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SUMMARY

Bioprospect, the bulletin of the Biotechnolo-
gy Society is a journal intended to inform the
society members about the most recent deve-
lopments in this field. The bulletin should sup-
ply the vitaly important knowledge directly
to those who need it and to those who are able
to use it properly. In accordance with the rules
of the Society, the Bulletin also deals with both
theoretical and practical questions of biotech-
nology. Articles will be published informing
about the newest theoretical findings, but many
planned papers are devoted to fully practical
topics. In Czech and Slovak Republic there is
a growing gap between basic research and pro-
duction. It is extremely important to reverse
as soon as possible the process of further open-
ing of the scissors, and we hope the Bulletin
will help in this struggle by promoting both
research and practice in our biotechnology.

The Bulletin should facilitate the exchange and
targeted delivery of information. In each issue
there will be advertisements of products such
as chemicals, diagnostics, equipment and
apparatus, which have already appeared on the
Czech and Slovak market, or are projected
enter it. Services, free R&D or production
facilities can also be advertised. The editorial
board, together with the executive commitee
of the Biotechnology Society, hope that maybe
some information published in the Bulletin,
or some new contacts based on it, will give
birth to new cooperations with domestic
or foreign research teams, to collaborations,
joint ventures or strategic alliances providing
access to expertise and financing in interna-
tional markets.

The editorial board invites all of You, who
are involved in the field called biotechnology,
and who are seeking contacts in Czech and
Slovak Republic, to advertise in the Bulletin
BIOPROSPECT, which is mailed directly
to more than one and a half thousand Czech
and Slovak biotechnologists.

For more information contact the editorial
board or directly:

Petra Lipovova, PhD. (editor in chief)
ICT, Technicka 3

166 10 Prague 6, Czech Republic
Phone +420 220 443 028

e-mail: petra.lipovova@vscht.cz

http://bts.vscht.cz



UVODEM

Vazeni pratelé,

jak dobfe vite, ve IV. ¢turtleti probéhly volby do Rady
Biotechnologické spole¢nosti a jeji revizni komise.
Na zakladé nasich novych stanov volby probihaly
poprvé koresponden¢nim zplGsobem. Clenové, ktefi
se voleb zuéastnili, zvolili Radu i revizni komisi ve slo-
zeni tak jak byly navrzeny. Stru¢na zprava volebni
komise o pribéhu voleb je déle uvedena.

Radi bychom vam sdélili, ze vyslo i tiskem (dfive
pfistupné on line na webu www.sciencedirect.com
od 25. 4. 2012) zvlastni cislo biotechnologického
¢asopisu ,Biotechnology Advances” (Volume 31,
Issue 1, January/February 2013), kde jsou publikovény
vybrané prace prednesené na nasich symposiich
BIOTECH 2011 konanych v Praze a Olomouci.

Jak jsme Vas jiz informovali, v r. 2013 probéhne
v Olomouci konference Plant Biotechnology: Green
for Good Il (17. — 21. 6. 2013). Webova stranka
http://www.cr-hana.eu/G4G2 Vém poskytne dalsi
potiebné informace. Datum a program naseho
pravidelného seminéfe ,Novinky v oblasti genetickych
modifikaci” Vam pfineseme v prvnim Ccisle Biopros-
pectu 2013. Pro Vasi informaci dale uvadime, Ze
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¢lenové nasi spolecnosti se podileji i na pfipravé
a aktivni ucasti na ,World Biotechnology Congress”,
ktery se bude konat v americkém Bostonu ve dnech
3. — 6. 6. 2013 (www.worldbiotechcongress.com).
Pipravny vybor zacal pfipravovat symposium BIOTECH
Prague 2014 a s nim spojené 7. Cesko-3vycarské
symposium, které se uskute¢ni opét v Narodni tech-
nické knihovné v Praze-Dejvicich ve dnech 11. -
14. 6. 2014. Webovd stranka s podrobnymi
informacemi (www.biotech2014.cz) bude zpfistup-
néna v prvém ctvrtleti.

Véfime, Ze Vas opét zaujmou nase stru¢né informace
v rubrice ,Vite, ze! i ¢lanky, které jsme pro Vas vybrali.
Tésime se na Vase dalsi pfispévky.

Radi bychom Vam také popféli pevné zdravi,
spokojenost, Stésti a mnoho Uspéchl osobnich
i pracovnich v priibéhu celého roku 2013.

Se srde¢nymi pozdravy
Vasi
Jan K&s a Petra Lipovova



VOLBY DO RADY A REVIZNi KOMISE BIOTECHNOLOGICKE SPOLECNOSTI

Béhem listopadu leto3niho roku probé&hly volby do Rady a Revizni komise Biotechnologické spole¢nosti. Clenové
nasi spolec¢nosti tentokrat poprvé na zdkladé zmén stanov mohli vyjédfit sviij nazor koresponden¢ni formou, pisemné
nebo prostiednictvim e-mailu. Kandidatka byla sestavena na zakladé navrhl doslych od clenl spole¢nosti tak,
aby zastoupeni jednotlivych kandidat( respektovalo co nejsirSi odborny zébér se snahou o zahrnuti nasich
vyznamnych institucionalnich ¢lend.

Volebni komise, ktera se ujala s¢itani doslych hlast, pracovala ve slozeni:
Doc. Ing. Vladimir Sykora, CSc. — pfedseda
Dr. Ing. Pavla Smejkalova
Ing. Olga Schreiberova, Ph.D.
Na zakladé secteni doslych hlasovacich listkd volebni komise potvrdila zvoleni viech navrzenych kandidat.

VITE, ZE...

- v r. 2013 si pfipominame nasledujici vyroci: pied 60 lety Watson & Crick objevili strukturu DNA, pied 30
lety byla objevena PCR (polymerasova fetézova reakce) a pied 10 lety byl dovr3en projekt lidského genomu.

— Novartis oznamil, Ze ziskal souhlas k vyrobé vakciny proti sezonni ch¥ipce v buné¢né kultufe. Vakcina pod
nazvem Flucelvax, je ur¢ena pro jedince od 18 let. Technologie pfipravy vakcin v bunéénych kulturach byla jiz
diive pouzita v fadé pfipad(, ale pro pfipravu vakciny proti sezonni chiipce byla poprvé schvalena k pouZiti
v USA. Hovoii se o tom, Ze se tato moderni technologie pfipravy vakciny proti chfipce stane standardni
aplikaci. (http://www.biopharmainternational.com, 5.12.2012)

- Piti 3-4 Salku kavy denné Udajné muze podle ,Instiute for Science Information on Coffee (ISIC) sniZit riziko
onemocnéni diabetem 2. typu o 25 %. (Podle ,Food Engineering & Ingridients, December 2012).

— Podle finskych védc mUze strava bohata na rajcata (stejné tak jako ostatni zeleniny a ovoce bohaté
na obsah lycopenu) sniZit riziko infarktu. Tito védci doporucuji neméné pét (!!!) porci ovoce ¢i zeleniny
denné (Podle ,Food Engineering & Ingridients, December 2012).

- Dosud nevyuzivany akaciovy olej je udajné, z hlediska zdravotniho, lepsi alternativou nez olej fepkovy ci
slune¢nicovy. Obsahuje karotenoidy, tokoferoly, steroly a dalsi nutri¢cné vyznamné minoritni slozky. Z 1350
dostupnych druhl akaciovych semen byly analyzovany ¢tyfi z tuniské provenience (Lipids in Health and
Disease 2012, 11,49, doi:10.1186/1476-511X-11-49)

— Byl vyvinut cenové dostupny biosenzor, ktery deteguje glukosu ve slinach, slzach a moci (v koncentraci
az 0,3 pymol/I) Je zalozen na grafenovych nanovrstvach a glukosaoxidase vdzané na platinovych nanodasticich.
(LabMedica International, November 2012, www.purdue.edu)

- Ukazuje se, ze existuje vazba mezi diabetem a rozvojem Alzheimerovy choroby. Diabetes typu 1 pfispiva
k tvorbé beta amyloidu a tak zplsobuje rychlejsi starnuti mozku (Salk Institute)

— Quorum sensing je znamy jev ukazujici, Ze bakterie mohou mezi sebou komunikovat pomoci molekul,
které produkuji. Védci na université ve Svédském Linkdpingu predpokladaji, ze bakterie mohou podobnym
zplsobem kontrolovat procesy probihajici v lidskych buiikach (Elena Vikstrém, Linkdping Univeristy)

— Byla identifikovana nova signalni molekula, a to kyselina thidusita (HSNO), které spojuje efekt NO a H_S.
Ovliviiuje regulaci nervovych a srde¢nich signal. (J.Am.Chem. Soc., DOI: 10.1021/ja3009693)

- Inecisténi ovzdusi dopravou miize byt u téhotnych Zen jednim z rizikovych faktori vznikii autismu
u novorozencl (Los Angelis Daily News, November 26, 2012, http://seatletimes,com)

- Evropska komise klasifikuje biomarkery do 4 skupin: diagnosticky biomarker (potvrzuje specifickou
nemoc co nejdfive je to mozné, napi. HCV RNA po infekci), biomarker rizika (risk biomarker - kvantifikuje
riziko vyvijejici se nemoci, napf. beta amyloid pro Alzheimerovu chorobu ¢i BRCA1 pro rakovinu plic),
prognosticky biomarker (naznacuje vyvoj choroby: pomaly nebo rychly, napi. HER2 pro rakovinu plic),
predpovédni biomarker (predictive biomarker - ukazuje, jaka bude reakce nebo toxicita vybrané 1écby)

- Védci z univerzity ve Svédském Lundu ukézali, Ze u lidi majicich v krvi zvySenou koncentraci proteinu
oznacovaného SFRP4 se v nékolika letech pravdépodobné vyvine diabetes. Uvedeny protein omezuje sekreci
inzulinu (Lund University Diabetes Centre)
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ODBORNE PRISPEVKY

NANOBIOTECHNOLOGIE

Tereza Krajciova
tkrajciova@gmail.com

Uvod

Nanobiotechnologie je véda, ktera aplikuje
nanotechnologie do oblasti biosystému a biologickych
metod, pouzivad Castice do velikosti 100 nm.'? Tento
¢lanek piinasi piehled pouzivanych nanomateridld
a jejich poutziti jak v medicing, tak i jinych oborech.

