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1 Uvod

VyuZiti expresnich plasmidd s inkorporovanym genem zajmu je jednou z nejcastéjsich technologii
pouzivanou pro produkci rekombinantnich protein. Vneseni expresniho vektoru do produkéniho
organismu a nasledna indukce tvorby proteinu ovsem mZe predstavovat znacnou metabolickou zatéz
vedouci k nezadoucim efektlim jako je tvorba inkluznich télisek, zpomaleni rlistu ¢i potlacdeni produkce
cilové molekuly. K odstranéni téchto nezadoucich efektll se vyuZivaji postupy pro optimalizaci
kultivacnich podminek, jez jsou ovsem velmi naro¢né na casové, materiadlni a persondlni naklady.
Zvlasté v podminkach poloprovozni ¢i pramyslové produkce, kde je postup kultivace do znacné miry
dan technologickymi podminkami provozu, je sniZeni poctu proménnych v optimalizacnim procesu
nanejvys zadouci. (1, 4)

Tento proces v sobé zahrnuje nejen nalezeni ekonomicky nejvyhodnéjsich podminek pro rlst
samotného produkéniho organismu, ale také omezeni negativniho dopadu vnesené genetické
informace, indukce tvorby proteinu, zatéZe spojené s nadmérnou transkripci a translaci, zahlceni
kaskad umoznujici transport a sbaleni proteinu, dostupnost metabolitl a dalSich podminek zarucujicich
produkci proteinu v maximalni mite a kvalité. Optimalizace exprese protein( zaloZzena na zhodnoceni
vlivu tzv. klicovych komponent kultivacniho postupu je velmi dobre zvladnutelnd v laboratornich
podminkach, kde zékladni limity predstavuji zejména casovy vklad a pocet zvaZzovanych proménnych,
u nichz sledujeme dopad na produkéni schopnosti. V priimyslovych, velkoobjemovych, méfitcich je
ovsem optimalizace limitovdna i praktickymi aspekty provozu, jako jsou stdvajici technologie,
dodavatelsky retézec, legislativni podminky a vyrobni normy, které jsou ¢asto nadrazené efektivnosti
produkce. Z tohoto divodu jsou postupné zavadény expresni vektory a produkéni kmeny, které do jisté
miry snizuji nutnost optimalizace nékterych parametrl majici vliv zejména na metabolicky stres
spojeny s replikaci vneseného plasmidu, transkripci, translaci a také s rychlosti sbaleni exprimovanych
proteind a jejich rozpustnosti. Expresni vektor pro svoje fungovani potifebuje pocatek replikace (ori),
selektovatelny marker (gen pro rezistenci) a vhodné misto pro inzerci genu jako je mnohocetné
klonovaci misto (MCS — multiple cloning site). (1, 2, 3, 4)

