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1 UvOD

Exprese rekombinantnich proteinli je proces, pfi kterém se pomoci expresnich
systémt mize vytvorit protein, ktery je odvozeny od konkrétniho genu, nebo od casti
genu. Tento protein lze metodou purifikace oddélit od nezadoucich nedistot a lze tak
ziskat Cisty produkt. V této praci se zabyvam bakteridlnim expresnim systémem, ktery
patii mezi nejpouzivanéjSi expresni systémy a to hlavné pro svou jednoduchost a
vysoky vytézek exprimovaného proteinu. Bakterie, ktera je v této expresi pouzita se
nazyva Escherichia Coli. E. Coli, ptivodnim nazvem Bacterium coli je gramnegativni
fakultativné anaerobni tyCinkovita bakterie, ktera netvoii spory a pohybuje se
pomoci bi¢iki. Pro expresi byly vybrany Src homologni domény SH2, SH3 a SH2SH3
a dale také C45 a C23 kli¢ka a-podjednotky Na'/K*-ATPasy.


http://cs.wikipedia.org/wiki/Gramnegativn%C3%AD
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Fakultativn%C4%9B&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/wiki/Anaerobn%C3%AD
http://cs.wikipedia.org/wiki/Bi%C4%8D%C3%ADk

1.1 ESCHERICHIA COLI — NASTROJ PRO GENOVE MANIPULACE

Technologie molekularni biologie jsou zalozené zejména na praci s rekombinantni
DNA, pro jejiz pomnoZeni a néslednou izolaci se pouzivaji bakteridlni buiky.
Nejbéznéjsi bakterii pouzivanou v metodach molekularni biologie je Escherichia Coli
(Obr. 1). E. Coli, pivodnim ndzvem Bacterium coli je gramnegativni fakultativné
anaerobni ty¢inkovita bakterie, ktera netvoii spory a pohybuje se pomoci bi¢ikt. E. Coli
obsahuje cirkuldrni chromozom o velikosti cca 3x10° parit bazi. Spada pod celed

Enterobacteriaceae, jez také zahrnuje mnozstvi patogennich rodi mikroorganismu.
[Ewing 1986]

Obr. &. 1: E. Coli

(Pfevzato a upraveno z http://www.watersag.com/microbiology.htm)

E. Colipatii ke stievni mikroflofe teplokrevnych zivocichl, vcetné cloveka.
Clovéku je jako soudast pfirozené mikroflory prospésna, jelikoz produkuje fadu latek,
které¢ brani rozSifeni patogennich bakterii a podili se i na tvorbé nékterych
vitamint (napt. vitamin K). [Neill et al. 1994] Byla objevena némecko-rakouskym

pediatrem a bakteriologem Theodorem Escherichem v roce 1885. [Escherich 1885]


http://cs.wikipedia.org/wiki/Gramnegativn%C3%AD
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Fakultativn%C4%9B&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/wiki/Anaerobn%C3%AD
http://cs.wikipedia.org/wiki/Bi%C4%8D%C3%ADk
http://cs.wikipedia.org/wiki/Enterobacteriaceae
http://cs.wikipedia.org/wiki/Patogen
http://www.watersag.com/microbiology.htm
http://cs.wikipedia.org/wiki/Vitamin
http://cs.wikipedia.org/wiki/Vitamin_K
http://cs.wikipedia.org/wiki/Theodor_Escherich

Rist bakterialni populace je charakterizovan ristovou kiivkou. (Obr. 2) Rustova
ktivka bakteridlni populace je zavislost poctu bunék, koncentrace bunék nebo
koncentrace biomasy na Case. K¥ivka ma tvar exponencialy (esovity), pii logaritmovani

osy y dostaneme kiivku viceméné linearni.

Stacionarni faze

/

\/ Faze odumirani

poiet
hunék

Exponencialni faze

Lag faze

L J

Obr. €. 2: Ristova kiivka bakterialni populace

(Ptevzato a upraveno z http://www.corrosion-club.com/waterbactgrowth.htm)

Féze bakterialniho rlstu

= Pocatecni faze (Lag faze)
- pocet bun¢k se témet nezvysSuje, buiiky se adaptuji na nové prostiedi
- buiiky se prodluzuji, syntetizuji makromolekuly

= EXponencialni faze
- pocet bun¢k se exponencialné zvysuje
- Vv médiu je dostatek zivin a podminky pro riist jsou optimalni

= Stacionarni faze
- vyCerpani zivin

- akumulace odpadnich produktli a sekundarnich metabolit
9


http://www.corrosion-club.com/waterbactgrowth.htm

- rychlost ristu je stejna jako rychlost odumirani bunck
- bakteridlni populace se nezvétsuje

=  Faze odumirani

- exponencialni pokles poc¢tu zivych bun€k

V bohatych médiich poskytujicich kromé nezbytnych mineralnich latek 1
aminokyseliny, vitaminy, prekursory nukleovych kyselin a dal§i metabolity, ma
Escherichia Coli v exponencialni fazi ristu za intenzivniho tiepani pii 37°C genera¢ni
dobu cca 20 min. Ve stacionarni fazi je zpravidla dosazeno koncentrace cca 2x10°
bun¢k/ml. Tato bakterie vSak roste dobfe i v minimalnim médiu obsahujicim glukosu
jako jediny zdroj uhliku a energie a soli slouzici jako zdroj dusiku, fosforu, siry a

stopovych prvki.

Pro klonovani se pouzivaji specialn¢ upravené kmeny E. Coli, které jsou
zbavené schopnosti syntézy restrikénich endonukledz. Pro ucely molekularni genetiky

byla pfipravena fada mutantd E. Coli:

» DH5- kmen zbaveny schopnosti rekombinace tj. opravy DNA, pouzivany

pro amplifikaci (zvétSeni) plazmidové DNA

= BL21- kmen schopny vysokéexprese svychgenli diky promotoru

bakteriofaga T7, jeZ je integrovan do chromosomu bakterie E. Coli

10


http://cs.wikipedia.org/wiki/Restrik%C4%8Dn%C3%AD_endonukle%C3%A1za
http://cs.wikipedia.org/wiki/Rekombinace
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1.2 OBECNE VLASTNOSTI VEKTORU A JEJICH KLASIFIKACE

V buiice se trvale neudrzi zd&dnd DNA, kterd neni soucasti n¢jakého replikonu.
Z toho plyne, Ze cizorodd DNA ptenesena do bunky nemd nadé€ji na trvalé¢ udrzeni
VvV novém prostfedi, pokud neni sama replikonem v novém prostiedi, anebo pokud
nerekombinuje s né&jakym replikonem hostitelské buiky tak, ze pfi tom nezpisobi
poskozeni zadné zivotn¢ dilezité funkce hostitele. Udrzeni ndhodného cizorodého
fragmentu DNA v bunice je velmi nepravdépodobné. Proto je obvykle nutné vlozit
fragment do vektoru, ktery se miize autonomné¢ v recipientni buiice replikovat
(replikativni neboli autonomni vektor), anebo ktery usnadni rekombinaci s né¢jakym

bunéénym replikonem (integrativni vektor).

