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Enzym monoaminooxidaza (MAO) je enzym lokalizovany na vnéjsi
membrané mitochondrii. Tento enzym je rozdélen do dvou izomernich forem
monoaminooxidaza typu A (MAO A) a monoaminooxidaza typu B (MAO B). MAO
plisobi jako katalyzator metabolismu neurotransmiterovych amini serotoninu,
norepinefrinu a dopaminu. Inhibitory MAO A se pouZzivaji piilécbé deprese, zatimco
inhibitory MAO B jsou uZitecné k lécbé Parkinsonovy choroby. U tohoto

neurodegenerativniho onemocnéni neni znama piesna pricina vzniku.

Rekombinantni enzymy MAO A a MAO B byly ptipraveny pomoci metod
molekuldrni biologie. Genetickd informace enzymi MAO A a MAO B byla
amplifikovdna polymerazovou retézovou reakci (PCR) a vloZena do sekvenac¢niho
vektoru pCR4TOPO. Transformace byla provedena metodou teplotniho Soku.
Geneticka informace byla dale subklonovadna do expresniho vektoru pET28b
avznikly expresni plazmid byl transformovan do expresniho kmene bakterif
Escherichia coli BL21 (DE3). Takto pripraveny expresni kmen nesouci DNA kédujici
enzymy MAO A a MAO B je vhodny pro vyrobu rekombinantnich proteint.
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Enzyme monoamine oxidase (MAO) is an enzyme located on the outer
membrane of mitochondria. This enzyme is divided into two isomeric forms
of monoamine oxidase type A (MAO A) and monoamine oxidase type B (MAO B).
MADO acts as a catalyst for the metabolism of neurotransmitter amines of serotonin,
norepinephrine and dopamine. MAO A is used in the treatment of depression, while
MAO B inhibitors are useful for the treatment of Parkinson's disease. The cause

of this transmission is not known in this neurodegenerative disease.

Recombinant enzymes MAO A and MAO B were prepared using molecular
biology methods. The genetic information of MAO A and MAO B enzymes was
amplified by polymerase chain reaction (PCR) and inserted into the pCR4TOPO
sequencing vector. The transformation was performed by the method of thermal
shock. The genetic information was further subcloned into the pET28b expression
vector and the resulting expression plasmid was transformed into an Escherichia
coli expression strain BL21 (DE3). The expression strain thus prepared carrying
DNA encoding MAO A and MAO B enzymes is suitable for the production

of recombinant proteins.
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1 Uvod prace

MAO A a MAO B jsou mitochondridlni enzymy, které se podileji na
metabolizaci neurotransmiternich amini jako jsou napiiklad serotonin
norepinefrin a dopamin a tudiz je jejich funkce v lidském mozku nezbytna. Oba
enzymy nasly vyuZiti také v mediciné. Inhibitory MAO A byly pouZivany pri 1écbé
deprese. Inhibitory MAO B se pouzivaji jako jeden ze zpisobi 1é¢by Parkinsonovy

choroby.

Bakterie Escherichia coli (E. coli) je jednim znejvice pouzivanych
hostitelskych organismi pro produkci rekombinantnich proteint. Mezi dalsi
organismy pouzivané k expresi patri pekarska kvasinka Saccharomyces cerevisiae

dale potom hmyzi, savci, ale i rostlinné expresni systémy.

MAO A a MAO B jsou targety pro lé¢bu onemocnéni, konkrétné MAO A pro
lé¢bu deprese a MAO B pro l1é¢bu Parkinsonovy choroby. Vyzkum inhibitord MAO
by mohl byt budoucnosti 1é¢by téchto chorob, a pro vyzkum na tomto poli je
nezbytné ziskat enzymy vrekombinantni formé. Tyto rekombinantni enzymy

budou slouzit pro analyzu novych latek jako potencialnich inhibitori.



2 Teoreticka cast

2.1 Enzymy MAO Aa MAO B

Monoaminooxidaza A (MAO A) a monoaminooxidaza B (MAO B) patri
dorodiny enzyml aminooxiddz. Lidské aminooxiddzy jsou tiidou enzymi
zahrnujici dvé podtridy: flavin obsahujici monoaminooxidazu (MAO, EC 1.4.3.4)
améd’ obsahujici semikarbazid-senzitivni aminooxidazu (SSAO, EC 1.4.3.6) (Tipton,

2012).

Enzym monoaminooxidaza byl poprvé popsana roku 1928 pod ndzvem
tyramin oxidaza (Hare, 1928). DalSinazvy tohoto enzymu byly noradrenalin oxidaza
Ci alifatickd aminooxidaza. Pozdéji bylo zjiSténo, Ze se ve vSech pripadech jedna
o stejny enzym schopny metabolizovat primarni, sekundarni a terciarni aminy,
ktery dostal nazev MAO. Enzym existuje ve dvou izomernich formach MAO A
a MAO B (Youdim & Bakhle, 2006). Enzymy maji podobné struktury a molekulové
hmotnosti, lisi se selektivitou k substratu a inhibitory (Finberg, 2014).

Enzym MAO je umistény ve vnéjsi membrané mitochondrie, konkrétné
na cytoplazmatické strané membrany (Denney & Denney, 1985; Edmondson et al,,
2009). MAO A a MAO B se nachazeji v perifernich organech a v CNS v neuronech a
astrogliich (Binda et al,, 2005; Ryan & Carrol, 1976; Sims et al, 1989; Son et al.,,
2008).

2.1.1 MAO A

V centralnim nervovém systétmu se MAO A vyskytuje predevSim v
serotoninergnich neuronech. Dalsi diilezita mista vyskytu MAO A mimo CNS, jsou
jatra, plicni cévni endotel a gastrointestinalni trakt, kde plni ochrannou funkci

predevsim ve stirevé. Také se vyskytuje v placenté (Ramsay & Albreht, 2018).

2.1.2MAOB
V CNS prevladd MAO B v serotoninergnich neuronech. MAO B ma také

ochrannou funkciv jatrech a v krevnich destickach (Ramsay & Albreht, 2018).



2.2 Geny MAO AaMAOB

Kazdy MAO izomer je kédovan samostatnym genem lokalizovanym na
X chromozomu (Finberg, 2014), presnéji na kratkém raménku p v oblasti
Xp11.23-11.4 (Levy etal., 1989). Geny pro proteiny MAO A a MAO B jsou si podobné
a oba enzymy maji 90 % shodu v aminokyselinovych sekvencich (Andrés et al,

2004).

Velikost genu MAO A je 1491 bp, jeho molekulova hmotnostje 6 0512 + 6 Da
a obsahuje 16 exoni. Velikost genu MAO B je 1467 bp, jeho molekulova hmotnostje
59474 + 14,0 Da a obsahuje 18 exont (Li, Hubalek, Newton-Vinson, & Edmondson,
2002; Qian et al., 2010; Weizmann Institute of Science, 1996-2019).

2.3 Struktura proteinu MAO A a MAO B

Protein MAO A je velky 527 aminokyselin, protein MAO B je velky
520 aminokyselin, jejich struktura je velmi podobna a mizZeme ji rozdélit na dvé
hlavni casti: Extra-membranovou doménu a membranovou vazebnou doménu.
Extra-membranovou doménu lze rozdélit dile na dvé oblasti, vazebnou oblast
flavinadenin dinukleotidu (FAD) a vazebnou oblast substratu nebo znamych
inhibitor (Obr. 1) (Binda et al,, 2003; De Colibus et al, 2005; Son et al,, 2008).
Enzymaticky aktivni kvartérni struktura MAO je monomer (Binda et al, 2005;

Weizmann Institute of Science, 1996-2019).
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Obrazek ¢. 1: Struktura proteinu MAO. Modfe je zndzornéna membranova vazebna
domeéna, Cervené extra-membranova doménaa zluté vazebna oblast FAD (upraveno

z Son etal,, 2008).

Rozdily ve strukture MAO A a MAO B jsou viditelné z Obrazku ¢ 2. MAO A a
MAO B se lisi strukturnim usporadanim vazebné oblasti pro substrat a inhibitor.
Porovnanim krystalovych struktur obou proteini bylo mozné nalézt drobné
strukturnirozdily, diky kterym je moZné nalézt specifické reverzibilni inhibitory pro
kazdy zenzymi. Biochemicky nejrozsirenéjsi specifické inhibitory MAO jsou
klorgylin a deprenyl. Zmény ve strukture dutiny aktivniho mista ukazuji specificitu
klorgylinu pro MAO A a deprenylu pro MAO B (Binda et al,, 2005; Johnston, 1968).
Dal$im rozdilem mezi jednotlivymi izoformami je rozdilné pH optimum a citlivost

na tepelnou inaktivaci (Youdim & Bakhle, 2006).
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Obrazek ¢ 2: Rozdil ve strukture MAO A (Cerna) a MAO B (Cervend) je nejlépe
pozorovatelny v zeleném ovalu, kde jsou vyznaceny rozdilné zahyby ve smycce

vazebné oblasti substratu / inhibitoru (upraveno z Binda et al., 2005).

