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Abstrakt

Bakterie Escherichia coli je jednim z nejvice preferovanych organismi pro produkci
rekombinantnich proteind. E. coli je velmi dobfe zavedenym hostitelem, ktery nabizi
snadnou genetickou manipulaci, kratkou dobu kultivace, schopnost kontinualni fer-
mentace a cenoveé dostupna kultivacni media. Pro dosazeni vysoké urovné proteinoveé
exprese, a tedy vysoké produkce rekombinantniho proteinu je tieba provadét optima-
lizace kultivacnich podminek. Pravé na optimalizaci kultivace se zamétuje tato diplo-
mova prace, kde prakticka Cast je zaméfena na produkované enzymy uridin fosfory-
lazu (UP) a purin nukleosid fosforylazu (PNP).

Bakterie E. coli produkujici UP nebo PNP byly kultivovany na Sesti mediich s rtz-
nymi zdroji zivin. Produkce proteint byla ovéfena na spektrofotometru metodou dle
Bradfordové a dale pomoci polyakrylamidové gelové elektroforézy s SDS (SDS-
PAGE). Aktivita enzymu byla méfena HPLC analyzou. Dale byla u vSech vzorkd sta-
novena susina.

Na zakladé vysledkt z téchto analyz bylo vybrano medium Terrific Broth s pfi-
davkem glukézy po 4 hodinach kultivace (TBG4), které bylo nasledné pouzito pro
upscaling do fermentoru. Usp&$na kultivace ve fermentoru potvrdila vysledky kulti-

vace v Erlenmeyerovych baikach.

Kli¢ova slova: Escherichia coli, rekombinantni proteiny, kultivace, upscaling, pro-

dukce rekombinantnich proteint



Abstract

Escherichia coli is one of the most preferred organisms to produce recombinant pro-
teins. E. coli is a well-established host that offers ease of genetic manipulation, short
culture times, continuous fermentation capability and affordable culture media. To
achieve high levels of protein expression, and therefore high recombinant protein pro-
duction, optimization of culture conditions is required. This thesis is focused on the
optimization of cultivation, the practical part is focused on the production of Uridine
Phosphorylase (UP) and Purine Nucleoside Phosphorylase (PNP) enzymes.

E. coli bacteria producing UP or PNP were cultured on six media with different
nutrient sources. Protein production was verified on a spectrophotometer by the Brad-
ford assay and further by polyacrylamide gel electrophoresis with SDS (SDS-PAGE).
Enzyme activity was measured by HPLC assay. In addition, the dry weight biomass
was determined for all samples.

Based on results from these assays, Terrific Broth medium with glucose addition
after 4 h of cultivation (TBG4) was selected and subsequently used for upscaling to
the fermenter. Successful cultivation in the fermenter confirmed the results of cultiva-

tion in Erlenmeyer flasks.

Keywords: Escherichia coli, recombinant proteins, cultivation, upscaling, recombi-

nant protein production
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Uvod

Escherichia coli se stala jednou z nejvyznamnéj§ich gramnegativnich bakterii posled-
niho desetileti. Snadnost genetické manipulace, nizka cena, rychly rast a mnozstvi
predchozich studii u€inily z E. coli jeden z nejrozsifené€jSich mikroorganismi pro pro-
dukci rekombinantnich proteind. Predevsim produkce rekombinantnich enzymu zis-
kava na dulezitosti s ohledem na rostouci ceny vstupnich surovin a energetické naroc-
nosti béznych syntetickych postupt.

Vyuziti rekombinantnich kment E. coli za GCelem ,,zelené syntézy“ nabyva na
vyznamu, nejen z davodu syntézy aktivnich substanci 1€k, ale 1 z davodu vyroby rtuz-
nych intermediatd, které se pouzivaji v dalSich vyrobnich krocich.

Navzdory nékolika vyhodnym vlastnostem, které E. coli ma, jeji neschopnost
snadno sekretovat rekombinantni proteiny ztustava nevyhodou pro primyslové vyrobni
procesy. Z toho divodu je nutné neustale provadét optimalizaci kultivacnich postupt

za uCelem zvySeni produkce rekombinantnich enzymi.

Tato prace se zaméfuje na optimalizaci kultivacnich podminek, konkrétné zdroj
zivin a jejich dostupnost v mediu, vedoucich ke zvySeni produkce rekombinantnich

proteinti vybranymi kmeny E. coli.




1 Literarni reSerse

1.1 Bakterie rodu Escherichia coli
Rod Escherichia je pojmenovan po némeckém pediatrovi Theodoru Escherichovi,
ktery v roce 1885 popsal druh Escherichia coli béhem studii novorozenecké fekalni
mikrobioty (Shulman et al., 2007). Escherichia coli, znama také jako E. coli, patfi do
Celedi Enterobacteriaceae, kmen Proteobacteria, ktery zahrnuje velké mnozstvi
kmen lisici se patogennim potencialem (Schaechter, 2009). Je nejb&znéjsim fakulta-
tivnim anaerobem v lidském a zvifecim gastrointestinalnim traktu (Kaper et al., 2004).

Vétsina kment E. coli tedy neSkodné kolonizuje trakt lidi i zvifat a je soucasti
normalni stfevni flory. Mohou byt také pro své hostitele prospé$né tim, ze produkuji
vitamin K2 (Bentley a Meganathan, 1982), prekurzor protrombinu v jatrech hostitele
(Clarke a Bauchop, 1977) a brani kolonizaci stfev patogennimi bakteriemi. Existuji
vSak nekteré kmeny, které se vyvinuly v patogenni E. coli ziskanim faktort virulence
prostiednictvim plazmidu, transpozond, bakteriofaghi a/nebo tzv. ostrovli patogenity
(Nataro a Kaper, 1998). Tyto patogenni kmeny se fadi do dvou skupin dle mista jejich
pusobeni, a to intestinalni a extraintestinalni (Votava et al., 2003).

E. coli je vyluCovana do prostfedi ve vykalech, tedy fekalné-oralni prenos je
hlavni cestou, kterou patogenni kmeny této bakterie zptsobuji onemocnéni. Buriky
to z nich déla potencialni organismy indikace fekalni kontaminace vody a zivotniho

prostfedi (Feng et al., 2007).

1.1.1 Morfologie, biochemické vlastnosti

E. coli jsou typicky gramnegativni, tyCinkovité bakterie 2,0 — 6,0 um dlouhé a 1,1
— 1,5 um §iroké, se zaoblenymi konci. Skutecny tvar téchto bakterii se vSak pohybuje
od kokovitych bunék az po protahlé nebo vlaknité ty¢inky. Obvykle jsou pohyblivé
pisobenim peritrich6znich bicikt (Percival, 2014). Mnoho bunék E. coli je zapouz-
drenych nebo mikrokapsulovanych a tyto kapsle se skladaji z kyselych polysacharidu.
Mukoidni kmeny E. coli produkuji extracelularni sliz skladajici se bud’ z polysacha-
ridu s ur€itymi antigenovymi specifitami nebo z bézného kyselého polysacharidu slo-

zeného z kyseliny colanové, ¢asto popisovaného jako M antigen (Jiménez et al., 2012).




E. coli netvoii spory, jsou fakultativné anaerobni, tedy vyuzivaji kyslik, pokud je
dostupny, ale v ristu mohou pokracovat i v prostiedi bez pfitomnosti kysliku. Produ-
kuji plyn fermentaci sacharidd, jsou oxidaza negativni, tvori enzym katalazu (Holt,
1994). Vétsina kment E. coli muze fermentovat laktozu a v pritomnosti laktozy bude
také vykazovat pozitivni ONPG reakci prostiednictvim aktivity B-galaktosidazy. Na
rozdil od jinych stfevnich bakterii je pro Escherichia coli charakteristické, ze produ-
kuje indol z aminokyseliny tryptofan pisobenim enzymu tryptofanazy (Chu et al,,
2012).

Jsou chemoorganotrofni, tedy ziskavaji energii oxidaci organickych latek. Maji
respiracni i fermentacni druh metabolismu a optimalni teplotu rastu pii 37 °C (Holt,
1994). Rozmezi teplot pro rast je 15 — 45 °C, né€které kmeny mohou prezivat az 15
minut pii teploté 60 °C €1 60 minut pii 55 °C (Greenwood et al., 1999). Optimalni pH
pro rust je v rozmezi 6,5 — 7,5 v zavislosti na teploté (Davey, 1994). Béhem kultivace
dochazi k posunu pH v dusledku pfemény a produkce substrati a metabolickych slou-
Cenin. Jednim z takovych substratd je NH4*, ktery je preferovanym zdrojem dusiku

podporujicim rychly rast (Wang et al., 2011).

Escherichia coli roste v fadé definovanych laboratornich médii. Rist mize byt
fizen aerobnim nebo anaerobnim dychanim s pouzitim velkého mnozstvi redoxnich
part, véetné oxidace kyseliny pyrohroznové, kyseliny mravenéi, vodiku a aminokyse-
lin a redukce substratt, jako je kyslik, dusi¢nany, fumarat, dimethylsulfoxid a trime-
thylamin N-oxid (Ingledew a Poole, 1984).

Pti kultivaci na agaru v Petriho miskach se kolonie mohou li§it svym tvarem, bar-
vou, konzistenci, tvarem okraje, velikosti a rychlosti rustu. To vSe je ovlivnéno pod-
minkami kultivace (kultivacni medium, doba kultivace, teplota, pH), at’ uz na pevnych
agarech ¢i v tekutém mediu. Obecné jsou kolonie E. coli smetanove bilé az bézové
barvy s lesklou strukturou. Kultura ¢asto vypada jako zakaleny film po celém povrchu
agaru. Kolonie je mirné€ vyvySena a ma celistvy, pevny okraj a stabilni ristovy vzor,
ktery v kolonii tvori soustfedéné ristové prstence, které 1ze detekovat pod mikrosko-
pem. Starsi kolonie maji ¢asto tmavsi stied (Gillespie, 2018).

Na zivném agaru se kolonie E. coli jevi jako velka, kruhova, malo konvexni,
vlhka, hladka a neprihledna (Ananthanarayan a Paniker, 2006) o priméru 2 — 3 mm.
Na krevnim agaru jsou kolonie velké, kulaté, Sedé a vlhké, vznikaji nehemolytické

kolonie (y-kolonie) a hemolytické kolonie (B-kolonie). Na MacConkeyové agaru jsou

10



kolonie kruhové, vlhké, hladké a maji cely okraj, jsou ploché, maji rizovou az Cerve-
nou barvu. Jedna se o kolonie fermentujici laktozu (Allen, 2005). Na Endoveé pudé
maji kolonie zeleny kovovy lesk, metabolizuji laktdézu za tvorby aldehydu a kyselin
a agar méni barvu na tmavé razovou. Pfi kultivaci v bujonu vykazuji homogenni za-
kalovy rust, tvofi sediment a na povrchu tekutého media tvoii povrchové membrany

zvané pelikuly.

Obrizek 1.1 Morfologie kolonii E. coli na vybranych kultivacnich médiich. a) Zivné medium, b)
Krevni agar, c) MacConkey agar, d) ENDO agar. Prevzato a upraveno z https://microbiology-
note.com/.

Bakterie Escherichia coli mohou rust na pevném povrchu také v podobé tzv. biofilmu.
Tato interakce mezi povrchem a mikroorganismem vyzaduje pfitomnost bicikd, fim-
brii typu I, vn&jSiho membranového proteinu Ag43, kyseliny kolanové a curli (protei-

nové slozky extracelularni matrice) (Madsen, 2008).

11


https://microbiolog/-
http://note.com/

1.1.2 Struktura genomu

Escherichia coli mé pouze jeden kruhovy chromozom. Chromozomalni DNA byla jiz
v minulosti kompletné sekvenovana. E. coli mé jeden chromozom o piiblizné velikosti
4600 kb, s ptiblizné€ 4300 potencialnimi kodujicimi sekvencemi, zndmych je ale pouze
asi 1800 proteint. 70 % chromozomu tvoii jednotlivé geny (monocistronické) a 6 %
chromozomu je tvofeno polycistronnickymi geny. Asi 30 % sekvenovanych ORF
(Open Reading Frames — oblasti, které¢ by mohly byt geny kodujicimi protein) maji
neznamé funkce (Reed, 2005). Kromé chromozomu mohou byt v buiice obsazeny

i malé cirkularni molekuly DNA — plazmidy.

1.1.3 Metabolismus

Escherichia coli ma tfi pfirozené glykolytické drahy — EMPP, EDP a OPPP. EMPP
vyuziva deset enzymatickych krokii k ziskani dvou pyruvati, dvou ATP a dvou
NADH na molekulu glukozy (Romano a Conway, 1996), zatimco OPPP slouzi jako
oxidacni cesta pro syntézu NADPH. U E. coli se metabolismus glukozy opira hlavné
o EMPP a OPPP, EDP zlistava primarné neaktivni s vyjimkou rustu s glukonatem (Ei-
senberg a Dobrogosz, 1967). EDP vyuziva pouze pét enzymu k produkci jednoho py-
ruvatu, jednoho glyceraldehyd-3-fosfatu a jednoho NADPH na molekulu glukézy.
S dalsi konverzi glyceraldehyd-3-fosfatu pres niz§i EMPP vedou obé cesty (EDP
a EMPP) ke stejné Cisté produkci pyruvatu.

EMPP vsak obsahuje termodynamické prekazky, které zahrnuji fruktéza-1,6-bi-
sfosfat-aldozu a tridza-fosfat-isomerazu. EDP se vyhyba obéma témto nepiiznivym
reakcim na ukor vytézku ATP a vyzaduje podstatné mén¢ enzymatického proteinu nez
EMPP (Flamholz et al., 2013). Bylo také prokazano, ze EDP zlepsuje vytézky izopre-
noida (Liu et al, 2014; Li et al., 2015). Kromé toho mize EDP také zmirnit oxidacni
stres (Klingner et al., 2015) a zlepsit tvorbu NADPH bez ztraty uhliku (He et al., 2014).

EDP se opira o dva jedinecné enzymy, a to fosfoglukonat dehydrogenazu (edd)
a 2-dehydro-3-deoxyfosfoglukonat aldolazu (eda), které jsou oddélené od enzymu sdi-
lenych s EMPP a OPPP.

Katabolitova represe
Represe katabolitu je globalni regulaéni mechanismus, ktery inhibuje expresi a aktivity
funkci pro pouziti sekundarnich zdrojt, napriklad uhliku, pokud je ptitomen prefero-

vany zdroj. To umoziiuje bakteriim selektivné pouzivat substraty ze smeési riznych
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zdroju (Gorke a Stulke, 2008). Tedy kdyz E. coli rostou tfeba v pfitomnosti smeési
cukrt, Casto konzumuji cukry postupné prostiednictvim tohoto regula¢niho procesu.
Potlacenim exprese gend, které se podileji na metabolizaci mén¢ preferovanych cukri,
bunky obvykle nejprve spotiebuji cukr poskytujici nejvyssi rychlost rastu, nasledo-
vany cukrem poskytujicim dalsi nejvyssi rychlost ristu a tak dale. Pii tom buriky za-
jist'uji, ze jejich omezené metabolické zdroje jsou vyuzivany k maximalizaci rychlosti
rastu. Dobie pouzivany priklad tohoto s E. coli zahrnuje rust bakterie na glukoze

a laktoze, kde bakterie spottebuje glukozu pred laktozou (Ammar et al., 2018).

1.2 Rekombinantni proteiny

Nabidka mnoha cennych proteind, které maji potencialni klinické nebo primyslové
vyuziti, je ¢asto omezena jejich nizkou pfirozenou dostupnosti. S modernimi postupy
a technologiemi se pocet rekombinantnich proteinti exponencialné zvysuje (Papane-
ophytou a Kontopidis, 2014). Pouzivaji se nejen v biomedicinském vyzkumu, ale také
v 1écbe, jako 1éky.

Rekombinantni proteiny jednoznac¢né poskytly dilezity pralom v biomedicinské
biotechnologii ve 2. poloviné 20. stoleti. V roce 1982 doséahla technologie rekombi-
nantnich proteint velkého prilomu s humulinem, rekombinantnim lidskym inzulinem
exprimovanym v Escherichia coli, coz bylo prvni schvalené biofarmaceutikum (FDA,
1982). Od té doby je americkou FDA schvaleno pro klinické pouziti vice nez 130 re-
kombinantnich proteint (Pham, 2018).

