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Abstrakt

Role glutamatkarboxypeptidasy II v savéim organismu je jiz pomérné dobre prozkoumana,
avsak o jejim homologu — glutaméatkarboxypeptidase III — je zndmo jen minimum informaci.

Pro strukturni a funkéni charakterisaci proteinu je zapotiebi velké mnozstvi proteinu, ktery
je mozno ziskat expresi v tkdnovych kulturach. Vlastnosti proteinu mohou byt ovlivnény post-
transla¢nimi modifikacemi, pricemz rizné organismy provadéji ruzné posttranslaéni modifikace.
Proto jsme se rozhodli vyvinout systém pro produkci rekombinantniho GCPIII v savéich bunkéach.

Nejprve byl zaveden savci expresni systém HEK 293-6E jako nahrada dosavadniho hmy-
ziho expresniho systému. Vyhodou tohoto sav¢iho expresniho systému je jeho snadna kultivace
v suspenznich podminkach a moznost transientni transfekce. Déle byly optimalizovany transfekéni
podminky pro tento systém pomoci exprese zeleného fluorescenéniho proteinu, pro snadnou detekci
pomoci prutokové cytometrie.

DNA kédujici extracelularni ¢dst mysi GCPIII (mEXSTII) byla klonovdna do péti riz-
nych expresnich plasmidt s pouzitim ruznych znadek pro afinitni chromatografii (polyhistidinova
kotva nebo tzv. Fc znacka) na N— nebo C—konci pfipravovaného proteinu. P¥ipravenymi plasmidy
byly transfekovany bunky. Pomoci imunochemické detekcce byla v médiich testovana pritommnost
rekombinantniho proteinu a nasledné jeho aktivita pii Stépeni specifického substratu GCPIII -
citrylglutamatu.

Protein byl exprimovan ve vsech pripadech, avsak plasmid pYD11, zajistujici objemnou Fc
znacku na C—konci proteinu, produkoval vyrazné nizsi mnozstvi a aktivita proteinu byla zanedba-
telnd. Pro expresi mEXSTII ve vétsim mnozstvi je tedy vhodné pouzit plasmid pTT22SSP4, ktery
produkuje mEXSTII s histidinovou kotvou na N—konci, kterou nasleduje $tépné misto pro odsté-
peni kotvy specifickou proteasou, pripadné plasmid pYD5 produkujici mEXSTII s Fc znackou na
N-konci, ktera je také nasledovana Stépnym mistem.
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Abstract

The role of glutamate carboxypeptidase II in mammalian organism is already known quite
well but only little is known about its homologue glutamate carboxypeptidase III.

For structural and functional characterization of any protein, a large amount of protein
is required. Protein could be obtained by expression in tissue culture. Properties of the protein
may be affected by post translational modifications, where different organisms create different
modifications. Therefore, we set to develop a system for recombinant expression of GCPIII in
mammalian cells.

First the mammalian expression system HEK 293-6E was introduced as a substitute for the
current insect expression system. The advantage of this mammalian expression system is its option
of transient transfection and that it is easy to cultivate cells under suspension conditions. Further,
transfection conditions for this system were optimized by green fluorescent protein expression, for
easy detection by flow cytometry.

DNA encoding the extracellular part of mouse GCPIII (mEXSTII) was cloned into five
expression plasmids with His or Fc tags attached to N— or C—termini. Cells were transfected
with prepared plasmids. The presence of mEXSTII in media was tested using Western blot and
subsequently the activity of GCPIII was tested by cleaving its specific substrate 3—citrylglutamate.

The protein was expressed in all cases but plasmid pYD11, coding for a large C—terminal
Fc tag, produced significantly lower amount of the protein with negligible actvity. We conclude
taht in order to express large amount of the mEXSTII, it is advisable to use plasmid pTT22SSP4
that produce the protein with N—terminal His tag followed by a protease cleavage site for the tag
removal or plasmid pYD5 that produces the protein with N—terminal Fc tag followed by thee same
protease cleavage site.

Keywords

GCPIII, glutamate carboxypeptidase I1I, HEK 293-6E, protein expression, mammalian expression
system
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Uvod

Glutamatkarboxypeptidasa III (GCPIII) je homolog prostatického nddorového markeru glu-
tamétkarboxypeptidasy II (GCPII, E.C. 3.4.17.21). Zd4 se vSak, ze GCPIII je neméné dulezitd,
nebot je schopna v nékterych funkcich zastoupit GCPII, jak se ukazalo na mysich modelech s inakti-
vovanym genem pro GCPII. Prestoze ubéhlo jiz 18 let od doby, kdy byla GCPIII poprvé detekovana,
stale se toho o ni vi velice mélo.

Pro studium funkce GCPIII je tedy v nasi laboratori pripravovan model mysi s vyfazenym
genem pro GCPIII. Pro naslednd enzymologickd studia bude potieba velké mnozstvi mysiho re-
kombinantniho proteinu. K expresi proteint byl drive pouzivan hmyzi expresni systém S2, ktery se
ale mize od savciho lisit v posttranslacnich modifikacich, z toho divodu bylo rozhodnuto zavést
savei expresni systém HEK 293-6E a v ném pripravit extraceluldrni ¢ast mysi GCPIII (mEXSTII).

V této praci se v teoretické ¢asti zabyvam nejprve glutamatkarboxypeptidasou I a jejimi
homology, dale potom pripravou rekombinantnich proteinii a expresnimi systémy. V praktické ¢asti
se potom zabyvam optimalizaci expresnich podminek pro savéi expresni systém HEK 293-6E,
pripravou plasmidt pro tento systém a expresi mEXSTII.



1 Glutamatkarboxypeptidasa II a jeji homology

1.1 Glutamatkarboxypeptidasa II

Glutamatkarboxypeptidasa II (GCPII, E.C. 3.4.17.21), také zndm4 jako NAAG peptidasa,
NAALADasa I, PSMA ¢i folat hydrolasa, je kddovédna genem FOLH1 [1]. GCPII je integraln{ mem-
branovy glykoprotein druhého typu patfici do skupiny zinkovych metalopeptidas. Obsahuje 750
aminokyselin a jeji molekulova hmotnost je priblizné 84 kDa, respektive 110 kDa i s glykosylacemi
[2].

GCPII je nejvice exprimovana v epithelidlnich bunkéach prostaty, proximalnich tubulech led-
vin, kartdéovém lemu lacniku a v gangliovych butikdch nervového systému [3]. V kazdé z téchto
tkédni mé odlisnou funkci, coz souvisi s ruznorodosti pojmenovani tohoto enzymu, nebot byl zkou-
méan nezavisle v riznych tkdnich. Podle stépeni N—-acetyl-L-aspartyl-a—L-glutamét (NAAG) v mozku
na N—acetyl-L-aspartdt (NAA) a L-glutamét ziskal jméno NAAG peptidasa; pteroylpoly-gamma-—
glutaméat hydrolasa ¢i folat hydrolasa se tento enzym jmenuje v tenkém stfevé a podle vyskytu
v prostaté PSMA (membranovy antigen specificky pro prostatu, z angl. prostate—specific mem-
brane antigen). Kdyz se pozdéji zjistilo, Ze se jedna stile o jeden a tyz protein, Mezindrodni unie
biochemie a molekuldrni biologie (IUBMB) schvalila ndzev glutamatkarboxypeptidasa II [4].

1.1.1 Struktura GCPII

GCPII obsahuje 19 aminokyselin dlouhou intracelularni ¢ast, poté jediny transmembranovy
helix slozeny z 22 aminokyselin a velkou extraceluldrni ¢ast. Extracelularni ¢ast je rozdélena na tii
domény — proteasovou (I), apikalni (IT) a C—termindln{ doménu (IIT) [5] (viz Obrézek 1 na strané 8).
Aktivni formou GCPII je homodimer [6], hlavni kontaktni plocha je mezi doménou III jedné pod-
jednotky a doménami I a IT druhé podjednotky. Déle strukturu stabilizuji dva intermolekuldrni
solné mustky mezi doménou III jedné a druhé podjednotky, hydrofobni efekt a koordinované ionty
(pfevazné vépenaté).

GCPII je posttranslacné modifikovana deseti N—glykosylacemi, které také napomahaji sta-
bilité dimeru [5].

Membrana

Obrazek 1: Struktura GCPII. (A, B) 3D struktura dimeru. Jedna podjednotka je vyobrazena
sedé, druhd barevné (proteasovd doména I — svétle modie; apikdlni doména IT — Zluté; doména IIT
— hnédé). Koordina¢né navdzané ionty jsou zobrazeny barevnymi kulickami (Zn2+ zelené, Ca?t
Cervené, Cl~ zluté). Glutardtovy senzor je vybarven zelené. Na obrdazku A je zndzornéna pozice
enzymu vzhledem k membrané, na obrazku B pohled shora. Vstup do katalytického mista je vy-
znacen pismenem E.

Prevzato z [5]

Aktivni misto

Priblizné 2 nm dlouhy tunel mezi doménou I a II vede do aktivniho mista, které obsahuje dva
zinefnaté ionty (Znl, Zn2), oba tetraedricky koordinované. Vzdélenost mezi nimi se pohybuje
kolem 0,330 nm (volny stav) az 0,380 nm (navdzany inhibitor) a je pfemosténa jednou molekulou
vody [5]. Dalsimi ligandy jsou His377 (Zn2), Asp387 (Znl a Zn2), Glud25 (Znl), Asp453 (Zn2)
a Hisb53 (Znl) (viz Obrazek 2 na strané 9). Tento motiv je typicky pro celou metalopeptidasovou
rodinu M28, kam GCPII i jeji homology patii [7].
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Aktivni misto je rozdéleno na dvé casti — S1 kapsu, kam se vaze NAA, a S1’ kapsu, kam
se vaze glutamét. Soucasti S1’ kapsy jsou také Lys699 a Tyr700, které jsou flexibilni a tvori tzv.
glutaratovy senzor.

S1 kapsa (predikce) S1” kapsa

R536 _Das3 3.00A . N257 ND2

5454

R534 e o .--258A. (ieaanz
N519 262
Eas7 g 2o Y700 OH
wes \ | | T
H o 317k Y5520H
Y549 N 0. R210 NH1
G548 o 281
Y552 H.?"“' """" . O?H
,Zn% __'Z'nf‘ o
H377 D453 D387 HS53 E425 E424

katalyticka baze

Obrazek 2: Schéma aktivniho mista GCPII s navazanym N-acetyl-L—aspartyl-L—
glutamatem. NAA se vize do S1 kapsy (odvozeno na zdkladé modelu), glutamat se vaze do
S1’ kapsy (z krystalografickych dat). Aminokyseliny v rdmecku — lysin a tyrosin — tvoii glutara-
tovy senzor.

Prevzato z [5]

1.1.2 Enzymové aktivity GCPII

Dosud byly popsdny dvé vyznamné hydrolytické aktivity GCPIL.

V mozku GCPII hydrolyzuje peptidovy neurotransmiter N-acetyl-L-aspartyl-a—L-glutamat
(NAAG) na N-acetyl-L-aspartat (NAA) a L-glutamat (viz Obrazek 3 na strané 9). Vznikajici L-
glutamat je rozsifenym excita¢nim neurotransmiterem. Inhibice GCPII mé na zvifecich modelech
neuroprotektivn{ u¢inky, coz déld z GCPII potencidlni cil terapeutického zdsahu [3]. Tato NAA-
LADasové aktivita, jak je také casto oznacovdna, byla poprvé popsina v krysim mozku [8] s pH
optimem mezi 6,0 a 7,4 pti 37°C a pro svoji ¢innost potiebuje chloridové anionty.

OH
o oH HO .
OH o]
H GCPII HoN
HN o — on *+
/&o ) HN
Ao HO °
HO™ ~0
NAAG NAA L-Glu

Obrazek 3: Stépeni NAAG v mozku. GCPII §épi NAAG na NAA a L-glutamét, ktery
v mozku pusobi jako excita¢ni neurotransmiter
Prevzato z [9]

V tenkém strevée GCPII odstépuje glutamatové jednotky z folyl-poly—y—glutaméatu za uvol-
néni folatu (kyseliny listové) [10] (viz Obrazek 4 na strané 10). Hraje tedy dulezitou roli pii vstie-
bavani folatu z potravy. Tato enzymova aktivita byla poprvé popsana na prostatickych nadorovych
buitkkdch LNCaP (z angl. Lymph Node Carcinoma of the Prostate) exprimujicich GCPII [11].

