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o Druh projektu:

ziadatel'sky projekt v ramci ,,Prenos poznatkov a technologii
ziskanych vyskumom a vyvojom do praxe v Bratislavskom kraji“

o Ziadatel projektu:
PriFUK, Katedra molekularnej bioldgie

o Zodpovedny riesitel projektu za partnera a nazov
prislusnej fakulty:
Prof. RNDr. Jan Turna, CSc.
Prirodovedecka fakulta UK

Podporujeme vyskumné aktivity na Slovensku/ Eurépska unia
Projekt je spolufinancovany zo zdrojov EU Europsky fond regionsineho rozvoj -



UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Strucna anotacia projektu:

Zakladom realizacie projektu je dobudovaniu vyskumnej infrastruktury ziadatela
prostrednictvom vybudovania Spickového pracoviska:

zvySeniu potencialu Ziadatela vyuZit vyskum v oblasti biomediciny s dopadom aj na dalsie
strategické oblasti a prioritné smeru vyskumu a vyvoja (biotechnoldgie, ochrana zdravia,
nové materialy a technologie), vyraznym spo6sobom zlepsi podmienky vzdelavacieho
procesu a pripravy novej generacie vedeckych pracovnikov, ako aj vysokokvalifikovanych
pracovnikov pre suvisiace high-tech priemyselné odvetvia,

zvysenie kvality ludského potencidlu regionu, projekt vytvori priaznivé podmienky na
bezprostrednu spolupracu priemyslu s akademickou vyskumno-vyvojovou zakladnou, co
umozni sucasne zvysit potencial efektivneho prenosu vedeckych poznatkov do praxe,
vyraznym sposobom skvalitni a ulahci uz prebiehajuci vyskum tak pre potreby praxe, ako aj
uz prebiehajucich domacich a medzinarodnych projektov, umozni vstup vedeckych timov
podielajucich sa na projekte do medzinarodnych sieti a zvysi ich konkurencieschopnost pri
sutazi o zdroje 7. RP EU pre vyskum a vyvoj ako aj dalSich medzinarodnych zdrojov,
realizacia projektu umozni zlepsenie situacie v oblasti komercializacie poznatkov.
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Hlavny zamer/ciele projektu:

o Realizacia spickového biomedicinskeho vyskumu
a zvysenie potencialu spoluprace Prirodovedeckej
fakulty UK s priemyselnou praxou

o Specificky ciel 1: Skvalitnenie vyskumnej infrastruktuary
a zefektivnenie vedecko — vzdelavacich cinnosti

o Specificky ciel' 2: Aplikovany vyskum v oblasti expresie a
purifikacie rekombinantnych proteinov a diseminacia
vysledkov vyskumu

Podporujeme vyskumné aktivity na Slovensku/ Eurépska unia r\», T
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Aplikovany vyskum v oblasti
rekombinantnych proteinov

o Cieflom aktivity je vyvoj novych produkcnych kmenov
a zavedenie novych postupov pri expresii a purifikacii
rekombinantnych proteinov, vyskum ich funkcie a
biologickych vlastnosti

o Aplikovany vyskum smeruje k vyuzitiu ziskanych poznatkov
v humannej medicine

Podporujeme vyskumné aktivity na Slovensku/ Eurépska unia % u %
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Spdsob riesenia projektu:

Vybudovanie sSpickového pracoviska pre vyskum a vyvoj
rekombinantnych proteinov

Vyskum biologickych vlastnosti rekombinantného proteinu
a definovanie podmienok jeho dlhodobého uchovavania

Sledovanie analytickych parametrov pripravenych
rekombinantnych proteinov

Navrh postupov pre kultivaciu produkécného kmena
a produkciu rekombinantnych proteinov
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Dosiahnuté vysledky v projekte:

Riadne ukoncenie verejnej sutaze na predmet zakazky:
Pristrojové vybavenie pre vyskum rekombinantnych
nukleovych kyselin a proteinovych biomakromolekul
rekombinantného povodu

Riadne ukoncenie verejnej sutaze na predmet zakazky:
Chemikalie a spotrebny material pre biomedicinsky
vyskum
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Dosiahnuté vysledky v projekte
Priprava rekombinantného
f'udského rastového horménu - hGH

rekombinantny hGH (rHGH) -
protein zlozeny zo 191 aminokyselin — stabilizovany 2 disulfidovymi
vazbami, bez posttranslacnych modifikacii

