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Kmen produkujici clostripain-like protein pro pouZziti ve smési s rekombinantni kolagenazou
ColG a ColH pro izolaci Langerhansovych ostriavka pankreatu

Oblast techniky

Vynalez se tyka ptipravy rekombinantnich proteinli v bakterii E. coli, jejich nasledné purifikace a
pouziti smési purifikovanych proteinti pro izolaci Langerhansovych ostrivkil (LO) z tkané slinivky
brisni. Konkrétné se jedna o dva druhy kolagenaz (ColG a ColH) a hlavné nového druhu
clostripainu, ktery synergicky plisobi se dvéma zminénymi kolagenazami pfi izolaci LO.

Dosavadni stav techniky

Izolace Langerhansovych ostrivkli (LO) ma ve srovnani se separaci jinych bunécnych typl sva
dana specifika. Nesmi pfi ni dochazet k iplnému rozdéleni stejnych bunécnych typl. V ramci této
separace tkanovych bunék se stale hleda vyvazeny postup, pti kterém je nutna desintegrace tkani,
ale zaroven protichiidny proces, udrZeni stejného bunééného klastru (LO) pfi sobé. Na tomto poli
dochazi ke znaénym pokrokiim a do dne$ni doby byly nastaveny procesy izolace LO a byla
vytipovana a vyzkousena fada enzym?, diky kterym lze izolovat LO v pomérné dobré kvalité. Stale
existuje spousta oblasti, kde je nutné zlepSeni. Jednou z hlavnich je produkce standardizovanych
Sarzi enzymu kolagenazy a pomocnych enzymil jako je clostripain a neutralni proteazy a michani
jejich smési. Prozatim nebyla vytvotfena Zadna specificka smés enzymil, ktera by byla rutinné
pouZivana pro izolaci LO. Dlivodem jsou na jedné strané prozatim stale nedostatecné detailni
informace o sloZeni pankreatické tkané a na strané druhé nedostatecna znalost synergie
jednotlivych enzymil kolagenaz, clostripainu a jinych proteaz, pti desintegraci tkané slinivky.
Enzymy jsou ¢asto detailné popsany po biochemické strance a jednotlivé samy o sobé, ale chybi
mnozstvi dat o tom, jak mohou ptlisobit in vivo pti procesu izolace LO.

Kolagenazy jsou proteazy rozkladajici kolagen, které jsou hojné pouzivany v kosmetice,
potravinarstvi, primyslu, ale i v mediciné. Pro terapeutické ucely, jakym je naptiklad i izolace LO,
se pouzivaji mikrobialni kolagenazy, které na rozdil od eukaryotickych kolagenaz dovedou stépit
kolagen na vice mistech. Pro kvalitni optimalizaci a vyvaZeni izolace LO je potfeba najit vhodny
pomér pouzivanych enzymit, které maji synergicky efekt ptisobeni.

Kizolaci LO se pilivodné vyuzivala smés enzymil izolovanych z lyzatu bakterie Clostridium
histolyticum, kdy se jednalo o smés az 12 riznych enzym podilejicich se na degradaci tkan¢. Tato
smés ale dle kvality ptecisténi obsahovala také riizné balastni proteiny jako pigmenty nebo
endotoxiny. Tyto proteiny mohly byt pro proces izolace LO nezadouci mohou dokonce mit
prozanétlivy ucinek (Berney et al., 2001; Vargas et al., 1998). AC tyto smési byly a jsou
produkovany vzdy stejnym zpdsobem, jejich charakter vede k nejednoznaénym a
neinterpretovatelnym vysledkiim. Tim se ztézuje jejich kvalitni pouziti v mediciné. Takové smési
enzyml, které jsou parcialné purifikované, se pro izolace vyuzivaji dodnes, jsou vSak snahy
pouzivat vysoce purifikované enzymy pfimo z produkénich bakterii, nebo vyuzit produkce
rekombinantnich proteint v dobfe popsanych systémech, jako jsou bakterie E. coli (Ducka et al.,
2009; Volpe et al., 2016), Bacillus (Jung et al., 1996) atd. Produkce rekombinantnich proteinil vSak
sebou nese také uskali, jelikoZ nevznikaji ve svém prirozeném organismu, maji rizné tagy. Z toho
ditvodu byly optimalizovany (Alipour et al., 2014) naptiklad kodony pro produkci klostridialni
kolagenazy v E. coli.

Jiz v devadesatych letech bylo prokazano, Ze kolagenaza t¥idy [ a I (ColH a ColG) staéi k uspésné
izolaci LO z tkané slinivky bfisni (Vos-Scheperkeuter et al., 1997; Gerrit H.J. Wolters et al., 1995).
Pridavanim dalSich purifikovanych enzymil by dochazelo vzhledem k narocnosti procesu vyroby,
k prodrazeni celého postupu izolace LO. Neékolik biotechnologickych firem se zamétilo na
purifikaci bakterialnich kolagenaz a tim pfispély k rozsifeni metody izolace a transplantace LO
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pacientim trpicim diabetem. V prvni tadé, produkce téchto purifikovanych enzymi
v priimyslovém métitku prispéla k tomu, aby se metoda mohla stat rutinni medicinskou praxi.
Ovsem stale je spousta aspektl, které 1ze vylepSovat, jednim z nich je prave lepsi specifita a Cistota,
ke které mize prispivat synergicky efekt ptidatnych enzymt jakymi jsou napt. clostripain.

