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ABSTRAKT

Jednim z hlavnich d@ilmé diplomové prace je proveést totalni syntézu geBY

proteasy, a to pomoci kondee ziskanych oligonukleotid

DalSim bodem je optimalizovat podminky produkceorekinantni TEV proteasy a
pro ziskany protein nalézt co nejvheg purifikatni postup s pouZzitimagnych druli
chromatografii, jako je afinitni chromatografie nemobilizovanych iontech kay

chromatografie na iontognicich ¢i gelova permeai chromatografie.

Nakonec je pdtba stanovit kinetické parametig(, kea) jak ziskané, tak komeme

dodavané TEV proteasy a vysledky z obou enzymolgrodtik vzajems porovnat.

Klicova slova: TEV proteasa, oligonukleotidy, purifieagroteinu, chromatografie,

kinetické parametry.

ABSTRACT

One of chief aims of my diploma work is make tageahe synthesis of TEV protease

by means of commercially available oligonucleotides

Another point is optimize conditions for productiohrecombinant TEV protease and
find most suitable purification procedure for tH#aned protein with using different kinds
of chromatographies, such as immobilized metahgyfichromatography, ion-exchange

chromatography or gel permeation chromatography.

Last point is determine kinetic parametdfs (kea) both obtained and commercially

available TEV protease and compare the resultethf énzymatic kinetics.

Key words: TEV protease, oligonucleotides, protpimrification, chromatography,

kinetic parameters.



Dékuji timto vedoucimu doc. Mgr. Marku Koutnému, Phd@konzultantovi RNDr.
Marku Ingrovi, Ph.D. za odborné vedeni, radyigpgminky, které mi poskytli &hem
zpracovani mé diplomové prace. Dale byckelchbdekovat Ing. Pavlu Bimalovi, Ph.D.,
Ing. Radku Hrubému a Ing. HarnPis€kove, jakozto zawstnaném firmy Ascoprot

Biotech, s. r. 0.

V neposlednfadt bych rad poegkoval svym rodiim a gatelim za pomoc a podporu

v pribéhu mého studia.

.-Radost z uvazovani a z chapani je nejkéfsm darem FHrody."

ALBERT EINSTEIN

Souhlasim s tim, Ze s vysledky mé pradgenbyt naloZzeno podle uvazeni vedouciho

diplomové prace #editele Ustavu. Vifpad publikace budu uveden jako spoluautor.

ProhlaSuji, Ze jsem na celé diplomové praci pracsamostaté a pouzitou literaturu

jsem citoval.

V Prostjové dne 15. kétna 2008



OBSAH

UV OD ..ottt st e ettt et e et et et e e e et ee et et e et e et et e et e e 8

| TEORETICKA CAST oottt ettt eeee ettt ettt nens 9

1  BIOPOLYMERY — ZAKLAD ZIVYCH SYSTEM  U..oooveoeieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenns 10
1.1 PROTEINY (BILKOVINY) ..ottt 10

1.1.1 PRIMARNI STRUKTURA PROTEINT ...covteveeeeeeeeeeeee e 10
1.1.2 SEKUNDARNI A TERCIARNI STRUKTURA PROTEIN..........cccooe.... 12
1.1.3 KVARTERNI STRUKTURA PROTEINT ....cviiveeteeeeeeeeeeeee e, 12.

2  ENZYMY JAKO BIOLOGICKE KATALYZATORY ..ocoviieiiiee eeeeeeeee e, 13
2.1 STRUKTURAA VLASTNOSTIENZYMU ..covtiouiiieeeeeeeeeeeee e 13
2.2  NAZVOSLOVI A KLASIFIKACE ENZYMU...c.oveiieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 13.
2.3 ENZYMOVA KINETIKA ..ottt oottt et e e e ene e e e e eeneene e 14

2.3.1 MECHANISMUS KATALYTICKEHO UCINKU ENZYMU................... 14
2.3.1.1 ROVNICE MICHAELISE A MENTENOVE......c.ccccooiveieeeeenn. 15

3  TECHNOLOGIE REKOMBINANTNI DNA ...coiiiiioieeee oo, 17
3.1 KLONOVANI GENU ..ottt 17
3.2  STEPENIDNA POMOCIRESTRIKCNICH ENDONUKLEAZ A VZNIK

REKOMBINANTNI MOLEKULY DNA ....ooeiteet oottt emmn s 18
3.3 KLONOVACT VEKTORY ...ooeiiiieeee et s et eeee e sen e senaeen e 20
3.3.1  BAKTERIOFAGY ..ottt 1.2
3.3.2  PLASMIDY oottt ettt n e 21
3.4 POLYMERAZOVARETEZOVA REAKCE ....ccoeiieeieeeeeeeeeeeee e 23
341 PRINCIP PCR ..ot emeeeme e e 24
3.5  SYNTEZAGENU[20] ...oiiiieiieiiieeieetecte e ettt emmnm st sae e sre e 27

4  PRODUKCE REKOMBINANTNICH PROTEIN UV E.COLIl .cocoovveveieeerennn 29

4.1  EXPRESEGENU ...t ieeeeeee oottt eeeeeee et eeee e e e et eee e e ee e e, 29
4.1.1 GENETICKY KOD............... e 29
4.1.2 TRANSKRIPCE (BIOSYNTEZA RNA) ....oooviiiieit e 31
4.1.3 TRANSLACE (BIOSYNTEZA PROTEIND).....cccovvoriniiciniciecienis 31
414 REGULACE GENOVE EXPRESE ......ccoiioiieeiuteemeeseeeeeeeeeeeeeeseee e 32
4.15 PROMOTORY PRO EXPRESI Y. COLI...cioviiiiiiieeieeeeeeeeeee e, 3.3

5 PRODUKCE REKOMBINANTNI TEV PROTEASYV E.COLl ...cccovveuenn.. 34
51 CHARAKTERISTIKA PROTEAS ......oo oottt see e, 34
5.2 TOBACCOETCHVIRUS .......ooieiieeeeeee et 35
5.3  TEVPROTEASA. ...ttt eemeems et e e e e se e 35

5.3.1 ENZYMATICKY MECHANISMUS TEV PROTEASY .......cccoommiiunnnn. 36
5.3.2 TYPICKE REAKCNI PODMINKY TEV PROTEASY ...ocovvevvvieeerere 37
5.3.3 SPECIFITA TEV PROTEASY V POZICI PL' ..o, 37
5.3.4 MECHANISMUS AUTOPROTEOLYZY ..oovteeeieeeeeeemee e eeeeeeeeee e 39

Il METODICKA CAST .ottt eeee ettt e ettt e e et e e 41

6  POUZITE CHEMIKALIE A ZA RIZENT c.ooviiiieoeeeeeeeeeeee e, 42

7  SYNTEZA GENU TEV PROTEASY POMOCI PCR REAKCE [36]................ 44



7.1 ELEKTROFOREZAV AGAROZOVEM GELU.......cooviiieeeeeeeeeeeeeee e 47.
8 EXPRESE REKOMBINANTNI TEV PROTEASY ...coeeoiieieeeeeeeeeeeee e 49
9 DETEKCE A ANALYZA REKOMBINANTNICH PROTEIN  U..ooovvvieeeen, 52
9.1 STANOVENIKONCENTRACEPROTEINJ DLE BRADFORDOVE ........... 52
9.2 ELEKTROFOREZAV TRIS-TRICINOVEMPUFRU[38] .....cccceeviririiennne. 54
9.3 BARVENI GELU STRIBREM [40] ....oviviiuiieeieeiee e emems e 55
10 DENATURACE A REFOLDING INKLUZI TEV PROTEASY ....c.. ceeveeeeen. 57
11 PURIFIKACE REKOMBINANTNICH PROTEIN  U..oovoieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 59
11.1 AFINITNi CHROMATOGRAFIENA VAZANYCH KOVOVYCH
TONTECH ..ottt eeeee et e e et et et e et e et et e et e et e e e eeeeeeeeeens 59
11.2 CHROMATOGRAFIENA IONTOMENICICH ...oooveiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 61
11.3 GELOVA PERMEACNI CHROMATOGRAFIE ....cooveoieeeeeeeeeeeee s e 63
12  ENZYMOVA KINETIKA TEV PROTEASY [27] c.ecoeeoeiiee et 64
I VYSLEDKY A DISKUSE ..ottt ettt et ee e eeeseeen e anean 68
13 NAVRH SYNTEZY GENU PRO TEV PROTEASU ....ovvieiieeeeeeeeee e, 69
14 SYNTEZA GENU PRO TEV PROTEASU ....ooooieeeieeee et 73
15 PURIFIKACE REKOMBINANTNI TEV PROTEASY ...ooooviiis eeeeeeeeeeeeeeeeeean 74
15.1 PURIFIKACETEV PROTEASYVE FORME INKLUZI......coveooviiieieieeieereennn 75
15.2 PURIFIKACETEV PROTEASYV NATIVNIM STAVU ..ccocovveeieeeeeeeeeeee 82
16 STANOVENI KINETICKYCH PARAMETR U TEV PROTEASY ....ccovvevene... 89
16.1 MERENIENZYMOVE KINETIKY TEV PROTEASYPOMOCIHPLC
IMETODY ...ttt ettt s e ettt e e et e et e e e e e st e e neneeeeereeens 91
16.1.1 MERENI ENZYMOVE KINETIKY PRIPRAVENE TEV
PROTEASY ............ et e s I JR— 91
16.1.2 MERENI ENZYMOVE KINETIKY KOMERCNE DODAVANE
TEV PROTEASY oottt ettt et ve e e ae e 95.
16.2 STANOVENIKINETICKYCH PARAMETRU PRIPRAVENEA
KOMERCNE DODAVANE TEV PROTEASY ..ottt eeeen 96
ZAVER oottt ettt 99
SEZNAM POUZITE LITERATURY ..ottt ettt ettt 101
SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK ....eoveeteeeeeeeeeet oo, 105
SEZNAM OBRAZK U ...ttt e ettt ettt e 107
SEZNAM TABULEK ...ttt eeeee ettt s e ettt e e et et eaneereeeee s 109
PRILOHY ..ottt ettt ettt ettt e et et et et et e et e et et et et e en e et e ameeseeeeeneeeeenenees 110



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 8

UvoD

Rekombinantni proteinge vyuZivaji v biotechnologii aipraiznych farmaceutickych
aplikacich. Mohou byt pouzity napjako imunogeny, kontrolni antigeny, ligandy pro
afinitni purifikaci protilatek ¢i proteini, subjekty strukturnich (n&p rentgenova
krystalografie) a enzymatickych studii nebo jakagens v biomedicinském vyzkumu a
VYVOji.

V oblasti proteomiky je jednim z hlavnich Ukolyvijet vysoce Ginné metody pro
proteinovou expresi a purifikaci. Vyvogahto metod byva ale komplikovan odliSnymi
chemickymi vlastnosti protein Od té doby, co mohou tzfizni znéky upravovat chovani
proteini, je mozné zlepSovat rozpustnost a detekci protedelikoz mohou ale fazni
znaky zasahovat do furkich a strukturnich studii, je vhodné je z cilovéiroteinu
odstranit. K uvolgni cilovych proteif od fuznich zn&k se pouZivajproteasy Zpatatku
to byla enterokinasa, trombiti faktor Xa. Nicmég tyto sawi proteasy nebyly tak
specifické jako proteasy virove, které zahrnuji inafEV proteasu, lidsky rhinovirus a
TVMV proteasu. Z nich ale nejtsi pozornost vzbudilaTEV proteasa Ta se stala
dulezitym nastrojem pro odstrami fuznich zné&ek z rekombinantnich protdin protoze
v pozici P1’ s¢pného proteinovéhtetizce toleruje mnohaiznych aminokyselin.

Produkce TEV proteasy l. coli byla problematicka jednak ki autoinaktivaci a jednak
kvili nizké rozpustnosti. Autoinaktivace byla do &mé@ miry odstra¢na pomoci
aminokyselinovych substituci v pozici 219 polypiotaého fettzce TEV proteasy.
Rozpustnost byla zvySena pouZzitim faznich ¢ehka z&lenénim mutaci, koexprese
s chaperonyi exprese za nizké teploty. Problémy s rozpustnosiiou byt eventuatn
vyieSeny i refoldingem TEV proteasy, ktera je expridmav ve formd inkluznich €lisek.

Tyto snahy mily za néasledek zvySeni jeji objemové produktivity.
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1 BIOPOLYMERY — ZAKLAD ZIVYCH SYSTEM U

Zivé systémy jsou po chemické stranceiény souborem tznych chemickych
slowenin, které jsou pro jejich existenci zcela nezbytBvym vyznamem mezi nimi
dominuji latky polymerniho charakteru, tj. bilkoyjmukleové kyseliny a polysacharidy.
Tyto makromolekularni latky, které realizujrgpdznou wtSinu funkci Zivé hmoty, se
souhrn@ oznauji jako biopolymery Z funkéniho hlediska zaujimaji vyjind@é postaveni

mezi biopolymery pedevSinproteinyanukleové kyselinjd].

1.1 PROTEINY (BILKOVINY)

Molekuly proteiri se podileji na vSech Zivotnich procesech, kterébipgji
v biologickych systémech. Jsou stavebnimi slozkaggch Zivych bugnych struktur,
zprostedkovavaji chemicky metabolismus, jako signély nesweptory signal reguluji
bungcné procesy, jako katalyzatory urychluji v organismehemické reakce, umagi
specificky transport latekips membrany. Proteiny maji sarfgme¢ mnohem a mnohem

vice funkci [2].

1.1.1 PRIMARNI STRUKTURA PROTEIN U

Zakladnim stavebnim kamenem protejaou aminokyselinyO proteinech mluvime
tehdy, pokud jsou tueny vice nez 100 aminokyselinovymi zbytikdemuz odpovida
M; > 10¢". V opaném ipadt se jednd opeptidy Zastoupeni jednotlivych drith
aminokyselin v molekulach protéira jejich pdadi se nazyvarimarni struktura[1].

Z chemického hlediska jsou aminokyseliny odvozedykarboxylovych kyselin, kde
je naa-uhlik navazana aminova skupina -NKDbecny vzorec aminokyselin je znazarn
na Obr.1, kde symbolR ozna&uje postranniietzec, ktery pedstavuje zbytek

aminokyseliny [1].

aminova
skupina H a-uhlik
I

N
N\
k!

H,N — C— COOH

|
R karboxylova
postranni retézec — skupinay

Obr. 1:Zakladni obecny vzorec aminokyselin.[1]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 11

Z biologickych systérin bylo izolovano #kolik set fiznych aminokyselin.

proteini nasi planetyRikame jimproteinogennnebo tak&ddovanéaminokyseliny [3].
Proteinogenni aminokyseliny se podle chemickéhoadtti@ru postrannicketzci déli do

¢ty skupin: a)nepolarni(hydrofobnj, b) polarni (hydrofilni), ¢) bazické(obsahuji bazické
dusikaté skupiny), ddyselé(maji dva karboxyly) [4].

Aminokyseliny se oznauji bud’ tiipismennym, nebo jednopismennym symbolem. V Tab. |
je uvedeno zn#ni proteinogennich aminokyselin pomachto symbal spole&né s jejich

zarazenim do jednotlivych skupin podle charakteru paostichretézci [3].

Tab. I:Nazvy, symboly a typy proteinogennich aminoky§&jin

Symboly Symboly
Trividlni ndzev tii- jedno- Typ Trividlni ndzev Ei- jedno- Typ
pismenné pismenné
Alanin Ala A Glycin Gly G
Leucin Leu L Serin Ser
Isoleucin lle I — Threonin Thr —
5 c
Valin Val \% :8 Tyrosin Tyr Y Lg
o 3 o
Prolin Pro P =] Asparagin Asn N
e
Fenylalanin Phe F Glutamin GIn
Tryptofan Trp W Cystein Cys C
Methionin Met M Lysin Lys K
. )
Kysehp a Asp D > Arginin Arg R S
asparagova 5 N
: o 3
Kyselina Glu E < | Histidin His H
glutamova

Aminokyseliny jsou v molekule proteinu vzajetnnpropojeny peptidovou vazbou
-CO-NH-, kdy se aminova skupina -MHa o-uhliku jedné aminokyseliny spojuje
s karboxylovou skupinou -COOH sousedni aminokygelii tvorb¢ peptidové vazby

dochazi k odgpeni jedné molekuly vodyjmz jde vlasta o kondenzaci [1].

KdyZ se pospojuje vice aminokyselin, vznikne peptidiettzec. Kazdy peptidovy
fetézec je na jednom konci zaksen skupinou -Nbl (aminovy¢i N-konec) a na druhém

skupinou -COOH (karboxylov§ C-konec) [1].
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1.1.2 SEKUNDARNI A TERCIARNI STRUKTURA PROTEIN U

Sekundarni strukturaproteini je dana vninim prostorovym usgédanim
jednotlivych ¢asti peptidovéhdettzce. Existuje &kolik typu sekundarni struktury, ale
nejrozstergjSimi z nich jsou a-helix a p-skladany list Typ o-helix je pravidelna
Sroubovice (¥tSinou pravotodiva) peptidovéhorettzce. Ve struktte B-skladaného listu
probihaji Useky peptidovéhtettzce paralelé vedle sebe. Gbtato usp#adani jsou

stabilizovana vodikovymi fstky [1, 3].

Konetnou strukturu molekuly proteinu, tj. prostorové oigi@iani celého peptidovéeho
fetézce, popisujeerciarni strukturaproteiri. Na spojeni jednotlivych Usékéto struktury
se podileji nap disulfidové niistky (vytvarené mezi déma zbytky cysteifn), vodikové
mustky peptidovych vazeb, iontové interakce mezi iéad zaport nabitymi skupinami,

interakce hydrofobnich zbyiikaminokyselin apod. [1, 5]

1.1.3 KVARTERNIi STRUKTURA PROTEIN U

Molekuly nekterych proteid jsou slozeny z&tSiho p@tu peptidovychretézai, tzv.
podjednotek navzajem propojenych nekovalentnimi vazbami. ®xd@é prostorove

uspdadani podjednotek se ozige jakokvartérni strukturgorotein [1].
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2 ENZYMY JAKO BIOLOGICKE KATALYZATORY

Enzymy jsou biokatalyzatory, které se podilejifimeni &tSiny chemickych reakci,
které probihaji v Zivych systémech. Jejich schopn@s urychlovat piibéh téchto
chemickych reakci [3].

2.1 STRUKTURA A VLASTNOSTI ENZYM U

Enzymy setadi meziglobularni proteiny jez se vyznéuji témeéi kulovitym tvarem a
velmi dobrou rozpustnosti ve vadZ 60 - 70 % jsou enzymy povahy sloZzenych prditein
tudiz se skladaji z proteinovétasti, nazvané apoenzym a nizkomolekulové
neaminokyselinovéasti, nazvan&ofaktor Funkci kofaktoru je zabezie pirenos atoria
nebo jejich skupin. MZe jim byt bd’ kovovy ion, nebo organickd molekula, pigacdc
ob¢ slozky najednou. Pokud je kofaktor pévweazan na proteinovoddst enzymu,
ozna&uje se jakoprosteticka skupinaV jiném gipact muze byt kofaktor s proteinovou
casti vazan jen slgba tim se od ni d¥e lehce od#lit. Takovyto kofaktor se nazyva
koenzyni5].

Enzymové reakce probiha v oblasti enzymové molekdfra se nazyva jakaktivni
mista Zde jsou prostoravuspdadany zbytky aminokyselin, kteréqulstavuji katalytické

skupiny podilejici se na tvatla S€peni vazeb [4].

Charakteristickou vlastnosti enzyme predevSim jejichspecifita ktera se tyka
jednak katalyzované reakcécinkova specifith jednak substrat(substratova specifida

[4].

Ucinkova specifita spdva vtom, Ze kazdy z enzymkatalyzuje jednu konkrétni

reakci, tzn. dany substrat je timto enzymaengnovan pouze jednim #zgobem [4].

Substratova specifita znamend, Ze jeden enzynmhpsa penenovat jen uéité typy
substral. Nékteré z enzym premeénuji pouze jeden substratimz mluvime oabsolutni
specifie. Jiné zasefemeénuji skupiny substréttéhoz typu a tim jde skupinovou specifitu

[4].

2.2 NAZVOSLOVI A KLASIFIKACE ENZYM U

Na paatku studii se enzyiim davaly nahodné trivialni nazvygtginou zakotené
-in. Tyto ndzvy souvisely s jejich vyskytem nebo fuinkorganismu. Mkteré z nich se
pouZzivaji dodnes, jako nappepsin, trypsin apod. Pagdbyla pro enzymy zvolena
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koncovka-asaa jejich nazvy byly tvieny jednak podle substratu, jehdEménu enzym
katalyzuje, a jednak podle katalyzované reakcegksaibstrat podléha. Na zakiastale
rostouciho p&tu znamych enzyi zavedla Mezinarodni unie biochemie a molekularni
biologie (IUBMB) vroce 1961 systematickou klasditi enzyni, kde jsou enzymy
rozc&leny podle katalyzovanych reakci do Sesti hlaviiich[3]:

1. Oxidoreduktasy katalyzuji oxid&né redukéni reakce.

2. Transferasy— realizuji genos skupin (ndp -CHs, -NH, apod.) z jedné sl@eniny

(donoru) na druhou sléaninu (akceptor).

3. Hydrolasy — katalyzuji hydrolytické 8peni vazeb, které vznikly kondenzaci (hap
peptidové, glykosidové apod.).

4. Lyasy- katalyzuji nehydrolytické &veni vazeb C-C, C-O, C-N a dalSich.

5. Isomerasy- realizuji pesun ator a jejich skupin uvnitmolekul substrdit

6. Ligasy— katalyzuji vznik energeticky nanwych vazeb za s¢asné spaeby ATP.

2.3 ENZYMOVA KINETIKA

Naplni enzymové kinetiky je studium vliviiznych chemickych a fyzikalnich faktor
na rychlost enzymavkatalyzovanych reakci. Ta zavisi na koncentrabsgati, mnozstvi
enzymu, fyzikald-chemickych vlastnostech préstli (pH, teplota apod.) afifpmnosti
inhibitora [3].

2.3.1 MECHANISMUS KATALYTICKEHO U CINKU ENZYM U

Jednou z vyznamnych teorii, které v§thwji mechanismus dinku enzyni, je teorie
Leonora Michaelis€1875 - 1947) aMaud L. Mentenov€l879 - 1960), kterd byla poprvé
formulovana v roce 1913. Jeji podstatou je, Ze kubyeenzymi vazou substrat za vzniku
meziproduktu, jez se oz&ige jako enzym-substratovy komple¢eS). Tato teorie

v podstat poloZzila zaklad pro kvantitativni popis kinetikgzymovych reakci [3].

Podle pdtu substrat se enzymové reakcesld na jedno- (katalyzuji je hydrolasy,
lyasy a isomerasy),dvou- (katalyzuji je oxidoreduktasy, transferasy a I|yasy

trisubstratovékatalyzuji je ligasy), vyjiméné i na vicesubstratoveé [3].
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2.3.1.1 ROVNICE MICHAELISE A MENTENOVE

Aby Michaelis a Mentenova mohli vy&lit podstatu enzymové kinetiky, navrhli pro

mechanismus katalytickéh@iaku enzynii nasledujicreakeni schéma

ks e
E+S  ES - E+P,
K

kde symboE predstavuje enzyng substratESenzym-substratovy kompleR, produkt,k;
rychlostni konstantu pro tvorbu E, rychlostni konstantu pro disociaci ES kg
katalytickou konstantu, tzvislo pemneny, které vyjaduje paet molekul ES feménénych

jednou enzymovou molekulou za jednu sekundu [4].

VysSe uvedené reghi schéma je tu@no temi elementarnimi procesy. Bimolekularni
proces, f kterém se substrat vdZze na enzym za vzniku ESsgmny rychlostni konstantou
ki, a dale monomolekularni procesyupEho rozpadu ES na enzym a substrateanmy
ES na produkt za soéasného uvokni enzymu. mto dwma procesm odpovidaji

rychlostni konstantit,, resp keat [5].

Na zaklad téchto skuténosti odvodili Michaelis a Mentenova vztah pro zést
mezi p&ateEni rychlostiv jednosubstratové reakce a koncentraci substritu [S

Vg

ERC) ?

kdeV je maximalni (limitni) rychlost &y je Michaelisova konstanta. Maximalni (limitni)
rychlostV, ktera je sotinem celkové koncentrace enzyry a rychlostni konstantia;
vyjadiuje rychlost enzymové reakcefipniz dochazi k duplnému nasyceni enzymu
substratem. Michaelisova konstaktga zavisi zejména na re&kich podminkach prosdi
(nap. na pH, teplat apod.) [5].

VySe uvedend rovnice plati pro ustaleny stav, tgohlost vzniku ES je v kazdém
okamziku rovna rychlosti jeho zanikky[E][S] = k1[ES] + kea{ES]) [3].