Produkt s vysokou hodnotou
Poziadavka pre zlepSenu, ucinnu a nizkonakladovu produkciu rhGH

Aplikacia racionalneho designu — dve strategie:
- Produkcia inkluznych teliesok
- Produkcia rozpustného produktu
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Dosiahnuté vysledky v projekte

Priprava rekombinantného
f'udského rastového horménu - hGH

Design expresného vektora
mala velkost (~3,5 kbp), vysokokdpiovy plazmid
antibiotikova rezistencia s ucinnym toxin/antidote systémom

T7 promoter

zaistuje stabilitu FZ Fusion SERNER
vyhodny fuzny partner BxHis
Protease cleavage si’
,//hGH
phGH
3511 bp

Origin
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Dosiahnuté vysledky v projekte

Priprava rekombinantného
f'udského rastového horménu - hGH

Expresia indukova arabindzou v E.coli:

Tvorba inkliznych teliesok pocas kultivacie pri 37°C
Rozpustny produkt pocas kultivacie pri 29°C L oh 1h 2h 3h 4h
V oboch pripadoch Uroven expresie dosahuje
asi 35% celkovych bunkovych proteinov
Laboratdérna ,batch” fermentacia

vytazok ~150mg/I rekombinantného -
produktu pri OD,,,=40-50
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Priprava rekombinantného
f'udského rastového horménu - hGH

Purifikacia fuzneho proteinu pomocou FPLC-IMAC

Inkldzne telieska + 2-8M mocovina Rozpustny protein
Nasledna dialyza— reagregacia ~30- Produkt ostava plne rozpustny po dialyze
40% produktu proti vode L X o

7= Operatny program
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Vysledky heterologickej expresie Trx-rhGH
batch fed-batch
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Expresia Trx-hGH pocas batch
fermentacie, cca 9% vSetkych
bunkovych proteinov po 5h
indukcie (TB médium)

Stiepenie Trx-hGH
enterokinazou (24h)

Expresia Trx-hGH pocas fed-batch
fermentacie, cca 22% vsetkych
bunkovych proteinov po 21h indukcie
(chemicky definované médium)

Expresia Trx-hGH v bankach, cca

25 % vsetkych bunkovych
proteinov po 6h indukcie (LB
médium)

Trx-hGH ==
<€— hGH
<€ Trx
Podpo skumné aktivity na Slovensku/ Eurépska unia

Projekt je spolufinancovany zo zdrojov EU Eurdpsky fond regionéineho rozvols



UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE ?f
Dosiahnuté vysledky v projekte:%

Meranie CD spektra a stanovenie aktivity rhGH

0.5 mg/ml hGH CD spectrum

150-
Zmerané spektrum (190-250nm) tvori 00
krivku priznacnu pre proteiny bohate na
a-helixy a tvarom sa neliSi od krivky J\
nativnej molekuly hGH.

504

CD({mdeqg)

u 1 I
20 220 40

50 nm

-100-

Predbezné vysledky merania aktivity rhGH na Nb2 bunkovej linii naznacuju
schopnost’ produkovanej molekuly havodit’ proliferaciu buniek na

urovni pozitivnej kontroly (komeréne dostupny hGH) a na priblizne 10-krat
vysSsej oproti negativnej kontrole (BSA)
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Dosiahnute vysledky v projekte:

Produkcia rekombinantného ludského rastového
hormaénu - hGH v Pichia pastoris

Pilotna fermentacia hGH pod inducibilnym prométorom AOX — Pichia pastoris
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12% (V/V) SDS-PAGE gél na zistenie priebehu fermentacie pPh K19.
1 - lad PageRuler Prestained Protein Ladder; 2 — Oh od indukcie; 3 — 24h;
4 —48h; 5 —72h; 6 — 96h; 7 — 108h; 8 — r- hGH E.coli (10 pl); 9 —lad
PageRuler Prestained Protein Ladder
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Dosiahnuté vysledky v projekte:

Produkcia rekombinantného ludského rastového
hormdénu - hGH v Pichia pastoris

Western blot analyza vybranych vzoriek z fermentacie

2 Ba: A B R R R ke e

1
: | 1-lad PageRuler Prestained

[ . Protein Ladder; 2 — vzorka pred
" indukciou: Oh (2,5 pl); 3 — 48 hod
i od indukcie (100h celkovo)(3 pl);
4 — ukoncenie fermentacie: 108h
e - od indukcie (160h celkovo)(5 pl);

5- pozit. kontrola (E.coli rhGH)
& - (10p0).