Nanomaterialy

Nanoddstice zlata

Viyrabi se redukci jednoduchych soli zlata. VyuzZivaji se
ke znaceni nukleovych kyselin, protein(® a ¢asti bunék®.
Navazénim protilatky anti-VEGF (vaskularni endotelialni
ristovy faktor) na castice zlata dochazi k indukci
apoptozy B-lymfocytd u chronické lymfoidni leukémie.?

Nanoddstice stiibra

Redukci [Ag(NH,),]* se ziskaji castice o velikosti
25 nm, které maji vysokou antimikrobidlni aktivitu,
ale nizkou toxicitu pro vy3si organismy.>® Uplatnéni
nanocastice stfibra je v povrchové upravé lékaiskych
nastroji ¢i impregnaci tkanin, fasddnich omitek, kde
zabranuje Sifeni plisni.> Pokud se nanocastice stiibra
navazi na uhlikaté materidly, mohou byt pouzity
k desinfekci vod.®

Kvantové tecky

Mlzeme si je predstavit jako klastry nékolik set az
tisict atom0 polovodivych materidl(, ¢astice je tvofena
jadrem, obalem jadra (polovodivy material) a povlakem
z polymeru (pro lepsi pfipojovani biomolekul). Kvantové
tecky jsou velmi stabilni fluorofory a diky tomu je
jejich vyuZiti v zobrazovacich metodach (napf. detekce
rakoviny prsu markerem Her2) a k detekci abnormalit
a mutaci na chromozomech pfi in situ hybridizaci.'

C,, fulleren

Je tieti modifikaci uhliku. Bézné je nevodivy, ale
uzavienim alkalického kovu do své struktury se stéva
vodivym a celkové se tak zméni vlastnosti uhliku C_.
Mohou se zménit az do té miry, Ze se stanou odolné
vici metabolickym pochodlim a mohou se vyuzit pro
zobrazovani in vivo.?

Uhlikové nanotrubice

Jedna se o ctvrtou allotropickou modifikaci uhliku.
Existuji jednosténné (single-wall carbon nanotube,
SWCNT), dvojsténné (DWCNT) a mnohosténné uhlikové
nanotrubice (MWCNT). Polovodi¢ové jednosténné
nanotrubice se vyuzivaji k detekci zmén chemického
sloZzeni atmosféry.?

Magnetické nanocdstice

PouZivaji se oxidy Zeleza (magnetit, a-Fe,0,), majici
superparamagnetické vlastnosti. Jejich vyuziti je jako
kontrastni latka pfi in vivo zobrazovani u NMR.3
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Nanocdstice hydroxyapatitu

Hydroxyapatit se bézné vyskytuje v kostech a zubech.
Je tudiz biokompatibilni a jeho poutiti je v povlakovéani
implantatd, kdy stimuluje rdst kosti na rozhrani
nanocastic hydroxyapatitu a kosti.>*

Dendrimery

Jsou synteticky pfipravené kulovité molekuly s pfesné
definovanou chemickou strukturou. Dendrimery se
skladaji z jadra, vétvi a koncovych skupin. Kvdli své
velikosti (lehce prochézi sténou cév a bunécnou
membranou) a velkému mnozstvi dutin (kam se mize
uzavfit lé¢iva slozka) se vyborné hodi pro dopravovéni
[ékdi na misto urceni.'?

Polyethylenglykol (PEG)

Neni toxicky a je biokompatibilni (pouziva se
v kosmetickych pfipravcich, mydlech a lécich). Ethericky
kyslik PEG je schopen se vazat na vodu a dinit tak
PEG rozpustnym ve vodnych roztocich. PEG se stavd
hydrofilnim a tento charakter se vyuziva ve fyziologickych
systémech. Pokud je vazan na povrchu, tak snizuje
adsorpci protein a adhezi bunék - tato vlastnost se
vyuziva k Gpravé povrchd v biomedicinskych aplikacich
in vivo i in vitro.?

Nanoporézni materidly

Mohou byt vyrobeny z uhliku, kiemiku a minerald.
Maji poéry mendi nez 100 nm. Hlavni vyhodou
nanoporéznich materiald je jejich velky povrch, diky
nému jsou zlep3ené katalytické a absorp¢ni vlastnosti.
Kupfikladu nanomateridly z kfemiku mohou byt
vyuzity jako soucast implantatl, které se samovolné
rozpadaji.>”#°

Polymerni nanovldkna

Vyrébi se elektrospinningem, coz je metoda, kdy se
kapka polymerniho roztoku rozbije elektrostatickou
silou na tenka vldkna, ktera se zachycuji na substratu.
Hojné se pouzivd v lékaistvi jako obvazovy a kryci
material.?

Hedvdbi

Je biokompatibilni a v posledni dobé se uplatriuje jako
obalovy materidl nanovrstev, napf. spolu s kiemicitymi
latkami u lékarskych implantatd.”
Nanocdstice oxidu kremicitého

Castice maji velky povrch diky kulovitému povrchu,
chovaji se hydrofilné, a proto se s nimi Iépe manipuluje.
Pii deponaci na barevnou organickou slou¢eninu
se stavaji nanocastice SiO, fotostabilnimi a velmi
fluorescentnimi, proto se daji pouzit pro detekci
DNA. Jejich dalsi vyuziti je v detekci patogennich
mikroorganismd in situ ve vzorcich vody (SiO,



nanocastice jsou konjugovany fluorescentnim barvivem
a na jejich povrchu jsou zachyceny protildtky proti
bakterialnim antigendm).®> Vyznamnym objevem
posledni doby je poufZiti SiO, nano¢ésticv tzv. pfechodné
elektronice (transient electronics). Jedna se o elektrické
obvody vyrobené z hofi¢iku (Obr.1a), tento obvod je
kvali vodivosti pokryty kiemicitou vrstvou a pievrstven
hedvabim, které je biokompatibilni, ve vodé rozpustné

a)

a enzymaticky odbouratelné. Bezdratovym signdlem
dojde k sepnuti obvodu a na rezistoru dojde k pieméné
elektrické energie na tepelnou, coz je podstatou tohoto
zafizeni. Teplem se totiz znici bakterie, které by mohly
byt pficinou pooperacnich komplikaci po chirurgickych
zékrocich. Po zahojeni rany se implantat sam rozlozi
(Obr.1b).782

k)

Obr.1: a) elektricky obvod z hofi¢iku, b) rozklad implantatu ve vodném prostiedi™

Zavér
Vyuziti nanobiotechnologii by mohlo najit Siroké
uplatnéni hlavné v mediciné. Je ale velkym otaznikem
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Souhrn
Krajciova T.: Nanobiotechnologie

Nanotechnologie jako véda je v soucasnosti na vzestupu a to hlavné jeji podobor nanobiotechnologie, ktery vyuziva Sirokou $kalu
nanomateridld aplikujicich do biologického svéta. Dostupné nanomateridly nachazi vyuziti v medicing, kosmetice, ale i potravinaistvi.
Vlyznamnym objevem nanobiotechnologii je pouZiti tepelného zafizeni k prevenci pooperaé¢nich komplikaci hojici se rany po chirurgickém

zakroku.

Klicova slova: nanomateridly, nanocéstice, nanobiotechnologie, Iékaiské implantaty

Summary
Krajciova T.: Nanobiotechnology

Nanotechnology is a scientific branch currently on the rise. Especially its subdiscipline nanobiotechnology, which is characterised by
application of a great number of nanomaterials in biology, is seen as a fast developing field. Available materials are used in medicine,
cosmetics and food industry. A significant discovery in nanobiotechnology is a usage of thermal devices for prevention of postoperative

complications of wound healing after surgery.

Keywords: nanomaterials, nanoparticles, nanobiotechnology, implantable medical device

STANOVENI PROTEINU VYSKYTUJICICH SE
V LIDSKE PLASME V NiZKE KONCENTRACI

Denisa Mihalova

Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT v Praze, mihalovd@vscht.cz

Krevni plasma obsahuje pomérné velké mnoZstvi
proteind, z nichZ vétsinu tvofi samotny albumin. Ostatni
proteiny se vyskytuji jen ve velmi malych mnoistvich
a oznacuji se jako stopové proteiny. Biosyntéza vétsiny
plasmatickych bilkovin probihd v jatrech, mensi cast
je syntetizovdna na jinych mistech, napi. v entero-
cytech nebo retikuloendothelidlnim systému, prede-
v3im v plasmatickych burikdach. Odbouravéni probiha
v hepatocytech a mononukledrnim fagocytarnim
systému, kde jsou degradovény piedeviim bilkoviny
vytvéaiejici komplexy (napf. komplex haptoglobin-
hemoglobin)'234,

Funkce plasmatickych proteinli jsou velmi rozma-
nité. Zajistuji transport nejriznéjsich latek, podili se
na udriovéni acidobazické rovnovédhy a koloidné
osmotického tlaku, podporuji hemokoagulaci nebo
fibrinolyzu a v neposledni fadé jsou také dulezité
pro obranné reakce organismu?.

