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1 Uvod

Ptaci reoviry jsou velkym ekologickym a ekonomickym problémem pfi chovu
dribeze. Obecné se vzdy predpokladalo, ze ptaci reoviry maji stejnou strukturu jako
savCi reoviry, proto diive nebyla jejich struktura pfiliS zkoumana. Jednu véc maji
totoznou, a to je tvorba virovych inkluzi. Virové inkluze jsou struktury tvorené v
hostitelskych buiikach, ve kterém probiha replikace. O virovych inkluzich, v pfipadé
ptaciho reoviru, neni zndmo dostateCné mnozstvi informaci. Jedna se ale o velmi
dilezité struktury, a tak je nutny dalsi vyzkum, jenz by byl pfinosem k porozuméni

jejich funkce v prabéhu infekce.

Tato prace se zabyva hledanim idealnich podminek pro transformaci a naslednou
expresi fuznich proteind uNS. V prub&hu prace byly pouzity razné typy bunék, rozdilné
induktory a exprese probihala za pouziti odliSnych teplot. Nasledné byl protein

purifikovan pomoci vybranych chromatografickych metod



2 Ptaci reoviry

Ptaci reoviry jsou soucasti rodu Orthoreovirus, ktery patii do Celedé Reoviridae.
(Mertens 2004). Jsou to dilezité a nebezpecné patogeny ptakt pusobici vyznamné
ekonomické ztraty, predevsim u driibeze. Reoviralni infekce driibeze jsou celosvétové
a predpoklada se, ze kazdy komercni chov byl béhem své existence postizen timto virem.
Odhadem 85-90 % izolovanych reovird neni patogennich, i pres to vSak existuji patogenni
kmeny nékterych virt, které byly spojovany s mnoha chorobnymi syndromy. Ve vétsiné
ptipadech ale nelze prokazat, ze je virus pfi¢inou onemocnéni. Vyjimkou je virova
artritida, znama také jako tenosynovitida. Ta postihuje nejvice kufata masného typu
(brojler) ve v€ku od péti do Sestnacti tydnd. Nejnachylnéjsi jsou kurata ve véku 7 tydnu.
Virova artritida zpsobuje otok hlezennich (tibiotarzalnich — tarsometatarzalnich) kloubt
(Obr. 1). Pii postizeni téchto kloubt lze u kufat pozorovat kulhani. Postizené klouby
otékaji a zaniti se, v nejzavaznéjSich pfipadech dochazi k ruptute Slachy dvouhlavého
lytkového svalu a erozi kloubni chrupavky. Pokud jsou oba klouby postizeny vazné, ptak
se stava nepohyblivym. Nékdy muze byt také natrzena jedna nebo vice §lach ohybacu
prsti. Pretrzeni Slachy ve ventralnim kloubu je doprovazeno krvacenim a nazelenalym

zbarvenim kize v misté kloubu (Obr. 1) (Pitcovski a Goyal 2019).
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Obr. 1: Srovnani hlezennich kloubt u (A) zdravého a (B) nemocného kufete

(Souza et al. 2018).



Ptaci reoviry jsou spojeny i s dal§imi chorobnymi stavy kufat, pficemz pusobeni
viru na jedince je mén¢ jasné a nekdy dokonce nejisté. Patii sem napfiklad ulcerozni
enteritida, rizna respira¢ni onemocnéni, hepatitida a srdeCni l1éze, které jsou spojené i

s nahlymi thyny (Pitcovski a Goyal 2019; McFerran et al. 1976).

Nutno zminit, Ze ptaci reoviry se neobjevuji jen u driibeZe, ale i u ostatniho ptactva.
Mezi zaznamenané a studované pfipady patii napfiklad krocani, kde se reovirus také

projevil chorobnymi stavy, zejména tenosynovitidou (Sharafeldin et al. 2014).

2.1 Struktura viru

Sav¢i i ptaci reoviry sdileji genom skladajici se z 10 segmentt dvouvlaknové RNA
(dale dsRNA) obklopen dvouvrstvou kapsidou, kterda obsahuje fadu kratkych
oligonukleotidi (Varela a Benavente 1994). Ptaci reoviry vSak na rozdil od svych sav¢ich
protéjski nemaji agregacni aktivitu v erytrocytech a mohou vyvolat fuzi kultivovanych
bunék (Varela et al. 1996).

Segmenty jsou dale clenény do 3 velikostnich tfid dle elektroforetické
pohyblivosti: S (small=mal¢), M (medium=stfedni), L (large=velké) (Benavente a
Martinez-Costas 2007). Tyto tfidy mizeme dale rozdélit na mensi segmenty. Existuji tfi
segmenty L (L1, L2, L3), tfi segmenty M (M1, M2, M3) a ctyfi segmenty S (S1, S2, S3,
S4). Zatimco segment L1 ma nejnizsi elektroforetickou mobilitu, segment S4 ji ma
analogicky nejvyssi.

Na zakladé své velikosti se déli 1 proteiny kodované genomem do tii skupin: A
(velké), u (stfedni), o (malé). Kazdy protein analogicky patii do velikostnich tfid (A
proteiny patii do L tfidy, p proteiny do tfidy M a o proteiny do tfidy S). V genomu ptaciho
reoviru je exprimovano nejméné 12 primarnich translacnich produktl, z nichz osm jsou
strukturni proteiny, které jsou zaclenény do struktury viru. Zbyvajici Ctyfi proteiny jsou
nestrukturni, jelikoz jsou exprimovany v infikovanych burikach, ale ne ve zralych
reovirech (Benavente a Martinez-Costas 2007). Rozdéleni proteintl, vCetné uvedeni jejich

funkce a typu je uvedeno v Tab. L.



Tabulka I. Zakladni rozdéleni a piehled funkci proteind ptac¢iho reoviru (Benavente a

Martinez-Costas 2007)

Segment Typ Protein Funkce
L1 LA Tvorba vnitini membrany jadra
L2 A\B Pravdépodobna transkriptaza
L3 AC Capping enzym
M1 Sl i HA Pravdépodobny transkriptazovy kofaktor
uB
M2 i glg Penetrace hostitelské buriky
uNS
M3 Nestrukturni WNSC Formace virovych inkluzi, vazani proteint
uNSN
Strukturni oC Pfrichyceni viru k buiice
S1
1 . .
Nestrukturni pl0 Fuzog,e m}l
pl7 Neznama
S2 Strukturni cA Vazani dsRNA, anti-interferonova aktivita
S3 Strukturni oB Neznama
S4 Nestrukturni =~ oNS Vazani ssRNA

Dale je mozné tyto proteiny rozd¢lit podle mista, kde se protein nachézi. Ptac¢i reovir
se sklada ze dvou kapsidua: vnitfniho a vnéjsiho. Navic se na struktufe viru nachazi i tzv. trny
(angl. turrets). Strukturu vnitiniho kapsidu tvofi AA, AB, pA, cA. Struktura vnéjsiho kapsidu
je tvotena proteiny uB, 6B, 6C. Soucasti jiz zminénych trnt je jako jediny protein AC. VSechny
tyto proteiny jsou kone¢nymi produkty translace. Jedinou vyjimkou je uB, ktery se dale rozd¢li
na dvé ¢asti s N- nebo C- konci, tedy uBN a uBC. Struktura proteinu byla zachycena pomoci
kryo-elektronového mikroskopu, viz. Obr. 2 (Zhang et al. 2005; Benavente a Martinez-Costas
2007)



Obr. 2: Struktura ptaciho reoviru s oznacenou polohou strukturnich proteint (Zhang

et al. 2005)

2.2 Charakterizace ptaciho reoviralniho proteinu uNS

Protein uNS, ktery je zakddovan pomoci segmentu M3, patii mezi nestrukturni
proteiny. Nestrukturni proteiny se nepodili na samé struktufe viru, ale maji svou specifickou
funkci. Mezi dal§i proteiny nalezici do nestrukturnich proteinu patii oNS, jehoz koédovani je
zajisténo segmentem S4, a dale p10 a pl7, jenz jsou oba zakdédovany pomoci segmentu S1.
Nestrukturni proteiny jsou obecné velmi dilezité i pies to, ze pfimo nejsou ve struktufe viru.
Jejich dalezitost spociva pii morfogenezi a genové expresi (Touris-Otero et al. 2004).

Protein uNS obsahuje 635 aminokyselin s molekularni hmotnosti 70,8 kDa
a isoelektrickym bodem o hodnoté€ 6.19. Vaze se na virovou mRNA a na virova jadra, naopak
se nevaze na viriony nebo meziprodukty rozpadu pfi genové expresi (Becker et al. 2003).

Ptaci reoviry se replikuji v globularnich cytoplazmatickych inkluzich neboli ve
viroplasmach, které obsahuyji strukturalni i nestrukturni proteiny, ale nejsou obaleny kapsidami
a nemaji zadné organely. Pii individualni expresi virovych proteini v transdukovanych
bunkach bylo zjisténo, ze uNS je jedinym proteinem, ktery dokaze vytvofit virové inkluze, i
kdyz je exprimovan bez pritomnosti jinych virovych faktori. Tento fakt a skutecnost, ze jiz

zminéné inkluze se podobaji globuldrnim reovirovym inkluzim jiz infikovanych bunék,

5



naznacCuje, ze UNS je minimalnim virovym faktorem potfebnym pro tvorbu inkluzi v
infikovanych bunkach. Vyzkum transdukovanych bunék, kde dochéazi ke koexpresi uNS a
dalSich proteint ukazalo, ze uNS hraje dilezitou roli v ranych fazich morfogeneze viru. Tato
funkce spoCiva v rozpoznavani a vazani proteini pro virovou inkluzi, jenz je selektivni a
Casove regulovany proces. uNS zprostfedkovava jiz zminény nabor proteinu do inkluzi cNS
a M, ale ne do jinych testovanych virovych proteind. Pii expresi zkracenych forem uNS
v transdukovanych bunkach bylo dale zjisténo, Ze cNS a LA proteiny se vazi na riizna mista v
C-terminalni poloving¢ sekvence uNS. To naznacuje, Ze oba proteiny si navzajem nekonkuruji
pfi vazbe na uNS a mohou se vazat do inkluze vazbou na stejnou molekulu uNS (Benavente

a Martinez-Costas 2007; Brandariz-Nuifiez et al. 2010).

2.2.1 Srovnani sav¢iho a ptaciho reoviralniho proteinu pNS

Prvnim rozdilem je délka proteinu. Sav¢i reoviralni protein uNS obsahuje o 86
aminokyselin vice (721 aminokyselin). I ptes to, Ze ptaci a savci proteiny uNS maji podobnou
sekvenci aminokyselin, N-terminus sav¢iho uNS obsahuje pfiblizné 50 rezidui pied C1
(coill), které nejsou pritomny u ptaci formy proteinu uNS. C1 je proteinovy motiv, ktery se
sklada ze dvou ¢i vice sekundarnich struktur, v tomto pfipad€ a-helixti (Simm et al. 2021).
Predpoklada se, ze dané aminokyseliny jsou esencialni pro tvorbu inkluzi u sav€ich reovirt.

Na druhou stranu aminokyseliny pta¢itho puNS lezici v oblasti 140-380 ovliviiuji
maturaci a velikost inkluze, tento segment nebyl ve spojitosti s velikosti inkluzi u sav¢iho uNS
identifikovan jako dulezity. Nicméné bylo zjisténo, ze rezidua sav¢iho uNS v oblasti 41 az
172 maji urcitou ulohu ohledné morfologie inkluze. Pti odstranéni této ¢asti jsou inkluze stejné
velké, ale tvarové jsou vice protdhlé a ohraniCené. Podle vSeho tento fakt nasvédcuje
skutecnosti, ze u NS savciho reoviru nedochazi k samointegraci, ale zavisi na integracich ¢i
schopnosti integrovat s cytoskeletalnimi proteiny hostitelské buiky. Srovnani sekvenci

aminokyselin je uvedeno na Obr. 3 (Broering et al. 2005; Brandariz-Nufiez et al. 2010).
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2.3

Protein pNS zahrnuje dva odhadované segmenty svinuté spiraly, které jsou

jsou oddélené
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Obr. 3: Srovnani sekvence proteinu uNS ptaciho reoviru (AR) se sekvenci savCiho proteinu
uUNS (MR), ¢erveny obdélnik znaci vySe zminénych chybéjicich 13 rezidui. Aminokyseliny
s Cervenou vyplni znaci shodné aminokyseliny u obou proteini uNS. Aminokyseliny které

jsou psané ¢ervené a jsou v modrém ramecku jsou si podobné (Touris-Otero et al. 2004).

