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ANOTACE

Tato diplomova prace je =zaméfena na izolaci rekombinantnich proteina
s polyhistidinovou kotvou ze smési proteini pomoci afinitni chromatografie na
imobilizovanych iontech kovii a na TiOz nanotrubicich pokrytych FesOs nanocasticemi
(TiO2NTs@Fe304NPs). Cilem prace bylo optimalizovat protokol izolace pomoci nanotrubic za
standardnich i denatura¢nich podminek. Usp&snost izolace byla vzdy ovéfena pomoci gelové
elektroforézy.

Dalsi klicovou soucasti prace bylo zavedeni metody detekce lipopolysacharidi
Vv eluénich frakcich z izolaci a ovéteni, zda je mozné lipopolysacharidy efektivné odstranit jiz
pii obohaceni rekombinantnich proteind. Pro vlastni stanoveni byl pouzit a optimalizovan
komer¢né dodavany LAL test.

Podatilo se dokazat, Ze TiO2 nanotrubice jsou pfi izolacich selektivnéj$im nosi¢em nez
IMAC nosi¢. To bohuzel neplati pfi odstranéni LPS, kdy IMAC nosi¢e LPS nevazou za
standardnich ani denaturacnich podminek. TiO2 nanotrubice nevazou LPS pouze za

denaturaénich podminek.

KLiCOVA SLOVA: Rekombinantni protein, afinitni Kotva, magnetické nanoéastice,
lipopolysacharidy, LAL test



TITLE

Method of isolation His-tagged proteins by TiO2/FesO4 with the impact to the purity of
final product.

ANNOTATION

This thesis is focused on isolation of proteins with polyhistidine tag from a mixture of
proteins with immobilized metal affinity chromatography and TiO> nanoparticles decorated
with Fez04 nanoparticles (TIO2NTs@FezOsNPs). Target of this thesis was to optimize protocol
of isolation with TiO, nanoparticles under standard and denaturing conditions. Success of
isolation was always verified by gel electrophoresis.

Next important part of this thesis was implementation of method to detect
lipopolysaccharides in elution fractions from isolations and verification if it is possible to
effectively remove lipopolysaccharides during the enrichment of recombinant proteins.
A commercially available LAL test was used and optimized for the determination.

TiO2 nanotubes have been shown to be a more selective carrier than IMAC carriers in
isolations. Unfortunately, this does not apply to LPS removal, where IMAC carriers does not
bind LPS under standard or denaturing conditions. TiO2 nanotubes do not bind LPS only under

denaturing conditions.

KEYWORDS: Recombinant protein, affinity tag, magnetic nanoparticles,
lipopolysaccharides, LAL test
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0. UVOD

Lidské t€lo obsahuje velké mnozstvi proteini. Pokud proteiny chybi nebo jsou
nefunkéni, mize dojit k vaznym onemocnénim. Lécebny postup, ktery byl umoznén diky
modernim biotechnologiim, spo¢iva v nahradé chybé&jiciho nebo nefunkéniho proteinu uméle

vytvofenym proteinem.

Na pocatku 80. let byl predstaven rekombinantni lidsky inzulin jako prvni
bioterapeutikum. Od té¢ doby bylo vytvoteno a schvaleno pro medicinské vyuziti velké mnozstvi
dalsich rekombinantnich proteinti. V soucasnosti jsou dostupné rizné tiidy bioterapeutik,
napiiklad enzymy, hormony, cytokiny, protilatky atd. Mnoho nedavno vyvinutych
a schvalenych 1éc¢iv obsahuje rekombinantni monoklonalni protilatky, které se vyuzivaji

napriklad pfi onkologickém onemocnéni [1, 2].

Pokud jde o pripravu proteinii rekombinantni cestou, existuje celd fada hostitelti
(eukaryotnich i prokaryontnich), ve kterych mohou byt proteiny vytvareny. Ve vétsin€ ptipadu
jsou rekombinantni proteiny vytvaieny molekularnim klonovanim. Gen kédujici pozadovany
protein je vlozen do expresniho vektoru a ten je poté vlozen do hostitelské bunky, kde dojde

Kk syntéze daného proteinu.

Proteiny ur¢ené pro medicinu museji spliiovat pfisna kritéria Cistoty, aby nedochazelo
po podani proteinu jako Iéku pacientovi k nezddoucim imunitnim reakcim. Proto
je na purifikaci proteind kladen velky diraz. Nezadouci imunitni reakce mize byt vyvolana
pritomnosti kontaminujicich latek. Kontaminanty mohou byt napftiklad jiné proteiny, slozky

bunécné stény, lipopolysacharidy nebo cizorodda DNA.

Pro zlepSeni purifikace byly vyvinuty afinitni kotvy pro snadnou izolaci proteinu
pomoci afinitni chromatografie. Afinitni kotvy se ptipojuji na C- nebo N- konec proteinu a pti
afinitni chromatografii se specificky vazou k afinitnim ligandim. Mezi nejéastéji pouzivanou
metodu purifikace patii pouziti polyhistidinové kotvy ve spojeni s afinitni chromatografii

na imobilizovanych iontech kovu.

Diky témto metoddm se podafilo snizit kontaminaci vysledného produktu, nicméné
mirna kontaminace se pfi vyrobé rekombinantnich proteini s pouzitim afinitni kotvy objevuje
stale. Proto se hledaji stale nové pfistupy, které by pomohly problém s kontaminaci vyfesit [3,
4].
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1. TEORETICKA CAST

1.1.Rekombinantni proteiny

V lidskych bunikdch dochazi k tvorbé velkého mnozstvi proteinti. Nefunk¢nost téchto
proteintt mize vést k vdznym onemocnénim. K 1é¢bé téchto onemocnéni se ¢asto pouzivaji
bioterapeutika spocivajici v ndhradé nefunkéniho nebo chybéjiciho proteinu proteinem uméle
vytvofenym, tzv. rekombinantnim proteinem [5].

V souCasnosti se rekombinantni proteiny vyuzivaji nejen Vv biomediciné nebo
v oblastech biotechnologie, ale jsou hojné pouzivany i v mnoha védecko-vyzkumnych
projektech. Snahou vyrobct a prodejct téchto latek je dosdhnout vysokych vytézkl solubilniho
a funkéniho rekombinantniho proteinu. K dosazeni cile je nutné optimalizovat nékolik
podminek: volbu vhodného expresniho systému, design vektoru, slozeni kultiva¢niho média
a podminky produkce proteinu, volba purifika¢ni zna¢ky a tomu odpovidajici purifikacni
metody [6, 7].

Rekombinantni proteiny se vytvareji vloZzenim koédujici sekvence DNA pro konkrétni
protein do vhodného expresniho vektoru, ktery je vlozen do bun¢k produkéniho organismu.
Vybér vhodné hostitelské buiniky zavisi mimo jiné 1 na téchto faktorech: rychlost rtstu
a kultiva¢ni podminky, Groven exprese cilového genu nebo pozadavky na typy posttranslacnich
modifikaci ziskaného proteinu. Hostitelskou bufikou mize byt buiika eukaryotni (rostlinna,
hmyzi, savéi, kvasinkova) nebo prokaryoticka (bakterialni). Ziskany protein se téz nazyva
heterologni, protoze nebyl vytvofen v ptivodnim organismu [8, 9].

Tabulka 1: Porovnani parametri hostiteli pro expresi rekombinantnich proteind. Pievzato
a upraveno z: [5].

Host | Celkové Cas MnoZeni | Vytézek | Kvalita Riziko Naklady
naklady | produkce produktu konta- na
minace purifikaci
Rostliny | Velmi Stredni Snadné Velky Vysoka Nizké Vysoké
nizké
Bakterie | Nizké Nizky Snadné Stredni Nizka Sttedni Vysoké
Kvasinky | Stiedni Stredni Snadné Velky Stredni Nizké Stredni
Savci Vysoké Velky Obtizné Stredné Vysoka Velmi Vysoké
velky velké
Hmyz Stredni Stredni Mozné Velky Stredni Velmi Stredni
nizké
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1.1.1. Tvorba rekombinantnich proteinu v bakterialni bunce

Bakterialni bunky jsou jako hostitel pro produkci rekombinantnich proteint vyuzivany
predevsim z téchto divodu: rychly rast, nizké naklady a dobra produktivita. Jsou vhodné pro
produkeci proteint, U kterych nejsou vyzadovany posttranslacni modifikace (napt. glykozylace
nebo fosforylace), protoze bakterialni buinka nema endoplazmatické retikulum a Golgiho

aparat. Pravé na téchto organelach postrransla¢ni modifikace proteinu probihaji [7, 10, 11].

Mezi nejcastéji pouzivané bakterialni bunky k vyrobé rekombinantnich proteint patii

bakterie Escherichia coli [7, 10, 11].

1.1.1.1.  Escherichia coli
Escherichia coli byla prikopnickym hostitelem v produkci rekombinantnich proteint.
V soucasnosti je stale nejvyhledavanéjsim hostitelem. Divodem pro vybér E. coli je snadna
manipulace, zmapovany genom, kratka doba zdvojeni a nizké naklady na produkci proteind.
Béhem produkce rekombinantniho proteinu se mohou objevit piekazky jako naptiklad Zadna

nebo $patnd sekrece, kontaminace endotoxinem nebo tvorba inkluznich télisek (viz kapitola

1.1.1.4.) [12, 13].

Vlastni postup vyroby rekombinantniho proteinu spo¢iva v nékolika zakladnich krocich
(viz obrazek 1). Nejdiive je gen kodujici pozadovany protein vlozen do mnohocetného
klonovaciho mista (MCS — Multiple Cloning Site) expresniho vektoru. Expresni vektor by mél
obsahovat mimo MCS také pocatek replikace, promotor a selekéni marker. Selekéni marker
zvyhodiuje bunky, které maji vlozeny expresni vektor nad témi, které ho nemaji. Vyhoda,
kterou selek¢ni marker pfinasi je napiiklad rezistence k antibiotiku (ampicilin, tetracyklin,
chloramfenikol a dalsi). Vlozeni genu do MCS kontroluje promotor, ktery bude regulovat
expresi genu. Poté je plazmidovy vektor transformovan do kmene E. coli, ktery je schopny
produkovat dany rekombinantni protein. Béhem riistu je ve specifickém stadiu ptidan chemicky
induktor, ktery spusti produkci rekombinantniho proteinu aktivaci promotoru. Rekombinantni
gen je timto exprimovan a dle transkriptu mRNA se syntetizuje polypeptidovy fetézec, ktery
se poté sklada do konformace funkéniho proteinu. Posledni fazi produkce je uvolnéni proteinu

Z bunky a vy¢isténi [7, 10].
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Obrazek 1: Tvorba rekombinantniho proteinu v E. coli. Pfevzato a upraveno z: [10].

Prvnim rekombinantnim proteinem vytvoienym Vv E. coli byl somatostatin (v roce 1977)
a dal$im byl inzulin (v roce 1982). Od té doby bylo vytvoieno velké mnozstvi rekombinantnich
proteind. V soucasnosti se nejvice produkuji interferony, lidsky ristovy hormon, faktor

nadorové nekrozy nebo interleukiny [5, 10].

1.1.1.2.  Lactococcus lactis

Lactococcus lactis je Gram-pozitivni bakterie, ktera se fadi mezi bakterie mlééného
kvaSeni. Patii mezi GRAS organismy a vyhodou proti E. Coli je absence endotoxini, coz
je dualezité pro terapeutické i potravinové aplikace. Lactococcus lactis ma jen jednu membranu,
a to usnadnuje tvorbu konkrétnich proteind, jejich zpracovani a mensi nachylnost k tvorbé
inkluznich télisek (vice viz kapitola 1.1.1.4). Geneticky modifikovany L. lactis se pouziva jako
producent rekombinantnich proteint pro prevenci a 1é¢bu idiopatickych stievnich zanéti (IBD
- Inflammatory Bowel Disease), mezi ktera patii napﬁklad Crohnova choroba nebo ulcerdzni
interleukinu 10 (IL-10), ktery byl vytvofen v L. lactis, pro 1écbu IBD. Piikladem dalSich

produkovanych proteint je fibronektin vazajici protein A nebo internalin A [10, 13-15].

1.1.1.3.  Bacillus subtilis
Bacillus subtilis je sporotvorna Gram-pozitivni ty¢inkovita bakterie. Benefity vyuziti

této bakterie pro tvorbu rekombinantnich proteinii jsou: rychld a snadna kultivace,
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extracelularni sekrece proteini do kultivacnich médii a nizsi tvorba inkluznich télisek (viz
kapitola 1.1.1.4). Nejvice produkovanym rekombinantnim proteinem vtomto typu
bakterialnich bunék je B-galaktosidaza [15, 16].

Dalsi pouzivani bakteridlni hostitelé a jejich produkty jsou uvedeni v nasledujici

tabulce.

Tabulka 2: Piehled bakterialnich hostitelti pro produkci rekombinantnich proteint.

Pievzato a upraveno z: [13].

Hostitel Hlavni funkce Bakterialni druh Produkt
Fototrofni bakterie Vysoka produkce | Rodhobacter Membranové
membranovych sphaeroides proteiny
proteind
Pseudomonady Efektivni sekrece Pseudomonas Lidsky
fluorescens granulocytarni
kolonie stimulujici
faktor
Pseudomonas Penicilin G acylaza
aeruginosa
Halofilni bakterie Zvyhodnéna Halomonas elongata | B-laktamaza
rozpustnost
Streptomyceta Efektivni sekrece | Streptomyces lividans | Antigeny M.
Tuberculosis
Streptomyces griseus | Trypsin

1.1.1.4. Inkluzni téliska

Inkluzni téliska jsou agregaty proteind, které se vytvaieji v cytoplazmé i periplazmé
bakteridlnich bun€k pii expresi heterolognich genti. Jedna se o nezadouci vedlejsi produkt,
ktery vznika pii vyrobé rekombinantnich proteini, protoze u nékterych proteinii neni mozné
ziskat solubilni nebo spravné slozenou formu. Obecné jsou to téliska kulovitého tvaru
sprimérem 0,5 az 1,3 pm, Svysokou hustotou, coz umoznuje jejich snadné oddé€leni
od ostatnich buné¢nych slozek pii vysokorychlostni centrifugaci. Jsou pfevazné tvorena danym
rekombinantnim proteinem (v riznych formach), proto je mozné je pouzit jako zdroj proteinu
pro opétovné slozeni a obnovu. Prvnim krokem pro znovuslozeni proteinu z inkluzniho téliska
je solubilizace agregovaného proteinu a druhym krokem je opétovné sloZeni solubilizovaného
proteinu. Pro solubilizaci inkluznich télisek se pouZzivaji vysoké koncentrace denaturacnich
¢inidel (naptiklad mo¢ovina) za pfitomnosti reduk¢nich ¢inidel (napiiklad B-merkaptoethanol).
Poté se proteiny nové¢ skladaji s pomalym odstralovanim denatura¢niho ¢inidla v pfitomnosti

oxida¢nich ¢inidel [17-19].
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Obrazek 2: Tvorba inkluzniho téliska. T¢lisko obsahuje: nativni konformaci (¢ervena),
funk¢ni izoformy (zelend) a nefunkéni, chybné slozené formy (modrd). Pievzato a upraveno

z: [18].

1.1.2. Tvorba rekombinantnich proteini v kvasinkové burice

Kvasinky jsou jednobunécné eukaryotni organismy. Vyhody pouziti kvasinek pro
produkci heterolognich proteind jsou: rychly rast na jednoduchych médiich, snadné
prizpisobeni genetickym modifikacim, specifické eukaryotni posttranslacni modifikace
a nepfitomnost pyrogent, patogent a virovych inkluzi. Nevyhodou v§ak muze byt, Ze kvasinky

mohou podléhat konformacnimu stresu, coz vede k vadné konformaci vysledného produktu.

[20-22].

1.1.2.1. Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae je nejpouzivanéjsi kvasinkou pro expresi rekombinantnich
proteind. Jeji genom byl plné osekvenovan a jeho konstrukce umoziuje expresi mnoha raznych
proteint. Divodem pro vybér této kvasinky je tolerance vici stresu v zivotnim prostiedi, jako
je napt. nizka hladina kysliku. Proteiny pro pfipravu prvni vakciny proti hepatitidé B (lidskému
virovému onemocnéni) byly produkovany intracelularné v S. cerevisiae. Dnes se mimo
proteiny pro tuto vakcinu produkuje v S. cerevisiae i inzulin, glukagon a mnoho dalsich
proteind [20, 22].

1.1.2.2. Pichia pastoris
Pichia pastoris je obligatné aerobni kvasinka, ktera vyuziva methanol jako zdroj energie
a uhliku. Diky tomu je moZné exprimovat proteiny na zdklad€ indukovatelného AOX1
promotoru. AOX1 promotor je odvozen od genu pro alkoholoxiddzu, coZ je enzym

v metabolismu methanolu. Prvni terapeuticky polypeptid produkovany v této kvasince byl
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ekalantid pro 1é¢bu hereditarniho angioedému. Dalsi produkované proteiny jsou naptiklad:
insulin, lidsky sérovy albumin, interferon a nebo vakcina proti hepatitidé typu B [20, 22, 23].

Dalsi pouzivané druhy kvasinek pro produkci bioterapeutik jsou naptiklad Hansenula
polymorpha (vakcina proti hepatitidé B, insulin, hirudin), Yarrowia lipolytica (pankreaticka
lipaza) nebo Kluyveromyces lactis (hovézi chymosin) [20, 21].

1.1.3. Tvorba rekombinantnich proteinu v savéi burice

Sav¢i builkky jsou vhodnym expresnim systémem pro produkci terapeutickych
rekombinantnich proteinti pro klinické aplikace, protoZze mohou provadét stejné posttranslacni
modifikace jako lidské bunky. Dalsi vyhodou téchto bunék je vysoka tolerance ke zménam pH,
teploty nebo tlaku b&hem vyroby proteinu. Nevyhodou tohoto systému je riziko infekce
zivo¢iSnymi viry, pomalej§i rist a veétSi naroky na kultivatni média oproti bakteriim
a kvasinkdm. Sav¢i bunky casto vyzaduji obohaceni médii o aminokyseliny, riistové hormony,
vitaminy nebo reduk¢ni ¢inidla. Mezi produkty syntetizované v savéich bunkach patii napt.
rizné enzymy, hormony, cytokiny, nebo srazeci faktory. Nejvice pouzivané bunécné linie
zavedeni cizorodé DNA do sav¢i buriky. Jednim z nich je napiiklad pouziti promotort (virovy
nebo bunécny), ktery fidi expresi genu, nebo zavedeni DNA piimo do bunky pomoci

mikroinjek¢ni nebo elektroporacni techniky [5, 8, 24-27].

