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Abstrakt

Interleukin 2 je rustovy faktor T bunék, ale i dalSich lymfocyti, jako jsou NK, NKT buiky,
dendritické a zirné buiky, které zajist'uji jeho expresi a sekreci. IL-2 reguluje homeostazu
imunitnich bunék a pouziva se k 1é¢be fady poruch vcetné rakoviny a autoimunitnich chorob.
V poslednich letech bylo popsano nékolik piipadii, kdy komplex interleukinu 2 s protilatkou
anti-IL2 vykazoval mnohondsobné vyssi biologickou aktivitu in vivo. Tyto komplexy maji
selektivni stimulaéni aktivitu pro rizné receptory cilovych bunék. Tato prace navazuje na
piedchozi neuspésné pokusy o expresi a purifikaci dostateného mnozstvi imunokomplexu

mysiho IL2 s protilatkou S4B6 spojenou 15 aminokyselinovou glycin-serinovou spojkou.

V ramci této prace byl ptipraven plazmid obsahujici gen pro fizni sekretovany imunokomplex
mlL2-S4B6, kterym byla néasledné stabilné transfekovana bunéfnéd linie HEK293T pomoci
systému piggyBac. Protein byl nasledné izolovan chelata¢ni afinitni chromatografii a

purifikovan gelovou permeacni chromatografii.
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Abstract

Interleukin 2 is a growth factor of T cells as well as other lymphocytes, such as NK, NKT cells,
dendritic and mast cells, which ensure its expression and secretion. IL-2 regulates immune cell
homeostasis and is used to treat a variety of disorders including cancer and autoimmune
diseases. In recent years, several cases of interleukin 2 complexed with anti-IL2 antibody have
been shown to exhibit dramatically higher biological activity in vivo. These complexes have
selective stimulatory activity for different IL2 receptors on target cell. This work follows up
previous unsuccessful attempts to express and purify a sufficient amount of the murine 1L.2

immunocomplex with the S4B6 antibody linked by a 15 amino acid long glycine-serine linker.

In this work, a plasmid containing the secreted fusion immunocomplex mIL2-S4B6 gene was
prepared and stably transfected to the HEK293T cell line using piggyBac system. The protein
was then isolated by chelation affinity chromatography and purified by gel permeation
chromatography.
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Pouzité zkratky

A260
dH>O
DMSO
DNA
dNTPs
GnTI
Hc
HEK?293

hIL2
HPLC

IL
IPEI
kb
LB
Lc
mAb
mlL2
NK
NKT
PBS

PCR
SDS-PAGE

SEC

TAE
TGF
TNF

absorbance pii 260 nm

deionizovana voda

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina, z anglického deoxyribonucleic acid
deoxynukleotid trifosfaty, z anglického deoxynucleotide triphosphates
N-acetylglukosaminyltransferasa I

oznaceni tézkého fetézce, z anglického heavy chain

oznaceni linie lidskych embryonalnich ledvinnych bunék 293, z
anglického human embryonic kidney cell line 293

lidsky interleukin 2

vysokoucinnd  kapalinovd  chromatografie, zanglického high-
performance liquid chromatography

interleukin

line4rni polyethylenimin

kilobaze DNA (1000 part bazi)

kultivaéni médium, z anglického lysogeny broth

oznaceni lehkého fetézce, z anglického light chain
monoklonalni protilatka, z anglického monoclonal antibody
mysi interleukin 2

pfirozeny zabijec, z anglického natural killer

NK T-lymfocyty, z anglického natural killer T-lymphocytes

fosfaitem pufrovany fyziologicky roztok, z anglického phosphate
buffered saline

polymerasova fetézova reakce, z anglického polymerase chain reaction

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v prostfedi dodecylsiranu
sodného

gelovd permeacni chromatografie, zanglického size-exclusion
chromatography

puft, obsahujici Tris, kyselinu octovou a EDTA
transformuyjici ristovy faktor, z anglického transforming growth factor

faktor nadorové nekrozy, z anglického tumour necrosis factor
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TRE reversni tetracyklinovy transaktivator, z anglického tetracycline response
element

Treg T regulacni buiiky



1. CILE PRACE

e Vytvoreni plazmidl uréenych pro stabilni expresi mySi monoklonalni
protilatky S4B6 ve fizi s mySim interleukinem 2.

e Ustaveni stabiln¢ transfekovanych linii HEK293T.

e Produkce a charakterizace proteinu mIL2-S4B6.

e Produkce a charakterizace lidského interleukinu 2 s histidinovou kotvou.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Cytokiny

Cytokiny jsou malé sekretované proteiny s molekularni hmotnosti od 6 do 30 kDa. Jsou
produkovany riiznymi buitkami imunitniho systému, ale pfevladdajicimi producenty jsou
pomocné T builky a makrofagy !. Maji ristovou, diferencia¢ni a aktivaéni funkci, reguluji a
kontroluji tedy imunitni odpovéd’ téchto bun¢k. Mohou byt produkovéany v tkani perifernich
nervil béhem fyziologickych a patologickych procesit makrofagy, zirnymi buikami,
endotelidlnimi buiikami nebo Swannovymi bunkami. Mohou mit vliv na bunky, které je
produkuji (autokrinni), na bunky, které jsou v jejich blizkém okoli (parakrinni) nebo na

vzdalengjsi buiiky (endokrinni) !. Cytokiny miizeme dé&lit na %

1) Interleukiny — IL1 az IL38, tato skupina ma svoji funkci pfedevsim ve vyvoji a aktivaci
leukocytt

2) Chemokiny — maji chemotaktickou aktivitu

3) Interferony — hlavni roli hraji pii antivirovych obrannych mechanismech

4) Transformujici rastové faktory

5) Faktory stimulujici kolonie — stimuluji diferenciaci granulocytii, monocytii

6) Faktory nekrotizujici nadory — ptisobi cytotoxicky a regulacné

7) Jiné ristové faktory

Dale je ovsem muzeme také rozdélit do n€kolika strukturnich skupin (tyto cytokiny maji velmi

podobnou strukturu):

1) Hemopoetiny

2) Interferony a rodina IL-10
3) Skupina IL-1

4) Skupina IL-12

5) Skupina TNF

6) Skupina TGF-beta

7) Chemokiny

8) Ostatni

Podle funkce, kterou cytokiny zastdvaji se daji také rozd¢lit na:

1) Prozéanétlivé cytokiny
10
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2) Protizanétlivé cytokiny

3) Cytokiny s aktivitou ristovych faktorti

4) Cytokiny uplatnujici se v protilatkové imunité

5) Cytokiny uplatiiujici se v bunééné zprostiedkované imunité

6) Cytokiny s antivirovym uc¢inkem

Casto se stava, Ze vice bun&énych typd produkuji stejny cytokin nebo naopak jeden
cytokin miize ptisobit na vice bunéénych typti. Jeden cytokin mize nahradit jiny, jsou tedy tzv.

redundantni.

Cytokiny hraji dalezitou roli v imunitnim systému, piedev§im pfi reakci na léky a
nemoci. Proto jsou tyto proteiny vyuzivany k terapiim, napf. k boji proti patogeniim nebo
nadoriim. Na druhou stranu vSak jejich nadmérna exprese zplsobuje zanétlivd onemocnéni.
Cytokiny casto vyuzivaji kaskadovité reakce, kdy jeden cytokin ovliviluje syntézu dal§iho

cytokinu, ktery zprostiedkovava biologickou reakci.

Prozanétlivé cytokiny jsou produkovany piedevSim aktivovanymi makrofagy a
podileji se na regulaci zanétlivych reakei !. Pokud se nachazeji v lidském organismu, zptisobuji
horec¢ky, zanét, destrukci tkani nebo dokonce az ok a smrt *. SniZeni biologickych aktivit téchto
cytokini mize byt dosazeno riznymi cestami, jako naptiklad neutralizaci protilatek, receptorti
cytokinii nebo inhibitorti proteaz. Blokovani téchto biologickych aktivit bylo jiz dosaZeno

napiiklad u revmatoidni artritidy.

Protizanétlivé cytokiny jsou imunoregula¢ni molekuly, které kontroluji prozanétlivou
cytokinovou imunitni odpovéd’ 4. Piisobi ve shodé se specifickymi inhibitory a rozpustnymi

receptory cytokini k regulaci imunitni odpovédi.

2.1.1 Interleukiny

Jednou z vyznamnych skupin cytokinil jsou interleukiny. Prvni interleukin byl objeven
v roce 1977 a dosud jich bylo identifikovano 38 °. Jsou produkovany prevazné leukocyty, diky
¢emuz dostaly také své jméno, které znamena ,,mezi leukocyty* 6. Exprese interleukinii je
vétsinou piisné regulovana, nejsou vyludovany stale ’. Nejéastsji jsou produkovany po bunééné
aktivaci v disledku fyziologického ¢i nefyziologického stimulu. Né&které interleukiny mohou

11



byt autoregulacni a reguluji tak svou vlastni syntézu nebo expresi svych receptorti. Pokud se
interleukin produkuje, je transportovan k cili a vaZe se na receptor na povrchu buriky ®. Tato
vazba spusti celou kaskadu signalt, dle kterych se méni chovani butiky. Interleukiny hraji také
dualezitou roli pti nadorovych procesech. Jsou vyuzivany jak k 1é¢bé nadorovych onemocnéni,
tak mohou toto onemocnéni i zptisobit. Fyziologicky se produkuji jako imunitni odpovéd na
zanétliva onemocnéni, ktera mohou doprovazet nadorovy riist °. Diky interakci interleukint
a jejich receptorii s endotelovymi buntkami mohou vykazovat prozanétlivou i protizanétlivou

aktivitu.

2.1.1.1 Interleukin 2

V roce 1979 se ukazalo, ze makrofagy produkuji faktor, ktery aktivuje T buiiky. Ten byl
pojmenovan jako lymfocyty aktivujici faktor '°. Pozdgji, jelikoz bylo zjisténo, ze lymfocyty
aktivujici faktor spiSe zvySoval produkeci ristového faktoru T bunéck, byl pfejmenovan na
interleukin 1, protoze byl prvni v potadi . Dale se také riistovy faktor T bun&k pfejmenoval na
interleukin 2, jako druhy v pofadi. OvSem interleukin 2 byl jako prvni purifikovan (1983),

identifikovan a charakterizovan (1981).