1.2.1 VEKTORY PLAZMIDOVEHO TYPU

Plazmidy jsou kruhové molekuly DNA o velikosti nejcastéji 1 az 200 kpb,
jejichz replikace je zabezpeCena béznymi bunécnymi enzymy. (Obr. 3) Pocet kopii
plazmidu v bunce zaleZi na typu plazmidu i organismu. Obvykle se pohybuje od 1 do
500 kopii. Kontrola poctu kopii v bakterii je zprostfedkovana vlastnostmi replikacniho

pocatku plazmidu — ori a v nékterych ptipadech také regulaénimi proteiny.

Prvni skute¢né ucinny bakterialni plazmid byl vyvinut vroce 1977 a byl
pojmenovan pBR322. V dnesni dobé& existuje nepieberna fada plazmida s nejriiznéj$imi

geny a vlastnostmi, z nichz n€které jsou spole¢né pro vsechny.

Nezbytnou vlastnosti vektorti plazmidového typu je pritomnost genti kodujicich
selektovatelné nebo alesponl detekovatelné znaky, protoZe ani neti¢innéjsi transformacni

techniky nezajisti stoprocentni pfenos DNA do vSech bakterii nebo jinych bunék.

Nejbéznéji pouzivanym znakem je rezistence. Vektory obsahuji geny, které
zabezpecCuji hostiteli rezistenci k antibiotiku. Rezistence k ampicilinu je zajistovana
produktem genu bla (amp®), ktery hydrolyzuje p-laktamovy kruh antibiotika.
Chloramfenikol je pozménén chloramfenikolacetyltransferazou (gen cat) na netcinnou
latku. Rezistence k tetracyklinu (tet®) je zabezpetena G&innym transportem antibiotika
z bunky. Enzym aminoglykosidtransferdza pozménuje kanamycin na netc¢innou latku

(kan®). [Vondrejs et al. 1997]
11



Eco01091 2674 BstAPl 179

Sspl 2501
Xmnl 2294

Begl 2215
Scal 2177

puC18/19
2686 bp

Sapl 683

Affll, BspLUT1l 806
Gsul 1784

Obr. ¢. 3: Priklad plasmidu

(Ptevzato a upraveno z http://ibabmsc01.blogspot.cz/2012/02/plasmids.html)

MCS — (multiple cloning site) — polyklonovaci misto

bla — B-laktamasa — enzym $tépici ampicilin

rep — pocatek replikace

Popisky kolem plasmidu s ¢isly oznacuji cilova mista pro restrikéni endonukleasy a

pozice, v nichz tyto enzymy $t€pi DNA.
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1. 3 TRANSFORMACE

Vstup izolované molekuly DNA do bakterialni buiiky se nazyva transformace.
Na to, aby byl gen uspésné klonovany, musi byt vneseny do zivych bunék (nejcastéji

bakterii), které nasledné rostou, d€li se a vytvaieji klony.

VétSina bakteridlnich kment je schopna pfijimat DNA z média, ve kterém
rostou. Prijata DNA je Casto degradovéana, avSak v nékterych ptipadech je schopna
pretrvat a replikovat se uvnitt hostitelské bunky. Pfikladem jsou napt. plazmidy
s pocatkem replikace, ktery je rozpoznavany hostitelem. Bakteridlni bunky, vcetné¢ E.
Coli, jsou pfirozen¢ schopné pfijmout jen limitované mnozstvi DNA. Aby se zvysila
schopnost téchto bunck ptijmout DNA, musi byt chemicky nebo fyzikalné upravené,

pficemz takto oSetfené buiiky se nazyvaji kompetentni.

Dodnes pouzivand metoda na pfipravu kompetentnich bunék byla vyvinuta
v roce 1970 a spociva v opracovani bunék vychlazenym roztokem CaCl,, Predpoklada
se, ze pusobenim CaCl, dochazi k vysrazeni DNA na povrchu bunék, a také ke zménam
ve struktufe a ndboji bunécnych stén. Tyto zmény nésledné zlepSuji interakce DNA
s povrchem buiky. K pfenosu DNA dovnitt buniky dochéazi prudkou zménou teploty na
42°C. Nasledné se buiky regeneruji na médiu. Regenerované bunky se vysévaji na
pevna média s antibiotikem. Uéinnost transformace bunék E. Coli opracovanych CaCl,

standardng dosahuje 10*-10 transformanti/ pg DNA.[Korduldkova et al. 2008]

Alternativni metodou transformace plazmidové DNA do rtiznych typl bunék je
elektroporace. Elektroporace je metoda permeabilizace bunééné membrany, ktera je
dnes Siroce pouzivana v oblasti biotechnologie a lékatstvi na dodavku lé¢iv a genli do
zivych bunék.[Neumann et al. 1982]. Elektroporace je metoda vyuZivajici elektrické
pulsy k pfeménéni bunéénych stén a membran protoplastli na permeabilni pro prichod
DNA. Elektricky puls zplsobi tvorbu pora, kterymi je pak plasmidovd DNA
transportovana do bunék, coz mize vést ke stabilni nebo ptfechodné expresi zavedené¢ho
transgenu. Timto zplUsobem lze transformovat nejen protoplasty, ale i builkky bez
odstranéni bunééné stény a dokonce i cela pletiva [Newell, 2000]. Elektroporace je
popisovana jako nahly nartist v membranové propustnosti zptisobené vnéjSimi kratkymi

a intenzivnimi elektrickymi impulsy. Hydrofilni pdry jsou seskupeny v lipidové

13



dvojvrstvé bunééné membrany a jsou vystaveny vné&jSim elektrickym impulsim. V
bunice, kterd je vystavena vnéjSimu elektrickému poli, pfitomnost indukovaného
transmembranového potencidlu zajistuje bezplatnou energii potiebnou pro strukturni
piestavby membranovych fosfolipidi a umoziuje tak seskupeni hydrofilnich port.

[Neumann et al. 1989, Tsong 1991, Chang et al. 1992, Weaver et al. 1996].

