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Anotace

Tato prace se zabyva piipravou rekombinantni proteinti v ruznych prokaryotnich a
eukaryotnich expresnich systémech a popisem téchto expresnich systémil. Déle se vénuje
posttranslaénim modifikacim rekombinantnich proteinti, hlavn¢ fosforylaci, acetylaci a
glykosylaci. Popisuje rozdily v posttranslacnich modifikacich mezi jednotlivymi expresnimi

systémy.
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This work deals with the preparation of recombinant proteins in various prokaryotic and
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with posttranslational modifications of recombinant proteins, mainly phosphorylation,
acetylation and glycosylation. It describes the differences in posttranslational modifications
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Uvod
Technologie rekombinantnich proteinti ziskala v poslednich letech velky vyznam jak ve
vyzkumu, tak v pramyslu. Siroké uplatnéni mé hlavnd v medicingé a farmakologickém
pramyslu. Rekombinantni proteiny nabidly alternativu k izolaci proteinti z jejich ptirozenych
zdroj, ktera Casto vyzadovala velké mnozstvi vstupnich surovin a slozitou purifikaci. Produkce

proteinli v expresnich systémech umoziuje vysoké vytézky velmi Cistych proteini.

Pro produkci rekombinantnich proteina je pouzivano mnozstvi riznych expresnich systémii,
jako jsou bakterialni buiiky, kvasinky, hmyzi buniky, nebo buiiky savci. Tyto systémy se mezi
sebou lisi fadou vlastnosti jako rychlost produkce proteinu nebo schopnost provadét rizné
posttranslaéni modifikace. Na posttranslacnich modifikacich Casto zavisi spravné sbaleni a
funk¢énost proteinu, a jsou tedy dilezité pro jeho nasledné pouziti. Tato prace se zabyva
pfedev§im fosforylaci acetylaci a glykosylaci rekombinantnich proteinti v jednotlivych

expresnich systémech a rozdily mezi témito systémy.
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1. Rekombinantni proteiny

Rekombinantni proteiny jsou proteiny kodované rekombinantni DNA, tedy DNA, ktera vznikla
uméle, spojenim dvou nebo vice useki riznych DNA zrGznych zdroji. Tato geneticka
informace je pak vnesena do hostitelského organismu, kde je replikovana, transkribovana
a translatovana. Vznikly protein je pak izolovan a purifikovan. Timto zptisobem lze ziskat velké
mnozstvi velmi ¢istého proteinu, pro jehoz ziskani z prirozeného zdroje by bylo potieba velké
mnozstvi vstupni suroviny a casto slozité purifikacni kroky. Rekombinantni proteiny nachéazi
Siroké uplatnéni jak ve vyzkumu struktury a funkce proteint, tak v biofarmaceutickém

primyslu, pti ptiprave 1€kt a vakein [1].

1.1. Historie rekombinantni technologie

Zasadni pro molekularni biologii a biotechnologie byla prace Watsona a Cricka z roku 1953,
ve které autofi popsali strukturu DNA a nésledné pak objeveni enzymd, které umoznuji
modifikaci molekul DNA, jako restrikéni endonukledzy a ligaza. Izolace gent a jejich pifenaseni
mezi organismy daly 70. letech vzniknout technologii rekombinantni DNA. V roce 1972
uskutecnili Jackson, Symons a Berg praci popisujici tvorbu prvni rekombinantni molekuly
DNA SV40-Advgal 120. Do molekuly DNA viru SV40 vlozili pomoci endonukledzy EcoRI
genetickou informaci malého plazmidu, obsahujici geny bakteriofagu A, které mu umoznuji
replikaci v Escherichia coli (E. coli), a tii geny E. coli pottebné pro metabolismus galaktozy
[2]. Bergovi byla za studii a rozvoj rekombinantni technologie v roce 1980 udé€lena Nobelova
cena za chemii. Prvni plazmid byl editovan v roce 1973, kdy byly v plazmidu kombinovany
geny pro rezistenci na tetracyklin a na kanamycin. Plazmidy se tak postupné staly vektory,

hlavnimi prostfedky transportu cizorodé DNA do hostitelskych buné¢k [3].

Roku 1977 byl v E. coli ptipraven rekombinantni somatostatin a o dva roky pozdégji pak firma
Genentech piipravila lidsky inzulin. Sav¢i inzulin vSak v bunkdch vznika odstépenim
prosttedniho peptidu C a aktivni hormon se sklada ze dvou fetézcl propojenych disulfidickymi
mustky. Tuto vazbu je v E. coli slozité vytvofit, a tak byly oba fetézce exprimovany oddélené
a nasledné chemicky spojeny. Tento produkt nahradil do té doby pouZivany inzulin izolovany
ze slinivek zvitat, ktery ¢asto zptisoboval imunologické reakce [4]. Od 80 let se na trh postupné
dostavaly dalsi rekombinantni hormony, terapeutické latky ale i prvni rekombinantni vakcina

proti hepatitidé B [1].
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1.2. Ptiprava rekombinantnich proteinti

Zékladem piipravy jakéhokoliv rekombinantniho proteinu je izolace kodujiciho genu. Pokud
je tento gen prokaryoticky, staci tento gen izolovat a pomoci polymerazové tetézové reakce
(PCR) ho namnozit. Pokud je zvoleny gen ptivodu eukaryotického, obsahuje nejspise introny.

Pro expresi je tedy vyhodné€jsi izolovat mRNA a reverzni transkripci ho prevést na cDNA.

V soucasnosti je také mozné cilovou DNA vytvofit synteticky [5].

Takto ptipraveny gen je nasledné vlozen do vhodného vektoru. Jedna z moznosti je zalozena
na restrikénich enzymech a ligaci, pfi které vektory obsahuji polylinker (MCS), coZ je sekvence
DNA se §tépnymi misty pro restrikéni enzymy. Pomoci PCR primert je do pfipravené DNA
pridano restrikéni misto. Vektor i DNA jsou pak Stépeny stejnym restrikénim enzymem,
pricemz vznikaji kohezni konce a oba fragmenty jsou pak ligdzou spojeny, jak je naznaceno na
obrazku 1. Dal$imi moZnostmi je na ligaci nezavislé klonovéni, a rekombinacni klonovani [6].
Jsou dostupné také komeréni systémy vyuZivajici rekombinaci, jako je Gateway (Life
Technologies). Ten vyuziva enzymy z bakteriofdga lambda, které rozeznavaji specifické att
mista ohranicujici cilové geny a zprostiedkovavaji na téchto mistech rekombinaci mezi

heterolognimi sekvencemi.

7N _
|I|: vektor ” restrikcni / i /

! i
"\\ /, endonukleazy H& /L] ” o
.*:/ _::/ ligaza '\\x klon /
restrikéni ™ &__::;/

o 1 [ ™ Endonuklea’zy ..
PCR produkt nebo
vektor ohsahujici gen

Obrazek 1: Klonovani DNA do vektoru s pouZitim restrikcnich endonukleaz a ligazy. Prevzato
a upraveno z [7].

Nésleduje vneseni rekombinantniho genu do hostitelské buiiky uréené k expresi proteinu. Tento
déj se oznacuje jako transformace, je-li DNA vnaSena do prokaryotické builky, a jako
transfekce, kdyZ je vnaSena do bunky eukaryotické. Jedna z nejcastéji pouzivanych metod
je elektroporace, pii které kratkym elektrickym pulzem dojde k docasné destabilizaci
membrany a DNA miize proniknout do buiiky [8]. Dalsi moZnosti je pouziti CaCl,. Pii inkubaci
bun¢k ve studeném roztoku vapenatych ionti dojde ke vzniku pérti v membrané a naslednym
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tepelnym Sokem dojde ke vstupu DNA do buiiky [9]. Rekombinantni DNA muze byt do buiiky

také vpravena pomoci viru.