Rekombinantni proteiny jsou takové, které koduje rekombinantni DNA (rDNA)
obsahujici klonovany gen, ktery je bud’ izolovan z prokaryot ¢i eukaryot nebo vytvo-
fen synteticky (Overton, 2014). Rekombinantni molekuly DNA jsou vytvoiené labo-
ratornimi metodami genetické rekombinace, které spojuji geneticky material z vice
zdroju a vytvareji sekvence, které by se jinak v genomu nenachazely (Watson, 2007).
Takto pfipravend rDNA s cilovym genem je vlozena do vhodného vektoru a nasledné
zavedena do bunek nebo organismu, kde je klonovany gen transkribovan, ¢imz se tvori
kopie mRNA, ktera je translatovana do aminokyselinové sekvence proteinu.

Na obrazku 1.2 jsou znazornény tii rizné cesty klonovani, ligace a transformace
do expresniho systému E. coli. Prvni je zalozena na restrikci, vyzaduje restrikcni en-
donukleazy k vytvoreni kompatibilnich pfesaht ve vektoru a insertu, které mohou byt

spojeny ligazou (Celie et al., 2016). Dalsi je klonovani nezavislé na ligaci (Aslanidis
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a de Jong, 1990), kde jsou kompatibilni pfesahy v insertu a vektoru vytvoreny exonuk-
leazovou aktivitou T4 polymerazy a k ligaci fragment dochazi uvnitt E. coli po trans-
fekci fragmentt. Treti je tzv. systém Gateway, kde je vytvorena podmnozina vstupnich
klonu, které 1ze pouzit pro nasledné klonovani insertu do cilovych (expresnich) vek-

tort (Celie et al., 2016).

Restriction-based cloning

Restriction -
Endonucleases Expression
; Clone
Ligase
restriction__restricton _R@striction %
ste TINS5 2  Endonucleases "
PCR product or
vector containing gene
Ligation-independent cloning
E. coli
LIC sequence
Linearisation Annealin
T4 treatment g,
Transformation
Lic sequence T4 treatment . +
Lic sequence e e
PCR product
Recombination-based cloning (Gateway®)
a1
Destination § E. coli

Donor
Vector

atn2

LR clonase_ Expression W _ Transformation

Clone

ats2
PCR product or
vector containing gene

Obrdzek 1.2 Schematické zndzornéni t7i riiznych technik klonovani (Celie et al., 2016)

1.3 E. coli — hostitel pro expresi rekombinantnich proteinu

Od raného vyvoje technologie rekombinantni DNA se E. coli Siroce pouziva jako hos-
titel pro vysokou troveri exprese rekombinantnich proteind, a to i navzdory velkému
rozvoji, kterého dosud dosahly eukaryotické expresni systémy. Kli¢ uspéchu souvisi

s bohatymi znalostmi jeji fyziologie, se snadnou manipulaci, niz§imi naklady, vyso-
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kym vynosem a moznosti optimalizovat navazujici procesy cenové dostupnymi pro-
cesy Skalovani (Ferrer-Miralles et al., 2014). M4 bezkonkurenc¢ni kinetiku rychlého
rastu, avsak exprese rekombinantniho proteinu muze zpusobit metabolickou zatéz, coz
zpusobi znac¢né zkraceni doby generovani (Bentley et al., 1990). Kromé toho je k dis-
pozici také velké mnozstvi nastroji pro expresi proteinti (Ferrer-Miralles et al., 2014).

Produkce proteint ve velkém méfitku v tomto expresnim systému je obvykle do-
sazeno pomoci dvoustuptiového procesu. V prvni fazi jsou buriky péstovany do vysoké
bunécné hustoty za piiznivych rastovych podminek, ve kterych je syntéza proteint
udrZzovana na minimu prostfednictvim pfisné regulovanych promotorovych systému.
Poté nasleduje druha faze, ve které je po indukci dosazeno vysoké hladiny exprese
rekombinantniho proteinu (Nikerel et al., 2006).

Jednim z nejCastéji pouzivanych expresnich systému je E. coli T7 systém fizeny
lac operonem pfitomnym ve vektorech pET a pRhot. Exprese cilového proteinu muze
byt indukovana lakt6zou nebo nedegradovatelnym analogem isopropyl p-d thiogalak-
topyranosidem (IPTG) (Katzke et al., 2010). Takové indukovatelné expresni systémy
umoziiuji presné a nastavitelné oddéleni riistové a produkéni faze zmeénou koncentrace
induktoru a doby indukce.

Existuje velké mnozstvi kment E. coli, které jsou dobie geneticky charakterizo-
vany, snadno se s nimi manipuluje a nékteré jsou dokonce obecné povazovany za bez-
pecné (Fijan, 2014). Exprese rekombinantniho proteinu v Escherichia coli je pomérmné
jednoduché, rychlé, levna a robustni, pfi¢emz exprimovany protein tvoii az 50 % cel-
kového bunécného proteinu. Ma to vSak 1 nevyhody. Napfiklad rychlost exprese bak-
terialniho proteinu Casto vede k nesbalenym nebo chybné slozenym proteinim,
zejména u heterolognich proteint, které vyzaduji delsi dobu a/nebo molekularni cha-
perony, aby se spravné slozily (Nannenga a Baneyx, 2011), neschopnost produkovat
proteiny s komplexnimi disulfidovymi vazbami, absence nékolika posttranslacnich
modifikaci, akumulace proteind jako inkluznich télisek (Yoon et al., 2010; Baneyx
a Muyjacic, 2004) a nizka ptirozena sekrece bilkovin (Mergulhdo et al., 2005).

V E. coli mohou byt proteiny lokalizovany v cytoplazmé, periplazmé, membra-
nach nebo extracelularné v kultivatnim mediu. Proteiny mifené do cytoplazmy jsou
nejucinnéji exprimovany a poskytuji vytézky az 30 % biomasy (Jana a Deb, 2005).
Nicméné tato exprese a lokalizace rekombinantnich proteinti v cytoplazmé ma za na-
sledek vysokou akumulaci proteind, které jsou ohrozeny degradaci proteazami a jsou

Casto pritomny ve forme inaktivnich inkluznich télisek (Mergulhdo a Monteiro, 2007).
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Naproti tomu sekrece téchto proteinti do periplazmy nebo kultivaéniho media
vede ke zvySené rozpustnosti a stabilité proteinu diky zfedéni celkového obsahu pro-
teinu a je spojena se snizenym rizikem proteolyzy. V periplazmatickém prostoru je
spravné skladani proteinu a nasledné i vyssi biologicka aktivita podporovana oxida-
tivn€jSim prostiedim nez v cytoplazmé (Billen et al., 2017) a také pfitomnosti chape-
rontl pro spravné skladani disulfidicky vazanych proteint a peptidyl-propyl izomeraz
(Goemans et al., 2014). Béhem translokace do periplazmy jsou odstranény N-termi-
nalni signalni sekvence a methionin, coz vede k autentickému N-konci rekombinant-
niho proteinu, ¢imz se potencialné zabrani negativnim dopadim na aktivitu a stabilitu
proteinu. Mnozstvi nativnich extracelularnich proteinti v tomto hostiteli byva spise
nizké, coz zjednodusuje nasledné zpracovani a snizuji se naklady na proces (Choi
a Lee, 2004).

Neschopnost E.coli vyluCovat proteiny do rastového media byla dlouho povazo-
vana za hlavni nevyhodu systému. Nicméné dogma, ze E. coli nevylucuje zadny pro-
tein, bylo zpochybnéno jednak uznanim jeji ptirozené schopnosti vyluCovat protein
v béznych laboratornich kmenech, tak i zvySené schopnosti produkce proteinu v upra-
venych burikach (Chen, 2012).

V idedlni situaci je exprimovan rekombinantni protein ze silného promotoru, vy-
soce rozpustny a ziskany ve vysokém vynosu a velmi aktivni. Bohuzel je zcela bézné,
ze nadprodukovany rekombinantni protein je bud’ §kodlivy pro butiky nebo je kom-
partmentalizovany do nerozpustnych inkluznich télisek (Ventura a Villaverde, 2006).
V nékterych ptipadech mize byt rekombinantni protein ziskan v aktivni formé po de-
naturaci a nasledné renaturaci (Armstrong et al., 1999). To je v§ak mén¢ zadouci, pro-
toze Casto neni jisté, zda refoldovany protein znovu ziskal svou plnou funkci. Obecné
lze expresi a rozpustnost rekombinantniho proteinu optimalizovat zménou podminek
exprese, jako je typ kultiva¢nich medii a dodané ziviny, teplota, aerace, spravné naca-
sovana indukce a typ kmene E. coli.

V ptipadé, ze je protein nerozpustny, lze také provést Cetné zachranné postupy,
jako je refolding denaturovanych proteinti (Buchner et al., 1992) nebo vytvoreni fiz-
nich proteinovych konstruktt, jako je protein vazajici maltozu (Hammarstrom et al.,

2002).
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1.4 Faktory ovliviiujici expresi rekombinantnich proteini

Produkce rekombinantnich proteina vzdy implikuje naruseni metabolismu hostitelské
bunky, coz typicky vede k niZsi rychlosti rastu biomasy (Basan et al., 2015). To pra-
meni z vysokych narokd na tidrzbu replikace vloZenych plazmidd a na zdroje potiebné
pro transkripci a translaci cilovych gent (Bhattacharya a Dubey, 1995). Zejména
plazmidy s vysokym poctem kopii mohou buriku pretizit a vyvolat metabolicky ko-
laps, coz ma za nasledek nizké vytézky produktu nebo dokonce bunécnou smrt (Ro-
sano a Ceccarelli, 2014; Rahmen et al., 2015).

Pro dosazeni vysoké produktivity rekombinantnich proteind, je tfeba nalézt dob-
rou rovnovahu mezi rastem biomasy a tvorbou produktu spojenou s nevyhnutelnym
bunéénym stresem. Proto musi byt mnoho parametrt individualné optimalizovano. To
zahrnuje nejen volbu vektoru a promotorového systému, stabilitu plazmidu, ale také
slozeni media, dodavku kysliku, teplotu kultivace a podminky indukce (Terpe, 2006;
Diederichs et al., 2014).

1.4.1 Slozeni kultiva¢nich medii

Pro dosazeni optimalni Grovné exprese rekombinantnich proteint je jednim z prvnich
parametrd slozeni kultivacnich medii, protoze je to snadné a pomérn€ levné feseni
a bylo prokazano, ze ma vliv také na uroven rozpustnosti proteint (Vincentelli et al.,
2003). Nejbeéznéjsi kultivani media pouzivana pro expresi rekombinantniho proteinu
v kulturéach E. coli jsou komplexni media zaloZzena na kvasinkovém extraktu a tryptic-
kém kaseinovém Stépeni (trypton) nebo jiném proteinovém Stépeni. Tyto zdroje po-
skytuji komplexni smés aminokyselin, peptidd, sacharida, vitamint, stopovych prvka
a nukleotidu, ktera v zasadé postacuje k podpote ristu E. coli bez dalsi suplementace
(Ukkonen, 2014).

E. coli roste jak v bohatych komplexnich organickych mediich, tak i v chemicky
definovanych mediich na bazi soli, pokud je poskytnut zdroj organického uhliku. Pro-
sttednictvim typu a koncentrace pouzitych ingredienci pfimo slozeni kultivaéniho me-
dia diktuje mnozstvi produkované biomasy, a proto mize dramaticky ovlivnit vykon
mikrobialnich procest (Nikerel et al., 2006). Bohuzel vétsina slozek media potiebnych
pro rust se po piidani vysokych koncentraci stava pro E. coli inhibi¢ni. Je znamo, Ze
ziviny jako je glukoza v koncentraci 50 g/l, hoi¢ik v koncentraci 8,7 g/1, fosfor v kon-

centraci 10 g/ a zinek v koncentraci 0,038 g/l inhibuji rust E. coli (Riesenberg et al.,
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1991). V nékterych piipadech miZze slozeni media, konkrétné koncentrace nékterych
soli, peptonu a kvasinek, zvySit koncentraci rekombinantniho proteinu (El-Hellow et
al., 2000).

Na druhé strané pridani protetickych skupin nebo kofaktort, které jsou nezbytné
pro spravné sbaleni nebo pro stabilitu proteinu v kultivatnim mediu, mize zabranit
tvorbé inkluznich télisek (Georgiou a Valax, 1996). Pridani takovych kofaktort do
kultivaéniho media mize dramaticky zvysit vytézek rozpustného proteinu.

Agregace proteint vylu¢ovanych do periplazmatického prostoru mize byt potla-
Cena péstovanim bunék v ptitomnosti relativné vysokych koncentraci polyold, napfi-
klad sorbitolu nebo sacharozy, nemetabolizovatelného cukru pro E. coli. ZvySeni os-
motického tlaku zpiisobené témito faktory vede k akumulaci osmoprotektiv (naptiklad
glycinbetain, trehol6za) v buiice, které stabilizuji nativni proteinovou strukturu (Geor-
giou a Valax, 1996). Osmoticky tlak a vodivost zptisobena koncentraci iontd v rusto-
vém mediu mize byt i problémem. Mohou ovlivnit membranovy potencial a mohou
aktivovat ruzné stresové mechanismy, které¢ vyvolavaji snizeni rychlosti rastu nebo
ukonceni rastového cyklu (Winzer et al., 2002).

Mezi dalsi prisady, které mohou mit pfiznivy vliv na expresi proteind patii ethanol
(ktery vyvolava expresi proteint tepelného Soku), nizkomolekularni thioly a disulfidy
(které ovliviiuji redoxni stav periplazmatického prostoru a tim ovliviiuji tvorbu disul-
fidovych vazeb) a NaCl (Chopra et al., 1994).

Expresi rekombinantnich proteini mohou ovliviiovat i jednotlivé prvky a jejich

pfistupnost v kultivacnim mediu.

Dusik

Bakterie obecné asimiluji rizné zdroje anorganického dusiku, ale Escherichia coli ae-
robn¢ asimiluje pouze amoniak. Schopnost asimilovat jednotlivé organické zdroje du-
siku zavisi také na organismu. Organické zdroje dusiku jsou obvykle monomerni jed-
notky makromolekul (napfiklad aminokyseliny nebo nukleobaze) nebo slouceniny
z nich odvozené (agmatin nebo putrescin). E. coli dokaze asminilovat dusik z adeninu,
adenosinu, agmatinu, L- a D-alaninu, alantoninu (anaerobné), amoniaku, argininu,
asparaginu, cytosinu, glukosaminu a nékolika dalSich sloucenin (Reitzer, 1996). Amo-
niak podporuje nejrychlejsi rist a je proto povazovan za preferovany zdroj dusiku

pro E. coli (Magasanik, 1996). Na metabolické tirovni jsou relevantnimi metabolity
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v centralni siti asimilace amoniaku aminokyseliny glutamin a glutaméat, které patii
mezi hlavni metabolity v bunééném metabolismu (Wagner a Fell, 2001).

Po vstiebani je amonny iont zabudovan pifimo pouze do aminokyselin glutamatu
a glutaminu, které nasledné funguji jako donory dusiku v transaminac¢nich a transami-
dacnich reakcich. Ty vedou k dalsim aminokyselinam a prekurzorim pro biosyntézu
purind a pyrimidint (Zalkin a Smith, 1998).

Glutamin poskytuje dusik pro puriny, pyrimidiny, asparagin (pokud je intracelu-
larni amoniak nizky), tryptofan, histidin, glukosamin. Glutamat poskytuje dusik pro
vétSinu transamindz E. coli. Glutamatdehydrogenaza (GDH) nebo glutaminsyntetaza

(GS) asimiluje vétSinu amoniaku v E. coli (Reitzer, 1996).

Uhlik

Preferovanym zdrojem uhliku pro E. coli, stejné jako pro mnoho jinych bakterii, je
glukodza, ktera podporuje rychlejsi rast ve srovnani s jinymi cukry. Glukoéza brani vy-
uziti jinych zdroja uhliku, coz je fenomén nazyvany uhlikova katabolicka represe

(CCR) (Magasanik, 1961).

Metabolismus uhliku a dusiku je propojen, coz vyzaduje spolecnou regulaci mezi té-
mito dvéma prvky. Tato sdilena regulace zahrnuje kli¢ovy odbocny bod mezi cestami
vyuziti uhliku a dusiku, ve kterych a-ketoglutarat (aKG) slouzi jako meziprodukt TCA
i jako uhlikova kostra glutamatu a glutaminu, hlavnich produkti asimilace dusiku
(Yuan et al., 2009). aKG funguje jako regula¢ni molekula a spolu s glutaminem regu-
luje systém asimilace dusiku (Jiang et al., 2007). Ukazalo se, ze aKG ma regulacni roli
také pii asimilaci uhliku (Youetal., 2013). Tedy za podminek omezujicich dusik, které
snizuji tok aKG z cyklu TCA do biosyntézy aminokyselin, hladiny aKG stoupaji, coz
vede k potlaceni vychytavani glukdzy (Doucette et al., 2011) a inhibici syntézy cAMP
adenylatcyklazou (You et al., 2013), coz poskytuje okruhy, které koordinuji mezi uh-
likem a asimilaci dusiku (Mao et al., 2007).

