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Abstrakt

Rustové faktory piedstavuji skupinu vyznamnych latek metabolismu organismu. Jedna
se o signalni molekuly, které kontroluji aktivitu buiiky na endokrinni, parakrinni nebo
autokrinni trovni. Jsou kliCovym prostfednikem vézajicim se na receptory butiky, ¢imz
spousti kaskadu reakci vedouci k regulaci genetické transkripce v jadie buiiky a stimulaci
bunécné odpoveédi. Ristové faktory ovliviuji fadu fyziologickych funkei jako bunécnou
proliferaci, diferenciaci a hojeni tkani.

Vyuziti rustovych faktorii se nabizi napfiklad v regenerativni medicing.
Za obdobnym ucelem byla zahdjena vyzkumné prace na piipravu ristového faktoru
TGF-B3 s moznym pfipojenim na polymerni nosi¢ pomoci coiled-coil kotvy. Tato prace
se zabyva rekombinantni produkci TGF-f3, resp. jeho obdoby spojené s peptidem
asociovanym s latenci (LAP) a aplikaci nékteré z technik, ktera by byla vyuzitelna
pro zamér této prace, tedy k pfipojeni proteinu k polymernimu nosi¢i na bazi
aminokyselin.

Vzhledem ke strukturni komplexité, se kterou se rustové faktory fyziologicky z
bun¢k uvolnuji, ptiprava rastovych faktora s coiled-coil kotvou in vitro ptedstavuje na
poli rekombinantni exprese proteinii neprobadanou vyzvu. V naSem expresnim systému
bunééné linie HEK293T bylo moZzné ptipravit latentni formu LAP-TGF-f3, pro niz byla
ovetena biologicka aktivita na krysich mesenchymalnich kmenovych buiikdch. Bylo
navrhnuto a uspésné zaklonovano nékolik konstrukti ristového faktoru s coiled-coil
kotvou, jez by mély teoreticky umoznit jeho fizené uvoliovani z polymerniho nosice do
kultiva¢niho média. V ramci experimentalni prace byl taktéZ objeven potencidl sortasy A

jako alternativni metody k ptipravé kyZeného proteinu.

Kli¢ova slova: rekombinantni exprese, TGF-B3, rustovy faktor, HEK293, coiled-coil
kotva



Abstract

Growth factors represent a group of significant substances in the metabolism of
organisms. They are signaling molecules that control cell activity at the endocrine,
paracrine, or autocrine levels. They act as key mediators binding to cell receptors,
triggering a cascade of reactions leading to the regulation of genetic transcription in the
cell nucleus and stimulation of cellular response. Growth factors influence various
physiological functions such as cell proliferation, cell differentiation, and tissue healing.

The utilization of growth factors is evident, for example, in regenerative medicine.
For a similar purpose, research has been initiated to prepare the growth factor TGF-B3
with the possibility of attaching it to a polymeric carrier using a coiled-coil tag. This work
focuses on the recombinant production of TGF-B3 — its analog with a latency-associated
peptide (LAP) — and the application of techniques applicable to the intention of this work,
specifically, attaching the protein to a polymeric carrier based on amino acids.

Given the structural complexity with which growth factors are physiologically
released from cells, the preparation of growth factors with a coiled-coil tag in vitro
represents an unexplored challenge in the field of recombinant protein expression. In our
HEK?293T cell line expression system, it was possible to prepare the latent form of LAP-
TGF-B3, whose biological activity was verified on rat mesenchymal stem cells. Several
constructs of the growth factor with a coiled-coil tag theoretically enabling its controlled
release from the polymeric carrier into the culture medium were designed and
successfully cloned. As part of the experimental work, the potential of sortase A was also

discovered as an alternative method for preparing the desired protein.

Keywords: recombinant expression, TGF-f3, growth factor, HEK293, coiled-coil tag
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Seznam zkratek a symbolii

(wW/w)
AA
APC
APS
ATP
BCIP
bp
BSA
CCR2

CMV
CTGF
CX3CRI1

Da
DAMP

dH>O
DMEM
DNA
dNTPs
EGF
FGF
FGFR

FPLC

HEK293T

HEPES
IFN

hmotnost/hmotnost (z angl. weight/weight)

akrylamid

bunka prezentujici antigen (z angl. antigen presenting cell)
peroxodisiran amonny (z angl. ammonium persulfate)
adenosintrifosfat

5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfat

pary bazi (z angl. base pair)

hovézi sérovy albumin (z angl. bovine serum albumine)

C-C chemokinovy receptor typu 2 (z angl. C-C chemokine receptor
type 2)

cytomegalovirus
rustovy faktor pojivové tkané (z angl. connective tissue growth factor)

chemokinovy receptor CX3C motivu 1 (z angl. C-X3-C motif chemokine
receptor 1)

Dalton

molekularni motivy spojené s poskozenim (z angl. damage-associated
molecular patterns)

deionizovand voda

kultiva¢ni médium (z angl. Dulbecco’s modified Eagle’s medium)
deoxyribonukleova kyselina (z angl. deoxyribonucleic acid)

smés deoxyribonukleotidtrifosfatl

epidermalni riistovy faktor (z angl. epidermal growth factor)
ristovy faktor fibroblastl (z angl. fibroblast growth factor)

receptor rustového faktoru FGF (z angl. fibroblast growth factor
receptor)

rychla proteinova kapalinova chromatografie (z angl. fast protein liquid
chromatography)

linie lidskych embryonélnich ledvinnych bunék 293T (z angl. human
embryonic kidney 293T)

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina

interferon



IgG

IL
IL-1RI
IPTG
kbp
LAP
LB
LLC
IPEI
LTBP
Ly6Ch
Ly6Clov
MMP
NBT
NGF
NK
NTA
ODeoo
PAMP

PBS

PBS-TK
PCR
PEG
PDGF

RNAsa A
SDS
SMAD

imunoglobulin G

interleukin

receptor interleukinu 1 typu I
isopropyl-p-D-1-thiogalaktopyranosid

kilobaze (z angl. kilobase pair)

peptid asociovany s latenci (z angl. latency-associated peptide)
kultivaéni médium (z angl. lysogeny broth)

velky latentni komplex (z angl. large latent complex)

linedrni polyethylenimin

latentni TGF-f vazajici protein (z angl. latent TGF-B-binding protein)
lymfocyt s vysokou expresi Ly6C

lymfocyt s nizkou expresi Ly6C

matrix metaloproteinasa (z angl. matrix metalloproteinase)
roztok modrého barviva (z angl. nitroblue tetrazolium chloride)
nervovy rustovy faktor (z angl. nerve growth factor)

ptirozeny zabije¢ (z angl. natural killer)

nitrilotrioctova kyselina (z angl. nitrilotriacetic acid)

opticka hustota pfi vinové délce 600 nm (z angl. optical density)

molekularni motivy spojené s patogeny (z angl. pathogen-associated
molecular patterns)

fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (z angl. phosphate-buffered
saline)

fosfatem pufrovany fyziologicky roztok pro tkanové kultury
polymerasova fetézova reakce (z angl. polymerase chain reaction)
polyethylenglykol

rustovy faktor uvolnény z krevnich desticek (z angl. platelet-derived
growth factor)

ribonukleasa A
dodecylsiran sodny (z angl. sodium dodecyl sulphate)

transkrip¢ni faktor slouzici k pienosu signall a regulaci transkripce
(z angl. small mothers against decapentaplegic)



SMURF

SOB
SOX9

T-bet

Treg
TAE

B

TBS
TCR
TEMED
TGF
TGFBR

Th
TIMP

TLR
TNF-a
Tris

uv
VEGF-A

Vis

regulacni faktor ubikvitinylace (z angl. SMAD ubiquitination regulatory
factor)

kultivacni médium (z angl. super optimal broth)

transkrip¢ni faktor s roli diferenciace bun¢k (z angl. SRY (Sex-
determining Region Y)-box 9)

transkripéni faktor regulujici imunitni odpovéd’ (z angl. T-box expressed
in T cells)

regulacni T lymfocyt

pufr obsahujici Tris (T), kyselinu octovou (A, z angl. acetic acid) a
kyselinu ethylendiamintetraoctovou (E)

kultiva¢ni médium (z angl. terrific broth)

fyziologicky roztok pufrovany Tris (z angl. Tris-buffered saline)
T-bunécny receptor (z angl. T-cell receptor)
tetramethylethylendiamin

transformujici ristovy faktor (z angl. transforming growth factor)

beta receptor ristového faktoru TGF (z angl. transforming growth factor
beta receptor)

pomocny T-lymfocyt (z angl. helper T-cell)

tkanovy inhibitor metaloproteinas (z angl. tissue inhibitor of
metalloproteinase)

receptor podobny receptoru Toll (z angl. toll-like receptor)
faktor nadorové nekrézy o (z angl. tumor necrosis factor o)
tris(hydroxymethyl)aminomethan

ultrafialové zafeni (z angl. ultraviolet)

vaskularni endotelovy ristovy faktor (z angl. vascular endothelial growth
factor A)

viditelné zateni (z angl. visible)



1. Teoreticka ¢ast

1.1 Role imunitniho systému v regeneraci tkani

Imunitni systém predstavuje jeden ze zakladnich pilifd, ktery organismu zajist'uje
stalost vnitiniho prostfedi [1]. Imunitni systém je klasicky rozdélovan do dvou kategorii:
vrozend a adaptivni imunita. Evolu¢né starSi vrozena imunita zahrnuje bunécné
mechanismy jako jsou fagocytujici a NK bunky (z angl. natural killer cells), dale pak
slozky humoralniho systému (komplementovy systém, lektiny, interferony). Adaptivni
imunita je zaloZena na vysoce specifickych molekuldch (protilatky, antigenné specifické
receptory T lymfocytil) a je izce navazdna na imunitu vrozenou, jejiz aktivita imunitu
adaptivni iniciuje [2].

Cizorodé¢ struktury nachézejicich se na povrchu patogenti rozpoznavané bunkami
vrozené imunity jsou obvykle oznaCovany v literatuie jako PAMP (angl. pathogen-
associated molecular patterns) [1]. Jako DAMP (angl. damage-associated molecular
patterns) jsou oznacovany molekuly uvolilujici se z poSkozenych bunék rozpoznavané
imunitnimi mechanismy. Vét§inou se jedna o molekuly zajistujici zdkladni fyziologické
funkce a které se za normalnich podminek vyskytuji intracelularné¢ (ATP, histony,
kyselina mocova aj.). Mikrobidlni a nepatogenni struktury jsou obvykle rozpoznavany
riznymi receptory na leukocytech. Jak PAMP, tak i mnohé DAMP jsou rozpoznavany
receptory skupiny TLR (angl. toll-like receptors), jejichz hlavni funkei je indukce exprese
fady membréanovych receptorti na povrchu bun¢k prezentujicich antigen (APC, z angl.
antigen-presenting cell) a prozanétlivych cytokint,, které interaguji s antigenné
specifickymi sloZkami imunitniho systému.

Imunitni systém hraje vyznamnou roli v pfipadé hojeni tkani a regenerace [2].
Imunitni odpovéd’ na poSkozeni tkané je rozhodujici pro dobu trvani a vysledek procesu
hojeni, tedy kvalitu opravné odpovédi zahrnujici rozsah jizev, obnovu struktury orgénti a
jejich funkce. Existuje rozsiteny nazor vychdzejici z dosavadnich objevi u fady druhil
organismdu, Ze ztrata kvality regenerativni schopnosti je spojena s evolu¢nim vyvojem
imunitni obranyschopnosti [2]. Vztah mezi regeneraci tkani a imunitni odpovédi je
komplexni; imunitni systém milZe zastavat jak pozitivni, tak negativni roli v zavislosti na
typu tkéné, organu ¢i obdobi vyvojového stadia organismu. Také druh imunitni odpovédi,
jeji trvani a imunitni buiiky v imunitni odpovédi zahrnuté muizou vyrazné zmeénit
vysledek procesu hojeni, a tak muzou zplsobit nekompletni opravu tkané (jizveni,

fibroza), ¢i jeji celkovou obnovu (regenerace) [2].
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Pii poskozeni tkané je nejprve dulezité ranu zacelit koagulatnim systémem
spusténim kaskady po sobé¢ aktivujicich se proteas [1]. Trombin jako posledni ¢lanek této
kaskady Stépi rozpustny krevni protein fibrinogen, ktery vytvaii zesitovany fibrin, jenz
ranu zaceluje a krvaceni zastavuje. Na fibrinova vladkna se vazou imunokomplexy, na
kterych se aktivuje komplement a které stimuluji fagocyty. Tento proces vyznamné
ptispiva ke vzniku zanétlivé reakce, ktera organismus chrani ptfed infikovanim
poskozeného mista. Prvni faze imunitni odpovédi na poskozeni tkan¢ zahrnuje slozky
nespecifické imunity, které poskytuji okamzitou obranu proti potencidlnim patogentim
v misté poskozené tkané [2]. I v pfipadé nepiitomnosti patogent je poskozenou tkani
spustén signalnimi molekulami vznik zanétu. Jsou to pfedevsim makrofagy, které uvadi
poskozenou tkadn do plivodniho stavu likvidaci bunéénych pozistatkli, ptestavbou
extracelularni matrix a syntézou fady cytokint a ristovych faktor [3]. Dulezitou roli

v regeneraci hraje také specifickd imunita prostfednictvim T bunék.

1.1.1 Proces regenerace tkané po jejim poskozeni

Lokalni zanétliva reakce jako disledek poranéni tkané je spusténa v odpovédi
na molekuly DAMP, pifipadné na PAMP [2]. Endogenni spoustéci signdly jsou
uvolnovany nekrotickymi buitkami nebo poskozenou extracelularni matrix. TLR a jiné
typy receptord rozpoznavaji struktury signalizujici poskozeni bun€k a zahajuji zanétlivou
reakci. Receptory TLR aktivuji tkanove rezidenéni makrofagy a zahdji expresi atraktantt
pro neutrofily, monocyty a makrofagy. Také indukuji expresi prozanétlivych cytokint
jako jsou faktory nadorové nekrézy (TNF-a), IL-1B (interleukin-1f) a IL-6 (interleukin
6) [4]. Jaké signaly molekul DAMP pievazuji, zaleZi pfedevSim na okolnostech vzniklého
poranéni, jako jsou misto a typ organu, u kterého k poskozeni doSlo, na rozsahu
poskozeni, zptisobu zaniku buné¢k a Case od vzniku poranéni [5]. Proces hojeni mize byt
receptory TLR a IL-1RI (receptor pro interleukin-1 typu I) negativné ovlivnén. Napiiklad
signalizace receptortit IL-1RI vyznamné omezuje hojeni tkan¢ myokardu po infarktu;
naruseni drahy IL-1, kterd by vedla k aktivaci receptorti IL1-RI, miZe naopak navysit
kvalitu regenerace posSkozené tkdn¢ [6]. Podobné nezddouci uc¢inky maji receptory TLR
a IL-1RI na rekonstrukei kostni tkdné. Ackoliv mizou byt receptory skupiny TLR a
IL-1RI pro tadu tkani potencidlné¢ nezadouci, v jinych tkédnich mtze byt jejich role
nezastupitelna [7]. Naptiklad TLR4 receptor napomahd hojeni poruSené tkan¢ stimulaci
exprese transformujiciho ristového faktoru f.

Prvni bunky, které se dostdvaji k mistu poranéni a iniciuji zanétlivou reakci,
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byvaji neutrofily [2]. Neutrofily primarn¢ zvySuji imunitni obranu organismu a také
se podileji na odstranéni zbytkovych casti poskozenych bunék [8]. Neutrofily
se shromazdi pii zménach probéhlych na povrchu endotelu vyvolanych histaminem,
cytokiny a chemokiny uvolnénymi po rozpoznani molekul DAMP a aktivaci TLR
receptortt v okoli poskozené tkané. Volné neutrofily jsou transportovany z krevniho
reCisté do mista zanétu za soucasného zvySeni permeability krevnich cév v misté
poskozené tkan€. Neutrofily produkuji antimikrobialni latky a proteasy, které napomahaji
usmrcovat a rozkladat potencialni patogeny. Také sekretuji cytokiny a faktory, jako je
IL-17 (interleukin-17) a cévni endotelidlni ristovy faktor VEGF-A (angl. vascular
endothelial growth factor A), které shromazd’uji a aktivuji jesté vice neutrofilti a dalsi
prozanétlivé bunky, podporuji tvorbu novych cévnich svazki, stimuluji proliferaci bunék
jako jsou fibroblasty, epitelidlni bunky a keratinocyty. Neutrofily plsobi také
neutrofily a jind bunécna residua. Tak neutrofily zajist'uji svlij vlastni zdnik a napomahaji
vysledku zénétlivé reakce. Napfiklad u infarktu myokardu neutrofily napomdhaji
kontrolovat polarizaci makrofagt, coz je kriticky krok pro fddnou regeneraci tkané [9].
Makrofagy kromé& své schopnosti fagocytovat bunéné pozustatky,
mikroorganismy, neutrofily a jiné apoptotické buiiky, aktivne reguluji proces hojeni tkané
[2,10]. Rezidenéni makrofagy se nachédzeji v organismu ve vétSin€ tkani, ve vétSich
koncentracich jsou makrofagy nashromazdény v okoli mista poranéni. Imobilizované i
rezidenéni makrofagy jsou vystaveny proliferaci a fenotypovym, funkénim zménam.
Makrofagové jsou zdrojem ftady proteas, cytokinl, rustovych faktorti, rozpustnych
mediatort podporujicich hojeni, regeneraci, nebo fibrozu tkan€. Makrofagy vznikaji
diferenciaci z volnych monocytl, které se dostanou na misto poskozené tkadné jeden az tfi
dny po neutrofilech [11]. Nejvice jsou makrofagy akumulovany ¢tvrty aZ sedmy den od
vzniku zranéni, ackoliv zvySené hodnoty lze zaznamenat v nckterych piipadech 1
jednadvacaty den. Prozanétlivé makrofagy mohou byt polarizovany alternativni aktivaci
monocytl z krve, kostni diené a sleziny jsou CCR2 receptor (angl. C-C chemokine
receptor type 2) a CX3CRI1 (angl. C-X3-C motif chemokine receptor 1) receptor. Jejich
nazvy jsou odvozené od chemokint, které jsou produkovany fibroblasty, epitelidlnimi a
endotelidlnimi bunikami v okoli poSkozené tkdné€ jako odpovéd’ na ptitomnost molekul
DAMP. U ¢loveka se lze setkat se dvéma populacemi monocytl, které se shromazd'uji

v misté probihajiciho zanétu, a to populaci Ly6C™ (Ilymfocyt s vysokou expresi Ly6C) a
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Ly6C"*" (lymfocyt snizkou expresi Ly6C) [12]. V zavislosti na druhu tkan& jsou
rekrutovany jedna nebo ob¢ populace. Napiiklad u modelt poskozené kosterni svaloviny
bylo zaznamenano nashroméazdéni pouze populace se zanétlivou funkci Ly6CM, ktera
se pozdgji diferenciovala do populace s funkci regenera¢ni Ly6C'®". Naopak u infarktu
myokardu je mozné sledovat vychytani obou populace monocytl v riiznych stadiich
zanétlivé reakce aktivaci CCR2 a CX3CRI1 receptord [13]. Populace Ly6C™ v srde¢ni
tkani vyvola prozanétlivé procesy, zatimco populace Ly6C!*" vychytavana v pozdgjsich
stadiich stimuluje rekonstrukci poSkozené tkané expresi velkého mnozstvi VEGF-A a
literatute na zaklad¢ in vitro charakterizace popisovany podle cytokinti, kterym jsou
vystaveny. M(IL-4) makrofagy jsou povazovany za slozky imunitniho systému
zodpovédné za rekonstrukci tkang, jelikoz produkuji fadu faktorti jako arginasu, slozky
extracelularni matrix a rastové faktory jako jsou VEGF-A, rastovy faktor z krevnich
desticek PDGF (angl. platelet-derived growth factor) a insulinu podobny rastovy faktor
IGF (angl. inzulin-like growth factor).

