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Abstrakt

Tato prace popisuje tvorbu a vlastnosti disulfidicky stabilizovaného variabilniho
fragmentu protilatky 5D3 specificky rozpoznavajici glutamatkarboxypeptidasu II,
antigen Uzce souvisejici s karcinomem prostaty i jinymi nadorovymi onemocnénimi.
Mal¢é protilatkové derivaty jsou v souCasnosti masivné vyuzivany pro vyvoj
diagnostickych a terapeutickych nastroji. Nékteré typy téchto derivatt vSak vykazuji
snizenou stabilitu terciarni struktury, coz mize vést k nizkému vytézku pii produkci
anebo ke zhorSeni az ztraté funkce proteinu. Tento problém je Casto feSen zavadénim

strukturnich zmén pomoci proteinového inZenyrstvi.

Cilem prace bylo zavedeni interdoménového disulfidického mustku do struktury
jednotetézcového variabilniho fragmentu protilatky za ucelem zvySeni jeho stability. VIiv
zavedené modifikace na stabilitu proteinu byl posuzovan z hlediska vytézku
purifikovaného proteinu a jeho afinity k antigenu. Vyvijeny protilatkovy derivat byl
produkovan v prokaryotickém expresnim systému Escherichia coli s vyuZitim signalni
sekvence sméfujici produkovany derivat do periplasmatického prostoru. Snaha o
stabilizaci proteinu probihala pomoci mutageneze na pozicich G44 variabilni domény
tézkého fetézce a G100 variabilni domény lehkého fetézce zaménou glycint za cysteiny.
Charakterizace purifikovaného proteinu probéhla s vyuzitim metody ELISA. Prace déle
ukazuje vyfeSenou trojrozmérnou strukturu prekurzoru produkovaného proteinu,

jednotetézcového variabilniho fragmentu protilatky 5D3.

Hlavnim vysledkem experimentalni €asti této prace bylo zjisténi, Ze zvolena
strategie stabilizace nevede ke kyzenému vysledku diky pfili§ velké vzdalenosti mezi
mutovanymi rezidui, kterd nedovoluje vzniknout stabilizujicim disulfidickym vazbam.
Zaroven vsak jsou diskutovany alternativni pfistupy potencialné vedouci ke stabilizaci
jednotetézcového fragmentu. Také byly naméfeny hodnoty disociaCnich konstant
protilatky 5D3 a jejich dvou fragmentl. V piipad¢ intaktni protilatky souhlasil ziskany
vysledek s dostupnou literaturou, v ptipad¢ jednofetézcovych variabilnich fragmentl se
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purifikovanych testovanych proteinti.



Abstract

This thesis deals with production and properties of disulfide-stabilized single-
chain variable fragments of the 5D3 antibody (dsscFv), which specifically recognizes and
binds to glutamate carboxypeptidase II (GCPII), an antigen closely related to the prostate
carcinoma processes and other tumor diseases. Small antibody fragments are in current
focus of development of diagnostic and therapeutic reagents. However, compromised
stability of antibody derivatives often results in low production yield or loss of function.

Introduction of structural changes by protein engineering is often used to solve the issue.

The aim of the study was based on enhancement of protein stability by the introduction
of interdomain disulfide bond into the structure of single-chain variable fragment. The
effect of modification was evaluated by estimation of production yield and affinity of

studied protein.

The aforementioned antibody derivative was produced using an Escherichia coli
expression system, using specific signal sequences leading the production to the bacterial
periplasm. The attempted stabilization was carried out by introducing mutations at Lv-
G44 and Hv-G100 positions, replacing glycines with cysteines. The binding affinity of
the derivative for human GCPII was determined using ELISA. This thesis also shows a
solved 3D structure of the single-chain variable fragment protein, the parent molecule of

dsscFv.

The primary result of the experimental part of this thesis was the discovery that the chosen
strategy wasn’t a viable method of stabilizing the fragment. Alternative means to potential
stabilization are discussed, however. Also measured were dissociation constants of the
5D3 antibody and its two fragments. The obtained value for the intact antibody was in
agreement with available literature, values for the single-chain variable fragments

differed. This was most likely caused by lower purities of assayed proteins.

(in Czech)
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Seznam zkratek

bp par bazi
base pair
BSA bovinni sérovy albumin
Dsb systém tvofici disulfidické vazby
dsscFv disulfidicky stabilizovany jednofetézcovy variabilni fragment

disulfide stabilized single chain variable fragment

ELISA enzymove znac¢eny imunotest s vyuzitim pevné faze

Fab

Fc

GCPII

HRP

Hv protilatky

Ig
Lv protilatky
Ni-NTA

0OD600
PCa

PSMA

PVDF

scFv

TMB

enzyme-linked immunosorbent assay

fragment vazajici antigen
fragment antigen-binding

krystalizovatelny fragment
fragment crystallizable

glutamatkarboxypeptidasa 11
glutamate carboxypeptidase 11

kfenova peroxidasa
horseradish peroxidase

variabilni doména tézkého fetézce protilatky
imunoglobulin
variabilni doména lehkého fetézce protilatky

Nikl-nitrilotrioctova kyselina
Nickel-nitrilotriacetic acid

opticka densita pti vinové délce 600 nm

karcinom prostaty
prostate carcinoma

pro prostatu specificky membranovy antigen
prostate-specific membrane antigen

polyviniliden difluorid

jednofetézcovy variabilni fragment
single-chain variable fragment

3,3’,5,5 -tetramethylbenzidin
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1.1

Teoreticky uvod

Karcinom prostaty (PCa) je v CR i v zahraniéi nejéastdji diagnostikovanym
nadorovym onemocnénim specifickym pro muze. Za posledni roky se pfitom,
pravdépodobné diky zdokonalené diagnostice, vyrazné zvysila incidence tohoto
onemocnéni, ktera dosahovala v roce 2016 v Ceské republice hodnoty okolo 140 piipadi
na 100 000 osob muzského pohlavi.'* Pro tuto nemoc je klicova v&asna diagnoza, jelikoz
je jeji pokrocild forma jen obtizné 1écCitelnd. KliCcovym proteinem pro vcasnou detekci
karcinomu prostaty je enzym glutamatkarboxypeptidasa II. Diky své specifické expresi

spojené s vyvojem karcinomu prostaty je tento enzym idealnim markerem PCa.

Glutamatkarboxypeptidasa II a jeji role v patofyziologickych projevech
karcinomu prostaty

Lidska glutaméatkarboxypeptidasa II (GCPII; E.C. 3.4.17.21) je na zinku zavisla
membranova exopeptidasa produkovana primarné v tkanich prostaty, v perifernim
1 centralnim nervovém systému, v ledvinach, tenkém 1 tlustém stfevé a v neovaskulatuie
asociované s nadorovym bujenim.>” Intaktni forma GCPII sestava ze 750 aminokyselin,
o molekulové hmotnosti pfiblizné¢ 84 kDa a na povrchu cytoplasmatické membrany je
piitomna v homodimerni formé.* Funkce tohoto enzymu je vicedetna. Popsana byla jeho
role v jejunu (lacniku) tenkého stteva, kde se GCPII také oznacuje jako folat hydrolasa I.
Zde odstépuje glutamat z folyl-poly-y-glutamat folati pfijimanych v potravé, ¢imz
umoziiuje absorbci mono- y-glutamat folatd v tenkém stievé.® Dal§i zdsadni funkci
GCPII je jeji aktivita pii St€peni N-acetylaspartylglutamatu (NAAG) na N-acetylaspartat
a glutamat.® Tato reakce tvoii nedilnou souéast funkce centralniho nervového systému,
kde je NAAG jednim ze tif nejéetnéji zastoupenych neurotransmitert.’ Z této enzymové
aktivity vychdzi dalsi oznaceni GCPII, N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamat peptidasa I
(NAALADasa I). Shrnuti téchto dvou fyziologickych funkci zobrazuje obrazek 1 (str. 4).



Trojrozmérnéd struktura GCPII byla popsana pro jeji extracelularni ¢ast. Dle
in silico modeli muZzeme odhadnout, Ze N-terminalni intracelularni konec GCPII
(aminokyseliny 1 - 18) nezaujima stabilni sekundérni strukturu a ze transmembranova
¢ast (aminokyseliny 19 — 43) tvofi a-helikdlni topologii, typickou pro segmenty proteint

ukotvenych v membrang.’

Nervovy systém Tenké stirevo

NAAG folyl-poly-g-glutamat (FPG )
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Obrazek 1. Reakce katalyzované enzymem glutamatkarboxypeptidasou II.
Zobrazeny jsou katalyzované reakce v gliovych buiikich nervového systému a
v enterocytech tenkého streva. Obrdazek byl prelozen do ceStiny autorem této
prace.’?

Extracelularni cast enzymu GCPII obsahuje tii distinktivni domény.
Proteasovou doménu (tzv. ,protease-like domain®) tvofenou aminokyselinami
57 - 116 a 352 - 590, apikalni doménu tvofenou aminokyselinami 117 — 351 a C-
terminalni doménu (aminokyseliny 591 - 750).°> Struktura extracelularni &asti GCPII,
popsana pomoci rentgenové difrakce, je zobrazena na obrdzku 2 (str. 5) vychazejicim ze
struktury s rozlisenim 1,37 A ziskané z internetové databaze PDB pod kédem PDB ID:
3FF3.!



GCPII je intenzivné glykosylovana — cukry mohou tvofit az 25 % celkové
hmotnosti tohoto enzymu. Glykosylace je zaroven vitdlni pro spravnou enzymovou
aktivitu.'? Ve struktufe proteinu se nachazi 4 anorganické ionty — dva Zn?* ucastnici se
katalyzy, dale pak jeden Cl~ anion a jeden Ca?* kation, které maji oba tlohu ve funkci

enzymu a stabilizaci tercidrni struktury.'

Obrazek 2. Struktura extracelularni éasti glutamatkarboxypeptidasy II.
Struktura GCPII s rozlisenim 1,37 A byla vyieSena metodou rentgenové difrakce.
Model byl ziskan v internetové databazi PDB jako PDB ID: 3FF3.!! Vizualizace

‘

probéhla v aplikaci PyMol™ [.8.'% jako , karikatura“ zobrazujici sekunddrni

struktury proteinu. Byly vybarveny jednotlivé domény extracelularni ¢asti proteinu
— Cervené proteasovda doména, zelené apikdalni doména a modie C-terminalni
doména.

V kontextu karcinomu prostaty byva GCPII oznacovéana zkratkou PSMA (pro
prostatu specificky membranovy antigen, ,,Prostate-Specific Membrane Antigen).
Nejveétsi mnozstvi GCPII na trovni mRNA bylo nalezeno v mozku, v ledvinach,
v prostaté a v tenkém stfevé (v sestupném poiadi).!” Prostata zasazena PCa potom

exprimuje minimalng 1000x vice GCPII neZ prostata zdrava.'® Zvysujici se exprese



1.2

GCPII v tkénich prostaty piimo koreluje s progresi nddoru a pfi PCa vyrazné prevysuje

expresi v ostatnich tkanich.

Biologicka funkce zvysené exprese GCPII na membrandch nddorovych bunék
vSak neni stale zcela objasnéna. Spekuluje se o alternativnich mechanismech transportu
folatd ¢i o mozném zapojeni do signaliza¢nich drah vedoucich k angiogenezi okolni
tkan&.*® Takika 100% piitomnost GCPII ve vzdalenych metastazach dale naznaduje, Ze
je aktivita tohoto enzymu piizniva pro UspéSnou kolonizaci ostatnich tkani (naptiklad

kosti) metastazemi.

Je patrné, ze je GCPII medicinsky atraktivnim cilem pro detekci a 1écbu
karcinomu prostaty. Pokrocilé metody specifického znaceni GCPII v tkédnich by mohly
umoznit ¢asnéjsi diagnozu, zpiesnit sledovani progrese nadoru a zlep§it moznosti detekce

a lokalizace metastaz.

Protilatky

1.2.1 Struktura a funkce protilatek

Evoluce organismt je historii zavodl ve zbrojeni mezi patogeny a jejich hostiteli.
V tomto boji mohou obratlovci stavét dvé hlavni linie obrany — imunitu vrozenou
a imunitu adaptivni. Pokud selZze vrozena imunitni obrana a patogen ziistane piitomen
v téle, je nutné rekrutovat U¢inny a specificky systém destrukce téchto patogent,

adaptivni imunitu zprosttedkovavanou B-lymfocyty.

Tyto specializované bunky si vyvinuly schopnost rozpoznavani obrovské skaly
antigent, struktur vyvolavajicich imunitni odezvu v téle. Antigeny (konkrétné jejich ¢asti
nazyvané epitopy, tvofené bud pouhymi useky primdrnich sekvenci peptidu,
konforma¢nimi strukturami, nebo tUseky sacharidii) jsou rozpoznavany vysoce
specializovanymi proteiny na povrchu téchto lymfocytd. Po aktivaci B-lymfocytu skrze
vazbu antigenu na receptor dojde k bunécné proliferaci a diferenciaci za vzniku populaci
plazmatickych bunék sekretujicich protilatky a pamétovych B-lymfocytd. Pravé tato
produkce protilatek je hlavni efektorovou funkci B-lymfocytii v adaptivnim imunitnim
systému obratlovcli. Funkce protilatky je dvoji — vazba na antigen patogenu nebo jeho
produkt a rekrutovani ostatnich soucasti imunitniho systému ustici v kone¢nou destrukci

patogenu.



JiZ pouhd vazba na antigen vSak mliZe patogen neutralizovat, napiiklad naruSenim

jeho schopnosti fize s hostitelskou buiikou.

NejcCastéji popisovana tfida protilatek IgG (imunoglobulin G) je velky protein o
molekularni hmotnostni pfiblizn¢ 150 kDa, slozeny ze dvou raznych typt
polypeptidovych fetézct. Typ H (tézky fetézec, z anglického “heavy chain”) ma hmotnost
piiblizné€ 50 kDa, typ L (lehky fetézec, z anglického ,,light chain®) ma hmotnost pfiblizné
25 kDa. V kazdé¢ intaktni molekule protilatky jsou ptitomny dva fetézce obou typt. Tézké
fetézce jsou navzajem propojeny disulfidickymi mistky, kazdy tézky tetézec je pak
propojen stejnym zplsobem s jednim lehkym fetézcem.!” ZjednoduSené schéma

struktury IgG je zobrazeno na obrazku 3.

Mista pro vazbu antigenu

Variabilni
doména (V) e

Disulfidické
mustky

Efcktorovy
region

Konstantni
doména (C)

Obrazek 3. ZjednoduSené schéma struktury imunoglobulinu. Celkovy tvar
,pismene Y je naznacen zluté. ,,V* oznacuje variabilni regiony zodpovédné za
vazbu antigenu, ,,C* pak konstantni regiony nesouci efektorovou funkci protilatky.
Lehke/tézké retézce jsou oznaceny , L/H”. Jednotlivé polypeptidové Fetézce
konstantni oblasti podléhaji cislovani latinskymi Cislicemi 1-3 od N-konce (horni
cast protilatky) po C-komec (spodni cast). Oranzove jsou zobrazeny pritomné
disulfidické mustky. Obrazek byl preloZen a upraven autorem této prace. Prejat byl
z internetové stranky ,,Encyclopedia Britannica “.'%



Kvarterni struktura protilatky (imunoglobulinu) pfipomina pismeno “Y”. Konce
ramen ,,pismena Y odpovidaji oblastem uCastnicim se vazby antigenu, jedna se o
takzvané paratopy. Tyto ¢asti protilatky vykazuji obrovskou strukturni variabilitu, proto
se oznacuji jako hypervariabilni oblasti (V region/doména), a v ramci jedné molekuly
jsou ob¢ hypervariabilni oblasti identické. Oproti tomu stopka pismene zlstava napfi¢
riznymi protilatkami vysoce konzervovana (konstantni oblast, C region) a plni ulohu

efektorovou, tedy funkci aktivace dalSich ¢asti imunitniho systému.

Podle struktury tézkych fetézcii rozliSujeme pét distinktivnich isotypi protilatek
—1IgM, IgD, IgG, IgA a IgE. Kazda z téchto tiid protilatek plni odlisnou tlohu. IgM jsou
prvni odezvou adaptivniho imunitniho systému na napadeni patogenem (konkrétné
humorélni ¢asti adaptivniho imunitniho systému) a jsou produkovany B-lymfocyty, které
jesté nepodstoupily somatickou hypermutaci variabilnich c¢asti gentt kodujicich
imunoglobuliny. Nizka afinita IgM k antigenu je kompenzovéana formaci pentamerd,
ktera usti v pfitomnost celkem 10 vazebnych mist pro antigeny (a tak zvySuje celkovou
aviditu, viz dale) — IgM je tak schopen védzat multivalentni agens jako jsou napiiklad
polysacharidy na bakteridlnich sténach. Imunoglobuliny dalSich isotypt diky své
monomerni podobé (s vyjimkou IgA, které tvoti dimery) difunduji snaze z krve do tkani
a vykazuji (pro zachovani ucinnosti) vysokou afinitu. IgG se vyskytuje primarné
v tkanich téla, IgA na povrchu epiteld, IgE je pfitomna pfedev§im na receptorech zirnych

bunék (mastocyttt) pritomnych pod ktizi, sliznicemi a v konektivnich tkanich.

Imunoglobuliny isotypu G, do kterych spadd vétSina terapeutickych protilatek,
jsou rozdéleny na funkéné nezaménitelné subtypy IgGi, IgGs, IgGs a 1gGa."’

