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ANOTACE

Prace se zabyva srovnanim exprese proteinii v bakteridlnich expresnich systémech
oproti expresi v kvasinkovych expresnich systémech. Velka ¢ast prace je vénovana
predstaveni nejvyznamnéjSich kvasinkovych druhti vyuzivanych jako expresni systémy a také
vektoriim, které se v téchto druzich pro expresi pouzivaji.

Cile prace jsou zamétfeny na produkci ameloblastinu divokého typu v expresnim
systtmu E. coli a jeho nasledna purifikace. Dale na vytvofeni vektoru pro kvasinkovy
expresni systém, ktery by obsahoval gen pro ameloblastin divokého typu a jeho dalsi dva
mutanty, a to konkrétné ameloblastin A5, ktery postradd tsek kodovany exonem 5 a

ameloblastin c-terminalni ¢ast, ktery koduje dany protein od 197 do 421 aminokyseliny.

KLICOVA SLOVA

Bakterialni expresni systémy, kvasinkové expresni systémy, S. cerevisiae, K. lactis, P.

pastoris, purifikace proteinti, ameloblastin, In-Fusion cloning.



TITLE

The preparation of human recombinant ameloblastin

ANNOTATION

The thesis deals with the comparation of protein expression in bacterial expression
systems agains expression in yeast expression systems. A big part of the thesis is devoted to
introduction of the most important yeast species, which are used as expression systems and
also to vectors which are used in these expression systems.

The aims of thesis are focused on the production of ameloblastin wild type in E. coli
as expression system and subsequent purification. Futher, to create a vector for yeast
expression system, which contains the gene for ameloblastin wild type a others two mutatnts,
namely ameloblastin A5, which lacks segment encoded by the exon 5 and ameloblastin c-

terminal part, which encode the protein form the aminoacid 197 to 421.

KEYWORDS

The bacterial yeast expression systems, the yeast expression systems S. cerevisiae, K. lactis,

P. pastoris, protein purification, ameloblastin, In-Fusion cloning.
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0 UVOD

Produkce proteinti v expresnich systémech kvasinek si rychle ziskala na oblib¢, a to
nejen diky jejich snadné kultivovatelnosti, vysokym vytézkiim, ale i diky postransla¢nim
modifikacim a skladani proteind, které poskytuji. Postranslacni modifikace kvasinek je daleko
podobnéjsi vySSim eukraotickym organismim nez v piipadé pouzivani bakterii jako
expresnich systémtl. Proto je tato prace vénovana ptedstaveni hlavnich zastupct kvasinek,
ve kterych exprese proteini je nejcastéji provadéna.

Cile prace jsou zaméfeny na produkci ameloblastinu divokého typu v expresnim
systétmu E. coli a jeho naslednou purifikaci. Dale na vytvofeni vektoru pro kvasinkovy
expresni systém, ktery by obsahoval gen pro ameloblastin divokého typu a jeho dalsi dva
mutanty, a to konkrétn¢ ameloblastin A5, ktery postrdda tsek kodovany exonem 5

a ameloblastin c-terminalni ¢ast, ktery koduje dany protein od 197 do 421 aminokyseliny.
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1 PRODUKCE REKOMBINANTNICH PROTEINU

Protein, ktery je syntetizovan jinym organismem nez tim, z né¢hoz pochazi, se nazyva
rekombinantni. Z darcovského organismu se izoluje usek DNA kddujici protein, ktery ma byt
produkovan. Tato sekvence je poté vpravena do vektoru. Vektory pro expresi proteini
Vv bakteriich jsou odvozeny od bakteridlnich plazmidi. Jsou to malé kruhové molekuly DNA,
které jsou schopny se samy replikovat. Vektory, do nichz je cilené vlozena DNA z jiného
organismu pak nazyvame rekombinantnimi. Vektor je poté pouzit k transformaci bunék, které
maji slouzit jako expresni systém. Mohou to byt bakterie, kvasinky nebo vyssi eukaryotické
buiiky. V téchto bunikdch poté pomoci jejich proteosyntetického aparatu probihd exprese
proteinu, jehoz kddujici sekvence je obsazena ve vektoru. [1]

Poté nasleduje ziskani proteinu at’ jiz z bunky ¢i z média, kam mize byt produkovan.
Tento proces se nazyva purifikace. Proces purifikace 1ze rozdélit na analyticky a preparativni.
Analyticka purifikace ma za cil ziskat malé mnozstvi Cistého proteinu pro dal§i analyzu.
Preparativni purifikace ma za cil ziskat co mozna nevys$i mnozstvi proteinu napi. pro ucely

strukturni analyzy nebo pro ucely komercni. [2]

1.1 Expresni systémy

S postupnym rozvojem technologie rekombinantni DNA pfiSel ¢as na to nalézt vhodny
zdroj, ktery by slouzil pro produkci rekombinantnich proteini. Hleddn byl takovy
organizmus, ktery by poskytoval velké vytézky, byl snadno kultivovatelny, mohlo s nim byt
snadno geneticky manipulovano a pfitom, aby naklady na jeho ziskani byly co nejmensi.
Takovyto expresni systém piedstavovaly bakterie. Prvnim rekombinantné produkovanym
proteinem se stal lidsky inzulin. Ten byl poprvé ziskan v laboratofi roku 1977, a to z bakterie
E. coli. Na trh se tento rekombinantni protein dostal roku 1982 pod nazvem Humulin™,
Pozdé€ji se vSak ukazalo, ze ne vSechny proteiny jdou snadno produkovat v bakteriich.
Bakterialni expresni systémy maji nevyhodu kvili nestabilité plasmidud, které ztraci. Déle jim
absence spravného sloZeni kvili pfitomnosti disulfidickych vazeb. Dal§i nevyhodou mohou
byt u nékterych proteinii nizké vytézky. Spatné slozeny protein je poté ukladan v inkluznich
téliscich a pfi procesu purifikace je nutno jej refoldovat. Bakteridlni systémy se obecné
pouZivaji pro produkci méné komplexnich proteini. [3,4]

V hledani jinych expresnich systému byly dal§i volbou kvasinky, které se v mnoha
aspektech pfi produkci rekombinantnich proteinii podobaji bakteriim. I pfes to vSak okolo

30% vsech rekombinantnich proteint je produkovano v E. coli, a to diky tomu, Ze mame
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dobré znalosti o jejim genomu a metabolickych drahach. Je schopna rastu ve vysokych
hustotach a dosahovat vysokych vytézki. Ty ¢ini az 50% z celkové biomasy. Dnes$ni
protokoly umoziuji kultivovat E. coli v hustotach az 100g biomasy na litr média. Porovnani
produkce mezi riznymi expresnimi systémy je uvedeno na obr. 1. [3]

DalSim vyznamnym a neopomenutelnym bakterialnim expresnim systémem je
ty¢inkovita bakterie Bacillus subtilis. Tato bakterie je na rozdil od E. coli gram pozitivni
a sekretuje fadu enzymu, které degraduji rizné substraty, coz ji umoznuje riist v neustale se
ménicim prostiedi. Tento druh bakterie se pouziva predevS§im pro produkci objemnych
primyslovych enzymt. Obdobné jako E. coli je i B. subtilis schopen rust ve vysoké bunééné
hustoté, avsak je oproti E. coli zvyhodnén pti produkcei potravinaiskych vyrobku, a to diky
tomu ze nese status GRAS (Generally recognized as safe) neboli obecné povazovan
za bezpeCny. Také ma vysSSi sekreCni kapacitu a produkuje proteiny piimo do média.
Nevyhody, které tento expresni systém oproti E. coli ma, jsou v podobé nedostatku vhodnych

expresnich vektort, nestabilité plazmidu a pfitomnosti proteaz. [5]

Tabulkal: Srovnani riznych parametra hostitelskych bunék. Obr. ptevzat z [3]

B. subtilis E. coli E. coli S. cerevisiae S. cerevisiae P pastoris P. pastoris

Destination of Secreted Cytoplasm  Secreted Cytoplasm Secreted Cytoplasm Secreted
product

Biomass cell 20-35 50-70 2060 <90 60-100 30-150 30150
dry weight (g/1)

Typical spec. 0.05-0.8 0.08-0.12 =01 0.01-0.2 0.01-0.15 0.02-0.04 0.02-0.18
growth rate (1/h)

Product =3 10-15 0.2-2 0.5-1.5 =1 10-20 <5

concentration (g/1)

Prvnim kvasinkovym kmenem pouzitym pro heterologni produkci proteinii se stal
kmen Saccharomyces cerevisiae. Jednim z prvnich takto produkovanych proteini byl opét
inzulin. Inzulin produkovany kvasinkami pro lidské potieby se stal dostupny v roce 1987.
Do té doby byl inzulin ziskavan izolaci z vepfovych a hovézich slinivek anebo od roku 1982
z E. coli. Dalsim proteinem byl povrchovy antigen hepatitidy B (HBsAg), ktery byl potiebny
pro vyrobu vakciny. Kvasinkami produkovany HBSA(g se stal na trhu dostupny v roce 1986.
[3,6,7]

Pouzivani kvasinek jako expresnich systéml namisto bakteridlnich pfinasi jisté
vyhody. Kultivace kvasinek je snadnd a jednoducha stejné jako je tomu v ptipadé bakterii.
Produkce proteini v kvasinkach dosahuje velkych vytézka. Kvasinky téz rostou ve vysokych

hustotach. Dale je vyznamnym aspektem i nizka cena. Podobné jako u bakterii i péstovani

20



kvasinek neni nijak naro¢né pii porovnani s kulturami savéich bunék. Ristova média pro
kvasinky jsou levna a jednoduchd jako v ptipad¢ bakteridlnich. Dal§i vyhodou je snadna
genetickd manipulovatelnost a dostatek jiz popsanych postupti, jak kvasinky modifikovat.
translaéni modifikace na produkovanych proteinech. Dal$i vyhoda je moznost sekrece
proteini do média, pokud nami pozadovany protein obohatime signalni sekvenci, kterd jej
zatadi do sekre¢ni drahy. Déle kvasinky také vyuzivaji chaperony, které pomahaji proteintim
zaujmout spravnou konformaci. Tyto vlastnosti, kterymi kvasinky disponuji, vedou k tomu,
ze kvasinkami produkovany protein je podobny sav¢im proteinim. [4,8]

Pro navyseni produkce a dosazeni tak vysSich vytézka rekombinantnich proteinti 1ze
provést n€kolik uprav tykajicich se genomu expresniho systému, anebo podminek jejich ristu.
Mezi né patii navyseni exprese genti pro chaperony. Dale pak snizeni extra a intracelularni
proteolyzy a uprava DNA sekvence, kterd koduje dany protein, nebo tuprava signdlni

sekvence. Dalsi moznosti je optimalizace kultiva¢nich podminek. [9]

1.2 Vektory

Vektory pouzivané pro transformaci kvasinek jsou nejcastéji kruhové dvouietézcové
molekuly DNA schopné autonomni replikace. Tyto vektory jsou plazmidového typu. Takoveé
vektory maji velikost od 2 do 15 kb. Prostupnost do bun¢k je totiz imérna jejich velikostem.
Obecna stavba vektoru zafina promotorem. Tato sekvence zajiStuje vazbu transkripénich
faktori a nasledné nasednuti RNA polymerazy, kterd zahdji transkripci. Poté nésleduje
multiple cloning site (MCS). V tomto misté je obsaZena fada sekvenci, které jsou S$tépeny
restrikénimi endonukleazami a slouzi pro vloZeni genu zajmu do vektoru. Dale nasleduje
sekvence selek¢niho markeru. Tato sekvence zahrnuje obvykle enzymy, které¢ transformované
bunice davaji rezistenci vuci antibiotikim. Dalsi dulezitou sekvenci je ori misto neboli origin
of replication. Na této sekvenci za¢ina replikace vektoru. [6,10,11,12]

Vektory pouzité v kvasinkovych expresnich systémech jsou obecné hybridy mezi
sekvencemi odvozenymi od kvasinek, bakterii a sekvencemi ciziho pivodu (lidské, uméle
vytvofené). Z bakteridlnich sekvenci byva ve vektorech pouzita sekvence ori mista
a selekéniho markeru jako je rezistence na ampicilin. Tyto sekvence slouzi pro namnoZeni
vektoru pravé v bakteriich. Sekvence od kvasinek jsou voleny na zakladé€ toho, zdali ma byt
vektor episomalni, anebo se mé inkorporovat do genomu kvasinky. Pokud mé byt vektor
episomalni tak jsou pouzity sekvence, které se vyskytuji v ptirozenych plazmidech kvasinek.

Tyto vektory dosahuji velkého poctu kopii, ale mize dochazet k jejich ztraté pifi absenci
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selekénich markerti. Pokud je to vektor, ktery se méd inkorporovat do genomu expresniho
systému, jsou tyto sekvence cileny tak, aby se vektor inkorporoval do specifickych gend,
které jsou hojné exprimovany. Mezi né patii geny pro enzymy utilizujici zdroje uhliku, anebo
inkorporace do rDNA. Pro zaclenéni vektoru do genomu musi byt vektor linearni, nebo je
pred transformaci linearizovan. Zaclenéni do genomu poté probiha procesem homologni
rekombinace. Dale pak takovy vektor obsahuje sekvenci pro selek¢éni marker. Tyto vektory jiz

kvasinka neztraci, i kdyz chybi selekéni markery. [6,10,11,12]

1.3 Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae je nejdéle pouzivanym druhem kvasinek at’ jiz v odvétvi pivovarnickém,
nebo pekatském. Diky tomu se tato kvasinka stala v roce 1930 laboratornim modelovym
syst¢tmem pro studium obecnych otazek fyziologie, genetiky, biochemie a pro vyvoj
genetickych nastroji. Na zéklad¢ toho je predkladdna jako modelovy eukaryotni organismus.
V roce 1996 byl dokonéen projekt na osekvenovani celého genomu S. cerevisiae, a takto se
stala tato kvasinka prvnim eukaryontnim organismem, u kterého byl osekvenovan a pfecten
cely genom. Kolem roku 1990 ziskala S. cerevisiae diky svému vyuziti v potravinaiském
prumyslu status GRAS (Generally recognised as Safe) neboli je obecné povazovana
za bezpe¢ny. Diky tomu byla S. cerevisiae pouzita jako prvni eukaryoticky organismus pro

heterologni produkci proteinu. [6,7,13]

S. cerevisiae odolava chladu a je mozné jeji bunky skladovat s ptidavkem
kryoprotektiva, jako je kupiikladu glycerol, ¢i propandiol, zmrazené pii -70°C. Jejich
generacni doba se pohybuje v rozmezi od 2 do 4 hodin, a to v zavislosti na teplot¢, pii které
jsou kultivovany a na typu a mnozstvi zivin v médiu. Maji téz diploidni sexudlni cyklus, kdy
se haploidni bunky opacného pohlavi spoji a dojde k fuzi jader. Takto vzniklé diploidni bunky
pak mohou byt udrzovany v laboratofi, nebo mohou vstoupit do meidézy a sporulovat.