Lipoxiny, resolviny a protektiny stimuluji ukonceni zanétlivé reakce [1]. Tyto
lipidové medidtory vznikaji presmérovanim drahy pavodné vedouci k syntéze
prozanétlivych prostaglandinti a leukotrienti. Tyto latky zajistuji inhibici syntézy
prozanétlivych cytokinli makrofdgy a zamezuji pfenosu novych neutrofili do mista
cytokinti, naptiklad TGF-B1, ktery vyznamné ptispivd k obnové poskozené tkané
stimulovanim diferenciace fibroblasti na myofibroblasty, které umoZiiuji zaceleni rany a
syntézu sloZek extraceluldrni matrix [3]. Produkované proteasy pfispivaji ke Sté€peni a
inaktivaci prozanétlivych cytokinli a chemokin.

Zatimco prozéanétlivé makrofagy mohou vyrazné zkomplikovat probihajici
regeneraci tkané, u déle pretrvavajici aktivace nebo mobilizace M(IL-4) makrofagt
se predpoklada, ze piispiva k rozvoji patologické fibrozy [2]. Fibroza tkané zptisobena
pusobenim M(IL-4) makrofagl byla pfisouzena na zakladé produkce a aktivace TGF-B1
v experimentalnim modelu plicni fibrozy [14]. TGF-B1, je-li nadmérné sekretovan, podili
se na vzniku chronického zanétu aZ rozvoji fibrotické tkané [1]. Déle byl u M(IL-4)
makrofagl pozorovan pozitivni vliv na udrZeni a aktivaci myofibroblasti, jez predstavuji
klicové komponenty pro tvorbu extracelularni matrix ve vSech organech [15].
M(IL-4) makrofagy také produkuji zna¢né mnozstvi matrix metaloproteinas (MMP),

které usnadnuji prenos bunék zapojujicich se do zanétlivé reakce v misté poranéni [3].
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(Th2), regulaénimi T lymfocyty (Tree) a makrofagy. Na povrchu kazdého T lymfocytu
se nachazi desitky tisic identickych klondlné jedine¢nych receptorit TCR (z angl. T-cell
receptor) [1]. T lymfocyty mizeme rozdélit podle typu ptfitomnych receptorit na of3-T
lymfocyty, které jsou u savci vétSinovym typem, a na méné zastoupené¢ a méné
prozkoumané yd-T lymfocyty. Zatimco frakce aff-T lymfocyth muze mit jak prozanétlivé,
ucinky. T lymfocyty uvoliuji Sirokou skalu cytokind a ristovych faktorti, které plisobi
na regeneraci tkan¢ kladné, ale i inhibi¢n€. Naptiklad u kostni tkan¢ bylo dokézano,
ze prozéanétlivé pomocné T lymfocyty typu 1 a cytotoxické T lymfocyty inhibuji
regeneraci [16]. Na experimentech s mySmi bylo také dokazéno, ze T lymfocyty inhibuji
formaci kostni tkan¢ z mesenchymalnich kmenovych bun¢k produkei faktortt IFN-y
(interferon-y) a TNF-a. Podobny vyzkum zaméteny na lidsky systém prokézal, ze sekrece
téchto faktorti efektorovymi pamétovymi cytotoxickymi T lymfocyty mulze vést

k opozdéné osteogenezi a mize vést k hor§Simu zaceleni fraktury. Naopak ptritomnost Treg

-----
-----

-----

vysoké dlouho po plsobeni ostatnich T lymfocytd. Taktéz y3-T lymfocyty vyznamné
prispivaji k obnové tkané. Neptitomnost tohoto typu T lymfocytl u lidského organismu
zpusobuje napiiklad vyrazn€ pomalejsi hojeni koznich poranéni.

Rekonstrukce samotné tkané spociva v proliferaci bun€k formujicich granulacni
tkan a 1iniciaci angiogenese [17]. Granulaéni tkén se skldda z fibroblastd,
novovaskularnich cév, makrofagl, hyaluronové kyseliny a fibronektinu, které¢ postupné
vypliiuji oblast naruSené tkan¢. Ristové faktory PDGF a TGF-f3 uvolnéné bunkami
zanétlivé reakce chemotakticky pfitahuji fibroblasty do mista zranéni. Aktivace a
proliferace fibroblastli, které pozdé&ji produkuji extracelularni matrix, je zajiSténa
kontinualni sekreci fibroblastového rhstového faktoru FGF (angl. fibroblast growth
factor) makrofagy. Po fazi proliferace fibroblast uvolni kolagen a glykosaminoglykany,
které spoluvytvarteji amorfni gel, ve kterém jsou ulozena a shlukovana kolagenni vlédkna.
Fibroblasty jsou jednim ze zdrojii matrixové metaloproteinasy, ktera miize odstranit
nezéddouci kolagenni vldkna pro zvySeni strukturdlni integrity formujici se tkané.

Vzéajemna rovnovaha mezi aktivitou MMP a jejiho inhibitoru TIMP (angl. tissue inhibitor
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of metalloproteinase) je vyznamna pro vyslednou kvalitu obnovené tkané. Spolecné
s proliferaci fibroblastli provazi regeneraci tkdné také angiogenese, tedy vytvaieni
novych cévnich svazkii. Fibronektin, adhezivni glykoprotein, plisobi v organismu jako
biologické lepidlo, které zprostiedkovava interakce mezi builkami a jinymi proteiny
extracelularni matrix, nebo tvoii kontaktni most mezi sousednimi bunkami [18].
Extracelularni matrix obklopuji hydrofilni glykosaminoglykany a proteoglykany, které
jsou schopny absorbovat tisicinasobek vody oproti svému objemu za vytvoreni gelovitého
prostiedi, které zajiStuje metabolické potfeby extraceluldrni matrix. Proteoglykany a
kyselina hyaluronova nebo hyaluronan maji vysokou viskozitu, ktera vede k zvySenému
vylouceni metabolit, zménam v tkanové osmdze a regulaci priitokového odporu. Vysoké
koncentrace hyaluronanu byly nalezeny ve fetalni extracelularni matrix a jeho nadbytek
oproti kolagenu vede u plodu k hojeni bez jizev [19].

V zavérecné fazi hojeni nejdiive tii tydny od poskozeni tkané fibroblasty zacnou
ustupovat a je formovana granulacni tkan, jejiz hlavni slozkou je kolagen III [17].
Kolagenni vldkna na regenerované tkani jsou neorganizovand a uskupena nahodné.
V dalSich fazich pak dochazi k nahrazeni kolagenu III kolagenem typu I a kolagenni
vlakna jsou pteskupena do vice organizované miizkové struktury, ktera proptjcuje tkani
vys$§i mechanickou odolnost. Pfesto je nové utvofend zjizvend tkan na asi 75 %

roztaZitelné sily oproti tkani netknuté [18].

1.2 Ruistové faktory

Ruastové faktory jsou molekuly mnohdy fazené mezi cytokiny, které se podileji podobné
jako hormony na regulaci buné¢né aktivity [20]. Na rozdil od hormontl, jejichZ sféra vlivu
je Sir$i, je tato regulace na Urovni mezi nejbliz§imi bunikami, tedy na parakrinni a
autokrinni hladiné. Objeveni ristovych faktor se datuje do roku 1952, kdy byl poprvé
identifikovan nervovy rastovy faktor NGF (angl. nerve growth factor) [21]. Ackoliv
jejich charakteristika nikterak nevybocuje od jinych interleukinii, byl ponechan jejich
tradi¢ni nézev [1]. Ristové faktory jsou peptidy, které pienaseji signal mezi bunikami a
maji rizné UCinky na okolni prostiedi v zavislosti na charakteru probihajicich
fyziologickych d&jii. Obecné se vSak dé jejich aktivita charakterizovat prolifera¢nimi,
diferencia¢nimi, stimulac¢nimi nebo migracné plisobicimi vlastnostmi [1].

Jednim z prvnich objevenych mechanismi, jakym rlstové faktory plsobi
na bunécnou mitoézu, byla stimulace sekundarnich intracelularnich poslicki jako je

fosfodiesterasa, ktera miize zvysit koncentraci vapenatych iontd a pH v bunikach a vést
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k indukci proteosyntézy z DNA [20, 22]. Typickym zéastupcem rastovych faktort
stimulujicich mitézu jsou PDGF a EGF (angl. epidermal growth factor). Jiné ristové
faktory stimuluji bunécnou diferenciaci a mitézu inhibuji. Pfikladem mtzou byt nékteré
faktory z rodiny TGF-B, které jsou schopny inhibovat aktivitu tyrosin kinas. Stimulaci
diferenciace hraji nékteré ze skupiny rustovych faktordt TGF-B zasadni roli pii regulaci
syntézy extracelularni matrix a jejich slozek: kolagenu, fibronektinu, elastinu a
glykosaminoglykanu [23].

Ristové faktory se kromé obnovy tkdné€ podili na embryologickém rozvoji plodu,
nebo rozrustani rakovinnych bun¢k [24]. Onkogeny, tedy geny viralniho nebo bunééného
puvodu, jejichz exprese vede k rozvoji malignity, miizou zptsobit bunécnou transformaci
pomoci protein vlastnostmi podobné ristovym faktoriim, jejich receptoriim, protein
kinasam a dal§im signaliza¢nim molekulam. Tato skutecnost vzbudila rozpaky ohledné
bezpecnosti vyuziti ristovych faktort jako terapeutickych latek [24].

V prubéhu regenerace tkané se do extracelularniho prostiedi uvoliiuje nadmérné
mnozstvi MMP, které krom¢ podilu na rekonstrukci tkéni rozkladaji rastové faktory a
jejich receptory [18]. MMP také hraji klicovou roli v uvolnovani ristovych faktorti a
cilového Stépeni proteini extracelularni matrix, ¢imz obnazi oblasti, které miizou
aktivovat receptory rustovych faktord. Produkce MMP je regulovana bunécnymi
interakcemi s extracelularni matrix. Naptiklad pfi ristu keratinocyt z nativniho typu
kolagenu I byla prokazana vyssi exprese MMP oproti denaturovanému kolagenu [25].
Ovsem nadprodukce MMP je ptfedevsSim spojena s rozlozenim extraceluldrni matrix a
naruSenim hojeni poSkozené tkané, ptipadné vzniku chronického zanétu.

Interakce mezi ristovymi faktory a extracelularni matrix probiha nékolika
cestami, které vedou k vzdjemné regulaci [18]. Extracelularni matrix muize véazat a
uvoliovat konkrétni rastové faktory, ¢imz vykazuje kontrolu nad jejich aktivitou.
Extracelularni matrix tak funguje jako lozist¢ pro ristové faktory, koncentruje jejich
aktivitu v blizkosti bun€k a chrani je pfed degradaci. Naptiklad FGF-2 se takto vaze
na proteoglykan heparan sulfat. FGF-2 indukuje rGst fibroblastl a endotelidlnich bunék
béhem hojeni poskozené tkané. Dale bylo zjiSténo, Zze molekuly FGF se vaZzou
nareceptory FGFR (z angl. fibroblast growth factor receptor) v pfitomnosti
proteoglykanu heparinu nebo heparan sulfatu, ktery stabilizuje dva receptory FGFR pro
dvé molekuly FGF za tvorby symetrického dimerniho komplexu, ve kterém jsou
receptory FGFR mezi sebou v pfimé interakci a FGF jsou vazany na receptory FGFR

nezavisle na sobé [26]. Navazani FGF-2 na heparan sulfat proptjcuje vétsi stabilitu
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rustovému faktoru. FGF-2-heptaransulfatové komplexy mizou byt aktivovany pomoci
proteolyzy [18]. FGF-2 vézany na heparan sulfat taktéz vykazuje dlouhodobéjsi aktivitu.
Dalsim ptikladem piimé interakce mezi extracelularni matrix a ristovymi faktory je ve
vazb¢ VEGF s heparan sulfatem. VEGF je vyznamny pro angiogenesi, kontrolu tvorby
krevnich elementi a proliferaci tkan€. Plasmin, ktery se vyskytuje v prostfedi poranéné
tkan¢, uvoliluje vazané izoformy VEGF a spousti jejich endotelidlni bunéénou mitogenni
aktivitu [27].

Vyznamnymi receptory zajistujicimi primarné propojeni bun¢k s extracelularni
matrix jsou integriny [18]. Integriny se také zapojuji do fosforylac¢nich dé&ji zahrnutych
v nékterych signaliza¢nich kaskadach. Vybrané integriny jsou exprimovany docasné
v oblasti zranéni a hraji vyznamnou roli v pfipadé¢ regenerace tkang. V piipade
angiogenese jsou integriny zadouci pro adhezi buné¢k s extraceluldrni matrix, aby mohly
reagovat na uvoliiované rastové faktory.

Ristové faktory také zpétné reguluji extraceluldrni matrix stimulaci bunék
pro zvySeni produkce jejich sloZzek nebo navySenim syntézy metaloproteinas, které
extracelularni matrix rozlozi [ 18]. Naptiklad TGF-B mé z&sadni vliv na kontrolu produkce
extracelularni matrix a jeji degradaci. TGF-f stimuluje syntézu kolagenu a fibronektinu
viadé¢ bunéénych linii. TGF-B také redukuje proteolytickou degradaci slozek
extracelularni matrix redukci syntézy a sekrece proteas, nebo stimuluje syntézu jejich
inhibitortt [28]. Dalsi ptiklad regulace extracelularni matrix rGstovymi faktory lze
vypozorovat v po¢atku faze rekonstrukce poskozené tkan¢, kde uvolnéni PDFG krevnimi
destickami v oblasti zranéni plisobi jako chemoatraktant pro fibroblasty [18]. PDFG tak
navysi ukladani kolagenu v kolagenni matrix.

V piipadé metabolickych abnormalit u zilni nedostate¢nosti nebo diabetu mellitu
muze byt regenerace zranéni zkomplikovana a pfejit ve zranéni chronické [18]. Takovy
stav je charakterizovan zasadnimi odchylkami v biochemii extracelularni matrix, dochazi
k zvySeni syntézy proteas jako jsou MMP nebo neutrofilni elastasy. V takovém stavu je
vétSina interakci mezi extracelularni matrix a rastovymi faktory naruSena. V piipadé
bércového viedu lze sledovat uvéznéni uvolnénych ristovych faktort jako TGF-f
pfevrstvenymi plasmatickymi proteiny. U chronickych zranéni dochédzi k degradaci
extracelularni matrix pfedevS§im kvili ztrat¢ rovnovahy mezi matrix degradujicimi
enzymy a jejich inhibitory, opakovanym poskozenim stejné tkan¢ nebo plisobenim

pterostlych kolonii bakterii.
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Tab. 1: Prehled nejznaméjsich ristovych faktori, mist jejich produkce a objevenych funkci, kterymi
disponuji. Cerpano z [17], [24] a [29].

Riistovy faktor

Oznaceni Zdroj produkce Vlastnosti
Rustovy faktor pojivové CTGF Fibroblasty Stimulace proliferace a syntézy
tkané Endotelidlni buiiky extracelularni matrix
Krevni desticky Stimulace proliferace
Epidermalni ristovy faktor EGF ) keratinocytt, fibroblasti a
Makrofagy cévnich endotelialnich bun¢k
Fibroblasty Indukce angiogenese
Riistovy faktor fibroblasti FGF Makrofagy Stimulace tvorby granulacni
o tkané, remodelace extracelularni
Endotelialni buiiky matrix a reepitelizace
Inzulinu podobny IGE Fibroblasty Stimulace proliferace fibroblasti
riistovy faktor Makrofagy Podileni se na reepitelizaci

Chemotakticka atrakce
fibroblastu, neutrofila,

Krevni desticky monocytl a bunék hladké
Fibroblasty svaloviny k mistu zranéni
Rustovy faktor uvolnény . o
] o PDGF Makrofag Aktivace makrofagli pro
Y
z krevnich desticek uvolnéni ristovych faktort
Cévni endotelidlni ) )
buitky Podileni se na proliferaci
fibroblastu a produkci
extracelularni matrix
Chemotakticka
atrakce makrofagt
. . Mitogenni vliv na fibroblasty
Transformujici rastovy Krevni desticky . o
fak TGF , Stimulace nebo inhibice
aktor Makrofagy .
proliferace fady bun¢k
Podileni se na tvorbé
granulacni tkdné
Krevni desticky Stimulace angiogenese
Vasklcllérni’endotelovy VEGF Makrofgy Podilent se na prenosu
ristovy faktor endotelidlnich bunék a

Keratinocyty proliferaci

1.2.1 TGF-B rodina

U rodiny TGF-f je zndma existence péti izoforem: TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3, TGF-4 a
TGF-B5 [30]. Ty jsou produkovany riiznymi typy buné€k, nejcastéji trombocyty a
makrofagy z cirkulujicich monocytt, kterym byly prekurzorem hematopoetické kmenové
buniky v kostni dfeni. TGF-3 ptsobi chemotakticky pro makrofagy, stimuluje produkci

prokolagenu a fibronektinu, navic inhibuje metaloproteinasy [24]. Tyto procesy probihaji
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jako dutsledek zvySeného ukladani kolagenu v priibéhu hojeni poskozené tkané. TGF-B1
imunosupresivnich Treg lymfocytl [2]. Mnohé rodiny rastovych faktort plsobi vzajemné
synergicky. TGF- rodina mtize puasobit inhibicné v zavislosti na aktudlnim stadiu
regenerujici se tkan¢. Pokud je v poskozené tkani ptitomen EGF, ptisobi TGF-f tlumivé
vuci nartstu fibroblastu. Pokud je vSak v tkéni pfitomen PDGF, je riist fibroblastu
stimulovan. TGF-f je vyuzivan u in vitro experimenti proliferace a diferenciace lidskych
kmenovych bunék a syntézy extracelularni matrix. Napfiklad u lidskych
mesenchymalnich a epitelidlnich kmenovych buné€k byla ptfidanim aktivni slozky TGF-$33
a dexamethasonu sledovdna chondrogeneze [31]. Vysledkem byla po 14 dnech
sekretovand extracelularni matrix a v ni inkorporovéan kolagen II a agrekan, strukturni
protein, ktery je pro spravnou funkci chrupavky nepostradatelny. Zatimco u aktivnich
TGF-B1 a TGF-B2 byla pozorovana iniciace mezibunécnych interakci u zhusténych
progenitorovych bunék a zprostiedkovana hypertrofni diferenciace, TGF-f3 ma
vyrazngj$i vliv na diferenciaci mesenchymadlnich kmenovych bunék.

Clenové rodiny TGF-B jsou produkovani jako homodimerické proproteiny, jejichz
soucasti je na N-konci aminokyselinového fetézce Siroka doména, kterd rtstovému
faktoru zajistuje spravné sbaleni a dimerizaci domény na C-konci [32]. Sirokd doména
ristového faktoru je Stépena v Golgiho aparatu proteasou furin [33]. TGF-B jsou
sekretovany z bun€k ve formé latentniho prekurzoru, jehoZ souc¢asti je LAP doména, ktera
je kovalentné ptipojena disulfidickym mustkem na C-konec aktivniho dimeru a zabrafuje
vazbé TGF-P na specifické receptory na povrchu bunék. TaktéZ LAP doména existuje
v homodimerni formé. Aktivita TGF-B dimerli je regulovdna enzymy a integriny.
Soucasti proproteinu je také signalni peptid nachazejici se na N-konci rstového faktoru.
Krystalové struktury TGF-f prozradily podobu tohoto komplexu, kde homodimer LAP
obepina aktivni TGF-f, a tak skryva rozpoznavaci a zasahova mista pro vlastni specifické
heterotetramerické receptory [34]. V mnoha buné&cnych typech je pak LAP jesté spojen
disulfidickymi mustky s latentnim TGF- vazebnym proteinem (LTBP) dohromady
tvotici velky latentni komplex (LLC) [33].