Otevienou otazkou vSak zistava, do jaké miry jsou tyto okruhy schopny optima-
lizovat rychlost ristu pro rizné kombinace zdroju uhliku a dusiku. Bren et al. (2016)
testovali mnoho raznych kombinaci zdroju uhliku a dusiku na mnoha laboratornich
kmenech E. coli a zjistili, ze pokud je chudy zdroj dusiku (n€které aminokyseliny),
glukdza se stava jednim z nejhorsich zdroju uhliku, ktery podporuje nizsi rychlost

rastu nez jiné cukry.

19



Fosfor

Fosfat je jednim z nejhojnéjSich prvkia v E. coli, pokud jde o bunéény obsah, jelikoz
ma vyznamny vliv na rast bunék a fyziologii. Metabolismus fosfatli Gizce souvisi s cen-
tralnim metabolismem uhliku a energie. VSechny zivé bunky sofistikované reguluji
vychytavani fosfatl, aby prezily a rostly i za podminek omezujicich fosfat (Baek
a Lee, 2006). Wanner shrnul mnoho aspektd role fosfatu na bunéCnou strukturu
a funkci (Wanner, 1996). To zahrnuje inkorporaci anorganického fosfatu do membra-
novych lipid, nukleovych kyselin, sacharidi a dalSich bunécnych metaboliti. Zde
také pusobi fosfat jako efektor enzymatickych reakci (Ryan et al., 1989) a podili se na
moha metabolickych drahach, zejména v energetickém metabolismu buriky (naptiklad
jako vysokoenergeticka fosfoanhydridova vazba v ATP). Dale pusobi jako polymer
uchovavajici energii, ktery se pouziva pii omezeni fosfati (Van Dien a Keasling,
1999).

Kwvili této univerzalni roli fosfatu ma omezeni této ziviny ohromné ucinky na bu-
nécny rust a fyziologii. Proto se zjistilo, ze mnoho genti je regulovano prave hladinou
anorganického fosfatu v mediu (Torriani, 1990). Vy¢erpani fosfatt pii kultivaci E. coli
vede k aktivaci regulonu Pho (Wanner, 1996).

Produkce rekombinantnich proteint se obvykle vyskytuje béhem procest, kde je
fosfat omezujici zivinou v nadbytkovych podminkach uhliku a dusiku. Oddéleni faze
rastu biomasy a faze tvorby produktu je vysoce prospé€sna pro produkci rekombinant-
niho proteinu pravé omezenim fosfatu. Toto omezeni snizuje rychlost ristu biomasy

a odkloni tok uhliku smérem k tvorbé produktu (Schuhmacher et al., 2014).

1.5 Podminky kultivace

Dosazeni vysokych hladin exprese cilového proteinu je jednim z hlavnich cili pfi kul-
tivaci rekombinantnich bunék. Kromé slozeni kultiva¢nich medii jsou neméné dulezité
1 podminky kultivace, jako je pH media, indukeni strategie atd., které vedou k opti-
malni expresi nebo stabilité produktu. Nemusi vSak byt predvidatelné na zakladé typu

kmene nebo konstrukce plazmidu.
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1.5.1 pH
Pro Escherichia coli je optimalni rozmezi pH pro rust a produkci mezi 6,5 a 7,5, také
v zavislosti na teploté¢ (Davey, 1994). Béhem kultivace dochazi k posunu pH v da-
sledku pfemény a produkce substratii a metabolickych sloucenin. Jednim z takovych
substrati mohou byt amonné ionty, které jsou preferovanym zdrojem dusiku podporu-
jicim rychly rust (Reitzer, 2003; Wang et al., 2011). I kdyZ je pfimy pfijem amonnych
iontd mozny prostednictvim transportniho proteinu AmtB pii velmi nizkych hladi-
nach amonia nebo prostiedi s nizkym pH (Soupene et al., 1998), obvykly piijem je
prostfednictvim volné difuze nenabitého amoniaku pfes bunéfnou membranu
(Winkler, 2006). Preména amonného iontu na amoniak na zaklade€ pH ma za nasledek
volny proton, ktery okyseluje okolni kultivaéni medium (Christensen a Eriksen, 2002).
Dalsi snizeni pH mize byt zpusobeno , preteCenim® metabolitt. Napiiklad acetat,
ktery je béznym vedlejsim produktem ristu za anaerobnich podminek nebo podminek
omezujicich kyslik. Produkce acetatu miize byt zptisobena také za aerobnich podminek
v piitomnosti glukozy (Kleman a Strohl, 1994). U riznych kment E. coli bylo
popsano, ze inhibice rustu prostfednictvim acetatu je vysledkem pisobeni jako odpo-
jovac protonové motorické sily nebo prostifednictvim snizeni intracelularniho pH (Jen-
sen a Carlsen, 1990). Transport acetatu z buné€k zptusobuje snizeni pH v mediu. Po

vycerpani glukozy zptisobi konzumace acetatu opét zvyseni pH (Scheidle et al., 2011).

1.5.2 Teplota

Buiky E.coli rostou v teplotnim rozsahu pfiblizné 40 °C a je pozoruhodné, Ze rychlost
rastu bunek se zvysuje v reakci na zvysujici se teplotu jako chemicka reakce v rozsahu
rastovych teplot 20 az 37 °C. Pti vysokych i nizkych teplotach se tento vztah rozpada.
Broeze et al. v roce 1978 uvedl, Ze pii nizké teplote iniciace proteinu omezuje rychlost
rastu, nebylo v§ak znamo, co omezuje rychlost pfi vysoké teploté. Ze studii bunécného
rastu v riznych mediich je znamo, ze E. coli ptisné kontroluje hladiny proteinového

syntetizujiciho aparatu.

1.5.3 Aerace
Dostupnost kysliku je jednim z kliCovych environmentalnich faktorti pfispivajicimu

k uspéchu exprese rekombinantniho proteinu. Je Siroce uznavano, ze kapacita prenosu
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kysliku u tfepacich bioreaktort (napt. Erlenameyrovy bariky) je omezena a Casto ne-
dostate¢na pro udrzeni aerobnich kultivacnich podminek (Vasala et al., 20006), a ze se
muze objevit zavazné omezeni kysliku zejména v bohatych mediich uréenych k dosa-
zeni vyS§Sich hustot bunék (Losen et al., 2004).

Nekteré drivejsi zpravy (Qoronfleh, 1999; Tomazetto et al., 2007) naznacuji, ze
kultivace E. coli za snizeného provzdusniovani a hladin DOT muze byt prospésna pro
expresi urCitych proteint, ale nevyhodna pro jiné. Zejména v autoindukujicich medi-
ich muze vysoka dostupnost kysliku ptispét k vyrazn€ zhorsené arovni exprese (Blom-
mel et al., 2007). Je také znamo, ze dostupnost kysliku ovliviiuje sloZeni proteinu
vnéjsi membrany (Rolfe et al, 2011) a lipidi (Knivett a Cullen, 1965), coz by mohlo
mit zajimavé implikace na extracelularni unik rekombinantnich proteini zamétrenych
na periplazmaticky prostor E. coli.

Provzdusnovani kultury v tfepackach se opira o rozpousténi kysliku ze vzduchu
v hornim prostoru do kapalného kultivacniho media, coz je podporovano neustalym
michanim kapaliny tfepanim na rotacné se pohybujici platformé. Maximalni kapacita
prenosu kysliku je tedy zavisla na maximalni rozpustnosti kysliku, ktera je ovlivnéna
teplotou a koncentraci elektrolytu, na fyzikalné-chemickych vlastnostech kapaliny,
vlastnostech kultivacni nadoby, parametrech protiepavani (Maier a Biichs, 2001)
a parcialnim tlaku kysliku v hornim prostoru bariky. Vliv teploty je v rozmezi normal-
nich rastovych teplot zanedbatelny, protoze snizovani rozpustnosti kysliku s rostouci
teplotou je vyrovnano soucasnym zvysenim difuzivity kysliku (Enfors a Haggstrom,
2000).

Escherichia coli je fakultativni anaerobni bakterie, a proto je dostupnost kysliku
klicovym parametrem ovliviiujicim jeji metabolismus a fyziologii (Smith a Neihardt,
1983). Dostupnost kysliku méni expresi stovek genti spojenych s metabolickymi, bio-
syntetickymi a regula¢nimi funkcemi, transportem a bunécnou strukturou (Salmon et
al., 2003). V duasledku toho je produkce cilovych rekombinantnich proteinti také ovliv-
néna dostupnosti kysliku a zmény v ¢asovém profilu rozpusténého kysliku jsou ty-
picky diivodem zménéné vykonnosti procesu (Konz et al., 1998). Navic rizné meta-
bolické a fyziologické rezimy burniky nejsou jednoduse omezeny na plnou aerobidzu
a plnou anaerobiozu, ale profil genové exprese se postupn€ méni pod riznymi hladi-
nami stfednich koncentraci rozpusténého kysliku (Rolfe et al., 2011).

Vysledky publikované Herbertem et al. (1965) a pozdé&ji potvrzené Bauerem a Zi-

vem (1976) ukazuji, ze konstanta vytéznosti kysliku kmene E. coli rostouciho na
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glukodze jako zdroji uhliku se blizi hodnoté 1 (1 g kysliku je potieba na produkei 1,06 g
biomasy E. coli). Vzhledem k tomu, Ze primérny fermentacni systém pfi teploté 25 °C
muze pii provzdusiovani dodavat 1,5 M Oz I/h, mohla by kultura E. coli teoreticky
narast az do hustoty bunek 350 g/l suché biomasy za predpokladu, Zze jsou splnény
vSechny nutriéni pozadavky. Tato hodnota je nad limitem 250 g/l suché biomasy na
zakladé tekutosti (Shiloach a Bauer, 1975). Pokud je tedy k dispozici pfisun Cistého
kysliku, rychlost prenosu kysliku v tekutych kulturach by nebyla limitujicim faktorem
(Shiloach a Fass, 2005).

1.5.4 Indukce

V piipadé produkce rekombinantnich proteini nemusi byt jejich syntéza na zacatku
kultivace vyhodna, protoze mnoho proteind je citlivych na proteazy a v dusledku toho
budou nachylné;si k degradaci pied konecnou izolaci (Schmidt et al., 1999). Jednim
feSenim tohoto problému je pouziti indukovatelného promotoru.

Pomoci malych molekul nebo strest, které mohou modifikovat aktivaci promo-
toru, lze vyrazné oddélit zacatek produkce proteinu od rustové faze. To také pomaha,
pokud je protein toxicky nebo skodlivy pro rust buiky. Z pouzitych molekul je ve vy-
zkumu nejrozsirené]si isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid (IPTG). Lze také pouzit
laktozu jako induktor, jako alternativu k IPTG. Laktoza miize aktivovat stejné promo-
tory jako IPTG a zaroven slouzi jako zdroj uhliku pro bakterie (Gombert a Kilikian,
1998).

Mnoho expresnich systémi vyuziva lac operon, jehoz induktor, tedy IPTG, ptsobi
stochastickym a binarnim zpisobem. To znamena, Ze exprese je bud’ ,,zapnuto nebo
,vypnuto“. Nizké koncentrace IPTG indukuji syntézu v malé mensin€ bunék. Pti vy-
sokych koncentracich v§echny buriky exprimuji protein na vysoké urovni. To vyza-
duje, aby kazda burnka obsahovala stejnou koncentraci proteinu, tedy ze exprese musi
byt homogenni ve vSech burikach a vysledkem je pak homogenni exprese, kterou lze
kontrolovat napiiklad zménou koncentrace induktoru (Speer et al., 2019).

Alternativou jak IPTG, tak laktozy je pouziti systému s teplotné citlivym promo-
torem/represorem. Nejcastéji pouzivanymi tepeln€ indukovanymi promotory jsou PL
a PR z fagu lambda. Kdyz je indukovatelny promotor umistén pied gen kodujici po-
zadovany protein, syntézu tohoto proteinu bude fidit teplota. Prace provedené v 80.
letech minulého stoleti ukazaly rizné induk¢ni profily. Ukazalo se, ze skokové zmény

teploty béhem kontinualnich kultur, kdy se buiiky nechaji dosahnout ustaleného stavu
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pii 40 °C, nez se ptivedou na 42 °C, vedou k vysokym trovnim aktivity rekombinant-

niho proteinu (Villaverde et al., 1993).

1.6 Metody analyzy proteinu

1.6.1 Separacni metody

Mezi separacni metody se fadi tzv. elektroforetické metody separace. Elektroforéza
proteinu je proces separace nebo Cisténi proteind jejich umisténim do gelové matrice
a naslednym sledovanim mobility proteinu v pfitomnosti elektrického pole. Mezi tyto
metody patfi:

e Elektroforéza na nativnim polyakrylamidovém gelu (bez denaturantu).

e Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu s dodecylsiranem sodnym (SDS).

e Izoelektricka fokusace — charakteristickou vlastnosti proteint je jejich izoelek-
tricky bod, coz je pH, pfi kterém se jejich molekuly nepohybuji v elektrickém
poli. Princip spociva v déleni smési proteinil na nosici se stabilnim gradientem
pH rovnomérné stoupajicim od anody ke katodé. Proteiny jsou fokusovany do
uzké zony kolem svého izolelektrického bodu (Kas et al., 2000).

e Dvourozmérna gelova elektroforéza (2D PAGE) — metoda, ktera odd€luje pro-
teiny podle jejich izoelektrickych bodu v prvnim rozméru a podle molekulo-
vych hmotnosti ve druhém rozméru (Kendrick et al., 2019).

Dal§imi jsou chromatografické metody separace, kde se nejCastéji uzivaji dva typy,
a to vysokoucinna kapalinova chromatografie a tenkovrstva chromatografie. Obé tyto
metody jsou uzitecné jako dopln€k k pfistupim zalozenym na gelové elektroforéze.

Dale 1ze vyuzit ionexovou (iontoménicovou) chromatografii, nejcastéji uzivanou

pro separaci a Cisténi proteind, polypeptidi, nukleovych kyselin a dalSich nabitych
molekul. Ionex lze definovat jako polyvalentni material, ktery je nerozpustny ve vode,
obsahuje navazané ionogenni skupiny a je schopny disociovat a vyméfiovat ionty z
okolniho roztoku do ionexu (Mike§, 1975). Tento proces je obousmérny. Rekombi-
nantni proteiny jsou bézné€ exprimovany s afinitni znackou fizovanou k N-konci nebo
C-konci pro usnadnéni purifikace a detekce. Jednou z nej¢asté&ji uzivanych pro rekom-
binantni proteiny je His-TAG, ktera obsahuje Sest nebo vice po sob€ jdoucich histidi-
novych zbytkd (Waugh, 2005). Diky skutecnosti, ze je pii fyziologickém pH nenabity,
His-TAG obvykle neovliviiuje skladani a ve vétsiné pfipadu neinterferuje se struktu-

rou nebo funkeci proteinu (Carson et al., 2007).
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1.6.2 Detekce a identifikace proteinu

Detekovat Ize celkové proteiny, kde metody zavisi na absorbacnich vlastnostech mak-

romolekul:

Test dle Bradfordové

Lowryho test — kombinuje reakce ionti médi s peptidovymi vazbami za alka-
lickych podminek s oxidaci aromatickych proteinovych zbytka (Everette et al,
2010).

Warburg — Christian metoda — UV spektroskopicka metoda stanoveni proteina
zalozena na absorbanci UV svétla pfi vinovych délkach 260 nm a 280 nm

(Serensen et al., 2007).

K identifikaci proteind se bézné pouzivaji dvé metody:

Edmanova degradace — metoda sekvenovani aminokyselin v peptidu. Zde je
amino — koncovy zbytek znacCen a odstépen z peptidu bez preruseni peptido-
vych vazeb mezi jinymi aminokyselinovymi zbytky (Edman et al., 1950).
Hmotnostni spektrometrie — postup identifikace proteinti na bazi hmotnostni
spektrometrie zahrnuje Stépeni proteint, které jsou poté separovany, fragmen-
tovany, ionizovany a zachyceny hmotnostnimi spektrometry. Proteiny jsou na-
konec identifikovany z pika zachycenych hmotnostnich spekter pomoci vypo-
Cetnich metod, kde kazdy pik teoreticky predstavuje iont peptidového frag-
mentu (Wong et al, 2007).

Typem hmotnostni spektrometrie je i MALDI. Principem této metody pro
identifikaci proteint je to, ze St€peni proteinu specifickou proteazou vytvori
smeés peptidu jedinenych pro tento protein. Méfeni molekulovych hmotnosti
téchto peptidi pak poskytuje charakteristicky soubor dat zvany otisk peptidové
hmotnosti (PMF) (Pappi et al., 1993). Data PMF pak mohou byt porovnana
s teoretickymi molekulovymi hmotnostmi peptidu, které by byly vytvoreny po-
uzitim stejné protedzy ke Stépeni kazdého proteinu v databazi sekvenci, aby se

nasla nejlepsi shoda (Webster a Oxley, 2011).