C — — PR -

12% (V/IV) SDS-PAGE priebehu fermentacie ako podklad pre
Western blot analyzu. 1 - lad PageRuler Prestained Protein Ladder; 2
— vzorka pred indukciou: Oh (2,5 ul); 3 — 48 hod od indukcie (100h

¢ W
celkovo)(3 pl); 4 — ukonc&enie fermentacie: 108h od indukcie (160h ; 2 oA o .
celkovo)(5 pl); 5— pozit. kontrola (E.coli rhGH) (10pl). A I . I >4
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Dosiahnuté vysledky v projekte:

Produkcia l'ahkého retazca fudskej enterokinazy
(L-LEK) v bunkach Pichia pastoris

Enterokinaza (EC 3.4.21.9) - je serin proteaza produkovana

or inducibing prométor
enterocytmi v tenkom Creve u stavovcoy, ktora aktivuje nativny /ﬁ Ny .
substrat trypsinogén na trypsin odstiepenim N-koncovej Casti / %]/
peptidu. pGZ-LLEK \‘
Enterokindza ma vysoko $pecifick rozoznavaciu schopnost a P "

odstepuje N-koncovy protein od C-koncového tesne za tymito Amx\
aminokyselinami, bez zostatku neziaducich aminokyselinovych

zvyskov na N-terminalnom konci, preto je enterokindza idealna
protedza pre Stiepenie fuznych proteinov .

Prekurzorom je jednovlaknovy polypeptid zloZeny z tazkého (82-140
kDa) a lahkého (35-62 kDa) retazca.

Lahky retazec je katalyticka podjednotka enteropeptidazy a
obsahuje doménu podobnu serinovej proteaze chymotrypsinu.
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE
Dosiahnuté vysledky v projekte

Produkcia l'ahkého retazca fudskej enterokinazy
(L-LEK) v bunkach Pichia pastoris

Purifikacia L-LEK

Stanovenie aktivity L-LEK

1 2 3 4 £ o ’

4 - - ‘
144 KDw -— ig
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Stanovenie aktivity l'ahkého retazca ludskej
enterokinazy L-LEK (1ul enterokindzy a5 ul
substratu) 1. draha Standard molekulovych
hmotnosti 2. draha: Trx-DCD1 (substrat; 2,4 mg/ml);
3. draha: substrat stiepeny L-LEK riedenou 1/3; 4.
draha: substrat Stiepeny L-LEK riedenou 1/10; 5.
draha: substrat stiepeny L-LEK riedenou 1/30; 6.
Dréha: substrat stiepeny L-LEK riedenou 1/100

Chromatogram z purifikacie L-LEK
pomocou anexovej chromatografie na
HiTrap HP koléne s objemom 1 ml. 1.
az 3. frakcia obsahovala L-LEK

Podporujeme vyskumne aktivity na Slovensku/
Projekt je spolufinancovany zo zdrojov EU
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Chromatogram z purifikacie L-LEK
pomocou IMAC, kedy boli pouzita
HiTrap koléna s objemom 5 ml.
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Produkcia l'ahkého retazca fudskej enterokinazy
(L-LEK) v bunkach Pichia pastoris

Priebeh kultivacie vo fermentore

500
__400
D3
‘%300 ==shmotnost vlhkej
£200 hmoty (g/1)
100 ==shmotnost suchej
hmoty (g/I)

hmotnost bio
o
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

StiepenieTrx-Hgh s rEK,

12 3 4 5 6 [ 8

SDS-PAGE stiepenia Trx-Hgh s rEK, 1h, 37°C

1: Hgh-Trx substrat (20 pg), 2: Hgh Stiepeny s rEK, (640 ng),
3: Hgh stiepeny s rEK, (213 ng), 4: Hgh Stiepeny s rEK, (64
ng), 5: Hgh Stiepeny s rEK, with rEK, (21,3 ng), 6: Hgh
Stiepeny s rEK, (6,4 ng), 7: Hgh Stiepeny s rEK, rEK, (2,13
ng), 8: Hgh stiepeny s rEK, with rEK; (0,64 ng),

Hgh-Trx

Hgh

Trx

Euréopska unia

Eurdpsky fond regiondineho rozvoja
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE =

Dosiahnuté vysledky v projekte & .

