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Abstrakt:

Sav¢i buiiky jsou dominantnim systémem pro rekombinantni expresi farmaceutickych
proteinl. S rozvojem metodiky transientni transfekce savCich bunék se tento systém
stava vhodnym také pro strukturni biologii. Tato prace se zabyvala optimalizaci
rekombinantni exprese v bunéénych liniich HEK293T a HEK293-6E v riiznych médiich
za pouziti snadno stanovitelnych reportérovych proteini - sekretované alkalické
fosfatasy (SEAP) a zeleného fluorescencniho proteinu (GFP). Duraz byl kladen na
optimalizaci klicovych faktori tvorby transfekéniho komplexu — poméru DNA
a polyethyleniminu a mnozstvi vlozené DNA. Sledovan byl i pozitivni vliv inhibitoru
histonovych deacetylas kyseliny valproové a déle kaseinového hydrolyzatu Tryptone

NI1.

Abstract:

Mammalian cells have become the dominant system for recombinant expression
of pharmaceutical proteins. This system is becoming suitable also for structural biology,
with the advances in methodology of transient transfection of mammalian cells. This
work dealt with optimization of recombinant expression in HEK293T and HEK293-6E
cell lines in various media using easily quantifiable markers - secreted alkaline
phosphatase (SEAP) and green fluorescent protein (GFP). Emphasis was placed
on optimizing key factors behind the creation of transfection complex - the ratio
of DNA to polyethyleneimine and the amount of DNA used. The positive influence
of histone deacetylases inhibitor valproic acid and also of casein hydrolysate Tryptone

N1 was also studied. (The thesis is written in Czech.)
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alkalicka fosfatasa (z angl. alkaline phosphatase)

rozvétveny polyethylenimin (z angl. branched PEI)

sodna stl kyseliny maselné (z angl. sodium butyrate)

buné¢na hustota (z angl. cell count)

diethylaminoethyl dextran

jaderny antigen 1 viru Epstein-Barrové (z angl. Epstein-Barr nuclear antigen 1)
zkracena forma jaderného antigenu 1 viru Epstein-Barrové (z angl. EBNAI
truncated)

fetalni hovézi sérum (z angl. fetal bovine serum)

zeleny fluorescencni protein (z angl. green fluorescent protein)

lidské embryonalni ledvinné bunky (z angl. human embryonic kidney)
bunécna linie odvozena z vajec¢niku kiecika ¢inského (z angl. Chinese hamster
ovary)

linearni polyethylenimin

mnohocetné klonovaci misto (z angl. multiple cloning site)

primeérna fluorescencni intenzita (z angl. median fluorescence intensity)
replikacni pocatek DNA viru Epstein-Barrové

polyethylenimin

4-nitrofenyl fosfat

rekombinantni proteiny

sekretovana alkalicka fosfatasa (z angl. secreted alkaline phosphatase)
replikacni pocatek DNA viru SV40

velky T-antigen viru SV40

kaseinovy hydrolyzat Tryptone N1

kyselina valproova (z angl. valproic acid)

DNA regulacni sekvence (z angl. woodchuck hepatitis post-transcriptional

regulatory element)
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1. Teoreticka Cast

Rozlusténi lidského genomu koncem dvacétého stoleti [1] dalo védé do rukou
sekvence vSech lidskych genii. Tyto sekvence jsou v zivych organismech
reprezentovany piisluSnymi proteiny, bez kterych by Zivot, jak ho zndme, nemohl
existovat. Pravé proteiny jsou nadéji pro novou generaci cilenych 1é¢iv, kterd mizeme
navrhovat s imyslem ovlivnit jisty molekularné biologicky aspekt organismu. U vétsi
¢asti proteomu ale zatim nezname piislusné proteinové struktury, tudiz je racionalni
navrhovani 1é¢iv zatim velmi obtizné.

Rozvoj moderni genomiky, proteomiky a bioinformatiky umoznil studium
vétsiho mnozstvi proteini — at’ uz z hlediska jejich nativni struktury, funkce v zivych
systtmech nebo jejich piipadného vyuziti ve farmaceutickém primyslu. Prvnim
problémem, se kterym se logicky setkdvame, je hledani zdroje daného proteinu.
A to nejlépe takového zdroje, aby ziskana bilkovina byla v ¢istém a biologicky aktivnim
stavu. Déle musime feSit i ekonomicnost a vytéznost takového procesu ziskavani. Pro
charakterizaci  ¢i  farmaceutick¢é  testovani je  zapotiebi  pouze  mala
vytéznost — v fadech mg, ale pro terapeutické vyuziti, napf. u pacientd, jejichz Zivot
na daném preparatu zavisi, je zapotiebi zajistit velkokapacitni zdroj. Obecné existuji tii
zakladni zptisoby jak takové proteiny ziskat nebo pfipravit.

Pfislusnd proteinova terapeutika muzeme nahradit podobnym proteinem
extrahovanym z organismu ¢lovéku ptibuzného — napft. praseci nebo konisky insulin [2].
Takovy preparat je ale spiSe jen modelem pro charakterizaci piislusného napft. lidského
proteinu. Navic mezidruhovd nekompatibilita daného terapeutika mize vést
k alergickym reakcim nebo nezadouci biologické aktivite.

Protein mizeme pfipravit in vitro. Tato moznost je ale velmi omezena délkou
aminokyselinového fetézce, slozitosti nativni trojrozmérné struktury a posttranslaénimi
modifikacemi (jako napft. glykosylace). Pfesto se béhem Sedesatych let dvacatého stoleti
podatilo Meienhoferovi v Némecku, Kungovi v Cing a Katsoyannisovi ve Spojenych
statech pfipravit biologicky aktivni lidsky insulin in vitro [3][4][5].

S rozvojem metody rekombinantni genetické informace miZeme dnes vyuZivat
ptirodnich proteosyntetickych aparati uloZzenych v bunikach. Tyto buné¢éné ,,nanostroje*
jsou uzpisobeny ke ¢teni genetické informace a jejiho prekladu do bilkoviny. Kdyz
zvolime vhodny hostitelsky organismus — at’ uz prokaryotickou bakteridlni kulturu,

nebo eukaryotickou bunéénou linii, mizeme ziskat dostatend mnozstvi studované¢ho



proteinu  nebo bioterapeutika, atonavic s pfirozenou terciarni  strukturou
a posttranslacnimi modifikacemi. Protoze je takova rekombinantni exprese proveditelna
1 velkoobjemové, je jeji pouziti v primyslu pfimo vhodné. V roce 1978 se insulin stal
prvnim lidskym proteinovym terapeutikem vyrabénym rekombinantni cestou
v bakterii Escherichia coli a 1 kdyZ se dnes pouziva pro rekombinantni expresi i mnoho
jinych organismi, exprese v E. coli byva, pokud je mozna, stale nejekonomictéjsi

moznosti [6].

1.1 Rekombinantni proteiny

Nenaroc¢na ptiprava rekombinantni DNA [7] byla umoznéna objevy restrik¢nich
endonukleas [8][9][10], pokroky v rychlé pfiipravé definovanych nukleotidovych
sekvenci (metodou PCR) [11] a moznosti jejich zpétné kontroly sekvenacnimi
technikami [12][13]. Pfipravené rekombinantni geny dnes umime pomoci virovych
nebo bakteridlnich (plasmidy) vektorti vpravit do hostitelského organismu, kde jsou
pritomnym proteosyntetickym aparatem exprimovany za vzniku rekombinantnich
proteint (r-proteini) (viz. Obr. 1). Nami pfipravené geneticky modifikované organismy
se tak v idedlnim piipad€ stavaji Zivymi tovarnami a zaroven zdroji naSeho proteinu.
R-proteiny jsou tedy takové proteiny, které jsou syntetizovany v organismech, pro které
nejsou tyto proteiny prirozené.

Plasmid
donar

Gene
donor

Isolation of
_ bacterial plasmid

= Plasmid opened
Isolated with restriction
RQE"EP enzyme
DMNA ligase binds
ends togethear

Recombinant
DMNA molecule

Transformation
of fresh

bacterium Chromosome

RN e NN —
Daonor gene Transcription .
mRNA Translation Protein product

Obr. 1: Priklad pfipravy r-proteinu v bakterialnim expresnim systému

Gen, ktery chceme exprimovat, je izolovan napi. z eukaryotniho organismu a vloZen do bakterialniho
plasmidu. Takto pfipravenou rekombinantni DNA je transformovana hostitelska bakterialni bunka, ktera
vlozeny gen exprimuje za vzniku r-proteinu.

Zdroj: http://eu.wiley.com



1.2 Expresni systémy

Riznorody vyvoj zivych organismi na nasi planeté¢ vedl k odliSnym
vlastnostem, schopnostem a naroktim, které tyto organismy maji. Tyto charakteristiky,
které je odliSuji od ostatnich, mohou byt z hlediska vyuziti zivych organismi jako
expresnich systému pokladany za pozitivni nebo negativni. V akademické i primyslové
produkci r-proteini se tedy vyuzivaji riizné hostitelské organismy pravé podle
pozadovanych charakteristik, které musi zvoleny expresni systém splilovat tak, aby byla
produkce daného proteinu mozna a zarovenn ekonomicka. Mezi hlavni charakteristiky
expresniho systému, které musime zvazovat, patfi rozsah a vérnost posttranslacnich
modifikaci, kultivacni narocnost zvolené¢ho organismu a moznd maximalni vytéZnost
produkce ptislusného proteinu.

Prokaryotické organismy jsou historicky prvnimi uzivanymi hostiteli, jejichz
transformaci se cilen¢ zaCaly vyrabét r-proteiny. V roce 2007 bylo uvadéno, ze vice jak
90% vyteSenych proteinovych struktur uloZenych v Brookhavenské proteinové
databance (Brookhaven Protein Data Bank; http://www.pdb.org) pochazi z r-proteinti
exprimovanych praveé v Escherichia coli [14]. Dal§im casto uzivanym prokaryotickym
organismem je Lactococcus lactis [15]. Hlavnimi vyhodami prokaryotickych expresnich
systémd je jejich odolnost vic¢i kontaminaci, rychlost riistu kultury, nutri€ni nenarocnost
a s tim spojené nizké naklady. Na druhou stranu prokaryotické organismy nevykonavaji
nékteré procesy posttranslacnich Gprav proteint. Proteiny mohou postradat biologickou
aktivitu a mohou byt nevhodné k funkénim studiim. Tyto jednoduché organismy
postradaji komplexni proteosynteticky aparat obvykly u eukaryotnich bunék, mlize tak
navic dochazet ke Spatnému sbaleni dané¢ho proteinu ajeho vylouceni ve formé
nerozpustnych agregatd, tzv. inkluznich télisek. V nckterych ptipadech vSak lze
proteiny z inkluznich télisek in vitro renaturovat a ziskat je v jejich nativni konformaci,
je-li vytézek renaturace dostateCny pro dané ucely, mize byt produkce r-proteinti ve
formé¢ inkluznich télisek relativné vyhodna kvili jejich snadné izolaci v pomérné velké
Cistote.

Mezi pouzivanymi eukaryotickymi expresnimi systémy najdeme nizsi
eukaryoty — kvasinky, rostlinné bunky, hmyzi buiiky i sav¢i buiikky. Obecnou vyhodou
eukaryot oproti prokaryotiim je jejich vySsi ,kompatibilita“ s eukaryotickymi geny
z hlediska sbaleni a posttranslac¢nich tprav proteini. Nevyhodou je pak cena nutného

laboratorniho vybaveni, kultivaénich médii a také vyssi nachylnost ke kontaminaci.



Nejpouzivangj§imi kvasinkovymi expresnimi systémy jsou Saccharomyces
cerevisiae a Pichia pastoris [16]. Vyhodou je jejich rychly rist, relativné nenarocné
vybaveni pro kultivaci a moznost pomérné vysokych vytézkli, na druhou stranu
neprovadi vSechny posttranslacni modifikace a jejich glykosylace vysoce manosového
typu je vyrazné odlisna od komplexni glykosylace sav¢iho typu.