Jestlize rovnici Michaelise a Mentenové znédzorngredicky, vznikne hyperbolick&
kiivka, ktera je znazoema na Obr. 2 [5].
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Obr. 2:  Grafické znazoreni rovnice

Michaelise a Mentenové [5]

Z rovnice (1) plyne, Ze Michaelisova konstaKia je rovna koncentraci substratui p
niz je dosazeno poloviny maximalni rychlosti Ze dvou reakci, které maji stejig,
probih& ¥tSi rychlosti ta, ktera ma vySsi hodnatu Naopak ze dvou reakci o stejném
V probiha rychleji reakce o nizsi hodédty. Z tohoto divodu secasto jakomira aktivity
enzymuuziva vyrazk.a/Ku, ktery ma vyznam rychlostni konstantyiguSné reakce za

velmi nizké koncentrace substratu [5].
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3 TECHNOLOGIE REKOMBINANTNI DNA

Technologie rekombinantni DN2ahrnuje postupy, ip nichZz se kombinuji Gseky
DNA ze dvou zdraj do jedné molekuly, ktera se jako takovaiwqzeném stavu
nevyskytuje. Tyto postupy vyuZivaji moznostép&ni DNA, tidéni fragmeni Stpené
DNA, identifikace a izolace dgitych fragment a jejich spojovani pomoci ligace [1, 6].

Praktické vyuziti nasla technologie rekombinantnNAD piedevSim v medicin
(genova terapie, diagnostik&) biotechnologiich (produkce geneticky modifikovahy
rostlin ¢i inzulinu vEscherichia coli zava@ni novych metabolickych drah). tlzZitou
sourasti této technologie je technikeonovani gef [7].

3.1 KLONOVANI GEN U

Pod pojmem klonovani ger se rozumi namnozeni specifického Useku DNA
v hostitelském organismu, ktery je schopen efektiemto Usek &kolikanasobs namnozit
a vytvdet tak jeho identické kopie. Pro klonovani je nutnéjprve vytvéit tzv.
rekombinantni molekulu DNA to tak, Ze Usek DNA obsahujici gen, ktery ma byt
klonovan, se viozi do kruhové molekuly DNA nazyvadénovaci vektor7, 8]. DalSi

kroky, které jsou pro klonovani zcela nezbytnéyjaésledujici [8]:

a) Klonovaci vektor obsahujici gen (genovy konstruse) renese do hiky hostitele,
kterym byva obvykle bakteriéscherichia coli

b) V bakterialni biice dojde k replikaci genového konstruktu.

c) Jakmile se bakterialni kikka rozdli, kopie rekombinantni molekuly DNA sé&gmesou
do dceinych burék a z&ne ot replikace.

d) Ukorcenim rekolikanasobného buwiného aleni vznikne kolonie neboliklon
identickych bakterialnich bék, piicemz kazda hika klonu bude obsahovat jednu
nebo vice kopii rekombinantni molekuly DNA.

Na Obr. 3 jsou znazogny vySe uvedené kroky klonovani gen
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Obr. 3:Schéma klonovani gew bakteriich [7]

3.2 STEPENI DNA POMOCI RESTRIK CNiCH ENDONUKLEAZ A
VZNIK REKOMBINANTNI MOLEKULY DNA

Vroce 1970 nastal Klovy zlom v rozvoji genetického inZzenyrstvi, nébdosSlo
k objevurestrikcnich endonukleazimiz byla usnadéna tvorba rekombinantnich molekul
DNA. Prikopniky pouZziti &hto enzyni byli tfi molekularni biologové Werner Arber
Daniel Nathansa Hamilton O. Smithktefi za jejich objev ziskali v roce 1978 Nobelovu

cenu [8].

K tomu, aby mohla byt vytuena rekombinantni molekula DNA, je zafsdti kaZzdou
vektorovou molekulu na jednom jediném misbzSepit, aby se otesel kruh a mohla do
n¢j byt vioZzena novd DNARestrikni endonukleazyzkracer restriktazy, které jsou
neiastji izolovany z bakterii, rozeznaji v dvirigzcové molekule DNA specifickou
nukleotidovou sekvenci. V mistjejiho vyskytu tuto molekulu &bi, ¢imz vytvéeji
fragmenty definované délky, obvykle v rozmezi £-dai bazi (vyjim&né mohou byt
fragmenty i delSi). Rozpoznavaci sekvenc#tSiny kiZzn¢ pouzivanych restriinich
endonukleaz se vyzdaji tim, Ze jsou i ¢teni z obou jejich koricstejné. Pak mluvime o

tzv. palindromechz nichz gkteré jsou vidt v Tab. Il [8].

Nekteré restrikni endonukleazy &pi cilovou sekvenci tak, Ze na kazdém konci

fragmentu vzniknou kratké jedrekzcové pesahy nazyvan&ohezni(lepivd konce Tyto
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konce se mohou spojit vodikovymitstky na zékla&l komplementarity bazi s koncem jiného
fragmentu DNA generovaného stejnym enzymem (neboyreem produkujicim stejné
kohezni konce). Néaslednym propojenim kibnpomoci enzymu DNA ligazy vznikne
rekombinantni molekula DNA. DNA ligaza, ktera wytvazazbu mezi 3’-hydroxylovou
skupinou rib6zy jedné molekuly DNA a fosfatem nahgdroxylu rib6zy molekuly druhé,
umozuje i spojeni DNA fragmefit generovanych restitkimi endonukleazami, které

nevytvéeji kohezni konce, ale tziupé koncg7].

Nazvy restriknich endonukleaz se odvozuji od bakterii, ze ktetygly izolovany.
Jsou tveeny temi, @ip. ctyfmi pismeny &imskougislici. Navic prvniii pismena v nazvu
jsou psana kurzivou.riRladem nize byt enzymEcaRl, kde 1. pismeno vyjddje rodové
jméno bakterie Escherichig, 2. a 3. pismeno druhové jméno bakteadi, 4. pismeno
kmen bakterie RY13) afimskacislice pdadovécislo nalezené restidki endonukleazy
v daném kmeni bakterig)([9].

Razné druhy bakterii produkujiizné druhy restrignich endonukledz. Dosud bylo
nalezeno okolo 3 40@&¢hto enzym, které rozpoznavaji a&ti vice nez 250 cilovych
sekvenci [10]. Existuji 3 skupiny restéikich endonukleaz, zdené jako typ I, 1l a 1l [10,
11]:

a) Restrikni endonukleazy typu (nag. EcdB, EcdK) a lll (nag. EcdPl, Hinflll)
rozpoznaji specifické sekvence dvekizcové DNA, které nemusi byt vzdy symetrické,
a S&pi na ndhodnych mistech mimo tuto oblast.

b) Restrikni endonukleazy typu llozpoznavaji specifické sekvence s &nfasymetrii

(tzv. palindromové sekvence) &gt v tom mist, kde se tyto sekvence vyskytuji.

Restrikni endonukledzy typu | a Il nenalezly v genetickémienyrstvi takove
uplatréni jako restrikni endonukleazy typu Il, které jsou naproti tomw glonovani
velmi dilezité. V Tab. Il jsou uvedenyhteré z restriknich endonukleaz typu Il [8].

Restrikini endonukleazy typu Il se dalglidna rekolik dalSich podtyp, které jsou

uvedeny v filoze P | spolén¢ s jejich obecnymi charakteristikami.
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Tab. II: Prehled restriknich endonukleéz typu Il [8]

Typ konce a jeho
piresah

EcRI Escherichia S{CGHAHA] ct¥ Kohezni
coli 34C] [AHAf{CHS' 5-AATT

X

Korl Klebsiella FIGHE] AREHE Y Kohezni
P pneumoniae 3 {CHicHA] [eHetrs 3-CATG

*

Ndd Neisseria S {CHA] Al cl¥ Kohezni
denitrificans ¥4 4] [AHCtS 5-AT

X

Bb Brevibacillus s {cHAHAHEHAHCHX:HXa |- X} Kohezni
laterosporus 3 4{C] €] [CHY MYz s 5-Y3Y4Ys5Ye

X

T £l
sma Serratia S'{CHCHCHCHGMGH3 .
marcescens 3 {CHGHGHCHCHCES py

*

Enzym Organismus Rozpoznavaci sekvence

Symboly A, G, T, C, uvedené v Tab. Il, oZnf organické dusikaté baze — adenin,
guanin, thymin a cytosin. Prvni &z nich jsou baze purinové a zbyvajiciédsou baze
pyrimidinové. Uvedené heterocyklické staminy se podileji na tvogbnukleotic, které
jsou zakladnimi stavebnimi jednotkami DNA.ulBZitou vlastnosti &hto bazi je
komplementarita jejich struktur. Komplementarni édsou dvojice bazi, jedné purinové a
jedné pyrimidinové, navzajem vazané vodikovymi \wemb Tyto dvojice tvéi adenin
s thyminem a guanin s cytosinem. V prvnintippct jde o parovani bazi dma
vodikovymi vazbami, v druhémiipadt tremi vodikovymi vazbami. Zbyvajici symboly
(X, Y), které jsou uvedeny v Tab. Il, ozngi libovolné, vi¢i solk komplementarni baze.

Mista S€peni jsou zde navic vyzéena Sipkami [3].

3.3 KLONOVACI VEKTORY

Aby klonovaci vektor, jakoZzto zékladni komponentmnkvaciho experimentu,

spravre fungoval, musi vykazovat &ité vlastnosti. RedevS§im musi mit schopnost
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proniknout do hostitelské kly, v niz replikaci vytvéi velké mnozZstvi kopii
rekombinantni molekuly DNA, které pot&euld dc&nnym buikam. Ri klonovéani se
klade diraz také na velikost pouZzitého vektoru. Ta bglanbyt co nejmensi, aby
manipulace s vektory, jako napizolace, byla jednoducha. Tyto pozadavkynsgpl

v bakterialnich biikkach zejména dva druhy molekul DNBakteriofagya plasmidy[8].

3.3.1 BAKTERIOFAGY

Bakteriofagy zkracew fagy, jsou viry napadajici bakterie. Zakladem stavb¥déno
faga jebilkovinna kapsidaktera je sloZzena ze dvaasti: hlavicky (obsahujici molekulu
DNA, prip. RNA) abiciku, z nthoz vyiistaji viakna, kterymi se fagriphytava k bakterii.
DNA nese mnoho gén v¢etrg geni pottebnych k replikaci faga [8, 12].

Proces infekce bakterialni fiky bakteriofagem se sklada zé masledujicich krak
[8]:
1. fag se pichyti na vigjSi stranu bakterie, do niZ injektuje svoji DNA,
2. fAgova molekula DNA se v lige replikuje,
3. po replikaci se bakterialni Blka z divodu poruseni svych fyziologickych vlastnosti,

zpusobenych fagem, rozpadne (lyzuje) a®wozniklé fagov&astice se uvolni ven.

VySe uvedené kroky se souh#nozna&uji jako lyticky cyklus Existuje téz i tzv.
cyklus lyzogenniktery se od fedchoziho cyklu lisi tim, Ze se fagova molekula DNA
nereplikuje ihned, ale 2keni se do bakteridlniho chromozomu. Patchazi do da@ych
burgk. Tato forma fagové DNA se nazyyhaofag Bakterie nesouci profaga, nazyvana
lyzogen je vici stejnému fagu imunni. Profag gasem z lyzogenu uvolni aqehazi do

lytického cyklu, v 8mz se replikuje. Po replikaci se bakterialnhka ot rozpada [8].

3.3.2 PLASMIDY

Plasmidy jsou malé, kruhové molekuly DNA, které se vyskiytyjcelé rad
bakterialnich bugk. Kazdy plasmid obsahuje sekvenci, nazvapodatek replikace(ori,
z angl. origin of replicatior), kter4 zajiBuje jeho replikaci v bakterialni khoe a to
nezavisle na hlavnim bakterialnim chromozomu. Délsahuji gen, ktery hostitelské
buice zajifuje vlastnosti pdebné v sowti s buikami jinymi, které tento plasmid
nenesou. V tomtoifpact mluvime o tzv.selelénim markeru(angl. selectable marker
kterym miZe byt nap rezistence k antibiottkn, jako jsou ampicilinti kanamycin. Aby
mohla byt do plasmidu vioZena cizi molekula DNAaujpitim technologie rekombinantni
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DNA, obsahuji plasmidy jeSttzv. mnoh@etné klonovaci mistMCS, z angl.multiple
cloning sit§. Zde Ize plasmidy pomociznych restriknich endonukleédz rozitit [6, 8].

Jak jiz bylo zmigno, jednim z hlavnich pozZadavlpro praci s klonovacimi vektory

je jejich velikost. U plasmiil se za ideélni povazuje velikost do 10 kbp [8].

V sowasné dob jsou téndi vSechny plasmidy pouzivanéi klonovani geneticky

/////

E. coli [6, 11].

Nazev ,pUC19“ steji jako nazvy jinych plasmid sefidi standardnimi pravidly

vektorového nazvoslovi [8]:

v ,p“ znamena, Ze jde o plasmid,

v ,UC" oznaiuje laborat®, ve které byl plasmidovy vektor vyvinut (UC v tamgiipack
odkazuje ndJniversity ofCalifornia, kde doslo ke konstrukci pUC19),

v’ ¢islo ,19* odliSuje tento plasmid od ostatnich plaimvyvinutych ve stejné laborato
(existuji téZ plasmidy pUC18, puC21, ...).

Jednou z vlastnosti, ktetini tento plasmid v genetickém inZzenyrstvi tak béliym,
je jeho velikost. Plasmid pUC19 je dlouhy 2 686 Bp.umozuje snadnou purifikaci jak
samotného vektoru, tak i zkonstruované rekombiriantiiekuly DNA [8, 11].

DalSi vyhodou pUC19 je to, Ze jde o plasmid/sokym pétem kopii(angl.high copy
number plasmids neb@ neobsahuje gen, tzvop gen, ktery kdduje protein zodpslny
za kontrolu jeho replikace. Patek replikace, kteryidi mnoZeni vektoru v hostitelskych
buinkach, pochazi z plasmidaMBL V transformovanych hikachE. coli miZze byt okolo

20 molekul pUC19, ficemZ je mozZné tento pet zvysit az na 500 [8, 11].

pUC19 nese gen pro rezistenci k ampicilinu a tanlgcZ’, kdédujici ¢ast enzymu
B-galaktosidasy, ktery &bi laktozu na gluk6zu a galaktézu. Tento enzym §&nb
kodovan genenmlacZ, ktery je souasti chromozomtE. coli. V genulacZ’ jsou navic

nahromadna vSechna klonovaci mista [8].

Vyhodou je to, Ze klonovani pomoci pUC19 ung identifikovat rekombinantni
buiiky na zaklad jejich neschopnosti syntetizovat vySe zémiyn enzym. To znamena, ze
buiiky s normalnim plasmidem pUC19 budouiit@-galaktosidasu, kdeZto rekombinanty
nikoliv. Princip identifikace spiva v tom, Ze se rekombinantniitily nanesou na agarové
médium obsahujici ampicilin a X-gal, tj. analogttay, jehoz Stpenimp-galaktosidasou
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vznika mode zbarveny produkt. Nerekombinantni kolonie, tj.ikou produkujici
B-galaktosidasu, se zbarvi niedzatimco rekombinanty, které jsou neschopn#tttento

enzym, Astanou bilé. Tato metoda se naz{plde/white screenin{g].

Na Obr. 4 je znazowma struktura plasmidu pUC19 se svymi restuikni misty.
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Obr. 4:Geneticka a fyzikalni mapa plasmidu pUC19

3.4 POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE

SteZi dokazal sktery z vynale ¢i objevi zmenit biologickou ¥du natolik, jak tomu
bylo v piipadt polymerazovéetezové reakcgd PCR, z anglpolymerase chain reaction
Rychlé zmnoZzeni (téamplifikacg presré definovaného Useku DNAn vitro umoziuje
v molekulérni biologii¢i genetice pray tato zmigna metoda, ii¢emz mivodniho vzorku
DNA muZe byt velmi malé mnoZstvijeba i jen jedna molekula. Princip této metody
objevil v roce 1983 americky biochemiary B. Mullis (* 1944), ktery o deset let pogd
obdrzel z rukou Svédského krale Nobelovu cenu gavabrealizaci PCR [13].
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PrestoZe je PCR znama jiz vice nez 30 letigpgejich aplikaci se neustale rogta.
Siroké uplatéini nachazi fedevsim v mediciy kde se ji vyuziva napv diagnostice {
detekci virovych infekcici geneticky vrozenych chorob, v soudnim l&dtai k u€ovani
otcovstvi apod. Dale je PCR hgjmyuzivana také v kriminalistice k identifikaci peatele

nebo v potravingtvi pi detekci geneticky modifikovanych potravin [14].

3.4.1 PRINCIP PCR

Aby mohla byt PCR provedena v praxi, jsou ktomupatibi nasledujici

komponenty:

1. Templatova DNA ktera pedstavuje v podstawzorek obsahujici dvouSroubovici DNA,
jejiz ukity isek ma byt namnozen.

2. Dva primery, které jsou komplementarni ke koncovym sekvencéeka templatové
DNA, ktery ma byt namnoZen. UzZivané primery jsdigonukleotidy cozZ jsou kratké
Useky jedntettzcové DNA, obvykle o délce 17 - 25 bp (vyjitm& mohou byt i
delSi). Oligonukleotidy seffpravuji bul’ enzymaticky, nebo chemickou syntézou [11,
13]. Dulezitym predpokladem uasgEného provedeni PCR je spravna volba primpro
které plati gkolik orientanich zasad [8, 13, 15]:

a) Jak jiz bylo uvedeno vyse, primery obsahuji obvyKie- 25 bp.

b) Hybridizatni teploty (annealing temperaturg,), pii kterych oba primery nasedaji
na templét, by se od sebe ngynvyrazre liSit. Navic by nély byt oke tyto teploty
blizké tzv. teplat tani (melting temperaturey,) hybridu mezi primerem a

templatem, ktera se obvykle pohybuje mezi 55 aZ6Pbdle vzorce

Thn=2A+T)+4(G+C) [C], (2)

kde (A +T) je poet bazi A a T v sekvenci primea (G + C) poet bazi G a C, Ize
orienta&né odhadnout optimalni teplofli,, kterd je spokné s teplotamiT, zdsadni
pro spravny pibéh PCR. Teplotul, poté zjistime tak, Ze teplofly,, vypaitenou
podle vzorce (2), snizime o 1-2°C. KeprEjSim vypatam lze vyuZit celéady
programii dostupnych na internetu. Zde jsoékteré z webovych odkaéz [16, 17,
18].

c) Optimalni zastoupeni G/C géaby nglo byt v rozmezi 40 - 60 %.
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d) Je nutné zabranit tvagtsekundéarnich struktur primemeba’ ty by mohly negativé
ovlivnit pribéh PCR.

3. Termostabilni DNA polymeraza Jde o enzym, ktery ma& schopnost katalyzovat
piipojovani nukleotid k 3’-konci nov¥ vznikajiciho vlakna DNA. JelikozZ replikace
probihd pouze na jednom vlaknu ve ésmod 5-konce k 3’-konci, vyzraji se
vSechny DNA polymerazy5 — 3’ polymerazovou aktivitou Nékteré z DNA
polymeraz maji krom zmirené polymerazové aktivity takéxonukledzovou aktivitu
kterd umo#uje opravit chyb# zatazené nukleotidy. To znamena, Ze DNA polymeraza

s takovouto aktivitou rozpozna Spatny nukleotidadnadi jej nukleotidem spravnym.

s

ey

(dtive Archaebacteriy Zijicich v horkych pramenecki v blizkosti podmaskych
vulkdni. Dnes je znama celéada DNA polymeraz [11]. V Tab. lll jsou uvedeny

nejpouzivarjSi DNA polymerazy fi PCR technikach asgkteré z jejich vlastnosti.

Tab. Ill: Prehled nejpouzivaisich DNA polymeraz [19]

DNA Bakterialni zdroj Optimalni Termostabilita Exonukleazova
polymeraza teplota aktivita

Taq Thermus aquaticus 75 - 80°C 97,5°C (9 mjn) —53’

Tth Thermus thermophilus 75 - 80°C 95°C (20 min) —53

Pfu Pyrococcus furiosus 72 -78°C 95°C (3 h) —35’

Pwo Pyrococcus woesei 60 - 65°C 100°C (2 h) —35’

Z DNA polymeraz uvedenych v Tab. Il je tou nejsgdivejSi Pfu polymerazajelikoz
vykazuje nejnizsicetnost chyb. Pfu polymerazaild jednu chybu na foaz 16
zarazenych bazi. Naopakaq polymerazaktera je wibec nejlépe prostudovanou DNA
polymerazou, d4 jednu chybu na ftbazi. Je to Zisobeno tim, Ze postrada-3 5’

exonukledzovou aktivitu [11].

4. Smés ¢tyr deoxyribonukleotid (dATP, dCTP, dGTP, dTTP, souhghanaené jako
dNTP9, které gedstavuji zakladni stavebni kameny pro syntézu ctoigttzch DNA
[8, 11].

5. Vhodny pufr, ktery udrzuje stabilni pH. #e obsahovaMg?* ionty bud’ ve forms
MgCl,, nebo MgSQ@ Hoicik zde zastdva funkci stabilizadtoru DNA polymerazy.
Zvysenim koncentrace Mbdojde k naiistu vygZku PCR, ale zaroviese snizi specifita
reakce [15].
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6. Demineralizovana voda

Podstata této metody sped v opakovani &kolika cykli, pricemz kazdy z nich,

ktery trva 2 - 5 minut, se sklada zezakladnich krok:

1. Denaturace Prvnim krokem PCR je tepelnd denaturace dvousmacd DNA, ktera
spaiva vtom, Ze se redki snmes, obsahujici vySe uvedené komponenty igjahpo
dobu 30 - 60 s na teplotu v rozsahu 92 - 95°C. d@jde k rozpadu vodikovych stk
mezi vldkny DNA a v dsledku toho k rozpleteni samotné dvouSroubovicedwa
rettzce [8, 11].

2. Annealing (nasedani primé&). Druhy krok PCR je v podstatopakem denaturace.
Reakni sns je ochlazena na teplotu cca 45 - 60°C, coz wnjezxipojeni primet ke
komplementarnim Uusékn DNA. Doba trvani se pohybuje mezi 30 az 90 43,

3. Extenze(prodluZzovanitetzc). V poslednim kroku dochazi k syntéze novyettzca,
které slouZi jako templaty pro dalSi cykly a kgomrvniho cyklu jsou samotnym
produktem reakce. Tato reakce, ktera je katalyzawéarmmostabilni DNA polymerazou,
probih& ¥tSinou i teplot 72°C po dobu 45 - 90 s. DNA polymeraza, ktera tn&&po
teplo€ vysokou aktivitu, nasedd na 3’-konec primeru a sB¥ru 5 — 3
komplementaré prodluZuje no¥ vytvoreny retézec @ipojenim dalSich nukleotid Po
skorteni posledniho kroku PCR néasledujegtejné teplat obvykle jest n¢kolik minut
trvajici tzv.zawrecna extenzektera slouzi v podstak dokorteni syntézy [8, 11, 13].

Na Obr.5 je znazomma amplifikace definovaného Useku dieitzcové DNA

pomoci PCR.
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Obr. 5:Schéma pibehu PCR [7]

VSechny fi vySe uvedené kroky se cyklicky opakuji obvykle &0 30 krat. Pomoci
PCR Ize teoreticky ziskat'hovychietszcl, kden je paset cykli. Pfi n opakujicich se

cyklech roste p&et now vytvorenychietézci exponencialé[15].

3.5 SYNTEZA GENU [20]

Ke zvySeni specifity a fpsnosti se syntézy gencasto provadi pomoci
dvoustugové PCR reakce, ktera je slozena&mea po sob nasledujicimi amplifikénimi
reakcemi. B této modifikaci PCR (Obr. 6) se pouZivaji dvaldrwligonukleotid: vnitini
a vrejSi. V prvnim stupni PCR jsou spojeny \fnit oligonukleotidy, a to jejickast&nym
piekryvanim, coz dava vzniknout templatu pouzitému dreahém stupni reakce. Ve
druhém stupni PCR je amplifikovan produkt 1. PCRppaZiti vr¢jSich oligonukleotid
jako PCR primaet, které jsou komplementarni ke koncovym dsekprimarniho produktu
[21].

Duvodem dvoustufové PCR je to, Ze v prvnim stupni vznikne konkdrémi
reakcemi mnoho nezadoucich a nespecifickych praduékmnplifikovan je vSak pouze ten
produkt, ktery obsahuje oba koncové imitoligonukleotidy, ostatni produkty jsou naopak

potlateny. Timto je amplifikovan jen Zadouci, specifighpdukt.
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pirekryvajici se oligonukleotidy

R AN

eI 5Smm— w3 (5 mm——aad
¥ wm5 I'mm————wm5 Iy
3m—— %

Obr. 6: Schéma dvoustipvé PCR reakce s pouzitim 8 oligonukleiti@ligonukleotidy

s cervere ozna'enymi konci = vgjSi, oligonukleotidy s mae ozn@enymi konci = vnitni.
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4 PRODUKCE REKOMBINANTNICH PROTEIN UV E. COLI

Poslednich &kolik desitek let se technika klonovani §ensi v biotechnologii velké
pozornosti, protoZe zipozeného hostitele umadje vyjmout gen, ktery kdéduje Hu
Zivocisny, nebo rostlinny protein. Ten Ize poté vlozit klonovaciho vektoru a vnést do
bakterie. Jestlize jsou uvedené kroky sp&provedeny, gen se exprimuje a bakterialni

buika syntetizujgekombinantni proteif3].

NejpouZzivagjSim hostitelem v produkci rekombinantnich protese stala bakterie
Escherichia coli a to nejen ki svym zndmym charakteristickym rys, ale také kudi

rychlému fistu a nizké cen

Exprese rekombinantnich protéim E. coli se obvykle vyznéauije tim, Ze za kratkou
dobu a z malého mnozZstvi kultdrdho objemu je mozZné ziskat velké mnoZstvi
poZzadovaného produktu, ktery lze poté pouzit prdfigaci a naslednou strukturni a
funkeéni analyzu proteitn V praxi je ale produkce rekombinantnich profieimnohem

Mt s

siln¢ zavislé na typu konkrétnich protéia dalSich podminkach [8, 11].

