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Abstrakt

Nepenthesin I a neprosin jsou kyselé proteasy, které se pfirozen¢ vyskytuji
v travicich $tavach masozravych rostlin rodu Nepenthes. Oba enzymy jsou syntetizovany
jako zymogeny, které jsou aktivovany v kyselém prostiedi. Diky svym vlastnostem
a Stépnym preferencim jsou vhodné pro studium proteini pomoci hmotnostni
spektrometrie ¢i jako doplnék bezlepkové diety pii celiakii. Protoze v travicich stavach
rostlin Nepenthes se vyskytuji v nizké koncentraci a prokaryoticky expresni systém
nevykazoval uspokojivé vysledky, je snaha o nalezeni vhodnéjsiho expresniho systému pro
produkci jejich rekombinantnich forem, ktery by produkoval enzymy se stejnymi
vlastnostmi jako ty piirodni a zaroven poskytoval vysoké vytézky. Cilem této prace je
pfiprava expresnich vektorii s geny nepenthesinul a neprosinu pro transfekci

do eukaryotickych expresnich systémi bun¢k S2 a HEK 293.

Klic¢ova slova: kyselé proteasy, nepenthesin I, neprosin, expresni vektory

Abstract

Nepenthesin I and neprosin are acid proteases which are present in the pitcher fluid
of carnivorous plants genus Nepenthes. Both enzymes are produced as zymogens which
are activated in acidic conditions. Due to their properties and specific preferences, they are
suitable for protein mass spectrometry or as a supplement in gluten-free diet of celiac
patients. Quantity of the enzymes in the pitcher fluid is very low and the currently
developer expression protocols do not show satisfactory results, we tried to find
more suitable expression system. We would like to produce high quantitites of enzymes,
which will have the same stability as natural ones. The aim of this work is preparation
of expression vectors with nepenthesin] and neprosin genes for transfection

into eukaryotic expression systems of S2 and HEK 293 cells. In Czech.

Keywords: acid proteases, nepenthesin I, neprosin, expression vectors



Obsah

I Seznam ZKratek.........ooviriiiiiiiiiiiiieeee e 3
2 UVOO it 4
2.1 ASPATtAtOVE PIOLCASY ...veeerurieeiiieeiieeeiieeeiieeeeiteesiteesaeeesteeesibeeenaseeennseesnaneas 4
2.1.1  CharaKteriStiKa. ......ccueeriieiieiie e 4
2.1.2  Rostlinné aspartatove Proteasy ........ccceeccveeerveeeieeeeirieesireeesreeesveesseneeens 5

2.2 LACKOVKY (INEDENINES) ..cceveeeerieeieeeiee ettt 6

B T 1<) 15 311 4 1S3 1 3 F USRS 7

B S \\[< o (03 § o USRS 8
2.5 Pouziti nepenthesinu I @ NEPrOSINU .......cccvvieeviiieeiiiieeiie et 8
2.5.1 Role proteas v ProteOmMICE........cccuuierrreerrieeiiieeeireeeeieeesreeesreeessreesssneeens 8
2.5.2 Vodik/deuteriova vyména spojend s hmotnostni spektrometrii ............. 9
2.5.3 Degradace glutenu jako terapie celiakie..........ccoevvrerveecienieeniienieennans 11

B AL PIACE. . uvieiie ettt ettt ettt e e be e taeenbe e sbeenbaesaaeenbeessseensaens 12
4 Material @ MELOAY ......eeeerieeiiieeeiie ettt et e en 13
4.1 MALETIAL .. 13
O I O o 4 12 (0 [ RSP 13
4.1.2  ChemiKAIE. ......ooiiieiieiieeieee et 13
4.1.3 Primery, enzymy, vektory, kompetentni buiiky .........c.cccoceevieniinennenn 14

4.2 MELOAY ettt et ettt nee et 16
A.2.1 PCR et 16
4.2.2 Cisténi DNA sadou GenElute™ PCR Clean-Up Kit ...........cccourvec.cs. 16
4.2.3 Agarosova gelova elektroforesa .........ccoveveeeiieriieiienieeieeieeeeeeeene 17
424  Stdpeni inSertll @ VEKLOTT ...........o.vvveeeieeeeeeeeeeeeee s 17
4.2.5 Defosforylace VeKtOrl........ccovveeviiieiiieeiieeieeee e 18
42,6 LIZACE ..eeiviieeiieeeiie ettt et e e et e e s tee e e e ae e e ente e e nreeennaeas 18



427 TTANSTOTIIIACE ...t e e e e e e e e eeaeaeeeeeseeeseseseaanenenanas 18

4.2.8 Minipreparativni izolace DNA .........cccevviieiiiiiiiiiecieeieee e 19
4.2.9  SEKVENACE.....ccutiiiiiieiieieeiteitee ettt sttt 19
4.2.10 Midipreparativni izolace DNA ........cccoooiiiiiiiiieiieieeeecee e 19

S VYSIEAKY ¢ttt e nee 21
IR B o 1) ;A T 14 ST 20 RS 21
5.2 Stépeni vektortl a inSertll, lIZACE ........ovvveemeeeeeeeeeeeeeeeee oo 23
5.3 Transformace a izolace DNA .........coooiiiiiiiiiie e 25

6 DISKUSE et ettt 27
T ZLAVET ittt ettt et et e et e e s 30
8 Seznam HEETatUIY ........ccouiiiiiiiiiiieniceeeee et 31



1 Seznam zkratek

AMK
AN-PEP
AP
EDTA
ER
H/D
LB

LC
MM
MS
NAPSI

Nepe
Nepro
PCR
PSI
SDS
S.0.C.
TAE

Tris

aminokyselina

Aspergillus niger — prolyl endoproteasa

aspartatova proteasa

kyselina ethylendiamintetraoctova

endoplasmatické retikulum

vodik/deuteriova

Luria Bertani

kapalinové chromatografie (liquid chromatography)
Master Mix

hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)
specificky segment aspartatovych proteas nepenthesinového typu
(nepenthesin-type aspartic protease specific insert)
nepenthesin

neprosin

polymerdzova fetézova reakce

rostlinny specificky segment (plant specific insert)
dodecylsiran sodny (sodium dodecylsulphate)
Super Optimal broth with Catabolite repression
tris-acetat-EDTA

tris(hydroxymethyl)aminomethan



2 Uvod

2.1 Aspartatové proteasy

2.1.1 Charakteristika

Aspartatové proteasy (AP, EC 3.4.23) jsou rozsifenou skupinou proteolytickych
enzymtu, které je mozné najit ve zviratech, rostlinach, kvasinkach, bakteriich, parazitech,
houbach a virech [1], [2]. Podle databdaze MEROPS jsou AP rozdéleny do 16 skupin
na zéklad¢ jejich strukturni podobnosti [3]. Jednou z nich je skupina Al- enzymy podobné
pepsinu, tedy AP syntetizované jako zymogeny schopné autoaktivace v kyselém prostiedi
[4], [5], které jsou siln€ inhibovany pepstatinem [6].

Enzymy Al rodiny maji podobnou trojrozmérnou strukturu, ktera se sklada ze dvou
lalokti vytvarejicich $térbinu s aktivnim mistem. Aktivni misto aspartdtovych proteas
obsahuje dva aspartatové zbytky (u pepsinu Asp32 a Asp215), jejichz postranni fetézce
jsou umistény ve stfedu aktivniho mista pro vazbu substratu. Aspartaty jsou soucasti triad
Asp-Thr-Gly, které jsou od sebe vzdalené 170 az 190 aminokyselin [1], [7], [8]. Tercidrni

struktura pepsinu je zobrazena na Obr. 1.

Obrazek 1. Krystalova struktura praseciho pepsinu. Cervené jsou zvyraznény aspartdtové
zbytky Asp32 a Asp215 v aktivnim miste, které je umisténo mezi dvema laloky enzymu,
PDB ID: 5PEP [9], modelovano v programu PyMOL [10].

Mezi Asp je vodikovymi mustky védzana molekula vody, ktera se ucastni
hydrolytického Stépeni peptidové vazby v substratu. Mechanismus reakce je zalozen
na pfedani protonu z molekuly vody Asp215, ¢imZ se z ni stdva nukleofil, ktery napada

karbonylovy uhlik peptidové vazby. Poté Asp32 poskytnutim elektronu stabilizuje



karbonylovy kyslik a dochazi ke zruSeni vazby mezi uhlikem karbonylu a dusikem [7].

