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P#irodni lepiva latka

Oblast techniky
[dentifikace aminokyselinové sekvence sericinu 2A, ktery pisobi jako lepidlo, Vyuziti pfirodniho

sericinu i rekombinantnich bilkovin se stejnou a nebo obdobnou sekvenci aminokyselin jako
lepidla.

Dosavadni stav techniky

Pfirodni lepidla se pouZivala v riiznych lidskych kulturach uz od starovéku a jejich funké&nost je
moZno ovéfit i po tisiciletich. Nejznaméjs§im lepidlem Zivo€idného pivodu je klih (znam jiz
z nabytku v egyptskych hrobech a bylo dokézano, Ze jej pouZivali jiZ staii Sumerové), ktery
vznika dlouhodobym vafenim kosti, kiiZe nebo kopyt kon{ nebo hovéziho dobytka. Jinym bézn&
pouZivanym lepidlem je kasein, zaloZeny na sraZeni mléénych produktil v alkalické vodé a odola-
vajici vlhkosti a starnuti Iépe neZ klih. Z rostlinnych lepidel jsou nejznaméjsi skrob, celuldza
a guma. Skrob je v soudasnosti jednim z nejpouzivandjsich lepidel viibec a vyrabi se nejastéji
z kukufice tapioky, saga, pSenice nebo brambor. Ptirodni lepidla jsou vyrdbéna i z nékterych
bakterii. Nevyhodou bézné pouzivanych pfirodnich lepidel je pomémé mald pevnost a mala odol-
nost proti vlihkosti. Vyjimku mezi pfirodnimi lepidly tvofi lepidlo $keble, které vynika pevnosti
a milze tuhnout i pod vodou.

Prvni ze znamych piirodnich lepidel bylo lepidlo vyrobené z ryb. Od té doby bylo vydano mnoho
patentil na pfirodni kauCuk, lepidla z kosti, ryb, $krobu a mlééného kaseinu. Napiiklad od roku
1896 je znam zpisob piipravy degenerovaného skrobu, jeZ se pevnosti udajné téméf vyrovna
klihu.

Potencialnim zdrojem nového prirodniho lepidla jsou kokony motyld. Pfirodni hedvabi v koko-
nech motylii, napfiklad bource morudového, se skldda ze dvou osovych filamentd, které jsou
slepeny v jediné vlakno bilkovinami zvanymi sericiny, které jsou situovéany v obalu a je jich az 9
typl. PHi vyrobé surového hedvabi se kokony mageji v horké vodé, ¢im# se rozpusti horni vrstvy
sericinl a lepivé vldkno se uvolni ze stény kokonu. Nékolik vlidken se ve spfadacim stroji prikla-
da k sobé, diky sericiniim k sobé tésné piilnou a slepi se v nit surového hedvabi, ktera se za vlhka
protaZenim oCkem upravi na Zadany priimér. Z této technologie je zfejmé, Ze nékteré sericiny
jsou lepivé.

Podstata vynilezu

By! identifikovan a charakterizovan sericin, ktery je odpovédny ze lepivost a je vyuZitelny na
pfipravu pfirodniho biodegradabilniho lepidla.

Lepivou frakci sericinii Ize ziskat ze snovacich Z1az housenek 3. aZ 5. den posledniho larvalniho
instaru. V t¢ dobé se v pfedni tfetiné stiedniho dseku Zl4z hromadi dvé bilkoviny, jejich? extrakt
ma silné lepivé vlastnosti.

Tyto bilkoviny byly izolovany; pomoci biochemickych metod a postupi molekulami biologie
byla urfena sekvence genu Ser 2 bource morudového a bylo prokazano, Ze tyto bilkoviny kéduje.
Produkce dvou bilkovin, nazvanych Sericin 2A a 2B je disledkem riizného sesttihu primarniho
transkriptu. Pokud jsou v mRNA zachovény viechny exony, vznika sericin 2A, ktery obsahuje
1740 aminokyselin a jehoZz molekulova velikost je asi 220 kDa. Sericin 2B obsahuje jen 882
aminokyselin a jeho velikost je asi 130 kDa, protoze pfislu$né mRNA chybi 9. exon. Analyza
teoreticky odvozenych translaénich produktit genu Ser2 ukizala, Ze 9. exon koduje proteinovy