1.6.3 Stanoveni enzymatické aktivity

Cilem méfeni enzymové aktivity je stanovit rychlost pfemény substratu na produkt za

definovanych podminek, jako je optimalni pH, satura¢ni koncentrace substratu, tep-

lota, mnozstvi enzymu a fyzikaln€ chemickeé vlastnosti prostredi (Scopes, 2002).
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Standardni jednotkou aktivity je od roku 1961 1 U (z anglického unit), ktera udava
takové mnozstvi enzymu, které za standardnich podminek katalyzuje pifi saturaci sub-
stratem pfeménu 1 pmol substratu za 1 minutu. Aktivitu enzymu lze stanovit sledova-
nim pfirastku koncentrace produktu nebo ubytku koncentrace substratu. Dle principu
instrumentace a detekce 1ze metody rozdélit na kontinudlni nebo nekontinualni testy
(Harris a Kashwani, 2009).

Kontinualni testy jsou definovany schopnosti kontinudlné monitorovat vymizeni
nebo vyskyt daného substratu v daném prostredi. K témto metodam patfi spektrofoto-
metrie, flurometrie, kolorimetrické stanoveni, chemiluminiscence, rozptyl svétla, ter-
moforéza v mikroméfitku.

Diskontinualni testy jsou definovany neschopnosti kontinualné a selektivné mo-
nitorovat zmény koncentrace substratu nebo produktu. Enzymaticka reakce musi byt
zastavena v urCitych ¢asech. Vzorky jsou pak podrobeny analyze, kterou lze produkt
ucinné oddélit od substratu, takze zména koncentrace kteréhokoli z nich mize byt ur-
¢ena pro kazdy jednotlivy Casovy bod (Harris a Kashwani, 2009). Pocatecni rychlost
reakce je urCena ubytkem substratu nebo tvorbou produktu v ¢ase a fidi se dle rovnice
Michaelise a Mentennové. Pocatecni rychlost je dle definice rychlost v ¢ase nula, nez
se vytvori jakykoliv produkt (Barthova et al., 1980). Zastaveni reakce se vétsinou pro-
vadi denaturaci, obvykle vyznamnou zménou pH nebo pfidanim vhodného inhibitoru

(Kral, 2014). K témto testim se fadi radiometrie ¢i chromatografie.

1.6.4 Metody pouzité v této diplomové praci
Stanoveni koncentrace celkovych proteinu dle Bradfordové
Stanoveni celkovych proteint dle Bradfordové je kolorimetricky proteinovy test, ktery
je zalozen na posunu absorbance barviva Coomassie brilliant blue G-250. Barvivo
existuje ve tfech formach: aniontova (modra barva), neutralni (zelena barva) a kation-
tova (Cervena barva) (Compton a Jones, 1985). V kyselém prostiedi se Cervena forma
barviva méni na modrou a navaze se na testovany protein. Barvivo vytvafi silny, ne-
kovalentni komplex s karboxylovou skupinou proteinu pasobenim van der Waalsovy
sily a aminoskupiny prostfednictvim elektrostatickych interakci (Ninfa et al., 2008).
Béhem tvorby tohoto komplexu Cervena forma barviva nejprve daruje volny elek-
tron ionizovatelnym skupinam na proteinu, to zptsobi naruseni pfirozeného stavu pro-

teinu a nasledné obnazi jeho hydrofobni kapsy. Tyto kapsy v tercidlni struktufe pro-
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teinu se vazou nekovalentné k nepolarni oblasti barviva prostiednictvim van der Waal-
sovy sily, ktera umisti kladné aminové skupiny do blizkosti negativniho naboje bar-
viva. Vazba je dale posilena iontovou interakci. Kdyz se barvivo navaze na protein,
zpusobi posun z 465 nm na 595 nm, to je divod, pro¢ se absorbance odecitaji prave
pfi vlnové délce 595 nm (Bradford, 1976).

Narast absorbance méfené pii 595 nm je umérny mnozstvi barviva, které je nava-

zano, a tedy 1 koncentraci proteinu piitomného ve vzorku.

Stanoveni aktivity enzymu pomoci HPLC

Vysokoucinné kapalinova chromatogratie — HPLC (z anglického high-performance
liquid chromatography) je specifickéa forma sloupcové chromatografie, ktera se obecné
pouziva v biochemii a analyze k separaci, identifikaci a kvantifikaci aktivnich slouce-
nin (Martin a Guiochon, 2005). HPLC vyuziva kolonu, ktera obsahuje napliiovy ma-
terial (stacionarni fazi), Cerpadlo, které pohybuje kolonou (mobilni fazi) a detektor,
ktery ukazuje reten¢ni Casy molekul. Retencni doba se méni v zavislosti na interakcich
mezi stacionarni fazi, analyzovanymi molekulami a pouzitym rozpoustédlem (Liu
a Lee, 2006). Pro zménu polarity mobilni faze 1ze k eluci sloucenin pouzit smes roz-
poustédel. Kdyz slozeni takové smési ztistava konstantni béhem elu¢niho kroku, ozna-
Cuje se to jako izokraticka eluce. Kdyz se slozeni smési rozpoustédel v prubéhu eluc-
niho kroku méni, jde o tzv. gradientovou eluci (Bélanger et al., 1997).

V principu HPLC nabizi moznost monitorovani substratu a produktu. Pfedpokla-
dem je oddéleni substratu a produktu. Separaci lze dosdhnout chromatografii a vzhle-
dem k vysokému rozliseni je metodou volby HPLC na reverzni fazi (stacionarni faze
ma nepolarni charakter, mobilni faze je polarni) (Lawrence a Frei, 1976). Obecny po-
stup pro analyzu zacina homogenizaci materialu obsahujiciho enzym a centrifugace.
Supernatant se pfida k substratu a reakce probiha pfi dané teploté. Ve vhodnych ¢aso-
vych intervalech se odebiraji vzorky a reakce se ukon¢i (inaktivaci enzymu naptiklad
denaturaci). Nebo se alternativné pfipravi mnoho podobnych inkuba¢nich smési, sub-
strat a enzym jsou pridany v Case O a reakce je ukoncena v pozadovaném case, nasle-
duje analyza HPLC, detekce a vyhodnoceni (Welling et al., 1994).

Zakladem pro vyhodnoceni sledované latky je urCeni plochy, resp. vySky piku
a plati, ze metoda, ktera byla pouzita pro hodnoceni plochy/vysky standardu musi byt
pouzita i pro vyhodnoceni plochy/vysky stanovované latky (HPLC.cz, 2010). Aktivita
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enzymu se nasledné prepocte pomoci rovnice na pozadované jednotky (umol/min/mg;

mM/min/ml).

SDS polyakrylamidova gelova elektroforéza

SDS-PAGE (dodecylsulfat sodny — polyakrylamidova gelova elektroforéza) je elek-
troforeticky systém, ktery je od 50. let 20. stoleti dilezitou metodou pro separaci a od-
had molekulové hmotnosti proteinti (Hamdan et al., 2005). Principem je migrace na-
bitych ¢astic stejnosmérnym elektrickym polem, které se vytvari vlozenim stejnosmér-
ného napéti mezi elektrody (Klouda, 1996).

Nejpopularng;si postup SDS elektroforézy popsal Ulrich K. Laemmli v roce 1970.
K dnesnimu dni existuje nespocet protokolt pro SDS-PAGE, které se lisi slozenim
pufru a permeabilitou gelu v zavislosti na velikosti proteint, které maji byt separovany
(Schagger, 20006). VSechny varianty postupu jsou zalozeny na schopnosti SDS vstoupit
do komplexu s proteiny. Vzhledem k pfitomnosti dvanacti uhlikového konce, SDS
asociuje s nepolarnimi oblastmi molekul proteint prostfednictvim hydrofobnich inter-
akci (Hamdan et al., 2005), zatimco polarni ¢ast molekuly SDS dava cisty zadporny
naboj na komplex SDS-protein.

Medium, kterym migruji proteiny (také oznacované jako ,,matrix) je diskontinu-
alni gel na bazi polyakrylamidu, ktery obsahuje SDS (dodecylsulfat sodny). Mnozstvi
SDS vazaného na protein, a tedy 1 naboj komplexu, je zhruba umérny jeho velikosti.
Bézné se na 1 gram proteinu vaze 1,4 gramu SDS (Reynolds a Tanford, 1970; Smith,
1984).

SDS je detergent, ptsobi jako povrchove aktivni latka, maskuje vnitini naboj pro-
teind a udéluje jim velmi podobné poméry naboje k hmotnosti. Vnitini naboje proteint
jsou zanedbatelné ve srovnani s SDS a kladné naboje proteint jsou také snizeny diky
pH separacniho gelu. Zahtatim vzorku proteint v pufru s SDS dochazi k denaturaci
proteintl véetn€ odstranéni disulfidovych mustkd, molekuly proteind se obali moleku-
lami dodecylsulfatu sodného, ktery udéli proteinim celkovy zaporny naboj. Pri apli-
kaci konstantniho elektrického pole proteiny migruji smérem k anod¢ rychlosti, ktera

je zavisla na jeji hmotnosti (Reynolds a Tanford, 1970).
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2 Hypotézy a cile prace
Cilem diplomové prace je optimalizace kultivacnich podminek za ti¢elem zvySeni pro-

dukce rekombinantnich proteint syntetizovanych vybranymi kmeny E. coli.

2.1 Hypotézy

e Kultivacni podminky ovliviiuji rychlost ristu sledovanych kment E. coli a tato
rychlost je pfimo zavisla na vybraném zdroji uhliku a dusiku v kultiva¢nim
mediu.

e Kultivacni podminky (rychlost otacek tiepacky) ovliviiuji intenzitu aerace kul-
tivacniho media. S rostouci aeraci dochazi ke zvyseni rychlosti ristu jednotli-
vych sledovanych kment E. coli.

e Slozeni kultivaéniho media a kultiva¢ni podminky pfimo ovliviiuji mnozstvi

rekombinantniho proteinu, ktery bakterie vyprodukuji.

2.2 Cile prace
Pro praci byly stanoveny nasledujici dil¢i cile:
e Ovefit produkci rekombinantnich proteint v riznych kultiva¢nich médi-
ich.
e Ovefit moznosti fed-batch kultivace s pfidavkem zdroja uhliku (monosa-
charidy) a jejich vliv na produkci rekombinantnich proteint.
e Ovefit vliv formy dodanych zivin (prvka) na produkci rekombinantnich
proteint.
e Vyhodnotit vliv kultiva¢niho media na produkci rekombinantnich proteint
vybranych kment E. coli, a tedy stanovit optimalni kultivacni medium

prave za ucelem produkce rekombinantnich proteint.
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3 Metodika

3.1 Analyzovany kmen Escherichia coli
Studované izolaty rekombinantnich kment Escherichia coli byly poskytnuty firmou

OncoRa s.r.o.

3.1.1 Enzym Purine Nucleoside Phosphorylase (PNP)

Purin nukleosid fosforylaza (PNP) je enzym, ktery katalyzuje prvni krok pfi zachrané
purinovych bazi nebo katabolismu nukleosidi. Konkrétné PNP katalyzuje reverzibilni
Sté€peni inosinu na hypoxanthin a guanosinu na guanin (Markert, 1994), jak je znazor-

néno na obrazku 3.1.
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Obrdzek 3.1 Reakce katalyzovana PNP (Gregus a Nemeti, 2002)

Enzym PNP byl izolovan z eukaryotickych i prokaryotickych organismii. Obecné
plati, ze PNP s trimerni strukturou (eukaryotni, tzv. savCi) ptijimaji jako substraty
pouze guanosin a inosin, zatimco hexamerni PNP (prokaryotické) pfijimaji také ade-
nosin (Jensen, 1978). Escherichia coli PNP je navic tolerantn€jsi k nukleosidim, které
obsahuji modifikované rib6zové skupiny a ve srovnani s eukaryotickym PNP je jeji
aktivita vici purinovym arabinosidim desetkrat vyssi (Stoeckler et al., 1980). Je zaji-
mave, ze u prokaryot, naptiklad Bacillus subtilis nebo Escherichia coli, byly pozoro-

vany trimerni 1 hexamerni PNP (Buxton et al., 1980).

3.1.2 Enzym Uridine Phosphorylase (UP)
Uridin fosforylaza (UP) je kliCovy enzym v pyrimidinové zachranné draze, ktera ka-
talyzuje reverzibilni fosforolyzu uridinu na uracil a rib6za-1-fosfat, jak je znazornéno

na obrazku 3.2.
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Obrdzek 3.2 Reakce katalyzovana UP (Renck et al., 2010)

UP jsou rozsitené, byly identifikovany u prokaryot, kvasinek a vysSich organismd.
Aminokyselinova sekvence UP je vysoce konzervovana mezi n¢kolika bakterialnimi,
lidskymi a my§imi enzymy (Pugmire et al., 2002). Ve srovnani s UP z jinych zdroji
je Escherichia coli UP specifictéjsi, pusobi téméf vyhradné na uridin a jeho analogy
jako substraty (Vita et al., 1986). E. coli UP je aktivni jako homohexamer. Strukturalni
dikazy potvrdily predpoveéd ze sekvencni analyzy, Ze UP je ¢lenem rodiny proteind
nukleosid fosforylazy I, a proto sdili spole¢ny zahyb s trimernimi a hexamernimi pu-
rinovymi nukleosidovymi fosforylazami (PNP) (Pugmire a Ealick, 2002) a jako ¢len
této rodiny s nejvetsi pravdépodobnosti sdili podobny mechanismus pro fosforylacni

reakci.

3.2 Kultiva¢ni media

Pro kultivaci bakterii obou kmenii byla vybrana nasledujici media. LB medium jako
vegetativni medium. Jako produk¢ni media byla vybrana media TB, TBG, TBG4,
MSM, CAA a TRY. Slozeni a navazky chemikalii v§ech medii jsou shrnuty v tabulce
3.1.
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Tabulka 3.1: SloZeni kultiva¢nich medii

LB pH7,3 MSM pH 7,0
Chemikalie Navazka na 1L Chemikalie Navazka na 1L
Casein hydrolysate 10¢g Yeast extract 5¢
NaCl 10g NaxSOq 2g
Yeast extract 5¢g (NH4)2SO4 25¢g
TB pH 7,0 NH4CI 05¢g
Chemikalie Navazka na 1L K,HPO, 146 ¢g
Yeast extract 24 ¢ NaH,PO4 x 7H,0 4¢g
Pancreatic peptone 20¢g (NH4),-H-Citrat lg
Glycerol 4 ml NacCl 0,83 g
P-pufr * 100 ml MgSO4 x TH2O 0,25 ¢
TBG pH 7,0 TES ** 1 ml
Chemikalie Navazka na 1L Glukoza *** 10g
Yeast extract 24 ¢ CAApH7,0
Pancreatic peptone 20g Chemikalie Navazka na 1L
Glycerol 4 ml Yeast extract 24 ¢
P-pufr * 100 ml Casamino acids 20g
Glukoéza 30g Glycerol 4 ml
TBG4 pH 7,0 P-pufr * 100 ml
Chemikalie Navazka na 1L TRY pH 7,0
Yeast extract 24 ¢ Chemikalie Navazka na 1L
Pancreatic peptone 20¢g Yeast extract 24 ¢
Glycerol 4 ml Tryptone 125¢
P-pufr * 100 ml Glycerol 4 ml
Glukoza 30g P-pufr * 100 ml

* P-pufr — 0,17M KH2PO4 + 0,72M KoHPO4
** TES (Trace Elements Solution) — slozeni je uvedeno v tabulce 3.2

*#% Glukoza pro MSM medium — 20% roztok glukozy sterilizovany zvlast

Tabulka 3.2 Slozeni TES pro medium MSM

Chemikalie Navazka v g/l
CaCl; x 2H20 0,74
7ZnS0O4 x 7 H2O 0,18
MnSOs4 x H.O 0,1
EDTA 20
FeCl; x 6 H,O 16,7
CuSO4x 5 H,O 0,1
CoClL: x 6 H>O 0,104

Media byla ptipravena navazenim chemikalii do 250 ml Erlenmeyerovych banék, na-
vazky byly prepocteny na objem media 50 ml. Navazené chemikalie byly rozpusténé

v destilované vodé a bylo upraveno pH na pozadovanou hodnotu pomoci 2M roztoku
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kyseliny chlorovodikové a 2M roztoku hydroxidu sodného. Nasledné byla media ste-
rilizovana v autoklavu pfi 121 °C po dobu 15 minut.