1.1.2.1 Inhibitory GCPII

GCPII je nespecificky inhibovdna cheldtory dvojmocnych kationttu (jako je EDTA). Znalost
substratové specifity vedla k vyvoji celé rady selektivnich inhibitori GCPII, které mtuzeme rozdélit
na dvé hlavni skupiny — derivity glutamatu (viz Obrazek 5 na strané 10) a peptidomimetika —
analoga NAAG (viz Obrézek 6 na strané 11).

10



OH o 0
LT "
HoN7 NN
OH
o
n
GCPI
OH o HO o HO o
N7 /N CHLN,@—" N HoN
LLT A i .
HNT N7 N
OH o
o
HO
n-1

L-Glu

Obréazek 4: Stépeni folyl-poly—y—glutamitu v tenkém stievs. GCPII odstépuje z folyl-
poly—y—glutamatu glutamatové jednotky. Po odstépeni vSech glutamétovych jednotek je uvolnéna
kyselina listova.

Prevzato z [9)

Jako prvni byl navrzen a synthetisovan derivat kyseliny L—glutarové, kyselina 2—fosfonomethyl—

—pentandiova (2-PMPA, K;=0,3 nM) [13], kterd se ukdzala byt vysoce selektivni pro GCPII [14].
Nahrazenim poldrn{ fosfondtové skupiny vznikl dalsi i¢inny inhibitor 2—(3-merkaptopropyl)pentandiova
kyselina (2-MPPA, K;=90 nM), ktera vhledem k vétsi lipofilité prostupuje stfevni sténou do krev-
niho Fecisté a ¢asteéné i hematoencefalickou bariérou [15] [16]. Jeji vyhodou oproti 2-PMPA tedy

je, Ze je mozno ji poddvat ordlné. Mezi derivaty glutamétu pati{ také naptiklad GPI-5232 [17].

0 OH o OH . (6] OH
F F
0] (0)
" "
0 P (0) P (0]
=3 HO™ 1 F '
OH OH
OH OH F OH

2-MPPA 2-PMPA GPI-5232

Obrazek 5: Inhibitory GCPII s glutamatovou skupinou. Zleva: prvni navrzeny inhibitor
GCPII 2-PMPA (K;=0,3 nM), lipofilni 2-MPPA (K;=90 nM) a aromaticky inhibitor GPI-5232
(K1:82 DM)

Prevzato z [12]

Do druhé skupiny patii derivaty mocoviny, kterd vaze Zn** v aktivnim misté. Tato sku-
pina inhibitoru je zaloZena na podobnosti s NAAG, kde dvé aminokyseliny jsou spojeny pies
mocovinu skrze své NH, skupiny, a tedy nejsou hydrolyzovatelné. Do této skupiny patii napfi-
klad ZJ-43 (K;=0,8 nM), neboli kyselina (N—[[[(1S)-1-karboxy—-3-methylbutyl]amino]karbonyl]—
L—glutamova) [18] [19]. Bohuzel inhibitory zalozené na moc¢oviné neni mozné podévat ordlné, také
velice malo prostupuji pres hematoencefalickou bariéru.

Prestoze naptiklad 2-PMPA ¢i inhibitory zaloZené na mocoviné neni mozné vyuzit k me-
dicinském 1uceliim pfimo, maji vysoky potencidl. Mnoho laboratori tedy pracuje na vylepseni bio-
kompatibility a sniZeni cytotoxicity téchto latek. Patii mezi né napiiklad deriviaty 2-PMPA (napf.
estery) [20], lipofilngjsi thiolové slouceniny [21], nebo alternativni Zn*" vazajici inhibitory [22].
Déle byly vyvinuty také inhibitory zcela odlisné od prirozeného substratu GCPII obsahujici indol
[23] (viz Obrazek 7 na strané 11).

1.1.3 Exprese GCPII

GCPII mRNA byla poprvé detekovana v prostaté — v nddorové bunééné linii LNCaP [24].
Ruzné laboratore nachazeji GCPII ¢ jeji mRNA v raznych tkénich a vysledky se lisi podle pouzi-
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Obréazek 6: ZJ—43. Inhibitor GCPII zaloZeny na podobnosti s NAAG (K;=0,8 nM).
Pfevzato z [12]

Obrazek 7: Inhibitor GCPII zalozeny na indolu. Neddvno synthetisovany inhibitor zcela
odlisny od prirozeného substratu GCPII (K;=22 nM).
Prevzato z [12]

tych metod [25]. Ohledné vyskytu GCPII v lidskych tkdnich tedy nepanuje jasna shoda.

Ve zdravych tkdnich byla v riznych laboratofich GCPII potvrzena v prostaté [26], astrocy-
tech a Schwannovych burikdch nervové soustavy [27] [3], proximélnich tubulech ledvin a tenkém
stfevé [28].

V nadorovych tkanich se GCPII vyskytuje pfedevsim v nddoru prostaty [29], kde je oproti
zdravé tkani exprese vyrazné zvysena, a také v metastdzach karcinomu prostaty do kosti a lymfa-
tickych uzlin [30]. Déle byla nalezena také v nadorech ledvin, moc¢ového méchyie, prsu a tlustého
stieva [31] [32] [33]. TéZ se hojné vyskytuje v neovaskulature nddori, avSak nikoliv v normélnich
cévéch [34].

Zda se, ze se stoupajici expresi GCPII se zvysuje i agresivita nddoru. Dokonce byla nalezena
korelace mezi jeji expresi a pi{jmem foldtu buiikou [35]. Naproti tomu byla nalezena i zdvislost
zcela opacnd — ¢im vysSi exprese, tim nizsi invazivnost prostatického nadoru [36]. Role GCPII
v nddorové tkani tedy zatim ztstava nevyjasnéna.

Pravdépodobné ale hraje vyznamnou roli pti patologické angiogenesi, nebot mysi s inakti-
vovanym genem pro GCPII mély oproti kontrolni skupiné snizenou schopnost tvorby novych cév
k tumortm [37]. Déle byla zjisténa role GCPII i pfi retinopatii, avsak vyvoj normalni vaskulatury
sitnice nedostatek tohoto enzymu neovliviiuje [38].

Zda se tedy, ze GCPII by mohla byt cilem terapeutického zasahu, problematické ovsem je,
Ze je exprimovana v ruznych tkanich, jako je napriklad mozek, kde reguluje mnozstvi glutamétu.
Systematickd inhibice GCPII by tedy mohla mit rozsdhlé negativni vedlejsi dcinky. Vzhledem
k vyskytu v neovaskulatufe tumoru vSak muze byt pouzita k diagnostickym ucelim [39], moznd
i jako ukazatel miry agresivity nadoru.

1.2 Homology GCPII

Homologie - pribuznost dvou znakt pochazejici ze spolecného predchazejiciho znaku
Orthologie - pribuznost dvou znaku, ktera vznikla oddélenim dvou biologickych druhu
Paralogie - pribuznost dvou znaku pochézejici z duplikace genu

Takto Fitch rozdéluje piibuzné znaky [40]. Homologie je tedy nadfazenym pojmem pro
orthologii a paralogii.
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1.2.1 Orthology GCPII
1.2.1.1 Potkani GCPII

Gen Folh1 u potkana kéduje 752 aminokyselin dlouhy protein s 9 N—glykosyla¢nimi misty.
Jeho aminokyselinovd sekvence je z 85 % identickd s lidskou GCPII (hGCPII) [41] [42]. Podobné
jako hGCPII se vyznacuje NAALADasovou aktivitou v mozku [8], avSak odli$nd exprese v prostaté
u ¢lovéka a potkana znemoznuje vyuziti potkana jako modelového organismu pro vyzkum rakoviny
prostaty [28] [43].

1.2.1.2 Prasec¢i GCPII

Gen Folh1 u prasete kdéduje 751 aminokyselin dlouhy protein s 12 N—glykosyla¢nimi misty.
Jeho aminokyselinovd sekvence je z 91 % identicka s lidskou GCPII [10] [28]. Prase¢i GCPII byla
poprvé izolovana z lacniku prasete, kde se vyznacuje y—glutamat karboxypeptidasovou aktivitou
[10], NAALADasov4 aktivita byla pozdéji potvrzena téz [28].

1.2.1.3 Mysi GCPII

U mysi kéduje gen Folh! 752 aminokyselin dlouhy protein, ktery je z 86 % identicky
s hGCPII. Vyznacuje se jak y—glutamatkarboxypeptidasovou, tak NAALADasovou aktivitou, avsak
velmi se lisi exprese v lidskych a mysich tkanich. Takze na piiklad v lidské prostaté se GCPII ex-
primuje nejvice, kdezto v mys{ prostaté nebyla zaznamenand exprese zaddna [44].

1.2.2 Paralogy GCPII
1.2.2.1 PSMA-like

Gen pro PSMA-like obsahuje rozsahlou deleci vzhledem k Folh1 — chybi ¢ast odpovidajici
promotoru, cely prvni exon a ¢ast prvniho intronu. Déale vSak obsahuje jen bodové mutace vzhledem
k Folhl.

Nejdelsi otevieny cteci ramec mRNA PSMA-like zac¢ind v oblasti, kterd odpovidd osmému
intronu genu GCPII, a jeho translaci vznika 422 aminokyselin dlouhy protein s relativni molekulo-
vou hmotnost{ 46 kDa a 97% sekvencni identitou s GCPII [45]. Tento produkt by vsak nemél byt
proteolyticky aktivni, nebot oproti GCPII mu chybi 308 aminokyselin na N—konci, a je znamo, ze
jiz delece 90 aminokyselin na N—konci vede ke ztrété proteolytické aktivity [46].

1.2.2.2 NAALADasaL

N-acetylated a-linked acidic dipeptidase-like, neboli NAALADasal, je 740 aminokyselin
douhy transmembrénovy protein s molekulovou hmotnosti 80 kDa a je kédovdn genem NAA-
LADLI. Proteinové sekvence sdili 35% identitu a 54% podobnost s GCPII [47].

Na rozdil od GCPII se nejedna o karboxypeptidasu, ale o aminopeptidasu, byl pro ni tedy
navrzen nidzev HILAP (human ileal aminopeptidase) [48].

1.2.2.3 NAALADasaL2

NAALADasal.2 je kodovana genem NAALADL?2, ktery lezi na tfetim chromosomu v lokusu
3q26.3, obsahuje priblizné 32 exonii a celkem zabird 1,37 Mbp. Tento gen produkuje mRNA pod-
léhajici rozsdhlému sest¥ihu, vysledny protein je slozen z 795 aminokyselin a je z 26 % identicky
s GCPII [49)].

1.2.2.4 Glutamatkarboxypeptidasa 111, GCPIII

Poprvé byla mRNA GCPIII (téz NAALADasa II) detekovana jiz roku 1999 ve vaje¢nicich,
varlatech a nékterych castech mozku. Ukazalo se, ze nejen GCPII stépi NAAG v mozku, ale
u mysi s inaktivovanym genem pro GCPII byla stale viditelnd NAALADasova aktivita, za kterou
je odpovédnd pravé GCPIII [50]. Na rozdil od GCPII je ale GCPIII schopné S§tépit i B—citryl
glutamat (BCG).