2.4 Role MAO v organismu

Metabolickou aktivitou enzymu je hlavné schopnost deaminovat primarni,
sekundarni a terciarni aminy na odpovidajici aldehyd, primarni amin a peroxid
vodiku. Aldehyd se rychle metabolizuje aldehyddehydrogenazou na kyselé
metabolity. Pravé tyto kyselé metabolity, jako jsou napriklad kyselina 5-
hydroxyindol-octova (5-HIAA) z 5-hydroxytryptaminu (5-HT, serotonin) nebo
kyselina dihydroxyfenyloctova (DOPAC) z dopaminu, se béZné pouZivaji jako

méritko aktivity MAO enzymt in vitro nebo in vivo (Youdim & Bakhle, 2006).

12



Oba enzymy MAO A a MAO B katalyzuji oxidaci neurotransmiterii seroto ninu,
dopaminu, norepinefrinu a tyraminu. Specifické substraty pro MAO A jsou
noradrenalin a serotonin. Specifické substraty pro MAO B jsou fenylethylamin a

benzylamin (Edmondson et al,, 2009; Johnston, 1968; Youdim & Bakhle, 2006).

2.4.1 Funkce MAO v lidském mozku

Monoaminooxidaza MAO je enzym vazany na mitochondrii, ktery katalyzuje
oxida¢ni deaminaci aminti, monoaminovych neurotransmiterti a hormond. Pravée
rychla degradace mozkovych monoaminti jako je serotonin, norepinefrin a dopamin
je dulezitd pro spravné fungovani synaptické Stérbiny neurotransmise.
Monoaminergni signalizace je jednim z klicovych mechanizmi modulace nalady a

emoci, stejné jako i kontroly motorickych, percepcnich a kognitivnich funkci

(Bortolato etal., 2008).

Zpracovani serotoninu probiha v neuronové synapsi (Obr. 3). Po uvolnéni a
aktivaci serotoninového receptoru a zpétném vychytavani 5-HT transportérem (5-
HTT), je serotonin degradovan MAO a aldehyddehydrogenazou (ALDH) na kyselinu
5-hydroxyindol-3-octovou (5-HIAA) (Bortolato etal., 2008).

13
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Obrazek ¢. 3: Zpracovani serotoninu v neuronové synapsi. Serotonin (5-HT) uvolni
a aktivuje 5-HT receptor, poté je zpétné vychytavan 5-HT transportérem (5-HTT).
MAO a aldehyddehydrogenaza (ALDH) degraduji serotonin na kyselinu 5-
hydroxyindol-3-octovou (5-HIAA) (upraveno z Bortolato etal.,, 2008).
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Synaptické zpracovani norepinefrinu (NE) v neurosynapsi probiha ve trech
metabolickych drahach (Obr. 4). Po uvolnéni a aktivaci NE receptoru a zpétném
vychytavani NE transportérem (NET) je norepinefrin degradovan (Bortolato et al,

2008).

V prvni draze MAO a aldehyddehydrogenaza preménuji norepinefrin na
kyselinu 3,4-dihydroxymandlovou (DHMA), tato slou¢enina je zpracovanakatechol-
O-methyltransferazou (COMT) na kyselinu vanillylmandlovou (VMA) (Bortolato et
al, 2008).

Ve druhé draze MAO a aldehydreduktaza (ALR) preménuji norepinefrin na
3,4-dihydroxyfenylglykol (DHPG), ktery je dale degradovan Kkatechol-O-
methyltransferazou (COMT) na 3-methoxy-4-hydroxyfenylglykol (MHPG)
(Bortolato etal,, 2008).

Ve treti metabolické draze katechol-O-methyltransferaza (COMT)
metabolizuje norepinefrin na normetanefrin (NM). Normetanefrin je bud’ pfreménén
MAO a aldehydreduktdzou na 3-methoxy-4-hydroxyfenylglykol (MHPG) nebo MAO
a aldehyddehydrogenazou na kyselinu vanillylmandlovou (VMA) (Bortolato et al,,
2008).

15
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Obrazek ¢ 4: Zpracovani norepinefrinu v neuronové synapsi. Norepinefrin (NE)
uvolni a aktivuje NE receptor, poté je zpétné vychytavan NE transportérem (NET).
Norepinefrin je degradovan tfemi hlavnimi enzymatickymi cestami. 1. MAO a
aldehyddehydrogenaza (ALDH) preménuji norepinefrin na kyselinu 3,4-
dihydroxymandlovou  (DHMA). DHMA je zpracovana katechol-O-
methyltransferazou (COMT) na kyselinu vanillylmandlovou (VMA). 2. MAO a
aldehydreduktdza (ALR) preméiuji norepinefrin na 3,4-dihydroxyfenylglykol
(DHPG). DHPG je degradovan katechol-O-methyltransferazou (COMT) na 3-
methoxy-4-hydroxyfenylglykol (MHPG). 3. Katechol-O-methyltransferaza (COMT)
metabolizuje norepinefrin na normetanefrin (NM). MAO a aldehydreduktaza (ALR)
preménuji NM na 3-methoxy-4-hydroxyfenylglykol (MHPG), a MAO a
aldehyddehydrogenaza (ALDH) preménuji NM na kyselinu vanillylmandlovou
(VMA) (upraveno z Bortolato et al,, 2008).
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Synaptické zpracovani dopaminu (DA) v neurosynapsi probiha ve dvou
metabolickych drahach (Obr. 5). Po uvolnéni a aktivaci DA receptoru a zpétném
vychytavani DA transportérem (DAT) je dopamin degradovan (Bortolato et al,
2008).

V prvni metabolické draze MAO a aldehyddehydrogenaza metabolizuji
dopamin na kyselinu 3,4-dihydroxyfenyloctovou (DOPAC). DOPAC je zpracovan
katechol-O-methyltransferazou (COMT) na Kkyselinu homovanilovou (HVA)
(Bortolato etal,, 2008).

Ve druhé draze katechol-O-methyltransferaza (COMT) metabolizuje
dopamin na 3-methoxytyramin (3-MT), ktery je ndasledné preménén MAO a
aldehyddehydrogenazou (ALDH) na kyselinu homovanilovou (HVA) (Bortolato et
al,, 2008).
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Obrazek ¢. 5: Zpracovani dopaminu v neuronové synapsi. Dopamin (DA) uvolni a
aktivuje DA receptor, poté je zpétné vychytavan DA transportérem (DAT). Dopamin
je degradovan dvéma hlavnimi enzymatickymi cestami. 1. MAO a
aldehyddehydrogenaza (ALDH) preméniDA na kyselinu 3,4-dihydroxyfenyloctovou
(DOPAC). DOPAC je zpracovan katechol-O-methyltransferazou (COMT) na kyselinu
homovanilovou (HVA). 2. COMT metabolizuje DA na 3-methoxytyramin (3-MT),
ktery je nasledné preménén MAO a ALDH na kyselinu homovanilovou (HVA)

(upraveno z Bortolato etal., 2008).

Hlavnim principem téchto tfi chemickych reakci, které jsou katalyzovany
MAO je degradace monoaminl na odpovidajici aldehyd. Aldehydy jsou pak pomoci
aldehyddehydrogenazy oxidovany na karboxylové kyseliny, nebo pomoci
aldehydreduktazy prevedeny na alkoholy nebo glykoly. VedlejSi produkty téchto
reakci jsou napriklad peroxid vodiku a amoniak. Tyto vedlejsi produkty jsou

vychytdvany a metabolizovany enzymy superoxid dismutizou a katalazou.
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Dysfunkce téchto enzymovych systémi mize byt spoustécim faktorem
neurodegenerativnich onemocnéni, protoZe tyto vedlejsi produkty jsou nebezpecné
a mohou byt neurotoxické. Napriklad peroxid vodiku mize vyvolat produkci
reaktivnich forem kysliku, které zptlisobi mitochondrialni poskozeni a apoptézu

neuront (Bortolato etal,, 2008; Finberg & Rabey, 2016).

