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1. Metodika

Pro srovnávací analýzu byl použit modelový, 26 kDa velký protein exprimovaný ve slinných žlazách klíštěte Ixodes ricinus.  Pro expresi byl použit vektor  pET-41 a expresní buňky BL21(DE3). Byl připraven protein nesoucíHis-tag pro snadnější purifikaci a detekci.

1.3 Exprese rekombinantního proteinu

Transformované kompetentní buňky BL21(DE3) byly vysety na misky, obsahující tuhé LB médium (10 g trypton, 5 g kvasnicový extrakt, 10 g NaCl, 1 l voda) s ampicilinem (konečná koncentrace 100 μg/ml). Bakterie rostly na miskách obrácených dnem vzhůru následujících 10  při teplotě 37 °C. Po inkubaci byla vybraná kolonie  přenesena do nádoby s  tekutým LB médiem s ampicilinem a inkubována 10 hodin při 37°C za stálého třepání (225 otáček/min.).

a) nízkoobjemová exprese

500 ml čerstvého tekutého LB média s ampicilinem bylo inokulováno 10 ml získané kultury (poměr 1:50) a inkubováno při 37°C za stálého třepání (225 ot./min.) další 2 hodiny. Po 2 hodinách byla indukována exprese rekombinantního proteinu přidavkem IPTG (konečná koncentrace 1 mM). Indukovaná kultura byla následně kultivována při 37°C a třepání (225 ot./min.) další 3,5 hodiny. Vybraná kolonie pak byla přenesena do tekutého LB media s ampicilinem a inkubována přes noc při 37 °C na třepačce (225 otáček/min). 10 ml noční kultury bylo následně naředěno v 500 ml čestvého média (1:50) a inkubováno za stejných podmínek další dvě hodiny. Následně byla přídavkem IPTG indukována exprese rekombinantního proteinu. Indukována kultura byla kultivována při 37°C a třepání (225 ot./min.) další 3,5 hodiny. 

b) exprese ve fermentoru

Exprese rekombinantního proteinu ve fermentoru Bioflo/Celligen 115 (New Brunswick-Eppendorf) (7 l) probíhala podle analogického postupu. Šedesáti mililitry připravené kultury byly inokulovány 3 l tekutého LB média s ampicilinem temperovaného ve fermentoru na inkubační teplotu. Následná kultivace probíhala za automaticky kontrolovaných podmínek: teplota 37°C, agitace 225 otáček/min., aerace na  30 %. V průběhu kultivace byla sledována koncentrace O2 v médiu a pH média. Samotná exprese byla opět indukována po 2 hodinách inkubace přídavkem IPTG (finální koncentrace 1 mM). Indukovaná kultura byla za stejných podmínek inkubována dalších 3,5 hodiny.

1.4 Stanovení výtěžku 

Výtěžek byl stanovován ze vzorku o objemu 500 ml výsledné kultury u obou metod paralelně.

1.4.1 Stanovení množství celkového proteinu

Po centrifugaci kultury (20 minut při 5000 ot./min.) byl buněčný pelet zvážen, rozsuspendován v 6 ml lyzačního pufru (50mM NaH2PO4/ 300mM NaCl, 10mM imidazol, pH 8) a sonikován 6 x 10 s. Po následné centrifugaci (30 min. při 14 000 ot./min) bylo množství celkového proteinu v supernanantu stanoveno metodou dle Bradfordové.  

1.4.2 Stanovení množství rekombinantního proteinu

Následně byl rekombinatní protein nesoucí His-tag purifikován. Supernatant byl inkubován přes noc při 4oC s roztokem Ni-NTA agarózy. Po promývání  (6 x 15ml: 50mM NaH2PO4/300mM NaCl,  20mM imidazole, pH 8) byl rekombinantní protei eluován z Ni-NTA agarózy elučním pufrem (6 x 4ml 50mM NaH2PO4/ 300mM NaCl, 250mM imidazole, pH 8). Eluční frakce byly spojeny dohromady a dialyzovány proti PBS v dialyzačním střívku (Sigma-Aldrich) přes noc při 4oC. Pro zakoncentrování purifikovaného proteinu po dialýze byly použity centrifugační kolony Amicon Ultra (10kDa) (Millipore). Koncentrace purifikovaného a zakoncentrovaného rekombinantního proteinu byla změřena  metodou dle Bradfordové.  

1.4.3 SDS – polyakrylamidová elektroforéza a western blot

Purifikovaný protein (10 µl) byl smíchán ze stejným objemem 2x vzorkového pufru, denaturován 5 minut při 97°C a nanesen na 12% SDS-polyakrylamidový gel.  Po elektroforéze gel byl obarven Coomassie brialliant blue R250. Pro detekci rekombinantního proteinu nesoucího His-tag pomocí protilátek byl připraven duplikát stejného gelu. Po ukončeni elektroforézy byly proteiny přeneseny z gelu na PVDF membránu, kde byly následně detekovány pomocí Ni-NTA konjugátu

2. Výsledky

2.1 Stanovení koncentrace celkových proteinů

Koncentrace celkových protenů byla stanovena metodou dle Bradfordové. Průměrné výsledky ze 4 opakovaných pokusů jsou uvedeny v Tab. 1.

Tab. 1: Koncentrace celkových proteinů

	
	Nízko-objemová exprese
	Fermentor
	 Výtěžnost

	Analyzovaný objem kultury
	500 ml
	500 ml
	

	Hmotnost buněčného peletu
	0.85 g
	1.97  g
	

	Koncentrace celkového proteinu
	9319 μg/ml
	22470 μg/ml
	2,4 x vyšší

	Množství celkového proteinu
	cca. 56 mg
	cca. 135 mg
	2,4  x vyšší


2.2 SDS-polyakrylamidová elektroforéza a Western Blot purifikovaného proteinu

Purifikovaný protein byl separován pomocí polyakrylamidové elektroforézy. U obou metod byl nalezen proužek odpovídající přibližně velikosti modelového rekombinantního proteinu (26 kDa).   Intenzita proužků byla výrazně vyšší u proteinu produkovaného ve fermentoru. Následná detekce proteinu na membráně pomocí Ni-NTA konjugátu potvrdila, že se jedná o rekombinantní protein nesoucí His-tag.  Na Obr. 1 je uveden příklad výsledku z SDS-polyakrylamidové elektroforézy a Western Blotu.

Obr. 1:
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2.3 Stanovení koncentrace purifikovaného rekombinantního proteinu

Koncentrace purifikovaného proteinu byla stanovena metodou dle Bradfordové. Průměrné výsledky ze 4 opakovaných pokusů jsou uvedeny v Tab. 2.

Tab. 2: Koncentrace purifikovaného rekombinantního proteinu

	
	Nízko-objemová exprese
	Fermentor
	Nárůst výtěžnosti

	Analyzovaný objem kultury
	500 ml
	500 ml
	

	Koncentrace rekombinantního proteinu
	192 μg/ml
	3691μg/ml
	19,22 x

	Množství rekombinantního  proteinu
	96 mg
	1845, 5 mg
	19,22 x


3. Závěr

Přechodem od klasické nízko-objemové exprese modelového rekombinantního proteinu k expresi ve fermentoru bylo dosaženo ca 2,5 násobného nárůstu celkového proteinu na m média, ovšem v případě purifikovaného rekombinantního proteinu byl rozdíl téměř 20 násobný.

Uvedené příklad výsledky jednoznačně dokazují účelnost vynaložené investice.  
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