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Abstrakt:

Interleukin 15 ma velky potencial pro vyuziti naptiklad v biologické 1é¢bé nadorovych
ovlivnéni a indukce proliferace NK bun¢k a T-lymfocytt. Pii terapeutickém pouziti je jeho
nevyhodou nizka stabilita a kratky poloCas zivota v organismu. Z tohoto divodu jsou
zkoumany rizné moznosti, jak ho stabilizovat a rozsifit jeho biologickou aktivitu.

Vramci této prace byl analyzovan novy pfistup, kdy byly vyuzity virové
nanostruktury odvozené od hlavniho kapsidového proteinu mysiho polyomaviru VPI1 jako
nosice IL-15. VP1 proteiny tvofici nanonosi¢e mohou byt relativné snadno modifikovany
a jsou schopné umoznit prinik do nadorové tkang.

V bakulovirovém expresnim systému v buitkdch SF9 byly spolu s kontrolnimi
nanostrukturami produkovany dvé€ varianty lidského IL-15, znichz jedna byla tvofena
samotnym IL-15 a druhd fiznim proteinem IL-15 a zkracenou variantou VP1. Proteinové
konstrukty byly charakterizovany elektronovou mikroskopii a biochemickymi metodami.
Celkovy proteinovy vytézek fuzni varianty VPIAC-IL15-HIS byl vyssi (dosahoval az
53 mg/L kompletniho média) neZ samotného IL-15 (8,5 mg/L).

Pii testovani biologické aktivity pfipravenych proteinovych konstrukti nicméné
nebyla u zadného znich prokézana indukce proliferace in vitro u bun€k Jurkat a bunck
CTLL-2 a to ani s pouzitim IL-15 produkované¢ho v bunkéch SF9. Vysledky této prace
naznacuji, Ze bakulovirovy expresni systém neni vhodny pro produkci funkénich variant

IL-15.

Kli¢ova slova: Interleukin 15, VLPs, mySi polyomavirus, kapsidovy protein VPI,

nanostruktury, bakulovirovy expresni systém



Abstract:

Interleukin 15 has great application potential such as in the biological treatment of
cancer. It is involved in a variety of immunological processes, the most important of these
involve influencing and induction of NK cells and T-lymphocytes proliferation. However, its
therapeutic usages are limited by a low stability and short half-life. For this reason, there are
various approaches of stabilization and expansion of its biological activity being explored.

In this work, we analysed and developed a new approach, which uses viral
nanostructures derived from major capsid VP1 protein of mouse polyomavirus as a carrier of
IL-15. Moreover, VP1 proteins can be relatively easily modified and they are also capable to
penetrate into the tumour cells.

There were prepared two variants of IL-15 together with control nanostructures in the
baculovirus expression system, one was composed of IL-15 and the other of the IL-15 fusion
protein and truncated variant of VPI1. Protein constructs were characterized by electron
microscopy and biochemical methods. The total protein yield of VP1AC-IL15-HIS fusion
variant was higher (up to 53 mg/L of complete medium) than IL-15 alone (8,5 mg/L).

However, testing of the biological activity of the prepared proteins in vitro did not
show any induction of proliferation on Jurkat and CTLL-2 cells even when using IL-15
produced in SF9 cells. The results of this work suggest that the baculovirus expression system

is not suitable to produce functional variants of IL-15.

Key words: Interleukin 15, VLPs, mouse polyomavirus, capsid protein VP1, nanostructures,

baculovirus expression system
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1 Uvod



Malé nebunécné ¢astice, ptivodci mnoha riiznych onemocnéni nejenom u Cloveéka, ale
iu jinych druhi, to vSechno jsou viry. VétSinou asociuji negativni jevy, jakymi naptiklad jsou
nakaza, nebezpeci, Skodlivost, onemocnéni a podobné. Nicméng, pii vhodné manipulaci 1ze
vyuzit virové Castice i v nas prospéch. Prikladem mize byt uziti virG pii piipravé vakein.
Nebo pii genové terapii mohou byt viry pouzity jako virové vektory tfeba pro pienos
esencialnich genti do poskozenych bun€k ¢i tkani (Schiedner et al., 1998). Soucasné se
pod souhrnnym oznacenim viroterapie vyuzivaji vlastnosti onkolytickych virG schopnych
eliminovat nadorové buiiky (Guo et al., 2008). Dalsim velmi zajimavym pfistupem je vyuziti
vird jako tzv. pfepravnich castic pro transport riznych latek. V tomto ptipadé latka urcend
k transportu muaze byt ukotvena na povrch virovych castic anebo, pokud bude odstranéna
virova genetickd informace, mtze dojit k zabaleni dané latky do virové partikule. Virové
castice tedy mohou byt vyuzity jako nosic¢e riznych terapeutickych latek (Steinmetz, 2013)
¢i vakcin (Kawano et al., 2014; Tegerstedt et al., 2005). Lze ptedpokladat, ze pti vhodném
zvoleni prepravované latky lze upravené virové Castice vyuzit pti 1é¢bé raznych, naptiklad
nadorovych, onemocnéni.

Nédorovéa onemocnéni neboli rakovina jsou zhoubna onemocnéni postihujici vSelijaké
typy bunck a tkdni u riznych zivocichli, nejenom clovéka. Predpoklada se, Ze rakovinou
onemocni kazda tieti osoba Zijici na izemi Ceské republiky (“Ceska republika a rakovina
v Cislech » Linkos.cz,”). Rakovina je typicky charakterizovana vysokym poctem autonomné
se replikujicich bunék, které se mohou rozsifit po celém téle a zpiisobit zdvazné zdravotni
komplikace az smrt. Mezi nejbéznéjsi pfistupy 1é€by nadorovych onemocnéni patii
chemoterapie, chirurgicky zékrok a radioterapie. Kromé téchto nejvyuzivanéjSich 1écebnych
ptistupti existuji také dalsi pfistupy, naptiklad imunoterapie. Tento biologicky zpiisob 1écby
moduluje imunitni systém k deaktivaci ¢i k aktivaci a posileni specifickych bun€k a slozek
imunitniho systému v boji a plsobeni proti nddorovym utvarim. Existuje Siroké spektrum
latek nazyvanych imunomodulédtory vyuZivanych v imunoterapii a k aktivaci specifickych
efektorovych bunék, kterymi jsou NK buiiky a T-lymfocyty. Témito latkami mohou byt rizné
typy monoklondlnich protilatek, inhibitory proteintl, antisense oligonukleotidy nebo cytokiny.

Ma diplomova prace, ve které jsem se zaméfil na konstrukci virovych nosicii nesouci
interleukin 15, se zabyva aktualni a intenzivné studovanou problematikou optimalni

kombinace latek vyuzitelnych v 1é€be nejenom nadorovych onemocnéni.



2 Literarni prehled



2.1 Interleukin 15 a protinadorova terapie
NejcCastéji vyuzivanymi latkami v aktivni nespecifické protinddorové imunoterapii

jsou spolu s protilatkami cytokiny. Jedna se o malé molekuly, které jsou soucasti jak vrozené,
tak 1iadaptivni imunity, plsobici jako regulatory imunitni odpovédi. Cytokiny se obvykle
vyznacuji svymi pleiotropnimi ucinky a vysokym stupném redundance ucinku, tedy
schopnosti zastavat Siroké spektrum funkci v riznych typech tkéni (Tagaya et al., 1996).
Krom¢ toho vétsinou pusobi v kaskadé a spousti indukei dalSich slozek imunitni odpovédi.
Jako cytokiny, které je mozné rozdélit do vice podskupin, 1ze povazovat napiiklad nékteré
interleukiny, chemokiny, interferony ¢i ristové faktory.

Jednim z nejslibngjSich cytokinli a molekul vibec pouzitelnych v protinddorové
imunoterapii je interleukin 15 (IL-15; Cheever, 2008). Tento 14-15 kDa (Grabstein et al.,
1994) velky signalni protein, ktery se podili na aktivaci a kontrole jak vrozené, tak i antigenné
specifické¢ imunity, prokdzal své pozitivni schopnosti pfi regresi nadorti a 1écbé metastazi
(Klebanoff et al., 2004; Tang et al., 2008). Mezi jeho vyznamné vlastnosti patii stimulace
a ovlivnéni produkce NK bunék (Huntington et al., 2009; Ogasawara et al., 1998; Ohteki et
al., 1997; Stoklasek et al., 2006) a T-lymfocytl (Bamford et al., 1994; Berard et al., 2003;
Lodolce et al., 1998; Marks-Konczalik et al., 2000; Schluns et al., 2002; Stoklasek et al.,
2006; Zhang et al., 1998), tedy dvou typti bunék nezbytnych pro Gcinnou biologickou 1é¢bu
nadort. NK buniky jsou dilezité v imunitni odpovédi proti rakoviné, zejména pfi eliminaci
metastazujicich bun¢k a malych nadorti (Stojanovic a Cerwenka, 2011). Kromé toho maji
na svém povrchu receptor pro IL-15 (IL-15R) a mohou jim tedy byt pfimo aktivovany
(Kobayashi et al., 2005). IL-15 navic dokéze prodlouZit jejich pfezivani a cytotoxicitu vici
nadorim. Pivodné byly NK bunky popsany jako imunitni buiiky schopné nicit nadoroveé
buniky bez pfedchozi senzibilizace (Kiessling et al., 1975; Stojanovic a Cerwenka, 2011).
Mohou rozeznat a diky svym vyznamnym cytotoxickym vlastnostem eliminovat i infikované
buniky, zatimco T-lymfocyty zprostfedkovavaji dilezité regulaéni a efektorové funkce, vcetné
produkce lymfokinl a cytotoxické destrukce bun¢k nesoucich antigen (Bamford et al., 1994).
Dalsimi vlastnostmi NK bunék je také schopnost produkce a sekrece rtznych cytokint.
Diky témto dvéma hlavnim typim aktivovanych bunék je IL-15 slibnou molekulou

v protinddorové terapii.

2.2 Charakteristika IL-15 a jeho signalizace

Tento ,,zazraCny* protein objeveny v roce 1994 byl ptivodné charakterizovan pouze

jako rustovy faktor T-lymfocytli (Burton et al., 1994; Grabstein et al., 1994). Nicmén¢ od té



doby byly popsany 1 jeho dalsi funkce a procesy, které mize ovliviiovat. Diky své struktuie
a vlastnostem, stejn¢ jako schopnosti aktivovat adaptivni i vrozenou imunitni odpovéd, je
IL-15 slibnym kandiddtem pro lécbu rGznych infekénich, autoimunitnich a nadorovych
onemocnénti.

Gen pro IL-15, ktery se nachéazi na lidském chromosomu v pozici 4q31, je velky
34 kbp (Anderson et al., 1995; Krause et al., 1996). Navic tento gen koduje dvé mRNA
izoformy, které se lisi v délce svych signalnich peptidi, tedy dlouhé (IL-15 LSP, z angl. IL-15
long signal peptide) a kratké signalni peptidy IL-15 (IL-15 SSP, z angl. IL-15 short signal
peptide). Obé izoformy shodné produkuji stejny protein, jedinym jejich rozdilem je
intracelularni smérovani. Sekretovany nebo membranové vazany IL-15 LSP, ktery se muize
vazat na povrch riznych bunék, se nachazi v Golgiho aparatu, endoplazmatickém retikulu ¢i
endozoému, zatimco IL-15 SSP se vyskytuje pfevazné v cytoplazmé a jadre (Tagaya et al.,
1997).

IL-15 je na zakladé¢ svych témét shodnych biologickych aktivit a strukturnich
podobnosti fazen do receptorové ,rodiny interleukinu 2 (IL-2)“, ke kterému je
ptipodobiiovan. Oba interleukiny nicméné nesdili zddnou sekvencni homologii (Grabstein et
al., 1994). IL-2 a IL-15 jsou hemopoetické riistové faktory, které obsahuji ¢tyfi a-helikalni
useky ve svém polypeptidovém fetézci. Oba tyto interleukiny maji navic téméf shodné
receptoroveé podjednotky (Bamford et al., 1994).

Receptor pro IL-15 se sklada z IL-2Rp, yc a IL-15Ra receptorové podjednotky, kterd
je velmi unikatni a specifickd pouze pro IL-15. Signalni podjednotky IL-2Rf a yc obsahuje
také receptor pro IL-2 (Anderson et al., 1995; Giri et al., 1995; Grabstein et al., 1994),
zatimco podjednotka IL-15Ra je v ném nahrazena receptorovou podjednotkou IL-2Ra. Obé&
podjednotky, IL-15Ra a IL-2Ro  obsahuji  kratké cytoplazmatické oblasti spolu
s extracelularnimi ¢astmi, které zahrnuji Pro/Thr oblast a motiv vézajici protein, tzv. Sushi
doménu (Giri et al., 1995). Ta je také zndma jako GP-I motiv nebo SCR oblast (z angl. short
consensus repeat). IL-15Ra receptorovd podjednotka obsahuje Sushi doménu pouze
jedenkrat, zatimco IL-2Ra podjednotka dvakrat. Bez této Sushi domény nedochazi k vazbé
IL-15 na IL-15Ra (Dubois et al., 1999; Mortier et al., 2006).

Spolecnym rysem receptort ,,rodiny IL-2* jsou piekryvajici se €i zastupitelné funkce,
které vyplyvaji pravé ze shodnych receptorovych podjednotek a tim i drédhy intracelularni
signalizace (Anderson et al., 1995). Oba interleukiny, IL-15 a IL-2, jsou schopny aktivovat
NK buiiky a T-lymfocyty, nicméné IL-15 v mnohem vétsi mite. IL-15 je na rozdil od IL-2
produkovan také monocyty (Bamford et al., 1996; Carson et al., 1995), dendritickymi
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bunkami (DC, z angl. dendritic cells; Mattei et al., 2001) a stromalnimi bunikami kostni dfené
(Cui et al., 2014), zatimco IL-2 je produkovan vyhradné aktivovanymi T-lymfocyty (Marks-
Konczalik et al., 2000). Dals$im rozdilem je jejich odlisna schopnost ovliviiovat produkci
T-regulacnich a CD4 bun¢k. Na rozdil od IL-2, ktery udrzuje toleranci perifernich T-bunék
jejich apoptézou, IL-15 funguje jako rastovy faktor a inhibuje apoptézu T-bunc€k (Akbar et
al., 1996; Marks-Konczalik et al., 2000).

IL-15 se muze vyskytovat ve vice formdach, nejcastéji jako solubilni nebo véazany
v komplexu. Solubilni IL-15 se vyskytuje jako samostatny protein a signalni drahy aktivuje
mechanismem tzv. cis-prezentace (Perdreau et al., 2010), kdy se vaze na kompletni receptor
slozeny z podjednotek IL-15Ra, IL-2RB a yc (obr. 1A, str. 7). Pfedpoklada se, ze tento
mechanismus je typicky zejména pro bunky, které jsou schopny autokrinni a parakrinni
signalizace. Jako vazany vkomplexu IL-15 interaguje se samostatnou vysokoafinitni
podjednotkou IL-15Ra. Tu lze Casto nalézt na povrchu bun€k prezentujicich antigen (APC,
z angl. antigen presenting cell) a spolu sIL-15 zde tvofi IL-15/IL-15Ra komplex.
IL-15/IL-15Ra na APC interaguje s receptorem slozenym z IL-2Rp a yc (obr. 1B, str. 7),
ktery maji na svém povrchu také NK buiiky. Tento mechanismus se nazyva trans-prezentace
a ma velky vyznam v ovlivnéni produkce a aktivace NK bun¢k (Burkett et al., 2004). Existuje
1 solubilni komplex IL-15/IL-15Ra, obecné oznaCovany jako tzv. IL-15Ra agonista, ktery
muze rovnéZ interagovat s receptorem slozenym z IL-2RB a yc (obr. 1C, str. 7).
Na tento receptor se mize vazat i samotny IL-15, nicméné s mnohem niZ$i vazebnou afinitou
nez v komplexu s IL-15Ra (obr. 1D, str. 7; Giri et al., 1994). Mortier et al. (2004) objevili, ze
IL-15Ra mize byt St€pena matrixovymi metaloproteindzami. Tento tzv. IL-15Ra antagonista
muze interagovat se solubilnim IL-15 a blokovat jeho signaliza¢ni aktivitu (obr. 1E, str. 7;
Kim et al., 1998; Mortier et al., 2004). Mechanismy pusobeni IL-15 vSak nejsou plné

prozkoumany a sami autofi se mnohdy neshoduji.
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Obr. 1 — Mechanismy piisobeni IL-15. Solubilni IL-15 se vaze na receptor slozeny z IL-15Ra, IL-2Rf
a yc podjednotek a mechanismem tzv. cis-prezentace spousti signalizaci (A). IL-15 a IL-15Ro. spolu
interaguji v endoplazmatickém retikulu za vzniku komplexu IL-15/IL-15Ra, ktery je vystaven
na povrchu zejména APC bunék. Zde mechanismem tzv. trans-prezentace stimuluje sousedni burnky
prostirednictvim vazby na receptor slozeny z podjednotek IL-2Rf a yc (B). Solubilni komplex
IL-15/IL-15Ra. miize jako tzv. agonista rovneéz stimulovat okolni bunky prostrednictvim vazby
na receptor slozeny z IL-2Rf a yc (C). Solubilni IL-15 miiZe interagovat s IL-2Rf a yc receptorovymi
podjednotkami, nicméné s mnohem nizsi vazebnou afinitou (D). IL-15Ra muzZe byt odstépena
metaloproteindzami a po interakci sIL-15 se miZe chovat jako tzv. antagonista a blokovat
signalizaci (E). Vytvoreno dle Burkett et al., 2004, Giri et al., 1994, Kim et al., 1998, Mortier et al.,
2004, Perdreau et al., 2010.

Solubilni IL-15 m4 kratky polocas Zivota (Bergamaschi et al., 2009, 2008; Berger et
al., 2009; Stoklasek et al., 2006), zatimco jeho vazbou na IL-15Ra dochdzi ke stabilizaci
a tedy 1 k prodlouzeni poloc¢asu zivota IL-15 (Epardaud et al., 2008). Nicméné podle Berger et
al. (2019) je 1 ptesto pro vyuziti v imunoterapii nddortt vhodné&jsi solubilni IL-15 v porovnani
s IL-15 vazanym v komplexu. Berger et al. pfipravili nadorové bunky produkujici bud’
solubilni IL-15 anebo komplex IL-15/IL-15Ra za ucelem stanoveni potencidlu IL-15 v 1é¢bé
leukémie. Zatimco vyprodukovany komplex IL-15/IL-15Ro v my$im modelu leukémie
ovlivnil aktivaci a produkci pfevazné NK buné€k, vyprodukovany solubilni IL-15 zptsobil
aktivaci nejenom CD8 a CD4 T-lymfocytl, ale i dlouhotrvajici imunitu a deli prezivani mysi
trpicich leukémii (Berger et al., 2019). Mnozstvi NK bun¢k aktivovanych solubilnim IL-15
bylo v porovnani s aktivovanymi T-lymfocyty minimalni, protoze pravdépodobné nedoslo

k trans-prezentaci, kterd je zfejm¢ hlavnim mechanismem pro expanzi a aktivaci NK bunék.
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Autofi navic uvadéji, ze vysledkem plsobeni obou forem IL-15 byla produkce rozdilnych
cytokintl, a to konkrétné¢ MIG, IP-10, G-CSF, MCP-1 a IFN-y.

Signaliza¢ni draha pro IL-15 probih4 tak, Ze po navazani IL-15 na receptor prob¢hne
konformac¢ni zména, jez zplusobi fosforylaci a aktivaci Janusovy kindzy (JAK), konkrétné
JAK1/3 (Johnston et al., 1995). Tyto dilezité tyrozinové kindzy nasledné zplisobi fosforylaci
STAT proteinti (z angl. signal transducer and activator of transcription), které funguji
pfevazné jako transkripcni faktory ¢i pfenaSece signali do dal§ich drah. Fosforylované
STAT3/5 proteiny vytvoii dimery a probéhne jejich translokace do jadra, kde iniciuji expresi
piislusnych gent (Imada a Leonard, 2000; Johnston et al., 1995). Vysledkem tedy muZe byt
aktivace NK bunék ¢i T-lymfocyti. Aktivace JAK/STAT signélni drahy také ovlivni dalsi
signalni drahy, kterymi jsou napiiklad PI3K/Akt/mTOR nebo RAS/RAF/MAPK draha (Gu et
al., 2000; Margais et al., 2014). Ty nésledné zpiisobi indukei Bcl-2 a c-Mye, fosforylace Lck
a Syk kindz a aktivaci NF-kB transkripéniho faktoru (Carson et al., 1997; McDonald et al.,
1998; Miyazaki et al., 1995).

2.3 Dalsi vlastnosti IL-15

Hlavnim cilem IL-15 v terapii nadort je aktivovat buiiky imunitniho systému. Nejenze
indukuje proliferaci NK a T-bun€k (Marks-Konczalik et al., 2000; Zhang et al., 1998), ale
napiiklad 1 LAK buné&k. Tyto builky podobné NK builkdm maji schopnost eliminovat
nadorové bunky (Burton et al., 1994). Dal§im ptikladem jsou dendritické buiky. IL-15 je
mozné pouzit pro aktivaci DC u nadorti (Anguille et al., 2013) a makrofagti (Ohteki et al.,
1997). Strevni intraepitelidlni lymfocyty brani vstupu riznych patogenii do organismu a jsou
rovnéZ aktivovany IL-15. IL-15 je navic produkovan i rGznymi tkdnémi, jako jsou ledviny,
Jjatra, srdce, placenta, fibroblasty, epitelidlni buiiky a monocyty (Ohteki et al., 1997).

IL-15 také funguje jako kostimulaéni faktor IL-12 a usnadnuje produkci IFN-y, TNF-a
(Carson et al., 1994), oxidu dusnatého a zvySenou regulaci MHC glykoproteint II. tfidy
a CD40 (Ohteki et al., 1997). IFN-y, ktery je rovnéz produkovan NK a T-buiikami (Trinchieri
a Perussia, 1985), je aktivatnim faktorem monocytl pro prakticky vSechny antimikrobidlni
a antiparazitické aktivity (James a Nacy, 1993). Také funguje jako dohled nad nadory
(Lieberman a Hunter, 2002; Shankaran et al., 2001).

IL-15 rovnéz reguluje produkei CD8 T-lymfocytl (Burkett et al., 2003; Schluns et al.,
2002) a vede k homeostatické proliferaci s cilem udrzet pamétové buiky po dostatecné
dlouhou dobu (Becker et al., 2002). Bulfone-Paus et al. prokazali, ze IL-15 zabranuje

apoptoze (Bulfone-Paus et al., 1997). Na zéklad¢ pokusi se S. choleraesuis Nishimura et al.



zjistili, ze IL-15 ma protektivni ucinky v mikrobidlnich infekcich (Nishimura et al., 2000).

Na druhou stranu, ptes velmi Sirokou Skalu pozitivnich vlastnosti, ma IL-15 sva vlastni
omezeni a nevyhody. Jednim z hlavnich problémut IL-15 je jeho nizka stabilita v pripadé
pridani samotného IL-15 do organismu a jiz zminény kratky polocas zivota (Bergamaschi et
al., 2009, 2008; Berger et al., 2009; Stoklasek et al., 2006). Ten se odhaduje na pouhych
50 min (Bergamaschi et al., 2009). Tato doba zda se byt nedostate¢nd pro tcinnou aktivaci
imunitnich reakci. Nicméné pokud dojde k navysSeni mnozstvi solubilniho IL-15 v organismu
kvili prodlouZeni jeho polocasu, IL-15 se miize stat toxickym (Berger et al., 2009; Waldmann
et al., 2011). Dalsi nevyhodou je tedy jeho pfechodna toxicita. Kromé toho vyslednym stavem
spojenym s vysokym mnozstvim IL-15 mohou byt nezddouci vedlejsi efekty jako jsou
vyrazka, zazivaci problémy, ubytek hmotnosti, neutropenie, anemie a lymfocytopenie nebo
rozmazané vidéni (Berger et al., 2009; Conlon et al., 2019). Zaroven IL-15 ¢i jeho vyssi
davka miize zplsobit anebo zhorsit pritbéh riznych onemocnéni. Témito onemocnénimi jsou
roztrousena skler6za (Losy et al., 2002), celiakie (Mention et al., 2003), revmatoidni artritida
¢i neurologicka onemocnéni (Mclnnes et al., 1997). Fehniger et al. navic experimentalné
prokazali vznik leukémie in vivo na mySim modelu pfi dlouhodobé nadprodukci IL-15
(Fehniger et al., 2001). VSechny tyto faktory limituji jeho terapeutické vyuziti v protinddorové
terapii. Na druhou stranu existuje nékolik pfistupil, které se snazi tyto limitujici faktory

elimininovat.

2.4 Moznosti zlepSeni vlastnosti IL-15
V soucasné dobé existuje nckolik moznosti a pristupli, pomoci kterych je mozné

posilit ucinek IL-15, prodlouZit jeho polocas a zlepsit jeho stabilitu.