Dale je tieba odlisit transformované ¢i transfekované klony od téch, ve kterych presun DNA
nebyl GspéSny. K tomu se pouziva selekénich markert, nejcastéji jde o geny poskytujici
rezistenci k antibiotikim. Dnes se stale Castéji pfistupuje k selekci bez pouziti antibiotik. Jsou
pouzivany buiky s deleci v esencialnich genech, které bez spravné transformace nepiezivaji

[10].

Kone¢nym krokem pfipravy rekombinantnich proteini je jejich purifikace. Pokud je protein
produkovan do cytozolu, je nejprve potieba lyzovat bunky. To se provadi bud’ enzymaticky
napf. lysozymem, nebo pomoci fyzikalnich metod jako sonikace, zmrazeni nebo pomoci
homogenizatoru [11]. Purifikaci usnadituje pfipojeni afinitnich znacek k proteinu a nasledné
pouziti afinitni chromatografie. Nejpouzivanéjsi je polyhistidinové znacka His-tag, kterou tvofi
obvykle Sest histidinovych zbytkii. Pro izolaci a purifikaci tvoti histidin koordina¢ni vazbu
s ionty piechodnych kovii. PouZivaji se ionty Co®’, Cu®" a nejcast&ji Ni*" imobilizované na

nosi¢ v kolong, principidlné jde tedy o metaloafinitni chromatografii (IMAC) [12].

1.3. Vektory

Vektory slouzi pro dopravu cizorodé DNA do hostitelské buiiky, kde je replikovana nebo
exprimovana. Vektory jsou nejcastéji plazmidy, kruhové molekuly extrachromozomalni DNA,
ktera je schopna se nezavisle mnozit a je prendSena do dalSich bunécnych generaci [13].
Existuje velké mnozstvi vektord, které se 1iSi svymi vlastnostmi a zplisobem pouziti. Vybér
vektoru zéalezi na exprimovaném proteinu i pouZitém expresnim systému. VSechny vektory
obsahuji kombinace nezbytnych sekvenci pro expresi proteinu. Patii sem pocatek replikace,

promotor, polylinker, selekéni marker a afinitni znacka.

Pocatek replikace, nebo také ori, je podminkou tvorby novych kopii vektoru a zélezi na ném
vysledny pocet kopii vektoru v buiice. Promotor je regulacni oblast, na kterou v prokaryotech
nasedd polymerdza, a v eukaryotech se sem vazou transkripéni faktory. Promotor a okolni
regulacni sekvence také reguluji, s jakou mérou bude transkripce probihat. Volba promotor
zasadné ovliviiuje vysledny vytézek proteinu. Konstitutivni promotory jsou stale aktivni a
poskytuji konstantni transkripci. Zatimco promotory inducibilni se daji regulovat pomoci

induktorii a represort.. Patii sem napfiklad lac promotor, soucast lac operonu velmi Casto
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pouzivaného v expresnich systémech E. coli. Polylinker umoznuje vlozeni genu cilového
proteinu do vektoru. Obsahuje sekvence, které rozeznavaji a $tépi restrikcni endonukledzy.
Selek¢ni marker slouzi k rozpoznani bunék, do kterych nebyl spravné vnesen vektor. Afinitni

znacky slouzi k purifikaci ziskaného proteinu [14,15].

Vektory uréené pro expresi v eukaryotickych systémech se skladdaji z prokaryotické
a eukaryotické ¢asti. Prokaryoticka ¢ast obsahuje pocatek replikace a selekéni marker a slouzi
k zmnozeni plazmidu v bakteridlnich bunkéch a nasledné selekci transfekovanych bunék.
V eukaryotické ¢asti je pak promotor a selekéni marker odlisSny od toho v prokaryotické ¢asti.
Muze byt pritomny i eukaryoticky pocatek replikace. Takovéto vektory jsou bézn¢ komeréné
dostupné, naptiklad firma Life Technologies nabizi vektory, které se pomnozuji v E. coli a k
expresi proteint dochazi v Pichia pastoris (P. pastoris). Obsahuji inducibilni promotor reagujici
na methanol a selekéni markery pro rezistenci k antibiotikiim. Pro selekci v bakteriich to byva
ampicillin a pro selekci v kvasinkach pak naptiklad zeocin [14]. Takovyto vektor je zobrazeny

na obrazku 2.

Promotor

Bakterialni
selekéni

marker polylinker

Bakterialni ori

" Savéi selekéni
marker

Poly A

Obrazek 2: Schéma vektoru obsahujiciho prokaryotickou a eukaryotickou cast. Prevzato a

upraveno z [16].
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2. Expresni systémy

Volba expresniho systému, tedy hostitelské buiiky, kde bude protein produkovan, je jedno
z hlavnich rozhodnuti pfi pfipravé rekombinantniho proteinu. Na expresnim systému zavisi
pouzité technologie, molekularni nastroje 1 vybaveni. Je tfeba zohlednit, zda je protein ptivodu
prokaryotického nebo eukaryotického, jeho chemické vlastnosti a velikost a piipadné
posttranslaéni modifikace (PTMs). Zalezi na pozadované kvalit¢ a funkcnosti proteinu,
potiebné rychlosti produkce a vytézku. Nelze také opominout finan¢ni dostupnost jednotlivych

systémd.

2.1. Prokaryotni expresni systémy

Bakteridlni systémy v Cele s E. coli jsou nejpouzivanéjSimi expresnimi systémy. Prvni
rekombinantni proteiny byly produkovany pravé v E. coli, kterd je 1 dnes preferovanym
organismem. E. coli je Castd volba pifi snaze o expresi novych proteini a pfi pramyslové
produkci proteinti. To je diky dobie prozkoumanému genomu, fyziologii a metabolismu.

Kultivace bunék je snadna a levna a protein je produkovan rychle.

Nevyhody pouZiti E. coli spocivaji hlavné pii produkci eukaryotnich proteini, kdy bunky
nejsou schopné tvotit eukaryotni PTMs a Casto tak dochdzi k nespravnému slozeni proteind
anebo tvorbé nefunkénich proteind. Pifi vysoké produkci takovychto proteini pak dochazi
k tvorbé inkluznich télisek v cytoplazmé. Tyto proteiny pak vétSinou nejsou biologicky aktivni
a jejich sbaleni in vitro je sloZité. Produkované proteiny jsou také kontaminované endotoxinem
a je tfeba jejich dalsi precisténi [17,18]. Dal§im problémem mutize byt kodonova preference, kdy
je u raznych organismii rozdilné zastoupeni kodoni kodujicich stejnou aminokyselinu a tim
1 tRNA. Vyskytuji-li se v genu proteinu kodony, které nejsou v E. coli ¢asté, mlize dochazet

k chybdm v translaci [19].

Pro produkci rekombinantnich proteini se nej€astéji pouziva bunécéna linie BL21 (DE3) a linie
odvozené od B21. Tyto buiiky vice syntetizuji aminokyseliny a nemaji nékteré proteazy, které
by degradovaly produkovany protein. Také jim chybi genetickd vybava pro tvorbu bicika
a maji snizenou pohyblivost. Linie BL21 (DE3) nese profag bagteriofaga A, ktery obsahuje gen
pro T7 RNA polymerdzu fizenou promotorem lacUVS5 [20,21].

DalSim pouzivanymi prokaryotnimi systémy jsou Gram pozitivni bakterie Bacillus

a Streptomyces. Produkované proteiny jsou u nich sekretovany do okolniho média. Bacillus

16



subtilis poskytuje relativné vysoké vytézky proteinu a neprodukuje endotoxin. Heterologni
proteiny jsou ale casto degradovany jeho extracelularnim proteolytickym systémem.

Streptomyces lividans proti tomu ma extracelularni proteolytickou aktivitu nizkou [22].

Jako expresni systémy se pouzivaji také bakterie mlé¢ného kvaseni. Patii sem n€kolik riznych
druhii bakterii naptiklad Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus. Hlavné je vyuzivan
Lactococcus lactis diky relativné malému a prozkoumanému genomu a dostupnosti
molekularnich nastrojii a vektori. Lze ho mimo jiné pouzit k produkci rekombinantnich
alergend, tyto bakterie mohou byt vyuzity k dopraveni alergenii do traviciho traktu za vzniku

imunotolerance [23].