Pro kompletni izolaci a oddéleni LO od okolni tkané pottebuje kolagenaza ColG a ColH plisobit
spolecné ve specifickém poméru a vyzaduje synergicky efekt pridatnych enzym? jako jsou neuralni
proteazy nebo termolyzin (O’Gorman et al., 2005; G. H.J. Wolters et al., 1992). I kdyZ jsou schopny
kolagenazy ColH a ColG stépit tkan slinivky samostatné, ptipadné samotné pouze s primési
neutralnich proteaz, existuji studie na efektivni poméry téchto dvou forem kolagenaz C.
histolyticum. Uvadi se, Ze idealni pomér ColH a ColG je 0,64:1,0 (Brandhorst et al., 2008), z ¢ehoz
vyplyva, Ze zasadni je pro Stépeni v této kombinaci pravé ColG. I kdyZ samotna ColH s primési
neutralnich proteaz je schopna $tépit tkan slinivky. Pomér dvou zminovanych kolagenaz urcuje
také mnozstvi neutralnich proteaz nutnych kizolaci LO. Tyto poméry také urcuji kvalitu

vvvvv

vyzadovana pro uspésnost samotné transplantace.

Idealni pro izolaci LO je kromé pouziti specifickych pomérti ColG a ColH také pouziti specialné
michanych smési obsahujicich podpirné lytické proteiny. Kromé neutralnich proteaz, termolyzinu
a dispazy (pouzivana v experimentech s prasecimi slinivkami) je dalSim dilezitym enzymem
clostripain, ktery je zodpovédny za tryptickou aktivitu ve smésich pro izolaci LO. Experimenty
s 1zolacemi LO z prasecich slinivek naznacuji, ze u purifikovanych kolagenaz, které vykazovaly
vysokou tryptickou aktivitu a nizkou aktivitu neutralnich proteaz, dochazelo k vyssimu vytézku
LO. Dalsi experimenty na potkanech prokazaly, Ze pouziti clostripainu vede ke zkraceni casu
digesce tkan¢ a nedochazi k poruseni LO jako pti pouziti jinych smési (Klock et al., 1996).
Zakladem pro izolaci LO je tedy pouZziti spravné proporce nejruznéjSich specifickych enzymd,
které se mohou lisit také tim, jakym zpiisobem jsou produkovany. Existuje vice studii, které
potvrzuji, Ze ptitomnost clostripainu zvysuje vynos a kvalitu LO pfi jejich izolaci (Brandhorst et
al., 2009). Na rozdil od synergického efektu clostripainu a neutralnich protedz, jeho pouziti
s termolyzinem nema zadny pozitivni efekt. OvSem pouziti riznych enzymt se muze liSit také
vzhledem k materialu pro izolaci (slinivka prasat, krys nebo humanni material). U izolace LO ze
slinivky bri$ni humanniho plivodu dochazelo k lepsi izolaci pti pouziti clostripainu (Stahle et al.,
2015). Mechanismus plisobeni clostripainu neni do disledku popsany dodnes, dle hypotéz pomaha
svou aktivitou degradaci elastinu jako soucasti extracelularni matrix.

Kromé pouziti kolagenaz a proteolytickych enzymil, pochazejicich ptimo z produkénich
organismi, lze vyuzit k produkei dobte definované systémy pro rekombinantni proteiny. Ptiprava
takovych kmenii nemusi byt snadna, jelikoZ protein nemusi byt v cilovém organismu dobte
produkovan. Jiz v roce 1996 byla pripravena kolagenaza ColH z C. histolyticum, produkovana
v bakterii Bacillus subtilis, jelikoz je k C. histolyticum vice ptibuzny nez bézné uzivana E. coli
(Jung et al., 1996). Ovsem také v E. coli byla ptipravena funk¢ni rekombinantni kolagenaza (Ducka
et al., 2009), kterou Ize pouzit pro izolaci LO.

Takto pripravené enzymy byly uspésné pouzity pro izolaci LO v experimentech (Brandhorst et al.,
2003; Loganathan et al., 2018) a nebyly pozorovany zadné velké signifikantni rozdily mezi
purifikovanou kolagenazou a rekombinantni verzi proteinu. Nékteré vlastnosti LO byly lepsi pfi
pouziti clostridialni kolagenazy a jiné u té produkované v E. coli. OvSem pouzity pomér kolagenaz
je stale pfedmétem vyzkumil a moZnost variant pomért a kombinaci s jinymi enzymy (clostripain,
neutralni proteazy) zvySuji pocet vSech moznych kombinaci pro izolaci LO.

Podobné jako rekombinantni kolagenazy byl ptipraven i rekombinantni clostripain, ovSem ten je
odlisny od enzymu produkovaného podle tohoto vynalezu. Jedna se o protein, ktery ma, podobné
jako protilatky, lehky a tézky aminokyselinovy fetézec a lze jej nalézt v proteinovych databazich
pod ptistupovym cislem WP_138210406.1. Tento protein byl také pripraven jako rekombinantni,
ale vzhledem k jeho povaze musela byt zvolena slozitéjsi pfiprava nez u béznych bakterialnich
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proteind. (Kim et al., 2007; Witte et al., 1994). Existuje n¢kolik studii, pfi kterych byl pouzit
klostridialni purifikovany nebo rekombinantni purifikovany clostripain, jenz zvysil efektivitu
izolace LO (Brandhorst et al., 2019; Dendo et al., 2015; Stahle et al., 2015), ale vzdy se jednalo o
protein zminény vyse (WP_138210406.1).