Aminokyselinovd sekvence GCPIII sdili 67% identitu a 81% podobnost s GCPII [47] a ex-
traceluldrni ¢ast GCPIII je analogicky ke GCPII rozdélena na t¥i domény — proteasovou (amino-
kyseliny 46-106, 342-580), apikalni (aminokyseliny 107-341) a helikdlni (aminokyseliny 581-740)
a obsahuje 7 glykosyla¢nich mist [51].
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Porovnanim struktur katalytického mista u GCPII a GCPIII se ukazalo, ze pouhd zaména
jediné aminokyseliny (Asp519 u GCPII, Ser509 u GCPIII) vede ke schopnosti GCPIII §tépit BCG
[52]. GCPIII stejné jako GCPII ztraci aktivitu, pokud je deglykosylovana [53].
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2 Expresni systémy
2.1 Plasmidy

Plasmid je mald kruhovd dvouvldknova molekula DNA, kterd je schopna replikace neza-
visle na chromosomalni DNA. Plasmidy se hojné vyskytuji u bakterii, kterym pomadhaji prezit
nestandardni podminky. Chromosomélni DNA nese geny pro zivot bunky za normalnich podmi-
nek, kdezto plasmidy obsahuji geny, které mohou byt pro buniku prospésné ve stresujicim prostiedi.
Plasmidy typicky mohou nést geny pro resistenci vic¢i antibiotikim. Plasmidy mohou byt pfena-
Seny mezi bakteriemi tzv. horizontdlnim genovym pfenosem, jako je transformace (piijeti cizorodé
DNA kompetentni butikou z okoli bez pfimého kontaktu s buitkou donorovou), transdukece (pfenos
je uskutecnén skrze virus) ¢i konjugace (pfimy prenos mezi buiikami, které jsou v tésném kontaktu).

Diky svym vlastnostem jsou plasmidy hojné vyuzivany jako vektory v genovém inzenyrstvi,
nebot je mozné do nich vlozit fragment DNA kédujici pozadovany protein a ten po vlozeni do vhod-
ného organismu (bakterie, kvasinky ¢i dokonce i savéi butiky) exprimovat a ziskat rekombinantn{
protein.

Dulezité ¢asti vektoru:

« Pocéatek replikace: sekvence DNA pro nasednuti DNA polymerasy (zajist{ replikaci plas-
midu)

¢ Selekéni marker: gen, ktery umozni selekci bunék s plasmidem (napt. resistence na am-
picilin nebo tetracyklin — Amp respektive Tet)

¢ Indukovatelny promoter: sekvence DNA umoziujici iniciaci transkripce (nasedd zde
RNA polymerasa)

¢ Klonovaci misto: tsek DNA obsahujici mista pro restrikéni endonukleasy, téz MCS
(z angl. Multiple Cloning Site)

Déle vektory zpravidla obsahuji sekvence pro afinitni oznaceni vzniklého rekombinantniho
proteinu (viz Purifikace rekombinantnich proteintl) a polyadenyla¢ni signdl, ¢i mohou obsahovat
dalsi replikacni pocatek pro episomélni replikaci.

2.2 Rekombinantni proteiny

Priprava proteint se stava stdle vyznamnéjsi, a to nejen v oblasti vyzkumu, ale prevazné
ve farmaceutickém prumyslu (1é¢iva na bazi proteini, napf. insulin). Jednou z metod je izolace
z prirozeného zdroje, coz je jednak velice ndrocné, ale také velice drahé. Prelomovy byl tedy objev
synthesy peptidu Brucem Merrifieldem v roce 1963 [54], za coz dostal roku 1984 Nobelovu cenu.
Béhem 60. let byl v jeho laboratofi poprvé synthetisovan napriklad angiotensin a insulin a v roce
1969 ribonukleasa A [55], avSak tato metoda je stdle omezena jen na peptidy ¢i malé proteiny.

Roku 1970 byla objevena prvni restrikéni endonukleasa [56] a jiz roku 1977 byl pfipraven
prvni rekombinantni protein [57]. Velky rozmach na poli biochemie a molekuldrni biologie, a tedy
i usnadnéni pripravy rekombinantnich proteinti, byl umoznén také diky objevu polymerasové reté-
zové reakce (PCR) [58] ¢i sekvenacnich metod nukleovych kyselin [59].

Na Obrazku 8 na strané 15 je schematicky zndzornéna priprava rekombinantniho proteinu.

Rekombinantni proteiny jsou tedy takové proteiny, které vznikaji expresi cizorodé rekombi-
nantni DNA v ndmi zvoleném expresnim systému. Na rozdil od proteinu je totiz in vitro synthesa
DNA podle templatu jednoducha.

2.3 Synthesa proteint v tkanovych kulturach

Tkanové kultury

Prvni pokusy s udrzenim zivotaschopnych bunék in vitro byly provedeny jiz koncem 19.
stoleti, kdy naptiklad Wilhelm Roux byl schopen ve slaném roztoku nékolik dni udrzet pri zivoté
kufeci embryonélni buriky [61]. AvSak k vyraznému zlepSeni na poli tkanovych kultur doslo az ve
40. a 50. letech 20. stoleti vlivem virologt, nebot kultivace virt v tkanovych kulturdch umoznovala
snazsi vyrobu ockovacich vakein.

Tkanové kultury rostou pri standardizovanych podminkéch mimo jejich prirozené prostiedi
v médiu s uréenym obsahem vyzivnych latek (aminokyseliny, sacharidy, vitaminy ¢ mineraly), pfi
definovaném pH, teploté a atmosféfe plynnych ldtek (O,, CO,). Pravé pomérné presné definované
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Obrazek 8: Priprava rekombinantniho proteinu v bakteridlnim expresnim systému. Nejprve je
izolovan gen kédujici protein z ptivodniho (napf. eukaryotniho) organismu, ten je vlozen do bak-
teridlniho plasmidu pouzitim komplementarnich restrikénich mist. Timto vytvorenym vektorem je
transformovana hostitelska bunka, kterd nasledné exprimuje pozadovany rrekombinantni protein.
Prevzato z [60] a upraveno

podminky jsou velkou vyhodou pii srovndvani rtuznych metod ¢i opakovani experimentt. Zaroven
ale to, Ze se nejednd o prirozené prostiedi, muze hrat vyznamnou roli v expresi proteinu a liSit se
od experimenttu provadénych in vivo.

Béhem kultivace tkanovych kulturu rozeznavame ctyri rustové faze bunék, po vycerpani
zivného média je nutné ¢ast kultivovanych bunék odebrat a pienést do nového média. Tomuto
procesu se Tika pasazovani.

Ristové faze tkanové kultury:

Lag faze: Prvni faze nastavajici po pasdzovani bunék, kdy se bunky teprve adaptuji na
nové prostiedi. Mnozstvi bunék se nezvétsuje, ba naopak se pocet bunék v této fazi mirné snizi.

Log faze: Po tvodnim soku se bunky vzpamatovaly a zac¢inaji exponencidlné rust. Je mozné
zachytit velké mnozstvi bunék v mitéze.

Stacionarni faze: Rychlost pribyvani bunék se vyznamné snizuje z divodd vycerpani mé-
dia, nartstu odpadnich latek a také kvili kontaktni inhibici.

Féze odumirani: Buiky rapidné umiraji kvili stale se zhorsujicim podminkdm (vycerpani
média, hromadéni odpadnich latek metabolismu, zmény pH, ...). MaZze dochézet k tvorbé klidovych
stadii, kterd dovedu prezit neptiznivé podminky (tzv. sporulace).

Kromé bunécénych linii, jejichz zivotnost je priblizné 30 az 50 déleni prevazné z divodu
zkracovani telomer, existuji i imortalizované bunécné linie, jejichz zivotnost neni omezena poctem
bunéénych cykld, nebot maji aktivn{ telomerasu [62]. Tyto nesmrtelné linie se ziskdvaji bud piimo
z rakovinnych nddort (napiiklad HeLa buiiky) nebo z normélnich bunéénych kultur pasobenim
mutagent. Spojenim bunék s zédanymi vlastnostmi (napiiklad B-lymfocyty vytvafejici protilatky)
s buntkami nadorovymi vznikaji hybridomy, které kombinuji vlastnosti obou svych ,rodi¢i“. Timto
zpusobem se napiiklad vytvareji nesmrtelné bunécéné linie jakozto tovarny na vyrobu monoklonal-
nich protilatek.

Expresni systémy

Kromé expresnich systému zalozenych na tkanovych kulturdch je mozné synthetisovat pro-
teiny i in vitro ve smési RNA polymerasy, ribonukleotidu, tRNA a ribosomil, avsak tento zptisob je
velice finan¢né naro¢ny a neni mozné dosahnout velkych vytézki proteinu, proto se stale nejcastéji
pouzivaji systémy bunééné [63].

Exprese rekombinantnich proteint v bunéénych kulturach typicky zahrnuje transfekci bunék
DNA vektorem, ktery obsahuje templat pro dany protein, a naslednou kultivaci bunék, kdy transfe-
kované bunky samy transkribuji a translatuji pozadovany protein. Buniky jsou nasledné lyzovany
a protein purifikovan. Pro pripravu rekombinantnich proteini jsou hojné pouzivany jak prokaryotni
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tak eukaryotni expresni systémy. Volba expresniho systému zavisi na nékolika veli¢indch, mimo jiné
na typu proteinu.

Nejpouzivanéjsi systém pro velkou produkci proteinu je ten prokaryotni, a to jak pro labo-
ratorni, tak pramyslové pouziti. Bakteridlni expresni systémy jsou velice popularni hlavné kvuli
snadné kultivaci, rychlému ristu a vysokym vytézktim rekombinantniho proteinu. Bohuzel multi-
doménové eukaryotni proteiny exprimované v bakteriich jsou mnohdy nefunkéni, nebot prokaryota
neumoznuji posttransla¢ni modifikace typické pro eukaryota, coz muze vyustit ve Spatné sbaleni
proteinu. Tyto proteiny poté vytvareji nerozpustné shluky a hromadi se v inkluznich téliskach
[64]. Renaturace z inkluznich télisek je moznd, avSak relativné ndrocnd na provedeni. Prokaryotni
systém lze obecné pouzit pro vyrobu neglykosylovanych rekombinantnich proteint.

Nejcastéji pouzivanym prokaryotnim systémem je bakterie Escherichia coli [65]. DNA se
klonuje do plasmidu obsahujiciho lac promotor a indukce se poté provadi pomoci analogu laktosy
—IPTG (isopropyl p—D—-1-thiogalaktopyranosid). Pro produkei nejriznéjsich aminokyselin se ¢asto
pouzivaji grampozitivni bakterie rodu Corynebacterium [66], v C. glutamicum byl dokonce vyroben
plné funkéni epidermélni rastovy faktor [67]. U grampozitivnich bakterii je velkou vyhodou, Ze
narozdil od gramnegativnich neprodukuji endotoxiny, napiiklad Lactococcus lactis [68] se pouziva
nejen k produkci proteint, ale také v potravinarstvi pri vyrobé kysanych mléénych vyrobki.

Expresni systémy vyuzivajici eukaryota

Mezi eukaryotnimi organismy slouzicimi jako expresni systémy muzeme nalézt zdstupce
od nejnizsich eukaryot jako jsou kvasinky a prvoci, az po vyssi eukaryota jako jsou savci, dokonce
existuji i lidské bunécné linie, které jsou vyuzivany stéle castéji. Piestoze eukaryotické organismy
maji mnohem vyssi kultiva¢ni naroky nez prokaryota, pro expresi eukaryotnich genti jsou mnohem
vhodnéjsi kvili moznosti posttranslacnich modifikaci vytvoreného proteinu.

Z kvasinkovych eukaryotnich systému se nejcastéji pouziva Pichia pastoris [69], kterd roste
relativné rychle, dava vysoké vytézky a je schopna tvorby disulfidickych mustka a glykosylaci.
Bohuzel se jedna o glykosylace vysoce manosového typu, které mohou stat za imunogenicitou
nékterych bioterapeutik vyrabénych pravé v tomto organismu [70]. Narozdil od druhé ¢asto pouzi-
vané kvasinky Saccharomyces cerevisiae [71] je schopna rust i v prostfedi s mnohem vétsi bunéénou
hustotou a také je schopna vyuzivat methanol jako jediny zdroj energie [72].

Savcum podobnéjsi posttranslaéni glykosylace s N—vazanou galaktosou synthetisuje parazi-
ticky prvok Leishmania tarentolae [73], jehoz dalsi vyhodou je i nendro¢nd kultivace az do vysokych
hustot.

Z mnohobunéénych organismii bylo nejvice tkanovych kultur odvozeno od bezobratlych —
hmyzu. Napiiklad zndmé Sf9 a Sf21 odvozené od ovaridlni tkdné miry Spodoptera frugiperda [74]
¢i Schneiderovy bunky 2, zndmé pod zkratkou S2, odvozené z priméarni kultury embryi octomilky
Drosophila melanogaster [75], které lze snadno kultivovat v bezsérovém prostfedi za pokojové
teploty [76].

