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Anotace:

Bakalaiska prace se zabyva vyuzitim chaperonu v pfipravé medicinalné
vyznamnych rekombinantnich proteinu. Po stru¢ném uvodu, ktery se vénuje vzniku
proteinl, nasleduje kapitola zabyvajici se chaperony obecné. Tato kapitola vysvétluje,
k ¢emu v burice slouzi a predstavuje zakladni komplexy chaperont nachazejici se
v prokaryotické burice. DalSi Cast prace je vénovana rekombinantnim proteinim,
konkrétné historii a expresnim systémum, ve kterych je mozné rekombinantni proteiny
produkovat. Nasledné jsou rozebrany jednotlivé &asti expresniho vektoru, tedy
napfiklad promotor, selekéni marker, afinitni znacka a dalSi komponenty. V této
kapitole je také uvedeno vyuziti chaperonu k ziskani proteind z inkluznich télisek, do
kterych se proteiny Casto formuji pfi expresi v cizim hostiteli. Na konci prace jsou
uvedeny kmeny bakterie Escherichie coli, které se cCasto pouzivaji k vyrobé
rekombinantnich proteind. V samotném zavéru jsou poté uvedeny jednotlivé proteiny,

které se mohou vyrabét rekombinantni technologii v prokaryotické burice.
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Annotation:

The bachalor thesis is focused on usage of chaperones in the preparation of
medically significant recombinant proteins. After the brief introduction about protein
synthesis, the chapter about chaperones in general comes. This chapter explains the
role of chaperones in the cell and introduces basic complexes of chaperones located
in the prokaryotic cell. Next part of this thesis is devoted to recombinant proteins
especifically to the history and expression systems, in which recombinant proteins can
be produced. Then there is a part about each component of expression vectors, such
as promoter, selection marker, affinity tag and other components. In this chapter is also
mentioned usage of chaperons to obtain proteins from inclusion bodies into which
proteins often form after expression in foreign host. At the end of this thesis strains of
bacteria Escherichia coli, which are commonly used for production of recombinant
proteins are described. At the very end individual proteins, which can be produced by
recombinant technology in prokaryotic cells are described.
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0 Uvod

Proteiny patfi spolecné se sacharidy a lipidy k zakladnim stavebnim kamenim
v8ech Zivych organismu. Jsou slozeny z aminokyselin a vznikaji procesem zvanym
jako proteosyntéza. Aby mohl protein plnit svoji biologickou funkci, je nutné, aby
v8echny jeho struktury byly spravné uspofadany a sloZeny. Ktomu mohou byt
napomocné chaperony. Chaperony jsou proteiny umisténé prevazné v cytoplazmé
buriky, kde napomahaji uspésnému slozeni proteinu do své sekundarni a terciarni
struktury a také chrani vznikly protein pfed agregaci s ostatnimi proteiny nebo

molekulami.

Diky tomu jsou chaperony také velmi ¢asto pouzivany pfi pfipravé proteinQ
pomoci rekombinantni technologie. Rekombinantni proteiny jsou proteiny vznikajici
umeélym spojenim dvou molekul DNA, respektive jednotlivych gend, kédujicich
bilkoviny. Takto vzniklé proteiny jsou dnes uzivany v mnoha odvétvich od zemédélstvi
pocinaje a medicinou konce. Pravé v mediciné pfinesla vyroba proteind uméle znacné
vyhody jako napfiklad sniZzeni ceny nebo zvy$eni mnoZstvi vytézku, oproti metodam,

pouzivanym v minulosti.
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1 Proteosyntéza

1.1 Transkripce

Vzniku proteint pfedchazi nékolik vyznamnych kroku, jez muzeme souhrnné
nazvat jako proteosyntéza. Na pocCatku se DNA transkribuje, neboli pfepiSe na RNA.
Transkripci katalyzuje enzym DNA-dependentni RNA-polymeraza, nékdy téz zkracené
zvana RNA-polymeraza. RNA-polymeraza hraje dulezitou roli pfi vyrobé dlouhych
primarnich transkriptl, které se skladaji z promotoru, strukturnich gent a terminatoru.
Mezi primarni transkripty fadime messengerovou ribonukleovou kyselinu (mMRNA),
nepodléhajici u bakterii posttranskripnim upravam. DalSi primarni transkripty, které
uz ale podléhaji posttranskripénim dpravam jsou prekurzorova transferova
ribonukleova kyselina (pre-tRNA), z niz vznikd tRNA a prekurzorova ribozomova
ribonukleova kyselina (pre-rRNA), z které vznika rRNA. mRNA, jenz vznika na zakladé
komplementarity bazi, slouzi jako vzor pro vyrobu peptidového fetézce na ribozomu.
To, ze se muze mRNA vazat k ribozomUm, zajiStuje pfepis Shineovy-Dalgarnovy

sekvence.

1.2 Translace

Aby mohla zacit dalSi faze proteosyntézy, tedy translace, musi se nejdfive
aktivovat aminokyselina, ktera bude vazana na tRNA. Aktivace aminokyseliny spociva
v navazani aminokyseliny na svou specifickou tRNA pomoci makroergické vazby.
Spojeni aminokyseliny a specifické tRNA se nazyva aminoacyl-tRNA a je katalyzovano
enzymem aminoacyl-tRNA-syntetazou. Po aktivaci aminokyseliny tedy zacina
samotna translace, a to konkrétné jejim prvnim krokem, kterym je iniciace. Iniciace
spociva ve vytvoreni iniciaCniho komplexu. Ten sestava z ribozomu, molekuly mRNA
a molekuly tRNA s navazanou aminokyselinou. Uvnitf ribozomu se spoji kodon mRNA
s antikodonem tRNA. Napfiklad kodon AUG na mRNA se spoji s antikodonem UAC
na tRNA, obsahujici aminokyselinu methionin. Iniciace vétSinou zacina pravé
kodonem AUG, proto se také nazyva jako start kodon. Na iniciaci navazuje druhy krok
translace a tim je elongace, spocivajici v navazovani ostatnich aminokyselin a

postupném vytvareni polypeptidového fetézce, ktery vznika spojenim jednotlivych
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aminokyselin. Cela translace je ukonena terminaci, kdy dojde k uvolnéni

polypeptidového fetézce z ribozomu. Konkrétné translaci ukonéuje stop kodon.

Prokaryoticky ribozom se sklada ze dvou podjednotek. Podjednotka 30S, na niz
je umisténo vazebné misto pro mRNA a podjednotka 50S, ktera je vétsi nez 30S a je
na ni umisténo vazebné misto pro aktivovanou aminokyselinu spolec¢né s tRNA. Z
peptidylového mista, umisténého CasteCné na obou podjednotkach, postupné
vystupuje fetézec prodluzujici se o jednu aminokyselinu. Tento fetézec je nové
vznikajici protein a translace je tedy u konce. Vysledkem translace je preklad genetické
informace do primarni struktury proteinu. Aby vysledny protein byl piné ucinny, je
nutné, aby se slozil do své sekundarni a terciarni struktury. Struktura terciarni, nékdy
téZ nazyvana jako 3D struktura, hraje zasadni roli pfi biologické funkci proteinu a je

pro ni nutné, aby byla slozena spravné [1,2].
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2 Chaperony

2.1 Sbalovani proteint

Sbalovani proteind, neboli folding (z anglického slova fold = slozit), je proces pfi

kterém vznika sekundarni a terciarni struktura proteinu.