Transformované buiiky se regeneruji stejné jako pii klasické technice. Uginnost
elektroporace je ale v porovnani s klasickou transformaci vyssi (10*° transformanti/ pg
DNA). [Kordulakova et al. 2008]

14



1. 4 AFINITNi CHROMATOGRAFIE

Afinitni chromatografie (AC) je jednou z nejvice pouzivanych metod cisténi
protilatek diky jeji vysoké selektivite a rychlosti. Jeji G¢innost je do znaéné miry
zaloZzena na urcitych vlastnostech pozadované protilatky a ligandi pouzivanych k

zachyceni protilatek. [Vijayalakshmi et al. 2012]

AC umoznuje oddélit z komplexni smési omezenou skupinu piibuznych proteind,
nebo i jen jeden wuréity protein. Tato technika je =zaloZzena na pouziti
imobilizovaného ligandu, tzv. afinantu, reagujici specificky s enzymem, ktery ma byt
purifikovan. Po ptidani smési proteini k takovémuto ligandu se na né&j vazou jen ty
proteiny, které s ligandem tvoii silné vazby. Zbytek smési protéka kolonou beze zmény.
Navazany protein se ndasledné euluje z imobilizovaného ligandu pomoci vysoce
koncentrovaného roztoku soli nebo i roztokem s rozpustnou formou ligandu. (Obr. 4)
[Cuatrecasas 2004]

Afinant musi byt schopen za danych podminek specificky adsorbovat pouze cilové
proteinové molekuly, které musi byt néasledn¢ mozno uvolnit po takové zmeéné
podminek, ktera nema za nasledek nevratnou ztratu 3D struktury proteinu. Pomoci
techniky AC tedy lze izolovat libovolny protein, pokud je k dispozici vhodny afinant.

Bézné uzivané afinanty pro ptislusné skupiny proteint jsou nésledujici:
= substrat, koenzym nebo inhibitor pro enzymy
= protilatky pro proteinové antigeny
= antigeny pro protilatky
* hormon nebo 1é¢ivo pro receptorové proteiny na membranach
= oligosacharidy pro lektiny
= lektiny pro glykoproteiny
» nukleové kyseliny pro proteiny vazici nukleové kyseliny

* kovové ionty pro rekombinantni proteiny s His-TAG koncem nebo nativni
proteiny s histidinovymi, cysteinovymi a/nebo tryptofanovymi rezidui

lokalizovanymi na jejich povrchu.[ Amersham Biosciences, 2002]
15
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Obr. €. 4: Kroky afinitni chromatografie [Vijayalakshmi et al. 2012]

a) Ptiprava kolony a ustanoveni rovnovahy imobilizovaného ligandu.

b) Surovy vzorek (obsahujici smés proteinti a dalSich biomolekul) je veden pies

kolonu.

€) Specifi¢nost ligandu zptsobi zachovani specifickych proteint ze vzorku.

d) Je zde moznost urcité nespecifické vazby proteini vzhledem k jejich naboji, ale

vazba je odstranéna pied findlni eluci.

e) Eluce specifického proteinu.

Afinitni chromatografie poskytuje jednoduchou a ¢asové nenaronou metodu.
Cilové molekuly mohou byt ¢istény od biologickych smési, mohou byt oddéleny
pfirozené¢ formy z denaturované formy téze latky a mald mnozstvi biologického
materidlu mohou byt oc¢iSténa od vysoké urovné znecist'ujicich latek. Cilové proteiny

jsou shromazd’ovany v ¢isténé a koncentrované formeé. [Anzenbacher et al. 1986]
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1. 5 PRODUKCE REKOMBINANTNICH PROTEINU V ESCHERICHIA COLI

E. Coli je v molekularni biologii nejcastéji vyhledavanym hostitelskym
organismem pro produkci heterolognich proteind. Tato gramnegativni tyCinkovita
bakterie si svou popularitu ziskala diky schopnosti rychlého ristu bunék do velké
hustoty i na levnych substratech. Jedna se o geneticky dobfe prozkoumany organismus,
jenz nabizi nespocet mutantnich kmenti a umozituje pouziti mnoha klonovacich vektort.

[Baneyx 1999]

Pro produkci rekombinantnich proteint je nutno vytvofit rekombinatni molekulu
DNA. Toho je docileno vlozenim cizorodé DNA do klonovaciho vektoru. Vysledna
molekula je prenesena do hostitelské bunky, kde vytvoii vice kopii replikaci. Jsou
pouzivany plazmidové expresni vektory s indukovatelnymi promotory a syntéza ciziho

proteinu je obvykle navozena az po narlstu bun¢k do vhodné hustoty (ODggo asi 0,4—

0,6). [Rosypal 2002]

Existuje také celd fada systémi pro expresi rekombinantnich proteinl
v eukaryotickych buiikach. Tyto systémy jsou zpravidla méné ucinné nez bakteridlni,
ale dochazi v nich k sestiihu RNA a je vnich dosazeno nékterych posttranslacnich
modifikaci proteinu, které nemohou bakterie zajistit napt. glykosylace, myristylace atd.
Uplatnéni nachéazeji napt. hmyzi buiiky nebo kvasinky, které jsou vhodnym nastrojem
pro snadnou kultivaci a vysokou schopnost ristu. Bézné pouzivané jsou i techniky pro
expresi proteint v zivo¢iSnych bunikach. MuZze se jednat bud’ o transientni (pfechodnou)
expresi napf. v COS bunkach (opi¢i buiiky) nebo o expresi proteind ve stabilnich
bunécnych liniich, v nichZ je ptislusny gen integrovan do chromosomu.[Rumlova et al.

2003]

Exprese rekombinantnich proteinti v E. Coli zpravidla umoznuje ziskani velkého
mnozstvi pozadovaného produktu. Takto ziskany produkt lze zpravidla pouzit pro
purifikaci a naslednou strukturni a funkéni analyzu proteini. Vyhodou E. Coli je rychly

rust v pomérne levném médiu.
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Exprese proteinu probiha z kolonii ziskanych po transformaci, kdy se vybere jedna
nebo vice kolonii. Produkce proteinii muize byt fizena napiiklad T7 expresnim
systtmem, ktery je zavedeny ve kmenech E. Coli BL21, BL21(DE3) a
BL21(DE3)pLysS. Do genomu téchto kmenti byla vklonovana DNA sekvence pro T7
RNA polymerasu. Exprese T7 RNA polymerasy je fizena lac operonem. Lac operon je
soubor tii strukturnich gent (lac Z, lac Y a lac A) se spole¢nou regulacni oblasti, ktera
zajisStuje vyuziti laktosy jako jediného zdroje energie a uhliku u bakterii E. Coli. Pokud
je na DNA sekvenci lac operonu navazan lac represor, syntéza T7 RNA polymerasy
neprobihd. Isopropyl-B-D-thio-glykopyranosid (IPTG) pfidany do kultiva¢niho média se
v E. Coli navaze na lac represor. Ten zméni svou strukturni konformaci a DNA
sekvenci opousti. V tento okamzik nastava syntéza T7 RNA polymerasy. T7 RNA
polymerasa pak specificky nasedd na T7 promotor a transkribuje DNA sekvenci, ktera
za promotorem nasleduje. T7 promotor je soucasti vneseného vektoru. (Obr. 5) [Turek