Jednou z moZnosti, jak generovat protinddorovou imunitu, je vakcinace zaloZena
na produkci maturovanych DC bunék s pfispénim IL-15. Plsobenim IL-15 na DC bunky je
mozné piipravit vysoce maturované a specifické DC (IL-15 DC), které mohou byt vyuzity
napiiklad v 1é€bé nadorovych onemocnéni a které lépe ovliviuji okolni NK buiky
a T-lymfocyty. Jednou z moznosti jejich ptipravy je kultivace DC spolu s GM-CSF a IL-15
(Anguille et al., 2009). Bylo prokazéano, ze tyto maturované DC ovlivnily zvySeni T-bunék
a zlepSily jejich schopnost stimulovat produkci IFN-y. To vSe vedlo k lepSim cytotoxickym
efektim vaci akutnim leukemickym bunkam (Van Acker et al., 2018). Van Acker et al. ale
nezmifnuji vliv na NK burky.

Jinym zpisobem piipravy IL-15 DC je pomoci elektroporace (Van den Bergh et al.,
2015). IL-15 a IL-15Ra mRNA elektroporovana do DC buné¢k vedla k vysoké povrchové



expresi IL-15 s naslednou trans-prezentaci na okolni buiiky. Nejenze doSlo k aktivaci NK
bun¢k a produkcei IFN-y, ale doslo také navic k eliminaci nddort vlivem NK/DC kultur.

Hong et al. (2016) vytvotili nanonosi¢e nesouci komplex IL-15/IL-15Ra, tyto nosice
byly nasledn¢ inkubovany s DC. Timto pfistupem dosahli Hong et al. vysoké exprese
funk¢niho IL-15 na povrchu DC. IL-15 DC byly vice aktivované v porovnani s normalnimi
DC, a kromé¢ delSiho ptfezivani prokdzaly i vyssi aktivitu (Hong et al., 2016). Tourkova et al.
(2002) navic vytvorili nanocastice pokryté avidinem a IL-15/IL-15Ra, coz vedlo k vyssi
stimulaci CD8 T-lymfocyti. Nicméné nebyla pozorovana produkce IFN-y (Tourkova et al.,
2002).

Zajimavym pfistupem je rovnéz podani IL-15 v kombinaci s anti-CD40 protilatkou
(Zhang et al., 2009). Tato protilatka nejenomze stimuluje NK buiiky (Turner et al., 2001), ale
zaroven 1 zvySuje expresi IL-15Ra na povrchu DC a tudiz lepsi trans-prezentaci a aktivaci NK
a CD8 T-bunék. Kombinace téchto dvou molekul, testovana na mySim modelu in vivo
na nadorech ledvin a melanomech, byla ucinnéjsi nez v ptipadé podani t€chto dvou molekul
jednotlivé (Zhang et al., 2009).

Araki et al. (2004) vytvoftili plazmidovy vektor obsahujici IL-15, ktery byl vpraven
ptimo do bun€k adenokarcinomu tlustého stfeva. Timto zplisobem bylo dosazeno zvysSené
produkce IL-15 pfimo v nadorovych buiikdch, coz vedlo ke specifické a dlouhotrvajici
CD8 T-bunécné imunité (Araki et al., 2004).

Orengo et al. (2003) modifikovali lidskou bunécnou linii N592 malobunééného
karcinomu plic MHC glykoproteini I. tfidy, ktera produkovala IL-15. Vysledkem byla
redukce rstu nadorti vlivem aktivace imunitnich reakci (Orengo et al., 2003).

Jinym zajimavym pfistupem bylo vytvoieni konstruktu vMyx-IL-15Ra-tdTr (Tosic et
al., 2014). Tento proteinovy konstrukt je slozen zkralictho poxviru, IL-15Ra
a fluorescencniho reportérového proteinu odvozeného z proteinu raj¢at. Autofi nejenze vyuzili
schopnosti krali¢itho poxviru infikovat mysi a lidské nadorové buiky, ¢imz dosahli u¢inného
pruniku do nadorové tkané€, ale zaroven je tento proteinovy konstrukt schopny stimulovat
produkci plné funkéniho komplexu IL-15/IL-15Ra. To ma za nasledek dramatické zvySeni
NK bun¢k v nddorech a delsi prezivani bunck, stejné jako aktivaci a expanzi T-lymfocytl
(Tosic et al., 2014). Tento proteinovy komplex byl testovan in vivo na B16 buitkdch mySiho
modelu a na RAG-1 deficientni mySi. Co se tyCe samotného virového konstruktu, autofi se
domnivaji, Ze sdm o sob& muze prispét ke zvySené imunitni odpoveédi. Zaroven piedpokladaji,
ze IL-15Ra, zejména v souvislosti s virovou infekcei, by mél poskytovat nezbytnou podporu

imunitnim bunkam pfi fizeni jejich funkéni protinddorové aktivity (Tosic et al., 2014).
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Dalsim casto uzivanym pfistupem je piiprava fuzniho proteinu ¢i proteinového celku
skladajiciho se IL-15/IL-15Ra, casto doplnéného o dalsi proteinovou ¢i peptidovou slozku,
ktera posili anebo zvysi celkové vlastnosti daného celku. Existuje nékolik typt téchto
proteint.

Jednim z téchto typt je samotny komplex IL-15/IL-15Ra, ktery je stabilnéjsi a ma
delsi polocas zivota nez solubilni IL-15 (Bergamaschi et al., 2008; Epardaud et al., 2008;
Rubinstein et al., 2006). Takto stabilizovany IL-15 je mozné aplikovat piimo do organismu.
Nicméné bylo pozorovano, ze IL-15/IL-15Ra muze zpusobit vedlejsi nepiiznivé efekty, jako
je napiiklad ubytek vahy, poskozeni jater, hypotermie anebo dokonce smrt (Guo et al., 2015).

K IL-15/IL-15Ra mohou byt pripojeny dalsi ¢asti. Velmi Casto se vyuzivaji fragmenty
raznych protilatek, které zvySuji nejenom stabilitu, ale i bioaktivitu. Konkrétnim ptikladem je
IL-15/IL-15Ra spojeny s lidskym Fc fragmentem IgG1 (Dubois et al., 2008; Wu a Xu, 2010).
Tento Fc fragment se vyuzivd k prodlouzeni poloasu mnoha proteind. Komplex
IL-15/IL-15Ro-Fc ma vyssi bioaktivitu, expanzi a aktivaci CD8 T-lymfocytd a NK buné¢k
a o dvé hodiny delsi polocas zivota v porovnani se solubilnim IL-15 (Dubois et al., 2008; Wu
and Xu, 2010). Navic byla prokazana i vys$si u¢innost NK bun¢k.

Druhym ptikladem je IL-15 fuzovany s L19 fragmentem lidské protilatky, ktery se
specificky vaze do fibronektinové EBD domény asociované s nadory (Kaspar et al., 2007).
L19-IL-15 prokazal protinadorovy efekt na mySich metastazich stejné jako velmi dobry
bezpecnostni profil. Navic jiZz po ctyfiadvaceti hodinach po injikaci byl detekovan
v nadorovych buiikach (Kaspar et al., 2007).

Tfetim pifikladem je PFC-1 konstrukt (Chen et al., 2015). Ten je tvofen IL-15
fazovanym s IL-15Ra, Fc fragmentem a RGD peptidem. Tento peptid obsahujici Arg, Gly
a Asp mé vysokou vazebnou aktivitu pro zacileni vi¢i nadoru. PFC-1 konstrukt, Gspésné
testovany in vivo na B16F10 mysi buné¢éné linii melanomu, prokézal u¢innou expresi a silny
protinadorovy efekt se zvySenou cytotoxickou T-bunécnou aktivitou a NK buitkkami. Zaroven
je tento komplex schopny mobilizovat vice NK bunék a blokovat metastazovani, to vSe bez
pfechodné toxicity (Chen et al., 2015).

Ctvrtym piikladem je spojeni IL-15 a sushi domény IL-15Ra s dal$im proteinem,
konkrétné apolipoproteinem A-I (Ochoa et al., 2013). Tento trojity fuzni protein slozeny
z IL-15, IL-15Ra sushi domény a apolipoproteinu A-I byl GspéSné testovan in vivo na mysich
u nadort plic a tlustého stieva. Navic ovlivnil expanzi a aktivaci NK a CD8 T-lymfocytt.
Nicméné i zde pii podani davky vyss$i jak 2,5 pg byly prokdzany toxické ucinky

na organismus (Ochoa et al., 2013).

11



Dalsim ptikladem je IL-15Ra sushi doména spojend s IL-15 ptes disulfidické mustky
pro zvySeni aktivity komplexu skrz trans-prezentaci, kde je cely komplex spojeny s Fc
podjednotkou IgG pro prodlouzeni polocasu zivota (Hu et al., 2018). Tento komplex, nazvany
P22339, zptsobil vyznamnou indukci NK, CD8 a CD4 T-lymfocytl, coz vedlo k vyrazné
inhibici rastu nadoru. Tyto vlastnosti byly testovany in vivo na mySim B16F10 modelu,
krysach a opicich, kde bylo zjisténo, ze u krys dosSlo k prodlouzeni polocasu P22339
na 13,7 hodin pfi aplikaci 188 pg/kg a u opic o vice nez osm hodin pii aplikaci 45 pg/kg (Hu
etal., 2018).

Jinym piikladem je fuzni protein receptor-linker-IL-15 (RLI), tedy IL-15 spojen
s N-koncem IL-15Ra sushi domény skrz 20 aminokyselin dlouhy linker (Bessard et al., 2009;
Mortier et al., 2006). Tento RLI je az 500-krat biologicky ucinnéj$i nez samotny IL-15,
polocas Zivota jsou az tfi hodiny a prokéazal az 50% redukci v rastu nddoru. U testovanych
zvitat navic byla vyvinuta pouze rakovina rané¢ho stadia (Bessard et al., 2009). V tomto stadiu
se nador typicky jesté nerozrostl hluboko do okolnich tkani a rovnéz neni pozorovano Sifeni
do lymfatickych uzlin ¢i jinych casti téla (“Stages of Cancer,” 2010). RLI byl nicméné
testovan pouze u nadoru plic a tlustého stieva.

Kermer et al. (2012) vytvofili fuzni protein scFv_RD IL-15 sloZeny z roz$ifené
IL-15Ra sushi domény (RD), IL-15 a scFv36 protilatkou lokalizovanou na N-konci RD. Ta je
namifend pfimo proti stromalnim buntkdm nadoru FAP, ¢imz by mél byt umoZznén dokonaly
prinik do néadorové tkan&. IL-15 a rozSifend RD o protiladtkovou c¢ast napodobuje
trans-prezentaci v misté nadoru, ¢imzZ byl zvySen stimulacni, a tedy 1 protinadorovy ucinek
IL-15. Tento scFv_RD_IL-15 protein dosahl ve své cilové formé nejenom silngjsi proliferace
a cytotoxicity NK, ale i CD8 T-bun€k. /n vivo analyza na myS$im modelu plicniho nadoru
odhalila vynikajici protinddorovy ucinek bez jakychkoliv znamek toxicity (Kermer et al.,
2012).

Dal$im piikladem je dsNKG2D-IL-15 slozeny ze dvou lidskych NKG2D domén
fuzovanymi pres N-konec lidského IL-15 (Chen et al., 2017). NKG2D, ktery rozeznava
ligandy produkované nadorovymi buinikami, je transmembranovy proteinovy receptor
vyskytujici se na povrchu NK bunék a T-lymfocytl a je schopny jejich aktivace. Tento
proteinovy komplex se uspésné¢ vazal na nadory diky NKG2D doméndm a efektivné
stimuloval NK burky trans-prezentaci. Navic také omezil rist B16-MICA nadorovych bunék
a aktivoval také CD8 T-bunky. /n vitro byla pozorovana uc¢innéjsi aktivace NK bunck nez
v pfipadé¢ samotného IL-15, in vivo na myS$im modelu byla pozorovana ucinna inhibice

nadoru. Kromé toho u mysiho modelu nebyla prokazana zadna toxicita ¢i zanétlivé poskozeni

12



zpusobené dsNKG2D-IL-15 (Chen et al., 2017).

Poslednim a jednim z nejslibnéjSich ptikladt je fuzni protein ALT-803 (Han et al.,
2011; Kim et al., 2016; Mathios et al., 2016; Wong et al., 2011; Xu et al., 2013). Pod timto
oznaCenim se skryva superagonisticky komplex IL-15/IL-15Ra-sushi-Fc s modifikovanym
IL-15. Ten obsahuje bodovou modifikaci asparaginu za kyselinu asparagovou v pozici 72,
ktera mimo jiné zpusobuje vyssi afinitu komplexu k receptorovym podjednotkdm, ¢imz
zlepSuje vazbu a polocas zivota. Ten miize byt az pétadvacet hodin (Xu et al., 2013). Navic je
zde az pétkrat vyssi biologicka aktivita IL-15 a vyznamny nartst vysoce efektivnich NK
a T-lymfocytl, stejn¢ jako pamétovych bunék a IFN-y (Han et al., 2011; Xu et al., 2013).
Kromé¢ toho tento komplex zptisobil eliminaci nadord in vivo na mySim modelu (C57BL/6)
be&hem relativné kratké doby. Mathios et al. (2016) navic prokazali trvaly protinddorovy efekt.
V soucasné¢ dobé probihd nckolik klinickych studii. K datu sepsdni této prace bylo
na strankéch clinicaltrials.gov (“Home - ClinicalTrials.gov,”) registrovano celkem devatenact
klinickych studii, znichz sedm bylo v prvni fazi testi a jedenact ve druhé fazi testl.
Nejcastéji byly studie provadény u osob snadory plic (NCT02523469), vajecnik
(NCT03054909) ¢i nadory hlavy a krku (NCT01946789). Romee et al. (2018) ve své studii
prokazali, Ze ALT-803 podporuje expanzi a aktivaci NK a CD8 T-bunék in vivo, nicméné NK
bunék ve vétsi mife. Prestoze pii injikaci mélo n€kolik osob vyrazku v misté vpichu a trpélo
horeCkou ¢1 zimnici, ALT-803 vykazoval dobry bezpecnostni profil (Romee et al., 2018).
Podobny bezpecnostni status byl prokazéan i v dalsi studii (Wrangle et al., 2018).

Postupny vyvoj a vylepSovani proteinovych celki lze tedy shrnout nasledovné:
pro zvySeni polocasu zivota solubilniho IL-15 a pro zisk vyssi bioaktivity byl IL-15 spojen se
svou IL-15Ra podjednotkou. V disledku tohoto spojeni doSlo také k expanzi a aktivaci NK
bun¢k a T-lymfocytd. Z dlivodu dalsiho zvySeni bioaktivity do§lo k navazani Fc fragmentu
protilatek za vzniku IL-15/IL-15Ra-Fc. Po zjisténi vazebnych vlastnosti sushi domény byla
IL-15Ra podjednotka nahrazena touto sushi doménou, ¢imz doslo k dalSimu zvySeni vazebné
afinity. Z uvedeného vyplyva, ze IL-15Ra neni nutny pro signalizaci smérem k NK bunkéam,
ale je nutny pouze pro trans-prezentaci IL-15. S cilem dosdhnout maximalni bioaktivity,
expanze a aktivace bunék byla IL-15/IL-15Ra-sushi-Fc pfipojena na  dalsi
proteinové/peptidové casti (napt. RLI). V soucasné dob¢ jsou zkoumany moznosti piipojeni
IL-15/IL-15Ra-sushi-Fc k proteinovym ¢i peptidovym castem, které umoziuji usp€Sny prinik
do nadorové tkané¢.

Z téchto divodii byl v rdmeci mé diplomové prace pouzit ptistup vyuzivajici virové

nanostruktury (VNS) pro zvySeni bioaktivity IL-15. Konkrétné se jednalo o fuzni spojeni
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IL-15 s hlavnim kapsidovym proteinem VP1 mysiho polyomaviru (MPyV). Piedpokladame,
ze vazba IL-15 na majoritni kapsidovy protein VP1 MPyV pfispéje ke zvySeni stability
a prodlouzeni polocasu Zivota IL-15 a umozni aktivaci a proliferaci ptislusnych bun¢k. Hlavni
kapsidovy protein MPyV a od n¢j odvozené virim podobné castice (VLPs, z angl. virus-like
particles) jsou schopné interakce s velkym mnozstvim raznych bunék a tkani, a zajistit tak
prezentaci IL-15 na povrchu bun€k. Pro pfipadné vyuziti v imunoterapii nadori existuje
moznost VP1 geneticky modifikovat tak, aby VP1 nanostruktury piednostné interagovaly

s nadorovymi receptory.
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2.5 Mysi polyomavirus
Mysi polyomavirus (MPyV) je piiblizné 45 nm velky neobaleny virus z celedi

Polyomaviridae, ktery byl poprvé objeven v roce 1953 (Gross, 1953). Je schopny u cCerstve
narozenych mysi zplsobit riizné typy nadort, za které jsou zodpovédné virové onkoproteiny,
tzv. T-antigeny. Kapsidu viru tvofi hlavni kapsidovy protein VP1 a minoritni kapsidové
proteiny VP2 a VP3. Genom MPyV, tvofeny dvojietézcovou DNA, Ize funkéné i strukturné
rozdélit do tii oblasti: regulacni oblast odd¢luje ¢ast kodujici geny exprimované v ¢asné fazi
infekce a plnici regulacni funkci, a ¢ast kodujici kapsidové proteiny prepisované v pozdni fazi
cyklu. Prestoze je MPyV relativné dobfe popsan, vSechny detaily tykajici se jeho Zivotniho

cyklu nejsou zcela objasnény.

2.6 Zivotni cyklus MPyV

Po pfichyceni viru pomoci VP1 na gangliosidové receptory na povrch hostitelské
buitkky (Bolen et al., 1981; Tsai et al., 2003) a nasledné endocytézy ve vaccich casto
obsahujicich kaveolin, je MPyV lokalizovan pfes Casny endozém do endoplazmatického
retikula a odtud po translokaci do cytosolu dale do jadra s aktivnim vyuzitim systémového
transportu po cytoskeletu (Déhner a Sodeik, 2005). Po vstupu polyomavirového nukleocore
do jadra dochazi k transkripci Casnych genli bunéénou RNA polymerdzou II a nasledné
translaci za vzniku T-antigent. Ty jsou zodpovédné nejenom za spravny prubéh a regulaci
replikace, ale 1 za jiz zminénou tumorogenezi (Hyde-DeRuyscher a Carmichael, 1988; Liu
a Carmichael, 1993; Schiichner a Wintersberger, 1999). Dostatecné mnozstvi T-antigenil
iniciuje replikaci viru (Liu a Carmichael, 1993), po které nasleduje transkripce pozdnich genii.
Po translaci v cytoplazmé putuji kapsidové proteiny do jadra, protoze morfogeneze virovych
¢astic probiha v jadfe infikované bunky (Moreland et al., 1991). Virovy minichromosom
tvofeny bunéénymi histony a nové syntetizovanou dsDNA je uzavieny do vznikajici virové
kapsidy. Po lyzy hostitelské buiiky se nahromadéné viriony dostavaji ven (DeCaprio et al.,

2013).

2.7 Virova kapsida a VP1 protein
Strukturni proteiny VP1, VP2 a VP3 tvoii virovou kapsidu MPyV. Ta ma

ikosahedralni uspotadani s triangula¢ni symetrii mfizky T=7 (Rayment et al., 1982), tedy
vysoce pravidelné uspofadani. Piitvorbé virové kapsidy maji majoritni roli VP1 proteiny,
kterych je zde celkem 360 molekul. Ty jsou uspofadany do 72 pentamertt VP1, které tvoii
vlastni virovou kapsidu (obr. 2, str. 16; Rayment et al., 1982). Obvykle kazdy pentamer

obsahuje jeden minoritni protein VP2 nebo VP3. VP1 proteiny jsou schopné samouspotradani
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do kapsid bez pfitomnosti minoritnich proteini. Ke stabilité kapsidy pfispivaji vapenaté ionty
(Brady et al, 1977) a disulfidické mustky mezi cysteiny jednotlivych VPI1 proteinii
(Liddington et al., 1991).

Hlavni strukturni protein VP1, dlouhy 384 aminokyselin, 1ze formalné rozd¢lit do tii
casti. Centralni c¢ast VP1 je tvofena a-helixy a B-listy, zatimco N-koncova ¢ast orientovana
dovnitt kapsidy obsahuje jaderny lokaliza¢ni signal a DNA vazebnou doménu (Chang et al.,
1993). C-koncova cast, kterd vynika svoji flexibilitou, umoziuje interakci s dalSimi VP1

monomery.

A) B)

Obr. 2 — Struktura kapsidy virové castice MPyV. Virovad kapsida MPyV (4), kterd je témér identicka
s VLPs MPyV. Kapsida je tvorena z pentamerit VPI proteinu (B). Prevzato a upraveno dle Stehle
a Harrison, 1996.

2.8 Polyomavirové VLPs

VLPs jsou obvykle tvarem i velikosti podobné klasickym virovym casticim s tim
rozdilem, Ze VLPs jsou zbaveny své virové genetické informace a nejsou tedy schopné se
replikovat v hostitelskych buiikach. Polyomavirové VLPs mohou vstupovat do bunék raznych
tkani (Richterova et al., 2001) stejnym zptisobem jako infek¢ni virové Castice.

Polyomavirové VLPs mohou nabyvat riznych tvarti a velikosti. Bylo prokdzano, ze
kromé& ikosahedralnich astic slozenych ze 360 molekul, mize VPI1 protein tvofit riizné
tubularni sestavy ¢i kapsidy mensich tvarii (Baker et al., 1983; Mattern et al., 1967). Byly

objeveny nejenom 32nm castice slozené ze 120 molekul VPI, ale i 26nm c¢astice s T=1
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symetrii slozené z 60 molekul VP1 (Mattern et al., 1967; Salunke et al., 1989). VP1 protein je
schopen uspotadavat se do kapsid nezavisle na ostatnich proteinech nebo DNA (Montross et
al., 1991). VLPs mohou tedy obsahovat i minoritni VP2 a VP3 proteiny, nicmén¢ jejich
pritomnost zde neni nutnd (An et al., 1999). Uspotadani cCastic Ize docilit 1 v podminkach
in vitro a zavisi na pH, iontové sile a mnozstvi vapenatych ionti (Salunke et al., 1989).

Prestoze existence prazdnych virovych kapsid byla objevena pti izolacich viru
(Aposhian et al., 1975), VLPs byvaji nejcastéji produkovany v riznych expresnich systémech.
Zde dochazi k produkci velkého mnozstvi castic, kterd je z ekonomického hlediska velmi
vyhodna. Ptikladem mohou byt sav¢i, kvasinkové, bakteridlni anebo bakulovirové expresni
systémy. V této diplomové praci jsme vyuzili bakulovirovy expresni systém, protoze ndm
umozni vysoky vytézek proteinli v relativné Cistém stavu (Li et al., 2003). Tento vytézek,
v piepoétu na vstupni material obsahujici cca 3x107 bun&k, miize dosahovat az nékolika
miligram® proteint VLPs MPyV produkovanych v SF9 bakulovirovém expresnim systému
(Suchanova et al., 2015).

VLPs jsou imunogenni a krom¢ stimulace maturace DC bunék a indukce
kostimula¢nich molekul mohou indukovat i neutralizujici protilatky (Buonaguro et al., 2002;
Herbst-Kralovetz et al., 2010; Kang et al., 2009). Navic po interakci VLPs s lidskymi
dendritickymi bunkami byla pozorovdna expanze a stimulace cytotoxickych T-lymfocyti

(Geduvilaite et al., 2006).

2.9 Vyuziti VLPs

Polyomavirové VLPs lze vyuzit pro rizné diagnostické ¢i terapeutické ucely. Byly
vyuZity pro pfenos cizorodé genetické informace, pfenos proteinl ¢i antigend pro stimulaci
imunitniho systému (Suchanova et al., 2015). Pfepravovany materiadl miize byt bud’ zabalen
dovnitt Castice, anebo mize byt ukotven na jejim povrchu.

Pro ptenos cizorodé¢ genetické informace nejcastéji dochdzi k jejimu zabaleni
do virové kapsidy. Takto pfepravovana genetickd informace je 1épe chranéna pred degradaci,
a navic miiZze dojit k jejimu lepSimu doruceni na urcité misto. Konkrétnim pfipadem muize byt
pienos sebevrazednych genli pomoci JCPyV pseudocastic (Chao et al., 2018). Autofi vytvofili
VLPs odvozené od JCPyV, ktery je schopny infikovat gliové bunky, za tcelem piepravy
s naslednym vyuzitim sebevraZzednych gent thymidinkinazy proti nddorovym onemocnénim
mozku. Bylo prokazano, Ze tyto VLPs byly schopné ochrédnit a dopravit sebevrazedné geny
do cilovych lidskych gliovych bun¢k U-87 MG implantovanych do mysSiho modelu, navic

bylo zabranéno dal§imu rtistu nadoru (Chao et al., 2018).
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Polyomavirové VLPs jsou Casto také vyuzivany jako nosice antigent pro stimulaci
tvorby protilatek. Fraiberk et al. upravili MPyV VLPs jako vakcinu proti prase¢imu cirkoviru
(Fraiberk et al., 2017). Autofi vytvofili a charakterizovali né€kolik polyomavirovych struktur,
kde byly kapsidové proteiny MPyV fuzované s kapsidovymi proteiny praseciho cirkoviru
nebo jeho epitopy. Jinym piikladem mohou byt polyomavirové chimérické VLPs, které
na svém povrchu m¢ly ukotveny HBsAg antigen (Pleckaityte et al., 2015). Vzniklé Castice
stimulovaly tvorbu neutralizacnich protilatek proti HBV.