2.5 Patologie

2.5.1 Prvni pouziti v mediciné

Bylo zjiSténo, Ze antibiotikum isoniazid, ktery byl pouZivan pri 1écbé
tuberkul6zy, je také inhibitorem MAOQO. Inhibice MAO vykazovala terapeutické
vlastnosti pri lécbé depresivnich onemocnéni. Inhibitorem MAO byla také pribuzna
slouCenina isoniazidu, iproniazid. Iproniazid byl pouZivan k 1é¢bé depresivnich
onemocnéni jako jedno z prvnich antidepresiv, bohuZel vykazoval jaterni toxicitu.
Proto byla hledana jina antidepresiva, ktera nebyla inhibitorem MAO (Youdim &
Bakhle, 2006).

2.5.2 Inhibitory MAO

Inhibitory MAO brani degradaci neurotransmiteri uvniti buriky a jsou
rozdélovany podle mechanismu ucinku na selektivni a neselektivni. Neselektivni
inhibitory mohou inhibovat obé formy enzymu. Dalsi ¢lenéni inhibitor je na
reverzibilni a ireverzibilni. Prvni pouzivané inhibitory MAO piisobily ireverzibilné a
neselektivné. Komplikace v priibéhu lécby zptlisoboval predevsim ,syrovy efekt”,
ktery vznikal pri soucasné konzumaci potravin s vysokym obsahem tyraminu, jako
jsou napiiklad syry, mlé¢né a fermentované vyrobky, vino a pivo, a inhibitort MAO.
Tento efekt se projevoval v podobé hypertenze az hypertenzni krize. Pozdéji bylo
zjiSténo, ze ,syrovy efekt” zplisobuji pouze ireverzibilni inhibitory MAO A. Mezi
neselektivni ireverzibilni inhibitory MAO patri tranylcypromin a fenelzin pouzivané

jako antidepresiva (Finberg & Rabey, 2016; Youdim & Bakhle, 2006).

Ireverzibilni inhibitory jsou kovalentné vazany na enzymy, proto je jejich
inhibice nevratna. Kovalentné vazany enzym nemtize fungovata tim je jeho aktivita
blokovana. Reverzibilni inhibitory MAO A jsou schopny oddélit se od enzymu.

Inhibice je tedy vratna a tidi se koncentraci substratu a inhibitoru. Reverzibiln{
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inhibitory MAO A v pripadé poziti tyraminu nezpusobuji ,syrovy efekt”. Klinicky
vyuzivanym  reverzibilnim  inhibitorem MAO A je antidepresivum
Moclobemid. DalSim reverzibilnim inhibitorem MAO A s antidepresivnimi

vlastnostmi je methylenova modf (Finberg & Rabey, 2016).

Selektivni inhibice MAO A vede ke zvySenym hladindm neurotransmiteru
uvniti noradrenergnifho a serotogerniho neuronu a ma klinicky antidepresivni
ucinek. Selektivni inhibitory MAO A jsou Clorgylin a Moclobemid (Finberg & Rabey,
2016).

Inhibice MAO B vede ke zvySenym hladindm dopaminu. Selegilin, Rasagilin a
Safinamid jsou selektivni inhibitory MAO B, které se pouzivaji predevsim jako

antiparkinsonika (Finberg & Rabey, 2016).

2.5.3 MAO B a Parkinsonova choroba

Parkinsonova nemoc je neurodegenerativni onemocnéni ¢lovéka postihujici
predevsSim mozkovy kmen a parovou strukturu stfedniho mozku substantia nigra.
Mohou jim ovSem byt postiZeny i dal$i oblasti mozku. Onemocnéni postihuje asi0,2
% populace a zaCina se projevovat kolem 58-60 let véku. (Jirak et al, 2009;

Silbernagl & Lang, 2001).

Hlavni motorické priznaky Parkinsonovy nemoci jsou tres, svalova ztuhlost,
celkova zpomalenost pohybu, sniZzeni hybnosti, porucha rovnovahy a chtize. Chtize
je pomalds drobnymisouravymikroky. U pacientii také dochazi k zdmrzim pohybu.
Typické je mirné shrbené drzenitéla pacientii s pokréenymi pazemia nohama. Také
se mohou objevit poruchy kognitivnich funkci, deprese, tizkost, monoténni rec,
ztrata Cichu, mimiky, potiZe s polykdnim a mastna kiize. U 20-40 % pripadi se také
vyskytuje demence. Pacienti maji problém fadit myslenky do souvislosti a udrzet je.
Objevuji se také poruchy nalad, zmény osobnosti, bludy a halucinace (Jirak et al,,

2009; Roth et al,, 1999).

Piesnd pric¢ina Parkinsonovy choroby neni zndma. Jeji vyskyt vSak u pacienti
miZe souviset s mnoha faktory, jako jsou naptiklad genetickd porucha, traumata,
zanéty (encefalitida), porucha krevniho zasobeni (aterosklerdza), nadory a otravy
(predevsim CO, manganem a 1-metyl-4-fenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridinem neboli
MPTP, ktery se drive pouZzival jako ndhrada heroinu) (Silbernagl & Lang, 2001).
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Pri Parkinsonové chorobé dochazi k zaniku bunék substantia nigra. Zanik
bunék je pravdépodobné uskutecnény apoptézou zdlvodu tvorby volnych
kyslikovych radikalt. K projevu symptomli onemocnéni musi byt takto zniceno 70
% bunék substantia nigra. Zanik bunék sniZzuje dopaminergni inervaci striata, coz je
oblast Sedé hmoty uvniti koncového mozku. Je utlumena cinnost talamu a dochazi
k potlaceni motoriky. Pacient zacina mit problémy s pohybem a projevuji se u néj i

dalsi motorické priznaky nemoci (Silbernagl & Lang, 2001).

Jednim ze zplisobli 1écby Parkinsonovy choroby je podavani L-dopy
(levodopa), coz je prekurzor dopaminu. Odbouravani dopaminu mize byt také
zpomalovano latkami, které tlumi MAO (inhibitory MAO) (Silbernagl & Lang, 2001).
Jednim z pouzivanych inhibitort je selegilin, ktery inhibuje MAO B. Selegilin byl
vyvinut pro lé¢bu deprese, diky tomu, Ze inhibuje MAO B, zabranuje odbouravani
dopaminu z mozku. Proto se tento inhibitor pouziva k 1é¢bé Parkinsonovy choroby
spolu slevodopou. Pro zablokovani MAO B je potrebna ddvka 5-10 mg Selegilinu
denné. Dal$im novéji pouZivanym inhibitorem MAO B vyuzivanym pro lécbu
Parkinsonovy choroby je rasagilin, ktery zvySuje hladinu dopaminu ve striatu.
Rasagilin je také podavan spolu s levodopou, doporucena davka rasagilinu je 1 mg

denné (Roth et al,, 1999; Roth etal., 2009).

2.5.4 Dalsi onemocnéni a poruchy zptisobené problémy s MAO

Ztrata aktivity MAO je slucitelna s lidskym Zivotem (Sims et al., 1989). Pokud
u lidi nastanou delece v genové oblasti chromozomu X, kde se vyskytuji i geny pro
MAO, mohou nastat velké problémy. Tato delece mlize u lidi zpisobit vrozenou
slepotu, hluchotu, mentdlni retardaci nebo psychézy. Delece genu pro MAO A
zahrnuje jesté dalsi symptomy, napriklad poruchy chovani, kognitivni poruchy a

poruchy spanku (Berger etal, 1992; Sims et al., 1989).

Mutace v genech pro MAO A nebo pro MAO B mohou byt zakladem pro
syndromy vazané na chromozom X. Nékterymi z Klinickych priznaki pozorovanych
u pacienti smutaci jsou mentilni retardace, autistické chovani, selhani
somatického ristu, abnormalni pohlavni zrani, periferni autonomni dysfunkce,

motorickd hyperaktivita, zdchvaty nebo také poruchy spanku (Sims etal.,, 1989).
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2.6 Rekombinantni proteiny

Enzymy se vyskytuji ve vSech Zivych organismech a katalyzuji biochemické
reakce, které v organismech probihaji. Prlimyslové se zacaly enzymy vyrabétv roce
1874 pro potravinarské vyuzZiti. Dansky védec Christian Hansen extrahoval
ze zaludkl telat enzym rennin (chymosin), ktery se pouzival pro vyrobu syrt
(Nielsen et al, 2004). Teoreticky je ziskdni rekombinantniho proteinu velmi
jednoduché. Vznikd zrekombinantni DNA, coZ je DNA, ktera vznikla umélym
spojenim Usekli DNA zriznych organismd, a ma schopnost replikovat se
v hostitelském organismu. Tento poZadovany gen (Usek DNA) se klonuje do
odpovidajiciho vektoru a poté vnese do hostitelskych bunék, kde se vektor namnozi.