Prvnim typem obecné platné Upravy expresniho vektoru je vneseni rozdilnych pocatkd replikace
(pPMB1, pSC101, pUC, ColE1), jeZ jsou diky rozdilu v regulaci replikace zodpovédné za finalni pocet kopii
plasmidu v jednotlivé bunce mikroorganismu. (5, 6, 7, 8) Napfiklad pUC, pGEM vektory patfi mezi
vysokokopiové (az 700 kopii plasmidu na burku), oproti tomu pMB1 nebo PSC101 patfi k pocatkdim
replikace s velmi nizkym poctem plasmidd na buriku (jednotky kopii). Celkovy pocet kopii pak ma dopad
nejen na velikost zatéze zplsobené samotnou replikaci vneseného plasmidu, ale i na rychlost produkce
indukovaného proteinu pfi totoZzném mnozstvi induktoru a tim potazmo na potencionalni pretizeni
translaéniho aparatu bunky a tvorbé nespravné sbalenych proteinl ¢i jinak pozménénych molekul.
Dalsim typem casté modifikace expresniho vektoru je zavedeni fuznich protein(, které usnadnuji
sbalovani proteinu a prevenci vzniku nerozpustnych agregatl napf. GST, MBP, NusA, thioredoxin,
ubikvitin, SUMO, GB 1. Tyto fuzni proteiny jsou ¢asto vybaveny afinitni kotvickou (napr. HisTag), které
usnadniuji purifikaci a také mistem pro jejich odstépeni specifickou protedzou. Tyto a dal$i modifikace
expresnich vektor( pak maji za cil zvysovat produkéni kapacitu hostitelskych mikroorganism( ve
prospéch proteinu zdjmu a minimalizovat naroky na optimaliza¢ni proces a usnadriovat purifikaci. Diky
spoluprdci s Vladimirem Rogovem (Goethe University Frankfurt), jsme pftipravili novou variantu
expresniho plasmidu (pUbEx15). Tento plasmid obsahuje kromé replikaéniho pocatku (pMB1) také
Luniversalni“ fazni protein s ubikvitinem. Jeho vyuzitim doslo v prokaryotickém heterolognim systému
E. coli k vyraznému posunu ucinnosti exprese a purifikace. Z plvodni varianty plasmidu nesouci



ubikvitin (pETM60 Ub) (9) se vylepsila afinita na His.TRAP kolonce a zvysila se efektivita odstépovani
fuzniho proteinu diky vylepseni sekvence pro TEV proteazu. Tento plasmid byl pfipraven v ramci
projektu , Transfer technologii“ na Masarykové univerzité”; CZ.1.05/3.1.00/10.0216. Tento plasmid
obsahoval na konci genu pro ubikvitin dva glyciny a za His.Tag mistem tfi glyciny. Tento plasmid byl
konstruovan pro odstranéni fuzniho proteinu pomoci Usp2 protedzy. Tato proteaza Stépi mista
obsahuijici dva a vice glycinll. Hostitelsky kmen E. coli BL21 vsak pfirozené obsahuje gen pro endogenni
protedzu ElaD. Plasmid pUbEx15 proto vykazoval diky této protedze Castecné odstépeni fuzniho
proteinu, coZ snizilo vytéZnost plasmidu.
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Obrazek 1: Exprese proteinu v plasmidu pUbEx15. Sipka na obrazku
ukazuje produkt spontanné odstépeny diky endogenni proteaze ElaD

2 Predmeét funkcéniho vzorku

Cilem predkladaného projektu bylo ovérit produkéni potencidl nové definovaného expresniho systému
pUbEx20, umozZiujiciho produkci rlznych heterolognich proteind v E. coli s vyuZitim
standardizovaného kultivaéniho postupu. Soubéiné byl ziskan pfistup k expresnimu systému
nezatizeného licen¢nimi poplatky.

3 Vlastni popis funk¢niho vzoru

Vlastni sekvence plasmidu

>pUbEx20 (+) 5607 nt

ATCCGGATATAGTTCCTCCTTTCAGCAAAAAACCCCTCAAGACCCGTTTAGAGGCCCCAAGGGGTTATGCTAGTTATTGC
TCAGCGGTGGCAGCAGCCAACTCAGCTTCCTTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCGGATCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTC
GACTGCGGCCGCAAGCTTGAGCTCCTGCAGCGGATCCAACCATGGTACCAGAACCAGACTGGAAGTACAGGTTTTCGGCA
CCAGAGTGGTGGTGAGAACCAGAGTGGTGGTGGTGACCCGTGTGGTGGTGACCAGAGTGGTGGTGGTGGGCAGACTCGAG
CTGCAGAACCAGGTGCAGGGTAGATTCTTTCTGGATGTTGTAGTCAGACAGGGTACGACCGTCTTCCAGCTGTTTACCCG
CGAAGATCAGTTCCTGCTGGTCCGGCGGGATACCTTCTTTGTCCTGGATTTTCGCTTTAACGTTTTCGATGGTGTCAGAC
GGTTCAACTTCCAGGGTGATGGTTTTACCGGTCAGGGTTTTAACGAAGATCTGCATATGTATATCTCCTTCTTAAAGTTA
AACAAAATTATTTCTAGAGGGGAATTGTTATCCGCTCACAATTCCCCTATAGTGAGTCGTATTAATTTCGCGGGATCGAG
ATCTCGATCCTCTACGCCGGACGCATCGTGGCCGGCATCACCGGCGCCACAGGTGCGGTTGCTGGCGCCTATATCGCCGA
CATCACCGATGGGGAAGATCGGGCTCGCCACTTCGGGCTCATGAGCGCTTGTTTCGGCGTGGGTATGGTGGCAGGCCCCG
TGGCCGGGGGACTGTTGGGCGCCATCTCCTTGCATGCACCATTCCTTGCGGCGGCGGTGCTCAACGGCCTCAACCTACTA