2012]

Indukce IPTG
E. Coli RNA T7 RNA
polymerasa * PDl‘fI'HErEEE
l’ Ly lgE" 1 T7 RNA polymerasa | “'IT"'QE“
[ | lac o + | N | + | ----".- _
" s ", r
: e oramatar . T7 promotar y
| o — &
lacre presor
| pET
|
laclgen
hostitelska bunka
pro expresi
genom E. Coli
L

Obr. ¢. 5: Schéma T7 expresniho systému fizeného lac operonem
(pfevzato a wupraveno z http://www.quora.com/How-does-IPTG-induced-gene-

expressionwork-at-a molecular-level)
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1. 6 Src KINAZY

Src a Src-ptibuzné proteinkindzy jsou proto-onkogeny, které hraji kli¢ovou roli v
morfologii buiiky, jeji pohyblivosti, proliferaci a pieziti. Src (celularni homolog) je
zakoédovan ve fyziologickém genu jako prvni z proto-onkogenii a je exprimovan Ve
vSech bunkach; avSak, v mozku, osteoklastech a v krevnich destickach jsou
exprimovany 5-200krat vys$s$i hladiny tohoto proteinu, nez vétSina ostatnich bunck.

[Brown et al. 1996]

SH2 a SH3 domény se vyskytuji v zadni ¢asti kindzy mimo aktivni misto, kde jsou
ustaleny na necinnou enzymovou konformaci. [Roskoski 2004] SH2 a SH3 domény
maji Ctyfi dilezité funkce: 1) omezuji aktivitu enzymu pies intramolekularni kontakty.
2) Proteiny, které obsahuji SH2 nebo SH3 ligandy, se mohou vazat na SH2 nebo SH3
domény Src a pfitahuji je na konkrétni bunécnd mista. 3) V disledku pfemistovani
intramolekularnich SH2 nebo SH3 domén, mohou proteiny aktivovat ¢innost Src
kinazy. 4) Proteiny obsahujici SH2 nebo SH3 ligandy mohou zvysit jejich schopnost
fungovat jako nosie pro Src kinazy. Src-kindzy jsou fizeny protein-tyrosinovymi
receptory, integrinovymi receptory, receptory vazanymi na G-proteiny, antigenovymi a

Fc-receptory. [Thomas et al. 1997]

1.6.1SH2

SH2 (Src Homology 2) doména (obr. 7) je strukturné zachovana doména v
onkoproteinu Src. Tyto domény o velikosti kolem 100 aminokyselin rozpoznavaji a
vazou specifické fosfotyrosinové sekvence. [Tong et al. 1996] SH2 doména je
nejrozsitenéjsi proteinovy modul, ktery rozpoznéd fosfotyrosin. Je dokazano, ze SH2
domény jsou velmi univerzalni a vykazuji znacnou flexibilitu v tom, jak se vdZou na

jejich ligandy. [Machida et al. 2005]
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Obr. €. 7: Krystalograficka struktura SH2 domény.
(Ptevzato a upraveno http://en.wikipedia.org/wiki/File:1IkkA SH2_ domain.png)
Konstrukce se sklada z velkého beta listu (zelend) lemované dvéma alfa Sroubovicemi

(oranzova a modra).

1.6.2 SH3

SH3 (Src Homology 3) doména (obr. 8) je mald doména s asi 60
aminokyselinovymi zbytky. Je sloZena z B-listi. SH3 doména je pfitomna ve velkém
mnozstvi v eukaryotickych proteinech, které jsou zapojeny do prenosu signalii, bunééné
polarizace a membranovych interakci. SH3 doména nema stilou pozici v proteinu. Je
pravdépodobné, ze pozice SH3 domény v sekvenci proteinu neni dilezita pro jeho

funkci. [Musacchio et al. 1992]

Obr. €. 8: Schéma SH3 domény
(Ptevzato a upraveno z http://en.wikipedia.org/wiki/File:1shg SH3 domain.png)
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1.7 Na'/K -ATPasa

Na'/K*-ATPasa (sodno-draselna pumpa) patii k jednomu z nejvyznamngjsich
enzymi v zivocisném metabolismu. Hraje dulezitou roli pti vytvateni klidového
membranového potencialu a vytvaii gradient Na* a K*, ktery nasledné vyuzivaji dalsi
enzymy K prenosu jinych latek pies cytoplasmatickou membranu. [Freel et al. 1981,
Bers et al. 2003] Reakéni cyklus sodno-draselné pumpy, nazyvany Albert-Postovo
schéma [Albers 1967, Post et al. 1969], popisuje dva hlavni konformacni stavy, E1 stav
s vysokou afinitou k Na* a ATP a E2 stav s vysokou afinitou ke K a nizkou afinitu k
ATP. Bylo popsano, ze zhruba 30% ATP vytvoiené v bunétném metabolismu je

pouzito pro fungovani sodno-draselné pumpy. [Kaplan 2002]

Na'/K*-ATPaza je zodpovédna za pienos tif Na* iontii vné a dvou K* iontl dovnit¥
buiiky. Gradienty Na* a K iontdi vytvofené a udrzované Na'/K*-ATPasou jsou vyuzity
k mnoha uceliim, v¢etné tvorby akcénich potencialil podél nervi a jako zdroj energie pro
sekundarni aktivni transport. [Lingrel 2010] Na'/K'-ATP4za pifeméiiuje chemickou
energii v ATP na elektrickou nebo osmotickou praci a udrzuje elektrochemické Na* a
K* piechody pies bunéénou membranu. V klidu pumpa pievadi 20-30% soucasné
produkce ATP u savcl na aktivni Na'/K*-transport v ledvinach, stievé, svalech, srdci,
centralnim nervovém systému a dalsich buiikach téla, kde jsou pozadovany Na'/K”

pfechody pro udrzeni membranového potencialu a bunééného objemu. [Jorgensen 2004]