4.1 EXPRESE GEN{

Expresi gei, téZgenovou expresée rozumi komplex proagskterymi je geneticka
informace ve forrd DNA piremenéna v konkrétni buktné struktury. Gen, udhoz exprese
probiha, se nazyvgen exprimujici Produkty genové exprese jsou molekuly prateade
také i molekuly RNA. Proces ,exprese gése sklada ze dvou zakladnich kéolervnim
krokem je penos genetické informace z DNA do RNA zvargnskripce DalSim krokem
je preklad této informace z jazyka nukledtido jazyka aminokyselin, tj. z molekul RNA

do molekul proteifi. V tomto gipad® mluvime otranslaci[1, 22].

4.1.1 GENETICKY KOD

Geneticky kogredstavuje soubor pravidel, podle nichz se geneiidkéimace, ktera
je uloZzend bd v DNA, nebo v RNA, pevadi na primarni strukturu protéintj. do
sekvence aminokyselin v polypeptidovéetizci. Mezi charakteristické znaky genetického
kddu, ktery je uveden v Tab. IV, paf23]:
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a) Kodonnebolitriplet. Jde o po sol& jdouci baze v molekule mRNA, které&uji druh
aminokyseliny. Kodony plini i jiné funkcefigladem jsou iniciéni a terminani kodony
V procesu biosyntézy protdin

b) Kazdy kodon koduje jen jednu z 20 standardnich ahkyiselin uvedenych v Tab. I.

c) Geneticky kéd je degenerovany, tzn. kazda amindkses vyjimkou methioninu a
tryptofanu, niize byt kdédovana vice kodony. JelikoZ jsou préex@ni 20 standardnich
aminokyselin do polypeptidovyctettzch k dispozici¢tyti raizné druhy bazi, existuje
celkem 4 = 64 moZnych kombinaci kodn

d) Geneticky kéd je az natkolik vyjimek univerzalni, tzn. je stejny jak progkaryotické,
tak pro eukaryotické organismy.

e) Kodova slova se néekryvaji a nejsou vzajeninzolovana AAT CGCTGG...

Za objevem genetického kodu stoji trojice ameritkysochemiki — Robert W.
Holley, Har G. Khoranaa Marshall W. NirenbergV roce 1968 obdrzeli Nobelovu cenu
nejen za samotny objev genetického kédu, ale ioza&e¢ dokazali objasnit jeho funkci

VvV procesu biosyntézy protéiri23].

Tab. IV: Geneticky kod [4]

Prvni baze Druha (stfedni) baze Treti baze
5’-konec U C A G 3’-konec
Phe Ser Tyr Cys U
U Phe Ser Tyr Cys C
Leu Ser ~Stop” ~Stop” A
Leu Ser ~Stop” Trp G
Leu Pro His Arg U
c Leu Pro His Arg C
Leu Pro GIn Arg A
Leu Pro Gln Arg G
lle Thr Asn Ser U
A lle Thr Asn Ser C
lle Thr Lys Arg A
Met Thr Lys Arg G
Val Ala Asp Gly U
G Val Ala Asp Gly C
Val Ala Glu Gly A
Val Ala Glu Gly G
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4.1.2 TRANSKRIPCE (BIOSYNTEZA RNA)

Aby mohla byt transkripce ibec zahajena, je zapebi rozplést dvouSroubovici
DNA na dw vldkna. Jedno zthto vidken, a to vlaknoekddujicji se stane matrici pro
transkripci. Toto vlakno se téz oznge jakotemplatové Rozhodujici tlohu i transkripci
ale sehrava enzynRNA-polymerdza NejznangjSi je RNA-polymeraza pochéazejici
z bakteriekE. coli, jejiz molekula oV, = 480 kDa je tviena z pti riznych podjednotek —
ze dvoua podjednotek, dvofl podjednotek a jedne podjednotky zvanéaktor o. Faktoro
zaji¥uje jednak vyhledavani spravného (,templatovéh@tizce DNA a jednak vazbu
RNA-polymerdzy na specifickou sekvenci nukledticha tzv. promotor Fipojenim
RNA-polymerdzy na promotor je zahdjena vlastni &yat RNA, kdy dochazi
k postupnému ifipojovani RNA nukleotid na zaklad komplementarity bazi, tzn. adenin
s uracilem a guanin s cytosinem. @mpohybu RNA-polymerazy, tj. sén transkripce, je
vzdy od 3’-konce DNA, kdeZto sitvorby molekuly RNA je antiparalelni, tj. ve $m
5" — 3'. Transkripce je ukafena v mist zvanémterminator. Ten je tvden nukleotidovou
sekvenci, kterd two pary bazi sama se sebou. Vznika tak Usek, ktérpodobu viasenky.
Takovato zmina struktury molekuly RNA Zjsobi, Ze se RNA-polymeraza odpoji od
DNA, ¢imz tedy dojde k ukateni transkripce [1, 8].

4.1.3 TRANSLACE (BIOSYNTEZA PROTEIN U)

DuleZitou roli @i syntéze proteiin hraje tzv.Shine-Dalgarnova sekvencdde o
kratkou nukleotidovou sekvenci na mRNA, ktera jealanym mistem prdbozomy(RBS,
z angl.ribosome binding sije Ty se skladaji ze dvou podjednotek — malé aézelkala
podjednotka (30S) je twena cca 20 proteiny a jednou molekulou rRNA (168IAR
zatimco velka je tvi@na cca 30 proteiny a &ma molekulami rRNA (5S rRNA a 23S
rRNA). Na ribozomech jsotityii vazebna mista, ktera maji zasadni vyznam preslan

[1, 24]. Jedno z nich je mistem pro vazbu mRNA VA fi jsou mista pro vazbu tRNA
[1]:

v misto A(aminoacylov§pro vazbu tRNA nesoucfkigluSnou aminokyselinu,
v' misto P(peptidylové pro tvorbu peptidové vazby mezi jednotlivymi amkyselinami,

v' misto E(exit), kde tRNA opousti ribozom.

Na Obr. 7 je zobrazen ribozom se svymi vazebnyrstyni
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rostouci
polypeptidovy
ratézec

pro RNA

Obr. 7:Vazebna mista na ribozomu [1]

Ribozomy se pohybuji podél mRNA ve &m 5 — 3'. Syntéza protein neni
zahgjena v Shine-Dalgarnogekvenci, ale v mi&t které se nachazi akolik nukleotidi
za ni. Toto misto se nazywstart-kodon (téZ iniciachi kodon). V bakteriiE. coli je
start-kodonem i@vazri triplet AUG (91 %, kdéduje methionin), vyjinie¢ GUG (8 %) a
UUG (1 %). Od tohoto mista &maji ribozomy zachytavat spravné molekuly tRNA
s pislusnymi aminokyselinami, které se spojuji do pelgtidovéhoietzce. Syntéza
proteini je ukorfena v okamZziku, kdy ribozomy narazi na jedenizezi. stop-kodori
(téZ termina’hich kodoni), a to UAG, UAA nebo UGA. Stop-kodon se v ribozomu
dostdva do mista A. JelikoZz zde neni rozpoznan diadiRNA, dojde k uvoléni

polypeptidu z ribozomu a rozpadu trarsidno komplexu [1, 24].

4.1.4 REGULACE GENOVE EXPRESE

Genova exprese je regulovana jak po strance ktnatifatak po strance kvantitativni.
Proteiny, jakoZto produkty genové exprese, se ppdila celérad Zivotnich proces,
které probihaji v biologickych systémech. Aby bykkut&néni uriité biochemické reakce
nebo metabolické drahy efektivni, musi byt fedk komponenty fitomny v utité
koncentraci, v Witém ¢ase a na uitém mist. Z ttchto divodi je poteba, aby byla

genova exprese velmigsreé regulovana [1].

Jestlize se na promotor navaapresor tj. protein vznikly na zakladregul&niho
genu, zabrani se vazlRNA-polymerazy na promotor. Tim se zastavibgh transkripce.
Tento krok se ozraje jako represe Konformaci represoru lze ale ovlivnit
nizkomolekularni latkou, tzvinduktorem KdyZ se induktor navdze na represorgairse

jeho konformace tak, Ze se represor stane v p@édattivnim. Jakmile se represor uvolni
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z promotoru, nize RNA-polymeraza bez sebemensich prolilérmsednout na promotor.

Tomuto kroku, kterym je afpovré zahajena transkripceikdameindukce[1].

4.1.5 PROMOTORY PRO EXPRESIV E. COLI

Rozhodujici sloZkou expresnich veKtgsou promotory, které regulujitipojovani
RNA-polymerazy k molekule DNA. Vysoce efektivni pmotory jsou zarukou vysoké
produkce jak molekul mRNA, tak i rekombinantnicloteini [8, 11]. Pro expresi . coli

se nefastji pouzivaji nasledujici promotory [8, 25]:

a) Promotor lac, kterytidi transkripci gendacZ kodujiciho enzynf-galaktosidasu. Ta
Stepi laktézu na glukdézu a galaktézu. K indukci prooratlac se nejastji pouziva
analog laktézy, a to isoproppHD-thiogalaktopyranosid (zkracenlPTG). Vyhodou
IPTG oproti laktéze je, Ze neni metabolizorcoli. To znamend, Ze jeho koncentrace
zustava Bhem experimentu konstantni a rychlostu burkk je neménna. Nevyhodou
je naopak jeho vysoka cena.

b) Promotor trp, ktery fidi transkripci ge@t kodujicich takové enzymy, které s&aétni
biosyntézy tryptofanu. Tato aminokyselina je zodfima za negativni regulaci
promotorutrp. Promotortrp Ize indukovat kyselinou indol-3-akrylovou, coZgealog
tryptofanu.

c) Promotor T7, ktery je izolovan z bakteriofaga T7 a je spekiipro RNA-polymerazu
kodovanou timto fagem. Tato RNA-polymerdza je mmoheaktivrejSi nez

RNA-polymeraza pochazejici& coli.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 34

5 PRODUKCE REKOMBINANTNI TEV PROTEASYV E. COLI

Hlavni pekazkou v produkci rekombinantnich protemE. coli je jejich tendence
hromadit se ve forth nerozpustnych a biologicky neaktivnich agrégahamych jako
inkluzni €liska. Existuje cel&ada zjisoli jak predejit jejich tvorls, nag. pouZzitim
plasmidi s nizkym pétem kopii¢i slabych promotar, pisobenim nizké teploty, koexpresi
s molekularnimi chaperony, fermentaci za vysokycbdnot pH nebo fuzi se

solubilizatnimi partnery [24].

e

Posledd jmenovany zpsob je ze vSech nejpouzivgsi. Rekombinantni proteiny
jsou ¢asto spojovany diznymi proteinovymi nebo peptidovymi partnery, tdaznimi
zna’kami, aby se zvysSila jejich rozpustnost. Fuzni &kyamaji i dalSi vyhody. ZvySuji
vyteéZky rekombinantnich protein chrani je ped intracelularni proteolyzou a ustag
jejich detekci a purifikaci. Mezi n&stji pouzivané fuzni znky pati zejménaprotein
vazici maltosu (MBP, z angl. maltose-binding protein z Escherichia coli nebo

glutathion-S-transferas@GST) zeSchistosoma japonicuf@6, 27].

Jelikoz vSak maji fuzni zkky takovy potencial, Ze mohou zasahovat do biok®gic
aktivity proteini, branit jejich krystalizaci nebo zjiného hlediskavliviiovat jejich
chovani, je vhodné je z cilového proteinu odstrafé Sepeni fuznich rekombinantnich
proteini se pouZzivaji jak chemické, tak enzymatické metddgmére chemické reagencie
trpi nedostatkem specifity éasto pracuji za takovych podminek, Ze mohou netr@vra
poskodit fuzniho partnera. Na druhé sramzymatické reagencie pracuji za ngj§ich
reaknich podminek a vykazujitsi sekvetini specifitu [26].

Dulezitymi nastroji pi Stpeni fuznich rekombinantnich prot&ige stalyproteasy

Z nichz je stale vice popularfEV proteasaa to kwli své vysoké sekvemi specifit.

Aminokyseliny S¢peného proteinovéhtettzce v okoli mista 8peni se konveme
ozna&uji nasledujicim zjissobem: aminokyseliny nachazejici se od mistpesti snérem
k N-konci se oznauji P1, P2, P3, ...... , sérem k C-konci P1’, P2’, P3’, ...... .

5.1 CHARAKTERISTIKA PROTEAS

Proteiny podléhaji v hikdch neustalym zémam, které mohou vést k jejich rozkladu
na zakladni jednotky — aminokyseliny. Ty se mohapdgjit bul’ do biosyntézy novych
proteini, nebo do jinych metabolickych prodegopipad se rozlozi na oxid uklity a

amoniak. Rozklad proteinzaji¥’uji proteolytické enzymmgeboliproteasy které se i do
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dvou skupin. Prvni skupinu t¥io endopeptidasy(téZz proteinasy, které katalyzuji
hydrolytické SEpeni vazeb uvnit polypeptidovéhofettzce. Druhou skupinu tw¥d
exopeptidasy (téZ peptidasy, které katalyzuji hydrolytické od§iovani koncovych
aminokyselin z polypeptidovyarettzci. Mohou byt bd’ N-koncové, tzvaminopeptidasy
nebo C-koncové, tz\karboxypeptidasyProteasy jsou podle IUBMB klasifikovany jako
soudst teti tidy enzymi, kterou jsou hydrolasy [28, 29]. V biotechnologiachazeji
uplatreni predevSim proteinasy, které se podle struktury katkiého mista di do ¢ty

nasledujicich skupin [3, 28]:

1. Aspartatové— jejich katalytické centrum obsahuje édkarboxylové skupiny. Maji
optimum pH v kyselé oblasti. Rasem nap pepsirci chymosin.

2. Serinové— jejich katalytické centrum obsahuje hydroxylovekupinu zbytku serinu.
Maji optimum pH v mirné alkalické oblasti. Flagem nap trypsinéi trombin.

3. Cysteinové- jejich katalytické centrum obsahuje thiolovowgiku zbytku cysteinu.
Vedle samotné TEV proteasy se sem dé&di nejtiznéjSi mikrobni, Ziv@isné a
rostlinné enzymy.

4. Metalloproteasy— je pro g typicka tvorba komplexu s iontem kovu. Patem nafp

karboxypeptidasa A.

5.2 TOBACCO ETCH VIRUS

Tobacco etch viru¢TEV) je druh rostlinného patogenniho viru, ki@afi do celedi
Potyviridae kde jeclenem roduPotyvirus Prvni zminky o TEV pochéazeji z roku 1928
z amerického statu Kentucky &thlleaua JohnsonaTEV zpisobuje infekni onemocni
nekolika lilkovitych plodin, jako jeCapsicum annuur(paprika setad)Capsicum frutescens
(paprika Kovitd neboli chilli), Nicotiana tabacum(tabak virginsky) alLycopersicon
esculentunfrajce jedlé). Tim se snizuje Urodnost z#riyich plodin. Nakaza timto druhem
viru se projevuje tak, Ze listy infikovanych rostisou dosti skvrnité, svrasté a vrasité
[30].

5.3 TEV PROTEASA

TEV proteasge vysoce specifickd proteasa, mnohem spa&gi nez jiné, Bzre
pouzivané proteasy, jako jsou faktor srazeni krv€X¥), enterokinas&i a-trombin. Je
velmi &innym enzymem pouzivanymftipStépeni faznich rekombinantnich protéin
Rozpoznava sekvenci sedmi aminokysdi¥XYXQ|G/S (P6 ... P1P1’), kde X znai



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 36

libovolnou hydrofobni aminokyseliniKanonickou sekvenci, ktera se ¢estji vyskytuje

v TEV viru, je sekvence ENLYF@G/S. S&pné misto se nachazi mezi glutaminem a
glycinem (QG), nebo glutaminema serinem (QS). Naproti tomu faktor Xa rozpoznava
aminokyselinovou sekvendEGR |X, kde X zn&i libovolnou aminokyselinu vyjma
argininu a prolinu, enterokinasa rozpoznava sekvedDK | X, kde X zn&i libovolnou
aminokyselinu vyjma prolinu, a trombin rozpoznawkwenci LVPR |G. DalSi Stpené
sekvence vyskytujici se vgenomu TEV viru jsou edgjici: (1) EINYTQS, (2)
EDLVEQ|A, (3) ETIYLQ|S, (4) EPVYFQG, (5) ELVYSQG, (6) EDLTFES, (7)
GHKVFM|S [31, 32, 33].

Zdrojem TEV-PR byva expresni vektor odvozeny 8#nd pouzivanych vektdr pro
fuzni rekombinantni proteiny, nap pMal-C2 (New England BiolLabs), pThio-His
(Invitrogen), pGEX (Amersham-Pharmacia), pET (Naam)g[34].

5.3.1 ENZYMATICKY MECHANISMUS TEV PROTEASY

Struktura TEV proteasy je podobna strukturam sesiob proteas, jako je n&p
trombin nebo chymotrypsin. Ste&jjako u nich, tak i u TEV proteasy zavisi aktivita tzv.
katalytické trid@, jez hydrolyzuje peptidickou vazbu. Jediny rozdilv tom, Ze serinovy
nukleofil je v katalytické tri&8l His-Asp-Ser nahrazen cysteinem. Katalyticka triada
vypada potom takto: HI&Asp®-Cys™? kdegislo v exponentu z& polohu aminokyselin
od N-konce, jak se vyskytuji v TEV protease. Kazd@minokyselin v této trigddma svou
funkci. Kyselina asparagova polarizuje histidirer§t nejdive funguje jako baze — v prvé
fazi prijimé protonod cysteinu a v druhé od molekuly vody, a nasiquirsobi v kazdé fazi
jako kyselina. Cystein nukleofiénatakuje uhlik skupiny -COOH substratu. Tim, jak je
serin nahrazen cysteinem, se pipatiobré vyswtluje, prat je TEV proteasa tak odolna
viaci mnoha BZné pouzivanym proteasovym inhibiton. PMSF nebo AEBSF (1 mM),
TLCK (1 mM), bestatin (1 mg.nt), pepstatin A (1 mM), EDTA (1 mM) a E-64
(3 mg.mI") — to je kompletni sloZeni stsi (od firmy Roche) uZivané k inhibici proteas.
Aktivitu TEV proteasy také inhibuje zinek, a téi koncentraci 5 mmoll a vy$3iCinidla,
ktera reaguji s cysteinem, jako namdoacetamid, jsou silnymi inhibitory TEV protgas
[35].
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5.3.2 TYPICKE REAK CNi PODMINKY TEV PROTEASY

TEV proteasa je aktivni v rozmezi teplot 4 - 30°@H 6,0 - 8,5. Standardni reak
pufr pro TEV proteasu je obvykle tten 50 mM Tris (pH 8,0), 0,5 mM EDTA a 1 mM
DTT. Ve wtSir¢ pripadi probiha dtpna reakce i@s noc, &oli podstatn&ast substratu
zreaguje jiz v prvnich dkolika hodinach a prodlouzeni inkutrsd doby nemusi vést
k proporcionalnimu zvyseni&teni [31, 35].

Stépeni TEV proteasou se ale dopauje provadt pii pokojové teplat (20°C) nebo
pii teplo® 4°C. TEV proteasa je pragpodobré 3x méré aktivni pi teplo€ 4°C nez pi
20°C. Toleruje celodadu puffi zahrnujicich fosfat, MES a acetat. TEV-PR neniimav
nepiznivé ovlivnéna gidavkem glycerolu nebo sorbitolu, ale zato je \dtlina rkteré

detergenty [35].

5.3.3 SPECIFITATEV PROTEASY V POZICI PY’

Trebaze se v kanonickych sekvencich vyskytuje v p&dicpouze glycin nebo serin,
bylo zjiS€no, Ze TEV proteasa je dostaté aktivni i tehdy, vyskytuji-li se v této pozici
aminokyseliny jiné. Kapust a kol. [26] provedli diuspecifity TEV proteasy v pozici P1'.
Jako modelovy substrat, jenz je znazornna Obr. 8, si zvolili fazi mezi MBP
z Escherichia colia NusG ZAquifex aeolicusAby se usnadnila purifikace tohoto fuzniho
proteinu obsahujiciho kanonickou sekvenci ENLYKQ byla na jeho C-koneciidana
hexahistidinové kotva (HHHHHH) [26].

MBP TEV protease
sr:l:s:.ntxnﬁs HHHHHH

Obr. 8:Schematické znazami fuzniho proteinu MBP-NusG [26]

MBP-NusG byl vybran nejen k¥ tomu, Ze je vhodnym substratem pro TEV
proteasu, ale také proto, Ze jeEvcoli jednak dobe exprimovan a jednak vysoce
rozpustny. Kapust a kol. provedli experiment, kdsackt faznich protein MBP-NusG,
kazdy s jinou aminokyselinou v pozici P1’, nechi&lipit TEV proteasoun vivo. Zjistili,

Ze jedinou aminokyselinoufipiejimz umiséni v P1’ je TEV proteasa zcela neaktivni, je
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prolin. V pfipad® ostatnich aminokyselin je aktivita proteasy v rezimb0 - 100 % aktivity
nantiené @i Stépeni kanonickych sekvenci, coz je patrné z Obi&o vlastnosti Ize
s vyhodou vyuzit $ St¢peni faznich rekombinantnich protéjrprotoze cilovy protein ma
po odS¢peni spravny N-konec bez nadhytgch aminokyselin p&tich sekvenci 8pného
mista [26].

g

E E &8 82 B 23 g8 8

Obr. 9: Aktivita TEV proteasy &pici in vivo kanonickou sekvenci
ENLYFQX v pozici P1’[26]

Na zaklad vysledki ze S¢peni fuzniho proteinu MBP-NusG TEV proteasodilur
pro sadu syntetickych pepid TENLYFQXGTRR-NH,), kazdy s jinou aminokyselinou
v pozici P1’, kinetické parametr)Ky a kear Tyto Udaje jsou uvedeny v Tab. V.
V porovnani se substratem s Gly v pozici P1’' slenzaddnd P1’ substituce za nasledek
zlepSenou katalytickou konstantl., naproti tomu bylo dosaZzeno jak vySSich, tak
nizSich hodnoKy. VSeobec# vzato, pdadi katalytickych dinnosti k.o/Ku) peptidi bylo
v souladu s hierarchii¢innosti stanovenych pro substraty fuzniho protéBP-NusG,
ackoliv se fuzni proteiny s GIn a Trp v pozici P1'ay byt zpracovany s pa¥meé veétsi
acinnosti nezli jim odpovidajici peptidy [26].

MenSi nesrovnalosti mezi vysledky ziskanymi u féhnproteimi MBP-NusG a
peptidovych substratmohly byt zgisobeny rozdilnymi reakimi podminkami, jako ndp
pH, iontovou silou, které tak mohou kpads nékterych P1’ aminokyselinovych residui

ovlivnit kinetiku substratového &teni [26].
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Tab. V: Kinetické parametry oligopeptidového substratu TEROXGTRR-NH
s aminokyselinovymi substitucemi v pozici P1’ [28]

AMK v pozici P1’ Ky [MM] Keat [SY] KeaKn [MM .87
Ser 0,043 + 0,006 0,194 + 0,007 4,51 +0,65
Gly 0,087 + 0,017 0,268 + 0,025 3,08 +0,67
Ala 0,090 + 0,015 0,271+ 0,019 3,01 +0,54
Met 0,076 + 0,007 0,180 + 0,005 2,37 +0,23
Tyr 0,050 + 0,010 0,031 + 0,001 0,62 +0,13
Asp 0,057 + 0,004 0,021 + 0,001 0,37 +0,03
Gln 0,321 + 0,025 0,073 + 0,001 0,23 +0,02
Glu 0,094 + 0,022 0,014 + 0,001 0,15 + 0,04
Lys 0,224 + 0,046 0,027 + 0,002 0,12 +0,03
Leu 0,240 + 0,047 0,014 + 0,001 0,06 +0,01
val - - 0,010 + 0,001

5.3.4 MECHANISMUS AUTOPROTEOLYZY

Znanou nevyhodou wild-type TEV proteasy, neldewh jeji cenu, je to, Zze snadno
$t3pi sama sebe, a to mezi Ktéta Sef'® polyproteinovéhdetizce. Tim vznika zkraceny
enzym se zn@mé sniZzenou aktivitou. Rozpoznavaci sekvenci vénigide dochazi
k autoproteolyze, je sekvenc&@HKVFM |S. Neni ale zndmo, zda m&@éni v tomto
mis€ néjaky biologicky vyznam, jako ndp regul&ni. Béhem purifikace zfisobuje
autolyza zn&né ztraty TEV proteasy. Navic neni jednoduchéébidadkracenou formu
enzymu od proteasy skudteé velikosti. Nestejnorodost vyplyvajici z autoitieéice Ehem
Stpeni fuzniho proteinu sniZzuje enzymatickatinlost a komplikuje odstr&ni proteasy
ze Stpenych produkt. Kromeé toho je problematicka i ztrata aktivity TEV prosgaethem
jejiho skladovéni [27, 33].

