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Exprese sTGHBRII-Fc-Jun z rekombinantniho viru vakcinie

TGH3 ma i karcinogenezi dvoji roli. V p@atku slouzi jako nadorovy supresor,
béhem Kistu nadoru se vSak jeho funkcdéidza znénit na nadorovy promotor a bky
nadoru i jeho okoli pak produkuji velké mnozZstviFBGTento nadorovy TGFposky-
tuje vhodné prosedi pro fist a Steni nadoru. Jednim zeigwhi, jak kontrolovat st
nadoru a metastaze, je blokovani signalni drahyprepokrailych stadiich karcino-
geneze.

Pripravili jsme rekombinantni virus vakcinie P13 erpujici rozpustny receptor
typu Il pro TGP fazovany k Fc fragmentu IgG a k fragmentu Jur®IT-Fc-Jun) pod
dorové virové vakciny exprimujici Sige7LAMP, tatakeina se zkouma pro vyuZitii p
terapii karcinond cervixu asociovanych s HPV-16.

Zkoumali jsme vazbu receptoru fRl1l-Fc-Jun na protein G, kdy jsme pomoci
imunoblotu prokazali, Ze fragment Jun a fragmeffRiTnebrani fragmentu Fc ve vaz-
b¢ na protein G.

Pomoci SDS-PAGE a imunoblotu jsme charakterizopadiein se spRII-Fc-
Jun. sBRII-Fc-Jun se ve velkém mnoZstvi uoval do média a v butnych lyzatech
jsme ho detekovali mémez receptoru $RII. Exprese sfRII-Fc-Jun byla silgjsi pod
kontrolou E/L promotoru nez pod kontrolou H5 proorot

Dvojité rekombinanty P13-Sige7LAMP-H5-8RII-Fc-Jun a P13-SigE7LAMP-
E/L-sTBRII-Fc-Jun vyvolavaly T bu&nou imunitni odpotd’ specifickou pro E7 pep-
tid a VACYV peptid, ktera byla stanovena pomociudstISPOT pro IFNy.

Pti in vivo pokusech jsme nepozorovali vliv koexpres@RII-Fc-Jun na &in-
nost virové vakciny P13-Sige7LAMP-TK

Kli ¢ova slova:virus vakcinie, TGB, TBRII, Fc IgG1 fazni proteiny, Jun, DNA vakci-

ny, terapie nadar



Expression of STGBRII-Fc-Jun from recombinant vaccinia virus

TGFR has a biphasic role in tumorigenesis. In galilgses it acts as tumor sup-
pressor. However, in late phases when cells hasaped selectively from the antimito-
genic response of TGFR, it may act as a promotéurabr progression and invasion.
One way of control tumor formation and progress®iblocking of TGF3 signalling
pathways in late phases of tumorigenesis.

We have constructed recombinant vaccinia virus &8essing soluble TGBF
type Il receptor fused with the Fc fragment of Ig&id with Jun fragment ($RII-Fc-
Jun). This sPBRII-Fc-Jun is supposed to increase the effect afuanor vaccinia virus
vaccine expressing SIigE7LAMP, which is investigdiadthe treatment of the HPV-16
associated cervical cancer.

Binding of sPBRII-Fc-Jun to protein G were tested by SDS-PAGE byndm-
munoblotting. We found that Jun fragment an@RIT fragment do not block Fc bind-
ing site for protein G.

sTBRII-Fc-Jun was characterised using SDS-PAGE andunablot analysis.
We observed that the amount ofg&Il-Fc-Jun was higher in cell supernatans of in-
fected cells in comparison to cell lysates. In edhtes we observed higher amount of
sTBRII than sPBRII-Fc-Jun. The expression of gRII-Fc-Jun was stronger under the
control of E/L promoter than under the control & promoter.

The T cell response was determined by ELISPOT-JF¢say. We observed T
cell response against E7 and VACV antigen inducednice by immunization with
P13-Sige7LAMP-H5-sBRII-Fc-Jun and P13-Sige7LAMP-E/L-§RII-Fc-Jun.

We did not observe the effect of @_l1l-Fc-Jun coexpression on the therapeutic
anti-tumor effect of immunization with P13-Sige7LAMIK'.

Key Words: vaccinia virus, TGB, TBRII, Fc IgG1 fusion proteins, Jun, DNA vaccine,
cancer therapy



AAV
ADCC
ALK5
APC
CEV
CDC
CDK
Co-Smads
CTGF
CTL
DNR
EEV
EGF
EGFR
EMT
ERK
Fc
FcRn
FcyR
GDEPT
HLA- A201
HPV-16
HRP
IEVs
IgG1
IMV
ITR

IVs
JNK
LAP
LTBP

Seznam zkratek

Adeno-asociovany virus

Na protilatkach zavisla baéna cytotoxicita
Aktivinu podobné kinaza

Antigen prezentujici biky

S buikou asociovany obaleny virion
Na komplementu zavisla cytotoxicita
Cyklin dependentni kinaza

Bzné-zprosedkovavajici Smads

Ristovy faktor pojivovych tkani
Cytotoxické T lymfocyty

Dominantni negativni receptory
Extracelularni obaleny virion
Epidermalnitrstovy faktor

Receptor pro epidermalidstovy faktor
Epitelialni- mezenchymalni transformace
Extracelularni signal-regulujici kindza
Fc fragment 1gG

Neonatalni Fc-receptor

Receptor pro Fc fragment
Gene-direct enzyme pro-drug therapy
Lidsky leukocytarni antigen A201
Lidsky papilomavirus typu 16
Kienova peroxidaza

Intracelularni obalené viriony
Imunoglobulin G1
Intracelularni maturovany virion
Invertované koncoveé repetice
Nematurované viriony

c-Jun NH-terminalni kinaza

Latentr® asociovany protein

Latentni TGB- vazebny protein



MAPK
MOI
MVA
MHCqgp |
MHCqgp Il
MMPs
NK
NPHI
PDGF
PlK
pRB

p53
ROS
R-Smads
SARA
STBRII
TGFa
TGH
TH;

TH,

TK

TBRI
TBRII

STBRII-Fc-Jun

TRRIII
VEGF
VGF
VACV
WR

p38 mitogenem-aktivovana protein kinaza
Multiplicita infekce
Modifikovany virus Ankara
Hlavni histokompatibilni komplex-glykopraitel
Hlavni histokompatibilni komplex-glykoprein II
Metaloproteinazy
Piirozeni zabijei
Nukleozid fosfohydrolazh
Ristovy faktor krevnich destk
Fosfatidylinositol-3 kinaza
Retinoblastoma protein
Protein 53
Reaktivni kysliky (radikaly)
Receptorem-regulované Smads

SMAD kotva pro aktivaci receptorem

Rozpustny receptor typu Il pro transformujigstovy faktorf

Transformujicifistovy faktora

Transformujici istovy faktorp

Pomocné T lymfocyty 1

Pomocné T lymfocyty 2

Tymidin kinaza

Receptor typu | pro transformujicistovy faktorf

Receptor typu Il pro transformujiaistovy faktorp
Fuzni protein rozpustnéhpRII-Fc-Jun

Receptor typu Il pro transformujiciistovy faktorp
Vaskularni endotelialnaistovy faktor

Virovy rastovy faktor

Vakcinia virus

Western Reserve



Obsah

IR 6 Ao PP P PP PP PPUPPPPN 11
P = =] 0 (=T 1T = LR RUSPPRPPRPRI 13
2.0, ViIrUS VaKCINI ettt st sttt e nnees 13
2.1.1. UVOG i 13
2,02, SEFUKLUN ettt ettt st e et e e sb e e s ne e e s b e e re e e nnneas 13
2.0.3. ZIVOENT CYKIUS ...ttt ettt n e et st et e s eeeeeneenanns 14
S I T o T oY PP SRR 16
D T £ (=T o] 112 T USSP 17
2.1.6. Interakce s hostitelskou BUAKOU ..........coviiriiiiiii e, 18
2.1.6.1. CytoPatiCKY ©FEKL ....eiiiiiiiie et sttt e e ettt e e et e e e e e st ae e e e e st ae e e e e e e nntbeeeeeeennneees 18
2.1.6.2. VACV VS. IMUNIENT SYSEEM.....eiiiitieaceiiie ettt e st esnee e sneee s 18
2.1.7. Rekombinantni vektory odvozené od VACV .........ccooeiieeieciieee et 19
2.2. Receptor typu Il pro transformujici rastovy faktor B (TBRII) ..eeecveeeireeecieeeieeeiee e, 21
2.2.1. Charakteristika TGF.......ceeiciiieeiieiee ettt e st e e e sbae e e e s e sabee e e earaeeeennes 21
2.2.2. Charakteristika TGFB reCePtOrl....c.ccccueeecueeeiiieeeieecieeeiee et ere s bae e eaveeeaneas 22
2.2.3. Role TGFPB pti NnAdorové transformaci.........cceeeeecuieeieciieec et 24
2.2.3.1. Mutace V TAFSIgNAINT AIrAZE ........uvviiiiiiiiiiiiciee e 24
2.2.3.2. Potléeni protinadorové imunitni 0dp&Wi ...........ceeeviriiiriiieeiee e 25
2.2.3.3. POAPOra @NQIOQENEZE ... ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e bt e e e e eeeaeaaeas 26
2.2.4. Terapie nadord pomoci blokovani TGFB signalni drahy ........ccccoeevenineniencneneenn 27
2.3, FC-18G1 fUZNI PrOtRINY ....eviieecciieee ettt e e et e e e str e e e s e svteeeesbraeesanraeeeeans 29
2.3.1. Charakteristika Fc fragmentu IZGL .........covoiiiieiiieeeccee et e 29
2.3.2. FCTUZNI PrOTRINY...uviiieeieee ettt ettt e et e e e ab e e e e e be b e e e e abeeeeearaeeeennes 30
3. MALErTAl @ MELOTY ......eeeiieiiiiie e e ettt ettt e e e e e e e e et e e e s annaneeaean 32
B0 IMALEIIAL e e et reennees 32
3.1, 1. ChemMiKAlIE .eeeeeeeeeieeeee e 32
00 00 A Yo 1Y/ o 2 1Y/ 34
3.1.3. Standardy molekulovych hmotnOSti..........coociiiiiiiiiieecieee e 34
3.1.4. KOMEFCNT SOUPIAVY ..eeiieriieeeeiieeeeiireeeeeeiiteeeeeiteeeeeesteeesessseeeeassesasessseeesesessseesessesesesses 34
3.1.5. ROZEOKY @ PUFIY oottt et e et e e e bee e e e arae e e ennes 35
3.1.6. KUlEIVaCni MEIa.......eeiueeiieiieiieie e e s 36
I A o o 1 - QUSSP 38
3.1.8. Syntetické oligonUKIEOTIAY.......c.cocviiiiieiie e e e 38
N S o] = o1 1Y PSR 38



3.1.10. VIFOVE KIMENY ceeiiviiee ettt ettt e e e tte e e tte e e e s bt e e e esataeeesnbtaeseeesnbaeeeentaeesennens 38

3.1.11. BaKLErialni KIMENY ..cciieieee ettt ettt rtre e s tte e e e e e s bee e e e earae e e nnes 39
00 001 A = TU Vg V=Tl o U= [T o =TSSR 39
3.1.13. POKUSNA ZVIFAta ..veeeveeeiieeeiiectie s cieeeieeesteeste e ste e s teeesaeeesateesteeeneaeesnseeensaeenneeesnseas 39
3.1.14. SPECIAINT PHISTIOJE.ceee ittt ettt e e e e e e e tae e e e arae e e enes 40
3 1V =1 o o 1Y PRSP 40
3.2 0. Prace S DINA ...ttt ettt e s e st ettt e st e s e ate e sabe e sbaeenaaeenare s 40
3.2.1.1. Piprava kompetentnich bakterii Escherichia COlioee-....ccvvvvieeiiiiiiiieeieiiiie e, 40
3.2.1.2. Transformace kompetentnich bakterii PIEBM .............ccccooiiiiiiiiiiiiiee e e
3.2.1.4. Minipreparace plazmidové DNA- Alkalicka toga
3.2.1.5. Minipreparace plazmidové DNA- Boiling mado..............cccvviimieerireeeeeeeee e
3.2.1.6. Maxipreparace plazmidové DNA- AlKaliCKAIOTR ............ccvvvveeeiiiiiiiee e e 42
3.2.1.7. Horizontalni gelova eleKirofOr€za ....ccco.uvvvvieiiiiiiiiiie et 43
3.2.1.8. Stpeni DNA restriknimi enzymy a defosforylacesgené DNA............ccccocvveeeevevennnnn. 43
3.2.1.9. 1zolace DNA z gelu- pomoci DNA Lego Kitl........cccoccuvveiiiiiiiiiiiireeeeeeee e eeeeeesiennns 43
3.2.1.10. Rychla ligace- pomoci Rapid DNA Ligathah...........ccoocviiiieeiiiiiiieee e 44
0 0 B =T o] - W [T = Lo T PSSR 44
3.2.1.12. Purifikace plazmidové DNA izopyknickowntr@ugaci v CSCl..........cccvvvveveiiieneennnnn 44
o 1= U0 [T oL (0O 44
3.2.1.13. Spektrofotometrické stanoveni koncentEA v roztoKu ...........ccoeevveeeeeeeeees s 45
3.2.1.04. SrAZENT DNA .ottt ettt e e e e e e e e st a e e e e e et r e e e e s atrraaaaeean 45
3.2.2 PrACE S VITY ceeeeeieeeeeeieee et e ettt e e ettt e e e et e e e e et e e e e etbee e e ebaeeeeaabeeaeeeebbeeeeantaeaeanareeeeannees 45
3.2.2.1. Rekombinace do Virl VAKCINIE .......ccceeeeeriiiiiiiiiiiiaaae ettt e e 45
3.2.2.2. Selekce rekombinantniChiVir............ueviieiiii e 46
3.2.2.3. PlakOVA PUIITIKACE .......oevieiie e eeeeee ettt e e e et e e e s st e e e e e s antbaaeaeeeaaes 46
3.2.2.4. Piprava virové DNA pro PCR detekci rekombinant.............coeeeviiiiiieeeiiiiiieeeeen AT.
3.2.2.5. Amplifikace DNA pomoci polymerazoigizové reakce (PCR) .........ccccecvevvnvvnes 48
-pro detekci rekombinantniCh WiiL............cooii e a e 48
3.2.2.6. Piprava rychlého viroveho KONCENTIALU........cuemeceeeiiiiiiieeeeiiiiiiee e e s siieee e e s siaeeee e 48
3.2.2.7. PIAKOVA TITACE ....eeie ittt e e e ste e e e e e st e e e e e e snsaaeeaeeeennees 49
3.2.2.8. SONIKACE VMU ...ciiiiiiiiee ittt teeee ettt e ettt e e e e s e e e e s st e e e e e e snbbeeeeeeennnees 49
3.2.3. Prace s tkaNovymi KUIEUramMi........ccoeeiiiiiiii ittt 49
3.2.3.1. Kultivace tkiBovyCh KUITUT ..o e e 49
3.2.3.2. Zmrazovani bk do teKUtENO dUSTKU..........cooiiiiiiiiiieienie e 50
3.2.3.3. Rozmrazovani béiz teKUtENO AUSTKU .........ccvvvviiiiiiiiiiiee s 50
3.2.3.4. Biprava buiénych lyzati a médii pro SDS- PAGE ........ccccooviiiiiiiereeee e 50
3.2.4. PraCE S PrOTRINY veeeeieiiee e eeieee e ettt e ettt e e et ee e e e ette e e e e ebee e e eebeeeeeabeseeeeesaeaeeearaeasennees 51
3.2.4.1. SDS- Polyakrylamidova elektroforéza (SDEEE) ........cvveeviiiiiiieeiiiiiiiee e eemeeees 51
3.2.4.2. WESEEIN BlOL.....eeeiiie ittt et et 51
3.2.4.3. SIAZENT PrOtEIN.....ccceiii it e e e e e s s e e e e e e e e e e e e e e e e e e 52



3.2.5. Testovani bunécné imunitni 0dPoVEdi ........cccuveeieciiieiiiieec e 52

3.2.5.1. IMUNIZACE MYST 1..itiiiiieiiiiiiiteeeeeee e ettt e e e e st e e e e e s etba e e e e e s s sstaeaeessnsbaeeeaeesansbneeaaessns 52
3.2.5.2. ZPraCOVANT SIEZIN .. ..uuiiiiiiiiiieeeeee ettt e et e e e et e e e e s baaeaaa e e 52
3.2.5.3. Stimulace SPIENOGYIN VItIO ........ccoeeiiiiiiiciiiie e e e e e e e e e s s e s e eeeeeees 53
T T e 1S o Lo ] B o o 1 PR 53
3.2.6. Protinddorove teStY iN VIVO ........ccccuveeiiciiee ettt e et 53
Y A 1= |4/ 55
4.1. Pfiprava rekombinantniho viru vakcinie exprimujiciho sTBRII-Fc-Jun protein................ 55
4.1.1. Klonovani genu STRRIIFFC-JUN ...oeiiiiiiiee ettt et e e s s aen e 55
4.1.2. Priprava rekombinantnino VifU.......ccccoiiiiiiiiciiiic ettt e 58
4.2. Charakteristika STBRIFC-JUN c....uiiiiiieeee e areee s 60
4.2.1. Ovéreni vazby sTBRII-FC-JUN NA Protein G .....ccueeeeeciiiieeieee et 60

4.2.2. Porovnani exprese sTBRII-Fc-Jun a sTBRII pod riiznymi promotory-detekce rozdilné
VEIIKOSTE FECEPTOIT ...vveeiie ettt ettt ettt tte e s be e et e e e be e eetbeeeebee e baeesabeeenseeennes 62

4.2.3. Exprese sTBRII-Fc-Jun a sTBRII pod rdznymi promotory- detekce mnoZstvi

rekombinantniho receptoru v médiich a lyzatech infikovanych bunék...............cc............ 63
4.3, IMUNIZACNT POKUSY ....cvtiieieiiieeeciiee ettt e e ettt e e ettt e e eetaeeeeebae e e e sraeeeesseseeeeensseeesnsaeeeeanseeans 64
4.3.1. Testovani bunécéné imunitni odpovédi po imunizaci virovymi vakcinami................ 64
o o U T VN [ 1N Lo PSR 69
4.4.1. U¢inek sTBRII-Fc-Jun na funkci protinddorové vakciny pfi terapii TC-1 nadord........ 69
5. DISKUZE ...ttt ettt ettt e e e e e e et e e e e e e e 73
5.1. Pfiprava rekombinantniCh VIrU .........coooiiiiiii ittt et aree e 73
5.2. Charakteristika STBRI-FC-JUN ....cciiiiiiiieiiciiie ettt et e e stre e e eenter e e e earaeessabaeaeeans 74
5.3, IMUNIZACNT POKUSY ...vviieieiiiee ittt ettt et e e etre e e e st e e e sataeeesesbteeeeenbeaeesansaaaeanns 76
5.4, POKUSY N VIVO ..uutreiieee ettt ettt e ettt e e e e e e ettt ae e e e e e e e s eaabaaaeeaasesannsstaeesaeeeaaeennns 77
5.5. Imunoprecipitace STRRIFFC-JUN ..ccuiiie ettt ettt e e e tree e e e aaee e 79
5.6. Priprava sTPRRII-Fc- Optimalizace PCR .......ooii ettt ettt aree e 79
B. SOUNIII ...ttt et e e 81
7. S€ZNAM POUZILE [IEEIAIUY......uueeeiicmmmmmme e e e e e e e e e 82

10



1.Uvod

Rozvinuté nadory obsahuji krémmalignich bugk i bunky nemaligni, jako jsou
nadorové myofibroblasty, endotelialni a Ztiné buiky, které tvai okoli nadoru. Tyto
buiky produkuji velky péet ristovych a regukmich faktoii, které maji pozitivni vliv
na progresi nadara vytvai imunosupresivni prostdi, jez brani rozpoznani nadoro-
vych antigef a znesnailije imunoterapii naddr

Jednim zdchto faktofi je TGH produkovany bilkami nadoru i bitkami nado-
rového okoli. TGB slouzi véasnych stadiich karcinogeneze jako nadorovy supreso
béhem Kistu nddoru se vSak jeho funkceénia stane se zZpnadorovy promotor pod-
porujici imunosupresiist a Steni nadoru. Tento nadorovy T@ke mozné neutralizo-
vat zvySenou lokalni expresi rozpustného recep®iRIl, coZz ma za nasledek
zlepSeni podminek pro funkci protinadorovych NK baurek.

Rekombinantni virus vakcinie gaimezi dole prowiené vektory. Jeho vyhody
spaivaji ve vysoké hladihexprese¢aso omezené expresi transgenu, nizkému riziku
inzerce do hostitelského genomu a stimulaci humoinaburééné imunity. Ri terapii
nadoi se tyto vektory pouZzivaji pro indukci protilatekl ourééné odpo¥di proti n&-
dorovym antigefim a také pro expresi faktoovliviujicich imunitni odpo¥d’.

Oddleni experimentalni virologie na Ustavu hematologirevni transflze
(UHKT) se zabyvéa vyvojem genetickych vakcin prapsirnadof vyvolanych lidskym
papilomavirem 16 (HPV-16). Pro indukci imunitni adpdi se ukazaly jako velmi
acinné rekombinantni viry vakcinie obsahujici gen gibprotein HPV-16. Pro zvySeni
imunitni odpo¥di Ize do rekombinantniho viru vlozit vedle genw (&7 protein i gen
modulujici okoli nadoru. Timto genemiage byt sPRII fuzovany k Fc-Jun. Fc frag-
ment IgG1 umotiuje zvySeni exportu produktu z kikna vytvaeni homodimeru pro
lepSi vazbu s ligandem. Jun (fragment z c-Jun)nddalokuje vazbu spRII-Fc k Fc

receptoéim.

Cile prace:
» Konstrukce rekombinantniho VACV nesouci gen pr@RIT-Fc-Jun pod kontro-
lou E/L nebo H5 promotoru
» Charakterizace $RII-Fc-Jun
» Testovani T-bu&né imunitni odpo&di specifické pro E7 peptid a VACV peptid
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* Vliv koexprese sPRII-Fc-Jun na innost virové vakciny P13-SigE7LAMP-TK

pii regresi nadarin vivo.
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2. Prehled literatury

2.1. Virus vakcinie

2.1.1. Uvod

Virus vakcinie (VACV) patti do skupiny poxviii. Jsou to velké DNA viry repli-
kujici se v cytoplazsburek obratlovd i bezobratlych. Z lidskych patog&maji nej-
veétSi vyznam virus variola a virus molluscum contagim. Variola, zvana téz virus
¢ernych nestovic, byla rozéha po celém $#, prvni zminky o jejim vyskytu jsou
zroku 1122 pn.l. zCiny. V roce 1980 bylyerné nestovice $tovou zdravotnickou
organizaci prohlaseny za eradikované (HENDERSONOSEI 1999). V dnesni ddlse
vSak stale pracuje na vydmové a bezpmé vakciny proti poxvirm, protoze hrozi
zneuziti virucernych neovic v oblasti terorismu a také se objevujippdy, kdy se lidé
v oblastech Afriky nakazili z¥écimi poxviry.