Tegerstedt et al. vytvofili my$i polyomavirové VLPs slozené z kapsidového VPI
proteinu a fuzovaného VP2 s Her2 doménou (Tegerstedt et al., 2005). Ta patii mezi nadorové
antigeny, tzv. antigeny asociované s naddory. Vytvofeny proteinovy konstrukt zamezil ristu
nadoru u mysi a zpusobil i expanzi a produkci T-bunék. I jiné studie prokazaly, ze VLPs
nesouci nadorové antigeny flizované s kapsidovymi proteiny uspéSné zabranily ristu nadora
v riznych myS$ich modelech (Greenstone et al., 1998; Schéfer et al., 1999; Tegerstedt et al.,
2005).

Dalsim piikladem je vyuziti MPyV VLPs jako nosiCe prostatického specifického
antigenu (PSA) vyuzitého v imunoterapii mysiho modelového systému (Eriksson et al., 2011).
PSA je serinova protedaza produkovana epitelovymi buiikami prostaty, kterd miize zaroven
slouzit jako marker pro diagnostiku karcinomu prostaty. Autofi zkoumali moZnost pouZiti
téchto VLPs sloZenych z VP1 proteini a PSA, ktery byl spojeny alaninovym linkerem
na C-konci s VP2/VP3, v experimentdlnim modelu k imunizaci mySi a jejich ochrané
pted ristem nadoru. Vznikly konstrukt byl schopen pozitivné ovlivnit produkci CD8 a CD4
T-bunék, také bylo zamezeno dal§imu rstu nadori (Eriksson et al., 2011).

Vyuziti VLPs neni specifické pouze pro polyomaviry, ale jsou typické i pro jiné
skupiny vir. Velmi zajimavé je vyuziti VLPs odvozenych od papilomavirii. Historicky byly
polyomaviry a papilomaviry fazeny do ¢eledi papovavirt kviili podobnosti jejich strukturnich
a genomovych vlastnosti. Majoritni kapsidovy protein papilomavir se nazyva L1 a minoritni
L2. Experimentaln¢ jsou L1 a L2 vyuzivany pro fuze s jinymi proteiny podobné¢ jako VP1
anebo VP2 a VP3. Konkrétnim piikladem je vytvofeni fuzniho L1 nebo L2 proteinu
spojeného pfes C-konec s regulacnim E7 proteinem (Greenstone et al., 1998; Miiller et al.,
1997; Schifer et al., 1999), tyto VLPs mohou indukovat neutraliza¢ni protilatky a cytotoxické
T-buiikky v mnohem vys§i mife neZ pseudocéstice tvoifené samotnymi strukturnimi proteiny
a zamezit vzniku nadora. E7 je virovy regulacni protein, jehoz hlavnim cilem je deregulace
bunécného cyklu inaktivaci a vyvazanim tumor supresorového pRb proteinu, ktery kontroluje

ptechod z G1 do S faze. VLPs piipravené Greenstone et al. obsahovaly L1 i L2 proteiny, které
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byly odvozené bud’ od lidského papilomaviru 16 nebo bovinniho papilomaviru typu 1, kde L2
byl pravé spojen s E7 proteinem. Tyto VLPs byly pln¢ funkéni a doSlo k uspésné indukci
protinadorové imunity (Greenstone et al., 1998).

Jinym ptikladem jsou VLPs, které byly pfipraveny spojenim L1 proteinu zkraceného
o svilj C-konec s E7 proteinem. Schéfer et al. (1999) prokazali, ze takto pfipravené proteiny
nejenze byly schopné se sestavit do VLPs, ale byly také schopné indukovat cytotoxické
T-buiiky. Autofi dané castice testovali na C57B1/6 mysSich, kde byla pozorovana aktivace
neutralizujici protilatek stejné¢ jako protinadorovd ochrana. Obdobné vysledky u stejného
konstruktu ma i Miiller et al. (1997). L1 protein, u kterého byl také C-konec nahrazen za E7
protein, byl schopny vytvofit virovou kapsidu, a tedy i VLPs s vyssi u€innosti nez samotny
ptirozeny (wt) virus. Chimérické VLPs byly schopné se navazat a penetrovat do bun¢k, i1 zde

byla pozorovana schopnost vyvolat neutralizacni protilatky.

2.10 VLPs alIL-15

Dlouholeté zkuSenosti s produkci a upravami MPyV VLPs v nasi laboratofi (Vanova
et al., 2020; Zackova Suchanova, 2018; Zackova Suchanova et al., 2017) vedly k zadani této
diplomové¢ prace, kterd si klade za cil ovéfit schopnost VP1 nanostruktur stabilizovat IL-15
pro ucinnou stimulaci protinddorové aktivity NK bunck.

Pro pfipravu nanostruktur sloZenych z kapsidového proteinu VP1 fuzovaného s IL-15
jsme se rozhodli z nésledujicich divodu: (i) vlastnosti a vyhody IL-15 v protinadorové 1écbé
byly jiz popséany (viz kapitola 2, str. 3), (i1) pentamerni struktury VP1 jsou vysoce stabilni,
maji jasn¢ dané strukturni uspotfadani a nepiedpokladame tedy, Ze by konstrukty s navdzanym
IL-15 nevznikaly, (iii) schopnost interakce VP1 s vysokym poctem riznych bunék a tkani,
které na svém povrchu maji kyselinu sialovou — receptor pro MPyV (Fried et al., 1981) — by
meéla zajistit prezentaci IL-15 a to videdlnim piipad€¢ i na povrchu nadorovych bun¢k.

Na zékladé predchozich zkuSenosti (Fraiberk et al., 2017) nepfedpokladdme vznik
plnohodnotnych VLPs nesoucich IL-15, ale pouze pentamernich struktur, nebot’ volna
C-termindlni ¢ast VP1 (cca 60 aminokyselin) je nutnd pro vzajemnou interakci pentamerti
vramci kapsidy (Stehle et al., 1996). Vznik chimérickych VLPs byl popsan pouze
po pripojeni kratkych peptidit (napf. imunodominantnich CD8 T-bunécnych epitopt
odvozenych od ovalbuminu) na C-koncovou ¢ast VP1 (Bickert et al., 2007). VP1 zkraceny
o 35 aminokyselin z C-konce je stile schopen tvofit ¢astice, Casto vSak nezvyklého tvaru
(tzv. tic-tac; Hruskovéa, nepublikované vysledky) a zkraceni VP1 proteinu o 60 aminokyselin

zamezi vzniku VLPs a zajisti vznik pouze pentamernich struktur (Fraiberk et al., 2017).
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3 Cile prace
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Na zékladé hypotézy, ze IL-15 navazany na virovém nosi¢i bude mit ptiznivy dopad
na stimulaci protinadorové aktivity NK a T-bunék, je hlavnim cilem mé diplomové prace
vytvotit pomoci bakulovirového expresniho systému VP1 nanostruktury s IL-15 a ovéfit
jejich stabilitu, biologickou aktivitu a schopnost indukovat proliferaci bun¢k citlivych
k IL-15. Dlouhodobym cilem projektu, kterého je tato prace soucasti, je vytvoreni uc¢inného
nastroje zaloZzeného na polyomavirovych strukturdch pro stimulaci protinadorové imunitni

odpovedi.
Pro pInéni tohoto cile byly stanoveny dil¢i kroky:

e 7z rekombinantniho plazmidu obsahujiciho VP1 a IL-15 geny vytvofit n¢kolik variant
vektori pro konstrukei rekombinantnich bakulovirt;

e pomoci bakulovirového expresnitho systému vyprodukovat kontrolni VPI1
nanostruktury tvofené plnodélkovym VPI1 s histidinovou kotvou nebo o 60
aminokyselin zkracenou variantu VP1 (VP1AC) s/bez histidinové kotvy, kontrolni
IL-15 (s histidinovou kotvou) a dvé varianty fuzniho proteinu s histidinovou kotvou:
plnodélkového VP1 s IL-15 a VPIAC s IL-15;

e charakterizovat vSechny vytvofené konstrukty pomoci biochemickych metod
a elektronové mikroskopie

e prozkoumat efekt virovych nanostruktur nesoucich IL-15 na jeho schopnost indukovat

proliferaci bunék citlivych k IL-15
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4 Material a metody
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4.1 Material

4.1.1 Seznam chemikalii
Agar6za (Amresco, USA)
Akrylamid (Serva, Némecko)
Bisakrylamid (Serva, Némecko)
Bromfenolova modi (Lachema, CR)
Chlorid cesny (Roth, Némecko)
Chlorid draselny (Lachema, CR)
Chlorid hotfe¢naty (Lachema, CR)
Chlorid sodny (Lachner, CR)
Chloroform (Lachema, CR)
Coomassie Briliant Blue-R250 (Fluka, Némecko)
4',6-diamin-2-fenylindol fluorescen¢ni barva (DAPI; Sigma, Némecko)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lachema, CR)
DNA Loading Dye pufr (Thermo Fisher Scientific, USA)
dNTP mix (Thermo Scientific, USA)
Deoxycholat sodny (Fluka, Némecko)
DreamTaq pufr (Fermentas, USA)
Dodecylsiran sodny (SDS; Sigma, Némecko)
Ethanol (Lachema, CR)
Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA; Fluka, Némecko)
Fenol (Lachema, CR)
Glycin (Serva, Némecko)
Glycerol (Lachema, CR)
Glukoza (Serva, Némecko)
HEPES (Sigma, Némecko)
Hovézi sérovy albumin (Roth, Némecko)
Hydrogenfosfore¢nan sodny (Lachema, CR)
Hydroxid sodny (Penta, CR)
IPTG (Fermentas, USA)
Imidazol (Sigma, Némecko)
Imperial™ Protein Stain (Thermo Scientific, USA)
Izoamylalkohol (Lachema, CR)
Izopropanol (Lachema, CR)
Kyselina chlorista (Lachema, CR)
Kyselina chlorovodikové (Lachema, CR)
Kyselina fosfowolframova (Fluka, Némecko)
Kyselina octové (Lachema, CR)
Kyselina p-kumarova (Sigma, Némecko)
Luminol (Sigma, Némecko)
Midori green advance DNA stain barva (Nippon Genetics co. Ltd, Némecko)
B-Merkaptoethanol (Bio Rad, Némecko)
Methanol (Lachema, CR)
NP-40 (Sigma, Némecko)
Octan sodny (Penta, CR)
Octan draselny (Penta, CR)
Parafinovy olej (Carl Roth, Némecko)
Peroxid vodiku (Sigma, Némecko)
Peroxodisiran amonny (APS; Sigma, Némecko)
10x koncentrované pufry pro restrikéni St€peni (Fermentas, USA)
10x koncentrovany ThermoPol® reak¢ni pufr (BioLabs, USA)
Sacharéza (Lachner, CR)
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Seaplaque® agaroza (Bioproducts, USA)

Siran hofe¢naty (Lachema, CR)

Susené mléko (Sigma, Némecko)

Sypro® Ruby protein blot stain barva (Invitrogen, USA)
10x koncentrovany T4 DNA liga¢ni pufr (Fermentas, USA)
TE pufr (Qiagen, Némecko)
N,N,N‘,N’N-Tetramethylethylenediamin (TEMED; Merck, USA)
Tris (Serva, Némecko)

Triton X-100 (Sigma, Némecko)

X-Gal (Thermo Scientific, USA)

Zelatina (Sigma, Némecko)

Zivny agar (Biolife, Italie)

Zivny bujon (Biolife, Italie)

4.1.2 Laboratorni pristroje
Analytické vahy Pioneertexttrademark (Ohaus, Svycarsko)
Aparatura pro elektroforetickou separaci proteint (BioRad, USA)
Aparatura pro gelovou elektroforézu DNA (Schoeller, CR)
Aparatura pro Western blot (Bio-Rad, USA)
Abbého refraktometr (Carl Zeiss Jena, Némecko)
Centrifuga Hettich Universal 320R, uhlovy rotor 1620A (Hettich, Némecko)
Centrifuga GS-15R, vykyvny rotor S4180 (Beckman Coulter, USA)
Centrifuga MiniSpin plus, staticky rotor ILO16 (Eppendorf, Némecko)
Centrifuga MSE, vykyvny rotor (MSE, UK)
CO; termostat (Forma Scientific, USA)
Elektroporator Gene Pulser Apparatus (Bio-Rad, USA)
Fluorescencni mikroskop Olympus BX60 (Olympus, Japonsko)
Fluorimetr Qubit (Invitrogen, USA)
Fusion FX pfistroj pro vizualizaci gelti a membran (Vilber, Némecko)
Jima¢ frakci (Beckman Coulter, USA)
Konfokalni mikroskop TCS SP2 Laser Scanning (Leica, Némecko)
Laboratorni vahy (Kern, CR)
Laminarni box (Forma Scientific, USA)
Magnetickd michacka IKA® Big Squid (IKA, Némecko)
Mikroskop Leica Dmil (Leica, Némecko)
MikrovInna trouba (Vestel, Turecko)
Minicentrifuga Microfuge R, staticky rotor F241.5 (Beckman Coulter, USA)
PCR cyklér Mastercycler EPgradinet S (Eppendorf, Némecko)
Ruéni sonikator (Hielscher, Némecko)
Sonikator QSonica q500 (QSonica, USA)
Spektrofotometr Epoch™ Microplate (BioTek, USA)
Spektrofotometr Helios B (Thermo Electron, USA)
Spektrofotometr Nanodrop ND-1000 (Nanodrop Technologies, USA)
Transmisni elektronovy mikroskop JEOL JEM 1200EX (Jeol, USA)
Termoblok BioTDB-100 (Biosan, UK)
Ttepacka Duomax 1030 (Heidolph, Némecko)
Ultracentrifuga Optima L-92K, vykyvné rotory SW28, SW41 a SWS55 (Beckman Coulter, USA)
UV transluminétor (BioLum, USA)
Vodni lazen (Grant, UK)
Vortex-Genie 2 pfistroj pro michani ¢i tfepani (Scientific Industries, USA)
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4.1.3 SloZeni béZné uzivanych roztoku
(Pokud neni uvedeno jinak, jedna se o roztoky rozpusténé v dH,O)

30% akrylamid/bisakrylamid
- 1% (w/v) bisakrylamid (Serva, Némecko)
- 29% (w/v) akrylamid (Serva, Némecko)

0,5M EDTA-NaOH (pH = 8,0)
- 0,5M EDTA (Fluka, Némecko)
- pH upraveno pomoci NaOH (Sigma, Némecko)

Elektrodovy pufr pro SDS-PAGE (pH = 8§,3)
- 250mM Tris (Serva, Némecko)
- 1,92M glycin (Serva, Némecko)
- 1% (w/v) SDS (Sigma, Némecko)

Elektrodovy pufr pro Western blot (pH = 8,3)
- 25mM Tris (Serva, Némecko)
- 195M glycin (Penta, CR)
- 20% (v/v) methanol (Lachema, CR)

Elu¢ni pufr pro HisTrap FF izolaci proteina (pH = 7,4)
- 500mM imidazol (Sigma, Némecko)
- 500mM NaCl (Lachner, CR)
- 50mM HEPES (Sigma, Némecko)

Fixac¢ni roztok pro polyakrylamidové gely
- 5% (v/v) HCIO4 (Serva, Némecko)
- 50% (v/v) methanol (Lachema, CR)

5x koncentrovany Laemmliho pufr
- 5% (w/v) SDS (Sigma, Némecko)
- 50mM Tris-HCI (pH = 6,8)
- 50% (v/v) glycerol (Lachema, CR)
- 25% (w/v) B-merkaptoethanol (BioRad, USA)
- 0,005% (w/v) bromfenolova modt (Sigma, Némecko)

10x koncentrovany pufr-B
- 10mM Tris-HCI (pH = 7.4)
- 150mM NaCl (Lachner, CR)
- 0,0lmM CacCl, (Sigma, Némecko)

RIPA pufr
- 150mM NaCl (Lachner, CR)
- 5mM EDTA-NaOH (pH = 7,4)
- 50mM Tris-HCI (pH = 7,4)
- 0,05% (v/v) NP-40 (Sigma, Némecko)
- 1% (w/v) deoxycholat sodny (Fluka, Némecko)
- 1% (v/v) Triton X-100 (Sigma, Némecko)

Roztok I

- 15mM Tris-HCI (pH = 8,0)

- 10mM EDTA-NaOH (pH = 8,0)

- 100 g/mL RNaza A (Fermentas, USA)
Roztok II

- 1% (w/v) SDS (Sigma, Némecko)

- 0,2N NaOH (Sigma, Némecko)
Roztok III

- 5M octan draselny (Penta, CR)

- 99% (v/v) kyselina octové (Lachema, CR)
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Solny roztok pufrovany fosfatem (PBS; pH = 7,4)
- 137mM NaCl (Lachner, CR)
- 2,7mM KCI (Lachema, CR)
- 10mM Na,HPO, (Penta, CR)
- 1,8mM KH,PO, (Lachner, CR)

TE pufr
- 25mM Tris-HCI (pH = 8,0)
- 10mM EDTA-NaOH (pH = 8,0)

10x koncentrovany Tris-acetatovy pufr (TAE)
- 40mM Tris-HCI (pH = 8,0)
- 20mM kyselina octova (Lachema, CR)
- 1mM EDTA-NaOH (pH = 8,0)

IM Tris-HCI (pH = 8,0)
- 1M Tris (Serva, Némecko) 5
- pH upraveno pomoci HCI (Lachema, CR)

Vazebny pufr pro HisTrap FF izolaci proteint (pH = 7,4)
- 40mM imidazol (Sigma, Némecko)
- 500mM NaCl (Lachner, CR)
- 100mM HEPES (Sigma, Némecko)

4.1.4 Kultivaéni média

4.14.1 Bakterialni média
LB médium
- 1% (w/v) pepton (Biolife, Italie)
- 0,5% (w/v) kvasinkovy extrakt (Biolife, Italie)
- 1% (w/v) NaCl (Lachner, CR)
- prislusné antibiotikum
LB médium s agarem
- 1% (w/v) pepton (Biolife, Italie)
- 0,5% (w/v) kvasinkovy extrakt (Biolife, Italie)
- 1% (w/v) NaCl (Lachner, CR)
- 1,5% (w/v) agar (Biolife, Italie)
- pftislusné antibiotikum
SOC médium
- 2% (w/v) pepton (Biolife, Italie)
- 0,5% (w/v) kvasinkovy extrakt (Biolife, Italie)
- 10 mM NaCl (Lachner, CR)
- 2,5mM KCI (Lachema, CR)
- 20mM glukéza (Serva, Némecko)
- 10mM MgCl, (Lachema, CR) — pfidano tésné pred uzitim
- 10mM MgSO; (Lachema, CR) — pfidano té&sné pied uzitim
TPN médium
- 2% (w/v) pepton (Biolife, Italie)
- 0,5% (w/v) kvasinkovy extrakt (Biolife, Italie)
- 0,5% (w/v) NaCl (Lachner, CR)

4.1.4.2  Kultiva¢ni média pro kultivace bunék

Bezsérové médium (BSM)
- TNM-FH hmyzi médium (#T1032; Sigma-Aldrich, Némecko)
DPBS médium (#A1285801; Thermo Scientific, USA)
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Kompletni médium (médium se sérem)
- TNM-FH hmyzi médium (#T1032; Sigma-Aldrich, Némecko)
- 10% (v/v) fetalni sérum z telete (FBS; #10500064; Sigma, Némecko)

Kompletni RPMI médium (médium se sérem)
- RPMI-1640 médium (#11875135; Sigma-Aldrich, Némecko)
- 10% (v/v) FBS (#10500064; Sigma, Némecko)

Kompletni médium pro plakovou titraci
- 0,675 g SeaPlaque agar6zy (Bioproducts, USA) v 15 mL dH,O
- 25 mL TNM-FH hmyziho média (#T1032; Sigma-Aldrich, Némecko)
- 4,5mL 10% (v/v) FBS (#10500064; Sigma, Némecko)
- 0,5 mL smési antibiotik pro tkanové kultury (viz kapitola 4.1.6)

Ristové suspenze pro riisst CTLL-2 bun¢k
- Supernatant IL-2 — ziskany od RNDr. Milady Schierové Ph.D.
- IL-15-100 pg/mL (#180-095-765; Miltenyi Biotech, USA)
- Supernatant Konkavalinu A — pfipraveny kultivaci mysich slezinnych bun¢k
s konkavalinem A (1 pg/mL), ziskany od prof. Vladimira Holdn¢ DrSc.

4.1.5 Protilatky
Primarni protilatky:
MaHIS — mysi monoklonalni IgG protilatka proti His-tag (Invitrogen, USA), fedéna 1000x
(#MA1-21315)

MolL-15 — mysi monoklonalni IgG protilatka proti lidskému IL-15 (R&D systems, USA),
fedéna 500x (¥MAB2471-100)

MaVP1 — myS$i monoklondlni IgG protilatka proti denaturovanému VP1 proteinu MPyV
(Forstova et al., 1993), fedéna 50x

MaVP1-D4 — mysSi monoklondlni IgG protilditka proti VPl proteinu MPyV
(ptipraveno v ramci laboratofe virologie RNDr. Alenou Drda Moravkovou, Ph.D.),
fedéna 20x

RbaVP1 SV40 — kréli¢i polyklonalni protilatka proti VP1 SV40 (Abcam, UK), fedéna 1000x
(#ab53977)

Sekundarni protilatky:

DaM-Ax488 — osli protilatka proti mySim imunoglobulinim konjugované s fluorescenéni
barvou Alexa Fluor 488 (Thermo Scientific, USA), fedéna 1000x (#A-21202)

GaM-Px — kozi protildtka proti mySim imunoglobulinim konjugovand s kienovou
peroxiddzou (BioRad, USA), fedéna 1000x (#0300-0108P)
GoRb-Px — kozi protilaitka proti kralicim imunoglobulinim konjugovand s kienovou

peroxiddzou (BioRad, USA), fedéna 1000x (#5196-2504)

4.1.6 Antibiotika
Ampicilin (Biotika, CR)
Gentamycin (Sigma, Némecko)
Kanamycin (Sigma, Némecko)
Tetracyklin (Sigma, Némecko)
Streptomycin (Sigma, Némecko)
Sm¢és antibiotik pro tkanové kultury:
100x koncentrovany roztok obsahujici 25 mg amphotericinu B, 10000 jednotek
ampicilinu a 10 mg streptomycinu na 1 mL (Gibco, Thermo Fisher Scientific)
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https://www.bio-rad-antibodies.com/polyclonal/rabbit-lapine-igg-antibody-5196-2504.html?f=hrp

4.1.7 Enzymy
Benzonaza® (Sigma, Némecko)
DNaza I (Sigma, Némecko)
DreamTaq DNA polymeréza (Thermo Scientific, USA)
Inhibitory proteaz (cOmplete™ ULTRA Tablets; Roche Svycarsko)
Restrikéni enzymy (Agel, BamHI, Ehel, HindIIl, Nhel, Nrul; Fermentas, USA)
RNaza A (Fermentas, USA)
T4 DNA ligaza (Thermo Scientific, USA)
Vent® DNA polymeraza (Fermentas, USA)
4.1.8 Bunéé¢né kultury a virova inokula
Bakterialni bunky:
- DHI10Bac elektrokompetentni buniky — kmen E. coli
- TOP10 elektrokompetentni buniky — kmen E. coli
Eukaryotické bunécné linie:
- SF9 hmyzi bun&tnd linie — pochazi z vajeniklt motyli Spodoptera frugiperda
— vyuzity pro bakulovirovou infekci
- Jurkat bunécnd linie — lidské leukemické T-lymfocyty rostouci v suspenzi odvozené
z bunék periferni krve pacienta (Homo sapiens) s akutni T-bunéénou leukemii

- CTLL-2 buné¢na linie — mysi cytotoxické CD8 T-lymfocyty (kmen C57BL/6) ziskané
od prof. Vladimira Holéan¢, DrSc.
Viry:
MPyV VPI expresni rekombinantni bakulovirus (BG kmen, GeneBank: AF442959),
pfipraven v ramci laboratofe RNDr. Jitinou Za¢kovou Suchanovou, Ph.D.

4.1.9 Komer¢ni soupravy
AllPrep® DNA/RNA/Protein Mini Kit (Qiagen, Némecko)
- Souprava vyuzita pro izolaci celkové genomové DNA z SF9 bunék

Cellfectin® II Reagent (Invitrogen, USA)
- Souprava vyuzita pro transfekci SF9 bunék

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega, USA)
- Souprava vyuzita pro stanoveni proliferacni aktivity vzorkt

GenElute™ HP Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich, Némecko)
- Souprava vyuzita pro izolace plazmidové DNA z bakterialnich bun¢k

HisTrap FF crude columns souprava (GE Healthcare Life Sciences)
- Souprava vyuzita jako alternativni metoda pro izolace proteinli, které obsahuji
histidinovou kotvu

JETSTAR Plasmid Purification Maxi Kit (Qiagen, Némecko)
- Souprava vyuzita pro izolace plazmidové DNA z bakterialnich bun¢k

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit (Macherey-Nagel, Némecko)
- Souprava vyuZita pro extrakci DNA fragmentl z agar6zového gelu

QIAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen, Némecko)
- Souprava vyuzita pro izolaci DNA z bakteridlnich bun¢k

Qubit® Protein Assay Kit (Invitrogen, USA)
- Souprava vyuzita pro stanoveni koncentrace proteini
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4.1.10 Standardy pro uréeni molekulovych hmotnosti
GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific, USA) — DNA standard (obr. 3A)

Spectra™ Multicolour Broad Range Protein Ladder (Thermo Scientific, USA)
— proteinovy standard (obr. 3B)

bpng/0Swy % kDa
-260
20000 200 40 140
; 10000 200 40
7000 200 40
{50'0'0' 750 150 ~100 -
2 4000 200 40 .
7 3000 200 40 70 - -
— 2000 200 40 50
1500 80.0 16.0
‘.C -
— 1000 250 50 3% —
700 2650 50
~ 500 750 150 % -
— 400 250 50
— 300 250 50
— 200 250 50 ~19 — a—
— 75 260 50
10
Gel Blot

Obr. 3 — Pouzité standardy molekulovych hmotnosti. DNA standard (A), Proteinovy standard (B).
Prevzato z doporucenych navodii vyrobcii.