Nové vznikajici proteiny jsou vystaveny pfeplnénému bunéénému prostredi,
kde mohou jejich postranni fetézce interagovat s dalSimi proteiny nebo molekulami,
coz mUze zpUsobit agregaci nebo Spatné slozeni. Az 30 % nové syntetizovanych
protein(l podléha témto interakcim a nevznikne z nich nativni konformace. Jedna ze
strategii pfirody, jak zabranit agregaci a Spatnému slozZeni je pouziti molekularnich
chaperonu. Chaperony jsou proteiny, které maji schopnost rozpoznat nepfirozenou
strukturu ostatnich proteinli, pomahaiji jim se slozenim a také je chrani pfed agregaci.
V bakterialni burice, pfesnéji v jejim cytosolu, jsou tfi zakladni komplexy molekularnich
chaperonu, napomahaijici uspéSnému slozeni nové vznikajiciho polypeptidu. Jsou jimi:
Trigger factor (TF), DnaK-DnaJ-GrpE a GroEL-GroES (ELS) komplex [3].

2.2 Trigger factor

Trigger factor, je prvni chaperon, ktery zaina reagovat s nové vznikajicim
fetézcem. TF, s molekulovou hmotnosti 48-kDa, se sklada ze tfi domén, jez ve
vysledné 3D struktufe pfipominaji tvarem draka. Prvni doména zvana N-terminalni
domeéna se spojuje s ribozomovou podjednotkou 50S a tvofi ,ocas“ TF draka. Konec
N-terminalni domény se pfipojuje hned vedle mista vzniku polypeptidového fetézce, a
proto je schopen dobfe se s nim spojit ihned po vystupu z ribozomu. Druha doména
trigger faktoru se nazyva centralni doména. Centralni doména, regulujici mimo jiné
aktivitu peptidyl-prolyl cis/trans isomerazy, je umisténa nejvzdalenéji od vznikajiciho
fetézce a oznaCuje se také jako ,hlava“ TF draka. Posledni doména se nazyva C-
terminalni doména. Sklada se ze dvou ramen a je ze vSech tfi ¢asti, co se rozméru
tyCe nejvétsi. Jelikoz je ve 3D projekci uprostifed, oznacuje se také jako ,télo“ draka.
C-terminalni doména je spojena s N-doménou a Centralni doménou pomoci kratkych
usekl aminokyselin, tzv. linkerld. Izolovana C-terminalni doména je na rozdil od

ostatnich domén schopna in vitro vykazovat chaperonovou aktivitu [3,4].
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Obr. 1: 3D struktura Trigger faktoru pfipominajici tvarem draka. Svétle modra barva znaci N-terminaini
doménu, tedy ,ocas” draka. Svétle Seda je znazornéna ,hlava“ draka, coz je centralni doména. Obé
domény spojuje ,t&lo“ draka, znacené tmavé modrou barvou pfisludici C-terminalni doméné (upraveno)

[4].
2.3 DnaK-DnaJ-GrpE

Dalsim systémem, ktery napomaha spravnému sloZzeni polypeptidu
v bakterialnim cytosolu je Dnak-DnaJ-GrpE chaperonovy systém. Tyto proteiny se fadi
do rodiny Hsp70. Zkratka Hsp znamena heat shock proteins, tedy proteiny teplotniho
Soku a jejich syntéza je zvySena, pokud bunka €eli nepfiznivym podminkam, jako jsou
napriklad zména teploty, uginek toxickych latek & zména pH. Cislo 70 znadi
molekulovou hmotnost proteinu, tedy 70-kDa. Hlavni ulohou DnaK-DnaJ-GrpE
systému je oprava Spatné slozenych proteini, ovSem dokazi se vazat i na nové
vznikajici proteiny, kterym pomahaji se premistit z cytosolu do jinych €asti bunky.
DnaK se navaze na hydrofobni ¢asti polypeptidového fetézce spolecné s ATP. Na toto
spojeni se navaze také Dnad. Po navazani DnaJd se ATP pfeméni na ADP, ktery ma
vysokou afinitu k substratu. Nasledné se uvolni Dnad. Po uvolnéni Dnad se pfipoji
GrpE, jenz uvolfiuje ADP z DnaK. Na konec se mUlze opét pfipojit ATP za odstépeni
GrpE a cely cyklus se muze znovu opakovat. Konec cyklu nastava, pokud se protein
uspésné slozi do své nativni konformace, nebo ve chvili, kdy je polypeptid uvolnén do
ELS komplexu. Cely tento cyklus se nazyva ATP hydrolyzujici kruh a je schematicky

znazornén na (obr. 2) [3,5].
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Obr. 2: ATP hydrolyzujici kruh a DnaJ-DnaK-GrpE chaperonovy systém (upraveno) [6].

2.4 GroEL-GroES komplex

Komplex GroEL-GroES sestava, jak uz z nazvu vyplyva ze dvou ¢&asti. Prvni
z nich je GroEL komplex, slozeny ze dvou navzajem propojenych sedmidilnych kruh,
tedy v souctu je slozen ze 14 podjednotek s molekulovou hmotnosti 57-kDa na jednu
podjednotku. Kazda podjednotka je dale slozena ze tfi domén, konkrétné apikalni,
ekvatorialni a intermedialni. Apikalni doména GroEL komplexu je flexibilni,
zodpovidajici za navazani proteinu a GroES ke komplexu. Ekvatorialni doména
pripojuje a hydrolyzuje ATP. A nakonec doména intermedialni, ktera je umisténa

uprostfed a kovalentné spojuje obé dvé domeény.

Druha ¢ast komplexu se nazyva GroES. Je tvofena 7 podjednotkami s molekulovou
hmotnosti 10-kDa a po navazani na GroEL cely komplex uzavira. Pro lepSi pfedstavu

vyuzijeme (obr. 3).
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Apikidlni doména
cis

kruh Intermedialni doména

Ekvatoridlni doména

} GroEL
trans Apikdlni domeéna

kruh Intermedialni doména

Ekvatorialni doména

Obr. 3: Struktura GroEL-GroES komplexu. Hnéda barva zna¢i GroES komplex navazany na komplex
GroEL slozeny ze zelené barvy pfisluSici cis-kruhu a tmavé Cervené barvé znazornujici trans-kruh
GroEL komplexu. Prvni obrazek zleva je pohled ze shora na cely GroEL-GroES komplex, obrazky
uprostfed a napravo ukazuji bo&ni pohled. Symbol A, znagi jednotku angstrom, cozZ je jednotka délky
odpovidajici 0,1 nm pro hodnotu jednoho andstromu. (upraveno) [3].

GroEL-GroES systém muze proteiny slozit dvéma cestami. Prvni z nich je cis-
folding, odehravajici se na cis-kruhu GroEL komplexu, kde se skladaji pfevazné mensi
proteiny (pod 70kDa). Na druhém sedmidilném kruhu probiha trans-folding, jenz slouzi
pfevazné ke slozeni vétSich proteint anebo zde mize dochazet k degradaci proteinu,
které jiz nemohou dosahnout své nativni konformace. Cis a trans kruhy jsou od sebe
oddéleny, takze se proteiny nemohou na jednom konci navazat a na druhém opustit
GroEL komplex. VSechny kroky uspésného sloZeni tedy probihaji oddélené bud v cis

anebo trans kruhu.

