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Abstrakt

Nadorova onemocnéni jsou v soucasnosti velmi rozsSifend a jejich kompletni 1écba
vyzaduje eliminaci vSech nadorovych bun¢k v organismu. Jednim ze zptsobu 1éCby je
imunoterapie, kterd se snazi vyvolat imunitni odpovéd’ a aktivovat tak protinddorové
obranné mechanismy organismu. K tomu se pouzivaji terapeutické protilatky, které cili
markery na nadorovych bunkach. Jeden ztéchto markeri je receptor HER2, jehoz
exprese je zvySena napiiklad na povrchu nadorovych bunck karcinomu prsu.

Jako terapeutické protilatky se Casto pouzivaji humanizované monoklonalni
protilatky, ale pouzivaji se 1 jiné konstrukty, jako jsou bispecifické Ccastice,
nanoprotilatky ¢i jejich analogy. Nanoprotilatkami se oznacuji rekombinantni variabilni
domény odvozené od protilatek, které ve své struktufe postradaji lehké fetézce.
V ptirodé se takové protilatky pfirozené vyskytuji napiiklad u saved z celedi
velbloudoviti nebo u nékterych paryb, jako jsou Zraloci.

Tato prace popisuje piipravu riznych glykoforem nanoprotildtky antiHER2 a
ovéfeni vlivu této glykosylace na vazbu nanoprotilaitky na povrch bunécéné linie
exprimujici na svém povrchu receptor HER2. Byla pfipravena nanoprotilatka
s komplexni pfirozenou glykosylaci (produkovana v bunécéné linii HEK293T) a
nanoprotilatka s homogenni glykosylaci (produkovand v bunétné linii HEK293S
GnTI). Prace také popisuje klonovani a produkci antiHER2 nanoprotilatky
s mutovanym glykosylaénim mistem v paratopu. Bylo ovéfeno, Ze glykosylace
negativné ovliviluje vazbu na receptor HER2, coz je dulezity poznatek pro budouci
vyuziti této nanoprotilatky pfi ptipravé potencialnich imunoaktivnich terapeutik.

Kli¢ova slova

nanoprotilatka, HER2, N-glykosylace, mutace, HEK293, rekombinantni exprese
proteinti



Abstract

Cancer is currently widespread disease and its successful treatment requires the
elimination of all cancer cells in the body. One method of cancer treatment is
immunotherapy, which seeks to elicit an immune response and activate the body's
anti-tumor defense mechanisms. Therapeutic antibodies are used to target tumor cells
markers. One of such markers is the HER2 receptor which is overexpressed for example
on the surface of breast cancer cells.

Humanized monoclonal antibodies are often used as therapeutic antibodies, but
other constructs such as bispecific particles, nanobodies or their analogs are also used.
Nanobodies refer to recombinant antibody-derived variable domains that lack light
chains in their structure. Such antibodies occur naturally, for example in camelid
mammals or in certain cartilaginous fishes, such as sharks.

This work describes the preparation of various glycoforms of the antiHER2
nanobody and verification of the effect of the glycosylation on the ability of nanobody
to bind to the cell line that is overexpressing the HER2 receptor on its surface. A
nanobody with complex natural glycosylation (produced in the HEK293T cell line) and
a nanobody with uniform glycosylation (produced in the HEK293S GnTI cell line)
were prepared. The work also describes the cloning and production of antiHER2
nanobody with a mutated glycosylation site in the paratope. Glycosylation has been
shown to negatively affect binding on HER2 receptor, an important finding for the
future use of this nanobody in the preparation of potential immunoactive therapeutics.
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1. Seznam zkratek

AMK - aminokyselina

Amp — ampicilin

APS — peroxodisiran amonny (ammonium persulfate)

BCR - antigenné¢ specificky receptor B-lymfocyti (B-cell receptor)
bp — pary bazi (jednotka délky DNA) (base pair)

CD - diferenciacni skupina (cluster of differentiation)

CDR - hypervariabilni oblast variabilni domény (complementarity-determining
region)

CGA —rakovinné antigeny zarodecné linie (cancer germline antigen)
Cu — konstantni doména téZkého fetézce protilatek

CL — konstantni doména lehkého fetézce protilatek

Da — Dalton (jednotka molekulové hmotnosti)

DARPin — vazebna doména odvozena od ankyrinu (designed ankyrin repeat
protein)

dH20 — deionizovana voda

DMSO - dimethylsulfoxid

dNTPs — smés deoxynukleotidtrifostati (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova (ethylenediaminetetraacetic acid)

Fab — fragment protilatky s vazebnym mistem pro antigen (fragment antigen-
binding)

Fc — konstantni fragment protilatky (fragment crystallizable)

FGFR - receptor rastového faktoru fibroblastt (fibroblast growth factor
receptor)

Fv — fragment konvencni protilatky slozeny z Vu a VL domény (fragment
variable)

H tetézec — tézky tfetézec protilatky
hcAb — protilatky tvofené pouze tézkymi fetézci (heavy chain-only antibody)

HEK?293 — linie lidskych embryonalnich ledvinnych bunék 293 (human
embryonic kidney 293 cells)

HER2 — receptor lidského epidermalniho rustového faktoru 2 (human epidermal
growth factor receptor 2)



HPLC - vysokoucinna kapalinova chromatografie (high-performance liquid
chromatography)

kb — kilobaze (jednotka délky DNA) (kilobase pair)

L fetézec — lehky fetézec protilatky

IPEI — lineéarni polyethylenimin

mADb — monoklondlni protilatka (monoclonal antibody)

MES — 2-(N-morfolino)ethansulfonova kyselina

N32Q — rekombinantni antiHER2 nanoprotilatka s mutaci N32Q

NK bunky — pfirozeni zabijaci (natural killer cells)

PBS - fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (phosphate buffered saline)
PCR — polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
PD-1 — povrchovy bunécny receptor (programed cell death 1)

PD-L1 — povrchovy bunéény receptor (programed cell death ligand 1)
S34A — rekombinantni antiHER2 nanoprotilatka s mutaci S34A

scFv fragment — jednofetézcovy fragment variabilnich domén (single-chain
fragment variable)

sdAb — protilatky s jedinou doménou / nanoprotilatky (single-domain antibody)

SDS-PAGE - elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti
dodecylsiranu sodné¢ho

SDS — dodecylsiran sodny (sodium dodecyl sulfate)

TAA — antigeny asociované s nadory (tumor associated antigen)
TEMED — tetramethylethylendiamin

TSA — antigeny specifické pro nadory (tumor specific antigen)
Tris — tris(hydroxymethyl)aminomethan

Vu — variabilni doména tézkého tetézce konvencnich protilatek
VuH — variabilni doména protilatek ¢eledi velbloudovitych

VL — variabilni doména lehkého fetézce konvenéni protilatky
Vnar — variabilni doména protilatek Zralokt

(v/v) — objem/objem (volume/volume)

(w/v) — hmotnost/objem (weight/volume)

(w/w) — hmotnost/hmotnost (weight/weight)



2. Teoreticky uvod

2.1. Protilatky

Studium protilatek zacalo v roce 1890, kdy Emil von Behring a Shibasaburo Kitasato
objevili, ze latky v krevnim séru zvifat imunnich vic¢i tetanu nebo zaskrtu mély
specifickou ,,antitoxickou aktivitu a dokazaly neutralizovat toxiny produkované
bakteriemi, kterymi byly imunizovany [1-3]. Jejich objev pfispél ke vzniku imunologie,
jak ji zname dnes.

2.1.1. Role protilatek

Antigenné specifickou (adaptivni) cast imunitniho systému lze rozdélit na cast
humorélni a bunécnou [1,4]. Do bunécné ¢asti specifické imunity spadaji T-lymfocyty.
T-lymfocyty jsou aktivovany po setkdni s antigenem, kdy dojde k jejich proliferaci a
diferenciaci na jeden z funkénich typt efektorovych T-lymfocytd — cytotoxickeé,
pomocné anebo regula¢ni T-lymfocyty. Cytotoxické T-lymfocyty ni¢i bunky napadené
viry nebo jinymi intracelularnimi patogeny. Pomocné T-lymfocyty poskytuji nezbytné
signaly, které aktivuji antigenem stimulované B-lymfocyty, aby u B-lymfocytt doslo k
diferenciaci a produkci protilatek. Nékteré z téchto T-lymfocytlh mohou také aktivovat
makrofagy. Regula¢ni T-lymfocyty potlacuji aktivitu ostatnich lymfocyti a poméahaji
tak kontrolovat odpovéd’ imunitniho systému.

Soucasti humoralni antigenné specifické (adaptivni) ¢asti imunitniho systému
jsou protilatky, jejichz produkce je vSak Uizce spojena s Casti nespecifickou [1,4]. Aby
doslo ke specifické imunitni odpovédi a produkci protilatek, musi byt antigen
rozpoznan pomoci antigenné specifického receptoru B-lymfocyti (BCR). Za vhodnych
podminek se stimulované B-lymfocyty pomnozi a vznikne mnoho dcefinych klont
s podobnou ¢i identickou specifitou vici antigenu, které se nasledné diferencuji na
plazmatické buniky (plazmocyty). Plazmatické bunky produkuji ve velkém mnoZstvi
protilatky, které maji stejnou strukturu jako BCR. Funkci protilatek v imunitnim
systému je opsonizace (vazbou na antigen usnadnuji fagocytdézu makrofagy), aktivace
cytotoxickych bunék, aktivace komplementu nebo neutralizace toxind.

Protilatky jsou vysoce specifické pro své odpovidajici antigeny a vytvaii s nimi
stabilni vazbu, ¢ehoz vyuzivd mnoho molekularnich, diagnostickych a zobrazovacich
metod [5]. RIA (radioimmunoassay), ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay),
Coombuv test, tzv. phage display (viz kapitola 2.1.3, str. 12), imunofluorescencni
mikroskopie nebo Western blot (imunoblot) jsou pouze nékteré z nich.

Protilatky se uplatiiuji nejen v diagnostickych, zobrazovacich a molekuldrnich
metodach, ale maji 1 terapeutické vyuZiti. Monoklonalni protilatky (mAb) se béZné
pouzivaji pro 1é¢bu rakoviny a autoimunitnich, infekénich nebo kardiovaskuldrnich
onemocnéni [6]. Obzvlast efektivni se ukdzaly byt piilécbé rakoviny, a to jak
malignich, tak benignich nador [7]. V poslednich letech jsou mAb jedny z
nejprodavangjSich biofarmaceutik. Vroce 2017 tvorily 65,6 % vSech prodanych
biofarmaceutik na trhu a ocekava se, ze v budoucnosti toto Cislo jesté poroste [8].
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2.1.2. Struktura protilatek

Molekuly lidskych protilatek se skladdaji z dvou tézkych (H) fetézcii a dvou lehkych (L)
fetézct [1,9]. Dva H fetézce jsou k sob¢ vazany disulfidickymi (cystinovymi) mistky a
ke kazdému z H fetézcl je pripojen cystinovym mustkem jeden L fetézec. H fetézce
tvofi Ctyfi imunoglobulinové domény (u nékterych typti imunoglobulini pét), kazda
doména je tvofena sekvenci 110 - 120 aminokyselin a domény jsou navzajem propojeny
kratkymi useky polypeptidového fetézce. Priblizna molekulova hmotnost kazdého z H
fetézcli je 50 - 75 kDa v zavislosti na typu fetézce. L fetézce se skladaji ze dvou
imunoglobulinovych domén a piiblizna molekulova hmotnost fetézce je 25 kDa, také
v zavislosti na jeho typu. H i L fetézce maji na svych N-koncich variabilni domény (Vu
a VL domény), které tvoii vazebné misto pro antigen. Struktura variabilnich domén se
individudlné 1i8i dle toho, jakym klonem B lymfocytu byly produkovany a diky tomu se
li$i 1 jejich specifita vii¢i antigenu. Ostatni domény tvofici fetézce jsou konstantni
(Cul - Cu3, popt. Cu4 a Cr domény) a jejich struktura je totozna se strukturou u vSech
protilatek s fetézci t€hoz typu. Indexy L a H byvaji nahrazovany symboly oznacujici
konkrétni typy fetézcti. U lidskych protilatek existuji dva typy L fetézci, k a A, které se

Nanoprotilatka
3.0x 4.4 nm

- Y scFv ,
3.0x4.5

on ;
VH . ‘ B Earyratos - WVl Vi
‘ antigen antigen A

Fv[ @ @ | Fab .
Iy ‘ 4 |Fab,
{ r\‘ 2 | 3.0x6 5nm B 15065 0m

Wl Vi
papain b4
‘ - |
|
cL ‘
3 s
Py,

% AA "_'QI‘ (Fab),

protilatka Fc ‘

|
e 6.5x6.0nm GOl WY
% b 4 , 4
velbloudoviti
1gG1 lidska protilatka & G
6.5x9.5x 14.8 nm A A

Obrazek 1: SloZeni lidskych IgG protildatek, velbloudich protilatek, Zralocich IgNAR protildtek
a jejich fragmentii. Lidska IgG protilatka se sklada z dvou L a dvou H vetézcii. Jeji fragmenty
Ize ziskat Stépenim papainem — vznikne Fc a dva Fab fragmenty, nebo pepsinem — vznikne Fc a
(Fab); fragment. Dalsim Stepenim Fab fragmentu miizeme ziskat Fv fragment tvoreny Vg a Vi
doménou. Tento fragment Ize modifikovat a Vi a Vi domény spojit kratkou peptidovou spojkou
za vzniku scFv. Dale jsou na obrdzku zndazornény velbloudi a Zraloci protilatky, které ve své
strukture postradaji L retézce. Jejich stépenim lze ziskat VuH doménu. Prevzato a upraveno z

[59].

IgNAR
Zraloci protilatka
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lisi primarni strukturou Cp domén a které jsou kddovany odliSnymi geny. U H fetézcu
existuji fetézce p, o, vy, a, a &, které jsou kédovany na useku jednoho chromozomu.
Retézce o a y maji tii Cu domény a fetézce 1, & a € maji Cu domény &tyfi. Dle druhu
konstantnich H fetézcl se rozliSuje pét izotopt lidskych imunoglobulini — IgA, IgG,
IgM, IgD a IgE.

Molekulu Ize v pantové (hinge) oblasti proteolyticky rozstépit pouzitim enzymu
papainu na tii fragmenty — dva identické Fab fragmenty, které obsahuji vazebné misto
pro antigen a jeden Fc fragment, ktery se u opsonizujicich protildtek vaze na Fc
receptory fagocytt [1,9]. Pouzitim pepsinu lze protilatky rozstépit na dva fragmenty —
bivalentni (Fab), fragment a Fc fragment. Dal§im §tépenim Fab fragmentu lze ziskat Fv
fragment, ktery se sklada pouze z variabilnich N-koncovych domén obou fetézci.

Kromé imunoglobulinti skladajicich se z dvou H a L fetézcl se vyskytuji i jiné
variace protilatek. Variabilni domény L a H fetézce mohou byt spojeny kratkou
peptidovou spojkou, vznikne tak jedno-fetézcovy fragment scFv, ktery je schopen vazat
antigen [10]. Molekulova hmotnost scFv se pohybuje okolo 30 kDa a spravnou orientaci
vazebného mista pro antigen zajist'uji hydrofobni interakce mezi doménami.