Stiepenie Trx-DCD1 pomocou Stiepenie Trx-DCD1 pomocou
rekombinantnej hEKL rekombinantnej hEKL
1 27 3 _ L4e5"0 [ L5 2™8md 5 6 78
| :';:. '
e
.- Trx-DCD1
18,4 kDa Wy e — """‘F- Trx-DCD1 Trx
144kDa ™ e Trx DCD1

50 % postiepeny substratuTrx-DCD 50 % postiepeny substrat Trx-DCD
0,16 pg (1 pl) rEK, = 0,5 ug EK Max (1 pl)» 1 pl rEK, = 3U EkMax \
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Dosiahnuté vysledky v projekte:-

Priprava hostitel'ského kmena E. coli s dvojitou
regulaciou expresie rekombinantnych proteinov

Bazalna expresia toxickych proteinov
potlaceny rast a expresia (¢o st neziaduce javy)

25°C Jrc

Kontrola poctu kdpii plazmidového
vektora:

Nizky pocet kopii — inhibicia bazalnej
expresie

Vysoky pocet kopii — indukcia expresie
s vysokou urovnou
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Dosiahnuté vysledky v projekte:

Priprava hostitel'ského kmena E. coli s dvojitou
regulaciou expresie rekombinantnych proteinov

Integracia trans-elementov do chromozéomu
{
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE
Dosiahnuté vysledky v projekte

Priprava hostitel'ského kmena E. coli s dualnou

regulaciou expresie rekombinantnych proteinov
Konstrukcia expresného plazmidu

Ll D L B B RS e s B - e By
is elements

LJ‘J» |

ow copy
cis elements

A — Agardzova gél. elektroforéza s 2-nas. riedenim celkovej DNA extrahovanej z buniek kultivovanych pri 27°C
B - Agardzova gél. elektroforéza s 2-nas. riedenim celkovej DNA extrahovanej z buniek kultivovanych pri 372

C — Fyzikdlna mapa expresného plazmidu

3 L WSKUMaYVoI _ ¢
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Overenie Dualneho systému - expresna kazeta obsahuje r-hGH
v bunkach BL21ai so zaintegrovanou DCI kazetou.

Indukcia teplotou 42°C/30min — na zvysenie replikacie
Indukcia arabinézou 0,1%

1 2 3 4 5 6 7 8 129 SDS-PAGE:

3 =l Ladder,
BL21ai(DCI)H2/28°C,
BL21ai(DCl)H2/42°C,
BL21ai(DCI)N4-pDCE/hGH-5d neinduk.,
BL21ai(DCI)N4-pDCE/hGH-5d 28°C,
BL21ai(DCI)N4-pDCE/hGH-5d 42°C/30min,
BL21ai(DCI)N4-pDCE/hGH-5d 42°C/30min/arabinéza 2hod,
BL21ai(DCI)-pDCE/hGH-5d 42°C/30min/arabinéza 4hod

Q0 ESINER IO = RGORDOHIES
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Dosiahnuté vysledky v projekte

Identifikacia miesta interakcie medzi Rep20 proteinom
a oblastou replikacie plazmidu pAG20

Sall (2)
R I St an Rep proteiny interaguju s regulacnou oblastou
va
X DNA molekuly pomocou sekundarnej struktury
EcoRV (2463) EcoRI (523) v o . . ’ .
° o P zlozenej z intermitentnych alfa-helixov (HTH
Pwull (724) ré Vs . v Y T4
PAG20 | motiv). Rep proteiny niektorych replikénov
oo e J AeU® maja déleZitd druhd funkciu - rozpoznavaju
repprotein gnaéne opakované sekvencie (operatory) ktoré
rall @76/ ’ ‘ BSpE‘I‘V(;'l)‘gzg’ prekryvaju prométor ich vlastnych kédujlcich
Xoll s génov, a posobia ako vlastné represory.
stoll (5%) Bgl Il (1536)
/ ‘,\( I
; B o . N \,
A A
i |"|II|III 2
7 openatmj program
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Dosiahnuté vysledky v projekte:

