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Abstrakt

Tato diplomova prace je zaméfena na optimalizaci produkce a purifikace hypotetického
lektinu PSL2 a na jeho nasledné strukturné - funkéni studie. Lektiny jsou proteiny reverzibilné
vazajici sacharidy. Mimo jiné se vyznacuji i tim, ze jsou schopny aglutinovat erytrocyty.
Vyskytuji se napfi¢ zivocisnou, rostlinnou, houbovou a bakteridlni i8i, vCetné¢ prvoki. Diky
rozsahlému vyskytu a variabilit¢ funkci a vlastnosti maji lektiny Siroké vyuziti.

Na zisk zminéného proteinu PSL2 byly vyuzity rizné kmeny bakteridlnich bunék E. coli,
které byly transformovany dvéma druhy DNA konstruktt.

Prvni konstrukt byl jiz diive pfipraven v nasi laboratofi. Obsahoval gen pro fizni protein
tioredoxin, ktery slouzil nejen jako protein napomahajici rozpustnosti cilového proteinu PSL2,
ale zaroven i jako kotva, pomoci které byl tento rekombinantni protein purifikovan.

Druhy konstrukt byl navrZzen a pfipraven v ramci této prace. Obsahoval gen pro vysoce
rozpustny NusA fuzni protein, ktery slouzil na posun produkce cilového proteinu PSL2
do rozpustné formy. Na purifikaci proteinu PSL2 s Nusa faznim proteinem byly pouzity dvé
oligohistidinové kotvy, které byly pfipojeny na N-konec sekvence pro gen psi2.

Pomoci takto modifikovanych bunék E. coli prostiednictvim dvou vybranych konstrukti
byly optimalizovany podminky produkce rekombinantniho proteinu PSL2. Déle byla provedena
optimalizace purifikace proteinu PSL2 pomoci metody FPLC s vyuzitim metaloafinitni
chromatografie  na Ni-NTA  kolon¢. Protein  ziskany  purifikaci byl  podroben
strukturné - funkénim studiim.

Na produkci proteinu PSL2 v eukaryotickym expresnim organismu L. tarentolae byly

také navrzeny a piipraveny dva konstrukty.



Abstrakt

Tato diplomovd praca je zamerand na optimalizaciu produkcie a purifikacie
hypotetického lektinu PSL2 a na jeho nasledné Struktarne - funkéné stadie. Lektiny st proteiny
reverzibilne viazuce sacharidy. Okrem iného sa vyznacuju aj tym, Ze su schopné aglutinovat’
erytrocyty. Vyskytuji sa naprie¢ Zivoc¢isSnou, rastlinnou, hubovou a bakteridlnou riSou, vratane
prvokov. Vdaka rozsiahlemu vyskytu a variabilite funkcii a vlastnosti maju lektiny Siroké
vyuZzitie.

Na zisk spominaného proteinu PSL2 boli vyuzité rézne kmene bakteridlnych buniek
E. coli, ktoré boli transformované dvomi druhmi konstruktov.

Prvy konstrukt bol uz skor pripraveny v nasom laboratoriu. Obsahoval gén pre fhzny
protein tioredoxin, ktory slizil nielen ako protein napomahajici rozpustnosti cielového proteinu
PSL2, ale zaroven aj ako kotva, pomocou ktorej bol tento rekombinantny protein purifikovany.

Druhy konstrukt bol navrhnuty a pripraveny Vramci tejto prace. Obsahoval gén
pre vysoko rozpustny NusA flzny protein, ktory slazil na posun produkcie ciel'ového proteinu
PSL2 do rozpustnej formy. Na purifikaciu proteinu PSL2 s NusA fuznym proteinom boli pouzité
dve oligohistidinové kotvy, ktoré boli pripojené na N-koniec sekvencie pre gén psl2.

Pomocou takto modifikovanych buniek E. coli prostrednictvom dvoch vybranych
konstruktov boli optimalizované podmienky produkcie rekombinantného proteinu PSL2. Dalej
bola vykonana optimalizacia purifikacie proteinu PSL2 pomocou metédy FPLC s vyuzitim
metaloafinitnej chromatografie na Ni-NTA kolone. Protein ziskany purifikaciou bol podrobeny
Struktirne — funkénym Studidm.

Na produkciu proteinu PSL2 v eukaryotickom expresnom organizme L. tarentolae boli

tiez navrhnuté a pripravené dva konStrukty.



Abstract

This thesis is focused on the production optimization and purification of the hypothetical
PSL2 lectin and subsequent structural - functional studies. Lectins are proteins reversibly binding
carbohydrates. Among other things, they are characterized by the fact that they are able to
agglutinate erythrocytes. They are present across animal, plant, fungal and bacterial organisms,
including protozoa. Thanks to their major occurence and variability of functions and features,
they have wide range of applications.

To obtain this PSL2 protein, various strains of E. coli cells were transformed by two
kinds of constructs.

The first construct was previously prepared in our laboratory. It contained the gene
for thioredoxin fusion protein, which is not only conducive to the protein solubility of the target
PSL2 protein, but also works as a tag by which the recombinant protein can been purified.

A second construct was designed and prepared in this Master’s thesis. It contained
the gene for the highly soluble NusA fusion protein, which was used to advance the production
of a target PSL2 protein in his soluble form. Two oligohistidine tags on the N-terminal sequence
of the psI2 gene were used to purify the PSL2 protein with NusA fusion protein.

Conditions for production of the recombinant PSL2 protein were optimized by the E. coli
cells modified by the two selected constructs. Further, the optimization of the purification using
the method FPLC with metaloaffinity chromatography was performed using Ni-NTA column.
The protein obtained by purification was subjected to structural - functional studies.

Also, two constructs for production of the PSL2 protein in eukaryotic expression cells

L. tarentolae were proposed and prepared.
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1. TEORETICKA CAST

1. Lektiny

1.1. Historia

Prva zmienka o lektinoch siaha az do roku 1888. Pod nazvom hemaglutininy — proteiny
schopné aglutinovat’ ¢ervené krvinky - sa 0 nich prvy raz zmienil Peter Hermann Stillmark
vo svojej doktorskej praci na terajSej Tartuskej univerzite (Estonsko). Neskdr zo semena
ricinového stromu Ricinus communis vyizoloval vysoko toxicky hemaglutinin, ktory pomenoval
ricin. Ten sa stal nésledne komercne dostupny ako modelovy antigén (spolu s arbinom)
pre imunologické Stadie. Ricin sa dostal do povedomia Sirokej verejnosti az v roku 1978 vd’aka
povestne znamej ,,dazdnikovej vrazde® opozi¢ného bulharského spisovatela v exile Georgiho
Markova. Nasledne sa uvazovalo o pouziti ricinu ako biologickej zbrane pocas prvej svetovej
vojny, cez 2. svetova vojnu bola vyvinuta aj bomba, testovana na britskych vojakoch, ale nikdy
nebola pouzita na vojnové ucely (1).

Po prvy raz bol hemaglutinin v Cistej forme ziskany az vroku 1919. Jamesom
B. Sumnerom z Cornellovej univerzity (Ithaca, New York) ho vyizoloval vo forme krystalického
proteinu z rastliny Canavalia ensiformis adal mu meno konkanavalin A (ConA) (1).
Avsak, az v roku 1936 Sumner a Howell opisali lektinova Specifickost’ vo¢i cukrom, kedy ako
mozny dosledok hemaglutinacie ConA uviedli jeho reakciu s cukornymi zlozkami na povrchu
erytrocytov (2).

AZ vroku 1954 doslo k navrhu zmeny ndzvu Boydom a Shapleighom vd’aka schopnosti
aglutininov rozliSovat’ ré6zne krvné skupiny. Nazov ,lektiny” je odvedeny od latinského slova
legere, ¢o v preklade znamena vybrat’ si. Tento termin bol neskor zovSeobecneny na vsetky
cukor-specifické aglutininy neimunitného pévodu bez ohl'adu na ich zdroj alebo Specifickost’

krvnych skupin (3).

1.2. Zakladna charakteristika

Lektiny st rozmanitou skupinou proteinov, ktoré vysoko Specificky a reverzibilne viazu
sacharidové §truktary. Struktirou sa najviac podobaji enzymom aj napriek tomu, e nevykazuju
enzymaticku aktivitu (4).

Lektiny zvyc€ajne obsahuji 2 a viac vdzbovych miest pre sacharidové jednotky, niektoré

lektiny avSak vytvaraji oligomérne §truktury s mnohonasobnymi vazbovymi miestami. Sacharid
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s lektinom su prepojené mnozstvom relativne slabych interakcii (5). Patria sem hlavne vodikové
vézby, ktoré st tvorené bud’ medzi —NH skupinou a hydroxylovou skupinou sacharidu, alebo
medzi proteinovym atémom kysliku a hydroxylovou skupinou sacharidu. Dalej hydrofobne
interakcie a van der Waalsové sily. Nakol'’ko su pomerne slabé, su pomerne Casto sa vyskytujlice
a zaroven mozu podstatne podporovat’ stabilitu viazby. Zriedkavo sa na vdzbe medzi lektinom
a sacharidom podiel'ajt aj idnové interakcie (6).

Spociatku boli lektiny povazované za vyhradne rastlinné komponenty. V sucasnej dobe
st lektiny zname u vSetkych druhov organizmov od virusov a baktérii cez huby a plesne

az po rastliny a zivoc¢ichy vratane ¢loveka (3).

1.3. Vlastnosti a vyuzitie

Zaujem o0 lektiny, od ich opisania postupne stipal, prave vdaka ich vSestrannému
vyuzitiu. S vybornymi nastrojmi na detekciu, izoldciu a charakterizaciu glykokonjugétov,
hlavne glykoproteinov pomocou tzv. ,lectin microarray“. Je to relativne nova metoda, urena
na rychlu a citliva analyzu glykanov, ktord vyuziva imobilizované lektiny na dobre definovanom
substrate. Metoda moze byt vhodna pre testovanie kvality pri bio-technologickej produkcii
rekombinantnych l'udskych proteinovych lieéiv (napr. protilatok) (7).

Vyuzitie nachadzaju aj pri preskimani zmien, ktoré nastavaju na povrchu buniek pocas
fyziologickych a patologickych procesov. Lektiny sltizia aj ako histochemické a cytochemické
reagencie na detekciu glykokonjugatov v tkanivovych rezoch, alebo na mapovanie neurénovych
ciest. Taktiez sa vyuzivaji na separaciu glykoproteinov, glykopeptidov a oligosacharidov
pomocou afinitnej chromatografie. PocCas tohto procese st imobilizované lektiny kovalentne
naviazané na agardzu, siliku alebo na int polymérnu stacionarnu fazu (7). Svoje vyuZitie
nachadzajt rovnako pri rozoznavani druhov krvnych skupin (1).

Najskor boli vyuzivané ako jednoduché rozpoznavacie néstroje na identifikaciu zhubnych
nadorov. Vo viacerych vyskumoch sa vsak preukazalo, ze lektiny majt aj protinadorovy G¢inok.
Ng a kol. vo svojom ¢lanku opisuje hemaglutinin izolovany z plodnic hub Flammulina velutipes,
ktory je schopny inhibovat proliferaciu leukemickych buniek L1210 (8, 9).

Teraz sa lektiny vyuzivaju ako dolezité diagnostické a prognostické biomarkery
nadorovych ochoreni. V dneSnej dobe su skiumané aj ako potencidlne prostriedky na lieCbu
zhubnych nadorov. Napriek ich antiprolifera¢nej aktivite sa lektiny moézu zlcastiovat
komplikovanych mechanizmov, ako je zapdjanie sa do réznych signalnych drah apoptdzy

a autofagie, ¢im sa ich vyuzitie v tejto oblasti komplikuje (9).
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1.4. Rastlinné lektiny

Rastlinné lektiny st najdlhSie zndmou skupinou tohto druhu. St povazované za vel'mi
komplexna a heterogénnu skupinu proteinov ako z biochemického a fyzikalneho hladiska,
tak aj z pohl'adu Struktary a sekvencie (10).

Najcastejsi vyskyt je v semenach, ale nachadzaji sa aj Vv ostatnych cCastiach rastlin,
ako napriklad v listoch, luskoch, korenoch alebo kore. Ich syntéza prebieha na ribozomoch
endolazmatického retikula (6).

Vroku 1972 mal konkanavalin A ako prvy lektin, Stanovenu primarnu sekvenciu

aj 3D struktaru pomocou X-ray krystalografie (11).

Delenie rastlinnych lektinov

Prva Kklasifikdcia rastlinnych lektinov bola zalozend na glykdnovych sekvenciach,
ku ktorym sa lektiny viazali najlep$ie. Neskor, d’alSie mozné delenie tejto rozmanit339¢j skupiny
priniesol Kurt Drickamer v roku 1988, kedy opisal CRD (carbohydrate-recognition domain)
lektinov. Hovori, Ze cukor viazuca aktivita lektinov je dana len urcitou ¢ast’ou peptidu (12).

Lektiny rastlin sa s oh'adom na ich Struktru delia do 4 hlavnych skupin. Merolektiny,
st lektiny, ktoré maju iba jednu CRD doménu. Hololektiny, st skupinou zahfnajiicou lektiny,
ktoré maju 2 alebo mnohozna¢né CRD. Chymerolektiny, su proteiny, obsahujiuce viac CRD,
majucich d’alSiu biologicku alebo katalyticku aktivitu zavisli na odlisnej doméne ako je CRD.
Stvrtou velkou skupinou rastlinnych lektinov st superlektiny, ktoré maju tiez aspoit 2 CRD,
ale od hololektinov sa lisia tym, Ze dokazu rozpoznat’ §truktirne nestvisiace cukry (13).

Lektiny rastlin mozu byt delené do skupin aj podl'a d’alSich vlastnosti, pricom jednym
znajbeznejSich  kritérii  pre ich klasifikdciu je rozdelenie podla monosacharidu
(N-acetylneuraminova kyselina, D-mandza, N-acetyl-D-galaktozamin, D-galaktoza, N-acetyl-D-

glukozamin, L-fuko6za), ku ktorému prejavuji najvyssiu afinitu (6).

Obranna funkcia lektinov

Pritomnost’ lektinov v réznych castiach rastlinnych tkaniv zvyraziiuje ich doélezitost.
Jednou zmoznosti ich funkcie je fyziologickd konkrétne, hraji obrannu rolu
proti fytopatogénnym mikoorganizmom, hmyzu a bylinozravcom. V skutoc¢nosti bolo
preukdzané, Ze rastlinné lektiny su cytotoxické, fungitoxické, s insekticidnymi vlastnostami
(in vitro aj in vivo) a zaroven s vysoko toxické pre vysSie zivocichy (12).

Lektiny boli navrhnuté ako sl'ubné prostriedky proti hmyzim Skodcom. Roézne plodiny

vratane pSenice, tabaku a zemiakov boli uspesne geneticky modifikované. Takyto postup
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by mohol byt prinosny pre ochranu hospodarskych rastlin proti Skodcom (4). VSeobecne,
produkcia transgénnych rastlin s vlozenou rezistenciou proti hmyzu a herbicidom vo velkom
rozsahu nevykazuje negativny vplyv na zivotné prostredie. Naopak, pouzivanie takychto rastlin
by mohlo zlepsit' dopad na Cloveka a jeho zivotné prostredie, ked’ze ich pestovanim sa znizuje
vyroba a pouzivanie insekticidov a herbicidov (13). Zaujimavym kandidaitom pre takéto
pol'nohospodarske vylepSovanie je lektin z hrachu, ktory ma extrémne nizku toxicitu
pre cicavCie bunky (14). Je, vSak, potreba blizSicho $tadia tejto problematiky. Dolezité je
zodpovedat, ¢o konkrétne spdsobuju lektiny v strave alebo aky efekt sposobuji transgénne

rastliny s pridanou vlastnostou rezistencie vo¢i hmyzu pri styku so $kodcami priamo na poli

(10).

Rezistencia lektinov voci proteolyze, ich pritomnost’ v potrave a ich negativny

7y we

ucinok pri poziti

Jednou z najzaujimavejSich a najddlezitejSich vlastnosti rastlinnych lektinov, ktora suvisi
aj S vyssie opisanou obrannou funkciou, je ich vysoka schopnost’ stability pri pdsobeni pH
Vv Sirokom rozsahu. Su odolné voci posobeniu proteaz a celkovo voci proteolyze aj v pripade,
Ze sa uz nenachadzaju v ich prirodzenom prostredi (10).

Toto tvrdenie potvrdzuje aj zistenie, Ze biologicky neporuseny lektin WGA bol
detegovany vo vytoku zachytenom po ileostomii a vo fekalnych zbierkach l'udskych subjektov
konzumujucich stravu s obsahom pseni¢nych klickov (15).

Oralne uzivané rastlinné lektiny mo6Zu zostavat’ v €iasto¢ne nestrdvenej podobe v Creve.
Je vysoka pravdepodobnost, Ze tam sa viazu na Siroktl Skdlu bunkovych membran
a glykokonjugatov crevnej sliznice, o mdze viest’ k roznym Skodlivym u¢inkom na samotnej
sliznici, ako aj k poskodeniu ¢revnej bakterialnej flory alebo inych vnutornych organov (13).
Mnoho lektinov sposobuje priamo alebo nepriamo hlboké morfologické alebo fyziologické
zmeny V tenkom ¢reve. Takéto zmeny spdsobuju znizenie funkcie absorpcie zivin. Zaujimavy je
preto fakt opisany v s§tadii Riosa a kol., kde sa uvadza, ze d’aleko men$ie mnozstvo lektinov
preziva in vitro lie¢bu s proteolytickymi enzymami (10).

Preto sa predpoklada, Ze lektiny moézu byt taktiez chranené pred proteolytickou
degradaciou pocas prechddzania cez ¢revo. Také lektiny s potom schopné vizby na epitelidlne
alebo lumen casti ¢reva. Lektiny, ktoré nie su schopné sa viazat’ na ¢revni mukozu nespdsobuju
konzumentovi Ziadne alebo len velmi malé traviace problémy. Skodlivé ucinky lektinov tak

definitivne zavisia od ich stupna rezistencie voci proteolytickej degradacii. Pri in vitro reakciach
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moze byt takato ochrana slabo kompenzovand pomocou pridavku glukézy alebo Ca** a Mn**
i6nov do reak¢nej zmesi (10).

Rastliny vSeobecne obsahuju vel'ké mnozstvo vyzivnych latok a stopovych prvkov, ktoré
st dolezité a nevyhnutné pre mikroorganizmy, hlisty, hmyz a iné bezstavovce, ako aj pre vyssie
zivocCichy. Cudska potrava je zavisla na rastlinach a Zivo¢ichoch. Samotné zvierata a ich prezitie
je zase zavislé na rastlinach (15).

Lektiny sa vyskytuji aj v najéastejSie jedlych plodinach ako st raj¢iny, zemiaky, fazula,
hrasok, mrkva, Ceresne, viSne, so6jové boby, ryza, kukurica, cesnak, arasidy, huby, avokado,
Cervend repa, por, kapusta, korenie, orechy, ¢aj alebo korenie. V skuto¢nosti, pritomnost
vyznamného mnozstva aktivnych lektinov v Cerstvych alebo spracovanych potravinach
a nedostatok informovanosti verejnosti ohl'adom skodlivych u¢inkoch diétnych lektinov na ¢reva
a zdravie viedli k pofetnym otravam jedlom. V minulosti bola vicS§ina hospitalizacii kvoli
nedostatocne tepelne upravenym fazuliam, ktoré obsahuju lektiny. Hospitalizovani I'udia mali

rozne traviace problémy ako napr. nadiivanie, nevol'nost’, zvracanie alebo hnacky (10, (16).

Lektiny v hrachu siatom

Lektiny sa v hrachu vyskytuju v lusku, v hojnom pocte v semenach, ako aj v korenoch
a obrannych Strukturach tkaniv. V semenach zastupuji ulohu zasobnych a obrannych proteinov.
Ich funkcia v korenoch nie je Giplne jasna, uvazuje sa o ich ulohe v tvorbe uzlikov (14).

PSL (Pisum sativum lektin) je metaloprotein zlozeny z dvoch monomérov. Monomérne
jednotky tohto proteinu st velmi podobné lektinu ConA nielen sekunddrnou a terciarnou
Struktarou, ale aj vyskytom cys-peptidovych vézieb a $pecifickost'ou voci Ca®* aMn?" i6nom.
Rozdiely medzi tymito lektinmi si hlavne v oblasti sluéiek ana koncoch retazcov (11, 18)
(obrazok ¢. 1).

Boli predpovedané sekvencie 4 vegetativnych homologov lektinu PSL ato Blec 1-4.
Vegetativne lektiny hrachu su transkribované prinajmensom 4 ¢lenmi vysoko konzervovanej
multigénovej rodiny, ktorej ¢lenovia s iba vzdialene pribuzni na zaklade aminokyselinovej
sekvencie k lektinu PSL, ktory obsahuje iba jeden transkribovany gén. Vsetky 4 homology su si
sekvenéne vel'mi podobné, tri z nich st povazované za nefunkéné gény. Blec 1 je iba v 38 %
identicky s PSL. Naopak, Blec 1 je sekvencne identicky s lektinom, Studovanym V tejto praci,
ktory dostal pracovny nazov PSL2. Polypeptid Blec 1 obsahuje 265 aminokyselin
s predpokladanou molekulovou hmotnost'ou 27,6 kDa (11,19).

PSL je S$pecificky pre vdzbu manézy a glukézy. Toto sacharid viaZzuce miesto je

zobrazené v $trbine na vrchu molekuly (Obrazok ¢. 2). Tato vlastnost’ nie je opisana u Blec 1,
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ale pri porovnani Struktar tychto 2 lektinov je mozné pozorovat podobnu $trbinu vykazujiucu

aktivitu pre vdzbu cukrov (18).

Obrazok ¢. 1: Stereo pary monomérov lektinu PSL (vrchna dvojica) a lektinu ConA (spodnd dvojica)
zobrazujiice poziciu pre ligandy Ca** a Mn** idnov (krizky) v kov viazucej slucke; koncové cislované
casti retazcov zndzoriujii miesto pre proteinové spdjanie; prevzaté a upravené z (11)

Obrdzok ¢. 2: porovnanie znamej Struktury PSL monoméru (vliavo) s predikovanou Strukturou Blec 1
(vpravo); zlté p-isty, fialové a-helixy; S je oblat' viazuca cukor; prevzaté a upravené z (18)
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1.5. Lektiny hub a plesni

Do tejto velkej skupiny eukaryotickych organizmov spadaji nielen huby samotné, ale aj
kvasinky a plesne (19).

Skorsie vyskumy boli zamerané hlavne na ich zadkladnu charakteristiku, moznu funkciu
alebo na opis ich sacharidovej Specifickosti. V poslednej dekade boli niektoré lektiny hub
klonované, sekvenované a krystalizované. Tieto lektiny sa V poslednych rokoch zacali
intenzivnejSie skamat’ kvoli ich protinadorovej, antiprolifera¢nej a imunomodulac¢nej aktivite
(20).

Napriek tomu, Ze sa lektiny nasli v réznych Castiach hub (bazidie, konidie, mycélium),
izolujt sa hlavne z plodnic (21).

Lektiny hub dokazu ovplyviiovat vztahy medzi hubami a ostatnymi organizmami.
To, ¢i bude vzt'ah medzi nimi paraziticky alebo symbioticky uréuju prave lektiny. Predpoklada
sa, ze maju dolezitu funkciu aj pri dormancii, raste a morfogenéze hub. Taktiez sa podiel'aju

na prechode parazitickej huby do hostitel’a, ako aj na tvorbe mycélia (22).

1.6. Zivotisne lektiny

Zivocisne lektiny boli najdené u roznych Zivo¢ichov nevyluéujic ¢loveka. Nevyhodou je,
ze je z nich vzdy extrémne nizky vytazok. Hlavnou funkciou Zzivoc¢iSnych lektinov je
sprostredkovanie kontaktu medzi bunkou, ktord ma na svojom povrchu lektiny s povrchom
druhej bunky nesticej na svojom povrchu sacharidy (23).

Lektiny zivo¢ichov sa delia do 3 velkych skupin. Jednou z nich je C typ (Obrazok ¢. 3
(vyzaduje vapnik)). Takéto lektiny maju zvy€ajne okolo 120 aminokyselin. Vapenaty i6n je
Vv tomto pripade sprostredkovatel' spojenia medzi lektinom a sacharidom pomocou priamych
interakcii cez sacharid-hydroxylové interakcie. Do druhej skupiny sa radia lektiny vyzadujuce
volné tioly. Tato skupina sa nazyva skupina S typ lektinov. Neskdr bola premenovana
na galektiny, pretoze nie vsetky lektiny boli tiol-dependentné. Medzitym boli osekvenované
2 lektiny rozpoznavajuce manozu-6-fosfat. Vo vysledku boli tieto lektiny zaradené do skupiny
typu P-lektinov, pretoze napriek ich homolégii boli odlisné od ostatnych. Lektiny boli ¢asom

viac skimané a ich odlisnosti ich postupne delili do mensich skupin (5, 24).
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Obrazok ¢. 3: Struktira Zivocisneho lektinu s CRD doménou typu C; Ca®* ién sprostredkiva viazanie
D-mandzového zvysku na lektin, obe glutamdtové zvysky proteinu sa viazu k vapenatému ionu a na cukor,
zatial o ostatné proteinové retazce tvoria vodikové vizby s dalsimi hydroxylovymi skupinami sacharidu,
prevzaté a upravené (4)

1.7. Bakterialne lektiny

V roku 1977 Ofek akol. navrhli, ze proteiny na povrchu baktérii s vlastnost'ami
podobnymi lektinom mozu sluzit’ ako adheziny, ktoré viazu organizmy k zivo¢iSnym bunkam.
Neskor bolo zistené, ze E. coli nesie na svojom povrchu fimbrie typu 1, ktoré su Specifické
pre manézu a st schopné aglutinovat’ Cervené krvinky (25). Napriklad vysokovirulentny
typ fimbrii 1 uropatogenetickej E. coli nesie na svojom povrchu a-D-manozid $pecificky lektin
nazyvany FimH, ktory je potrebny pri adhezivnom procese (26). Fimbrie typu 1 su zvlast
efektivnymi adhezivnymi nastrojmi baktérii na sprostredkovanie kolonizicie na rdéznych
biotickych a abiotickych povrchoch. St uniformne rozloZené na bakteridlnom povrchu buniek
0 dizke v rozmedzi 0,1 um az 2,0 um a sirke 7 nm (27).

Adheziny mnohych patogénnych baktérii st momentdlne pokladané za potencidlne
lektiny, aj ked’ bolo dokazané, Ze niektoré ¢leny rodu Staphylococcus alebo Streptococcus
produkuju adheziny, ktoré nemaju lektinova aktivitu a zaroven ostatné ¢leny rovnakého rodu st

zname tym, Zze maju na svojom povrchu lektiny s adhezivnou funkciou (28).
2. Expresné systémy

2.1. Leishmania tarentolae

Trypanozoémy patria do radu vyznamnych parazitickych prvokov triedy bicikovcov,

do ktorého spada rod Leishmania. Trypanozémy s organizmy radiace sa medzi jedny
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Z najstarsich skupin eukaryot, s velkym poctom kmenov, ktoré su extra- a intraceluldrnymi
parazitmi ¢loveka alebo hospodarskych zvierat. Spdsobuji vysilenie alebo smrtelné choroby.
Vdaka svojmu vSeobecne znamemu Vplyvu na zdravie je tato skupina jednou z najlepsie
Studovanych eukaryotickych skupin po kvasniciach (29).

Organizmy rodu Leishmania st intracelularnymi parazitmi, vyskytuju sa v 88 krajinach
na piatich kontinentoch. Ich vyskyt nebol zaznamenany v Australii ajuznej Azii, pretoze
pre komare je tam prili§ teplé a vlhké podnebie. Leishmanie u I'udi sposobuji chorobu nazyvant

leishmanidza (30).

Leishmania tarentolae ako expresny organizmus

Bunky Leishmania ako expresné organizmy St bohaté na glykoproteiny, ktoré mézu
prispiet’ k celkovému vytazku proteinu 0 viac ako 10 % (31). Je predpoklad, ze prave kvoli ich
parazitickému zivotnému $tylu, oligosacharidové struktary ich glykoproteinov st ¢asto podobné
tym cicavéim glykoproteinom, ktoré zahfiiaju komplexny typ oligosacharidov s a-viazanymi

galaktozovymi a fukézovymi zvySkami (Obrazok ¢. 4) (32).
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Obrazok ¢. 4: Porovnanie exprimovanych oligosacharidovych Struktur u glykoproteinov v bunkdch
Leishmania s oligosacharidmi glykoproteinov u cicavcov, resp. kvasiniek alebo hmyzu; prevzaté
a upravené z 32

Bunky Leishmania dokazu produkovat homogénne N-glykany. Tato vlastnost je
prospesna hlavne vtedy, ked’ sa rekombinantné proteiny planuji pouzit’ na funkéné Stadie alebo

farmaceutické ucely. Jeho dal$imi jedine¢nymi vlastnostami su nielen l'ahka geneticka
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manipulécia, ale aj priamociara adaptéacia na produkciu vo vel’kom meradle alebo nizke nutricné
poziadavky (31).