Apikalni doména zachyti Spatné sbaleny protein, naCez se uzavie GroEL
komplex navazanim GroES a molekuly ATP na ekvatorialni doménu. Uzavieny GroEL-
GroES systém spolecné s navazanou molekulou ATP zpUsobi pohyb apikalni domény
nahoru a naslednou rotaci o 120°. Diky témto zménam se zvétSi prostor v centralni
dutiné, kam se uvolni protein, ktery byl navazany na apikalni doméné. Centraini dutina
muze protein skladat pasivné, kdy jednoduSe odstrafiuje Spatné slozené dcasti
polypeptidu. V tomto pfipadé mizeme hovofit o tvz. ,Anfinsenové kleci“ (Christian
Anfinsen obdrzel roku 1972 Nobelovu cenu za chemii) [7]. Anebo se snazi aktivhé
odstranit energetické bariéry reorganizaci vazeb. Po spravném slozeni proteinu se
ATP hydrolyzuje na ADP, coz vede k uvolnéni GroES a nové vzniklého proteinu
z GroEL komplexu do prostfedi buriky. Hydrolyza ATP na cis-kruhu vede k navazani
dalSi molekuly ATP, tentokrat jiz na trans-kruh GroEL komplexu, kde se mize navazat

dalSi nové vznikajici nebo jiz Spatné slozeny polypeptid [3].
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2.5 Degradace proteinu

Proteiny, které se nepodafi ani jednim mechanismem spravné sbalit, je nutné
z dlivodu negativniho vlivu na bunku, rozlozit na jejich zakladni stavebni kameny, tedy
aminokyseliny. Aminokyseliny mohou byt dale vyuzity v metabolismu bunky nebo také
k opétovné vyrobé novych proteint. Degradace muze probihat pomoci proteazomu,
coz je proteinovy komplex nachazejici se jak v eukaryotické, tak prokaryotické burice
[8]. V prokaryotické burice nachazime pét ATP-dependentnich proteaz, které se
podobaji proteazomu, jenz je charakteristicky spiSe pro eukaryota. Konkrétné jimi jsou:
Lon, ClpYQ/HsIUV, CIpAP, CIpXP a FtsH, jenz jsou doprovazeny peptidazami, které
hydrolyzuji kratké sekvence bilkovin. Tyto proteazy obsahuji remodelujici komponenty
nebo domény, které se navazi na Spatné sloZzené proteiny a nékolik ATP, hydrolyzujici
rozkladani téchto Spatné slozenych proteint. Napfiklad Lon, zodpovédny za
hromadnou bilkovinnou degradaci, je serinova proteaza, skladajici se ze tfi ¢asti. Prvni
z nich N-koncova ¢ast se spojuje se substratem, zatimco centralni a C-koncova ¢ast

zodpovidaiji za aktivitu ATP a s ni spojeny rozklad proteina [9].
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3 Rekombinantni proteiny

Rekombinantni proteiny vznikaji umélym spojenim dvou molekul DNA,
respektive jednotlivych gend, kédujicich bilkoviny. Inzert, jenZ obsahuje geny pro
rekombinantni protein je vlozen do DNA jiného organismu, takzvaného vektoru, ktery
tento inzert pfijme a za¢ne produkovat rekombinantni protein. Pfiklad muzeme uvést
produkci lidského inzulinu v bunikach bakterii. V tomto pfipadé muzeme také o
proteinu fici, Zze je heterologni, to znamena, Ze je produkovan v organismu, pro ktery
neni pfirozeny, tedy lidsky protein v bakterialni burice. DalSi organismy, ve kterych

muzeme provést expresi genu, jsou rostliny, hmyz nebo sav¢i bunky [13,15,37].

3.1 Historie vzniku rekombinantnich proteinu

Vznik rekombinantni DNA technologie se datuje na poCatek sedmdesatych let
minulého stoleti, kdy se da sjistotou Fici, Ze tato technologie pfinesla revoluci
v molekularni biologii. JeSté vice na vyznamu ziskala tato metoda se vznikem
polymerazové fetézové reakce (PCR, z anglického Polymerase Chain Reaction), jez
umoznuje rychlé namnozZeni usekd DNA [10]. Stanley Cohen ze stanfordské univerzity
a Herbert Boyer z kalifornské univerzity v San Francisku ziskali roku 1980 patent na
komer&ni vyuziti metody pro klonovani prakticky vS§ech moznych DNA a vektord [11].
Dozajista nejvice popsanym a nejdfive studovanym organismem pro expresi genu je

bakterie Escherichia coli [12].

3.2 Escherichia coli a jeji vyuziti v expresi genu

Escherichia coli (E. coli) je gram-negativni bakterie uzce spjata s technologii
rekombinantnich protein. Prvni pokusy o vytvoreni rekombinantniho proteinu byly
provadény pravé na E. coli a kdyz vezmeme v potaz, Ze je tomu jiz pfes pul stoleti,
neda se divit, Ze pravé ona patfi k bakteriim, s nejlépe popsanym genomem. Tento
fakt je dozajista jedna z mnoha vyhod a pficin, procC je dnes stale hojné pouzivana pfi
genetické manipulaci a prumyslové vyrobé proteint terapeutického a komeréniho
vyuziti. Pokud hovofime o vyhodach, urcité nesmime opomenout jejich rychly rast na
levnych pudach, rychlou akumulaci biomasy, vysoky vytézek a jednoduchost systému,
jelikoz se jedna o bakterii [9,13]. Co se nevyhod tyCe, tak problém nastava s proteiny,

které se po translaci modifikuji. Slozit&jsi proteiny, u kterych probiha posttranslaéni

21



modifikace (PTM) tedy nelze v E. coli a ostatnich prokaryotickych systémech
exprimovat. Mezi PTM fadime fosforylaci, glykosylaci, ubikvitinaci a dalsi modifikace,

kdy dochazi k upravé vzniklého proteinu po translaci [14].

3.3 Ostatni expresni systémy

Jak jiz bylo feCeno na zacCatku odstavce o rekombinantnich proteinech,
prokaryotni expresni systém, reprezentujici E. coli, neni jedinym systém, kde se

vyuziva technologie rekombinantni DNA.

3.3.1 Expresni systém kvasinek

Kvasinky pfedstavuji dalSi systém, ktery se velmi Casto vyuziva. Svoji slozitéjsi
strukturou a obsahem organel jsou fazeny jiz mezi eukaryotické organismy, proto u
nich muzeme provést nékteré posttranslaéni modifikace, konkrétné glykosylaci.
K tomu muzeme pficist pomérné rychly rust na jednoduchych pudach, nizkou cenu a
vysokou vytéznost jako u prokaryot. Jelikoz je to opét hojné vyuzivany organismus, i
zde nachazime velmi dobfe popsanou genomovou strukturu. Jako nevyhodu Ize urcité
uvést hyperglykosylaci manosou, tedy hypermanosylaci, coz je pfipojeni velkého
mnozstvi manosy k proteinu. Hypermanosylace nasledné muze zpUsobit problémy pfi
sbalovani proteinu, coZz ma negativni dopad na aktivitu proteinu. Nej¢astéji pouzivanou

kvasinkou je rod Saccharomyces [15].

3.3.2 Hmyzi expresni systém

Produkce rekombinantnich proteinl v hmyzim expresnim systému je spjata
s bakulovirem. Tento virus napada hmyzi buriky dospélych jedinci nebo jejich larev.
Virus je infekéni pouze pro bezobratlé Zivodichy, obratlovcim nijak neskodi, takze
muze byt vyuzit k rekombinaci jejich protein. Co se posttranslacnich modifikaci tyCe,
hmyzi expresni systém nabizi vétsi moznosti oproti systému v E. coli nebo kvasinkach,

ovSem musime zde pocitat s vy$Si cenou a nizsi vytéznosti [15,16].

3.3.3 Sav€i expresni systém

Evoluéné nejmladSim a zaroven nejdokonalejSim expresnim systémem pro
savCi proteiny je bezesporu savei expresni systém. V sav€ich bunfkach by mély byt
exprimovany proteiny, vyzadujici savCi PTM. Musime ovSem dbat na druhova
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specifika. Napfiklad jsou zaznamenany rozdily u glykosylace v burikach hlodavcl a
lidskych burikach. Hlavni vyhodou sav€iho expresniho systému je tedy Siroka Skala
posttranslacnich modifikaci, ovéem stim spojena €asova naronost a technicka
vybavenost pro produkci, ktera neposkytuje tak vysoké vytézky. Cena celého procesu

je tedy ze vSech expresnich systému nejvyssi [15].