Dalsi rozdé¢leni protilatek vychazi z dvou moznych konfiguraci lehkych fetézct
(typy A a k). Kterykoliv dany imunoglobulin obsahuje bud’ dvojici lehkych fetézcii typu
A, nebo dvojici k. Funk¢ni rozdil mezi typy lehkych fetézci nebyl nalezen. Pomér k: A

imunoglobulind v populaci zavisi na pozorovaném Zivo&isném druhu, u lidi ¢ini 2:1.17



1.2.2 Charakterizace protilatek

Hlavni kvantifikovatelnou vlastnosti protilatek je jejich afinita, vyjadfovana
obvykle disocia¢ni konstantou K4. Tato hodnota vyjadiuje silu vazby mezi epitopem a
jednim paratopem za rovnovazného stavu. Za predpokladu jednoduchého mechanismu
vazby mezi dvéma molekulami, vyjadieném vztahem I, mizeme rovnovaznou disociacni
konstantu (tedy konstantu afinity) Kq definovat vztahem 2. V uvedenych vztazich plati,
7e Ag je antigen, Ab je protilatka a 4g-Ab je komplex protilatka-antigen. Hodnoty uvedené
v hranatych zavorkéach oznacuji rovnovazné koncentrace. Mezi hodnotou Ky a afinitou

protilatky plati nepfiméa imeéra.

Ag + Ab = AgAb (1)
_ [Agl[Ab]

Dalsim parametrem popisujicim vazbu protilatky na antigen je avidita. Avidita je
mirou celkové sily vazby protilatka-antigen, zavislou nejen na afinité pro epitop, ale i na
valenci vazby. V ¢asti ,,Struktura a funkce protilatek* byly uvedeny multimerizujici
isotypy protilatek. Pentamerizujici isotyp IgM tvoii 10 vazebnych mist pro antigen.
Avsak 1 monomerni forma protilatky (IgG) obsahuje celkem dvé vazebna mista. Obecné
lze fici, ze vice vazebnych mist (s urCitou afinitou) zvySuje aviditu protilatky vici

antigenu.

Dal8im udajem urcujicim vlastnosti smési protilatek proti stejnému antigenu je
jejich monoklonalita ¢i polyklonalita. Monoklondlni protilatky jsou tvofeny identickymi
B-lymfocyty (klony jedné rodicovské bunky), vykazuji tedy interakci s identickym
epitopem 1 stejnou afinitu. Oproti nim stoji protilatky polyklonalni, pochazejici z vice
riznych B-lymfocyti. Jedna se o protilatky interagujici se stejnym antigenem, ale jejich
afinita a misto vazby na antigenu (epitop) je odlisné. Typickéa odezva imunitniho systému

na pfitomnost patogenu je polyklonalni.



1.2.3 Protilatky v klinické praxi

Imunoterapie, ktera je zaloZena na aktivaci vlastniho imunitniho systému, je
v soucasné dobé velmi atraktivnim oborem, spojujicim multidisciplinarné obory celého
védniho spektra. O potencialu protilatek jako terapeutickych agens svédci 1 Nobelova
cena za fyziologii a medicinu, ud€lena v roce 2018 spole¢né Jamesonovi P. Allisonovi a

Tasuku Honjovi za jejich objev terapie rakoviny inhibici negativni imunitni regulace.?’

Vice nez kdy jindy jsou protilatky vyuzivany pro velice Siroké spektrum aplikaci.
Za renezanci vyuzivani protilatek zodpovidaji mimo jiné metody proteinového
inZenyrstvi, které umoznuji cilené zlepSovani vlastnosti protilatek, at’ uz se jedna o
afinitu, stabilitu ¢i biologickou dostupnost nebo rovnou o tvorbu protilitek novych.?!
Kromé¢ ziejmych medicinskych aplikaci mohou protilatky nést i odpovéd’ na zdanlive

nesouvisejici otdzky, jakymi je naptiklad chemicka katalyza.

V medicinalni praxi jsou protildtky obvykle vyuzivany ve form¢ konjugéta
s radioizotopy, toxiny ¢i fluorofory. Ptikladem konjugace s toxinem je Mylotarg®, 1é¢ivo
proti akutni leukémii myeloidd, schvalené americkym ustavem pro kontrolu potravin a
1é¢iv (FDA) v roce 2017 a o n€kolik mésicti pozdé€ji evropskou agenturou pro 1éciva
(EMA). Toto Iécivo je zalozené na konjugaci protilatky specifické pro antigen CD33,
ktery je pritomny na hematopoetickych kmenovych buiikach a ma pfimou roli v rozvoji
tohoto onemocnéni, s toxinem kalicheamicinem. Konjugace probiha skrz spojku
(,,linker*) citlivou na kyselé prostiedi. Po pfechodu komplexu protilatka-toxin do
prostiedi lysozomu dojde k intracelularnimu uvolnéni toxinu, ktery mtize mit za nasledek

bunéénou smrt cilovych bunék.??

1.2.4 Vyuziti GCPII specifickych protilatek pro diagnostiku a terapii karcinomu
prostaty

Kromé fyzikalnich metod diagnostiky PCa (pozitronova emisni tomografie,
pocitacova tomografie, ultrazvuk, magneticka rezonance) lze v soucasné dobé vyuzit i
metody molekuldrni, zaloZené na zobrazovani GCPII. Metody detekce GCPII in vivo jsou
vedle malych ligandi zalozeny i na vyuziti monoklonalnich protilatek. V soucasné

klinické praxi a vyzkumu figuruji dvé protilatky specifické pro GCPII — 7E11 a J591.
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ProstaScint™
7E11 je monoklonalni protilatka, vazici se na sekvenci Sesti aminokyselin

lokalizovanych v intracelularni casti GCPIL. ProstaScint™ je detekénim cinidlem
zaloZzenym na této protilatce, radioaktivné znadené atomem !''In. Tento systém byl pro
ucely detekce PCa schvalen americkym ufadem pro kontrolu potravin a léc¢iv (FDA)
vroce 1997.1> Bylo popsano, Ze ProstaScint™ je schopen detekovat primarni nador
(rakoviny prostaty) s 68% piesnosti, 62% citlivosti a 72% specifitou.?* Tato ¢&isla

vypovidaji o tom, Ze je toto feSeni detekce sice uZite¢né, ale nedostacujici.

Protilatka 7E11 vaze intracelularni epitop, avSak neprochazi neporusenou
cytoplasmatickou membranou. K vazbé ji tak jsou dostupné pouze epitopy bunék
s narusenou membranou (nekrosa, apoptosa). Roztok ProstaScint™ je pacientovi podan
tyden pfed samotnou detekci, aby doSlo k maximalnimu proniknuti protilatky k cili a
zaroven se snizilo nespecifické pozadi signalu z tkéni. V pribéhu doby, ktera uplyne mezi
podanim a detekci dojde k signifikantnimu zeslabeni signdlu, diky radioaktivnimu

rozpadu 'In znagky (T1 /, =28 dne).? Timto se vyrazné snizuje citlivost metody.

J591
I.26

J591 je monoklonalni protilatkou vazici extracelularni doménu GCPIL“® Vaze se
tedy, oproti 7E11, na intaktni buiiky vystavujici GCPII na svém povrchu. Pro medicinalni
ucely se vyuzivd s konjugaci s 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctovou
kyselinou (pfipojenou pies spojku), kterd slouzi jako chelator radioaktivnich izotopl

kovt.?’

Radioaktivné znacené derivaty protilatky J591 maji vSak nevyhody obdobné
ProstaScintu. Protilatka potitebuje zhruba 7 dni, nez s jistotou dosdhne vsech GCPII

pozitivnich cild. Oproti ProstaScint™ vsak poskytuje pfiznivéjsi pomér signal/sum.®

5D3
O protilatce 5D3 je pojedndvano v kapitole Protilatka 5D3 a jeji derivaty.
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1.2.5 Produkce protilatek a jejich rekombinantnich derivati

Metody proteinoveého inZenyrstvi umoziuji produkovat rekombinantni protilatky
v fad€ expresnich systémd, jakymi jsou bakterie, kvasinky ¢i eukaryotické burky, véetné
bunék lidskych. Tyto protilatky mohou byt geneticky upravovany s ohledem na
pozadované vlastnosti nebo vazebné cile a nasledn¢ levné a rychle produkovany.
Ptipravou knihovny protilatek a naslednou selekci z ni mohou byt pfipravovany i nové

protilatky proti vybranym antigentim.

Problém vyvoje novych protilatek pro klinickou praxi vychazi ze samotného
postupu jejich produkce. Tento postup, tzv. ,,Hybridoma Technology* byl popsan v roce
1975 Milsteinem a Kohlerem. B-lymfocyt vystaveny antigenu a izolovany ze sleziny
zvitete (typicky mysi) je zfiizovan s bunécnou linii myelomu za vzniku tzv. hybridomu
(hybridni bunky). Tento hybridom =ziskdva vlastnosti jak B-lymfocytu (tvorba
monoklonélnich protilatek), tak rakovinnych bun€k (rychlé déleni a nesmrtelnost) a je
pfenesen do média, které je pro néj selektivni. Tento proces nasleduje izolace
monoklonalnich protilatek. Protilatky vyrobené touto metodou jsou mysiho ptivodu a
jako takové vyvolavaji v lidském téle neptfiznivou imunitni odpovéd. Organismus
drobnych savcl navic mize na podmét zpisobeny danym antigenem reagovat odlisné

oproti organismu lidskému.

Zabranéni nezadouci imunitni odpoveédi je mozné realizovat skrz kombinaci
vazebnych mist takto vzniklé mysi protilatky s konstantnimi oblastmi protilatky lidské
(humanizace protilatky), pouzitim geneticky modifikovanych mysi ¢i vyvojem lidskych
protilatek in vitro.”® Proteinové inZenyrstvi zaroveil umoziuje piipravu chimérnich
protilatek. Metoda této pfipravy spoc¢iva ve vymené konstantnich mysich domén za lidské
varianty.

Obdobnymi metodami mohou byt pfipraveny 1 protilatkové fragmenty.
Fragmentace protilatky zachova jeji variabilni doménu intaktni, ale odstépi jeji zbytek.
Tak dojde ke vzniku proteinu mensiho, nez je protilatka, avSak stale schopného vazby na

antigen. Tyto fragmenty maji oproti intaktnim protilatkdm fadu vyhod.

Z produkéniho hlediska jsou fragmenty oproti protilatkdm dobte produkovatelné
v prokaryotickych expresnich systémech, tedy systémech, umoziujicich lehkou, levnou

a rychlou produkci prakticky libovolného mnoZstvi spravné sbaleného proteinu.?’
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Z hlediska medicinského tyto fragmenty 1épe prostupuji (difunduji) tkanémi a vykazuji
rychly ustup nespecifického pozadi, ¢imz pti zobrazovacich metodach vyrazné zkracuji
dobu procedury. V kontextu protilatkové terapie nadort je lepsi prostup tkdnémi vyhodny
1 proto, ze pevné nadory maji vyrazné bariéry branici standardnim protilatkdm ve

vstupu.*”

Fragmenty protilatek diky absenci konstantnich regionil (a s nimi spojené aktivaci
receptorl pro tyto oblasti), mohou pii zobrazovani poskytovat vysoce specificky signal
v cilové tkani.

Fab derivaty

Fab derivaty (Antigen vazajici fragment, tzv. ,,antigen-binding fragment) jsou
snadno pfipravitelné a vysoce stabilni protilatkové derivaty vzniklé proteolytickym
St€penim intaktni protilatky v oblasti pantu. Jak je zobrazeno na obrdzku 4 (str. 14),
Stépeni intaktni protilatky papainovou proteasou poskytuje dva identické monovalentni
Fab derivaty protilatky (ramena pismene ,,Y*) a jeden Fc protein (krystalizovatelny
fragment, tzv. ,,fragment crystallizable*) odpovidajici Cu2 a Cuy3 doménam protilatky.
Kazdy Fab protein je tvofen jednim lehkym a ¢asti tézkého fetézce plivodni protilatky.
Proteasa pepsin Stépi protilatku na C-terminalni strané disulfidické vazby oblasti pantu.
Timto $tépenim vznika bivalentni fragment F(ab”), a nékolik dalSich fragmentt tézkého

fetézce.!”
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Proteolytické §tépeni papainem Proteolytické Stépeni pepsinem

N-konec

C-konec

< Z
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Fe pFe’

Obrazek 4. Protilatkové deriviaty vzniklé Stépenim proteasami papainem a
pepsinem. Cervené kliny oznacuji mista Stépeni danou proteasou. Oranzové jsou
vybarveny lehké Fetézce, modre tézké retézce. Obrazek byl prejat z ucebnice

,Janeway’s immunobiology, 9" edition”.!” Byl upraven a preloZen autorem této

prace.

Jednoretézcové variabilni fragmenty (scFv) a jejich stabilizace

Jednofetézcové variabilni fragmenty (zkratka scFv z anglického ,,single-chain
variable fragment) protilatek jsou fiznimi proteiny sklddajicimi se z variabilnich
domén lehkého a tézkého fetézce protilatky. Tyto domény jsou vzajemné propojeny
kratkou peptidovou spojkou, spojujici C-konec Vi (variabilni domény lehkého fetézce) a
N-konec Vu (variabilni domény tézkého fetézce) pro takzvanou variantu LH ¢i naopak
N-konec Vi a C-konec Vu pro variantu HL. Tyto derivaty protilatek si zachovavaji
specificitu i afinitu ptivodni protilatky a jsou snadno produkovatelné v prokaryotickych
expresnich systémech.?! Pfitomnost spojky zvySuje stabilitu derivatu, ktery ma
v nékterych piipadech tendenci degradovat. I pies stabilizaci spojkou ma vsak fada

jednotetézcovych variabilnich fragmenti tendenci degradovat.
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Stabilita scFv derivatl protilatek miZe byt zvySena zavedenim disulfidickych
mustkl do struktury proteinu. Obvyklym postupem je zdména aminokyselin na pozicich
Vu44 a V1100 za cystein (Cisla pozic odpovidaji u protilatek bézné pouzivanému ,,Kabat
Numbering Scheme® a nejsou tedy shodné s pozicemi aminokyselinové sekvence
standardniho &islovani).?! Ptipustné jsou viak i jiné pozice. Takto vzniklé derivaty
protilatek jsou nazyvany zkratkou dsscFv (disulfidicky stabilizované jednofetézcové
variabilni fragmenty). Alternativnim zpiisobem stabilizace by mohla byt metoda ,,knobs-
into-holes* (pielozitelné jako ,.knofliky do dér*). Tato metoda byla poprvé vyuzita pro
tvorbu heterodimerizovaného derivatu dvou rtznych protilatek. Spociva v zavedeni
aminokyselin tyrosinu / tryptofanu (aminokyseliny s velkymi postrannimi fetézci) do
jedné domény a alaninu / threoninu (malé postranni fetézce) do jiné ptiléhajici domény.
Ke stabilizaci nasledné¢ dochdzi ,,zapadnutim* postranniho fetézce nové velké
aminokyseliny do ,,otvoru® zanechaného ve struktufe novou malou aminokyselinou.*

Tato metoda miize byt aplikovana i pro stabilizaci molekul scFv.*

1.3 Protilatka SD3 a jeji derivaty

Mysi monoklonalni protilatka 5D3 byla vyvinuta a charakterizovana v Laboratori
strukturni biologie na Biotechnologickém tistavu AV CR. Jedn4 se o protilatku isootypu
IgG4/x vazajici konformacni epitop na extracelularnim povrchu lidského GCPII - tato
protildtka tedy interaguje s proteinem v nativni konformaci. Afinita protilatky se
pohybuje v sub-nanomolarnim rozsahu (10x vyssi afinita, nez u protilatky J591),
metodou ELISA byla stanovena na 0,14 nM.** Zirovei byla na my$im modelu
transplantovaného nadoru PCa demonstrovana jeji vysoka specificita pro GCPII in vivo
a byla potvrzena neptitomnost kiizové reaktivity s ostatnimi lidskymi proteiny. Stejna

specificita byla prokazana i pro Fab fragment této protilatky.3*

Byly pfipraveny a charakterizovany dva typy jednofetézcovych variabilnich
fragmentl protilatky SD3. Varianty téchto scFv, nazyvané ,,scFv 5D3 HL* a ,,scFv 5D3
LH* se lisi zejména pozici pojiciho peptidového fetézce (viz kapitola 4.1). Stanoveni
disociacnich konstant obou téchto variant poskytlo hodnoty piiblizn€¢ 10x vyssi oproti
intaktni protilatce SD3. U obou variant bylo prokazano zachovani funkce vazebného

mista.®
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Dale probihaji prace na stabilizaci scFv derivati protilatky 5D3. Budouci vyuziti
téchto derivati v klinické praxi zahrnuje tfi hlavni sméry zdjmu. Chelatorové fuze
s radioizotopy ''In a '""Lu pro diagnostické zobrazovani GCPII a terapeutické vyuziti,
fuze s cytotoxinem saporinem pro terapeutické vyuZziti a bispecifické fuze majici za cil

nasmérovani imunitnich bun¢k na GCPII-pozitivni tumory.

V soucasné dob¢ probiha proces patentovani unikatnich aminokyselinovych

struktur variabilnich domén protilatky 5D3.

1.4 Produkce protilatkovych derivati pomoci proteinového inZenyrstvi za
vyuZziti prokaryotickych expresnich systémii

Proteinové inzenyrstvi umoziuje vyvoj a produkci proteini za pomoci
biologickych struktur jako jsou enzymy, molekuldrni stroje ¢i celé bunky. Klasicka,
laboratorni syntéza tak obrovskych sloucenin, jakymi jsou proteiny, by bez vyuZiti téchto

biologickych systémi byla nemyslitelna.