Mechanismus reakce je ilustrovan pomoci obrazku (Obr. 2).
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Obrazek 2. Mechanismus katalyzy hydrolyticke Stépné reakce aspartatovych proteas,
upraveno podle [11].

2.1.2 Rostlinné aspartatové proteasy

Rostlinné aspartdtové proteasy jsou zastoupeny hned v n€kolika skupinach AP
v databazi MEROPS [3], pfi¢emz nejvice z nich je ve skupiné enzymi podobnych pepsinu
Al. Stejné jako pepsin jsou i tyto enzymy aktivovany nizkym pH, inhibovany pepstatinem
a obsahuji dva aspartatové zbytky v aktivnim misté. Odlisné je ale sloZeni triad, ve kterych
se Asp nachazeji, a to jsou triady Asp-Thr/Ser-Gly [12].

Rostlinné AP jsou dale déleny na dvé podskupiny, a to vakuolarni AP
a nepenthesiny. Enzymy obou téchto podskupin jsou syntetizovany jako preproformy,
které obsahuji N-termindlni signalni sekvenci o velikosti kolem 24 aminokyselin slouzici
pro translokaci do ER, a prosegment, ktery se u podskupin 1i8i. Zatimco u vakuolarnich AP
je to segment o velikosti asi 100 aminokyselin nazyvany rostlinny specificky segment
(Plant specific insert, PSI), nepenthesiny obsahuji tzv. specificky segment aspartatovych
proteas nepenthesinového typu (NAPSI) o velikosti 22 aminokyselin a PSI zcela postradaji
[13], [14].

Rostlinny specificky segment je oblast o pfiblizné¢ 100 aminokyselinach umistény
v C-terminalnim laloku, ktera je pii aktivaci enzymu caste¢né nebo zcela odstranéna.
Predpoklada se, ze PSI miize mit hned nékolik funkci. Pravdépodobné hraje dulezitou
ulohu pfi cileni enzymu do rostlinné vakuoly [2]. Egas et al. popsali dal$i z moZnych
funkei PSI a to interakci proenzymi pomoci této domény s fosfolipidy v membrané
aovlivnéni jeji permeability. Tento mechanismus by mohl byt rostlinou pouzivan jako

ochrana proti patogenim nebo pii bunééné smrti rostlinné bunky [15].



2.2 Lackovky (Nepenthes)
Rod Lackovka (Nepenthes) je

vys§i  dvoudéloznd rostlina  z Celedi
Nepenthceeae.

Jsou to plazivé, poléhavé, Splhavé
kefe nebo polokete s lodyhami az 20 m
dlouhymi. Listy jsou podlouhlé¢ a uzké
zakoncené¢ uponky s lackou v podobé
konvice (ascidia). Konvice je napadné

Cervend a skvrnitd. Jeji barva ma

napodobovat tropické ovoce a tim lakat
hmyz. Lacka ma bafikovity tvar, nahote  Qbrdzek 3. Popis stavby konvice Nepenthes
zakonCeny kluzkym tuhym lemem [16].

uzavienym vickem. Po stran¢ konvice se zbihaji dvé zubata kiidla. Na povrchu konvice
jsou nektarové zlazky, které lakaji kofist. Nejvice sekretu produkuji zlazky na vnitini
stran¢ lemu, coz zpisobuje sklouznuti kofisti ptimo do lacky (Obr. 3). Uvniti konvice jsou
patrné dvé zoény. Jedna je leskld, umisténa v dolni Césti, pokrytd mnohobunéénymi
travicimi zlazkami. Ty produkuji slizkou travici tekutinu s vysokou smacivosti. Druhd
zona je umisténa v horni zGzené Casti konvice a je pokryta voskovym povlakem, ktery
brani kofisti lacku opustit. Lacky u jednotlivych druht se drobné 1isi [17], [18].

Lackovky jsou dvoudomé rostliny, sam¢i a samici kvétenstvi jsou podobna.
Kvétenstvi je slozené z drobnych ctyfcetnych listkli zelenohnédé az hnédocervené barvy
s nepiijemnym zapachem. Kvétenstvi ma hroznovity tvar. Semena vznikla oplozenim jsou
vétrem roznaSena diky svému vietenovitému tvaru, ktery jim umoziiuje plachténi
vzduchem [18].

Lackovky se obecné vyskytuji v tropickych oblastech. Nepenthes distillatoria
(Obr. 4, str.7) je jediny druh rostouci na Cejlonu a to v mokfadech a dzunglich do
700 m n. m.. Nepenthes gracilis (Obr. 5, str. 7) se vyskytuje v mocéalovitych dzunglich do
800 m n. m. v Thajsku, na Malajském poloostrové, Sumatie, Borneu a Celebesu. Je to
velice odolna rostlina, kterd je schopna rlst 1 ve méstech. Zajimavosti je, ze jeji 1acky jsou

zelené a samc¢i a samici kvety se vyrazné lisi svym tvarem [18].



Obrazek 4. Nepenthes distillatoria [16]. Obrdzek 5. Nepenthes gracilis [16].

2.3 Nepenthesin

Nepenthesiny (Nepe, MEROPS - A01.040) jsou rostlinné aspartatové proteasy
rodiny Al, které se vyskytuji v travicich $tavach masozravych rostlin rodu Nepenthes,
ale také u rodu Drosera a Arabidopsis [19]. Prvnimi izolovanymi enzymy této skupin byly
nepenthesin I a nepenthesin 11 z rostliny Nepenthes distillatoria [13].

Jednd se o enzymy syntetizované jako preproformy. Z aminokyselinové sekvence
(Obr. 6) z N. gracillis vime, ze prepro-nepenthesin I se skladd ze 437 aminokyselin,
pficemz signalni peptid tvoii 24 zbytkl, prosegment 56 zbytkl a aktivni enzym je slozen
z 359 AMK. Velice podobna je 1 sekvence u nepenthesinu II. Nepenthesin I obsahuje Sest
N-glykosylacnich mist, zatimco nepenthesin I[I nemd zadné. Molekulové hmotnosti
aktivnich enzymt jsou pirepoklddany okolo 45 kDa u glykosylovaného nepe I,
u neglykosylovaného nepe I a nepe Il je to 37 kDa. Oba maji shodné po 12 cysteinovych
zbytcich tvoficich 6 disulfidickych vazeb, které¢ vyznamné pfispivaji ke stabilité enzymu
napf. oproti pepsinu. VyS§i pocet cysteinil je zpusoben pfitomnosti NAPSI v sekvenci
nepenthesintl [13]. Pfesna terciarni struktura zatim neni publikovana, ale z dat ziskanych
v laboratofi dr. Dohnalka v Biocevu je zfejmé, Ze se velmi podoba struktufe pepsinu

(Obr. 1, str. 4).

1 MASSLYSFLLALSIVYIFVAPTHST SRTALNHRHEAKVIGEFQIMLEHVDSGENLTEFQLL 60
61 ERATERGSRELORLEAMLNGPSGVETSVYAGDGEY LMNLSIGTPRAQPFSATMDTGSDLIW 120
121 TOCQPCTQCENQSTPIFNPQGSSSESTLPCSSQLCQATLSSPTCSNNEFCQYTYGYGDGSET 180
181 QGSMGTETLTFGSVSIPNITFGCGENNQGEGQGNGAGLVGMGRGPLSLEP SQLDVTEESYC 240
241 MTPIGSSTPSNLLLGSLANSVTAGSPNTTLIQSSQIPTEFYYITLNGLSVGSTRLPIDPSA 300
301 FPATNSNNGTGGIIIDSGTTLTYEVNNAYQSVROEFISQINLPVVNGSSSGEDLCEQTPSD 360
36l PSNLQIPTEFVMHFDGGDLELPSENY FISPSNGLICLAMGSSSQGMSIFGNI QQONMLVVY 420
421 DTGNSVVSFASRAQCGAS 437

Obrazek 6. Aminokyselinova sekvence nepenthesinu I, cervené sekvence signalniho
peptidu, zelené sekvence prosegmentu [13].