Po zvoleni spravného expresniho systému nasleduje samotny proces vzniku
rekombinantniho proteinu. Z teoretického hlediska se muize jednat o snadnou
zalezitost. Gen, ktery koduje zvoleny protein, vlozime do expresniho vektoru, nasledné
ho transformujeme do hostitelské bunky a buriku s vloZzenym genem nechame
kultivovat. Po namnozeni bunék spustime samotnou syntézu heterologniho proteinu
pomoci vhodného induktoru. Na konec bunky sklidime, vycCistime protein a mame
hotovo. V praxi je samoziejmé cely proces daleko slozitéjSi. V nasledujicich
odstavcich si pfiblizime, jak probiha v prokaryotickém expresnim systému, konkrétné
v E. coli [13].
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4 Expresni vektor

Expresni vektor je kruhova molekula DNA, tedy plazmid, obsahujici
charakteristické sekvence, diky kterym mlze probéhnout uspé&Sna exprese proteinu.
To znéj déla jeden ze zakladnich nastroji v molekularni biologii a genetickém
inZzenyrstvi. VétSina vektorl vychazi z plazmidu ColE1, ktery pomaha izolovat velké
mnozstvi plazmidové DNA a také je napomocny pfi purifikaci proteint. ColE1, ktery
kéduje produkci kolistinu E1, odtud také jeho nazev, je nejlépe popsanym
nekonjugativnim plazmidem. Konjugace je zpusob vymény genetické informace mezi
bakteriemi. ColE1 je high-copy-number (hcn) plazmid. To znamena, Ze dokaze vytvorit
velké mnozstvi kopii, které, pokud nebudou regulovany, mohou ohrozit buriku.
Samozfejmé existuji i low-copy-number (Icn) plazmidy, které, co se regulace tyce,

nejsou tak sloZité [17,18].

Kazdy plazmid, pouzivany jako expresni vektor, by mél obsahovat sekvence

znazornéné na (obr. 4).

Promotor
Shine-Dalgarnova sek.

Selekéni N-terminalni tag

marker Fuzni protein

PCS
MCS
6000 bp C-termindlni tag

Terminator

E. coli vektor

ongin Represor

Obr. 4: Vektor E. coli sjednotlivymi sekvencemi. Origin — zacatek replikace, Selekéni marker —
identifikace naseho vektoru, Promotor — zacatek transkripce, Shine-Dalgarnova sekvence — zacatek
replikace, N-terminalni a C-terminalni tag — detekce, Fuzni protein — slozeny protein, PCS — protease
cleavage site — odstranéni tagd, MCS — multiple cloning site — misto pro vklonovani genu, Terminator —

ukonéuje transkripci, Represor — zastavuje transkripci (upraveno) [19].
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4.1 Promotor

4.1.1 lac promotor a jeho derivaty

Zakladnim prokaryotickym promotorem je lac promotor, zakladni komponenta
lac operonu. Laktdézovy (lac) operon je dulezity pro metabolismus laktézy, odtud také
jeho nazev [20]. Laktdéza zpusobuje indukci systému a tak maze byt tento cukr pouzit
pfi produkci proteinl. Indukce je ztizena v pfitomnosti cukru, které snadno metabolizuji
uhlikové zdroje, jako napfiklad glukézy. Proto pokud je sou€asné pfitomna laktoza i
glukéza, lac promotor neplni naplno svoji funkci do té doby, dokud neni glukéza
zuzitkovana. Pfi nizké hladiné glukézy je produkovan cyklicky adenosin monofosfat
(CAMP), ktery je dulezity pro celkovou aktivitu lac operonu [21]. K dosaZeni exprese
v pfitomnosti glukézy byl vytvofen mutantni promotor lacUV5. Nicméné lac promotor
ani jeho derivat lacUV5 nejsou kvuli své slabosti pfi vyrobé rekombinantnich proteint
tak Casto pouzivany. Aby se vyuZilo vyhod lac promotoru a byl ziskan silny promotor,
vzniknul za timto u€elem synteticky hybrid tac promotor. Ten je slozen z 35 Casti
tryptofanového (trp) promotoru a 10 ¢asti lac promotoru. Tento hybrid je pfiblizné 10x

silnéj8i nez promotor lacUV5 [17].

4.1.2 T7 promotor

T7 promotor produkovany v pET vektoru je velice popularni pro expresi
rekombinantnich proteind. V tomto systému je gen naseho zajmu klonovan za T7
promotor, na ktery naseda T7 RNA polymeraza, pochazejici z bakteriofaga A. Systém
muze byt indukovan laktézou nebo jejim nehydrolyzovatelnym analogem, kterym je
isopropyl-beta-D-thiogalaktopyranosid (IPTG). IPTG nicméné neni pfilis vhodny pro
produkci velkého mnozstvi lidskych terapeutickych proteind, z divodu toxicity a vysoké
ceny [22]. Exprese mUze byt kontrolovana T7 lysozymem, jenz se vaze na T7 RNA
polymerazu a tim muze inhibovat transkripci T7 promotoru. Kontrola T7 lysozymu
spociva v hlidani mnozstvi vyprodukované mRNA, ktera by pfi nadbytku mohla
zpusobit destrukci ribozomu nebo smrt buriky. pET totiz patfi k systémam, které

produkuji velké mnozstvi mRNA [13].
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4.1.3 cspA promotor

T7 promotor a ostatni silné promotory jsou Casto limitovany skuteCnosti, ze
protein naseho zajmu neni schopen dosahnout nativni konformace, kdy se protein
Castecné nebo kompletné usadi do formy zvané inkluzni téliska. Tento problém muaze
byt vyfeSen pouzitim promotoru, aktivovanym teplotnim skokem z teploty vysSi na
niz§i nebo pouzitim fuzni proteinové technologie. Konec koncu skladani proteina
probiha Iépe pfi nizSich teplotach, kdy vznikaji stabilnéjSi proteiny diky hydrofobnim
interakcim, s ¢imz také souvisi aktivita chaperonu [22]. Pomérné dobfe popsanym
promotorem aktivovanym pfi sniZujici se teploté je cspA promotor. cspA promotor je
potlaCovan pfi teploté 37°C a vySe, naopak pfi nizSich teplotach a to dokonce kolem
10°C si zachovava svoji funkci. Zna¢nou nevyhodou toho promotoru je fakt, Ze jeho

funkce zacCina byt potlacovana 1-2 hodiny po teplotni zméné [13].

4.1.3.1 Inkluzni téliska

VySe zminéna inkluzni téliska jsou intracelularni proteinové agregaty, které
vznikaji, jak jiz bylo uvedeno, z proteinu, které nedokazi dosahnout své nativni
konformace a mohly by tak ohrozit Zivotaschopnost buriky [22]. Pfi expresi ciziho genu
do hostitelské bunky je nové vznikajici rekombinantni protein exprimovan do prostredi,
které se miaze znac¢né liSit oproti plvodnimu prostfedi, ze kterého pochazi. Rozdily
mohou byt v pH, osmolarité, redoxnim potencialu nebo také rozdilném mechanismu
skladani. Inkluzni téliska se akumuluji v cytoplazmé nebo periplazmatickém prostoru,
kde jsou Casto asociovana s modulatory zapfiCifiujicimi uspésné slozeni proteinu, jako
jsou napfiklad chaperony DnaK nebo GroEL. Cytoplazmaticka inkluzni téliska jsou
porovité valce s maximalni délkou dosahujici 1 um a objemem 0,6 pm?3[9]. Diky tomu,
Ze jsou rezistentni k proteolyze a obsahuji velké mnozZzstvi relativné Cistého materialu,
jsou Casto vyuzivany k produkci proteinu, které jsou toxické, nestabilni nebo se dokazi

opétovné slozit [23].
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4.1.3.2 Vyuziti chaperont k zabranéni agregace a ziskani proteina z inkluznich
télisek

K ziskani proteind z agregované formy inkluznich télisek nebo k zabranéni
vzniku této formy se vyuzivaji molekularni chaperony. Komercné nejvice pouzivany
systém je chaperonovy plazmidovy set od firmy Takara [24]. Tento set obsahuje pét
plazmidd umoznujicich expresi jednotlivych chaperoni nebo jejich vzajemnou
kombinaci. Nachazime zde tedy chaperony, jejichZz funkce byla popsana na zacatku
této prace: GroES-GroEL, DnaK-DnaJ-GrpE, Trigger factor nebo jejich kombinace:
GroES-GroEL + DnaK-DnaJ-GrpE nebo také GroES-GroEL + Trigger factor [17].