2.2. Kvasinkové expresni systémy

Kvasinky jsou hojné vyuzivany pro expresi proteinti jak pro primyslové vyuziti, tak pro
medicinské ucely. Poskytuji totiz soucasné vyhody jednobunécnych organismi a organismu
eukaryotickych. Tedy maly genom a snadnou genetickou manipulaci, rychly rist, nizké naklady
a schopnost provadét nékteré PTMs. Diky tomu Ze jsou to nepatogenni organismy, které maji
dlouhou historii vyuziti v potravinaiském primyslu, jsou ¢asto prvni volbou pii vybéru
expresniho systému. NejCastéji pouzivané jsou Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) a P.

pastoris [24,25].

S. cerevisiae byla prvnim pouzitym kvasinkovym systémem a diky podrobné prozkoumané
fyziologii, genetice a fermentacnim technikdm ziistavd nevice pouzivanym. Je to prvni
eukaryoticky organismus, jehoz genom byl plné sekvenovdn a slouzi jako modelovy
organismus pro studium eukaryot. K vyhodam S. cerevisiae patii jeji tolerance nizkého pH, a
vysokého osmotického tlaku. Piekazkou pak miiZze byt nadmérna glykosylace heterolognich
proteinti manozou, ktera miize vést k jejich Spatnému sbaleni a sniZzené sekreci a aktivité.
K expresi se pouzivaji jak pfirozené se vyskytujici, tak geneticky upravené bunécné linie. Bylo
vyvinuto mnozstvi linii s riznymi vlastnostmi jako je snizend proteolyza, nadmérna exprese
genll pro transport proteinii nebo pro chaperony [26]. S. cerevisiae je vyznamy producent
proteintl pro farmakologické vyuziti, jako jsou derivaty inzulinu, granulocytarni a makrofagovy
kolonie stimulujici faktor nebo povrchovy antigen viru hepatitidy B pouZzivany ve vakcinach

proti tomuto viru [27].
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Pichia pastoris se pro produkci rekombinantnich proteint stala v poslednich letech velmi
popularni volbou. Patii do skupiny methanotropnich kvasinek, je tedy schopna vyuzivat
methanol jako hlavni zdroj energie. Je zde dostupny silny a snadno regulovatelny promotor
alkohol oxidaza 1, ktery je indukovany methanolem a jako represor slouzi glukéza. Na rozdil
od S. cerevisiae zde nedochazi k hyperglykosylaci proteini. Genetickd podobnost mezi
S. cerevisiae a P. pastoris umoznuje vyuzivani nékterych postupt a genetickych prvka ze S.
cerevisiae v P. pastoris, jako jsou naptiklad sekrecni signaly, které pak dovoluji vyssi vytézky

proteinu [28].

2.3. Hmyzi expresni systémy

Hmyzi buiky, hlavné zfadu lepidoptera jsou hojné vyuzivany pro pfipravu eukaryotnich
proteini. Umoziuji posttranslacni modifikace podobné savéim a poskytuji funkéni, spravné
sbalené proteiny. Oproti savéim buitkdm jsou méné naro¢né na Cas a naklady spojené s jejich
kultivaci. Nejcastéji jsou pouzivany ve spojeni s expresnim vektorovym systémem bakulovira
(BEVS). BEVS nabizi mozZznost produkce jakéhokoli proteinu v jedné bunécné linii kdy
je upravovan vektor, neni tedy poteba casoveé narocné piipravy a bezpecnostniho schvalovani

novych bunéénych linii pro nové proteiny [29].

Bakuloviry jsou viry, které specificky infikuji ¢lenovce. Jsou to obalené dsDNA viry, které se
replikuji v jadrech hmyzich bunék. Pro pfipravu rekombinantnich proteint je pouzivany hlavné
Autographa californica. Rekombinantni bakuloviry jsou pfipraveny nahrazenim genu pro
polyhedrin (polh) genem ciziho proteinu, ktery je pak regulovan velmi silnym polh
promotorem. Polyhedrin je protein ktery tvofi sekundarni proteinové pouzdro virovych ¢astic.
In vivo je polyhedrin nutny pro tvorbu okludovanych virti,, které jsou schopny piezivat
ve vnéjSim prostiedi a infikovat larvy. In vitro neni polyhedrin nezbytny. V pozdni fazi infekce,
kdy by bézné probihala genova exprese pro tvorbu okludovaného viru, je tak produkovano

velké mnoZstvi rekombinantniho proteinu fizené polh promotorem [30].

Rekombinantni bakuloviry mohou byt konstruovany riznymi zplsoby. Klasickou cestou
je homologni rekombinace mezi virovym genomem a transferovym plazmidem, ktery obsahuje
gen cilového proteinu. Pro vétsi efektivitu metody je genom bakuloviru v misté inserce
linearizovan [31]. Dals§i moznosti je vyuziti bacmidd, tedy bakterialniho plazmidu s vlozenym
genomem bakuloviru. Bacmidy jsou pak propagovany v buiikach E. coli, kde je do nich pomoci

transportniho vektoru transponovan cilovy gen, jak je naznaceno na obrazku 3. Tento systém
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umoznuje snadnou selekci a izolaci rekombinantnich bakulovird, které jsou pak pouzity

k infekei hmyzich bun¢k [32,33].
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Obrazek 3: Schématické znazornéni pripravy rekombinantniho bacmidu a infekce hmyzich

bunék bakulovirem. Prevzato a upraveno z [34]

Po infekci bun¢k rekombinantnim virem dojde ke vstupu jeho genetické informace do jadra,
kde ptfevezme kontrolu nad genovou expresi buiiky. Dochézi k jeji replikaci a syntéze virovych
castic a zaroven k produkci rekombinantniho proteinu. Bakulovir nakonec zplsobi lyzu
hostitelské buniky, ¢imz dojde k uvolnéni rekombinantniho proteinu do média. Dojde ale také

k uvolnéni mnozstvi degradacnich enzymt, coz muze vést k proteolyze [35].

Bakuloviry jsou nepatogenni pro ¢lovéka diky uzkému spektru hostitelil, kdy nejsou schopny
replikace v obratlovcich. BEVS jsou pouzivany k produkci komplexnich, biologicky aktivnich
proteintl, jako jsou virové a parazitarni antigeny. Slouzi také k ptipravé vakcin, prvni lidska
vakcina produkovand v hmyzich bunkach je proti lidskému papilomaviru, pro prevenci

rakoviny délozniho ¢ipku pod oznacenim Cervarix [29].
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2.4. Savci expresni systémy

V poslednich letech se sav¢i expresni systémy dostavaji do poptedi hlavné pro klinické vyuziti
a strukturnim studiim proteinti. Tyto systémy jsou vhodné k produkci velkych komplexnich
molekul s posttranslaénimi modifikacemi. Nicméné poskytuji relativné nizké vytézky a naklady

s nimi spojené jsou vysoké [36].

Pro produkci proteind se vyuziva dvou riznych postupt. A to bud’ transientnich (pfechodnych)
bunécénych linii nebo linii stabilnich. Pti produkci v transientnich liniich se pfislusny gen
klonuje do sav¢iho expresniho vektoru, ktery je pak amplifikovan v bunikach E. coli. Nasledné
je transfekovan do pfislusnych savéich bunck, kde ale nedochazi k jeho zabudovani do genomu
bunky. Transientni pfiprava je mén¢ narocna na ptipravu i Cas, je ale potieba velké mnozstvi
expresnich plazmidt a produkce je omezena na jednu generaci bunék [37]. Oproti tomu pfi
vyuziti stabilni transfekce dochézi k integraci cilového genu do genomu hostitelské butiky. Tato
integrace muize byt na ndhodné misto v genomu, k ¢emuz je vyuzivano napf. transpozomi nebo
virovych vektori, nebo mize probihat cilené. K tomu je vyuzivano mistné specifické
rekombinace a v poslednich letech jsou stidle oblibenéjSi metody vyuzivajici systém
CRISPR/Cas9 [38,39]. Nevyhodou stabiln¢ exprimujicich linii je velka ¢asova naro€nost na

jejich ptipravu.