Identifikacia miesta interakcie medzi Rep20 proteinom

a oblastou replikacie plazmidu pAG20
 — e -

Rep20

—a—) -EE =)0l Q@ )— Rep20/1
—— >l ) —=){ll" )} @I ) — Rep20/2
=)l Gl =) —QCETT ) — Rep20/3
=gl GENT =)0l )} — - Rep20/4
=l Gl - -GEET ) — Rep20/5

Pripravili sme niekolko mutantov HTH oblasti a
identifikovali DNA-vazbové miesto a jeho polohu
v tretom a-helixe

Electromobility shift assay:

mutantny Rep20/1; Vzorky sme
delili v 4% w/v polyakrylamidovom
géli prilaboratdrnejteplote 20 =
2°C) v tlmivom roztoku 45 mM Tris-
borat, 2.5 mM EDTA, pH 7.8

18

L RCORS

draha—421 nt/ 0,1 pl substr. DNA
draha - DNA + 1 ng Rep20 protein
draha— DNA + 2 ng Rep20 protein
draha —DNA + 5 ng Rep20 protein
draha — DNA + 10 ng Rep20 protein

1. Pripravili sme subor delecnych derivatov replikacného proteinu Rep20 v Helix-turn-Helix motive.

2. Vsetky proteiny sme purifikovali s vyuzitim IMAC FPLC.

3. Identifikovali sme treti a-helix ako vdzbové miesto proteinu k DNA molekule.
4. Identifikovali sme pravdepodobné vazbové miestov rep géne, ktoré pravdepodobne hra tlohu

v regulaénom mechanizme replikacie plazmidu

Podporujeme vyskumne aktivity na Slovensku/
Projekt je spolufinancovany zo zdrojov EU

Eurdpska unia ¥ o
=

Eurdpsky fond regiondineho rozvoja

.

i ® = "
or ~ ¢
i I"I||I|I| -’

7 Operatn program
/

\ | VVSKUM aVivos
2 r



UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE
Dosiahnuté vysledky v projekte:

]
3
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Charakterizacia proteinov vytvarajucich replizdm v bunkach

octovych bakteérii

Klonovanie génov pre potenciadlne replikacné proteiny do expresného vektora pET-30a(+)

dnaB 1513

thf a 1513
A I noi V
thfp 1513
pET-304 (+) ‘
2422bp I
U hu 1513
)
\pit m}//’
b //
’f:"(’/

—| PET30+dnaB 1513

—>| PET30+ihfa 1513

—>| PET30+ihfp 1513

—>| pET30+hu p 1513
5707 bp

6979 bp

5743 bp

5737 bp

7™ Operatn program
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE
Dosiahnuté vysledky v projekte:

Charakterizacia proteinov vytvarajucich replizém v bunkach
octovych baktérii - nadprodukcia proteinov T7 expresnym systémom

(| m—"C O S’ 34 85EN6 1 27 3p 4 5] 6
i : =
: i
-
\
" : \
Ihf a 1513 Ihf p 1513 HU 1513 DnaB 1513
Nadexpresia replikacnych génov fuzovanych 1.draha - bez IPTG
s hexahistidinovou sekvenciou v bunkach E. 2.-8.draha —s IPTG

coli BL21 (DE3) v casovej zavislosti posobenia
induktora IPTG s vyslednou koncetraciou 1
mmol.I'*v 12% SDS-PAGE.

Podporujeme vyskumné aktivity na Slovensku/ Eurépska unia
Projekt je spolufinancovany zo zdrojov EU Pustpdy: fond segionbientic okl



UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE
Dosiahnuté vysledky v projekte:

FPLC purifikacia nadprodukovanych proteinov

Al 2 3 4 5 1 2 3 4 5
R
an 1.-2. draha — frakcia po naneseni
3.-4.draha — frakcia po premyti
5. drdha — frakcia po elucii
DnaB 1513 Ihf a 1513
. Velkost’ produktov | Vel’kost’ produktov
Produkty nadexpresie gé
y Presic genov (aa) (kDa)
DnaB 1513 519 + 6 His 58,44
IHFa 1513 107 + 6 His 12,67 _
g
THFp 1513 105 + 6 His 12,44 ; - ; —rl'
. o I K
Hu 1513 95 + 6 His 11,33 ) ||||"|| | '