Zivotny cyklus

Leishmania st parazitickymi prvokmi s komplexnym zivotnym cyklom zahnajiicim dve
vyvojové formy. Tieto formy predstavuju adaptaciu na meniace sa podmienky zivotného
prostredia, s ktorymi sa parazity stretavaji v ramci svojich hostitel'ov. Jednym z nich je cicav¢i
hostitel, ku ktorému st patogénne a druhym hostitel'om je prenasac, ktorym je dvojkridlovec
(pakomarikovity — Flebotomidae). Leishmania sa mnozia v bodavom hmyze v podobe
extracelularne a aktivne sa pohybujucich bicikatych buniek znamych ako promastigoty
(Obrazok ¢. 5), ktoré st umiestnené hlavne v traviacom trakte prenasaca. Ked’ sa dostanti do
cicav€ieho hostitela pocas satia krvi dvojkridlym hmyzom, promastygdty st pohltené
neutrofilmi. Parazity uvolnené neutrofilmi su nasledne pohltené makrofagmi a v nich sa
diferencujii do amastygotnej formy, ktord uz je bez bicika. Nasledne sa amastygoty mnozia
v bunkach ako aj v makrofdgoch v rdéznych tkanivach. V tejto faze je mozné urcit' diagnozu.

Cyklus sa nasledne opakuje pozitim infikovanych makrofdgov v krvi hostitela dvojkridlym

prenasacom (29).
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Obrazok ¢. 5: Zivotny cyklus Leishmania tarentolae; prevzaté a upravené 7 (23)
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Prejavy choroby

Existujt rézne druhy buniek Leishmania, ktoré vyvolavaji rozne typy nékaz.
Evidovanych je 21 druhov a podla prejavu choroby sa delia do 2 skupin: povrchové alebo
utrobné. Na zaciatku sa leishmanioza prejavuje ako nachladnutie. Neskor sa k nim postupne
pridavaju prejavy ako vysoké teploty, vredy na kozi alebo slizniciach, zvia¢Senie pecene a sleziny
alebo strata hmotnosti (30).

Napriklad choroba sposobena Leishmania tropica tvori tzv. suché vredy, ktoré vyustuju
do koznych znetvorenin. Tie s vacsinou lokalizované na tvari alebo na miestach nezahalenych
odevom. Rozsirena je okolo Stredozemného mora (India, stredna Azia, juznd Eurdpa, severna
Afrika, Blizky Vychod). Inkubacna doba moze byt 2-3 tyzdne, ale aj niekol’ko mesiacov alebo
rokov. Velmi zavazne ochorenie (mo6ze koncit’ smrt'ou) spdsobuje aj Leishmania brasiliensis.
Zapricinuje koznu a mukokutannu leishmanidzu rozsirentl v Juznej Amerike. Zacina ako kozné

ochorenie a potom metastazuje do nasofaryngealnych sliznic a inych miest na tvari (33).

2.2. Escherichia coli

Tieto jednoduché prokaryotické organizmy sa pouzivaji ako modelové pre Stadium
mnohych zékladnych aspektov biochémie a molekularnej biologie.

St to gram negativne, fakultativne anaerdbne tyCinkové baktérie, ktoré sa bezne
vyskytujt v ¢reve teplokrvnych zivocichov (34).

Vicsina kmenov je neSkodnych, niektoré vSak mozu spdsobit’ vaZznu potravinova otravu.
Ich gendém sa sklada priblizne z 4,6 milionov parov baz a koéduje okolo 4000 réznych proteinov.
Pre porovnanie — T'udsky geném je priblizne 1000-krat zlozitejsi a koduje priblizne 100 tisic
roznych proteinov. Experimenty st ulahCované skuto¢nostou, ze E.coli sa mnozi
pri optimalnych podmienkach kazdych 20 — 60 mintt (35).

Existuju rozne geneticky modifikované E.coli vyuzivané pri laboratornych
experimentoch. Najviac obl'ibeny a ¢asto vyuZzivany spdsob produkcie proteinov pomocou
E. coli je T7 systém. Tento systém funguje tak, ze expresny konsStrukt obsahujici gén zaujmu
Klonovany v smere transkripcie promotoru T7 je vneseny do T7 expresnych buniek. Tie nesu
chromozomalnu koépiu fagového génu pre T7 RNA polymerdzu, ktory je kontrolovany
lac prométorom. Po pridani induktoru je T7 RNA polymeraza produkovana a zameriava sa

na transkripciu génu zaujmu (36).
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111.CIELE PRACE

Vlozenie sekvencii N-6xHis TEV psl2 a TEV_psl2 nesucich gén pre hypoteticky lektin
PSL2 do konstruktov pET-44b a pLEXSY _IE_chlecherry4

Test expresie génu pre produkciu rekombinantného proteinu PSL2 v bakterialnych
bunkach

Optimalizacia produkcie rekombinantného proteinu PSL2 Vv bunkach
E. coli v dostato¢nom mnozstve

Purifikacia a d’alSie Strukturne - funkéné Stidie hypotetického lektinu PSL2
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IV.PRAKTICKA CAST

1. Material a metody

1.1. Biologicky material

Praca s bunkami prebichala vzdy v lamilarnom boxe (Thermo Electon Industries)
Vv sterilnom prostredi. Pocas prace boli pouzivané viaceré kmene geneticky modifikovanych
bakterialnych buniek druhu Escherichia coli, ako aj kmen geneticky modifikovanych
eukaryotickych buniek druhu Leishmania tarentolae.

Modifikované konStrukty S vlozenym génom pre hypoteticky lektin PSL2 boli
uchovavané v bakterialnych bunkach E. coli, konkrétne v jej neexpresnych kmenoch XL1
(Stratagene) a DH5a (Invitrogen).

Avsak expresia génu V bakterialnych bunkach bola vykonavana v expresnych kmenoch
buniek E. coli: Arctic Express(DE3)RIL (Stratagene), BL21(DE3) (Stratagene), Tuner(DE3)
(Novagen), Rosetta2(DE3)pLysSRare (Novagen).

V tejto praci bol najskor pouzivany konstrukt pPRSET A_Thio(HP)TEV_psl2.
(Invitrogen) Konstrukt obsahuje fuzny protein tioredoxin o molekulovej hmotnosti 12 kDa,
napomahajlici rozpustnosti cielového proteinu PSL2. Tioredoxin je zaroven modifikovany,
tak aby vytvoril kotvu s vysokou afinitou k dvojmocnym katiénom (napr.Ni**), ktora sluzi na
rychlu purifikdciu rekombinantného proteinu PSL2 s vyuZitim metaloafinitnej chromatografie.
Spominany konstrukt bol pouzivany na produkciu proteinu v bunkach E. coli, ako aj
na preklonovanie sekvencie TEV_psl2 do konstruktu pET-44b.

Konstrukt pET-44b (Novagen) je preduréeny na produkciu cielového proteinu s fiznym
proteinom NusTagTM, ktory zvySuje rozpustnost fuznych proteinovych partnerov, kedze
samotny NusA protein je vysoko rozpustny. Konstrukt pET-44b na svojom N-konci obsahuje
aj oligohistidinovt kotvu, ktora rovnako ako tioredoxin, sluzi na purifikaciu cielového proteinu
pomocou metaloafinitnej chromatografie.

Zo zasobnych neexpresnych buniek z predchadzajicej prace, na ktora bolo nadvidzované,
bol vyizolovany modifikovany konstrukt pMAT_N-6xHis_TEV_psl2 (Life Technologies). Ten
bol pouzity na preklonovanie sekvencie N-6xHis TEV psl2 do tychto dvoch druhov
konstruktov: pET-44b, ktory slazil na produkciu PSL2 v E.coli, ado konstruktu
pLEXSY_IE_blecherry4 (Jena Bioscience), ktory bol modifikovany pre tvorbu PSL2

Vv bunkéch Leishmania tarentolae.
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1.2. Kultivacia buniek

Praca s bunkami a médiami vzdy prebiehala v sterilnom prostredi s vyuzitim lamilarneho
boxu (Thermo Electon Industries). Bunky sa v laboratornych podmienkach kultivuju v sterilnych
médiach S dostatoénym obsahom zivin na ich rast arychle mnozenie. Boli pridavané
aj antibiotika pre zisk Cistej kultury. V tejto praci boli pouzivané 4 druhy médii.

Pri transformécii buniek bolo pouzivané vysoko vyzivné SOC médium, kultivacia
vSetkych kmeniov buniek E. coli prebiehala v tekutom LB médiu. Naopak, Vv pripade potreby
kultivacie buniek staticky bolo pouzité pevné médium. Pre kulturu L. tarentolae bolo pouzité

tekuté LEXSY BHI médium, ako aj pevné — agarové médium.

Média pre kultivaciu buniek E. coli

1.2.1.1. Tekuté LB médium

Kultivacia E. coli prebiehala v komer¢ne dostupnom LB médiu od firmy FORMEDIUM
(20 g LB low salt zmesi o zlozeni: 5 g NaCl, 10 g trypton, 5 g kvasnicovy extrakt na 1 1 média).
Pripravené bolo rozpustenim 20 g zmesi v 1 | destilovanej vody. Pomocou 10 M NaOH bolo
upravené pH na hodnotu 7,30.

Jednotlivé koldnie buniek boli zaockované do tekutého LB média s pridavkom antibiotik
(Tabulka ¢. 3) a kultivované pri teplote 37 °C (200 rpm) do ODggo = 0,4 — 0,6.
Pokial' sa vtomto médiu kultivovali zasobné kompetentné bunky E. coli s konstruktom
pLEXSY IE blecherry4, bolo potrebné dbat’ na zniZent teplotu kultivacie buniek, a to 30 °C

s pridavkom ampicilinu (vysledné koncentracie v Tabul’ke ¢. 3).

1.2.1.2. Pevné LB médium
Pevné médium bolo pouzivané na kultivaciu buniek staticky na zisk jednotlivych kolonii.
Jeho priprava spocivala v pridani agaru (50 mg.ml'l) do tekutého LB média.

Kultivaéné Petriho misky s bunkami boli uloZzené do temperovanej miestnosti do 2.dna

(37 °C).

1.2.1.3. SOC médium

SOC je vysoko vyzivné médium, pouzivané na regeneraciu buniek po transformacii
(2% trypton; 0,5% Yeast Extract; 8,5 mM NaCl; 2,5 mM KCI; 10 mM MgCl,; 10 mM glukoza;
pH 7,0). Médium bolo prefiltrované cez sterilny filter (0,22 um) a skladované pri teplote -20 °C.
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Média pre kultivaciu buniek L. tarentolae

1.2.1.4. Tekuté BHI médium

Pre kultivaciu buniek L. tarentolae LEXSY T7-TR bolo pouzité tekut¢é BHI médium

(zlozenie v Tabulke ¢.1). Bunky boli zaofkované do spominaného média zo zasobnych

glycerolovych bakteridlnych konzerv. Kultivacia vzdy prebiehala v Specidlnych ventilovanych

TC bankéch v tme pri 26 °C. Do kazdého kultivaéného média je nutné pridavat’ Hemin.

Na zaliatok, pre rozrastenie kultary sa bunky kultivuju staticky (nalezato). Pasaz

prebichala 2x tyzdenne do sterilného BHI média s pridavkami, a to v pondelok v pomere 1:50

av piatok v pomere 1:20. Pre udrzanie T7 polymerazy a TET represorovych génov v genome
hostitel'skych buniek LEXSY T7-TR treba vzdy pridat’ do média LEXSY Hygro a LEXSY NTC

(do vyslednej koncentracie podl'a Tabulky €. 1).

Tabulka ¢. 1: ZloZenie BHI média pre kultivaciu L. tarentolae

Komponenty MnoZstvo Vysledna koncentracia
Sterilné BHI médium 10 ml 37 ¢g.l"
NTC LEXSY 10 pl 100 pg.ml™
Hygro LEXSY 10 pl 100 pg.ml™

10 000 U penicilin G sodnej soli,

Pen-Strep 50 ul 10 000 pg.ml™ streptomycin sulfatu
v 0,85% fyziologickom roztoku
Hemin 23 ul 0,25% prasaci Hemin v 50%

trietanolamine

1.2.1.5. Agarové misky

Na vysiatie buniek po transfekcii a ziskanie kolonii boli pouzité agarové misky, ktoré sa

vzdy pripravuju Cerstvé. Zlozenie a mnozstvo komponent pre pripravu 4 misiek je opisané

v Tabulke ¢.2.

Tabulka ¢. 2: ZloZenie agarovych misiek pre kultiviciu L. tarentolae, typ skladovania jednotlivych

komponent
Zlozka MnoZstvo Skladovanie

Sterilné 2x LEXSY BHI (74 g/1) 35 ml Laboratorna teplota
Neaktivne fetalne tel'acie sérum (FCS) 10 ml -20 °C

1 M HEPES, pH 7,4 4 ml 4°C
Pen-Strep 1ml -20 °C
Hemin (0,25% v 50% trietanolamine) 0,23 ml 4°C
LEXSY NTC 0,1 ml -20 °C
LEXSY Hygro 0,1 ml -20 °C
LEXSY Bleo 0,1 ml -20 °C
Sterilny 2% agar 50 ml Laboratdrna teplota

28



Pre pripravu pevného média bolo potrebné jednotlivé zlozky temperovat, aby médium
nestuhlo pred€asne. Sterilné 2x LEXSY BHI médium bolo vyhriate na 37 °C, sterilny 2% agar
bol temperovany pri 55 °C. Ostatné zlozky média boli zmie$ané zvlast v 50 ml skiamavke.
Nasledne boli vsetky Casti média zmieSané dohromady a prenesené do Petriho misiek v objeme

25 ml a boli ponechané uschnut’.

1.3. Antibiotika

Pocas experimentov boli do kultivatnych médii pridavané antibiotika v zévislosti

na rezistencii jednotlivych buniek a konstruktov (pozri Tabulku ¢. 3).

Tabulka & 3: Rezistencia buniek a konstruktov

Bunky Antibiotikum Vysledna Konstrukt | Antibiotikum Vysledna
koncentracia koncentracia
E. coli - - PRSET A ampicilin 100 pg.ml™
BL21(DE3)
E. coli - -
Tuner(DE3)
E. coli Chloramfeni- 34 pgml™ | pET-44b ampicilin 100 pg.ml™
Rosetta2(DE3) kol
pLysRare
E. coli streptomycin 75 pg.ml™ pPMAT ampicilin 100 pg.ml™
ArcticExpress
(DE3)RIL
DH5a - -
XL1 - - _
LEXSY NTC | 100 pg.ml™ ampicilin 100 pg.ml™
LEXSY Hygro | 100 pgml™ | pLEXSY
L. tarentolae Pen-Strep | Pozri Tabulku | _IE_
LEXSY T7-TR ¢ 1 blecherryd | LEXSY Bleo* | 100 ug.ml'1
*Selekcné antibiotikum, pouzivané az pri klondlnej selekcii po transfekcii buniek LEXSY T7-TR
1.4. Priprava  konStruktov pre  produkciu  proteinu

s oligohistidinovymi kotvami

Pre pripravu prvych dvoch konstruktov na produkciu proteinu PSL2 s oligohistidinovou
kotvou bud’ na N-konci alebo C-konci v bunkach E. coli bol pouzity konstrukt pET-44b (pozri
Tabulku ¢. 4). Tento konstrukt obsahuje gén pre NUsA fizny protein, ktory ma napomahat’
rozpustnosti cielového proteinu.

Pre pripravu d’alsich dvoch konstruktov (jeden s produkciou ciel'ového proteinu PSL2

do média adruhy s produkciou proteinu PSL2 do bunky) s oligohistidinovou kotvou len
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na N-konci v bunkach L. tarentolae bol pouzity konstrukt pLEXSY IE blecherry4 (pozri
Tabulku ¢. 4).

Prvy konstrukt bol navrhnuty tak, aby mal na N-konci 2 oligohistidinové kotvy.
Zdrojovym konstruktom na zisk inzertu N-6xHis_TEV_psl2 bol konstrukt skor pripraveny
v naSom laboratoriu (pMAT_N-6xHis_TEV_psl2). Protein ziskany pomocou expresie takto
pripraveného DNA konstruktu pET-44b s dvomi oligohistidinovymi kotvami na N-konci je
v podobe: N-6xHis_NusA_6xHis_TEV_psl2.

Druhy konstrukt pET-44b pre expresiu v E. coli bol navrhnuty s jednou oligohistidinovou
kotvou na C-konci. Zdrojovym konstruktom pre zisk inzertu TEV_psl2 bol konstrukt
PRSET A _Thio(HP)TEV _psl2 (tiez pripraveny skor v naSom laboratoriu), pricom stop kodén
génu psl2 bol pocas PCR reakcie nahradeny kodonom, zodpovedajucim alaninu. Vysledny
protein  ziskany pomocou expresie takto pripraveného DNA  konstruktu pET-44b
s oligohistidinovou kotvou na C-konci je v podobe: TEV_psl2_6xHis.

Dalsie dva konstrukty boli navrhnuté pre expresiu génu pre protein PSL2 v L. tarentolae.
Pre tieto bunky je ureny Specificky konstrukt pLEXSY_IE_blecherry4, ktory bol pouzity
na pripravu konstruktov pre produkciu proteinu PSL2 s oligohistidinovou kotvou na N-konci.
Konstrukty boli navrhnuté tak, aby sa protein produkoval bud’ do média (so signalnou
sekvenciou) alebo do bunky (bez signalnej sekvencie). Zdrojovym konstruktom pre zisk inzertu
pre konstrukty pLEXSY_IE_blecherry4 sexpresiou génu do média ako aj do bunky bol
uz spominany konstrukt pPMAT_N-6xHis_TEV_psl2.

Tabulka ¢. 4: Pouzité primery a teploty nasadania primerov pre zisk génu psi2 (inzertu) z jednotlivych
vychodiskovych konstruktov

Templatova DNA pre PCR Velkost’ Cisla Teplota Cielovy konstrukt
S vyznacenym ciel’ovym inzertu primerov nasadania
inzertom psl2 primerov
PMAT_N-6xHis_TEV_psI2 768 pb 622 55°C pET-44b_
623 N-6xHis_NusA
pRSET A_Thio(HP)TEV_psl2 738 pb 624 58°C PET-44b_NusA_
(bez 6xHis) 625 C-6xHis
PMAT_N-6xHis_TEV_psI2 768 pb 626 58°C PLEXSY_IE_blecherry4
627 so sign. sekvenciou
PMAT_N-6xHis_TEV_psI2 768 pb 628 58°C PLEXSY_IE_blecherry4
629 bez sign. sekvencie
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Izolacia plazmidov

Na izolaciu DNA plazmidov bola pouzita prerastena kultara buniek. T4 bola ziskana
kultivaciou neexpresnych buniek E. coli s pozadovanym zdrojovym alebo cielovym plazmidom
cez noc v 5 ml tekutého LB média s pridavkom prislusného antibiotika. Samotnd izolécia bola
vykonana pomocou komeréne dodavanej stpravy GenEluteTM Plasmid Miniprep Kit (Sigma-
Aldrich), postupovalo sa podla prilozeného manualu (37). Rozdiel oproti manualu bol
v poslednom kroku. Elucia kons$truktu bola realizovana pomocou 50 ul sterilnej MiliQ vody
zahriatej na 50 °C. Pre izolaciu cielového nizkokdpiového cielového plazmidu pET-44b bol
pouzity NucleoBond® Xtra Midi Kit (MACHEREY-NAGEL). Koncentracia plazmidov bola
zmerana spektrofotometricky (NanoDrop ND-1000, Coleman Technologies) pri vlnovej dizke

260 nm. Plazmidy boli uchovavané pri -20 °C.

Polymerazova ret’azova reakcia (PCR)

Na amplifikaciu cielového génu psl2 s oligohistidinovymi kotvami na N- alebo
C-konci bola pouzita PCR reakcia. Ako templaty boli pouzité sekvencie DNA konstruktov
PMAT_N-6xHis_TEV psl2 a pRSET A_Thio(HP)TEV _psl2. Zlozenie PCR zmesi je opisané
v Tabul’ke ¢.5, pricom boli pouzité priame areverzné primery (Tabulka ¢. 6) podla aktudlne
Stiepeného templatu. Postup navrhovania jednotlivych primerov je opisany V prilohe ¢.1. Priebeh
reakcie je uvedeny v Tabulke ¢. 7. Na vizualizaciu PCR produktov bola pouzita elektroforéza
s 1% agar6zovym gélom. Hlavny produkt o predpokladanej velkosti cca 800 pb bol vyizolovany
a precisteny pomocou kitu MinElute Reaction Cleanup (Qiagen). Spektrofotometricky
(NanoDrop ND-1000, Coleman Technologies) bola zmerana cistota PCR produktov pri pomere
absorbancii 260/280 nm a 260/230 nm; pri vinovej dizke 260 nm bola zmerana koncentracia
DNA. PCR produkty boli uchovavané pri -20 °C.

Tabulka ¢. 5: ZloZenie PCR zmesi

Zlozka MnoZstvo

10x konc.reakény pufer pre PfuUltra I polymerazu (Agilent Technologies) Sul

dNTP mix (10 mM) (NEB) 1 ul

Templat 100 ng

Priamy primer (1 uM) 1 ul

Reverzny primer (1 pM) 1 ul

PfuUltra | polymeraza (2,5 U.ul™) (Agilent Technologies) 1 ul

Sterilna MiliQ H,O Doplnené do 50 pl
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Tabulka ¢. 6: Navrhnuté primery pre pripravu jednotlivych konStruktov obsahujucich gén psi2
s N- a C-oligohistidinovymi kotvami a pouzité restriktdzy (Sigma-Aldrich)

Vysledny konS$trukt Primer ¢. | Primer Sekvencia Restriktaza
PET-44b 622 priamy | 5 GCOINSARNERIA TGAAATTC Spel
N-6xHis_NusA- CATCACCATCACC 3’
6xHisTag_TEV_psI2 623 reverzny | 5'CGlOISEINGTTAAAC Xhol

CTGGGAAACGATG 3’
PET-44b 624 priamy | 5'CGGINSENERICCGGAGAA Spel
NusA_TEV psl2_ CCTGTATTTTCAGTCC 3’
C-6xHis 625 reverzny | 5'CCINNEISAMICGCAACC Hindlll
TGGGAAACGATG 3’
pLEXSY-IE-blecherry4 626 priamy | 5'CGCECATEGEATGAAAT Ncol
B_N-6xHis_TEV_psl2 TCCATCACCATCGAG 3’
bez sign. sekv.(do bunky) 627 reverzny | 5’TTGCGGCCGCAATTAAA Notl
CCTGGGAAACGATG 3’
pLEXSY-IE-blecherry4 628 priamy | 5’ GGCTICTAGACAGATGAAATT Xbal
M_N-6xHis_TEV_psl2 CCATCACCATCACGAG 3’
s0 sign. sekv.(do média) 629 reverzny | 5’AAATATGCGGCCGCTATAA Notl
ATTAAACCTGGGAAACGATG 3’
Tabulka ¢ 7: Priebeh PCR reakcie
PCR Pocet cyklov Teplota Cas
Pociato¢na denaturacia 1x 95°C 2 min
Denaturacia 95°C 30s
Nasadanie primerov 30x 50,5-65 °C 30s
Syntéza novych retazcov 72 °C 1 min
Zaverecné predlZzovanie 1x 72 °C 10 min

Gradientova PCR

Pre amplifikaciu génu psl2 z konstruktu pRSET A_Thio(HP)TEV _psl2 (bez 6xHis)
uréeného pre konstrukt pLEXSY_IE_blecherry4 bez sign. sekvencie bolo nutné spravit

gradientova PCR aby sa zistila optimdlna teplota nasadania primerov (postup je uvedeny

v Tabulke ¢.8).

Tabulka ¢. 8: Priebeh reakcie gradientovej PCR

PCR Pocet cyklov Teplota Cas
Pociato¢na denaturacia 1x 95 °C 2 min
Denaturacia 95 °C 30s
Nasadanie primerov 30x 50-60°C 45s
Syntéza novych retazcov 72 °C 1 min
Zaverecné predlZovanie 1x 72 °C 10 min

32



Restrikéné Stiepenie

Cielové konstrukty ako aj PCR produkty boli Stiepené pomocou restrikénych
endonukleaz (restriktaz). Kvoli dosiahnutiu dostatocnej koncentracie a Cistoty DNA
pre naslednu ligaciu sa pracovalo vzdy naraz s 3 — 4 alikvotmi PCR produktov/ Stiepenych
cielovych vektorov. Pocas prace boli pouzité viaceré restriktazy — pozri Tabulku ¢. 6.
V Tabulke €. 9 je uvedené zloZenie reakénej zmesi. Po zmieSani jednotlivych komponent bol

na samotné S$tiepenie pouzity termoblok AccuBlock (Labnet) pri 37 °C po dobu 3 hodin.

Nasledujucim krokom bola denaturacie endonukleaz pri 60 °C po dobu 30 min.

Tabulka ¢. 9: ZlozZenie zmesi na restrikcéné Stiepenie

Reagencia MnoZstvo
Konstrukt alebo inzert - obsahujtci gén psl2 (max.20 X Ug
Hg)
10x koncentra¢ny CutSmart pufer (NEB) Sul
Restrikéna endonukleaza I (20 000 U.ml™) 5U/ 1 ug DNA
Restrikéna endonukleaza IT (20 000 U.ml™) 5U/ 1 ug DNA
Sterilna MiliQ H,O Doplnenie do 50 ul

Elektroforéza na agar6zovom géli

Na separdciu a vizualizaciu PCR produktov a produktov restrikéného Stiepenia bola
pouzita agar6zova elektroforéza s 1% agar6zovymi gélmi. Gély boli pripravené zmieSanim 0,5 g
agardzy v 50 ml 1x koncentrovanom TBE pufri (0,089 M kyselina borita, 31 0,098 M Tris/ HCI,
0,002 M EDTA), ktory bol pouzivany aj ako elektrodovy pufer. Po rozvareni a ¢iastocnom
ochladeni zmesi bolo do gélu pridanych 2,5 ul fluorescenéného farbiva GelRed (Biotium). Gél
bol este za tepla naliaty do aparatary H1-SET (Scie-Plas). Do jamiek stuhnutého gélu boli
nanesené vzorky DNA o objeme 10 — 50 pl, ktoré boli predtym zmie$ané s nanasacim pufrom
(Loading Dye 5%, Qiagen) v pomere 4:1. Na kazdy gél bol naneseny jeden zo $tandardov: 100 bp
DNA Ladder (NEB) alebo 1 kb DNA Ladder (NEB) o objeme 5 pl. Vysledky elektroforézy
(napétie 80 V, 45 minut) boli vizualizované pomocou stolného transluminatora (TCP-20.M,
Vilber Lourmat).

Separovana DNA bola vyrezana a extrahovana z gélu do roztoku s vyuzitim komercne;j
stipravy MinElute™ Gel Extraction Kit (QIAGEN). Rozdiel oproti navodu bol v poslednom
kroku. Kvéli zisku koncentrovanejsej DNA boli vzorky eluované dvakrat 10 ul sterilnej MiliQ
vody ohriatej na 50 °C. Koncentracia (absorbancia pri 260 nm) a cistota DNA (pomer

absorbancii 260/280 nm a 260/ 230 nm) boli zmerané na spektrofotometri.
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Ligacia

Ziskané fragmenty DNA (cielového plazmidu a inzertu) oSetrené rovnakou dvojicou
reStrikénych endonukleaz boli pomocou T4 DNA ligazy opidtovne spojené V procese ligacie,
ktora prebiehala 16 hod pri 16 °C.
Zlozenie liga¢nej zmesi je uvedené v Tabul'ke ¢. 10. Mnozstvo pridaného konstruktu bolo vzdy
rovnaké, zatial' co mnoZstvo génu psl2 (vo vzorci ako inzert) zalezalo na pouZitom pomere

(p=1:1, 1:3, 3:1, 4:1). Samotné mnozstvo inzertu bolo vypo¢itané pomocou vzorca:

inzert [ng] = p*plazmid [ng] * inzert [pb] /plazmid [ng]

Tabulka ¢. 10: ZlozZenie ligacnej zmesi

Reagencia MnoZstvo
Stiepeny plazmid 200 ng
Stiepeny inzert (gén psl2) X ng
10x konc. reakény pufer pro T4 DNA ligazu (NEB) 1 ul
T4 DNA ligaza (400 000 U-ml-1) (NEB) 0,5 ul
Sterilna MiliQ voda Doplnené do 10 ul

1.5. Transformacia E. coli kompetentnych buniek teplotnym

Sokom

Do kompetentnych buniek E.coli bola transformovana bud’ ligatnd zmes alebo
pripraveny konstrukt nasledovne. Ku 100 ul kompetentnych buniek bolo pridanych 100 ng
konstruktu (alebo ku 50 pl kompetentnych buniek 10 pl liga¢nej zmesi). Zmes bola 30 minut
inkubovana na lade, potom nasledovalo zahriatie zmesi na 42 °C po dobu 45 sekund
a jej opatovné schladenie na l'ade po dobu 2 minut. Potom bol k zmesi pridany 1 ml SOC média
bez antibiotika. Bunky boli regenerované 1 hodinu pri 37 °C, 200 rpm. Na centrifugaciu bola
pouzita stolna centrifiga (Hettich Mikro 20) za podmienok 5 min/10 000 rpm. Vzniknuty
bunkovy pelet bol rozsuspendovany v 100 ul supernatantu a zmes bola vysiata na agarové misky
s prisluSnym antibiotikom. Nasledovala kultivacia pri 37 °C cez noc.