LTBP jsou vyznamnou slozkou extracelularni matrix, ktera interaguje
s mikrofibrily, které stabilizuje, a plni fadu dalSich roli [35]. V lidském genomu jsou
znamy Ctyti izoformy, do aktivace ristového faktoru TGF-B3 zasahuji zdsadné pouze dve,
ato LTBP-1 a LTBP-3. Tvorba téchto latentnich komplexi se déje v endoplazmatickém

retikulu buné€k. Mechanismy zapojeni do aktivace TGF-B3 jsou vSak znamy pouze u
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LTBP-1, které zapojuji do biochemického procesu primarné proteasy a integriny. Ob¢
izoformy se vSak vzajemné muizou doplnovat v pifipad¢ diferenciace lidskych
mesenchymalnich kmenovych bunék na osteoblasty, kde LTBP-3 kontroluje troven
TGF-B v pritbéhu casného zhust'ovaciho stadia bunék, zatimco LTBP-1 dominuje béhem
zrani bun¢k [36]. Hlavni funkci téchto izoforem LTBP se nejpravdépodobnéji jevi
zajisténi fadného slozeni prekurzoru TGF-f, prispéni k jeho sekreci a fizené zapojeni se
na extracelularni matrix. Disulfidické mustky se pfi tvorbé LLC v endoplazmatickém
retikulu tvoti mezi tieti 8-C doménou LTBP a paru C33 fetézce LAP dimeru. Nahrazeni
cysteinu v fetézci LTBP zodpovédného za toto navazéani serinem vykazovalo u mysi
zanétlivé a tumorigenické projevy jako u mysi, které mély geny pro tvorbu TGF-f
umlceny [37]. Lze tak usuzovat, Ze spojeni LAP TGF-B s LTBP je nepostradatelné pro
extracelularni aktivitu ristovych faktort TGF-B. Kromé& spojeni s LAP riistového faktoru
nebo interakce s fibrilinem ptes jeho C-konec, se vaze LTBP-1 svym N-koncem na
fibronektin, dokonce i kdyz neni fibrilin pfitomny. LTBP-3 a LTBP-4 jsou na pfitomnosti
fibrilinu naopak zavislé, aby se viilbec mohly zavést do extraceluldrni matrix. Vazba
s fibronektinem probihd za ucasti proteoglykanu heparan sulfatu. Klicovym kotvicim
bodem pro LLC slouzicim k uvolnéni a aktivaci TGF-f jsou avp6 a avp8 heterodimerni
integriny, které ristovy faktor specificky rozpoznavaji a vaZzou se na motiv Arg-Gly-Asp
v LAP doméné komplexu rastového faktoru (Obr. 1) [33]. To vyvola roztazeni LLC mezi
integriny vdzanymi na povrchu bungk a extracelularni matrix. Tento proces zprostifedkuje
vyvazani TGF- z LAP domény a uvolni aktivni rustovy faktor z komplexu. Uvolnéni
TGF-B zLLC by nebylo mozné bez kontrakénich aktin-myosinovych mechanismt
myofibrilinovych vlaken. JelikoZ bylo zjisténo, ze LTBP-1 a LTBP-2 navzijem
kompetuji o stejné vazebné misto na fibrilinu-1 v extraceluldrni matrix, je LTBP-2
nepiimym regulatorem aktivniho TGF-fB. Ztrata schopnosti vazby LTBP k fibrilinu-1
mikrofibril v disledku mutace vede v organismu k hyperaktivit¢ TGF-B1 a rozvoji
Marfanova syndromu [38]. Mechanismus, ktery vede ke zvySené aktivité rtistového
faktoru v disledku této mutace, zistava neobjasnén. Jak jiz bylo zminéno, vyznamnou
roli nejenom pro aktivitu, ale také celkovou dostupnost riistovych faktorii véetné TGF-33
hraje extracelularni matrix, kterd mtze slouzit jako jejich zasobni depozitaf a regulator.
Specificky se mizou vazat TGF- na molekuly dekorinu a betaglykanu [18]. Uvolnéni
aktivnich TGF-B molekul zlatentni formy muze prob¢hnout také enzymatickym
Stépenim plsobenim proteasami plazminem, katepsinem D a proteasami ze skupiny

metaloproteinas [33].
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Obr. 1: Role LTBP-1 v signalizaci TGF-p.

LTBP-1 je skladan a pojen kovalentné s LAP disulfidickymi mistky. Velky latentni komplex je nasledné
sekretovan a mize se navazat na tkané extracelularni matrix. Aktivace latentniho TGF- mtze probéhnout
vice zpusoby. (a) uvolnéni a aktivace TGF-f po degradaci LAP proteasami, (b) aktivace TGF-3 stahem
bunéénymi membranovymi integriny, (c) aktivni TGF- se vaze na specifické receptory. Pievzato z [35].

Velikost proproteinu TGF-f ¢itd kolem 400 aminokyselinovych jednotek [39].
K proteolytickému S$tépeni proproteinu TGF- v endoplazmatickém retikulu dochazi
mezi C278 a C279 aminokyselinového fetézce. Dva cysteiny v doméné LAP v pozici 223
a 225 aminokyselinového fetézce stoji za vytvorenim disulfidickych vazeb mezi
monomery. Cystein v pozici 33 LAP domény pak ptipojuje LTBP.

Signaliza¢ni kaskdda TGF-B molekul zahrnuje aktivaci transkripénich faktord
SMAD, kterou iniciuje piimy kontakt rlstového faktoru se specifickym
receptorem [33, 40]. Aktivované proteiny SMAD se vazou v jadie na fadu lokusu
genomu, jak mu urcuji partnerské transkripéni faktory, jejichZ dostupnost a piitomnost
zalezi na celkovém bunéném kontextu, ktery rozhodne o odpovédi na stimul ristovym
faktorem. Na zacatku této signaliza¢ni drahy je dvojice transmembranovych receptorii

serin/threonin proteinovych kinas oznacovanych jako receptor! (TGFBRI1) a
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receptor I (TGFBR2) [33]. N¢které izotypy SMAD proteinli plsobi regulacné.
SMURF1/2 (angl. SMAD ubiquitination regulatory factor 1,2) ubikvitin ligasy
lokalizované SMAD7 proteinem a ubikvitin specifické peptidasy reguluji degradaci
receptorti zachycujicich TGF-B molekuly. TGF- uvolnény z latentniho komplexu se
vaze na receptory piimo nebo za pomoci asistence kotviciho betaglykanu. Ve fazi
navazani TGF-f na receptor, TGFBR2 (angl. transforming growth factor beta receptor 2)
fosforyluje a aktivuje TGFBR1, ktery potom fosforyluje SMAD2 a SMAD 3 na dvou C-
koncovych postrannich fetézcich serinu. Fosforylované SMAD2 a SMAD?3 proteiny poté
vytvaii heterotrimerické komplexy se SMAD4. V jadie se pak aktivovan¢ SMAD
komplexy vazou na stovky regulacnich regionti za pomoci dal$ich transkripcnich faktort
a tyto déje jsou pak regulovany enzymatickou fosforylaci nebo defosforylaci
transkripénich komplexi.

Negativnim aspektem rodiny TGF-f mutze byt skuteCnost, ze mize vyrazné
pfispét  k malignit¢ = nddorovych  bun€¢k  vytvofenim  imunosupresivniho
mikroprostfedi [33]. Rakovinné buiiky se miizou nahromadénim ristového faktoru
TGF-f na integrinech avp8 vyhnout imunitnimu systému. Uvolnéni aktivniho ristového
faktoru TGF-B mimo jiné chemotakticky pfitahuje Trg bunky, které pusobi lokéalné
zabraiiuji imunitnimu systému se snadorovymi bunikami vypotfadat. Signalizace
rustovymi faktory TGF-f také blokuje funkci NK bun€k na mnoha tGrovnich. Zabranuje
expresi IFN-y a T-bet (angl. T-box expressed in T cells); tak inhibuje Thl imunitni
odpovédi, a pozastavuje rozpoznani malignich bunék. V pocatecnich stadiich ovSem
muze TGF-B zastavit rozvoj rakovinového bujeni spuSténim apoptosy u premalignich

bunék.

1.2.2 TGF-B3

TGF-B3 se ve své biologické aktivité od ostatnich izoforem vyrazné nelisi [24, 41]. Oproti
ostatnim izoformdm bylo experimentalné ovéfeno, ze TGF-B3 redukuje tvoteni jizev
v pribéhu regenerace tkané a také zastava dominantni pozici ve stimulaci angiogenese.
Kompeti¢ni experimenty na bunikach predvedly, Ze radioizotopicky znateny TGF-B1 se
vaze na stejné receptory jako ostatni izoformy a také se vaze vic efektivné. Za témito
rozdily budou pravdépodobné stat rozdilné sterické interakce [41].

Strukturné TGF-B3 tvofi dimer dvou identickych podjednotek [42]. Kazda

podjednotka tvoii polypeptidovy fetézec 112 aminokyselin pfedstavujici jednu doménu.
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Jadro kazdé podjednotky obsahuje tfi disulfidické muistky vytvarejici strukturu podobnou
uzlu. Disulfidické vazby mezi Cys44-Cys109 a Cys48-Cysl11 vytvaieji Siroky kruh,
skrze ktery se vaze vnitini disulfidickou vazbou posledni dvojice Cysl5 a Cys78.
Vytvotfeny uzel nahrazuje hydrofobni jadro typické pro globulérni proteiny a zaklada
molekule rigidni strukturu. Podobné¢ jako u izoformy TGF-B1 a TGF-B2, také TGF-3 ve
své struktuie disponuje tfemi o-helixy a ¢tyfmi B-skladanymi listy. Disulfidickd vazba
mezi Cys7 a Cys16 umoziuje uzké sbaleni a-helixu na N-konci fetézce do disulfidického
jadra molekuly. Ob¢ podjednotky jsou rozdélené dutinou, ktera je v krystalovych
strukturach naplnéna molekulami vody. Tato dutina je pteklenuta disulfidickou vazbou
Cys77 obou podjednotek. Interakce mezi obéma podjednotkami jsou relativné slabé a
zasadni vazebnd energie je ulozena v disulfidické interakci. Pouze dalSich osm
vodikovych vazeb je rozprostieno v kontaktni oblasti. Trp30 a Trp32 by mohly byt
zahrnuté v rozpoznavani uhlovodikli, v kontextu rastovych faktort by mohly
rozpoznavat receptory I a II, které jsou vysoce glykosylované. Nasvéd¢uji tomu alespon
experimenty, kde dioxan byl schopen se zanofit do hydrofobni kapsy, kterou pobliz vné;si
smycky B-skladaného listu definuji hydrofobni postranni fetézce Trp30 a Trp32. Kromé
vazby na receptory je znamo, ze jsou molekuly TGF-B3 schopny vazby s proteoglykany
extracelularni matrix dekorinem, biglykanem a dal$imi. Na zaklad¢ znalosti struktury
TGF-B2 1ze usuzovat, ze vazebné oblasti u TGF-B3 se budou nachazet v podobnych

polohéach na polypeptidovém fetézci.

Obr. 2: Molekularni reprezentace modelu neaktivniho homodimeru TGF-$3.

Podjednotky jsou vyznaceny odlisnym odstinem $edi, disulfidické mustky jako modely spojenych kulicek
nasledovné: a) Cys48-Cyslll, b) Cys7-Cysl6, c) Cysl15-Cys78, d) Cys44-Cys109, e) Cys77 obou
podjednotek dimeru. Prevzato z [42].
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1.3 Aplikace ristovych faktori v regenerativni mediciné

V poslednich né¢kolika dekddach mnozstvi lidi trpici chronickymi onemocnénimi
nehojicich se tkani narostlo [17]. Témito onemocnénimi je v soucasnosti dotéeno okolo
1-2 % populace USA a Evropy. PéCe o tyto pacienty si ro¢n¢ vyzada 2-4 % rozpoctu
ministerstev zdravotnictvi, coz muze c¢init az 10000 Eur na jednoho pacienta.
Regenerativni medicina se proto zamétila na nalezeni novych terapii, které by mnohdy
Spatné progndzy pacientl zvratily.

Regenerativni medicina je mezioborova disciplina, kterd hled4 zplisoby nadhrady
nebo opravy poskozenych bunc¢k, tkani a organii, a ktera by jim navratila spravné
fungovani [43]. Ristové faktory se nabizi jako optimdalni terapeutické agens, jelikoz
aplikaci jsou vSak vyrazné¢ limitovany kratkym polocasem rozpadu ristovych faktoru,
které byly sledovany in vivo, dané jejich nizkou stabilitou nebo rychlou krevni clearance.
Mezi dalsi vlivy, které miizou ohrozit integritu proteinu patii zmény v teploté, zmeény v
pH, hydrolyza peptidovych vazeb nebo oxidace postrannich fetézcli aminokyselin pii
dlouhodobém skladovani. Casto je tak pro dosahnuti terapeutického efektu vyzadovano
nékolikandsobné podavani a vysoké davky, coz vede nejenom k vysokym cenam terapii,
ale také se mize o to spiSe u pacientl projevit vedlejsi u€inek z Castého podavani [44].
Regenerativni medicina tak neustale hledd promyslené systémy pienosu 1éCiv, které by
zabranily pfedCasnému rozlozeni rastového faktoru, a které by v Case a prostoru
kontrolovaly pfenos samotného faktoru (n€kdy 1 kombinaci vice typt ristovych faktort)
in vivo. Zéaroven je v zajmu regenerativni mediciny pfipravit takové preparaty, které by
byly dostupné pro Sirokou vetejnost.

Aby se zristovych faktort stala efektivni terapeuticka latka, musi platit, Ze
dosahne cilového mista v organismu, aniz by se rozlozila, a poté musi pobyt v daném
misté dostate¢né dlouhou dobu pro projeveni vlastni aktivity [45]. Ristové faktory, které
jsou poskytnuty exogenné v roztoku jsou vétSinové neefektivni a maji tendenci
difundovat mimo oblasti poskozené tkané, jsou enzymaticky Stépeny nebo oxidativné
deaktivovany. Naptiklad VEGF disponuje poloasem rozpadu mensSim nez 30 minut,
pokud je podén intravendzné [46]. Kompenzovani kratkého polo¢asu by zde vSak nemélo
byt na ukor vétsi podané davky nebo davky opakované, nebot’ vyssi hladina VEGF v krvi
muze veést ktvorbé patologickych krevnich elementl mimo zasahové misto.

Nevyhovujici klasické doruceni ristovych faktorti vedlo k pokustim vyuziti polymernich
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matric. Bioaktivni faktory mohou byt chemicky imobilizovany nebo fyzikéalné
zapouzdieny do matric polymert, které je chrani pted denaturaci. Jejich uvolnéni miize
byt kontrolovano mirou rozkladu polymerni matrice, moznosti difundovat ptes polymerni
konstrukt nebo muze byt jejich uvolnéni vyvolano vnéjSim podnétem, naptiklad
specifickym enzymatickym $tépenim. Pro pfenaseCové matrice plati nékolik podminek.
PrenaSece by mély byt netoxické a v organismu rozlozitelné. Vazba faktoru na pfenasSec
nesmi ovlivnit aktivitu proteinu. PienaSeCovy nosi¢ by mél byt schopen kontrolované
uvolnit aktivni latku a zaroven ji chréanit pied fyzikalni nebo chemickou degradaci.
Ptenase¢ by mél také byt schopen spravné zacilit a udrzet se na pozadovaném miste
tkané. V neposledni fadé by mél uvoliovat riistové faktory postupné, aby co nejlépe
napodoboval ¢asovy profil pfirozeného hojeni tkadné in vivo.

Imobilizace ristovych faktort na polymernich nosi¢ich miize vyuzit kovalentnich
nebo nekovalentnich interakci [45]. Rada technik miZe konjugovat ristové faktory
na pfirodni nebo syntetické biomateridly [46]. Diky chemické konjugaci jsou
imobilizované ristové faktory dostupné buitkkam, které jsou v pfimém kontaktu
s pfipravenou matrix a poskytuji vysoce lokalizované signély kontrolujici osud bunék.
Rastové faktory mizou byt pfipravené aktivni jiz v navdzaném stavu na polymernim
nosici, nebo mohou byt aktivovany $tépenim. Biopolymerni gely slozené z fibronektinu,
kolagenu, elastinu nebo z glykosaminoglykanli heparin sulfatu, chondroitin sulfatu,
hyaluronové kyseliny nebo syntetické hydrogely byly pouZity jako materidl napodobujici
extracelularni matrix pro imobilizaci ristovych faktorti nebo jejich signal indukujicich
¢asti [46]. Naptiklad fuzni protein B-nervového rustového faktoru byl imobilizovan na
fibrinu a uvolnén proteolytickou aktivitou plasminu [47]. Tento model prokazal uspesné
zvySenou regeneraci nerva [46]. Tato fizen4 uvolnéni rastovych faktori v§ak miizou mit
Skodlivé nasledky, pokud neni model dostate¢né optimalizovan a vyuZit pro konkrétni
ucel. Kinetika uvoliiovani je zéavisla nejenom na elektrostatickych vazbach mezi
molekulami, ale také na vné&jSim prostiedi, kde muze hrat roli teplota, pH nebo
hydrofobicita. Molekuly ristovych faktori mizou byt konjugovany k polymernimu
materidlu vlastnimi funk¢énimi skupinami, které jsou inkorporovany kopolymerizaci nebo
chemickym ¢i fyzikdlnim oSetfenim. Napiiklad TGF-f1 molekuly kovalentné
konjugované na polyethylenglykolové (PEG) hydrogely ucinné zvySuji produkci
extracelularni matrix [48)]. Pfekazkami v rozsahlejSim vyuziti kovalentné vazanych
systému je predevsim riziko ztraty bioaktivity ristového faktoru pti jeho imobilizaci a

sloZitost selektivniho pfichyceni proteinu k materialu [46].
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Syntetické polymery jako poly(a-hydroxykyseliny), poly(anhydridy), dextriny,
poly(aminokyseliny), poly(glykosidy) a jejich kopolymery jsou také vyuzivany
pro zapouzdieni rtstovych faktori [46]. Stupent zapouzdieni a mechanismus uzamceni
rustového faktoru je zavisly na hydrofobnich a hydrofilnich interakcich mezi molekulami
rustového faktoru a polymery.

Dalsim vyuzitelnym pfistupem zapouzdieni je vyuziti Céastic na bazi
liposomu [46]. Tento systém byl pouzit pro model pienosu VEGF po infarktu myokardu,
kde ptiznivé zapusobil na fungovani srdce. Nevyhodou vyuziti téchto Castic oproti
sitovacim polymernim systémum je pomérné kratké trvani uvoliiovani ristového faktoru.

Polymery na bazi pfirodnich materidli vyuzivaji keratin, hedvabi, fibrinogen,
elastin, chitosan, hyaluronovou kyselinu, celuldzu, alginat, které se taktéz jevi jako
zajimavi pfenaSeci aktivnich latek [46]. Jejich ptirodni piivod umoziuje navrhnout takové
systémy, které ptisobi na molekularni irovni a minimalizuji riziko zanétlivé reakce. Jsou
vétSinove rozpustné ve vode a sitovani ristového faktoru probiha v roztoku polymeru.
Hlavni problém, se kterym se tyto materidly potykaji, je neschopnost dlouhodob¢ udrzet
bioaktivitu zapouzdienych ristovych faktora. Taktéz je t€z8i kontrola nad mirou rozkladu
materidlu ve fyziologickém prostiedi. Rustové faktory u pfirodnich materiala se uvoliuji
difuzi nebo degradaci materidlu. Pfili§ rychla degradace vede k rapidnimu uvolnéni
rustového faktoru. Proto se u téchto polymert vyuZiva chemickych modifikaci, kterymi
lze ziskat vétsi kontrolu nad mirou rozkladu materialu.