Pro kultivac¢ni pudu na Petriho miskach bylo pouzito medium LB s pfidavkem
bakteriologického agaru o navazce 20 g/l. Sterilni medium byla nalito ve sterilnim
laminarnim boxu do Petriho misek, které byly pfedem sterilizovany pii 160 °C po dobu
2 h.

Vsechna media byla pfipravena s piidavkem antibiotika kanamycinu o koncen-
traci 1 g/l. Roztok kanamycinu byl pfedem pfipraven rozpusténim 1 g kanamycinu
v 10 ml destilované vody, po dokonalém rozpusténi byl sterilné v laminarnim boxu
prefiltrovan ptes sterilni filtr 0,22 pm a po 1 ml ulozen ve sterilnich mikrozkumavkach
do mrazaku. Z takto pfipraveného roztoku bylo odebirano 0,5 ml do 50 ml media pro

dodrzeni finalni koncentrace 1 g/l kanamycinu.

3.2.1 Inokulace a kultivace vegetativniho media
Vegetativni media pro kmeny E. coli s enzymy UP i PNP byla sterilné o¢kovana z pev-
ného LB media s pifidavkem antibiotika kanamycinu o koncentraci 1 g/I. Do sterilniho
tekutého LB media o objemu 50 ml bylo ptfidano 0,5 ml roztoku kanamycinu. Ocko-
vaci klickou byla sterilné odebrana biomasa z pevného media a pfevedena to tekutého
LB media.

Vegetativni medium bylo kultivovano v orbitalni tfepacce s RPM 250, pii teploté

32 °C po dobu 24 hodin.

3.2.2 Inokulace a kultivace produkénich medii
Pted inokulaci bylo do vSech sterilnich produkénich medii pfidano 0,5 ml roztoku ka-
namycinu. Do medii TB, TBG, TBG4, CAA a TRY bylo pfidano 5 ml P-pufru, ktery
byl pfipraven a sterilizovan zvlast. Do media MSM bylo pfidano 2,5 ml sterilniho 20%
roztoku glukozy, ktery byl pfipraven zvlast. Nasledné byla produkéni media sterilné
inokulovana 2,5 ml vegetativniho media. Byla kultivovana v orbitalni tfepa¢ce s RPM
250, pti teploté 32 °C po dobu 2 hodin.

Po 2 hodinach kultivace byly ze vSech medii sterilné odebrany 2 ml pro méfeni
optické density (dale OD), ktera je méfena pii 595 nm na spektrofotometru. Toto me-

feni bylo provedeno za ucelem indukce syntézy rekombinantniho proteinu pfidanim

33



IPTG (Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid) [VWR]. Do medii bylo IPTG pfidano ste-
rilné, a to ve fazi ristu, ktera odpovidala hodnoté OD pii 595 nm mezi 0,5 — 0,9. Poté
byly vSechny bariky vlozeny zpét do tfepacky a kultivovany piit RPM 250, pii teploté
32 °C po dobu 22 hodin. Celkova doba kultivace byla 24 hodin. Do media TBG4 byly
po 4 hodinach od pfidani IPTG pfidany steriln€ 4 ml sterilniho roztoku glukézy tak,
aby byla dodrzena koncentrace glukozy 30 g/l v mediu. Déle bylo medium TBG4 kul-
tivovano jako ostatni media. Po ukonceni kultivace byly bariky vyjmuty z tfepacky
a z medii byly postupné€ odebrany vzorky na jednotliva méfeni. Ve vzorcich bylo déle

meéteno pH a opticka denzita (OD).

3.3 Analyza proteinu

3.3.1 Stanoveni koncentrace proteina dle Bradfordové
Pouzité chemikalie a roztoky:

e Bradfordovo ¢inidlo
100 mg Coomassie G250 (VWR) rozmichat v 50 ml 96% ethanolu (VWR) a 100 ml
85% H3PO4 (VWR), po rozmichani doplnit destilovanou vodou do 1 1 a prefiltrovat,
roztok dlouhodobé uchovavat v tmavé lahvi

e Standard proteinu o znamé koncentraci
navazit 10 mg BSA (Bovine Serum Albumine; VWR), dopocitat a doplnit objem des-
tilované vody na finalni koncentraci 1 mg/ml (do 10 ml) = z&sobni roztok; néasledné
pfipravit 1 ml roztoku o koncentraci 0,1 mg/ml ze zasobniho roztoku — 10x fedit (1:9)
Kalibrac¢ni krivka:
Kalibracni tfada byla pfipravena dle tabulky 3.3. Do 5 ml plastovych zkumavek byl
napipetovan dle dané koncentrace objem BSA ze zasobniho roztoku o koncentraci 0,1
mg/ml, poté objem destilované vody. Ke kazdému vzorku bylo pfidano 1800 pul Brad-
fordova cinidla. Celkovy objem vzorku byl 3 ml.

34



Tabulka 3.3: Tabulka pro pfipravu kalibracni kiivky

Koncentrace v ug/ml | BSA 0,1 mg/ml [pl] | destilovana voda [ul]
0 0 1200
1 30 1170
2 60 1140
4 120 1080
6 180 1020
8 240 960
10 300 900
12 360 840
14 420 780
16 480 720
18 540 660
20 600 600
25 750 450
30 900 300

Po pfidani ¢inidla byl vzorek inkubovan 3 minuty pii pokojové teploté. Poté byla mé-
fena absorbance na spektrofotometru ve 3 ml sklenéné kyveté pti vinové délce 595 nm.
Naméfené hodnoty pro sestaveni kalibra¢ni kiivky jsou uvedeny v tabulce 3.4. Z hod-
not absorbanci byla nasledné sestavena kalibra¢ni kiivka, hodnotami byla prolozena
pfimka a vynesena rovnice regrese, ze které byla nasledné spocitana koncentrace cel-

kovych proteinii ve vzorcich. Graf kalibracni kfivky je znazornén na obrazku 3.3.

Tabulka 3.4: Naméiené absorbance pro sestaveni kalibraéni krivky

Koncentrace v ug/ml | Absorbance

0 0

1 0,0985
2 0,1535
4 0,19
6 0,3315
8 0,4135
10 0,4775
12 0,519
14 0,6235
16 0,6455
18 0,7045
20 0,7195
25 0,821
30 0,8345
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Obrdzek 3.3 Graf kalibracni kifivky pro stanoveni celkovych proteinii (autor)

Vzorky:

Ze vSech medii byly odebrany 2 ml vzorku v duplikatu. Vzorky byly stoCeny v centri-
fuze pii 13400 RPM a byly odebrany supernatanty, které slouzily jako vzorky pro mé-
feni celkovych proteint. Byly ziedény destilovanou vodou 10x.

Kazdy fedény vzorek byl promichan a bylo z néj odebrano 300 ul do 5 ml zku-
mavky. Bylo pfidano 900 pl destilované vody a 1800 pl Bradfordova ¢inidla. Takto
ptipraveny vzorek byl promichéan a inkubovan 3 minuty pii pokojové teploté. Poté byla
meéfena absorbance ve 3 ml sklenéné kyveté na spektrofotometru pii vinové délce

595 nm. Konec¢né fedeéni vzorku bylo 100x.

3.3.2 Aktivita pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie
Priprava vzorka pro HPLC:
Ze vsech medii byl steriln€ odebran 1 ml a stocen v centrifuze pti 13400 RPM. Po sto-

ceni byl supernatant odebran do zkumavky a pouzit pro méfeni enzymatické aktivity.

UP
Pouzité chemikalie a roztoky:
e 40 mM uridine (substrat)
97,7 mg uridinu rozpustit v 10 ml destilované vody

e Reakéni pufr 200 mM K2HPO4
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3,48 g KoHPO4 rozpustit v 80 ml destilované vody, pravit pH na 7,5 pomoci H3PO4

a doplnit destilovanou vodou na finalni objem 100 ml

Assay:

Do 2 ml mikrozkumavky bylo napipetovano 500 pl 40 mM roztoku uridinu a 500 pl
200 mM roztoku KoHPO4 a promichano na vortexu. K reakéni smési bylo pridano
10 ul vzorku supernatantu a opét promichano na vortexu. Vzorky byly inkubovany
v termobloku pfi teploté 60 ° a 1400 RPM a byly odebirany po 5, 10, 15, 20, 30, 45,
60 a 90 minutach.

Odebirano bylo v kazdém ¢ase 100 pl z inkubovaného vzorku do 1,5 ml mikroz-
kumavky, ktera obsahovala 400 pl methanolu pro zastaveni reakce. Po ukonceni od-
bért vSech vzorku byly vzorky stoCeny pii 13400 RPM, ze sto¢eného vzorku bylo
odebrano 400 ul do sklenéné vialky a analyzovano na HPLC. Podminky analyzy pro
UP jsou uvedeny v tabulce 3.5.

Tabulka 3.5 Podminky HPLC analyzy pro UP (autor)

Chromatograf Shimadzu Nexera
Kolona YMC Triart C18, 250 x 4,6 mm 5 um
Mobilni faze MP A - H3PO4 pH 3,2; MP B — ACN

0-3 min: 96% MP A
3-8 min: 96-85% MP A
815 min: 96% MP A

Vlnova délka 264 nm

Detektor UV/VIS

Prutok 1 ml/min

Celkovy Cas analyzy 15 minut

Retencni Casy uridin 6 minut
uracil 4,5 minut

Injek¢ni objem 1 ul

Gradientova eluce

Vysledkem byla odectena plocha peaku z kazdého Casu odbéru, ktera byla pomoci

VZOrce

plocha peaku uridinu -1 )
plocha standardu [ g ] ovnice

prepoctena na jednotky mg/ml. Tato hodnota byla dale délena molarni hmotnosti
uridinu a nasobena 1000000, vysledek byl v jednotkdch mM/ml. Aktivita enzymu byla

stanovena dle vzorce

(mM /ml v tase 5 minut— mM /ml v ¢ase 60 minut)
60

Rovnice 3.2
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a vysledek byl v jednotkach mM/min/ml.

PNP
Pouzité chemikalie a roztoky:
e 40 mM inosine (substrat)
107,3 mg inosinu rozpustit v 10 ml destilované vody
e Reakéni pufr 200 mM K2HPO4
3,48 g KoHPO4 rozpustit v 80 ml destilované vody, pravit pH na 7,5 pomoci H3PO4

a doplnit destilovanou vodou na finalni objem 100 ml

Assay:

Do 2 ml mikrozkumavky bylo napipetovano 500 pl 40 mM roztoku Uridinu a 500 pl
200 mM roztoku KoHPO4 a promichano na vortexu. K reakéni smési bylo pridano
10 pl vzorku supernatantu a opét promichano na vortexu. Vzorky byly inkubovany
v termobloku pfi teploté 55 © a 1400 RPM a byly odebirany po 5, 10, 15, 20, 30, 45,
60 a 90 minutach.

Odebirano bylo v kazdém ¢ase 100 pl z inkubovaného vzorku do 1,5 ml mikroz-
kumavky, ktera obsahovala 400 ul methanolu pro zastaveni reakce. Po ukonceni od-
bért vSech vzorku byly vzorky stoCeny pii 13400 RPM, ze sto¢eného vzorku bylo
odebrano 400 ul do sklenéné vialky a analyzovano na HPLC. Podminky analyzy pro
PNP jsou uvedeny v tabulce 3.6.

Tabulka 3.6 Podminky HPLC analyzy pro PNP (autor)

Chromatograf Shimadzu Nexera
Kolona YMC Triart C18, 250 x 4,6 mm 5 pm
Mobilni faze MP A - H3PO4 pH 3,2; MP B — ACN

0-3 min: 96% MP A
3-8 min: 96 — 85% MP A
815 min: 96% MP A

Vinova délka 264 nm

Detektor UV/VIS

Prutok 1 ml/min

Celkovy Cas analyzy 15 minut

Retencni Casy inosin 9 minut
hypoxantin 5,5 minut

Injek¢ni objem 1 ul

Gradientova eluce
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Vysledkem byla odectena plocha peaku z kazdého Casu odbéru, ktera byla pomoci

VZOrce

plocha peaku inosinu [

_1 .
plocha standardu g ] ovnice

prepoctena na jednotky mg/ml. Tato hodnota byla dale délena molarni hmotnosti ino-
sinu a nasobena 1000000, vysledek byl v jednotkach mM/ml. Aktivita enzymu byla

stanovena dle vzorce

(mM /mlv ¢ase 5 minut— mM /ml v ¢ase 60 minut)
60

Rovnice 3.4

a vysledek byl v jednotkach mM/min/ml.

3.3.3 SDS-PAGE
Priprava SDS-polyakrylamidového gelu

Pristrojové vybaveni

Obrdzek 3.4 Souprava pro vertikalni elektroforézu VWR Perfect Blue Twin S, zdroj Consort EV3610
(autor)

Pouzité chemikalie a roztoky
e destilovana voda
e roztok akrylamid-bisakryl amid (30%), Mix 37,5:1 (PanReac AppliChem)

e stacking gel buffer (pufr pro zaostfovaci gel)

500 mM TRIS-HCI pH 6.8 s 0.4 % SDS

na 100 ml pufru - 6 g TRIS (VWR) rozpustit v 80 ml destilované vody, upravit pH
pomoci 35% HCI na 6,8, pridat a rozpustit 400 mg dodecylsulfatu sodného (SDS)

a doplnit destilovanou vodou do 100 ml
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e separating gel buffer (pufr pro délici gel)
1500 mM TRIS-HCI pH 8.8 s 0.4 % SDS
na 100 ml pufru — 18,2 g TRIS (VWR) rozpustit v 80 ml destilované vody, upravit pH

pomoci 35% HCI na 8,8, pridat a rozpustit 400 mg dodecylsulfatu sodného (SDS)
a doplnit destilovanou vodou do 100 ml

e 10% roztok APS (persiran amonny, VWR)
100 mg APS, 900 pl destilované vody

e TEMED - tetramethylethyldiamine (VWR)

e clektrodovy pufr
na 1000 ml pufru — 30,3 g TRIS (VWR), 144 g glycin (VWR), 10 g SDS (VWR),
rozmichat v 600 ml destilované vody, poté doplnit destilovanou vodou do 1000 ml;
elektrodovy pufr pied pouzitim fedit 10x (1:9) destilovanou vodou

e 2-propanol (VWR)

Priprava gelu:

Jeden finalni gel je pfiblizn€ 10 x 10 cm velky, tloustky 1 mm.

Tabulka 3.7 12% délici gel (autor)

Destilovana voda 6,6 ml
30% roztok akrylamidu 8,43 ml
Separating gel buffer 5,76 ml
Persiran amonny (APS) 210 w1
TEMED 8,4 ul
Celkovy objem 21,0084 ml — pro dva gely

Tabulka 3.8 5% zaostrovaci gel (autor)

Destilovana voda 3,825 ml
30% roztok akrylamidu 1,050 ml
Stacking gel buffer 645 ul
Persiran amonny (APS) 57 ul
TEMED 54 ul
Celkovy objem 5,5824 ml — pro dva gely

Postup:
1) Sestavit Cisté a suché gelové kazety dle instrukéniho manualu dodaného k elek-

troforetické souprave
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2) 12% délici gel — do 50 ml kadinky pridavat pomoci pipety jednotlivé chemika-
lie dle tabulky 3.6, pfidani APS a TEMEDu spousti polymeraci

3) Opatrné promichat a ithned nalévat gel pomoci pipety mezi skla tak, aby se
netvorily vzduchové bubliny, kazety naplnit 2 cm pod horni okraj (prostor pro
zaostfovaci gel)

4) Po naliti obou gelt prevrstvit 0,5 ml 2-propanolu (odstranéni bublin z povrchu
a vyrovnani hladiny gelu), nechat polymerovat 1,5 hodiny

5) Po ukonceni polymerace odsat zbytek 2-propanolu pomoci filtracniho papiru

6) 5% zaostifovaci gel — do 50 ml kadinky pridavat pomoci pipety jednotlivé che-
mikalie dle tabulky 3.7, opatrné promichat a ihned nalit na délici gel, vlozit
hieben pro tvorbu jamek a nechat 15 minut polymerovat

7) Poukonceni polymerace vyjmout hfebeny a jamky promyt 2 — 3x stfickou s de-
stilovanou vodou

8) Skla vlozit 1 se stojanem do elektroforetické vany a ihned prelit 10x fedénym

elektrodovym pufrem tak, aby byly jamky zcela pod hladinou pufru

Priprava vzorki, naneseni vzorki, vlastni elektroforéza
Pouzité chemikalie a roztoky

e 2 —mercaptoethanol (VWR)

e 180 mM TRIS-HCI pH 6,8
na 100 ml pufru — 2,18 g TRIS (VWR) rozmichat v 80 ml destilované vody, upravit
pH pomoci 35% HCI na 6,8, doplnit destilovanou vodou do 100 ml

e vzorkovy pufr SDS — zasobni
na 90 ml pufru — 20 ml glycerolu (VWR) smichat s 20 ml destilované vody, piidat 4 g
SDS (VWR) a 10 mg Bromphenol blue (VWR), po rozmichéani doplnit do 90 ml 180
mM TRIS-HCI pH 6,8

e vzorkovy pufr SDS — pro pouziti
objem dle objemu vzorku — smichat 2 — mercaptoethanol (VWR) se zasobnim vzorko-
vym pufrem v poméru 1:9

e peqGOLD Protein Marker I (VWR)

Pfiprava vzorku:

Vzorky (2 ml) byly odebrany do uzaviratelnych 2 ml mikrozkumavek z produkénich
medii po 24 h kultivace. Sediment byl oddélen centrifugaci pii 13400 RPM po dobu
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5 minut. Nasledné bylo z kazdého vzorku odebrano 50 pl supernatantu do 1,5 ml plas-
tové mikrozkumavky. Z ptvodni 2 ml mikrozkumavky byl odebran zbytek superna-
tantu a uchovan pouze sediment.

