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Genovy konstrukt pro produkci lipoproteini a bakterialni display v E. coli, a jeho produkt

Oblast techniky

Predkladané technické fesSeni se tyka genového konstruktu pro expresi proteinti s N-terminalnim
cysteinem modifikovanym mastnou Kyselinou nebo Kkyselinami, a bakterialni display
v Escherichia coli (E. coli), a aminokyselinového produktu tohoto genového konstruktu.

Dosavadni stav techniky

Lipoproteiny pfedstavuji minoritni skupinu proteinti, které vSak diky schopnosti ukotveni
Vv plasmatické membrané hraji velmi vyznamnou roli v interakci bunék s okolnim prostfedim.
Tato tfida proteint je tedy velmi zajimava nejen z hlediska fyziologického, ale také z pohledu
technologického. Lipidizace udéluje molekuldm proteint unikatni vlastnosti. Pfikladem muze byt
zvySend imunogenicita zplisobena piipojenim mastnych kyselin z bakteridlni cytoplazmatické
membrany, kterd nachazi uplatnéni v ptiprave vakcin. Lipidickou komponentu lze vyuzit také pti
imobilizaci proteintl na hydrofobnich ¢asticich (napi. lipozomy). Navic, ve spojeni s mechanismy
zodpovidajicimi za vystaveni exprimovanych proteindl pfimo na povrchu hostitelské bakterie 1ze
expresni systém vyuzit i pro vysokokapacitni screening knihoven proteinovych mutantt.

Priprava lipoproteinli v mnozstvich uplatnitelnych v biotechnologickych aplikacich je ovSem
naro¢ny proces, a to diky rozsahlé kaskad¢ podilejici se na jejich syntéze. Ackoliv existuje
nékolik feSeni samotné lipidizace (T. Jones a V. Tyron, Gene, 1995, 165(1), 145-146; Leido et
al., Archives of Virology, 2000, 145(8), 1639-1657; Cullen at al., Plasmid, 2003, 49(1), 18-29),
nasledna lokalizace na vnéj§i membrané gram-negativnich bakterii a pfesmyk lipoproteinu na
povrchu bakterie, je v soucasnych produkénich systémech nedofesena. Jednotlivé kroky syntézy,
procesovani a transportu lipoproteinii jsou ovlivnény nejen signalni sekvenci molekuly
prelipoproteinu (Babu et al., Journal of Bacteriology, 2006, 188(8), 2761-2773), ale také
zastoupenim aminokyselin za modifikovanym cysteinem (retencni signal), které rozhoduji
0 zadrzeni lipoproteinu ve vnitini membrané nebo jeho transportu na membranu vnéjsi.
Vyznamnou ulohu hraje i afinita prelipoproteinu k jedné ze tii kaskad zodpovédnych za jeho
pfeneseni z cytoplazmy na vnitini membranu. Tyto transportni mechanismy zaroven urcuji, zda
bude protein transportovan ve sbaleném (aktivnim stavu), ¢i jako rozvolnény polypeptidovy
fetézec k jehoz sbaleni dochazi az v prubéhu lipidizace a prichodu pies periplazmu (Pathania et
al., Nature Chemical Biology, 2009, 5(11), 849-856).

Z nasich predchazejicich experimentl vyplyva, ze o vysledné lokalizaci lipoprotein rozhoduje
nejen signalni sekvence aretenéni signal, ale také povaha proteinové partikule jako takové
(sekvencni i strukturni). Na téchto zjisténich je zaloZeno i pfedkladané technické feSeni, jehoz lze
vyuzit pro produkci lipoproteinii na fuznim proteinovém nosici a jejich vystaveni na vnéjsi
plazmatické membrané E. coli.

Podstata technického feSeni

Predkladané technické feSeni se tyka genového konstruktu pro expresi proteinti s N-terminalnim
cysteinem modifikovanym mastnou kyselinou nebo kyselinami. Vznikajici modifikované
proteiny, lipoproteiny, jsou nasledné transportovany z cytoplazmy expresnich bunék E. coli na
vnéjsi plazmatickou membranu, kde jsou ukotveny pomoci mastnych kyselin a vystaveny do
vnéjsiho prostiedi.
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Predmétem technického feSeni je genovy konstrukt majici sekvenci

TCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGAAAGCGACCAAA
CTGGTGCTGGGCGCGGTGATTCTGGGCAGCACCCTGCTGGCGGGCTGCGATGATAGC
GGCAAAGATGGCAACGTCGACACCCTGACCGGTAAAACCATCACCCTGGAAGTTGA
ACCGTCTGACACCATCGAAAACGTTAAAGCGAAAATCCAGGACAAAGAAGGTATCC
CGCCGGACCAGCAGGAACTGATCTTCGCGGGTAAACAGCTGGAAGACGGTCGTACC
CTGTCTGACTACAACATCCAGAAAGAATCTACCCTGCACCTGGTTCTGCATCTTGAGT
CTGCCCACCACCACCACTCTGGTCACCACCACACCGGTCACCACCACCACTCTGGTT
CTCACCACCACTCTGGTGCCGAAAACCTGTACTTCCAGTCTGGTTCTGGTGTCGACAC
CATGGTTAGCGGTGGATCCGAGCTCAAGCTTCTCGAGTCTGCCCACCACCACCACTC
TGGTCACCACCACACCGGTCACCACCACCACTCTGGTTCTCACCACCACTAATAGCT
CGAGTAATAGGCGGCCGC (SEQ ID NO. 1)

nebo sekvence obsahujici synonymni mutace kodujici stejné aminokyseliny.

Pfedmétem technického feSeni je dale aminokyselinova sekvence kodovana genovym
konstruktem podle technického feseni:

SRNNFV*L*EGDIHMKATKLVLGAVILGSTLLAGCDDSGKDGNVDTLTGKTITLEVEPSD
TIENVKAKIQDKEGIPPDQQELIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLVLHLESAHHHHSG
HHHTGHHHHSGSHHHSGAENLYFQSGSGVDTMVSGGSELKLLESAHHHHSGHHHTGH
HHHSGSHHH**LE**AA (SEQ ID NO. 2), kde hvézdicky zna¢i stop-kodon.