VACV byl jako prvni ze zviecich vif mikroskopicky pozorovéan,ipsre titro-
van, fyzicky purifikovan a chemicky analyzovan (M®3001). Fesny @ivod VACYV je

neznamy.

2.1.2. Struktura

Zralé viriony maji tvar cihly o rozgmu 350270 nm. Povrchova, 30 nm silna
vrstva ohraniend membranou obaluje homogenni bikonkavni corgelp stranach se
vyskytuji lateralni &liska. Existuji fi druhy infelkénich virovych partikuli: IMV (intra-
celularni maturovany virion), EEV (extracelularnbateny virion) a CEV (s hikou
asociovany obaleny virion).

Genom tvai linearni dsDNA o velikosti kolem 190 kbp, ktegna obou kon-
cich kovalenta spojena. Obsahuje 10 kbp dlouhé invertované kahcepetice (ITR).
Na koncich ITR se vyskytuje vldsenka, ktera je al@ni v délce deleci, repetici a
transpozici. Otaené c¢teci ramce se négkryvaji a zpravidla se vyskytuji &u
v centralni oblasti, pokud jsou vysoce konzervovargpojené s esencialnimi replika
nimi funkcemi, nebo v koncovyatéstech, pokus jsou variabilni a produkty jejichigen
jsou spojené s interakci s hostitelem. Idfékvirova partikule obsahuje transkiip

enzymy, které zajidji syntézu a modifikaci mRNA.
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2.1.3. Zivotni cyklus

PrestoZze VACV byl jako prvni z virizolovan a pozorovan pod mikroskopem,
jeho vstup do heky neni zcela objagn. IMV vstupuje do buék po flzi
s plazmatickou membranou nebo pomoci invagifeh v&ka. EEV vstupuje do buik
endocyt6zou po disrupci ¥$i membrany, f které dojde k uvoléni IMV a k jeho fuzi
s plazmatickou membranou. Vstup CEV se podoba HitWize #stava pipojen na
plazmatickou membranu ragivské buiky a jeho Seni usnaduji aktinové mikroklky.

VACV ma Siroky hostitelsky okruh a infikuje s&vbuiky rozdilnych tyg,

z ¢ehoz se usuzuje, Ze jeho receptor je exprimo¥&inou burk a je vysoce konzer-
vovanci ze existuji rozdilné receptory né&znych butkach (CHUNG et al. 1998). Kan-
didaty na VACYV receptor jsou proteoglykany, recegim epidermalniistovy faktor
(EGFR) ¢i chemokinovy receptor. Bylo prokazano, Zze se VAG¥7L membranovy
protein vaZe na heparan sulfat (CHUNG et al. 1998)e bylo prokazano, Ze se VACV
D8L obalovy protein vaze na chondroitin sulfat (ASI et al. 1999). VACV koduje
VGF (virovy ristovy faktor), ktery je homologni k EGF (epidermatistovy faktor) a
k TGFu (transformuijici @istovy faktora) (BULLE 1988). Bylo prokazano, Ze obsazeni
EGFR inhibuje VACYV infekci (EPPSTEIN 1985). Bky infikované VACV produkuji
dva povrchové proteiny A33 a A36, které zaioja superinfekci biiky a umo#u;ji
rychlejsi steni viru (DOCEUL et al. 2010).

Po vstupu do cytoplazmy je virové core transpomaoviéa blizkosti jadra, kde do-
chazi k syntézéasné mRNA a k druhému rozbaleni pomoci virem koédéka protei-
nu. Poté dochazi k replikaci virové DNA a k tramg&r intermediarnich a pozdnich
MRNA.

Formovani virionu zé&nda tvorbou plmésicnych membranovych Gtvar O pi-
vodu této membrany se vedou spory. Podle prvni tégyovznikla tato membrande
novo nejasnym mechanizmem, protoze nebyla nalezena bpodb s zZadnou
Z burg¢cnych membran. Jednou z moznosti vzniku této menyljedyeji syntéza na hyd-
rofobnim proteinovém leSeni (honeycomb latticegrétbylo pozorovano deep-etch
skenovacim elektronovym mikroskopem (HEUSER 20Bb6}ile druhé hypotézy je tato
membrana odvozena z endoplazmatického retikuBolgiho aparatu.

Pialmésicné atvary se uzawu do kruhovitého tvaru za vzniku nematurovanych
viriona (IVs) s hustou nukleoproteinovou hmotou vioZenowdanularni matrix. Kula-

té IVs se mini na intracelularni maturované viriony (IMVs) weatu cihly.
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IMVs se pohybuji od mista vzniku k okraji ikly po mikrotubulech pomoci
A27L membranového proteinu (SANDERSON et al. 2000\Vs se uvohuji z buiky
pouze po jeji lyzi, ale dkteré partikule jsou obaleny dalSimi membranamioaéwnymi
od trans-Golgki pozdnich endozo6tn které obsahuji virové proteiny. Timto obalenim
vznikaji intracelularni obalené viriony (IEVs) sBalovymi vrstvami.

IEVs jsou transportovany k periferii tikly po mikrotubulech za vyuziti kinezi-
nu-1 (RIETDOREF et al. 2001), tento proces vyZzadl#§eCV protein F12 (Zhang et al.
2000, EIJL et al. 2002) a je také ovlémproteinem A36 (RIETDORF et al. 2001,
HERRERO-MARTINEZ et al. 2005). VACV protein F12 seoji strukturou podoba
lehkémufetézci kinezinu (MORGAN et al. 2010). IEVs fuzuji Bpmatickou mem-
branou a ztraceji jednu &8i membranu. Uvokné viriony se nazyvaji extracelularni
obalené viriony (EEVs), nebaigtavaji asociované s biimym povrchem a nazyvaji se
s buikou asociované obalené viriony (CEVs). CEVs umzpiimé Sfeni z buiky do
buiiky pomoci aktinovych kli, zatimco EEVs umditiji Siceni viru na delSi vzdalenosti
(znadzorrno na obrazkg.1). IMV a EEV obsahuji rozdilné virové membranqvétei-
ny a vazi se na rozdilné kigné receptory¢imz se zvysuje okruh hostitelskych kkn
Pri maturaci jsou dlezité biochemické modifikace (proteolyza, vznilsulfidickych
mustki, fosforylace).
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Obrazek ¢.1: Prehled zivotniho cyklu VACV

1) Virus vstupuje do hiky, dochazi ke ztratvnéjSi membrany a uvolmi virového core do cytoplazmy.
2) Virové core postupuje dale doitky po mikrotubulech3) Dochéazi k transkripckasnych mRNA,

k rozbaleni virového core a k DNA replikadi) Vznikaji nematurované viriony (1V), které sesmh na
IMV, ty se z buiky uvoliuji po jeji lyzi.5) Nékteré IMV jsou obaleny dalSimi membranami odvozenym
od ¢asnych endozéirki trans-Golgi,¢imz dochazi ke vzniku IEV6) IEV jsou transportovano po mikro-
tubulech k okraji biikky. 7) Vnéjsi IEV membrana splyne s plazmatickou membranaa povrch biiky

se dostanou CEV, které mohotistat asociované s Bkou nebo se z povrchu fiky uvolni za vzniku
EEV (Prevzato z ROBERTS a SMITH 2008).

2.1.4. Transkripce

Enzymy pro transkripci génjsou syntetizovany téz v pozdni fazi infekce a za-
baleny do virové partikule, protoithe transkripc&asnych geh z&it ihned po vstupu
viru do buiky. Casné mRNA koduji enzymy a faktory pro transkriptermediarnich
geni, syntézu DNA a interakci s hostitelskounkau. Ri ¢asné transkripci sergpiSe
cca polovina vSech virovych g&fODA a JOKLIK 1967).

Promotor pro transkripci  ¢asnych get ma sekvenci
AAAAAATGAAAAAAITA. Iniciace transkripce za&ind 12-17 nukleotidl od promoto-
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ru ve smdru transkripce a je ATP dependentni. Transkripaatka0- 50 bp za termi-
natnim signdlem TTTTTNT a vyZaduje capping enzymy édlNFhukleozid fosfohyd-
rolazal) (CHRISTEN et al. 1998). Virova RNApol se podoh&karyotické, sklada se
z osmi podjednotek o velikosti 7- 147 kDa. S RNApsbciuje protein RAP94 ve spo-
jeni s VETF. VETF (heteromerni protein sklddajiei & 2 podjednotek) se vaZze na
promotorycéasnych geh a zajifuje ATPazovou aktivitu. VETF a RAP94 jsou funk
nimi analogy bu&inych proteiri TFIId a TFIIf. Capping enzymovy komplex jéldzi-

ty pro terminaci transkripce, vzniepicky (cap) na 5° konci mRNA a plni funkci RNA
trifosfatazy, RNA guanyltransferdzy a RNA metyltséerdzy. Enzym katalyzujici vznik
koncového polyA je heterodimer skladajici se z B la 39 kDa podjednotek VP55 a
VP39.

Intermediarni geny jsou exprimovany po replikacové DNA diky produkim
¢asnych ge. Bylo identifikovano 7 intermediarnich genejichZz produkty jsou nutné
pro expresi pozdnich génPromotor obsahuje sekvenci TAAAT. Transkripceaduje
now syntetizovanou RNA polymerazu bez RAP94 podjedna@kasné transkrini
faktory. RNA pol nerozpoznava termifma signal, proto je 3" konec intermediarnich
MRNA heterogenni. Na transkripci intermediarnichigee podili také buny protein
VITF-2, u nthoz dosud neni zndm mechanizmigspnu z jadra do cytoplasmy.

K transkripci pozdnich géndochazi po expresi intermediarnich geRrodukty
pozdnich geml jsou stavebni proteiny virionu a transknp faktory pro genyasné.
Promotor se podoba promotoru intermediarnichig&€ranskripce vyZzaduje néwsynte-
tizovanou RNApol bez RAP94 podjednotky a intermedidranskrigni faktory. Na
5’konci pozdnich mRNA j&epikka s polyA-zavaeci sekvenci vzniklou klouzanim

RNApol na TAAAT sekvenci promotoru.

2.1.5. Replikace

DNA replikace probiha v cytoplaznhostitelskych bugk v blizkosti organizé&
niho centra mikrotubil Zatina po transkripatasnych gei cca 1-2 hodiny po infekci.
VACV kéduje enzymy metabolizmu DNA, mezi které ipaymidinkinaza, tymidylat-
kinaza, ribonukleotid-reduktdza a dUTPaza.

Presny mechanizmus replikace neni doposud znam,njedmhoznych modél
je, Zze DNA replikace z4na zlomem v jednéi obou koncovych viasenkach, nasleduje
piidavani nukleotid na volny 3° konec, vysiovaniietzce a vznik intermediarnich

kontaktemel, které jsou spojeny zdvojenou vldsenkou a jejatsEpeni je pravéipo-
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dobre¢ zajis€no virovou topoizomerazou 1 a nicking-joining enzm (K4L)
(ECKERT et al. 2005).

Virova DNA pol ma celkovou hmotnost cca 110 kDarank funkce polymera-
zy ma takeé asociovanou 3’ exonukleazovou aktiviteziMialSi virové proteinydastnici
se replikace DNA p&t DNA-nezavisla nukleozid trifosfataza (D5R), setfimeonin
kinaza (B1R), uracil DNA glykosylaza (D4R), H5R @R genové produkty formujici
proteinovy komplex (ISHIl a MOSS 2002).

Uvniti burek infikovanych VACV dochazi ve velké tiei k homologni rekombi-
naci. Enzym katalyzujici rekombinaci neni dodnedmznale virem kédovana DNA
polymerdza mé ip rekombinaci vyznamnou roli (GAMMON a EVANS 2009.iky
nerovnondrnému crossing-overu dochazi k variabilit patu tandemovych repetic,
k delecim a translokacim. Homologni rekombinaceys&iva i tvorb¢ rekombinant-
nich vektofi odvozenych od VACV.

2.1.6. Interakce s hostitelskou biikou
2.1.6.1. Cytopaticky efekt

V infikovanych buikdch dochazi k morfologickym a metabolickym &vam,
které se nazyvaji cytopaticky efekt. Mezi morfoldgt zmény pati zména
v permeabili¢ membrany¢i zmeény v cytoskeletu vedouci k zakulaceni Bkira ke
vzniku syncytii. VACV také indukuje pohyb infikovach burgk (SANDERSON et al.
1998). Riblizn¢ 24 hodin po infekci dochazi k lyzi infikovanychrigi.

2.1.6.2. VACV vs. imunitni systém

Hostitelsky imunitni systém #ize zastavit $&ni virové infekce mnoha mechani-
zmy, kterym se viry snagielit riznymi zpisoby. Bezprosedre po proniknuti viru do
organizmu se aktivuji nespecifické imunitni reakeérnujici interferony, komplement,
cytokiny a NK buiky. Aktivace NK burkk pomoci poxvifi neni stale dostate¢ pro-
zkouména, ale nedavné vysledky ukazuji, Ze VAGXZen@imo aktivovat TLR2 recep-
tory NK burek, coz je nezbytné pro jejich spravnou funkci (MAREZ et al. 2010).
Nasledr dojde k aktivaci cytotoxickych T lymfocyta také k tvorb protilatek.

Virové obranné mechanizmy se daji réligddo 3 tid. Mezi prvni paf produkce
virokinu, které napodobuji cytokiny a jiné regéé molekuly imunitniho systému. Do

druhé tidy pati produkce viroreceptar které se podobaji b&nym receptaim, ale
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ztratily transmembranovou kotvici sekvenci. Betittidy pati intracelularni proteiny,
které interferuji s bufgnymi signalnimi drahami.

Protein Typ modulace Mechanizmus

Al18R Inhibice syntézy IFN Regulace produkce dsRNA
B18R IFN receptor Rozpustny Il receptor
VH1 Inhibice IFN signalizace Fosfatéza rusSi aktivétatl
E3L Blokace funkce proteinindukovanych IFN | Vazba dsRNA a blokace Pkr
ﬁggg Inhibice TLR4 a Il-1 signalni transdukce ﬁ:tiurlggérstggs]obné TolHike

Tabulka ¢.1: P¥iklad VACV protein i modulujicich imunitni systém hostitele

Infekce VACV inhibuje také maturaci dendritickychrigk blokovanim signalni
transdukni kaskadyi cytokinové stimulace, sniZuje get MHCgp | na povrchu buk
a ovliviiuje apoptozu infikovanych bgk genem SPI-2/ B13R2 (serpin, homolog Cr-

mA), ktery ma vliv na aktivitu kaspéaz.

2.1.7. Rekombinantni vektory odvozené od VACV

V dnesni dob neni hlavni pekadzkou genové terapie nedostatek terapeutickych
geni, ale nedostatek vhodnych systému pro demi €chto geri do cilovych busk.
NejlepSim systémem pra‘gnos terapeutickych génsou dnes viry, které mohou byt
manipulovany k expreséthto ger ¢i ke specifické replikaci v hostitelskych itkéch.
Pro gechodnou transgenni expresi se pouZzivaji virovéovglodvozené od adenottir
¢i VACV a pro trvalou transgenni expresi vektory odgné od retrovir ¢i AAV (ade-
no-associated virus).

VACV byl témét 200 roki pouzivan na vakcinaci proternym nestovicim a
dnes je jednou z nejlépe charakterizovanych virbwakcin. VACV maradu vyhod-
nych vlastnosti jako jsou - Siroky hostitelsky dkrwysoka mira exprese, kapacita pro
vkladani velkého mnozstvi DNA (25 kbp), nedochaxidZeni do hostitelského geno-
mu, relativie snadné vytvieni a izolace rekombinantnich wirTyto vlastnosti vedly
k vyuziti VACV jakozto expresniho vektoru. Rekomdmni VACV maji vlastnosti
Zivych oslabenych vakcin, prezentuji antigetiyogzenym zfisobem a stimuluji humo-
ralni i burgénou imunitu. CTL aktivita je ovlivéna volbou promotoru, ip pouZiti

pozdnich promotdr stimuluji antigeny protilatkovou odp&¥, ale nedochazi k asociaci
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proteini s MHCgpl pro rozeznani CTL, protoZze VACV inhibuggntézu bu&nych
proteini, mezi které pét i proteiny dilezité pro vznik komplexu MHCgpl- antigen na
povrchu buky. P pouziti casnych promotdrdochazi k aktivaci cytotoxickych T lym-
focyta.

Genom VACYV obsahuje 200 ginz nichz giblizné 30% neni esencialnich pro
replikaci viruin vitro, ale mohou ovlivnit virulendin vivo. Fi tvorbé rekombinantnich
vira nelze pimo zaveést cizi DNA do genomu VACYV, protoZe j@ip velky a purifiko-
vana virova DNA je neinfaini. Vhodné biiky je nutno transfekovat purifikovanym
plazmidem a koinfikovat rodovskym virem. Benos ciziho genu z plazmidu do viru
probiha homologni rekombinaci uvnibfikovanych bugk. Exprese genu musi bkt
zena virovym promotorem, protoze VACV si kodujesttd polymerazu. Pro vysoky
stupdi exprese se pouziva promotor pozdnichugeddujici hlavni strukturni proteiny
(napg. 11 kD protein), urdé promotoryci hybridni systém zaloZzeny na T7 RNA poly-
meraze. Inzeini mista se nachazeji nejvice na koncich genonmiratei oblast je vice
konzervovana a obsahuje esencialni geny, ale sedeachazi dkolik neesencialnich
geri vhodnych pro inzerci. Nejvice se pro rekombinaaiaiva gen pro tymidin kinazu
(TK).

Mezi nejvice pouzivané kmeny VACV pro vznik rekomdnitnich vektar paki
laboratorni kmen Western Reserve (WR), vakmingkmeny Koda, Wyeth, Lister,
oslabené derivaty Lister, NYBH a Modifikovany virAgkara (MVA).

K pripraw bezpénych vakcin se deletu§i inaktivuji geny, které ovliiuji vi-
rulenci. Nap. u kmene Koda dala delece 18 génvznik vysoce oslabenému typu
NYVAC. Jinym pistupem pro vznik vysoce oslabenych vakcin je pasa#in vitro,
nag. MVA ma mnohonasobné delece diky vice nez 500basaa buikach kdecich
embryi (MAYR et al. 1978). Vyuziva se také vlozeidiho genu do TK VACV, coz
vede ke sniZeni virulence.

Rekombinantni VACV se také vyuZivaijti perapii nadoli. Vyvijeji se b’ na-
dorové vakciny, jejichZz imunostimwiai vlastnosti iniciuji imunitni odpad’ proti na-
dorovym buikam, nebo onkolytické viry, které jsou specifickjeay do nadorovych
burék. Onkolytické viry se mohou pouzivat v kombinagnalymi molekulami, a nebo
se v posledni dattaké zkouma vyuziti komplemeditd virové terapie kombinujici dva
razné viry nap. VACV a virus vezikularni stomatitidy (Le BOEUF GaBELL 2010).
Vyuziti VACV jako vektoru pro genovou terapii je pfa zvySeni imunogenicity

transfekovanych buwk melanomu, kdy rekombinantni virus exprimoval fipnodukt
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ER cilového signélu a HLA-A201 vazebného 27-35 ideptinfekce busk melanomu
timto rekombinantnim virem #&a za néasledek zvySeni CTL odgadv in vitro
(SCHUTZ et al. 2001). DalSimrigladem je rekombinantni VACV exprimuijici protein
p53, ktery po transfekci do gliomovych kiknzpisoboval vysoky stugeapoptozy
(TIMIRYASOVA et al. 2001).

Divoky VACYV neni specificky pouzeti nadorovym bikédm, pro zvyseni této
specifity musi byt modifikovan. Jednou z moZnostySeni pro-nadorové specifity je
delece TK genu. TK je konstitutignexprimovana v nadorovych tkéch, zatimco
v ostatnich biikkach vznika pouzedhem S a Gfaze bugéného cyklu.

Mezi dalSi protinadorové metody piat, Gene-direct enzyme pro-drug therapy*
(GDEPT). Tato terapie zahrnuje naklonovani enzymwidu cileného na nadory, poté
je dorwena pro-drug, kterou tento enzym aktivuje, tim dojduvolréni cytotoxické
latky do okoli nadoru. Mezi dva nejvyzna@gi systémy pdt herpes simplex virus
tymidin kindza-ganciclovirovy systém a cytosin dé@adma-5-fluorocytosinovy systém,
kdy je gen pro cytosin deaminazu viozen do VAC¥e{zato z THORNE et al. 2005).

2.2. Receptor typull pro transformujici r astovy faktor g (TBRII)

2.2.1. Charakteristika TGFp

Transformujici iistovy faktorp (TGH3) byl poprvé identifikovan v kulfte trans-
formovanych mysich fibroblakta pojmenovan podle schopnosti podporovat na pedloz
ce nezavislyist burgénych linii (DE LARCO a TODARO 1978).

Skupina TGB se sklada z cca 30 struktdrpodobnych proteiin do které pat
izoformy TGH, rustové diferenciéni faktory, morfogenetické proteiny kosti, aktiviny
inhibiny a neurotrofni faktory. TGFR je multifuérki regulétor, inhibuje bugny rist,
zpuasobuje apoptézu, stimuluje produkci extraceluldnaitrix, reguluje proliferaci, mi-
graci burk a ovliviiuje buiky imunitniho systému. Deregulace jeho signalnhyrZpi-
sobuje mnoho lidskych onemagn, mezi které pét fibrozy, autoimunitni onemoeni
a vznik nadat.