Interleukin 2 je sekretovany glykoprotein, ktery ma molekularni hmotnost 15-18 kDa,
dle dané glykosylace '?. Interleukin 2 se sklad4 ze 4 alfa helix{ a hraje vyznamnou roli v délent,
ristu a aktivité imunitnich bunék. Je produkovan predeviim CD4" pomocnymi T buiikami,
CDS8" T butikami a NK buiikami. Aktivované T buiiky spoustéji expresi a sekreci IL2, ktery je
imunitnimi butikami dale vyuZivén jako riistovy faktor !!. Interleukin 2 je pleiotropicky cytokin,
ktery kontroluje stdlost imunitnich bun¢k. Je ¢asto vyuZzivan k 1écb& mnoha nemoci, v¢etné

rakoviny nebo autoimunitnich onemocnéni.

2.1.1.2 Interleukin 2 receptory

Interleukin 2 vyuZiva svych pleiotropnich schopnosti, tudiz signalizace miize probihat
tfemi rliznymi signalizaénimi drahami . T#i riizné podjednotky receptoru pro IL2, se vyskytuji
na riznych typech buné€k a maji riiznou afinitu k IL2. Tyto podjednotky jsou CD25 (IL-2Ra),
CDI122 (IL-2RB) a CD132 (yc fetézec). IL2 funguje na bunky exprimujici vysokoafinitni

trimerni IL2 receptor nebo i na nizkoafinitni dimerni IL2 receptor 2. Dimerni receptor se sklada
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z CD122 (IL-2Rp) a CD132 (y. fetézec) a nachazi se na pamétovych CD8" T buiikach a na NK
buiikach. Trimerni receptor obsahuje navic jesté CD25 (IL-2Ra) a mizeme ho najit predevsim
na aktivovanych T buiikach, T regulac¢nich buiikdch a aktivovanych B bunkach. Zatimco
receptor CD25 je specificky pro IL2, CD122 funguje jako soucast receptoru pro dalsi cytokiny
z rodiny interleukinti '*. PfestoZe interakce mezi IL2 a jeho receptory indukuje fosforylaci
tyrosinu mnoha bunéénych proteind, vSechny 3 fetézce IL.2 receptoru postradaji vnitini aktivitu
tyrosinkindzy. Tyto efekty ve skutecnosti zplsobuji kindzy, které interaguji

s cytoplazmatickymi doménami receptorovych podjednotek.

Hlavni tidy efektort jsou rodina tyrosinkindz SRC a rodina kindz Janus (JAK) 316,
Pokud se IL2 navaze na dimerni nebo trimerni IL2 receptor, dojde k heterodimerizaci CD122
a CD132 receptorovych podjednotek, ktera aktivuje Janus kindzy a dojde k fosforylaci tyrosinu
na konci CD122. Transkrip¢ni faktory z rodiny STAT (z anglického ,,Signal Transducers and
Activators of Transcription®)!” proteinti dimerizuji a transportuji se do jadra, kde se vaZou na

DNA a ovliviuji tak transkripei danych gent.

2.1.1.3 IL2 imunokomplexy

Vytvoteni komplext volného IL2 s protildtkami anti-IL2 mize mnohonédsobné zvysit
biologickou aktivitu IL2 in vivo '®. Mimotadné vysoka biologicka aktivita imunokomplexii 1L2
je pravdépodobné zpiisobena prodlouzenim polodasu cirkulace v krevnim ob&hu . Tyto
komplexy maji zaroven selektivni stimulacni aktivitu pro rizné bunécné podskupiny reagujici
na IL2. Byly popsany 2 zékladni typy imunokomplexti IL2 na zdklad€ rGznych mAb anti-IL2
pouzitych pro tvorbu imunokomplexu IL2. Maji velmi charakteristické rysy, pokud jde o
strukturu a ucinek na populace cilovych bun€k. Tyto klony mAb anti-IL2 rozpoznévaji riizna
vazebna mista na IL2, diky ¢emuZ maji tyto imunokomplexy rozdilné biologické ti€inky. Klon
anti-IL2 mAb S4B6 se vaZe na oblast IL2, ktera interaguje s CD25 a brani IL2 v navazani na
néj, ¢imz vylucuje vyhodu bunék s vysokoafinitnim trimernim receptorem v kompetici o
IL2/S4B6 imunokomplexy. Naopak klon JES6-1A12 mAb se vaZe na jinou oblast IL2, ktera
interferuje s vazbou 1L2 na CD122/CD132. Vazba JES6-1A12 eliminuje stimulacni aktivitu
pro CD25°, CDI122%, CDI132". Buiiky CD25" jsou tedy jediné, které jsou schopné tento

imunokomplex vyuzivat '8

. 'V této praci byl pouzit imunokomplex mIL2 s protilatkou S4B6
s 15ti aminokyselinovou (G4S)3 spojkou, ktery je vysoce stimulujici pro pamétové CD8" T
buiiky a NK buiiky 2°. Imunokomplexy IL2/JES6-1 stimuluji vyhradné regula¢ni T buriky.

13



sclL-2/S4B6

dimerni IL2-R

Obrazek 1: Imunokomplex 1L2/S4B6 s 15 aminokyselinovou glycin-serinovou spojkou.
Zelené vyznacené Casti vyznacuji receptor pro IL2. Modfe je oznacen IL2, ktery je kovalentné
spojen (G4S)s spojkou s lehkym fetézcem anti-IL2 protilatky S4B6. Lehky fetézec je navazan
na fetézec tézky disulfidickym miuistkem a tézky fetézec tvori dalSimi disulfidickymi mustky

dimer celé molekuly protilatky typu IgG. Pievzato a upraveno dle 2°.

Podévani anti-IL2 monoklondlni protilaitky S4B6 vede k selektivni ptechodné
proliferaci a expanzi pamétovych CD8" T bunék, coz je podobny efekt, jaky ma podavani
volného IL2. Podstata tohoto jevu byla oviem dlouho neznama !°. Studie Boyman et al. ukazala,
ze hlavnim divodem tohoto paradoxniho jevu je tvorba imunokomplext IL2 / anti-IL2 mAb.
Takto se na endogenni IL2 navéaze injikovana S4B6 mAb, kterd je vysoce stimulacni in vivo
pro bunky, které mély vysoké hladiny CD122. Imunokomplex IL2-S4B6 miiZe byt pfipraven i
jen pouhym smichanim IL2 a protilatky S4B6 v poméru 2:1. Takto byl pomér zvolen, jelikoz
IL2 miize tvofit komplex i s dalsi molekulou protilatky, coz vede k mirné neutralizaci IL2. V
piipad€ nami pripravovaného fuzniho imunokomplexu mé ovSem interleukin 2 a protilatka
mezi sebou (G4S)3 peptidovou spojku, tudiz jsou kovalentné spojeny a nemohou tak od sebe
disociovat pfili§ daleko, jako by tomu bylo v pfipadé, kdy je IL2 s protilatkou pouze smichan a

nekovalentné vazan.

ZvySovani biologické aktivity vazanim daného cytokinu na pfislusnou monoklondlni
protilatku v porovnani s volnym cytokinem neni typické pouze pro IL2 '¥. Cytokinova/anti-

cytokinovd mAb je struktura, ve které mAb funguje Castecné jako pfenaSe¢ a soucasné
14



umoziuje cytokinu uplatiiovat nové vlastnosti (vétsi selektivita, delSi poloCas cirkulace
v krevnim obé&hu). Dal$i imunokomplexy z rodiny interleukinti byly pozorovany a pouzity

v riznych modelech protinadorovych reakci nebo autoimunitnich chorob 2.

2.2 Imunoterapie

Imunoterapie (také nazyvana biologicka 1écba), je typ 1€cby rakoviny, kdy se vyuziva

aktivace vlastniho imunitniho systému 22

Imunoterapie je vyuzivdna k zastaveni nebo
zpomaleni ristu nadorovych bunék, zastaveni Sifeni nadorovych bun¢k do ostatnich ¢asti téla
nebo k aktivovani imunitniho systému. Existuje nékolik typti imunoterapie, které pomahaji

imunitnimu systému bojovat proti rakoving:

1) ,,Checkpoint“ inhibitory — Narusuji signaly rakovinnych bun¢k a vystavuji je utoku
imunitniho systému 2223, Receptory, které jsou umisténé na povrchu imunitnich bunék,
mohou rozlisit zdravou buiiku od rakovinotvorné. Rakovinotvorné buiiky oviem mohou
posilat signaly v urcitych kontrolnich bodech, které davaji signal imunitnimu systému,
ze jsou to buiikky normalni. Checkpoint inhibitory tyto signaly blokuji, a tak vystavuji
rakovinotvorné bunky utoku imunitniho systému.

2) Adoptivni prenos bunék — V této 1é€bé je snaha o posileni pfirozené schopnosti T
bun&k bojovat s rakovinou 2. Dojde k odebrani T bunék z daného nadoru nebo
lymfatickych uzlin a poté jsou nejaktivnéj$i T bunky péstovany in vitro ve velkém
mnozstvi. Takto se péstuji po dobu 2 — 8 tydnil a poté jsou intravendzné vraceny zpét
pacientovi.

3) Monoklonalni protilatky — Jednou z moZnosti vyuZziti monoklondlnich protilatek je
cilena terapie k blokovani abnormalniho proteinu v rakovinné buiice 2. Lze je ale také
vyuzit v imunoterapii, kdy se nékteré monoklonalni protilatky vaZzou na specifické
proteiny na rakovinnych buiikach. To oznaci rakovinné buiiky, aby je imunitni systém
mohl najit a znicit.

4) Vakeiny — Vakciny vystavuji imunitni systém antigenu 2. To spusti imunitni systém,
aby rozpoznal a znicil tento antigen a jemu podobné latky. Existuji 2 typy vakcin proti

rakoving, preventivni a 1écebna.
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5) Cytokiny — Hraji velmi dtlezitou roli v imunitni odpovédi téla a také ve schopnosti
imunitniho systému reagovat na rakovinu 2’. Dvéma hlavnimi typy cytokind, které se

vyuzivaji pfi imunoterapii jsou interferony a interleukiny.

2.2.1 IL2 v imunoterapii

Interleukin 2 je velmi dilezity cytokin v imunoterapii pro 1é€bu nemoci vcetné
rakoviny 2. Systematické podavani IL2 se ukéazalo jako prospésné u pacientii s melanomy. Tato
lécba je ovSem limitovdna toxicitou IL2. Intravendzni podani IL2 zplsobuje ,,syndrom
prosakovani kapilar* nebo také unik tekutiny z obéhového systému do intersticidlniho prostoru,
coz ma za nasledek hypotenzi, otoky a dusnost, které mohou vést k obéhovym Sokiim. Proto
bylo vyvinuto podéavani IL2 ve form¢ aerosolu, které umoziuje podat IL2 pouze na urcité misto

a vyssi lokalni aktivaci imunitnich bunék.