Struktura protilatek se mezi jednotlivymi zivocisSnymi druhy lisi (viz Obr. 1,
str. 11). Specialni strukturu maji protilatky, které byly roku 1989 objeveny v krevnim
séru velblouda jednohrbého (Camelus dromedarius). Po dal§im vyzkumu se ukézalo, ze
se nachazeji u vSech zivoc¢ichu z ¢eledi velbloudovitych [11,12]. Tyto protilatky ve své
struktufe postradaji L fetézce a jsou tvoieny pouze dvéma H fetézci, které jsou tvofeny
3 doménami, proto jsou oznatovany jako hcAb (heavy chain-only antibody). Retézec
hcAb je tvoren variabilni doménou VyH a dvéma konstantnimi doménami Cy2 a Cy3
(doména Cul chybi) a VyH doména je pifimo spojena s pantovou oblasti a Fc
fragmentem [13]. Molekulovd hmotnost hcAb je okolo 75 kDa [10]. Z hcAb lze ziskat
samostatné VuH domény, kterd maji Sirokou Skalu vyuziti (viz. kapitola 2.1.3). Kromé
Celedi velbloudovitych se podobny druh protildtek postradajici L fetézce (IgNAR)
vyskytuje 1 u jinych zivocicht, jako jsou n¢které paryby, napt. Zralok nebo rejnok [14].

2.1.3. Nanoprotilatky

Rekombinantni antigen-specifické VuH odvozené z hcAb jsou zndmy jako protilatky
s jedinou doménou (sdAb) nebo jako nanoprotilatky, jednak diky jejich malé velikosti
(cca 2,5 x 4 nm), ale 1 proto, Ze predstavuji nejmensi moznou formu protilatek [15,16].
Nanoprotilatky maji oproti ostatnim druhiim protilatek nékolik vyhod. Jedna
znich je mala velikost. Velikost konvencnich mAb tvofenych ¢tyfmi fetézci (okolo
150 kDa) mtze znemozZnit ptistup k nddorové bunce, coz u nanoprotilatek nehrozi —
jejich molekulova hmotnost se pohybuje okolo 15 kDa. Dal§im problémem je
nekovalentni asociace variabilnich domén u mAb, tvofici vazebné misto pro antigen.
Hydrofobné asociované Vy a VL domény lze snadno disociovat a domény nasledné
mohou interagovat s jinymi hydrofobnimi povrchy [10]. To je problém pii praktickych
aplikacich scFv fragmenti a piekdzkou pii vyvoji bispecifickych biofarmaceutik.
OvSem stabilita neni dana strukturou scFv fragmentu jako celku, ale jednou urcitou
sekvenci, kterou lze modifikovat a stabilitu fragmentu tak zlepsit [17]. Naopak struktura
VuH domény ma z¢asti hydrofilni charakter, coz ji d¢la stabilnéjsi a rozpustnéjsi [10].

12



Obrazek 2: Schéma VyH domény. Doména se sklada ze dvou p-skladanych listii, jeden list
obsahuje 5 viaken (svétle Sedd) a druhy list obsahuje 4 vidkna (tmavé Sedad). Vidkna jsou na
N-koncove strané domény spojena tremi hypervariabilnimi smyckami — HI1 (modra), H2
(zelend), H3 (Cervena). HI a H3 smycky jsou spojeny disulfidickym miistkem (Zlutd). Prevzato z
[15].

Strukturné jsou Vu domény a VuH domény velmi podobné, ale v né&kolika
oblastech se li§i. Ob¢ variabilni domény jsou tvofeny dvéma B-skladanymi listy, s tim,
ze jeden list je tvoteny 4 vldkny a druhy list je tvofeny 5 vldkny [10,15,16]. Na
N-koncové strané domény jsou vlakna spojena tfemi hypervariabilnimi smyckami, které
vytvareji vazebné misto (CDR, complementarity-determining region). Ale u VyH
domén jsou CDRI1 a hlavné CDR3 smycky vyrazné delsi nez u Vuy domén. Piedpoklada
se, ze prodlouzenim CDR1 a CDR3 smyc¢ek u VyH domén se kompenzuje neptitomnost
tti dalSich CDR domén, které maji konvencni protilatky navic v rdmci Vi domén, a
zajiStuji tak dostatecnou diverzitu a specifitu VyH domény, a tudiz 1 hcAb. Navic
CDR3 smyc¢ka u VyH domén Casto vytvafi strukturu podobnou prstu (viz Obr. 2), kterad
umoziiuje nanoprotilatce vazat epitopy, které konvencni mAb vazat nemohou, jelikoz
maji povrch vazebného mista pro antigen obecné spise plochy [18].

Jedna ztechnik pouzivanych pro produkci nanoprotildtek nebo variabilnich
domén obecné je tzv. phage display [5]. Genovy segment kodujici variabilni doménu
protilatky je sloucen s genovym segmentem kodujicim obalové proteiny bakteriofaga.
Bakteriofag s takto sloucenymi genovymi segmenty infikuje bakterii a nasledné
produkované bakteriofdgy maji na svém obalu fuzni proteiny, které zvnéjsku vystavuji
vybranou antigenn¢ specifickou doménu. Knihovna rekombinantnich bakteriofagt, kde
kazdy vystavuje jinou antigenné specifickou doménu (phage display library) miize
obsahovat az 10'° riznych variant rekombinantnich bakteriofdgi [19]. Bakteriofag
s antigen vazajici doménou specifickou pro urcity antigen mize byt izolovan podobné
jako u afinitni chromatografie. Nasledné mohou byt geny kodujici specifickou antigen
vazajici doménu extrahovany z DNA bakteriofaga a pouZity pro expresi nanoprotilatky.
BéZné pouzivanymi bakteriofagy jsou vlaknité bakteriofagy M13, fd a f1 nebo také T4,
T7 ¢i lambda bakteriofagy [19,20]. Stejnym zptisobem jakym sbirka bakteriofaga
vystavuje antigen vazajici doménu mtize byt bakteriofag modifikovéan, aby vystavoval
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antigeny (antigen display library). V ptipad¢ nanoprotilatek lze genetickou informaci
kodujici variabilni domény ziskat z bilych krvinek neimunizovaného zvifete, coz je
Setrné€jsi nez v piipadé klasické produkce protilatek [21].

2.1.4. Alternativy protilatek

Vzhledem k tomu, ze terapeutické protilatky obc¢as vykazuji i nezadouci vlastnosti jako
agregaci, nestabilni disulfidick¢ mistky, malé vytézky pii expresi (ktera je obecné
velmi nakladna), byla vyvinuta fada jejich analogi, s cilem dosahnout vyrazné nizsich
nakladii na pfipravu a pfitom zachovat stejn¢ vysokou miru specifity, jakou maji
protilatky. Alternativami, kterymi se v biomedicinském vyzkumu protilatky nahrazuji,
jsou naptiklad tzv. Affibodies, Adnectins, ADAPTSs (albumin-binding domain-derived
affinity proteins), 1-Bodies, DARPins nebo Avimers [22].

Jednou z alternativ jsou i-Bodies, coZz jsou lidskym protildtkim podobné
konstrukty o jedné doméné s molekulovou hmotnosti okolo 12 kDa [23,24]. Bylo
pozorovano, ze variabilni domény u Zralo€ich protilatek (Vnar) jsou strukturné podobné
imunoglobulinovym (Ig) doménam nékterych lidskych proteint. Z téchto Ig domén se
nasledné podaftilo vytvofit lidsky ekvivalent Vnar neboli i-Body. i-Body je vytvotfené z
lidského proteinu (konkrétné napt. z Ig domény lidské neuronové adhezivni molekuly 1
(NCAM)) na ktery jsou pripojeny dvé smycky vazajici antigen. Stejné jako u zraloka je
jedna z vazebnych smycek velmi dlouhd a umoznuje tak i-Body piistup do zlabka a
dutin, kam se konvencni mAb a dalSich protilatky nedostanou. Knihovna i-Body
konstrukti mtize obsahovat az 2:10' variant t&chto fetézcd.

DARPins (designed ankyrin repeat proteins) jsou malé modifikované proteiny
schopné rozpoznat a véazat cilové molekuly se stejnou nebo i vyssi specifitou jako
protilatky (viz Obr. 3) [25]. Jsou odvozeny od struktury proteinu ankyrinu, ktery
v bunikdch zprostfedkovava hlavné spojeni mezi integralnimi membranovymi proteiny a
spektrin-aktinovym cytoskeletem [26]. Primdrni struktura ankyrinu sestava z 24

Obrdzek 3: Krystalova struktura varianty DARPin s rigidni strukturou. PDB kod struktury
SLE2 [27].
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homolognich modult a kazdy modul sestavd z 33 AMK. Sekundarni struktura
jednotlivych modultl je nasledujici — B-otocka nasledovand dvéma anti-paralelnimi
a-helixy zakoncena smyckou, ktera cely modul spojuje s dalsim [28]. Spojené moduly
tvofi mirn¢ zakfivenou konkavni strukturu. DARPins jsou termodynamicky velmi
stabilni, a to diky pravidelné struktute opakujicich se usekii a siti vodikovych mistki
[29], jsou dobfe rozpustné a neagreguji. Uplatnuji se ve vyzkumu a maji diagnostické 1
terapeutické vyuziti — v imunoterapii se pouzivaji pii 1écb¢ rakoviny a ve vyzkumu se
pouzivaji jako intracelularni sensory konformace proteinli v redlném case nebo jako
krystaliza¢ni chaperony [25]. Co se diagnostiky ty¢e, maji vyuziti v imunohistochemii,
napiiklad pfi testovani miry exprese HER2 receptoru na povrchu bunék [30].

2.2. Rakovinné markery

Nédorové buiiky se od normalnich bunék, ze kterych vznikly, 1isi a diky tomu by mély
byt rozpoznany imunitnim systémem a eliminovany [31]. Vyznacuji se rakovinnymi
markery, coz jsou latky v nddorovych bunkach nebo latky nadorovymi bunkami
produkované, poptipad¢ latky pifitomné v ostatnich buikach téla jako odpoveéd na
maligni proces v organismu. Tradi¢n¢ to byvaji proteiny nebo jiné latky nachazejici se
v télnich tekutinach, ale postupné se jako rakovinné markery zacinaji pouzivat i
genomové markery, jako jsou naptiklad mutace onkogend.

2.2.1. Zmény povrchovych znakii na rakovinnych buiikach

Zmény povrchovych znakl spojenych s malignimi procesy mohou ovlivnit jak rozvoj
nadorového onemocnéni, tak i reakci organismu [32]. U proteinil a sacharidd, které se
chovaji jako enzymy a povrchové receptory buiiky, miize dochézet k né€kolika zménam.
U rakovinnych bunék muze dojit ke zvySeni nebo naopak snizeni vyskytu urcitych
povrchovych receptort a tim ke zméné citlivosti buniky viici regulaénim mechanismiim
organismu. Déle mtze dojit ke zméné struktury proteinii nebo povrchovych receptort,
které poté nejsou schopné reagovat s odpovidajicimi ligandy. Na povrchu burky se také
mohou objevit molekuly, které jsou indukované bunéénym stresem, nebo které jsou
pfitomny pouze v embryonalni tkéni a na dospélych bunkach se bézné nevyskytuji.

Abnormalni povrchové molekuly na rakovinnych buiikdch se mohou chovat jako
antigeny a byt rozezndny mechanismy humoralniho a bunécného imunitniho systému
[32]. Rakovinné bunky jsou poté pokryté imunokomplexy, které umoziuji rozpoznéani a
eliminaci buiikky pomoci komplementu a fagocytéozou. Rakovinné buiikky na povrchu
vystavuji pfedevsim diferenciacni antigeny, které zajiStuji normalni vyvoj rakovinné
buniky a antigeny specifické pro nador, které se objevuji pii onkogenni transformaci
zménou genetického programu bunky. Také distribuce receptorti na povrchu malignich
bunék je rozdilnd, coz meéni jejich aglutinaci. Na povrchu bunék jsou specifické
povrchové proteazy, které jsou zodpovédné za aglutinacni kapacitu bunék piisobenim
lektindi. Ztratou kontaktni inhibice rakovinné bunky ziskaji metabolickou autonomii,
coz podporuje jejich proliferaci a pohyb.
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Povrchové nadorové antigeny se déli do tii kategorii — antigeny specifické pro
nadory (TSA), antigeny asociované s nddory (TAA) a rakovinné antigeny zarodecné
linie (CGA) [33,34]. Mezi TSA patii proteiny, které se na normadlnich bunkach
nevyskytuji. Jednémi z nich jsou komplexy MHC glykoproteinti 1. tfidy, jejichz funkci
je prezentace antigenu cytotoxickym T-buitkam, s abnormalnimi fragmenty bunécnych
proteinti. Tyto TSA jsou typické pro chemicky indukované néadory a pro nékteré
leukemie asociované s chromozomalnimi translokacemi, které produkuji specificky
abnormalni protein. Mezi TSA dale spadaji komplexy MHC glykoproteini s fragmenty
proteintt onkogennich vir, které jsou typické u nadort vyvolanych viry, jako je
polyomavirus SV40 nebo virus EBV. Dalsi TSA jsou abnormalni formy glykoproteind.
Glykosylace povrchovych proteini mnohych rakovinnych bunc¢k je odliSnd od
glykosylace bun¢k normalnich, a to zejména u sialylace (ptfipojovani molekul kyseliny
sialové na konce oligosacharidovych fetézcl). Idiotypy u myeloma a lymfomi také
patii mezi TSA a jsou to druhy rakovinnych bun€k odvozenych od B, respektive
T-lymfocytd, které maji na povrchu klonalné specifické BCR, respektive TCR
receptory. Vazebna mista receptori jsou unikatnimi antigennimi strukturami.

TAA nejsou specifické pro rakovinné burnky, ale nachazeji se i na normalnich
bunkach [34]. Odlisnost u rakovinnych bun¢k spoc¢iva v mife exprese ¢i v abnormalni
mistni nebo Casové expresi a vyuzivaji se jako pomocné diagnostické markery. Mezi
nejznaméjsi TAA patii melanomové antigeny (napt. MAGE-1, Melan-A), které jsou
siln¢ exprimovany na melanomovych buiikkach a v mensim mnozstvi na normalnich
melanocytech a dalSich builkdch. TAA jsou také onkofetidlni antigeny, které jsou
normalné pfitomny u embryonalnich bunék, ale v postnatdlnim obdobi mizi. Mezi tyto
antigeny patii oa-fetoprotein (AFP), ktery je produkovan hepatomy, a
karcinoembryonalni antigen (CEA) produkovany bunikami karcinomu tlustého stieva.
Mezi TAA také spada prostaticky specificky antigen (PSA), ktery je pouzivan pro
screening a monitorovani 1écby karcinomu prostaty. Dale mezi TAA spada napiiklad
receptor HER2/neu (viz kapitola 2.2.3, str. 17), adhezivni molekuly epitelidlnich bunék
EpCAM nebo diferenciaéni antigeny leukemickych bunék.