Tvorba virovych inkluzi

lokalizovany mezi pozicemi 451-472 a 540-599. Tyto segmenty byly rozpoznany pomoci
programu MultiCoil, ktery odhalil existenci dvou heptapeptidovych struktur. Tyto struktury

pomoci intervenéni sekvence. Na zakladé téchto struktur se odhaduje tvorba
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homo- ¢i hetero-oligomert (Touris-Otero et al. 2004).

Bylo zkoumano, zda a jakym zpasobem jsou zkracené formy uNS schopny tvorit
inkluze. Rezidua v oblasti 140-380 se mohou podilet na zrani inkluzi. Oblast, ktera je potiebna
ptfimo pro tvorbu inkluznich télisek, byla identifikovana jako oblast zahrnujici rezidua 448-
635, jenz obsahuje jiz zminéné civkovité spiraly. Nakonec byla zkoumana uloha ¢tyf riznych
struktur v uNS (448-635), dale nazyvana uNS-Mi, pii tvorbé inkluzniho komplexu, coz
naznacuje, ze C-terminalni doména je hlavnim faktorem urcujicim pocatecni smér kontaktu
monomeru uNS tvorici bazalni oligomer, ktery fidi tvar a Gi¢innost tvorby inkluze. Pokud jsou
inkluze prevazné vytvareny interakci uNS-uNS, kazdy monomer uNS musi obsahovat nékolik
samo-interagujicich oblasti, dalezitych pro tvorbu trojrozmérné sité. Tato trojrozmérna sit’ je
nezbytna pro tvorbu velkych inkluzi (Brandariz-Nufiez et al. 2010).

Pti vyzkumu vySe zminéného proteinu uNS-Mi bylo zjisténo, ze jim vytvarené inkluze
jsou v porovnani z inkluzemi celého proteinu NS mensi a vice kulovité. To potvrzuje
skutecnost, ze rezidua 140-380, které nejsou soucasti uNS-Mi, ovliviiuji velikost a morfologii

inkluzi uNS (viz Obr. 4) (Brandariz-Nuifiez et al. 2010).

Obr. 4: Virové inkluze po 72 hodinach — vlevo protein uNS, vpravo protein uNS-Mi
(Brandariz-Nuiiez et al. 2010)

Zminovany zkraceny protein ma 4 segmenty: ,coil“ 1 (Cl1), tzv. intercoil (IC),
predpokladanou ,,coil*“ 2 (C2) a nakonec kratky tisek oznacovany jako C-tail (CT). V ramci
této sekvence jsou zahrnuty také dveé aminokyseliny His570 a Cys572. Tyto aminokyseliny
jsou univerzalni, objevuji se i u dalSich druha virt a jsou klicovym faktorem pro uspésnou
tvorbu inkluzi. C1 je dalsi velmi dulezitou ¢asti uNS. Pokud bude dany segment deletovan,
k formaci inkluze nebude dochéazet. Dalsi kliovou casti je 30 rezidui na CT, jelikoz hraji
hlavni roli ve vazbé monomer-monomer (Brandariz-Nufiez et al. 2010). Struktura uNS je
zobrazena na Obr. 5. Schéma oblasti, kde se predikuje tvorba virovych inkluzi na pNS-Mi je

uvedena na Obr. 6.
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Obr. 5: Schéma sekvence proteinu uNS
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Obr. 6: Schéma oblasti, kde se predikuje tvorba virovych inkluzi na pNS-Mi



3 Alphafold

Proteiny jsou pro zivot esencialni. Jejich funkci neovliviiuje pouze jejich slozeni
z riznych aminokyselin, ale jak bylo zjisténo, také jejich prostorové usporadani. Dle

proteinové databanky (https://www.rcsb.org/) k bfeznu 2023 jiz bylo objasnéno vice nez

200 000 znamych proteinovych sekvenci. Jelikoz urCeni struktury proteinu vyzaduje
mesice, nékdy dokonce roky usili (Jumper et al. 2021).

AlphaFold je systém umélé inteligence vyvinuty spoleCnosti DeepMind pro
predikci proteinovych struktur z aminokyselinovych sekvenci. Tento zptsob byl uznan
jako teSeni problému predikce proteinové struktury. Bezprecedentni presnost a rychlost
AlphaFold umoznila vytvoreni rozsahlé databaze strukturnich predikci ve velkém méfitku,
znamé jako AlphaFold Protein Structure Database. Tato oteviené pfistupna databaze
poskytuje programovy pfistup a interaktivni vizualizaci predpokladanych atomovych
soufadnic, odhadid spolehlivosti jednotlivych rezidui a parovych modeld a
predpokladanych  chyb. Pocatecni verze AlphaFold DB  obsahuje pfes
360 000 predpokladanych struktur napfi¢ 21 proteomy modelovych organismu a brzy bude
roz$ifena tak, aby pokryla vétSinu z vice nez 100 miliona reprezentativnich sekvenci z
datového souboru UniRef90 (Varadi et al. 2022).

Zatimco fyzikalni pfistupy, jako jsou Rosetta a I-Tasser, jsou v soucasné dobée
primarnim paradigmatem pro predikci struktur pro jednotlivé proteinové sekvence,
pfistupy hlubokého uceni, jako je AlphaFold, nabizeji fadu moznych novych piistupt k
vyfeseni problému s feSenim struktur proteint (Jumper et al. 2021).

Vyvoj a kontroverze kolem AlphaFold pfivedly pozornost k potencialu systému
umélé inteligence prispet k védeckému objevu. I kdyz jsou pfiispévky AlphaFold
povazovany za dulezité, neni jasné, zda systémy umélé inteligence maji kvality nezbytné
pro nezavislé objevovani, protoze nevytvareji vyzkumné otazky ani metody pro jejich

feSeni (Clark a Khosrowi 2022)
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4 Cil prace
Cilem této bakalarské prace je exprese a purifikace fuznich konstruktt ptaciho
reoviralniho proteinu uNS. Byly vybrany 3 konstrukty faznich proteind phMGFP —
uNS, mNeon — uNS, mCherry — puNS. Tyto konstrukty byly transformovany do
vybranych typt kompetentnich bunék. Pro purifikaci byly vybrany standardni

chromatografické metody.
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5 Materialy a metodika

5.1 Priprava plazmidi

5.1.1 Gradientova PCR

Pro amplifikaci plazmidu byla na zacatku stanovend vhodna teplota pro nasedani
primeru, ta byla stanovena pomoci gradientové PCR. Do potfebného poctu mikrozkumavek
urcenych pro PCR bylo vzdy napipetovano 12,5 ul PPP Master Mix pufru (150 mM Tris-HCI,
pH 8.8, 40 mM (NH4)2S04, 0,02% Tween 20, 5 mM MgCl,, 400 uM dATP, 400 uM dCTP,
400 uM dGTP, 400 uM dTTP, 100 U/ml Taqg DNA polymeraza, barvivo, stabilizatory a
ptisady), 2,5 ul Forward (F) — primeru o koncentraci 10 uM, 2,5 ul Reverse (R) — primeru o
koncentraci 10 uM, 1 ul templatu DNA (uNS pASK IBA37) o koncentraci 680,0 ng/ul a 7,5
ul PCR vody. Teploty byly zvoleny nasledovné: 55,0 °C, 55,6 °C, 57,3 °C, 58,2 °C, 59,3 °C,
60 °C, 60,8 °C, 61,9 °C, 63,8 °C, 65,0 °C, 66,6 °C, 68,0 °C. Piiprava plazmidi dle pouZitych

F-a R — primert u teplotniho gradientu je zobrazena v Tab. II.

Tabulka II: Primery pouzité pro pfipravu plazmidia

Fuzni primer GFP — uNS mNeon — uNS mCherry — uNS

F — primer 5° ATG GTA GGT 5 ATG GTA GGT | 5° ATG GTA GGT
CTC ATA TCA CAG | CTC AGC GCG CTC AGC GCG
ATC ATC CAC CAA | GCG TGA TCA GCG TGA TCA
TTC TTC CAT AGA | AGCCCGACAT | AGCCCGACAT
TGG TTT C 3¢ 3 3¢

R — primer 5° ATG GTA GGT 5 ATG GTA GGT | 5° ATG GTA GGT
CTC AGC GCG TGA | CTC AGC GCG CTC AGC GCG
GCA AGG GCG TGA GCA AGG TGA GCA AGG
AGG AGG ATA A 3° | GCG AGG AGG GCG AGG AGG

ATA A 3¢ ATA A 3¢

Mikrozkumavky byly umistény do termocykleru, jenz byl nastaven dle Tab. III.
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Tabulka IIT: Podminky gradientové PCR reakce pro zjisténi idealni teploty

Krok Teplota cas pocet cyklu
pocatecni denaturace 94 °C 30 sekund Ix
Denaturace 94 °C 10 sekund
gradient
Annealing 30 sekund 30x
(55,0 °C - 68,0 °C)
Polymerizace 72 °C 75 sekund
zavérecna
72 °C 120 sekund Ix
polymerizace
finalni teplota 16 °C

Dale byla provedena analyza na agar6zovém gelu. Dle vysledka byla zvolena teplota

pro kazdy konstrukt, dle které byla provedena dal§i amplifikace.

5.1.2 Analyza pomoci elektroforézy

Prvnim krokem byla ptiprava 1% agar6zového gelu. Do Erlenmayerovy bariky byl
pomoci predvazek navazen 1g agar6zy. Do odmérného valce bylo odméfeno 100 ml 1x TAE
(Tris-acetat-EDTA) pufru a tento objem byl prelit do bariky s agar6zou. Tato baika byla
vlozena do mikrovinné trouby a agar byl povaren do uplného rozpusténi agarozy. Barika byla
nasledné ochlazena pod tekouci vodou na teplotu piiblizné 55 °C. Do baiiky bylo napipetovano
10 ul SERVA DNA Stain Clear G barvy a barika byla promichana. Agar byl nasledné prelit
do pfedem pfipravené formy a byl do ného vlozen hiebinek. Agar byl néasledné ponechan
zatuhnout. Po zatuhnuti byl odebran hiebinek a do aparatury byl nalit 1x TAE pufr tak, aby
byly jamky gelu zcela ponofené. Celkem bylo vytvoreno 14 jamek. Do prvni jamky bylo vzdy
napipetovano 10 pul DNA Ladderu (Quick Load 1kb Protein Ladder ). Do dalsSich jamek byly
napipetovany vzorky. Po naneseni vSech vzorku byla elektroforéza uzaviena, pfipojena ke
zdroji elektrického napéti a zapnuta na napéti 100 V na pfiblizn€ 30 minut. Po uplynuti tohoto
Casu a po dostateCné separaci DNA byl zdroj napéti odpojen. Gel byl prendan do UV —

transiluminatoru a nasledné byl vysledek zaznamenan.

5.1.3 Amplifikace DNA pomoci PCR

Dal§im krokem klonovani byla amplifikace DNA pomoci PCR pfi teploté¢ zvolené
z gradientové PCR. Byl pfipraven nutny pocet PCR zkumavek o objemu 0,2 ml. Do nich byly
postupné napipetovany komponenty podle Tab. IV. Finalni objem byl vzdy 50 ul. Jako
posledni se vzdy pipetovala polymeraza. Do poloviny zkumavek byl ptfidan 5x Q5 High GC

Enhancer, u n¢jz se posuzoval lepsi ¢i horsi vysledek amplifikace.
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Tabulka IV: Reagenty pro amplifikaci pomoci PCR

komponenty

finalni koncentrace

5x QS reakéni pufr

(mNS_fusion_pASK-IBA37plus_R)

10 mM dNTPs 200 uM
10 uM F-primer 0,5 uM
(mNS_GFP_pASK-IBA37plus_F,
(mNS_mNeonGreen+mCherry_pASK-IBA37plus_F)
10 uM R-primer 0,5 uM

templat DNA
(mNS_mNeon_pASK IBA37+, mNS_mCherry_pASK
IBA37+,
mNS_GFP_pASK IBA37+)

Q5 Hi-Fi DNA polymeraza

0,02 U/pl

5x Q5 High GC Enhancer

1x nebo bez Ehnahceru

PCR H»,O

do finalniho objemu 50 pl

Zkumavky o urcitém slozeni byly vlozeny do termocykleru a prob&hla samotna PCR

reakce. Podminky v termocykleru jsou uvedeny v Tab. V.