Nejvice pouzivanymi bunéénymi liniemi je linie odvozend z vajenikovych bunék kiecika
¢inského (CHO), a lidska linie odvozena embryonalni ledvinové tkané (HEK293). Obé¢ linie

dosahuji v suspenzi vysokeé bunécné hustoty a jsou snadno transfekovatelné.

CHO je v soucasné dob¢ nejvic pouzivanym systémem pro piipravu terapeuticky vyznamnych
proteinll. Vyuziva se k pfipravé fady monoklonalnich protilatek, enzym, hormonti jako napf.
luteiniza¢ni hormon, choriovy gonadotropin alfa a erytropoetin, faktorti krevni srazlivost VIII
a IX, a tfady dalSich [40]. HEK293 bunky jsou pouZzivané hlavné¢ pro produkci proteinti
k vyzkumnym tc¢elim a nékolika terapeutickych proteini. Poskytuji pln€ lidské posttransla¢ni

modifikace a je u nich mensi Sance imunogenicity [41].

K dal$im pouzivanym bunéénym liniim patii linie mysich hybridomt (NS0), pouZivana hlavné

pro piipravu monoklondlnich protilatek, dale fibroblasty z kiec¢ich mlad’at (BHK21) a buiky
pochézejici z lidskych embryonalnich retindlnich bun¢k (PER.C6) [42].
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2.5. Ostatni expresni systémy

Kromé vyse uvedenych organismt je pro pfipravu proteinti vyuzivano dalSich systémi, i kdyz
nejsou tak obvyklé. Pro primyslové vyuziti jsou vyuzivany také vladknité houby, hlavné druhy
Aspergillus, které jsou schopny poskytovat vysoké vytézky proteinu a jsou nenarocné
na kultivaci. Tvofi ale mnozstvi proteolytickych enzymu, které ziskany protein znehodnocuji

[43].

Jednim z vyuzivanych systémi jsou transgenni rostliny, kdy je pouzivano rostlin rtiznych
druhil napt. tabéku, ryze nebo brambor. Tyto systémy jsou lakavou alternativou k produkci
proteinli ve velkém méfitku. Slouzi mimo jiné k produkci fady vakcin a protilatek. K vyhodam
patii absence lidskych patogent, schopnost produkovat komplexni protein i relativné nizké
naklady na produkci. Pouziva se jednak stabilni exprese, a to bud’ jadernd, nebo chloroplastova,

kde je cilovy gen zaclenén do chloroplastového genomu. Chloroplastova transformace
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zde PTMs. Transientni exprese je zde povazovana za spolehlivéjsi volbu, kterd nabizi rychlejsi
produkci a relativné vysoké vytézky [44].

Pomalejsi pokrok zaznamenalo pouziti transgennich Zivoc€ichi, a to z dlivodl technologickych
zivocichu je protein ziskavan z mléka, krve, pfipadné z vajecného zloutku. Tyto systémy
nabizeji stejné PTMs jako sav¢i buiiky, ale nabizeji vEtsi vytézky. Maji tedy velky potenciél

hlavné ve farmaceutickém priimyslu pro vyrobu ve velkém méfitku [45].

Pro tvorbu malého mnozZstvi proteinu, hlavné pro vyzkumné ucely, je mozné pouzit bezbunétné
expresni systémy. Pouzivd se surového bunécného extraktu, ziskaného lyzou pfisluSnych
bunék, nejcastéji CHO, kralic¢ich retikulocytl, ale miize byt pouzito i lidskych lymfocyti [46].
Bezbunécné systémy dovoluji velmi rychlou piipravu proteinii bez nutnosti tvorby a selekce
bunéénych linii, kdy je mozno aktivné sledovat proces syntézy. Je mozno takto pfipravovat

toxické nebo nestabilni proteiny, jejichz produkce v bunikach je omezena [47].
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3. Posttransla¢ni modifikace proteina

U vétSiny eukaryotickych proteinit dochdzi béhem translace nebo tésné po ni, ke kovalentnim
reverzibilnim nebo ireverzibilnim zménam, ozna¢ovanym jako posttransla¢ni modifikace. Tyto
modifikace ovliviiuji fyzikalni a funkcni vlastnosti proteinu, a reguluji tak sloZeni proteinu,
enzymovou aktivitu, bunécnou lokalizaci a mezimolekulové interakce. PTMs zahrnuji riizné
zmény, jako pfipojeni funkcnich skupin pfi fosforylaci nebo methylaci, pfipojeni delSich
oligosacharidovych fetézci pfi glykosylaci nebo pfipojeni peptidi nebo menSich proteint
napiiklad pfi ubiquitinaci. Ruaznorodost PTMs zédlezi na bunééném typu, druhu
tkané organismu, v kterém jsou proteiny syntetizovany. V¢EtSina modifikaci je provadéna
vlastni  specifickou enzymatickou cestou. Ne&které modifikace probihaji hlavné
u intracelularnich proteint, zatimco dalsi prevazuji u proteint extracelularnich [48]. PTMs jsou
nepostradatelné pro regulaci fadu biologickych funkci jako transkripce DNA nebo degradace
proteintll. Jsou také spojovany s fadou vaznych chorob, jako jsou kardiovaskularni a nadorova

onemocnéni, diabetes nebo Alzheimerova choroba [49,50].

3.1. Fosforylace

Fosforylace je velmi Castou posttranslaéni modifikaci proteint, ktera se podili na regulaci
velkého mnozstvi bunéénych dé&ji. Jde o d&j, pii kterém dochézi k reverzibilni adici zbytku
kyseliny fosforecné na bocni fetézce aminokyselin proteinu. Fosforylovano mize byt devét
aminokyselin pomoci ¢tyf riznych druht vazeb za vzniku fosforylovanych aminokyselin pSer,
pThr, pTyr, pHis, pLys, pArg, pAsp, pGlu a pCys (obrazek 4). V eukaryotickych buiikach
dochazi hlavné k fosforylaci aminokyselinovych zbytki serinu, threoninu, tyrosinu a histidinu,
v zastoupeni piiblizné 60 % pSer, 25 % pThr a 15 % pTyr. Fosforylacni reakce jsou fizeny
enzymy ze skupiny transferdz, proteinkindzami, kterych je znadmo néco pies 500 a
proteinfosfatdizami [51]. Kindzy wumoznuji transfer zbytku kyseliny fosforecné
z vysokoenergetickych latek jako ADP nebo GTP, fosfatdzy pak zptisobuji defosforylaci, pii
které hydrolyticky odstépuji navazanou fosfatovou skupinu. Souhra obou druhli enzymi pak

hraje podstatnou roli v signalnich drahach.
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Obrdazek 4:Fosforylace jednotlivych aminokyselin. Prevzato a upraveno z [51].

Vétsina proteini je fosforylovana na nékolika mistech a jejich regulace tak miize byt zna¢né
komplikovana. MiiZe tak mit podplirny nebo opacny efekt na jednu funkci nebo miize regulovat
dv¢ funkce na sobé nezavislé. Mechanismus fosforylace jednotlivych mist mizZe byt ndhodny
bez zvlastnich zavislosti mezi sebou, nebo musi nasledovat v ptresném potadi. Treti moZnosti

je struktura s jasnou hierarchii, kdy se fosforylacni misto uvolni az po fosforylaci mist ostatnich.