CTGGGCTGCTTCCTAATGCAGGAGTCGCATAAGGGAGAGCGTCGAGATCCCGGACACCATCGAATGGCGCAAAACCTTTC
GCGGTATGGCATGATAGCGCCCGGAAGAGAGTCAATTCAGGGTGGTGAATGTGAAACCAGTAACGTTATACGATGTCGCA
GAGTATGCCGGTGTICTCTTATCAGACCGTTTCCCGCGTGGTGAACCAGGCCAGCCACGTTTCTGCGAAAACGCGGGAAAA
AGTGGAAGCGGCGATGGCGGAGCTGAATTACATTCCCAACCGCGTGGCACAACAACTGGCGGGCAAACAGTCGTTGCTGA
TTGGCGTTGCCACCTCCAGTCTGGCCCTGCACGCGCCGTCGCAAATTGTCGCGGCGATTAAATCTCGCGCCGATCAACTG
GGTGCCAGCGTGGTGGTGTCGATGGTAGAACGAAGCGGCGTCGAAGCCTGTAAAGCGGCGGTGCACAATCTTCTCGCGCA
ACGCGTCAGTGGGCTGATCATTAACTATCCGCTGGATGACCAGGATGCCATTGCTGTGGAAGCTGCCTGCACTAATGTTC
CGGCGTTATTTCTTGATGTCTCTGACCAGACACCCATCAACAGTATTATTTTCTCCCATGAAGACGGTACGCGACTGGGC
GTGGAGCATCTGGTCGCATTGGGTCACCAGCAAATCGCGCTGTTAGCGGGCCCATTAAGTTCTGTCTCGGCGCGTCTGCG
TCTGGCTGGCTGGCATAAATATCTCACTCGCAATCAAATTCAGCCGATAGCGGAACGGGAAGGCGACTGGAGTGCCATGT
CCGGTTTTCAACAAACCATGCAAATGCTGAATGAGGGCATCGTTCCCACTGCGATGCTGGTTGCCAACGATCAGATGGCG
CTGGGCGCAATGCGCGCCATTACCGAGTCCGGGCTGCGCGTTGGTGCGGATATCTCGGTAGTGGGATACGACGATACCGA
AGACAGCTCATGTTATATCCCGCCGTTAACCACCATCAAACAGGATTTTCGCCTGCTGGGGCAAACCAGCGTGGACCGCT
TGCTGCAACTCTCTCAGGGCCAGGCGGTGAAGGGCAATCAGCTGTTGCCCGTCTCACTGGTGAAAAGAAAAACCACCCTG
GCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGA
AAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTAAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCGGGATCTCGACCGATGCCCTTGAGA
GCCTTCAACCCAGTCAGCTCCTTCCGGTGGGCGCGGGGCATGACTATCGTCGCCGCACTTATGACTGTCTTCTTTATCAT
GCAACTCGTAGGACAGGTGCCGGCAGCGCTCTGGGTCATTTTCGGCGAGGACCGCTTTCGCTGGAGCGCGACGATGATCG
GCCTGTCGCTTGCGGTATTCGGAATCTTGCACGCCCTCGCTCAAGCCTTCGTCACTGGTCCCGCCACCAAACGTTTCGGC
GAGAAGCAGGCCATTATCGCCGGCATGGCGGCCCCACGGGTGCGCATGATCGTGCTCCTGTCGTTGAGGACCCGGCTAGG
CTGGCGGGGTTGCCTTACTGGTTAGCAGAATGAATCACCGATACGCGAGCGAACGTGAAGCGACTGCTGCTGCAAAACGT
CTGCGACCTGAGCAACAACATGAATGGTCTTCGGTTTCCGTGTTTCGTAAAGTCTGGAAACGCGGAAGTCAGCGCCCTGC
ACCATTATGTTCCGGATCTGCATCGCAGGATGCTGCTGGCTACCCTGTGGAACACCTACATCTGTATTAACGAAGCGCTG
GCATTGACCCTGAGTGATTTTTCTCTGGTCCCGCCGCATCCATACCGCCAGTTGTTTACCCTCACAACGTTCCAGTAACC
GGGCATGTTCATCATCAGTAACCCGTATCGTGAGCATCCTCTCTCGTTTCATCGGTATCATTACCCCCATGAACAGAAAT
CCCCCTTACACGGAGGCATCAGTGACCAAACAGGAAAAAACCGCCCTTAACATGGCCCGCTTTATCAGAAGCCAGACATT
AACGCTTCTGGAGAAACTCAACGAGCTGGACGCGGATGAACAGGCAGACATCTGTGAATCGCTTCACGACCACGCTGATG
AGCTTTACCGCAGCTGCCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACA
GCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCGCAGC
CATGACCCAGTCACGTAGCGATAGCGGAGTGTATACTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCA
CCATATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCAC
TGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAAT
CAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCG
TTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACT
ATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGT
CCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGC
TCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAA
CCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTA
CAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTT
ACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCA
GCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAA
ACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAACAATAAAACTGTCTGCTTACATAAACAGTAATACAAGGGGTGTTATGAGCCA
TATTCAACGGGAAACGTCTTGCTCTAGGCCGCGATTAAATTCCAACATGGATGCTGATTTATATGGGTATAAATGGGCTC
GCGATAATGTCGGGCAATCAGGTGCGACAATCTATCGATTGTATGGGAAGCCCGATGCGCCAGAGTTGTTTCTGAAACAT
GGCAAAGGTAGCGTTGCCAATGATGTTACAGATGAGATGGTCAGACTAAACTGGCTGACGGAATTTATGCCTCTTCCGAC
CATCAAGCATTTTATCCGTACTCCTGATGATGCATGGTTACTCACCACTGCGATCCCCGGGAAAACAGCATTCCAGGTAT
TAGAAGAATATCCTIGATTCAGGTGAAAATATTGTTGATGCGCTGGCAGTGTTCCTGCGCCGGTTGCATTCGATTCCTGTT
TGTAATTGTCCTTTTAACAGCGATCGCGTATTTCGTCTCGCTCAGGCGCAATCACGAATGAATAACGGTTTGGTTGATGC