Podstata vynalezu

Podstatou vynalezu je kmen Escherichia coli CCM 9176, produkujici v plazmidu pET28
rekombinantni protein identifikovany jako clostripain. Dale zpiisob produkce, purifikace a pouZziti
tohoto proteinu (clostripainu Clos) ve smési s rekombinantni kolagenazou G a H (ColG a ColH)
pro izolaci Langerhansovych ostriivki. Pfi pouziti pridavku clostripainu produkovaného z kmene
CCM 9176 dochazi vzdy k zisku vyssiho poctu LO pri izolaci nez pri pouziti samotné surové
kolagenazy nebo smési rekombinantnich kolagenaz produkovanych kmeny CCM 9174 a CCM
9175. Soucasti prikladi je také produkce kolagenazy G a kolagenazy H produkované kmeny E.
coli CCM 9174 a CCM 9175 vytvorenymi v laboratofi, s nimiz lze zarucit tento synergicky ucinek.

Pomoci bioinformatickych nastrojli byly v genomu bakterie C. histolyticum (=Hathewaya
histolytica) identifikovany geny pro kolagenazu typu I a typu II (ColG a ColH) a také geny pro
podjednotky clostripainu, vyuzivané¢ho bézné¢ ve smésich pro izolaci LO (WP_138210406.1). Dale
byl identifikovan gen, ktery nékteré databaze oznacily automatickou anotaci jako clostripain, ale
sekvenéné se 1i8i od béZzné pouzivanych clostripaini pouzivanych ve studiich s izolacemi LO.
Sekvence tohoto clostripain-like proteinu oznaceného jako clostripain CCM 9176 je znazornéna
na obrazku 1 (SEQ ID NO: 1). Tento gen byl naklonovan do expresniho plazmidu pomoci
restrikéniho klonovani (Ncol a BamHI) a histidinova kotva byla umisténa na C-konec proteinové
sekvence. Misto pro odsStépeni tagu nebylo integrovano, jelikoz protein je funkéni i bez odstranéni.
Teoreticky izoelektricky bod proteinu véetné his-tagu je 8,31 a molekulova hmotnost (mw) je 45,7
kDa. Po analyze sekvence aminokyselin vyplyva, ze protein obsahuje cystein-peptidazovou
doménu patfici do peptidazové rodiny C11 (obrazek 4), ktera je oznaovana jako clostripainova
rodina enzymu a obsahuje chymotripsin-like specifické sekvence (Barrett & Rawlings, 2014).

Clostripain ma pozitivni vliv na pouziti smési kolagenaz pro izolaci LO a byl zkousen
s rekombinantnimi kolagenazami, produkovanymi v E. coli kmen CCM 9174 a CCM 9175. Jedna
se o kolagenazy ColG a ColH (SEQ ID NO: 2 a 3, obrazek 2 a 3) pivodem z C. histolyticum a
produkované z plazmidu pET28 pomoci expresnich bunék E. coli. V ptipad¢ ColH se jedna o
protein, na jehoz C-konci je pridana histidinova kotva, kterd nema misto pro odsStépeni
aminokyselinové sekvence. Produkovany protein ma ptedpokladanou molekulovou hmotnost 114
kDa a izoelektricky bod 5,68. V ptipadé kolagenazy oznacené ColG je his-tag na N-konci proteinu
a za nim nasleduje §tépné misto pro trombin, kterym Ize kotvu odstépit. Oba proteiny vykazuji
biochemickou aktivitu i bez odStépeni histidinové kotvy. ColG ma molekulovou hmotnost 123 kDa
a teoreticky izoelektricky bod 5,58. VSechny postupy jsou optimalizovany tak, aby pfi produkci a
purifikaci proteinli byly pouZity shodné podminky. Nedochazi sice k produkei a ptecisténi vysoce
purifikovanych enzymid, ale procesy jsou snadno proveditelné pro vSechny zminéné proteiny.

Podstata vynalezu

Cely proces, exprese a purifikace a zapracovani je navrZen tak, aby byl shodny u vSech proteint,
kolagenazy G, kolagenazy H a hlavné nové popsaného clostripainu, ktery ma zasadni pozitivni
efekt na izolaci LO. To znamena, Ze nize popsany postup lze pouzit pro vSechny bakterialni kultury
(E coli CCM 9174, CCM 9175 a CCM 9176) a vSechny produkované a purifikované proteiny
(ColG, ColH a Clostripain).

Ptiprava konzervy bakterialni kultury: Prace s bakterialni kulturou probiha sterilné€, pfi pipetovani
kultur se pouzivaji Spicky s filtrem. Do 50 ml LB média (trypton 5 g/l, yeast extract 10 g/l, NaCl
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5 g/1, pH 7) se piida 50 pl zasobniho roztoku kanamycinu (finalni koncentrace 0,05 mg/ml) a 20 pl
kultury obsahujici plazmid pET28 pro produkci Clostripainu nebo ColH nebo ColG. Kultivuje se
ve 200 ml Erlenmayerové baiice, v inkubatoru na tfepacce, pii 37 °C ptes noc (14 az 18 hodin).
Druhy den se kultura centrifuguje (3500 x g, 20 min, 4 °C), supernatant se odstrani. Pelet se
rozpusti v 1 ml vychlazeného 10% glycerolu a po 200 pl rozdéli do sterilnich zkumavek, které
budou slouzit jako zasobni konzervy. Pripravené konzervy se daji zamrazit do —80 °C a takto se
dlouhodobé uchovavaji. Z nich se vychazi pri pripravé vsech proteinti (ColG, ColH a Clos).