Interleukin 2 byl prvni cytokin, ktery byl pouzit k 1é€bé rakoviny, jelikoz muze
podporovat T buiiky i NK buiiky 2°. Ovlivituje proliferaci a diferenciaci T lymfocytd, ale také

je aktivuje.

Lymfokinem aktivované zabijacké (LAK) bunky jsou dal$Sim efektorovym systémem,
ktery hraje roli v imunitnim dohledu. Byly stimulovéany, aby zabijely nddorové bunky. LAK
buiiky jsou heterogenni smési aktivovanych T, NK a NKT buné&k. Mohou rozpoznévat a zabijet
rakovinné buniky a také kultivované nadorové bunééné linie. Ukazuje se, Ze aktivita LAK bunék

je interleukinem 2 stimulovana.

Lécba interleukinem 2 je slozitéjsi, kviili jeho toxicité. Zptisobena toxicita je ovSem
predvidatelna a dobfe zvladnutelna. Po terapii se toxicita rychle sniZuje. Pfesto tento typ zlstava

moznosti v pfipadech s rychlou progresi *°.

Jelikoz 1écba samotnym interleukinem 2 mé4 mnoho nevyhod, zacaly se hledat
kombinace interleukinu s dal$imi latkami. Jednou z nich je kombinace IL2 s dal§im cytokinem,
jako je naptiklad interferon alfa. Dal$i moznosti je 1écba IL2 kombinovany s jinou bunéénou
imunoterapii. IL2 v kombinaci s chemoterapeutiky (tzv. biochemoterapie) byla zkoumdna
piredevSim u pacientd s metastatickym melanomem. Tato terapie zatim vSak nebyla pfili§

Usp&$na. Dnesnim predmétem vyznamného zkoumani je cilend terapie. Kombinace s IL2 by
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mohla zvysit G¢innost cilenych inhibitor. Dals$i moznosti 1€cby je kombinace IL2 s inhibitory

kontrolnich bodt °,

2.2.2 Toxicita interleukinu 2

Vyuziti interleukinu 2 v imunoterapii se zabyva ¢im dal tim vice vyzkumu. Pfi podani
vyssich davek je ov§em tento protein toxicky, coZ je jeho hlavni nevyhodou 3!. Velmi b&znymi
vedlej$imi ucinky podavéani vysoké davky IL2 jsou naptiklad horeCka, zimnice, prijem,
anémie, zvyseni jaternich enzymtl, eozinofilie, erytrodermie nebo zmatenost '4. Imunoterapie
IL2 je také znama tim, Ze zplisobuje tzv. ,,syndrom prosakovani kapilar, kdy dochazi k retenci

tekutin, hypotenzi, syndromu respiracni tisn¢ a ptipadné az infarktu myokardu.

Pacienti, ktefi se léCili pomoci IL2 byli také vice citlivi na gramnegativnimi a
grampozitivnimi organismy zplUsobené infekce. Diky prohlubujicim se znalostem o
signalizacnich drahach IL2 je v poslednich letech 1écba optimalizovana pro dosazeni stejného

terapeutického efektu za soucasného potlaceni vedlejsSich ucinki terapie interleukinem 2.

2.2.3 IL2 imunokomplexy v imunoterapii

Imunokomplexy maji velmi slibnou budoucnost pro pacienty trpici rakovinou *2. Dosud
byly popsany dva prototypy imunokomplext IL2, s protilatkou S4B6 nebo JES6-1. Klinické
testovani bylo ovSem zatim provadéno na urovni pokusnych zvitat. IL2-S4B6 bylo jiz testovano
a prokazatelné vykazuje protinadorovou aktivitu u mysi. IL2/JES6-1 zatim nebyla publikované

testovdna na protinidorovou aktivitu 33

. Jelikoz tento imunokomplex velmi selektivné
expanduje Trg buniky, mohlo by to ponekud komplikovat pouZiti téchto imunokomplext
v imunoterapii. Pokud je ovSem davka imunokomplexu podéana brzy po vzniku nadoru, tento
imunokomplex vykazuje podobnou protinddorovou aktivitu jako IL2-S4B6 v nékterych

nadorovych modelech.

2.3 Protilatky

Protilatky jsou glykoproteiny patiici do imunoglobulinové rodiny, které jsou

produkovany B butikami a maji identifikovat a neutralizovat cizi organismy nebo antigeny **.
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Protilatky maji velkou diversitu funkci, které zastavaji 3°. Piiklady mohou byt neutralizace,
aglutinace nebo aktivace efektorovych bunck. Pfirozené se vyskytujici protilatky chrani
organismus pred Skodlivymi patogeny, viry a infekcemi. Témét jakakoliv organickd chemicka
latka indukuje produkci protilatek, které se specificky vazou na danou chemickou latku. Tyto
protilatky jsou nejcastéji produkovany z vice kloni B bunék a jsou oznaCovany jako
polyklonalni. Ziskavaji se imunizaci laboratornich zvifat antigenem. Dochazi ke stimulaci,
proliferaci a diferenciaci B lymfocytl na plazmatické buiiky. Produkuje se velké mnozstvi
protilatek proti riznym antigentim dané bilkoviny s rtiznou schopnosti se na ni vazat. Pot¢é je
sérum obsahujici protilatky proti pivodnimu imunogenu odebrano piimo ze zviiete. V dnesni
dobé¢ se velmi Casto vyuziva vysoce vyvinutého mechanismu imunitniho systému k produkci
strukturné a funkéné komplexnich molekul, jako jsou protilatky z jednoho klonu B bunék, tzv.

monoklondlni protilatky.

Soucasti protilatek jsou domény, které zahrnuji oblasti urcujici komplementaritu
(CDR) 3¢, CDR hraji kli¢ovou roli ve schopnosti protilatky se vizat a umoZiuje jim

identifikovat rozmanity pocet antigend.

Protilatky jsou sekretovany jako globuldrni proteiny s molekulovou hmotnosti okolo
150 kDa ?°>. Maji dva lehké a dva t&zké fetézce, pricemz vzdy jeden lehky fetézec je
kombinovén s jednim tézkym fetézcem. Lehky fetézec méd molekulovou hmotnost pfiblizné
25 kDa, zatimco tézky 50 kDa. Protilatky maji strukturu ve tvaru Y a oblast, kde se vaze antigen
je umisténa na horni ¢asti obou ramen. Tato Cast se definuje jako paratop (vazajici epitop na
antigenni struktufe). OdliSné fetézce jsou odd€leny do variabilnich a konstantnich oblasti.
Variabilni oblasti jsou dilezit¢ pro vazbu antigenu, konstantni oblasti zprostfedkovavaji
efektorové funkce jako aktivaci komplementu nebo vazbu Fc — receptori na makrofagy, coz
vede k sekreci cytokinil nebo histaminti. Retézce jsou spojeny disulfidickymi mistky pro

udrzeni stability proteinu.

Monoklonélni protilatky a proteiny odvozené od monoklonalnich protilatek jsou jednou

z nejvétsich skupin biologickych latek, které se dnes pouZivaji v Siroké Skale terapii 37,

2.3.1 Monoklonalni protilatky

Monoklonalni protilatky jsou produkované pouze jednim klonem B lymfocytl a maji

tedy shodnou antigenni specifitu **. Maji obrovsky terapeuticky potencidl a vyuzivaji se
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piedevsim v onkologii, ovSem lze je pouzit i pii tlumeni nezddouci zanétlivé reakce. Funguji
jako ¢inidla v biomedicinském vyzkumu (detekce markerd nadorti, AIDS, chiipky), pro urceni
totoznosti infekci po transfuzi, ale také maji vyznam v diagnostickych testech pro detekci
toxini nebo hormont, jako napiiklad v ptipad¢ téhotenského testu pro detekci hormonu

lidského choriongonadotropinu.

Tvorba monoklonalnich protilatek je zah4jena vhodnou imunitni odpovédi indukovanou
imunizaci zvifete 3°. Existuje mnoho druh@i zvifat pozivanych pro tvorbu monoklonalnich

v

protilatek, jako napiiklad kralik nebo krysa, nejcastéjsi je ale stale mys.

V roce 1975 Kohler a Milstein vyvinuli technologii, kterd umoziiuje imortalizovat B
lymfocyty produkujici protilatky s myelomovymi bunikami. Myelomové buiiky jsou odvozené
od B lymfomu a jsou charakterizovany nesmrtelnym ristem a skutecnosti, ze nevylucuji zadné

imunoglobuliny. Hybridomové technologie je standartni metodou pro generovani protilatek.

Terapeutické monoklonélni protilatky maji velky vyznam v dnes$ni klinické praxi *°.

Jejich vyhodou je ptredevsim specifita a schopnost reagovat s membranovymi glykoproteiny.
Po navazani na membranovou molekulu protilatka zablokuje signalni cestu. Vazbou
monoklondlni protilatky na cilovy antigen muze dojit k aktivaci komplementového systému a
k apoptoze buiikky nebo ke spusténi dalSich kaskad, které mohou vést k likvidaci cilové

struktury.

2.4 Exprese proteina v eukaryotickém expresnim systému HEK293

HEK293 je bun&éna linie odvozena z lidskych embryondlnich ledvinnych bunék *!. Tato
linie byla vytvofena transformaci a kultivaci normalnich HEK bunék pomoci DNA adenoviru
5. Linie byla kultivovdna védcem Alexem Van der Ebem na poc€atku 70. let v laboratofi
v Leidenu v Nizozemsku a transformaci provedl Frank Graham. Zdrojem bunck byl zdravy
plod potratu neznamého rodiCovstvi. Nazev HEK293 je tedy odvozen od cisla experimentu,

kterym tato linie vznikla.

V soucasné dob€ jsou bunky HEK293 casto pouzivany v bun&cné biologii a bylo

vyvinuto mnoho variant, které jsou odvozené od ptivodni linie, jako naptiklad:
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1) HEK293S GnTT je bunécna linie odvozena od HEK293 linie, ktera postradéa gen pro N-
acetylglukosaminyltranferazu I (GnTI") #2,

2) HEK293T je linie stabiln¢ transfekovand genem pro velky T antigen polyomaviru
SV40, ktery umoziuje episomalni replikaci plazmidii obsahujicich poc¢atek replikace
tohoto viru %,

3) HEK293E je linie stabilné transfekovana proteinem EBNA-1 viru Epstein-Barr, ktery

umoziuje episomalni replikaci plazmidii obsahujicich pocatek replikace tohoto viru *4.

Tento expresni systém ma fadu vyhod. HEK293 linie jsou velmi snadno kultivovatelné,
dobie transfekovatelné a poskytuji vysoké vytézky pii produkci proteinli, coz je Cini

vyhodnéjsimi nez jiné lidské bunécné linie.