1.1.4. Tvorba rekombinantnich proteini v hmyzi burice

Hmyzi bunky jsou kompromisem mezi bakteridlnim a savéim expresnim systémem.
Hmyzi bunécéné linie rychle rostou, nehrozi kontaminace priony nebo onkogenni DNA
a zajistuji vysoky vynos proteinu. Hmyzi bunky také provadeji podobné posttranslacni
modifikace jako sav¢i buiiky. Ovsem velkou nevyhodou tohoto systému jsou vysoké naklady
na kultivaéni média. Produkce rekombinantniho proteinu vV hmyzi buiice probiha pomoci
bakulovirového expresniho vektorového systému (BEVS). Proces mé dvé faze. V prvni fazi
se buiky namnozi na pozadovanou denzitu, a Vv druhé fazi dojde kjejich infikovani
modifikovanym bakulovirem, ktery obsahuje gen pro poZadovany protein. Pouzivané hmyzi
buiky jsou nachylné k infekci bakulovirem. Hmyzi druhy, z kterych se bunky pro produkci
rekombinantnich proteint ziskavaji, jsou naptiklad Spodoptera frugiperda (blyskavka

kukufi¢na), Drosophila melanogaster (octomilka obecna) nebo Bombyx mori (bourec
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morusovy). S pouzitim BEVS byly produkovany mimo jiné i tyto proteiny: tkanovy aktivator

plazminogenu nebo dekarboxylaza kyseliny glutamové [5, 8, 28, 29].

1.1.5. Tvorba rekombinantnich proteinu v rostlinné burice

Produkce rekombinantnich proteinii v rostlinné buiice ma ve srovnani s bakteridlnim
nebo kvasinkovym expresnim systémem né€kolik vyhod. Rostlinné systémy se vyznacuji
plasticitou a rGznorodosti. Patogeny, nebezpetné pro savce a toxiny ptfitomné v bakteriich,
Vv rostlinach chybi a je tak snizené riziko kontaminace vysledného proteinu. Pfednosti téchto
systémil je také stabilita zdédéné exprese ciziho genu transformaci jaderné DNA a rychla
a vysoce efektivni produkce pozadovaného proteinu extrachromozomélnimi amplikony.
Rostlinné bunky pro expresi rekombinantnich proteini je mozné pouzit ve farmaceutickém
prumyslu. Mnozstvi proteinti, které 1ze pouzit ve farmacii se neustale zvySuje. Nevyhodou pii
produkci rekombinantnich proteinit pro farmaceuticky pramysl je, Ze pfi syntéze proteinu
je tiecba optimalizovat velké mnozstvi parametri. Obvyklym postupem vyroby
rekombinantniho proteinu je vytvoieni stabilni transgenni linie rostliny. Poté je cilovy transgen
vlozZen do rostlinného genomu a dany protein je mozné produkovat i v nasledujicich generacich

[30-32].

Vektor Transformace

Syntéza proteinu

Obrazek 3: Produkce rekombinantniho proteinu Vv rostlinné buiice. Pfevzato a upraveno z:
[30].
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1.2. Purifikaéni kotvy

Vhodnym nastrojem pii feSeni problému S izolaci produkovanych rekombinantnich
a vytézku. Purifikaéni kotvy pomahaji izolovat dany protein, umoziuji jednokrokovou
purifikaci, je mozné je pouzit na riizné proteiny, snadno se odstranuji za u¢elem zisku nativniho

proteinu a maji minimalni vliv na tercialni strukturu [33, 34].

Jednotlivé purifikacni kotvy (nazyvané téz fizni kotvy) mizeme rozdélit napt. podle
velikosti, purifika¢ni kotvy se pohybuji v rozmezi od jedné nebo nékolika aminokyselin (poly-
His, poly-Arg, FLAG, Strep-tag) az po kompletni proteiny dosahujici velikosti az 40 kDa
(glutathion-S-transferaza, maltézu vazajici protein). Kotvy mohou byt pfipojeny k C- nebo

N- konci poZzadovaného proteinu, ptipadné k obéma koncim [35, 36].

V nekterych pifipadech neni nutné malé Kkotvy zrekombinantniho proteinu
odstranovat, protoze neovliviiyji tercidrni strukturu molekuly a jeji biologické vlastnosti.
Ve skute¢nosti muze Vv nékterych piipadech zavedeni purifikaéni kotvy pozitivné ovlivnit
biochemické vlastnosti vysledného produktu (napiiklad: zvyseni trovné exprese a solubility,
zjednoduSeni sbalovani proteini, nebo zabranéni proteolyze). Malé kotvy jsou méné
imunogenni nez velké Kotvy a je mozné pouzit je pfimo jako antigen pii pfipravé protilatek.
Velké kotvy se Castéji pouzivaji ke zvySeni rozpustnosti pozadovanych proteint, ale pro
nekteré aplikace je nutné ji odstranit (napf. krystalografie nebo produkce protilatek). Pro
snadné odstranéni se mezi kotvu a protein vkladaji specifické sekvence, které jsou nasledné

Stépeny protedzami (napiiklad enterokinaza, faktor Xa, trombin a dalsi) [33, 35, 37].

Mezi nejvice vyuzivané purifikaéni Kotvy patii glutathion-S-transferaza, maltozu
vazajici protein, polyargininova kotva, polyhistidinova kotva, FLAG nebo Strep-tag. Kotvy
maji odlisné vlastnosti, proto se odlisuji i jejich postupy ¢isténi. Pro kazdy protein je vhodna
jina kotva, zalezi na vlastnostech cilového proteinu (napiiklad stabilita nebo hydrofobicita),
na expresnim systému a kone¢né aplikaci proteinu. Proto je dulezité vybér vhodné kotvy

ptedem promyslet [34—36].
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Tabulka 3: Bézné fuzni kotvy pouzivané pro vyrobu rekombinantnich proteinl. Prevzato

a upraveno z: [33].

Typ fazni kotvy Velikost C- nebo N- konec
A) Enzymy
B-galaktosidaza 116 kDa N, C
Glutathion-S-transferaza 26 kDa
Chloramfenikol acetyl transferaza 24 kDa N
TrpE 27 kDa
B) Polypeptidy vazajici proteiny
IgG vazajici doména stafylokokového proteinu A 14-31 kDa N
IgG/albumin  vazajici doména  streptokokového | 28 kDa
proteinu G
C) Uhlohydraty vazajici domény
Maltozu vazajici protein 40 kDa N
Skrob vazajici protein 119 AMK C
Celulozu vazajici protein 111 AMK N
D) Biotin vazajici doména 8 kDa N
E) Antigenni epitopy
recA 114 AMK C
FLAG™ 8 AMK
F) Nabité aminokyseliny
Poly (Arg) 5-15 AMK C
Poly (Asp) 5-16 AMK C
Glutamat 1 AMK N
G) Poly (His) konce 1-9 AMK N,C
H) Ostatni poly (aminokyselinové) konce
Poly (Phe) 11 AMK N
Poly (Cis) 4 AMK N
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1.2.1. Glutathion-S-transferaza

Prvni zminka o kotvé Glutathion-S-transferaza (GST) je z roku 1988. V tomto roce byla
GST, ktera pochazela ze Schistosoma japonicum (krevnicka jaterni), klonovana do expresniho
vektoru E. coli. GST je skupina cytozolickych proteini pfitomna Vv eukaryotnich bunkach.
Neptitomnost GST u prokaryontnich bunék je duvodem ¢astého vyuziti této kotvy
pfi prokaryontni expresi. Kotva pomaha chranit proteiny pfed intracelularnimi proteazami
a stabilizuje je. Pouziti GST kotvy neni vyhodné v ptipadech, Ze cilovy protein je vétsi nez 100
kDa, ma mnoho nabitych zbytk nebo hydrofobnich oblasti. Pak jsou ziskané proteiny zcela
nebo CasteCné nerozpustné. Fuzni proteiny GST mohou byt purifikovany diky afinité
k imobilizovanému glutathionu (viz obrazek ¢. 4). Eluce probiha pii nedenatura¢nich
podminkach 10mM redukovanym glutathionem. Pro detekci GST je mozné pouzit enzymaticky
test nebo imunotest [35-38].

imobilizovany

glutathion \ Rekombinantni
» @O
matrix
Vazba Rekombinantni
* protein
glutathion
Eluce * +
Rekombinantni

s’ @@

— uvolnéni

Obrazek 4: Imobilizace GST proteinu. Pfevzato a upraveno z: [39].

1.2.2. Maltozu vazajici protein

Maltozu vazajici protein (MBP) je pomérné velka periplazmaticka purifika¢ni kotva
s molekulovou hmotnosti pfiblizné¢ 40 kDa. Ma schopnost zvySit expresi 1 rozpustnost
ziskaného rekombinantniho proteinu. Protein fuzovany s MBP mize byt exprimovan
Vv periplazmatickém prostoru nebo v cytoplazmé. Vazba MBP kotvy na N- konec proteinu je
uéinngjsi nez vazba na C- konec. Nevyhodou je jeji velikost a imunogenicita, ktera komplikuje
nasledné vyuziti. Po odstranéni kotvy zlstava Casto cilovy protein nerozpustny nebo agreguje.

MBP se pfevazné pouziva Vv bakteridlnich expresnich systémech pfi expresi eukaryotnich
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proteint. Purifikace proteinu s MBP muize byt provedena jednokrokové pomoci afinitni
chromatografie s imobilizovanou amylézou. Eluce muze byt provedena 10mM maltézou ve
fyziologickém roztoku pfi neutrdlnim pH za nedenaturac¢nich podminek. V poslednich letech
byla MBP kotva vice nez samostatné¢ pouzivana ve spojeni s malou afinitni kotvou (hybridni

konstrukty), napt. His6-MBP nebo MBP-SUMO [35-38].

1.2.3. ELAG

Fuzni kotva FLAG se sklada z 8 aminokyselin (AspTyrLysAspAspAspAspLYys). Kotva
je mala a hydrofilni. Mlze byt umisténa na C- i N- konec proteinu, ale vazba na N- konci ma
nékolik vyhod (spravné zpracovany produkt, stabilita kotvy - neni odstranéna protedzami).
Nevyhodou této kotvy je nutnost jejiho odstranéni z proteinu, ktery je urCen pro terapeutickou
1é¢bu, dale nizka vazebna kapacita (i pies vysokou selektivitu kotvy) a vysoka cena. I pies tyto
nedostatky je kotva vyuzivana pro rizné vyzkumy diky snadné purifikaci FLAG proteinu
pomoci ELISA, nebo jiné imunochemické metody. Je mozné ji pouzit v riznych typech bunck:
savCi, bakterialni nebo kvasinkova. Kotva byla navrZena pro imunoafinitni chromatografii.
FLAG se vaze na né¢kolik specifickych anti-FLAG monoklonélnich protilatek (napi. M1
na vapniku zavisla nebo nezavisla, M2 nebo M3). Purifikace proteind se provadi za pouziti
imobilizované anti-FLAG protilatky a eluci chelataénimi ¢inidly (EDTA) nebo sniZzenim pH

(glycinovy pufr) za nedenaturujicich podminek [33, 36-38].

Obrazek 5: Fuzni kotva FLAG. Zdroj obrazku: [40].
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1.2.4. Polyargininova kotva

Argininova Kkotva se obvykle sklada z 5 nebo 6 arginind, které se vazi na C- konec
rekombinantniho proteinu. Nejvyssi G¢innost izolace a purifikace rekombinantnich proteind
V porovnani s ostatnimi expresnimi systémy, poskytuje polyargininova kotva s bakulovirovym
systétmem. Nevyhodné je pouziti u proteint, které maji hydrofobni C- konec, protoze kotva
mize ovlivnit terciarni strukturu. Izolace takto zna¢eného proteinu (viz obrazek ¢. 6) se provadi
pomoci imobilizovaného anhydrotrypsinu (enzymaticky neaktivni derivat trypsinu) a nasledné
je eluovan specifickym inhibitorem anhydrotrypsinu: benzoglycyl-argininem (Bz-Gly-Arg).
DalSim zptisobem izolace je pouziti iontové vyménné chromatografie, protoze argininovy
konec dodava proteinu pozitivné nabity konec s afinitou k negativnimu sorbentu (naptiklad
katexova pryskyfice SP-Sephadex). Eluce probiha pomoci gradientu NaCl pii alkalickém pH.
Pro oba zplisoby izolace plati, Ze zbytky argininu mohou byt nasledné¢ odstranény
karboxypeptiddzou B. Z divodu, Ze b&hem iontové vyménné chromatografie dochazi ke

ztratam pozadovaného produktu, je tato kotva oproti ostatnim vyuzivana méné [35, 36, 41].

vazba prnm?véni eluce

Obrazek 6: Izolace rekombinantniho proteinu s polyargininovou kotvou.

Pievzato a upraveno z: [41].
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1.2.5. Polyhistidinova kotva

Polyhistidinova fazni kotva se sklada z nékolika histidinovych zbytkl (nejcastéji 6, ale
mize byt méné nebo i vice) a je jednou z nejvice pouzivanych afinitnich kotev pro obohaceni
rekombinantnich proteint. Tato kratka sekvence neovliviiuje celkovy naboj proteinu, skladani
V bunice a zpravidla ani strukturu a funkci izolovaného proteinu. Vyhodnou vlastnosti je nizka
uroven toxicity a imunogenicity. Diky témto vlastnostem nemusi byt kotva vétsinou z proteinu
odstranéna. Pokud je to potieba, mize byt odstranéna vloZenim $t€pného mista pro specifickou
proteazu mezi kotvu a protein. lzolace proteinii pomoci polyhistidinové kotvy byla uspésné
provedena s pouzitim ruznych expresnich systému, napiiklad E. coli, Saccharomyces

cerevisiae, sav¢ich nebo hmyzich buné¢k [35, 38, 42].

Kotva miize byt umisténa na N- nebo C- konci rekombinantniho proteinu. Optimalni
umisténi kotvy je pro kazdy protein specifické. Miize se objevit komplikace, ze kotva
je uzaviena ve slozeném proteinu a nema piistup k imobilizovanému ligandu. V takovém
ptipad¢ je fesenim piesun kotvy na druhy konec, nebo purifikace za denaturaénich podminek.
K purifikaci proteind s polyhistidinovou kotvou se pouziva afinitni chromatografie
na imobilizovanych iontech kovu (vice viz kapitola 1.4.1). Histidinové zbytky maji vysokou
afinitu k nékterym iontim kovi, napiiklad médi, niklu, zinku a kobaltu, které vytvaii komplex
S imobilizovanym chelatacnim c¢inidlem. Specifita vazby umoznuje purifikaci za nativnich
I denaturac¢nich podminek. Nevyhodou pii pouziti polyhistidinové kotvy je nespecificka vazba
neznacenych proteinti na afinitni matrici pfi purifikaci. Nékteré proteiny obsahuji 2 nebo vice
histidinovych zbytka vedle sebe a mohou byt koizolovany spolu s cilovym proteinem, coz vede

ke kontaminaci finalniho produktu [5, 42-44].
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1.3. Preparativni purifikace rekombinantnich proteina

Proteiny vytvarené pro terapeutické ucely by nemély obsahovat nadbytecné proteiny,
endotoxiny ani jiné kontaminanty (o kontaminaci viz. Kapitola 1.5). Proto je kladen velky
diraz na purifikaci cilového proteinu, aby byl co nejCistsi a zachoval si svou chemickou
strukturu a biologickou aktivitu. Pfi vyvoji purifika¢ni metody je dilezité, aby metoda byla
rychld, nakladoveé efektivni, a reprodukovatelnd. Pro splnéni kritérii Cistoty vysledného
produktu (u nékterych 1é¢iv az 99 %) jsou specifické izolace pomoci afinitni chromatografie
obvykle doplnény o dalsi chromatografické metody, kdy jsou proteiny separovany na zakladé
jejich  fyzikalné-chemickych vlastnosti, jako napiiklad velikost molekul, naboj nebo
hydrofobicita [5, 45].

1.3.1. Iontové vvménna chromatografie

Iontové vyménna chromatografie se provadi ¢asto jako pocate¢ni krok pii purifikaci
proteint, kdy se proteiny separuji dle svého naboje. Cilovy protein se pii prichodu kolonou
navaze na ionex a ostatni proteiny projdou. lonex je makromolekuldrni matrice, ktera se
obvykle vyrabi z agardzy, celulozy nebo dextranu, s kyselou nebo bazickou skupinou. Katex
obsahuje kyselou funk¢ni skupinu, kterd nese zaporny naboj (naptiklad karboxymethyl) a anex
nese bazickou funk¢ni skupinu (napiiklad diethyl-aminoethyl). Nasledna eluce se provadi

zménou pH nebo iontové sily roztoku (ionty v roztoku vytésni protein z vazby) [45, 46].

1.3.2. Hydrofobni interakéni chromatografie

Pii hydrofobni interakéni chromatografii se proteiny separuji na zakladé své
hydrofobicity. Pti separaci dochazi k hydrofobnim interakcim mezi povrchovymi nepolarnimi
oblastmi proteinu a imobilizovanym hydrofobnim ligandem. Molekuly vody obklopuji
hydrofobni oblasti proteini a zabrafuji jim vdzat se na hydrofobni ligandy
na chromatografickém médiu. Z tohoto divodu jsou pii vazbé proteinu dilezité vysoké
koncentrace soli (naptiklad siran amonny) v mobilni fazi, které odhaluji povrchové hydrofobni
oblasti proteinu a umoziuji tak jeho vazbu na kolonu. Eluce daného proteinu se provadi

snizenim koncentrace soli [45, 47].
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1.3.3. Chromatografie stérické vvluky

Chromatografie stérické vyluky déli molekuly na zaklad¢ jejich velikosti. Stacionarni
faze umisténa v koloné se sklada z poréznich ¢astic, mezi které difunduji proteiny z mobilni
faze na zéklad¢ své velikosti. Velké proteiny nemaji moznost vniknout do pérd, a proto
prochazeji kolonou rychle. Malé proteiny naopak do port proniknou a kolonu opoustéji pozdéji.

Tento druh separace neni vhodny pro smés proteini s podobnou velikosti [45, 48].

1.3.4. Afinitni chromatografie

Afinitni chromatografie je metoda zaloZend na specifickych interakcich mezi
biomolekulami (naptiklad interakce protilatky a antigenu nebo hormonu a jeho receptoru).
Cilovy analyt se reverzibilné vaze na ligand (komplementarni molekulu), ktery je kovalentné
navazany na nosi¢. Zakladni separa¢ni kroky jsou uvedeny na obrazku ¢. 7. Roztok obsahujici
cilovy analyt prochazi kolonou, ktera obsahuje navazany (imobilizovany) ligand. Analyt se
specificky navaze na ligand za vzniku tzv. biospecifického paru. Nésleduje promyti, kdy jsou
ostatni latky roztoku vymyty z kolony. Po promyti je cilovy analyt eluovan a nasledné sbiran

nebo detekovan. Poslednim krokem je regenerace kolony pro dalsi pouziti [49, 50].
%"
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Obrazek 7: Princip afinitni chromatografie. Pfevzato a upraveno z: [49].
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Ligand

Ligand hraje dalezitou roli v purifikacnim protokolu. Kromé specifity, by mél byt ligand
i stabilni, aby nedochazelo k jeho vymyvani a ekonomicky vyhodny. Pii vybéru ligandu
se zohlednuji 2 hlavni kritéria: ligand musi mit funk¢ni skupinu, kterd miize byt modifikovana
pro navazani na pevny nosic, aniz by to ovlivnilo jeho rozpoznani komplementarni molekulou
a ligand by m¢l mit dostate¢nou afinitu pro purifikaci. Ligandy se pii vazbé k cilové molekule
ucastni nckolika interakci. Mezi tyto interakce patii mimo jiné i vodikové mistky,
elektrostatické sily, dip6l-dipdlové interakce nebo Van der Waalsovy sily. Kombinace téchto
interakci umoznuje specifické rozpoznavani mezi ligandem a cilovym analytem. Ligandem
muze byt pfirodni latka biologicka (naptiklad nukleotidy, lektiny, protein A, protein G,
hormony a protilatky) i nebiologicka (napiiklad ionty kovii) nebo synteticka latka [49, 51, 52].