Metodami proteinového inzenyrstvi je mozné piipravit knihovny o obrovskych
komplexitach variant proteinti a nasledné vybrat jednotky ¢i desitky vhodnych variant
slouzicich vyzkumnému zaméru. Tyto vybrané proteiny mohou byt vylepSeny pomoci

mutaci ve struktufe.

Produkce proteinti metodami proteinovém inzenyrstvi ma spoleéné jmenovatele
— expresni systémy. Tyto systémy tvoii prokaryotické ¢i eukaryotické bunky schopné
piijmout cizorodou DNA, nésledné ji piepsat na RNA a tu ptelozit do aminokyselinové
sekvence proteinu. Nejcastéji pouzivanymi expresnimi systémy jsou bakterialni bunky
(geneticky upravené kmeny Escherichia coli), bunky kvasinkové (Saccharomyces
cerevisiae), bunky hmyzi ¢i sav¢i, a to véetné linii lidskych bun€k. V souvislosti s témito
metodami obvykle mluvime o tzv. heterologni expresi, tedy expresi konkrétniho proteinu

bunkou, v které se gen pro tento protein pfirozené nenachézi.

Typickd je naptiklad produkce eukaryotickych proteinti v prokaryotickych
systémech, pti které se vyuzivaji optimalizované geny. Tato optimalizace spociva

v upravé nukleotidové sekvence tak, aby obsahovala ptfedevSim kodony, které jsou
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preferovany danym expresnim systémem. Variabilita kodonli pfitom vychazi

z degenerovanosti genetického kodu.

1.4.1 Produkce rekombinantnich proteinii pomoci bunék Escherichia coli

Prokaryotické buiiky jsou nejlevnéjsi a zaroven nejrychlejsi metodou produkce
proteini. Vyhodou téchto bunék je kratka generacni doba - po pieneseni inokula E. coli
do ristového média dochazi béhem nékolika hodin k velmi vysokym naristim poctu
bunék, bunécné déleni v bézn¢ uzivaném LB médiu probiha pii 37 °C zhruba kazdych 20
min.>® UZivana riistovd média jsou levna a jednoduchd. Zaroveii jsou nejéastéji uzivané
bakterialni bunky, E. coli, geneticky velmi dobfe popsané a dostupné v Siroké skale
variant optimalizovanych pro rGznd vyuziti. E. coli je gram-negativni bakterii, diky
¢emuz ma moznost produkce rekombinantnich proteinii do cytoplasmy i periplasmy.
Zaroven se jednd o bakterii relativné bezpecnou (a nesporulujici) pro ucely

experimentalni prace.

Problém tohoto expresniho systému je ovSem v produkci komplexnéjSich
rekombinantnich proteini. I pfes pfitomnost tifi chaperonovych systému v cytoplasmé
E. coli ¢asto dochazi k produkei inkluznich télisek, ktera jsou tvofena nesolubilnimi
agregaty proteinli. Pro spravné skladani struktury proteinti je vhodné produkce za snizené
teploty (méné, nez 37 °C), ktera vSak zaroven snizuje rychlost produkce. Podle typu
produkovaného proteinu je zaroveinr vhodné upravit densitu kultury, pii které je

indukovéna exprese proteinu kodovaného plasmidem.

Tendence k agregaci je nizs$i u menSich proteint (diky jejich rychlejsi kinetice
skladani), vyvoj je tedy Casto zaméfen spiSe na mens$i proteiny (napiiklad mensi
proteinova leSeni). Ke zvySené agregaci také muze pfispivat pouziti silného promotoru
regulujiciho expresi rekombinantniho proteinu, kdy mnoZstvi produkovaného proteinu
muze presadhnout i mnozstvi ostatnich bakteridlnich proteinii cytoplasmy. Velmi
problematické je i skladani komplexnich, multi-doménovych proteinii nebo proteinti
vyzadujicich pro spravnou strukturu piitomnost disulfidickych mustki. DalSim
problémem soucasnych prokaryotickych expresnich systém je absence schopnosti tvofit

komplexni post-transla¢ni modifikace proteinti.’” Jako celek je nutné si uvédomit, ze
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prokaryoticka buiika, oproti eukaryotické, obsahuje odlisné prostfedi a odliSny systém

skladani proteind.

Tvorba disulfidickych mustka je u protilatek a jejich derivath naprosto klicova.
Tyto vazby stabilizuji tercidrni strukturu proteinu a umoziuji mu nabyvat funkcni, nativni
struktury. Reduk¢ni prostiedi cytoplasmy divokého typu E. coli, zpisobené piitomnosti
thioredoxini a glutaredoxini, znemoziiuje formaci téchto mustk(.*® Tvorbu
disulfidickych mustkli je mozné podpofit vyuzitim geneticky modifikovanych kment
bakterii (s modifikovanymi vlastnostmi cytoplasmy) nebo produkci proteinu

do periplasmatického prostoru.

1.4.2 Produkce proteini v periplasmatickém prostoru E. coli

Produkci rekombinantnich proteinti do periplasmy bakterii E. coli zajistuje
signalni sekvence na N-konci genu kodujiciho produkované proteiny. Béznymi
signalnimi sekvencemi (tzv. ,leader sequences®), vedoucimi piechod proteinu do
periplasmatického prostoru jsou PelB a OmpA. Tyto sekvence koduji peptidy, které jsou
nasledné rozpoznany bunéénymi systémy vedoucimi nové vznikly protein do bakterialni

periplasmy, kde je signélni sekvence odstépena peptidasami.

Produkce proteinu do periplasmatického prostoru ma pro spravnou tvorbu
disulfidickych mustka nekolik vyhod. Jednou z nich je pfitomnost Dsb systému (systém
tvotici dislufidické vazby) fidiciho redoxni reakce. Druhou vyhodou je piitomnost
mensiho mnozstvi proteas oproti cytoplasmé. Nespornou praktickou vyhodou je i
moznost ziskani proteinu z periplasmy osmotickym Sokem bez nutnosti lyzovat celou

buriku a zptsobit tak uvolnéni mnozstvi ostatnich proteind.

Dalsim  faktorem  ovliviluyjicim  kvalitu =~ produkovanych  proteinii
v periplasmatickém prostoru mohou byt inducibilni promotory regulujici expresi
rekombinantniho proteinu v Case. Promotor je region DNA, na ktery nasedda RNA
polymerasa zahajujici transkripci genu leziciho ve 3° sméru od tohoto regionu. Inducibilni
promotory casto pouzivané pro ucely proteinového inzenyrstvi jsou az do piidani

induktoru neaktivni.
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Bé&zn€ pouzivané promotory zaloZené na lac se aktivuji pfidanim indukéniho
¢inidla (obvykle IPTG, isopropyl 3 —D — 1 — thiogalaktopyranosidu). Pro
periplasmatickou produkci derivati protilatek jsou nevhodné. V zévislosti na mnoha
faktorech miize na téchto promotorech dochéazet k ptepisu DNA do RNA a k nasledné
produkci proteinu i bez ptfidani indukéniho ¢inidla. Tento efekt, nazyvany v anglicting
jako ,leaky promoter“ — propoustéjici promotor, zpusobuje trvalou neregulovanou
produkeci proteinu, ktera mize byt pro bakterii fatalni. Toxicita protilatkovych fragmenti
byla pozorovana pii produkci protilatkovych fragmentl regulovanych lac operatorem,
kdy exprese probihala i v nepfitomnosti IPTG.* V tomto piipadé je tedy nutné vyuziti

jiného promotoru s vyssi kontrolou.

Pro ucely produkce protilaitkovych fragmentl v periplasmatickém prostoru
bakterii E. coli vyvinula skupina prof. Arne Skerry sadu plasmidi pASK. Plasmid
pASKS85 obsahuje tetA/tetR promotor indukovatelny anhydrotetracyklinem (Tet-ON
systém). Plasmid dale nese signalni sekvenci OmpA, gen pro rezistenci k antibiotiku
ampicillin, ori sekvenci pro duplikaci plasmidu a fl ori sekvenci odvozenou

z bakteriofagu F1.%

19



2 Cile prace

Cilem experimentalni ¢asti této bakalarské prace byla:

1) ptiprava bakterialnich DNA konstrukti dvou variant disulfidicky
stabilizovanych jednotetézcovych fragmentt anti-GCPII protilatky 5D3
2) exprese a purifikace protildtkovych konstrukti

3) stanoveni vazebné afinity protilatkovych konstrukt

Tato Cinnost tvofila jeden z dil¢ich kroka piipravy vhodného derivatu 5D3
protilatky specifické pro GCPII. Vyvijeny derivat je zamyslen pro vyuZiti v diagnostice

a 1é¢bé karcinomu prostaty.

K ptipravé protilatkovych fragmenti bylo vyuZito metod proteinového
inZzenyrstvi a prokaryotického expresniho systému bakterie E. coli. K dalsi analyze byla
vyuzita imunochemickd metoda ELISA a data rentgenostrukturni analyzy proteinu scFv

5D3 HL. Rentgenostrukturni analyza nebyla pfedmétem samostatné prace autora.
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3 Material a metody

3.1 Material
3.1.1 Chemikalie a roztoky

Nazev

Specifikace od vyrobce

Vyrobce

1 kb DNA standard

NEB

5x OrangeG + 0,5 % SDS
roztok

Pripraven v
laboratori

5x Sample Buffer Pripraven v
laboratori

10x CutSmart pufr NEB

10X FastAP pufr Thermo Fischer
Scientific

Agarosa BioReagent, for molecular ~ Sigma-Aldrich

biology, low EEO
Ampicillin Sigma-Aldrich

Anhydrotetracyklinovy
roztok

Acros Organics

ATP

CaTP = 10 mM

NEB

BSA

>98 %

Roth

Coomasie Brilantni Modr G-

250, roztok

Sigma-Aldrich

D-(+)-Glukosa

BioXtra, >99.5 % (GC)

Sigma-Aldrich

Dihydrogenfosfore¢nan
sodny, bezvody

BioReagent, for molecular
biology, anhydrous >98%

Sigma-Aldrich

Dodecyl siran sodny

>98 %

Sigma-Aldrich

Ethanol

96% p.a.

Lach:ner

Ethylendiamintetraacetat
sodny dihydrat (EDTA)

BioUltra, for molecular
biology, >99.9% (titration)

Sigma-Aldrich

Hydrogenfosforeénan sodny p.a. Lach:ner
dodekahydrat

GelRed Nucleic Acid Gel Biotium

Stain roztok

Glycerol ultra-pure MPB
Guanidin hydrochlorid >98% Sigma-Aldrich
Chlorid draselny p.a. Lach:ner
Chlorid hore¢naty hexahydrat p.a. Lach:ner
Chlorid sodny p.a. Lach:ner
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Imidazol research grade Serva
Kyselina chlorovodikova >35% Lach:ner
Kyselina octova 99,8% p.a. Lach:ner
Kyselina sirova 96% p.a. Lach:ner
Kvasinkovy extrakt Yeast extract Servabacter®  Servabacter®
LB médium Sigma-Aldrich
Luminata Forte Western MilliporeSigma™ Luminata MilliporeSigma™
HRP substrat Forte Western HRP

substrate, 100mL
Methanol >99.,5% Lach:ner
Ni-NTA sefarosa Ni-NTA Superflow 50% IBA

Suspension (sepharose)

PageRuler Plus proteinovy
standard

Thermo Fischer
Scientific

Ponceau S roztok

0,1 % (w/v) Ponceau

S v 5% kyselin€ octové

Sigma-Aldrich

Sacharosa Serva
Siran hore¢naty heptahydrat p.a. Lach:ner
Siran nikelnaty hexahydrat p.a. Penta
Smés inhibitori proteas, cOmplete™, EDTA-free Roche Diagnostics
tablety Protease Inhibitor Cocktail ~ GmbH
Streptavidin c~1,0mg-ml? Pivod nezndmy
SYBR™ Safe barvivo SYBR Safe DNA Gel Stain  Thermo Fischer
Scientific
SuSené mléko Nutristar Aditiva
CZs.r.o.
TE pufr Obsazen
v QIAGEN®
Plasmid Midi Kit

TMB-Complete 2

TestLine Clinical
Diagnostics s.r.0.

Tris/CAPS Transfer Buffer

Bio-Rad

Trizma® baze

>99.9% (titration)

Sigma-Aldrich

Trypton MPB
Tween-20 MPB
Voda bez obsahu nukleas Nuclease-Free Water (not Invitrogen™

DEPC-Treated)
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3.1.2 Enzymy a protilatky

Nazev

Specifikace od vyrobce

Vyrobce

2x Blunt TA ligasa master-mix

2x koncentrovana

NEB

5D3 protilatka

Monoklonélni, mysi

Ptipravena v

c=6mg-ml?! laboratofi
Alel restriktasa 10U - pl~t NEB
Alkalicka fosfatasa 1U - pl™%, FastAP Thermo  Thermo Fischer

Scientific Alkaline Scientific
Phosphatase
Anti-6X His-Tag-HRP c=085ng-ml! Novus
(protilatka proti 6x His Mysi, monoklonalni
sekvenci konjugovana
s kifenovou peroxidasou)
EcoRV-HF restriktasa 20U - plt NEB
GAM-HRP (kozi anti-mysi Polyklonalni BioLegend
protilatka konjugovana
s kifenovou peroxidasou)
Avi-GCPII 5,88 mg-ml™1, Piipravena v
(glutamatkarboxypeptidasa I  rekombinantni laboratofi
konjugovana se sekvenci Avi)
HindIII-HF restriktasa 20U - ™1t NEB
Lysozym 10 mg - ml™?! Sigma-Aldrich
Xbal restriktasa 20U - pl™?t NEB

Nazev

3.1.3 Roztoky pripravované autorem v laboratori

SloZeni

2x YT médium

5g-1"1 NaCl

10 g - 17! Kvasinkovy extrakt

16 g+ 171 Trypton

Uprava pomoci NaOH na pH 7,0

Ampicillin zasobni roztok

c = 100 mg - ml~! ve vodé

Anhydrotetracyklin zasobni
roztok

¢ = 2mg - ml~! v dimethylformamidu

Ekvilibraéni roztok

20 mM imidazol v PBS
10% glycerol
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PBS pufr

137 mM NacCl

2,7 mM KCl

10 mM Na,HPO,

1,8 mM KH, PO,

Uprava pomoci HCl na pH 7,4

Pufr pro periplasmatickou
extrakei

500 mM Sacharosa

1 mM EDTA

100 mM Trizma baze

Uprava pomoci HCl na pH 8,0
Lysozym 20 pg - ml™!

Pfenosovy pufr

Regeneracni pufr

Siran nikelnaty roztok

Pridavek 10% methanolu do Tris/CAPS Transfer
Buffer

50 mM EDTA

20 mM Na;HPOq4

0,5 M NaCl

100 mM NiSO4

S.0.C. médium

2% (W/y) trypton

0,5% (W/y) kvasinkovy extrakt

10 mM NacCl

2,5 mM KCl

10 mM MgCl,

10 mM MgSO0,

20 mM Glukosa

Uprava pomoci NaOH na pH 7,0
nasledovana filtraci pres 0,22 pum filtr

TAE pufr 40 mM Trizma baze
20 mM Kyselina octova
1 mM EDTA

TBS pufr 50 mM Trizma baze
150 mM NacCl

Uprava pomoci HCl na pH 7,5
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3.1.4 Kompetentni buiiky a vektory

Nazev Vyrobce

Library Efficiency™ DHS50™ kompetentni buiiky Invitrogen™

pASKSS plasmid Dar od prof. Arne Skerry

TGI1F kompetentni buiky Dar od prof. Arne Skerry
3.1.5 Kity

Nazev Vyrobce

GelElute™ PCR Clean-Up  Sigma-Aldrich
Kit
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen

Rapid DNA Ligation Kit Thermo Fischer

Thermo Scientific
Zymoclean™ Gel DNA Zymo Research
Recovery Kit

3.1.6 Pristroje

Nazev Cely nazev (vyrobce)

Centrifuga na 1,5/2,0 ml  Labnet Prism Microcentrifuge
zkumavky

Centrifuga na 1,5 ml Microfuge™ 22R Microcentrifuge Beckman Coulter
zkumavky, chlazena

Centrifuga na 15/50 ml  Allegra™ X-22R centrifuge Beckman Coulter + C0650

zkumavky rotor (na 50 ml zkumavky) + C1015 rotor (na 15 ml
zkumavky)

Inkubator Incubator 120ltr digital Nuve EN 120

Inkubator na kultury, Innova 44 New Brunswick Scientific

s moZnosti tfepani

Mikroobjemovy Thermo Scientific™ NanoDrop™ One® Microvolume

spektrofotometr UV-Vis Spectrophotometer

Promyvacka na 96 Tecan Hydroflex

jamkové destic¢ky



Pristroj pro
elektropi‘enos na

Trans-Blot Turbo Transfer Systém Bio-Rad

membranu

Sonikator Sonicator 3000 Misonix + sonda CL-334 + ultrazvukova
sonda 4418

Spektrofotometr Biowave Il WPA

Spektrofotometr na 96
jamkové desticky

EPOCH 2 Microplate reader BioTek

Termomixér Thermomixer Comfort Eppendorf
Transiluminator UVT-20 M Transilluminator 312 nm Herolab
Trepacka Mini Rocker-Shaker BioSan

Vysokootackova Avanti JXN-30 centrifuge Beckman Coulter + rotor
centrifuga JLA-9.1000

Zobrazovaci systém pro
gely a membrany

ImageQuant LAS 4000 GE Healthcare Life Sciences

3.1.7 Syntetické geny

dsscFv signalni LV Pojici HV Cys  6x STOP  Terminator

SD3 HL.  sekvence Cys  fetézec His-  kodon
Tag

dsscFv signalni 6x  HV Cys Linker LV STOP  Terminator

SD3LH sekvence  His- I8 mer Cys  kodon
Tag
3.1.8 Primery

Sekvenaéni primy primer nasedajici 25 Ptipraveny na objednavku u

na pASKS8S

Sekvenac¢ni zpétny primer nasedajici

na pASKS8S

mM Sigma-Aldrich
25 Ptipraveny na objednavku u
mM Sigma-Aldrich

Piimy primer: AAATGAATAGTTCGACAAAAATCTAGATAACG
Zpétny primer: ATTTTTCACTTCACAGGTCAAGCTTAC
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3.2 Metody

3.2.1 Klonovani DNA — pfiprava rekombinantniho vektoru

. Prvnim krokem produkce rekombinantnich proteinii bylo objednani syntetickych

molekul DNA nesoucich sekvence scFv 5D3 LH a scFv 5D3 HL variant
s aminokyselinovymi zdmé&nami G44C ve variabilni doméné t€zkého fetézce a G100C
ve variabilni doméné lehkého fetézce (dle Kabat ¢islovani) provedenymi zménou
kodonu GGT za TGT. Syntéza téchto gend byla objedndna pomoci internetového
formulaie u spole¢nosti Thermo Fischer Scientific.*!