»’:_WSKUMMVOJ X
Podporujeme vyskumné aktivity na Slovensku/ Eurdopska unia ¥ w %
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Aplikacia fagov a fagovych proteinov

pri bezpecnosti potravin

Fagy:
- infikuju vSetky baktérie
- l'ahko sa izoluji a mnozia
- self-replicating
- su Specifické pre bakteridlne ciele
- netoxické pre ludi a zvierata
- nizka cena

Podporujeme vyskumne aktivity na Slovensku/
Projekt je spolufinancovany zo zdrojov EU
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Aplikacia fagov a fagovych proteinov

pri bezpecnosti potravin

Baktériofag Dev2 sme izolovali z Cisticky odpadovych vod v Bratislave jeho namnozenim na
indikatorovom kmeni C. turicensis 290708/7
Je schopny infikovat kmene Cronobacter turicensis, Salmonella enterica (serotypy Enteritidis,
Typhimurium a Dublin) a E. coli
Kmene C. sakazakii, C. malonaticus a C. muytjensii boli citlivé na Dev2

h . EOP Morfologia
Dru Kmen %] e

Cronobacter turicensis 290708/7 100 velky, Ciry, s ,,halo”
Cronobacter turicensis LMG 23827 2 maly, turbidny
Cronobacter turicensis NTU 9 0.01 maly, ¢iry
Salmonella Enteritidis 5028 0.7 velky, Ciry
Salmonella Typhimurium LT2 13 velky, Ciry
Salmonella Dublin 4515 33 maly, ¢iry

E. coli BL21 DE3 0.0003 maly, turbidny

Podporujeme vyskumne aktivity na Slovensku/
Projekt je spolufinancovany zo zdrojov EU
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Aplikacia fagov a fagovych proteinov
pri bezpecnosti potravin

Inhibicia rastu C. turicensis fagom Dev2

Inhibition of C. turicensis 290708/07 by Dev2 inhibition of C. turicensis 290708/07 by Dev2
in LB medium in milk formula

W

L
B

- vysoka pociatocna MOI (100 CFU/ml baktérii a 102 PFU/ml fagov) sposobila uplné zabitie baktérii

- pri nizkej MOI boli baktérie zredukované pod hranicu detekcného limitu po 2-8 hodinach kultivacie
- prerastenie baktérii sme pozorovali po dlhsej peridde s pouzitim nizkej pociatocnej MOI

- zabitie baktérii bolo efektivnejsie v LB pode ako v susenom mlieku

Podporujeme vyskumné aktivity na Slovensku/ Eurépska unia 2 3
Projekt je spolufinancovany zo zdrojov EU Europsky fond regionsineho rozvoj -



UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE
Dosiahnuté vysledky v projekte

Aplikacia fagov a fagovych proteinov
pri bezpecnosti potravin

Dev2 gendm

39 kp 52,6 % 42 Podoviridae T7-like K1F, EcoDS1
O L0

o™~ © ™ B0 = 10 N o< 0 0 O
OO — HHHN(‘OO’) < s WO O I\OOCD\—|\—| i H —
R AL IPIII#II‘IIP R -ﬂﬁi

*\///
€—> €

neskoré gény

skoré gény stredné gény
- klonovanie a expresia Dev2 gp17 (tail fiber protein) vo vektore pET28b
- vyuzitie biologicky aktivneho proteinu s polysacharid hydrolazovou

aktivitou (degraduje LPS)
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Dosiahnuté vysledky v projekte:

Izoldcia a charakterizacia bakteriofagov infikujucich

Fagy boli izolované z Cisticky odpadovych vod kultivaciou na indikatorovych

kmenoch

Cronobacter spp.