Produkce kolagenaz a clostripainu: Pfi ptipravé produkéni kultury se do 600 ml LB média prida
600 pl zasobniho roztoku kanamycinu a zaockuje 50 pl zasobni kultury v glycerolu, kultivuje se
ve 2 | Erlenmayerové bance. Kultivace probiha v termoboxu pii 37 °C za intenzivniho tfepani.
Kultura se necha rlist do ODgoo= 0,5 po dobu piiblizné 3 hodiny. Po dosazeni cilené optické denzity
se indukuje exprese pridanim IPTG do finalni koncentrace 0,2 mM. Po ptidani induktoru se kultura
nasledn¢ kultivuje pti 22 °C po dobu 18 hodin a stale intenzivné aeruje. Druhy den rano se sklidi
narostla kultura pomoci centrifugace. Centrifuguje se pri 3500 rpm, 20 min, 4 °C. Supernatant se
slije a k peletim se ptida 10 az 100 ml vychlazeného sonikacniho pufru (do kazdé kyvety 10 ml),
chladi se ledem. Centrifugacni kyvety se oplachnou dals$imi 10 ml sonika¢niho pufru a zbytek
bunék se prenese k hlavni frakci bunééného peletu ve vhodné nadobé.

Zpracovani kultury po expresi proteinli: Pro uvolnéni proteinti z bun¢k se sonikuji 3x10 min na
ledu, nebo se bunky desintegruji jinym vhodnym zptisobem, po kazdych 10 minutach se udé¢la
5 min pauza, aby se lyzat ptili§ nezahtival. Sonikuje se na 70% vykonu, pti vysSich hodnotach se
lyzat velmi rychle zahtiva. Po skonéeni sonikace se lyzat ptenese do ultracentrifugacnich
zkumavek (Beckman coulter). Centrifuguje se pti 1400 x g, 30 min, 4 °C. Ziskany supernatant se
prefiltruje pres 0,22 pum filtr s PES membranou, aby béhem purifikace vétsi casti bunéénych zbytkii
neucpaly chromatografickou kolonu. Pelet se uschova do lednice pro pozdéjsi analyzu na SDS-
PAGE.

Precisténi proteinti: Purifikace proteinu s histidinovou kotvou se provadi pomoci metalochelatacni
chromatografie. Pouziva se napt. kolona HisTrap HP 5ml (naplnéna a nabita Ni Sepharose High
Perfomance). Metodika ekvilibrace kolony, naneseni vzorku a eluce vzorku je pro vSechny systémy
stejna. Pouzivané pufry a vodu je nutné pred purifikaci 10 az 15 min odvzdusnit v ultrazvukové
lazni. Nize pouzivana zkratka CV, znamena objem kolony (column volume). Kolona je
ekvilibrovana miniméaln¢ 5 CV pufru pro nastaveni vhodnych podminek pro purifikaci (5S0mM
Tris, 300mM NaCl, 10mM imidazol, pH 7,5). Po ekvilivbraci kolony je na ni nanesen lyzat
obsahujici poZadovany solubilni protein (ColG, nebo ColH, nebo Clostripain). Po naneseni celého
objemu na kolonu dojde k zachyceni proteinu na koloné pomoci histidinové kotvy a odstranéni
balastnich proteinil. Kolona je promyta opét ekvilibraénim pufem (3 CV), pro dodate¢né odstranéni
nezachycenych necistot. Na kolonu je nanesen 8% elu¢ni pufr (S0mM Tris, 300mM NaCl, 500mM
imidazol, pH 7,5) pro odstranéni slabé se vazajicich proteint. Clostripain zstava zachyceny na
kolong, ¢ast se sice mlize odmyt, ale dochazi k precisténi produktu. Ve druhém kroku je na kolonu
nanesen 50% roztok elu¢niho pufru (5S0mM Tris, 300mM NaCl, 500mM imidazol, pH 7,5), ktery
zapricini uvolnéni clostripainu z kolony. Tato frakce (obrazek 5) je pouzita pii dalSim postupu.

Krok nasledujici po purifikaci je odstranéni imidazolu a pfevod do finalniho pufru (SO0mM Tris,
300mM NaCl, pH 7,5), k tomu se pouzije chromatograficka kolona HiTrap Desalting 5 ml (napln
je na bazi dextranu — Sephadex G-25 Superfine). Metoda pracuje na principu SEC (size exclusion
chromatography). V ptipad¢, Ze dojde k tvorbé sraZeniny v purifikovaném vzorku, je nutné ho pred
vyménou pufru prefiltrovat ptes 0,45 pm filtr. Pro praci s HiTrap Desalting kolonou 1ze opét pouzit
injekéni strikacku nebo peristaltickou pumpu. Injekéni stiikacka se naplni pufrem pro vyménu v
objemu 25 ml (50mM Tris, 300mM NaCl, pH 7,5) a ptipoji se Luer Lock nastavec. K nastavci se
ptipoji kolona tak, aby nedoslo ke vstupu vzduchu do kolony (,,drop to drop“). Kolona se
ekvilibruje 25 ml pufru pfi pritoku 5 ml/min (maximalni doporuceny pritok pro kolonu je
10 ml/min, a tlak 0,25 bar = 25 kPa). V ptipad¢, Ze se do kolony dostane vzduch, proplachuje se
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tak dlouho, dokud bublina nevyjde ven (otoceni kolony béhem proplachu odstrani vzduch
efektivnéji).

Na obrazku 5 je fotka gelu po provedené SDS PAGE jednotlivych purifikovanych frakci
clostripainu. Clostripain je pfitomen ve vSech frakcich, nejcistsi je vSak frakce A10. Koncentrace
elu¢niho pufru pouzita pro frakci A10 byla pouzita jako finalni elu¢ni koncentrace.

Odstranéni imidazolu ze vzorku: Vzorek se na kolonu nanasi injekéni stiikackou 2 az 5 ml.
Strikacka se naplni pufrem pro vymeénu a opét pfipoji bez priiniku vzduchu do kolony. Vzorek z
kolony se eluuje objemem pufru v zavislosti na objemu nanaSeného vzorku. V eluatu je poté
pfitomen pozadovany protein v novém pufru bez imidazolu. Lze také vyuzit klasickou dialyzu proti
stejnému pufru s vhodnou dialyza¢ni hadici s odpovidajici porozitou. Dialyzuje se proti 10 x
vétsimu objemu pufru, aby doslo k odstranéni nezadouciho imidazolu.