Jsou znamy 3 lidské izomery TEFTGH31, TGH2, TGH3), které sdileji 75%
homologie v aminokyselinové sekvenci, ale vykonavagdilné funkce. Monomerni
formu TGP tvori 4 antiparalelniB-fettzce a 3 intramolekularni disulfidicke tstky
tvorici cystinovy uzel. Monomery jsou spojeniep N-terminalni cystein do futikiho

homodimerwi heterodimeru.
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TGH3 je kddovéan ve formprekurzoru, ktery obsahuje N-koncovy signalni pep-
tid (20-30 AMK) pro sekreci z bk, centralni oblast nazyvaijici se latentrsociovany
protein (LAP) a 112-114 AMK C-terminalni oblast, Zteré se proteolytickym &ie-
nim stane maturovana TGmnolekula. Bhem sekrece je LAP od§ten od TGB, ale
zistava k TGB nekovalents asociovan. Komplex LAP-TGF se kovalent& vaze
k latentnimu TGPB-vazebnému proteinu (LTBP) (TAIPALE et al.1995). rHplex
LAP-TGF3-LTBP se vaze na extracelularni matrix (HYYTIAINEN al. 1998). LTBP
pIni v komplexu funkci lokalizace (vaze se k exédatarni matrix), LAP funkci detekce
(spousti seies r&j aktivaini mechanizmus) a T@Hunkci efektoru. Aktivatory TGF
mohou byt protedzy, integriaf3 , reaktivni kysliky (ROS) a nizké pHigvzato z
ANNES et al. 2003).

2.2.2. Charakteristika TGFp receptoria
Existuji i typy TG receptoit. TGF31 a TGPB3 se vazi s vysokou afinitou ke

vSem tem typim receptoi, zatimco TGB2 se vaze s vysokou afinitou pouze [}iRIl.
Typ | (TBRI) a typ Il (TBRII) jsou transmembranové serin/threonin kinazyzbeau
TGH3 se spoji do multimernich recepipnegastji heterotetramet. TBRI ma na rozdil
od TBRII v transmembranové dom&mblast bohatou na glycin a serin (GS doména).
Mezi TBRIII patii betaglykan a endoglin, jez postradaji kindzovktivdu a maji pouze
regula&ni vlastnosti. Betaglykan pomah&R1 a TBRII rozpoznavat TGE. Endoglin se
pievazré nachazi na proliferujicich endotelialnichnkach, jeho pesna funkce neni
znama, ale ma vliv na signalizadep TG receptory ( LEBRIN et al. 2004).

Prvni objevenad TG signalni drdha vedeigs Smad proteiny. £Zma vazbou
TGH3 na TBRII, ktery fosforyluje GS oblast nafRI. Aktivni ALK5 (activin-like kina-
se) PRI fosforyluje R-Smads (receptorem-regulované Smé&isad2 a Smad3) a
uvoliuje je z cytoplazmatickych kotvicich prot&ijako je nap. SARA (SMAD kotva
pro aktivaci receptorem). Fosforylované R-Smadstitveeteromultimerni komplex
s co-Smads @zné-zprosedkovavajici Smads - Smad4) a vstupuji pomoci itpop
do jadra, kde ovlitwuji transkripci cilovych gein (zndzorgno na obrazkw.2). Mezi
cilové geny pat nag. INK4B kodujici p15 (Li et al. 1995) a WAF1 kodeijip21 (El-
bendary et al. 1994). p15 a p21 jsou inhibitorylicyependentni kinazy (CDK). Inhi-
bice CDK blokuje fosforylaci pRB (retinoblastomaof®in), ¢imZz dojde k zastaveni

bung¢ného cyklu v G1 fazi.
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Smad signalni draha je regulovdna na mnoha Uroyviécimou z regulaci je
zpstnovazebnd inhibice, kdy Smad komplex aktivuje gperyy inhibiéni Smad (Smadsé,
Smad7), které blokuji vazebné misto pro R-Smadktimcvaném PRI. Smad7 vaze
také ubiquitin-ligazu Smurf, ktera smje receptory do proteazému. Intibi Smad
mohou byt aktivovany také extracelularnimi ligar{dgg. INF-y). Na inhibici a regula-
ci signalizace se dale podi#ida intracelularnich faktor

Mezi dalSi signalni drahy patERK (extracelularni signal-regulujici kinaza ),
JNK (c-Jun NH-terminalni kinaza), MAPK (p38 mitogenem-aktivovami@tein kina-
za), PiK (fosfatidylinositol-3 kinaza) a Rho GTPazadpzato z Derynck et al. 2001),
(zndzorgno na obrazkg.2).

TGF-3
EGF IFN-y TNF-c. stress signals Whnt

-1= R Ri l l
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i r

- :"JJ' ;ﬂ. ot JNK © p38
L v, ||
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-catenin
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Obrazek ¢.2: TGFp signalizace

Po aktivaci receptoru vazbou TGHojde k gechodné interakci Smad2 a Smad3BRIT kterou stabilizu-

je protein SARA. BRI fosforyluje C konec Smad2 a Smad3, které se petdni z receptoru a vytvd
heteromerni komplex se Smad4. Tento komplex tr&ogodo jadra, kde ovliwje expresicady gefi.
Smad?7 inhibuje aktivaci Smad2 a Smad3. Exprese Bljeaithdukovana stimulaci jedné z mnoha signal-
nich drah, naip v odpo¥di k EGF, IFNy, TNF-a. Smad signalni drahu regulujékolik dalSich signal-
nich drah, naip stresovymi signaly aktivovana JNK a p38 MAP kiné& signalizacesi B-catenin
signalizace indukovana Wnt proteiny. TGfké indukuje aktivaci Ras, RhoB, RhoA, TAK1 atpim
fosfatazy 2A, které vedou k aktivacikolika MAPK drah (evzato z DERYNCK et al. 2001).
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2.2.3. Role TG pri nadorové transformaci

TGHB ma i karcinogenezi dvoji roli, ¥asné fazi slouzi jako nadorovy supre-
sor, them Kistu nadoru festanou byt nadorové tky citlivé k inhibicnim signaim
TGH3 diky mut&ni inaktivaci nebo deregulacijaké z¢asti TGH signalni drahy a
samy buiky produkuji velka mnoZzstvi TG¥ Tento TGB potom slouZi jako nadorovy
promotor, stimuluje angiogenezi, imunosupresi atégun extracelularni matrix, ktera
poskytuje nadoru vhodné mikropriedi pro rychly fist a metastaze. Takétgmbuje
epitelialni-mezenchymalni transformaci (EMT}i které dochazi ke ztr&epitelialnich
vlastnosti bugk a znén¢ na migra&ni fenotyp (pevzato z GOTZMANN et al. 2004),
(znazorrno na obrazkd.3). Je znamo, Zze T@ignalni draha vedouctgs Smad pro-
teiny vede k supresi nadgrzatimco TGB signalni drahy nezavislé na Smad proteinech
podporuji karcinogenezi {pvzato z NAGARAJ a DATTA 2010).

Dvoji role TG byla jas# prokazédna pokusem, kdy vysoka exprese FGF
v keratinocytech zpgtku inhibovala vznik nadarvyvolanych chemickym karcinoge-

nem, ale pozgi zpiusobovala progresi nadoru (CUI et al. 1996).

2.2.3.1. Mutace v TGP signalni draze

Signalni draha TGF; kterd vede k inhibicitistu a apoptotdze, je u nadgieru-
Sena mutacemi. Ve¢t8ing pripadi se jedna o mutace sporadicki&gce se objevuji i
mutace germinalni vedouci k nadorovym predispozitimétSiny nadod ale Zistavaji
n¢jaké komponenty TGFsignalni drahy funéni a mohou vyznan#ovliviiovat karci-
nogenezi.

Mutace v BRI se u naddar nachazeji jen velmifimka. Mutovany BRI se vy-
skytuje u nadar hlavy a krku, kdy dochazi k hypermetylaci DNA (MOIX-
ANTONIA et al. 2009).

TBRII je ¢asto mutovan ve specifické mikrosatelitni sekvan@olorektalnich
nadofi a nadol Zaludku, k mutaci dochazi inzexkgideleci 1-2 adeninv 10 bp polya-
deninovém traktu v extracelularni domérpRIl (LU et al. 1996). Tato mutace vede ke
shizeni stability mRNA, a pokud dojde k translaenikne zkraceny neaktivni receptor.
Mutace v BRIl se nachézeji naptaké u naddr prsu (SUN et al. 1994), plic (DE
JONGE et al. 1997), krku a hlavy (GARRIGUE-ANTARa$t 1995).

Geny pro Smad2 a Smad4 se nachazeji na chromoz8ga1 1tato oblastasto
procklava alelické ztraty v mnoha typech nabdoSmad4 je homozygaindeletovan

v 50% pankreatickych nadofv 90% gipadi se tyto mutace vyskytuji na chromozomu
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18q), v 10% vSech colorektalnich nailer ve 30 % metastazickych colorektélnich na-
doni, kde ztrata Smad4 vede ke &m funkce TGP z nddorového supresoru na nado-
rovy promotor (MIYAKI et al. 1999, ZHANG et al. 20D. U jinych nadai byl
mutovany Smad4 nalezen s mensi frekvenci.

Mutovany Smad2 byl nalezen rfau nadoi@i colorektalnich (EPPERT et al.
1996), nadar plic (UCHIDA et al. 1996) adoznihoc¢ipku (MALIEKAL et al. 2003).
Ztrata exprese Smad3 byla pozorovana u nadatudku a T butné lymfoblastické
leukémie (pevzato z LEVY a HILL 2006). # pokusu na mySich vedl mutovany
Smad3 ke vzniku colorektalnich natldkU et al. 2007).

Nadnerna exprese inhibhiho Smad7 byla pozorovana u nadendometria a
Stitné Zlazy (fevzato z MASSAGUE 2008).

2.2.3.2. Potl&eni protinadorové imunitni odpowedi

Sekrece TGE nadorovymi biikami ¢i buitkami okoli nadoru pottaije protina-
dorovou imunitni odpaxd’. Hlavnim cilem jsou T lymfocyty, které mohoghem imu-
nitni odpowdi diferencovat v cytotoxické T lymfocyty (CTL pomocné T lymfocyty
(Thy a Th). U TGH1 deficientnich mysi se objevily sponté&raktivované T lymfocyty
a tyto mysSi umiraly na masivni z&g orgari (DIEBOLD et al. 1995).

Jeden z prvnich pokaisdokazujicich potkeni CTL produkci TGE, bylo zjis-
teni, Ze buky fibrosarkomu sekretujici TGF jsou rezistentni k CTL (TORRE
AMIONE et al. 1990). Thomas a Massaquée (2005)ilzjige TGH potlatuje vznik

granzymu A, granzymu B, perforinu, FasL a &b znamena molekuliteZitych pro

cytotoxickou odpo¥d’. NejdilezitéjSi je ale inhibice proliferace T lymfodytdiky sni-
Zeni exprese interleukinu 2. Je také znamo, ZefTiB& pozitivni vliv na vyvoj regu-
lacnich T lymfocyti (Teg). V nadorech bylo jsobenim TGE zjiSttno zvysSené
MNoZstvi Teg které potl@ovalyaktivitu CTL a NK burk (WOLF et al. 2003, CURIEL
et al. 2004).

DalSim imunosupresivnimipobenim TGP je sniZeni aktivace T lymfoaytdi-
ky negativnimu efektu na antigen prezentujichkyu(APC), nap. inhibuje maturaci
dendritickych busk béhem imunitni odposdi (STROBL a KNAPP 1999). TG¥Finhi-
buje expresi MHCgp Il inhibici exprese transaktrat Il. tfidy pres Smad3-
dependentni mechanizmus (DONG et al. 2001). Tak& dDymfocyty produkuji pod
vlivem TGH3 velké mnozstvi IL-17, ktery brani apoptoze nasgoh burgk (NAM et

25



al. 2008a). IL-17 ma v karcinogenezi komplikovanoli, vedle pronadorovych funkci
muze slouzit i jako nadorovy supresor (KRYCZEK et2409).

TGH3 muze zastavit stimulované B lymfocyty v G1 fazi kamého cyklu
(BOUCHARD et al. 1994) a inhibovatgsmyk membrana@wazanych imunoglobulin
na imunoglobuliny sekretované (KEHRL et al. 1991).

Hlavnim zdrojem velkého mnoZstvi T@F okoli nadoru jsou Gr-CD11b
nematurované myeloidni bkly (GHIRINGHELLI et al. 2005, YANG et al. 2008).

2.2.3.3. Podpora angiogeneze

Angiogeneze je nezbytna prast nadod, jejich invazi a metastaze. TGpod-
poruje expresi &kolika angiogennich faktérjako jsou nap VEGF (vaskularni endote-
lidlni rastovy faktor) a CTGF f{istovy faktor pojivovych tkani). P studiich rgkolika
nadofi byl prokazan pozitivni vliv TGF na angiogenezi, néprozpustné BRs, které
vychytavaly TGB u mysi s nddorem prsni zlazy, snizovaly vznik stéia v plicich
(BANDYOPADHYAY et al. 1999, MURAOKA et al. 2002).
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Obréazek ¢.3: Role TGHB v nadorovém okoli

a) Normalni epitelialni biikky jsou citlivé k inhibénim signahm TG, ale miiZze dojit k iniciaci karcino-
geneze a nasledhke ztrak citlivosti k TGFB. b) Dojde ke zvySené expresi TGR ke znéné jeho funkce,

z nadorového supresoru se stane nadorovy promotdPronadorovy efekt TGQF zahrnuje zvySenou
syntézu VEGF (vaskularni endotelidlfistovy faktor) vedouci k angiogenezi, pdtai funkce T a NK
burgk, zvySeni produkce PDGFugtovy faktor krevnich desgk) a CTGF (#istovy faktor pojivovych
tkani) a produkci MMPs (metaloproteinazy), ktetéspivaji k degradaci extracelularni matrix a invazi
nadorovych bugk. d) TGFB prispivd k EMT (epiteliélni-mezenchymalni transforepaadorovych bu-
nék umoziujici migraci, extravazaci aighi metastazi. Terapie cilena na B&ignalni drahu moduluje
tyto pronadorové efekty T@F buikadch nadoru a jeho okoli.igvzato z Yingling et al. 2004).

2.2.4. Terapie nado@i pomoci blokovani TGH signalni drahy

Jednim ze zpsohi, jak kontrolovat @ist nadoru a metastaze, je blokovani BGF
signélni drahy v pokidlych stadiich karcinogeneze. Pouzivani PGintagonist je
vSak riskantni diky dvoji roli TGk U nadot, kde stéle slouZi jako naddorovy supresor,
muze dojit k urychlenitstu a vzniku metastazi. Tato terapie vyzadujdiype vybér
pacienti, méiitkem miZze byt nap. mnozstvi TGB v plazng, nadorova expresepRll
¢i nddorové predispozice.

V preklinickych i klinickych pokusech se dnes zkajimrozpustné receptory,
dominantni negativni receptory, monoklonalni péakiy a antisense oligonukleotidy,
které jsou pimo cilené na TG ¢i malé molekuly inhibujici funkce receptorovych
kinaz.
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Prvni rozpustny receptor vznikl v roce 1989, kdyRIM et al. vytvéli fazni
protein CD4:Fc. Rozpustny T@Receptor byl poprvé vytien v roce 1998 a byl fuzo-
vany k Fc fragmentu (KOMESLI et al. 1998). Poukitzpustné extracelularni domény
TBRII (STBRIN) pii terapii mnoha nadérmysi vedlo ke sniZzeni metastazi a inhibici an-
giogeneze. Naptransgenni mySi exprimujici fazni proteinB&lll-Fc po intraven6znim
podéani izogennich melanomovych Blkmevyvinuly na rozdil od kontrolnich mysi me-
tastaze. Navic celozivotni expresgRBTl u t¢chto mysi neovlivnila jeho reguai roli
v normalnich tkanich (YANG et al. 2002). @1l ma giblizné 10krat nizsi afinitu k
TGH3 nez BRIl (LIN et al. 1995), cozZ iiwe byt zgisobeno monomerni formou roz-
pustného receptoru. Pouziva se tedy chimerickyeprasBRII-Fc, ktery ma stejné
vlastnosti jako firozeny receptor. Tento chimericky protein postré@@smembrano-
vou doménu PRII, ale obsahuje cysteinové zbytky pantové oblastkého retézce
IgG, diky nimz nfize byt sekretovan z bék ve fornt dimeru, viz kapitola 2.3. Nevy-
hodou pouZiti spRII pro terapii nadar je, Ze tento receptor je schopny vazatize t
hlavnich izoforem TGE pouze TGB1 a TGPB3.

Dominantni negativni receptory (DNR) jsou zkracenytracelularni doménu a
inhibuji Smad signalni drahu, ale nemaji vliv n8ld2PK, Rho-Rac, Erki Jnk sig-
nalni drdhu (pevzato z ARTEAGA 2006). V modelu exprimujicim DNRHansgen
v lidské bur¢né linii nadoru prsu bylo pozorovano snizeni maEs{TANG et al.
2003), ale u nadoruuke (GO et al. 1999) a prostaty (TU et al. 2003y byktastaze
zvyseny.

Monoklonalni protilatky proti TGE redukuji fist nddoru a metastazi diky obno-
veni imunitni odpo#di (ARTEAGA et al. 1993X:i inhibici angiogeneze. Po podani
monoklonalnich protilatek dochazi v okoli nadoruzagySovani koncentrace aktivova-
nych CD8 bursk produkujicich perforiny, granzymy B a Fas ligandyAM et al.
2008b). Nevyhodou monoklonalnich protilatek je vSpktné pronikani do nadorovych
tkéni.

Pouzivani antisense T@GRedlo v mnoha nadorech k obnoveni imunitni odpo-
védi a pacienti byli vice vnimavi Kiznym typim |&by (prevzato z IYER et al. 2005).
Nap. v modelu ovarialniho teratomu u mysi vedlo podaniisense TGF a I1L12
k vyléceni 69% mySi od nadoru (DORIGO et al. 1998). Vyzkamisense TGF se

nyni jiz nachazi ve lll. fazi klinickych studii.

28



TGH3 signalni draha se da také blokovat pomoci malghfbitori kinaz. Jejich
funkci je ATP-kompetitivni inhibice AIkS f@vzato z ARTEAGA 2006). Tato metoda
je vSak méa selektivni nez napprotilatky¢i antisense RNA.

DalSi metodou, jak blokovat T@Fje nagiklad pouziti rekombinantniho inhibi-
nu-A, ktery sniZzuje expresi betaglykanuile¥itého pro penos TGB signalu
(LOOYENGA et al. 2010).

Inhibice TGH signalni drahy, ktera poziti¢rpasobi na §eni nadai, ma dobré
vysledky v mnoha pokusech. OvSem pro vznik b&aypeh protinadorovych tév bude
nutné lépe objasnit zinu funkce TGB v prabéhu karcinogeneze.

2.3. Fc-lgG1 fuzni proteiny

2.3.1. Charakteristika Fc fragmentu IgG1

Fc fragment IgG se sklada z CH2 a CH3 domé&kého rettzce 1gG a
Z pantové oblasti (znazamo na obrazkw.4). Lidské IgG se @i na podtidy IgG1,
IgG2, 1gG3, IgG4. MysSi IgG segtl na podtidy 1gG1, IgG2a, 1gG2b, 1gG3. Jednotlivé
podtidy se liSi pétem cystinovych riastkii v pantové oblasti a detaily struktury jednot-
livych domén. Fc fragment Ize z IgG uvolnit pomenzymu papainu.

Fc fragment vyvolava na protilatkach zavislou &unou cytotoxicitu (ADCC) a
na komplementu zavislou cytotoxicitu (CDC}i RDCC se Fc fragment vaze na recep-
tor (FeyR), které se nachazi na povrchu NKiek, B lymfocyti, makrofag, monocyt,
neutrofili a granulocyd, coz vede k fagocytozé lyzi cilové buiky. Signalizace fes
FcyR miZe vést také k apoptoze cilovych BknPi CDC se na Fc fragment vaze C1
protein, dojde k sestaveni komplementové kaskallg smrti buiky. Podtidy IgG se
liSi schopnosti aktivovat ADCC a CDC. Lidsky IgGprastedkovava silnou ADCC i
CDC, proto je vhodny pro terapeutické pouziti prmtogefim a nadorovym hikam
(prevzato z http://www.invivogen.com/family.php?ID=¥8dregion). Mysi Fc frag-
ment IgG1 zprogedkovava pouze mirnou CDC a neaktivuje ADCC.

Fc fragment mZe byt upravovan zacélem snizenéi zvySeni ADCC a CDC.
Vazba IgG na R&R ¢i na C1 protein zavisi na zbytcich v pantovém negia v CH2
domér. Nag. substituce v lidském IgG1 za IgG2 zbytky v poA8i3-236 a za IgG4
zbytky v pozici 327,330,331 snizuje ADCC i CDC. Byhké provedeno mnoho mutaci
v CH2 domén, nag. mutace E333A zvySovala ADCC i CDC i¢pzato z
http://www.invivogen.com/family.php?ID=164#fcregion
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Glykosylace v konzervovanych asparaginovych zbktdiH2 domény je ne-
zbytn& pro vazbu na iR (SHIELDS et al. 2001), n&psniZeni mnozstvi fukdzy vedlo
ke zvySeni ADCC (SHIELDS et al. 2002).

2.3.2. Fc fazni proteiny

Fc fragment se v genovém inZzenyrstvi pouziva prukvEc faznich protei,
kterym uctluje fadu vyhod. V dnesni déhbze koupit kolik druhi plazmidovych vek-
tort pro konstrukcidchto proteii. Tyto chimerické proteiny se skladaji z efektorové
oblasti proteinu (nap rozpustné receptory) fuzované k Fc fragmentu (g&&zorgno
na obrazku.4).

Protein of Interest

Fc Region
— FoyRbinding —e ADCC
— Clgbinding — COC

— Fchin binding — Half-life

Obrazek ¢.4: Znazornéni IgG1 (a) a Fc IgG1 fuzniho proteinu (b)

a) Lidské IgG1lse sklada ze 2 Fab fragnievdzajicich seifes pantovou oblast k Fc fragmenfg. frag-
ment se sklada z CH2 a CH3 domé&rkéhorettzce IgG a z pantové obladh) Pri tvorbé fuznich protei-
ni je protein naseho zajmu fuzovan k Fc fragmentntd®a@ oblast je flexibilni spojka mezi éwa
¢astmi Fc fazniho proteinu a diky niude kazdacast molekuly fungovat nezavisle i§uzato
z ANDERSEN a SANDLIE 2009, http://www.invivogen.cfamily.php?ID=18 4#fcregion).

