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PLAZMIDY, ICH KONSTRUKCIA A ICH VYUZITIE VO VYROBE
INTERLEUKINU-4 A MUTEINOV INTERLEUKINU-4

Oblast’ techniky

Vynalez sa tyka konStrukcie a pouZitia expresnych plazmidov vo vyrobe
rekombinantného interleukinu-4 (IL-4) a muteinov interleukinu-4.

DoterajSi stav techniky

Zrely fudsky interleukin-4 (IL-4) je zloZzeny zo 129 aminokyselin a je z 50
% homolégny s mySim IL-4. IL-4 je jediny znamy cytokin, ktory riadi
diferenciaciu pomocnych T buniek na fenotyp Tx, (Mosmann a Sad, immunol.
Today 17, 138 — 146, 1996). IL-4 odovzdava signal lymfocytom a d'alélim
bunkam cez heterodimericky aggkomplex dvoch receptorov cytokinu, IL-4Ralfa
a t-retazca (tc). Boli popisani antagonisticki mutanti IL-4 (Kruse a kol., EMBO
J., 11, 3237 - 3244, 1992). Tri aminokyseliny blizko C-konca (R121, Y124 a
S125) sa dolezité pre vazbu k tc-retazcu. Zavedenie Asp (D) do tychto pozicii
blokuje dimerizaciu receptoru a prenos signalov cez membranu.

Dvojity mutein interleukinu-4 (IL-4 DM) je variant IL-4 s dvoma zmenami
aminokyselin v poziciach 121 a 124, nazvana IL-4 R121D Y124D. IL-4 DM je
schopny blokovat obe aktivity IL-4 a IL-3. Na rozdiel od v8etkych bodovych
mutantov Ziadne zvySkové agonistické aktivity neboli pre tento mutein nikdy
zistené. Predpoklada sa, Ze tieto antagonistické viastnosti IL-4 DM su uZito&né
na lieCenie ochoreni, ktoré zahriiuju vyvoj Ty, a/alebo produkciu IgE (Ryan, J.,
Allergy Clin. Immunol. 99, 1 -5, 1997).

Ako bolo popisané vréznych publikacidch, na produkciu
rekombinantného IL-4 a muteinov IL-4 sa md2u vyuzit prokaryotické organizmy.
Bohuzial, popisované systémy maju rad nedostatkov (nizka hladina expresie,
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nizka stabilita expresného vektoru), ktoré znemoZiuju produkciu IL-4 a

muteinov IL-4 vo velkom meradle alebo sti ekonomicky nerealizovatelné.
Hlavné kritéria pre Uéinny a bezpecny expresny systém sti:

- vysoky vytazok produktu

- regulovatelna stabilna expresia

- stabilita expresného vektoru.

Niekolko aspektov expresného plazmidu je doélezitych pre vysSie
uvedené kritéria (Hannig a kol., TIBTECH. 16, 54 — 60, 1998). Su to:

- prométor

- ribozomalne vdzobné miesto (rbs)
- vyuzitie koddnu prislusného génu
- transkripény terminator

- gén pre rezistenciu

- requlacia expresie

- pociatok replikacie (ori).

Podstata vynalezu

Podra vynalezu boli vytvorené expresné plazmidy pre IL-4 a muteiny IL-4
s modifikdciami vo véetkych prisluSnych elementoch pre Géinny a bezpetny
expresny systém. Kvalita a vhodnost prislu§ného expresného systému bola
klasifikovana hlavne podfa nasledujtcich kritérii:
- vytaZzok IL-4 a muteinov IL-4

- stabilita plazmidu
- udrzanie indukénej schopnosti.

Predmetom tohto vynalezu je preto vytvorenie metddy pre konStrukciu na
pouzitie expresného plazmidu na vyrobu rekombinantného interleukinu-4 (IL-4)
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a muteinov iﬁterleukinu-4 vo velkom meradle. NavySe by mal novo vytvoreny
systém hostitefa/vektoru byt vhodny na expresiu dalsich proteinov (cytokinov,
rastovych faktorov, rozpustnych receptorov, protilatok, atd.). S prekvapenim sa
zistilo, Ze baktérie transformované plazmidom podla tohto vynalezu poskytuja
mnohonasobne véésie rychlosti expresie a stabilitu plazmidu a expresie ako sa
pozorovalo po transformécii rovnakého hostitefa inymi znamymi plazmiain.
Preto je pouZitie plazmidov podfa tohto vynalezu ovela vyhodnejSie na
produkciu rekombinantného interleukinu-4 a muteinov interleukinu-4
v porovnani so v8etkymi prv znamymi plazmidmi.