V mnoha situacich se vyskytla potfeba, aby pfenosné systémy reagovaly
na signaly lokalniho prostfedi nebo vnéjsi podnéty pro kontrolované uvolnéni ristového
faktoru [46]. Toto uvolnéni miZe byt spuSténo také piidanim stimulujicich slozek
do pfenosnych systémi. Nejvice vyuZivané spoustéci mechanismy vyuZivaji zmény
v lokélnim prostfedi, jako zmény pH, teploty, nebo enzymy, které Stépi sitovani
imobilizovaného rdstového faktoru na polymernim nosi¢i. Pro tyto ucely jsou casto
vyuzivany proteasy. Nejvice populdrni jsou systémy zaloZzené na katalytickych matrix
metaloproteinasaich (MMP). MMP ligandy lze vyuzit jako ¢inidlo k sitovani typu
hydrogeld, které maji na sob¢é ptivésené oligopeptidy RGD. Vlastnosti této sekvence je
jeji schopnost specificky se vazat na integriny. Tim se dosahne vétsi efektivity pifenosu
rustového faktoru.

Pouziti kombinace rastovych faktora at’ uz simultdnné nebo v postupnych krocich
prokazalo vyssi terapeutickou uc¢innost [45, 41]. Pravé kompozitni materidly mizou byt

navrhnuty tak, aby byly schopny vazat a ptenést vice druht aktivnich latek na postizené
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misto. Napfiklad kombinace VEGF, PDGF a TGF-B1 na alginatovém pienaseci prokéazala
ucinngjsi angiogenesi oproti vyuziti samotného FGF.

V soucasnosti se ve zdravotnictvi na trhu nachazi nckolik ptipravkl, které
obsahuji ristové faktory jako aktivni latku [43]. U nékterych z nich byly prokazany
neblahé vedlejsi ucinky. Napiiklad klinicky schvaleny pfipravek Regranex s PDGF, ktery
je uren na topické zmirnéni diabetického neuropatick¢ho viedu, je podeziivan
ze zvyseného rizika vzniku rakoviny [44]. Pripravek Kepivance s FGF-7 jako aktivni
latkou je podavan intraven6zné pii poSkozeni gastrointestinalniho traktu. I u néj bylo
prokédzano vyssi riziko vzniku rakovinného bujeni. TGF-B1 v topickém ptipravku Citrix
CRS je pouzivan na zestéarlou plet’.

Jednou z hlavnich vyzev pro pouziti exogennich riistovych faktort jako terapeutik
je pomérné slaby vytézek pii jejich rekombinantni expresi [43]. Rekombinantni exprese
Casto vyzaduje sav¢ich expresnich systému kviili komplexni struktufe ristovych faktori.
Presto se nasly zpisoby, jak vyuzit i bakteridlnich systémul expresi jen specifickych
domén ristovych faktori. Rekombinantni produkce proteinii se stava stale vice
nenahraditelnou technologii z hlediska izolace a studia pozadovanych proteini [49].
Peptidové kotvy umoziuji izolaci exprimovanych protein na afinitni chromatografii.
Kratké peptidové sekvence urcené ke st€peni oproti vétsim minimalizuji vliv na skladani
a konformaci exprimovaného proteinu. Oligo- nebo polyhistidinové kotvy, vyvinuté
vyzkumniky z Roche, jsou vyuzivany v afinitni chromatografii exprimovanych
rekombinantnich proteinli. Histidinovymi repeticemi jsou proteiny znaceny na svych
N- nebo C-koncich [50]. Bézny chromatograficky systém zahrnuje hexahistidinovou
znacku a chelat kovu nikelnatych iontli vazany na nitrilotrioctovou kyselinu (NTA).
Nikelnaté ionty jsou hexakoordinované, ¢tyti elektrony jsou vyuzity na vazbus NTA, dva
elektrony jsou potom dostupné na vazbu s histidinovou kotvou. Tato interakce ma
vysokou afinitu a selektivitu.

Ptiprava rekombinantniho proteinu TGF-B3 byla experimentalné provedena a
proteiny pouzity pro vyvoldni chondrogeneze ukmenovych bunék v nékolika
studiich [51]. V jedné z nich byl pfipraven fuzni protein TGF-B3, ktery byl posléze
inkorporovan spolecné¢ s kmenovymi buitkami tukové tkan€ do peptidovych pifenaseci a
fizen¢ tak byla stimulovana chondrogeneze diky zasahovému restrikénimu mistu
pro MMP ve fuznim proteinu [52]. JelikoZ u osteoartritidy je charakteristické vys$si
zastoupeni MMP, které se vyrazn€ podili na rozkladu matrix, nabizi se pouziti fizniho

proteinu se zasahovym mistem pro MMP jako zajimava strategie cilené terapie. V dalsi
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studii byl sledovan mimo vlivu ristového faktoru taktéz vliv hydrostatického tlaku
na diferenciaci lidskych mesenchymalnich kmenovych bunck, ktery tim simuloval
podminky bézné pro kloubni chrupavky [53]. Ve vysledku doslo k expresi sledovanych
markerti jako byl agrekan ¢i kolagen II, typickych pro chrupavkovou matrix. Stejné tak
doslo ke zvySeni exprese SOX9 (angl. ,,SRY (Sex-determining Region Y)-box 9%),
transkripéniho  faktoru, ktery zajistuje diferenciaci bunék. Ackoliv nejveétsi
chondrogenezi poskytovala kombinace aplikace rastového faktoru TGF-B3 a plsobeni
hydrostatického tlaku, i samotny tlak poskytl v mensim mnozstvi stanovované markery.

Zaméfeni této prace se tyka coiled-coil kotvy, ktera by umoznila vazbu na
hydrogelovy polymerni nosi¢ za vyuziti nekovalentnich interakci mezi coiled-coil
polypeptidovou sekvenci v gelu a rastovym faktorem exprimovanym s
komplementarni coiled-coil kotvou, navic s moznosti fizeného uvolnéni rastového

faktoru diky MMP.

1.3.1 Coiled-coil struktura

Coiled-coil sekvence piedstavuji pravotocivé a-helikalni strukturni proteinové motivy,
které se navzajem obmotavaji do podoby levotocivych supersroubovic [54]. Sekvence
aminokyselin coiled-coil peptidl se typicky sklada z repetici sedmi aminokyselinovych
¢lankt (a-b-c-d-e-f-g)n [55]. Pozice a a d je obsazena hydrofobnimi skupinami
aminokyselin a pozice e a g jsou obvykle obsazeny nabitymi nebo polarnimi skupinami.
Coiled-coil sekvence hraji vyznamnou roli jako podjednotky vétSich struktur, které
oligomerizuji proteinové komplexy zahrnuté v biologickych procesech nebo tvoii
strukturalni prvky biologickych materialti. Typickym piikladem mtze byt leucinovy zip,
ktery obsahuje coiled-coil motivy, které dimerizuji a jako transkripéni faktor reguluji
transkripci gend. Pfi expresi in vitro 1ze navrhnout vlastni pofadi téchto aminokyselin a
ptipravit coiled-coil struktury se specifickymi vlastnostmi a vyuZzit tyto peptidy jako
znaCky nebo pojici prvek pfi sestavovani molekuldrnich komplexti. Nekteré strategie
navrhli piedstavuji nekovalentni interakce s coiled-coil kotvou, jiné tyto struktury
modifikuji nabitymi rezidui na N- nebo C-konci fetézce pro fizené vazani helixi.
Coiled-coil kotvy miizou byt vyuzity jako efektivni systémové pienasece 1€Civ vazajici
nekovalentné¢ dva makromolekularni systémy. Tato iniciovand spojeni musi spliiovat
nekolik parametrii: coiled-coil heterodimer musi ziistat dostateCné stabilni
za fyziologickych podminek a antiparalelni orientace helixi by méla byt

upiednostiiovana kvuli sterickym poZzadavkiim cilového ligandu a polymeru, se kterym
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by se mél ligand propojit. V jiné experimentalni praci byl vyvinut systém na bazi
proteinovych nanocastic vyuzivajici coiled-coil struktury pro nekovalentni pfipoutani
rustovych faktorti [56]. Jak nanocastice, tak rustové faktory byly pfipraveny tak, ze
obsahovaly ve své doméné coiled-coil sekvenci. Rustovy faktor zde byl pouzit
jednotetézcovy VEGF pro zacileni na VEGF receptory rakovinnych bunck. Po
imobilizaci VEGF na nanocasticich bylo do nanocastic zavedeno protirakovinné 1é¢ivo
paclitaxel a byla pozorovana bunécna smrt rakovinnych bunék vyvolanim apoptozy.
Ptiprava coiled-coil kotvy vdzané na jiné proteiny v laboratornich podminkach
nedosahuje vzdy kyzenych vysledkli, coz mize vést k hledani alternativnich cest
piipravy. V této praci se takto dospélo k experimentovani se sortasou A, ktera by mohla
samostatné exprimovanou ¢i chemicky syntetizovanou coiled-coil kotvu enzymové vazat

k samostatné exprimovanému rustovému faktoru.

1.3.2 Sortasa A

Sortasy predstavuji enzymy, které se fadi do tiidy transpeptidas, které jsou produkovany
grampozitivnimi bakteriemi a v bakteriich funguji jako katalyzatory tvorby peptidické
vazby mezi dvéma specifickymi peptidovymi fetézci, a to zasahovou sekvenci na C-konci
a N-koncovym nukleofilem [57]. Sortasy jsou na zdklad¢ svych vlastnosti a sekvenci,
které rozpoznavaji, déleny do tfid A aZ F. Hlavni funkci sortas v bunikach bakterii je
pfichyceni proteind, jako jsou napiiklad adheziny, k bunééné sténé bakterie. Tato
interakce s buné¢nou sténou mize byt diilezita pro adhezi k povrchiim a tvorbu biofilmi.
Vyznamné se také podili na zprostiedkovani tvorby pili. Bakteridlni sortasa A je
extracelularni enzym vézany na membranu. Sortasa A kovalentné zakotvuje proteiny
s rozpoznavaci sekvenci LPXTG (kde X pfedstavuje libovolnou aminokyselinu) na
N-koncovych oligoglycinovych doménach buné&cnych stén procesem dvoukrokové
transpeptidace (Obr. 3). Cysteinovy zbytek v aktivni €asti sortasy A napadd a $tépi
peptidickou vazbu mezi threoninem a glycinem v LPXTG motivu a tvofi thioacylovou
vazbu v LPXT-SrtA komplexu, zatimco je odStépen glycinovy zbytek. Nasledné je tento
thioacylovy intermediat Stépen nukleofilnim zdsahem N-koncového oligoglycinu. Dojde
k vytvofeni peptidové vazby mezi karboxylovou skupinou threoninu LPXT a
aminoskupinou oligoglycinu. Timto mechanismem si bakterie vystavuji virulentni
faktory na bunécnych sténach a zprostiedkovavaji bakterialni adhezi, coZ zvySuje jejich

patogenezi.
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Obr. 3: Cyklus sortasou katalyzované reakce.

Tvorba thioesterového meziproduktu je nasledovana reakci s oligoglycinovym nukleofilem a cyklus je
zakoncen formaci ligacniho produktu. (a) aminoglycinovy nukleofil, (b) liga¢ni produkt, (¢) LPXTG motiv.
Pievzato z [57].

Prvni izolovanou sortasou byla na konci devadesatych let minulého stoleti sortasa
A z bakterii Staphylococcus aureus [58]. Jeji experimentalni vyuziti je pomérné rozsahlé
[57]. Uplatnéni naSla naptiklad pti ligaci fluorescenéné¢ znalenych proteinli se
zkoumanymi proteiny, pfi fiznim spojeni proteind, které by jako jeden celek nebylo
mozné pfipravit piimou rekombinantni expresi, nebo pfi inkorporovani funkénich
proteini do hydrogelové matrice. Zvlastnim pifipadem jsou spojeni proteini
s neproteinovymi biomolekulami jako napfiklad s upravenymi molekulami DNA. Také
byla Gspésné otestovana schopnost sortasy A sitovani hydrogelu [59]. Pfipravit sortasu
A je mozné rekombinantni expresi. Rekombinantni exprese sortasy A muze byt
provedena v bakterii Escherichia coli. Sortasa A pak muze byt vyuzita laboratorn¢ pro
katalyzovéani transpeptidasové reakce pro modifikované systémy [57]. Sortasou A
katalyzovana reakce umoZznuje imobilizaci proteini na povrSich riznych materiald.
Transpeptidasova reakce je zavisld na koncentracich jednotlivych slozek, pfiCemz
nedostatek glycinového nukleofilu v reakci vede ke vzniku stabilni thioacylsortasy [60].
Nativni sortasa A je katalyticky malo ucinna. DiuleZité je proto v reakci udrzet
ekvimolarni mnoZstvi substratu a enzymu. Reakce katalyzované nativni sortasou A
vyzaduji del$i inkubacni Cas za vySSi teploty nez u jejich nové vyvinutych variant.
Optimalni teplota pro enzymaticky katalyzovanou reakci byva uvadéna v rozmezi 20-
80 °C [61]. Optimalizace provedend na nativni sortase A uvadi podminky 30 °C po dobu
8 hodin jako pomérné vysoce ucinné pro preménu vétsiho mnozstvi substratu za vysoké
aktivity enzymu [61]. Navic sortasa A izolovana z bakterii Staphylococcus aureus ma

svou enzymatickou aktivitu zavislou na vapenatych iontech a reakce ji katalyzovana je
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zvratnd. Biotechnologickymi metodami doSlo k upravdm enzymu, diky kterym ziskal
nejenom vyssi aktivitu, ale také nezavislost na vapenatych iontech pro své fungovani [60].
Vzhledem k reverzibilité reakce je kvantitativni konverze substratu prakticky nemozna.
Posunuti reakce vice smérem k produktim muize pomoci postupné odebirani vedlejSiho
produktu, tedy glycinovych zbytkl, nebo pfidani molarniho nadbytku polyglycinového
nukleofilu do reakce. Mnozstvi glycini vazanych na nukleofilu nema vyznamny vliv na
ucinnost katalyzované reakce. Zavadénim cilenych mutaci byla vyvinuta fada upravenych
sortas A [60]. 5M varianta, kterd ma ve své sekvenci oproti nativni verzi praveé 5 mutaci,
se naptiklad projevila jako nékolikanasobné ucinné€j$i oproti variant¢ plvodni.
Kombinaci dal$ich mutaci byla pfipravena sortasa A 7M, ktera je nejenom vysoce aktivni,

ale jeji aktivita je také nezévisla na vapenatych iontech.
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2. Cil prace

e Piiprava nativniho TGF-B3 rekombinantni expresi v buné¢né linii HEK293

e Priprava varianty TGF-B3 fuzované s LAP (s latenci asociovany peptid)

e Piiprava fuzniho proteinu rtistového faktoru TGF-B3 s coiled-coil kotvou pro dalsi in
vitro experimenty na krysich mesenchymalnich kmenovych bunkach

e Piiprava Sortasy A 7+ rekombinantni expresi v E. coli.
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3. Experimentalni ¢ast
3.1 Pouzity material

3.1.1 Bunécné kmeny a linie

Escherichia coli BL21(DE3) Thermo Scientific, USA

Escherichia coli DH5a. Thermo Scientific, USA

Escherichia coli NEB10 New England Biolabs, USA
Escherichia coli TOP10 Thermo Scientific, USA

HEK?293T CRL-3216™, prof. Radu Aricescu, UK

3.1.2 Vektory

Plazmid pCMV3
Plazmid pET30b
Plazmid pTCCsec-C
Plazmid pTCCsec-N
Plazmid pTWS5sec

3.1.3 Enzymy

Agel-HF New England Biolabs, USA
EmeraldAmp GT PCR MasterMix Takara Bio, USA

Kpnl New England Biolabs, USA
Q5 DNA polymerasa New England Biolabs, USA
Quick Fusion (Ligation-free cloning) Biotool, USA

RNAsa A Lach-Ner, CR

3.1.4 Chemikalie

100 bp DNA standard New England Biolabs, USA
1 kb DNA standard New England Biolabs, USA
2-merkaptoethanol Sigma, USA

Agar Sigma, USA

Agarosa Sigma, USA

Akrylamid Sigma, USA

Ampicilin Biotika, SR
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APS Serva, USA

Azid sodny Serva, USA
Bromfenolova modr Lachema, CR

Coomassie Brilliant Blue (R-250) Fluka Chemika, Svycarsko
dNTPs Top-Bio, CR

Doxycyklin Biotika, Slovensko
GoodView II barvivo Ecoli, Slovensko

Hovézi sérovy albumin Sigma, USA

IPEI Polysciences, USA
Isopropanol Lach-Ner, CR

Kanamycin Serva, Némecko

Kozi polyklondlni protilatka

konjugovana s alkalickou fosfatasou Sigma, USA

Krali¢i polyklondlni protilatka

konjugovana s kienovou peroxidasou Sigma, USA

Kvasni¢ny extrakt Imuna Pharm, Slovensko
Kyselina valproova Sigma, USA
N,N’-methylenbisakrylamid Sigma, USA

PCR H>O Top-Bio, CR

SDS Jersey Lab Supply, USA
Spectra™ Multicolor Broad

Range Protein Ladder Thermo Scientific, USA
Streptomycin Biotika, Slovensko
Susené odtu¢néné mléko Lactino, CR

TEMED Serva, USA

Tris Sigma, USA

Trypanova modft Sigma, USA

Trypton Oxford, UK

Q5 enhancer New England Biolabs, USA
Ostatni zakladni chemikalie Lach-Ner, CR

3.1.5 Kultiva¢ni media
ExCELL293 Sigma, USA

LB médium 1% trypton, 0,5% kvasni¢ny extrakt, 1% NaCl, pH 7,4
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SOB médium 2% trypton, 0,5% kvasni¢ny extrakt, 10 mM NacCl,
2,5 mM KCI, 20 mM MgSO4

TB medium 2% trypton, 2,4% kvasni¢ny extrakt, 4 mM glycerol,
0,017 M KH2POs4, 0,072 M K2HPO4

3.1.6 PCR primery a jiné oligonukleotidy

LAP_pTCCsecC_inf FW
5’-TCTTGGAATTACCGGTCTGAGCACCTGTACCAC-3’

TGF_MMP_CC_inf REV
5-TTCAGCGCTGCTACGGTACCTGAACCGCCGCCTGCCCAGAGGCCAAGAG
GGGAACCACCTCCGCTGCACTTGCAGCTC-3’

pTT_FW
5-TGATATTCACCTGGCCCGATCTG-3’

pTWSseq_REV
5’-AAGCAGCGTATCCACATAGCG-3°

pTW5sec_ TGFb3_INF_FW
5-TCTTGGAATTACCGGTGCTTTGGACACCAATTACTG-3’

pTW5sec_TGFb3_INF_REV
5 TGGTGGTGATGGTGGGTACCGCTACATTTACAAGACTTCACCAC-3’

TGFb3_Srt_inf FW
5’-GGCCGCCACCAAGCTTATGCCACTGCTGCTCTTG-3’

TGFb3_Srt_inf REV
5-GGGCCCGAATTCGGCGGCCGCTTATCCACCTTCAGTAGGAAGAGATCCAC

CACCAGCCCACAGTCCGAGAGGAGATCCTCCGCCGCTACATTTACAAGACT
TCACCAC-3’

3.1.7 Roztoky a pufry
AP pufr: 100 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 10 mM NaNj3, pH 9,0

Barvici roztok pro SDS-PAGE: 45% methanol, 10% kyselina octova,
0,25% Coomassie Brilliant Blue (R-250)

BCIP roztok: 50 mg/ml bromo-chloro-indolyl fosfat v dimethylformamidu
Elektrodovy pufr: 25 mM Tris, 190 mM glycin, 0,1% (w/v) SDS, pH 8,3
Elektroprenosovy pufr: 25 mM Tris, 150 mM glycin, 10% methanol, pH 8,3

Mobilni faze pro gelovou permea¢ni chromatografii: 10 mM HEPES, 150 mM NacCl,
10 mM NaNz, pH 7,5
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NBT roztok: 50 mg/ml nitrotetrazoliova modf v 70% dimethylformamidu