Molekuly DNA byly rozpusttny v TE pufru do vysledné koncentrace
25 ng - ml™1, tedy 1650 ng dsscFv 5D3 HL (gen HL) bylo rozpusténo v 66 ul pufru a
350 ng dsscFv 5D3 LH (gen LH) bylo rozpusténo v 14 ul pufru.

. Rozpusténd DNA a plasmid pASKS85 byly stépeny restrikénimi endonukleasami Xbal

a HindIII-HF. Roztoky na §tépeni mély slozeni uvedené v tabulce 1. Stépeni bylo

provadéno po dobu 2 hodin ve 37 °C.

Tabulka 1. Restrikéni Stépeni syntetickych molekul DNA. Koncentrace gentt LH
a HL v roztocich ¢inila 25ng - ul™!, koncentrace pASK85 111 ng - ul™t.

:111 GenLH GenHL pASK85
Voda bez obsahu nukleas 14,5 14,5 7,00
DNA 12,0 30,0 45,0
10x Cut — Smart pufr 3,00 5,00 6,00
Xbal restriktasa 0,25 0,25 1,00
HindIII — HF restriktasa 0,25 0,25 1,00
Celkovy objem 30,0 50,0 60,0
4. Do Stépicich reakci gent bylo pfidano 10 % (v/v) roztoku 1% SDS do celkové

koncentrace SDS 0,1% (v/v). Do 30 pl roztoku stépeného genu LH bylo ptidano 3,33
ul roztoku SDS, do 50 pl roztoku St€peného genu HL pak 5,55 pl.
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. DNA Sstépenych genil byla ciSténa pomoci GenElute™ PCR Clean-Up Kit podle
navodu od vyrobce.*? Vsechny centrifugaéni kroky probihaly pti 16 000 x g 1 minutu
pii laboratorni teploté, eluat byl odstranén. Kolony byly nejprve ekvilibrovany 0,5 ml
Column Preparation Solution. K ¢isténym st€pnym reakcim byly pfidany objemové
pétinasobky Binding Solution (170 pl k LH genu, 280 pl k HL genu), smési byly
pfevedeny do kolony a centrifugovany. Kolony byly promyty 500 pul Wash Solution.
Kolony byly poté centrifugovany 2 minuty bez ptfidani roztoku. Kolony byly
pfeneseny do Cistych 1.5 ml centrifugacnich zkumavek. Na matrice kolon bylo
pipetovano 35 pl Elution Solution a byla provedena 5 minutova inkubace pfi pokojové
teploté. DNA byla eluovana z kolon centrifugaci po dobu 1 min.

. K'smési stépené¢ho plasmidu bylo ptidano 5 pl alkalické fosfatasy 8 pl 10X FastAP
pufru a 7 pl vody bez obsahu nukleas. Smés byla inkubovana po dobu 10 min pii 37
°C, nasledn¢ probehla inkubace pii 75 °C po dobu 5 min. Oba dva inkubacni kroky
byly provedeny v termomixéru.

Stépend DNA byla analyzovana elektroforetickou separaci v 0,8 % agarosovém gelu.
Ve 35 ml 1x TAE pufru bylo ohfevem v mikrovinné troub¢ rozpusténo 0,28 g agarosy.
Po ochlazeni ptiblizn€ na 50 °C byly do roztoku ptidany 4 ul SYBR™ Safe barviva.
Roztok byl protiepan a vlit do pfipravené nddoby na gel. Byl vlozen hieben. Ztuhly
gel byl pienesen do elektroforetické aparatury. Byly pfipraveny vzorky smichanim 100
ul defosforylovaného stépeného pASKS8S5 plasmidu s 25,0 pl vzorkového pufru pro
DNA (5x Orange G + 0,5% SDS). K 5 pl nestépeného pASKS8S5 byl piidan 1,00 pl
vzorkového pufru.

. Vzorky byly pipetovany do jamek agarosového gelu. Vzorek $tépené¢ho plasmidu
pASKS85 byl rozdélen do poslednich tfech jamek po pfiblizn¢ 33,3 pl. Pouzitym
standardem molekuldrni hmotnosti DNA byl 1 kb DNA standard. Elektroforeticka
separace probihala pfi konstantnim napéti 90 V po dobu 30 min v TAE pufru.

. Po skonfeni separace byl pod UV zifenim transiluminatoru skalpelem vyfiznut
prouzek DNA odpovidajici velikosti fragmentu Stépené¢ho plasmidu nesouci promotor,
rezistenci k antibiotiku a ori misto. DNA byla zgelu extrahovana pomoci
Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit.* K 390 mg gelu byly piidany 3 hmotnostni
ekvivalenty pufru ADB ve kterém byl gel rozpoustén po dobu 5 min pii 51 °C. Roztok
byl pipetovan na kolonu, kterd byla dale centrifugovana po dobu 1 min pii zrychleni

16 000 x g pii laboratorni teploté, eluat byl odstranén. VSechny ostatni centrifugacni
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10.

11.

12.

kroky probéehly za stejnych podminek jako vySe popsany krok. Kolona byla dvakrat
promyta 200 pl Wash Buffer centrifugaci po dobu 30 s. Eluce z kolony probéhla
ptidanim 20 ul DNA Elution Buffer, inkubaci po dobu 5 min a naslednou centrifugaci
v ¢isté 1,5 ml centrifugacni zkumavce po dobu 1 min.

Stépené geny i extrahovany fragment plasmidu byly  podrobeny
spektrofotometrickému méfeni koncentrace a Cistoty na mikroobjemovém
spektrofotometru NanoDrop. Slepym vzorkem pro méfeni St€penych genti byl Elution
Buffer obsazeny v GenElute™ PCR Clean-Up Kit, pro plasmid byl slepym vzorkem
Elution Buffer ze Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit. Stanoveni koncentrace bylo
realizovano métenim absorbanci A,¢(, Az, @ méfeni Cistoty bylo realizovano pomoci
meéfeni poméeri absorbanci Aygg/Azgo @ Azeo/Az30 aplikaci obsazenou v programu
mikroobjemového spektrofotometru NanoDrop. Aplikované mnoZstvi vzorkd pro
méieni ¢inilo 2 pl.

Stépené geny LH a HL byly spojeny s fragmentem plasmidu ligaci. Plasmid o
koncentraci 36,1 ng - ul™! byl spoleéné se $té&penymi inserty a dal$imi slozkami
pipetovan dle schématu uvedeného v tabulce 2.

Po inkubaci ligacni smési (genli LH a genti HL) po dobu 15 min pii pokojové teplote
byla provadéna transformace. Liga¢ni smési byly nafedény 4x tak, ze byl vzdy 1 ul

smési preveden do 3 pl vody.

Tabulka 2. Ligacni reakce.

\% Gen LH Gen HL
ul
Insert DNA 4,47 3,68
Fragment pASKS85 plasmidu 1,03 1,32
2x Blunt TA ligasa master-mix 5,50 5,00
Celkovy objem 11,0 10,0
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3.2.2 Amplifikace a izolace rekombinantnich vektori

1.

Ke 20 pl alikvotdm kompetentnich bunék Library Ef ficiency DH5a v 1,5 ml
centrifugacnich zkumavkach bylo pfidano vzdy po 1 upl pfislusné natedéné ligacni
smési. Bunky s pfidanou DNA byly inkubovany po dobu 30 min pfi 4 °C a nasledné
transformovany teplotnim Sokem pii 42 °C po dobu 45 s, po kterém byly opét
ponechany po dobu 3 min pii 4 °C.

K jednotlivym smésim bylo pfidano 200 pl S.0.C. media, s kterym byly bunky
inkubovany po dobu 1 h pii 37 °C za stalého tfepani. Poté byly butiky centrifugovany
po dobu 2 min pii 7 400 x g. Nasledné bylo odebrano 130 pl supernatantu a peleta byla
resuspendovana ve zbylém objemu.

Suspenze bun¢k byla nanesena na agarové plotny obsahujici ampicillin o koncentraci
100 pg-ml~1. Kultury byly na agaru rozetieny pomoci sklenénych kuli¢ek a
krouzivého pohybu zavienou miskou. Inkubace ploten probehla pies noc pii 37 °C v
inkubatoru.

Z misek s koloniemi transformovanych bakterii byly sejmuty vzdy 4 kolonie
mikrobiologickou klickou. Tyto kolonie byly pfevedeny do 2 ml LB media s
ampicilinem o vysledné koncentraci 100 pg - ml~1. Kultury byly péstovany pies noc

pii 37 °C v inkubatoru.

. Plasmidovd DNA byla z bakteridlnich kultur izolovdna pomoci QIAprep® Spin

Miniprep Kit podle navodu od vyrobce.* Cely objem kultur byl nejprve centrifugovan
pfi 16 000 x g po dobu 1 minuty pii laboratorni teploté. VSechny dalsi centrifugace
probihaly za stejnych podminek. Supernatant byl odstranén a peleta bakterii byla
resuspendovéana ve 250 ul Buffer P1. Bylo ptidano 250 pl Buffer P2 a zkumavky byly
promichévany vertikalnim otaCenim. Poté do nich bylo pieneseno 350 pl Buffer N3 a
opét byly obdobnym zplisobem promichany. Nasledné byly centrifugovany po dobu
10 min. Cely objem supernatantu byl ptenesen do kolon, které byly centrifugovany po
dobu 1 min. Kolony byly promyty nejprve 500 pl Buffer PB a poté dvakrat 750 pl
Buffer PE s inkubaci po dobu 5 min. Nasledné¢ byly kolony pieneseny do ¢istych
zkumavek a ponechéany oteviené po dobu 5 min, aby doslo k odpateni zbytku ethanolu.
Eluce plasmidové DNA z kolon prob&hla ptidanim 50 pl Buffer EB, inkubaci po dobu

5 min a centrifugaci. Buffer EB byl pouzit zaroven jako slepy vzorek pro
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spektrofotometrické méfeni koncentraci a Cistoty DNA na Nanodropu. Aplikované

mnozstvi vzorku pro toto méfeni Cinilo 2 ul.

3.2.3 Kontrola rekombinantnich vektora

1.

Bylo provedeno kontrolni restrikéni Stépeni restrikénimi endonukleasami EcoRV-HF
a Alel. Byl pfipraven roztok potfebnych komponent (vyjma DNA) pro §tépeni na 10
reakci. Reakéni roztok sestdval z 10 pl 10xCutSmart pufru, 1 ul EcoRV-HF
restriktasy, 1 pl Alel restriktasy a 68 pl vody bez obsahu nukleas. Ke vSem Sté€picim
reakcim bylo piidano po 2 pl izolovanych DNA a 8 pl reakéniho roztoku. Stépeni bylo
provedeno u Ctyi vzorkd kazdého konstruktu a u pitivodniho plasmidu pASKSS.

Seznam DNA podrobenych kontrolnimu restrikénimu Stépeni je uveden v tabulce 3.

Tabulka 3. DNA podrobené kontrolnim restrikénim $tépenim. Prvni dva sloupce
reprezentuji izolované plasmidové DNA nalezici koloniim odebranym z agarové

misky.
PASKSS dsscFv HL.  pASKSS5 dsscFv LH Ostatni
Kolonie 1 Kolonie 1 Plasmid pASKS85
Kolonie 2 Kolonie 2
Kolonie 3 Kolonie 3
Kolonie 4 Kolonie 4

2. Toto stépeni bylo provadéno po dobu 4 h ve 37 °C v inkubatoru. Ze vSech stépenych

smési bylo poté odebrano po 2 pl, k nim ptidédno 8 pl vody a 2 pl vzorkového pufru
pro DNA. Obdobné byly pfipraveny 1 vzorky pro elektroforézu odpovidajicich
nestépenych DNA.

. Byla provedena elektroforéza v 0,8 % agarosovém gelu s ptidanym Gel Red™ Nucleic

Acid Stain roztokem. Na gel byly naneseny celé objemy piislusnych smési. Gel byl
pripraven tak, Ze obsahoval dvé fady jamek pro vzorky (s vyuzitim dvou hiebent,
horni 12 jamek, spodni 15 jamek). Elektroforetickd separace byla provedena pii 90
V po dobu 15 min. PouZitym standardem byl 1 kb DNA Ladder. Jako kontroly slouzily
nestépené izolované plasmidy z kolonii, nestépeny pASKS85 vektor, dale restriktasami
EcoRV-HF a Alel stépeny pASKS85, a nakonec defosforylovany pASKS85 vektor
stépeny HindIII-HF a Xbal restriktasami.
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4. Byly pfipraveny sekvenacni smési pro pASK85 dsscFv HL izolované z kolonii 2 a 4.

Pro pASKS85 dsscFv LH variantu byla pfipravena k sekvenaci DNA kolonie 1. U

spole¢nosti GATC Biotech objednany dvé sady sekvenaci pomoci ptimého (for.) a

zpétného (rev.) primeru. SloZeni sekvenacnich smési odpovidalo schématu uvedeném

v tabulce 4.

Tabulka 4. Sekvenacni reakce. HL a LH oznacuji, kterou variantu genu dany
plasmid potencidlné nese (pASKS85 dsscFv HL a pASK8S5 dsscFv LH). Arabska
cislice oznacuje, ze které kolonie byla izolovana DNA.

A% HL, 2 HL, 2 HL, 4 HL, 4 LH, 1 LH, 1
ul predni zpétny predni zpétny predni zpétny
DNA 5,00 5,00 9,00 9,00 7,00 7,00
Ptedni primer
1,00 - 1,00 - 1,00 -

25 mM
Zpétny primer

peyp - 1,00 - 1,00 - 1,00
25 mM
Voda bez
obsahu 4,00 4,00 - - 2,00 2,00
nukleas
Celkovy

. 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0

objem

3.2.4 Exprese rekombinantnich proteinii

1.

Bylo pfikro¢eno k transformaci plasmidové DNA pASKS85 dsscFv 5D3 HL a

originalni varianty pASKS85 scFv 5D3 HL. 1 ul DNA byl pfenesen do 20 pl alikvot

kompetentnich E.coli bun€k kmene TG1F . Buniky byly ponechény na ledu po dobu

15 min a nasledné transformovany teplotnim Sokem pii 42 °C po dobu 45 s .

. Po ponechéni na ledu po dobu 5 min bylo k transformovanym bunkém ptidano po 200

ul S.0.C. media, s kterym byly buriky tfepany po dobu 1 h pii 37 °C v inkubatoru. Po

inkubaci byly jednotlivé zkumavky centrifugovany po dobu 2 min pii 6000 x g.

Nasledné bylo odebrano 130 pl supernatantu a peleta byla rozsuspendovana ve zbylém

objemu.
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3. Suspenze bunck byla nanesena na Petriho misky s agarovym médiem obsahujicim
ampicillin v kone¢né koncentraci 100 pg - ml~1. Kultury byly po misce rozetfeny
pomoci sklenénych kuli¢ek a krouZivého pohybu zavienou miskou. Inkubace misek
probéhla ptes noc pii 37 °C v inkubatoru.

4. Dalsi vecer bylo z obou Petriho misek odebrano mikrobiologickou kli¢kou po jedné
kolonii. Kolonie byly pfeneseny do 3 ml LB media s piidavkem 1000x fedéného
ampicilinu ( c(ampicillin) ~ 100 pg - ml~1). Tyto kultury byly inkubovany pfes noc
za ttepani pii 37 °C v inkubétoru na kultury.

5. Z narostlych kultur bylo odebrano po 100 pl. K ¢asti kultury byl pfidan glycerol ve
vysledné koncentraci 15 % a konzerva byla uschovana v -80 °C. Inokula kultur byla
pfenesena do 50 ml LB média ampicilinem v kone¢né koncentraci 100 pg - ml™?
v Erlenmeyerovych bankach. Kultury byly tfepany pies noc pii 30 °C a 200 RPM.

6. Nasledujici den byly celé objemy kultur pteneseny do 2 litri 2x YT média v
5 — litrovych Erlenmeyerovych banikach. Déle byly tyto kultury ttepany pii 30 °C (v
inkubatoru na kultury, tfepani rychlosti 200 RPM) a rtist kultury byl kontrolovan
métfenim optické density pfi A = 600 nm (ODeoo) v intervalu jedné hodiny. Po tfech
hodinach od pocatku inkubace bylo dosazeno cilové ODgg = 1.