Novo vyvinuty vektorovy systém obsahuje nasledujtice prvky:

T5 prométor

Promoétor bakteriofaga T5 E. coli spoloéne s dvoma lac operatorovymi
sekvenciami je odvodeny z plazmidu pQE30 (Qiagen), patriaceho do skupiny
plazmidov pDS (Bujard a kol., Methods Enzymol. 155, 416 — 433, 1987 a
Stuber a kol., Immunological Methods, I. Lefkowits a B. Pernis, eds., Academic
Press, Inc. Vol. IV, 121 — 152, 1990).

T7 g10 ribozomalne vézobné miesto

Vézobné miesto ribozému (rbs) je odvodené z oblasti pred génom 10
bakteriofaga T7 (T7g10 ved(cej sekvencie). Gén 10 faga T7 kéduje plastovy
protein, ktory je hlavnym proteinom exprimovanym po infekcii fagom T7. T7
g10 rbs sa ziskal z vektoru pET-9a (Studier a kol., Methods Enzymol. 185, 60 —
89, 1990). T7 g10 vedlca sekvencia zahriiuje oblast okolo 100 bp (Olins et al.,
Gene 227 - 235, 1988). Vo finalnom expresnom konstrukte je oblast pred Xbal
miestom odstranené. T7 g10 vedica sekvencia teraz teda zahriiuje 42 bp a
obsahuje zdmenu jednej bazy z G na A v pozicii 3638 v tomto tu popisovanom
plazmide.

Vyuzitie kodénov prirodzenej sekvencie IL-4

Ako u¢inné meradlo vyuZitia synonymnych koddénov prirodzenej
sekvencie méZe byt index adaptacie kodénu (codon adaptation index — Cf\l)
pouzity na predpovedanie hladiny expresie daného génu (Sharp a kol., Nucleic
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Acids Res. 15, 1281 — 1295, 1987 a Apeler a kol., Eur. J. Biochem. 247, 890 —
895, 1997). CAl sa pocita ako geometricky stred hodnét relativneho vyuzitia
kodénov (RSCU) zodpovedajucich kazdému z kodénov pouzitych v géne,
deleno maximalnym mozZnym CAl pre gén pre rovnaké aminokyselinové
zloZzenie. RSCU hodnoty si pre kazdy kodén pocitané zvelmi vysoko
exprimovanych génov urditého organizmu, napr. E. coli a reprezentuju
pozorovanu frekvenciu kodénu delenu frekvenciou o&akavanou za predpokladu
rovnakého vyuZitia synonymnych kodénov pre aminokyselinu. Vysoko
exprimované gény, napr. gény kddujlce ribosomalne proteiny, véeobecne maju
vysoké hodnoty CAl > 0,46. Slabo exprimované gény ako lacl a trpR v E. coli
maju nizke hodnoty CAl < 0,3.

Vypocitana hodnota CAl v E. coli je pre prirodzenu sekvenciu IL4 0,733.
To znamena, Ze prirodzeny gén by mal byt vhodny pre vysoku hladinu expresie
VE. coli. Avsak ma synteticky gén s optimalnym vyuZitim E. coli kodénov
(hodnota CAIl = 1) potencial k dalSiemu zvy$eniu hladiny expresie. Preto boli
navrhnuté a klonované syntetické gény pre IL-4 a muteiny IL-4.

Transkripény terminator

Fragment z T7 DNA obsahujici transkripény terminator T@ je odvodeny
z vektoru pET-9a (Studier a kol., Methods Enzymol. 185, 60 — 89, 1lIZ).
Transkripéné terminatory uréuji miesta, kde komplex mRNA — RNA polymeraza
— DNA disociuje, a tym konéi transkripcia. Pritomnost transkripéného
terminatora na konci vysoko exprimovaného génu méa niekofko vyhod.
Minimalizuje nedostupnost RNA polymerazy, ktorda by bola zahrnuta
v nadbytognej transkripcii, obmedzuji dlzku mRNA na minimainu potrebnu
dizku, a tym obmedzuje vydaj energie. Vzhfadom k tomu, Ze silna transkripcia
by mohla interferovat s pociatkom replikacie, zvy$uje terminator transkripcie
stabilitu plazmidu prostrednictvom udrZania poé&tu képii (Balbas a Bolivar,
Methods Enzymol. 185, 14 — 37, 1990).
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Gén kodujuci rezistenciu