Rostlinné bunky jsou méné vyuzivané, prestoze jsou snadno kultivovatelné
a provadi sav¢im buitkam podobné posttranslacni modifikace. K produkci r-proteinil je
uzivano bunéénych kultur tabdku, jejich primyslovou nevyhodou je pomaly rist. GMO
rostliny jsou spiSe nez jako expresni systémy pro vyrobu terapeutik pouzivany jako
zeméde€lské transgenni rostliny — transfekci Ti-plasmidem za pomoci Agrobacteria
tumefaciens [17].

Pro rekombinantni expresi je vyuzivana i skupina Protozoa, piikladem je
paraziticky prvok Leishmania tarentolae [18]. Vyhodami tohoto organismu je rychly
rust, ktery je mozny do vysokych hustot, uniformni glykosylace podobna glykosylaci
sav¢ich bun¢k nebo napt. nendro¢nost na kultivaéni médium a teplotu (26°C).

Hmyzi buiiky jsou na rozdil od sav€ich bunck méné naroné na kultivaéni
podminky a mohou rist do vysokych hustot. Provadi glykosylaci vysoce manosového
typu, ktera je odliSné od glykosylace sav¢ich bunék, ale je snadno odstépitelna. Proto je
exprese v hmyzich bunkéch v soucasnosti metodou prvni volby pro strukturni biologii.
Pro jejich transfekci se pouzivaji virové vektory, coz zvySuje narocnost jejich ptipravy.
Pouzivanymi zastupci jsou napt. Spodoptera frugiperda - bunécna linie Sf9 a Sf21,
Trichoplusia ni — bunééna linie Hi5 ¢i Drosophila melanogaster - bunééna linie S2 [19].

Pro strukturni a funk¢ni analyzy i pro budouci velkoobjemovou produkci
lidskych proteint jako moznych terapeutik je stale vice upfednostiiovan savei expresni
systém. Jeho hlavni pfednosti je komplexni proteosynteticky aparat zajist'ujici spravné
nativni usporadani r-proteinu a to vcéetné vsSech potiebnych posttranslaénich uprav
(glykosylace, fosforylace, modifikace aminokyselin, atd.). Odhaduje se, Ze zhruba
60 az 70% vSech farmaceutickych r-proteini a vSech 18 licencovanych terapeutickych
protilatek je produkovéano v sav¢ich buiikach [14]. Hlavni nevyhodou je naro¢nost na
vybaveni, vysoka cena kultivacnich médii a velka nachylnost ke kontaminaci.

Nelze fici, ktery expresni systém je obecné nejlepsi. Vzdy zalezi na daném
proteinu, o jehoZ expresi se pokousime. Velké mnoZstvi proteint se da levné a Uspésné
produkovat v prokaryotickém systému, byt i s pfipadnym néslednym renatura¢nim

krokem. Pfesto pokud chceme dany protein pouzivat v biologickych a funkénich



testech, snazime se nasim vyprodukovanym modelem co nejvice pfiblizit redlnému
proteinu in vivo. Pro lidské proteiny tuto podminku skute¢né nejlépe splnuji savci
expresni systémy — a to nejlépe expresni systémy zalozené na lidskych bunéénych

liniich.

1.3 Sav¢di expresni systémy

Sav¢i expresni systémy se v poslednich dvaceti letech dostdvaji v oborech
strukturni proteomiky a biofarmacie do poptfedi. Divodem tohoto trendu je jednak
usilovné studium lidskych proteini a tedy snaha co nejvérnéji se jim r-proteinem
pfiblizit - ¢imZ mame na mysli piedev§im pfirozené prostorové uspofadani
a posttranslacni modifikace, a jednak velky rozvoj, ktery metodologie eukaryotickych
expresnich systémii doznala a to predevSim v oblasti transfekénich postupt, které
umoziuji rychlou produkci malého mnozstvi proteinu.

Eukaryotické bunécéné linie vznikaji z odebranych primarnich bunck daného
zivocicha. Protoze se tyto builky nemohou mnozit neomezené dlouho, jsou
imortalizovany ndhodnou mutaci, transformaci virovou DNA nebo splynutim s jiz
nesmrtelnou nadorovou bunkou za vzniku tzv. hybridoma. Napi. hybridomy vzniklé
splynutim lymfocytu imunizované mysi s myelomovou builkou jsou vyuzivany pro
vyrobu monoklonalnich protilatek.

Sav¢i bunky jsou obvykle kultivovany v prostfedi termostatovaném na 37°C
a pufrovaném atmosférou 5% CO,. Kultivacni média jsou zdrojem potiebnych Zivin,
rustovych faktori, biogennich a stopovych prvkii. Mohou obsahovat i specidlni
aditiva —napf. heparin k zamezeni vzniku bunéénych agregati (vhodné pro michané
suspenzni kultury), acidobazické indikatory pro kontrolu pH anebo antibiotika pro vyssi
kontamina¢ni robustnost.

Stabilnich sav€ich buné¢énych linii je dnes celd fada a mnoho z nich 1ze pouzivat
pro rekombinantni expresi, pfesto jsou védou i primyslem preferovany piedevsSim

ty linie, jez maji vysokou transfekéni tspésnost a jsou zaroven fadné prostudovany:
e CHO (Chinese Hamster Ovary) — Linie odvozena v roce 1958 z primarnich bunék

vajeCniku kiecika Cinského — Castého laboratorniho zvifete [20]. Tato linie je dnes

primyslem rekombinantni exprese nejvyuzivanéj$i — napf. pro produkce
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terapeuticky vyznamného erythropoietinu [21]. Jeji vyhodou je rychly rast,

prizptsobivost a vysoka mira produkce stabiln¢ transfekovanych linii [22].

e NSO — Linie mySich hybridomti, ¢asto pouzivanych pro biofarmaceutickou vyrobu
monoklonalnich protilatek. NSO je cholesterolovym auxotrofem, coZ znesnadiiuje

vyvoj kultiva¢nich médii pro tuto linii [23].

e (COS-7 — Puvodné odvozené z bunécné linie ledvinové tkané kockodana zeleného
(CV-1) transformaci genem pro velky T antigen viru SV40, ktery mize zvySovat

expresi daného proteinu umoznénou episomalni replikaci plasmidové DNA.

e 3T3 — Linie mySich fibroblasti odvozenych zembryondlnich bunék mysi

laboratorni [24].

e HelLa (Henrietta Lacks) — Lidské buné¢na linie odvozena z bunék naddoru délozniho
hrdla, jméno nesou podle nevédomé darkyné, kterd rakoviné nakonec podlehla [25].
Tato linie je dobfe prostudovana a pouzivd se jako model lidskych bunék pro
nejriznéjs$i pokusy, také jako expresni systém. Jejich kultivace neni obtiZna,

dokonce maji tendenci kontaminovat svoje okoli [26].

e HEK293 (Human Embryonic Kidney) — Lidskd bunéfna linie odvozena
z embryondlni ledvinové tkané. V poslednich letech nabyva v primyslu i vyzkumu

na vyznamu jako rychly zdroj r-proteinti vyrabénych v lidskych burnikach.

1.3.1 HEK293

Lidské embryonalni ledvinné bunky cislo 293 je plny ndzev pro dnes velmi
atraktivni expresni systém - z hlediska pramyslové 1 akademické vyroby r-proteind,
znamy pod svou zkratkou HEK293. Tato bunétna linie byla v roce 1970 vytvofena
Frankem Grahamem (v laboratofi Alexandera Van der Eba v Leidenu; Holandsko)
odvozenim z primarnich lidskych ledvinovych bun€k ziskanych z potracenych
embryi [27]. Primarni kultura byla imortalizovdna transformaci virovou DNA

z adenoviru 5, transformace byla provedena precipitaci DNA v prostiedi fosfore¢nanu
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vapenatého [28]. Cislo 293 je oznadenim transforma¢niho pokusu, ze kterého tato linie
vzesla.

V priibéhu let doslo ke zpétné charakterizaci této bunécné linie. Pivodné se
HEK293 pokladaly za buiiky odvozené od epitelidlnich ledvinnych bunék, pozdéjsi
vyzkumy vSak naznacuji, Ze adenovirem transformovana linie je ve skutecnosti linii
neuralnich ledvinnych bunék [29].

Bunky HEK293 lze snadno kultivovat adherentné a relativné snadno je lze
prevést do suspenze, a to 1 v bezsérovém prostiedi. Suspenzni kultivace je vhodna pro
produkci v tfepanych lahvich nebo velkoobjemovych bioreaktorech, kde bylo jiz
dosazeno az 100 1 produkce [30]. Lidsky expresni systém by mél poskytovat savci
r-proteiny se spravnymi a piirozenymi posttranslacnimi modifikacemi — at’ uz se jedna
o spravné vytvoreni disulfidovych mustkl, proteolytické Upravy nebo glykosylaci.
Cenou za nativitu proteinu jsou (v porovnani s prokaryotickymi expresnimi systémy)
drahd kultiva¢ni média, dlouhéd generacni doba a nachylnost k infekcim.

Dnes se mizeme setkat s mnoha variantami pivodni linie HEK293, které byly
v pribéhu Casu na akademické a komercni ptidé vyvinuty pro snazsi kultivaci a vyssi
uroven produkce. Bézné se Ize setkat se ¢tyimi variantami oznac¢enymi S, F, T a E nebo

s jejich kombinacemi napft. 6E [31]:

e HEK293S — Buné¢na kultura je uzplsobena pro kultivaci v suspenzi, vétSinou

v prostiedi obsahujicim ur¢ity podil koiiského nebo kravského séra.

e HEK?293F — Kultura uzptsobena pro kultivaci v bezsérovém prostiedi, vétSinou pak

Vv suspenzi.

e HEK293T - Kultura stabilné¢ transformoviana genem pro velky T antigen
polyomaviru SV40 (SV40 TAg), ktery umoziuje episomalni replikaci vektor
obsahujicich replika¢ni pocatek SV40.

e HEK293E — Kultura stabilné transformovand genem pro nuklearni antigen 1 viru

Epstein-Barrové (EBNA1), ktery umoziuje episomdlni replikaci vektori

obsahujicich replika¢ni pocatek oriP (viz Obr. 2, str. 13).
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e HEK293-6E — Kultura transformovana kratsi verzi genu EBNAI1, tzv. EBNAIt,
ktery vykazuje niz§i cytotoxicitu. Tato kultura je uzplisobend pro bezsérovou

kultivaci, jeji plny nazev je HEK293F-EBNA1t [32].

Episomdlni replikaci rozumime proces, pii kterém je plasmid replikovan
v transfekovaném hostitelském organismu. Jeho relativni mnozstvi v bufice naristem
kultury neklesa, coz by se navenek mélo projevit zvySenim celkové produkce r-proteinu
oproti transfekovanym kulturam, které episomalni replikaci neumoziiuji. Tento proces
je v bunice umoznén expresi replikaci iniciujicim faktorem — jako je SV40 TAg, EBNAI
nebo EBNALt, ktery specificky rozpoznavéa replikaéni pocatek plasmidu (v jeho
eukaryotické oblasti) — pro SV40 TAg je to SV40 ori, pro EBNA1 a EBNAT1t pak oriP
(viz Obr. 2).

Narozdil od EBNA1 nemd v praxi episomalni replikace pomoci SV40 TAg
v HEK293 bunééné linii piili§ velky Gc¢inek na zvySeni exprese rekombinantniho genu,
proto v porovnani bunécnych linii HEK293T a HEK293E vykazuje druhd zminéna

vys$$i miru produkce [33].

Obr. 2: Interakce EBNAT a oriP

Iniciacni faktor EBNAI (fialov€) se vaze na replikacni pocatek plasmidu oriP (sacharidfosfatova kostra
svétle modie a svétle zelen¢; adenin — Cervené, thymin — modie, guanin — zelené, cytosin - zlut¢)
a spousti tak replikacni kaskadu, kterd vyusti v rozmnozeni tohoto plasmidu v buiice.

