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Geneticky modifikované organismy a potraviny

Jiz vice neZ deset let se pro vytvdreni novych technologicky
vyuZitelnych organismii pouzivaji metody modernich biotech-
nologii zaloZené na cileném prenosu genii. Do dédicného
zdkladu organismu se vndsi cizorody gen — transgen o znd-
mém sloZeni a funkci, nesouci urcitou poZadovanou vlastnost.
Takto ziskany organismus se nazyvd transgenni a zachovdvd
si schopnost reprodukce. Rozvoj modernich biotechnologii
umoZiiuje takové zmeny, ke kterym by v prirodé nemohlo dojit.
Geny toti miiZeme prendset i mezi takovymi organismy, které
se v prirodé ani nesetkaji.

ZkuSenosti s genovym inZenyrstvim jsou zatim jen krdtko-
dobé. Na zdkladé principu predbéiné opatrnosti musi byt
respektovdno, Ze by pouZiti geneticky modifikovanych orga-
nismit (GMO) mohlo mit i neZddouct ndsledky na lidské zdravi
i prirodu. Vznikaji tim urcitd omezeni jejich pouZiti, ale rychly
vyvoj této technologie a rozvoj kontrolnich detekcénich metod
Jjsou predpokladem, Ze zkuSenosti budou pribyvat a tim ome-
zeni klesat (Smérnice ¢. 90/220/EHS, 1990).

V soucasné dobé je vyzkum hlavné zaméren na modifikaci
genovych sekvenci potravindrsky vyznamnych rostlin jako je
soja, kukurice, ryZe, pSenice, jecmen, Zito, rajcata, fazole
a hrdch. Mezi transgenni potraviny a potravindrskeé suroviny,
které jsou jiz komercné dostupné, patii napr. transgenni rost-
liny odolné viici herbicidu glyfosatu (N-fosfonomethylglycinu,
vyrdbény pod ndzvem Roundup), ktery propiijcuje geneticky
modifikovanym rostlindm toleranci na herbicid, zatimco ne-
modifikované plodiny a konvencni plevel tento herbicid nici.
Na glyfosat tolerantni soja, bavinik, fepka olejnd jsou jiZ
v USA a v Kanadé na trhu. Pro pripravu transgennich zemé-
délskych plodin s odolnosti proti hmyzim skiidciim byly vyuZity
geny bakterie rodu Bacillus thuringiensis, které pri sporulaci
vytvdri protein (delta-endotoxin, zndmy jako B.t.) toxicky pro
nékteré skupiny hmyzu jako jsou brouci, moli, mouchy a cervi.
V poloviné devadesdtych let bylo vyvinuto nékolik variant
transgenni kukurice produkujici B.t. proti hmyzu (European
corn borer) a v roce 1996 byla po ziskdni legislativniho
souhlasu geneticky modifikované kukurice od CIBA GEIGY
prvou ceredlii, kterd se péstovala komercné v Evropskeé unii,
USA, Kanadé a Japonsku.

Mimo uvedené zemédélské plodiny se pracuje na vylepseni
vilastnosti nékterych druhii ovoce a zeleniny (brokolice, mali-
ny, meloun apod.). Vedle zemédélskych plodin lze ocekdvat
i dalst rozvoj pripravy geneticky modifikovanych mikroorga-
nismii pouZivanych pri vyrobé potravin (startovaci kultury pro
vyrobu syrii, pivovarské kvasinky, pekarské droZdi), Zivocichii
pro pripravu farmak nebo s i moZnosti vyuZiti jejich orgdnii
pro transplantace v humdnni mediciné.

Pro mlékdrensky priimysl md nejvétsi vyznam enzym chy-
mosin ziskdvany ze Zaludkii sajicich telat. Pro jeho pripravu
se pouZily rekombinantni DNA techniky a DNA teleciho chy-
mosinu byla iispésné klonovdna do kvasinek (Kluyveromyces
lactis), bakterii (Escherichia coli) a plisni (Aspergillus niger
var. awamori).

V laboratornich podminkdch jiz bylo dosaZeno vyznamné-
ho pokroku i pri pripravé riizné modifikovanych pivovarskych
kvasinek. Usilovné se zkoumaji moznosti zvySeni ucinnosti
konverze sacharidit na ethanol a pro vyrobu piv s upravenou
chutt.
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Uvodnik

Pri hodnoceni geneticky modifikovanych produktii verej-
nost rozlisuje mezi pridavkem produktu ziskaného geneticky
modifikovanym mikroorganismem, jako je chymosin z Kluyve-
romyces lactis a pridavkem geneticky modifikovaného orga-
nismu jako takovéeho, coZ je pripad pekarského droZdi.

Spotrebitelé musi mit mozZnost si vybrat, zda jsou vyrobky
upravené touto novou technologiii pro né akceptovatelné ¢i
nikoliv. Kvalifikované rozhodnuti vyZaduje dostatecné infor-
mace, to znamend, Ze vyrobky musi byt oznaceny z jakych
surovin byly vyrobeny. Pro spolehlivou kontrolu takovychto
dajii je nutné vypracovat spolehlivé a presné, kvalitativni
i kvantitativni, metody detekce. V soucasné dobé ji7 existuje
Fada metod pouitelnych pro stanoveni geneticky modifiko-
vanych organismii ( tj. transgenit) a z nich vyrobenych potra-
vin — polymerasovd retézovd reakce (PCR), hybridizace DNA
(Southern), detekce exprese transgenu na virovni RNA, urceni
aktivity transgenu a detekce markerovych enzymii. Vsechny
uvedené metody maji urcitd omezeni, napr. citlivost detekce,
moznost ovlivnéni ostatnimi sloZkami potraviny, vhodnost me-
tody pro dany materidl a cena stanoveni. Propracovany a spe-
cificky kontrolni systém umozni rizenou distribuci geneticky
modifikovanych potravin. Ddle tento systém umozni i kvalifi-
kovany odhad rizika. To je v soucasné dobé asi nejslabst
Cldnek retézu a ndzory na rizikovost téchto typii potravin se
riizni i v odbornych kruzich. Napt. 160 lékarii a védcii pode-
psalo dopis iniciovany sdruZenim Physicians and Scientists for
Responsible Application of Science and Technology (PSRAST),
ve kterém upozornuji na nedostatecné moznosti soucasné védy
urcit skutecnou rizikovost geneticky modifikovanych potravin.
Tento dopis je k dispozici na adrese: http://www.psrast.org/
psrlet.htm. Zdd se, Ze si na konecné rozhodnuti co s geneticky
modifikovanymi potravinami budeme muset jesté chvili po-
Ckat.

V nasi republice jiz takovy zdkon existuje a v dubnu tohoto
roku proSel tretim ctenim v parlamentu, kde byl schvdlen a byl
pieddn do jedndni v sendtu CR, kde byl téz schvdlen v kvétnu
t.r. Osud tohoto zdkona nebyl jednoduchy. Na jeho pripravé
pracovala tada odbornikii v nasi republice ve spoluprdci
s MZP a dal$imi pFislusnymi ministerstvy vice nez 7 let. Takto
vznikly zdkon se netykd modifikace lidského genomu, potravin
(tento problém resi novela zdkona o potravindch) a léciv
(oSetreno zdkonem o lécivech). Jako podklady pro vypracovd-
ni ¢eskeho zdkona slouzily smérnice Rady 98/ 81/EC noveli-
zujici Smeérnici 90/219/EEC o uzavieném nakldddni s genetic-
ky modifikovanymi mikroorganismy a Smérnice Rady 90/220/
EEC o zdmérném uvddeént geneticky modifikovanych organis-
mii do prostiedi a novelizace této smérnice. Cesky zdkon tedy
zahrnuje jak problematiku ,,uzavieného,, tj. v podstaté labo-
ratorniho nakldddni s GMO tak i problematiku uvddeni GMO
do Zivotniho prostredi a do obéhu tj. na trh. Velkd pozornost
je v zdkonu vénovdna hodnocenim rizika pouZivdni téchto
GMO. Zdkon je doprovdzen rfadou provddécich predpisii —
vyhldsek, které urcuji pravidla praktického provddeni litery
zdkona.

Po podepsdni zdkona prezidentem nasi republiky byla
zdkonnd norma zverejnénave Véstniku dne 21.6. t.r. s platnosti
od 1.1.2001.

Katetina Demnerovd
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1. Uvod

Membranové filtrace patii mezi bézné pouzivané techno-
logie v biochemickém a farmaceutickém prtimyslu. V biotech-
nologiich jsou fazeny na riznych stupnich danych procest —
pri sklizni bunék, separaci biomakromolekul, pii koncentraci
nebo dialyze produktl. Jednd se o jednoduché, rychlé a eko-
nomické procesy, které vyZaduji mélo energie. Jednou z vari-
ant membrdnové filtrace je ultrafiltrace, coz je metoda zalo-
Zend na schopnosti membran separovat molekuly na zdkladé
rozdilné relativni molekulové hmotnosti. Tato metoda prodé-
lala v neddvné dobé obrovsky rozvoj. Soucasny vyvoj v poly-
mern{ chemii a konstrukci filtracnich modulti dal vznik ultra-
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Obr. 1. Princip afinitni ultrafiltrace
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filtratnim membrandm s vysokou chemickou a fyzikdlnf sta-
bilitou v kombinaci s velkou plochou, a tim i vysokymi
prutoky. Ultrafiltracni zafizeni prosla postupné etapami od
michanych ultrafiltra¢nich cel, pfes tangencidlni ultrafiltra¢n{
systémy az po zafizeni na bdzi dutych vldken, ¢imz byly
odstranény problémy s koncentracni polarizaci separovanych
biomakromolekul na membrdndach. Jistym omezenim této me-
tody je nizké rozliSeni nebot pro vzdjemnou separaci biomakro-
molekul je potiebny minimdlné desetindsobny rozdil v jejich
relativnich molekulovych hmotnostech.

2. Afinitni ultrafiltrace

Pro dosazeni vyssi selektivity pfi zachovdni vysokych
objemovych kapacit byla ultrafiltrace spojena s afinitnimi
interakcemi do metody jediné — metody afinitni ultrafiltrace'.
Obecné schéma této metody je uvedeno na obrdzku 1. Za
normdlnich podminek purifikovand i balastni bilkovina piislus-
nou ultrafiltracni membranou prochdzi. Pokud je vsak do je-
jich roztoku pridan makromolekuldrni afinitni ligand, jehoz
relativni molekulovd hmotnost je vét$i nez jsou péry membra-
ny, dojde k vytvoreni makromolekuldrniho afinitniho komple-
xu s purifikovanou bilkovinou, ktery je membranou zadrZen.
Po vymyti balastnich bilkovin, které membranou prochdzeji,
je afinitni komplex rozdisociovadn a uvolnénd purifikovand
bilkovina rovnéz projde ultrafiltracni membranou. Makromo-
lekuldrni afinitni ligand je ndsledné regenerovan pro opako-
vané pouZziti.

Ucinnost afinitni ultrafiltrace je siln& ovlivnéna relativni
molekulovou hmotnosti makromolekuldrniho afinitniho li-
gandu a purifikované bilkoviny a separa¢nim limitem ultrafil-
tracni membrany. Obdobné jako v piipadé klasické ultrafiltra-
ce musi byt relativni molekulovd hmotnost makromole-
kularniho afinitniho ligandu desetkrdt vétsi nez je relativni
molekulovd hmotnost separovanych bilkovin. Velikost pori
ultrafiltracni membrany by méla byt takovd, aby jednak nedo-
chédzelo k pronikani makromolekuldrniho afinitniho ligandu
pres membranu a soucasné, aby tato membrana byla propustnd
pro purifikovanou i pro balastn{ bilkoviny.