2.3.1 Savci expresni systémy

Savei expresni systémy jsou v posledni dobé ¢im dal tim pouzivanéjsi, a to i prumyslove.
Jejich hlavni prednosti je jejich komplexni proteosyntheticky aparat umoznujici nejraznéjsi po-
sttransla¢ni modifikace, a tedy obvykle produkuji plné funkéni protein se spravnou terciarni i
kvartérni strukturou. Savéi linie jsou vSak velice narocné na kultivaci — maji dlouhou generacni
dobu v fadu az dni, vyZaduji komplexni kultiva¢n{ médium, stalou teplotu 37 °C a 5% atmosféru
CO,, jsou nachylné ke kontaminaci a vytézky proteinu nebyvaji nejvetsi.

Savcich systému je dnes celd fada, zde je vybér téch nejpouzivanéjsich:

e« CHO (Chinese Hamster Ovary) — Linie odvozend jiz v 50. letech 20. stoleti z epitheli-
alnich bunék vajecniku krecika ¢inského. Tato linie se vyznacuje rychlym ristem, schopnosti
rust v bezsérovém prostiredi a je ze savcich linii nejcastéji primyslove vyuzivana pro tvorbu
terapeutik (napt. erythropoetin)[77] [78]. Vice nez 70% rekombinantnich proteinti je produko-
vdno pravé v CHO burikdch [79]. Jelikoz CHO buiiky postradaji schopnost tvorby receptoru
pro epidermdlni ristovy faktor (EGFR), jsou také ¢asto vyuzivany pro vyzkum mutaci EGFR
[80].

« BHK (Baby Hamster Kidney) — Adherentni bunééné linie odvozend od ledvinnych fib-
roblastl jeden den starych kfecku [78].

e NSO — Linie odvozena z mysSich myelomt produkujicich imunoglobuliny, velmi ¢asto vyuzi-
vana biofarmaceutickymi firmami pro vyrobu monoklonalnich protilatek. Tato bunécnd linie
neni schopna synthetisovat cholesterol, musi byt tedy dodédvan v médiu [81].
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e COS — Bunécna linie odvozena z ledvinné tkané kockodana zeleného (CV-1) transformaci
genem pro velky T antigen viru SV40 [82]. Zkratka COS je z angl. ,CV-1 in Origin, and
carrying the SV40 genetic material“. Pouzivaji se linie COS-1 a COS-T7.

e 3T3 — Linie mysich fibroblastll odvozenych z embryondlnich bunék laboratorni mysi [83].
Zkratka pochézi z protokolu, podle kterého byla tato bunéénd linie ziskdna (z angl. ,,3—-day
transfer, inoculum 3 x 10° cells®).

¢ HeLa — Lidska prirozené nesmrtelnd bunééné linie odvozené z bunék naddoru délozniho hrdla
pacientky Henrietty Lacks [84], podle niz byla linie pojmenovana. Tato linie je dobfe prostu-
dovana a pouziva se jako model lidskych bunék pro nejriznéjsi pokusy, také jako expresni
systém. Jednd se o historicky prvni lidsky expresni systém, ktery se snadno kultivuje, dokonce
maji buiikky tendenci kontaminovat svoje okoli [85].

e CAP - Lidskd bunéénd linie odvozend od amniocytt imortalizovand adenovirem 5 [86].
CAP jsou urcené pro stabilni produkci proteinu, pro transientni transfekci byla vyvinuta
linie CAP-T exprimujici velky T antigen viru SV40.

« HEK 293 (Human Embryonic Kidney) — Lidskd bunééna linie odvozend z embryondlni
ledvinné tkaneé.

2.3.1.1 HEK 293

Lidské embryonalni ledvinné bunky ¢. 293 byly vytvoreny v roce 1973 Frankem Grahamem
(v laboratori Alexe van der Eba v Leidenu) odvozenim od norméln{ ledvinné tkéné ziskané z potra-
ceného plodu. Bunéénd kultura byla transformovéina ¢astmi virové DNA z adenoviru 5 v prostiredi
fosforeénanu vapenatého [87] [88].

¢ HEK 293S — Bunécna kultura uzpusobena pro suspenzni kultivaci v prostfedi s urcitym
podilem konského nebo kravského séra.

¢ HEK 293F — Kultura uzptsobend pro kultivaci suspenzné v bezsérovém prostredi média
Freestyle.

¢ HEK 293T — Kultura stabilné transformovana genem pro velky T antigen polyomaviru
SV40 (SV40 TAg), ktery umoziuje episomdlni replikaci vektorit obsahujicich replikaéni po-
catek SV40.

« HEK 293E — Kultura stabilné transformovana genem pro nuklearni antigen 1 viru Epstein—
Barrové (EBNAL1), ktery umoziiuje episomélni replikaci vektorti obsahujicich replikaéni po-
catek oriP.

« HEK 293-6E — Kultura transformovand kratsi verzi genu EBNA1, tzv. EBNAIt, ktery
vykazuje nizsi cytotoxicitu, uzpusobena pro kultivaci v suspenzi v bezsérovém prostredi, jeji
plny nézev je HEK 293F-EBNA1t [89].

2.3.2 Transfekce

Slovo transfekce vzniklo slozenim z trans a infekce, tedy transformace infekci. Jednd se
o proces vklddani nukleovych kyselin do hostitelského organismu. Transfekci rozliSujeme na stabilni
a transientni.

V pripadé stabilni transfekce se jedna o vlozeni rekombinantni DNA do genomu hostitele,
poté je vybran nejproduktivnéjsi klon. Tento zptusob umoznuje dlouhodobou produkci proteinu,
a proto se Casto vyuzivad v biofarmaceutickém prumyslu.

Pri transientni transfekci neni DNA zaclenéna do genomu. Po vycCerpani hostitelské burky je
nutné provést transfekci znovu. Tento zpusob se vyuziva pro rychlou produkci proteinu, naptiklad
pro strukturni a funkéni charakterisaci proteinu.

Z mnoha transfek¢nich metod vybirdme dle typu hostitelského organismu, dale také dle
finan¢ni a casové naroc¢nosti a pozadovaného vysledku.

Metody transfekce mohou byt zaloZeny na biologickém (pfirozend virovd ¢ bakteridlni
infekee), fyzikdlnim (mikroinjekee, elektroporace, sonoporace, biolistika) ¢ chemickém principu.
Z chemickych metod je nejlevnéjsi precipitace DNA fosforecnanem vépenatym (Ca(PO,),) [90].
Déle mezi chemické metody patii lipofekce (DNA uzaviend v liposomech, které splyvaji s plazma-
tickou membranou) [91], tvorba nanoédstic — komplexti DNA s polykationty (DEAE-dextran,
poly(L-lysin), polyethylenimin [92]), které jsou poté adsorbovdny na povrch buriky a endocyto-
vany.
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2.3.2.1 Polyethylenimin jako transfekéni ¢inidlo

Polyethylenimin (PEI), nazyvany téZ polyaziridin, je polymer s opakujici se jednotkou obsa-
hujici aminoskupinu a CH,CH, skupinu. Linedrn{ PEI (IPEI) obsahuje vSechny aminy sekundéarni
(viz Obrézek 9 na strané 18), kdezto rozvétveny PEI (bPEI) obsahuje kromé sekundarnich amint i
aminy primdrn{ a tercidrni (viz Obrazek 10 na strané 18). Na transfekce se pouziva vice linedrni

Vv

PEI pro svoji vyssi transfekéni Géinnost a nizsi cytotoxicitu.
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Obrazek 9: Linearni polyethylenimin, nejcastéji pouzivané transfekcni ¢inidlo
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Obrazek 10: Rozvétveny polyethylenimin

Linearni PEI je synthetisovan ve dvou krocich. Nejprve se kationtovou polymeraci pripravi
poly(2—ethyl-2—oxazolin) a tento prekurzor je nasledné hydrolysovan v nadbytku kyseliny chloro-
vodikové (viz Obrazek 11 na strané 18). Takto nejprve vznikd kopolymer, s delsim reakénim ¢asem
se stupen hydrolysy zvySuje [93].

o
I [/>J CH,JN—CH;—CH;}-N—CH;CH;-OH
%;@-CH N KOH ‘[> 2 _}?l

CH,CN 65°C CH,OH C (6] ) =0

Poly(2-ethyl-2-oxazolin) (PEtOx)

Polymerizace

B 10% HCI crf T_CHFCHFHQ*CH;CHAFOH
—_—
100°C c=0

Kysela hydrolysa . -
Poly[(2-ethyl-2-oxazolin)-co-(ethylenimin)] (IPEI)

Obrazek 11: Priprava linedrniho PEI kyselou hydrolysou poly(2—ethyl-2—oxazolinu)
Prevzato z [93]

Béhem transfekce jsou nejprve vytvoreny kladné nabité komplexy DNA s PEI, které jsou
pritahovany k zaporné nabité cytoplasmatické membrané a nasledné endocytovany. Z téchto endo-
somt je poté uvolnéna DNA do cytoplasmy za prispéni efektu ,,protonové houby* [94].

2.4 Posttranslacni modifikace

Po prelozeni mRNA ribosomem mnohdy dochdzi jesté k posttranslaéni modifikaci (PTM)
vzniklého proteinu. Jedna se o kovalentni modifikace, které pomahaji stabilizovat terciarni struk-
turu ¢ reguluji funkci enzymi. PTM jsou také dulezité v bunééné signalisaci. Nejcastéji dochazi
k modifikacim aminokyselin peptidového fetézce adici nové funkéni skupiny, jako je na priklad
fosfatova, acetatova ¢i methylova skupina. Fosforylace jsou z PTM nejbéznéjsi a casto zajistuji re-
gulaci enzymové aktivity in vivo. Mnoho eukaryotnich proteini vyzaduje ke své funkei ¢i stabilité
pripojeni sacharidovych jednotek a podléhaji glykosylaci. Pripojeni lipidické molekuly k proteinu je
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¢asto spojeno se zacilenim tohoto proteinu k bunééné membrané, kterd je také lipidicka. Oznaceni
proteinu ubikvitinem slouzi jako signal k degradaci proteinu.

Mezi dalsi formy posttranslacni modifikace patii také stépeni puvodniho polypeptidového
fetézce Ci propojovani peptidovych Tretézcu pres —SH skupiny cysteint za vzniku disulfidickych
mustk.

2.5 Purifikace rekombinantnich proteini

Produkei proteinu v tkanovych kulturdch vznikd smés mnoha proteinu, sacharidu, lipida
a nukleovych kyselin. Sérii procesti zvanych proteinova purifikace je mozné izolovat z této smési
jediny typ proteinu. Protein by nemél purifikaci ztratit svoji aktivitu.

Nejbéznéjsi metodou purifikace rekombinantnich proteint je afinitni chromatografie zalozena
na specifické interakei afinitni znacky a matrice. Afinitni znacka je jiz béhem exprese s proteinem
fazovana, a to bud na N— ¢i C—konci. Purifikace probihd typicky ve tfech krocich. Nejprve je protein
pomoci afinitni znacky zachycen na matrici chromatografické kolony, poté je promyvan a ve tfetim
kroku eluovan.

Nejcastéji pouzivané afinitni znacky:

o His—tag — také znamy jako polyhistidinova kotva — je proteinovy motiv skladajici se alespon
z Sesti histidinovych zbytki pfimo za sebou, které velice dobfe chelatuji ionty niklu a kobaltu.
Pravé tato vlastnost se vyuziva pii purifikaci [95]. Jednd se o nejcastéji pouzivany tag.

e Avi—Tag — peptid, ktery je mozné biotinylovat a ndsledné izolovat pomoci streptavidinu [96].
« FLAG—tag — peptid rozeznévany protildtkou [97].

o Strep—tag — peptid vazajici se na streptavidin nebo modifikovany streptavidin zvany streptactin
[98].

o Fc—tag — odvozeny z fc (z angl. fragment crystallizable) domény imunoglobulinu umoziuje
purifikaci skrze Protein—A Sepharosu.