Zdroj: http://www.pdb.org

-13-



1.4 Transfekce

Zpisobi jak vnést rekombinantni DNA do hostitelského organismu je mnoho,
jejich pouziti se odviji od uzitého hostitelského organismu, ekonomi¢nosti pro danou
situaci a zamysleného vysledku transfekce.

VétsSinou vychazime z virovych nebo plasmidovych (bakteridlnich) vektort,
do kterych rekombinantnimi metodami vloZime pozadovany(é) gen(y). Virové vektory
vnaseji genetickou informaci do hostitele pfirozenou infekci. Plasmidové vektory lze
vnést do cilového organismu pomoci bakterialni infekce (napf. transgenni rostliny,
viz 1.2, str. 9), fyzikdlnimi metodami — mikroinjekce, elektroporace, biolistika, nebo
metodami chemickymi, které vhodnym ,,zamaskovanim* umozni rekombinantni DNA
vstup do cilové bunky [17].

Chemické transfekéni metody nejsou tolik invazivni a naro¢né na vybaveni
jako metody fyzikdlni nebo biologicky nebezpecné jako virové vektory. Do téchto
metod patii lipofekce, kdy je DNA wuzaviena do liposomi, které pak splyvaji
s cytoplasmatickou membranou hostitelské buiiky. Dale pak precipitace DNA pomoci
fosfore¢nanu vapenatého [28] nebo polykationtového ligandu (napft. poly(L-lysin), PEI,
DEAE-D) [34]. Vzniklé mikrocastecky jsou pak adsorbovany na bunécny povrch
a endocytovany (viz Obr. 3).

Ligand- DNA

Polycation ~ Complex
DNA N - * * \

%‘ (-j \-‘_ =3 !;.;
| Cﬁ?, ‘{ 4Endusome i
%“kb NUCLEUS dosomal /

F 4
Release r

“‘ Y 4
0&30 \g Nuciear y

Trafficking j__{.ff

) ﬂﬂ%&s;—mﬁ#"'ﬁ :

Obr. 3: Priklad pribéhu chemické transfekéni metody

DNA vstupuje do komplexu s polykationickym ligandem, kladné nabité ¢astice adsorbuji na bunéény
povrch ajsou endocytovany. Vzniklé endosomy uvoliuji rekombinantni DNA a ta je dopravena do
jadra.

Zdroj: KIRCHEIS, R., BLESSING, T., BRUNNER, S., et al: (2001).
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1.4.1 Polyethylenimin

Polyethylenimin (PEI) je v dnesni dobé uptednostiiovan pro velky transfekcni
potencial, pouZitelnost v prostfedi bez séra (narozdil od fosforecnanu vépenatého)
a zaroven nizkou komer¢ni cenu [35]. PEI obsahuje primarni, sekundédrni i terciarni
aminy, které udileji PEI pufrovaci schopnost a mohou vazat do komplexu DNA.
Pravé pirebytek kladného naboje, ktery je vnesen PEI do buiky muize byt
pfi¢inou prasknuti endosomu a uvolnéni DNA. Rozezndvame dva druhy
PEI — rozvétveny a linedrni. Rozvétveny PEI (bPEI) vznika kysele katalyzovanou
polymeraci  aziridinu. Linearni PEI  (IPEI) je syntetizovan polymeraci
2-ethyl-2o0xazolinu s methyl-p-toluensulfonatem a kyselym otevienim vzniklé cyklické
makromolekuly [36]. Obé formy jsou vyrabény a pouZivany v riznych molekulovych
hmotnostech. V praxi je uzivangjsi IPEI pro svoji vyssi transfekéni ucinnost. Ta mize
byt zplsobena obecné vétsi velikosti vzniklych komplexti (pro bPEI v fadech stovek
nanometrt, pro IPEI v fadech mikrometrtr), které rychleji sedimentuji a tedy 1 interaguji
s bunéénou membranou. Transfekce IPEI se také zda byt nezavisla na bunééném cyklu

a neposkozuje tolik buiiky jako bPEI [36].

1.4.2 Transientni transfekce

Z hlediska samotné transfekce rozeznavadme transfekci stabilni a transientni.
Stabilni transfekce spociva v inkorporaci rekombinantni DNA do genomu hostitele.
Z takto transfekované kultury je nasledné¢ vybran jedinec s vhodnymi vlastnostmi
(v ptipadé vyroby r-proteinti se jednd predevsim o vysokou produkci), ktery je pak
klonovan dale a uzivan pro produkci ve velkych bioreaktorech. Tento postup je Casoveé
velice ndro¢ny (mésice az roky) a je proto vhodny pro biofarmaceuticky pramysl
a velkoobjemové produkce jiz navrzenych terapeutickych proteind. Stabilni transfekce
se hojn¢ pouzivé napt. u CHO bunééné linie.

V ptipad¢ transientni transfekce ndm nejde o trvalou zménu hostitelského
genomu pro dlouhodobou a co nejvyssi produkci, ale spiSe o co nejrychlejsi produkci
takového mnozstvi r-proteinu, jez postacuje pro strukturni a funkéni charakterizaci. Pak
je totiz mozné produkovat v relativné kratkém case (dny az tydny) velké mnozstvi
riznych r-proteini nebo mnoho variant jednoho proteinu, coz je pro védecké ucely
a ucely hledani vhodného biofarmaka vhodnéjsi. Hostitelsky organismus pak existuje
pouze jako docasna tovarna, kterd jiz neni po své smrti obnovovana, piipadné je pro jeji

obnovu zapotiebi nové kultury a pfislusné rekombinantni DNA. Postup transientni
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transfekce lze uzivat jak s CHO, tak pfedevsim s HEK293 bunécnymi liniemi [37] a byl
uspesné pouzit i pro 100 1 produkeni objem [30].

1.5 Optimalizace transfekéniho postupu

Stejné jako rekombinantni expresi proteini v eukaryotickém systému je nutné
kazdy proces predem zhodnotit zhlediska jeho moznosti, vytéznosti a celkové
ekonomicnosti. Optimalizace daného procesu mnohdy pifedchdzi jeho zavedeni
do akademického nebo pramyslového vyuziti. Z hlediska rekombinantni exprese
v eukaryotickém systému muzeme sledovat fadu faktord, jez maji vliv na vyslednou
kvalitu a cenu produktu — napft. zpiisoby kultivace bunécné linie, jeji stav pfi transfekei,
mnozstvi transfekéniho ¢inidla a ptidané DNA, ¢i vliv riznych aditiv béhem produkce.
Abychom mohli sledovat vliv vybranych podminek na naSi produkujici kulturu,
uzivame k transfekci tzv. reportérovych gent. Ty koduji upravené proteiny, které lze jiz
v malém mnozstvi jednoduse kvalitativné i kvantitativné analyzovat. Protoze podminek,
které chceme sledovat je obvykle velké mnoZstvi, je moznost provadéni optimalizacnich
testi v malych objemech, kde je absolutni vytéZzek produkovanych proteinii maly,
kli¢ova. Casto uzivanymi reportérovymi proteiny jsou mj. sekretovana alkalicka

fosfatasa a zeleny fluorescencni protein [38][39].

1.5.1 Alkalicka fosfatasa
Alkalicka fosfatasa (EC 3.1.3.1) (ALP) je skupina enzymu, kterda ma
pH optimum 9,0 — 10,5. Tyto enzymy uvolfuji anorganicky fosfat z organickych

fosfatovych monoesterii za soucasného vzniku alkoholu, podle nasledujici reakce,

o

I ALP 2
F—0—F—0 + H)0 =-——= R—O0H 4+ HPO,

| pH =90

o

ALP nachazime u vétSiny organismii v n¢kolika isotypech (isoenzymech),
naopak u nekterych vyssich rostlin ji nenachdzime viibec. U ¢lovéka rozeznavame Ctyti
isoenzymy ALP — placentarni (viz Obr. 4, str. 17), embryondlni, stfevni a tkanoveé
nespecifickou ALP. Tyto se lisi rozdilnou tepelnou stabilitou, hodnotou pl nebo

citlivosti vi¢i riznym inhibitorim a jsou snadno separovatelné elektromigra¢nimi
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metodami. Placentarni ALP je tepeln¢ nejstabilnéjsi (az 60°C), tato stabilita je ale
vyrazné ovlivnéna poctem sialovych kyselin v molekule isoenzymu.

Lidska ALP je membranovy glykoprotein (s orientaci vn& bunky) patiici
do rodiny homodimernich metaloenzymii, kde kazdd monomerni jednotka obsahuje
ve svém katalytickém jadie Ctyii vazna mista pro kovové ionty, které jsou nezbytné pro

enzymatickou aktivitu (Zn>") a také zvy3uji stabilitu enzymu (Mg”", Ca®") [40].

Obr. 4: Lidska placentarni alkalicka fosfatasa
Krystalicka struktura molekuly lidské placentarni alkalické fosfatasy (A) a jeji monomerni jednotky (B)
(molekuly jsou barveny od N-konce k C-konci v fadé modra, zelena, zluta a Cervena).

Zdroj: http://www.pdb.org
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1.5.2 Sekretovana alkalicka fosfatasa

V ptipadé rekombinantni eukaryotické exprese se jako reportérovy protein
muize uzivat modifikované ALP — sekretované alkalické¢ fosfatasy (SEAP), jejiz
struktura je zbavena membranové kotvy a je tudiz bunkou sekretovana volné
do prostiedi. Vzorek média je podroben reakci s c¢inidlem  obsahujicim

para-nitrofenylfosfat (pNPP) za vzniku zlutého para-nitrofenolatu,

b :
O’f W . oH o
] H,0 Fi Hor H,O e
o SEAP s pH =7 o
0, 07 =g 0?0

Vznik barevného produktu a tedy i kvantitativni zhodnoceni obsahu SEAP ve vzorku
je mozno spektrofotometricky stanovit jako ¢asovou zménu absorbance reakéni smési

v absorpénim maximu para-nitrofenolatu (410 nm) [41].

1.5.3 Zeleny fluorescenéni protein (GFP)

Zeleny fluorescencni protein byl objeven v polovin€ dvacatého stoleti Osamou
Shimomurem pfi studiu bioluminiscence moiskych korysit a meduzy Aequorea victoria.
GFP vydava zelenou fluorescenci (emisni maximum 508 nm), kdyz je vystaven
modrému svétlu (excitatni maximum 475 nm). V bunécné a molekularni biologii je
tento protein vyuzivan jako snadno viditelny znak, pomoci kterého je mozno sledovat
napiiklad proliferaci nadorovych bunck nebo Gspésnost transfekce bunck expresnich.

GFP je relativné maly protein sloZzeny z 238 aminokyselin, jeho supersekundarni
strukturu tvofi soudek skladanych listl, v jehoz stiedu je schovand chromoforova
skupina (viz Obr. 5, str. 19). Ta vznikd cyklizaci a oxidaci postrannich zbytki
aminokyselin Ser-65, Tyr-66 a Gly-67. Modifikaci téchto aminokyselin bylo dosazeno
zmény barvy fluorescence GFP a byl tak pfipraven i zluty, modry a modrozeleny

fluorescencni protein.
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Za objev a rozvoj vyuziti zeleného fluorescencniho proteinu byla v roce 2008
udélena Osamu Shimomurovi, Martinu Chalfieovi a Rogeru Tsienovi Nobelova cena za

chemii [42][43][44].

Obr. 5: Zeleny fluorescencni protein

Krystalicka struktura zeleného fluorescencéniho proteinu (A) (molekula je barvena od N-konce k C-konci
v fad€ modra, zelena, Zlutd a oranzova). Chromoforova skupina, ktera je skryta uvnitf soudku
skladanych listd, je zobrazena napravo (B) (atomy kysliku Cervené, dusiku modfe, uhliku stiibrng,
vodikové atomy nejsou zobrazeny, samotny chromofor je zelené zvyraznén).