V haploidnim stavu ma S. cerevisiae 16 chromozomui. [13]

Oproti bakterialnim expresnim systémim ma S. cerevisiae schopnost post-transla¢nich
modifikaci a sekreci produkovanych proteint do kultivaéniho média. Diky témto vlastnostem
klesa cena za purifikaci proteinti a jejich naslednou modifikaci. S. cerevisiae je tolerantnéjsi
K niz§im hodnotam pH a vy$$imu obsahu cukru. Také odolava vy$simu osmotickému tlaku
a obsahu ethanolu. Tento fakt je vyhodny pro primyslovou fermentaci. [9]

Produkce rekombinantnich proteinli v systému S. cerevisiae ma navzdory svym
vyhodam 1 jistd omezeni. Jednim z nich je hyperglykosylace proteinti, kdy na N-konec
produkovaného proteinu muze byt navazano vazbou al,3 az 150 manézovych jednotek. Takto
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hyperglykosylované proteiny maji imunogenni potencial. Z tohoto hlediska se pfistoupilo
K hledani a vyuzivani jinych kment. Jednim z kmeni, u kterych nebyl pozorovan vyskyt
imunogenni sekvence manézovych jednotek, je Pichia pastoris. U tohoto kmenu je
imunogenni vazba al,3 nahrazena neimunogenni vazbou al,2. Hyperglykosylace se vSak téz
vyskytuje i u P. pastoris. Nevyhodou produkce hyperglykosylovanych proteini muze byt
ztrata aktivity daného proteinu. Dal§imi nevyhodami jsou nizké vytézky u nékterych proteint
a fakt, ze S. cerevisiae tvofi ethanol, ktery béhem rustu rychle dosahuje toxické hladiny a tim
inhibuje jeji rast. [3,6,14]

Pouzité vektory pro transformaci S. cerevisiae jsou hybridy mezi sekvencemi
odvozenymi od kvasinek a bakterii. Z bakterialnich sekvenci jsou to ori misto a ampicilinova
rezistence pro namnozeni vektoru v E. coli. Z kvasinkovych sekvenci jsou to dalsi selek¢ni
markery jako LEU2 (gen pro B-isopropylmalat-dehydrogenazu), nebo URA3 (gen pro orotidin
5’-dekarboxylazu). VétsSina pouzivanych vektorti vychazi z plazmidu YEp, vyskytujicich se
v bunkéch obvykle ve 30 kopiich nebo vice diky autonomni replikaci. Takovato replikace je
mozna prostiednictvim sekvenci pochazejicich z piirozeného kvasinkového plazmidu 2 pm.
Jsou to sekvence ARS (autosomal replication sequence) a sekvence z STB lokusu. Oproti
tomu vektory typu YIp neobsahuji ARS sekvenci. Proto jsou namisto mnoZeni integrovany
do kvasinkového genomu. Tyto vektory jsou stabilni, avSak se vyskytuji v nizkém poctu
kopii. [6]

Proteiny, které S. cerevisiae produkuje, mohou byt skladovany uvnitt bun¢k v podobé
proteinti solubilnich v cytoplasmé, nebo mohou byt transportovany mimo buiiku. Proteiny,
které jsou sekretovany ven z bunék museji obsahovat sekrecni signal, pomoci n¢hoz se
dostanou do sekre¢ni drahy. Aby k tomuto doSlo, je pfed gen zajmu vlozena tzv. prepro-
sekvence.  Pre-sekvence neboli  signalni peptid vede produkovany protein
do endoplazmatického retikula a pro-sekvence je navrzena tak, aby zvySovala rozpustnost
produkovaného proteinu a vyssi u€innost vymény proteinu v mezi-organelovém transportu.
Tyto sekvence mohou byt v podobé nativniho signalniho peptidu, heterologniho sekre¢niho
peptidu ¢i nové designované, vyrobené a vlozené pomoci nastroji genetické manipulace pied
sekvenci proteinu, ktery chceme produkovat. Mezi nativni sekvence patii prepro-sekvence
MFal (Mating factor a 1). Ta byva nejcastéji pouzivana pro sekreci proteinu do média nejen
v systému S. cerevisiae, ale i ostatnich kvasinkach. Mezi uméle vytvofené patii Y AP3-TAS7.

Ta se pouziva pro sekreci prekurzort inzulinu. [6,9]
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Obecné je mozné mezi signalni sekvenci a sekvenci pro produkovany protein umistit
dalsi sekvenci, ktera je rozpoznavana urcitou protedzou. To slouzi k tomu, aby byl protein
zbaven sekre¢niho signdlu. Nejcastéji to byvaji sekvence, které rozpoznavaji protedzy Kex2,
TEV, trombin a dalsi. [8,10]

Sekrece heterolognich proteini vSak byva Casto naruSena, napiiklad glykosylaci
signalni sekvence. To mize byt zmirnéno pouzitim mutantnich kmend, které maji vliv
na jednotlivé stupné syntézy proteinit a sekreci, nebo zlepSeni kvality proteini. Druhou
moznosti je souCasna exprese genu sekre¢ni drahy jako SSO1, PDI1, CMK2, nebo CNE1.
[6.9]

Nejcast€ji pouzivanymi promotory v expresnim systému S. cerevisiae jsou
konstitutivni promotory PGK1 a ADHI1. Dale také promotory CUP1 a GAL1. Promotor
PGK1 pochédzi z genu, ktery koduje fosfoglycerat kindzu. Je to jeden z nejsilnéjSich
a nejucinnéjSich promotor této kvasinky. Promotor GAL1 pochézi od stejnojmenného genu.
Tento gen je nejvice transkribovany v pritomnosti galaktozy, a to diky Gal4 aktivatoru
vazajici se na jeho promotor, naopak je suprimovan v piitomnosti glukdzy. Tento gen koduje
galaktokinazu, kterd fosforyluje galaktézu. Pro vyuziti GAL promotoru je zapotiebi vyuzivat
mutantni kmesnS. cerevisiae, ktery postrada gen GALL. Poté je produkce proteinu spusténa
galaktozou, ktera ovliviluje jen promotor a neni spotfebovavana kvasinkou. CUPL je
promotor indukovatelny piidavkem médi do média. Je také hojné pouzivan i1 v jinych
expresnich systémech, nez je S. cerevisiae. Promotor TEFI muze fidit expresi, jak
za podminek, kdy je vysoky obsah glukozy v médiu, tak i nizky. Dalsi takovy promotor je
i TPI1, ktery vychazi se stejnojmenného genu, jez koduje trioza-fosfat-izomerazu. Promotor
ADH pochazi z genu pro alkohol-dehydrogenazu. POHS promotor je spoustén, kdyz je
z média vycerpan fosfat. [7,9,10,15]

Obrazek 1: S. cerevisie obarvena podle Grama obrazek ptevzat z: [40]
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1.4 Kluyveromyces lactis

Je pucici kvasinkou patfici do askomycét. Ma heterothalicky zptisob rozmnozovani.
Tato kvasinka roste v rozmezi teplot 25-35°C. Jeji kolonie maji nartizovélou krémovou barvu
diky pigmentu pulcherriminu, ktery produkuji. Pavodné byla oznaCovana jako
Saccharomyces lactis, a to diky genetické podobnosti s S. cerevisiae. Avsak se tyto druhy
fyziologicky vyrazné li§i. Vyraznym odliSujicim znakem je, ze mlze pouzivat laktozu jako
jediny zdroj uhliku. Jako dalsi zdroje uhliku muze vyuzivat Sirokou $kalu substrati jako
galaktozu, rafindzu a maltézu. Podobné jako u S. cerevisiae tak i u K. lactis byl osekvenovan
cely jeji genom. [6,10]

Tato kvasinka byla pojmenovana po nizozemském mikrobiologovi na jeho pocest.
Tento rod pod sebou skryva 6 druhl. Z hlediska biotechnologii je krom K. lactis velmi
vyznamnym druhem i K. marxianus. Geneticky identické jsou vSak jen z 20%. Tyto dva
druhy jakozto jediné ze svého rodu umi utilizovat xyloézu, xylitol, celobidsu, arabindzu
a laktozu jak v tekutych, tak tuhych médiich. K. lactis je mozné péstovat i na syrovatce, ktera
je velmi levna a snadno dostupnd, jelikoz se jedna o odpadni produkt mlékarenského
prumyslu. K. lactis existuje ve dvou druzich, a to K. lactis var lactis, ktery je domestikovany
a K. lactis var drosophilarum, jez je divokého typu. Rozdil mezi nimi je ten, ze divoka forma
ma umlceny geny LAC4 a LAC12. Gen LAC4 kdduje enzym B-galaktosidazu a LAC12 koduje
permeazu. Na zaklad¢ toho neni divoka forma schopna utilizovat laktozu. [16,17]

K. lactis ma potencial exprimovat velké proteiny, coz se ukazalo na produkci lidského
sérového albuminu. Proto je hojné vyuzivana ve farmaceutickém primyslu. Pomoci ni je
ziskavan interleukin 1-B, interferon-a, M-CSF, také prekurzory inzulinu a rtizné protilatky.
[10]

Je jednou z nejdtilezitéjSich kvasinek pro vyzkum a pro primyslovou biotechnologii.
Od roku 1991 bylo v tomto expresnim systému produkovano témét 100 rekombinantnich
proteini. K. lactis obdobné jako S. cerevisiae nese status GRAS. Je vyuzivana hlavné
Vv biotechnologickém primyslu pro primyslovou produkci proteint. [10]

Prvni pokus s K. lactis jako expresnim systémem byl proveden na zac¢atku roku 1980.
Byly zde pouzity vektory, které nesly selekéni gen Km® a sekvenci ARS odvozenou
od S. cerevisiae. Vektor muze byt v kvasince uchovavan jako episomalni anebo mize byt
zaclenén do genomu. Nejcastéji se za¢lefiuje mezi promotor a terminator genu LACA4, ktery je

hojné produkovan, pokud je kvasinka péstovana na médiu s laktozou. [6]
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Pfi ristu na substratech obsahujicich laktozu jako jediny zdroj uhliku, ziskava K. lactis
laktézu z média pomoci permedsy, ktera je kédovana genem LAC12. Metabolizaci laktozy
zprostiedkovava enzym [-galaktosidaza, kterd je kodovana LAC4 a preménuje laktdézu

na galaktozu a glukozu. [6]

Episomalni vektory pro K. lactis jsou odvozeny z ptirozenych plazmidi. Vektory
pGL1 a pGL2 jsou odvozeny od plazmidd stejného jména. Tyto plazmidy koduji hetero
trimerni endotoxin. Jsou to dsDNA plazmidy a v buiice se vyskytuji v poctu 100 az 200 kopii.
Oproti nim je vektor pKD1 a jeho derivaty, ktery je nejcastéji pouzivan, podobny plazmidu
2 um pochazejiciho z S. cerevisiae. Tento plazmid byl ziskan z divoké formy K. lactis var
drosophilarum a byl pouzit pro prvni produkci heterolognich proteinti. Kupiikladu pomoci n¢j
byl produkovan lidsky interleukin 1- nebo lidsky lysozym. [10,18]

Integracni vektory. Nejéastéji pouzivanym vektorem toho typu v K. lactis je vektor
pKLAC2. Tento vektor je pfed integraci linearizovan restrikéni endonukledzou Sacll.
Obsahuje ori misto a také sekvenci pro ampicilinovou rezistenci. To je dilezité pro
namnozeni vektoru v E. coli. Vektor vychazi z varianty LAC4. Obsahuje mutovanou PBI
(Pribnow box-like) sekvenci, dale prepro-sekvenci z a-mating faktoru K. lactis a transkripéni
promotor LAC4 a terminator taktéz z K. lactis. Jako selekéni marker je zde sekvence kodujici
acetamidazu z Asporgillus nidulans, ktera je tfizena ADH1 promotorem z S. cerevisiae.
[10,18]

Nejcast€ji pouzivanym promotorem pro expresi v K. lactis je promotor LAC4. Je velmi
oblibeny z toho divodu, ze s jeho pomoci je dosahovano vysokych vytézkl a také oddé€luje
ristovou fazi od expresni. Tento promotor se dd vyuzit jak pro inducibilni, tak pro
konstitutivni expresi heterolognich proteinti. Je indukovan piitomnosti laktdézy nebo
galaktdzy. V této kvasince jsou pouzivany i promotory z jinych kvasinek, a to nejcastéji ty
pochazejici z S. cerevisiae. Jsou to promotory PGK1 a POH5, které byly pouzity pii produkci
interleukinu 1-B (Kluyveromyces lactis). Dalsi vyznamny promotor, ktery je vyuzivan
i v jinych expresnich systémech, je promotor genu PDCL. Tento promotor je indukovan pfi

niz$i tenzi kysliku. Toho je snadno dosahovano v bioreaktorech. [7]
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Obrazek 2: Kluyveromyces lactis. Obrazek pievzat z:[19]

1.5 Pichia pastoris

Je dnes nejpouzivanéjsi kvasinkou pro produkci rekombinantnich proteinti. Zachovava
vyhody exprese v S. cerevisiae, ale ma vyssi vytézky. Témét 17% vsSech produkovanych
rekombinantnich proteint bylo v roce 2009 produkovano pravé v tomto expresnim systému.
Tato kvasinka je pouzivana predevSim pro vyrobu Ié¢iv a primyslovych enzymi. Vsechny
kmeny P. pastoris, které jsou v soucasnosti pouzivany jako expresni, jsou odvozeny

od kmene NRRL-Y11430. To je kmen s genotypem divokého typu. [3,4,6,20,21,22]

P. pastoris patfi mezi methylotrofni kvasinky, jako Hansenula, Candida a Torulopsis.
To znamend, Ze ma schopnost vyuzivat methanol jako jediny zdroj energie a uhliku. Pokud
tato kvasinka neni donucena k pohlavnimu rozmnoZzovani tak je haploidni. Klicové enzymy
pro rast téchto kvasinek v prostfedi alkoholu jsou alkohol oxiddza (AOX), formiat
dehydrogendza a dihydroxyaceton syntaza. Utilizace methanolu za¢ind v peroxizomech, kdy
alkohol oxiddza oxiduje methanol na fomaldehyd a peroxid vodiku. Peroxid vodiku je
nasledné katalazou rozlozen na vodu a kyslik. Céast formaldehydu je oxidaci pfeménéna
na oxid uhli¢ity. Zbytek formaldehydu je pomoci dihydroxyaceton syntazy pifeménén
na dihydroxyaceton a glyceraldehyd-3-fosfat. [3,4,6,20,21,22]

Exprese téchto enzymi je zavisla na druhu zdroje uhliku v médiu. Pokud je pfitomen
jiny zdroj neZ methanol, tak dochazi ke snizeni exprese téchto enzymi a kuptikladu glukdza
expresi téchto genti pfimo potlacuje. P. pastoris obsahuje dva takové geny AOX1 a AOX2.
Jejich sekvence jsou z 92% homologni, avsak AOX1 gen je zodpovédny za pievaznou aktivitu
alkohol oxidazy v bufice. Zastoupeni tohoto enzymu v buiice mize byt az 30% ze vSech

proteinii co butika obsahuje. Promotor tohoto genu se pouzivd pro spousténi exprese
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rekombinantnich proteinti tim, Ze je pfidan substrat do média, ktery vyvola expresi tohoto
genu. Promotory, které nesouvisi s timto metabolickym pochodem, jsou také pouzivany. Zde
je to GAP1 promotor. Ten pochazi od genu, ktery koduje glyceraldehyd 3-fosfat
dehydrogendzu. Pokud chceme pro expresi vyuzivat pravé AOX1 promotor je nutné, aby

kmen P. pastoris m¢l ve svém genomu deletovany gen pro AOX1. [3,4,6,20,21,22]