Pted vlastni{ afinitn{ ultrafiltraci je vhodné otestovat cho-
véni jak samotného makromolekuldrntho afinitniho ligandu,
tak i separovanych bilkovin na piislusné ultrafiltracni mem-
brané. Na membrdné totiZ mize dochdzet k sorpcim, coz silné
ovliviiuje jeji separacni vlastnosti. Tuto skutecnost lze elimi-
novat pouzitim ultrafiltracnich membran, které nesou na svém
povrchu ionizovatelné skupiny. Nezanedbatelné jsou rovnéz
vzdjemné interakce mezi separovanymi bilkovinami, které 1ze
potlacit vhodnym sloZenim pufru pouZitého pro inkubaci.

3. Postup pri afinitni ultrafiltraci

Cely proces afinitn{ ultrafiltrace 1ze rozdélit do nasleduji-
cich krokd:
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3.1. Vznik afinitn{ vazby

Inkubaci separovanych bilkovin s makromolekuldrnim afi-
nitnim ligandem lze provést dvéma zptisoby:

— pifimym smichdnim vzorku s roztokem makromolekular-
niho afinitniho ligandu v ultrafiltracnim zafizen{, pfipadné
v reak¢ni nddobé, ze které je vysledny roztok priveden do
ultrafiltra¢ntho zafizeni (obr. 2a). Tento zpisob je vhodny
pro relativneé Cistsi vzorky, které neobsahuji pevné Castice.
Inkubace u vétSiny doposud publikovanych praci byla
provadéna pravé timto zpisobem.

— paralelnim protékdanim vzorku a roztoku makromolekular-
ntho afinitniho ligandu na opac¢nych strandch membrény,
pricemz k vazbé dochazi po prechodu purifikované bilko-
viny membrdnou (obr. 2b). Roztok obsahujici vznikly
afinitni komplex je poté pfiveden do vlastniho ultrafiltra-
¢niho zafizeni. Tento zplsob je vhodnéjsi pro hrubé ex-
trakty, ptipadné pro média po kultivacich. Membrana totiz
tvori pro makromolekuldrni afinitni ligand ochranou ba-
rieru jak proti pevnym ¢dsticim, na kterych mdze dochézet
k jeho sorpcim, tak i proti infekénim agens. Uvedeny
postup se s Uispéchem vyuzivd v kontinudlnich procesech.
Vazebny proces je do zna¢né miry ovliviiovan koncentrac{

makromolekuldmiho afinitniho ligandu. Vazebnd kapacita po-
stupné s jeho zvysujici se koncentraci vzrista az pii urCité
koncentraci dosahuje maxima, nebot ligand se stdva stéricky
nepiistupnym pro vazbu purifikované bilkoviny. Obdobny jev
byl pozorovin i u afinitni chromatografie.

3.2. Promyvdni{

Promyvéni afinitniho komplexu se provadi v diafiltracnim
modu tj. pfi zachovdni konstantniho objemu vzorku v ultrafil-
tra¢nim zafizeni. Balastni bilkoviny prochdzeji pies membra-
nu a jejich koncentrace v ultrafiltracnim zatizeni se postupné
snizuje. Pfi promyvani vSak rovnéz dochdzi ke ztratam purifi-
kované bilkoviny. Na pocdtku promyvani se totiz v ultrafil-
tra¢nim zafizen{ ustaluje rovnovdha mezi volnou a navdzanou
purifikovanou bilkovinou. Koncentrace volné purifikované
bilkoviny se vS§ak promyvdnim sniZuje, coZ vyvoldva jeji dalsi
uvoliiovdni z komplexu. Jednou z moznosti jak tyto ztrty
eliminovat je provést promyvani velkou filtra¢ni rychlosti, coz
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vsak pfichdzi v dvahu pouze u afinitnich systéma s dostatecné
silnou interakci. Pokud vzorek obsahuje balastni bilkoviny
o vysoké relativni molekulové hmotnosti, je vhodné pred afi-
nitn{ ultrafiltraci provést prostou ultrafiltraci a tyto bilkoviny
ze vzorku pfedem odstranit.

3.3. Eluce

P1i eluci je vazebny pufr v ultrafiltraénim zafizeni postup-
né nahrazen pufrem disocia¢nim. Dochdz{ tak k pozvolnému
uvoliovéani purifikované bilkoviny z afinitniho komplexu a je-
jimu prichodu ultrafiltraéni membranou. Dtlezitou podmin-
kouje, aby se purifikovand bilkovina uvoliiovala zkomplexu bez
nutnosti pouZzit nadmérné mnozstvi disociacniho pufru.

Stejné jako v pripadé afinitni chromatografie lze eluci
provést specificky volnym ligandem, pfipadné nespecificky
zménou pH, iontové sily, polarity roztoku atd. Elu¢ni podmin-
ky pfitom musi byt piiznivé jak pro purifikovanou bilkovinu,
tak pro ultrafiltracni membrdnu. Specifickd eluce vice vyho-
vuje tomuto pozadavku, nebot jsou pfi ni zachovdany podmin-
ky, které byly pouZity pro vznik vazby a tedy pro uchovdvani
biologické aktivity purifikované bilkoviny. Nevyhodami vSak
jsou cena pouzitého kompetitivniho ligandu a to, Ze roztok
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Obr. 2. Moznosti inkubace separovanych bilkovin s makromole-
kuldrnim afinitnim ligandem
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Obr. 3. Schéma afinitni ultrafiltrace ve vsidkovém usporadani
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Tabulka I

Prehled aplikacf afinitni ultrafiltrace vyuzivajicich nerozpustné makromolekuldrni afinitni ligandy
Nosic Velikost Ligand Cilovd bilkovina Ref.
Saccharomyces c. 5 um sacharidy konkanavalin A 1
Streptococcus 5 um protein G IgG 2
Skrob 1-10 pm Cibacron Blue ADH? 3
Silikagel 12 nm Cibacron Blue ADH?, LDH" 4
Agarosa 45-165 um Cibacron Blue lidsky albumin 5
Agarosa neudéno PABTG® B-galaktosidasa 6
Sepharosa 45-165 um heparin laktoferin 2
Sepharosa 45-165 um protein G IgG 2
Liposomy 2 wm biotin avidin 7.8
Liposomy 6 um p-aminobenzamidin trypsin 9

* ADH - alkoholdehydrogenasa, ® LDH — laktitdehydrogenasa, “ PABTG — p-aminobenzyl-1-thio-B-galaktopyranosid

Tabulka II

Prehled aplikaci afinitni ultrafiltrace vyuzivajicich rozpustné makromolekuldrni afinitni ligandy

Nosic Velikost (MW) Ligand Cilova bilkovina Ref.
Dextran 2 000 000 Protein A IeG 10
Dextran 2 000 000 estradiol 3-oxosteroid isomerasa 11
Dextran 2 000 000 p-aminobenzamidin trypsin 12
Dextran 2 000 000 STI* trypsin 13
Polyakrylamid >100 000 m-aminobenzamidin trypsin 14-17
Polyakrylamid >100 000 m-aminobenzamidin urokinasa 18
Chitosan 2 000 000 N-acetyl-glukosamin lysozym 19
Inhibitor trypsinu ze s6ji promyvin
purifikované bilkoviny obsahuje po eluci volny ligand. Nespe- > | T < eluéni
cifickd eluce je samoziejmé levnéjsi, avSak elucni podminky //’/ ‘ pufr
nemusi byt pfili§ vhodné pro purifikovanou bilkovinu i pro } Iy
samotnou ultrafiltracni membranu. Proto je v tomto piipadé t odpady v
nezbytné, ihned po eluci zménit sloZen{ roztoku obsahujiciho inkubace eluce
purifikovanou bilkovinu. L L
- 11 Pl =S
vzorek == e = produkt
3.4. Regenerace =
f '
Makromolekuldrni afinitni ligand je po eluci ziskdn ve regenerace
volném stavu a lze jej tedy pouzit opakované. Pied opakova- N
nym pouzitim je v8ak nutné provést jeho regeneraci, pii které ligand == < H{,.-"/ P — vazebny
je disocia¢ni pufr nahrazen Cerstvym vazebnym pufrem, nej- n pufr

Iépe ptimo v ultrafiltranim zafizeni.

Proces afinitn{ ultrafiltrace mtize probihat vsdadkovym zpd-
sobem nebo kontinudlné. V prvém piipadé probihd cely postup
— inkubace, promyvani, eluce i regenerace v jediné reakcéni
nddobé, do které jsou postupné privadény vzorek, vazebny
pufr obsahujici makromolekuldrni afinitni ligand, promyvaci
a ndsledné i disociacni pufr. Roztok z této reakéni nddoby je
recirkulovén jedinou ultrafiltracni jednotkou (obr. 3).

Pti kontinudlni afinitn{ ultrafiltraci je vyuZzit systém néko-
lika nezdvislych ultrafiltracnich moduli, ve kterych postupné
dochdzi k promyvani, eluci a regeneraci. Makromolekuldrn{
afinitni ligand je pfiveden do tohoto systému jednorazové na
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Obr. 4. Schéma afinitni ultrafiltrace v kontinualnim usporadani

pocdtku celého procesu, v dal$im pribéhu je jiz vyuZivand
jeho regenerovand forma (obr. 4).

4. Makromolekularni afinitni ligandy

nitni ultrafiltrace, je volba makromolekuldrniho afinitniho
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ligandu. Makromolekuldrn{ afinitni ligand by mél pfitom spl-
novat urcité pozadavky — mél by se ddt lehce rozpustit, piipad-
né rozsuspendovat ve vodném roztoku tak, aby ho bylo mozné
pumpovat danou ultrafiltracni aparaturou; mél by mit velky
specificky povrch; mél by byt dostate¢né stabilni vici pod-
minkdm pouZivanym pii inkubaci a eluci a nemél by vykazo-
vat nespecifické interakce. Nezanedbatelnd je i jeho cena.

Ve vétsiné pripadt nelze pro danou aplikaci najit odpo-
vidajici makromolekuldrni afinitni ligand. Tento problém se
ve vétsiné pripadi fesi navdzanim nizkomolekuldrniho afinit-
niho ligandu na inertni makromolekuldrni nosi¢. Timto no-
si¢em mohou byt Cdstice nerozpustné ve vodé, piipadné ve
vodé rozpustny polymer.

Jako ¢astice byly pouzity usmrcené bakteridln{ a kvasni¢ni
buiiky, Skrobovd zrna, agarosové a silikagelové chromatogra-
fické sorbenty nebo liposomy. Velkou nevyhodou ¢dstic je
jejich mald mechanicka stabilita a maly specificky povrch, coz
se vSak podafilo odstranit pouzitim liposomi. Jako polymery
byly pouzity dextran, rizné polyakrylamidové derivdty a chi-
tosan. Jejich vyhodou je moznost dosazeni mnohem vyssi
hustoty ligandu na povrchu polymeru a snazsi tvorba afinitni-
ho komplexu, coz se odrdzi ve vyssi vazebné kapacité. Pri
ultrafiltracich v§ak mus{ byt pouzivany membrdny s menSimi
pory, coZ zpusobuje niZ3{ filtradni pratok. Prehled nékterych
aplikacf afinitni ultrafiltrace je uveden v tabulkach I a II.