Kromé téchto zakladnich chaperonl nachazime pfi stresovych situacich
v burice jesté dalSi, pomocné chaperony, Iépe Ffe€eno co-chaperony nebo v tomto
pfipadé také holding chaperony (holdazy). Ty se konkrétné neucastni procesu
skladani, ale jsou velice napomocné pravé pfi stresovych situacich, kdy dochazi
k agregaci a vzniku inkluznich télisek. Nejrozsahleji charakterizovana holdaza patfi do
malé Hsp rodiny. Je to holdaza IbpB, ktera spole¢né se svym homologem IbpA je
kédovana na jednom operonu. |bpB tvofi velké oligomery a to tak, Ze pfi vysSi teploté
v buniice zachytava neslozené proteiny, konkrétné jejich hydrofobni ¢asti na povrchu
proteinu. Po odeznéni stresovych podminek se na tento komplex navaze DnaK, nebo
pokud je to nutné se komplex transformuje do GroEL, kde je neslozeny protein uvolnén

a opét slozen [9,25].

Nicméné pokud se nepodafi zabranit agregaci, je zde dalSi chaperon
pfipraveny tento problém vyfeSit a ziskat tak funkéni protein. Na bakterialni
desagregaci, coz je opacny proces agregace, se podili ClpB, jenZ spole¢né se svym
eukaryotickym homologem Hsp104, maji schopnost zachranit stresem poniceny
protein z agregované formy. Tato zachrana probiha tak, ze ClpB se navaze na velké
agregaty, s kterymi interaguje, a nasledné vznikaji mensi agregaty, které rozpozna
systém DnaK-DnaJ-GrpE, jenz dokazZe tyto mensi agregaty solubilizovat a nasledné
z nich ziskat protein. Cely tento proces probiha za uc€asti ATP. ClpB patfi do rodiny
Hsp100, kam také fadime dalSi ATPazy jako napfiklad ClpA, ClpX nebo ClpY, jez se
ucastni proteolyzy [9,26].
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Obr. 5: Desagregace pomoci ClpB a nasledné interakce systému DnaK-DnaJ-GrpE s mens$imi

agregaty (upraveno) [26].

4.2 Selekéni marker

4.2.1 blagen

Dalsi dulezita ¢ast expresniho vektoru je selekéni marker. V expresnim vektoru
se nejvice jako selekéni marker pouzivaji geny zajistujici rezistenci na antibiotikum.
Po pfidani antibiotika bunky obsahujici tyto geny dokazi prezit, ostatni bunky, které
neobsahovaly geny zodpovédné za rezistenci na antibiotikum, na selekénim médiu
vlbec nenarostou. Diky tomu dokazeme vyselektovat pouze bunky, respektive
plazmidy naseho zajmu a ostatnich se zbavit. Napfiklad gen, nesouci rezistenci na -
laktamova antibiotika se nazyva bla gen, ten produkuje periplazmaticky enzym -
laktamazu, jehoz funkce spociva v inaktivaci 3-laktamového kruhu antibiotik. Nicméné
znacna nevyhoda je fakt, Ze pokud je B-laktamaza konstantné vyluCovana, nastava
neustala degradace antibiotik, které se po nékolika hodinové inkubaci spotfebuji, a
vznikne situace, kdy v naSem médiu mohou rust bunky, které neobsahuji gen pro
rezistenci, protozZe je antibiotikum spotfebovano. Mezi 3-laktamova antibiotika majici
tento problém muzeme zafadit penicilin nebo ampicilin. Velmi dobrou alternativou se
jevi tetracyklin, jenz se ukazuje velice stabilni béhem kultivace, protoze jeho rezistence
je zalozena na aktivnim efluxu, tedy vylu€ovani antibiotika z bufiky a tim dochazi k jeho

neustalé obnové v médiu [27,28]. Blasticidin, hygromycin a zeocin mizeme uvést jako
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dalSi priklad antibiotik, nicméné jejich vysoka cena znacné ovliviiuje jejich popularitu.

4.2.2 mfabl

Pomérné nové vzniklym selekénim markerem je mfabl (mutant fabl). Kromé
toho, Ze je to uspéSny selekCni marker také usnadiuje molekularni manipulaci
s nestabilnimi sekvencemi pochazejicimi ze savCiho genomu, ktery pokud je
replikovan v bakterialnim hostiteli, muze zpusobit problémy a neefektivni replikaci.
Triklosan (systematicky nazev dle IUPAC: 5-chlor-2-[2,4-dichlorfenoxy]fenol) je
synteticka chemikalie, chovajici se jako inhibitor bakterialniho ristu pfi nizkych
koncentracich. Pfi koncentracich vysSich, se chova jako biocid, tedy latka schopna
usmrtit buriky. Triklosan svoji bakterialni aktivitu projevuje tak, Ze se navaze na
bakterialni enzym Fabl odpovidajici za tvorbu lipidl v E. coli. Po navazani, triklosan
tento enzym inhibuje a tim nedochazi ke stavbé bunéénych membran. Pokud ale dojde
k mutaci genu fabl, jenz dava vznik enzymu Fabl, tak bakterie obsahujici tento
mutantni gen mfabl, budou moci rast v pfitomnosti triklosanu, kdy u nich nebude
dochazet k inhibici enzymu. Z toho vyplyva, Zze se tento mutantni gen da vyuzit jako

selekéni marker [29].

4.3 Afinitni znacky

Pokud potfebujeme Cisty rozpustny aktivni rekombinantni protein, coZz
potfebujeme ve vétsiné pfipadd, je vyhodné mit prostfedek, diky kterému mizeme
tento protein detekovat. K tomuto ucelu se vyuzivaji afinitni znaky neboli afinitni tagy,
které kromé detekce pomahaji dosahnout maximalni rozpustnosti a Cistoty proteinu
[30]. Afinitni znacku mizeme umistit jak na N-konec, tak na C-konec proteinu. Na N-
konec se umistuje spiSe signalni sekvence pro sekreci rekombinantniho proteinu a na

C-konec pfipadaiji purifikaéni a detekcni znacky.

4.3.1 Protein A

Prvni afinitni znacky byly velké proteiny vyuzivany vyhradné pro expresi a
purifikaci proteinu v E. coli. Jednim z nich je protein A vyskytujici se na povrchu
Staphylococcus aureus, jenz je 280 aminokyselin dlouhy. Diky této relativné velké

velikosti a proteolytické stabilité muze zvySovat rozpustnost a expresi heterolognich
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protein(. Protein A spole¢né s rekombinantnim proteinem muze byt purifikovan
pomoci afinitni chromatografie na IgG Sepharoze a vymyt pomoci pufru o nizkém pH.
DalSi moznosti izolovani Proteinu A spolecné s proteinovym komplexem je vyuziti Felll
peptidu, na ktery je navazan biotin. Toto spojeni nazyvajici se Bio-Ox ma vysokou
afinitu vuci IgG. Bio-Ox soutézi s Proteinem A o vazebné misto na IgG, coz umozni

uspésné uvolnéni rekombinantniho proteinu [31].