7. Teplota inkubatoru byla snizena na 22 °C a baiky byly dale inkubovany 45 min, aby
doslo k uprave teploty kultury pred indukci. Nasledné byla provedena indukce kultur
anhydrotetracyklinem v koneéné koncentraci 200 pg - 171. Indukované kultury byly
inkubovany pii 22 °C po dobu 3 hod za stalé¢ho tfepani.

3.2.5 Extrakce proteinii z periplasmy

1. Kultury byly centifugovany pii 4500 x g, 4 °C po dobu 15 min. Pelety byly okamzité
po centrifugaci uloZeny na led a resuspendovany v pufru pro periplasmatickou extrakci
s pouzitim 25 ml sérologické pipety opakovanym nasavanim a vysavanim pufru a
rozmyvanim pelety. Vzniklé suspenze byly ponechany na ledu po dobu 30 min a
nasledné preneseny do 50 ml centrifuga¢nich zkumavek. Zarovenn bylo z obou
suspenzi odebrano 10 pl pro provedeni elektroforézy.

2. Suspenze byla centrifugovana pii zrychleni 15 000 x g pii 4 °C po dobu 15 min. Pelety
byly resuspendovany v TBS pufru a uschovany. Ze supernatanti bylo odebrano 10 pl
pro pozd¢jsi analyzu. Supernatanty byly zmrazeny ponofenim do tekutého dusiku a

uchovany ptes noc v -80 °C.
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3.

Supernatant byl rozmrazen, k nim byly pfidany (do 100x fedéni) smési inhibitorQ
proteas z tablet. Dale byl supernatant centrifugovan pii 40000 x g po dobu 10 min pii
4°C. Supernatant z této centrifugace byl ptfenesen do dialyza¢niho stfeva s limitem
propustnosti 7 kDa. Dialyza probihala ve 4 °C oproti 5 1 PBS pufru + 3% (v/v)
glycerolu pies noc. Retenat byl nasledné stocen pii 40 000 x g po dobu 30 min pfi

4 °C.

3.2.6 Purifikace rekombinantnich proteini

4.

10.

11.

Vsechny purifikacni kroky probihaly v chlazené mistnosti, tedy pfi teploté ptiblizné
5 °C. Dvé€ 15 ml kolony obsahujici 2 ml 50% Ni-NTA sefarosy byly regenerovany
promytim celého objemu kolony roztokem 6M guanidinu + 5% kyseliny octove.
Nésledovalo promyti dvojndsobnym objemem vody, poté jednim objemem
regeneracniho pufru, a nakonec opét dvéma objemy vody. Tyto matrice zbavené Ni?*
byly promyty dvéma objemy roztoku siranu nikelnatého a op¢t dvéma objemy vody.
Kolony byly ekvilibrovany dvéma objemy ekvilibra¢niho roztoku.

Obsah zkumavky dialyzované smési proteinti byl pfenesen na zespodu uzavienou
kolonu. Po otevieni kolony byly protékajici smési opét chytany do stejné zkumavky.
To bylo provedeno celkem tiikrat. Takto vzniklé proteklé frakce byly uchovany.
Kolony byly promyty 2x 15 ml ekvilibra¢niho pufru, tyto frakce byly sbirany jako
oplach 1 a oplach 2.

Protein byl eluovan frakcemi se zvySujici se koncentraci imidazolu v PBS + 10%
glycerol o koncentracich 50 mM, 100 mM, 150 mM, 250 mM (gradientové
vytésiiovaci provedeni). VSechny proteklé elucni frakce byly uschovany.

Byla provaddéna analyza frakci ziskanych purifikaci 1 pelet v TBS pomoci
elektroforézy v polyyakrylamidovém gelu. Z pelet, lyzatu, supernatantu a z proteklé
frakce supernatantu bylo odebrano 10 ul a k nim byly pfidany 3 pl redukujiciho 5x
Sample Buffer. Ze vSech ostatnich ziskanych frakci ( oplachy a elu¢ni frakce) bylo
odebrano 30 pl a k nim ptidano 10 pl redukujiciho 5x Sample Buffer.

Vsechny vzorky byly zahtaty na 95 °C po dobu 5 min a centrifugovany po dobu 1 min
pfi zrychleni 16 000 x g.

Vzorky byly naneseny na dvé sady 15% polyakrylamidovych geli v objemech: 1,2 ul

standardu, 2 ul lyzatu, pelety, supernatantu a proteklé frakce supernatantu a 15 ul
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

oplachti a elucnich frakci. Elektroforeticka separace probihala po dobu 1,5 hod pii
konstantnim napéti 150 V.

Jedna sada gelii byla barvena roztokem Coomasie brilantni modii G-250. Gely byly
vyjmuty z aparatury a ze skel a 3x po dobu 1 min vafeny ve vod¢ v mikrovinné troubg.
Nasledné bylo ptidano barvivo, s nim byly gely opét povareny a tfepany po dobu 10
min. Nasledné¢ bylo barvivo odstranéno a gely vafeny ve vodé¢. Poté byly gely
odbarveny tfepanim ve vodé pies noc. Trepani probihalo na tiepacce Mini Rocker-
Shaker.

Druha sada gelii byla zpracovana imunochemickou technikou Western Blot. Byl
proveden polosuchy elektroptenos (pienos, tzv. ,,blotting™) pomoci Trans-blot Turbo
System Biorad na PVDF membranu v pfenosovém pufru. Membréana byla nejprve
aktivovana pifidavkem malého mnozstvi methanolu. Pienos byl provadén
s konstantnim nastavenim 1 A s maximalnim limitem 25 V po dobu 30 min.
Membrana byla vyiata z aparatury, oplachnuta ve vodé a ptes noc uchovana v lednici
v PBS+0,05% Tween-20 (PBS-T). Nasledujici den byla membrana kratce barvena
roztokem Ponceau S v kyselin¢ octové pro kontrolu pienosu proteini. Nasledné byla
membrana odbarvena n¢kolikandsobnym promytim v PBS-T.

Dale byla PVDF membrana blokovana po dobu 45 min v 20 ml roztoku 5% (v/w)
suSené¢ho mléka v PBS + 0,05% Tween-20 (roztok PBS-T) na tfepacce. Do mlé¢ka byl
pfidan 1 pl protilatky anti-6xHis-Tag-HRP a probéhla inkubace po dobu 45 min.
Membrana byla oplachnuta roztokem PBS-T a 3x po dobu 1 min s PBS-T tfepana,
pokazdé s vymeénou za novy roztok.

Membrana byla inkubovana s chemiluminiscenénim substratem Luminata Forte
Western HRP. Signal byl sniman zobrazovacim syst¢émem ImageQuant LAS 4000 v
moédu kumulativni expozice 30 s.

Eluce purifikovanych proteinii byly spojeny a proteiny byly zakoncentrovavany
pomoci filtrace ve filtrani jednotce s limitem propustnosti 10 kDa. Koncentracni
kroky probihaly centrifugaci pti 3000 x g pti 4 °C do konecného objemu zhruba 500
ul. Mezi jednotlivymi kroky byl obsah filtra¢ni jednotky promichan pipetovanim.
Bylo provedeno spektrofotometrické meéfeni absorbanci obou  variant
koncentrovanych proteini v mikroobjemovém spektrofotometru NanoDrop oproti

slepému vzorku proteklé frakce ve filtra¢ni jednotce.
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19.

20.

Pomoci internetového nastroje ,,ExPASy ProtParam tool* byly z aminokyselinové
sekvence produkovanych proteini  vypocteny extinkéni koeficienty proteint.*’
V obou piipadech nabyvala hodnota extinkéniho koeficientu pfiblizné 2,00 (mg -
ml~1)~1.cm™.

Byly vypocteny koncentrace proteinli za piedpokladu moldrniho extinkéniho

koeficientu €,59 = 2,00 (mg-ml™1)"1-cm™1

a molarni hmotnosti M = 28 000 g -
mol™!. Dale byl proveden odhad celkového mnozstvi purifikovanych

zakoncentrovanych proteinu.

3.2.7 Produkce dsscFv 5D3 HL ve vétSim objemu

. Varianta proteinu dsscFv vychazejici z genu HL byla produkovana znovu ve vétSim

objemu média.

Do ctyt pétilitrovych Erlenmeyerovych banék byly piipraveny 2 litry 2x YT média.

. Z bakteridlni konzervy kultur TG1F transformovanych plasmidem byla pienesena

alikvéta do 20 ml LB média s ampicilinem v kone¢né koncentraci 100 pg- ml~1 .
Tato kultura byla inkubovana zhruba 8 h pfi teploté 37 °C.

Po inkubaci bylo do kazd¢ Erlenmeyerovy flasky pfeneseno po 5 ml této kultury. Takto
vzniklé kultury byly pfes noc inkubovany pfti 22 °C za stalého tfepani rychlosti 200
RPM v inkubatoru na kultury.

Ostatni kroky produkce probéhly dle diive uvedeného protokolu.

3.2.8 Upravena purifikace dsscFv SD3 HL

1.

Ziskané pelety byly resuspendovany v piiblizn€ 100 ml periplasmatického extrakéniho
pufru za pomoci ruéniho homogenizatoru dle Pottera-Elvehjema. Ze ziskaného
spojen¢ho lyzatu bylo odebrano 10 pl pro pozdé€jsi analyzu. Lyzat byl dale
centrifugovan v 50 ml centrifuga¢nich zkumavkéach po dobu 15 min pti 4 °C a 5000 x
g. Ze supernatantu (supernatant sacharosy) bylo odebrano 10 pl a jeho zbytek byl
zamrazen.

Ziskané pelety byly resuspendovany (pomoci ru¢niho homogenizatoru) ve 40 ml
5 mM MgSO0, a centrifugovany 15 min pii 4 °C a 5000 x g. Z tohoto supernatantu bylo
odebrano 10 pl (supernatant MgS0O,) a jeho zbytek byl zamrazen. Peleta byla

resuspendovéana v 37 ml TBS pufru a podrobena sonikaci na sonikatoru Sonicator 3000

36



po dobu ptiblizné 2 min za chlazeni na ledu. Z vzniklého roztoku bylo odebrano 5 pl,
které byly doplnény 5 pl TBS pufru a zamrazeny.

. Ke vSem 10 pl vzorklim odebranym v ptedchozich krocich této kapitoly bylo pfidano
40 pl redukujiciho 5x Sample Buffer. vzorky byly zahtivany po dobu 10 min na 95 °C
v termomixéru.

. Elektroforéza byla provedena ve dvou 15% polyakrylamidovych gelech s tim, ze
potadi vzorku v obou gelech bylo identické, zaroven bylo do poloviny jednoho gelu
naneseno po 1 pl vzorkt, do druhé poloviny (ve stejném potadi) po 5 pl vzorki. Nanos
standardu molekularni hmotnosti v obou gelech ¢inil 1 pl. Elektroforéza probihala po
dobu 1 hod pfi napéti 150 V.

. Protein byl dale purifikovan dle vySe uvedeného protokolu.

. Filtrace eluat dsscFv-5D3 probihaly nasledujicim zptisobem: Eluce 1 (frakce ziskana
pfi eluci roztokem s 50 mM imidazolem) byla koncentrovana zvlast, dalsi dve frakce
(Eluce 2, Eluce 3) byly koncentrovany dohromady ve stejném koncentratoru. Eluce 4
nebyla tomuto kroku podrobena.

. Ob¢ dv¢ zkumavky obsahujici zakoncentrované roztoky proteinti byly centrifugovany
pti 21 191 x g v centrifuze Microfuge 22R chlazené na 4 °C po dobu 10 min. Vysledné
koncentrované roztoky proteinii z eluce 1 a spojenych eluci 2 a 3 o ptibliznych
objemech 850 pl a 1500 pl byly spektrofotometricky prométeny na mikroobjemovém
spektrofotometru  NanoDrop oproti slepému vzorku proteklych frakci pfi
koncentrovani. Tyto roztoky proteinti byly zamrazeny v tekutém dusiku a uschovany

v -80 °C.
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3.2.9 Analyza disocia¢ni konstanty proteinii pomoci metody ELISA

1. Analyza probihala metodou ELISA v 96-jamkové desti¢ce typu Maxisorp Nunc.

2. Byla stanovena koncentrace streptavidinu nezndmého pivodu pomoci méfeni
absorbance pii A = 280 nm oproti vodé. Na zaklad¢ takto zjisténé koncentrace byl
pfipraven vazebny roztok obsahujici vyslednou koncentraci streptavidinu 5 pg - ml™?
v TBS pufru.

3. Do vSech jamek 96 jamkové desticky Maxisorp Nunc bylo naneseno 8-kanalovou
pipetou 50 pl vazebného roztoku streptavidinu v TBS pufru, se kterym byla desticka
inkubovana za nepfistupu svétla pii 4°C pies noc.

4. Rano byla deska promyta na promyvacce Tecan Hydroflex PBS pufrem a blokovana
200 ul 5% BSA v PBS pufru. Po 2 hodinach blokace byla desticka promyta a do vSech
jamek bylo pipetovano 50 pl roztoku Avi-GCPII o vysledné koncentraci 10 pg - ml™?!
v PBS. Inkubace s timto roztokem probéhla po dobu 1 h pfi pokojové teploté za
nepfistupu svétla a nasledovalo jeji promyti.

5. Byla pfipravena 16 bodova dvojkova tedici fada proteinu dsscFv-5D3 HL v PBS
pufru. Prvni zkumavka obsahovala 240 pl (3,8 uM) proteinu. Do dalSich zkumavek
bylo pipetovano po 120 pl pufru PBS. Nésledné¢ bylo do kazdé nasledujici zkumavky
(poc¢inaje pienosem zprvni do druhé) piendSeno 120 pl roztoku ze zkumavky
pfedchozi, tj. probihalo fedéni 2x.

6. Byla ptipravena 16 bodova dvojkova fedici fada proteinu scFv-5D3 HL v PBS pufru.
Prvni zkumavka obsahovala 160 pl pufru PBS a 80 pl proteinu (12 uM), protein v ni
byl tedy fedén 3x. Do dalsich zkumavek bylo pipetovano po 120 pl pufru PBS. Do
kazdé zkumavky bylo pteneseno 120 pl ze zkumavky predchozi (poc¢inaje pienosem
z prvni do druhé), tj. probihalo fedéni 2x.

7. Byla ptipravena 16 bodova dvojkova fedici fada protilatky 5D3. Do prvni zkumavky
bylo pipetovano 110 pl pufru PBS a 1,1 pl protilatky SD3 (40 uM). Do dalsich
zkumavek bylo pteneseno 55 pl pufru PBS. Do kazdé zkumavky bylo pfeneseno 55 pl
ze zkumavky ptfedchozi (poc€inaje ptenosem z prvni do druhé), tj. probihalo fedéni 2x.

8. Na desticku byly naneseny analyzované proteiny a kontroly dle schématu uvedené¢ho
na obrdzku 5 (str. 39). NanaSeni prvnich 6 tfad proteinu dsscFv probihalo digitalni

pipetou, dalsi jiz s pipetou manudlni. Kontroly neobsahovaly analyzované scFv
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10.

11.

12.

proteiny. VSechny objemy nanasenych roztoku tvotily 50 pl. Inkubace probehla po

dobu 1 hodiny a nasledovalo promyti desky.

Obrazek 5. Pozice analyzovanych proteintii nanesenych na 96 jamkovou desticku
pri provedeni metody ELISA. V /levém sloupci a hornim vdadku jsou uvedeny
souradnice ndlezici pozici jamky v desticce. Latinské Cislice oznacuji poradi Fedéni
(Il tedy odpovida druhému rFedeni). Pismeno , k“ s arabskou Ccislici oznacuje
kontrolni jamku, ,, k1 tedy nalezi jamce prvni kontroly.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A |dsscFvl  dsscFvl  dsscFvX dsscFvX scFvl scFv I scFv X scFv X 5D31 5D3 X k1 kil
B |dsscFv Il dsscFvIl  dsscFv Xl dsscFv Xl scFvll scFv Il scFv XI scFv XI 5D311 5D3 XI k1 k1
C |dsscFv Il dsscFv IIl - dsscFv XIl dsscFv X1l scFv Il scFv Il scFvXIl  scFvXIl ~ 5D31lI 5D3XII k2 k2
D [dsscFv IV dsscFv IV dsscFv XIII dsscFv XIIl scFv IV scFv IV scFv XIll  scFv Xl 5D31V S5D3XII - k2 k2
E |dsscFvV dsscFvV dsscFv XIV dsscFv XIV scFv V scFvV scFvXIV  scFvXIV  5D3V 5D3XIV k2 k2
F |dsscFv VI dsscFv VI dsscFv XV dsscFv XV scFv VI scFv VI scFv XV  scFvXV ~ 5D3VI 5D3 XV k3 k3
G |dsscFv VIl dsscFv VIl dsscFv XVI dsscFv XVI scFv VIl scFv VIl scFv XVl scFvXVI  5D3VII 5D3XVI k3 k3
H |dsscFv IX dsscFv IX dsscFv XVI dsscFv XVI scFv IX scFv IX scFv XVII scFv XVIl 5D3IX 5D3 XVIl k3 k3

Déle bylo do vSech jamek obsahujicich rekombinantni proteiny (dsscFv a scFv)
pipetovano 50 pl anti-6xHis-Tag-HRP protilaitky v PBS o vysledné koncentraci
0,1 pg-ml™?t (fedéni 10 000x) . Stejné tak byla tato protilatka pipetovéana i do jamek
oznacenych k2 na obrdazku 5. Do jamek s protilatkou 5D3 i do jamek k3 byla
pipetovana za stejnych podminek sekundarni protilatka GAM-HRP tedéna 10 000x.
Inkubace se sekundarnimi protilatkami trvala 1 h a nasledovalo ji promyti desky.
Barevna reakce byla vyvolana ptidanim 70 pl TMB-Complete II a ponechanim po
dobu 10 min za nepfistupu svétla. Barvici reakce byla zastavena ptidanim 100 pl 2 M
H,S0,. Intenzita barevné reakce byla méfena spektrofotometrem EPOCH 2 pii A =
450 nm.