K vyhodam této kvasinky patii rychlost jejiho rdstu, tendence k respira¢nimu rdstu
a také schopnost rust ve vysokych hustotach. Oproti ostatnim expresnim systémim ma znacné
vysSi vytézky, jak je vidét v tabulce 1. Pfi pouziti vhodného expresniho vektoru je schopna
sekretovat produkované proteiny do média. Do média exprimuje jen malo vlastnich proteina.
Pokud je tedy pouzit vektor pro extracelularni expresi, je vétSina proteinli v médiu zastoupena
nami chténym proteinem, coZz vyrazné zleviiuje a zjednodusuje purifikaci takovych
to proteinti. V ramci post-translaénich modifikaci je P. pastoris schopna jak N- tak O-
glykosylace. Pti glyskosylacich jsou mandzové zbytky vazany neimunogenni vazbou al,2 jak
jiz bylo zminéno dfive. P. pastoris dokaze tvofit disulfidické vazby v proteinech a téz je
skladat do nativniho uspotadani. [20,21,22,23]

Nejcastéji pouzivanymi vektory jsou pPIC3K a pPICI9K. Ve vétSin¢ pripadt
se pouziva zaclenéni linearizovaného vektoru do genomu P. pastoris. Tyto vektory jsou
piesné cilené na urcita mista v genomu. Nejcastéji byvaji vyuzity AOX1 a HIS4 geny nebo
rDNA, kam se vektory inkorporuji. Oproti pouZiti epizomalniho vektoru to ma vyhodu v
genetické stabilité, kdy nedochazi ke ztraté vektoru a odpada tak i nutnost pouziti selek¢nich
médii s antibiotiky. Pozadovany vektor obsahujici chtény gen je nejprve namnozen v E. coli,
izolovan, poté linearizovan a zaveden do P. pastoris. Zaclenéni vektoru do genomu se muze
dit dvéma zptlisoby, a to genovou inzerci nebo nahrazenim soucasného genu. Zaclenéni

pomoci inzerce vede k nékolika nasobnému vloZeni, coZ je pro produkci vyhodnéjsi. [20,22]

Promotory pochazejici z této kvasinky jsou promotory AOX1 a GAP. AOX1 promotor
je nejcastéji pouzivan a je indukovan v pfitomnosti methanolu a suprimovan v pfitomnosti
glukdzy. Pii pouziti GAP promotoru odpadéd nutnost pouziti methanolu pro indukci a také
nemusi byt ménén zdroj uhliku v médiu. Tento promotor je indukovatelny ptidavkem
glukozy. Sila tohoto promotoru je srovnatelna s promotorem AOX1. Dalsi promotor, ktery Ize
pouzit, je FLD1. Ten pochazi z genu kodujiciho glutathion dependentni formaldehyd
dehydrogendzu. Tento enzym je nezbytny pro metabolismus nékterych methylovanych amint,
které slouzi jako zdroje dusiku a methanolu jako zdroje uhliku. Pfi pouziti tohoto promotoru

miizeme pro indukci pouZzit methanol jako jediny zdroj uhliku a siran amonny jako zdroj
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dusiku, nebo methylamin jako zdroj dusiku a gluk6zu jako zdroj uhliku. Poskytuje taktéz

vysoké hladiny exprese. Signalni sekvence vyuzivané ve vektorech P. pastoris jsou POH1

a MFal faktor z S. cerevisiae. POH1 pochazi z genu kodujiciho kyselou fosfatazu

v P. pastoris. [20,21]

Tabulka 2: Mnozstvi produkovanych proteint v hostitelskych kmenech. Prevzato z [24]

Becombinant hosts mezL
BHE cell= 0.05
Inzect cells 040
Streptomyces lividans 0.25-0.5
Eschenichia coli 200300
Saccharomvees cerevisiae | 40-500
Hansenula polymorpha 1500
Pichia pastons 1500
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2 AMELOBLASTIN (SHEATHLIN)

Ameloblastin je protein produkovany ameloblasty. Ameloblast je buiika epitelového
puvodu vyskytujici se na lamina dentalis a ucastni se tvorby zubni skloviny. Ameloblasty
béhem vyvoje zubni skloviny produkuji krom ameloblastinu i dalsi proteiny extracelularni
matrix, a to enamelin a amelogenin. Jedna se 0 bipolarni extracelularni matrix protein patiici
do skupiny wvnitin¢ nestrukturovanych proteint, ktery hraje kliCovou roli v procesu
biomineralizace zubni skloviny. Je to tkanovée specificky adhezni glykoprotein, jehoz exprese
je nejvyssi béhem sekrecni faze ameloblastli a klesa béhem maturacni faze. Je to nejhojné;ji
zastoupeny protein nonamelogeninového typu v matrix zubni skloviny. Matrix zubni skloviny
je tvofena z 90% amelogeninem a zbylych 10% ptipada na nonamelogenivové proteiny. Jeho
podil na sklovinové matrix ¢ini az 5%. [12,14,25,26,27]

M4 znatny vliv na ameloblasty a osteoblasty tim, Ze fidi jejich proliferaci
a diferenciaci. Osteoblasty jsou aktivni kostni bunky, které tvoii zakladni kostni hmotu
takzvany osteoid, ktery je tvofen z 90% kolagenu typu I. K fizeni proliferace vlivem
ameloblastinu dochézi tak, zZe se molekula navaze na povrch cilové buniky. Tim zabrani buiice
v proliferaci a udrzuje ji tak v sekrecni fazi. B€hem sekrecni faze produkuji ameloblasty velké
mnozstvi proteintt do extracelularniho prostoru. Pti tvorbé skloviny jsou vyuZzivany vazebné
moznosti ameloblastinu protein-protein a protein-burka. [12,14,25,26,27]

Ameloblastin je dobie konzervovan mezi zivoCiSnymi druhy a je neustdle pritomen

po celou dobu evoluce a vyvoje mineralizace tkani. Lidsky ameloblastin je také podobny

S prase¢im z 66%, krysim z 61% a mysim z 58%. [12,14,25,26,27]

2.1 Gen AMBN

Lidsky ameloblastin je kodovan genem AMBN. Gen AMBN byl poprvé sekvenovan
a klonovéan v roce 1995, a to z mysi béhem vyvoje jejich zubi, kdy byla vyizolovina mRNA
kodujici mysi ameloblastin. Lidsky gen AMBN ma délku 19541 part bazi a sklada se ze 13
exoni (45-1101 bp) a 12 intront (105-2300 bp). Nachazi se na dlouhém raménku 4.
chromozomu. Konkrétné je to pozice 4913.3. Obklopuji ho geny ENAM, jehoz produktem je
protein enamelin, a AMTN, ktery koduje protein amelotin. Produktem genu AMBN je protein,
Ktery je tvofen 447 aminokyselinami. [14,28,29,30,31,32]

2.2 Primarni struktura ameloblastinu a jeho vlastnosti
Predikovany produkt genu AMBN je kysely s pI 4,54 a vypoctenou hmotnosti 45,3

kDa, bez signalniho peptidu. Samotny fetézec ameloblastinu zac¢ina od 27. aminokyseliny,
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prvnich 26 aminokyselin je signdlni peptid. V rdmci post-translacnich modifikaci dochézi
Vv fetézci ameloblastinu ke glykosylaci na 112. aminokyseliné serinu. Dale je 37.
aminokyselina zménéna hydroxylaci z prolinu na hydroxyprolin a 43. aminokyselina je
zménéna fosforylaci serinu na fosfoserin. Zndmy jsou 2 isoformy ameloblastinu. Je to dano
alternativnim sestfihem mRNA. Isoforma 2 je slozena ze 432 aminokyselin, a to je dano tim,
ze oproti isoform¢ 1 zde chybi 15 aminokyselin, a to od pozice 99. az 113. Jedna se
o0 sekvenci YEYSLPVHPPPLPSQ. [26,28,29,30,32]

Procentualni zastoupeni aminokyselin, které se v fetézci vyskytuji nejvice, je 15,2 %
prolinu, 10,2 % leucinu a 9 % glycinu. Protein se pfi separaci pomoci SDS-PAGE projevuje
jako prouzek 0 molekulové hmotnosti 60-75 kDa. Navzdory velké podobnosti
s ameloblastinem prasat, mySi a krys se lidsky ameloblastin odliSuje unikatni sekvenci 26
aminokyselin, které u vySe zminénych druhii nejsou piitomné. Jednd se o sekvenci
SLPGMDFPDPQGPSLPGLDFADPQGS zacinajici serinem na pozici 164 a koncici serinem
na pozici 189. [26,28,29,30,32]

2.3 Sekundarni struktura ameloblastinu

Ameloblastin patii mezi vnitiné nestrukturované proteiny. Je obecné tvoien N- a C-
koncovou casti, kterd je spojena stiednim tusekem, jez je snadno Stépen proteinazami. N-
koncova ¢ast ma sklon zaujimat tvar helixu, kdezto C-koncova ¢ast spolecné se stfedni Casti

MWt

naopak zapfi¢inuje nestrukturovanou povahu ameloblastinu. [12,14,25,26,27]

Ameloblastin se sam organizuje do supramolekularni struktury, ktera je podobna
stuze. Sitka této stuhy je v praméru 18 nm a tloustka 0,34 nm. Tyto stuhy byvaji dlouhé
desitky az stovky nm. V N-koncové casti byla predikovana jedind konformace a-helixu.
Ve zbytku molekuly, pfevazné vSak v oblasti C-koncové ¢asti, bylo predikovano okolo 7
skladanych B-listd rizné délky. [12,14,25,26,27]

N-koncova ¢éast ameloblastinu, kterd je kédovana exonem 5, obsahuje 2 kratké
nestrukturované regiony. Pfevazné na N-konci jsou pak obsaZeny motivy bohaté na prolin,

které by mohly byt dulezité pro signaliza¢ni aktivitu ameloblastinu. [12,14,25,26,27]
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Obrazek 3: MoZné usporadani ameloblastinovych monomert v supreamolekularnich

strukturach. Obrazek prevzat z: [27]

A. Paralelni uspotfadani monomert. B. Antiparalelni uspotadani.

2.4 Funkce ameloblastinu

Nestrukturovanost dava ameloblastinu mnoho funkénich vyhod a mize se tak zapojit
do mnoha procestt béhem tvorby zubni skloviny. Mezi né patii tvorba scafoldu pro krystaly
hydroxyapatitu béhem mineralizace, pfemosténi vzdalenosti mezi hydroxyapatitovymi
krystaly a ukotveni bunék a jejich stabilizace béhem tvorby zubni skloviny. [12,14,25,26,27]

V poslednich studiich se ukazalo, ze ameloblastin mize mit roli i jako signalni
molekula a také mit funkci ristového faktoru. Napovida tomu i jeho struktura, ktera je
podobnd strukturdm znamych signalnich molekul. Dale bylo prokazano, ze ameloblastin
interaguje s povrchovou molekulou CD63. Funkce podobna ristovému faktoru byla
prokazana v bunkach periodontalniho vazu. Obsahuje ve své struktufe nékolik heparin
vazajicich domén. Dale také interakcni mista pro fibronektin a bunéény adhezni motiv pro
trombospodin, ktery mize byt zodpovédny za vazbu ameloblastinu k povrchu epitelidlnich
dentalnich bunek. [12,14,25,26,27]

Vliv ameloblastinu na proliferaci bun€k zavisi na typu bunék, a dle n¢ho se tak i méni.
Kupfiikladu ameloblastin vykazuje inhibi¢ni G¢inek na proliferaci epitelovych bunek in vitro,
a to tim zplisobem, ze ovliviiuje bunéény cyklus a buiiky ustanou v G1 fazi. Naproti tomu jiné
studie poukézali na to, ze ameloblastin stimuluje proliferaci bunék periodontalniho ligamentu.
[33]

Mezi dalsi vlastnosti ameloblastinu jako proteinu extracelularni matrix patii schopnost
fizeni aktivity Src-kindzy a diferenciace osteoblastil prostfednictvim vazby na molekulu
CD63. Dale ma také vazbu k ostatnim buiikam, nebo matrix zubni skloviny, a to ptes vazebna

mista pro fibronektin a heparin, ktera obsahuje. Zapojuje se téz do mineralizace zubni
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skloviny diky vazebnym doménam pro vapnik, které jsou situovany na C-konci molekuly.
[32]

Vazebnd doména lidského ameloblastinu pro vapnik pocind tyrosinem 217 a konci
argininem 230. Vazebnad doména pro heparin se u lidského ameloblastinu vyskytuje taktéz
na C-konci molekuly, a to konkrétné v mistech pocinajicich glutaminem 174 a konci
glycinem 299. Vazebna doména pro CD63 je rozsahla a nachazi v n€kolika oddélenych

Castech fetézce ameloblastinu taktéz na C-konci. [32]

2.5 Stépeni ameloblastinu proteinazami

Cely nenastépeny ameloblastin nebyl doposud in vivo izolovan, a to diky faktu, Ze je
béhem procesu biomineralizace zubni skloviny Stépen proteindzami. A to konkrétné
metaloproteinazou-20 (MMP-20) a kalikreinem-4 (KLK4). Tyto proteinazy jsou stejné jako
ameloblastin exprimovany ameloblasty. MMP-20 je exprimovdna béhem sekre¢ni a Casné
maturacni faze ameloblastli. Béhem matura¢ni faze prochazi ameloblasty zménami jak
funk¢énimi, tak morfologickymi a zubni sklovina dosahuje pozadované Sifky. Oproti tomu
KLK4 je exprimovana pii prechodu sekre¢ni faze do faze maturacni a jeji sekrece pokracuje
po celou dobu matura¢ni faze ameloblasti. [25,26]

Pti Stépeni ameloblastinu se oddeli C-koncova a N-koncova ¢ast a vznika tada
St€pnych produktt. In vivo je ameloblastin $tépen MMP-20 za Asn31, GIn130, Argl70,
Ala222, Gly300, Arg319 a Ala342. Pti porovnani in vivo a in vitro $t€pnych mist se zjistilo,
ze in vitro $tépna mista jsou shodna s t€mi in vivo pouze ve tfech bodech, a to GInl130,
Argl70, Ala222. Produkty $tépeni se poté ukladaji v ruznych ¢astech vyvijejici se zubni
skloviny. [25,26]

Produkty stépeni pochazejici z N-koncové casti jsou stabilni a zahrnuji tseky
0 velikostech 17 kDa, 15 kDa a 13 kDa. Tyto produkty $tépeni se poté vyskytuji v plastovém
prostoru skloviny u piechodu prizmatické a aprizmatické skloviny. Produkty stépeni z C-
koncové ¢asti zahrnuji tiseky obsahujici doménu vazajici vapnik. Tyto produkty maji velikosti
27 a 29 kDa. Maji vsak kyselou povahu a jsou z vétsi ¢asti degradovany. Jejich kratkodoby
vyskyt je situovan v blizkosti sekretujicich ameloblastii a v méné zralych oblastech zubni

skloviny jako je jeji povrch, kde se koncentruji a vytvaii tyce. [12,14,25,26,27]
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2.6 Ameloblastin a vyvoj kosti