CGA, znamé také jako tzv. cancer-testis (CT) antigeny, jsou tfida imunogennich
nadorovych antigenii, které jsou kdédované geny exprimovanymi v gametogennich
bunikach varlat nebo vajecnikii a pti rakoving [33,35]. Hlavni kritérium pro klasifikaci
genu jako CGA souvisi s mirou exprese v gametogennich, somatickych a nadorovych
tkdnich. CGA jsou v normélnich tkanich téla naprosto tiché, vyjimkou jsou muzské
zarodec¢né buiiky, popfipadé placenta [36]. Pfi malignim procesu jsou exprimovany
v bunikach razného ptivodu, kde mohou byt rozeznany cytotoxickymi T-lymfocyty.

2.2.2. Markery vyuzivané pro cilenou terapii

S ptichodem mAb a jejich analogii se objevila moZnost cileni a eliminace nadorii
pomoci protilatek. Tato metoda zavisi na nalezeni vhodného antigenu na povrchu
rakovinné buniky. V této kapitole jsou uvedeny nékteré markery bézné vyuzivané pro
terapeutické cileni.

Jednim takovym markerem je CD20 (cluster of differentiation 20) -
neglykosylovany membranovy fosfoprotein o velikosti 33-37 kDa na povrchu
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B-lymfocytt, ktery hraje roli v jejich vyvoji a diferenciaci [37]. CD20 je exprimovan na
povrchu nezralych B-lymfocyti a zlstdva na nich az do konecné diferenciace na
plazmocyty. Tato selektivni exprese na zralych B-lymfocytech a neptitomnost CD20 na
protilatky sekretujicich plazmocytech a prekurzorech B-lymfocytl, jako jsou napf.
kmenové buiiky, z n€j délaji atraktivni cil pro terapeutickou 1écbu rakoviny. Redukce
B-lymfocytt cilenim CD20 antigenu pomoci terapeutickych protilatek se ukazala byt
ucinnou lécbou pro razné druhy rakoviny a autoimunitnich onemocnéni [38]. V klinické
praxi existuje n¢kolik terapeutickych protilatek cilicich tento antigen, ptikladem jsou
naptiklad ofatumumab [39] nebo rituximab (viz kapitola 2.3.2, str. 19).

Dalsim markerem jsou FGFRs. Existuje pét receptori rastového faktoru
fibroblasti neboli FGFR, z nichz receptory FGFRI1-4 jsou strukturné piibuzné
tyrosinkindzové receptory [40]. FGF receptory jsou soucasti mnohych biologickych
procest, jako je bunéCny riust, migrace, diferenciace, apoptéza a preziti bunky.
Nadmérna exprese rastovych faktord fibroblastli a jejich receptorti byla pozorovana
v mnoha nadorech. FGFR a nékolik jejich ligandt také hraji roli v progresi rakoviny
pomoci angiogeneze, zmén morfologie bunky, pohyblivosti a proliferace bunc¢k. Byly
popsany rizné mechanismy onkogenni signalizace FGF receptorii v nemalobunééném
karcinomu plic [41], napf. lokalni amplifikace FGFR1 byla nalezena ve 22 %
spinocelularnich nemalobunéénych karcinomu plic, a mutace v FGFR2 a FGFR3 byly
popsany az u 6 % skvamoéznich nemalobunéénych karcinomi plic. Kromé karcinomu
plic se amplifikace genu FGFRI1 vyskytuje také u karcinomu prsu positivniho na
estrogenovy receptor. Amplifikace FGFR2 se vyskytuje u karcinomu Zaludku difazniho
typu a u trojité negativniho karcinomu prsu [42].

DalSim vyznamnym markerem pouZzivanym pro terapeutické cileni je receptor
HER?2, o kterém pojednava nasledujici kapitola 2.2.3.

2.2.3. HER2 receptor

HER2 receptor neboli receptor lidského epidermdlniho ristového faktoru 2, patii do
rodiny epidermalnich ristovych faktorti (EGF) spolu s dal§imi tfemi receptory — HER1,
HER3 a HER4 [43]. Receptor je znam také pod jmény ErbB2, HER2/neu nebo CD340.
HER?2 receptor je kddovan genem HER?2 nachdzejicim se na 17. chromozomu [44] a
spolu s ostatnimi receptory z EGF rodiny patii mezi tyrosinkindzové receptory. HER2 je
transmembranovy glykoprotein sloZzeny z 1255 AMK o molekulové hmotnost 185 kDa
[45]. Strukturu ma stejnou jako ostatni protein-tyrosinkinazové receptory. Sklada se
z extracelularniho vazebného mista pro ligand bohatého na cystein, lipofilni
transmembranové ¢asti, intracelularni domény s tyrosinkinazovou katalytickou aktivitou
a fady cytoplazmatickych tyrosinovych zbytkt, které slouzi jako mista pro fosforylaci
[46,47]. Extracelularni ¢ast HER2 receptoru se dale d€li na ¢tyfi funkéni domény (I, 11,
I, IV; viz Obr. 4, str. 18). Doména IV se nachéazi blizko transmembranové Casti
receptoru a stabilizuje protein-proteinovou interakci mezi HER2 receptorem a jeho
dimeriza¢nim partnerem (viz nize) [47]. Vazba rastového faktoru na receptor reguluje
bunécny rist, proliferaci a diferenciaci prostfednictvim tyrosinkinéz [48].

HER receptory existuji jako monomery, ale pfi vazani ligandu tvoii dimery.
Muze dochazet k vazbé na receptor stejného druhu a tvorbé homodimeru (napi. dimer
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HER1-HER1) nebo sjinym receptorem a vytvofi se heterodimer (napf. dimer
HER2-HER3) [45]. HER2 je koreceptorem mnoha ligandl a tvoii heterodimery se
vSemi tfemi receptory z EGF rodiny, ale neni Zadny znamy ligand, ktery by podporoval
vznik homodimeru HER2-HER2. Z toho lze vyvodit, ze neexistuje ligand, ktery by se
pifimo vazal na HER2 receptor. Ale, na rozdil od ostatnich HER receptorti, HER2
receptor mize zaujmout stalou konformaci podobajici se ligand-aktivovanému stavu a
muze tak dojit k homodimerizaci bez ptitomnosti ligandu [49]. K homodimerizaci
HER?2 receptoru také dochazi pii jeho zvysené expresi nebo mutaci [43].

HER2 receptor hraje dulezitou roli v bunéném ristu a diferenciaci, ale jeho
zvySena exprese je spojena s ruznymi druhy rakoviny, naptiklad s karcinomem zaludku
(u ptiblizné 22 % ptipadt [50]), plic, vajecnikil, slinné zlazy a pfedevs§im s karcinomem
prsu (u priblizné 20-30 % ptipadd [51]). U pacientd s karcinomem prsu, ale i u vétSiny
dal§ich druht rakoviny, je zvySend exprese HER2 receptoru spojena s agresivnimi
nadory a obecné Spatnou prognozou, coz také déla receptor atraktivnim cilem pro terapii
— exprese HER2 je v rakovinnych buiikach mnohem vys$si nez ve zdravych, coz snizuje
citlivost zdravych bunék vici terapeutickym protilatkam cilici HER2 receptor. Navic k
zvySené expresi HER2 receptori nedochazi pouze na primarnim nddoru, ale i na jeho
metastazach [52]. Terapie pomoci humanizovanych mAb cilicich HER2 u HER2"
karcinomli se obzvlast' v kombinaci s chemoterapii a dal$imi standardnimi metodami
1écby rakoviny ukézala byt velmi efektivni. Bézné pouzivané mAbs cilici HER2 jsou
pertuzumab a trastuzumab (viz kapitola 2.3.2, str. 19) [53], zpravidla v kombinaci s
lécivem lapatinib, coz je inhibitor tyrosinkindzové aktivity HER2/neu. Nevyhodou
téchto 1éCiv je vznik rezistence, coZ je momentalné predmétem dal§iho vyzkumu.

Herceptin Fab

Obrazek 4: Struktura extracelularni casti lidského HER2 receptoru s Fab fragmentem
protilatky trastuzumab (Herceptin). Extracelularni cast HER2 se sklada ze ctyi domén —
doména I (modra), Il (zelena), 11l (Zluta), a IV (Cervend). Prevzato a upraveno z [49].

2.3. Imunoterapie
2.3.1. Obecné principy

Rakovina je celosvétoveé jedna znejcastéjSich pii¢in umrti a je zplsobena
nekontrolovatelnou proliferaci dcefinych bun¢k jediné maligné transformované burnky.
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U¢inna 1é¢ba vyzaduje eliminaci viech malignich bunék a zajisténi pieziti pacienta.
Idealnim feSenim by bylo vyvolat v organismu imunitni odpovéd’, ktera by rozliSovala
mezi rakovinnymi a zdravymi bunikami. Pravé timto se zabyva imunoterapie.

V roce 2018 obdrzeli James P. Allison a Tasuku Honjo Nobelovu cenu za objev
1é¢by rakoviny pomoci inhibice negativni imunitni regulace [54]. Oba pracovali na
zpusobu, jak aktivovat vrozenou schopnost imunitniho systému napadnout nadorové
bunky a zaslouzili se tak o vznik nového terapeutického principu v boji proti rakoving.

Imunoterapie zahrnuje nékolik metod: a) pouziti mAb, b) inhibici kontrolnich
bodii T-lymfocytl, coz jsou regulatory, které zabranuji utokti T-lymfocytti na normalni
burniky, c¢) imunitni modulatory, které posiluji imunitni systém, d) vakciny, které cili
nadorové builkky [55]. Imunoterapie nepokroCila pouze v medicing, ale také ve
veterinarnim l1ékaftstvi.

Asi nejvice roz$ifené jsou v imunoterapii humanizované mAbs cilici nddorové
antigeny [34]. V klinické praxi jsou dnes bézné pouzivané pro 1é¢bu rakoviny, napiiklad
trastuzumab cilici HER2, ocrelizumab a rituximab cilici CD20, nebo avelumab a
curvalumab cilici PD-L1 [56]. Kromé& konvencnich protilatek existuji i jejich konjugaty
s u¢innymi toxiny (imunotoxiny), ¢i s radioizotopy (radioimunoterapie). Samotné mAbs
vyvolavaji vazbou na antigen apoptdézu rakovinnych bunék, nebo opsonizaci aktivuji
obranné mechanismy imunity. Protilatka mize byt pouzita jako nosi¢ a zanést toxin do
mista nadoru, kde se navaze na antigen a zpusobi nekrézu bunky. Protilatka také mtize
nést molekulu pfitahujici pozornost imunitniho systému proti nddorovym buiikdm.
Nevyhodou tohoto pfistupu je moznost poskozeni zdravych bunék (vétSina
terapeutickych protilatek cili TAA) nebo imunoselekce rezistentnich rakovinnych
bunék.

Kromé& pfirozenych protilaitek se v imunoterapii pouZivaji také uméle
konstruované molekuly, naptiklad bispecifické ¢astice (viz kapitola 2.3.3, str. 21) nebo
alternativy protilatek (viz kapitola 2.1.4, str. 14).

2.3.2. Terapeutické protilatky

Terapeutické protilatky jsou pouZivany klécbé rakoviny, autoimunitnich,
kardio-vaskuldrnich a zanétlivych onemocnéni. Déle jsou uvedeny nékteré vybrané
ptiklady.

Trastuzumab, prodavany pod jménem Herceptin, je prvni schvalena registrovana
latka pro 1é¢bu pacient s HER2" karcinomem prsu [52]. Je to humanizovana mAb typu
IgG1, kterda se vaze na extracelularni ¢ast HER2 receptoru a zamezuje tak aktivaci
intracelularni tyrosinkindzy. Je nékolik moznych mechanismt, jak trastuzumab snizuje
signalizacit HER2 receptoru (viz Obr. 5, str. 20) [57]. Trastuzumab mulZe sniZit
signalizaci inhibici heterodimerizace HER2 receptoru (popiipadé homodimerizaci) nebo
muze pritahnout Fc-kompetentni efektorové buiky a cytotoxické bunky antigenné
specifického imunitniho systému, coZ vede k eliminaci rakovinné bunky. Trastuzumab
se také miize vazat k extracelularni ¢astt HER2 receptoru a zamezit tak ztraté této ¢asti.
Tim se snizi mnozstvi fosforylovaného P95, které po odstépeni extracelularni ¢asti
HER?2 vznika a je zodpovédné za aktivaci signalizacni kaskddy v bunce. Dale miize
dochazet k zvysSeni endocytozy zprostiedkované HER2 receptorem a jeho nasledné
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degradaci v bufice. Pfi samostatném pouziti trastuzumab se u pacientli mize vzacné
objevit nevolnost, zvraceni ¢i myelosuprese [57]. U méné jak 10 % pacientii byla
pozorovana akutni, hypersenzitivit¢ podobnd reakce, kterou ale lze potlacit
antihistaminiky, kortikosteroidy nebo protizanétlivymi 1éky. V ranych stadiich
pouzivani trastuzumab byly zaznamenany ojedin¢lé ptipady srdecniho selhéni.

D|E F
B Trastuzumab
vazebné misto Imunitni
pro antigen efektorova
bunka
humanizovana Trastuzumab

ot blokujici
dimarizaci Endocytoza

HER1, HER2,
|  HER3 nebo HER4
Trastuzumab

blokujici i|
odstépeni

C HERZ
Extracelularni
doména

Lyza rakovinne
Fosforylovany e
P95

Signalizacni kaskada degradace HER2

Obrdzek 5: Mechanismy inhibice signalizace HER?2 receptoru pomoci trastuzumab. Panel B —
struktura terapeutické mAb trastuzumab. Panel C — inhibice odstépeni extracelularni domény.
Panel D — inhibice hetero- nebo homodimerizace HER?2 receptoru. Panel E — aktivace imunitni
odpovédi organismu. Panel F — eliminace HER?2 receptoru endocytozou. Prevzato a upraveno z

[57].

PD-1 receptor (programed cell death 1 nebo také CD279) a jeho ligand PD-L1
(programed cell death ligand 1 nebo také CD274 ¢ B7-H1) hraji klicovou roli ve
schopnosti rakovinnych bun€k vyhybat se imunitnimu systému, interakce téchto dvou
receptortt utlumuje imunitni odpovéd [58]. Zablokovanim interakce mezi PD-1 a
PD-L1 nedojde k inhibici cytotoxickych lymfocyti a imunitni protinddorova odpovéd’
se mtize rozvinout. To d€la receptory pfitazlivym cilem pro imunoterapii. Nivolumab je
terapeutickd protilatka cilici PD-1 a pouziva se pro 1é€bu metastatického melanomu
[56]. Atezolizumab, avelumab a curvalumab jsou terapeutické protilatky cilici PD-L1.
Atezolizumab a curvalumab se pouZzivaji pro 1écbu urotelidlniho karcinomu a avelumab
se pouziva pro 1écbu metastatického karcinomu z Merkelovych bunék.