Podle mista exprese je protein vyizolovan a purifikovan (Rosano & Ceccarelli, 2014).

2.6.1 Expresni vektory

Geny, které kéduji rekombinantni enzymy se zavadéji do hostitelskych
kmenti za pouziti expresnich vektorli. Pomocipozitivni selekce je zajistén riist pouze
téch bunék, které prijaly expresni vektor. U E. coli jsou to obvykle geny pro
rezistenci na antibiotika. Rezistence vii¢i ampicilinu je dana genem bla, jehoz
produktem je periplazmaticky enzym, ktery inaktivuje beta-laktamovy kruh beta-
laktamovych antibiotik. JelikoZ se vSak [3-laktamaza kontinualné vylucuje, dochazi
k degradaci antibiotika a systém neni stabilni. DalSim z pouZivanych antibiotik je
tetracyklin, ktery je béhem kultivace vysoce stabilni, protoZe rezistence na néj je
zaloZena na aktivnim odtoku antibiotika z rezistentnich bunék (Korpimaki et al,
2003)

2.6.2 Bakterialni expresni systémy

Bakterialni expresni systémy jsou hojné vyuzivany predevsim pro rychlou a
levnou produkci proteinu, a jednoduchou manipulaci s expresnim systémem. Hlavni
nevyhoda bakteridlnich expresnich systémi je chybéjici posttranslacni modifikace
protein. Dal$im problémem bakteridlnich expresnich systému je tvorba
nerozpustného produktu. Protein je uklddan do inkluznich télisek, z nichZ je nutné
ho vyizolovat. Re§enim tohoto problému je pripojeni sekre¢ni zna¢ky a nasledny
transport vznikajictho proteinu do periplasmy (Mergulhdo et al., 2005; Rosano &

Ceccarelli, 2014).
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Nejvice pouZivanou bakterii pro bakteridlni expresni systémy je E. coli.
Nejcastéji pouzivané expresni kmeny jsou E. coli BL21 (DE3) a nékteré linie E. coli
K-12. Vyhodou BL21 (DE3) je to, Ze kmen je schopny riist v minimalnich médiich a
neni patogenni. Pokud preZije v hostitelské tkani, tak pravdépodobné nezpiisobi
onemocnéni. V E. coli 1ze exprimovat vétSinu prokaryotickych a eukaryotickych
genli jejichz produkty nepodléhaji posttransla¢ni modifikaci, dale také
mitochondridlni a chloroplastovou DNA a vSechny geny jejichZz produkty

nepotiebujeme v aktivni formé (Chart et al,, 2000; Rosano & Ceccarelli, 2014).

Druhou hojné pouZivanou bakterii je rod grampozitivnich ty¢inek Bacillus.
Vyhodou tohoto rodu je velkd sekrecni kapacita a moZnost exprese primo do
kultivacniho média. Nejpouzivanéjsim zastupcem je Bacillus subtilis, dale se
pouzivaji také Bacillus brevis, Bacillus megaterium, Caulobacter crescentus (Terpe,
2006). Dalsi bakterie, které lze vyuzit jako expresni jsou napriklad Lactococcus
lactis, grampozitivni bakterie vyuZivana v potravinarstvi (Linares et al., 2010),
gramnegativni tyCinka Pseudomonas aeruginosa (Derouazi et al, 2008) nebo

grampozitivni bakterie Staphylococcus carnosus (Dilsen et al., 2000).

2.6.3 Dalsi druhy expresnich systémii

Kviili chybéjici schopnosti posttranslacni modifikace u bakteridlnich
expresnich systémil jsou pouzivany systémy, které posttransla¢ni modifikaci
zvladaji. Mezi tyto systémy patii kvasinkové, hmyzi a savci expresni systémy (Yin et

al, 2007).

K vyrobé expresnich proteint lze vyuzit velké mnoZstvi organisml. Mezi
zakladni skupiny mimo bakterialnich expresnich systémii patii kvasinkové expresni
systémy, hmyzi expresni systémy, savci tkdnové kultury, rostlinné a bezbunécné
systémy. Bakterialni a kvasinkové expresni systémy se vyznacuji nizkymi naklady a
vysokou rychlosti riistu. Oproti tomu hmyzi a savci expresni systémy jsou
nakladnéjsi a rychlost jejich ristu je pomalejsi. Hrozi také nebezpeci kontaminace
kultury lidskymi patogeny. Vyhodou téchto expresnich systéma je schopnost
posttranslacni modifikace. Mezi reakce posttranslacni modifikace patifi N-
glykosylace, O-glykosylace, fosforylace, acetylace, acylace a y-karboxylace.
Kvasinkové a hmyzi expresni systémy zvladaji vSechny posttranslacni modifikace

mimo y-karboxylace, kterou maji jen sav¢i expresnisystémy (Yin et al,, 2007).
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Kvasinkové expresni systémy jsou Casto pouZzivany k expresi proteini
eukaryotického ptivodu. Jejich vyhodou je snadna manipulace se vzorkem, nizka
nakladnost a vysoka rychlost rtstu. Dalsi vyhodou je i moZnost posttransla¢ni
modifikace. Nevyhodou miiZe byt vysoka produkce sekundarnich metaboliti (Boer
et al, 2007). Prvnim a nejCastéji pouZivanym organismem pro expresi je
Saccharomyces cerevisiae pekarska kvasinka. Jeji uplatnéni je velmi Siroké hlavné v
biotechnologické vyrobé farmaceutickych produkti. S jeji pomoci se vyrabi inzulin,
glukagon, somatotropin a hirudin. Saccharomyces cerevisiae se vyuZziva také pri
vyrobé HBsAg antigenu, ktery se pouZivad pro vakcinaci proti hepatitidé typu B
(Mishra & Baranwal, 2009). Jiné kvasinky pouZivané k produkci rekombinantnich
proteint jsou Pichia pastoris, Pichia methanolica a Candida boidinii (Boer et al,

2007).

Hmyzi expresni systémy jsou zaloZeny na principu infikovani kultivovanych
hmyzich bunék bakuloviry. Bunky jsou infikovany DNA virem Autographa
californica multiple nuclear polyhedrosis virus (AcMNPV). Tento rekombinantni
DNA virus je dvouvlaknovy a nese gen pro tvorbu cilového proteinu. Jako produkéni
organismy jsou vyuzivany dva druhy bunék motylu Spodoptera frugiperda (kmeny
Sf9 a Sf21) a Trichoplusia ni (kmen HighFive™), kdy ke kultivaci jsou pouzivany
jejich ovarialni bunky (Jarvis, 2009).

Sav¢i tkanové kultury jsou nejvhodnéjsi pro produkci savcich, a predevsim
lidskych proteint, a to hlavné diky schopnosti kompletni posttransla¢ni modifikace.
K expresi se pouzivaji bud bunécné linie odvozené z tumord, nebo virové
infikované. Pri produkci rekombinantnich proteinti ze savcich bunék se pouzivaji
dva hlavni postupy, prechodna nebo stabilni transfekce (Wurm & Bernard, 1999;
Yin et al., 2007).

Pro prechodnou expresijsou pouZivany predevSim tfibunécné linie HEK-293
(Human Embryonic Kidney 293 cells), COS (CV-1 [simian] in Origin, and carrying the
SV40) a BHK (Baby Hamster Kidney) (Wurm & Bernard, 1999). Pro stabilni

transfekci je pouzivana linie CHO (Chinese Hamster Ovary) (Davis et al,, 1990).

Bezbunécné expresni systémy se pouzivaji v laboratorich k vyrobé

nanogramového aZ mikrogramového mnoZstvi proteinu. Tyto systémy jsou
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zaloZeny na principu pouziti bunécnych lyzati bez pritomnosti Zivych bunék.
Velkou vyhodou bezbunécnych expresnich systému je moznost exprese toxickych
proteinli a radioaktivni znaceni inkorporaci znaCenych aminokyselin. K pripravé
bezbunécnych lyzati se pouzivaji extrakty z E. coli, Leishmanie tarentolae, dalsi
pouzivané lyzaty jsou z extraktu pseni¢ného klicku nebo lyzat kralic¢ich retikulocytd.
Mezi komercné vyrabéné expresni systémy patifi TNT® firmy Promega nebo

Expressway™ firmy Invitrogen (Endo & Sawasaki, 2006; Kovtun et al., 2010)
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3 Cil prace
Cilem této prace bylo klonovata exprimovatlidské geny MAO A a MAO B jako

rekombinantni enzymy v burikach bakterie E. coli. Prace byla rozdélena do téchto

Etyt Easti:

1. Literarni reSerse - struktura enzymi MAO A a MAO B, jejich funkce v organismu

a patologie. Expresni proteiny a druhy rekombinantnich organismi.
2. Klonovani gentt MAO A a MAO B do sekvenac¢niho vektoru pCR4TOPO.
3. Subklonovani MAO A a MAO B do expresniho vektoru pET28b.