Aktivni nepenthesiny jsou nejvice stabilni v rozmezi pH 2,5-3,0 (nepe I je stabilni
az do pH 10) a pii teplotach 45-55 °C. Oba enzymy jsou inhibovany pepstatinem a také
diazoacetyl-D,L-norleucinmethylesterem v pfitomnosti ionti médi. Proteiny jsou
specificky $té€peny za aminokyselinami typickymi pro pepsin, ale navic jesté za histidinem,
argininem a lysinem. Na rozdil od pepsinu je nepenthesin I zna¢né nestabilni v pfitomnosti

wrwe

vazeb [13].

2.4 Neprosin

Neprosin (Nepro, MEROPS - U74.001) je nedavno objevend prolyl endoproteasa
extrahovana z travici Stavy masozravé rostliny Nepenthes ventrata [20].

Co se struktury tyce, zatim je znadmd pouze jeho aminokyselinovd sekvence
(Obr. 7). Enzym je syntetizovan jako zymogen, ktery je aktivovan v kyselém prostiedi
o pH kolem 2,5, stabilnim zlstava az do pH 4,5. Molekulova hmotnost aktivniho enzymu
je 29 kDa. Neprosin je inhibovan pepstatinem. Svou stabilitu si zachovava i v pfitomnosti
denaturacnich a redukénich €inidel. Optimalni teplota pro jeho funk¢nost se pohybuje mezi

37-50 °C. Neprosin specificky $tépi proteiny za prolinem a alaninem [20], [21].

1 MQEKFFTEFVILSSVEY FNYPLAEARSTQARLANKPKGTIKTIKGDDGEVVDCVD IYKQPA 60
61 FDHPLLENHTLQMQpPS SYASKVGEYNKLEQPWHKNGE CPKGS IPIRRQVITGLEPVVKKQF 120
121 PNLKFAPPSANTNHQYAVIAYFYGNASLQGANATINIWE PNLKNPNGDESLTQIWISAGS 180
181 GSSLNT IEAGWQVYPGRTGDSQPRFFIYWTADGYTSTGCYDLTCPGFVQTNNYYAIGMAL 240
241 QPSVYGGQOQYELNESIQRDPATGNWWLYLWGTVVGYWPASTYNS ITNGADTVEWGGEIYD 300
301 SSGTGGFHTTTQMGSGHFPTEGY GKASYVRDLQCVDT YGNVI SPTANSFQGIAPAPNCYN 360
361 YQFQQGSSELYLFYGGPGCQ 380

Obrazek 7. Aminokyselinova sekvence neprosinu, cervené zvyraznéna sekvence signalniho

peptidu [20].
2.5 Pouziti nepenthesinu I a neprosinu

2.5.1 Role proteas v proteomice

Proteomika je moderni obor zabyvajici se komplexnim studiem proteinli a jejich
interakci. Jednémi ze zakladnich néstroji proteomiky jsou separacni metody (elektroforesa
a chromatografie) spojené s hmotnostni spektrometrii. Nejzndméjsi aplikaci proteomiky
je oblast identifikace proteinti. Zde se vyuzivaji dva hlavni pfistupy a to ,,bottom-up®,

postavena na digesci proteinii pomoci proteas a nasledné LC-MS analyze, a ,,top-down*,



kdy je protein pfimo analyzovan MS a fragmentovan az uvnitf spektrometru pomoci
specifickych technik [22], [23].

Ke Stépeni proteinti v identifikacni (kvalitativni) proteomice se nejCasteji pouziva
trypsin. Je to velmi u¢inna a specificka proteasa Stépici na C-konci aminokyselin argininu
a lysinu, pokud po nich nenésleduje prolin. Velkou vyhodou jsou jeji relativné nizké
pofizovaci naklady a generovani kratkych peptidd idedlnich pro chromatografickou
separaci. U trypsinu vysoké kvality (tzv. MS grade) je navic pfesné predikovatelny vzorec
Stépeni, coz velmi usnadnuje interpretaci MS dat a identifikaci proteini. Nevyhodou je,
ze generuje také velké mnozstvi peptidi kratSich nez 6 AMK, které nejsou
identifikovatelné. Problémem pak je napf. identifikace velmi bazickych proteind
(napf. histony), ze kterych trypsin generuje pfili§ kratké peptidy. Proto se hledaji dalsi
specifické proteasy, které by generovaly co nejvice detekovatelnych peptidd, tedy by
Stépily za méné Castymi aminokyselinami. Tim by vznikaly delsi fragmenty, které jsou
pro ucely identifikace vhodnéjsi (jejich hmotnost je unikatnéj$i, nez je tomu u kratkych
peptidll). Zde se nabizi pouziti neprosinu, ktery Sté€pi predevS§im za prolinem a alaninem.
Problémem je, Ze s vyuzitim prokaryotického expresniho systému, ktery velmi dobie
funguje na nepenthesiny, neni zatim mozné pfipravit neprosin v dostate¢ném mnozstvi

[24].

2.5.2 Vodik/deuteriova vymeéna spojena s hmotnostni spektrometrii

Vodik/ deuteriova (H/D) MS je jednou z metod pouZzivanych ve strukturni biologii.
Princip metody tkvi ve sledovani kinetiky deuterace proteind v riznych stavech
napf. v pfitomnosti ligandu, pfi zméné modifikace, denaturaci, interakci s dalSim
proteinem, pii zméné pH prostiedi, apod. [25].

V nejcastéji vyuZzivaném uspofadani je sledovan protein ve svém volném stavu
av pfitomnosti ligandu (Obr. 8, str. 10). Analyza je provadéna za nativnich,
tzv. fyziologickych podminek (pH 7,5, 21 °C nebo 37 °C). Protein v obou stavech je
nafedén do pufru ztézké vody (D,O) a ve zvolenych Casech jsou odebrany vzorky
k analyze. V nich je vyména vyrazn€ zpomalena (zastavena) sniZenim pH na hodnotu 2,5
a ochlazenim na 0 °C ¢i zmraZenim v tekutém dusiku. Vzorky jsou nasledné postupné
Stépeny proteasou a analyzovany pomoci LC-MS. Ze srovnani kinetiky deuterace dvou

sledovanych stavil pak 1ze posuzovat strukturni zmény indukované vazbou ligandu.



Samotnd vymeéna je ovlivnéna nckolika faktory. Strukturou postrannich fetézcti
aminokyselin, teplotou, pH, pfistupnosti rozpoustédla a zapojenim vodikovych mustku.
Chemické slozeni postrannich fetézcl, resp. sekvence, je danou a neménnou vlastnosti
kazdého proteinu. Teplotu a pH udrzujeme béhem H/D vymény konstantni a z toho
vyplyvd, ze studované zmény odrazi rozdily v zapojeni vodikovych mustki
a v pristupnosti rozpoustédla. Aby bylo mozné zmény na proteinu lokalizovat, je
v protokolu H/D MS vyuzivana proteolyza na kratké fragmenty. Jelikoz vzorek po vyméné
ma nizké pH, je nutné vyuzivat proteasy stépici za téchto podminek. Nejcastéji je vyuzivan
pepsin, ktery vSak v mnoha ptipadech neni schopen poskytnout $tépeni s pozadovanymi
parametry — plné pokryti sekvence proteinu, délka peptidd mezi 6-12 AMK a fada
ptekryvajicich se peptida [25].
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Obrazek 8. Schéma prubéhu vodik/deuteriové vymeény spojené s hmotnostni spektrometrii,

upraveno [26].

Proto se pepsin nekdy pouziva v kombinaci s jinou kyselou proteasou, ktera ma
odli$nou specifitu Stépeni. Pfipadné jsou vyuZivany tyto alternativni proteasy samostatné.
Napftiklad nepenthesin I mé oproti pepsinu tu vyhodu, Ze kromé §tépeni za hydrofobnimi
zbytky, je schopen fragmentovat protein 1 za bazickymi AMK (lysin, histidin, arginin).
Naproti tomu neprosin $tépi predevsim za prolinem a alaninem. Oba enzymy jsou stabilni
pfi podminkach H/D MS, tedy se zdaji byt dobrou alternativou k pepsinu [21], [27].

Nepenthesiny navic vykazuji az 1400X vys$i u€innost St€peni nez pepsin, a tak se daji
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pouzit vniz§ich koncentracich [28]. Dale se pouziva napiiklad aspergillopepsin
nebo rhizopepsin, které stejné jako nepe I §tépi za bazickymi AMK, ovSem poskytuji jiné

peptidy [29].