Po purifikaci ziskaného proteinu je tag mnohdy potfeba odstranit — k tomu slouzi napriklad
proteasa viru tabdkové mozaiky (TEV, angl. tobacco etch virus) [99], Thrombin, Factor Xa nebo
Enteropeptidasa.
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3

Cile prace

Cilem prace bylo vypracovat metodu pro pripravu rekombinantniho proteinu GCPIII v sav-

¢ich bunkach. K tomu bylo potreba splnit nasledujici postupné cile:

Zavedeni kultivace HEK 293-6E v suspenznich podminkéach.
Optimalizace transfekénich podminek pro bunécnou linii HEK 293-6E.

Piiprava péti ruznych plasmidi s genem pro extraceluldrni ¢dst mysi GCPIII (mEXSTII)
pro transfekci HEK 293-6E.

Priprava rekombinantniho mEXSTII v bunkach HEK 293-6E z téchto plasmidt a porovnani
miry jejich exprese a aktivity.
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4 Material a Metody
4.1 Chemikalie

Bio—Rad (USA)

All blue standard (Precision Plus Protein Standards), ionex AG® 1-X8

Biotika (Ceska republika)

ampicilin

Biotium (USA)

GelRed

Finnzymes (Finsko)

Phusion DNA Polymerasa

Invitrogen (USA)

TOPO® TA Cloning® Kit, TOP10 kompetentni butiky

Lachema (Ceska republika)

dihydrogenfosfore¢nan draselny, glukosa, kyselina mravenci

New England BioLabs (USA)

restrik¢éni endonukleasy, T, DNA-ligasa

Penta (Ceska republika)

kyselina chlorovodikové, azid sodny, ethanol, ethanol pro UV spektroskopii, glycerol, hydroxid
sodny, chlorid sodny, isopropanol, methanol

Polysciences (USA)

polyethylenimin (PEI)

Qiagen (USA)

GelPilot DNA Weight Marker, MinElute PCR, Purification Kit, QIAprep Spin Miniprep Kit, QI-
Aquick Gel Extraction Kit, X-Gal

Roth (Némecko)

scintilaéni roztok Rotiszint® eco plus

Serva (Némecko)

peroxodisiran amonny

Sigma—Aldrich (USA)

bromfenolovda modr, EDTA, akrylamid, 2-merkaptoethanol, dodecylsulfat sodny, LB agar, LB me-
dium, sacharosa, TEMED (tetramethylethylendiamin)

ThermoFisher Scientific (USA)

Casein Blocker v TBS, SuperSignal West Femto Chemiluminiscent Substrate

Top-Bio (Ceska republika)

PPP Master Mix, deoxyribonukleotidy

United States Biochemical (USA)

N,N’—-methylen—bis(akrylamid), Tween 20 (polyoxyethylen sorbitan monolaurate), Tris
(tris(hydroxymethyl)aminomethan)

Zymo Research (USA)

Zyppy Plasmid Miniprep Kit

4.2 Bunécné linie, vektory a jiné

Plasmidy:

pTTo-GFPq, pTTo3c-SSH, pTT22SSP4, pTTVHSG, pYD5, pTT28, pYD11 (Y. Durocher, Ka-
nada)

Bunécné linie:

HEK 293-6E (Y. Durocher, Kanada)

Média:

kultivacni: Freestyle-293 (Invitrogen, USA)

transfekéni: Opti-MEM (ThermoFisher Scientific, USA)

Protilatky:

GCPII-04 (Exbio antibodies, CR)

sekunddrni anti-mysi protildtka konjugovand s kienovou peroxidasou (Pierce, USA)
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Programy:
Vector NTI (ThermoFisher Scientific, USA)

4.3 Pristroje

Centrifuga 5415R, Eppendorf (Némecko)

Centrifuga Allegra X-15R, Beckman Coulter (USA)

9450 pH meter, Unicam (UK)

Biometra TRIO 48, Analytik Jena (SRN)

NanoDrop 1000, Thermo Scientific (USA)

laboratorn{ vdhy XA 110/X, RADWAG (Polsko)
fluorescenéni mikroskop Olympus IX81, Olympus (Japonsko)
svételny mikroskop Nikon Eclipse TS 100, Nikon (Japonsko)
scintila¢ni kapalinovy spektrometr Tri-Carb 2900TR, Perkin Elmer (USA)
pristroj na poéitdn{ bunék Countess, Invitrogen (USA)
rota¢ni inkubdtor Innova 44, Eppendorf (Némecko)

CCD kamera ChemiDoc-It 600, UVP (UK)

transilumindtor Quantum ST4, Vilber (Némecko)

Mini Proban Tetracell, PowerPac HC, Bio—Rad (USA)
laminarni box Euroflow Serie, typ EF/S, Telstar (Spanélsko)
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4.4 Metody

4.4.1 Priprava DNA s mEXSTII se stépnymi misty metodou PCR

Z plasmidu obsahujictho extraceluldrni ¢dst mysi GCPIII (mEXSTII) byl metodou PCR
amplifikovan jen usek obsahujici mEXSTII a na jeho konce byly pridany tseky DNA kdédujici
misto pro restrikéni endonukleasy pomoci primerd. Pro kazdy plasmid byla namichana reakéni
smés o objemu 30 pl obsahujici 1x Phusion Buffer HF, 1uM kédujici a reversni primer dle Ta-
bulky 1 na strané 23 (sekvence primeru jsou uvedeny v Tabulce 2 na strané 23), 400uM smés
deoxyribonukleotidti (ANTPs), templdtovou DNA o koncentraci 33 pg/ul (pCR TOPO mEXSTII)
a Phusion polymerasu (0,6 U). V Tabulce 3 na strané 23 jsou uvedeny reakéni{ podminky, PCR
byla provddéna v piistroji Biometra TRIO 48 (Analytik Jena). Kroky ¢. 2 az 4 byly pétadvacetkrét
opakovany.

Tabulka 1 : Piehled reversnich (R) a kédujicich (F) primert pro jednotlivé plasmidy

plasmid kédujici primer reversni primer
pTT22SSP4 FmEXSTIIXbal RmEXSTIIstopBamHI
pTTVHSG FmEXSTIIBamHI RmEXSTIIstopXbal
pYD5 FmEXSTIIBamHI RmEXSTIIstopEcoRI
pTT28 FmEXSTIIXbal RmEXSTIIBamHI
pYD11 FmEXSTIIBamHI RmEXSTIIXbal

Tabulka 2 : Sekvence primeru

FmEXSTIIXbal 5’-aaatctagagaaacaactacttctgetggttatc—3’
RmEXSTIIstopBamHI 5’—aaaggatccctataacacattggtcagtgtce—3’
FmEXSTIIBamHI 5’-aaaggatccgaaacaactacttctgetggttate—3’
RmEXSTIIstopXbal 5’—aaatctagactataacacattggtcagtgtec—3’
RmEXSTIIstopEcoRI 5’-aaagaattcctataacacattggtcagtgtec—3’
RmEXSTIIBamHI 5’-aaaggatcctaacacattggtcagtgtece—3’
RmEXSTIIXbal 5'—aaaggatcctaacacattggtcagtgtcce—3’

Tabulka 3 : Reakéni podminky PCR

krok ¢. | teplota v °C | doba trvani v sekundach
1 98 60
2 98 15
3 50 30 25x
4 72 60
5 72 300

4.4.2 Horizontalni agarosova elektroforesa

Elektrodovy TAE pufr (50x): 2M Tris, IM CH;COOH, 0,056M EDTA, pH 8.0
Vzorkovy pufr: 40% (w/v) sacharosa, 0,1 (w/v) bromfenolovd modf, 0,02% NaN,

Priprava agarosového gelu: V 250ml Erlenmayerové batice bylo ptipraveno 30 ml 1% roztoku
agarosy v TAE pufru — 0,3 g agarosy bylo zahiivdano v 30 ml TAE pufru do uplného rozpusténi,
poté doplnéno do celkového objemu 30 ml destilovanou vodou. Nésledné byla do roztoku pridana
fluorescenéni barva GelRed (1:100000) pro vizualisaci DNA.

Roztok agarosy byl nalit do pfipravené aparatury (Bio—Rad) s pfislusnymi hiebeny vytva-
fejicimi jamky. Po zatuhnuti byly hifebeny vyjmuty a gel prevrstven TAE pufrem. Do jamek byly
naneseny vzorky DNA smichané se vzorkovacim pufrem v poméru 5:1 a také DNA standard Gel-
Pilot 1 kb. Elektroforesa probihala po dobu 30 minut pfi napéti 120 V. Po jejim skonceni byly
fragmenty vizualisoviny transiluminatorem Quantum ST4 (Vilber) a vyfoceny.
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4.4.3 Izolace DNA z agarosového gelu

Produkty PCR byly vyriznuty pod UV lampou z agarosového gelu a vlozeny do 1,5ml
zkumavek a DNA izolovana dle protokolu ,,QIAquick Gel Extraction Kit“. Ke gelu bylo priddno
trojndsobné mnozstvi QG pufru (600 pl) a smés byla zahfiviana 5 minut na 50 °C a poté michdna
do uplného rozpusténi. Rozpustény gel byl nanesen na Qia Quick spin kolonku a centrifugovan
1 minutu pri 11000 g. Protekld tekutina byla vylita. Kolonka byla nasledné promyta 750 ul PE
pufru (dvakrat centrifugace 1 minutu pti 11000 g) a poté vloZena do ¢isté 1,5ml zkumavky a DNA
z ni eluovdna 50 ul HPLC H,O (1 minuta pfi laboratorni teploté, poté centrifugace 1 minutu pri
11000 g).

4.4.4 Stépeni vektori a PCR produkti restrikénimi endonukleasami

Pro névrh reakénich podminek (teplota, ¢as, pufr) byla pouzita internetové aplikace ,,Double
Digest Finder“ [100]. V Tabulce 4 na strané 24 jsou shrnuty pouzité restrikéni endonukleasy s vhod-
nymi pufry jak pro Stépeni plasmidia (vektoru), tak i pro stépeni insertt, které maji byt do téchto
plasmidt vloZzeny!. Jak je vidét, ne vSechna §tépeni je mozno provést soucasné (odlisny pufr),
a tedy musi byt nejprve provedeno Stépeni jednim enzymem a teprve po procisténi stépit druhym
enzymem Vv jiném prostiedi, tedy sekvencné.

VsSechna stépeni probihala 1 hodinu pri 37 °C v celkovém objemu 50 pl. Reakéni smés ob-
sahovala vzdy 1 ug DNA| jednu (nebo obé) restrikéni endonukleasu (dle Tabulky 4) o koncentraci
10 U/50 pl, kde U (unit, jednotka) odpovidd mnoZstvi enzymu potiebnému ke konverzi 1 pmol
substratu za minutu, a 1x koncentrovany reakéni pufr NEB 3.1, respektive NEB 2.1, jak je uvedeno
v Tabulce 4.

Tabulka 4 : Pfehled pouzitych restrikénich endonukleas

insert vektor
plasmid enzym 1 | pufr || enzym 2 | pufr || enzym 1 | pufr || enzym 2 | pufr
pTT22SSP4 || BamHI 3.1 Xbal 3.1 BamHI 3.1 Nhel 2.1
pTTVHSG BamHI 3.1 Xbal 3.1 BamHI 3.1 Nhel 2.1
pYD5 BamHI 3.1 EcoRI 3.1 BamHI 3.1 EcoRI 3.1
pTT28 BamHI 3.1 Xbal 3.1 BamHI 3.1 Nhel 2.1
pYD11 BamHI 3.1 Xbal 3.1 BamHI 3.1 Xbal 3.1

4.4.5 Ligace fragmentd mEXSTII a rozstépenych vektora

Pro ligaci insertt (mEXSTII) s vektory byla namichéna reakéni smés o objemu 10 pl, kterd
obsahovala 1x koncentrovany T4 DNA ligase pufr, 1 ul vektoru, 5 ul insertu a na zavér byl pri-
dan 1 pl T4 DNA ligasy. Jako kontrola byla provedena téz nulové ligace, kdy do reakéni smési
misto insertu byla pfidana voda, a to pro vSech pét vektoru. Ligace probihala pii 16 °C pfes noc.
Nésledujici den byla provedena transformace E. coli touto smési.