Fosforylace reguluje proteiny dvéma hlavnimi mechanismy, zménou struktury nebo pomoci
protein-proteinovych interakci. Pfi strukturnich zméndch vytvari zaporn€ nabita fosfatova
skupina vodikové vazby s okolnimi fetézci. Nejcastéji dochéazi k tvorbé vodikovych vazeb

s postrannimi fetézci argininu a lysinu. A vyraznd je také interakce s dusikem na C-konci a-
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helikélni struktury, kde také dochazi k tvorbé vodikovych mistkl. Fosforylace zplsobuje
lokani zmény ve struktufe, které se pak mohou projevovat celkovymi zménami v tercialni
a kvarterni struktute. Pfechod mezi konformacemi s rtiznou aktivitou nebo vazebnou specifitou
pak vede k aktivaci, piipadné deaktivaci proteinu. Mnoho kontrolnich bunéénych mechanismii
je fizeno na urovni protein-proteinové interakce. Fosforylace hraje roli v regulaci sily téchto
interakci. Dojde-li k fosforylaci v blizkosti vazného mista, miize to ovlivnit vazebnou energii
komplexu. Ale také fosforylace ve vétsi vzdalenosti od vazebného mista mohou vazbu ovlivnit

pies konformacni zmény proteinu a regulovat tak proteinovou aktivitu [52].

3.1.1. Analyza fosforylaci

Identifikaci a charakteristikou fosforylovanych proteinti se zabyva fosfoproteomika. Piesto, ze
je fosforylace velmi Castou posttranslacni modifikaci, které podléha alespoii jedna tietina vSech
eukaryotickych proteind, jeji studium je naro¢né. Fosforylace je velmi dynamicka a neprobiha
stechiometricky, v jednu chvili se je tedy v buiice pfitomno jen malé mnozstvi fosforylovanych
proteintl, a fosforylované a nefosforylované formy proteinti se vyskytuji zaroven. Ke studiu
fosfoproteinti se nejcastéji vyuzivd technik zaloZzenych na hmotnostni spektrometrii (MS)
nejcastéji tandemové MS [53]. Kvili malému mnozstvi fosforylované formy proteint
v proteomu je jejich piima detekce obtizna. Fosforylované proteiny jsou pii hmotnostni
spektrometrii také ionizovany s mensi Uc€innosti neZ jejich nefosforylované formy. Z téchto
davodu byly vyvinuty obohacovaci metody, kdy je pied samotnou MS analyzou izolovana cast

fosforylovanych proteinli. Schéma priibéhu analyzy je na obrazku 5.
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Obrazek 5: Schéma analyzy fosforylovanych proteinii. Prevzato a upraveno[53]

Pti ptipravé proteinll pro analyzu je potieba zabranit aktivit¢ endogennich fosfatdz pomoci

jejich inhibitori nebo tepelnym rozkladem. Proteiny jsou frakcionovany pomoci SDS-PAGE
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nebo pomoci izoelektrické fokusace. Nasledné jsou $tépeny na peptidy, nejcastéji pomoci
trypsinu [54]. Lze také pouzit frakcionace jiz obohacenych fosfopeptidi pomoci
chromatografickych metod [55]. Pro obohacovani fosfopeptidii byla vyvinuta fada metod,

k nejcastéjSim patii afinitni chromatografie a imunoprecipitace.

Afinitni chromatografie na imobilizovanych iontech kovli (IMAC) vyuziva elektrostatickych
interakci mezi kationty kovu, nejcastéji Fe’* ukotvenymi na nosici a zdporn¢ nabitou fosfatovou
skupinou peptidi. Na podobném principu je zalozena afinitni chromatografie na oxidech kovt
(MOACQ), ve kter¢ je vyuzivano hlavné TiOa. Pii pouziti IMAC dochézi k obohacovéni hlavné
nékolikanasobné fosforylovanych peptidi, zatimco u MAOC jsou obohacovany peptidy

monofosforylované [53].

Fosfopeptidy je mozné izolovat pomoci specifickych protilatek. Imunoprecipitace je pouzivana
hlavn¢ pro obohaceni tyrosin-fosforylovanych proteinti. Fosforylace tyrosinu je nejméné
zastoupena a tato metoda vyrazné pfispiva k odhaleni tyrosinovych fosforylacnich mist.
Protilatky proti fosfoserinu a fosfothreoninu nejsou dostate¢né specifické a nejsou bézné

pouzivany [56].

3.2.  Acetylace

Acetylace je velmi castou posttranslaéni modifikaci jak u eukaryotickych, tak
u prokaryotickych organismi. U eukaryot dochazi k pteneseni acetylové skupiny
z acetylkoenzymu A na peptidovy fetézec. U prokaryot mize acetyl pochazet také z acetyl
fosfatu [57]. VétSina lidskych proteind je kotranslacn€ nebo posttranslacné acetylovdna na
volném N-koncovém alfa dusiku. Tyto reakce jsou katalyzovany pomoci Nt-acetyl transferaz
(NATs). Dalsim moZnym zplsobem acetylace je reverzibilni pfipojeni acetylu na e-
aminoskupinu lysinu. Tyto reakce jsou regulovany pomoci lysin acetyltransferdz (KATs)
a lysin deacetylaz (KDACs). Acetylace na lysinu byla poprvé objevena na histonech, kde se
podili na regulaci genové transkripce [58]. Na obrazku 6 je zobrazeno schématické znazornéni

acetylace a deacetylace.

25



A : o ; B
ponpepUde—CO—?H—NHs (IZH;!
R ., 5 co
NH; O g
Ac-CoA iréH E o NH
2 |
CH, S
CoA "CH, ¢ Che
2 KDACs ¥
polypeptide—CD—'CliH—NH—CO—CH\.,_ e ItéH
R R-NH:CH-CO-R' A
R-NH-CH-CO-R'
Lysine Acetyl-lysine

Gty COOH LL
NAD COOH @/ ey N LS
NAM deacetylated

0
AMP_O_E_O o Neg 5 protein
|

o - 5> 0

i
AMP—0—-P—-04 o
HO OH jtm'“'s I
H % & OH
i 2-O-acetyl-ADP

protein HO O

Obrazek 6: A) Transfer acetylové skupiny z acetyl koenzymu A na N-koncovou skupinu
polypeptidu, katalyzovany pomoci NAT. B) Reverzibilni acetylace e-aminoskupiny lysinu
pomoci KATs, deacetylace je pak katalyzovina pomoci KDACs. C) NAD™ dependentni
deacetylace g-acetylovaného proteinu, katalizovana pomoci sirtuinii [58].

3.2.1. N-koncova acetylace

Nt-acetylace je velmi béznou posttranslaéni modifikaci, ktera se vyskytuje u vétSiny organismuii
a jeji frekvence stoupa s komplexitou organismu. Nt-acetylace jsou ireverzibilni. Ne u vSech
substratt dojde k Giplné Nt-acetylaci, v buiice tak mohou byt zaroven pfitomny jak acetylované,
tak neacetylované proteiny. Navdzanim acetylu na N-konec proteinu dochézi k neutralizaci
jeho kladného naboje, a tak zvySeni jeho hydrofobniho charakteru a zméné stérickych
vlastnosti. To ovliviiuje Sirokou $kalu vlastnosti proteind a bunéénych procesi, jako je bunécna
proliferace, apoptéza a stresové odpovedi. PoSkozeni Nt-acetylace mlze zpusobovat fadu
zavaznych patologii, jako jsou nddorova onemocnéni, X-vdzand genetickd onemocnéni

a neurodegenerativni zmény [59,60].