2.5.3 Degradace glutenu jako terapie celiakie

Celiakie je chronicka autoimunitni enteropatie zplisobend silnou imunitni reakci
T-bunék na pSeni¢ny gluten a podobné proteiny z jeCmene a zita. Projevuje se zanétem
sliznice tenkého stfeva (resp. atrofii klka), které tak neni schopno vstfebavat Zziviny
z potravy. Dusledkem je hubnuti, chudokrevnost, osteoporosa, stfevni obtize a celkovy
neprospech organismu [30].

Gluten (lepek) se skladd ptevazné zproteini gliadinu a gluteninu. Jejich
aminokyselinovd sekvence obsahuje vysoké zastoupeni prolinu a glutaminu,
které zplsobuji, Ze tyto proteiny nejsou dostateéné Stépeny v gastrointestinalnim traktu
anavazanim na MHC glykoproteiny 2. tfidy, konkrétn¢ specifické alely HLA-DQ2
a HLA-DQS8 na antigen prezentujicich buiikdch vyvoldvaji zanétlivou reakci v duodenu
tenkého stieva. Dosud jedinou moznosti, jak snizit pfiznaky nemoci, bylo zavedeni
bezlepkové diety, tedy vylouceni vSech potravin obsahujici gluten. Nékteré studie
prokazaly, Ze moznou alternativu pfedstavuje zahrnuti specificky Sté€picich endoproteas
do stravy, které by pfispély ke vétsi degradaci glutenu a tedy by zamezily vzniku imunitni
reakce [20], [31].

Jednou zpopsanych endoproteas je prolyl endoproteasa Aspergillus niger
(AN-PEP). Specificky $té€pi v mistech bohatych na prolin. Jeji aktivita byla detekovana
pfi pH 2-8, tedy je schopna Stépit gluten jak v prostfedi zaludku, tak i na zacatku tenkého
stieva. Také je odolnd vici traveni pepsinem. AN-PEP podle studie degraduje Stépeny
i intaktni lepek a to v Siroké skale jejich druhi. Podle testu s T-bunikami peptidy vytvorené
AN-PEP nevyvolavaly imunitni reakci [31], [32].

Jako lepsi alternativu k AN-PEPu popsala v nedavné dobé skupina dr. Schriemera
z University v Calgary kombinaci nepenthesinu a neprosinu. Jejich velkou vyhodou
je vysoké ucinnost, ktera je az 25X vyssi nez u AN-PEP. Nevyhodou ovSem ziistava jejich
problematicka pfiprava, kterd zatim brani klinickému testovani [20].

Zkoumané endoproteasy ale nevykazuji tak vysokou ucinnost, aby mohly byt
pouzity samostatné pro zmirnéni pfiznakl celiakie. Proto se o nich uvazuje spiSe jako

o dopliku pii bezlepkové dieté [20].
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3 Cil prace

Cilem této bakalaiské prace bylo pfipravit plasmidy nesouci gen kodujici

aspartatové proteasy nepenthesin I a neprosin pro jejich expresi v eukaryotickych bunkéach.

ptiprava inserti z plasmidd pET21a Nepe, pET28a Nepro, pMT/BiP/SLIN Nepe
a pMT/BiP/SLIN Nepro

restrikéni Stépeni

ligace genii Nepe a Nepro do expresniho vektoru pMT/BiP/SLIN a gent
SLIN Nepe a SLIN Nepro do expresnich vektori pSecTag Hygro A
apSecTag Hygro B

transformace do kompetentnich bun¢k Escherichia coli, izolace DNA a jeji
sekvenace

namnozeni oveéfenych plasmidi
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4 Material a metody

4.1 Material

4.1.1 Pristroje

pristroj: nazev: vyrobce:
automatické pipety Research plus Eppendorf
(2,5;10;20;200;1000 pl)
centrifuga Centrifuga 5430 R Eppendorf
Mini Spin Eppendorf
inkubator EN 032 Niive
pipetovaci nastavec Pipet Filler S1 Thermo Scientific
predvazky SI-2002 Denver Instrument
spektrofotometr NanoDrop One® Thermo Scientific
termostat Dry Bath Incubator Major Science
Thermomixer Comfort Eppendorf
thermocykler T100™ ThermalCycler BIORAD
trepacka Shaking Incubator N-BIOTEK Inc.
MaxQ 5000 Thermo Scientific
UV transluminétor UVT-20 M/W Hero ab
vortex Biovortex V1 BIOSAN

zdroj pro elektroforesu

4.1.2 Chemikalie

ENDURO Power Supplies 300V

Labnet International Inc.

vyrobce: chemikalie:
Sigma-Aldrich agarosa
Ampicillin

0,06 M kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA)

dodecylsiran sodny (SDS)
Luria Bertani Broth (LB)
Trizma base (2 M Tris)
ORANGE G
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Lachner

FisherScientific - Invitrogen

sada GenElute™ PCR Clean-Up Kit

99% kyselina octova

96% ethanol

S.0.C. medium (2% trypton, 0,5% kvasnicovy extrakt,
10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,,

10 mM MgS04 a 20 mM glukosa)

vektorova DNA pSecTag Hygro A

vektorova DNA pSecTag Hygro B

vektorova DNA pMT/BiP/VS5 HisA (upraveno)

Biotium GelRed® Nucleic Acid Gel Stain
MP biomedicals glycerol
QIAGEN sada QIAprep Spin Miniprep kit
sada QIAGEN Plasmid Plus Midi kit
New England Biolabs Inc. CutSmart
NEBuffers 3.1
Fermentas Fermentas GeneRuler 1kb DNA Ladder
nazev roztoku: sloZeni:
TAE pufr 2 M Tris, 5,7% ledova kyselina octové, 0,05 M EDTA
ORANGE G 5% 0,2% Orange G, 30% glycerol, 0,06 M EDTA

4.1.3 Primery, enzymy, vektory, kompetentni bunky

4.1.3.1 Primery

nazev: sekvence: vyrobce:

Nepel F1_Bglll 5'-AAAAAGATCTATGACGTC  Sigma-Aldrich
AAGAACAGCTCTCAATC

Nepel RST Xhol 5'-TTAACTCGAGTTATCACGA Sigma-Aldrich
CGCACCACATTGAGCAG

Nepro_F1_Bglll 5—~AAAAAGATCTCGCAGCAT  Sigma-Aldrich
CCAAGCAAGACTGGCG

Nepro RST Xhol 5'-TTAACTCGAGTTATCATTG  Sigma-Aldrich
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GCAACCTGGACCGCCG

F_SFSLIN 1 5'~AAAGATATCGGTACCTCCT Sigma-Aldrich
GGAGCCACCCCCAATTCGAG

F SFSLIN 1A 5'~AACATGGCGCGCCTCCTGG Sigma-Aldrich
AGCCACCCCCAATTCGAG

MT (forward) 5-CATCTCAGTGCAACTAAA  Sigma-Aldrich

T7 (forward) 5-TAATACGACTCACTATAGG Sigma-Aldrich
G

Bgh (reverse) 5'- TAGAAGGCACAGTCGAGG Sigma-Aldrich

4.1.3.2 Enzymy

enzym:

vyrobce:

PfuUltra Il Hotstart PCR MM polymerasa

alkalicka fosfatasa (FastAP™ Thermosensitive alk.phos.)

BLUNT/TA ligasa Master Mix

Bgl I (restrikéni misto A/GATCT)
Xho I (restrikéni misto C/TCGAQG)
Asc I (restrikéni misto GG/CGCGCC)
Kpn I-HF (restrik¢éni misto GGTAC/C)

4.1.3.3 Vektory

vektor:

Aqilent Technologies Inc.
Thermo Scientific

New England Biolabs Inc.
New England Biolabs Inc.
New England Biolabs Inc.
New England Biolabs Inc.
New England Biolabs Inc.

vyrobce:

pMT/BiP/V5-His A (prekurzor pro pMT/BiP/SLIN)
pSecTag Hygro A
pSecTag Hygro B

4.1.3.4 Kompetentni buniky

kompetentni bunky:

Fischer Scientific - Invitrogen
Fischer Scientific - Invitrogen

Fischer Scientific - Invitrogen

vyrobce:

DHS5a Subcloning Efficiency

genotyp: fhuAd2 A(argF-lacZ)U169 phoA ginV44 @804 (lacZ)M15

gyrA96 recAl relAl endAl thi-1 hsdR17
DH5a Library Efficiency

genotyp: F-p80lacZAM15 A((lacZYA-argF)U169 recAl endAl
hsdR17(rk-, mk+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 A’
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4.2 Metody

4.2.1 PCR
Pomoci PCR byla namnoZena sekvence DNA enzymii nepenthesin I (nepe)
a neprosin (nepro). Byla namichdna reak¢ni smés, ktera obsahovala 20 ng DNA, 20 umol
primert (forward a reverse), 4 ul sterilni vody a 10 ul Pfu II polymerasy (2XMaster Mix).
Pfipravend smés v mikrozkumavce byla vlozena do thermocykleru (BIO-RAD

T100™ Thermal Cycler), na némz byl nastaven program podle tabulky (7ab. I).