Zdroj: A - http://www.pdb.org ; B - http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu
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1.6 Plasmidy

Ptiroda vyuziva plasmidy k horizontalnimu ptenosu genetické informace mezi
prokaryotickymi organismy. Jednd se o kruhovou DNA schopnou vlastni replikace,
ktera obsahuje napf. gen rezistence proti néjaké toxické latce, nejcastéji proti
antibiotikiim. Plasmidy jsou pak bakteriemi uzivany k Sifeni této rezistence mezi sebou.

Clovék uziva plasmidovou DNA jako vektory, tedy nosi¢e, pro rekombinantni
DNA, tedy navrzenou genetickou informaci, kterou chceme transformovat nebo
transfekovat cilovy organismus. Takové plasmidy vétSinou vychdzeji z jakési ptivodni
kostry, ktera se vyvinula v prokaryotickych organismech. AvSak lidské poznani smyslu
genetickych informac¢nich sekvenci vedlo knavrzeni uprav pfirodnich plasmidi
a to napt. z divodi zvyseni exprese, moznosti episomalni replikace, jednoduché selekce
pozitivnich  kloni a snadného vkladani rekombinantni DNA. Plasmidy

pro eukaryotickou expresi obecné¢ obsahuji tii zakladni oblasti [45]:

o Oblast prokaryotickou — Obsahuje bakterialni pocatek replikace, umoziujici
amplifikaci plasmidu v bakteridlnich bunkach a gen pro rezistenci na antibiotikum jako

selekéni znak.

o Oblast eukaryotickou — MuZze obsahovat gen pro rezistenci na antibiotikum (na
jiné nez v oblasti prokaryotické), ktery je urCeny pro selekci uspésné transfekovanych
bunck. Dale mtze obsahovat replikacni pocatek, vétSinou odvozeny z Zivoc¢isnych viril

(SV40 ori, oriP), umoznujici episomalni replikaci.

o Oblast expresni (tzv. expresni kazeta) — Obsahuje sekvence zvySujici expresi
vlozené DNA — napf. silny promotor (obvykle virového pivodu) a dalsi regulaéni
sekvence (introny), zvySujici transkripci do ptislusné mRNA. Ty jsou nasledovany
silnou Kozakovou sekvenci, zajiStujici translaci na ribosomu [46] a déle klonovaci
misto (MCS), které obsahuje sekvence rozpozndvané restrikénimi endonukleasami.
Do tohoto mista je vkladana rekombinantni DNA, kterd muze obsahovat jeden nebo
vice genl (vhodné v ptipadé studia enzymovych komplexti). Nakonec miize tato oblast
obsahovat sekvenci pro afinitni znaceni produkovaného proteinu — napt. sekvenci
histidinové kotvy pro snadnou purifikaci r-proteinu nebo c-myc epitop pro snadnou

detekci protilatkami. Celd expresni kazeta je poté uzaviena polyadenylacnim signalem
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a pfipadné¢ dalSimi regulacnimi sekvencemi (napt. WPRE), zvySujicimi expresi

transgenu.

1.7 Kultivaéni média

Eukaryotické buiikky jsou zhlediska slozeni kultivaénich médii narocné,
je to hlavni diivod, pro€ je prace s nimi drahd. Pro rizné faze préace s kulturou vétSinou
potfebujeme riznd chemickd prostiedi. PfestoZze jsou dnes komeréné dostupnd média
vhodna jak pro kultivaci, tak pro transfekci 1 produkci, je vétSinou ekonomictéjsi média
v riznych fazich ménit a to i1 za cenu zvyseného rizika kontaminace. Zakladem kazdého
média je zdroj energie (Ziviny), ristové faktory a latky regulujici bunécny cyklus.

Jako dal8i zdroj nutrientdl, rastovych faktord, hormont a jinych nedefinovanych
komponent se Casto pouziva zvifecitho séra — kravského (FBS) nebo kotiského,
ziskavaného z plodové vody zvifat. Od uzivani séra se dnes upousti z divodu etickych,
ekonomickych, dale z diivodu nedefinovatelnosti séra, jez ztézuje primyslovou vyrobu
a srovnavani vysledkli, a také zdivodu znesnadnéni purifikace r-proteinu [47].
Pfitomnost séra také ovliviiuje morfologii bun¢k a zptisobuje jejich agregaci, coz je pro
suspenzni kultivace nevhodné. Pro snizeni agregace je mozno do média ptidavat napf.
heparin. Pro zmenSeni mechanického stresu pii michani suspenzni kultury Ize ptidavat
ruzné surfaktanty — napt. Pluronic F68 [48].

U transfekéniho média neni kladen diraz na vysoky obsah Zivin, protoZe
samotny proces se odehrava v fadech hodin. Je tfeba ale minimalizovat obsah latek, jez
by mohly interferovat s plasmidovou DNA nebo samotnym transfek¢nim procesem.
U transfekéniho procesu s vyuzitim polykationtového ligandu PEI neni vhodné, aby
byly v médiu pfitomny zbytné ziporné¢ nabité molekuly, kompetujici pii utvareni
transfekéniho komplexu s plasmidovou DNA — jako je tomu napt. u komeréniho média
ExCELL293 obsahujiciho pravdépodobné heparin. Vyssi koncentrace vapenatych iontt
mohou byt pfi¢inou agregace bunék, ¢imz se snizi aktivni povrch biomasy, se kterou
interaguji transfekéni komplexy [49].

Produkéni médium pak mimo vysSi vyzivnost muze obsahovat i specidlni

aditiva, kterd zvySuji nebo vhodné modifikuji produkci r-proteini.
1.7.1 Esencialni produkéni nutrienty

Pfi transientni transfekci vétSinou neudrzujeme produkéni kulturu piilis dlouho

a tudiz nedochézi k vyméné produkéniho média a obnoveni zivin v ném piitomnych.
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V pribéhu produkce se tedy mize stat, Ze dojde k vyCerpani néckterych pro
produkci esencidlnich nutrienth — hlavné aminokyselin. Proto se vtadech dni
k produkéni kultufe mize ptidavat proteinovy hydrolyzat — napt. Tryptone N1, vnéjSim

efektem je pak nértst vytézku r-proteinu [50].

1.7.2 Inhibitory histonovych deacetylas

Je znamo velké mnozstvi chemickych sloucenin, které maji pozitivni vliv na
expresi r-proteini mechanismem zastaveni bunééného cyklu v G1 fazi. Mezi takové
latky patii maselnan sodny (But) nebo kyselina valproova (VPA)[51]. Tyto latky
chelatuji zine¢naté kationty z aktivnich mist histonovych deacetylas a inhibuji tak jejich
aktivitu. Tim je ovlivnéna transkripce fady gent a indukovéno zastaveni bunétného
cyklu (zvySenim exprese inhibitorti cyklin dependentnich kinas). Vné&jSim efektem je
dokumentovany vzriist exprese r-proteinti, uplny mechanismus nebyl zatim objasnén.

Vyssi koncentrace But mohou vsak plisobit také apoptoticky [52].

1.7.3 Inhibitory glykosyltransferas

Z hlediska strukturnich studii proteintt byva dil¢im cilem ziskani kvalitniho
krystalu dané bilkoviny. Proces krystalizace je ale u glykoproteinii znesnadnén
slozitymi sacharidovymi strukturami, které nebyvaji uniformni. Tento problém lze feSit
inhibitory, které zablokuji glykosyla¢ni procesy, které vedou ke slozitym sacharidovym
strukturam. Kifunensin (viz Obr. 6) je dobrym inhibitorem a-mannosidas tiidy I,
ato jak endoplasmatického retikula, tak i Golgiho aparatu. Kifunensin tedy brani
odstépeni uniformni manosové struktury, a tudiz nemlze probéhnout ani nésledna

syntéza komplexnich oligosacharidii [53][54].

Obr. 6: Chemicka struktura Kifunensinu.

Zdroj: www.caymanchem.com
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2. Cile prace
Zavedeni optimaliza¢niho postupu pomoci reportérovych gent pro SEAP a GFP
Optimalizace produkce r-proteintt v HEK293T a 6E z hlediska:

o] Poméru DNA:PEI (w/w)

o] Vlivu VPA

0] Vlivu Tryptone N1

Porovnani obou linii
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3. Material

3.1 Pristroje a pomicky

Adhezivni podlozka na tfepacku Sticky Pad
Automatické pipety

Centrifuga Allegra X-22R

Centrifuga Avanti J-26 XP

Centrifuga Spectrofuge 16M

Filtry pro sterilizaci 0,22 pum

Hemocytometr

Inkubétor pro tkanové kultury IGO 150 Cell life

Kahan Fireboy Eco

Lahve c¢tverhranné s prodySnymi vicky
Laminarni box MSC 12

Magneticka michacka MM 2A
Mikroskop inverzni IM3

Mrazici box (-20 °C)

Mrazici box (-80 °C) Bio Freezer
Mrazici kontejner Mr. Frosty

NoEndo JETSTAR 2.0 Plasmid Maxiprep Kit
pH metr ® 200

Pipetovaci nastavec Pipetus AKKU
Plastik pro tkanové kultury

Pratokovy cytometr BD LSR 11
Predvazky HF-1200 G

Ctecka mikrotitracnich desti¢ek Safire”
Spektrofotometr DU-70

Ttepacka Orbit 1000

Vodni lazen

Zdroj deionizované vody Milli Q
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New Brunswick Scientific, USA
Gilson, USA

Beckman Coulter, USA
Beckman Coulter, USA
Edison, USA

TPP, gvSIcarSko

Marienfeld, Némecko

Jouan, Francie

Integra Biosciences, Svycarsko
P-LAB, CR

Jouan, Francie

Lab.piistroje Praha, CR
Intraco Micro, CR

Zanussi, Italie

Forma scientific, USA

Sigma, USA

Genomed, Némecko

Beckman, USA

Hirschmann Laborgerdte, Némecko
TPP, gvSIcarSko

BD biosciences, USA

AND, USA

Tecan, Rakousko

Beckman, USA

Labnet, USA

Memmert, Némecko

Millipore, USA



3.2 Chemikalie

azid sodny

Cinidlo dle Bradfordové

diethanoleamine

DMEM médium

DMEM médium bez vapniku

DMSO

ExCELL293 médium
F17 médium

FBS

Freestyle293 médium
G418

L-glutamin

IPEI 25 kDa

NEA

Pluronic F-68

pNPP

Propidium jodid
Trypanova modft
Tryptone N1

VPA

Ostatni bézné chemikalie

3.3 Bunééné linie
HEK293T
HEK?293-6E

3.4 Vektory

pTTo3c-SSH
pTTo-GFPq

Serva, USA

Bio-Rad, Némecko

Sigma, USA

Pripravna médii UMG AV CR, v.v.i., CR
Pripravna médii UMG AV CR, v.v.i., CR
Sigma, USA

Sigma, USA

Gibco Invitrogen, USA

Gibco Invitrogen, USA

Gibco Invitrogen, USA

Gibco, USA

Pripravna médii UMG AV CR, v.v.i., CR
Polysciences, USA

Pripravna médii UMG AV CR, v.v.i., CR
Sigma, USA

Sigma, USA

BD biosciences, USA

Sigma, USA

Organo Technie, Kanada

Sigma, USA

Lach-Ner, CR

A. Radu Aricescu, Oxford, Velka Britanie

Y. Durocher, Montreal, Kanada

Y. Durocher, Montreal, Kanada

Y. Durocher, Montreal, Kanada
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3.5 Roztoky

= Roztok E1, G1: 50 mM Tris (pH = 8,0), 10 mM EDTA, 100 p,tg.ml'1 RNasa A
(Genomed, Némecko)

= Roztok E2, G2: 200 mM NaOH, 1 % SDS (Genomed, Némecko)

= Roztok E3: 3,1 M octan sodny, pH = 5,5 (Genomed, Némecko)

= Roztok E4: 100 mM octan sodny (pH = 5,0), 600 mM NacCl, 0,15% Triton X-100
(Genomed, Némecko)

= Roztoky ENDO-1 a ENDO-2: chranéné slozeni (Genomed, Némecko)