4.3.2 LacZ

LacZ, znama také jako B-galaktosidaza nebo B-gal, je dalSi afinitni znacka
pouzivana od zacatku rekombinantni technologie v E. coli. Stejné jako Protein A ma
velkou velikost a to dokonce 1024 aminokyselin. Tato extrémni velikost LacZ mize
nékdy zpUsobit zménu aktivity purifikovaného proteinu. LacZ fuzni protein muze byt
purifikovan pomoci afinitni chromatografie na imobilizované p-amino-fenyl-3-D-thio-
galactosidaze (APTG) a vymyt boratovym pufrem s vysokym pH. Navic, LacZ fazni
proteiny jsou Casto nerozpustné. Tato nerozpustnost ma vyhody i nevyhody. Mezi
vyhody se da pocitat, Ze cilovy protein, ktery je formovan do inkluznich télisek,

umozfuje expresi genu, jenz je toxicky pro E. coli [31].

4.3.3 Polyhistidin

Ackoliv Protein A a LacZ jsou dnes stale ¢asto pouzivané afinitni znacky, bylo
vytvofeno mnoho dalSich afinitnich znacek, které vylepSuji vlastnosti téchto prvotnich
znacek. Jednou z nich je polyhistidinova afinitni znacka. Polyhistidinova afinitni
znacka, zkracené His-tag neboli His-kotva, je vétSinou sloZzena ze Sesti histidint, ale
muze byt sloZena jak ze dvou tak az z deseti téchto aminokyselin. Polyhistidin byl
poprvé pouzit k oCisténi galaktdézy dehydrogenazy pomoci afinitni chromatografie, kde
jako stacionarni faze byl pouzit kov. Tato technika ma zkratku IMAC, z anglickych slov
immobilized metal affinity chromatography. His-kotva je dnes asi nejvice pouzivana
afinitni znacka, z tohoto divodu mnoho spole¢nosti poskytuje expresni vektory a
purifikacni reagencie urCené k praci pravé s ni, ¢imz se jeji pouziti jesté vice zvysuje.
Kovové ionty, s kterymi histidin ¢asto tvofi vazby, jsou: Co?*, Cu?*, Ni?*, Zn?*, Ca®* a
Fe3*. Nejvice vyuzivany iont je iont Ni?* [31]. V pfipadé polyhistidinu cely proces
purifikace proteinu probiha tak, Zze na chromatografické koloné je umistény kov,

napfiklad pravé Ni, na ktery se navaze His-kotva s nami studovanym proteinem. Po
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nasledném promyti, kdy se odstrani nenavazana proteiny, se uvolni His-kotva
z proteinu. Toto uvolnéni je docileno pomoci imidazolu, jelikoz ten ma vétsi afinitu ke
kovim, takZze se navaze na His-kotvu a protein je nasledné uvolnén [32,33].
Podstatnou vyhodou histidinové kotvy je moznost purifikovat proteiny, na které pasobi
denaturacni podminky. Tim padem, proteiny, které agregovaly do inkluznich télisek
mohou byt snadno rozpustény vhodnym cinidlem jako napfiklad mocCovinou nebo
pomoci guanidinu-HCI a nasledné purifikované na IMAC. Opétovné slozeni cilového
proteinu je poté snadno provedeno bez interakce s ostatnimi proteiny. Navic His-kotva
je mala afinitni znacka, takze se pomérné snadno zavadi do genu naseho zajmu

pomoci polymerazoveé fetézové reakce [30].

4.3.4 Glutathion S-transferaza

Dalsi Casto pouzivanou afinitni znaCkou je glutathion S-transferaza (GST).
Glutathion S-transferaza patfi do rodiny enzymU umoziiujici pfenos siry z glutathionu
na slou€eniny obsahuijici nitro skupinu nebo halogenidy, coz vede k jejich detoxikaci.
Poprvé byla GST pouzita v pGEX expresnim vektoru bakterie E. coli k expresi a
purifikaci proteinu parazitické tasemnice ovci, latinsky Taenia ovis. V sou€asnosti jsou
pGEX vektory dostupné ve vSech moznostech ¢teciho ramce a s tremi odliSnymi
protease cleavage sites (trombin, faktor Xa a PreScission), ktefi dokazi odstranit GST.
Stejné jako His-kotva, tak i GST spolecné s proteinem naseho zajmu je purifikovan
pomoci afinitni chromatografie tentokrat s pouzitim imobilizovaného kofaktoru
glutathionu. Jako prvni tuto moznost demonstroval Smith a jeho spolupracovnici, ktefi
vyuzili této specifické interakce glutathionu a GST. Konkrétné dokazali to, Ze
eukaryotické proteiny pfipojeny na C-konec GST mohou byt uspé&sné purifikovany
z lyzatu E. coli pravé pomoci afinitni chromatografie s vyuzitim glutathionu. Co se tyka
GST fuznich proteinli agregovanych do inkluznich télisek jejich nasledna renaturace
je mozna po pouziti 6M guanidinu-HClI a opét purifikovana pomoci afinitni
chromatografie. Nevyhoda glutathionu pfi afinitni chromatografii skyta v tom, Zze ma
pomeérné kratkou zZivotnost. Konkrétné muize byt zregenerovan a opét pouzit pouze
mezi 4 — 20 pokusy. Pokud budeme hovofit o mnozstvi vyprodukovanych proteinu,
GST fuzni proteiny jsou exprimovany ve velkém mnozstvi v E. coli s primérnym
vytézkem kolem 10 mg/I. S timto vysokym vytéZkem je samoziejmé spjata akumulace

agregovanych proteina v inkluznich téliscich [30,31].
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4.3.5 Maltézu vazajici protein

Maltézu vazajici protein (MBP) je produkt genu malE nachazejici se v E. coli.
Maltéza vazajici protein je exportovana do periplazmatického prostoru, kde se
specificky vaze s maltézou nebo maltodextrinem a nasledné jeden z téchto cukru
transportuje do cytoplazmatické membrany. Pfi expresi je MBP Casto vyuzivana ke
zvyseni vytéznosti a rozpustnosti fuzniho partnera, kdy dosahuje vytéznosti od 10 do
40 mg proteinu na 1 litr kultury. MBP spole¢né s proteinem se vklada do pMAL
expresniho vektoru, jenz umoznuje cytoplazmatickou i periplazmatickou expresi.
Faktor Xa, enterokinaza nebo genenaza | jsou proteazy, které se Casto vyuzivaji
k odstranéni MBP z vektoru. Purifikace muze byt provadéna pomoci jednokrokové
afinitni chromatografie obsahujici imobilizovanou amylézu a nasledovanou
kompetitivni eluci s maltézou. Vysoky vytéZzek zminovany na zacatku toho odstavce
samoziejmé muize zpusobovat akumulaci nerozpustnych proteind agregovanych do
inkluznich télisek, tak jako v pfipadé GST fuzniho proteinu. Navic velka velikost MBP

znacky (45 kDa) muze mit vliv na funkci proteinu [30,31].
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5 Escherichia coli BL21 a BL21(DE3)

Escherichia coli, jak jiz bylo dfive zminéno, patfi k nejvice pouzivanym
bakteriim v rekombinantni technologii. Casto pouzivany jsou konkrétné& dva jeji kmeny
ato BL21 a BL21(DE3) vytvofené F. Williamem Studierem a Barbarou A. Moffattovou.
Jak uz z nazvu obou kmenuU vyplyva, jsou si velice podobné. Hlavni rozdil spociva
v tom, Zze BL21(DE3) obsahuje gen pro T7 RNA polymerazu pochazejici z profaga
DES3, odvozeného z bakteriofaga A. T7 RNA polymeraza je v pfipadé BL21(DE3)
kontrolovana lacUV5 promotorem. BL21 se vyuziva k expresi bez T7 RNA polymerazy.
Oba kmeny patfi do B linie kmenu E. coli. Tuto linii charakterizuje absence Lon

proteazy a OmpT proteazy, které v burice degraduiji proteiny [34].
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6 Proteiny produkované rekombinantni technologii