Jak jiz bylo uvedeno, je efektivita afinitni ultrafiltrace ddna
predevsim volbou vhodného makromolekuldarniho afinitniho
ligandu. Pro jeji zvySeni se rovnéZ nabizi moznost purifikace
vice bilkovin z jediného vzorku, a to vyuzitim skupinové
specifického makromolekularniho afinitniho ligandu v kom-
binaci s riiznymi elu¢nimi podminkami, pfipadné pii sekven-
¢nim pouziti nékolika makromolekuldrnich afinitnich liganda.

5. Zavér

Metoda afinitni ultrafiltrace kombinuje vysokou objemo-
vou tc¢innost filtra¢nich metod se selektivitou danou metoddm
zalozenym na afinitnich interakcich. Jejimi hlavnimi vyhoda-
mi jsou predevsim nizké provozni ndklady, rychlé a snadné
provedeni a moznost piimé prace s hrubymi bilkovinnymi
extrakty. Nezanedbatelnd je rovnéZ moznost kontinudlniho
uspofddani. V tomto sméru lze predpoklddat jeji dalsi rozvoj
jako mozné alternativy afinitni chromatografie predevsim v po-
loprovoznich a provoznich aplikacich. Afinitni interakce tak
mohou byt fazeny i v ranéjsich stadiich téchto procest, coz je
v piipadé klasické afinitni chromatografie problematické.
Timto zptisobem lze zna¢né zjednodusit pouzivané purifikac-
ni postupy.

LITERATURA

1. Matiasson B., Ramstorp M.: J. Chromatogr. 283, 323
(1984).

493

Referaty

2. Chen J. P.: J. Bioferment. Bioeng. 70, 199 (1990).

3. Matiasson B., Ling T. G. L., v knize: Membrane Separa-
tions in Biotechnology (McGregor, W. C., ed.), str. 99.
Marcel Dekker, New York 1986.

4. LingT.G.I, Matiasson B.: Biotechnol. Bioeng. 34, 1321
(1989).

5.  Herak D. C., Merril E.W.: Biotechnol. Prog. 5, 9 (1989).

6. Pungor E., Jr., Afeyan N. B., Gordon, N. F., Cooney, C.
L.: Bio/Technology 5, 604 (1987).

7.  PowersJ. D., Killpatrick P. K., Carbonell R. G.: Biotech-
nol. Bioeng. 33, 173 (1989).

8. Powers J. D., Killpatrick P. K., Carbonell R. G., v knize:
Progress in Clinical and Biological Research (Butterfi-
eld D. A, ed.), str. 237. Allan R. Liss, New York 1989.

9. PowersJ. D., Killpatrick P. K., Carbonell R. G.: Biotech-
nol. Bioeng. 36, 506 (1990).

10. Nylén U.: SE 8006102 (1980).

11. Hubert P., Dellacherie E.: J. Chromatogr. /184, 325 (1980).

12. Adamski-Medda D., Nguyen Q. T., Dellacherie E.: J.
Membir. Sci. 9, 337 (1981).

13. ChoeT.B.,Masse P., Verdier A.: Biotechnol. Lett. 8, 163
(1986).

14. Luong J. H. T., Male K. B., Nguyen A. L.: Biotechnol.
Bioeng. 31, 439 (1988).

15. Luong J. H. T., Male K. B., Nguyen A. L.: Biotechnol.
Bioeng. 37, 516 (1988).

16. Male K. B., Luong J. H. T., Nguyen A. L.: Enzyme
Microb. Technol. 9, 374 (1987).

17. Sigmundsson K., Filippusson H.: Polym. Int. 47, 355
(1996).

18. Male K. B., Nguyen A. L., Luong J. H. T.: Biotechnol.
Bioeng. 35, 87 (1990).

19. Glatz Z., Novék P.: Chem. Listy 90, 734 (1996).

Z. Glatz (Department of Biochemistry, Faculty of Science,
Masaryk University, Brno): Affinity Ultrafiltration of Pro-
teins

Affinity ultrafiltration combines high-volume processing
capability of membrane filtration with high selectivity, which
can be achieved in affinity methods of protein purification.
This technique is based on the principle that when a protein to
be purified is free in solution, it passes through the ultra-
filtration membrane, whereas when it is bound to a macromo-
lecular affinity ligand placed on one side of the membrane, it
is constrained to that side of the membrane. Compounds which
do not bind to the ligand pass freely through the membrane
and are thus separated from the protein-ligand complex. After
all the undesired components have been removed, the protein
is desorbed from the ligand by addition of an appropriate
dissociating medium and then recovered in the filtrate. The
review describes basic principles and characteristics of the
method. In addition, some applications of affinity ultrafiltra-
tion for protein purification are given.
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1. Uvod

Pochopeni procesu vytvareni prostorové struktury (sbalo-
vani) proteint stdle zstdvd jednou ze zdkladnich nezodpové-
zenych otdzek souc¢asné molekuldrni biologie. PiestoZe proce-
sy vedouci k syntéze polypeptidového fetézce (transkripce
a translace) jsou zndmy relativné dobfe, stdle nejasné zatim
zUstav4, jak syntetizovany polypeptidovy fetézec dosahuje své
trojrozmérné struktury, kterd dava nakonec vznik nativnimu
funkénimu proteinu.

Studium systému in vitro a in vivo prindsi v soucasnosti
stdle vétsi mnozstvi informaci a rychly pokrok v instrumentaci
nabizi velké moznosti pro charakterizaci meziproduktu, které
pfi sbalovdni vznikaji. Objeveni molekulovych chaperont
(z anglického ,,chaperone®, cesky gardedama) pak vedlo k po-
rovndvani mechanisml sbalovdni proteint probihajicich in
vivo a in vitro.

Znalost procesu sbalovéni je Zddouct jak pro primyslovou
produkci proteint, tak pro syntézu novych proteint. V nepo-
sledni fadé by pochopeni mechanismi, fidicich vytvafeni
nativni struktury proteinti, mohlo pomoci v 1é¢bé fady chorob
(nemoc Silenych krav, Creutzfeldova-Jakobsova choroba) zpt-
sobenych chybnym sbalenim proteint.

s w2

2. Je sbalovani Fizeno termodynamicky
nebo kineticky?

Z pokusti provadénych Anfinsenem'? in vitro na ribonu-
klease zfetelné vyplyva, Ze proces sbalovani proteinu je vratny
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a tedy, Ze veskerd informace, nezbytna k dosazeni nativn{
konformace proteinu, je obsazena v sekvenci aminokyselin.

Dusledkem tohoto tzv. Anfinsenova postuldtu je fakt, Ze
sbalovdni proteinii je fizeno termodynamicky”. To znamend,
Ze pii sbalovani spéje molekula proteinu do prislusného mini-
ma volné energie. Protoze ale pocet konformaci, které mize
polypeptidovy fetézec zaujmout, je astronomicky vysoky, po-
tom ndhodné ,,prohleddvéani* vSech moznych usporadani (ve-
douci tak k nalezeni nativni konformace) by vyzadovalo ne-
umérné mnozstvi ¢asu, které by bylo i v rozporu s experimen-
talné pozorovanou dobou nutnou pro sbaleni proteinu. Tento
zdénlivy rozpor se nazyva Levinthaltv paradox” a jeho diisled-
kem je hypotéza, Ze nativni struktura proteinu je pod termo-
dynamickou kontrolou, avsak jeji dosazeni piedchdzi tvorba
meziproduktd, jejichz vznik je fizen kineticky.

Tuto hypotézu v sobé odrdzi model kineticky fizeného
sbalovdni proteini™>. V ném je Levinthaltiv paradox piekonan
tim, Ze sbalovédni probihd skrze tvorbu nékolika nukleac¢nich
center (segmentd s uspofddanou strukturou) v riiznych ¢dstech
polypeptidového fetézce. Tvorba nukleacnich center je reali-
zovana interakcemi kratkého a stiedniho dosahu, které tak
iniciuji a fidi proces sbalovdni. Vznik nukleaCnich center
v pocdtecni fazi sbalovani tak znacné omezuje pocet konfor-
maci, které mtize polypeptidovy fetézec ndasledné pfi sbalova-
ni zaujmout.

Podobny model prechodu souboru denaturovanych mole-
kul do nativniho stavu predstavil Wolynesé. V modelu tzv.
,,sbalovaci ndlevky“ je sledovdn pribéh zmény volné energie
pri sbalovani proteinu, ktery vede s ndpadnou snadnosti skrze
komplikovany energeticky profil. Z modelu vyplyvd, Ze rych-
lost sbalovdni je zpomalovéna ,,zdhyby* v energetickém pro-
filu (odpovidajici lokdlnim minimim energie), které odpovi-
daji formovéni piechodné stabilnich meziproduktd. Smérem
ke dnu nalevky klesa jak mnozstvi moznych konformaci, tak
entropie polypeptidového fetézce. Cim strméjsi je sklon stén
ndlevky, tim je sbalovani rychlejsi.

V soucasnosti obecné pfevazuje ndzor, Ze vytvareni troj-
rozmérné struktury proteind je fizeno termodynamicky, avSak
probihd skrze kineticky kontrolovanou tvorbu ¢astecné uspo-
fddanych meziproduktd.

3. Domény a subdomény jako jednotky sbaleni

Na existenci kompaktné zformovanych globuldrnich ¢dsti
bilkovin v zdsadé nezdvislych na struktuie ostatnich cdsti
molekuly, upozornil poprvé Wetlaufer™’. Pozdéji se pro tyto
utvary vZil ndzev domény.

Rada experimentéi potvrdila, ¢ domény jsou schopny
samostatného sbalovdni, nezdvisle na ostatnich ¢dstech poly-
peptidového fetézce’ ' Napriklad domény glyceraldehydde-
hydrogenasy'? vazici NAD*, domény aspartitaminotransfe-
rasy'® a pankreatické elastasy'® vazajici fosfat. N- a C-termindl-
ni domény kvasinkové fosfoglycerdtkinasy maji kvazinativni
strukturu 7' Obecné lze fici, Ze samostatné domény se
sbaluji rychleji, nez jsou-li integrovany v molekule'®.
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Ackoli jsou nékteré domény schopné samostatného sbalo-
vani, jejich schopnost vytvorit aktivni protein byla pozoroviana
pouze v nékolika mdlo piipadech (napf. u thioredoxinu®,
elastasy'® a methionyl-t-RNA synthetasy>'). Spravné sbaleni
domén tedy neni dostacujici podminkou pro vytvoreni funk-
¢niho proteinu, nutnd je i jejich kontinuita, kterd zajistuje
stabilitu celého proteinu?.

Vzhledem k vyskytu shodné organizovanych domén v rtiz-
nych proteinech i v rdmci jedné molekuly (nékdy i bez homo-
logie v primarni struktufe) se piedpoklddd, Ze hrdly dilezitou
roli v evoluci proteini. Diskutovanym mechanismem je dupli-
kace a fiize geni®.