2.4.1 Stabilni a tranzientni transfekce lidskych buné&é&nych linii

Tranzientni (pfechodnd) transfekce savéich bun¢k je ulinny néstroj pro expresi
rekombinantnich proteinti pro vyzkum a vyvoj zejména v preklinickych studiich 4°. Tranzientni
transfekce pro produkci proteinu nejsou jen rychlejsi nez vytvéreni stabilné transfekovanych
linii, ale cely transfekéni proces je snadnéjsi na provedeni. To umoziuje vykonny ,,screening*
kandidatnich proteinti k urychleni identifikace molekul pro pouziti v klinickych testech.
HEK?293 jsou vhodné pro tento typ transfekce, jelikoz jsou dobfe transfekovatelné. Nevyhodou
této metody mlize byt vysoka spotfeba plazmidové DNA “S. Dalsi nevyhodou je, Ze je to

transfekce pouze prechodna, tudiz se v ptipad¢ potieby musi opakovat.

exprese nebo kdyz je tieba transfekované buiiky pourit pro vice experimentlt *’. JelikoZ je

integrace DNA vektoru do chromozomu vzacnou udalosti, stabilni transfekce bunék je mnohem

v

vyvinuty metody pro usnadnénou stabilni transfekci, naptiklad pomoci expresniho systému

piggyBac.

2.5 Expresni systém piggyBac

Expresni systém piggyBac vyuziva aktivity transpozazy pro tvorbu stabilné

transfekovanych sav¢ich bunéénych linii pro produkci proteini ve velkém méfitku.
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Transpozony jsou semiparazitické sekvence DNA, které mohou byt diky aktivité enzymu

transpozazy vystiizeny z ptivodniho mista v genomu a zaclenény do mista nového.

Nejprve transpozaza odhali 3" hydroxylovou skupinu na obou koncich genu. Volny 3'-
OH napadne komplementarni vldkno, vytvoii pfechodnou vldsenkovou strukturu a uvolni
transpozonové konce. Transpozéaza rychle rozdé€li tyto vlasenky do 5”,,TTAA* presahti na obou
stranach produktu excize. Transpozaza se poté pfipoji k vyfiznutému prvku ,,TTAA* na nové

cilové struktufe, ¢imz je dokonéena transpoziéni reakce *®.

V ptipadé této bakalaiské prace byl pouzit systém, ktery je indukovatelny doxycyklinem
a produkci proteinu Ize tedy spustit, kdyz je kultura pfipravena. Systém piggyBac je upraven
tak, Ze obsahuje navic gen pro reversni tetracyklinovy transaktivator *°. Po ptidani doxycyklinu
se reversni tetracyklinovy transaktivator navaze na TRE (z anglického ,,tetracycline response

element®) na promotoru a indukuje expresi cilového proteinu.

Systém pracuje s bézn€ pouZivanymi adherentnimi a suspenzné€ adaptovanymi savéimi

bunéénymi liniemi a vyzaduje pouze jediny krok transfekce.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Materialy
3.1.1 Chemikalie

1 kb DNA standard
100 bp DNA standard
2-merkaptoethanol
Agar

Agarosa

Ampicilin

APS

Blasticidin
Coomassie Brilliant Blue R-250
DMSO

dNTPs, 10 mM
Doxycyklin
GoodView II

IPEI 25 kDa

NucleoBond Xtra Maxi Kit
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up
NucleoSpin Plasmid Miniprep Kit
PCR H2O

Puromycin
SDS

TEMED
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New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
Sigma, USA

Oxoid, Anglie

Sigma, USA

Biotika, SR

Serva, USA

Biotika, SR

Fluka Chemika, Svycarsko
Sigma, USA

Top-Bio, CR

Serva, USA

Ecoli, Slovensko
Polysciences, USA

Macherey-Nagel, Némecko
Macherey-Nagel, Némecko
Macherey-Nagel, Némecko
Top-Bio, CR

Serva, USA
Jersey Lab Supply, USA

Serva, USA



TruPAGE Precast Gels Sigma, USA
Trypanova modf Sigma, USA

Ostatni bézné chemikalie

3.1.2 Roztoky a pufry
Barvici roztok pro SDS-PAGE (45% methanol, 10% kys. octova, 0,25% CBB R 250)

Elektrodovy pufr (0,025 M Tris, 0,19 M glycin, 0,1% (w/v) SDS, pH 8,3)

ExCell 293 (komercéni médium, pred pouzitim doplnéno o L-glutamin o vysledné koncentraci

4 mM; Sigma-Aldrich, USA)

LB — médium (1% trypton, 0,5% kvasni¢ny extrakt, 1% NaCl, pH 7,4)

Odbarvovaci roztok pro SDS-PAGE (35% ethanol, 35% kys. octova)

PBS pufr (50 mM Na;HPO4, 300 mM NaCl, 10 mM NaN3, pH 7,5)

PBS-TK (10 mM Na;HPOy4, 150 mM NacCl, 2 mM KCI, 2 mM KH>PO4, pH 7,0)

Roztok AA pro SDS-PAGE (29% akrylamid, 1% N,N" methylenbisakrylamid)

Roztok IPEI (10 mg/ml IPEI v PBS-TK)

Roztok trypanové modfi (0,4% trypanovd modi v PBS-TK)

TAE pufr pro agarosovou elektroforézu (40 mM Tris, 20 mM kys. octovd, 1 mM EDTA)
TruPAGE SDS Running Buffer (Sigma, USA)

Vzorkovy pufr pro agarosovou elektroforézu (30% glycerol, bromfenolova modi v TAE)

Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE 5% koncentrovany neredukujici (31,5 mM Tris, 10% (v/v)
glycerol, 1% (w/v) SDS, 0,005% (w/v) bromfenolova modf, 10 mM NaN3, pH 6,8)

Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE 5% koncentrovany redukujici (vzorkovy pufr pro SDS-PAGE

5% koncentrovany nafedény desetinovym podilem 2-merkaptoethanolu)

23



3.1.3 Enzymy

CutSmart pufr

Polymerasa Q5 a pufr
InFusion enzym a pufr
Restrikéni endonukleasa Nhel

Restrik¢éni endonukleasa Pmel

3.1.4 Bunécné linie a bakterialni kmeny

Escherichia coli NEB10
HEK293T

3.1.5 Vektory

PCMV3-1L2
Plasmid PBase
Plasmid PB-RB

Plasmid pUT7

Plasmidy pTWS5sec L1 a H2

3.1.6 Oligonukleotidy

pCT5K-FW
5-AGTTTGTACAGCTAGGCCACCATGGGAGAACTG-3’
pCT5-REV
5’-CTGATCAGCGGGTTTTCACCCGTGGTGGTGATG-3’
pCT5seq FW

5’-TCAGATCGCCTGGAGACG-3’

pCT5seq REV

5’-GTGGGAGTGGCACCTTCC-3°
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New England Biolabs, USA
Biotool, USA

New England Biolabs, USA

New England Biolabs, USA

New England Biolabs, USA
prof. Radu Aricescu, Oxford, UK

Sino Biological
Sanger Institute, UK

prof. James M. Rini, Ph.D.,
University of Toronto

prof. James M. Rini, Ph.D.,
University of Toronto

Mgr. Lukas Slavata, bakalaiska
prace, PiF UK, 2013



3.1.7 Pouzité pristroje

Analytické vahy

Automatické pipety Pipetman
Centrifuga Allegra X-22R

Centrifuga EBA 12R

Elektroforetické souprava pro agarosovou elektroforézu
Elektroforeticka souprava pro SDS-PAGE
HPLC systém AKTA basic

Inkubator IR 5000

Inkubéator MCO-18 AIC

Kahan Fuego SCS

Kolona Superdex 200 10/300 GL
Kolona Ni-NTA Excell

Koncentrator Amicon Ultra

Lahve ¢tverhranné s prodySnymi vicky
Mikrocentrifuga Ministar Silverline
Mikrofiltr o velikosti pora 0,22 pm
Mikrosttikacka Hamilton

Mikrovinna trouba

Mikrozkumavka 1,5 ml
Mikrozkumavka 200 pl

pH metr @ 200

Predvazky KB1200-2
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AND, USA

Gilson, USA
Beckman Coulter, USA
Hettich, Némecko
Biokeystone, USA
Bio-Rad, USA

GE Healthcare, USA
LABsystem Praha, CR
Sanyo, Japonsko
Verkon, CR

GE Healthcare, USA
GE Healthcare, USA
Millipore, USA
P-LAB, CR

VWR, USA

TPP, Svycarsko

P-LAB, CR

Optimo Moulinex, Francie

Eppendorf, USA
Eppendorf, USA
Beckman Coulter, USA

Kern, Némecko



Spektrofotometr DS-11 DeNovix, USA

Termoblok LS1 VLM, Némecko

Termocykler T100 Bio-Rad, USA

Ttepacka Celltron Infors HT, Svycarsko

Trepacka G24 New Brunswick Scientific, USA
Ttepacka Multitron Pro Infors HT, Svycarsko

UV prosvécovaci lampa 312 nm UVltec, UK

Vortexovy mixér Velp Scientifica, Italie

Zdroj stejnosmérného napéti EC250-90 E-C Apparatus Corporation, UK
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3.2 Metodika

3.2.1 Stépeni restrik¢nimi endonukleiazami

Do celkového objemu 20 pl reakéni smési byly pipetovany 3 pg plazmidu. Dale byly
piidany 2 pl 10x koncentrovaného reakéniho pufru CutSmart a ptislusné mnozstvi restrikéni
endonukleasy (5 U / 1 pg plazmidu). Zbyly objem byl doplnén dH>O. Smés byla inkubovéana
2 hpti 37 °C.

3.2.2 Agarosova elektroforéza

Pro ptipravu agarosového gelu bylo smichano 0,65 g agarosy s 65 ml TAE pufru. Tato
smés byla povaiena, zchlazena a do jesté tekutého gelu ptidany 3 pl barviva GoodView II pro
zviditelnéni DNA v modrém (nebo UV) svétle. Gel byl nalit do aparatury pro agarosovou
elektroforézu a ponechan ztuhnout. K elektrodam byl nalit TAE pufr a gel byl pfevrstven
priblizn¢ 200 ml dH>O. Do jedné z jamek bylo pipetovano 5 pl standardu a do dalSich byly
pipetovany vzorky, pfedem smichané s pfislusSnym mnozstvim vzorkového pufru
(10x koncentrovany). Elektroforéza probihala 10-15 min pfi napéti 200 V (stejnosmérné).

Nasledné byl gel vizualizovan modrym, ¢i UV prosvécovacem.