Dalsim piikladem terapeutickych protilatek je rituximab. Rituximab se stal
vroce 1998 prvni schvadlenou monoklonalni protilatkou cilici antigen CD20 [38].
Rituximab je mAb, kterd spousti apoptézu bunky vazbou na CD20 na B-lymfocytech.
Vyborné vysledky ukazal pti [é¢bé non-Hodgkin lymfomt B-lymfocytt.
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2.3.3. Bispecifické Castice

Bispecifické Castice jsou rekombinantni proteiny schopné véazat dva rtizné antigeny.
Prvni takovéto Céstice byly vytvofeny slouc¢enim dvou hybridomovych bunécnych
kultur [59]. Vyslednd quadroma linie produkuje smés bispecifickych a konvencnich
protilatek a pozadovana varianta je poté komplikované izolovana. Nevyhodou této
metody je mald produkce bispecifickych protilatek [60]. Navzdory tomu existuji
schvalené bispecifické protilatky pouzivané pro 1éc¢bu pacientd s rakovinnym
onemocnénim a dalsi, které jsou ve fazi klinickych studii. Dal§i metody pro ziskdni
bispecifickych c¢astic jsou chemickd konjugace a genové inzenyrstvi [61]. Vyhodou
bispecifickych castic je, ze dokéazi propojit rakovinné buiiky s cytotoxickymi buiikami a
tim efektivné ni¢it naddorové bunky a zvysit Sanci organismu na pieziti [62]. Dalsi
vyhodou je, Ze u¢inna davka bispecifickych ¢astic potiebna pro 1é¢bu rakoviny je mensi
nez u terapeutickych mAbs.

Bispecifické protilatky jsou pak uméle konstruované molekuly, které maji dvé
vazebna mista pro antigen, kazdé z nich pro jiny epitop [34,63]. Céstice mohou mit dvé
vazebna mista pro dva rozdilné epitopy stejného antigenu, coz zvysuje afinitu i aviditu
protilatky pro antigen. V ptipad¢, Ze maji Céstice vazebna mista pro epitopy dvou
rozdilnych antigenil, pak jedno vazebné misto reaguje s antigenem, zatimco druhé
vazebné misto  zprostfedkovava aktivaci a  presmérovani  cytotoxickych
bunck (T-lymfocyty a NK buiiky), toxini nebo radionuklidii na konkrétni cilené misto.
Navic Fc ¢ast bispecifické protildtky mize aktivovat Fc receptory efektorovych bunék.

Krom¢ bispecifickych protilaitek se strukturou podobnou konvenc¢nim
protilatkdm existuji dal$i bispecifické konstrukty [63,64]. Napiiklad bispecifické
diabody je sloZzeno ze dvou spojenych scFv fragmentd, jejichz variabilni domény vazi
rozdilné epitopy. Bispecifické minibody je, stejné jako diabody, sloZzeno z dvou scFv
fragmentli s vazenymi misty vazajici riizné epitopy, ale jsou spojené¢ Cu3 doménou (viz
Obr. 6). Existuje nespocet dalSich druhii bispecifickych  konstrukt. Kromé
bispecifickych cCastic také existuji Castice trispecifické, které jsou schopny vazat tii
ruzné epitopy.

Hybridni bispecificke IgG Bispecifické it pe kS minibady
mysi/krysi diabody

V" ﬁﬁj@

Obrazek 6: Schéma vybranych bispecifickych Ccastic. Vievo jsou zobrazené hybridni
bispecifické protilatky. Uprostred je struktura bispecifického diabody. Vievo jsou zobrazené
bispecifické minibody. Prevzato a upraveno z [64].
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3. Cile prace

. Exprese antiHER2 nanoprotilatky s homogenni a pfirozenou glykosylaci

J Klonovani a exprese antiHER?2 nanoprotilatky s mutovanym glykosyla¢nim
mistem

. Ovéfteni vazby raznych glykosylacnich variant antiHER2 nanoprotilatky na

povrch bun¢k exprimujicich HER2 receptor
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Pouzité materialy

4.1.1. Chemikalie

100 bp DNA standard (New England Biolabs, USA)

1 kb DNA standard (New England Biolabs, USA)
2-merkaptoethanol (Sigma, USA)

Agar (Sigma, USA)

Agar6za (Sigma, USA)

Akrylamid (Sigma, USA)

Ampicilin (Roth, Némecko)

APS (Serva, USA)

Azid sodny (Serva, USA)

Bromfenolova modi (Lachema, CR)

Coomassie Brilliant Blue R-250 (Fluka Chemika, Svycarsko)
DMSO (Sigma, USA)

dNTPs (Sigma, USA)

EDTA (Lach-Ner, CR)

GoodView™ Nucleic Acid Stain (Ecoli, Slovensko)
Kyseliny valproova (Sigma, USA)

L-glutamin (Sigma, USA)

IPEI 25 kDa (Polysciences, USA)
N,N’"-methylenbisakrylamid (Serva, USA)

Penicilin (Sigma, USA)

Precision Plus Protein™ Dual Color (Bio-Rad, Némecko)
SDS (Jersey Lab Supply, USA)

Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo Scientific, USA)
Streptomycin (Sigma, USA)

TEMED (Serva, USA)

Tris (Roth, Némecko)

Trypanova modf (Sigma, USA)

Ostatni bézné chemikalie (Lach-Ner, CR)
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4.1.2. Roztoky a pufry
AA (30 % akrylamid, 1 % N,N’"-methylenbisakrylamid)

Barvici roztok pro SDS-PAGE (45 % methanol, 10 % kyselina octova,
0,25 % Coomassie Brilliant Blue R-250)

Elektrodovy pufr pro SDS-PAGE 10x koncentrovany (0,25 M Tris, 1,9 M
glycin, 1 % (w/v) SDS, pH = 8,3)

Eluéni pufr pfi izolaci DNA z agardzového gelu (5 mM Tris, pH = 8,5)

Elué¢ni pufr pro TALON (50 mM NaHPOs, 300 mM NaCl, 10 mM NaNj,
250 mM imidazol, pH = 7,0)

FACS barvici pufr (PBS-TK puft, 0,1% zelatina, 0,05 % NaN3)

HEPES pufr (10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 10 mM NaNj3, pH = 7,5)

MES pufr (20 mM MES, 100 mM NaCl, 10 mM NaN3, pH = 5,0)
Odbarvovaci roztok pro SDS-PAGE (35 % ethanol, 10 % kyselina octova)
PBS pufr (50 mM Na;HPO4, 300 mM NaCl, 10 mM NaNj3, pH =7,5)
PBS-TK pufr (10 mM NaxHPO4, 150 mM NaCl, 2 mM KCI, 2 mM KH;POs,
pH=7,0)

TAE puftr (40 mM Tris, 20 mM kyselina octova, | mM EDTA)

TES pufr (10 mM Tris, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 10 mM NaN3, pH = §,0)
Tris pufr o pH 6,8 (1,5 M Tris, pH upraveno HCI)

Tris pufr o pH 8,8 (1,5 M Tris, pH upraveno HCI)

Vzorkovy pufr pro agarézovou elektroforézu 6x koncentrovany (30 % glycerol,
bromfenolova modi v TAE pufru)

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

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

SDS-PAGE neredukujici 5x koncentrovany s desetinovym objemovym podilem
2-merkaptoethanolu)

4.1.3. Kultiva¢ni média a misky
Excell293 Free médium, komeréni médium (Sigma, USA) — pifed pouZitim
doplnéno L-glutaminem na vyslednou koncentraci 4 mM

LB médium (1 % (w/v) trypton, 0,5 % (w/v) kvasni¢ni extrakt, 1 % (w/v) NaCl,
pH="74)

SOB médium (2 % (w/v) trypton, 0,5 % (w/v) kvasni¢ni extrakt, 0,058 % (w/v)
NaCl, 0,019 % (w/v) KCl, 0,2034 % (w/v) MgCl, - 6H,0, 0,2464 % (W/v)
MgSO4 - 7TH20, pH = 7,0)

Kultivaéni misky s LB médiem (LB médium, 1,5 % (w/v) agar, 100 pg/ml Amp)
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Kultivaéni misky se SOB médiem (SOB médium, 1,5 % (w/v) agar, 100 pg/ml
Amp)

4.1.4. Primery a vektory

Sekvenacéni primer pTT FW
5“TGATATTCACCTGGCCCGATCTG-3°
Sekvenacni primer pTW5seq REV
5“AAGCAGCGTATCCACATAGCG-3 ¢

PCR primer antiHER2 N32Q L FW
5“CGGAGCAACATCACAGATCAGTAACATGGG-3*
PCR primer antiHER2 N32Q L REV
5“CCCATGTTACTGATCTGTGATGTTGCTCCG-3°¢

PCR primer antiHER2 S34A L FW
5“AACATCAAACATCGCTAACATGGGCTGGTT-3*
PCR primer antiHER2 S34A L REV
5“4AACCAGCCCATGTTAGCGATGTTTGATGTT-3*

Plazmid pTW5sec_antiHER2 (Mgr. Denis Cmunt, katedra biochemie PiF UK)
Plazmid pTW5sec p27 (laboratot 204, katedra biochemie PfF UK)
Plazmid PTW5sec aFGF (laboratot 204, katedra biochemie PiF UK)

4.1.5. Enzymy, polymerazy a jim prislu$né pufry
CutSmart™ pufr (New England Biolabs, USA)
Emerald Amp® GT PCR MasterMix (Takara Bio, Japonsko)
Q5 DNA polymeraza (New England Biolabs, USA)
Q5 GC enhancer (New England Biolabs, USA)
Q5 reakeni pufr (New England Biolabs, USA)
Restrikéni endonukledza Dpnl (New England Biolabs, USA)
Endoglykosidaza ENDO F; (laboratot 204, katedra biochemie PfF UK)

4.1.6. Bunééné kmeny a linie

Escherichia coli DH5a (laboratot 204, katedra biochemie PfF UK)
HEK?293S GnTI (laboratot 204, katedra biochemie PfF UK)
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HEK293T (laboratot 204, katedra biochemie PfF UK)
SK-BR3 (laboratot 204, katedra biochemie PiF UK)

4.1.7. Pristroje, pomiicky a soupravy

Automatické pipety (Discovery HTL, Polsko)

Automatické pipety (Pipetman Gilson, USA)

BD™ LSR 1I prittokovy cytometr (BD Biosciences, USA)
Centrifuga Allegra X-22R (Beckman Coulter, USA)

Centrifuga EBA 12R (Hettich, Némecko)

Centrifuga Universal 320R (Hettich, Némecko)

Centrifugaéni zkumavky Falcon (VWR, USA)

Centrifugacni zkumavky Oak Ridge (Sigma, USA)

Filtry pro sterilizaci 0,22 pm (TPP, Svycarsko)

HPLC systém AKTA basic (GE Healthcare, USA)

Inkubétor IR 5000 (LABsystem Praha, CR)

Inkubator MCO-18 AIC (Sanyo, Japonsko)

Kahan Fuego SCS (VERKON, CR)

Kolona Superdex™ 200 10/300 GL (GE Healthcare, USA)
Kolona Superdex™ 75 Increase 10/300 GL (GE Healthcare, USA)
Kolona Superdex™ 200 Increase 10/300 GL (GE Healthcare, USA)
Kolona HiTrap Talon Crude 5 ml (GE Healthcare, USA)
Koncentratory Amicon Ultra, MWCO 10000 (Millipore, USA)
Lahve ¢tverhranné s prody$nymi vicky (P-Lab, CR)

Laminarni box Clean Air (PMV, Nizozemi)

Laminarni box BIO 126 (LABOX, CR)

Mikroskop inverzni AE31 (Motic, Némecko)

Mikrosttikacka HAMILTON (Hamilton, USA)

Mikrozkumavka 200 pl (Eppendorf, USA)

Mikrozkumavka 1,5 ml (Eppendorf, USA)

Mix & Go! E. coli Transformation Kit and Buffer Set (Zymo Research, USA)
NucleoBond® Xtra Midi/Maxi Plus (Macherey-Nagel, Némecko)
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Némecko)
NucleoSpin® Plasmid Miniprep Kit (Macherey-Nagel, Némecko)
pH metr $200 (Beckman Coulter, USA)

Pipetovaci nastavec Pipetus (Hirschmann, Némecko)

26



Plastik pro tkanové kultury (VWR, USA)

Prometheus NT.48 (NanoTemper, Némecko)

Predvazky KB1200-2 (Kern, Némecko)

Souprava pro agardzovou elektroforézu Liberty 120 (Biokeystone, USA)
Souprava pro SDS-PAGE (Bio-Rad, Némecko)

Spektrofotometr DS-11+ (DeNovix, USA)

Stericup® vakuovy filtra¢ni nastavec 0,22 um (Millipore, USA)

Stolni centrifuga MiniStar Silverline (VWR, USA)

Termoblok LS1 (VLM, Némecko)

Termocykler T100 (Bio-Rad, Némecko)

Ttepacka Celltron (Infors HT, Svycarsko)

Ttepacka Multitron Cell (Infors HT, Svycarsko)

Trepacka G24 (New Brunswick Scientific, USA)

Vodni lazen WNB 29 (Memmert, Némecko)

Vortexovy mixér (VELP Scientifica, Italie)

Zobrazovaci systém Alliance Q9 (UVlItec, UK)

Zdroj deionizované vody Milli Q (Millipore, USA)

Zdroj stejnosmérného napéti EC250-90 (E-C Apparatus Corporation, UK)



4.2. Metody

4.2.1. Priprava expresniho vektoru

Expresni vektory byly pfipravené pomoci amplifikace celého plazmidu s vyuzitim
plazmidu pTW5sec antiHER2, ktery poskytl Mgr. Denis Cmunt [65], jako templatu.
Do nukleotidové sekvence byla pomoci specifickych oligonukleotidii vlozena mutace
tak, aby bylo v aminokyselinové sekvenci poruseno glykosyla¢ni misto.

4.2.1.1. PCR amplifikace plazmidu

PCR amplifikace plazmidu probihala v 200ul mikrozkumavkach. Do mikrozkumavky
byly pipetovany objemy slozek reakéni smési dle Tab. 1. Reakéni smés méla celkovy
objem 20 pl.

Tabulka 1: Slozky reakcni smési a pipetované objemy pro PCR amplifikaci celého plazmidu pro
pFipravu expresnich vektori mutantii antiHER2 N32Q a antiHER2 S34A.

g;(:‘z[l;y reakéni smési pro mutanta N32Q a ﬁi:zf)igltl?:zztoku Pipetovany objem
Q5 DNA polymeraza 2 000 U/ml 0,2 ul

Q5 reakéni pufr 5% koncentrovany 4 ul

Q5 GC enhancer 5% koncentrovany 4 ul

templatovy plazmid (pTW5sec_antiHER?2) 135 ng/pl 0,37 ul

dNTPs 10 mM 0,4 ul

ptimy (FW) primer 5 uM 2 ul

zpétny (REV) primer 5 uM 2 ul

dH,O - 7,03 ul

Reakéni smési byly pro odstranéni bublinek odstfedény na stolni centrifuze.
Zkumavky byly vloZeny do termocykleru a byl spustén Casovy a teplotni program
uvedeny v Tab. 2. Vysledek reakce byl ovéten elektroforézou v agar6zovém gelu.