Morfologia fagov bola sledovana elektronovou mikroskopiou

Sekvencia genomov bola stanovena Nextgen sekvenacnymi metédami

Hostitel'ska Specificita bola stanovena na paneli 50 kmenov zaradenych k roznym
druhom rodu Cronobacter

A
vh
14
%
o
<

Meno Velkost' | Najpribuznejsi fig | Podobnost’ |Skup. | Celad’ Hostit;l’ské
genomu Specificita
(kbp)
Dev?2 39 K1F, EcoDS1 80% T7 | Podoviridae 2/50
Pet-CM3-4 172 Cesl 95% T4 | Myoviridae 39/50
Dev-CS701-M 170 | vB_CsaM_GAP161 | 95% T4 | Myoviridae 49/50
Dev-CT57M 40 vB_CskP_GAP227 |95% T7 | Podoyd -
Dev-CD23-01 40 vB_CskP_GAP227 |80% T7 | Podo i O

Podporujeme vyskumné aktivity na Slovensku/
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Inhibicia rastu C. malonaticus 161007/29 fagom Pet-CM3-4

Pet-CM3-4

vysokd koncentracia baktéril

.

4 02 ) 4 - ‘-—.\
| 0'1 = ‘d

0

2

4 6
Cas [hod.]

8

24

—4— 1016 [PFU]
—— 102 [PFU]

—4—bez fagov

0,7
S 0,6
o

205
=04
£03
(1]

20,2
> 01

Pet-CM3-4

nizka koncentréacia baktérii

Cas [hod.]

paciatotna
koncentracia
fagov:

—+—1076 [PFU]
——10/2 [PFU]

——bez fagov

Izolované fagy je mozné vyuzZit na potlacenie rastu kmenov Cronobacter

v potravinach (susenej detskej mliecnej vyzive

Podporujeme vyskumne aktivity na Slovensku/
Projekt je spolufinancovany zo zdrojov EU
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE
Teluricitanova rezistencia

Teluricitanové oxyaniony (TeO,>) - NajéastejSia forma vyskytu teltiru v prirode
- vysoko toxické hlavne pre Gram- baktérie (MIC pre E. coli = <1pg/ml K,TeO;)

Genetické determinanty teluricitanovej rezistencie (GDTR)
- 5 druhov GDTR u Gram- baktérii
- fixacia v genéme aj pri absencii selekéného tlaku (pritomnost teluri¢itanu)
- Casty vyskyt u patogénnych kmenov (napr. E. coli 0157:H7, E. coli KL53)

Dakazany pozitivny efekt na patagenicitu zvySenim odolnosti hostitelského
mikroorganizmu

Izolacia GDTR z klinického izolatu E. coli KL53 ter operon — Styri ter gény esenciadlne pre
navodenie rezistencie

terB terC terD teplE terF
> | -l e
(456 bp) (1041 bp) (579bp)  (576bp) (1242bp)
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Molekularny mechanizmus pre ter operon - Specificky mechanizmus, neznamy
- Pristup — Studium protein-proteiinovych interakcii esencialnych Ter proteinov
- Identifikacia potencidlnych bunkovych partnerov (in vivo crosslinking)

;:_w‘sxumv?vw_
Podporujeme vyskumné aktivity na Slovensku/ Eurépska unia ¥ o -
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Identifikacia potencialnych bunkovych partnerov Ter proteinov

In vivo crosslinking % \)5

aplikacia DSP chemického crosslinker-a DSP (dithiobis[succinimidylpropionate) \
volny prechod cez bunkovi membranu — detekcia vnutrobunkovych interakcii

Purifikacia
roteinovych
Produkcia cielového Ter proteinu (IPTG/T7) E b
omplexov
—
T7 :
In vivo crosslinking NI-NTA
N-6xHis ter 1 : column
Bunkovy lyzat Stiepenie
vazby
MS analyza - e crosslinkera
. Deplécia
identifikacia 2 P
kopurifikovanych NI-NTA . W o
1 B o N
proteinov column s 1@ .l ¢
< il ™
7 openainjprogam
- VSKUMaVivO) g
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE
Identifikacia potencialnych bunkovych partnerov TerB proteinu

Acc. Num.