Charakterizace plasmatickych proteinii

K charakterizaci plasmatickych bilkovin se nej¢astéji
pouZziva elektroforesa na rdiznych nosicich (papir, skrobovy
gel, acetat-celulosova folie, agarosovy gel). Obarvenim
proteinovymi barvivy a densytometrickym vyhodnocenim
ziskame kiivky znazornéné na Obrazku 13.

P

Albumin o o, B ¥

Obr. 1: Elektroforeogram lidského séra. Spodni ¢ast obrazku
piedstavuje obarveny elektroforeogram, horni ¢ast ukazuje
jeho denzitometrické vyhodnoceni.

C D

Obr. 2: Elektroforesa plasmatickyc bilkovin za patologickych
stavd. A — akutni zanét (zvySena syntéza reaktantd akutni faze,
ato a-globulind a a,-globulin{), B — chronicky zanét (zvy3ena
syntéza imunoglobulinG zprostiedkovana B burikami), C -
hypogamaglobulinémie (snizend syntéza imunoglobulin(),
D —monoklonélnigamapatie (zvysend hladinaimunoglobulin(
v disledku vyskytu mnohocetného myelomu).

Na zékladé téchto kfivek je mozné vypocitat relativni
mnozstvi protein(. Na zdkladé elektroforetického
déleni mizeme plasmatické proteiny rozdélitna 5 - 6
frakci: albuminovou, frakce al1-globulint, a2-globuling,
B a p globulind. Nékdy se podafi rozlisit i frakce B1
a B2 globulinl. Jednotlivé frakce jsou tvofeny skupi-
nou bilkovin, které maji podobnou elektroforetickou



pohyblivost. Viyjimku tvofi prvni frakce, ktera pfedstavuje
samotny albumin. Referen¢ni hodnoty jednotlivych
frakci shrnuje Tabulka I.

Tab. I: Referenéni hodnoty jednotlivych elektroforetickych

frakci.
Frakce Zastoupeni [%0] Koncentrace

/1]

Albuminy 52 — 58 35 _ 44
a,-globuliny 24-44 1-3
a,-globuliny 6,1 -10,1 5-8

B globuliny 85-145 4-10

u globuliny 10 - 21 5_12

Patologické stavy pozorované p¥i vyhodnoceni
elektroforeogramu

Elektroforesa plasmatickych proteint poskytuje nejen
podrobné informace tykajici se zastoupeni jednotlivych
proteint, ale umoznuje také prokazat proteinémii,
dysproteinémii a poukdzat tak na rtzné patologické
stavy. Piehled nékterych patologickych stavd je
zobrazen na nasledujicim obréazku?.

a,-GLOBULINY

akysely glykoprotein (orosomukoid)

a-kysely glykoprotein je plasmaticky protein
s relativné nizkou molekulovou hmotnosti (41 kDa)
a s vysokym obsahem sacharidd ve své struktuie
(kolem 40 %). Cukernd slozka ma vyrazny vliv
na dobrou rozpustnost orosomukoidu, a také pfispiva
k mimoiadné tepelné stabilité této bilkoviny. V krevni
plasmé se vyskytuje v koncentraci 0,6 — 1,2 mg/ml.
Jedna se o citlivy reaktant akutni faze, jehoz koncentrace
se muzZe zvysit az 3 krat pfi akutnich zanétech, nékterych
infek¢nich onemocnénich, nadorech nebo po vétsich
chirurgickych vykonech. Jeho fyziologicka funkce neni
doposud znéma. Podporuje vsak rist fibroblastt
a interaguje s kolagenem. Spole¢né s haptoglobinem
slouzi k detekci slabé in vivo hemolyzy. Stanoveni
a,-kyselého glykoproteinu se vyuZiva k posouzeni
aktivity akutniho a pfetrvavajiciho zénétu, jakoz i tu-
mord s nekrézou bunék'234,

a,-antitrypsin (AAT)

AAT je plasmaticky protein tvofeny jako produkt
dvou kopii genu proteasového inhibitoru. Kazda
kopie odpovida za polovinu tvorby AAT v organismu.
Dojde-li k mutaci jednoho nebo obou gend, vznikd
tento plasmaticky protein v nedostate¢né koncentraci
nebo v dysfunkéni formé. Jeho nedostatek mize vést
ke vzniku plicniho emfyzému, dysfunkéni forma vede
k cirhoze jater, z dvodu ukladéni AAT v jatrech. Uplny
nedostatek je pfi¢inou transplantaci jater u malych déti.
Jedna se o reaktant akutni faze, jehoz hladina byva
zvySena pfiakutnich zanétech, nadorech a hepatopatiich.
Normalni koncentrace v plasmé ¢ini 0,9-2,0 g/l. a,-
antitrypsin patfi mezi bilkoviny s antiproteinasovym
Gcinkem. Inaktivuje proteinasy uvolnéné z lysozomd pfi
rozpadu bunék, predevsim kolagenasu a elastasu'234,
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a-fetoprotein (AFP)

a,-fetoprotein je glykoprotein o molekulové hmotnosti
70 kDa, strukturné i funkéné podobny albuminu. Fy-
ziologicky je produkovan ve Zloudkovém vacku, pozdéji
fetalnimi jatry. Ve druhém trimestru téhotenstvi zaujima
misto hlavniho sérového proteinu, do narozeni je pak
postupné nahrazovan albuminem. Po narozeni se
jeho obsah vyrazné snizuje, od jednoho roku véku se
u 95 % jedincd pohybuje pod referen¢ni hodnotou
10 pg/l. Jeho zvySenou hladinu mlzeme pozorovat
u hematom( a ndador( varlat ¢&i vaje¢nikd. Z tohoto
divodu je také wvyuZivdn jako tumorovy marker.
Stanoveni AFP, spole¢né s cg+B a dalSimi parametry, je
také pfinosné pro odhad rizika trisomie 21. chromosomu
(Down(yv syndrom) ve druhém trimestru téhotenstvi'-23,

a,-mikroglobulin (a-M)

a,-mikroglobulin je nizkomolekularni glykoprotein
s molekulovou hmotnosti 30 kDa. V glomerulech je
filtrovan a z 99,8 % zpétné resorbovan. Pfi selhani
ledvin dochazi ke zvyseni jeho koncentrace v plasmé uz
od ¢asnych stadii. Pouziva se jako marker pfi diagnostice
tubulo-intestinalni nefropatie. Mezi jeho vlastnosti patfi
inhibice migrace leukocytd a proliferativni odpovéd
leukocytd na antigen'23,

a,-GLOBULINY

Haptoglobin

Haptoglobin je glykoprotein, ktery fadime mezi
reaktanty akutni faze. V krevni plasmé se vyskytuje
v koncentraci 0,3 - 2,0 g/l. Vychytavd hemoglobin
uvolnény z erytrocytd pfi zvySené hemolyze a vytvafi
tak velmi pevny komplex Hp-Hb, ktery je vychytdvan
hepatocyty. Tento komplex mé peroxidasovy ucinek.
Haptoglobin tak zabraruje ztratam Zeleza v organismu.
Pokles hladiny haptoglobinu v krvi indukuje
intravaskularni hemolyzu'234,

Ceruloplasmin

Ceruloplasmin je modfe zbarveny glykoprotein
obsahujici 8 atoml médi na jednu molekulu. Jeho
koncentrace v plasmé ¢ini 0,2 - 0,6 g/l. Zajistuje
nejen transport médi do tkéni, ale také oxidaci zeleza
(Fe** na Fe?*), ¢imz zabranuje vzniku volnych
hydroxylovych radikalt. Pfi defektu tvorby cerulo-
plasminu dochazi k ukladani médi v jatrech, coz ma
za dusledek Wilsonovu chorobu. Ceruloplasmin fadime
mezi reaktanty akutni faze, jeho hladina v plasmé
narlstd pfi akutnich a chronickych zanétech a je
doprovézena zeleno-modrym zbarvenim séra'23.

a2-makroglobulin

a2-makroglobulin patfi mezi plasmatické proteiny
s vysSi molekulovou hmotnosti (820 kDa), ktery
se v krevni plasmé vyskytuje v koncentraci 1,3 -
- 3,0 g/I. Diky vysoké molekulové hmotnosti neprojde
ani poskozenou glomerularni membranou. Jedné se
o reaktant akutni faze, jehoz koncentrace roste pfi
akutnich zanétech. Zajistuje transport malych proteind
a slouzi jako proteinasovy inhibitor, zvlasté jako inhibitor
plasminu, trombinu a trypsinu’23,



B-GLOBULINY

Transferin (siderofilin)

Transferin fadime mezi B,-globuliny, jeho koncentrace
v plasmé ¢ini 2,0 — 3,7 g/l. Zajistuje vazbu a transport
atom( Zeleza. Vaie se na transferinové receptory,
do bunék je pak vstieban diky endocytdze. Transferin
fadime mezi negativni reaktanty akutni faze, tedy
bilkoviny, jejichz koncentrace klesa pfi katabolickych
procesech. U sideropenické anémie se jeho koncentrace
v plasmé absolutné zvysuje, u hemosiderdzy je naopak
nizsi. Slouzi jako ukazatel stavu Zeleza v organismu'2