Tabulka 2: Casovy a teplotni program pro PCR amplifikaci expresnich vektori.

Krok Doba trvani N;ZGSIOW kroku cy;( ;2 A
1 5 min 95°C 95 °C
) 30s 95 °C 95°C
30% opakovang 30s 54 °C 56 °C
1 min 72 °C 72 °C
10 min 72 °C 72 °C
4 ® 4°C 4°C
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4.2.1.2. Elektroforéza v agar6zovém gelu

Pro ovéfeni pfitomnosti ocekavanych produktii po PCR reakci byly vzorky analyzovany
pomoci elektroforézy v agar6zovém gelu.

Agardzovy gel byl pfipraven povarenim agarézy v TAE pufru. Na ptipravu 1 %
gelu bylo navéazeno 0,70 g agardzy, ktera byla rozpustétna v 70 ml TAE pufru
v mikrovinné troubé€. Do zchladlého, avSak ne zatuhlého, gelu byly pfidany 3 ul barviva
GoodView™. Gel byl nalit do pfedem ptipravené elektroforetické aparatury a do gelu
byl vlozen hieben. Po zatuhnuti gelu byl hifeben vyjmut, gel pievrstven dH,O a do
komor k elektrodam byl prilit TAE puft.

Vzorky byly zifedény na vhodny objem a knim piiddn vzorkovy pufr pro
agarozovou elektroforézu. Objem pfidaného 6x koncentrovaného vzorkového pufru byl
takovy, aby byl ve vysledné smési 1x koncentrovany. Nasledné¢ byly takto pripravené
vzorky pipetovany do jamek gelu. Do dalSich jamek bylo pipetovano 5 pl vhodného
DNA standardu.

Elektroforéza probihala 20 minut pii napéti 180 V. Vysledek byl ovéien
vizualizaci pomoci snimkovaciho systému Alliance Q9. V ptipadé pouziti elektroforézy
pro preparativni ucely byl vysledek vizualizovan pod modrym svétlem, aby nedoslo
k poskozeni vzorka UV zarenim.

4.2.1.3. Restrikcni Stépeni templatové DNA

Pro odstranéni nezadouci templatové DNA zreakéni PCR smési bylo provedeno
restrikéni St€peni pomoci restrikéni endonukleazy Dpnl.

Do mikrozkumavky s produkty PCR reakce byl piidan 1 pl restrikéni
endonukle4azy Dpnl, kterd $tépi methylovanou DNA, a 5 ul CutSmart™ pufru pro
vytvoreni vhodného prostiedi. Smés byla inkubovana ptes noc pii 37 °C.

4.2.1.4. Izolace DNA z agarézového gelu

Pro precisténi DNA od restrikénich enzymu byla pouzita preparativni elektroforéza (viz.
kapitola 4.2.1.2, str. 29). Nasledné byly vyfiznuty odpovidajici prouzky agarozy, ze
kterych byla DNA izolovana.

Pro izolaci DNA byla pouZita komercni souprava NucleoSpin® Gel and PCR
Clean-up. Z gelu byl vyfiznut prouzek se vzorkem a k nému bylo pfidano 200 ul
roztoku NT1 na 100 mg gelu. Smés byla rozpousténa po dobu 10 minut pii 50 °C v
termobloku. Rozpusténa smés byla pipetovana do 2ml mikrozkumavky s kolonkou
vazajici DNA a centrifugovana 30 s pfi 11000 x g. Filtrat byl odstranén a na kolonku
bylo naneseno 700 ul NT3 pufru. Kolonka byla centrifugovana 30 s pfi 11000 x g. Krok
byl zopakovan pro lepsi Cistotu vzorku. Samotnd mikrozkumavka s kolonkou byla
centrifugovdna 1 minutu pii 11000 x g pro vysuSeni kolonky. Kolonka byla pfemisténa
do nové 1,5ml mikrozkumavky a bylo na ni naneseno 30 pl ptfedehtatého elu¢niho
pufru. Kolonka byla po minutové inkubaci pii pokojové teploté centrifugovana
1 minutu pii 11000 % g. V eluatu byla zmétena koncentrace DNA (viz. kapitola 4.2.1.7,
str. 31).
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V ptipadé, ze DNA nebyla izolovdna z gelu, ale zreak¢éni smési, pak se k
reakéni smeési pipetovalo 200 ul roztoku NT1. Dale byla smés nanesena na kolonku
vazajici DNA. Postup izolace DNA byl poté totozny s postupem uvedenym vyse.

4.2.1.5. Transformace kompetentnich bunék

Pro transformaci bunék byly tfeba kultivaéni misky s médiem a kompetentni buiky
E. coli TOP10, v ptipad¢ transformace klonovaci smési, nebo DHS5a, v pfipadé
transformace preciSténou plazmidovou DNA. Kultivacni misky pro transformace
precisténou DNA byly piipraveny pievarfenim LB média s agarem, zatimco kultivacni
misky pro transformace klonovaci smési byly pfipraveny pfevarenim SOB média
s agarem. Po zchladnuti média byl pfidan ampicilin. Takto pfipravena média byla rozlita
do Petriho misek a ponechana ztuhnout.

Kompetentni buniky byly kdispozici v mrazédku, kde jsou uchovavané
pti -80 °C. Buiky pfipravil Mgr. Denis Cmunt pomoci soupravy Mix & Go! E. coli
Transformation Kit and Buffer Set [66].

K 100 pl suspenze kompetentnich bunék E. coli bylo pfidano 50 ng — 1 ug DNA
plazmidu a smés byla inkubovéana 10 minut na ledu. Suspenze byla poté pipetovana na
kultiva¢ni misku a rozetfena sterilni hokejkou. Po vsadknuti suspenze do pevného média
byla miska inkubovana ptes noc pfi teploté 37 °C.

4.2.1.6. Nizkoobjemova izolace plazmidové DNA

Z narostlé kultivacni misky byla Spickou pipety odebrdna bakteridlni kolonie a
zaockovéana do 5 ml LB média obsahujiciho ampicilin o koncentraci 1 pg/ml. Takto
piipravena suspenze byla tfepana v 50ml zkumavce ptes noc pii 37 °C a 200 ot./min.

Pro nizkoobjemovou izolaci plazmidové DNA byla pouzita komer¢ni souprava
NucleoSpin® Plasmid Miniprep Kit. Pfes noc narostlé bunétné kultury byly
centrifugovany 5 minut pfi 11000 X g.  Supernatant byl odstranén a bunky
resuspendovany v 250 ul pufru Al s ptfidanou RNAsou A. Poté bylo ptfidano 250 ul
lyza¢niho pufru A2 a smés byla opatrn¢ promichdna a inkubovana pii pokojové teploté
po dobu 5 minut. Bylo ptfiddno 300 pl neutralizaéniho pufru A3 a smés byla opatrné
promichéna do uplného odbarveni. Smés byla centrifugovana 5 minut pii 20000 x g.
Cisty supernatant byl pipetovan do 2ml mikrozkumavky s kolonkou a centrifugovan
1 minutu pi1 11000 % g. Na kolonku bylo pipetovano 500 pl pufru AW, predehiatého na
50 °C, a kolonka byla centrifugovana 1 minutu pti 11000 x g. Nasledn¢ bylo na kolonku
pipetovano 600 pl pufru A4 a kolonka byla opét centrifugovana 1 minutu pii 11000 x g.
Filtrat byl odstranén a kolonka byla suSena centrifugaci 2 minuty pii 11000 x g. Sucha
kolonka byla pfemisténa do 1,5ml ¢isté mikrozkumavky a bylo na ni pipetovano 50 pl
eluéniho AE pufru, ktery byl inkubovan 1 minutu pfi pokojové teploté. Poté byla
kolonka centrifugovéna 1 minutu pii 11000 x g. Kolonka byla odstranéna a v eludtu
byla zmétfena koncentrace DNA (viz. kapitola 4.2.1.7, str. 31).
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4.2.1.77. Méreni koncentrace a Cistoty DNA

Koncentrace izolované DNA byla zméfena na spektrofotometru DS-11 proti elu¢nimu
pufru. Spektrofotometr pouziva k vypoctu koncentrace empiricky vztah, kde
dvoufetézcovd DNA o koncentraci 50 pg/ml ma pii 260 nm absorbanci 1,0. Cistota
izolované DNA byla uréena z poméru absorbanci 260/280 nm. Cist¢ DNA odpovida
pomér mezi 1,8 —2,0.

4.2.1.8. Sekvenace DNA

Nukleotidova sekvence vzorkl byla ovérena sekvenaci v Laboratoti sekvenace DNA ve
vyzkumném centru BIOCEV.

Pro kazdy vzorek byly namichany dvé reakéni smési na sekvenaci — reakcni
smés obsahujici ptimy primer pTT FW a reakéni smés obsahujici zpétny primer
pTW5seq REV. Do 0,2ml mikrozkumavky bylo pipetovdno 200 ng plazmidové DNA,
1 ul ptislusného primeru a sterilni dH>O do celkového objemu 8 pl. Takto pfipravené
vzorky byly odeslany do sekvenacni laboratote. Vysledky sekvenace byly porovnany
s predpokladanou sekvenci plazmidu.

4.2.1.9. Velkoobjemova izolace plazmidové DNA

Z narostlé kultivaéni misky byla Spickou pipety odebrédna kolonie a zaoCkovana do
500 ml LB média obsahujiciho ampicilin o koncentraci 1 pg/ml. Takto pfipravena
suspenze byla tiepana pies noc v 21 Erlenmayerové banice pii teploté¢ 37 °C a
180 ot./min.

K velkoobjemové izolaci plazmidové DNA byla pouzita komeréni souprava
NucleoBond® Xtra Midi/Maxi Plus. Pfes noc narostlé bunécné kultury byly
centrifugovany pii 4 °C po dobu 20 minut pii 4500 x g. Supernatant byl odstranén a
buniky resuspendovany v 15 ml pufru RES zchlazeného na 4 °C. Ke smési bylo ptidano
15 ml pufru LYS a smés byla opatrné promichéna a inkubovédna 5 minut pfi pokojové
teploté. Mezitim byla kolona s filtrem ekvilibrovana pomoci 25 ml EQU pufru. Po péti
minutach bylo k inkubované smési piidano 15 ml pufru NEU a smés byla opatrné
promichéna do uplné¢ho odbarveni. Nasledné¢ byla smés centrifugovana 15 minut pfi
5000 x g a supernatant byl pfenesen na kolonu s filtrem. Po prokapani vzorku byla
kolona s filtrem promyta 15 ml EQU pufru a filtr byl z kolony odstranén. Samotna
kolona byla promyta 25 ml WASH pufru. Poté byla kolona promyta 15 ml ELU pufru a
eluat byl sbiran do 50ml centrifugacni zkumavky.

Pro precipitaci plazmidové DNA bylo k 15ml eluatu ptidano 10,5 ml
isopropanolu pokojové teploty a vzorek byl dikladné promichan vortexovym mixérem
a poté centrifugovan pii 4 °C po dobu 30 minut pii 15000 x g. K precipitované
plazmidové DNA byly pfidany 4 ml 70% ethanolu pokojové teploty a smés byla
centrifugovdna pii pokojové teplot¢ 5 minut pii 15000 x g. Ethanol byl opatrné
odstranén a peleta byla ponechana vyschnout 15-30 minut pii pokojové teploté. Sucha
peleta byla resuspendovdna v 1 ml sterilni dH,O a nasledné byla v tomto roztoku
zméfena koncentrace DNA (viz. kapitola 4.2.1.7, str. 31).
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4.2.2. Exprese proteinii
4.2.2.1. Kaultivace bunéénych linii HEK293T a HEK293S GnTI"

Bunécéné linie byly uchovavany v mrazaku pii -80 °C v objemu 1 ml pii bunécéné
hustoté¢ 5 x 10° bun&k/ml. Bunééna suspenze byla tvofena kultivaénim médiem
ExCell293 s buitkami dané bunééné linie s 10 % DMSO.

Bunécna suspenze byla rozmrazena ve vodni lazni o teploté 37 °C a pipetovana
do 10 ml média ExCell293. Suspenze byla centrifugovana 5 minut pii 95 % g. Peleta
byla resuspendovana v 10 ml média ExCell293 a pfenesena na kultivaéni misku.
Kultivace bunék probihala v inkubdatoru pfi teploté 37 °C za 5 % nasyceni COx.

Poté, co se bunky zacaly d¢lit, byly pfeneseny do Cctverhrannych lahvi
s prodySnymi vicky, aby mohlo dochézet k vyméné plynd s okolim, a byly umistény do
inkubétoru s tiepackou (37 °C, 5 % nasyceni CO; a 135 ot./min).

Subkultivace bun&k probihala kazdé 3-4 dny. Cést bunék byla pienesena do &isté
¢tverhranné lahve a doplnéna médiem ExCell293 na takovy objem, aby suspenze bunék
méla hustotu piiblizné 0,3 x 10° bunék/ml. Objem suspenze vzdy tvofil maximalng
40 % celkového objemu lahve, aby bylo zajisténo dostatecné provzdusnéni bunéénych
kultur. Tento postup byl opakovan, dokud buiikky nedosahly optimalni viability a nebylo
jich dostate¢né mnozstvi na provedeni tranzientni transfekce.

4.2.2.2. Tranzientni transfekce

Na produkci proteinu ve 400 ml média bylo tfeba 800 milioni bunék. Transfekce byla
provedena v desetin€ kone¢ného objemu (40 ml).

Z bunééné suspenze bylo odebrdno 20 pl bunék a ptidano 160 pl trypanové
modii, vznikla tedy 9x fedéna barevna suspenze bundk. Redéna barevna suspenze byla
pipetovana do Biirkerovy komirky (hemocytometru) a buiniky byly spocitiny pod
mikroskopem v deviti velkych ¢tvercich o rozméru 1 x 1 mm. Z poctu bunék v komtirce
byla vypocitana bunééna hustota suspenze pomoci vzorce:

buriky v komiirce - fedéni barevné suspenze

- 10*

bunécnd hustota = . —— -
pocet velkych ¢tverci

Z bunécné suspenze byl odebran takovy objem, aby obsahoval 800 milioni
bun¢k a byl centrifugovan 5 minut pii 95 x g. Buniky byly resuspendovany ve 34 ml
média ExCell293 a bylo pfiddno 6 ml transfekéniho mixu obsahujiciho 800 pg
plazmidové DNA (na 1 milion bunék byl pfidan 1 pg DNA). Transfekéni mix obsahoval
88 % (w/w) expresniho plazmidu, 10 % (w/w) plazmidu pTWS5 p27, 2 % (w/w)
plazmidu pTWS5 aFGF. Na kone¢ny objem byl transfekéni mix doplnén PBS-TK
pufrem.