Z rychlosti autoinaktivace, ktera je éméa koncentraci TEV proteasy, Ize usoudit, Ze
se jde o bimolekularni re&ki mechanismus. To by nazwaalo, Ze se jednad o
intermolekularnireakci, tedy Ze jedna molekula TEV-PRpitmolekulu druhou. Bylo ale
zjisttno [27], Ze katalyticky aktivni proteasa nebyla cuia pemenit katalyticky
neaktivni proteasu na jeji zkracenou formuiidBvkem vziistajicich koncentraci
katalyticky neaktivni proteasy ke stdlému mnozstild-type enzymu se zvysila rychlost

jeho autoinaktivace. Tyto vysledky tedy na%iha Ze autoinaktivace TEV proteasy je
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reakciintramolekularni(jedna molekula 8pi sama sebe), ktera je usn&uim alosterickou
interakci mezi molekulami TEV-PR [27].

Autoproteolyzu Ize do zaé miry odstranit pomoci aminokyselinovych subsfitu
v pozici 219 polyproteinovéhdetizce, v niz se vyskytuje serin. Cetada mutant
TEV-PR je vysoce odolndaawi autoproteolyze. Ve snaze vyiio co nejstabildjSi
proteasu, zkonstruovali Kapust a kol. [2Zkalik mutani TEV-PR v poloze 219 a poté
stanovili jejich enzymovou stabilitu a katalytickaltivitu. V Tab. VI a VII jsou uvedeny
jednak katalytické aktivity a jednak kinetické paetry rekterych tchto mutani, a to
v porovnani s wild-type proteasou [27].

Tab. VI: Katalyticka aktivita ikterych mutant TEV proteasy odolnych
viici autoproteolyze [33]

Mutant % aktivita % pokles autoproteolyzy
S219D ~ 100 10x

S219E ~ 80 100x

S219Vv ~ 110 100x

S219P 50 autoproteolyza nedetekovana

Tab. VII: Kinetické parametry wild-type proteasy a jejich amii [27].

Enzym Ky [MM] Keat [S7] KeaKn [MM .87
Wild-type 0,061 + 0,010 0,16 + 0,01 2,62 +0,46
Zkracena forma 0,448 + 0,049 0,16 + 0,01 0,36 50,0
S219D 0,054 + 0,011 0,15+ 0,01 2,78 +0,60
S219E 0,074 + 0,005 0,12 +0,01 1,62 +0,17
S219V 0,041 + 0,010 0,19 +0,01 4,63 +1,16
S219P 0,066 + 0,008 0,09 +0,01 1,36 + 0,22

Jak plyne z obou vySe uvedenych tabulek, tak majanty S219D, S219E, S219V a
S219P sniZenou autoproteolytickou aktivitu a hodmq} a k.o maji podobné s wild-type
proteasou. Kromtoho, Ze byl mutant S219V daleko stabjii nez wild-type proteasa, byl
také €inngjSim katalyzatorem [27, 33].
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1. METODICKA CAST
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6 POUZITE CHEMIKALIE AZA RIZENI
Chemikalie:

1,4-dithiothreitol p. a. (Roth, &necko)

Acetonitril pro HPLC (Sigma-Aldrich, Bmecko)

ACTEV proteasa (Invitrogen, USA)

Agardza (Serva, &necko)

DNA marker (Top-Bio, s. r. oGeska republika)

Chlorid draselny p. a. (Lach-Ner, s. r. ©gska republika)
Chlorid sodny p. a. (Lach-Ner, s. r. 6gskéa republika)
Ethidium bromid (Sigma-Aldrich, Bimecko)

Glycerol (Fluka, Nmecko)

Guanidin-hydrochlorid p. a. (Fluka,ékhecko)
Hydrogenfosforénan sodny p. a. (Lachen@eska republika)
Imidazol p. a. (Roth, Bimecko)

Kyselina 2-morfolin-ethan sulfonova p. a. (RotlEniecko)
Kyselina ethylendiamintetraoctova (Pertaska republika)
Kyselina octova p. a. (Lach-Ner, s. r. 6eska republika)
Kyselina trifluoroctova p. a. (Sigma-Aldrich gkhecko)
Mocovina p. a. (Fluka, Bmecko)

Oligonukleotidy (East Port, s. r. @gska republika)

PCR dNTP mix (Top-Bio, s. r. ol;eska republika)

Pfu DNA polymeraza (Promega, USA)

Protein Assay (Bio-Rad, USA)

SDS Page Protein marker (Servaniecko)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan p. a. (Flukasnecko)

Zatizeni:
Analytické vahy Sartorius Basic (Sartorius AGrecko)
Dialyza‘ni membrany Spectra/Por 1 MWCO 6000: 50 mm (Spectraboratories, USA)

Digitalni pH-redox-teplorr GMH 3530 (Greisinger Electronic,ésecko)
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Digitalni pipeta Nichipet EX: 0,1-gl, 0,5-10ul, 2-20ul, 20-200ul, 1-5 ml (Nichiryo, Japonsko)
Elektricky vai¢ ETA 2119 (ETA, a. sCeska republika)

Filtra¢ni souprava (Sigma-Aldrich,decko)

Chromatograficka stanice Clarity pro Windows (Dagtea, s. r. 0.Ceska republika)
Kapalinovy chromatograf Waters 600E (Waters CAySA)

Kolona HiPrep 16/60 Sephacryl S-100 HR: 120 ml (@&althcare, USA)

Kolona HisTrap HP: 5 ml (GE Healthcare, USA)

Kolona Q Sepharose Fast Flow: 10 ml (GE Healthdag)

Kolona Reprosil 100 C18: 250 x 4 mm (Watrex, ®.yCeska republika)

Kolona SP Sepharose Fast Flow: 10 ml (GE Health¢isé)

Magneticka mich&a Monotherm (H+P Labortechnik AG ghhecko)

Membranova vygva s kompresorem N86 KN.18 (KNF Neubergetnmécko)
Membranové filtry Pragopor 6: velikost @d®,40pum (Pragochema, s. r. @eska republika)
PCR termocyklér (Techne Progene, Velka Britanie)

Peristalticka pumpa P-1 (Amersham Biosciences, USA)

Predvazky (Adam Equipment, Velka Britanie)

Shkerag frakei Gradi Frac (Pharmacia, Svédsko)

Spektrofotometr Helios Gama (Thermo Electron CdygA)

Strikatka Gastight, série 1710: 1@0(Hamilton, USA)

Termostat EC-PA/KU (Julabo LabortechnikériNecko)

Tiepaka MS1 Minishaker (IKA, USA)

Ultrazvukovégisticka PS 04000A (Powersonic, s. r. 0., Slovensko)

Univerzalni stolni centrifuga Rotanta 460R (Hettidkimecko)

UV detektor LCD 2040 (Laboratorntigtroje PrahaCeskéa republika)

UV transiluminator (ULTRALUM, USA)

Zdroj nagti pro elektroforézu Consort E844 (Sigma-Aldrickgniecko)
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7 SYNTEZA GENU TEV PROTEASY POMOCI PCR REAKCE [36]

Prvnim krokem diplomové prace bylo navrhnout gem PEV-PR. O navrhu genu je
podrobré pojednano v kapitole 13. Celkem byly vyfteay dw¥ varianty gefi, z nichz
jedna zahrnovala pouze mutaci S219V, druha navimeeuT17S, N68D a 177V. Kazdy
z obou gefi byl rozcElen na dva syntony (tj. synteticky pospojované arigkleotidy), coz
je znazorgno na Obr. 10. Bvodem rozdleni bylo to, aby se sniZila praymbdobnost

vzniku nekompletnich produkta aby pipadre bylo mozno sekvenovat kazdy synton

zvla¥.
1. varianta genu:
S1 S2
bez mutaci S219V
2. varianta genu:
S1M S2
T17S Né68D 177V S219V

Obr. 10:Varianty geri TEV-PR

Z Obr. 10 vyplyva, Ze ke konstrukci obou gebyly pouzity celkemit syntony, a to
S1, SIM a S2. Ty byly vytweny spojenim syntetickych oligonukleatidpoomoci
dvoustupové PCRktera byla sloZzena ze dvou po sotdsledujicich amplifikeanich reakci
(kapitola 3.5). Tato modifikace PCR uniofe dosahnout vyssi specifiosti amplifikace

poZadované sekvence.
Oligonukleotidy:

v' nasyntetizovany firmou East Port, s. r. 0. a dodahyfilizovaném stavu

v’ poté rozpuny v takovém mnozstvi ddi@, aby jejich koncentrace byla 1M

v’ takto pipraveny zasobni roztok byl 5xfezn na finalni koncentraci 20M a
skladovan § teplot -20°C
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Tab. VIII: Oligonukleotidy pro fipravu syntoti S1 a S1IM

Nazev Sekvence

51,3°C

TPR1-1 5'- CAGTGAATTCATATGCATCACCATCATCATCATGGCGAATCTCTTTTTAAAGGCCCGCGTGATTACAACCCGATCTCGTC-3'

55,7°C

TPR1-2 5'- TTACAACCCGATCTCGTCAACTATCTGCCACCTGACCAACGAAA -3'

TPR1-2M | 5'- TTACAACCCGATCTCGTCAAGCATCTGCCACCTGACCAACGAAA -3'

47,1°C
TPR1-3 5'- CTTGTTGGTGATGATGAACGGGCCGAAGCCGATACCGTACAGGGAGGTGGTGTGGCCGTCGCTTTCGTTGGTCAGGTGGC -3'
TPR1-4 5'-TTCATCATCACCAACAAGCACTTGTTTCGTCGTAATAACGGTACTCTGTTGGTGCAGTCCCT -3
TPR1-5 >1,2°C
- 5'- TGCGGATGATGATCATGTCGCGGCCGTCAATCAGGTGCTGCTGGAGGGTAGTGGTGTTCTTT -3
TPR1-5M 5'- TGCGGATGATGATCATGTCGCGGCCGTCAACCAGGTGCTGCTGGAGGGTAGTGGTATCCTTT. -3
TPR1-6 5'- ACATGATCATCATCCGCATGCCGAAAGACTTTCCACCGTTCCCTCAGAAACTGAAATTCCGC -3
TPR1-7 5'- AGCTAAGCTTGAAGACATGGACTTAGTTTGGAAGTTGGTGGTTACCAGACAAATACG -3
Tab. IX: Oligonukleotidy pro pipravu syntonu S2
Nazev Sekvence
TPR2-1 53,1°C
- 5'- ACTGGAATTCGAAGACCGGTCCATGAGTTCTATGGTGTCCGATACCTCCTGCACCTTCCCATCCTCCGACGGTATCTTCT -3'
TPR2-2 50,4°C
5'- CCTCCGACGGTATCTTCTGGAAACACTGGATCCAGACCAAAGATGGTCAGTGCGGTTCTCCGTTAGTCAGCACTCGTGAT -3'
TPR2-3 5'- GTGTTGGTGAAGTTAGAGGCACTATGGATACCAACGATGAAACCATCACGAGTGCTGACTAA -3'
TPR2-4 . .
5'- CGTCCCTAAAAACTTCATGGAACTGCTGACGAACCAGGAGGCGC -3
TPR2-5 49,3°C
5'- CTCTGGTTTCACCATGAAAACTTTATGACCACCCCAGAGAACCGAATCTGCGTTCAGACGCC -3'
TPR2-6 5'- TTCATGGTGAAACCAGAGGAACCATTTCAGCCGGTTAAGGAAGCTACTCAACTGATGAACGA -3
TPR2-7 5'- GTACAAGCTTCTCGAGTCAT -3

Prekryvy oligonukleotid s uvedenymi teoretickymi teplotami nasedani jsou

vyznaeny bareva odliSenymi konci.
Reakéni smeési pro 1. PCR (50ul):

(1) Synton St oligonukleotidy TPR1-2, TPR1-3, TPR1-4, TPR1-PR1-6, TPR1-7
(kazdy po 1ul), 10 mM dNTP mix (dul), 20X PCR pufr (5ul), Pfu polymeraza
3U/ul (1 pl), ddH,O (37l).
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(2) Synton S1M oligonukleotidy TPR1-2M, TPR1-3, TPR1-4, TPR1-5VPR1-6,
TPR1-7 (kazdy po @), 10 mM dNTP mix (Iul), 10X PCR pufr (ful), Pfu
polymeraza 3Uil (1 ul), ddH,O (37pl).

(3) Synton S2 oligonukleotidy TPR2-2, TPR2-3, TPR2-4, TPR2-BPRR2-6, TPR2-7
(kazdy po 1ul), 10 mM dNTP mix (dul), 20X PCR pufr (5ul), Pfu polymeraza
3U/ul (1 pl), ddHO (37 pl).

Reakéni smeési pro 2. PCR (50ul):

(1) Synton St templat S1 = reaki snes po 1. PCR (1l), oligonukleotidy TPR1-1,
TPR1-7 (kaZzdy po @), 10 mM dNTP mix (Iul), 10X PCR pufr (ful), Pfu
polymeraza 3l (1 pl), ddH,O (40ul).

(2) Synton S1M templat S1IM = reali snmés po 1. PCR (4l), oligonukleotidy
TPR1-1, TPR1-7 (kazdy pol), 10 mM dNTP mix (ul), 10X PCR pufr (ful),
Pfu polymeréaza 3 (1 pl), ddH,O (40ul).

(3) Synton S2 templat S2 = reaki smés po 1. PCR (1), oligonukleotidy TPR2-1,
TPR2-7 (kazdy po fl), 10 mM dNTP mix (dul), 10X PCR pufr (qul), Pfu
polymeraza 3Uil (1 ul), ddH,O (40pl).

Pozn.: 10X PCR pufr znamena, ze PCR pufr je v zdisobroztoku 10-nasolkdn

koncentrovany: do re&hi snesi o objemu 5Ql bylo tedy nadavkovéno @ tohoto pufru.

VSechny amplifikéni reakce byly provashy vPCR termocykléru coz je
programovatelny termostat s vysokotdiegnosti teploty v regkim bloku a rychlym
piechodem mezi jednotlivymi teplotami. V Tab. X jeegen teplotni program PCR, na

jehoz zaklad byla syntéza genu provémh.

Tab. X:Teplotni program PCR reakce

# Cyklus Teplota [°C] Doba [s] Pdet opakovani
1 uvodni denaturace 94 600 1

2 denaturace 94 30

3 nasedani primer 47 30 30

4 polymerace 73 60

5 zavretna polymerace 73 480 1
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7.1 ELEKTROFOREZA V AGAROZOVEM GELU

K identifikaci produkéi z PCR reakce byla pouZita jedna z &2j&ji pouzivanych
metod analyzy DNA, a tcelektroforéza v agar6zovém ge[dl]. Fragmenty DNA
migrovaly v elektrickém poli ve sénu od katody (—) k anad(+), a to tak, Ze kratSi
fragmenty se pohybovaly rychleji a tudiz se dostille od startu nez fragmenty delsi.

V Tab. XI jsou uvedeny gely aiznych koncentracich agarozy, kterymi Ize separovat

DNA velikosti 0,1 - 25 kb [11]. V rdmci diplomovédgre byl pouZzit 1,4% agardzovy gel.

Tab. XI: Rozmezi molekulovych hmotnosti DNA separovanyetuv g
o riuznych koncentracich agarézy [11]

Koncentrace agardzy [%] Délka fragmenfi DNA [kb]
0,3 5-25
0,6 1-20
0,7 0,8-10
0,9 05-7
1,2 04-6
1,5 0,2-3
2,0 0,1-2

Velikosti jednotlivych produkt z PCR reakce byly srovnany s velikosti tmarket:,

tj. fragmenti DNA znamych molekulovych hmotnosti, resp. obsatiugnhamy poet paf
bazi.

Z&sobni roztok 50X TAE pufru (200 ml)

2 M Tris (48,46 g), 0,05 M EDTA (2,29 g), 5,71% ¢e@ HAcC (11,4 ml), ddpbD
do 200 ml, pH upraveno na 8,0.

Pracovni roztok TAE pufru:
zasobni roztok TAE pufruredén ddHO v poneru 1:49.

5X vzorkovy pufr (10 ml):

40% sacharosa (4,0 g), 0,1% bromfenolovaind1 g), ddHO (10 ml).
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Piiprava 1,4% agar6zového gelu

Navazené mnozstvi agarézy (0,84 g) bylo nasypancEdenmeyerovy hiky o
objemu 200 ml a bylo k nifgldno 60 ml pracovniho roztoku TAE pufru. i@ byla
umis€na na plotynku elektrického kige a jeji obsah byl uveden do varu. Jakmile byla
suspenze&ira a nebyly v ni patrné zadné nerozpnétcastice, nechala saidaboratorni
teplo€ zchladnout na cca 60°C. Poté bylo k roztokidgno 60ul ethidium bromidu

(zasobni roztok o koncentraci 0,5 miy.tlo finalni koncentrace 0y&y.mf™.

Dilezité upozorrgni! Ethidium bromid je silé karcinogenni. Od chvile, kdy seca#o

pracovat s timt@inidlem, bylo nutné pouZzivat ochranné latexové wite
Provedeni elektroforézy

Takto gipraveny gel byl nalit do elektroforetické véky a na jeden z jeho koadyl
ihned vloZen tfeben pro vytvieni 13 startovnich jamek pro nanaseni viof&el tuhnul
pii laboratorni tepldt po dobu 15 - 20 minut. Po dokonalém ztuhnuti Bgblen vyjmut
tak, aby nedoSlo k poruseni dna&kreré jamky. Vanika s gelem byla vlozena do
elektroforetické aparatury a to tak, Ze startovarhky byly umisiny v t€sné blizkosti
katody €erny vodE). Poté bylo zkontrolovano, zda byl gel pokryt 23azhm vrstvou TAE
pufru a zda nebyly ve startovnich jamkach vzduchbuélinky. Poté byly do jamek
nanaSeny jednotlivé vzorky. Do prvni jamky byly imgtovany 4ul DNA markeru a do
ostatnich jamek analyzované vzorky smichané se Zkevym pufrem, ficemz max.
objem vzorku byl 2qul. V DNA markeru byl vzorkovy pufr jiZ obsazen. Raneseni vSech
vzorka byla elektroforeticka aparatura utema vikem a ifpojena ke zdroji elektrického
napiti. Elektroforéza probihalafipkonstantnim nafii 110 V po dobu 30 min. Vatka
s gelem byla nasledrvyjmuta z aparatury a gel byfgmesen na UV transiluminator, kde
byl vystaven z&eni o vinové délce 312 nm, které vyvolalo fluoresxesthidia ve viditelné

oblasti s¥tla. Nakonec byl gel vyfotografovan digitalnim fafmaratem.
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8 EXPRESE REKOMBINANTNI TEV PROTEASY

Exprese proteinu v bakteriich byla prowad na jiném pracovisti, a proto zde bude
pouze striné popsana.
LB médium (1 L):
10 g trypton, 5 g kvasinkovy extrakt, 5 g NaCl, 8dH,0O.
Pufr PBS (1 L):

100 mM NaCl (5,84 g), 10 mM NBEPO.12H0 (3,58 g), ddHO (1 L), pH

upraveno na 7,2.
PufrA(1L):

50 mM Tris (6,06 g), 50 mM NaCl (2,92 g), 5 mM EDTA,15 g), ddHO (1 L),

pH upraveno na 8,0.
Pufr SA (1 L):

50 mM Tris (6,06 g), 50 mM NacCl (2,92 g), 5 mM EDTA,15g), 1 M NacCl
(58,44 @), ddHO (1 L), pH upraveno na 8,0.

Pufr TA(1L):

50 mM Tris (6,06 g), 50 mM NaCl (2,92 g), 5 mM EDTA,15 g), 1% Triton
X-100 (10 ml), ddHO do 1 L, pH upraveno na 8,0.

PufrB (1 L):

50 mM Tris (6,06 g), 250 mM NacCl (14,61 g), 5 mM E® (1,15 g), ddHO (1 L),
pH upraveno na 8,0.

Pro ziskani velkého mnozZstvi rekombinantni TEV-PR gouzit expresni vektor
pPET-22b se silnym T7 promotorem pEa coli (piiloha P I). Bakterialni bitky BL21
(DE3) RIL byly transformovany expresnim vektorem toaeu teplotniho 3Soku.
Transformované hiky byly kultivovany i 37°C gres noc na agarové plétmbsahujici
LB médium a ampicilin v koncentraci 0,1 mg:mNarostlé kolonie byly siny z plotny
do tekutého LB média s ampicilinem o stejné konwamtrozdleného po 0,5L do
2L-Erlenmeyerovych batk. Bakterialni kultury byly kultivovany v orbitalni inkubatoru
pii 37°C za frekvencei¢pani 200 rpm do hodnoty @fg= 1,0. DalSi postup zavisel na

poZadované forexprimovaného proteinu:
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1. Pro ziskani proteinu ve fogminkluznich tlisek byla kultura indukovanatipavkem
IPTG do finalni koncentrace 0,5 mM. Protein byl guwkovan po dobu 3 h za teploty
37°C. Buiky byly odstedny pri 4 500 g za teploty 4°C po dobu 15 min, promyty
pufrem PBS a znovu odstiny do 50 ml Falcon zkumavek, resuspendovany v piifru
3x zmrazeny a rozmrazeny, inkubovany 1 h za labamatteploty slysozymem v
koncentraci 0,1 mg.ifl poté inkubovany 1h za laboratorni teploty ptidgni
deoxycholatu sodného do finélni koncentrace 0,088hikovany 4x 1 min za chlazeni
ledem a odsedkny pii 150009 za teploty 4°C po dobu 30 min. Peletdaby
resuspendovana v pufru SA s pomoci sonikace 3xnl suispenze byla odsténa [
15000 g za teploty 4°C po dobu 30 min. Stejnyniispbem byla inkluzniétiska
promyta pufrem TA.

2. Pro ziskani proteinu rozpé&eho v cytoplaz burgk v nativnim stavu byla kultura
ochlazena na teplotu 20°C a indukovan@avkem IPTG do finalni koncentrace
0,1 mM a kultivovana za této teploty po dobu 18hnky byly odstediny pri 4 500 g
za teploty 4°C po dobu 15 min, resuspendovany wpBf inkubovany 1 h i teplot
4°C, sonikovany 4x 1 min a odstény pii 15 000 g za teploty 4°C po dobu 30 min.

Bunéény supernatant a peleta byly uchovany k dalSi aeadyizolaci proteinu.

Z casovych dvoda byla v bakteriiE. coli exprimovana pouze ta varianta genu pro
TEV-PR, kterd ve svénetzci obsahovala jak mutace pro podai autoproteolyzy, tak

mutace zvysujici rozpustnost.

Na Obr. 11 je zobrazen fotograficky zaznam geluicmiové elektroforézy, ktery
dokumentuje ndist TEV-PR i teplot 20°C ed a po indukci.
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200 kDa
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Obr. 11:Narnist TEV-PR v bakterialnich Bkach BL21 (DE3) RIL / teplot 20°C ped a
po pAidavku IPTG Sipkou jsou ozr@ny bandy TEV-PR

1 - SDS Page Protein marker R, 2 - komeegné¢ dodavanid TEV-PR [gl], 3 - TEV-PR
pied indukci [5ul], 4 - TEV-PR 2 h po indukci [fl], 5- TEV-PR 4 h po indukci [fl],
6 - TEV-PR 14 h po indukci [pl], 7 - TEV-PR 16 h po indukci [fl], 8 - TEV-PR 18 h po
indukci [5 ]
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9 DETEKCE AANALYZA REKOMBINANTNICH PROTEIN U

9.1 STANOVENI KONCENTRACE PROTEIN U DLE
BRADFORDOVE

Koncentrace protein byla stanovena jednou z nejpouzigjdich kolorimetrickych
metod, a tometodou dle Bradfordovg37]. Princip této metody spéva vtom, Zze se
specifické ¢inidlo (Coomassie Brilliant Blue G-250) vaze v mioiech na bazické a
aromatické aminokyseliny, coZz se projevuje¢nou barvy. Ta je zjsobena posunem

absorgniho maxima vazaného barviva ze 465 na 595 nm.
Cinidlo dle Bradfordové:

0,01% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250, 95% vijv/ethanol, 85% (w/v)

kyselina fosforéna.
Sestrojeni kalibraéni krivky:

Ke stanoveni koncentrace protiibbyla sestrojena kalib&ai kiivka, tj. zavislost
koncentrace kalibgmich roztoki na gisluSnych absorbancich, ktera je znaZoenna
Obr. 12. Pro kalibraci byl jako standardni roztaupit howzi sérovy albumin (BSA) o
koncentraci 1,45 mg.ill Ze zasobniho roztoku BSA bylyipraveny kalibrani roztoky
v rozmezi koncentraci O - 1§.ml* dle Tab. XIl. Poté bylo do jednotlivych 1,5 ml
mikrozkumavek fidano 800ul kazdého tohoto roztoku a 2@0 ¢inidla dle Bradfordové
(v tomto gipact Protein Assay od firmy Bio-Rad, k&fislo 500-0006). Takto vzniklé
smeési byly po dikladném promichani inkubovanyi paboratorni teplat po dobu 5 min. Po
uplynuti této doby byly zgfeny jejich absorbanceipvinové délce 595 nm proti blanku,
ktery obsahoval pouze 8@0 ddH,O a 200ul ¢inidla dle Bradfordové. Zbarveni ssi je

stabilni nejmé#& po dobu 1 h.
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Tab. XIl: Namgrené a vypdené hodnoty péebné pro
sestrojeni kalibrani kfivky.