NAT enzymy, které tuto acetylaci katalyzuji, jsou rozdéleny do skupin komplexti od NatA do
NatG podle jejich substratové specifity a slozeni podjednotek. Zatimco skupiny NatA az NatE
jsou geneticky konzervované a jsou pfitomny jak u kvasinek, tak u vys$sich eukaryot a vyskytuji
se v cytoplazmé, NatF skupina je pfitomna pouze u mnohobunécénych Zivocichli a vyskytuje

se v Golgiho aparatu. Skupina NatG se vyskytuje v chloroplastech rostlin [61,62]. Substratova
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specifita NATs je vétSinou urena prvnimi dvéma aminokyselinovymi zbytky. NatA tak

napiiklad acetyluje N-koncové aminokyseliny Ala, Ser, Cys, Val, Thr, a Gly, které se na konec

.....
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polyubiquitinace a nasledna degradace Nt-acetylovaného proteinu v ramci drahy Ac/N-
koncového pravidla. Nt-acetylovana skupina slouzici jako degradacni signal byla poprvé
popséana v roce 2010 a oznacena jako Ac/N-degron [64]. Nicméné¢ Ac/N-koncové pravidlo je
velmi citlivé na okolni prostfedi a podminky, kdy degron mize byt chranén pted ubiquitinaci
pomoci proteinového komplexu a fada proteini je naopak pfitomnosti Nt-acetylace
stabilizovdna [65]. U nékterych proteini miZe Nt-acetylace fungovat také jako lokaliza¢ni
determinanta, kdy acetylace brani proteinim vstupu do endoplazmatického retikula [66].
Zmeéna vlastnosti N konce proteinu pomoci acetylace vede také ke zménam v protein-
proteinovych interakcich a mize vést ke zlepSeni tvorby komplext [67]. Stabilizace N konce
acetylaci muze byt také dulezitd pro spravné sbaleni proteinu, kdy pfi absenci NatA
v kvasinkach bylo zaznamenano mnozstvi agregovaného a Spatné sbalen¢ho proteinu a zvySena

exprese chaperonti [68]. Riizné ptiklady vlivu Nt-acetylace jsou shrnuty na obrazku 7.
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Obrazek 7: Shrnuti ruznych prikladii viivu Nt-acetylace na protein. Prevzato a upraveno z [69].
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3.2.2. Acetylace na e-aminoskupiné lysinu

Acetynace na g-amino skuping lysinu je reverzibilni PTM a za fosforylaci je to nejcastéjsi a
nejvice vyuzivané modifikace pro bunécnou signalizaci a metabolismus. KDACs potiebné
k deacetylaci se déli do dvou skupin, KDACs zévislé na zine¢natych iontech a sirtuiny, které
vyuZzivaji NAD" jako kosubstrat. KATSs jsou zavislé na Ac-CoA. NAD" a Ac-CoA jsou dilezité
substraty v bunécném metabolismu a propojuji ho tak se signdlnimi drahami [70].
V mitochondriich mize diky nizkému pH a vysokym koncentracim Ac-Coa, kterého je zde
ptitomno 3 - 50x vice, dochazet ke spontannim acetylacim bez pfitomnosti katalyzujiciho
enzymu. Deacetylace je zde fizena pomoci NAD* dependentniho Sirtuinu 3 (SIRT3). Acetylaci
mitochondrialnich enzym dochazi k inhibici oxidativniho metabolismu. Pfi nedostatku SIRT3
dochazi k hyperacetylaci mitochondrialnich proteini a muze tak dochazet k rozvoji tady
onemocnéni, mezi které patii diabetes, metabolicky syndrom nebo nadorova onemocnéni

[71,72].

Acetylace byla poprvé pozorovana na histonech, u kterych je jeji vliv i nejlépe popsan. Vysoka
mira acetylace koreluje se zvySenou transkripci. Pfi acetylaci histonti dochézi k destabilizaci
interakce mezi DNA a histonem, kdy histon ztraci svilj pozitivni naboj na lysinu, a tak
schopnost tvofit solny mustek s negativné nabitym fosfatovym fet€ézcem DNA. Dochazi tak
k rozvolnéni chromatinu a mohou se navdzat transkripcni faktory. Proteiny schopné
rozpoznavat acetylované lysiny vétSinou obsahuji tzv. bromodoménu. Deacetylace pak naopak

miru transkripce snizuje [73].

Acetylovdna je i Siroka skupina nehistonovych proteini jako jsou transkripéni faktory,
cytoskeletalni proteiny, chaperony, nékteré enzymy a receptory a mnoho dalSich. Prvnim
rozpoznanym nehistinovym KAT substratem byl tumorovy represor p53. Pfi acetylaci dochazi
ke zvySeni transkripéni aktivity a naslednému zastaveni bunééného cyklu. Acetylace zde hraje
vyraznou roli v aktivaci p53. Pfi mutacich na acetylaénich mistech dochazi k poskozeni

schopnosti potlacovat tumorovy nartst [74].

3.2.3. Analyza acetylaci

Pro kvantifikaci a charakteristiku acetylaci na lysinu se pouziva obohacovaci technika zalozena
na imunoprecipitaci. Proteiny jsou naStépeny, vétSinou pomoci trypsinu na peptidy, které jsou

inkubovany s anti-Ac-lysin protilaitkou ukotvenou na nosi¢i. Po Stépeni proteini mulze
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probéhnout frakcionace peptidi. Peptidy jsou pak z nosice uvolnény a nasleduje hmotnostni

spektralni analyza [72].

vvvvvv

provadéno ve dvou krocich. Nejprve jsou zablokovany volné primarni aminy, a to o i €, pomoci
stabilni isotopové skupiny '3C,Ds. aby se odliily in vivo a in vitro acetylace. Nasledné dojde
k nastépeni trypsinem a nové vzniklé N-konce jsou separovany pomoci iontove
vymeénné chromatografie na silném katexu pii nizkém pH. Zbylé peptidy jsou dvakrat za sebou
frakcionovany pomoci kombinované frakciona¢ni diagonalni chromatografie (COFRADIC),

kdy dojde k odseparovani lysin-acetylovanych peptida. Pak nasleduje tandemova MS [75].

3.3. Glykosylace

Glykosylace je kotranslacni a posttransla¢ni modifikace, pfi které dochéazi ke kovalentni vazbé
glykanu, tedy polysacharidového fetézce na polypeptidovy fetézec. Jde o velmi komplexni
modifikaci proteinu, kterd probiha postupné v mnoha enzymatickych krocich.
Monosacharidové jednotky mohou byt propojovany riznymi zpisoby a mohou zaujimat rizné
konformace. Sav¢i glykany jsou syntetizovany slozitymi biosyntetickymi drahami a obsahuji
deset druhti monosacharidovych jednotek: fukoézu (Fuc), galaktézu (Gal), glukézu (Glc), N-
acetylgalaktosamin (GalNAc), N-acetylglucosamin (GlcNAc), kyselinu glukuronovou
(GLCA), kyselinu iduronovou (IdoA), mannézu (Man), kyselinu sialovou (SA) a xylozu (Xyl).
Glykany jsou k proteiniim piipojeny pomoci N-glykosylace, O-glykosylace, C-manosylace
nebo O-GlcNAcylace. Odhaduje se, Ze na glykosylaci se u savci podili ptiblizné 700 proteinil,
z ¢ehoz asi 200 jsou glykosyltransferazy. Glykosylace mohou mit zdsadni vliv na strukturni a
funkéni vlastnosti proteinu. Glykany mohou byt pfimo rozpoznavany vazebnymi proteiny, coz
muze vést ke zvySené bunééné adhezi, bunécné signalizaci a bunéénym interakcim.
Glykosylace také ovliviiuje spravné sbaleni proteint, a jejich cileni do bunéénych organel [76].
Defekty v glykosylaci maji vliv na fadu onemocnéni a jsou spojovany s nadorovymi
onemocnénimi a s cystickou fibrézou. Vrozena porucha glykosylace je vzacné genetické

onemocnéni, které zplisobuje vazna organova selhani [77].
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3.3.1. N-glykosylace

N-glykosylace je nejcastéjSim a nejstudovanéjSim druhem glykosylace v eukaryotnich
organismech. N-glykosidickd vazba vznikd mezi oligosacharidem a amidovym dusikem
postranniho fetézce asparaginu. Je katalyzovana enzymem oligosacharyltransferdzou (OST),
ktera ptipojuje oligosacharid na asparagin v aminokyselinové sekvenci N-X-S/T, ve které X

je jakéakoli aminokyselina kromé prolinu.