10

20

30

35

40

CZ 302255 B6

usck o 858 aminokyselinach. Usek obsahuje 44 opakovani motivu 15 aminokyselin a je pojmeno-
van jako EX9. Na zakladé analyzy variability motivu dseku EX9 a analyzy vlastnosti jednot-
livych aminokyselin byl odvozen obecny sekvencni motiv odpovédny za lepivost sericinu 2
a nazvany SERIC 1.

Byla vysledovana podobnost s motivem, ktery je odpovédny za lepivost proteinovych produktil
Skeble slavky jedlé (Mylitus edulis) a adhezivniho proteinu trypanozomy. Nasledng byla odvo-
zena obecnéjsi sekvence repetitivniho motivu témto sekvencim odpovidajici a nazvana SERIC 2.
Na rozdil od proteinu Skeble, ktery obsahuje velké mnozstvi tyrozinovych zbytkil, je sericin 2 na
tyrozin poméme chudy. Naopak je bohaty na polarni aminokyselinové zbytky.

lLepivé jsou ty tscky peptidid a proteind, které obsahuji alespon tiikrat opakujici se sekvence
|5 aminokyselin s rliznym prodlouZenim aminového i karboxylového konce.

Lepivy lisek proteinu—sericinu 2A, ktery je kédovan exonem 9, nazvany EX 9:

DSEKAKPNDRSPSHK  DTEKAKPNDRSPSDK ODTEKAKPNDSSPSHK  DTEKAKHNDRSPSDK  DTEKAKPNDRSPSHK
DTEKVKPNDRSPSHK  DTEKVKPNDRSPSHK DTEKAKPNDRSPSDK DTEKAKPNDRSPSHK  DTEKVKDNDRSPSYK
DTEKAKPNDRSPSDK  DTEKAKPNGRSPSDK DTEKAKPNDRSPSHK DTEKVKPNDRSPSHK DTEKAKPNDRSPSDR
DTEKAKPNDRSPSDK  DTEKAKPNGRSPSDK  DTEKVKPNDRSPSHK  DTEKAKPNDRSPSDXK  DTEKAKPNDRSPSDK
OTEKAKPNDRSPSHK  DTEKVKPNDRSPSYK  DTEKAKPNDRSPSDK DTEKAKPNGRSESDK  DTEKAKPNDRSPSHK
DTEKVKFPNDRSPSHK  DTEKAKPNDRSPSDR  DTEKAKPNDRSESDK  DTEKAKPNGRSPSDK  DTEKVKPNDRSPSHK
DTEKAKPNDRSPSDK  DTEKAKPNDRSPSDK  DTEKAKPNDRSPSHK  DTEKVKPNDRSPSYK  OTEKAKPNDRSPSDK
DTEKAKPNGRSPSDK  DTEKAKPNDRSPSHK DTEKVKPNDRSPSHK  DTEXAKPNDRSPSDR  DTEKAKENDRSEPSDK
DTEKAKPNGRSPSDK DTEKVKPNDRSPSHK DTEKAKPNDRSPSDK DTEKAKPNDRSPSLK

Obecna opakujici se aminokyselinova sekvence tvofici lepivy usek proteinu—sericinu 2A, ktery je
kodovan exonem 9, nazvana SERIC 1:
(DX|EKX3KX3NX4X5SPSX(,X7)“, kden=3a
X;=S8,T X2=AV X;=P,H
Xs5=R, S Xe=H,D. Y X=K,R.