Genovy konstrukt podle predkladaného technického feseni lze zaclenit do nékterého expresniho
vektoru s indukovatelnym promotorem a selekénim genem (napf. rezistenci na antibiotikum) a do
n¢j vlozit insert kodujici libovolny protein, jehoz nukleotidova sekvence je ve stejném Ctecim
ramci jako nukleotidova sekvence genového konstruktu. Takto exprimovany protein ukotveny na
vnéjsi membranég lze vyuzit pti aktivitnich nebo afinitnich studiich, stejné tak 1ze protein izolovat
pro dalsi pouziti. Mezi vhodné expresni vektory umoziujici vlozeni genového konstruktu patii
napiiklad vektory zrodiny pET a pUbEx a od téchto odvozené. K usnadnéni inkorporace
genového konstruktu do expresniho vektoru je konstrukt vybaven pocatecnim a koncovym
mistem rozpoznavanym restrikénimi endonukleazami Xbal a Notl.

Genovy konstrukt podle pfedkladaného technického feSeni je tvotfen kombinaci nukleotidovych
sekvenci kodujicich aminokyselinovou sekvenci, vniz je flzovano pét funkénich oblasti
zajistujicich, v postupnych krocich, tvorbu cilového proteinu modifikovaného mastnymi
kyselinami. Jednotlivé signalni a funkéni aminokyselinové sekvence zajist'uji v nasledujicich
krocich 1.) hydrolyzu signalni aminokyselinové sekvence; 2.) post translacni modifikaci
N-terminalniho cysteinu diacylglycerolem na atomu siry a acylem na volné NH-skuping, pfi¢emz
acylové skupiny ptedstavuji saturované mastné kyseliny sumarniho vzorce CxHaxOz; 3.)
transport modifikovaného proteinu k vnéjsi plazmatické membrané; 4.) ukotveni modifikovaného
proteinu do vnéj$i plazmatické membrany a 5.) umoznéni dostatecné konformacni volnosti
k zajisténi pfirozeného sbaleni proteinu, pFistupnosti z vnéjsiho prostiedi a moznosti tvorby
vysSich organizacnich struktur (dimery, oligomery). Genovy konstrukt je doplnén o histidinovou
kotvu pro usnadnéni izolace cilového proteinu. Konstrukt dale obsahuje aminokyselinovou
sekvenci rozpoznavanou a hydrolyzovanou TEV proteazou, jez muze byt vyuzita ke
specifickému S$té€peni modifikovaného proteinu na povrchu E. coli a tim kjeho uvolnén do
vnéjsiho prostredi. Genovy konstrukt je upraven tak, aby do néj bylo mozno vlozit gen kodujici
protein, jez spolu s popisovanym konstruktem prochazi po indukci stejnymi kroky post transla¢ni
modifikace

N-koncového cysteinu a nasledné je transportovan a ukotven na vnéjsi plazmatickou membranu
E. coli.
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1. Signalni sekvence

Signalni sekvence je kratky peptid na N-koncové Casti translatovan¢ho genového konstruktu,
diky které je pfi expresi udélena produkovanému proteinu afinita k Sec translokéaze, jez tento
protein pienasi z cytoplazmy gramnegativni bakterie E. coli pfes vnitini cytoplazmatickou
membranu. Na vné&jsi strané plazmatické membrany je tato sekvence rozpoznana kaskadou
enzymi zajistujici jeji hydrolyzu doprovazenou acylaci cysteinu nasledujiciho za signalni
sekvenci (signalni peptiddza, Lgt, Lsp, Lnt). Odstépenim signdlni sekvence zajistuje signalni
peptidaza II.

> DNA kodujici Signalni sekvenci
ATGAAAGCGACCAAACTGGTGCTGGGCGCGGTGATTCTGGGCAGCACCCTGCTGGC
GGGC

>Aminokyselinova sekvence Signalni sekvence
MKATKLVLGAVILGSTLLAG

2. Retencni signal

Retencni signal je skupina tif aminokyselin, v translatovaném genovém konstruktu, nasledujicich
za signalni sekvenci, z nichz na prvni pozici je cystein, jez je v pribéhu odstépeni signalni
sekvence modifikovan diacylglycerolem a acylem za ucasti lipoproteinové kaskady vyuzivajici
enzymy (Lgt, Lsp, Lnt) pfes meziprodukty apolipoprotein (diacyl lipoprotein) a hololipoprotein
(triacyl lipoprotein). Nasledujici dvé kladn€¢ nabité aminokyseliny zajistuji rozpoznani
hololipoproteinu Lol kaskadou a jeji transport pies periplasmaticky prostor.

> DNA kodujici Retencni signal
TGCGATGAT

>Aminokyselinova sekvence Retencniho signalu
CDD

3. Fuzni komponenty pro bakterialni display

Reten¢ni signal je nasledovan kratkou aminokyselinovou sekvenci odvozenou z ptirozeného
lipoproteinu (dale jen lipoproteinova aminokyselinova sekvence) spojenou s fiznim kulovitym
proteinem, ubikvitinem. Lipoproteinova aminokyselinovd sekvence ud€luje translatovanému
konstruktu hydrofilni povahu na N-termindlnim konci a spolu s acylaci N-koncového cysteinu
umoznuje ukotveni exprimovaného proteinu do vnéjsi plazmatické membrany. Mimo ukotveni
proteinu do vng&jsi plazmatické membrany poskytuje dostate¢nou miru konformaéni volnosti
umoznujici jednak oddaleni vlozeného proteinu od plazmatické membrany, ¢imz je zajisténa
ptistupnost z vnéjsiho prostiedi aza druhé poskytuje dostatek flexibility umoznujici
exprimovanému proteinu zaujmout pfirozenou konformaci, a to i v pfipadé tvorby dimernich ¢i
oligomernich formaci.

Fuazni ubikvitin zatazeny za lipoproteinovou sekvenci slouzi k odstinéni hydrofobniho prostiedi
na vné¢j$i plazmatické membrané a tim usnadiiuje vystaveni hydrofilnich proteini na povrchu
E. coli. Zaroven je ubikvitin fizovan s histidinovou kotvou pro usnadnéni purifikace.