Nosice

Nosi¢ slouzi jako podpora ligandu a umoznuje jeho zadrzeni v kolon¢ ¢i jeho separaci
od v roztoku v piipadé vsadkového uspoiadani. Mezi vlastnosti, které by mél nosi¢ mit patii:
chemicka a fyzikalni odolnost, nizké nespecificka vazba, nerozpustnost, dostate¢na propustnost
a velka specifickd plocha a snadna modifikovatelnost pro ptipojeni ligandu. Nosice se dle svého
puvodu déli na: organické (pfirodni polymery, napiiklad agaroza, celuléza nebo dextran),
anorganické (naptiklad sklo, kiemicité nosice, anorganické oxidy jako Al;O3, TiOz a ZrOy),
syntetické (naptiklad polyakrylamid, Trisacryl nebo Sephacryl) a slozené (skladaji se ze dvou
nebo vice materiald, naptiklad polyhydroxyethylmethakrylat) [49, 53].

33



1.4. Nosice pro purifikace proteint s polyhistidinovou kotvou

Béznou metodou pro purifikaci rekombinantnich proteinti se stala afinitni
chromatografie na imobilizovanych iontech kovii ve spojeni s His-tag kotvou. Principem je
interakce mezi ionty prechodnych kovii (napiiklad Co?* a Ni?*), které jsou imobilizované
na matrici, a histidinovymi zbytky. Bézné pouzivanou matrici je kyselina iminodioctova nebo
nitriltrioctova. V neddvné dobé€ byly publikovany inovace, které pomdhaji vylepsit Cisténi
proteinu s polyhistidinovou znackou. Jednim z nich byl vyvoj nanocastic, které pomahaji
magneticky oddélit polyhistidinem znafené proteiny ze smési bunéénych lyzati se
zanedbatelnou specifickou adsorpci (vice o nanocasticich v kapitole 1.4.2). Dal§im novéjSim
zpusobem ¢isténi je vyvoj afinitni iontové kapaliny pro extrakci kapalina — kapalina. Proteiny
s polyhistidinovou kotvou jsou extrahovany a purifikovany pomoci afinitni iontové kapaliny.
Tyto zpusoby purifikace naznacuji vyvoj a rozsifeni purifikace rekombinantnich proteint

s polyhistidinovou kotvou [54].

1.4.1. IMAC nosice

Afinitni chromatografie na imobilizovanych iontech kovi (IMAC) je t¢inna metoda pro
Cisténi rekombinantnich proteint, které maji kratkou afinitni kotvu z histidinovych zbytku.
Principem je interakce mezi ionty kovii (Co?*, Ni?*, Zn?* a Cu?*) imobilizovanymi na matrici
a specifickymi postrannimi fetézci aminokyselin. Histidin vykazuje nejsilnéjsi interakci

s imobilizovanymi ionty kovil, protoZe snadno vytvaii koordinaéni vazbu [42, 45, 55].

IMAC pro ¢isténi proteinu pomoci polyhistidinové kotvy je mozné pouzit za nativnich
i denatura¢nich podminek. Rozpustné proteiny nebo ty, které se vylucuji lze obvykle
purifikovat za nativnich podminek. Denatura¢ni podminky jsou vhodné pro pouziti v piipadé,
ze dany protein je nerozpustny nebo se agreguje v inkluznich téliskach. Jako denaturaéni ¢inidla
se pouzivaji 6M guanidin hydrochlorid nebo 8M mocovina. Z divodu, Ze guanidin
hydrochlorid se v ptitomnosti SDS vysrazi a tim narusuje naslednou SDS-PAGE analyzu, ktera

je obvykle provadéna, je preferovanéjsim ¢inidlem mocovina [42, 56].

Pro imobilizaci kovii na nosi¢ pii technice IMAC je mozZné pouZit nékolik chelatacnich
ligandti. Na pocatku byla nejvice pouzivana iminodioctova kyselina (IDA) s 3 koordina¢nimi
misty pro vazbu kovovych iontlh a 3 vazebnymi misty pro imidazolovy kruh histidinu.
Problémem této kyseliny je, Ze kovové ionty jsou k ni vazany slabé&, a proto dochazi béhem

purifikace proteinu k jejich uvolnéni z vazby. Pfitomnost téchto vyluhovanych kovovych iontd
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snizuje Cistotu vysledného produktu a zvysuje riziko toxicity, coz je pii pfiprave terapeutickych
proteinti nezadouci. Purifikace proteinii byla usnadnéna a vylepSena vyvojem matrice
z kyseliny nitriltrioctové (NTA) a z karboxymethylaspartaitu (CMA). Tyto latky maji
4 koordina¢ni mista pro vazbu kovi a dale 2 vazebna mista pro interakci s imidazolovym

kruhem histidinu. Kovové ionty jsou tak navazany stabilnéji, coz vede k jejich snizenému

vvvvv

Eluce znaceného proteinu muize probihat snizenim pH na 5,3 az 4,5 pro NTA a na 6,0
pro CMA. SniZzenim pH dochazi k protonaci atomu dusiku uvnitt imidazolového kruhu a tim
se naru$i koordinacni vazba mezi histidinem a iontem kovu. Dal§i moznosti eluce je pouZiti
histidinového analogu imidazolu v koncentracich 50 az 500 mM, ktery vytésni histidin z vazby
na iont kovu. Ob¢ tyto metody jsou G¢inné, ale pouziti imidazolu je vyhodné&jsi, protoze snizeni
pH miiZe poskodit cilovy protein. Silnd chelata¢ni ¢inidla, jako naptiklad EDTA mohou byt
pouzita pouze v malych koncentracich (100 mM), protoze nejsou plné kompatibilni s matrici.

Muze dochazet k eluci iontti kovil z matrice a tim ke kontaminaci vysledného produktu [42, 55,

58].
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Obrazek 8: Model interakce mezi polyhistidinovou kotvou, kovovym iontem a IMAC
matrici. A: Ni-IDA; B: Ni-NTA. Prevzato z: [57].

35



1.4.2. Nanodastice
Nanocastice jsou castice o velikosti od 1 do 100 nm. Vyuzivaji se v biosenzorech,

Vv zobrazovacich metodach (naptiklad magneticka rezonance), v dopravé a monitoringu 1éka atd

[59, 60].

Vétsinu soucasné pouzivanych nanocastic je mozné rozd¢lit do 4 kategorii:

a) Nanocastice na bazi uhliku

Nanocastice na bazi uhliku obsahuji uhlik v riznych morfologiich, jako naptiklad trubice,
elipsoidy nebo koule. Do této kategorie patii fullereny (jedna molekula obsahuje 60 atomut

uhliku, které jsou uspotadany ve tvaru fotbalového mice), nanotrubice, nanovlakna nebo grafen.

b) Anorganické nanocastice

Do této kategorie patii nanocastice tvoiené vzacnymi kovy a jejich oxidy (naptiklad zlato nebo
stiibro), pfechodnymi kovy a jejich oxidy (napfiklad: TiO2, Cr.O3, Mn.O3, Fe203, NiO, CuO)

a polovodici (kfemik a keramika).

c) Organické nanocastice

Nanomateridly z organické hmoty vyuzivaji slabych (nekovalentnich) interakci pro
transformaci do pozadovanych struktur. Mezi organické nanomateridly patii struktury jako

dendrimery, micely, lipozomy a polymery.

d) Kompozitni nano¢astice

Kompozitni nanocastice jsou nanomaterialy se sloZzenou strukturou. Skladaji se ze dvou nebo
vice slozek nanocastic se specidlnimi vlastnostmi. Dle struktury se d€li na: jednoduché
hybridni, strukturované jadro/plast a multifunkéni kvantové teCky (viz obrazek ¢. 9).
Kompozitni nanoc¢astice maji vlastnost superparamagnetismu. Superparamagnetismus je typ
magnetismu, kdy jednodoménové nanocastice vykazuji v nepfitomnosti vné&jsiho magnetického
pole nulovy magneticky moment. KdyZ je pfitomno vné&j$i magnetické pole, magnetické
momenty nanocastic se snazi vyrovnat podél vnéjsiho pole, a to mé za nasledek nenulovou

magnetizaci [59, 61-63].
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Obrazek 9: Struktura kompozitnich nanocastic. A. jednoduché hybridni, b. strukturované

jadro/plast, c. multifunkéni kvantové tecky. Pievzato z: [63].

1.4.2.1. Magnetické nanocastice
Magnetické nanocastice se dostavaji stale vice do centra zajmu diky svym optickym,

magnetickym, elektronickym a fyzikalné-chemickym vlastnostem. Jsou vyuzivany v mnoha
zatizenich, jako naptiklad motory, senzory, videokazety nebo pevné disky. S povrchovymi
modifikacemi je mozné pouzit magnetické nanocastice v fad¢ aplikaci, jako je naptiklad
monitorovani a doprava léCiv, zobrazovaci metody nebo v poslednich letech zkoumany
potencial pro 1écbu rakoviny. V soucasné dob¢ je mnoho aplikaci v ranych stadiich klinickych
studii. Pro vyrobu magnetickych nanocastic existuje mnoho vhodnych materialu: piikladem
mohou byt Cisté kovy (zelezo, kobalt, nikl), slitiny (FeCo, permalloy — slitina niklu a zeleza,
AINiCo) a oxidy Zeleza (FesOas, y-Fe203, CoFe20s). Cisté kovy mohou poskytnout vyssi
saturacni magnetizaci, ale nejsou vhodné pro klinické ucely, kvtili vysokeé toxicité a oxida¢nim
vlastnostem. Oxidy zeleza maji vysokou chemickou a koloidni stabilitu, biokompatibilitu
anizké naklady, a proto jsou pro vyrobu magnetickych nanocastic nejvyuzivanéjsi.
V biomedicin¢ se vyuzivaji jednojaderné i vicejaderné nanocastice. Jednojaderné nanocastice
jsou tvofeny jednim magnetickym jadrem (tvoiené oxidem kovu, naptiklad Fe30s), které je
obalené¢ jinym oxidem kovu (napiiklad SiO2). Vicejaderné nanocastice maji nékolik
magnetickych jader zabalenych do matrice. Pochopeni teoretickych aspektii magnetickych

nanocastic umoznilo jejich vyuZiti pro magnetické separace [64—68].

Magneticka separace

Magneticka separace je vhodna metoda pro selektivni a spolehlivé zachyceni proteint.
V soucasnosti jsou magnetické ¢astice vyuzivany také pro separace latek v celé fadé oblasti,
jako je naptiklad ochrana zivotniho prostiedi, analyticka chemie, farmaceuticky a zdravotnicky
prumysl. Lze je pouzit pro separaci bunék a bunéénych organel, nukleovych kyselin, enzymi,
proteinti, protilatek a mnoha dalSich analytt. Proti afinitni chromatografii pfinaseji magnetické
¢astice nekolik vyhod: rychla separace v nékolika krocich, kompatibilita ¢astic s ligandy, které
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se bézné v afinitni chromatografii pouzivaji, nizsi naklady a minimalizace degradace proteinu.
Separace probiha v n¢kolika zakladnich krocich (viz obrazek ¢. 10) [64, 66, 69].

.

é &
e © bey | b { 2 3

Obrazek 10: Schéma magnetické separace. Pievzato a upraveno z: [66].

1. Magnetické nanocastice smichané s roztokem, ktery obsahuje protein zajmu (zelené
krouzky) a dalsi slozky.

2. Dany protein se navaze na magnetickou ¢astici.

3. Aplikaci magnetického pole se magnetické Castice (spolu s navazanym proteinem)
separuji od ostatnich slozek zroztoku. A roztok se zbylymi slozkami je odebran.

Nasleduji promyvaci kroky a eluce [66].

1.4.2.2. Magnetické nanocastice oxidu Zeleza

Magnetické nanocastice oxidi zeleza (MION) jsou ¢astice tvofené pievazné
z magnetitu (FesO4) nebo maghemitu (y-Fe203) o velikosti od 1 do 100 nm. Tyto nanocastice
maji superparamagnetické chovani, biokompatibilitu a nizkou toxicitu. Moznym zplisobem
piipravy je chemicka syntéza, fyzikalni syntéza nebo i biosyntéza. Nejcasteji pouzivanou cestou
je chemicka syntéza, protoze byva jednodussi a vysledné Castice jsou Cistsi a maji vhodnou
velikost a morfologii. Pfikladem chemické syntézy je pulzni laserova ablace, katodicka
elektrochemicka depozice, metoda sol-gel nebo rozklad vysokou teplotou. MION na vzduchu
snadno oxiduji, proto se provadi povrchova modifikace anorganickymi oxidy (oxid kiemicity
nebo vzacné kovy), malymi organickymi molekulami (kyselina citronova nebo olejova) nebo
organickymi polymery (chitozan, nebo polyethylenglykol). Nanocastice oxidi zeleza
se pouzivaji jako kontrastni latky pro biologické zobrazovani (magnetické resonance), cilené
dodavani 1é¢iv a magnetickou hypertermii. Nové uplatnéni nalézaji v biosenzorech nebo

v detekci a terapii bakterii [70-72].
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1.4.2.3. Nemagnetické nanocastice oxidu kiremicitého

Oxid kfemicity patfil mezi prvni materialy pro vyrobu nanocastic. Jsou vyuzivany jako
inertni pevna latka pro pfenos nebo zachyceni matrice. V nanotechnologiich hraji vyznamnou
roli naptiklad diky optickym vlastnostem, nizké hustoté, adsorpéni kapacité, biokompatibilité
nebo nizké toxicité. SiO2 nanocastice naSly uplatnéni jako biosenzory, podpora enzymd,
dodavani a fizené uvolnovani 1éciv a absorpce bun¢k pro diagnostiku a sledovani prubéhu
nemoci, rozpoznani a napravu genetickych poruch a pro zvySeni Zivotnosti. Dalsi, nové
rozsifené uplatnéni je v adsorpci a separaci proteinli, monitoringu a dodavani 1é¢iv a geni
a v detekci a purifikace nukleovych kyselin. Standardnim postupem vyroby je Stoberova
metoda. Principem je hydrolyza silant v alkoholovém roztoku za pfitomnosti amoniaku. Silany
jsou zdrojem oxidovaného kiemiku. Amoniak ptisobi jako ¢inidlo pro polymeraci silant (-O-
Si-O-) jejich stabilizaci a pro definovani velikosti a morfologie vzniklych nanocastic. Proteiny
znaCené polyhistidinovou kotvou je mozné purifikovat pomoci SiO2 nanocastic
s funkcionalizovanym povrchem pomoci APTES (3-aminopropyltriethoxysilan), ktery snadno
reaguje s povrchem pies primarni amin, nebo chloru. Na APTES nebo chlor je zavedeno
chelatacni ¢inidlo — iminodioctova kyselina v komplexu s médnatymi ionty, s kterym tvofi
histidinovy konec stabilni konjugat. Pro rychlou separaci His-tag proteinti je mozné pouzit
kompozitni ¢astice s magnetickym jadrem zoxidu Zzeleza potazeného vrstvou oxidu

kfemigitého [73-75].

1.4.2.4. Nano¢astice oxidu titani¢itého

TiO2 nanocastice se vyuzivaji v fadé ruznych odvétvi. V domacnosti v fadé vyrobku
(pigmenty, opalovaci krémy a fada dalSich kosmetickych produktl), v solarnich ¢lancich jako
fotoaktivni prvky a jako fotokatalyzatory, které se aktivuji UV zéafenim. V biomedicinském
odvétvi nejsou pfili§ vyuzivany kvili obavam o jejich bezpe¢ném pouziti a potencialnich
ucincich po dlouhodobé expozici. I pfes to byly jejich fotokatalytické vlastnosti vyuzity pii
fotodynamické a sonodynamické 1é€bé rakoviny nebo pii vyvoji baktericidnich kompozitt.
Fosfaty a fosfonaty mohou s povrchem TiO2 nanocastic tvofit stabilni komplexy, coz bylo
vyuzito pro zavedeni gadoliniovych chelatl jako sond pfi magnetické rezonanci. Nejcastéji jsou
TiO2 nanocastice piipravovany sol-gel metodou. Principem je hydrolyza anorganického
prekurzoru (naptiklad tetraizopropoxid titani¢ity nebo alkoxid titaniCity), kterd vede
K polymeraci a tvorb¢ fetézcl. V nedavné dobé byl TiO: ptipraven ve formé prasku, krystal

nebo nanotrubic zpracovanim kapalné faze. Tento zpisob zpracovani umoznuje tvorbu
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slozitych tvari a kompozitnich nanocastic diky moznosti kontroly stechiometrie

a homogennich produkti [75-77].

1.4.2.5. Nové nanomaterialy pro izolaci His-tag proteinu
Cilem souc¢asnych studii je vyvinout rychly, jednoduchy a levny zptisob izolace proteini
s polyhistidinovou znackou pti zachovani vysoké afinity. Tyto nosi¢e musi poskytovat vysokou
ucinnost purifikace rekombinantnich proteini, obzvlast' pro aplikace, kde je vyzadovana jejich
vysoka istota. Je znama4 afinita polyhistidinové kotvy ke dvojmocnym koviim jako je Ni** nebo
Co?*, proto je u nano&astic povrch ¢asto upraven pomoci téchto kovii a NTA nebo IDA. Byla
také prokazana i afinita polyhistidinové kotvy k NiO a tak jsou nékteré Castice tvofeny piimo

timto oxidem [78, 79].

Ni2*-funkcionalizované Fez04/SiO» nanod¢astice

Fe304/Si0O- (jadro/obal) nanocastice byly otestovany v roce 2015 na rekombinantnim
proteinu Homer 1a s polyhistidinovou kotvou. Castice byly piipraveny sol-gel metodou a na

jejich povrch byla imobilizovana IDA (Ni-IDA). Timto se zabyvali ve studii Ni a spol. [80].

Obrazek 11: Fe304 nanocastice (vlevo) a Fez04/SiO2 nanocastice (vpravo). Pievzato z: [80].

Ni/NiO nanocastice

Hyeon a spol. v roce 2006 [81] ptipravili Ni/NiO (jadro/obal) nanocastice a otestovali
je na zeleném fluorescencnim proteinu znaceném histidinem (HGFP). Béhem experimentu
doSlo k snizeni fluorescence v roztoku po vazb& HGFP na magnetické nanocastice, po eluci
imidazolem se fluorescence opét zvysila. Bylo tedy prokazano, Ze histidin se navazal na ionty
niklu v NiO obalu [81].

Ni%*-funkcionalizované Fez0s@polydopaminové nanoéastice

V roce 2015 syntetizovali Yang a spol. [82] Ni?*-funkcionalizované FesOs@polydopaminové
nano&astice (Ni?*-PD-MNPs). Castice byly piipraveny in situ potaZenim magnetickych
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nanoéastic polydopaminem. Na polydopaminovy film byly konjugovany Ni?* jonty. Castice
byly testovany pii purifikaci ¢erveného fluorescenéniho proteinu znac¢eného polyhistidinovou

kotvou. Cistota izolovaného proteinu byla ovéiena pomoci elektroforézy (SDS-PAGE) [82].