3.2.3 Stanoveni koncentrace DNA

Koncentrace byla stanovena spektrofotometricky na spektrofotometru DeNovix.
Absorbance roztoku byla méfena proti elucnimu pufru pii vlnovych délkach 260 a 280 nm a

koncentrace byla spo¢tena empirickym pfepoctem Azs0 = 1 odpovida 50 ng/ml DNA.

3.2.4 Polymerazova retézova reakce

Do dvou mikrozkumavek byla pfipravena reakéni smés nasledovné: do kazdé bylo
pipetovano 10 pl dH2O, 1 pl templatu (100 ng), 2 ul pfimého primeru, 2 ul zpétného primeru,
0,5 ul DNA polymerazy, 0,5 ul dNTPs. Takto pfipravené vzorky byly umistény do
termocykleru a PCR cyklus byl nastaven dle tabulky 1 (str. 28):
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Tabulka 1: Nastaveni teplot a ¢asti programu pro PCR reakci.

teplota cas
1) 95 °C 5 min
2) (30x opakovani) 95 °C 30s
54 °C 30s
72 °C 1 min
3) 72 °C 5 min
4) 4°C

Produkty PCR reakce byly dale analyzovany agarosovou elektroforézou a prislusné produkty

extrahovany z gelu.

3.2.5 Extrakce DNA z agarosového gelu

K extrakci DNA z agarosového gelu byla pouzita komer¢ni souprava NucleoSpin® Gel
and PCR Clean-up (Macherey-Nagel). Z gelu byly vzorky vyfiznuty, pfesunuty do
mikrozkumavky a byl pfidan solubiliza¢ni pufr ke kazdému z nich (200 pl/100 mg gelu).
Mikrozkumavka byla pfesunuta do termobloku, ktery byl vytemperovany na 50 °C. Po
rozpusténi gelu byl vzorek ptfeveden na kolonku vloZenou do mikrozkumavky a byl
centrifugovan 1 min pii 11000 x g. Supernatant byl odstranén a kolonka byla dvakrat promyta
600 ul promyvaciho pufru a centrifugovana za stejnych podminek. Nasledné byla kolonka
centrifugovdna 3 minuty pro odstranéni zbytku ethanolu. Pro eluci plazmidové DNA bylo

pouzito 20 — 50 pul eluéniho pufru ptiloZzeného ke komeréni soupravé.

3.2.6 Vneseni genu do linearizovaného plazmidu

Do celkového objemu 20 pl reakéni smési bylo pipetovano 100 ng plazmidu $tépeného
restrikénimi endonukledzami (viz kapitolu 3.2.1). Poté bylo pipetovano 25 ng insertu (PCR
produkt kodujici cilovy gen) a 4 pl reakéni smési InFusion master mix. Smés byla doplnéna do
20 pul dH20. Takto byla smés inkubovéna pii 37 °C 1 hodinu. Dale byla smés pouzita pro

transformaci Escherichia coli NEB10.
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3.2.7 Transformace

K transformaci bylo pouzito 100 pl bunééné suspenze kompetentnich Escherichia coli
DH5a (pro velkoobjemovou produkci plazmidu), nebo Escherichia coli NEB10 (pro
transformace ve fazi klonovani). K suspensi bakterii bylo pfidano ptiblizn¢ 100 ng plazmidové
DNA. Po dobu 10 minut byla tato suspenze ponechana na ledové 1azni a poté byla rozetfena na
agarovou plotnu s pfisluSnym antibiotikem (ampicilin, kanamycin). Plotna byla pfenesena do

inkubéatoru a inkubovana ptes noc na 37 °C.

3.2.8 Velkoobjemova produkce plazmidové DNA

Na plotnu s koloniemi Escherichia coli DH5a byly pfidany 2 ml LB média, ve kterych
byly narostlé kolonie rozetfeny a pteneseny do 21 sterilni Erlenmayerovy batiky s 0,51 LB
média s danym antibiotikem (o koncentraci 100 pg/ml). Byly inkubovany pfes noc (max. 16

hodin) na tiepacce pti 37 °C a 220 ot./min.

Dalsi den byla kultura centrifugovana ve dvou 250 ml kyvetach po dobu 30 min pfi
3900 x g, 20 °C. Peleta byla resuspendovana v 10 ml TES pufru a opét centrifugovéna.

Supernatant byl odstranén, peleta byla zmrazena na -20 °C a uchovana pro dalsi zpracovani.

Dale byla pouzita souprava NucleoBond® Xtra Midi / Maxi k izolaci plazmidové DNA.
Bakteridlni peleta byla resuspendovéana v 18 ml RES pufru a bylo pfidano ptislusné mnoZzstvi
RNAsy (vysledna koncentrace 0,1 mg/ml). Bylo pfiddno 9 ml LY'S pufru a roztok byl opatrné
promichan. Takto byl roztok ponechan 5 min pii 20 °C. Déle bylo pfiddno 9 ml NEU pufru a
opét opatrné promichano, dokud se roztok neodbarvil. Poté byl tento roztok ptefiltrovan pres
filtr, ktery byl soucésti komer¢ni soupravy. Pied filtrovanim byl filtr i kolona promyta EQ1
pufrem. Po prefiltrovani byla kolona promyta WASH pufrem. Roztok byl eluovan pomoci
15 ml ELU pufru a k eluatu bylo pfidano 10,5 ml ptedchlazeného isopropanolu a dobte
promichano. Roztok byl centrifugovan 30 min pii 20000 x g a 4 °C. Poté byl supernatant
odstranén a bylo ptidano 5 ml 70% ethanolu. Roztok byl opét centrifugovan 5 min pfi 20000 x g

a 4 °C. Peleta byla vysuSena a poté rozpusténa v 1 ml filtrované dH>O.
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3.2.9 Polymerazova retézova reakce z kolonii

Do PCR mikrozkumavky bylo pipetovano 6 pl sterilni dH>O. Z kultiva¢ni plotny, ktera
byla ptfes noc inkubovana, byla Spickou pipety setiena kolonie bakterii. Bakterie, které ulpély
na Spicce byly resuspendovany do vzorku. Poté byla stejna Spicka vlozena do pfipravené 50 ml
zkumavky s 5 ml LB média a 5 pl ampicilinu (vysledna koncentrace 100 pg/ml). Do ptipravené
mikrozkumavky s resuspendovanou kolonii bylo pfiddno 10 pl reakéni smési ,,Combi PPP
Master Mix*, 2 ul pfimého primeru a 2 pl zpétného primeru pro dany templat. Mikrozkumavka
byla umisténa do termocykleru a byl nastaven teplotni a casovy program dle tabulky 2. Teplota
nasedani primerd pro PCR z kolonie byla zvolena na 54 °C. Po dokonceni PCR byla ovéfena

uspéSnost pomoci agarosove elektroforézy.

Tabulka 2: Nastaveni teplot a ¢ast programu pro PCR reakci.

teplota cas
1) 95°C 5 min
2) (20x opakovani) 95 °C 30s
54 °C 30s
72 °C 1 min
3) 72 °C 5 min
4) 4°C

3.2.10 Nizkoobjemova izolace plazmidové DNA

Zkumavka o objemu 50 ml s inokulovanym médiem bakteridlni kolonii byla volné
prekryta vickem a zalepena lepici paskou tak, aby mohlo dochazet k vymeéné plynti s okolim.
Takto byla zkumavka inkubovédna na tfepacce pifes noc pii 37 °C a 200 ot./min. K izolaci
plazmidové DNA byla pouzita souprava NucleoSpin Plasmid. Kultura, ktera pfes noc narostla
byla centrifugovana pii 3900 % g pti 20 °C po dobu 5 min. Supernatant byl odstranén a zbyla
peleta byla resuspendovéana v 250 ul A1 pufru. Smés byla pfenesena do 1,5 ml mikrozkumavek
a bylo ptidano 250 pl A2 pufru. Tato suspenze byla inkubovana po dobu 5 min pti 25 °C. Dale

bylo ptidano 300 pl A3 pufru a po promichani byla smés centrifugovéana pii 11000 x g pti 20 °C
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5 min. Supernatant byl pipetovan na kolonku, kterd byla soucasti soupravy. Poté byl roztok
centrifugovan 1 min pti 11000 x g pti 20 °C. Filtrat byl odstranén a kolonka byla promyta
500 ul AW pufru a opét byl roztok centrifugovan pfi stejnych podminkach. Filtrat byl odstranén
a na kolonku bylo pipetovano 600 ul A4 pufru a opét centrifugovano. Nasledné byl filtrat
odstranén a kolonka byla centrifugovana 2 min pii 11000 x g a 20 °C. K eluci bylo pouzito
50 pl pufru AE, ktery byl ptedehtaty na 70 °C.

3.2.11 Priprava vzorki plazmidové DNA k sekvenaci

Do dvou mikrozkumavek bylo pipetovano 200 ng plazmidové DNA. Do prvni
mikrozkumavky byl pfidan 1 pl pfimého sekvenacniho primeru a do druhé 1 ul zpétného
sekvena¢niho primeru. Vzorky byly nafedény na 8 ul a odeslany k sekvenaci RNDr. St&pance

Hrdé do Laboratofe sekvenace DNA PiF UK.

3.2.12 Rozmrazovani bunéc¢né linie HEK293T

Alikvot bunééné suspenze HEK293T, ktery je uchovavany v -80 °C, o objemu 1 ml, byl
rozmrazen ve vodni lazni o teploté 37 °C. Poté byl objem suspenze ptenesen do 10 ml média
ExCell293 a byl centrifugovan 5 minut pii 95 x g. Supernatant byl slit a vznikla peleta byla
resuspendovana v 10 ml média ExCell293. Timto byly bunky oplachnutim zbaveny
10% DMSO, ve kterém byly zmraZeny. Bunécna suspenze byla pfenesena na Petriho misku a

inkubovana pii 37 °C v 5% CO, atmosféte.

3.2.13 Stabilni produkce proteint v bunééné linii HEK293T

Objem bunécné suspenze odpovidajici celkovému mnozstvi 60 mil. bunék HEK293T
byl centrifugovan pii 95xg a 20°C po dobu 5 minut. Peleta byla resuspendovéana
v ExCELL293 do vysledného objemu 1,2 ml. Suspenze byla pipetovana na 12 jamkovou
kultivaéni desticku. Do kazdé jamky bylo poté ptidano 300 pl sterilniho DNA transfekéniho
mixu v PBS TK a IPEI (tak, aby pomér IPEI a transfekéni DNA byl 4:1). Obsah transfekéniho
mixu je uveden v nasledujici tabulce 3. Na 10° bun&k bylo pouzito 1 pg DNA. Transfekce byla
provedena plazmidy dle nésledujici tabulky (tabulka 3, str. 32) v hmotnostnim poméru

6,4:1,6:1:1.
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Tabulka 3: Slozeni transfek¢éniho mixu.