Sodno-draselna pumpa je charakterizovana piitomnosti dvou podjednotek
oznaCovanych jako alfa a beta. a-podjednotka obsahuje konzervované sekvence
charakteristické pro P-typ ATPasy [Moller et al. 1996], a je zodpovédna za kationtovou
translokaci stejné jako hydrolyzu ATP. a -podjednotka ma deset transmembranovych
Sroubovic a dva delsi cytoplazmatické segmenty, které jsou organizovany do téi dobie
oddélenych domén, které tvoii N neboli nukleotidovou doménu, P neboli fosforyla¢ni
doménu a A neboli ,,actuator doménu [Shinoda et al. 2009]. N a P domény jsou
tvofeny klickou mezi ¢tvrtym a patym transmembranovym helixem (C45), A doména je
tvorena N-terminalnim koncem a klickou mezi druhym a tfetim transmembranovym

helixem (C23). [Toyoshima et al. 2000].
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B -podjednotka je transmembranovy glykoprotein skladajici se z cytoplazmatické
N-terminalni domény, jednoho membranového segmentu a vétsi extracelularni karboxy-
terminalni domény [Laughery et al. 2003]. Pfitomnost B-podjednotky ma zasadni
vyznam, nebot’ pomaha ke spravnému vlozeni do membrany nové syntetizované Na'/K"

ATPasy a a - podjednotky H*/K* ATPasy. [Gatto et al. 2001].

1.7.1C45
Velka cytoplazmaticka klicka sodno draselné pumpy (C45) (Obr 9) se nachazi mezi

Ctvrtym a patym transmembranovym helixem o-podjednotky a tvoii dvé ze tii
cytoplazmatickych domén. Predstavuje piiblizn¢ 40% hmotnosti z a-podjednotky.
Klicka C45 obsahuje ¢tyii z nejvice konzervovanych sekvenci P-typu ATPasy, véetné
sekvence D-K-T-G, ktera obsahuje neménny aminokyselinovy zbytek (Asp369), ktery
je fosforylovan ATP jako soucést katalytického mechanismu téchto proteinli. Bylo
prokazano, ze klicka C45 muze byt odd€lena od zbytku enzymu [Gatto et al. 1998, Tran
et al. 1999, Grycova et al. 2009], a zachovava si svou strukturu [Kubala et al. 2004],
dynamické vlastnosti [Kubala et al. 2009], a schopnost vazat nukleotidy [Kubala et al.
2002, Kubala et al. 2003]

\ ~ ’?. .
‘.»g N e
" \u\ﬂ* Obr. & 9: Struktura Na'/K'-ATPasy
Extracellular “ 3"y .
SRAECE: . BN podle rentgenové krystalografie.

Cytoplazmatické domény N (modra) a P
(zelend)  jsou  tvofeny  velkym
segmentem spojujici transmebranové
helixy M4 a M5 tvotici C45 klicku. A
doména (Cervend) je tvorfena N-
termindlnim koncem a C23 klickou. f -
podjednotka je oznacena zlutou barvou a
transmembranovy helix y-podjednotky
je oznacen svétle modrou.[Huliciak

2012]
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2 CIL PRACE

Exprese rekombinantnich proteinli je proces, pii kterém se pomoci expresnich
systémtl mize vytvorit protein, ktery je odvozeny od konkrétniho genu, nebo od ¢asti
genu. Cilem této bakalafské prace je provést expresi rekombinantnich proteint v E.
Coli. Exprimované proteiny, které byly pro tuto praci vybrany, jsou SH2, SH3 a
SH2SH3 homologni domény Src kinazy a dale také C45 a C23 klicka a-podjednotky
Na'/K*ATPasy.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 MATERIAL A METODY

DNA sekvence C45 Na'/ K'-ATPasy byla piipravena polymerdzovou fetézovou
reakci (PCR) z 1260 bazi DNA segmentu kodujici Lys354-Lys774 ol-podjednotky
myS$iho mozku. [Kubala et al. 2002, Kubala et al. 2003, Lansky et al. 2004, Obsil et al.
1998] cDNA Src-kinazy vcetné C23 klicky jsme ziskali z Danské univerzity v Aarhusu.

Exprimované proteiny:

Src-SH2

Src-SH3

Sre-SH3SH2 vektor s rezistenci vi¢i kanamycinu
C45

C23 vektor s rezistenci vic¢i ampicilinu

1. Priprava misek: LB médium + 15g/l BACTO AGAR (Difco)

LB médium:

10 g/l Peptone from casein (Serva)

5 g/l Yeast extract (Serva)

10 g/l NaCl (Sigma)

pH 7,4 (upraveno pied sterilizaci pomoci pH metru pH3301)

Pfichystana smés byla ddna do sterilizatoru (Tuttnauer 2340M) na 45 min a teplotu
121°C. Po vytazeni ze sterilizdtoru se smés zchladila na cca 55°C, bylo ptiddno
antibiotikum kanamycin (Sigma) v kone¢né koncentraci 0,05 mg/ml a smés se rozlila do

pfichystanych misek a nechala se zhruba 15 min chladnout.

2. Transformace E. Coli
Transformace byla provedena metodou heat shock. K 10 ul bun¢k (BL21 (DE3))
byly pfidany 3 ul DNA. Nasledovala 10 min inkubace na ledu, poté se vzorek na 60 s

vystavil tepelnému Soku pti teploté 42°C a poté opét zchlazeni na ledu po dobu 2 min.
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Nasledné bylo k bunkam piidano 700 ul LB média o teploté 37°C a suspenze byla pfi
stalém michani na trepacce kultivovana 1 h pti 37°C a 200 rpm. Poté byla suspenze
bun¢k vyseta na pripravené misky a burniky se nechaly pii teploté 37°C na cca 18 hod

rast v inkubatoru.

3. Ockovani kolonii

Uvnitt sterilizaéniho lamindrniho boxu (STERIL GEMINI) byla odebrana pomoci
ockovaci klicky jedna kolonie narostlych bakterii a byla pfevedena do 10 ml LB média,
které obsahovalo 10 pl kanamycinu (zésobni roztok 50 mg/ml) v kone¢né koncentraci
0,05 mg/ml. Poté nasledovala inkubace po dobu 13 hod na tiepacce pfi teploté 37°C. Po
13 hodinéch se pfipravil roztok LB média o objemu 200 ml a do tohoto objemu se
pfidalo 200 pl kanamycinu v koneéné koncentraci 0,05 mg/ml. Poté se suspenze o
objemu 10 ml pomoci pipety ptevedla do objemu 200 ml. Ristova kiivka bakteridlni
populace byla méfena pomoci absorpéniho  spektrofotometru  (UV500
ThermoSpectronic) pti 600 nm v intervalech 30 min, az do dosazeni absorbance
Vv mezich 0,6-0,8

4. Indukce exprese

Exprese byla indukovana pfidanim 500 mM roztoku IPTG (Roth). Na 200 ml
suspenze bylo ptidano 200 ul IPTG v koncentraci 0,5 mg/ml. Exprese poté probihala za
stalého michani po dobu 21 hod pfi teploté 17°C.

