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1. Uvod

Lipoproteiny predstavuji minoritni skupinu proteind, které vsak diky schopnosti ukotveni
v plasmatické membrané hraji velmi vyznamnou roli v interakci bunék s okolnim prostredim.
Tato tfida proteinl je tedy velmi zajimava nejen z hlediska fyziologického, ale také z pohledu
technologického. Lipidizace udéluje molekuldm protein( unikatni vlastnosti. Pfikladem muze
byt zvySena imunogenicita zplsobend pripojenim mastnych kyselin z bakteridlni cytoplazma-
tické membrany, kterd nachazi uplatnéni v pfipravé vakcin. Lipidickou komponentu lze vyuZzit
také pri imobilizaci proteini na hydrofobnich ¢asticich (napf. lipozomy). Navic, ve spojeni
s mechanismy zodpovidajicimi za vystaveni exprimovanych protein pfimo na povrchu hosti-
telské bakterie E. coli Ize ovéfovany expresni systém vyuZit i pro vysokokapacitni screening
knihoven proteinovych mutantd.

Expresni systém pLipDis je zaloZzen na vyuZiti pfirozené lipoproteinové kaskady, kdy
v pfitomnosti signalni sekvence dochazi k translokaci exprimovaného proteinu pres vnitini
plazmatickou membranu, naslednou modifikaci N-koncového cysteinu mastnymi kyselinami
pochazejicimi z plazmatické membrany a transportem modifikovaného proteinu na vnéjsi
plazmatickou membranu transportni kaskadou.

2. Cil metodiky funkéniho vzorku

Cilem predkladané metodiky byl vyvoj optimalizovaného postupu pro produkci protein( s post
translacni modifikaci mastnymi kyselinami na N-termindlni oblasti a jejich ukotveni do vnéjsi
plazmatické membrany gram negativni bakterie E. coli.

3. Popis funkcéniho vzorku

3.1. Priprava expresniho vektoru pLipDis

Do kompatibilniho expresniho vektoru pUbEx20 byla vloZena kazeta lipoproteinového geno-
vého konstruktu specifikovana v uzitném vzoru CZ 33390 U1 , Genovy konstrukt pro produkci
lipoproteinl a bakterialni display v E. coli, a jeho produkt”.

Expresni vektor pUbEx20 s indukovatelnym promotorem a genem pro rezistenci ke kanamy-
cinu byl linearizovan pomoci Stépeni restrikénimi endonukledzami tak, aby byly vytvoreny
kompatibilni kohézni konce umoznujici vloZeni Stépeného lipoproteinového genového kon-
struktu. Vektor byl opracovan restrik¢nimi endonukledzami Xbal a Notl. 1 pg expresniho vekto-
ru byl inkubovan s 10 jednotkami kaZzdého enzymu po dobu 60 minut pfi teploté 37 °C
v prostfedi pufru CutSmart (NEB). Stépend smés plazmidu byla separovdna na DNA gelové
elektroforéze a fragment migrujici do oblasti odpovidajici velikosti linearizovaného vektoru
(ptiblizné 5000 bp) byl vyfiznut z gelu a izolovan pomoci izolac¢ni soupravy NucleoSpin Gel and
PCR Clean up (Macherey-Nagel). Izolované produkty Stépeni, vektor pUbEx20 a genovy kon-
strukt, byly ligovany pomoci T4 DNA ligdzy v prostfedi T4 ligacniho pufru. Ke 100 ng plasmido-
vé DNA bylo pfidano 10 ng izolovaného genového konstruktu a 10 jednotek T4 DNA ligazy.
Ligacni reakce probihala pfi 16 °C 16 hodin. Ndsledné byl produkt ligacni reakce pouZit
k transformaci chemokompetentnich pomnozovacich bunék E. coli DH10B pomoci teplotniho
Soku (42 °C, 60 sec) v prostiedi KCM. K transformaci bylo pouZito 50 ng ligovaného plasmidu.
Transformované burky byly vysety na ztuZeny LB agar s pridavkem 1% glukdzy. Jako selekéni
marker bylo vyuZito antibiotikum kanamycin ve finalni koncentraci 100 pg/ml. Pfitomnost ge-
nového konstruktu, jeho spravna orientace a intaktnost byly ovéfeny sekvenovanim. Novy
expresni plasmid byl anotovdn jako expresni vektor pLipDis.



3.2.Inkorporace cilového proteinu do expresniho vektoru pLipDis

Funkénost metodiky byla ovéfena na dvou experimentdlnich pfikladech. V prvnim pfipadé se
jednalo o protein OspC (Outer Surface Protein C), jenZ se v nativni formé exprimuje jako di-
merni lipoprotein na povrchu bakterie Borreliella a jeho biochemické vlastnosti umoziuji ex-
pozici do vnéjsSiho prostredi. Ve druhém ptipadé se jednalo o zeleny fluorescencni protein
(GFP), jenZ je bézné exprimovan v cytoplazmé jako intraceluldrni protein bez posttranslacnich
modifikaci. Postup inkorporace genu kddujiciho cilovy protein je ve vsech pfipadech stejny.