V souvislosti s diskusi 0 doméndch se ddle nabizi otdzka,
zda by mohly existovat fragmenty na nizsi strukturni drovni
nez domény (tzv. subdomény), které by byly schopny samos-
tatného sbalovani. Termin subdoména je zde pouZzivin pro
jednotku sbalené struktury, kterd je vétsi nez helix nebo [3-
struktura, ale zdroven mensi, nez cela doména’®, Naptiklad
C-termindlni fragmenty thermolysinu se sbaluji autonomné,
jestlize maji velikost alespoit tif helixt nebo jsou v&tsi***> K
podobnym zavérim dosli Oas a Kim®® v experimentech s
fragmenty BPTI, které se samostatné sbalovaly a ndsledné
spojovaly. Predpoklada se, Ze tyto subdomény jsou konden-
zované stavy polypeptidového fetézce, ve kterych jesté nedo-
§lo k dplnému tésnému sbaleni atomd hydrofobniho jddra.
Proti tomuto nazoru mluvi nékteré experimenty s fragmenty
mens$imi nezZ doména, napiiklad z SH2 domény proteint 2;360
a p85 (cit."!), s F2 fragmenty z bakteridlni nukleasy”’?,
tryptofan synthasy nebo cytochromu ¢ (cit.*®), u nihZ nebylo
samostatné sbalovdni pozorovano.

4. Modely sbalovani proteina

Sbalovani by bylo relativné snadno vysvétlitelné za pred-
pokladu, Ze by kazdd aminokyselina dosdhla svou spravnou
konformaci nezdvisle na ostatnich nebo pouze za icasti inter-
akci kratkého dosahu. Tento predpoklad je ale v rozporu
s realitou, nebof opomiji interakce dlouhého dosahu, které se
pri sbalovdni uplatiiuji a jsou nezbytné pro stabilitu tercidrni
nativni konformace.

Velmi kontroverzni otdzkou je, zda existuje pouze jedna
jedinec¢nd cesta, kterou se sbalovdni proteinu ubird nebo zda
je jich vice. Jestlize md kazdd molekula proteinu na pocatku
sbalovdni jinou konformaci, pak je mozné se domnivat, Ze
kazdd sleduje svou jedineCnou cestu sbaleni (obr. Ia). Ja-
ko analogii si mizeme predstavit skldddni détské skladacky
(z angl. ,,jigsaw puzzle“)31. Ackoli pfi kazdém skldddni ptipo-
jujeme jednotlivé dily v rizném poradi, vzdy (za predpokladu,
Ze postupujeme spravné) dojdeme ke stejnému cili. Nedostat-
kem takového modelu je, Ze v sobé zahrnuje nespravny pred-
poklad, totiz Ze nativni sbalenou konformaci proteinu urcuji
pouze interakce kratkého dosahu.

Oproti tomu se zdd, ze modely zahrnujici tvorbu urcitého
poctu meziprodukti, které vedou k jedné nativni konformaci,
vystihuji cely proces vérohodnéji (obr. 1b).

Prvnim z nich byl model nukleace-propagace>>* ve
kterém diky fluktuacim dochdzi na riznych mistech v poly-
peptidovém fetézci ke vzniku segmenti s usporddanou struk-
turou (nukleace), které sice nejsou stabilni, ale slouZi jako
templdt pro dalsi sbalovani (propagace).
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Difuzné-kolizné-adhezni model predpoklddd, Ze jednotli-
vé elementy nativni konformace proteinu, jako jsou naptiklad
o-helixy a B-struktury, jsou v denaturovaném proteinu nesta-
bilni a tedy pfitomné jen s malou pravdépodobnosti. Pfi vhod-
nych interakcich se ale mohou tyto struktury navzdjem stabi-
lizovat a vytvdret soudrznéjsi utvary. Rychlostni konstanta pro
vznik takovychto utvard je ddna sou¢inem rychlosti, se kterou
se dané prvky misi, a pravdépodobnosti, ze budou vhodné
orientovany. Dynamika denaturovaného polypeptidového fe-
tézce ukazuje, Ze se jeho rtizné Césti srazeji vlivem difuze
piblizné 10* krat za sekundu®. Pfi pravdépodobnosti 107, ze
jsou oba segmenty ve vhodné orientaci, je pak hodnota rych-
lostn{ kostanty sbalovdni shodnd s pozorovanou hodnotu f4-
dove 1.s! (cit.™h).

Dalsi model, tzv. postupné hierarchické sbalovani protei-
nu, navrhl Schulz®. Predpokladal, Ze sbalovani probih4 stup-
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Obr. 1. U - denaturovany protein, I — meziprodukt, N — nativni
protein (a) model sbalovéni proteint, v némz kazdd molekula sleduje
svou jedine¢nou cestu sbalent, (b) model sbalovén{ proteind, zahrnu-
jici tvorbu ur¢itého mnozstvi meziproduktd, (¢) obecny model sbalo-
véni proteint zahrnujici v sobé oba piedchdzejici modely
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novité v zdvislosti na strukturni hierarchii, tedy Ze po nukleaci
se tvori sekunddrni struktury, které se spojuji a davaji vznik-
nout supersekundarnim strukturdm, potom doméndm a nako-
nec celému aktivnimu monomeru. U sloZeného proteinu dojde
v posledni fdzi k usporfddani podjednotek a tim k findlnim
konformacnim upravdm, které daji vznik funkénim vlastnos-
tem proteinu.

V tzv. ,frame work” modelu se tvorba nativni struktury
uskutecniuje sestavovanim jiz existujicich elementli sekun-
darnich struktur, které prezivaji denaturaci. Tyto elementy
jejich sestavovani dohromady. Je dokdzdno, Ze napft. o-helix
se tvoii v kazdém denaturovaném polypeptidu béhem mikro-
sekund®, ale zanikd je$t& rychleji; rovnovaznd konstanta pro
jeho tvorbu je tedy mensi nez jedna. Otdzkou zGstavd, v jakém
stadiu se tedy a-helix stavd stabilnim. Ale jak velka stabilita
jejiz vyznamnd? Jednim z nejstabilnéjsich znamych o-helixd
je aminokonec ribonukleasy A, a ackoli je v denaturovaném
proteinu hojné zastoupen, stabilizovdn je az v konecné fazi
sbalovani®’.

Dalsi mozny zpisob sbalovani je, Ze polypeptid podstoupi
v renatura¢nich podminkdch rychly kolaps realizovany pre-
vazn& hydrofobnimi interakcemi (tzv. hydrofobni kolaps)®®,
a dosdhne tak pomérné kondenzovaného stavu. Takovéto stis-
néni polypeptidového fetézce mize pak zvysit pravdépodob-
nost, e pii probihajicich srazkach dosdhne nativni struktury™.
Formovéni sekunddrnich struktur by mohlo probihat s hydro-
fobnim kolapsem i soucasng®.

Obecny mechanismus sbalovdni proteint, navrZzeny podle
zatim dostupnych experimentalnich dat*' mizeme vidét na
obr. lc. Tzv. model détské sklddacky (obr. la) se uplatni
pravdépodobné v pocdtecni fazi sbalovani. Jeho vysledkem
neni protein s nativni strukturou, ale pouze nékolik ¢dstecné
sbalenych meziproduktti. Poté, pravdépodobné stejnym me-
chanismem, jako v difuzné-kolizné-adheznim nebo ,,frame
work® modelu, dojde za pomoci hlavné hydrofobnich a vodiko-
vych vazeb ke stabilizaci elementd nativni struktury*'. Sbalo-
vani je posléze ukonceno utvorenim nativni struktury proteinu.

5. Meziprodukty, molten globule

V soucasné dobé se pii feSeni problému sbalovani proteind
klade velky ddraz na zkoumadni vlastnosti meziproduktt, je-
jichz tvorba byla pii sbalovani fady proteinti pozorovana*>*®

Detekce a charakterizace meziproduktd, kterd je povazo-
vdna za jednu z podminek uspé$ného feSeni mechanismu
sbalovdni, je znesnadnéna rychlosti a kooperativitou tohoto
procesu a z toho vyplyvajicim faktem, Ze meziprodukty maji
obecné velmi krdtkou Zivotnost. Navzdory tomu byla usku-
tecnéna fada pokust detekce a charakterizace pfechodnych
stavil pii sbalovdni proteind. Diky technickému pokroku po-
slednich let dnes existuji metody, které 1ze pro studium sbalo-
vani proteint pouzit, napt. NMR, vyuZzivajici rychlé vymény
vodik—deuterium a spojend s rychlym michanim®. Casto po-
uzivanou metodou je také studium proteinovych fragmen-
16243 Metody proteinového inzenyrstvi umoziiuji stabilizaci
meziprodukti a zkoumdni chovdni rlznych cdsti proteinu
béhem sbalovani®'2

U mnoha proteinti byla v ¢asné fazi sbalovan{ g)rokaiza’ma
tvorba sekunddrnich struktur®*>* Ohgushi a Wada>® pozoro-
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vali pii sbalovéni fady proteinti vznik meziprodukta s podob-
nymi vlastnostmi, které nazvali molten globule (MG). Molten
globuli charakterizovali jako pomérné kompaktni dtvar s vy-
sokym mnoZzstvim nativnich sekundarnich struktur a s fluktu-
jici tercidrni strukturou. Obsahuje piistupnd hydrofobni mista,
na kterd se mize vazat hydrofobni barvivo anilinonaftalensul-
fonat. Molten globule byla poté pozorovana pfi sbalovani fady
proteinii, napf. o-laktalbuminu®®, B-laktamasy®®, karbonan-
hydrasy”’, oi-podjednotky™ a B—podgednotky tryptofansyntha-
sy”®, hovéziho ristového hormonu® a kvasinkové fosfoglyce-
ratkinasy™>.

Velmi diskutovanou otdzkou je, zda jsou sekundarni struk-
turni prvky, pfitomné v molten globuli, shodné s nativnimi.
Napriklad analyzovand molten globule a-laktalbuminu obsa-
huje zformovanou helikdlni doménu se slabymi hydrofobnimi
interakcemi, zatimco B-struktura je zna¢né neuspoiddand. Po-
zorovan v ni byl i hydrofobni{ utvar vytvdfeny postrannimi
fetézci Tyr103, Trpl04 a His107, jehoz struktura byla jen
negatrné odlis$nd od té, kterd je pozorovana v nativnim protei-
nu®!. Vytvéfeni prvki nativni sekunddrni struktury bylo také
pozorovéno pri sbalovani cytochromu ¢ (cit.™"), barnasy62 a sle-
pi¢iho lysozymu®. Naopak tvorba nenativnich sekunddrnich
struktur byla pozorovéna pii renaturaci B-laktoglobulinu®,

U fady proteind byly identifikovany meziprodukty, které
predchazely tvorbu molten globule*®%%3%¢ Tyto vitvary, poz-
d&ji nazvané pre-molten globule®®, obsahuji znaéné mnozstvi
fluktujicich sekunddrnich motivi, jsou méné kompaktni, ale
stejné jako molten globule vykazuji pfitomnost hydrofobnich
oblasti pfistupnych rozpoustédlu.

Mnohem podstatnéjsi otdzkou zistdvd, zda je tzv. molten
globule meziprodukt, ptes ktery se sbalovani odehrava podle
ndsledujiciho schématu,

denaturovany protein — molten globule — nativni protein,

¢i zda stoji mimo cestu sbalovanf a je tedy pouze strukturou
proteinu, kterd je preferovana v danych renatura¢nich podmin-
kdch:

denaturovany protein — nativn{ protein

7

molten globule®’.

Podobné dvahy se mohou tykat i meziproduktd, u kterych
neni presvédeivé dokdzdno, e jsou pro sbalovani dillezité®”.

Model molten globule, jako obecného meziproduktu od-
mitd A. L. Fink®, ktery nepopira existenci meziproduktii, ale
zdlraznuje, Ze vzhledem k tomu, Ze prostorova struktura
proteinu je ur¢ena sekvenci jeho aminokyselin, obecny mezi-
produkt nemtiZe existovat, a Ze kazdy protein tvoii pii sba-
lovani sviij specificky meziprodukt s jedine¢nou strukturou.