Tabulka V: Podminky termocykleru pfi amplifikaci DNA

Krok teplota cas pocet cyklu
Pocatecni denaturace 98 °C 30 sekund Ix
Denaturace 98 °C 10 sekund
Annealing 62 °C 10 sekund 30x
Polymerizace 72 °C 25 sekund
ZaveéreCna polymerizace 72 °C 2 minuty Ix
finalni teplota 4°C

Znovu byl ptipraven 1% agar6zovy gel a vzorky byly analyzovany jako v predeslém

ptipadé (viz. Kapitola 5.1.2)
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5.1.4 Izolace DNA

Z dokonceného agarozového gelu byly vytiznuty tseky geld, kde bylo hledané DNA,
a tyto useky byly vlozeny do mikrozkumavky o objemu 2ml. Od kazdého fuzniho plazmidu
byl vzdy vybran jeden tsek s enhancerem a jeden isek bez enhanceru. Izolace obou typt byla
provadéna totozné. Do zkumavek bylo pfidano 700 ul NTI vazebniho pufru (guanidin
thiokyanat). Zkumavky byly vlozeny do pfedehratého termobloku o teploté 50 °C. Zde byly
ponechany celkem 10 minut do uplného rozpusténi agardzy. K zajisténi uspésného rozpusténi
byl vzorek kazdé 2 minuty promichan vortexem.

Do prazdné sbérné zkumavky byla vlozena kolona (NucleoSpin Gel a PCR Clean-up
kit). Na tuto kolonu bylo napipetovano 700 pl rozpusténého vzorku a zkumavka byla
centrifugovana po dobu 30 sekund a rychlosti otacek 11 000 rpm. Rozpustény gel timto
krokem protekl kolonou do sbérné zkumavky. Obsah sbérmé zkumavky byl vylit do odpadu.
Na kolonu se nasledné napipetoval zbytek rozpusténého gelu a opakovala se centrifugace.
Timto krokem byla navazdna DNA na kolonu. Kolona byla v dal§im kroku promyvana.
Promyvani bylo provedeno pomoci naneseni 700 pl promyvaciho pufru NT3. Nasledné byl
vzorek centrifugovan na 30 sekund pfi rychlosti otacek 11 000 rpm. Po stoceni byl roztok
ve sbérné zkumavce vylit do odpadu. Nasledn€ se znovu opakovalo promyvani identickym
zpusobem.

Po promyti byla kolona vysusena. Kolona spolecné se sbérmou zkumavkou byly
umistény do centrifugy na 2 minuty a rychlosti ota¢ek 11 000 rpm. Takto vysusena kolona
byla pfemisténa ze sbérné zkumavky do Cisté mikrozkumavky o objemu 1,5 ml. Na kolonu
bylo napipetovano 30 pl PCR vody a byla vlozena do centrifugy na 1 minutu pfi rychlosti
otacek 11 000 rpm. Timto krokem byla eluovana DNA do zkumavky. Kolona byla vyhozena
do odpadu. Zkumavky s plazmidovou DNA byly umistény na led.

Dal§im krokem bylo zmeéfeni koncentrace plazmidové DNA. To bylo provedeno
pomoci pristroje NanoDrop — One (Thermo Fisher Scientific). Po zméfeni se posuzovalo, jestli
meél enhancer zasadni pozitivni vliv na amplifikaci. Zkumavky byly nasledné vlozeny
do mrazaku o teploté -18 °C.

5.1.5 Ligace a transformace do NEB® 5-alpha Competent E. coli

Po rozmrazeni plazmidové DNA byla provedena restrikce pomoci Bsal — HF enzymu,
ktery byl smichan s 1ug DNA a 5ul 10x NEB pufru. Poté byla ptidana PCR voda do finalniho
objemu 50 pl. Tato smés byla vlozena do predehraté tiepacky o teploté 37 °C na 15 minut.
Nasledné byla smés prevedena do predehiatého termobloku na 20 minut pfi teploté 80 °C.

Ke katalyze defosforlyace byla pouzita rSAP (shrimp alcaline phosphatase) za vyuziti
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sady NEBuilder HiFi DNA Assembly Cloning Kit od vyrobce New England Biolabs. V§e bylo
provedeno pomoci protokolu vyrobce. Do PCR zkumavky bylo pipetou pfevedeno 2 pl
CutSmart pufru, 1 pl rSAP a byl pfidan 1 pmol DNA a smés byla doplnéna PCR vodou
do finalniho objemu 20 pl.

Nasledné byla provedela ligace pomoci T4 DNA ligazy. Byl ur¢en molarni pomér 1:3
mezi DNA vektorem a DNA insertem. Pfesné vypocty byly provedeny pomoci kalkulacky od
vyrobce dostupny na jejich webovych strankach. Do PCR zkumavky bylo pipetou prevedeno
2,19 ul vektoru (pASK IBA 37+ ¢ = 680 ng/pl) a prislusné mnozstvi inserti dle jejich zjisténé
koncentrace. Dale byly pfidany 2 pl T4 DNA ligase pufru, 1ul T4 DNA ligazy a doplnéno
PCR vodou do finalniho objemu 20 pl. Takto pfipravené zkumavky byly promichany
pipetovanim a poté kratce stoCeny na centrifuze. Poté byly zkumavky inkubovany pii 16 °C
ptes noc. Po inkubaci byly zkumavky vlozeny do termobloku predehtatého na 65 °C po dobu
10 minut, tim doSlo k jejich deaktivaci. Po vyndani zkumavek z termobloku byly zkumavky
vlozeny na led.

Po ligaci byl tento produkt transformovan do NEB® 5-alpha Competent E. coli, jenz
je derivatem DHSa kompetentnich bunék E.coli, od vyrobce New England Biolabs.
Transformace byla provedena pomoci protokolu od vyrobce. Z mrazéku byly vytazeny buiky
a byly ponechany 10 minut na ledu. Do bunék byly pfidany 2 pl liga€niho produktu dle
pouzitého konstruktu. Obsah zkumavek byl jemné promichan a zkumavky byly polozeny
na 30 minut na led. Poté byl proveden teplotni Sok pomoci vodni 1azné pfi teploté 42 °C
na dobu presné 30 sekund. Zkumavky byly nasledné opét pfevedeny na 5 minut na led. Dale
bylo do zkumavek napipetovano 250 ul SOC media piedehiatého na pokojovou teplotu.
Zkumavky byly vlozeny do tfepacky predehiaté na 37 °C. Zde byly za rychlosti 220 rpm
ponechany po dobu 60 minut. Béhem prabéhu inkubace byl predehiat potfebny pocet
ampicilinovych ploten. Na ty byla rozdélena inkubovana smeés, a to vzdy 50 pl na jednu
z ploten a zbytek na druhou z ploten. Tyto plotny byly pfes noc inkubovany pii teploté 37 °C.
Dalsi den byly tyto plotny vlozeny do lednice a byly pfipraveny pro dalsi krok.

5.1.6 Colony PCR

Pro colony PCR byly pouzity plotny z pfedchoziho kroku. Pfipravené plotny byly
preneseny do laminarniho boxu a zde bylo piipraveno pro kazdy konstrukt 13 mikrozkumavek.
Do kazdé zkumavky bylo napipetovano 20 ul PCR vody a do 12 z nich byla pomoci $picky
vlozena vzdy jedna kolonie. Jedna zkumavka byla ponechana jako negativni kontrola, do té
byla vloZena sterilni $picka, ktera se pouze dotkla plotny bez kolonie. Spi¢ky byly ponofeny

a lehce promichany, aby doslo k uvoln&ni kolonii do vody. Spi¢ky byly ve vod& ponechany.
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V dalSim kroku byla nachystana nova ampicilinova plotna a Spickami, které

obsahovaly kolonie, byly na plotny namalovany kfizky, které byly ¢iselné oznaceny. Plotny

byly poté vlozeny do inkubatoru o teploté 37 °C a byly inkubovany pfes noc.

Voda s koloniemi, které se do ni ze Spi¢ek uvolnili, byla vyuzita ke colony PCR jako

templat DNA. Bylo pfipraveno dalSich 13 zkumavek. Do zkumavek byly napipetovany

jednotlivé komponenty. Tyto komponenty jsou uvedeny v Tab. VL.

Tabulka VI: Reakéni komponenty pouzité pii colony PCR

Komponenty objem
PPP MM reak¢ni pufr 12,5 ul
10 uM F-primer
(mNS_GFP_pASK-IBA37plus_F, 5 syl
(mNS_mNeonGreen+mCherry_pASK- 2 H
IBA37plus_F)
10 uM R-primer
2,5 ul
(mNS_fusion_pASK-IBA37plus_R)
templat DNA 1 ul
doplnit do 24 ul
PCR H>O

finalniho objemu

Vzorky byly vlozeny do termocykleru predehiatého na denaturacni teplotu (94 °C).

Termocykler byl nastaven podle Tab. VIIL.
Tabulka VII: Podminky colony PCR
Krok teplota cas pocet cyklu
pocatecni denaturace 94 °C 30 sekund Ix
Denaturace 94 °C 10 sekund
Annealing 62 °C 30 sekund 30x
Polymerizace 72 °C 90 sekund
zaverecna polymerizace 72 °C 2 minuty Ix
finalni teplota 4°C

Byl pfipraven 1% agarozovy gel (viz. Kapitola 5.1.2). Po amplifikaci vzorku pomoci

PCR byly zkumavky umistény na led. Do vSech zkumavek bylo napipetovano
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10 ul barviva (Gel Loading Dye, Purple, 6x). Do prvni jamky byl napipetovan DNA ladder
(Quick-Load 100 bp DNA Ladder). Do dalsich jamek bylo napipetovano 30 ul vzorka. Poradi
vzorkll bylo zaznamenano. Nasledné byla elektroforéza uzaviena, pfipojena ke zdroji
elektrického napéti a zapnuta na napéti 100 V na priblizné 30 minut. Po uplynuti tohoto ¢asu
a po dostateCné separaci DNA byl zdroj napéti odpojen. Gel byl premistén do UV —

transiluminatoru a nasledné byl vysledek zaznamenan.

5.1.7 Izolace plazmidu

Podle vysledkt analyzy Colony PCR byly pro kazdy z plazmida zvoleny vzdy 3
kolonie z ampicilinovych ploten s kiizky. Do kultiva¢nich zkumavek bylo pfevedeno pipetou
3 ml LB media a dale bylo napipetovano 3 pl ampicilinu o finalni koncentraci 0,1 mM. Do
kazdé kultivacni zkumavky byla dodana ptislusna kolonie pomoci plastové Spicky z ploten s
ktizky. Inkubace byla provedena v tfepacce pii 37 °C a 220 rpm pfes noc.

Réano bylo pfichystano potfebné mnozstvi zkumavek o objemu 1,5 ml. Do kazdé
zkumavky bylo pipetou prevedeno vzdy 1500 ul prislusné bunécné kultury. VSechny
zkumavky byly vlozeny do centrifugy na 30 sekund pfi rychlosti ota¢ek 10000 rpm. Poté bylo
slito oddélené LB medium a zkumavky byly doplnény dal§im mnozstvim dané bunécné
kultury. Po centrifugaci zistal ve vSech zkumavkach samotny bunécny pelet.

Poté byl z bunécného peletu izolovan plazmid. K tomuto kroku byla vyuzita komeréné
dostupna sada NucleoBond Xtra plasmid purification od vyrobce Macherey-Nagel, pficemz
bylo postupovano podle protokolu od vyrobce.