Plazmidy L1 H2 PBase PBRB

Mnostvi DNA (ng) 384 96 6,0 6,0

Bunééné linie byly na desti¢ce inkubovany pii 135 ot./min, 37 °C a 5% CO: po dobu 4
hodin. Poté byla buné¢na suspenze pfenesena pomoci pipety do 100 ml lahve s prodySnym
vikem. Takto byla buné¢na suspenze inkubovana na ttepacce 48 hodin pii 135 ot. / min, 37 °C
a 5% COs. Selekce stabilné transfekovanych linii byla zah4jena po 48 hodinach od transfekce.
Linie byla pfemisténa do cerstvého média a selekce probihala na antibiotika puromycin
(5 pg/ml) a blasticidin (2,5 pg/ml). Kdyz kultura doséahla viability asi 95 % po subkultivacich
pod antibiotiky, byla buné¢nd suspenze zamrazena do péti alikvotti. Pro zahdjeni produkce
proteinu byl pfidan doxycyklin do koncentrace 1 pg/ml. Produkce proteinu probihala 8 — 9 dnti

pii pocatecni bundéné koncentraci asi 1 x 10° b/ml.

3.2.14 Tranzientni produkce proteinu v bunécné linii HEK293T

Bunécénd suspenze byla transfekovana plazmidem PCMV3-IL2 (800 pg DNA na
800 x 10° bunek). Byla ptidana antibiotika (penicilin 10 U/ml a streptomycin 1 pg/ml) a
kyselina valproova (do vysledné koncentrace 2mM). Produkce probihala v 11 lahvi v objemu
400 ml média ExCell pii 135 ot. / min, 37 °C a 5% COz. Po 4 dnech byla bunécné suspenze
sklizena centrifugaci pii 4500 x g 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Supernatant byl pefiltrovan

ptes 0,22 um filtr a protein byl ithned purifikovan.

3.2.15 Zamrazovani buné¢né linie

Médium s potiebnym mnoZzstvim bunck (tak, aby vysledny alikvot obsahoval 1 ml
suspenze o bunééné koncentraci 5 x 10° b / ml) bylo centrifugovano 5 min pfi 95 x g a 20 °C.

Vznikla peleta byla resuspendovéana ve 45 % nového média, 45 % ptivodniho média a 10 %
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DMSO. Takto byla suspenze rozdé€lena do alikvotl po 1 ml a vloZena do mraziciho kontejneru,

ve kterém byla umisténa do mraziciho boxu a uchovana pfi -80 °C.

3.2.16 Sklizeni bunéénych linii

Protein byl produkovan do média, jelikoz na zac¢atku sekvence obsahuje sekre¢ni signal.
Bunééna suspenze byla centrifugovana pti 20000 x g a 15 °C po dobu 30 minut. Supernatant
byl ptefiltrovan ptes 0,22 um filtr. Filtrat byl ziedén PBS pufrem v objemovém poméru 1:1 a

nasledn¢ byl pouzit pro purifikaci proteinu nebo zmrazen na -20 °C k pozdéjSimu pouziti.

3.2.17 Afinitni chromatografie proteinii

Tézky tetézec protilatky S4B6, ktera je predmétem této prace, obsahuje histidinovou
kotvu, diky které bylo mozné pro purifikaci pouzit chelata¢ni afinitni chromatografii na koloné
Ni-NTA ExCell. Tato kolona byla ptipojena k HPLC systému AKTA basic. Dale byla kolona
ekvilibrovana pufrem PBS. Rychlost pritoku pro nanaseni zfiltrovaného média s cilovym
proteinem byla nastavena na 5 ml/min. Po naneseni média byla kolona promyta PBS pufrem
pti stejném priitoku. Pro ptedeluci byl pouzit 20 mM imidazol v pufru PBS. Eluce probihala pfi
pritoku 2,5 ml/min PBS pufrem s 250 mM imidazolem. Nasledné byla kolona regenerovana
octanovym pufrem o pH = 4. Po regeneraci byla kolona ptevedena do 20 % ethanolu, ve kterém

byla uchovéna.

3.2.18 Koncentrovani proteint

Proteiny byly koncentrovany pomoci koncentratortt Millipore Amicon Ultra MWCO
10000 pii 3900 x g a 15 °C po dobu 5 minut. Supernatant byl odstranén, koncentrator byl
doplnén vzorkem proteinu a opét byl centrifugovan pfi stejnych podminkach. Tento krok byl
opakovan az do dosazeni pozadovaného objemu vzorku (méné nez 250 ul) pro gelovou

permeacni chromatografii.

3.2.19 Gelova permeacni chromatografie
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Pro gelovou permeacni chromatografii byla pouzita kolona Superdex 200 10/300 GL,
kterd byla piipojena k HPLC systému AKTA basic. Chromatografickd kolona byla promyta
pufrem PBS TK. Pfed nanesenim byl vzorek centrifugovan pti 20000 % g po dobu 5 minut.
Nastiikova smycka byla promyta pufrem PBS TK. Vzorek byl nanesen do nastiikové smycky
a chromatografie probihala pfi pratoku 0,5 ml/min. Jednotlivé frakce byly sbirany do

pfipravenych mikrozkumavek.

3.2.20 Stanoveni koncentrace proteini

Koncentrace proteinti byla stanovovana spektrofotometricky. K méfeni byl pouzit
1 pl daného vzorku. Vzorek byl méten tikrat, pficemz z namétenych hodnot byl pouzit primér
vSech hodnot. V pfipadé€ odlehlého vysledku bylo métfeni vyfazeno. Pro vypocet koncentrace

proteinu byla zadana jeho molekulovd hmotnost a teoreticky extinkéni koeficient pti 280 nm.

3.2.21 SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Ke kontrole ¢istoty jednotlivych frakci z gelové permeacni chromatografie, byla pouzita
SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu. Pro elektroforézu byly pouzity dva typy geld,
zaostfovaci a rozdélovaci. Slozeni jednotlivych gel je uvedeno v tabulce 4. Byl pfipraven
roztok rozdélovaciho gelu, ktery byl pipetovan mezi dvé skla elektroforetické aparatury,
prevrstven dH>O a ponechén ztuhnout. Po zatuhnuti rozdélovaciho gelu byla voda odlita a byl
pipetovan piipraveny zaostiovaci gel, do kterého byl vlozen hieben s pozadovanym mnozstvim
jamek. Po zatuhnuti zaostfovaciho gelu byla skla pfesunuta do elektroforetické vany, hieben
byl vyjmut a elektroforetickd vana byla naplnéna elektrodovym pufrem po rysku. K 10 pl
vzorku byly pfidany 2 pl 5% koncentrovaného vzorkového pufru (redukujici ¢i neredukujict)
tak, aby ve vysledné smési byl 1x koncentrovany. Vzorky byly nejprve piemistény do
termobloku a zahtivany na 98 °C a poté centrifugovany 2 min pii 11000 x g a 20 °C. Do prvni
jamky byly pipetovany 3 pl standardu molekulovych hmotnosti, do dal§ich byly pipetovany
ptipravené vzorky. Elektroforéza probihala ptiblizn€ 40 minut pfi stejnosmérném napéti 200 V.
Po ukonceni elektroforézy byly gely vyjmuty a barveny barvicim roztokem po dobu alespon
30 minut. Po nabarveni byly odbarveny pomoci odbarvovaciho roztoku a poté byly gely

vyfoceny a uchovany v dH2O.
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Tabulka 4: Slozeni polyakrylamidovych gelti pro SDS elektroforézu.

rozdélovaci gel (12,5 %) zaostirovaci gel
dH:0 1,265 ml 0,7 ml
30 % AA 1,675 ml 0,25 ml

1,5M Tris (pH=8,8) 1 ml

1,5M Tris (pH = 6,4) 0,125 ml
10 % SDS 40 pl 10 pl
10 % APS 40 pl 10 pl
TEMED 2 ul 1,5 ul

3.2.22 SDS elektroforéza v gradientovém gelu

Byl pouzit gel komercni gradientovy gel TruePAGE Precast Gel 4 — 20%
s ptislusnym elektrodovym pufrem. K 10 ul vzorku byly pfidany 2 ul 5% koncentrovaného
vzorkového pufru (redukujici ¢i neredukujici) tak, aby ve vysledné smési byl 1x
koncentrovany. Vzorky byly nejprve piemistény do termobloku a zahtivany na 98 °C a poté
centrifugovany 2 min pii 11000 x g a 20 °C. Do prvni jamky byly pipetovany 3 pul standardu
molekulovych hmotnosti, do dalSich byly pipetovany piipravené vzorky. Elektroforéza
probihala pfiblizn€ 40 minut pfi stejnosmérném napéti 200 V. Po ukonceni elektroforézy byly
gely vyjmuty a barveny barvicim roztokem po dobu alespoil 30 minut. Po nabarveni byly

odbarveny pomoci odbarvovaciho roztoku a poté byly gely vyfoceny a uchovany v dH>O.
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4. VYSLEDKY

4.1 Produkce imunokomplexu miL2-S4B6

Konstrukty L1 a H2 byly jiz pouzity Mgr. LukdSem Slavatou v plazmidu pTW5sec,
oviem s velmi malymi vytézky *°. Za Gicelem zvyseni vytézki byly stejné konstrukty L1 a H2
(viz Obrazek 2 a Obrazek 3) pteneseny do plazmidu pUT7 pro tvorbu stabilnich linii (viz
kapitola 2.4.1) s indukovatelnou expresi. Koexpresi proteini z plazmidi L1 a H2 vznika
imunokomplex mIL2-S4B6, ktery se sklada z lehkého fetézce protilatky S4B6 fuzované s mySim
interleukinem 2 (dale jen mIL2-(G4S)3-S4B6-Lc, viz obrazek 2) a z t€zkého fetézce (S4B6-Hc,

viz obrazek 3).

Déle byl produkovan lidsky IL2, ktery bude nasledné pouzit jako standard pro ovéfeni
aktivity fuznich konstrukta protilatek s IL2.

4.1.1 Konstrukty L1 a H2

Pro expresi byl zvolen konstrukt se sekrecnim signdlem ze sekretované alkalické
fosfatdzy na N-konci. Histidinova kotva Hisg je pfitomna pouze na C-konci Hc. Z tranzientni
produkce v HEK293T bylo v minulych pracich ziskano nekvantifikovatelné mnozstvi

aktivniho proteinu *°.

