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1 Uvod

1.1 Trypanozomy

Trypanozémy vo vSeobecnosti patria do triedy Kinetoplastida, ¢o st bicikati prvoci

z kmena Euglenozoa (Stuart et al., 2008).

Trypanosoma brucei sposobuje I'udsku africku trypanozomiazu (HAT), tzv. spava
nemoc a chorobu nagana (Lejon et al., 2003). Zahfna tri podskupiny, a to: Trypanosoma
brucei brucei, Trypanosoma brucei gambiense a Trypanosoma brucei rhodesiense, ktoré
infikuja Siroka Skalu cicavcov (Stuart et al., 2008). Trypanosoma brucei brucei sposobuje
ochorenie nagana, ¢o je infekéné ochorenie nielen hospodarskych, ale aj divokych zvierat,
ktora sa vyskytuje v rovnikovej oblasti Afriky, ¢im sposobuje nemalé tazkosti v ramci
socialno-ekonomického rozvoja v tejto krajine (Isaac et al.,, 2017). Vektorom tychto
trypanozom je rada druhov rodu Glossina (Bateta et al., 2017). Tento parazit vSak nevie
infikovat’ Cloveka, pretoze je nachylny na cytotoxicku aktivitu I'udského séra spdsobent
pritomnost’'ou trypanozoémového lytického faktoru 1 (ApoL1), ktory je zlozkou lipoproteinov
TLF1 a TLF2 o vysokej hustote (Oli et al., 2006; Molina Portela et al., 2003). Trypanosoma
brucei gambiense a Trypanosoma brucei rhodesiense napadaju nielen zivoc¢ichov, ale aj 'udi
za vzniku spavej choroby. Vyznamnym prendSacim vektorom je najma G. morsitans, G.

palpalis a G. pallidipes v subsaharskej Afrike (Stuart et al., 2008).

1.2 Zivotny cyklus T. brucei

Trypanozoémy pocas zivota prekonavaju rychle a podstatné zmeny v morfologii
buniek, expresii hlavnych povrchovych markerov iV signaliza¢nych drdhach (Fenn &
Matthews, 2007). Tieto procesy st vyvolané vonkaj§imi stimulmi, akymi je zmena pH,
teplota, alebo in vitro pridanie medziproduktov Krebsovho cyklu, napriklad cis-akonitatu
alebo citratu (Czichos et al., 1986). Maju zlozity zivotny cyklus zahfnajici dve hlavné, odlisné
stadia v krvnom obehu cicavcov a niekol’ko etap v prislusnom hmyzom vektore (Herman et
al., 2008) (obr. 1).

Pocas cicania krvi na infikovanom hostitelovi sa do muchy tse-tse dostanu
neproliferujice sa trypanozoémy. V jej gastrointestindlnom trakte dochadza k premene
krvnych trypomastigdtov na procyklickych trypomastigétov, ktori putuju do slinnych Zliaz,
kde dosiahnu Stadium epimastigdta (Kennedy, 2013). Toto Stadium je schopné sa d’alej delit’
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za vzniku metacyklickych trypomastigbtov, ktoré mucha tse-tse injektuje do pokozky
hostitel’'a, kde prechadzaju lymfatickym systémom az do krvného obehu cicavcov (Kennedy,
2013; Matthews et al., 2004). V krvnom rie€isku cicavcov vykazuji dve vyvojové formy:
»slender formu a ,stumpy” formu. V ,slender forme dochddza k ich proliferacii so
schopnost’ou vyhnutia sa imunitnému systému prostrednictvom antigénnej variacie. ,,Stumpy*
forma je naopak neschopna proliferacie, prisposobend na d’alsi prenos pocas ustipnutia do
muchy tse-tse (Silvester et al., 2017). Tato forma vykazuje relativnu rezistentnost’ voci lyze
proteolytickym prostredim stredného ¢reva u muchy tse-tse a dochadza u nich k zastaveniu
bunkového cyklu v G1 fazi, ¢o im umoziiuje schopnost’ nedelit’ sa. Absencia delenia u
»stumpy* formy obmedzuje hustotu parazitov v krvi, ¢im zaistia pre hostitel'a dlhsi Zivot a pre

seba vicsiu pravdepodobnost’ prenosu ochorenia (Matthews, 2005).
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Obr. 1: Zivotny cyklus T. brucei (Silvester et al., 2017). (1) Infikovanie muchy tse-tse krvou
hostitel'a s naslednou premenou neproliferujucich buniek (,,stumpy* foriem) na procyklické.
(2) Vyvoj T. brucei v crevach s postupnym presunom do slinnych zliaz za vzniku
epimastigotnych buniek. (3) Nasledné produkcia metacyklickych buniek spojend s infikaciou

cicavcCieho hostitela. (4) Tvorba ,,slender a ,,stumpy* foriem (Silvester et al., 2017).



1.3 Mitochondrie

Mitochondrie st semiautonomne organely vacsSiny eukaryotickych buniek, ktoré sa
nachadzaju v cytoplazme. V zavislosti od typu bunky maju rdoznu velkost a priestorové
usporiadanie. Od prostredia su izolované dvoma fosfolipidovym membranami — vnatornou
avonkajsou. Vonkaj$ia membrana zaistuje celistvost’ mitochondrie ako organely a je
priepustna pre takmer vSetky molekuly a malé proteiny. Naopak, vnitornd membrana sluzi
ako funk¢na zlozka mitochondrie a prechod i6nov a malych molekal prebieha vdaka
membranovym transportnym proteinom. Taktiez obsahuje kristy (zdhyby), ktoré
niekol’kondsobne zvicsuju jej povrch. Funkciou mitochondrii je bunecné dychanie, kde sa
produkuje vacsina buneéného ATP postupnymi reakciami v Krebsovom cykle a respiranom
retazci (Alberts et al., 2005).

Unikatnost’ trypanozdm spociva v tom, Ze obsahujl iba jednu mitochondriu na bunku
(Lukes et al., 2010). Na useku mitochondrie sa vyskytuje kinetoplast, ktory je umiestneny
blizko kinetozému. Ich mitochondrialna DNA (kinetoplastovd DNA [kDNA]) je zlozena
z mini a maxi krazkov obsahujucich velké kvantum DNA. V T. brucei maji maxi krizky
vel'kost’ 23kb a koduji gény pre mitochondrialne ribozomalne RNA a gény pre proteiny, ktoré
st zapojené do procesu oxidativnej fosforylacie. Mini krazky st vel’ké iba 1kb a ich ulohou je
kodovanie gRNA (guide RNA), ktord sluzi ako templat pri inzercii alebo delécii uridinovych
zvySkov v maxikruhovych transkriptoch (mRNA) procesom nazyvanym RNA editovanie
(Hines & Ray, 2011).

Trypanozomy sa pocas zivotného cyklu stretavaju s vel'mi odliSnym prostredim, ¢omu
musia prisposobit’ procesy, akymi si vyrobia energiu (Smith & Butikofer, 2010). V prostredi
bohatom na glukézu (krvné formy T. brucei) produkuju ATP bez vyuzitia Krebsovho cyklu
a respiraénych komplexov III a 1V, predovsetkym fosforylaciou na urovni substratu v procese
glykolyzy (Bakker et al., 1997). V prostredi s nizkym obsahom cukru (hmyzia forma T.
brucei) su schopné katabolizovat aminokyseliny a ATP sa generuje cestou oxidativnej
fosforylacie, kedy st enzymy Krebsovho cyklu a komplexy respiracného retazca plne funkéné
(Gnipova et al., 2015).



1.4  Glykolyza

Glykolyza je evolu¢ne starodavna metabolicka draha, ktora konvertuje glukézu na
pyruvat (Smith et al., 2017). Glykolyticka dréha predstavuje v rdmci energetickych potrieb pre
T. brucei vel’ky vyznam (Visser & Opperdoes, 1980). U T. brucei existuje niekol’ko rozdielov
medzi glykolytickou drahou krvnych a procyklickych foriem (Bakker et al., 1997). V T. brucei
sa vyskytuju glykozémy (peroxizémové organely), ktoré obsahuju prvych Sest’ glykolytickych
enzymov u procyklickej formy, ale sedem u krvnej formy (Smith et al., 2017). Fosfoglycerat
kinaza ma u krvnych foriem glykozomalnu lokalizaciu, a tak sa v glykozome produkuje 3-
fosfoglycerat a fosfoenolpyruvat, ¢im sa generuje ATP v glykozome. Naopak,
u procyklickych foriem ma fosfoglycerat kindza cytozolickil lokalizaciu, ¢im sa ATP
a fosfoenolpyruvat vyrdbaji v cytozole. Ddévodom vyroby ATP v cytozole pocas

cytoplazmatickych krokov je ten, Ze glykozomélna membrana pre ATP nie je priepustna.

(Lamour et al., 2005; Hannaert et al., 2003) (obr. 2).
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Obr. 2: Produkcia energie procyklickych a krvnych foriem T. brucei (Smith et al., 2017).
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Vyroba ATP procyklickej formy T. brucei s nedostatkom glukézy [A], bohatej na glukézu [B]
a krvnej formy [C]. Kone¢né produkty vzniknuté po Stiepeni glukdzy a prolinu (alanin,
sukcinat, acetat, pyruvat) su vyznacené podc¢iarknutym pismom. (la) Glykozoméalna
fosfoglycerat kinaza krvnej formy, (1b) cytozolova fosfoglycerat kinaza procyklickej formy,
(2) pyruvat-kindza, (3) fosfoenolpyruvat karboxykindza, (4) glykozomalna malat
dehydrogenédza, (5) cytozolova fumardza (na zjednoduSenie je tito reakcia zobrazena
Vv glykozéme), (6) glykozomélna fumaratreduktaza, (7) dikinaza, (8) sukcinat-CoA
transferaza, (9) acetyl-CoA tioesteraza, (10) sukcinyl-CoA syntetaza, (11) oxidaza, (12)
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respiraény retazec, (13) FOF1-ATP syntaza, (14) premena medzi ADP a ATP (Smith et al.,
2017).