Na tvorbu zésobnych buniek obsahujucich konstrukt po transformacii boli odskrabnuté
kolonie a zaockované do 5ml tekutého LB média s prisluSnym antibiotikom. Zmes bola
kultivovana pri 37 °C 200 rpm do ODgy ~ 0,5. Nasledne bolo k 800 pl buneénej kultary
pridanych 200 pl 80% sterilného glycerolu. Bunky boli ulozené na -80 °C.
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Kontrola tspesnosti transformacie E. coli

PCR kolonii

Tato metoda sluzi na rychle overenie pritomnosti konstruktu v koléniach buniek E. coli

po transformacii, ked’7e nie je nutna kultivacia buniek a izolacia konstruktu. Cast kolonie

po transformacii bola pridana do PCR zmesi (pozri Tabulku ¢. 12). Pocas prace boli pouzivané

priame primery (Sigma-Aldrich) zobrazené v Tabulke ¢.11. PCR koloénii bola uskuto¢nena

na termocykléri (Thermal Cycler GenePro, Bioer) za podmienok zobrazenych v Tabulke ¢. 13.

Produkty PCR reakcie kolonii boli vizualizované pomocou agarézovej gélovej elektroforézy.

Tabulka ¢. 11: Primery pre konstrukty pLEXSY_IE_blecherry4 (Jena Bioscience) a pET-44b (Sigma-

Aldrich)
Cislo Typ Konstrukt Sekvencia primeru
primeru primeru
638 P1442 pLEXSY_IE_blecherry4 CCGACTGCAACAAGGTGTAG
priamy
639 A264 pLEXSY_IE_blecherryd | CATCTATAGAGAAGTACACGTAAAAG
reverzny
266 Coli down pET-44b TTTCACTTCTGAGTTCGGCATGG
reverzny
402 T7 priamy pET-44b TAATACGACTCACTATAGGGG
primer

Tabulka ¢. 12: ZlozZenie reakcnej zmesi PCR kolonii

Reagencia MnoZstvo
10x koncentrovany Pag5000 pufor (Agilent Technologies) 5ul
10 mM dNTPs (SERVA) 1 ul
10 uM priamy primer 1 ul
10 uM reverzny primer 1 ul
Paq5000 DNA polymeraza (5000 U.ml™") (Agilent Technologies) 0,5 pul
Sterilna voda (MiliQ) 41,5 ul

Tabulka ¢. 13: Priebeh reakcie PCR kolonii
PCR Kkolénii Pocet cyklov | Teplota Cas
Pociato¢na denaturacia 1x 95 °C 5 min
Denaturacia 95 °C 20s
Nasadanie primerov 30x 55°C 20s
Syntéza novych retazcov 72°C 30s
Zaveretné predlZzovanie 1x 72 °C 5 min
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Kontrolné restrikéné Stiepenie

Pre kontrolu uspesnosti transformacie bola pouzita kultara, ktora zostala po vytvoreni

zasobnych buniek ponechana prerast’ cez noc pri 37 °C, 200 rpm. Na d’alsi den z nej bol

izolovany konstrukt pomocou Kitu u GenEluteTM Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich).

Reakéna zmes (zloZenie v Tabulke €. 14) bola Stiepena pri 37 °C po dobu 3 hodin (XP cycler,

Bioer). Produkty Stiepenia boli vizualizované pomocou agardzovej elektroforézy pouzitim

1% gélu.

Tabulka ¢. 14: Zlozenie reakcnej zmesi pre kontrolné restrikcné Stiepenie

Reagencia MnoiZstvo
Kongtrukt (100 pg.pl™) 5l
NEBuffer CutSmart (NEB Biolabs) 10x koncentrovany 1 ul
Restrikéna endonukledza I (20 000 U.ml™) 0,4 ul
Restrikénd endonukleaza IT (20 000 U.ml™) 0,4 pul
Sterilna voda (MiliQ) 3,2 ul
Celkovy objem 10 pl

1.6. Transfekcia L. tarentolae pomocou elektroporacie

Pre efektivnu transfekciu bola kultura hostitel'skych buniek kmenia T7-TR viackrat

pasazovana do 10 ml Cerstvého média. Pasazovanie vzdy prebiehalo 2x tyzdenne v pomere 1:20

a 1:50.

V prvy den rano pred samotnou transfekciou boli bunky pasazované v pomere 1:20 do 10
ml LEXSY BHI média, ktoré obsahovalo pridavok Heminu, LEXSY NTC, LEXSY
Hygro, Pen-Strep (do vyslednej koncentracie pozri Tabulku ¢.1).

Kulttra bola inkubovana (tma, 26°C) v TC banke nastojato po dobu 3 dni (do vecera).
Vecer v 3.denl bola preockovana kultara v pomere 1:10 do 10 ml do rovnakého cerstvého
média a banka bola ponechana nalezato d’alSie 2 dni (tma, 26°C).

Po uplynuti 2 dni bola zmerand optickd denzita kultiry abunky boli sledované
pod optickym mikroskopom pri 17 °C (mikroskop IX81 s digitalnou kamerou DP72
(Olympus, Shinjuku, Tokyo, Japan) pomocou programu CellSens Dimension).

Pre uspesnu elektroporaciu by mali byt bunky vitalne a v tvare kvapky.

Bunky boli sto¢ené (3 min, 2000 g) a bolo odpipetovanych 6 ml supernatantu.

Vo zvySku média boli bunky rozsuspendované jemnym poklepanim a ulozené na l'ade
po dobu 10 min.

Medzitym boli na l'ade pripravené vzorky s DNA o0 objeme 1 - 10 ug vo vode (MiliQ)

vV maximalnom objeme 50 pl.
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Predchladené bunky v objeme 350 pl boli pridané do mikroskiimaviek s DNA a cely
objem bol preneseny do elektroporacnych kyviet na I'ade. Boli pouzité elektroporacné
kyvety (d =4 mm).

Elektroporacia prebichala za podmienok podla protokolu (Tabulka ¢. 15) (Bio-Rad
Gene-Pulser-Xcell Electroporation System w/ Shock-Pod CE Module 617BR1).

Tabulka ¢. 15: Protokol pre vysokovoltaznu elektroporaciu

\/ysoko-voltazny protokol pre elektroporaciu
d=4mm
V=05ml
1500 V
1,2 ms
50 Q
2 pulzy 10s interval

Kyvety boli po elektroporacii polozené na I'ad na 10 min
Elektroporované bunky boli prenesené do 10 ml tekutého BHI média v Petriho miskéch,

kde boli inkubované do d’alSieho dia v tme pri 26 °C ako staticka kultura.

Klonalna selekcia nanesenim na stuhnuté médium

Bunky po elektroporacii, ktoré boli poponechané rast’ v tekutom BHI médiu boli na d’alsi
deni stocené (3 min, 2000 g).

Médium bolo zliate a vo zvySnom objeme boli bunky rozsuspendované poklepanim
po stene 15 ml skamavky.

Bunky boli vysiate na Cerstvo pripravené agarové platne (podl'a Tabul’ky ¢. 2)

Bunky boli kultivované v tme pri 26 °C do narastenia plaku (7-9 dni).

Bunky boli nasledne prekrizkované na d’alSie agarové platne a poponechané rast
7-15 dni.

1.7. Priprava vzoriek na sekvenaciu

Sekvenacia DNA konStrukov je metdda, pomocou ktorej vieme priamo identifikovat’

vlozeny gén a skontrolovat’ spravnost’ klonovania. Vzorky boli pripravené zmieSanim

konstruktove] DNA 0 koncentracii 80 - 100 ng.ul'1 s 10 pl primeru priamy s molarnou

koncentraciou 5 uM a V pripade potreby bola tak isto pripravena vzorka s reverznym primerom.

Sekvenaciu vykonala firma GATC Biotech.
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1.8. Test aoptimalizacia expresie génu pre rekombinantny
protein PSL2 v bunkach E. coli

Na testovanie expresie génu pre protein PSL2 s fuznym proteinom tioredoxinom
na N-konci boli pouzité expresné bunky E.coli Arctic Express(DE3)RIL (Stratagene),
BL21(DE3) (Stratagene), Tuner(DE3) (Novagen), Rosetta2(DE3)pLysSRare (Novagen). Zatial’
¢o na testovanie produkcie proteinu PSL2 s oligohistidinovou kotvou na N-konci boli pouzité
expresné bunky E. coli BL21(DE3) (Stratagene) a Tuner(DE3) (Novagen).

Zasobné bunky, transformované prislusSnym konstruktom boli ockované na pevné
médium s prislusSnym antibiotikom a poponechané rast’ cez noc pri 37 °C. Z nich bola vzdy jedna
kolénia zaoCkovana 10 ml LB média s prislusnym antibiotikom. Nasledne boli kultivované
pri 37°C, 200 rpm do ODgy ~ 0,5. Expresia génu psl2 bola indukovana pomocou IPTG
(isopropyl-p-D-1-tiogalaktopyranozid) (Carbosynth) pri zniZenej teplote. Testované podmienky
expresie st uvedené v Tabulke ¢.17. Pocas testovania boli odoberané vzorky pred indukciou
a po indukcii v ¢asovych intervaloch. Vzorky odobraté po indukcii boli riedené na rovnaku opticka

hustotu aka mali pred indukciou.

Tabulka ¢. 16: Optimalizdacia podmienok expresie génu na produkciu proteinu PSL2 s fiiznym proteinom

tioredoxinom

Konstrukt pRSET A _Thio(HP)TEV_ps|2

Expresny systém E. coli CipTG Teplota (°C) Cas Kultivacie Objem (ml)
(hod)
BL21(DE3) (Stratagene) 18 15,20 10, 50
25, 30 3,45 10
Tuner(DE3) (Novagen) 0,10 mM 18 15,20 10
0,25 mM 25, 30 34,5 10
Rosetta2(DE3)pLysSRare 0,50 mM 18 15,20 10
(Novagen) 25, 30 3,45 10
Arctic  Express(DE3)RIL 10
(Stratagene) 12 20,24 10

Tabulka ¢. 17: Optimalizacia podmienok expresie génu na produkciu proteinu PSL2 s dvomi
oligohistidinovymi kotvami a NUSA fiiznym proteinom

Kons$trukt pET-44b_6xHis_NusA_6xHis_TEV_psI2
Expresny systém CipTG Teplota (°C) Cas Kkultivécie Objem (ml)
E. coli (hod)
BL21(DE3) 16 Cez noc 10
(Stratagene) 0,25 mM 30 3 10
Tuner(DE3) (Novagen) 0,50 mM 16 Cez noc 10
30 3 10
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Pre porovnanie celkového mnozstva proteinu v odobratych vzorkach pred indukciou
(1 ml kultary) a po indukcii boli vzorky sto¢ené na centrifige (1 min, 13 000 rpm/10 410 g). Pelet
bol rozsuspendovany v 50 ul 4M mocoviny a k nemu bolo pridanych 50 pl 2x koncetrovaného
vzorkového pufru (0,05 M Tris/ HCI, 10% glycerol, 2% SDS, 2 mM EDTA, 6% merkaptoetanol,
0,2% bromfenolova modra, pH 6,8). Nasledne boli vzorky denaturované pri 95 °C po dobu 5 min.

Potom boli vzorky analyzované pomocou SDS-PAGE.

1.9. Test rozpustnosti produkovaného proteinu PSL2

Po optimalizacii expresie génu pre produkciu proteinu PSL2 bolo treba zistit, ¢i sa
protein produkuje v dostato¢nej miere v rozpustnej forme. Po kultivacii vzoriek za danych
podmienok boli odobraté 2 ml kultry, nariedené na priblizne rovnaké ODgy ~ 0,5. Potom boli
vzorky centrifugované 3min, 8000 rpm/ 6869 g, 4 °C a pelet bol rozsuspendovany v 200 pl pufru
(20 mM Tris, 300 mM NaCl, 100 mM CaCl,, 100 mM MgCl,, pH 7,5). Vzorky boli

dezintegrované pomocou sklenenych guli¢iek opisanych v d’alsej kapitole.

Dezintegracia buniek pomocou sklenenych guliciek

Vzorky ziskané v predchadzajicom kroku boli dalej dezintegrované pomocou
FastPrep-24 (MP BIOMEDICALS) so sklenenymi guli¢kami (0,07-0,1 mm) (2x 20 s cyklus, 6 m.s™*,
medzi cyklami 5 mintGtové chladenie na l'ade). Nasledne boli bunky sto¢ené na centrifuge 1 min,
13000 rpm (Minispin Plus, Eppendorf). Bola pripravena vzorka CS (rozpustnd frakcia)
zmie$anim 50 pl supernatantu s 50 pl 2x konc. vzorkového pufru. Pelet bol 2x premyty 1ml pufru
(20 mM Tris/ HCI, 300 mM NaCl, 100 mM CacCl,, 100 mM MgCl,, pH 7,5), rozsuspendovany
v 50 pl 4 M mocoviny. K zmesi bolo pridanych 50 ul 1% SDS, a nasledne bola odobrata vzorka CI
(nerozpustna frakcia). Odobraté vzorky boli denaturované 5 min pri 95 °C, analyzované SDS-PAGE.

1.10. SDS-PAGE

Pocas prace boli pouzivané aparatury Mini-Protean 3 od firmy Bio-Rad, postupovalo sa
podl'a manudlu. Zlozenie gélov je opisané v Tabulke ¢&. 18. Ziskané vzorky denaturovanych
proteinov boli nanasané o objeme 5 — 15 pl a Standard Unstained Protein Marker 11l
6,5 — 200 kDa (AppliChem) bol nanasany o objeme 10 pl. Samotna elektroforéza prebichala
pri konstantnom napdti 120 V v pritomnosti 1x koncentrovaného elektrodového pufru
(0,1% SDS, 25 mM Tris, 250 mM glycin, pH 8,3)
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Tabulka ¢. 18: Zlozenie 10% polyakrylamidovych gélov SDS-PAGE

Separacny gél | Koncentraény gél
NI 10% (1oymg|) (5 ml) v

MiliQ H,O 4,0ml 3,4 ml

30 % akrylamid 3,3ml 0,83 ml

1,5 M Tris/ HCI (pH 8,8) 2,5 ml X

1,0 M Tris/ HCI (pH 6,8) X 0,63 ml

10 % SDS 100 ml 50 ul

10 % APS 80 ul 80 ul
TEMED 7 ul Sul

Po skonceni elektroforézy boli proteiny na géli fixované 10 min vo fixatnom roztoku
(30% izopropanol, 10% kyselina octova). Potom bol gél ofarbeny pomocou Coomasie Blue
(Tabulka ¢. 19) alebo pomocou striebra (Tabulka ¢. 20). Po odfarbeni boli gély uchovavané
v MiliQ vode alebo boli vysuSené (postupovalo sa podla manualu) pomocou suSicky GelAir
Dryer (Bio-Rad).

Tabulka ¢. 19: Postup pri farbeni gélu pomocou farbicky Coomasie Briliant Blue R250

Krok Cas
Farbiaci roztok Cez noc
(0,025% Coomasie Briliant Blue R250, 50% metanol, 10% kys. octova)
Odfarbovaci roztok Do odfarbenia pozadia
(10% kys. octova, 40% etanol)

Tabulka ¢. 20: Postup pri farbeni gélu pomocou striebra

Krok Cas
Premytie destilovanou vodou 3x5s
60 ml 50% acetonu 5 min
100 ul 10% Na,S,05, 60 ml destilovanej vody 1 min
Premytie destilovanou vodou 3x5s
160 mg AgNOs, 60 ml dH,0, 0,6 ml 37% HCHO 8 min
Premytie destilovanou vodou 2x5s
60 ml 2% Na,COs, 25 ul 37% HCHO, 25 ul 10% Na,S,0; Do vyfarbenia
1% kyselina octova 30s

1.11. Imunobloting

Imunobloting je metdda, pri ktorej sa proteiny z polyakrylamidového gélu prenasaju
na nitrocelul6zovli membranu pomocou elektrického pradu. K Specifickej detekcii proteinov sa
pouzivaju protilatky.

Vtomto pripade bola pouzitd primarna  protilatka  proti  tioredoxinu

(Tioredoxin 1 Polyclonal Rabbit Antibody (ThermoScientific)), ktory je naviazany na PSL2
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protein. Ako sekundarna protilatka bola pouzita protilatka proti primarnej protilatke (Anti-Rabbit
IgG-Alcaline Phosphatase (Sigma-Aldrich)).

Po prebehnuti SDS-PAGE bol polyakrylamidovy gél namoceny na 0,5 min do vody
(dH20) a nasledne na 15 min do katédového pufru (25 mM Tris, 20 mM glycin, 20% metanol,
pH 9,4) spolu s 8 filtraénymi papiermi Whatman. Ostatnych 8 filtraénych papierov spolu
s nitrocelul6zovou membranou boli na 15 min namocené do anédového pufru (0,3 M Tris, 10%
metanol, pH 10,4).

Na semi-dry blotovaci systém (Trans-BlotTurbo Transfer System (Biorad)) boli
naskladané filtracné papiere ekvilibrované v andédovom pufri, nitrocelulozova membrana
a polyakrylamidovy gél. Na vrch boli polozené filtratné papiere ekvlilibrované v katddovom
pufri. Do uzavretej blotovacej supravy bol pusteny prad (I = 1,0 mA; 25 V; 30 min).

Nitrocelulézova membrana bola 2x ekvilibrovana v5 ml TBS pufru (10 mM Tris,
150 mM NaCl, pH 8,0). Potom bola premiestnena do blokovaciecho pufru na 1 hod. V d’alsom
kroku bola 3x 5 min premyta v TBST pufri (10 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,05% Tween20,
pH 8,0) a vloZzena do roztoku primarnej protilatky (Tioredoxin 1 Polyclonal Rabbit Antibody
(ThermoScientific), odporucené riedenie 1:1000 (10 ml TBST + 10 ul protilatky), v ktorom bola
inkubovana cez noc pri 4 °C.

Dalsi defi bola membrana premyta 3x 5 min v 20 ml TBST pufri, potom inkubovana
1 hod vsekundarnej protilatke (Anti-Rabbit 1gG-Alcaline Phosphatase (Sigma-Aldrich)
odporucené riedenie 1:30 000 (30 ml TBST +1 ul protilatky). Membrana bola nasledne premyta
2X 4 min v 15 ml TBST pufri, potom 2x 4 min v 15 ml TBS pufri. Dalej bola membrana
inkubovana v roztoku s ALP substratom (20 ml 0,1 M Tris, 0,5 mM MgCl,, pH 9,5; + 100 pl
30 mg.mI™ BCIP v DMF + 100 ul 60 mg.ml™ tetrazéliova modra v 70% DMF). Do 10 minut

prebehla farebna reakcia. Membrana bola usuSena.

1.12. Produkcia proteinu PSL2 s tioredoxinom na purifikaciu

Zasobné bunky E. coli BL21(DE3) s modifikovanym konstruktom
PRSET A_Thio(HP)TEV_psI2 boli zaockované do 5 ml tekutétho LB média s prislusnym
antibiotikom pre vytvorenie inokula (37 °C; 200 rpm; ODgg ~ 0,5). Inokulum bolo nasledne
preoCkované do 250 ml LB média s pridavkom antibiotika. Bunky boli kultivované (18 °C;
19 hod; 0,1 mM IPTG).

Konstrukt pET-44b_6xHis_NusA_6xHis_TEV_psl2 bol podobne kultivovany v bunkach
E. coli BL21(DE3), indukcia prebehla pomocou 0,5 mM/ 0,25 mM IPTG pri podmienkach
16 °C, 18 hod.
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Po ukonceni kultivacie boli bunky zozbierané a centrifugované za podmienok 10 min,
8 000 rpm/11806 g, 4 °C. Bunkovy pelet bol rozsuspendovany v pufri A a uskladneny pri -20 °C.

V ramci spoluprace s Mgr. Adamom Norkom z vyskumnej skupiny ,,Struktira
a dynamika proteinov z Centra $truktirnej biologie (CEITEC) boli bunky E. coli kultivované
pomocou fermentoru.

Najprv boli pripravené tzv. bakterialne konzervy. Bunky Rosetta2(DE3)pLysSRare, ktoré
obsahujt konstrukt pRSET A_Thio(HP)TEV_psl2 boli najprv zao¢kované zo zasobnych buniek
do 3x 100 ml LB média s pridavkom prislusnych antibiotik (vysledna ¢ = 200 pg.ml‘l). Bunky
boli kultivované cez noc, nasledne boli stoc¢ené (20 min, 6000 rpm/ 6641g ). Supernatant bol
zliaty abunky boli rozsuspednované v 4 ml10% glycerolu. Takto pripravené bunky boli
rozdelené do alikvotov po 1 ml, zmrazené tekutym dusikom a uchovavané pri -80 °C.

Do 3 1 TB média (Tryptone 36 g; Yeast extract 72 g; (NHy4),SO4 9,9 9; pH 6,8)
s pridavkom 0,1 1 fosfatového pufru (0,17 M KH,PO4. 0,72 M Na;HPQO,) boli nao¢kované bunky
zo zasobnych bakterialnych konzerv. Indukcia prebehla pomocou pridavku sacharidového

roztoku v dvoch podobach za sucasného znizenia teploty (Tabulka ¢. 21).

Tabulka ¢. 21: Priebeh indukcie pomocou IPTG a pomocou autoindukcie pocas kultivicie buniek na
fermentore

Typ indukcie Glukéza Laktéza MgSO, IM IPTG Zmena teploty

IPTG 259 0,0g 0,159 0,5 ml 30°C — 16°C

Autoindukcia 0549 204g 0,159 0,0 ml 25°C —22°C
Sonikacia

Zmrazené bunky ziskané z predchadzajiiceho kroku boli poponechané cez noc rozmrznat’
pri 4°C. Na dalsi den boli dezintegrované na sonikatore (SONICSvibracell VCX500)
pri podmienkach 2x 10 cyklov, 1 s pulz a 4 s pauza na l'ade, amplitida 40 %. Potom boli bunky
centrifugované 45 min pri 4 °C, 14000 rpm/21 036 g (centrifiga 16-16K, Sigma). Bunkovy
supernatant bol d’alej prefiltrovany pomocou nesterilného filtra s vel'kost'ou pérov 0,45 pm (Roth).

Vzorka bola udrziavana na l'ade.

1.13. Purifikacia s vyuzitim metaloafinitnej choromatografie

Na purifikdciu  proteinu  PSL2 s fiznym proteinom tioredoxinom alebo
s oligohistidinovymi kotvami bola vyuzitd metaloafinitnd chromatografia s Ni-NTA matricou
(Ni-NTA Superflow Cartridge, 5 ml (3 x 2 c¢cm), Qiagen), navrhnutou pre FPLC purifikdciu
za pouzitia pristroja AKTA Purifier (GE Healthcare) a programu Unicorn 5.11.
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Kolona bola najskor premyta nanasacim pufrom (A). Vzorka ziskand dezintegraciou bola
nanasana na kolonu prietokom 0,3 ml.min, odmyvanie nezachytenych frakcii bolo vykonané
pomocou prietoku 1 ml.min™. Nasledovala eltcia proteinu postupnym zvySovanim koncentracie
imidazolu obsiahnutom v elu¢nom (B) pufri. Z kazdej frakcie teoreticky obsahujucej pozadovany
protein boli spracované vzorky pre SDS-PAGE zmieSanim vzorky s 2x vzorkovym pufrom v pomere
1:1. Pomocou elektroforézy bola zistena nielen pritomnost’ vypurifikovaného proteinu, ale aj jeho

¢istota.

1.14. Dialyza

Vzorky, ktoré podla vysledkov elektroforézy obsahovali protein boli dialyzované
3x pomocou dialyza¢ného ¢reva (SnakeSkin, cut-off limit 3,5 kDa; Thermo Scientific) v chlade
oproti purfu: (10 I) 20 mM Tris, 100 mM NaCl, 1 mM CacCl,, pH 8,0 po dobu dvoch dni. Dialyza
bola pouzitd na odstranenie imidazolu a EDTA, ktorymi bol protein PSL2 eluovany z kolony.

U vzoriek po elticii pomocou EDTA dialyza slazila aj na navratenie ionov kovov do roztoku

proteinu, preto bol na zaciatku dialyzy do ¢reva bol pridany 30 mM CaCl..

1.15. Koncentrovanie proteinu

Protein bol koncentrovany pomocou koncentraénych skimaviek (Vivaspin® 20), pouzita
membrana mala cut-off 10000 Mr. Koncentrovanie prebiehalo pri podmienakch 4 °C,
8 000 rpm. Vysledna koncentrécia proteinu bola stanovena na nanodrope (NanoDrop ND-1000,
Coleman Technologies). Na pripadné zakoncentrovanie proteinu z malého objemu boli pouzité
koncentra¢né mikroskumavky (Vivaspin® 500) s cut-off hodnotou 3 000 Mr za podmienok RT,
14 000 rpm.

1.16. CD spektroskopia

Pri metode spektroskopie cirkularneho dichroizmu sa meria rozdielna absorbcia vézieb
opticky aktivnych chirdlnych molekul pri prechode Tlavostranného a pravostranného
polarizovaného svetla (pozri na graf ¢.1). Metdda sa pouziva na sledovanej celkovej konformacie
nukleovych kyselin a proteinov.

V tomto pripade bola sledovana sekundarnu struktiru proteinu PSL2. Meranie prebiehalo
priUV svetle vrozpiti vinovych dizok 180 — 250 nm. Vysledné CD spektrum je zloZené
z moznych sekundarnych Struktir proteinov: o-helixu, p-skladaného listu alebo nahodného
klbka.

Meranie vzoriek proteinu PSL2 po purifikacii v pufri (20 mM Tris, 100 mM NaCl, 1 mM
CaCl,, pH 8,0) prebiehalo na spektrofotometri J-810 (Jasco) vzdy v 3 opakovaniach, rychlost’
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skenovania bola nastavena na 50 nm.min™ a rozpitie po 1 nm. Déta boli vyhodnotené pomocou
programu SpectraManager. Pouzité kremenné kyvety (Hellma), ktorych dizka optickej drahy je
1 mm boli opatrne naplnené 200 ul vzorky obsahujicej protein PSL2 po hrane kyvety.

80 -

CD signal x10° (deg.cm’/dmole)
g

'.-.' <7
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Graf ¢ 1: Specifické krivky CD spektra pre jednotlivé sekunddrne Struktiry; revzaté z aupravené
z http://www.fbs.leeds.ac.uk/facilities/cd/

1.17. Funkéné Stadie hypotetického lektinu PSL2

Hemaglutinacia s pouzitim mikroskopu

Hemaglutinacia je dej, pri ktorom dochadza k zhlukovaniu povrchovych aglutinogénov
(antigénov) — poligosacharidovych ret'azcov pripojenych na glykoforiny (integralne membranové
proteiny) — pri reakcii s aglutininmi, v tomto pripade lektinmi. Povrchové antigény erytrocytov
su zodpovedné za rozliSovanie krvych skupin (A, B, AB a 0). Maju rovnaky zaklad, ktory sa
nazyva H antigén. Ten je zlozeny z D-galaktozy, GICNAC a L-fukézy. Takyto antigén maju
na svojom povrchu erytrocyty skupiny 0 (antigén 0). Krvna skupina A sa 1isi tym, Ze obsahuje
zakladnt zostavu sacharidov a navySe GalNAcC (antigén A). Krvna skupina B ma na svojom
povrchu okrem zakladu navySe D-galaktozu (antigén B). Jedinci so skupinou AB maju
na povrchu erytrocytov naviazané antigény A aj B (38).

Pred samotnym vykonanim experimentov bola krv stabilizovand zmieSanim
S protizrazajicim ¢inidlom citrdtom sodnym (3,8%), centrifugovand, premytd 3x PBS pufrom
(137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 8 mM NayHPO,, 1,47 mM KH,POy, pH je 7,4 + 0,2) a ziskané
erytrocyty boli nariedené na 50% PBS pufrom.