Fibrinogen

Fibrinogen je plasmaticky protein z frakce B,-
globulind, jehoz fyziologickd koncentrace v plasmé
se pohybuje v rozmezi 1,5 - 4,5 g/l. Je dilezitym
¢lenem koagulacni kaskady (koagula¢ni faktor I), slouzi
jako prekurzor fibrinu. Ten vytvafi nerozpustnou sit
zabranujici vykrvaceni. Jedna se o reaktant akutni faze,
jehoz koncentrace narlsté pfi akutnich zanétech'2

C-reaktivni protein (CRP)

CRP patfi mezi nejcastéji vySetfované proteiny,
jeho koncentrace v krevni plasmé se pohybuje mezi
1,5 - 5,0 mg/l. Radime ho do skupiny B2-globulind.
Své jméno ziskal diky schopnosti vytvafet precipi-
tdt s tzv. C-polysacharidem pneumokokl. Jednd se
o reaktant akutnifaze s nejrychlejsi a nejvyraznéjsi reakci
ze vSech bilkovin akutni faze. Jeho koncentrace stoupa
pii akutnich bakteridlnich infekcich, po operacich.
Mirny vzestup CRP je patrny i u infarktu myokardu.
Je uzite¢ny také k monitorovani autoimunnich one-
mocnéni (napf. revmatoidni artritida) '%3.

p-GLOBULINY

Tato frakce sestdva prakticky jen z imunoglobuling.
Maji specifickou schopnost vazat pfislusny antigen,
proti kterému byly vytvofeny. Mazi dalsi funkce patfi
vazba komplementu, vazba na neutrofilni leukocyty
a makrofagy, aktivace fagocytézy. Na zakladé rGzné
velikosti a obsahu sacharidll rozliSujeme pét tfid: IgG,
IgA, 1gD, IgE a IgM>.

IgM

Imunoglobuliny IgM tvofi 10 % vsech protilatek
v séru, pficemz jejich koncentrace ¢ini 1 — 1,5 g/I. Maji
pentamerni strukturu. Pii zahdjeni specifické imunitni
reakce se vytvéii jako prvni. Mezi jejich funkce patfi:
aktivace komplementu, aglutinace a tvorba odpovédi
na polysacharidové antigeny (ABO). Slouzi k diagnostice
akutnich infekci?>.

1gG

IgG tvofi 75 % vSech protildtek v séru a jejich
koncentrace se pohybuje okolo 7 — 16 g/l. Jako je-
diné prochézeji fetoplacentarni bariérou a chrani
tak novorozence béhem prvnich mésicl Zivota.
Po 6. Mésici jejich hladina klesd. Zajistuji ozonizaci,
aktivuji komplement, zajistuji sekundérni imunitni
odpovéd a neutralizuji bakteridlni toxiny. Jejich
koncentrace roste pfi zanétech?3.
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IgA

IgA patfi mezi hlavni imunoglobuliny na sliznicich
GIT, urogenitalniho a respira¢niho traktu. Nachazi
se také v kolostru. Jejich koncentrace se pohybuje
v rozmezi 1 — 2 g/l. Jejich hlavnim tGkolem je ochrana
sliznic pfed bakteriemi a viry. Jejich hladina v krvi
narsta pii chronickych zénétech, cirhdze jater nebo pifi
autoimunnich chorobéach?3.

IgD a IgE

Koncentrace imunoglobulinG IgD a IgE v krevni
plasmé je pomérné nizka a jejich afinita k antigentim
je velmi slaba. IgD se podili na rozvoji senné rymy
a alergického astmatu, IgE odpovidaji za reakce ¢asné
precitlivélosti?>.

Stanoveni plasmatickych proteinii s nizkou

koncentraci v lidské plasmé

Stanoveni plasmatickych bilkovin, které se v lidské
plasmé vyskytuji v nizké koncentraci, metodami
chemie proteind je pomérné obtizné. Proto je pfi
stanoveni vyuZivano jejich biologické aktivity chovaji
se jako enzymy, hormony nebo slozky koagula¢niho
systému ¢i systému komplementového. Prvni misto
mezi metodami vedoucimi k jejich stanoveni zaujimaji
imunochemické metody. Déle Ize pouzit také metody
hmotnostni spektrometrie (LC-MS/MS, MRM-MS).

Imunoturbidimetrie a imunonefelometrie

Imunoturbidimetrie je metoda zalozena na reakci
plasmatického proteinu s monoklonalni protildtkou
za vzniku nerozpustného komplexu. Dany roztok se tedy
zakali. Méfi se intenzita svétla zeslabeného rozptylem.
Mnozstvi zakalu je pfimo umérné zméfené absorbanci,
fotometricka citlivost je naopak nepfimo imérna vinové
délce. Nejcastéji se méfi pii vinové délce 340 nm. Tato
metoda je rutinni, bézné pouzivand v klinické praxi. Mezi
jeji hlavni vyhody patfi velkd specificita, jednoduché
a rychlé provedeni, potieba malého mnozstvi vzorku,
dobra cena. Nevyhodou této metody je nutnost pred
kazdym méfenim zjistit optimalni fedéni Ab/Ag podle
precipita¢ni krivky?>.

Imunonefelometrie je zaloZzena na stejném principu,
s tim rozdilem, Ze se méfi intenzita svétla rozptyleného
pod urcitym uhlem. Princip obou metod je znazornén
na Obr. 3°.

nefelometrie

turbidimetrie

mnoZstvi precipitatu

B ——
—
—_—

vzorek
mnodstvi antigenu

Obr. 3: Imunonefelometrie aimunoturbidimetrie®. Precipitacni
kiivka v pravé ¢asti obrazku vyjadiuje, jaky poméru Ab/Ag
vznika precipitat.

Pomoci téchto metod mulzeme stanovit napf.
orosomukoid, haptoglobin, transferin ceruloplasmin
nebo C-reaktivni protein?.
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Obr. 4: Princip enzymové imunoanalyzy (EIA).

Radidlni imunodifuze

Radidlni imunodifuse je kvantitativni imuno-
precipitacni metoda. Plasmaticky protein difun-
duje do agarosového gelu obsahujiciho protilatku,
pficemz prdmeér precipitacniho kruhu je pfimo umérny
koncentraci plasmatické bilkoviny. Tato metoda je
viak zdlouhava a proto se od ni v posledni dobé
upousti. Rozsah citlivosti metody je 3 — 100 mg/l.
Je vhodna pro stanoveni vétsiny plasmatickych protein(
(imunoglobulinti IgA, IgG a IgM; transferinu, a_-makrog
lobulinu,ceruloplasminu)?2.

Enzymovd imunoanalyza (EIA)

Enzymovd imunoanalyze pfedstavuje citlivou
imunochemickou metodu vyuzivajici enzymy na zna-
¢eni protilatky nebo antigenu. Plasmaticky protein
soutézi o vazebné misto na specifické protilatce
s enzymaticky znacenym plasmatickym proteinem.
Schéma metody je zobrazeno na Obr. 4. Jedna se o me-
todu vyuzivanou predevsim ve vyzkumu, existuje
v heterogennim (ELISA) nebo homogennim provedeni.
Pomoci této metody mizZeme stanovit napf. transferin>.

Dalsi imunochemické metody

Kromé vyse zminénych imunochemickych metod je
mozné pouzit pro stanoveni proteint krevni plasmy
také bioluminiscenci, western-blot, radioimunoanalyzu
(RIA) nebo latexovou aglutinaci.

Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie poskytuje alternativni
pfistup k analyze plasmatickych proteind. Vyuziva
vysoké specificity a pfesnosti svych detektort, které
maji schopnost vybrat konkrétni analyt, jez ma byt
kvantifikovén. K ionizaci vzorku je vyuZivan ve vétsiné
pifipadCi elektrosprej s naslednym dvoufazovym
vybérem analytu. Prvni vybér (MS1) zajisti selekci
analytu v intakini formé. Tato selekce je zaloZena
na molekulové hmotnosti analytu. Diky prvnimu vybéru
je tedy ziskén analyt oznacovany jako ,prekurzor m/z".
Po fragmentaci analytu, zplsobené srazkou s atomy
plynu, nastéavd druhy vybér (MS2), diky kterému je
ziskan konkrétni iontovy fragment, oznacovany jako
Lfragment m/z". Za pomoci izotopové znacenych
vnitinich standard je pak moziné kvantifikovat
mnozstvi analytu v krevnim vzorku. Pro lepsi vysledky
je hmotnostnimu spektrometru pfedfazena kapalinova
chromatografie, kterd zajistuje nejen separaci, ale také
zkoncentrovani vzorku®7e,
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V piipadé kvantifikace plasmatickych proteind s vy3si
koncentraci v krevni plasmé je vyuzivdno kapalné
chromatografie v kombinaci s tandemovou hmotnostni
spektrometrii (LC-MS/MS). Na zakladé MS1 jsou
vybréany vysoké signaly, které jsou ndsledné podrobeny
kvadrupolové hmotnostni spektrometrii. MS2 vybér se
v tomto piipadé nepouziva. Ziskand hmotnostni spektra
peptidovych fragmentl jsou porovndna s databazi
referen¢nich spekter. Ukdzka hmotnostniho spektra
ziskaného touto metodou je vidét na Obr. 5.
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Obr. 5: MS/MS spektrum peptidovych fragmenttifibronektinu’.