>DNA kodujici Lipoproteinovou aminokyselinovou sekvenci
AGCGGCAAAGATGGCAACGTCGAC

>Aminokyselinova sekvence Lipoproteinové aminokyselinové sekvence

SGKDGNVD
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>DNA kédujici Ubikvitin s histidinovou kotvou
ACCCTGACCGGTAAAACCATCACCCTGGAAGTTGAACCGTCTGACACCATCGAAAAC
GTTAAAGCGAAAATCCAGGACAAAGAAGGTATCCCGCCGGACCAGCAGGAACTGAT
CTTCGCGGGTAAACAGCTGGAAGACGGTCGTACCCTGTCTGACTACAACATCCAGAA
AGAATCTACCCTGCACCTGGTTCTGCATCTTGAGTCTGCCCACCACCACCACTCTGGT
CACCACCACACCGGTCACCACCACCACTCTGGTTCTCACCACCACTCTGGTGCCGAA
AACCTGTACTTCCAGTCTGGTTCTGGTGTCGACA

>Aminokyselinova sekvence Ubikvitinu s histidinovou kotvou
TLTGKTITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEGIPPDQQELIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLH
LVLHLESAHHHHSGHHHTGHHHHSGSHHHSGAENLYFQSGSGVDT

4. Doplinkové funkéni komponenty konstruktu

Konstrukt je koncipovan tak, aby do n€j bylo mozno vlozit libovolny usek DNA kédujici protein,
jehoz nukleotidovd sekvence je ohraniena restrikénimi oblastmi rozpoznavanymi
endonukleazami Ncol, BamHI, Sacl, HindlIl a Xhol nebo jejich vhodnou kombinaci, pfi¢emz jeji
Cteci ramec piimo navazuje na Cteci ramec konstruktu. Pii pouziti Xhol v kombinaci s jinou
restrikéni endonukledzou dochézi k odstranéni C-koncové histidinové kotvy.

>DNA kodujici usek pro viozeni insertu
CCATGGTTAGCGGTGGATCCGAGCTCAAGCTTCTCGAG

>Aminokyselinova sekvence useku pro vioZeni insertu
MVSGGSELKLLE

>DNA kodujici C-koncovou histidinovou kotvu
TCTGCCCACCACCACCACTCTGGTCACCACCACACCGGTCACCACCACCACTCTGGT
TCTCACCACCACTAATAGCTCGAGTAATAGGCGGCCGC

>Aminokyselinova sekvence C-koncové histidinové kotvy
SAHHHHSGHHHTGHHHHSGSHHH

Exprese lipoproteind na vnéj§i membrané E. coli umoziuje relativné snadny piistup k pfirozené
posttranslacné modifikovanym molekuldam. Navrhovany genovy konstrukt je zalozen na
ptitomnosti konzervované N-termindlni casti, ktera se sklada ze signalni sekvence, kratké
hydrofobni oblasti a partikule ubiquitinu. Signalni sekvence zaruCuje zpracovani nascentniho
proteinu lipidiza¢ni kaskadou a na n¢j navazujicim transportni systém, jeZ je zodpoveédny za
pfeneseni molekuly pfes periplasmaticky prostor. Na signdlni sekvenci navazuje kratky
hydrofobni tGsek, umoziujici stabilni ukotveni cilové molekuly v prostedi bivalentnich molekul
fosfolipidli. Posledni ¢ast konzervovaného tseku je tvofen konzervovanou kulovitou molekulou
ubiquitinu, jejiz hlavni ulohou je odstinéni cilového proteinu od hydrofobni oblasti vnéjsi
plazmatické membrany gram-negativni bunééné stény. Tato kombinace uplatnéna v genovém
konstruktu vede k vneseni uniformnich vlastnosti v kliCové oblasti v okoli plazmatické
membrany a tim k moznosti volného zaménovani polypeptidikého fetézce na C-koncové oblasti
fazniho proteinu. Diky tomu je navrhovany systém teoreticky schopen produkovat libovolny
protein v lipidizované podobé v ptipadé, ze jeho biochemické vlastnosti umoziuji jeho expozici
do vngjsiho prostiedi burky.

Zvolena strategie exprese umoziuje produkci pfirozenych nebo umélych lipoproteinti na povrchu
technologicky dobte zvladnutého hostitelského organismu. Expresni systém umoziuje kromé
prvotniho cile, tedy exprese lipoproteint (at’ jiz s korpuskularni komponentou, nebo v pfirozené
formé), také piipravu pfirozené nelipidizovanych proteinti s touto posttranslacni modifikaci
ajejich exponovani na povrchu E.coli. Timto zpisobem lze vyznamné zvysit jejich
imunogenicitu at’ jiz v podob¢ atenuovanych bakterii, nebo ve formé Ccistych izolovanych
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proteind s nizkym rizikem vzniku novych neptfirozenych epitopd. V neposledni fadé 1ze genovy
konstrukt vyuzit pro tzv. bakterialni display, tedy zamérmou expresi zkoumanych proteinti na
povrchu zivého pomnozujiciho se hostitelského organismu (napf. knihovny mutantnich enzym
pro studium jejich biologické aktivity, vazebnych molekul vyuzitelnych pro vysokokapacitni
screening afinity k vybranym molekulam ¢i antigenim a tak podobng).

Objasnéni vykrest

Obrazek 1: SDS-PAGE bun¢k exprimujicich GFP (vlevo), respektive OspC (uprostied)
z plasmidu pLipDis. Odpovidajici proteiny jsou oznaceny Sipkou, hmotnostni standard (MW)
vpravo.

Obrazek 2: Porovnani vyskytu mastnych kyselin u proteinii exprimovanych z pLipDis expresniho
vektoru uréenych pomoci plynové chromatografie a hmotnostni analyzy. Kontrola — proteiny bez
lipoproteinové signalni sekvence; Lipoproteiny — proteiny s lipoproteinovou signalni sekvenci;
Hydrolyzované lipoproteiny — lipoproteiny opracované lipazou.

Obrazek 3: Inverzni fotografie snimku z fluorescenéniho mikroskopu. Cerné body odpovidaji

pritomnosti fluorescenc¢niho signalu. Vlevo negativni kontrola, vpravo bunky exprimujici OspC
protein z vektoru pLipDis.

Priklady uskute¢néni technického fe$eni

1. Sestaveni genového konstruktu

Genovy konstrukt pro produkci lipoproteinti a bakterialni display byl sestaven in silico
Z jednotlivych vyse popsanych funk¢nich celkd organizovanych v podobé nukleotidovych kazet
tak, aby jej bylo mozno vlozit do expresniho vektoru dle vybéru technikou restrikéniho $tépeni
a ligace na komplementarni mista. Jednotlivé funkéni celky jsou oddéleny dalsimi restrikénimi
misty umoznujici jejich modifikaci dle experimentalnich potfeb. NavrZzena sekvence byla
optimalizovana pro expresi v E. coli (zastoupeni kodont1), uméle syntetizovana (jako SEQ ID
NO. 1), a vlozena do pomnozovaciho plasmidu pUCS57.

