo¢iSnym. Hlavnou pri¢inou je vysokd cena ,downstream* procesu.
Rekombinantné proteiny sa u rastlin musia purifikovat’ z celulozy, vldkniny, Ci oleja, ktoré rastliny
produkuju [41].

Pre zvysenie efektivnosti produkcie rekombinanntych proteinov sa v praxi namiesto celych rastlin
pouzivaju aseptické suspenzie rastlinnych buniek, tkaniv ¢i organov. Oproti celorastlinnym systémom,
suspendované rastlinné bunky mozu rast v bioreaktore pod kontrolovanymi podmienkami, ¢o
zabezpecuje reprodukovatelnost’ produkcie a tiez znizuje obavy o migracii geneticky modifikovanych
rastlin. Co viak je doleZitejsie, prevozné naklady su ovela niZSie, maju znizend nachylnost’ na
kontaminaciu endotoxinmi a mykotoxinmi, a pri tom ziskame kvalitnej$i produkt. Rekombinantné
proteiny vzniknuté v rastlinnych bunkovych kultirach mézu byt sekretované do média alebo mozu byt
zachytené vo vnutrobunkovych organoch ako endoplazmatické retikulum, cytoplazma alebo vakuola.
Sekretované produkty sa daji jednoduchsie purifikovat, nakol'ko rastlinnd bunka nesekretuje mnoho
kontaminujucich proteinov do kultivaéného média. Pri takomto type produkcie sa tym padom daju
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pouzit’ kontinualne procesy vyroby, ktoré mnohonasobne zvySuji produktivitu. Problémom moézu byt
proteolytické enzymy v médiu, ktoré st produkované rastlinnymi bunkami pocas kultivacie, ¢i
pochéadzajii z odumretych buniek. Pre zniZenie tohto rizika sa preto pouzivaji proteazové inhibitory
alebo proteinové stabilizatory (napr. Zelatina) [40, 41].

Pre expresiu rekombinantnych proteinov sa tiez s velkym tspechom pouzivaju rastlinné semena.
Vo vSeobecnosti je zndme, Ze semena su organom rastliny s vysokym obsahom bielkovin, nizkym
obsahom proteaz a vody. Prave tieto vlastnosti sa daju vyuzit’ pre produkciu Cistych proteinov. Okrem
toho, semena mozu byt priamym nastrojom pre vnesenie terapeutickych proteinov, liekov a antigénov,
nakol'ko su konzumovatel'né. Samotna kultivacia, skladovanie, transport a prica so semenami je
jednoducha. Najviac pouzivanymi semenami su obilniny, strukoviny a olejové semena [42, 43].

2.3.5 Expresia v zZivo¢ichoch

Zivodisne expresné systémy dokazu zdolat problémy niz$ich eukaryotickych a prokaryotickych
systémov. Su schopné posttranslacne modifikovat’ proteiny a exprimovat ich v rozpustnej, dokonalo
zbalenej forme. Dva najCastejSie pouzivané druhy vyssich eukaryotickych hostitel'ov st hmyzie bunky
infikované bakulovirusom a niekol’ko cicav¢ich buniek (CHO — vajecné bunky ¢inskeho Skrecka; HEK
— bunky l'udskej embryonalnej oblicky) [47].

Expresné systémy vyuZzivajuce hmyzie bunky su zaloZzené na infekcii hmyzu rekombinantnym
dvojvlaknovym DNA virusom (AcMNPV - Autographa californica multiple nuclear polyhedrosis
virus). Tato bacmidova DNA sa pripravuje inzerciou cudzorodého génu do plazmidového vektoru, ktory
je potom zacleneny do gendému bakulovirusu homoldgnou rekombindciou [48]. Hlavnymi vyhodami
tohto systému su vysoka vytaznost, podobnost’ konformacie produktu nativnemu proteinu, schopnost’
posttranlacnej modifikacie a ziadna kontaminacia endotoxinmi. Bakulovirusom infikované hmyzie
bunky vSak maju aj nedostatky. Ked’ze infikované hostitel'ské bunky nakoniec zomierajt, cudzorody
gén nemoze byt exprimovany kontinualne. Po kazdej tispesnej syntéze je potrebné znovu infikovat nové
hmyzie bunky, tym padom kontinualny systém fermentacie je skoro nemozny. Okrem toho sa hmyzie
bunky a cicavCie bunky lisia glykolizacnymi metodami, takze biologicka aktivita a imunogenicita
produktov expresie hmyzu je odlisna od vlastnosti prirodného produktu [46, 47]. Tento expresny systém
sa pouziva hlavne na pripravu rekombinantnych glykoproteinov a proteinov pochadzajicich z vyssich
eukaryot. Pomocou bakulovirusom infikovaného hmyzu sa tak vytvorilo niekolko tisic vysoko-
hodnotnych cudzich proteinov, ktoré sa daju pouzit pri vyrobe vakcin a pre génové terapie [51].

Pre produkciu l'udskych a cicavéich proteinov st najvhodnejSie cicavCie expresné systémy.
V porovnani s vyssie diskutovanymi systémami maju niekol’ko vyhod v tom, ze st schopné priamo
sekretovat’ a glykolyzovat’ proteiny. Tento systém sa modze pouzit' na prechodnt (transientnu) alebo
stabilnu expresiu v zavislosti od ucelu exprimovaného produktu. Prechodna je ¢asovo a realizaéne menej
narocna, ale vytazok je obmedzeny jednorazovou expresiou. Naopak, pri stabilnej expresii dochadza
k v€leneniu génu do genomu produkénej bunky a mame moznost’ vybrat’ najlepsie exprimujice klony,
¢o je vSak Casovo naro¢nejsie. Pre prechodnil expresiu sa najbeznejsie pouzivaji COS bunky (CV-1 in
Origin, and carrying the SV40) a pre stabilntl expresiu CHO bunky (Chinese hamster ovary) [49].

Prekazkou pre vyrobu rekombinantych proteinov vo velkej mierke pomocou cicavéich expresnych
systémov je relativne vysoka cena, komplikovana technoldgia a potencialne kontaminacie Zivo¢isSnymi
virusmi. Tento systém sa vSak vel'mi Casto pouziva na vyrobu mnohych heterolognych proteinov, ako
su napriklad virusové §truktirne proteiny a bioaktivne peptidy pre Specificku funkénu analyzu [37].
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Tabul'ka 1: Zrovnanie zakladnych viastnosti najpouzivanejsich expresnich systémov [34, 39]

o oo .
Hoss;;tzlniky E. coli Kvasinky RE?;}?;e Hmyzie bunky | Cicavc¢ie bunky
. Rychla Rychla Priemerna Pomala ,
Rast buniek (30 min) (90 min) (6-12 h) (18241 | Pomad 4
Cena média Nizka Nizka Nizka Vysoka Vysoka
Uroveii expresie Vysoka Nizka-vysoka Nizka Nizka-vysoka | Nizka-mierna
Skladanie Refgif:;fej © Refﬁii?f Je Spravne Spravne Spravne
bielkovin p , , skladanie skladanie skladanie
potrebny potrebny
Posttranslacné .. , , , ,
modifikicie Ziadne Schopny Schopny Schopny Schopny
Homog’enlta Nizka Priemerna Vysoka Priemerna Vysoka
proteinu
Stabll,m} ) Vysoka Vysoka Priemerna Priemerna Nizka
bunkovej linie
Riziko , ’ o ’ Virusy, 1)’r101,1y,
e . Endotoxiny Endotoxiny Vel'mi nizke Nizke onkogénné
kontaminacie
DNA
Cena produkcie Nizka Nizka Nizka Priemerna Vysoka (1000 -
proteinu (20-100 €/g) (20-100 €/g) (50-100 €/g) (50-200 €/g) 10000 €/g)
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Ciel prace

Ciel'om experimentalnej Casti tejto bakalarskej prace bolo:

Transformacia rekombinantného plazmidu do vhodného hostitela.
Izolacia rekombinantého proteinu exprimovaného v E.coli.
Porovnanie vytaznosti purifikacie HIS-kotvy a GST-kotvy.