X4:D,G

Obecna aminokyselinova sekvence, kterou obsahuji proteiny tvofici biodegradabilni lepidla
nazvani SERIC 2:

(X|ngerX‘;KXgX(,X-/XgSPXqX|0X| |)n, kdﬂ n=3a

X:=D,P; X:=8T,V,; X;=EY,D; Xi=AV;
Xs=P,H; Xe =N, S, A; X;=G,D, Y. E; Xs=R,S;
XQZS,A, K; X]OZH'; D1 Y; XH:K’ R'

Scricinové lepidlo lze piipravit trojim zpisobem: zpracovanim snovacich zlaz bource morugo-
vého: Setrnym odmyvanim sericind z kokond; expresi ¢asti pfirodniho genu a nebo syntetického
genu ve vhodném vektoru, napi. v kvasince Pichia pastoris. Prvni moznost byla pouzita pro
ptipravu materialu pro testy pevnosti adheze slepenych ploch. Druhou moZnost se nepodakilo
realizovat, lepivost surovych hedvabnych vlaken pii zpracovani kokond vak naznaduje, ze by
vhodna technologie mohla byt vyvinuta. Pro pfipravu rekombinantniho sericinového lepidia je
moZné pouzit exon 9 genu Ser? a nebo synteticky gen koédujici sekvenci typu SERIC 1 nebo
SERIC 2.
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Biodegradabilni proteinova lepidla na bazi sericinu maji mnohostranné vyuziti. Jeho vyhodou je
tuhnuti ve vihkém prostiedi. Proto jsou pouzitelnd viude, tam kde se dosud uzivaji jina pfirodni
lepidla rozpustna ve vod€ (napf. dfevaisky primysl, koZedéina vyroba). Lepidla rozpustna ve
vodé jsou Kk Zivotnimu prostiedi a zdravi Clovéka Setrnéjsi neZ synteticka lepidla rozpustna
v organickych rozpoustédlech, jejich tuhnuti je ale Casto pomalé, protoZe zdvisi na odpafeni
vody. Sericinova lepidla maji oproti Skrobovym lepidlim a klihim velkou vyhodu v tom, Ze
tuhnou rychle i ve vihkém prostiedi a uplatni se proto i v mokrych provozech. ProtoZe nevyvo-
lava imunitni reakce ani alergii (do objevu syntetickych vilaken se hedvabi pouzivalo jako
chirurgické nité), je sericinové lepidlo vhodné pro aplikace na povrch €la, napf. k pfichyceni
zubnich protéz a naplasti, a pravdépodobné rovnéz jako ochranného krytu odérkii a popalenin.
Rekombinantni sericinova lepidla znamého sloZzeni se po provéfeni biokompatibility uplatni
i v lepeni implantati na poskozeni tkang. Protoze slaba vrstva lepidla vytvari film tésné prile-
hajici k podkladu, pFedpoklada se vyuZiti sericinovych lepidel jako krytu odérkd i vétSich ran
a popalenin. Pro pouziti v medicing budou vyznamna zejména rekombinantni sericinova lepidla
piesné znam<ého slozent.

Vlastnosti sericinového lepidla byly testovanim porovnavany s béznymi pfirodnimi lepidly. Seri-
cinové lepidlo mélo vyraznd vyssi ucinnost neZ Skrobova lepidla, av3ak niZiif, nez kostni klih.
Je viak tiecba brat v Gvahu, 7e pro testy byly pouzity surové preparaty sericinového lepidla,
zatimco komeréni klihy byly optimalizovany nékolik staleti. Velikou vyhodou sericinového
lepidla je jeho tuhnuti ve vihkém prostiedi. Klihova i skrobova lepidla tuhnou jen kdyZz se odpaii
voda, ve které jsou lepivé slozky rozpustény. Rychiost tuhnuti sericinového lepidla je pozeruhod-
n4 — zkoumana sericinova frakce tuhne béhem minuty po pfitlaceni lepenych ploch k sobé.

Prehled obrazkd na vvkresech

Obr. 1: sekvence aminokyselin SERIC 2.
Obr. 2: sekvence aminokyselin obecného motivu kédovaného exonem 9 genu Ser2. SERIC 1.
Obr. 3: sekvence aminokyselin EX 9.

Obr. 4: sekvence aminokyselin sekretovaného proteinu Ser2A (po odstépeni signalniho peptidu).
Zaramovan je repetitivni Gsek kodovany exonem 9. Je kli€ovy pro adhezivni vlastnosti proteinu.