Ukazalo se, ze je ameloblastin také sekretovan osteoblasty a cementoblasty. Nacez
bylo nedavno prokazano, ze se ameloblastin podili na reparacich a vyvoji kosti, a ze je také
pfitomen jiz b&hem embryogeneze v ranych pocatcich kosti a extracelularni matrix
chrupavek. Pivodné se myslelo, Ze je ameloblastin exprimovam pouze ameloblasty, ale studie
s vyuzitim RT-PCR ukazaly ptitomnost mRNA ameloblastinu v lidskych mezenchymalnich
kmenovych burikach, primarnich osteoblastech, chondrocytech, jiz zminénych osteoklastech
a cementoblastech, a také v bunkach nesoucich znak CD34. Tyto bunky nesouci povrchovy
znak CD34 jsou hematopoetické a mohou se diferencovat i do osteoblastu a prekurzort
osteoklastd. To naznacuje, Ze ameloblastin spole¢né s dal$imi proteiny hraje dtlezitou roli
nejen pii tvorbé zubni skloviny, ale také pii vyvoji a reparaci kosti. Exprese ameloblastinu
byla téz zjisténa v ranych odontoblastech pii reparacich dentinu spusténych traumatickou
zmeénou a také v bunkach podobnym osteoblastiim, ptfi ranych fazich tvorby kostni tkané.
Ameloblastin je exprimovam béhem pokracujiciho vyvoje, ristu a remodela¢nich procest
kosti. Ke konci téchto procesii jeho exprese klesa a ve zralé kosti jiz neni detekovatelny. Jak
in vitro, tak in vivo, a to na mySich modelech bylo potvrzeno, Zze ameloblastin indukuje
regeneraci tvrdych tkani, a to tim mechanizmem, ze v misté reparace ovliviluje rist
a diferenciaci mezenchymalnich bunék. Nicméné role ameloblastinu v procesech tvorby
aopravy kosti neni zcela zndma. Nelze tedy vyloucit, ze defekty v genu kddujicim
ameloblastin, maji spojitost s dédicnymi onemocnénimi kosti, jako je tomu napiiklad
amelogenesis imperfecta. [34]

Ukazalo se, Zze ameloblastin také reguluje miru exprese transkripéniho faktoru Msx2.
Timto zptisobem ameloblastin ovliviiuje rast a vyvoj craniofacialnich kosti a lebecnich Svi.
Msx2 je protein, ktery reguluje aktivitu gent, jeZ jsou zodpovédné za rust a déleni bungk,
diferenciaci a prezivani bunck. Je soucasti BMP (bone morphogenic protein pathway)
signalizacni drahy a je dilezity pro vyvoj lebe€nich kosti. Pfitomnost ameloblastinu byla
v mysich modelech prokazana v lebeénich kostech a tvrdé plené mozkové jak metodou RT-
PCR tak i Westernblot a také imunochemicky. Mira exprese ameloblastinu v téchto kostech je
vSak niz8i v porovnani s vyvijejici se zubni sklovinou. To naznacuje, Ze ameloblastin nefidi
vyvoj kosti stejné jako je tomu u zubni skloviny, kde pfimo reguluje rist krystall, nybrz
nepiimo, jako signalni molekula plisobici na expresi transkripénich faktori a signalni drahy
extracelularni matrix. To potvrdily i studie, pfi nichz méla rozdilna koncentrace ameloblastinu

vliv na chovani bun€k, véetné proliferace a mineralizace. Pfi pokusech na transgennich
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mysich byl pouzit lidsky promotor Keratin 14 pro overexpresi ameloblastinu v osteoblastech
lebecnich kosti a mezenchymalnich bunék lebe¢nich svii. U téchto mysi byly poté pozorovany
poruchy vyvoje lebe€nich kosti a lebeCnich $vii, a to v podobé ztenceni kosti S opozdénym
nebo neuzavienim lebecnich §vi. To je zptisobeno snizenim proliferace mezenchymalnich
buné€k lebecnich §vii, snizenim hladiny proliferacniho markeru cyklinu D1 a snizenim hladiny
transkripéniho faktoru Msx2. Je to dano tim, Ze nadmérna exprese ameloblastinu ma inhibi¢ni
vliv na buiiky. Tyto inhibi¢ni vlastnosti jsou zplisobeny zvySenim hladiny inhibitori bunécné

proliferace, jakymi jsou proteiny p21 a p27. [35,36]

2.7 Vyvoj zubi

Vyvoj zubni skloviny je regulovan sekvenéni a reciprocni interakci mezi
mezenchymem odvozenym z neurdlniho hiebene a oralnim ektodermem. Bazalni membrana
mezi mezenchymalnimi a epitelidlnimi bunfikami hraje kliCovou roli v indukci a udrZeni
odlisnych bunéénych fenotypt. Tato bazalni membrana je sloZena z lamininu, kolagenu typu
IV, perlekanu a nidogenu. Zubni sklovinu vytvaieji ameloblasty, které jsou odvozené z bunék
zubniho epitelu. Ameloblasty béhem svého zivota prochazeji n€kolika stadii. Podle téchto
stadii je rozdélen i1 proces amelogeneze. Jsou to stadia presekrecni, sekrecni a maturacni
stadium. [12,37,38]

Béhem  presekre¢niho vznikaji  ze  zubniho  epitelu  preameloblasty
a z mezenchymalnich bun¢k preodontoblasty. Déle v tomto stadiu zanikd bazalni membrana
oddélujici preameloblasty a preodontoblasty. Zanikla bazalni membrana je nahrazena matrix
zubni skloviny. Preameloblasty se polarizuji a pfipravuji se na sekre¢ni fazi. [12,37,38]

V sekre¢ni fazi se preameloblasty diferencuji v zralé ameloblasty. Ameloblasty pak
produkuji proteiny zubni skloviny. Nejvice zastoupenym produktem ameloblasti je
ameloblastin a enamelin. Enamelin je nejvétsi z téchto proteind. Vlivem produkce
ameloblastl roste tloustka sklovinové matrix a za¢ind dochazet k ¢astecné mineralizaci, kdy
produkované proteiny slouzi jako scaffold pro krystaly hydroxyapatitu. [12,37,38]

V maturaéni fazi dochdzi k mineralizaci sklovinové matrix a tvorbé zubni skloviny.
Proteiny zubni matrix jsou $tépeny MMP-20 a KLK-4 proteinazami. Ameloblasty sekretuji
do sklovinové matrix znaéné mnozstvi vapenatych a fosfatovych iontd, ¢imz napomahaji

mineralizaci. [12,37,38]
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2.8 Produkce a zkoumani lidského ameloblastinu

K analyze struktury a funkci lidského ameloblastinu bylo zapotiebi vyrobit tento
protein. Prvnimi pokusy o charakterizaci lidského ameloblastinu, a tedy i jeho produkci
zahgjila skupina kolem TomaSe Walda. Tato skupina publikovala v roce 2011 Cclanek
v Casopise European Journal of Oral Sciences s nazvem Biophysical characterization of
recombinant human ameloblastin, kde popisovali ptipravu a analyzu tohoto proteinu. Prvné
bylo nutné zvolit expresni systém. Tim se stala bakterie E. coli BL21 (ADE3), ktera byla
transformovéana vektorem pET28b obsahujici gen pro ameloblastin. O dva roky pozd¢ji tato
skupina vyvinula metodu purifikace ameloblastinu, diky které ziskali protein o velké Cistoté
a také mnoZstvi postacujicim pro strukturni analyzu tohoto proteinu a jeho mutantd. Produkce

byla opét provadéna v expresnim systému E. coli BL21 (ADE3). [14,27]
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3 CiLE DIPLOMOVE PRACE

31Ci1

Cilem diplomové prace byla piiprava rekombinantniho ameloblastinu divokého typu
v expresnim systému E. coli a jeho nasledna purifikace podle protokolu publikovaného

Vv ¢lanku Wald et al. (2013), ktery byl obménén.

3.2Cil2

DalSim cilem diplomové prace byla amplifikace genu pro ameloblastin a jeho dvou
mutanti AMBN c-terminalni ¢ast a AMBN A5 z vektort pET28b-Trx-AMBN, pET28b-Trx-
AMBN, pET28b-Trx-AMBNAS, jejich nasledné pieklonovani do vektoru pYEX-BX
prostfednictvim In-Fusion cloning, exprese v kvasinkovém expresnim systému a nasledna

purifikace.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Chemikalie, pristrojové a dalSi vybaveni

4.1.1 Chemikalie

2-merkaptoethanol

Akrylamid (Sigma-Aldrich, USA)
Agaroza (Sigma-Aldrich)

Ampicilin (Sigma-Aldrich)

Bromfenolova modi (Penta)

Comassie Briliant Blue

Dithiotreitol (DTT)

Dodecylsiran sodny (SDS)

Dusi¢nan sttibrny

Ethylalkohol (Lach-ner, Ceska republika)
Formaldehyd (Penta, Cesk4 repiblika)
Fosfore¢nan sodny (Sigma-Aldrich, USA)
Glycerol (Penta, Ceské republika)

Glycin (Sigma-Aldrich, USA)

Hovézi sérovy albumin (BSA)
Hydrogenfosfore¢nan draselny

Hydroxid sodny (Penta, Ceské republika)
Chlorid amonny

Chlorid sodny (Lach-ner, Ceska republika)
Kvasnicovy extrakt (Fluka, Svicarsko)
Imidazol

IPTG (Sigma-Aldrich, USA)

Kanamycin (Sigma-Aldrich)

Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA)
Kyselina fosforecna

Kyselina chlorovodikové (Penta, Ceska republika)

Kyselina octova (Penta, Ceska republika)
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MIéko susené

Mogovina (Lach-ner, Ceska republika)

Methylalkohol

Peroxodisiran amonny (APS) (Sigma-Aldrich, USA)

Ponceau S

Siran nikelnaty hexahydrat

Tetramethylethylenediamin (TEMED) (Sigma-Aldrich, USA)
Thiaminhydrochlorid

Thiosiran sodny

Trishydroxymethylaminomethan (Tris) (Sigma-Aldrich, USA)
Triton 100X

Uhlic¢itan sodny (Sigma-Aldrich, USA)

4.1.2 Pristroje

analytické vahy (KERN)

centrifuga (Hettich Mikro 20)

centrifuga (Hermle Z383K)

centrifuga (Sorvall LYNX 6000, Thermo Fisher Scientific)

pH metr (FiveEasy Mettler Toledo)

sonikator (UP50H, Hielscher)

inkubator (Inculine,VWR)

ttepacka (Enviromental Shaker-Incubator ES-20/60, Biosan)

vortex (Heidolph)

spektrofotometr Nano-MD PDA UV-VIS Bio Spektrofotometr (Scinco)

termocyklér pro PCR T-personal (Biometra)

UV prohlizecka gela (Vilber Lourmat)

kamera (ChemiDoc™ MP System, BioRad)

vortex (Heidolph)

zdroj napéti pro elektroforézu bio rad powerpac 3000

zdroj napéti pro elektroforézu (EC 250-90)

mikrovinna trouba (LG)

blotovaci zafizeni (Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell, Bio Rad)
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termostat (SBH 200D)

4.1.3 Pouzité sady
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel)

Zyppy™ Plasmid Minioreo Kit (ZYMO RESEARCH)
Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad)

4.1.4 Ostatni material

Jednorazovy plastovy laboratorni material (pipetovaci Spicky, mikrozkumavky, rukavice,
bakteriologické misky, zkumavky, mikrotitracni desticky, L-hokejky)

Laboratorni sklo

Pipety (Eppendorf)

Elektroforéticky set (Mini-PROTEAN Tetra Cell, Bio Rad)

Dialyza¢ni membrana (Por Biotech)

TEV protedza (Tobacco Etch Virus proteaza)

PVDF (Polyvinyliden difluoridova) membréana (Milipore)

Ni-NTA (NiklI-Nitrilotrioctova kyselina) Agardza (Qiagen)

Vektor pET28b-Trx-AMBN (Dar od Ing. Radima Osicky, Ph.D. z Mikrobiologického tstavu
Akademie véd Ceské republiky)

Kanamycin sulfat (Sigma-Aldrich)

Protilatky primarni: mice anti-His-Tag

Protilatky sekundarni: anti mice IgG znacené¢ HRP

Proteinovy standard (vlastni vyroby UOCHAB)

4.1.5 Pouzity bunécény material
Kompetentni bunky E. coli BL21 (DE3)
Kompetentni buiky E. coli DH5a

4.2 Pufry a roztoky

4.2.1 Purifikace proteinu
Promyvaci puft I:
-50mM Tris (pH=7,4), 150mM NaCl, 5mM EDTA
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TN-Promyvaci pufr I1:

-50mM Tris (pH=7,4), 250mM NaCl, 2M mocovina
TN-ekvilibra¢ni puft:

-50mM Tris, 250mM NaCl, 2M mocovina, 5mM imidazol
TN-elucni pufi:

-50mM Tris, 250mM NaCl, 2M mocovina, 600mM imidazol

4.2.2 Prace s DNA
Emerald Master Mix (TaKaRa)

PPP Master Mix (Top-Bio)
Marker 155-970 (Top-Bio)
Marker 1Kb Ladder (Sigma-Aldrich)
PCR H20 (Top-Bio)
Restrikéni Stépeni

EcoRlI (TaKaRa)

10X H Buffer (TaKaRa)
BamHI (TaKaRa)

10X K Buffer (TaKaRa)

10X Loading Buffer (TaKaRa)
In-Fusion cloning

5X In-Fusion® HD Enzyme Premix

4.2.3 Regenerace Ni-NTA

Regeneracni pufr

-6M Guanidin hydrochlorid, 0,2M kyselina octova
Promyvani roztok

- 0,AM kyselina octova; 30% ethanol
Nabiti kolony

-0,1M NiSO4 nebo 0,1M NiCl,

4.2.4 Agarézova elektroforéza
10X TBE Buffer

-108 g Tris, 55 g kys. borité v 900 ml H,O, 8 ml 0,5M Na,EDTA (pH=8,0),
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doplnit objemna 1 |
1X TBE Buffer
-10,8 g Tris, 5,5 g kys. borité v 900 ml H,0, 4 ml 0,5M Na,EDTA
(pH=8,0), doplnit objem na 1 |
Ethidium bromid 10 mg/ml (Top-Bio)

4.2.5 SDS PAGE

SDS elektrodovy pufr
-2 mM Tris, 192mM gylcin, 0,1% SDS

SDS vzorkovaci pufr
-0,5M Tris-HCI (pH=6,8), 80% glycerol, -merkaptoethanol, 10% SDS, 0,1%
bromfenolova modr.