Tabulka 1. Program PCR.

Féaze teplota [°C] doba trvani [min]
1 95 2
2 95 0,5 <«
3 55 0,5 25 krat
4 72 1,5 —
5 72 5
6 4 do vypnuti

4.2.2 Cisténi DNA sadou GenElute™ PCR Clean-Up Kit

Ptipravené PCR produkty byly preciStény sadou GenElute™ PCR Clean-Up Kit
(Sigma-Aldrich). Tato sada je urCena pro CiSténi jednotfetézcovych a dvoufetézcovych
produkti PCR vétsich nez 100 bp od ostatnich slozek reakce jako jsou primery, nukleotidy,
DNA polymerasa, atd. Sadu lze vSak pouzit i pro piecisténi DNA vétsi nez 100 bp
napf. po Stépeni restrikénimi endonukleasami.

Izola¢ni kolonka byla vloZzena do mikrozkumavky a do ni bylo napipetovano 0,5 ml
roztoku pro pfipravu kolonky (,,Column Preparation Solution®) a mikrozkumavka byla
centrifugovdna 60 s na 11300xg. Roztok pod kolonkou byl odstranén a do kolonky byl
pfidan vzorek, ktery byl pfipraven smichanim celého objemu smési DNA a pétindsobného
objemu vazebného roztoku (,,Binding Solution). Mikrozkumavka byla centrifugovana
60 sna 11300xg. Roztok pod kolonkou byl vylit a kolonka byla promyta 0,5 ml
promyvaciho roztoku (,,Wash Solution®); centrifugace 60 sna 11300Xg. Po odstranéni

promyvaciho roztoku byly prédzdné kolonky v mikrozkumavkéich opét centrifugovany
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ato 2 min na 11300xg. Kolonka byla vyjmuta a pfemisténa do nové mikrozkumavky. Poté
bylo do ni napipetovano 35 pl elu¢niho roztoku (,,Elution Solution*) a nechano inkubovat
3 minuty. Po inkubaci byla mikrozkumavka s kolonkou centrifugovana 60 s na 11300Xg.
Kolonka byla odstranéna a koncentrace DNA v eludtu byla stanovena na pfistroji

Thermo Scientific NanoDrop One®.

4.2.3 Agarosova gelova elektroforesa

Agarosovy gel o koncentraci 0,8% byl pfipraven tak, Ze do 35 ml TAE pufru
v Erlenmayerové baiice bylo piidano 0,28 g agarosy. Smés byla zvazena a zahtivana
do rozpusténi agarosy piiblizné¢ 1,5 min v mikrovinné troubé. Poté byl rozdil hmotnosti
dorovnan destilovanou vodou a smés byla mirné ochlazena rotaci bailky pod studenou
vodou. Byl pfidan 1 pl Gel Red. Roztok agarosy byl nalit do pfipravené vani¢ky utésnéné
gumovym tésnénim a byl pfidan plastovy hiebinek pro vytvofeni jamek. Ze zatuhlé¢ho gelu
byl hiebinek opatrné vyjmut a bylo odebrano gumové tésnéni.

Elektroforetickd nadoba byla naplnéna TAE pufrem a byla do ni vlozena vanicka
s piipravenym gelem a naneseny vzorky (20-30 ng DNA + 1 ul ORANGE G 5X) spolu
s DNA standardem (Fermentas GeneRuler 1kb DNA Ladder). Elektroforesa probihala
35-50 min pii napéti 90 V.

4.2.4 Stépeni insertt a vektort

Ke $tépeni byly pouZity restrikéni endonukleasy Bgl II, Xho I, Asc I a Kpn I. Jako
pufr byl pouzit NEBuffers 3.1. a CutSmart od firmy New England Biolabs. Reakéni smési
o celkovém objemu 40 pul pro jednotlivé inserty a vektory byly pfipraveny tak,
aby vyslednd smés obsahovala DNA o maximalni koncentraci 100 ng/pl, enzymy
aby tvofily maximalné 10% reakce a pufr byl 10X fedény oproti piivodni koncentraci.
Pokud takto pfipravena reakce nedosahovala objemu 40 pl, byla na tento objem doplnéna
sterilni H,O.

Ptipravend reakéni smés byla nechéna inkubovat v termostatu pii 37 °C ptes noc.
Stépna reakce byla inaktivovana pfidanim SDS na vyslednou koncentraci 1% a naslednou
20-minutovou inkubaci (Major Science Dry Bath Incubator) pii 65 °C. U vektort byla
reakce inaktivovana az po defosforylaci (kapitola 4.2.5). Poté byly vSechny vzorky
precistény sadou GenElute™ PCR Clean-Up Kit (postup v kapitole 4.2.2).

Aby byla ovéfena Ucinnost Stépeni, byla provedena agarosova elektroforesa, na niz

byl nanesen plivodni a St€peny vektor, podle postupu v kapitole 4.2.3.
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4.2.5 Defosforylace vektorti

Aby se rozstépené vektory libovolné opét neuzaviraly, je nutné konce DNA
defosforylovat, tedy odstranit fosfatové skupiny, pies které by se koncové nukleotidy
mohly spojit. 3 ug DNA byly smichany se 3 U alkalické fosfatasy (FastAP™
Thermosensitive Alkaline Phosphatase) s pfidavkem 5 ul pufru FastAp Buffer 10X
o celkovém objemu 50 pl. Smés byla inkubovéana 10 min pii 37 °C. Poté byl pfidan roztok
SDS na vyslednou koncentraci 1% a alkalicka fosfatasa byla denaturovana zahiivanim
podobu 5min na teplotu 75°C. Defosforylovanda DNA byla precisténa sadou
GenElute™ PCR Clean-Up Kit (postup v kapitole 4.2.2).

4.2.6 Ligace

Zaclenéni insertu do vektoru se provadélo ve smési, kterd obsahuje 20-100 ng
vektoru a trojnasobny molarni piebytek DNA insertu o celkovém objemu 5 pl. Byla
pouzita BLUNT/T4 ligasa Master Mix (New England Biolabs). Namichané smési byly

nechdny inkubovat pfi laboratorni teploté 15 min.

4.2.7 Transformace

Liga¢ni smés byla pouzita pro transformaci do bunék DHS5a - Library Efficiency
(Escherichia coli). Pro transformaci DNA pfed midiprepem byly pouzity buiky
DH5a - Subcloning Efficiency.

Kompetentni buiikky v mikrozkumavkach byly umistény na led a liga¢ni smés byla
nafedéna vodou v poméru 3:1 (vzorek DNA:sH,0).

Do 20 pl bunék byl pfidan 1 pl ligacni smési (pfiblizné 6 ng plasmidové DNA).
Poté byla smés promichdna a nechdna inkubovat na ledu po dobu 30 min. Po inkubaci byly
vystaveny teplotnimu Soku (42 °C na 45 s) a poté umistény na led na 2 min. K buitkkdm
bylo pfiddno 200 ul S.O.C. media a bun&fnd suspenze byla vloZena do tiepacky
na 600 rpm, 1hod pii 37 °C. Bunécnd suspenze byla centrifugovdna na 2400Xg
(Eppendorf Mini Spin) na 2 min, bylo odstranéno 130 pl supernatantu a ve zbylém objemu
byla vznikla peleta resuspendovana. Suspenze byla prenesena na Petriho misku s agarem
a selekénim antibiotikem, vytemperovanou na laboratorni teplotu. Bunécna suspenze byla
rovnomérne rozprosttena po misce sklenénymi kulickami a misky byly inkubovény ptes
noc pii teplot¢ 37 °C (Nive EN 032). Po inkubaci byly spocitany narostlé kolonie

na miskach.
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4.2.8 Minipreparativni izolace DNA

Z narostlych kolonii na agarové misce byly do sterilnich uzaviratelnych zkumavek
se 2,1 ml LB média s antibiotikem sterilné odpichnuty kolonie. Zkumavky byly
inkubovany za pfistupu vzduchu pfes noc na 37 °C pfi tiepani na 250 rpm (N-BIOTEK
Inc. Shaking Incubator).