1.5 Katabolizmus aminokyselin

Ked'Ze trypanozémy nemaju pristup V procyklickom S$tadiu ku glukéze, vyrabaju si
ATP z pritomnosti dostatoéného mnozstva aminokyselin, predovSetkym z prolinu (Lamour et
al., 2005) (obr. 2 [A]). Okrem prolinu vSak vyuzivaju aj katabolizmus inych aminokyselin,
akymi je treonin alebo leucin, ktoré su taktiez metabolizované v mitochondrii. Tieto
aminokyseliny sa potom napajaju na biosyntézu mastnych kyselin, a taktiez mozu vstlpit’ do
mevalonatovej drahy k vyrobe zékladnych lipidov (Smith et al, 2017). Poc¢as katabolizmu
prolinu na koncovy produkt alanin sa ATP vyprodukuje premenou sukcinyl-CoA na sukcinat,
a taktiez oxidativnou fosforylaciou, pretoze metabolizmus prolinu je naviazany na dychaci
retazec cez komplex II (Verner et al., 2015). Ak maji ale procyklické formy v prostredi
poskytnutu glukézu, prispdsobia si svoj metabolizmus tak, ze aj v pritomnosti prolinu

vyuzivajui glykolyzu (Smith et al., 2017) (obr. 2 [B]).

1.6 Krebsov cyklus

Krebsov cyklus (cyklus kyseliny citronovej; citratovy cyklus) prebieha v matrixe
mitochondrie. Za aerobnych podmienok procesom glykolyzy dochadza k premene glukozy na
pyruvat, ktory vstupuje do mitochondrie, kde je enzymom pyruvat dehydrogenizou
konvertovany na acetyl-CoA. Ten nésledne vstupuje do citratového cyklu, kde reaguje
s oxalacetdtom za vzniku citratu. Dalej nasleduje sedem enzymatickych reakcii, ktoré zahfiiaju
tri dehydrogenazy NAD®, jednu dehydrogenazu FAD, dve dekarboxylacie a substratova
fosforylaciu. Vysledkom oxidacie jednej molekuly acetyl-CoA je energeticky vytazok
vV podobe dvoch molekul CO; a Styroch molekul redukovanych koenzymov (3x NADH>, 1x
FADH?>). Nasledne mozu vodiky redukovanych koenzymov d’alej vstupovat’ do dychacieho
ret'azca (Zubay et al., 1995).

Krvna forma T. brucei produkuje ATP v prostredi bohatom na glukézu bez vyuzitia

Krebsovho cyklu a respira¢nych komplexov III a IV, predovsetkym fosforylaciou na urovni



substratu. Naopak, procyklické formy plne vyuzivaji ako aj enzymy Krebsovho cyklu, tak aj
vSetky komplexy respiraéného ret'azca. (Bakker et al., 1997; Gnipova et al., 2015).

1.7  Oxidativna fosforylacia

Po odburani acetyl-CoA v Krebsovom cykle dochddza k prenosu elektrénovych
produktov do mitochondridlneho respira¢ného retazca, ktory sa skladd zo Styroch
proteinovych komplexov | — IV. Prechod elektronov prebieha postupne od jedného komplexu
k d’alsiemu (podl'a stupajiceho redoxného potencialu), ¢o zabezpeCuju pohyblivé prenasace
ubichinén (Q) a cytochrém (c) a kon¢i sa presunom na kyslik, ktory sa zredukuje na vodu.
Prenos elektronov je spojeny s transportom H* cez membranu von z matrix pomocou
respiratného komplexu I (NADH-ubichinonreduktaza), III (bcz, ubichinol-cytochrom c-
reduktiza), IV (cytochrém c-oxidaza), ¢im vytvaraju elektrochemicky proténovy gradient

(Alberts et al., 2005; Mitchell, 1961).

Komplex | s komplexom II katalyzuju prenos elektronov z NADH alebo FADH na
ubichinon. Komplex II (SDH, sukcinat-ubichinonreduktiza) je naviac sucastou Krebsovho
cyklu, kde dochadza k premene sukcinatu na fumarat, prenédsa elektrony na d’alsi komplex a
nepodiela sa na tvorbe protonového gradientu. Komplexom III prechadzaji elektrony
z ubichinolu na rozpustny protein obsahujici hemovl skupinu — cytochrém c. Nésledne
komplex IV dokonci cely retazec prenosom elektronov z cytochromu c na kyslik. Prad
elektronov je spojeny s prenosom proténov cez vnutornu mitochondridlnu membranu
nepriepustnu pre H*, ¢im vznikaju rozdiely v pH a v distribucii naboja v mitochondrialne;j
membrane. Komplex V, nazyvany aj FOF1-ATP syntiza, vyuziva gradient protonov H*
(elektrochemickd energia; protonova hybné sila) na vnitornej membrane k syntéze ATP

z ADP a anorganického fosfatu oxidativnou fosforylaciou (Zubay et al., 1995).
1.7.1 Respiracny ret'azec krvnych foriem T. brucei

| ked’ u krvnych foriem T. brucei nie je pritomny Krebsov cyklus a v respiracnom
ret’azci nie je poskladany komplex III a IV, stale u nich dochadza k reoxidacii redukovaného
kofaktoru NADH, ktory poskytuje ziskané elektrony kysliku (obr. 3). Dychanie krvnych
foriem zé&visi vyhradne od pritomnosti alternativnej oxidazy (TAO). TAO je diiron protein,
vyskytujuci sa aj v niektorych vyssich rastlinach, hubach a jednobunkovych organizmoch,

ktory prendsa elektrony z ubichinolu na molekularny kyslik za vzniku vody (Chaudhuri et al.,



2006). Tato draha je spojena s aktivitou glycerol-3-fosfat dehydrogenazy (G3PDH), ktora
katalyzuje premenu glycerol-3-fosfatu na dihydroxyaceton fosfat (Opperdoes et al., 1977).
Nasledne draha reoxiduje glykolyticky glycerol-3-fosfat, ¢im udrzuje glykozomalnu redoxnu
rovnovahu (Clarkson et al., 1989). Membranovy potencial vSak nevytvara tato draha, ale je to
prave FoF1-ATPaza, ktora vytvara proténovy gradient hydrolyzou ATP a je potrebna na
udrzanie zékladného mitochondridlneho membranového potencialu (Schnaufer et al., 2005;

Panicucci et al., 2017; Nolan & Voorheis, 1992).
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Obr. 3: Respiracny ret'azec krvnych foriem T. brucei. V tomto §tadiu komplexy III a IV
chybaju. Alternativna oxidaza (TAO) zachytava elektrony a dochadza k premene kysliku na
vodu. V komplexe V dochadza k otoCeniu beznej aktivity z dovodu tvorby proténového
gradientu. Komplex V teda nevyrdba ATP, ale naopak ho spotrebovdva na vyrobu

mitochondridlneho membranového potencidlu (MMP).

1.7.2 Respiracny ret'azec procyklickych foriem T. brucei

U procyklickych foriem T. brucei je respiracny retazec vyvinuty ako aj u inych
eukaryotov. Na rozdiel od krvnych foriem, vdaka pritomnosti respiracnych komplexov III
a IV, mdze prebiehat’ transport elektronov dvoma spdsobmi (obr. 4). Na ubichinéne dochadza
k prerozdeleniu elektronov, ktoré smeruju bud’ na alternativnu oxidazu, alebo s prenasané
d’alej cez komplexy III a IV. FoF1-ATPaza vyuZziva membranovy potencidl k nésledne;j
produkcii ATP (Devenish et al., 2008).
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Obr. 4: Oxidativna fosforylacia procyklickych foriem T. brucei. V tomto $tadiu st vSetky

respiraéné komplexy pritomné. Prenos elektronov je sprostredkovany pomocou alternativne;j

oxidazy alebo beznou drahou respiraéného ret'azca.

1.8 Produkcia protilatok proti respiracnym komplexom L, III a IV

Aby sa dali mapovat’ zmeny v abundancii a velkosti respiracnych komplexov I, III a IV, ku
ktorym dochadza behom Zivotného cyklu T. brucei, ktoré je mozno mimikovat’ in vitro (Kolev
et al., 2012), je nutné vytvorit’ protilatky, ktoré budu Specificky rozpoznavat’ podjednotky
tychto komplexov. Moja praca je sucastou viacSieho projektu, ktorého cielom je
charakterizovat’ zmeny v rdmci mitochondridlneho metabolizmu v kultare, ktora prechadza
diferenciaciou in vitro. Aby sme mohli sledovat’ zmeny v ramci komplexov I, III a IV,
rozhodli sme sa vytvorit’ protilatky proti podjednotke TbRISP komplexu III, podjednotke
ThCOXIV komplexu IV a podjednotke TONDUFAG komplexu 1.



2 Ciele prace

1. Molekularnym klonovanim zhotovit' expresné plazmidy génov TbRISP, ThCOXIV
a TONDUFAG.

2. Exprimovat’ a vypurifikovat’ rekombinantné proteiny TbRISP, TbCOXIV a TONDUFAG6

v E. coli.

3. Otestovat’ ziskané protilatky proti proteinom TbRISP, TbCOXIV a TONDUFAG pomocou

Western blot analyzy na lyzatoch T. brucei.



3 Materialy a metody

3.1 Primery pre amplifikaciu génov TbRISP, ThCOXIV a ToONDUFAG

Pre amplifikaciu génu pomocou PCR boli pouzité primery pre gény TDORISP
(Th927.9.14160), ThCOXIV (Th927.1.4100) a TONDUFAG6 (Th927.10.14860). Pre vsetky tri
gény boli primery navrhnuté za sekvenciou pre mitochondrialnu lokalizacnu signalizaciu
(MLS). Tuc¢ne vyznacCené bazy predstavuju pouzité restrikéné miesta pre klonovanie do

plazmidov (tab. I).

Tab. I: Primery génov TbRISP, ThCOXIV a TONDUFAG.

Primer Sekvencia
TbRISP Fw (BamHI) 5'-CACGGATCCTCCAACCCATTAACTGTAAAG-3’
TbRISP Rev (Xhol) 5'-CACCTCGAGCTATAGTTTTCCCAAATATATC-3"

ThCOXIV Fw (BamHI) | 5-CACGGATCCGATCACGACCGCTGGTATGG-3’
ThCOIXIV Rev (Hindlll) | 5'-CACAAGCTTCTAAATCTTGTTTGAGAGC-3’
TbNDUFAG6 Fw (Bglll) 5'-CACAGATCTGGTTCACCTTCCTATTTTG-3’

TbNDUFAG Rev (Xhol) | 5'-CACCTCGAGCTAAATCTGCGAGACAACCAC-3’

3.2 PCR
Polymerazova retazova reakcia je metoda, ktora sluzi k amplifikacii urcitého useku

molekuly DNA.