# Creor [ng.-MI"] Coturt [ng.mI™] Asos [1]

1 0 0,00 0,000
2 1 1,01 0,050
3 2 2,03 0,110
4 4 4,06 0,228
5 6 5,96 0,320
6 8 7,97 0,425
7 10 10,01 0,494
8 12 12,04 0,578
9 15 14,94 0,659

Cweor - teoretickd koncentrace BSAd.ml™], Cqwi- Skuténa koncentrace
BSA [ug.mlY], Ases - absorbanceip595 nm [1]
0,5 T T T T

0,4 ¢

03 r

Asgs [1]

Aggs = 0,0537¢,,,, +0,0005 (1)

0,2 R = 0,9991

0,1

0 2 4 6 8 10
Coeut [ME.MI?]

Obr. 12: Kalibracni kfivka pro stanoveni koncentrace proteirdle

Bradfordové
Stanoveni koncentrace proteinu ve vzorku

Vzorek obsahujici Zadany protein byl v 1,5 ml mikomavce ngedn ddHO do
celkového objemu 800l tak, aby po fidani 200ul ¢inidla Bradfordové bylo zbarveni
takto vzniklé smisi srovnatelné se zbarvenim blanku. Inkubace paddipo dobu 5 min
pii laboratorni teplat Poté byla zréena absorbanceipvinové délce 595 nm. Natfena
hodnota byla dosazena do rovnice (1) a tim byla#tgma koncentrace proteinu ve vzorku
vyjadiena vug.ml™.
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9.2 ELEKTROFOREZA V TRIS-TRICINOVEM PUFRU [38]

Elektroforéza v Tris-tricinovém pufrie technika, ktera byla pouZita k separaci
proteini, a to na zaklad jejich elektroforetické pohyblivosti. Ta zavisi ndélce
polyproteinovéhoietézce, a tedy néfmo na molekulové hmotnosti. Oproti klasické
SDS-PAGE (z angkodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electmophig [39] ma tu

vyhodu, Ze dovoluje separovat proteiny mensi nez18kDa.
Separ&ni a zaostovaci gel

Tab. XIII: SloZeni separaiho a zaogbvaciho gelu (pro jeden gel v pouzité apareju

Slozka Separ&ni gel (10 ml) Zaostovaci gel (6,25 ml)
ddH,0O 2,0 ml 4,2 ml
Zasobni roztok akrylamidu 2,0 ml 0,5ml
Gelovy pufr 3,33 ml 1,55 ml
50% glycerol 2,67 ml -
TEMED 10l 10ul
10% peroxodisiran amonny 100 100pl

TEMED a peroxodisiran amonny byly k prvnigtyfem komponentam v Tab. Xl
pokazdé fidavany az d&sné pred nalitim obou gél mezi skla, a to z tohodastodu, Ze po
jejich pridani z&al gel ihned polymerovat.

Zasobni roztok akrylamidu (49,5 % T, 3 %) (100 ml)
Akrylamid (48,0 g), Bisakrylamid (1,5 g), dd@& (100 ml).

Pozn.: T znamena celkovou % koncentraci akrylanaichisakrylamidu, C % koncentraci
bisakrylamidu vzhledem k celkové koncentraci T.

Gelovy pufr (250 ml).

3 M Tris (90,86 g), 0,3% SDS (0,75 g), dgH(250 ml), pH upraveno na 8,45.
Anodovy pufr (1 L):

0,2 M Tris (24,23 g), dd$D (1 L), pH upraveno na 8,9.
Katodovy pufr (500 ml):

0,1 M Tris (6,06 g), 0,1 M Tricin (8,96 g), 0,1% S[0,5 g), dd&HO (500 ml).
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2X vzorkovy redukujici pufr (10 ml):

0,1 M Tris (0,12 g), 24% glycerol (2,4 ml), 8% SH&8 g), 0,2% bromfenolova
mod (0,02 g), 200 mM 2-merkaptoethanol (14018 ddH,O do 10 ml.

Provedeni elektroforézy

V prvé rad byla sestavena skla, a to tak, Ze na vodorovnallopku byl umistn
drz4k na skla. Ta dogpbyla vlioZzena tak, Ze vykrojené sklo bylo zj&i strany aparatury.
Mezi skla byly umistny mezerniky, tzv. spacery a hned nato byl me&znejprve nalit
separéni a poté zaostvaci gel. Jakmile byl zadswaci gel nalit, byl do ¢ vloZzen Keben
pro vytvaeni 10 startovnich jamek pro nanaSeni viiofkely tuhly i laboratorni teplat
po dobu cca 20 min. Po dokonalém ztuhnuti byla skl&cena tak, Ze sklo siegem bylo
umis€no z vnitni strany aparatury. tdben byl opatré vyjmut z gelu a vzniklé jamky
byly promyty menSim mnozZstvim katodového pufru. éPbyly do jamek nanaSeny
jednotlivé vzorky. Do prvni jamky byly napipetovar®ul proteinového markeru, do
zbylych jamek vzorky obsahujici zkoumané proteitgdné vzorkovym redukujicim
pufrem v pordru 1:1. Po napipetovani vzdrkyl drzak se skly a gely vioZzen do drzaku
s elektrodami. Do elektrodovych komor byl nalit dowy pufr. Elektroforeticka aparatura
byla poté pipojena ke zdroji elektrického n&p. Elektroforéza probihalatipkonstantnim
napsti 140 V, a to tak dlouho, né&lo elektroforézy dosahlo spodniho okraje gelu.

9.3 BARVENI GEL U STRIBREM [40]

Je jednou z nejpouzivgBich metod pro detekci protéinseparovanych pomoci
gelové elektroforézy, v tomtarpads tricinové. Detekce v zasadavisi na tom, Ze se Ag
ionty vazi v proteinech na postrani¢zce aminokyselin, igdevsim na -SH a -COOH
skupiny. Kazdy protein je tedyiiirem barven v zavislosti na svém aminokyselinovém

sloZeni.
Fixaéni roztok (1 L):

50% technicky GHsOH (500 ml), 12% HAc (120 ml), 0,05% HCHO (37%)
(1,35 ml), ddHO do 1 L.

Oplachovaci roztok (1 L)

20% technicky @HsOH (200 ml), ddHO do 1 L.
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Citlivostni roztok (1 L):

0,02% NaS;05 (0,2 g), ddHO (1 L).
Barvici roztok (100 ml):

0,2% AgNQ (0,2 g), 0,076% HCHO (37%) (2Q8), ddH,O do 1 L.
Vyvolavaci roztok (1 L):

6% NaCO; (60 g), 0,000 4% N&,0; (4 mg), 0,05% HCHO (37%) (1,35 ml),
ddH,0 do 1 L.

Zakoncéovaci roztok (1 LY.
12% HAc (120 ml), ddkO do 1 L.
Susici roztok (1 L}
20% technicky @HsOH (200 ml), 3% glycerol (3 ml), ddi® do 1 L.
Provedeni barveni skibrem
Gel byl:

(1) po dobu 2 h inkubovan \fexachim roztoku

(2) po dobu 20 min inkubovan aplachovacim roztokurento krok byl opakovan celkem
3X.

(3) po dobu 2 min inkubovan aitlivostnim roztoku

(4) 2x oplachovan ddpD, vzdy po dobu 1 min.

(5) po dobu 20 min inkubovanharvicim roztoku

(6) po dobu 20 - 60 s promyvan Zmgm mnozstvim ddbO.

(7) kratce promytwyvolavacim roztokem

(8) po dobu 2 - 5 min inkubovan v cca 300 vglolavaciho roztoku tomto kroku bylo
pozorré sledovano vyvijeni gelu. Jakmile bylo dosaZencapo¥ané intenzity barigd
reakce byla ukatena, a to fidavkem 50 mlzakorovaciho roztokupiimo na gel,
ktery byl ponden vevyvolavacim roztokuPo dobu 10 min byl gel mi&nmichan.
Vyvijeni bylo u konce, jakmile sk@io bublani roztoku.

(9) pred susSenim inkubovan po dobu 2 sugicim roztoku
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10 DENATURACE A REFOLDING INKLUZi TEV PROTEASY

ProtoZze je TEV-PR malo rozpustna, exprimujecasto ve form tzv. inkluznich
telisek coz jsou nerozpustné agregaty nevkodtrukturovaného proteinu. JelikoZz bylo
potreba ziskat protein v nativnim stavu, muselo dojityteoreni spravné konformace.
Z toho divodu byl takto strukturovany protein rozpdrstv denaturénim pufru, ktery
obsahoval chaotrop#inidlo. Tim byvaji jednoduché organické latky, jakmovina nebo

guanidin, které rozplétaji proteinotzce do ndhodnych, velmi volnych konformaci.
Denaturaéni pufr (50 ml):

10 mM Tris (0,061 g), 50 mM NBIPO,.12 HO (0,90 g), 9 M moéovina (27,03 g),
0,1% 2-merkaptoethanol (50), ddH,O do 50 ml, pH upraveno na 8,0.

Refoldingovy pufr (1 L):

(1) 100 mM Tris (12,11 g), 500 mM NaCl (29,22 g), 5niMT (0,771 g), 0,5 mM
EDTA (0,115 g), 50% glycerol (500 ml), dg@ do 1 L, pH upraveno na 8,5.

(2) 100 mM Tris (12,11 g), 500 mM NaCl (29,22 g), 5T (0,771 g), 0,5 mM
EDTA (0,115 g), 40% glycerol (400 ml), dd@ do 1 L, pH upraveno na 8,5.

(3) 100 mM Tris (12,11 g), 500 mM NaCl (29,22 g), 5niMT (0,771 g), 0,5 mM
EDTA (0,115 g), 25% glycerol (250 ml), dg@ do 1 L, pH upraveno na 8,5.

Provedeni denaturace

Ke vzorku inkluzi TEV-PR bylo fidano utité mnoZstvi denatuéaiho pufru
obsahujici 9 M méovinu. Vznikla sms byla nejprve promichanéepanim na Vortexu a
potom odstedéna na centrifuze po dobu 15 mifi p6 000 g. Ziskany supernatant,&hoz
bylo odebrano 2@l na elektroforézu, byliemistén do 50 ml Falcon zkumavky a michan
za laboratorni teploty po dobu 2 - 3 h. Naopak emaia byla tepanim na Vortexu
rozpustna v cca 5 ml denatutaiho pufru a odseédna po dobu 15 minip 16 000 g.
Ziskany supernatant (&p odkér 20ul na elektroforézu) byl idan k supernatantu
piedchozimu, jenZz byl michdn na miébe. SraZenina byla ép rozpustna

v denaturanim pufru. Tento krok se opakoval je2x.

Po denaturaci byl vzorek TEV-PR dialyzovan prolenému refoldingovému pufru,
a to kwvili odstrargni nadbyténého mnoZstvi mmviny. Na Obr. 13 je znazo¥n prabe¢h

dialyzy.
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Dialyzaéni membrana __

Koncentrovany . ' | o
roztok B | . |
Pufr — e
Na zacathku dialyzy Vrovnovaze

Obr. 13:Schematické znazafmi pribehu dialyzy
Provedeni dialyzy

Nejprve byla celulosova dialygai membrana na dobu cca 15 min p@ma do
ddH,O, aby se odstranil glycerin jako zttépvadlo a dalSi konzervai latky. Poté byl do
membrany, ktera byla na jednom konci umma svorkou, nalit vzorek TEV-PR. Jakmile
byla membrana napina vzorkem, uzael se jeji druhy konec a zkontrolovalo se, zda
vzorek v jakém mist neunika. Dialyza byla provéda gi teplot 4°C ve tech krocich
za (elem dosaZeni co nejvySSihdedni maioviny ve vzorku TEV-PR. Postup byl
nasledujici: refoldingovy pufr byl roZten na fi stejné podily a vzorek TEV-PR byl
postupr ponden do kazdého z nich na dobu cca 10 h. Na Obre h§zortino schéma
dialyzy vzorku TEV-PR o objemu 10 ml proti 1 L r&fimgového pufru.

1 2 3
330 ml 330 ml 330 ml
10 ml 10 ml 10 ml
ziedéno 34x zfedéno 34x zfedéno 34x

ziedéno 39 304x (= 343)

Obr. 14: Schéma dialyzy vzorku TEV-PR veech podilech

refoldingového pufru
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11 PURIFIKACE REKOMBINANTNICH PROTEIN U

Purifikaci rekombinantniho proteinu rozumime sérietod vedoucich kizolaci
cistého proteinu z bakterialni kultury. Sestava Zgjmz metod chromatografickych, ale i
nékterych dophujicich postufy, jako nap. ¢isteni inkluznich &lisek. V ramci této
diplomové prace byly pouZzity tyto techniky:

a) afinitni chromatografie,
b) chromatografie neontonenicich,

c) gelova permeéni chromatografie,

piicemz prvié zmintnd metoda umadilije purifikaci proteii na zaklad specifickych
interakci, druha na zakladjejich naboji a posledni na zékladjejich rozdilnych

molekulovych velikosti.

11.1 AFINITNi CHROMATOGRAFIE NA VAZANYCH KOVOVYCH
IONTECH

Jednim ze z&kladnich purifikaich kroki pro rekombinantni proteiny jafinitni
chromatografie na vazanych kovovych iont¢dHAC, z angl.immobilized metal affinity
chromatography [41]. Na konec genu rekombinantniho proteinu &poji kodony pro
tzv. histidinovou kotvu(His-tag, sekvence Sesti histilima N- nebo C-konci fuzniho
proteinu). Uvedena metoda je zaloZena na interakaiezi histidinovou kotvou a Ki

ionty.
Pouzivané pufry.

(1) Pufry vazebné (500 ml)

v Pufr Al:
50 mM Tris (3,03 g), 50 mM N&PO,.12H,0 (8,95 g), 8 M m&ovina (240,2 g),
0,1% 2-merkaptoethanol (5@@), ddH,O do 500 ml, pH upraveno na 8,0 a
piefiltrovano gres membranovy filtr Pragopor 6.

v’ Pufr A2:
100 mM Tris (6,06 g), 0,5 mM EDTA (0,057 g), 50%yagrol (250 ml), 0,1%
2-merkaptoethanol (50d), ddH,O do 500 ml, pH wupraveno na 8,0 a
piefiltrovano ges obyejny filtracni papir.
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(2) Pufry eluéni (100 mly
v’ Pufr A3:
Z pufru Al bylo odebrano 100 ml &gano takové mnozstvi imidazolu, aby jeho
koncentrace byla 0,5 mot| takzem(imidazol) = 3,40 g. Hodnota pH upravena na

8,0 a pefiltrovano fres obyejny filtratni papir.
Pouzita kolona

v HisTrap HP: 5 ml

* matrice: vysoce zeZivana 6% agardza
Provedeni IMAC chromatografie:

Kolona byla nejprve ekvilibrovana pufrem A, a to-28sobkem jejiho objemu. Poté
byl na kolonu nanesen vzorek obsahujici ZadanyeprotTen se pro&dnictvim
histidinové kotvy vézal na N ionty. Vzorek protekly kolonou, tzvlow-through (FT),
byl zachytdvan do kadinky, a to z tohdvddu, kdyby se v3echen protein na ka&lon
nezachytil. Po naneseni vzorku byla kolona promgvagt pufrem A, a to tak dlouho,
dokud hodnota absorbancé& @80 nm nedosahla nulové hodnoty. Stejako FT, tak i
promyvaci roztok byl zachytavan do kadinky, a totpr kdyby se protein z kolony
uvolioval jeS¢ pred vlastni eluci. Navazany protein byl z kolony litevan jednim z
nasledujicich zjsohi:

a) linearnim gradientem imidazolu, jako kompetitivnifioidla, ve smésném pufru A a B,

b) snizenim pH.
Presné podminky aplikace zndimych gradient jsou popsany ve vysledkovasti.
Uplnéa regenerace kolony

Regenerace kolony byla prowdh po 5 -7 purifikacich. Bylo postupovano dle
manualu ke kolo#[42].

Regenera&ni pufr (100 ml):

20 mM NgHPO,.12H,0 (0,72 g), 0,5 M NaCl (2,92 g), 50 mM EDTA (1,86 ¢
ddH,O (100 ml), pH upraveno na 7,4.

Vazebny pufr (500 ml)

20 mM NaHP0,.12H,0 (3,58 g), 0,5 M NaCl (14,61 g), 30 mM imidazo)42 g),
ddH,O (500 ml), pH upraveno na 7,4.
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1. Kolona byla nejprve promyta regen&mém pufrem za &elem vymyti Nf* ionti, a to
20-nasobkem objemu kolony.
2. Takto promyta kolona byla pot&téna nasledujicim Zisobem:
a) pro vymyti ionto¥ véazanych proteiin byla kolona nejprve promyta mensim
mnoZstvim 1,5 M roztokem NaCl a potom ¢dH a to 20-nasobkem objemu kolony
b) pro vymyti hydrofob® vazanych proteiin byla kolona po dobu 1 - 2 h promyvana
1 M roztokem NaOH. Poté byla kolona nejprve promysgaebnym pufrem, a to
20-n4sobkem jejiho objemu, a hned nato MalkP0-nasobkem objemu kolony).
c) pro vymyti lipoproteiid a lipidi byla kolona nejprve po dobu 15 - 20 min promyvana
30% roztokem isopropanolu, a to 20-nasobkem objenhany, a potom o ddH,O

(20-nasobkem objemu kolony)

Poté byla kolona promyta 0,1 M roztokem NiiSQ0-nasobkem objemu kolony) za
i¢elem optovného navazani Kii ionti. Dale byla kolona nejprve promyta dgiBf a to
5-nasobkem jejiho objemu, a potom stejnym mnoZstwamebného pufru pro ekvilibraci

kolony.

11.2CHROMATOGRAFIE NA IONTOM ENICICH

Chromatografie na iontoemicich (IEC, z angl.ion-exchange chromatographye
metoda, ktera separuje proteiny na zakl@fich nmizné afinity k iontorsni¢um, zpisobené

rozdily v nabojich. V ramci diplomové prace bylyyidy dva druhy iontoRnici:

a) katexse z4por& nabitymi funkénimi skupinami, jimiz vaze kationty,

b) anexs kladr nabitymi funkénimi skupinami, jimiz vaze anionty.

Dulezitou roli @i separaci proteiin s uzitim zmigné metody hraje pH. Naboj
proteini zavisi totiz jak na pH prastdi, tak na izoelektrickém bodu (pl) proteinéigpmz
plati nasledujici:

a) pH < pl — protein nese kladny naboj, a proto se vaze nakate

b) pH > pl — protein nese zaporny naboj, a proto se vaze ng ane

c) pH = pl — naboj proteinu je nulovy, a proto se na ionkoie nevaze.

Na internetu nalezneme celdadu program, pomoci niz lze vypfitat hodnotu
izoelektrického bodu proteire jejich primarni sekvence [45, 46].
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Pouzivané pufry.

* na katex:
(1) Pufry vazebné (500 ml)
v  Pufr B1:

50 mM Tris (3,03 g), 0,5 mM EDTA (0,057 g), 50 mMB8 (5,33 g), 0,1%
2-merkaptoethanol (50d), ddH,O do 500 ml, pH upraveno na hodnotuitd,0,
anebo na 7,0 a potégfiltrovano fes membranovy filtr Pragopor 6.
(2) Pufry eluéni (100 ml)
v' Pufr B2:
Z pufru A4 bylo odebrano 100 ml aigano takové mnozstvi NaCl, aby jeho
koncentrace byla 1 mof takzem(NaCl) = 5,84 g. Hodnota pH upravenadboa

6,0, anebo na 7,0 a poté&efiltrovano ges membranovy filtr Pragopor 6.

" naanex:
(1) Pufry vazebné (500 ml)
v Pufr C1:

50 mM Tris (3,03 g), 50 mM N&PO,.12H,0 (8,95 g), 0,1% 2-merkaptoethanol
(500ul), ddH,O do 500 ml, pH upraveno na 7,5ifdtrovano ffes membranovy
filtr Pragopor 6.

(2) Pufry eluéni (100 ml}

v Pufr C2:

Z pufru C1 bylo odebrano 100 ml &igno takové mnoZstvi NaCl, aby jeho
koncentrace byla 1 mot) takzem(NaCl) = 5,84 g. Hodnota pH upravena na 7,5
a prefiltrovano gres membréanovy filtr Pragopor 6.

Pouzité kolony:.

v' Katex: SP Sepharose Fast Flow: 10 ml
* matrice: zeslovana 6% agardza
= funkéni skupina: sulfopropylova (-O-GBHOHCH,OCH,CH,CH,SG;)
v' Anex: Q Sepharose Fast Flow: 10 ml
* matrice: zesiovana 6% agardza
= funkéni skupina: kvartérni amoniova (-0O-@GEHOHCHOCH,CHOHCHN'(CHs)3)
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Provedeni chromatografie na iontongni¢ich:

Kolona byla nejprve ekvilibrovana pufrem A, a to-désobkem jejiho objemu. Poté
byl na kolonu nanesen vzorek obsahujici ZadanyeproPo jeho naneseni byla kolona
promyvana o@t pufrem A, a to tak dlouho, dokud hodnota absocbapi 280 nm
nedosahla nulové hodnoty. Poté byl navazany proteioiiovan z kolony linearnim
gradientem iontové sily, v tomtaipad NaCl, ve smisném pufru A a B, ifXemz gesné
podminky aplikace gradientu jsou popsany ve vysedkiasti. Stej@ jako u IMAC

chromatografie, tak i zde byly zachytavany frakd€lza promyvani.

11.3GELOVA PERMEA CNi CHROMATOGRAFIE

Gelova permeéni chromatografig GPC, z anglgel permeation chromatographje
metoda, kterou se separuji proteiny na zaklaadilnych velikosti a tvarjejich molekul.
Stacionarni faze je zde tkema gelem s pory &ité velikosti. Je-li na kolonu nanidSenagsm
molekul o fznych velikostech, prochazeji kolonou nejprve vetkélekuly a potom
molekuly malé. Ty jsou v kolanzadrZzovany nejdéle, protoZze do fpéstacionarni faze

pronikaji snaze nez molekuly velké.
Pouzivané pufry pro GPC (500 ml)

100 mM Tris (6,06 g), 0,5 mM EDTA (0,057 g), 25%yagtrol (125 ml), 0,1%
2-merkaptoethanol (50d), ddH,O do 500 ml, pH upraveno na 8,0 gefitrovano

pies obyejny filtraéni papir.
Pouzita kolona

v HiPrep 16/60 Sephacryl S-100 HR: 120 ml

* matrice: zesiovany kopolymer allyl dextranu a N,N-methylenbigd&midu
Provedeni gelové perme&i chromatografie:

Kolona byla nejprve kondicionovana pufrem pro GRCto 10-nasobkem jejiho
objemu. Poté byl na kolonu nanesen vzorek obsdhigidany protein. Po jeho naneseni
byl na kolonu ¢erpan pufr pro GPC. Tim byly z kolony na zakladozdilnych
molekulovych velikosti uvalovany vSechny proteiny obsazené ve vzorketne proteinu

zadaného.
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12 ENZYMOVA KINETIKA TEV PROTEASY [27]

Pro stanoveni kinetickych parametfEV proteasy, a tKy a ke, byla pouZita
vysoce dinna kapalinova chromatografigHPLC, z angl. high performance liquid
chromatography na reverzni fazi. Stanoveni bylo zaloZeno na rempgpeptidového
substratu, $peného TEV proteasou, na kotoa jeho detekci pomoci UV detektorii p
214 nm. B této vinové délce absorbuji vSechny peptidy. Kasaci dochazelo na zakkad
odlisné hydrofobicity fragmefit vzniklych SE€penim  peptidového substratu

se silikagelovym no&em s navazanymi hydrofobninf@tzci C18 (oktadecyl).

Na Obr. 15 je znazo&no schéma chromatografického systému, ktery by jwaun

béhem diplomové préace.
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Obr. 15:Schéma chromatografického systému pro HPLC

Veskereé vzorky byly analyzovany pomoci kapalinovéhoomatografu Waters 600E

za nasledujicich podminek:

v" kolona: Reprosil 100 C18: 250 x 4 mm,

v" mobilni faze 18,5% acetonitril + 0,05% TFA v destilované ¥pd
v’ priitok mobilni faze: 0,5 ml.min’,

v' detekce UV 214 nm,

v" objem nastiku: 20,

v’ teplota: laboratorni teplota.
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Separace fragmeitw kolorg byla provadna pomocisokratické elucgetzn. po celou
dobu separace protékala kolonou konstantni rydhiosbilni faze o konstantnim slozeni.

Mobilni faze (1 L):

18,5% acetonitril (185 ml), 0,05% kyselina triflactova (0,5 ml), destilovana
vodado 1 L.

Mobilni faze byla ped kazdou analyzou po dobu cca 10 min odyign na
ultrazvukové lazni. Kazda z analyz byla zég@a aZz po ustaleni zakladni linie (baseline).
Toho bylo dosaZzeno spravnou ekvilibraci chromatiické@ho systému (kolona a detektor),
tj. dostaténé vyhéati detektoru (cca 30 min), nastaveni spravnévoiti detektoru,
odstragni vzduchovych bublin z kolony zvySenimijoku mobilni faze atd.