Na podlozné sklicko bolo napipetovanych 10 pl 50% erytrocytov a 10 pl vzorky. Obe
zlozky boli na sklicku premiesané a poponechané reagovat’ po dobu 3 minut. Negativna kontrola
bola vytvorena zmieSanim krviniek a pufru v pomere 1:1. V rovnakom pomere bola vytvorena
pozitivna kontrola s lektinom Con A (0,1 mg.ml™). Vsetky pozorovania boli vykonané pri
laboratérnej teplote pomocou optického mikroskopu s digitalnou kamerou (Levenhuk D2L)

za vyuzitia programu ToupView.
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2. Vysledky a diskusia

2.1. Priprava DNA konstruktov pre produkciu proteinu

s oligohistidinovymi kotvami

PCR

Vyizolované 2 vychodiskové plazmidy, obsahujuce gény psl2, boli podrobené PCR
reakcii, pre amplifikdciu tohto génu psl2. Prvym takymto plazmidom bol
pMAT— N-6xHis TEV_psl2, z ktorého bol amplifikovany inzert N-6xHis_TEV_psl2, ktory bol
nasledne vlozeny do tychto cielovych konStruktov: pLEXSY _IE_blecherry4 so sign.
sekvenciou, pLEXSY_IE_blecherry4 bez sign. sekvencie, pET-44b_N-6xHis_NusA. Druhy
plazmid, pouzity na amplifikdciu inzertu TEV_psl2 bol pRSET A_Thio(HP)TEV_psI2 (bez
6xHis). Ziskany inzert bol preklonovany do cielového konstruktu pET-44b_NusA_C-6xHis.
Vzorky boli vlozené do dvoch termocyklérov srozdielnym nastavenim teploty nasadania
primerov. Teplota nasadania primerov bola zvolena na zaklade Struktiry navrhnutych primerov
(pozri Tabulku €. 4). PCR produkty odpovedajtiice ocakavanej velkosti génu (768/ 738 pb) boli

vyrezané z gélu (Obrazok ¢. 6) a pouzité pre d’alSie restrikéné Stiepenie.

Obrazok ¢. 6: 1% agardzovy gél s PCR produktami:
a. N-6xHis_NusA_6xHis_TEV_pslZ pre cielovy konstrukt pET-44b
b. TEV psi2 pre cielovy konstrukt pET-44b
C. N-6xHis TEV psi2 pre cielovy konstrukt pLEXSY_IE_blecherry4 bez sign. sekvencie
d. N-6xHis_TEV_psl2 pre cielovy konstrukt pLEXSY_IE_blecherry4 so sign. sekvenciou
Pouzity DNA standard 100 - 1 517 pb (NEB)

Gradientova PCR

Pri PCR reakcii sa neporadilo ziskat' inzert TEV_psl2 z vychodiskového plazmidu
PRSET A_Thio(HP)TEV _psl2  (bez  6xHis)  uréeného  pre  cielovy  konStrukt
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PLEXSY _IE_blecherry4 bez sign. sekvencie. Preto bola vykonana gradientova PCR na zistenie

optimalnej teploty nasadania primerov (Obrazok ¢. 7).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 Legenda

1- 50,0°C

2- 50,5°C

3- 512°C

700pb[ 4- 52,1°C

5- 53,5°C

6- 54,7°C

7- 556°C

8- 56,9°C

800pb 9. 581°C

10- 59,1 °C

11- 59,7°C

12- 60,0 °C
13- DNA Standard
100 - 1 517 pb

(NEB)

Obrdzok ¢. 1: 1% agarozovy gél s PCR produktami TEV psi2 po gradientovej PCR pre cielovy konstrukt
pLEXSY_IE_blecherry4 bez sign. sekvencie, ocakdavand velkost PCR produktu 768 pb, DNA Standard
100 — 1 517 pb (NEB)

Podl'a Obrazku ¢. 7 bolo usudené, ze najvhodnejSia teplota nasadania primerov ¢. 626
a 627 na templatovi DNA pRSET A_Thio(HP)TEV_psl2 (bez 6xHis) je 50,5 °C (jamka ¢.2). Na
Obrazku ¢. 8 je zobrazeny PCR produkt (inzert TEV_psl2) po optimalizacii.

1,0 kb

Obrazok ¢. 8: 1% agarozovy gél s PCR produktami TEV_psl2 po optimalizdcii nasadania primerov
pre cielovy konstrukt pLEXSY_IE_blecherry4-sig. sekvencia, ocakdavana velkost 768 pb, DNA Standard
0,5 - 10 kb (NEB)

2.2. Restrik¢né Stiepenie

Stiepenie ciePovych plazmidov

Vyizolované cielové plazmidy boli podrobené restrikénému stiepeniu (podla navodu

vvvvvv
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enzymy (RE) a ocakavané velkosti linearizovanych plazmidov a fragmentov vystiepenych

z MCS. Vysledné stiepené plazmidy st zobrazené na Obrazku ¢. 9.

Tabulka ¢. 22: Ocakdvané velkosti plazmidov pred Stiepenim a po Stiepeni, pouzité restrikéné
endonukleazy

KonStrukt Velkost’ Pouzita Ocakavana velkost’ Ocakavany
celého dvojica linerarizovanej vystiepeny
konStruktu | restriktaz plazmidovej DNA fragment DNA

PET-44b_N-6xHis_NusA 7311 pb Spel, Xhol 7020 pb 291 pb
PET-44b_NusA_C-6xHis 7311 pb Spel, Hindlll 7086 pb 225 pb
pLEXSY_IE_blecherry4 7692 pb Xbal, Notl 6644 pb 1048 pb
so sign. sekvenciou

pLEXSY_IE_blecherry4 7692 pb Ncol, Notl 6569 pb 1123 pb

bez sign. sekvencie

1048 pb —
oo 1123pb

6644 pb
7086 pb

Obrdzok ¢. 9: 1% agarézovy gél: Stiepenie cielovych plazmidov pomocou dvojice restriktdz:
a. PET-44b_ N-6xHis NusA, Stiepeny RE: Spel, Xhol (DNA Standard 100 — 1 517 pb (NEB))
b. pET-44b_NusA_C-6xHis, Stiepeny RE: Spel, HindIIl (DNA Standard 0,5 — 10 kb (NEB))

C. PLEXSY_IE_blecherry4 so sign. sekvenciou, stiepeny RE: Xbal, Notl  (DNA Sstandard
100 — 1 517 pb (NEB))

d. pLEXSY_IE_blecherry4 bez sign. sekvencie, stiepeny RE: Ncol, Notl  (DNA Standard
100 — 1 517 pb (NEB))

Restrik¢éné Stiepenie cielovych plazmidov prebehlo bez problémov. Na obrazku ¢. 9 je
zobrazené, ze Stiepené plazmidy ako aj vyStiepené fragmenty z MCS svojimi velkostami
odpovedaju o¢akavanym hodnotdm. Linearizované plazmidové DNA boli z 1% gélov vyrezané.
Kvoli zisku koncentrovanjesich vzoriek boli spojené vzdy 2 — 3 prazky gélu a pomocou kitu (Gel
Extraction, QIAGEN) boli vzorky extrahované do roztoku.
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Stiepenie PCR produktov

vvvvvv

Takmer vSetky PCR produkty boli tispesné nastiepené pomocou Specifickej dvojice restriktaz.
V tomto kroku sa z dovodu nedostatoéného mnozstva restriktazy Spel nepokracovalo

Vv priprave konstruktu pET-44b s oligohistidinovou kotvou na C-konci.

Kontrola tspeSnosti transformacie buniek E. coli pripravenymi konstruktami

2.2.1.1. PCR Kkolénii

Pre rychle zistenie pritomnosti rekombinantného konstruktu Vv bunkach E. coli
po transformacii kompetentnych buniek, bola vykonana PCR kolonii (postup a pouzité primery
pozri v kapitole 0) v pripade transformovanych buniek pomocou rekombinantnych plazmidov
PLEXSY_IE_blecherry4 (s/ bez sign. sekvencie). Ak prebehli vSetky predchadzajuce kroky
vramci klonovania sprdvne, pomocou UV ziarenia bolo mozné na 1% agar6zovom géli
pozorovat’ inzert DNA sekvencie o pribliznej vel'kosti 800 pb. Z gélov (Obrazky ¢. 10, 11) sa
nedéd jednoznacne ucit’, ¢i prebehla reakcie spravne, lebo velkost pritomného prizku DNA je
véacsia ako predpokladana. Preto boli jednotlivé kolonie pouzité pri PCR kolénii zaotkované
do tekutého LB média a z prerastenej kultury boli vyizolované DNA plazmidy. Tie boli pouzité
pre kontrolné restrikéné Stiepenie rovnakou dvojicou restriktdz, aké boli pouzité pri procese

klonovania.

700 pb

y

T
800 pb

Obrazok ¢. 10: PCR kolonii; konstrukt pLEXSY_IE_blecherry4d N-6xHis_psl2 bez sign. sekvencie
(1% agarozovy gél), ocakavana velkost vySiepen¢ho fragmentu cca 800 pb, DNA Standard
100 —1 517 pb (NEB)
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Obrazok ¢. 11: PCR kolonii; konStrukt pLEXSY_IE_blecherry4_N-6xHis_psI2 so sign. sekvenciou,
ocakavand velkost' vystiepeného fragmentu cca 800 pb, (1% agarézovy gél), DNA Standard
100 — 1 517 pb (NEB)

Kvoli nepresnosti vysledkov z PCR kolonii u konstruktov pLEXSY _IE_blecherry4
(s a bez sign. sekvencie) bola kontrola tspes$nosti transformacie buniek E. coli kon$truktom
PET-44b_N-6xHis_NusA_6xHis_TEV__ psl2 vykonana iba pomocou kontrolného restrikéného

Stiepenia.

2.2.1.2. Kontrolné restrikéné Stiepenie

Vyizolovany DNA plazmid (pLEXSY_IE_blecherry4 N-6xHis_psl2 s/ bez sign.
sekvencie) z kolonii narastenych po transformacii buniek E. coli bol analyzovany aj pomocou
kontrolného restrik¢ného Stiepenia.

Na géli st zobrazené vystiepené fragmenty obsahujuce sekvenciu génu psl2 0 o¢akavanej
pribliznej velkosti 800 pb (Obrazok ¢. 12, jamky 1, 4-8). Z nich boli vybraté vzorky ¢. 4, 5, 6,
ktoré boli podrobené sekvenacii. Pomocou tejto metody bola potvrdena pritomnost” vloZzeného
inzertu N-6xHis_psl2 do konstruktov pLEXSY _IE_blecherry4 bez sign. sekvencie (priloha ¢.2,
3) apLEXSY_IE_blecherry4 so sign. sekvenciou (priloha ¢.4).

V jamke ¢.3 sa nachddza prazok o velkosti cca 1100 pb, ¢o znamend Ze pocas
predchadzajtcich krokov klonovania nebol uspesne vystiepeny fragment (1123 pb) pomocou
dvojice restriktdz z MCS, apreto nebol do konStruktu uspeSne vloZeny pozadovany inzert

obsahujtci gén pre protein PSL2.
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1 2 3 4 5 6 7 8 Legenda: fragmenty restrikéného Stiepenia
S RO N - A ; vyizolovanej plazmidovej DNA

pLEXSY _IE_blecherry4 bez sign.sekvencie
DNA §tandard 100 — 1 517 pb (NEB)
pLEXSY_IE_blecherry4 bez sign.sekvencie
pLEXSY_IE_blecherry4 bez sign.sekvencie
pLEXSY_IE_blecherry4 bez sign.sekvencie
pLEXSY_IE_blecherry4 so sign.sekvenciou
pLEXSY _IE_blecherry4 bez sign.sekvencie
pLEXSY _IE_blecherry4 bez sign.sekvencie

Obrdzok ¢. 12: Kontrolné Stiepenie konstruktov pLEXSY IE blecherry4 N-6xHis_psl2 so/ bez
sign. sekvencie po transformacii kompektentnych buniek E. coli; obrdzok zobrazuje vystiepené fragmenty
inzertu o predpokladanej velkosti cca 800 pb (N-6xHis_TEV_psl2); v jamke ¢.3 je vystiepeny fragment z
MCS o velkosti cca 1000 pb - neobsahujici gén psi2 (1% agarézovy geél), DNA Standard 100 — 1 517 pb
(NEB)

Vyizolovany DNA konstrukt pET-44b_N-6xHis_NusA _6xHis_TEV psl2 z kolonii
narastenych po transformacii buniek E. coli bol tak isto podrobeny kontrolnému restrikénému
Stiepeniu. Obrazok €. 13 zndzorhuje vystiepeny inzert 6xHis TEV psl2 o pribliznej velkosti
800 pb. Vsetky 3 vzorky boli poslané na sekvenaciu, ktora potvrdila pritomnost inzertu

(priloha ¢.5).

Obrazok ¢.  13: Kontrolné Stiepenie  konstruktu  pET-44b_N-6xHis_NusA_6xHis_TEV_psI2
PO transformdcii buniek E. coli, vyStiepeny fragment inzertu 0 predpokladanej velkosti cca 800 pb
(N-6xHis_TEV_psl2); (1% agarozovy gél), DNA Standard 100 — 1 517 pb (NEB)

Vysledky kontroly Gispesnosti transformacie a nasledné vysledky sekvenacie potvrdzuju,
7e sa podarilo pripravit 3 konstrukty. Stvrty konstrukt (pET-44b C-6xHis_TEV_psl2) nebol

uspesne pripraveny pre nedostatok restriktazy Spel.
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2.3. Transfekcia Leishmania tarentolae

Na produkciu proteinu PSL2 bol tento eukaryoticky systém aj napriek Casovej narocnosti
experimentalnej prace zvoleny vd’aka tomu, ze L. tarentolae sa radi medzi zlozitejSie expresné
organizmy. L. tarentolae obsahuji glykoproteiny velmi podobné vyssim organizmom, vd’aka
ktorym su schopné zvysit’ produkciu ako aj Cistotu cielového proteinu (31). Predpokladom bolo,
7e tato vlastnost’ organizmu L. tarentolae bude vhodna pre protein PSL2, ktory je povodne
z hrachu siateho.

Do buniek L. tarentolae boli podl'a postupu transfekcie vnesené pripravené konstrukty
PLEXSY_IE_blecherry4 N-6xHis_psl2 bez sign. sekvencie v objeme 50 pl o koncentracii
181 ng.ul® a pLEXSY_IE_blecherry4 N-6xHis_psl2 so sign. sekvenciou v objeme 30 pl
0 koncentracii 323 ng. ul‘l. V dosledku nespréavne pouzitého nastavenia pristroja boli aplikované
iné hodnoty (pozri Tabulku ¢.23). Aj napriek tomu sa po elektroporacii pokra¢ovalo klonalnou

selekciou podl'a navodu.

Tabulka ¢. 23: Porovnanie vysoko-voltizneho protokolu s hodnotami Vv skutocnosti pouzitymi na
elektropordciu

Vysoko-voltazny protokol pre elektroporaciu
Spravny protokol Priebeh experimentu
d=4mm d=4mm
V=05ml V=0,5ml
1500 V 1490 V
1,2ms 7 ms
50 Q 200 Q
2 pulzy 10s interval 2 pulzy 10s interval

Bunky elektroporované oboma druhmi konstruktov na miskach po prekrizkovani
nenarastli do 15 dni, preto boli kultivované este d’al$ich 7 dni na miskach, avsak s rovnakym
vysledkom. Napriek tomu boli bunky z misiek skrizikmi ako aj z pdvodnych misiek
po transformacii zaockované do 1 ml média bez tetracyklinu (jamky v bielom ram¢eku (zlozenie
média v Tabulke &.1 spridavkom LEXSY Bleo do vyslednej koncentracie 100 pg.ml™))
a do 1 ml média s tetracyklinom (jamky v sedom ramceku (rovnaké zloZenie média ako predtym
+ pridavok LEXSY Tet do vyslednej koncentracie 10 pg.ml™)) pouzitim 12 jamkovej misky
(Obrazok ¢. 14). Bunky boli kultivované staticky v tme pri 26 °C po dobu 14 dni. Po uplynuti
tejto doby boli bunky skontrolované pod mikroskopom. Na zéklade vyZarovania cerveného
svetla pod vplyvom tetracyklinu (Obrazok ¢. 15) bolo usudené, ze bunky boli pomocou
konstruktu pLEXSY _IE_blecherry4 N-6xHis_psl2 so sign. sekvenciou uspesne transfekované.
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Bunky transfekované konstruktom pLEXSY _IE_blecherry4d N-6xHis_psI2
bez sign. sekvencie nenarastli. Transfekcia neprebehla uspesne pravdepodobne kvoli
nespravnemu nastaveniu pristroja pri elektroporacii. Z dovodu nedostatku ¢asu sa nepodarilo

experiment opakovat’.

1 2 3 4
19000
9000
19000

Bez tetracyklinu S tetracyklinom

Obrdzok ¢ 14: Zobrazenie 12 jamkovej misky, do ktorej boli ockované bunky L.tarentolae
po elektroporacii obomi konstruktami: z misiek po transformdcii (viadky A, B) ako aj z misiek po
prekrizkovani (riadok C); v Sedej casti obrazku bol do média pridany tetracyklin; znacky -/+ znamenaju,
oznacenie buniek zaockovanych do média na miske (bunky s konstruktom pLEXSY IE blecherry4 N-
6xHis_psl2 so sign. sekvenciou alebo bunky obsahujiice pLEXSY_IE_blecherry4 N-6xHis_psl2 bez sign.
sekvencie)

Magnification: 40 x

Obrazok ¢. 15: Leishmania tarentolae po elektroporacii konstruktom pLEXSY IE blecherry4 N-
6xHis_TEV_psl2 so sign.sekvenciou a ndslednej indukcii pomocou tetracyklinu vyZarujiice cervené
svetlo
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2.4. Test expresie génu psl2 vloZeného do konStruktov pre

produkciu proteinu PSL2 v E. coli

Konstrukt pPRSET A_Thio(HP)TEV_psl|2

Pocas tohto testu boli pouzivané kmene E. coli Arctic Express(DE3)RIL (Stratagene),
BL21(DE3) (Stratagene), Tuner(DE3) (Novagen), Rosetta2(DE3)pLysSRare (Novagen).

Bunky E. coli Arctic Express(DE3)RIL st uspdsobené na produkciu proteinov pri
nizkych teplotach, pretoze ko-exprimuju Saperoniny adaptované na chlad - Cpnl0 a Cpn60
z baktérie Oleispira antarctica. Tie maju 74% a 54% aminokyselinova identitu so Saperoninmi
z E. coli (GroEL a GroES 8aperoniny). Bunky obsahuju konstrukty s extrakopiami tRNA génov,
ktoré koduju tRNA. Tie, ako signalizuje oznacenie ,,RIL“, samostatne rozpoznavaji kodony
argininu AGA a AGG, izoleucinu — AUA, aleucinové kodony CUA. Dostupné tRNA
najcCastejSie obmedzuju translaciu heteroldgnych proteinov z organizmov, ktoré¢ maju AT- bohaté
gendmy. Vdaka tomu Ze, poskytuji vysoku aktivitu proteinového opdtovného zbalenia
pri teplotnom rozmedzi 4 — 12 °C, poskytuju potencidlne zvySeny vytazok aktivneho proteinu
v rozpustnej forme (39).

Kmen Rosetta2(DE3)pLysSRare je Specificky tym, Ze obsahuje kodony, ktoré sa zriedka
vyskytuju v E. coli - poskytuje tRNA pre 7 vzacnych kodonov (AGA, AGG, AUA, CUA, GGA,
CCC aCGQG). Tento kmen exprimuje T7 lyzozym, ktory dalej potlaca zakladni expresiu
T7 RNA polymerazy pred indukciou, tak stabilizuje pET rekombinantné cielové proteiny,
ktoré maju vplyv na bunkovy rast a zivotaschopnost’ (40).

Vysledky optimalizacie celkovej produkcie proteinu PSL2 v tychto kmenoch su
zobrazené na obrazkoch ¢. 16, 17, 18. Indukcia expresie génu psl2 prebiehala vo vsetkych
experimentoch pomocou 0,1 mM IPTG. Ocakavana velkost produkované proteinu PSL2
s fuznym proteinom tioredoxinom je priblizne 42 kDa. NajvyraznejSia celkova produkcia
proteinu PSL2 bola v kmeni E.coli BL21(DE3), za podmienok indukcie 18 °C, 20 h
(Obrazok ¢. 18 — 8. jamka). Ostatné vysledky celkovej produkcie proteinu PSL2 v réznych

kmenioch E. coli naznac¢uju, Ze celkova produkcia proteinu PSL2 je priblizne rovnaka.

KonSstrukt pET-44b_N-6xHis_NusA_6xHis TEV psl2

Nakol'ko predchadzajici konstrukt pRSET A_Thio(HP)TEV psl2 pri teste celkovej
produkcie poskytoval skreslené vysledky — do celkovej produkcie proteinu PSL2 spada aj

protein produkovany v nerozpustnej forme, bol ztohto dévodu vynechany test celkovej

produkcie proteinu PSL2 pre konstrukt pET-44b_N-6xHis_NusA_6xHis_TEV_psl2.
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1 2 3 4 5 6 7 Legenda - produkcia proteinu PSL2 za
podmienok:
b - 1-  ArcticExpress(DE3)RIL, 12 °C, 20h
s I 2-  ArcticExpress(DE3)RIL, 12 °C, 24h
—= e = : 3-  ArcticExpress(DE3)RIL, pred indukciou
| — : 4y E - | 4- Rosetta2(DE3)pLysRare, 18 °C, 15h
Sl s e e ™ B 5 Rosetta2(DE3)pLysRare, 18 °C, 20h
42 kDa = =gumes ) "/ 6- I?osettaZ(DES)pLysl(Rare, precli_lnﬁukmou
e == T‘-— g -_— . 7- Standard 6,5 — 200 kDa (AppliChem)
e — E 2 ¢
= . B}

Obrazok ¢. 16: Optimalizacia produkcie proteinu PSL2 s tioredoxinom v bunkach

ArcticExpress(DE3)RIL a Rosetta2(DE3)pLysRare (10% polyakrylamidovy gél)

E. coli

Legenda

1- Tuner(DE3), 30 °C,
2- Tuner(DE3), 30 °C,
3-  Tuner(DE3), 30 °C,
4-  Tuner(DE3), 25 °C,
5-  Tuner(DE3), 25 °C,
6- Tuner(DE3), 25 °C,
7-  Tuner(DE3), 18 °C, 15h

B W wnm bW
[=pii=pil= g o= =

8- Tuner(DE3), 18 °C, 20h

(AppliChem)
10- Tuner(DE3), pred

indukciou

9- Standard 6,5 — 200 kDa

Obrdzok ¢. 17: Optimalizdacia produkcie proteinu PSL2 s tioredoxinom v bunkdch E. coli Tuner(DE3)

(10% polyakrylamidovy gél)

1 2 3 4 5 6 7 8 9
e o b Lo bhaid
iy - . - - « N Fc"
h’»«» . ) g— .

42 kDa 1 =1
— —— —— -
—_— - - —
L Pl - A
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45 kDa 4- BL2I1(DE3), 25 °C, 3h

Legenda
1- BL21(DE3), 30 °C, 3h

2- BL21(DE3), 30 °C, 4h
3- BL21(DE3), 30 °C, 5h

5- BL21(DE3), 25 °C, 4h

6- BL21(DE3), 25 °C, 5h

7- Standard 6,5 — 200 kDa
(AppliChem)

8- BL21(DE3), 18 °C, 20h

9- BL21(DE3), pred
indukciou

Obrazok ¢ 18: Optimalizdcia produkcie proteinu PSL2 s tioredoxinom v bunkdch E. coli BL21(DE3)

(10% polyakrylamidovy gél)
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2.5. Test rozpustnosti produkovaného proteinu PSL2

Protein PSL2 s tioredoxinom (pPRSET A_Thio(HP)TEV_psI2)

Aj napriek tomu, ze bola najdena podmienka, pocas ktorej je celkova produkcia proteinu
PSL2 vo viditelne vda¢Som mnozstve ako pri ostatnych podmienkach, bolo nutné zistit' jeho
mnozstvo v rozpustnej forme. Preto boli vykonané rozsiahle testy rozpustnosti proteinu PSL2
v 3 bakterialnych kmenoch E. coli (pozri prilohu ¢. 6).

Pomocou testu rozpustnosti nebola najdena podmienka, ktora by mala vyrazne vac¢si
vplyv na produkciu proteinu PSL2 s tioredoxinom V rozpustnej forme. Vytazok tohto proteinu
v rozpustnej forme bol pri kazdej testovanej podmienke takmer rovnaky. Na produkciu proteinu
PSL2 s tioredoxinom pomocou fermentoru bol aj tak pre dalSiu pracu vybrany kmen buniek

E. coli Rosetta2(DE3)pLysSRare, prave vd’aka jeho vlastnostiam.

Protein PSL2 s dvomi oligohistidinovymi kotvami a NusA fliznym proteinom
(PET-44b_N-6xHis_NusA _6xHis_ TEV psl2)

Kedze pri predchédzajicich testoch produkcie proteinu PSL2 nepreukazali kmene buniek
E. coli Arctic Express(DE3)RIL a Rosetta2(DE3)pLysSRare vplyv na viésiu produkciu proteinu
PSL2, neboli pri teste rozpustnoti proteinu PSL2 s NUsA fuznym proteinom pouzité.

Testu rozpustnosti bol podrobeny protein PSL2 produkovany dvomi kmenmi buniek
E. coli: BL21(DE3) aTuner(DE3), ktor¢é boli  transformované  konStruktom
pET-44b_N-6xHis_NusA 6xHis_TEV_psl2.

U oboch kmenoch buniek sa preukazalo, ze pritomnost NusA proteinu vyrazne
napomohla k posunu produkcie proteinu PSL2 do rozpustnej frakcie (pozri obrazky ¢. 19, 20).

NusA protein sa beZzne pouziva ako flzny partner na pridelenie stability a vysSej
rozpustnosti cielového proteinu. Téato vlastnost’ zvySovat produkciu flznych proteinov
do rozpustnej faze mdze byt spojena s jeho vysokou vnatornou rozpustnostou a biologickou
aktivitou v E. coli. Tento fizny partner spomal’uje translaciu, ¢im poskytuje proteinu viac ¢asu

na zbalenie (41).
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1 2 3 45 6 7 8 9101112 1314 Legenda: bunky E. coli BL21(DE3)

transformované konstruktom

116 kDa| PET-44b_N-6xHis_NusA 6xHis_ TEV psl2
. pred indukciou

1

66 KDa 2. poindukcii 30°C, 3h, 0,25 mM IPTG

3. CS 30°C, 3h, 0,25 mM IPTG
4. ClI 30°C, 3h, 0,25 mM IPTG
5. poindukcii 30°C, 3h, 0,50 mM IPTG

6. CS 30°C, 3h, 0,50 mM IPTG

7. CI 30°C, 3h, 0,50 mM IPTG

8. Poindukcii 16°C, ON, 0,25 mM IPTG
9. CS 16°C, ON, 0,25 mM IPTG
— i 10. ClI 16°C, ON, 0,25 mM IPTG
11. Po indukeii 16°C, ON, 0,50 mM IPTG
12. CS 16°C, ON, 0,50 mM IPTG
13. CI 16°C, ON, 0,50 mM IPTG
14. Standard 6,5 — 200 kDa (AppliChem)

Obrazok ¢. 19: Test rozpustnosti proteinu PSI2 s NusA fiiznym proteinom a dvomi oligohistidinovymi
kotvami (velkost cca 86 kDa) v bunkdch E. coli BL21(DE3) (10% polyakrylamidovy gél)

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 Legenda: bunky E. coli Tuner(DE3)
transformované konstruktom

116 kDa | pET-44b_N-6xHis_NusA_6xHis TEV_psl2
<— 1. pred indukciou

~ - 66 kDa 2. po indukecii 30°C, 3h, 0,25 mM IPTG
3. CS 30°C, 3h, 0,25 mM IPTG
4. CI 30°C, 3h, 0,25 mM IPTG
5. po indukcii 30°C, 3h, 0,50 mM IPTG
6. CS 30°C, 3h, 0,50 MM IPTG
7. CI 30°C, 3h, 0,50 MM IPTG
8. -
9. Poindukcii 16°C, ON, 0,50 mM IPTG
—_— B - — 10. CS 16°C, ON, 0,50 mM IPTG
11. CI 16°C, ON, 0,50 mM IPTG

12. Standard 6,5 — 200 kDa (AppliChem)

Obrazok ¢. 20:Test rozpustnosti proteinu PSI2 s NusA fuznym proteinom a dvomi oligohistidinovymi
kotvami (velkost cca 86 kDa) v bunkdch E. coli Tuner(DE3) (10% polyakrylamidovy gél) (ON = cez noc)

Na zaklade testu rozpustnosti boli vybraté pre d’al$iu pracu bunky E. coli BL21(DE3)
a podmienky expresie: indukcia pomocou 0,50 mM IPTG, nasledné pestovanie buniek cez noc
(ON) pri 16°C. Pritomnost rekombinantného proteinu 6xHis_NusA_6xHis TEV psl2 bola
potvrdena prostrednictvom analyzy pomocou hmotnostnej spektrometrie (MS) (pozri

priloha ¢. 7, vzorka ¢.5).
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2.6. Produkcia proteinu PSL2 pre purifikaciu

Protein PSL2 s tioredoxinom (pPRSET A_Thio(HP)TEV_psI2)

Podl'a hodnoty celkovej produkcie proteinu PSL2 v bunkach bola na jeho produkciu
vybrata podmienka E.coli BL21(DE3), 18 °C, 20 hod. Avsak produkcia proteinu PSL2
v rozpustnej forme bola pri tychto podmienkach prilis nizka.