4. Exprese rekombinantniho proteinu MAO A a MAO B v burikach E. coli BL21 (DE3).
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4 Experimentalni cast

4.1 PouzZity material

4.1.1 Chemikalie

Antibiotikum kanamycin (Serva)

Antibiotikum karbenicilin

Agardza pro rutinni DNA elektroforézu (Serva)

SYBR safe DNAgel stain 10000x koncentrovany (Invitrogen)
Ethanol (VWR)

[sopropanol (Serva)

destilovana voda

LB Broth (Miler) médium (Sigma-Aldrich)

LB bakteridlni agar (Sigma Aldrich)

SYBR safe DNAgel stain 10000x koncentrovany (Invitrogen)
DNA standard (O’gene Ruler 1kb DNA ladder) (Thermo Fisher)
Nanaseci pufr (10x Blue Juice - gel loading buffer) (Invitrogen)

TAE pufr (Serva)

4.1.2 Biologicky material

4.1.3 Kity

Templatova DNA pro PCR reakci (Gene Art, Thermofisher Scientific)

Reverse primery pro geny MAO A a MAO B (Generi Biotech)
Forward primery pro geny MAO A a MAO B (Generi Biotech)

Chemokompetentni buriky E. coli NEB Turbo (New England Biolabs)

Buniky E. coli XL-1 obsahujici plasmid pET-28b (Novagen)
Expresniburnky E. coliBL21 (DE3) (Novagen)
Vektor pCR4 TOPO (Thermo Fisher)

Quick Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher)
QIA quick Gel Extraction kit (Qiagen)
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4.1.4 Enzymy

Easy A DNA polymeraza (Agilent)

PPP master mix polymeraza (TopBio)

Restrikéni endonukleasy Xhol, Ndel (New England Biolabs)
T4 DNA ligasa (Invitrogen)

4.1.5 Pristroje

Box s lamindrnim proudénim (Faster Dasit)
Centrifugy (Eppendorf)

Horizontaln{ elektroforézy (SciePlas)
Hluboko mrazici box (ThermoFisher)
Trepaci inkubator (MiuLab)

Laboratorni vahy (Kern)

MikrovInna trouba (Gallet)

Vortex (Grant Instruments)

Termocycler (Eppendorf)

UV /VIS spektrofotometr (Tecan Spark)

UV transiluminator s kamerou (Uvitec Cambridge)

Spektrofotometr (TECAN)
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4.2 PCR genuMAO A aMAO B

Polymerazova tetézova reakce (PCR) je technika, kterda se pouZiva
v molekularni biologii k ziskani milioni kopii DNA. Samotna reakce ma tii hlavni
¢asti: denaturacni, hybridiza¢ni (annealingovou) a prodluZovaci (elongalni).
V denaturacni fazi dojde vlivem vysoké teploty (95 °C) k rozdéleni dvousroubovice
na jednotliva vlakna. V nasledné hybridizacni fazi vlivem sniZeni teploty nasednou

primery. V prodluZovaci fazi probiha syntéza vlaken a vznik dvouSroubovice.

4.2.1 Navrh sekvence primeri

Pro amplifikaci pouze urcitého tuseku DNA byly navrZeny kratké
oligonukleotidy (primery), které obsahuji na koncich sekvence pro Stépeni
endonukleazami. Endonukleazy nasedaji tak, Ze vloZzenim do plazmidu pET28b
dochazi k fazi genu se sekvenci plazmidu a expresi je ziskan protein, ktery ma

|IN-koncovou histidinovou znacku. PouZité primery jsou uvedeny v tabulce ¢.1.

Tabulka €. 1: Sekvence primert

MAO A

Forward primer: 5’- CATATGGAGAATCAAGAGAAGGCC-37
Reverse primer: 5’- CTCGAGTCAGCTAGGCAGGTTGCGTTCC -3’
MAO B

Forward primer: 5’- CATATGAGCAACAAATGCGACGTG -3°
Reverse primer: 5’- CTCGAGTCACACGCTAGGCAGATGGCG -3°

SloZeni PCR reakce je popsano v tabulce ¢. 2. DNA jako templat pro PCR byla
upravena pro expresi v bakteridlnich bunkach pomoci optimalizace kodont a

nasyntetizovana de novo firmou ThermoFisher.
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Tabulka ¢. 2: SloZeni PCR reakce

Komponenta Mnozstvi (nl) | Finalni koncentrace
destilovana voda 16,4

10x koncentrovany reakcni pufr 2,5 1x

dNTP - deoxynukleosidtrifosfat 10mM | 0,6 0,25x

DNA templat, 10ng/pl 3

primer R 010pM 1

primer F 10uM 1

Easy A DNA polymeraza 5U/ pl 0,5

Celkovy objem smési 25 pl

Takto pripravena reakéni smés byla promichana a vloZena do termocycleru
Mastercycler S (Eppendorf) a byly nastaveny odpovidajici podminky pro PCR
reakci, viz tabulka €. 3. Reakce probihala ve 30 cyklech.

Tabulka ¢. 3: Prubéh PCR reakce

1. Faze 95 °C 2 min
2. faze - 30 cykli 95 °C 40 sec
55 °C 30 sec
72 °C 1 min 40 sec
3. faze 79 °C 7 min
4. faze 4°C 00
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4.3 Agarozova gelova elektroforéza

Agarézova gelova elektroforéza je separacni metoda zaloZena na pohybu
nabitych castic ve stejnosmérném elektrickém poli, kdy separace probiha na
principu rozliSovani velikosti molekul. Agar6zovy gel tvori specialni sito, v némz se
molekuly separuji podle své velikosti. K putovani molekul dochazi diky
stejnosmérnému elektrickému proudu. DNA jako zaporné nabitd molekula putuje
ke kladné nabité elektrodé, anodé. Pro zjisténi velikosti separovanych molekul DNA
se pouzivd standard molekulovych hmotnosti, u kterého jsou znamy velikosti
jednotlivych fragmentd. Jako DNA standart byl pouzit Generuler 1kb DNA ladder
(Thermo Fisher Scientific) (Obr.6).

Obrazek €. 6: DNA standard velikosti Generuler 1kb DNA ladder. Standard slouZzi
pro odecet velikosti DNA v rozsahu od 250 bp do 10 000 bp (upraveno z Thermo
Scientific GeneRuler 1 kb DNA Ladder, 2018)

Do erlenmayerovy banky bylo navazeno 0,4 g agarézy a prilito 40 ml pufru.
Byla zjiSténa vaha smési. Agaré6za byla rozpusténa zahratim smési v mikrovinné
troubé. Do smésibyla doplnéna odparena voda a agardza byla lehce chlazena na asi
50 °C. Do smési byly pridany 4 ul barvy Syber Safe DNA gel stain 10 000x, ktera se

vaZze na DNA a barvi ji. Agardza byla nalita do vany pro elektroforézu a ihned byl
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umistén hrebinek pro vytvoreni jamek, do kterych budou pozdéji pipetovany

vzorky. Gel byl ponechan 30 minut do utuhnuti.

Z gelu byl vyjmut hrebinek a byl zalit pufrem. Do jedné zjamek bylo pro
kontrolu napipetovano 5ul DNA standardu molekulovych hmotnosti (0’GeneRuler
DNA 1 kb). Vzorky byly smichany snanaSecim pufrem (Blue Juice Gel Loading
Buffer) a napipetovany do jamek. Elektroforéza probihala p¥i konstantnim napéti
100 V po dobu 30 minut. Po skonceni elektroforézy byla DNA v gelu vizualizovana
pomoci UV trans-iluminatoru. Fragments odpovidajici velikosti byl z gelu izolovan

pro dalSi pouziti.