Gen kanamycinovej rezistencie je odvodeny z vektoru pET-9a (Studier a
kol., Methods Enzymol. 185, 60 — 89, 1990). Pévodne sa jedna o kan gén
Tn903 zvektoru pUC4KISS (Barany, Gene 37, 111 — 123, 1985). Vtu
popisovanom plazmide je kan gén v opaénej orientacii ako gény pre IL-4 a
mutein IL-4, takZe nedochadza k zvySeniu mnoZstva produktu kan génu po
indukcii v dbsledku preéitania terminatora transkripcie z T5 prométora.
Kanamycin bol vybrany ako selek&ény markér alebo je preferovanym
antibiotikom pre GMP-ucely. NavySe su vektory zaloZené na rezistencii 'ku
kanamycinu stabilnej$ie ako plazmidy s ampicilinovou (bla) rezistenciou.
Selekcia na ampiciline ma tendenciu k stratam, lebo tato latka je degradovana
sekretovanym enzymom: beta-laktam&zou. Spésob bakterialnej rezistencie ku
kanamycinu zavisi od aminoglykozidovej fosfotransferazy, ktora inaktivuje
antibiotikum.

Regulacia expresie

Kontrolovana génova expresia je absolitne nevyhnutna na nastavenie
stabilného plazmidového systému, najmé ak je pozadovany protein zhubny pre
hostitelské bunky. Vyhodny plazmid podfa predmetného vynalezu vyuziva
indukovatefny systém zaloZeny na lac systéme pozostavajiicom z génu pre lac
represor (lacl) a dvoch syntetickych sekvencii lac operatora predchadzajtcich
vo fuzii prométor bakteriofaga T5 E. coli. Prométor lacl® a Strukturny gén iacl
bol izolovany z vektoru pTrc99A (Amman et al., Gene 69, 301 — 315, 1988). |°
predstavuje prométorovii mutaciu veddcu k nadprodukcii lacl represora. Lac
represor Standardného typu je tetramérna molekula pozostavajica zo Styroch
identickych podjednotiek s 360 aminokyselinami, kazda. Tetramér lac represoru
je dimér dvoch funk&nych dimérov. Styri podjednotky su drZané spolu zvézkom
Styroch helixov tvorenych zvySkami 340 — 360. Pri izolacii lacl génu z vektoru
pTrc99A pomocou Stepu Narl boli zvysky za aminokyselinou 329 odstranené a
pridalo sa 10 aminokyselin, ktoré nie si norméaine kédované lacl génom. Je
zname, Ze mutacie alebo delécie prebiehajice v C-termindinej &asti lacl, za
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aminokyselinou 329, poskytuju funkéné diméry, ktoré sa javia ako fenotypovo
podobné $tandardnému represoru (Pace a kol., TIS 22, 334 — 339, 1997).

Pociatok replikacie (ori)