Odbarvovaci roztok pro SDS-PAGE: 35% ethanol, 10% kyselina octova

PBS pufr: 50 mM Na;HPO4, 300 mM NaCl, 10 mM NaNs, pH 7,5

PBS-TK: 10 mM Na;HPO4, 150 mM NacCl, 2 mM KCI, 2 mM KH>POq4, pH 7,0

Roztok AA pro SDS-PAGE: 29% akrylamid, 1% N,N" methylenbisakrylamid

TAE pufr: 40 mM Tris, 20 mM kyselina octovd, 1 mM EDTA

TBS pufr: 10 mM Tris, 150 mM NaCl, 10 mM NaNs, pH 7,5

TBS-Tween/Triton: 20 mM Tris, 500 mM NacCl, 0,05% Tween 20, 0,2% Triton X100,

pH 7.5

Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE 5% koncentrovany, neredukujici: 31,5 mM Tris,
10% (v/v) glycerol, 1% (w/v) SDS, 0,005% (w/v)
bromfenolova modf, 10 mM NaNs, pH 6,8

Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE 5x Kkoncentrovany, redukujici:

k 900 pl 5x

koncentrovaného neredukujiciho vzorkového pufru
piidano 100 pl merkaptoethanolu

3.1.8 Pouzité pristroje a pomiicky

Alliance Q9

Analytické vahy AND HA 180M
Automatické pipety Pipetman
Automatické pipety Discovery comfort
Centrifugacni zkumavky Oak Ridge
Centrifuga Allegra X 22R

Centrifuga Universal 320R

CO; inkubator MCO0-18 AIC
Elektroforeticka souprava pro agarosovou elektroforézu
Elektroforeticka souprava pro SDS-PAGE
ESP Ultratenka magnetickd michacka
Fotoaparat Cyber-shot DSC W570
HisPur™ Ni-NTA magnetické kuli¢ky
HPLC systém AKTA basic

Inkubator MCO0-18 AIC

Inkubovana ttepacka Multitron Pro

Inverzni mikroskop AE 31
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UVltec, UK

A&D, Japonsko

Gilson, USA

HTL, Polsko

Sigma, USA

Beckman Coulter, USA
Hettich, Némecko
Sanyo, Japonsko
Biokeystone, USA
Bio-Rad Laboratories, USA
Velp Scientifica, Italie
SONY, Japonsko
Thermo Scientific, USA
GE Healthcare, USA
Sanyo, Japonsko

Infors AG, Svycarsko

Motic, Némecko



Jenway pH metr 3310

Kolona HiTrap Desalting 5 ml
Kolona HisTrap Excel 5 ml

Kolona Superdex 200 10/300 GL
Koncentrator Amicon Ultra
Laboratorni kahan Fuego SCS
Mikrocentrifuga Ministar Silverline
Mikrosttikacka

MikrovInna trouba Opticook
Mikrovinny autoklav Microjet
Mrazici box Ultra-low UDF-U53V (-80 °C)

Nastavec s filtrem na ¢i$téni roztoku
s velikosti pord 0,22 pm

Nitrocelulosova pienosova membrana
30 cm x 3 m Biotrace

Nitrilové rukavice

Nucleobond Xtra Maxi Kit
NucleoSpin Plasmid Mini Kit
Pipetovaci nastavec Pipetus
Predvazky KB1200-2

Rolovaci tfepacka

Spektrofotometr DS-11 FX+
Spektrofotometr UV/VIS UV4-500
Stolni centrifuga EBA 12R
Stiikackovy mikrofiltr o velikosti port 0,22 pm
T100 Termocykler

Termoblok LS1

Transiluminator s modrym svétlem DR-45M

Ttepacka Celltron

Ultrazvukovy homogenizator Sonopuls
UV prosvécovaci lampa (312 nm)
Variic

Vodni lazen
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Cole-Parmer Ltd, UK
GE Healthcare, USA
GE Healthcare, USA
GE Healthcare, USA
Merck Millipore, USA
WLD-TEC, Némecko
VWR, USA

Hamilton, USA
Moulinex, Francie
Rodwell, UK

Sanyo, Japonsko
Merck Millipore, USA

Pall, USA

VWR, USA
Macherey-Nagel, Némecko
Macherey-Nagel, Némecko
Hirschmann, Némecko
Kern, Némecko

Scilogex, USA

DeNovix, USA

UNICAM, UK

Hettich, Némecko

Carl Roth, Némecko
Bio-Rad Laboratories, USA
VLM, Némecko

Clare Chemical Research,
USA

Infors HT, Svycarsko
Bandelin, Némecko
UVltec, UK

ETA, CR

Memmert, Némecko



Vortexovy mixér VELP Scientifica, Italie

Zatizeni pro elektropienos Trans Blot Turbo Bio-Rad Laboratories, USA
Zdroj deionizované vody Milli-Q Merck Millipore, USA
Zdroj stejnosmérného napéti Sigma-Aldrich, USA

3.2 Pouzité metody

3.2.1 Enzymové $tépeni plazmidu

Mnozstvi plazmidu bylo St€peno ekvivalentnim mnozstvim restrikénich endonukleas,
kdy na jeden pg plazmidu ptipadlo 5 U enzymu. Mnozstvi pouzitého plazmidu ¢i enzymi
bylo v prubéhu prace optimalizovano a lisilo se v celkovém objemovém a koncentraénim
mnozstvi. Naptiklad pro $tépeni plazmidu pTWS5sec o koncentraci 3,5 pg/ul bylo pouzito
0,5 pl plazmidu platné pro reakci do objemu 20 pl, do kterého bylo ptidano 2 pl NEB1 a
2 ul BSA pufru, 1 pl restrikéni endonukleasy Kpnl a 0,5 ul Agel a doplnéno dH»O do

patficného objemu. Takovy reakéni mix byl inkubovan pti teploté 37 °C.

3.2.2 Klonovani metodou Quick Fusion

Quick Fusion reakce (tzv. ligation-free cloning) sestavala ze 0,09 pmol insertu, 0,03 pmol
Stépené¢ho plazmidu, 4 pl Quick Fusion master mixu (5% koncentrované¢ho) a byla
doplnéna do 20 pl sterilni vodou bez obsahu nukleas. Smés byla inkubovana na ledu po

dobu asi 30 minut a pouZita na transformaci do bakterii E. coli TOP10, pfipadné NEB10.

3.2.3 Transformace bakterii plazmidovou DNA

Na jednu transformaci se pouzilo 50 pl suspenze bunék kompetentnich bakterii E. coli a
k ni bylo pfidano mnozstvi plazmidu pohybujici se v rozmezi 100—-1000 ng. Nasledné
byla mikrozkumavka se smési ulozena do ledu na dobu asi 20 minut. Pro zefektivnéni
transformace byl proveden krok tzv. teplotniho Soku, kdy byla mikrozkumavka po dobu
45 svlozena do predehiatého termobloku s teplotou nastavenou na 42 °C. Poté byla
mikrozkumavka znovu ponechana na led¢ po dobu asi 5 minut. Obsah mikrozkumavky
byl nasledné pienesen automatickou pipetou na predehiatou kultivacni Petriho misku
s agarem o koncentraci 15 g/l v SOB nebo LB mediu s ampicilinem/kanamycinem o
koncentraci 100 pg/ml a rozeten sterilni mikrobiologickou klickou po misce. Miska
s vsaknutou suspensi byla umisténa do inkubatoru, kde byla inkubovana pifes noc pfi

teploté 37 °C.
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3.2.4 Polymerasova retézova reakce

Pro amplifikaci DNA usekii pouzitych pro klonovani byla vyuzita polymerasova fetézova
reakce. Reakce provadénad v mikrozkumavkach byla slozena ze 100 ng DNA templatu,
k nému byly ptidany 4 ul QS5 pufru, 4 pul Q5 enhanceru pro optimalizace reakce, po 2 ul
piimého a zpétného ziedéného prislusného primeru, 0,5 pl roztoku dNTPs.
V ptedposlednim kroku bylo ptidano ke smési 0,5 pul Q5 polymerasy a jako posledni byla
smés doplnéna do objemu 20 pl sterilni dH2O. Po promichani smési automatickou pipetou
byla mikrozkumavka umisténa do termocykléru, ve kterém prob¢hla fizena reakce dle
teplotniho programu uvedené¢ho v Tab. 2. Agarosovou elektroforézou byla ovéfena

uspésnost PCR reakce srovnanim velikosti amplikonu s DNA standardem.

Tab. 2: Teplotni program PCR pro amplifikaci genu TGF-B3 z plazmidu pCMV3 a pTWS5sec.

Priibéh Teplota (°C) Cas
L. Inicializace 95 5 min
1I. 30 X opakujici se a) 90 (denaturace fetézce) 30s
cyklus
b) Nasednuti primera:
62 (plazmid pCMV3) 30s
54 (plazmid ptwS5sec)
c) 72 (polymerace) 30s
I11. Elongace 72 5 min

IV. Uchovani pfes noc 12 -

1 pg amplifikovanych insertii byl dale enzymové Stépen, viz kapitola 3.2.1.
3.2.5 Polymerasova retézova reakce z kolonii

Pro ptedbéZnou kontrolu tspéSnosti vloZeni genu do plazmidu byla provedena procedura
PCR z kolonii. Vyrostlé a oznacené¢ kolonie bakterii na kultiva¢ni Petriho misce byly
ockovany pipetovacimi Spickami jednotlivé do pfipravené¢ho PCR mixu slozen¢ho z 10 pl
komer¢niho roztoku Emerald Amp GT Mastermix (Takara Bio), 2 pl pfimého a zpétného,
obvykle sekvenacniho, primeru a 6 pl dH20. Mikrozkumavka s touto smési byla vloZzena
do termocykléru. Nasledovalo spusténi teplotniho programu uvedeného v Tab. 3 na str.
40, provedeni agarozové elektroforézy a ovéfeni vlozeni genu srovnanim amplikonu
s DNA standardem pod modrym svétlem na transiluminatoru nebo pod UV lampou. Pfi
pouziti zmiflovaného master mixu neni pak potieba pouzit vzorkovaci pufr pro zobrazeni
jednotlivych tisektit DNA pod lampou. Kolonie, u nichz byl vysledek PCR pozitivni, byly
pouzity pro nizkoobjemovou ptipravu zasobniho mnozstvi transformovaného plazmidu a

sekvenovani jeho genetického kodu.
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Tab. 3: Teplotni program PCR z kolonii.

Prubéh Teplota (°C) Cas
L. Inicializace 95 5 min
1L 20 X opakujici se a) 95 (denaturace fetézce) 30s
cyklus
b) 54 (nasednuti primertt) 30s
¢) 72 (polymerace) 1 min
I11. Elongace 72 10 min
V. Uchovéani pires noc 4 -

3.2.6 Agarosova elektroforéza

Pro izolaci fragmenti DNA a ovéfeni vysledku transformace plazmidové DNA byl
ptipraven agarosovy gel pro elektroforézu o ptislusné hustoté v zavislosti na velikosti
predpokladanych Stépenych fragmentii DNA. Nejcastéji byl ptipraven 1% agarosovy gel
rozpusténim 0,65 g praskové agarosy v 65 ml TAE pufru a zahtatim po dobu 90 sekund
v mikrovinné troubé. Po vychladnuti na teplotu kolem 40 °C bylo do roztoku agarosy
pfidano 3 pl interkalaéniho barviva GoodView II, roztok byl zamichdn a nalit na
ptedpfipravenou plochu elektroforetické aparatury. Do gelu byly vtisknuty jamky pomoci
hiebene. Ztuhnuty gel byl pfevrstven destilovanou vodou jako chladicim médiem,
oddélené oblasti elektrod TAE pufrem. Do vzorku se St€épenym plazmidem byl piidan
10x koncentrovany DNA vkladaci pufr a vzorky byly naneseny pipetou do jamek. Do
prvnich dvou jamek bylo pipetovano 5 ul standardu pro vétsi a mensi fragmenty DNA,
tzv. 1kb a 100bp DNA standard. Aparatura byla uzaviena, pfipojena ke zdroji
elektrického napéti a separace byla provedena pod napétim 180 V po dobu asi 20 min.
Vysledek analyzy byl ovéfen pod UV svétlem nebo v pfipadé nésledné izolace pod

neionizujicim modrym svétlem.

3.2.7 Extrakce DNA z agarosového gelu

Po srovnani s DNA markery byly zvolené prouzky odpovidajici velikosti naseho
amplifikovaného produktu nebo St€peného insertu vytiznuty z gelu a dale extrahovany
pomoci Nucleospin and PCR Clean-up soupravy. Nejprve byly kousky gelu rozpustény
v mikrozkumavce v objemu 200 pul NTI pufru na 100 mg zvazeného vytizlého gelu.
Vzorek smési byl inkubovan po dobu 10 minut a teploté 50 °C v termobloku. Pribézné
byl obsah ru¢né protfepavan pro zajisténi uplného rozpusténi gelu. V nasledujicim kroku
byl roztok rozpusténého gelu aplikovan na kolonku nasazenou ve sbérné mikrozkumavce.

Centrifugaci po dobu asi 30 sekund, nastavené teploté¢ 20 °C a sile 11000 % g byl na
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kolon¢ vazéan na sorbentu SiO> DNA produkt, roztok ve sbérné mikrozkumavce byl vylit.
Obdobné bylo na kolonku se sbérnou mikrozkumavkou nasledné piidano 700 pl
promyvaciho NT3 pufru a centrifugovano za stejnych podminek. Tento proces byl
zopakovan. Pro odstranéni ulpélého pufru na membrané¢ byla kolona se sbérnou
mikrozkumavkou jesté¢ odstiedéna po dobu 1 minuty pii sile 11000 x g. DNA byla
eluovana 50 pl pufru NE do mikrozkumavky v centrifuze piisobenim sily 11000 X g po

dobu 1 minuty.

3.2.8 Sekvenovani plazmidové DNA

Ptiprava plazmidové DNA na sekvenovéni spocivala ve smichani 200 ng pfipravené¢ho
plazmidového templatu v mikrozkumavce se sekvenacnim primerem. Na sekvenaci
konkrétniho useku plazmidové DNA byly pouzity dvé mikrozkumavky pro zpétny a
pfimy primer zvlast. MnozZstvi pfidaného primeru odpovidalo 2 pl. Objem byl doplnény
sterilni dH20. Celkovy pfipraveny objem odpovidal 8 pl smési. Vzorky byly poslany do
Laboratoie sekvenace DNA vyzkumného centra BIOCEV na sekvenovani. Obdrzené

vysledky sekvenace byly zkontrolovany a porovnany s teoretickou sekvenci.

3.2.9 Nizkoobjemova priprava zasobniho mnoZzstvi plazmidové DNA

Pro pfipravu na minipreparaci byla pouZita peleta transformovanych bunék ziskanych
zkultivace v 50ml zkumavce v 5 ml SOB média s ampicilinem/kanamycinem
v inkubac¢ni michacce ptes noc pii teploté 37 °C a 200 ota¢ek/min. Bunétna kultura byla
odstfedéna v centrifuze po dobu 5 minut pii 3900 % g a teploté¢ 25 °C. Minipreparace
plazmidové DNA byla provadéna pomoci soupravy Nucleospin® Plasmid QuickPure. Po
odstranéni supernatantu byla peleta resuspendovana v 250 pl pufru A1 na vortexu. Obsah
byl ptfeveden do mikrozkumavky. K suspenzi bylo pfidano 250 pl pufru A2 a zkumavkou
bylo asi 10x pfeto¢eno. Smes byla inkubovéana po dobu 5 minut a nasledné k ni ptidano
300 pl pufru A3. Smés byla promichana opétovnym pievracenim mikrozkumavky, a to
celkové asi 10x. Smés byla odstfedéna na stolni centrifuze 5 min pti 11000 x g a teploté
25 °C. Supernatant byl nasledn¢ pfeveden na kolonku, kterd byla sou¢asti soupravy a
zbyly lyzat byl odstranén. Uzaviena kolonka s odpadni mikrozkumavkou byla vloZena
do odstfedivky a centrifugovana po dobu 1 min a 11000 x g. Filtrat v odpadni zkumavce
byl odstranén a membrana na kolonce byla v nasledném kroku omyvana 450 pul AQ pufru
a odstfedéna po dobu 3 min a stejné odstiedive sile. Poté bylo pfidano 600 pl pufru A4 a

odstfedéno za stejnych podminek. Nasledné vysouSeni membrany kolonky bylo
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provedeno dal§im odstfedénim po dobu 3 min. Plazmidova DNA byla eluovana 50 pl
pufru AE do mikrozkumavky po inkubaci pufru na kolonce pfi pokojové teploté po dobu

alespon 1 min a nasledném odstedéni po dobu 1 min pii 11000 x g.

3.2.10Velkoobjemova priprava plazmidové DNA pro transfekci

Pro velkoobjemovou produkci plazmidové DNA byly pfipraveny na pevném agarovém
médiu narostlé kolonie kompetentnich bakterii DHS5a transformovanych plazmidovou
DNA. 1 az 2 ml LB média bylo davkovano na Petriho misku s koloniemi, které byly
pomoci sterilni klicky rozetfeny v médiu a resuspendovany. Vznikla suspenze byla
pfevedena do 21 Erlenmeyerovy barky s 0,5 1 LB média a 500 pl ampicilinu/kanamycinu
a inkubovana pti 37 °C pfes noc na tfepacce za podminek 180 otdcek/min. Narostlé
bakteridlni kolonie byly centrifugovany v kyvetach po dobu alespont 15 min, pfii
odstredive sile 3900 x g a teploté¢ 20 °C. V naslednych krocich bylo postupovano dle
manudlu, jez byl soucdsti komercni soupravy pro purifikaci plazmidové DNA
Nucleobond® Xtra. Po odebrani supernatantu byla zbyla peleta bun¢k resuspendovana
v 15 ml pufru RES, k suspenzi ptidano 160 ul RNAsy a opatrné automatickou pipetou
promichéano tak, aby na dn€ nezlstala zadnd ¢ast z pelety. Bunécnd sténa bunck byla
rozru$ena piidanim 15 ml modrého lyza¢niho pufru LYS v 50ml zkumavce, ktera byla
spolu se smési petkrat opatrn¢ prevracena vickem nahoru a dolti. Smés byla inkubovana
pii pokojové teploté po dobu 5 minut. Mezitim byla ekvilibrovana kolona, ktera byla
soucasti komer¢ni soupravy urcené pro purifikaci DNA, 15 ml EQU pufru pfes naneseny
filtr. Inkubovana smés byla neutralizovana 15 ml pufrem NEU a opatrné promichana,
dokud modré zbarveni smési Uplné nezmizelo. Homogenni suspenze byla 15x
promichédna jemnym pievracenim zkumavky a poté byla prevedena na kolonu pfes
pfipraveny papirovy filtr. Po odkapani supernatantu gravitaci do odpadu bylo ptes
papirovy filtr pipetovano 15 ml pufru EQU, filtr byl odebran a kolona byla promyta
promyvacim pufrem WASH, a to objemem 15 ml. Plazmidova DNA vazana na koloné
byla eluovdana 15 ml ELU pufru do 50ml centrifugaéni zkumavky. Pro vysraZeni
plazmidové DNA bylo k eluatu ptidano 10,5 ml isopropanolu o pokojové teploté a smés
byla promichdna na laboratornim vortexovém mixéru. Ovéteni precipitace bylo mozné
sledovat zménou Cirosti roztoku v zakaleny. Roztok byl nasledné opatrné€ pienesen pies
sttikacku na 0,22um filtr. Protekld kapalina byla odebrana. Pro vyc¢isténi DNA od
proteinll byl pouZzit 70% ethanol nasledovany vysouSecim procesem. 4 ml tohoto roztoku

ethanolu byly naneseny na filtr a opatrnym tahem pistu stfikacky se roztok pienesl pres
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filtr do odpadni zkumavky. Nésledovalo nékolik cykld vysouSeni filtru vzduchem
stlaCenim pistu stfikacky na prazdno. Filtr byl po kazdém cyklu sundan, pist odnat, poté
byl filtr zase pfipevnén k valci stfikacky a vysouSeni bylo zopakovano. Cykli bylo
provedeno alespon 6 a vysuSeni filtru bylo ovéfeno sledovanim kapalné stopy pii
vysouSeni na filtraénim papiru. V posledni fazi byla DNA eluovana z filtru pomoci
roztoku Tris nebo sterilni vodou do sbérné mikrozkumavky. Elu¢niho roztoku byl pouzit
1 ml. Tato zasoba plazmidové DNA byla obvykle pouzita pro transfekci bunécnych kultur
HEK293T.