4.4 1zolace DNAz gelu
K izolaci DNA z gelu byl pouzit QIAquick Gel Extraction kit a pri izolaci bylo

postupovano podle ndvodu uvedeného v kitu. Pod UV svétlem byl skalpelem
vyriznut odpovidajici fragment DNA (u obou fragmentti se predpokladana velikost
pohybovala okolo 1500 bp). Oba fragmenty byly umistény do 2 ml zkumavky a byla
zjiSténa vaha gelu. Do zkumavky byl pridan QG pufr dle vahy gelu (ke kazdému
100 mg gelu bylo pridano 300 ul pufru). Vzorek byl rozpustén pti 50 °C po dobu
10 minut a kazdé 2 minuty byl promichan. Do smési byl pridan 1 objem gelu
isopropanolu (ke kazdému 100 mg gelu bylo tedy ptridano 100 pl isopropanolu) a
vSe bylo jednodusSe promichano. Vznikla smés byla nanesena na kolonu z kitu. Do
kolony bylo postupné napipetovano po 750 ul smési, ktera byla zcentrifugovana po
dobu 1 minuty pri 14 000 x g. Tento postup byl opakovan pro naneseni celého
vzorku. Nasledné byla kolona promyta 500 pl QG pufru a opét 1 minutu
centrifugovana pti 14 000 x g. Do kolony bylo ptiddno 750 pl PE pufru. Vzorek byl
inkubovan po dobu 2-5 minut pfi laboratorni teploté, poté byl 1 minutu
centrifugovan pri 14 000 x g. Kolona byla nasledné znovu sto¢ena 1 minutu pfti
14 000 x gz dlivodu odstranénizbytkového mnozstvi pufru. Kolonabyla pfemisténa
do cisté 1,5 ml zkumavky a pro eluci DNA bylo na kolonu napipetovano 30 ul dH20.
Vzorek byl 1 minutu inkubovan pfi laboratorni teploté a potom 1 minutu

centrifugovan pri 14 000 x g. S eluovanou DNA bylo ihned pracovano.
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4.5 TA klonovani
K topoklonovani byl pouzit pCR4 TOPO™ TA Cloning ™ kit vhodny pro

sekvenaci a pti praci bylo postupovano podle navodu vyrobce.

Tabulka €. 4: SloZeni topoklonovaci reakce

Komponenta MnoZstvi (pul)
DNA 4

Vektor pCR4TOPO 1

Salt - solution 1

Celkovy objem smési 6 ul

Byla namichana topoklonovaci smés (Tabulka ¢. 4), smés byla inkubovana 10
minut pri pokojové teploté a nasledné byl vzorek transformovan
do chemokompetentnich bunék E. coli NEB Turbo. PouZivana DNA je ta, ktera byla
eluovana z gelu v predchozim kroku. Jako sekvenac¢ni vektor byl pouZit pCR4TOPO
o velikosti 3 950 bp. Na jeho 3’koncich jsou T presahy. Tento vektor obsahuje gen

(k6duje) rezistenci na antibiotikum karbenicilin.

4.5.1 Transformace plazmidu pCR4TOPO do E. coli NEB Turbo
K transformaci byli pouzity chemokompetentni buniky E. coli NEB Turbo.
Chemokompetentni buriky maji na svém povrchu naboj, diky némuz se na kratkou

chvili plazmid navaze k burice a naslednym teplotnim Sokem je vnesen do bunék.

K chemokompetentnim buiikdm, které byly rozmraZeny na ledu, byla
pripadanatopoklonovacismés (3 ul) a vzorekbyl nechan stat 20 minut naledu, poté
byl proveden teplotni Sok 30 sekund pti 42 °C a bunky byly vraceny po dobu
10 minut na led. K bunikkam po teplotnim Soku bylo pridano 950 pl SOC média a
kultura byla umisténa do trepaciho inkubatoru na 1 hodinu pri teploté 37 °C,
200 rpm. Po inkubaci v tfrepacim inkubatoru byly bunky vysety na 2 bakterialni

plotny obsahujici antibiotikum karbenicilin v koncentraci 100 pg /ml média.
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Naprvni plotnu bylo vyseto 50 ul kultury. Roztér kultury byl provadén
mikrobiologickou hokejkou. Zbytek kultury byl zcentrifugovan 2 minuty 14 000x g,
prebytecny supernatant byl odlit a peleta resuspendovana v jeho zbytku a nasledné
vysetd na druhou plotnu. Prace s bakteridlni kulturou byla provadéna v boxu s
laminarnim proudénim. Petriho misky s bakterialni kulturou byly inkubovany pti

teploté 37 °C do druhého dne

4.6 Odpich kolonii

Po 18-ti hodinové inkubaci byly Petriho misky preneseny do boxu
s laminarnim proudénim, kde probihala prace s koloniemi. Sterilni Spickou byl
proveden odpich kolonie. Spi¢ka byla ponofena do 1,5 ml zkumavky s 50 ul dH20 a
bunky byly resuspendovany. Kultura byla rozdélena do dvou zkumavek. 30 pl
vzorku bylo uchovano v lednici a 20 pl vzorku bylo povareno 5 min / 95 °C a

nasledné pouzito na PCR reakci na koloniich.

4.7 PCR na koloniich
Pro detekci klonované DNA ve vyrostlych koloniich byla namichana PCR

reakce podle tabulky ¢. 5. Priibéh reakce je uveden v tabulce ¢: 6.

Tabulka €. 5: SloZenikolony PCR reakce na koloniich

Komponenta Mnozstvi (pul)
dH20 7,5

PPP Master mix 2x 12,5

Primer R 10puM 1

Primer F 10uM 1

Templatova DNA 3

Celkovy objem smési 25 ul
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Tabulka ¢. 6: Pribéh PCR reakce na koloniich.

Faze 94 °(C 1 min
Faze - 30 cykli 94°C 15 sec
55 °C 15 sec
72 °C 1 min 40 sec
Faze 72°C 7 min
Faze 22 °C 00

PCR na koloniich byla analyzovand pomoci agarové gelové elektroforézy a

detekovana pomoci UV trans - iluminatoru.

4.8 Rozmnozeni bakterialnich kolonii

PCR pozitivni kolonie byly inokulovany do LB média s karbenicilinem
(konec¢na koncentrace 100 pg/ml média) a inkubovany pres noc pri37 °Ca 200 rpm
ve trepacCce.Z narostlé kultury byl vytvoren bakterialni Stok (smichanim 600 pl 50%
glycerolu se 400 pl no¢ni kultury). Stok byl skladovan pii -80 °C pro dlouhodobé
uchovani. Zbytek narostlé kultury byl centrifugovan pri 4500 x g po dobu 10 minut.
Supernatantbyl odlit a s bakterialni peletou byla bud provedenaizolace plazmidové

DNA, anebo byla zamraZena pri -20 °C do dalsi pouZiti.

4.9 Izolace plazmidové DNA

K izolaci plazmidové DNA byl pouzit Quick Plasmid Miniprep Kit. Pri praci
bylo postupovdno presné podle navodu od vyrobce. Prvnim krokem bylo
propipetovani a homogenizovani bakteridlni pelety ve 250 ul pufru R2. Ke vzorku
bylo ptidano 250 pl lyzacniho pufru L7. Zkumavka byla 5x oto¢ena dnem vzhiru,
aby se celd smés promichala. Vzorek byl inkubovan 5 minut p¥ilaboratorni teploté.
K vzorku bylo pridano 350 pl precipitatniho pufru N4, zkumavka byla 10x otoCena
dnem vzhlru a 10 minut centrifugovana pri 14 000x g. Supernatant byl

prepipetovan do pripravenych kolon a centrifugovan 1 minutu pfi 14 000xg.
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K vzorku bylo do kolony pridano 500 pl W10 promyvaciho pufru, vzorek byl 1
minutu inkubovan pfi laboratorni teploté a poté minutu centrifugovan
pri14 000 x g. DalSim krokem bylo pridani 700 pl W9 pufru, vzorek byl 1 minutu
centrifugovan pti 14 000 x g. Pro naprosté docisténi a odstranéni veskerého W9
pufru byl vzorek centrifugovan jesSté jednou po dobu 1 minuty pti 14 000 x g. Kolona
se vzorkem byla umisténa do cisté zkumavky, do kolony bylo napipetovano 30 pl
dH20. Vzorek byl 1 minutu inkubovan pri laboratorni teploté a 2 minuty

centrifugovan pri 14 000 x g.

Vzorek izolované plazmidové DNA byl sekvenovan na spolupracujicim pracovisti

(MBU, AV CR) pro potvrzeni spravnosti sekvence vkladanych genfi.

4.10 Restrikeni Stépeni

Pro ovéreni spravnosti vkladané sekvence DNA byl plazmid pCR4TOPO
nesouci geny MAO A a MAO B stépen pomoci restrik¢nich endonukleaz. Sekvence
pro tyto $tépici mista byly do sekvence obou genti pridany pomoci primert jiz pri
prvni PCR reakci. Pro restrik¢ni Stépeni se pouZiva izolovana plazmidova DNA
o dostatecné koncentraci uvedené v tabulce €. 7 a Cistoté. Restrikéni smés byla

namichana podle navodu vyrobce (Tabulka 8).