2. VloZeni genového konstruktu do expresniho vektoru pUbEx20
2.1 Ptiprava genového konstruktu pro vlozeni do expresniho vektoru pUbEx20

Genovy konstrukt obsazeny v pomnozovacim plasmidu pUCS57 byl izolovan za pomoci $tépeni
restrikénimi endonukledzami Xbal a Notl. 1ug pomnozovaciho plasmidu byl inkubovan
s 10 jednotkami kazdého enzymu po dobu 60 minut pfi teploté 37 °C v prostiedi pufru CutSmart
(NEB). St&pena smés plazmidu a genového konstruktu byla separovina na DNA gelové
elektroforéze a fragment migrujici do oblasti odpovidajici velikosti genového konstruktu byl
vytiznut z gelu aizolovan pomoci izola¢ni soupravy NucleoSpin Gel and PCR Clean up
(Macherey-Nagel).

2.2 Priprava expresniho vektoru pUbEx20 pro vlozeni genového konstruktu

Expresni vektor pUbEx20 s indukovatelnym promotorem a genem pro rezistenci ke kanamycinu
byl linearizovan pomoci $tépeni restrikénimi endonukledzami tak, aby byly vytvoieny
kompatibilni kohézni konce umoznujici vlozeni Stépeného genového konstruktu. Vektor byl
opracovan restrikénimi endonukleazami Xbal a Notl. 1 ug expresniho vektoru byl inkubovan
s 10 jednotkami kazdého enzymu po dobu 60 minut pfi teploté 37 °C v prostfedi pufru CutSmart
(NEB). Stépena smés plazmidu byla separovana na DNA gelové elektroforéze a fragment
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migrujici do oblasti odpovidajici velikosti linearizovaného vektoru (pfiblizné 5 000 bp) byl
vyfiznut z gelu aizolovan pomoci izolaéni soupravy NucleoSpin Gel and PCR Clean up
(Macherey-Nagel).

2.3 Ligace a transformace

Izolované produkty restrikéniho Stépeni, vektor pUbEx20 a genovy konstrukt byly ligovany
pomoci T4 DNA ligazy v prostiedi T4 liga¢niho pufru. Ke 100 ng plasmidové DNA bylo ptidano
10 ng izolovaného genového konstruktu a 10 jednotek T4 DNA ligazy. Liga¢ni reakce probihala
pii 16°C 16 hodin. Nasledné¢ byl produkt ligacni reakce pouzit k transformaci
chemokompetentnich pomnoZovacich bunék E.coli DH10B pomoci teplotniho Soku (42 °C
60 sec) v prostiedi KCM. K transformaci bylo pouzito 10 ng ligovaného plasmidu.

Transformované bunky byly vysety na ztuzeny LB agar s ptidavkem 1% glukozy. Jako selekéni
marker bylo vyuZito antibiotikum kanamycin. P&t ndhodné vybranych kolonii bylo odebrano
z kazdé transformace, bunky byly kultivovany a byla izolovana plasmidova DNA (Plasmid
isolation kit, Machery-Nagel). Pfitomnost genového konstruktu, jeho spravnd orientace
a intaktnost byly ovéfeny pomoci sekvenovani. Ovéfeny konstrukt byl anotovan jako pLipDis.

Funkcnost technického feSeni byla ovéfena na dvou experimentalnich ptikladech. V prvnim
ptipadé¢ se jednalo o protein OspC (Outer Surface Protein C), jenz se v nativni formé exprimuje
jako dimerni lipoprotein na povrchu bakterie Borreliella a jeho biochemické vlastnosti umoziuji
expozici do vn¢jsiho prostfedi. Ve druhém piipadé se jednalo o zeleny fluorescenéni protein
(GFP), jenz je bézné exprimovan v cytoplazmé jako intracelularni protein bez posttransla¢nich
modifikaci.

3.  Uprava gent kodujicich OspC a GFP
3.1 Uprava OspC genu

Gen pro OspC byl modifikovan tak, aby vyhovoval experimentalnimu ovéfeni funkénosti
genového konstruktu inkorporovaného do expresniho vektoru pLipDis. Upravy zahrnovaly
odstranéni pfirozené schopnosti prochazet lipidiza¢ni kaskadou (OspC signalni sekvence pro
signalni peptidazu II, N-koncového cysteinu, retenéniho signalu véetné prvnich 19 aminokyselin
zralého nativniho OspC). Takto modifikovany gen byl doplnén o nukleotidové sekvence
odpovidajici restrikénim mistim pro Ncol a BamHI, kompatibilnimi s usekem pro vlozeni
insertu.

>DNA kédujici sekvence modifikovaného OspC
CCATGGAGGCATCTACTAATCCTGATGAGTCTGCGAAAGGACCTAATCTTACAGAAA
TAAGCAAAAAAATTACAGATTCCAATGCAGTTGTACTAGCTGTGAAAGAAGTTGAG
GCTTTGCTTTCATCTATAGATGAACTTGCTAAAACTATTGGTAAAAAAATAGAGGCA
AATGGTTTGGGTAACGAAGCGGATAAAAACGGATCATTATTAGCAGGAGCCTATGC
AATATCAACCCTAATAAAACAAAAATTAGATGGATTGAAAGGTCTAGA
AGGATTAAATAAAGAAATTGCGGAGGCCAAGAAATGTTCCGAAGCATTTACTAAAA
AGCTACAAGATAGTAACGCAGATCTTGGAAAACGTAATGCTACTGATGCTGATTCAA
AAGAAGCAATTTTGAAAACAAATGGGACTAAAACTAAGGGTGCTAAAGAACTTGAA
GAGTTGTTTAAATCAGTAGAAAGCTTGTCAAAAGCAGCTAAAGAAGCATTAAGTAAT
TCAGTTAAAGAGCTTACAAGCCCTGTTGTAGCAGAAAGTCCAAAAAAACCTTAAGG
ATCC (SEQ ID NO. 3)

>Aminokyselinova sekvence modifikovaného OspC
MEASTNPDESAKGPNLTEISKKITDSNAVVLAVKEVEALLSSIDELAKTIGKKIEANGLGN
EADKNGSLLAGAYAISTLIKQKLDGLKGLEGLNKEIAEAKKCSEAFTKKLQDSNADLGK
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RNATDADSKEAILKTNGTKTKGAKELEELFKSVESLSKAAKEALSNSVKELTSPVVAESP
KKP (SEQ ID NO. 4)

3.2 Uprava genu kédujiciho GFP

Pro ucely ovéfeni funkénosti pLipDis expresniho vektoru byl gen pro zeleny fluorescencni
protein ponechan v nezménéném stavu, pouze 3‘- a5°- konce kodujici DNA byly doplnény
0 kompatibilni restrikéni mista Ncol a BamHI umoziujici zaclenéni do tseku pro vlozeni insertu
genového konstruktu.