Jednou z vyhod Fc fuznich protgife jejich snadné purifikace afinitni chroma-
tografii pomoci proteinu Ai proteinu G. Protein A sikhvaze vSechny lidské IgG kro-

me 1gG3. Protilatky se vazi na protein A i G za nalitich podminek a mohou byt

vymyty nagiklad pouzitim pufru o nizkém pHi@g@vzato z GHOSE et al. 2005).
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Mezi dalSi vyhody pat zvySeni Zivotnosti v cirkutanim systému diky vazb
k FCRn (neonatélni Fc-receptor), ktery je exprimmowa povrchu epitelidlnich bék a
chrani Fc fragmentipd lyzozomalni degradaci. FcRn jglpuzny s MHCgp | a &astni
se frenosu IgG z matky na dit regulace mnozstvi IgG v séru. K vaagG na FcRn
dochazi v kyselém prastdi endozému a IgG-FcRn je poté recyklovan z lyrozapt
do cirkulace. Takto recyklovany IgG ma zvySenowofiiost v porovnani s ostatnimi
proteiny v séru (fevzato z GHETIE and WARD 2000). Upravy Fc fragnigpro lepsi
vazbu k FcRn zvysuji Zivotnost 1gG, coz rradu vyhod (snizeni davek a nizsi cena
produkti) pro fazni proteiny i terapeutické protilatky. Niédgpad mutace v IgG1 umoz-
nujici lepsi vazbu k FcRnippH 6 vykazuje 4x delSi Zivotnost v cirkdt@m systému
(DALL"ACQUA et al. 2006).

Fc fragment uéluje fuznim proteiim schopnost indukovat ADCC a CDC, kte-
ré vSak mohou byt proéhteré terapeutickécély nezadouci a potlany Upravami Fc
fragmentu, viz kapitola 2.3.1.

Fc fragment také zvySuje export fuznich proiemburek a zaji¥uje vznik ho-
modimeru, coZ ma napu sTPBRII-Fc za nasledek lepsi vazbu ligandu. Protein je
translatovan jako monomer a tvalisulfidické mistky diky cysteinovym zbytkn na
Fc fragmentu¢imz vznik4 aktivni homodimer, ktery je sekretovamurek.

V dnesni dob se na trhu vyskytuje 5 driafarmaceutik vyuZzivajicich vyhod Fc
fuznich proteid. Strategie vyuzivajici fuzi rozpustného cytokinowéreceptoru k Fc
fragmentu ma tak&adu preklinickych i klinickych Usfeht. PouZivaji se n&prozpust-
né TNFR-Fc fi l1écbeé fady zawtlivych onemocsni (prevzato z GATTO 2006). Stejny
piistup vyuzivajici spRII-Fc se zkouma pro blokovani TGFpri |écbé fady nemoci a
terapii nadai, kdy dochazi k pottgeni vzniku metastazi. Také rekombinantni scFv pro-
tilatky fuzované k Fc fragmetu se chovaji jakorqeené protilatky a mohou byt vyuzity
ve vice drubi organisni (MOUTEL et al. 2009).
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3. Material a metody

3.1. Material

3.1.1. Chemikalie
Chemikalie:

Aceton

Agar6za GTG SeaKem
Agardza LE SeaKem
Akrylamid

Amonium persulfat

Ampicilin

Antibiotika (penicilin + streptomycin)
Bacto-agar

Bovinni sérovy albumin (BSA)
Bromfenolova motl(BFB)
Bromdeoxyuridin (BUdR)
Butanol

Deoxycholat
Dihydrogenfosforénan draselny
Dimetyl sulfoxid

Disodnd 8l kyseliny dietyltetraoctové (EDTA)
Dodecylsiran sodny

Etanol 96%

Ethidium bromid (EtBr)

Fenol

Fetalni bovinni sérum (FBS)
Fosfor&nan sodny

Gentamicin

Glukéza

Glycerol

Glycin

HISTOPAQUE 1077
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Vyrobce:
Lachema
FCM
FCM
Serva
Serva
Amersham
Sevapham
Difco
Sigma
Serva
Sigma
Lachema
Sigma
Lachema
Sigma
Sigma
Sigma
Lachema
Sigma
Sigma
PAA
Lachema
Sigma
Sigma
Sigma
Reanal

Sigma



Hydrogenfosfor&nan sodny
Hydrogenuhkitan sodny 7,5%

Hydroxid sodny

Hydroxychinolin

Chloramfenikol

Chlorid cesny

Chlorid sodny

Chlorid vapenaty

Chloroform

LB Broth

L-glutamin

N,N,N",N"- Tetrametylendiamin (TEMED)
Neutrélnicervai

Octan draselny

Octan sodny

Persulfat amonny (APS)

Polyetylenglykol 6000, 8000 (PEG)
Polyoxyetylensorbitan monolaurat (Tween 20)
Ponceau-s

RPMI- 1640

Sacharo6za

Siran hoecnaty
Tris-(hydroxymetyl)-aminometan (Tris)
Trypsin (2%)

Verzen

dNTP’s

2- merkaptoetanol
4-(2-Hydroxyetyl)-1-piperazinetansulfonova
kyselina (HEPES)
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Lachema
Sevapharma
Lachema
Fluka Chemie
Léciva
Sigma
Lachema
Sigma
Lachema
Amersham
Sigma
Serva
Sigma
Sigma
Sigma
Serva
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sevapharma
Sevapharma
Sigma
Serva

Sigma



3.1.2. Enzymy
Proteindza K
Ribonukleaza A (Rnaza A)
Shrimp alkalicka fosfataza (SAP kinaza)
Taqg DNA polymeraza
T4-DNA ligaza
Restrikéni endonukleazy
EcoRl
Hindlll
Sall
Xbal
Xhol
Pufry
NEBuffer EcoRl
NEBuffer 2
NEBuffer 3
10x SAP pufr
10x Taqg polymeraza pufr

10x T4digaza pufr

3.1.3. Standardy molekulovych hmotnosti

Marker High 1500 — 10000 bp
Marker Low 80 — 1031 bp
Protein Marker Broad Range

6x Loading (nanaseci) pufr

3.1.4. Komegni soupravy
DNA Lego kit

ECL Detection Reagents Kit
Rapid DNA Ligation Kit
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Amersham
Amersham
Progema
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Boehringer

BioLabs
BioLabs
BioLabs
BioLabs
BioLabs

BioLabs
BioLabs
BioLabs
Progema
BioLabs

Boehringer

Fermentas
Fermentas
Biolabs

Fermentas

Top-Bio
Amersham

Roche



3.1.5. Roztoky a pufry
Acetatovy pufr (0,1 M)

Blokovaci roztok pro western
blot

Blotovaci roztok

Blotovaci pufr 10x
Fenol-chloroform- isoamylalko-

hol

Fosfatovy pufr
HeBs (2x)

Roztok pro SDS-PAGEdici gel
(10%)

Roztok pro SDS-PAGE
zaostovaci gel (5%)

Laemmli pufr

Lyzani pufr NP 40

Lyzovaci roztok s proteinazou K

Médium A

Médium B

PBS

37 ml kyselina octova (0,2;M88 ml octan sodny
(0,2 M); 750 ml HO; pH 5
1x PBS; 5% suSené mléko

40 ml 10x blotovaci pufr; 100 ntheol; 360 mi
H.O

14 mM Tris; 39 mM glycin; 1,3 mEDS

25 dili fenol; 24 diti chloroform; 1 dil isoamylal-
kohol; dw zrnka hydroxychinolinu; smichat a ne-
chat ustat

0,1 M NHPO,.12H,0; pH 9

0,28 M NaCl; 0,5 M HEPES; 1,5 M {R&; pH
7,1; vddHO

3 ml 30% akryl-bisakrylamid mix (29 g akrylamid
+ 1 g N’,N’- bisakrylamid); 4 ml $0; 2,5 ml Tris
(2,5 M, pH 8,8); 100 pl 10% SDS; 100 pl 10%
amonium persulfat; 20 ul TEMED

1ml 30% akryl-bisakrylamid mix; 4 ml 49; 750 pul
Tris (1M, pH 6,8); 60 ul 10% SDS; 60 ul 10%
amonium persulfat; 10 ul TEMED

60 mM Tris-HCI, pH 6,8; 25% glycer@% SDS;
14,4 mM 2-merkaptoetanol; 0,1 % bromfenol blue
50 mM Tris-HCI, pH 8,0; 150 mM NaCl%
NP40

50 mM Tris-Cl, pkD81% SDS; 5 mM EDTA,

pH 8,0; proteinaza K 200 pg/mi

LB; 10 mM MgSQ@ 0,2 % glukdéza (roztok
prefiltrovat)

LB; 12% PEG; 36% glycerol; 12 mM MgaGul
NaOH (do pH 7,5); (roztokigfiltrovat)

17 mM KHPQOy; 50 mM NaHPQy; 1,5 M NacCl,
pH 7,4
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Promyvaci pufr pro western blot

RIPA pufr

Roztok EtBr

SDS-PAGE pufr

SOC médium

Sol I.

Sol Il
Sol 111

STE pufr

STET pufr

TAE pufr

TE pufr
Tris-HCI (1M)

TRN pufr
Vyvolavaci pufr pro ELISPOT
30% akrylamidovy mix

3.1.6. Kultivaéni média

Kultiva ¢ni média pro bakterie

LB médium

LB agar

0,2% Tween v PBS

150 mM NacCl; 1% NP40; 50 mM Tris, pH 81356
SDS; 0,5% deoxycholat

10 000xeckny v TAE

25 mM Tris; 250 mM glycin; 0,1% SOf 8

20 g Tryptone; 5 g kvasinkovy extraktyiM
NaCl; 10 mM MgC}; 10 mM MgSQ; pH 6 — 7;
doplnit do 1 litru dest. bO
50 mM glukoéza; 25 mM Tris-HCI, pH 8,0; 10 mM
EDTA, pH 8
0,2 M NaOH; 1% SDS
120 ml 5 M octan draselny; 23 ml ledokyse-
lina octova; doplnit do 200 ml vodou

10 mM Tris-HCI; 0,1 M NaCl; 1 mM EDTA-
NaOH; pH 8,0

8% sacharoza; 5% Triton A-100; 50 mM EDTA
NaOH; 50 mM Tris-HCI; pH 8
40 mM Tris-HCI, pH 7,5; 5 mM acetéat soddy;
mM EDTA-NaOH, pH 8,0
10 mM Tris-HCI, pH 8; 1 mM EDTA-NaOH
12,1 g Tris-baze, doplnit do 100 mj® pH upra-
vit HCI podle poteby
10 — 20 pg upravené Rnazy Anal ml TE

5% aminoetylkarbazd X M acetatovém pufru
29 g akrylamid; 1 g N,N-bisglamid

10 g Bacto-trypton; 5 g Bacto yeast extract; 5 g
NaCl; doplnit do 1 litru deionizovanou .8; au-
toklavovat

2% bactoagar v LB médiu
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Selekce transformovanych bakterii pomoci ampiciid@0 pg/ml LB

Média pro tkanové kultury

D-MEM

EPL

Roztok Verzen/Trypsin

10% RPMI pro lymfocyty

50 ml D-MEM 10x (Sigma)

24,6 ml NaHCQ®

1 ml antibiotika (5@00 m. u. penicilin + 50
mg/ml streptomy)cin

292 mg L-glutamin

2 mg kyselina listova

1 ml pyruvat sodny (110 mg/ml)

50 ml FBS (fetalni bovinni sérum; PAA)

Doplnit vodou pro tk&ové kultury do 500 ml

100 ml EPL 4x (Sevapharma)

8,5 mg VIT-MEM (Sevapharma)

0,8 ml antibiotika (50 000 m. u. penicilin + 50
mg/ml streptomycin)

4,8ml NaHCQ®@7,5%

Doplnit vodou pro tk&ové kultury do 400 ml

400 ml Verzen
10 ml Trypsin 2%

50 ml roztok RPMI 1640 1(&igma)
5ml L- glutamin (200 mM z&sobni roztok)
13,5ml NaHC®
0,5 ml kyselina listova (1mg/ml)
50 ml FBS
2 ml gentamicin
1,65 ml p-merkaptoetanol (1000xedkny)
10 ml HEPES (20 mM)
Doplnit HO pro tkdové kultury do 500 ml
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3.1.7. Protilatky
Primarni protilatky:
* Goate-hTBRII- IgG (RD systém, USA)
* MysSi IFN-y (BD Bioscience Pharmingen)
Sekundarni protilatky:
e Rabbite-Goat IgG (H+L), (Jackson ImmunoResearch, USA)
» Biotinylovana krysi protilatka proti mySimu IFN(BD Bioscience Pharmingen)
* Avidin znateny peroxidadzou (Avidin- HRP), (BD Bioscience Phergen)
Protein G navazany na agardze (Fast f@k@ptococcus), (Sigma)

3.1.8. Syntetické oligonukleotidy
e Primer Mut (upstream primer)
5- CATGGG TCG CGG ACT TCT CAG AGG CCTGT -3" (GendioTech)
e Primer Stul (down stream primer)
5- TAAGGC CTG CAA CTAGTC AGG ATTGCTGGT- 3" (GenemioTech)

3.1.9. Plazmidy
» pFastBac-BRII-Fc-Jun (Poskytnuty od Dariusz Kowalczyk, ZakR2dgnosty-
ki i Immunologii Nowotworow, Wielkopolskie Centru@nkologii, Garbary 15,
61-866 Poznan)
e pBlueScript Il KS+ (Stratagene)
» pSC59-H5 (NMECKOVA et al. 2002)

3.1.10. Virové kmeny
» Vakcinia virus, kmen Praha, klon P13
P13 je odvozen od Sevax VARIE vakciny prrnym nestovicim (kmen Pra-
ha) a je vysoce imunogenni (Kutinova et al. 1995).
e P13-H5-sTBRII, P13-E/L-sTBRII
Rekombinantni VACV nesouci gen prop&ll (478 bp) pod kontrolou H5 nebo
E/L promotoru byly v nasi laboraigtipraveny jiz dive (CHLANDA 2006).
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3.1.11. Bakterialni kmeny

* Escherichia coli XL1-Blue

3.1.12. Burééné linie
Cv-1

Piavod: Katkodan obecny
Tkan: ledviny

Bunécny typ: fibroblasty

BSC- 40

Piavod: Kackodan Obecny
Tkéan: ledviny

Bunécny typ: fibroblasty

HelLa
Pavod: ¢loveék
Tkan: délozni cipek

Bunécny typ: karcinom

RAT-2 (buiky postradajici tymidin kindzu)
Pavod: potkan
Tkan: embryo

Bunécny typ: fibroblasty

TC-1:
Pavod: mys$
Tkan: plice

N 2 %

Bunécny typ: burgéna linie odvozend primarnich epitelidlnich bk mysiho kmene
C57BL/6 kotransformovanycmgé&6 a E7 z HPV-16 a onkogenem

c-Haas

3.1.13. Pokusna z¥ata
MySi kmene: C57BL/6, samice, &it® tydm (ANLAB)
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3.1.14. Specialni pistroje
Pristroj:

Centrifuga - Labofuge 400R
Centrifuga - Megafuge 1.0R
CO;, inkubator

Elektroforéza Mini-PROTEAN Il
Laminarni box - Hera Safe
Mikroskop Axiovert 200M
Mikroskop MEOPTA DN 817 BI
pH meter PHM 83 Autocal
Sonikator MSE- Soniprep 150
Spektrofotometr BIOMATE 3
Thermo-cycler UNOII

Vyrobce:

Heraeus Instruments
Heraeus Instruments
Sanyo

BioRad Laboratories
Heraeus Instruments
Zeiss

Meopta

Eutech Instruments
MSE Scientific Instruments
THERMO Electron Corp.

Biometra

Trans-Blot SD Semi- Drytransfer Cell BioRad Laboratories
Ultracentrifuga L8-70M Beckman

UV transilluminator Gel Doc 2000 BioRad Laboratories
Vertikélni elektroforéza Mighty Small Il SE BioRad Laboratories
Vodni laze: Memmert
Vyvolavaci gfistroj Ecomat 2400 Ecomat

Zdroj naggti - Power pac 200 Biorad

3.2. Metody
3.2.1. Prace s DNA

3.2.1.1. Riprava kompetentnich bakterii Escherichia coli

Do 2 ml LB média se seSkrabne makst zasobniho inokula bakteEiColi
XL1- Blue. Kultivuje se pes noc naiepace (200 rpm, 37°C). Do 50 ml Média A se

zaakuje 1 ml narostlého bakterialniho inokula. Necbarkubovat naiepace @i tep-
lot¢ 37°C, dokud absorbancéi OOnm nedosahne 0,4-0,5 (bakterialni kultura di@sa
logaritmické faze trstu). Poté se chlazenim na ledu zastast bakterii. Bakterialni

kultura se centrifuguje (15009, 4°C, 10 minut)jeStie supernatant a pelet se chladi 10

minut na ledu. Pelet se resuspenduje v 0,5 ml MAdagpoté se ifida 2,5 ml Média B.

Rozdli se do zkumavek po 100 pl. Kompetentni baktexiachovavaji na -70°C.



3.2.1.2. Transformace kompetentnich bakterii plazniiem

K piipravenym kompetentnim bakteriim s&idd 1 pl plazmidu nebo ligai
smesi (priblizné 50 ng DNA), pracuje se na ledu. Necha se inkubtvatdinu na ledu.
Smes se da do termohiku na 42°C po dobu 40 sekund. Poté se hiiedgse na led na
dobu 2 minut. Bda se 80 pl steriiniho SOC média a necha se kwiit/na tepace
(200 rpm, 37°C, 1 hodina), tento krok sézama vynechat, pokud pracujeme s fioke
kopirujicim plazmidem. Transformanty sedkalika riznych objemech vyseji na Petri-
ho misky s LB agarem a sel@km antibiotikem (ampicilin- 100 pg/ml LB agaru)eN
cha se pes noc inkubovat v termostatu. Z vybranych koloséi mohou fipravit
bakterialni konzervy, nebo se mohou rovnou pératkgmpichnout do 5 ml LB
s ampicilinem a nechatigs noc ttepat a poté dale zpracovavat. Pro ustadrozpo-
znani bakterialnich kolonii nesoucich rekombinami@izmid se vyuziva metody-
komplementace. Na Petriho misky sge@ vysetim bakterii nanese roztok X-Gal a
IPTG, kolonie nesouci rekombinantni plazmid IzedpmdliSit bareva (bilé) od netrans-
formovanych kolonii (modré). Metoda se provedla lpodavodu v knize Molecular

Cloning a Laboratory Manual (Sambrook a Russell1200

3.2.1.3. Riprava bakterialnich konzerv

Narostlé bakterie na Petriho miskachy LB médiu se smisi s LB médiem a
s glycerolem tak, aby vysledna koncentrace glycebgla 15 %. Taktoifpravené bak-
terie mohou byt dlouhodéhuchovavany na -70°C.

3.2.1.4. Minipreparace plazmidové DNA- Alkalicka mé&da

Bakterialni kolonie narostlé v 5ml LB média s aittiilkem se centrifuguji
(13 970g, 4°C, 10 minut). Pelet se rozpusti ve 1DOychlazené Sol I. Pracuje se na
ledu. Rid4& se 200 ul Sol 1l, lehce se promicha &kyuse nechaji 10 minut lyzovat. Sol
Il se neutralizuje 150 ul vychlazené Sol Ill a niedle 5 minut fisobit na ledu. Poté se
bakterialni suspenze centrifuguje (12 000g, 4°@ikut). Plazmidova DNA se nachazi
Vv supernatantu. Supernatant se promicha s fenldrofbrmem v ponsru 1:1, poté se
centrifuguje (12 000g, 4°C, 2 minuty§imz dojde k oddeni zbytki proteimi od
plazmidové DNA. K supernatantu (horni vodné faeiysdaji dva objemy 96% etanolu
a 0,1 objemu 3M octanu sodného pH 5,2. PlazmidoM& Be necha vysrazet jednu
hodinu na -20°C. Plazmidova DNA se poté ziska zoku pomoci centrifugace

(12 000g, 4°C, 15 minut). Pelet se oplachne 1ml 7&@&nolu a centrifuguje se
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(12 000g, 4°C, 10 minut). Odejme se supernatantikgbetanolu se nechaji odjitaa
pelet se rozpusti v 50-100 pl TE pufru. Ziskanyzplal se poté aiti pomoci restrik-

niho Stpeni a horizontalni gelové elektroforézy.

3.2.1.5. Minipreparace plazmidové DNA- Boiling metda

Tato metoda umaditije velmi rychlou izolaci plazmid Narostlé bakterialni ko-
lonie na Petriho miskach se paratkefanesou do 100 pl STET pufru, resuspenduji se a
nechaji se 45 sekund pditaPovaené vzorky se nechaji vychladnout a poté se centri-
fuguji (14 000g, 20°C, 5 minut). Paratkem se odejadiment zlyzovanych bakterii a k
supernatantu sefidd 1 objem izopropanolu. Zvortexuje se a nechayseazet jednu
hodinu na -20°C. Poté se vzorky centrifuguji (10¢§04°C, 10 minut). Pelet se oplach-
ne 1ml 70% etanolu a centrifuguje se (12 000g, 4TWminut). Odejme se supernatant,

zbytky etanolu se nechaji odjfiaa pelet se rozpusti v 20-50 ul TE pufru.

3.2.1.6. Maxipreparace plazmidové DNA- Alkalicka meda

Bakterialni kolonie narostla na Petriho misce nese do 2 ml LB média s an-
tibiotikem, necha se inkubovat 10 hodin keptce (200 rpm, 37°C). Narostla kultura
se fenese do 500 ml LB média s antibiotikem a nechélaédovat ges noc (200 rpm,
37°C). Pokud se pracuje s nizkokopiovym plazmidgiala se po 8 hodinach inkubace
chloramfenikol (170 pg/ml média) a necha se inkaboa tepace dalSich 10 hodin.

Narostla kultura se poté centrifuguje (45009, 4ECminut). Pracuje se na ledu.
Pelet (bakterie) se rozpusti ve 100 ml PBS a dagtrje se dalSich 10 minut. Poté se
piida 10 ml vychlazeného Sol | a necha se inkubovatirtut na ledu. fda se 20 ml
Sol Il a necha se inkubovat 5 minui pokojové teplat. Poté se fida 15 ml Sol IlI,
promicha se a necha se inkubovat 10 minut na IEdatrifuguje se (4500g, 4°C, 10
minut). Supernatant sefiltruje pies gazu. K fefiltrovanému supernatantu séda
0,6 objemu izopropanolu a necha se 10 midiuppkojové teplat, poté se centrifuguje
(4500g, 20°C, 10 minut). Pelet se rozpusti v IT@lpufru, gida se 5 ul Rnazy A (10
png/ul) a necha se inkubovat 1 hodinti 7°C. Poté se sés deproteinuje pomoci 1
objemového fenol- chloroformu a centrifuguje se 788g, 20°C, 5 minut). K superna-
tantu (horni vodné fazi) seigaji 2 objemy 95% etanolu a 0,1 objemu 3M octamd+ s
ného pH 5,2. Plazmidova DNA se necha vysrazet linbosa -20°C, poté se
centrifuguje (139709, 4°C, 30 minut). Pelet se opiée 70% etanolem a centrifuguje
(13 970g, 4°C, 10 minut). Odejme se supernatantkybetanolu se nechaji odjitaa
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pelet se rozpusti ve 100-500 ul TE pufru. Ziskalazmid se poté a¥i pomoci re-
strikéniho SEépeni a horizontalni gelové elektroforézy.