L1: mIL2-(G4S)s-S4B6-Lc

TFKFYLPKQATELKDLQCLEDELGPLRHVLDLTQSKSFQLEDAENFISNIRVTVVKLK
GSDNTFECQFDDESATVVDFLRRWIAFCQSIISTSPQ DIQVTQ
SPASLSASLEEIVTITCQASQDIGNYLSWYQQKLGKSPQLLIHSATSLADGVPSRFSGS
RSGTQYSLKINRLQVEDTGIYYCLQHYSTPYTFGAGTKLELKRADAAPTVSIFPPSTEQ
LATGGASVVCLMNNFYPDISVKWKIDGTERRDGVLDSVTDQDSKDSTYSMSSTLSLT
KADYESHNLYTCEVVHKTSSSPVVKSFNRNEC*

Obrazek 2: Aminokyselinova sekvence L1 konstruktu. Pocatecni ¢erné oznacené ,,I* je
zbytek sekre¢niho signalu, ,,TG* je pozlstatek Stépeni restrikéni endonukledzou Agel. Zelené
oznaceny usek zndzornuje sekvenci mysiho interleukinu 2. ¢ast sekvence znaci 15

aminokyselinovou GS spojku a lehky fetézec mAb S4B6 je vyznacen modrie.
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H2: S4B6-Hc

ITG

GTHHHHHHHHG

*

Obrazek 3: Aminokyselinova sekvence H2 konstruktu. usek aminokyselinové
sekvence znazoriuje t€zky fetézec a Cerné oznacené aminokyseliny jsou pozistatky po Stépeni
restrikéni endonukledzou Agel a Kpnl. Histidinova kotva, ktera byla do sekvence vloZzena pro

naslednou purifikaci proteinu, je vyznacena modre.

4.1.2 Pfiprava inzerti DNA

Geny pro fetézce L1 a H2 byly amplifikovany pomoci PCR reakce za i¢elem preneseni
téchto genti do plazmidu pUT7. Zaroven byly diky pouzitym primerim PCTSK FW a
PCT5 REV na konce vzniklych fragmentl zaneseny piesahy vhodné pro naslednou InFusion
reakci (viz kapitola 3.2.6). Nasledné byly produkty PCR reakce separovany a vizualizovany na
agarosové elektroforéze (viz Obrazek 4, str. 37). Fragmenty byly z gelu izolovany a byla

zmeéfena jejich koncentrace.

Obrazek 4: Agarosova elektroforéza konstrukta L1 a H2. V prvni a druhé draze se nachazeji
standardy pro porovnani velikosti. Ve tfeti draze je konstrukt L1 s velikosti 1275 bp a v paté

dréze konstrukt H2 s velikosti 1473 bp.
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4.1.3 Linearizace plazmidu

Plazmid pUT?7 byl linearizovan pomoci restrikénich endonukleas Nhel a Pmel (viz
Obrazek 5, str. 38), aby do n¢j mohl byt vlozen amplifikovany gen. Déle byla provedena
agarosova elektroforéza a jako kontrola byl na gel nanesen nestépeny plazmid pUT7. Po
elektroforéze byl tento Stépeny plazmid izolovan z gelu (koncentrace 156 ng/ ul) metodou,

kterd je popsana v kapitole 3.2.5 a déle pouzit pro InFusion reakci.

Obrazek 5: Elektroforéza stépeného plazmidu pUT7. V prvni jamce zleva je 1 kbp standard,
v nasledujici jamce oznacené ,k* je neStépeny plazmid jako kontrola, a v posledni draze
oznacené ,,p“ je $tépeny plazmid pUT7.

4.1.4 Pfiprava vektort pUT7_L1 a pUT7_H2

Byl pouzit §tépeny plazmid a amplifikované inzerty DNA pro provedeni InFusion
reakce. Pfi této reakci doslo ke vloZeni inzertu do plazmidu pUT?7. Déle probéhla transformace
bakterii Escherichia coli NEBI10, které byly ponechdny na agarové plotné se selekénim
antibiotikem ampicilinem pies noc pti 37 °C. Druhy den bylo pomoci PCR z kolonii, které na
plotn€ narostly, ovéfeno spravné vlozeni genli do plazmidi. Nésledné byly produkty PCR

reakce vizualizovany na agarosové elektroforéze.
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Pozitivni kolonie byly kultivovany v 5 ml LB média s ampicilinem do druhého dne.
Dalsi den byla ze vzorkl izolovéna plazmidovd DNA, ktera byla poslana na sekvenaci
s primery dle tabulky 5, str. 39. Po kontrole sekvenaci byly konstrukty pouzity pro

velkoobjemovou produkci plazmida v 500 ml LB média s ampicilinem.

Tabulka S: Slozeni vzorki pro sekvenaci. ”

Primer Templat Vzorek
PCT5K seq FW pUT7 L1 DOR1

PCT5 seq REV pUT7 L1 DOR2
PCTSK seq FW pUT7 H2 DOR3

PCT5 seq REV  pUT7 H2 DOR4

4 1.5 Transfekce — tvorba stabilnich linii

Kotransfekci plazmida pUT7 L1 a pUT7_H2 v molarnim poméru 4:1 a plazmidy PB-
RB a PBase byly transfekovany buiiky HEK293T. JelikoZ konstrukty obsahuji sekre¢ni signal
sekretované alkalické fosfatdzy na N-konci, byla umoznéna sekrece cilovych proteini do
kultiva¢niho média. Z bunék, které ptezily selekci antibiotiky, byly vytvofeny stabilni linie. Pro
indukci produkce proteinu byl pouzit doxycyklin (koncentrace 1 pg/ml) a po uplynulé dobé
inkubace byly bunky sklizeny centrifugaci. Po centrifugaci bylo médium zfiltrovdno a

uchovano pii -20 °C.

4.1.6 Purifikace proteinu

Pro purifikaci proteinu byla pouzita chelata¢ni afinitni chromatografie pomoci kolony
Ni-NTA. Po ptedeluci a néasledné eluci byl eluat zkoncentrovan a nanesen na kolonu pro
gelovou permeacni chromatografii. Jednotlivé frakce byly sbirdny po 1 ml automatickym
sbéracem a nasledné byla stanovena koncentrace proteinu v jednotlivych frakcich, které jsou

znazornény v tabulce 6.
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Tabulka 6: Koncentrace proteinu mIL2-S4B6 v jednotlivych frakcich. Celkovy teoreticky

vytézek byl tedy 0,18 mg ze 100 ml.

sbhirané frakce koncentrace [mg/ml]

1

2
3
4

0,06
0,05
0,05
0,02

U'DSD L L L L

F1 F2 F3

0,025 |

0,020 |

0,015 |

0,010

Absarbance 280 nm

0,005 |

0,000

Fa

on
m |

7 & g 10 11

V [mi]

12 13 14 15

16 17 18 1%

20

Obrazek 6: Gelova permeacni chromatografie mIL2-S4B6 na koloné Superdex 200

10/300. Svislé ¢ary oznacuji pocatek a konec sbirani jednotlivych frakei F1-F4. Chromatografie

byla zaznamenéna detekci absorbance pii 280 nm (

). Pik sbirany ve treti frakci odpovida

eluénim objemem 10,6 ml pfedpokladané mobilit€ monomeru cilového komplexu (mIL2-

S4B6). Piedchazejici dva piky (elucni objem 8,5 ml a 9,4 ml) jsou pravdépodobné agregaty

stejného proteinu (anebo di-, ¢i vice- mery). Sebrané frakce byly dale analyzovany SDS-PAGE.
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4.1.7 SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Byla provedena SDS elektroforéza v komerénim gradientovém gelu pro charakterizaci
a ovéteni Cistoty jednotlivych frakei po gelové permeacni chromatografii postupem popsanym
v kapitole 3.2.20. Frakce byly pfed smichanim se vzorkovym pufrem zkoncentrovany na
membranovém koncentratoru z divodu pfili§ nizké koncentrace proteinu pro vizualizaci

barvenim barvicim roztokem s Coomassie Brilliant Blue R-250.

Redukujici prostredi Neredukujici prostiredi

Obrazek 7: SDS elektroforéza jednotlivych frakci z gelové permeacni chromatografie
v gradientovém gelu. Frakce jsou oznaceny F1 — F4 v redukujicim a neredukujicim prostiedi.
Byl pouzit komer¢ni gradientovy gel TruePAGE Precast Gel 4 — 20%, pro lepsi rozliSeni

proteinll vyssich molekulovych hmotnosti.

Ve frakci 1 se nenachazi zadny prouzek, tudiz lze ptedpokladat, ze ve vzorku Zadny
protein nebyl pfitomen. Dle o¢ekavani se ve frakci 2 v neredukujicim prostiedi nachazi prouzek
okolo 180 kDa (pfedpokladana hmotnost celého imunokomplexu 184,6 kDa) a v redukujicim

prostiedi okolo 50 kDa, coz odpovida hmotnosti t€Zkého fetézce. Ve frakci 3 se opét nachazi
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prouzek okolo o¢ekavanych 180 kDa v neredukujicim prostiedi, ovSem jesté navic v okoli 140
kDa, ktery by mohl odpovidat imunokomplexu s pouze jednim lehkym fetézcem flizovanym
s [L2. Zo6na o molekulové hmotnosti 100 kDa indikuje ptitomnost pouze dvou tézkych fetézci.
V posledni ¢tvrté frakci v redukujicim prostiedi prouzek odpovida hmotnosti té¢zkého fetézce,
pod nimz lze pozorovat slaby prouzek o hmotnosti piiblizn¢ 40 kDa, coz by odpovidalo
o¢ekavané hmotnosti lehkého fetézce s IL2. OvSem v neredukujicim prostiedi se tento prouzek
nachazi okolo 70 kDa, coz by mohlo naznacovat tvorbu nezaddouciho dimeru tohoto IL2-

lehkého fet€zce sama se sebou.

4.2 Produkce lidského interleukinu 2

Zakoupeny plazmid PCMV3-IL2 byl amplifikovan za Ucelem ziskdni dostatecného
mnozstvi DNA pro tranzientni transfekce (viz kapitola 3.2.14). Sekvence cilového proteinu

hIL2 (lidsky interleukin 2 s histidinovou kotvou) je zobrazena na obrazku 8.

MYRMQLLSCIALSLALVTNSAPTSSSTKKTQLQLEHLLLDLQMILNGINNYKNPKLTR
MLTFKFYMPKKATELKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLISNINVIVLEL
KGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWITFCQSIISTLTGGGGSHHHHHHHHHH-

Obrazek 8: Sekvence aminokyselin lidského IL2. Cervené je vyznaden sekreéni signal pro
IL2, modré T znadi threonin 23, ktery nese O-glykosylaci. Zluté je vyznaéena GS peptidova
spojka a zelen€ histidinova kotva. Pfedpoklddand hmotnost bez sekrecniho signilu a bez

glykosylace je 17,1 kDa.