V dnesni dobé jsou produkovany stovky terapeutickych proteini pomoci
rekombinantni technologie a pfiblizné 50 % z nich je schvaleno ke klinickému pouziti
[35]. Prvni rekombinantni protein byl vytvofen roku 1976 a byl jim somatostatin,
nasledovany inzulinem roku 1982, jenz dnes patfi k nejvice prodavanym
rekombinantnim proteinim pod nazvem Humulin [36]. Dale muzeme uvést
erytropoetin vytvofeny roku 1986 nebo interferon, vytvofen poprvé v témze roce, jenz
se ukazal jako vysoce efektivni a bezpeCny k IéEbé hepatitidy C. Samoziejmé
rekombinantni proteiny nejsou vyuzivany pouze pro terapeutické ucely, muZzeme se
s nimi setkat ve vyzivé jako doplnék stravy nebo napfiklad v kosmetice [36]. Pro
ilustraci na (obr. 6) mizeme vidét procentualni zastoupeni prodanych rekombinantnich
proteinl vyuzivanych v terapii, kde témér Ctvrtinu zabiraji proteiny proti metabolickym
porucham, dale s 18 % jsou proteiny vuc¢i hematologickym porucham a 15 %
z celkového mnozstvi patfi proteinim proti onkologickym problémum, jejichz produkce

byla v poslednich letech zvySena z divodu narlstu nadorovych onemocnéni [37].

B Metabolicke poruchy
B Hematologickeé poruchy
B Onkologie
B Zdravi Zen
B Imunaologi
B Infekéni nemoci

Zdravi muth

Cralsi

15%

Obr. 6: Mnozstvi prodanych rekombinantnich proteini v procentech, respektive jejich misto, kde
pusobi v terapii. Rzova €ast, znazorfiujici 19 % z celku, obsahuje zbylé terapeutické oblasti, jejichz
mnozstvi nepfesahlo 5 %. Jsou to oblasti jako kardiologie, centralni nervova soustava, dermatologie a

dalsi (upraveno) [37].
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6.1 Lidsky inzulin

Jak jiz bylo fe€eno, lidsky inzulin patfi k nejvice prodavanym rekombinantnim
proteinim. Hlavnim divodem je neustale se zvysujici pocet lidi se zvySenou hladinou
krevniho cukru, tedy s onemocnénim zvanym jako cukrovka, latinsky diabetes mellitus.
PFi pfekroCeni hladiny cukru nad 5,5 mmol/l dochazi k uvolfovani inzulinu z B-bunék
Langerhansonovych ostravku do krve. Z krve je inzulin vychytavan receptory v burice,
kde umozniuje vstup glukdzy do bunék, a tim dochazi ke sniZzeni hladiny cukru v krvi.
Logicky tedy, pokud jsou Langerhansonvy ostrivky poruseny nebo receptory v burice
z néjakého divodu nefunguji, nemuze byt inzulin dopraven do burky pfirozené a musi

byt do téla vpraven uméle [37].

Inzulin je tedy produkovan B-burikami Langerhansonovych ostrivku, které jsou
pfitomny na slinivce bfisSni. Vznika jako jednoduchy polypeptid pre-pro-inzulin, ktery se
Stépi na pro-inzulin. Pro-inzulin se v endoplazmatickém retikulu slozi do spravné
konformace pomoci tfi disulfidickych vazeb a nasledné je transportovan do Golgiho
aparatu, kde je preveden na aktivni formu, tedy inzulin. Zraly inzulin se sklada z A-
fetézce, obsahujici 21 aminokyselin, B-fetézce slozeného z 30 aminokyselin a C-
peptidu [37,39].

Nez se inzulin zacal vyrabét rekombinantni technologii, byly pacienti 1&Ceni
pomoci inzulinu ziskavaného ze slinivek prasat a krav. Tato metoda byla draha a
hlavné nedokazala pokryt poptavku. V roce 1978 se zacal inzulin vyrabét tak, ze oba
fetézce A i B byly exprimovany oddélené v E. coli a az po expresi doSlo ke spojeni.
Tato metoda pfinesla zlepSeni, ale stale nebyla tak efektivni, a proto se dnes uz tolik
nepouziva. EfektivnéjSi a také vhodnéjSi metoda pro produkci ve velkém méfitku se
ukazala metoda, kdy je inzulin exprimovan jako proinzulin. PFfi samotné expresi v E.
colijsou inzulinové prekurzory produkovany do inkluznich télisek a plné funkcni protein
je ziskan naslednou solubilizaci a opétovnym slozenim. ZvySeni solubilizace proteinu
a nasledna pomoc pfi spravném slozeni samoziejmé zajistuji molekularni chaperony.
Molekularni chaperony jsou také napomocné enzymu thiol disulfid oxidoreduktaza se
zkratkou DsbA (z anglického oxidoreductase disulfide bond protein A), ktery po pfidani
do E. coli umozniuje proteinim vytvorit disulfidické vazby, diky ¢emuz se inzulin stava
aktivnim [38]. Vznik disulfidické vazby probiha v periplazmatickém prostoru. Tuto

metodu zacCala provadét firma Eli Lilly, ktera produkuje produkt Humulin, schvaleny
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roku 1982, jakozto rekombinantni inzulin pro terapeutické ucely k leécbé diabetickych
pacientld [39]. Nicméné pocet diabetik(l stale znepokojivé roste a dokonce se
predpoklada, ze v roce 2025 bude pfiblizné 300 miliéna lidi, trpici timto onemocnénim
[40]. Pozadavek na inzulin se tedy bude znacné navySovat (pfiblizné vice nez 16 000
kg za rok), s ¢imz souvisi i naroky na soucasné expresni vektory, jez nemuzou tento

potencialni objem uspésné pokryt [37].
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Obr. 7: Schématické znazornéni vioZzeni genu pro inzulin do bakterialniho plazmidu. Na za¢atku mame
bakterialni plazmid a lidsky chromozom obsahujici gen pro inzulin. Restrikéni enzym roz&tépi oba typy
DNA. Nasledné se gen pro inzulin pfipoji k plazmidu pomoci lepivych koncli a spoji pomoci enzymu
(upraveno) [41].

6.2 Lidsky rastovy hormon

Lidsky rUstovy hormon (HGH z anglickych slov human growth hormone),
nazyvany také somatotropin, je protein sloZzeny ze 191 aminokyselin s molekulovou
hmotnosti okolo 22 000. Jak z jeho nazvu vyplyva, je dllezity pro spravny rust, proto

se monitoruje hlavné u déti. Pfi nedostatku rdstového hormonu dochazi u lidi
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k malému vzrastu oznaCovanému jako nanismus. Naopak pfi nadbytku HGH dochazi
u lidi ke zvétSenému rustu, ktery se nazyva gigantismus. HGH muze byt také vyuzit pfi
léCbé jinych potizi, jako napfiklad pfi zlomeninach kosti, popaleninach nebo pfi
krvacejicich viedech. Jelikoz je rastovy hormon druhové specificky, zesnuli lidé byli
dlouho jedinym zdrojem tohoto hormonu. Nicméné zvySena poptavka a také nékteré
problémy jako napfiklad vyskyt Creutzfeldt-Jakobovy nemoci u déti, které byly 1éCeny
ristovym hormonem ziskanym z hypofyzy zesnulych pacientl, daly moznost vzniku
somatotropinu pomoci rekombinantni technologie v E. coli [35]. Bakterialné
syntetizovany HGH se oznaCuje jako methionyl-HGH, protoZze se na néj vaze
methionin pochazejici z AUG startovaciho kodonu vloZzeny na zacatek genu pro HGH
[42].