Pociatok replikacie (ori) tu popisovaného plazmidu je odvodeny z vektoru
PET-9a, ktorého ori pochadza z pBR322. Vyhodny plazmid podla predmetného
vynalezu preto nesie pMB1 (ColEl) replikén. Plazmidy s tymto replikénom st
mnohoképiové plazmidy, ktoré sa replikuja ,relaxovanym, spésobom.
Minimalne 15 — 20 képii plazmidu sa udrZiava v kaZdej bakterialnej bunke za
normalnych rastovych podmienok. BeZny poget tu popisovaného plazmidu je
v tomto rozmedzi. Replikacia poéiatku replikacie ColE1 — typu je iniciovana 555
— nukleotidovym transkriptom RNA, RNAII, ktory tvori stabilny hydrid so svojim
DNA templatom blizko ori. Hybrid RNAII - DNA je potom &tiepeny RNazou H
vori za vzniku volného 3°OH, ktory slizi ako primér pre DNA polymerazu |.
Tato iniciacia syntézy DNA je negativne regulovanad RNA |, o je 108 -
nukleotidova molekula RNA komplementarna k 5° koncu RNA Il. Interakcia
antisense RNA | s RNA Il spésobuje konforma&n zmenu RNA II, ktora inhibuje
vézbu RNA Il k DNA templatu a nasledne brani iniciacii syntézy plazmidovej
DNA. Véazba medzi RNA | a Il je zvy$ena malym proteinom s vefkostou 63
aminokyselin (Rop proteinom, Represor of primer), ktory je kédovany génom
umiestnenym 400 nukleotidov po smere transkripcie od zadiatku replikéacie
(Sambrook a kol., Molecular Cloning, Cold Spring Harbor, 1989). Delécia rop
génu vedie k zvySeniu poétu kopii a prostrednictvom zvySenia mnoZstva génu
k zvySeniu hladiny expresie heterolégnych génov kédovanych plazmidom. Toto
sa zistilo rovnako v pripade sku$anych expresnych vektorov pre IL-4. Ale
ukazalo sa, Ze rop-plazmidy st nestabilné a pri fermentacii za neselektivnych
podmienok dochadza k ich strate. Preto obsahuje replikén tu popisovaného
plazmidu rep gén kvoli zaisteniu vysokej stability plazmidu. V popise
predmetného vynalezu popisovanému plazmidu chyba mob gén, ktory je nutny
na mobilizaciu, a preto nie je schopny riadit svoj viastny konjuga&ny prenos
z jednej baktérie do ine;j.
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Vo vyhodnom vyhotoveni podfa predmetného vynalezu st z plazmidu
odstranené vSetky prvky, ktoré nie st nevyhnutné na jeho replikaciu, rezistenciu
a regulaciu expresie.

Vsllade srozsahom tohto wvynalezu, pre konstrukciu expresného
plazmidu podfa predmetného vyndlezu nemusia byt pouzité vSetky vyssie
uvedené znaky. Napriklad gén pre prirodzeny interleukin-4 alebo mutein
interleukinu-4 sa méZe pouzit namiesto syntetického génu na optimalizované
vyuzitie kodénov v E. coli. Transkripény terminator je vo vyhodnom vyhotoveni
T, ale rovnako moZno pouzit i dalSie terminatory ako rrnB T2 alebo aspA.
Podobne je moZné pouZit na konstrukciu vyhodného plazmidu podfa
predmetného vyndlezu prvky z inych ako tu popisanych, komeréne dostupnych
vektorov. |

Metody pouzité podas vyvoja expresného systému st uvedené nizsie.
Materialy a metédy
Enzymy

Restriktné endonukledzy, alkalicka fosfataza ztefacieho é&reva, T4

polynukleotid kindza a T4 DNA ligaza boli ziskané od firmy Boehringer
Mannheim a GIBCO-BRL a boli pouzité podla odporu¢enia dodavatefa.

Metody prace s rekombinantnou DNA

Standardné klonovacie postupy boli popisané v Sambrook a kol.,
Molecular Cloning, Cold Spring Harbor, 1989). Transforméacie boli vykonané
podla M. Scott (Seed and Aruffo, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 3365 — 3369,
1987). Kmene E. coli DH5alfa (GIBCO BRL) a W3110 (ATCC 27325) boli
pouzité primarne ako hostitelské bunky. Genotyp W3110 je K12, F* [N(rrnD-

rnnE)lambda’.

Na izolaciu vo velkom meradle sa pouzili $picky ,Qiagen-tips, (Qiagen).
Extrakcia fragmentov DNA z agar6zovych gélov bola vykonana s pouZitim
Jetsorb (Genomed) podfa odporuéenia dodavatefla.
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Oligonukieotidy pre riadeni mutagenézu, PCR reakcie a sekvenovanie
pochadzali od MWG Biotech, Pharmacia Biotech alebo GIBCO BRL.

Experimenty zamerané na mutagenézu pouZili metédu Denga a
Nickoloffa (Deng a Nickoloff, Anal. Biochem. 200, 81 — 88, 1992), pouZivajticu
systém ,Mutagenéza s eliminaciou unikatneho miesta, od Pharmacia Biotech.

Primer pouzivany na znovuvytvorenie T7 g10 rbs ma nasledujticu sekvenciu:

5 TCAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACATCTAGAAATAATTTTGTTTAA
C TTTAAGAA3" (Sekv. 1).

VSetky konstrukty a sekvencie DNA boli potvrdené pouZitim
sekvenovania terminaénou metédou s AmpliTag DNA polymerazy, FS na ABI
373A sekvenatore (Applied Biosystems).