Entry

QOX733_ECOLX

Tellurite resistance OS=Escherichia coli GN=terB PE=4 SVv=1

C3SQN2_ECOLX

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase OS=Escherichia coli GN=slyD PE=3 SV=1

C3TRK2_ECOLX

Chaperone protein dnaK OS=Escherichia coli GN=dnaK PE=3 SV=1

B1B6S9_ECOLX

Alkyl hydroperoxide reductase C22 protein (Fragment) OS=Escherichia coli
GN=ahpC PE=4 SV=1

QIXDY7_ECOLX

TerD protein OS=Escherichia coli GN=terD PE=4 SV=1

E2QL02_ECOLX

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase OS=Escherichia coli GN=fkIB PE=3 SV=1

QIX735_ECOLX

Tellurite resistance OS=Escherichia coli GN=terE PE=4 SV=1

C3T3I7_ECOLX

Pseudouridine synthase OS=Escherichia coli GN=rsuA PE=3 SV=1

E2QKI7_ECOLX

HIT-like protein ycfF OS=Escherichia coli GN=hinT PE=4 SV=1

C3SQ42_ECOLX

33 kDa chaperonin 1 OS=Escherichia coli GN=hs|O1 PE=3 SV=1

C3T0B7_ECOLX

Bacterioferritin comigratory protein OS=Escherichia coli GN=bcp PE=4 SV=1

Q46977_ECOLX

RNase E (Fragment) OS=Escherichia coli GN=rne PE=4 SV=1

C3SP37_ECOLX

Nickel-responsive regulator OS=Escherichia coli GN=nikR PE=3 SV=1

C3TBH7_ECOLX

Thiol peroxidase OS=Escherichia coli GN=tpx PE=3 SV=1

C3T6W7_ECOLX

Peptide methionine sulfoxide reductase MsrB OS=Escherichia coli GN=msrB
PE=3 SV=1

C3SKY2_ECOLX

Putative 2-component regulator OS=Escherichia coli GN=yifE PE=4 SV=1

E2QFJ4_ECOLX

Elongation factor Tu 1 OS=Escherichia coli GN=tufB PE=3 SV=1

Q6JOR8_ECOLX

Chloramphenicol acetyltransferase OS=Escherichia coli GN=cat PE=3 SV=1

D5LS48_ECOLX

Heat sho tein (Fragment) QS= scherlchla oli GN=grpE PE=3 SV=1
6 ha §I
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Diseminacia dosiahnutych vysledkov

o Disemindcia vysledkov vyskumu na medzinarodnych odbornych
konferencidach:

11th Central European Forum of Biotechnology and Innovative
BioEconomy, CR, Brno, 2012

Kongres IUMBM a FEBS, Spanielsko, Seville, 2012
Konferencia EMBO Viruses of Microbes, Belgicko, Brusel, 2012
XXIIl. Biochemicky zjazd, CR, Brno, 2012

Konferencia 7. RPP (Recombinant protein production), Nemecko,
Laupheim, 2013

26. Kongres ¢eskoslovenskej spoloénosti mikrobiologickej, CR, Brno,
2013

o 5. Kongres FEMS, Nemecko, Leipzig, 2013
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Diseminacia dosiahnutych vysledkov

o European biotechnology congress 2014, Taliansko, Lecce, 2014

o 16t European Congress on Biotechnology , Spojené kralovstvo,
Edinburgh, 2014

o FEBS EMBO 2014 Conference, Francuzsko, Pariz, 2014

o XXIV. Biochemicky zjazd SSBMB A CSBMB, Bratislava, Slovenska
republika, 2014

SCI publikacie:
Levarski Z., Soltysova A., Krahulec, J., Stuchlik, S., Turiia, J. High-level expression and purification of

recombinant human growth hormone produced in soluble form in Escherichia coli. Protein Expression and
Purification 100, 40-47, 2014

Osadska M., Bonkova H., Krahulec J., Stuchlik, S., Turna, J. Optimization of expression of untagged and
histidine-tagged human recombinant thrombin precursors in Escherichia coli. Applied Microbiology and
Biotechnology. May 2014, DOI 10.1007/s00253-014-5840-2
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Kolektiv riesitelov

z Katedry molekularnej biologie PriFUK
Vyskumni pracovnici:

Jan Turna Anna Belicova

Stanislav Stuchlik Barbora Gaalova

Jan Krahulec Maria Mikulasova

Hana Drahovska Diana Hopkova

Jozef Grones Michal Kajsik

Marcela Bielikova Michaela Osadska

Roman Smidak Maria Orieskova

Pavol Kois Lucia Oslanecova T 2
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