Preto boli podl'a testov rozpustnosti ana zaklade poznania vlastnosti buniek vybraté
bunky Rosetta2(DE3)pLysSRare. Ked’ze produkcia proteinu PSL2 do rozpustnej frakcie pocas
kultivacie Vv malych objemoch bola nizka, bol na kultiviciu buniek pouzity fermentor.
Predpokladalo sa, ze zvédcSenim mnozstva ziskanych buniek, by sa mal zvysit' aj vytazok
proteinu PSL2. Tato metdda kultivacie bola prinosna v réznych inych vyskumoch, prave preto,
ze sme schopni za kratSiu dobu ziskat’ va¢Sie mnozstvo biomasy.

Vdaka spolupraci s panom Mgr. Norkom bolo ziskané po autoindukcii = 40 g mokrej
masy z 3 | kultivaéného média (ODgoo ~ 25) a po indukcii pomocou IPTG ~ 50 g mokrej masy
z3 | kultivaéného média (ODgyo ~ 30). Pocas kultivacie, po indukcii IPTG, ako aj
po autoindukcii boli odoberané vzorky v €ase (v intervaloch po 2, 4, 6, 8, 10, 11, 13, 15, 25,
27 hod) pozri graf ¢. 2. ZvySujtca sa produkcia proteinu PSL2 v ¢ase bola potvrdena aj pomocou
SDS-PAGE na 10% géli (obrazok ¢. 21).
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Graf ¢ 2: Porovnanie narastu hustoty kultury buniek E. coli kmena Rosetta2(DE3)pLysSRare
transformovanych konstruktom pRSET Thio(HP)TEV psi2 po autoindukcii (Al) a po indukcii pomocou
IPTG v casovych intervaloch 2, 4, 6, 8, 10, 11, 13, 15, 25, 27 hod (merané pri ODgq)
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 Legenda vzoriek
0d0be;:an15ch y Case:
1- Standard 20 — 120 kDa

(ThermoFisher)
50 kDa - 2- Kontrola - neindukované
KD 42 kpa| 3 IndukcialPTGpo2h
% - __..<— 4- Indukcia IPTG po8h

5-  Indukcia IPTG po 15 h
6- Indukcia IPTG po 27 h
7- Autoindukcia 11 h
8- Autoindukcia 15 h
9- Autoindukcia 27 h

Obrazok ¢. 21: Porovnanie produkcie proteinu PSL2 s tioredoxinom v case v bunkdch E. coli kmena
Rosetta?(DE3)pLysSRare transformovanych konstruktom pRSET Thio(HP)TEV psi2 po autoindukcii
a po indukcii pomocou IPTG v casovych intervaloch (10% polyakrylamidovy gél)

Prvotné testy zmeny rozpustnosti proteinu PSL2 stioredoxinom v zavislosti
na pH sonika¢ného pufru, boli vykonané v Centre Struktirnej bioldgie (CEITEC) vo vyskumnej
skupine ,,Struktira a dynamika proteinov*. Na nasom pracovisku boli testy rozpustnosti tohto
proteinu zopakované, pricom boli pouZité 4 rdzne pufre (pozri Tabul'ku ¢. 24). Vo vysledku bol
na polyakrylamidovom géli jediny viditeny prizok o velkosti proteinu PSL2, a to vo vzorke
s pufrom A (Obrazok ¢. 22). Tento pufer bol pouzivany v d’alsich krokoch.

Tabulka ¢. 24: Zlozenie pufrov pouzitych pri teste rozpustnosti

A B C D
0,1 M CAPSO 1 mM PMSF 0,05% Tween 5% glycerol
20 mM Tris/ HCI 20 mM Tris/ HCI 20 mM Tris/ HCI
0,3 M NaCl 0,3 M NaCl 0,3 M NaCl 0,3 M NaCl
0,1 mM CaCl, 0,1 mM CaCl, 0,1 mM CaCl, 0,1 mM CaCl,
0,1 mM MnCl, 0,1 mM MnCl, 0,1 mM MnCl, 0,1 mM MnCl,
pH 11,0 pH 7,5 pH 7,5 pH 7,5
12 3 456 7 8 9 Legenda vzoriek po teste rozpustnosti v
1-  Standard 6,5 — 200 kDa (AppliChem)
2- CS pufer A
3- CI puferA
4- CSpuferB
5- CI puferB
45 k - 6- CSpufer C
é% s - 42 kDa 7- CI puferC
—_—y_ W W .. < 8- CSpuferD
20kDa_ = - 9- CI puferD
. - S

————— R

Obrdzok ¢. 22: Test rozpustnosti proteinu PSL2 s tioredoxinom produkovanym pomocou buniek E. coli
kmena  Rosetta2(DE3)pLysSRare  transformovanych  konStruktom  pRSET Thio(HP)TEV psi2
v 4 réznych pufroch (10% polyakrylamidovy gél)
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Protein PSL2 s dvomi oligohistidinovymi kotvami a NusA fuznym proteinom
(N-6xHis_NusA 6xHis TEV psl2)

Boli napestované bunky v objeme 500 ml, indukované akultivované cez noc
pri optimalizovanych podmienkach (E. coli BL21(DE3); 16°C; 0,50 mM IPTG). Ziskany pelet
bol rozsuspendovany v 15 ml pufru (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 100 uM CaCl2, pH 8,0).

Bunky boli sonikované 2 x (10x (1s pulz + 4 s pauza).

2.7. Purifikacia PSL2 s tioredoxinovou kotvou

Bunkova hmota ziskand po autoindukcii z Kultivacie pomocou fermentoru bola
rozsuspendované v 500 ml pufru A, zmes bola sonikovana (amplitida 40%, 3 hod (3s pulz + 4 s
pauza) + 30 min (5s pulz + 6s pauza) za neustaleho chladenia 4 °C), centrifugovana (40 min,
14 000 rpm, 4 °C) a prefiltrované cez nesterilny filter (0,45 um). Lyzat o objeme 450 ml bol
naneseny na Ni-NTA kolénu pomocou prietoku 0,6 ml.min™ po dobu 12,6 hodin. Bunkovy lyzat
bol udrziavany na l'ade. Pocas purifikacie proteinu PSL2 (graf ¢. 3) bol pouzity nanasaci pufer A
(0,1 M CAPSO; 0,3M NaCl; 0,1 mM MnCl,; 0,1 mM CaCly; pH 11,0) aclu¢ny pufer B
(0,5 M imidazol; 0,1 M CAPSO; 0,3 M NaCl; 0,1 mM MnCl;; 0,1 mM CaCly; pH 11,0).

Pocas purifikacie boli z Ni-NTA kolony postupne zvySujlicou sa silou imidazolu
uvolniované zachytené proteiny. Z kazdej frakcie boli vytvorené vzorky, ktoré boli podrobené
SDS-PAGE (Obrazok ¢. 23). Proteiny na 10% polyakrylamidovom géli boli zviditenené
pomocou Coomasie blue. Kvdli vel'mi nizkej koncentrécii proteinu PSL2 vo vzorkach po eltcii
imidazolom bola tato Cast’ gélu ofarbend striebrom. Po vykonani tohto kroku boli na géli
pozorované pruzky proteinu o oCakdvanej velkosti proteinu PSL2 s fiznym proteinom
tioredoxinom (42 kDa). Vzorky z polyakrylamidového gélu boli poslané na MS analyzu. Pocas
¢akania na vysledky bol vykonany imunobloting s vybranymi vzorkami z purifikacie proteinu

PSL2 s tioredoxinom.
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Legenda usekov zo
zaznamu purifikacie:
Nezachytené proteiny
Elucia 25 mM imidazolom
Elucia 50 mM imidazolom
Elucia 100 mM imidazolom
Elucia 150 mM imidazolom
Elucia 250 mM imidazolom
Elucia 500 mM imidazolom
Eltcia MiliQ H,O
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Graf ¢ 3: Zdznam z purifikacie proteinu PSL2 s tioredoxinom produkovaného bunkami E. coli
Rosetta2(DE3)pLysSRare vykonanej pomocou metaloafinitnej chromatografie na Ni-NTA kolone
(5ml (3x2cm))

1 234 56 7 8 91011 12 13 Legenda: vzorky po purifikdcii
pr— = T pomocou FPLC:

‘ 1- Nezachytené proteiny
45 kDa 5 3 2- Nezachytené proteiny
3- Elucia 25 mM imidazolom
4- Elucia 50 mM imidazolom
5- Elucia 50 mM imidazolom
. 6- Standard 6,5 — 200 kDa
42 kDa (AppliChem)

| 7- Elucia 50 mM imidazolom
8- Elucia 100 mM imidazolom
9- Elucia 150 mM imidazolom
10- Elucia 250 mM imidazolom
29 kDa 11- Elucia 500 mM imidazolom
12- CS
13- ClI

Obrazok ¢. 23: Vysledok SDS-PAGE so vzorkami odoberanymi pocas purifikacie proteinu PSL2
S tioredoxinom  pomocou metaloafinitnej chromatografie  swyuzitim  Ni-NTA  kolony
(10% polyakrylamidovy gél)

2.8. Imunobloting

Pre potvrdenie pritomnosti proteinu PSL2 s tioredoxinom aspoii v minimalnom mnozstve

Vo vybranych vzorkach po purifikécii z predchadzajucej kapitoly, boli niektoré vzorky po elucii
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imidazolom podrobené imunoblotingu. Vo vysledku (obrazok ¢. 24) sa vSak nepodarilo protein
PSL2 potvrdit ani v jednej z elu¢nych frakcii. Po imunodetekcii sa zobrazil slaby pruzok
proteinu o¢akavanej velkosti (42 kDa) vo frakcii nerozpustnych proteinov (Cl), ¢o potvrdzuje
produkciu proteinu PSL2 s tioredoxinom V E. coli. Na membrane Ssa po imunitnej reakcii
zobrazili aj iné proteiny v rozpustnej frakcii (CS). Ked’Ze sa vizualizovali aj ostatné proteiny
0 roznych velkostiach, vysledky tohoto experimentu nemozno povaZzovat za adekvatne.
Nedosiahnutie o¢akavanych vysledkov mohlo byt sposobené pouzitim polyklondlnej protilatky
Tioredoxin 1 (Polyclonal Rabbit Antibody). Z toho dévodu sa pre vacsiu Specifickost’ reakcie

pouzivaji monoklonalne protilatky (42), ktoré avsak neboli k dispozicii.

PS PM CI CS C5 ALNP|PSPM CI CS C5 ALNP(PSPM CI CS C5 ALNP

l ‘
-
= & A =
Kontrolny gél G¢l po imunoblotingu Nitrocelul6zovd membrana

po imunodetekcii proteinu
protilatkou Tioredoxin 1

Legenda:
PS — Prestained Protein Marker, Broad Range, 7-175 kDa (NEB)

PM — Standard 6,5 -200 kDa (Applichem)

Cl — Nerozpustna frakcia

CS — Rozpustné priteiny

C5 — Elucia 30% (150 mM) imidazolom — purifikacia na NiNTA kolone
Al — Elucia 5% (25 mM) imidazolom — purifikacia na NiNTA kolone
NP — Nezachytené proteiny — purifikacia na NiNTA kolone

Obrazok ¢. 24: Detekcia proteinu PSL2 s tioredoxinom vo vybratych vzorkdch z purifikacie pomocou
imunoblotingu za vyuzitia protilatky tioredoxin 1 (10% polyakrylamidové gély)

Tento vysledok bol nasledne potvrdeny aj vysledkami z MS analyzy. Pritomnost’ proteinu
PSL2 s fiznym tioredoxinom bola dokdzana len vo vzorkdch v nenaviazanych proteinoch
a v rozpustej frakcii (pozri priloha ¢. 7, vzorky €.1 - 4). Prazky s podobnou vel'kostou akit ma
protein PSL2 s tioredoxinom viditeI'né po ofarbeni striecbrom patria GAPDH z Candida albicans.
GAPDH je klasicky enzym glykolyzy, s ktorym sa pracuje v nasom laboratoriu. Gén tohto
enzymu bol modifikovany tak, aby obsahoval na oboch koncoch polyhistidinova kotvu (43).
Pravdepodobne bola Ni-NTA koléna najprv pouzita na purifikaciu tohto rekombinantného

enzymu, anasledne na purifikdciu proteinu PSL2 s tioredoxinom, v dosledku coho bola
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pozorovand kontamindcia. Téa spdsobila skreslenie vysledkov purifikacie proteinu PSL2
s tioredoxinom.

Odhliadnuc od pritomnosti kontaminacie, protein PSL2 nebol pritomny vo vzorkach
odoberanych pocas elucie imidazolom ani v malom mnozstve. Bola by mozna optimalizécie
podmienok purifikacie ale zcasovych dovodov bolo od pouzivania konStruktu

PRSET A _Thio(HP)TEV _psl2 pre zisk proteinu PSL2 upustené.

2.9. Purifikacia PSL2 s dvomi oligohistidinovymi kotvami
(N-6xHis_NusA_6xHis_TEV_psl2)

Bunky E.coli kmena BL21(DE3) transformované pomocou  konstruktu
N-6xHis_NusA_6xHis_TEV psl2 boli kultivované v 500 ml tekutého sterilného LB média.
Takto ziskana kultara bola spracovana a bunky boli rozsuspendované v 15 ml pufru A. Dalej boli
bunky dezintegrované (2,5 cyklu sonikacie) a centrifugované (45 min, 14000 rpm, 4 °C).
So ziskanym lyzatom bola prevedena purifikacia pouzitim nanasaciecho A pufru (20 mM Tris,
150 mM NaCl, 100 uM CaCl,, pH 8,0) a elu¢ného pufru B (500 mM imidazol, 20 mM Tris,
150 mM NaCl, 100 uM CacCl,, pH 8,0). Nanasanie vzorky (12 ml) na kolénu Ni-NTA bolo
prevedené prietokom 0,3 ml.min™. Po naneseni vzorky na Ni-NTA kolonu prebiehali vsetky
ostatné kroky purifikacie pri prietoku 1 ml.min™.

Postupne zvySujuca sa koncentracia pouzitého imidazolu, sposobovala na zdzname
(Graf ¢. 4) odpoved” v podobe pikov, ktoré mohli, ale nemuseli znamenat' pritomnost
eluovanych proteinov, pretoze aj samotny imidazol spdsobuje zmenu absorbancie. KedZe
velkost” piku nemusi znazorfiovat’ pritomnost’ proteinu PSL2 s NusA fuznym proteinom, na
zistenie jeho zastipenie v eluovanych frakciach ajeho Cistoty, bola vykonana elektroforéza

eluovanych vzoriek.

Obrazok ¢. 25 zobrazuje, ze frakcie eluované pomocou imidazolu neobsahuju ciel'ovy
protein PSL2 s NusA fuznym proteinom. V jamke ¢€.4, ktora reprezentuje podiel proteinu
Vv nerozpustnej forme sa nachadza vel’ky prizok proteinu, ktory velkostou zodpoveda proteinu
PSL2 s NusA fuznym proteinom (cca 86 kDa). Na zéklade podielu pritomnosti tohto proteinu
v CS a CI frakciach (pozri v predchadzajtcej kapitole 2.5.2: Obrazok ¢. 19) bol vyvodeny zaver,
ze protein je produkovany vyrazne, az vyhradne, v rozpustnej forme. AvSak po porovnani tohto
zaveru z testu rozpustnosti proteinu PSL2 s vysledkom vzoriek po purifikdcii bolo usidené, ze
pomocou purifikacie nebol ziskany protein PSL2 s NusA fuznym proteinom kvoli nedostatocne;j

dezintegracii buniek.
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Legenda usekov zo zaznamu
= 1 purifikacie:
1. Nezachytené proteiny
------ 2. Elucia 25 mM imidazolom
1 3. Elucia 100 mM imidazolom
| = | 4. Elcia 200 mM imidazolom
5. Elucia 500 mM imidazolom
L N 6. Elacia 500 mM imidazolom |
+ pemyvanie pumpy A 6
L pomocou 2% SDS } |
\ 7. Elacia 2% SDS 1
| 8. Elucia 6 M GuHCI
| 9. odpad ‘
I| S
.I 7 9
=T =y
5
AN 1
. 2 3 4 | - M
", ——. — / \
k\.__ s - - \ -
- A . B
d F & = o ok 5] do b 30 - 5 5
1 2 34 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 Legenda: vzorky po purifikdcii
i : pomocou FPLC:
- 1. Pred indukciou
T B 116kDa | 2. Po indukcii
w<— 3 CS
g6kpa | 4 Cl
- 5. Nezachytené proteiny
6. Elucia 25 mM imidazolom
7. Elucia 100 mM imidazolom
P, S 8. Eltcia 100 mM imidazolom
— 9. Elucia 200 mM imidazolom
10. Elacia 500 mM imidazolom
- 11. Elacia 500 mM imidazolom
F | + premyvanie pumpy 2% SDS
12. Elucia 2% SDS
13. Elucia 6 M GuHCI
14. Standard 6,5 — 200 kDa
(AppliChem)

Obrazok ¢. 25:Gél po SDS-PAGE so vzorkami po 1. purifikdcii proteinu PSL2 s NUSA fiiznym proteinom
a dvomi oligohistidinovymi kotvami na Ni-NTA kolone (10% polyakrylamidovy gél)

Preto pri nasledujucej purifikacii boli bunky sonikované vo vd¢Som objeme pufru A
(25 ml). Sonikacia prebehla klasicky v dvoch cykloch. Nanésanie vzorky (23 ml) na kolonu
Ni-NTA bolo vykonané za prietoku 0,3 ml.min™. Purifikdcia po naneseni vzorky prebiehala
pri prietoku 1 ml.min™ apred 100% gradientom imidazolu bol zastaveny prietok na 30 min.

Na purifikaciu boli pouzité tie isté pufre ako pri predchadzajicej purifikacii az na elu¢ny pufer,
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v ktorom bola zvySena koncentracia imidazolu na 1 M. Graf ¢. 5 zobrazuje piky, napovedajuce,

z ktorych frakcii bolo treba odobrat’ vzorky pre vykonanie SDS-PAGE.

s200 Legenda usekov zo zaznamu
2000 1 purifikacie:
s 1. Nezachytené proteiny
2. Elucia 30 mM imidazolom
= 3. Elucia 100 mM imidazolom
2400 4. Elacia 1 M imidazolom
2200 5. Eluacia MlllQ Hzo
2000 6. Eluacia 2% SDS

Graf ¢. 5: Zdaznam z 2. purifikdacie proteinu PSL2 s NusA fiznym proteinom a dvomi oligohistidinovymi
kotvami produkovaného bunkami E. coli BL21(DE3) vykonanej pomocou afinitnej chromatografie
na Ni-NTA koléne, (5 ml (3 x 2 cm))
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Obrdzok ¢. 26: Gél po SDS:PAGE so vzorkami po 2. purifikacii proteinu PSL2 s NusA fiiznym proteinom
a dvomi oligohistidinovymi kotvami na Ni-NTA kolone (10% polyakrylamidovy gél)

Obrazok ¢. 26 znazoriuje, ze vacSina rekombinantného proteinu PSL2 o predpokladanej

velkosti cca 86 kDa je v nezachytenych frakciach a vo frakciach po elucii 2% SDS. Naopak,
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tento protein eluovany pomocou 1 M imidazolu je vo velmi nizkej koncentracii a nevhodnej
Cistote. Preto bola pomocou koncentraénych skumaviek (Vivaspin® 20) zakoncentrovana frakcia
po elticii MiliQ vodu (z 11 ml na 0,9 ml o ¢ = 0,32 mg.ml™).

Vzorka zakoncentrovaného proteinu PSL2 bola odovzdand na vykonanie funkénych
stadii pomocou metody povrchovej plazmoénovej rezonancie (SPR) do zdielaného laboratéria
institacie Interakcie a kryStalizacie biomolekal (CEITEC). Tento protein nepreukazoval ziadnu
vézbovu aktivitu k imobilizovanym sacharidom na pouzitych ¢ipoch. Na podporu lepsiecho
zbalovania proteinu PSL2 a pre obmedzenie zachytdvania neSpecifickych proteinov na kolonu
bola zvySena koncentraciu soli v pufroch Aagj B
(150 mM — 300 mM). Bunky BL21(DE3) transformované konStruktom
N-6xHis_NusA_6xHis_TEV_psl2 boli kultivované v 500 ml sterilného LB média. Pri dosiahnuti
optimalnej optickej denzity (ODggpo ~ 0,5) bola bunkova kultira indukovana znizenou
koncentraciou IPTG (0,25 mM), ¢im sa znizila rychlost’ tvorby proteinu PSL2 resp. jeho
nadprodukcia. Tym bol ziskany ¢as na lepSie a pomalSie zbalenie proteinu PSL2. Kultura bola
pred sonikaciou rozsuspendovana v 40 ml pufru A. Sonikacia takto pripravenych buniek
prebiehala v 2 opakovaniach. NanaSanie lyzatu (40 ml) na kolonu Ni-NTA bolo vykonané
za prietoku 0,3 ml.min™. Ostatné kroky purifikacie prebichali pri prietoku 1 ml.min™ Pred 100%
gradientom imidazolu bol pozastaveny prietok po dobu 45 min. Na purifikaciu boli pouzité
pufre: nanasaci A pufer (20 mM Tris, 300 mM NaCl, 100 uM CaCl,, pH 8,0) a elu¢ny B pufer
(IM imidazol, 20 mM Tris, 300 mM NacCl, 100 uM CaCl,, pH 8,0), pricom bola na eltaciu
pouzita aj SO mM EDTA (v roztoku 20 mM Tris, 300 mM NacCl) (Graf ¢.6).
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Graf ¢. 6: Zaznam z 3. purifikacie proteinu PSL2 S NusA fuznym proteinom a dvomi oligohistidinovymi
kotvami produkovaného bunkami E.coli BL21(DE3) vykonanej pomocou afinitnej chromatografie
na Ni-NTA4 kolone (5 ml (3 x 2 cm))
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Obrdzok ¢. 27: Gél po SDS-PAGE so vzorkami po 3. purifikacii proteinu PSL2 s NusA fuznym proteinom
a dvomi oligohistidinovymi kotvami na Ni-NTA kolone (10% polyakrylamidovy gél)

Frakcie po elucii pomocou EDTA boli dialyzované ((3 x 10 1) 20 mM Tris, 100 mM
NaCl, 1 mM CacCl,, pH 8,0), pri¢om do ¢reva bol pridany roztok 30 mM CaCl; pre navratenie

iénov Ca?* do pufru, ktoré boli vyviazané EDTA. Ziskany protein PSL2 bol zakoncentrovany
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na0,11 mloc=1,02 mg.ml'l. Tento protein bol podrobeny CD spektroskopii a hemaglutinacii.
Protein PSL2 po eltcii MiliQ vodou bol tieZ zakoncentrovany za zisku 0,8 ml o ¢ = 0,23 mg.ml™
(koncentracia proteinu bola merana spektrofotometricky pri 280 nm). Cast’ proteinu eluovaného
MiliQ vodou bol tiez podrobeny hemaglutinacii, CD spektroskopii a SPR. Zbytok proteinu
eluovaného MiliQ vodou bol lyofilizovany (Free Zone 6 (Labconco)) a zamrazeny na -20 °C.
Pomocou MS analyzy bola potvrdena pritomnost’ proteinu PSL2 s NusA proteinom v oboch
vzorkach (priloha ¢. 8).

Vicsina PSL2 proteinu sa po purifikacii stale nachadza v nezachytenej frakcii a vo frakcii

po elucii 2% SDS (Obrazok ¢. 27). Tato skuto¢nost’ sa da vysvetlit’ roznymi sposobmi.

Pritomnost’ proteinu PSL2 s NusA fiznym proteinom V nezachytenych frakcidch moze

byt vysvetliteI'na presiahnutou kapacitou kolony, ked’ze protein PSL2 s NUsA fiznym proteinom
a dvomi oligohistidinovymi kotvami je velky 84 kDa a pri naviazani na kolénu sa uplatiuju
stérické efekty. Rovnako v bunkovom lyzate nanaSanom na Ni-NTA kolonu méze byt radovo
zhodny pomer molarnych koncentracii proteinu PSL2 a Ca*?ionov, ktoré boli do pufru
pridavané v podobe CaCl, (¢ = 100 uM). To mdZe zapricifiovat, Ze Ca*? idny vytlacaji protein
PSL2 z vdzbového miesta na kolone. Tiez plati, ze ¢im je nizSie pH pufru, tym je nizsia
interakcia oligohistidinovej kotvy s matricou.

Pre overenie tychto hypotéz bol vykonany porovnavaci test (pozri Graf ¢. 7,
Obrazok ¢. 28 a Graf ¢. 8, Obrazok ¢. 29), pri ktorom boli bunky BL21(DE3) obsahujtce
konstrukt
N-6xHis_NusA_6xHis_TEV_psl2 sonikované v dvoch rozdielnych pufroch (#pH, s abez
pridavku Ca?* i6nov).

1. test - pufer A1: 20 mM Tris, 300 mM NaCl, 100 uM CacCly,, pH 8,0

pufer B1: 1 M imidazol, 20 mM Tris, 300 mM NacCl, 100 uM CaCl,, pH 8,0

2. test - pufer A2: 20 mM Tris, 300 mM NaCl, pH 6,0

pufer B2: 1 M imidazol, 20 mM Tris, 300 mM NaCl, pH 6,0

V oboch pripadoch bol pelet z 500 ml kultary dezintegrovany v dvoch opakovaniach,
rozsuspendovany v 40 ml pufru A (1 alebo 2). Na kolénu bol nanasany bunkovy lyzat
0 znizenom objeme 10 ml (rychlostou prietoku 0,3 ml.min™, ostatné kroky purifikacie prebiehali
za prietoku 1,0 ml.min™) kvoli zisteniu vplyvu stérickych efektov na vizbu proteinu PSL2

s dvomi oligohistidinovymi kotvami na Ni-NTA kolonu.
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Graf ¢. 1. Zaznam z 4. purifikacie proteinu PSL2 s NusA fiiznym proteinom a dvomi oligohistidinovymi
kotvami produkovaného bunkami E. coli BL21(DE3) vykonanej pomocou afinitnej chromatografie
na Ni-NTA4 koléne (5 ml (3 X 2 cm)), bunkovy lyzdt nandsany v objeme 10 ml, pH 8,0
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Obrazok ¢. 28: Gél po SDS-PAGE so vzorkami po 4. purifikdcii proteinu PSL2 s NusA fiiznym proteinom
a dvomi oligohistidinovymi kotvami na Ni-NTA kolone (10% polyakrylamidovy gél)
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Graf ¢. 8 Zaznam z 5. purifikacie proteinu PSL2 s NusA fiiznym proteinom a dvomi oligohistidinovymi
kotvami produkovaného bunkami E. coli BL21(DE3) vykonanej pomocou afinitnej chromatografie
na Ni-NTA4 koléne (5 ml (3 X 2 cm)), bunkovy lyzdt nandsany v objeme 10 ml, pH 6,0
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Obradzok ¢. 29: Gél po SDS-PAGE so vzorkami po 5. purifikdacii proteinu PSL2 s NusA fuznym
proteinom a dvomi oligohistidinovymi kotvami na Ni-NTA kolone (10% polyakrylamidovy gél)

Pri porovnani grafov ¢. 7 a 8 napriek podobnému priebehu purifikacie, sa pri pH 6,0
pusta relativne malo necistot. Uz v tomto kroku sa graf ¢. 8 vyrazne 1iSi, pretoze po elucii
necistot 100 mM imidazolom (pik 2) sa samovolne z koldny pustili d’alSie proteiny, ktoré boli
zaznamené v podobe malého piku (pik 3). Naopak po elucii pomocou 1M imidazolu sa vytvoril
vysoky pik, ako odozva na pustenie sa d’alSich proteinov z kolony. Z Obrazka ¢.29 vyplyva,

ze proteiny, ktoré sa pustali 1M imidazolom s fragmenty proteinu PSL2 s NusA faznym
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proteinom a dvomi oligohistodinovymi kotvami. Tento fakt bol potvrdeny aj MS analyzy
vybranych prazkov zo zItého ram¢eka (pozri priloha ¢. 9).