GAGTGATTTTGATGACGAGCGTAATGGCTGGCCTGTTGAACAAGTCTGGAAAGAAATGCATAAACTTTTGCCATTCTCAC
CGGATTCAGTCGTCACTCATGGTGATTTCTCACTTGATAACCTTATTTTTGACGAGGGGAAATTAATAGGTTGTATTGAT
GTTGGACGAGTCGGAATCGCAGACCGATACCAGGATCTTGCCATCCTATGGAACTGCCTCGGTGAGTTTTCTCCTTCATT
ACAGAAACGGCTTTTTCAAAAATATGGTATTGATAATCCTGATATGAATAAATTGCAGTTTCATTTGATGCTCGATGAGT
TTTTCTAAGAATTAATTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATT
TCCCCGAAAAGTGCCACCTGAAATTGTAAACGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCAT
TTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCA
GTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGCGATGGCCC
ACTACGTGAACCATCACCCTAATCAAGTTTTTTGGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCC
CCCGATTTAGAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGCGCTAGG
GCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTCCCA
TTCGCCA
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Obrazek 1: Plasmidova mapa heterologniho expresniho E. coli vektoru. Ori — replikacni pocatek, KanR — gen pro
kanamycinovou rezistenci, lacl — gen pro laktdsovy represor. Mapa obsahuje rozmisténi restrikénich mist vici
zacatku plasmidu.