= Roztok E5: 100 mM octan sodny (pH = 5,0), 800 mM NaCl (Genomed,
Némecko)

= Roztok E6: 100 mM octan sodny (pH = 5,0), 1500 mM NaCl (Genomed,
Némecko

= TE pufr: 10 mM Tris, 0,5 mM EDTA, pH = 8,0

= DMEM médium: pfipraveno ze zasobnich roztoki (Pripravna médii UMG AV
CR, v.v.i, CR) ve standardnim sloZeni varianty obsahujici 4,5 gl glukosy,
3,7 g1 NaHCO;3 a 4 mM L-glutamin a bylo dale doplnéno NEA (vysl. konc. 1x)
a ptipadné¢ FBS dle potteby

* DMEM médium bez vapniku: piipraveno ze zasobnich roztokd (Pripravna
médii UMG AV CR, v.v.i., CR) s vynechdnim CaCl, v jinak standardnim slozeni
varianty obsahujici 4,5 g.I"! glukosy, 3,7 g.I'' NaHCO; a 4 mM L-glutamin a bylo
dale doplnéno NEA (vysl. konc. 1x) a Pluronic F-68 (vysl. konc. 0,1%)

= ExCELL293 médium: zakoupeno hotové médium (Sigma, USA) a pied pouZitim
doplnéno o L-glutamin (vysl. konc. 4 mM)

= PBS-TK pufr: 10 mM Na,HPO,4, 150 mM NaCl, 2 mM KCI, 2 mM KH,PO,,
pH=17,0

* F17 médium: zakoupeno hotové médium (Gibco Invitrogen Corp., USA) a pied
pouzitim doplnéno o L-glutamin (vysl. konc. 4 mM) a Pluronic F-68

(vysl. kone. 0,1%)
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4. Metody

4.1 Velkoobjemova priprava vektori pTTo3c-SSH a pTTo-GFPq

Pro purifikaci plasmidové DNA byla pouzita komeréné¢ dostupna
souprava - NoEndo JETSTAR 2.0 Plasmid Maxiprep Kit (Genomed, Némecko). Bylo
postupovano dle navodu vyrobce. Kazda peleta byla resuspendovana v 10 ml roztoku
El (obsahujicim RNasu o koncentraci 100 pg.ml™"). Bylo pfidano 10 ml roztoku E2
a smés byla dikladné promichana a ponechédna inkubovat 5 min za laboratorni teploty.
Nasledné bylo ptidano 10 ml roztoku E3, smés byla opét dikladné promichana a poté
centrifugovana pii 20000 x g, 10 min. Mezitim byla ekvilibrovana kolona 30 ml roztoku
E4. Supernatant ziskany pii centrifugaci byl smichan s 1/10 objemu roztoku ENDO-1,
smés byla diikladné promichana a aplikovana na ekvilibrovanou kolonu. Nasledovalo
promyti nejdiive 30 ml roztoku ENDO-2, poté 30 ml roztoku E5 a nakonec eluce 15 ml
roztoku E6. DNA byla z eluatu precipitovana pomoci 0,7 ndsobku objemu
isopropanolu, smés byla inkubovana 30 min pii -20°C a odstfedéna pii 20000 x g,
30 min, 4°C. Peleta byla oplachnuta 5 ml 70% ethanolu a znovu odstfedéna pfi
20000 x g, 10 min, 4°C. Supernatant byl odstranén, peleta dosuSena na rotacni vakuové
odparce a nasledn¢ rozpusténa v 1 ml TE pufru.

Nakonec byla spektrofotometricky stanovena koncentrace a Ccistota DNA.
Roztok byl 300 x nafedén dH,O a proti slepému vzorku (300 x ztedény TE pufr) byla
zméfena absorbance roztoku pii vinové délce 260 nm a 280 nm. Koncentrace DNA byla
vypolitana z empirického vztahu, podle kterého ma roztok dvouvldknové DNA
o koncentraci 50 ug.ml'1 absorbanci rovnou 1. Pomér Asgp/Azso je u Cisté DNA roven

ptiblizné 1,8.

4.2 Bunééné kultury

4.2.1. Zmrazovani bunéénych linii HEK293T a HEK293-6E

Pro zmrazeni bunék byla nejprve spocitdna hustota dané bunééné suspenze,
centrifugovana v 50 ml sterilnich zkumavkach svickem pfi 200 x g, 3 min
a resuspendovéana v takovém objemu mraziciho média, aby vyslednd hustota byla

5.10° ml", v piipad& normélnich alikvott, nebo 40.10° ml™, v pipad& alikvotd o vysoké
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hustoté. Mrazici médium sestavalo z 45% objemu z pouzitého kultivacniho média, dale
z45% z Cerstvého ExCELL293 média a 10% DMSO. Vysledna suspenze byla
rozdélena po 1 ml do kryozkumavek a v mrazicim kontejneru Mr.Frosty (kontrolovany
pokles teploty rychlosti 1°C za minutu) umisténa do -80°C, kde byly zmrazené buiky
i nadale skladovany; pro dlouhodobé skladovani byly pfeneseny do -150°C.

4.2.2. Rozmrazovani bunéénych linii HEK293T a HEK293-6E

Do 15 ml sterilni zkumavky s vickem bylo pipetovano 10 ml na 37°C
predehtatého ExCELL293 média. Alikvotni mnozstvi bunék obsahujici 1 ml suspenze
o hustot 5.10° ml" bylo rychle rozmrazeno ve vodni lazni vyhiaté na teplotu 37°C
a preneseno do pfipraveného média. Vysledna suspenze byla jemné promichdna
a centrifugovana pii 200 x g, 3 min. Supernatant byl odstranén a buniky resuspendovany

v 10 ml ExCELL293 média a pieneseny na 10 cm Petriho misku.

4.2.3 Kultivace bunéénych linii HEK293T a HEK293-6E

Bunééné kultury byly kultivovany v inkubatoru pii 37°C, 5% CO, na Petriho
miskach nebo v ¢tverhrannych lahvich na tfepacce v pfislusném kultivaénim médiu
a ,,pasdzovany“ fedénim cCerstvym médiem tak, aby se jejich hustota pohybovala
priblizng mezi 0,2 az 2.10° ml™.

Bunééna linie HEK293T byla kultivovana v ExXCELL293 médiu, nebo ve smé&si
ExCELL293 média a DMEM média bez vapniku v poméru 1:1. Bunécna linie
HEK?293-6E byla kultivovana v F17 médiu, nebo ve smési F17 média a ExCELL293
média v poméru 1:1. Po dosazeni 24 h generac¢ni doby bylo ke kultivatnimu médiu
piidavano antibiotikum G418 ve vysledné koncentraci 25 pg ml™.

BéZzny postup udrzby zdsobni kultury probihal nasledovné. 2-3 dny po
rozmrazeni alikvotniho mnozstvi dosdhly bunky na 10 cm Petriho misce hustoty
2.10° ml™", byly rozmichany 10 ml pipetou pomoci pipetovaciho nastavce a trojndsobnd
zfedény na celkem tfi 10 cm Petriho misky. Po dalSich 2-3 dnech byly buiky stejnym
postupem pievedeny do 75 ml ptislusného kultivaéniho média ve 250 ml ¢tverhranné
lahvi s vickem s prodysnym filtrem a tiepany na orbitalni tfepacce (Orbit 1000, Labnet,
USA) vybavené adhezivni podlozkou (Sticky Pad, New Brunswick Scientific, USA)
rychlosti 135 ot./min (rota¢ni primér 19 mm) uvnitf inkubatoru. Optimalni objem

média je za téchto podminek 30-40% objemu lahve. Tato kultura pak byla udrzovana
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auzivana k optimalizaénim testim (0,5 ml v 24 jamkovych destickach,

2 ml v 12 jamkovych destickdch nebo 10 ml v 100 ml kulatych lahvickach).

4.2.3 Pocitani bunééné hustoty pomoci hemocytometru

Bunky byly pocitiny manualné pomoci hemocytometru. Automatickou pipetou
bylo odebrano 20 pl rozmichané bunécné suspenze a v mikrozkumavce ziedéno
smichanim s 20 - 80 ul 0,4% roztoku trypanové modii v PBS-TK. Po 5 min inkubaci
bylo 20 ul smési pipetovano do hemocytometru. Zivé (prithledné) i mrtvé (modré)
bunky byly spocitany zvlast ve vSech deviti ¢tvercich, primérna hodnota pro jeden
tverec vynasobend faktorem feddni a faktorem 1.10* pak odpovida bund¢né hustotd
v jednotkach 10° ml'; procento Zivych bungk (viabilita) odpovida podilu po&tu Zivych

bun¢k a souctu vSech bunék vynasobeného stem.

4.3 Transfekce bunéénych linii HEK293T a HEK293-6E

4.3.1 Priprava transfek¢niho roztoku plasmidové DNA a PEI

Pro pfipravu transfek¢niho roztoku bylo potfebné mnozstvi ptislusného
plasmidu (podle zvoleného mnozstvi DNA na 10° bungk; napi 1 ug DNA na 10° bun&k)
ziedéno ve sterilni plastové zkumavce do PBS-TK, stejné tak bylo v jiné sterilni
plastové zkumavce zfedéno piislusné mnozstvi IPEI (podle zvoleného hmotnostniho
poméru DNA : PEI; napt 1:4) do stejného objemu PBS-TK. Objemy PBS-TK byly
voleny tak, aby vysledny piidavek transfekéniho roztoku nebyl vétsi nez 10% objemu
produkéni suspenze (napt. v piipadé¢ produkéniho objemu 0,5 ml na 24 jamkové
desticce transfekéni roztok neptesahl 50 pl). Roztok plasmidové DNA byl poté
sterilizovan filtraci ptes 0,22 um filtr a pfidan k roztoku IPEI. Vysledny roztok byl
dikladné protfepan a inkubovan 20-30 min a poté byl pfidan k pfipravené bunécné
suspenzi. Behem inkubace se roztok mirn¢ zakalil.

Pii optimalizacnich experimentech byl pfipravovan jeden transfekcéni roztok,
ktery byl v riznych objemech pipetovan k bunécné suspenzi tak, aby vznikla piislusna
optimalizacni fada pfi zachovani maximalné 10% objemového piidavku. V piipadé
optimalizace poméru DNA:PEI — sproménnym mnozstvim IPEI a konstantnim

mnozstvim DNA byly nejprve pfipraveny zifedéné roztoky DNA a IPEI, které pak byly
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v prislusnych objemech pipetovany do sady sterilnich zkumavek za vzniku ptislusné
optimalizacni fady.
Pro optimalizaéni experimenty zahrnujici stanoveni SEAP i1 GFP bylo

k plasmidu pTTo3c-SSH ptidano i 5% (w/w) navic plasmidu pTTo-GFPq.

4.3.2 Priprava bunééné suspenze pro transientni transfekci

Pted ptipravou transfekéniho roztoku byla ur€ena bunéna hustota
predkultivované bunécné suspenze. Béhem inkubace transfekéniho roztoku pak bylo
potifebné mnozstvi prevedeno do prislusné nddoby, objemu a hustoty — podle charakteru
optimalizacniho experimentu. Pfenos probihal odebranim pozadovaného objemu
suspenze 25 ml pipetou pomoci pipetovaciho néastavce do 50 ml sterilnich zkumavek
s vickem, centrifugaci pii 200 x g, 3 min a ndslednym resuspendovanim v pfislusném
objemu pfislusného transfekéniho média a prenosem do prislusné nadoby. Po konci

inkubace transfekéniho roztoku byl tento pfidan k pfipravené bunécné suspenzi.