Obr. 5: schéma testovani uéinnosti lepidla.
Obr. 6: porovnéni adhezivnich vlastnosti pfirodnich lepidel.

Obr. 7: vypreparovana snovaci Zlaza bource morusového; MSG je Gsek produkujici protein Ser2.

Pfiklady provedeni vyndlezu

Priklad 1

Ptirodni biodegradabilni proteinové lepidlo ziskané ze snovacich Zlaz bource moruSového jako
sericin 2A o sekvenci aminokyselin:
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~PNPLFGGLVKS LSKKKQIFEDKFENLKENVGEKFENLKENVGEKVENLKENVGEKLEN I KEKAGEKFENLKCNVGEKFENLKDN
VDKLERAKEKAGETKKKLVYDVGEDLKDELTEDKKIKIS ISKDEGLTLEKEGYKSDYDRNEYEERRSEHQEDNDSDGS Y SKGSEY
EKYGEEEKYEERRTHDKFS IGKNG I SAERTKSKRGERKEVEGEYEKDYERKENNGGSSE Y SERERE SLEKSKERYGEQSSKSFSL
GKSGLKKQDNSKSYSDKEESKLEKEKK YEKKTKINNERQLDEDENERRTVVGRDEQRQDDQSRODQSRDDQSQDEETGS DDSDKN
RGKDTDRKY SETGTNKS SETKTGKROGSKSGVTVEREKSESHKKSREFENKERAESSTYRDKNRSVNSGSERKS SGKOEEYSEQNS

SNKSENDGDASADYQTKSKKVEKNSARDKKEKEKTDTRNSDGTYKT SEREKEQSSRVNQSKGSNSRDSSESDRKSGRKVNKETETY
SDKDAQT SESERTQSKEKKNTAPKNKGKKGT STETDGVTKNASKOKEKVPKDGSKSSTNDSEGKQKNKDQSKGOKNNQDGQDSST
NENSKKT DDNVAKKEEPNNQKREQKCKTRCGSRKTES SKAKEDRSKKSTTDKDORDDKKDSSSKNI DKPKDGSSSDK

DSEKRKPNDRSPSHK  DTEKAKPNDRSPSDK DTEKAKPNDSSPSHK  DTEKAKHNDRSPSDK  DTEKAKPNDRSPSHK
DTEKVKPNORSPSHK  DTEKVKPNDRSPSHK DTEKAKPNDRSPSDK DTEKAKPNDRSPSEK  DTEKVKPNDRSPSYK
DTEKAKPNDRSPSDK  DTEKAKPNGRSPSDE  GTEKAKPNDRSPSHK  DTEKVKPNDRSPSHK  DTEKAKPNDRSPSDR
DTEKAKPNDRSPSDK DTEKAKPNGRSPSDK DTEKVKPNDRSPSHK  DTEKAKPNDRSPSDK  DTEKAKPNDRSPSDK
DTEKAKPNDRSPSHK  DTEKVKPNDRSPSYK DTEKAKPNDRSPSDK DTEKAKPNGRSPSDK DTEKAKPNDRSPSHK
OTEKVKPNDRSPSHK  DTEKAKPNDRSPSDR  DTEKAKPNDRSPSDK DTEKAKPNGRSPSDK CTEKVKPNDRSPSHK
DTEKAKPNDRSPSDK  DTEKAKPNDRSPSDK  DTEKAKPNDRSPSHK  DTEKVKPNDRSPSYK  DTEKAKPNDRSPSDK
DTEKAKPNGRSPSDK  OTEKAKPNDRSPSHK  DTEKVKPNDRSPSHK  DTEKAKPNDRSPSOR DTEKAKPNDRSPSDK
OTEKAKPNGRSPSDK DTEKYKPNDRSESHK DTEKAKPNDRSPSDK DTEKAKPNDRSPSDK