4.1.11 Pouzité plazmidy
pFastBac1-VP1-hIL15 (obr. 4)
- plazmidovy konstrukt uméle syntetizovany obsahujici gen pro VPI protein MPyV
a lidsky IL-15, slouzi jako zaklad pro vSechny dal$i plazmidy; pfipraveno na zakazku
firmou Invitrogen (Thermo Fisher Scientific, USA)

(5989 .. 6011) pPH-Rv

(57903 Nrul
6xHis| |

(5742) Ehel
(5734) Agel —

(5238) Agel
(5227) Nhel
(5218) BamHl

(5032) Nhel

pFB-VP1-IL15-HIS
5462 bp

R
(4032) BamHI~
(4006 .. 4028) pPH-Fw

Obr. 4 — pFastBacl-VPI-IL15-HIS (vytvoreno v programu SnapGene).
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4.1.12 Vektory
pFast-Bacl

- bakulovirovy donorovy vektor pro klonovani a produkci rekombinantnich bakulovira
(Invitrogen, USA)

4.1.13 Primery
pPh-Fw 5 - ATTCATACCGTCCCACCATCG - 3¢
- Tm=57°C, naseda pod polyhedrinovy protomotor pFast-Bacl
pPh-Rv: 5° - TGTGAAATTTGTGATGCTATT - 3¢
- Tm=57°C, naseda do mista pro signal SV40 poly(A)

4.1.14 PouZzity software
Blast software (NCBI, USA)
Bioinformatics.org — protein molecular weight prediction (USA)
itTEM 5.1 (Olympus soft imaging solutions GmbH, Japonsko)
Nanodrop (Nanodrop Technologies, USA)
Sequence Scanner v1.0 (Applied Biosystems, USA)
SnapGene software (GSL Biotech, USA)

4.1.15 Ostatni material
Dialyza¢ni membrana Servapor 16mm, MWCO 12000 — 14000 (#44145; Serva, Némecko)
Dialyzaéni kazeta Slide-A-Lyzer™, MWCO 10000 (#66380; Thermo Scientific, USA)
Elektroporac¢ni kyvety, 0,2cm elektrodova mezera (#165-2086; BioRad, USA)

Elektron-mikroskopické uhlikem (3,3 nm) potazené médéné sitky (Electron Microscopy
Science, UK)

Jednorazové plastové pomiicky (Biofil, Cina)
Laboratorni sklo (Kavalier, CR)

Parafilm (Bemis, USA)

Nitrocelul6zovd membrana NC45 (Serva, Némecko)
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4.2 Metody

4.2.1 Sterilizace

Laboratorni sklo bylo sterilizovano po dobu 60 minut pii teplot¢ 160°C horkym
vzduchem. Jednorazové plastové pomucky (napft. Spicky pro mikropipety ¢i mikrozkumavky)
byly sterilizovany po dobu 30 min v autoklavu pfi teploté 121°C a tlaku 120 kPa. Roztoky,
které nebylo mozné sterilizovat v autoklavu, byly sterilizovany filtraci pies 0,45 a 0,22 um
pory. Kromé sterilizace v autokldvu byla ddH>O rovnéz filtrovana. Sklenéné a kovové
nastroje byly oplachnuty v 96% (v/v) ethanolu a sterilizovany Zihdnim v plameni. Laminarni
boxy byly sterilizovany UV svétlem nejméné po dobu 30 min.

4.2.2 Priprava plazmidi a prace s bakteridlnimi kulturami

4.2.2.1 Priprava agarovych ploten pro TOP10 bakterialni buniky
LB médium obsahujici piislusné mnozstvi agaru bylo sterilizovano v autoklavu
a po zchladnuti na teplotu okolo 60°C bylo ptfidano ampicilinové antibiotikum (100 pug/mL).
Na jednu Petriho misku (@ 10 cm) bylo nalito 20 mL média a po zchladnuti byly Petriho
misky ulozeny do 4°C.

4.2.2.2  Priprava kompetentnich bunék

Bakterialni buitkky TOP10 byly zaockovany do 20 mL TPN média a byly inkubovany
16 hodin pii teplot¢ 37°C a 250 rpm natiepace. Po stanoveni optické hustoty
na spektrofotometru Helios B byla bakteridlni kultura zaoCkovana do 400 mL TPN média
s vyslednou optickou hustotou A = 0,1. Bakteridlni kultura byla inkubovéna pii 37°C
a 250 rpm na tfepacce. Po dosazeni optické hustoty v rozmezi A = 0,5 — 0,7 byla suspenze
rozdélena do osmi 50mL centrifugacnich zkumavek. Po 10min centrifugaci pii 4°C
a 4000 rpm (rotor S4180, centrifuga Beckman GS-15R) a odstranéni supernatantu byl
sediment resuspendovan v 50 mL sterilni ddH2O a byla provedena centrifugace za stejnych
podminek. Po odstranéni supernatantu byl sediment resuspendovan ve 25 mL sterilni ddH>O
a suspenze byla pfevedena do Ctyf S0mL centrifugacnich kyvet. Po opétovné centrifugaci
po dobu 10 min pii1 4°C a 4000 rpm (rotor S4180, centrifuga Beckman GS-15R) byl sediment
resuspendovan ve 2 mL 10% (v/v) glycerolu a suspenze byly spojeny do dvou 50mL
centrifugacnich kyvet. Ty byly opét centrifugovany za stejnych podminek. Sediment byl
resuspendovan  vjednom mL 10% (v/v) glycerolu. Suspenze byla po rozplnéni
do mikrozkumavek (po 50 nebo 100 pL) ihned zamrazena v tekutém dusiku a dale skladovéana
pti -80°C.

4.2.2.3 Elektroporace plazmidu do elektrokompetentnich TOP10
bakterialnich bunék
(Dower et al., 1988)

Konzerva TOP10 bakteridlnich bun¢k a konkrétni plazmid byly rozmrazeny na ledu.
Po rozmrazeni bylo 100 ng plazmidu ptfidano ke 49 pL suspenze bakteridlnich bunék.
Po jednominutové inkubaci pii laboratorni teploté byla suspenze kvantitativné pievedena
do pfedem vychlazené elektropora¢ni kyvety a byla provedena elektroporace pii aplikaci
elektrického pulsu (25 pF, 2,5 kV, 200 Q) v elektroporatoru Gene Pulser Apparatus.
Do elektroporacni kyvety byl pfidan jeden mL SOC média a suspenze byla pievedena
do Erlenmayerovy banky. Po 60min inkubaci pti 37°C a 250 rpm na tfepacce byla bakterialni
suspenze vyseta na agarové plotny sampicilinovou rezistenci. Plotny byly ulozeny
do termostatu pii teploté 37°C po dobu 18 hodin.
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4.2.2.4 Propagace plazmidii na bakterialnich burikach
Z bakterialnich kultur, obsahujicich pfislusny plazmid, narostlych na agarovych
plotnach s ampicilinem bylo ndhodné vybrdno néckolik bakterialnich kolonii. Ty byly
paratkem preneseny do 100 mL LB média s ampicilinovym antibiotikem (100 pg/mL).
Bakterialni kultura byla kultivovana po dobu 16 hodin pii 37°C a 250 rpm na tfepacce.

4.2.2.5  Priprava konzerv
Do mikrozkumavky bylo naneseno 300 pL sterilniho 50% (v/v) glycerolu a 700 pL
roztoku bun¢k v LB médiu. Mikrozkumavky byly ihned zamrazeny v tekutém dusiku
a skladovany pfti -80°C.

4.2.2.6  Izolace plazmidu z TOP10 bakterialnich bunék — MiniPrep
souprava
Bakterialni suspenze byla centrifugovana po dobu 15 min pii 4800 rpm (rotor S4180,
centrifuga Beckman GS-15R). Po odstranéni supernatantu byl ze sedimentu izolovan plazmid
pomoci soupravy GenElute™ HP Plasmid Miniprep Kit dle doporu¢eného navodu vyrobce.
Izolovany plazmid ve formé sedimentu byl rozpustén ve 100 pL eluéniho roztoku, ktery byl
soucasti soupravy.

4.2.277  lIzolace plazmidu z TOP10 bakteridlnich bunék — MaxiPrep
souprava
Bakterialni suspenze byla centrifugovana po dobu 5 min pti 9000 rpm (rotor 1620A,
centrifuga Hettich universal 320R). Po odstranéni supernatantu byl ze sedimentu izolovan
konkrétni plazmid pomoci soupravy JETSTAR Plasmid Purification Maxi Kit dle
doporu¢eného navodu vyrobce. Izolovany plazmid ve formé sedimentu byl rozpusStén
ve 250 uL TE pufru, ktery byl soucasti soupravy.

4.2.2.8  Minipreparace plazmidu z TOP10 bakterialnich bunék
alkalickou lyzi
Bakterialni suspenze (0,75 mL) byla centrifugovdna jednu minutu pfi 14000 rpm
(rotor F241.5, Beckman Microfuge R) a po odstranéni supernatantu byl sediment
resuspendovan ve 250 uL TE pufru (viz kapitola 4.1.3). Déle bylo ptidano 250 pL roztoku I1
(viz kapitola 4.1.3) a obsah mikrozkumavky byl promichén ota¢enim, po kterém bylo ihned
piidano 250 pL roztoku III (viz kapitola 4.1.3). Suspenze byla centrifugovdna 5 min
pii 14000 rpm (rotor F241.5, Beckman Microfuge R). Vznikly supernatant byl odebran
do nové mikrozkumavky, bylo k nému ptidano 500 pL 100% izopropanolu a promichano
otaCenim. Byla provedena 10min centrifugace pfi 14000 rpm (rotor F241.5, Beckman
Microfuge R), supernatant byl odstranén a sediment byl proplachnut 200 pL 80% (v/v)
ethanolu. Po vyschnuti zbylého ethanolu na vzduchu byl vlhky pelet resuspendovan ve 30 pL.
sterilni ddH>O s RNazou A (10 mg/mL).

4.2.29  Restrik¢ni Stépeni plazmidi
Byla pfipravena restrikéni smeés obsahujici 15 pg plazmidu, vhodny objem
konkrétniho restrikéniho enzymu (tedy Agel, BamHI, Nhel, Nrul a Ehel) dle doporuceného
navodu vyrobce, vhodny pufr pro konkrétni restrikéni enzym odpovidajici desetin€ celkového
objemu restrikéni smési a ddH,O. Restrikéni smés byla umisténa po dobu dvou hodin
do termostatu pfi teploté 37°C.

4.2.2.10 Inaktivace restrikéni smési
Mikrozkumavka s reakéni smési byla inkubovana po dobu 10 min pfi teploté 65°C
ve stolnim termobloku.
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4.2.2.11 Fenol-chloroformova extrakce

Inaktivovana restrikéni smés byla doplnéna do celkového objemu 400 pL TE pufrem
(viz kapitola 4.1.3). Nasledn¢ bylo ptidano 400 pL fenolu, smés byla diikkladné promichéna
abyla provedena centrifugace podobu 5 min pii 13400 rpm (rotor F241.5, Beckman
Microfuge R). Horni vodna faze byla pievedena do nové mikrozkumavky, ke které bylo
pfidano v poméru 25:24:1 (v/v/v) 400 pL fenolu, chloroformu aizoamylalkoholu.
Po promichani byla provedena centrifugace za stejnych podminek. Horni vodna faze byla opét
pfevedena do nové mikrozkumavky, ke které bylo pfidano v poméru 24:1 (v/v) 400 pL
chloroformu a izoamylalkoholu. Po promichani a opétovné centrifugaci za stejnych podminek
byla horni vodna faze odebrana do nové mikrozkumavky, ke které byl pfidan 3M octan sodny
odpovidajici desetin¢ objemu vodné faze a 96% ethanol odpovidajici dvou a ptl nasobku
objemu vodné faze. Bylo provedeno dvouhodinové srazeni DNA pii teploté¢ -20°C
s naslednou centrifugaci po dobu 5 min pii 12000 rpm (rotor F241.5, Beckman Microfuge R).
Supernatant byl odstranén a sediment byl proplachnut 70% (v/v) ethanolem. Po 45min
centrifugaci pii teploté 4°C a 13000 rpm (rotor F241.5, Beckman Microfuge R) a odstranéni
supernatantu byl sediment rozpustén ve 100 pL ddH2O.

4.2.2.12 Izolace plazmidu z agar6zového gelu
Fragmenty rozdélené pomoci gelové elektroforézy (viz kapitola 4.2.3.3) byly
vizualizovany a vyfiznuty z gelu v UV transluminatoru a poté izolovdny pomoci soupravy
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit dle doporuc¢eného navodu vyrobce. Izolovany
plazmid ve formé sedimentu byl rozpustén ve 30 pL roztoku, ktery byl soucésti soupravy.

4.2.2.13 Ligace plazmidu
Na zéklad¢ pracovniho protokolu Thermo Fisher Scientific (“User Guide: T4 DNA
Ligase, 5 Weiss U, 1000 Weiss U,”) byla pfipravena ligacni smés (tab. 1). Ta byla
inkubovadna po dobu 60 min v termostatu pii teploté 37°C. Ligacni sm¢es byla inaktivovéana
po dobu 10 min pti 70°C ve stolnim termobloku.

Tab. 1 — Slozeni a mnozstvi ligacni smési

Objem
50 ng plazmidu 5 uL
T4 DNA ligaza 5U
10x T4 DNA ligacni pufr S uL
ddH,O do 50 uL

4.2.2.14 Sekvenace
Na zaklad¢ pozadavkii sekvena¢ni laboratofe (Ptirodovédeckad fakulta, Univerzita
Karlova) byla pfipravena pfislusna sekvenacni smés o celkovém objemu 8 pL do 0,2mL
tenkosténné PCR mikrozkumavky (tab. 2) a vzorky ptedany k sekvenaci. Ziskané vysledky
byly analyzovany pomoci softwarti SequenceScanner (Applied Biosystems) a Blast (NCBI).

Tab. 2 — SlozZeni a mnozstvi sekvenacni smési

5ng/100 bp plazmidu
5 pmol sekvenacéni primer
do 8 uL.  ddH,O
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4.2.3 Metody vyuzZité pro praci s DNA
4.2.3.1 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA

Na méfici plosku spektrofotometru NanoDrop byly naneseny 2 uL piislusného vzorku
a byla stanovena jeho koncentrace.

4.2.3.2 Polymerazova retézova reakce
Reakéni smés pro polymerdzovou ftetézovou reakci (PCR) byla pfipravena
v laminarnim boxu dle tabulky 3. Se vSemi slozkami pro reakéni smés bylo pracovano
na ledu. Mnozstvi 25 pL/ 50 pL reakéni smési bylo pipetovano do 0,2mL tenkosténné
mikrozkumavky, ktera byla poté umisténa do PCR cykléru, a byl spustén piislusny program
(tab. 4). Po ukonceni programu byly vzorky separovany na gelové elektroforéze (viz. kapitola
4.2.3.3) a vizualizovany pomoci pfistroje Fusion FX.

Tab. 3 — Slozky a jejich mnozstvi vyuzita pro PCR

Komponenty koiise(r)llzgce 25uL reakce 50uL reakce
DNA templat - 40 ng 80 ng
Forward primer 10uM 1 puL 2 uL
Reverse primer 10uM 1 puL 2 uL
dNTP 10mM 0,5 uL 1 uL
Reakéni pufr 10x koncentrovany 2,5 uL S5uL
Polymeraza (DreamTaq/Vent) 5U/uL /2 U/pL 0,5 uL 1 uL
ddH,O - 18,5 uL 37 uL
Tab. 4 — Nastaveni programu PCR cykléru
Proces Teplota Cas E;lileﬁ
Pocatecni denaturace ~ 94°C 180 s 1
Denaturace 94°C 40 s
Nasedani primert 59°C 50s 30
Amplifikace 72°C 60 s
Ukonceni PCR 72°C 120 s 1

4.2.3.3 Gelova elektroforéza pro rozdéleni a vizualizaci DNA
fragmenti

Pro ptipravu 1% agardzového gelu bylo do Erlenmayerovy bainky odvézeno vhodné
mnozstvi agardzy, kterd byla zahfatim rozpusténa v 1x koncentrovaném TAE pufru (viz
kapitola 4.1.3). 1,5 pL barviciho €inidla MIDORI bylo pfidano k roztoku a po dikladném
rozmichani byl roztok nanesen do plastové formy a byl zasunut hieben. Tuhy gel byl pienesen
do predem sestavené aparatury pro gelovou elektroforézu DNA, zalit 1x koncentrovanym
TAE pufrem a do jednotlivych jamek byl nanesen molekulovy standard GeneRuler™ 1 kb
Plus DNA Ladder a ekvivalentni mnoZzstvi vzorki s pfidavkem jednoho pL
6x koncentrovaného DNA Loading Dye pufru. Elektroforéza probihala po dobu 60 min
pi1 70 V. Vysledny gel byl vizualizovan pomoci piistroje VILBER Fusion FX.

34



4.2.4 Priprava rekombinantniho bakuloviru

4.24.1 Priprava DH10Bac kompetentnich bunék
Bakterialni buiikky DHI10Bac byly zaockovany do 20 mL LB média s ptisluSnymi
antibiotiky (viz kapitola 4.2.4.2) a postup ptipravy byl totozny jako v kapitole 4.2.2.2.

4.24.2 Priprava agarovych ploten pro DH10Bac selekci
LB médium obsahujici piislusné mnozstvi agaru bylo sterilizovano v autoklavu
po dobu 30 min. Po zchladnuti na teplotu okolo 60°C byly pfidany kanamycin (50 pg/mL),
tetracyklin (10 pg/mL), gentamicin (7 pg/mL), X-gal (20 pug/mL) aIPTG (20 pg/mL).
Na jednu Petriho misku (@ 10 cm) bylo nalito 20 mL média. Po zchladnuti byly Petriho
misky ulozeny do 4°C.

4.24.3 Transformace plazmidi do DH10Bac kompetentnich bunék
elektroporaci

pFast-Bacl plazmidové konstrukty byly transformovany do DH10Bac kompetentnich
bun¢k elektroporaci. K 50 pL suspenze DH10Bac bun¢k bylo pfidano 100 ng piislusného
plazmidu. Po jednominutové inkubaci byla suspenze kvantitativné pfevedena do predem
vychlazené elektropora¢ni kyvety a byla provedena elektroporace pfti aplikaci elektrického
pulsu (25 pF, 2,5 kV, 200 Q) o délce 5 ms v elektroporatoru Gene Pulser Apparatus.
Do elektroporacni kyvety byl pfidan jeden mL SOC média a po promichani byla suspenze
pfevedena do Erlenmayerovy banky. Ta byla inkubovana po dobu tfi hodin pii37°C
a 250 rpm na tiepacce. Nasledné byla bakteridlni suspenze s plazmidem vyseta na agarové
plotny se selekénimi antibiotiky, X-gal a IPTG (viz kapitola 4.2.4.2). Ty byly 48 hodin
inkubovany v termostatu pfi teploté 37°C.

4.24.4 Selekce DH10Bac monokultur pro izolaci bakmidové DNA
Narostlé bakteridlni kolonie byly prozkoumany a bylo vybrano nékolik bilych, tedy
uspéSné rekombinovanych kolonii, které byly sterilnim péaratkem zaockovany na novou
agarovou plotnu. Po 48hodinové inkubaci v termostatu pfti teploté¢ 37°C byla vybrana pouze
bilda kolonie, kterd byla sterilnim pardtkem prenesena do Erlenmayerovy banky
obsahujici 5 mL LB média, kanamycin (50 pg/mL), tetracyklin (10 pg/mL) a gentamicin
(7 pg/mL). Ta byla inkubovéna pti 37°C a 250 rpm na tiepacce po dobu 16 hodin.

4.2.4.5  Izolace rekombinantni bakmidové DNA z DH10Bac
kompetentnich bunék

Po 16hodinové inkubaci byl 1,5 mL bakteridlni suspenze kvantitativné pfenesen
do mikrozkumavky a byla provedena centrifugace po dobu jedné minuty pii 14000 rpm
(mikrocentrifuga Eppendorf). Po odstranéni supernatantu byl pelet resuspendovéan ve 300 uL
roztoku I (viz kapitola 4.1.3). Bylo ptiddno 300 pL roztoku II (viz kapitola 4.1.3), promichano
otaenim mikrozkumavky a byla provedena inkubace pfi laboratorni teploté¢ po dobu 5 min.
Pot¢ bylo pfidano 300 pL. 3M octanu draselného a po promichani otd€enim byla
mikrozkumavka umisténa naled po dobu 10 min. Byla provedena centrifugace po dobu
10 min pii 14000 rpm (mikrocentrifuga Eppendorf), po které byl supernatant umistén do nové
mikrozkumavky. Do té bylo pfidano 800 uL 100% izopropanolu, mikrozkumavka byla
promichédna otaCenim a byla umisténa na led po dobu 10 min. Byla provedena centrifugace
podobu 15 min pfilaboratorni teploté¢ pii 14000 rpm (mikrocentrifuga Eppendorf).
Supernatant byl odstranén ak sedimentu bylo ptidano 500 pL 70% (v/v) ethanolu,
promichéno ota¢enim mikrozkumavky. Byla opét provedena centrifugace, tentokrat po dobu
5 min pii 14000 rpm (mikrocentrifuga Eppendorf). Po odstranéni supernatantu byl sediment
suSen na vzduchu po dobu 5 min pfi laboratorni teploté a poté byl sediment resuspendovan
ve 40 uL TE pufru.
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4.2.4.6  Pasazovani bunék SF9
Bunky byly kultivovany v TNM-FH médiu s 10% (v/v) FBS v termostatu pfi teploté
27°C a pasazovany v pomeéru 1:3 dvakrat tydné.

4.2.4.7 Transfekce bunék SF9 rekombinantni bakulovirovou DNA

Buiiky SF9 byly vysety na 6-jamkovou desti¢ku tak, Ze v kazdé jamce bylo 8x10°
bun¢k ve 2 mL BSM média. Smichanim 100 pL. BSM média a 8 pL ¢inidla Cellfectinu byl
pfipraven transfekéni roztok, ktery byl diikkladné resuspendovan. Ke 100 uL BSM média byl
piidan jeden pg rekombinantni bakmidové DNA a po promichani byl celkovy objem pienesen
k transfekénimu roztoku. Smés byla inkubovéana po dobu 20 min pii laboratorni teploté a poté
byla po kapkach ptidana do piislusné jamky s buitkami. Po ¢tyfhodinové inkubaci pii teploté
27°C bylo médium odstranéno a byly pfidany 2 mL kompletniho média s antibiotiky. Byla
provedena 72 — 96 hodinova inkubace pii teplote 27°C.

4.24.8 Sklizeni virového inokula a bunék SF9 po infekci nebo
transfekci

Bunky byly mechanicky odstranény z povrchu misky pomoci Skrabatka a spolu
s médiem kvantitativné¢ ptevedeny do 50mL centrifugacni kyvety. Po Smin centrifugaci
pti laboratorni teploté a 2000 rpm (vykyvny rotor, centrifuga MSE) byl supernatant preveden
do nové¢ sterilni 5S0mL centrifuga¢ni zkumavky a slouzil jako virové inokulum pro dalsi
infekce (uchovavan pii 4°C). Bunéény pelet byl resuspendovan v 10 mL PBS (viz kapitola
4.1.3). Po 5Smin centrifugaci pfi laboratorni teploté¢ a 2000 rpm (vykyvny rotor, centrifuga
MSE) byl supernatant odstranén a pouZzivan pro dalsi infekce a pelet byl uchovan pti -20°C.

4249 Infekce rekombinantnim bakulovirem

Buiikky SF9 byly vysety na Petriho misku (@ 10 nebo 15 cm) v BSM médiu,
po prisednuti bun€k k povrchu (cca 30 min) bylo médium odséato a k buiitkdm bylo pfidano
virové inokulum. Obvykle byla infekce provadéna na Petriho miskdch o priméru 15 cm
s multiplicitou infekce (MOI) 10 PFU/bunku v minimalnim objemu 2,5 mL BSM. Po 60min
inkubaci pfi laboratorni teplot€¢ a konstantnim kyvani bylo k builkdm pifidano 25 mL
kompletniho média s antibiotiky. Bunky byly dale inkubovany 72 — 96 hodin pii teploté 27°C
a buné¢né zmeény charakteristické pro probihajici infekci byly monitorovany.