3.2.1.7. Horizontalni gelova elektroforéza

Agaréza (SeaKem LE) v TAE pufru se roggjle v mikrovinné troué Koncent-
race agardzy se voli podle velikostilehych fragmernit (1- 3% gel pro fragmenty do
1 000 bp a 0,5- 0,7% pro fragmenty o velikosti 2000000 bp). Vlazny gel se nalije do
blocku s Kebinkem a na vodorovném povrchu se necha ztuh@mitse penese do
elektroforetického fistroje a zalije se TAE pufrem. Odstrani gelinek. Do prvni
jamky se nanese standard molekulovych hmotnosti @atsich jamek se nanasi vzorky
DNA obarvené 6x Loading pufrem¥iBtroj se zapoji do zdroje elektrického &
vzorky se nechaji putovatimapsti 70-100V. Gel se obarvi v roztoku Ethidiumbromidu

(10 000x *edEny) a obarvena DNA se vizualizuje pomoci U\ted.

3.2.1.8. S¥peni DNA restrikénimi enzymy a defosforylace &pené DNA

Stépeni restriknimi enzymy se provétb za podminek dopo#enych vyrobcem
(BioLabs), reakce probihala 1 hodinti 7°C. Po nag&peni se DNA fragmenty defos-
forylovaly pomoci Shrimp alkalické fosfatazy (SARe Sepici reakci se fida SAP a
SAP pufr a necha se dalSi 1 hodinu na 37°C. PaoBAf tepeld inaktivovana (65°C,
15 minut). Reaéni podminky zavisi na koncentraci DNA kdndypu kon@ (tupécdi
piesahujici) a na molekularni hmotnosti DNA. Stand&ise pouziva 1 jednotka SAP
na defosforylaci 1 pmol 5fpsahujicich kong ¢i 1 jednotka SAP na defosforylaci 0,2
pmol tupych kong.

3.2.1.9. Izolace DNA z gelu- pomoci DNA Lego kitu

Elektroforéza probiha na geliigraveném z GTG nizkotajici agardzy. Z gelu se
vyfizne prouzek s nami poZzadovanou DNA a zvazi 8dajPse 3 objemové dily DNA
vazebného pufru a vzorek se inkubuje 5-10 miiiu$p°C, dokud nedojde k rozpeat
agardzy. Red odlirem DNA vazebnych partikuli se zasobni lahevidgiromicha. 100
ul DNA vazebnych partikuli sef@pipetuje (pomoci pipety s tigienou Spikou, aby
nedoslo k jejich poruseni) do 1,5 ml zkumavkyaisse 2 minuty na mikrofuze. Od-
strani se supernatant a nacsteé kuléky se nanese rozpégt agardza s naSi DNA.
Profepava se 2 minuty a centrifuguje se na mikrofuzist@ni se supernatant. Pelet se

promyje 2x 1 ml promyvaciho pufru. Poté se k pef#tda 30 pl eldniho pufru pede-
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hiatého na 50°C, stose 1 minutu na mikrofuze (dojde k uvéti DNA do supernatan-
tu). Supernatant se ihned odebere do novych zkumaakto ziskanou DNA lze bez-

prostedre pouzit pro dalSi aplikace.

3.2.1.10. Rychla ligace- pomoci Rapid DNA Ligatiokit

Fragment a vektor se resuspenduje v 10 ul 1Xmfiho DNA pufru. Ke sriési se
piida 10 pl 5x T4 liganiho pufru a 1 pl T4 ligazy. Reakce probiha 15 mpifupoko-
jové teplot. Ligace probiha v molarnim p@nu vektor: fragment= 1:2. Maximalni
mnozstvi vektoru je 50 ng, mnoZzstvi fragmentdiidedanym molarnim poénem. Cel-

kové mnoZstvi DNA je maximé&i200 ng na 10 pl sési.

3.2.1.11. Klasicka ligace
Klasicka ligace probiha za nasledujicich podminek:

Vektor DNA 1x molarni mnozstvi (max. 20 ng)
Fragment DNA 2x molarni mnoZzstvi

10x T4 lig. pufr 2ul

T4 DNA ligaza 1pl

Objem doplnit dd&HO do 20 pl

Inkubace 16 hodinip20°C (ligace tupych korig, pii 4°C (ligace koheznich kony

3.2.1.12. Purifikace plazmidové DNA izopyknickou agrifugaci v CsCl
gradientu

Plazmidova DNA ziskana maxipreparaci se rozpusf@ ml TE pufru. Na kazdy
gram roztoku plazmidové DNA seiga 1.01 g CsCl, zahje se na 30°C a lehce se
promichava, dokud nedojde k rozaustCsCl. Poté seffgla na kazdych 5 graimpu-
vodniho DNA roztoku 100 pl Ethidiumbromidu (10 mdynHustota se upravi na 1,55
g/ml pridanim CsCl. Roztok se centrifuguje ve VTi 65 rat¢t94000g, 25°C, 16 hodin,
bez brzdéni). Po centrifugaci se odebere spodni prouzekehiti pod UV lampou (ob-
sahuje cirkularni DNA) pomoci jehly na injak stikacce.

Ziskanou cirkularni DNA je pétba pecistit od Ethidiumbromidu. K ziskané
DNA se gida 1 objem vodou a NaCl nasyceného n-butanolucatexuje se. Sis se
necha v klidu stat, az dojde k adiehi organické a vodni faze. Odejme se horni (orga-

nicka) faze afida secerstvy butanol, tento krok se opakuje 5x. DNA seztoku ziska
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pomoci srazeni etanolem. K DNA roztoku sala@ji 3 objemy HO a 8 objen (z pi-
vodniho DNA roztoku fed gidanim HO) 96% etanolu, necha se vysrazet 15 mitiut p
4°C. Poté se to centrifuguje (35009, 4°C, 30 minut)

Pelet se resuspenduje v 500 pl 70% etanolu, cegijg se (13970g, 4°C, 10
minut). Odejme se supernatant, zbytek etanolu shénedpét a pelet se rozpusti v
H,O. Takto gipraveny plazmid lze pouzit na rekombinaci do viakcinie.

3.2.1.13. Spektrofotometrické stanoveni koncentradeNA v roztoku

Podle gelové elektroforézy se odhadne koncentrat& ®ndedi se dotznych
koncentraci (maximainvSak 50 ug dsDNA na 1 ml roztoku). Absorbance $8 ma
spektrofotometru BIOMATE 3 ip vinové délce 260 nm. Koncentrace dsDNA je 50

png/ml @i absorbanci rovné 1. Tato zavislost je linearnhddnoty absorbance 2.

3.2.1.14. SraZzeni DNA

K roztoku DNA se fdaji 3 objemy vychlazeného 96% etanolu a 0,1 objem
3M octanu sodného, promicha se. Roztok se necliétgt@s noc f -20°C. Poté se
centrifuguje (14000g, 4°C, 30 minut). Pelet se opie 70% etanolem, odejme se su-
pernatant, zbytky etanolu se nechaji i@ pelet se rozpusti v TE pufru.

3.2.2 Prace s viry
3.2.2.1. Rekombinace do viru vakcinie

Pro rekombinaci do VACV se pouziva plazmid pSC59-Kée je gen, ktery
chceme vlozit do VACV, vloZzen do genu pro tymidimkzu (TK), Ize ho tedy pomoci
homologni rekombinace@nést do genu pro TK VACV.

Gen pro sBRII-Fc-Jun pod kontrolou H5 nebo E/L promotoru $e/{do viru
P13,¢imZ vzniknou viry P13-H5-IRII-Fc-Jun a P13-E/L-FRII-Fc-Jun. Pro vznik
viri P13-Sige7LAMP-H5-sBRII-Fc-Jun a P13-Sige7LAMP-E/L-$RII-Fc-Jun se
gen sBRII-Fc-Jun viloZi do rekombinantniho viru P13-SigRANMP-TK".

5 ml burgk CV-1 se nasadi na Petriho misky (300 000 b/mi@eh& se nast do
druhého dne. 25 pg plazmidové DNAefstené ges CsCl gradient se feali HO do
objemu 50 ul a smicha se se 175 pl 2x koncentrévahieBs. Poté se smicha 100 pl
viru (nejmérs 2x10 pfu/ml) se 700 pl bD a 88,8 pl CaG) tento roztok se roztf po
175 ul a pomalu sefpapava 225 pl roztoku DNA s HeBs. Necha se inkalh@0 mi-
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nut @i pokojové teplat. Prida se 350 pl média D-MEM a nanese se po 375 vaéa
Petriho misky s narostlymi likami a slitym médiem, ozgiase jako paralely A a B. Po
2 hodinach v C@inkubatoru pi 37°C se pidaji 3 ml média a necha se inkubovat dal-
Sich 20 hodin. Poté seitky 3x zamrazi a rozmrazi, aby se uvolnil intracaioi virus.
Virova suspenze se centrifuguje (2000 rpm, 4°Cm2@ut). Supernatant obsahujici vi-

rus se zamrazi.

3.2.2.2. Selekce rekombinantnich vir

Pro selekci rekombinantnich tirse pouziva TK selekce, jelikoz gen pro
STBRII-Fc-Jun byl vloZen do genu pro TK. Pro seleleipsuZzivaji bitky bez TK (Rat-
2).

Rat-2 buiky se nasadi na Petriho misky v 5 ml média (200@0. Buiky se
nechaji tist 48 hodin v C@inkubatoru pi 37°C. Poté se slije médium ariy se infi-
kuji 200 pl suspenze s rekombinantnimi viryékalika fednich. Virus se necha adsor-
bovat 2 hodiny p 37°C, kazdych 20 minut se s miskami lehce zakwald, se biiky
uprosted nevysusily. Infikované Iy se geliji 5 ml snEsi agaru a meédia se setek
nim ¢inidlem (rozvadeny tk&ovy agar 2%, 2x koncentrované médium EPL, 1 ml BUdR
na 100 ml smsi agar/EPL). B prelivu seleRnim médiem je nutné vypnout &ho
v laminarnim boxu, jinak sé&nidlo deaktivuje. Po 3-5 dnech inkubace se plakgroi
smesi agar, médium, neutraléérver a nechaji se minim&m hodiny inkubovat.

Plaky se vypichnou pomoci pasteurovych pipet agowe infikuji do 24- jam-
kovych panylk s narostlymi Rat-2 bikami (150 000b v 0,5 ml) afipla se BUdR
(100x naedit). Pokud je druhy den it pekny cytopaticky efekt, hiky s virem se
zpracuji plakovou purifikaci viz kapitola 3.2.2.pgmoci které se ziskasty klon re-

kombinantniho viru.

3.2.2.3. Plakova purifikace

Na Petriho misky se nasadi 5 ml Rat-2 &u(®00 000b/ml), biikky se nechaji
rast 48 hodin v C@inkubatoru pi 37°C. Pro prvni plakovou purifikaci seiky infi-
kuji 200 pl virové suspenze ziskané selekci rekoartinich viéi viz kapitola 3.2.2.2.
v fedsnich 10°, 10%, 10° a nechaji se inkubovat 24 hodin v Ci@kubatoru i 37°C.
Poté se infikované liky preliji smesi agaru a média se salakm cinidlem viz kapitola
3.2.2.2. Po 3 dnech inkubace se plakgbarvi smisi agar, médium, neutralaérvai.

Z terminalniharedéni se penesou dva plaky do 1 ml EPL média a zamrazi se0f&.
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Pt druhé plakové purifikaci se postupuje stejako @i prvni, pouze se hiky
infikuji jednim ze zmraZenych plak fedsni 10" a 10°. Druhy plak #stava zmraZen
jako zaloha.

Pri tieti plakové purifikaci se postup opakuje, ale iofiané biiky se eliji
pouze smsi agar, médium bez BUdR.

Do kultivasnich lahvi (25 crf) se nasadi po 5 ml suspenze #urCV1
(200 000b/ml). Druhy den se tiky infikuji 0,5 ml virového materialu. Zcela degeoe
vana kultura se 3x zamrazi a rozmazi, centrifugej€2000 rpm, 4°C, 20 minut) a su-
pernatant se rozplni do 7 ampuli. Kazda rekombaahbstane sve&islo podle

centralniho seznamu rekombinant.

3.2.2.4. Riprava virové DNA pro PCR detekci rekombinant

Bunky Rat-2 se nasadi na 24- jamkovy panylek, takdabgiruhého dne narostly
priblizn¢ z 80% konfluenté&. Bunky se infikuji 100 pl virové suspenze, po 1 hadin
v COyinkubatoru pi 37°C se pida 900 ul média EPL a panylky se umisti do inkabat
ru na dalSich 20 hodin. Po 20 hodinach inkubacend\byt patrny cytopaticky efekt ve
vSech biikach.

Poté se odsaje médium, iy se oplachnou 1 ml studeného PBSidgse 500
ul lyzovaciho roztoku s proteinazou K. Panylky sehaji ges noc v inkubatoru. Zly-
zovany material se odsaje do zkumavek, inkubujé&Geninut @i 90°C, ¢cimZ dojde
k inaktivaci proteinazy K. Poté seéigia 500 pl srssi fenol: chloroform: izoamylalkohol
(24:24:1), zvortexuje se a centrifuguje se (1@ gD 24°C, 3 minuty). Horni faze se
vysrazi 1 ml 96% etanolu a 50 pul 3M octanu sodnh®,2. Necha se vysrazet 1 hodi-
nu na -20°C, poté se centrifuguje (12 000g, 4°Onadtut). Pelet se resuspenduje v 70%
etanolu a centrifuguje (12 000g, 4°C, 30 minut)ePse susi 30 minufip24°C, poté se
resuspenduje v 30 pl.B a zamrazi se na -20°C.
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3.2.2.5. Amplifikace DNA pomoci polymerazovéetézove reakce (PCR)
-pro detekci rekombinantnich vifi

Pripravi se reani snes o celkovém objemu 10 pl.

DNA 1ul virové DNA (nebo 1ng plazmidu)
Primer 1 0,5 UM

Primer 2 0,5 UM

dNTP’s 200 pumol

Taq pufr (10x konc.) 1l

Taq polymeraza 1 pl (5 units/pl)

H20 do 10 pl celkem

Zkumavky s readni snesi a negativni kontrolou (sfm bez pidani templatové

DNA) se vlozi do termo-cycleru a spusti se namtanany program:

1. Patateini denaturace 94°C/ 2 minuty

2. Denaturace 94°C/ 15 sekund

3. Navazani primer 60°C/ 15 sekund } 25 cykki
4. Syntéza DNA 72°C/ 45 sekund

5. Zawretna syntéza DNA 72°C/ 10 minut

6. Chlazeni 4°C

3.2.2.6. Riprava rychlého virového koncentratu

Bunky BSC-40 se nechaji nest na Roux lahvich do plné konfluence By se
infikuji virem ve 2 ml média EPL, MOl je 0,1. Infikané biiky se nechaji 2 hodinyip
37°C, kazdych 30 minut se lahve gegtavaji, aby nedoslo k vysuSeni BkinPoté se
piida 80 ml EPL média a iy se nechaji inkubovatip37°C. Pokud je patrny cytopa-
ticky efekt u 50% bu¥k, slije se 50 ml média a lahve se nechaji dal2i€thodin
v inkubatoru. Biiky se seSkrdbou do zbytku média a centrifuguji3®® (g, 4°C, 10
minut). Pelet se resuspenduje v 10 ml médiarkypse homogenizuji pomoci sonikato-
ru, sonifikace se provadi 3x 1 minutu. Sonifikovamterial se centrifuguje (7809, 4°C,
20 minut). Jadra bk se centrifugaci odfi do peletu a supernatant obsahuje nami
pozadovaneé viry. Supernatant se rozplni po 1 ralskladovan { -70°C.

Touto metodou se ziska nepurifikovany virus, kteogahuje $tSinou IMV (in-

tracelularni maturovany viriorgastice a zbytky buignych membran.
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3.2.2.7. Plakové titrace

Pomoci plakové titrace se zjisti mnozstvi femikh virioni (pocet plaky tvdi-
cich jednotek- Pfu).

1x 1 CV-1 burek v 5 ml média EPL se nasadi na Petriho misky. £&di-
nach se slije médium a i#ky se infikuji 200 ul virové suspenzeredini médiem EPL
10°, 10" a 10° ve dvou paraleléach. Virus se necha adsorbovatdthfqxi 37°C, kaz-
dych 20 minut se s miskami lehce zakyva, aby s&ypuprosted nevysusily. Infikova-
né buiky se eliji 5 ml snEsi agaru a meédia. Po 3-5 dnech inkubace se pla&gywbb
smesi agar, médium, neutraldérvei a nechaji se minimaid hodiny inkubovat. Spo-
¢itaji se plaky.

Hodnota Pfu se @@ta z mnozstvi plakna miscejedni a objemu viru pouzité-
ho pro infekci-Pfu= mnozstvi plaki x Fedéni x 5. Cislo 5 odpovida objemu viru pou-

Zitého pro infekci, v naSentipac 200 pl.

3.2.2.8. Sonikace viru

Trn se sterilizuje 3 minuty v 12% roztoku jodongBanikator se nastavi na stu-
pén 6. Zbytek jodonalu se it sterilni buniitou vatou a trn se sonikuje v destilované
vodk 1 minutu, pak 1 minutu v absolutnim etanolu a &usd vol@ na vzduchuzku-
mavka s roztokem viru se opairoteve a viko se zalepi parafiimem. Zkumavka se
nasadi na trn sonikatoru tak, Ze trn se nedotyka aim s&n. Parafilmem upevwma
zkumavka se chladi ledem a roztok se sonikuje 3mnltu na stupe6. Po praci se trn

sterilizuje stejnym postupem jako naatku

3.2.3. Prace s tkdovymi kulturami
3.2.3.1. Kultivace tk&ovych kultur

Bunky se kultivuji @i 37°C v CQ inkubatoru. Biikky se pasazuji 2-3x tydn
k uvolréni adherentnich bik se pouziva roztok verzen/trypsin. Pro kultiva@ld a
TC-1 burgk se pouzivd médium D-MEM. Pro kultivaci @knCV-1, BSC-40 a Rat-2 se

pouziva médium EPL.
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3.2.3.2. Zmrazovani bugk do tekutého dusiku
1,5x 10 stasenych burk (300 g, 4°C, 10 minut) se rozpusti v 1 ml médi®%o
FBS a 10% DMSO. Biky ve zkumavce se Sroubovacim uzé@m se vlozi do nadoby

s izopropanolem a nechaji s@pnoc na -70°C, poté siepesou do tekuteho dusiku.

3.2.3.3. Rozmrazovéani buék z tekutého dusiku
Bunky se z tekutého dusikurgnesou do vodni la2ro teplot 37°C. Buiky se
nechaji rozmrznout,ipnesou se do 25 érahve se 4 mligdeltatého média a nechaiji

se v inkubatoru i 37°C. Druhy den se vy&ni médium.

3.2.3.4. Riprava bunéénych lyzati a médii pro SDS- PAGE

Bunky CV-1 a Hela se nasadi na 24- jamkovy panylky0(@80b/jamku). Dru-
hy den buiky dosahnou plné konfluence, odsaje se médiumakybse infikuji 100 ul
virové suspenze s MOI 3. Infikovanériiy se nechaji inkubovat 30 minuti 87°C,
aby doSlo k absorbci viru. Kazdych 10 minut se planyemre kyva, aby nedoSlo
k vysuSeni bugk. Poté se odsaje médium @da se 0,5 ml nového bezsérového média.
Infikované buiky se inkubuji pi 37°C, odlry burgk a médii se &aly po dobu 30 ho-
din v intervalech po 6 hodinackietre ¢asu O.

Bunééné média se opattrodebrala od butk a zamrazila. V intervalu 24 a 30
hodin inkubace (kdy se jiz bky zataly uvokhovat do média) se odebrana média centri-
fugovala (900g, 4°C, 15 minut). Supernatant se aaiha pelet sefidal k buikam na
panylky. Buiky se na sucho zamrazily na panylkach.

Média i buiky se gipravi na SDS-PAGE. Z médii se odebere 30 Liidése 10
ul Laemmli pufru, zkumavky sefgkryji parafiimem a 5 minut se pavaPoté se ucho-
vavaji na -20°C. Buttné lyzaty se fipravi lyzi v NP40 pufru, diky kterému jadra tro-
chu popraskaji, ale DNA se zcela neuvolni. KdybpaeeZil RIPA pufr, vzorky by byly
piiliS gelovité. Pracuje se na ledu, naikyise nanese 100 pl NP40 pufru a necha se 15
minut pisobit. Poté se hiky lehce seSkrabnou $gbu pipety a penesou se do zku-
mavky, necha se dalSich 15 minut inkubovat na |Bdté se zlyzované bky centrifu-
guji (13 000g, 4°C, 10 minut). Odebere se supenbatgiida se k Bmu 25 pl Laemmli
pufru. Zkumavky seiekryji parafilmem a vzorky se 5 minut pdia
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3.2.4. Prace s proteiny
3.2.4.1. SDS- Polyakrylamidova elektroforéza (SDSAGE)

Sestavi se aparatura preéigvavu polyakrylamidového gelu, do které se nalije
roztok pro dlici gel a gevrstvi se butanolem. Gel se necha ztuhnout, wsdijputanol a
gel se oplachne destilovanoy® Na dlici gel se nalije roztok pro zaésvaci gel a
nasadi se do¢phiebinek. Po ztuhnuti zadsvaciho gelu se skka s gelem fenesou
do pistroje pro vertikalni elektroforézu a zaliji se SIPAGE pufrem. Vynda sedbi-
nek a nanesou se vzorky péeaé v Laemmli pufru, do jedné z jamek se nanese sta
dard molekulovych hmotnostifiBtroj se zapoji do zdroje elektrického &@&@ vzorky
se nechaji putovat zadstacim gelem  napsti 70 V a @licim gelem pi napsti 100 V.