Ke kazdému peletu bylo do zkumavky pipetou pievedeno 250 pl pufru Al

a 250 ul pufru A2. Poté byly zkumavky ponechany 5 minut pfi pokojové teploté. Po uplynuti
daného ¢asu bylo napipetovano 300 ul pufru A3. Tento lyzat byl vlozen do centrifugy a stacen
10 minut pfi rychlosti otacek 11 000 rpm. Nasledné byly pfipraveny nové zkumavky s filtrem,
na které byl napipetovan supernatant, jenz byl ziskan centrifugaci. Tyto zkumavky byly
vlozeny do centrifugy a staCeny po dobu 1 minuty pfi rychlosti otacek 11 000 rpm, aby doslo
k navazani DNA na membranu. Déle bylo nutné promyt zminénou membranu. V tomto
ptipadée bylo pouzito 600ul pufru A4. Nasledovalo vlozeni do centrifugy a staceni po dobu 1
minuty pii rychlosti ota¢ek 11 000 rpm. Dal§im krokem bylo vysuSeni membrany. Zkumavky
byly vlozeny do centrifugy a staCeny pii rychlosti otaek 11 000 rpm po dobu 2 minut. Po
vysuseni membrany byla eluovana DNA. Eluace se provedla pomoci 50 ul ultracisté vody. Po
pfidani mnozstvi vody byla zkumavka s membranou ptevedena do Cisté zkumavky a vlozena
do centrifugy. Zde byla staena po dobu 1 minuty pii rychlosti 11 000 rpm. Poté byla
koncentrace plazmidi zméfena na pristroji NANODROP — ONE. Nasledn¢ bylo provedeno
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Sangerovo sekvenovani. Plazmidy byly uskladnény v mrazdku pii teploté -18 °C.
5.1.8 Izolace a namnoZeni plazmidu

Podle vysledkt analyzy Colony PCR byly pro kazdy z plazmida zvoleny vzdy 3
kolonie z ampicilinovych ploten s kiizky. Do Erlenmayerovych ban€k o objemu 500 ml bylo
prevedeno pipetou 150 ml LB media a dale bylo napipetovano 150 pl ampicilinu. Do kazdé
Erlenmayerovy baiky byla dodana pfislu§na kolonie pomoci plastové §picky z ploten s kiizky.
Inkubace byla provedena v tiepacce pii 37 °C a 220 rpm pres noc.

Réano bylo pfichystano potfebné mnozstvi konickych zkumavek o objemu 50 ml.
Do kazdé zkumavky bylo pipetou pievedeno vzdy 50 ml prislu§né bunécné kultury. VSechny
zkumavky byly vlozeny do centrifugy na 10 minut pfi rychlosti otacek 4 200 rpm. Poté bylo
slito oddélené LB medium a zkumavky byly doplnény dal§im mnozstvim dané bunécné
kultury. Po tfech centrifugacich zistal ve vSech zkumavkach samotny bunécny pelet.

Poté byl z bunécného peletu izolovan plazmid. K tomuto kroku byla vyuzita komeréné
dostupna sada NucleoBond Xtra plasmid purification od vyrobce Macherey-Nagel, pficemz
bylo postupovano podle protokolu od vyrobce.

Ke kazdému peletu bylo do zkumavky pipetou pievedeno 12 ml resuspenzacniho pufru
s RNazou A. Dukladné rozpusténi bunécného peletu v pufru bylo provedeno pomoci vortexu.
Poté bylo do zkumavek pipetou pievedeno 12 ml lyza¢niho pufru a obsah zkumavek byl
promichan otaceni zkumavek dny vzhiru. Nasledné byl obsah zkumavek inkubovan 5 minut
pii pokojové teploté. Do kolon byly vlozeny filtry, které byly poté zkalibrovany 25 ml
ekvlilibracniho pufru. Ten byl pipetou nanasen na okraje filtri a protékal do odpadnich
kadinek. Po uplynuti 5 minut bylo do zkumavek pipetou prevedeno 12 ml neutralizacniho
pufru a zkumavky byly otaceny dnem vzhiru tak dlouho, dokud nebyl jejich obsah bily. Obsah
zkumavek byl poté pfeveden na zkalibrované filtry. Ve chvili, kdy byl veSkery roztok
prefiltrovan, byly filtry promyty 15 ml ekvilibracniho pufru. Filtry byly odstranény a do kolon
bylo pipetou prevedeno 25 ml promyvaciho pufru. Po jeho proteCeni byly pod kolony
umistény misto kadinek 15ml konické zkumavky. Kolony byly promyty 10 ml elu¢niho pufru.
ktery protékal do téchto zkumavek. Poté do nich bylo pipetou pievedeno 5 ml 100%
isopropanolu a za pouziti vortexu byl obsah zkumavek promichan. V dalSim kroku byly
vSechny zkumavky vlozeny do centrifugy na 60 minut pfi rychlosti ota¢ek 4 200 rpm a teploté
4 °C. Po skonceni centrifugace byl pipetou odstranén ze zkumavek pufr, a tak v nich zistaly
pouze pelety. K nim bylo pipetou pifevedeno vzdy 2 ml 70% ethanolu a po rozpusténi byly
roztok pipetou pievedeny do 2ml zkumavek. Ty byly umistény do centrifugy na 10 minut pfi

rychlosti otacek 4 200 rpm. Poté byl pomoci pipety odstranén ethanol a pelety byly ponechany
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15 minut pfi pokojové teploté, béhem této doby vyschly. Nasledné k nim bylo pipetou
pfivedeno vzdy 100 pul PCR vody, vniz byly pelety rozpustény. Poté byla zméfena
koncentrace vSech takto pripravenych plazmida pomoci piistroje NanoDrop — One. Plazmidy

byly ulozeny do mrazéaku o teploté -18 °C.

5.2 Transformace

K transformaci byly vybrany a nasledné otestovany celkem 4 typy kompetentnich

bunék Escherichia coli.

5.2.1 Transformace do BL21 (DE3) Competent E. coli

Jednim z typtu kompetentnich bunék, ktery byl pfi transformaci pouzit, byl BL21 (DE3)
Competent E.coli Cells od vyrobce New England Biolabs, ktery je veden pod katalogovym
Cislem C2527H. Transformace byla provedena dle navodu od vyrobce.

Do bunék byly dodany plazmidy, které jiz byly naklonovany v klonovacim vektoru
pDEST 17 a byly poskytnuty laboratofi strukturni chemie PiF JCU. Tyto plazmidy jsou
uvedeny v Tab. VIII. Dale byly vytvotreny plazmidy, které byly naklonovany ve vektoru pASK
IBA 37+. Jejich koncentrace je uvedena v Tab. IX.

Tabulka VIII: Prehled plazmidi pDEST 17 poskytnutych laboratofi strukturni chemie PiF
JCU

Plazmid Koncentrace [ng/pl]
mNeon - uNS pDEST17 47,2
mCherry - uNS pDEST17 522
GFP- uNS pDEST17 273

Tabulka IX: Prehled pripravenych plazmidu ve vektoru pASK IBA 37+

Plazmid Koncentrace [ng/pl]
mNeon - uNS pASK IBA 37+ 349,5
mCherry - uNS pASK IBA 37+ 328,3
GFP- uNS pASK IBA 37+ 2428

Zkumavky s kompetentnimi bunikami byly ulozeny 10 minut na ledu. Poté byly
k bunkam dodany plazmidy o vySe uvedené koncentraci, a to objemu 1 pl. Smési plazmidu

s burikami byly nasledné lehce promichany, aby se predeslo destrukci bunek. Zkumavky byly
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nasledujicich 30 minut inkubovany na ledu. Po inkubaci byl proveden tepelny Sok pomoci
vodni lazné pii teploté 42 °C na presné 10 sekund. Poté byly zkumavky opét ponechany
S minut na ledé. Déle bylo do zkumavek napipetovano 250 ul SOC media zahtéatého
na pokojovou teplotu. Tyto zkumavky byly vlozeny na 60 minut do tfepacky, ktera byla
pfedem nahtata na 37 °C pii otackach 220 rpm. V pribéhu tohoto kroku byly nahfaty
ampicilinové plotny na 37 °C v inkubatoru. Po ukonceni inkubace v tfepackach bylo na jednu
z predpfipravenych ploten napipetovano a poté rozetfeno ockovaci hokejkou 50 ul obsahu
zkumavky a na druhou plotnu byl pfeveden zbytek obsahu zkumavky. Tyto plotny byly
inkubovany pfes noc pii teploté 37 °C. Nasledujici den rano byly plotny pfemistény do lednice,

¢imz se zabranilo nadmérému ristu kolonii. Plotny tak byly pfipraveny pro dalsi vyuziti

5.2.2 Transformace do BL21-AI™ One Shot™ Chemically Competent E. coli

U tohoto typu kompetentnich bunek byl pouzit plazmid mCherry — uNS pDEST 17
dodany laboratofi strukturni chemie P¥F JCU o koncentraci 82489 ng/pl.

Pii transformaci plazmidu do tohoto typu bunék je postup obdobny jako
pfi transformaci do BL21 (DE3) Competent E. coli. Jednim zrozdili je Uprava trvani
tepelného Soku, ktery je u tohoto typu bunék 30 sekund. Déle byla podle protokolu dle vyrobce

zkracena doba inkubace v tfepacce, a to na 30 minut.

5.2.3 Transformace do BL21 — CodonPlus (DE3) RIPL Competent Cells

Dalsi pouzitou bunécnou kulturou byla BL21-CodonPlus Competent Cells. Zde byly
dodavany do bunék plazmidy uvedené v kapitole 5.2.1.

Pfi transformaci plazmidu do tohoto typu bunék je postup stale shodny jako
u transformace do BL21 (DE3) Competent E. coli. I zde jsou na druhou stranu urcité rozdily.
Prvnim z nich je zména délky tepelného Soku, a to na 20 sekund. Druhou zménou je rozdilna
délka chlazeni na ledu po tepelném Soku, a to pouze na 2 minuty. Nasledné je postup jiz
identicky.
5.2.4 Transformace do ArcticExpress (DE3) Competent Cells

Posledni zvybranych kompetentnich bunék byly ArcticExpress (DE3) Competent
Cells, kde byly pouzity stejné plazmidy jako v ptipadé¢ BL21 (DE3) Competent E. coli.

I zde je jedna odlisna podminka od BL21 (DE3) Competent E. coli tykajici se antibiotik
pouzitych na plotnach. V ptfipadé téchto bunék je obsazen kromé ampicilinu 1 gentamicin.

Ostatni podminky transformace jsou identické.
5.3 Exprese proteini

Pilotni exprese proteinli se provadéla se zamérem zjisténi a urceni vhodnych
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podminek, které smétuji k co nejvyssi expresi proteinu. Podminky exprese byly provedeny dle
protokolt k bunécnym liniim a plazmidiim, mezi n€ se fadi napriklad teplota pfi indukci, délka
indukce nebo samotny induktor.
5.3.1 Pilotni exprese

Do dvou konickych zkumavek o objemu 50 ml bylo napipetovano 10 ml LB media a
k tomuto mediu bylo dale pfevedeno pipetou antibiotikum ampicilin o vysledné koncentraci
I mM. Tyto podminky byly pouzity u BL21. Pro pilotni expresi ArcticExpress (DE3)
Competent Cells byl k LB mediu pfidan ampicilin o koncentraci 1 mM a gentamicin
o koncentraci 2 mM. Do kazdé koénické zkumavky byla dodana kolonie pomoci plastové
Spicky z vybranych ploten z transformace plazmidu do bunék. Nasledné byla provedena
inkubace pres noc ve tfepacce pii teploté 37 °C a rychlosti otacek 220 rpm.

Dalsi den byl ptipraven dostatecny pocet konickych zkumavek o objemu 50 ml.
Do zkumavek bylo napipetovano 15 ml LB media, ampicilin o koncentraci 1 mM a déle
do nich byl pipetou pieveden 1 ml inkubovaného media, poté byly tyto zkumavky umistény
do tiepacky o teploté 37 °C. Po 30 minutach byla zméfena optickd hustota (ODeoo) roztoku
oproti slepému vzorku, kterym byl 1 ml ¢istého LB media. Pokud byla dosazena pozadovana
hodnota ODe, tedy mezi hodnotami 0,4 — 0,6, mohlo se prejit na dalsi krok. Pokud hodnota
nebyla dostacujici, tak se inkubované medium vréatilo do tfepacky na nezbytné dlouhou dobu,
dokud ODgoo nedosahne pozadovanych hodnot.