Peptidovy substrat[27]:

v k pripraw peptidového substratu byl pouzit peptid, ktery:
= byl nasyntetizovan firmou VIDIA, s. r. 0. a dodatyefilizovaném stavu,
* m& nasledujici strukturu: HENLYFQ |[SGTRR-NH, Vv jednopismenném
aminokyselinovém kédu (tm¢ je vyzna@&ena specificka sekvence pro TEV-PR,
Sipka oznauje $€pné misto),
= ma relativni molekulovou hmotnolst, = 1 470,62 g.mol
v’ na gpravu 1 ml substréatu o koncentraci 3,4 mriohylo pouZito:
5 mg peptidu, 1 ml ddyD
v’ z peptidového substratu byly potégravovany reaéni snesi pro HPLC analyzu, a to
tak, Ze se finalni koncentrace substratu veéssoch pohybovaly v rozmezi
0-2,5mmolt
v' béhem diplomové prace bylyfipraveny celkem dva zasobni roztoky peptidového
substratu, které byly pozjl odeslany na jiné pracoviStza &elem provedeni
kazdé aminokyseliny vyskytujici se v daném protelit]. Na zéklad této analyzy
bylo zjiS€no nasledujici:
a) skute&na koncentrace zasobniho roztoku pouZivanéhomgieni enzymovych
kinetik kometn¢ dodavané AcTEV-PR byla 4,89 mM,
b) skut&nd koncentrace zasobniho roztoku pouzivanéhonmgieni enzymovych
kinetik pripravené TEV-PR byla 3,41 mM.
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PouZivané kinetické pufry.

v KP1: 50 mM Tris, 0,5 mM EDTA, 1 mM DTT, pH 8,0 (dodavfako 20X koncentrat
spole&n¢ s ACTEV-PR firmy Invitrogen)

v KP2: 50 mM NaHPQ,.12 H,O, 5 mM DTT, 800 mM NacCl, 10% (v/v) glycerol, pHJ7,
[27]

Reakéni smési pro stanoveni enzymoveé kinetiky TEV-PR

SloZeni reaénich sngsi pro stanoveni enzymové Kkinetiky jaKippavené, tak
komekné dodavané TEV-PR se liSilo v zavislosti na findnkoncentracich peptidového
substratu ve s#sich o celkovém objemu 40. Koncentrace peptidu ve s$sich se

pohybovaly v rozmezi 0 - 2,5 mmét.|

a) pripravena TEV-PR v kinetickém pufru KP1:
pufr KP1 (2ul), 100X DTT (0,4ul), pripravena TEV-PR (0,nl), peptidovy
substrat (Tab. XIV), ddkO do 40ul.

b) pripravena TEV-PR v kinetickém pufru KP2:
pufr KP2 (20ul), pripravena TEV-PR (0,nl), peptidovy substrat (Tab. XIV),
ddH,O do 40ul.

c) komeréné dodavana TEV-PR v kinetickém pufru KPL:

pufr KP1 (2ul), 100X DTT (0,4ul), komegné¢ dodavand TEV-PR (0gdl),
peptidovy substrat (Tab. XIV), dd© do 40ul.

Tab. XIV: Finalni koncentrace peptidového substratu v redsh snésich

Coeptid [MMOL.I7] Vpeptia [M] Coeptid [MMOL.I™] Vpeptia []
0,02 0,235 0,3 3,53
0,03 0,353 0,4 4,69
0,04 0,471 0,6 7,04
0,05 0,588 1,0 11,76
0,06 0,706 15 17,65
0,08 0,941 2,0 23,53
0,1 1,176 2,5 29,41
0,2 2,35

Coeptia - finalni koncentrace peptidového substratu [mrﬁpl.vpeptid-pipetované mnoZstvi

peptidového substratul]
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Ukonéovaci roztok (10 ml)

4,5 M guanidin-hydrochlorid (4,30 g), 1% kyselindltioroctova (100ul), ddH,O
do 10 ml.

M éieni enzymove kinetiky

Enzymova kinetika byla #tena jak pro fipravenou, tak pro komémné dodavanou
TEV-PR. Pro pipravenou TEV-PR bylo stanoveni provedeno ve dvamych pufrech, a
to v KP1 a KP2, pro komeéné¢ dodavanou TEV-PR pouze v pufru KP1.

MnoZstvi TEV-PR v realni smesi bylo voleno tak, aby peptidovy substrat byl
rozS€pen max. do 10 %. Bylo to z tohaivbdu, aby se na#éené rychlosti co nejvice
blizily rychlostem péateinim. To samé platilo i vifpac volby optimélni doby inkubace,

které se pohybovaly v rozmezi 10 - 20 min.

Reakni snmési byly inkubovany fi teplot 30°C.Cinnost TEV-PR v reani snsi byla po
urcité dok® inaktivovana pidavkem 16Qul ukonéovaciho roztoku.
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1. VYSLEDKY A DISKUSE
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13 NAVRH SYNTEZY GENU PRO TEV PROTEASU

Pfi navrhu genu pro TEV proteasu se vychazelo z gabéinych praci [26, 46],
v nichz byly popsany vyhody zavedengkterych mutaci do proteinovéheetzce.

Podkladem pro navrh genu byla sekvence wild-typ¥ pEbteasy.

Na serveruwww.expasy.orgbyla nejprve nalezena jeji aminokyselinova sekeenc

zapsana pomoci jednopismenného kodu (Obr. 16).

GESLFKGPRD YNPI SSTI CH LTNESDGHTT SLYG GFGPF |1 TNKHLFRR NNGTLLVQSL 60
HGVFKVKNTT TLQQHLI DGR DM | | RVPKD FPPFPCQKLKF REPQREERI C LVTTNFQIKS 120
MESMVSDTSC TFPSSDGA FW KHW QTKDGQ CGSPLVSTRD GFI VA HSAS NFTNTNNYFT 180
SVPKNFMELL TNQEAQQWS GARLNADSVL WGCGHKVFMSK PEEPFQPVKE ATQLMNELVY 240

SQ 242

Obr. 16: Aminokyselinovd sekvence wild-type TEV-RRezi cerveré zvyraz@nymi

aminokyselinami se nachazi misto sa@peti TEV-PR

Z Obr. 16 je vidt, Ze sekvence wild-type TEV-PR je tema 242 aminokyselinami.
Jelikoz je kazda z aminokyselin kddovana jednimokasin, dostavame timto celkem 726

bazi.

Jak jiz bylo podrob¥i receno v kapitole 5.3.4, &i wild-type TEV proteasa sama
sebe mezi aminokyselinami M&t a Sef'®, coz zn&n¢ komplikuje jeji biotechnologické
pouziti. Navic je také Spatmozpustna. Obtyto skuténosti byly [ navrhu syntézy genu

zohledrény.

Za elem omezeni autoproteolyzy byl serin v pozici 2d@teinovéhoietzce
nahrazen valinem (mutace S219V) [29]. Pro zvySenpustnosti TEV-PR byly provedeny
nasledujici mutace: T17S, N68D a 177V [46].

Celkem byly pro TEV-PR vyti@ny d¥ varianty gei, z nichz jedna zahrnovala
pouze mutaci S219V, druh& navic mutace T17S, N68D7¥. Jakmile byly do navrhu

genu vnesenyifslusné mutace, bylo dale provedeno nasledujici:

a) na C-konec genu bylafidana tzv. hexahistidinova kotvaHiss), tj. Sest po sab
jdoucich histidii. Ty umo#uji pouzit IMAC chromatografii, protoZze vykazuji
vysokou afinitu k Ni* iontam.
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b) jelikoz se jedna o protein pochazejici z jinéhocaoigmu, byla provedena optimalizace
pouziti kodor pro E. coli programem DNA2.0 Inc. zac¢élem zvySeni Grovhjeho
exprese. Déale bylo zkontrolovano, zda gen neobsaBtipici mista pro restrini
endonukleazy, které maji byt pouzity pro klonovani.

c) aby mohl byt gen pro TEV-PR v bakteriich exprimovansi na zé&tku proteinového
fetézce obsahovat tzetart-kodon kterym byvéa syntéza genu zahdjena. Timto kodonem
je triplet ATG, ktery kéduje methionin.

d) aby mohla byt syntéza genu ukena, musi gen na kon@tzce obsahovat jeden z tzv.
stop-kodot, v tomto fipack to byl triplet TAA a TGA. Na Obr. 17 je zobrazeergpro
TEV-PR se z&lenénim histidinové kotvy aifislusnych mutaci dietézce.

CATCACCATCATCATCATGCCGAATCTCTTTTTAAAGGCCCGCGT GATTACAACCCGATC 60

HHHMHMHMHGESL F KGWPRDY NP I 20
TCGTCAACGCATCTGCCACCT GACCAACGAAAGCGACGGCCACACCACCT CCCTGTACGGT 120
S S I ¢ HL T NESDGHTT S L Y G 40
ATCGCCT TCGGECCCGT TCATCATCACCAACAACCACTTGTTTCGT CGTAATAACGGTACT 180
I GF GP F 1 I T NKHLFRIRNNGT 60
CTGTTGGTGCAGI CCCTGCACGGT GT TTTTAAGGTAAAGHATACCACTACCCTCCAGCAG 240
L LV QSL HGGVF K VK T T T L Q Q 80
CACCTGG 1 T GACGGECCGCGACATGATCATCATCCGCATGCCGAAAGACTTTCCACCGT TC 300
H L DGRDMI I I RMPKDTFP P F 100
CCTCAGAAACT GAAATTCCGCGAACCT CAGCGT GAAGAACGTATTTGT CTGGTAACCACC 360
P Q KL KFREWPOQQREIERI CL V TT 120

AACTTCCAAACTAAGTCCATGAGT TCTATGGT GTCCGATACCTCCTGCACCTTCCCATCC 420
NF QT K SMS S MV SDTSOCTF P S 140
TCCGACGGTATCT TCTGGAAACACT GGATCCAGACCAAAGATGGT CAGTGCGGT TCTCCG 480

S DGl FWKHWI QT KDGOQZ<CGS P 160
TTAGTCAGCACTCGTGATGGTTTCATCGTTGGTATCCATAGT GCCTCTAACTTCACCAAC 540
L vsTRDGFI VGI HSASNTFTN 180

ACGAACAACTACTTCACCAGCGT CCCTAAAAACT TCATGGAACT CCTGACGAACCAGGAG 600
T NNY F T SV P KNVFMETLTULTNQE 200
GCGCAGCAGT GGGTGAGT GGCTGGCGT CTGAACGCAGAT TCGGT TCTCTGEGGT GGT CAT 660
AQ QWV S GWRLNADSVL WGGH 220
AAAGTTTTCATGGT GAAACCAGAGGAACCAT TTCAGCCGGT TAAGGAAGCTACTCAACT G 720

K v F MV KWPEEWPFQPVKEATOQ'L 240
ATGAACGAACTGGTGTACTCTCAG 744
M N E L VY S Q 248

Obr. 17:Nukleotidova a aminokyselinova sekvence TEV-d®& zaleneni His-tagu a mutaci T17S,
N68D, 177V a S219Wodre jsou ozndeny kodony, které byly 2meny z divodu pokeby zvySeni
teploty tani ekterych pekryvi minimalre nad 45T, lépe vSak nad 5C. jsou ozndeny
mutace pro zvySeni rozpustnostyvers mutace pro omezeni autoproteolyBjalové je ozna@ena

histidinovéa kotva

e) vysledny gen byl rozilen do dvou syntain JelikoZ vSechnyiit mutaci odliSujici vySe
uvedené d¥ varianty genu spadaji do oblasti syntonu 1, bykdenavrZzen ve dvou

variantach ozngnych S1 a S1M. Synton S2 je pratolarianty stejny. Na oba konce
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kazdého syntonu bylafidana d¥ restrikini mista, picemz vigjSi byla pouzita pro
zaklonovani genu do plasmidu pUCIEcéRI, Hindlll) a vnitini pro spojeni syntan
(Bbd) a zaklonovani do plasmidu pET-22%dd, Xhd) (Obr. 18 a 19).

Synton 1:

CAGTGAATT

CATCACCATCATCATCATGCCGAATCTCTTTTTAAAGGCCCGCGT GATTACAACCCGATC
TCGTCAACTATCTGCCACCT GACCAACGAAAGCGACGGCCACACCACCT CCCTGTACGGT
ATCGGECTTCGEECCCGT TCATCATCACCAACAAGCACT TGT TTCGTCGTAATAACGGTACT A
CTGITGGTGCAGT CCCTGCACGGTGT TTTTAAGGT AAAGAACACCACTACCCT CCAGCAG
CACCTGATTGACGGCCGCGACAT GATCATCATCCGCATGCCGAAAGACTTTCCACCGITC
CCTCAGAAACT GAAATTCCGCGAACCT CAGCGT GAAGAACGTATTTGTCTGGTAACCACC
AACTTCCAAACT

AAGTCCATGICTTC AGCT

Synton 2:

ACTGGAATTCGAAGACCG

GICCATGAGI TCTATGGT GTCCGATACCT CCTGCACCTTCCCATCCTCCGACGGTATCTT
CTGGAAACACT GGATCCAGACCAAAGATGGT CAGT GCGGT TCTCCGT TAGT CAGCACTCG
TGATGGT TTCATCGT TGGTATCCATAGT GCCTCTAACT TCACCAACACGAACAACTACTT B
CACCAGCGT CCCTAAAAACT TCAT GGAACT GCT GACGAACCAGGAGGCGCAGCAGT GEGT
GAGTGECTGCECGT CTGAACCCAGATTCGGT TCTCTGGEGGT GGTCATAAAGT TTTCATGGT
GAAACCAGAGGAACCATTTCAGCCGGT TAAGGAAGCTACT CAACT GATGAACGAACT GGT
GTACTCTCAG

TAATGA GTAC

Obr. 18:Rozdleni genu TEV-PR do dvou synfon

A — Sekvence syntonu 1:

CAGT, AGCT = presahy 0 4 baziclGAATTC = restrikini misto proEcoRl, = restrikéni
misto proNdd, GTCTTC = restrikni misto praBbd, = restrikéni misto praHindiil.

B — Sekvence syntonu 2:

ACTG, GTAC = piesahy o0 4 bazicli;AATTC = restrikéni misto proEcoRl, GAAGAC = restrikni
misto pro Bbd, TAA, TGA = stop-kodony, =restrikni misto pro Xhd,

= restrikéni misto praHindlil.
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12

Synton 1:

X

o . {a) CHTHCHEHAHT -
----- s

3= THTHCHAMGHG]

Obr. 19:Schéma speni a spojovani obou synibn
A — Sgpeni syntoi:

Cervert je ozn&eno restrikni misto pra3bd.

B — Spojovani syntan

Modre je ozng&en synton 1fialové synton 2.

f) syntony byly nasledn rozckleny na 7 oligonukleotidl délky 80 bp (s vyjimkou

posledniho, ktery bylifzptisoben celkové délce genu)igkryvy 18 bp (Obr. 6). Byly

vypaocitany teploty tani jednotlivychipkryvi. V piipadech, kdy byla teplota taniilis

nizka (nizsi nez 47°C), byla provedena #ae rekterého kodonu zacélem jejiho

zvySeni. (Sekvence v obrazcich jsou uvedeny Viigéaini verzi.)

g) syntéza oligonukleotidbyla objednana u externiho dodavatele
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14 SYNTEZA GENU PRO TEV PROTEASU

Syntéza kazdého syntonu byla provedena dvoisttgu PCR reakci popsanou
v kapitole 3.5. Detekce vysledku z dvoustopé PCR byla provedena pomoci
elektroforézy v 1,4% agardézovém geluiglpnym ethidium bromidem a vysledek byl
vizualizovan pod UV z&nim @i 312 nm. Velikosti PCR produktbyly urceny jejich
porovnanim s DNA markerem (Top-Bio, s.r.o0.) znémyvelikosti, a to vrozmezi
155 - 970 bp. Vysledek PCR byl fotograficky zdokumosan. Na Obr. 20 je zobrazen

fotograficky zaznam agar6zového gelu.

-970
- 750
- 595
-544
- 447

544 bp .

447bp <--
- 305
- 239

- 194
- 155

A B

Obr. 20:Kontrola vysledku z dvoustapvé PCR

A — Fotograficky zaznam agar6zového gelu:

M - PCR marker, 1-synton S1=produkt 1.PCR, sgrion S1M = produkt 1.PCR, 3-synton
S2 = produkt 1. PCR, 4 -synton S1 = produkt 2. PGR synton S1M = produkt 2. PCR, 6 - synton
S2 = produkt 2. PCR.

B — Velikosti fragment DNA markeru (155 - 970 bp): fotografie z webovétadalogu Top-Bio, s. r. 0.
[47].

Pti kontrole vysledku PCR experimentu se vychazetaarzenych sekvenci vSedf t
syntori. Syntony S1 a S1M byly délky 412 bp a synton Skkydd10 bp. Na zakla#
fotografického zaznamu byly syntony z 2. PCR reakfakozto finalni produkty
dvoustupové PCR, srovnany s DNA markerem a bylo &jist Ze syntéza preébla
OSpESe.

Zaklonovani syntoin do plasmidu pUC19, jejich spojeni a vyieni expresniho
vektoru zaklonovanim celého genu do plasmidu pEG-Blo provadno na jiném

pracovisti.
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15 PURIFIKACE REKOMBINANTNI TEV PROTEASY

Na Obr. 21 je znazo&no obecné schéma, podlehnz byla rekombinantni TEV-PR

purifikovana.

Exprese proteinu v E. coli

20°C / \70(:

Protein v nativnim Protein ve formé
stavu inkluznich télisek
VVV VJ
IMAC chromatografie Denaturace
VVV VJ
IEC chromatografie Dialyza
GPC chromatografie IMAC chromatografie
Purifikovany protein IEC chromatografie

U

GPC chromatografie

U

Purifikovany protein

Obr. 21:0becné purifikéni schéma
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ProtoZe pro purifikaci protein neexistuje univerzalni postup, vychazelo se jak
z rekolika publikovanych praci [48], tak i ze samotnydastnosti TEV-PR, jako népze
sloZzeni proteinovéhdetézce, molekulové hmotnostii izolelektrického bodu Zadaného

proteinu.

Praibéh kazdého purifikeniho kroku byl monitorovdn pomoci elektroforézy
v Tris-tricinovém pufru. Touto metodou byla nejenomtenacistota ziskaného preparatu,
ale byly téz ziskany orientai kvantitativni informace o zastoupeni Zadanéhaigimu v

jednotlivych preparatech.

15.1 PURIFIKACE TEV PROTEASY VE FORM E INKLUZI

Jak vyplyva ze schématu na Obr. 21, rekombinantotem se p teplog€ 37°C
usazuje v bakteriich ve foiminkluznich tlisek. Z tohoto @vodu byly inkluze nejprve
rozpusény v denaturégnim pufru obsahujici 9 M ndovinu jakozto chaotropnéinidlo.
Dale nasledovala renaturace proteinu dialyzou. BgitéZ protein purifikovan za pomoci

jednotlivych chromatografickych metod.

TEV proteasa ve forthinkluzi byla nejprve purifikovana podle postuptery ve své
publikaci popsali Lucast a kol. [48]. Jejich rekamémtni TEV-PR obsahovala vedle
histidinové kotvy je& mutaci S219N. Purifikaci tohoto proteinu progtds pouZzitim
IMAC chromatografie. Zadany protein byl na kolonazén pufrem o pH 8,0 (6 M
mocovina, 100 mM fosfat, 10 mM Tris). Z kolony byl taknavazany protein uvabvan
pufrem o stejném sloZeni, ale s nizsi hodnotouaptd,4,5. Zmisny postup byl vyzkousen
i v praibéhu diplomové prace, ale bez vysledkui Bnizeném pH se zadany protein
z kolony neuvaioval. Vzhledem ktomu bylo od tohoto postupu upndt a bylo

postupovano jinou cestou.

Pro purifikaci inkluzi TEV-PR se jako optimalni jewpostup, ktery je uveden
v nasledujicim schématu. ¢které aspekty procesu optimalizace jsou diskutoviaky

v samotném schématu, tak i v dalSim textu pod nim.

Vzorek inkluzi TEV-PR byl nejprve roztén na dva stejné podily.
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Krok 1:
Prvni podil o hmotnosti 0,24 g byl rozpésty denaturégnim pufru s 9 M m&ovinou.

Krok 2: v

Supernatant o objemu 15 ml ziskany éetdtnim denaturovaného vzorku proteinki p6 000 g po dobt
15 min byl Zed®n v pongru 1:1 vazebnym pufrem ,Al“ ktery obsahoval 8 M doeinu. Hodnota pH
byla upravena na 8,0. Vevzorku byla poté stanovéoacentrace proteinu dle Bradfordoy
Corot = 621,0ug.mi™.

Krok 3:

Takto upraveny vzorek bylggistén pomocilMAC chromatografie , ktera byla provatha za laboratorn
teploty @i pH 8,0. TEV-PR byla z kolony uvitbvana linearnim gradientem imidazolu (0 - 0,5 MOwSl)
pii pratoku 2,0 ml.mif* (Obr. 22). Jednotlivé frakce byly odebirany poia.m

Krok 4: L 4

frakcich byla poté stanovena koncentrace protei@Boadfordovéc,,, = 658,3ug.ml™.

Krok 5: v

Frakce byly poté dialyzovany v refoldingovém pufsbsahujicim 50% glycerol, ktery branil srézg
TEV-PR ve vzorku. Bhem dialyzy doSlo vlivem osmotického tlakuigpbeného 50% glycerolem K
zmenSeni objemu vzorku z 23 ml na 7 ml.

Krok 6: v

Po dialyze byl vzorek rozten na dva stejné podily. Jeden z pbdilyl purifikovan pomoci IMAC
chromatografie a druhy pomoci katexové chromatdngraf

Frakce s nejvy$Sim obsahem TEV-PR (5-9) byly spojgiicemz celkovy objem byl 23 ml. Ve spojenyth

é:

PN
e

IMAC chromatograﬂe Katexové chromatografie

Krok 7a: Krok 7b:

obsahujicim ale 40% glycerol. Hodnota pH
upravena na 8,0. Ve vzorku byla stanov
koncentrace proteinu dle Bradfordo

labsahujicim ale 50% glycerol. Hodnota pH b
ngpravena na 7,0. Ve vzorku byla stanovg
oncentrace proteinu dle Bradfordoy

Prvni podil byl tedn 4x vazebnym pufrem ,,A1;Druhy podil byl 2edén 10x vazebnym pufrem ,B1[

yla
bna
é:

Corot = 307,3ug.ml™. Corot = 59,4ug.mr™.

Krok 8a: v Krok 8b: v

Purifikace prova&a pomoci  IMAC (|| Purifikace provaghd pomocikatexu probihala za
chromatografie probihala za laboratorni teplotii fif laboratorni teploty # pH 7,0. TEV-PR byla
pH 8,0. TEV-PR byla zkolony uwvbvanalll z kolony uvohovana linearnim gradientem Na
linearnim gradientem imidazolu (0 -0,5M v 50 fjilj0 -1 M ve 100 ml) § pratoku 2,0 ml.mirt

]

po

pii pratoku 2,0 ml.mift (Obr. 25). Jednotlivg{ (Obr. 26). Jednotlivé frakce byly odebirany
frakce byly odebirany po 2 min. 4 min.
Krok 9a: v Krok 9b: v

spojeny, picemz celkovy objem byl 10,5 ml. pojeny, picemz celkovy objem byl 4,3 ml.
spojenych frakcich byla poté stanovena koncentfiamojenych frakcich byla poté stanovena koncent

proteinu dle Bradfordove:cyo = 185,8ug. mlt. ||| proteinu dle Bradfordové: Corot = 316,0p0. mit,

yly

lD

ace

Frakce s nejvy§$S§im obsahem TEV-PR (8-13) \fWakce s nejvysSim obsahem TEV-PR (18—22) k

Koneény vytézek proteinu: 2,0 mg v 10,5 ml Kone¢ny vytézek proteinu: 1,4 mg v 4,3 ml
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Nejprve bylo pateba pevést inkluze do nativni formy, a to jejich rozpu$mn
v pufru s obsahem mioviny (krok 1). Supernatant, ktery byl ziskan a@stnim
denaturovaného vzorku proteinu, byedn za &elem sniZzeni koncentrace proteinu ve
vzorku, a to pro jeho lepSi navazani na koloknoK 2). Takto upraveny vzorek proteinu
byl piecistén pomoci IMAC chromatografiefppH 8,0 krok 3). Pribéh chromatografie je
znézorgn na Obr. 22.

1,4 T T T T T T 100
13 4 90
' 2 8 1 80
1 r 4 70
9 1 60
= 08 1 6 S
8 1 5075
< 0,6 F 1 a0 E
Q
04 | 1 30
5
420
02 F
4 10
0 & Ale 1 1 1 1 1 1 0
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Viute [ml]

Obr. 22:Pribeh afinitni chromatografie na vazanych?Niontech gi pH 8,0 Modra

kifivka znazokuje pribeh uvokiovani TEV-PR z kolony a@ervena kfivka pribéh

linearniho gradientu imidazolu (0 - 0,5 M v 50 milod e zbarvendcisla oznauji

frakce, které byly po provedené chromatografii epgj

Na zéklad absorbanceip280 nm, stanoveni koncentrace proteinu dle Braidiee,

piip. na zaklad vysledki z tricinové elektroforézy byly po provedené IMAC
chromatografii spojeny frakce s nejvysSim obsah&W-PR krok 4). V tomto gipack to
byly frakce 5 az 9 (Obr. 23 a 24).
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67 kDa

45 kDa

29 kDa
TEV-PR

21 kDa

12,5 kDa

Obr. 23:Fotograficky zdznam geli1l 1 z tricinové elektroforézy po provedené IMACoohatografii pi
pH 8,0.