CTOKTFDKNIDNKRPKDGSSSDKNVEQERENYKSES SRNEFENQKSAHSRYEDNGGLKEKS SQSKNYGRDEKYSEEKERSST
GKFGSNDSRARSTKAEEEHVRKSQEETESEQREKTRSDGVTKYNDGDEHFDSDDTEKTKPNGRSPSHKDTEKAKPNDRSSSDKD
TEKPFDKNIANKRPKDGSSSDKNVEQ@RENYKSESSRNEFENQKSAHSRYEDNGGLKEKSSQSKNYGRDEKYSEEKERSSTGKS
GSNDSRARSTKAEEEHVRKSQEETHSEQRGRTRSDGATTSNDNDKQYDSDDKNNSSTKHKKTVMRSEQSDSSQNENSTSESKKF
AKTDGSNKYEAESSSHKOQEARKQSNRVVEKSTDGDNEESYRSESSSSSSSSSSSSRSSSSSTYTGSHDDSSEE

Usek proteinu opakujicich se 15 aminokyselin odpovidajici obecné sekvenci odpovédné za adhe-
zivni viastnosti je zaramovan.

Priklad 2

Pro ziskani sericinovych proteinil na testovani lepivosti lze pfimo pouzit vypreparovanou snovaci
7lazu. Po odfiznuti tenkého vyvodu (ASG) se obsah jeji stiedni ¢asti MSG mirnym tlakem
vytlagi, 2 2 az 3 pl se nanesou na hladkou plochu podstavy (0,35 cm’) valedku z bukového dieva.
Valedek se touto plochou ihned pfitlaci k podkladové dfevéné podloZce. Za 24 hodin se na vale-
cek ptilepeny k podkladové desce (obr. 5) zavési nadoba, do které se piiléva voda rychlosti
I ml/sek az do odtrzeni valecku. Vysledna hmotnost piidané vody nutné pro odtrzeni valeéku se
prepogita na em’ slepené plochy. Sila nutna pro odtrzeni valecku byla vypocitana z objemu vody
a vahy nadoby a ¢inila 144,7546 N/em’.

Pramyslova vyuzitelnost

Pfirodni biodegradabilni proteinova lepidla jsou pouzitelna v Iékafstvi: chirurgie, zubni lékaistvi,
kozni Iékafstvi. V odvétvich primyslu, kde se dosud uzivaji jina pfirodni lepidla rozpustna ve
vodé (napf. dievaisky primysl, kozedélna vyroba).
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PATENTOVE NAROKY

1. Peptid s lepivymi vlastnostmi o sekvenci aminokyselin SERIC 2.

(Xng_XjKX.quSXf,x?XgSPX(}X[()X||)“, kden>3a

X]zD, P; XZ:S,T,V; X3=E,Y,D; X4=A,V;
XSEP, H:; X6=N, S, Af, X-,':G, D., Y, E; X3=R, S;
Xq:S, A, K, X|()=H, D, Y, XHEK, R.

2. Peptid s lepivymi viastnostmi podle naroku 1. kde SERIC 2 je SERIC I:

(DX EKXGKXGNX X SPSXX o), kden=3a
X|=S.,T XZ:A,V X]:P,H
X5=R,S X(;,:Y,H,D X7=K,R.

X4=D,G

DSEKAKPNDRSPSHK
DTEKVKPNDRSPSHK
DTEKAKPNDRSPSDK
DTEKAKPNDRSPSDK
DTEKAKPNDRSPSHK
OTEKVKPNDRSPSHK
CTEKAKPNDRSPSDK
OTEKAKPNGRSPSDK
DTEKAKPNGRSPSDK

DTEKAKPNDRSPSDK
DTEKVKPNDRSPSHK
DTEKAKPNGRSPSDK
DTEKAKFNGRSPSDK
DTEKVKPNDRSPSYK
DTEKAKPNDREPSDR
DTEXAKPNDRSPSDK
DTEKAKPNDRSPSHK

DTEKAKPNDSSPSHK
DCTEKAKPNDRSPSDK
DTEKAKPNDRSEPSHK
DTEKVKPNDRSPSHK
CTEKAKPNDRSPSDK
DTEKAKPNDRSPSDK
DTEKAKPNDRSPSHK
DTEKVKPNDRSPSHK