Do 40 ml suspenze byl k plazmidové DNA ptidan IPEI v hmotnostnim poméru
1:3 pfi tranzientni transfekci bunééné linie HEK293T a v poméru 1:4 pfi tranzientni
transfekci bunééné linie HEK293S GnTI (optimalizaci poméru plazmidové DNA:IPEI
provadéla Mgr. Barbora Kalouskova). Bunécna suspenze byla ponechdna v inkubatoru
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na tfepacce 1,5 - 2 hodiny pii 37 °C, 5 % nasyceni CO2 a 135 ot./min. Suspenze byla
doplnéna na 400 ml médiem ExCell293, byla pifidana kyselina valproova do
koncentrace 2 mM a odpovidajici mnozstvi 100x koncentrovanych antibiotik (penicilin
a streptomycin).

Proteiny byly builkami sekretovany do média, jelikoz expresni plazmidy
obsahuji v nukleotidové sekvenci sekrecni signal. Bunécné kultury byly sklizeny Sesty
den po transfekci. Bunécna suspenze byla centrifugovana 30 minut pii 20000 X g.
Supernatant obsahujici produkované proteiny byl zfiltrovan pfes 0,22 um filtracni
nastavec a filtrat byl nafedén PBS pufrem v poméru 1:1. Takto pfipraveny roztok byl
ihned purifikovan nebo zamrazen pii teploté¢ —20 °C.

4.2.3. Purifikace proteintu
4.2.3.1. Chelatacni afinitni chromatografie

Produkované proteiny obsahuji ve své sekvenci histidinovou kotvu, a tudiz je mozné
k jejich purifikaci pouzit chelatani afinitni chromatografii s nosicem TALON, ktery
obsahuje ionty kobaltu. Kolona byla pfipojena k HPLC systému AKTA basic. Nejprve
byla kolona pfevedena do dH>O a nosi¢ byl regenerovan pomoci roztoku CoSO4. Po
regeneraci byla kolona opét pfevedena do dH20 a poté ekvilibrovana PBS pufrem pii
priatoku 2,5 ml/min. Nasledné byl na kolonu nanesen vzorek pfi pritoku 5 ml/min.
Kolona byla pievedena zpét do PBS pufru pfi stejném pritoku. Pro eluci byl pouzit
eluéni pufr pro nosi¢ TALON pii pratoku 2,5 ml/min. Po eluci vzorku byla kolona
pievedena do MES pufru, poté do dH20 a nakonec do 20 % ethanolu, ve kterém byla
uchovana.

4.2.3.2. Koncentrovani proteint

Eluat byl koncentrovan pomoci koncentratort Amicon Ultra. Eluat byl pipetovan do
koncentratoru a centrifugovan 5 minut pii 4000 x g. Zbyvajici eluat v koncentratoru byl
promichén opakovanym nasatim a vytlatenim ze Spicky pipety, aby nedoslo ke sraZeni
proteinu. Postup byl né&kolikrat opakovan az do dosaZeni vysledného objemu
(250-500 ul pro gelovou permeacni chromatografii) nebo potiebné koncentrace
proteinu.

4.2.3.3. Gelova permeac¢ni chromatografie

Vazba proteinu s histidinovou kotvou na nosi¢ TALON neni zcela specifickd a na nosici
muze dochazet k zachyceni necistot. Eluat se proto piecistuje pomoci gelové permeacni
chromatografie. Pfi pouziti analytické kolony s dostateCnym rozliSenim je mozné od
sebe oddélit jednotlivé formy proteinu, pokud se dostatecné lisi jejich velikost
(nekovalentni oligomery, glykoformy).

Piecisténi proteinu probihalo na koloné Superdex™ 200 10/300 GL nebo
Superdex™ 200 Increase 10/300 GL které byly pfipojeny k HPLC systému AKTA
basic, popiipadé Superdex™ 75 Increase 10/300 GL. Kolona byla pievedena do
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PBS-TK pufru pii pritoku 0,65 ml/min. Smycka byla promyta minimalné 5 ml PBS-TK
pufru a nasledné byl do smycky nanesen zkoncentrovany vzorek. Vzorek byl pied
nanesenim centrifugovan 5 min pii 20000 x g pro odstranéni pfipadnych necistot v
koncentratu. Elu¢ni frakce byly sbirdny automatickym sbéracem frakci do 1,5ml
mikrozkumavek po 0,25-1 ml pifi pritoku 0,65 ml/min. Nésledné byla kolona pfi
pritoku 0,50 ml/min ptevedena do 20 % ethanolu. V pribéhu chromatografie byla
méiena absorbance pii 280 nm.

4.2.3.4. Méreni koncentrace proteinu

Koncentrace jednotlivych frakci byla zmétfena spektrofotometricky pii 280 nm na
spektrofotometru DS-11. Pro vypocet koncentrace byl pouzit teoreticky extinkéni
koeficient a molekulovd hmotnost daného proteinu vypocitanda na zaklade
aminokyselinové sekvence nastrojem ProtParam [67].

4.2.3.5. Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Cistota frakci byla zkontrolovdna pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu
v prostiedi dodecylsiranu sodného, SDS-PAGE.

Polyakrylamidovy gel pro elektroforézu byl tvofen dvéma gely — gelem
zaosttovacim a gelem rozdélovacim. Chemikdlie a jejich mnozstvi potfebné pro
pfipravu zaostfovaciho gelu a 12,5% rozdélovaciho gelu jsou uvedené v Tab. 3.
Rozdélovaci gel byl pipetovan mezi dvé sklicka a ptevrstven destilovanou vodou. Po
zatuhnuti rozdélovaciho gelu byla destilovana voda odstranéna a navrch byl pipetovan
zaostfovaci gel a vlozen hieben. Po zatuhnuti zaostfovaciho gelu byl hieben vyjmut a
hotovy gel byl vlozen do pfedem piipravené elektroforetické aparatury. Elektroforeticka
komora byla naplnéna 1x koncentrovanym elektrodovym pufrem pro SDS a do jamek
gelu byly naneseny pfedem piipravené vzorky a 5 pl standardu Spectra™ Multicolor
nebo standardu Precision Plus Protein™ Dual Color.

Tabulka 3: Chemikalie potrebné k priprave 12,5% rozdélovaciho gelu a zaostrovaciho gelu.

Rozdé&lovaci gel 12,5 % Zaostiovaci gel

H:0 1,265 ml H20 0,7 ml
AA 1,675 ml AA 0,25 ml
Tris (pH 8,8) 1 ml Tris (pH 6,8) 0,125 ml
SDS 40 ul SDS 10 ul
APS 40 ul APS 10 ul
TEMED 2 ul TEMED 1,5 ul

Vzorky obsahovaly 3 pg proteinu natedéného destilovanou vodou na dobie
pipetovatelny objem a takové mnozstvi redukujiciho ¢i neredukujiciho vzorkového
pufru pro SDS, aby byl 1x koncentrovany. Takto pfipravené vzorky byly inkubovany
v termobloku 10 minut pti 90 °C. Vzorky byly odstiedény a naneseny na gel.
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Elektroforéza probihala 40-50 minut pii napéti 200 V. Gely byly
zdokumentovany pomoci snimkovaciho systému Alliance Q9.

4.2.4. Deglykosylace proteini

Proteiny produkované v bunécné linii HEK293S GnTI™ byly deglykosylovany pomoci
endoglykosidazy ENDO Fj.

K purifikované frakci proteini antiHER2 WT HEK293S byla pfidana
endoglykosiddza ENDO F; v hmotnostnim poméru 1:10 (ENDO F; : protein). Reak¢ni
smés byla inkubovana pies noc pii 37 °C. Deglykosylovany protein byl pfecistén
gelovou permeacni chromatografii.

4.2.5. Diferenc¢ni skenovaci fluorimetrie

Termalni stabilita purifikovanych proteinti antiHER2 N32Q a antiHER2 S34A byla
zméfena metodou diferencni skenovaci fluorimetrie, konkrétné nanoDSF v centru
BIOCEV na pfistroji Prometheus NT.48. Tepelnd denaturace proteint byla sledovéna
pomoci fluorescence tryptofanu a tyrosinu pii vinovych délkach 350 nm a 330 nm.

Pfed meéfenim byly vzorky v PBS-TK pufru centrifugovany 10 minut pfi
10000 x g. Vzorky byly méfeny v teplotnim rozmezi 20 — 95 °C pii teplotnim pfirtstku
1,5 °C za minutu. Data byla sbirana pomoci programu PT.ThermControl a analyzovana
pomoci programu PR.Stability analysis.

4.2.6. Pritokova cytometrie

Pritokova cytometrie (fluorescence activated cell sorting — FACS) byla zvolena pro
studium interakce riznych glykosyla¢nich variant nanoprotilatky antiHER2 s HER2"
nadorovou bunéénou linii SK-BR3 odvozenou od karcinomu prsu. Proteiny byly
znaCeny pomoci iBodies, coz jsou syntetické protilatky zaloZené na organickém
polymeru, ktery nese funkéni skupiny cilici histidinovou kotvu a fluorofor ATTO488
[68]. VSechny glykosylacni formy byly znaceny stejné, tedy smichadnim proteinu a
iBodies v molarnim poméru 3:1 tak, aby byly vysledné histogramy ziskané
fluorescencni cytometrii porovnatelné.

SK-BR3 buiiky byly mechanicky dispergovany v 15 ml kultivaéniho média.
Nasledné byly buniky 2% promyty FACS barvicim pufrem (vZdy s centrifugaci 5 minut
pti 95 x g) a resuspendovany v 800 pl FACS barviciho pufru.

Vzorek o vysledném objemu 200 pl obsahoval 100 pl resuspendovanych bunék
SK-BR3, piislusnou glykosylacni formu antiHER2 o vysledné koncentraci 30 nM,
iBodies o vysledné koncentraci 10 nM a PBS-TK pufr. Takto pfipravené vzorky byly
inkubovany 30 min na ledu za tmy. Buiiky byly poté 2x oplachnuty (vZdy s centrifugaci
5 min pti 300 x g a 4 °C) a resuspendovany ve 250 ul FACS barviciho pufru.

Me¢teni vazby glykosylaénich forem nanoprotilaitky aHER2 probihalo na
pristroji BD LSR II v Laboratofi cytometrie PfF UK pod odbornym dohledem
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Mgr. Denise Cmunta. Méteni glykosylacnich forem nanoprotilatky antiHER2 probihalo
za pomoci excita¢niho laseru 488 nm a emisniho filtru 525 + 50 nm (kanal B1). Méfeni
pozitivni kontroly SK-BR3 bun¢k s komercni protilatkou AF647 probihalo s excitacnim
laserem 637 nm a emisnim filtrem 670 + 30 nm (kanal R1). Data byla vyhodnocena

v programu FlowJo.
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5. Vysledky

5.1. Priprava expresnich vektoru nanoprotilatky antiHER2

Jednim zcili prace bylo pfipravit expresni vektory antiHER2 nanoprotilatky
s mutovanym glykosyla¢nim mistem. K tomu byl pouzit plazmid pTW5sec antiHER2,
ktery poskytnul Mgr. Denis Cmunt [65]. Expresni vektory byly pfipraveny pomoci PCR
amplifikace tohoto plazmidu. Primery se specifickou sekvenci (viz kapitola 4.1.4.,
str. 25) nasedaly na templatovy plazmid pTWS5sec antiHER2 v mist¢ mutace a ménily
tak sekvenci plazmidl produkovanych PCR reakci. Nukleotidova sekvence konstrukti
nanoprotilatek antiHER2 N32Q a antiHER2 S34A, které maji mutaci na 32. AMK
resp. 34. AMK, je zobrazena na Obr. 7 a jejich aminokyselinova sekvence je zobrazena
na Obr. 8. Model struktury nanoprotildtky antiHER2 vytvofeny s pomoci programu
SWISS-MODEL [69-73] je znazornén na Obr. 9, str. 38. Paratop nanoprotilatky byl
uren dle vysledkli srovndvaci studie [74]. Konstrukty vSech variant nanoprotilatky
obsahuji sekre¢ni signal, buiiky tedy sekretuji proteiny do média, a histidinovou kotvu,
kterd umoziiuje purifikaci proteint pomoci chelatacni afinitni chromatografie.
Teoreticka molekulova hmotnost proteinu je 15 kDa.

ACCGGTATGGCGGAAGTGCAGCTGCAGGCTTCCGGGGGAGGAT
TTGTGCAGCCGGGGGGGTCATTGCGACTGAGCTGCGCCGCATCCGGAGCAA
CATCAAACATCAGTAACATGGGCTGGTTTCGTCAGGCCCCTGGCAAGGAGA
GAGAGTTCGTTTCCGCCATCTCCCGTGCAGAATCGCGTCCTCTGTATTACGC
TGACAGCGTAAAGGGAAGATTTACAATTAGCCGGGATAACTCCAAAAACAC
GGTCTATCTCCAGATGAACAGCCTCAGGGCCGAGGACACAGCTACGTATTA
CTGTGCATATATGCCTCTGGTTCGTCACAAGGCATACTGGGGACAGGGGAC
GCAGGTAACTGTGAGTAGCGGTACCCACCATCACCACCATCACCACCACGG

€
Obrazek 7: Nukleotidova sekvence konstruktu nanoprotilatky antiHER?2 ve sméru 5= 3°. Na
obrazku sekvence nanoprotilatky je vyznaceny , restrikcni misto pro

endonukledazu Agel, sekvence samotného konstruktu nanoprotilatky antiHER?,

(mutace AAC— CAG), mutované misto u nanoprotilatky
antiHER2 S34A4 (mutace AGT— GCT), restrikéni misto pro endonukledazu Kpnl, histidinovda
kotva slozend z 8 histidinii, glycin a .

TGMAEVQLQASGGGFVQPGGSLRLSCAASGATSNISNMGWFRQAPGKEREFV
SAISRAESRPLYYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRAEDTATYYCAYMP
LVRHKAYWGQGTQVTVSSGTHHHHHHHHG

Obrdzek 8: Aminokyselinova sekvence nanoprotildatky antiHER?2. Na obrdzku aminokyselinové
sekvence je vyznaceny pozustatek a mista pro restrikcni endonukledzu Agel,
sekvence nanoprotilatky —antiHER2, mutovand mista v sekvenci u

(z asparaginu na glutamin) a nanoprotildatky antiHER2 S34A (ze serinu na
alanin), pozustatek mista pro restrikcni endonukledzu Kpnl a histidinova kotva.
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Obrazek 9: Model struktury nanoprotilatky antiHER?2. Struktura nanoprotilatky (modra) je
zobrazena spolu s glykosylaci (Seda) na paratopu. Jsou naznaceny hypervariabilni smycky HI
(zluta), H2 (Cervend) a H3 (zelend). Mutovana mista se nachdazeji na variabilni smycce Hl, je to
asparagin 32 (tyrkysovad) a serin 34 (ruzova). Struktura byla modelovana pomoci programu
SWISS-MODEL [69-73] a zobrazena v programu PyMOL.