Lyofilizace: Po odstranéni imidazolu a po pfevodu do vhodného pufru, se vzorek prefiltruje ptes
0,22 pm PES filtr. Do nové eppendortky se odebere 50 az 100 pl vzorku pro dalsi analyzy
charakterizujici finalni produkt (méfeni koncentrace proteinii — Bradford, uréeni Cistoty produktu
— SDS-PAGE, aktivita enzymu). Prefiltrovany vzorek se sterilné plni do zvazenych vialek dle
pozadovaného mnozstvi jednotek potfebnych v jedné vialce. Naplnéné vialky se daji zamrazit na
— 80 °C, alesponi na 1 hodinu. Po namrazeni lyofilizatoru a zmrznuti vzorku se daji vialky
lyofilizovat. Pokud je objem vzorku do 10 ml, vzorek je zlyofilizovan do 24 h. Po ukonceni
lyofilizace se zvazi vialka s lyofilizatem a ur¢i se hmotnost produktu.

Objasnéni vykresi

Obrazek 1 znazoriuje aminokyselinovou sekvenci clostripainového proteinu podle vynalezu
produkovaného kmenem E. coli CCM 9176. Geneticky modifikovany kmen zachovava sekvenci
zjisténou sekvenaci kmene Clostridium histolyticum CCM 8656, popsané¢ho v Ceské ptihlasce
vynalezu zn. PV 2017-537, na niz byl udélen patent CZ 308157.

Obrazek 2 znazoriuje aminokyselinovou sekvenci kolagenazy ColG produkovanou kmenem E.
coli CCM 9174. Geneticky modifikovany kmen zachovava sekvenci zjisténou sekvenaci kmene
Clostridium histolyticum CCM 8656, popsané¢ho v ¢eské prihlasce vynalezu zn. PV 2017-537, na
niz byl udélen patent CZ 308157.

Obrazek 3 znazoriiuje aminokyselinovou sekvenci ColH produkovanou kmenem E. coli CCM
9175. Geneticky modifikovany kmen zachovava sekvenci zjisténou sekvenaci kmene Clostridium
histolyticum CCM 8656, popsaného v Ceské prihlasce vynalezu zn. PV 2017-537, na niz byl udélen
patent CZ 308157.

Obrazek 4 predstavuje schematické znazornéni peptidazové domény predikované v proteinu
clostripain podle vynalezu.

Obrazek 5 je fotografie gelu po provedené SDS PAGE jednotlivych purifikovanych frakei

clostripainu. Clostripain je pfitomen ve vSech frakcich, nejcistsi je vSak frakce A10. Koncentrace
elu¢niho pufru pouzita pro frakci A10 byla pouzita jako finalni elu¢ni koncentrace.

Priklady uskuteénéni vynalezu

1. Priklad kultivace/produkce ve fermentoru:

Pti ptiprave produkéni kultury se do 10 litrt LB média ptida 10 ml zasobniho roztoku kanamycinu
a zaockuje se 10 ml zasobni kultury v glycerolu, kultivuje se v objemu 10 1 ve fermentoru pfi
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teploté 37 °C za intenzivniho michani a vzduS$néni. Kultura se necha rist do ODeoo = 0,5. Po
dosazeni cilené optické denzity se indukuje exprese pfidanim IPTG do finalni koncentrace 0,2 mM.
Po pridani induktoru se kultura nasledné kultivuje pti 22 °C po dobu 18 hodin a stale intenzivné
aeruje. Druhy den rano se narostla kultura centrifuguje v 0,5 1 kyvetach pti 3500 x g, 20 min, 4 °C.
Supernatant se slije a k peletim se ptida 10 az 100 m] vychlazeného sonikac¢niho pufru (do kazdé
kyvety 10 ml) do falkony, ktera se chladi ledem.

2. Priklad purifikace pomoci centrifugace:

Protino Ni-NTA Agarose lze vyuZit pro purifikaci na béZné centrifuze bez nutnosti pouziti FPLC
apod. Pti ekvilibraci se resuspenduje Protino Ni-NTA Agarose dikladnym prottepanim. Thned se
odebere potifebné mnozstvi suspenze do vhodné zkumavky (otjem se voli min. 10 x vétsi, nez je
objem agardzovych kuliéek — gelu. Napftiklad pro 1 ml gelu se pouziji 12 ml zkumavky). Gel se
sedimentuje centrifugaci pi1 500 x g, 5 minut. Ptida se 10 objemii ekvilibra¢niho pufru (50mM
NaH,PO4, 300mM NaCl, 10mM imidazol) pro kalibraci gelu. Opakovanym oto¢enim zkumavky
se jeji obsah promicha. Gel se sedimentujeme pti 500 x g, 5 minut. Opatrné se odebere supernatant
do odpadni nadobky. Pro navazani proteint ke gelu se aplikuje prefiltrovany bakterialni lyzat
s obsahem pozadovanych proteint. Cela suspenze se jemné micha po dobu 30 az 60 min (vznik
vazby mezi His-tag proteiny a Ni*" ionty). Gel se sedimentuje centrifugaci 500 x g, 5 minut.
Opatrné se odebere supernatant do odpadni nadobky. Prida se 10 objemi oplachového pufru
(50mM NaH,PO4, 300mM NaCl, 20mM imidazol) pro oplach gelu. Opakovanym otocenim
zkumavky se jeji obsah promicha. Gel se sedimentuje pii 500 x g, 5 minut. Opatrné se odebere
supernatant do odpadni nadobky a opakuje se oplachovaci krok. Pro eluci proteinu se k
sedimentovanému gelu prida 1 objem elu¢niho pufru (50mM NaH,POs, 300mM NaCl, 250mM
imidazol). Suspenze se jemné micha 2 min pfi pokojové teploté. Dojde k uvolnéni navazanych His-
tag proteint (Clostripain, nebo ColG nebo ColH) z gelu. Gel se sedimentuje pfi 500 x g, 5 minut.
Opatrné se odebere supernatant s pozadovanymi proteiny do nové zkumavky. Eluované proteiny
se skladuji na ledu. Elu¢ni kroky se opakuji celkem 5 x. Eluované frakce se odebiraji vzdy do nové
zkumavky. Ze vzorku se odstrani imidazol dialyzou, ultrafiltraci nebo pomoci odsolovaci kolony
(HiTrap desalting).