Pre kazdy gén bola vykonana paralelne PCR reakcia s pouzitim Taqg-Purple DNA
polymerazy alebo KOD Hot Start DNA polymerazy. Dalej sme pokracovali s PCR produktmi
amplifikovanymi pomocou KOD Hot Start DNA polymerazy z dévodu jej proofreadingove;j

aktivity. Reakcie prebiehali v celkovom objeme 50 pl.
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3.2.1 PCR reakcie pre TobRISP a TbCOXIV
Tab. II: ZloZenie PCR reakcie s pouzitim Taq DNA polymerazy.

10x reakény pufr s MgCl» 5ul
PCR dNTP mix (kazdy nukleotid 10mM) 1wl
5 primer (10 pM) 2,5ul
3 primer (10 uM) 2,5 ul
Taq DNA polymeraza (1 U/ul) 2,5 ul
Genomova DNA (400 ng/ul) I
PCR H;0 35,5ul
Program:
Teplota Cas Pocet cyklov
Pociato¢na denaturacia 94°C 3 min 1
Denaturacia 94°C 30s
Annealing 50°C 30s 34
Elongacia 72°C 1 min
Finalna polymerizacia 72°C 5 min 1
Chladenie 12°C 0

Tab. I1I: ZloZenie PCR reakcie s pouzitim KOD Hot Start DNA polymerazy.

10x reakény pufr pre KOD Hot Start DNA polymerazu S5ul
25 mM MgSO4 3ul
dNTPs (kazdy nukleotid 10 mM) Sul
S'primer - 10 uM (10 pmol/ul) 1,5 ul
3 primer - 10 uM (10 pmol/pl) 1,5 pl
KOD Hot Start DNA polymeréza (1 U/pl) 1 pl
Genomova DNA (400 ng/ul) 1l
PCR H20 32 ul
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Program:

Teplota Cas Pocet cyklov
Pociato¢na denaturacia 95°C 3 min 1
Denaturacia 94°C 20s
Annealing 50°C 20s 35
Elongacia 70°C 20s
Finalna polymerizacia 70°C 5 min 1
Chladenie 12°C 0

3.3 DNA elektroforéza

Velkost' amplifikovanych fragmentov bola overena v 1,5% agar6zovom géli. Jeho
priprava spoc¢ivala v zmiesani 1,5 g agardzy a 100 ml TAE pufru (20 mM Tris-base, 10 mM
kyselina octova, 0,5 mM EDTA pH 8), ktoré boli nasledne zahriate v mikrovinnej trube. Po
vychladnuti bolo do zmesi pridanych 1,5 pl ethidium bromidu (5 mg/ml) a gél sa nechal
stuhnut’ v elektroforetickej vani. PCR produkty boli zmiesané s 5 ul 10x DNA loading dye.

Separécia nukleovych kyselin prebiehala 30 mint pri elektrickom napiti 60V.

3.4  Izolacia DNA z gélu
DNA fragmenty boli z agaré6zového gélu vyrezané pomocou ziletky pod UV-
transluminatorom a bola zvézend ich hmotnost’. Izol4cia prebehla podl'a protokolu

GenElute ™ Gel Extraction Kit.

3.5 Ligacia
Proces ligécie spociva v zacleneni inzertu pomocou enzymu DNA ligazy do vektoru (

plazmidu).

3.5.1 Ligacia inzertu do vektoru pGEM® - T easy

PCR produkt amplifikovany pomocou Taq-Purple DNA polymerazy bol zaklonovany
do plazmidu pGEM® - T easy (Promega). Schéma plazmidu je vyobrazena na obrazku (obr.
5). Ligacia prebiehala v 10 pl (tab. IV).
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Obr. 5: Mapa komeréného klonovacieho vektoru pGEM® - T easy (Promega).

Tab. IV: ZloZenie liga¢nej reakcie.

2x Ligaény pufr S5ul
PCR produkt (68 ng/pl) 4 ul
Plazmid pGEM® - T easy (50 ng/ ul) | 0,5 ul
T4 ligaza (3 U/ul) 0,5 ul

3.5.2 Ligacia inzertu do vektoru pSKB3

Pred samotnou ligaciou boli pomocou restriktaz upravené konce vektoru pSKB3
(Novagen) a PCR produktu amplifikovaného pomocou KOD Hot Start DNA polymerazy.
Takto upraveny PCR produkt mohol byt zaklonovany pomocou restrikénych miest do
plazmidu pSKB3. Schéma plazmidu je vyobrazena na obrazku (obr. 6). Ligacia prebichala
v 10 pl (tab. V).
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Obr. 6: Mapa komer¢ného klonovacieho vektoru pSKB3 (Novagen).

Tab. V: ZlozZenie ligacnej reakcie.
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10x Ligacny pufr 1 ul
PCR produkt (76 ng/ul) 5,5ul
Plazmid pSKB3 (100 ng/pul) 3ul
T4 ligaza (3 U/ul) 0,5 ul

3.6 Transformacia plazmidového vektoru do E. coli XL1 Blue

Kompetentné bunky BL21, uchovavané v -80°C, boli rozmrazené na 'ade po dobu 20
minut.

K 50 ul kompetentnych buniek bolo pridanych 6 ul liga¢nej zmesi pre pSKB3 (viz.
ligacia 3.5.2), ktoré boli znovu ponechané na 'ade 20 mintt. Potom nasledoval tepelny Sok
Kk rozruSeniu bunecnej steny baktérii, ktory prebiehal vo vodnej 1azni 50 sekind pri teplote
42°C a nasledne bola zmes schladena na Pade po dobu 2 minit. Dalej bolo pridanych 300 ul
SOC média (2% trypton; 0,5% kvasnicny exktrakt; 10 mM NacCl; 2,5 mM KCI; 10 mM MgCly;
10 mM MgSOs; 20 mM glukoéza) a bunky boli inkubované 45 minut pri 37°C v trepacke.
Nasledne bolo 200 pl buniek vysiatych na agar6zova misku (100 pg/ml) so selekciou na

kanamycin.
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K 50 pl kompetentnych buniek bolo pridanych 6 pl ligaénej zmesi pre pGEM® - T
easy (viz. ligacia 3.5.1), ktoré boli znovu ponechané na 'ade 20 minut. Nasledoval tepelny Sok
K rozruseniu stavby baktérii, ktory prebiehal vo vodnej lazni 50 sekiind pri teplote 42°C
a nasledne bola zmes schladena na I'ade po dobu 2 minat. Dalej bolo pridanych 500 ul SOC
média. Zatial’ bolo na agar6zovu misku (100 pg/ml) so selekciou na ampicilin nanesenych 40
ul X-galu (20 mg/ml; 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galaktopyranosid), z dévodu vyuzitia
modro-bielej selekcie plazmidu pGEM — T easy. 200 ul buniek, vysiatych na miske, bolo
inkubovanych pri 37°C pocas celej noci. Nasledujuci deit bolo mozné identifikovat’ dva typy
bakterialnych kolonii — modré kolonie, kde doslo k Stiepeniu P-galaktozidazy, a teda
neobsahovali na§ PCR inzert (gén pre Lac Z v plazmide nebol preruseny) a biele kolonie,

Vv ktorych doslo k preruseniu génu Lac Z inzerciou DNA do klonovacieho miesta.

3.7 Izolacia plazmidovej DNA

Vybrané biele kolonie na zaklade modro-bielej selekcie boli pomocou sterilnegj
pipetovacej Spicky prenesené do skumaviek s 3 ml LB média (1% trypton; 1% NaCl; 0,5%
kvasniény extrakt) a 3 pl ampicilinu (100 pg/ml). Skimavky boli pocas noci inkubované pri
37°C v trepacke. Co sa tyka kultary s pSKB3, vybrané biele kolonie boli taktieZ prenesené do
skimaviek s 3 ml LB média a 3 ul kanamycinu (50 pl/ml) aboli inkubované pri 37°C

Vv trepacke.

Dalsi defi boli plazmidové DNA vyizolované podla protokolu kitu GenElute™ HP
Plasmid Miniprep Kit (Sigma). Koncentracia plazmidovej DNA bola zmerand pomocou

pristroja Nanodrop 1000 (Thermo Scientific).
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3.8  Restrikcia plazmidovej DNA k overeniu pritomnosti inzertu v plazmide

Restrikéna analyza plazmidu pGEM® - T easy so zaklonovanymi génmi pre TbRISP a
TbCOXIV prebiehala v 50 ul. Zlozenie restrikénych reakcii je uvedené v tabul’kach (tab. VI;

tab. VII).

Tab. VI: ZloZenie restrikénej reakcie pre TbRISP.

10x green pufr 5l
Restrikény enzym BamHI * 1l
Restrikény enzym Xhol * 1 ul
Plazmidova DNA (3 pg) 12,6 ul
MilliQ H20 30,4 ul

Tab. VII: ZloZenie restrikénej reakcie pre ThCOXIYV.

10x green pufr 5ul
Restrikény enzym BamHI * 1 ul
Restrikény enzym HindIII * 1 ul
Plazmidova DNA (3 pg) 17,5 ul
MilliQ H20 25,5 ul

* mnoZstvo pridaného restrikéného enzymu bolo stanovené podl'a manudlu vyrobcu Thermo

Scientific.

Restrikéna analyza plazmidu pSKB3 so zaklonovanymi génmi pre TbRISP a pre
TbCOXIV prebiehala obdobne, iba namiesto pPGEM — T easy bol stiepeny pSKB3 plazmid

S danymi inzertami.

Vzorky boli jemne premieSané a inkubované v termobloku 30 minut pri 37°C.
Spravnost’ vystiepenia inzertov z plazmidov bola overena v 1% agar6zovom géli. Prislusné

fragmenty boli vyrezané z gélu a vyizolované pomocou kitu QIAquick Gel Extraction

(Qiagen).
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3.9 Sekvenacia

Ziskané zaligované fragmenty do prislusnych plazmidov boli vzdy overené pomocou
sekvenacie. K sekvenacii boli pouzité primery navrhnuté z plazmidov v blizkosti inzertu.
Vzorky boli odoslané na sekvenovanie Sangerovou metodou, ktora je vhodnd na
osekvenovanie kratkych sekvencii jednovlaknovej DNA. Vysledkom st rézne dlhé sekvencie
DNA surcitym poradim nukleotidov, ¢o ndm pomoédze vylucit mutdcie alebo nespravne

konstrukty. Sekvenacia prebiehala vo firme Seqme (SEQme s.r.0.).