4.2.4.10 Izolace celkové DNA z bunék SF9
Pomoci laboratorni soupravy AllPrep® DNA/RNA/Protein Mini Kit byla
z peletu hmyzich bun€k SF9 (viz kapitola 4.2.4.8) izolovana celkovd DNA dle doporu¢eného
navodu vyrobce. [zolovana DNA ve formé sedimentu byla rozpusténa ve 100 pL TE pufru.

4.2.4.11 Plakova titrace

Buiiky SF9 byly vysety na 6-jamkovou desti¢ku tak, ze v kazdé jamce bylo 1x10°
bunek ve 2 mL BSM média. Virové inokulum bylo fedéno desitkovou metodou v BSM
v celkovém objemu jeden mL v fedici fadé 10 — 10®. Po 30min inkubaci pfi laboratorni
teploté bylo od bun€k odsato médium a v duplikatech bylo pfidano 400 pL fedéného virového
inokula. Po 60min inkubaci pfi laboratorni teploté a konstantnim kyvani bylo k bunkdm
pfidano 2,5 mL rozehiatého kompletniho média pro plakovou titraci (42°C; viz kapitola
4.1.4.2). Po zatuhnuti média (cca 20 min) pii pokojové teploté byly builky inkubovany
6 — 8 dni v termostatu pii teploté 27°C a test byl vyhodnocen. Plaky byly spocitany a titr
inokula byl stanoven podle vzorce 1.0.

pramérny pocet plakli v jamce

1.0

titr (pfu/mlL) =

redéni virového inokula Xobjem ptridaného viru
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4.2.4.12 Priprava bunéénych lyzati pro elektroforetickou separaci

Bunééné pelety ziskané sklizenim infikovanych bunck (viz kapitola 4.2.4.8) ze Ctyt
Petriho misek (@ 15 cm) byly rozmrazeny a bylo k nim ptidano 150 pL. RIPA pufru. Byla
provedena 20min inkubace naledu asonikace ruc¢nim sonikatorem. Po promichani
a centrifugaci po dobu 30s pfi 13000 rpm (mikrocentrifuga Eppendorf) bylo do nové
mikrozkumavky odebrano 80 pL supernatantu, ke kterému bylo pfidino 20 pL
5x koncentrovaného Laemmliho pufru. Vzorek byl umistén na 5 min do termobloku
pii teploté 100°C a poté byl elektroforeticky separovan (viz kapitola 4.2.6.3).

4.2.5 Izolace proteini a virovych ¢astic

4.2.5.1 Izolace proteini s histidinovou kotvou

Pelet bunék SF9 po infekci rekombinantnim bakulovirem kodujicim proteiny
obsahujici histidinovou kotvu byl rozmrazen a resuspendovan v 10 mL vazebného pufru
pro HisTrap FF izolaci proteini (viz kapitola 4.1.3), ve kterém byla rozpusténa tableta
inhibitoru protedz. K suspenzi bylo ptidano 50 pL 1M (w/v) chloridu hote¢natého a 100 pL
DNazy I. Suspenze byla dikladné resuspendovana, bylo k ni pfidano 500 pL 10% (v/v)
Tritonu X-100 a byla inkubovéana po dobu 30 minut pfi laboratorni teploté. Suspenze byla 30x
sonikovana (QSONICA) po dobu 2s pii 20% amplitudé s Ss intervaly mezi jednotlivymi
pulzy. Po rozplnéni do mikrozkumavek byla centrifugovana po dobu 20 min ptfi 14950 rpm
(rotor F241.5, Beckman Microfuge R) a teploté¢ 4°C. Mezitim byla pfipravena HisTrap FF
kolonka, ktera byla promyta ddH>O, elu¢nim a vazebnym pufrem pro HisTrap FF izolaci
proteint (viz kapitola 4.1.3) a byla provedena izolace dle doporu¢eného navodu vyrobce.
Vzorek byl uschovan pii -20°C.

4.2.5.2  Izolace VLPs a VNS po bunécné lyzy detergentem a vysoleni
(Buck et al., 2005)

Pelet bunék SF9 po infekci rekombinantnim bakulovirem byl rozmrazen
a resuspendovéan ve stejném objemu DPBS média s 9,5mM Mg?*. K suspenzi byl ptidan
10% (v/v) Triton X-100 odpovidajici 0,5% celkového objemu a benzondza odpovidajici
0,1% celkového objemu. Suspenze byla inkubovéana po dobu 2 hodin pii teploté 37°C a poté
12 hodin pii teplot¢ 0°C. Nasledné¢ byl k suspenzi piidan 5M (w/v) NaCl (vysledna
koncentrace 850mM) a suspenze byla centrifugovdna 5 min pii 7500 rpm (rotor F241.5,
Beckman Microfuge R) ateplot¢ 4°C. Supernatant byl kvantitativné preveden
do ultracentrifugacni kyvety a sediment byl resuspendovan v jednom mL pufru-B a doplnén
SM NaCl (vyslednda koncentrace 850mM). Byla provedena centrifugace za stejnych
podminek. Supernatant byl opét pfeveden do ultracentrifugacni kyvety a byla provedena
ultracentrifugace v CsCl gradientu (viz kapitola 4.2.5.4).

4.2.5.3  Izolace VLPs a VNS po sonikaci a preciSténi pres sacharézovy
polStar

Pelet bunék SF9 po infekci rekombinantnim bakulovirem byl rozmrazen
a resuspendovan ve 2 mL pufru-B. Suspenze byla sonikovana (QSONICA) pétkrat po dobu
30s pti 20% amplitud€ s 20s intervaly mezi jednotlivymi pulzy. Byla provedena centrifugace
po dobu 5 min pii 4°C a 14950 rpm (rotor F241.5, Beckman Microfuge R) a vznikly
supernatant byl pieveden do ultracentrifugacni kyvety. Do zkumavky, ve které byla
provedena sonikace bunécéného peletu, byly dany 2 mL pufru-B, suspenze byla opét
centrifugovana za stejnych podminek a vznikly supernatant byl spojen s pfedchozim. Cely
tento krok byl jesté jednou zopakovan. Suspenze v ultracentrifugacni kyveté byla doplnéna
do celkového objemu 10 mL, byla podvrstvena 2 mL 10% (w/v) sacharozy v pufru-B a byla
provedena tfithodinova ultracentrifugace pii teplot¢ 4°C a 35000 rpm (rotor SW41,
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ultracentrifuga Beckman optima L-90K). Supernatant byl odstranén a pelet byl rozpoustén
ve 2 mL pufru-B po dobu 12 hod pfi teploté 4°C.

4.2.54 Purifikace VLPs a VNS ultracentrifugaci v rovnovazném CsCl
gradientu
Ziskana suspenze (viz kapitola 4.2.5.2 a 4.2.5.3) byla doplnéna pufrem-B do celkové
hmotnosti 8 g. Do ultracentrifugacni kyvety bylo ptidano a rozpusténo 3,65 g CsCl. Suspenze
v kyveté byla doplnéna parafinovym olejem a byla provedena centrifugace po dobu 24 hod
priteplot¢ 18°C a 35000 rpm (rotor SW41, centrifuga Beckman optima L-90K).
Po centrifugaci byl parafinovy olej odstranén a po cca 500 uL byly separovany jednotlivé
frakce. Ty byly déle charakterizovany dle refraktometrického indexu (viz kapitola 4.2.5.5)
a pfitomnosti proteinu. Z kazdé¢ separované frakce byly naneseny 2 upL vzorku
na nitrocelul6zovou membranu a po vyschnuti byla pfitomnost proteinti ve frakcich ovéiena
imunodetekci (viz kapitola 4.2.6.6).

4.2.5.5 Refraktometrické stanoveni

Na meéfici plosku Abbého refraktometru bylo naneseno 10 puL roztoku z kazdé frakce
obsahujici VLPs ¢i VNS a byl stanoven index lomu jednotlivych frakci.

4.2.5.6  Dialyza proteinii
Vhodné frakce obsahujici pozadované proteiny byly vybrdny na zakladé
refraktometrického stanoveni (viz kapitola 4.2.5.5) a imunodot blot analyzy (viz kapitola
4.2.6.6) a prevedeny a uzavieny do pfedem varenych dialyza¢nich membran. Spojené frakce
byly dialyzovany proti 2 L 1x koncentrovan¢ho (w/v) pufru-B pii 4°C na magnetické
michacce po dobu 72 hodin sjednou vyménou 2 L 1x koncentrovaného (w/v) pufru-B
po prvnich 30 minutach.

4.2.577 Koncentrovani proteint pi‘es sachar6zovy polStar
Dialyzované frakce byly pfevedeny do ultracentrifugacnich kyvet a byly podvrstveny
2mL 10% (w/v) sacharézy v pufru-B. Byla provedena tfihodinova ultracentrifugace
pii teplot¢ 4°C a 35000 rpm (rotor SW4I1, ultracentrifuga Beckman optima L-90K).
Supernatant byl odstranén a sediment byl resuspendovan ve 300 pL pufru-B. V piipadé
potieby byl vzorek uschovan piti -20°C.

4.2.5.8  Precipitace proteini

Z rozmrazen¢ho vzorku bylo odebrano 200 puL. do nové mikrozkumavky, do které bylo
pfidino 600 pL 96% methanolu. Po dukladném promichéni bylo ptfidino 150 pL
chloroformu, opét promichano a bylo ptfidano 400 uL ddH»O. Byla provedena centrifugace
po dobu 5 min pti 14950 rpm (rotor F241.5, Beckman Microfuge R). Horni vodna faze byla
odstranéna a ke spodni fazi bylo pfidano 450 pL 96% methanolu. Byla znovu provedena
centrifugace za stejnych podminek. Supernatant byl odstranén a sediment byl suSen
na vzduchu po dobu 15 min pfi laboratorni teploté. Poté byl rozpustén v pfisluSném mnozstvi
vhodného roztoku.

4.2.6 Charakterizace proteint

4.2.6.1 Stanoveni koncentrace proteint
Koncentrace proteinit ve vzorcich byla stanovena pomoci fluorimetru Qubit
dle doporuceného navodu vyrobce.

4.2.6.2  Priprava vzorki na SDS-PAGE
Vzorek byl rozmrazen na ledu a v pfipad¢ potieby byla provedena jeho precipitace
(viz kapitola 4.2.5.8). Ze vzorku byla ¢ast odebrana do nové mikrozkumavky, do které bylo
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piidano 5 pL 5x koncentrovaného Laemmliho pufru. Do celkového objemu 25 uL byla
suspenze doplnéna ddH>O a vzorek byl po dikladném promichani vafen po dobu 5 min
pii 100°C ve stolnim termobloku. Nésledné byl vzorek nanasen na gel ve vhodném mnozstvi
(nanasky jsou uvedeny v legendach jednotlivych vysledka).

4.2.6.3 Elektroforeticka separace proteini v polyakrylamidovém gelu

Separacni 12% gel (30% (w/v) akrylamid, 1,5M Tris-HCI (pH = 6,8), 10% (w/v) SDS,
10% (w/iv) APS, TEMED, ddH>0O) byl nanesen do sestavené aparatury pro SDS-PAGE
a prevrstven dH»0O. Po ztuhnuti gelu (cca 30 min) byla voda vylita a byl nanesen
5% zaosttovaci gel (30% (w/v) akrylamid, 1,5M Tris-HCI (pH = 8,8), 10% (w/v) SDS, 10%
(w/v) APS, TEMED, ddH>0), do kterého byl umistén hieben. Po ztuhnuti gelu (cca 30 min)
avyjmuti hiebenu byl gel umistén do elektroforetick¢ aparatury, ktera byla naplnéna
elektrodovym pufrem pro SDS-PAGE (viz kapitola 4.1.3). Po naneseni vzorki
a molekulového standardu probihala elektroforeticka separace nejprve pii 80 V po dobu
30 min a poté pii 140 V cca 120 min.

4.2.6.4  Barveni a fixace geli
Vysledné gely byly barveny bud’ pfimo po separaci proteinii v polyakrylamidovém
gelu nebo po prenosu proteinit na membranu pomoci Western blotu. Po rozloZeni aparatury
byl gel promyt po dobu 5 min v ddHO a nasledné byl barven v Imperial™ Protein Stain
barvivu dle doporuc¢eného navodu vyrobce. Po 12hodinové inkubaci byl gel opét promyt
ddH>O a byl vizualizovan pomoci pfistroje Fusion FX.

4.2.6.5  Western Blot

Po elektroforetické separaci vzorkli byl gel inkubovan v elektrodovém pufru
pro Western blot po dobu 10 min. Poté byl vytvoren blotovaci sendvi¢ dle doporuceného
navodu vyrobce, ktery byl umistén do blotovaci aparatury a zalit 1,2 L vychlazeného
elektrodového pufru pro Western blot (viz kapitola 4.1.3). Proteiny byly blotovany po dobu
3 hodin pfi konstantnim proudu 250 mA. Po pfeneseni proteinti na nitrocelul6zovou
membranu byla membrana proplachnuta v ddH>O a 30 min inkubovéana v 5% (w/w) suSeném
mléce v PBS. Piitomnost proteinli na membrané byla ovéfena a vizualizovana pomoci
imunodetekce (viz kapitola 4.2.6.6).

4.2.6.6  Imunodetekce proteinii na membrané

Membrana byla blokovana roztokem 5% (w/w) nizkotu¢ného suSeného mléka v PBS
po dobu 30 min. Membréna byla inkubovana v jednom mL 5% (w/w) suSené¢ho ml¢ka v PBS
s piislusnou primarni protilatkou po dobu 60 min. Poté byla membrana promyta tfikrat 10 min
v PBS a inkubovana v jednom mL 5% (w/w) suSené¢ho ml¢ka v PBS se sekundarni protilatkou
proti pouzité primdrni protilatce konjugovanou s kienovou peroxidazou po dobu 30 min.
Membrana byla promyta tiikrat 10 min v PBS a byla vyvoléna inkubaci v suspenzi roztoku A
(0,IM Tris-HCl (pH = 8,0), 250mM (w/v) luminol, 90mM (w/v) kyselina p-kumarova)
aroztoku B (0,IM Tris-HCl (pH = 8,0), 0,02% (v/v) H20:>), smichanych v poméru 1:1,
po dobu 20s pfi laboratorni teploté. Signal byl vizualizovan pomoci pfistroje Fusion FX.

4.2.6.7  Elektronova mikroskopie
Na prouzek parafilmu bylo vedle sebe umisténo 5 pL izolované VLPs suspenze,
dvakrat 100 pL ddH>O a dvakrat 50 pL roztoku 2% (v/v) kyseliny fosfowolframové.
Aktivovana elektron-mikroskopicka sitka byla na 10 min nejprve umisténa na kapku virové
suspenze, po kterych byla dvakrat prenesena na 30s na kapku ddH>O. Nasledné byla dvakrat
pienesena na kapku fosfowolframové kyseliny na dobu 60s. Po odstranéni piebytecné
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kapaliny ze sitky filtracnim papirem byly vzorky vizualizovany na elektronovém mikroskopu
JEOL JEM 1200EX s CDD kamerou (itTEM 5.1; Olympus soft imaging solution GmbH).

4.2.6.8 Imunofluorescence virem infikovanych bunék SF9

Do 24-jamkové desticky bylo umisténo ethanolem oplachnuté plamenem protazené
imunofluorescenéni skli¢ko. Buriky SF9 byly vysety tak, Ze v kazdé jamce bylo 3%10° bun&k
v jednom mL BSM média. Po 30min inkubaci pfi laboratorni teploté bylo od bun¢k odsato
médium a v triplikdtech bylo do kazdé jamky piidano 100 pL pfislusného vzorku. Byla
provedena 60min inkubace pfi laboratorni teplot¢ na stolni tfepacce, po které byl
do jednotlivych jamek pfidan jeden mL kompletniho média s antibiotiky. Po 48hod inkubaci
pti teplot¢ 27°C bylo odsato médium a bunky byly fixovany 10 min 96% methanolem
pti teploté -80°C. Po odstranéni methanolu byly bunky inkubovany ve 200 pL 0,25% (v/w)
BSA a 0,25% (v/w) Zelatiny v PBS s ptislusnou primarni protilatkou po dobu 60 min. Poté
byly jamky promyty tfikrat 10 min v PBS a buniky byly inkubovany ve 200 pL 0,25% (v/w)
BSA a 0,25% (v/w) zelatiny v PBS se sekundarni protilatkou proti pouzité primarni protilatce
konjugované s fluorescenéni barvou po dobu 30 min. Jamky s buitkami byly opét promyty
tiikrat 10 min v PBS, po kterém bylo do jamek ptidano 500 pL ddH>O. Imunofluorescenéni
sklicka s buikami byla umisténa do 2 pL 70% (v/v) glycerolu s fluorescen¢ni barvou DAPI.
Sklicka byla vizualizovana na fluorescen¢nim mikroskopu.

4.2.6.9  Pasazovani bunék Jurkat
Bunky byly kultivovany v kompletnim RPMI médiu v CO> termostatu pii teploté 37°C
a pasazovany v poméru 1:3 tfikrat tydné.

4.2.6.10 Prolifera¢ni zkouska na buiikach Jurkat in vitro

Pomoci laboratorni soupravy CellTiter 96® AQueus One Solution Cell laboratorni
soupravy byla provedena proliferacni zkouska dle doporu¢eného névodu vyrobce.
Do jednotlivych jamek 96-jamkové desticky bylo pipetovano 100 uL pfedem piipravené
suspenze bunck Jurkat s konkrétnimi variantami vzorkl. Vzorky byly fedény desitkovou
metodou v kompletnim RPMI médiu s antibiotiky v celkovém objemu 300 pL v fedici fadé
2x1072 — 2x10? nebo 6x10 — 6x10%. Buiiky Jurkat, fedéné v koncentraci 2x10° bun&k/mL
v kompletnim RMPI médiu s antibiotiky, byly smichény s fedénymi variantami vzorkl
v poméru 1:1. Byla provedena inkubace v CO: termostatu pii teploté 37°C po dobu 72 hodin.
Do jednotlivych jamek s buitkami bylo piidano 20 pL CellTiter 96® roztoku a byla
provedena inkubace v CO; termostatu pii teplot€¢ 37°C po dobu Etyf hodin. Nasledné byla
stanovena absorbance pii vinové délce A = 490 nm a proliferacni zkouska byla vyhodnocena.

4.2.6.11 Pasazovani bunék CTLL-2
Bunky byly kultivovany v kompletnim RPMI médiu s 10% (v/v) suspenzi IL-2 nebo
konkavalinu v CO; termostatu pfi teploté 37°C a pasaZzovany v poméru 1:2 tiikrat tydné.

4.2.6.12 Prolifera¢ni zkouSka na buiikkach CTLL-2 in vitro

Prolifera¢ni zkouska byla opét provedena pomoci CellTiter 96® AQueous One Solution
Cell laboratorni soupravy dle doporu¢eného navodu vyrobce, ale uzplisobenym pro bunky
CTLL-2. Vzorky byly fedény desitkovou metodou v kompletnim RPMI médiu s antibiotiky
v celkovém objemu 300 pL v fedici fadé 2x1072 — 2x10% nebo 6x1072 — 6x102. Buitky CTLL-2
byly sklizeny do 50mL centrifugacni kyvety, dvakrat centrifugovany 5 min pti 400 rpm (rotor
1620A, centrifuga Hettich universal 320R) a dvakrat proplachnuty 50 mL kompletniho RPMI
média. Nasledn& byly fedéné v koncentraci 5x10* bun&k/mL v kompletnim RMPI médiu
a byly smichany s fedénymi variantami vzorki v poméru 1:1. Byla provedena inkubace v CO;
termostatu pii teplot€¢ 37°C po dobu 48 hodin. Dalsi postup byl totozny jako v kapitole
4.2.6.10.
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5 Vysledky
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5.1 Experimentalni schéma prace
Pribéh experimentalni prace zahrnuté v této diplomové praci je zachycen na schématu

¢. 1.aobr. 5.

ZdFOJOV\’/ vektor Schéma ¢. 1 — Metodami genového inzenyrstvi byly z jednoho uméle
(VP1-IL-15 HIS) syntetizované¢ho  konstruktu pFB-VPI1-IL15-HIS (zdrojovy vektor)
obsahujictho geny pro VP1 protein, IL-15 a histidinovou kotvu,
’ pfipraveny rizné plazmidové konstrukty: konstrukt pFB-VP1-IL15-HIS
Upravy zd I’OjOVéhO byl modifikovan restrikénim S$tépenim rlznymi restrikénimi enzymy

vektoru (popis viz obr. 5). Pripravené plazmidové vektory byly vyuzity

(viz obr.5)

v Bac-to-Bac systému pro produkci rekombinantnich bakulovir. Pomoci
bakulovirového expresniho systému pak byly produkovany a nasledné

. . purifikovany a charakterizovany (elektronova mikroskopie, imunodetekce)
Produkce rekombiantnich

o rizné varianty IL-15 a kontrolnich virovych nosi¢t (viz obr. 5).
bakulovir(

U vybranych vzorki bylo dale provedeno testovani jejich vlastnosti

pomoci proliferacniho testu na T-lymfocytech in vitro.

Produkce variant IL-15 a
kontrolnich nanostruktur

Charakterizace
purifikovanych proteint

Konkrétné byly pfipraveny tyto virové nosi¢e odvozené od VP1 MPyV: VLPs
obsahujici cely VP1 protein, dlouhy 384 aminokyselin, fizovany na C-konci s IL-15
(VPI-IL15-HIS). Dale VNS obsahujici VP1 protein zkraceny o jeho C-konec, pouze
322 aminokyselin dlouhy, a fuzovany s IL-15 (VP1AC-IL15-HIS). Déle jako kontroly byly
pfipraveny VLPs a VNS obsahujici riizné¢ modifikovany VP1 protein a samotny protein IL-15.
Konkrétné se jednalo o IL-15 (IL15-HIS), samotny VP1 protein (VP1-HIS) a VP1 protein
zkraceny o C-konec (VPIAC-HIS a VPIAC). Vétsina téchto konstruktli obsahuje
histidinovou kotvu (HIS) pro snadngj$i izolaci a piecisténi napiiklad pomoci IMAC

chromatografie.
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Modifikace zdrojového plazmidu

— VP1/VP1A
— IL15

pFB-VP1-IL15-HIS
6462 bp

BamHIi
Ehel
pFB-VP1AC-HIS|___, | pFB-VP1AC

PFB-VP1AC-IL15-HIS
6267 bp Nrul 5732 bp
v \ X

Bac-to-Bac systém: vznik recBac DNA a rekombinantnich bakulovirt

PFB-IL15-HIS
5311 bp

Obr. 5 - Upravy zdrojového plazmidu a ndslednd produkce proteinii. Plazmid pFB-VPI-IL15-HIS byl
modifikovan Stépenim zndzornénymi restrikcnimi enzymy za vzniku variant vektoru, které slouzily
pro pripravu rekombinantni bakmidové DNA (recBac DNA). Ta byla transfekovana do bunék SF9, kde
dala vzniknout prislusnym rekombinantnim bakulovirum (recBacV). Po ndsledné infekci doslo
v burikach k produkci proteinii. Vysledné obrazky (velikostni pomery nejsou zachovany) odpovidaji
predpokiladanym strukturam vzniku. IL15 protein (4), VPIAC-IL15-HIS konstrukt, pentamera VPI
s navazanym IL-15 (B), VPI1-IL15-HIS konstrukt, VLPs s navazanym IL-15 (C), VPI-HIS, klasické

VLPs (D), VNS VPIAC-HIS a VPI1AC, pentamery (E, F).
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5.2 Priprava a modifikace jednotlivych plazmidi metodami

genového inZenyrstvi
Zdrojovy plazmid pFB-VPI1-IL15-HIS (viz mapa plazmidu na obr. 4, str. 29) dlouhy

6462 bp byl Stépen nasledujicimi restrikénimi enzymy: enzym Agel rozStépil tento
pFB-VPI-IL15-HIS za vzniku linearni pFB-VP1-HIS DNA dlouh¢ 5975 bp (obr. 6A), enzym
BamHI za vzniku linedrni pFB-IL15-HIS DNA o délce 5311 bp (obr. 6A) a enzym Nhel
za vzniku linearni pFB-VP1AC-IL15-HIS DNA dlouhé 6267 bp (obr. 6A). Pozadované DNA
fragmenty byly izolovany z gelu, opét oveéfeny gelovou elektroforézou (data nepftilozena)
a ligovany. Po religaci plazmidu byl pFB-VP1-HIS opé&tovné $t€pen enzymem Nhel za vzniku
linearni pFB-VP1AC-HIS DNA dlouhé¢ 5780 bp (obr. 6B), ktera byla po religaci opét Stépena,
tentokrat enzymy FEhel a Nrul za vzniku linearni pFB-VP1AC DNA dlouhé 5732 bp

(obr. 6C). Uspdsnost §tépeni danych enzymi byla ovéfena gelovou elektroforézou.

pFB-VP1-IL15-HIS pFB-VP1-HIS pFB-VP1AC-HIS
M Agel BamHT Nhel M Nhel M Ehel + Nrul

[bp]
20000 —
10000 —

7000—
5000—
4000~
3000
2000—
1500—

Obr. 6 — Restrikcni Stépeni plazmidi, pFB-VPI-IL15-HIS byl Stépen enzymem Agel za vzniku
pFB-VPI-HIS DNA (64%*), enzymem BamHI za vzniku pFB-IL15-HIS DNA (6B#) a enzymem Nhel
za vzniku pFB-VPIAC-IL15-HIS DNA (64%). Plazmid pFB-VPI-HIS by Stépen enzymem Nhel
za vzniku pFB-VPIAC-HIS DNA (6B2) a plazmid pFB-VPIAC-HIS byl stépen enzymy Ehel a Nrul
za vzniku pFB-VPI1AC (6C$).