6. Casna fize sbalovini

Proces sbalovdni proteinu by mohl byt iniciovdan hydro-
fobnim kolapsem, ktery zptisobi kondenzaci polypeptidového
fetézce. Poté ndsleduje vznik sekundarnich struktur, které jsou
neustdle pfeskupova’my69 a které mohou slouZit jako nuklea¢n{

jadra. Je také mozné, Ze tyto dva procesy probihaji soucasn&’.
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Teorii hydrofobniho kolapsu v ¢asné fazi sbalovani podporuje
fada experimentdlnich dat>>%*"1"72

V mnoha proteinech byly pozorovany mikrostruktury pte-
Zivajici denaturaci, které by mohly tvorit nukleacni jadra pro
nésledné sbalovani. Napiiklad Neri’® detegoval pfitomnost hy-
drofobnich utvart v denaturovaném represoru. Tvorbu hydrofob-
nich shluki objevil Mathews’! b&hem renaturace dihydrofolat-
reduktasy. Vyskyt zbytkovych lokdlnich struktur v denaturova-
ném proteinu pozoroval Logan et al.”* Pomoci fluorescenéni
emisni spektrometrie byl béhem renaturace fosfoglycerdtkina-
sy a jejich mutantl zjistén vyskyt zbytkovych mikrostruktur,
které se sklddaly z hydrofobnich shluki®. Je tedy mozZné, Ze
sbalovdni proteinu zac¢ind hydrofobnim kolapsem doprova-
zenym tvorbou nativnich nebo nenativnich sekundarnich struk-
tur. Tyto mikrostruktury mohou tvofit nukleacni centra v pro-
cesu sbalovdnf proteinu.

V kazdém ptipadé v Casné fazi procesu vznikne heterogen-
ni populace ¢dstecné sbalenych meziprodukti, které jsou ve
fluktujici rovnovéze’ a které mohou mit i multimerni povahu.
Takové meziprodukty byly napiiklad pozorovany béhem re-
naturace fosfoglyceritkinasy’®’”, kde se rychle tvofily pre-
chodné multimerni meziprodukty, které poté, béhem pomalé-
ho stadia sbalovdni, ddvaly vzniknout nativnimu proteinu.
Narozdil od klasickych agregdtt (shlukd), je ale jejich vyskyt
nezdvisly na koncentraci, objevuji se i pfi koncentracich pro-
teinu 0,05 um. Multimerni meziprodukty (dimery, trimery
a tetramery) byly také pozorovdny pfi renaturaci N-termindl-
nich fragmenti fosfoglycerolkinasy v rovnovaznych podmin-
kdch”.

Kinetické metody, které se v soucasnosti pouzivaji k de-
tekci meziprodukti, jsou omezeny ¢asovym rozsahem na mili-
sekundy. V pocdtcich sbalovéni proteind probihaji pravdépo-
dobné velmi rychlé uddlosti, které jsou mimo tento experimen-
talni dosah. Pro pochopeni mechanismu sbalovéni proteini je
nezbyné porozumét pravé témto velmi ¢asnym uddlostem,
které iniciuji cely proces.

7. Stiedni a pozdni faze sbalovani

Ve stiedni fazi sbalovdni byla pozorovdna tvorba vazeb-
nych mist pro substrdt nebo ligand. Napiiklad vazebnd mista
pro ionty Ca®* v o-laktalbuminu jsou vytvdrena jeSté pred
zformovanim nativniho proteinu’®, Podobné byla pozorovéna
tv%ba nativnich epitopd u B-podjednotky tryptofansyntha-
sy

V posledni fazi procesu protein dosdhne svou nativni
konformaci a u enzymu se objevi aktivita. Dojde k pfesnému
uspoiddani sekundarnich struktur®®, spravnému sbaleni hydro-
fobniho jaidragl, u oligomernich proteinti se usporddaji podjed-
notky*®, u multidoménovych proteini se jednotlivé domény
fadné sparuji® a pieskupi se disulfidové vazby®”. Sbalovani
proteinl je v této fdzi fizeno nekovalentnimi interakcemi
a disulfidové vazby hraji pouze roli stabiliza¢ni.

Krokem, ktery omezuje rychlost posledni faze sbalovant,
je u fady proteini izomerizace prolinu®. Pfiblizné 60 % pro-
teind obsahuje v nativnim stavu nejméné jednu cisX-Pro vaz-
bu. Izomerizace prolinu byla popsana Brandtsem®?, ktery po-
moci tohoto jevu vysvétloval pomalé faze sbalovani a exis-
tenci dvou denaturacnich forem ribonukleasy A (cit.}¥). Role
izomerizace prolinu byla postupné pfijimana. Levitt® navr-
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hoval existenci tif druhti prolinu. Prvni, ktery neovliviiuje
sbalovdni, druhy, ktery sniZzuje jeho rychlost a tfeti, ktery
sbalovdni blokuje. Nicméné izomerizace prolinu nemtzZe byt
povazovéna za proces vlastni pouze posledni fazi sbalovani’>.

8. Pravidla sbalovéni proteind in vitro

Je zfejmé, Ze dplné pochopeni mechanismi ovlddajicich
prechod proteinu do své nativni struktury bude je$té vyZadovat
mnoho védeckého usili a experimentl. Na zdvér mizeme
pravidla sbalovdni proteinti, odvozend z dosud provedenych
in vitro studii, shrnout do ti{ bodu:

1. sbalovini proteinu je v daném prostied{ fizeno jeho pri-
marni strukturou (Anfinsentv postulat),

2. nativni struktura proteinu je pod termodynamickou kon-
trolou a odpovidd minimu Gibbsovy volné energie,

3. sbalovéni vétsiny proteinti provdzi vznik ¢dstené sbale-

nych meziproduktt, které jsou kontrolovany kineticky.

9. Shalovani proteini in vivo

Dlouhou dobu se predpoklddalo, Ze nové syntetizované
proteiny se in vivo sbaluji samy a stejnym mechanismem, jako
in vitro. Posledni vyzkumy ale naznacuji zcela jasné, Ze sba-
lovdni proteint do jejich nativnich konformaci in vivo, stejné
jako sklddani podjednotek pfi tvorbé oligomernich struktur
vyZaduje v mnoha pfipadech pomoc dalsich ldtek bilkovinné
povahy zvanych molekulové chaperony8°’87.

Podle Anfinsena'* je informace obsazend v sekvenci ami-
nokyselin nezbytnou a postacujici podminkou pro zajistén{
funkéni konformace proteinu, kterd je zdroven strukturou s nej-
niz8i volnou energii. Ke spravnému sbaleni tedy neni tieba
7adné dalsi informace ani vnéjsi energie.

Molekulové chaperony interaguji se vznikajicimi, stre-
sem-destabilizovanymi nebo pfemisfovanymi proteiny a za-
branuji tak jejich nespravnému sbaleni a ndslednému srazeni.
Nemohou ale interagovat s nativnimi proteiny, ani nejsou
schopny spravné sbalit jiz jednou zformované srazeniny bil-
kovin. Chaperony také nenesou informaci, kterd by umoznila
proteinu dosdhnout jiné konformace, nez jaka je mu diktovana
sekvenci aminokyselin88’89. Molekulové chaperony pouze zvy-
Suji vytézek, ale nikoli rychlost reakce sbalovani. Z tohoto
pohledu tedy nejsou katalyzdtory a jejich funkce nezpochyb-
fiuje platnost Anfinsenova postuldtu (viz vyse).

Chaperony pravdépodobné nejsou schopny vdzat se na
uplné rozbaleny polyproteinovy fetézec. SpiSe se zdd, Ze se
prechodné vazi na ¢asny meziprodukt, ktery vznikd pfi sbalo-
véni proteinu’®. Timto ¢asnym meziproduktem by mohla byt
i molten globule nebo také tzv. pre-molten globule’. V kaz-
dém piipadé tento ¢asny intermedidt obsahuje velké hydrofob-
ni oblasti a je pravdépodobné, Ze se na chaperon vdze pravé
skrze né. K uvolnéni proteinu je v nékterych ptipadech zapo-
ttebi hydrolyzy ATP. Ziskand energie je pouzita k realizaci
konformacnich zmén chaperonu, které uvolni protein®.

Experimenty se sbalovdnim proteind provadéné in vitro
naznacuji, Ze Spatné sbalovani a ndsledné srdZenf proteinu je
dasledkem kompetice mezi spravnym a chybnym sbalenim.
Ukédzalo se, ze chaperony nejsou tfeba, je-li v butice prefero-
vano formovani spravné struktury. To se potvrdilo i u oligo-
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mernich proteint. Z tohoto pohledu se jevi jako velmi zajima-
vé sbalovdni p22Arc represorového dimeru, kde sbalovaci
proces za ucasti chaperonu byl pomalejsi neZ neasistované
sbalovdni, tzn. bez tcasti chaperonu9].

Zdkladni dlohou molekuldrnich chaperond je tedy chranit
proteiny pied nevhodnymi interakcemi a udrzZovat mezipro-
dukty sbalovéni na spravné ,,cesté*, vedouci k dosazen{ nativ-
ni konformace. Je také mozné, Ze pomdhaji udrzovat protein
v konformaci, vhodné pro snadny transport pfes membrany.
Moznost chybného sbaleni je vétsi, jestlize rychlost biosynté-
zy je vyrazné pomalejsi, nez proces sbalovdni. Protein v ma-
1ém mnozstvi tedy vyzaduje pro spravné sbaleni pritomnost
chaperonu.

Také nékteré dalsi molekuly pomahaji spravnému sbalo-
vani proteint in vivo — napiiklad proteindisulfidisomerasa,
kterd katalyzuje tvorbu disulfidovych vazeb v sekre¢nich pro-
teinech a je hojnou souc¢dsti endoplazmatického retikula. Nebo
dal$i enzym: peptidyl-prolyl-cis-transisomerasa, katalyzujic{
cis-trans izomeraci X-Pro peptidovych vazeb. Tyto enzymy
zrychluji sbalovaci proces, ktery miize za optimdlnich podmi-
nek prob&hnout i bez nich?***, Nékteré enzymy podstupuiji po
sbaleni dalsi chemické modifikace, jako je napiiklad glykosy-
lace. Bylo prokdzano, Ze glykosylace neméni cestu sbalenf (in
vitro ani in vivo), ale pouze zvySuje stabilitu proteinu, tato
stabilizace je pfevazné entropického piivodu®.

10. Zavér

V predeslych kapitoldch jsme se pokusili podat stru¢ny
a uceleny obraz problematiky sbalovdni proteint jak je na néj
nahliZzeno v soucasnosti. Ponévadz diky pokrokim v instru-
mentacni a vypocetni technice prochdzi toto odvétvi bouili-
vym vyvojem, neni mozné s urcitosti odhadnout, jakou cestou
se feSeni tohoto problému bude ubirat a jaké prostiedky budou
pfi objasniovdni tohoto jevu rozhodujici.

Predikce nativni konformace proteinu o zndmé aminoky-
selinové sekvenci je jedna z velkych a otevienych otdzek
molekuldrni biologie a zdrovein jedna z nejvétsich vyzev pro
novou védu — bioinformatiku. Pouzitim rychlych vypocetnich
programii a superpo¢ita¢ového Gasu popsali Duan a Kollman®
uspésné sbalovani pfimérené velkého proteinového fragmentu
pomoci simulace molekulovou dynamikou do stavu, ktery je
blizky nativnimu. Proto se da oc¢ekavat, Ze detailni pocitacova
simulace celého procesu sbalovdni, metodou molekulové dy-
namiky je mozna.