3.10 Priprava expresnych buniek C41

Sterilnou pipetovacou Spickou boli prenesené zdsobné expresné bunky C41
z glycerolovej konzervy, uchovavanej v -80°C, do 3 ml LB média bez pritomnosti antibiotika
a ponechané pocas noci v trepacke pri 37°C. Nasledujuci den bola kultura d’alej rozpestovana
Vo vicsi objem v Erlenmayerovej banke s 25 ml LB média, ktorti sme umiestnili do trepacky
pri 37°C, dokym nedosiahla pozadovant absorbanciu pri 600 nm v rozmedzi OD = 0,4 — 0,6.
Po dosiahnuti hodnoty bola kulttra stocena v centrifuge s rychlost'ou otacok 8000 rpm, pri
4°C na 10 minut. Bakteridlny pelet sme rozsuspendovali v 10 ml studen¢ho 0,1 M CaClz. Zmes
bola ponechana 30 mintt na I'ade, sto¢ena v centrifuge s rychlost'ou otacok 8000 rpm, pri 4°C
na 10 mindt, aznovu bol pelet rozsuspendovany v studenom 0,1 M CaCly, teraz vsak
s objemom 4 ml. Takto pripravené expresné bunky modzu byt po dobu 10 dni uskladnené

Vv chladnicke, aby zostali kompetentné pre transformaciu pripravenych plazmidov.

3.11 Transformacia do expresnych buniek C41

Na transformaciu bolo pouzitych 100 pl expresnych buniek C41 a 1 ul plasmidu, ktoré
boli ponechané priblizne 30 minut na 'ade. Tepelny Sok bol vykonany pri 42°C na 50 sekand
a bunky boli hned’ schladené na 'ade po dobu 2 minut. Do zmesi bolo pridanych 170 ul SOC
média a zmes bola umiestnena do trepacky pri 37°C priblizne na 45 mintt. Potom bolo zo
zmesi odobranych 250 pl, ktoré boli vysiate na agar6zové misky so selekciou na kanamycin
(100 pg/ml) a boli ponechané v inkubatore pocas celej noci pri 37°C. Druhy deii boli sterilnou
pipetovacou $pi¢kou nabrané kolonie a vhodené do skiimaviek s 3 ml LB média, ktoré boli

umiestnené do trepacky na 30 minut pri 37°C.
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3.12 Expresia rekombinantnych proteinov

Z narastenych kultar po transformacii bolo zo skimaviek odpipetované mnozstvo 1 ml
do Erlenmayerovych baniek s 20 ml LB média a s 20 ul antibiotika kanamycinu (50 ul/ml)
pre kazdy klon. Nasledne boli skumavky inkubované v trepacke pri 37°C, dokym sa
nepodarilo ziskat’ pozadovanu absorbanciu pri 600 nm v rozmedzi OD = 0,4 — 0,6. Z kultar
0 pozadovanej absorbancii bol pred indukciou odpipetovany 1 ml suspenzie pre porovnavaciu

analyzu proteinov z bakterialneho lyzatu pred a po indukcii expresie dané¢ho proteinu.
3.12.1 Priprava lyzatu

Odpipetovany 1 ml bakteridlnej kultary bol stoceny v centrifuge pri 4°C, 5000 rpm na
5 minut. Pelet bol rozsuspendovany v 100 pl 1xPBS (5,6 mM (Na;HPO4*12H,0; 0,145 M
NaCl; 3,6 mM NaH2PO4*2H-0) a bolo pridanych 50 ul 3xSDS nanasacieho pufru (6% sodium
dodecyl sulfat; 0,02% bromfenolova modra; 30% glycerol; 150 mM Tris-Cl pH 6,8; 300 mM
dithiotreitol). Vzorky boli denaturované pri 97°C 8 mint.

3.12.2 Testovanie rozpustnosti proteinu

Do zostatkovej bakteridlnej kultury bolo pridanych 200 ul 100 mM IPTG (isopropyl-
beta-D-thiogalaktopyranosid), ¢im doslo kindukcii expresii proteinu. Kultary boli
inkubované v trepacke pri 37°C, pricom z kazdej kultiry boli zozbierané vzorky dvakrat po 1
ml v ¢ase 1h a 3h od indukcie. Nasledne boli kultry sto¢ené na centrifuge pri 4°C, 5000 rpm
na 5 minut. Pelety boli rozsuspendované v 200 pl Bug Buster Master Mix (Novagen), ¢o je
zmes enzymov, pomocou ktorych je mozZné l'ahko arychlo zlyzovat bunky a stanovit
lokalizaciu proteinu s 20 pl 10x protedzového inhibitoru (cOmplete™, Mini, EDTA-free
Protease Inhibitor Cocktail) (Sigma-Aldrich). Vzorky boli hodinu na rotatore, a potom boli
stocené v centrifuge pri 4°C, 16000 rcf na 20 minut. Ziskali sme tak solubilnu frakciu (proteiny
vyskytujuce sa v cytozole), kedy sme do supernatantu pridali 100 ul 3xSDS nanasacicho pufru
ainsolubilnu frakciu (proteiny pritomné v inkluznych telieskach), kedy sme pelet
rozsuspendovali v 200 ul 1xPBS a pridali don 100 pl 3xSDS nanasacieho pufru. Vzorky boli

pred nanesenim na 12% akrylamidovy gél zahriate na termobloku pri 97°C na 8 minut.
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3.13 SDS polyakrylamidova elektroforéza (SDS-PAGE)

SDS-PAGE elektroforéza v polyakrylamidovom géli patri medzi metddy, ktora slizi
k separacii proteinov na zaklade ich molekulovej hmotnosti. Pred nanesenim vzoriek na gél je
potrebné proteiny denaturovat’ pouzitim SDS (sodiumdodecylsulfat), DTT (ditiotreitol)
a zahratim na teplotu priblizne 97°C. Rychlost’ prechodu proteinov cez gél zavisi od ich
velkosti — vdcsie sa pohybuju pomalSie a nachadzaju sa blizsie k zaciatku, naopak mensSie sa
pohybuju skrz gél rychlejsie a dostanu sa d’alej. Podl'a vel'kosti proteinov sa pripravuju gély

0 roznej hustote. Pri naSej analyze bol pouzity 12% akrylamidovy gél.

Aparatura pre SDS — PAGE bola umyt4d 100% etanolom. Po zostaveni aparatury bol
medzi sklicka naliaty 12% separa¢ny akrylamidovy gél (2 ml H20; 2,4 ml 30% akrylamid
mix, 1,5 ml 1,5 M Tris pH 8,8; 60 ul 10% SDS; 60 ul 10% APS; 6 ul TEMED) a aby sme sa
zbavili nechcenych bubliniek na povrchu, pridali sme trochu butylalkoholu. Po stuhnuti gélu
sme zvy$ny butylalkohol vyliali a mohli sme nan naliat’ zaostrujtci gél (1,7 ml H20; 420 pl
30% akrylamid mix; 315 pl 1 M Tris pH 6,8; 25 ul 10% SDS; 25 ul 10% APS; 5 ul TEMED).
Po stuhnuti zaostrujiceho gélu bola aparatura s gélmi zaliata 1xSDS elektroforetickym
pufrom (25 mM Tris; 192 mM glycin; 0,1% SDS) a do jamiek boli po zahriati na termobloku
pri 97°C na 8 minut, nanesené vzorky po 20 ul so 4 ul proteinového markeru (Prestained
protein ladder) (Thermo Scientific). Elektroforéza bola spustena prvych 20 minat na 90V,
kedy proteinové vzorky postupuji — zaostruji sa v prvej Casti a neskor sme velkost

elektrického napdtia zvysili na 120V, kde sa rozdel'uju na separa¢nom géli podl'a velkosti.

Po elektroforetickej separacii boli vyzualizované proteiny priamo v géli pomocou
Coomassie blue (0,25% Coomassie Brilliant Blue R-250, 10% kyselina octova, 50% metanol)
priblizne 1 hodinu. Gél bol nasledne odfarbeny odfarbovacim roztokom (7% metanol, 5%
kyselina octova) a vysledny patern bol vyfoteny pomocou ChemiDoc™ MP Imaging system
od Bio-Rad.

3.14 Purifikacia rekombinantnych proteinov

Narastena bakterialna kultara (500ml) bola preliata do koénickych kyviet a nasledne
stocena v predchladenej centrifuge na 4°C s rychlost'ou ota¢ok 4000 g na 15 minut. Po stoceni
bol supernatant vyliaty, pelet bol rozsuspendovany pomocou 40 ml 1xPBS a bunky boli

stocené v centrifuge v 4°C s rychlost'ou 4000 g na 10 minut. Nasledne boli bunky lyzované
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tak, Ze pelet bol rozspusteny v 30 ml STE pufru (50 mM Tris-HCI pH 8; 150 mM NaCl; 1 mM
EDTA, MilliQ H0), v ktorom bola predom rozpustena 1 tableta proteazovych inhibitorov
(cOmplete™, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail) (Sigma-Aldrich). Po
zvortexovani bolo d’alej pridanych 30 ml STET pufru (50 mM Tris-HCI pH 8; 150 mM NacCl,
1 mM EDTA,; 2% Triton X-100; MilliQ H20), 10 ml lyzozymu (10 mM Tris-HCI pH 8; 10
mg/ml lyzozym, MilliQ H20), ktory lyzuje bakteridlne bunky a po premiesSani boli vzorky
ponechané 30 minat na l'ade, a potom 10 minat na rotatore pri teplote 4°C. Nasledne bola
pouzitd DN4za s ciel'om rozstiepit’ molekuly deoxyribonukleovej kyseliny pridanim 1 ml 1M
MgClz a 17,5 ul DNazyl (10mg/ml). Vzorky boli ponechané na rotatore pri teplote 4°C na 10
minut, a potom boli stocené v centrifuge na 30 minut v 4°C, rychlostou 10000 g. KedZe sa
protein nachadzal v pelete, musel byt rozsuspendovany v 20 ml 1xPBS av 1,5 ml 20%
sarcosylu, ktory rozruSuje inklizne telieska, a tym z nich uvolfiuje exprimovany protein.
Zmes sa nechala rotovat’ v 4°C do nasledujuceho dna. Nasledne bola stocena v centrifuge
rychlost’ou 10000 g pri 4°C na 30 mintt. Supernatant bol na 'ade prefiltrovany pred naslednou

chromatografiou pomocou sterilnej injek¢nej striekacky cez 45 um filter.
3.14.1 Vysokoucdinna kvapalinova chromatografia HPLC