Proteiny rozdlené pomoci elektroforézy se dale analyzuji porivdestern Blotu.

3.2.4.2. Western Blot

Nitrocelul6zova membrana Hybond-C Extra (Amershangel po SDS-PAGE
se nechaji inkubovat 15 minut v blotovacim pufruneaistalého kyvani. Dva filt¢ai
papiry (Extra Thick Filter Paper, Biorad) se upraui velikost naSeho gelu po SDS-
PAGE. Na anodu blotovacihaigtroje (Trans Blot SD Semi- Drytransfer Cell) s n
sebe posklada: filttmi papir naviteny v blotovacim pufru, nitrocelul6zova membrana,
gel a navlkeny filtracni papir. Kazda vrstva se uhladi pomoci pasterapgty, aby
doslo k odstragni vzduchovych bublin. Blotovacifigtroj se uzate katodou, ppoji se
ke zdroji elektrického naji a proteiny se nechajignasSet na membranti 120 mA 1
hodinu.

Proteiny penesené na membranu se nyni detekuji imunologMkynbrana se
muze obarvit v Ponceau-s pro z§ist pritomnosti proteid, tento krok je mozné vyne-
chat. Membrana se inkubuje 1 hodinu v 50 ml blokdva roztoku,¢imz dojde
k vysyceni volnych vazebnych mist na membrdfilembrana se poté zatavi do félie
spole&né s roztokem 5 ml primarni protilatky (Goath TBRII 1:2000fediné v 5% od-
tucnéném mléce v PBS) a necha se 1 hodinu inkubaotgtgikojové teplat na kyvace
(Ize také pes noc i 4°C). Membrana se 5x 5 minut promyje v promyvagufru,
¢imz dojde k vymyti nespecificky navazané protilatkyembrana se poté zatavi do
folie spole&né s roztokem 5 ml sekundarni protilatky konjugovandRP (Rabbit:-
Goat 1: 500Gedné v 5% odtinéném mléce v PBS) a necha se 1 hodinu inkubovat na
kyvatce @i pokojové teplat. Membrana se 5x5 minut promyje v promyvacim pufru.
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Membrana se 5 minut inkubuje v 1 ml roztokippaveného z ECL Detection Reagents
Kit. Membrana se zabali do folie a vloZi se do kasevyvolavacim filmem Hyperfilm
ECL (Amersham). Necha se exponovat. Pro vyvoldmiufise pouzivaifstroj Ecomat
2400.

3.2.4.3. Srazeni proteifi

K 200 pul média odebraného od Blknnfikovanych rekombinantnimi viry se
piida 200 pl acetonu. Necha se srazesmoc p -70°C. Poté se vzorky centrifuguji 5
minut na mikrofuze. Odstrani se supernatant a peletecha vysusit. Pelet se rozpusti
v 20 pl Tris (50 mM, pH=8).

3.2.5. Testovani buéné imunitni odpowédi
3.2.5.1. Imunizace mysi

Pro imunizaci se pouzivaji mysSi kmene C57BI/Gisdatydni. Témto mySim se
podaji DNA vakciny pomoci genoveé pistole (BioRABpdava se jedna davka vakciny-
3x 10 PFU v PBS (celkovy objem 500pl) na 1 my3. Po 1€ctinse provagi odbsry

slezin.

3.2.5.2. Zpracovani slezin

Z usmrcenych imunizovanych mysSi se vypreparujiisieKazda slezina se da
do zkumavky s 1 ml 2% RPMI {jpravené jako 10% RPMI pro lymfocyty). Pracuje se
na ledu. Kazda slezina se v laminarnim boxu vyradaterilni sitko a rozdrti se pomoci
pistu z injekni skikacky. Homogenizovana sta se resuspenduje v 5 ml 2% RPMI
s 2% FBS a ifenese se do 15 ml falkonky. Falkonky se zvortexpggvrstvi se 5 mli
Histopaque 1077 a centrifuguji se (5609, 4°C, 10uti Centrifugaci dojde k odkbni
lymfocyta od erytrocyli. Nejdiive se z povrchu odsaji 1-2 ml tekutiny pro lepdixo
mezifaze. Poté se odebere 5ml mezifaze obsahwyjfdotyty do falkonky s 5 ml vy-
chlazeného 2% RPMI. Centrifuguje se (300g, 4°CniiBut). Pelet se resuspenduje a
2x promyje v 5 ml 2% RPMI, centrifuguje se (300§C45 minut). Pelet se poté resus-
penduje v 2 ml 10% RPMI pro lymfocyty. Bkly se 20x ngedi a spditaji.

52



3.2.5.3. Stimulace splenociytin vitro

Pro stanoveni giou burek produkujicich IFNy se splenocyty pouzZivajiex
vivo“, kdy se stanoveni provede hned po izolaci, nebs@enocyty kultivuji 5 dni
v pritomnosti stimulujiciho peptidu (VACV peptid, E7gtigl) a poté se testu;ji.

Buiiky na restimulaci se nasadi na 96 jamkové destv mnoZstvi 5x10 bu-
nék/jamku v 1ml 10% RPMI pro lymfocyty. Pracuje sparalelach. K bikdm se fida
VACV peptid v koncentraci 0,01 pg/ml a k dalSinmkam se pda 0,0025 pg/ml E7
peptidu a necha se 5 dni inkubov&t3y°C v CQ inkubatoru.

3.2.5.4. Elispot pro IFNy

Na 96 jamkové desiky s nitrocelul6zovym dnem MAHA 45 (Millipore) se
v laminarnim boxu nanese monoklonalni protilatka-amouse IFNy, na jamku se na-
nese 50 pl protildtkyedené 1:200 ve fosfatovém pufru. Nech& se inkubovatlkké
komirce ges noc fi 4°C. Jamky se promyji 4x 200 pl sterilniho PB&@mbrana ja-
mek se vysyti 50 pl 10% RPMI, necha se kultivovabdinu g pokojoveé teplat. Poté
se do jamek nanese 100 upl 10% RPMI, 100 ukbuwnpostu 0,5x 16 bunsk/jamku a
peptid o dané koncentraci (1 pg/ml VACV peptidu,@28 pg/ml E7 peptidu), pracuje
se v paralelach. Degkia se necha inkubovat 20 hodifi 7°C v CQ inkubatoru. Poté
se odstrani butna suspenze. Jamky se promyji 4x 200 pl PBS a x| 20PBS
s 0,05% TWEEN 20. Poté se na jamky nanese 50 ¥ 23BSiedné biotinylované
protilatky proti mySimu IFNy a necha se 4 hodiny inkubovat pokojové teplot (Ize i
pies noc p 4°C ve vihké konirce). Poté se jamky promyji 4x 200 pl PBS s 0,05%
TWEEN 20. Do jamek sefpla 50 ul avidinu zngeného peroxidazou (Avidin- HRP)
fedného 1000x v PBS s 0,05% TWEEN 20. Necha se 2 kgadkubovat pi 37°C
v CO, inkubétoru. Poté se jamky promyiji 3x 200 pl PBS. jBmek se nanese 60 pl
vyvolavaciho pufru a degka se necha 15 minut ve &mlamky se 5x promyji pod vo-
dou z kohoutku a nechaji s& pokojové teplot vysuSit do druhého dne. Lymfocyty
produkujici IFNy jsou na membranjamek patrné jako d&y a spd@itaji se pomoci pro-

gramu ELISCAN, pokud jich je malé mnoZzstvi Ize pexstat pomoci lupy (Nikon).
3.2.6. Protinadorové testyin vivo
MysSim (samice) kmene C57BI/6 &t& tydni se subkutdnnvpichnou nadorové

buitky TC-1 (6x10 bursk/ my3). Po 9 dnech se mysikwiji virovymi vakcinami (1x19
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PFU/ 0,5 ml). Jako negativni kontrola se pé&avani pouZije PBS. &t nadoil se poté
méti v intervalech 3-4 dni po dobu 54 dni. Pokud jdardmensi neZ 4 mmpovaZuje

se za negativni. Pokud je nadetsi neZ 1,5 cf je mys narkotizovana a usmrcena. Na

konci pokusu se mysi narkotizuji a usmrti.
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4. Vysledky

4.1. Friprava rekombinantniho viru vakcinie exprimujiciho
sTPRII-Fc-Jun protein

4.1.1. Klonovani genu spRII-Fc-Jun

Plazmid pFastBac-$RII-Fc-Jun nam laskavposkytl Dariusz Kowalczyk (Za-
klad Diagnostyki i Immunologii Nowotworow, Wielkofskie Centrum Onkologii,
Garbary 15, 61-866 Poznan). Tento plazmid jsnpilstrestrikénimi endonukleazami
EcoRI a Hindlll,¢imz doslo k vydtpeni fragmentu §iRII-Fc-Jun (1400 bp). Stejnymi
restrikinimi endonukledzami jsme také rigli plazmid pBluescript Il SK. Velikost
vystpeného fragmentu $RII-Fc-Jun a linearizovaného plazmidu jsmeidvelektro-
foreticky a izolovali z gelu pomoci DNA Lego kitUsps3nost izolace jsme éfili elek-
troforeticky. UEKili jsme koncentraci DNA a linearizovany plazmidmigs ligovali
s inzertem sPRII-Fc-Jun pomoci Rapid DNA Ligation kitu. Vznikllgzmid pBlue-
script-sTBRII-Fc-Jun.

BakterieEscherichia coli XL1-Blue jsmetransformovali ligani snesi. Pro roz-
poznani rekombinantnich klérjsme vyuZili metody odliSného zbarveni transforaov
nych kolonii (bilé) od netransfomovanych koloniioginé). Plazmidovou DNA jsme
izolovali minipreparaci (alkalickou metodou). @Spost minipreparace jsme &ili
elektroforeticky. Poté jsme vybrané vyizolované DR#pili enzymy Hindlll a EcoRI
pro owieni, zda dochazi ke &mému vystpeni inzertu. U 3 klain doslo ke zptnému

vysStpeni sBRII-Fc-Jun (znazormo na obrazkd.5).
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1500 bp

Obrazek ¢.5. Elektroforeticka analyza- kontrola zpétného vySgpeni sTBRII-Fc-Jun z plazmidu
pBluescript-sTpRII-Fc-Jun

1) klon ¢.1 ne&tpeny pBluescript-sfRII-Fc-Jun2) klon ¢.1 S€peny EcoR) klon ¢.1 S&peny Hindlll 4)
klon ¢.1 SEpeny EcoRI a Hindlll- doSlo k vy&peni fragmentu §IRII-Fc-Jun5) klon &.2 neStpeny
pBluescript-sBRII-Fc-Jun6) klon ¢.2 $€peny EcoRI7) klon ¢.2 S&peny Hindlll 8) klon &.2 S&peny
EcoRI a Hindlll- doSlo k vy&peni fragmentu fIRII-Fc-Jun9) klon ¢.3 nestpeny pBluescript-sRII-
Fc-Junl0) klon ¢.3 S&peny EcoRI aHindllI- doslo k vy&beni fragmentu fIRII-Fc-Jun.

Z klonu ¢.1 jsme enzymy EcoRI a Xhol vy§ili fragment obsahujici gen pro
STBRII-Fc-Jun, izolovali jsme jej z gelu pomoci DNAd® kitu, UsgSnost izolace jsme
overili elektroforeticky a ukili jsme koncentraci DNA. Plazmid pSC59-H5 (plazmid
pro rekombinaci do viru vakcinie) jsmesgili enzymy EcoRI a Xhol. Linearizovany
plazmid jsme izolovali z gelu pomoci DNA Lego kitils@Snost izolace jsme éili
elektroforeticky, wili jsme koncentraci plazmidové DNA a plazmid jsehefosforylo-
vali. Tento linearizovany defosforylovany plazmgine ligovali s vyizolovanym genem
pro sTBRII-Fc-Jun pomoci Rapid DNA Ligation kitu. Vznikllgzmid pSC59-E/L-
sTBRII-Fc-Jun.

Liga¢ni snesi jsme transformovali baktertescherichia coli XL1-Blue. Plazmi-
dovou DNA jsme z klof izolovali minipreparaci (alkalickou metodou). Wspost mi-
nipreparace jsme &iili pomoci elektroforézy. Vybrané vyizolované pladové DNA
jsme S¢pili enzymy EcoRI a Xhol pro @¥eni zgtného vySpeni inzertu. U vSech ko-

lonii doSlo ke zptnému vy&peni sPRII-Fc-Jun (znazorkno na obrazkd. 6).
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Obrazek €.6. Elektroforeticka analyza- kontrola zpétného vySg€peni sTBRII-Fc-Jun z plazmidu
pSC59-E/L-sTBRII-Fc-Jun

1) klon ¢.1 ne&tpeny pSC59-E/L-sfiRII-Fc-Jun2) klon ¢.1 S&peny EcoRI a Xhol- vyspeni sBRII-Fc-
Jun 3) klon ¢.2 neStpeny pSC59-E/L-sfiRIl-Fc-Jun4) klon ¢.2 SEpeny EcoRI a Xho I- vy8peni
STBRII-Fc-Jun5) klon ¢.3 neStpeny pSC59-E/L-sfRII-Fc-Jun6) klon ¢.3 SEpeny EcoRI a Xhol- vy-
Stpeni sBRII-Fc-Jun7) klon ¢.4 ne&peny pSC59-E/L-spRII-Fc-Jun 8) klon ¢.4 S&peny EcoRI a
Xhol- vyS€peni sPBRII-Fc-Jun.

Pro gipravu pSC59-H5-4IRII-Fc-Jun jsme plazmid pSC59-E/L{RII-Fc-Jun
Stpili enzymy Xhol a Sall. Tyto enzymy vy&ii z plazmidu E/L promotor, maji stej-
nou Stpici palindromatickou sekvenci, je tedy mozné pliazopét ligovat a touto ligaci
dojde ke zruSeni &iciho mista. Po &eni enzymy jsme plazmid izolovali z gelu a
ligovali pomoci Rapid DNA Ligation kitu. Bbéh klonovani je zndzo#m na obrazku
¢.7.

Plazmidy pSC59-E/L-IRII-Fc-Jun a pSC59-H5-$RII-Fc-Jun jsme namnozZzi-
li v bakteriichEscherichia coli XL1-Blue, vyizolovali maxipreparaci a U&nost maxi-
preparace jsme ¢&iili elektroforeticky. Plazmidy jsme purifikovali @pyknickou
centrifugaci v CsCl gradientu. Takto purifikovariazmidova DNA byla fipravena pro

rekombinaci do viru vakcinie.
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Obrazek ¢.7. Znazornéni klonovéani sTBRII-Fc-Jun

Z plazmidu pFastBac-$RIl-Fc-Jun jsme pomoci enzymEcoRI a Hindlll vy&tpili fragment sPBRII-
Fc-Jun (1400 bp). Fragment byl vioZzen do plazmiBiupscript, z 8hoz byl poté vy&pen pomoci en-
zymi EcoRI a Xhol. sBRII-Fc-Jun byl poté vlozen do plazmidu pSC59 za Bfbmotor. Pro vznik
plazmidu pSC59-H5-FRII-Fc-Jun byl z plazmidu pSC59-E/L-BRII-Fc-Jun vyStpen E/L promotor

pomoci enzyra Xhol a Sall.

4.1.2. Riprava rekombinantniho viru

Pro vznik rekombinantnich VACV jsme pouZzili plazmi@SC59-E/L-sBRII-
Fc-Jun a pSC59-H5-8RII-Fc-Jun. Gen pro $RII-Fc-Jun pod kontrolou H5 nebo E/L
promotoru jsme pomoci homologni rekombinace vloddi neesencidlniho genu pro
tymidinkinazu vig P13 a P13-SigE7LAMP. Wthli jsme selekci rekombinant. ViozZe-
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nim genu sPRII-Fc-Jun do genu pro TK, ziskaji rekombinantmiyviK™ fenotyp a mo-
hou byt selektovanyipmnoZzeni viru na TKburg¢né linii. Viry bez funkni TK nemo-
hou utilizovat seletni ¢inidlo 5-bromdeoxyuridin  (BUdR). BUdR je analogem
tymidinu a pokud je fosforylovany TK viru, je vklad do DNA a je letalni pro replikaci
viru. TK" rekombinantni viry mohou inkorporovat pouze &®yntetizovany tymidin a
mnoZzi se i v itomnosti BUdR. Selai kroky se musi #kolikrat opakovat, protoze
VACV muze tvdit spontanni TKmutanty, které projdou sel&kim tlakem. TK re-
kombinanty maji nizSi virulenci (BULLER et al 1985)

Udeélali jsme plakovou purifikaci rekombinant. Rekomairini VACV jsme o¥-
fili pomoci PCR. Takto ziskané viry jsme titrovabrpoci plakové metody.ipravili
jsme vychozi virovou suspenzi, kterou jsme takévdli pomoci plakové metodyiiP

pravili jsme nasledujici rekombinanty:

P13-H5-sPBRII-Fc-Jun
P13-E/L-sBRII-Fc-Jun
P13-SigE7LAMP-H5-sBRII-Fc-Jun (znazorno na obrazkd.8)
P13-Sige7LAMP-E/L-sPBRII-Fc-Jun (znazormo na obrazkg.8)

P w0 P

P13-Sige7LAMP-H5-sTBRII-Fc-Jun

SigE7LAMP STBRII-Fc-Jun
— < - H) -y T —
p7,5k H5

P13-Sige7LAMP-E/L-sTBRII-Fc-Jun

SigE7LAMP STBRII-Fc-Jun
— K HE DD
p7,5k H5 E/L

Obrazek ¢.8. Genova struktura rekombinantniho viru vakcinie exprimujiciho SigE7LAMP +
STPRII-Fc-Jun

Gen pro SigE7LAMP byl viozen do F7L lokusu (nees&in¢ lokus) pod kontrolodasreé/pozdniho 7,5k
promotoru. Gen pro $RII-Fc-Jun byl vioZen do TK lokusu pod kontrolu iH8bo E/L promotoru.
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4.2. Charakteristika sTBRII-Fc-Jun
4.2.1. O¥reni vazby sBRII-Fc-Jun na protein G

Je znamo, Ze Fc fragment se vaze na protein G aaydma agardze (pochazejici
z bakteriiStreptococcus). Diky tomu je mozné fuzni proteiny s Fc fragmemtenadno
izolovat. Pomoci imunoblotu jsme &ili, zda pipojeni sSPBRII a Jun nebrani vazl-c
fragmentu k proteinu G.

Bunky BSC-40 jsme infikovali virem P13 a rekombinantnvirem P13-E/L-
STBRII-Fc-Jun (MOI 0.1). Za 24 hodin jsme odebrali infikovanych bugk média.
Odebrana média jsme centrifugovali (2000g, 4°Cnf0ut) a odebrali jsme superna-
tant. K 50 pl média jsmerigali 10 pl agardzy s navazanym proteinem G a deasti/
detergentni komponenty (1% NP40/SDS/deoxycholat bonel% NP40).
NP40/SDS/deoxycholat je vice denaturujici v porevr&NP40 a zvySuje specifitu
vazby Fc fragmentu na G protein. K médiim jsniieladi dvé razré silné denaturani/
detergentni komponenty, abychom pro nasledujicugakunoprecipitace $RII-Fc-
Jun (viz kapitola 5.5.) zjistili, za jakych podmiknge sPBRII-Fc-Jun niize vazat na pro-
tein G. Vzorky jsme nechali 1 hodinu inkubovat edu za neustalého kyvani. Agarézu
s proteinem G jsme promyli 1 ml RIPA nebo 1 ml NRfru, ¢imz doslo k odstrami
kontaminujicich proteiln a Zistaly pouze proteiny navazané na agardze. Poté jsme
vzorky povdili v 20 pl Laemmliho pufru, ktery Zjsobil rozvolréni vSech proteinovych
komplexi, doslo tedy k uvokni navazaného $RII-Fc-Jun. Vzorky jsme analyzovali
pomoci denaturujici SDS-PAGE &tpmnost receptoru jsmedili pomoci imunoblotu.
PouZzili jsme primarni protilatku- GoathTBRII- IgG (RD systém, USA) a sekundarni
protilatku- Rabbite-Goat 1gG (H+L) (Jackson ImmunoResearch, USA). |&isy

imunoblotu jsou znadzo#ny na obrazka. 9.
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<+—— 63 kDa
™

Obrazek ¢.9. Owieni vazby sPBRII-Fc-Jun na protein G navazany na agaréze

Buitky BSC-40 jsme infikovali virem P13 a rekombinantnvirem P13-E/L-sPRII-Fc-Jun (MOI 0.1).
Po 24 hodinach jsme odebrali od infikovanych dumédia, média jsme centrifugovali (2000g, 4°C, 20
minut). 50 pl média jsme lhodinu inkubovali na ledliO pl agarézy s navazanym proteinem G a 1%
NP40/SDS/deoxycholat nebo 1 % NP40. Vzorky jsmoenyli 1 ml RIPA nebo NP40 pufru a charakte-
rizovali pomoci denatutai SDS-PAGE a imunoblotu. Jako negativni kontrigme pouzivali virus P13.
1) 50 ul média od buk infikovanych virem P13, 10 ul agarézy s navazamyoteinem G, 1% NP4D)

50 pl média od butk infikovanych virem P13, 10 pl agarézy s navazangrmoteinem G, 1%
NP40/SDS/deoxychol@) 50 pl média od butk infikovanych virem P13, 10 pl agar64y 50 pl média
od burgk infikovanych virem P13-E/L-IRIl-Fc-Jun, 10 pl agar6zy s navazanym proteineml,
NP405) 50 pl média od buk infikovanych virem P13-E/L-gIRII-Fc-Jun, 10 pl agar6zy s navazanym
proteinem G, 1% NP40/SDS/deoxycho@t Negativni kontrola- 50 pl média od kikninfikovanych
virem P13-sPBRII-Fc-Jun s 10 pl agarézy beritomnosti proteinu G.

U burgk infikovanych virem P13-Sige7LAMP-E/L-$RII-Fc-Jun dochéazelo
k uvolovani proteinu spRII-Fc-Jun do média. Pomoci metody imunoblot jsmak@-
zali, Ze dochazi k vazlsTBRII-Fc-Jun na protein G. K vaZima protein G dochézelo i
v pritomnosti denatutgni komponenty 1% NP40/SDS/deoxycholat. FragmefiR$lTa

fragment Jun tedy nebrani vé&zibagmentu Fc na protein G.
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4.2.2. Porovnani exprese $IRII-Fc-Jun a sTBRII pod r iznymi promo-

tory-detekce rozdilné velikosti receptoiti

Cilem tohoto pokusu bylo porovnat expresi recepsifgRIl a sTBRII-Fc-Jun
fizenou promotory H5 nebo E/L. Pozorovali jsme tgghni receptoru do médiacase
24 hodin po infekci He-La bwk. Cheli jsme také pozorovatizné formy receptdr
dané rozdilnou glykosylaci.