Roztok pro délici gel
-30% akrylamid/bisakrylamid mix, 1,5M Tris-HCI pH=8,8, 10% SDS, 10%
peroxodisiran amonny, TEMED

Roztok pro zaostfovaci gel
-30% akrylamid/ bisakrylamid mix, 1M Tris-HCI pH=6,8, 10% SDS, 10%

peroxodisiran amonny, TEMED

4.2.6 Silver stain
Roztok 1

-50% methanol, 12% kyselina octova, 0,5 ml 37% formaldehydu
Roztok 2/10

-50% methanol
Roztok 3

- NaS;03 .5 H,0 0,2 g/l
Roztok 5

- AgNO3 2 g/l, 0,75 ml 37% formaldehydu
Roztok 7

- Na,COs; 60 g, NaS,03 . 5 H,O 4 mg/l, 0,5 ml 37% formaldehydu
Roztok 9

-50% methanol, 12% kyselina octova
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4.2.7 Western blot
Transférovy pufr 10X
- Glycin 29,3 g, Tris 58,1 g, SDS 3,7 g a dopIlnéno vodou na objem 1 litru
TBS pufr
-20mM Tris/Cl (pH=7,5), 150mM NacCl
Blokovaci pufr
- TBS pufr, 5% susené odtu¢néné mléko, 0,1% Triton
Protilatkovy pufr
- TBS puft, 2% suSené odtucnéné mléko, 0,1% Triton
Promyvaci pufr
- TBS pufr, 0,1% Triton
Substratovy roztok
- Super Signal Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad): 1,5 ml roztoku A a 1,5 ml
roztoku B
0,5% Ponceau S

-0,5% Ponceau S, 1 ml kyseliny octové, doplnéno destilovanou vodou na objem 100

ml

4.2.8 Dialyza
Dialyzac¢ni pufr pro TEV proteazu
-2M mocovina, 150mM NaCl, 50mM Tris-Cl pH 8.0, ImM DTT, 0.5mM EDTA

4.2.9 Méreni koncentrace proteini

Cinidlo dle Bradfordové
-70 mg Comasie Blue G250, 50ml 95% etanolu (UV), 100ml 85% kyseliny
fosfore¢né, doplnit vodou (HPLC) na objem 1 |

4.3 Média

MDO médium
- Yeast extract 20g, Glycerol 20g, KH,PO, 1g, K;HPO, 3g, NH,CI 2g, NaSO, 0,59,
Thiaminhydrochlorid 0,01 g, doplnéno H,O na 1000ml

LB (Luria-Bertani) médium

-20 g LB média= trypton 10 g/, kvasnicovy extrakt 5 g/l, NaCl 5 g/I, dopInéno H,O
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na 1000 ml
LB agar s kanamycinem/ampicilinem

-50 mg/ml kanamycin/ampicilin

4.4 Metodika

4.4.1 Pouzité vektory

Vektory pro piipravu ameloblastinu wild-type (AMBN wt), ¢ terminalni ¢asti (AMBN
c-term) a ameloblastinu bez exonu 5 (AMBN AS5) byly poskytnuty Ing. Radimem Osickou
Ph.D. z mikrobiologického ustavu Akademie véd CR. Vychazi z plazmidu pET28Db,
do kterého byl vlozen insert nesouci gen zajmu pro jednotlivé typy ameloblastinu, ktery byl
zbaven signalniho peptidu a opatien na obou koncich histidinovou kotvou (His-tag). N-konec
byl opatfen dvojitou histidinovou kotvou s thioredoxinem (Trx) a za né byla umisténa
specificka sekvence pro TEV protedzu. C-konec byl opatien jednou histidinovou kotvou. Pro
pozdéjsi odstranéni histidinovych kotev a thioredoxinu byly mezi né a ameloblastin vloZeny
sekvence, které specificky $tépi TEV proteaza. Jsou to vektory pET28b-Trx-AMBN, pET28b-
Trx-AMBN-Cterm a pET28b-Trx-AMBNA5

Obrazek 4: Schéma konstruktu vloZeného do vektoru pET28b. Pievzato z [27]

Pro produkci ameloblastinu v expresnim systém Saccharomyces nam byl poskytnut

vektor pYEX-BX od firmy Clontech, obsahujici gen pro acyl-CoA desaturazu lisaje Manduca
sexta (liSaj tabakovy) od Dr. Alese Bucka. Vektor mél byt zbaven genu pro desaturazu z liSaje

a miSto néj mel byt vloZzen gen pro ameloblastin.
4.4.2 Exprese AMBN v E. coli

4.4.2.1 Transformace bunék

Suspenze kompetentnich bun¢k E. coli BL21 (DE3) byla vyjmuta z mrazaku, kde se
bunky uchovavaji pti -80 °C, a vloZena do termoboxu s ledem. Poté byly k buitkdm ptidany 2-
3 pl vektoru pET28b-Trx-AMBN o0 koncentraci 214 ng/ul. Nasledovala 60 minutova
inkubace bun€k na ledu. Po inkubaci byly burky vystaveny teplotnimu Soku pii 42 °C po

dobu 2 minut a opét umistény na led. Nasledné byl k buné¢éné suspenzi ptidan 1 ml sterilniho
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LB média a nasledovala 60 minutova inkubace v termostatu pii 37°C. Po inkubaci bylo 120-
140 ul této suspenze rozockovano pomoci L-hokejky na Petrino misky s LB agarem
a Kanamycinem o koncentraci 50 mg/l. Zaockované misky byly umistény do termostatu

a kultivovany do druhého dne pti 37°C.

4.4.2.2 Exprese AMBN

Druhy den byly narostlé kolonie pouzity k zaockovani tekutého media. 2-3 mi
sterilniho LB média byly naneseny na misky a narostlé kolonie byly pomoci L-hokejky
rozmichdny v LB médiu. Vysledna suspenze byla rozdélena do Erlenmayerovych ban¢k s 200
ml MDO nebo LB média s Kanamycinem o koncentraci 50 mg/1. Nasledovala kultivace a rust
bunék v ttepacce pii 37 °C do dosazeni optické denzity 0,5 pii 600 nm (OD600). Poté byl
ptidan 1M IPTG pro spusténi produkce proteinu. IPTG bylo pfidano tolik, aby v médiu byla
dosazena koncentrace 0,1 mM. Poté nasledovala inkubace 4 hodiny pii 37°C. Po inkubaci
byla bunéna suspenze zcentrifugovana pii 4500 g po dobu 10 minut. Po odstranéni

supernatantu byla buné¢né suspenze uchovana v mrazéku pii -20°C.

4.4.2.3 Dezintegrace bunék

Ziskané buriky byly vyjmuty z mrazaku, 2X promyty promyvacim pufrem I (25 ml
na jednu kyvetu) a centrifugovany 4500 g po dobu 10 minut. Poté byly bunky
resuspendovany v TN-promyvacim pufru (12 ml na jednu kyvetu) a slity do 50 ml kadinky.
Obsah kadinky byl umistén do termoboxu s ledem dezintegrovdn pomoci sonikatoru.
Sonikace probihala 4x po dobu 1 minuty. Nasledné byla suspenze ptelita do kyvety
a centrifugovana pii 20 000 g po dobu 30 minut.

4.4.3 Afinitni chromatografie

4.4.3.1 Kolonova afinitni chromatografie

Kolonova afinitni chromatografie byla provadéna s kolonkou Ni-NTA agardza His-
Trap, nizkotlakym kapalinovym chromatografem Biologic od firmi Rio-Rad a UV/VIS
detektorem. VSechny pouZivané roztoky byly pfipravovany z deionizované vody a nasledné
odvzdusnény. Nejprve byl nastaven na chromatografu nejvyssi pritok kapaliny 1,75 ml/min
apoté byla kolonka promyta deionizovanou vodou. Nésledovala ekvilibrace TN-
ekvilibra¢nim pufrem, dokud se neustalila hodnota absorbance. Méfeno bylo pii 280 nm.
Mezitim byla promyta i davkovaci smycka. Nejprve byla 3x promyta deionizovanou vodou
a poté 3x TN-ekvilibracnim pufrem. Do smycky byly nadavkovany 4 ml vzorku. Vzorek byl

pfed davkovanim jest¢ dodate¢né zcentrifugovam pii 13 000 g po dobu 10 minut. Pred
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nadavkovanim vzorku na kolonu byl snizen priitok mobilni faze na 1 ml/min. Otocenim 6-ti
cestného ventilu do polohy otevieno doslo k nadavkovani vzorku na kolonu. Po nadavkovani
prudce narostla hodnota absorbance diky balastnim proteinim ve vzorku, které se nenavazaly
na kolonu. Davkovani probihalo do ustaleni hladiny absorbance na piivodni hodnotu. Poté byl
cely systém promyt TN-ekvilibraénim pufrem. Po promyti nasledovala eluce proteinti

Z kolony pomoci TN-elu¢niho pufru obsahujiciho vysokou koncentraci imidazolu.

4.4.3.1.1 Skokova eluce

TN-ekvilibra¢ni pufr byl vyménén za TN-eluéni purf a pritok byl nastaven na 1,75
ml/min. Pfi priichodu elu¢niho pufru kolonou byl uvolnén navézany protein vlivem vyssi
vazebné afinity imidazolu k Ni-NTA. To se projevilo nartistem absorbance. Jakmile
absorbance dosihla maxima, byly z kolony jimany eluc¢ni frakce do pfipravenych 1,5 ml

mikrozkumavek. Nasbirano bylo 10-12 frakci.

4.4.3.1.2 Gradientova eluce

Na pritokovém chromatografu byl nastaven program, ktery ve vymezeném case ménil
sloZzeni mobilni faze z 100% TN-ekvilibra¢niho pufru a 0% TN-elu¢niho pufru na 0% TN-
ekvilibraéniho pufru a 100% TN-elu¢niho pufru. Opét dochazelo k uvoliovani navdzaného
proteinu a vzestupu absorbance. Stejn¢ jako v piipad¢ skokové eluce bylo jimano 10-12 frakci

pii vzestupu absorbance do pifedem piipravenych 1,5 ml mikrozkumavek.

4.4.3.1.3 Promyti kolony

Po provedeni chromatografie bylo nutné¢ kolonu promyt a zakonzervovat. Promyti
kolony pfi maximalnim pratoku mobilni faze 1,75 ml/min probihalo promytim deionizovanou
vodou, nasledn¢ 0,1M kyselinou octovou, opét deionizovanou vodou a na zavér 30%

ethanolem.

4.4.3.1.4 Regenerace kolony

Pro regeneraci Ni-NTA v kolon¢ byla kolona pii maximalnim pratoku mobilni faze
1,75 ml/min promyvana stripovacim roztokem, TN-ekvilibracnim pufrem a deionizovanou
vodou po dobu 30 minut. Nasledné byla Ni-NTA aktivovana promyvanim roztokem 0,1M
NiSO4 dokud se neustalila konduktometricka kiivka. Na zavér byl systém promyvan 15 minut

deionizovanou vodou.
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4.4.3.2 Vsadkové usporadani

Do 50 ml zkumavky byly napipetovany 2 ml Cisté Ni-NTA agardzy. Nasledn¢ byla Ni-
NTA agar6za promyta destilovanou vodou a TN-ekvilibracnim pufrem. Poté byl na agarézu
nadavkovan vzorek a ponechdn kontrolni vzorek pivodniho vzorku. Oddéleni Ni-NTA
agarozy od roztoku bylo provadéno dekantaci, nebo kratkym sto¢enim na centrifuze pii
3000 g po dobu 5 minut. Poté byl supernatant slit a oznac¢en jako vazebna frakce. Nasledn¢
byla Ni-NTA agar6éza 3x promyta TN-ekvilibraénim pufrem. Supernatant byl vzdy slit
a oznacen jako promyti 1-3. Poté byla zahajena eluce pomoci TN-elucniho pufru, kdy byla
Ni-NTA agaroza 3x prevrstvena timto pufrem. Supernatant byl opét slit a oznacen jako eluce

1-3. Nakonec bylo odebrano 5 ul Ni-NTA agarozy a oznaceno jako stacionarni faze.

4.4.3.2.1 Vsadkové usporadani se Stépenim na Ni-NTA agaréze

Postup probihal stejné jako v piedchozi kapitole, jen s drobnéjSimi upravami. Misto
TN-ekvilibracniho pufru byl pouzivan pufr dialyzaéni pro TEV protedzu. Mezi kroky promyti
a cluce byl zatazen jeSté jeden krok, pii kterém bylo napipetovano na Ni-NTA 6 ml
dialyza¢niho pufru pro TEV protedzu a ptidana TEV proteaza. Poté byla zkumavka umisténa
na rotator a zde se nechala inkubovat pti pokojové teploté 16 hodin. Nasledné byl odebran
supernatant, ktery mél obsahovat ameloblastin zbaveny histidinovych kotev. Poté se

pokracovalo v elu¢nich krocich.

4.4.3.2.2 Regenerace Ni-NTA agarézy

Ni-NTA agaréza v 50 ml zkumavce byla 2x pievrstvena regeneraénim pufrem, 5x
promyta destilovanou vodou a 3x 2% roztokem SDS. Nasledné¢ byla kolona promyta zvysujici
se koncentraci etanolu 25%, 50%, 75%, 100%, 75%, 50%, 25%. Poté 1x promyta
destilovanou vodou. Kolona pak byla ptevrstvena 5x roztokem 100mM EDTA o pH=8,0 a
opét promyta destilovanou vodou. Pro nabiti kolony byla 2x pfevrstvena roztokem
obsahujicim Ni**, 100 mM NiSO,. Poté opét 2x promyta destilovanou vodou a 2x

regenera¢nim pufrem.

4.4.3.3 SDS-PAGE

Pro elektroforézu byla vyuzivana souprava Mini-PROTEAN Tetra Cell. Pro pfipravu
déliciho gelu byla nejprve ocisténa skla etanolem. Poté bylo na podloZni sklo ptiklopeno kryci
sklicko a skla byla umisténa do drzaku. Tento komplet byl nasledné¢ uchycen v nastavci
a podlozen gumovou houbickou proti proteceni. Nasledné byl v kadince ptfipraven 15% délici

gel a ten byl napipetovan mezi skla zhruba do 80% objemu a pievrstven destilovanou vodou
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pro zajisténi rovnosti gelu. Po ztuhnuti byla destilovand voda vysata filtracnim papirem
a Vv kadince byl pripraven 5% zaostfovaci gel. Ten byl napipetovan do zbytku objemu mezi
skly. Nasledné byl do néj vlozen hiebinek pro vytvotfeni jamek pro vzorky. Skla byla poté
vyjmuta z drzaku a umisténa do elektroforetické cely. Ta byla umisténa do elektroforetické

vany naplnéné SDS elektrodovym pufrem po rysku a po ztuhnuti gelu byl vyjmut hi'ebinek.

Vzorky byly smichany s SDS vzorkovym pufrem v poméru 1:1 a vloZeny
do termostatu na 5 minut pfi 100°C. Nasledné¢ byly vzorky spoleéné se standardem
molekulovych hmotnosti naddvkovany do jamek v gelu. Vzorku se davkovalo maximalné
20 ul, standardu molekulovych hmotnosti byly davkovany 3 ul. Na elektroforetickou vanu byl
nasazen kryt a vana byla pfipojena ke zdroji napéti. Déleni probihalo za konstantniho napéti
200 V po dobu 45 minut.

Po elektroforéze byla odstranéna skla z gelu. Gel byl vlozen do plastové misky
a na stran¢ markeru byl odfiznut roh pro ureni orientace gelu. Nasledné byl gel barven dle

protokolu Silver stain.