Po porovnani velkosti pruzkov (Obrazok ¢. 29) proteinov eluovanych pomocou 1M
imidazolu (jamka ¢. 5 a6) apo samovolnej elicii 100mM imidazolom (jamka ¢. 4) bolo
usudené, ze fragmenty ciel'ového proteinu sa zacali z kolony puustat’ uz pri nizsej koncentracii
imidazolu. Pomocou purifikacie pri pH 6,0 sa sice podarilo odstranit’ protein zaujmu
z nezachytenych frackii a z frakcie po elucii pomocou 2% SDS, ale zaroven nizke pH spdsobilo
jeho Stiepenie eSte pred nanaSanim na kolonu. Ak by sa aj nad’alej uvazovalo o znizovani pH
pufru, muselo by sa preskimat’, aké pH by bolo pre protein PSL2 optimalne.

Vdaka rozstiepeniu proteinu pri nizkom pH sa nepodarilo overit’ teoriu o radovo
zhodnom pomere molarnych koncentracii proteinu PSL2 a Ca*? iénov.

V tychto dvoch purifikaciach bol v porovnani s 3. purifikdciou na kolénu naneseny
Yaobjem lyzatu ale na Obrazku ¢. 28 je znovu zobrazeny velky pruzok proteinu PSL2
v nezachytenych frakciach. Tento vysledok popiera teoriu otom, ze v predchadzajucich
prrifikaciach bola prekro¢ena kapacita Ni-NTA kolony.

Dal$imi moznostami nenaviazania proteinu PSL2 na kolénu moze byt nespravne
zbalenie proteinu PSL2 pri dezintegracii buniek alebo vel'mi kratka doba pocas ktorej je protein
PSL2 stabilny po sonikacii buniek. To by sa dalo riesit’ pridavkami aditiv alebo stabilizatorov do
pufru.

Naopak pritomnost’ proteinu PSL2 vo frakcii eluovanej 2% SDS méze byt spdsobena

vysokou afinitou dvoch oligohostidinovych kotiev ku Ni-NTA kolone. Sila vdazby medzi
proteinom a i6nom kovu je ovplyvnena viacerymi faktormi. Patria sem dizka, pozicia a doba
pocas ktorej bola oligohistidinova kotva vystavend mozZnosti vizby na kolénu, typ pouzitého
i6nu a matrice a hodnoty pH pufru. Pre overenie tejto tedrie by sa dali pouzit’ kolony s menSou
afinitou ku histidinom a teda ku oligohistidinovej kotve. Tato afinita sa da regulovat’ pouzivanim
roznych chelataénych skupin naviazanych na matricu. NajpouzivanejSie st IDA a NTA. Sila
akou tieto matrice dokazu viazat' ion (Ni?*) je dana po&tom vizieb. NTA je 4 mocna a IDA je
3 mocna. Obe via§ viazu Ni%* pomocou 2 vizieb. Z tohto dovodu ma IDA niZSiu afinitu ku Ni?
16nom, ktoré sa pocas purifikacie mozu vyplavovat’ skor.

Pre purifikdciu rekombinantnych proteinov sa pouzivaji cu®, Ni**, zn?*, Co* i6ny
naviazané na spominané chelata¢né skupiny. Od Cu®* vzrasta Specifickost’, ale klesa afinita
ku proteinom. Mohol by sa pouzit’ napriklad Co®" i6n, ktory ma nizku afinitu, a zaroveii vytvéra

vysoko specificka vézbu, takze zniZuje pritomnost’ neziaducich proteinov v eluate.
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Ak by rekombinantny protein PSL2 naozaj vykazoval silnG afinitu ku Ni** iénom
na kolone vd’aka dvom oligohostidinovym kotvam, dala by sa vyuzit pritomnost’ miesta pre
TEV proteazu v rekombinantnom proteine PSL2 (N-6xHis_NusA_6xHis_TEV_PSL2), ktora by
odstiepila protein PSL2 z kolony v mieste medzi oligohistidinovymi kotvami a samotnym
proteinom PSL2. Této reakcia je avsak zdihava a finanéne naro¢na.

Protein PSL2 mo6ze byt’ uz pri nandsani na kolonu ¢iastocne vyzrazany alebo zle zbaleny
(ako bolo vyssie spomenuté), a preto sa moéze drzat' na koldne inak ako cez oligohistidinova
kotvu. Takyto protein sa po eltcii 2% SDS uz len rozvol'ni a pusti z kolony. Ak by tato tvaha
bola spravna, nebolo by mozné eluovat protein PSL2 pomocou EDTA. Tuto hypotézu
potvrdzuje polyakrylamidovy gél so vzorkami z 3. purifikacie (Obrazok ¢. 27), kedy sa protein
PSL2 eluoval pomocou EDTA len vo vel'mi malom mnozstve. Tento vysledok znaci, ze protein
na kolone pravdepodobne nedrzi silno cez oligohistidinové kotvy, ale prave naopak, ze kotvy
pravdepodobne nie su vyuzivané na vdzbu na kolénu a protein sa na kolénu viaze inak ako cez
oligohistidinové kotvy na svojich koncoch.

Aj napriek tomu, Ze sa sekvenaciou potvrdila spravna priprava DNA konStruktu
s vlozenym génom psl2 s oligohistidinovymi kotvami na jeho N-konci, nemusi sa takyto
rekombinantny protein na koldonu nutne cez tieto kotvy viazat. To moze byt sposobené zbalenim
proteinového N-/C-konca dovnutra proteinu (44). Avsak predikcia 3D Struktury na zéaklade
aminokyselinového sekvenéného preloZzenia proteinu PSL2 s NusA fiznym proteinom a dvomi
oligohistidinovymi kotvami pomocou bioinformatického nastroja Phyre2 (Obrazok ¢. 30)
zobrazuje, Ze by sa protein mal zbal'ovat’ tak, aby jeho N- (Cervena farba) aj C- (modra farba)
koniec boli vol'ne pristupné. Tento program nasiel 50% zhodu medzi proteinmi PSL2 o ConA
(45).

Obrdzok ¢. 30: predikovand 3D Struktura rekombinantného proteinu N-6xHis_NusA_6xHis PSL2
na zaklade sekvencnej podobnosti pomocou bioinformatického ndstroja Phyre2 (45); diuhové zobrazenie
od cervenej (N-koniec) po modru farbu (C- koniec)
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2.10. CD spektroskopia

Pomocou CD spektroskopie bolo Studované zbalenie proteinu PSL2 ziskaného
z 3. purifikacie po elacii pomocou EDTA ako aj po elacii pomocou MiliQ vody. Graf ¢. 9
zobrazuje krivky z merania proteinu PSL2 s NusA fuznym proteinom (c = 0,44 mg.ml™)
po elucii pomocou 50 mM EDTA. CD spektroskopickym meraniam boli podrobené vzorky po
filtracii (velkost porov 0,2 um) ako aj vzorky nefiltrované. Protein po elucii MiliQ vodou
poskytol podobné vysledky.Vysledky merani potvrdzuju, Ze sa protein PSL2 s NusA fiznym
proteinom zbal'uje spravne. Podla tvaru kriviek je sekundarna Struktira tohto proteinu z Casti
tvorena a-helixom az casti B- skladanym listom. Program Phyre2 predikoval zlozenie
sekunarnej $truktury proteinu PSL2 s NusA proteinom s 30 % obsahom B-skladaného listu
a 34% obsahom a-helixu (Obrazok ¢. 30).
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Graf ¢ 9: Vysledné krivky z CD spektroskopie - proteinu PSL2 s NUSA fiiznym proteinom a dvomi
oligohistidinovymi kotvami po elucii pomocou 100 mM EDTA z 3. purifikdacie, nefiltrovand vzorka,
¢ = 0,44 mg.ml™, po odcitani signdlu pufiu

2.11. Testy aktivity

Hemaglutinacia

Protein PSL2 sNusA fuznym proteinom (¢ = 1,02 mg.ml™) ziskany z 3. purifikacie

po elucii pomocou 50 MM EDTA bol pouzity na hemaglutina¢né testy v koncentrovanej ako aj
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v zriedenej forme (riedenie 1:1 s pufrom A). Tak isto bol podrobeny hemaglutinacii protein
PSL2 ziskany ztej istej purifikicie eliciou pomcou MiliQ vody oc = 0,32 mg.ml™. Na
experiment boli pouzité krvné skupiny A+, B+, 0-.

N.K.

P.K.

0,5
mg.ml™*
PSL2
EDTA

mg.ml™
PSL2
EDTA

0,23
mg.ml™*
PSL2
MiliQ

Obrazok ¢. 31: Vysledky hemaglutinacie pri pouziti krvnych skupin 0-, A+, B+ s proteinom PSL2
S NusA fuznym proteinom a dvomi oligohistidinovymi kotvami ziskanym eluciou pomocou EDTA;
P.K.= pozitivna kontrola;, N.K. = negativna kontrola

Pri ziadnej podmienke neprebehla hemaglutinacia (Obrazok ¢&. 31), ¢o modze byt
sposobené Specifickostou voc¢i inym cukrom ako tym, ktoré st exponované na povrchu
erytrocytov jednotlivych krvnych skupin. Ako je spominané v kapitole (Lektiny v hrachu
siatom), PSL2 protein by mohol byt $pecificky vo¢i D-manodze a D-glukoze.
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Teoria 0 moznej Specifickosti proteinu PSL2 vo¢i D-mandze bola Ciastnocne testovana

aj V spolupraci so zdielanym laboratériom Interakcie a krystalizacie biomolektl (CEITEC).
RU
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Obrizok ¢. 32: SPR krivky proteinu PSL2 s NusA fiiznym proteinom (¢ = 0,32 mg.ml™), ktory bol
eluovany MiliQ vodou, ¢ip HC200M (Xantec)

Boli vykonané testy SPR na ¢ipe HC200M (Xantec) (Obrazok ¢. 32). Najvyssia odozva
viazby proteinu PSL2 sNusA flznym proteinom, ktory bol eluovany MiliQ vodou
(c=0,32 mg.ml'l) je na kanali s D-manozou. Pre potvrdenie interakcie by boli potrebné este

d’'al$ie experimenty, na ktoré uz nezostal ¢as.
b
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V.Zaver

Jednym z mnozstva lektinov, ktorym sa zaobera vyskumna skupina Glykobiochémie je
hypoteticky lektin PSL2. Na jeho pripravu a nasledné $truktrne - funkéné Stidie bola zamerana
tato diplomova praca.

Bolo nadviazané na predchadzajice vysledky vyskumu proteinu PSL2. Gén psi2 bol
V minulosti na naSom pracovisku vlozeny do réznych druhov DNA konstruktov uréenych na
expresiu génu v odliSnych expresnych organizmoch. Protein PSL2 v rozpustnej forme sa, avsak,
pomocou takto modifikovanych buniek expresnych organizmov E. coli, P. pastoris
a S. cerevisiae neporadilo ziskat’ v dostatocnom mnozstve.

V ramci diplomovej prace boli vykonané testy expresie génu psl2 vlozeného do
konstruktu pRSET A_Thio(HP)TEV_psl2 (vopred pripraveny na nasom pracovisku) v tychto
4 kmenioch buniek E. coli: Arctic Express(DE3)RIL (Stratagene), BL21(DE3) (Stratagene),
Tuner(DE3) (Novagen), Rosetta2(DE3)pLysSRare (Novagen). Napriek rozsiahlym testom
produkcie proteinu PSL2 nebola uspesne najdena podmienka pre tvorbu dostatocného mnozstva
proteinu PSL2 v rozpustnej forme. Z toho dovodu sa pristapilo k dizajnu a priprave d’alSich
4 konstruktov.

Bol vytvoreny navrh na vlozenie génu psl2 v dvoch podobach do konstruktu pET-44b.
Vyhodou tychto konstruktov bolo, ze obsahuji gén pre vysoko rozpustny NusA fuzny protein.
Prvy konstrukt bol navrhnuty s oligohistidinovou kotvou na C-konci, druhy konstrukt obsahoval
na N-konci dve oligohistidinové kotvy. Oba konStrukty boli uréené na produkciu proteinu PSL2
Vv bakteridlnych  bunkach E. coli. Podarilo sa pripravit konstrukt pET-44b_N-
6xHis_NusA_6xHis_TEV_psl2, ktorym boli transformované tieto kmene buniek E. coli: Arctic
Express(DE3)RIL a Rosetta2(DE3)pLysSRare. Bola optimalizovana produkcia proteinu PSL2
Vv rozpustnej forme, nasledne bol protein purifikovany a Struktirne -funkéne testovany.

Pocas diplomovej prace boli pripravené d’alSie 2 konStrukty urcené pre produkciu PSL2
proteinu v expresnom organizme L.tarentolae. Jeden z pripravenych vektorov bol nasledne

uspesne transfekovany do buniek tychto prvokov.
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VI.Summary

One of the lectins of inetrest of the research group Glycobiochemistry is the hypothetical
lectin PSL2. This Master's thesis is foccused on the preparation and subsequent structural
- functional study of PSL2 protein.

We continued on previous research results of PSL2 protein production. psl2 gene was
formerly embedded into different types of DNA constructs designed for gene expression
in different organisms in our laboratory. Using such modified expression organisms E. coli,
P. pastoris or S. cerevisiae PSL2 protein was not obtained in his soluble form in sufficient
quantity.

Testing the expression of the pls2 gene which was inserted into the construct pRSET
A Thio (HP) TEV psl2 (previously prepared in our workplace) in these 4 strains of E. coli
Arctic Express (DE3) RIL (Stratagene), BL21 (DE3) ( Stratagene), Tuner (DE3) (Novagen),
Rosetta2 (DE3) pLysSRare (Novagen) were performed in this Master’s thesis. Despite
of the extensive testing of the PSL2 protein production a condition for the production
of adequate quantity of PSL2 protein in his soluble form has not been successfully found.
Because of this fact, it was acceded to design and prepare another 4 constructs.

A design to insert two forms of gene psl2 into construct pET-44b was created.
The advantage of these constructs was a content of the gene for the highly soluble NusA fusion
protein. The first construct was designed with oligohistidine tag at the C-terminus, the second
construct contains two N-terminal oligohistidine tags. These two constructs were designed
for the PSL2 protein production in bacterial cells of E. coli. The preparation of the construct
PET-44b_N-6xHis_NusA 6xHis_TEV_psl2 was managed by which the transformation of these
strains of E.coli cells: Arctic Express (DE3) RIL and Rosetta2 (DE3) pLysSRare
was performed. PSL2 protein production in soluble form was optimized, then the protein
was purified and the structural and functional tests were done.

Another 2 constructs for the production of the PSL2 protein in expression orgamisms
L.tarentolae were prepared and designed during the Master’'s thesis. Subsequently, one

of the prepared vectors was successfully transfected into cells of these protozoa.
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VIII.PRILOHY



Priloha ¢. 1
Navrh primerov pre konstrukt pET-44b N-6xHis NusA 6xHis TEV psl2

0 ivity):
e Restriktazy: Silgly a PUfC(:aEt(Slr(r)lgrf) activity):

Templat: pMAT N-6xHis TEV psl2:

His kotva TEV proteaza psl2
5’ATGAAATTCCATCACCATCACCATCACESIY X lcaVNRRRIoXejfele  TCTCCT TCAA

CTTCCCAAAGATCACTCCAGGTAACACTGCTATCACATTGCAGGGTAACGCTAAGATTTTGG
CTAACGGTGTTTTGGCTTTGACTAACTCCACTCAGATCCCACCAACTACTACTTTCCCATCCA
CTGGTAGAGCCTTGTACTCCACTCCAGTTCCATTGTGGGACTCTGCTACTGGTAACGTTGCTT
CCTTCGTTACAAGTTTCTCCTTCGTCATCTTGAACCCATCCGGTAGAGTTCCAACTGACGGTT
TGGTTTTCTTCATTGCTCCACCAGACACTGAGATCCCAAACAACTCCCAATCCCAGTACTTGG
GTGTTGTTGACTCCAAGACTTCCATCAACAGATTCGTTGGTTTGGAGTTCGACTTGTACGCTA
ACTCCTTCGACCCTTACATGAGACACATCGGTATCGATATCAACTCCTTGATCTCCACTAAGA
CTGTTAGATACAACTTCGTTTCCGGTTCCTTGACTAAGGTTACTATCATCTACGACTCCCCAT
CCAACACTTTGACTGCTGTTATCACTTACGAGAACGGTCAGATTTCCACTATCTCCCAGAAC
GTTGACTTGAAGGCTGTTTTGCCAAAGGACGTTTCCGTTGGTTTCTCCGCTACTTCCACTATT
GCTGTTTCCCACAACATCCACTCTTGGTCCTTCACTTCCAACTTGGAGGCTACTACTGGTAAC
ATCGTTTCCCAGGTTTAA3"

PRIMERY:
e priamy: ¢.622
5 GCCIXRINEYJA TGAAATTCCATCACCATCACC 3
Dizka 31
Obsah GC 45.2 %
T. ni 4°

e reverzny: .623
5 CCRIIINE T TAAACCTGGGAAACGATG 3
Dizka 27
Obsah GC 51.9 %
T. topenia 61.2 °C

T7 termindtor

C-koniec

‘ psi2 i

TEV proteaza
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"SVI,O / %
ey,

c

N-koniec




Navrh primerov pre konstrukt pET-44b C-6xHis TEV psl?2

e Restriktazy: SNNals 2 [EMIINe: P“fgstgr?]g‘:{" activity):

Templat: pPRSET A Thio(HP)TEV psl2(bez 6xHis)!

TEV protease -

5 CINCAVNS I KCA VNN RNIOTNCIN® | [CTCCTTCAACTTCCCAAAGATCACTCCAGGTAACACTG
CTATCACATTGCAGGGTAACGCTAAGATTTTGGCTAACGGTGTTTTGGCTTTGACTAACTCCA
CTCAGATCCCACCAACTACTACTTTCCCATCCACTGGTAGAGCCTTGTACTCCACTCCAGTTC
CATTGTGGGACTCTGCTACTGGTAACGTTGCTTCCTTCGTTACAAGTTTCTCCTTCGTCATCTT
GAACCCATCCGGTAGAGTTCCAACTGACGGTTTGGTTTTCTTCATTGCTCCACCAGACACTGA
GATCCCAAACAACTCCCAATCCCAGTACTTGGGTGTTGTTGACTCCAAGACTTCCATCAACA
GATTCGTTGGTTTGGAGTTCGACTTGTACGCTAACTCCTTCGACCCTTACATGAGACACATCG
GTATCGATATCAACTCCTTGATCTCCACTAAGACTGTTAGATACAACTTCGTTTCCGGTTCCT
TGACTAAGGTTACTATCATCTACGACTCCCCATCCAACACTTTGACTGCTGTTATCACTTACG
AGAACGGTCAGATTTCCACTATCTCCCAGAACGTTGACTTGAAGGCTGTTTTGCCAAAGGAC
GTTTCCGTTGGTTTCTCCGCTACTTCCACTATTGCTGTTTCCCACAACATCCACTCTTGGTCCT

TCACTTCCAACTTGGAGGCTACTGGTAACATCGTTTCCCAGGTTIHEE 3°

—

PRIMERY:
e priamy: ¢.624 —I
5  CGCIENEAICCGGAGAACCTGTATTTTCAGTCC 3
Dizka 33
Obsah GC 51.5 %
T.topenia 63.4 °C

e reverzny: €.625

5 O AAGCTT AACCTGGGAAACGATG 3’
LENGTH 27
Obsah GC 55.6 %
T.topenia 63.7 °C
o C-koniec

(o
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"1\9!‘»]-4 {
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Navrh primerov pre pLEXSY-IE-blecherry 4 N-6xHis TEV psl2
- sig.sekvencia

o Restriktazy: NEOINaNNotl-HF Pufer (100% activity):
CutSmart

Templat: pMAT N-6xHis TEV psl2:

His kotva TEV proteaza psl2
5’ATGAAATTCCATCACCATCACCATCACEIX e Xl IV NRRRI®e.Xeje® T CTCCTTCAA

CTTCCCAAAGATCACTCCAGGTAACACTGCTATCACATTGCAGGGTAACGCTAAGATTTTGG
CTAACGGTGTTTTGGCTTTGACTAACTCCACTCAGATCCCACCAACTACTACTTTCCCATCCA
CTGGTAGAGCCTTGTACTCCACTCCAGTTCCATTGTGGGACTCTGCTACTGGTAACGTTGCTT
CCTTCGTTACAAGTTTCTCCTTCGTCATCTTGAACCCATCCGGTAGAGTTCCAACTGACGGTT
TGGTTTTCTTCATTGCTCCACCAGACACTGAGATCCCAAACAACTCCCAATCCCAGTACTTGG
GTGTTGTTGACTCCAAGACTTCCATCAACAGATTCGTTGGTTTGGAGTTCGACTTGTACGCTA
ACTCCTTCGACCCTTACATGAGACACATCGGTATCGATATCAACTCCTTGATCTCCACTAAGA
CTGTTAGATACAACTTCGTTTCCGGTTCCTTGACTAAGGTTACTATCATCTACGACTCCCCAT
CCAACACTTTGACTGCTGTTATCACTTACGAGAACGGTCAGATTTCCACTATCTCCCAGAAC
GTTGACTTGAAGGCTGTTTTGCCAAAGGACGTTTCCGTTGGTTTCTCCGCTACTTCCACTATT
GCTGTTTCCCACAACATCCACTCTTGGTCCTTCACTTCCAACTTGGAGGCTACTACTGGTAAC
ATCGTTTCCCAGGTTTAA3"

sekrécia proteinu do BUNKY: bez signalnej sekvencie

PRIMERY:
e priamy: ¢.626
5 cGCREEIEE A TGAAATTCCATCACCATCGAG 3
Dizka 31
Obsah GC 51.6 %
T. topenia 63.8 °C
e reverzny: ¢.627
5 TTEGEGGCCECAATTAAACCTGGGAAACGATG 3
Dizka 31
Obsah GC 51.6 %
T. topenia 65.9 °C

N-koniec

:fi PLEXSY_IE-blecherry4
< 7682 bp

BleCherry



Navrh primerov pre pLEXSY-1E-blecherry 4 M N-6xHis TEV psl?2
+ sig.sekvencia

e Restriktazy: Xballa Notl-HF Pufer (100% activity):
CutSmart

Templat: pMAT N-6xHis TEV psl2:

His kotva TEV proteaza psl2
5’ATGAAATTCCATCACCATCACCATCACEIe v Xk cIV NRRRI®XCe® T CTCCI ICAA

CTTCCCAAAGATCACTCCAGGTAACACTGCTATCACATTGCAGGGTAACGCTAAGATTTTGG
CTAACGGTGTTTTGGCTTTGACTAACTCCACTCAGATCCCACCAACTACTACTTTCCCATCCA
CTGGTAGAGCCTTGTACTCCACTCCAGTTCCATTGTGGGACTCTGCTACTGGTAACGTTGCTT
CCTTCGTTACAAGTTTCTCCTTCGTCATCTTGAACCCATCCGGTAGAGTTCCAACTGACGGTT
TGGTTTTCTTCATTGCTCCACCAGACACTGAGATCCCAAACAACTCCCAATCCCAGTACTTGG
GTGTTGTTGACTCCAAGACTTCCATCAACAGATTCGTTGGTTTGGAGTTCGACTTGTACGCTA
ACTCCTTCGACCCTTACATGAGACACATCGGTATCGATATCAACTCCTTGATCTCCACTAAGA
CTGTTAGATACAACTTCGTTTCCGGTTCCTTGACTAAGGTTACTATCATCTACGACTCCCCAT
CCAACACTTTGACTGCTGTTATCACTTACGAGAACGGTCAGATTTCCACTATCTCCCAGAAC
GTTGACTTGAAGGCTGTTTTGCCAAAGGACGTTTCCGTTGGTTTCTCCGCTACTTCCACTATT
GCTGTTTCCCACAACATCCACTCTTGGTCCTTCACTTCCAACTTGGAGGCTACTACTGGTAAC
ATCGTTTCCCAGGTTTAA3"

sekrécia proteinu do MEDIA: so sicnalnou sekvenciou

e priamy: ¢.628
5 GGCREIABACAGATGAAATTCCATCACCATCACGAG 3
Dizka 36
Obsah GC 47.2 %
T. topenia 63.2 °C

e reverzny: ¢.629

5 AAATATGCGGCCGCTATAAATTAAACCTGGGAAACGATG 3’
Dizka 39
Obsah GC 41 %
T.topenia 63.7.°C
N-koniec

:fi PLEXSY_IE-blecherryd
£-N
7692 bp

Not |

C-koniec

BleCherry
utr3



Priloha ¢.2

Vzorka ¢.4: pLEXSY IE blecherry4 N-6xHis psl2 bez sign. sekvencie

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

GGGATGCTCCGCCTCGCTCGCACGCTCTTTCACGCTCCGGCTTTCCTTGCTGTGCCTTGC
Ncol

———————— CGCCCATGGATGAAATTCCATCACCATCACCATCACGAGAACCTGTATTTTC
CACCAGATCTGCCATGGATGAAATTCCATCACCATCACCATCACGAGAACCTGTATTTTC

* R R I b S b S b S b e S b I S S S b I S b I 2 b I S R I b b I b S b S b b S b S

AGTCCTTGTCCTTCAACTTCCCAAAGATCACTCCAGGTAACACTGCTATCACATTGCAGG
AGTCCTTGTCCTTCAACTTCCCAAAGATCACTCCAGGTAACACTGCTATCACATTGCAGG

R R I b S b S b S SR e S b I Sb b B S I S b SR b S b S b e S SR A S b S S 2 SR 2 b I 2b R I 2b S db S

GTAACGCTAAGATTTTGGCTAACGGTGTTTTGGCTTTGACTAACTCCACTCAGATCCCAC
GTAACGCTAAGATTTTGGCTAACGGTGTTTTGGCTTTGACTAACTCCACTCAGATCCCAC

R R I d g  dh b I a2 I db SR B S SR i S R S S R A S R S I R S b R S b S IR e dh b B A SR S b R S S R S I R S S R S i b 4

CAACTACTACTTTCCCATCCACTGGTAGAGCCTTGTACTCCACTCCAGTTCCATTGTGGG
CAACTACTACTTTCCCATCCACTGGTAGAGCCTTGTACTCCACTCCAGTTCCATTGTGGG

R R I d b a4 I a2 I dh SR S S SR S S S S R S S R S I R S b R S b S SR e dh b B B SR S b R S S R S I R S S S g b 4

ACTCTGCTACTGGTAACGTTGCTTCCTTCGTTACAAGTTTCTCCTTCGTCATCTTGAACC
ACTCTGCTACTGGTAACGTTGCTTCCTTCGTTACAAGTTTCTCCTTCGTCATCTTGAACC

R R i A b dh b I a2 i dh SR S S R i S R S S R S S R S b R S b R S b S IR e dh b B B SR S S R S S R S S R S S R S i R 4

CATCCGGTAGAGTTCCAACTGACGGTTTGGTTTTCTTCATTGCTCCACCAGACACTGAGA
CATCCGGTAGAGTTCCAACTGACGGTTTGGTTTTCTTCATTGCTCCACCAGACACTGAGA

R R S b S b S b S S b S b Sb b I Sh b b S b I SE S S S b S SR e S b S Sb 2 b Sb b I 2b b b 2b b S db b3

TCCCAAACAACTCCCAATCCCAGTACTTGGGTGTTGTTGACTCCAAGACTTCCATCAACA
TCCCAAACAACTCCCAATCCCAGTACTTGGGTGTTGTTGACTCCAAGACTTCCATCAACA

Ak khkhkhkhkhkhkkhhAhkhkhkhhkkhkhhkhkhkhhdhrhkhhkhhkkhhrhkhkhkhhkdhrhkhkhhhkhkrhkkhhhrhkkhkrhkhdxxkkx

GATTCGTTGGTTTGGAGTTCGACTTGTACGCTAACTCCTTCGACCCTTACATGAGACACA
GATTCGTTGGTTTGGAGTTCGACTTGTACGCTAACTCCTTCGACCCTTACATGAGACACA

R R d b I a4 I S b I db SR B A b S S S R S S R S I R S b e S dh I S SR A S b B A SR S b R S S S S I R S S e S i R 4

TCGGTATCGATATCAACTCCTTGATCTCCACTAAGACTGTTAGATACAACTTCGTTTCCG
TCGGTATCGATATCAACTCCTTGATCTCCACTAAGACTGTTAGATACAACTTCGTTTCCG