3. Peptid s lepivymi vlastnostmi podle naroku 2, kde SERIC 1 je EX9:

DTEKAKHNDRSPSDK
DTEKAKPNDRSPSHK
DTEKVKENDRSPSHK
DTEKAKPNDRSPSDK
DTEKAKPNGRSPSCK
DTEKAKPNGRSTSC

DTEKVKPNDRSEPSYK
DTEKAKPNDRSPSDR

DTEKAKENDRSPSHK
DTEKVEKENDRSPSYK
DTEKAKFNORSFSDR
DTEKAKPNDRSPSDK
DTEKAKPNDRSPSHK
DTEEVIICNDRSPSHK
DTEKAKPNDRSPSDK
DTEKAKPNDRSPSDK

DTEKVKPNDRSPSHK OTEKAKPNDRSPSDK DTEKAKPNDRSPSDK

3 vykresy
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(X)X GKGKX s X XoXaSPXoX 10X 11, kden>3 a

X1==I),P;
Xs=PH
Xo=§, A,K;
Obr. 2

X; =8, T,Y;
Xs=N,8, A;
Xw=HD,Y

)(3==[3,\(,[);
X=G,D, Y, E;

Xn=KR

( DX|EKX2KX3NX4XSSPSX6X-,-)..‘kde n>3a

Xi=5T
Xs=R, 8§
Obr. 3

DSEKAKPNDRSPSHE DTEKAKPNDRSPEDK DTEKAKPNDSSPIHK

DTEKVKPNDRSPSHK
CTEKAKPNDRSPSDK
DTEKAKPNDRSPSDK
DTEKAKPNDRSPSHK
DTEKVKENDRSPSHK
DTEKAKPNDRSPSDK
DTEKAKPNGRSPSDK
OTEKAKPNGRSPSDK

Xz2=A,V
X=H,D, Y

DTEXKVKFNDRSPSHK
DTEKAKPNGRSPSDK
DTEKAKPNGRSPSDK
DTEKVKPNDRSPSYK
DTEXKAKPNDRSPSUR
DTEKAKPNDRSPSDK
DTEKAKPNDRSPSHK

Xa=P, H
}(7= K,f{

DTEKRKPNDRSPSDK
DTEKAKPNDRSPSHK
DTEKVKPNDREPSHK
DTEKAKPNDRSPSDK
DTEKAKPNDRSPSDK
DTEKAKPNDRSPSHK
DTEKVKPNDRSPSHE

Xi=A Y,
Xs=R, S
Xs=D,G

DTEKAKHNDRSPSDK DTEKAKPNDRGPSHK

DTEKAKPNDRSPSHK
DTEKVKPNDRSPSHK
DTEKAKPNDRSPSDK
DTEKAKPNGRSPSDK
DTEKAKPNGRSPSDK
DTEKVKPNDRSPSYK
DTEKAKPNDRSPSDR

CTEKVKPNDRSPSHK DTEKAKPNDRSPSDK UTEKAKPNDRSPSDK

DTEKVKPNDRSPSYK
DTEKAKPNDRSPSDR
CTEKAKPNDRSPSDK
DTEKAKPNDRSPSHK
DTEKVKPNDRSPSHK
CTEKAKPNDRSPSDK
DTEKAKPNDRSPSDK
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Obr.4

LPNPLFGGLVKSLSKKKQIFEDKFENLKENVGEKFENLKENVGEKVENLKENVGEKLEN IKEXKAGEKFENLKDNVGEKEEN
LKDNVGDKLEARKEKAGE IKKKLVDVGEDLKDELTEDKKIKI SISKDEGLTLEKEGYKSDYDRNEYEERRSEHQEDNDSDGSYS
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Obr.6
Pevniost v tahu [N/em’) Priimér £ S.D.
Sericinové lepidlo 1448 | 1448 | 1038 78,5 131,68 1202+298
Kostni klib (Kittfort) 2731 | 6009 | 5189 | 5366 | 548.2. 502,5+ 131,8
Skrobové lepidlo Malbenka | 248 | 765 | 410 | 382 | 300 42,1+203
Obr. 7
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