Analyza purifikovanych proteinov pomocou SDS-PAGE elektroforézy.
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3.2 Materialy a pristroje

3.2.1 Chemikalie

e Agar (HIMEDIA)

e AgNO; (SERVA)

e Akrylamid (SERVA)

e Ampicilin (Biotika)

e APS (VWR Life Science)

e Bromfenolova modra (Sigma-Aldrich)
e Butan-1-ol (Lach:ner)

e CH3COOH, konc. (Lach:ner)

e Coomassie Briliant Blue G — 250 (Sigma-Aldrich)
e Formaldehyd 37% (Lach:ner)

e Glukoza (Lach:ner)

e  Glycerol (Lach:ner)

e Glycin (Penta)

e HCI, 35% (LACHEMA)

e [PTG (Sigma-Aldrich)

e KCI (Lach:ner)

e KH,PO4 (Lach:ner)

e Kvasinkovy Extrakt (HIMEDIA)

e [ -glutation, redukovany >98% (Sigma-Aldrich)
e Lyzozym (Sigma-Aldrich)

e Metanol (Penta)

e MgCl - 6 H,O (Sigma-Aldrich)

e MgSO; - 5 H,O (Sigma-Aldrich)

e NaCl (Lach:ner)

e NayCOs,bezvody (Lach:ner)

e NaHPO;, (Lach:ner)

e NayS,0s (Sigma-Aldrich)

e SDS (Sigma-Aldrich)

e TEMED (Sigma-Aldrich)

e Tris (Serva)

e Trypton (Serva)

e B-merkaptoetanol (VWR Life Science)

3.2.2 Ostatné materialy
e Inhibitor protedz (Sigma-Aldrich)
e pH papier (LACHEMA)
e Proteinovy rebricek Precision Plus Protein Dual Xtra Protein Standards 2—250 kDa (Bio-Rad)
e Purifikacny kit Capturem His-Tag Purification Miniprep Kit (Takara)
e Purifika¢nd kolona GST-tag SpinTrap (GE Healthcare Life Science)
e Purifikacnd kolona HIS-tag Capturem (Takara)
e Rekombinantné plazmidy s HIS a GST znac¢kou (Biofyzikalni ustav, Akademie véd Ceské
republiky)
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3.2.3 Laboratorne pristroje

Autoklav Microjet Personal Microwave Autoclave (Enbio)
Centrifuga U-320R (Boeco Germany)

Centrifuga 5430 R (Eppendorf)

Centrifuga mini Z 100 M (Hermle LaborTechnik)
Dokumentacny systém na fotenie gélov Azure c200 (Biosystems)
Elektroforeticka aparatura Mini Protean Tetra Cell System (Bio-Rad)
Inkubator 1000 (Heidolph)

Laminarny box Aura Mini (Bioair Instruments)

Sada mikropipet (Pipetdu)

Spektrofotometer Nanodrop 2000 (Thermo Scientific)
Spektrofotometer (Implen)

Termoblok Termo-Shaker TS-100C (Biosan)

Trepacka Mini Shaker (VWR Life Science)

Viha analitycka (A&D INSTRUMENTS LTD)

Vaha stolna Scout Pro SPU 402 (Ohaus)

Vortex Genie 2 (MoBio Laboratories)

Zdroj napetia PowerPac 300 (Bio-Rad)
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3.3 Metédy

3.3.1 Transformacia

3.3.1.1 Priprava SOC média

Pre pripravu 100 ml SOC média bolo zmiesan¢ 2 g tryptonu, 0,5 g kvasinkového extraktu a 0,05 g
NaCl v odmernej banke a zmes bola rozpustena v minimalnom mnozstve destilovanej vody. Nasledne
bolo pridanych 10 ml 250 mM roztoku KCI, ktory sa pripravil rozpustenim 1,86 g KCl v 100 ml
destilovanej vody. Dalej bolo pridanych 10 ml 10 mM MgCl,- 6 H;O (bol pripraveny rozpustenim
0,2033 g MgCl,- 6 H,O v 100 ml vody) a 10 ml 10 mM MgSOQy - 5 H>O (bol pripraveny rozpustenim
0,2456 gtejto latky v 100 ml vody). Odmerna banka bola doplnena po rysku s destilovanou vodou a bola
vysterilizovana autoklave. Po vysterilizovani bolo pridanych 1,8 g glukézy. Roztok bol poriadne
premiesany a bol skladovany pri 4 °C.

3.3.1.2 Priprava LB média

Pre pripravu 400 ml LB média bolo rozpustenych 4 g NaCl, 4 g tryptonu, 2 g kvasinkového extraktu
a 6 g agaru v 400 ml destilovanej vody. Nasledne bola zmes vysterilizovana v autoklave. Do mierne
vychladeného média bolo pridané 400 pg ampicilinu (vysledna koncentracia 100 pg/ml). Po premiesani
bolo médium rozliate na Petriho misky. Tekuté LB médium bolo pripravené podobnym sposobom,
avsak bez pridavku agaru.

3.3.1.3 Transformdcia

Pre transformaciu boli pouzité kompetentné bunky BL2-CodonPlus. K 50 pl kompetentnych buniek
bolo pridanych 50 ng plazmidovej DNA. Skimavka so zmesou bola najprv inkubovana na lade
15 mintt a nésledne bola vlozena do vyhriatého termobloku na 42 °C po dobu 25 sektnd. Nésledne boli
vzorky prenesené na 2 minuty na I'ad a potom bol k zmesi pridany 1 ml predhriateho (na 37 °C) SOC
média. Vzorky boli mierne premiesané a ponechané k inkubacii v termobloku 1 hodinu pri 37 °C a 250
rpm. Po inkubacii bola zmes buniek centrifugovana pri 0,1 x g, prebytok SOC média bol zliaty
a bunkovy pelet bol rozotreny v ockovacom boxe na pripravenych Petriho miskach s LB médiom
obsahujucim ampicilin (koncentracia 100 pg/ml).

3.3.1.4 Kultivacia buniek

Po rozotreti buniek, Petriho misky boli uloZzené do inkubatoru vyhriateho na 37 °C na 12 — 16 hodin
pri otackach 300 rpm. Na nasledujuci den bola jedna koldonia z Petriho misky preockovana na novua
Petriho misku s LB médiom a ampicilinom, a koldnia bola rozotreta krizovym rozterom. Misky boli
opat’ ponechané cez noc k inkubécii. Na indukciu a izolaciu proteinov bola nasledne jedna kolonia
z krizového rozteru pouzita k zaoCkovaniu do 5 ml tekutého LB média s ampicilinom o rovnakej
koncentracii a kultivovala sa pri teplote 37 °C pri otackach 300 rpm 16 hodin.