V ptipadé pFB-VPIAC-HIS DNA, ktera byla St€pena postupné dvéma enzymy, byla
pfed St€penim druhym enzymem provedena fenol-chloroformova extrakce. Ligaci nové
vzniklé plazmidové konstrukty byly transformovany do TOP10 elektrokompetentnich
bakterialnich bunék a ty byly selektovany na agarovych plotnach s ampicilinovou rezistenci.

Timto zpisobem byl zarucen rist pouze bun¢k obsahujici plazmidy naseho z4jmu. Z ndhodné
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vybranych bakteridlnich kolonii byla izolovana finalni podoba plazmidu a jejich spravnost
byla ovétena restrikénim Stépenim (obr. 7). Na zdkladé mapy plazmidd v programu SnapGene
byly vybrany takové restrikéni enzymy, z jejichz dvou restrikénich mist bylo jedno v nové
DNA zachovéno v pltvodni sekvenci, zatimco druhé restrikéni misto bylo odstranéno
modifikacemi. Plazmidy, u kterych neodpovidal vzorec §té€peni piedpokladu, byly po kontrole
Stépeni na gelové elektroforéze vyrazeny. Timto zplisobem byly selektovany pouze plazmidy
obsahujici geny naseho zdjmu. Sekvenaci byla potvrzena spravnost noveé piipravenych
selektovanych plazmidovych konstruktii (data nepfilozena), ktera definitivné potvrdila, Ze
byly tspés$né piipraveny vSechny pozadované plazmidové konstrukty nesouci geny naSeho
zajmu.

pFB-VP1-HIS pFB-IL15-HIS pFB-VPI1AC-IL15-HIS pFBVPIAC-HIS pFB-VP1AC
M Agel  BamHI  BamHI M BamHT BamHI HindIII

[bp]
200007
10000

7000

5000
4000/
3000
2000
1500—

700

Obr. 7 — Vysledné ovéreni spravnosti danych plazmidii. Obrdazek zobrazuje spravné i nespravné
Stepeni plazmidit vybranymi restrikcnimi enzymy. Prvni pFB-IL15-HIS plazmid Stépeny BamHI
obsahuje mnoho fragmenti, jedna se tedy o nevhodny plazmid, zatimco druhy pFB-IL15-HIS plazmid
Stepeny BamHI zaujimd linedrni formu a jedna se tedy o pozadovany plazmid. Ostatni plazmidy
obsahuji pouze jeden linedrni fragment, jedna se tedy o spravny plazmid.
5.3 Priprava recBac DNA a produkce proteini
v bakulovirovém expresnim systému

5.3.1 Izolace recBac DNA z DH10Bac bunék
Ptipravené plazmidy byly transformovany do DH10Bac bunék, ve kterych prob¢hla

mistné¢ specifickd rekombinace plazmidové DNA za vzniku recBac DNA. Na zakladé
,modro-bilé¢“ selekce byly vybrany bakterialni kolonie nesouci geny naseho zajmu. RecBac

DNA byla izoloviana pouze =z bilych, Uspésné rekombinovanych bakteridlnich kolonii
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a ovéiena vizualizaci po gelové elektroforéze (obr. 8). Dle doporuc¢eného navodu vyrobce
a jiz predeslych experimentii v rdmci laboratofe byla ocekdvana velikost izolované recBac
DNA pro kazdy ptislusny plazmid okolo 20 kbp. Z obr. 8 je patrné, ze vSechny vizualizované
recBac fragmenty odpovidaji naSemu ocekavani a mélo by se teoreticky jednat o Uspésné
rekombinovanou recBac DNA. Pfed naslednou transfekci do hmyzich bun€k byla stanovena

koncentrace izolované recBac DNA (tab. 6, str. 58).

recBac DNA recBac DNA recBac DNA
M IL15-HIS VP1-IL15-HIS M VPIAC-HIS VP1AC-IL15-HIS M VP1-HIS VPIAC

Obr. 8 — Oveéreni uspésné rekombinace plazmidit do podoby recBac DNA jeji izolaci. Izolovana
recBac DNA byla vizualizovina po gelové elektroforéze pro viechny konstrukty. Sipka znaci velikost
DNA vsech konstruktii, kterd je dle ocekavani okolo 20 kbp. Fragmenty okolo 75 bp jsou RNA, které
byly dodatecné odstranény RNdzou A.

5.3.2 Ovéreni uspéSné rekombinace v recBac DNA PCR reakci
Z divodu definitivniho ovéfeni, Ze izolovana recBac DNA jednotlivych konstruktl

obsahuje geny naSeho zdjmu, byla provedena PCR reakce s ndslednou vizualizaci po separaci
na gelové elektroforéze (obr. 9, str. 47). Kontrolni PCR reakce byly rovnéz provedeny
s pouzitim pavodnich (pFB) konstruktii jako templatové DNA. Ty slouzily jako kontrola
pro porovnani velikosti vzniklych produkti PCR reakce s vyuzitim recBac DNA jako
templatu. Pro PCR reakci byly vyuzity primery pPh, které lze pouzit univerzalné
pro amplifikaci celého genu klonovaného pod polyhedrinovy promotor, a to jak v plazmidu
pFastBacl, tak i v bakmidové DNA. Podle velikosti fragmentt (bez klonovaného genu vznika
s pPh primery fragment o velikosti 299 bp) se podafilo prokazat, ze izolované DNA obsahuje
geny pro VP1, IL-15 a histidinovou kotvu ve spravné pozici za polyhedrinovym promotorem.

V programu SnapGene bylo zjisténo, ze velikost fragmentii vzniklych pfi amplifikaci recBac
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DNA VPI1-IL15-HIS by méla byt 2006 bp, VP1AC-IL15-HIS by méla byt 1811 bp, IL15-HIS
820 bp, VP1-HIS 1508 bp, VP1AC-HIS 1313 bp a VP1AC by m¢la byt 1265 bp. Na obr. 9 je
patrné, ze produkty PCR s pouzitim recBac DNA jako templatu jsou velikostné identické
s produkty PCR vyuzivajicimi odpovidajici plazmidovou DNA. Lze tedy predpokladat, ze
plazmidova DNA jednotlivych vzorki byla uspésné rekombinovana do podoby recBac DNA.

VP1-IL15-HIS VP1AC-IL15-HIS IL15-HIS VP1-HIS VP1AC-HIS VPIAC
M NITC PK NK 1 I I 11 I I I I 1 I ! I

Obr. 9 — Oveéreni uspesné rekombinace a izolace recBac DNA. PCR reakce poskytuje stejné velké
produkty pii pouziti templatové DNA z plazmidu nebo recBac DNA. Rimskad jedna (I) znaci pouziti
plazmidové DNA, Fimska dvé (Il) znaci pouziti recBac DNA. Jako pozitivni kontrola (PK) byla pouZita
DNA izolovana po infekci recBacV kédujictho MPyV VPI protein (kmen BG). Jako negativni kontrola
(NK) byl pouzit prazdny pFB plazmid. Fragmenty VPI-IL15-HIS jsou velke 2006 bp,
VPIAC-IL15-HIS 1811 bp, IL15-HIS 820 bp, VPI-HIS 1508 bp, VPIAC-HIS 1313 bp a VPIAC
1265 bp. Jako primery byly pouzity pPh primery a DreamTaq polymerdza. Teplota nasedadni primerii
byla 59°C a vstupni mnozstvi DNA templatu bylo 40 ng.

5.3.3 Transfekce recBac DNA do bunék SF9 a izolace celkové DNA
RecBac DNA byla transfekovana do bunék SF9 bakulovirového expresniho systému.

Po c¢tyfdenni inkubaci bunék pii 27°C byly na buiikdch SF9 patrné viditelné zmény znacici
uspéSnou transfekci (konkrétni data nepfiloZena, nicméné obr. 11, str. 51 zobrazuje stejné
zmeény, které byly pozorovany). Bunky SF9 byly vétsi, konfluentni a obsahovaly zvétSena
jadra. Nékteré bunky SF9 se zvétSenymi jadry nebyly tolik vazany k povrchu kultivacni
misky. Po sklizeni transfekovanych bunék SF9 byla z jejich peletl izolovana celkova DNA,
zatimco médium obsahujici recBacV bylo vyuzito pro infekci jinych bun¢k SF9. Byla
provedena PCR reakce s vyuZzitim stejnych primerti jako v kap. 5.3.2 a s pouzitim celkové
DNA izolované z pelett bun¢k SF9 jako templatu. PCR reakce byla provadéna kviili ovéteni
pfitomnosti bakulovirové DNA a produkce rekombinantniho bakuloviru v buikach SF9
bakulovirového expresniho systému. I v tomto piipadé¢ byl vysledek PCR reakce s celkovou
DNA obsahujici mimo jiné bakulovirovou DNA porovnavan s vysledkem PCR reakce

pii pouziti plazmidové DNA jako templatu. PCR reakci bakulovirové DNA s naslednou
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vizualizaci po gelové elektroforéze byl ziskan totozny vysledek jako v kapitole 5.3.2 (obr. 9,
str. 47). Jednotlivé DNA fragmenty pfisluSnych konstruktd ziskanych z plazmidové a celkové
DNA byly totozné. Z vyse uvedeného vyplynulo, ze se po transfekci pfislusna recBac DNA
v bunkéch SF9 vyskytuje a miize dat vznik recBacV.

5.3.4 Plakova titrace
Ziskana virova inokula recBacV byla charakterizovdna pomoci plakové titrace.

Plakovou titraci byl stanoven titr jednotlivych bakulovirt (tab. 6, str. 58) nutny pro dalsi
infekci bun¢k SF9. U vSech recBacV, s vyjimkou recBacV VPI1-IL15-HIS, se podafilo
po infekci vizualizovat velké mnozstvi plakt a titr byl stanoven. U recBacV VP1-IL15-HIS
nebylo mozné ani po opakovanych pokusech (reizolace recBac DNA, opakované transfekce)
urcit titr, protoze v zddném fedéni nebyly nikdy vizualizovany virové plaky.
5.3.5 Imunofluorescence recBacV infikovanych SF9 bunék

Z dtivodu absence plakt u konstruktu VP1-IL15-HIS a nemoznosti ur¢it jeho titr byla
provedena imunofluorescence recBacV infikovanych SF9 bunc¢k. Timto zpisobem bylo
zjisténo, zda dochazi k produkci pfisluSnych rekombinantnich proteini kodovanych recBacV
v bunikdch SF9 s moznosti kontroly produkce v riznych pasazich virového inokula. Buiky
byly v triplikatech infikovany kazdym z konstruktti a po 48 hodindch po infekci fixovany.
Detekce vznikajicich proteind byla provadéna pomoci protilatky proti VP1 proteinu, proti
IL-15 a proti HIS. Na zéklad¢ obr. 10 je patrné, Ze dochazi k uspé$né produkcei ocekdvanych
rekombinantnich proteinti v buitkach SF9 po infekci recBacV VP1AC-IL15-HIS, VP1-HIS,
VP1AC-HIS, VPIAC a IL15-HIS. Tento vysledek byl u téchto konstruktii potvrzen ve vSech
pasdzich (znaceno ,,P*), tedy hned po transfekci (P0O), po prvni infekci (P1) a po druhé
re-infekci (P2). Naopak konstrukt VPI-IL15-HIS byl takto vizualizovan pouze ihned
po transfekci, tedy v pasazi PO, zatimco v dalSich pasazich detekovan nebyl. Lze usuzovat, ze
vSechny plazmidové konstrukty byly uspeésné pfipraveny a pievedeny do podoby recBac DNA
a recBacV, protoze dochézi k jejich vizualizaci ithned v PO. Na druhou stranu je zde patrny
problém s konstruktem VPI1-IL15-HIS (ktery nebyl nijak upravovan), nebot rekombinantni
proteiny lze detekovat pouze v pasazi PO, zatimco v dalSich pasdzich nikoliv. Z uveden¢ho
vyplyva, ze po transfekci recBac DNA (provedena opakované po re-izolaci recBac DNA
z DH10Bac) pravdépodobné z néjakého diivodu nedochazi ke vzniku infekéniho recBacV
VPI1-IL15-HIS. Momentalné nejsme schopni urcit, z jakého ditvodu dochéazi v tomto ptipadé

k takovéto restrikci pii produkci virového potomstva.
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Obr. 10 — Detekce produkce rekombinantnich proteinii v burnikdach SF9 imunofluorescenci. Burnky SF9
byly infikovany v triplikatech v§emi variantami recBacV v riiznych pasazich a 48 hodin po infekci
fixovany. Rekombinantni proteiny vznikajici v bunkach byly detekovany s pouzitim protilatky proti
VPI proteinu (aVPI), IL-15 (alL15) a histidinové kotve (aHIS),; zeleny signal. Jadra bunék byla
znacena DAPI (modry signal). Zlutd visecka odpovida velikosti 20 um.

5.3.6 Infekce bunék SF9
Médium ziskané ze sklizenych bun€k SF9 po transfekci bylo pouzito pro nasledné

infekce. V pasédzi P1 byla provedena infekce na Petriho miskadch @ 10 cm a v pasazi P2 byla
provedena infekce na Petriho miskach @ 15 cm (ob¢ infekce probihaly s MOI 10 pfu/buniku)

ze kterych byla provedena findlni izolace proteinti. PIn¢ infikované SF9 buiiky byly izolované
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po ¢tyfdenni inkubaci po infekci pii 27°C. Stejné jako v piipad¢ transfekce, 1 zde buiky
vykazovaly patrné zmény odpovidajici jejich tispé$né infekci (obr. 11). Infikované bunky byly
rovnéz veétsi, konfluentni a obsahovaly zvétSend jadra. Zajimava byla infekce recBacV
konstruktu IL15-HIS, u kter¢ho byly pozorovany plné infikované bunky jiZ po tfech dnech
po infekci. Zarovent u tohoto konstruktu byly buiiky vEtsi a mély vice zvétSend jadra nez
u ostatnich recBacV konstruktti. Podobné zmény byly pozorovany i po infekci recBacV

VP1AC-IL15-HIS.

VP1-IL15-HIS -y "IvP1AC-IL15-HIS

Obr. 11 —Buiiky SF9 infikované v pasazi Pl recBacV VPI-IL15-HIS, VPI1AC-IL15-HIS, VPI-HIS,
VPIAC, VPIAC-HIS a IL15-HIS. Zluta usecka odpovida velikosti 20 um.
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5.4 1Izolace proteinii

5.4.1 Izolace proteini VP1-HIS, VP1AC-HIS a VP1A
Virové nanostruktury kodované konstrukty VPI-HIS, VPIAC-HIS a VPIAC byly

izolovany podle zavedeného protokolu (viz kapitola 4.2.5.3). Infikované bunky byly lyzovany
sonikaci a VNS byly purifikovany izopyknickou ultracentrifugaci v gradientu CsCl.
Jednotlivé subfrakce gradientu byly analyzovany a na zéklad¢ refraktometrického stanoveni
indexti lomu (tab. 5) a reaktivity s protilatkami anti-VP1, anti-IL-15 a anti-His (imunodot
blot) analyzy (obr. 12, str. 53) byly slouceny do frakci F1 az F4. Tyto frakce byly dialyzovany
a bylo provedeno koncentrovani proteinti pifes sachardézovy polstar. Celkovy vytézek
jednotlivych frakei téchto vzorkdi po koncentrovani byl u vzorku VPI-HIS v ftadech
miligramli, zatimco u vzorkii VPIAC-HIS a VPIAC byla viadech stovek nanogramd.
Z tohoto diivodu bylo po dialyze u dalSich izolaci vynechano koncentrovani pies sachar6zovy
polstat kvili zamezeni ztratdm proteint.
5.4.2 1Izolace proteini VP1AC-IL15-HIS

Konstrukt VP1AC-IL15-HIS byl izolovan metodou bunétné lyze a vysolenim
(viz kapitola 4.2.5.2) s naslednou ultracentrifugaci v CsCl gradientu. Gradient byl rozebran
na jednotlivé subfrakce, a 1 vtomto piipadé¢ bylo provedeno refraktometrické stanoveni
indexu lomu (tab. 5) a imunodot blot analyza (obr. 12, str. 53). Subfrakce byly slouc¢eny
do frakci F1 az F4, které byly dale dialyzovény. V tomto ptipadé¢ nebylo provedeno
koncentrovani proteinti pies sachardzovy polstar z diivodu zamezeni ztrat vzniklych pii tomto
koncentrovani, jako tomu bylo pfi izolaci proteinovych konstruktd VP1-HIS, VP1AC-HIS
a VP1AC. Nabohaceni proteinii mohlo byt provedeno kdykoliv v dal§im prabéhu prace
v piipad¢é potieby. Celkovy vytézek jednotlivych frakci VPIAC-IL15-HIS byl v tfadech
miligramu.

Tab. 5 — Refraktometrické indexy jednotlivych frakci vsech vzorkii. U vSech konstruktii kromé
IL15-HIS bylo provedeno refraktometrické stanoveni proteinii

F1 F2 F3 F4
VPIAC-IL15-HIS 1,368 -1,364 1,363-1,362 1,361 -1,360 1,359-1,354
VP1-HIS 1,371 -1,366  1,365—-1364 1,363 — 1,360 -
VP1AC-HIS 1,372 - 1,367 1,366 — 1,365 1,365 -1,364 1,363 — 1,360
VPIAC 1,377-1,374  1,372-1,369 1,368 -1,366 1,365 —-1,359
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Obr. 12 — Zastoupeni jednotlivych proteimi v subfrakcich ziskanych pri purifikaci proteinii.
U obr. 124 — D se jedna o subfrakce ziskane pri purifikaci v gradientu CsCl, které byly detekoviny
protilatkou proti VPI proteinu, u obr. 12E se jedna o frakce ziskané purifikaci pomoci HisTrap FF
kolonky, kde byl v subfrakcich produkt detekovan protilatkou proti IL-15. Subfrakce byly slouceny
do frakci F1 az F4 na zdkladé intenzity signalu (odpovida mnozstvi proteinu). Jednotlivé frakce byly
dale charakterizovany.

5.4.3 Izolace proteinu IL15-HIS
Vzorek IL15-HIS obsahujici IL-15 protein byl izolovan pomoci HisTrap FF kolonky

urcené pro izolaci proteinti pies HIS. Po aplikaci vzorku na kolonku a jejim dvojitém promyti
promyvacim roztokem byl protein nékolikrat eluovan jednim mL eluéniho roztoku.
Pro prvotni ovéfeni tisp&$né izolace IL15-HIS proteinu byla provedena imunodot blot analyza
(obr. 12E). Vizualizované proteiny byly detekovany anti-IL15 a anti-HIS protilatkami. Obé
imunodot blot analyzy riznymi protilaitkami vypadaly identicky, proto je uveden pouze
vysledek pro anti-IL15 analyzu. Byla provedena SDS-PAGE elektroforéza s naslednou
imunodetekci proteinli na membrané po Western blotu z divodu dalsi kontroly uspésné
izolace IL15-HIS a detekce konkrétnich subfrakci obsahujici IL15-HIS s pfedpokladanou
molekulovou hmotnosti (MW) 15,7 kDa, odhadnutou na =zakladé¢ genové sekvence
v programu protein molecular weight (bioinformatics.org). Z obr. 13 (str. 54) je patrné, Ze
tento proteinovy konstrukt se vyskytuje pouze v subfrakci po druhé a tieti eluci. Tyto dvé
subfrakce byly slou¢eny dohromady a oznaceny jako frakce F1.

Byla provedena dialyza frakce F1 standardnim postupem popsanym v kapitole 4.2.5.6,
pfi druhé izolaci provedena dialyza frakce F1 pomoci dialyzaéni kazety Slide-A-Lyzer.
Stanovend koncentrace frakce F1 dosahovala 0,203 mg/mL pfi prvni izolaci a 0,126 mg/mL
pfi druhé izolaci.

Vsechny izolace vzorku IL15-HIS poskytly stejny vysledek, tedy uspésné ptipraveny
aizolovany IL-15 protein v relativné vysoké koncentraci, ktery se nachazi v suspenzi

po druhé a tfeti eluci, souhrnné oznacené jako frakce F1.
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Obr. 13 — Imunodetekce proteinového konstruktu IL15-HIS. Membrana byla vyvolana protilatkou
proti IL-15. Protein se vykytuje pouze ve vzorku po eluci Il a Ill. Tyto dvé subfrakce byly spojeny
a oznaceny jako frakce Fl. Jako pozitivni kontrola (PK) byl pouzit vzorek obsahujici lyzat z bunék
infikovanych recBacV IL15-HIS.

5.5 Charakterizace ¢astic
Proteinové frakce jednotlivych konstrukti byly nejprve charakterizovany

elektroforetickou separaci v polyakrylamidovém gelu a imunodetekei proteini na membrané
po Western blotu. Tyto frakce byly rovnéZz vizualizovany elektronovou mikroskopii.
Pro testovani dalSich vlastnosti a schopnosti ovlivnit proliferaci bunék byly vyuZzity pouze

nejvhodnéjsi frakce od kazdého konstruktu.

5.5.1 Elektroforeticka separace proteinii v polyakrylamidovém gelu
Proteinové vzorky jednotlivych konstruktii byly elektroforeticky separovany v 10%

polyakrylamidovém gelu s naslednym obarvenim po ptenosu proteind (obr. 14) na membranu
metodou Western Blot (obr. 15, obr. 16 a obr. 17). Na zdklad€ obr. 14 je patrné, Ze vétSina
frakci vSech konstruktl obsahuje urcité mnozstvi proteinli. Pfedpokladané MW proteinovych
konstruktli byly odhadnuty na zaklad¢ ptislusné genové sekvence.

Proteinovy produkt konstruktu VP1AC-IL15-HIS s pfedpokladanou MW 51,6 kDa byl
detekovan obtizn¢. Okolo MW 50 kDa je na gelu viditelny protein, ktery velikosti odpovida
nami piedpokladan¢ MW konstruktu. Tyto proteiny ve frakcich F2 — F4 rovnéz odpovidaji
vzorku PK4 (vzorek pfipraveny z lyzatu bunék infikovanych recBacV VP1AC-IL15-HIS

s ovétenou produkci proteinu), ktery byl pouzit jako pozitivni kontrola. Na obrazku jsou také
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viditelné 1 dalsi nespecifické proteiny u tohoto konstruktu. Mize se jednat o rizné zkracené
verze nebo o bunééné proteiny.

Nespecifické proteiny jsou ptitomny i v jednotlivych frakcich u konstruktu VP1-HIS.
V jednotlivych frakcich je nicméné vidét velmi silny prouzek okolo MW 42,5 kDa typicky
pro VP1 protein. Fazovany VP1 s HIS ma ale ptfedpokladanou MW 43,4 kDa, ¢emuz
pravdépodobné odpovidd dany fragment. Frakce F2, F3 a F2* byly izolovany metodou
sonikace, nicméné frakce F2 a F3 nebyly na rozdil od F2* koncentrovany pfes sachar6zovy
polStafr.

Lze se domnivat, Ze byla provedena uspésna izolace konstrukti VP1AC-HIS s MW
36,7 kDa a VP1IAC s MW 35,9 kDa. U obou téchto proteinovych konstruktt je viditelny
pouze silny protein, ktery odpovida predpokladané MW velikosti pripravenych konstrukta.

Na zékladé vizualizace jednotlivych fragmenti a jejich porovnani s pfedpokladanou
MW se lze domnivat, Ze u n€kterych proteinovych konstruktii byla provedena jejich tispéSna
izolace. Definitivni potvrzeni bylo provedeno imunodetekci proteini na membrané.

VP1AC-IL15-HIS VP1AC-HIS  VP1-HIS VP1AC
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Obr. 14 — Vizualizované konstrukty po elektroforetické separaci. Pro kazdy konstrukt byly vybrany
frakce s vhodnou koncentraci proteinii. Konstrukt VPIAC-IL15-HIS by mél byt veliky 51,6 kDa,
VPIAC-HIS 36,7 kDa, VPI-HIS 43,4 kDa a VPIAC 35,9 kDa. Jako pozitivni kontrola byly vyuzity
testované lyzaty bunék infikované jednotlivymi recBacV konstrukty. PK1 je lyzat infikovany recBacV
IL15-HIS, PK2 je lyzat infikovany recBacV VPIAC-HIS, PK3 je lyzat infikovany recBacV VPI-HIS
a PK4 je lyzat infikovany recBacV VPIAC-IL15-HIS. Na zdkladé stanovené koncentrace byly
pro kazdy proteinovy konstrukt naneseny 3 ug vzorkii. Predpokladané proteiny mého zajmu nekterych
konstruktii a kontrol jsou ohraniceny cCerné.
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5.5.2 Imunodetekce proteinii na membrané
Z divodu potvrzeni tUspésné izolace konstruktt VPI1AC-IL15-HIS, VPI1-HIS,

VPIAC-HIS a VPIAC a jejich charakterizace byla provedena imunodetekce protilatkami proti
VP1 proteinu (obr. 15), HIS (obr. 16) a IL-15 (obr. 17). Je nutné¢ zminit, ze protilatka
anti-VP1 MPyV vhodna pro imunodetekci proteinit po Western blotu nedetekuje VP1 protein
bez C-konce. Ztohoto divodu byla pouzita protilditka anti-SV40 VPI1, kterd ale také
pravdépodobné nedetekuje tento protein s takovou afinitou jako plnodélkové VP1.