Diky pokroku v sekvenaci (je zndm kompletni genom
tfindcti bakterii a kvasinek, na dosah je zmapovdni genomu
prvnich vicebunécénych Zivoc€ichd, jsou charakterizovdny tfi
genomy rostlin, genom octomilky a kompletni sekvence lid-
ského genomu je ocekdvdna pocdtkem pfiStiho tisicileti) roste
i tlak na vyfeseni kddu struktury a funkce. Jednou z moznych
cest je homologické modelovani, vyuZivajici vSechny infor-
mace z databdzi znamych struktur, jez jsou v soucasné dobé
k dispozici. Bohuzel efektivita i této metody je velmi nizkd —
asi 25 % pro proteiny s velmi blizkou aminokyselinovou
sekvenci. Klesne-1i homologie pod 25 %, spolehlivost metody
klesd prudce k nule.

Mnoho malych proteind se sbaluje spontdnné za dobu
nékolika sekund. Sekundarn{ strukturni prvky, jako jsou Srou-
bovice a B-struktury, vznikaji fddové v dobach nanosekund az
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mikrosekund. Jak bylo feceno, sbalovdni je fizeno termodyna-
micky a je vysledkem fyzikdlnich interakci mezi atomy pro-
teinu a solventem. Tyto interakce jsou elementdrni a dobfe
popsané a tak se nabizi otdzka, pro¢ tyto znalosti nelze pouzit
ke sledovani celého procesu. Je tomu tak ze dvou zdkladnich
divodut. Tim prvnim je, Ze pocitace dnes pouzivané, a to ani
ty nejrychlejsi a nejmodernéjsi, nemohou prochazet cely kon-
formacni prostor v rozumném Case. Druhym diivodem je, Ze
si nemliZeme byt jisti, zda dostupné empirické potencidly jsou
dostatec¢né presné k urceni spolehlivé hodnoty volné energie
vznikajiciho proteinu. P¥ispévky ziskané pomoci empirickych
potencidld jsou jak kladné tak zdporné a nabyvaji velkych
hodnot, které se takika rusi pfi ur¢eni celkové energie systému.

Prestoze dosud nebyla popsdna jedind uspésnd simulace
celého procesu vytvareni nativni struktury proteinu, je zfejmé,
ze zv14sté diky poslednim simula¢nim pokustim, pfesvédcive
dokazujicich jejich pouZzitelnost, je molekulova dynamika znovu
na scéné. VylepsSeni vykonnosti pocitact zcela jisté ne malou
mérou prispéje ke zlepSeni souc¢asného stavu. Nemélo by se
ovSem zapominat, Ze k vyfeSeni je tfeba detailné porozumét
procesim na co nejvyssi teoretické vrovni — vypocty ab initio
a ndrocné experimenty osvétlujici vSechny aspekty studova-
ného problému.

Nektefi autofi pfirovndvaji hleddni jednoho ze zdakladnich
kéda prirody k hledédni svatého gralu. Povazujeme za vhodné
zminit na zdvér jeden z citdtd, ktery tuto legendu nejlépe
vystihuje: Grdl na sebe miiZe brdt mnoho podob v priibéhu
doby a mnozi tvrdi, Ze ji pochopili, ovlddli a nalezli jeho
tajemstvi. MuiZeme snad spatvit jeho zdblesk a tusit jeho obry-
sy, ale odhodlani rytiti se musi pripravit na dlouhé hleddni
a tézkou drinu’®.
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folded three-dimensional tertiary structures. Yet the genetic
information for the proteins specifies only the primary struc-

500

Referaty

ture, the linear sequence of amino acids in the polypeptide
backbone. Many purified proteins can spontaneously refold in
vitro after being completely unfolded, so the three-dimen-
sional structure must be determined by the primary structure.
How this occurs has become known as the protein-folding
problem. It was primarily of academic interest, but the advent
of protein engineering and the ability to produce any protein,
often in an insoluble, unfolded, inactive and useless form, has
made it also of great practical importance. The problem can
be divided into two main questions. The first is by what kinetic
process or pathway does protein adopt its native and biologi-
cally active folded conformation and the other, what is the
physical basis of the stability of folded conformations. The
present review summarizes the present state of knowledge of
the problem and attempts to put it into perspective for what
could follows.
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1. Uvod

Trombocyty zastavuju krvacanie z poskodenych krvnych
ciev a iniciujui opravné mechanizmy. Dal§imi predpokladany-
mi dlohami trombocytov je ich dcast v inych patologickych
stavoch, akymi je zdpal, astma alebo obrana organizmu proti
parazitom'*. Pre tieto funkcie obsahuju vela dolezitych kom-
ponentov, pricom povrchové glykoproteiny su kritické pre dva
procesy, adhéziu a agregdciu.

U trombocytov sa pod adhéziou rozumie prilnutie dosti-
¢iek k subendotelovym alebo inym bunkdm, kym adhézia
trombocytu k trombocytu je nazyvand agregaciou. Primdrna
adhézia predstavuje naviazanie dosti¢iek v klTudovom stave
k subendotelovym bunkdm a sekunddrna adhézia naviazanie
aktivovanych trombocytov k subendotelu. Primarna adhézia
zahfnia niekolko rozli¢nych Stddii. Na zaciatku sa glykoprotei-
novy (GP) Ib-V-IX komplex (CD42) naviaze na von Wille-
brandov faktor, ktory je asociovany s kolagénom na subendo-
telovom povrchu. Viacndsobné naviazanie sposobi zastavenie
trombocytov, ich zachytenie na povrchu, ¢o vedie k aktivacii
dalsich receptorov'.

Receptor pre kolagén, GP Ia-Ila, je dolezitym sekundar-
nym receptorom pre adhéziu a aktiviciu trombocytov. Je
esencidlny pre indukciu procesu ,,rozprestierania sa* trombo-
cytov, ktory je sprostredkovany glykoproteinovym komple-
xom GPIIb-IIla (cit.3’4). Dalsie (sekunddrne) receptory pomad-
haju zosilnif vizbu k povrchu a posobia ako rezerva v patolo-
gickych situdciach. Sem patria receptory pre fibronektin (GPIc-
-Ila), laminin (GPIc’-Ila) a vitronektin (0w,Bs) (cit.””). GPIIb-
-IlTa je obzvldst dolezity pri agregécii aj pri rozprestierani
trombocytov. Pri agregicii dochddza ku konformacnej zmene
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GPIIb-IIla, &im sa odkryje vizobné miesto pre fibrinogén®.
Nasleduje aktivdcia dal$ich signdlnych komponentov induku-
jucich asocidciu GPIIb-IIIa s cytoskeletom, ¢o vedie k zosku-
peniu receptorov, potrebného pre agregdciu trombocytov’!2
Dalsie glykoproteinové receptory, napr. pre receptor trombo-
sp0n7d1’n pravdepodobne zosilfiuju a stabilizuji spojenie dosti-
ciek'.

Trombocyty maju dalsiu skupinu receptorov, podielaju-
cich sa na vizbe s inymi bunkami, ktoré mozu zohrdvat dlohu
v reparacnych procesoch (neutrofily a monocyty). Jeden z nich,
PECAM, je exprimovany na neaktivovanych trombocytoch'>!#
Na druhej strane, o.-granuldrny P-selektin je exprimovanf iba
na aktivovanych dostickach, ktoré uvolnili obsah granul 3,

Jednym z hlavnych glykoproteinov na povrchu trombocy-
tov je CD9 antigén, ktorého funkcia nie je zndma, ale pred-
pokladd sa, ze md podstatny fyziologicky vyznam (vid nizsie).
Okrem spomenutych proteinov je na povrchu este vela dalSich
minoritnych molekil, ktoré zahfiajui rozne typy receptorov
a mnozstvo inych molekul s nezndmou funkciou (tab. I).

2. Glykoproteinovy Ib-V-IX komplex

Glykoproteinovy Ib-V-IX komplex (CD42a, b a c¢) pozo-
stdva zo Styroch retazcov. GPIb (CD42b) obsahuje GPIbo
(150 kDa) a GPIbB (27 kDa) spojené disulfidovou viizbou's,
pricom GPIX (22 kDa; CD42a) je asociovany silnou nekova-
lentnou vizbou v pomere17 1:1 a GPV (CD42c; 82 kDa) je
naviazany na komplex slabou nekovalentnou vizbou v pome-
re 1:2 (GPV:GPIb;) (cit.lg). Na kazdom trombocyte sa nacha-
dza okolo 25 000 képii GPIb-IX (cit.").

GPIb komplex je exprimovany iba megakaryocytmi a trom-
bocytmi. Na erytrocytoch, granulocytoch, T bunkdch a tymo-
cytoch sa nenachddza®®. Zohrdva kriticki lohu v prvych
Stddiach naviazania trombocytov na exponované subendote-
lum. GPIb komplex bol identifikovany ako receptor pre von
Willebrandov faktor' a tieZ pre trombin, ale to pravdegodobne
len vtedy, ked CD42-GPV komplex je multimericky?’.

Stidiom portich krvacania spdsobenych muticiami v GPIbo
a vo vWT (Bernardov-Soulierov syndrém, typ 2B a trombocy-
tovy typ vWT deficiencie) bolo zistené, Ze zmeny v konforma-
cii bud GPIba (cit.”") alebo vWT (cit.”) mdzu indukovat vizbu
medzi tymito dvomi molekulami. Predpoklada sa, Ze za fyzio-
logickych podmienok vidzba vWf na kolagén spdsobi jeho
konformacnu zmenu, ktord umozni naviazanie GPIb. Tak ako
dochddza k spontdnnej vizbe indukovanej bodovymi muticia-
mi, tak sa interakcia objavuje aj medzi GPIb a Tudskym vWf,
ktory bol opracovany neuroamiddzou kvoli odstraneniu kyse-
liny sialovej*® alebo bovinnym, pripadne prasacim vWf.