Syntéza glykanu za¢ina na cytosolové stran¢ membrany endoplazmatického retikula, kde dojde
pomoci transferdz k postupnému navédzani dvou GlcNAc a péti Man na dolicholfosfat. Jako
substrat zde slouzi aktivované sacharidy v podobé UDP-GIcNAc a GDP-Man. Vznikly
MansGlcNAc;-P-P-Dol je pak translokovan do lumen endoplazmatického retikula, kde jsou na
néj pripojeny dal§i monosacharidy, za vzniku oligosacharidu GlcsMangGlcNAc,. Pro navazani
monosacharidi uvniti lumen jsou tyto sacharidy translokovany z cytosolu v podob¢ Dol-P-Man
and Dol-P-Glc. Vznikly oligosacharid je pak pomoci oligosacharyltransferazového komplexu

pfenesen na asparaginovy zbytek proteinu [78,79]. Pribéh je naznaCeny na obrazku 8.
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N-glykosylace v endoplazmatickém retikulu napomaha spravnému sbaleni proteinu, chybné
sbalené proteiny jsou znaceny a degradovany v proteazomu [79]. Glykosylované proteiny jsou
pak dale ptepravovany do Golgiho aparatu (GA). Predtim jsou zfetézce odStépeny
tf1 glukozové a jeden mandzovy zbytek. Glykosylovany protein je pak v GA dale upravovan
a jsou tvofeny komplexni glykany. V jednotlivych kompartmentech GA dochézi k odstépovani
manozovych jednotek a ptipojeni fukodzy na vnitini ¢ast fetézce. Na neredukujici konce fetézct

jsou navazany GIlcNAc, Gal a SA [77].

3.3.2. O-glykosylace

V porovnani s N-glykosylaci je O-glykosylace mén¢ zastoupena, oligosacharidové fetézce jsou
vice variabilni a jeji mechanismus je mén¢ objasnén. O-glykosylace probiha hlavné v Golgiho
aparatu a jednotlivé sacharidy jsou pfipojovany postupné. Navazani glykanu probihd pfes OH
skupiny serinu nebo threoninu. V eukaryotickych bunkach se vyskytuji dvé hlavni formy O-

glykant. Glykany mucinového typu a glykosaminoglykanové (GAG) fetézce proteoglykant.

Syntéza O-glykanii mucinového typu je zahdjena pfipojenim GalNAc pomoci GalNAc
transferazy. Na protein se pak pii priichodu jednotlivymi ¢astmi GA vazou dalsi sacharidy. Jsou
pritomny na extracelularnich a sekretovanych glykoproteinech, véetné mucinti. Muciny maji
ochranou funkci na povrchu epitelu. Obsahuji tandemova opakovani s mnozstvim Pro, Ser a

Thr které nabizi vhodna glykosyla¢ni mista [81].

GAG ftetézce jsou navazané na serin pomoci fetézce xyloza-Gal-Gal-GlcA Na ktery
se v Golgiho aparatu dale vaZou disacharidové jednotky GlcNAc-GIcA nebo GlcNAc-kyselina
iduronova a tvoti dlouhé linedrni polymery. V GA se na tyto fetézce Casto vaZou sulfaty. Patfi

sem napiiklad heparan sulfat, chondroitin sulfat, keratan sulfat and hyaluronan [82].

3.3.3. Analyza glykosylaci

Podobné jako u analyzy ptedchozich posttranslacnich modifikaci je 1 u glykosylaci potieba
oddélit malé mnoZstvi modifikovanych proteinii od téch nemodifikovanych, které jsou

zastoupeny mnohonasobné vice. Kvili velké variabilité navazanych glykant je vSak analyza

vvvvvv

Glykované proteiny se nejprve nastépi na smées peptidii. Pro obohaceni glykosylovanych
peptida je pouzivana fada metod. Jsou pouzivany lektiny imobilizované na filtru, které ma;ji
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vysokou afinitu k sacharidovym jednotkdm. Glykované peptidy jsou tedy zadrzeny, zatimco
ostatni promyty [83]. Dal$i moznosti je pouziti boronové kyseliny, kterd s cukry vytvari

reverzibilni vazbu. Na rozdil od laktont je ji mozné pouzit pro rtizné glykany.

Pro zjisténi mista glykosylace se nejcastéji pouziva enzymdu, které¢ glykan odstépi a na jeho
misté nechaji hmotnostni znacku pro MS. Kvuli riznorodosti glykant ale neprobéhne toto

odstépeni u vSech glykanti. Nasleduje tandemova MS [84].
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4. Posttranslacni modifikace proteint v expresnich systémech

Existuje mnozstvi riznych expresnich systémi pro piipravu rekombinantnich proteini, které
se li§i ve schopnosti poskytovat urcité posttranslaéni modifikace. Ty maji zdsadni vliv na funkce
proteinu. Zvlast¢ pak u biofarmak, kde miize zména v posttranslacni modifikaci hrat
vyznamnou roli v G¢inku a biologickém polocase 1éCiva, ptipadné i zplisobovat nechténou

imunologickou odpovéd’ [85].

Zatimco sav¢ich expresnich systémech mohou vSechny posttranslacni modifikace probihat tak,
jak bylo popsano v pfedchozi kapitole, v ostatnich expresnich systémech tomu tak neni. Velké
rozdily mezi jednotlivymi systémy jsou hlavné v glykosylaci a pii volbé expresniho systému je
tieba zvazit jeho moznosti pozadavky daného proteinu na posttranslaéni modifikace. Existuje
snaha o zavadéni nékterych savéich PTMs do jednodussich systémi, ptevazné do E. coli. Piesto

pro ptipravu komplexnich lidskych proteinti jsou savéi bunécné linie stale nejjistejsi volbou.

4.1. Posttranslacni modifikace v prokaryotickych expresnich systémech

Prokaryotni systémy, jako E. coli, jsou oblibenou volbou pro ptipravu rekombinantnich
proteinll. Nicméné nejsou vhodné pro piipravu komplexnich proteini, protoZe nejsou schopny

vétSiny posttransla¢nich modifikaci proteind.

Piestoze Ser/Thr fosforylaéni mechanismy posttransla¢ni modifikace jsou v prokaryotickych
bunkach pfitomny, nezaru€uji spravnou modifikaci rekombinantnich eukaryotickych proteint
[86]. Autofi Hee-Sung Park a Michael J. Hohn vyvinuli postup, ktery umoziuje cilenou
kotranslacni inkorporaci fosfoserinu (Sep) do proteinu produkovaném v E. coli. VyuZziva Sep—
tRNA syntetazy ktera se vyskytuje v né€kterych archea, a tvoti Sep-tRNA modifikovanou pro
rozpoznani UAG kodonu. UAG kodon bézné¢ funguje jako stop kodon a pro zvyseni vytézku

proteinu je potieba inhibovat release factor 1 [87,88].

Podobna situace je u acetylaci, kdy jsou sice v bakteriich pfitomny enzymy katalyzujici
acetylaci, ale ta je mnohem mén¢ Casta a jeji regulace a specifita nejsou dobfe znamé. Jedna
z vyuzivanych moznosti pro Nt-acetylaci eukaryotickych proteinti exprimovanych v bakteriich
je koexprese kvasinkovych NAT spolu s rekombinantnim proteinem. Pfi koexpresi ale mize
dochdzet ktvorbé smési acetylovanych a neacetylovanych proteinli, protoze

N-acetylace probihd hlavné kotranslaéné¢ a NAT nemusi byt spravné slozeny pied expresi
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cilového proteinu [89]. Do proteinu lze také inkorporovat acetyllysin podobnym zptisobem jako

fosfoserin [90].

V nékterych prokaryotickych bunikkach byly popsany také N- a O-glykosylace. Nékteré
pfipominajici ty probihajici v eukaryotickych bunikach a nékteré jsou zcela unikatni pro
bakterie. Tradicni N-glykosylacni reakce byly popsany pouze u né€kolika gram negativnich
bakterii, modelovym organismem je pro né¢ Campylobacter jejuni. Syntéza oligosacharidu
se podoba té v eukaryotickych bunikach. Aktivované monosacharidy jsou v cytoplazmé vazany
na undecaprenyl fosfat a vznikly oligosacharid je translokovan pies vnitini membranu
do periplazmy. Nasledné je analogem oligosacharyltransferazy pfipojen na asparaginovy
zbytek proteinu. Tuto N-glykosylacni drdha se podafilo vlozit do E. coli. Vytézky

glykosylovaného proteinu z takto upravené e. coli jsou ale velmi malé [91].