Imunodetekce protilatkami proti VP1 a proti HIS potvrdila, ze konstrukt VP1-HIS byl
uspésné izolovan. Na obr. 15 je vidét ve vSech frakcich velmi silny signal pro tento
proteinovy konstrukt, ktery odpovida predpokladané MW 43,4 kDa. Tento protein je patrny
i na obr. 16, ktery potvrzuje uspésnou fuzi VP1 proteinu s HIS.

Také lze konstatovat, Ze byla provedena uspé$na izolace proteinového konstruktu
VPIAC-HIS. Pro tento protein s pfedpoklddanou MW 36,7 kDa je viditelny jasny signél
na obr. 15 v obou frakcich F3 a F4. V ptipadé obr. 16 je i zde tento signal viditelny, nicméné
konstruktu VP1AC. Obr. 15 zobrazuje signdl okolo 35 kDa, ktery odpovida ptredpokladané
MW 35,9 kDa. Nespecifické signdly na obr. 16 u frakci F3 a F4 tohoto proteinu jsou
nasledkem pfeliti materidlu (VP1-HIS) do sousednich jamek. Stejny problém je
pravdépodobné patrny 1 ve frakcich F3 a F4 VPIAC-HIS a 1 ve vzorku kontrol PK1 a PK2.

Poslednim charakterizovanym byl proteinovy konstrukt VP1AC-IL15-HIS s MW
51,6 kDa. Na obr. 15 neni viditelny Zadny signdl odpovidajici této velikosti. Je zde vidét
pouze signal okolo 35 kDa, ktery by mohl odpovidat degradacnim produktim proteinu.
Na druhou stranu na obr. 16 je ve vSech frakcich patrny signal okolo 50 kDa, ktery by mohl
odpovidat MW daného konstruktu. Definitivni potvrzeni Gspésné izolace VP1AC-IL15-HIS je
patrné na obr. 17. Pouze ve frakci F4 je zde vidét slaby signdl okolo MW 50 kDa, které
pravdépodobné odpovida proteinovému konstruktu VPIAC-IL15-HIS. Po srovnani s PK4
(bunécny pelet VP1AC-IL15-HIS) je patrné, ze se jedné o cilovy produkt. Na obr. 17 je také
patrny fragment okolo 15 kDa, ktery odpovidd samotnému proteinu IL-15.

Po porovnani gelu na obr. 14 po elektroforetické separaci sobr.15, 16 a 17
po imunodetekci proteinti riznymi protilaitkami tedy lze shrnout, Ze se podafilo uspéSné
izolovat a charakterizovat vSechny pfipravené proteinové konstrukty VP1AC-IL15-HIS,
VPI-HIS, VP1AC-HIS a VP1AC. S vyjimkou proteinu VP1-HIS a VP1AC-IL15-HIS byly

vSak celkové vytézky izolaci nizké (tab. 6, str. 58).
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Obr. 15 — Membrana po detekci proteinu protilatkou anti-SV40 VPI1. Predpokladana MW
pro VPIAC-IL15-HIS je 51,6 kDa, pro VPIAC-HIS 36,7 kDa, pro VPI-HIS 43,4 kDa, pro VPIAC
35,9 kDa. Jako pozitivni kontrola byly vyuzity testované lyzaty bunék infikované jednotlivymi recBacV
konstrukty. PK1 je lyzat infikovany recBacV IL15-HIS, PK2 je lyzat infikovany recBacV VPIAC-HIS,
PK3 je lyzat infikovany recBacV VPI-HIS a PK4 je lyzat infikovany recBacV VPIAC-ILI15-HIS.
Na zakladé stanovené koncentrace byly pro kazdy proteinovy konstrukt naneseny 3 ug vzorkii.

VPIAC-IL15-HIS VPIAC-HIS VPI-HIS VP1AC
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Obr. 16 — Obr. 15 — Membrana po detekci protilatkou proti HIS. Predpokladanda MW
pro VPIAC-IL15-HIS je 51,6 kDa, pro VPIAC-HIS 36,7 kDa, pro VPI-HIS 43,4 kDa, pro VPIAC
35,9 kDa. Jako pozitivni kontrola byly vyuzity testované lyzaty bunék infikované jednotlivymi recBacV
konstrukty. PK1 je lyzat infikovany recBacV IL15-HIS, PK2 je lyzat infikovany recBacV VPIAC-HIS,
PK3 je lyzat infikovany recBacV VPI-HIS a PK4 je lyzat infikovany recBacV VPIAC-IL15-HIS.
Na zdkladé stanovené koncentrace byly pro kazdy proteinovy konstrukt naneseny 3 ug vzorki.
Predpokladané proteiny mého zajmu nékterych konstruktii a kontrol jsou cerne ohraniceny.
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Obr. 17 — Membrana po detekci protilatkou proti IL-15. Frakce F4 konstruktu zobrazuje slaby signal
pro protein VPIAC-IL15-HIS s predpokladanou MW 51,6 kDa. Jako pozitivni kontrola byly pouzity
bunécné lyzaty IL15-HIS a VPIAC-IL15-HIS. Cerné oznaceny je protein naseho zdjmu v porovndni
s PK. Teckované je oznacen IL-15 v porovnani s PK.

Tab. 6 — Shrnuti dosazenych vysledkii. Titr [pfu/mL] je uveden pro jednotlivé recBacV konstrukty,
koncentrace proteimii [mg/mL] je uvedena pro nejlepsi frakce jednotlivych proteinovych konstrukti,
které byly dale vyuzity pro testovani viastnosti. Celkovy vytezek po spojeni jednotlivych frakci
prislusného proteinového konstruktu je prepocten na milion bunék.

Koncentrace Titr Koncentrace Celkovy vytézek Ce}lggwy

recBac DNA [pfu/mL]  proteind [mg/mL]  [ug/10°bunék] vytezek

[ng/pL] [mg/L]

VP1-IL15-HIS 359,0 - - - -

VP1AC-IL15-HIS 472,7 8,7 10° 1,220 25,42 53,38
VPI-HIS 4234 1,4-10° 0,244 13,49 35,06
VP1AC-HIS 433,0 1,3-10° 0,091 1,65 3,63
VPIAC 737,7 1,5-10° 0,148 2,91 8,02
IL15-HIS 378,1 1,6 - 10° 0,203 3,68 8,46
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5.5.3 Vizualizace VLPs a VNS elektronovou mikroskopii
Vhodné frakce jednotlivych VLPs a VNS konstruktl byly vizualizovany elektronovou

mikroskopii za ucelem detekce proteinti a jejich struktury ve vzorcich (obr.18).

Podle oc¢ekévani, konstrukt VP1-HIS tvotil VLPs podobné virovym casticim. Kromé
VLPs rozdilnych velikosti byly u tohoto proteinového konstruktu detekovany i tubularni
Castice tvoifené z VP1 proteinu. V porovndni s VLPs tvofenymi samotnymi VPI1 proteiny,
maji tyto VLPs s navdzanym histidinem mnohem vrascitéjsi a drsnéjsi povrch.

U konstrukti VPIAC-HIS a VPIAC byly elektronovou mikroskopii vizualizované
pouze nanostruktury, tedy samotné virové pentamery.

Konstrukt VPIAC-IL15-HIS tvoftil ne zcela typické pentamerni struktury. V tomto
ptipadé¢ VPIAC protein fizovany sIL15 a histidinem tvofil pravdépodobné agregaty
a nanostruktury rtiznych tvari.

Konstrukt IL15-HIS nebyl na elektronové mikroskopii vizualizovan kvili své malé

velikosti.

VP1AC-IL1S-HIS ~ VP1-HIS

Obr. 18 — Vizualizace konstruktii elektronovou mikroskopii. Proteinové konstrukty VPIAC-IL15-HIS
tvori nestandardni VNS (Cervené Sipky). VPIAC-HIS a VPIAC tvori virové pentamery. VPI-HIS tvori
VLPs a tubularni castice. Zluté Sipky zobrazuji virové pentamery sloZené z VPI proteinii.
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5.6 Testovani vlastnosti pripravenych konstruktu
Na zakladé stanovené koncentrace a vysledkl charakterizace popsanych v kapitole 5.5

byly od kazdého konstruktu vybrany vhodné frakce, které obsahovaly dané proteiny.
V ptipadé VP1AC-IL15-HIS se jednalo o frakci F4, IL15-HIS frakci F1, VP1-HIS frakci F2,
VP1AC-HIS frakci F4 a VP1AC rovnéz frakei F4. U téchto frakci jednotlivych proteinovych
konstruktll byla testovana schopnost vazat se a interagovat s prislusSnymi bunikami stejné jako

schopnost ovlivnit a indukovat proliferaci konkrétnich bunék.

5.6.1 Prolifera¢ni zkouska na buiikach Jurkat
Biologicka aktivita pfipravenych proteinovych konstrukti byla nejprve testovana

na buitkach Jurkat, tedy lidskych leukemickych T-lymfocytech. Tato bunécénd linie byla
pro nase ucely dobie dostupna a spolec¢nosti Cloud-Clone corporation byl proliferacni test
na Jurkat bunikach pouzivan pro prikaz biologické aktivity rekombinantniho lidského IL-15
(Cloud-Clone Corporation, 2016). Bunky, ke kterym byl pfidan pfislusSny proteinovy
konstrukt, byly inkubovany 72 hodin a poté byly 4 hodiny inkubovany s ptfidavkem 20 pL
CellTiter roztoku. Absorbance, kterd odpovida naristu buné€k, byla stanovena pfi vinové délce
A =490 nm.

Byla testovana schopnost samotného proteinového konstruktu IL15-HIS indukovat
proliferaci T-lymfocytil in vitro, tato skutecnost je zobrazena na grafu 1. Z grafu je patrné, Ze
IL15-HIS nijak neovliviiuje proliferaci bunc¢k Jurkat, prestoze je zde nepatrny narGst
absorbance u T-lymfocyti po pfidani IL15-HIS v koncentraci 1x102 ng/mL, 1x10! ng/mL
a 1x10° ng/mL.

Prolifera¢ni zkouSka na bunikach Jurkat in vitro byla rovnéZ provedena pro proteinovy
konstrukt VP1AC-IL15-HIS v porovnani s negativni kontrolou VPIAC-HIS (graf 2, str. 61).
Oba proteinové konstrukty byly k T-lymfocytim piidavany v koncentraci 3x102 ng/mL,
3x10" ng/mL, 3x10° ng/mL, 3x10' ng/mL a 3x10? ng/mL. Ani v tomto piipadé nebyla
pozorovana zvySena proliferace bun€k Jurkat vyvoland danym proteinovym konstruktem,
pfestoze je 1 zde vidét nepatrny narist absorbance u T-lymfocyti po piidani proteint
v koncentraci 3x107! ng/mL a 3x10° ng/mL (graf 2, str. 60). Navic, na zakladé grafu 2,
1 po ptidani proteinového konstruktu VP1AC-HIS je zde nepatrny ndrlst absorbance bun&k
Jurkat.

Lze tedy shrnout, Ze ani jeden proteinovy konstrukt, tedy samotny IL15-HIS

a VP1AC-IL15-HIS, zadnym zptsobem neovliviiuje proliferaci bun¢k Jurkat in vitro.
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Graf 1 — Ovlivneni proliferace bunék Jurkat proteinovym konstruktem IL15-HIS. Oranzova primka
reprezentuje proliferacni aktivitu bunék, ke kterym nebyl pridan Zadny proteinovy konstrukt, tedy
samotné bunky Jurkat. Modra kFivka reprezentuje proliferacni aktivitu bunék, ke kterym byl pridan
proteinovy konstrukt IL15-HIS. Ten byl pridavan v koncentraci 1x107 ng/mL, 1x10" ng/mL,
1x10° ng/mL, 1x10" ng/mL a 1x10° ng/mL. Bylo pracovino v tetraplikatech (n=4). Grafy vytvoreny
Danielem Zuchou.
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Graf 2 - Ovlivnéni proliferace bunék Jurkat proteinovym konstruktem VPIAC-IL15-HIS. Oranzova
primka reprezentuje proliferacni aktivitu bunék, ke kterym nebyl pridan zadny proteinovy konstrukt,
tedy samotné bunky Jurkat. Modra kiivka reprezentuje proliferacni aktivitu bunéek, ke kterym byl
pridan proteinovy konstrukt VPIAC-IL15-HIS. Zelend kiivka reprezentuje proliferacni aktivitu bunék,
ke kterym byl pridan proteinovy konstrukt VPIAC-HIS, ktery slouZil jako negativni kontrola.
Oba proteinové konstrukty byly priddavany v koncentraci 3x107 ng/mL, 3x10" ng/mL, 3x10° ng/mL,
3x1 0" ng/mL a 3x10° ng/mL. Bylo pracovino v tetraplikatech (n=4). Grafy vytvoieny Danielem
Zuchou.
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5.6.2 Prolifera¢ni zkousSka na bunikach CTLL-2
Druhym typem buné¢k, na kterych byla testovana biologicka aktivity pfipravenych

proteinovych konstruktl, byly mysi cytotoxické T-lymfocyty CTLL-2. Na téchto buikach
jsou mnohem castéji testovany vlastnosti riiznych cytokint.

Na zaklad¢ proliferacni zkousky provedené na bunkach Jurkat byly optimalizovany
parametry experimentu pro tuto zkousku. Zarovei byl jako pozitivni kontrola vyuzit komeréni
protein IL-15, zda ndmi vyprodukovany proteinovy konstrukt IL15-HIS je funkéni a aktivni.
Buiiky, ke kterym byly proteiny piidany, byly inkubovany pouze 48 hodin a poté byly
4 hodiny inkubovany s pfidavkem 20 pL CellTiter roztoku. Absorbance byla opét stanovena
pti vinové délce A =490 nm.

Na zakladé¢ grafu 3 (str. 63) je mozné konstatovat, ze proteinovy konstrukt IL15-HIS
neni schopny in vitro indukovat proliferaci bunék CTLL-2. Pfestoze je opét pozorovan
nepatrny nartist absorbance u bunék CTLL-2 po pfidani tohoto proteinu, po porovnani
s komer¢nim proteinem IL-15 nami piipraveny proteinovy konstrukt zadnym zplsobem
neovliviiuje proliferacni aktivitu T-bunék.

Stejné vysledky lze pozorovat rovnéZ i u VP1AC-IL15-HIS proteinového konstruktu
(graf 4, str. 63). Ani v tomto pfipadé nebyla pozorovéana Zadna vyznamna prolifera¢ni aktivita
in vitro u tohoto proteinu. Pfestoze je zde patrny narist absorbance po ptfidani proteinu
v koncentraci 3x10' ng/mL, v porovnéani s pozitivni kontrolou (buitky CTLL-2 s pfidanym
IL-2) jde o maly nartist. Absorbance pozitivni kontroly doséhla stejného maxima, jako
komer¢ni proteinovy IL-15. Také je navic velmi nepravdépodobné, aby proteinovy konstrukt
VPI1AC-HIS zpisobil vyssi absorbanci bunck téméf ve vSech koncentracich nez proteinovy
konstrukt obsahujici IL-15.

Prolifera¢ni experimenty lze tedy shrnout, Ze nami pfipravené proteinové konstrukty
IL15-HIS a VP1AC-IL15-HIS nijak neovliviuji prolifera¢ni aktivitu T-bun€k a jsou tedy

pravdépodobné nefunkéni.
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Graf 3 — Ovlivaéni proliferace bunék CTLL-2 proteinovym konstruktem IL15-HIS. Oranzova primka
reprezentuje proliferacni aktivitu bunék, ke kterym nebyl pridan Zadny proteinovy konstrukt, tedy
samotné bunky CTLL-2. Modra krivka reprezentuje proliferacni aktivitu bunéek, ke kterym byl pridan
proteinovy konstrukt IL15-HIS. Zelena kiivka reprezentuje proliferacni aktivitu bunék, ke kterym byl
pridan komercni protein IL-15, ktery slouzil jako pozitivni kontrola. Oba proteinové konstrukty byly
pridavany v koncentraci 1x107 ng/mL, 1x107" ng/mL, 1x10° ng/mL a 1x10" ng/mL. Bylo pracovino
v tetraplikatech (n=4). Osa Y je zobrazena v logaritmickém meéritku. Grafy vytvoreny Danielem
Zuchou.
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Graf 4 - Ovlivaeni proliferace bunek CTLL-2 proteinovym konstruktem VPIAC-IL15-HIS. Oranzovad
primka reprezentuje proliferacni aktivitu bunék, ke kterym nebyl pridan zadny proteinovy konstrukt,
tedy samotné bunky CTLL-2. Modra krivka reprezentuje proliferacni aktivitu bunék, ke kterym byl
pridan proteinovy konstrukt VPIAC-IL15-HIS. Zelend krivka reprezentuje proliferacni aktivitu bunek,
ke kterym byl pridan proteinovy konstrukt VPIAC-HIS, ktery slouZil jako negativni kontrola.
Oba proteinové konstrukty byly pridavany v koncentraci 3x107 ng/mL, 3x10" ng/mL, 3x10° ng/mL,
3x10" ng/mL a3x10° ng/mL. Bylo pracovino v tetraplikitech (n=4). Osa Y neni zobrazena
v logaritmickém méritku. Grafy vytvoreny Danielem Zuchou.
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6 Diskuze
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V ramci této diplomové prace byly ptipravovany VNS odvozené od MPyV, z nichz
nckteré mély slouzit jako virové nosi¢e IL-15, potencialni a terapeuticky velmi zajimavé
molekuly pro biologickou 1écbu rtiznych, ptevazné naddorovych onemocni (Cheever, 2008).
Na zakladé piedchozich zkuSenosti v ramci laboratofe a rozvoje vyuziti polyomavirovych
VLPs jsme se rozhodli pro piipravu téchto nanostruktur. Predpokladali jsme, ze vazba IL-15
na C-konec VPI1 proteinu MPyV bude IL-15 stabilizovat a prodlouzi jeho polocas zivota.
Vyhodou MPyV pseudocastic je jejich vysoka stabilita, relativné levna a snadna purifikace
v expresnim systému a v neposledni fadé¢ schopnost interakce VPI s vysokym poctem
riznych bunék a tkéni. Zaroven jsme jiz v rdmci laboratofe docilili moznosti modifikovat
zacileni VLPs pfimo na nadorové buiiky (Za¢kova Suchanova, 2018). Vyuziti ¢astic a struktur
odvozenych od MPyV by navic nemél ptredstavovat problém v podobé imunitni odpoveédi
proti mySim virovym strukturdm tak jako k tomu mize dochdzet pii vyuziti lidskych
polyomavird. Domnivdme se, Ze virové nanonosi¢e potencialné umozni U¢inny prinik
do nadorové tkadn¢ a zaroven zlepsi vlastnosti a zvysi stabilitu IL-15.

Pro tvorbu téchto proteinovych nosi¢t byl vyuzit bakulovirovy expresni systém bunék
SF9, ktery je velmi €asto vyuzivan v ramci laboratote. Tento systém se prokazal byt vhodnym
nastrojem pro tvorbu nejenom samotného VPI1 proteinu odvozeného od MPyV, ale 1 jeho
rizn¢ modifikovanych variant. Timto zptisobem lze docilit vysokého vytézku VP1 proteinii
v relativné Cistém stavu (Li et al., 2003). Dalsi ptfednosti tohoto systému je relativné nizka
cena produkovanych proteinid. Pro tvorbu proteinli je nicméné nutnd piiprava plazmida
vkladanych do bakulovirového donorového vektoru tzv. Fast-Bacl, ktery je nezbytny
pro klonovani a produkci rekombinantnich bakulovira.

Cilové plazmidy byly pfipraveny pouze z jednoho, uméle syntetizovaného konstruktu
pFB-VP1-IL15-HIS metodami genového inZenyrstvi. Tento moduldrni systém umozZnil
vytvofit cilové plazmidy obsahujici rizné kombinace rizné modifikovanych geni kodujici
proteiny pro VP1/ VP1AC, IL-15 a HIS. Dalsi pfednosti tohoto modularniho systému je, Ze
vném byla vhodné navrZzena dalS$i mista pro modifikace restrikcnimi enzymy. Pokud by
napfiiklad findlni proteinové konstrukty ve své funkci omezovala HIS, na urovni DNA muze
byt relativné snadno z daného plazmidového konstruktu odstranéna v ptipadé, Ze nebude
nutné pro izolace tuto kotvu pouzit. Konstrukt vSak obsahuje i mista pro Stépeni TEV
proteazou, které dovoli HIS odstranit i po izolaci proteinového produktu. Tento systém tedy
umoznil zjediného plazmidu vznik celé palety raznych plazmidovych konstrukth, které
slouzily bud’ pro produkci samotnych nosict IL-15 ¢i ptislusnych kontrol.

Ptipravené plazmidy byly ovéfeny restrikénim Stépenim v misté¢ ptvodniho
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restrikéniho Stépeni s naslednou sekvenaci plazmidi. Ta definitivné potvrdila, Ze se Gspésné
podafilo pfipravit pozadované plazmidové konstrukty, tedy pFB-VPI-IL15-HIS,
pFB-IL15-HIS, pFB-VP1AC-IL15-HIS, pFB-VPI1-HIS, pFB-VP1AC-HIS a pFB-VPIAC.
Na zéklad¢ sekvenace bylo potvrzeno, Ze vSechny obsahovaly geny naseho zdjmu.

Z plazmidovych konstrukti byla nésledné¢ v systému Bac-to-Bac pfipravena
bakmidova DNA. Podatilo se tspé$né izolovat recBac DNA ze vsech konstruktii (obr. 8§,
str. 46). Velikost této DNA byla ocekévana okolo 20 kbp, preparace vSak obsahovala i kratsi
DNA, coz by mohlo naznacovat, Ze se podafilo izolovat i plazmidy obsazené v bakteriich
DHI10Bac, kde probihala rekombinace. Pro ovéteni, Zze kazdd recBac DNA obsahuje geny
naseho zajmu, byla provedena PCR reakce (obr. 9, str. 47).

I po transfekci bunék SF9 bakulovirového expresniho systému jednotlivymi recBac
DNA konstrukty byla izolovana celkovd DNA a piitomnost cilovych genl byla opét ovéiena
pomoci PCR.

Pro stanoveni titru jednotlivych bakulovirti a jejich charakterizaci byla provedena
plakova titrace, kterd byla nezbytnd pro dalsi infekci bunek SF9. U vétSiny recBacV se
podafilo po infekci vizualizovat velké mnozstvi plaki ze kterych byl relativné snadno
stanoven titr (tab. 6, str. 58). Vyjimkou byl VP1-IL15-HIS recBacV, u kterého se ani
po opakovanych pokusech nepodatilo urcit titr. U tohoto recBacV nebyly vizualizovany
opakované 7adné plaky ani v piipadé rozsifeni fedici fady testovaného inokula od 10! — 1012,
Z tohoto divodu jsme se rozhodli ovéfit, zda dochéazi k produkci proteinovych konstrukta
koédovanych recBacV v jednotlivych buiikdch po infekci pomoci imunofluorescence.

Imunofluorescence byla provedena pro vSechny recBacV konstrukty s inokulem
v pasazi P2, pro VP1-IL15-HIS navic pro pasaz PO, P1 a P2. Po 48 hodinach po infekci byly
produkty infekce recBacV detekovany protilatkami proti VP1, IL-15 a proti HIS. U vSech
recBacV, které tvotily plaky, byly detekovany dle naseho ocekéavani piislusné signaly podle
toho, zda recBacV obsahuje geny kodujici proteiny naseho zajmu. V piipadé VP1-IL15-HIS
byly v pasazi PO (tedy v inokulu ziskaném ihned po transfekci bunék SF9) detekovany VP1
proteiny, IL-15 i HIS, nicméné v pasazi P1 a P2 nebyl jiz vizualizovadn Zadny signal.
Momentaln€ nejsme schopni ur€it z jakého diivodu nedochdzi ke vzniku infekéniho recBacV
VPI1-IL15-HIS a dochazi k restrikei v pasazich P1 a P2.

Jednim z moznych vysvétleni je pravdépodobnd mutace béhem rekombinace, ktera
vedla ke vzniku poSkozené recBac DNA. To by znamenalo, Ze nedochazi ke vzniku
VPI-IL15-HIS recBacV a ze signal pozorovany pii imunofluorescencnim stanoveni v pasazi

PO pochézi z pFB-VP1-IL15-HIS. Béhem izolace recBac DNA mohlo dojit rovnéz k izolaci
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pFB-VPI-IL15-HIS konstruktu, ktery byl ko-transfekovan do bun¢k SF9 a ktery
pravdépodobné mize (pfi soucinnosti s produkty gend produkovanych z ¢aste¢né nefunkcni
bakmidové DNA) =zajistit nizkou expresi transgenu z polyhedrinového promotoru.
pFB-VPI-IL15-HIS pravdépodobné mohly byt i templatem pii ovéfeni pfitomnosti recBac
DNA v buiikach SF9 pomoci PCR. Pro opakované transfekce do bunék SF9 byla pouzita
recBac DNA pochazejici pouze z jedné bakteridlni kolonie.