PD-MNPs

20 um
Ry

Obrazek 12: Magnetické nanocastice (nahoie) a magnetické nanocastice s polydopaminovym

filmem (dole). Prevzato z: [82].

Bylo navrzeno velké mnozstvi dalSich nanocastic pro selektivni purifikaci histidinem
znacenych proteint, jako jsou naptiklad NiFe;O4 nanocastice. Nevyhodou vétSiny téchto nosict
je fakt, jsou zalozeny na vyuziti niklu a kobaltu, coz jsou toxické kovy. Bylo by tak vhodné tyto
kovy/oxidy kovt nahradit materidlem ktery bude mit zachovan vysokou purifika¢ni u¢innost,
ale zaroven bude netoxicky. Za timto ucelem byly v nedavné dobé piedstaven netoxicky
material tvofeny TiO nanotrubicemi s povrchem modifikovanym Fe3O4 nanocasticemi [83,
84].

Ti0O nanotrubice modifikované FesO4 nanocasticemi (TiO:NTs@Fe30sNPs)

V roce 2017 [83] byl piedstaven novy material pro izolaci histidinem znacenych
proteinii: TiO2 nanotrubicky modifikované FesOs nanocéasticemi. Fe3Os4 nanocastice jsou
biokompatibilni a netoxické. Diky témto vlastnostem jsou FesOs nanocastice lepsi nez
materialy na bazi niklu a kobaltu. Ve spojeni s TiO2 nanotrubicemi tvoii vhodny material pro
purifikaci biomolekul pro vyuziti v biomediciné. Tento material splituje pozadavky na vysokou
specificitu a diky vnitinimu magnetismu mize byt snadno oddélen od roztoku a zaroven nabizi
moznost jej snadno fotokatalyticky regenerovat. Modelovym proteinem byl v této studii zvolen
lidsky ubikvitin znaceny histidinem, ktery byl usp&$né vyizolovan ze smési proteint

i Z bunééného lyzatu [83].
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Obrazek 13: Izolace histidinem zna¢eného proteinu pomoci TiO2NTs@FesOsNPs. Pievzato z:
[83].
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1.5. Kontaminace rekombinantnich proteina

Pti vyrobé rekombinantnich proteinti pro terapeutické ucely je dilezitd jejich Cistota,
protoze jsou systémové podavany lidem nebo zvitatim. Pti expresi proteinti v E. coli se mohou
objevit kontaminanty, napiiklad proteiny hostitelské bunky, slozky bunécné stény vcetné
lipopolysacharidi, DNA, afinitni ligandy proteinu A nebo proteinu G a proteiny kultiva¢niho
média. Kontaminanty mohou zptsobit pii podani 1éku nezadouci imunitni odpovéd:.
K pocateéni separaci proteini od kontaminanti se nejCastéji pouzivaji 3 metody: sekrece
proteinu do periplazmy, tvorba inkluznich télisek nebo pfipojeni purifika¢ni znacky k proteinu
a jeho nasledna separace afinitni chromatografii. Prvni dvé metody odstraiuji kontaminanty
in vivo a tfeti metoda je odstranuje in vitro az po lyze bun¢k. Kazda metoda ma ale své omezeni:
sekrece do periplazmy neni mozna pro vSechny proteiny, inkluzni té€liska neni vzdy mozné vzdy
znovu slozit do nativnich proteini a nékteré purifika¢ni znatky musi byt z proteinu odstranény
[85-88].

1.5.1. Kontaminace rekombinantnich proteini DNA

Kontaminujici DNA muze byt bud DNA odvozena od expresniho vektoru, nebo
genomova DNA hostitele. Diivodem pro obavy z kontaminujici DNA je moznost pfitomnosti
onkogenu, schopnost aktivovat onkogen nebo deaktivace tumor inhibujiciho genu. Oficialné
neexistuje zaddny hrani¢ni limit, proto je dilezité udrzovat kontaminaci DNA na minimu.
Mnozstvi kontaminujici DNA v proteinu jsou velmi nizka (v fadech pikogramii DNA na
miligram proteinu). Kvantifikace mtize byt provedena pomoci radioaktivnich hybridiza¢nich
testll nebo kolorimetrickych technik, které maji ale omezenou citlivost. Citlivéjsi metody, jako
naptiklad fluorescencni korelacni spektroskopie nebo Ramanova spektroskopie vyzaduji

specializované vybaveni [89, 90].

1.5.2. Kontaminace proteiny hostitelské bunky

Ptitomnost proteinl hostitelské buniky v biofarmaceutickych ptipraveich mize zptisobit
nezadouci imunitni odpoveéd’. Nasledkem miiZze byt anafylakticky Sok pfipadné i autoimunitni
onemocnéni. Minimalni imunogenni davku je tézké pfedem odhadnout. Zavisi to na konkrétnim
proteinu a jeho pfijemci. Detekce pritomnosti kontaminujicich proteinti je mozna pomoci
elektroforézy nebo imunoblotu. Kvantitativni stanoveni umoznuji specifické protilatky proti

konkrétnim proteintim, které se pouzivaji v testovacich metodach typu ELISA [86, 89, 91].
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1.5.3. Kontaminace rekombinantnich proteinu lipopolysacharidy

Lipopolysacharidy jsou hlavni sloZzkou vn&jsi membrany Gramnegativnich bakterii.
Jsou to endotoxiny, které stimuluji imunitni systém a jsou vhodnym analytem pro brzkou
detekci patogent v organismu. Pojmenovani endotoxin predstavuje kategorii biomolekul, které
se uvolni po smrti bakterialni bunky a jsou toxické. Piitomnost lipopolysacharida pfi ptiprave
rekombinantnich proteinti pro terapeutické ucely predstavuje pro pacienty problém. Endotoxiny
mohou zpiisobit v lidském téle horecku, septicky Sok nebo intravaskularni koagulaci stimulaci

syntézy zanétlivych cytokini (IL-1b, IL-6, IL-10 nebo TNF-alfa) [92, 93].

1.5.3.1. Stavba lipopolysacharida
LPS je prototyp lipoglykanu s celkovym negativnim nabojem. Je soucasti vné&jsi
membrany Gram-negativnich bakterii a sklada se ze 3 Casti (viz obrazek ¢. 14). Lipid A je
hydrofilni membranova kotva molekul LPS. Sklada se z Sesti nebo sedmi zbytkli mastnych
kyselin. Je zodpovédny za biologickou funkci LPS. V lidském téle se LPS vaZe pomoci lipidu
A na imunitni receptor TLR4 (Toll-Like Receptor 4). Tento receptor patii do skupiny Toll-Like
receptorii exprimovanych bufikami pfirozené imunity, které rozpoznavaji charakteristické

strukturalni motivy molekularnich vzora asociovanych s patogenem [92—94].

Druhou ¢asti LPS je polysacharidové jadro (tvofeno piedevSim z heptdz), které ma
2 subdomény. Vnitini subdoména je kovalentné spojena s lipidem A a vnéjsi subdoména
poskytuje misto pro vazbu O-antigenu. O-antigen je polysacharidovy fetézec. Sklada se
z opakujicich se podjednotek, z nichz se kazda sklada z jednoho az sedmi glykozylovych
zbytku. Diky tomu je O-antigen mezi bakteriemi velmi variabilni a urcuje jejich sérotyp [95,
96].

Existuji dvé formy LPS —hladka (S-forma) a drsna (R-forma). U hladké formy je fetézec
O-antigenu dlouhy a kompletni a zptisobuje hladky vzhled kolonii pii kultivaci. Drsné forma je

zpusobena kratkym nebo chybéjicim fetézcem O-antigenu a vzhled kolonii pti Kultivaci je

drsny [96].
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Obrazek 14: Struktura lipopolysacharidu. Pfevzato a upraveno z: [95].

1.5.3.2.  Odstranéni lipopolysacharidi

Pro odstranéni LPS z rekombinantnich proteinti byly pouzity riizné postupy, naptiklad
ultrafiltrace, iontové vyménna chromatografie, membranova chromatografie nebo
imobilizovany polymyxin B na Sepharose 4B. DalS§imi zvaZzovanymi postupy bylo pouziti
mikrofiltratnich membran z aktivniho uhli, modifikované celulozy nebo z chitozanu.
V soucasnosti neni zadnd univerzalni metoda, kterou by bylo mozné pouzit pro vSechny
exprimované proteiny. V metodach, které se pouzivaji k odstranéni endotoxinu, se Casto
vyuzivaji detergenty spolu s fazovou separaci a afinitni chromatografii. Tyto metody vSak musi

byt upraveny dle vlastnosti daného proteinu [92, 93].

1.5.3.3.  Metody detekce lipopolysacharida
Testovani lipopolysacharidi ve findlnich produktech (biologické produkty,
zdravotnické prostiedky, 1éky) je dulezité z hlediska bezpecnosti a sterility. Stromberg et al.
([96]) rozdéluji detekéni metody do 6 piekryvajicich se kategorii: in vitro a in vivo testy,
imunotesty a jejich derivaty, biologické, chemické a bunééné senzory. Rozsah citlivosti téchto

metod je Siroky, ale u nékterych chybi schopnost rozliSovat sérotyp [94, 96].
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Test pyrogenity u kraliku

Test pyrogenity u kralikd (RPT) byl prvni povolenou metodou pro detekci endotoxint.
Principem byl narist teploty po intravenodzni injekcei testovaciho roztoku. Problémem tohoto
testu byla vyssi cena a doba stanoveni, proto byl postupné téméi nahrazen LAL testem. Dnes
se pouziva spiSe jako dopIn¢k pro LAL test nebo pii detekci endotoxinu v nékterych vakcinach
(napfiklad proti hepatitidé B) [94, 97, 98].

LAL test (Limulus Amebocyte Lysate Assay)

LAL test je soucasnou alternativou RPT. Pfi tomto testu se vyuziva krev ostrorepa
amerického (Limulus polyphemus), konkrétné amébocytovy lyzat, ktery obsahuje protein
koagulogen, ktery se v pfitomnosti endotoxinu srazi. Tato reakce je enzymatické povahy
a vykazuje vysokou citlivost. Reakce zacina aktivaci faktoru C lipopolysacharidem.
Aktivovany faktor C aktivuje faktor B, ktery pfeméni prokoagulaéni enzym na koagulaéni
enzym. Koagulacni enzym Kkatalyticky $§tépi 2 peptidové vazby koagulogenu za vzniku
koagulinového gelu [94, 99, 100].

LAL test miZze mit 3 provedeni: gelova sraZenina, turbidimetricky LAL nebo
chromogenni LAL. Turbidimetrické a chromogenni provedeni jsou piesnéjsi a citlivéjsi metody
nez gelova srazenina. U gelové srazeniny se pozoruje tvorba gelu v Case. Jedna se tak spiSe
0 kvalitativni metodu. Intenzita srazeni je pfimo umérnd koncentraci gelu. Turbidimetrické
provedeni je kvantitativni metoda a principem je méieni zmény zakalu na zéklad¢ tvorby gelu.
Chromogenni stanoveni je kvantitativni metoda, u které se pouziva chromogenni substrat (p-
nitroanilinovy) ze kterého je koagulaénim enzymem S$tépen zluty chromogen. Poté je

absorbance tohoto chromogenu méfena spektrofotometricky (pii 405 nm) [100-102].

Nevyhodou LAL testu je sniZzena citlivost testu v ptipad¢ ptitomnosti volnych kovovych
iontll ve vzorku. Moznym feSenim je minimalni fedéni vzorku 1000x pro snizeni inhibi¢niho
nebo zesilovaciho u¢inku kovovych ionti na LAL test bez sniZeni citlivosti na endotoxin
a pridani 5SmM EDTA pro snizeni interakce mezi endotoxinem a kovovym iontem. DalSim
problémem je snizeni populace ostrorepa amerického z ditvodu odebirani jeho krve. I pres to,

zZe jsou po odbéru vraceni do mote, piezije z nich ptiblizné pouze 20 % [100].
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ELISA

ELISA je test zalozeny na biospecifické reakci mezi antigenem a protilatkou. Pro
stanoveni LPS jsou 2 zékladni typy: detekce LPS antigenu nebo detekce anti-LPS protilatek.
Pti detekci LPS antigenu je povrch desticky potazen specifickou protilatkou, na kterou se
antigen navaze. Protilatka mize byt pfimo znacena enzymem, nebo se pouzije sekundarni
protilatka také se specifitou k LPS znacena enzymem pro kolorimetrickou detekci. Druhy typ
ELISA pro detekci protilatek vyuziva desticku, kterd ma na svém povrchu lipopolysacharidovy
antigen. Tento antigen na sebe vaze protilatky ze séra (IgA, 1gG a IgM). Detekce protilatek neni
vhodna pro zjiSténi akutni infekce, ale spiSe pro sledovani zdravotniho stavu populace
a epidemiologie infekce, protoze mezi pocateni expozici antigenu a zvySenymi titry protilatek
dochazi ke zpozdéni. Problémem nejen u ELISA metod je, Ze miZe dochazet k falesné

pozitivnim vysledkiim v disledku mozZné pfitomnosti endotoxinil v reagenciich, na skle nebo

plastu [96, 103].

Test aktivace monocyti

Test aktivace monocyti (MAT) je podobny RPT, z divodu podobné reakce lidského
a kraliciho téla na setkani s pyrogeny — vyvolani horecky. MAT je kvantitativni test a je
vhodnou alternativou k RPT. Principem testu aktivace monocytt je detekce IL-6 nebo IL-1p,
které jsou produkovany monocyty. Tyto interleukiny maji dtlezitou roli ve vyvolani horeCkové
reakce. Produkci téchto interleukini stimuluje setkani monocytu s lipopolysacharidem. Pti
testu je vzorek inkubovan s ¢erstvou nebo kryokonzervovanou lidskou plhou krvi (zdroj

monocyti) a poté se pomoci ELISA metody méfi mnozstvi vytvoreného IL-1p [100, 104, 105].

Biosenzory

Biosenzory jsou miniaturizované analytické nastroje poskytujici vysokou selektivitu
a citlivost. Pfitomnost cilového analytu detekuji pomoci biologického rozpoznavaciho prvku
a nasledné¢ monitoruji zmény signdlu. Biosenzory pro detekci endotoxinu se rozdéluji do

3 hlavnich tfid: optické, elektrochemické a hmotnostni [94, 106].
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Optické biosenzory

Optické biosenzory umoziiuji ptimou nebo nepiimou detekci bakterii a jejich toxint.
Existuji rtizné varianty optickych biosenzorl, které jsou schopné detekovat malé zmény
spektrofotometrickych parametrti (napf. index lomu). K t€émto zménam dochazi béhem vazby
endotoxinu na receptory, které jsou imobilizované na povrchu snimace. Detekéni metody
optickych biosenzorti jsou fluorescence, elektrochemiluminiscence, bioluminiscence nebo

povrchova plazmonova rezonance [100, 106].

Elektrochemické biosenzory

Elektrochemické biosenzory se pouzivaji pro identifikaci, moinitoring a kvantifikaci
endotoxinu. Zakladnim principem je zména na urovni elektronti a iontl v diisledku chemické
reakce, ktera ovliviiuje elektrické parametry roztokt. Do této skupiny patii amperometrické,

potenciometrické a impedanéni biosenzory [100, 106].

Hmotnostni biosenzory

Biosenzory endotoxinti zalozené na hmotnosti jsou méné¢ zkoumany nez optické
a elektrochemické. Principem je zaznamenavani malych zmén rezonancnich frekvenci krystali.
Ke zménam rezonanénich frekvenci dochazi zménou hmotnosti v disledku vazby chemikalii
na povrch krystalkt, které jsou na povrchu sondy. Mezi hmotnostni biosenzory patii

piezoelektrické a magnetoelastické biosenzory [100, 106].
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2. CILE DIPLOMOVE PRACE

Hlavnim cilem diplomové prace bylo optimalizovat podminky pro izolaci His-tag
ubikvitinu z modelové smési proteinti pomoci nanomaterialu na bazi TiO2/Fe304 a zavedeni

metody pro detekci lipopolysacharida.
Jednotlivé ukoly byly:

1) lzolace His-tag ubikvitinu pomoci 2 komeré¢né dodavanych IMAC nosi¢l a porovnani
jejich t¢innosti. lzolace His-tag ubikvitinu pomoci TiO2 nanotrubicek.

2) lzolace His-tag ubikvitinu pomoci 2 komeréné¢ dodavanych IMAC nosi¢i za
denatura¢nich podminek a porovnani jejich ucinnosti. lzolace His-tag ubikvitinu
pomoci TiO2 nanotrubicek za denaturac¢nich podminek.

3) Optimalizace protokolu pro izolaci His-tag ubikvitinu pomoci TiO2 nanocastic
Z modelovych smési proteini. Optimalizace promyvaciho a elu¢niho pufru.

4) Zavedeni metody a optimalizace protokolu pro detekci lipopolysacharidi pomoci
komer¢né dodavanych testd a jeji pouziti pii kontrole Cistoty izolovaného His-tag

ubikvitinu.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Laboratorni pristroje a pomucky

Analytické vahy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments, GmbH, Gottingen, Némecko)
Predvazky KERN 440-33N (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)

Stanice pro produkci redestilované vody TKA Smart2Pure (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA)

Vortex (Grant-bio, Cambrige, Velka Britanie)

pH metr Orion 420 (Thermo Electron Corporation, Massachusetts, USA)
Automatické mikropipety Eppendorf Research (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
Mikrozkumavky (BioTech a.s., Praha, CR a Eppendorf, Hamburg, Némecko)
Centrifuga MiniSpin (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Koncentrator Concentrator Plus (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Magneticky separator Dynal — MPC-S (Dynal Biotech, Oslo, Norsko)

Blokovy termostat TS-100C (Biosan, Riga, Loty$sko)

Mikrostiikacka (Hamilton Company, reno, Nevada, USA)

Aparatura pro vertikalni elektroforézu Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA)

Stanice pro denzitometrické vyhodnoceni geli ChemiDoc™ XRS+ System s ImagelLab™

softwarem (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

Zdroj napéti PowerPac 200 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

Odsolovaci kolonky AMICON Ultra-0,5 ml, 10 K (Merck Millipore, Billerica, Massachusetts)
Mikrotitracni desticka

Spektrofotometr Labsystems Miltiscan RC (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)
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3.2.Diskontinualni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v Tris-

tricin pufrovém systému

Chemikalie:

Akrylamid (Fluka, Buchs, $vycarsko)

N,N’-Methylenbisakrylamid 98% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

TRIS -

tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

SDS - dodecylsulfat sodny (Fluka, Buchs, Svycarsko)

Persiran amonny (Lachema, Neratovice, CZ)

N,N,N,N-tetramethylenethylendiamin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Tricin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Precision Plus Protein™ nebarveny standard (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

Roztoky a pufry:

Roztok A: 48% akrylamid a 1,5% bisakrylamid

Roztok B: 3,0 M Tris-HCI pH 8,45 s 0,3% SDS

Roztok C: 10% persiran amonny

Roztok D: TEMED (N,N,N,N-tetramethylenethylendiamin)

Tris-Tricin pufr pro vzorky (Bio-Rad, Hercules, CA, USA): 200 MM Tris-HCI pH 6,8, 40%
glycerol, 2% SDS, 0,04% Coomassie Blue G250

Elektrodovy pufr: 0,1 M Tris, 0,1 M tricin, 0,1% SDS

Pracovni postup:

1)

2)

Sestaveni aparatury: OCisténd skla lihem byla vloZena do stojanku tak, aby mezi nimi
vznikla mezera pro vytvoreni gelu a stojanek byl uzavien. Spodni ¢ast skel byla prekryta
parafilmem.