Po inkubaci byl obsah zkumavky pftelit do mikrozkumavky, kterd byla
centrifugovdna 1 min na 11300Xg. Po centrifugaci byl supernatant odstranén a dale
se pracovalo s bakterialni peletou pomoci sady QIAprep Spin Miniprep kit od firmy
QIAGEN.

Peleta byla resuspendovana v 250 pl pufru P1 (s RNasou A a barvivem Lyse Blue).
Poté bylo pridano 250 pul pufru P2 a po zmodrani se roztok nechal stat 4,5 min. Dale bylo
pfidano 350 ul N3 pufru, po promichdni vznikla bild sraZenina, centrifugace 10 min
na 11300Xg. Supernatant byl pifenesen do piipravené mikrozkumavky s kolonkou
a centrifugovan 1 min na 11300Xxg. Kolonka byla nejprve promyta 500 pul PB pufru
(centrifugace 1 min na 11300Xg) a nasledné 750 ul promyvaciho PE pufru s ethanolem
(centrifugace 1 min na 11300Xg). Poté byla prazdnéd kolonka opét centrifugovana 1 min
na 11300xg, pfemisténa do Cisté mikrozkumavky a bylo do ni napipetovéno 50 pl elu¢niho
EB pufru. Po 5-minutové inkubaci byla DNA z kolonky eluovana centrifugaci 1 min
na 11300xg. Koncentrace vzorku byla zméfena na spektrofotometru Thermo Scientific

NanoDrop One °.

4.2.9 Sekvenace

Ovéfeni spravnosti vytvorenych vektort bylo zajisténo Sangerovu sekvenaci DNA
(GATC-biotech).

Pro sekvenaci bylo 400 az 500 ng DNA smichano s 1 pul 25 uM sekvenaéniho

primeru a vzorek byl doplnén do celkového objemu 10 pl sterilni vodou.

4.2.10 Midipreparativni izolace DNA

Expresni plasmidy byly namnoZeny pomoci midiprepu pro pozd&jsi transfekci
do eukaryotickych bun¢k.

Do vyklavovanych Erlenmayerovych ban¢k s uzdvérem bylo odméieno 80 ml LB
media, do které¢ho bylo pfidano 100 pg Ampicilinu. Tento roztok byl sterilné zaockovéan
jednou z vybranych kolonii z agarové misky. Inkubace probihala v tfepacce (Thermo

Scientific MaxQ 5000) pti 37 °C pii 230 rpm pies noc.
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Bunécéné suspenze byla v 50 ml zkumavce centrifugovana (Eppendorf Centrifuga
5430 R) pii 4200xg, teplot¢ 4 °C po dobu 5 min. Supernatant byl odstranén a dale se
pracovalo s bunéénou peletou pomoci sady QIAGEN Plasmid Plus Midi Kit.

K peleté byly pfidany 4 ml pufru P1 (s RNasou A a LyseBlue) a peleta byla
resuspendovana na vortexu. Dale byly pfidany 4 ml pufru P2, roztok byl kyvanim
promichédn do homogenni modré barvy a inkubovan 3 min. Byly pfidany 4 ml S3 pufru,
roztok byl promichan do vytvofeni bilych srazenin. Roztok byl ptefiltrovan filtratnim
nastavcem do 15ml plastové zkumavky. K prefiltrovanému roztoku byly pifidany 2 ml
BB pufru a roztok byl nanesen na kolonku. Na spodni ¢ast kolonky byla pfipojena
prostfednictvim silikonové hadi¢ky prazdna stiikacka, do které byl roztok pies kolonku
odsat a kolonka byla vlozena do ¢isté mikrozkumavky a bylo do ni napipetovano 700 pl
ETR pufru, centrifugovano 1 min na 11300Xg. Kapalina v mikrozkumavce byla vylita
a do kolonky bylo napipetovdno 700 pl PE pufru, centrifugovano 1 min na 11300xg.
Kapalina opé€t odstranéna a prazdna kolonka byla opét stocena 1 min na 11300xg. Kolonka
byla pfemisténa do nové mikrozkumavky, byl ptidan elu¢ni EB pufr, nechano stat 5 min
a poté stoceno 1 min na 11300xg. Eluce byla podle koncentrace vysledného eluatu dvakrat
az trikrat opakovana, pfi¢emz se zmensovaly objemy ptfidavaného EB pufru, aby nedoslo
ke zbyte¢nému fedéni produktu. Pti prvni eluci bylo ptidano 200 pl pufru, pti druhé 100 pl
a pii tfeti 50 pl. Jejich koncentrace byla spektrofotometricky stanovena na pfistroji
Thermo Scientific NanoDrop One ©. VSechny eluaty, které mély koncentraci DNA vétsi
nez 100 ng/pl byly smichany a byla zmétena koncentrace vzniklého roztoku.

Ptipravend plasmidovd DNA pMT/BiP/SLIN Nepe a Nepro je urcena pro transfekci
do S2 bunék (Drosophila Schneider 2 cells) a plasmidovda DNA pSecTag HA SLIN Nepe
a pSecTag HB SLIN Nepe je ur¢ena pro transfekci do HEK bunék.
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5 Vysledky

5.1 Priprava inserti

Pomoci PCR (kapitola 4.2.1) byly namnozeny sekvence DNA kodujici cilové
proteasy, které byly déle pouzity jako inserty pro ligaci do expresnich vektort.

Reakéni smési pro amplifikaci inserti Nepe a Nepro pro klonovéani do vektoru
pMT/BiP/SLIN byly namichany podle 7ab. 2 a jako templat byly pouzity dostupné
plasmidy pET21a Nepe a pET28a Nepro.

Tabulka 2. Slozeni reakcnich smési pro pripravu insertit Nepe a Nepro.

Roztok Objem [pl] Roztok Objem [pl]
10 ng/ul pET21a Nepe 2 10 ng/ul pET28a Nepro 2
10 uM Nepel F1_Bglil 2 10 uM Nepro F1 Bglll 2
10 uM Nepel RST Xhol 2 10 uM Nepro RST Xhol 2
sterilni H,O 4 sterilni H,O 4
Pfu Il polymerasa (2XMM) 10 Pfu Il polymerasa (2XxXMM) 10

Reakéni smési pro piipravu inserti SLIN Nepe a SLIN Nepro pro klonovani
do vektorii pSecTag HA a pSecTag HB byly namichany podle 7ab. 3 a jako templaty byly
pouzity dostupné plasmidy pMT/BiP/SLIN Nepe a pMT/BiP/SLIN Nepro.

Tabulka 3. SlozZeni reakcnich smési pro pripravu insertit SLIN Nepe a SLIN Nepro.

Roztok Objem [pl] Roztok Objem [pl]
10 ng/pul DNA ) 10 ng/ul DNA )
(pMT/BiP/SLIN Nepe) (pMT/BiP/SLIN Nepro)
10 uM F_SFSLIN 1 2 10 uM F_SFSLIN 1A 2
10 uM Nepel RST Xhol 2 10 uM Nepro RST Xhol 2
sterilni H,O 4 sterilni H,O 4
Pfu Il polymerasa (2XMM) 10 Pfu Il polymerasa (2XMM) 10
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Produkty PCR byly procistény sadou GenElute™ PCR Clean-Up Kit, byla zméfena

jejich koncentrace v eluatu (Tab. 4) a nésledn¢ byly naneseny na agarosovou elektroforesu

pro zjisténi velikosti. Vysledné gely jsou zobrazeny na Obr. 9 a Obr. 10.

Tabulka 4. Koncentrace a celkové mnozstvi PCR produktii v eluatu.