BglII T7 promoter lac operator Xbal
agatctcgatcccgcgaaat TAATACGACTCACTATAGGGgaattgtgagcggataacaattccecctctagaaataattttgtttaactt
T7 PROMOTER PRIMER

rbs NdeI BglII Ubiquitin gene
taagaaggagatatacatatgcagatcttcgttaaaaccctgaccggtaaaaccatcaccctggaagttgaaccgtctgacaccatcgaa
M O I FV KTL TG KT I TUIL EV EUPSDTTIE

aacgttaaagcgaaaatccaggacaaagaaggtatcccgccggaccagcaggaactgatcttcgecgggtaaacagectggaagacggtegt
N YV K a K I b KR E GG I P PD OOQEILI F A GG K QI EDSGR

PstI XhoI 14 His Tag
accctgtctgactacaacatccagaaagaatctaccctgcacctggtt,
T L S b ¥ N T 0 kK E 8 T L H &L V

Q L E S A H HHHS G HH

14 His Tag TEV site KpnI Ncol
cacaccggtcaccaccaccactctggttctcaccaccactctggtgccgaaaacctgtacttccagtctggttectggtaccatggttgga
H T G H HHH S G S HHHS G AENDNULYVF QS G S GTMUV G

BamHI PstI SacI HindIII NotI
tccgctgcaggagctcaagecttgcggccgcagtcgagcaccaccaccaccaccactgagatccggctgctaacaaagcccgaaaggaagce
S A A G A Q A C G R S R

H H H H H H stop

T7 termindtor
tgagttggctgctgccaCCGCTGAGCAATAACTAGCAtaacceccttggggecctctaaacgggtcttgaggggttttttgectgaaaggagyg
T7 TERMINATOR PRIMER

Obrazek 2: Detail sekvence zobrazujici dllezité komponenty plasmidu jako je His Tag kotvicka ¢i gen pro ubikvitin v
klonovacim misté.

Ovéreni funkénosti konstruktu

Priklad 1. Plasmid pUbEx20 byl poufZit pro pfipravu dvou naro¢né exprimovatelnych proteint z bakterie
Salmonella typhimurium (SlpC a Prgl), které se nepodafrilo naklonovat v bézné dostupnych plasmidech.
Oba proteiny se podafilo nadprodukovat v dostate¢né koncentraci pro dal$i praci (TACR gama, J.
Gebauer)

Prgl == SipC
1.8h Ah B8R ON_ St 158h 3 45 8h  OM B

t:-gl! =

Obrazek 4: Exprese proteinu Prgl v rlznych ¢asech a pres noc (SDS_PAGE vlevo). Exprese
proteinu SIpC v rlznych ¢asech a pres noc (SDS-PAGE vpravo).




P¥iklad 2. Plasmid pUbEx20 byl pouZit pro ptipravu katalytické a C- koncové ¢asti CDK13 proteinu z mysi

domadci (Mus musculus). Oba proteiny se podafilo nadprodukovat v dostatecné koncentraci pro dalsi
praci

FT E1 E2 E3 E4 E5 E6 MW FT W E1 E2 E3 E4 E5 E6 MW

-

l

B bk

-

Obrazek 5: Exprese katalytické domény mysi CDK13 (SDS_PAGE vlevo) a C-koncové domény
CDK13 (SDS-PAGE vpravo). FT — protein nezachyceny na koloné, Ela E3 — eluce pomoci
150 mM imidazolu, E4 a E6 — eluce pomoci 300 mM imidazolu.