Vysokoucinna kvapalinovd chromatogratia HPLC je chromatograficka technika
pouzivanid na separaciu analytov vo vzorkach s naslednou indikéaciou ich pritomnosti ¢i
koncentracie. Pocas purifikacie bol pouzity pufr A (50 mM Tris-HCI pH 8; 500 mM NaCl; 25
mM imidazol; 10% glycerol; 20% sarkosyl) a pufr B (50 mM Tris-HCI pH 8; 500 mM NaCl;
500 mM imidazol; 10% glycerol; 20% sarkosyl). Priebeh chromatografie je zaloZzeny na
presune analytov cez stacionarnu a mobilnt fdzu, kde dochddza k mnohym typom interakcii
— V naSom pripade sa vyuziva interakcia protein-kovovy i6n. Jednotlivé zlozky vzorky d’alej
prichddzaji na kolonu, sktorou reaguji. V naSom pripade sa jednalo o proteiny
s hexahistidinovou kotvou na N terminalnom konci, ktoré interagovali s Ni?* v kolonke
HisTrap™ HP (GE Healthcare) - $pecificky sa teda naviazu His-tagované proteiny na kolonke
a zbytok lyzatu pretecie. ZvySovanim koncentracie imidazolu, ktory je obsiahnuty v pufri,
dojde k eluovaniu cielového proteinu z kolonky, pretoZe jeho afinita k Casticiam kovu je
vys§ia neZ ma histidin, atym je his-protein uvolneny z kolonky. Protein je postupne
zozbierany do jednotlivych frakcii a jeho pritomnost’ vieme odsledovat’ vd’aka UV detektoru,
ktory nam poskytne graficky zdznam, chromatogram, v programe Primeview. Purifikacia

rekombinantného proteinu bola vykonana na pristroji AKTAprime plus (GE Healthcare).
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Frakcie vypurifikovaného proteinu boli overené pomocou SDS PAGE elektroforézy
zmieSanim 50 pl elucnej frakcie s 25 ul 3x SDS nanasacieho pufru, ndslednym zahriatim na

termobloku s teplotou 97°C na 8 minut a nanesenim na 12% akrylamidovy gél.

3.15 Dialyza

Dialyza je metoda, vd’aka ktorej je mozné ocistit’ vypurifikovany cielovy protein od
neziaducich latok cez semipermeabilni membranu. V nasom pripade sa jednalo o odstranenie
imidazolu a sarkosylu a upravenie pufru, v ktorom je protein, aby bol vhodny pre imunizaciu
kralika.

Pred pouzitim bola membrana (membra-Cel dialysis tubing od Serva, cat. #44313
s MWCO 7 kDa) prevarena v pufri s obsahom 10 mM EDTA pH 8 (10 mM Tris pH 7,2; 10
mM EDTA pH 8) a nasledne uchovana pri teplote 4°C v pufri 1 mM EDTA pH 8 (10 mM Tris
pH 7,2; 1 mM EDTA pH 8). Po premyti dialyzacnej membrany destilovanou vodou boli do
nej prepipetované jednotlivé frakcie s najvysSou koncentraciou daného proteinu. Membrana
bola pevne uzavreta Stipcami, namoc¢ena do 500 ml pufru 1 (20 mM Naz(POa)x; 500 mM NaCl;
250 mM imidazol; 0,5% sarcosyl) a ponechana na magnetickej miesacke pri 4°C 1 hodinu.
Potom bola membrana vlozena do 500 ml pufru 2 (20 mM Naz(POs)x; 500 mM NaCl; 0,5%
sarcosyl) a ponechana na magnetickej miesacke pri 4°C pocas celej noci. Nasledujuci deni bola
membrana vlozena do 1000 ml pufru 3 (20 mM NasPOgs; 125 mM NaCl; 0,5% sarcosyl) a
ponechand na magnetickej mieSaCke pri 4°C 2 hodiny. Zdialyzovany protein bol
prepipetovany do ependorfiek a po stanoveni jeho koncentracie bol nasledne zmrazeny

v tekutom dusiku a skladovany v -80°C.

3.16 Stanovenie koncentracie proteinov pomocou Bradfordovej metody

Bradfordova metoda slazi ku kolorimetrickému stanoveniu koncentracie proteinov
Vv roztoku. Téato metdda vyuziva posun absorbéného maxima Coomassie blue po vidzbe na
protein. V kyslom prostredi tvori s proteinmi stabilné komplexy a po védzbe s nimi dochadza
k zmene farby, priCom vo vSeobecnosti plati, ¢im je koncentrovanejsi protein, tym je farba

sytejSia. Ako kalibracny protein sa pouziva bovinny sérovy albumin (BSA).
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Najprv bola pripravena 10-stupniova kalibracna rada s koncentraciami od 100 ug/ml do
1000 ug/ml BSA, ktory sa riedil s pufrom 3 z dialyzy (v rovnakom pufti ako bola stanovovana
vzorka). Do ependorfieck bol prepipetovany cielovy protein z membrany po dialyze
arozriedeny pufrom 3 z dialyzy 10x, 100x a 500x. Do 96-jamkovej dosticky boli vSetky
vzorky nanasané po 20 ul a do kazdej bolo pridanych eSte 200 ul Coomassie blue (Bio-Rad
Protein Assay Dye Reagent Concentrate, Bio-Rad), riedenej v pomere 1:5. Dosti¢ka bola
prikryta alobalom z dovodu zabranenia prenikaniu svetla a nasledne bola inkubovana 10 mintt
pri izbovej teplote. Absorbancie boli zmerané na pristroji Tecan Infinite M200 Microplate
reader (Schoeller) s nastavenou absorbanciou 595 nm. Zo ziskanych hodnét absorbancii bola
v programe Microsoft Office Excel prepocitand skuto€na koncentracia jednotlivych vzoriek

proteinov pomocou kalibra¢nej krivky, stanovenej zo znamych koncentracii BSA.

3.17 Produkcia protilatok

Produkcia polyklonalnych protilatok bola vykonana imunizaciou s danymi proteinmi
(antigénmi) opakovane pocas niekolkych tyzdiov. Imunizécia pre ziskanie polyklonalnych
protilatok prebehla vo firme Davids Biotechnologie GmbH v Nemecku. Na jednu imunizacnti
schému bolo treba zaslat’ 0,2-0,6 mg proteinu na samotnll imunizaciu a zhruba 2 mg proteinu

na afinitnu purifikaciu ziskanej protilatky.

3.18 Western blot

Tato analytickd metoda je vyuzivand na detekciu Specifického proteinu v zmesi
s d’al§imi proteinmi. Prebieha v troch zakladnych krokoch, akymi su: separacia proteinov, ich

prenos a nasledna detekcia.

Zatial’ ¢o pocas SDS-PAGE v akrylamidovom 12% géli doslo k separécii proteinov,
bola aktivovana polyvinylfluoridovd membrana (BioTRace™ PVDF-GeneTiCA) v roztoku
metanolu na priblizne 40 sekiind, potom bola ponorena na 2 minaty do destilovanej vody
a nakoniec do transférového pufru (25 mM Tris, 192 mM glycin, 20% metanol) na 10 minat.
Naésledne bol zostaveny prenosny sendvic¢ pozostavajuci z anoddy, hubky, filtracného papieru,
membrany, gélu, filtraéného papieru, hubky, katddy, ktory bol vlozeny do prenosnej
aparatury, kde sa proteiny preniesli na membranu pod elektrickym pradom 90V za 90 mintt.

Membrana bola pocas noci blokovana v 5% roztoku suseného mlieka v 1x PBS-T (1xPBS

22



s 0,05% Tween), ¢im sa zaplnili voI'né miesta na membrane, aby sa protilatka mohla viazat’
len na svoj Specificky antigén. Nasledujuci denn doslo k samotnej detekcii, kedy bola
membrana inkubovana 1 hodinu s primarnou protilatkou, v naSom pripade mySou protilatkou
a-His (Invitrogen), v pomere riedenia 1:2000, ktora sa viazala k epitopu (His-tag) nami
hladaného proteinu. Dalej bola premyta 1x 15 mintt a 3x 5 mintt v 1XPBS-T a inkubovan4 1
hodinu so sekundarnou protilatkou, kozia anti mysia (a-Mouse IgG HRP Conjugate, BioRad),
v pomere riedenia 1:2000, ktord sa viazala na primarnu protilatku. V pripade testovania
protilatok proteinov TbRISP, TbCOXIV a TbONDUFAG6 boli primarne protilatky riedené
v pomere 1:500 a ako sekundarna protilatka bola pouzita kozia anti krali¢ia, v pomere riedenia
1:2000. Sekundarne protilatky obsahovali konjugovany reportérovy enzym, v naSom pripade
horseradish peroxidase (HRP), vd’aka ktorému bolo mozné proteiny vizualizovat pomocou
ECL substratu (Clarity™ Western ECL Substrate, Bio-Rad). Ten vyuziva detekovanie na
zaklade chemiluminiscencie, pri ktorej je ako substrat pouzité €inidlo peroxidu, zmieSané
s ¢inidlom luminolu v pomere 1:1. Takto pripraveny substrat bol naneseny na membranu po
dobu 1 minity anasledne bola membrana vyfotena pomocou ChemiDoc™ MP Imaging

system od Bio-Rad.
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4 Vysledky

4.1  Amplifikacia isekov DNA TbRISP, ThCOXIV a TONDUFAG génov

Pomocou PCR boli amplifikované cds-koédovacie oblasti génu TbRISP
(Th927.9.14160), TbCOXIV (Th927.1.4100) a TONDUFAG (Th927.10.14860) s pouzitim Taq
DNA polymerazy ¢i KOD Hot Start DNA polymerazy. K amplifikécii pozadovaného useku
génu ThRISP boli pouzité syntetické primery Rieske-fw a Rieske-rev (viz. prilohy kap. 7). Pre
gén ThCOXIV boli pouzité syntetické primery trCOIV-fw a trCOIV-rev (viz. prilohy kap. 7).
K amplifikacii pozadovaného useku génu TONDUFA6 boli pouzité syntetické primery
NDUFAG6-fw a NDUFAG-rev (viz. prilohy kap. 7). V pripade génu TONDUFAG bol pouzity
enzym Bglll, ktory tvori komplementarne konce k restrikénému miestu BamHI. Restrikény
enzym BamHI nemohol byt pouzity, pretoze by vo vnutri stiepil kodujicu sekvenciu génu
TbNDUFAG. Dizka PCR produktov bola overena na 1,5% agarézovom géli s odakavanou
velkost'ou 832 bp pre TbRISP a 945 bp pre TOCOXIV (obr. 7). Klonovanie génu TONDUFA6
som nevykondvala ja, ale dostala som uz hotovy pSKB3 plazmid, s ktorym som d’alej

pracovala.