Postupovali jsme podle navodu pridgpavu bugénych lyzati a médii pro SDS-
PAGE (viz kapitola 3.2.3.4.). Vzorky jsme zahus$ifaZzenim acetonem (viz kapitola
3.2.4.3.) a analyzovali pomoci denaturujici SDS-EAGMunoblotu za pouziti primar-
ni protilatky- Goata-hTBRII- IgG (RD systém, USA) a sekundarni protilati8abbit-
a-Goat IgG (H+L) (Jackson ImmunoResearch, USA). ¥gkl detekce receptor

v burg¢nych médiich v intervalu 24 hodin jsou zobrazenphezkuwe.10.

1 2 3 4 5

™ o e "._63 (0a
<«—32kDa
. <«—27 kDa
Obrazek ¢.10. Porovnani exprese qiRII-Fc-Jun a sTBRII pod r éznymi promotory- detekce rozdil-
né velikosti receptoii
HelLa buiky jsme infikovali viry (MOl 3)1) P132) P13-H5-sPBRII 3) P13-E/L-sBRII 4) P13-H5-

sTBRII-Fc-Jun5) P13-E/L-sBRII-Fc-Jun. Po 24 hodinach jsme odebrali od inféeych busk média,

proteiny v médiich jsme srazeli acetonem a chariakteali pomoci SDS-PAGE a imunoblotu.

Z vysledki imunoblotu je patrné, Ze v médiich infikovanychldeburek se po
24 hodinach infekce vyskytuje vice receptoru fur@reo k Fc-Jun fragmentu [RRII-
Fc-Jun neZli pouhého 8RII. CoZ potvrzuje pedpoklad, Ze fragment Fc uminge lepsi
uvoliovani rekombinantniho proteinu z ldkn Exprese spRII-Fc-Jun je silgjSi pod
E/L promotorem. Velikost receptoru $RIl-Fc-Jun byla 63 kDa. U $RIl jsme pozo-
rovali dw razné formy proteinu o velikosti 32 kDa a 27 kDa, ¢eZpravapodobr

dano rozdilnou glykosylaci proteinu.
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4.2.3. Exprese sPRII-Fc-Jun a sTPRII pod r tiznymi promotory- de-
tekce mnozstvi rekombinantniho receptoru v médiicla lyzatech

infikovanych bunék

V tomto pokusu jsme pozorovali rozdily v exprespRT a sTBRII-Fc-Juntize-
nou promotory H5 nebo E/L&asovych intervalech 6, 12, 18 a 24 hodin po infékei
La burek rekombinantnimi viry. Pozorovali jsme mnozstvparujiciho se proteinu u
jednotlivych vii v riznych¢asovych intervalech. Zajimalo nas také porovnarry mi
exprese mezi jednotlivymi viry a porovnani mnozgixéteinu v busénych médiich a
v lyzétech infikovanych buk.

Postupovali jsme podle navodu pridgpavu bugénych lyzati a médii pro SDS-
PAGE (viz kapitola 3.2.3.4.). Bédtnd média jsme zahustili srdZzenim acetonem (viz
kapitola 3.2.4.3.). Média a lyzaty infikovanach Bkijsme analyzovali pomoci denatu-
rujici SDS-PAGE a imunoblotu za pouziti primarndtpatky- Goate-hTBRII- IgG
(RD systém, USA) a sekundarni protilatky- RakbiBoat IgG (H+L) (Jackson Immu-
noResearch, USA). Vysledky vzdrk burg¢nych médii jsou znazokény na obrazku

¢.11. Vysledky vzork z lyzat burgk jsou znazorény na obrazku.12.

12 18 24
SR § 1 el
—— — :
-3 P13-E/L-TPRII
e 1

63 kDa—»p i P13-H5-TPRII-Fc-Jun

~- ) - - -
63 kDa—> - & W i3 TpRIFC Jun

Obrazek ¢.11. Detekce rekombinantnich receptak v médiich infikovanych HelLa burgk

Hela buiky jsme infikovali viry (MOl 3). Po 6, 12, 18 a Zbdinach jsme odebrali od infikovanych
burgk média, proteiny fitomné v odebranych médiich jsme srazeli acetomeMmarakterizovali pomoci
SDS-PAGE a imunoblotu. Jako negativni kontrola (N¥)o pouzito médium (odebrané 30 hodin po
infekci) z burek infikovanych virem P13, NK je znazamma v prvnim sloupci. Ostatni sloupce zndugir
jednotlivé casové intervaly (6, 12, 18, 24 hodid).Fada: exprese spRIl pod kontrolou H5 promotoru.
2.Fada: exprese spRIl pod kontrolou E/L promotoriB. fada: exprese spRIl-Fc-Jun pod kontrolou H5

promotoru4.rada: exprese spRII-Fc-Jun pod kontrolou E/L promotoru.
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NK 0 6 12 18 24
30 kDa —» WS B S | P13-H5-TBRI
30 kDa —» e q P13-E/L-TPRU
63 kDa—» W W | P13-H5-TBRII-FcJun
63 kDa —» w w» @ | PI3-E/AL-TPRI-Fclun

Obrazek €.12. Detekce rekombinantnich receptai v lyzatech infikovanych HelLa burgk

Hela buiky jsme infikovali viry (MOI 3). Po 0, 6, 12, 1824 hodinach jsme hiky lyzovali 30 minut ve
100 pl NP40 pufru, poté jsmeitky centrifugovali (13 000g, 4°C, 10 minut), odebjaie supernantant.
Odebrané supernatanty jsme charakterizovali po®DS8-PAGE a imunoblotudako negativni kontrola
(NK) byly pouzity buiky infikované virem P13 (zpracované 30 hodin pelef burgk), NK je znazor-
néna v prvnim sloupci. Ostatni sloupce znédzgirjednotlivésasové intervaly (0, 6, 12, 18, 24 hodih).
fada: exprese spRII pod kontrolou H5 promotor2. fada: exprese spRIl pod kontrolou E/L promoto-
ru. 3. Fada: exprese spRII-Fc-Jun pod kontrolou H5 promotordi¥ada: exprese spRII-Fc-Jun pod

kontrolou E/L promotoru.

MnoZstvi rekombinantniho receptoru se v postupmjigase zvySovalo u vSech
vzorka a to jak v médiich tak i v lyzatech infikovanychrdk. Exprese spRII-Fc-Jun i
sTRRII byla vysSi pod kontrolou E/L promotoru nez pkahtrolou H5 promotoru, je
znémo, Ze E/L je siljSi promoter nez H5. V lyzatech biknse nachazi vice receptoru

STBRII nez sBRII-Fc-Jun.

4.3. Imunizatni pokusy
4.3.1. Testovani bud¢né imunitni odpowvédi po imunizaci virovymi

vakcinami

Pri tomto pokusu jsme sledovali T bimou imunitni odpo&d specifickou pro
E7 peptid a VACV peptid. Zajimalo nas, zda koexpreBRII-Fc-Jun ma vliv na imu-
nogenni vlastnosti virovych vakcin. Imunitni odpdvbyla ntiena pomoci testu
ELISPOT pro IFNy.
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Samice (std 6 tydni) kmene mySi C57BI/6 byly roZtény do 5 skupin po 4
mysSich. Kazdé skupénbyla podana jind virova vakcina. Za 12 dni po iipaci byly
mySim odebrany sleziny. Sleziny byly zpracovanygipravu splenocyi

Po izolaci splenocytna pokusyex vivo jsme udlali testy ELISPOT pro IFN-
Tyto splenocyty jsme v fibéhu pokusu stimulovali E7 peptidem a VACV peptidem.
Tyto peptidy mndly sekvenci Eg@oesyy (RAHYNIVTF) a E3  VACV(140-148)
(VGPSNSPTF). Rty spofi zaznamenanych u jednotlivych skupin jsme zanestrd-
fu ¢.1. Kazdy spot odpovida jednértme produkujici IFNy.

@ bez peptidu
Bl E7 peptid
Bl VACV peptid

50 1

40

30 4

20 1

pocet spoti s IFNg /
500 000 b

10

1 2 3 4|5 6 7 8 9 10 11 12 (13 14 15 16 [ 17 18 19 20

P13-SigE 7LAMP
-TK-

P13-SigE7LAMP
-H5-ThetaRII

P13-SigE7LAMP
- E/L-TbetaRII

P13-SigE7LAMP
-HS-TbetaRII-Fc-

-Jun

P13-SigE7LAMP
-E/L-TbetaRII-Fc-

Jun

Graf ¢.1. Detekce burééné imunitni odpovédi ex vivo po imunizaci virovymi vakcinami pomoci
metody ELISPOT pro IFN-y.

Mysi kmene C57BI/6 (samice, $t& tydni) byly imunizovany jednou davkou virovych vakcini8k
PFU. Pro imunizaci byly pouzity tyto vakciny P13}B8VLAMP-TK', P13-SigE7LAMP-H5-sRII, P13-
SigE7LAMP-E/L-sTBRII, P13-Sige7LAMP-H5-sBRII-Fc-Jun a P13-SigE7LAMP-E/L-$RII-Fc-Jun.
12 dni po imunizaci jsme mySim odebrali slezingalavali jsme splenocyty. Pomoci testu ELISPOT
pro IFN< jsme utili bunéénou imunitni odpo¥d’ specifickou pro E7 peptid a VACV peptid.

Pokusem jsme zjistili, Ze splenocyty izolované Aniynunizovanych virovymi
vakcinami nesoucimi gen pro E7 protein produkovilly-y v odpowdi na E7 peptid.
Pozorovali jsme také baénou imunitni odpodd’ specifickou pro VACV peptid.

Zda se mezi jednotlivymi skupinami vyskytuji sigkéntni statistické rozdily,
jsme utili pomoci programu GraphPad Prism verze 5.00 (GiPagl Software, San

Diego California USA). Vysledky jsme zpracovavalormpoci testu- dvoucestna

65



ANOVA. Statisticky signifikantni rozdily pr@x vivo pokusy jsou znazo#my v grafu
¢.2, ve kterém jsme ukézaligpnéry nangrenych hodnot pro dany peptid v kazdé sku-

piné

Bl bez peptidu

Bl E7 peptd

Bl vacv peptid

*pe0358
25+ "py ) (1342 ; :
! "|'. 1] II'iS‘_J'I

2“' rpel M54
15 ; *p=i) 0363 ;

*n-0LdS0
L

potet spoti s IFNg /
500 000 b

Graf ¢.2: Znazornéni statisticky vyznamnych rozdili v poétu bunék produkujicich IFN- y p¥#i detek-

ci bunééné imunitni odpowédi ex vivo.

Imunizace mysSi a detekce iné imunitni odpogdi specifické pro E7 peptid a VACV peptid probihaly
za stejnych podminek, jaké jsou popsany u gtafu V tomto grafu jsou znazammy priméry hodnot
zaznamenanych v grafud.

Pri tomto pokusu jsme zjistili, Ze nejniZsi gnou imunitni odpo¥d’ specific-
kou pro E7 peptid vyvolala dvojita rekombinanta FSi§E7LAMP-E/L-sTBRII-Fc-Jun,
tento rozdil se prokazal statisticky v porovnanivSdemi ostatnimi skupinami mimo
dvojité rekombinanty P13-Sige7LAMP-H5-BRII-Fc-Jun.
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Pri sledovani bu&né odpovdi specifické pro VACV peptid jsme nezjistili
Zadné signifikantni rozdily mezi P13-SigE7LAMP-TK dvojitymi rekombinantami.
Koexprese spRII pod vlivem H5 i E/L promotoru vyvolava vyssSi imitni odpoéd
specifickou pro VACV peptid nez koexpreseRIl-Fc-Jun pod H5 promotorem. Imu-
nitni odpovd’ specificka pro VACV peptid vyvolana koexpresB&Il-Fc-Jun pod E/L
promotorem je také vyraZnvySSi nez u dvojité rekombinanty P13-SigE7LAMP-H5-
sSTBRII-Fc-Jun.

Cast izolovanych splenodytisme pouzili pro restimulaci peptidem. Vysledky
testu ELISPOT pro IFNpo restimulaci jsou zaznamenany v graf, kde je zobrazen
pocet spott s IFN+y na 100 000 butk (v grafuc¢.1 a 2 je zobrazen pet spoit s IFN<y
na 500 000 butk). Po @ti denni stimulaci peptidem dochazelo k vysokéaldi sple-
nocyti specifickych pro VACV peptid i E7 peptid.

@l bez peptidu
@ E7peptid
@B VACV peptid

1500

10004

5004

pocet spota s IFNg /
100 000 b

1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 11 12| 13 14 15 16 | 17 18 19 20

P13-SigE7LAMP | P13-SigE7LAMP | P13-SigE7LAMP | P13-SigE7LAMP - | P13-SigE7LAMP -
-TK- - H5-ThetaRII -E/L-ThetaRII HS-ThetaRII-Fc- E/L-TbetaRII-Fc-
Jun Jun

Graf ¢.3. Detekce burééné imunitni odpowvédi pomoci metody ELISPOT pro IFN-y po péti denni
stimulaci E7 peptidem a VACV peptidem.

Mysi kmene C57BI/6 (samice, & tydni) byly imunizovany jednou déavkou virovych vakcinl®k
PFU. Pro imunizaci byly pouzity tyto vakciny P13jEVLAMP-TK', P13-SigE7LAMP-H5-sBRII, P13-
SIgE7LAMP-E/L-sBRII, P13-SigE7LAMP-H5-sBRII-Fc-Jun a P13-SigE7LAMP-E/L-$RII-Fc-Jun.

12 dni po imunizaci jsme mySim odebrali slezing@avali jsme splenocyty. Izolované splenocyty jsme
kultivovali 5 dni v gitomnosti stimulujiciho peptidu (0,01 pg/ml VACVpi&lu, 0,0025 pug/ml E7 pepti-
du). Pomoci testu ELISPOT pro IFNisme utili bunéénou imunitni odpodd” specifickou pro E7 peptid
a VACYV peptid.
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Po gti denni stimulaci peptidy jsme u vSech skupin pozali nadst vyvolané
imunitni odpoxdi specifické pro E7 peptid a VACV peptid.

Stejre jako @i pokusechex vivo jsme pomaoci testu dvoucestna ANOVAily
zda se mezi jednotlivymi skupinami nachazeji diakg vyznamné rozdily. Tyto rozdi-
ly jsme vyjadili v grafu ¢.4., ve kterém jsme ukazalitpnéry nantienych hodnot pro
dany peptid v kazdé skupin

Bl bez peptidu
Bl E7 peptid
B VACV peptid

pocet spotu s IFNg /
100 000 b

Graf €.4. Znazornéni statisticky vyznamnych rozdili v poétu bunék produkujicich IFN- y pii detek-

ci bunééné imunitni odpowvédi po restimulaci peptidem.

Imunizace mysi a detekce higné imunitni odpo&di specifické pro E7 peptid a VACV peptid probihaly
za stejnych podminek, jaké jsou posany u giaduV tomto grafu jsou znazamy priméry hodnot za-

znamenanych v grafu3.

Vyvolana imunitni odpodd” po stimulaci peptidem byla u vSech skupin velmi
podobna. Rozdil jsme zaznamenali pouieogpowdi na E7 peptid u dvojité rekombi-
nanty nesouci $RIl pod H5 promotorem, kdy byla b&ma imunitni odpo¥d statis-
ticky vyzname vysSi v porovnani s P13-SigE7LAMP-TK
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Pri téchto pokusem jsme prokazali, Ze rekombinantni vRa8-Sige7LAMP-
H5-sTBRII vyvolaval wtSi T burénou imunitni odpo¥d” specifickou pro E7 peptid
v porovnani s P13-Sige7LAMP-TKFi detekci bugcné imunitni odpogdi ex vivo
jsme jiz mohli pozorovat &si paet burgk produkujicich IFNy po imunizaci s P13-
SigeE7LAMP-H5-sBRII v porovnani s P13-Sige7LAMP-TKtento rozdil nebyl proka-
zan jako statisticky vyznamny. Po stimulaci E7 pph byl jiZz tento rozdil potvrzen
statisticky.

4.4. Pokusyin vivo
4.4.1. inek sTPRII-Fc-Jun na funkci protinadorové vakciny pi te-

rapii TC-1 nadoru

TC-1 buiky jsou odvozené od primarnich epitelidlnich #umysiho kmene
C57BL/6 kotransformovanych geny E6 a E7 z HPV-16-Ha-ras. TC-1 hiky jsou
dobrym modelovym iikladem pro studium karcinomu cervixu. Pomoci tohoddoro-
vého mysSiho modelu Ize sledovatinek vakcin na rychlost regrese nddoii tomto
pokusu jsme pozorovali vliv $RII-Fc-Jun na funkci protinadorové virové vakciny.
Zajimalo nas, zda tento rozpustny receptor pomao&ésvakcig nesouci gen pro Si-
gE7LAMP zvySovat protinddorovou imunitu.

MysSi byly rozcEleny do 10 skupin po 6 mySich. MySim byly subkutépadany
nadorove biikky, 7 dni po podani byly mySintkovany viry. Postupovalo se dle navodu
pro protinadoroveé testiy vivo (viz kapitola 3.2.6.). 8 dni po podani nadorovicimk
jsme n&tili rust nadod v intervalech 3-4 dni po dobu 54 dni.

Vliv virovych rekombinant na regresi nadojsme zaznamenali do grafus.
Rozdily v nangtenych hodnotach ve dnech 22 a 33 jsme vyhodntdiiisicky pomoci
testu dvoucestnd ANOVA v programu GraphPad Prismmev8.00, tyto vysledky jsou
diskutovany v kapitole.5.
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Graf ¢€.5. Porovnani vlivu koexprese genu §iRII nebo sTBRII-Fc-Jun na regresi nddoria TC-1
vyvolanou virovou vakcinou

Mysim (samice) kmene C57BI/6 &té tydni se podali nAdorové by TC-1 (6x10 bursk/ mys). Po 9

dnech byly mysi imunizovany virovymi vakcinami (IXPPFU). Pro imunizaci jsme pouZili: 1) PBS-

negativni kontrola 2) P13-SigE7LAMP-TR) P13-Sige7LAMP-H5-spRII 4) P13-Sige7LAMP-E/L-

STBRII 5) P13-SigE7LAMP-H5-sBRII-Fc-Jun 6) P13-Sige7LAMP-E/L-$RII-Fc-Jun 7) P13-H5-

sSTBRII (virovy vektor) 8) P13-H5-spRII-Fc-Jun (virovy vektor) 9) P13-E/L-$RII-Fc-Jun (virovy

vektor). Plochu naddrjsme poté rili v intervalech 3-4 dni po dobu 54 dni. V kazdgrafu je znazor-

nén rist nadob u mysi jedné skupiny.

* Zlomky znazotuji paset mysi s nadory z celkovéhodbe mysSi ve skupidv ¢ase 33 dni po imunizaci

(tentocasovy interval byl vyhodnocen také statisticky peofrtestu dvoucestnd ANOVA viz kapitaleb)
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Z vysledki je patrné, Ze na regresistu nadol nejlépe fisobila dvojithd rekom-
binanta P13-Sige7LAMP-H5-$RII, kdy doSlo k regresi nadbru piti mysi ze Sesti.
Exprese sPRIlI pod E/L promotorem nijak neovlivnilacinek virové vakciny. BohuZzel
pii ockovani dvojitymi rekombinantami nesoucimi gen peoaptor fuzovany k Fc-Jun
(P13-Sige7LAMP-H5-sPBRII-Fc-Jun a P13-Sige7LAMP-E/L-$RII-Fc-Jun) nedoslo
k signifikantnim zméndm ve schopnosti virové vakciny vyvolat protindd@u imuni-
tu. Virové vektory nesouci pouze gen pro rozpusteéptory (P13-H5{IRII, P13-H5-
TBRII-Fc-Jun a P13-E/L{IRII-Fc-Jun) nijak neovlivnily st nadod.
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5. Diskuze

5.1. Friprava rekombinantnich vira

Cilem této prace bylo sestrojit rekombinantni wiakcinie exprimujici spRII-
Fc-Jun pod kontrolou E/L nebo H5 promotoru. Teni@Rll-Fc-Jun n&l zlepSovat
acinky protinadorové virove vakciny exprimujici SigEgMP, tato vakcina je testova-
na na nasem pracovisti pro vyuziti gerapii karcinomu cervixu. Infekce virem vakcinie
indukuje uvolrni prozastlivych cytokini a chemokin, které stimuluji firozenou
imunitu a aktivuji Thl T bu&nou imunitni odpo¥d’ vedouci k eliminaci buik infiko-
vanych virenm¢i bunék nadoru. Proto jsou rekombinantni viry vakcinigrndsstudované
pro vyuziti [ terapii nadoi ¢i virovych infekci.

Rizikové typy HPV, obzvlaSHPV-16, jsou asociovany s mnoha typy karcino-
mu cervixu. E6 a E7 proteiny jsou nezbytné proddnou transformaci a jsou exprimo-
vany ve ¥tSiné karcinonti cervixu. Imunizace rekombinantnimi VACV kodujicia
a E7 HPV-16 protein ma v dnesni dddiinické Usgchy ufady pacient s HPV asocio-
vanymi karcinomy (BALDWIN et al. 2003, DAVIDSON al. 2003). Protein E7ipd-
stavuje vyhodny cil ifp terapii nadoit. My jsme pouzili fazni protein SigeE7LAMP.
Tento fazni protein se sklada ze signalni sekvepceteinu LAMP (Sig) a
z cytoplazmatické a transmembranové domény proteAMP (LAMP) a cili E7 do
endozonid a lyzozond. Tim dochazi ke zvySeni prezentace anfiggemoci MHCgp I
na buéném povrchu, tyto antigeny jsou poté rozeznavamyqmb CD4 T lymfocyti.
Pti imunizaci SigE7LAMP dochazi také ke zvy3eni CR§totoxickych T lymfocyt,
které pati mezi nejvyznam¥jsi slozku protinddorové imunity (Lin et al. 1998,et al.
1999).