Piiprava déliciho gelu (16,5% T, 3% C): Dle tabulky ¢. 4 byla do zkumavky
napipetovana voda, roztoky A, B a D. Na zavér byl pfidan roztok C. Smés byla lehce
promichéna, napipetovana mezi skla a prevrstvena destilovanou vodou. Po 20-30

minutdch delici gel zpolymeroval.
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3)

Ptiprava zaosttovaciho gelu: Podle tabulky ¢. 4 byla do zkumavky napipetovana voda,
roztoky A, B a D. Na zavér byl pfidan roztok C. Smés byla lehce promichana,
napipetovana mezi skla a do gelu byla umisténa Sablona s 10 nebo 15 jamkami. Po 20-

30 minutach zaostfovaci gel zpolymeroval.

Tabulka 4: Priprava déliciho a zaostfovaciho gelu pro Tris-tricin SDS-PAGE elektroforézu.

délici gel (ml) zaostiovaci gel (ml)
Destilovana voda 2,1 1,666
Roztok A 0,25 1,666
Roztok B 0,775 1,666
Roztok C 0,025 0,025
Roztok D 0,0025 0,0025

4)

5)

6)

7)

Po Zzpolymerovani byla skla vyjmuta ze stojanu a umisténa do drzaku a do
elektroforetické vany. Mezi skla a do elektroforetick¢é vany byl po rysku nalit
elektrodovy pufr. Po naliti pufru byla vyndana Sablona na jamky a jamky byly
proplachnuty elektrodovym pufrem.

Ptiprava vzorka: K 15 ul vzorku bylo pfidano 15 pl pufru pro vzorky. Smés byla
promichéna a povatfena 3 minuty v blokovém termostatu.

Aplikace vzorkl: Do kazdé¢ jamky bylo napipetovano 15 ul vzorku pro deseti jamkové
gely (pro patnacti jamkové gely 10 pl vzorku). Do jedné jamky na kazdém gelu bylo
napipetovano 5-7 ul standardu pro nasledné barveni pomoci Coomassie Briliant Blue.
Elektroforetické déleni: Bylo nastaveno konstantni napéti 30 V a proud 30 mA na jeden
gel. Za téchto podminek probihalo déleni 30 min. Poté byla aparatura vlozena do lednice
(4 °C), kde déleni pokracovalo pfi napéti 100 V a proudu 30 mA na jeden gel, dokud

¢elo nedoputovalo k dolnimu okraji skel (cca 1-2 hodiny).

3.3.Barveni gelii pomoci Coomassie Briliant Blue

Chemikalie:

Kysel

ina octova 99% (Penta, Chudim, CZ)

Ethanol 96% (Lachner, Neratovice, CR)

Bio—Safe™ Coomassie Stain (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
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Roztoky:
fixacni roztok: 5% kyselina octova + 50% ethanol

roztok pro barveni gelu: Bio—Safe™ Coomassie Stain (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

Pracovni postup:

Gel po elektroforetickém dé€leni byl vlozen do Petriho misky, proplachnut destilovanou
vodou a prevrstven na 1 hodinu fixaénim roztokem. Po fixaci byl gen rehydratovan
Vv destilované vodé 30 minut a poté 1x promyt destilovanou vodou. Po promyti bylo ke gelu
nalito na 1 hodinu 30-50 ml Bio—Safe™ Coomassie Stain pfi laboratorni teploté. Poté byl

barvici roztok vylit do odpadu a gel byl odbarvovan po dobu 1 hodiny destilovanou vodou.
Hodnoceni vysledki SDS-PAGE

Gel byl po obarveni vyfocen pomoci piistroje ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA). Snimek gelu byl vyhodnocen programem ImageLab (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

3.4.1zolace His-tag proteinu pomoci IMAC nosic¢i

Chemikalie:

TRIS - tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
NaCl (Lachner, Neratovice, CR)

Imidazol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Voda bez endotoxinu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Roztoky:

Vazebny a promyvaci pufr: 50mM Tris-HCI pH 7,5 + 150mM NaCl

Elu¢ni pufr: 50mM Tris-HCI pH 7,5 + 150mM NaCl + 300mM imidazol
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Nosice:

HisPur™ Ni-NTA (Thermo Scientific)

HIS-Select® Nickel Affinity Gel (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Pracovni postup:

1. 50 pl suspenze nosice bylo centrifugovano pti 1000 g po dobu 60 s. Po odebrani
konzerva¢niho roztoku byl sedimentovany nosi¢ promyt 3x 300 ul vazebného
a promyvaciho pufru. Mezi kazdym promytim byla provedena centrifugace pii 1000 g
po dobu 60 s.

2. Smés proteinti byla rozpusténa v 300 ul vazebného a promyvaciho pufru a inkubovana
za mirné¢ho otaceni po dobu 30 minut pfi laboratorni teploté. Po inkubaci byl vzorek
centrifugovan pii 1000 g po dobu 60 s a supernatant byl odebran na elektroforézu.

3. Poté byl vzorek 5x promyt 300 ul vazebného a promyvaciho pufru. Prvni promyvaci
frakce byla odebrana na elektroforézu.

4. Po promyti byly provedeny 2 eluce elu¢nim pufrem. Inkubace za mirného tfepani po
dobu 15 minut pfi laboratorni teploté. Po inkubaci byl vzorek centrifugovan pii 1000 g

po dobu 60 s. Supernatant byl odebrén na elektroforézu.

Pro pfipravu roztokt na izolaci pro nasledné stanoveni LPS v elu¢ni frakci (viz kapitola

4.13) byly roztoky pfipraveny z vody bez endotoxinti.

3.5. Izolace His-tag proteinu pomoci IMAC nosi¢u za denaturaénich
podminek

Chemikalie:

TRIS - tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
NaCl (Lachner, Neratovice, CR)

Imidazol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

mocovina (Lachner, Neratovice, CR)

Voda bez endotoxinu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
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Roztoky:

Vazebny a promyvaci pufr: 50mM Tris-HCI pH 7,5 + 150mM NaCl + 8M mocovina
Eluéni pufr: SOmM Tris-HCI pH 7,5 + 150mM NaCl + 300mM imidazol + 8M mocovina
Nosice:

HisPur™ Ni-NTA (Thermo Scientific)

HIS-Select® Nickel Affinity Gel (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Pracovni postup:

Pracovni postup byl stejny jako v kapitole 3.4 pouze s vyse uvedenymi roztoKy.

Pro ptipravu roztoki na izolaci pro nasledné stanoveni LPS v elu¢ni frakci (viz kapitola

4.13) byly roztoky pfipraveny z vody bez endotoxinti.

3.6.1zolace His-tag proteinu pomoci TiO2 nanotrubic — piavodni

protokol
Chemikalie:

Bis-Tris HCI (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Imidazol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Hydrogenforsfore¢nan disodny (Lachner, Neratovice, CR)
Acetonitril (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

TFA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

NH4sOH 29% (Merck, Darmstadt, Némecko)

Roztoky:

Vazebny pufr: 50 mM Bis-Tris-HCI pH 6,5

Promyvaci roztok: 50 mM Bis-Tris-HCI pH 6,5 + 20 mM imidazol
Elu¢ni roztok 1: 50 mM Bis-Tris-HCI pH 6,5 + 300 mM imidazol
Elu¢ni roztok 2: 10 mM Bis-Tris-HCI pH 6,5 s + 200 mM Na;HPO4 s 100 mM imidazolem
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Roztoky pro regeneraci nosice: 80%ACN/0,1% TFA, 1% NH40H

Nosié:

TiO2 nanotrubice Fe3O4 (5 mg)

Postup:

1.

Nosi¢ byl 2x promyt 300 pul 80% ACN/0,1% TFA. Mezi kazdym krokem byla
provedena separace na magnetickém separatoru. Poté byl nosi¢ 3x promyt 300 pl
vazebného pufru.

Smeés proteinli byla rozpusténa v 300 ul vazebného pufru a inkubovéna za mirného
otaceni po dobu 30 minut pfi laboratorni teploté. Vzorek byl separovan na magnetickém
separatoru a supernatant byl odebran na elektroforézu.

Poté byl vzorek 5x promyt 300 pl promyvaciho pufru. Mezi kazdym promytim byla
provedena separace na magnetickém separatoru a prvni promyvaci frakce byla odebrana
na elektroforézu.

Po promyti byla provedena 1x eluce 150 pl elu¢niho pufru 1 a 2x eluce 150 pl eluéniho
pufru 2. Vzdy inkubace za mirného otaceni po dobu 15 min pfi laboratorni teploté. Po
inkubaci nasledovala separace na magnetickém separatoru a odebrani supernatantu na
elektroforézu.

Po eluci nasledovala regenerace nosice: nosic¢ byl 1x promyt 300 pl vazebného pufru.
Po separaci a odebrani supernatantu bylo k nosi¢i pfidano 300 ul 1% NH4OH
a inkubovano za mirného ota¢eni po dobu 10 minut pfi laboratorni teploté. Po separaci
a odebrani supernatantu byl nosi¢ 2x promyt 300 pl 80% ACN/0,1% TFA a v tomto

roztoku byl nosi¢ uchovavan.

3.7.1zolace His-tag proteinu pomoci TiO> nanotrubic za denaturacnich
podminek — puvodni protokol

Chemikalie:

Bis-Tris HCI (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Imidazol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Na;HPO. (Lachner, Neratovice, CR)

Acetonitril (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
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TFA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

NH4OH 29% (Merck, Darmstadt, Némecko)

Mocovina (Lachner, Neratovice, CR)

Roztoky:

Vazebny pufr: 50 mM Bis-Tris-HCI pH 6,5 + 8 M moc¢ovina

Promyvaci roztok: 50 mM Bis-Tris-HCI pH 6,5 + 20 mM imidazol + 8M mocovina

Elu¢ni roztok 1: 50 mM Bis-Tris-HCI pH 6,5 + 300 mM imidazol + 8M mocovina

Elu¢ni roztok 2: 10 mM Bis-Tris-HCI pH 6,5 s + 200 mM Na;HPO4 s 100 mM imidazolem +

8 M mocovina

Roztoky pro regeneraci nosice: 80% ACN/0,1% TFA, 1% NHsOH

Nosic:

TiO2 nanotrubice Fe3O4 (5 mg)

Postup:

1.

Nosi¢ byl 2x promyt 300 pl 80% ACN/0,1% TFA. Mezi kazdym krokem byla
provedena Separace na magnetickém separatoru. Poté byl nosi¢ 3x promyt 300 pl
vazebného pufru.

Smeés proteinti byla rozpusténa v 300 ul vazebného pufru a inkubovéana za mirného
otaceni po dobu 30 minut pii laboratorni teploté. Vzorek byl separovan na magnetickém
separatoru a supernatant byl odebran na elektroforézu.

Poté byl vzorek 5x promyt 300 pl promyvaciho pufru. Mezi kazdym promytim byla
provedena separace na magnetickém separatoru a prvni promyvaci frakce byla odebrana
na elektroforézu.

Po promyti byla provedena 1x eluce 150 pl elu¢niho pufru 1 a 2x eluce 150 pl eluéniho
pufru 2. Vzdy inkubace za mirného otd¢eni po dobu 15 min pfi laboratorni teploté. Po
inkubaci nasledovala separace na magnetickém separatoru a odebrani supernatantu na
elektroforézu.

Po eluci nasledovala regenerace nosice: nosi¢ byl 1x promyt 300 pl vazebného pufru
bez mocoviny. Po separaci a odebrani supernatantu bylo k nosi¢i pfidano 300 pl 1%

NH4OH a inkubovéno za mirného otaceni po dobu 10 minut pii laboratorni teploté. Po

57



separaci a odebrani supernatantu byl nosi¢ 2x promyt 300 ul 80% ACN/0,1% TFA

a v tomto roztoku byl nosi¢ uchovavan.

3.8.1zolace His-tag proteinu pomoci TiO2 nanotrubic — findlni protokol
Chemikalie:

Bis-Tris HCI (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Hydrogenforsfore¢nan disodny (Lachner, Neratovice, CR)
Acetonitril (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

TFA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

NHsOH (Merck, Darmstadt, Némecko)

Voda bez endotoxinu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Roztoky:

Vazebny pufr: 50 mM Bis-Tris-HCI pH 6,5

Promyvaci roztok: 50 mM Bis-Tris-HCI pH 6,5 + 20 mM NaxHPO4
Eluéni roztok: 100 mM NazHPO4

Roztoky pro regeneraci nosice: 80%ACN/0,1% TFA, 1% NH40OH
Nosic:

TiO2 nanotrubice Fes04 (5 mg)

Postup:

Postup stejny jako Vv kapitole 3.6. s rozdilem v kroku ¢. 4: Po promyti byla provedena
2x eluce 150 pl elu¢niho pufru. Vzdy inkubace za mirného otaeni po dobu 15 min pfi
laboratorni teploté. Po inkubaci néasledovala separace na magnetickém separatoru a odebrani

supernatantu na elektroforézu.

Pro piipravu roztoki na izolaci pro nasledné stanoveni LPS v elu¢ni frakci (viz kapitola

4.13) byly roztoky ptipraveny z vody bez endotoxintl.
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3.9.1zolace His-tag proteinu pomoci TiO> nanotrubic za denaturacénich

podminek — finalni protokol (8M urea)
Chemikalie:

Bis-Tris HCI (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Na;HPO; (Lachner, Neratovice, CR)

Acetonitril (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

TFA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

NHsOH 29% (Merck, Darmstadt, Némecko)

Mocovina (Lachner, Neratovice, CR)

Voda bez endotoxinu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Roztoky:

Vazebny pufr: 50 mM Bis-Tris-HCI pH 6,5 + 8 M moc¢ovina
Promyvaci roztok: 50 mM Bis-Tris-HCI pH 6,5 + 20 mM Na;HPO4 + 8M mocovina
Elu¢ni roztok: 100 mM Na;HPO4 + 8 M mocovina

Roztoky pro regeneraci nosice: 80% ACN/0,1% TFA, 1% NH4OH
Nosié:

TiO2 nanotrubice Fes04 (5 mg)

Postup:

Postup stejny jako v kapitole 3.7. s rozdilem v kroku ¢. 4: Po promyti byla provedena
2x eluce 150 pl eluéniho pufru. Vzdy inkubace za mirného otaceni po dobu 15 min pfi
laboratorni teploté. Po inkubaci nasledovala separace na magnetickém separatoru a odebrani

supernatantu na elektroforézu.

Pro piipravu roztoki na izolaci pro nasledné stanoveni LPS v elu¢ni frakci (viz kapitola

4.13) byly roztoky ptipraveny z vody bez endotoxintl.
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3.10.1zolace His-tag proteinu pomoci TiO2 nanotrubic za denaturac¢nich

podminek (4M urea)
Chemikalie:

Bis-Tris HCI (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Na;HPO; (Lachner, Neratovice, CR)

Acetonitril (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

TFA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

NHsOH 29% (Merck, Darmstadt, Némecko)

Mocovina (Lachner, Neratovice, CR)

Voda bez endotoxinu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Roztoky:

Vazebny pufr: 50 mM Bis-Tris-HCI pH 6,5 + 4 M moc¢ovina
Promyvaci roztok: 50 mM Bis-Tris-HCI pH 6,5 + 20 mM Na;HPOs + 4 M moc¢ovina
Elu¢ni roztok: 100 MM Na;HPO4 + 4 M mocovina

Roztoky pro regeneraci nosic¢e: 80% ACN/0,1% TFA, 1% NHsOH
Nosié:

TiO2 nanotrubice Fes04 (5 mg)

Postup:

Postup stejny jako v kapitole 3.7. s rozdilem v kroku ¢. 4: Po promyti byla provedena
2x eluce 150 pl eluéniho pufru. Vzdy inkubace za mirného otaceni po dobu 15 min pfi
laboratorni teploté. Po inkubaci nésledovala separace na magnetickém separatoru a odebrani

supernatantu na elektroforézu.

Pro piipravu roztoki na izolaci pro nasledné stanoveni LPS v elu¢ni frakci (viz kapitola

4.13) byly roztoky ptipraveny z vody bez endotoxintl.
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3.11.Protokol stanoveni LLPS, navod od vvrobce

Diagnostick4 komeréni souprava: Pierce ™ LAL Chromogenic - Endotoxin Quantitation Kit
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA, katalogové ¢. produktu 88282)

Chemikalie:

Lyofilizovany endotoxin z Escherichia coli v koncentraci 27 EU/ml (souc¢asti komeréni

soupravy), rozpustén v 1350 pl vody bez endotoxini = vysledna koncentrace 20 EU/ml
Voda bez endotoxini (soucasti komeréni soupravy)

Lyzat amoebocytt ostrorepa — LAL (soucasti komer¢ni soupravy)

Chromogenni substrat (soucasti komercni soupravy)

kyselina octova 99% (Penta, Chrudim, Ceska republika)

Standardy:

A — koncentrace endotoxinu 1 EU/mI

B — koncentrace endotoxinu 0,50 EU/mI

C — koncentrace endotoxinu 0,25 EU/ml

D — koncentrace endotoxinu 0,10 EU/ml

Priprava standardu

A: 50 ul vychoziho standardu + 950 pl vody bez endotoxint
B: 250 pul z A + 250 pl vody bez endotoxint

C: 250 ul z A + 750 pl vody bez endotoxinli

D: 100 pl z A + 900 pl vody bez endotoxinli

Postup stanoveni:

1. Do vytemperované mikrozkumavky na 37 °C (ptiblizné¢ 5 minut) bylo napipetovano 35
ul od kazdého standardu nebo vzorku.
2. Poté bylo do kazdé zkumavky ptidano 35 ul LAL. Promichano pomoci pipety. Inkubace
probihala 10 min pti 37 °C, 900 otacek.
3. Po inkubaci bylo ptidano 70 pl chromogenniho substratu (pfedehiaty na 37 °C) a opét
promichano pomoci pipety. Inkubace probihala 6 min pii 37 °C, 900 otacek.
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4. Po 6 minutich byl pfidano do kazdé zkumavky 70 pl zastavujiciho roztoku (25%
kyselina octovd) a smés byla promichana pomoci pipety. Inkubacni doba byla ptiblizné
1-2 min pii 37 °C, 900 otacek.

5. Ze zkumavky do mikrotitraéni desticky bylo ptevedeno 200 ul od kazdého standardu

nebo vzorku. Poté byla pomoci spektrofotometru zméfena absorbance (piti 405 nm).