K 50 pl supernatantu byl ptidan vzorkovy pufr (pro pouziti) v poméru 1:1, tedy
50 ul. K sedimentu bylo pfidano 200 ul vzorkového pufru (pro pouziti). Oboje bylo
promichano pomoci vortexu, sediment tak dlouho, nez se zcela rozmichal v pufru.
Vzorky byly umistény do pfedem piedehratého termobloku a byly zahtivany na 99 °C

po dobu 5 minut. Po zaht4ti se vzorky nechaly zchladnout pfi pokojové teploté.

Naneseni vzorku, vlastni elektroforéza:

Pomoci mikrostiikacky Hamilton bylo do vzorkovacich jamek naneseno 5 ul pfipra-
venych vzorkt. Do prvni a posledni jamky bylo naneseno 5 ul proteinového markeru.
Pred nanesenim kazdého jednotlivého vzorku byla mikrostfikacka proplachnuta 2x
ethanolem, 2x destilovanou vodou a 1x nanaSenym vzorkem.

Po naneseni vSech vzorkl byla elektroforeticka vana ptiklopena vikem, pfipojena

ke zdroji napéti. Elektroforéza probéhla pfi 15 mA po dobu pfiblizn€ 2 hodin.

Barveni, odbarveni gelu
Pouzité chemikalie a roztoky

e barvici roztok Coomassie
na 500 ml roztoku — smichat 125 ml 96% ethanolu (VWR), 60% kyseliny octové
(VWR), 350 ml destilované vody, piidat 1 g Coomassie Brilliant blue R250 (VWR)
a michat 15 minut, poté doplnit destilovanou vodou do 500 ml

e odbarvovaci roztok
na 1000 ml roztoku — 250 ml 96% ethanolu (VWR), 100 ml 60% kyseliny octové
(VWR) a 650 ml destilované vody

o fixacni roztok

na 1000 ml roztoku — 75 ml 60% kyseliny octové (VWR) a 925 ml destilované vody

Po ukonceni elektroforézy byl stojan se skly vyndan z elektroforetické vany, skla byla
vyjmuta ze stojanu a opatrné oddélena od sebe. Pomoci plastové Spachtle byl odiiznut
zaostifovaci gel a délici gel byl vlozen do plastové vanicky s barvicim roztokem. Va-
nicka s barvenym gelem byla ponechana na horizontalni stolni tfepacce pii 50 RPM

po dobu 25 minut.
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Po uplynuti casu byl barvici roztok slit do nadoby urcené na odpad. Gel byl dva-
krat promyty odbarvovacim roztokem, po promyti byl pfelit odbarvovacim roztokem,
vanicka byla priklopena vikem a ponechana opét na horizontalni stolni tfepacce do
druhého dne.

Po Gplném odbarveni gelu (odstranéni modré barvy Coomassie z pozadi) byl od-

barvovaci roztok slit a gel byl ponoten do fixacniho roztoku.

3.3.4 Stanoveni suSiny

Vzorky pro stanoveni susiny byly provedeny v triplikatu. Z produkénich medii byly
sterilné odebrany 3x 2 ml do pfedem zvazenych sterilnich uzaviratelnych plastovych
zkumavek a byly stoCeny v centrifuze pii 13400 RPM po dobu 10 minut. Poté byl
odstranén supernatant. Oteviené zkumavky se sedimenty byly vlozeny do suSarny
a suseny pii 105 °C po dobu 24 hodin. Po uplynuti doby byly zkumavky uzavieny a po
vychladnuti opét zvazeny. Hmotnost samotné susiny byla vypoctena odectenim hmot-

nosti prazdné zkumavky od hmotnosti zkumavky se susinou.

3.4 Upscaling do fermentoru

Pro kultivace ve fermentoru (Bench Compact Ferm 2.0, objem 5L, pracovni objem
3L) byly pouzity oba izolaty produkujici enzym UP, resp. PNP. Ptiprava medii, kulti-
vace 1 nasledné zpracovani bylo pro oba kmeny totozné. Jako vegetativni medium bylo
pouzito opét medium LB. Vegetativni medium bylo pfipraveno navazenim chemikalii
dle tabulky 3.9 do 500 ml Erlenmeyerovy baiky, navazky byly pfepocteny na objem
media 200 ml. Navazené chemikalie byly rozpustény v destilované vode a pH pred
sterilizaci bylo upraveno na 7,3 pomoci 2M roztoku kyseliny chlorovodikové a 2M
roztoku hydroxidu sodného. Medium bylo sterilizovano v autoklavu pii 121 °C po

dobu 15 minut.

Tabulka 3.9: SloZeni vegetativniho media pro fermentor

LB pH 7,3
Chemikalie Navazka na 1L
Casein hydrolysate 10 g
NaCl 10 ¢
Yeast extract 5S¢
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Jako produkéni medium do fermentoru bylo vybrano medium TBG4, tedy medium
s pridavkem glukozy po 4 h kultivace, protoze dle vysledka z kultivace v Erlenmeye-
rovych bankach v tomto mediu dosahovala produkce celkovych proteini nejvyssich

hodnot. Slozeni tohoto media je uvedeno v tabulce 3.10.

Tabulka 3.10: Slozeni produkéniho media pro fermentor

TBG4 pH 7,0

Chemikalie Navazka na 1L
Yeast extract 24 ¢
Pancreatic peptone 20¢g
Glycerol 4 ml

P-pufr 100 ml
Odpériovac (poly- 2 ml
propylenglykol)

Chemikalie byly navazeny pifimo do fermentoru a rozpustény v destilované vode do
celkového objemu 2,7 litru. Vysledné pH bylo upraveno pomoci SM NaOH a 2M HCl
na hodnotu 7,0. Fermentor byl uzavien a sterilizovan v autoklavu pti 121 °C po dobu
25 minut. P-pufr byl pfipraven zvlast navazenim 37,56 g Ko:HPO4 a 6,93 g KH2PO4
a rozpusténim v destilované vody do finalniho objemu 300 ml a také sterilizovan v au-
toklavu (stejné podminky jako fermentor).

Dale byl pripraven glukozovy roztok, ktery byl do fermentoru ptidavan v pribéhu
kultivace, a to navazenim a rozpusténim 30 g glukozy ve 100 ml destilované vody, po
uplném rozpusténi byl objem doplnén do 150 ml.

Po sterilizaci byl fermentor pfipojen na externi vodni ohfev (Hiiber 104A-E) pro
udrzeni kultivacni teploty 32 °C, ke kompresoru (Remeza SB4/C), ktery pfes sterilni
vzduchovy filtr (PTFE 0,22 um; VWR) provzdus$iiuje medium, k motoru pohanéji-

cimu michadlo a zaroven byl pfipojen k teplotnimu ¢idlu.

3.4.1 Inokulace a kultivace vegetativniho media

Vegetativni medium bylo steriln€ inokulovano z pevného LB media s pfidavkem ka-
namycinu o koncentraci 1 g/I. Do sterilniho tekutého LB media o objemu 200 ml byly
pridany 2 ml pfedem piipraveného roztoku kanamycinu (findlni koncentrace kanamy-
cinu 1 g/l v mediu). Ockovaci klickou byla steriln€ odebrana biomasa z pevného media

a pfevedena to tekutého LB media.
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Vegetativni medium bylo kultivovano v orbitalni tfepacce s RPM 250, pfi teploté

32 °C po dobu 24 hodin.

3.4.2 Inokulace produkéniho media

Pred inokulaci z vegetativniho media byl do fermentoru pfidan pomoci peristaltické
pumpy sterilni P-puft, tim byl objem fermentoru doplnén na 3 litry. Poté byl pfidan
roztok kanamycinu. Ten byl pfipraven rozpusténim 300 mg kanamycinu v 15 ml des-
tilované vody. Po dokonalém rozpusténi byl preveden do injek¢ni stiikacky v laminar-
nim boxu, nasledné byl na stfikacku nasazen sterilni, hydrofilni filtr (polyethersulon,
0,22 um) a sterilni injek¢ni jehla. Pfes gumové septum osetfené ethanolem byl ka-
namycin vstiiknut do fermentoru. Koncentrace kanamycinu ve fermentoru byla 100
mg/l. Nasledné byl fermentor inokulovan 150 ml vegetativniho media. Kultivace za-
Cala pti 350 RPM a aeraci 4 I/min. Po 1,5 hodin¢ kultivace byly steriln¢ odebrany 2 ml
pro méfeni OD pfi 595 nm z divodu pfidani IPTG v koncentraci 0,054 g/1. Po indukci
IPTG probihala kultivace dalSich 22 hodin. Otacky se zvySovaly z pocateCnich 350
RPM po 2 hodinach kultivace na 400 RPM, nasledné po 1 hodin€ na 500 RPM a dale
na 600 RPM (6 hodin kultivace) az do hodnoty 800 RPM (10 hodin kultivace), které
takto zustaly nastaveny az do konce kultivace. Aerace se v prubéhu kultivace neme-

nila. Roztok glukédzy byl pfidan 4 hodiny po inokulaci fermentoru.

Obrazek 3.5 Kultivace ve fermentoru (autor)
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3.4.3 Odbér a zpracovani vzorka

Po ukonceni kultivace bylo z fermentoru odebrano 2x 2 ml vzorku (duplikat) pro mé-
feni celkovych proteint, 2 ml vzorku pro elektroforézu, 3x 2 ml vzorku (triplikat) pro
zjisténi hmotnosti suSiny a 1 ml vzorku na enzymatickou aktivitu pomoci HPLC. Pfi-
pravy vzorkl a metody analyz z fermentoru byly naprosto totozné s pfipravou a ana-

lyzou vzorka z Erlenmeyerovych banék.
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4 Vysledky a diskuse

Cilem této diplomové prace byla optimalizace kultivacnich podminek za cilem zvySeni
produkce rekombinantnich proteind, které jsou syntetizovany vybranymi kmeny
E. coli. 1zolaty bakterialniho kmene byly kultivovany v 6 riznych kultiva¢nich medi-

ich.

4.1 Hodnoty pH a OD

Na konci kultivace bylo zméteno pH a opticka denzita (OD pii 595 nm) vSech vzorkd.
Hodnota pH byla u vSech medii na zac¢atku kultivace 7,0. V tabulce 4.1 jsou uvedeny

hodnoty pH na konci kultivace, OD pii piidani IPTG a OD na konci kultivace.

Tabulka 4.1 Hodnoty pH a OD

Vzorek pH . . oD oD .
(konec kultivace) (ptidani IPTG)  (konec kultivace)
TB 7,28 0,598 2,833
TBG 7,46 0,578 2,760
TBG4 7,20 0,759 2,834
MSM 6,64 0,502 1,652
CAA 7,35 0,570 2,231
TRY 7,30 0,683 2,556

Opticka denzita byla méfena pro odhad koncentrace bunék ve vzorku. Méfeni se pro-
vadi za predpokladu, ze ziskana hodnota OD je umérna koncentraci bakterii v kapalné
kulture (Caldwell, 1995).

Z tabulky 4.1 je zfeymé, ze k nejvyraznéjsimu poklesu pH doslo v piipadé media
MSM (na hodnotu 6,64). Naopak u vSech ostatnich kultivacnich medii doslo k nartstu
pH (nejvyssi u media TBG), coz Ize vysvétlit pfidavkem pH stabilizujiciho fosfato-
vého pufru po parni sterilizaci kultivacnich medii. Fosfat pfidany touto cestou udrzuje
pH béhem kultivace v optimalnim rozmezi 7-8, coz je dle Wanga et al. (2014) nej-
vhodngjsi pro kultivaci rekombinantnich kment E. coli za G¢elem produkce rekombi-
nantnich proteind. Opticka denzita pak souvisi s mnozstvim bunék ve sledovaném
vzorku. Dle Thakura et al. (2010) se OD bunék po kultivaci v minerdlnim mediu po-
hybuje mezi 1,5-1,9. Carbonell et al. (2002) pro nutri¢né€ bohaté medium udava OD
2,35 a 3,85. Sezonov et al. (2007) zminuje, ze pfidavek glukdzy na finalni koncentraci

0,4 % muze v piipadé nutricn€ vycerpaného media zvysit OD na 2,0.
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Zméfené hodnoty odpovidaji nefedénym vzorkim, proto je nutné je interpretovat
jako relativni. Z toho hlediska byla nejniz§i OD u media MSM, nejvy$si naopak

u TBG4, coz odpovida i vysledkiim stanoveni biomasy (susiny) — viz kapitola 4.5.

4.2 Stanoveni koncentrace proteinu dle Bradfordové

Pro stanoveni celkovych proteint byla méfena absorbance vzorki na spektrofotometru
pii 595 nm. Vzorky (2 ml) byly stoCeny v centrifuze pii 13400 RPM. Pro méfeni cel-
kovych proteinti byly pouZzity pouze supernatanty z medii. Vzorky byly 100x fedény

a méfeny v duplikatu. Z téchto hodnot byla vypoctena primérna absorbance. Pro vy-

y—0,1241

pocet koncentrace celkovych proteint byla pouZzita rovnice x = ~Soza9

ktera odpo-

vida grafu kalibracni kiivky v kapitole 3.3.1, kde za y byla dosazena primérna absor-
bance z obou méfeni. Vysledné hodnoty koncentraci celkovych proteind jsou v jed-

notkach g/l a jsou shrnuty v tabulce 4.2 pro kmen PNP a v tabulce 4.3 pro kmen UP.

Tabulka 4.2: Vysledné hodnoty méfeni celkovych proteinu pro kmen PNP

Vypocet | Koncentrace

Vzorek | ABS 1 ABS 2  Prameér . o
z rovnice | proteinu [g/l]

TB 0,724 0,733 0,729 20,914 2,09
TBG 0,691 0,71 0,701 19,945 1,99
TBG4 0,78 0,785 0,783 22,782 2,28
MSM 0,543 0,61 0,577 15,654 1,57
CAA 0,613 0,617 0,615 16,986 1,70
TRY 0,63 0,655 0,643 17,938 1,79

Tabulka 4.3: Vysledné hodnoty méfeni celkovych proteinu pro kmen UP

Vypocet | Koncentrace

Vzorek | ABS 1 ABS 2  Prameér . o
z rovnice | proteinu [g/l]

TB 0,755 0,758 0,757 21,882 2,19
TBG 0,623 0,667 0,645 18,024 1,80
TBG4 0,823 0,798 0,811 23,751 2,38
MSM 0,496 0,573 0,535 14,201 1,42
CAA 0,645 0,671 0,658 18,474 1,85
TRY 0,722 0,739 0,731 20,983 2,10
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Z dosazenych vysledku je ziejmé, Ze slozeni produkéniho media ma vliv na produkci
celkovych proteinii v mediu. Z tabulky 4.2 vyplyva, ze nejvyssi koncentrace celko-
vych proteinti pro kmen PNP byla zjisténa v mediu TBG4, kde koncentrace dosahla
hodnoty 2,28 g/1. TBG4 bylo medium s piidavkem glukézy o koncentraci 30 g/l, byla
ptfidana po 4 hodinach od inokulace. Stejné tak je tomu v pfipadé kmene UP, kde z ta-
bulky 4.3 je patrné, ze v mediu TBG4 s piidavkem glukézy je nejvyssi koncentrace
celkovych proteint, a to 2,38 g/I.