3.3.1.5 Priprava konzervy

Po 16 hodinich kultivacie bola z kultury pripavend konzerva. 0,5 ml kultary bolo sterilne
odpipetovanych nad kahanom do 1,5 ml eppendorfovych skimaviek a nasledne bolo pridanych 0,5 ml
80 % sterilného glycerolu. Zmes bola rozmieSana pomocou vortexu a uchovana pri -80 °C pre pripadné
dalSie pouZitie.
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3.3.2 Indukcia proteinov

3.3.2.1 Sterilizdcia erlenmeyerovych baniek

Na indukciu proteinov boli pripravené 100 ml erlenmeyerové banky, do ktorych bolo napipe-
tovanych 25 ml tekuté¢ho LB média. Erlenmeyerové banky sa zazatkovali a vlozili do tlakového hrnca
s vodou. Vyska vodnej hladiny v hrnci bola tesne nad hladinou média v bankach. Hrniec bol zatvoreny
a uplne utesneny a nasledne bol polozeny na indukény sporak nastaveny na 160 °C po dobu 60 minut.
Po vysterilizovani bol tlak pomaly vypusteny a hrniec otvoreny. Vysterilizované erlenmeyerové banky
po vychladeni boli uskladnené pri 4 °C.

3.3.2.2 Rast buniek

Do vysterilizovanych erlenmeyerovych baniek bolo v sterilnom laminarnom boxe pridanych 25 pl
ampicilinu (vysledna koncentracia 100 pg/ml). K rastu kultary pre indukciu a izolaciu proteinov bol
pouzity 1 ml kultiary, ktora bola odobrata z krizového rozteru a rastla 16 hodin. Tento objem bol sterilne
napipetovany v laminarnom boxe do pripravenych erlenmeyerovych baniek. Po zao¢kovani bola banka
inkubovana pri teplote 37 °C a otackach 300 rpm po dobu, kym kultira nedosiahla optickl hustotu 0,6
az 0,8.

Po 45 minutach bola na spektrofotometri pri 600 nm odcitand opticka hustota. Do 2 ml zGzenej
kyvety bolo napipetovanych 900 pl ¢ist¢ého LB média a nastavil sa blank. Nasledne bolo pridanych
100 pl kultary a pomocou pipety bola kultira dokladne premiesana blankom. Takto analyzované vzorky
boli 10x zriedené, preto bolo potrebné ich optickll hustotu vynasobit’ desiatimi. Analyza OD bola
prevedena po 50 minttach do chvile, kym kultury nedosiahli opticka hustotu od 0,6 az 0,8. Po dosiah-
nuti hl'adaného OD bolo odobratych 2 ml kultary, z ¢oho bola pripravena vzorka K1.

Pre pripravu vzorky K1 bola odobratd kultara scentrifugovana pri 11 000 rpm po dobu 10 mintt
a nasledne bol odliaty supernatant. Peleta bola zlyzovana pridanim 75 pl komeréného xTractor pufru a
20 pl lyzozymu a bolo pridanych 8 pl inhibitoru protedz. Tato zmes bola najprv inkubovana pri 4 °C
po dobu 15 minut a ndsledne bola prevedena centrifugacia pri otackach 11 000 rpm po dobu 15 minnut.
Vzorku K1 predstavoval supernatant po centrifugacii a vzorka bola uchovana pre naslednt analyzu
pri -20 °C.

3.3.2.3 Indukcia proteinov

Do erlenmeyerovych baniek s kultirami o optickej hustote 0,6 — 0,8 bolo pridanych 25 pl 1M IPTG
(23,8 g Izopropyl PB-D-tiogalaktopyranozid v 100 ml vody). Po pridani tejto latky boli vzorky
kultivované pri laboratornej teplote na trepacke po dobu 4 hodin. Po 4 hodinach bolo odobratych 2 ml
kultary a bola pripravena vzorka K2, rovnakym spdsobom ako K1.

3.3.2.4 Uchovanie kultur

Bola pripravena sada dvoch 15 ml sterilnych skiimaviek pre kazdi kultiru. Skimavky boli zvazené
na analytickych vahach s presnostou na 4 desatinné ¢isla. 2krat 10 ml kultary bolo napipetovanych
sterilnou pipetou v laminarnom boxe do pripravenych skiimaviek a skimavky boli vyvazené na vahach
s presnostou na 0,00 g. Takto pripravené skiimavky boli centrifugované pri laboratdrnej teplote
a otaCkach 2 000 rpm po dobu 5 min. Po centrifugacii bol z nich odliaty supernatant a boli vloZené
naspdt’ do centrifigy na par sekund, aby zvy$nad kvapalina klesla na dno. ZvySny supernatant bol
pomocou mikropipety opatrne odstraneny tak, aby sa neznizila hmotnost pelety. Skiimavky boli znovu
odvazené na analytickych vahach abola zapisana a vypocitand hmotnost’ peletu. Nasledne boli
skimavky uchované pri -20 °C pre naslednu izolaciu proteinov.
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3.3.3 Izolacia rekombinantnych proteinov

3.3.3.1 Lyza buniek

K pripravenym bunkovym peletdm bolo pridanych 400 pl komeréného xTractor pufru na kazdych
20 mg peletu. Po premiesani skimaviek bolo pridané 100 pl 100x lyzozymu a 40 pl inhibitoru proteaz.
Zmes bola dokladne premie$ana pomocou vortexu a bola preliata do skimaviek znacky eppendorf
o objemu 1,5 ml. Nasledne boli skimavky vlozené do termobloku, kde boli inkubované po dobu
15 minat pri teplote 4 °C. Po inkubdcii bola prevedena centrifugacia pri otackach 11000 rpm
a pri teplote 4 °C po dobu 15 minut.

3.3.3.2 GST-tag izoldcia

Proteiny boli izolované pomocou komerénych GST koléon —,,GST SpinTrap®, od firmy GE
Healthcare Life Science. Najprv boli pripravené roztoky potrebné na izolaciu. ,,PBS Binding buffer*
(vézbovy pufer) bol pripraveny navazenim 2 g NaCl, 50 mg KCl, 360 mg Na,HPO4 a 60 mg KH,PO,.
Tieto zluceniny boli kvantitativne prevedené do 250 ml odmernej banky, bolo pridanych 200 ml
destilovanej vody a bolo skontrolované pH pomocou pH papierikov. Podla potreby bolo pH upravené
pomocou HCI alebo NaOH, aby bolo v rozmedzi 6,8 az 7,6. Elu¢ny pufer bol pripraveny navazenim
461 mg redukovaného L-glutationu a 606 mg Tris-u v 100 ml odmernej banke. Bolo pridanych 80 ml
destilovanej vody a pH bol upraveny pomocou HCl na 8,0. Nasledne bola banka doplnena destilovanou
vodou po rysku.