Druhym moznym vysvétlenim je, ze produkce IL-15 (nebo jeho varianty, ktera mohla
vzniknout mutaci v rdmci bakteridlni kolonie) je spojena s negativnim efektem na virovou
infekci. Mize se jednat napiiklad o produkt, ktery je toxicky pro builkky SF9 nebo je
restriktivni pro bakulovirus (Jahanian-Najafabadi et al., 2012). Na druhou stranu, ostatni
vytvofené recBacV konstrukty jsou dobrou indikaci, Ze v ptvodnim plazmidu
pFB-VP1-IL15-HIS nejsou poskozené zadné geny — vSechny vznikajici konstrukty byly
sekvenovany a nebyla zjiSténa zddna mutace. Exprese proteinti u ostatnich konstrukti navic
naznacuje, ze polyhedrinovy promotor je v pofadku. Podle dostupné literatury nebyly
pti produkci jinych interleukinti v bakulovirovém expresnim systému bun¢k SF9 pozorovany
7adné problémy (de Pinheiro et al., 2016; Mirzaei et al., 2009; Smith et al., 1985).

Nejsnazs$im feSenim pro rozklicovani moznosti, které vedly k neuspéchu pti produkci
recBacV VPI-IL15-HIS je opctovna rekombinace pFB-VPI1-IL15-HIS do virové DNA.
Z bunck DH10Bac bude nutné izolovat recBac DNA, kterda bude pochazet nejlépe ze dvou
odli$nych bakterialnich kolonii. Tu nasledn¢ transfekovat to bunék SF9 a pti nasledné plakové
zkouSce ovéfit, zda dochazi ke vzniku plaki. Pokud by ke vzniku plaka stdle nedochazelo,
nabizelo by se vytvofit recBacV produkovany v hmyzich buiikach, ve kterém bude IL-15
klonovan za konkrétni sav¢i promotor, a infikovat sav¢i bunky pro pouhou produkei proteind.
Tato varianta mize byt navic obohacena o inducibilni promotor (Aslanidi et al., 2009).

Z divodu nemozZnosti produkce a izolace VPI1-IL15-HIS proteinového konstruktu
jsme se rozhodli tento konstrukt prozatim vynechat z dalSich experimentii a zaméfit se
na ostatni proteinové konstrukty, které se ndm podafilo GspéSn¢ charakterizovat a izolovat. Ty
byly izolovany z pelet bunék SF9, které byly infikovany danymi recBacV.

Izolace VLPs a VNS probihala nékolikrat riznymi metodami. Jednalo se o izolace
navazujici na bunéfnou lyzy detergentem a vysoleni a izolace navazujici na sonikaci
bunééného materidlu s naslednym piecisténim pies sacharézovy polstai. Po obou téchto
metodach nasledovala purifikace VLPs a VNS ultracentrifugaci v rovnovazném CsCl
gradientu. Na zéklad¢ ptedchozich zkuSenosti v nasi laboratofi (Martin Fraiberk, osobni

sdéleni) jsme dali prednost tomuto zplUsobu izolace pied izolaci pomoci afinitni
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chromatografie pres HIS, nebot’ izolace pentamernich struktur VP1 zajistovala velké vytézky.
Naopak proteinovy konstrukt IL15-HIS byl izolovén afinitni chromatografii ptes HIS.

Metoda izolace navazujici na bunéfnou lyzy detergentem a vysolenim
bez zavérecného koncentrovani pies sachardzovy polstar se jevila nejvhodnéjsi volbou, nebot’
celkovy vytézek proteint ziskany touto metodou ¢&inil 25,42 pg/10° bunék (pro proteinovy
konstrukt VP1AC-IL15-HIS). Nejvyssi celkovy vytézek ziskany metodou izolace vyuzivajici
sonikaci bunécného materidlu s naslednym pfeciSténim ptes sacharézovy polstar
bez zavéreéného koncentrovani &inil pouze 13,49 ng/10% bungk (pro proteinovy konstrukt
VP1-HIS). Zavéreéné koncentrovani ptes sachar6zovy polstar bylo po prvotni izolaci proteint
vynechdno, nebot’ nejvyssi celkovy vytézek byl pfi koncentraci pies sacharézovy polstar
nizsi, 8,54 ng/10° bungk (opét pro proteinovy konstrukt VP1-HIS).

Po ultracentrifugaci proteinil v rovnovazném CsCl gradientu bylo jiZ moZno teoreticky
odvodit, které¢ vzorky obsahuji VLPs a kter¢ VNS. Po ultracentrifugaci bylo v centrifugacni
kyveté zietelné rozprostfeni proteini do jasnych ,,zon“ u vzorku VPI-HIS odpovidajici
vznasivé hustoté Castic (Gillock et al., 1997; Osterman, 1984). Toto usporadani odpovidalo
ptitomnosti VLPs, coz bylo pozdé€ji potvrzeno na snimcich z elektronové mikroskopie.
U dalSich vzorkd bylo vhorni poloviné centrifuga¢ni kyvety pozorovano rovnomérné
rozprostieni materidlu, které¢ dle naSeho pifedpokladu odpovidalo virovym pentamertm.
Konkrétné se jednalo o VP1AC-IL15-HIS, VP1AC-HIS a VPIAC proteinové konstrukty.

VSechny izolované proteinové konstrukty byly déle charakterizovany SDS-PAGE
a Western blot s ndslednou imunodetekci proteinii na membrang.

U proteinového konstruktu IL15-HIS, ktery byl izolovan afinitni chromatografii
na HisTrap FF kolonce pies HIS, byl identifikovan majoritni vyskyt pouze v subfrakei II a III
(obr. 16, str. 54). Nejvyssi proteinovy vytézek tohoto proteinového konstruktu Ccinil
3,68 ng/10° bungk, tedy 8,46 mg/L kompletniho média. V porovnani, napiiklad Mirzaei et al.
v SF9 bakulovirovém expresnim systému vyprodukovali 1,7 pg/L lidského interleukinu 7
(Mirzaei et al., 2009), stanoveno pomoci ELISA testu. De Pinheiro et al. naopak
vyprodukovali 6 mg/L psiho interleukinu 12, nicméné je nutné dodat, ze autofi optimalizovali
DNA konstrukt interleukinu 12 (de Pinheiro et al., 2016). V porovnani s ostatnimi
interleukiny produkovanymi v bakulovirovém expresnim systému je naS vytézek vysoky.
Mnohem castéji ale dochdzi k produkci IL-15 v bakteridlnim expresnim systému, hlavné
v E. Coli. Naptiklad Béhar et. al vyprodukovali 51 ug/L (Béhar et al., 2011) zatimco Ward
et. al ziskali zhruba 25 mg/L (Ward et al., 2009) a Huang et al. dokonce 50 mg/L. (Huang et
al., 2018). I kdyz je tedy nas vytézek v porovnani s Ward et. al a Huang et al. nizsi, produkce
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IL-15 v bakulovirovém expresnim systému muze mit své vyhody. Vyhodou muze byt
bezpecnost systému, moznost posttranslaénich modifikaci proteint a nepfitomnost endotoxinti
(Felberbaum, 2015; Invitrogen - Guide to BEVS).

Zajimavym vysledkem byla pfitomnost dal§iho signalu pro IL-15 po imunodetekci
proteinu po Western blotu. Kromé ocekavaného signalu okolo MW 15 kDa, ktery odpovida
IL15-HIS (MW 15,7 kDa), je na obrazku patrny dalsi signal lokalizovany opét okolo MW
15 kDa (obr. 13, str. 54). V propagacnich materidlech riznych firem (napt. Novus Biological
nebo Abbkine), které komeréné prodavaji IL-15, se jeho MW pohybuje mezi 12 — 18 kDa,
nikoliv 14-15 kDa (Grabstein et al., 1994). Jednim z moZnych vysvétleni je, Ze se jedna
o IL-15 bez HIS. Mnohem pravdépodobnéji se ale miize jednat o degradovany protein nebo
Spatné zabaleny protein. Ward et al. (2009) ve své praci zkoumali produkci a purifikaci
raznych IL-15 s/bez HIS. Autofi prokazali, Ze miZe dochazet k degradaci/Spatnému baleni
IL-15, a proto jsou detekovany rozdilné MW daného proteinu, tedy riizné proteinové signaly.
Pokud by se jednalo o degradovany protein, mize to byt vysvétleni, pro¢ nedochazi
k zddanému ovlivnéni prolifera¢ni aktivity nabunkach v ptipadé¢ IL15-HIS proteinového
konstruktu. Dal§im vysvétlenim pfitomnosti dvou proteinovych signali na membrané okolo
MW 15 kDa je mozZnost posttranslacnich modifikaci. Predpoklada se, ze za tyto dva signaly
mize byt zodpovédna naptiklad glykosylace (Mirzaei et al., 2009). IL-15 méa hned tfi
domnéla mista jen pro N-glykosylaci (Huang et al., 2018). MiZeme tedy pfedpokladat, Ze dva
signaly pro IL15-HIS mohou v naSem pfipad¢ znacit bud’ pfitomnost degradovaného ¢i Spatné
sbaleného IL15-HIS nebo pfitomnost glykosylace. Resenim je analyza detekovanych proteinii
na hmotnostni spektrometrii, ktera by poskytla definitivni vysledek, o jakou z téchto moznosti
se jedna.

Na zékladé¢ SDS-PAGE a imunodetekce proteinii na membrané po Western blotu byly
vSechny pfipravené proteinové konstrukty uspésné charakterizovany. Vzorky VP1-HIS,
VPIAC-HIS a VP1AC byly charakterizovany relativné snadno protilatkami proti VP1 a proti
HIS, zatimco VP1AC-IL15-HIS neposkytoval Zadny signal s protilatkou proti VP1 ani u jedné
z nékolika provedenych imunodetekci tohoto proteinu. Logickym vysvétlenim muze byt fakt,
ze IL-15 fuzovany s VPIAC mize omezovat interakci protilatky proti VP1 SV40
s imunodominantnimi epitopy na VP1 nebo dokonce ménit strukturu VPI proteinu tak, ze
protilatka tento protein jen obtizn¢ rozezna. VP1AC-IL15-HIS byl naopak uspésn¢ detekovan
protilatkou proti IL-15 a proti HIS. Tyto protilatky detekovaly jasny signal okolo MW
50 kDa, ktery odpovidal predpokladané MW 51,6 kDa VP1AC-IL15-HIS.
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VNS byly rovnéz charakterizovany elektronovou mikroskopii, kde kazdy proteinovy
konstrukt obsahoval pfislusné VLPs nebo VNS. Ve vzorcich VP1AC-HIS a VPIAC byly
vizualizovany pouze pentamery vzniklé zkracenim VP1 proteinu o 60 aminokyselin. Nemohlo
tedy dojit ke vzajemné interakci pentamerit v ramci kapsidy (Stehle et al., 1996) a vzniku
VLPs. U proteinového konstruktu VP1AC-IL15-HIS, ktery rovnéz vznikl zkracenim C-konce
VPI1 o 60 aminokyselin byly také pozorovany virové pentamery. Po porovnani snimkt
VPIAC-IL15-HIS se snimky obsahujici VNS VP1AC-HIS a VP1AC lze teoreticky usuzovat,
ze mezi témito VNS je strukturni rozdil. Ten muize byt pravdépodobné zplisobeny vazbou
IL-15 na VPI s naslednymi konformacnimi zménami v rdmci pentameri VP1. Pro uplné
potvrzeni této teorie by bylo vhodné provést elektronovou mikroskopii s naslednym
porovnani pentamer znovu nicméné¢ s mnohem vysSi rozliSovaci schopnosti mikroskopu.

V ptipadé vzorku VP1-HIS bylo elektronovou mikroskopii detekovano velké mnozstvi
morfologicky rlznych ¢astic. Ve vzorku byly kromé klasickych VLPs detekovany i dalsi
agregaty vzniklé samousporadanim VP1. Tyto ¢astice nezvyklého tvaru, tzv. tic-tac (obr. 18,
str. 59) byly pozorovany v nasi laboratofi jiz diive — pfi ptipravé VNS formovanych VPI1 se
zkracenym C-koncem o 35 aminokyselin (Hruskovéa, nepublikované vysledky). Ty mohou byt
dle obrazku tvofeny spojenim dvéma ¢i vice kapsidami VP1 proteint. Tyto tubularni agregaty
byly rovné€z pozorovany v praci Dr. Fraiberka (Fraiberk, 2017). Zajimava byla rovnéz
struktura samotnych VLPs. Tyto ¢astice, tvofeny proteiny VP1 s HIS, maji dle snimkt
mnohem drsné&jsi a vrascCitéj$i povrch a strukturu nez ,klasické VLPs tvotené pouze VP1
proteiny. Tento drsnéjSi vzhled mizZe byt pravdépodobné dan ,;rozvolnénim* vzajemnych
interakci pentamer v ramci Castice. Za toto ,,rozvolnéni* je navic pravdépodobné zodpovédna
HIS. U vSech téchto proteinovych konstrukti nicméné nebylo pozorovano, ze by HIS
néjakym zptsobem ovlivnila strukturu pentamert.

Samotny protein IL-15 se nam elektronovou mikroskopii nepodatilo vizualizovat
z divodu jeho malé velikosti.

Soucasti této prace rovnéZ bylo testovani vlastnosti pfipravenych proteinovych
konstruktli a indukce bunécné proliferace. Hlavnim cilem bylo otestovat proteinovy konstrukt
VPIAC-IL15-HIS, ktery slouzil jako virovy nosi¢ IL-15, a proteinovy konstrukt IL15-HIS.
Ostatni proteinové konstrukty slouZily jako negativni kontroly. Pro toto testovani byly
vybrany vhodné frakce ptislusnych proteinovych konstrukti. Konkrétné se jednalo o frakci F4
VP1AC-IL15-HIS, frakci F1 IL15-HIS, frakci F2 VP1-HIS, frakci F4 VP1AC-HIS a frakci F4
VPIAC. Testovani interakce a proliferacni aktivity in vitro bylo provadéno na bunikach Jurkat

a bunkach CTLL-2.
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Schopnost proteinovych konstrukti indukovat proliferaci byla nejprve testovana
in vitro na lidskych leukemickych T-lymfocytech, tedy buiikach Jurkat. Piestoze byl u obou
proteinovych konstrukti VP1AC-IL15-HIS a IL15-HIS v nizkych koncentracich viditelny
nepatrny nartist absorbance, ktera odpovida schopnosti bun¢k proliferovat, zfetelna indukce
a podpora proliferace u bunék Jurkat nebyla pozorovana ani ujednoho proteinového
konstruktu. Tento vysledek mulize byt zplisoben tim, ze buiniky Jurkat postradaji IL-15Ra
receptorovou podjednotku (Anderson et al.,, 1995). Z tohoto diivodu nemize u téchto
T-lymfocyti pravdépodobné dochazet k plnohodnotné stimulaci pomoci cis- ¢i
trans-prezentace, tedy mechanismim dtleZitych v signalizaci IL-15. Buiiky Jurkat obsahuji
IL-2Rp a yc receptorové podjednotky a lze tedy predpokladat, Zze s mnohem niz$i vazebnou
afinitou (Giri et al., 1994) miize dochézet k prezentaci zobrazené na obr. 1D (str. 7). Nicméné
pti proliferaénim testu provedeném spolecnosti Cloud-Clone corporation byla pozorovana
proliferace bunc¢k Jurkat zpiisobena pifidanim proteinu lidského IL-15 (Cloud-Clone
Corporation, 2016). V tomto testu byla pozorovana vyznamna proliferacni aktivita bunék
Jurkat zpisobena jiz po pfidani IL-15 v koncentraci 1 ng/mL po 72 hodinach. Nutno zminit,
7e v ramci naSeho experimentu jsme vyuzili podobné parametry, tedy stejné dlouhou inkubaci
bunék po pfidani velmi podobnych koncentraci proteint. V jinych studiich vSak byla buné¢na
linie Jurkat pouZzivana jako linie, kterd na stimulaci IL-15 nereaguje (Anderson et al., 1995).
Z tohoto divodu jsme provedli rovnéz testovani interakce a proliferacni aktivity na bunikach
CTLL-2.

Bunikky CTLL-2 jsou mysi CD8 T-lymfocyty, které jsou schopné reagovat na IL-15
(Zhao et al., 2016) a jsou pro stanoveni biologické aktivity IL-15 (a dalSich interleukint)
standardné vyuzivany (Carmenate et al., 2013; Khatri et al., 2007; Mock et al., 2020; Soman
et al., 2009; Vorauer et al., 1996). Zarovenl by tento experiment nemél byt ovlivnén
skutecnosti, ze vyuzivame lidsky IL-15 na mySich bunikdch. Obé formy IL-15, tedy lidska
a mys$i sdili zhruba 70% sekven¢ni homologii a mélo by tedy dochazet ke stejné prezentaci
a signalizaci (Carson et al., 1994), ptevzato z (Guo et al., 2017). CTLL-2 jsou pro testovani
biologické aktivity lidského IL-15 vyuZivany standardné (Ota et al., 2010; Paxton, 1996;
Soman et al., 2009).

Na zéklad¢ vysledkii ziskanych z testovani proliferacni aktivity in vitro na builkach
CTTL-2 je patrné, Zze nami vytvorené proteinové konstrukty pravdépodobné nejsou aktivni,
protoze neovliviiuji proliferaci bunék CTLL-2. Proteinovy konstrukt IL15-HIS v porovnani
s komer¢nim proteinem IL-15 nezptsobuje zddnou indukci proliferace, stejné jako proteinovy

konstrukt VP1AC-IL15-HIS. Dle dostupné literatury by mélo dochézet k proliferaci bunék jiz
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po pfidani 1x107" — 1x10° ng/mL proteinu, tak jako naptiklad u nami vyuzitého komeréniho
IL-15 nebo u Ota et al. (2010). Protoze se tak nestalo, je mozné se domnivat, Ze nami
pfipravené proteinové konstrukty nejsou bioaktivni. Zajimavy je pouze ndrtst absorbance
u VP1AC-IL15-HIS. Nicméné v porovnani s komerénim IL-15 a pozitivni kontrolou (CTTL-2
bunky kultivované s IL-2), u kterych nartist absorbance dosahoval hodnoty cca 2, nelze nartst
absorbance na hodnotu 0,3 po pfidani 3x10' ng/mL proteinu povaZzovat za signifikantni.

Z vyse uvedeného vyplyva, ze VP1 proteiny MPyV pravdépodobné nejsou vhodné
nosi¢e IL-15, protoZze nebyla pozorovana zadnd indukce proliferace vyvoland nami
pfipravenymi proteinovymi konstrukty. Na druhou stranu, vysledné hodnoty ziskané
z prolifera¢niho testu na bunikach CTLL-2 piesto nemusi byt zcela dostate¢né. Pokud doslo
k vazb¢ IL-15 na virovy nosi¢, mohl byt ovlivnén zptisob signalizace IL-15. Pokud by tomu
tak bylo, je mozné, ze VPIAC-IL15-HIS bude s bunikami interagovat mechanismem
trans-prezentace a bude tedy ovliviiovat majoritné NK burky, protoze jak jiz bylo popséno
v kapitole 2.1 literarniho Gvodu (str. 4), IL-15 rovnéz ovliviiuje proliferace pravé NK bun¢k
(Huntington et al., 2009; Ogasawara et al., 1998; Ohteki et al., 1997; Stoklasek et al., 2006).
Z casovych divodi se jiz nepodafilo pfipravené proteinové konstrukty charakterizovat
vzhledem k jejich dalSim aktivitam, tedy jejich schopnost indukovat proliferaci a aktivitu NK
bunék. Je proto nutné dalSi odborné testovani vlastnosti ptipravenych proteinovych
konstruktli, a to zejména na téchto buinikach. Ta by se testovala rovnéZ pomoci proliferacnich
testl, tak jak ji testovali napfiklad Huntington et al. (2009).

RovnéZ by méla byt testovana schopnost proteinovych konstruktl vazat se na povrch
bunék. Pomoci imunofluorescencni mikroskopie bychom méli relativné snadno vizualizovat
schopnost nami pfipravenych proteinovych konstruktli vazat se k receptorim na povrchu
napifiklad bun¢k Jurkat nebo CTLL-2. Specifictéjsi testovani vazebné afinity IL-15
k bunéénému povrchu miize byt stanoveno pritokovou cytometrii.

Zarazejici je vSak skuteCnost, ze ani proteinovy konstrukt IL15-HIS nevykazoval
z4ddanou biologickou aktivitu. Nabizi se vysvétleni, které by opét mohlo souviset
s glykosylaci IL15-HIS. Bakulovirovy expresni systém zarucuje, na rozdil od bakteridlnich
systémi, N-glykosylaci proteini (Shi a Jarvis, 2007). Ta vSak muze v ptipadé IL-15 mit
negativni vliv na jeho aktivitu (Huang et al., 2018). Z casovych diivodli bohuzZel nebylo
mozné analyzovat tuto moZznost detailnéji, pomoci hmotnostni spektroskopie a pomoci
in vitro de-glykosylace (Huang et al., 2018). U komer¢né dostupnych, vysoce bioaktivnich,
rekombinantnich IL-15 se vétSinou jedna o neglykosylované proteiny z E. coli expresniho

systému, které jsou izolovany pomoci HIS kotvy — ta tedy s nejvétsi pravdépodobnosti neni
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zodpovédna za nefunkCnost systému. Pokud by se ukazalo, Ze glykosylace muze takto
dramaticky ovlivnit aktivitu naSich konstruktl, bylo by nutné prevést cely systém
do bakterialniho systému. Teprve pak by bylo mozné definitivné rozhodnout o tom, zda VNS
jsou schopné zlepsit biologické vlastnosti IL-15.

Ptestoze se nepodaftilo pfipravit aktivni proteinové konstrukty, byly splnény hlavni
cile této diplomové prace. Byly vyprodukovany proteinové konstrukty VP1-HIS, VP1AC-HIS
a VP1AC, které mohou slouzit jako vzorky pro dalsi experimenty v rdmci laboratote. Taktéz
bylo provedeno dalsi testovani a charakterizace VP1 proteinii zkracenych o 60 aminokyselin.
Zaroven se podafilo analyzovat a otestovat dal§i z pfistupli v ramci cile celého projektu
laboratote, kterym je vytvoreni i¢inného nastroje zalozeného na polyomavirovych strukturach

pro stimulaci protinddorové imunitni odpovédi.
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V této préaci jsme si kladli za cil vytvofit virové VP1 nanostruktury odvozené

od MPyV, které by slouzily jako nosice IL-15. Dale jsme chtéli ovéfit jejich stabilitu,

biologickou aktivitu a schopnost indukovat proliferaci bunék citlivych k IL-15.

Z rekombinantniho plazmidu obsahujici VP1 a IL-15 geny bylo tspésné vytvoreno

nékolik plazmidovych vektori pro konstrukci rekombinantnich bakuloviri:

Metodami genového inzenyrstvi se uspésné podaiilo modifikovat rekombinantni
plazmid (pFB-VP1-IL15-HIS) za vzniku dvou plazmidovych vektorti obsahujici geny
pro IL-15 (pFB-VP1AC-IL15-HIS a pFB-IL15-HIS) a tfi plazmid obsahujici rtizné
dlouhy gen pro VP1 protein (pFB-VP1-HIS, pFB-VP1AC a pFB-VP1AC-HIS).

V bakulovirovém expresnim systému bunék SF9 bylo z rekombinantnich bakulovira

uspésné vyprodukovano pét proteinovych konstruktii:

Nepodafilo se vytvofit proteinovy konstrukt s plnodélkovym VPI proteinem
(VP1-IL15-HIS), ktery mél byt vyuzit jako nosi¢ IL-15, pravdépodobné z divodu
restrikce pfi tvorbé rekombinantniho bakuloviru.

Uspésné byl vyprodukovan fizni VPIAC-IL15-HIS proteinovy konstrukt, ktery
slouZil jako nosi¢ IL-15 a jehoZ celkovy vytézek byl 53,38 mg/L kompletniho média.
RovnéZ byly vyprodukovéany kontrolni VP1 nanostruktury tvofené plnodélkovym VP1
nebo jeho o 60 aminokyselin zkracenou variantou (VP1-HIS, VPIAC-HIS a VP1AC).
Byl pfipraven samotny protein IL15-HIS, ktery byl vyuzZit jako dalsi kontrolni

varianta. Celkovy vytézek tohoto interleukinu ¢inil 8,46 mg/L kompletniho média.

Pripravené proteinové konstrukty byly uspéSné charakterizovany:

Ptipravené proteinové konstrukty byly uspésné charakterizovany pomoci SDS-PAGE
a imunologickou analyzou proteinii na membrané pomoci protilatek po Western blotu.
Timto zpisobem bylo potvrzeno, ze se jedna o spravné pfipravené proteiny obsahujici
VP1/VP1AC, IL-15 a HIS.

Elektronovou mikroskopii byly vizualizovany VNS u VP1AC-IL15-HIS, VP1AC-HIS
a VP1AC. VLPs a tubuldrni agregaty byly vizualizovany u VP1-HIS.
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Byla testovana schopnost proteinovych konstruktii indukovat proliferaci bunék:

e Na bunkach Jurkat a bunkach CTLL-2 nebylo in vitro prokdzano, Ze nami piipravené
proteinové konstrukty (VPIAC-IL15-HIS a IL15-HIS) jsou schopny ovlivnit
a indukovat proliferaci T-bun¢k citlivych k IL-15.
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