P¥iklad 3: Ddle byly do plasmidu pUbEx20 klonovany geny z G+ bakterie Lactobacillus salivarius a to
gen pro Oligopeptidazu F, gen pro Aminopeptidazu S a gen pro X-prolyl dipeptidyl aminopeptidazu.
Vsechny tfi enzymy maji za standartnich podminek odliSnou vysi exprese, ktera se pfi expresi projevila.
Nejvyssi produkce byla u aminopeptidazy S, kde je produkce enzymu vice jak 50%. U genu pro
Oligopeptidazu F a genu pro X-prolyl dipeptidyl aminopeptidazu je potieba upravit kultivacni a expresni
podminky (teplota, ¢as indukce, apod.).

XPDAD AmiS OliF .
OliF XPDAD AmiS )
= 260
140
I -
1 !
q wh ?ﬂ
50
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Obrazek 6: Exprese tii exprimovanych protein(i X-PDAD (X-prolyl dipeptidyl amino-
peptidazy), OliF (Oligopeptidazy F) a AmiS (Aminopeptidazy S). Prvni tfi vzorky byly
indukovany po dobu 8h. Druhé tti vzorky byly indukovany po dobu 24h.



4 Srovnani novosti postupi

e Plasmid pUbEx20 byl upraven od plasmidu pUbEx15 v sekvenci kédujici dva za sebou
nasledujici glyciny a to v misté za genem pro ubikvitin (obr. 3):
o plvodni sekvence pUbEx15:  -L-E-G-G-H-

o nova sekvence pUbEx20: -L-E-S-A-H-
e avsekvenci za His.Tag mistem: plvodni sekvence pUbEx15:  -S-G-G-G-T-M-
o nova sekvence pUbEx20: -5-G-S-G-T-M-

¢ Dale bylo upraveno klonovaci misto (MCS — Multiple cloning site), aby Iépe vyhovovalo
klonovaci strategii (obr. 3).
e POvodni poradi mist pro restrikéni nukleazy

e pUbEx15: Kpnl-Ncol-BamHI-EcoRI-Sacl-Sall-HindIlI-Notl-Xhol
¢ Nové poradi mist pro restrikéni nukledzy
e pUbEx20 Kpnl-Ncol-BamHI-Pstl-Sacl-Sall-HindllI-Notl

5 Uplatnéni funkcéniho vzorku

Samotny expresni systém pUbEx20 je ze své podstaty univerzalni ndastroj nachdazejici se v
technologickém postupu pfipravy proteint na samém pocatku produkéniho schématu a proto jej Ize
komercializovat pfimo prostfednictvi licencni smlouvy o vyuziti s biotechnologickymi spole¢nostmi
zabyvajicimi se produkci proteini nebo prodejem expresnich systému tfetim stranam. DalSim
zpUsobem je neprima komercializace v ramci internich projektd kontrahovaného vyzkumu zamérenych
na pripravu proteinl a moZnost komercializovat potenciondlné zajimavé proteiny bez zatizeni
licenénimi poplatky tretich stran ¢i vyuZit tento systém pro pfipravu antigenl k imunizacim a
komercializovat monoklonalni protilatky ci jiné vazebné molekuly.

6 Ekonomické aspekty

Dany konstrukt je moZno prodat treti strané, anebo je mozné jeho pouziti v rdmci pracovisté, coz
poskytuje moZnost pouzivani expresniho systému bez vedlejsich nakladd. Licenc¢ni naklady, vypocitané
pro jeden protein s ro¢ni opci se pohybuji ve svété od 600 — 900 €.
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8 Dedikace

Funkéni vzorek byl vytvoren v ramci projektu TACR GAMA TG03010038.
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