Pfi produkci HGH v E. coli se formuje samotny hormon do inkluznich télisek,
nicméné nedavny vyzkum ukazal moznosti jak tomuto kroku pfedejit s vyuzitim TAT
systému (z anglickych slov twin arginine translocation system). Tento systém
umoznuje export spravné slozeného proteinu z cytoplazmatického prostfedi do
periplazmatického prostoru, kde je protein chranén pred agregaci. K tomu dopomahaji
dvé signalni sekvence, TorA a Sufl umisténé na N-konci proteinu, v nasem pfipadé
ristového hormonu, a gen pro DsbA umistény na C-konci, ktery vykazuje
chaperonovou aktivitu. V sou€asnosti tedy bylo potvrzeno, ze s vyuzitim TAT systému
klesa mnozstvi HGH v inkluznich téliscich, nicméné zda je hormon funkcni a aktivni

se musi jesté ovéfit pomoci dalSich vyzkum [43].

6.3 Ferritin

Ferritin je protein sloZeny z 24 podjednotek, jehoZz hlavni funkce je uskladriovat
Zelezo, nebot Zelezo je v nenavazané formé pro buriky toxické. Ferritin mdZzeme nalézt
v mnoha organech, ovSem v kazdém ma trochu jiné slozeni, liSici se poCtem H- a L-
podjednotek, ze kterych je sloZzen. Napfiklad v srdci pfevlada podjednotka-H, kdezto
v jatrech nebo sleziné nachazime vice podjednotku-L. V prostorovém uspofadani ma
ferritin tvar koule, kde na povrchu jsou umistény jednotlivé podjednotky, které uvnitf
ukryvaji ionty Zeleza o celkovém poctu dosahujici az 4500 iontl Zeleza na jednu
molekulu ferritinu. | pfes to, Ze H- a L-fetézce maiji 53 % identickych aminokyselinovych

sekvenci a podobnou tfidimenzionalni strukturu, slozenou ze 4 dlouhych a 5 kratkych
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alfa helix(i, oba fetézce vykonavaji odliSnou funkci béhem procesu ukladani Zeleza
[44,45].

Pfi vzniku rekombinantniho ferritinu se jako slozitéjSi jevi pfiprava L-fetézce,
ktery se formuje do inkluznich télisek v E. coli s vytéZkem 2-5 mg na litr bakterialni
kultury. Pokud chceme vytéZek rekombinantniho L-fetézce (rLF z anglického
recombinant L-chain) zvysit, je nutné pouzit molekularni chaperony. Po pouziti
molekularnich chaperonl dosahneme vytézku kolem 10 mg na litr bakterialni kultury.
Cela exprese mUze probihat v kmeni BL21 (DE3) bakterialni E. coli s pouzitim vektora
pPET-28a a pG-Tf2 [45].

6.4 anti-BNP scFv

Vyroba protilatek pomoci rekombinantni technologie je dalSi dulezité odvétvi,
kde se tato metoda uplatriuje. Jako je tomu napfiklad u protilatky proti natriuretickému
peptidu B, oznaCovanému také jako mozkovy natriureticky peptid se zkratkou BNP (z
anglickych slov brain natriuretic peptide). BNP je hormon produkovany vétSinou
bunikami srde€nich komor jakoZto odpovéd na zvySené napéti a rozSifeni srdec¢ni
komory. ZvySené mnozstvi BNP nachazime také u pacientt s poruchou levé komory.

DalSi studie ukazaly potencial BNP jako marker u pacientl se srde¢nim selhanim [46].

Protilatka pouzivana k detekci BNP je jednofetézcovy variabilni fragment scFv
(z anglického single-chain variable fragment). scFv je fragment sloZeny z variabilni
domeény tézkého a lehkého fetézce protilatky spojeného kratkym peptidem. Vyhodou
scFv je jeho mala velikost, diky které maze prostupovat nadory a pevnou tkani a také
to, Ze si nadale zachovava svoji schopnost navazat antigen jako normalni protilatka.
Mensi velikost scFv oproti imunoglobulinu, ze kterého pochazi, také umozruje jeho

produkci v prokaryotickych systémech jako je E. coli [46].

VétSina protilatek produkovanych v E. coli se exprimuje do inkluznich télisek a
neni tomu jinak ani u anti-BNP scFv. K rozpusténi agregované formy anti-BNP scFv a
uvedeni do aktivniho stavu jsou samoziejmé vyuzivany chaperony. Zajimavosti je, Ze
pfi zkoumani vlivu chaperont na expresi anti-BNP scFv doSlo podle oCekavani ke
zlepSeni rozpustnosti této protilatky, nicméné celkovy vytézek se snizil. To se da
pFipsat faktu, Ze pfi nadprodukci chaperont se mize zpomalit rychlost exportu bilkovin

v E. coli z divodu prodlouzené doby uvolfovani nascentniho polypeptidu. Tento efekt
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je podobny expresi pfi snizené teploté nebo pfi snizené koncentraci induktoru, kdy
také dochazi ke zpomaleni produkce. Pokud hovofime o induktoru, mizeme pfi
expresi anti-BNP scFv pouzit L-arabinosu, ktera pfi spravné koncentraci dokaze zvysit
vytéZzek skoro az na trojnasobek. Bylo totiz ovéfeno, ze koncentrace L-arabinosy
ovliviiuje stupen exprese chaperond, konkrétné GroEL, coz ma samoziejmé ve

vysledku vliv na samotnou expresi rozpustného anti-BNP scFv viz (tab. 1) [46].

Tab. 1: Vliv koncentrace L-arabinosy na indukci chaperonu GroES/GroEL a nasledny vliv na vytézek
anti-BNP scFv v E. coli BL21 (upraveno) [46].

Koncentrace L-arabinosy Koncentrace chaperonu Koncentrace anti-BNP
[mM] GroEL scFv
[bg/ml] [ug/ml]
0 4,76 14,7
0,01 7,67 14,8
0,1 27,6 17,7
1 56,4 314
5 11,4 26,5
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7 Zaver

Chaperony jsou proteiny, které v bunice hraji zasadni roli pfi skladani ostatnich
proteind do své nativni konformace, kdy je velice dulezité, aby jejich sekundarni a
terciarni struktura byla sloZzena spravné, aby mohl protein spravné plnit svoiji
biologickou funkci. V prokaryotické burfice nachazime tfi zakladni chaperonové
komplexy a to: Trigger factor, DnaK-DnaJ-GrpE a GroEL-GroES. Tyto chaperonové
komplexy tedy konkrétné slouzi k navazani nové vznikajiciho polypeptidového
fetézce, kterému nasledné pomahaji s uspéSnym slozenim nebo protein transportuji
z preplnéného bunééného prostredi, Cimz zabraruji interakci s ostatnimi proteiny nebo
molekulami a v neposledni fadé umozniuji solubilizaci proteinu z agregované formy
inkluznich télisek, do kterych se vétSina proteini formuje pfi vzniku pomoci

rekombinantni technologie, ¢imz zvysSuji nasledny vytéZek proteinu a jeho Cistotu.

Proteiny vznikaji rekombinantni technologii tak, ze gen, ktery koduje zvoleny
protein, viozime do expresniho vektoru. K tomuto genu mizeme pfed vioZzenim pfipojit
afinitni znacky, které slouzi k nasledné detekci proteinu a k jeho izolaci. Naopak
expresni vektor vétsinou obsahuje selekéni marker, diky kterému muzeme
vyselektovat bufky s expresnim vektorem obsahujicim nas gen. Dale expresni vektor
obsahuje promotor, umoznujici zaCatek transkripce a terminator, zapficifiujici naopak
ukoncCeni transkripce. Po vlozeni genu do expresniho vektoru nasleduje tedy
transformace do hostitelské buniky a nasledna kultivace, kdy dochazi k pomnozeni
bunék. Po namnozZeni bunék spustime samotnou syntézu heterologniho proteinu
pomoci vhodného induktoru. Na konec bunky sklidime, vycCistime protein a je hotovo.
Touto technologii je dnes produkovano velké mnozstvi proteint jako napfiklad lidsky

inzulin, rastovy hormon nebo napfiklad ferritin.
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