Pocas prace bola centrifuga vychladena na 4 °C a jednotlivé vzorky sa uchovavali na l'ade. Najprv
boli kolony mnohokrat mechanicky trepané za ucelom resuspendovania zivice. Nasledne boli kolony
vlozené do zbernej naddoby a boli scentrifugované pri teplote 4 °C a otackach 100 x g po dobu 30 sekund.
Kvapalina zo zbernej nadoby bola vyliata a na kolony bolo pridanych 600 pl vizbového pufru a kolony
boli znovu centrifugované pri 100 x g po dobu 30 sekund. Nasledne bola na kolony pridana jedna
polovica pripraveného lyzatu a koldony boli mierne premiesané pri 4°C po dobu 10 minut pre zabez-
pecenie optimalneho naviazania proteinov. Po 10 minutach boli kolony scentrifugované pri 100 x g po
dobu 30 sekund. Preteceny lyzat bol uchovany a oznaceny ako vzorka G3. Nasledne boli kolony dvakrat
premyté 600 pl binding pufru a preteCeny vdzbovy pufer bol uchovany ako vzorka G4 a G5. Pridanim
150 pl eluéného pufru anaslednou centrifugiciou pri 100 x g 30 sekund bola prevedena elucia
proteinov. Elucia bola zopakovana az do tiplného vymytia ciel'ového proteinu (vzorky G6-G8). Vzorky
G3-G8 boli stanovované pomocou spektrofotometru (nanodrop) a SDS-PAGE elektroforézy a zbytok
bol uchovany v eppendorfovych skiimavkach pri teplote -20 °C.

3.3.3.3 HIS-tag izolacia

Pre izolaciu HIS-tag fuznych proteinov bol pouzity komercny kit od firmy Takara. Pocas prace bola
pouzita vychladena centrifiga na 4 °C. Na komer¢né kolony bola naliata druha polovica lyzatu
anasledne bola prevedend centrifugacia pri 11000 rpm po dobu 1 minuty. Lyzat, ktory presiel
cez kolony bol odobrany a uchovany ako vzorka H3. Pre premyvanie kolony bol pouzity komercny
,wash buffer” o objeme 300 pl, ktory bol centrifugovany rovnakym spoésobom ako lyzat a preteceny
pufer bol uchovany ako vzorka H4. Nésledne boli proteiny dvakrat eluované pomocou 150 pl elu¢ného
pufru. Po centrifugacii boli ziskané vzorky H5 a H6, ktoré boli nasledne stanovované pomocou
spektrofotometru a SDS-page elektroforézy.
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3.3.4 Stanovovanie rekombinantnych proteinov

3.3.4.1. Stanovenie proteinov spektrofotometricky

Pre rychlu analyzu koncentracie celkovych proteinov bola pouzita spektroskopicka metdéda pomocou
Nanodropu 2000 od firmy Thermo Science. Pristroj bol zapnuty a nastaveny na meranie absorbancie
proteinov pri 280 nm. Po vy¢isteni senzoru pomocou etanolu, bol nastaveny ,,blank* nanesenim 1,5 ul
eluc¢ného pufru. Postupne boli nanasané vzorky a bola zaznamenana koncentracia v mg na ml.

3.3.4.2. Analyza proteinov pomocou SDS-page elektroforézy.

Pre separaciu adetekciu rekombinantnych proteinov v jednotlivych frakciach bola pouzita
elektroforéza v polyakrylamidovom géle s dodecylsulfatom sodnym (SDS-PAGE).
Priprava roztokov pre SDS-page elektroforézu

e 5% akrylamid: bolo zmieSanych 12,5 ml 40% akrylamidu (akrylamid:bisakrylamid 19:1), 12,5
ml 1M Tris-u (pH 6,4), 0,5 ml 20% dodecylsulfatu sodného (SDS) a 74,5 ml vody.

o 10 % akrylamid: 75 ml 40% akrylamidu (akrylamid:bisakrylamid 19:1) bolo kvantitativne
prevedenych do 500 ml zasobnej fl'aSe a bolo pridanych 112 ml 1M Tris-u (pH 8,8), 1,5 ml 20%
dodecylsulfatu sodného (SDS) a fl'asa bola doplnena 111,5 ml destilovanej vody.

e 1x Tris-Glycin SDS elektrédovy pufor: 3,03 g Tris-u, 14,4 g glycinu a 1 g SDS bolo
navazenych do odmernej banky s objemom 1000 ml a obsah banky bol doplneny po rysku
destilovanou vodou.

e 10% APS: bol navazeny 1 g peroxodisiranu amoénneho, ktory bol rozpusteny v 10 ml
destilovanej vody.

e 2 x Laemmliho nanasaci pufor: bol pripraveny nanasaci pufor zmiesanim 4 ml 10% SDS, 1,2 ml
IM Tris-HCI, 2 ml glycerolu a 0,002 g bromfenolovej modrej v 10 ml skiimavke. Bolo
pridanych 1,8 ml vody a v digestory bolo opatrne pridanych 1 ml f-merkaptoetanolu. Pufer bol
doékladne premieSany a uchovavany pri 4 °C.

Priprava gélu na SDS-PAGE elektroforézu

Pred pripravovanim gélu boli dokladne umyté skld a hrebienky saponatom anasledne boli
oplachnuté destilovanou vodou a etanolom, aby sa nevytvorili bubliny pri nalievani gélu. Pocas prace
so sklom bolo manipulované v rukaviciach a sklo bolo chytané na okraji. Skla boli zostavené k sebe
a boli zaistené stojanom, ktory potom bol vlozeny do pripravenej aparatiry na vyrobu gélu.

Spodna cast’ gélu bola pripravend zmieSanim 10 ml 10% akrylamidu so 100 ml 10 % APS a 30 ml
TEMEDu. Po pridani TEMEDu bol roztok ihned’ premiesany a naliaty medzi pripravené skla tak, aby
horny okraj gélu bol 2,5 cm od konca skla. Po pridani TEMEDu do akrylamidu za¢ina polymerizécia,
¢ize je nevyhnutné gél naliat’ medzi skl ¢o najrychlejsie. Gél bol potom prevrstveny butanolom pre
vyrovnanie hladiny naliateho gélu a aby sa zabranilo difuzii kysliku, ktory by mohol potlacit
polymerizaciu. Gél bol nechany na polymerizaciu vo vertikalnej polohe 30 mintit. Po stuhnuti gélu bol
odliaty butanol a nezpolymerizovany akrylamid bol odstraneny preplachnutim vodou. Nadbytocné
kvapky vody na povrchu gélu boli vysusené pomocou filtracného papiera.

Nasledne bol pripraveny zaostrovaci gél zmieSanim 3 ml 5% akrylamidu, 30 ml 10% APS a 9 ml
TEMEDu. Tento roztok bol po zmieSani okamzite naliaty medzi skla k pripravenému separacnému gélu
a bol vlozeny hrebienok. Gél bol nechany vertikalne polymerizovat, kym uplne nestuhol. Po stuhnuti
bol gél vlozeny do aparatury a bol zaliaty pufrom. Nasledne bol opatrne odstraneny hrebienok, aby sa
jamky neposkodili.
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Priprava a nanesenie vzoriek

Testované vzorky boli napipetované o objeme 40 pl do eppendorfovych skimaviek a bolo pridanych
10 pl nanasacieho pufru. Skimavky boli vlozené do centrifugy na short spin a nasledne boli inkubované
pri 95 °C po dobu 5 mintat. V stojane umiestneny gél sa vlozil do elektroforetickej nadoby, pricom
vnutorny priestor nadoby bol uplne zaplneny elektroédovym roztokom a vonkajsi priestor bol naplneny
po znacku. Do jamiek boli napipetované vzorky pomocou 20 pl pipety. Vzdy boli pripravené 2 identické
gély pre nasledné zrovnanie ucinnosti farbiacich metéd. Po naneseni vSetkych vzoriek bol naneseny
rebricek o objeme 2 pl.
Elektroforéza SDS-PAGE

Elektroforeticka aparatira bola zapojena do zdroja a napétie bolo nastavené na 50 V. Po 15 minttach
bolo napitie zvySené na 100 V a po uplynuti d’alSich 15 minut bolo nastavené napatie 150 V. Elektro-
foréza bola ukoncend vo chvili, ked’ sa bromfenolovd modra dostala k spodnému okraju gélu.