Lze tedy uvazovat o pozitivnim ucinku glukdzy na produkci celkovych proteina
v produk¢énim mediu, ovSem za predpokladu, ze byla glukéza pridana az po 4 hodi-
nach, a nikoliv ithned na pocatku kultivace, jako tomu bylo v mediu TBG, kde byla
koncentrace celkovych proteinti nizsi, a to 1,99 g/l u kmene PNP a 1,80 g/l u kmene
UP. Li a Taylor (1994) stanovili rychlost syntézy proteinti béhem rustu bez glukozy,
s gluk6zou na pocatku kultivace a s pfisunem glukozy ve stacionarni fazi. Vysledky
naznacuji, ze rychlost syntézy RNA byla zvySena v pritomnosti glukozy od pocatku
kultivace, zatimco syntéza rekombinantni mRNA byla zvySena pouze pii dodani
glukozy ve stacionarni fazi.

Nejnizsi produkce byla u obou kmeni stanovena v mediu MSM, u PNP 1,57 g/l
au UP 1,42 g/1, to by mohlo byt zptisobeno nedostatkem zivin v mediu (pfedev§im
uhliku a nizkou koncentraci dusiku). Bunky E. coli rostou vétsi a rychleji v mediu
bohatém na ziviny (Weart et al., 2007). Kdyz butiky E. coli zméni svou velikost, zméni
také inverzibiln€ dobu své generace, ale udrzuji konstantni pomér bunééné hmoty
k DNA (Donachie, 1968). Ale replikace DNA neni zahajena, dokud buiika nedosdhne
vhodné velikosti (Katayama et al., 2010), coz naznacuje, ze dostupné ziviny v mediu
ovliviiyji kroky, které fidi velikost bunék a rychlost ristu a tim i koncentraci proteind.

Media TB, TBG a TRY maji podobné koncentrace celkovych proteint. Tato me-
dia obsahuji mimo jiné kvasinkovy extrakt a pepton nebo trypton, o kterych je znamo,
ze poskytuji biosyntetické prekurzory, jako jsou vitaminy a aminokyseliny, které pod-
poruji expresi proteint v E. coli (Goyal et al., 2009). Kromé toho Matsui et al. (1990)
ukazali, ze pouZiti tryptonu a kvasinkového extraktu muze zvysit stabilitu plazmidu.

Velka vétsina zdroju uvadi pouze koncentrace proteind meéfenych z bunécného
lyzatu, tedy intracelularni proteiny po Upravé bunécné biomasy. Ali a Hamza (2012)
uvadeéji koncentraci v bunééném homogenatu E. coli 0,82 g/l. Celkové mnozstvi pro-
teind udava Kangwa et al. (2015) pro medium TB na urovni 3,02 g/l, pro minimalni

medium (M9, obdoba MSM) pak 1,4 g/l, coz odpovida zjisténym vysledkim.
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4.3 Aktivita enzymu pomoci HPLC

Enzymaticka aktivita byla méfena pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie

(HPLC). Aktivita UP byla vypoctena dle rovnic 3.1 a 3.2 v kapitole 3.3.2, PNP dle

rovnic 3.3 a 3.4 v téz kapitole. V tabulce 4.4 je uvedena vysledna aktivita obou enzymu

v jednotlivych mediich v jednotkdch mM/min/ml a pfepoctena na relativni enzymatic-

kou aktivitu, ktera je uvedena v jednotkach uM/min/ml (stejna koncentrace proteinu

vstupujiciho do reakce). Kompletni hodnoty méteni jednotlivych Cast odbért jsou

uvedeny v

ptiloze 1.

Tabulka 4.4 Enzymaticka aktivita UP a PNP v ruznych mediich

UP PNP
Medium
absolutni aktivita  relativni aktivita  absolutni aktivita  relativni aktivita
[mM/min/ml] [UM/min/ml] [mM/min/ml] [UM/min/ml]

TB 0,03248 14,83105 0,02068 9,89474
TBG 0,03128 17,37778 0,02020 10,15075
TBG4 0,02820 11,84874 0,02133 9,35526
MSM 0,00098 0,69014 0,00407 2,59236
CAA 0,02836 15,32973 0,01732 10,18824
TRY 0,02404 11,44762 0,02664 14,88268

IUSOOO%B‘:iaé PAP 120 lod Detector A 260nm

- B sminut

snnco—i i 10 minut

o B s mine

. W 2omin

55°°°‘§ B 30 minut

Asuuo—i . 45 minut

:DZZZ: 77777 60 minut

Obrdzek 4.1 Demonstracni obrazek peakii z jednoho méreni na HPLC, enzym PNP v mediu TBG4-
riist hypoxantinu v case (autor)
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Obrdzek 4.2 Demonstracni obrazek peakii z jednoho méreni na HPLC, enzym PNP v mediu TBG4-
ubytek inosinu v case (autor)

Z tabulky 4.4 vyplyvéa, ze enzymaticka aktivita UP je nejvyss$i v mediu TB, zatimco
u PNP je nejvyssi aktivita v mediu TRY. Nejnizsi aktivita je pro oba enzymy shodna
v medium MSM. V literatufe je nejCastéji enzymaticka aktivita uvadéna v U/mg. U je
jednotka enzymové aktivity, ktera katalyzuje preménu 1 umol substratu do produktu
za 1 minutu. Komissarov et al. (1994) uvadi aktivitu enzymu UP izolovaného z E. coli
K12 100 — 120 U/mg pti 25 °C. Leer et al. (1976) uvedl aktivitu UP 183 U/mg, Dra-
bikowska et al. (1987) dokonce 250 pmol/min/ml, ovSem pii 37 °C. Pro PNP uvadi
Liu et al. (2019) aktivitu pti 55 © 83 U/mg. Specifickou aktivitu 257 U/mg uvedl Cook
et al. (1985).

Prestoze aktivita enzymt UP a PNP v mediu TBG4 nedosahovala nejvyssich hod-
not, bylo toto medium vybrano pro upscaling do fermentoru. Divodem je, Ze primar-
nim cilem je produkce rekombinantnich proteind, jejichz koncentrace byla nejvyssi

praveé v tomto mediu. Enzymaticka aktivita slouzila k ovéreni funkénosti enzymu.
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4.4 SDS-PAGE
Pro detekci ziskaného rekombinantniho proteinu byla pouzita elektroforéza na poly-

akrylamidovém gelu s SDS (SDS-Page). Vysledky z elektroforézy PNP jsou na ob-
razku 4.3, UP na obrazku 4.4.

184/

144

Obrdzek 4.3 Odbarveny gel se vzorky z medii kmene s PNP (autor)

Ocekavana velikost PNP byla 25,95 kDa (UniProt, 2023). Z obrazku 4.3 je patrné, ze
band odpovida velikosti kolem 26 kDa. Sledovany enzym byl produkovan
ve vSech kultivacnich mediich. Dle sily bandu 1ze usoudit, Ze nejvyssi produkce byla

v mediu TBG4. Nejnizsi v mediu MSM, kde je band téméf neviditelny.
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Obrdzek 4.4 Odbarveny gel se vzorky z medii kmene s UP (autor)

Ocekavana velikost UP byla 27,16 kDa (UniProt, 2023). Z obrazku 4.4 vyplyva, ze

enzym UP bakterie produkovaly ve vSech kultiva¢nich mediich. Stejn€ jako u PNP je

dle sily bandu nejvyssi produkce enzymu v mediu TBG4, nejnizsi v mediu MSM.

Z vyse uvedenych vysledkt vyplyva, ze oba testované kmeny produkuji ve vSech

zkousSenych kultiva¢nich mediich rekombinantni proteiny a zaroven velikost téchto

protein odpovida v literatufe popisované velikosti.

4.5 Stanoveni suSiny

Hmotnost susiny byla stanovena pro kazdy vzorek ze 2 ml, vzorky byly odebrany

v triplikatu. V tabulce 4.5 jsou shrnuty kone¢né vysledky pro kmen PNP, v tabulce 4.6

pro kmen UP, porovnani jednotlivych druhti medii je znazornéno na obrazku 4.5.

Kompletni data z jednotlivych méfeni jsou uvedena v priloze 2.

Tabulka 4.5: Piehledova tabulka hmotnosti susiny pro kmen PNP

Vzorek X [g/1] Sx min [g/l] max [g/l]

TB 2,95 3,34 0,25 7,65
TBG 2,35 1,56 0,35 4,15
TBG4 10,67 1,12 9,75 12,25
MSM 4,38 0,18 4,15 4,6
CAA 5,88 0,74 4,85 6,5
TRY 5,47 0,06 5,4 5,55
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Tabulka 4.6: Prehledova tabulka hmotnosti suSiny pro kmen UP

Vzorek X [g/1] Sx min [g/l] max [g/l]
TB 5,15 0,31 4,75 5,5
TBG 6,68 1,95 4,95 9,4
TBG4 9,65 3,17 5,35 12,9
MSM 3,38 0,15 3,25 3,6
CAA 5,42 0,19 5,15 5,6
TRY 6,15 0,23 5,9 6,45
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Obrdzek 4.5 Graf porovndni susiny PNP a UP v g/l media (autor)

B PNP mUP

Pro kmen UP i PNP je nejvyssi primémy vytézek suché biomasy v mediu TBG4. Pro
PNP je 10,67 g/1, pro UP 9,65 g/l. Odhaduje se, ze maximalni mozna hustota kapalné
kultury E. coli je pfiblizné 200 g/l hmotnost suchych bunék (Shiloach a Fass, 2005),
podle Leeho (1996) se tekutost kultury E. coli ztraci, pokud je hmotnost suchych bunék
vys$si nez 220 g/l. Markl et al. (1993) uvedl hustotu suchych bunék 175 g/l, Nakano
et al. (1997) dokonce 190 g/l suché biomasy. Prekazkou neomezeného rastu bakterii
v kapalné kultufe, a tedy i vyssi vytézek suché biomasy, maze byt prave slozeni medii.
Tato myslenka vychazi z predpokladu, ze bakterie se budou d¢lit tak dlouho, dokud
budou plnény jejich nutriéni pozadavky a dokud nebudou v prabéhu ristu do media
vylu€ovat zadné toxické a inhibicni faktory (Shiloach a Fass, 2005).

Z dosazenych vysledku je ziejmé, ze hmotnost suSiny je zavisla na slozeni kulti-
vacnich medii, na dostupnosti jednotlivych zivin, a také na kultiva¢nich podminkéch.

Souhrnné lIze fict, ze dodavani zivin do media, at' uz jednorazoveé nebo kontinualné,
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muize uspokojit rostouci poptavku po zdrojich energie, uhliku a dusiku v rostouci kul-
tufe E. coli. Jak uvedli Hortsch a Weuster-Botz (2011), nejlepsi rist byl pozorovan
v komplexnim mediu, do kterého byla kontinualn€ dodavana glukoza, s koncentraci
susiny bunék 14 g/l. Podobné hodnoty pro medium TB zminuje Kangwa et al. (2015),
ato 14,6 g/l, resp. 7,45 g/l pro minimalni medium (obdoba MSM). To je jeden z nej-
pravdépodobnéjsich divodu, pro¢ je pravé v mediich TBG4 nejvyssi vytézek suché
biomasy, vzhledem k dodani glukozy v pribéhu kultivace. Presto Ze susina dosahuje
priblizn€ 10x nizsich hodnot, nez je popsano v literature vySe, nékteré prace nezjistily
zadny vliv hustoty kultury na koncentraci kone¢ného produktu nebo jeho kvalitu
(Ryan et al., 1996; Shin et al., 1997). Jednim z moznych divoda nizkého obsahu bio-
masy je nedostateCna aerace v prubéhu kultivace (McDaniel et al., 1965; Mounsef

et al., 2015).

4.6 Upscaling
Pro upscaling ve fermentoru bylo pouzito medium TBG4. V prabéhu kultivace bylo

meétfeno pH a mnozstvi rozpusténého kysliku — saturace (DO3).

Obrdzek 4.6 Grafické zndzornéni zmén hodnot pH (zelena), DO> (Zlutd) a RPM (modrd) v priibéhu
kultivace ve fermentrou (autor)
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Na pocatku kultivace bylo pH media ve fermentoru 7,0. V prubéhu kultivace pH klesa
az k hodnotam kolem 6,5. To muze byt zpiisobeno zvySenou tvorbou acetatu pii nad-
bytku glukézy (30 g/1). Jak uvadi Philip et al. (2018), s rostouci akumulaci acetatu je
prekroCena kapacita pufru kultivaéniho media, ¢cimz se pH pohybuje mimo optimalni
fyziologické rozmezi. Z prabéhu saturace je pak patrné, Ze s rostoucimi otaCkami mi-
chadla dochéazelo i ke zvySovani saturace. Po dosazeni maximalnich otacek (800 RPM)
dosahla saturace maximalni hodnoty, ktera s dal$im rastem bunék zacala klesat a nu-
lové hodnoty dosahla po piiblizné 13 hodinach. Za anaerobnich podminek a za nepifi-
tomnosti jakychkoli jinych exogennich respiracnich akceptori elektront bakterie
E. coli provadi smiSenou kyselou fermentaci glukozy (Pinske a Sawers, 2016). Ta vede
k tvorbé organickych kyselin, predevsim acetatu (Neidhardt et al., 1990; Hayes et al.,
2006; Kram a Finkel, 2015). To by mohl byt hlavni divod dalsiho okyseleni media.

Stanoveni celkovych proteinu dle Bradfordové

Pro stanoveni celkovych proteinti u kmene s UP i s PNP byla méfena absorbance
vzorkt na spektrofotometru pii 595 nm. Postup byl pro oba enzymy totozny. Odebrané
vzorky (2 ml) byly stoCeny v centrifuze pii 13400 RPM, pro méfeni celkovych pro-
teind byly pouzity pouze supernatanty. Vzorky byly 1000x fedény a byly métfeny v du-

plikatu. Z téchto naméfenych hodnot byla vypoétena primérna absorbance. Pro vypo-

y—0,1241
0,0289 °’

Cet celkovych proteind byla pouzita rovnice x = ktera vyplyva z obrazku

grafu kalibracni kiivky v kapitole 3.3.1, ktera byla pouzita pti vypoctu celkovych pro-
teind v Erlenmeyerovych barikach. Za y byla dosazena priméma absorbance z obou
meéfeni. Vysledné hodnoty koncentrace celkovych proteina jsou shrnuty pro oba en-

zymy v tabulce 4.7.

Tabulka 4.7 Vysledné hodnoty méieni celkovych proteinti z fermentoru pro oba enzymy

VYpodet z Vysledna
Enzym | ABS1 ABS2 Prumér ypoe koncentrace
rovnice
v g/l
UP 0,215 0,221 0,218 3,2491 3,25
PNP 0,196 0,200 0,198 2,5571 2,56

Z vysledka uvedenych v tabulce 4.7 je patré, ze koncentrace celkovych proteina pro
UP i PNP je vyssi nez pii kultivaci v bankach. To by mohlo byt disledkem vyssiho

provzdusiiovani media ¢i kontrolovatelnymi zménami hodnot pH. Jelikoz primarni
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metabolismus E. coli rychle reaguje na omezeni kysliku, zmény pH a koncentrace ace-
tatu (Ponce, 1999), které brani ristovym podminkam. To vysvétluje rozdilné hodnoty
mezi koncentracemi ziskanymi pifi kultivaci v bioreaktorech ve srovnani s kultivaci
v tiepacich barikach (Aristidou et al., 1999), protoze v barikach je omezeny ptisun kys-
liku a buiiky nerostou do tak vysoké hustoty, jako pfi dostatecné aeraci. Spolecné s ae-
raci pusobi i dosazeni vyssich otacek ve fermentoru. Frekvence tiepani usnadfiuje Ctyft-

nasobné zvySeni maximalni kapacity prenosu kysliku (Maier et al., 2004).

Aktivita enzymu pomoci HPLC

Enzymaticka aktivita byla méfena pomoci HPLC. Aktivita UP byla vypoctena dle rov-
nic 3.1 a 3.2 a PNP dle rovnic 3.3 a 3.4 v kapitole 3.3.2. V tabulce 4.8 je uvedena
vysledna aktivita obou enzymt v mediu TBG4 v jednotkach mM/min/ml a pfepoctena
na relativni enzymatickou aktivitu v jednotkach uM/min/ml (stejnd koncentrace pro-

teinu vstupujiciho do reakce).