4.3.2.1 Pouzita transfek¢ni a produkéni média
Pro transfekci a produkei byly bunky prevadény do téchto médii:
* DMEM médium bez vapniku, 2%FBS
=  Freestyle293
= Polovina vysledného objemu DMEM médium bez vapniku + 4 h po transfekci
pak doplnéno ExCELL293 médiem (pi. 0,25 ml bunééné suspenze v DMEM
médiu bez vapniku je pipetovano na 24 jamkovou desticku, k suspenzi je pridan
transfekéni roztok, 4 h po transfekci je ksuspenzi pipetovano 0,25 ml
ExCELL293 média)
= F17

4.3.2.2 Pouzité transfekéni a produkéni nadoby a objemy
Pro optimalizaci byly pouzivany tyto objemy v téchto nadobéch:
= 0,5 mlv 24 jamkové desticce
= 2mlv 12 jamkové desticce

= 10 ml v 100 ml I4hvi s kulatym dnem
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4.3.3 Pouzita aditiva
= Zasobni roztoky Tryptone N1 (20% v F17 médiu) a VPA (0,5 M v dH,0) byly
sterilizovany filtraci ptes 0,22 pm filtr a uchovavany piti 4°C, resp. -20°C.
= VPA byla ptfidavana k transfekovanym kulturdam 4 h po transfekci ihned
po piidani ExCELL293 média. Tryptone N1 byl pfiddvan k transfekovanym
kulturam 48 h po transfekci.

4.4 Stanoveni reportérovych proteint

4.4.1 Stanoveni sekretované alkalické fosfatasy

Zasobni roztok cinidla pro stanoveni SEAP byl ptipraven dle ndvodu z publikace
Y. Durochera [33] o vysledném slozeni — 20 mM pNPP, 1 mM MgCl,, 1 M
diethanolamin v dH,O, pH = 9,8. Zasobni roztok byl sterilizovan filtraci pfes 0,22 pm
filtr a uchovavan pii -20°C, pted pouzitim byl rozmrazen a zahtat na pokojovou teplotu.

Z produkujicich bunéénych suspenzi transfekovanych pTTo3c-SSH byl do
plastové zkumavky odebran 50 ul vzorek, centrifugovan 200 x g, 1 min. Supernantant
byl poté postupné na 96 jamkové desticce s plochym dnem vhodné fedén dH,O (typické
fedéni napt. tisickrat) do vysledného objemu 180 pl. Nésledné bylo k zfedénému vzorku
pipetovano 20 pl ¢inidla. U takto ptipravené série vzorkl byla na spektrofotometrické
automatické &teéce Safire? kazdych 30 s zméfena Ay490. MéEfeni bylo ukonceno

po 10 az 20 min.

4.4.2 Stanoveni zeleného fluorescen¢niho proteinu

Z produkujicich bunécnych suspenzi transfekovanych pTTo-GFPq byl
na 96 jamkovou desticku s kulatym dnem odebran 25-50 pl resuspendovany vzorek
a zfedén na 150 pl pomoci PBS-TK. K vysledné bunécné suspenzi bylo ptidano 10 pl
roztoku propidium jodidu o koncentraci 10 pg.ml” v PBS, jako viabilitu potvrzujici
agens. Propidium jodid je interkalator DNA, ktery neprostupuje buné¢nou membranou,
pokud tato neztratila svou integritu, tedy pokud neni builka poSkozenid nebo mrtva.
Nutno dodat, Ze takto stanovend viabilita byla empiricky zhruba o 20% niz8i nez
viabilita stanovena pomoci trypanové modre (viz. kapitola 4.2.3). U takto ptipravenych

vzorkli byla RNDr. Janem Svobodou nebo Zdenkem Cimburkem (Centrum pro
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cytometrii a mikroskopii, MBU, AVCR v.v.i.) pritokovym cytometrem BD LSR II
zm¢étena viabilita, GFP pozitivita a tiroven fluorescence bunécné suspenze. Bunky byly
postupné tiidény podle své velikosti (odpovidajici jednotlivym bunikdm, kalibrace na
netransfekovanou kulturu jako kontrolu), miry fluorescence propidium jodidu (vysoka -
mrtvé bunky, nizka - zivé buiky; viabilita - procentualni zastoupeni zivych) a miry
fluorescence GFP (nizkd - buiikky netransfekované, vysoka - bunky uspésné
transfekované). Vyslednd populace bunék byla tedy vybrana jako propidium jodid
negativni, GFP pozitivni (PI, GFP") a usp&snost transfekce byla posuzovana jako

procento GFP" bunék ze viech Zivych (PI") bungk.

4.6 Zpracovani dat

Ziskané soubory dat byly pfeneseny do tabulkového kalkulatoru MS Office
Excel 2003, ve kterém byla vypocitdna smérnice jejich linearni aproximace. Zaporné
hodnoty nebo extrémné odlehlé hodnoty v rdmci triplikatu byly vyfazeny. Vysledna
hodnota reprezentujici Groven exprese sekretované alkalické fosfatasy byla vypocitana
jako primér hodnot reprezentujicich urovenn exprese v jednotlivych experimentech
triplikatu a byla opatiena smérodatnou odchylkou tohoto priméru.

Ziskana data zpritokové cytometrie byla vyhodnocovdna RNDr. Janem
Svobodou v programu FlowJo 7.2.5 (Tree Star Inc) a exportovana do tabulkového
kalkulatoru MS Office Excell 2003, kde byl vramci triplikatd spocitdn primér
prislusnych hodnot opatfeny smérodatnou odchylkou tohoto primeéru.

Takto zpracovana data byla ptevedena do tabulkového kalkuldtoru OriginPro 8,

kde byla zpracovana do podoby shrnujicich grafi.
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5. Vysledky
5.1 Velkoobjemova priprava vektori pTTo3c-SSH a pTTo-GFPq

Pro optimalizaci rekombinantni exprese proteinti v bunéénych liniich HEK293T
a HEK293-6E bylo potfeba najit vhodné reportérové proteiny, které by byly
stanovitelné jiz v malych absolutnich expresnich vytézcich. Takovymi proteiny se
ukazaly byt sekretovand alkalicka fosfatasa a zeleny fluorescencni protein. Jejich
vektory — pTTo3c-SSH (viz. Obr. 7) a pTTo-GFPq (viz. Obr. 8), byly ziskany

z laboratofe Y. Durochera (Montreal, Kanada).
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Obr. 7: pTTo3¢c-SSH Obr. 8: pTTo-GFPq
A — ampicilinova rezistence, B — oriP, A — ampicilinova rezistence, B — oriP,
C — gen pro sekretovanou alkalickou fosfatasu C — gen pro zeleny fluorescenéni protein

Nejprve bylo nutné provést velkoobjemovou ptipravu vektorii. Transformaci
do kompetentnich bunék E. coli (DH5a) a velkoobjemovy nartist pozitivnich klont
provedla Petra Celadova, vychozim materidlem byly zmrazené pelety z 0,5 1 kultivace;
dale bylo postupovéano dle kapitoly 4.1. Pro stanoveni Cistoty a mnozstvi plasmidové

DNA byla métena absorbance pti vinové délce 260 nm a 280 nm (viz Tab. 1).

Tab. 1: Velkoobjemova p¥iprava plasmidi pTTo3c¢c-SSH a pTTo-GFPq

Nameétené hodnoty A,gp, Asgo, koncentrace roztoku plasmidu a jeho istota vyjadiena pomérem A,go/Aogo.

Plasmid A26() Azso C [ug.ul-ll A26()/A28()
pTTo3c-SSH 0,186 0,098 2,8 1,9
pTTo-GFPq 0,273 0,152 4,1 1,8

-33-



5.2 Zavedeni metody stanoveni alkalické fosfatasy

Optimaliza¢ni experimenty by nebylo moZzné provadét bez vhodné metody pro
stanoveni alkalické fosfatasy, efektivniho statistického zpracovani velkého objemu dat
a postupu zmensSujicim systematickou chybu. Pokud neni uvedeno jinak, byly
experimenty provadeény v triplikatech a vyhodnocovany 72 h po transfekei.

U odebraného vzorku byla podle kapitoly 4.4.1 zméfena Casova zavislost Ao
(viz Obr. 9, panel A). Déle byla vypocitina smérnice linedrni aproximace této
zéavislosti, odpovidajici ¢asové zméné A4, vypovidajici o mnozstvi exprimované
alkalické fosfatasy. Pro zmensSeni systematické chyby byl s kazdym vzorkem opakovan
stejny postup tiikrat (viz Obr. 9, panel B). Vysledky trojndsobnych méteni experimentt
triplikatu pak byly zprimérovany a opatfeny smérodatnymi odchylkami téchto pramért
(viz Obr. 9, panel C). Vyslednd hodnota uzitd pro reprezentaci mnozstvi exprimované
alkalické fosfatasy za zvolenych podminek se vypocitala jako primér z priméra
jednotlivych méfeni experimenti triplikdtu a je opatfena smerodatnou odchylkou tohoto

konec¢ného priiméru (viz Obr. 9, panel C).
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Obr. 9: Statistické zpracovani ziskanych dat pro stanoveni alkalické fosfatasy
Panel A reprezentuje graf zavislosti naméfené A4y na Case (1), pro tuto zavislost je pomoci tabulkového
kalkulatoru MS Excell 2003 zkonstruovana linearni aproximace (plnou c¢arou). Panel B ukazuje
sloupcovym grafem porovnani smérnic takovych linearnich aproximaci u triplikatu dat, pticemz kazdy
experiment byl zméfen tiikrat. Panel C sloupcovym grafem porovnava primérné naméfené hodnoty

v triplikatu (1., IL., II1.) a ukazuje primérnou hodnotu triplikatu (Prameér).
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5.3 Optimalizace poméru DNA:PEI (w/w)

Kritickym parametrem pro expresi rekombinantnich proteini v HEK293
bunéénych liniich je zvoleny pomér DNA ku transfekénimu agens, v naSem pitipade
IPEI. Tento pomér se odviji od charakteru Sarze zakoupeného IPEI a chemického
slozeni pouzitého média. Je proto nutné a vhodné tento pomér optimalizovat. V rdmci
zavedeni metody stanoveni alkalické fosfatasy byla tato optimalizace provedena s linii
HEK293T v DMEM médium s 2% ptidavkem FBS a v komerénim médiu Freestyle 293
(viz Obr. 10).
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Obr. 10: Optimalizace poméru DNA:PEI (w/w) - HEK293T; DMEM (2%FBS), Freestyle293

Transfekce byla provadéna v 24 jamkové destiCce v objemu 0,5 ml bunééné suspenze o hustoté
1.10°.mlI™". Transfekéni roztok byl p¥ipraven z 1ug DNA na 10° bungk s proménnym mnozstvim 1PEL
Uroveii exprese sekretované alkalické fosfatasy je vyjadiena sloupcovym grafem (rizovou v DMEM

médiu, 2% FBS; zlutou v médiu Freestyle293), kazdy sloupec reprezentuje primér triplikatu.

Protoze DMEM médium s ptfidanym FBS nebylo vhodné pro suspenzni kultivaci
amédium Freestyle293 bylo nahrazeno levnéjSim médiem F17, bylo od dalSich
optimalizaci v téchto médiich upusténo. Dalsi prace se soustiedila na optimalizaci
exprese v médiu F17 a v DMEM médiu bez vapniku, ke kterému byl 4 h po transfekci
pridavéan stejny dil média ExCELL293 (viz Obr. 11, str. 36). Béhem dalsi faze prace
byla dohodnuta spoluprice s centrem pro cytometrii a mikroskopii (MBU, AVCR
v.v.i.), kterd umoznila stanoveni viability kultury a procento uspésné transfekovanych
bun¢k, podle kapitoly 4.4.2., a byly provedeny optimalizace poméru DNA:PEI v linii
HEK 293-6E (viz Obr. 12, str. 36 a Obr. 13, str. 37).
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Obr. 11: Optimalizace poméru DNA:PEI (w/w) - HEK293T; DMEM + ExCELL293, F17

Transfekce byla provadéna v 24 jamkové destiCce v objemu 0,5 ml bunécné suspenze o hustoté
1.10°ml"". Transfekéni roztok byl piipraven z 1ug DNA na 10° bunék s proménnym mnozstvim IPEL
Uroveii exprese sekretované alkalické fosfatasy je vyjadiena sloupcovym grafem (modie v DMEM
médiu bez vapniku s pfidavkem ExXCELL293 4 h po transfekci, oranZové v F17 médiu), kazdy sloupec

reprezentuje prumeér triplikatu.
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Obr. 12: Optimalizace poméru DNA:PEI (w/w) - HEK293-6E; F17

Transfekce byla provadéna v 24 jamkové desticce v objemu 0,5 ml bunééné suspenze o hustoté

0,5.10°.ml". Transfekéni roztok byl pfipraven z lug DNA na 10° bun&k s proménnym mnoZstvim

IPEL Uroven exprese sekretované alkalické fosfatasy je vyjadfena sloupcovym grafem, &arovym

grafem je vyjadfeno procento pozitivné transfekovanych bunék (plnou ¢arou) a viabilita kultury

(¢erchovanou ¢arou). Vsechna data jsou primérem triplikatu.
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Obr. 13: Optimalizace poméru DNA:PEI (w/w) - HEK293-6E; DMEM + ExCELL293

Transfekce byla provadéna v 24 jamkové desticce v objemu 0,5 ml bunétné suspenze o hustoté

0,5.10°.ml™". Transfekéni roztok byl pipraven z lug DNA na 10° bunék s proménnym mnoZstvim

IPEL Uroven exprese sekretované alkalické fosfatasy je vyjadiena sloupcovym grafem, arovym

grafem je vyjadieno procento pozitivné transfekovanych bunck (plnou €arou) a viabilita kultury

(¢erchovanou ¢arou). Vsechna data jsou primérem triplikatu.