3.3.4.3 Vizualizdcia proteinov po elektroforéze SDS-PAGE
Na vizualizaciu boli pripravené 2 misky pre 2 rézne farbiace metody. Pocas elektroforézy boli
pripravené roztoky na farbenie pomocou Coomassie Blue a pomocou striebra.

Pre farbenie pomocou Coomassie Blue boli pripravené nasledovné roztoky:

e Stabilizacny roztok: bolo zmiesané 100 ml metanolu a 400 ml destilovanej vody.

e Farbiaci roztok: bolo navazenych 0,5 g Coomassie Briliant Blue G — 250, ktoré bolo
kvantitativne prevedené¢ do zasobnej flaSe abolo pridanych 450 ml metanolu, 100 ml
koncentrovanej kyseliny octovej a 450 ml vody.

e Qdfarbovaci roztok: bolo zmie$ané 250 ml metanolu, 100 ml koncentrovanej kyseliny octovej
a 650 ml destilovanej vody.

Pre farbenie gélu pomocou striebra boli pripravené nasledovné ¢inidla:

e Fixaéné ¢inidlo: do 1000 ml odmernej banky bolo naliatych 500 ml metanolu, 120 ml
koncentrovanej kyseliny octovej, 0,48 ml 37 % formaldehydu a banka bola doplnena po rysku
destilovanou vodou.

e Premyvacie ¢inidlo: bolo zmie$ané 200 ml metanolu a 800 ml destilovanej vody.

e Senzibilizacné Cinidlo: bolo rozpustenych 0,1274 g tiosiranu sodného v 1 000 ml vody.

e Fabiace Cinidlo: v 250 ml odmernej banke bolo rozpustenych 0,5 g dusi¢nanu strieborného
v 200 ml destilovanej vody aroztok bol uchovany v 4 °C. Tesne pred farbenim k tomuto
roztoku bolo pridanych 0,179 ml 37% formaldehydu abanka bola doplnend po rysku
destilovanou vodou.

e Vyvijacie ¢inidlo: do 1 000 ml odmernej banky bolo kvantitativne prevedenych 60 g bezvodého
uhli¢itanu sodného, 0,474 ml 37% formaldehydu a 4 ml senzibiliza¢ného cinidla a banka bola
doplnena destilovanou vodou po rysku.

e Terminaé¢né ¢inidlo: bolo zmieSanych 120 ml koncentrovanej kyseliny octovej a 880 ml vody.

Farbenie gélu pomocou Cooomassie blue

Bezprostredne po dobehnuti elektroforézy bola jedna sada gélov opatrne uvol'nena pomocou stricky
s destilovanou vodou z elektroforetickych skiel do pripravenej misky. Voda zmisky bola odliata
a nahradena stabilizacnym roztokom a gély boli stabilizované 5 mintt na trepacke pri laboratornej
teplote. Nasledne bol stabiliza¢ny roztok odliaty a gély boli farbené pomocou farbiaceho roztoku na
trepacke, kym sa celé nezafarbili (priblizne 10 minut). Farbiaci roztok bol nasledne nahradeny
odfarbovacim roztokom a gély boli nechané odfarbovat’ 3 hodiny. Po kazdych 40 minttach bol
odfarbovaci roztok vymeneny za novy. Po odfarbeni boli gély vyfotené na dokumenta¢nom pristroji
Azure c200.
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Farbenie gélu striebrom

Druha sada gélov bola opatrne uvolnena do pripravenej farbiacej misky a gély boli prevrstvené a
ponechané vo fixacnom ¢inidle na dobu 2 hodin. Po fixacii boli gély 3x po desiatich minutach premyté
premyvacim ¢inidlom a néasledne premyté destilovanou vodou. Po ddkladnom premyti bolo do misky
s gélom naliate senzibilizacné ¢inidlo, ktoré bolo ponechané v miske presne 1 minttu. Po odliati tohto
¢inidla boli gély znovu premyté vodou a boli ponechané v ochladenom farbiacom roztoku 20 minut.
Po uplynuti tejto doby boli gély znovu omyté vodou a vyvijanie bolo zapocaté pridanim vyvijacieho
¢inidla. Vyvijanie bolo sledované a bolo okamzite ukoncené terminacnym cinidlom, ked uz bol
vysledok farbenia uspokojujuci. Gély boli nasledne vyfotené dokumentacnym pristrojom na fotenie
gélov.
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4 VYSLEDKY A DISKUSIE

4.1 Transformacia

Pre porovnanie G¢innosti izolacie GST-tag a HIS-tag boli pouzité rekombinantné plazmidy, ktoré
vo svojej sekvencii obsahovali gén pre GST-tag aj pre HIS-tag. Po transformacii rekombinantnych
plazmidov do kompetentnych buniek BL2/ doslo k selekcii buniek pomocou antibiotika ampicilin.
Transformovany plazmid obsahuje sekvenciu rezistencie vo¢i ampicilinu, ktory bol suc¢astou média.
Na agarovych miskach vyrastli len tie kolonie, ktoré pocas tranformacie Uspesne prijali cudzorody
plazmid (Obrazok 6). Uspesnost’ transformacie a Gi¢innost’ ampicilinu bola preverena na negativnej
kontrole (Obrazok 7).

Obrazok 6: Narastené kolonie po transformdcii rekombinantnych plazmidov (izoformy p53a, p53f a p53y)
do kompetentnych buniek BL21.
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Obrazok 7: Negativna kontrola po transformacii.

Pre izolaciu proteinov je potrebné, aby bola pouzitd len jedna kolonia. Kolonie s izoformou p53a
ap53P boli dost’ prehustené, prave preto bolo potrebné ich vyriedit pomocou krizového rozteru
(Obrazok 8). Pre d’alsiu pracu bola pouzita len jedna koloénia z krizového rozteru.

y—

Obrazok 8: Krizovy rozter jednej kolonie po transformdcii.
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4.2 Indukcia proteinov

Po uspesnej transformacii rekombinantnych plazmidov do buniek BL2I bola zahijena produkcia
proteinov. Transformovany rekombinantny plazmid okrem HIS a GST znaciek obsahoval aj lac operdn.
Indukcia produkcie proteinov bola vyvolana pridanim zlii€eniny vel'mi podobnej alolaktdze (metabolitu
laktézy), IPTG (izopropyl-B-D-tiogalaktopyranosidu). Podobne ako alolaktéza, IPTG sa viaZze na
operator lac, ¢im uvoliiuje tetramérny represor a navodzuje transkripciu génov, ktoré sa nachadzaja
v rekombinantnom plazmide.