Po dostatecném nartstu ODgoo byly zkumavky presunuty do lednice na pfiblizné€ 15—
30 minut az na buriky, které se dale inkubovaly pii teplote¢ 30 °C, ty byly ponechany pii
pokojové teploté. V tomto Case byly nachlazeny tifepacky na nizsi teploty (18 °C u vSech typu
bunék BL21 a 13 °C u ArcticExpress (DE3) Competent Cells) a dale byl jeden nastaven na
30 °C pro vSechny typy bunék BL 21 . Pfed samotnym vlozenim do tfepacek byl odebran 1
ml vzorku, ktery slouzil jako kontrolni vzorek v ¢ase 0 hodin. DalSim krokem byla indukce.
Indukce byla provedena pomoci prevedeni induktoru IPTG (izopropyl p-D-1-
thiogalaktopyranozid) o vysledné koncentraci 1 mM u vSech typt bunék. U bunék BL.21-AI™
One Shot™ Chemically Competent E. coli byla vyuzita 0,5 % L — arabin6za o vysledné
koncentraci 1mM spolu. Induktor byl ve v§ech pfipadech vlozen pouze do poloviny zkumavek
s bunécnou kulturou. Druha polovina slouzila jako negativni kontrola. Poté probe&hl samotny
odbér vzorkl. Vzdy byl odebran 1ml kultury indukované a 1ml kultury neindukované.

Prehled podminek pilotni exprese je uveden v Tab. X a XI
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Tabulka X: Prehled podminek pilotni exprese s induktorem IPTG

typ bunék teplota koncentrace IPTG cas odbéru vzorku
1 mM
po 3 hod.
0M
BL21 (DE3)
ImM
Competent E. coli, 18 °C i po 6 hod.
BL21-CodonPlus
ImM
Competent Cells, pies noc
0M
ImM
BL21-AI™ One i po 2 hod.
Shot™ Chemically
) ImM
Competent E. coli 30 °C po 4 hod.
0M
ImM
po 6 hod.
0M
ImM
po 6 hod.
0M
ArcticExpress (DE3) ImM
13 °C pies noc
Competent Cells o0M
ImM
pies noc
0M
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Tabulka XI: Pfehled podminek pilotni exprese s induktorem 0,5% L-arabinézou

koncentrace 0,5% ¢as odbeéru
typ bunek teplota
L-arabindzy vzorku
ImM
po 2 hod.
oM
ImM
25°C po 4 hod.
oM
ImM
BL21-AI™ QOne po 6 hod.
oM
Shot™ Chemically
ImM
Competent E. coli po 2 hod.
oM
ImM
30°C po 4 hod.
oM
ImM
po 6 hod.
oM

Vsechny odebrané vzorky byly v centrifuga¢nich mikrozkumavkach vlozeny
do centrifugy na 1 minutu pii otackach 14 000 rpm. Timto krokem se oddélil bunécny pelet
od LB media. Tento pelet byl vlozen do mrazaku o teploté -18 °C a byl tim pfipraven k dalsi

analyze.

5.3.2 Exprese ve velkém méritku

Dle analyzy vysledku z pilotni exprese (viz kapitola 5.4 Analyza vzork() byly pouzity
podminky pro expresi ve velkém méfitku.

Do Erlenmayerovych ban€ék o objemu 500 ml bylo pfevedeno pipetou 100 ml LB
media a ampicilin o vysledné koncentraci 1 mM. Do kazdé Erlenmayerovy bariky byla dodana
kolonie pomoci plastové Spicky z vybranych ploten z transformace. Inkubace byla provedena
v tifepacce pii 37 °C a 180 rpm pies noc.

Nasledujici den byly pfipraveny plastové Erlenmayerovy baiky o objemu 2 1.
Do téchto ban€k bylo odméfeno 200 ml LB media a ampicilin o vysledné koncentraci 1 mM.
Do kazdé zminéné bariky bylo napipetovano 45 ml inkubované bunécné kultury. Dale byly
Erlenmayerovy baiiky vlozeny na 60 minut do predehratych tfepacek o teploté¢ 37 °C
a 220 rpm. Po uplynuti 60 minut bylo do Erlenmayerovych banék pridano 600 ml LB media
na celkovy objem 800 ml a pfislu§né mnozstvi ampicilinu, aby byla jeho vysledna koncentrace

stale 1 mM. Dale byla provedena inkubace o délce minimalné 30 minut. Po uplynuti tohoto
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Casu se stanovila koncentrace bunécné kultury pomoci spektrofotometru ODego. Jakmile se
hodnota ODsoo nachazela mezi 0,5-0,6, byl ze vSech roztoki raznych typt bunék odebran pied
samotnou indukci Iml vzorek, ktery byl umistén na centrifugu o rychlosti 14 000 rpm
na 1 minutu. Po centrifugaci byl zachovan pouze bunécny pelet, ktery byl vlozen do mrazaku
o teploté -18 °C pro pozd¢jsi analyzu. Poté byla zapocata indukce pomoci induktorti o stejné
koncentraci jako u pilotni exprese (viz. Tab. X a Tab. XI).

Po indukci byly Erlenmayerovy baiiky znovu umistény do tfepacek o teploté 30 °C
na 6 hodin u typt bunék BL21-AI™ One Shot™ Chemically Competent E. coli, BL21(DE3)
Competent Cells a BL21-CodonPlus Competent Cells a o teplot¢ 13 °C na 24 hodin
u ArcticExpress (DE3) Competent Cells.

Po uplynuti stanovenych ¢ast byly znovu odebrany 1ml vzorky jako pfed indukei.
Dal§im krokem bylo pfeliti obsahu Erlenmayerovych ban¢k do plastovych centrifugacnich
lahvi 0 objemu 2000 ml. Tyto lahve byly vlozeny do centrifugy. Centrifugace byla provedena
po dobu 30 minut, pfi teploté 4 °C a rychlosti 4200 rpm. Po Gspé$ném usazeni peletu na dné
byla vétsina media vylita do odpadu a bylo zachovano pouze pfiblizné 20 ml. Pomoci tohoto
objemu a pouziti sérologickych pipet byl pelet na dné lahvi resuspendovan. Tyto
resuspendované buiiky byly pipetou pfevedeny do centrifugac¢nich zkumavek o objemu 50 ml.
Znovu byla provedena centrifugace o rychlosti 4200 rpm, teploté¢ 4 °C na dobu 30 minut.
Medium bylo vylito do odpadu a usazeny pelet byl skladovan v mrazaku pfi teploté -80 °C.

5.4 Analyza vzorki

5.4.1 Priprava vzorku

Po provedeni pilotni exprese byly mikrozkumavky s pelety vyndany z mrazaku na led.
Do kazdé mikrozkumavky bylo po rozmrazeni ptidano 500 pl lyza¢niho pufru (400 mm NaCl
100 mM KCl, 50 nm K3POs, 10% glycerol, 0,5% Triton X-100; pH 7,8). Dukladné promichani
lyzaéniho pufru s peletem bylo provedeno pomoci vortexu. Mikrozkumavky byly nasledné
vlozeny do tekutého dusiku a byly vyndany az po Uplném zmrazeni. Nasledné byly tyto
zmrazené mikrozkumavky vlozeny do termobloku ptfedehfatého na 42 °C. V tomto
termobloku byl vzorek do kompletniho rozpusténi. Tento proces byl opakovan jesté dvakrat.
Po poslednim rozpusténi byly vzorky vlozeny do centrifugy o teplot¢ 4 °C a rychlosti
14 000 rpm, kde byly staCeny 10 minut. Po centrifugaci byl supernatant pfepipetovan
do novych mikrozkumavek a pelet zistal v pivodnich mikrozkumavkach. K supernatantim
bylo nasledné napipetovano 166 pl 4x SDS (4x Laemmli pufr a 3-merkaptoethanol v poméru
1: 0,1) pufru a do mikrozkumavek s pelety bylo piidano 500 pl 1x SDS (125 pl 4x SDS, 375ul

Ix PBS). VSechny mikrozkumavky byly resuspendovany pomoci vortexu. Vzorky poté byly
25



vlozeny na 5 minut do termobloku, ktery byl predehiaty na 95 °C. Po uvareni byly vzorky
pfipraveny k dalsi analyze.
5.4.2 SDS - PAGE elektroforéza

Vzorky byly naneseny na gel, ktery byl pfipraveny dle Tab. XIIL.

Tabulka XII: Slozeni gelu pii pripravé 1 kusu

separacni 10 % gel zaostfovaci 5% gel
40% akrylamid 1,17 ml 40% akrylamid 250 ul
H>O 2,47 ml H->O 1,46 ml
1,5M Tris (pH 8,8) 1,25 ml IM Tris (pH 6,8) 250 ul
10% SDS 50 pl 10% SDS 20 ul
10% APS 50 ul 10% APS 20 pl
TEMED 5ul TEMED 2 ul

Tento gel byl pfipraven pomoci nalévaciho ramecku a stojanu. Jako prvni byl pfipraven
separacni gel, ktery se nalil do nalévaciho ramecku a zbyvajici nezaplnéna cast byla doplnéna
propanolem. Po zatuhnuti separacniho gelu byl propanol vylit do odpadu a do formy se nalil
gel zaostfovaci. Poté byl do gelu vlozen hiebinek. Po zatvrdnuti zaostfovaciho gelu byl
hiebinek vyndan a gel byl pfipraven k pouziti.

Byla pfipravena elektroforeticka aparatura, do které byl nalit elektrodovy pufr (70 ml
10x SDS a 630 ml destilované H>O).

Do jamek vytvorenych pomoci hiebinku bylo postupné napipetovano 5 ul ladderu
(PageRuler Unstained Protein Ladder od vyrobce Thermo Fisher Scientific) a do nasledujicich
jamek byly napipetovany jednotlivé vzorky o objemu 10 ul. Po napipetovani vzorka byla
nadoba uzaviena a napojena na stejnosmérny proud o napéti 100 V po dobu 30 minut.
Nasledné bylo napéti zvySeno na 150 V a elektroforéza probihala dale pfiblizné 60 minut. Po
ukonceni elektroforézy byly gely vlozeny do sklenénych misek, které obsahovaly 20 ml
fixa¢niho roztoku (50 % ethanolu, 2 % kyseliny fosforecné). Gely v tomto roztok se
inkubovali 30 minut. Poté byly gely vymyvany v destilované vodé¢, a to dvakrat po dobu 10
minut. V poslednim kroku byly gely ponechany v barvivu Coomasie Brilliant Blue nejlépe
ptes noc, ale vysledky jsou pozorovatelné jiz po hodin€ v daném barvivu. Druhy den byly gely

vymyty pomoci destilované vody a nasledné vyfoceny a vyhodnoceny.
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5.5 Purifikace

5.5.1 Homogenizace

Pted kazdou purifikaci byla nutna lyze bunék, aby doslo k uvolnéni zkoumaného
proteinu. Pelety, které vznikly expresi ve velkém meéfitku, byly rozmrazeny. Byl pfipraven
lyzaéni pufr (20 nM Tris, 300 nM NaCl, 0,5 nM MgCl: a 1 tableta proteazového inhibitoru
Protease Inhibitor Cocktail Tablets EDTA-Free od vyrobce SIGMAFAST) o objemu 100 ml.
Do kazdé zkumavky bylo pfidano 15 ml lyzacniho pufru. Déle bylo napipetovano do kazdé
zkumavky 1mM DNézy a ImM RNazy. Pomoci vortexu byly usazené buiiky odtrhnuté od dna
a dukladné promichany s pufrem. Poté byly buriky ponechany 20 minut na ledu.

Dal§im krokem byla dalsi naruSeni, a to za pouziti vysokého tlaku (French press).
Po ziskani plné resuspendované smési byly buiky pfelity do centrifuga¢nich zkumavek
a stoceny na centrifuze o rychlosti ota¢ek 40 000 rpm a teploté¢ 4 °C po dobu 60 minut.
Supernatant této centrifugace byl nasledné prelit do nové zkumavky a dale pomoci

chromatografu purifikovan.