Vynalez je detailnejSie vysvetleny nasledujicimi prikladmi, obrazka...: &
informéaciami o sekvenciach.

Prehlad obrazkov na vykresoch

Obr.1azobr. 4

Konstrukcia tu popisovaného expresného plazmidu. (Skratky: IL-4 TM,
trojity mutein IL-4, IL-4 DM, dvojity mutein IL-4).

Obr. 5

Plazmidova stabilita expresnych vektorov muteinu IL-4 pRO21.1.0 a
pR0O.2.1.0. Vektor pRO2.1.0 zostava celkom stabilny cez 78 generacii bez
selekcie antibiotikami. Na rozdiel od tohto je expresny vektor pRO21.1.0, ktory
je zaloZzeny na komeréne dostupnom plazmide pET-30a (Novagen), strat=—
velmi rychlo. Iba 16 % kolénii obsahuje plazmid po 78 generaciach bez
kanamycinovej selekcie.

Obr. 6

Udrzanie schopnosti indukcie a expresie tu popisovaného expresného
vektoru IL-4 a muteinu 1L-4.
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Priklady uskuto&nenia vynalezu
Priklad 1

Test stability plazmidu

Testy stability plazmidu boli vidy Startované kultirou zmrazenou
v tekutom dusiku. Po roztaveni kultiry bola stanovena ODgoo a kultira bola
zriedena na 10™ PBS pufrom a potom bola rozotreta na misky s LB médiom
stuZzenym agarom bez antibiotika.

Pri vykonavani tohto testu bol 1 ml roztavenej kultary inokulovany do 100
ml pepténového média (30 g s6jového pepténu, 20 g kvasniéného extraktu, 5 g
KHzPO4, 20 g glycerolu, 1 mg MgSO, x 7 H,O na liter, pH 7,0) a inkubovany pri
37 °C za trepania 280 rpm po dobu 24 hodin.

Stanovila sa ODgoo narastenej kultry, kultira bola zriedena az @o
koncentracie 10* v PBS pufre a potom bola rozotrena na misky s LB médiom
stuZzenym agarom bez antibiotika, aby sa ziskali dobre oddelené kolénie.

100 pl narastenej kultiry bolo inokulované do 100 ml pepténového

meédia a inkubované pri 37 °C za trepania 280 rpm podas 24 hodin. Tento
postup bol opakovany osemkrat.

100 dobre oddelenych kolénii z LB misiek bolo o&kované na LB misky
s kanamycinom (25 pg/ml) a LB misky bez kanamycinu a inkubované pri 37 °C
po dobu cez noc. Percentualne zastipenie rezistentnych kolénii sa uréovalo
kazdy den.

Pocty generacii za defi sa vypogitali podla nasledujiceho vzorca: log
[ODego enn/ODeoo seG)/log 2.

Pre expresné Studie bol 1 ml narastenej kultGry zriedeny 100-krat LB
médiom a nakladalo sa s nim podra popisu (pozri priklad 2).
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Priklad 2
Expresia

Pre expresiu interleukinu-4 a muteinu interleukinu-4 v malom meradle
boli bunky kultivované vLB médiu (10 g Bacto trypténu, 5 g kvasniéného
extraktu, 10 g NaCl na liter, pH 7,5), kym ODggo nedosiahla 0,8 — 1,0. Expresia
bola indukovana pridavkom IPTG do finainej koncentracie 0,5 mM a inkubacia
pokraCovala po¢as 5 hodin. Bunky boli z média ziskané centrifugaciou.

Pre SDS-PAGE analyzu sa bunetné pelety resuspendovali vo
vzorkovom pufre pre SDS-PAGE do koncentracie 1 jednotka ODgge/100 pl.

Sekvencie
<110> Bayer AG
<120> PLAZMIDY, ICH KONSTRUKCIA A ICH POUZITIE PRI VYROBE

INTERLEUKINU-4 A MUTEINOV INTERLEUKINU-4

<130> Plazmidy pre muteiny IL-4

<160> 2 |

<170> Patent In Ver. 2.0

<210> 1

<211> 60

<212> DNA

<213> neznamy

<220>

<223> Popis neznameho organizmu: primér
<400> 1

tcaattgtga gcggataaca atttcacaca tctagaaata attigtita actttaagaa 60
<210> 2
<211> 4202
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<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