Vsetky tri proteiny su pritomné v mitochondriach, a preto obsahuji MLS (a
mitochondrial localization signal). MLS boli detekované pomocou softwaru SignalP 4.1
Server, MitoProtl a iPSORT. Pri navrhovani primerov na zaklonovanie vSetkych génov do
plazmidov (v naSom pripade do pGEM - T easy alebo pSKB3) boli forward primery navrhnuté
az za predikovani MLS — pre TbRISP predikovana 82 bp, pre ThCOXIV 132 bp, pre
TbNDUFAG 216 bp.
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Obr. 7: PCR tuseku génov ThRISP a ThCOXIV s pouzitim Taq DNA polymerazy a KOD
Hot Start DNA polymerazy. Pismena A a B oznacujii amplifikované fragmenty s pouzitim
KOD Hot Start DNA polymerazy génu TbRISP (A) a TOoCOXIV (B), pismena C a D oznacuju
fragmenty nasyntetizované Taq DNA polymerazou génu TbRISP (C) a ThCOXIV (D).
Pismeno M oznacuje marker (1 Kb Plus DNA ladder) (Invitrogen).

4.2  Klonovanie do vektorov a overenie spravnosti pomocou restrikénej analyzy

Fragmenty z 1,5% agarozového gélu (obr. 7) boli vyizolované pomocou QlAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen), precistené pomocou Gen Elute™ PCR-Clean-up Kit (Sigma) a
nésledne zaklonované do plazmidov pGEM® - T easy (fragmenty amplifikované Taq DNA
polymerazou) ¢i pSKB3 (fragmenty amplifikované KOD Hot Start DNA polymerazou
s restrik¢ne upravenymi koncami) a transformované do buniek E. coli XL1-blue. Primarne
sme pokracovali s klonmi amplifikovanymi KOD Hot Start DNA polymerazou a s plazmidom
PGEM® - T easy sme dalej uz nepokracovali. Z narastenych buneénych kolénii bola
vyizolovand plazmidova DNA pomocou GenElute™ HP Plasmid Miniprep Kit (Sigma), ktora
bola nasledne nastiepena restrikénymi enzymami BamHI, Xhol pre TORISP a BamH]I, Hindlll
pre TbCOXIV, za ucelom overenia spravnosti vlozenia prislusného inzertu do vektoru.
Restrikcia bola overena na 1% agar6zovom géli (obr. 8). Klonovanie bolo uspesné a vsetky
plazmidy obsahovali prisluSny inzert okrem kolonie €. 1. Klony boli taktieZ overené pomocou
sekvenacie za pouzitia primerov nasadajicich na plazmidova DNA pred a za vloZzenym

inzertom.
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Obr. 8: Restrikéna analyza klonov pSKB3 vektoru. Cisla 1-8 predstavuji jednotlivé
izolacie plazmidovej DNA z bakterialnych klonov: 1-4 pre TbRISP s oakavanou velkostou
okolo 832 bp, 5-8 pre TOCOXIV s ofakavanou vel'kostou 945 bp. Vsetky klony okrem klonu
¢.1 boli pre inzert pozitivne. Pismeno M oznacuje marker (1 Kb Plus DNA ladder)

(Invitrogen).

4.3  Expresia a testovanie rozpustnosti rekombinantnych proteinov

K overeniu expresie rekombinantnych proteinov bola vykonand pilotnd expresia

proteinov TbRISP, TbCOXIV a TONDUFAG.

Po transformacii plazmidov do expresnych buniek C41 boli kolonie namnozené v LB
médiu, kym nedosiahli absorbanciu vrozmedzi OD = 0,4 — 0,6. Nasledne bolo do
bakterialnych kultar pridané IPTG (findlna koncentracia ImM) na indukciu expresie proteinu.
Neindukované a indukované bakterialne lyzaty boli nanesené na 12% akrylamidovy gél a

nasledne boli nafarbené pomocou Coomassie blue (obr. 9; obr. 10; obr. 11).

Na obrazku 9 je zndzornena expresia rekombinantného TbRISP proteinu z dvoch
kolénii. Do prvej jamky bol naneseny neindukovany bunecny lyzat v ¢ase Oh a do ostatnych
jamiek boli nanesené vzorky po lh a 3h indukcii. Prazky pre solubilnu a insolubilnu vzorku
st priblizne rovnako hrubé, z coho sa da ocakavat vyskyt proteinov aj v cytozole, aj

v inkltznych telieskach.
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Obr. 9: Expresia rekombinantného TbRISP proteinu. Cislo 1 oznaduje neindukovany
bunecny lyzat, ¢isla 2 a 5 oznacuji bune¢ny lyzat indukovany po 1h a 3h, ¢isla 3 a 6 oznacuji
vzorky pre solubilnt Cast’ a ¢isla 4 a 7 oznacuju vzorky pre insolubilnu ¢ast. Pismeno M

oznacuje proteinovy marker (Unstained protein ladder) (Thermo Scientific).

Na obrazku 10 je znazornena expresia rekombinantného TbCOXIV proteinu. Do prvej
jamky bol naneseny neindukovany bunecny lyzat v ¢ase Oh a do ostatnych jamiek boli
nanesené vzorky po lh a 3h indukcii. Prazok, ktory odpoveda insolubilnym vzorkam 4 a 7, je
omnoho vyraznejsi nez v solubilnych vzorkach 3 a 6, z coho vyplyva lokalizacia proteinov

Vv inkluznych telieskach.
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Obr. 10: Expresia rekombinantného ThCOXIYV proteinu. Cislo 1 oznacuje neindukovany
bunecny lyzat, ¢isla 2 a 5 oznacuju bunecny lyzat indukovany po 1h a 3h, ¢isla 3 a 6 oznacuju
vzorky pre solubilnt Cast’ a ¢isla 4 a 7 oznacuju vzorky pre insolubilnu ¢ast. Pismeno M

oznacuje proteinovy marker (Unstained protein ladder) (Thermo Scientific).

Na obrazku 11 je zndzornena expresia rekombinantného TONDUFAG6 proteinu. Boli
testované Styri kolonie, kedy do neparnych jamiek boli nanesené ich neindukované formy
v ¢ase Oh, do parnych jamiek boli nanesené ich indukované formy po 3h. Expresia 80,5 kDa
proteinu nebola na prvy pohlad vyraznd, preto sme vykonali overenie expresie pomocou
Western blot analyzy, pri ktorej bola pouzita protilatka proti His-tag, ktori nas protein
obsahoval. Velkost’ exprimovaného proteinu po vizualizécii odpovedala ocakavanej velkosti

80,5 kDa (obr. 12).
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Obr. 11: Expresia rekombinantného ThNDUFAG6 proteinu. Cisla 1, 3, 5, 7 oznacuju
neindukované vzorky Styroch roznych kultar v ¢ase Oh, ¢isla 2, 4, 6, 8 oznacuju indukované
vzorky kultar po 3h. Pismeno M oznacéuje proteinovy marker (Unstained protein ladder)

(Thermo Scientific).
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Obr. 12: Western blot - overenie pritomnosti proteinu v lyzate. Cislo 1 oznaduje
neindukovanu vzorku v €ase Oh, ¢islo 2 oznacuje indukovant vzorku po 1h a ¢islo 3 oznacuje
indukovanu vzorku po 3h. Indukované vzorky boli vizualizované protilatkou anti-His-tag.

Pismeno M oznacuje proteinovy marker (Unstained protein ladder) (Thermo Scientific).
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4.4  Purifikacia rekombinantnych proteinov TbRISP, TbCOXIV a TONDUFAG

Po pozitivnej pilotnej expresii proteinov v expresnych bunkach C41 boli bakterialne
bunky indukované vo va¢Som mnozstve LB média (0,5 1), neskor boli zlyzované lyzozymom,
akedZe sa proteiny vyskytovali v pelete — v inkluznych telieskach, museli podstapit
solubilizaciu pomocou sarkosylu. Proteiny boli nasledne purifikované cez Ni?* kolénu na
pristroji AKTAprime plus (GE Healthcare). Cely priebeh purifikacie bol zaznamenavany UV
detektorom s vytvorenim grafického zaznamu v programe Primeview (obr. 13; obr. 14; obr.
15). Jednotlivé elu¢né frakcie boli nanesené na 12% akrylamidovy gél, ktory bol
vyzualizovany pomocou Coomassie blue (obr. 16; obr. 17; obr. 18). S vypurifikovanymi
proteinmi bola vykonand dialyza s naslednym stanovenim koncentracie Bradfordovou

metddou.

Na obrazkoch 13, 14 a 15 je vyobrazeny graficky zdznam proteinov TbRISP,
ThCOXIV a TONDUFA6. Modra ¢iara znazoriuje hodnoty UV detektoru a zelena Ciara
zobrazuje hodnoty imidazolu, nachadzajiceho sa v pufri B. Priebeh purifikacie zacina
ustalenim podmienok, nasledne dochadza k adsorpcii vzorky na koldnu, elticii nenaviazaného
materidlu a zvySovanim koncentracie imidazolu ddjde v uritom momente k ellcii

naviazaného proteinu. Frakcie boli zbierané po 2 ml do predom pripravenych skimaviek.
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Obr. 13: Graficky zaznam z purifikacie proteinu TbRISP. Podl'a hodn6t UV detektoru

bola najvicsia koncentracia eluovaného proteinu vo frakciach skimaviek 39-47.
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Obr. 14: Graficky zaznam z purifikacie proteinu TbCOXIV. Podl'a hodnét UV detektoru

bola najvacsia koncentracia eluovaného proteinu vo frakcidch skimaviek 23-35.
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Obr. 15: Graficky zaznam z purifikacie proteinu TONDUFAG6. Podl'a hodn6t UV detektoru

bola najvacsia koncentracia eluovaného proteinu vo frakciach skumaviek 22-29.