3. Izolace LO ze slinivky btisni na experimentalnich zvitatech (potkani wistar):

Potkani slinivky byly oSetfeny kontrolni kolagenazou (Sigma Aldrich) a kolagenazou
produkovanou kmeny £. coli CCM 9174 a CCM 9175 s pridavkem clostripainu produkovaného
kmenem E. coli CCM 9176. Byl pouzit objem 15 ml roztoku smési s kolagenazovou aktivitou
2 U/ml. Pomér enzymt ¢inil ColG:ColH:Clos (5:5:1). Digesce probiha v teploté 37 °C po dobu 10
az 40 minut dle stavu pankreatu a jednotlivé bunééné tkané jsou nasledné separovany pomoci
diskontinualni gradientové centrifugace. Izolované ostrlivky byly kultivovany v CMRL-1066
médiu doplnéném o 10% FBS, 5% HEPES, 1% Glutamax a 1% penicilinu-streptomycinu v
zvlh¢ovacim inkubatoru v 37 °C a 5% atmosfére CO,. Kvalita izolovanych LO byla stanovena
pomoci vitalniho barveni a stimulovanou sekreci inzulinu.

4. Izolace LO ze slinivky bfisni na experimentalnich zvitatech v jinych pomérech A:

Potkani slinivky byly osetfeny kontrolni kolagenazou (Sigma Aldrich) a kolagenazou ColH podle
vynalezu s ptidavkem clostripainu Clos podle vynalzu. Byl pouzit objem 15 ml roztoku smési
s kolagenazovou aktivitou 2 U/ml. Pomér kolagenaz ¢inil ColH:Clos (5:2). Digesce probiha dle
ptikladu ¢. 3.

5. Izolace LO ze slinivky bti$ni na experimentalnich zvitatech v jinych pomérech B:

Potkani slinivky byly oSetfeny kontrolni kolagenazou (Sigma Aldrich) a kolagenazou CCM 9174
a CCM 9175 spridavkem clostripainu CCM 9176. Byl pouzit objem 15 ml roztoku smési
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s kolagenazovou aktivitou 2 U/ml. Pomér kolagenaz cinil ColG:ColH:Clos (7:4:2). Digesce
probiha dle prikladu ¢. 3.

Primyslova vyuzitelnost

Smeés rekombinantni kolagenazy G a H obsahujici novy typ clostripainu lze vyuzit pro zefektivnéni
izolace LO. Novy typ rekombinantniho clostripainu produkovany bakterii £. coli CCM 9176 mize
byt pfidan také do smési surovych kolagenaz anebo byt vyuzit do jinych smési rekombinantnich
kolagenaz, nez je vyse zminéna smé¢s CCM 9174 a CCM 9175.

Seznam sekvenci:
SEQ ID NO: 1
Clostripain podle vynalezu Clos

MENKKFKKWTILIY TDGNNEMEDIMFKSMNDCKSVEVKEDINLVMQIGLLGESKLYNK
NKFSGVRRYYLNAKEPMLLENLGKANMGDPNILYNFIRWGIKEFPAHHYMVIISGHGTS
FVGALTDTSLDKNYIMGIPEMIKAISLGCKELKSIIDILVLDMCFMNSIEILYELSQYESIDR
MITYTDTAPYGGLGYKKLVEAIEKNCNLKDIDLFTKNLITNLNFNLTAYDLDKFKLELIK
KKFSYLAFNYLNNKERSKNPLDIINSIHPSNPYYSFNNTYYDYFNEINGTIKSTIIHDKSKF
NGINSSIKIENKDINNLIAFYRKLEFSRENSWTDLLYNNSNTQKRDINKVKVRTPTSSLTTT
HYILQFNPKDPNSSSVDKLAAALEHHHHHH