Gen pro cilovy protein obsahujici kompatibilni restrikéni mista (Ncol, BamHI) opracujeme re-
strikénimi endonukleazami. 1 pg DNA kéduijici cilovy protein (insert) inkubujeme s 10 jednot-
kami enzym0 Ncol a BamHI po dobu 60 minut pfi teploté 37 °C v prostredi pufru CutSmart
(NEB). Stépenou smés separujeme na DNA gelové elektroforéze a fragment migrujici do oblasti
odpovidajici velikosti cilové DNA vyrezeme z gelu a izolujeme pomoci izolacni soupravy Nucle-
oSpin Gel and PCR Clean up (Macherey-Nagel). U precisténého produktu stanovime spektrofo-
tometricky koncentraci DNA. Identickym zplsobem linearizujeme pfipraveny expresni vektor
pLipDis. Nasledné smichame 10 ng izolovaného insertu se 100 ng linearizovaného vektoru a
ligujeme pomoci T4 DNA ligazy v odpovidajicim pufru 12 hodin pfi teploté 16 °C.

Produkt ligacni reakce pouzijeme k transformaci chemokompetentnich pomnozZovacich bunék
E. coli DH10B pomoci teplotniho Soku v prostfedi KCM. Hluboce zamraZené chemokompetent-
ni buriky rozpustime na ledu, pfiddme 50 ng ligovaného plasmidu a Setrné zamichame. Inkubu-
jeme ddle na ledu po dobu 30 min. a nasledné zkumavky ponofime na 60 sekund do vodni
l[dzné o teploté 42 °C. Poté bunky vratime zpét na led a pfiddme 200 ul LB média s 1% gluko-
zou. Buniky nechdame kultivovat pfi 37 °C za stdlého michani 180 otacek za minutu po dobu 60
min. Transformované buriky vysejeme na ztuZeny LB agar s pfidavkem 1% glukdzy a kanamyci-
nu (100 pg/ml). Pfitomnost odpovidajiciho insertu ovéfime sekvenaci.

3.3.Heterologni exprese lipidizovanych proteini

Plasmidy u nichZ byla potvrzena pfitomnost cilového genu (pLipDis_OspC, respektive
pLipDis_GFP) transformujeme do expresnich bunék E. coli BL21 RILP. 50 ng plasmidové DNA
smichame s 50 pl kompetentnich bunék a transformujeme teplotnim Sokem (42 °C, 60 s) ve
vodni lazni viz. kapitola 3.2. Transformované bunky vysejeme na kultivacni plotny se ztuzenym
LB agarem, doplnénym o 1% glukdzu a kanamycin 100 pg/ml a kultivujeme 16 hodin pfi 37 °C.
Z narostlych kolonii ndhodné vybereme 15, kterymi inokulujeme 20 ml LB média s kanamyci-
nem (100 pg/ml) a 1% glukézou v 100 ml Erlenmayerovych barikach a kultivujeme pfi 37 °C 12
hodin.

5 ml bunécéné kultury pouzZijeme kinokulaci 500 ml sterilniho autoindukéniho média (slozZe-
ni:10 g Trypton; 5 g Kvasni¢ni extraktu; 3,3 g siran amonny; 50 mM fosfatovy pufr pH 6,7; 0,5 g
glukdza; 2 g Laktézy na 1 litr média). Kulturu inkubujeme pfi 22 °C za stalého michani pti 180
otackach za minutu na pultové tiepacce po dobu 18 hodin. Produkce cilovych proteinl ovéfi-
me pomoci proteinové elektroforézy v denaturujicich podminkach.
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Obrazek 1: SDS-PAGE bunék exprimujicich GFP (vlevo) respektive OspC (uprostied) z plasmidu
pLipDis. Odpovidajici proteiny jsou oznaceny Sipkou, hmotnostni standard (MW) vlevo.

3.4.0Ovéreni vysledku

U exprimovanych proteint ovéfime ucinnost post transla¢ni modifikace a lokalizaci na povrchu
E. coli.

Lipidizaci ovéfime pomoci analyzy mastnych kyselin metodou hmotnostni spektrometrie. Indu-
kované proteiny izolujeme pomoci afinitni chromatografie na Ni-NTA koloné a volné mastné
kyseliny odstranime gelovou filtraci. lzolované proteiny opracujeme bakteridlni lipazou.
K odmyti nespecificky navazanych lipidl pouzijeme dialyzu s faktorem fedéni 1:10000. Reduk-
ce zastoupeni mastnych kyselin po opracovani lipoproteinu lipazou (hydrolyza vazby diacylgly-
cerolu na N-koncovém cysteinu) slouzi jako prlikaz, Ze detekované mastné kyseliny jsou na
lipidizovany protein vazany kovalentné.