5.5.2 Priprava pufri
Pro ucely pouziti vybranych chromatografickych metod byly pfipraven 4 pufry.

SlozZeni téchto pufri je uvedeno v Tab. XIIIL.

Tabulka XIII: Slozeni pufrii pouzitych pfi chromatografii

ekvilibracni pufr A eluéni pufr B1 elucni pufr B2
20 mM Tris 20 mM Tris 20 mM Tris
100 mM NaCl 100 mM NaCl 1 M NaCl
0,5 mM MgCl, 1 mM MgCl 0,5 mM MgCl,
pH 7,0 1 M Imidazol pH 7,0
pH 7,0

Prvnim krokem bylo navazeni surovin na predvazkach pro pfipravu jednotlivych pufra.
Nasledné byly tyto chemikalie rozpustény pomoci magnetické michacky v 80 % finalniho
objemu destilované vody. Po uplném rozpusténi bylo upraveno pH pomoci HCl a NaOH
na findlni hodnotu dle Tab. XIII. Pufry byly doplnény do finalniho objemu (u pufru A 11, u
pufra Bl lahvi

a B2 0,51). Pufry byly dale pfefiltrovany do a odplynény.
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5.5.3 Afinitni histidinova chromatografie

Tento typ chromatografie byl proveden na piistroji AKTA Pure s vyuZitim kolony
HisTrap HP o objemu 5ml od vyrobce GE Healthcare s obsahem ionta niklu (Ni2*).

Pred samotnou purifikaci byla nutnost promyt kolonu ultracistou vodou po dobu
5 minut a pfi rychlosti pritoku 5 ml/min a dale kolonu ekvilibrovat pomoci pouziti pufri, a to
v poradi A — B1 — A. Kazdy z téchto pufrii byl nanasen na kolonu 5 minut pfi rychlosti
5 ml/min. Nasledné se zvy$ila rychlost pritoku na 20ml/min a 1 minutu byl na kolonu nanasen
pufr A. Poté se snizila rychlost prutoku na 1 ml/min a na kolonu byl pfi této rychlosti nanasen
vzorek.

Pti nartstu UV byly sbirany eluované proteiny do Cisté zkumavky. Tento roztok byl
oznacen jako ,flowthrough® (FT). Ten byl sbiran do hodnoty, kdy UV kleslo na pfiblizné
20 mAU. FT se odebralo a nasledné byla ptipravena nova kénicka zkumavka. Do té byl sbiran
tzv. soft — wash. Chromatograf byl eluovan 5% B1 pufrem, tedy 50mM imidazolem. UV
nasledné vzdy dosahlo peaku, ktery klesal zpét do nizkych hodnot. Po klesnuti na zakladni
hodnotu byl nastaven gradient pufru B1 na 100% b&hem 20 minut, coz zpusobilo eluovani
proteinu do frakci o objemu 1 ml. Po dosazeni 100% pufru B1 byla frakcionace zastavena

a zkumavky s frakcemi oznaCeny a analyzovany, a nasledné uskladnény na 4 °C.

5.5.4 Iontové vyménna chromatografie

I pfi této chromatografii byl vyuZit chromatograf AKTA Pure Systém, ale za pouZiti
kolony HiTrap Q HP (GE Healthcare).

Pred samotnou purifikaci byl systém promyt obdobn¢ jako u chromatografie afinitni.
Rozdilem bylo pouziti pufru B2 namisto pufru B1 (viz Tab. XIII). Purifikace samotna
probihala az na vynechani soft — washe zcela totozné. Frakce o objemu 1 ml byly znovu
odebrany, oznaceny a analyzovany.

5.5.5 Analyza vzorki purifikace

Z FT, soft — washe a vybranych frakci bylo odebrano 30 pul a pipetou prevedeno
do mikrozkumavek. K tomuto objemu bylo pfidano 10 pl 4x SDS. Nasledné byly
mikrozkumavky vlozeny do termobloku ptedehfatého na 95 °C na 1 minut. Poté byly

stanoveny vysledky pomoci SDS PAGE - elektroforézy.
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6 Vysledky

6.1 Transformace fiiznich konstruktia v pDEST 17 vektoru

Nejprve byly pouzity plazmidy, které jiz byly naklonovany v klonovacim vektoru
pDEST 17 a byly poskytnuty laboratofi strukturni chemie PiF JCU. Pii pouziti t&chto
plazmid nebyla exprese fuznich proteind uspésna. Z tohoto divodu byly vytvoreny nové

plazmidy, které byly naklonovéany v klonovacim vektoru pASK IBA 37+ (viz. Kapitola 6.3).
6.1.1 Transformace plazmidi do ArcticExpress (DE3) Competent Cells a jejich

exprese

Plazmidy GFP — uNS pDEST17 [242,8 ng/ul], mNeon — uNS pDEST17 [349,5 ng/ul],
mCherry — uNS pDEST17 [328,3 ng/ul] byly transformovany do ArcticExpress (DE3)
Competent Cells a inkubovany na plotnach s obsahem ampicilinu a gentamicinu. Pfiloha 1
zobrazuje, jak tyto plotny vypadaly.

Dalsim krokem bylo provedeni exprese. Pii naprodukovani buné€k ptes noc (dle
kapitoly 5.3.1) nedoslo k produkci u konstruktu mCherry. Davod je v tomto ptipad€ neznamy.
Induktorem bylo IPTG. Po provedeni pilotni exprese byly vysledky stanoveny pomoci SDS —
PAGE elektroforézy. Tyto vysledky jsou na Obr.7 a Obr. 8.

P S P- S- P+ S+ P- S- P+ S+ P- S- P+ S+
L Oh Oh 6h 6h 6h 6h ON ON ON ON 24h24h 24h 24h
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Obr. 7: Pilotni exprese plazmidu GFP — uNS pDEST 17 do ArcticExpress (DE3)
Competent Cells pii teploté 13 °C. Cervené ohrani&eni znaé&i predpokladanou polohu
fragmentd fzniho proteinu. (kDa — kilodalton, L — Unstained protein ladder (Thermo

Fisher),P — bunécny pelet, S — supernatant, ON — pfes noc)

29



Vtomto pfipadé se ve vyznaCeném Useku fuzni  konstrukt
GFP - uNS pDEST 17 nenachazi (pfedpokladana molekulova hmotnost GFP - uNS je

ccal00 kDa). Exprese nebyla GspéSna ani pti delsi dob¢ inkubace.

P S P- §S- P+ S+ P- S- P+ S+ P- S- P+ S+
kDa L Oh Oh 2h 2h 2h 2h 4h 4h 4h 4h 6h 6h 6h 6h
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Obr. 8: Pilotni exprese plazmidu mNeon — uNS pDEST 17 do ArcticExpress (DE3)
CompetentCells pii teploté¢ 13 °C. Pfi pipetovni doslo k chybé a vzorek Oh nebyl
nanesen na gel. Cervené ohranieni zna&i piedpokladanou polohu fragment( fuzniho
proteinu. (kDa — kilodalton, L. — Unstained protein ladder (Thermo Fisher),P — bunécny

pelet, S — supernatant, ON — pi'es noc)

I vtomto pfipadé se ve vyznaCeném Uuseku fuzni konstrukt
mNeon - uNS pDEST 17 nenachazi (pfedpokladana molekulova hmotnost
mNeon - uNS je ccal00 kDa). Exprese nebyla tispé$na ani pii delsi dobé inkubace.

6.1.2 Transformace plazmidi do BL21-CodonPlus Competent Cells a jejich

exprese

Plazmidy GFP — uNS pDEST 17 [273 ng/ul], mNeon — uNS pDEST 17 [47,2 ng/ul],

mCherry — uNS pDEST 17 [522 ng/ul] byly transformovéany do BL21-CodonPlus Competent

Cells a inkubovany na ampicilinovych plotnach. Po inkubaci byla provedena pilotni exprese

bunék. Bunééna kultura je zobrazena v piiloze 2.

Induktorem bylo IPTG. Vysledky exprese byly analyzovany pomoci SDS — PAGE

elektroforézy. Analyzované gely jsou zobrazeny na Obr. 9, Obr. 10 a Obr 11.
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Obr. 9: Pilotni exprese GFP — uNS pDEST 17 do BL21-CodonPlus Competent Cells
pii teploté 18 °C. Cervené ohranigeni zna¢i predpokladanou polohu fragmentd fuzniho
proteinu. (kDa — kilodalton, L. — Unstained protein ladder (Thermo Fisher),P — bunécny

pelet, S — supernatant, ON — pi'es noc)

Vtomto pfipadé se ve vyznaCeném Useku fuzni  konstrukt
GFP - uNS pDEST 17nenachazi (predpokladana molekulova hmotnost GFP - uNS je
ccal00 kDa). Exprese nebyla tispésna ani pii delsi dob¢ inkubace.
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Obr. 10: Pilotni exprese mNeon — uNS pDEST17 do BL21-CodonPlus Competent
Cells pii teplot& 30 °C. Cervené ohraniGeni zna&i predpokladanou polohu fragmentd
fazniho proteinu. (kDa — kilodalton, L — Unstained protein ladder (Thermo Fisher),P —

bunécny pelet, S — supernatant, ON — pres noc)
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Ani zde se ve vyznaCeném useku fuzni konstrukt mNeon - uNS pDEST 17
nenachazi (pfedpokladand molekulovda hmotnost mNeon - uNS je ccal00 kDa).

Exprese nebyla Gspesna ani pii delsi dobé inkubace.

KD P s P- S- P+ S+ P- S- P+ S+ P- S- P+ S+
@ L oh Oh 2h 2h 2h 2h 4h 4h 4h 4h 6h 6h 6h 6h

Obr. 11: Pilotni exprese mCherry — uNS pDEST 17 do BL21-CodonPlus Competent
Cells pii teploté 30 °C. Cervené ohrani¢eni znadi predpokladanou polohu fragmentd
fazniho proteinu. (kDa — kilodalton, L — Unstained protein ladder (Thermo Fisher),P —
bunécny pelet, S — supernatant, ON — pres noc)

I v tomto pfipadé se ve vyznaceném useku fuzni konstrukt mCherry - uNS
pDEST 17 nenachazi (ptfedpokladana molekulova hmotnost mCherry - uNS je cca

100 kDa). Exprese nebyla tsp€sna ani pii delsi dobé inkubace.
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6.1.3 Transformace plazmidi do BL21-AI™ One Shot™ Chemically Competent
E. coli a jejich exprese

Plazmidy GFP — uNS pDEST17 [273 ng/ul], mNeon — uNS pDEST17 [47,2 ng/ul],
mCherry — uNS pDEST17 [522 ng/ul] byly transformovany do BL21-AI™ One Shot™
Chemically Competent E. coli a inkubovany na ampicilinovych plotnach.

Po transformaci do bunék byla provedena exprese proteinu v LB mediu za pouziti
induktoru IPTG. Vysledky byly analyzovany pomoci SDS — PAGE elektroforézy.
Analyzované gely jsou zobrazeny na Obr. 12, 13 a 14.

P S p- S- P+ S+ P- S- P+ S+ P- S- P+ S+
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Obr. 12: Pilotni exprese GFP — uNS pDEST 17 do BL21-AI™ One Shot™ Chemically
Competent E. coli pii 25 °C. Cervené ohraniteni znaéi predpokladanou polohu
fragmentd fuzniho proteinu (kDa — kilodalton, L — Unstained protein ladder (Thermo

Fisher),P — bunécny pelet, S — supernatant, ON — pfes noc).

V tomto piipadé se ve vyznaCeném useku fuzni konstrukt GFP - uNS pDEST 17
nenachazi (predpokladana molekulova hmotnost GFP - uNS je ccal00 kDa). I pfes zobrazeni
frakci v indukovaném peletu o odpovidajici molekulové hmotnosti bylo pomoci hmotnostni

spektrometrie zjiSténo, ze se nejedna o pozadovany protein.
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Obr. 13: Pilotni exprese mNeon — uNS pDEST 17 do BL21-AI™ One Shot™
Chemically Competent E. coli pii 25 °C. Cervené ohrani&eni zna¢i predpokladanou polohu
fragmentd fzniho proteinu. (kDa — kilodalton, L. — Unstained protein ladder (Thermo

Fisher),P — buné¢ny pelet, S — supernatant, ON — pfes noc)

V tomto ptipade se ve vyznaCeném useku fuzni konstrukt mNeon - uNS pDEST 17
nenachazi (predpokladana molekulova hmotnost mNeon - uNS je ccal00 kDa). Exprese
nebyla Uspésna ani pii delsi dobe inkubace.