SEQ ID NO: 2

Sekvence produkované kolagenazy ColG

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMEPIENTNDTSIKNVEKLRNAPNEENSKKVEDSKNDKVE
HVKNIEEAKVEQVAPEVKSKSTLRSASIANTNSEKYDFEYLNGLSYTELTNLIKNIKWNQI
NGLFENYSTGSQKFFGDKNRVQAIINALQESGRTYTANDMKGIETFTEVLRAGFYLGYYN
DGLSYLNDRNFQDKCIPAMIAIQKNPNFKLGTAVQDEVITSLGKLIGNASANAEVVNNC
VPVLKQFRENLNQYAPDYVKGTAVNELIKGIEFDFSGAAYEKDVKTMPWY GKIDPFINE
LKALGLYGNITSATEWASDVGIYYLSKFGLYSTNRNDIVQSLEKAVDMYKYGKIAFVAM
ERITWDYDGIGSNGKKVDHDKFLDDAEKHYLPKTYTFDNGTFIIRAGDKVSEEKIKRLY
WASREVKSQFHRVVGNDKALEVGNADDVLTMKIFNSPEEYKFNTNINGVSTDNGGLYIE
PRGTFYTYERTPQQSIFSLEELFRHEYTHYLQARYLVDGLWGQGPFYEKNRLTWFDEGT
AEFEFFAGSTRTSGVLPRKSILGYLAKDKVDHRYSLKKTLNSGYDDSDWMFYNYGFAVAH
YLYEKDMPTFIKMNKAILNTDVKSYDEIIKKLSDDANKNTEYQNHIQELADKYQGAGIPL
VSDDYLKDHGYKKASEVYSEISKAASLTNTSVTAEKSQYFNTFTLRGTYTGETSKGEFK
DWDEMSKKLDGTLESLAKNSWSGYKTLTAYFTNYRVTSDNKVQYDVVFHGVLTDNAD
ISNNKAPIAKVTGPSTGAVGRNIEFSGKDSKDEDGKIVSYDWDFGDGATSRGKNSVHAY
KKAGTYNVTLKVTDDKGATATESFTIEIKNEDTTTPITKEMEPNDDIKEANGPIVEGVTV
KGDLNGSDDADTFYFDVKEDGDVTIELPYSGSSNFTWLVYKEGDDQNHIASGIDKNNSK
VGTFKSTKGRHY VFIYKHDSASNISY SLNIKGLGNEKLKEKENNDSSDKATVIPNENTTM
QGSLLGDDSRDYYSFEVKEEGEVNIELDKKDEFGVTWTLHPESNINDRITYGQVDGNKV
SNKVKLRPGKYYLLVYKYSGSGNYELRVNK

SEQ ID NO: 3

Sekvence produkované kolagenazy ColH

MVQNESKRYTVSYLKTLNYYDLVDLLVKTEIENLPDLFQYSSDAKEFYGNKTRMSFIMD
EIGRRAPQYTEIDHKGIPTLVEVVRAGFYLGFHNKELNEINKRSFKERVIPSILAIQKNPNF
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KLGTEVQDKIVSATGLLAGNETAPPEVVNNFTPILQDCIKNIDRYALDDLKSKALFNVLA
APTYDITEYLRATKEKPENTPWYGKIDGFINELKKLALYGKNDNNSWIIDNGIYHIAPLG
KLHSNNKIGIETLTEVMKVYPYLSMQHLQSADQIKRHYDSKDAEGNKIPLDKFKKEGKE
KYCPKTYTFDDGKVIIKAGARVEEEKVKRLYWASKEVNSQFFRVYGIDKPLEEGNPDDI
LTMVIYNSPEEYKLNSVLYGYDTNNGGMYIEPEGTFFTYEREAQESTYTLEELFRHEYTH
YLQGRYAVPGQWGRTKLYDNDRLTWYEEGGAELFAGSTRTSGILPRKSIVSNIHNTTRN
NRYKLSDTVHSKYGASFEFYNYACMFMDYMYNKDMGILNKLNDLAKNNDVDGYDNY
IRDLSSNYALNDKYQDHMQERIDNYENLTVPFVADDYLVRHAYKNPNEIYSEISEVAKL
KDAKSEVKKSQYFSTFTLRGSYTGGASKGKLEDQKAMNKFIDDSLKKLDTYSWSGYKT
LTAYFTNYKVDSSNRVTYDVVFHGYLPNEGDSKNSLPYGKINGTYKGTEKEKIKFSSEG
SFDPDGKIVSYEWDFGDGNKSNEENPEHSYDKVGTYTVKLKVTDDKGESSVSTTTAEIK
DLSENKLPVIYMHVPKSGALNQKVVFYGKGTYDPDGSIAGYQWDFGDGSDFSSEQNPS
HVYTKKGEYTVTLRVMDSSGQMSEKTMKIKITDPVYPIGTEKEPNNSKETASGPIVPGIP
VSGTIENTSDQDYFYFDVITPGEVKIDINKLGYGGATWVVYDENNNAVSYATDDGQNLS
GKFKADKPGRYYIHLYMFNGSYMPYRINIEGSVGRDPNSSSVDKLAAALEHHHHHH
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PATENTOVE NAROKY

1. Geneticky modifikovany bakterialni kmen E. coli ulozeny v Ceské sbirce mikroorganismii pod
¢islem CCM 9176 s vnesenym plazmidem pET28 obsahujici gen pro clostripainovou peptidazu
majici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1, produkujici enzym peptidazu.

2. Pouziti purifikovaného kmene podle naroku 1 pro produkci clostripainové peptidazy o
sekvenci SEQ ID NO: 1.

3. Pouziti kmene E. coli ulozeného v Ceské sbirce mikroorganismi pod ¢islem CCM 9176 pro
produkei clostripainové peptidazy o sekvenci SEQ ID NO: 1 vhodné v kombinaci s kolagenazou G
a/nebo kolagenazou H pro izolaci Langerhansovych ostrivkil pankreatu.

4. Pouziti podle naroku 3, kde se pouzije kolagenaza G o sekvenci SEQ ID NO: 2 produkovana

kmenem E. coli CCM 9174 a/nebo kolagenaza H o sekvenci SEQ ID NO: 3 produkovana kmenem
E. coli CCM 9175.