3.12.Protokol stanoveni LPS. optimalizace protokolu

Diagnosticka komeré&ni souprava: Pierce ™ LAL Chromogenic - Endotoxin Quantitation Kit
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA, katalogové ¢. produktu 88282)

Chemikalie:

Lyofilizovany endotoxin z Escherichia coli v koncentraci 27 EU/ml (soucasti komeréni

soupravy), rozpustén v 1350 ul vody bez endotoxini = vysledna koncentrace 20 EU/ml
Voda bez endotoxint (soucasti komercni soupravy)

Voda bez endotoxinu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Lyzat amoebocytu ostrorepa — LAL (soucasti komer¢ni soupravy)
Chromogenni substrat (soucasti komercni soupravy)

kyselina octova 99% (Penta, Chrudim, Ceska republika)
Standardy:

A — koncentrace endotoxinu 1 EU/mI

B — koncentrace endotoxinu 0,50 EU/mI

C — koncentrace endotoxinu 0,25 EU/mI

D — koncentrace endotoxinu 0,10 EU/ml

Pfiprava standarda

A: 50 pl vychoziho standardu + 950 pl vody bez endotoxint

B: 250 pl z A + 250 pl vody bez endotoxini
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C: 250 ul z A + 750 pl vody bez endotoxinti
D: 100 pul z A + 900 pl vody bez endotoxini
Postup stanoveni:

1. Do vytemperované mikrozkumavky na 37 °C (ptiblizné¢ 5 minut) bylo napipetovano 35
ul od kazdého standardu nebo vzorku.

2. Poté bylo do kazdé zkumavky ptidano 35 pl LAL (2x nafedéného) predehtatého na
37 °C. Promichano na vortexu a stoCeno v centrifuze (45 sekund pii 3000 otackach)
a vraceno do blokové tiepacky. Inkubace probihala 15 min pti 37 °C, 900 otacek.

3. Po inkubaci bylo ptidano 70 ul chromogenniho substratu (2x nafedény a piedehtaty na
37 °C). Promichano na vortexu a sto¢eno v centrifuze (45 sekund pii 3000 otackach)
a vraceno do blokové tiepacky. Inkubace probihala 9 min pii 37 °C, 900 otacek.

4. Po 9 minutach byl pfidano do kazdé zkumavky 70 ul zastavujiciho roztoku (25%
kyselina octova) a smés byla promichana na vortexu a stoCena v centrifuze (45 sekund
pii1 3000 otackach).

5. Ze zkumavky do mikrotitra¢ni desticky bylo pfevedeno 200 pl od kazdého standardu

nebo vzorku. Poté byla pomoci spektrofotometru zmétena absorbance (pii 405 nm).

Stanoveni byla provadéna v duplikatu. Vzorky byly ziskavany izolacemi ubikvitinu
s polyhistidinovou znackou z modelové smési proteini pomoci IMAC nosi¢a u TiO:

nanotrubic Fez0s (vice viz vysledky a diskuze).
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1. Sestaveni modelové smési proteinu

vvvvv

W

uvedenych v tabulce ¢. 5 pro jejich vyuziti do modelové smeési pro izolaci ubikvitinu
s polyhistidinovou znackou. Byly zvoleny proteiny v rozmezi od 8 do 67 kDa, aby byl rozsah
molekulové hmotnosti co nejvétsi a bylo mozné sledovat piipadny vliv na vazbu. Je dulezité,
aby ve smési bylo mozné rozeznat His-tag ubikvitin. Molekulovd hmotnost proteinti byla
definovana pomoci Tris-tricin SDS-PAGE. Vzorky byly pfipraveny rozpusténim proteinu
v redestilované vodé¢ a vysledna koncentrace pro analyzu byla 4 ug na jamku. Jednim ze vzorkt
byla smés téchto proteind, kterd byla ptipravena tak, aby koncentrace kazdého proteinu byla

2 ng na jamku. Vysledek ovéteni je na obrazcich €. 15 a 16.

Tabulka 5: Piehled pouzitych proteinti a jejich molekulova hmotnost.

Nézev proteinu Molekulova hmotnost (kDa)
Ubikvitin (lidsky) 8,6

His-tag ubikvitin (lidsky) 10,7

Cytochrom C (konsky) 12,4

Myoglobin (konsky) 17,1

B-kasein (bovinni) 25,1

Karbonicka anhydraza 1. (lidska) 28,9

Konkanavalin A (kanvalie) 31,5

Ovalbumin (slepici) 42,7

Sérovy albumin (hov¢ézi) 66,5
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Obrazek 15: Tris-tricin SDS-PAGE analyza (viz kapitola 3.2) pro ovéfeni Cistoty a molekulové
hmotnosti proteint (gel ¢.1). Barveno pomoci Coomassie brilliant blue (viz kapitola 3.3). Jamky: 2.
molekulovy marker; 4. ubikvitin; 5. His-tag ubikvitin; 6. cytochrom c; 7. myoglobin; 9. modelova smés

proteint (proteiny uvedené v tabulce ¢. 5).
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Obrazek 16: Tris-tricin SDS-PAGE analyza (viz kapitola 3.2) pro ovéfeni Cistoty a molekulové
hmotnosti proteini (gel ¢.2). Barveno pomoci Coomassie briliant blue (viz kapitola 3.3). Jamky: 2.
molekulovy marker; 3. B-kasein; 4. karbonicka anhydraza I.; 5. konkanavalin; 6. ovalbumin; 7. bovinni

sérovy albumin; 9. modelova smés proteint (proteiny uvedené v tabulce €. 5).

Vsechny proteiny na obou gelech odpovidaji své molekulové hmotnosti a je mozné je
rozpoznat, pouze konkanavalin (5. jamka na obrazku ¢. 19) vykazoval niz§i molekulovou
hmotnost (pfiblizné 27,6 kDa misto 31,5 kDa). VSechny tyto proteiny mohou byt pouzity do

modelové smési proteinil, ze které bude izolovan His-tag ubikvitin.
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4.2. 1zolace His-tag proteinu pomoci IMAC nosice

Ugelem tohoto experimentu bylo izolovat His-tag ubikvitin ze smési proteinti pomoci
IMAC nosic¢i. Byl pouzit standardni IMAC nosi¢: HisPur Ni-NTA (Thermo Fisher Scientific)
ktery byl vybran jako referen¢ni pro nasledné testované nosice. 1zolace probihala pomoci
postupu uvedeného v kapitole 3.4. s témito roztoky: 50 mM Tris-HCI pH 7,5 + 150 mM NacCl
(vazebny a promyvaci roztok) a 50 mM Tris-HCI pH 7,5 + 150 mM NaCl + 300 mM imidazol
(eluéni roztok). Vzorkem pro izolaci polyhistidinem znaceného ubikvitinu byla smés proteint
pouzita v piedchozim experimentu (10 pg od kazdého proteinu rozpusténo ve 300 pl vazebného
a promyvaciho pufru). Ziskané frakce byly: pivodni vzorek (PV), vazebna frakce (VF),
promyvaci frakce (PF) a dvé elucni frakce E1 a E2). Tyto frakce byly 2x zakoncentrovany
a oveéieny pomoci Tris-tricin SDS-PAGE s naslednym obarvenim geli pomoci Coomassie

briliant blue. Vysledek izolace pomoci IMAC nosic¢e je uveden na obrazku ¢. 17.
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Obrazek 17: Tris-tricin SDS-PAGE analyza (viz kapitola 3.2) pro ovéfeni izolace His-tag ubikvitinu
ze smesi proteinit pomoci IMAC nosice. Nosi¢ HisPur Ni-NTA (Thermo scientific). Barveno pomoci
Coomassie briliant blue (viz kapitola 3.3). Cervend oznaceny vyizolovany His-tag ubikvitin.
Molekulovy marker (MM), pivodni vzorek (PV), vazebna frakce (VF), promyvaci frakce (PF) a elu¢ni
frakce 1a2 (E1 a E1).

Vysledky elektroforézy ukazaly, ze His-tag ubikvitin byl uspésné ze smési vyizolovan
jiz prvni eluci, ale v eluéni frakci byly ptitomny mimo izolovaného His-tag ubikvitinu i jiné

proteiny. Mezi hlavni kontaminujici proteiny pattily myoglobin, $-kasein a ovalbumin.
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4.3._1zolace His-tag proteinu pomoci IMAC nosic¢e za denaturaé¢nich

podminek

Utinnost standardniho IMAC nosiée (viz piedchozi experiment) pro izolaci His-tag
ubikvitinu byla testovana i za denatura¢nich podminek v ptitomnosti 8 M mocoviny ktera byla
soucasti vSech roztok. Pii tvorbé rekombinantnich proteind v E. coli se mohou tvofit inkluzni
téliska. Tato téliska obsahuji cilovy protein a je mozné je solubilizovat pravé za denaturacnich
podminek (vice v kapitole 1.1.1.4), ovSsem ne vSechny proteiny je mozné plné solubilizovat.
Dalsi diivod pro izolaci za denatura¢nich podminek je, ze nékteré proteiny je nutné udrzovat
v denaturacnich podminkach, aby nedochazelo k jejich agregaci. Izolace probihala pomoci
postupu uvedeného v kapitole 3.5. Pouzité roztoky byly stejné jako u piedchozi izolace, jediny
rozdil byl, Ze do nich byla pfidana 8 M mocovina. VVzorkem pro izolaci His-tag ubikvitinu byla
modelova smés proteinti (Viz tabulka ¢. 5). Izolace probihala v pfitomnosti 8 M moc¢oviny, ktera
byla soucasti vSech roztoku. Po izolaci byly ziskany frakce pro dalsi analyzu: ptivodni vzorek,
vazebna frakce, promyvaci frakce a dvé elucni frakce, kdy eluce probihala 2x za stejnych
eluénich podminek. Tyto frakce byly ovéfeny pomoci Tris-tricin SDS-PAGE s naslednym

obarvenim geli pomoci Coomassie briliant blue. Vysledek ovéieni viz obrazek ¢. 18.
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Obrazek 18: Tris-tricin SDS-PAGE analyza (viz kapitola 3.2) pro ovéfeni izolace His-tag ubikvitinu
ze smési proteini pomoci IMAC nosice za denaturaénich podminek. Nosi¢ HisPur Ni-NTA (Thermo
scientific). Barveno pomoci Coomassie briliant blue (viz kapitola 3.3). Cervené oznageny vyizolovany
His-tag ubikvitin. Molekulovy marker (MM), ptivodni vzorek (PV), vazebna frakce (VF), promyvaci
frakce (PF) aeluce 1a2 (E1 aE2).

Vysledky elektroforézy ukazaly, Ze i za denaturaénich podminek byl His-tag ubikvitin

uspésné ze smési vyizolovan a z nosi¢e byl uvolnén jiz prvni eluci. I v tomto pfipadé byly
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Vv eluéni frakci pfitomny mimo izolovaného His-tag ubikvitinu i jiné proteiny. Mezi hlavni

kontaminujici proteiny pattily myoglobin, B-kasein a ovalbumin.

4.4, 1zolace His-tag proteinu pomoci TiQ> nanotrubic

V tomto experimentu bylo cilem porovnat ucinnost izolace His-tag ubikvitinu
z modelové smési proteinti pomoci TiO2 nanotrubic za standardnich i denatura¢nich podminek.
Pouzité roztoky za standardnich podminek byly: 50 mM Bis-Tris-HCI pH 6,5 (vazebny pufr),
50 mM Bis-Tris-HCI pH 6,5 + 20 mM imidazol (promyvaci roztok), 50 mM Bis-Tris-HCI pH
6,5 + 300 mM imidazol (elu¢ni roztok ¢. 1), 10 mM Bis-Tris-HCI pH 6,5 s + 200 mM Na2HPO4
+ 100 mM imidazol (eluéni roztok ¢.2). Roztoky za denaturac¢nich podminek byly stejné jako
za standardnich, navic do nich byla ptidana 8 M moc¢ovina. Izolace probihala pomoci postupti
uvedenych v kapitolach 3.6. a 3.7. Vzorkem pro izolaci His-tag ubikvitinu byla modelova smés
proteint. Ziskané frakce u kazdé izolace byly: ptivodni vzorek, vazebna frakce, promyvaci
frakce a tii eluéni frakce (1 elu¢nim roztokem ¢.1 a 2 elué¢nim roztokem ¢.2). Tyto frakce byly
ovéteny pomoci Tris-tricin SDS-PAGE s naslednym obarvenim geli pomoci Coomassie
briliant blue. Vysledek izolace His-tag ubikvitinu pomoci TiO2 nanotrubic za standardnich

podminek je uveden na obrazku ¢. 19 a za denaturacnich podminek na obrazku ¢. 20.
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Obrazek 19: Tris-tricin SDS-PAGE analyza (viz kapitola 3.2) pro ovéfeni izolace His-tag ubikvitinu
ze smési proteini pomoci TiO> nanotrubic. Barveno pomoci Coomassie briliant blue (viz kapitola 3.3).

Cervené oznadeny vyizolovany His-tag ubikvitin. Molekulovy marker (MM), ptivodni vzorek (PV),
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vazebna frakce (VF), promyvaci frakce (PV), eluce eluénim roztokem ¢. 1 (E1), eluce 1 a 2 eluénim

roztokem €. 2 (E2:a E2,).
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Obrazek 20: Tris-tricin SDS-PAGE analyza (viz kapitola 3.2) pro ovéfeni izolace His-tag ubikvitinu
ze smési proteintt pomoci TiO nanotrubic za denatura¢nich podminek. Barveno pomoci Coomassie
briliant blue (viz kapitola 3.3). Cervené oznaéeny vyizolovany His-tag ubikvitin. Molekulovy marker
(MM), ptivodni vzorek (PV), vazebna frakce (VF), promyvaci frakce (PV), eluce elu¢nim roztokem ¢. 1
(EL), eluce 1 a 2 elu¢nim roztokem &. 2 (E21a E2).

Z vysledka elektroforézy je mozné vidét, ze His-tag ubikvitin byl za standardnich
I denatura¢nich podminek ze smési vyizolovan a bylo jej mozné vyeluovat jiz prvni eluci
s pouzitim eluéniho roztoku ¢. 2, ktery obsahoval navic oproti eluénimu roztoku ¢. 1 200 mM
NazHPOs, ale v eluéni frakci byly spolu s His-tag ubikvitinem i jiné proteiny. V pfitomnosti
8 M mocoviny byl His-tag ubikvitin vyeluovan pouze v malém mnozstvi. Céast His-tag
ubikvitinu zustala ve vazebné frakci. Pfitomnost dalSich proteini v eluéni frakci svédc¢i o nizsi

selektivité nosice za uvedenych podminek, proto bude nutné upravit protokol izolace.

4.5.1zolace His-tag proteinu pomoci TiOQ> nanotrubic, aprava

promyvaciho roztoku

Prvni ¢asti optimalizace protokolu byla tGprava koncentrace imidazolu v promyvacim
roztoku. Promyvacim roztokem v ptivodnim protokolu (uvedeném v kapitole 3.6.) je 50 mM
Bis-Tris-HCI pH 6,5 s 20 mM imidazolem. Mimo tuto koncentraci imidazolu v ptivodnim

protokolu byly testovany i dalsi koncentrace: 50 mM imidazol, 100 mM imidazol a 200 mM
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imidazol. Dalsi zménou oproti pivodnimu protokolu byla Gprava pH promyvaciho roztoku az
po pfidani navazky imidazolu do promyvaciho roztoku, aby nedochizelo ke zméné pH.
V puvodnim protokolu bylo pH promyvaciho roztoku upraveno pied piidanim imidazolu a tim
se pH roztoku mohlo zménit. Izolace probihala pomoci postupu uvedeného v kapitole 3.6.
pouze s vyse uvedenymi roztoky. Vzorkem pro izolaci polyhistidinem zna¢eného ubikvitinu
byla modelova smés proteinti. Ziskané frakce u kazdé izolace byly: pivodni vzorek, vazebna
frakce, promyvaci frakce a tfi elucni frakce (1 elu¢nim roztokem ¢.1 a 2 eluénim roztokem ¢.2).
Tyto frakce byly ovéteny pomoci Tris-tricin SDS-PAGE s naslednym obarvenim gelti pomoci
Coomassie briliant blue. Vysledky izolaci s riznou koncentraci imidazolu v promyvacim

roztoku jsou na obrazcich ¢. 21-24.
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Obrazek 21: Tris-tricin SDS-PAGE analyza (viz kapitola 3.2) pro ovéfeni izolace His-tag ubikvitinu
ze smési proteint pomoci TiO2 nanotrubic. Promyvaci roztok s 20 mM imidazolem. Barveno pomoci
Coomassie briliant blue (viz kapitola 3.3). Cervené oznaéeny vyizolovany His-tag ubikvitin.
Molekulovy marker (MM), ptvodni vzorek (PV), vazebna frakce (VF), promyvaci frakce (PF), eluce

eluénim roztokem ¢&. 1 (E1), eluce 1 a 2 eluénim roztokem ¢&. 2 (E21a E2,).
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Obrazek 22: Tris-tricin SDS-PAGE analyza (viz kapitola 3.2) pro ovéfeni izolace His-tag ubikvitinu
ze smési proteini pomoci TiO2 nanotrubic. Promyvaci roztok s 50 mM imidazolem. Barveno pomoci
Coomassie briliant blue (viz kapitola 3.3). Cervené oznaeny vyizolovany His-tag ubikvitin.
Molekulovy marker (MM), ptivodni vzorek (PV), vazebna frakce (VF), promyvaci frakce (PF), eluce

eluénim roztokem ¢. 1 (E1), eluce 1 a 2 eluénim roztokem ¢. 2 (E21a E2,).
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Obrazek 23: Tris-tricin SDS-PAGE analyza (viz kapitola 3.2) pro ovéfeni izolace His-tag ubikvitinu
ze smési proteini pomoci TiO2 nanotrubic. Promyvaci roztok se 100 mM imidazolem. Barveno pomoci
Coomassie briliant blue (viz kapitola 3.3). Cervené oznaéeny vyizolovany His-tag ubikvitin.
Molekulovy marker (MM), pivodni vzorek (PV), vazebna frakce (VF), promyvaci frakce (PF), eluce

eluénim roztokem €. 1 (E1), eluce 1 a 2 eluénim roztokem &. 2 (E21a E2,).
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Obrazek 24: Tris-tricin SDS-PAGE analyza (viz kapitola 3.2) pro ovéieni izolace His-tag ubikvitinu
ze smési proteinti pomoci TiO2 nanotrubic. Promyvaci roztok s 200 mM imidazolem. Barveno pomoci
Coomassie briliant blue (viz kapitola 3.3). Cervené oznadeny vyizolovany His-tag ubikvitin.
Molekulovy marker (MM), ptivodni vzorek (PV), vazebna frakce (VF), promyvaci frakce (PF), eluce

eluénim roztokem ¢&. 1 (E1), eluce 1 a 2 elué¢nim roztokem ¢. 2 (E21a E2,).

His-tag ubikvitin byl ve vSech pfipadech vyizolovan a bylo jej mozné vyeluovat
pouzitim elu¢niho roztoku ¢. 2 . Byla testovana koncentrace imidazolu vV promyvacim roztoku
v rozmezi 20 az 200 mM, cely tento pokus byl zopakovan 3x a z piiklada geli je patrné, ze
kontaminace elu¢ni frakce jinymi proteiny je vyrazné niz§i u promyvaciho roztoku
s koncentraci imidazolu 50 mM (obrazek ¢. 22) a promyvaciho roztoku s koncentraci imidazolu

200 mM (obrazek ¢. 24).