U proteinG s velmi nizkou koncentraci v krevni
plasmé je vhodné vyuzit metodu MRM-MS (multiple
reaction monitoring mass spectrometry), vyuZivajici
trojité kvadrupodlové zapojeni. Jedna se o jeden z typl
hmotnostni  spektrometrie  vyuzivany pfedevsim
ke kvantifikaci 1€k a jejich metabolickych produktd
ve farmacii. Na zékladé MS1 A MS2 je ziskén iontovy
fragment, ktery je nasledné analyzovan. Ukazka MRM
spektra je uvedena na Obr. 6572,
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Obr. 6: MRM spektrum fibronektinu’.



Zaveér v popiedi imunochemické metody, na paty jim

Stanoveni protein(i vyskytujicich se v lidské plasmeé ~ ovsem 3lapou i nové postupy, vyuzivajici hmotnostni
v nizké koncentraci je pomérné& obtizné. Stéle jsou spektrometrie.
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Souhrn

Mihalova D.: Stanoveni proteinii vyskytujicich se v lidské plasmé v nizké koncentraci

Proteiny lidské plasmy tvofi rozsahlou skupinu proteind. Mizeme je rozdélit do 5 skupin: albuminy, a -globuliny, a,-globuliny, 8-globuliny
a p-globuliny. Déleni plasmatickych proteind pomoci elektroforesy je cennym diagnostickym néstrojem. Pro stanoveni téchto protein(
jsou vyuzivany imunochemické metody a hmotnostni spektrometrie.

Klicova slova: plasmatické proteiny, albuminy, a,-globuliny, a_-globuliny, B-globuliny, u-globuliny, imunochemické metody, hmotnostni
spektrometrie

Summary

Mihalova D.: Quantification of proteins in low levels in human plasma

Plasma proteins comprise a large group of different proteins. They can by dividend into 5 groups: alphal globulins, alpha2 globulins,
beta globulins and gamma globulins. Separating serum proteins by electrophoresis is a valuable diagnostic tool. For the quantification
of these proteins are used immunochemical methods and mass spectrometry.

Keywords: Plasma proteins, alphal globulins, alpha2 globulins, beta globulins, gamma globulins, immunochemical methods, mass
spectrometry

EXPRESE REKOMBINANTNICH FOREM CRYPTOGEINU
V SYSTEMU KVASINKY Pichia pastoris

Michal Obof¥il, Katefina Dadakova, Tomas Kasparovsky a Jan Lochman
Ustav biochemie, Pfirodovédeckd fakulta, Masarykova univerzita, 175648@mail.muni.cz

Uvod a snadno manipulovatelné, ale proteiny v nich
Proteomika je rychle se rozvijejici védni obor s velkym produkované byly velmi asto inaktivni. U nékterych
mnoZstvim aplikaci v primyslu a ve zdravotnictvi. z nich se tento problém nicméné podafilo vyfesit
S tim je spojena potieba rychlé a nenakladné pro- dodate¢nym sbalenim pomoci organickych cinidel.
dukce proteinti v dostate¢nych mnoistvich, at uz V dnedni dobé se tato procedura nahrazuje po-
pro pramyslové nebo védecké tcely. krocilymi eukaryotickymi expresnimi systémy. Jednim
Fakt, Ze priimyslovy i védecky zéjem o proteomiku  z téchto systémi je expresni systém methylotrofni
se rapidné zvy3uje, mGze doloZit statistika ze stranek kvasinky Pichia pastroris. Tento systém disponuje fadou
proteinové databaze TrEMBL; pocet zaznamil se vyhod, jako je silny inducibilni promotor, moznost
od roku 2000 zvysil vice nez padesatkrat a databaze jiz extracelularni exprese, nizka sekrece nativnich proteint
obsahuje vic nez 27 miliond protein(i, z ¢ehoz pouze a snadnéjsi kultivovatelnost nez eukaryotické expresni
24 % tvofi eukaryotické proteiny.' systémy zalozené na tkarnovych kulturach. 3
Vyzkum eukaryotickych proteinli ztézuje sloZitéjsi Kvasinka P. patoris je schopna vyuzivat jako jediny
uspofadani eukaryotické DNA a obtize s produkci zdroj energie a uhliku methanol. K tomu ji slouzi
cilovych proteint v biologicky aktivnim stavu. Biolo- specidlni metabolickd draha, kterd je z ddvodi toxi-
gicka aktivita eukaryontnich protein(i je podminéna city meziprodukt lokalizovdna ve specializovanych
spravnym sbalenim, které je pfi translaci zajisténo organelach, nazyvajicich se peroxisomy. (Obr. 1)
pfitomnosti chaperond. Déle jsou ¢asto nezbytné urcité Prvni krok této drahy predstavuje oxidace methanolu
posttranslacni modifikace, jako je glykosylace, tvorba na formaldehyd za ucasti dvou isoforem enzym(
disulfidickych mastk ¢i fosforylace. 2 alkoholoxidasy AOX1 a AOX2, pficemi enzym AOX2
Drive se i tyto proteiny produkovaly v prokaryontnich je zodpovédny pouze za 15% celkové aktivity. Cést
expresnich systémech, které jsou sice nenakladné formaldehydu je metabolizovana fadou enzymatickych
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MOX = Metanol oxidasa
FMD = Format dehydrogenasa
DAS = Dihydroxyaceton synthasa

CAT = Katalasa

Obr. 1: Casti metanolového metabolismu: Speciadlni metanolova metabolicka draha probihajici v peroxizomech P. pastoris

reakci az na oxid uhli¢ity za vzniku NADH, zbytek
formaldehydu v peroxisomech je déle metabolizovan
a slouzi jako zdroj uhliku pro budovéni biomasy. Enzymy
AOX1 a AOX2 vyuzivaji jako elektronovy akceptor kyslik,
methanolovy metabolismus je proto narocny na piisun
kysliku. *# Exprese genu AOXI je silné indukovana
pfitomnosti methanolu v médiu, ¢ehoi se vyuzivd
pfi konstrukci expresnich vektorl. Cilovy protein je
obvykle vloZzen za promotor AOX7 genu. Vektor obvykle
obsahuje kromé sekvence cilového proteinu také dalsi
sekvence nutné pro linearizaci, selekci, popfipadé
sekre¢ni signal (Obr. 2). Tento pfistup umoziiuje
efektivné oddélit ristovou a produkéni fazi, kdy se
kultura nejprve kultivuje na glycerolu a po dosazeni
pozadované koncentrace biomasy se do kultury za¢ne
davkovat methanol, ¢imz se indukuje exprese cilového
genu vloZzeného za promotor AOX7. ®

Obr. 2: Struktura expresniho vektoru pPiC9: Do tohoto
vektoru byl naklonovan gen X24, pochézejici z P. cryptogeaq,
vektor byl poté zaintegrovén do P. pastoris

Material a metody

Kultivace P. pastoris
Kultura kvasinky byla po rozmrazeni kultivovéna
na BMGY mediu (Tab. I), aby bylo dosazeno dostate¢né
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biomasy pred zockovanim kultury do fermentoru (30°C
/ 16 hodin). 100 ml kultury bylo sterilné zao¢kovano
do bioreaktoru Biostat-DCU (Sartorius, Némecko)
s nadobou o objemu 2 litry obsahujici 1000 ml
sterilniho expresniho média (Tab. II). Z bioreaktoru byla
pomoci softwaru kontinualné sbirana data o teploté,
pH a aeraci. Pomoci ziskanych dat byla monitorovana
rstovd i produkéni faze kultivace. Kultivace byla
provadéna podle dfive publikovaného protokolu.

Tabulka I: SloZzeni BMGY média

Jednotlivé sloiky: e i

Fosfatovy pufr o pH=6 10 ml

Bakteriologicky pepton 2g

Kvasnicny extrakt 1g

Glycerol 1 ml

YNB . 1,34 g

(dusikaty zaklad pro kvasinky)

Biotin 4 mg/100ml 0,2 ml

Voda do 100 ml
Tabulka I1 : SloZeni expresniho média

Jednotlivé slozky: l{:ﬂan?zlsxlé dia

H,PO,, 85 % 26,6 ml

Cacl, 1,06 g

K,SO, 182¢g

MgS0,.7H.0 149 g

KOH 413 g

Glycerol 40 g

Voda do 1l

Produkce proteinu v bioreaktoru

Standardni cryptogein byl exprimovdn pomoci
vektoru pPIC9 s vloZzenym genem X24 pochdézejicim
z P. cryptogea. Gen X24 byl na N-konci doplnén o kodon
pro glycin z divodu lepsiho Stépeni signalni sekvence
proteasou Kex2. Ke konstrukci mutantnich forem byla
pouZzita cilené fizend mutageneze pomoci Quick chase I



XL kitu (Stratagene, USA). Produkt byl ovéfen sekvenaci
a transformovan do kmenu P. pastoris GS115.

Bioreaktor byl nastaven dle tabulky 1ll. V pribéhu
kultivace byly odebirdny v jednotlivych ¢asovych
intervalech vzorky pro sestrojeni rlstovych kfivek
a pro zjisténi mnozstvi exprimovaného proteinu.
V piipadé poklesu koncentrace kysliku pod 20% byl
do bioreaktoru zavadén Ccisty kyslik z tlakové lahve.