PCR produkt koncentrace [ng/pl] mnozstvi DNA [ng]
Nepe 74 2516
Nepro 38 1292
SLIN Nepe 36 1224
SLIN Nepro 47 1598
délka STD 1 2 délka STD 1 2
(bp) (bp)
2500
2000
1500 2500
2000
1000 — u - 1500
700 1000
500 700
500
250 250

Obrazek 9. Fotografie vysledku

z agarosové elektroforesy po amplifikaci
insertit Nepe (1) a Nepro (2). STD znaci
DNA délkovy standart. Délky fragmentii
STD jsou vyznaceny vlevo. Predpokladané
velikosti: 1250 bp pro Nepe a 1100 bp pro
Nepro.

Obrazek 10. Fotografie vysledku

z agarosove elektroforesy po amplifikaci
insertu SLIN Nepe (1) a SLIN Nepro (2).
STD znaci DNA délkovy standart. Délky

fragmentii STD jsou vyznaceny vievo.

Predpokladané velikosti: 1396 bp pro
SLIN Nepe a 1221 bp pro SLIN Nepro.

Predpokladané velikosti insertii byly 1250 bp pro Nepe, 1100 bp pro Nepro,
1396 bp pro SLIN Nepe a 1221 bp pro SLIN Nepro. Na gelu na Obr. 9 jsou viditelné dva

prouzky, u nepe o velikosti kolem 1000 bp a u nepro kolem 850 bp, coz piiblizné odpovida

ocekavanym velikostem danych PCR produktt. Na gelu z Obr. 10 jsou rovnéZ patrné dva



prouzky, u SLIN Nepe o piiblizné velikosti 1400 bp a u SLIN Nepro o velikosti 1200 bp,

coz odpovida predpokladiim.

5.2 Stépeni vektort a insertd, ligace

Pro spojeni vektoru s insertem bylo nezbytné je Stépit stejnymi restrikénimi

endonukleasami, aby mohlo dojit k zaclenéni insertu do vektoru (postup v kapitole 4.2.4).

Ke $tépeni insert Nepe a Nepro a vektoru pMT/BiP/SLIN byly pouzity restrikéni

endonukleasy Bgl Il a Xho I a pufr NEBuffers 3.1. Konkrétni sloZzeni reakéni smési je

popsano v Tab. 5.

Tabulka 5. Slozeni reakcnich smési stepeni insertit Nepe a Nepro a vektoru

pMT/BiP/SLIN.
pMT/BiP/SLIN Nepe Nepro
DNA 2,9 pg 2 pg 1 pg
NEBuffers 3.1 4 ul 4 ul 4 ul
Bgl 11 20U 10U 10U
Xho I 20U 10U 10U
sH,O 21 ul 7,5 ul 7,5 ul
celkovy objem 40 pl 40 pl 40 pl
Ke stépeni  inserti  SLIN Nepe a SLIN Nepro a vektorih pSecTag Hygro A

a pSecTag Hygro B byly pouzity restrikéni endonukleasy Asc I, KpnlI a Xhol a pufr

CutSmart. SloZeni reakéni smési je popsano v 7ab. 6.

Tabulka 6. SlozZeni reakcnich smési stépeni insertit SLIN Nepe a SLIN Nepro a vektori

pSecTag Hygro A a pSecTag Hygro B.

pSecTag HA pSecTag HB SLIN Nepro SLIN Nepe
DNA 3ug 3pg 1 ug 1,3 pg
CutSmart 4 pl 4 ul 4 ul 4 ul
Ascl 20U - 10U -
Kpn 1 - 20U - 10U
Xho I 20U 20U 10U 10U
sH,O 25 ul 16 pl 55ul 6 ul
celkovy objem 40 pl 40 pl 40 pl 40 pl
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Po defosforylaci a inaktivaci $t€pné reakce
vektoru pMT/BiP/SLIN (kapitola 4.2.5) byla
provedena agarosova elektroforesa (kapitola 4.2.3)
na niz byl nanesen pluvodni a Stépeny vektor, aby
byla ovéfena ucinnost st€pné reakce (Obr. 11).

Predpokladana velikost vektoru
pMT/BiP/SLIN je 3712 bp. Na gelu (Obr. 11) jsou
vidét dva prouzky; nesStépeny vektor o velikosti
ptriblizn¢ 3000 bp a Stépeny vektor, ktery podle
standardu odpovidd velikosti okolo 5000 bp.
Stépeny vektor se zda byt mnohem vétsi nez
puvodni v disledku linearizace DNA vektoru
Stépnou  reakci, coz zapfi¢inilo jeho mensi
pohyblivost v gelu.

Inaktivované smési byly procistény sadou
GenElute™ PCR  Clean-Up Kit a byla

spektrofotometricky stanovena koncentrace DNA

délka STD 1 2
(bp)

2500
2000

1500

1000
700

500
250

Obrazek 11. Fotografie vysledku
ze Steépent vektoru pMT/BiP/SLIN
a ndsledné defosforylaci.

V draze 1 vychozi plasmid,

v draze 2 Stepeny (linearizovany)
plasmid. STD znaci DNA délkovy
standart. Délky fragmentu STD
Jjsou vyznaceny vlevo.

v téchto smésich (Tab. 7). Z eluati dale byla namichéana ligaéni smés, ktera obsahuje DNA

vektoru a insertu v moldrnim poméru 1:3 (kapitola 4.2.6). Ligaci vznikly plasmidy

pMT/BiP/SLIN Nepe, pMT/BiP/SLIN Nepro, pSecTag HA SLIN Nepro

apSecTag HB SLIN Nepe. Zaroven s nimi byla pfipravena i negativni kontrola (St€peny

vektor bez insertu).

Tabulka 7. Koncentrace a hmotnost Stepené DNA vektoru a insertil.

Stépena DNA koncentrace [ng/pl] hmotnost DNA [ng]
Nepe 39 1326
Nepro 21 714
pMT/BiP/SLIN 79 2686
SLIN Nepe 20 680
SLIN Nepro 29 986
pSecTag Hygro A 76 2584
pSecTag Hygro B 16 544
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5.3 Transformace a izolace DNA

Ligacni smési byly pouzity pro transformaci vzniklého plasmidu do bun¢k. Byly
pouzity buniky Escherichia coli DH5a. Library Efficiency (ThermoFisher) a transformace
byla provedena postupem popsanym v kapitole 4.2.7. Po inkubaci na agarové misce byly
vzniklé kolonie spocitany (7ab. 8) a poté nékteré z nich vybrdny pro minipreparativni

izolaci.

Tabulka 8. Pocty kolonii transformovanych bunék DH5a.

pMT/BiP/SLIN Nepe 100 pSecTag HB SLIN Nepe 20
pMT/BiP/SLIN Nepro 180 pSecTag HA SLIN Nepro 40
negativni kontrola 46 negativni kontrola 0
(pMT/BiP/SLIN) (pSecTag HA)
negativni kontrola 0
(pSecTag HB)

Do LB media s ampicilinem ve sterilnich zkumavkach byly zaockovany vybrané
kolonie transformovanych bun€k. Po inkubaci a izolaci DNA z bun¢k postupem popsanym
v kapitole 4.2.8 byla spektrofotometricky stanovena jeji koncentrace v eluatu, ktera byla
pfepoctena na celkové mnozstvi izolované DNA (7ab. 9). Izolované DNA byly poslany
na sekvenaci Sangerovou metodou pro ovéteni spravnosti plasmidi. Ze srovnani vysledki
ze sekvenacnich reakci s teoretickou sekvenci bylo zjiSténo, Ze se ndm podaftilo pfipravit
spravné plasmidy pMT/BiP/SLIN Nepe, pMT/BiP/SLIN Nepro a pSecTag HB SLIN Nepe.
I ptes opakované ligace, transformace a izolace DNA se vSak nepodafilo pfipravit plasmid

pSecTag HA SLIN Nepro.

Tabulka 9. Hmotnostni vytézek DNA z minipreparativni izolace.

plasmid mnozstvi DNA [ug]
pMT/BiP/SLIN Nepe 29,7
pMT/BiP/SLIN Nepro 223
pSecTag HB SLIN Nepe 14,2

Plasmidy pMT/BiP/SLIN Nepe a pMT/BiP/SLIN Nepro byly dale transformovany
do kompetentnich bunék DH5a Subcloning Efficiency (New England Biolabs) a poté byla
vybrana kolonie z obou misek zo¢kovana do 80 ml LB media s ampicilinem. Po inkubaci

a midipreparativni izolaci DNA byla v eluatech kazdého plasmidu spektrofotometricky
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stanovena koncentrace a nasledné vypocteno celkové mnozstvi DNA (7ab. 10). Tato DNA
pak byla pouzita k transformaci Schneiderovych S2 bun¢k a selekci populace S2 bunck

exprimujicich cilové proteasy.