>DNA kodujici sekvence modifikovaného GFP
CCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTTACCGGCGTGGTTCCGATTCTGGTGGAGC
TGGACGGCGATGTTAATGGTCATAAGTTTAGCGTGAGCGGCGAGGGCGAAGGTGAC
GCGACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAATTCATCTGCACCACCGGTAAACTGCCGGTG
CCGTGGCCGACCCTGGTTACCACCCTGACCTACGGCGTTCAGTGCTTTAGCCGTTATC
CGGACCACATGAAGCAACACGATTTCTTTAAAAGCGCGATGCCGGAGGGCTACGTG
CAGGAACGTACCATCTTCTTTAAGGACGATGGTAACTATAAAACCCGTGCGGAAGTG
AAGTTCGAAGGCGACACCCTGGTTAACCGTATCGAGCTGAAGGGTATTGACTTTAAA
GAAGATGGCAACATTCTGGGTCACAAGCTGGAGTACAACTATAACAGCCACAACGT
GTATATCATGGCGGATAAGCAGAAAAACGGCATTAAGGTTAACTTCAAAATCCGTCA
CAACATTGAAGACGGTAGCGTGCAACTGGCGGATCACTACCAGCAAAACACCCCGA
TTGGCGACGGTCCGGTTCTGCTGCCGGATAACCACTATCTGAGCACCCAAAGCGCGC
TGAGCAAGGACCCGAACGAGAAACGTGATCAC
ATGGTGCTGCTGGAATTTGTTACCGCGGCGGGCATCACCCTGGGCATGGACGAAC
TGTATAAGGGATCC (SEQ ID NO. 5)

>Aminokyselinova sekvence modifikovaného GFP
MVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWP
TLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEG
DTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSV
QLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDE
LYKGS (SEQ ID NO. 6)

4. Klonovani OspC a GFP do expresniho vektoru pLipDis

Expresni vektor pLipDis a modifikované geny pro proteiny OspC a GFP byly podrobeny $tépeni
restrikénimi  endonukleazami a byly separovany pomoci DNA agarozové elektroforézy.
Odpovidajici hydrolyzované tiseky DNA byly vyfiznuty z gelu a izolovany s vyuzitim izola¢ni
soupravy NucleoSpin Gel and PCR Clean up (Macherey-Nagel). 100 ng izolovaného
linearizovaného vektoru pLipDis bylo smichano s 10 ng modifikovaného OspC nebo GFP
a ligovany pomoci T4 DNA ligazy 12 hodin pii 16 °C.

5. Transformace pLipDis OspC a pLipDis GFP do pomnozovacich bun¢k

Produkty liga¢ni reakce OspC s pLipDis a GFP spLipDis byly pouzity k transformaci
chemokompetentnich pomnozovacich bunék E. coli DHIOB pomoci teplotniho Soku (42 °C,
60 sec) v prostiedi KCM. K transformaci bylo pouzito 10 ng ligovaného plasmidu.

Transformované buiiky byly vysety na ztuzeny LB agar s pfidavkem 1% glukoézy. Jako selekéni
marker bylo vyuzito antibiotikum kanamycin. Pét ndhodné vybranych kolonii bylo odebrano
z kazdé transformace, bunky byly kultivovany abyla izolovana plasmidova DNA (Plasmid
isolation kit, Machery-Nagel). Pfitomnost odpovidajicich insertd OspC, respektive GFP, byla
ovétena sekvenaci.

>DNA kodujici sekvence OspC v expresnim vektoru pLipDis
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ATGAAAGCGACCAAACTGGTGCTGGGCGCGGTGATTCTGGGCAGCACCCTGCTGGC
GGGCTGCGATGATAGCGGCAAAGATGGCAACGTCGACACCCTGACCGGTAAAACCA
TCACCCTGGAAGTTGAACCGTCTGACACCATCGAAAACGTTAAAGCGAAAATCCAG
GACAAAGAAGGTATCCCGCCGGACCAGCAGGAACTGATCTTCGCGGGT
AAACAGCTGGAAGACGGTCGTACCCTGTCTGACTACAACATCCAGAAAGAATCTACC
CTGCACCTGGTTCTGCATCTTGAGTCTGCCCACCACCACCACTCTGGTCACCACCACA
CCGGTCACCACCACCACTCTGGTTCTCACCACCACTCTGGTGCCGAAAACCTGTACTT
CCAGTCTGGTTCTGGTGTCGACACCATGGAGGCATCTACTAATCCTGATGAGTCTGC
GAAAGGACCTAATCTTACAGAAATAAGCAAAAAAATTACAGATTCCAATGCAGTTG
TACTAGCTGTGAAAGAAGTTGAGGCTTTGCTTTCATCTATAGATGAACTTGCTAAAA
CTATTGGTAAAAAAATAGAGGCAAATGGTTTGGGTAACGAAGCGGATAAAAACGGA
TCATTATTAGCAGGAGCCTATGCAATATCAACCCTAATAAAACAAAAATTAGATGGA
TTGAAAGGTCTAGAAGGATTAAATAAAGAAATTGCGGAGGCCAAGAAATGTTCCGA
AGCATTTACTAAAAAGCTACAAGATAGTAACGCAGATCTTGGAAAACGTAATGCTAC
TGATGCTGATTCAAAAGAAGCAATTTTGAAAACAAATGGGACTAAAACTAAGGGTG
CTAAAGAACTTGAAGAGTTGTTTAAATCAGTAGAAAGCTTGTCAAAAGCAGCTAAA
GAAGCATTAAGTAATTCAGTTAAAGAGCTTACAAGCCCTGTTGTAGCAGAAAGTCCA
AAAAAACCTTAAGGATCCGAGCTCAAGCTTCTCGAGTCTGCCCACCACCACCACTCT
GGTCACCACCACACCGGTCACCACCACCACTCTGGTTCTCACCACCACTAATAGCTC
GAG (SEQ ID NO. 7)