Protein hIL2 byl produkovan v bunécné linit HEK293T. Ta byla transfekovéana (viz
kapitola 3.2.14) plazmidem PCMV3-1L2. Buné¢na suspenze byla sklizena po 4 dnech produkce
a protein byl ihned purifikovan na koloné Ni-NTA ExCell. Néasledné byl protein zkoncentrovan
a nanesen na kolonu Superdex 200 10/300 GL. Jako mobilni faze byl pouZit pufr PBS-TK, ktery
je kompatibilni s pouzitim v bunécnych liniich, na kterych bude dale testovana aktivita cilového
proteinu. Protein byl sbirdn do 3 frakci (viz obrazek 9A), které byly néasledné smichény,
rozdéleny do alikvotli a uchovany pii -80 °C. Cistota proteinu byla dale ovéfena SDS

elektroforézou (viz obrazek 9B).
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Obrazek 9: A: Ziaznam z gelové permeacni chromatografie hIL2. Svislé ¢ary oznacuji
pocatek a konec sbirani jednotlivych frakei F1 — F3. Chromatografie byla zaznamenana detekci
absorbance pfi 280 nm (imodic). Jediny pik odpovida eluénim objemem 18 ml piredpokladané
mobilit¢ monomeru cilového proteinu. Sebrané frakce byly smichany a dale analyzovany SDS-
PAGE. B: SDS-PAGE analyza lidského IL2. Pfedpoklddana hmotnost hIL2 bez sekre¢niho
signalu a bez glykosylace je 17,1 kDa. Na elektroforéze jsou dobie rozlisené 2 pruhy, které
naznacuji, ze protein je zcasti glykosylovan. Vzhledem k tomu, Ze nejsou patrné jiné dalsi

pruhy, lze ¢istotu vzorku povazovat za uspokojivou.
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5. Diskuse

Mysi interleukin 2 fuzovany s protilatkou S4B6 byl jiz v praci Mgr. Lukase Slavaty
produkovan tranzientné, ovSem s tak malym vytézkem, Ze se tento protein ani nepodafilo
purifikovat a detekovat na SDS elektroforéze. V ptipadé této prace byly tedy vytvoteny stabilni
linie pro produkovani vét§iho mnozstvi proteinu a moznosti zamrazeni stabilnich linii, a tedy
piipadnému pozd¢jSimu opakovani produkce proteinu. Jelikoz i v této praci by vytézky fizniho

mlIL2-S4B6 mohly byt vétsi, metodu budeme déle optimalizovat.

Fuzni protein mIL2-S4B6 byl produkovan v lidské bunécné linii HEK293T. Jelikoz pro
tranzientni transfekci je potieba velké mnozstvi Cisté plazmidové DNA a kazda produkce
proteinu musi byt znovu transfekovana, byla za ucelem zvySeni vytézku a moznosti trvalé
produkce zvolena stabilni transfekce. Z tohoto diivodu byly konstrukty L1 (mIL2-(G4S)3-S4B6-
Lc) a H2 (S4B6-Hc) vloZeny do plazmidu pUT?7, ktery je soucasti systému piggyBac a
umoziuje tvorbu stabilnich linii (viz kapitola 2.5). Tento systém umoziiuje selekci stabilng
transfekovanych linii a produkci proteinu indukovat piiddnim doxycyklinu. Ke kotransfekci byl
po odborné konzultaci s RNDr. Jakubem Tomalou, Ph.D. z Laboratofe nadorové imunologie
MBU AV CR zvolen pomér L1 a H2 4:1. Je totiz velice obtizné piesné stanovit miru exprese
lehkého a té€Zkého fetézce protilatky S4B6, zejména kdyz se produkuje jen malé mnoZstvi
tohoto imunokomplexu 2°. Z ptedchozi zkuSenosti Dr. Jakuba Tomaly s podobnymi
imunokomplexy vyplyva, Ze vysS§i pomér lehkého fetézce fuzovaného s mIL2 ku tézkému
jednoduchy proces a ani v ptipadé této bakalatské prace se nepovedla na prvni pokus. V prvnich
experimentech bylo pouzito 5 pg/ml puromycinu a 5 pg/ml blasticidinu jako selek¢nich
antibiotik, coz se pozdéji ukazalo jako prili§ velké mnoZstvi, a tak bylo mnoZstvi blasticidinu
sniZeno na polovinu. Dalsi jiz ispéSné transfekce byly provedeny Mgr. Barborou Kalouskovou.
Protein byl produkovan do média, jelikoz konstrukt obsahuje sekre¢ni signdl ze sekretované
alkalické fosfatazy. Vytézek nebyl pfili§ vysoky, ale vzhledem k vysoké stimula¢ni aktivité
piipravené¢ho IL2 imunokomplexu je dostacujici pro zamyslené in vitro a in vivo studie, které

budou provadény RNDr. Jakubem Tomalou, Ph.D v ndvaznosti na tuto praci.

Na obrazku 6 (str. 40) z gelové permeacni chromatografie na koloné¢ Superdex 200

10/300 GL jsou krom¢ hlavniho nejvyssiho piku o elu¢nim objemu 11 ml vidét dalsi dva mensi

Mrve
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imunokomplexu mIL2-S4B6, které maji vétsi molarni hmotnost a jsou tedy eluovany pii niz§im
eluénim objemu. Shodné chovani (profil tfi pikd na SEC) potvrzuji vysledky purifikace
mutovanych verzi cilového imunokomplexu, které ovSem nejsou predmétem této bakaldiské

prace (vysledky zatim nebyly publikovany).

Na SDS elektroforéze (obrazek 7, str. 41) v neredukujicim prostiedi pro frakce 2 a 3 je
mozné vidét prouzek odpovidajici molekulové hmotnosti okolo 180 kDa, coz by mélo
odpovidat velikosti proteinu mIL2-S4B6 (piedpokladana molekulova hmotnost 184,6 kDa).
Ostatni viditelné¢ pruhy ve frakci 3 mohou odpovidat netplné sbalenym komplextim, napf.
dimeru tézkého fetézce, ptipadné s jednim lehkym fetézcem. Pro jistéjsi identifikaci by bylo
nutno pouzit néjakou metodu, kterd odhali identitu proteinu v daném pruhu na SDS-PAGE,
napi. imunodetekci s pomoci protilatek rozeznavajicich histidinovou kotvu a mysi IL2 (¢imz
by bylo mozZno odli$it prouzky obsahujici pouze tézky nebo pouze IL2-lehky fetézec), nebo s
pomoci hmotnostni spektrometrie. V redukujicim prostfedi jsou ve vSech piipadech
nejvyrazngjsi prouzky okolo 50 kDa, coz indikuje pfitomnost samostatného tézkého fetézce.
V posledni ¢tvrté frakei v neredukujicim prostfedi se ovSem prouzek nachazi okolo 70 kDa,
ktery neodpovidd Zadnému ocekadvanému produktu. Mohl by snad naznacovat tvorbu dimeru
IL2-lehkého fetézce sama se sebou (cca 80 kDa), coz by vysvétlovalo, pro¢ v predchazejici

frakci pozorujeme neuplné formy imunokomplexu, kterym patrné IL2-lehky fetézec chybi.

v

K ptesnéjsi identifikaci jednotlivych frakci gelové permeacni chromatografie by bylo
tteba vyuzit dalSich metod. Proteiny z jednotlivych frakci rozdélenych na SDS-PAGE by bylo
mozno presnéji identifikovat pouzitim hmotnostni spektrometrie. O chovani imunokomplexu
mIL2-S4B6 by mohla vice fici 1 analytickd ultracentrifugace, kdy se castice identifikuji dle
jejich  sedimenta¢niho koeficientu zévislého na molekulové hmotnosti a dalSich
hydrodynamickych vlastnostech. Piesnéj$i metodou pro urceni velikosti molekul ve frakcich
z gelové permeacéni chromatografie by mohla byt detekce MALS (z anglického ,,multi-angle
light scattering), technika, kterd je zaloZena na méfeni svétla rozptyleného vzorkem do
n¢kolika uhla. Pouziva se ke stanoveni absolutni molarni hmotnosti detekci dle toho, jak Castice
rozptyluji svétlo. Piipadné by se mohla pouzit metoda DLS (z anglického ,,dynamic light
scattering®), ktera se bézn¢ vyuziva k urceni velikosti malych ¢astic v suspenzi nebo polymert

v roztoku 3'.

Vysledkem exprese lidského IL2 byl vytézek az 4 mg velmi Cistého proteinu z jedné

produkce (400 ml). Jak je zfejmé z vysledku SDS-PAGE (obr. 9A), lidsky IL2 je ve vzorku
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pritomen ve dvou na SDS-PAGE dobie rozlisitelnych stavech. Vzhledem k tomu, Ze je znamo,
ze lidsky IL2 nese O-vazanou glykosylaci na Thr23 byl takovyto vysledek ocekavan — protein
byl totiz produkovan v lidské bunécné linii, kterd ma aparat pro ptirozenou glykosylaci lidského
typu. Vyssi pruh na elektroforéze pak odpovidéd glykosylovanému proteinu, nizsi potom
proteinu neglykosylovanému. Glykosylace by neméla mit vliv na aktivitu IL2, nicméné by
mohla zvysit jeho stabilitu. Pfestoze hlavnim tématem této prace byla piiprava mysiho IL2 ve
fuzi s protilatkou S4B6, pfistoupili jsme rovnéz k expresi lidského IL2, ktery v nasledujicich
studiich bude slouzit jako reference ke stanoveni aktivity dalsich fuznich komplexi protilatek
pravé s lidskym IL2. Tyto fazni protilatky jsou spolecné s imunokomplexem mIL2-S4B6
pfedmétem vyzkumu vedeného RNDr. Jakubem Tomalou Ph.D. ve spolupraci

s mym $kolitelem a konzultantem, do kterého jsem se zapojila pfi feSeni této bakalarské prace.
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5. ZAVER

Byly pfipraveny plazmidy uréené pro stabilni expresi mysi monoklonalni protilatky
S4B6 ve fizi s mySim interleukinem 2. Byla vytvotena stabilné transfekovana linie HEK293T,
ve které byl produkovan protein mIL2-S4B6. Pfitomnost proteinu ve frakcich po purifikaci byla
oveétena pomoci SDS elektroforézy. Byl vyprodukovan a purifikovan lidsky IL2 s histidinovou

kotvou, ktery bude dale pfedmétem ovéreni biologické aktivity.
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prace a konzultace spojené s touto praci. Rada bych také podékovala predevsim Mgr. Ondreji
Skotepovi za pomoc v experimentalni ¢asti a za trpelivost a cenné rady po celou dobu prace.
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