Analyza ziskanych dat probéhla v aplikaci Microsoft Excel a QtiPlot 0.9.8.8 svn 2255
(graficka néstavba gnuplot). Data ziskana ze spektrofotometru byla nejprve v aplikaci
Excel zpracovana (byly zprimérovany dublety, dale byla vypoctena populacni
smérodatnd odchylka hodnot, byly odecteny hodnoty pozadi ziskané z primeéra
kontrol k2 a k3).

V aplikaci QtiPlot byly pak zndmé hodnoty koncentraci prevedeny do logaritmické
Skaly, nacez byly experimentalni hodnoty proloZeny s vyuzitim ,,Scaled Levenberg-
Marquardt* algoritmu s maximem 1000 iteraci a toleranci 0,0001 logistickou funkci o

Ctyfech parametrech, znichZz jeden odpovidal hodnotam disociacnich konstant

ptislusné vazebné zavislosti proteinu.
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4. Vysledky a diskuze

V Laboratoii strukturni biologie byly vneddvné minulosti vyvinuty a
charakterizovany dvé funk¢éni varianty jednotfetézcového fragmentu 5D3 protilatky.
Bakterialni produkce téchto konstruktti vSak poskytuje pouze malou proporci proteinu
v rozpustné forme a toto mnozstvi je nedostacujici pro strukturné-biologické experimenty
a zobrazovaci techniky. Podstatou této prace bylo zavedeni disulfidické vazby do
struktury jednofetézcového fragmentu protilatky 5D3 pro zvySeni vytézku funkéniho
proteinu. Tato modifikace je vyuZivana pro zvyseni stability daného typu fragmentu,
ktery je tvofen dvéma variabilnimi doménami spojenymi flexibilnim fetézcem.
Nekovalentni interakce mezi obéma doménami jsou u nékterych konstrukti scFv
nedostacujici pro udrzeni struktury proteinu a dochazi k ¢aste¢nému rozvolnéni struktury,
které muze vést ke ztraté¢ funkce proteinu. Zavedeni nové disulfidické vazby by mélo

posilit vzajemnou interakci obou domén.

4.1 Geny kodujici jednoretézcové fragmenty

V experimentalni Casti prace byly vyuzity syntetické geny kodujici dvé varianty
disuldificky stabilizovaného jednofetézcového fragmentu protilatky 5D3. Sekvencni
motivy téchto gend jsou zobrazeny na obrazku 6 (str. 41) (v souCasné dob& probiha
patentovani protilatky 5D3, a tak nejsou v této praci uvedeny plné sekvence pouzivanych
konstrukttl). V praci byly tyto geny oznacovany jako Gen LH a Gen HL. Varianty se
odliSovaly predevsim v pozici 6x His kotvy, v pofadi jednotlivych domén a ve velikosti

molekul. Varianta HL byla dlouha 914 bp, varianta LH pak 887 bp.

Motivaci pro zvoleni syntetizovanych genii (oproti napiiklad mutagenezi

s vyuzitim PCR) byla zejména ispora ¢asu a materialu.

Geny plvodnich variant scFv  byly pozménény mutaci vedouci
k aminokyselinovym zaménam G44C ve variabilni doméné t¢zkého tetézce (H) a G100C
ve variabilni doméné lehkého fetézce (L). Tato zdména probéhla zmeénou jediné¢ho
nukleotidu v kodonu GGT za vzniku kodonu TGT. Zminéné pozice odpovidaly systému
¢islovani Kabat, viz kapitola 1.2.5. Nésledn€ bylo optimalizovano zastoupeni kodonil

v nukleotidové sekvenci tak, aby zefektivnilo produkci mysiho proteinu v bakteriich.
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signalni variabilni doména spojujici variabilni doména 6x His

sekvence lehkého fetézce (L) fetézec tézkého retézce (H) kotva
dscsFu 503 LH Q——F-CI
G100C G44C
signalni  6x His variabilni doména spojujici variabilni doména
sekvence kotva téikéhoretézce (L) fetézec lehkého Fetézce (H)
dscsFv 503 HL C)—E——q
G44C G100C

Obrazek 6. Sekven¢ni motivy pouZzitych syntetickych geni. Zobrazeny jsou pozice
aminokyselinovych zamen oproti puvodnim variantam genii scFv 5D3. Obrazek byl prejat od
RNDr. Zory Novakové, Ph.D..

Vzhledem k tomu, Ze v dobé ndvrhu genli nebyla zndma trojrozmérnd struktura
scFv 5D3, byly pozice pro mutace zvoleny ve shod¢ s nejbéznéji zavadénymi mutacemi

ve stejném typu protilatkového fragmentu.?!

Na 5’ koncich kédujicich vlaken byla umisténa sekvence pro Stépeni restriktasou
Xbal, na 3’ koncich potom sekvence pro restriktasu HindIIl. Na 3’ koncich zadnich

domén byly zarovei pifitomny dva stop kodony nasledované terminatory transkripce.

Syntetické geny obsahovaly sekvenci kodujici histidinovou kotvu (6x His-tag),
uréenou pro purifikaci produkovanych proteinii metodou IMAC (afinitni chromatografie
na principu imobilizovanych ionti kovu, tzv. ,Immobilized Metal Affinity
Chromatography) s vyuzitim nikelnatych iontd vazanych na sefarosovou matrici.
Produkované proteiny by tedy mély odpovidat fuznimu konstruktu, ve kterém je 6x His-

tag kovalentné pfipojen k molekule dsscFv.

Rozdil mezi jednotlivymi variantami na Grovni proteinu je zobrazen na obrdzku 7

(str. 42).
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scFv LH scFv HL

Obrazek 7. Rozdil mezi variantami scFv LH a HL na trovni proteinu. Oranzové jsou
znézomény lehké variabilni domény (L), modie tézké variabilni domény (H). Cerna kiivka
znazoriiuje spojujici peptidovy fetézec. Latinska pismena C/N znazoriuji pozici C/N koncii
konstruktu. Vyfiznuté oblasti elips oznacuji vazebna mista variabilnich domén. Obrazek byl
vytvofen autorem.

4.2 Restrik¢ni Stépeni syntetickych geni a plasmidu pASK85

Expresni vektory dsscFv variant byly konstruovany pomoci syntetickych gent a
vektoru pASKS85. Tento plasmid byl vyvinut pro bakteridlni produkci protilatkovych
fragmentt do periplasmatického prostoru E.coli. Syntetické geny a plasmid pASKS85 byly
Stépeny restrikénimi enzymy Xbal a HindIII-HF (,,High-fidelity”, obchodni znacka
enzymil od New England Biolabs vyznacujici se vysokou pfesnosti a rychlosti st€peni)
v 10x Cut-Smart pufru. Produkty Sté€peni témito enzymy maji kohezni konce, které

umoziuji pfesné spojeni s obdobné st€penymi sekvencemi DNA.

Stépené geny byly &istény pomoci GenElute™ PCR Clean-Up kitu proto, aby byly
zbaveny enzymu a soli pfidavanych do §té€pici smési. K t€émto gentim bylo pred Cisténim
pfidano SDS. V tomto ptipadé slouzil ptidavek SDS k odstranéni n€kterych restrikénich

enzymd, které mohou byt velmi pevné navazany na substratovou DNA.

Stépeny plasmid byl defosforylovan alkalickou fosfatasou. Ditvodem tohoto
kroku bylo zabranéni ligaci samotného $t€peného plasmidu. Po ukonceni defosforylace
byla celd smés zahtata na 75 °C, ¢imz bylo dosazeno deaktivace pfitomnych enzymii.
Plasmid byl podroben elektroforetické separaci v agarosovém gelu, jejiz vysledek je

zobrazen na obrazku 8 (str. 43).
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Nestépeny Marker - Stépeny pASKSS

pASKS5
5.0 1y 10-0 Kb —
6,0 kbp —
5,0 kb
4,0 kbp —
3,0 kbp [ R
2,0 kbp —
1,5 kbp
1,0 kbp —
0,5 kbp

Obrazek 8. Vysledek gelové elektroforézy Stépeného plasmidu pASKSS.
Nestépeny plasmid pASKS85 byl pridan jako kontrola. Obrazek byl upraven a
oriznut.

Na agarosovém gelu byly pozorovany tii vyrazné prouzky. Nejsilnéjsi prouzek
(zhruba na pozici 5 000 bp) odpovidal fragmentu Stépeného plasmidu. Prouzek o velikosti
3000 bp odpovidal nestépenému plasmidu a prouzek o velikosti 1500 bp odpovidal
malému fragmentu Stépenému z plazmidu pASKS85. Vyssi pohyblivost nestépeného
plasmidu v porovnani se Stépenym fragmentem je dana cirkularni, pfipadné
superSroubovicovou formou DNA, kterd se pohybuje v gelu rychleji nez linedrni
molekuly. Proto je migrace nestépené¢ho plasmidu v gelu vyssi nez migrace Stépené¢ho
fragmentu, ackoli délka nukleotidové sekvence intaktniho plasmidu je vétsi nez délka

Stépeného fragmentu. Extrakce z gelu byla provedena s prouzkem na pozici 5000 bp.

Pomoci spektrofotometru byla stanovena koncentrace a Cistota extrahované DNA.
Vysledky tohoto méteni jsou uvedeny v tabulce 5 (str. 44). Nizky pomér A,q0/A230
ukazoval na kontaminaci DNA organickymi c¢inidly pochazejicimi z extrakéniho

postupu.
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Tabulka 5. Vysledky spektrofotometrického méfreni vzorki DNA po Stépeni
restriktasami a jejich purifikaci/extrakci. Méreni probéhlo na mikroobjemovém
spektrofotometru NanoDrop oproti slepému vzorku Elution Buffer Zymo.

oo ¢ A A
Méfena DNA 260/ 0 260/ 0
ng - pl-1 280 230
Gen HL 7,10 1,59 1,24
Gen LH 11,0 1,70 1,19
pASKS5 36,1 1,89 0,68

Do stépici reakce vstupovalo 300 ng genu HL, 1600 ng genu LH a 4995 ng
pASKSS. Po ¢isténi byly stépené geny eluovany do 35 pl ¢inidla, plasmid byl po extrakci
eluovan do 20 pl. Podle vysledka spektrofotometrického méfeni Cinil vytézek pro Gen

HL 82,8 %, Gen LH 24,0 % a pro plasmid pASK&85 14,5 %.

Meéfeni Cistoty vSech vzorkli ukazalo kontaminaci proteiny pochazejici ziejmeé
z restrikcniho Stépeni (hodnoty A,¢p/Azge s optimalné pohybuji okolo 1,8). Méfeni
Cistoty s ohledem na organické kontaminanty, soli a chaotropni ¢inidla ukazalo moznou
kontaminaci (hodnoty A,¢q/A230 lezi optimalné v rozmezi 2,0-2,2). Tento problém je u
DNA cisténych pomoci kit relativné bézny, organické reagencie jsou soucasti

purifika¢niho postupu.

4.3 Ligace geni, jejich amplifikace a nasledna kontrola

Stépené geny byly spojeny s velkym fragmentem plasmidu pASK85 pomoci ligace.
Vzniklé konstrukty byly ozna¢eny pASK85 dsscFv HL a pASK85 dsscFv LH.

Ligované plasmidy byly pro ucely amplifikace transformovany do kompetentnich
bun¢k DH5a. Tento kmen bunék byl zvolen pro svoji vysokou transformaéni u¢innost a
schopnost uchovavat plasmid s minimem mutaci. S.0.C. médium bylo oproti LB médiu
zvoleno pro svoje optimalizované sloZeni, které umozinuje bakteriim, které podstoupily

traumatizujici teplotni Sok, rychleji regenerovat, a tak zlepsuje vysledek transformace.
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Transformované bakterie byly po inkubaci centrifugovany, aby byla na agarovou
plotnu nanesen dostatecny pocet bakterii. Agarové médium obsahovalo selek¢ni
antibiotikum ampicillin, které umoznilo pfeziti pouze bunék nesoucich transformovany
vektor. Na misce nalezici pASKS85 dsscFv HL vyrostlo 17 kolonii, na misce pASKS85
dsscFv LH pak 20 kolonii. Ani na jedné misce nebyly pozorovany satelitni kolonie.
Z vyrostlych kolonii na miskach byly odebrany vzdy ¢tyfi nahodné zvolené kolonie.
Z téchto kolonii byly pfipraveny tekuté kultury, ze kterych byla nasledné izolovana
plasmidova DNA. Koncentrace izolované DNA byla stanovena spektrofotometricky,
vysledky tohoto méfeni jsou zobrazeny v tabulce 6.

Tabulka 6. Koncentrace DNA izolovanych plasmidi pASK85 dsscFv HL a

pASKS85 dsscFv LH. Méreni bylo provedeno na mikroobjemovém spektrofotometru
NanoDrop oproti slepému vzorku Elution Buffer Qiagen.

Kolonie c(pASK85 HL, kolonie) c(pASK85 LH,kolonie)

ng- ng-
1 879 95,1
2 127 104
3126 52,7
4 915 39,8

Dale bylo provedeno kontrolni restrikéni Stépeni endonukleasami EcoRV-HF a
Alel. Vysledky elektroforetické separace st€penych fragmentti jsou zobrazeny na obrazku
9 (str. 46). Stpeni témito restriktasami bylo zvoleno proto, e samotny plasmid nese
pouze jednu z palindromatickych sekvenci pro §tépeni restrikéni endonukleasou (Alel).
Druhé sekvence pro restriktasu EcoRV se nachazi na insertu (konkrétné v sekvenci
lehkého tetézce). Pokud v tomto usporadani neni insert zaligovan do plasmidu, je plasmid
Stépen pouze jednou restriktasou, a tak se po elektroforéze na agarosovém gelu projevi
pouze jako jeden prouzek (pouze linearizovany plasmid). Pfitomnost dvou prouzki tedy
indikuje uspésnou ligaci (pfitomnost plasmidu a insertu). Pfitomnost tfi prouzkd miZze
indikovat pfitomnost jednotetézcovych zlomt v nékterych plasmidovych DNA (plasmid

tedy putuje gelem v cirkuldrni, nadSroubovicove vinuté a linearni frakci zaroven).
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Ocekavané délky linearnich usekli DNA vzniklych Stépenim plasmidi nesouci
insertovou DNA byly rovny 2201 bp a 1806 bp. Plasmid neobsahujici insertovou DNA
(Stépeny pouze Alel restriktasou) mél poskytovat 4700 bp dlouhou linearni DNA.

pE o —

Obrazek 9. Elektroforetickd separace izolovanych plasmidovych DNA
konstrukti pASKS85 dsscFv HL a pASKS85 dsscFv LH. Tento gel slouzil jako
kontrola ligace insertii do transformovanych plasmidii, které byly po amplifikaci a
izolaci Stépeny restriktasami EcoRV-HF a Alel. Jako kontroly byly zaroven pridany
nestépené plasmidy, origindlni Stépeny (restriktasami EcoRV-HF a Alel) pASKS85
vektor a nestépeny pASK85 vektor. M oznacuje standard, N a S znaci nestépeny a
Stépeny plasmid a D znamena defosforylovany fragment plasmidu pASK835.

Na zékladé vysledku kontrolniho §tépeni byly zvoleny pro dalsi praci nékteré
plasmidy odpovidajici koloniim 2 a 4 pASK85 dsscFv LH a kolonii 1 insertu pASK85
dsscFv HL. Tyto plasmidy byly sekvenovany s pomoci externi sekvenacni sluzby GATC
Biotech s vyuzitim pfedniho a zadniho primeru nasedajiciho na pASKS85. Oba primery
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byly zvoleny tak, aby byla sekvenaci zjiSténa celd sekvence vnesenych gent véetné okoli

klonovaciho mista.

Vysledky sekvenaci prokazaly, ze pouze jediny plasmid izolovany z kolonie 1
pASKS85 dsscFv HL nesl spravnou sekvenci spolecné se spravnym ctecim ramcem.
Plasmid z kolonie 2 pASKS85 dsscFv LH neposkytl s pouzitymi primery pii sekvenaci
zadny signal, plasmidy kolonii 4 poskytly signal ¢asti vektoru pASK85 bez pfitomnosti

insertu. Spravné se tedy podaftilo zaklonovat pouze variantu dsscFv 5D3 HL.

4.4 Produkce rekombinantnich proteini

Uspé&sné byl piipraven pouze expresni vektor nesouci variantu dsscFv 5D3 HL,
proto byla dale produkovana jen tato forma. Spole¢né s ni byla produkovana nemutovana
forma scFv 5D3 HL, slouzici v pozdéjSich experimentech jako kontrola. K produkci
proteinii byly pouzity buniky kmene TGIF odvozené od E. coli kmene K-12 (TGl
oznacuje genotyp, F~ oznacuje absenci fertilitniho faktoru). Vybrany byly na zdkladé
ptedchoziho testovani rozdilnych kment E. coli pro produkci fragmenti protilatek. Tyto
bakterie byly ziskany spole¢né s plasmidem pASKS85 od spolupracujici laboratote prof.
Skerry.