Zastoupeni mastnych kyselin (nmol/vzorek)
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Obrazek 2: Porovnani vyskytu mastnych kyselin u protein( exprimovanych z pLipDis expresni-
ho vektoru uréenych pomoci plynové chromatografie a hmotnostni analyzy. Kontrola — protei-
ny bez lipoproteinové signdlni sekvence; Lipoproteiny — proteiny s lipoproteinovou signalni
sekvenci; Hydrolyzované lipoproteiny — lipoproteiny opracované lipazou.



Lokalizaci protein(i exprimovanych z vektoru pLipDis ovéfujeme pomoci imunofluorescencni
detekce a fluorescenéni mikroskopie. Indukované bunky fixujeme prostym odparem na pod-
loZznim skle, blokujeme v 3% roztoku bovinniho sérového albuminu v PBS (60 min). Blokované
vzorky nasledné inkubujeme s monoklondlni protilatkou vazajici cilovy protein v roztoku 1%
bovinniho sérového albuminu (60 min). K detekci specifické vazby pouzijeme sekundarni anti-
mysi protilatku s fluorescencéni znacku.

Obrazek 3: Inverzni fotografie snimku z fluorescenéniho mikroskopu. Cerné body odpovidaji
pfitomnosti fluorescenéniho signdlu. Vlevo negativni kontrola, vpravo burky exprimujici pro-
tein z vektoru pLipDis.

4. Srovnani novosti vysledku

Priprava lipoproteind v mnozZstvich uplatnitelnych v biotechnologickych aplikacich je naroény
proces, a to diky k rozsahlé kaskadé podilejici se na jejich syntéze. Ackoliv existuje nékolik fe-
$eni samotné lipidace (Jones a Tryon 1995'; Leitao et al., 2000"; Cullen et al., 2003'") nasledna
lokalizace na vnéjsi membrané gram-negativnich bakterii a presmyk lipoproteinu na povrchu
bakterie, je v soucasnych produkénich systémech nedoreSena. Jednotlivé kroky syntézy, pro-
cesovani a transportu lipoprotein( jsou ovlivnény nejen signalni sekvenci molekuly prelipopro-
teinu (Babu et al., 2006"), ale také zastoupenim aminokyselin za modifikovanym cysteinem
(retencni signal), které rozhoduji o zadrZeni lipoproteinu ve vnitfni membrané nebo jeho
transportu na membranu vnéjsi. Vyznamnou uUlohu hraje i afinita prelipoproteinu k jedné ze tfi
kaskad zodpovédnych za jeho preneseni z cytoplazmy na vnitfni membranu. Tyto transportni
mechanismy zaroven urcuji, zda bude protein transportovan ve sbaleném (aktivnim stavu), ci
jako rozvolnény polypeptidovy retézec k jehoz foldingu dochazi az v prlbéhu lipidizace a pri-
chodu pres periplazmu (Calmettes et al., 2015Y).

Z nasich predchdazejicich experimentl vyplyva, Ze o vysledné lokalizaci lipoprotein(i rozhoduje
nejen signalni sekvence a retencni signal, ale také povaha proteinové partikule jako takové
(sekvencni i strukturni). Na téchto zjisténich je zalozen i predkladany projekt, jehoz cilem je
ovéfit schopnost expresniho vektoru pLipDis zajistit produkci lipoproteind a lipidizovanych
vazebnych molekul na fuznim proteinovém nosici.



5. Uplatnéni funkcniho vzorku

Exprese lipoproteinl na vnéjsi membrané E. coli umoznuje relativné snadny pfistup k pfirozené
post translacné modifikovanym molekuldam. Popsany postup produkce lipoproteinli nese po-
tencidl uplatnéni zejména voblasti testovani biochemickych vlastnosti protein(
s enzymatickou aktivitou, ptipadné produkce imunogennich protein( vhodnych pro pfipravu
vakcin a v neposledni fadé pripravé knihoven vazebnych molekul ukotvenych na povrchu E.
coli. Diky pfitomnosti korpuskularni ¢astice usnadiujici sbalovani proteinu a zvySujici jeho roz-
pustnost lze v kombinaci napftiklad s pritokovou cytometrii snadno selektovat klony E. coli
nesouci protein (proteiny) o poZadovanych vlastnostech a bez nutnosti dalsi krokl prejit pfimo
k jejich expresi ¢i purifikaci.

6. Ekonomické aspekty

V soucasnosti nelze ekonomické aspekty funkéniho vzorku plné odhadnout. Potenciondlni ko-
mercni zisk bude zaviset na trzni poptavce.
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