Indukcia proteinov je najucinnejSia pri pridani do bunecnej kultary, ktord sa nachadza
v exponencialnej fize svojej rastovej krivky. Na kontrolu rastu bola pouzita spektrofotometrickd metoda
merania optickej hustoty kultury. Pri kultivacii buniek v erlenmeyerovych bankach vsak bola zistena
kontaminacia. Problémom mohlo byt degradované antibiotikum, nakol'’ko ampicilin bol pridany do nie
uplne vychladeného LB média. Na ampicilin ma rezistenciu jedine pleseii, ktora bola pritomna v médiu.
Tento problém bol vyrieseny dodatoénym pridanim ampicilinu do vychladnutého média. Cas na
dosiahnutie ziadanej optickej hustoty v erlenmeyerovych bankach bol mnohonasobne vyssi, ako
predpokladany ¢as. Dovodom mohlo byt, Ze nie celé mnozstvo antibiotika sa za tepla zdegradovalo
a pridanim novej davky ampicilinu mohlo spomalit’ rast buniek. Optické hustoty jednotlivych kultir st
znazornené v tabulke (Tabulka 2). Zavislost’ optickej hustoty na Case, resp. rastova krivka jednotlivych
vzoriek je vynesena v grafe (Graf 1).

Tabul'ka 2: Optické hustoty kultur pri 600 nm pre indukciu proteinov
Cas [min] 70 \ 160 210 \ 360
Vzorka Absorbancia pri 600 nm [-]
o 0,272 0,363 0,619 -
B 0,173 0,245 0,341 0,608
v 0,161 0,201 0,353 0,744
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Graf 1: Zavislost absorbancie bunkovych kultur na case (rastova krivka)
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Optimalny ¢as indukcie st 4 hodiny. Pri dlhSej indukcii by kultara prerastla a proteiny by sa
degradovali. Po ukonceni indukcie bola odobrana vzorka K2. Po stoCeni a odliati supernatantu boli
vypocitané hmotnosti peliet [Tabulka 3]. Vzorky al, B1, y1 boli indukované len 2 hodiny.

Tabulka 3: Hmotnosti jednotlivych skumaviek a vypocitané hmotnosti pelet po indukcil.

Vzorka M prazdnej sk. [g] | M plnej skimavky [g] | M pelety + sk [g] M pelety [g]
al 6,8501 16,87 6,8740 0,0239
a2 6,8110 16,87 6,8463 0,0353
Bl 6,8834 16,55 6,8991 0,0157
B2 6,7999 16,55 6,8209 0,0210
yl 6,8420 15,88 6,8209 0,0211
y2 6,8018 15,88 6,8358 0,0340

4.3 Izolacia rekombinantnych proteinov

Pre produkciu rekombinantnych proteinov bol vybrany kmen E.coli BL21, ktory sa da jednoducho
transformovat’ a je vhodny na expresiu proteinov. Tento kmeii ma zniZzent hladinu proteaz a pridanim
inhibitoru protedz do lyza¢ného roztoku by sme mali zamedzit' degradaciu proteinov. AvSak nas
rekombinantny protein je vel'mi nachylny k fragmentacit, preto bolo nutné dbat’ na dodrzanie 4 °C pocas
celej izolacie. Ked’ze sledovany rekombinantny plazmid obsahoval HIS-tag aj GST-tag kotvu, bola
porovnana ucinnost’ izolacie a purifikacie dvoch komerénych kitov na 2 rézne kotvy. Koncentracie
rekombinantnych proteinov po izolécii vzoriek (al, B1, y1) boli stanovené na pristroji Nanodrop 2000
od firmy Thermo Fisher a su uvedené v tabul’ke (Tabulka 4). Z tejto tabulky vyplyva, zZe namerané
koncentracie u HIS-tag izolacii st az 10x vyssie.

Tabulka 4: Koncentracie jednotlivych eluatov pri 1. izolacii izoforiem p53a, pS3p a pS3y

¢ [mg/ml]
izoforma al B1 vl
metoda HIS-tag GST-tag HIS-tag GST-tag HIS-tag GST-tag
Eluat 1 1,311 0,138 1,708 0,071 1,388 0,098
Eluat 2 0,101 0,049 0,103 0,034 0,121 0,037

Bol pripraveny kontrolny gél (Obrazok 9), pomocou vlozenia jednotlivych frakcii do SDS-PAGE
elektroforézy, kde Start ¢islo 1 bol rebricek, Cislo 2 bola kultira pred indukciou a ¢islo 3 kultura po
indukcii. Po porovnani bendov pred a po indukcii mdzeme usudit’, Ze indukcia nebola Gspesna. Start ¢.
4 je lyzat, ¢.5 je premyvaci roztok a eludty st umiestnené v Startoch ¢.6 z HIS-tag purifikacie a ¢.7
z GST-tag purifikacie. U nich sme dostali velmi slabé bendy, pradve preto bolo potrebné izolaciu
zoptimalizovat’.

Pri indukcii vzoriek al, B1, y1 bol ¢as indukcie zredukovany na 2 hodiny, ¢o vSak zjavne nebolo
dostacujuce. Pri vzorkach a2, B2, y2 boli kultiry indukované 4 hodiny a pre zvyraznenie jednotlivych
bendov, boli vzorky K1 a K2 (pred a po indukcii) pred vlozenim do elektroforézy zlyzované komerénym
lyzacnym pufrom.

31



Obrazok 9: Prvd izoldcia izoformy p53p-polyakrylamidovy gél s SDS. Start ¢.1 proteinovy rebricek 2 — 250 kDa,
Start ¢.2 — 5 kontrolné vzorky odoberané pocas produkcie a purifikacie, Start ¢. 6 a ¢.7 eludty.

Pri GST-tag purifikacii bola zoptimalizovana priprava jednotlivych pufrov, a bola dbana vyssia
pozornost’ na dodrzanie optimalnej pH, co je 6,5 az 8. Pri vysSich, resp. nizsich pH efektivnost
a vytaznost izolacie vyrazne klesd. LepSie naviazanie rekombinantnych proteinov na GST kolénu bola
zapri€inend miernym mieSanim lyzatu v kolone pred centrifugiaciou po dobu 10 minat. Bola
optimalizovand aj koncentracia glutatiénu v elu¢nom pufru zvySenim z 10 mM na 20 mM.

U HIS-tag purifikécii vSetky roztoky boli komeréné a jedind moznost’, ako zvysit’ koncentraciu bola
zniZzenim elu¢ného objemu z 300 na 150 pl. Vysledky tejto izolacie su uvedené v kapitole 4.4.

4.4 Stanovenie rekombinantnych proteinov

4.4.1 Spektrofotometrické stanovenie

Pre tato analyzu bola vyuzita schopnost’ absorbancie niektorych aminokyselin pri 280 nm. Tato
metoda je vel'mi rychla, nie st potrebné ziadne Cinidl4 ani inkubacie. Sice takto stanovovat proteiny nie
je najpresnejsie, nakol'ko akakol'vek neproteinova zlozka proteinu, ktord absorbuje ultrafialové svetlo
nam moze interferovat’, pre porovnanie vytaznosti GST a HIS izolécii je postacujuca. Pristroj priamo
meria koncentracie, ktoré boli zaznamenané spolu s pomerom absorbancii pri 260 a 280 nm.
Koncentracie v jednotlivych frakciach po druhej izolacii su uvedené v tabulke (Tabulka 5).