Tabulka 4.8 Enzymaticka aktivita UP a PNP ve fermentoru

UP PNP
Medium
absolutni aktivita  relativni aktivita  absolutni aktivita  relativni aktivita
[mM/min/ml] [UM/min/ml] [mM/min/ml] [UM/min/ml]
TBG4 0,039177 12,0578 0,027327 10,6867

Z tabulky 4.8 je zieymé, ze relativni aktivita enzymu UP 1 PNP pfi kultivaci ve fermen-
toru je vyssi nez pii kultivaci v Erlenmeyerovych barikach v téz mediu. Presto enzy-
matickd aktivita v mediu TBG4 nedosahla takovych hodnot, jako je tomu u media
TBG ¢i CAA u enzymu UP nebo u media TRY v pfipadé enzymu PNP. Toto méteni
slouzilo k ovéfeni funkcnosti enzymu a primarni bylo dosazeni nejvyssi produkce bi-

omasy a koncentrace proteind.
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SDS-PAGE
kDa

25,0
18,4

144

Obrdzek 4.7 Odbarveny gel se vzorky z fermentoru (autor)

Z obrazku 4.7 je ztejmé, ze oba testované kmeny produkuji rekombinantni proteiny
v ocekavané velikosti UP 27,16 kDa a PNP 25,95 kDa dle databaze UniProt (2023).
Dle sily bandu lze usoudit, ze rekombinantni proteiny jsou produkovany v mnohem

vetsi mife, nez je tomu pii kultivaci v Erlenmeyerovych barkach.

Stanoveni susSiny
Sus$ina byla stanovena pro oba enzymy v triplikatu. V tabulce 4.9 jsou shrnuty vy-
sledky pro enzym UP i PNP v mediu TBG4.

Tabulka 4.9 Hmotnosti suSiny pro oba kmeny v g/l media

Kmen X [g/] Sx min [g/l] max [g/l]
UP 20,70 3,82 15,35 24,00
PNP 21,87 2,61 18,3 24,45

Hmotnost susiny pro kmen UP je 20,7 g/1, pro PNP 21,87 g/l. U obou enzymu dosahuje
hmotnost susiny témeét dvojnasobek oproti vysledkim z kultivace v barikach. Za tim
by mohly stat kultivacni podminky, a to rychlost otacek a predevsim vyssi aerace ve
fermentoru. Provzdusiovani poskytuje vice kysliku pro napajeni metabolismu a mize

vést k rychlejsimu tempu rastu. Ng (2018) uvadi, ze vyssi aerace dostupna ve fermen-
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toru zlepsila tvorbu biomasy v E. coli b€hem rastu ve srovnani s 250 ml Erlenmeyero-
vou barkou s vatovou zatkou. Vy§si aroven aerace v prubéhu fermentace v bioreak-
toru zaroven vede k vyssi stabilit€é rekombinantnich enzymu, vyssi specifické aktivité
enzymu, ale i lep§imu rdstu biomasy. Dle Othmana et al. (2012) mnozstvi vzduchu
uvnitf bioreaktoru pfimo ovliviiuje mnozstvi biomasy E. coli — pti vzdus$néni 2 v/v/min
(objem vzduchu/objem media ve fermentoru) je pfiblizné 3,4 g/1, pti 3 v/v/min pak 3,8

g/l.
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Zavér

Bakterie Escherichia coli je jednou z nejvice pouzivanych bakterii pfi vyrobé rekom-
binantnich proteind. Pravé kultivace bakterialnich kment E. coli, které produkuji re-
kombinantni proteiny, a optimalizace kultivacnich podminek je naplni této diplomové
prace. Byla ovéfena produkce rekombinantnich proteinii bakterialniho kmene E. coli
v né€kolika kultiva¢nich mediich, ktera se liSila slozenim a dostupnosti zivin.

V ramci této diplomové prace bylo dosazeno vSech cild. Byla ovéfena kultivace
v riznych kultivacnich mediich a vliv dodanych zivin (prvkia) na produkci rekombi-
nantnich proteind. Byla ovéfena moznost fed-batch kultivace s ptidavkem monosacha-
ridu glukdzy. Pri kultivaci v Erlenmeyerovych barikach byl vyhodnocen vliv kultivac-
niho media na produkci rekombinantnich proteint. Jako optimalni medium bylo sta-
noveno medium TBG4 (medium s glukézou pfidanou po 4 hodinéach), které prevysuje
hodnoty ostatnich medii, a to jak v hmotnosti susiny, tak v celkové koncentraci pro-
teinll i v produkci sledovaného rekombinantniho proteinu pro oba kmeny, UP i PNP.
Aktivita enzym0 UP a PNP nedosahla v tomto mediu nejvyssich hodnot, ale primar-
nim parametrem byla koncentrace a produkce rekombinantniho proteinu. Proto bylo
toto medium vybrano pro upscaling do fermentoru.

Prvni hypotézu, ze kultivaéni podminky ovliviiuji rychlost ristu sledovanych
kment E. coli a ze tato rychlost je pfimo zavisla na formeé zdroju zakladnich zivin (C,
N, P), Ize potvrdit. Pti kultivaci v produkénich mediich, ktera méla jiné slozeni a liila
se jednak obsahem zivin, tak 1 jejich formou (organicky a anorganicky dusik) bylo
patrné, Ze nejvyssi narast biomasy byl v mediu s prfidavkem uhliku ve formé glukozy,
s dusikem v organické formé. Naopak nejméné rostly v mediu MSM s minimalnim
zdrojem dusiku (navic pouze v anorganické formé).

Druhé hypotéza, ze kultivaéni podminky, konkrétn€ rychlost michéani, ovliviuji
aeraci a tim dochazi ke zvyseni rychlosti rastu jednotlivych kment, byla potvrzena pii
kultivaci ve fermentoru. V prubéhu 24 hodin kultivace doslo ve fermentoru ke dvoj-
nasobnému nartistu biomasy oproti kultivaci v Erlenmeyerovych barikach za stejny
cas.

Tteti hypotéza, ze slozeni media a podminky kultivace pfimo ovliviiuji mnozstvi
rekombinantniho proteinu, je pravdiva, a to na zaklade vysledki z SDS-PAGE a zaro-

ven z mnozstvi celkovych proteina stanovenych dle Bradfordové.
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Vhodnéj$i kultivacni podminky a slozeni kultivacniho media vede k vyssi koncentraci
rekombinantnich proteind.

V otazkach optimalizace kultivacnich podminek stale zlistava prostor pro dalsi
vyzkum. Konkrétné testovat dalsi produkcni media s jinymi zdroji dusiku a uhliku.
Spolu s nimi vyuzit vétsich a 1épe kontrolovatelnych bioreaktort, které umoznuji lepsi
provzdusniovani media (at uz lepsi kontrolou otacek michadla anebo udrzenim pre-
tlaku uvnitf fermentacni nadoby a tim zvySeni saturace Oz v kultivaénim mediu), lepsi
moznosti davkovani dusikatych nebo uhlikovych zdroja zivin v reakci na zménu pH

behem kultivace. VSechny tyto moznosti mohou byt studovany v dalsi védecké praci.
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Seznam pouzitych zkratek

aKG — a-ketoglutarat

ATP — adenosintrifosfat

BSA — bovine serum albumin

CAA - Casamino acids medium

cAMP - cyklicky adenosinmonofosfat

CCR — uhlikova katabolicka represe

DNA - deoxyribonukleova kyselina

DO2 - saturace kultivacniho media kyslikem

DOT - parcialni tlak kysliku (z angl. dissolved oxygen tension)
EDP — Entner-Doudoroff pathway (glykolyza)

EMPP — Embden-Meyerhof-Parnasova pathway (glykolyza)
GDH - glutamatdehydrogenaza

GS - glutaminsyntetaza

His-TAG — tisek nékolika histidinovych zbytk na N- nebo C- konci rekombinantniho
proteinu

HPLC - vysokoucinna kapalinova chromatografie

IPTG - isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside

max — maximum

min — minimum

MSM — Mineral Salts medium

NADH - nikotinamidadeninnukleotid

NADPH - nikotinamidadenindinukleotidfostat

NH4* — amonny iont

OD - opticka denzita

ONPG - ortho-Nitrophenyl-B-galactoside

OPPP — Pentose phosphate pathway

PAGE - polyakrylamidova gelova elektroforéza

PMF - otisk peptidové hmotnosti (z angl. peptide mass fingerprinting)
PNP — purin nukleosid fosforylaza

RPM - otacky za minutu (z angl. revolutions per minute)
SDS - dodecylsiran sodny

sx — smeérodatna odchylka
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TB — Terrific broth medium

TBG - Terrific broth medium s glukozou

TBG4 — Terrific broth medium s gluk6zou piidanou po 4 hodinach kultivace
TCA — cyklus trikarboxylové kyselina (z angl. tricarboxylic acid cycle)
TRY — Medium s tryptonem

UP — uridin fosforylaza

X — prumér
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Piilohy

Priloha 1:

Kompletni hodnoty méfeni enzymatické aktivity pro jednotliva media pro PNP

Medium t Hypoxantin Inosin Inosin [mg/ml] mM/ml
[min]
5 273645 1737564 1,3502061 5,033837
10 443920 1723742 1,3394654 4,993794
15 529137 1607614 1249226 4,657364
TB 20 596543 1580449 1228117 4,578665
30 639025 1453646 1,1295824 4211308
45 673104 1389754 1,0799339 4,026209
60 705660 1400351 1,0881685 4,056909
5 88561 1946793 151279132 5.63998763
10 148148 1872659 145518413 5,42521655
15 189282 1760093 1,36771265 5,09910543
TBG |20 236271 1788524 1,38980548 5,18147191
30 288070 1675378 1,3018833 4,85368049
45 358018 1639259 127381637 474904137
60 410628 1605922 124791124 465246188
5 177272 1844860 1,4335824 5,344681
10 274122 1732243 1,3460713 5,018422
15 343758 1629500 1266233 4720769
TBG4 [ 406423 1620625 1,2593365 4695057
30 478985 1533238 1,1914308 4441892
45 548132 1469804 1,1421382 4258119
60 594573 1441290 1,1199809 4175512
5 11849 2093507 1,6267981 6,065028
10 12133 2025671 1,5740849 5,868502
15 12011 1974646 1,534435 5,72068
MSM 20 12483 2026540 1,5747602 5,87102
30 12688 2062228 1,6024922 5.97441
45 12460 2017671 1,5678684 5,845326
60 12455 2009239 1,5613161 5,820898
5 280172 1754943 1,3637108 5,084186
10 451549 1608837 1,2501764 4,660907
15 516198 1584732 1,2314452 4591073
CAA T 565863 1521959 1,1826662 4409216
30 624019 1454052 1,1298979 4212484
45 661011 1396277 1,0850027 4,045106
60 688353 1396265 1,0849934 4,045072
5 309261 1966770 1,52831482 5.69786232
10 671863 1351972 1,05057472 391675199
15 682118 1345052 1,04519741 3,8067043
TRY T2 508823 1763870 1,37064764 5,11004765
30 525308 1456383 1,13170921 421923754
45 595161 1464322 1,12787835 424223735
60 653947 1415011 1,09956033 4,09938013
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Kompletni hodnoty méfeni enzymatické aktivity pro jednotliva media pro UP

Medium t Uracil Uridin Uridin [mg/ml] mM/ml
[min]
5 536897 2107527 0,87227493 3571969
10 769104 1582967 0,65516713 2,682912
15 929336 1319334 0,54605325 2,23609
TB 20 1061608 1187971 0,49168401 2,013448
30 1163629 1034575 0,42819562 1753463
45 1228957 984253 0,40736807 1,668174
60 1226868 957863 0,39644563 1,623446
5 354639 2157676 0,893030871 3,656965
10 560302 1796649 0,743607021 3,045074
15 714105 1570047 0,649819732 2,661014
TBG [0 846046 1426699 0,590490069 2418059
30 1033677 1256052 0,519861746 2,128836
45 1138063 1093940 0,452765935 1,854078
60 1232591 1050272 0,434692382 1,780067
5 374536 2013476 0,833348578 3,412566
10 613014 1705038 0,705690554 2,889806
15 780881 1486488 0,615235871 2,519393
TBG4 [0 893137 1311800 0,542935036 2223321
30 1056405 1156039 0,478467812 1959328
45 1179025 1051094 0,43503259 1,78146
60 1233419 1015062 0,420119472 1,720391
5 53601 2454757 1,015988398 4160477
10 76414 2362382 0,977755722 4,003914
15 85879 2361553 0,977412611 4,002509
MSM  [5 92272 2443638 1,011386405 4141631
30 91718 2437654 1,0089097 14 4,131489
45 85614 2410249 0,997567181 4,085042
60 111151 2420000 1,001602979 4101568
5 375440 2059370 0,85234344 3,49035
10 568259 1735249 0,71819445 2,941009
15 712998 1550724 0,64182222 2,628265
CAA [0 812634 1418433 0,58706889 2,40405
30 966069 1297714 0,53710504 2.199447
45 1077223 1177661 0,48741685 1,995974
60 1066067 1055353 0,43679533 1,788679
5 564811 1803912 0,746613071 3,057384
10 829851 1418744 0,58719761 2404577
15 998942 1219369 0,504679183 2,066663
TRY |20 1120834 1128991 0,467273037 1913485
30 1208183 1021225 0,422670249 1,730836
45 1262060 992296 0,410696954 1,681806
60 12222528 952853 0,394372067 1,614955

81




Priloha 2:

Kompletni hodnoty z méfeni hmotnosti susiny pro kmen PNP

Vzorek Hmotnost zku- Zkum.avka + mokra Mokr4 biomasa [g]
mavky [g] biomasa [g]
TB 1,0407 | 1,0399 | 1,0302 | 1,0848 | 1,1267 | 1,1012 ] 0,0441 | 0,0868 | 0,071
TBG 1,0237 | 1,0415 | 1,0356 | 1,0922 | 1,1209 | 1,1282 ] 0,0545 | 0,0794 | 0,0926
TBG4 1,0377 | 1,0266 | 1,0317 | 1,0980 | 1,1330 | 1,1322 ] 0,0743 | 0,1064 | 0,1005
MSM 1,0187 | 1,0189 | 1,0191 | 1,0875 | 1,0827 | 1,0832 | 0,0688 | 0,0638 | 0,0641
CAA 1,0257 | 1,0374 | 1,0263 | 1,1135 | 1,1275 | 1,1096 | 0,0878 | 0,0901 | 0,0833
TRY 1,0227 | 1,0368 | 1,0412 | 1,0977 | 1,1151 | 1,119 | 0,075 | 0,0783 | 0,0778
Vzorek Zkumav}(ga] * susina Hmotnost suSiny [g] Prumér [g]
TB 1,0426 | 1,0404 | 1,0455 ] 0,0019 | 0,0005 | 0,0153 0,0059
TBG 1,0384 | 1,0465 | 1,0439 | 0,0007 | 0,005 | 0,0083 0,0047
TBG4 1,0437 | 1,0511 | 1,0512 0,02 | 0,0245 | 0,0195 0,0213
MSM 1,0270 | 1,0277 | 1,0283 | 0,0083 | 0,0088 | 0,0092 0,0087
CAA 1,0383 | 1,0504 | 1,036 | 0,0126 | 0,013 | 0,0097 0,0117
TRY 1,0335 | 1,0477 | 1,0523 | 0,0108 | 00109 | 0,0111 0,0109

Kompletni hodnoty z méfeni hmotnosti susiny pro kmen UP

Vzorek Hmotnost zku- Zkum.avka + mokra Mokr4 biomasa [g]
mavky [g] biomasa [g]
TB 1,0392 | 1,0239 | 1,0195 | 1,1175 | 1,1004 | 1,1166 | 0,0783 | 0,0765 | 0,0971
TBG 1,0234 | 1,0367 | 1,0226 | 1,0918 | 1,1089 | 1,122 | 0,0684 | 0,0722 | 0,0994
TBG4 1,019 | 1,0242 | 1,0327 | 1,108 | 1,1290 | 1,1404 | 0,089 | 0,1048 | 0,1077
MSM 1,0239 | 1,038 | 1,0335 | 1,0996 | 1,1129 | 1,1098 | 0,0757 | 0,0749 | 0,0763
CAA 1,035 | 1,0385 | 1,0385 | 1,1057 | 1,1175 | 1,1155 | 0,0707 | 0,079 0,077
TRY 1,0318 | 1,0333 | 1,0341 | 1,1198 | 1,1054 | 1,1133 | 0,085 | 0,0721 | 0,0792
Vzorek Zkumav}(ga] * susina Hmotnost suSiny [g] Prumér [g]
TB 1,0487 | 1,0343 | 1,0305 | 0,0095 | 0,0104 | 0,011 0,0103
TBG 1,0333 | 1,0481 | 1,0414 | 0,0099 | 0,0114 | 0,0188 0,0134
TBG4 1,0297 1,05 1,0541 | 0,0107 | 0,0258 | 0,0214 0,0193
MSM 1,0305 | 1,0445 | 1,0407 | 0,0066 | 0,0065 | 0,0072 0,0067
CAA 1,0453 | 1,0497 | 1,0495 ] 0,0103 | 0,0112 | 0,011 0,0108
TRY 1,0447 | 1,0451 | 1,0463 | 0,0129 | 0,0118 | 0,0122 0,0123
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