50 mM imidazol 200 mM imidazol

MM PV VF PF E1 E2, MM PV  VF  PF E1 E2

Obrazek 25: Porovnani G¢innosti Tris-tricin SDS-PAGE analyzy (viz kapitola 3.2) pro ovéfeni izolace
His-tag ubikvitinu ze smési proteinti pomoci TiO2 nanotrubic. Promyvaci roztok s 50 mM a 200 mM

imidazolem. Barveno pomoci Coomassie briliant blue (viz kapitola 3.3). Cervené oznageny vyizolovany
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His-tag ubikvitin. Modfe oznaceny kontaminujici proteiny (cytochrom c¢ a B-kasein). Molekulovy
marker (MM), pivodni vzorek (PV), vazebna frakce (VF), promyvaci frakce (PF), eluce elu¢nim

roztokem ¢. 1 (E1), eluce 1 elu¢nim roztokem &. 2 (E24).

Vysledky porovnani (viz obrazek ¢. 25) izolace s pouzitim téchto dvou koncentraci
imidazolu (50 mM a 200 mM) v promyvacim roztoku jsou témét stejné, stale je zde
kontaminace jinym proteinem (cytochrom ¢, a B-kasein), proto bude nutna dalsi Gprava
protokolu. Zvyseni koncentrace imidazolu nepfineslo zlepSeni a kontaminace vyse uvedenymi
proteiny je srovnatelna. Proto byla pro dalsi testovani zvolena niz§i koncentrace imidazolu

(z téchto dvou porovnavanych).

4.6.1zolace His-tag proteinu pomoci TiO2 nanotrubic, iprava elu¢niho

roztoku
Dalsim krokem optimalizace byla Gprava elu¢niho roztoku. Byly testovany rtizné elucni
roztoky s rtiznou koncentraci Na,HPOj4 a elu¢ni roztok €. 2 z puvodniho protokolu (10 mM Bis-
Tris-HCI pH 6,5 + 200 MM NaxHPO4 + 100 mM imidazol, viz kapitola 3.6). Na,HPOsma vétsi
afinitu k TiO nosi¢i nez imidazol. Cilem bylo zjistit, zda je vyss§i koncentrace Na,HPO4 bez
piidaného imidazolu efektivni pro eluci His-tag ubikvitinu. Fosfat soutéZi o vazebné misto na
povrchu nanotrubic, s postrannim fetézcem histidinového zbytku a proto dochazi k eluci

proteinu s polyhistidinovou znackou [83].

Zaroven se testovalo, zda by nizsi koncentrace fosfatu v promyvacim roztoku mohla
snizit nespecifickou vazbu (pfi promyvani odstranit slabé navazané proteiny) a nahradit tak

imidazol.

Celkem tedy bylo testovano 5 elucnich roztoki: elu¢ni roztok 1: 10 mM NazHPOs,,
elu¢ni roztok 2: 20mM Na2HPQOq4, elucni roztok 3: 50 mM NaxHPO4, eluéni roztok 4: 100 mM
Na;HPOs a eluéni roztok 5: 10 mM Bis-Tris-HCI, pH 6,5 + 200 mM Na;HPO4 + 100 mM
imidazol. Vzorkem pro izolaci polyhistidinem znaceného ubikvitinu byla modelova smés
proteint. Ziskané frakce u izolace byly: ptvodni vzorek, vazebna frakce, promyvaci frakce

a pét elucnich frakci. Tyto frakce byly ovéfeny pomoci Tris-tricin SDS-PAGE s naslednym
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obarvenim geli pomoci Coomassie briliant blue. Vysledek testovani 5 eluc¢nich roztoka je

uveden na obrazku ¢&. 26.

MM PV VF PF E1 E2 E3 E4 ES
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Obrazek 26: Tris-tricin SDS-PAGE analyza (viz kapitola 3.2) pro ovéfeni izolace His-tag ubikvitinu
ze smési proteintt pomoci TiOz nanotrubic. Optimalizace eluéniho roztoku. Barveno pomoci Coomassie
briliant blue (viz kapitola 3.3). Cervené oznaéeny vyizolovany His-tag ubikvitin. Molekulovy marker
(MM), ptivodni vzorek (PV), vazebna frakce (VF), promyvaci frakce (PF), eluce elu¢nim roztokem ¢. 1
(E1), eluce elu¢nim roztokem ¢. 2 (E2), eluce elu¢nim roztokem ¢. 3 (E3), eluce elu¢nim roztokem ¢. 4

(E4) a eluce elu¢nim roztokem ¢. 5 (ES).

Z vysledkt elektroforézy miizeme vidét, ze His-tag ubikvitin byl ze smési Vyeluovan
castecné jiz treti eluci elucnim roztokem 50 MM Na,HPOj4. Pro finalni protokol byla vybrana
efektivni koncentrace NaoHPO4 (100 mM), ktera efektivné His-tag protein eluuje. Dale se
ukazalo, ze pfi pouziti kombinace imidazolu s fosfaitem v elu¢nim roztoku se eluuji dalsi

kontaminanty, a proto nebyl imidazol v elu¢nim roztoku ve finalnim protokolu pouZit.

Pii niz$i koncentraci NasHPOs nedochazi k eluci His-tag proteinu, ale eluuji se
castecné kontaminujici proteiny. Z tohoto divodu byl ve findlnim protokolu imidazol
Vv promyvacim roztoku nahrazen nizkou koncentraci Na;HPOs (20 mM), pii které jesté

nedochazi k eluci polyhistidinem znac¢eného proteinu.
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4.7.1zolace His-tag proteinu pomoci TiO2 nanotrubic, finalni protokol

Na zaklad¢ vysledkli z pfedchoziho experimentu byl testovan pozménény promyvaci
roztok, kde byl imidazol nahrazen nizkou koncentraci NaHPO4 (20 mM). Izolace probihala dle
postupu uvedeného v kapitole 3.8. s témito roztoky: 50 mM Bis-Tris-HCI pH 6,5 (vazebny
pufr), 50 mM Bis-Tris-HCI pH 6,5 + 20 mM NaxHPO4 (promyvaci roztok) a 100 mM NazHPO4
(elucni roztok). Vzorkem pro izolaci polyhistidinem zna¢eného ubikvitinu byla modelova smés
proteint. Ziskané frakce u izolace byly: piivodni vzorek, vazebna frakce, 3 promyvaci frakce
(prvni, tfeti a pata) a dvé elu¢ni frakce. Tyto frakce byly ovéfeny pomoci Tris-tricin SDS-PAGE
S naslednym obarvenim gell pomoci Coomassie briliant blue. Vysledky izolace finalnim

protokolem pomoci TiO2 nanotrubic jsou na obrazku ¢. 27.

MM PV VF PF1  PF3 PF5 El. |E2

Obrazek 27: Tris-tricin SDS-PAGE analyza (viz kapitola 3.2) pro ovéfeni izolace His-tag ubikvitinu
ze smési proteinti pomoci TiO; nanotrubic. Vysledky finalniho protokolu. Barveno pomoci Coomassie
briliant blue (viz kapitola 3.3). Cervené oznaceny vyizolovany His-tag ubikvitin. Molekulovy marker
(MM), pivodni vzorek (PV), vazebna frakce (VF), promyvaci frakce 1, 3 a 5 (PF1, PF3 a PF5), eluce 1
a2 (ElakE2).
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Obrazek 28: Porovnani elucnich frakei ptivodniho a finalniho protokolu pro izolaci His-tag ubikvitinu

pomoci TiO; nanotrubic. Barveno pomoci Coomassie briliant blue (viz kapitola 3.3). Cerveng oznageny
vyizolovany His-tag ubikvitin. Ptvodni protokol: eluce elu¢nim roztokem ¢.1 (E1), eluce 1 a 2 eluénim

roztokem ¢. 2 (E21 a E2,). Finalni protokol: eluce 1 a eluce 2 (E1 a E2).

Z porovnani elucnich frakci (viz obrazek ¢. 28) ptvodniho a finalniho protokolu pro
izolaci ubikvitinu s polyhistidinovou kotvou je patrné, Ze kontaminace ostatnimi proteiny
u findlniho protokolu je nizsi, stidle zde ale kontaminanty pfitomny jsou. Kontaminujicimi
proteiny u finalniho protokolu jsou: cytochrom ¢, myoglobin a B-kasein. Spole¢nou vlastnosti
téchto proteind je, Ze ptirozené vazi zelezo [107—-109]. Nanotrubice zelezo obsahuji (ve formé
Fes30a), a proto se na n¢ vazi s His-tag ubikvitinem i tyto kontaminujici proteiny. Bylo dosazeno
castecného snizeni kontaminace ve findlnim protokolu, ale jelikoz nebylo ocekavéano dalsi
zlepseni pouhou modifikaci protokolu, pfistoupili jsme tedy k dalSimu kroku a tim bylo

otestovat tyto findlni podminky ve spojeni s mocovinou.

4.8.1zolace His-tag proteinu pomoci TiO> nanotrubic, finalni protokol

za denaturac¢nich podminek

Cilem tohoto experimentu bylo ovéfit G€innost optimalizovaného protokolu pro izolaci
za denaturacnich podminek. Za timto Gc¢elem byla testovana standardni koncentrace mocoviny
vyuzivana k solubilizaci inkluznich télisek a to 8M. Tato koncentrace byla déale doplnéna
0 polovi¢ni koncentraci a to 4 M, kdy jsme ocekavali niz§i ovlivnéni vlastnosti nosice a vyssi

selektivitu nez v pfipadé 8M mocoviny. SniZena koncentrace mocoviny by mohla byt
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dostate¢na pro udrzeni proteinu v roztoku, jak bylo demonstrovano napt. na L-asparaginaze,
ktera byla ptipravena ve form¢ inkluznich télisek a nasledné rozpusténa v roztoku s touto nizsi
konecntraci mocoviny [110]. Izolace probihala podle postupi uvedenych v kapitolach 3.9.
a 3.10. Vzorkem pro izolaci polyhistidinem znaceného ubikvitinu byla modelova smés
proteint. Ziskané frakce u izolaci byly: ptivodni vzorek, vazebna frakce, 3 promyvaci frakce
(prvni, tfeti a pata) a dvé elucni frakce. Tyto frakce byly ovéfeny pomoci Tris-tricin SDS-PAGE
S naslednym obarvenim gelii pomoci Coomassie briliant blue. Vysledky izolaci jsou uvedeny

na obrazcich ¢. 29 a 30.

MM PV VF PF1 PF3 PF5 E1 E2

Obrazek 29: Tris-tricin SDS-PAGE analyza (viz kapitola 3.2) pro ovéfeni izolace His-tag ubikvitinu
ze smési proteinti pomoci TiO2 nanotrubic. Denaturacni podminky (8 M urea). Barveno pomoci
Coomassie briliant blue (viz kapitola 3.3). Cervené oznadeny vyizolovany His-tag ubikvitin.
Molekulovy marker (MM), pivodni vzorek (PV), vazebna frakce (VF), promyvaci frakce 1, 3 a 5 (PF1,
PF3 aPF5), eluce 1a2 (E1aE2).
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Obrazek 30: Tris-tricin SDS-PAGE analyza (viz kapitola 3.2) pro ovéfeni izolace His-tag ubikvitinu
ze smési proteint pomoci TiO; nanotrubic. Denatura¢ni podminky (4 M urea). Barveno pomoci
Coomassie briliant blue (viz kapitola 3.3). Cervené oznaéeny vyizolovany His-tag ubikvitin.
Molekulovy marker (MM), ptivodni vzorek (PV), vazebna frakce (VF), promyvaci frakce 1,3 a 5 (PF1,
PF3 aPF5),eluce 1a2 (E1aE2).

V obou izolacich byl His-tag ubikvitin vyeluovan z modelové smési proteinid pievazné
prvni eluci. U4 M mocoviny je kontaminace ostatnimi proteiny z modelové smési vyrazné€ nizsi

nez u 8§ M. To znamend, Ze za mirn¢jSich denaturacnich podminek je izolace ucinnéjsi.

PGvodni protokol (8 M urea) Finalni protokol (8 M urea)
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Obrazek 31: Porovnani puvodniho a finalniho protokolu izolace pomoci TiO, nanotrubic za
denatura¢nich podminek (8 M urea). Barveno pomoci Coomassie briliant blue (viz kapitola 3.3).
Cervené oznaceny vyizolovany His-tag ubikvitin. Pivodni protokol: molekulovy marker (MM),
puvodni vzorek (PV), vazebna frakce (VF), promyvaci frakce (PF) eluce elu¢nim roztokem ¢.1 (E1),
eluce 1 a 2 eluénim roztokem ¢. 2 (E2: a E2;). Finalni protokol: molekulovy marker (MM), pivodni
vzorek (PV), vazebna frakce (VF), promyvaci frakce 1, 3 a 5 (PF1, PF3 a PF5), eluce 1a 2 (E1 a E2).
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Finalni protokol (4 M urea) Finalni protokol (8 M urea)
MM PV VF PF1 PF3 PF5 E1 E2 MM PV VF PF1 PF3 PF5 E1 E2
! . ' = A

Obrazek 32: Porovnani izolaci za denatura¢nich podminek v pfitomnosti 4 M mocoviny a 8§ M
mod&oviny dle finalniho protokolu. Cervené oznageny vyizolovany His-tag ubikvitin. Molekulovy
marker (MM), pivodni vzorek (PV), vazebna frakce (VF), promyvaci frakce 1, 3 a 5 (PF1, PF3 a PF5),
eluce 1a?2 (ElaE2).

Finalni protokol (bez denaturace) Finalni protokol (4 M urea)
MM PV VF PF1 PF3 PFS E1 E2 MM PV VF PF1 PF3 PF5 E1 E2
ek - 3 - o ‘—q

Obrazek 33: Porovnani izolaci za standardnich podminek a za denatura¢nich podminek (v ptitomnosti
4 M mogoviny) dle finalniho protokolu. Cerveng oznadeny vyizolovany His-tag ubikvitin. Molekulovy
marker (MM), piivodni vzorek (PV), vazebna frakce (VF), promyvaci frakce 1, 3 a 5 (PF1, PF3 a PF5),
elucela2 (ElaE2).

Porovnanim izolaci plivodnim a optimalizovanych protokolem za denaturacnich
podminek (8 M urea) je mozné vidét, Ze optimalizace protokolu zvySila mnozstvi vyeluovaného
His-tag ubikvitinu, ale vliv na snizeni kontaminace eluce ostatnimi proteiny neméla (viz
obrazek ¢. 31). Na obrazku ¢. 32 mtizeme vidét porovnani finalniho protokolu za denatura¢nich
podminek v 2 koncentracich mocoviny (4 M a 8 M). Elu¢ni frakce s 4 M moc€ovinou obsahuje

mnohem mén¢ kontaminujicich proteint, to znamena, ze nosi¢ TiO2 vykazuje vyssi selektivitu
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k His-tag ubikvitinu v pfitomnosti niz§i koncentrace mocoviny. Pfi porovnani finalniho
protokolu bez denaturace a finalniho protokolu s denaturaci v pfitomnosti 4 M mocoviny (viz
obrazek ¢. 33) vykazuji TiO2 nanotrubice vyssi selektivitu v ptitomnosti 4 M mocoviny, kdy
byl His-tag ubikvitin efektivnéji vyeluovan a elucni frakce obsahovala mén¢ kontaminujicich

proteint.

Optimalizaci protokolu jsme dosahli nizs$i kontaminace elucni frakce ostatnimi proteiny
z modelové smési proteint. Dale jsme prokazali, Ze nejvyssi selektivitu TiO2 nosi¢ vykazuje za
denatura¢nich podminek v ptitomnosti 4 M mocoviny, kdy je elu¢ni frakce nejCistsi a His-tag

ubikvitin zcela vyeluovan.

4.9.Zavedeni metody pro detekci lipopolysacharidu

Pfi pouziti rekombinantnich proteint jako terapeutik je dulezité, aby nebyly ptitomny
kontaminujici latky, naptiklad lipopolysacharidy. Pfitomnost LPS v 1é¢ivu muze v organismu

spustit nezadouci imunitni odpovéd’ (horecku, septicky Sok atd.).

Cilem tohoto experimentu bylo ovéfit prvotni hypotézu, ze LPS se na TiO2 nanotrubice
nevazi vhledem Kk jejich ¢isté anorganické povaze. Timto zpusobem by pak bylo mozné ziskat
Cisty terapeuticky protein bez kontaminujicich LPS. Z tohoto diivodu byl hledan vhodny systém
pro detekci LPS.

Pro jejich detekci existuje nékolik metod, a na zakladé reSerSe (viz kapitola 1.5.3
0 kontaminaci rekombinantnich proteinii lipopolysacharidy) byl vybran LAL test jako metoda
pro detekci LPS. Konkrétné pouzivanou komeréni soupravou byla Pierce™ LAL Chromogenic
- Endotoxin Quantitation Kit (Thermo Fisher Scientific). Soucasti experimentu bylo zjistit, zda
je metoda kompatibilni s pouzivanymi nosi¢i (IMAC nosi¢e a TiO2 nanotrubice) a zda je mozné

LPS ptitomné v plivodnim vzorku béhem izolace odstranit.

Prvni testovani bylo provedeno podle navodu od vyrobce (viz kapitola 3.11). Stanoveni
bylo provedeno duplicitné a ke kalibraci byly pfidany vzorky z izolace His-tag ubikvitinu
z modelové smési proteini pomoci TiO2 nanotrubic (izolace probihala podle postupu
uvedeného Vv kapitole 3.8). Testované vzorky z izolace byly: ptivodni vzorek (modelova smés

proteinii + endotoxin o koncentraci 0,9 EU/ml), promyvaci frakce a prvni elu¢ni frakce.
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Koncentrace 0,9 EU/ml byla volena ohledem na rozsah kalibra¢ni fady V jeji horni poloving,

tak aby bylo mozné co nejefektivnéji pozorovat snizeni koncentrace LPS.

Tabulka 6: Absorbance standardt a vzorkt pfi stanoveni koncentrace LPS.

Slepy | StD (0,1 | StC (0,25 | StB(0,5 | StA(1 PV VF Eluce
vzorek | EU/mI) EU/ml) EU/ml) | EU/mI)
Absorbance 1 | 0,127 0,448 0,705 1,026 1,636 | 2,497 | 2,453 | 2,112
Absorbance 2 0,14 0,443 0,672 1,066 1,456 2,351 | 2,319 | 2,143
Primérna 0,134 0,446 0,689 1,046 1,546 | 2,424 | 2,386 | 2,128
absorbance

Graf 1: Zavislost absorbance (vinova délka 405 nm) na koncentraci standardi endotoxinu.
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Pti stanoveni LPS ve vzorcich podle navodu od vyrobce byla vysledna absorbance

vzorkli vysoka a mimo kalibraci. Vysoka byla i absorbance standardii. Signél standardi

a vzorku nebyl pfili§ stabilni, stejny vzorek v duplikatu daval rozdilné vysledky. V laboratoti

jsme nem¢li k dispozici vyhtivanou tiepacku pro mikrotitracni desticky, a proto bylo stanoveni

provadéno ve zkumavkach s pouzitim blokové tiepacky. Z téchto duvodt bylo provedeno dalsi

testovani pro nalezeni vhodnych podminek.
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4.10. Stanoveni LPS pomoci komeréni soupravy S 3x naredénvmi
reagenciemi.