Tabulka €. 7: Koncentrace DNA pouZita pro restrik¢ni Stépent

DNA Koncentrace (ng/ pl)
MAO A 156

MAO B 167

pET28b 94
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Tabulka ¢. 8: SloZenirestrikéni smési

Komponenta Mnozstvi (pul)
Reak¢ni pufr 2

(Cut smart 10x koncentrovany)

Plazmidova DNA 16

Xhol (20 000 U/ml) 1

Ndel (20 000 U/ml) 1

Celkovy objem smési 20 pl

Podle tabulky ¢. 8 byla namichana restrikéni smés. Vzorek byl inkubovan

pri37 °C po dobu 4 hodin.

4.11 Ligace vektoru a insertu

Plazmidovd DNA pCR4TOPO nesouci geny MAO A a MAO B, ktera byla
restrikéné rozstépena, byla pomoci agarové gelové elektroforézy rozdélena a
prislusné fragmenty. Z gelu byla vyizolovana DNA odpovidajici velikosti pomoci
QIAGEN Gel Extraction Kit. U izolovanych fragmentl byla stanovena koncentrace
DNA pro pripravu liga¢ni smési, ktera byla namichana v poméru 3:1 a sloZzeni smési
bylo dopocitano do celkového objemu. V pripadé MAO A byl celkovy objem smési
25 pl, sloZeni liga¢ni smési je v tabulce ¢. 9, ligacni smés pro MAO B byla dopocitana
do 20 pl a sloZeni liga¢ni smési je v tabulce ¢. 10. Rozdilné objemy ligacnich smési

jsou zplisobeny potirebou dosahnout pozadované koncentrace DNA
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Tabulka €. 9: Ligacni smés MAO A

Komponenta Mnozstvi (ul)

pET 6,26

MAO A 12,25

liga¢ni pufr 5x koncentrovany 2,5

Ligasa 400 U /ul 1

destilovana voda 2,99

Celkovy objem smési 25l
Tabulka €. 10: Ligacni smés MAO B

Komponenta Mnozstvi (pul)

pET 6,26

MAO B 8,66

liga¢ni pufr 5x koncentrovany 2

Ligasa 400U /ul 1

destilovana voda 2,08

Celkovy objem smési 20 ul

Liga¢ni smés byla napipetovana do zkumavky, vzorek byl vortexovan a
ponechan 15 minut inkubovat pri laboratorni teploté. K chemokompetentnim
bunikkdm NEB Turbo byly pripipetovany 4 pl liga¢ni smési a vzorek byl inkubovan
20 minut na ledu. Nasledné byla provedena transformace pomoci teplotniho Soku.
Smés byla po dobu 30 sekund vloZena do teploty 42 °C a poté opét inkubovana
5minut na ledu. Do vzorku bylo priddano 950 pl SOC média. Poté byla smés
inkubovana 1 hodinu v tfepacim inkubatoru pii teploté 37°C. Buriky byly vysety na

bakteridlni plotny s obsahem antibiotika kanamycinu o koncentraci 50 pl/ml média.
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4.12 Priprava chemokompetentnich bunék BL21 (DE3)

Do 2 ml LB média bylo zaockovano 30 ul nocni kultury bunék
E. coli BL21 (DE3). Vzorek byl ponechan pti 37 °C v tirepacce pii 220 rpm. Inkubace
trvala do doby, dokud bunky nenarostly do optické denzity 0,5 mérené
priabsorbanci 600 nm (opticka denzita 0.D.s00). Do zkumavky byl nabran 1 ml
narostlé kultury a centrifugovan na ledu 10 minut pti 3 000 rpm. Po zcentrifugovani
byl supernatant odlit a peleta byla resuspendovana v 1ml 0,1 M CaClz. Vzorek byl
opét centrifugovan na ledu 10 minut pfi 3 000 rpm, supernatant slit a peleta
resuspendovanav 1 ml 0,1M CaClz. Vzorek byl centrifugovan na ledu 10 minut pri
3 000 rpm. Supernatant byl slit, peleta byla resuspendovana ve 100 pl 0,1M CacCla.
Takto ptripravené buiky jsou chemokompetentni a vhodné pro transformaci

plazmidové DNA. Pro prijeti plazmidové DNA je nutné provéstteplotni Sok.

4.13 Transformace do bunék E. coli BL21 (DE3)

Transformace do chemokompetentnich bunék E. coli BL21 (DE3) byla
provedena teplotnim Sokem. Smés, ktera byla inkubovana na ledu, byla po dobu 30
sekund vloZena do teploty 42 °C a poté opétinkubovana 5 minut na ledu. Do vzorku
bylo pridano 950 pl SOC média. Poté byla smés inkubovana 1 hodinu v tfepacim
inkubatoru pri teploté 37°C. Vzorek byl vyset na plotnu s antibiotikem kanamycin

o konecné koncentraci 50 pg/ml média.

Odpich kolonii a PCR na koloniich byly provedeny stejné jako v predchozich
kapitolach 4.6 a 4.7.
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5 Vysledky a diskuse

5.1 Amplifikace genii MAO A a MAO B metodou PCR

5.1.1 Amplifikace metodou PCR

Geny MAO A a MAO B byly amplifikovany PCR reakci. Pro detekci reakce byl
vzorek nanesen na 1 % agarovy gel a byla provedena DNA gelova horizontalni
elektroforéza. Fragmenty DNA byly na gelu detekovany pomoci UV trans-
iluminatoru. Na gelu byly viditelné fragmenty priblizné o velikosti 1500 bp. Tato
velikost odpovida velikosti MAO A a MAO B (Obr.7).

ST MAO A MAO B

6000 bp ——

3000 bp ——

1500 bp —

1000 bp ——

. ;
-= «— lzolovana DNA
- —

Obrazek ¢ 7: Amplifikace genu MAO A a MAO B

Amplifikovana DNA byla vyfiznuta a extrahovana kitem QIAGEN Gel
Extraction Kit. Ziskana DNA byla pouZita rovnou pro topoklonovani. Jako klonovaci
vektor byl pouzit pCR4TOPO a piijimacim organismem byly chemokompetentni
bunky E. coli NEB Turbo. Topoklonovaci smés byla vyseta na bakterialni plotny s
antibiotikem karbenicilin o koncentraci 100 pg/ml média. Po 18-ti hodinové
inkubaci bylo pro kazdy klonovany gen odpichnuto po sedmi koloniich, které byly

nasledné analyzovany pomoci PCR na koloniich.
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5.1.2 PCR na koloniich pCR4TOPO

Pro PCR reakce na koloniich byla pouZzita smés PPPMasterMix (TOP-BIO). Pro
analyzu reakci byla pouzita gelova elektroforéza. Pro detekci byl pouzit UV trans-
iluminator. Prvnich 7 vzorki MAO A bylo negativnich. Pozitivni kolonie MAO B byly
kolonie s¢isly 3, 4, 6 a 7 (Obr. 8). Kolonie MAO A byly znovu odpichnuty a bylo
analyzovano dalSich 15 kolonii. Pri druhé izolaci kolonii MAO A byly pozitivni
kolonie 1,7,10 a 14 (Obr. 9). Byla zaockovana no¢ni kultura PCR pozitivnich kolonii,
ktera byla nasledné pouZita pro izolaci plazmidové DNA pomoci sady Quick Plasmid

Miniprep Kit.

ST MAO A MAO B

6000 bp ——

3000 bp ——

1500 bp ——
1000 bp ——

Obrazek ¢. 8: MAO A jsou vSechny kolonie negativni a MAO B jsou pozitivni kolonie

viditelné v jamkach oznacenych Cisly 3, 4, 6,7.
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MAO A ST MAO A

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Obrazek ¢. 9: MAO A pozitivni kolonie jsou viditelné vjamkach oznacenych ¢isly 1,

7,10, 14.

5.1.3 Koncentrace a Cistota plazmidové DNA

U izolované plazmidové DNA byla stanovena cistota a koncentrace pomoci
spektrofotometru Tecan Spark a modulu NanoQuant. Byla mérena absorbance pfti
260 a 280 nm. Hodnota absorbance pri 260 nm udava koncentraci DNA a pomér
téchto absorbanci udava C(Cistotu izolované DNA. Vysledky méreni jsou

v tabulce ¢. 11.