3.2.11 Méreni koncentrace plazmidové DNA

Informace o mnozstvi pripravené DNA jsme ziskali pomoci UV-Vis spektrofotometru
DeNovix DS-11. Absorbance roztoku DNA byla méfena pti 260 nm proti slepému
vzorku, kterym byl pufr, nebo sterilni dH2O, do kterych byla eluovéna plazmidova DNA.
Koncentrace DNA byla spoctena diky vztahu, kdy absorbance 1 pii této vinové délce je
pro dvousroubovicovou DNA rovna koncentraci 50 pg/ml. Cistotu roztoku DNA jsme
mohli ovétit zméfenim absorbance pii 280 nm a porovnanim s absorbanci pfi vinové
délce 260 nm. Pomér absorbanci pti 260 a 280 nm by se pro ¢istou DNA m¢l pohybovat
kolem 1,8. Na plosku pro detekci byly pipetovany 2 pl.

3.2.12Priprava bunééné kultury HEK293T pred transfekci

Pted transfekci bylo nutné stanovit viabilitu bunék HEK293T. Pro transfekci bylo
potieba, aby byla narostla kultura o vysoké hustoté. Bunky byly kultivovany v inkubétoru
v komeré¢nim mediu ExXCELL293 s pfidanym 4 mM L-glutaminem pfi teploté 37 °C a 5%
COz na tiepaccee pii 135 otackach/min v lahvich s prodySnym vickem. Stanoveni viability
bunék bylo provedeno odpipetovanim 20 pl bunééné suspenze do mikrozkumavky, k ni
bylo ptidano 160 pl 0,4% trypanové modii v PBS-TK pufru. Smés byla pipetovana pod
sklicko na hemocytometru na svételném mikroskopu a na ném spocteno mnozstvi zivych
bun¢k. Viabilita byla spoctena jako pomér vSech Zivych bun€k proti vSem builkdm
(mrtvym 1 Zivym) a pfi vypoctu bunék na 1 ml suspenze byl pocet bunck na jeden Ctverec
hemocytometru vynasoben fedicim faktorem a objemovych faktorem, ktery ¢ini 1x10%,
Ptipraven byl pted transfekci taktéz transfek¢éni mix, ktery se skladal z naSeho expresniho
plazmidu, ktery tvotil 88 % (w/w), plazmidu pTWS5 p27 z10 % (w/w) a plazmidu
pTWS5_aFGF, na n&jz ptipadly 2 % (w/w) transfekéniho mixu. Celkové bylo pfipraveno
asi 1000 pg DNA transfekéniho mixu a objem byl doplnén do 7 ml TK-PBS pufrem.
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3.2.13 Tranzientni produkce proteini

Byl odebran objem media odpovidajici 400 miliontim kultivovanych HEK293T bun¢k.
Tento objem byl odsttedén piti 95 x g po dobu 5 min a teploté 20 °C. Pelet bunék byl
resuspendovan v 17 ml pfedehiatého media ExCELL293 a pfeveden do 0,51 sklenéné
lahve. Ke smési byly pfidany 3 ml steriln¢ zfiltrovaného transfekcniho mixu. Pomérem
1:3 (w/w) k DNA bylo pfidano pfislusné mnozstvi transfekéniho cinidla linedrniho
polyethyleniminu (IPEI) zajist'ujici pfenos DNA do bunék. Takto ptipravena transfekéni
smés byla vlozena do inkubatoru na dobu 3 hodin za podminek 37 °C a 135 ot./min. Po
uplynuti inkubac¢ni doby bylo ptidano do ldhve takové mnozstvi média ExCELL293, aby
koncentrace bungk ¢inila 2x10° b/ml. Navic byly ptidany kyselina valproova do vysledné
koncentrace 2mM a 100x koncentrovana smes antibiotik penicilinu a streptomycinu. Po
péti az sedmi dnech doslo ke sklizni bun¢k, konkrétné v okamziku, kdy viabilita bunék
klesla pod asi 75 %. Kultura bun¢k byla odstfedéna v centrifuze nejprve 5 minut v 85ml
kyvetach pti 1000 x g pro zbaveni se zivych bunck. Nasledné po dobu 0,5 h bylo
centrifugovdno pii 10000 x g. Pelet bunék byl uchovén pii -20 °C. Médium se
sekretovanym rekombinantnim rstovym faktorem bylo ptefiltrovano ptes 0,22pum filtr.

M¢édium bylo pouzito okamzité na purifikaci nebo uchovéno pii -20 °C.

3.2.14 Produkce sortasy A7+ v bakteriich

Bakterie E. coli BL21(DE3) transformované plazmidovou DNA byly inkubovany v 5 ml
LB média s kanamycinem (50 pg/ml) ve tiepacce pii teploté 37 °C pies noc. Nasledujici
den byly namnozené bakterie pievedeny do 0,5 | TB média v Erlenmeyerové barce a ta
byla inkubovana pfi teploté 37 °C a 200 ot./min. Pribézné byla sledovana ODgoo média
na spektrofotometru. Jakmile dosahla ODeoo hodnoty 0,6, byly bakterie indukovany pro
produkci isopropyl-B-D-1-thiogalaktopyranosidem (/PTG) ptidanym do celkové
koncentrace 1 mM a inkubovany pfi teploté 30 °C a 200 ot./min do dal$iho dne. Bakterie
byly sklizeny centrifugaci pii 3900 x g a teploté 4 °C po dobu 30 min. Supernatant byl
odstranén a bunky byly resuspendovany v 50 ml Ni-NTA promyvaciho pufru (50 mM
Tris, 150 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH 7,6). Bakterie byly lyzovany ultrazvukovym
homogenizatorem 3x 1 minutu pii vykonu 40 W a ziskany lyzat byl centrifugovan pii
2500 x ga4 °C po dobu 30 min. Supernatant byl izolovan a opakované zfiltrovan 0,22um
filtrem. Za vyuziti chelata¢ni chromatografie byla sortasa A purifikovana a eluovana

elu¢nim pufrem (50mM Tris, 150mM NaCl, 500mM imidazol, pH 7,6).
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3.2.15 Purifikace proteinii z média chelata¢ni afinitni chromatografii

Némi navrhnuté konstrukty obsahovaly sekvenci s histidinovou kotvou, jiz bylo vyuzito
pfi purifikaci proteinu. Pro chromatografii byla vyuzita Ni-NTA kolonka vyuZzivajici
chelata¢nich vlastnosti Ni** zapojena do FPLC systému AKTA basic. Za kolonkou pak
jesté byla instalovana fada odsolovacich kolon GE Healthcare HiTrap™ 5x5 ml (pouze
v kroku eluce proteinu z Ni-NTA kolonky). Prubéh purifikace byl sledovan pomoci
programu Unicorn™, b&hem chromatografie byla pozorovana zména absorbance pii
vlnové délce 280 nm. Kolona byla ekvilibrovana PBS pufrem. Vzorek s proteinem byl
ziedén objemové 1:1 PBS pufrem a nanesen za pratoku 5 ml/min a maximalniho
povoleného tlaku na kolon¢ 0,5 MPa. Kolona byla nésledn¢ promyvéana PBS pufrem a
nasledné¢ PBS pufrem s 20mM imidazolem, ktery uvolni zbylé proteiny, které¢ by mohly
byt slabé vazany ke koloné. Protein byl eluovan do 15ml zkumavky PBS pufrem

s 250mM imidazolem pfi pratoku 2 ml/min.

3.2.16 Purifikace proteinii gelovou permeacni chromatografii

Pro gelovou permeacni chromatografii byla vyuzita kolona Superdex 200 10/300 GL,
ktera byla instalovana na chromatograficky systém AKTA basic. Kolona byla
ekvilibrovana 1x zifedéném pufrem HEPES pfi pritoku 0,5 ml/min. Nasledn¢ byla
stejnym pufrem promyta nastfikova smycka, a to jejim pétindsobnym objemem (10 ml)
Hamiltonovou injek¢ni stiikackou. Vzorek byl nanesen do smycky a nasledné nastiiknut
na kolonu. Pfi nésledujici gelové chromatografii za stejného pritoku, jejiz prubéh jsme
sledovali spektrofotometricky pii vinové délce 280 nm a vodivostnim detektorem na

FPLC systému, byl eluat s proteinem rozdé¢len do nékolika frakei.

3.2.17 Purifikace za pouziti magnetickych kuli¢ek

Po probéhlych experimentech s proteiny ristového faktoru na krysich mesenchymalnich
kmenovych buiikach pti studiu jejich ptisobeni na proliferaci byl zkontrolovan vliv na
strukturu rastového faktoru TGF-B3. Kontrolni vzorky s buitkami, na néz byl protein
aplikovan, byl pfed dal$i analyzou purifikovan za vyuZiti nikelnatych iont
imobilizovanych na magnetickych kulickach. Objem 5 ml vzorkii byl nanesen do
zkumavky s odstfedénymi magnetickymi kulickami. Zkumavky byly tfepany pies noc pfi
teploté 4 °C a 180 otackach/min. S pomoci magnetu bylo kultivaéni médium nasledné

odstranéno bez ztrat kulicek. Ty byly nejprve dvakrat promyty 1x ztedénym PBS pufrem
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s naslednym opétovnym odseparovanim kulicek od pufru. Nasledovala eluce PBS pufrem
s 250 mM imidazolem a extrakce roztoku s purifikovanym proteinem od kuli¢ek pomoci

magnetu.

3.2.18 Koncentrovani proteint

Vzorky proteini byly obvykle pied krokem gelové permeacni chromatografie
koncentrovany pomoci koncentratorit Amicon® Ultra (MWCO 10000, Millipore, USA).
Vzorek tak byl zkoncentrovdn na pozadovany objem opakovanou centrifugaci za
podminek 4500 otacek/min a okolni teploty po dobu 5 minut. Filtrat byl vzdy odstranén

a zbylé mnozstvi vzorku bylo pfiddvano postupné.

3.2.19 Stanoveni koncentrace proteint

Stanoveni koncentrace ziskanych proteini probéhlo spektrofotometricky na
spektrofotometru DS-11+ (DeNovix). Z kapky roztoku proteinu byla zjiSténa jeho
koncentrace métenim absorbance pii vinové délce 280 nm a naslednym vypoctem pii
znalosti teoretického extinkéniho koeficientu proteinu a jeho molekulové hmotnosti.
Meéfteni probéhlo proti slepému vzorku predstavujicim mobilni fazi, ve které byl protein

eluovan v priibéhu zaveérecné purifikace.

3.2.20 SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Vysledky prace po purifikaci proteinli byly zobrazeny pomoci SDS elektroforézy na
polyakrylamidovém gelu sloZeném ze zaostfovaci a rozdélovaci €asti. Podle potieby a
velikosti proteinu byl pfipraven 12,5% nebo 15% rozdélovaci gel (mnozstvi pouZitych
chemikalii je uvedeno v Tab. 4, str. 47). Po iniciaci polymerace rozdélovaciho gelu
umisténého mezi sklicky aparatury byl gel pievrstven dH2O. Polymerace byla spusténa
ptidanim APS. Po ztuhnuti gelu byla voda vylita a jeji prostor vyplnil zaostfovaci gel. Na
n¢j byl pfed ztuhnutim vtlac¢en hieben pro vylisovani jamek pro vzorky. Po ztuhnuti byly
gely vlozeny do elektroforetické aparatury, kterd byla nasledné naplnéna elektrodovym
pufrem. Vzorky proteinli byly smichdny s 5x koncentrovanym redukujicim nebo
neredukujicim vzorkovym pufrem. Vzorky byly zahtaty v termobloku 10 min pfi teploté
95 °C a centrifugovany 3 min pii 10000 x g. Podle zvolené¢ho typu hiebenu bylo
pipetovano 10 nebo 20 pl vzorku do jamek zaostfovaciho gelu. Vysledek elektroforézy
byl porovnan se standardem molekulovych hmotnosti, kterého bylo do prvni jamky

naneseno 5 pl. Elektroforéza v elektroforetické souprave ptipojené ke zdroji elektrického
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nap¢ti byla spusténa pii zvoleném stejnosmérném napéti 200 V po dobu asi 50 min.
Elektroforéza byla ukoncena a gel s proteiny rozdélenymi podle velikosti byl odebran
z aparatury a obarven vlozenim do misky s barvicim roztokem, kde byl michan ptes noc
na michacce pii 40 ot./min. Druhy den byl roztok vylit a gel promyt odbarvovacim
roztokem pro odbarveni pozadi gelu 2x po dobu 20 min za stalého michani na michacce
pfi 60 ot./min. Gel byl vyfocen nebo naskenovan na pfistroji Alliance Q9. Pro dlouhodobé

uchovani gelu bylo k roztoku s gelem ptiddno asi 100 pl 20% ethanolu.

Tab. 4: Chemikalie a jejich mnoZstvi pouZzité pri pripravé rozdélovaciho a zaostfovaciho gelu pro
SDS elektroforézu. Poradi chemikalii ve sloupci predstavuje potadi, v jakém byly chemikalie smichany.

Rozdélovaci gel Zaostiovaci gel
12,5 % 15 %

AA (29%) s bis-AA (1%) 1675 nul 2000 ul  AA (29%) s bis-AA (1%) 250 ul
dH>0 1265 nl 900 pl dH>0 700 pl
Tris (1,5M, pH 8,8) 1000 ul 1000 ul Tris (0,5M, pH 6,8) 125 ul
SDS (10%) 40 pl 40 pl SDS (10%) 10 ul

TEMED 2 ul 2 ul TEMED 1,5 ul
APS (10%) 40 pl 40 pl APS (10%) 10 pl

3.2.21 Elektropienos proteinii na membranu

Polyakrylamidovy gel s rozdélenymi proteiny byl ihned po SDS elektroforéze podroben
elektropfenosu proteini na membranu. Nejprve bylo nastfihano 20 ks filtraéniho papiru
o rozmérech asi 10,5 x 7 cm. 10 ks nastifhanych papirGi bylo namoceno
v piipraveném pienosovém pufru v Petritho misce a nasledné na sebe pielozeno do
elektropienosové aparatury. ValeCkem byly filtra¢ni papiry zatlaceny na sebe. Nasledné
na né byla poloZena nitrocelulosova membrana o rozmérech asi 8,5 x 5 cm, taktéZ predem
smocend v pfenosovém pufru. Na membranu byl vloZen gel z SDS elektroforézy
s odstranénym zaostfovacim gelem. Gel byl nasledné piekryt dalSimi 10 ks filtra¢niho
papiru naséklého pienosovym pufrem, a mozné vzduchové bubliny vytlaceny valeCkem.
Elektropfenosova aparatura byla uzaviena a byl zahdjen elektroptenos proteinti z gelu na

membranu za podminek 25 V a az 2,5 A po dobu 15 min.

3.2.22 Imunodetekce proteinii

Membrana s proteiny po elektroptenosu byla pro kontrolu uspéSnosti prenosu kratce
obarvena inkubaci s 0,5% roztokem Ponceau Cervené v 1% kys. octové a nésledné
odbarvena oplachnutim dH20. Poté byla vloZzena na Petriho misku. Do misky

s membranou byl pfidan 1% roztok BSA v TBS pufru tak, aby roztok ptevrstvil
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membranu a takto byla ponechana v lednici pies noc. Na druhy den jsme membranu 2x
oplachli 5 ml TBS-Tween/Triton pufru a 1x TBS pufru vzdy po péti minutach. 1 pl
roztoku mysi monoklonalni protilatky proti histidinové kotvé PentaHis bylo ziedéno do
5 ml 5% BSA v TBS a roztok byl nalit na membranu. Ta byla inkubovana 1 hodinu pfi
pokojové teploté v 15ml zkumavce na rotatoru. Membrana byla nésledné proplachnuta
stejnym postupem jako po blokaci, tedy 2x TBS Tween/Triton pufrem a nasledné 1x TBS
pufrem. Nasledn¢ byla membrana prevedena do ¢isté zkumavky a bylo k ni pfidano 5 ml
10% roztoku suSené¢ho odtu¢néného mléka v TBS pufru s 1 pl kozi polyklonalni
protilatky proti mySimu IgG konjugované s alkalickou fosfatasou. Inkubace trvala 1
hodinu pfi pokojové teploté za stadlého michani na rotatoru. Na zaver byla membrana 3 x
oplachnuta TBS pufrem kazdych 5 minut, poté bylo k membrané ptidano 5 ml AP pufru,
13 pl roztoku NBT a 17,5 pl roztoku BCIP. Po probéhnuti kolorimetrické reakce byla
membrana oplachnuta dH>O, ponechana oschnout a vyfocena pomoci pfistroje Alliance

Q9 (UVltec).
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4. Vysledky

Experimentalni prace probihala ve spolupréci s Ing. Janou Dvotékovou, Ph.D. z Ustavu
makromolekularni chemie AV CR, ktera se zabyva vyzkumem novych aplikaci riistovych
faktorti na kmenovych buiikach a hledanim cest, kterymi by je regenerativni medicina
mobhla potencidlné vyuzit pti feseni 1écby chronickych ran. Smyslem této spoluprace bylo
nalézt nové moznosti propojeni znamych polymernich nosi¢l snové navrzenymi
konstrukty proteind; v mezich této prace se pracovalo na navrzich rastového faktoru
TGF-B3, ktery by mél ve své doméné nést ¢ast kotvici se k materialu aminokyselinového

polymerniho hydrogelového nosice.

4.1 Priprava expresniho vektoru obsahujici gen pro
produkci TGF-f33

Prvni pokusy o produkci TGF-B3 probé¢hly s konstruktem v plazmidu pCMV3, ktery byl
jiz navrhnut a pfipraven Mgr. Ondfejem Skotepou, Ph.D. Po velkoobjemové produkci
v bakteriich DHS5a byl plazmid transfekovan do bunék HEK293T v ExCELL293 médiu.
Koncentrace ptipraveného vektoru obsahujici gen pro TGF-B3 ¢inila 1,4 pg/ul.
Vysledkem transfekce po sklizeni bun¢k a purifikaci média na gelové permeacni
chromatografii byl pomérn¢ maly vytézek proteinu, ktery by nestacil pro dalsi ucely
prace. Bylo také zjisténo, ze TGF-B3 tvofi ptfirozené dimer, jehoZ monomerni jednotky
jsou navzajem spojeny disulfidickymi mustky cysteini v aminokyselinovém fetézci. Pro
optimalizaci extracelularni sekrece rtistového faktoru byl zvolen plazmid pTWS5sec.
V tomto plazmidu je obecné protein taktéZ tranzientné produkovan pod CMV
promotorem a enhancerem, jako tomu bylo u pCMV3, zasadni rozdil ptedstavuje zména
v translaci vyuZivajici sekreniho signalu ze sekretované alkalické fosfatasy nachazejici
se na N-konci proteinu, ktery by mél zajistit a usnadnit transport do extracelularniho
prostiedi a ktery je zaroveil buiikou odStépen tak, Ze na N-konci vysledného proteinu
zustavaji pouze tfi aminokyseliny ITG s pokracovanim sekvence vlozeného proteinu.
Histidinova kotva se nachéazi na C-konci proteinu (viz Obr. 4, str. 50, a Obr. 5, str. 51).
Z plazmidu pCMV3 byl insert genu pro TGF-B3 amplifikovan polymerasovou
fetézovou reakci a nasledné vloZzen do plazmidu pTWS5sec linearizovaného restrikénimi
endonukleasami Agel a Kpnl. [zolace amplifikovaného insertu TGF-B3 probé&hla pomoci
agarosové elektroforézy, kdy byl pod modrym svétlem vyfiznut prouzek o velikosti

pfislusného insertu, a extrakce z gelu.
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Obr. 4: Mapa vektoru pTW5sec s vloZenym insertem genu pro TGF-§3.