4.4.6 Transformace E. coli plasmidovou DNA

K 10 pl liga¢ni smési bylo pridano 30 ul kompetentnich TOP10 bunék a nasledné byl prove-
den teplotni Sok. Smés byla nejprve inkubovana 30 minut na ledu, poté 90 sekund pti 42 °C a opét
30 sekund na ledu. Smés byla nésledné naredéna 300 pl LB média a inkubovéana 1 hodinu pti 37 °C.
250 ul smési bylo natfeno na agarové plotny obsahujici ampicilin, které byly ulozeny do 37 °C pres
noc. Druhy den byly spocitdny narostlé kolonie a v zdavislosti na poc¢tu narostlych kolonii bylo
odebrano 1-6 kolonii od kazdého plasmidu (viz Tabulka 5 na strané 25). Kazda odebrand kolonie
byla suspendovdna v 12,5 ml LB média s ampicilinem o koncentraci 100 pg/ml a pfes noc vloZena
do rotacniho inkubatoru s teplotou 37 °C.

4.4.7 Minipreparace plasmidové DNA

Nésledujici den byly bunky centrifugovany pri 4000 g po dobu deseti minut a supernatant byl
odlit. Peleta byla poté zpracovana dle protokolu Zyppy Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research).
Nejprve byla suspendovana v 600 pl H,O a prenesena do 1,5ml zkumavky, k buiikam bylo pfi-
dano 100 ul lyzaéniho pufru a pfevracenim zkumavek smés promichdna. Okamzité bylo pridano

1Rozstépenim DNA enzymem Xbal je vytofen stejny kohezni konec jako pii rozstépeni enzymem Nhel.
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Tabulka 5 : Pocty narostlych a odebranych kolonii

mEXSTII | nulova ligace || odebrano
pTT22SSP4 (3) 21 3 3
pTTVHSG (4) 12 7 3
pYD5 (5) 1 0 1
pTT28 (6) 126 87 6
pYD11 (7) 1 0 1

350 pl neutraliza¢niho pufru a smés opét dikladné promichana, dokud nebyla zbarvena zcela zluté,
a centrifugovdna 3 minuty pri 13000 g. Supernatant byl pipetovan na Zyppy—Spin kolonky, které
byly znovu rychle centrifugovany po dobu 15 sekund a protekla tekutina byla vylita. DNA na
kolonce byla déle promyvana nejprve 200 pul Endo—Wash pufru a dale 400 ul Zyppy—Wash pufru.
Po promyti byla kolonka vloZena do ¢isté 1,5ml zkumavky a DNA eluovdna 30 ul HPLC H,O (30s
centrifugace az 1 minutu od napipetovani H,0).

4.4.8 Sekvenace vektoru

Kazdy vektor byl sekvenovan natiikrat pouzitim t¥i raznych primert — prvni primer pYD11
seq FWD naseda pred hypotetickym zaclenénim insertu a je kédujici, druhy primer pTT22S5SP/
seq R nasedd za hypotetickym zaclenénim insertu a je reversni a tieti primer ZOO 8 naseda uvnitt
insertu a je reversni. Takto by méla byt osekvenovana celd oblast insertu i prilehlé tseky DNA
pred i za insertem. Sekvence vsech tfi primeru jsou uvedeny v Tabulce 6 na strané 25.

K priblizné 450 ng plasmidové DNA (pouZivd se mnozstvi DNA v rozmez{ od 400 do 500 ng
DNA) byl pridén primer tak, aby jeho vysledna koncentrace byla 2,5 uM, a smés doplnéna vodou
do 10 pl. Sekvenaci provedla firma GATC Biotech. Vysledky byly zpracovany v programu Vector
NTI.

Tabulka 6 : Sekvence sekvenacnich primert

pYD11 seq FWD 5'—gggotgagtactcectetca—3’
pTT2255P4 seq R 5 —cagttggcaagttgtaccaac—3’
Z00 38 5’—gcctgaageaattccaagtetttgg—3’

4.4.9 Piiprava insertu mEXSTII pro plasmid pYD5 (druhy pokus) klonovidnim do
TOPO vektoru

Protoze jeden z vektoru se nepodarilo pripravit primym stépenim PCR produktu mEXSTII
se Stépnymi misty, byl nejprve klonovin do TOPO vektoru. Tento PCR produkt byl opattfen tzv.
ylepivymi konci“ s pfesahem deoxyadenosinu na 3’ konci za pouzit{ PPP Master Mixu (Top Bio),
ktery obsahuje Taq polymerasu, jez je pravé synthesy téchto presahi schopna. K 10 ul z gelu
izolovaného PCR produktu s BamHI a EcoRI misty bylo pridano 10 pl 2x PPP Master Mixu. Po
10 minutach pfi 72 °C byl pouzit MinElute PCR Purification Kit (Qiagen) k precisténi DNA. K
20 pl reakce bylo pridano 100 ul PB pufru a celych 120 pl bylo naneseno na MinElute kolonku. Smés
byla centrifugovana 1 minutu pfi 13000 g, protekla tekutina byla vylita. Na kolonku bylo naneseno
750 ul PE pufru, opét byla provedena centrifugace 1 minutu, protekld tekutina vylita a kolonka
jesté jednou centrifugovana pro odstranéni zbytka pufru. Kolonka byla nédsledné umisténa do 1,5ml
zkumavky. Pro eluci DNA bylo na kolonku nejprve naneseno 40 pl destilované vody a po jedné
minuté byla provedena minutova centrifugace.

Takto precisténd DNA byla klonovana do pCR™II-TOPO® vektoru podle protokolu TOPO®
TA Cloning® Kit (Invitrogen). K 0,8 ul DNA bylo piiddno 0,2 pl roztoku soli (Invitrogen) a 0,2 ul
pCR™II-TOPO® vektoru. Smés byla ponechana 30 minut pfi laboratorni teploté.

K 1,2 pl smési bylo pridano 35 ul TOP10 kompetentnich bunék a teplotnim Sokem byla
provedena transformace. Ke smési bylo pridano 300 ul LB média a ponechano 1 hodinu pri 37 °C.
Na agarosovou plotnu obsahujici ampicilin bylo naneseno 40 ul X-Galu? (40 ng/ml) a po vyschnuti

2X~Gal, neboli 5-bromo—4—chloro-3-indolyl-B—D-galaktopyranosid, je analogem laktosy a pokud je rozstépen,
necukernatéa slozka kondenzuje za vzniku intenzivné modrého 5,5’-dibromo-4,4’-dichloro-indiga. Bunky se spravné
klonovanym insertem nemaji schopnost stépit laktosu, tedy ani X—Gal, nebot klonovaci misto je uvnitf genu nutného
pro spravnou funkci f—galaktosidasy. Kolonie s klonovanym insertem tedy budou bilé, bez insertu budou modré.
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bylo naneseno 300 pul bunééné smési a plotny byly inkubovany pii 37 °C pies noc. Nasledujici den
byly odebrany 4 bilé kolonie, kazda do 12,5 ml LB média s ampicilinem. Néasledovala inkubace
pres noc pri 37 °C a nésledujici den byla provedena minipreparace DNA. Poté nasledovalo Stépeni
restrikénimi endonukleasami. Dalsi postup byl shodny s pripravou ostatnich vektort.

4.4.10 Priprava roztoku IPEI na transfekce

50 mg IPEI bylo rozpusténo v pfiblizné 40 ml HPLC H,O, pH upraveno HCI na hodnotu 2,0
a smés byla michana do rozpusténi. Nasledné bylo pH upraveno na 7,0 a doplnéno vodou do 50
ml. Vyslednd koncentrace IPEI tedy je 1 mg/ml.

4.4.11 Transfekce HEK 293—6E pripravenymi plasmidy

Veskera préace s bunkami HEK 293-6E byla provadéna v lamindrnim boxu, aby se zamezilo
kontaminaci. Transfekce v malém objemu byly provadény na destickach se Sesti jamkami. Den pred
planovanou transfekci byly buiiky nafedény tak, aby v den transfekce mély hustotu p¥iblizné 1, 7-10°
bunék na mililitr. Do kazdé jamky bylo napipetovano 1,8 ml bunék. Diivéjsimi experimenty bylo
zjisténo, ze nejlepsich vysledku transfekce je dosahovano pokud pomér DNA:PEI je 1:7. K 95 ul
transfekéniho média OPTIMEM v 1,5ml zkumavce byly pridany 2 pg DNA a poté 14 ul roztoku
IPEI (o koncentraci 1 mg/ml). Smés byla ponechdna v boxu pfi laboratorni teploté 10 minut
a poté byl veskery objem zkumavky pipetovan k bunkam. Desticky s bunkami byly umistény
do rota¢niho inkubédtoru (120 rpm) temperovaného na 37°C s 5% atmosférou CO,. Pro expresi
proteint je doporucend produkce bunkami 3 az 5 dni.

4.4.12 Sklizeni HEK 293—-6E

Pro porovnani miry exprese s ¢asem byly bunky sklizeny postupné, a to po 72, 96 a 120
hodinach. Po 120 hodinach byly bunky zcela sklizeny.

Protoze bunky maji schopnost ¢astecné adherovat na stény desticek, nejprve byly suspendo-
vany pipetou. Poté bylo do 1,5ml zkumavky odebrano 500 pl bunék. Ty byly nejprve centrifugovany
2 minuty pri 1200 rpm pro odstranéni bunék, médium bylo nésledné centrifugovano 10 minut pfi
13000 g. Supernatant byl uchovavan ptred dalsimi pokusy pii —20°C.

4.4.13 Polyakrylamidova SDS elektroforesa za redukujicich a denaturujicich podmi-
nek

Vzorkovy pufr (6x): 350mM Tris/HCI (pH 6,8), 30% (v/v) glycerol, 2mM 2-merkaptoethanol,
350mM SDS, 180uM bromfenolova modf

Elektrodovy pufr (5x): 140mM Tris/HCI (pH 8,8), 1,4M glycin, 20mM SDS

Zaostiovaci gel (6%): 250mM Tris/HCI (pH 6,8), 6,6% akrylamid, 0,1% (w/v) SDS, 0,2%
(v/v) TEMED, 0,1% (w/v) APS

Separacni gel (11%): 375mM Tris/HCI (pH 8,8), 11% akrylamid, 0,1% (w/v) SDS, 0,2% (v/v)
TEMED, 0,1% (w/v) APS

K 15 pl média z transfekovanych bunék byly pridany 3 pl vzorkového pufru a tato smés byla
inkubovana 5 minut pri 96 °C, aby byly proteiny pritomné v médiu zcela denaturovany. Vertikalni
elektroforesa vsech vzorku byla providdéna 40 minut pri napéti 200 V, jako DNA standard byl
pouzit All blue marker (Bio—Rad).

4.4.14 Elektroprenos a imunodetekce GCPIII
Elektrodovy pfenosovy pufr: 192mM glycin, 25mM Tris/HCI, 10% (v/v) methanol
PBS: 10mM Na,HPO,, 1,8mM KH,PO,, 137mM NaCl, 2,7mM KCI (pH 7,4)

Po skonceni elektroforesy byl gel nejprve omyt v prenosovém pufru, rovnéz nitrocelulosova
membrana byla v tomto pufru omyta, a poté gel na membréané byl obklopen v pufru namocenymi
filtraénimi papiry a umistén do cely Mini Trans-Blot (Bio—Rad). Pfenos proteinii na membranu
probihal 60 minut pri napéti 100 V v aparatufe od firmy Bio—Rad.

Nitrocelulosovd membrana byla ndsledné blokovdna 5 ml roztoku kaseinu v PBS (Casein
Blocker 1:500). Po jedné hodiné byla do blokovaciho roztoku k membréné pfiddn 1 pg mysi pri-
marni protilatky GCPII-04 a inkubovéana pies noc pii 4 °C. Nésledujici den byla membréana trikrat
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promyta roztokem PBS s 0,05% Tweenem 20. Poté byla uloZzena na jednu hodinu do roztoku kase-
inu v PBS (1:250000) se sekunddrni proti mysi protilatkou konjugovanou s kfenovou peroxidasou
(a—M-HRP). Poté byla opét tiikrat promyta roztokem PBS+0,05% Tween 20 a nésledné vyvolana
soupravou SuperSignal West Femto (Thermo Scientific), chemiluminiscenéni signdl byl zachycen
CCD kamerou ChemiDoc-It 600 (UVP). Pro odhad relativntho mnozstvi proteinu pro jednotlivé
klony a ¢asy sbéru byl pouzit program ImageJ.