5. Purifikace proteinu

Po 21 hod nasledovala centrifugace rychlosti 4000xg po dobu 15 min pii teploté
4°C. Supernatant byl slit a pelet rozpustén v 10 ml sonika¢niho pufru (10 mM TRIS, 10
mM NaCl, pH=8,8), obsahujicim tyto inhibitory proteaz:

Pridané inhibitory (na 10 ml):

15 mg lysozym (Sigma)

25 mg PMSF (Sigma)

10 pl leupeptin (Sigma) (koncentrace zasobniho roztoku 2mg/ml)
4 ul pepstatin (Sigma)

10 ul IM DTT (Serva)
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100 pl ImM EDTA

Buniky byly rozbity pomoci pfistroje Ultrasonic homogenizer 3000 (BioLogics
Inc.). Sonikace probihala po dobu 3 minut s 30 s ON/OFF periodami pti vykonu 30%.
Suspenze byla nasledné centrifugovana rychlosti 19000xg pfi teploté¢ 4°C po dobu 45

min.

Purifikace proteinu byla provedena metodou afinitni chromatografie. Pro AC jsou
nejCastéji pouzivané hexahistidinové kotvy (His-Tag).[Hengen 1995] His-Tag je
aminokyselina uvniti proteinu, ktera obsahuje nejmén¢ 5 histidinovych (His) zbytkt na
N- nebo C-terminalnim konci proteinu.[Hochuli et al. 1988] Na koloné tak dochazi k
vazb¢é proteinu oznaCeného His-Tag kotvou na ¢astice kovu, které jsou soucasti

afinitnich médii.[Gavin et al. 2002]

Byla pouzita nova kolona, do které bylo nalito 6 ml Talon metal afinity resin
(Clontech) tak, aby v koloné zbylo 3 ml pevné faze. Po promyti 100 ml sonika¢niho
pufru byl supernatant neboli sonikat (rozpustna faze) nanesen na kolony a inkubovan po
dobu 1 hodiny v lednici. V ptipadé Src-kinaz a C23 klicky nasledovalo promyti kolony
6 ml sonikaéniho pufru, 9 ml ,,high salt pufru (20 mM TRIS, 1M NaCl, 1 mM EDTA)
a 6 ml sonika¢niho pufru, aby se odstranily necistoty. Kolona s C45 kli¢ckou byla
promyta pomoci 40 ml promyvaciho pufru (20 mM TRIS, 140 mM NaCl, pH 8).
Proteiny byly z kolony vytésnény nanesenim 2 ml pufru (20 mM TRIS, 140 mM NacCl,
10 mM Imidazol, pH=7,6). Tento postup se opakoval jest¢ dvakrat a byly ziskany 3
eluce proteinu. Poté nasledovala dialyza.

Dialyza, pomoci niz byl z roztoku odstranén piebytec¢ny imidazol, probihala v 1
litru dialyzaéniho pufru (20 mM TRIS, 140 mM NaCl, pH=7,5) po dobu 24 hod pfi

4°C, pti¢emz po prvni hodin¢ dialyzy byl pufr vyménén za Cisty.

6. Elektroforéza

Cistota exprimovaného proteinu byla ovéiena pomoci SDS-PAGE. Slozeni roztokii pro

elektroforézu bylo nasledujici:
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Elektrodovy pufr (run buffer) : (na1l)
3g TRIS (Bio-Rad)

14,49 glycin (Roth)

1g SDS (Serva)

pH se neupravuje

Vzorkovaci pufr (SDS sample buffer) : (nall)
135 ml 1M TRIS (Bio-Rad)

150 ml glycerol

22 ml merkaptoetanol (Bio-Rad)

720 ml H0

30g SDS (Serva)

separa¢ni gel 10% : (na 10 ml)
2,5 ml 40% AA (Serva)

2,5 ml separa¢niho pufru

4,95 ml H,0

15 mg Na,SO3 (Chemapol)

9,75 ul TEMED (Bio-Rad)

25 ul APS (100 mg/ml) (Bio-Rad)

zaostiovaci gel 4% : (na 10ml)
1ml 40% AA (Serva)

2,5 ml zaostiovaciho pufru

6,5 ml H,O

15mg Na,SO3 (Chemapol)

19,5 ul TEMED (Bio-Rad)

50 pl APS (100 mg/ml) (Bio-Rad)

zaostiovaci pufr: (nall)
0,5 M Tris (Bio-Rad)
0,4% SDS (w/v) (Serva)

pH 6,8
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separacni pufr: (nall)
1,5 M Tris (Bio-Rad)
0,4% SDS (w/v) (Serva)
pH 8,8

Elektroforéza byla provedena na piistroji (Mini Protean Cell firmy Bio-rad (USA)).
Byly nachystany skla s vymezovaci na tuhnuti gelu. Nejprve se do prichystanych skel
napipetoval 10% separacni gel a pievrstvil se isobutanolem, aby v gelu nevznikly
bublinky. Gel se nechal 1 hod polymerizovat. Isobutanol byl odstranén a poté se na
separacni gel napipetoval 4% zaostrovaci gel, vlozil se hiebinek na vytvoteni jamek na
vzorky a gel se opét nechal 30 min polymerizovat. Takto nachystany gel se vlozil do
ptichystané aparatury na elektroforézu a prelil se elektrodovym pufrem. Vzorky, které
byly naneseny na gel, obsahovaly 10 pl roztoku ziskaného z eluci pted a po dialyze a 5
ul vzorkovaciho pufru. Jako marker byla pouZita suspenze o slozeni 3 pl standardu a 5
ul vzorkovaciho pufru. 3D struktura proteinu byla rozruSena vloZenim vzorki na 5 min
do vodni ldzn¢ na 100°C a poté bylo ptfiddno 3 pl methylenové modie (Roth) v
koncentraci 1 mg/ml do kazdé¢ suspenze. Elektroforéza probihala pti konstantnim napéti
180 V po dobu 45 min.