V tomto experimentu byla testovana kalibrace s pfidanym zkusebnim vzorkem (voda
s endotoxinem o koncentraci 0,3 EU/ml). Testovani probihalo s upravenymi podminkami:
reagencie z komer¢ni soupravy (LAL a chromogenni substrat) byly 3x nafedény pomoci vody
bez endotoxint, byl prodlouzen ¢as inkubace u roztoku LAL se vzorkem z 10 na 15 minut
a U chromogenniho substratu z 6 na 9 minut a pted pouzitim byly vSechny roztoky predehiaty

na 37 °C.

Graf 2: Zavislost absorbance (vinova délka 405 nm) na koncentraci standardti endotoxinu. Upravené

podminky: 3x nafedéné reagencie.
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Vysledna koncentrace endotoxinu ve vzorku je 0,26 EU/ml, coz je rozdil proti teoretické
koncentraci (0,3 EU/ml) ptiblizné 13 %. Absorbance standardl jsou pii tomto nafedéni nizké,
pro stanoveni LPS ve frakcich z izolaci je tento rozsah maly, a proto bude tfeba upravit naredéni
roztokti. Komer¢ni souprava je velmi citliva na teplotu a Cas. Pfedehiati reagencii a prodlouzeni

inkubacnich ¢asii pomohlo k zvySeni stability celého stanoveni.

4.11. Stanoveni LPS pomoci komercéni soupravy S2x naredénvmi

reagenciemi

V testovacim byly provedeny dalsi Gipravy. Reagencie z komer¢ni soupravy (LAL
a chromogenni substrat) byly nafedény pouze 2x. Dalsi Upravou bylo pfidani mezikroku
odsoleni vzorki pfed samotnym stanovenim z divodu nekompatibility elu¢niho roztoku izolace

pomoci TiO2 nanocastic (eluéni roztok: 100 mM NaxHPO4) skomeréni soupravou.
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Diskutovanymi metodami bylo pouziti ultrafiltracnich kolonek, dale gelova filtrace
a chromatografie s reverznimi fazemi. Z divodu nizkych ztrat byly ultrafiltracni kolonky

vybrany jako vhodné metoda odstranéni fosfatu.

V tomto experimentu byly stanoveny standardni roztoky a 2 vzorky: fosfatovy slepy
vzorek (100 mM NaHPOs4 + voda) a fosfatovy vzorek (100 mM NaHPOs + endotoxin
0 koncentraci 0,3 EU/ml). Vzorky byly pied stanovenim odsoleny pomoci kolonek AMICON
(Ultra-0,5 ml, 3 K, Merck Millipore) (sto¢eni 3x 20 minut v centrifuze pii 13 400 otackach).

Graf 3:. Zavislost absorbance (vinova délka 405 nm) na koncentraci standardt endotoxinu. Upravené

podminky: 2x nafedéné reagencie.
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Vysledna koncentrace endotoxinu ve fosfatovém slepém vzorku je 0,12 EU/mI
a v fosfatovém vzorku 0,37 EU/ml. Zda se, ze fosfat byl tedy z vétsi Casti odstranén, ale ne
zcela. Proto byl proveden dalsi pokus s tpravami. Absorbance standardt pii pouziti 2x
nafedénych reagencii z komer¢ni soupravy maji dostateCny rozsah pro stanoveni frakci

z izolaci His-tag ubikvitinu.

4.12.Stanoveni LPS pomoci komeréni soupravy S upravami odsoleni

Na zéklad¢ predchoziho experimentu byla provedena uprava odsoleni vzorki. PouZité
kolonky byly kolonky AMICON (Ultra-0,5 ml, 3 K, Merck Millipore) sto¢ené 5x 20 minut
v centrifuze pii 13 400 otackach a kolonky AMICON (Ultra-0,5 ml, 10 K, Merck Millipore)

sto¢ené 4x 20 minut v centrifuze pii 13 400 otackach. Byly stanoveny standardy a 4 vzorky:
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fosfatovy slepy vzorek (100 mM NaHPO4 + voda) a fosfatovy vzorek (100 mM NaxHPO4

+ endotoxin o koncentraci 0,5 EU/ml odsolené pomoci obou vyse uvedenych kolonek. Dalsi

upravou celého protokolu bylo pouziti vody bez endotoxinti. Nejdiive byla pouzivana voda bez

endotoxintl, ktery byla soucasti komeréni soupravy. Poté byla otestovana ultracistd voda ze

stanice pro produkci redestilované vody TKA Smart2Pure (Thermo Fisher Scientific), ale ta

vyrazn¢ zvysila absorbanci standardi i vzorka (viz tabulka ¢. 7). Z tohoto divodu byla pro dalsi

testovani vhodné vybrana nova voda bez endotoxinti s definovanou koncentraci endotoxinu

mensi nez 0,005 EU/mL (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Vysledky viz tabulka ¢. 8.

Tabulka 7: Tabulka absorbanci standardii a vzorku s pouzitim vody ze stanice pro produkci

redestilované vody TKA Smart2Pure (Thermo Fisher Scientific).

fosf. slepy fosf. fosf. fosf.

vzorek vzorek slepy vzorek

Slepy StD StC StB StA(1 (kolonka: c=05 vzorek c=05

vzorek 0,1 (0,25 0,5 EU/mI 3K) (kolonk | (kolonka | (kolonk

EU/mI) | EU/mI) | EU/mI) ) a3K) 10K) al0K)
Al 0,192 0,273 0,28 0,276 0,399 0,268 0,267 0,262 0,317
A2 0,281 0,196 0,199 0,271 0,279 0,221 0,209 0,127 0,119
Primér 0,237 0,235 0,240 0,274 0,339 0,245 0,238 0,195 0,218

Z tohoto diivodu byl tento experiment zopakovan s rozdilem, Ze vSechny reagencie byly

piipraveny z vody bez endotoxint (Sigma-Aldrich).

Graf 4: Zavislost absorbance (vlnova délka 405 nm) na koncentraci standardt endotoxinu. Upravené

odsoleni.
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Tabulka 8: Tabulka vyslednych koncentraci LPS po tGpraveé odsoleni.

fosf. slepy vzorek fosf. vzorek ¢ = 0,5 fosf. slepy vzorek fosf. vzorek c = 0,5
(kolonky 3 K) EU/mlI (kolonky 3 K) (kolonky 10 K) EU/ml (kolonky 10 K)
Vysledna 0,05 0,36 0,05 0,40
c (EU/ml)

Vysledky ukazuji, Ze koncentrace endotoxinu ve fosfatovém vzorku pti pouziti 10 K
kolonek se vice blizi teoretické koncentraci. To znamena, ze ztraty endotoxinu jsou u 10 K nizsi
nez u 3 K kolonek. Témér nulové koncentrace u Slepych vzorki dokazuji, ze fosfat byl ispésné
odstranén a je dulezité pouzivat pro ptipravu vSech roztokil vodu bez endotoxinti, protoze
ultracista voda ze Stanice pro produkci redestilované vody TKA Smart2Pure (Thermo Fisher
Scientific) byla kontaminovana a zvySovala absorbanci. Na zékladé téchto vysledkd byly
veskeré roztoky pro nasledné testované odstranéni LPS ptipraveny z vody bez endotoxint.
Nejednalo se pouze o roztoky, které slouzi pro vlastni analyzu LPS, ale také
0 vazebny/promyvaci a elu¢ni roztok, jak pro izolace s pouzitim TiO2 nanotrubicek, tak IMAC

nosi¢e. Tim byl minimalizovan vliv kontaminované vody na analyzu.

4.13. Stanoveni LPS v elucich z izolaci His-tag ubikvitinu

Po optimalizaci podminek byla koncentrace LPS stanovena v eluc¢nich frakcich z izolaci
His-tag ubikvitinu. Cilem této Casti prace bylo dokazat nebo vyvratit, Zze jsme schopni nejen
vyizolovat His-tag ubikvitin ze smési, ale také odstranit nezadouci LPS. Vzhledem k povaze
nosice jako jsou TiO2 nanotrubicky, ktery je vyroben vyhradné z anorganickych materialt, jsme
piedpokladali, ze tento nosi¢ bude vhodnéjsi nez standardni IMAC nosice vyrobené z materiala
organickych polymertu. Za timto G¢elem byl His-tag ubikvitin byl izolovan z modelové smési
proteint pomoci IMAC nosic¢e (HisPur™ Ni-NTA od firmy Thermo Scientific) za standardnich
(postup viz kapitola 3.4.) i denatura¢nich podminek (8 M mocovina, postup viz kapitola 3.5.)
a TiO2 nanotrubic za standardnich (postup viz kapitola 3.8.) i denatura¢nich podminek (8 M
mocovina, postup viz kapitola 3.9.). Pfi vSech izolacich obsahoval pivodni vzorek (modelova
smé&s proteinll) koncentraci endotoxinu 1 EU/ml. Celkem tedy byly stanoveny 4 vzorky (elucni
frakce z vyse uvedenych izolaci) a standardy. U v§ech vzorki bylo provedeno odsoleni pomoci
kolonek AMICON (Ultra-0,5 ml, 10 K, Merck Millipore) sto¢enych 4x 20 minut v centrifuze
pfi 13 400 otackach. Vsechny roztoky pro izolace i samotné stanoveni byly ptipraveny z vody

bez endotoxinu.
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Tabulka 9: Absorbance standardti a vzorkd pfi stanoveni koncentrace LPS v elu¢nich frakcich.

IMAC
slepy IMAC sD(8 TiO; TiO,
vzorek StD(@©,1 | stC (0,25 | stB(05 | StA(1 bezD | Murea) | bezD sD (8
EU/mI) EU/mI) EU/mI) EU/mI) M urea)
Al 0,078 0,172 0,282 0,414 0,59 0,931 0,323 | 0,777 | 0,503
A2 0,071 0,177 0,304 0,418 0,552 0,943 0,31 0,755 | 0,478
Primeér 0,075 0,175 0,293 0,416 0,571 0,937 0,317 | 0,766 | 0,491

Graf 5: Zavislost absorbance (vinova délka 405 nm) na koncentraci standardt endotoxinu. Stanoveni
eluénich frakci z izolaci.
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Vysledna koncentrace endotoxinu v elu¢ni frakci z izolace pomoci IMAC nosice za
denaturacnich podminek (8 M urea) je 0,3 EU/ml a v elu¢ni frakci z izolace pomoci TiO2
nanotrubic za denaturacnich podminek (8 M urea) je 0,65 EU/ml. Absorbance izolaci bez
denaturace byly vyssi nez absorbance kalibra¢nich standardi a z tohoto diivodu nebylo v téchto

izolacich moZné stanovit koncentraci LPS

Na zékladé ptedchoziho pokusu, kdy eluéni frakce z izolaci bez denaturace mély vyssi
absorbanci nez standardni roztoky z komer¢ni soupravy, byly stanoveny znovu 2x natfedéné.
Daéle byla pfiddana negativni kontrola v podobé elu¢ni frakce z modelové smési proteinu bez
ptidaného endotoxinu, ze které byl izolovany His-tag ubikvitin pomoci TiO2 nanotrubic za
standardnich podminek. Také byla ptidana eluéni frakce z izolace pomoci TiO2 nanotrubic za
denaturacnich podminek (4 M urea, postup viz kapitola 3.10.). Pfi izolaci obsahoval pivodni
vzorek (modelova smés protein) koncentraci endotoxinu 1 EU/mI. Celkem tedy byly
stanoveny 4 vzorky (negativni kontrola a 2x nafedéné elu¢ni frakce z izolace pomoci IMAC
nosic¢e 1 TiO2 nanotrubic bez denaturace a 2x nafedénd elu¢ni frakce z izolace pomoci TiO:

nanotrubic s deanturaci — 4 M urea) a standardy. U vsech vzorki bylo provedeno odsoleni
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pomoci kolonek AMICON (Ultra-0,5 ml, 10 K, Merck Millipore) sto¢enych 4x 20 minut

Vv centrifuze pii 13 400 otackach.

Tabulka 10: Tabulka vyslednych koncentraci LPS v elu¢nich frakeich z izolaci.

neg. Kontrola IMAC bez D TiOz2 bez D TiO2sD (4 M urea)

Vysledna 0,85 0,84 1,53 0,80
¢ (EU/ml)

Vysledky ukazuji, Ze pii stanoveni LPS v eluénich frakcich maji nizs$i koncentraci
izolace za denaturacnich podminek. Vysledna koncentrace endotoxinu u IMAC nosict bez
denaturace je 0,84 EU/ml, zatimco s denaturaci 0,3 EU/ml. U TiO2 nanotrubic je koncentrace
endotoxinu za standardnich podminek 1,53 EU/ml a za denaturac¢nich podminek 0,65 EU/ml
s 8 M mocovinou a 0,80 EU/ml s 4 M mocovinou. Tyto vysledky ukazuji, ze IMAC nosice vazi
LPS méné nez TiO2 nanotrubice. Dale vysledky ukazuji, ze za denaturacnich podminek se LPS
vazou méné neZ za standardnich podminek. Ptfidand negativni kontrola méla vyslednou
koncentraci endotoxinu 0,85 EU/ml. Pfi porovnani negativni kontroly s ostatnimi vysledky je
vysledna koncentrace endotoxinu u IMAC nosicli 1 TiO2 nanotrubic za denaturaénich podminek
téméf nulova. Hypotézu, Ze TiO2 nanotrubice za standardnich podminek LPS nevazi se
nepodafrilo dokazat, vysledky ale ukazuji, Ze tato hypotéza je platnd za denatura¢nich podminek.
Zaroven se ale ukazalo, ze podobného snizeni koncentrace LPS ve vzorku dosahuje i IMAC

nosi¢ bez denaturac¢nich podminek.
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Na zavér experimentu byly izolace ovéfeny pomoci Tris-tricin SDS-PAGE
elektroforézy (postup viz kapitola 3.2).

His-tag ubikvitin

Obrazek 34: Tris-tricin SDS-PAGE analyza (viz kapitola 3.2) pro ovéteni izolaci His-tag ubikvitinu
z modelovych smési proteinti. Barveno pomoci Coomassie briliant blue (viz kapitola 3.3). Molekulovy
marker (MM), pivodni vzorek (PV), vazebné frakce (VF)

Obrazek 35: Tris-tricin SDS-PAGE analyza (viz kapitola 3.2) pro ovéfeni izolaci his-tag ubikvitinu
Z modelovych smési proteint. Molekulovy marker (MM), pivodni vzorek (PV) a elu¢ni frakce (E).

Barveno pomoci Coomassie briliant blue (viz kapitola 3.3). Cervené vyizolovany His-tag ubikvitin.
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Z vysledku elektroforézy je vidét, ze His-tag ubikvitin byl z modelové smési proteinti
vyizolovany pii vSech izolacich. Nejuspesnéjsi izolace byla pomoci TiO2 nanotrubic
s denaturaci v pritomnosti 4 M mocoviny. Na obrazku ¢. 34 je vidét, ze His-tag ubikvitin se na
TiO2 nanotrubice navazal ze smési prakticky uplné (ve vazebné frakci je téméf
nedetekovatelny). Obrazek ¢. 35 dokazuje, ze elu¢ni frakce z této izolace obsahuje v porovnani

S elu¢nimi frakcemi z ostatnich izolaci nejméné kontaminujicich proteint.

Béhem experimentalni c¢asti se povedlo udélat fadu optimalizaci. Byl optimalizovan
protokol izolace pomoci TiO2 nanotrubic za standardnich i denatura¢nich podminek. Dale byl
optimalizovan protokol stanoveni LPS, ktery byl zaveden do laboratoie a usp&$né pouzit
v experimentech. Hypotéza, Zze TiO. nanotrubice jsou Vv porovnanim sIMAC nosi¢em
selektivnéjsim nosi¢em pro izolace His-tag proteinu se pfi izolacich potvrdila ptedev§im za
denatura¢nich podminek se 4 M mocovinou. Elu¢ni frakce z izolaci pomoci TiO2 nanotrubic
jsou Cistsi (obsahuji méné kontaminujicich proteini) a obsahuji vice vyeluovaného His-tag
ubikvitinu. Bohuzel ale hypotéza o lepsich vlastnostech TiO2 nanotrubic neplati zcela v ptipadé
stanoveni LPS. Pfi porovnéani vySe zminénych nosicu, je ucinnéjsi pii odstranéni LPS IMAC
nosi¢. IMAC nosice nevazi LPS ani za standardnich ani za denatura¢nich podminek, zatimco

TiO2 nanotrubice LPS nevazi pouze za denatura¢nich podminek.
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5. ZAVER
Hlavni cil diplomové prace byla optimalizace podminek izolace His-tag proteinu ze

smési proteinti pomoci TiO2 nanotrubic modifikovanych Fe3O4 nanocasticemi.

Nejdtive byla provedena izolace pomoci standardniho IMAC nosic¢e: HisPur Ni-NTA
(Thermo Fisher Scientific). U¢innost tohoto nosi¢e byla testovana za standardnich

i denaturacnich podminek (s 8 M mocovinou).

Dalsim krokem byla optimalizace izolace pomoci TiO2 nanotrubic. Nejdiive byl
otestovan standardni protokol a poté byl postupné optimalizovan. Byl upraven promyvaci
I elu¢ni roztok. Po optimalizaci se zdala byt nejlepsi kombinace téchto roztokd: 50 mM Bis-
Tris-HCI pH 6,5 (vazebny), 50 mM Bis-Tris-HCI pH 6,5 + 20 mM NaxHPO4 (promyvaci) a 100
MM NazHPOs (elu¢ni), ktera byla pouzita v zavéreéném protokolu. Optimalizovany protokol
byl poté otestovan 1 za denatura¢nich podminek. Byly testovany dvé koncentrace mocoviny:
4 M a 8 M. U¢inng;jsi izolace byla v piitomnosti niz§i koncentrace mocoviny (4 M), kdy eluéni

frakce obsahovala mén¢ kontaminujicich proteint a His-tag ubikvitin byl zcela vymyt.

Druhym cilem bylo zavedeni metody detekce lipopolysacharidi do laboratofe a ovéfenti,
zda je mozné pomoci vyse uvedenych nosi¢ii LPS odstranit a za jakych podminek. Byl pouzit
komer¢né dodavany LAL test. Stanovili jsme koncentraci LPS v eluénich frakcich z izolaci
pomoci IMAC nosic¢t i TiO2 nanotrubic za standardnich i denatura¢nich podminek. Ukazalo
se, ze TiO2 nanotrubice LPS pii denaturaci nevazi, zatimco za nedenaturovanych podminek
ano. IMAC nosice pfi standardnich ani pii denaturacnich podminkach LPS nevazi. Porovnanim
nosi¢u jsou pii izolaci pomoci IMAC nosi¢e LPS odstranény 1épe nez pomoci TiO2 nanotrubic.

TiO2 nanotrubice LPS odstranuji pouze za denatura¢nich podminek.

Dle vySe uvedenych vysledki mizeme fici, Ze se ndm podafilo najit optimalni
podminky pro izolaci His-tag proteinu pomoci TiO2 nanotrubic. Dale byla zavedena metoda
detekce LPS a tato metoda byla uspésné pouzita pii experimentu. Nejuspésnéjsi izolaci se zda
byt pouziti TiO2 nanotrubic za denaturaé¢nich podminek s 4 M mocovinou, kdy LPS nejsou
vazéany (zatimco u standardnich podminek se LPS na TiO2 nanotrubice vazi) a elu¢ni frakce

-----

vhodné pouZit U rekombinantnich proteint, které vyzaduji denaturaci.
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