Rastova kfivka - methanol
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Graf 1: Rastova kiivka kultury na metanolu: Kfivka vykazuje
pfiblizné linedrni trend, nebot naroky kultury na aeraci nebyly
pokryty kontinualné (davkovani kysliku z tlakové Ilahve
v pulsech)

Izolace produkovanych proteint

Fermenta¢ni médium bylo po centrifugaci kon-
centrovdno pomoci ultrafiltrace (3 kDa cut-off
membrana) na desetinu objemu, nasledné dialyzo-
vano pies noc (CelluSep T1-cut off 3,5 kDa). Odsolené
médium bylo upraveno (5mM acetdtovy pufr,
pH 5.0) a protein byl purifikovdn pomoci FPLC na mat-
rici Source 15S (GE HealthCare, USA). K eluci byl pouzit
gradient NaCl. Frakce obsahujici cryptogein byla opét
dialyzovéana a koncentrovdna na Speed-Vac systému
(Thermo, USA). Déle byla ovéfena cistota produktu
pomoci PAGE-SDS a analyzy na MALDI-TOF.

pomoci méfeni optické hustoty OD_, v produkéni fézi
byla stanovena pomoci vazeni vihké pelety. Rlst kultury
za optimalnich podminek (rGstova faze) je moiné
vyjadfit rovnici:

ot
N,=N,x26

kde N, = pocet bunék v case, N, = pocet bunék
na pocatku log faze, t = ¢as od pocatku log faze a G,
predstavuje generacni ¢as za optimalnich podminek.

Na kfivce sestavené z experimentédlnich dat je
nastup log faze vidét na pocitku osmé hodiny.
Generacni ¢as pro P. pastoris je okolo 2 hodin (pfi
optimalnich podminkach).>Z experimentélnich dat byl
uréen generacni ¢as 2,91 hodin a tato hodnota byla
pouZita k sestaveni ristové kiivky od pocétku log faze.
Odchylka od teoretické hodnoty poukazuje na odklon
od optimalnich podminek, pravdépodobné se jedna
o nedostate¢nou aeraci, nebo nedostacujici michani.
Rastova kiivka produkéni faze rlstu na methanolu
(Graf 1) podle o¢ekavani vykazuje linearni trend, nebot
se nékolikanasobné zvysi pozadavky kultury na aeraci,
kterou jiz nejsme schopni kontinudlné zajistit (davky
kysliku v pulzech) a navic je methanol méné efektivné;si
zdroj energie a uhliku nez glycerol; rGst biomasy je
tudiz zna¢né omezen.

Celkovy pribéh kultivace v bioreaktoru

Béhem celého procesu byla pomoci softwaru sbirana
data o koncentraci kysliku, pH a teploté v bioreaktoru
(Obr. 3).

Na zéakladé pribéhu koncentrace kysliku kultury
ve fermentoru molzeme popsat ctyfi zakladni fer-
mentacni faze:

Faze I. rGst kultury na bazalnim médiu obsahujicim
3 % glycerolu

Faze II. rist kultury na pfidédvaném glycerolu

Faze lll. adaptace kultury po indukci methanolem

Faze IV. vlastni produkce proteinu na methanolu.

Vysledky a diskuze

Priibéh fermentace proteinu K13V

V ramci prace byl produkovan
elicitin cryptogein a jeho mutantni
formy. Produkce protein( probihala
v expresnim systému kvasinky
P. pastoris — eukaryotnim expresnim
systtmu vhodném k heterologni

Faze 1
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tento systém moznostmi spravného
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narGstu bunék. Z dlvodu nizké-
ho vytézku a casové naro¢nosti
(1 — 2 mg za 7 dni) pfi kultivaci
v bankidch jsme pifistoupili
k produkci ve vétsim meéfitku —
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80

Kyslik[%]

a0

0

25

Teplota [°C]

0,00

1

Inokulace kultuy

5,00 10,00

Rastovd  kfivka kultury ve fer-
mentoru

1

15

5,00 20,00 25,00 30,00 60,00

Cas [h]

35,00 40,00 45,00 50,00 55,00

Kyslik

Teplota

Hustota kultury byla stanovova-
na v pfipadé ristu na glycerolu

67

Obr. 3: Zaznam typického pribéhu fermentace: data byla zaznamenévana pomoci
softwaru v pravidelnych intervalech béhem celého procesu fermentace.



V priibéhu faze I. je po inokulaci kultury do bioreaktoru
spotiebovan viechen glycerol obsazeny v expresnim
médiu. Se zvysSujici se bunécnou hustotou klesd
koncentrace kysliku ve fermentoru. Kolem patnécté
hodiny je bunécna hustota tak vysoka, ze koncentrace
kysliku v mediu klesla pod 20 % a do bioreaktoru se
zacne dévkovat Cisty kyslik z tlakové lahve, coz se projevi
prudkymi pulzy na kyslikové kfivce. Jakmile je glycerol
témér spotiebovan, celkovy metabolismus kultury se
zpomali, coZ je patrné ze stoupajici koncentrace kysliku
ve fermentoru.

Jelikoz se k zahdjeni produkéni faze doporucuje
bunécna hustota 0,20 - 0,25 g/ml &, je do bioreaktoru
peristaltickou pumpou davkovédn 50% (w/v) roztok
glycerolu do té doby, nez je vybudovana pozadovana
biomasa. Tato féze II. trvd pfiblizné 4 — 5 hodin.
Koncentrace kysliku ve fermentoru je po vétsinu tohoto
¢asu pod 20 %.

Faze Ill. predstavuje 2 — 3 hodiny dlouhou adaptaci
kultury na methanol. Béhem této doby kvasinka zahdji
exprese genl AOXI, AOX2 a mutantniho crypto-
geinu, pfidavky methanolu musi byt velice nizké (pod
3 ml/h), nebot hromadici se methanol by mohl snadno
dosahnout pro kvasinku toxické hladiny. Tato faze je
spojena s nestabilni koncentraci kysliku ve fermentoru.

Po adaptaci metabolismu na methanol mohou byt
zvyseny pfidavky methanolu az na 10 ml/h. V této fazi
je produkovan cilovy protein. Kulturu je tfeba chladit,
nebot methanolovy metabolismus je spojen s velkym
vydejem tepla. Faze IV. trva 24 — 48 hodin, konec¢na
bunécna hustota mlze byt az 0,4 g/ml. (Tab. Iil)

Tabulka I1I: Nastaveni parametr( bioreaktoru

Parametr: Hodnota:

Teplota 30°C

pH 5.1

Aerace 8 — 10 litr za minutu

Otacky 700 - 1000 otacek za minutu

Analyza mnoZstvi sekretovaného proteinu pomoci
SDS-PAGE

Vzorky proteinti jsme odebirali béhem produkéni
faze po 4 nebo 5 hodinach. Vzorky byly odebrany

ze supernatantu pfi urcovani bunécné hustoty.
-
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Obr. 4: SDS-PAGE analyza vzork(l z fermentace proteinu
V84F/L41F: Vzorky byly odebirany v 4 hodinovych intervalech,
je patrné, Ze adapta¢ni doba na metanol odpovida zhruba
¢tyfem hodindm.
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Separace byla provddéna na 15 9% SDS-PAGE gelu.
Z obrazku (Obr. 4) je patrnd nékolikahodinové adap-
tace na methanol; v obou pfipadech je exprese
v momenté davkovani methanolu nulovéd a po 4 nebo
5 hodinach nizka. Pfi dalSich odbérech je uz koncentrace
proteinu pifili$ vysoka.

Purifikace vyprodukovanych proteint

Jelikoz byla pfi konstrukci expresniho vektoru pouZzita
signalni sekvence o-MF, byl pozadovany protein
sekretovan kvasinkou extracelularné do média. Protoze
P. pastoris sekretuje jen omezené mnozstvi nativnich
proteind, je purifikace zjednodusena na jednokrokovou
purifikaci pomoci iontoménicové chromatografie FPLC.
Po skonceni fermentace bylo médium s narostlou
kulturou P. pastoris centrifugovdano a supernatant
byl koncentrovdn na ultrafiltra¢ni cele Model 202
(Amicon), kde byla pouzita celulosovda membréna
s cut-off hodnotou 3 kDa (Millipore).

Po centrifugaci bylo obvykle ziskano 400 - 500 ml
média, které bylo koncentrovano na objem cca 50 ml.
Nasledné byla provadéna dialyza v membréané CelluSep
(cut off 3,5 kDa). Poté byl protein obsazeny v médiu
purifikovdn pomoci iontové-vyménné FPLC na matrici
SOURCE S15 v koloné TriCorn 10 x 50 mm (GE). Protein
byl po naneseni na kolonu vymyvan gradientem
chloridu sodného.

Po dokonceni purifikace byly proteiny podrobeny
MALDI-MS analyze, aby se prokazalo, Ze se opravdu
jednd o ocekdvané mutantni formy cryptogeinu.
Naméfené hodnoty molekulovych hmotnosti souhlasily
s teoretickymi daty. Postupné se podafilo pomoci
expresniho systému kvasinky P. pastoris vyprodukovat
mutantni formy cryptogeinu L41F, K13V, V84F a V84F/
L41F. Primérny vytéZek proteinu po 48 hodinové
indukci methanolem byl 40 — 60 mg/I bazalniho média;
podafilo se ndm dosdhnout kultur o vysoké bunécné
hustoté a vytézek byl pfiblizné desetinasobny (Tab. IV)
ve srovnani s expresi v barkach.