Na obrazkoch 16, 17 a 18 st vyobrazené 12% akrylamidové gély s eluénymi frakciami
pre overenie spravnej velkosti, dostatocnej koncentracie proteinu a absencie degradécie.
S frakciami v skimavkach, ktoré mali na gély najhrubsie pruzky (najviac koncentrované

frakcie) bola vykonana dialyza.
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Obr. 16: Overenie vypurifikovaného proteinu TbRISP. Cislo 1 oznaluje prefiltrovany
bunecny lyzat pred purifikaciou a Cisla vzoriek 2-9 oznacuji jednotlivé elucné frakcie
vypurifikovaného proteinu. Pismeno M oznacuje proteinovy marker (Unstained protein
ladder) (Thermo Scientific). S frakciami 41, 42, 43, 44, s najvaéSou koncentraciou proteinu,

bola vykonana dialyza.
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Obr. 17: Overenie vypurifikovaného proteinu ThCOXIV. Cislo 1 oznaduje pelet po

solubilizacii, ¢islo 2 prefiltrovany bunecny lyzat a ¢isla vzoriek 3-9 oznacuju jednotlivé eluéné
frakcie vypurifikovaného proteinu. Pismeno M oznacuje proteinovy marker (Unstained
protein ladder) (Thermo Scientific). S frakciami 25, 26, 27, 28, 29, s najvac¢sou koncentraciou

proteinu, bola vykonana dialyza.
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Obr. 18: Overenie vypurifikovaného proteinu TONDUFAG6. Cislo 1 oznaduje prefiltrovany

bunecny lyzat pred purifikdciou, ¢isla vzoriek 2-8 oznacuju jednotlivé elu¢né frakcie
vypurifikovaného proteinu. Pismeno M oznacuje proteinovy marker (Unstained protein
ladder) (Thermo Scientific). S frakciami 23, 24, 25, 26, 27, snajvda¢Sou koncentraciou

proteinu, bola vykonana dialyza.

4.5  Urcenie koncentracie proteinov Bradfordovou metodou

Pre urCenie vyslednej koncentracie proteinov po dialyze bola pouzitd Bradfordova
metoda, ktora vyuziva posun absorpéného maxima Coomassie blue po vizbe na protein.
Pouzitim kalibracnej krivky o zndmej koncentracie proteinu bolo mozné urcit’ skutocnu
koncentraciu nasho skiimaného proteinu. Rovnicou linearnej regresie bol pre kazdy protein
vypoéitany koeficient determinacie (R?) s hodnotami 0,9905 pre TbRISP, 0,9903 pre
ThCOXIV a0,9912 pre TONDUFAG6. Vysledna koncentracia proteinov bola 1,2 pg/ul pre
TbRISP, 1,4 pug/ul pre TbCOXIV a 0,6 pg/ul pre TONDUFAG6. Nasledne boli proteiny
odoslané na imunizaciu kralikov za uc¢elom tvorby protilatok do Davids Biotechnologie

GmbH v Nemecku.

4.6  Western blotting

Po uspesSnej imunizacii kralikov boli protilatky proti naSim proteinom testované
pomocou Western blotu s pouzitim sekundarnej anti kraliej protilatky s konjugovanym
reportérovym enzymom HRP s néslednou vizualizaciou pomocou ECL substratu. Vo vSetkych
pripadoch afinitnej purifikacie doslo k ich $pecifickému viazaniu na membranu (obr. 19; obr.
20; obr. 22). U protilatky TOINDUFAG6 sme testovali aj jej krvné sérum, ktoré sa na membranu

viazalo na viacerych miestach nesSpecificky (obr. 21). AZ po afinitnej purifikacii sa protein
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viazal na membranu Specificky, ¢o je na géli vyobrazené ako rovnako silny signal v mieste

odpovedajucej vel'kosti TOINDUFAG6 proteinu (obr. 22).
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Obr. 19: Overenie protilatky proteinu TbRISP. Cisla 1-8 oznaCujii buneéné lyzity
pripravené z roznych linii procyklickych foriem T. brucei. Cislo 9 oznacuje lyzat z krvnej
formy T. brucei, uktorého nebola pozorovana pritomnost’ proteinu TbRISP. Pismeno M

oznacuje proteinovy marker (Prestained protein ladder) (Thermo Scientific).
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Obr. 20: Overenie protilatky proteinu TbCOXIV. Cisla 1-8 oznatuju buneéné lyzaty
pripravené z roznych linii procyklickych foriem T. brucei. Cislo 9 oznacuje lyzat z krvnej
formy T. brucei, u ktorého nebola detekovana pritomnost’ proteinu TbCOXIV. Pismeno M

oznacuje proteinovy marker (Prestained protein ladder) (Thermo Scientific).
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Obr. 21: Overenie protilatky v krvnom sére proteinu TONDUFAG6. Cisla 1-8 oznaduju
buneéné lyzaty pripravené z roznych linii procyklickych foriem T. brucei. Cislo 9 oznacuje
lyzat z krvnej formy T. brucei, uktorého nebola pozorovana pritomnost proteinu
TbNDUFAG. Pismeno M oznacuje proteinovy marker (Prestained protein ladder) (Thermo

Scientific).
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Obr. 22: Overenie protilatky proteinu TONDUFAG6. Cisla 1-8 ozna¢uji buneéné lyzaty
pripravené z roznych linii procyklickych foriem T. brucei. Cislo 9 oznaduje lyzat z krvnej
formy T. brucei, u ktorého nebola pozorovana pritomnost’ proteinu TOINDUFAG6. Pismeno M

oznacuje proteinovy marker (Prestained protein ladder) (Thermo Scientific).
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5 Diskusia a zaver

V mojej bakalarskej praci som sa zamerala na mitochondrialne membranové proteiny
T. brucei s ciel'om ziskat’ prislu§né protilatky. Celkovo sa jednalo o tri proteiny zodpovedné
za elektronovy transport, ato: TbRISP, lokalizovany v komplexe Il (bci, ubichinol-
cytochrom c-reduktidza) na vnitornej mitochondridlnej membrane, typicky svojim obsahom
zloziek Zeleza a siry, TbCOXIV, lokalizovany v komplexe 1V (cytochrém c-oxidaza), ktory
predstavuje najvacsSiu podjednotku tohto komplexu, tiez s vyskytom na vnuatornej
mitochondridlnej membrane a protein TONDUFAG6, nachadzajtci sa v komplexe | (NADH-
ubichinonreduktaza), najvacsieho z komplexov mitochondridlneho respiraéného retazca u T.

brucei.

Ako prva bola potrebna amplifikacia urcitych tsekov DNA génov TbRISP
(Th927.9.14160) a ThCOXIV (Th927.1.4100) s pouzitim Tag-Purple DNA polymerazy
a KOD Hot Start DNA polymerazy. S KOD Hot Start DNA polymerazou sme nasledne d’alej
pokracovali nie z dovodu vicsej rychlosti nez u Taq-Purple DNA polymerazy, ale kvoli
exonukledzovej aktivite, ¢im sme si mohli byt isti minimalnymi nepresnostami pri replikécii
DNA. Po precisteni fragmentov amplifikovanych tsekov DNA doslo k ligacii do plazmidov
PGEM® - T easy a pSKB3, s transformaciou plazmidovych vektorov do E. coli XL1-Blue
s ciel'om ziskat prislu$nti plazmidovi DNA. K overeniu pritomnosti inzertu v plazmide bola
vykonani restrikcia tejto plazmidove] DNA s prisluSnymi restrikénymi enzymami (viz. tab.
VI; tab. VII). Sangerovou sekvenéciou boli overené vsetky plazmidy so zaligovanymi
fragmentami. Expresia nami vytvorenych rekombinantych proteinov prebiehala v expresnych
bunkach C41, kde sme zamerne indukovali expresiu proteinov pomocou ¢inidla IPTG —
spustaca lac operénovej aktivity, a taktieZ bola testovana rozpustnost’ proteinov. Overenie
indukcie bolo mozné pouzitim SDS-PAGE elektroforézy s naslednym ofarbenim gélu
Coomassie blue. V pripade TONDUFAG6 sa stalo, ze indukcia proteinu nebola na takto
ofarbenom géli dobre viditelna. Preto bola zvolena senzitivnejsia metoéda detekcie
rekombinantného tagovaného proteinu, a to western bloting s naslednou vizualizaciou
Studovaného proteinu pomocou specifickej His protilatky. Western blotom bola preukazana
expresia TONDUFAG6 v baktériach. Vsetky proteiny boli vypurifikované afinitnou
kvapalinovou chromatografiou HPLC s naslednym precistenim od zvySnych neziadicich
latok pomocou dialyzy s ndslednym urcenim koncentracie Bradfordovou metddou. Takto
pripravené proteiny boli odoslané na imunizaciu krélikov s cielom ziskat' polyklondlne

protilatky, ktoré boli otestované pomocou Western blotu.
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Membranové proteiny st Casto silno hydrofobne, a preto nebyvaju exprimované
baktériami do cytozolu, ale ukladaju sa vo forme nerozpustnych inklaznych teliesok. Tvorba
inklazii moze byt d’alej podmienend viacerymi faktormi. Bud’ st proteiny produkované vo
velkom mnozstve a nespravne sa zbalia do prislusnej konformacie, alebo pritomnost’ cysteinu

Vv proteine spdsobi zosilnenie tendencie k tvorbe agregatov (Jungbauer & Kaar, 2007).

Z tohto dovodu sme museli pouzit’ pocas purifikacie sarkosyl, aby nam inkltizne
telieska rozpustil. VSetky vysledky mojej prace boli uspesné, ked’ze protilatky proteinov
TbRISP, ThCOXIV a TONDUFAG sa viazali vo Western blote $pecificky na membranu (obr.
19; obr. 20; obr. 22). Taktiez na membranach z Western blotu vidiet, ze pod ¢islom 9 (vzorka
obsahujuca krvnti formu T. brucei) nevidno ziaden signal, ¢im sa nam potvrdila absencia

komplexov Il a 1V, v ktorych sa tieto proteiny vyskytuju (obr. 19; obr. 20; obr. 21; obr. 22).