>DNA kédujici sekvence GFP v expresnim vektoru pLIpDis
ATGAAAGCGACCAAACTGGTGCTGGGCGCGGTGATTCTGGGCAGCACCCTGCTGGC
GGGCTGCGATGATAGCGGCAAAGATGGCAACGTCGACACCCTGACCGGTAAAACCA
TCACCCTGGAAGTTGAACCGTCTGACACCATCGAAAACGTTAAAGCGAAAATCCAG
GACAAAGAAGGTATCCCGCCGGACCAGCAGGAACTGATCTTCGCGGGTAAACAGCT
GGAAGACGGTCGTACCCTGTCTGACTACAACATCCAGAAAGAATCTACCCTGCACCT
GGTTCTGCATCTTGAGTCTGCCCACCACCACCACTCTGGTCACCACCACACCGGTCA
CCACCACCACTCTGGTTCTCACCACCACTCTGGTGCCGAAAACCTGTACTTCCAGTCT
GGTTCTGGTGTCGACACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGT
GCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCG
GCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACC
ACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTG
CAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCC
ATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTAC
AAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCT
GAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGG
CAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCAT
GGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCG
AGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGAC
GGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAA
GACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGG
GATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGGGATCCGAGCTCAAGCTTCTCGAGTC
TGCCCACCACCACCACTCTGGTCACCACCACACCGGTCACCACCACCACTCTGGTTC
TCACCACCACTAATAGCTCGAG (SEQ ID NO. 8)

6. Transformace do expresnich bun¢k

Plasmidy, u nichz byla potvrzena pfitomnost genu OspC (pLipDis_OspC), respektive GFP
(pLipDis_GFP), byly pouzity ke transformaci expresnich bunék E.coli BL21 RILP. 50 ng
plasmidové DNA bylo smichano s 50 ul kompetentnich bunék, které byly transformovany
teplotnim Sokem (42 °C, 60 s) ve vodni lazni. Transformované buiiky byly vysety na kultivacni
plotny se ztuzenym LB agarem, doplnénym o 1% glukézu a kanamycin 250 pg/ml a kultivovany
16 hodin pti 37 °C. Z narostlych kolonii bylo nahodné vybrano 15, kterymi bylo inokulovano
100 ml LB média s kanamycinem (250 pg/ml) a 1% glukoézou v 500 ml Erlenmayerovych
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bankach. Inokulovana média byla kultivovana pii 37 °C, 180 otac¢kach za minutu. Po 12 hodinach
byly narostlé kultury centrifugovany (4 000 g/4 °C/15 min), pelety byly rozsuspendovany v 10%
glycerolu a zamrazeny pii -80 °C v 500 ul alikvotech oznacenych jako E.coli BL21 RIPL
pLipDis OspC, respektive E. coli BL21 RIPL pLipDis GFP.

7. Exprese proteinit OspC a GFP

500 ml autoindukéniho LB média (slozeni:10 g Tryptonu; 5 g Kvasni¢niho extraktu; 3,3 g siranu
amonného; 50 mM fosfatovy pufr pH 6,7; 0,5 g glukdzy; 2 g Laktézy na 1 litr média) bylo
inokulovano 500 ul zamrazené bakterialni suspenze E.coli BL21 RIPL pLipDis OspC,
respektive E. coli BL21 RIPL pLipDis GFP. Kultura byla inkubovana pii 22 °C/180 otackach za
minutu po dobu 18 hodin. Usp&na indukce byla ovéfena pro oba konstrukty pomoci SDS
elektroforézy na akrylamidovém gelu (Obrazek 1) a MS analyzou. OspC pozitivni identifikace se
skore 4944,12, identifikovan na 38 peptidu s pokrytim sekvence 62,82 %. GFP byl potvrzen
pozitivni identifikaci se skore 629,53, identifikovdn na 21 peptidl s pokrytim sekvence 76,89 %.
Oba proteiny byly identifikovany na hladin€¢ hodnoty FDR 0,01.

8. Ov¢fend lipidizace OspC a GFP

Lipidizace purifikovanych proteinii OspC a GFP exprimovanych z expresniho vektoru pLipDis
nesouciho genovy konstrukt byla ovéfena pomoci analyzy mastnych kyselin metodou hmotnostni
spektrometrie. Indukované proteiny OspC a GFP byly izolovany na Ni-NTA koloné¢ a docistény
s vyuzitim gelové filtrace. K odmyti nespecificky navazanych lipidi byla pouzita dialyza
s faktorem fedéni 1:1000. Stejnym postupem byl opracovan kontrolni OspC protein bez
lipoproteinové signdlni sekvence a retencniho signalu. Vysledek analyzy potvrdil vyznamné
vyS§8i piitomnost nesaturovanych mastnych kyselin ve vzorcich exprimovanych z pLipDis
expresniho vektoru (Obrazek 2). Redukce zastoupeni mastnych kyselin po opracovani
lipoproteinu lipazou (hydrolyza vazby diacylglycerolu na N-koncovém cysteinu) prokazala, Ze
detekované mastné kyseliny jsou na lipidizovany protein vazany kovalentn¢.

9. Ovéfeni povrchové lokalizace exprimovaného OspC a GFP

Lokalizace proteinii OspC exprimovanych z vektoru pLipDis obsahujici genovy konstrukt byla
ovéfena pomoci imunofluorescencni detekce a fluorescenéni mikroskopie. Indukované buiky
byly zafixovany na podloznim skle, blokovany v 3% roztoku bovinniho sérového albuminu
v PBS (60 min). Blokované vzorky byly nasledné inkubovany s monoklonalni protilatkou
vazajici OspC protein v roztoku 1% bovinniho sérového albuminu (60 min). K detekcei specifické
vazby byla pouzita sekundarni anti-mysi protilatka nesouci zelenou fluorescen¢ni znacku. Jako
negativni kontrola byly pouzity bunky exprimujici OspC protein bez lipoproteinové signalni
sekvence.
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ztatgasage
gCctgogatga
tggasagttga
gtatcoeogeoco
cooctgtetga
ctgoccacca
aCCaccackho
ttagoggtgg

accaczcogg

cggoogo

His Met Lys

Thr Leu

30

Thr Leu Thr

45

Glu

SEQUENCE LISTING
«110> Vyzkumny itstav veterindrnihe lékafestwl, wv. w. i.
<1z20>
v E. coli, a jeho produkt
<130 P
<led> 8
<170 PatentIn wersion 3.5
<210 1
<21l> BET
<21Z» [DOHNA
<213 artificisl
<2Z0%
<223» genovy konstrukt
<400 1
trotagessats attttgbtta actttaagss ggagatatac
gtgotgggog cggtgatbtct gggoagocacc ctgobggogg
gatggreacg TOogECAcCoCt gaccgghbEsas sccatocaceoco
aocatogaza acgttssage JEE88tCCag gECEIasgEag
gaactgatct togogggtaa acegohbggaa gecggtbogta
cagaaagaat ctaccoctgoa cotggttotg catottgagt
ggtcaccace acaccggbca cceccaccac totggbtoto
gacctgtact tocegtotgg ttotggbgte gacaccatgg
sagcttotog agtotgooca ccaccaccac totggtoaec
cactoctggtt ctceccacca ctaatagoteo gagtastagg
<210» 2
<211 189
<21Z» FPRT
<213» artifieciasl
<2Z0%
223> produkt genového konstruktu
<400> 2
Ser Arg Rsn Zsn Phe Val Leu Glu Gly Rsp Ile
1 5 19
Lys Leu Val Leu Gly Ala Val Ile Leu Gly Ser
20 Z5
Cys Rsp Rsp Ser Ely Lys Rsp Gly Rsn Val Asp
35 40
Thr Ile Thr Leu Glu Val Glu Pro Ser Asp Thr
50 kS