4.4.15 Stanoveni aktivity GCPIII s pouzitim radioaktivné znaceného substratu BCG
Reakéni pufr:  20mM Tris/HCI (pH 7,4), 150mM NaCl, 5mM CaCl,, 0,1% Tween 20
Pufr k zastaveni reakce (STOP pufr): 200mM KH,PO,, 2mM 2-merkaptoethanol (pH 7,4)

Substrat: 50nM [3H|BCG znadeny tritiem na C3 a C4 uhlicich skeletu glutamétu (BCG, [GLU-
TAMATE -3, 4- 3H]), 950nM BCG

Protoze nejvétsi mnozstvi proteinu obsahovala vzdy média z bunék sklizenych po 120 hodi-
nach, déle se pracovalo jiz jen s nimi. Jako negativni kontrola slouzilo médium z bunék transfe-
kovanych plasmidem s genem pro GFP, pro stanoveni maximéalni aktivity enzymu byla pouzita
extraceluldrn{ ¢dst lidské GCPIII znacend Avi tagem (h—AviEXSTII).

K 10 pl média v 1,5ml zkumavce bylo priddno 80 pl pufru. Enzymova reakce byla startovana
pridanim 10 pl substratu a promichanim, poté byly vzorky na 60 minut umistény do 37 °C.

Ionexova chromatografie: Do sklenénych Pasteurovych pipet byla vlozena sklenénd kulicka
a poté pipetovany 2 ml nosi¢e AG 1-X8 (Bio-Rad) suspendovaného 1:1 s odvzdusnénou destilovanou
vodou (ddH,0). Poté byla kolona dvakrat promyta pfiblizné 1,3 ml ddH,O. Na takto pripravenou
kolonu bylo naneseno 200 ul reakéni smeési. Do scintilac¢nich lahvicek bylo ddno 6 ml scintila¢niho
roztoku Rotiszint® eco plus (Roth) a do nich eluovan na ionexu zachyceny glutamét pifdavkem
dvakrat 1,25 ml 1M HCOOH. Obsah scintila¢nich lahvicek byl dikladné promichin a scintilace
zméfena kapalinovym scintila¢nim spektrometrem Tri—Carb 2900TR (Perkin Elmer).
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5 Vysledky

Hlavnim cilem bylo vytvorit pét plasmidu pro transfekci bunék HEK 293-6E s genem pro
extracelularni ¢ast mysi GCPIII a dale mezi sebou porovnat mnozstvi a aktivitu vzniklych pro-
teint. Plasmidy se mezi sebou lisi v pouzité znacce pro afinitni chromatografii a jejim umisténi
bud na N- ¢i C- konci proteinu, dale v pfitomnosti ¢i nepfitomnosti mista pro odstépeni této
znacky proteasou viru tabakové mozaiky (TEV, angl. tobacco etch virus) a v signalni sekvenci pro
sekreci (SEAP — sekretovand alkalickd fosfatasa, VEGF — vaskuldrni endothelidlni ristovy faktor,
IgGk — k Fetézec lidské protilatky IgG). Schematické zndzornéni podstatné ¢dsti plasmidu s jiz
klonovanym mEXSTII je na Obrazku 12 na strané 28. Plasmidy spolu s plasmidy pro testovani
uc¢innosti transfekce (plasmidy s genem pro GFP — zeleny fluorescen¢ni protein a SEAP — sekretova-
nou alkalickou fosfatasu) poskytl Yves Durocher (Kanada). Pro zjednoduseni prace byly plasmidy
ocislovany, a to takto: 1. pTTo—GFPq (test transfekce, GFP), 2. pTTo3c-SSH (test transfekce,
SEAP), 3. pTT22SSP4, 4. pTTVHSG, 5. pYD5, 6. pTT28, 7. pYDI11.

3. pTT22SSP4-mEXSTII 'SEAPSsig. HIS TEV mEXSTII

4. pTTVH8G-mEXSTII VEGF sig. HIS mEXSTII
5. pYD5-mEXSTII lgGk sig. Fe(lgBk) TEV| mEXSTII

6. pTT28-mEXSTII mEXSTIl  HIS

7. pYD11-mEXSTII lgGk sig. ~ mEXSTIl [TEV/ Fe(lgGk)

Obrazek 12: Schematické zndzornéni plasmidi. mEXSTII: extracelularni ¢dst mysi GCPIIT; SEAP
sig.: signdlni peptid pro sekreci sekretované alkalické fosfatasy; VEGF sig.: signdlni peptid pro
vaskularni endothelidlni rustovy faktor; IgGk sig.: signalni peptid z x Tetézce lidské protilatky IgG;
TEV: rozpozndvaci sekvence pro proteasu viru tabakové mozaiky; HIS: histidinové kotva; Fc(IgGk):
Fc cast w Tetézce lidské protilatky IgG

5.1 Priprava DNA s mEXSTII se stépnymi misty metodou PCR

Metodou PCR, byl amplifikovan z templatové DNA tsek obsahujici gen pro mEXSTII (pCR
TOPO mEXSTII, pripraveny v nasi laboratoii), pro kazdy plasmid s rozdilnymi $tépnymi misty
na 5 a 3’ konci. Agarosovou elektroforesou byla rozdélena smés rtzné dlouhych casti DNA dle
velikosti (viz Obrazek 13 na strané 28). Gen pro mEXSTII je velky pfiblizné 2000 bp, fragmenty
o této velikosti byly vyfiznuty z gelu a precistény. Dle sily prouzkiu na agaru mizeme usoudit, Ze
amplifikace probéhla 1ispésné ve vSech pripadech.

bp 1kb 3 4 5 6 7

3000
2000 ) G S S

1000

Obrazek 13: Agarosova elektroforesa po PCR. V prvni jamce je nanesen DNA standard GelPilot
1 kb, ktery zobrazuje rozmezi 1000 az 10000 bp (prouzek kazdych 1000 bp), v dalsich péti jamkach
oznacenych ¢isly 3 az 7 jsou konstrukty mEXSTII s kombinaci stépnych mist vhodnych pro nasledné
klonovani do plasmidi 3 az 7. Fragmenty o velikosti priblizné 2000 bp byly vytiznuty.

5.2 Stépeni vektori a PCR produkti restrikénimi endonukleasami

Plasmidy 3 az 7 i fragmenty 3 az 7 ziskané PCR byly stépeny restrikénimi endonukleasami
(viz Tabulka 4 na strané 24). Po Stépeni byla opét provedena agarosovd elektroforesa pro oddé-
leni rozstépenych a nerozstépenych plasmidi, respektive pro oddéleni malych fragmenta z koncu
inserti. V pripadé insertt byly opét vyrezavany prouzky o velikosti priblizné 2000 bp, v pripadé
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plasmidu se velikosti rozstépenych plasmidi mirné 1isi, avsak vSechny se pohybuji okolo 5000 bp.
Jelikoz vsechny inserty a také plasmidy 5 a 7 bylo mozno stépit soucasné dvéma restrikénimi endo-
nukleasami, ale plasmidy 3, 4 a 6 bylo nutné stépit sekvenc¢né, nejsou vsechny plasmidy na jednom
gelu.

Uspésnost §tépeni insertt nenf mozné zhodnotit na zékladé vysledki elektroforesy (viz Ob-
rdzek 14 na strané 29), nebot odstépované ¢asti byly velmi malé a na gelu tedy neni vidét rozdil
mezi rozstépenym a nerozstépenym insertem. Spravnost Stépeni plasmidi 5 a 7 neni zarucena
(prouzky jsou velice rozmazané — viz Obrézek 15 na strané 29) a obzvlast u plasmidu 5 je mnozstvi
rozstépené ¢asti velmi malé. Sekvenéni $tépeni plasmida 3, 4 a 6 dopadlo v porddku (usuzovano
dle sily prouzku odpovidajici velikosti ptiblizné 5000 bp — viz Obrézek 16 na strané 30),.
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Obrazek 14: Agarosova elektroforesa po $tépeni. V prvni jamce je nanesen DNA standard GelPilot
1 kb, ktery zobrazuje rozmez{ 1000 az 10000 bp (prouzek kazdych 1000 bp), v dalsich ¢tyFech
jamkéch oznacenych ¢isly 3 az 6 jsou konstrukty mEXSTII s kombinaci Stépnych mist vhodnych
pro nésledné klonovéni do plasmida 3 az 6 (Stépen 1 pg DNA). Fragmenty o velikosti pfiblizné
2000 bp byly vyriznuty.
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Obrazek 15: Agarosova elektroforesa po stépeni. V prvni jamce je nanesen DNA standard GelPilot
1 kb, ktery zobrazuje rozmez{ 1000 az 10000 bp (prouzek kazdych 1000 bp), v dals{ jamce oznacené 7
ins. je nanesen konstrukt mEXSTII s kombinaci stépnych mist vhodnych pro nésledné klonovani do
plasmidu 7 — zde byl vytiznut prouzek odpovidajici velikosti 2000 bp. Dalsi drdha byla vynechana,
a poté nasleduji dvé jamky oznacené 5 plasm. a 7 plasm. obsahujici rozstépené plasmidy 5 a 7 —
zde byly vyF{znuty prouzky odpovidajici velikosti 5000 bp. Stépen 1 pg DNA.

5.3 Ligace fragmenttit mEXSTII a rozstépenych vektora

Po extrakci plasmid a inserti obsahujicich gen pro mEXSTII z gelu byla provedena ligace.
Kromé toho byla provedena téz kontrolni ligace, kdy do smési nebyl vlozen insert. VSsemi témito
deseti vzorky byly transformovany FE. coli, a protoze vSsechny vektory obsahuji gen zajistujici re-
sistenci na antibiotikum ampicilin, byly kultivovany na Petriho miskach s agarem obsahujicim
ampicilin. Nésledujic{ den byly spocitdny narostlé kolonie na jednotlivych miskdch (viz Tabulka 5
na strané 25) a vybrané kolonie ddle kultivovany. Na miskach s plasmidem 5 a plasmidem 7 na-
rostla pouze jedina kolonie, tedy byla odebrana, na miskach bez insertu nevyrostlo nic. Na miskach
s plasmidem 3 a 4 byl vyrazny rozdil v poc¢tu kolonii narostlych na misce s insertem a bez insertu,
z misek s insertem tedy byly odebrany 3 klony od kazdého plasmidu. Avsak E. coli transformované
plasmidem 6 vytvorily mnoho kolonii jak na miskach s insertem, tak na miskach bez insertu, bylo
tedy odebrano 6 klont. Odebrané klony byly pojmenovany 3.1, 3.2, 3.3, 4.1, atd., tedy prvni ¢islice
oznacuje plasmid, ¢islice za teckou oznacuje konkrétni klon. VSechny misky byly déle skladovany
pri 4 °C pro pripad, Zze by zadna odebrand kolonie neobsahovala spravné klonovany plasmid.
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Obrazek 16: Agarosova elektroforesa po stépeni. V prvni jamce je nanesen DNA standard GelPilot
1 kb, ktery zobrazuje rozmezi 1000 az 10000 bp (prouzek kazdych 1000 bp), v dalsich jamkach
oznacenych ¢isly 3, 4 a 6 jsou rozstépené plasmidy 3, 4 a 6 (Stépen 1 ug DNA). Fragmenty o velikosti
priblizné 5000 bp byly vytiznuty.

Mnozstvi a ¢istota minipreparované DNA byla stanovena méfenim absorbance na ptistroji
NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). Koncentrace je urcovédna z hodnoty absorbance pfi 260 nm,
¢istota DNA z poméru absorbance pfi 260 nm/280 nm — pro ¢istou DNA by tento pomér mél
byt priblizné 1,8. S vyssi kontaminaci proteinem se tento pomeér snizuje v dusledku absorbance
proteint pii 280 nm. Pro kontaminaci jinymi latkami nez proteiny s absorpcénim maximem pii
280 nm se také méFi absorbance pfi 230 nm (napiiklad znecdisténi fenolem). Pomér absorbance
260 nm/230 nm by mél pro ¢istou DNA byt 2,0 az 2,2. V tabulce 7 na strané 30 je uvedena jak
koncentrace DNA pro jednotlivé klony, tak oba dulezité poméry indikujici miru znecisténi.