Tabulka 3: Protokol pro barveni stfibrem

Roztok 1. Gel ponechan 1 hodinu

Roztok 2. Gel 3x 15 minut

Roztok 3. Gel 1 minuta, poté 3x promyt vodou

Roztok 5. Gel 20 minut, poté 3x promyt vodou

Roztok 7. Dokud neni gel obarven, poté 1x promyt vodou

Roztok 9. Dokud se barveni nezastavi

Roztok 10. Uchovani gelu

4.4.3.5 Western blot

Gel po SDS-PAGE byl vyjmut ze skel a vlozen do transférového pufru 1x, ktery byl
piipraven nafedénim 10 ml zasobniho pufru 970 ml H,O a 20 ml ethanolu. Nésledné byla
ustfizena PVDF membrana na rozméry gelu, promyta methanolem a transferovym pufrem.
Poté byla PVDF membrana poloZena na gel a z obou stran byly pfilozeny blotovaci papiry
namocené v transférovém pufru. Takto vzniklé uspotdddni (sandwitch) bylo vlozZeno
do blotovaciho zatizeni v pofadi: katoda, blotovaci papir, gel, PVDF membrana, blotovaci
papir a anoda. Poté bylo toto uspofadani (sandwitch) povaleno sklenénou zkumavkou pro
odstranéni bublinek. Po pfipojeni ke zdroji stejnosmérného napéti probihalo blotovani

35 minut za konstantniho napéti 15 V.

Po ukonceni blotovani byla PVDF membréana vyjmuta ze sandwitchového usporadani

a obarvena 0,5% roztokem Ponceau S. Po obarveni byly vystfizenim drobnych trojuhelniki
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vyznaceny prouzky proteinového standardu. Poté byla z membrany vodou omyta Ponceau S.
Nasledn¢ byla membrana zavatena do igelitového sacku a inkubovana s blokovacim pufrem
po dobu 1 hodiny na rotatoru. Poté byla membrana zatavena do nového igelitového sacku
spole¢né s 5 ml protilatkového pufru obsahujiciho primarni protilatky (mysi protilatky proti
His-kotv¢) v nafedéni 1:5000. Nasledovala inkubace pii 4°C pfes noc na rotatoru.

Po inkubaci byla PVDF membrana promyta promyvacim pufrem 2x5 minut v 80 ml
a nasledn¢ 15 minut v 20 ml. Poté byla membrana zatavena v plastovém sacku spole¢né s
4 ml protilatkového pufru obsahujici sekundarni protilatku (anti-mys$i protilditka znafena
kienovou peroxidazou). Poté byla provedena inkubace 2 hodiny na rotatoru. Po inkubaci byla
membrana promyta promyvacim pufrem 3x5 minut. Poté byl na membranu nanesen substrat,
1,5 ml roztoku A a 1,5 ml roztoku B (Super Signal Clarity Western ECL Substrate, BioRad).
Detekce probihala na ptistroji ChemiDocTM MP System.

4.4.3.6 Zahusténi proteint

Pro zahu$téni proteini byla pouzita ultrafiltrani membrdna Amicon umisténa
Vv plastové cele. Tato membrana méla hodnotu cut-off 30 kDa. Do cely s membranou byl nalit
vzorek a cela se umistila do prazdné 50 ml zkumavky a zajistila vickem. Zkumavka byla
umisténa do centrifugy a centrifugovana 10 min pii 3500 g. Zahustény protein byl poté

odpipetovan z cely a uchovan ve zkumavce.

4.4.3.7 Dialyza
Vzorky proteint byly dialyzovany v dialyza¢ni membrané s hodnotou cut-off 10-12
kDa. Dialyza probihala proti dialyzaénimu pufru pro TEV-proteazu a dialyza probihala ptes

noc pii 4°C.

4.4.3.8 Méreni koncentrace proteini metodou Bradfordové

Pro méfeni koncentrace proteinii bylo pozivano ¢inidlo dle Bradfordové. Cinidlo bylo
ptipraveno rozpusténim 70 mg Coomassie Blue G250 v 50 ml 95% ethanolu, 100 ml 85%
kyseliny fosforecné a doplnéno vodou pro HPLC na objem 1 litru. Toto ¢inidlo bylo poté
zfiltrovano pres filtra¢ni papir 0,45 pm a uchovavano v tmavé lahvi.

Pro vytvofeni kalibra¢ni fady byl pouZit zasobni roztok BSA o koncentraci 1 mg/ml.
Rozsah koncentraci kalibraéni fady byl 0,25 mg/ml; 0,125 mg/ml; 0,1 mg/ml; 0,05 mg/ml,
0,01 mg/ml a 0,005 mg/ml. Vzorky pro analyzu byly natedény 1x, 10x a 20x. Tato kalibra¢ni
fada spole¢né se vzorky a slepym vzorkem v podobé¢ destilované vody byla napipetovana na

96 jamkovou mikrotitracni desticku v mnozstvi 20 pl. VSe bylo provedeno v tripletech.
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Nasledné bylo pfidano ¢inidlo v mnozstvi 200 ul. Nasledovala 5-ti minutova inkubace na
svétle. Poté byla mikrotitracni desticka vlozena do ctecky a zmétfena absorbance pti 595 nm.

Vysledky byly vyhodnoceny pomoci Microsoft Excel.

4.4.3.9 Stépeni TEV proteizou
K vzorklim po dialyze proti dialyzacnimu pufru pro TEV-protedzu byla ptidana TEV-
protedza. Ta byla piidavana ke vzorkim v poméru 1:100. Stépeni probihalo pfes noc pfi

laboratorni teplot¢.

4.4.4 Exprese AMBN v kvasinkach

4.4.4.1 Priprava primeri

Na zéklad€ znalosti sekvence pro ameloblastin a sekvence pro MCS vektoru pYEX-
BX byly navrzeny primery pro pieklonovani AMBN z vektoru pET28b-Trx-AMBN
do vektoru pYEX-BX. Byly vytvotfeny 3 druhy primert. Prvni par byl vytvoien pro klonovani
prostrednictvim restrikéniho Stépeni vektoru pYEX-BX restrikéni endonukleazou BamHI.
Druhy par primerii byl vytvotfen pro klonovani prostfednictvim restrikéniho Stépeni pomoci
restrikénich endonukleaz BamHI a EcoRI, kdy forward primer zistal stejny jako
v predchozim ptipadé a byly vytvofeny dva reverse primery jeden mnou a druhy pani
doktorkou Heidingsfled pro restrikéni endonukleazu EcoRI. Tteti par primert byl navrzen
jako diagnosticky, kdy forward primer nasedal na sekvenci obsazenou v c-terminalni ¢asti
ameloblastinu a reverse primer nasedal na sekvenci za MCS vektoru pYEX-BX. Tyto primery
byly vyrobeny firmou Generi-Biotech a Sigma. Vytvoiené primery byly dodany
v mikrozkumavkach v krystalick¢é formé. Pro pouziti bylo nutné vytvofit zasobni roztok
primeri o koncentraci 0,1 mM ptidanim deionizované vody. Z tohoto zdsobniho roztoku byly

piipraveny pracovni roztoky o koncentraci 10uM.

4.4.4.2 PCR (Polymerase Chain Reaction)

Do PCR mikrozkumavky byla pfipravena reakéni smés o sloZzeni 20 ul PCR vody,
25 pl Emerald Amp Max PCR Master Mix (2X Premix), nebo PPP Master Mix Top-Bio, 2 pl
primerd (Forward a Reverse) a 1 ul templatové DNA o koncentraci 1410 ng/ul

Mikrozkumavka byla vlozena do termocykléru a byl nastaven PCR program.
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Tabulka 4:PCR program pro amplifikaci konstruktai AMBN

Denaturace 95°C | 60 s

Denaturace 98°C | 10 s

Annealing 62°C | 355 36X

Elongace 72°C 120's

Elongace 72°C 120's

Tabulka 5: PCR program pro diagnostické primery

Denaturace 95°C | 60 s

Denaturace 98°C | 10s

Annealing 52°C | 355 36X

Elongace 72°C 45s

Elongace 72°C 120's

4.4.4.3 Elektroforéza na agar6zovém gelu

Nejprve byla ptipravena elektroforeticka vana, do niz byla vlozena mensi vanicka
pro naliti gelu. Vanicka byla utésnéna gumickami a byl vlozen hiebinek, ktery vytvoftil jamky
pro nadavkovani vzorkl. Poté byl piipraven 1% agar6zovy gel, do kterého bylo ptidano 5,5 pl
ethidium bromidu. Gel byl nalit do vanicky s hiebinkem. Po ztuhnuti gelu byl hiebinek
vyjmut a vanic¢ka byla otoc¢ena ve sméru, aby jamky pro vzorky byly blize u katody. Nasledn¢
byla vana napInéna po rysku TBE 1x pufrem a do jamek byly nadavkovany vzorky po 20 ul
a marker po 5 pl. Na vanu byl umistén kryt s pfipojenim ke zdroji napéti. Elektroforéza
probihala 45 minut pii konstantnim napéti 120 V. Po separaci byl gel vyjmut a vlozen

do prohlizece gelt, kde byl osvicen UV svétlem pro detekei.

4.4.4.4 Extrakce DNA z agarozy

V prohlizec¢i geld byly z gelu pomoci kovové $pachtle vytiznuty prouzky, které svou
velikosti odpovidaly pozadovanému produktu. Tyto vzorky agarézy byly vlozeny
do mikrozkumavek. Pro separaci DNA byla pouzita souprava NucleoSpinR Gel and PCR
Clean-up od firmy MACHEREY-NAGEL. Pro vyizolovani DNA se postupovadlo dle navodu

dodaného vyrobcem.
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4.4.4.5 Méreni koncentrace DNA
Meéteni koncentrace DNA probihalo na spektrofotometru Nano-MD PDA UV-VIS
Bio. Pro méfeni byla pouzita nano-kyveta 0,5 mm. Pro méfeni se davkovaly 3 pul vzorku a 3

ul sterilni destilované vody jako slepého vzorku. Méteni probihalo pti 260 nm.

4.4.4.6 Stépeni vektoru pYEX-BX

Stépeni vektoru probiha ve sterilni mikrozkumavce pies noc pfi 37°C.
Do mikrozkumavky byl napipetovan vektor pYEX-BX, aby jeho koncentrace doséahla
maximalné 1 pg. Déle do reakce byl pfidan 1 ul enzymu BamHI, 1 pl enzymu EcoRlI, 2 pl
10X H pufru a doplnéno destilovanou vodou na celkovy objem 20 pl. Pro kontrolu s§tépeni

vektoru byla provedena elektroforéza na agar6zovém gelu.

4.4.4.7 In-Fusion cloning

Pro In-Fusion cloning reakci byly napipetovany do sterilni mikrozkumavky 2 pl 5X
In-Fusion HD Enzyme Premixu, tolik pl inzertu (vyizolovana DNA ameloblastinu po PCR),
aby jeho koncentrace byla v rozmezi 50-100 ng a tolik ul linearizovaného vektoru pYEX-BX,
aby jeho koncentrace dosahla 50-100 ng. To vSe bylo doplnéno sterilni deionizovanou vodou
na celkovy objem 10 pl. Tato reakéni smés byla inkubovana 5 minut v 37°C. Poté probihala
druha inkubace pti 50°C po dobu 15 minut. Schéma In-Fusion reakce je uvedeno na obrazku

5.
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Obrazek 5: Schéma In-Fusion reakce. Prevzato z: [39]
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4.4.4.8 Transforamce bunék E. coli DH5a

Bunky E. coli DH5a, které se pouzivaji pro namnozeni vektorové DNA, byly
transformovany reak¢éni smés z In-Fusion cloning reakce. Exprese v téchto buikach neni
moznd z divodu chybéjici T7 polymerazy. Transformace byla provedena podle protokolu pro
transformaci bunék E. coli BL21 (DE3) viz kapitola Exprese AMBN v E. coli. Jedinym

rozdilem je selekéni marker, kterym je u vektoru pYEX-BX rezistence proti ampicilinu.

4.4.4.9 Ziskani plazmidové DNA

Pro ziskani plazmidové DNA byla pouZita souprava ZyppyTM Plasmid Miniprep Kit.
Vychozim vzorkem byly buiiky transformované vektorem pYEX-BX, kdy kolonie narostlé
na plotnach s ampicilinem byly pomoci paratka setieny a zaoCkovany na dal$i plotnu
S Ampicilinem a paratko se zbytkem bun€k bylo vloZeno do zkumavky se 4 ml tekutého LB
média obohaceného o Ampicilin. Kultivace probihala na tfepacce pii 30°C do druhého dne.
Poté byly bunky centrifugovany v mikrozkumavkach 60 s pti 11 000 g a bun&cna peleta byla
dale zpracovdna. Postupovano bylo dle navodu poskytnutého dodavatelem s obménou

Vv prvnim kroku daného protokolu, kdy byla pouZivana varianta 1D.
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4.4.4.10 Sekvenace
Sekvenovany byly vektory pYEX-BX ziskané z transformovanych kolonii.
Pro sekvenaci bylo dtlezité, aby ziskany vektor mél koncentraci vyssi jak 20 ng/ul a Cistotu

Ras0280 = 1,8. Sekvenace byla provedena firmou GATC Biotech.

4.4.4.11 Software

Vysledny chromatogram ze sekvenovani byl prohlizen a ¢ten v programu Chromas

Lite 2.1 (Technelesium Pty Ltd).

4.4.4.12 Webové databaze a nastroje

Pro porovnavani sekvenci ziskanych ze sekvenovani probihalo pomoci online software
MultAlin (Corpet F. 1988, http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/)

K vyhledavani a urceni vysledkt ze sekvenovani byla pouzita online databaze NCBI

(http://mww.ncbi.nlm.nih.gov)
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Priprava rekombinantniho ameloblastinu v expresnim systému E. coli

5.1.1 Transformace bunék E. coli Bl 21 (DE3), exprese proteinu a dezintegrace
bunééného materialu

Transformace, exprese proteinu a dezintegrace probihala ptfesné¢ podle pokynu
uvedenych vySe. Transformace bun¢k byly uspésné. E. coli BL21 (DE3) narostly ve velkém
poctu na vSech zaockovanych plotnach s LB+KAN. Nartst do pozadované bunééné denzity
probéhl v rozmezi 3-4 hodin a poté byla spusténa exprese proteinu pridanim IPTG. Sklizen

bunék 1 jejich naslednd dezintegrace probihala bez potizi.
5.1.2 Afinitni chromatografie

5.1.2.1 Optimalizace Afinitni chromatografie

5.1.2.1.1 Kolonové uspoiadani se skokovou eluci

Prvnim purifikaénim krokem byla afinitni chromatografie pro separaci proteinu
pomoci vazby His kotvy na Ni-NTA agar6zu. Prvné byla pouzita afinitni chromatografie
V kolonovém uspotadani se skokovou eluci, jak je popsano vyse. Po analyze elu¢nich frakci
pomoci SDS PAGE se doslo k zavéru, ze tento druh ¢isténi proteinti neni dost uc¢inny. Mimo
proteinu zajmu bylo v eluénich frakcich pfitomno i spousty balastnich proteini. Mimo to je
tento druh afinitni chromatografic naro¢ny na spotfebu pufrd, a proto bylo ptikroceno k

modifikaci.

5.1.2.1.2 Kolonové uspoiadani s gradientovou eluci

Prvni modifikace spocivala v zavedeni gradientové eluce. Postupovano bylo dle
pokynil vySe uvedenych. Po analyze elu¢nich frakci pomoci SDS PAGE se doSlo k zavéru,
7e tato modifikace afinitni chromatografie poskytuje €istsi produkt, a i spotieba pufrii je nizsi.
Nicméné jako velka nevyhoda se ukazala ¢asova narocnost a malé mnozstvi vzorku, které lze
najednou zpracovat (4 ml), jez bylo dano pouzitim nizkotlakého kapalinového chromatografu

BioLogic. Proto bylo ptikroc¢eno k dalsi modifikaci afinitni chromatografie.