4 vykresy

- 11 -
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MENKKFKKWTILIYTDGNNEMEDIMFRSMNDCKSVEVKEDINLVMQIGLLGESKLYNK
NKFSGVRRY YLNAKEPMILENT.GKANMGDPNILYNFIRWGIKEFPAHHYMVTISGHGTS
FVGALTRTSLPRNYIMGIPEMIKAISLGCKELKSIIDILVL.DMCFMNSIEIL YEL.SQYESIDR
MITYTDTAPYGGLGYKKI VEAIERNCNLKDIDI FTKNLITNLNFNLTAYDLDKFRKILEL IK
KKESYLAFNYLNNRERSENPLDIINSTHPSNEY YSENNTYYRYENEINGTIRSTITHDRSKE
NGINSSIKIENKDINNLIAFYRKLEFSRENSWTDLLYNNSNTQRKRDINKVKVRTPTSSLTTIT
HYILQFNPKDPNSSSVDRKLAAAIL EHHHHHH

Obr. 1
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MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMEPIENTNDTSIKN VEKLRNAPNEENSKKVEDSKNDKVE
HVKNIEEAKVEQVAPEVKSKSTLRSASIANTNSEKYDEEYLNGLSYTEL TNLIKNIKWNQI
NGLEINYSTGSQKFFGDKNRVQAIINALQESGRTYTANDMEKGIETFTEVLRAGFYLGYYN
DGLSYLNDRNE QDECIPAMIAIQKNPNFKI GTAVQDEVITSLGEKLIGNASANAEVVNNC
VPVLKQFRENLNQYAPDY VKGTAVNELIKGIEFDFSGAAYEKDVKTMPWYGKIDPE INE
LKALGLYGNITSATEWASDVGIYYLSKFGLYSTNRNDIVQSLEKAVDMYKYGKIAFVAM
ERITWDYDGIGSNGKKVDHDKELDDAEKHYL PKTYTFDNGTFIIRAGDKVSEEKIKRLY
WASREVKSQFHRVVGNDKAI EVGNADDVLTMKIEFNSPEEYKFNTNINGVSTDNGGLYIE
PRGTFYTYERTPQOQSIFSLEELFRHEYTHYLQARYLVDGLWGQGPFYEKNRLTWFDEGT
AFFFAGSTRTSGVIPRKSILGYLAKDKVDHRYSLKKTLNSGYDDSDWMFYNYGFAVAH
YLYEKDMPTFIKMNKAII NTDVKSYDEIIKKLSDDANKNTEYQNHIQELADKY QGAGIPL
VSDDYLEKDHGYKKASEVYSEISKAASL TNTSVTAEKSQYFNTFTLRGTYTGETSKGEFK
DWDEMSKKLDGTLESLAKNSWSGYKTLTAYFTNYRVTSDNKVQYDVVFHGVLTDNAD
ISNNKAPIAKVTGPSTGAVGRNIEFSGKDSKDEDGRIVSYDWDFGDGATSRGKNSVHAY
KKAGTYNVTLKVIDDKGATATESFTIEIKNEDTTTPITKEMEPNDDIK EANGPIVEGVTV
KGDLNGSDDADTFYFDVKEDGDVTIELPYSGSSNFTWLVYKEGDDQNHIASGIDKNNSK
VGTFKSTKGRHYVFIYKHDSASNISY SLNIKGL GNEKLKFKENNDSSDKATVIPNEFNTTM
QGSLLGDDSRDYYSFEVKEEGEVNIELDKKDEFGVTWTLHPESNINDRITY GQVDGNKV
SNKVKIRPGKYYILVYKYSGSGNYELRVNK

Obr. 2
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MVONESKRYTVSYLKTINYYDLVDILIVKTEIENLPDL FQYSSDAKEEY GNKTRMSFINVND
EIGRRAPQYTEIDHKGIPULVEVVRAGFYL.GFANKELNEINRRSFRERVIESILAIQRKNENF
KLGTEVQDRIVSATGLLAGNETAPPEVYNNEFTPLLQDCIKNIDRY ALDDLKSKALFNVEA
APIYDITEYLRATEVKPENTPWYGKIDGFINELKKE AT YGENDNNSWHDNGIY HIAPL G
KIHSNNKIGIETLTEVMEVYPYL SMQULQSADQIKRIIYDSKDAEGNKIPL DKIKKEGET
RKYCPRTYTEDDGRVIIKAGARVEEEKVRKRLYWASKEVNSQFFRVYGIDKPLEEGNPDDI
LTMVIYNSPEEYKLNSVLYUGYDTNNGGMY IEPEGTFFITYEREAQESTY TLEELFRHEYTH
YLQGRYAVPGQWGRTKLYDNDRL TWYEEGGAELTAGSTRTSGILPRKSIVSNOIINTTRN
NRYKLSDTVHSKYGASFEFYNY ACAMINMDYANNRKDMGILNKI NDLARNNDVDGYDNY
IRDLSSNYAINDRKYQDHMQERIDNYENLTVPFVADDYLVRHAYRNPNEIVSEISEVAKL
KDARKSEVRKKSQYFSTFTLRGSY TGGASKOKLEDQRKAMNKFIDPRSLKKLDTYSWSGYKT
LTAYFTMYKVDSSANRVYVITYDAVVIHGYLPENEGDSKNSL PYGRKINGTYKGTERKERIKESSEG
SFDPDGRKIVSYEWDFGDONKSNEENPEHSYDRKVGTY TVKLKVTDDKGESSVSTTTALIK
DLSENKLPVIYMIIVPRSGALNQKVYVIYGRKGTYDPDGSIAGYQWDFGDRGSDEFSSEQNPS
HVYTKKGEYTVTLRVMDSSGOQMSERKTMKIKITDPVYPIGTEREPNNSKETASGPIVPGIP
VSGTIENTSDQDYEYFDVITPGEVKIDINKLGYGGATWYVVYDENNNAVSYATDDGONLS
GRFKADRKPGRYYRILYMENGSYMPYRINIEGSVGRDPNSSSVRRLAAALEHRBHHIIN

Obr. 3
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