Tabulka 1V: Vytézky jednotlivych vyprodukovanych proteint
v mg na litr expresniho média

Rekombinantni Vyprodukované
protein: mnozstvi v mg/l média:
X24 30

K13V 40

L41F 60

V84F 50

V84F/LAa1f 50

Zaver:

V bioreaktoru bylo vyprodukovéno a purifikovano
pét proteinli (X24, L41F, V84F, 84F/L41F a K13V)
s primérnymi vytézky 40-60 mg proteinu na litr
bazalniho media. Buné¢né hustoty na konci fermentace
dosahovaly 250-400 g/I. Expresni systém kvasinky Pichia
pastoris se ve velkém meéfitku pouziva na produkci
rekombinantnich protein( jiz nékolik desetileti.



Tato metodika bude pouZita na laboratornich ra v praxi” (registracni ¢islo: CZ.1.07/2.4.00/31.0133),
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Souhrn

Obofil M., Dadakova K., KaSparovsky T. a Lochman J.: Exprese rekombinantnich forem cryptogeinu v systému kvasinky Pichia
pastoris

Expresni systém kvasinky Pichia pastoris se ve velkém méfitku pouZiva na produkci rekombinantnich protein( jiz nékolik desetileti. Pichia
pastoris v sobé spojuje vyhody eukaryotnich i prokaryotnich expresnich systému. V ramci této prace byly v bioreaktoru produkovény
mutantni formy proteinu cryptogeinu. Bylo vyprodukovéno a purifikovano pét proteinti: X24, L41F, V84F, V84F/L41F a K13V s prdmérnymi
vytézky 40-60 mg proteinu na litr bazdlniho media. Buné¢né hustoty na konci fermentace dosahovali 250-400 g/I.

Klicova slova: Pichia pastoris, fermentor, cryptogein, rdstova kiivka

Summary

Obofil M., Dadakova K., Kasparovsky T. a Lochman J.: Production of recombinant forms of protein cryptogein by Pichia
pastoris expression system.

Expression system Pichia pastoris has been used for decades to production of recombinant proteins in large scale. Pichia pastoris
combines the advantages of eukaryotic and prokaryotic expression systems. In this work mutant forms of protein cryptogein were
produced in the fermenter. Five proteins: X24, L41F, V84F, V84F/L41F and K13V were produced in the bioreactor and purified with
average yields of 40-60 mg protein per liter of basal media. Cell density was reached 250-400 g/I at the end of fermentation.
Keywords: Pichia pastoris, bioreactor, cryptogein, growth curve

RETROVIRY A JEJICH ZIVOTNIi CYKLUS

Jan Prchal
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha, jan.prchal@vscht.cz

Uvod hostitelské burice a jejich virové ¢astice tedy obsahuiji

Retroviry jsou v soucasnhé dobé nejstudovanéiéi dVOertéZCOVOU DNA. Vanklé dVoertéZCOVa’ DNA je
skupinou vird. Hlavnim ddvodem je pandemie nemoci integrovéna do genomu hostitelské buriky ve formé
AIDS zplsobena retroviry HIV-1 a HIV-2. Na svété je proviru, kde maze zUstat v latentni fazi po mnoho let.
odhadem 40 miliond nakazenych, z nichz tii étvrtiny Dalsim typickym znakem retroviri je dozravani virové
7iji v subsaharské Africe. Kromé toho je znamo mnoho ¢astice az po opusténi hostitelské buriky.

dalsich retrovird, které zptsobuji rdzné lidské a zvifeci

nemoci, ¢asto spojené s tvorbou nadord. Klasifikace retrovirii

Retroviry patii mezi obalené RNA viry. Obsahuji dvé Vsechny retroviry patfi do Celedi Retroviridae, ktera
identicka vldkna linearni jednofetézcové RNA. Retroviry ~ se déle déli na dvé podleledi a 7 rodi. Podceled
se vyznacuji unikatnim zpsobem replikace, které za¢ina Orthoretrovirinae obsahuje 3est rodd, zatimco podceled
reversni transkripci genomové RNA do DNA po vstupu Spumaretrovirinae obsahuje jediny rod (Tab. I). Zafazeni
do nové infikované bunky'. Tomuto schématu se vird do jednotlivych rodi je zaloZeno na podobnosti
¢astecné vymykaji retroviry z ¢eledi Spumaretrovirinae, jejich genomu, pfirozeném hostiteli, imunologickych
u kterych probiha reverzni transkripce jesté v plvodni hlediscich a jejich patogenicité?.

Tab. I: Rozdéleni retrovird a typicti zastupci jednotlivych roda
Rod Morfogenese Typicti zastupci
Alpharetrovirus Avian Leukosis Virus
Ctyp Rous Sarcoma Virus jednoduché
Betaretrovirus Mouse Mammary Tumor Virus retroviry
B/D typ Mason-Pfizer Monkey Virus
Gammaretrovisus Murine Leukemia Virus
Ctyp Viper Retrovirus

69



Tab. I: (pokracovdni)

Rod Morfogenese Typicti zastupci
Deltaretrovirus Bovine Leukemia Virus
Ctyp Human T-Lymphotic Virus 1
Epsilonretrovirus Ctyp Walleye Dermal Sarcoma Virus
Lentivirus Human Imunodeficiency Virus 1 komplexni
Ctyp Simian Imunodeficiency Virus retroviry
Spumavirus Simian Foamy Virus
B/D typ Feline Foamy Virus

Retroviry lze na zakladé jejich komplexity délit
na retroviry komplexni a jednoduché a dale na zakladé
jejich morfogenese. Komplexni retroviry obsahuji spolu
se strukturnimi proteiny také rdizné regulacni proteiny
interagujici s hostitelem, usnadniujici virovou infekci.
Pfed zavedenim soucasné Kklasifikace retrovirl bylo
vyuzivano déleni retrovir(i do Sesti typt A-F na zakladé
morfologickych a morfogenickych kritérii, hlavné podle
tvaru jadra virové castice a mista skladani nezralé
virové®. Dnes se z tohoto déleni v praxi vyuziva déleni
na dvé skupiny a to na retroviry typu B/D a retroviry
typu C. Nezralé virové céstice retrovirG typu B/D se
skladaji v cytoplasmé a poté jsou transportovany
k cytoplasmatické membrané, skrz kterou poté
puc¢i ven z bunky. Pfikladem je Mason-Pfizerliv
opici virus (M-PMV). Nezralé virové castice retrovirl
typu C se naproti tomu tvofi aZ soucasné pucenim
na cytoplasmatické membrané. Pfikladem retroviru
typu C je virus lidské imunodeficience (HIV).

Morfologie retrovira

VSechny retroviry maji podobnou stavbu virové ¢astice.
Zrala virova castice je sférickd (prdmér 80 — 140 nm)
tvofend genomovou RNA obalenou nékolika vrstvami
strukturnich protein@ s virovou membranou na povrchu
(Obr. 1 b). Virova membrana je tvofena fosfolipidy
a pochdzi z cytoplasmatické membréany hostitelské
buriky, aviak obsahuje vyssi podil cholesterolu a sfin-
gomielinu nez prmérna cytoplasmatickd membréna“.
Virovd membrdna obsahuje virové obalové glyko-
proteiny (Env) skladajici se z transmembranové (TM)
a nekovalentné pfipojené povrchové podjednotky (SU).

SU pifi virové infekci interaguje s receptory na hostitelské
burice a je tak zodpovédnd za specifitu viru vaci
hostiteldm. Vnéjsi ¢ast TM je zodpovédna za fuzi virové
membrény s membranou hostitelské buriky, poté co se
SU navaZe na receptor na jejim povrchu’.

Nitro virové castice se skldada z nékolika vrstev
proteind a genomové RNA v jejim stfedu. Matrixovy
protein (MA) tvofi nejsvrchnéjsi proteinovou vrstvu
pfimo asociovanou s virovou membréanou. MA je
k membréné nekovalentné vazan zbytkem kyseliny
myristové pfipojenym k jeho N-konci a oblasti bazickych
aminokyselin, které interaguji se zdporné nabitymi
fosfolipidy z cytoplasmatické membrany. Uvniti ¢astice
se nachazi denzni jadro, dobfe viditelné elektronovym
mikroskopem, tvofené kapsidovym proteinem (CA).
Tvar jadra se podle druhu viru lisi podle druhu viru
od sférického® pies cylindricky” az po konicky®. Uvnitf
jadra je nukleoproteinovy komplex tvofeny genomovou
RNA a silné bazickym nukleokapsidovym proteinem
(NC) a také enzymy retroviru — reverzni transkriptasa
(RT), integrasa (IN) a proteasa (PR).

Kazdé virova ¢astice obsahuje dvé identické molekuly
jednoietézcové (+) RNA. Genomova RNA v3ech
retrovir mé podobnou organizaci. Geny pro proteiny
retroviru jsou v jejim stfedu a na obou okrajich jsou
dlouhé koncové repetice, které hraji roli pfi reverzni
transkripci. Virova RNA také obsahuje 5’-methylovanou
¢epicku a 3'-poly A sekvenci.

Struktura nezralé virové ¢astice je odliSné od struktury
zralé castice (Obr. 1 a). VBechny strukturni proteiny
tvofi jeden polyprotein Gag, ktery je vazan k virové
membrané svoji N-terminalni ¢&asti, budoucim MA.