R R e d b I a4 I S b I S SR S I R S R S B S 2 R S b R S b e S b S IR A S b B A SR S b R S 2 R S b R S 2 e dh i 4

GTTCCTTGACTAAGGTTACTATCATCTACGACTCCCCATCCAACACTTTGACTGCTGTTA
GTTCCTTGACTAAGGTTACTATCATCTACGACTCCCCATCCAACACTTTGACTGCTGTTA

R R d I I a4 I S b S SR S A b S S S R S S R S I R S b e S S e S IR e S b B b S S b R S 2 R S b R S 2 e S b 4

TCACTTACGAGAACGGTCAGATTTCCACTATCTCCCAGAACGTTGACTTGAAGGCTGTTT
TCACTTACGAGAACGGTCAGATTTCCACTATCTCCCAGAACGTTGACTTGAAGGCTGTTT

khkhkhkhkhkhkhkhhhkhkhkhkhhkhkhhkhkhkhhkhhrhhkhkhhkkhhhhkhkhhkkhhrhkhkhkhkhkhkhrhkkhhhhkkhhrhkhkkkkx

TGCCAAAGGACGTTTCCGTTGGTTTCTCCGCTACTTCCACTATTGCTGTTTCCCACAACA
TGCCAAAGGACGTTTCCGTTGGTTTCTCCGCTACTTCCACTATTGCTGTTTCCCACAACA

khkhkhkhkhkhkhkhhhkhkhkhkhhkhkhhkhkhkhhkhhrhhkhkhhkkhhhhkhkhhkkhhrhkhkhkhkhkhkhrhkkhhhhkkhhrhkhkkkkx

TCCACTCTTGGTCCTTCACTTCCAACTTGGAGGCTACTACTGGTAACATCGTTTCCCAGG
TCCACTCTTGGTCCTTCACTTCCAACTTGGAGGCTACTACTGGTAACATCGTTTCCCAGG

R R e d b I S b S b I S SR S S b S S S I S S b S b S b S SR A S b B A b S b R S S R S I R S 2 e S i S



navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

TTTAATTGCGGCCGC AR == === = == — = m o
TTTAATTTATAGCGGCCGCCCTCCTCCTCCTTTCTTGTTCCTTTCACGTCGCCTTCTCGG

* ok ok kK kK * K

CGATCCATCAACCATAATTCGTTATTCTATTAGGCAATCATCGCGTAAGTAAACGCGCTT



Priloha ¢.3

Vzorka ¢.5: pLEXSY IE blecherry4 N-6xHis psl2 bez sign. sekvencia

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

NGATGCTCCGCCTCGCTCGCACGCTCTTCACGCTCCCGGCTTTCCTTGCTGTGCCTTGCC

Ncol

—-——-—-CGCCCATGGCGCATGAAATTCCATCACCATCACCATCACGAGAACCTGTATTTTCA
ACCAGATCTGCCATGGATGAAATTCCATCACCATCACCATCACGAGAACCTGTATTTTCA

* kK Ak kA Ak A kA A A Ak Ak Ak Ak Ak A Ak A h kA h kA kA Ak Ak Ak Ak Ak kh %k

GTCCTTGTCCTTCAACTTCCCAAAGATCACTCCAGGTAACACTGCTATCACATTGCAGGG
GTCCTTGTCCTTCAACTTCCCAAAGATCACTCCAGGTAACACTGCTATCACATTGCAGGG

R R I b I b S b S SR B S b I Sb S I S I S e S IR S b e S b S SR A S b B S S I 2 R S 2 S 2b S 2b e S db S

TAACGCTAAGATTTTGGCTAACGGTGTTTTGGCTTTGACTAACTCCACTCAGATCCCACC
TAACGCTAAGATTTTGGCTAACGGTGTTTTGGCTTTGACTAACTCCACTCAGATCCCACC

R R i d b I a4 I a2 I db SR S R i S S S R S S R S I R S b R S b S IR e b I B SR S B R S S R S I R S S R a4

AACTACTACTTTCCCATCCACTGGTAGAGCCTTGTACTCCACTCCAGTTCCATTGTGGGA
AACTACTACTTTCCCATCCACTGGTAGAGCCTTGTACTCCACTCCAGTTCCATTGTGGGA

R R I d b a4 I a2 I dh SR S S SR S S S S R S S R S I R S b R S b S SR e dh b B B SR S b R S S R S I R S S S g b 4

CTCTGCTACTGGTAACGTTGCTTCCTTCGTTACAAGTTTCTCCTTCGTCATCTTGAACCC
CTCTGCTACTGGTAACGTTGCTTCCTTCGTTACAAGTTTCTCCTTCGTCATCTTGAACCC

R R i A b dh b I a2 i dh SR S S R i S R S S R S S R S b R S b R S b S IR e dh b B B SR S S R S S R S S R S S R S i R 4

ATCCGGTAGAGTTCCAACTGACGGTTTGGTTTTCTTCATTGCTCCACCAGACACTGAGAT
ATCCGGTAGAGTTCCAACTGACGGTTTGGTTTTCTTCATTGCTCCACCAGACACTGAGAT

R R S b S b S b S S b S b Sb b I Sh b b S b I SE S S S b S SR e S b S Sb 2 b Sb b I 2b b b 2b b S db b3

CCCAAACAACTCCCAATCCCAGTACTTGGGTGTTGTTGACTCCAAGACTTCCATCAACAG
CCCAAACAACTCCCAATCCCAGTACTTGGGTGTTGTTGACTCCAAGACTTCCATCAACAG

Ak khkhkhkhkhkhkkhhAhkhkhkhhkkhkhhkhkhkhhdhrhkhhkhhkkhhrhkhkhkhhkdhrhkhkhhhkhkrhkkhhhrhkkhkrhkhdxxkkx

ATTCGTTGGTTTGGAGTTCGACTTGTACGCTAACTCCTTCGACCCTTACATGAGACACAT

ATTCGTTGGTTTGGAGTTCGACTTGTACGCTAACTCCTTCGACCCTTACATGAGACACAT
Kk ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok

CGGTATCGATATCAACTCCTTGATCTCCACTAAGACTGTTAGATACAACTTCGTTTCCGG

CGGTATCGATATCAACTCCTTGATCTCCACTAAGACTGTTAGATACAACTTCGTTTCCGG
Kk ok ok k ok ok ok k ok k ok k ok k k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok

TTCCTTGACTAAGGTTACTATCATCTACGACTCCCCATCCAACACTTTGACTGCTGTTAT
TTCCTTGACTAAGGTTACTATCATCTACGACTCCCCATCCAACACTTTGACTGCTGTTAT

R R e A b I S b I a2 I S S I R S e S B e S b R S IR R S b e S b S IR A S b B A SR S b R S 2 R S b R S 2 e S i 4

CACTTACGAGAACGGTCAGATTTCCACTATCTCCCAGAACGTTGACTTGAAGGCTGTTTT
CACTTACGAGAACGGTCAGATTTCCACTATCTCCCAGAACGTTGACTTGAAGGCTGTTTT

khkhk Ak hkhkhkhkhhhkhkhkhkhhkhhhhkhkhhkhhrhhkhkhhkkhhhhkhkhhkhkhdhhkhkrhkkhkhdhhkdkrhkkhhkhkhkxkxk%x

GCCAAAGGACGTTTCCGTTGGTTTCTCCGCTACTTCCACTATTGCTGTTTCCCACAACAT
GCCAAAGGACGTTTCCGTTGGTTTCTCCGCTACTTCCACTATTGCTGTTTCCCACAACAT

khkhkhkhkhkhkhkhhhkhkhkhkhhkhkhhkhkhkhhkhhrhhkhkhhkkhhhhkhkhhkkhhrhkhkhkhkhkhkhrhkkhhhhkkhhrhkhkkkkx

CCACTCTTGGTCCTTCACTTCCAACTTGGAGGCTACTACTGGTAACATCGTTTCCCAGGT
CCACTCTTGGTCCTTCACTTCCAACTTGGAGGCTACTACTGGTAACATCGTTTCCCAGGT

R R e d b I S b S b I S SR S S b S S S I S S b S b S b S SR A S b B A b S b R S S R S I R S 2 e S i S



navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

TTAATTGCGGCCGC AR — == === = = —m = m o
TTAATTTATAGCGGCCGCCCTCCTCCTCCTTTCTTGTTCCTTTCACGTCGCCTTCTCGGT

* ok Kk k kK * K

GCACAACAATGTGTGGTGAGGGGCCAGTCGGTATCGCTTACAAG



Priloha ¢.4

Vzorka ¢.6: pLEXSY IE blecherry4 N-6xHis psl2 so sign. sekvencia

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh

CCAGATCTGCCATGGCCTCGAGGCTCGTCCGTGTGCTGGCCGCCGCCATGCTGGTTGCAG

Xbal

——————————————————————— TGGCTCTAGACAGATGAAATTCCATCACCATCACCA
CGGCCGTGTCGGTCGACGCTGGCGCCTCTCTAGACAGATGAAATTCCATCACCATCACCA

R R i b I A b S b i S S A i R S 2 R S b O 4

TCACGAGAACCTGTATTTTCAGTCCTTGTCCTTCAACTTCCCAAAGATCACTCCAGGTAA
TCACGAGAACCTGTATTTTCAGTCCTTGTCCTTCAACTTCCCAAAGATCACTCCAGGTAA

R R I A b I a4 I dh dh  dh SR B A b i S S S R S S R S I R S b R S i S IR e d b S A SR S b R S S SR S I R S S R S i R 4

CACTGCTATCACATTGCAGGGTAACGCTAAGATTTTGGCTAACGGTGTTTTGGCTTTGAC
CACTGCTATCACATTGCAGGGTAACGCTAAGATTTTGGCTAACGGTGTTTTGGCTTTGAC

R R e I b S b S b S S I S b I Sb b I 2b I S R S IE S b e S b S b S b S S b b S 2b I 2b R I 2b b S db b3

TAACTCCACTCAGATCCCACCAACTACTACTTTCCCATCCACTGGTAGAGCCTTGTACTC
TAACTCCACTCAGATCCCACCAACTACTACTTTCCCATCCACTGGTAGAGCCTTGTACTC

R R e S b S b S b S S b S b Sb b I S b S b I b I S b S b S SR e S b S b b R b 2b S 2b S 2b S b S

CACTCCAGTTCCATTGTGGGACTCTGCTACTGGTAACGTTGCTTCCTTCGTTACAAGTTT
CACTCCAGTTCCATTGTGGGACTCTGCTACTGGTAACGTTGCTTCCTTCGTTACAAGTTT

Ak khkhkhkhkhkhkkhhAhkhkhkhhkkhkhhkhkhkhhdhrhkhhkhhkkhhrhkhkhkhhkdhrhkhkhhhkhkrhkkhhhrhkkhkrhkhdxxkkx

CTCCTTCGTCATCTTGAACCCATCCGGTAGAGTTCCAACTGACGGTTTGGTTTTCTTCAT

CTCCTTCGTCATCTTGAACCCATCCGGTAGAGTTCCAACTGACGGTTTGGTTTTCTTCAT
Kk Kk k ko k kK ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ko ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko k kK k ok k ok ok ok ok ok ok ok &

TGCTCCACCAGACACTGAGATCCCAAACAACTCCCAATCCCAGTACTTGGGTGTTGTTGA
TGCTCCACCAGACACTGAGATCCCAAACAACTCCCAATCCCAGTACTTGGGTGTTGTTGA

R R e d I I a4 I b b I dh SR B A b i S S B R S S R S I S b e S b S IR e S b B A SR S b R S S S S I R S S S i R 4

CTCCAAGACTTCCATCAACAGATTCGTTGGTTTGGAGTTCGACTTGTACGCTAACTCCTT
CTCCAAGACTTCCATCAACAGATTCGTTGGTTTGGAGTTCGACTTGTACGCTAACTCCTT

Ak khkhkhkhkhkhkkhhAhkhkhkhhkkhkhhkhkhkhhdhrhkhhkhhkkhhrhkhkhkhhkdhrhkhkhhhkhkrhkkhhhrhkkhkrhkhdxxkkx

CGACCCTTACATGAGACACATCGGTATCGATATCAACTCCTTGATCTCCACTAAGACTGT
CGACCCTTACATGAGACACATCGGTATCGATATCAACTCCTTGATCTCCACTAAGACTGT

Ak khkhkhkhkhkhkkhhAhkhkhkhhkkhkhhkhkhkhhdhrhkhhkhhkkhhrhkhkhkhhkdhrhkhkhhhkhkrhkkhhhrhkkhkrhkhdxxkkx

TAGATACAACTTCGTTTCCGGTTCCTTGACTAAGGTTACTATCATCTACGACTCCCCATC
TAGATACAACTTCGTTTCCGGTTCCTTGACTAAGGTTACTATCATCTACGACTCCCCATC

khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkkhkhhkhkhkhhkhhrhkhkhkhhkkhhrhkhkhkhhkkhrhkhhkhhkhkrhkkhhhhkkhdrhkhkhkkx

CAACACTTTGACTGCTGTTATCACTTACGAGAACGGTCAGATTTCCACTATCTCCCAGAA

CAACACTTTGACTGCTGTTATCACTTACGAGAACGGTCAGATTTCCACTATCTCCCAGAA
K % ok % ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok

CGTTGACTTGAAGGCTGTTTTGCCAAAGGACGTTTCCGTTGGTTTCTCCGCTACTTCCAC



vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

navrh
vysledok

CGTTGACTTGAAGGCTGTTTTGCCAAAGGACGTTTCCGTTGGTTTCTCCGCTACTTCCAC

KA AR KRR AR AR A AR A AR A AR A AR A AR A AR AR A AR A AR A AR A AR A AR A A AR A A A A kA Ak kA kK

TATTGCTGTTTCCCACAACATCCACTCTTGGTCCTTCACTTCCAACTTGGAGGCTACTAC
TATTGCTGTTTCCCACAACATCCACTCTTGGTCCTTCACTTCCAACTTGGAGGCTACTAC

R R I b S b S b S SR e S b I Sb b B S I S b SR b S b S b e S SR A S b S S 2 SR 2 b I 2b R I 2b S db S

TGGTAACATCGTTTCCCAGGTTTAATTTATAGCGGCCGCATATTT-—---——=————————
TGGTAACATCGTTTCCCAGGTTTAATTGCGGCCGCCCTCCTCCTCCTTTCTTGTTCCTTT

Akhkkhkhkkkhkhkkhkkhkhkkhkhkhkkhhkhkk Ak rkhkk Ak rAkkkhhkkk Xk kk Kk ok *

Notl

TTCATACAAAAATCCATTATCCTTTGACT



Priloha ¢.5

Vzorka &.2: pET-44b N-6xHis NusA 6xHis TEV psl2

a. priamy

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment

vysledok
navrh

vysledok
navrh

vysledok
navrh

vysledok
navrh

vysledok
navrh

vysledok
navrh

vysledok
navrh

vysledok
navrh

vysledok
navrh

vysledok
navrh

vysledok
navrh

vysledok
navrh

vysledok
navrh

vysledok
navrh

vysledok
navrh

GGGCGTATTGCTGGTCGGTGACGAGCGACTAGTATGAAATTCCATCACCATCACCATCAC
————————————————————————————————— ATGAAATTCCATCACCATCACCATCAC

KAk A A AAk A A I kA Ak ARk A Ak kA kA kA, h k%

GAGAACCTGTATTTTCAGTCCTTGTCCTTCAACTTCCCAAAGATCACTCCAGGTAACACT
GAGAACCTGTATTTTCAGTCCTTGTCCTTCAACTTCCCAAAGATCACTCCAGGTAACACT

KA AR A AR AR A A A A A A AR A AR A A A AR A KA I A A I A AR A A A A A A AR A AR A A AR AR A X kK

GCTATCACATTGCAGGGTAACGCTAAGATTTTGGCTAACGGTGTTTTGGCTTTGACTAAC
GCTATCACATTGCAGGGTAACGCTAAGATTTTGGCTAACGGTGTTTTGGCTTTGACTAAC

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR A A A A A A AR AR A AR AN A AR A A A AR A AR AR A AR A X kK

TCCACTCAGATCCCACCAACTACTACTTTCCCATCCACTGGTAGAGCCTTGTACTCCACT
TCCACTCAGATCCCACCAACTACTACTTTCCCATCCACTGGTAGAGCCTTGTACTCCACT

kA hkhkhkhkhkhhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhkhdAhhkrhhkhhhkrhkhkhhkrhkkhkrhkhkhkhhkrkrxhkxkkxk*x

CCAGTTCCATTGTGGGACTCTGCTACTGGTAACGTTGCTTCCTTCGTTACAAGTTTCTCC
CCAGTTCCATTGTGGGACTCTGCTACTGGTAACGTTGCTTCCTTCGTTACAAGTTTCTCC

kA hkkhkhkhkhhkhkhkhhkhkrhkhhhkrhkhkhkhhkhhkrhkhkhkhhkrkhkhhhkrhkkhkrhkkhkhkhhkrkrhkkxkkxk*x

TTCGTCATCTTGAACCCATCCGGTAGAGTTCCAACTGACGGTTTGGTTTTCTTCATTGCT
TTCGTCATCTTGAACCCATCCGGTAGAGTTCCAACTGACGGTTTGGTTTTCTTCATTGCT

kA hkhkhkhkhkhhkhkhkhhkhhkrhhkhhhkhhkhkhkhkdkhhkrhkhhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkhkhhkrkrhkxkkxk*x

CCACCAGACACTGAGATCCCAAACAACTCCCAATCCCAGTACTTGGGTGTTGTTGACTCC
CCACCAGACACTGAGATCCCAAACAACTCCCAATCCCAGTACTTGGGTGTTGTTGACTCC

kA hkkhkhkhkrhkhkhkhhkhkrhhkhhhkrhkhkhkhkdkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkhkhhkrkrhkxkkxk*x

AAGACTTCCATCAACAGATTCGTTGGTTTGGAGTTCGACTTGTACGCTAACTCCTTCGAC
AAGACTTCCATCAACAGATTCGTTGGTTTGGAGTTCGACTTGTACGCTAACTCCTTCGAC

khkhkhkrkhkhkrhkhkhhhkhkhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkhkhhkrkrhkxkkxk*x

CCTTACATGAGACACATCGGTATCGATATCAACTCCTTGATCTCCACTAAGACTGTTAGA
CCTTACATGAGACACATCGGTATCGATATCAACTCCTTGATCTCCACTAAGACTGTTAGA

khkhkhkrkhhkrhkhkhkhhkhkrhhkhhhkrhkhkhkhhkhhkrhhkhkhhkrkhkhhkrhkhkrhkkhkhkhhkrkrhkxkkxk*x

TACAACTTCGTTTCCGGTTCCTTGACTAAGGTTACTATCATCTACGACTCCCCATCCAAC
TACAACTTCGTTTCCGGTTCCTTGACTAAGGTTACTATCATCTACGACTCCCCATCCAAC

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A A A A AR AR A A A AR A AR A AR A AR AR A Ak kA kA kK%

ACTTTGACTGCTGTTATCACTTACGAGAACGGTCAGATTTCCACTATCTCCCAGAACGTT
ACTTTGACTGCTGTTATCACTTACGAGAACGGTCAGATTTCCACTATCTCCCAGAACGTT

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR A Xk k

GACTTGAAGGCTGTTTTGCCAAAGGACGTTTCCGTTGGTTTCTCCGCTACTTCCACTATT
GACTTGAAGGCTGTTTTGCCAAAGGACGTTTCCGTTGGTTTCTCCGCTACTTCCACTATT

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A AR AR A AR A A A A A A A A A kA Ak Ak ok k

GCTGTTTCCCACAACATCCACTCTTGGTCCTTCACTTCCAACTTGGAGGCTACTACTGGT
GCTGTTTCCCACAACATCCACTCTTGGTCCTTCACTTCCAACTTGGAGGCTACTACTGGT

R R S b I b e S b b S S SE I Sb b S SR e S S S Sb e S b I 2h b S Sb I Sb b I 2h S 2b I Sb b S Ib S 2b S Sb 2 Sb b 2 b S Y

AACATCGTTTCCCAGGTTTAACTCGAGCACCACCACCACCACCACTAATGTTAATTAAGT
AACATCGTTTCCCAGGTTTAA - — === === === = ——m oo

khkkhkkkhkhkkkhkhkkhkhkhkkhkkhkkk*k%k

TGGGCGTTCCTAGGCTGATAAAACAGAATTTGCCTGGCGGCAGTAGCGCGGTGGTCCCAC



vysledok CTGACCCCATGCCGAACTCAGAAGTGAAACGCCGTAGCGCCGATGGTAGTGTGGGGTCTC
ndvrh = e o e

vysledok CCCATGCGAGAGTAGGGAACTGCCAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGAC
Navrh = m e

vysledok TGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCCTGAGTAGGACAAATCCG
Navrh = m e

vysledok CCGGGAGCGGATTTGAACGTTGCGAACAACGCCCCCGGAAGGGTGGCGGGTAAGGACCCC
Navrh = m e

vysledok TGCCTAAAATGGC
ndvrh === 0o

Vzorka ¢.2: pET-44b N-HisTag TEV psl2

b. reverzny

CLUSTAL O(1l.2.

vysledok
navrh

vysledok
navrh

vysledok
navrh

vysledok
navrh

vysledok
navrh

vysledok
navrh

vysledok
navrh

vysledok
navrh

vysledok
navrh

1) multiple sequence alignment

GGCATGTGGACCGCGCTACCTGCCGCCAGGCAAATTCTGTTTTATCAGCCTAGGAACGCC

CAACTTAATTAACATTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGT TAAACCTGGGAAACGATG
————————————————————————————————————————— TTAAACCTGGGAAACGATG

kkkhkhkkkhkhkkkhkhkkkhkhkkkhkkk kK

TTACCAGTAGTAGCCTCCAAGTTGGAAGTGAAGGACCAAGAGTGGATGTTGTGGGAAACA
TTACCAGTAGTAGCCTCCAAGTTGGAAGTGAAGGACCAAGAGTGGATGTTGTGGGAAACA

R R S b I a4 I S b I db SR B A b i S S S R S S R S b R S b e S b S SR S b B A SR S b R S S R S I R S 2 e S I R 4

GCAATAGTGGAAGTAGCGGAGAAACCAACGGAAACGTCCTTTGGCAAAACAGCCTTCAAG
GCAATAGTGGAAGTAGCGGAGAAACCAACGGAAACGTCCTTTGGCAAAACAGCCTTCAAG

ORI R e A I I a4 I b b I db SR B S b S S S R S S R S b R S b e S dh I S SR A S b B A SR S b R S S R S I R S 2 S g R 4

TCAACGTTCTGGGAGATAGTGGAAATCTGACCGTTCTCGTAAGTGATAACAGCAGTCAAA
TCAACGTTCTGGGAGATAGTGGAAATCTGACCGTTCTCGTAAGTGATAACAGCAGTCAAA

R R i S b I a4 S b I dh SR S I b B S S S R S S R S b R S b e S b S SR S b B A SR S b R S S R S I R S S S g b 4

GTGTTGGATGGGGAGTCGTAGATGATAGTAACCTTAGTCAAGGAACCGGAAACGAAGTTG
GTGTTGGATGGGGAGTCGTAGATGATAGTAACCTTAGTCAAGGAACCGGAAACGAAGTTG

Ak khkhkhkhkhkhkkhhAhkhkhkhhkkhkhhkhkhkhhdhrhkhhkhhkkhhrhkhkhkhhkdhrhkhkhhhkhkrhkkhhhrhkkhkrhkhdxxkkx

TATCTAACAGTCTTAGTGGAGATCAAGGAGTTGATATCGATACCGATGTGTCTCATGTAA
TATCTAACAGTCTTAGTGGAGATCAAGGAGTTGATATCGATACCGATGTGTCTCATGTAA

khkhk Ak hkhkhkhkhkhhhkhkhkhhkkhkhhhkhkhhhhkhhkhkhhkhkhkhhkhkhhkhkhkhhkhkrhkhkhdhhkdkrhkkhkdhkhkxhk%x

GGGTCGAAGGAGTTAGCGTACAAGTCGAACTCCAAACCAACGAATCTGTTGATGGAAGTC
GGGTCGAAGGAGTTAGCGTACAAGTCGAACTCCAAACCAACGAATCTGTTGATGGAAGTC

R R e A b I S b S b I S SR B S b i S S S S b e S b S b e S b S IR A S b B S b B S R S S R S I S 2 e S 3 S

TTGGAGTCAACAACACCCAAGTACTGGGATTGGGAGTTGTTTGGGATCTCAGTGTCTGGT
TTGGAGTCAACAACACCCAAGTACTGGGATTGGGAGTTGTTTGGGATCTCAGTGTCTGGT



vysledok
navrh

vysledok
navrh

vysledok
navrh

vysledok
navrh

vysledok
navrh

vysledok
navrh

vysledok
navrh

vysledok
navrh

vysledok
navrh

vysledok
navrh

vysledok
navrh

R R e I b e S b S b S SR B S b I S b S S R I b e S b S b S b S IR A S b B S b S S b S S SR S 2 R I 2b S b S

GGAGCAATGAAGAAAACCAAACCGTCAGTTGGAACTCTACCGGATGGGTTCAAGATGACG
GGAGCAATGAAGAAAACCAAACCGTCAGTTGGAACTCTACCGGATGGGTTCAAGATGACG

R R R d b e dh dh I S b I S SR B S R i S R S S R S S R S I R S b R S dh e S SR e S SR B S SR S b R S S SR S S R S S R S A R 4

AAGGAGAAACTTGTAACGAAGGAAGCAACGTTACCAGTAGCAGAGTCCCACAATGGAACT
AAGGAGAAACTTGTAACGAAGGAAGCAACGTTACCAGTAGCAGAGTCCCACAATGGAACT

R R R d b e dh dh I S b I S SR B S R i S R S S R S S R S I R S b R S dh e S SR e S SR B S SR S b R S S SR S S R S S R S A R 4

GGAGTGGAGTACAAGGCTCTACCAGTGGATGGGAAAGTAGTAGTTGGTGGGATCTGAGTG
GGAGTGGAGTACAAGGCTCTACCAGTGGATGGGAAAGTAGTAGTTGGTGGGATCTGAGTG

R R I b S b S b S b I S b I Sb b I S I S b S b S b S b S IR A S b S S b b S b I 2b R S 2b S db b3

GAGTTAGTCAAAGCCAAAACACCGTTAGCCAAAATCTTAGCGTTACCCTGCAATGTGATA
GAGTTAGTCAAAGCCAAAACACCGTTAGCCAAAATCTTAGCGTTACCCTGCAATGTGATA

R R I b S b S b S b I S b I Sb b I S I S b S b S b S b S IR A S b S S b b S b I 2b R S 2b S db b3

GCAGTGTTACCTGGAGTGATCTTTGGGAAGTTGAAGGACAAGGACTGAAAATACAGGTTC
GCAGTGTTACCTGGAGTGATCTTTGGGAAGTTGAAGGACAAGGACTGAAAATACAGGTTC

R R e I b S b S b b S S b S b Sb b I Sh b S b S b S b S b e S SR S b S b 2 b 2 b I 2b b b 2b b S db b3

TCGTGATGGTGATGGTGATGGAATTTCATACTATTCGCTTCGTCGCCGAACCAGCAAATA
TCGTGATGGTGATGGTGATGGAATTTCAT — = === === === === —————————————————

R R e A b I dh b I dh b A dh b S S R S I b S 2 R S i g 4

TTACGGGCAGCCTTAATCATTGCTCCGGCTTTTTCAGCAGGCAACCCTTCGAAATCGGCC



Priloha ¢.6

E. coli Rosetta2(DE3) pLysRare test rozpustnosti proteinu PSL.2:

1

2 345 6 789 101112 1314

v

Legenda: E. coli Rosetta2(DE3) pLysRare:

1- BI

2- Cl, 25°C, 3h,0,10mM IPTG
3- CS,25°C, 3h, 0,10 mM IPTG
4- CI, 25°C, 3h, 0,25 mM IPTG
5- CS, 25°C, 3h, 0,25 mM IPTG
6- CI, 25°C, 3h, 0,50 mM IPTG
7- CS, 25°C, 3h, 0,50 mM IPTG
8- CI, 30°C, 3h,0,10mM IPTG
9- CS, 30°C, 3h,0,10mM IPTG
10- CI, 30°C, 3h, 0,25 mM IPTG
11- CS, 30 °C, 3h, 0,25 mM IPTG
12- CI, 30 °C, 3h, 0,50 mM IPTG
13- CS, 30 °C, 3h, 0,50 mM IPTG
14- Standard 6,5 — 200 kDa (AppliChem)