Vznik produktu PCR reakce, tedy amplifikovaného mutovaného plazmidu, byl
ovéfen analyzou vzorku reakéni smési pomoci elektroforézy v agarézovém gelu (viz
4.2.1.2., str. 29). Kreakéni smési byla pfiddna restrikéni endonukledza Dpnl pro
odstranéni nezadouci methylované templatové DNA a smés byla inkubovéna ptes noc
pfi 37 °C. Plazmidovd DNA byla od restrikénich enzymu piecisténa elektroforézou
v agar6zovém gelu, poté byla izolovdana a pouzita pro transfekci kompetentnich
bakteriadlnich bun€k E. coli. Suspenze bunék s plazmidovou DNA byla pipetovana a
rozetfena na kultivacni misce, kterd byla poté inkubovéna pies noc pii 37 °C.
Nasledujici den byla Spickou odebrana bakterialni kolonie, ktera byla zaoCkovana do
kultivacniho média. Z narostlé bunécné kultury byla provedena nizkoobjemova izolace
plazmidové DNA (viz 4.2.1.6., str. 30) a zméfena jeji koncentrace — naméiené
koncentrace pro plazmidy pTWS5sec_antiHER2 N32Q a pWS5sec_antiHER2 S34A jsou
uvedeny v Tab. 4. Pro potvrzeni spravnosti sekvence plazmidi byly vzorky plazmidi
zaslany na sekvenaci do Laboratofe sekvenace DNA ve vyzkumném centru BIOCEV.

Tabulka 4: Koncentrace plazmidové DNA ziskané z nizkoobjemové izolace DNA.

Plazmid Koncentrace [ng/pl] Az60/A2s0
pTW5sec_antiHER2 N32Q 135 1,82
pTW5sec_antiHER2 S34A 577 191

Plazmidova DNA ziskana z nizkoobjemové izolace s ovéfenou sekvenci byla
pouzita pro transformaci bakteridlnich bun€k E. coli. Transformace byla provedena i s
plazmidem pTWS5sec antiHER2, ktery poskytl Mgr. Denis Cmunt. Z transformovanych
bunc¢k byla provedena velkoobjemova izolace plazmidové DNA a zméfena jeji
koncentrace — naméfené koncentrace pro plazmidy pTWSsec antiHER2,
pTW5sec antiHER2 N32Q a pTW5sec antiHER2 S34A jsou v Tab. 5, str. 39.
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Tabulka 5: Koncentrace plazmidové DNA ziskané z velkoobjemové izolace DNA.

Plazmid Koncentrace [mg/ml] A0/ Azso
pTWSsec _antiHER2 2,5 1,90
pTW5sec _antiHER2 N32Q 1,1 1,97
pTW5sec antiHER2 S34A 1,0 1,95

Tyto plazmidy byly pouzity pro tranzientni transfekci bunéénych linii HEK293T
a HEK293S GnTI". Ze se jedna o isté preparaty DNA je patrné z poméru absorbanci
A260/Ango, ktery pro Cistou dvouvlaknovou DNA odpovida 1,8 — 2,0.

5.2. Exprese a purifikace proteinu antiHER?2
5.2.1. Exprese proteinu antiHER2 v buné¢né linii HEK293T

Pro expresi pfirozen¢ glykosylované nanoprotilatky antiHER2 byla pouzita bunécna
linie HEK293T, kter4 je schopna tvotit komplexni N-glykosylaci sav¢iho typu.

Pro tranzientni transfekci pii vysoké hustoté bunck ve 400 ml média bylo
pouzito 800 x 10% buné&k (viz 4.2.2.2., str. 32). Nejdiive byl smichan transfekéni mix
DNA s buné¢nou suspenzi a IPEIL Poté byla bunécné suspenze ponechéna v inkubatoru
na tfepacce 1,5 - 2 hodiny pii vysoké bunééné hustote, nasledné byla suspenze ziedéna a
doplnéna na 400 ml médiem ExCell293, byla pfidana kyselina valproova a antibiotika.
Kultury byly sklizeny Sesty den po transfekci, buiiky byly centrifugovany a kultiva¢ni
médium zfiltrovano.

5.2.2. Exprese proteinu antiHER?2 v buné¢né linii HEK293S GnTI-

Pro expresi nanoprotilatky antiHER2 s homogenni glykosylaci manosového typu byla
pouzita bunéfnd linte HEK293S GnTI. Tato bunéénd linie postrada
N-acetylglukosaminyltransferazu I, tudiZ neni schopna vytvaret komplexni N-glykosidy
a jeji glykosylace je jednoduchd. Glykosid lze odstépit endoglykosidazou ENDO F;.
Postup pro expresi nanoprotilatky antiHER2 v bunééné liniit HEK293S GnTT
byl stejny jako u exprese nanoprotilatky antiHER2 v linit HEK293T (viz 5.2.1., str. 39).

5.2.3. Purifikace proteinu antiHER?2 z produkce v linii HEK293T

Produkované proteiny ve své sekvenci obsahuji histidinovou kotvu, tudiz je mozné je
purifikovat pomoci chelatacni afinitni chromatografie na nosi¢i TALON (viz 4.2.3.1.,
str. 33). Proteiny v kultivaénim médiu byly natedény PBS pufrem v poméru 1:1 a poté
byly naneseny na kolonu. K eluci byl pouzit elucni pufr pro nosi¢ TALON, ktery
obsahuje imidazol. Eluat byl poté zkoncentrovan, centrifugovan a pieciStén gelovou
permeacni chromatografii (viz 4.2.3.3., str. 33). Gelova permeacni chromatografie byla
provedena nékolikrat s vyuzZitim kolon s riznou rozliSovaci schopnosti, pro oddéleni
jednotlivych glykoforem. Protein byl nejdiive rozdélen na kolon& Superdex™ 200
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Increase 10/300 GL, kde se nepodatfilo zcela oddélit piky patiici jednotlivym
glykosyla¢nim formam proteinu. Frakce s nejvyssim podilem jednotlivych glykoforem
byly nésledné rozdéleny na kolon& Superdex™ 75 Increase 10/300 GL. Chromatogram
frakci obsahujici vys$s$i podil glykosylované formy nanoprotilaitky je na Obr. 10 a
chromatogram frakci s vyS$§im podilem neglykosylované formy nanoprotilatky je na
Obr. 11, str. 41. Frakce byly jimany pii izokratické eluci do 1,5ml mikrozkumavek po
250 pl. Jako elu¢ni pufr byl pouzit PBS-TK puft.

Na zdznamu chromatogrami 1ze v obou ptipadech vidét dva majoritni piky, coz
jsou glykosylovand a neglykosylovana forma anttHER2 WT HEK293T. Podaiilo se
ziskat Cisté frakce jednotlivych glykoforem, jak je patrné z polyakrylamidového gelu na
Obr. 12, str. 41.
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Obrdzek 10: Zdaznam gelové permeacni chromatografie glykosylované  formy
antiHER2 WT HEK293T. Izokratickd eluce probihala na koloné Superdex™ 75 Increase
107300 GL. Modrad cara predstavuje profil eluce, svislé cerné cary zobrazuji jimané frakce
19-24. Glykosylovanda forma méla vrchol elucniho objemu v 12,98 ml.
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Obrazek 11: Zdaznam gelové permealni chromatografie neglykosylované formy
antiHER2 WT _HEK293T. Izokratickd eluce probihala na koloné Superdex™ 75 Increase
10/300 GL. Modra cara predstavuje profil eluce, svislé cerné cary zobrazuji jimané frakce
35-41. Glykosylovana forma méla vrchol elucniho objemu v 15,70 ml.
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Obrdzek 12: SDS-PAGE frakci obou glykosylacnich forem antiHER2 WT _HEK293T. 12,5%
neredukujici polyakrylamidovy gel. V draze st se nachdzi standard molekulovych hmotnosti.
Prouzky s vyssi molekulovou hmotnosti (frakce 19-24) patri glykosylované formé nanoprotilatky
a prouzky sniz§i molekulovou hmotnosti (frakce 35-41) patii neglykosylované formé
nanoprotilatky. V draze x se nachazi kontrola cistoty vzorkovéeho pufru pro SDS-PAGE.
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5.2.4. Purifikace proteinu antiHER?2 z produkce v linii HEK293S GnTI”

Postup purifikace proteinu antiHER2 produkovaného v bunécné linii HEK293S GnTI
byl stejny jako u purifikace proteinu antiHER2 produkovaného v bunécné linii
HEK293T (viz 5.2.3., str. 39). Byla provedena chelata¢ni afinitni chromatografie na
koloné TALON a gelova permeaéni chromatografie na koloné Superdex™ 75 Increase
10/300 GL. Frakce byly pfi izokratické eluci jimany do 1,5ml mikrozkumavek po
250 pl. Jako eluéni pufr byl pouzit PBS-TK puft.

Zaznam gelové permeacni chromatografie je na Obr. 13. Na zdznamu
chromatogramu Ize vidét dva piky znazorfiujici proteiny s rozdilnou molekulovou
hmotnosti, coz jsou glykosylovana a neglykosylovana forma antiHER2 WT HEK293S.
Glykosylacni formy se od sebe nepodafilo dokonale oddé¢lit a eluované frakce
obsahovaly obé glykoformy, coz je patrné z polyakrylamidového gelu na Obr. 14,
str. 43.
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Obrazek 13: Zaznam gelové permeacni chromatografie antiHER2 WT HEK293S.
Izokratickd eluce probihala na koloné Superdex™ 75 Increase 10/300 GL. Modrd cara
predstavuje profil eluce, svislé cerné cary zobrazuji jimané frakce 27-37. Glykosylovand forma
antiHER2 WT HEK293S méla vrchol elucniho objemu v 14,57 ml, zatimco neglykosylovana
forma méla vrchol elucniho objemu v 15,41 ml.
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Obrdzek 14: SDS-PAGE frakci obou glykosylacnich forem antiHER2 WT HEK293S. 12,5%
neredukujici polyakrylamidovy gel. V draze st se nachazi standard molekulovych hmotnosti.
Prouzky s vyssi molekulovou hmotnosti patii glykosylované formé nanoprotilatky a prouzky
s nizsi molekulovou hmotnosti patri neglykosylované formé nanoprotilatky.

5.2.5. Deglykosylace antiHER2 z produkce v linii HEK293S GnTI™

Protein antiHER2 WT HEK293S byl smichan s endoglykosidaizou ENDO F; a
inkubovan pfes noc pifi 37 °C. Nasledné byl deglykosylovany protein purifikovan
gelovou permeacni chromatografii. Frakce byly pfi izokratické eluci jimany do 1,5ml
mikrozkumavek po 250 pl. Jako elu¢ni pufr byl pouzit PBS-TK pufr. Polyakrylamidovy
gel a zdznam gelové permeacni chromatografie jsou na Obr. 15.
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Obrazek 15: Zaznam gelové permeacni chromatografie deglykosylované nanoprotilatky
antiHER2 WT _HEK293S a jeji analyza pomoci SDS-PAGE. Vievo: Izokraticka eluce na
koloné Superdex™ 200 10/300 GL. Modra cara predstavuje elucni profil, zatimco svislé cerné
Cary zobrazuji rozsah jimanych frakci. Vpravo: 12,5% neredukuji polyakrylamidovy gel.
Vdraze st se nachdzi standard molekulovych hmotnosti. Vdraze 1 se nachdzi mix
glykosylacnich forem nanoprotilatky antiHER2 WT HEK293S. Vdraze 2 se nachazi
deglykosylovana nanoprotilatka antiHER2 WT HEK293S.
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5.3. Exprese a purifikace proteinu antiHER2 N32Q
5.3.1. Exprese proteinu antiHER2 N32Q v bunééné linii HEK293T

Pro expresi pfirozen¢ glykosylované nanoprotilatky antiHER2 N32Q byla pouzita
bunécna linie HEK293T. Postup pro expresi nanoprotilatky antiHER2 N32Q byl stejny
jako u exprese nanoprotilatky antiHER2 v linit HEK293T (viz 5.2.1., str. 39).

5.3.2. Purifikace proteinu antiHER2 N32Q

Postup purifikace proteinu antiHER2 N32Q byl stejny jako u purifikace proteinu
antiHER2 produkovaného v bunécné linii HEK293T (viz 5.2.3., str. 39). Pro purifikaci
proteinu antiHER2 N32Q pii gelové permeacni chromatografii byla pouzita kolona
Superdex™ 200 30/100 GL a frakce byly jimany po 1 ml.

Na zdznamu gelové permeacéni chromatografie lze vidét jeden pik predstavujici
nanoprotilatku antiHER2 N32Q. Protein se podafilo uspéSné¢ purifikovat bez
vyznamnych kontaminaci, coz potvrzuje polyakrylamidovy gel. Zaznam gelové
permeacni chromatografie proteinu antiHER2 N32Q a vysledek SDS-PAGE frakci
tohoto proteinu jsou znazornény na Obr. 16.
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Obrazek 16: Zaznam gelové permeacni chromatografie nanoprotildatky antiHER2 N32Q a
SDS-PAGE analyzy eluovanych frakci. Vievo: Izokratickd eluce na koloné Superdex™ 200
10/300 GL. Modra cara predstavuje elucni profil, zatimco svislé cerné cary zobrazuji jimané
frakce 1-4. Vrchol elucniho maxima antiHER2 N32Q byl v 19,73 ml. Vprave: 12,5%
neredukuji polyakrylamidovy gel. V draze st se nachdzi standard molekulovych hmotnosti.
V ostatnich drahdch se nachazeji frakce 1-4 proteinu antiHER2 N32Q.
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5.4. Exprese a purifikace proteinu antiHER2 S34A
5.4.1. Exprese proteinu antiHER2 S34A v bunécné linii HEK293T

Pro expresi piirozen¢ glykosylované nanoprotilatky antiHER2 S34A byla pouzita
bunécna linie HEK293T. Postup pro expresi nanoprotilatky antiHER2 S34A byl stejny
jako u exprese nanoprotilatky antiHER2 v bunécné linii HEK293T (viz 5.2.1., str. 39).

5.4.2. Purifikace proteinu antiHER2_S34A

Postup purifikace proteinu antiHER2 S34A byl stejny jako u purifikace proteinu
antiHER2 produkovaného v bunécné liniit HEK293T (viz 5.2.3., str. 39). Pro purifikaci
proteinu antiHER2 S34A pii gelové permeacni chromatografii byla pouzita kolona
Superdex™ 200 30/100 GL a frakce byly jimany po 1 ml.

Na zidznamu gelové permeacni chromatografie lze vidét pouze jeden pik
pfedstavujici nanoprotilatku antiHER2 S34A. Protein se podafilo purifikovat bez
kontaminaci, coz potvrzuje polyakrylamidovy gel. Ziznam gelové permeacni
chromatografie proteinu antiHER2 S34A a vysledek SDS-PAGE frakci tohoto proteinu
jsou znazornény na Obr. 17.
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Obrazek 17: Zdaznam gelové permeacni chromatografie nanoprotilatky antiHER2 S34A a
SDS-PAGE analyzy eluovanych frakci. Vievo: Izokratickd eluce na koloné Superdex™ 200
10/300 GL. Modra cara predstavuje elucni profil, zatimco svislé cerné cary zobrazuji jimané
frakce 1-4. Vrchol elucniho maxima antiHER2 S34A4 byl v 20,63 ml. Vpravo: 12,5% neredukuji
polyakrylamidovy gel. V drdze st se nachdzi standard molekulovych hmotnosti. V ostatnich
drahdch se nachazeji frakce 1-4 proteinu antiHER2 S34A.
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5.5. Meéreni termalni stability mutovanych nanoprotilatek

Termalni stabilita nanoprotilatek antiHER2 N32Q a antiHER2 S34A byla stanovena
pomoci metody nanoDSF (Nano Differential Scanning Fluorimetry) [75]. Zména
fluorescence v zavislosti na teploté u obou proteinti byla métfena na pfistroji Prometheus
NT.48 a data byla sbirana pti dvou vlnovych délkach — 350 a 330 nm, byla tedy méiena
vnitini fluorescence proteinu bez pouziti fluorescenéni znacky. Pomoci nanoDSF lze
zjistit nejen teplota tani proteinu, ale i stupen agregace.