Optimalizacni vysledky ukazaly, ze se vhodné poméry DNA:PEI (w/w) pro ob¢

bunécné linie v riznych médiich pohybuji mezi 1:4 a 1:5. Ukézalo se, Ze 1 kdyz se

zvySujicim mnozstvim transfekéniho agens roste UspésSnost transfekce, je pro expresi

sekretovanych proteinti vhodné a mozné zvolit niz§i poméry. U linie HEK293-6E byly

pozorovany piijatelné irovné exprese u poméra 1:3 az 1:6, u linie HEK293T pak 1:3 az

1:5. Pro dalsi praci byly z hlediska Gspory materidlu zvoleny poméry shrnuté v Tab. 2.

Tab. 2: Shrnuti vysledkii optimalizace poméru DNA:PEI (w/w)

Linie Médium Vysledny pomér
HEK293T DMEM, 2% FBS 1:6
HEK293T Freestyle 293 1:5
HEK293T DMEM + ExCELL293 1:4
HEK293T F17 1:5
HEK293-6E DMEM + ExCELL293 1:4
HEK?293-6E F17 1:5
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5.4 Optimalizace nutného mnoZstvi DNA za konstantniho poméru

DNA:PEI (w/w)

Paralelné probihajici velkoobjemové produkce vyvolaly snahu ke zmensSeni
spotteby plasmidové DNA uzivané pro transfekci — standardné byl uzivan 1 ug DNA
na 10° bungk v transfekované suspenzi. Proto bylo optimalizovano mnozstvi DNA na
bunky pfi vybraném poméru DNA:PEI (w/w). Tento experiment byl proveden pro obé
bunécné linie pouze v. DMEM médiu bez véapniku, ke kterému byl 4 h po transfekci
pridavan stejny dil média ExCELL293 (viz Obr. 14 a Obr. 15, str. 39). Médium F17
timto zplsobem nebylo optimalizovano, nebot’ pifi velkoobjemovych produkcich

vykazovalo nizsi produkéni vytézky (data neuvedena).
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Obr. 14: Optimalizace mnoZstvi DNA pro uspésnou expresi - HEK293T; DMEM + ExCELL293

Transfekce byla provadéna v 24 jamkové desticce v objemu 0,5 ml bunécné suspenze o hustoté
0,5.10°.ml™". Transfekéni roztok byl ptipraven v poméru DNA:PEI (w/w) 1:4, s proménnym mnoZstvim
DNA. Uroven exprese sekretované alkalické fosfatasy je vyjadiena sloupcovym grafem, ¢arovym
grafem je vyjadfeno procento pozitivné transfekovanych bunék (plnou carou) a viabilita kultury

(€¢erchovanou ¢arou). Vsechna data jsou primérem triplikatu.
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Obr. 15: Optimalizace mnoZstvi DNA pro uspé$nou expresi - HEK293-6E; DMEM + ExCELL293

Transfekce byla provadéna v 24 jamkové desticce v objemu 0,5 ml bunééné suspenze o hustoté
0,5.10°.mlI™". Transfekéni roztok byl piipraven v poméru DNA:PEI (w/w) 1:4, s proménnym mnoZstvim
DNA. Urovei exprese sekretované alkalické fosfatasy je vyjadiena sloupcovym grafem, ¢arovym grafem
je vyjadfeno procento pozitivné transfekovanych bunek (plnou €arou) a viabilita kultury (¢erchovanou

¢arou). Vsechna data jsou primérem triplikatu.

Vysledky experimentt této faze optimalizace ukazaly, ze u linie HEK293T neni
vhodné snizovat mnozstvi DNA na 10° bunék v transfek&nim roztoku pod 1 pg. U linie
HEK?293-6E se naopak projevila uspésna exprese sekretované alkalické fosfatasy i pii

niz§im mnozstvi DNA na 10° bungk nez 1 pg. Pouzité hodnoty jsou shrnuty v Tab. 3.

Tab. 3: Shrnuti vysledkii optimalizace mnoZstvi DNA poti‘ebné pro uispéSnou expresi

Vysledné mnozstvi DNA /

Linie Médium p
10° bunék [pg]
HEK?293T DMEM + ExCELL293 1,0
HEK?293-6E DMEM + ExCELL293 0,75-1,0
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5.5 Studium vlivu valproové kyseliny

V dal$i fazi optimalizacnich experimenti byl studovan vliv zvySujici se
koncentrace valproové kyseliny z hlediska jejiho ucinku na stav kultury a uroven
exprese alkalické fosfatasy. Studovany byly linie HEK293T (viz Obr. 16) a HEK293-6E
(viz Obr. 17, str. 41) v DMEM médiu bez véapniku, ke kterému byl 4 h po transfekci
pfidavan stejny dil média ExCELL293 a linie HEK293-6E v médiu F17 (viz Obr. 18,
str. 41).

Tyto experimenty byly provadény s konstantnim uzitym mnozstvim DNA na
pocet bun¢k a jednim vybranym pomérem DNA:PEI (w/w), valproova kyselina byla

ptidadvana 4 h po transfekci.
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Obr. 16: Vliv VPA na rekombinantni expresi - HEK293T; DMEM + ExCELL293

Transfekce byla provadéna v 24 jamkové desticce v objemu 0,5 ml bunééné suspenze o hustote
0,5.10°mlI™. Transfekéni roztok byl pripraven z Ipg DNA na 10° bunék v poméru DNA:PEI (w/w) 1:5.
Piislusny objem zasobniho roztoku VPA byl piidavan 4 h po transfekci. Uroven exprese sekretované
alkalické fosfatasy je vyjadfena sloupcovym grafem, ¢arovym grafem je vyjadieno procento pozitivné
transfekovanych bunék (plnou €arou) a viabilita kultury (éerchovanou ¢arou). Vsechna data jsou

pramérem triplikatu.

-40-



100 —
90—‘
80
70—‘
60—-
50—-

40 |

SEAP; [A,, min’]

30

20 4

10

[ 1 SEAP)

GFP+

Obr. 17: Vliv VPA na rekombinantni expresi - HEK293-6E; DMEM + ExCELL293
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Transfekce byla provadéna v 24 jamkové desticce v objemu 0,5 ml bunééné suspenze o hustoté

0,5.10°.ml™". Transfekéni roztok byl piipraven z 1ug DNA na 10° bunék v poméru DNA:PEI (w/w) 1:5.

Piislusny objem zasobniho roztoku VPA byl piiddvan 4 h po transfekci. Uroveii exprese sekretované

alkalické fosfatasy je vyjadiena sloupcovym grafem, ¢arovym grafem je vyjadieno procento pozitivné

transfekovanych bunék (plnou ¢arou) a viabilita kultury (€erchovanou ¢arou). Vsechna data jsou

pramérem triplikatu.
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Obr. 18: Vliv VPA na rekombinantni expresi - HEK293-6E; F17

100

20

80

70

60

50

40

30

20

10

Pl- GFP-; [%]

Transfekce byla provadéna v 24 jamkové desticce v objemu 0,5 ml bunééné suspenze o hustoté

0,5.10°.ml™". Transfeké&ni roztok byl piipraven z 1pg DNA na 10° bunék v poméru DNA:PEI (w/w) 1:5.

Piislugny objem zasobniho roztoku VPA byl piidavan 4 h po transfekci. Uroveii exprese sekretované

alkalické fosfatasy je vyjadiena sloupcovym grafem, ¢arovym grafem je vyjadieno procento pozitivné

transfekovanych bunck (plnou €arou) a viabilita kultury (€erchovanou ¢arou). VSechna data jsou

pramérem triplikatu.
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Vysledky vlivu valproové kyseliny naznacily u linie HEK293T pozitivni uc¢inek
na expresi sekretované alkalické fosfatasy, zatimco u linie HEK293-6E nebyl takovy
trend pozorovéan, naopak v pfipadé pouziti média F17 se u¢inek VPA jevil dokonce
spiSe negativni. Ani u jedné linie se v testovaném koncentracnim rozpéti neprojevila
snizend viabilita, kterda by ukazovala napf. na apoptotické Uc¢inky. Vliv valproové
kyseliny byl déale studovan pro zvolenou koncentraci 2 mM ve vysledném objemu,
protoze v médiu DMEM bez vapniku, ke kterému byl 4 h po transfekci ptidan stejny dil
média ExCELL293, se u linie HEK293T jevila jako koncentrace nejvice pozitivné
ovliviiyjici uroven exprese sekretované¢ho proteinu. A naopak u linie HEK293-6E

nem¢éla v tomto médiu pii této koncentraci zadny pozorovany vliv.

5.6 Casové zavislosti exprese reportérovych proteinii

Zavérem této prace byl studovan vliv valproové kyseliny a kaseinového
hydrolyzatu Tryptone N1 na ¢asovy vyvoj exprese reportérovych proteinti v prib&hu
jednoho tydne pti odebirani vzorka po 24 h. Experiment byl provadén pro ob¢ linie opét
jen v DMEM médiu bez vapniku, ke kterému byl 4 h po transfekci pfidavan stejny dil
média ExCELL293. Protoze bylo u linii HEK293T (viz Obr. 19, str. 43) a HEK293-6E
(viz Obr. 20, str. 44) pouzito jiného postupu z hlediska objemu média a typu nadoby,
nejsou tyto vysledky pfimo porovnatelné. Vystupuji spise jako samostatné vysledky,
ukazujici na vliv valproové kyseliny a hydrolyzatu Tryptone N1 z hlediska exprese
reportérovych proteinli u dané linie. U linie HEK293T byl opét pozorovan pozitivni
efekt valproové kyseliny, ktery se u linie HEK293-6E neprojevil. U linie HEK293T lze
v piipadé valproové kyseliny také pozorovat zvysSenou intenzitu fluorescence GFP,
ktera je timérna Urovni exprese zelen¢ho fluorescencniho proteinu. U obou bunéénych

linii je pak dobfe patrny silny pozitivni vliv hydrolyzatu TN1.
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Obr. 19: Casova zavislost exprese reportérovych proteinii - HEK293T; DMEM + ExCELL293
Transfekce byla provadéna v 12 jamkové destiéce v objemu 2 ml bunééné suspenze o hustoté 0,5.10°.ml™.
Transfekéni roztok byl pripraven z Ipg DNA na 10° bundk v poméru DNA:PEI (w/w) 1:4. Ziskana data
jsou zobrazena Garovymi grafy v zavislosti na dnech po transfekci (dpt). Cerné je zobrazena kontrolni
produkéni kultura bez aditiv. Zelenou je zobrazena produkéni kultura, ke které byla pfidana kyselina
valproova 4 h po transfekci tak, 7e jeji koncentrace byla ve vysledném objemu 2 mM. Cervenou je
zobrazena produk¢ni kultura, ke které byl pfidan hydrolyzat Tryptone N1 48 h po transfekci do 0,5%
obsahu ve vysledném objemu. Vzorky byly odebirany a méteny po 24 h.