Mechanizmus transdukcie signdlov komplexom GPIb-V-
-IX je centrom zaujmu kvoli jeho vyznamnej tilohe vo funkcii
krvnych dostic¢iek. Zo Struktiry GPIb-V-IX komplexu je tazké
usudzovat akym sposobom prechddza signdl cez membranu,
pretoze vizobné miesta pre vWT su relativne daleko od povr-
chu trombocytu. Niekolko pozorovani vsak naznacuje mozny
mechanizmus prenosu signdlu: i) je zndme, Ze GPIb komplex
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Tabulka I
Prehlad najzndmejsich trombocytovych glykoproteinov
CD Antigén Antigén M, (kDa) Expresia

R NG (molekuly/trombocyt)
CD9%70 p24 22-27 22-27 35 000-65 000
CD23%° FceRII 45 45 ND¢
CcD31'31 PECAM-1 130-140 130-140 ND¢
CD32% FcyRII 40 ND¢
CD36"! GPIV 88 88 25000
CD41/CD61%% GPIIb-1lla 125+22/105 140/90 50000-80000
CD424"'1%1 GPIX 22 22 25000
CD42p"16:17 GPIb 150+27 160-170 25000
CD42c"18 GPV 82 82 25000
CD49b/CD29** VLA-2 integrin, GPla-Ila 165/130 160/115 2000
CD49¢/CD29>% VLA-5 integrin, GPIc-Ila 135+25/130 155/115 1000
CD49£/CD29%% VLA-6 integrin, GPIc’-Ila 120+30/130 140/115 1000
CD51/CD617%° o B, 125+24/105 150/90 ND*
CD62p™>-¢! P-selektin, PADGEM, GMP-140 140 140 1000-10000"
CD63%° ME 491, MLA 1 53 650-12600¢
CD1074%* LAMP-1 120 120 <2000
CD107b% LAMP-2 120 120 <2000
CD109% G, * alloantigen 175 175 ND

* SDS-PAGE za redukujticich podmienok, ® SDS-PAGE za neredukujticich podmienok, ¢ nedefinované, ¢ pocet molekiil na

membrane aktivovaného trombocytu

je spojeny s cytoskeletom asociovanym s membrdnou cez
protein viazici aktin (filamin)?; ii) zistilo sa, Ze GPIbp je
fosforylovany na cytoplazmatickej doméne na Ser-166 a tdto
fosforyldcia zohrava ilohu v kontrole polymerizdcie aktinu®®;
iii) zistilo sa, Ze aktivdcia trombocytov je spojend s redistribu-
ciou GPIb-V-IX na otvoreny kandlikovy systém, na rozdiel od
GPIIb-IIIa, ktorého mnoZstvo sa zvySuje na povrchu dosti-
Ciek? iv) pri Bernardovom-Soulierovom syndréme (BSs),
kde na povrchu trombocytov chyba GPIb komplex, st dosti¢-
ky obrovské a ich membrdny su lahsie deformovatelné®.
Okrem toho bolo zistené, Ze u BSs trombocytov je zniZend
aktivita fosfolipazy C (PLC) (cit.”). Dokazom, 7e GPIb md
spojitost s aktivaciou GPIIb-I1la, pochddza zo $tidif trombo-
cytov s Glanzmannovou trombasténiou (absencia GPIIb-IIla
na povrchu trombocytov). Ak su takéto trombocyty agregova-
né s bovinnym vWf{, na rozdiel od normalnych dosticiek,
netvoria velké stabilné agregdty, ale agregdty variabilinej
velkosti*’. Vysvetlenim tohto javu by mohlo byt, Ze naviaza-
nie bovinného vWTf na GPIb indukuje zatial hypotetické sig-
ndly, ktoré aktivuji GPIIb-IIla k vidzbe fibrinogénu (alebo
vWf), ¢o vedie v dosledku spitnej vizby k formovaniu stabil-
nych agregdtov. V nepritomnosti GPIIb-Illa nemo6ze dojst
k spitnej vizbe ani k stabilizdcii. Hoci iné typy receptorov
podliehaji r6znym typom adaptacnych reakcii, pre GPIb/vW{
systém zatial nebol ani jeden z nich identifikovany. Po akti-
vécii moze GPIb vytvdrat zhluky, ¢o vedie k pevnejSiemu
naviazaniu vWT (cit.").

Dal3ou iilohou GPIb je jeho tcast v aktivacii dosticiek
trombinom. Je zndme, Ze trombocyty maju receptor pre trom-
bin, ktory patri do rodiny proteinov sedem krat prechddzaju-
cich membranou. Bolo dokdzané, Ze pri fyziologickych kon-
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centraciach trombinu GPIb amplifikuje odpoved trombocytov
na tuto proteézu”.

3. GPIIb-1IIa

GPIIb-IITa komplex (CD41/61, 0.,/ integrin) patri medzi
hlavné glykoproteiny na povrchu trombocytov s 50 000 az
80 000 koépiami na tromboc t*2. Je to heterodimér, ktorého
tvorba je zavisld na Ca?* (cit.”) a patri do rodiny integrinov>*.
GPIIb ma relativnu molekulovi hmotnost 140 kDa; je zloZeny
z vicsej podjednotky (GPIIbo, 125 kDa) a mensej transmem-
bréanovej podjednotky (GPIIbB, 22 kDa). GPIlla je jednodu-
chy polypeptidovy retazec s molekulovou hmotnostou 90 kDa
za redukujucich podmienok, resp. 105 kDa za neredukujicich
podmienokzo.

GPIIb-IIIa shizi ako receptor ?re viacero adhezivnych
proteinov, fibrinogén35, fibronektin®®, von Willebrandov fak-
tor’’, trombospondin®® a vitronektin®. Tak ako iné integrinové
receptory, na tychto proteinoch $pecificky rozpoznava tripep-
tid so sekvenciou R-G-D (arginin-glycin-kyselina aspardgo-
va)*. Na rozdiel od ostatnych integrinovych receptorov sa
GPIIb-IIIa viaze ag na HHLGGAKQAGDYV sekvenciu v y-re-
tazci fibrinogénu®’.

V nestimulovanych trombocytoch je receptor pritomny na
povrchu a v ()L-granulzich41 v neaktivnej konformdcii a ma
nizku afinitu k rozpustnému fibrinogénu, pritom vsak rozpo-
zndva povrchovo-viazany fibrinogén*’. Aktivécia trombocy-
tov agonistami, napr. trombinom, ADP alebo tromboxdnom
A,, vedie k zmene konformadcie a k rychlemu zvySeniu afinity
receptora k fibrinogénu a inym adhezivnym proteinom®.
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Po naviazani fibrinogénu dochddza k dal$im konforma¢nym
zmendm receptora, vysledkom ktorych je expresia niekolkych
novych epitopov (LIBS, ligand-induced binding sites)’. Tie su
pravdepodobne dolezité z hladiska funkcie, pretoze protilatky
rozpoznavajuce tieto miesta, spdsobuju agregiciu trombocy-
tov alebo inhibuju naisledugﬁce procesy zavislé na GPIIb-1I1a,
napr. zmr§tovaciu reakciu 3

Aktivdcia GPIIb-IIla a naviazanie fibrinogénu st iba za-
¢iatkom procesu agregdcie trombocytov. GPIIb-IIIa po navia-
zani ligandu nie je pasivnym receptorom, ale prendSa signdly,
vedtce k tvorbe fokdlnych adhezivnych bodov (miesta, kde sa
lokalizuju a aktivujui protein kindzy), novému usporiadaniu
cytoskeletu a neskorej aktivacii fosfolipdz a fosfoinozitol fos-
fat kindzy'®*. Prendsanie signdlov pravdepodobne vyZaduje
zoskupenie GPIIb-IIla receptorov, ktoré je sprostredkované
polyvalentnym ligandom, akym je fibrinogén''. Okrem expo-
zicie receptora a zoskupovania membrdnovych komplexov,
sposobuje aktivdcia trombocytov aj expresiu v cytoplazme
lokalizovaného GPIIb-IIIa na povrchu buniek*’.

Tak ako receptor, aj ligand podlieha konforma¢nym zme-
nam, ktoré sa prejavuju expoziciou novych epitopov (RIBS,
receptor-induced binding sites)*®. Zmena v konformdcii umoz-
fuje fibrinogénu rozpozndvat neaktivované receptory, indu-
kovaf interakciu s cytoskeletom a fosforyla¢nu kaskddu, a tak
ziskat dal$ie trombocyty do tvoriaceho sa agregatu'.

GPIIb-IIIa zohrdva rozhodujicu ulohu nielen v agregécii
trombocytov, ale aj v ich adhézii a rozprestierani sa. Trombo-
cyty s Glanzmannovou trombasténiou, ktorym chyba GPIIb-
-IMTa, ukazuju zredukovani adhéziu k subendotelu, aj ked nie
tak dramaticky ako u BSs, kde chyba GPIb (cit.*"). Taktiez
majui oproti normdlnym bunkdm vyrazne menSiu kontaktnu
plochu 8 ¢o naznacuje potrebu GPIIb-Illa receptora pri roz-
prestierani trombocytov adherovanych na subendotelum.

4. GPIa-Ila

Glykoprotein GPla-Ila (CD49b/CD29, VLA-2 integrin)
je heterodimér pozostdvajtici z o2-integrinovej podjednotky
(CD49b; 165 kDa za redukujicich podmienok, resp. 160 kDa
za neredukujicich podmiernok) a f1-integrinovej podjednot-
ky (CD29; 130 kDa, resp. 115 kDa), ktoré st navzdjom neko-
valentne asociované®’. Tento integrin je pritomny na povrchu
trombocytov v ovela menSej miere ako GPIIb-IIIa (2000
kopif), co pravdepodobne stivisi s jeho tlohou v adhézii a ak-
tivdcii, ale nie v agregdcii. GPla-Ila je hlavnym receptorom
pre kolagén®. Je zahrnuty v adhézii trombocytov k rozli¢nym
typom (typ I az VIII) kolagénov4. Ak je GPIa-1Ia nefunk¢ny,
adhézia trombocytov sa znizuje; trombocyty sd velmi slabo
asociované so subendotelom, su prichytené len na malo bo-
doch a nie su aktivované alebo rozprestreté, co poukazuje na
adhéziu iba cez vizbu GPIb na vWf (cit.*). GPIa-Ila viaze
kolagén konstitutivne™, ten aktivuje trombocyty (fosforyldcia
tyrozinu u P125™%), o je klasickym prikladom signalizdcie
zabezpecujucej bunkovi interpretdciu vonkajSieho prostredia
(,;,outside-in* signalizdcia).

5. CD36

CD36 je molekula s jednym refazcom (88 kDa), ktord sa
nachddza v membrdnach Sirokého spektra buniek, vcitane
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trombocytov, monocytov, epitelovych a endotelovych bu-
niek®’. CD36 je hydrofébna molekula, ktora je rezistentnd
k proteolytickej degraddcii v membrane. V trombocytoch po-
sobi ako receptor pre trombospondin a kolagén. Dévodom,
preco trombocyty, ktorym chyba CD36, maju tu istd kapacitu
viazat trombospondin ako normélne dosticky>%, majti normal-
nu agregdciu indukovant kolagénom®® a normélnu signalnu
transdukciu™, je kompenzdcia chybajiceho CD36 alternativ-
nymi signdlnymi drdhami. Cytoplazmatickd doména CD36
obsahuje sekvenciu pre vidzbu so Src rodinou tyrozinovych
kindz a niekolko z nich je nekovalentne asociovanych s CD36
(cit.). Specificita CD36 ako receptora mdze byt modifikova-
na fosforylaciou alebo defosforylaciou®. CD36 je okrem toho
receptorom pre oxidované lipoproteiny”’ a pre erytrocyty in-
fikované maldriou™,

6. P-Selektin

P-Selektin (CD62p, GMP-140, PADGEM) je membrano-
vy glykoprotein graniil, ktory ma molekulovii hmotnost™ 140
kDa (preto GMP-140). P-Selektin patri do selektinovej rodiny
bunkovych adhezivnych molekul exprimovanych trombocyt-
mi®’. Ak sii trombocyty v kfudovom stave, tak sa P-selektin
nachddza v membrdne o-granil a u endotelovych buniek
v ekvivalentnych Struktirach, vo Weibeleho-Paladeho telies-
kach®!%2 Po stimul4cii trombocytov agonistami typu trombinu
dochddza k uvolniovacej reakcii z granul a P-selektin, spolu
s dal$im obsahom granil, je translokovany na plazmatickd
membranu. Kym trombocyty v kludovom stave exprimuji
priblizne 1000 molekuil P-selektinu, po aktivdcii sa ich mnoz-
stvo zvySuje na 10000. Exponovany P-selektin sa potom viaze
na karbohydratové skupiny glykolipidov a glykoproteinov
neutrofilov a myeloidnych buniek'® a méze sa zicastnit v eli-
mindcii aktivovanych trombocytov z cirkuldcie na jednej stra-
ne, alebo v naviazani neutrofilov na tromby na strane druhej.
,Rolling* leukocytov, pri ktorom st leukocyty sice v blizkom
kontakte s endotelovym povrchom, ale zaroven sa pohybuju
v smere pridenia krvi, je moznym nésledkom vézby s P-se-
lektinom na trombocytovej vrstve®. Je pravdepodobné, Ze
P-selektin je v membrane trombocytov asociovany s pp60“™",
ktord moze byt kindzou zodpovednou za fosforyldciu P-selek-
tinu na tyrozine'®, Funkcia tejto fosforylcie este stdle nie je
zndma.