4.2. Posttranslacni modifikace v kvasinkovych expresnich systémech

Kvasinky jsou schopné provadét vétSinu PTMs které se vyskytuji v lidskych buiikach
a poskytovat funkéni spravné sbalené proteiny. Jsou schopné N- 1 O-glykosylace, nicméné tady

se od sav¢ich bungk 1i8i produkei vysoce manosylovanych glykant.

N-glykosylaéni drdha v ER je shodnd se sav€imi builkami, a zahrnuje tvorbu
Glc3Man9GIcNAc2-PP-dolicholovych prekurzorti, ze kterych je pak glykan pfipojen
na protein. U vétSiny kvasinek nésleduje 1 odstépeni tii glukoz a jedné mandzy. Vyjimku zde
tvoti Kluyveromyces lactis Schizosaccharomyces pombe. Drédhy se liSi po transportu
glykoproteinu do Golgiho aparatu, kde u kvasinek dochézi k navazani mandzovych zbytki, jak
jenaznaceno na obrazku 9. Pocet navazanych mandz se u jednotlivych druhti 1i8i. Nejvyrazné;si
hyperglykosylaci provadi S. cerevisiae, kterd piipojuje 50-150 mandzovych zbytkd.
P. pastoris a H. polymorpha ptidavaji az 20 a Y. lipolytica ptidava 8—10 mandz [92,93].
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Obrazek 9: Rozdil mezi glykosylaci v lidskych bunikdach a burnkdch S.cerevisiae. Prevzato a
upraveno z [92].

Az 70 % terapeutickych proteinil jsou glykoproteiny a spravna glykosylace je dileZita pro jejich
spravné pusobeni. Jednak kviili dostatecnému polocasu Zivota proteinu a jednak proto, ze jiné
nez lidské typy glykosylaci mohou zptisobovat imunologickou odpovéd’ organismu. Proto byly
vyvinuty kmeny kvasinek produkujici glykany podobné lidskym [24]. V téchto kmenech je
omezena, nebo Uplné potlatena hypermannozylace, jak je znazornéno na obrazku. Provadi se
to inaktivaci nebo deleci genu OCHI, ktery koduje 1,6-mannosyltransferazu ptisobici v GA.
Zaroven je exprimovana a-1,2-mannosidaza jejimz ptisobenim vznikaji MansGlcNAc; glykany

[94].
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Obrazek 10: Syntéza glykanu lidského typu v kvasinkdch, pomoci delece genu OCHI. Prevzato
a upraveno z [92].
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4.3. Posttranslaéni modifikace v expresnich systémech hmyzich bunék

Hmyzi bunky jsou schopny produkovat proteiny obsahujici posttranslacni modifikace, které se
velmi blizi tém pfitomnym v sav¢ich bunkach. Jsou schopny N- i O-glykosylace, nicméné
struktura produkovanych N-glykant se od sav¢ich lisi. Jsou zde produkovany hlavné glykany
mandzového a paucimanozového typu. Paucimanézové glykany obsahuji méné nez pét manodz

a nemaji terminalni GlIvNAc.

Glykosylacni kroky v ER jsou stejné jako u savctl, rozdil nastdvé po transportu do GA. V
GA pak N-glykan miZe byt zkracen na MansGlcNAc: odStépenim mandzovych zbytk pomoci
I o-mannosiddzy. Pro velkou cast glykoproteinli v této fazi upravy konci a jsou dale
distribuovany po bufice, piipadné sekretovany. Dalsi upravy v GA vedou k produkci
paucimandzovych glykant, ¢asto s navazanymi fukézami. MansGIlcNAc, muze byt prodlouzen
o GlcNAc coz pak dovoluje manosidaze odstranit zfetézce dvé mandzy za vzniku
GlcNAcMansGlcNAc, coz je hlavni intermediat pro paucimandzové, fukosylované i
komplexni glykany. Jedna z ¢asti glykosylacni drahy, ktera odliSuje hmyzi buiiky od savc¢ich je
B-N-Acetylglucosaminidaza, ktera odstranuje terminalni GIcNAc. Tim je tvorba glykant
sméfovana k tvorbé paucimandzovych glykani a vznikd mensi mnoZstvi komplexnich glykant

[95,96]. Jednotlivé typy N-glykanti produkované v hmyzich butikach jsou na obrazku 11.

Obrazek 11: Typy N-glykanii produkované v hmyzich bunkach. o - GalNAc,» - Gal, m - GIcNAc,
& - Fuc, » - GlcA, ® - Man, + - SA. I) Glykany mandzového typu s péti az devity manozami, 1)
Glykany paucimanozového typu obsahujici méné nez pét manoz, bez terminalni GlcNAc,
nékteré s navazanou fukozou, III) Bézné hmyzi glykany s termindlni GlcNAc, 1V) v hmyzich
bunkdach vzacné komplexni glykany. Prevzato z [95].

Nekolik postupti ukazalo, ze je v hmyzich bunkach mozné produkovat i proteiny se savéimi

glykosylacemi. Vyuziva se koexprese savcich glykosyltransferaz a je tak mozné hmyzi bunky
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upravit pro produkci komplexnich glykanti. Koexprimovany jsou enzymy [-1,2-N-
acetylglucosaminyltransferaza I, $-1,4-galactosyltransferdza, a sialyltransferaza. Také inhibice

B-N-Acetylglucosaminidazy se ukazala jako u¢inna [97,98].
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5. Zavér

Rekombinantni proteiny maji nezastupitelnou roli ve vyzkumu i v mediciné. Neustdle jsou
vyvijeny nové postupy a navrhovany nové vektory pro optimalizaci ristu bunécnych kultur
a expresi proteinil. Rekombinantni proteiny se pouzivaji v diagnostice, jako terapeutika i jako
vakciny. K tomu, aby mohly proteiny spravné fungovat je potieba, aby byly spravné sbalené
ve své nativni form¢. To vyzaduje, aby u nich byly spravné provedeny posttranslacni
modifikace. Kazdy expresni systém ma jiné moznosti provadéni téchto posttranslacnich
modifikaci a fadu dalSich vyhod a nevyhod. Pfi volbé expresniho systému je tedy nutné vzit
v ivahu vlastnosti exprimovaného proteinu, zjakého organismu pochazi, jaké ma

posttransla¢ni modifikace a také pozadavky na jeho vyslednou Cistotu.

Prokaryotni expresni systémy jsou oblibené pro svou snadnou kultivaci vysoké vytézky
proteinu a nizké naklady. Nejsou ale schopny posttransla¢nich modifikaci a protein mize byt
kontaminovan endotoxinem. Kvasinkové expresni systémy jako eukaryotické jednobunécné
organismy nabizeji snadnou pfipravu expresnich vektort a kultivaci bun¢k, a zaroven jsou
na kultivaci. Sav¢i systémy jsou schopné plnohodnotnych PTMs a jsou schopné poskytovat
spravné sbalené proteiny. K jejich nevyhodam patii pomaly rist bunék, naro¢na kultivace a

vysoké naklady.

E. coli je nejpouzivanéjSim systémem v oblasti primyslu, 1 pfesto ze neni schopna provadét
vétSinu PTMs, zejména pro nenarocnost kultivace a vysoké vytézky. Komplexni lidské proteiny
urcené k terapeutickému pouziti jsou nejcastéji produkovany v eukaryotickych, nejlépe
v sav€ich expresnich systémech, které jsou schopny PTMs provadét. Nejvétsi rozdily
v posttransla¢nich modifikacich jednotlivych systémt jsou u glykosylace, ktera se vyraznég lisi
1 mezi eukaryotickymi organismy. Neustale jsou také vyvijeny nové metody, které umoznuji

provadét savéi PTMs v ostatnich expresnich systémech.
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