-10 -

Leu R

Genovy konstrukt pro produkei lipoproteind a bakteridlni display

gaccagactg

tEgCggoaas

accgtotgac

ggaccagcag

ctaceacatc

ccaccactct

tggtgocogas

atococgagote

tocaccaccac

Ela
15

Thr

Gly

Gly

Lys

WVal Lys
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2la Lys Ile Gln Asp Lys Glu Gly Ile Pro Pro
(1= 70 75
Ile BPhe Rla Gly Lys Gln Leu Glu Rsp Gly Arg
BS =i}
Len Ile Gln Lys Glu Ser Thr Leu His Leu Val
100 105
21a His Hizs His His S5er Gly His His His Thr
11% 120
Ser Gly Ser His His His Ser Gly Rle Glu Asn
130 135
Gly Ser Gly Val ARsp Thr Met Val Ser Gly Gly
145 150 155
Leu Glu Ser Rls His His His His Ser Gly His
165 17a
His His Hiz Ser Gly Ser His His His Leu Glu
180 185
<210 3
<211> 5&0
<21Z> DHA
<213» artifieciasl
220>
<223» sekvence vklédaného Ospl
<400> 3
ccatggagge atctactaat cotgatgagt ctgogaaagg
grazssaaat tacegabtcc aatgroagbtg tectagotgt
tttocateotat agatgsactt gotasaacta ttggtaaszas
gtascgaagc ggatasasac ggatcattat tagcaggagco
ta3=2E2CEE8E attEgatgga ttgEsaggtc tEgRaggatt
ccazgeaatg ttocgaagceca tttactaaaa agotacaaga
gacgtesatgc tactgatgot gattcassag =8goasattto
ctazgggtge taasgsactt gaagagttgt ttasatcagt
ctasagaagc atteagtaat tcagttazesag agcttacaag
CcE32E2888CC TtaEggatcoo
<210 4
<211 183
<21Z» FPRT
<213 artifiecial

-11 -

L=zp Gln Gln

Thr

Leu

Leu
110

Leu His

Gly Hi=s His

Leu Ehe

140

Ser Glu Leu

His His Thr

Lls Rlas

zocctastebt
gaaageaghtt
zaTtagEggosa
ctatgcaata
zastaEagaa
tagtazcgca
gJEEsSCHEEET
Egaaagottg

ccoctgttgta

Ser R

Glu Leu

B0

Tyrx

Glu

Hisg

Gln

w3 Leu
1&0

acagzaataa
gaggctibge
satggtitog
tcaacceotaa
ATtgeggRgy
gatcttggaa
gggactassa
TCoaEERgoay

gcageaagtc
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<220
<223> sekvence vklédaného Ospl

<400 4
Met Glu Rla Ser Thr isn Pro Rsp Glu Ser Ala Lys Gly Pro REan Leu

1 5 10 15

Thr Glu Ile Ser Lys Lys Ile Thr Rsp Ser Asn Rla Vel Val Leu Rla

Wal Lys Glu Val Glu Ala Leu Leu S5er Ser Ile ARsp Glu Leu Rla Lys
35 40 45

Thr Ile Gly Lys Lys Ile Glu Rlas Asn Gly Leu Gly RBsn Glu Rla As
o

Lys Rsn Gly Ser Leu Leu Rla Gly Rlae Tyr ARla Ile Ser Thr Leu Ile
(1= 70 75 20

Lys Gln Ly=s Leu Asp Gly Leu Lys Gly Leu Glu Gly Leu Asm Lys Glu

Ile Rla Glu Alse Lys Lys Cys Ser Glu Als Phe Thr Lys Lys Leu Gln
100 105 110

Asp Ser Rsn Rls ARsp Leu Gly Lys Rrg Asn Ala Thr Rsp Rlz Rap Ser
115 1z0 125

Lys Glu Rla Ile Leu Lys Thr Bsn Gly Thr Lys Thr Lys Gly Ala Lys
130 135 140

Glu Leu Glu Glu Leu Phe Lys Ser Val Glu Ser Leu Ser Lys Rla Rls
145 150 155 1&0

Lys Glu Rla Leu Ser fisn S5er Val Lys Glu Leu Thr Ser Pro Val Val
165 170 175

B2la Glu Ser Pro Lys Lys Pro
180

M,
8]
=
[}
W
1in

TEZ5

<212 DNR

<213 artificial

<223» s=sekvence vklédaného GFP

400> §
ccatggtgay caagggogey gagotgbtte coggogtggt toogattotg gtggagotgg

acggogatgt taatggbcet aagtttagog tgagoggocga gggcgEaggt gacgogaccot

Acggraagot gaccctgEs2a ttcEtcbgoR CcoACCcggtEa actgocggtg Ccogtggocgs

-12 -



cococtggttac

AgCEaCACgE

totttaaggs

tggttaaccg

ACaEgCTgga

ACggCETTaE

Ccggatcacta

actatotgayg

tgoctgotgge

gatcoo

<210 E

<211l 241

<21Z» FRT
<213 arti

M

2}
Fed 3
[

sekv

<400> &

Val Ser

Glu
35

Thr
50

Cys Thr

Thr Tyr

Gln = REsp

Lrg Thr Ile

Fhe
115

L=p Fhe

130

Tyr R=n

Leu &

caccctgace
tttotttaas
cgatggtaac
tatocgagctg
gtacaactat
ggttaacttc
CCoEgCESEAC
cacccaaage