Sekrecni signal alkalické fosfatasy pred genem kodujicim TGF-B3 by mél zajistit optimalngjsi
extracelularni produkci proteinu do média. Konstrukt je navrhnut tak, ze histidinova kotva se pfi translaci
bude exprimovat na C-konci polypeptidového fetézce. Na zobrazené mapé si lze povSimnout mimo jiné
genu pro ampicilinovou rezistenci znazornénou zelenou Sipkou a zachovanou oblasti pro S$tépeni
restrikénimi endonukleasami Agel a Kpnl. Pti klonovani se pracovalo vyhradné s kultivaénimi médii
obsahujici ampicilin jako antibiotikum.

VloZeni do Stépeného plazmidu probéhlo metodou klonovani nezavislého na
ligaci pomoci tzv. Quick Fusion reakce (viz kap. 3.2.2, str. 38) a plazmid pTW5sec
s rastovym faktorem byl transformovan do kompetentnich bakterii E. coli TOP10.
Narostlé bakterie obsahujici na§ plazmid nesouci rezistenci vi¢i ampicilinu byly pro
kontrolu provedeného klonovéani analyzovany pomoci PCR z kolonii, pro kterou byly
vyuzity sekvenacni primery pTT FW a pTW5seq REV. Pozitivni kolonie, které na
agarosové elektroforéze vykazovaly amplifikovany tsek o ptiblizné velikosti 380 bp,
byly kultivovany v malém objemu média s ampicilinem do druhého dne. Poté z nich byly
izolovany plazmidy minipreparaci pro zavérecnou kontrolu naSich klonovanych
plazmidi jejich sekvenovanim pomoci sekvenacnich primerid pTT FW apTWS5seq REV
v Laboratofi sekvenace DNA (BIOCEV). Vybrané pozitivni klony byly nésledné
podrobeny velkoobjemové produkci plazmidové DNA pro transientni vysokohustotni

produkci proteinu v buikach HEK293T v ExCELL293 médiu.
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ATGGGAGAACTGCTGCTGCTCCTTCTGCTGGGGCTGCGGCTTCAGCTGAGTCTTGGAATT
BEEBEIGCTTTGGACACCAATTACTGCTTCCGCAACTTGGAGGAGAACTGCTGTGTGCGC
CCCCTCTACATTGACTTCCGACAGGATCTGGGCTGGAAGTGGGTCCATGAACCTAAGGGC
TACTATGCCAACTTCTGCTCAGGCCCTTGCCCATACCTCCGCAGTGCAGACACAACCCACA
GCACGGTGCTGGGACTGTACAACACTCTGAACCCTGAAGCATCTGCCTCGCCTTGCTGCG
TGCCCCAGGACCTGGAGCCCCTGACCATCCTGTACTATGTTGGGAGGACCCCCAAAGTGG
AGCAGCTCTCCAACATGGTGGTGAAGTCTTGTAAATGTAGCIlICACCATCACCACCA
TCACCACCACGGGTGA

MGELLLLLLLGLRLQLSLGITGALDTNYCFRNLEENCCVRPLYIDFRQDLGWKWVHEPKGYYAN
FCSGPCPYLRSADTTHSTVLGLYNTLNPEASASPCCVPQDLEPLTILYYVGRTPKVEQLSNMVV
KSCKCSGTHHHHHHHHG-

Obr. 5: Nukleotidovda a aminokyselinova sekvence expresniho konstruktu TGF-p3 v plazmidu
pTW5sec.

Svétle zelen€ je oznacena sekvence kodujici a predstavujici samotnou aktivni formu TGF-B3, tmavé zelena
predstavuje sekvenci sekrecniho signalu pro alkalickou fosfatasu. Modie jsou oznaceny v nukleotidové
sekvenci zasahova mista pro restrikéni endonukleasy Agel a Kpnl. Fialové je oznacen usek
kédujici/piedstavujici histidinovou kotvu vazanou na C-konci polypeptidového fetézce. Zluté je oznaten
stop kodon ukoncujici translaci. Barevné psana pismena v polypeptidové sekvenci predstavuji vyznamna
mista ovlivitujici podobu struktury proteinu; jedna se o cysteiny vytvaiejici v molekule TGF-B3 disulfidické
mustky. Barevné psané jednopismenné zkratky pro cystein lze nalézt v paru, coz predstavuje mista, mezi
kterymi jsou cysteiny ristového faktoru spojeny. Zluté zvyraznény cystein v poloze 77 polypeptidového
fetézce se vaze disulfidickym mustkem na druhou podjednotkou homodimeru rustového faktoru ve stejné
poloze.

4.2 Produkce rustového faktoru TGF-3 v expresnim
systému HEK293T

Produkce riistového faktoru provedena z plazmidu pCMV3 v linii HEK293T byla
sklizena po 5 dnech od transfekce a po filtraci média byl TGF-B3 purifikovan pomoci
chelata¢ni afinitni chromatografie na kolonce HisTrap Excel. Principidlné bylo vyuzito
histidinové kotvy nachézejici se v polypeptidovém fetézci pied ristovym faktorem pro
zachyceni se na agarosovém nosici s ionty Ni** vazanymi na nitrilotrioctové kyseling.
Nikelnaté ionty vdzou koordina¢né histidinovou kotvu s vysokou afinitou. Eluce proteinu
probéhla pufrem PBS s 250mM imidazolem, ktery vdzané postranni fetézce histidint
kotvy vytésni. Pro opétovné pouziti kolonky bylo vzdy potieba kolonu regenerovat
octanovym pufrem o pH 4 a uchovavat ji v20% ethanolu. Prib¢h kapalinové
chromatografie byl sledovan pomoci méteni absorbance a v momenté, kdy se zacaly
objevovat prvni ndznaky riistu absorbance a objevovat se pik naseho proteinu, byl protein
sbirdn do zkumavky. Eluovany vzorek byl koncentrovan pomoci koncentratoru proteini

pro proteiny vétsi nez 10 kDa, mensi proteiny by mély béhem centrifugace projit
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membranou do odpadni zkumavky. Pfedpokladana teoreticka velikost monomerniho
rustového faktoru s histidinovou kotvou ¢inila 14 kDa.

Zkoncentrovany protein byl nastfiknut do FPLC systému pfi zavedené gelové
permeacni chromatografii. Kolona Superdex 200 10/300 GL byla pfedtim ekvilibrovana
pufrem HEPES. Vysledek chromatografie byl zaznamenan a ulozen (Obr. 6). Eluat byl
rozdelen do nékolika frakci o objemu 1 ml automaticky kazdé dvé minuty.

Bylo zjisténo celkové mnozstvi ziskaného proteinu prométenim absorbance kazdé
frakce na spektrofotometru DeNovix DS-11+ a zadanim udaje o relativni molekulové
hmotnosti produkovaného rastového faktoru a jeho teoretického extinkéniho koeficientu
23420 M'em!. Piistroj pak spocital koncentraci kazdé frakce Lambert-Beerovym
zakonem. Celkové produkované mnozstvi TGF-B3 ¢inilo po secteni vSech frakei asi
1,13 mg (Tab. 5, str. 53).

Jednotlivé frakce byly dale analyzovany SDS elektroforézou na 12,5%
polyakrylamidovém gelu v redukujicim prostiedi (Obr. 7, str. 53) pro potvrzeni identity

(mol. hmotnosti) a ovéfeni Cistoty naseho exprimovaného proteinu.
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Obr. 6: Gelova permea¢ni chromatografie proteinu TGF-$3 na koloné Superdex 200 10/300 GL.

Na chromatogramu je zaznamenan pocatek a konec sbirani frakcei tlustou modrou svislou ¢arou. Jednotlivé
sesbirané frakce jsou na chromatogramu ohraniCeny a oblasti oznaceny pismeny a-l. Na chromatogramu
1ze pozorovat dva piky, pfi¢emz ten vétsi by mohl ptedstavovat exprimovany TGF-B3 a mensi jeho dimer.
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Obr. 7: SDS elektroforéza frakci TGF-p3 z gelové permeacni chromatografie.

Jednotliva pismenka predstavuji sbirané frakce pfi gelové permeacni chromatografii (viz Obr. 6, str. 52).
SDS elektroforéza probéhla v redukujicim prostfedi. Prouzky pohybujici se pfi srovnani se standardem
okolo 15 kDa by mohly odpovidat monomerni varianté TGF-B3. Zpozdéni proteinu o jednotky kDa muze
byt vysvétleno pfitomnosti post-translaénich modifikaci ristového faktoru.

Tab. 5: Namérené koncentrace frakci TGF-B3 ziskanych pri gelové permeacni chromatografii.
Oznaceni frakei odpovida Obr. 6, str. 52.

Frakce Koncentrace (mg.ml™")
a 0,248
b 0,022
c 0,055
d 0,069
e 0,186
f 0,373
g 0,128
h 0,026
i 0,005
j 0,002
k 0

1 0

Vysledek purifikace napoveédél, Ze TGF-B3 se produkoval taktéz jako dimer,
ackoliv se to SDS elektroforézou na polyakrylamidovém gelu plné¢ neprokazalo.
Dlvodem miize byt redukéni prostiedi, ve kterém byly vzorky pfipraveny, coZ rozrusilo

disulfidické muistky mezi cysteiny dimeru.
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Pro ucely prace bylo potieba ziskat vétsi mnozstvi aktivni formy rtstového
faktoru. Byl proto navrhnut geneticky konstrukt rastového faktoru vlozeného do
plazmidu pTWS5sec. Jeho produkce v HEK293T se vSak nezdafila, coz bylo pozorovano
v prub¢hu purifikace na afinitni chromatografii s kolonou HisTrap Excel, kdy nebylo
zaznamenano vyznamn¢ velké mnozstvi riistového faktoru.

Pii hlubSim studiu TGF-B3 bylo zjisténo, ze tento rlstovy faktor se za
fyziologickych podminek produkuje v latentni formé jako LAP-TGF-B3. Po dohodé¢
s Dr. Dvorakovou doslo ke zméné planu a nase pozornost se ptenesla na latentni formu

TGF-B3, kterou jsme se pokusili ptipravit.

4.3 Priprava expresniho vektoru obsahujici gen pro
produkci LAP-TGF-B3

Pro produkei latentni formy ristového faktoru byl navrhnut a objednan novy konstrukt
v plazmidu pCMV3 obsahujici gen pro LAP pied genem kddujici samotny riistovy faktor
(Obr. 8 nize a Obr. 9, str. 55).

A T7 promoter!

\ (Linker

pCMV3-SP-N-His_TGFbeta3
7193 bp

\ Jegomo.ld ag|

CAP binding sitel
lac operator]

(]

SVv40 ori

Obr. 8: Mapa vektoru pCMV3 s insertem genu pro LAP-TGF-§3.

Na mapé se usek kodujici histidinovou kotvu v sekvenci nachdzi pfed latentnim rastovym faktorem na
N-konci kédovaného polypeptidu a je s nim spojeny pies spojovaci usek (z angl. linker). Zelena Sipka KanR
pfedstavuje gen pro rezistenci na kanamycin, pti klonovani a transformaci se pracovalo vyhradné s médii
obsahujicimi toto antibiotikum.
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CACCATCACCAC
CATCATCACCACCATCACGGTGGAGGCGGTAGCCTGTCCACTTGCACCACCTTGGACTTC
GGCCACATCAAGAAGAAGAGGGTGGAAGCCATTAGGGGACAGATCTTGAGCAAGCTCAGG
CTCACCAGCCCCCCTGAGCCAACGGTGATGACCCACGTCCCCTATCAGGTCCTGGCCCTT
TACAACAGCACCCGGGAGCTGCTGGAGGAGATGCATGGGGAGAGGGAGGAAGGCTGCAC
CCAGGAAAACACCGAGTCGGAATACTATGCCAAAGAAATCCATAAATTCGACATGATCCAG
GGGCTGGCGGAGCACAACGAACTGGCTGTCTGCCCTAAAGGAATTACCTCCAAGGTTTTC
CGCTTCAATGTGTCCTCAGTGGAGAAAAATAGAACCAACCTATTCCGAGCAGAATTCCGGG
TCTTGCGGGTGCCCAACCCCAGCTCTAAGCGGAATGAGCAGAGGATCGAGCTCTTCCAGA
TCCTTCGGCCAGATGAGCACATTGCCAAACAGCGCTATATCGGTGGCAAGAATCTGCCCA
CACGGGGCACTGCCGAGTGGCTGTCCTTTGATGTCACTGACACTGTGCGTGAGTGGCTGT
TGAGAAGAGAGTCCAACTTAGGTCTAGAAATCAGCATTCACTGTCCATGTCACACCTTTCA
GCCCAATGGAGATATCCTGGAAAACATTCACGAGGTGATGGAAATCAAATTCAAAGGCGTG
GACAATGAGGATGACCATGGCCGTGGAGATCTGGGGCGCCTCAAGAAGCAGAAGGATCA
CCACAACCCTCATCTAATCCTCATGATGATTCCCCCACACCGGCTCGACAACCCGGGCCA
GGGGGGTCAGAGGAAGAAGCGGGCTTTGGACACCAATTACTGCTTCCGCAACTTGGAGGA
GAACTGCTGTGTGCGCCCCCTCTACATTGACTTCCGACAGGATCTGGGCTGGAAGTGGGT
CCATGAACCTAAGGGCTACTATGCCAACTTCTGCTCAGGCCCTTGCCCATACCTCCGCAGT
GCAGACACAACCCACAGCACGGTGCTGGGACTGTACAACACTCTGAACCCTGAAGCATCT
GCCTCGCCTTGCTGCGTGCCCCAGGACCTGGAGCCCCTGACCATCCTGTACTATGTTGGG
AGGACCCCCAAAGTGGAGCAGCTCTCCAACATGGTGGTGAAGTCTTGTAAATGTAGCIEA

HHHHHHHHHHGGGGSLSTCTTLDFGHIKKKRVEAIRGQILSKLRLTSP
PEPTVMTHVPYQVLALYNSTRELLEEMHGEREEGCTQENTESEYYAKEIHKFDMIQGLAEHNE
LAVCPKGITSKVFRFNVSSVEKNRTNLFRAEFRVLRVPNPSSKRNEQRIELFQILRPDEHIAKQR
YIGGKNLPTRGTAEWLSFDVTDTVREWLLRRESNLGLEISIHCPCHTFQPNGDILENIHEVMEIK
FKGVDNEDDHGRGDLGRLKKQKDHHNPHLILMMIPPHRLDNPGQGGQRKKRALDTNYCFRNL
EENCCVRPLYIDFRQDLGWKWVHEPKGYYANFCSGPCPYLRSADTTHSTVLGLYNTLNPEAS
ASPCCVPQDLEPLTILYYVGRTPKVEQLSNMVVKSCKCS]

Obr. 9: Nukleotidova a aminokyselinova sekvence LAP-TGF-$3 v plazmidu pCMV3.

Barevné jsou odliSené nasledujici useky: Sedou barvou signalni peptid, zelenou histidinova kotva, Zlutou
spojovaci ¢lanek (tzv. linker), modrou barvou LAP doména rustového faktoru, ktery nasleduje za nim a
¢ervenou barvou je vyznacen stop kodon.

Po Gspésném transformaci kompetentnich bakterii £. coli DH5a bylo pfipraveno
zasobni mnozstvi plazmidu pro velkoobjemovou tranzientni transfekci HEK293T bun¢k.

Pro maximalizaci vytézku byly soubézné provedeny dvé produkce.

4.4 Produkce LAP-TGF-B3 v expresnim systému HEK293T

Transfekované bunky HEK293T byly sklizeny po Sesti dnech, kdy viabilita bunék
zkontrolovana pod svételnym mikroskopem klesla pod 70 %. Po oddéleni média od bunék
a jeho zfiltrovani probéhla purifikace ristového faktoru. Nejprve byl protein purifikovan
chelatacni chromatografii na kolonce HisTrap Excel. Po promyti systému asi 800 ml PBS
pufru byl nanesen nas vzorek proteinu. Po zachyceni na kolon¢€ nasledoval krok promyti
PBS pufrem a poté byla provedena piedeluce PBS pufrem s 20mM imidazolem. Protein
byl eluovan PBS pufrem s 250mM imidazolem do sbérné zkumavky. Ve fazi eluce byla

ke kolonce za sebou nainstalovdna fada odsolovacich kolonek pro ziskéni eludtu
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zbaveného imidazolu a necistot. 1 ml eludtu byl ponechan pro SDS elektroforézu pro
srovnani vlivu purifikace na vysledek Cistoty proteinu pied jeho zkoncentrovanim.

Pfi nésledné purifikaci na gelové permeacni chromatografii bylo vyuzito pufru
PBS-TK, do které¢ho byla prevedena kolona a kapalinovy chromatograf. Tento pufr byl
zvolen, jelikoz je svym slozenim vhodnéjsi pro dalsi praci na kmenovych bunkach. Po
ekvilibraci kolony pufrem a zkoncentrovani eludtu byl protein LAP-TGF-3 nastiiknut
na kolonu. Zaznam prob¢hlé purifikace na koloné Superdex 200 10/300 GL je zobrazen
na Obr. 10. Eluat byl jiman automaticky po frakcich o objemu 1 ml pii priitoku mobilni

faze 0,5 ml/min.
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Obr. 10: Gelova permeacni chromatografie LAP-TGF-3 na koloné Superdex 200 10/300 GL.
Na chromatogramu jsou ¢iselné oznaeny jednotlivé frakce jimané po 1 ml od sedmého mililitru
znazornéného na ose V. Svislymi ¢arami jsou vyznaceny frakce, se kterymi bylo pracovano dale.

Na spektrofotometru DeNovix DS-11+ byla zméfena absorbance pii 280 nm u
frakci 6, 7, 8 a 9 uvedenych na Obr. 10. Teoreticka velikost proteinu odpovida 46,5 kDa
a jeho extinkéni koeficient ¢ini 41370 M-'em!. Po proméieni kazdé frakce bylo spoéteno

celkové mnozstvi produkovaného proteinu odpovidajici 6,0 mg (Tab. 6, str. 57).
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Tab. 6: Namérené koncentrace frakci LAP-TGF-$3 ziskanych pfi gelové permeaéni chromatografii.

Oznaceni frakei odpovida Obr. 10, str. 56.

Frakce

Koncentrace (mg.ml")

6

7

8
9

0,71
2,36
2,29

0,60

U vSech zminénych frakci byla provedena SDS elektroforéza na 12,5%

polyakrylamidovém gelu a s ohledem na vySe uvedena zjisténi o struktufe rtstového

faktoru byla provedena v redukujicim i neredukujicim prostredi (Obr. 11 nize a Obr. 12,

str. 58).
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Obr. 11: SDS elektroforéza frakci LAP-TGF-B3 z gelové permeacni chromatografie v redukujicim

prostredi.

Cisla drah odpovidaji frakcim ziskanych pfi gelové permea¢ni chromatografii (Obr. 10, str. 56). Linie x
predstavuje vzorek proteinu purifikovaného pouze chelatacni afinitni chromatografii. Na zéklade teoretické
hmotnosti produkovaného proteinu a jeho struktury se da usoudit, Zze na gelu prouzek (a) predstavuje
nestépeny monomerni protein LAP-TGF-B3, prouzek (b) St€peny monomerni LAP a (c¢) monomerni

Stépeny TGF-B3.
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Obr. 12: SDS elektroforéza frakci LAP-TGF-B3 z gelové permeacni chromatografie v neredukujicim
prostiedi.