28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

15-
16-
17-
18-
19-
20-
21-
22-
23-
24-
25-
26-
27-

Cl, 25°C, 4h, 0,10 MM IPTG
CS, 25°C, 4h, 0,20 mM IPTG
Cl, 25°C, 4h, 0,25 mM IPTG
CS, 25°C, 4h, 0,25 mM IPTG
Cl, 25°C, 4h, 0,50 MM IPTG
CS, 25°C, 4h, 0,50 mM IPTG
Standard 6,5 — 200 kDa (AppliChem)
Cl, 30°C, 4h, 0,10 MM IPTG
CS, 30 °C, 4h, 0,10 mM IPTG
Cl, 30°C, 4h, 0,25 mM IPTG
CS,30°C, 4h, 0,25 mM IPTG
Cl, 30°C, 4h, 0,50 mM IPTG
CS, 30°C, 4h, 0,50 mM IPTG

o L e

41 42 43 44 45 46 47 48 4950 51 5253

28-
29-
30-
31-
32-
33-
34-
35-
36-
37-
38-
39-
40-

Cl, 25°C, 5h,0,10 MM IPTG
CS, 25 °C, 5h, 0,10 mM IPTG
Cl, 25°C, 5h, 0,25 MM IPTG
CS, 25 °C, 5h, 0,25 mM IPTG
Standard 6,5 — 200 kDa (AppliChem)
Cl, 25°C, 5h, 0,50 MM IPTG
CS, 25 °C, 5h, 0,50 mM IPTG
Cl, 30°C, 5h, 0,10 MM IPTG
CS, 30°C, 5h, 0,10 mM IPTG
Cl, 30°C, 5h, 0,25 MM IPTG
CS, 30°C, 5h, 0,25 mM IPTG
Cl, 30°C, 5h,0,50 MM IPTG
CS. 30 °C. 5h. 0.50 mM IPTG

——y

F 4

41-
42-
43-
44-
45-
46-
47-
48-
49-
50-
51-
52-
53-

Cl, 18°C, 20h, 0,0 mM IPTG
CS, 18 °C, 20h, 0,20 mM IPTG
Cl, 18°C, 20h, 0,25 mM IPTG
CS, 18 °C, 20h, 0,25 mM IPTG
Cl, 18°C, 20h, 0,50 mM IPTG
CS, 18 °C, 20h, 0,50 mM IPTG
Cl, 18°C, 24h, 0,0 mM IPTG
CS, 18 °C, 24h, 0,10 mM IPTG
Cl, 18°C, 24h, 0,25 mM IPTG
CS, 18 °C, 24h, 0,25 mM IPTG
Standard 6,5 — 200 kDa (AppliChem)
Cl, 18°C, 24h, 0,50 mM IPTG
CS, 18 °C, 24h, 0,50 MM IPTG




E. coli BL21(DE3) test rozpustnosti proteinu PSL.2:
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Legenda vzoriek E. coli BL21(DE3):

1- CI, 25°C, 3h, 0,10 mM IPTG
2- CS,25°C, 3h,0,20 mM IPTG
3- ClI, 25°C, 4h, 0,10 mM IPTG
4- CS, 25°C, 4h, 0,10 mM IPTG
5- CI, 25°C, 5h, 0,10 mM IPTG
6- CS, 25°C, 5h,0,10mM IPTG
7- Cl, 25°C, 3h, 0,25 mM IPTG
8- CS, 25°C, 3h, 0,25 mM IPTG
9- ClI, 25°C, 4h, 0,25 mM IPTG
10- CS, 25 °C, 4h, 0,25 mM IPTG
11- CI, 25°C, 5h, 0,25 mM IPTG
12- CS, 25 °C, 5h, 0,25 mM IPTG
13- Standard 6,5 — 200 kDa (AppliChem)
14- BI

15-
16-
17-
18-
19-
20-
21-
22-
23-
24-
25-
26-
27-

Cl, 25°C, 3h, 0,50 MM IPTG
CS, 25 °C, 3h, 0,50 mM IPTG
Cl, 25°C, 4h, 0,50 MM IPTG
CS, 25°C, 4h, 0,50 mM IPTG
Cl, 25°C, 5h, 0,50 MM IPTG
CS, 25 °C, 5h, 0,50 mM IPTG
Standard 6,5 — 200 kDa (AppliChem)
Cl, 30°C, 3h, 0,10 MM IPTG
CS, 30 °C, 3h, 0,10 mM IPTG
Cl, 30°C, 4h, 0,10 MM IPTG
CS, 30°C, 4h, 0,20 mM IPTG
Cl, 30°C, 5h,0,10 MM IPTG
CS, 30 °C, 5h, 0,10 mM IPTG

28-
29-
30-
31-
32-
33-
34-
35-
36-
37-
38-
39-
40-

Cl, 18°C,20h, 0,0 mM IPTG
CS, 18 °C, 20h, 0,10 mM IPTG
Cl, 18°C,20h, 0,25 mM IPTG
CS, 18 °C, 20h, 0,25 mM IPTG
Cl, 18 °C, 20h, 0,50 mM IPTG
CS, 18 °C, 20h, 0,50 mM IPTG
Cl, 18 °C, 24h, 0,50 mM IPTG
CS, 18 °C, 24h, 0,50 mM IPTG
Cl, 18 °C, 24h, 0,10 mM IPTG
CS, 18 °C, 24h, 0,10 mM IPTG
Cl, 18 °C, 24h, 0,25 mM IPTG
CS, 18 °C, 24h, 0,25 mM IPTG
Standard 6,5 — 200 kDa (AppliChem)

41-
42-
43-
44-
45-
46-
47-
48-
49-
50-
51-
52-
53-

Standard 6,5 — 200 kDa (AppliChem)
Cl, 30°C, 3h, 0,25 mM IPTG
CS, 30 °C, 3h, 0,25 mM IPTG
Cl, 30°C, 4h, 0,25 mM IPTG
CS, 30°C, 4h, 0,25 mM IPTG
Cl, 30°C, 5h, 0,25 mM IPTG
CS, 30 °C, 5h, 0,25 mM IPTG
Cl, 30 °C, 3h, 0,50 mM IPTG
CS, 30 °C, 3h, 0,50 MM IPTG
Cl, 30°C, 4h, 0,50 MM IPTG
CS, 30 °C, 4h, 0,50 mM IPTG
Cl, 30°C, 5h, 0,50 MM IPTG
CS, 30 °C, 5h, 0,50 mM IPTG




E. coli Tuner(DE3) test rozpustnosti proteinu PSL.2:
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Legenda vzoriek E. coli Tuner(DE3):
1- CI, 25°C, 3h, 0,10 mM IPTG

2- CS, 25°C, 3h, 0,10 mM IPTG

3- ClI, 25°C,4h, 0,10 MM IPTG

4- CS, 25°C, 4h, 0,10 mM IPTG

5- ClI, 25°C,5h, 0,10 mM IPTG

6- CS, 25°C, 5h, 0,10 mM IPTG

7- ClI, 25°C, 3h, 0,25 mM IPTG

8- CS, 25°C, 3h, 0,25 mM IPTG

9- ClI, 25°C, 4h, 0,25 mM IPTG
10- CS, 25°C, 4h, 0,25 mM IPTG
11- CI, 25°C, 5h, 0,25 mM IPTG
12- CS, 25 °C, 5h, 0,25 mM IPTG
13- Standard 6,5 — 200 kDa (AppliChem)
14- BI

15 16 17 18 19 202122 2324 2526 27

45 kDa

“

28 29 30 31 32 33 34 35 3637 38 39 40

45 kDa

41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 515253

15-
16-
17-
18-
19-
20-
21-
22-
23-
24-
25-
26-
27-

Cl, 25°C, 3h, 0,50 mM IPTG
CS, 25 °C, 3h, 0,50 mM IPTG
Cl, 25°C, 4h, 0,50 mM IPTG
CS, 25°C, 4h, 0,50 mM IPTG
Cl, 25°C, 5h, 0,50 MM IPTG
CS, 25°C, 5h, 0,50 mM IPTG
Standard 6,5 — 200 kDa (AppliChem)
Cl, 30°C, 3h, 0,10 MM IPTG
CS, 30 °C, 3h, 0,10 mM IPTG
Cl, 30°C, 4h, 0,10 MM IPTG
CS, 30°C, 4h, 0,10 mM IPTG
Cl, 30°C, 5h,0,10 MM IPTG
CS, 30°C, 5h, 0,10 mM IPTG

28-
29-
30-
31-
32-
33-
34-
35-
36-
37-
38-
39-
40-

Standard 6,5 — 200 kDa (AppliChem)
Cl, 30°C, 3h, 0,25 mM IPTG
CS, 30 °C, 3h, 0,25 mM IPTG
Cl, 30°C, 4h, 0,25 mM IPTG
CS, 30°C, 4h, 0,25 mM IPTG
Cl, 30°C, 5h,0,25 mM IPTG
CS, 30°C, 5h, 0,25 mM IPTG
Cl, 30°C, 3h, 0,50 MM IPTG
CS, 30 °C, 3h, 0,50 mM IPTG
Cl, 30°C, 4h, 0,50 MM IPTG
CS, 30 °C, 4h, 0,50 mM IPTG
Cl, 30°C, 5h, 0,50 MM IPTG
CS, 30 °C, 5h, 0,50 mM IPTG

41-
42-
43-
44-
45-
46-
47-
48-
49-
50-
51-
52-
53-

Cl, 18°C, 24h, 0,20 mM IPTG
CS, 18 °C, 24h, 0,10 mM IPTG
Cl, 18°C, 24h, 0,25 mM IPTG
CS, 18 °C, 24h, 0,25 mM IPTG
Cl, 18 °C, 24h, 0,50 mM IPTG
CS, 18 °C, 24h, 0,50 mM IPTG
Cl, 18°C, 20h, 0,0 mM IPTG
CS, 18 °C, 20h, 0,20 mM IPTG
Cl, 18°C, 20h, 0,25 mM IPTG
CS, 18 °C, 20h, 0,25 mM IPTG
Standard 6,5 — 200 kDa (AppliChem)
Cl, 18°C, 20h, 0,50 mM IPTG
CS, 18 °C, 20h, 0,50 mM IPTG




Priloha ¢.7

22.2.2016

Vzorky: Vondrova PSL2 + tioredoxin (pRSET A), PSL2 + 6xHis+NusA cca 86kDa (pET-44b)
Gel: 1D, 10 %
In-gel digesce (trypsin, 40°C, 2 hod, bez R+A, V)
Analyza: MALDI MS/MS — databaze NCBI, taxonomie all entries
MALDI MS/MS — lokélni databaze dodanych sekvenci, bez enzymové specifity

Dominantnimi slozkami vzorkd 2-4 jsou proteiny z E. coli, o¢ekdvany protein PSL2 + tioredoxin byl identifikovan
pouze ve vzorcich 2 a 4. Ve vzorku 1 byl nalezen pouze GADPH z Candidy albicans. Dominantni a jedinou
detekovanou slozkou vzorku 5 je oéekavany protein. Pro zlepSeni pokryti sekvence ¢&i detekci minoritnich
komponent vzorkd by bylo mozné provést jesté LC-MS/MS analyzu (dejte, prosim, védét, zda ma byt provedena).

Vzorka €.1

Hypothetical lectin PSL2 + thioredoxin

cca 41kDa
Veorka &2
Hypothetscal =
lectinpsiz+ | /20 [ Veorka &5
thioredoxin |
cca dikDa Hypothetical
loctin PSL2 «
HisTag « Nus tag
| ccaB6k0a
Vzorek 1
1. Qi|487460005 Mass: 35811 Score: 235 Matches: 3(2) Sequences: 3(2) pl=66 12%

type | glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase [Escherichia coli]
Odpovida nekolika formam proteinu.

1. 382 Mass: 39349 Score: 290 Matches: 4(3) Sequences: 4(3) pl=6,7 16%
GAPDH Candida albicans



Vzorek 2

1.

Elongation factor Tu [Escherichia coli CFT073]
Odpovida nékolika formam proteinu.

0i|26110363 Mass: 44822 Score: 651 Matches: 9(6) Sequences: 9(6)

2. i|169172 Mass: 28487 Score: 222 Matches: 2(1) Sequences: 2(1)
vegetative lectin [Pisum sativum]
Identifikace na 1 peptid se signifikantnim MASCOT score. Odpovida n€kolika formam proteinu.

3. i|148071 Mass: 11886 Score: 155 Matches: 2(1) Sequences: 2(1)
thioredoxin [Escherichia coli]
Identifikace na 1 peptid se signifikantnim MASCOT score. Odpovida n¢kolika formam proteinu.

1.

Vondrova 1402 PSL2 thioredoxin (pRSET A)
Pokryti sekvence (potvrzené useky/nejisté useky/nedetekované useky):

1
51
101
151
201
251
301
351

MSDKIIHLTD
QGKLTVAKLN
KEFLDANLAG
KILANGVLAL

DSFDTDVLKA
IDHNPGTAPK
SGSGENLYEFQ
TNSTQIPPTT

DGAILVDEFWA
YGIRGIPTLL
GSENLYFQSL
TEFPSTGRALY

FSEVILNPSG
GLEFDLYANS
SNTLTAVITY
GPSLPTWKLL

Vzorek 3

1.

RVPTDGLVEFEF
FDPYMRHIGI
ENGQISTISQ
LVTSFPRFKE

IAPPDTEIPN
DINSLISTKT
NVDLKAVLPK
A

1468 Mass: 39918 Score: 392 Matches: 5(5) Sequences: 5(5)

HWCGPCKMIA

PILDEIADEY

LEKNGEVAAT
SENFPKITPG
STPVPLWDSA
NSQSQYLGVV
VRYNEFVSGSL
DVSVGFSATS

outer membrane porin OmpF OmpF [Shigella flexneri J1713]
Odpovida nékolika formam proteinu.

2.

0i[26110363 Mass: 44822 Score: 75

Elongation factor Tu [Escherichia coli CFT073]
Identifikace na 1 peptid. Odpovida né¢kolika formam proteinu.
No results.

Vzorek 4

1.

Elongation factor Tu [Escherichia coli CFT073]

Odpovida nekolika formam proteinu.

2.

vegetative lectin [Pisum sativum]
Odpovida nekolika formam proteinu.

KVGALSKGQL
NTAITLQOGNA
TGNVASEVTS
DSKTSINREV
TKVTIIYDSP
TIAVSTTSTL

0i|335576468 Mass: 38383 Score: 1083 Matches: 8(7) Sequences: 8(7)

Matches: 1(1) Sequences: 1(1)

0i|26110363 Mass: 44822 Score: 493 Matches: 7(5) Sequences: 7(5)

gi|169172 Mass: 28487 Score: 371 Matches: 3(3) Sequences: 3(3)

3. i|148071 Mass: 11886 Score: 307 Matches: 3(2) Sequences: 3(2)
thioredoxin [Escherichia coli]
Odpovida nékolika formam proteinu.

1.

Vondrova 1402 PSL2 thioredoxin (pRSET A)
Pokryti sekvence (potvrzené useky/nejisté useky/nedetekované useky):

1 MSDKIIHLTD DSFDTDVLKA DGAILVDFWA HWCGPCKMIA PILDEIADEY
51 QGKLTVAKLN IDHNPGTAPK YGIRGIPTLL LFKNGEVAAT KVGALSKGQL

101 KEFLDANLAG SGSGENLYFQ GSENLYFQSL SENFPKITPG NTAITLQGNA

1468 Mass: 39918 Score: 711  Matches: 8(7) Sequences: 8(7)

pl =53

pl=59

pl =47

pl =54
pl=4,7
pl =53
pl=53
pl =59
pl=47
pl=54

33%

16 %

21%

23 %

45 %

3%

26 %

22%

43 %

32%



151
201
251
301
351

KILANGVLAL

TNSTQIPPTT

TEFPSTGRALY

FSEFVILNPSG
GLEFDLYANS

RVPTDGLVEF
FDPYMRHIGI

SNTLTAVITY
GPSLPTWKLL

Vzorek 5

1.

ENGQISTISQ
LVTSFPRFKE

IAPPDTEIPN
DINSLISTKT
NVDLKAVLPK
A

STPVPLWDSA
NSQSQYLGVV
VRYNFVSGSL
DVSVGEFSATS

transcription termination protein NusA [Escherichia coli]
Odpovida nékolika formam proteinu.

2.

vegetative lectin [Pisum sativum]
Odpovida nékolika formam proteinu.

1.

Vondrova 1402 PSL2 6xHis NusA (pET-44b)
Pokryti sekvence (potvrzené useky/nejisté useky/nedetekované tiseky):

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751

MGSSHHHHHH

SSMNKEILAV

VEAVSNEKAL

PREKIFEALE

TGNVASEVTS
DSKTSINREV
TKVTIIYDSP
TIAVSTTSTL

gi|545292061 Mass: 54863 Score: 1264 Matches: 14(10) Sequences: 14(10)

0i|169172 Mass: 28487 Score: 345 Matches: 3(2) Sequences: 3(2)

1469 Mass: 83894 Score: 2194 Matches: 26(22) Sequences: 25(22)

SALATATKKK

YEQEIDVRVQ
LGDYVEDQIE

IDRKSGDEDT
SVTFDRITTQ

TGVVKKVNRD

NISLDLGNNA

FRRWLVVDEV

TQPTKEITLE

AARYEDESLN

TAKQVIVQKV
EAVILREDML

EARGAQLEVT
KTNDKRIDPV
APADVASIVV
MTVDDLQAKH
MKELLEIEGL
GVDRDLAFKL
CWEGDEAMKE
VLALTNSTQI

RSKPEMLIEL

FRIEVPEIGE

REAERAMVVD

QFREHEGEITI

PRENFRPGDR
EVIEIKAAAR

GACVGMRGAR
DEDKHTMDIA
QAEAHAAIDT
DEPTVEALRE
AARGVCTLED

VOAVSTELGG
VEAGNLAQAT
FTKYLDIDED
RAKNALATIA

ERIDIVLWDD
GRNGONVRLA
FATVLVEEGF
QAQEESLGDN

VRGVLYSVRP
DPGSRAKIAV
NPAQEFVINAM
SQLSGWELNV
STLEELAYVP
KPADDLLNLE

LAEQGIDDLA

DIEGLTDEKA

GALIMAARNI

HHHHHHENLY

FQSLSFNFPK

PPTTTFPSTG

NPSGRVPTDG
YANSFDPYMR
VITYENGQIS
LEATTGNIVS

LVEFFIAPPDT
HIGIDINSLI
TISONVDLKA
Qv

RALYSTPVPL
EIPNNSQSQY
STKTVRYNEV
VLPKDVSVGEF

ITPGNTAITL
WDSATGNVAS
LGVVDSKTSI
SGSLTKVTII
SATSTIAVSH

QOGNAKILANG
FVTSFSEVIL
NRFVGLEFDL
YDSPSNTLTA
NIHSWSEFTSN



Priloha ¢.8

Vzorky: Vondrova — HisTag-NusA-HisTag-Tev-psl2

In-gel digesce (trypsin, 40°C, 2 hod, bez R+A, V)

Analyza: MALDI MS/MS - databaze NCBI, taxonomie all entries

MALDI MS/MS - lokalni databaze dodanych sekvenci, bez enzymové specifity

V obou vzorcich byl jako dominantni a jedind detekovana komponenta nalezen ocekavany protein.
Rozdily proti dodané sekvenci (deamidace N, oxidace W) mohou byt disledkem stafi vzorku. Ve vzorku
2 chybél oproti vzorku 1 intenzivni signal peptidu 510-530 obsahujiciho druhy His-tag, tento rozdil
v pokryti sekvence se nepodafilo na zaklad¢ ziskanych dat vysvétlit. Pro zlepSeni pokryti sekvence by
bylo mozné provést jesté podrobnéjsi LC-MS/MS analyzu (dejte, prosim, védét, zda ma byt provedena).

1.-1M
imidazol

2.-50 mM
EDTA

!

f "'gsiii—"i?" =1
Rk =
- —
= =X R~
Vzorek 1
1. Qi|545292061 Mass: 54863 Score: 2146 Matches: 20(13) Sequences: 19(13) pl =45
46 %
transcription termination protein NusA [Escherichia coli]
Odpovida nékolika formam proteinu.
2. gi[169172 Mass: 28487 Score: 112 Matches: 1(1) Sequences: 1(1) pl=59
6 %
vegetative lectin [Pisum sativum]
Identifikace na 1 peptid. Odpovida nékolika formam proteinu.
1. 1493 Mass: 83894 Score: 2250 Matches: 23(22) Sequences: 22(21) pl=49
36 %

Vondrova 1480 HisTag_NusA_HisTag_Tev_psI2
Pokryti sekvence (potvrzené/nejisté/ nedetekované seky/detekované se zménou v sekvenci):

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551

MGSSHHHHHH
YEQEIDVRVQ
LGDYVEDQIE

SSMNKEILAV
IDRKSGDEDT
SVTFDRITTQ

TGVVKKVNRD
EARGAQLFVT
KTNDKRTDPV
APADVASIVV
MTVDDLQAKH
MKELLEIEGL

NISLDLGNNA

VEAVSNEKAL
FRRWLVVDEV

PREKIFEALE

SALATATKKK

TQPTKEITLE

TAKQVIVQKV
EAVILREDML

RSKPEMLIEL
GACVGMRGAR
DEDKHTMDIA
QAEAHAAIDT
DEPTVEALRE

GVDRDLAFKL
CWFGDEAMKE
VLALTNSTQI

AARGVCTLED
HHHHHHENLY

FRIEVPEIGE
VOAVSTELGG
VEAGNLAQAT
FTKYLDIDED
RAKNALATIA

REAERAMVVD
PRENFRPGDR
EVIEIKAAAR
ERIDIVLWDD
GRNGQNVRLA
FATVLVEEGF
QAQEESLGDN

AARYEDESLN
QFREHEGEII
VRGVLYSVRP
DPGSRAKIAV
NPAQEVINAM
SQLSGWELNV
STLEELAYVP
KPADDLLNLE

LAEQGIDDLA
FQSLSFNFPK

PPTTTFPSTG

RALYSTPVPL

DIEGLTDEKA
ITPGNTAITL
WDSATGNVAS

GALIMAARNI
QGNAKILADG
FVTSFSFVIL



601
651
701
751

NPSGRVPTDG
YANSFDPYMR
VITYENGQIS
LEATTGNIVS

LVFFIAPPDT EIPNNSQSQY LGVVDSKTSI NREVGLEFDL
HIGIDINSLI STKTVRYNFV SGSLTKVTII YDSPSNTLTA
TISONVDLKA VLPKDVSVGE SATSTIAVSH NIHSWSEFTSN
Qv

Vzorek 2

1. Qi|446953797 Mass: 54853 Score: 1572 Matches: 16(11) Sequences: 16(11)
transcription termination protein NusA [Escherichia coli]

Odpovida nékolika formam proteinu.

pl=45 43%

2. i|169172 Mass: 28487 Score: 121 Matches: 2(1) Sequences: 2(1) 12%
vegetative lectin [Pisum sativum]

Identifikace na 1 peptid se signifikantnim MASCOT score. Odpovida nékolika formam proteinu.

pl=59

1. 1493 Mass: 83894 Score: 1628 Matches: 22(16) Sequences: 22(16) 35%
Vondrova 1480 HisTag_NusA_HisTag_Tev_psI2

Pokryti sekvence (potvrzené/nejisté/ nedetekované useky/ detekované se zménou v sekvenci):

pl=49

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751

MGSSHHHHHH
YEQEIDVRVQ
LGDYVEDQIE

SSMNKEILAV

VEAVSNEKAL

IDRKSGDEDT
SVTFDRITTQ

TGVVKKVNRD
EARGAQLFVT
KTNDKRIDPV
APADVASIVV
MTVDDLQAKH

NISLDLGNNA

FRRWLVVDEV

PREKIFEALE

SALATATKKK

TQPTKEITLE

TAKQVIVQKV
EAVILREDML

RSKPEMLIEL
GACVGMRGAR
DEDKHTMDIA
QAEAHAAIDT

FRIEVPEIGE

REAERAMVVD
PRENFRPGDR
EVIEIKAAAR

VOAVSTELGG
VEAGNLAQAT
FTKYLDIDED

MKELLEIEGL

DEPTVEALRE

GVDRDLAFKL
CWEFGDEAMKEF
VLALTNSTQI

AARGVCTLED
HHHHHHENLY
PPTTTFPSTG

NPSGRVPTDG
YANSFDPYMR
VITYENGQIS
LEATTGNIVS

LVEFFIAPPDT
HIGIDINSLI
TISQONVDLKA
Qv

W + 2 oxidace

RAKNALATIA

ERIDIVLWDD
GRNGONVRLA
FATVLVEEGF
QAQEESLGDN

AARYEDESLN
QFREHEGEII
VRGVLYSVRP
DPGSRAKIAV
NPAQEFVINAM
SQLSGWELNV
STLEELAYVP
KPADDLLNLE

LAEQGIDDLA
FOSLSENFPK
RALYSTPVPL
EIPNNSQSQY
STKTVRYNEV
VLPKDVSVGEF

DIEGLTDEKA
ITPGNTAITL

GALIMAARNI
QGNAKILADG

WDSATGNVAS
LGVVDSKTSI
SGSLTKVTII
SATSTIAVSH

FVTSFSEVIL
NREVGLEFDL
YDSPSNTLTA
NIHSWSEFTSN



Priloha ¢.9

Vzorky: Pokorna - Psl2 + HisTag + NusTag + HisT

In-gel digesce (trypsin, 40°C, 2 hod, bez R+A, V)

Analyza: MALDI MS/MS — databaze NCBI, taxonomie all entries

MALDI MS/MS — lokalni databaze dodanych sekvenci, bez enzymové specifity

Dominantni slozkou vSech tii vzorkd jsou riizné dlouhé N-termindlni fragmenty ocekévaného proteinu. Stopy jiného
proteinu (z E. coli) byly pozorovany pouze ve vzorku 2.

Vzorka ¢.1

Vrchny z 2och
-

Vzorka &.2 - :’

Vrchny z 2och o

Vzorka €.3

Spodny z 2och
Vzorky 1-3
1. Qi|485893092 Mass: 54832 Score: 1570 Matches: 19(13) Sequences: 17(13) pl=45 44 %

transcription termination protein NusA [Escherichia coli]

Odpovida nékolika formam proteinu.
2. 0gi|18028158 Mass: 52000 Score: 119 Matches: 1(1) Sequences: 1(1) pl=48 3%

GroEL [Escherichia coli]
Identifikace na 1 peptid. Tento peptid byl nalezen pouze ve vzorku ¢. 2. Odpovida nékolika formam proteinu.

1. 1530 Mass: 83894 Score: 1893 Matches: 27(24) Sequences: 25(22) pl=49

37%

Wimmerova 2003 Psl2, HisTag, NusTag, HisT
Pokryti sekvence (potvrzené/nejisté/ nedetekované tiseky):

Identifikované peptidy ve vSech tif‘ech vzorcich/jenom ve vzorcich 1 a 2/jenom ve vzorku 1:

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751

MGSSHHHHHH
YEQEIDVRVQ
LGDYVEDQIE
TGVVKKVNRD
EARGAQLEFVT
KTNDKRIDPV
APADVASIVV
MTVDDLQAKH
MKELLEIEGL
GVDRDLAFKL
CWEFGDEAMKEF
VLALTNSTQI
NPSGRVPTDG
YANSFDPYMR
VITYENGQIS
LEATTGNIVS

SSMNKEILAV
IDRKSGDEDT
SVTFDRITTQ
NISLDLGNNA
RSKPEMLIEL
GACVGMRGAR
DEDKHTMDIA
QAEAHAAIDT
DEPTVEALRE
AARGVCTLED
HHHHHHENLY
PPTTTFPSTG
LVFFIAPPDT
HIGIDINSLI
TISQNVDLKA
Qv

VEAVSNEKAL
FRRWLVVDEV
TAKQVIVQKV
EAVILREDML
FRIEVPEIGE
VQAVSTELGG
VEAGNLAQAI
FTKYLDIDED
RAKNALATIA
LAEQGIDDLA
FOSLSFNFPK
RALYSTPVPL
EIPNNSQSQY
STKTVRYNEV
VLPKDVSVGF

PREKIFEALE
TQPTKEITLE
REAERAMVVD
PRENFRPGDR
EVIEIKAAAR
ERIDIVLWDD
GRNGQNVRLA
FATVLVEEGF
QAQEESLGDN
DIEGLTDEKA
ITPGNTAITL
WDSATGNVAS
LGVVDSKTSI
SGSLTKVTII
SATSTIAVSH

SALATATKKK
AARYEDESLN
QFREHEGEIT
VRGVLYSVRP
DPGSRAKIAV
NPAQEFVINAM
SQLSGWELNV
STLEELAYVP
KPADDLLNLE
GALIMAARNI
QOGNAKILANG
FVTSEFSEVIL
NREFVGLEFDL
YDSPSNTLTA
NIHSWSEFTSN