Panel A zobrazuje uroven exprese sekretované alkalické fosfatasy. Panel B zobrazuje procento pozitivné
transfekovanych bunc¢k. Panel C zobrazuje viabilitu kultury. Panel D zobrazuje primérnou intenzitu

fluorescence GFP. Data jsou prumeérem triplikatu.
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Obr. 20: Casova zavislost exprese reportérovych proteinii - HEK293-6E; DMEM + ExCELL293
Transfekce byla provadéna ve 100 ml kulatych ldhvich v objemu 10 ml bunééné suspenze o hustoté
0,5.10°ml". Experiment nebyl provadén v triplikatu. Transfekéni roztok byl piipraven z lug DNA
na 10° bungk v poméru DNA:PEI (w/w) 1:4.

Ziskana data jsou zobrazena ¢arovymi grafy v zavislosti na dnech po transfekci (dpt). Cerné je zobrazena
kontrolni produkéni kultura bez aditiv. Zelenou je zobrazena produkéni kultura, ke které byla pridana
kyselina valproova 4 h po transfekci tak, Ze jeji koncentrace byla ve vysledném objemu 2 mM. Cervenou
je zobrazena produk¢ni kultura, ke které byl pfidan hydrolyzat Tryptone N1 48 h po transfekei do 0,5%
obsahu ve vysledném objemu. Produkéni kultura, ke které byla pfidana jak VPA tak Tryptone N1 (ve
stejny Cas a stejnych vyslednych koncentracich jak je vySe uvedeno) je zobrazena modie. Vzorky byly
odebirany a méteny po 24 h.

Panel A zobrazuje iroven exprese sekretované alkalické fosfatasy. Panel B zobrazuje procento pozitivné
transfekovanych bun¢k (méfeno pouze 1. a 4. dpt). Panel C zobrazuje viabilitu kultury pocitanou
hemocytometrem. Panel D zobrazuje bunéénou hustotu pocitanou hemocytometrem. Panel E zobrazuje

primérnou intenzitu fluorescence GFP (méfeno pouze 1. a 4. dpt).
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6. Diskuse

Hlavnim cilem této prace byla optimalizace rekombinantni exprese proteinti
v HEK293T a 6E buné¢nych liniich za ucelem zvyseni exprese sekretovanych proteint
pro strukturné biologické studie provadéné v Laboratofi architektury proteinii (MBU,
AVCR v.v.i). Protoze bylo neekonomické dé&lat velké série optimalizagnich
experimentll, zahrnujicich interval rGznych parametri jedné relevantni podminky,
ve velkych objemech. A zaroven nebylo mozné vyhodnotit takové experimenty
s produkovanymi proteiny v malych objemech. Bylo nutné zavést optimalizacni postup
pomoci reportérovych proteini SEAP a GFP. Tyto proteiny jsou vyhodnotitelné jiz
v malych absolutnich vytézcich a bézné se k optimalizaci rekombinantni exprese
pouzivaji. Vektory s témito proteiny byly spolu s bunécnou linii HEK293-6E laskavé
poskytnuty z laboratofe Y. Durochera (Montreal, Kanada).

Prvni optimalizacni experimenty a snaha o zmenSeni systematické chyby pfi
stanoveni SEAP zahy prinesly velké soubory dat, které nebylo snadné dostate¢né rychle
vyhodnocovat, coz v pocatecni fazi zpomalovalo préaci. Toto uskali bylo ptekondno
pocitaovou automatizaci pomoci vytvofeni vlastnich algoritmii (tzv. makra)
v tabulkovém kalkulatoru MS Office Excel 2003. Spolu s navazadnim spoluprace
s Centrem pro cytometrii a mikroskopii (MBU, AVCR v.v.i.), umoZiiujici vyhodnoceni
GFP, byla zavedena metoda pro optimalizaci rekombinantni exprese.

Bunécéna linie HEK293T byla v laboratofi uspé$né péstovana jiz vice nez rok
a jeji adaptace na suspenzni kultivaci v médiu ExCELL293 prob¢hla pomérné snadno.
Linie HEK293-6E ziskana z Kanady byla jiz adaptované na suspenzni kultivaci v médiu
F17 a jeji ptevod do média ExCELL293 ¢inil ze zacatku problémy, které¢ se pozdéji
podatilo piekonat. Tento postup sice nebyl hlavni naplni této bakalarské prace, presto
na ném byla do zna¢né miry zavisla a pomoc s kultivaci obou linii byla samoziejmosti.

Prvnim optimalizovanym parametrem byl pomér DNA:PEI (w/w), tento poméer
je kriticky pfi utvareni transfekéniho komplexu a samotném procesu transfekce.
V ptedchozich pracich provadénych v laboratofi byl testovan pomér 1:2 a po nckolika
méné uspéSnych produkcich pak pomér 1:5. V dostupné literatuie lze nalézt velky
interval uzivanych poméra (pfiblizné 1:2 az 1:11) v zavislosti na Sarzi zakoupeného
IPEI nebo slozeni pouzitého média, proto byl tento pomér testovan pro ob¢ linie v jiz
zavedenych transfekénich postupech — tzn. v médiu F17 a v DMEM médiu bez vapniku

s ptidavkem ExCELL293 média po transfekci. Ziskana data potvrdila, Ze pro dosaZeni
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uspesné transfekce a produkce r-proteinti je v naSich podminkach nutné pouzivat spise
vys$i poméry v rozmezi 1:4 az 1:6, v zavislosti na daném typu transfek¢niho média.
Ukézala také nevhodnost absolutniho porovnavani experimentli provadénych v riiznych
casech, nebot’ tyto se mohly liSit stafim a stavem kultury pted transfekci, nebo
celkovym zatizenim tiepacky, jez né€kdy Cinilo problémy s udrzenim stalé teploty. Pro
dalsi praci v kombinovaném médiu DMEM bez vapniku s ptidavkem ExCELL293 byl
proto pro obé linie zvolen pomér 1:4.

Velkoobjemové produkce probihajici paralelné s touto praci podnitily snahu
o zmenSeni spotfeby DNA pro transientni transfekci. Vysledky této optimalizace
ukazaly, Ze u linie HEK293T neni vhodné mnozstvi 1 ug DNA na 10° bungk dale
zmenSovat, kdezto u linie HEK293-6E postacuje i o néco mensi mnozstvi DNA. Tento
jev by mohl byt zptsoben episomalni replikaci pouzitych plasmidd v linii HEK293-6E,
kterd v liniit HEK293T neni mozna.

V dalsi fazi prace byl proveden optimalizaéni experiment sledujici vliv
vzristajici koncentrace VPA pfidané po transfekci na rekombinantni expresi u obou
bunéénych linii. Pro linii HEK293T v kombinovaném médiu DMEM bez vapniku
s EXCELL293 byl pozorovan pozitivni trend korelujici s rostouci koncentraci VPA.
Viabilita kultury byla pfitom vyrovnand, coz naznacuje ze VPA neméla za pouzitych
koncentraci apoptoticky ucinek. Vliv VPA na linit HEK293-6E ve stejném médiu byl
rozporuplny a Zadny jasny trend nebyl pozorovan. V médiu F17 byl pak pozorovan
spiSe negativni trend pii zachovani relativné stejné viability kultury.

Optimalizace pokracovaly ¢asové zavislymi experimenty, které sledovaly vliv
VPA a kaseinového hydrolyzatu Tryptone N1 na rekombinantni expresi ve srovnani
s kontrolni kulturou témito latkami neovlivnénou. U linie HEK293T se potvrdil
pozitivni vliv. VPA. Na zvySenou expresi rekombinantni DNA ukazuje i zvySena
intenzita fluorescence této kultury, kterd je imérnd mnozstvi bunkami produkovaného
GFP. To miize souviset s vyssi Cetnosti transkripce v pfitomnsti VPA. Vliv hydrolyzatu
Tryptone N1 ptidavaného 48 h po transfekci se ukazal byt dokonce jesté silnéjsi.
Napomahal udrzet viabilitu kultury na vysSich urovnich o nékolik dni déle a tak
pravdépodobné i zvysit troven produkce dané kultruty.

Podobny experiment byl proveden i s bunécnou linii HEK293-6E, ktery jsme se
vSak pro vétsi napodobu podminek panujicich pti skutecné velkoobjemové produkci
r-proteinit rozhodli provést nikoli na 12 jamkové desticce, ale pfimo v malém objemu

suspenzni kultury tfepané v lahvich. Z toho divodu ovsem nebylo mozné jej provést
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paraleln¢ v multiplikatu, data proto nejsou zatim pfiili§ objektivni, k tomu bude tieba
jeste experiment alespon jednou zopakovat. V tomto experimentu se v prvnich dnech
projevoval lehce pozitivni vliv VPA, ktery se vSak ke konci experimentu spiSe
zmenSoval, a tak se ani zde vyznamny pozitivni vliv VPA na tuto linii nepotvrdil, coz je
v souladu s ptredchozimi vysledky z 24 jamkovych desticek. Hydrolyzat Tryptone N1
naopak ovlivnil viabilitu 1 rast kultury, coz bylo pravdépodobné pfiCinou zvySené
rekombinantni exprese SEAP. Kombinovany experiment VPA sTN1 probihal ze
zacatku podobné jako kultura s pridanou VPA. Po ptidani TN1 se ale neprojevil jeho
pozitivni vliv na viabilitu nebo rust kultury, coz je v souladu s ocekavanym vlivem VPA
na zastaveni bunécného ristu; jeho pozitivni vliv na expresi SEAP tak v tomto piipadé
muze byt Cisté jen odrazem dodéavky vycCerpavajicich se nutrienti.

Ocekavana vyssi uroven produkce linie HEK293-6E oproti linii HEK293T,
umoznéna episomalni replikaci plasmidd s reportérovymi geny, se béhem této prace
prilis nepotvrdila. Mohlo to byt zplisobeno rtiznym stavem pouzivanych kultur pfi
stejnych optimalizacnich experimentech nebo nedostatecnou adaptaci kultury
HEK?293-6E na nami pouzivand média. Béhem této prace také vyvstala otazka
optimalni hustoty, stafi a stavu kultury bezprostiedné pred transfekci, které vcéetné
kombinovaného vlivu VPA a hydrolyzatu Tryptone N1 na produkci linie HEK293T

zustavaji namétem pro dalsi experimenty.
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7. Shrnuti

e Byl zaveden postup optimalizace rekombinantni exprese proteini v HEK293

bunéénych liniich pomoci reportérovych genti pro SEAP a GFP
e Byla provedena optimalizace produkce r-proteind v HEK293T a 6E bunécénych
liniich v riznych médiich z hlediska:

0 Poméru DNA:PEI (w/w) — Tab. 4:

Tab. 4: Shrnuti vysledkii optimalizace poméru DNA:PEI (w/w)

Linie Médium Vysledny pomér
HEK293T DMEM, 2% FBS 1:6
HEK293T Freestyle 293 1:5
HEK293T DMEM + ExCELL293 1:4
HEK293T F17 1:5
HEK?293-6E DMEM -+ ExCELL293 1:4
HEK293-6E F17 1:5

0 Nutného mnoZstvi DNA na 10° bun&k — Tab. 5:

Tab. 5: Shrnuti vysledki optimalizace mnoZstvi DNA poti‘ebné pro uspésnou expresi

Vysledné mnoZstvi DNA /

Linie Médium p
10° bunék [pg]
HEK293T DMEM + ExCELL293 1,0
HEK?293-6E DMEM + ExCELL293 0,75-1,0

e Byl pozorovan vliv VPA a hydrolyzatu Tryptone N1 na expresi r-proteinti
v HEK293T a 6E bunécénych liniich
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