Elektroforeticky gel byl poté promyt v destilované vod¢ a obarven pomoci Brilliant
Coomassie Blue G250 (Bio-Rad) za stalého michani po dobu 30 min. Nasledovalo

celono¢ni odbarvovani pomoci 10% CH3COOH.
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3.2 VYSLEDKY A DISKUZE

3.2.1SELEKCE KLONU S NEJVYSSI PRODUKCI

Pro selekci klonu s nejvyssi produkei je nejprve nutné ligovat ¢ast pozadovaného

genu kodujiciho exprimovany protein s vektorem. (Obr. 10) Vektor je kruhova DNA,

ktera je schopna proniknout do burky. Hostitelskou bunikou je E. Coli. Nasleduje

selekce klonli obsahujicich rekombinantni DNA a poté nasleduje analyza klonované

DNA. [Holasova et al. 2006, Rosypal 2003]

Bakterialni plasmid
bez Lac operonu X ¥
Urcita €ast genu je vyfiznuta
\ pomoci restrikéniho enzvmu

Ligace plasmidu a ¢asti genu Y

Elektroporace do bunék E. Coli

‘

O

Buiiky jsou transformovany na LB médium

Selekce kilonu s nejvyssi
produkci

Obr. ¢. 10: Schéma klonovani
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3.2.2 DETEKCE A ANALYZA REKOMBINANTNICH PROTEINU

V mnoha oblastech studie proteinu je nezbytnd rychld a pfesnd metoda pro
stanoveni koncentrace bilkovin. Test pivodné¢ popsany Bradfordovou se stal
uptednostiiovanou metodou pro kvantifikaci proteini v mnoha laboratotich.[Bradford
1976] Tato technika je jednodussi, rychlejsi a citlivéj$i nez metoda Lowry, u které vice

zavisi na slozeni proteinu. [Komsa-Penkova et al. 1996]

Test dle Bradfordové spoléha na vazby barviva Coomassie blue G250 k proteinu.
(Obr. 11) Podrobné studie ukazuji, Ze ¢isté nebo volné nebo barvivo bez navazaného
proteinu muze existovat ve tfech riiznych iontovych formach, pro které jsou pKj
hodnoty 1,15 a 1,82. [Chial et al. 1993] Ze tii forem barviv, které pfevladaji v kyselém
roztoku ¢inidla, maji kationtové zelené a Cervené formy maxima absorbance pii 470 nm
a 650 nm, naproti tomu aniontova modra forma barviva, ktera se vaze na bilkoviny, ma
maximum absorbance pii 590 nm. Mnozstvi proteinii se tak odhaduje stanovenim
mnozstvi barvy v modré iontové formé. Toho se obvykle dosahne méfenim absorbance

roztoku pii 595 nm. [Compton et al. 1985]

(
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Obr. &. 11: Coomassie blue G250
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Stanoveni koncentrace proteini

Koncentrace proteinu byla métena u 1. 2. a 3. eluce po dialyze. K méfeni
koncentrace proteinu byla pouzita metoda dle Bradfordové. Obsah vzorku v kyveté byl:
1350 ul barviva, 10 ul proteinu a 140 pl destilované vody. Blank obsahoval 1350 ul
barviva a 150 pul destilované vody. Koncentrace proteinti byly stanoveny z kalibra¢ni

ktivky (Graf ¢. 1) a jako standard bylo pouzito BSA o koncentraci 1 mg/ml.

0.3 -

y=0,008x+0,0277

absorbance[OD595]
=
[
"l

0 10 20 30 40 50 60
objemBSA [ul]

QGraf. ¢. 1: Kalibra¢ni kifivka dle Bradfordové

Tab. €. 1: Namétfené hodnoty koncentraci proteinti po dialyze

rotein koncentrace [mg/ml]

i 1. eluce | 2. eluce 3. eluce
SH2 6,88 3,85 2.05
C23 0,89 0,94 0,54
SH3 0,51 0,91 0,44
C45 1,45 234 237

SH2SH3 0,91 0,25 0,37
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3.2.3 SDS ELEKTROFOREZA

Gelova elektroforéza je metoda pouzivana predevsim k separaci proteinti a to na
zéklad¢ jejich elektroforetické pohyblivosti. Principem je pohyb ¢astic nanesenych na

polyakrylamidovy gel v elektrickém poli. [Banga 1998]

Dodecylsiran sodny (SDS) je silny detergent pouzivany k denaturaci proteint.
Pisobenim SDS dojde k rozruSeni kvarterni, tercidlni a do zna¢né miry i sekundarni
struktury proteinu. Proteiny v gelu pak maji uniformni zaporny naboj a pro jejich

separaci je dulezita jen jejich molekulova hmotnost. [Riichel et al. 1978]

Pti ptipravé SDS-PAGE jsou pfipraveny dvé samostatné polymerizované vrstvy
polyakrylamidu, oznacované jako zaostfovaci a separacni gel. Zaosttovaci gel obsahuje
nizkou koncentraci polymeru a ma relativné velkou velikost port. Velka velikost port
umoziuje soustiedit vzorek do neprodySné uzavienych zon. Separac¢ni gel obsahuje
vys$si koncentraci polymeru a ma relativné malou velikost pora. Polyakrylamidovy gel
je pruhledny, inertni, mechanicky pevny a ma vysokou rozliSovaci schopnost. Gely jsou
obvykle polymerizované mezi dvéma sklenénymi destickami a s vlozenym hiebinkem
V horni casti gelu. Poté, co gel zpolymerizuje, miZe byt hiebinek odstranén a gel je

pfipraven pro elektroforézu. [Schigger et al. 1987]

Elektrické pole je aplikovano pies gel, coz umoziuje zdporné nabité¢ proteiny
pfenést ke kladné elektrodé. Po stanovenou dobu pak proteiny migruji gelem
Vv zavislosti na své molekulové hmotnosti, mensi proteiny se pohybuji rychleji, zatimco

vEtsi pomaleji. [Raymond et al. 1959]
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Vysledkem heterologni exprese jsou proteiny, jejichZ identita a ¢istota byla ovéiena
pomoci SDS-PAGE. (Obr. ¢. 12-15)

1. Src-SH2 a C23

97.4kDa

66.2kDa
45kDa

31kDa

21kDa
14kDa

Obr. ¢. 12: Fotografie gelu z elektroforézy

Vzorky naneseny v poradi
1. sonikat (supernatant) SrcSH2

1. eluce po dialyze SrcSH2
2. eluce po dialyze SrcSH2
3. eluce po dialyze SrcSH2
1. eluce po dialyze C23