Rozpustné receptory pro T@Ke v dnesni dabzkoumaji pro jejich vyuZziti ip
terapii nddoili, kdy pomahaji neutralizovatimky pronddorového TGF jenZ je produ-
kovan ve velkém mnoZzstvi v pokitych stadiich karcinogeneze a pomatstu a Sieni
nadoru. sBRII ziskava diky fuzi k Fc fragmentadu vyhod, mezi které ganagiklad
dimerizace receptordi zvySeni Zivotnosti v cirkulnim systému. Vlozeni kratkého
fragmentu Jun UdagnsniZzuje vazbu Fc fragmentu na Fc receptory. Koksts BRII-
Fc-Jun mé udajnvyssi kapacitu vazby T@Rez pouhy spRII-Fc (Kowalczyk, osob-
ni sctlenti).
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Pripravili jsme plazmid pro rekombinaci pSC59-E/LERII-Fc-Jun. Plazmid
pSC59 pai mezi nizkokopiové plazmidy, takZze jsm& pho mnoZeni v bakteriich
pouzili antibiotikum chloramfenikol, které tgdnostni mnozeni plazmidové DNA. Pro
vznik plazmidu pSC59-H5-$RII-Fc-Jun jsme vygpili z plazmidu pSC59-E/L-
STBRII-Fc-Jun promotor E/L pomoci enzynXhol a Sall. Tyto enzymy maji stejnou
Stepici palindromatickou sekvenci a poéape ligaci plazmidu se zruSi¢pici misto.
Nemuseli jsme tedy znovu klonovat gen pr@RII-Fc-Jun ged H5 promotor plazmidu
pSC59.

Pro vznik rekombinantnich vakcin jéldzité, aby byl virus mélo virulentni a
piitom zistal dostatné imunogenni. Tyto poZadavky #pje virus vakcinie P13
(KUTINOVA et al. 1995), ktery jsme zvolili pro rekabinaci. V rekombinantnim
plazmidu pSC59-H5 je gen pro Hll-Fc-Jun umisin uvnit genu pro TK (TKL a
TKR), Ize ho tedy pomoci homologni rekombinace ilalb genu pro TK viru P13.
Exprese sPBRII-Fc-Jun bylatizena promotory E/L nebo H5. Pro pozorovani vlivu
STBRII-Fc-Jun na dinek protinadorovych vakcin byly zkonstruovany diéoyekombi-
nanty P13-SigE7LAMP-H5-FRII-Fc-Jun a P13-Sige7LAMP-E/L-$RII-Fc-Jun.
Rekombinatni vir P13-SigE7LAMP-TKbyl v nasi laborat® vyrobeny jiz dive. Pro
piipravu P13-SigE7LAMP-TKbyl pouzit rekombinéni plazmid p11K, ktery mé gen
pro TK preruseny 11k promotorem a multi klonovacim mistem jsme tento virusip
nasich pokusech pouzivali pro kontrolu. Pozorojsatie produkci rozpustného recepto-
ru, vliv na T bug¢nou imunitni odpotd’ a také jsme rekombinantni viry zkoumaii p

in vivo testech.

5.2. Charakteristika sTBRII-Fc-Jun
Fc fragment IgG ma schopnost vazat se na B1 dompeateinu G (FRICK et al.

1992), tato vazba je polarniho charakteru a obsatyj dokre definované interakce
,,knobs-into-holes”. Je zndmo, Ze Fc fuzni proteiaydaji snadno purifikovat afinitni
chromatografii pomoci proteinu G imobilizovanéhoagaroze. Zajimalo nés, zda vazba
Jun a sPBRII k fragmentu Fc u naSeho rekombinantniho proteiebrani vazbna pro-
tein G. V dnesni dabdostupné literatie¢ se timto problémem nikdo nezabyval. Imuno-
blotem jsme pomoci protilatek proti BRIl detekovali receptor navazany na protein G.
Timto pokusem jsme &iili, Ze rekombinantni protein $RII-Fc-Jun se vaze na pro-
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tein G, vazba Jun a BRIl tudiZ na Fc fragmentu neoiije vazebné misto pro B1 do-
ménu proteinu G.

Je znamo, Ze Fc fragment umaje lepSi sekreci rekombinantnich proteiio
meédia. Pomoci imunoblotu jsme zjistili, Ze v meéliideLa bugk bylo 24 hodin po
infekci detekovano &Si mnozstvi spPRII-Fc-Jun v porovnani s $RIl. Exprese
STBRII-Fc-Jun byla také sijSi pod kontrolou E/L promotoru nez pod kontrolu H5
promotoru, synteticky¢asré/pozdni E/L promotor je silijSi neZli girozeny cas-
n¢/pozdni H5 promotor.

Receptor sBRII byl sekretovan z busk ve dvou tiznych forméch (27 kDa a 32
kDa). Tyto d velikosti jsou dany nejspiSe rozdilnou glykosyl&téra byla prokadzana
jiz diive (LIN et al. 1995, TSANG et al. 1995). U receptsTBRII-Fc-Jun jsme ze zis-
kanych vysledi nebyli schopni uiit, zda se jedna o dwtzné formy proteinu. Pro toto
zjisteni bude nutné datht pokus, kdy Ize n&pdetekovat spRII-Fc-Jun pomoci imu-
noblotu, kdy pro SDS-PAGE pouZijeme mérocentni gel pro lepsi rozliSeriznych
forem proteinu. Také Ize N-glykosylaci blokovat iktamycinem. U fuzniho receptoru
sTBRII-Fc byly vSak pozorovany tené velikosti dané rozdilnou glykosylaci
(KOMESLI et al. 1998, ISAKA et al. 1999).

Porovnéavali jsme také mnoZstvi rekombinantnihoptre v médiich a lyzatech
infikovanych HelLa bu&k. Pritomnost receptoru $l-Fc-Jun jsme detekovali nejse
12 hodin po infekci a to jak v batnych médiich, tak i v lyzatech infikovanych kn
VEtSi mnozstvi receptoru gRI-Fc-Jun bylo pitomno v bugénych meédiich neZli
v lyzatech budk a to ve vSech pozorovany¢hsech 12,18 a 24 hodin po infekci, coz
opét potvrzuje schopnost bek sekretovat proteiny fuzované k Fc fragmentu.
V bunkach jsme také pozorovalictéi mnozstvi spRII proteinu nez spRII-Fc-Jun.
Molekula sBRII neméa schopnost tvib homodimery a @stava pednostg uvnitt infi-
kovanych bugk. MnoZstvi solubilnich receptidorv buréénych médiich nelze porovnat,
jelikoz do média byly sekretovany vysoce glykosgog formy proteid. Bohuzel pro
lepSi vyhodnoceni jsem neéfa k dispozici software pro kvantitativni vyhodnaceDo
budoucna by bylo také dobré zopakovat pokus zaifpaneéns procentniho gelu, kdy by
se daly pozorovat jednotlivé formy proteinu.

Tento pokus jsmedthli také na CV1 bikach (vysledky nezobrazeny), kdy jsme
potvrdili vétSi vyskyt sPBRII-Fc-Jun v médiich infikovanych CV1 bék v porovnani
s burg¢nymi lyzaty. Z vysledl tohoto pokusu vyplyva, ze Fc fragment unigg se-
kreci sTBRII-Fc-Jun do média. &Si mnoZzstvi receptoru uv@ného z busk maze
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efektivrgji vychytavat pronadorovy TQFpri terapii nadol a tim podporovat funkce
vakcin cilenych proti nadom.

5.3. Imunizaéni pokusy

U¢innost protinadorovych vakcin iheme hodnotit pomoci detekce protinado-
rové imunitni odpogdi in vitro. NejvyznamgjSi slozkou protinddorové imunity jsou
CD8" cytotoxické T lymfocyty (CTL). Winna terapeutickd vakcinace proti HPV-16
asociovanym nadém souvisi s Tha CD8 T burs¢nou odpo¥di proti E2, E6 a E7
proteinu (NAKAGAWA et al. 2002). Pro hodnoceni sifieké imunitni odpo¥di in
vitro jsme pouzili test ELISPOT pro IFN-pomoci &hoz Ize uéit pocet T lymfota
produkujicich IFNy po stimulaci peptidem. Zajimalo nas, zda dvojg&ombinanty
néjakym zpisobem ovliviuji schopnost virové vakciny P13-Sige7LAMP-T¥yvola-
vat burgénou imunitni odpo#d’.

MysSi jsme imunizovali rekombinantnimi viry a ze epbcyt izolovanych za 12
dni jsme testovali specifickou T btimou imunitni odpo¥d” proti E7 peptidu a VACV
peptidu. Peptid Efys7) HPV-16 (RAHYNIVTF) je dominantni H-2Bspecificky CTL
epitop (FELTKAMP et al. 1993). Peptid VAGMo-14¢)VACV-E3 je dominantni H-26
CTL epitop (TSCHARKE et al. 2006).

Pri pokusuex vivo jsme detekovali u vSech typekombinat T bu&nou imunit-
ni odpoed’ specifickou pro E7 a VACV antigeny. Pro&eni, zda dochazi ke statistic-
Ky vyznamnym rozdiélm v produkci INFy mezi jednotlivymi skupinami jsme pouZzili
statisticky test dvoucestna ANOVA v programu GragdhfPrism verze 5.00. Imunitni
odpowd proti E7 antigenu v porovnani s jednoduchou rekaaritou byla u dvojitych
rekombinant nesoucich gen prop&lll-Fc-Jun pod E/L i H5 promotorem signifikastn
odliSna- P hodnota byla u dvojité rekombinanty BI§=7LAMP-H5-sBRII-Fc-Jun
0,0210 a u P13-Sige7LAMP-E/L-8RII-Fc-Jun 0,0342. Z vysledknelze uéit, zda je
skute&né imunitni odpo¥d’ vyvolana dvojitymi rekombinantami exprimujicimi &HlI-
Fc-Jun niZSi v porovnani s jednoduchou rekombinan&tatistické vysleky nedoséhly
velmi signifikantnich hodnot a také by bylo pedia udlat dalSi pokusy na&Sim p@tu
mySi a s nezavisleipravenymi virovymi koncentraty.

Buné¢nou imunitni odpo¥d’ specifickou pro E7 antigen a VACV antigen jsme
zkoumali také po gidenni stimulaci splenocytpeptidy E7 a VACV. Po této stimulaci
dochazelo k vysoké produkci INfFsplenocyty specifickymi pro E7 a VACV antigen.
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Vysledky jsme pro odteni vyhodnotili statisticky pomoci testu dvouces&iOVY.
Tento test uiil statistiky vyznamny rozdil v imunitni odpédi specifické pro E7 anti-
gen mezi jednoduchou rekombinantou a dvojitou rddaantou P13-Sige7LAMP-H5-
sTRRII, kdy dvojitd rekombinata vyvolavala po restimcil silrgjSi imunitni odpoed
nez rekombinanta jednoducha.

Timto pokusem jsme prokazali, Ze imunizace dvojitj@kombinantami nesou-
cimi gen pro E7 antigen HPV-16 indukuje T Btmou imunitni odpo&d’ specifickou
proti E7 antigenu i proti VACV antigenu. Imunitnidpowd pro E7 antigen
v jednoduchych rekombinantach byla prokazana ijized(NEMECKOVA et al. 2002,
RITTICH et al. 2005, MACKOVA et al. 2006). U dvajith rekombinant bylo prokéaza-
no zvyseni bugné imunitni odpo¥di v porovnani s rekombinantou jednoduchou, kdy
koexprese FIt3L virem P13-FL-SigE7LAMP indukovalayeni bug¢né imunitni od-
povdi specifické pro E7 HPV-16 antigen a E3 VACV astig(AJRKOVA et. al.
2009). My jsme také pozorovali rigt burg¢né imunitni odpogdi specifické pro E7
antigen, kterou vyvolavala imunizace dvojitou rekonantou P13-Sige7LAMP-H5-
STBRIL.

5.4. Pokusyin vivo

Vedle hodnocenidinnosti protinadorovych vakcin pomoci detekce inninod-
powedi in vitro, Ize tuto @innost hodnotit takén vivo sledovanim vlivu koexprese
STBRII-Fc-Jun na psobeni virové vakcinyipterapii nadot. Pro vznik modelovych
nadofi karcinomu cervixu jsme pouzili hkgy TC-1. TC-1 buiky jsou odvozené od
primérnich epitelidlnich bwk mysSiho kmene C57BL/6. Bly jsou imortalizované
diky expresi geinE6 a E7 HPV-16, které zachovavaji maligni fenotyfransformova-
né mutovanym ras onkogenem, ktery simuluje¢boé@ procesy # vzniku karcinomu
cervixu. Nadory odvozené od TC-1 lrse pouzivaji k testovani virovych vakcin ci-
lenych proti HPV-16 asociovanym nador.

My$im jsme subkutarnpodali 6x18 TC-1 burgk, po 7 dnech, kdy doslo
k namistu nadoli, jsme mysi okovali rekombinantnimi viry 1x10PFU. MEiili jsme
pouze nadory v rozmezi 0,4 €@ 1,5 cri. Nadory pod 0,4 cfrjsme povaZovali za ne-
gativni, pokud nsla my$ nador &t3i nez 1,5 cfbyla utracena.

Pt terapii nddoit pasobila nejlépe dvojith rekombinanta P13-SigE7LAMB-H
STBRII, kdy v dok& 33 dni po ¢kovani doslo k odhojeni nadou 5 mysi ze 6, zatimco
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u kontrolni vakcinace jednoduchou rekombinantou -BifE7LAMP-TK doSlo

k odhojeni naddr u 2 mysi ze 6. Tento vysledek bohuzel nebyl petvriestem dvou-
cestna ANOVA jako statisticky signifikantni. Staiigy rozdil jsme ale potvrdili id
porovnani dvojité rekombinanty P13-Sige7LAMP-H5&II s dvojitymi rekombinan-
tami P13-SigE7LAMP-E/L-spRIl a P13-SigE7LAMP-H5-sfRII-Fc-Jun a to jak
v ¢ase 22 dni tak i 33 dni p@lovani. Gkovani pouze s geny BRIl nebo sPRII-Fc-
Jun nendlo na regresi anitst nado@t Zadny vliv, coz potvrzujeifpdpoklad, Ze rozpust-
ny receptor spRII-Fc-Jun usnatuje (&inek protinddorovych vakcin a nema vliv na
rast nadoidl. Vyuziti sTBRII-Fc maradu uspcha pri écb¢ nddoit v pokratilych stéadiich
karcinogeneze (MURAOKA et al. 2002, KONTANI et 2006). Ri naSich pokusech
jsme potvrdili, Ze rozpustny receptorfll zvySuje &inky protinddoroveé vakciny ne-
souci gen pro vysoce imugenni formu E7 proteinleBigAMP. Frekvapivym zjisénim
bylo, Ze sPBRII podporuje vliv protinddorove vakciny Iépe neZIBRII-Fc-Jun, kdy by
mélo dochézet ke tvokbhomodimeru (lepsi vazba T@Fa wtSi sekreci receptoru ven
z burek.

Je znamo, Ze E/L je sij$i promotor nez H5 a i my jsmeipokusechin vitro
kusechin vivo, kdy byl sTBRII exprimovan pod kontrolou H5 promotorugla dvojita
rekombinanta na regresi naddepsi &inky nez u sPRIl pod kontrolou E/L promoto-
ru. Tento rozdil byl statisticky prokazan pomodttedvoucestna ANOVA. Pro vyaty
leni otazky, pr¢ dochazi k tinngjsi regresi nadar u dvojitych rekombinant, kde se
exprimuje sPRII pod kontrolou H5 promotoru, setireme podivat na mnoZeni Vil
vivo. Tento pokus, kdy se pozorovalo mnozeni vimysSich ovariich, byl iz idve pro-
veden v naSi laboratio Ob¢ dvojité rekombinanty P13-SigE7LAMP-H5-BRII i P13-
SIQgE7TLAMP-E/L-sPBRIl se mnozily lépe nez jednoduchda rekombinanta -P13
SIgE7LAMP-TK,, ale nepozorovali jsme, Ze by dochazelo k lepSirmozeni P13-
SigE7LAMP-H5-sBRII v porovnani s P13-SigE7LAMP-E/L-8RII. Samozejm¢ nés
zajimala i T buscna imunitni odpo¥d’ specificka pro E7 antigen. Je znamo, Ze nejvy-
znammj3i slozkou protinadorové imunity jsou CD&ytotoxické T lymfocyty. Imuniza-
ce P13-Sige7LAMP-H5-IRIl vyvolavala sil@jSi buréénou imunitni odpodd’
specifickou pro E7 antigen neZ imunizace P13-SigiMP-E/L-sTBRII. Tento rozdil
ale nebyl statisticky potvrzen. Do budoucna by byddré zopakovan vivo pokusy a
také utit mnozeni viti P13-Sige7LAMP-H5-sPBRII-Fc-Jun a P13-Sige7LAMP-E/L-
STBRII-Fc-Jun.
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5.5. Imunoprecipitace sBRII-Fc-Jun

Cilem tohoto pokusu bylo zjistit, zda fHlI-Fc-Jun skutén¢ vaze TGIB. Tento
pokus provedla Mgr. Kamilaifkova, tudiz vysledky uvadim pouze v diskuzi.

Bunky BSC-40 byly infikovany virem P13 a rekombinamnvirem P13-E/L-
STBRII-Fc-Jun (MOI 0.1). Druhy den byla odebrana vaianédia. Odebrana média se
centrifugovala (2000g, 4°C, 20 minut) a byl odebsupernatant. U viru P13-E/L-
STBRII-Fc-Jun byl do média uvidbvan receptor §IRII-Fc-Jun. 100 ul virovych médii
bylo inkubovano 1 hodinu s 5 ng a 50 ng P3#i 4°C (kazdych 10 minut se vzorky
protrepavaly). Poté bylofano 10 ul agarézy s navazanym proteinem G, vzbyky
inkubovany 1 hodinu na ledu za neustalého kyvamorky byly 3x promyty PBS, ke
vzorkim bylo gidano 20ul RIPA pufru a 10ul Laemmli pufru a vzotiyly 5 minut
povaeny. Vzorky byly charakterizovany pomoci SDS-PAGHnainoblotu za pouziti
protilatek proti TGB- Biotin a human TGB (BD Bioscience Pharmingen) a sekundar-
ni protilatky Avidin- HRP (BD Bioscience PharmingeRouze u vzork obsahujicich
STBRII-Fc-Jun bylo mozné detekovat T@FZ vysledki tohoto pokusu je patrné, Ze
solubilni receptor siRII-Fc-Jun ma schopnost vazat TiGF

5.6. Friprava sTBRII-Fc- Optimalizace PCR

Jednim z pvodnich cii mé prace bylo sestrojit a charakterizovat rekoutoini
viry vakcinie nesouci gen pro BRII-Fc-Jun nebo gen pro BRII-Fc. BohuZzel p kon-
strukci klonovacich plazmidpro gen sPRII-Fc se mi nepoddo optimalizovat pod-
minky PCR.

K dispozici jsme nili plazmid PCR4-TOPO-9RII, z kterého jsme chli gen
pro sTBRII namnozit pomoci PCR za pouziti primeru 1 (5AGAGAA TTC GCC CTT
AT-3') nesouci restrigni misto pro enzym EcoRI a primeru 2 (5 — AGG TAREG
CTA GCG GAT CCA GGA TTG CTG GTG TTA TAT -3') nesoucestrikni mista
pro enzymy BamHI, Nhel, Hpal. Gen proffll s gidanymi restriknimi misty jsme
planovali vlozit do plazmidu PCR4-TOPO za vznikuRRIETOPO-sPBRII. Z plazmidu
pFUSE-mIgG1-Fcl jsme planovali vgpit gen pro Fcl. Gen pro Fcl jsmedhtlozit
do plazmidu PCR4-TOPO-$RII za gen pro spRIl, ¢imZ by vzniknul gen pro fazni
protein sPRII-Fc, jenZ |ze peklonovat do rekombinantniho plazmidu pSC59-H5.

Po PCR vznikal produkt odpovidajici velikosti ggmo sTBRIl. PCR produkt
jsme vloZili do plazmidu PCR4-TOPO awWi pomoci zgtného vy&peni. Ri nasled-
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né sekvenaci jsme ale zjistili, Ze v oblasti u kogenu sBRII a v primeru 2 sekvence
neodpovida naSimiredpokladm. Pokouseli jsme se tedy optimalizovat PCR. Prigyer
v jehoz sekvenci vznikalyipPCR mutace, jsme se rozhodli réliina dva kratSi pri-
mery 5- CGG ATC CAG GAT TGC TGG TGT TAT AT- 3" d-5AGG TTA ACG
CTA GCG GAT CCA GGA TTG- 3". #optimalizaci PCR vznikal produkt odpovida-
jici velikosti, ale pi ovéireni zgtnym vySgpenim genu pro $RII po ligaci do plazmi-
du se nam nepotvrdila spravnosipétich mist, které gen ziskal diky PCR. PCR se nam
bohuZel nepoddo optimalizovat.

Tuto ¢ast jsme se rozhodla do své diplomové prace neétzazandiila jsem se
pouze na konstrukt §RII-Fc-Jun.
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6. Souhrn

» Gen pro rozpustny receptor fRII-Fc-Jun jsme feklonovali do rekombinantni-
ho plazmidu pSC59. Vytidi jsme rekombinatni viry vakcinie (kmen P13) ex-
primujici sSTBRII-Fc-Jun pod kontrolou H5 nebo E/L promotoru.

e Pomoci imunoblotu jsme &fili vazbu sTBRII-Fc-Jun na protein G.

» Pozorovali jsme, Zze $RII-Fc-Jun se ve velkém mnozZstvi uioje do média
infikovanych bugk (HeLa, CV-1). Exprese $RII-Fc-Jun byla ¥Si pod kont-
rolou E/L promotoru v porovnani s H5 promotoremly¥atech infikovanych
buiek jsme pozorovali &Si mnozstvi sfRII proteinu nez spRII-Fc-Jun pro-

teinu.

» Dvojité rekombinanty nesouci gen prop&lll-Fc-Jun (P13-SigE7LAMP-H5-
STBRII-Fc-Jun a P13-SigeE7LAMP-E/L-$RII-Fc-Jun) indukovaly T buf€nou
imunitni odpo¥d’ specifickou proti E7 antigenu a proti VACV antigen

* P¥i pokusech pro terapii nadorin vivo jsme nepozorovali vliv koexprese
STBRII-Fc-Jun na dinnost virové vakciny P13-Sige7LAMP-TK

Ve své diplomoveé praci jsem splinila vigné cile, gipravila jsem rekombinant-
ni viry vakcinie nesouci gen pro RIl-Fc-Jun. Charakterizovala jsem vznikajici
STBRII-Fc-Jun protein. Rekombinanni viry jsem zkoumaiamunizainich pokusech a

in vivo testech.
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