7. PECAM-1

PECAM-1 (Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule,
CD31; 130-140 kDa) je trombocytovy adhezivny receptor,
ktory sa nachddza tiez na endotelovych bunkach, neutrofiloch
a monocytoch'®. Je to glykozylovand molekula so 40 % obsa-
hom sacharidov, ktord patri do velkej rodiny imunoglobuli-
nov. C-termindlna Cast obsahuje transmembrdnovi doménu
a 118 aminokyselin dlhi cytoplazmaticki doménu bohatu na
serin a treonin. Zd4 sa, Ze fosforyldcia tejto domény je dolezita
na reguldciu aktivity proteinu. Po aktivdcii dochddza k rychlej
fosforylacii PECAM-1 na serine a tyrozine a k jeho asocidcii
s cytoskeletom®. Sagava a kol.*® zistili, Z¢ PECAM-1 bol
fosforylovany na tyrozine po adhézii buniek alebo po aktivécii
inych imunologickych receptorov, napr. T-bunkového recep-
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tora. PECAM-1 fosforylovany na tyrozine bol asociovany
s protein tyrozin fosfatdzou SHP-2. Neddvno bolo zistené, Ze
okrem SHP-2 je fosforylovany PECAM-1 asociovany aj s dru-
hou protein tyrozin fosfatdzou SHP-1, ¢o naznacuje, Ze v he-
matopoietickych bunkdch, napr. trombocytoch, je bunkova
signalizdcia PECAM-1 regulovand selektivnym skoncetrova-
nim a aktivdciou dvoch rozdielnych protein-tyrozinovych fos-
fataz'*,

Uloha PECAM-1 vo funkcii trombocytov este stile nie je
jasnd. Nie je zahrnuty v agregdcii trombocytov. Neddvne
vyskumy ukazali, ze plni adhezivnu funkciu. Ma homofilné aj
heterofilné adhezivne vlastnosti, ktoré mézu hrat vyznamnd
ulohu v mnoZstve dolezitych procesov, akymi je nazhromaz-
denie leukocytov v miestach zdpalu, reguldcia uvoliiovania
leukocytov z kostnej drene a v kardiovaskuldrnom V}7V0j166.
Vysledky poukazuji na moznost, Ze ligandami pre PECAM-1
v heterotypickej adhézii si povrchové glykozaminglykany
buniek®” a integrin o, B, (cit.”).

8. CD9

CD9 (p24; 24 kDa) je integralny membranovy glykopro-
tein patriaci do neddvno popisanej rodiny proteinov, ktoré
$tyri krat prechddzaji membranou, tzv. tetraspanovej rodiny®®
(TMA4SF). Je exprimovany v hematopoetickych aj v nehema-
topoetickych tkanivéch, v¢itane endotelovych buniek, fibro-
blastov a buniek nervového systému69’71’72. V hematopoetic-
kom systéme sa nachddza na povrchu bazofilov, eozinofilov,
aktivovanych T lymfocytov a pre-B bunkdch. Nenachadza sa
na erytrocytoch, zrelych T a B bunkdch, ale je velmi silno
exprimovany na megakaryocytoch a trombocytoch®’’. Na
trombocytoch patri medzi hlavné povrchové proteiny s 35 000—
60 000 molekulami na jednu bunku, ¢o Je droven expresie
porovnatelnd s expresiou GPIIb-IIIa (cit.”).

Funkcia CD9 je stdle nejasnd. Z doteraz publikovanych
préc sa dd usudzovat, Ze ide o multifunkénd molekulu, ktord
ovplyviiuje adhéziu buniek, proliferdciu a migraciu v imunit-
nom systéme. Monoklonové protildtky rozpozndvajice CD9
antigén su potentnymi aktivdtormi trombocytovych funkcif,
porovnatelnymi s trombinom. Indukuji celd Skdlu funkcif,
véitane agregdcie, sekrécie granul, fosforyldcie proteinov, hy-
drolyzy fosfatidylinozitolu, mobilizdcie Ca’** a metabolizmu
kyseliny arachidénovej’*. Tieto zistenia naznacovali, ze CD9
by mohol byt signdlnym transduktorom. Worthington a kol.”
demonstrovali, Ze (Fab’), fragmenty anti-CD9 protildtok strd-
caju schopnost aktivovat trombocyty a zablokovanie FcyRII
receptora s korenSpondujicou protildtkou inhibuje agregdciu
a Ca®* mobilizdciu indukovand anti-CD9 protildtkami. Na
zdklade tohto faktu vznikli pochybnosti o tilohe CD9 v prenose
signdlu u trombocytov. Ozaki a kol.” potvrdili, Ze naviazanie
monoklonovej protildtky na CD9 bez stimuldcie FcyRII recep-
tora neindukuje fosforyldciu proteinov na tyrozine alebo ag-
regdciu trombocytov. Zdroven vSak zistili, Ze (Fab’), fragment
anti-CD9 protilatky per se indukuje a zvySuje aktivitu nere-
ceptorovej tyrozinovej kindzy p72**a vedie k asocidcii p60°"
s p72°¥% Hato a kol.”® ako prvi ukézali, Ze anti-CD9 protilatky
podporuju naviazanie fibrinogénu na trombocyty. Naviac dal-
Sie prace ukazuju, Ze agregacia trombocytov indukovana mo-
noklonovymi anti-CD9 protildtkami j}e _Primairne sprostredko-
vand aktivdciou fosfolipazy C (cit.”*”>"""5. Aktivdcia tiez
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iniciuje reorganizaciu cytoskeletdlnej Struktiry agregovanych
trombocytov’’. Aktivacia fosfolipazy C anti-CD9 protildtkou
bola potvrdend Krollom a kol.79, ktori zaroven ukdzali, Ze je
podmienend signdlnou cestou zavislou na GPIIb-11Ta komple-
xe a extraceluldrnom vdpniku. Predpokladalo sa, Ze by CD9
a GPIIb-IITa komplex mohli asociovat na povrchu trombocy-
tov. Schopnost anti-CD9 monoklonovych protildtok sposobo-
vat agregdciu trombocytov a vizbu fibrinogénu (typické cha-
rakteristik;l GPIIb-IIIa) naznacovala zahrnutie CD9 vo funkcii
integrinov’>. Asocidcia CD9 s GPIIb-IIIa bola identifikovana
pomocou chemického cross-linkera po opracovani trombocy-
tov s anti-CD9 protiltkou a ich naslednej aktivécii’®. Dokaz,
Ze tdto asocidcia existuje aj v trombocytoch v kludovom
stave priniesli najprv Laroche-Traineau a kol.*°, ktori pomo-
cou MAIPA (monoclonal antibody immobilization of platelet
antigens) techniky dokdzali, Ze GPIIb-IIla komplexy boli tak-
mer permanentne asociované s CD9 antigénom v lyzdtoch
trombocytov. Ndsledne Indig a kol %! vyprecipitovali komplex
oboch proteinov za nativnych podmienok. U¢ast CD9 mole-
kuly v prenose bunkovych signdlov podporuje zistenie, Ze
CD9 je asociovany s malymi GTP-viazicimi proteinmi®.

Neddvne $tidie poukazuji naic¢ast CD9 v adhézii a migra-
cii buniek prostrednictvom vizby s integrinmi 1 rodiny 388
B1-Integriny su schopné napriek rozdielnym cytoplazmatic-
kym doménam o, retazca, nastartovat podobné aktivacné pro-
cesy. Predpokladd sa, Ze nielen expresia, ale aj reguldcia
aktivity integrinov moze byt dolezitym faktorom ovplyviiuju-
cim tito aktivitu®’. Vyznamnd ulohu v tomto procese by
mohol zohrdvat prave CD9. Bolo napriklad ukdzané, ze mo-
noklonové protilatky proti CD9 zvySuju adhéziu pre-B buniek
na fibroblasty v kostnej dreni mechanizmom, ktory zahfna
viizbu VLA-4 a VLA-5 k fibronektinu®,

Opici CD9 antigén tvori komplex s transmembrdanovym
prekurzorom heparin viaziicim epidermdlnym rastovym fak-
torom (HB-EGF), ktory je identicky s receptorom pre difteric-
ky toxin (diphteria toxin, DTR). Asocidcia s CD9 zvySuje
dramaticky aktivitu rastového faktora proHB-EGF a taktiez
zvySuje mnozstvo vizbovych miest pre DTR, bez zmeny
afinity a mnozstva receptoru. To viedlo k tdvahdm, ze CD9
indukuje konformacni zmenu proHB-EGF (cit. ¥, Lagaud-
riere-Gesbert a kol.”! potvrdili , Ze aj Tudsky CD9 zvysuje
DTR-senzitivitu LM buniek (fibroblastova bunkova linia) trans-
fekovanych s génom proHB-EGF.

Expresia CD9 antigénu bola popisand aj na bunkdch ner-
vového systému. Pokusy s anti-CD9 protilaitkami naznacili
ulohu CDY molekuly v intraceluldrnej signalizdcii, v adhézii,
v pohyblivosti a v reguldcii rastu nervovych buniek’>*>

CD9 slizi aj ako ko-stimulacnd molekula. Na T bunkach
aktivovanych TCR je CD9 ¢lenom signdlnej drdhy nezdvislej
na CD28. Na rozdiel od CD28 stimuldcie, ktorej vysledkom
je plnd aktivdcia a proliferdcia T bunky, CD9 kostimuldcia
vedie k indukcii apoptézy®*. Li a Tait* naznagili moznd ugast
CD9 v zmendch topoldgie fosfatidylserinu v plazmatickej
mebrane, ktoré su typickym diagnostickym znakom apoptic-
kej bunky.

Sucasnd expresia CD9 a pro HB-EFG na makrofagoch ma
podstatny vplyv na vyvoj aterosklerézy®®. CD9 v spojeni s VLA
integrinmi moZe hrat vyznamnu tlohu prostrednictvom ovplyv-
nenenia reorganizdcie kolagénového matrixu, ¢o je proces
zahrnuty v zuzovani krvnych ciev®.

Z mnozstva molekul, ktoré tvoria komplex s CD9 antigé-



Chem. Listy 94, 501 — 506 (2000)

nom su pravdepodobne najdolezitejSie molekuly z TM4SF
rodiny. CD9 bezprostredne interaguje s CD63 a CD81%. Hoci
ich funkcie nie si zndme, predpoklada sa ich diloha v bunkovej
adhézii a migrdcii, prenose signdlu a ko-stimuldcii. Pretoze
doteraz nebol identifikovany Ziadny extraceluldrny ligand pre
TMA4SF proteiny je mozné, Ze ich hlavnou funkciou je vytvo-
renie siete zloZenej z TM4SF proteinov. Hlavnou tlohou tejto
siete moze byt organizovanie bunkového povrchu prostrednic-
tvom naviazania rozdielnych povrchovych molekiil reguluju-
cich v kone¢nom désledku rozne bunkové funkcie®”.

Prdca bola spracovand vdaka grantu Vega No. 2/4015/98.
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