5.1.2.1.3 Vsadkové usporadani se skokovou eluci

Dalsim krokem bylo zavedeni vsadkové afinitni chromatografie. Postupovano bylo dle
pokynil uvedenych vyse. Po analyze vSech frakci prostfednictvim SDS PAGE se vsadkové
uspoiadani ukéazalo jako nejvhodngjsi. Cistota proteinu v eluénich frakcich se ukazala
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srovnatelna jako v ptipad¢ kolonového uspoiadani s gradientovou eluci. Vyhodou bylo téz
velké mnozstvi vzorku, které Slo najednou zpracovat (50 ml) a ¢asova nenaro¢nost. Pro tyto
aspekty byla afinitni chromatografie ve vsadkovém uspofadani vyhodnocena jako optimalni

metoda.

Obrazek 6: Priibéh afinitni chromatografie vsadkové usporadani

2 ml Ni-NTA
Ekvilibrace
Vzorek 3x promyti 3x eluce

50 mM Tris, pH= 7.4
250 mM NaCl 50 mM Tris, pH=7.4
:> M urea 250 mM NaCl
:> 5 mM imidazol 2M Urea
600mM imidazol

v

Odebrani eluci

Odebrani vazebné frakce Odebrani promyva

5.1.2.2 Vysledky vsadkové afinitni chromatografie

Jako vzorek pro afinitni chromatografii byla pouzita dezintegrovana bunééna peleta
narostla z 600 ml kultivatniho média. Po analyze frakci prostfednictvim SDS PAGE byla
zjisténa nejvetsi pritomnost ameloblastinu v elucni frakei ¢islo 1, jak Ize vidét na obrazku 7
a 8. Ameloblastin by m¢l migrovat pii elektroforéze v oblasti okolo 70 kDa. Poté byly
v§echny tii elu¢ni frakce zahustény pomoci Amicon a byla zméfena koncentrace proteinu, jak

je uvedeno v tabulce 6.

Tabulka 6: Méreni koncentrace proteini v elu¢nich frakcich

Afinitni chromatografie 1 Afinitni chromatografie 2
Elu¢ni frakce 1 | ¢=1,554 mg/ml Elu¢ni frakce 1 | ¢=0,495 mg/ml
Elu¢ni frakce 2 | ¢=0,269 mg/ml Eluéni frakce 2 | c=neméfeno

Elu¢ni frakce 3 | c=mimo rozsah kalibrace | Elu¢ni frakce 3 | c=neméfeno
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Obrazek 7: SDS PAGE analyza afinitni chromatografie 1

Marker Pavodni Vazebnd Promyti

Promyti Promyti Eluce

Eluce Eluce Stacionarni
1 2 3 1 2 3 faze
97,4 kD: = G
67 kDL i 3 4
i
|
B}
45 ki 4
29 kDa 3 &
21 kDa

12,5 kDa

Obrazek 8: SDS PAGE analyza afinitni chromatografie 2

Vazeb

romyti
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5.1.2.2.1 Stépeni TEV proteazou

Z vysledki méfeni koncentrace proteinu v elucnich frakcich byly vybrany frakce
z afinitni chromatografie 1. U nich byla provedena dialyza proti dialyzacnimu pufru pro TEV
proteazu a poté byla k frakcim ptidana TEV proteaza. V tomto kroku mély byt od proteinu
odstranény ob¢ His kotvy a thioredoxin. Po $tépeni byla provedena SDS PAGE pro analyzu
Stépeni. Odstépeny thioredoxin by mél pti elektroforéze putovat v oblasti okolo 15 kDa. Pro
porovnani u¢innosti §tépeni byly analyzovany frakce jak pied $tépenim, tak po Stépeni TEV

proteazou viz obrazek 9.
Obrazek 9: SDS PAGE analyza elu¢nich frakci pred a po §tépeni TEV proteazou

E1-E3 elu¢ni frakce

Marker  El E2  E3 03 W o e s o
_ potépeni po itépeni po Stépeni pied iipenim pied tipenm pied tipenin

Z vysledkil na gelu je patrné, ze St€peni TEV protedzou nebylo Uspé$né. Na gelu se
neobjevil u elu¢nich frakei po Stépeni vyrazny prouzek okolo 15 kDa svédéici o odStépeni
thioredoxinu. Naopak jsou na gelu patrny vyrazné prouzky okolo 40 kDa, které po afinitni

chromatografii patrny nebyly. Nejspise se jedna o rozpadové produkty ameloblastinu.

Pro potvrzeni této hypotézy byla provedena afinitni chromatografie, kdy jako vzorek

byly pouzity vSechny tfi eluéni frakce po Stépeni TEV protedzou. Analyza pomoci SDS

58



PAGE je vidét na obrazku 10. Po této afinitni chromatografii by v elu¢nich frakcich mél

zustat jen odstépeny thioredoxin.

Obrazek 10: Foto SDS PAGE analyza afinitni chromatografie po $tépeni TEV proteazou

azebna i | =t Eluce  Eluce Eluce

Vysledek afinitni chromatografie potvrdil hypotézu, ze Stépeni TEV protedzou
neprob¢hlo a vyrazné prouzky na gelu jsou rozpadové produkty ameloblastinu opatfené His

kotvou.

5.1.2.3 Vysledky afinitni chromatografie pro dvojnasobné mnozstvi vzorku

Kwvili nizké koncentraci proteinu v elucnich frakcich se pfistoupilo k navySeni
mnozstvi vzorku, ktery byl pouZit pro afinitni chromatografii a jako vzorek byla pouZivana
dezintegrovana bunécna peleta narostld z 1200 ml kultivaéniho média. Po ukonceni afinitni
chromatografie byly analyzovany vsechny frakce pomoci SDS PAGE, viz obrazek 11.
Nejvétsi pritomnost ameloblastinu byla opét v elu¢ni frakci ¢islo 1. Eluéni frakce byly
zahu$tény na Amicon a byla zméfena koncentrace proteinu v jednotlivych frakcich. Vysledky

méfeni koncentrace jsou uvedeny v tabulce 7.
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Tabulka 7: Méfeni koncentrace proteini v elu¢nich frakcich

Afinitni chromatografie

Elu¢ni frakce 1 | ¢=1,679 mg/ml

Elu¢ni frakce 2 | ¢=0,279 mg/ml

Fluéni frakce 3 | c=mimo rozsah kalibrace

Obriazek 11: SDS PAGE analyza afinitni chromatografie

VF = vazebna frakce, S = stacionarni faze, P1-P3 = promyvaci frakce, E1-E3 = elu¢ni frakce

i P2 SRS R PA. B EL RURE =2

Marker VF S

5.1.2.3.1 Dialyza a Stépeni TEV proteazou

Po dialyze proti dialyza¢nimu pufru pro TEV proteazu byla ke vzorkiim ptidana TEV
protedza a vzorky se nechaly $tépit. Potize se ukazaly v podobé&, Ze po dialyze se zacaly
objevovat ve vzorcich drobné sraZeniny. Tato pfitomnost sraZenin byla jeSté vice patrna
po provedeni Stépeni pomoci TEV proteazy. Proto byly uchovavany vzorky elu¢nich frakci
pfed zah4jenim dal§iho kroku a ty poté analyzovany pomoci SDS PAGE viz obrazek 12. Tato
analyza ukdzala, Ze se ameloblastin rozpada béhem procesu dialyzy a st€peni TEV proteazou.

To je dano jeho ptirozenou nestabilitou a schopnosti vypadavat z roztoku, pokud neni v§echen
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nastépen TEV protedzou a v roztoku se vyskytuje jak ameloblastin bez His kotvy
a thioredoxinu tak ameloblastin majici His kotvy a thioredoxin. Také se ukéazalo, ze po $tépeni

TEV protedzou opét chybi prouzek pro odstépeny thioredoxin.
Obrazek 12: SDS PAGE analyza ameloblastinu béhem dialyzy a $tépeni TEV proteazou

E1-E3 = elu¢ni frakce

Z divodu vypadavani proteinu béhem dialyzy byla provedena modifikace afinitni

chromatografie, aby byl zkracen €as pro degradaci ameloblastinu.

Byla provedena také analyza supernatantu a sedimentu eluénich frakei po Stépeni
ameloblastinu TEV proteazou metodou SDS PAGE viz obrazek 13. Po analyze se doSlo

k zavéru, Ze téméf vSechen protein z roztoku se vysrazel a nebyl TEV proteazou viibec §tépen.
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Obrazek 13: SDS PAGE analyza supernatantu a sedimentu po $tépeni TEV proteazou

Epl-Ep3 = elucni frakce

Epl Ep3 Ep3 Epl  Ep2  Ep3

97.4 kDa
67 kDa

45 kDa

29 kDa
21 kDa

12,5 kba

6.5 kDa

5.1.2.3.2 Western blot

Pro potvrzeni hypotézy, ze ameloblastin nebyl TEV proteazou $tépen, byl proveden
western blot. Pouzity byly protilatky proti His kotvé. Jako vzorky byly pouzity dvé elu¢ni
frakce béhem procesu zpracovani vzorku pro Stépeni TEV protedzou a po Stépeni TEV
protedazou. U vzorkl po Stépeni TEV proteazou byla nabrana 1 sraZenina proteinil, u vzorka
pfed dialyzou a po dialyze byl vzat pouze supernatant. Z vysledkl je patrné, Ze ameloblastin
His kotev a thioredoxinu nebyl viibec zbaven a TEV proteaza musi byt nefunkéni. Proto byla
pfivezena nova TEV protedza, kterou poskytl Dr. Jifi Dostal z UOCHB AV CR. Vysledky lze

vidét na obrazku 14.

62



Obrazek 14: Western blot

E1-E2 po TEV = elucni frakce po Stépeni TEV protedzou s obsahem srazeniny, E1-E2 pted
TEV = supernatant elucnich frakci pfed Stépeni TEV protedzou, E1-E2 ptfed dial. =

supernatant elu¢nich frakci pted procesem dialyzy

E1 E2 E1 E2gF 1 E2
Marker  po TEV. po TEV pied TEV pied TEVpied dial. pied dial.
1 2 3 4 5 (i

Bl L o~
<4 ie
¥
A S0 1 > B
97,4 lea . o { P ‘
67 kDa D e | : 5
| g :

45 kDa '
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T Ay
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29 kDa . _

21 kDa . _ 2
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5.1.2.4 Modifikace afinitni chromatografie

Modifikace afinitni chromatografie spocivala v pouzivani dialyza¢niho pufru pro TEV
protedzu misto ekvilibra¢niho pufru a tim umoznit sté€peni ameloblastinu navazaného na Ni-

NTA agaréze a zbavit se tak zdlouhavého kroku dialyzy. Schéma modifikované afinitni

chromatografie 1ze vidét na obrazku 15.

Po navézéani ameloblastinu na Ni-NTA agardze bylo ptfidano 6 ml dialyzacniho pufru
a TEV protedza. Poté se nechalo probihat Stépeni 16 hodin na rotatoru pii pokojové teplote.
Supernatant, ktery byl odpipetovan by mél obsahovat pouze ameloblastin zbaveny His kotev
a thioredoxinu. Poté byla opét provedena eluce elu¢nim pufrem a v elu€nich frakcich mély

byt pfitomny pouze odstépené His kotvy s thioredoxinem.

Béhem afinitni chromatografie se vSak zacaly objevovat sraZzeniny jiz od promyvacich

frakci. VSechny frakce tedy byly centrifugovany a analyzovan byl jak sediment, tak
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I supernatant pomoci SDS PAGE viz obrazek 16 a 17. Z vysledki je patrné, ze protein

samovolné vypadava z roztoku. Po §tépeni TEV protedzou vSechen ameloblastin se vysrazel z

roztoku a je pfitomen pouze ve formé

srazeniny a supernatant je ameloblastinu prosty.

Zardzejici je i ptitomnost prouzku pro ameloblastin v sedimentu i supernatantu elu¢nich

frakcich 1 a 2. To ukazuje na fakt, Ze z ameloblastinu nebyly odstépeny His kotvy a

thioredoxin. Toto mohlo byt zplisobeno $patnym nastavenim podminek b&hem Stépeni, diky

Kterym nemusela TEV proteaza fungovat, nebo faktem, Ze pouzita TEV proteaza nebyla

funk¢éni. V tivahu by piipadalo vyzkouset vice variant dialyza¢nich pufri a zmén v dob¢ a

teploté béhem Stépeni.

Obrazek 15: Modifikace afinitni chromatografie

2 ml Ni-NTA
Ekvilibrace
Vzorek 3x promyti

U=l=l=

Odebrani vazebne frakce Odebram promyvii

Ptidani TEV-pr.
50 mM Tris, ph=7,4 Steplt pfes noc

150 mM NaCl

3x eluce

50 mM Tris, pH=7.4
250 mM NacCl
2M Urea
600mM imidazol

2M Urea
lmM DTT
0,5 mM EDTA

Odebram eluci
Odebrani protemu bez His tag
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Obrazek 16: SDS PAGE analyza afinitni chromatografie gel 1

M = Marker, VF = Vazebna frakce, P1-P3 sup. = promyvaci frakce 1-3 supernatant, P1-P3
sed. = promyvaci frakce 1-3 sediment

P2 D) P3 P3

Ve 2ot N it

Obrazek 17: SDS PAGE analyza afinitni chromatografie gel 2

M = Marker, Po TEV sup. = vzorek po stépeni TEV protedzou supernatant, Po TEV sed. =
vzorek po Stépeni TEV protedazou sediment, E1-E3 sup. = elu¢ni frakce 1-3 supernatant, E1-
E3 sed. = elu¢ni frakce 1-3 sediment.
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5.1.2.4.1 Western blot

Pro potvrzeni hypotézy, ze se ameloblastin srazi z roztoku jiz béhem promyvaci faze a
neni z n¢j odstranéna His kotva a thioredoxin, byl proveden Western blot s protilatkami prave
proti His kotvé. Jako vzorky byly pouzity sedimenty a supernatanty z promyvacich frakci,
sediment z frakce po Stépeni TEV protedzou a sedimenty a supernatanty z eluéni frakce 1. Z
vysledkd je patrné, ze ameloblastin vypadava z roztoku jiz béhem promyvani. Potvrzena
pfitomnost ameloblastinu jak v sedimentu, tak supernatantu eluéni frakce 1 potvrzuje
hypotézu, ze TEV protedza neodstépuje His kotvy a thioredoxin z amelobastinu. To mtize byt
zpusobeno tim, ze TEV protedza je nefunk¢ni, anebo se ameloblastin vysrazi z roztoku
rychleji, nez ho TEV protedza stihne postépit. Vyrazny prouzek u vzorku sedimentu z frakce
po Stépeni TEV proteazou potvrzuje, ze se ameloblastin srazi z roztoku béhem procesu
Stépeni, a to ve velké mite, dalsi vyrazny prouzek ukazuje rozpadovy produkt ameloblastinu.