Cisla drah odpovidaji frakcim ziskanych pti gelové permea¢ni chromatografii (Obr. 10, str. 56). Linie x
pfedstavuje vzorek proteinu purifikovaného pouze chelataéni afinitni chromatografii. V neredukujicim
prostiedi by velikostn€ prouzek (a) mohl pfi srovnani se standardem ptedstavovat velky latentni komplex
tvofeny dimerem LAP vazaného na dimer TGF-B3. Prouzek (b) by mohl predstavovat dimer TGF-B3
uvolnény z latentniho komplexu s LAP.

Eluovany protein byl steriln¢ filtrovan, zmrazen v tekutém dusiku a nasledné byl
pfedan Dr. Dvotakové pro experiment, ve kterém sledovala, jaky efekt bude mit ndmi

pfipraveny rustovy faktor na krysi mesenchymalni kmenové bunky.

4.5 Vliv krysich mesenchymalnich kmenovych bunék na
strukturu LAP-TGF-$3

Pfi experimentech na krysich mesenchymalnich kmenovych buiikkdch byl protein
rozpu$tén v DMEM médiu a builky mu byly vystaveny bez navédzani proteinu na
polymerni nosi€¢. Vzorky s pouzitym rastovym faktorem se nam vratily v nékolika
frakcich. Kazd4 predstavovala jinou dobu inkubace kmenovych bunék s ristovym
faktorem. Ve vSech koncentrace riistového faktoru na zacatku experimentu odpovidala
2 pg/ml a vSechny frakce kromé kontrolni byly smichany s kmenovymi buitkami na
koncentraci 7,24x10° bunék/ml. Alikvoty byly doplnény do objemu 7 ml mediem
DMEM. Obdrzené vzorky byly zkoncentrovany a purifikovany chelataéni metodou se
sorbentem vazanym na magnetickych kulickach. Vysledek purifikace byl zobrazen SDS
elektroforézou v redukénim prostredi na 12,5% polyakrylamidovém gelu (Obr. 13, str.

59). Zamérem této experimentalni prace bylo odhalit, jakym zpisobem piisobi a
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strukturné ovliviiuji kmenové buniky ndmi vyprodukovany rlstovy faktor, coz by se
teoreticky mélo projevit kolorimetrickou zménou na polyakrylamidovém gelu v intenzité
prouzki proteinu.
Pted elektroforézou se uvazovalo nad nasledujici moznymi scénafi:
e Bunky rozstépily LAP-TGF-B3 na LAP protein a TGF-B3 protein.
e Bunky LAP-TGF-B3 nerozstépily.
e LAP-TGF-B3 byl metabolizovan na mensi fragmenty.
e Bunky rozstépily ristovy faktor na LAP protein a TGF-f3 protein a metabolizovaly

je na mensi fragmenty.
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Obr. 13: SDS elektroforéza LAP-TGF-B3 po inkubaci s krysimi mesenchymalnimi kmenovymi
bunkami.

Purifikované vzorky byly smichany s redukujicim pufrem. Linie (k) reprezentuje kontrolni vzorek
rustového faktoru v DMEM médiu bez pridani kmenovych bunék, linie (a) az (e) vzorky rustového faktoru
v DMEM médiu inkubovaného s kmenovymi buiikami po dobu: (a) 0 h, (b) 4 h, (c) 8 h, (d) 24 h, (e) 48 h.

Vysledek elektroforézy je t€zké interpretovat, jelikoz kontrolni vzorek na Obr. 13
vysel bezvysledné. Na liniich (b) az (e) vSak lze pozorovat prouzek o velikosti ca 50 kDa,
coz by mohlo odpovidat nestépenému LAP-TGF-B3. Tento prouzek v Case viditelné
ztraci na intenzité, coz by mohlo naznacovat na variantu, ve které je rustovy faktor
metabolizovan na mensi fragmenty, které byly zfiltrovany do odpadni zkumavky pfii

zkoncentrovani proteinu. Za nejednoznacnym zobrazenim na gelu muze stat fada faktord,
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napftiklad chyba préce pfti purifikaci na magnetickych kuli¢kach, nedostate¢na imobilizaci

na magnetickych kulickach nebo doslo k degradaci proteinu.

4.6 Priprava expresnich vektoru pro produkci LAP-TGF-3
s coiled-coil kotvou a jejich produkce v linii HEK293T

Za ucelem piipravy ristového faktoru, ktery by bylo mozné uchytit na polymerni nosic,
byly navrhnuty konstrukty v plazmidu pTCCsecC, obsahujicim sekvenci kodujici
peptidovou coiled-coil kotvu, a pTW5sec, do kterého jsme gen s coiled-coil kotvou
vkladali (Obr. 14). Coiled-coil motiv by se nekovalentné vazal ke komplementarni
coiled-coil sekvenci na postrannich fetézcich polymerniho polyaminokyselinového
hydrogelu. U plazmidu pTCCsecC se coiled-coil kotva nachazi na C-konci vlozeného
polypeptidového fetézce (Obr. 15, str. 61), analogicky byl navrhnut konstrukt do
pTWS5sec plazmidu, ve kterém se coiled-coil kotva nachézela na N-konci. Pfi vytvareni
navrhi jsme také uvazovali, jak pfipravit ristovy faktor tak, aby se z nosice uvoliioval
fizen¢ a v aktivni konformaci. Do konstruktu jsme proto také zanesli sekvenci kodujici
oblast rozpoznatelnou a S$tépitelnou matrix metaloproteinasami, které¢ jsou bunkami

produkovany pii regeneraci a remodelaci tkéni.

Obr. 14: Mapa vektoru pTW5sec s konstruktem His-CC-LAP-MMP-TGFf3.
Exprimovany protein by v tomto konstruktu mél nést histidinovou kotvu na N-konci pfed coiled-coil
sekvenci nasledovanou LAP, sekvenci rozpoznatelnou a §t€pitelnou MMP a samotnym TGF-33.
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Obr. 15: Mapa vektoru pTCCsecC s konstruktem LAP-MMP-TGFp3-MMP-CC-His.

Exprimovany protein by v tomto konstruktu mé¢l poc¢inat na N-konci LAP sekvenci, pokraéovat MMP
spojkou, TGF-B3 proteinem, dalsi MMP spojkou, coiled-coil sekvenci a histidinovou kotvou na C-konci
fetézce.

Plazmid pTWS5sec byl linearizovan restrikénimi endonukleasami Agel a Kpnl
pres noc v inkubatoru a po nasledné agarosové elektroforéze byl izolovan z agarosového
gelu. Za pomoci Quick Fusion reakce do néj byl vloZen ndmi navrhnuty a objednany
synteticky DNA fragment. Ovéteni GspéSnosti klonovani probéhlo pomoci PCR z kolonii
narostlych bakterii NEB10, které byly transformovéany nasim konstruovanym plazmidem
(Obr. 16, str. 62); byly pouzity sekvenacni primery pTT FW a pTWS5seq REV. U
pozitivnich kolonii, které na gelu vykazovaly amplifikovany tisek o velikosti asi 2200 bp
jsme provedli nizkoobjemovou izolaci plazmidu v bakteriich E. coli DH5a a spravnost
klonovani jsme ovéftili sekvenaci DNA v Laboratoii sekvenace DNA (BIOCEV).

Obdobn¢ byl piipraven konstrukt v plazmidu pTCCsecC. Do plazmidu
linearizovaného restrikénimi endonukleasami Agel a Kpnl byl vlozen zakoupeny DNA
fragment. Transformace do bakterii £. coli NEB10 byla zkontrolovana PCR z kolonii a

pozitivni kolonie byly pfipraveny na sekvenovani (Obr. 17, str. 62).
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Obr. 16: PCR z kolonii pro plazmid pTWSsec s konstruktem His-CC-LAP-MMP-TGFp3.
Agarosova elektroforéza v 1% gelu. Cisla 1-10 znaéi kolonie na zivném SOB médiu s ampicilinem, které
narostly po transformaci plazmidem a které byly vybrany pro PCR z kolonii. Pro ovéteni byla na sekvenaci
vybrana kolonie 10, jejiz amplifikovany usek ve srovnani se standardem nejvice odpovidal teoretické
velikosti 2200 bp (na fotografii gelu oznacen obdélnikem).
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Obr. 17: PCR z kolonii pro plazmid pTCCsecC s konstruktem LAP-MMP-TGFp3-MMP-CC-His.
Agarosova elektroforéza v 1% gelu. Po transformaci do bakterii £. coli NEB10 vyrostla na kultiva¢ni misce
s ampicilinem jedina kolonie, u které byla provedena PCR z kolonii (drdha x). Velikost amplifikovaného
useku vyznaceného na fotografii gelu obdélnikem odpovida ve srovnéni se standardem jeho teoretické
velikosti, ktera ¢ini asi 1590 bp.
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Sekvenace plazmidl prokazala uspésné vlozeni nasich konstruktii. Nasledovala
velkoobjemova izolace plazmidové DNA v bakteriich E. coli DH50 a pfiprava na
transfekci do bun¢k HEK293T v objemu 400 ml ExCELL293 média. Prib¢h purifikace
média ze sklizenych bunék na chelatacni afinitni chromatografii, gelové permeacni
chromatografii a SDS elektroforéza vsak ukdzaly, ze se protein nepodafilo produkovat
ani v jednom ptipadu.

Bylo navrhnuto nékolik dalSich konstrukta s coiled-coil kotvou jak na N-konci,
tak C-konci polypeptidového fetézce, zadny se ndm vsak nepovedlo produkovat. Pro dalsi
experimenty bylo vyuzito n€kolik oligonukleotidii pro amplifikaci insertu a jeho pfenos
do jiného plazmidu, ptikladem jsou LAP pTCCsecC inf FW,
TGF_MMP_CC inf REV, pTW5seq REV, pTW5sec TGFb3 INF FW. Detailnéji
popsana prace na produkci ristovych faktort s coiled-coil kotvou uvedend vyse byla

uvedena jen pro priklad; prabéh ptipravy se v dalSich experimentech zadsadné nelisil.

4.7 Produkce sortasy A7+

Vzhledem k netspé$nym produkcim ristového faktoru s coiled-coil kotvou jsme hledali
jiné cesty jeho pfipravy. Nase pozornost se proto pienesla na sortasu A, kterd by mohla
prispét k feSeni problému svymi enzymatickymi vlastnostmi, které umoziuji ligovat
k sob¢é proteiny, které nebyly geneticky kodovéany jako jeden celek. Je vSak nutné
pfipravit proteiny se specifickymi zdsahovymi misty.

Zakoupili jsme plazmid pET30b s usekem kodujicim sortasu A, mutanta 7+. Na
rozdil od jinych mutaci, je tato ve své aktivité nezavisla na pfitomnosti vapenatych iontd.
Plazmid byl zakoupen v bakteriich E. coli DHS5a v zivném médiu. Plazmid byl po
velkoobjemové izolaci z kultivovanych bakterii transformovan do bakterii E. coli
BL21(DE3). Narostl¢ kolonie byly naockovany do 5 ml LB média s kanamycinem, proti
kterému byly bakterie s plazmidem pET30b rezistentni, a inkubovéany pii 37 °C na
trepacce do druhého dne. Nasledujici den byla narostla kultura pfevedena do vétsiho
objemu TB média. Bakterie byly tfepany v TB médiu do doby, nez ODgoo nedosahla po
nekolika hodinach hodnoty 0,6. Poté byla exprese zahdjena piidanim IPTG a kultura byla
ttepana pies noc za teploty 30 °C. Bakterie byly druhy den sklizeny, lyzovany
ultrazvukem a po odstfedéni byl zfiltrovany supernatant nanesen na kolonu HisTrap
Excel a produkovany enzym byl purifikovan (Obr. 18, str. 64). Molekulovd hmotnost
sortasy A7+ ¢ini 17,8 kDa a jeji extinkéni koeficient 12950 M'em™!. Spektrofotometricky

bylo zméfeno, Ze jsme piipravili zasobni roztok enzymu o koncentraci 8,6 mg/ml.
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Obr. 18: Chelataéni afinitni chromatografie pri purifikaci sortasy A7+.
Z celkového pribéhu chromatografie je zobrazen pouze tsek s eluci sortasy A7+. Z grafu lze taky vycist,
kolik objemovée ptedchazela ekvilibrace kolony a purifikace, a jaky objem byl pfi eluci jiman.

Eluovany protein byl pouzit na SDS elektroforézu na 12,5% akrylamidovém gelu,
kterou jsme potvrdili uspésnost produkce (Obr. 19). Vzorek enzymu byl pfipraven

v redukujicim 1 neredukujicim pufru.
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Obr. 19: SDS elektroforéza produkované sortasy A7+.

(A) vzorek sortasy A7+ ptipraveny v neredukujicim prostfedi, (B) v redukujicim prostfedi. Na zdznamu
v obou liniich lze pozorovat ve srovnani se standardem prouzky piiblizn€¢ odpovidajici pfedpokladané
velikosti sortasy A7+, tedy asi 18 kDa. V neredukujicim prostiedi si lze povSimnout také prouzku o
velikosti kolem 40 kDa. Mohlo by se jednat o dimer sortasy A7+.
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V posledni fad¢€ byl navrhnut konstrukt v plazmidu pCMV3 (Obr. 20), u né¢hoz by
se vyuzilo spojeni enzymové katalyzovaného sortasou A k pfipojeni exprimovaného
proteinu na jiné proteiny s polyglycinovym N-koncem, pro nase ucely na modifikovanou

coiled-coil kotvu.

pCMY¥3-SP-N-His_TGFbeta3_MMP_SrtA

Obr. 20: Navrh plazmidu pCMV3 k produkci LAP-TGF-B3 s motivem rozpoznavanym sortasou A.
Za sekvenci LAP-TGF-B3 byl vlozen motiv LPETG rozpoznéavany sortasou A.
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5. Diskuze

Relativné velkou vyzvu predstavovala ptiprava ristového faktoru TGF-B3 s coiled-coil
kotvou, ktery m¢l byt produkovan pro dal§i experimentdlni ucely. Rustové faktory
navazané na polymerni nosi¢ aplikované na krysi mesenchymalni kmenové buitkky mély
byt vyuzity pro studium aplikace fizeného uvoliiovani ristovych faktorti z hydrogelt a
studium jejich Gc¢inku. Vyzvou se ukdzala prace také proto, protoze, jak jiz napovidala
literatura, exprese rustového faktoru in vitro se dafila kvili své slozité struktufe nikoliv
bez obtizi [43].

Mezi prvni produkované proteiny pattila aktivni forma riistového faktoru TGF-33,
kterou se podafilo piipravit sekreci do média z plazmidu pCMV3 transfekei lidskych
ledvinnych embryonélnich bunék HEK293T, které by mély poskytovat savci
rekombinantni proteiny se sprdvnymi a pfirozenymi post-translacnimi modifikacemi.
Kvili nizkému vytézku 1,1 mg, ktery by nebyl pro praci na kmenovych buikach
dostatecny, byl gen TGF-B3 vlozen do plazmidu pTWS5sec obsahujici sekre¢ni signal ze
sekretované alkalické fosfatasy, ktery teoreticky mél zajistit snadnéj$i penos proteinu
pres biologickou membranu bun¢k. Po tspe€sném klonovani v§ak byly pokusy o produkci
v HEK293T bezuspésné. Aktivni konformace ristovych faktorti jsou na zékladé studii
aplikace in vivo prezentovany jako vysoce nestabilni, mimo jiné i proto se prace zameéfila
na produkci latentni formy LAP-TGF-B3 [17].

LAP-TGF-B3 vloZeny do plazmidu pCMV3 byl Gspésné exprimovan v kultute
bunék HEK293T a po dvoji produkeci a purifikaci gelovou permeaéni chromatografii jsme
ziskali necelych 6 mg proteinu. Vysledek SDS elektroforézy potvrdil dimerni strukturu
rustového faktoru (Obr. 11, str. 57). Aplikovany latentni rlstovy faktor smiseny
s volnymi mesenchymalnimi buikami v médiu viditelné na gelu po SDS elektroforéze
neprokazal Stépeni rustového faktoru (Obr. 13, str. 58). Je mozné se pouze domnivat,
zdali doSlo ke Sté€peni Casti LAP-TGF-B3 a §tépené fragmenty byly metabolizovany na
mensi fragmenty, nebo byl rozlozen cely latentni riistovy faktor jako takovy.

Hlavnim zdmérem této prace bylo ptipravit rastovy faktor tak, aby jej bylo mozné
navazat na polymerni aminokyselinové hydrogely ptipravované tymem Dr. Dvotakové
z Ustavu makromolekularni chemie AV CR. Pfipravou ristového faktoru s motivem
coiled-coil kotvy na jednom z koncli polypeptidového fetézce mélo byt feSeno toto
navazani nekovalentnimi  vazbami ke coiled-coil kotvé  modifikovaného

polyaminokyselinového hydrogelu. Pro fizené uvolnovani rastového faktoru byly
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pozdéjsi konstrukty rastového faktoru opatfeny MMP spojkou Stépitelnou
metaloproteinasami uvoliilovanymi mesenchymalnimi buiikami (Obr. 14, 15, str. 60-61).
Ackoliv probéhlo né€kolik tuspésnych klonovani plazmidi s nasimi konstrukty,
transfekované buitkky HEK293T nevyprodukovaly ani v jednom z piipadii protein
s vazanou coiled-coil kotvou. V nékterych ptipadech doslo k produkci proteinu, po
probéhlé¢ SDS elektroforéze a imunodetekci histidinové kotvy na nitrocelulosové
membrané bylo vSak tézké identifikovat detekované fragmenty, jelikoz velikostné
neodpovidaly zddnému z fragmenti, které by vznikly st€penim dimert rastového faktoru.

Pro budouci praci se nabizi moznost optimalizace podminek zminénych
neuspéSnych produkci rastovych faktord, experimentovani s odliSnymi konstrukty c¢i
vyuziti bakteridlnich systéma pro expresi. U bakteridlnich systéml by vSak exprese
nemusela poskytnout formu ristového faktoru fyziologicky totoznou jako pro savci
buiky, coz by mohlo mit negativni dopad na rozpoznavani ristovych faktort receptory
na povrchu bunéénych membran bunék. Gely s fragmenty separovanymi
SDS elektroforézou, ziskané produkeci ristovych faktorti s coiled-coil kotvou, by bylo
mozné pro vetsi pochopeni translace proteinu ddle analyzovat u téchto konstruktii
napiiklad hmotnostni spektroskopii vybranych useku gelu, které byly pii imunodetekci
histidinové kotvy pozitivné zobrazeny na membran¢.

Jednou z dalSich variant ptipravy ristovych faktord s coiled-coil kotvou je jeji
pfipojeni pomoci specifického enzymatického vazéani s vyuziti enzymu sortasy A7+,
ktera byla Gspésné produkovéna v bakteriich E. coli BL21(DE3), kdy bylo ziskano jeji
zasobni mnozstvi o koncentraci 8,6 mg/ml. Jeji aplikace vSak jiz nebyla v této praci
vyuzita pro tyto Ucely. Nicméné sortasa A7+ je od té doby v laboratofi vedouciho prace
dale vyuZivana a testovana pro jiné ucely jako tvorbu fuznich bispecifickych
terapeutickych proteinti ¢i fluorescenni znaceni proteini pro superrozliSovaci

mikroskopii. Pfiprava sortasy A tak pfedstavuje hlavni vystup této diplomové prace.
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6. Zavér

V ramci prace se povedlo produkovat dostate¢né zasobni mnozstvi latentni formy
rustového faktoru LAP-TGF-B3 pro experimentalni vyuziti na krysich mesenchymalnich
kmenovych bunkach a od ptipravy aktivni formy bylo upusténo. Byly navrhnuty
konstrukty riistového faktoru s coiled-coil kotvou, jejich produkce se vSak nezdafila. To
by do budoucna mohla zménit sortasa A7+, ktera byla tispé$né pfipravena v bakterialnim

expresnim systému.
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