Gag tvofi vétSinu proteind nezralé virové

Castice, ale cast molekul je prodlouzena
do formy Gag-Pro a Gag-Pro-Pol, které
obsahuji virové enzymy. Béhem zréni virové
Castice jsou polyproteiny Stépeny virovou
proteasou z vzniku jednotlivych virovych
proteind.

Kromé virovych proteind a RNA virova
Castice obsahuje také mnohé proteiny
a RNA pochazejici z hostitelské buriky. Bylo
prokazéno, ze nékteré pomahaji virové infekci

Obr. 1: Schéma nezralé (a) a zralé (b) virové castice. 1-povrchovy
glykoprotein, 2-transmembranovy glykoprotein, 3-dvojvrstva fosfolipidQ,
4-polyproteinovy prekurzor Gag, 5-prekurzor Gag-Pro-Pol, 6-genomova
RNA, 7-matrixovy protein, 8-core tvofené kapsidovym proteinem,
9-proteasa, 10-integrasa, 11-reversni transkriptasa. Pfevzato ze ¢lanku?

napfiklad usnadnénim uvolnéni virové ¢astice
pfi puceni z buriky (ubiquitin, Tsg101), nebo
pfi interakci viru s membranou hostitelské
buriky béhem infekce (molekuly MHC), ovsem
uloha vétsiny z nich zlstava nezndma®°.
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Obr. 2. Zivotni cyklus retrovir(i. Pfevzato ze ¢lanku?

Zivotni cyklus retroviri

Zivotni cyklus retrovird miiZe byt rozdélen na dvé faze:
na ¢asnou fazi (vstup do buriky, reversni transkripce
a integrace proviru do genomu hostitelské buriky)
a na pozdni fazi (exprese virovych proteind, skladani
virové castice, jeji puceni z buriky a zrani).

Vstup viru do buiiky

Prvnim krokem Zivotniho cyklu retroviru je vazba
SU podjednotky povrchového polyproteinu Env
s receptory na povrchu hostitelské buriky (Obr. 2,
krok 1). SU po navazéni na receptor projde néko-
lika konforma¢nimi zménami, které vedou k jeho
disociaci od TM. TM poté projde také konformacni
zménou vedouci k odhaleni fuzogennich ¢asti,
které zajisti splynuti virové membrany s membra-
nou hostitelské buriky a uvolnéni jadra virové
Castice do cytoplasmy hostitelské burnky (Obr. 2,
krok 2)%.

Reversni transkripce a integrace

Jadro virové castice se po vstupu do hostitelské buriky
rozpadne (Obr. 2, krok 3) a vznikne preintegracni
komplex (PIC), ktery obsahuje genomovou RNA, RT, IN
a nékteré dalsi proteiny podle druhu viru. PIC je poté
transportovan do jadra (Obr. 2, krok 5). Tento transport
vyzaduje pfitomnost nuklearné-lokaliza¢niho signalu
v nékterém proteinu PIC (nejcastéji v IN nebo MA).
V nékterych retrovirech neni NLC piitomen a jejich
PIC do jadra vstupuje pasivné béhem mitdzy. B€éhem
transportu dochazi k pfepisu genomové RNA do DNA
pomoci RT (Obr. 2, krok 4). Tento proces o vétSiny
retrovir(i probiha v cytoplasmé, ale u nékterych probiha
i v jadfe. Reversni transkripce je slozity proces, pfi
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kterém je syntetizovdna DNA a soucasné s tim dochazi
k degradaci templatové RNA'". Reversni transkripce je
v porovnani s béznou transkripci a replikaci relativné
chybova, coz vede ke vzniku mnoha mutaci, které
mohou zpGsobovat rezistenci viru proti léc¢ivim. Poté
co DNA doséhne jadra buriky je pomoci IN integrovana
do genomu hostitelské buriky ve formé proviru (Obr. 2
krok 5), kde mize zistat latentni i po mnoho let.

Exprese

Pozdni faze virového cyklu zac¢ind v momentu, kdy je
provirova DNA transkribovana do RNA pomoci bunééné
RNA polymerasy Il. Cast RNA je sestfizena bunéénymi
proteiny a slouzi jako templat pro tvorbu obalovych
proteind Env (Obr. 2, krok 7). Zbytek RNA zlstava
nesestfizeny a slouZi jako templat pro virové strukturni
proteiny a enzymy nebo jako genomova RNA pro nové
vzniklé virové castice (Obr. 2, krok 6). U komplexnich
retrovirl maze RNA jesté projit alternativnim sestfihem,
coz vede ke vzniku rdznych regulacnich proteint.
RNA je modifikovana 5'-cepickou a 3'-polyadenilaci
a transportovdana do cytoplasmy (Obr. 2, kroky 8
a 9). Gag je produkovan na volnych ribosomech v cy-
toplasmé a je nasledné posttransla¢né modifikovan
(Obr. 2, krok 10). Nejvyyznamnéjsi modifikaci je jeho
N-termindlni myristoylace, kterd umozriuje jeho inte-
rakci s cytoplasmatickou membranou béhem puceni'.

Env protein je translatovan podle sestfizené virové
RNA. Na svém N-konci obsahuje hydrofobni signalni
sekvenci, kterd ihned sméfuje nové syntetizovany
protein do drsného endoplasmatického retikula.
V retikulu je signdlni sekvence odstranéna a Env je
glykosilovédn (Obr. 2, krok 11). Po ukonceni translace
z{stava Env zakotven v membrané endoplasmatického
retikula.

Skladani virové castice, transport a puceni

Virové polyproteiny Gag, Gag-Pro a Gag-Pro-Pol jsou
spolu s virovou RNA transportovany do mista skladani
virové ¢astice. To kde se virova ¢astice sklada, zalezi
morfogenickém typu retroviru.

Proteiny retrovird typu C jsou rovnou transportovany
k cytoplasmatické membrané. Pro tento transport
je nezbytna pfitomnost N-terminalni casti Gag,
matrixového proteinu a také myristoylace Gag''.
Pfesny mechanismus transportu proteinu k membréné
neni znam, ale pravdépodobné je obdobny jako u bu-
nécnych myristoylovanych protein(. Kdyz Gag retroviru
typu C doséhne cytoplasmatické membréany a navéaze
se na ni pomoci zbytku kyseliny myristové a kladné
nabitych aminokyselin z oblasti MA za¢ne proces
skladani virové ¢astice (Obr. 2, krok 17). Skladani virové
Castice vyzaduje pfitomnost genomové RNA, interakéni
domény piitomné v CA a NC'> a u retrovird typu C
i pfitomnost buné¢né membrany.

Nékteré retroviry (dfive oznaCované jako inter-
cysterndlni typ A) nepuci skrz cytoplasmatickou
membranu, ale skladdaji se na membréné Golgiho
aparatu a zéroven do néj puci (Obr. 2, krok 14). Tyto
Castice jsou poté uvolnény z buriky mechanismem
exocytosy. Protoze skladani nezralych ¢&astic téchto vird
probiha na membrané, jsou dnes fazeny mezi retroviry

typu C'.



Gag retroviri typu B/D obsahuje v MA doméné
CTRS sekvenci (z angl. cytoplasmic targetin/retention
signal). CTRS interaguje s molekulovym motorem
dyneinem, ktery kotransla¢né piepravuje vznikajici
Gag do pericentrionalni oblasti, kde probihad skladani
(Obr. 2, krok 12)'s'7. Bylo prokazano, Ze mutace
v CTRS M-PMV zpisobi zménu morfogenického typu
z B/D na C a castice nesouci tuto mutaci se skladaji
na cytoplasmatické membrané'®. Retroviry typu B/D,
na rozdil od retrovir(l typu C nepotiebuji ke skladani
membranu. SloZzené nezralé virové castice jsou poté
transportovany k cytoplasmatické membrané, skrz
kterou puci (Obr. 2, krok 16).

Béhem puceni nezralé virové Castice ziskdvaji spolu
s membranou také Env proteiny. Env po translaci
zlstdvd v membréané endoplasmatického retikula,
kde je glykosilovan. Env v membrané tvofi trimery a je
z retikula transportovéan do Golgiho apardtu (Obr. 2,
kroky 13 a 15), kde je buné¢nymi proteasami Stépen
na SU a TM™. Tyto proteiny zGstdvaji nekovalentné
spojeny a jsou transportovany na cytoplasmatickou
membranu a inkorporovdny do membrén pucicich
viriont (Obr. 2, krok 18). Inkorporace Env je zajistovéna
MA a jsou zndmy mutace v MA, jez vedou ke ztraté
inkorporace Env'®2°2'. Pro findlni odskrceni vznikajici
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Retroviry piedstavuiji viry s unikatnim zptsobem replikace a zéroveii jsou piivodcem mnoha lidskych i zvifecich onemocnéni, na prvnim
mist& AIDS zp(isobovany retrovirem HIV. Clanek shrnuje zaklady sou¢asného taxonomického rozdéleni retrovird a popisuje Zivotni cyklus

retrovirQ.
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Summary
Prchal J.: Retroviruses and their life cycle

Retroviruses are viruses with unique way of replication and they are the cause of many human and animal diseases. The most prominent
example is AIDS caused by HIV retrovirus. The article summarizes the taxonomy of the retroviruses and describes retroviral life cycle.
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