P S P- s- P+ S+ P- S- P+ S+ P- S- P+ S+
kDa L Oh Oh 2h 2h 2h 2h 4h 4h 4h 4h 6h 6h 6h 6h

Obr. 14: Pilotni exprese mCherry — uNS pDEST 17 do BL21-AI™ One Shot™ Chemically
Competent E. coli pii 25 °C. Cervené ohrani&eni zna¢i piedpokladanou polohu fragmentti
fuzniho proteinu. (kDa — kilodalton, L — Unstained protein ladder (Thermo Fisher),P —

bunécny pelet, S — supernatant, ON — pfes noc)

V tomto piipadé se ve vyznaceném useku fuzni konstrukt mCherry - uNS pDEST 17
nenachazi (predpokladana molekulova hmotnost mCherry - uNS je ccal00 kDa). Exprese
nebyla Uspésna ani pii delsi dobé inkubace.
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6.2 Priprava plazmidu faznich konstrukti pNS ve vektoru pASK
IBA 37+

6.2.1 Gradientova PCR

Pii gradientové PCR byla zjisténa optimalni teplota pro nasedani primert. Teplota
optimalni pro nasedani primeru pro konstrukt GFP - uNS pASK IBA37+ byla 60 °C, pro
nasedani primeru pro konstrukt mNeon - uNS pASK IBA37+ 65 °C a pro nasedani primeru
pro konstrukt mCherry - uNS pASK IBA37+ 61,9 °C. Gely gradientové PCR jsou
analogicky zobrazeny na Obr. 15, 16 a 17.
kb E 55 55/6. 573 582 5973 60 60,8 61,9 63,8 65 66,6 68 [°C]

Obr. 15: Gradientova PCR konstruktu GFP, s vyznaCenou optimalni teplotou
(kb - kilobaze , L — Quick Load 1kb Protein Ladder)

kb L 55 556 513 582 3593 60 60,8 619 638 65 66,6 68 [°C]

Obr. 16: Gradientova PCR konstruktu mNeon, s vyznacenou optimalni teplotou

(kb - kilobaze , L — Quick Load 1kb Protein Ladder)
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kb 55 556 57,3 582 593 60 60,8 619 638 65 66,6 68 [°C]

Obr. 17: Gradientova PCR konstruktu mCherry, s vyznacenou optimalni teplotou
(kb - kilobaze , L — Quick Load 1kb Protein Ladder)

6.2.2 Amplifikace DNA pomoci PCR

Po zjiténi optimalni teploty jiz bylo mozné zacit s amplifikaci za optimalni teploty,
oznacované jako Q5 PCR. Produkt této reakce byl analyzovan pomoci agarézového gelu. Dle
téchto vysledki byla potvrzena produkce pii optimalni teploté. Dale byla provedena izolace a
precisténi vzork. Poté byla stanovena koncentrace pomoci pfistroje NanoDrop — One
(Thermo Fisher Scientific). Koncentrace jsou uvedeny v Tab. XIV.

Tabulka XIV: Koncentrace a absorbance plazmidu

Typ plazmidu Enhancer Koncentrace [ng/pl] Absorbance

[A260/A280]
GFP 1 Ano 81,8 2,01
GFP 2 Ne 64,4 1,87
mNeon 1 Ano 78,2 2,11
mNeon 2 Ne 83,3 1,87
mCherry 1 Ano 96,5 2,12
mCherry 2 Ne 93,8 1,88

U vsech typu plazmidi byly vybrany vzorky s niz§i koncentraci, jelikoz vykazovaly

vvvvv
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6.2.3 Colony PCR

Po ligaci a transformaci do NEB® 5-alpha Competent E. coli byla provedena colony
PCR. Vzorky byly analyzovany na agarozovém gelu. Vysledky colony PCR mizeme u
kazdého konstruktu vidét na Obr. 18, 19 a 20. Na obrazcich jsou znazornény Sipkami frakce,

jimz odpovidajici kolonie byly nasledné€ vybrany k izolaci plazmidu.
kb L 1 2 30 4 5 6 7 8 9 10 11 12
10

Obr. 18: Vysledek colony PCR u konstruktu GFP. Na obrazku jsou oznaceny frakce,
u kterych bylo provedeno Sangerovo sekvenovani (kb - kilobaze , L — Quick Load 1kb
Protein Ladder)

Obr. 19: Vysledek colony PCR u konstruktu mNeon. Na obrazku jsou oznaceny
frakce, u kterych byla provedeno Sangerovo sekvenovani. (kb - kilobaze , L — Quick
Load 1kb Protein Ladder)
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Obr. 20: Vysledek colony PCR u konstruktu mCherry. Vétsina frakci nemohla byt
pouzita z divodu Spatného naneseni. Na obrazku jsou oznaceny frakce, u kterych
bylo provedeno Sangerovo sekvenovani. (kb - kilobaze , L — Quick Load 1kb Protein
Ladder)

6.2.4 1zolace plazmidu
Po Uspésné izolaci pripravenych plazmidi byla zméfena pomoci pfistroje
NanoDrop - One jejich koncentrace. Pfehled koncentraci jednotlivych plazmid( navic

v zavislosti na pouzité kolonii je uveden v Tab. XV.

Tabulka XV: Koncentrace a absorbance jednotlivych plazmida

Plazmid Kolonie Koncentrace | Absorbance
[ng/ul] [A260/A280]
GFP 2 210,7 1.9
5 214,8 1,9
8 242.8 1,9
mCherry 4 328.3 1,89
5 177,3 1.9
10 174,3 1.9
mNeon 6 192,4 1,9
7 207,6 1,89
11 349,5 1,91
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6.3 Transformace a exprese fiiznich konstrukti v pASK IBA 37+

vektoru

Plazmidy GFP — uNS pASK IBA 37+ [242,8 ng/ul], mNeon — uNS pASK IBA 37+
[349,5 ng/ul], mCherry - uNS pASK IBA 37+ [328,3 ng/ul] byly transformovany do
BL21(DE3) Competent Cells a do BL21-CodonPlus Competent Cells a inkubovany na
plotnach s obsahem ampicilinu. Dale byla provedena pilotni exprese u vSech konstrukti za
zvolenych teplot (18 °C a 30 °C) Pro lepsi ptehlednost jsou zobrazeny pouze gely, které byly
dale naprodukovany ve velkém méfitku, a to na Obr. 21, 22 a 23. Vysledky ze zbylych gelt

pilotni exprese jsou v piilohach 3 a 4.

L P S P+ S+ P- S- P+ S+ P- S-
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Obr. 21: Pilotni exprese GFP — uNS BL21(DE3) Competent Cells pii 30 °C. Na

obrazku je vyznagena poloha proteinu GFP - uNS ( ~100 kDa). Cervené ohrani&eni
znaci predpokladanou polohu fragmentt fuzniho proteinu (kDa — kilodalton, L — U

Unstained protein ladder (Thermo Fisher),P — bunécny pelet, S — supernatant)

V tomto pripade se ve vyznaceném useku fuzni konstrukt GFP - uNS pASK
IBA 37+ nachazi (predpokladana molekulova hmotnost GFP - uNS je ccal00 kDa)
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Obr. 22: Pilotni exprese mNeon — uNS BL21(DE3) Competent Cells pii 30 °C. Na

obrazku je vyznaGena poloha proteinu mNeon - pNS ( ~100 kDa). Cervené
ohraniceni znaci predpokladanou polohu fragmenti fizniho proteinu. (kDa —
kilodalton, L. — Unstained protein ladder (Thermo Fisher),P — buné¢ny pelet, S —

supernatant)

V tomto pripade se ve vyznaceném useku fuzni konstrukt mNeon- uNS pASK
IBA 37+ nachazi (predpokladana molekulova hmotnost mNeon - uNS je ccal00
kDa)
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Obr. 23: Pilotni exprese mCherry — uNS BL21(DE3) Competent Cells pii 30 °C. Na
obrazku je vyznagena poloha proteinu mCherry - uNS ( ~100 kDa). Cervené
ohraniCeni znaci predpokladanou polohu fragmentt fuzniho proteinu. (kDa —
kilodalton, L. — Unstained protein ladder (Thermo Fisher),P — buné¢ny pelet, S —
supernatant)

V tomto ptipadé se ve vyznaceném useku fuzni konstrukt mCherry - uNS
pASK IBA 37+ nachazi (ptedpokladana molekulova hmotnost mCherry - uNS je
ccal00 kDa)
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6.4 Purifikace

Jako prvni byla provedena histidinové afinitni chromatografie. Byla provedena u v§ech
faznich konstrukt proteinu puNS, které byly transformovany do bunék BL21 (DE3)
Competent Cells a tyto buiiky byly nasledné exprimovany ve velkém meéfitku pfi teploté
30 °C a odebrany byly po 6 hodinéach.

Na Obr. 24 je uveden vysledek histidinové afinitni chromatografie GFP - uNS

zobrazeny pomoci SDS — PAGE elektroforézy spole¢né s chromatogramem.

kDa L ON FT 5%B 26 27 28 29 30 31 32 33

Histidinova afinitni chromatografie GFP - uNS
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Obr. 24: Nahote — Gel afinitni chromatografie GFP — pNS. Cervené ohrani&eni zna¢i
predpokladanou polohu fragmentt fizniho proteinu ( ~100 kDa) (kDa — kilodalton, L.
— Unstained protein ladder (Thermo Fisher), ON — vzorek nanaseny na kolonu, FT —

flow — through, 5% B - tzv. soft wash — promyti 5 % pufrem B)
Dole — Chromatogram znéazoriiuyjici peaky proteinu GFP — uNS
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Protein GFP - uNS ve vektoru pASK IBA 37+ se nachézi dle chromatogramu hlavné
ve frakcich 29 a 30. Vysoka koncentrace je v roztoku, ktery byl promyvan 5% pufrem B.
V tomto roztoku se ale nenachazi pouze hledany protein, ale i rizné necistoty (viz. Obr. 24
nahote). Eluace proteinu zacala pti 30% pufru B a nejvétsi eluce byla pii 40% pufru B.

Dalsi chromatografii provedenou pfi purifikaci byla iontoveé vyménna chromatografie.
Ta byla provedena z frakci histidinové afinitni chromatografie obsahujici zkoumany protein.
Tento gel spole¢né s chromatogramem jsou zobrazeny na Obr. 25.

kDa L ON FT 5 6 7 8 9 10

lontové vyménna chromatografie GFP - uNS
z frakci histidinové chromatografie (26-29)
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Obr. 25: Nahote — Iontoveé vymeénna chromatografie GFP — uNS provedena z frakci
26 — 29 z afinitni chromatografie. Cervené ohrani&eni znag&i predpokladanou polohu
fragmentt fuzniho proteinu ( ~100 kDa) (L — Unstained protein ladder (Thermo
Fisher))

Dole — Chromatogram iontové vyménné chromatografie GFP - uNS

provedena z frakci 26 — 29 z afinitni chromatografie
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Protein GFP - uNS ve vektoru pASK IBA 37+ se nachazi dle chromatogramu hlavné
ve frakcich 6, 7 a 8. Bohuzel koncentrace byla velmi nizka. Proto byla purifikace oznacena
jako nezdafena. Eluce proteinu zacala pti 45% pufru B, nejvétsi eluce byla pii 75% pufru B.