Tabulka ¢. 11: Koncentrace a Cistota plazmidové DNA

Koncentrace DNA (ng/ul) | Cistota DNA

Plazmidovia DNA 168 1,90
pCR4TOPO MAO A
Plazmidovia DNA 175 1,91

pCR4TOPO MAO B
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Potfebna Cistota DNA se pohybuje mezi hodnotami 1,8-2,0. Hodnoty mensi
nez 1,8 jsouznamkou pritomnosti proteinti ahodnoty vétSinez 2,0 znaci pritomnost
RNA. V obou pripadech se jednd o neZadouci kontaminace plazmidové DNA.
Izolovana plazmidova DNA byla poslana na sekvenaci, ktera ovéri spravnost

sekvence genti MAO A a MAO B.

5.2 Restriké¢ni Stépenialigace MAO A a MAO B

Pro dals$i praci byla pouZita purifikovana plazmidova DNA pCR4TOPO
nesouci gen MAO A/MAO B a vektor plazmidové DNA pET28b. Izolovana DNA
plazmidu pCR4TOPO byla Stépena restrikénimi enzymy Xhol a Ndel stejné jako
vektor pET28b. Rozstépeni restrikéni smési bylo analyzovano pomoci gelové
elektroforézy. Na obrazku 10 vidime vzniklé fragmenty genti MAO A a MAO B, stejné
jako rozstépeny plazmid pET28b.

ST MAOA MAO B ST pET28b

6000 bp
3000 bp

1500 bp
1000 bp

Obrazek €. 10: Na obrazku jsou rozstépeny MAO A, MAO B a pET28b, stépeni

probihalo pomocirestrikénich endonukleaz Xhol a Ndel
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U restrikéné rozstépené DNA byla mérena koncentrace Spektrofotometr
(TECAN), hodnoty koncentrace jsou v tabulce ¢. 12. Z téchto hodnot bylo vypocitano

sloZeni liga¢ni smési.

Tabulka ¢. 12: Koncentrace rozstépené DNA

DNA Koncentrace (ng/ pl)
pET28b 7,98
MAO A 3,49
MAO B 4,86

5.3 Analyzavlozeni MAO A a MAO B do vektoru pET28b
Izolované fragmenty MAO A/MAO B a vektoru pET28b byly znovu spojeny

pomoci T4 DNA ligazy. Liga¢ni smés byla transformovana do chemokompetentnich
bunék E. coli NEB Turbo. Buiiky byly vysety na plotny s obsahem antibiotika
kanamycinu o koncentraci 50 pul/ml média a inkubovany 24 hodin pfri teploté 37 °C.
Vyrostlé kolonie byly odpichnuty, a izolovany pomoci metody PCR reakci
na koloniich a vysledky reakce byly analyzovany agarovou gelovou elektroforézou.
Z analyzy bylo zjisténo, Ze vSechny fragmenty MAO A (Obr. 11) a MAO B (Obr. 12)
maji spravnou velikost. Z téchto analyzovanych vzorkl byly vybrany klony, které
byly nechany pies noc rist v LB médiu s kanamycinem o koncentraci 50 pl/ml

média priteploté 37 °C.
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ST MAO A

6000 bp
3000 bp

1500 bp
1000 bp

Obrazek ¢. 11: Pozitivni kolonie MAO A vlozené do vektoru pET28b obsahujici

cilovou DNA jsou viditelné jako zarivé bile pruhy o priblizné velikosti 1500 bp.

ST MAOB

6000 bp

3000 bp

1500 bp
1000 bp

Obrazek ¢. 12: Pozitivni kolonie MAO B vloZené do vektoru pET28b obsahujici

cillovou DNA jsou viditelné jako zarivé bile pruhy o ptiblizné velikosti 1500 bp.
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5.4 Tvorba expresniho kmene E. coli BL21 (DE3)

Expresni kmen se sklada z plazmidu pET28b: MAO A/MAO B a bunék E. coli
BL21 (DE3). Chemokompetentni buiiky E. coli BL21 (DE3) byly ptipraveny tésné
pred transformaci. Pomoci teplotnitho Soku byl do chemokompetentnich bunék
E. coli BL21 (DE3) vpraven plazmid pET28b: MAO A/MAO B, bylo pridano
SOC médium, po inkubaci byl proveden vysev na plotny s antibiotikem kanamycin
o kone¢né koncentraci 50 ug/ml média. Bunky byly inkubovany do druhého dne
pti37 °C. U vyrostlych kolonii byl proveden odpich kolonii a analyza pomoci PCR
reakce na koloniich. Analyzou PCR reakce bylo zjiSténo, Ze narostlé kolonie bunék
E. coli BL21 (DE3) obsahuji plazmid pET28b: MAO A (Obr. 13) /MAO B (Obr. 14) a

jedna se tedy o expresni buriky.

ST MAO A

6000 bp ———
3000 bp ——

1500 bp ——
1000 bp ——

Obrazek ¢. 13: Ovéreni vloZeni plazmidu pET28b: MAO A do expresniho kmene
bunékE. coli BL21 (DE3).Pozitivni vzorky obsahujici cilovou DNA jsou viditelné jako
zarivé bile pruhy o priblizné velikosti 1500 bp.
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ST MAOB

6000 bp
3000 bp

1500 bp
1000 bp

Obrazek ¢. 14: Ovéreni vloZzeni plazmidu pET28b: MAO B do expresniho kmene
bunék E. coli BL21 (DE3). Pozitivni vzorky obsahujici cillovou DNA jsou viditelné
jako zarivé bile pruhy o priblizné velikosti 1500 bp.

Pro bakterialni rekombinantni expresi byl pouZzit expresni vektor
pCR4TOPO, ktery byl transformovan do chemokompetentnich bunék E. coli BL21
(DE3). Tyto bunky se bézné pouZzivaji pro pripravu rekombinantnich proteind.
Vyhodoukmene E. coli BL21 (DE3) je nizka hladina bazalni exprese.Hladina bazalni
exprese se pohybuje kolem 10 %. Takovato priprava riznych rekombinantnich
enzymd je v laboratorni praxi béZna a vysledky dosazené v této praci se nelisi od
vysledki jinych praci, stejné jako postupy a metody kterymi byl rekombinantni
enzym vytvoren. Expresni vektory mohou byt také transportovany do
chemokompetentnich bunék E. coli BL21(DE3)LysS, ktery navic obsahuje T7
lysozym (produkovany genem LysS), a vyhodou je jesté nizsi hladina bazalni

exprese pohybujici se kolem 1-3 %.
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5.5 Ovéreni vysledkii

Schopnost produkce proteinu u expresnich bunék E. coli BL21 (DE3) nesouci
plazmid pET28 s geny MAO A nebo MAO B byla ovérena pilotni expresi proteinti
v LB médiu. Expresni bunky byly v exponencialni fazi ristu indukovany 1 mM IPTG
po dobu 4 hodin. Bunécna peleta byla resuspendovana v 50 mM Tris-HCl a ¢ast
bunék bylo pouZito pro analyzu obsahu proteini pomoci elektroforézy
v pritomnosti dodecylsiranu sodného. Po elektroforéze byly proteiny preneseny
pomoci metody western-blot na polyvinylfluoridovou membranu a protilatkou
proti histidinové kotvé byla zjiSténa piitomnost obou proteint v celobunécnych
lyzatech. Pro zisk Cistého proteinu ve zkumavce bude dalSim krokem optimalizace
proteinové exprese v Case a purifikace proteini MAO A a MAO B pomoci afinitni

chromatografie.
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6 Zavér
Cilem této prace bylo klonovani a exprese geni MAO A a MAO B pro pripravu

rekombinantniho enzymu v expresnich burikach E. coli BL21(DE3). Cile této prace

se podarilo naplnit.

MAO A a MAO B jsou mitochondrialni enzymy, které metabolizuji
neurotransmitery jako jsou napiiklad serotonin norepinefrin a dopamin. Inhibitory
MAO maji Siroké vyuziti v mediciné. K vyzkumu inhibitort je potiebny purifikovany
protein. Purifikace proteinu z bakteridlniho expresniho systému neni nijak slozita a

je logickym pokracovanim tohoto vyzkumu.

Rekombinantni proteiny se pripravuji v piipadé obtizného ziskavani
proteinu z prirozeného zdroje. Mezi velké vyhody rekombinantnich proteind pati
vysoka produkce proteini, rychly riist v pomérné levném médiu a prizpisobivost

systému.

DNA pro geny MAO A a MAO B byly amplifikovany pomoci PCR reakce, poté
vyizolovany a vloZeny do plazmidu pCR4TOPO. Pomoci Stépeni restrikénimi
endonukleazami byla DNA vloZena do plazmidu pET28b. Plazmid
pET28b: MAO A/MAO B byl transformovan do chemokompetentnich bunék E. coli
BL21 (DE3). Vznikly tak bunky E. coli BL21 (DE3) pET28b: MAO A/MAO B schopné

vytvaret rekombinantni protein.
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