atttgttacec

fieial

ance

Lys

Gly

Gly Lys

Ely Val

Ehe FPhe

85

Ehe
100

Bhe
Elu Gly
Glua

Lys

Ser His

gly 61

Lep

Ela

Gln C

70

Lys

Lys

k=

Lep
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tacggogtto

agogogatge

tataaaacco

asgggtattg

ascagccaca

assatocogtc

accocogattg

gogotgagoa

goggogggea

vklédaného GFP

u 3lu Leu

Val Rsn

Thr Tyr

40

Bro
=34

Fhe

Ser Rls

Bsp R=p

Thr Leu

1z0

Gly RAsn

135

Val Tyr

agtgctttag

cggagggcta

gtgoggaagt

actttaaaga

aogTgbatat

acaacattga

gogaRcggtoc

zggacoogas

tocaccctggg

Phe Thr

10

Gly

Ely His Lys

Ely

Lys

Pro Tr

Ser Rrg

Het

Ely
105

Tyx

irg

Ile

Leu Gly

Ile Het

-13-

cocgttatoog

cgtgcaggas

gaagttogas

sgatggcaac

CcEtggoggat

agacggtage

ggttcoctgobg

cgagzascgt

catggacgaa

Val Val Pro

Val
30

Phe Ser

Leu
45

Thr Lys

Thr Leu

[0

Bro Rsp His

Tyr

Thr Arg

110

Glu
125

Ile Leu

His Leu

140

Ly=

L=p Eln

gaccacatga
cgtaccatot
ggogacacoo
attctgggte
BagCagaaza
gtgceactgg
coggataace
gatcacatgg

ctgtataagg

Ile

15

Gly

Ehe

Thr Thr

Het Lys

BO

Glu

Gly

Lys

Glua

Tyx

Lys



145

Gly Ile Lys

Val Gln Leu

Len
135

s Rsp

Thr Rla

<210> 7
<211> 1071

<21Z2> D[HA
arti

<213

<220
<223

=400 7
atTgzaagogs

tgogatgata
gaagttgaac
atcocogoogg
ctgtoctgact
goccaccaco
caccactctg
goatoctacta
attacagatt
BTagstgaac
goggataaas
aaattagatg

tgttocogaag

goattzagts

Esn
1e5

Leu Prao

Pro REsn Gl

Ficial

Bekvence Qspl v

cczsactggt

goggcaaags

ocgtotgacac

ACCEgCagga

acaacatcca

accactotgg

gtgcocgaaaa

atcoctgatga

CCcaEtgoagt

ttgctaaaac

acggatostt

gattgaaagg

catttacteaa

ctgattCcaga

ttgaagagtt

attocagttza

His

Gly Il
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Ile

Gln

R=n E

Fa

]
onon

e Thr Leu

expresnim

goetgggegey
tggcaacgtc
catogaagac
actgatcotto
gEEEgaatct
tocaccaccac
coctgtactto
gtoctgogaaa
tgtactaget
tattggtaas
attagoagga
toctagaagga
2EEgcotacas
agaagcastt
gtttaaateca

zgagottaca

Eln REsn
185

Tyr

i
h
i}
i

Gly

Thr

Leu Ser

His

Het

vektoru

gtgattcoctgg
gacaccctga
gttaaagoga
gogggteaac
sccctgoeoe
acocggtoaco
cagtctggtt
ggacctaato
gtgaaageag
EEEETEgEGT
gootatgeoaa
ttaaataaag
gatagtaacg
ttgaazacaa
gtagassget

agoootgttg

-14 -

Ile Elu RAsp

Bro Ile

150

Thr

Leu Leu

Leu Tyr

goagoecoct
cocggtaaaac
Eaatccagga
sgctggaaga
tggttcoctgoa
gocaccacto
ctggtgtega
ttacagasat
ttgaggcottt
caaatggttt
tatcascoct
zaattgogga
cagatocttgg
stgggactaa
tgTCoaE8agC

tagcagzazyg

Gly Rsp Gly

1 Ser R

1ed

Glua

=
[
L
L ]

e
(=)

Jotggoggge

catcecocctg

CcEasgEaggt

cggtogtaco

tottgagtet

tggtteotoac

caccatggag

BagCcCaaasaa

gobttoatct

gggtaacgas

aatzsaacaa

ggccaagazs

aaaacgtaat

aactaagggt

AgCTEEagEs

tooczsaaaas
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ccgagcteaa gottcoctogag toctgoccacco

cacacoggtc accaccacca ctoctggttoct caccaccact

<210> B
<211 1238
<212 DNA
<213 arti
<220

<223 s=ekv
<400> B
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NAROKY NA OCHRANU

1.  Genovy konstrukt pro produkei lipoproteinti a bakterialni display v E. coli, vyznaceny tim,
7e ma sekvenci

TCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGAAAGCGACCAAA
CTGGTGCTGGGCGCGGTGATTCTGGGCAGCACCCTGCTGGCGGGCTGCGATGATAGC
GGCAAAGATGGCAACGTCGACACCCTGACCGGTAAAACCATCACCCTGGAAGTTGA
ACCGTCTGACACCATCGAAAACGTTAAAGCGAAAATCCAGGACAAAGAAGGTATCC
CGCCGGACCAGCAGGAACTGATCTTCGCGGGTAAACAGCTGGAAGACGGTCGTACC
CTGTCTGACTACAACATCCAGAAAGAATCTACCCTGCACCTGGTTCTGCATCTTGAGT
CTGCCCACCACCACCACTCTGGTCACCACCACACCGGTCACCACCACCACTCTGGTT
CTCACCACCACTCTGGTGCCGAAAACCTGTACTTCCAGTCTGGTTCTGGTGTCGACAC
CATGGTTAGCGGTGGATCCGAGCTCAAGCTTCTCGAGTCTGCCCACCACCACCACTC
TGGTCACCACCACACCGGTCACCACCACCACTCTGGTTCTCACCACCACTAATAGCT
CGAGTAATAGGCGGCCGC (SEQ ID NO. 1)

nebo sekvenci obsahujici synonymni mutace k SEQ ID NO. 1 kodujici stejné aminokyseliny.

2. Aminokyselinova sekvence kédovana genovym konstruktem podle naroku 1, vyznacena
tim, Ze ma sekvenci:
SRNNFV*L*EGDIHMKATKLVLGAVILGSTLLAGCDDSGKDGNVDTLTGKTITLEVEPSD
TIENVKAKIQDKEGIPPDQQELIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLVLHLESAHHHHSG
HHHTGHHHHSGSHHHSGAENLYFQSGSGVDTMVSGGSELKLLESAHHHHSGHHHTGH
HHHSGSHHH**LE**AA (SEQ ID NO. 2), kde hvézdicky znaci stop-kodon.

2 vykresy
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Obr. 1
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Zastoupeni mastnych kyselin (nmol/vzorek)
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Obr. 3
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