1 - SDS Page Protein markerR, 2 - komegné dodavani TEV-PR [gl], 3 - TEV-PR po rozpushi a
odstedni (1) [2ul], 4 - TEV-PR po rozpushi a odstedni (2) [2ul], 5- TEV-PR po rozpushi a
odstedni (3) [2pl], 6 - resuspendovand sraZeninau[R 7 - TEV-PR ged nastkem na kolonu (2x
ziedn) [2 ul], 8 - FT [5ul], 9 - promyvani [1Qul], 10 - frakce 13 [2Qul]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

TEV-PR

Obr. 24:Fotograficky zdznam geld. 2 z tricinové elektroforézy po provedené IMAC
chromatografii i pH 8,0

1 - kometn¢ dodavana TEV-PR [gl], 2-frakce 4 [154], 3-frakce 5 [10ul],

4 -frakce 6[5 pl], 5 - frakce 7[2 ul], 6 - frakce 8[2 pl], 7 - frakce 9[5 pl], 8 - frakce 10
[5ul], 9 - frakce 11 [1QuI], 10 - frakce 12 [1Qu]
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Cervert jsou oznaeny frakce, které byly na zakkaysledku z tricinové elektroforézy
spojeny.

Spojené frakce byly poté dialyzovany v refoldingovpufru s 50% glycerolem podle
postupu, ktery ve své praci popsali Lucast a k8] [krok 5). V pribéhu diplomové prace
bylo mnozZstvi glycerolu ve zmdném pufru ale optimalizovano, a to z tohivddu, Ze
vzorky s obsahem 50% glycerolu bylyilig visk6zni, coZ s sebouripprovadni dalSich

purifikaci piinaselo uéité problémy, jako nap pii nanaseni vzorku na kolonu.

Po dialyze byl vzorek rozten na dva stejné podily,fipemz jeden z podil byl
purifikovdn pomoci IMAC chromatografie a druhy pochachromatografie na katexu
(krok 6), ktera byla provatha na zaklaglvypaoctu izoelektrického bodu TEV-PR [43, 44].
Ten byl pond¢rné vysoky, a to pl =8,37, tudiZz pod touto hodnoteuTIEV-PR nabita
kladre. V tomto fipact se pracovalo ip pH 7,0, takze zmima podminka byla ddb
splréna. V pfibéhu diplomové prace byla zkouSena i katexova chrografie za nizSich
hodnot pH, a toip pH 6,0, aby se zjistilo,ipjakém pH se Zadany protein na kolonu vaze
nejlépe. Katexova chromatografie nebyla ale talkciipka jako IMAC chromatografie,
protoZe se b jejim pouZziti zachytavaji na kolén dalsi proteiny, které jsouripdaném pH
(bud’ pii pH 6,0, nebo p pH 7,0) také kationty.

Na Obr. 25 je znazoen pribsh afinitni chromatografie na vazanych?Niontech pi
pH 8,0, pomoci niZz byl po dialyze v 50% glycerolurifikovan prvni podil spojenych
frakci. Na Obr. 26 je zase znazémnpribéh katexové chromatografigipH 7,0, pomoci

niz byl po dialyze v 50% glycerolu purifikovan dsupodil spojenych frakck¢ok 8a,b).
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Obr. 25:Pribeh afinitni chromatografie na vazanych?Niontech pi pH 8,0 Modra
kiivka znazotuje pribéh uvoliovani TEV-PR z kolony aervena kfivka pribéh
linearniho gradientu imidazolu (0 - 0,5M v 50 milodie zbarvenacisla oznauji

frakce, které byly po provedené chromatografii spgj
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Obr. 26:Prib¢h katexové chromatografiefippH 7,0 Modra kfivka znazotuje pribeh
uvoliovani TEV-PR z kolony dervena kfivka pribéh linearniho gradientu NacCl
(0-1M ve 100 ml)Modre zbarvenacisla oznauji frakce, které byly po provedené
chromatografii spojeny
Na zéklad absorbanceip280 nm, stanoveni koncentrace proteinu dle Braidiee,
piip. na zaklad vysledki z tricinové elektroforézy byly spojeny frakce guySSim

obsahem TEV-PRkfok 9a,b). V pripact prvniho podilu purifikovaného pomoci IMAC
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chromatografie to byly frakce 8 az 13 (Obr. 27ptipad druhého podilu purifikovaného
pomoci katexové chromatografie to byly frakce 122%0br. 28 a 29).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

67 kDa —

45 kDa —

29 kDa
TEV-PR
21 kDa

12,5 kDa

Obr. 27:Fotograficky zaznam gelu z tricinové elektroforgpyprovedené IMAC chromatografirippH
8,0.

1-SDS Page Protein marker B, 2 - komegné dodavana TEV-PR [gl], 3 -frakce 7 [2Qul],
4 -frakce 8[10ul], 5 -frakce 9[10pl], 6 - frakce 10[5 pl], 7 -frakce 11[5 pl], 8 - frakce 12[5 ul],
9 -frakce 13[5 pl], 10 - frakce 14 [15ul]

Cervert jsou oznaeny frakce, které byly na zakkasysledku z tricinové elektroforézy spojeny.

67 kDa

45 kDa

29 kDa TEV-PR

21 kDa

12,5 kDa

Obr. 28: Fotograficky zadznam gelw. 1 ztricinové elektroforézy po provedené katexové

chromatografii gi pH 7,0.



UTB ve Zling, Fakulta technologicka 82

1 - SDS Page Protein marker &, 2 - kometné dodavana TEV-PR [gl], 3 - TEV-PR ped
néstikem na kolonu (10xied&n) [5 pl], 4 - FT [15pl], 5 - promyvani [15.], 6 - frakce 1 [25u],
7 - frakce 4 [25.1], 8 - frakce 8 [25ul], 9 - frakce 9 [25u]]

TEV-PR

Obr. 29: Fotograficky zdznam gelil 2 z tricinové elektroforézy po provedené katex@wématografii
pii pH 7,0

1-SDS Page Protein marker 2 - kometné dodavanda TEV-PR [gl], 3 -frakce 14 [25ul],
4 - frakce 15 [2Qul], 5 - frakce 16 [15u], 6 - frakce 17 [15ul], 7 - frakce 18[10 pl], 8 - frakce 19[5 ],
9 -frakce 20[5 pl], 10 - frakce 21[10 pl]

Cervert jsou oznaeny frakce, které byly na zakkasysledku z tricinové elektroforézy spojeny.

15.2 PURIFIKACE TEV PROTEASY V NATIVNIM STAVU

V piipact exprese probihajicitpteplo€ 20°C byl protein tven v cytoplasm ve
formé burg¢ného supernatantu, tj. v nativnim stavu, tudiz hlebywtné provaét jeho

denaturaci a nasledny refolding.

Optimalizovany postup purifikace TEV-PR v nativninstavu je uveden
v nasledujicim schématu,fipemz rekteré aspekty procesu optimalizace jsouétop

diskutovany jak v samotném schématu, tak i v datgéixtu pod nim.
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Krok 1:
Vzorek buréného supernatantu o objemu 45 ml byl tet#in pii 16 000 g po dobu 15 min.

Krok 2: v

Odstediny supernatant bylfedn vazebnym pufrem ,C1“ na vysledny objem 100 mldHata pH byla
upravena na 7,5. Vevzorku byla poté stanovena danace proteinu dle Bradfordovg:

Corot = 1 461,8ug.mr™.

Krok 3: v

Takto upraveny vzorek byl igiiStén pomoci anexové chromatografie kter4 byla provatha za
laboratorni teploty # pH 7,5. Ri pouziti tohoto druhu chromatografie byl aplikovlmearni gradien
NaCl (0 - 1 M ve 40 ml) # pratoku 2,0 ml.mift. Jednotlivé frakce byly odebirany po 2 min.

Krok 4: v

U takto getisttného vzorku, jehoz objem byl stejny jakded pouzitim chromatografie na anexu
(V =100 ml), bylo nejprve upraveno pH na 8,0 a pot&€m byla stanovena koncentrace proteinu [dle
Bradfordové g, = 582,0ug.ml™. Vzorek byl dale fecistén pomoci IMAC chromatografie.

Krok 5: v

IMAC chromatografie byla provadna za laboratorni teplotyiippH 8,0. TEV-PR byla z kolony
uvoliovana linearnim gradientem imidazolu (0 - 0,5 MOwsl) i pritoku 2,0 ml.mif® (Obr. 32).
Jednotlivé frakce byly odebirany po 2 min.

Krok 6: v

Frakce s nejvys§sim obsahem TEV-PR (5-9) byly spgjgficemz celkovy objem byl 21 ml. Ve spojenygh
frakcich byla poté stanovena koncentrace proteli@Brhadfordovecy. = 288,2ug.mi,

Krok 7:

Frakce byly rozdleny na dva stejné podily,fipemz jeden z nich byl fgeiSttn pomoci katexov
chromatografie  pH 7,0 a druhy byl dialyzovan v refoldingovém pug 25% glycerolem. Ten byl pojé
piecisten také pomoci katexové chromatografie a‘lepbi 6,0.

IMAC chromatograﬂe Katexové chromatografie
Krok 8a: Krok 8b:
U nedialyzovaného vzorku bylo upraveno pH|[nBéhem dialyzy doSlo ke zmenSeni objemu vzofku
7,0 a poté vem byla stanovena koncentrafe 11 ml na 6 ml. Vzorek byl potéfeEn 10x
proteinu dle Bradfordovég,: = 266,0ug. mr™. vazebnym pufrem ,B1“ obsahujicim 25% glycerpl.

Hodnota pH byla upravena na 6,0. Ve vzorku Hyla
stanovena koncentrace proteinu dle Bradfordgvé:
Corot = 30,82ug.ml™.

Krok 9a: v Krok 9b: v
Purifikace prova&ha pomocikatexu probihala 1Purfkace prova&éha pomocikatexu probihala zg
I

laboratorni teploty f pH 7,0. TEV-PR byld laboratorni teploty # pH 7,0. TEV-PR byla
z kolony uvohovana linearnim gradientem NafCk kolony uvohovana linearnim gradientem Na
(0-1M ved40ml) @ pritoku 2,0 ml.mif. [}l (0-1M ve100ml) § pratoku 2,0 ml.mirt
Jednotlivé frakce byly odebirany po 2 min. (Obr. 34). Jednotlivé frakce byly odebirany po

4 min.

l l
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Krok 10e¢: Krok 10k:

Frakce s nejvy$Sim obsahem TEV-PR (5-6)
spojeny. K nim byly fidany frakce z promyvan(|, spojeny, picemz celkovy objem byl 12 ml. V
vnichz byl na zaklad vysledku z tricinov spolenych frakcich byla poté stanovena koncent
elektroforézy prokazan obsah TEV-PR. Celkguyroteinu dle Bradfordové:c,o = 73,28ug. mr™.
objem poté byl 16 ml. Ve spojenych frakcich bjlKoneény vytézek proteinu:; 0,88 mg ve 12 ml
stanovena koncentrace proteinu dle Bradfordfjveé:

Corot = 66,39ug.ml*. Kone¢ny vytézek proteinu:
1,1mgvieml

Na zéklad vypcoctu izoelektrického bodu TEV-PR (pl = 8,37) bylostjno, Ze i
pH < pl nese kladny naboj, tudiz se vaze na katetamto pipact byla pro gecisteéni

11

Brakce s nejvy§Sim obsahem TEV-PR (7-9) hyly

ace

buné¢ného supernatantu pouZzita chromatografie na anéixpHp 7,5. Ri pouziti tohoto

druhu chromatografie vzorek s obsahem Zadanéheipwkolonou pouze protekl, a

to

s tim, Ze se na kolerzachytily takové balastni proteiny, které bylff fpmto pH nabity

zaporrg (krok 3).

Na zaklad vysledku z tricinové elektroforézy (Obr. 30 a 3ylo zjiS€no, Ze po

provedeni chromatografie na anexu nedoS$lo k vyzéaminnavazani TEV-PR na kolonu

(krok 4).

67 kDa —

45 kDa —

29 kDa —
TEV-PR

21 kDa —

12,5 kDa —

Obr. 30: Fotograficky zaznam geld. 1 z tricinové elektroforézy po provedené anexové
chromatografii gi pH 7,5.

1 - SDS Page Protein markerR, 2 - komeegn¢ dodadvana TEV-PR [8l], 3 - TEV-PR ged
nastikem na kolonu [2ul], 4 - resuspendovana srazenina [d]0 5 - FT [2pl], 6 - promyvani
[5wl], 7 - frakce 1 [15ul], 8 - frakce 3 [15ul], 9 - frakce 5 [1Qul], 10 - frakce 6 [5ul]
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

67 kDa

45 kDa

29 kDa TEV-PR

21 kDa

12,5 kDa

Obr. 31: Fotograficky zaznam geld. 2 z tricinové elektroforézy po provedené anexové

chromatografii gi pH 7,5

1 - SDS Page Protein markeriR, 2 - kometné doddvana TEV-PR [8l], 3 - frakce 7 [2ul],

4 - frakce 8 [2ul], 5 - frakce 9 [2ul], 6 - frakce 10 [2ul], 7 - frakce 11 [ZAul], 8 - frakce 13

[2 ], 9 - frakce 15 [2ul], 10 - frakce 17 [Aul]

Vzorek pecistény pres anex byl dale purifikovan pomoci IMAC chromatdgr [i
pH 8,0. Piib¢h této chromatografie je znazémna Obr. 32Krok 5).

1,1 100
1 1 90
0,9 1 80
038 1 70
_ {60 F
':'o 0.6 1 50 __é
< 05 1 a0 :é
0,4
0.3 1 30
0.2 1 20
0,1 1 10
0 ' : ' 0
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Viute [ml]

Obr. 32:Pribeh afinitni chromatografie na vazanych?Niontech pi pH 8,0 Modra
krfivka znazotuje pribéh uvoliovani TEV-PR z kolony aervena kfivka pribéh
linearniho gradientu imidazolu (0 - 0,5 M v 50 milode zbarvendcisla oznauji

frakce, které byly po provedené chromatografii spgj
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Na zaklad absorbanceip280 nm, stanoveni koncentrace proteinu dle Braidiog,
piip. na zéaklad vysledki z tricinové elektroforézy byly po provedené IMAC

chromatografii spojeny frakce s nejvyssim obsah&¥-PR krok 6). V tomto gipack to
byly frakce 5 az 9 (Obr. 33).

29 kDa — TEV-PR

Obr. 33:Fotograficky zdznam gelu z tricinové elektroforgmyprovedené IMAC chromatografifip
pH 8,0.

1 - kometn¢ dodavana TEV-PR [8l], 2 - frakce 4 [2Qul], 3 - frakce 5[15 pl], 4 - frakce 6[10 pl],
5 -frakce 7[10 pl], 6 - frakce 8[10ul], 7 - frakce 9[15 pl], 8 - frakce 10 [15ul], 9 - frakce 14 [2Qul],
10 - frakce 16 [2Qul]

Cervert jsou ozngeny frakce, které byly na zakkagysledku z tricinové elektroforézy spojeny.

Spojené frakce byly poté roddny na dva stejné podilyfipemz jeden z nich byl
purifikovan pomoci chromatografie na katexdi pH 7,0 a druhy byl dialyzovan
v refoldingovém pufru s 25% glycerolem. Ten byl éopurifikovan také pomoci

chromatografie na katexu, aléi pH 6,0 krok 7). Jeji pfibeéh je znazorén na Obr. 34
(krok 9b).
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Viutr [ml]

0,11 : . . 100
1 90

0,09 |- 1 0
17
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0,03 |- 1 30
0,01 1%
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Obr. 34:Pribeh katexové chromatografieipH 6,0 Modra kiivka znazotuje pribeh

uvoliovani TEV-PR z kolony dervena kfivka pribéh linearniho gradientu NacCl

(0-1M v40 ml) Modre zbarvenacisla oznauji frakce, které byly po provedené

chromatografii spojeny

Na zaklad absorbanceip280 nm, stanoveni koncentrace proteinu dle Braidiog,

piip. na zaklad vysledki z tricinové elektroforézy byly po provedené chroogaafii na

katexu @i pH 6,0 spojeny frakce s nejvysSim obsahem TEV{RRk 10b). V tomto

piipads to byly frakce 5 az 9 (Obr. 35).

116 kDa

67 kDa

45 kDa

29 kDa

21 kDa

12,5 kDa

TEV-PR

Obr. 35:Fotograficky zdznam gelu z tricinové elektroforpayprovedené

katexové chromatografiippH 6,0.
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1-SDS Page Protein marker (R, 2 - komegné¢ dodavana TEV-PR
[3 ul], 3 - frakce 8[10 ul], 4 - frakce 9[15 pl], 5 - frakce 10 [3Qul]
Cervert jsou ozndeny frakce, které byly na zakkadysledku z tricinové

elektroforézy spojeny.

Porovnanim konmych vygzka z purifikaci obou forem TEV-PR, a to inkluzi a
burééného supernatantu, bylo zggb, Ze vysSich vg¥ka bylo dosazeno ip purifikaci
TEV-PR ve forn¢ inkluznich ¢tlisek. V gipact inkluzi bylo z 0,5 L média ziskano cca
6 mg, kdezZto vfipact buni¢ného supernatantu byly z 0,5 L média ziskany pacze
2 mg.

Prevedeme-li inkluze do nativni formy, je tvorba t&@Zeniny svym Zisobem i
vyhodna, a to z tohoigtodu, Ze vlastni bakterialni proteiny se do inkloetukladaji, takze

protein v nich usazenyiie byt pongrn¢ cisty.
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16 STANOVENI KINETICKYCH PARAMETR U TEV PROTEASY

Jednim z hlavnich ciltéto diplomové prace bylo stanovit kinetické pagtinKy a
Keat pro pipravenou TEV-PR a porovnat je s parametry kamedodavané AcTEV-PR.
Stanoveni bylo zaloZzeno na separaci fragineahiklych S&penim peptidového substratu
TEV proteasou. Separace byla prosda metodou vysok@inné kapalinové

chromatografie (HPLC) na reverzni fazi.

Stepenim peptidu, jehoZ priméarni strukturu fieo aminokyselinova sekvence
TENLYFQSGTRR, vznikly dva fragmenty, a to: (1) TEXEQ a (2) SGTRR. Ty byly na
pouzité kolo® Reprosil 100 C18 separovany na zaklglich odliSnych hydrofobicit. Z
aminokyselinového sloZzeni obou fragmemte vikt, Ze prvié jmenovany fragment je
hydrofobrgjSi nez fragment druhy, cozZ jetgmbeno tim, Ze fragment 2 neobsahuje Zadnou
z hydrofobnich aminokyselin, jeho sekvence jeigwa pouze aminokyselinami polarnimi

a bazickymi (viz. Tab. ).

Na chromatogramech, které byly vysledkem HPLC analyyl pozorovan pik
nesStpeného substratu a pik fragmentu 1. Fragment 2ehybvan v mrtvém objemu
z daivodu své hydrofilni povahy a jeho pik je tudiekryt ne&istotami pochazejicimi
z reakni snesi S€pené TEV-PR.

Jak je mozno viét na Obr. 36 pik ne§peného substratu byl eluovan v reteim

objemu 7,2 ml a pik fragmentu 1 v retaim objemu 20,4 ml.

mrtvy objem necistoty nestépeny peptidovy fragment 1
kolony A\ substrat »
[ 3 ro 4 N\
1

~

16,737 19 S~
17,533 20

I 12

Y a107 13
12,343 16

314,400 17
31,133 23
34,410 24

2

&

4

BEEERE

—
—
—

Titne [mir.]

Obr. 36:Pribeh chromatografického zaznamu
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Vedle zmignych piki byly na chromatogramech pozorovany i piky jiné.mghly
odpovidat kyseli& tetrafluoroctové (ta bylaifiomna jak v reasni snesi, tak v mobilni
fazi, picemz jeji procentudlni zastoupeni v obou z nich leeltejné), pipadré dalSim
latkdm v reakni snesi. Kazdému z pik odpovida ufity retertni cas. V rekterych
piipadech byly nagteny mirré odliSné hodnoty reténich¢asi, coZ mohlo byt zfisobeno
drobnymi odchylkami ve sloZeni nopripravené mobilni faze.

Zda piky na Obr. 36 opravdu nalezely gpéhému substratu a fragmentu 1, bylo
zZjisténo nasledujicimi zisoby:

a) v piipact neS€peného substratu byla provedena HPLC analyza¢néakresi, ktera
neobsahovala TEV-PR (Obr. 37)

mrtvy objem necistoty nestépeny peptidovy
kolony AA substrat
» [ <

14,487 16
~

33353 24
34070 25
34943 26
39,377 27
35,600 25
39930 29
41,820 3

:

12937 15

17820 17

21220 18
— 28487 %8
- 30 2

29780 23
— 40993 30
Jag;g;g #

_

(=1
=<
(=
e
w
=
=
=4

Tirme: [min.]

Obr. 37:HPLC analyza reatni sn¥si bez TEV-PR

b) v ptipadt fragmentu 1 byla provedena HPLC analyza &aakmnesi, v niz byl peptidovy
substrat TEV proteasou totélrmzsepen (Obr. 38).
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mrtvy objem necistoty fragment 1
kolony >
[ 3

1777 --» o

"‘r_zz-.—=-‘|-|,ﬁc13-13-—--—---—>

12740 14
13297 15
14140 16
16753 17
19080 18
20480 19
23847 22
4590 23
25580 24
27ES3 25

—{ 55083 38

0947 30

43085 37

RERGEE

THEE B
—=4.237 33

=1
=<
(=
o
(=
gl

Titne [mir.]

Obr. 38:HPLC analyza reakni snesi s total rozSepenym peptidovym substratem

Témito uvedenymi zfisoby bylo téZz o&fovano, a to po provedenickierych
purifikaénich kroki, zda je pipravend TEV dostate¢ aktivni, tzn. Stpi-li peptidovy
substrat na specifickém mist

16.1 MERENiI ENZYMOVE KINETIKY TEV PROTEASY POMOCI
HPLC METODY

Enzymové kinetiky jak fipravené, tak komen¢ dodadvané TEV-PR byly &ieny
pomoci HPLC metody. Aby se natané rychlosti enzymovych reakci co nejvice blizily
rychlostem p&ateinim, bylo poteba utit jednak optimalni mnozstvi TEV-PR v raaich
smesich a jednak optimalni dobu inkubagehto sngsi.

16.1.1 MERENI ENZYMOVE KINETIKY P RIPRAVENE TEV PROTEASY

Enzymovéa kinetika fipravené TEV-PR byla #ffena v prosedi dvou #éznych
kinetickych puffi — KP1 a KP2.

A) Meéreni enzymové kinetiky v proskedi kinetického pufru KP1

Na zaklad celérady nefeni byly nejprve stanoveny optimélni réeakpodminky, za
kterych HPLC analyza probihala. Réakpodminky byly nasledujici:

a) do reaknich snési bylo pipetovano po 044 TEV-PR,

b) ptipravené reakni snesi byly inkubovany po dobu 15 min.
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Veskera nariena data jsou uvedena v Tab. XV.

Tab. XV: HPLC analyza ppravené TEV-PR s pouzitim kinetického

pufru KP1
Cs [MM] S [mV.s7] F1[mV.s? Vo [MM.s™]
2,5 28 015,981 390,954 3,478710
2,0 25 609,496 384,704 3,423710
1,5 19 611,712 374,742 3,334710
1,0 13 718,935 358,414 3,189710
0,601 8 8 721,709 320,684 2,853°10
0,401 2 5 419,406 273,990 2,438°10
0,300 9 4 236,329 227,104 2,020°10
0,200 6 2 175,460 169,097 1,504°10
0,100 3 1 328,416 101,755 9,053°10
0,080 2 1187,581 85,596 7,615%0
0,060 2 840,367 66,465 5,913%0
0,040 1 802,749 43,814 3,898.16
0,030 1 780,011 31,839 2,833.16
0,020 1 734,544 18,455 1,642.16

Cs - findlni koncentrace peptidového substratu véealsnesi [mM], S - plocha piku

nestpeného peptidového substratu [mY],sF1 - plocha piku fragmentu 1 [mVs

Vo - posatesni rychlost enzymové reakce [mM]s

Z nantfenych dat v Tab. XV byla sestrojena satoiakiivka, tj. zavislost péateni

rychlosti vo enzymové reakce na koncentraci substrétwza konstantni koncentrace
enzymuE,. Plochy piki odpovidajici iznym koncentracim substratu v réaksmnesi byly
piepaiitany na hodnotyy. P vypoétu se vychéazelo z velikosti plochy piku fragmentu 1
za podminek Uplného roZgeni substratu. ProtoZe plocha odpovidd znamé wistup
koncentraci substratu, je mozno Zegqpokladu linearni zavislosti mezi plochou pikuaFl
mnoZstvim roz&peného substratu vypivat Ubytek koncentrace substratu pro jetngé
koncentrace. Satutai kiivka TEV-PR, jejiZ stanoveni probihalo v kinetick@uifru KP1,
je zobrazena na Obr. 39.
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Obr. 39: Satura’ni kfivka pfipravené TEV-PR v prosdi kinetického
pufru KP1

B) Méreni enzymové kinetiky v proskedi kinetického pufru KP2

Méteni enzymoveé kinetiky v pragdi kinetického pufru KP2 nebylo tak idealni jako
v pripact pufru KP1, protoZe Zasovych a technickychidodi nebyly jednak dostate¢
optimalizovany reasni podminky a jednak nebylo nareno tolik hodnot p&étesnich
reakinich rychlosti. Reaki podminky byly tudiz zachovany jako ¥igpact méreni

enzymové kinetiky v pufru KP1, tzn.:

a) mnozstvi TEV-PR pipetované do reéakch snési bylo 0,5ul,
b) pfipravené reakni snesi byly inkubovany po dobu 15 min.