Druhé polovina vybranych frakci z histidinové chromatografie byla pouzita k iontoveé
vyménné chromatografii. Vysledek této chromatografie spolecné s gelem je uveden na

Obr. 26.
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Obr. 26: Nahote — Iontoveé vymeénna chromatografie GFP — uNS provedena z frakci
30— 33 z afinitni chromatografie. Cervené ohranigeni zna¢i predpokladanou polohu
fragmentt fuzniho proteinu ( ~100 kDa) (L — Unstained protein ladder (Thermo
Fisher))

Dole — Chromatogram iontové vymeénné chromatografie GFP - uNS

provedena z frakci 30 — 33 z afinitni chromatografie
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Protein GFP - uNS ve vektoru pASK IBA 37+ se nachazi dle chromatogramu hlavné
ve frakcich 19 a 20. Bohuzel koncentrace byla velmi nizka. Proto byla purifikace oznacena

jako nezdatfena. Eluce proteinu zacala pti 50% pufru B, nejvétsi eluce byla pii 60% pufru B.

Na Obr. 27 je uveden vysledek histidinové afinitni chromatografie mNeon - uNS

zobrazeny pomoci SDS — PAGE elektroforézy spole¢né s chromatogramem.
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Obr. 27: Nahote —Gel afinitni chromatografie mNeon — uNS . Cervené ohrani&eni
znaci predpokladanou polohu fragmentt fuzniho proteinu ( ~100 kDa) (kDa —
kilodalton, L. — Unstained protein ladder (Thermo Fisher), ON — vzorek nanasSeny na
kolonu, FT — flow — through, 5% B - tzv. soft wash — promyti 5 % pufrem B)

Dole — Chromatogram znazoriujici peaky proteinu mNeon — uNS

Protein mNeon - uNS ve vektoru pASK IBA 37+ se nachézi dle chromatogramu hlavné
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ve frakcich 17 a 18. Vysoka koncentrace je v roztoku, ktery byl promyvan 5% pufrem B.
V tomto roztoku se ale nenachazi pouze hledany protein, ale i rizné necistoty (viz. Obr. 27

nahote). Eluace proteinu zacala pti 20% pufru B, nejvétsi eluce byla pii 65 % pufru B.
ylap p

Dalsi chromatografii provedenou pfi purifikaci byla iontoveé vyménna chromatografie.
Ta byla provedena z frakci histidinové afinitni chromatografie obsahujici zkoumany protein.

Tento gel spole¢né s chromatogramem jsou zobrazeny na Obr. 28.
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Obr. 28: Nahote — Iontoveé vymeénna chromatografie mNeon— pNS provedena z frakci
4 —8 z afinitni chromatografie. Cervené ohranieni zna¢i predpokladanou polohu
fragmentt fuzniho proteinu ( ~100 kDa)(L — Unstained protein ladder (Thermo
Fisher))

Dole — Chromatogram iontové vyménné chromatografie mNeon - puNS
provedena z frakci 4 — 8 z afinitni chromatografie

Protein mNeon - uNS ve vektoru pASK IBA 37+ se nachézi dle chromatogramu hlavné
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ve frakcich 29, 30 a 31 Eluce proteinu zacala pii 40% pufru B, nejvétsi eluce byla pii 50%
pufru B.

Druhé polovina vybranych frakci z histidinové chromatografie byla pouzita k iontoveé
vyménné chromatografii. Vysledek této chromatografie spolecné s gelem je uveden na

Obr. 29.
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Obr. 29: Nahote — Iontoveé vyménna chromatografie mNeon— pNS provedena z frakci
19— 21 z afinitni chromatografie. Cervené ohrani&eni znagi predpokladanou polohu
fragmentt fuzniho proteinu ( ~100 kDa (L — Unstained protein ladder (Thermo
Fisher))

Dole — Chromatogram iontové vyménné chromatografie mNeon - puNS
provedena z frakci 19 — 21 z afinitni chromatografie

Protein mNeon - uNS ve vektoru pASK IBA 37+ se nachazi dle chromatogramu hlavné
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ve frakcich 39 a 40.Eluce proteinu zacala pti 40% pufru B, nejvétsi eluce byla pii 70% pufru
B.
Na Obr. 30 je uveden vysledek histidinové afinitni chromatografie mCherry - uNS

zobrazeny pomoci SDS — PAGE elektroforézy spole¢né s chromatogramem.
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Obr. 30: Nahote — gel afinitni chromatografie mCherry - uNS. Cervené ohrani&eni

znaci predpokladanou polohu fragmentt fuzniho proteinu ( ~100 kDa) (kDa —

kilodalton, L. — Unstained protein ladder (Thermo Fisher), ON — vzorek nanasSeny na

kolonu, FT — flow — through, 5% B - tzv. soft wash — promyti 5 % pufrem B)

B — Chromatogram znézorfiyjici peaky proteinu mCherry — uNS

Protein mCherry - uNS ve vektoru pASK IBA 37+ se nachéazi dle chromatogramu
hlavné ve frakcich 6 a 7. Vysoka koncentrace je v roztoku, ktery byl promyvan 5% pufrem B
(soft — wash). V tomto roztoku se ale nenachazi pouze hledany protein, ale i rizné necistoty
(viz. Obr. 30 nahote). Eluce proteinu zacala pti 55% pufru B, nejvétsi eluce byla pti 80% pufru
B.
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Dalsi chromatografii provedenou pfi purifikaci byla iontoveé vyménna chromatografie.

Ta byla provedena z frakci histidinové afinitni chromatografie obsahujici zkoumany protein.

Tento gel spole¢né s chromatogramem jsou zobrazeny na Obr. 31.

lontové vyménna chromatografie mCherry - uNS
z frakci histidinové chromatografie (4-8)

mAU (280 nm)

600
-100 mAU (280 nm)
i — B (%
L 5 (%)
400 |
-60 gw
200 %9
- 20
oL+ >+ to
1 2 3 4 5 6 7 8
100 110 120
ml

Obr. 31: Nahote — Iontové vymeénna chromatografie mCherry— uNS provedena

z frakci 4 - 8 z afinitni chromatografie. Cervené ohraniGeni znaci predpokladanou
polohu fragmentl fizniho proteinu ( ~100 kDa) (L — Unstained protein ladder
(Thermo Fisher))

Dole — Chromatogram iontové vymeénné chromatografie mCherry - uNS

provedena z frakci 4 — 8 z afinitni chromatografie

Protein mCherry - uNS ve vektoru pASK IBA 37+ se nachéazi dle chromatogramu

hlavné ve frakcich 3, 4 a 5. Eluce proteinu zacala pti 50% pufru B, nejvétsi eluce byla pii 80%

pufru B.
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7 Diskuze

Z vysledka SDS — PAGE vyplyva, ze vSechny fuzni proteiny byly exprimovany
v bunééném peletu ve forme virovych inkluzi, coz je pro uNS charakteristické (Brandariz-
Nuiiez et al. 2010).

I pres tuto skuteCnost se podafilo proteiny purifikovat pomoci afinitni a iontoveé —
vyménné chromatografie v solubilni frakci. Za ucelem zvySeni zisku produkovanych proteint
se nabizi purifikace tzv. refoldingem proteini produkovanych v inkluznich téliskach bunek,
¢imz by byla obnovena jejich enzymaticka aktivita po jejich predeslé denaturaci. Ten je ale
z Casového hlediska velmi narocny. Snizeni tvorby inkluznich télisek muze byt dosazeno
zménou rustovych podminek, napf. teploty indukce, koncentrace induktoru nebo doba
indukce. Alternativni cestou vedouci ke snizeni tvorby inkluznich télisek v peletu je dodani
organickych piisad, jako je napf. sorbitol nebo trehal6za (Yamaguchi a Miyazaki 2014).

Vektor pDEST 17 se ukézal v této praci jako problémovy, jelikoz se nezdatila
produkce v riznych typech bunek Escherichia coli. Problémem, ale nemusi byt sam vektor
ale prave butiky E. coli a to jeji sekvence (,A-AAA-AAG®) v genu dnaX, ktera je oznaCovana
jako klouzava (,,slippery) a zpusobuje frameshift mutace, jenz posunuji ¢teci ramec. Diky
témto frameshift mutacim se snizuje uspéSnost exprese ve vektoru pDEST 17, ktery je na tyto
mutace velmi nachylny. Misto attB1, jenz obsahuje sekvenci (‘AAA-AAA‘) ve vektoru
pDEST 17 je néachylny k posunu translace o jednu aminokyselinu zpét. Pravdépodobnost
tohoto jevu je v pripadé klouzavych sekvenci, a to nejen u genu dnaX u E.coli, 25 —60% .
To bylo potvrzeno metodou MALDI — ToF (Matrici asistovana laserova desorpce/ionizace
s detektorem doby letu) (Belfield et al. 2007).

Pii vyzkumu proteinu uNS ¢i fuznich konstruktl byla zajisténa kvalitni a dle
pozorovanych vysledki SDS PAGE elektroforézy i Cista produkce proteind. Exprese byla
provadéna dle jinych praci v builkdch hmyzu Sf9 transfekci pNS do rekombinantnich
bakuloviri a naslednou infekci buneék Sf9 transfekovanym rekombinantnim bakulovirem. U
téchto typt bunek dochazelo i k tvorbé virovych inkluzi zptisobenych pravé proteinem pNS,
jenz byly analyzovany pomoci SDS PAGE elektroforézy a pozorovany pomoci
fluorescen¢nich metod (Brandariz-Nuiiez et al. 2010).

Pro tvorbu krystall a nasledné krystalografické studie se vektor pASK IBA jevi jako
vhodny. Pii zisku Cistych oligomera se jevi jako problém civkovita spirala. Dle studie byl
upraven vektor pASK IBA, a byla vytvofend N- a C- terminalni fize s leucinovym zipem
GCN4. GCN4 je také utvar civkovité spiraly, pro kterou ale existuji stabilni dimerni, trimerni

a tetramerni formy. Pfi této studii byl vytvoren konstrukt, ktery obsahoval adhezin STM3691
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ze Salmonella enterica, ktery obsahuje strukturu preruSovanou civkovitymi spiralami,
obdobné jako uNS. Funkce takto upraveného vektoru byla otestovana a vSechny zkoumané
konstrukty v upraveném vektoru byly exprimovany ve velkém meéfitku a umoznily tvorbu

krystall, které byly v difrakéni kvalité (Hernandez Alvarez et al. 2008).
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8 Zavér

Exprese proteinli za vyuziti jiz pfipravenych fuznich konstruktd GFP — uNS,
mNeon — uNS a mCherry — uNS ve vektoru pDEST17 a rtiznych typtd kompetentnich bunék
(BL21-AI™ One Shot™ Chemically Competent E. coli, BL21(DE3) Competent Cells,
ArcticExpress (DE3) Competent Cells , BL21-CodonPlus Competent Cells) nebyla Gspésna.

Za ucelem uspésné exprese bylo nutné vytvorit nové plazmidy za pouziti novych
F- a R-primert a vektoru pASK IBA 37+. Po provedeni amplifikace plazmida a jejich
transformaci do kompetentnich bun¢k (BL21(DE3) Competent Cells, BL21-CodonPlus
Competent Cells) probéhla jiz Gispésna exprese fuznich proteint.

V této praci byla aspésna exprese proteini GFP — uNS, mNeon — uNS a mCherry —
uNS ve vektoru pASK IBA 37+. VSechny fuzni proteiny byly exprimovany ve velkém meéfitku
v BL21(DE3) Competent Cells pfi 30 °C po dobu 6 hodin. Pfi purifikaci nebyla dosazena
vysoka Cistota a vytéznost fuznich proteini mNeon — uNS a mCherry — uNS ve vektoru pASK
IBA 37+.Vytéznost fuzniho proteinu mNeon — uNS ve vektoru pASK IBA 37+ byla 3mg/800
ml LB media a vytéznost fuzniho proteinu mCherry— uNS ve vektoru pASK IBA 37+ byla
2mg/800 ml LB media. Purifikace proteinu GFP— uNS ve vektoru pASK IBA 37+ se

nezdafila. Tato prace obsahuje navrhy metod vedoucich k vy$simu zisku fuznich proteint a

vvvvv
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10 Prilohy
Piiloha & 1: Plotny s koloniemi bunék ArcticExpress (DE3)
Competent Cells

GFP — uNS s objemem 50 ul chybi z davodu nevytvoieni zadné kolonie.

Priloha €. 2: Bunécéna kultura
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Priloha ¢. 3: Vysledky pilotnich expresi u BL21-CodonPlus
Competent Cells
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Priloha ¢. 4: Vysledky pilotnich expresi u BL21 (DE3) Competent
Cells
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