Z grafu zmény poméru fluorescence dvou vinovych délek (Aszs0/A330)
v zé&vislosti na teploté l1ze ziskat informaci o denaturaci proteinu (Obr. 18). Pfesnéjsi
hodnoty teploty tani jednotlivych proteint Ize ziskat provedenim prvni derivace poméru
absorbanci pii 350 a 330 nm (Obr. 19). Pomoci nanoDSF lze také vyhodnotit agregaci
vzorkdl. V tomto pfipadé se méfi intenzita rozptylu svétla opét v zavislosti na teploté
(Obr. 20, str. 47).

Teplota tani proteinu antiHER2 S34A je 54,9 °C a teplota tdni proteinu
antiHER2 N32Q je 52,7 °C. Z toho lze soudit, ze nanoprotilatka antiHER2 S34A je
stabilnéjsi nez nanoprotilatka antiHER2 N32Q), rozdil hodnot v§ak neni vyznamny.
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Obrdzek 18: Zavislost poméru absorbanci Azsi/Aszg na tepelném priristku. Modra kiivka

predstavuje protein antiHER2 N32Q, oranzZova krivka predstavuje antiHER2 S34A.
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Obrazek 19: Zavislost prvni derivace poméru absorbanci Ass¢/Aszzp na tepelném priristku.
Modra kirivka predstavuje protein antiHER2 N32Q s T,, = 52,7 °C, oranzova kiivka predstavuje
protein antiHER2 S34A s T, = 54,9 °.
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Obrazek 20: Zavislost intenzity rozptylu svétla na tepelném piiristku. Modra kiivka

predstavuje protein antiHER2 N32Q, oranzova kiivka predstavuje antiHER2 S34A.

84 F—
20,00 30,00

5.6. Ovéreni vazby nanoprotilatek na povrch bunécéné linie

Pomoci metody pratokové cytometrie byla studovana interakce jednotlivych
glykosylaénich forem nanoprotilatky antiHER2 s HER2" nadorovou bunéénou linii
SK-BR3. Exprese HER2 receptorti na povrchu bunék SK-BR3 byla ovéfena vazbou
komercni antiHER2 protilatky znacené fluorescencni sondou AlexaFluor647. Pocet
naméfenych udalosti pro kazdy z proteint byl 27-30 tisic buné€k. Stupen znaceni byl pro
vSechny glykosylaéni formy proteinu antiHER2 stejny, tudiz lze vysledné histogramy
mezi sebou porovnavat.

Z vysledki priutokové cytometrie v Tab. 6 a na Obr. 21, str. 48 je patrné, Ze
neglykosylované (histogram G) ¢i deglykosylované (histogram E) formy nanoprotilatky
antiHER?2 se vazi 1épe neZ nanoprotilatky s komplexnim typem glykosylace (histogram
F) nebo smés glykoforem nanoprotilatky s glykosylaci manosového typu (histogram D).
Mutované antiHER2 nanoprotilatky antiHER2 N32Q (histogram H) a anitHER2 S34A
(histogram 1) se vazi podobné jako neglykosylované ¢i deglykosylované formy
nanoprotilatky. Smés obou glykoforem nanoprotilatky antiHER2 WT HEK293S
(histogram D) se vaze Ilépe nez nanoprotilatky glykosylované, ale hiie nez
nanoprotilatky neglykosylované ¢i deglykosylované.

Tabulka 6: Median intenzit fluorescence vzorkit mérenych priitokovou cytometrii

Vzorek Median intenzit fluorescence (MFI)
SKBR3 233

SKBR3 + iBodies 347

SKBR3 + antiHER2-AF647 47789

SKBR3 + iBodies + antiHER2 WT_S-mix 1237

SKBR3 + iBodies + antiHER2 WT _S-deglyko 3372

SKBR3 + iBodies + antiHER2 WT T-glyko 527

SKBR3 + iBodies + antiHER2 WT_ T-neglyko 1487

SKBR3 + iBodies + antiHER2 N32Q 1935

SKBR3 + iBodies + antiHER2 S34A 3518
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Obrdzek 21: Analyza vazby glykosylacénich variant nanoprotilitky antiHER2 na HER2'
bunécénou linii SK-BR3 pomoci priitokové cytometrie. Histogramy zndzornuji pocty bunék
s odpovidajici intenzitou fluorescence. V prvnim rvadku jsou kontrolni meéreni A) samostatné
SK-BR3 bunky, B) SK-BR3 bunky a iBodies ATTO488 bez pritomnosti nanoprotilatky,
C) kontrola SK-BR3 bunék s komercni protilatkou znacenou AlexaFluor647. Na dalsich dvou
radcich jsou zobrazeny histogramy mérené se vzorky jednotlivych glykosylacnich forem
nanoprotilatky antiHER2. V druhém vadku jsou na histogramu D) SK-BR3 buriky se smési obou
glykosylacnich ~ forem  nanoprotilatky antiHER2 WT HEK293S,  E) SK-BR3  buriky
s nanoprotilatkou antiHER2 WT HEK293S deglykosylovanou endoglykosidazou ENDO F,
F) SK-BR3 buniky s glykosylovanou formou nanoprotilatky antiHER2 WT HEK293T. Na tietim
radku jsou na histogramu G) SK-BR3 buiiky s neglykosylovanou formou nanoprotilatky
antiHER2 WT HEK293T, H) SK-BR3 buiiky s nanoprotilatkou antiHER2 N32Q, I) SK-BR3
buniky s nanoprotildatkou antiHER2 S34A.
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6. Diskuse

Tato prace se vénuje pripravé konstruktu proteinu, ktery se vaze na receptor HER2.
Tento protein je fragment lami protilatky, také nazyvany nanoprotilatka. Sekvenci
poskytl prof. Ario de Marco, Univerzita Nova Gorica, Slovinsko. Nanoprotilatka byla
selektovana pomoci metody ,,phage display®, ktery vyuziva expresi knihovny fuznich
fagli a nanoprotilatek v E. coli. V tomto expresnim systému jsou pak také obvykle
nanoprotilatky pfipravovany. Budouci prace vSak predpoklada vyuziti této
nanoprotilatky jako soucast terapeutickych proteini, cilicich rakovinné linie a aktivujici
bunikky imunitniho systému, pficemz druhou slozkou téchto fuznich proteini jsou dalsi
proteiny studované v Laboratofi strukturni biochemie imunitniho rozpoznavani,
konkrétné napt. ligandy pro aktivaéni receptory NK bunéck. Tyto ligandy vSak nelze
exprimovat v bakteridlnim systému, nebot’ obsahuji disulfidické mustky a vlastni mista
N-glykosylace, kterd je dilezitd 1 pro jejich stabilitu, a jsou v laboratofi b&zné
pfipravovany v expresnim systému bunécné linie HEK293. Proto jsme pfistoupili
k expresi nanoprotilatky v této bunécné linii. Analyzou jeji sekvence vSak bylo zjiSténo,
ze jeji konstrukt obsahuje neocekdvané misto pro N-glykosylaci, a to navic pfimo
v paratopu rozpoznavajicim HER2 receptor. Toto misto by pii bakteridlni expresi
glykosylovano nebylo, avSak pfi expresi v bunécné linii HEK293 zde ke glykosylaci
dochazi. Proto bylo potteba ovéfit, jestli glykosylace v sekvenci antiHER2 ovliviiuje
vazbu na cilovou HER2" naddorovou buné&énou linii SK-BR3.

Cilem prace tedy byla exprese nanoprotilatky antiHER2 s pfirozenou a s
jednoduchou homogenni glykosylaci, klonovani a exprese nanoprotilatky antiHER2
s mutovanym glykosylaénim mistem a ovéfeni vazby glykosylacnich forem
nanoprotilatky antiHER2 na povrch bunééné linie exprimujici HER2 receptor. Byly
navrzeny dvé mutace v sekvenci, N32Q a S34A. Kazda z nich rusi misto pro N-vazanou
glykosylaci. Diivodem pro dvé mutace byla obava z toho, Ze mutace muZe relativné
maly protein destabilizovat nebo Ze narusi vazbu na receptor HER2.

Chromatogramy proteinu nanoprotilatky antiHER2 WT HEK?293T s pfirozenou
glykosylaci (Obr. 10, str. 40 a Obr. 11, str. 41) svéd¢i o pfitomnosti jak glykosylované,
tak neglykosylované formy proteinu. Pomoci gelové permeaéni chromatografie se
podafilo ob& formy oddélit, coz je ziejmé z polyakrylamidového gelu na Obr. 12,
str. 41, a diky tomu bylo moZzné studovat jejich interakci s SK-BR3 buné¢nou linii
s kazdou formou samostatné. Naopak pro nanoprotilditku antiHER2 WT HEK293S
s jednoduchou homogenni glykosylaci, u kterd se také vyskytuje glykosylovana a
neglykosylovand forma, se glykosylacni formy odd¢lit nepovedlo, coz je ziejmé
z polyakrylamidového gelu na Obr. 14, str. 43. Dlvodem je pravdépodobné pfili§ maly
rozdil v molekulovych hmotnostech glykosylované a neglykosylované formy proteinu,
kdy homogenni glykosylace manosového typu obsahuje pouze dv€é molekuly
N-acetylglukosaminu a pét molekul manosy a md molekulovou hmotnost piiblizné
1,2 kDa. Bylo tedy mozné studovat pouze interakci povrchu bunééné linie SK-BR3 se
smési obou glykoforem proteinu antiHER2 WT HEK293S a  proteinu
deglykosylované¢ho endoglykosiddizou ENDO Fi, coz poskytuje piimé porovnani
proteinu s glykosylaci a bez ni.
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U nanoprotiladtek s mutovanym glykosylacnim mistem, tj. antiHER2 N32Q a
antiHER2 S34A, se podatilo pfipravit expresni vektory pomoci PCR amplifikace
celého vychoziho plazmidu a produkované proteiny nasledné purifikovat chelatacni
iontovou chromatografii a gelovou permeacni chromatografii. Dle profilu gelové
permeacni chromatografie se proteiny nesrdzi ani netvoii rozpustné agregaty CcCi
oligomery. Termalni stabilita obou mutovanych proteinii byla zméfena pomoci metody
nanoDSF. Teplota tani antiHER2 N32Q je 52,7 °C a teplota tani antiHER2 S34A je
54,9 °C, z ¢ehoz plyne, ze antiHER2 S34A je za danych podminek mirné stabilnéjsi,
nez antiHER2 N23Q, ale rozdil neni zasadni (Obr. 19, str. 46).

Vysledky méfeni interakce jednotlivych glykosyla¢nich forem antiHER2
nanoprotilatek s HER2" nadorovou bunéénou linii SK-BR3 pomoci pritokové
cytometrie jsou znazornény v Tab. 6, str. 47 a na Obr. 21, str. 48. Z kontrolnich graft
v prvnim fadku obrdzku mulzeme konstatovat, ze bunécnd linie SK-BR3 na svém
povrchu exprimuje HER2 receptory, a Zze nedochdzi k nezadoucim nespecifickym
interakcim mezi iBodies polymerem nesoucim fluorescenéni znacku ATTO488
a bunécnou linii SK-BR3.

Nanoprotilatky ~ antiHER2 N32Q,  antiHER2 S34A,  deglykosylované
antiHER2 WT HEK293S a neglykosylované anitHER2 WT HEK293T, tedy varianty
bez glykosylace, vykazuji lepSi vaznost na povrch bunééné linie SK-BR3 nez
glykosylované¢ varianty nanoprotilatky. Jak deglykosylovana, tak mutovana
nanoprotilatka postradaji pfirozenou glykosylaci v oblasti vazebného mista, a to zvySuje
jejich schopnost se vazat na HER2 receptor. Naopak glykosylovana forma
antiHER2 WT HEK293T vykazuje nizkou vaznost, coZ je zpiisobeno piitomnosti
relativné velkého oligosacharidu pfirozené glykosylace v oblasti vazebného mista a
dochdzi tak k sterickému branéni vzdjemné interakce nanoprotilatky a HER2 receptoru.

Z Tab. 6, str. 47 a z Obr. 21, str. 48 se zdd, Ze nanoprotildtka antiHER2 N23Q
se vaze hife nez antiHER S34A. Divodem mensi vaznosti antiHER2 N32Q oproti
antiHER2 S34A, navzdory velmi podobné struktufe, mlZe byt stabilita proteinu
antiHER2 N32Q, ktera je dle vysledki méfeni nanoDSF mensi neZ proteinu
antiHER2 S34A. Pro potvrzeni signifikantniho rozdilu ve vazbé obou mutovanych
proteini by bylo nutné provést vice méteni a statisticky je vyhodnotit.

Smés glykosylacnich forem anttHER2 WT HEK392S se vaze lépe nez
glykosylované proteiny, ale hiife nez neglykosylované. Pfi¢inou mtze byt jednak to, ze
mame smeés glykosylovaného a neglykosylovaného proteinu, a dale fakt, ze
oligosacharidy nachdzejici se na nanoprotilatce produkované bunécnou linii HEK293S
GnTT jsou jednoduché a v porovnani s piirozenou komplexni glykosylaci nachazejici se
na nanoprotilatce produkované bunécnou linii HEK293T jsou vyrazné mensi. Diky
tomu je i1 pro glykosylovanou formu antiHER2 WT HEK393S snazs$i se na HER2
receptor navazat.
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7. Zavér

J Byly pfipraveny expresni vektory pro mutované formy antiHER2
nanoprotilatky antiHER2 N32Q a antiHER2 S34A.

. Byly pfipraveny ob¢ mutované nanoprotilatky — antiHER2 N32Q a
antiHER2 S34A.

. Byla pfipravenda piirozené¢ glykosylovand nanoprotilaitka antiHER2
v expresnim systému HEK293T.

o Podaftilo se ptipravit homogenné glykosylovanou nanoprotilatku antiHER2
v expresnim systému HEK293S GnTI, protein byl ndsledné¢ uwspésné
deglykosylovan.

o Bylo zjisténo, Ze ptitomnost glykosylace ovliviiuje vazbu nanoprotilatky

antiHER2 na povrch HER2" bunétné linie, lepSi vazbu vykazuji
neglykosylované nanoprotilatky, tedy 1 obé mutované formy
anitHER2 N32Q a antiHER2 S34A.
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