Po transformaci téchto expresnich bunék plasmidem izolovanym z kolonie 1
pASKSS5 dsscFv HL (diskutovano v kapitole 4.3) a transformaci druhé alikvoty bunék
plasmidem pASK85 scFv HL byly buiiky nejdiive péstovany pies noc ve 37 °C v objemu
3 ml LB media s ampicillinem o koncentraci 100 pg - ml~1. Tato kultura slouzi k zahdjeni
bunééné proliferace. Pokud by byly do vétsiho objemu piidany rovnou bunky z agarové
misky, trvalo by dlouho, nez by bunky vystoupily z lag faze do exponencidlni faze a
vyrostly do pozadované density. Timto krokem je zaroven dosazeno podobného rtstu ve
vsech kulturach, coz ma praktické vyhody. Z téchto kultur bylo odebrano 100 pl inokula,

které bylo preneseno do 50 ml LB média s ampicilinem o koncentraci 100 pg - ml~1.

Tyto 50 ml kultury byly pies noc péstovany za snizené teploty pii snizené teplote
30 °C proto, aby se zpomalil jejich rast a kultura nevstoupila do faze platd. Tyto kultury

byly finaln¢ preneseny do 2 litri média. Cilové ODgoo vzniklych kultur bylo vyssi nez
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obvyklé, jeho hodnota byla 1,0. Produkce protildtkovych fragmentl je pro bakterie
Skodliva, je tedy vyhodné produkovat protein ve vétSim mnozstvi bakterii kratsi dobu.
Stejné tak je vhodné inkubovat indukované bakterie pii snizené teploté, v tomto ptipadé

22 °C.

Po centrifugaci kultur pro oddéleni média od bakteridlnich bunék byla provedena
extrakce proteinil z periplasmatického prostoru osmotickym Sokem (vysokou koncentraci
sacharosy) s vyuZzitim pufru pro periplasmatickou extrakci. s pfidanym lysozymem pro

zvySeni G€innosti extrakce.

Po centrifugaci slouzici k oddéleni bunécnych slozek od proteinti byla
k supernatantim ptidavana smeés inhibitori proteas, které jsou v bakteriich bézné
ptitomny, a které by mohly produkovany protein degradovat. Dalsi centrifugace slouzila

k oddéleni rozpustnych proteinil (supernatant) od nerozpustnych (peleta).

4.5 Purifikace a analyza produkovanych proteinii

Purifikace probihala metodou IMAC (afinitni chromatografie na imobilizovanych
iontech kovu, tzv. ,,Immobilized Metal Affinity Chromatography) s vyuZitim nikelnatych
iontll. K purifikaci proteind slouzil 6xHis-tag. Jedna se o sekvenci Sesti po sobé jdoucich
histidinti, které svymi zbytky koordinuji iont kovu. Po navédzani proteinii na nikelnaté
ionty imobilizované na sefarosové matrici bylo pfikro¢eno k promyti a nasledné eluci,
ktera probihala vytésiiovaci metodou (pfidavkem latky vykazujici vyssi afinitu k iontim
kovu nezZ histidiny) s vyuzitim gradientu imidazolu. Pro nasledujici elektroforetickou
analyzu purifikace byly uchovavany vSechny frakce. Vysledky elektroforetické analyzy

nasledované analyzou metodou Western Blot jsou zobrazeny na obrazku 10 (str. 50).

e Prouzky mezi 25 kDa a 35 kDa odpovidaly 28 kDa velkym scFv 5D3 HL a dsscFv
5D3

e Vytézek obou variant proteinti byl relativné nizky, vytézek dsscFv byl znatelné
niZsi nez vytézek originalni formy scFv.

e Ob¢ dvé varianty scFv byly eluovany stejnou koncentraci imidazolu. Kulminace

eluce nastala v 100 mM imidazolu (elucni frakce 2).
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Extrakce ¢i produkce periplasmatickych proteinti nebyla dokonald. V peleté zlstalo
velké mnozstvi produkovanych proteinti. Mohlo se jednat o nerozpustny konstrukt,
ktery ztistal uloZzen v cytoplasmé buiiky.

Uginnost purifikaéniho postupu byla pomérné vysoka, vétSina proteinu byla
zachycena kolonou.

Analyza pomoci imunodetekce prokazala v elucnich frakcich dsscFv 5D3 HL
pfitomnost dalSich proteinti obsahujicich His kotvu. Tyto proteiny vykazuji
rychlejsi migraci v gelu nez dsscFv 5D3 HL. Mohlo by se tedy jednat o fragmenty
purifikovaného proteinu.

Cistotu purifikovanych proteinti lze hodnotit jen s obtizemi diky nizké nanasce

eluatt na gelu.
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Obrazek 10. Vysledky analyzy jednotlivych frakci proteini. Na levé strane
obrazku jsou gely barvené Coomasie brilantni modri G-250, na pravé PVDF
membrany s proteiny detekovanymi Anti-6x-His protilatkou metodou Western Blot.
K PVDF membranam byl béhem editace pridan vyrez standardu molekularni
hmotnosti ziskany ve fotosystému fotkou pri VIS. Doba expozice membrdany cinila
90 s. Jako proteinovy standard (marker) byl pouzit Page Ruler Plus.

Jak bylo diskutovano, produkce dsscFv 5D3 HL vykazovala nizsi vytézek i Cistotu
nez scFv 5D3 HL. Po zakoncentrovani obou variant proteinti na V = 500 ul bylo

provedeno spektrofotometrické mefeni absorbanci.

Dale byly vypocteny koncentrace proteinti za pfedpokladu molarnich extinkénich
koeficientii €,50 = 2,00 (mg-ml™?)"1-cm™! a molarnich hmotnosti M = 28 000 g -
mol~. Déle byl proveden odhad celkového mnozstvi ziskanych proteint (V = 500 ul).

Vysledky jsou uvedeny v tabulce 7 (str. 51).
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Tabulka 7. Vysledky spektrofotometrického méreni koncentraci
vyprodukovanych, purifikovanych a zakoncentrovanych proteina scFv 5D3
HL a dsscFv SD3 HL. Vypocet molarnich koncentraci a celkovych mnozstvi
proteinii probéhl za predpokladu molarnich extinkcnich koeficientii €,55 =

2,00 (mg -ml™Y)™t-cm™Ya molarnich hmotnosti M = 28 000 g - mol™1.

Protein c C  Mygelkové
mg-ml™! pM  mg
scFvSD3 HL 0,336 120,17

dsscFv 5D3 HL 0,0500 1,8 0,025

Po tomto testovacim experimentu, kdy bylo zjisténo, Ze produkce dsscFv 5D3
HL poskytuje nizsi vytézky oproti ptivodni scFv 5D3 HL bylo ptikroceno k opétovné
produkci dsscFv 5D3 HL s vylepSenim podminek produkce.

4.6 Produkce dsscFv SD3 HL ve vétSim objemu, jeho purifikace a analyza

Produkce dsscFv 5SD3 HL probéhla znovu ve Ctyfnasobném objemu oproti prvni
produkci. Byla odebrana alikvota bakteridlni konzervy natransformovanych TGIF-
bunék a ptenesena do 20 ml LB média s ampicillinem. Inkubace po dobu 8 hod pti 37 °C
probéhla pro nastartovani bunééné proliferace. 5 ml takto vzniklych kultur bylo pfeneseno
vzdy do 2 litrG 2x YT média, které bylo ponechano pies noc inkubaci za tfepani pii 22
°C. Tato teplota byla zvolena pro zpomaleni déleni bakterii, které by jinak do dalSiho dne

vyrazng prerostly. I pies toto opatieni byly namétené density vSech kultur ODgoo = 2,7.

Indukce i1 produkce téchto kultur probehly obdobnym zpisobem jako v minulém
ptipadé. Kultury byly nasledné centrifugovany a pelety vSech pieneseny do jedné nadoby.
Diky vyraznému objemu spojené pelety bylo pfistoupeno k homogenizaci ru¢nim
homogenizérem (dle Pottera-Elvehjema) v upraveném extrakénim pufru. Takto ziskana

frakce byla v nadchézejici elektroforéze oznacovana jako ,,lyzat*.

Tento lyzat byl centrifugovan. Vznikly supernatant byl odebran pro elektroforézu
jako ,,supernatant sacharosa“. K peleté byl pfidan hypotonicky roztok 5 mM siranu
hofe¢natého pro zpusobeni dalSiho osmotického Soku, peleta byla v roztoku
resuspendovana. Tato suspenze byla centrifugovana. Supernatant byl odebran pro dalsi
analyzu jako ,,supernatant MgSO4*. Buiiky ve vznikl¢é peleté byly nakonec zcela lyzovany

pomoci ultrazvukové sondy.
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Dlivodem pro tento postup pii extrakci byla snaha ziskat co nejvétsi mnoZstvi
proteinu. Kompletni lyza bun€k navic umoznila zcela analyzovat bunécny obsah (vcetné
cytoplasmy) na pfitomnost proteini. Vysledky elektroforetického a imunochemického
stanoveni (metodou Western Blot) pfitomnosti proteinii v jednotlivych frakcich jsou

zobrazeny na obrdzku 11 (str. 53).

Z analyzy vysledkii bylo usouzeno, Ze extrakce s vyuzitim upraveného
periplasmatického extrakéniho pufru nebyla dokonala. Ve frakei ziskané druhou extrakci
s vyuziti siranu hote¢natého je stale pfitomno menSi mnozstvi proteinu vykazujiciho
signal zpluisobeny vazbou Anti-6x-His protilatky. Kvuli problematickému provedeni
elektroforézy nebylo u PVDF membrany mozZno uspokojivé urcit velikost prouzki
proteinového standardu. Byl pouzit ptfedpoklad vychazejici z ptedchozi provedené
Western Blot analyzy, Ze vrchni prouzky odpovidaji nezkracenému dsscFv SD3 proteinu.
Zaroven doslo k vzajemnému piekryvani signalt na PVDF membrané€, odpovidajicich
5 ul nanesené¢ho lyzatu a supernatantu sacharosy. Pii testovaci koloraci membrany
roztokem Ponceau S ¢ervené nebylo toto prekryvani signali viditelné, prouzky Sly 1épe

rozlisit.
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Obrazek 11. Analyza extrahovanych frakci dsscFv 5D3 HL. Nahofe je gel
barveny Coomasie brilantni modri G-250, dole PVDF membrdna s proteiny
detekovanymi Anti-6x-His protilatkou metodou Western Blot. Uvedeny jsou
nanesené objemy frakci v prislusné casti gelu/membrdiny. K PVDF membrane byl
pridan vyrez standardu molekularni hmotnosti ziskany ve fotosystemu fotkou pri
VIS. Doba expozice membrany cinila 240 s. Jako proteinovy standard (marker) byl
pouzit Page Ruler Plus.
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Byla provedena purifikace podruhé produkovaného proteinu dsscFv 5D3 HL. Pro
ucely co nejvyssiho vytézku byl do kolony pienesen jak supernatant lyzatu (v
extrakénim pufru), tak supernatant ziskany po piidavku siranu hotfecnatého.
Purifikaéni frakce (dle postupu popsaného v kapitole 3.2.8) byly podrobeny
elektroforéze a imunochemické analyze metodou Western Blot. Vysledky téchto

stanoveni jsou zobrazeny na obrdazku 12.

Purifikované proteiny byly zakoncentrovavdny. Frakce eluce 1 byla
koncentrovana zvlast do objemu pftiblizn¢ 850 pl, frakce eluci 2+3 byly
koncentrovany spolecné do objemu piiblizné¢ 1500 pl. Takto vzniklé roztoky proteini
byly spektrofotometricky méteny pro ziskdni koncentraci. Déle byly vypocteny
molarni koncentrace a ptiblizna celkova mnozstvi purifikovanych proteinti. Vysledky

téchto krokt jsou uvedeny v tabulce 8 (str. 55).

«

W

g -

= O

E-E R g | «
w 9 5 &
o B z_s_s i e e <t Ec-'

PRI ] =

f I SR> <%

S 8 == &

“uE QE [=F =N EEEE ;;E:: — el T
MkDEr_n.OO === EEERETTT
130 kpa ZLL00 EZEEs
100 kDa i
70 kDa 250 Kpa

I
55kDa 70 kDa -
55 kDa =
35kDa 35kDa =
25 kDa - -
-
15KDa &
\
15 kDa
o -
10 kDa

Obrazek 12. Vysledky analyzy jednotlivych frakci proteini po purifikaci. Na
levé strané obrazku je gel barveny Coomasie brilantni modri G-250, na pravé PVDF
membrana s proteiny detekovanymi Anti-6x-His protilatkou metodou Western Blot.
K PVDF membrané byl béhem editace pridan vyrez standardu molekularni
hmotnosti ziskany ve fotosystému fotkou pri VIS. Doba expozice membrany cinila
60 s. Jako proteinovy standard (marker) byl pouzZit Page Ruler Plus. Priitok
sacharosa a prutok MgSO4 oznacuji proteklé frakce po naneseni lyzatu sacharosy a
lyzdatu MgSO..
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Z téchto vysledkl bylo odvozeno nékolik zjisténi. Prvné, Ze naneseni proteinu na
kolonu zachytilo valnou vét§inu proteinu na matrici. Zarovenn vSak promyti 20 mM
imidazolem uvolnilo ¢ast dsscFv 5D3 HL z kolony, a tak zptisobilo ztratu vytézku. Dalsi
zhorSeni vytézku zpusobila tvorba pravdépodobné zkracenych variant proteinu.
S ohledem na tyto kontaminanty se protein dsscFv 5D3 HL zdal byt nejcistsi v elucni

frakei 1.

Tabulka 8. Vysledky spektrofotometrického méreni koncentraci
vyprodukovanych, purifikovanych a zakoncentrovanych frakci proteinu
dsscFv 5D3 HL. Vypocet molarnich koncentraci a celkovych mnozstvi proteinii
probéhl za predpokladu molarniho extinkéniho koeficientu €555 = 2,00 (mg -
ml™)"1-cm™ a moldrni hmotnosti M = 28 000 g - mol™.

¢ C Vv Melkové
Frakce mg - ml-1 uM ul Mg
Eluce 1 0,226 8,1 850 0,19
Eluce 2+3 0,106 3.8 1500 0,16

Druhou produkci proteinu dsscFv 5D3 HL se tedy podafilo vyprodukovat a
purifikovat piiblizné¢ 0,35 mg proteinu (z 8 litrh média). Ve skute€nosti bylo toto
mnozstvi jesté nizsi, vzhledem k jeho pomérn€ vyrazné kontaminaci jinymi proteiny i po

purifikaci.

Po prvni produkci dsscFv 5D3 HL bylo ze dvou litri media ziskdno pfiblizné
0,025 mg purifikovaného proteinu. Po druhé bylo z osmi litrti media ziskdno pfiblizné
0,35 mg stejného proteinu. V piepoctu bylo z prvni produkce proteinu na litr média
ziskano zhruba 12,5 pg proteinu, z druhé produkce potom zhruba 44 pg proteinu na litr
média. Mnozstvi ziskaného proteinu na litr bylo tedy béhem druhé produkce vyssi, coz
mohlo byt zpsobeno vyuzitim mnohem vice narostlé bakterialni kultury pro indukci.
Zaroven je vSak nutné mit na paméti, Ze ani v jednom pitipad€ nebyl ziskan protein zcela
Cisty. Podle elektroforézou ziskanych gelti byl prvni produkovany dsscFv 5D3 HL
zdanlive Cistéjsi. Je vSak mozné, Ze se kontaminace na prvnim gelu neprojevily vzhledem

k celkové mensimu mnozstvi proteinii ve vzorcich nanesenych do gelu.

55



4.7 Stanoveni disociacni konstanty proteint

K analyze disocia¢nich konstant proteint byla zvolena imunochemick4 metoda

ELISA. Tato metoda byla zvolena z divodu snadného porovnani ziskanych vysledkt
s vysledky dostupnymi v publikované literatufe, snadného provedeni a ptedchozich

zkusenosti autora této prace.

Uspofadani ELISA ,sendvi¢e” bylo v pofadi od povrchu jamek desticky
nasledujici. Pro detekci variant scFv 5D3 a dsscFv 5D3 byl na povrch nejdiive navazan
streptavidin. Na streptavidin pomoci vazby avidin-biotin byla navazdna rekombinantni
lidska Avi-GCPII, na né¢j jednofetézcové protilatky obsahujici 6x His Tag. Na tento
nasledn¢ nasedala Anti-6x-His protilatka konjugovana s kienovou peroxidasou. Reakci
kienové peroxidasy (HRP) se substratem TMB a peroxidem vodiku bylo docileno signalu
detekovatelné¢ho pti A = 450 nm. Pro protilatku 5D3 bylo uspofadani az do nasednuti
scFv fragmentu na Avi-GCPII obdobné, jeji sekundarni protilatkou v§ak byla GAM-HRP
(kozi anti-mysi protilatka konjugovana s kifenovou peroxidasou), kterd byla detekovana

stejné jako Anti-6x-His protiléatka.

Navazani Avi-GCPII ptes streptavidin probihalo s vyuzitim Avi-tagu, ktery je pii
rekombinantni expresi ve vhodnych bakteridlnich kmenech specificky biotinylovan.
Biotin ma k avidinu (a potazmo streptavidinu) vysokou afinitu, kterd umoziuje velmi
specifickou vazbu. Toto uspofadani na desce typu Maxisorp bylo zvoleno pro ptedchozi
zkuSenosti s detekei protilatek proti GCPIIL. Nepiimé navazani GCPII na desku umozituje
zachovani jeho pfirozené terciarni struktury detekovatelné protilatkou 5D3 a jejimi

derivaty.