2. eluce po dialyze C23

3. eluce po dialyze C23

© N o g bk~ w DN

marker

Na obrazku ¢. 12 je elfo gel s SrcSH2 a C23 proteiny. Z intenzity jednotlivych
bandid je vidét, Ze nejvetsi koncentrace proteini SrcSH2 byla ziskana z 2. eluce po
dialyze a v ptipadé¢ C23 klicky byla nejvétsi koncentrace ziskana také z 2. eluce po

dialyze.
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2. Src-SH3

97.4kDa

66,2kDa
45kDs

31kDa

21kDs
14kDa

Obr. ¢. 13: Fotografie gelu z elektroforézy

Vzorky naneseny v poradi

1. 1. eluce pted dialyzou SrcSH3
eluce pred dialyzou SrcSH3
eluce pred dialyzou SrcSH3

2.
3.
1. eluce po dialyze SrcSH3
2. eluce po dialyze SrcSH3
3.

eluce po dialyze SrcSH3

N o s W

marker
Na obrazku €. 13 je elfo gel s SrcSH3 proteinem. Z intenzity bandd je vidét, ze

nejveétsi vytézek byl ziskdn z 1. eluce pred dialyzou a nejvétsi vytézek proteinu po

dialyze byl u 2. eluce.
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3.C45

97.4kDa
66,2kDa

43kDa
31kDs

21kDa

14kDa

Obr. ¢. 14: Fotografie gelu z elektroforézy

Vzorky naneseny v poradi

1. 1. eluce pted dialyzou C45
eluce pfed dialyzou C45
eluce pfed dialyzou C45

2.
3.
1. eluce po dialyze C45
2. eluce po dialyze C45
3.

eluce po dialyze C45

N o o W

marker

Na obrazku ¢. 14 je elfo gel s C45 proteiny. Z intenzity jednotlivych bandu je vidét,

ze nejvetsi koncentrace proteinti C45 byla ziskana z 3. eluce po dialyze.

4. SH3SH2
97.4kDs

66.2kDa
43kDa

31kDa

21kDs
14kDa

Obr. ¢. 15: Fotografie gelu z elektroforézy
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Vzorky byly naneseny v poradi (zleva)
1. 1. eluce pted dialyzou SH3SH2

. eluce pted dialyzou SH3SH2

. eluce pted dialyzou SH3SH2

. eluce po dialyze SH3SH2

. eluce po dialyze SH3SH2

. eluce po dialyze SH3SH2

W NP WD

2
3
4,
5
6
7. marker

Na obrazku ¢. 15 je elfo gel s SrtcSH3SH2 proteinem. Z intenzity bandu je vidét, Ze
nejveétsi vytézek byl ziskdn z 2. eluce pred dialyzou a nejvétsi vytézek proteinu po

dialyze byl u 1. eluce.

Exprese proteini je metoda, kterd umoziuje ziskat pozadovany protein v
pozadované velmi vysoké Cistoté, coz je potieba zejména pii strukturdlnich a
interak¢nich studiich.

Intenzity jednotlivych bandi koresponduji s vysledky meétfeni proteinti pomoci
méteni dle Bradfordové a jednotlivé koncentrace proteinti jsou uvedeny v tabulce €. 1.

Proteiny exprimované v této bakalatské praci byly dale pouZity v bakalafské praci
Barbory ArnosStové Sndzvem Fluorescenéni znaceni proteini. [ArnoStova, B.,
Fluorescencni znaleni proteini, 2013, Univerzita Palackého v Olomouci,

Ptirodoveédecka fakulta]
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ZAVER
Cilem této bakalatské prace bylo provést expresi rekombinantni proteini v E. Coli.

Exprimované proteiny, které byly pro tuto praci vybrany, byly SH2, SH3 a SH2SH3
homologni domény a dale také C45 a C23 kli¢ka o-podjednotky Na*/K*ATPasy.

V teoretické ¢asti jsou uvedeny kapitoly popisujici bakterii E. Coli, vektory vhodné
pro expresi, kapitola o transformaci a produkci rekombinantnich proteinti. Dalsi ¢ast
teoretické Gasti je zaméFena na Src homologni domény, funkci Na*/K*-ATPasy a jeji dvé
cytoplazmatické klicky C45 a C23.

V praktické casti jsou popsany postupné jednotlivé metody vedouci k expresi
danych proteini a také jejich vyhodnoceni. Nejvétsi vytézek proteinu na zakladé méteni
dle Bradfordové byl ziskan z 1. eluce po dialyze u SrcSH2 proteinu a to v koncentraci
6,88 mg/ml, u C23 proteinu byla koncentrace nejvyssiho vytézku 0,94 mg/ml. Protein
SrcSH3 m¢él nejvyssi koncentraci pii 2. eluci po dialyze a jeho koncentrace byla 0,91
mg/ml. Nejvyssi vytézek u C45 proteinu byl v koncentraci 2,37 mg/ml. Protein
SrcSH2SH3 mél nejveétsi vytézek v koncentraci 0,91 mg/ml. Celkové se da fict, ze
nejvyssi vytézky byly identifikovany u SrcSH2 a C45 proteint.

Exprese byla provadéna podle protokolu z Danské univerzity v Aarhusu. Pro
zvySeni vytézku a efektivity exprese by mohly byt zménény podminky exprese napf.
prodlouZzenim doby, po kterou exprese probihala nebo také zvySeni Ci snizeni teploty.
Dale by mohla byt pro expresi vybrana misto afinitni chromatografie jiny typ

chromatografie jako je napt. gelova chromatografie.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AA
AC
amp”®
BSA

C23

C45

DTT
EDTA
His-Tag

IPTG
kan®

LB médium
Na'/K*-ATPaza
ODs0o

PMSF

SDS

SDS-PAGE

TEMED
tet®
Tris

akrylamid

afinitni chromatografie

rezistentni k ampicilinu

hovézi sérovy albumin

cytoplazmatickd klicka Na+/K+-ATPasy lokalizovana mezi druhym a tfetim
transmembranovym helixem jeji a-podjednotky

cytoplazmaticka klicka Na+/K+-ATPasy lokalizovand mezi ¢tvrtym a patym
transmembranovym helixem jeji a-podjednotky

dithiotreitol

ethylendiamintetraoctova kyselina

histidinova kotva (sekvence Sesti a vice histidinti za sebou na C- nebo N-konci
proteinu)

isopropyl-p-D-thio-glykopyranosid

rezistentni ke kamamycinu

Luria Bertani médium

sodno-draselna pumpa

opticka densita pfi 600 nm

fenylmethansulfonylchlorid

dodecylsiran sodny

polyakrylamidova elektroforéza v pfitomnosti dodecylsulfatu sodného
(,,sodium dodecyl sulphate polyacryleamide gel electrophoresis®)
N,N,N*,N*-tetramethylendiamin

rezistentni k tetracyklinu

tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
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