VeSker4 data, ktera byla n&fana i této HPLC analyze, jsou uvedena v Tab. XVI.
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Tab. XVI: HPLC analyza pipravené TEV-PR s pouzitim kinetického

pufru KP2

Cs [MM] S [mV.s7] F1[mV.s? Vo [MM.s™]
15 19 185,985 432,522 3,848310
1 14 122,595 423,357 3,766110
0,601 8 10 534,178 404,458 3,598°10
0,401 2 5 765,427 368,256 3,276°10
0,300 9 4 815,960 330,124 2,937°10
0,2 4 115,834 268,822 2,39210
0,08 3411,695 160,537 1,42830
0,030 1 502,207 67,585 6,013%0
0,02 462,354 47,244 4,203:90

Cs - finalni koncentrace peptidového substratu veaknesi [mM], S - velikost plochy
piku nedtpeného peptidového substratu [m¥, <1 - velikost plochy piku fragmentu 1

[mV.s?], vo - patateini rychlost enzymové reakce [mM]s

Z nameienych dat v Tab. XVI byla @p sestrojena satutai kiivka (Obr. 40).

4,5E-05 . : : :
4,0E-05
3,5E-05
= 3,0E-05

1

= 2,5E-05

lL.ILs

2,0E-05

Vo [mmo

1,5E-05
1,0E-05

5,0E-06

0,0E+00 . . . .
0 0,5 1 1,5 2 2,5
¢, [mmol.I""]

Obr. 40: Satura’hi kiivka pipravené TEV-PR v prosdi kinetického
pufru KP2
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16.1.2 MERENI ENZYMOVE KINETIKY KOMER CNE DODAVANE TEV
PROTEASY

Méeieni enzymoveé kinetiky bylo provedeno i pro kotmérdodavanou AcTEV-PR

(od fy Invitrogen) Radou pokus byly nalezeny tyto optimalni reéki podminky:

a) realkéni snesi byly inkubovany po dobu 10 min,
b) pipetované mnoZstvi TEV-PR do reéakch snési bylo 0,1ul.

V Tab. XVII jsou uvedena data n&iena i této HPLC analyze.

Tab. XVII: HPLC analyza komeéne dodavané TEV-PR s pouZitim
kinetického pufru KP1

s [mM] S[mV.s? F1[mV.sY Vo [MM.s™]
2,5 23 762,555 260,724 3,479310
2,0 18 630,899 257,221 3,433310
1,5 15 185,144 252,572 3,371730
1,0 13 725,102 245,491 3,276710

0,862 9 10 907,861 237,405 3,168°10

0,5753 7 251,655 214,757 2,866°10

0,287 6 3772,777 155,691 2,078°10

0,143 8 1 939,584 85,233 1,137%10

0,1151 1423,067 68,05 9,081°%0

0,0719 365,069 33,37 4,45380

0,057 5 336,621 24,312 3,24480

0,0431 306,116 15,977 2,13280

0,028 8 282,234 7,334 9,78710

Cs - finalni koncentrace peptidového substratu v¢eaknesi [mM], S - velikost plochy
piku nestpeného peptidového substratu [mV],s1 - velikost plochy piku fragmentu 1
[mV.s™], v - pasatesni rychlost enzymové reakce [mM]s
Na Obr. 41 je zobrazena sattmé kiivka, kterd byla sestrojena z né&fenych dat
uvedenych v Tab. XVII.
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Obr. 41: Satura’ni kfivka kometne dodavané TEV-PR v prasdi
kinetického pufru KP1

16.2 STANOVENI KINETICKYCH PARAMETR U PRIPRAVENE A
KOMER CNE DODAVANE TEV PROTEASY

Kinetické parametry rovnice Michaelise a Mentend¥g a Vmax byly stanoveny
metodou poatecnich reaknich rychlosti. Aby mohla byt metoda aplikovandolyro sérii
realkénich sngsi o konstantni koncentraci enzymutamé koncentraci substratu néieno
co nejvice hodnot gateinich reaknich rychlostivo. Zminéné kinetické parametry byly
poté ziskany pomoci nelinearni regrese s vyuzitiftwarového vybaveni. Existuje cela
fada progran, které vyhodnocuji konstantf{y a Vmax V ramci diplomové prace byl
pouzit program LENZFITTER" (ver.1.03). Rychlostnkonstanta k., premeny
enzym-substratového komplexu na produkt byla tgma ze vztahMmax = Eo.Kea, kdeEg
je koncentrace daného enzymu vygth v mM. Koncentrace obou enzyntj. pripravené
a komeén¢ dodavané TEV-PR, byly stanoveny metodou dle Braliee a vyjageny
v jednotkach hmotnostni koncentrace:

a) piipravena TEV-PRcy, = 1 230,9ug.mi?,
b) komekns dodavana AcTEV-PRe, = 1 811,0ug.mi™.

Uvedené koncentrace bylo nutnféepaiitat na koncentrace latkové, a to na zaklad
jejich molekulovych hmotnosti. Ty byly &eny z jejich primarnich sekvenci s uZzitim
jednoho z mnoha prograndostupnych na internetu [43, 44]. Jak pfpmvenou, tak pro
komekné dodavanou TEV-PR plati nasledujit; = 28,3 kDa. B piepditech na latkové
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koncentrace bylo zohledno i to, kolikrat byl dany enzym v re&ki smési o objemu 4Ql
zredkén. V pripadt pripravené TEV-PR (jak v pufru KP1, tak v pufru KR®) bylo fedni
v poneru 1:80, v pipadt komeegné dodavané AcTEV-PR v pafru 1:400. V Tab. XVIII

jsou uvedeny kinetické parametry néleZejigpavené a komeéné dodavané TEV-PR.

Tab. XVIII: Nan¥rené a vypétené parametry enzymovych kinetikippavené a
komerné dodavané TEV-PR v praeti kinetickych pufr KP1 a KP2

Stanoveni Ky [MM] Vinax [MM.s7] Keat [S7]
Ptipravena TEV-PR v KP1 0,31 4,03910 0,074
Ptipravena TEV-PR v KP2 0,16 4,4110 0,081
Komerni AcCTEV-PR v KP1 0,35 4,210.f0 0,26

Kw - Michaelisova konstanta [MM}may - maximalni (limitn) rychlost enzymové reakce [nsV],
keat - rychlostni konstanta f$
Méefeni enzymoveé kinetiky fipravené TEV-PR v kinetickém pufru KP2 bylo

provadno na zaklad uréeni Ky pripravené TEV-PR v pro&tdi kinetického pufru KP1,
jejiz hodnota byla 0,31 mM. Ta byla poté porovn&hodnotou publikovanou, a to
Kv = 0,041 mM [27]. Jak je mozno it tak se ob uvedené hodnoty od sebe dosti liSi.
Jednim z dvodi, pra tomu tak mohlo byt, je to, Ze &eni enzymové kinetiky, které
provadcli Kapust a kol. [27], probihalo za jinych reaich podminek, a to v prdstdi
kinetického pufru KP2.

Z Tab. XVIII, ale i z jednotlivych satutaich Kivek vyplyva nasledujici:

1) hodnotyKy pripravené a komeén¢ dodavané TEV-PR, jejichz enzymové kinetiky byly
meieny v prostedi kinetického pufru KP1, jsou si blizké. Na zéklazjiStenych
vysledk Ize usoudit, Ze oba zmimé enzymy maji v pro&di kinetického pufru KP1
priblizn¢ stejnou afinitu k peptidovému substratu, ktery byhem diplomové prace
pouzivan.

2) porovname-li hodnotKy pripravené TEV-PR, u niZ bylo &eni enzymové kinetiky
provadno v prostedi dvou fiznych pufi, a to KP1 a KP2, zjistime, Ze hodnd{a
uvedena v Tab. XVIII jako druha v padi Ky = 0,16) se vyrazhpiiblizila k hodno#
publikované Ky =0,041). Rozdily mezi prvnimi é&ma hodnotami v Tab. XVIII
mohly byt zmisobeny ®kterym z faktoé ovliviiujicich aktivitu enzymu, jako je pH
prostedi nebo sloZeni puifr

Protoze Stpeni substratu probihalo pokazdé za stejné tepioty, i 30°C, lze
vliv teploty timto vylowit.
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Jinak tomu bylo ale vijfpads pH prostedi, které bylo v obou kinetickych pufrech
jiné — v pufru KP1 nlo pH hodnotu 8,0, kdezto v pufru KP2 7,0. Jak byledeno
v kapitole 5.3.2, je TEV-PR aktivni v rozmezi pH06,8,5. Z hodnoKy nalezejicich
piipravené TEV-PR Ize usoudit, Z¢i pH 7,0 byla aktivita enzymu vysSi ne# pH
8,0.

DalSim z faktoit majici vliv na uéeni Ky muze byt samotné slozeni ptfr
Kineticky pufr KP2 obsahoval na rozdil od pufru KPQ% glycerol a 800 mM NacCl.
Vliv téchto cinidel nebyl detaild studovan, je pouze znamo, Ze glycerol neméa
nepiznivé &inky na aktivitu TEV-PR [35]. Na druhé str@anponerné vysoka
koncentrace NaCl fize zvySovat hydrofobni interakce mezi enzymem atsatem.

3) stanovenKy pomoci programu ,ENZFITTER" neni sice aZ tak icable je pesrgjsi
nez vyhodnoceni grafické. Je totigpbeno tim, Ze prvni body na satimiakiivce jsou
podhodnocené vidledku jednobodové aproximacecpteEni rychlosti, a to tim vice,
¢im mensSi je koncentrace peptidového substratu. orimviar saturéni kiivky
neodpovida fesre tvaru @aekavané hyperboly.

4) porovname-li hodnot.,: piipravené TEV-PR, jejiz enzymova kinetika byla&tena
v prostedi dvou fiznych pufii, zjistime, Ze jsou v obouipadech stejné. V porovnani
s hodnotou publikovanou, a kg,= 0,19 & [27], jsou ale tyto hodnoty cca 2,5x mensi.
V piipad komekné dodavané ACTEV-PR je hodnokgy oproti publikované hodnét
zase 0 #co vysSi. Mvodem, prd jsou hodnotyk.,: pripravené a komeén¢ dodavané
TEV-PR tak odliSné od hodnoty publikovanéjza byt to, Ze:

a) stanoveni koncentrace proteinu metodou dle Bradf@reheni az takipsné,

b) preparat fipravené TEV-PR, ktery byl pouZivaripméieni enzymovych kinetik,
nemusel byt jestuplné cisty. Mohl obsahovat balastni proteidy Spatré sbalené
molekuly TEV-PR, coZ mohlo zvySovat celkovou kortcadi proteinu ve srovnani
S proteinem nativnim.

c) komekné dodavana AcCTEV-PR neobsahuje ve svém proteinoieizci mutace
zvysuijici jeji rozpustnost, ato T17S, N68D a I77V.

Rozdil mezi publikovanou hodnotd€iy a hodnotou (fip. hodnotami)Ky, ktera byla
stanovena v této diplomové praciistava nevysstlen. K objasgni této otazky by bylo
potreba provést vice &heni za tiznych reaknich podminek, coz nebylo v ramci této prace

z ¢asovych dvodia mozné.
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ZAVER
Cilem diplomové prace bylo optimalizovat podminkyogukce a purifikace

rekombinantni TEV proteasy B. coli. Optimalizace spdvala hlavé v tom, aby bylo

dosazeno co nejvys&istoty a vyEzku Zzadaného proteinu.

V prvétadk byly navrZzeny d¥ varianty gef.. Prvni z nich obsahovala mutaci S219V,
kterou bylo potldena autoproteolyza TEV-PR. Druha varianta zahrreokedn® zmirgné
mutace S219V je&tdalSi ti mutace, a to: T17S, N68D a 177V. Ty byly do pimtvého
iettzce genu zdenény z divodu zvySeni rozpustnosti TEV-PREv coli. Okg varianty
geni byly pfipraveny Uplnou syntézou, tj. spojenim syntetickytigonukleotidh délky
80 bp, pomoci PCR reakce. Ta ptbla ve dvou, po sabjdoucich amplifikénich krocich.
Tento postup zajistil specifickou amplifikaci pouz#&daného produktu a paténi

nezadoucich vedlejSich prodikt

DalSim krokem diplomové prace, ktery byl pro#ddna jiném pracovisti, bylo
zaklonovani obou variant gémejprve do plasmidu pUC19 a poté do expresnihsnpizu
pET22-b. Posledh jmenovany plasmid nesoucitiglusny gen byl transformovan do
bakterie E. coli. Exprese probihalafipdvou fiznych teplotach, a totp20°C a 37°C.
V prvnim pipad byl Zadany protein tden v cytoplas@ ve forme burg¢ného
supernatantu, tj. v nativnim stavu, v druhénipad ve forme nezadoucich inkluznich
télisek. Ty bylo nutné ied vlastnimi purifikdnimi kroky nejprve rozpustit v denatdrdm
pufru obsahujicim 9 M mmvinu a poté je dialyzovat proti refoldingovému muf
s obsahem glycerolu, ktery tak branil vzniku netstpych agregatTEV-PR. Tim bylo

dosazenoigvedeni proteinu do nativni konformace.

Purifikace TEV-PR byla nejprve prové&ma podle postupu uvedeného v jedné
z publikovanych praci [48]. ProtoZze nebylo dosaZespokojivého vysledku, bylo od
tohoto postupu dale upésb. Zadany protein byl poté purifikovan na zaklaslych
znamych vlastnosti, jako je napeho molekulova hmotnost, izoelektricky b&idsekvence
AMK v proteinovémretézci. Byla pouZita celéada chromatografickych metod zaloZenych
na rozdilnych principech, a to afinitni chromatdigrana véazanych Ni iontech,
chromatografie na katexu a anexu, gelovd peénieachromatografie. U &sSiny
provadgnych purifikaci byla jako prvni pouzivana IMAC chmatografie zaloZzena na
interakci mezi Ni* ionty a histidinovou kotvou, ktera bylafigdna na C-konec

proteinového fettzce TEV-PR. DalSim purifikanim krokem bylo pouZiti katexové



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 100

chromatografie. Ta byla pouZivdna na za&laokeni izoelektrického boduftipravené
TEV-PR, ktery byl porérné vysoky, a to pl =8,37. Pod touto hodnotou bylaviER
nabita klads. U nekterych preparédt byla na zakladl vysledki z tricinové elektroforézy

pouzita jako ddistovaci metoda gelova pernied chromatografie.

Aktivita purifikovanych preparét TEV-PR byla o¢fovdna pomoci HPLC metody,
kterou byly analyzovany redki snmési obsahujici synteticky peptidovy substragpeni
substratu TEV proteasou probihalo po dobu 2 h &.2Bylo zjiS€no, Ze aktivita
piipravené TEV-PR byla mnohdy vysSi nez u katnédodavané AcTEV-PR.

Pred samotnym zahjeniréchto analyz byly nastaveny rea podminky pro HPLC
metodu. V ramci vyvoje metody pro stanoveni akyidityly testovany izné moznosti
provedeni a sloZzeni mobilni faze a nakonec bylanuta HPLC metoda s isokratickou

eluci, ktera znamenala Uspa@asu oproti éive popasné metéd gradientovou eluci [27].

Na zaé¥r diplomové prace byly u fjpravené a koméné dodavané TEV-PR
v prostedi dvou fiznych pufii stanoveny kinetické parametiy, akea. Pouzité kinetické
pufry se od sebe liSilytpdevSim rozdilnymi hodnotami pH. Ziskané hodni§ty a keat
byly porovnany jednak mezi sebou navzajem a jednbhkdnotami publikovanymi [27].
Bylo zjiSttno, Ze hodnotKy pripravené a komeéné dodavané TEV-PR, jejichz enzymové
kinetiky byly meteny v pufru o pH 8,0, byly fiblizn¢ stejné, avSak v porovnani
s publikovanou hodnotou se neshodovalyv@em mohlo byt to, Ze stanoveni hodnoty
Kwm, kterou ve své préaci publikovali Kapust a kol. Jj23ylo prova@no v prostedi pufru o
pH 7,0. Vzhledem k tomu bylo &feni enzymové kinetiky provedeno i v pi@sti pufru o
niz§im pH, ale zasovych dvodi to bylo mozné jen u fjpravené TEV-PR. Takto
stanovena hodnotKy se vyraza priblizila k publikované hodnét Rozdil mezi obma

témito hodnotami éstava ale nevystien.

Co se rychlostni konstantg,: tyka, tak rozdil mezi hodnotamftipravené TEV-PR,
jejichz enzymové kinetiky byly steny v prostedi pufru o pH 7,0 a 8,0, byl minimalni.
V porovnani s hodnotou publikovanou [27] byly ajgot hodnoty niZSi, coZz mohlo byt
zpiasobeno tim, Ze pouZzité preparaty TEV-PR nebyly bédoéteni enzymovych kinetik
az tak upl# cisté. Hodnotd.,; komekné dodavané AcTEV-PR byla naopak éco vysSi.
Divodem mohlo byt hlavhto, Ze komemné¢ dodavand AcTEV-PR obsahuje ve svém
retézci pouze mutaci S219V.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

TEV
TVMV
M,
ATP
DNA
kbp

bp
X-gal
dATP
dCTP
dGTP
dTTP
dNTPs
Mg2+
RNA
kDa
MRNA

rRNA

tRNA
TEV-PR
PMSF
AEBSF

TLCK

Tobacco etch virus.

Tobacco vein mottling virus.
Relativni molekulova hmotnost.
Adenosin-5'-trifosfat.
Deoxyribonukleova kyselina.
Kilo baze.

Pary bazi.

5-bromo-4-chloro-3-indoly-D-galaktopyranosid.

2’-deoxyadenosin-5'-trifosfat.
2’-deoxycytidin-5'-trifosfat.
2'-deoxyguanosin-5’'-trifosfat.
2'-deoxythymidin-5'-trifosféat.
Deoxyribonukleotidtrifosfaty.
Horecnaty.

Ribonukleova kyselina.

Kilo Dalton.

Mediatorova RNA.
Ribozomalni RNA.
Svedberg.

Transferova RNA.

TEV proteasa.

Fenylmethylsulfonylfluorid.

4-(2-aminoethyl)-benzensulfonylfluorid-hydhdorid.

Tosyl-L-lysin-chlormethylketon.
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EDTA Ethylendiamintetraoctova kyselina.

DTT Dithiothreitol.

MES Kyselina 2-(N-morpholino)ethansulfonova.
AMK Aminokyselina.

HAc Kyselina octova.

ODgoo Opticka hustotaip 600 nm.

IPTG Isopropylp-D-thiogalaktopyranosid.
TEMED N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin.

SDS Dodecylsiran sodny.
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PRILOHA P I: D ELENIi RESTRIK CNiCH ENDONUKLEAZ TYPU I

[49, 50]

Podtyp

Obecna charakteristika

Ortodoxni

Jsou to takové enzymy, které rozpoznavaji tzv.igaabmovou“ sekvenci o délce 4 -
bp. Uvnit této sekvence pak&ti molekulu DNA. Stpeni poskytuje bdi zarovnané, tzv
tupé konce, vznikajici uprastd rozpoznavaci sekvence, nebo tzv. kohezni karwe
jsou jednovlaknové Usekyiginivajici na 3' nebo 5-koncich. Nejznéjsim a nejlépe
prostudovanym zastupcembgeadRl:

A

Jsou to takové enzymy, které rozpoznavaji asynkewic(nepalindromovou) sekven
nukleotidh bez ohledu na to, zdaspeni probihd mimo tuto sekvenci nebo uvnit Jed-
nim ze zastupc této skupiny, ktery stoji za zminku, jBpulOl. Jde o dime
s neidentickymi podjednotkami, z nichz kazda jepmddna za 3fpeni jednohdetizce
molekuly DNA.

[=A

1B

Jsou to takové enzymy, kter€pdt molekulu DNA na obou stranéch rozpoznavaci sek
ce. Jako fiklad Ize uvésBpll, ktery S&pi obs viakna DNA nasledujicim Zgobem:

5 =Xz Xa - X H{CHAHCH OO HCHTHCH X - Xa - - Xus Jp 37

Ic

Jsou to takové enzymy, jejichz struktura jeréra z restriénich a modifik&nich domén,
které nese jednoduchy polypeptidokgiézec. Jednim z prénobjevenych enzyin této
skupiny bylBcd:

lE

Jsou to takové enzymy, které v cilové sekvenci entidii vyzaduji pro efektivigSi Sg-
peni DNA d¥ specifick&d mista, z nichz jedndeglstavuje cil $peni a druhé dodavén-
to enzyntim odpovidajici konformaci, aby byly aktivni (tzre, druhé misto funguje jaki
allostericky efektor). Jednim z nejlépe prostudgehrzastupt je nag. Nad:

s {GHCHCHEHGHCHS
F{CHeHeHcHeHG!S

*

(=]
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Jsou to takové enzymy, které vyzaduji siejmko enzymy typu IIE v cilové sekvengi
nukleotidi dvé specificka mista s tim rozdilem, Zeégbou cilem &tpeni. Mezi nejzna
mgjSi zastupce p#itnag. NgaMlIV:

IF

s {GHcHCHEHEHCr
¥{cHeHeHCcHCH et

Jsou to takové enzymy, ktere vykazuji jak restriktak modifik&ni aktivitu, ktera je
nesena jednoduchym polypeptidovyeizcem. Winnost &chto enzymi maze byt sti-
mulovana nebo tlumena kofaktorem S-(5’-adenosytithioninem (zkraceénAdoMet).
Jednim z nejlépe prostudovanych zashuypmapg. Ecab71:

G

¥ {GHAHCHTHTHEHY - {Yush- - ¥ &

Jsou to takové enzymy, které rozpoznavaji spedéfinietylované sekvence &gt je
v piesre definovanych mistech. Nejznéjsim zastupcem jBnpl:

M 5 {CHA"| [Cpa

¥ {c] [A"HG}E

Jsou to takové enzymy, které jsouitmoy d¥ma fiznymi podjednotkami, které vykazuiji
restrilkini a modifik&ni aktivitu. Jako fklad Ize uvésiBsl, ktery vyhledava cilovoy
sekvenci nukleotidl jako heterotetramer:

T
Jsou to takové enzymy, které rozpoznavaji asynk@tnicsekvenci nukleotida obvykle
Stépi mimo tuto sekvenci na jedudruhou stranu vigsré definovanych mistech. Jako
piiklad Ize uvésBbd:

s
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PRILOHA P 1I: CHARAKTERISTIKA EXPRESNIHO VEKTORU
PET-22B

PET-22b(+} sequence landmarks |Bpu1102 1(80)

T7 promoter 361-377 Sac I(190)
T7 transcription start 360 ECOR}-|HI11992§
pelB coding sequence 224-289 ‘ Ngronuzg(g]. )
Multiple clening sites Msc Iﬁ225)
(Neol- XhoT) 158-225 Dra lil(5251) R
His® Tag coding sequence  140-157 — —_ Nde I(288)
T7 terminator 26-72 2548 — Xba I(326) Bgl 11{392)
lacT coding sequence 764-1843 @O?— T SgrA 1(433)
pBR322 origin 3277 — 5ph 1{589)
: o _ PfIM 1{695)
?lla c‘.otl‘jmg sequence 43;? :22; _ApaB I(798)
origin Ll Sca |(4588) &
e
Pyu 1{4478) w0
%; Miu 1{1114)
Pst 1{4353) = % ‘{-Bcl 1{1128)
ey il
| " < ?v Iﬂ | | BstE 11{1295)
o | E | e e
Eam1105 l4108) 1 | PET-22b(+) § H d
, (5493bp) & |
\ f,’f BssH 11(1525)
!
Hpa l{1620)
AlwN 1(3631)
% ~~PshA 1(1959)
3o
1 ?aJ
BspLU11 I(3215) Pspb 11(2221)
Sap 1(3099) —— __,__/ Bpu10 1(2321)
Bst1107 I(286) / | |
Tth111 1(2960) | BspG/I2741)
T7 promoter primer #50348-3
Bl T7 promoter - lac operator _Xbal_ bs
AGATC TCGATCCCOCGAAAT TAATACEACTCACT \Ir\FEFL AATTGTGAGCGGATAACAATTCE [[ TCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA
L Bsp | pelB leader MsclNcol BamH | EcoR| Sac

TATACATATGAAATACCTGC TRCEGACCGCTGCTRCTRGTETGETRETC CTCGCTGE CCAGCLGERAT AT TATCGGAATTAATTCGGATCCGAATTCGAGC TCD
MetlysTyrleuleuPraThrAlcAlodloBlylaul euleuleut lahl eBlnProAleMeth | cMethso ] el |yl leAsnSer AspProAsnSerSer Ser
Eagl Aval* } signal peptidase
Sall  Hind Il _ Notl Xhal His-Tag Bpu102 |
T

CACTCGAGCALCALLACCACCACLAL1GAGATCEGRCT GETAACAAAGCCECAAABGAAGE TRAGTT GOC TECTECCACEGE TRAGCAAT AAD

leleulluHisHisH sHisHisH sEnd
T7 terminator TT7 terminator primer #69337-3
IJ\FIJ‘IN'fLLIILLLGFE\U WAL GEGTCTTEGAGGEGTTTTTTG

PET-22b(+) cloning/expression region