Jedinym dostupnym streptavidiem byl streptavidin o neznamé koncentraci.
S vyuzitim spektrofotometru byla zjiS§téna koncentrace streptavidinu v roztoku
(absorbance 3,2 pti A = 280 odpovida koncentraci 1 mg- ml~! streptavidinu) oproti
slepému  vzorku vody. Zprimérovanim tfi méfeni byla zjiSténa koncentrace
c(streptavidin) = 1,0 mg- ml~1. Tento vysledek je vzhledem k b&Zné pouzivanym
laboratornim fedénim proteinti pravdépodobny, i kdyz méfeni bylo vztazeno ke slepému
vzorku, ktery nemusel odpovidat sloZeni solventu, ve kterém streptavidin byl. Tento
streptavidin byl fedén v pufru TBS na koncentraci 5 ug - ml~1. Vysledna koncentrace

streptavidinu a pouzity vazebny roztok byly zvoleny pro ptfedchozi zkuSenosti se
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standardné provadénymi ELISA v laboratofi. Pro vyS$si G¢innost navazani streptavidinu

na povrch jamek desticky bylo provedeno vazani pfes noc.

Po promyti promyvackou nésledovala blokace 5% roztokem BSA v PBS pufru.
Tento krok slouZi pro nasyceni povrchu jamek proteinem, a tak k omezeni nespecifickych
vazeb, ke kterym mulze dochdzet v dalSich krocich. Dale byla pifidéna lidska

rekombinantni GCPII nesouci Avi-tag, ktery zajistil interakci se streptavidinem.

Pro stanoveni disocia¢ni konstanty byla vyuzita spojend frakce dsscFv 5D3 HL
eluci 2+3 (viz kapitola 4.6) o koncentraci 3,8 pM. Jako kontrola slouzil produkovany

protein scFv 5D3 HL o koncentraci 12 uM.

K jamkam obsahujici vazanou GCPII byly dale pfidavany roztoky protilatek a
jejich derivati. Redéni viech t&chto proteintl bylo zvoleno tak, aby byly s co nejvétsi
pravdépodobnosti popsany pozice obou platd sigmoidni kiivky (viz déle). Pocatecni
fedéni dsscFv bylo, vzhledem k nizké koncentraci a jiz provedenému testovacimu
experimentu, zvoleno 1x (3,8 uM). Tento protein byl tak do prvniho dubletu ptfidan
nefedény. Prvni fedéni scFv 5D3 HL bylo zvoleno tak, aby fedici fada zac¢inala stejnou
koncentraci jako fada dsscFv. Toto fedéni ¢inilo 3x v PBS. Protilatka 5D3 byla nejdiive
fedéna 100x v PBS (pocatecni koncentrace Cinila tedy 400 nM.) Nasledné byly vytvofeny

dvojkové Sestnactibodové fedici fady vSech proteintl.

Do jamek nalezicich 1.-3. fedéni dsscFv 5D3 HL a scFv 5D3 HL byly roztoky
téchto proteinti pridany automatickou pipetou s rozsahem 10 — 300 pl. Do této pipety bylo
mozné davat pouze Spicky na 300 pl nebo na 1000 pl. Jelikoz nebyly mensi Spicky
dostupné, bylo piikro¢eno k pouzivani Spicek vétSich. S vétSimi Spickami (pii
pipetovanych objemech 50 pl) v§ak méla pipeta tendenci pénit roztoky a nasavat vzduch.
Pravdépodobn¢ kviili témto obtizim s pipetovanim byly ziskany vysoké hodnoty chyb pro

nekolik prvnich bodu kiivek (viz dale).

Sekundarni protilatkou proti scFv 5D3 HL a dsscFv 5D3 HL byla Anti-6x-His
protilatka konjugovana s HRP. Sekundarni protilatkou proti 5SD3 byla GAM-HRP, kozi

anti-mysi protilatka konjugovana s HRP
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Po provedeni barvici reakce byly na spektrofotometru pro 96-jamkové desticky
proméfeny signaly jednotlivych jamek. Neupravovana ziskana data jsou uvedena

v tabulce 9. Zpracovana data jsou uvedena v tabulce 10.

Tabulka 9. Vysledky spektrofotometrického méfeni As59 v jamkach 96-

souradnicovou polohu jamky.

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

1.597 1.976 0.056 0.054 2.233 2.028 0.324 0.242 1995 1.719 0.042 0.043
1.948 1.853 0.055 0.051 2.030 1.943 0.152 0.113 1.963 1.668 0.044 0.043
1405 1.388 0.056 0.055 1.837 2.198 0.085 0.073 1.957 1.459 0.052 0.052

o o w >

0.446 0.492 0.051 0.051 1.915 1.997 0.060 0.057 1.965 1.172 0.051 0.050
E | 0.105 0.100 0.064 0.049 2.074 1.856 0.055 0.053 1.898 0.948 0.050 0.048
F | 0.064 0.059 0.053 0.051 2.026 1.867 0.058 0.051 1.969 0.595 0.080 0.092
G | 0.054 0.052 0.051 0.052 1.232 1.267 0.051 0.051 1.907 0.454 0.061 0.066
H | 0.052 0.053 0.053 0.050 0.680 0.659 0.057 0.060 1934 0.380 0.072 0.074

Tabulka 10. Statisticky zpracovana data ziskana ze spektrofotometrického
méieni jamek 96-jamkové desti¢ky pouZité pri metod& ELISA. Veliciny Ao
oznacuji zpriumérovanou hodnotu ziskanych absorbanci (n=2). Koncentrace jsou
uvadény na tri platné cislice, priumery absorbanci a jejich odchylky, ziskané
vypoctem smérodatné odchylky zakladniho vzorku, jsou uvedeny na t¥i desetinna
mista kvitli charakteru méreni.

dsscFv 5D3 scFv 5D3 5D3 k1 k2 k3
njw A_4-50 Il?\-/l n(;w A_4—50 Il?\-/l Tl(I;W A4-50 AAI-SO /I450 A_450
3800 1.787 0.190 4000 2.131 0.103 400 1.995 0,043 0,051 0,074
1900 1.901 0.048 2000 1.987 0.043 200 1.963
950 1.397 0.009 1000 2.018 0.181 100 1.957
475 0.469 0.023 500 1.956 0.041 50 1.965
238 0.103 0.003 250 1.965 0.109 25 1.898
119 0.062 0.003 125 1.947 0.079 125 1.969
59.4 0.053 0.001 62.5 1.250 0.018 6.25 1.907
29.7 0.053 0.001 31.3 0.670 0.011 3.13 1.934
14.8 0.055 0.001 15.6 0.283 0.041 1.56 1.719
7.42 0.053 0.002 7.81 0.133 0.020 0.781  1.668
3.7 0.056 0.001 3.91 0.079 0.006 0.391 1.459
1.86 0.051 0.000 1.95 0.059 0.002 0.195 1.172

0.928 0.057 0.008 0.977 0.054 0.001 0.0977 0.948
0.464 0.052 0.001 0.488 0.055 0.004 0.0488 0.595
0.232 0.052 0.001 0.244 0.051 0.000 0.0244 0.454
0.116 0.052 0.002 0.122 0.058 0.002 0.0122 0.380
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K vytvoteni grafu byla pouZita aplikace QtiPlot. Pro abscisu bylo vyuZito
dekadické logaritmické Skaly, ktera pievedla vazebnou zavislost do sigmoidni podoby.

Nasledné byly experimentalni body vSech jednotlivych stanoveni prolozeny funkci (3),

A=d+-22

3)

kde A4 je absorbance, a minimalni hodnota absorbance, d maximalni hodnota absorbance,

3

¢ je koncentrace uvadéna v mol-dm™, K; je pozice inflexniho bodu/disocia¢ni

konstanty a b je Hillav koeficient. Vznikly graf je zobrazen na obrazku 14.

S | T T | T 1 T T T T T T | T T
S || e dsscFvsp3HL |
'Q m  scFvsD3 HL
ﬁ: A 5D3
Kp(dsscFv 5SD3 HL)=6,8107 +1,9-10°F
2 || Kp(scFvSD3HL)=4,7-10%+24-10° i
Kp(5D3)=1610""+19-10"
1.5F -
1k i
0.5 -
ok i
| ] ] | ] 1 | ] ] | ] ] | ] ] | ] ]
101 10710 10°° 1078 1077 10 1073
Cproteinu /M
Obrazek 14. Graf zobrazujici experimentalni body ziskané

spektrofotometrickym mérenim Ays, proteini se sniZujici se koncentraci
v ramci metody ELISA. Symboly e oznacuji experimentalné ziskané body dsscFv
5D3 HL, m body scFv 5D3 HL a A body 5D3 protilatky. Hodnoty Kp v legendé¢
oznacuji zjiSténé pozice inflexnich bodd jednotlivych kiivek.

59



Hodnoty ziskanych disociacnich konstant jednotlivych proteinli jsou uvedeny

v tabulce 11 na dv¢ platné Cislice.

Tabulka 11. Hodnoty ziskanych inflexnich bodu p¥i proloZeni experimentalnich
bodu ziskanych metodou ELISA. Body byly prolozeny sigmoidni funkci obsahujici
disociacni konstantu jako parametr. Rozptyl disociacnich konstant vychdzi z chyb
prolozeni k¥ivkou.

Varianta Ky
M
dsscFvSD3HL 6,8-1077+1,9-1078
scFv 5D3 HL 47-1078+2,4-107°
5D3 1,6-1071°+1,9 1071

Zjisténé hodnoty disociacnich konstant jsou pouze piiblizné. Uvedené rozptyly
vychazi pouze z chyb prolozeni kiivkami experimentalnimi body a nepocitaji s dalSimi
chybovymi faktory, na kterd jsou stanoveni metodou ELISA citliva. Zarovenl nebyly
testované proteiny v roztoku Cisté. Jak Ize vidét na obrdzku 10 (str. 50) a obrazku 12 (str.
54), purifikovana scFv 5D3 HL byla mén¢ kontaminovana jinymi proteiny nez dsscFv
5D3 HL. Tato skute¢nost poskytuje mozné vysvétleni zhorSeni vazebnych vlastnosti
disulfidicky stabilizované varianty, ktera by jinak méla mit vazebné vlastnosti podobné
scFv varianté. Dal§i nepiesnost byla zplsobena spektrofotometrickym métenim

koncentraci.

Stiedni hodnota stanovené disociaéni konstanty 5D3, K4(5D3,stanovend) =
0,16 nM + 0,019 nM, je velmi blizka disociatni konstant¢ uvedené v literatute,
K4(5D3, literatura) = 0,14 nM 4 0,01 nM.** Testovani disociaéni konstanty této

protilatky slouzilo priméarné jako kontrola.

Hodnota disociatni konstanty scFv 5D3 HL dostupnd v literatufe cini
Kq4(scFv 5D3 HL, literatura) =5,8 nM.3> V této praci stanovena stfedni hodnota
disocia¢ni konstanty, K4(scFv 5D3 HL, stanovend) = 47 nM =+ 2,4 nM, je fadove vyssi.
Autor této prace se domniva, Zze byla zvysena hodnota disociacni konstanty zptisobena
kontaminaci purifikovaného proteinu. Experiment stanoveni disociani konstanty
v citované literatute byl kvalitné proveden a ovéfen i druhym experimentem s vyuZitim

pritokové cytometrie.>
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Pro stanoveni disociacni konstanty dsscFv 5D3 HL neexistuje v literatufe srovnani,
operovalo se vSak s pfedpokladem, ze stabilizovanad varianta proteinu ma disociacni
konstantu podobnou (¢i lepsi) nez nestabilizovand forma. Stanovena hodnota
K4(dsscFv 5D3 HL, stanovend) = 680 nM + 19 nM ma svoji stfedni hodnotu o dva
rady vyssi, nez je v literatufe dostupna stanovend hodnota disociacni konstanty scFv 5D3
HL. Diivodem pro zvySeni disociacni konstanty proteinu by mohla byt kontaminace
ostatnimi proteiny. V analyzovaném roztoku bylo tak méné dsscFv 5D3 HL, nez jaka
byla naméfend koncentrace. Zjisténi skutecné koncentrace bylo na zdkladé ziskanych dat
nemozné. Protoze byl vSechen vyprodukovany protein v ramci experimentti spotiebovan,

nemohlo byt pfistoupeno k dal§im stanovenim.
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4.8 Trojrozmérna struktura scFv 5D3 HL

Po ukonceni experimentalni ¢asti této prace byla vyieSena krystalova struktura
proteinu scFv 5D3 HL s vyuzitim rentgenové difrakce v synchrotronu Bessy II
v némeckém Helmholtz Zentrum Berlin. VyfeSena trojrozmérnd struktura o rozliSeni

2,13 A je zobrazena na obrdzku 15.

Obrazek 15. Trojrozmérna struktura proteinu scFv SD3 HL. Vizualizace probéhla v
aplikaci PyMol 1.8 jako , karikatura“."* Oranzové je vynesen lehky variabilni fetézec,
modre tézky variabilni Fetézec. Cervené jsou zobrazenmy cysteiny tvorici ve struktuie
intradoménovy disulfidické vazby. Zelené jsou zndazornény glyciny na pozicich G44 a
G100 dle Kabat cislovani, odpovidajici pozicim 46 a 240 dle standardniho cislovani.
Osmndct aminokyselin dlouhy pojici peptidovy retézec neni zobrazen.
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vzdalenost mezi dvéma alfa uhliky aminokyselin na pozicich G44 a G100 (Kabat
¢islovani). Po zdménach G44C a G100C bylo ocekavano, ze rezidua téchto dvou blizko
sob¢ se nachazejicich aminokyselin vytvoii disulfidickou vazbu, a tak stabilizuji strukturu
celého proteinu. Tento predpoklad byl vyvracen. Jak je zndzorné€no na obrazku 16,
piejatém od RNDr. Zory Novakové, PhD. a upraveném autorem, vzdalenost alfa uhlikt
aminokyselin G44 a G100 (dle Kabat ¢&islovani) byla stanovena na 8,5 A stim, Ze
aminokyselinové zbytky mifi od sebe. Vzdalenost alfa uhlikd cysteini C24 a C98
tvoficich intradoménovy disulfidicky mustek v odliSné ¢asti jednofetézcového
variabilniho fragmentu ¢&ini 6,8 A a rezidua miii k sobé. Tato vzdalenost a orientace
umoziiuje vznik disulfidického mistku o délce 2,1 A (obvykla délka -S-S- vazby &ini 2,05
A). Je tedy nanejvys pravdépodobné, Ze zdménami G44C a G100C v scFv 5D3 HL
proteinu nemuize vzniknout stabilizujici disulfidicky mistek kvili neptiznivému thlu a

vzdalenosti aminokyselinovych zbytka.

Vzdalenost Intradoménova disulfidicka Névrh vhodnych pozic pro
G44(L)-G100(H) vazba C24-C98, dihedralni dhel disulfidickou stabilizaci scFv
71.35°

.5

Gly100 /5 ‘4 —~
854

Obrazek 16. Vyrezy vyieSené struktury scFv SD3 HL. Zobrazeny jsou vzdalenosti
nékterych vyznamnych aminokyselinovych zbytki. Zelené jsou vybarveny skelety
aminokyselin vybranych pro tvorbu SS vazby, zluté disulfidicka vazba.
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Zaroven byly objeveny dvé dvojice vhodné orientovanych a vzdalenych glycint
(G100 a G46, G101 a G46), kter¢ by mohly byt cilem budoucich snah stabilizace
jednotetézcového variabilniho fragmentu 5D3. Dalsi vypocty ukéazaly, ze dvojice G101
G46 nese, vzhledem k vhodnému uhlu potencialné vzniklé disulfidické vazby, nejvetsi

potencial pro vyvoj disulfidicky stabilizované verze scFv 5D3 HL.
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5. Zavér

Cilem experimentalni ¢asti této prace byla produkce, purifikace a charakterizace
proteinu dsscFv 5D3. Tento protein byl odvozen od existujiciho jednofetézcového
variabilniho fragmentu protilatky 5D3, oznaCovaného jako scFv 5D3 HL.
Aminokyselinovymi zdménami G44C a G100C mélo byt docileno stabilizace tvorbou

interdoménové disulfidické vazby mezi cysteinovymi zbytky.

Produkce prob¢hla s vyuzitim metod proteinového inzenyrstvi v expresnim
systému Escherichia coli. Zaklonovany byly dvé€ varianty dsscFv 5D3 (varianta HL a LH)
lisici se svymi sekvencemi, produkovana byla pouze varianta dsscFv 5D3 HL. Purifikace
probéhla pomoci afinitni chromatografie na imobilizovanych nikelnatych iontech

s vyuzitim histidinové sekvence vnesené do sekvence proteinu.

Protein dsscFv 5D3 HL byl charakterizovan s ohledem na svoji disociacni
konstantu imunochemickou metodou ELISA, spolecné s originalnim scFv 5D3 HL a

protilatkou 5D3 jako kontrolou.

Stfedni hodnota disocia¢ni konstanty dsscFv 5D3 HL byla stanovena na 680 nM,
tento vysledek byl vSak zatizen velkou chybou zplisobenou kontaminaci testované¢ho

vzorku.

Analyza disociacni konstanty a vytézku dsscFv 5D3 HL ukdzala, ze zavedeni
disulfidického mistku v pozicich C44/C100 nezvySilo stabilitu konstruktu. Byl
diskutovan divod, pro¢ nemohla vést zvolena strategie stabilizace scFv 5D3 HL
k pozitivnimu vysledku. Tento divod vychéazel zpozdéjsiho vyieSeni krystalové
struktury proteinu. Byly navrzeny alternativni zptisoby stabilizace, které vSak jiz nebyly

pfedmétem této bakalarské prace.

S ohledem na dosavadni vysledky tvorby derivati protilatky 5D3, specificky
vazici vyznamny marker karcinomu prostaty, 1ze o¢ekavat vysoky potencial budouciho
vyuziti tohoto pfistupu pro neinvazivni detekci karcinomu prostaty i nékterych dalsich

nadorovych onemocnéni.
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