Tabulka 10. Hmotnostni vytézek DNA z midipreparativni izolace

plasmid mnozstvi DNA [pg]
pMT/BiP/SLIN Nepe 5733
pMT/BiP/SLIN Nepro 1061,8
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6 Diskuse

Cilem prace bylo piipravit expresni plasmidy pro eukaryotické bunky S2 a HEK
nesouci geny pro kyselé aspartdtové proteasy nepenthesin I a neprosin. Oba enzymy se
prirozené nachézeji v travici stavé masozravych rostlin rodu Nepenthes, ovsem ve velmi
nizké koncentraci, ktera nedovoluje jejich detailn€jsi studium. Proto se vyzkumné skupiny
snazi najit vhodny expresni systém, ktery by poskytoval dostateéné vysoké vytézky
rekombinantnich enzymi, které budou stabilni jako jejich formy v travicich S$tavach.
V nasi skupiné se vyuziva expresni systém bunék E. coli. Ty poskytuji vysoké vytézky
nepenthesinu I, ale problémem je jeho nizka stabilita zpisobena pravdépodobné vlivem
chybéjici glykosylace. Neprosin se v E. coli dafi ptipravit pouze v nizkém vytézku.

Molekula nepenthesinul obsahuje 6 disulfidickych vazeb a 6 potencidlnich
N-glykosylaénich mist. Prokaryoticky expresni systém tak neni pro heterologni expresi
zcela vhodny, protoze neumoziuje piipojeni N-vazanych cukrii a navic redukéni prostiedi
cytoplasmy E. coli nepodporuje u¢innou tvorbu disulfidickych mustkd. V soucasnosti je
tak nutné nepenthesin I produkovany v E. coli renaturovat a to za podminek, které zapojeni
disulfidd umoziuji. Alternativou rovnéz byla sekrece do periplazmatického prostoru, ktera
ale poskytovala mnohem niz§i vytézky. Nepenthesin I produkovany v bakteriich ma sice
po renaturaci in vitro spravné zapojené disulfidické mistky, ale jak bylo experimentalné
prokazano, tak vykazuje niz$i stabilitu vici autodigesci a denaturaci nez piirozeny
nepenthesin I izolovany z la¢ek. Pfi¢inou by mohla byt chybégjici N-glykosylace, jejiz
stabilizujici efekt na strukturu proteinu je doloZeny v literatute.

Proto byly zvoleny eukaryotické expresni systémy S2 bunék a HEK bunék, které by
mohly poskytovat lepsi vysledky, jelikoZ soucasné umoznuji N-glykosylaci a zajiStuji
spravné spojeni disulfidickych mustki.

Nejprve bylo nutné ptipravit iseky DNA kédujici oba enzymy, které budou dale
pouzity jako inserty do expresnich vektorti. Pomoci PCR a vhodn¢ zvolenych primerd byly
amplifikovany inserty Nepe a Nepro zplasmidi pET2laNepe a pET28a Nepro
poskytnutych Skolitelem; a dale inserty SLIN Nepe a SLIN Nepro z plasmidi
pMT/BiP/SLIN Nepe a pMT/BiP/SLIN Nepro, které byly pfipraveny v radmci této
bakalafské prace. Velikost PCR produkti byla ovéfena na agarosové elektroforese,
vysledné gely jsou zobrazeny na Obr. 9 a Obr. 10 na str. 22. Velikosti DNA vSech insertl
odpovidé ptedpokladanym velikostem PCR produktii.
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Vektory pMT/BiP/SLIN, pSecTag HA a HB a inserty z PCR byly $tépeny pomoci
restrikénich endonukleas. Jestli St€peni probéhlo, bylo zjist€éno nanesenim vzorku na
agarosovou elektroforesu. Na Obr. 11 na str. 24 je zobrazen vysledny gel. Z ného je patrné,
ze Stépeny vektor odpovida vétsi velikosti nez vektor piivodni. To je zpisobené linearizaci
puvodné cirkularniho vektoru po Stépeni, coz zapficinilo jeho mensi pohyblivost gelem.
Stépeni tedy Gsp&sné probéhlo. Do tohoto kroku probéhlo vie bez zjevnych obtizi.

Déle byly namichané ligacni smési, z nichz mély vzniknout vysledné expresni
plasmidy. Po inkubaci byla liga¢ni smés pouzita pro transformaci do kompetentnich bunck
DH5a (E. coli). Po inkubaci byly spocitany vzniklé kolonie (jejich pocty jsou uvedeny
v Tab. 8, str.25). Z tabulky vidime, Ze na misce s negativni kontrolou (tedy Stépenym
vektorem pMT/BiP/SLIN bez insertu) vyrostlo 46 kolonii, coz v poméru k narastim bunék
s vytvofenymi plasmidy naznacuje moznou nedokonalou defosforylaci, kterd zptisobila
opctovné spojeni koncl linearizované DNA bez pfijeti insertu. Vybrané kolonie byly
zaoCkovany do LB media s ampicilinem (plasmid v sob¢& nese rezistenci vici ampicilinu).
Z minipreparativni izolace kazdé kolonie byla ziskdna plasmidova DNA, kterd byla
poslana na sekvenaci. Z misky s plasmidem pMT/BiP/SLIN Nepe byla spravna 1 ze 2
odebranych kolonii a s plasmidem pMT/BiP/SLIN byla spravnd 1 ze 4. Spravnda DNA
plasmidu pSecTag HB SLIN Nepe byla izolovana z obou odebranych kolonii. DNA
plasmidu pSecTag HA SLIN Nepro se nepodatilo izolovat. Pfi¢in mize byt nékolik,
od Spatn¢ amplifikace insertu SLIN Nepro (pfi sekvenaci byl v nékterych koloniich
pritomen ptivodni plasmid pMT/BiP/SLIN Nepro), nedostate¢na defosforylace vektoru,
ktery se zaviel a nepfijal insert, neochota kompetentnich bunék pfijmout pfipraveny
plasmid, atd.

Plasmidy pMT/BiP/SLIN Nepe a pMT/BiP/SLIN Nepro byly nasledné
Mgr. Petrou Baranovou transfekovany do S2 bunck a probéhla produkce obou proteinil.
Naslednou analyzou produkovanych proteini bylo zjisténo, Ze se oba proteiny produkuji
v predpokladané délce a jsou glykosylované. Také se potvrdilo, Ze jsou obé proteasy
v kyselém prostiedi aktivni a $t€pi substratové proteiny dle ofekavanych preferenci. Déle
bude studovdna glykosylace obou enzyml a jejich stabilita po aktivaci. Také byla
provedena transfekce plasmidu pSecTag HB SLIN Nepe do bunék HEK293, exprese
ovsem neprobéhla.

Zajimavé je, Ze nepenthesin I se podafilo pfipravit pouze v S2 bunkach a ne

v HEK293. Dtlivod, pro¢ se to v HEK buiikach nepodatilo, nezndme, nicméné toto zjisténi
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je v souladu s dostupnou literaturou a naSimi internimi daty, ktera ukazuji, Ze pro ptipravu
rekombinantnich proteinii je v principu velmi vyhodné pouzit moduldrni systémy,
které¢ umoznuji (i) expresi v riznych produk¢nich organizmech a (ii) pfipojeni rtiznych
kombinaci purifikacnich znacek na N- nebo C- konec cilového proteinu. Je tieba zdtiraznit,
Ze se Casto jedna o Casov¢ a finan¢né€ dosti narocny postup, protoze pfedem bohuzel neni
mozné urcit, kterd kombinace purifikacnich znafek a expresnich systému povede
ke kyzenému vysledku. V nasi laboratofi naptfiklad exprese histondeacetylas

s N-terminalni fuzi s HALO tagem obecné zvySuje Uroven exprese piiblizné 100x.
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7 Zavér

Podafilo se pfipravit tfi expresni plasmidy, konkrétné pMT/BiP/SLIN Nepe
apSecTag HB SLIN Nepe kodujici  kyselou aspartditovou proteasu nepethesin I
a pMT/BiP/SLIN Nepro koédujici kyselou proteasu neprosin.

Nezdarilo se ptipravit expresni plasmid pSecTag HA SLIN Nepro.
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