Pri porovnani vysledkov prvej a druhej izolacie (Tabulka 4 a Tabulka 5) vidime, Ze sa nam podarilo
zvysit koncentracie u vSetkych eluatoch. Avsak este stale plati, ze ti¢innost” HIS-tag purifikacie je 2 az
5x vyssia ako GST-tag purifikacie. D4 sa to odvovodnit’ tym, ze GST-tag proteiny maju vyssiu afinitu
ku glutation agardze a tazsie sa eluuju ako HIS-tag proteiny. Okrem toho samotna kapacita GST-tag
kolén bola nizsia ako HIS-tag kolon.

Hlavny rozdiel vSak pri HIS-tag a GST-tag znackach je velkost’ ,tagu®. HIS-tag je sekvencia dlha
6 aminokyselin, oproti tomu u GST-tag pripojeny tag méa okolo 30 kDa, ¢o je obrovskad zataz pre
expresny systém. Nakol'ko E.coli je vel'mi citliva na tvorbu inkltiznych telies pri nadprodukcii proteinu,
mobzeme uvazovat', ze syntéza GST-fuznych proteinov nie je vhodna pri naSom expresnom systéme, ¢o
potvrdzuju aj dosiahnuté vysledky. Izolovat’ proteiny z inkliznych telies sa d4, ale je to Casovo
a finan¢ne naroc¢ny krok, ktory nie je vzdy tspesny.
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Tabulka 5: Porovnanie koncentrdcii jednotlivych frakcii 2.izoldcie izoforiem p530, p53 a p53y

¢ [mg/ml]
izoforma 02 B2 v2
metoda HIS-tag GST-tag HIS-tag GST-tag HIS-tag GST-tag
lyzat 9,409 10,433 11,598 12,318 12,641 11,486
1,214 3,245 2,965
wash 0,534 0.023 0,724 0.234 0,927 0.187
eluat 1 1,983 0,849 3,425 0,345 1,557 0,294
eluat 2 1,042 0,028 0,847 0,033 1,392 0,047

4.4.2 Stanovenie pomocou SDS-PAGE

Po izolacii proteinov a zmerani koncentracii jednotlivych frakcii bola pouzita elektroforéza na poly-
akrylamidovom géle s dodecylsulfatom sodnym pre kontrolu spravnosti izolacie a purifikacie. Pre po-
rovnanie vel'kosti molekul bol pouzity vzdy v Startoch ¢€.1 rebricek (Precision Plus Protein Dual Xtra
Protein Standard) s rozsahom 2 — 250 kDa. Kontrolné vzorky pred indukciou su v Startoch ¢.2 a
v §tartoch ¢.3 st umiestnené kontrolné vzorky po indukcii. Po uspesnej indukcii by vzorky ¢.3 mali mat’
silnejSie bendy. V Startoch ¢.4 sa nachadza preteCeny lyzat apre zistenie zbytkového proteinu
v premyvacom kroku je v Startoch ¢.5 umiestneny premyvaci pufor preteceny kolénou. Eluat o vyssej
koncetracii po HIS-tag purifikacii sa nachadza v Starte ¢.6 a eluat s nizSou koncentraciou v Starte ¢.7.
Eluat po GST-tag izolacii je umiestneny v Starte ¢.8. Pre kazdé izoformy boli pripravené vzdy dva
identické gély, z nich jeden bol farbeny pomocou striebra a druhy pomocou Coomassie Blue.

Na detegovanie proteinov na géle bol zvoleny objem vzoriek tak, aby celkové mnozstvo proteinov
v jamke bolo v rozmedzi 20 az 40 pg. Problémom vsak bolo, Ze maximalny objem jamiek v géle bol
okolo 25 pl. Ked’ze koncentracia GST-fuznych proteinov bola okolo 0,5 mg/ml, pri nadavkovani 20 pl
vzorku, v podstate bolo nanesené len poloviéné mnozstvo proteinov, ktoré sa da detegovat. Prave preto
su eluaty z GST izolacie viditené vel'mi slabo, alebo vobec.
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Obrézolz lO:YZc;forma p53a-polyakrylamidovy gél s SDS farbeny so striebrom. Start ¢.1 proteinovy rebricek 2 —
250 kDa, start ¢.2 — 5 kontrolné vzorky odoberané pocas produkcie a purifikdcie, Start ¢. 6 a ¢. 7 izoforma
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izolovand pomocou HIS-tag purifikdcie, start.¢ 8 izoforma izolovand pomocou GST-tag purifikdcie.

33



5 kDa
Z‘ -3
- iy .
oy
kDa ; 3
25‘ "BE -
:
5 kDa 5

s gl e 5
Obrazok 11: Izoforma p53a-polyakrylamidovy gél s SDS farbeny s Coomassie Blue. Starty sii homologické
s obrazkom 10.

Na (Obrazok 10 a Obrazok 11) su analyzované frakcie izoformy p53a. Najsilnejsie bendy pri elucii st
pri 12 kDa a 50 kDa. Velkost’ proteinu p53a by mal byt okolo 50 kDa, z coho vyplyva, ze sa nam
podarilo uspesne vyizolovat’ a purifikovat’ rekombinantny protein. Bend pri 12 kDa odpoveda ¢iastocne;j
fragmentacii proteinu, nakolko proteiny p53 su velmi citlivé na teplotu a pocas prace sa mohli
rozstiepit’. Z obrazku (Obrazok 10) tiez vyplyva, ze koncentracie GST-tag proteinov su vel'mi nizke a na
géle je mozné vidiet bend len pri 12 kDa. Na obrazku (Obrazok 11) vidno uspesnost’ indukcie proteinov,
ked’ze v Starte €.3 su ovela vyraznejsie viditeI'né bendy ako v Starte so vzorkou pred indukciou. Pri
porovnani farbiacich metéd mozeme tiez usudit, ze farbenie pomocou striebra (Obrazok 10) je
Specifickejsie a je vhodné na analyzu eluatu, naopak pre analyzu viac koncentrovanych vzoriek (napr.
buneénych kultar) je vhodnejsie farbit’ s Coomassie Blue (Obrazok 11) .
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Obrazok 12: Izoforma p53p-polyakrylamidovy gél s SDS farbeny so striebrom. Start ¢.1 proteinovy rebricek 2 —
250 kDa, start ¢.2 — 5 kontrolné vzorky odoberané pocas produkcie a purifikacie, Start ¢. 6 a ¢. 7 izoforma
izolovand pomocou HIS-tag purifikacie, start.¢ 8 izoforma izolovand pomocou GST-tag purifikdcie.
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Obrazok 13: Izoforma p53p-polyakrylamidovy gél s SDS farbeny s Coomassie Blue. . Starty sii homologické
s obrazkom 12.