Vysledky Ize vidét na obrazku 18.
Obrazek 18: Western blot

M = Marker, P1 a P3 sup = promyvaci frakce 1 a 3 supernatant, P2 a P3 sed. = promyvaci
frakce 2 a 3 sediment, Po TEV sed. = vzorek po $tépeni TEV proteazou sediment, E1 sup. =

elu¢ni frakce 1 supernatant, E1 sed. = elucni frakce 1 sediment

M P1 P2 P SREIRSEo T EV' El El1 Ni-NTA

sup. sed. *sup, sed:™sed. syp. sed.
1 2 3 4 5 6 7 8 9
97 .4 KDa _ ?L . | | —
67 kDa A i
.h ; » -—
45 KDg . \
. -
29 kDa =
21 kDa
12,5 kDa . .
6,5 kDa
-
o a
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5.2 Priprava rekombinantniho ameloblastinu v expresnim systému

kvasinek

5.2.1 Klonovani s vyuzitim $tépeni restrikéni endonukleazou BamHl|

5.2.1.1 Optimalizace PCR reakce a amplifikace konstrukti AMBN

Pro amplifikace jsme pouzili dvojici primeri navrzenou tak, aby amplifikovany

produkt bylo mozno pouzit pro klonovéani s vyuzitim jednoho restrikéniho enzymu, a to

BamHI. Po amplifikaci byly vzorky rozdéleny pomoci agar6zové chromatografie a vyfiznuty

z gelu. Poté nasledovalo ¢isténi PCR fragmenti pomoci sady NucleoSpin® Gel and PCR

Clean-up (Macherey-Nagel). Poté byla u vzorki zmétena koncentrace DNA a jeji Cistota viz

tabulka 9. Na obrazku 19 je vidét Gspésna amplifikace konstruktit AMBN.

Tabulka 8: PCR program pro amplifikaci konstruktai AMBN

Teplota [°C] | Cas [s]
Denaturace | 95 60
Denaturace | 98 10
Annealing | 42 35 36X
Elongace 72 120

Obrazek 19: Analyza amplifikace konstrukti ameloblastinu na agarézovém gelu

wt = AMBN wt, A5 = AMBN A5, c-term = AMBN Cterm

Marker wt /5 c-term Marker

57
7

o
5o
5

;

~ \D

Velikosti
AMEN

wt: 1798 bp
As: 1687 bp
Cterm: 12120 bp
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Tabulka 9: Méfeni koncentrace DNA a jeji Cistoty

Meteni koncentrace DNA a jeji Cistoty

AMBN wt AMBN A5 AMBN c-term.

¢c=131,6 ng/pl R=1,89 c=140,8 ng/ul R=1,83 c=136,3 ng/ul R=1,85

5.2.1.2 In-Fusion cloning

Vektor pYEX-BX byl podroben restrikénimu $tépeni pomoci restrikéni endonukleazy
BamHI. Po $tépeni byla provedena elektroforéza na agar6zovém gelu Vviz obrazek 20 a vektor
byl z gelu vyfiznut a vyc¢istén pomoci sady NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-
Nagel).
Obrazek 20: Stépeni vektoru pYEX-BX restrikéni endonukleazou BamHI a amplifikace

konstrukta ameloblastinu a analyza na agar6zovém gelu.

wt = AMBN wt, A5 = AMBN A5, c-term = AMBN Cterm

AMBN

marker PYEX-BX Stépeny
negativni <
kontrola

10 000 — . 4

8900 &= b e o e | )
6 000 —~

vektor

5 000 7 -
4000 //
3 000
2500 / 4
2000 7 //
1500 /
1000
500

Jak je vidét na obrazku, Stépeni vektoru neprobéhlo se 100% ucinnosti. 100%
postépeny vektor by na gelu putoval jako jediny prouzek. Nejsvétlejsi prouzek v 3-5 draze
predstavuje Stépeny vektor, dalSi dva slabé prouzky ptedstavuji nepoStépeny vektor v
cirkularni a superhelixové formé.

Poté bylo ptipraveno 6 In-Fusion cloning reakci dle pokynt uvedenych vyse. Pouzity

byly dva konstrukty ameloblastinu, a to wt a A5. Poté byly témito reakénimi smésmi
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transformovany burky E. coli DH5a a zaockovany na LB plotny s ampicilinem. Po inkubaci
byl pozorovan narast koloniit AMBN wt a AS. Z téchto kolonii byla ziskdna plazmidova DNA,
kterd byla pouzita jako templat pro diagnostickou PCR s diagnostickymi primery. Analyza
probéhla prosttednictvim elektroforézy na agar6zovém gelu viz obrazek 21.

Obrazek 21: Diagnosticka PCR A analyza na agarézovém gelu

PCR program:
95°C-1'
98°C - 10" — wt wt wt wt wt wt wt wt

" M
58°C - 35 36x arker c1 ¢l ¢l c2 €2 c2 ncl nc2

B e
72°C- 45" —

12°C=2

Ocekdvana délka produktu
436 bp

Obrazek 22: Diagnosticka PCR B analyza na agarézovém gelu

PCR program:
95°C-1'
98°C - 10" — As A5 A5 As A5 A5 As A5

58°C - 35" 36x Marker c1 ¢1 ¢l 2 €2 ¢2 ncl nc2

A o b e D B
72°C-45" —
72°C-2'

Ocekavana délka produktu
436 bp
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Jak je vidét na obrazku A u kolonii AMBN wt nejsou pfitomny prouzky v ocekévané
velikosti 436 bp, coz svéd¢i o tom, Ze vektor po In-Fusion cloning reakci neobsahuje nas gen
pro ameloblastin nybrz se jen uzaviel, a tak mohly bunky transformovany timto vektorem
narust.

Oproti tomu na obrazku B jsou patrny prouzky ve specifické velikosti a také spousta
dalsich nespecifickych prouzkt. Na zdkladé vysledki agardzové elektroforézy byl vybran
vzorek plazmidové DNA z kolonii A5/c1/2, u které byla zméfena koncentrace, Cistota

a vybrané vzorky byly poslany do firmy GATC biotech na sekvenovani.

5.2.1.3 Sekvenovani

Vysledny chromatogram byl zpracovan v programu Chromas Lite 2.1 (Technelesium
Pty Ltd) a vysledky porovnany v internetovém softwaru MultAlin. Vysledna sekvence byla
vyhleddna v databazi NCBI pro potvrzeni, Ze se jednd o na§ gen AMBN. Vysledna sekvence
obsazena ve vektoru pYEX-BX nebyl nas gen AMBN A5, ale gen kodujici acyl-CoA
desaturazu Manduca sexta.

Po prozkoumani sekvence genu pro acyl-CoA desaturazy manduca sexta byla zjisténa
Caste¢na homologie mezi sekvenci tohoto genu a sekvenci diagnostickych primert. Spole¢né
s niz8i teplotou annealingu tak dochazelo k nasednuti primerd v téchto oblastech a tvorbé
produktti okolo 444 bp. Z tohoto zjiSténi bylo ptikroceno k zvySeni teploty annealingu pro
zvyseni specificity nasedani primeri. Pravdépodoby neuspéch pii klonovani byl zptsoben

praveé nedostateCnym naStépenim vektoru.

5.2.2 Klonovani prostiednictvim BamHI a EcoR|

5.2.2.1 Optimalizace PCR a amplifikace konstrukti AMBN

Z vysledka predchoziho klonovani bylo piikro¢eno ke zméné strategie pii klonovani.
Pro klonovani byl ptidan dalsi restrikéni enzym a EcoRI. Tento restrikéni enzym byl vybran z
duvodu, Ze gen pro desaturazu Manduca sexta byl do vektoru pYEX-BX vlozen pravé v
mistech, které §t€épi BamHI a EcoRI. Timto krokem bylo pfedpokladéno, Zze bude gen pro
desaturdzu z vektoru vysStépen. Po navrzeni novych primerii bylo nutné optimalizovat PCR
pro amplifikaci konstrukti AMBN viz tabulka 10. Po amplifikaci prob&hla analyza PCR

reakce pomoci elektroforézy na agarézovém gelu viz obrazek 23.
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Tabulka 10: PCR program pro amplifikaci AMBN

Teplota [°C] | Cas [s]
Denaturace | 95 60
Denaturace | 98 10
Annealing 62 35 36X
Elongace 72 120

Obrazek 23: Amplifikace konstrukti AMBN s novymi primery
wt/OH = AMBN wt amplifikovany primerem BamHI a primerem EcoRI navrzeny doktorkou

Heidingsfeld,

ct/OH = AMBN wt amplifikovany s primerem BamHI a primerem EcoRI navrzeny doktorkou
Heidingsfeld,

delta 5 = AMBN wt amplifikovany s primerem BamHI a primerem EcoRI navrzeny doktorkou
Heidingsfeld

wt/FP = AMBN wt amplifikovany s primerem BamHI a primerem EcoRI navrzeny mnou
Ct/FP = AMBN wt amplifikovany s primerem BamHI a primerem EcoRI navrzeny mnou

delta5/FP = AMBN wt amplifikovany s primerem BamHI a primerem EcoRI navrzeny mnou

PCR konstrukty AMBN 23.2.2017 Pouzity primery pro EcoRI

Progr am: 95°C-1" wi ct delta 5 Marker wt delta 5
98°C-10" OH OH OH FP FP FP

62°C-35" J 36x
72°C-2’
10 000

5000
Ocekavané velikosti produkti: ;‘888
AMBN wt: 1798 bp 2000

1500
AMBN ct 1210 bp - u : '
AMBN d5: 1687 bp . 1000 ‘

500
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Jak je vidét na obrazku 23, tak amplifikace produktu s novymi primery fungovala

dobfe a s vyssi teplotou annealingu se snizilo 1 mnozstvi tvorby nespecifickych produkta.

5.2.2.2 In-Fusion cloning

Vektor pYEX-BX byl podroben restrikénimu §tépeni pomoci restrikénich endonukleaz
BamHI a EcoRI. Po $tépeni byla provedena elektroforéza na agar6zovém gelu viz obrazek 24
a vektor byl z gelu vyfiznut a vy¢istén pomoci sady NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up
(Macherey-Nagel). Pro klonovani byl zvolen pouze AMBN wt.

Obrazek 24: Analyza S§tépeni vektoru pYEX-BX restrikénimi endonukleazami BamHI
a EcoRI a amplifikované konstrukty ameloblastinu na agarézovém gelu

AMBN wt/FP = AMBN wt amplifikovany s primerem BamHI a primerem EcoRI navrzeny
mnou. AMBN wt/OH = AMBN wt amplifikovany primerem BamHI a primerem EcoRI

navrzeny doktorkou Heidingsfeld

Negativni  Stépeny Marker =~ AMBN wt AMBN wt
kontrola vektor FP OH

“ U 10 000

3000
2500

Jak je vidét na obrazku, tak Sté€peni vektoru restrikénimi endonukleazami prob&hlo se
100% ucinnosti. Poté byly vektor i amplikony AMBN vyfiznuty z gelu, vy¢istény a byla

zmétena jejich koncentrace a Cistota, viz tabulka 11. Poté byly pfipraveny 2 In-Fusion reakce,
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kterymi byly transformovany buiky E. coli DH5a. Po transformaci byly buiiky naockovany
na plotny s LB médiem obohacenym o ampicilin. Nartst kolonii nebyl pozorovan, coz svédci

o faktu, Ze nase inzerty nebyly zaligovany do linearizovaného vektoru pYEX-BX.

Tabulka 11: Méfeni koncentrace DNA a jeji Cistoty

Me¢teni koncentrace DNA a jeji Cistoty

AMBN wt/FP AMBN wt/OH Vektor pYEX-XB

c=142,6 ng/ul R=1,93 c=134.8 ng/ul R=1,78 =55 ng/ul R=1,95
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6 ZAVER

6.1 Produkce ameloblastinu v expresnim systému E. coli

Dle vytycenych cilii byly provedeny pokusy o ziskani ameloblastinu v expresnim
systému E. coli. Transformace a kultivace bunék probihala dobie a rovnéz prvni purifikacni
krok, tedy afinitni chromatografie, probihal bez vétSich problémi. Nicméné béhem dalsich
krokt procesu purifikace byly pozorovany problémy ve formé rozpadu a vypadavani proteinu
z roztoku. I pfes navrZzené modifikace afinitni chromatografie a vynechani dialyza¢niho kroku
se nepodafilo ziskat Cisty protein. Tyto potize se samovolnym rozpadem ameloblastinu jsou
zpusobeny jeho pfirozenymi vlastnostmi. SrdZeni proteinu z roztoku je mozné si vysvétlit
ptilisnou nalozi proteinu ve vzorku v piipadé pouzivani bunécného nartstu z 1200 ml
kultivacniho média a jeho pfirozené nestabilité. PotiZze pti odStépeni His kotev a thioredoxinu
z molekuly ameloblastinu byly pravdépodobné zpusobeny inaktivni TEV proteazou, anebo
nedostate¢nou optimalizaci podminek, v nichz toto Stépeni probihd. Rozsahlejs$i experimenty s
cilem dosahnout efektivniho Stépeni protedzou TEV by vSak vyzadovaly vétSi mnozstvi
vzorku a byly by ndro¢né i1 ekonomicky. V zavéru lze konstatovat, Ze v tomto ohledu se
vytyCeny cil diplomové prace nepodafilo splnit. Piesto se domnivam, ze prace prinesla
dalezitou zkuSenost, pokud jde o chovani ameloblastinu béhem purifikace a tato zkuSenost

muze byt vyuzita témi, kdo budou v praci pokracovat.

6.2 Produkce ameloblastinu v expresnim systému kvasinek

Dle vytyCenych cilit diplomové prace byly provedeny pokusy o pieklonovani genu
AMBN a jeho dvou mutantt AMBN A5 a AMBN c-term z vektord pET28b-Trx-AMBN,
PET28b-Trx-AMBN,;, pET28b-Trx-AMBNA5 do vektoru pYEX-BX prostiednictvim In-
Fusion cloning. Uspésné se podafilo navrhnout primery pro amplifikaci viech konstruktt
ameloblastinu. Podaftilo se také amplifikovat vSechny konstrukty ameloblastinu, optimalizovat
podminky PCR a ziskat amplikony v dostatecném mnozstvi i Cistoté. Pieklonovani pomoci
jedné restrikéni endonukleazy, a to BamHI nepfineslo pozitivni vysledek. Analyza
plazmidové DNA, kterd byla ziskdna izolaci z bunék transformovanych In-Fusion reakci
sestavajici se z inzertu AMBN wt a AMBN AS spole¢né s vektorem pYEX-BX linearizovanym
prostiednictvim restrikéniho Stépeni restrikéni endonukleazou BamHI, ukdzala pfitomnost
jiného inzertu v daném vektoru, a to konkrétné acyl-CoA desaturazy lisaje Manduca sexta. To
Ize vysvétlit tim, Ze obdrzeny vektor od Dr. AleSe Bucka byl kontaminovan vektorem, ktery
obsahoval pravé vySe zminény gen a také, Ze nas pokus o zaligovani AMBN nebyl Gspésny.
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Po modifikaci klonovaci strategie pfiddnim dal$i restrik¢i endonukleazy, a to konkrétné
EcoRI byly provedeny dalsi pokusy o pieklonovani tentokrat jiz jen AMBN wt do vektoru
PYEX-BX. Po sérii n¢kolika In-Fusion reakci a pokusi transformovat bunky E. coli DH5a
nebyl pozorovan zadny nardst bunék. V zavéru lze konstatovat, ze z vytyCenych cila se
podatilo amplifikovat gen pro ameloblastin, nicméné pokus o konstrukci vektoru pro expresi
v kvasinkovém expresnim systému byl neuspéSny. Presto se vSak domnivam, ze ziskané

poznatky mohou byt prospésné pro ty, ktefi se budou dale touto praci zabyvat.
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