11

DNA

Neznamy

Popis nezndmeho organizmu: Clovek

2

ttagazzaac tcatcgagcca tcazatgeza ctgcaattta
éccatatttt tgazaaagee gttictgtaze tgaesggagaa
taggatggca agatcctggt stcgotctge cattccgact
tattaatttc ccctegtcaz aaztezaggtt atczagtgag
tcaatccggt gacaatgcgea aaaccttatg catttetite
gccattacge tegtcatcaa aztcactcge atcazaccaaa

gectgageg sgacgazata cgegategect gttazaagga
atgcaaccgg CgCaggEaca ctgccageece atcaeacaata
ttcttctaat acctggaatg ctgttttecce ggggatcgea
étcaggagta cggataaaat gcttgatget cggeagagge
tagtctgace atctcatctg tazcatcatt ggczacgeta
czactctgge gecateggget teccztacza tecatagatt
attatcgegzs gcecccatttat acccatataa atcageatec
cctcgaccaa gacgttteee gitgaatatg geteatazca
ctaagcagac agttttattg ttcztgacca azatcecctta
gagcctcaga ccccgtagaa aacatcaasg gatcttcettg
taatctgete cttgcaaaca aazsaaCcac cgctaccacc
&agacgctacc aactcttttt ccgaaggtae ctggctticag
Cigiccitet agtgtagece tacttagece écczcttcaa
catacctege tetgetaate cigttéecceg tggetgetge
ttaccgggtt ggactcaage cgatagttec cggetaagee
ccggttcectg cacaczageee agcitgGage gaacgaceta
agcgigaget atgagaaagc ¢eTacgeits CCzeaggcag
taacg CGTCGGaaCa CCagagegca cgagsgages

ggtggTitgt
cagagecgcag
gaactctgta
cagtggegat
gcageggteg
caccgaacsg
cIgac

gcega
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PATENTOVE NAROKY

1. Oper6n na vyrobu IL-4 a muteinov IL-4 v kmeni Escherichia coli,
pozostavajlci z operativne spojenych elementov v smere 5° k 3°: regulovatelny
promotor pozostavajlci z prométora faga T5 E. coli a dvoch lac operatorovych
sekvencii, v&zobného miesta pre ribozém zbakteriofaga T7g10 E. coli,
iniciaéného translaéného kodénu, Struktirneho génu pre IL-4 a mutein IL-4 a
transkrip&ného terminatora za Struktirnym génom.

2. E. coli/ pRO2.1.0.

3. Escherichia coli transformovana jednym alebo viacerymi plazmidmi

narokov 1 alebo 2.

4. Pouzitie plazmidov podla narokov 1 alebo Z v metéde pripravy IL-4 a
muteinov IL-4.
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43

29

18.4 1%

14,315

N

SDS-PAGE (15 %) analyza celkovych extraktov z E. coli/pﬁ02.1.0 pestovanych

rézny pocet generacii bez selekcie antibiotikami § hodin po indukcii IPTG. 10 pl
resuspendovanych buneénych peliet sa aplikovalo do kazdej jamky.
Elektroforéza prebehia za denaturaénych podmienok a gél bol farbeny
pomocou Coomassie brilliant blue.

Draha 1:
Draha 2;
Draha 3:
Draha 4:
Draha 5:
Draha 6:
Draha 7:
Draha 8:
Draha 9:

Draha 10:
Draha 11:
Draha 12;
Draha 13:

Draha 14:
Technologies)

Markér molekulovych hmotnosti (maly rozsah, Life Technologies)
IL-4 mutein (ug)

E. colilpR0O2.1.0 (8 generacii) pred indukciou
E. colilpR0O2.1.0 (8 generacii) po indukcii

. colilpR0O2.1.0 (18 generacii) po indukcii

. colilpR0O2.1.0 (28 generacii) po indukcii

. colilpRO2.1.0 (38 generacii) po indukcii

. colilpRO2.1.0 (48 generacii) po indukzii

. colilpRO2.1.0 (58 generacii) po indukcii

. colilpRO2.1.0 (68 generacii) po indukcii

. colifpR0O2.1.0 (78 generacii) pred indukciou
. colilpR0O2.1.0 (78 generacii) po indukcii
Markér molekulovych hmotnosti (maly rozsah, Life Technologies)

M MMmMmMmMmMmMMmMmimMm

Markér molekulovych hmotnosti  (vysoky rozsah, Life

31389/H
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