U izoformy p53p (Obrazok 12 a Obrazok 13) sme dosiahli podobné vysledky ako u izoformy p53a.
Avsak pri GST-tag izolacii sme dosiahli niz$ie koncentracie ako u a, a bend u GST eluatu je este slabsi.
Detekeny limit PAGE-SDS elektroforézy je okolo 20 pg, av§ak my sme boli schopni naniest’ len okolo
7 ng, ¢o zjavne nebolo dostacujuce. Izoforma p53p ma najsilnejsie bendy okolo 48 kDa a frakciované
proteiny maju velkost’ okolo 15 kDa. Pri géle farbenom pomocou Coomassie Blue (Obrazok 13) vidno
uspesnu indukciu, avsak eluat po GST izolacii je neviditelny.

U izoformy p53y (Obrazok 14 a Obrazok 15) vidno, ako zavisi koncentracia eludtov a viditeI'nost’
bendov. Oproti ostatnym izoformam sa ndm podarilo vyizolovat' p53y s najnizSou koncentraciou
a bendy u eluatoch su skoro nevidite'né. Indukcia v§ak bola aj v tomto pripade ucinna.

RRNINE Y

- —
Obrazok 14: Izoforma p53y-polyakrylamidovy gél s SDS farbeny so striebrom Start ¢.1 proteinovy rebricek 2 —

250 kDa, start ¢.2 — 5 kontrolné vzorky odoberané pocas produkcie a purifikacie, Start ¢. 6 a ¢. 7 izoforma
izolovand pomocou HIS-tag purifikacie, start.¢ 8 izoforma izolovana pomocou GST-tag purifikacie.

35



1 2 3 4 5 6 7 8

75 kDa
.’*-s‘

= N

o ,‘

25 kDa :

: &

2L 2

10 kDa F 5

Obrazok 15: Izoforma p53y-polyakrylamidovy gél s SDS farbeny s Coomassie Blue. Starty sii homologické
s obrazkom 14.
Na zaver bol pripraveny gél pre porovnanie vsetkych troch izoforiem vyizolovanych s GST-tagom
a HIS-tagom (Obrazok 16). Gél bol nechany dlhsie vo vyvijacom ¢inidle, pre zosilnenie bendov, ¢o v§ak
sposobil zacernenie rebricku. Ani pri tomto pokuse sa nam nepodarilo dobre zachytit’ bendy po GST
izolacii, z ¢oho vyplyva, Ze problémom bola nizka koncentracia proteinov. Z tohto gélu vidime, ze
izoforma p53 ma o nieco nizsiu velkost’ ako p53a a p53y, o je v sulade s literatirou.
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Obrazok 16: Porovnanie izoforiem p53 a, B, y na PAGE — SDS gélu. Start ¢.2 a &.3: izoformy p53a, Start ¢.4 a
C.5: izoformy p53p, Start .6 a C.7: izoformy p53y. HIS-tagom vyizolované proteiny su v Startoch ¢.3, ¢.5 a ¢.7.
GST-tagom izolované proteiny su v Startoch ¢.2, ¢.4 a C.6.
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5 ZAVER

Cielom tejto bakalarskej prace bolo oboznamit so zékladnymi biotechnologickymi principmi
pripravy rekombinantnych proteinov. V teoretickej Casti st zhrnuté zakladné vlastnosti a Struktira
proteinov, popisané postupy pripravy rekombinantnych proteinov a popisané jednotlivé expresné
systémy. Ciel'om experimentalnej Casti bolo Gspesne transformovat’ rekombinantny plazmid do mikro-
organizmu E.coli, indukovat’ syntézu rekombinantého proteinu a porovnat’ izolaciu a purifikaciu s HIS-
kotvou a GST-kotvou.

Bola prevedena uspesna transformacia vsetkych troch skiimanych izoforiem rekombinantného
proteinu p53 do buniek BL21 na agarovych miskach s antibiotikom. Pomocou negativnej kontroly bola
overend ucinnost’ antibiotika a samotnej transformdcie. Pre indukciu a naslednt1 izol4ciu bola vybrata
jedna transformovana koldnia, ktora bola osamostatnena pomocou krizového rozteru a nasledne
preockovana do tekutého LB média.

Pocas indukcie bola navodena transkripcia rekombinantnych génov pridanim IPTG do kultary, ktora
sa nachadzala v exponencialnej faze rastu. Pre tispesnt indukciu bolo potreba kultiru inkubovat’ s IPTG
minimalne 4 hodiny. Pri vlozeni vzoriek do PAGE-SDS elektroforézy bolo zistené, ze kultira po
indukcii vykazovala viditeI'nejSie bendy na géle ako kultara pred indukciu, z ¢oho vyplyva, ze indukcia
bola uspesna.

Po indukovani boli rekombinantné proteiny vyizolované a purifikované pomocou komerénych kitov
na HIS-tag a GST-tag purifikdciu. Pomocou HIS-tag purifikicie boli tspesne vyizolované izoformy
rekombinantného proteinu p53 o koncentracii 1,983 mg/ml u p53a, 3,425 mg/ml u p53p a 1,557 mg/ml
u p53y. Dosiahnuté koncentracie po GST-tag purifikacii boli mnohonasobne mensie a to 0,849 mg/ml
izoformy p53a, 0,345 mg/ml p53P a 0,294 mg/ml p53y. Problémom u GST-tag purifikacii mohla byt’
vel'kost’ tagu, ¢o je okolo 30 kDa. Vysoka zataz velkého flzneho proteinu pravdepodobne viedla
k vzniku inkluznych teliesok, z ktorych sa daji proteiny vyizolovat’ vel'mi t'azko.

Jednotlivé kontrolné frakcie boli analyzované aj na PAGE-SDS elektroforéze, ktora potvrdila
uspesnu pripravu rekombinantného proteinu. Velkost' pripravenych rekombinantnych proteinov
v eluate Cinila okolo 50 kDa a 12 kDa. Podra literatiry je velkost’ proteinu p53 okolo 50 kDa, ¢o je
v stlade s nasimi vysledkami [52]. Bend pri 12 kDa naznacuje Ciastocnu fragmentaciu proteinu, ¢o je
spOsobené nestabilitou a rychlou degradaciou proteinu p53. Optimalizacia podmienok kultivacie
a izolacie pre dosiahnutie ¢o najviac neporusené¢ho proteinu bude podkladom pre pokrac¢ovanie prace
v nadvizujucej diplomovej praci.
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ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

o — izoforma o proteinu p53

B —izoforma P proteinu p53

y — izoforma y proteinu p53

APS — peroxodisiran amonny

bis — N,N’-metylenbisakrylamid

CHO — vajecné bunky ¢inskeho Skrecka
DNA — deoxyribonukleova kyselina

E.coli — Escherichia coli

GST-tag — glutation S-tranferdzova kotva
HBsAg — antigen proti Hepatitide B

HIS-tag — polyhistidinova kotva

IPTG — Izopropyl B-D-tiogalaktopyranozid
kDa — kilodalton

LAB — bakterie mlie¢neho kvasenia

LB — Luria-Bertani médium

m-RNA — mediatorova ribonukleova kyselina
Ni-NTA - nitrilotrioctan nikelnaty

rpm — otacky za minttu

pl — izoelektricky bod aminokyselin

SOC — Super Optimal broth with Catabolite repression
SDS — dodecylsulfat sodny

SDS-PAGE — polyakrylamidova gelova elektroforéza s dodecylsulfatom sodnym
TEMED — N,N,N",N’-tetrametyletylendiamin
Tris — tris(hydroxymetyl)aminometan
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