Stakto vyrobenymi protilaitkami bude do budicna testovany mitochondridlny
elektronovy transportny ret'azec procyklickej formy T. brucei, konkrétne diferencujuce sa
bunky snaslednym monitoringom abundancie danych podjednotiek, atym aj celych

komplexov vd’aka tejto ¢iastkovej informacii spolo¢ne s d’al$imi podjednotkami.
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7 Prilohy

Sekvencia génu TbRISP. Sekvencie syntetickych oligonukleotidov pouzitych pre
amplifikaciu génu su podciarknuté. Forward primer obsahuje restrikéné miesto pre BamHI

endonukledzu a reverse primer pre Xhol endonukleazu.

ATGTTCCGCAGGTCCTGCATATCAGCTTTCCAACCCACGGCATTCCTTCGCGTATCGCTGGTCTTTAAGCAACT
TGAAGGTTICCAACCCATTAACTGTAAAGGACAGACCCGTGAATTCATGGTCCGACGAATTTCTAAAACCAC
CCGTATCGAAGGAGATGGCAGACAAGTACGGCCGATACGCCAAATACTCCGACCCAACGTTGTGTTCAGTGG
ATACCTCTTCTGAGGTTGTTCTCAACACATATCCGGAGGGATCTCGTGAGGGACGCATTGAGGCCACAGCCG
GCGTCGCTCTCAAGGATTACGACGCTTCCATGTGGGACGAGGAGTTTTTCCGCAAGTACATATTGAAACCGA
AGTTGCCTAATGAATTAGAGGACCGTGCGCGCGTCACAGACTATGCGCTGAATTCTGCATTGTTGGGATTTGT
TATTCTTATGGTGCGGTATGCCGTGTTGCCGCTGTGGTACGTTGGACAGCCGGCCATGTCCATGGTTGGTCAA
ATGAACATTGAGGCTGAGGTGGGTGAGCTAGAGGACCGTGAATGCAAGACTGTAGTATGGCGGGGCAAACC
CGTGTTTGTTTATCGCCGCTCAGAGCGCCAAATGAATGATGTGCTGGGGACTCCACTCAGTGCACTGAAGCAT
CCCGAAACGGACGAGGCCCGCTTCCCTGACCATCGTGAAATGGCTGTTGTCATCGCTATTTGCACTCATCTCG
GGTGCATTCCCATTCCTAACGAGGGTCTCTTTGGTGGCTTCTTCTGTCCGTGTCACGGCAGTCATTACGACGCT
TCAGGTCGTATTCGTCAAGGTCCCGCCCCTCTTAACTTGGAGGTACCGCCGTACCGCTGGGTGGATGATAAGA
CGATATATTTGGGAAAACTATAG

Sekvencia génu ThCOXIV. Sekvencie syntetickych oligonukleotidov pouzitych pre
amplifikaciu génu su podciarknuté. Forward primer obsahuje restrikéné miesto pre BamHI

endonukledzu a reverse primer pre HindIII endonukleazu.

ATGTTTGCTCGCCGCTCACTCATAGCGACTGTTGCAGCCGCTACCGCCACCAAACCCACGTCCTCAGCTGCTC
AATCAAATGCTAATGGAACTGCTGCCACGCAATCCACATTACTTCAGCAGCGCCGCTATGATCACGACCGCT
GGTATGGTCACGCCCTCGAGCTTGACAGTCACAATTACAAATTTACCGGTGAGCCGCCCAGTTGGATGCGGG
TCCGCGAGCGCACTGAAGAGGAGACAAATTTTGCCAAATCGGTACTCCCACACGTGGATTTCGCCAGCAGTT
ATGAATGCCTTCTGTTTGATGCGGACCGCCTGAACGGGACGTTAAACCGCAAAGAGTTTGGTAACGAGGTGC
GTTTCCGGTTGGAGAAGCAATCCAACACGGTGGCCCGCGCTCAACAGCTGCTGAAGGACGGACGTGCTGGAG
GCGATGAGCGTGTCGAGAATGCCATGATTGCTCGCATATTCGATGAGGAGCACGTGCAGGCTGAGATGCGCT
ATGTGAAGTGCATTCGCGCCAACGAACTTGCAGAGGATAATCGACTGGATATTCTTCCCGGCGGTTCGCCCA
ATTCCCTGCGCGAGAAGACACGGTGGAATGTAAACACGGAACTGCACCCAGCCGACCGTGCAGAGATCGCGT
CTCGTCTCACGGCGTGGCTTCCAGAGAAGTATCATATCGTTTATGTGGATGATTTTCAGACGGTGGCTGCGAA
TGACAGCTGCGCGCGTGACGCTATGTTGCGTATTGTTGAGGGTGTGTCGAAGGAATATGAAACGGAGGCCCG
TTCCAGCGGTTACGAGCGAGATCTACGGGAGGTGGTGCAGGAGCTGTTGGATGATGTGGACCCGTCACGACA
CATCACTTCAGAGGCAATTAAAGCAGCAACAGACTTGACTCAGTTGGAGGAATGGTCGCGGGTGGTGCATGA
ATATAATGGTGATGAGCGTATCCTCGACATTTACAGCCGTGCTGCTGAGCTTACGCGTAATGAGGAACACAA
GAAACTTGTGGAGGATATGAGGCAATGGAAGAAGCTCTCAAACAAGATTTAG
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Sekvencia génu TONDUFAG. Sekvencie syntetickych oligonukleotidov pouzitych pre
amplifikaciu génu su podciarknuté. Forward primer obsahuje restrikcné miesto pre BglII

endonukledzu a reverse primer pre Xhol endonukleazu.

ATGCTTCGTCGAGCATGCCTTGCTGGTAGGGTGAGCGCCATCGCTACCCCTGGGTTTGCTACTTGTAAAATAC
TTTCAAGTGTTTCCTCCAGTGGGAACGACAAGAAAAACACTAAGGCTGGACTGCTGTCTGGAAGTGGAAGTG
AAGGACATCATACTGGTCCTATTCCTGGCGCCACTGGGAAGGATAATCGACAGGGGATATATTCTACAAGGG
GTTCACCTTCCTATTTTGAGAAACGCTATCCCCGAAAAGAAGGCGAGTTGGTGAGTAAGCAGGTTGTGGAT
CCAAATGAGCCAAGAGATCGCTCTGATAATTTGAAGGCTCCTGAGTTTGATACTTCGTTAGGCAAGTTTGAGC
AAGCACCATACTTTACTGGAGGACCTGGTGCCATGAGGTACAATAACTATGTGCGGGAACCGGTGGATAAAG
AAGGTGTAGATTATCGTGATGTTGTTCCACTTCCGCCATTTGAGGACCATCACCCAGATTTCTCGTACGCATC
AGCGACAGGAAAGCGCGAGGGGGACATTACCCTTTTAGCAAACACTGTCGTAAACTGGGAGATAAAGGCCG
CTATGATGTCTCTCTATCGCTCTTGCCTTAAGGGGCTTCCAATGGTTAAACACTACTACTGGTTGCTTACGCCA
CTGCCAGAGATGAAATCGAAGATACGAGAGCGTTTCCTTCAAAATCAGCACACGAAAGATCCTGATGCTATT
AGACATTTGTTACATAATGGATGGATGGAATACCAGGAGGTTATTTTGTTTAGGCGAACACGGGCATCGGTT
GCCAAATTTTTTGAATGGGAAAGCCAAGACGAACTTGTGCGTGGCTACACACGGGAGGAGGGGAAGATGCA
AGAGGAACGCGCCTTCTGGAACGGAGAGGAACAACGAAGGGAGGGCCCATATGATGGACATTGGTCTTGGC
TCGGAAAGGAGAGCGAAAAGGAGTTCGCTAAGATTGCAGGTAGGATTCCCATTTCGTGGTCGACGTCGAAAG
GCTACTTTGAAAAAGGACAAGCTGATGGCACCAATTATTGGGAGAAAAACCTGGATTACGAAGGTTGGTATA
TTAAAAATGTGGACCCTGATCGCCAGAACGCAAGGCGTGAAATGCAGGGTTGGATTGAAAGCGGGTATAACC
AACCGAAACATTATGCTAGCAAAAACAGACGTGGGTATCGTAGACTTGTTAAGGACATTGAAACTATGATGG
AAACTTCGATGGAGGATTTATATACAAAGAACAGAGAACAGCTGTTCCAATACCTTATTAGGGAAACACATC
CGGAATCAAATCGTATTAACGCGGAACGTGTTCTTGCGAGACAAGACGATGACTTTTACTCTACGAGGTTTGA
TGAGTACGAGAAATACCTGAAGCAGGCAATGCGTGAGATGCCCAACCCGCGCTTATGGAAGACTGATGCTTT
TTACTTTCGATTACGGTACCTGCTTGCTCCCCTCGAATACAACTGGGCAAAGGTTCCTATTGGTATATCGCAG
GAGAAGTTGTACAACGAATGGATTTCTGACAACGCCAACTACGCAATTTTAAACAGTGCAACGTTTTCAAAT
ATAAAGAACAATAAACTAAAAAATCCAATGGCCAGAACCTGGGCCGATTTTTACAACGACTACGATCCAGAT
GTCCCGGAGACGCGGAGACTTCCTTGGTATCATCCCGATTTTGACTATGATCGCCGGCACAAATGGGATGAA
AGGTGCATGCGAATGAAGCGGTGGGTTCAGGGGGGAACTATTGACGGCAAGCTGCCATACTTCGACAGTATC
ATAGCCGAGTGGGAACAATATGTCAATCGTCCTGAGCGATTTCGAGCCTCGGATAGTGCTGAGCGTCGGTAT
GCCGCCCCAAGAATGGTTCAGCTCTATCGGTCGTTGAACCGGTTAATGGATGTTGCCTTAGTAAATCAAATGA
GGGCTGTTGTGGAGAGTAGTCTCTTAAATACTCAAGTGGAGCTATCACGTGCCTCTGTTACGGACATCCAAAG
GATGTTAATATCCGTGGATTTCACGGACTTTCGATTCGTGGTTCCAACTATCATATACCCAGATGGGGTCCAG
CAGCCGGTGGTAGGATTAGACGGAAATGTGGTTGTCTCGCAGATTTAG
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