Tabulka 7 : Koncentrace a Cistota pripravenych kloni mérena na pristroji NanoDrop 1000

klon | ng-ul~1 | 260/280 | 260/230 || klon | ng-pl~* | 260/280 | 260,/230
3.1 657 1,74 1,41 6.1 368 1,79 1,68
3.2 527 1,79 1,87 6.2 392 1,79 1,68
3.3 514 1,74 1,57 6.3 432 1,78 1,66
41 657 1,87 2.35 6.4 416 1,79 1,84
4.2 719 1,89 2.43 6.5 419 1,75 1,48
4.3 651 1,87 2,28 6.6 466 1,68 1,27

5 437 1,79 1,70 7 591 1,81 2,03

5.4 Kontrolni stépeni vektoru

Pro kontrolu spravnosti klonovani insert do plasmidi byla nejprve zvolena metoda kontrol-
niho stépeni. Prehled pouzitych restrikénich endonukleas je uveden v Tabulce 8 na strané 30 spolu
s pufrem potfebnym pro spravnou ¢innost enzymu. Pro ndvrh reakénich podminek (teplota, Cas,
pufr) byla pouzita internetova aplikace ,Double Digest Finder* [100]. Je vidét, Ze vSechny dvojice
enzymu vyzaduji stejné podminky, tedy je mozné provést Stépeni soucasné obéma enzymy. Pod-
minky kontrolnitho $tépeni byly stejné jako v pripadé stépeni insert v kapitole 4.4.4. Vzorky byly
analysovany agarosovou elektroforesou a porovnany s predikci vytvorenou v programu VectorNTI
(viz Obrazek 17 na strané 31).

Tabulka 8 : Prehled pouzitych restrikénich endonukleas pro kontrolni stépeni vytvorenych plas-
mida

plasmid enzym 1 | pufr 1 | enzym 2 | pufr 2
pTT22SSP4 || BamHI 3.1 Xhol 3.1
pTTVHSG BamHI 3.1 Sall 3.1
pYD5 BamHI 3.1 EcoRI 3.1
pTT28 BamHI 3.1 Xhol 3.1
pYD11 BamHI 3.1 Xbal 3.1

Porovnanim zéznamu z elektroforesy s predikci miuzeme usoudit, ze v poradku jsou pravdé-
podobné klony 3.1, 3.3, 4.1, 4.2, 5, 6.4 a 7 (Obrézek 18 na strané 31 a Obrazek 19 na strané 32).
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Obréazek 17: Predikce kontrolniho stépeni v programu VectorNTI. V prvni dréze je 500bp DNA
standard, drahy 2 az 11 znézornuji stépeni jednotlivych plasmidi jednak se klonovanym genem pro
mEXSTII (4), jednak bez klonovaného genu (&). Drdhy 2 a 3 — pTT28 (6), 4 a 5 — pTT22SSP4
(3),6a7—-pTTVHSG (4),8 a9 - pYD5 (5), 10 a 11 - pYD11 (7).
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Obrazek 18: Agarosova elektroforesa — kontrolni stépeni. V prvni jamce je nanesen DNA standard
GelPilot 1 kb, ktery zobrazuje rozmezi 1000 az 10000 bp (prouzek kazdych 1000 bp). Dalsi jamky
jsou oznaceny nazvy jednotlivych klont (Stépen 1 pg DNA).

5.5 Sekvenace vektoru

Z pripravenych klont, které dle kontrolniho stépeni se zdaly spravné, byly pro sekvenovani
vybrany klony 3.3, 4.2, 5, 6.4 a klon 7. Sekvenaci provedla firma GATC Biotech a v programu
VectorNTI byla ovéfena spravnost jednotlivych klont. Klony 3.3, 6.4 a 7 byly v poradku, klon 4.2
vykazoval bodovou mutaci, ktera vsak nevyusti v zdménu aminokyseliny, a v klonu 5 nebyl dle
sekvenace zaclenény insert. Plasmid 5 byl tedy pfipraven znovu.

5.6 Priprava insertu mEXSTII pro plasmid pYD5 (druhy pokus) klono-
vanim do TOPO vektoru

Pro ptipravu plasmidu 5 s insertem mEXSTII byl nejprve vyuzit amplifikovany tsek s ge-
nem pro mEXSTII, o jehoz pripravé hovorim v kapitole 4.4.1. Tento tsek DNA byl klonovan
do pCR™ II-TOPO® vektoru a osekvenovin. Sekvenace odhalila chybné amplifikované misto ro-
zeznévané restrikéni endonukleasou. Priprava tiseku DNA s genem pro mEXSTII se stépnymi misty
na obou stranidch metodou PCR byla zopakovana a tento tsek byl opét klonovan do pCR™ II-
TOPO® vektoru, pfipravenym vektorem byly transformovany E. coli a ty kultivovany na Petriho
miskach oSetfenych ampicilinem a pomoci X—Galu byly rozliseny kolonie s vektorem od téch bez
vektoru. Nésledujici den byly odebrany 4 bilé kolonie, které byly dale kultivovany a plasmidova
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Obrazek 19: Agarosova elektroforesa — kontrolni stépeni. V prvni jamce je nanesen DNA standard
GelPilot 1 kb, ktery zobrazuje rozmez{ 1000 az 10000 bp (prouzek kazdych 1000 bp). Dalsi jamky
jsou oznaceny nézvy jednotlivych klonu (Stépen 1 pg DNA). V posledni jamce je nanesen DNA
standard GelPilot 100 bp Plus, ktery zobrazuje rozmezi 100 bp az 1000 bp s rozestupem 100 bp
(tuéné vyznadeno 500 bp) a nejvyssi prouzek zobrazuje 1500 bp.

DNA poté purifikovdna miniprepaci. Klony byly pojmenoviny 5.1, 5.2, 5.3 a 5.4. Nésledovalo $té-
peni plasmidu restrikénimi endonukleasami BamHI a EcoRI (viz Obrézek 20 na strané 32).
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Obrazek 20: Agarosova elektroforesa — stépeni pCR™ II-TOPO® vektoru s klonovanymi inserty.
V prvni jamce je nanesen DNA standard GelPilot 1 kb, ktery zobrazuje rozmezi 1000 az 10000 bp
(prouzek kazdych 1000 bp). Dalsi jamky jsou oznadeny ndzvy jednotlivych kloni (Stépen 1 pg
DNA).

Fragmenty o velikosti 2000 bp byly vyriznuty a extrahovany z gelu. Vzorek 5.1 byl ligovan
s rozstépenym vektorem pYD5. Nasledujici postup byl shodny s pripravou ostatnich plasmidi.
Tedy po ligaci byly transformovany bakterie E. coli a kultivovany na Petriho misce s agarem
oSetfenym ampicilinem. Nésledujici den byly odebrény a dédle kultivovany 4 kolonie (na misce
vyrostlo priblizné 80 kolonii, na misce s nulovou ligaci 2 kolonie), které byly oznaceny 5.1, 5.2, 5.3
a b.4.

Vsechny klony byly kontrolné stépeny restrikénimi endonukleasami BamHI a EcoRI v pro-
stfedi pufru NEB3.1 po dobu jedné hodiny pfi 37 °C a analysoviny agarosovou elektroforesou (viz
Obréazek 21 na strané 33).

Klony 5.1 a 5.3 byly odeslany na sekvenaci, oba byly klonované spravné, déle vsak bylo

vvvvv

5.7 Transfekce HEK 293-6E

Pro optimalizaci transfek¢nich podminek byl pouzit plasmid pTTo-GFPq, ktery produkuje
zeleny fluorescenéni protein (GFP). Dle doporuceni by mél byt pomér DNA:PEI mezi 1:2 a 1:3. Nej-
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Obrazek 21: Agarosova elektroforesa — kontrolni stépeni. V prvni jamce je nanesen DNA standard
GelPilot 1 kb, ktery zobrazuje rozmezi 1000 az 10000 bp (prouzek kazdych 1000 bp). Dalsi jamky
jsou oznaceny nazvy jednotlivych klont (Stépen 1 pg DNA).

prve tedy byly butiky transfekovany s pomérem DNA:PEI 1:2, 1:2,5 a 1:3. U¢innost transfekce byla
stanovovana prutokovou cytometrii (FACS, z angl. Fluorescence—Activated Cell Sorting). Vzhle-
dem k tomu, Ze icinnost transfekce se neustéale zvysSovala, v nasledujicim experimentu byly pouzity
poméry DNA:PEI 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6, 1:7, 1:8, 1:9 a 1:10, jako negativni kontrola byly pouzity
bunky transfekované plasmidem pTT22SSP4-mEXSTTI.

V Tabulce 9 na strané 33 jsou uvedeny pocty zivych bunék, Gcinnost transfekce a prameér
flurescence GFP ze vsech zivych bunék. Na zakladé téchto dat byl pro dalsi transfekce zvolen pomér
DNA:PEI 1:7 (viz Obrézek 22 na strané 33).

Fluorescence GFP byla téz detekovana fluorescenénim mikroskopem (viz Obrazek 23 na strané 34).

Tabulka 9 : Optimalizace poméru DNA:PEI prutokovou cytometrii. V prvnim sloupci jsou uve-
deny poméry DNA:PEI, NC znamena negativni kontrolu, kdy bunky nebyly transfekovany GFP.
V dalsim sloupci jsou uvedeny pocty zivych bunék, které FACS detekoval. Poté tcinnost transfekce,
tedy % bunék, které vykazovaly fluorescenci odpovidajici GFP vzhledem ke vSem Zivym buikam.
V poslednim sloupci je uveden priamér hodnot fluorescence GFP ze vSech zivych bunék.

DNA:PEI | Zivych bundk | U&innost transfekce | Pramér fluorescence GFP
NC 1181 0,1 77
1:2 1281 3,0 939
1:3 1382 3,3 2838
1:4 1333 19,8 16203
1:5 1500 48,1 37879
1:6 1437 49,1 40157
1:7 1427 50,7 41174
1:8 1469 52,3 39895
1:9 322 52,5 43802

1:10 1697 53,4 37783
A) B)

75 10 125 15

P1

Pocet bunék
Pocet bunék

T |||”|I )I T ||||||| T 7T ||||”| T ?ll']“] T
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Obrazek 22: Transfekce GFP. Zaznam z pritokové cytometrie bunék HEK 293-6E 24 hodin po

transfekci. A) negativni kontrola B) bunky transfekované plasmidem s GFP (DNA:PEI 1:7). Na
svislé ose grafu je vynesen pocet bunék, na vodorovné ose relativni fluorescence GFP.
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Obrazek 23: Buky HEK 293-6E tii dny po transfekci. A) Builky transfekované plasmidem
s GFP, B) burky transfekované plasmidem neobsahujicim GFP. Fluorescence byla detekovana
fluorescenénim mikroskopem Olympus IX81.

A

Pro pripravu proteinu mEXSTII byly bunky transfekovany plasmidy 3.3, 4.2, 5.3, 6.4 a 7
s pomérem DNA:PEI 1:7. Bunky byly sklizeny v ¢ase 3, 4 a 5 dni po transfekci, aby bylo mozné
porovnat vyvoj mnozstvi mEXSTII v case. Sklizend média byla oznacena stejné jako plasmidy,
kterymi byly bunky transfekovany, a pismenem A, B nebo C, kde A: exprese proteinu bunikami 72
hodin, B: exprese proteinu bunikami 96 hodin, C: exprese proteinu buntkami 120 hodin. Média byla
pred dalsi analysou ulozena do —20°C.

5.8 Polyakrylamidova SDS elektroforesa, elektroprenos a imunode-
tekce mEXSTII

Proteiny v médiich byly rozdéleny nejprve polyakrylamidovou SDS elektroforesou za redu-
kujicich a denaturujicich podminek, poté preneseny na nitrocelulosovou membranu. Protilatkou
GCPII-04 byl imunodetekovin mEXSTII, pomoci sekundérni protilatky konjugované s kienovou
peroxidasou a soupravy WestFemto (Thermo Scientific) byly proteiny vizualizovdny a chemilu-
miniscenén{ signdl byl zachycen CCD kamerou ChemiDoc-It 600 (UVP) (viz. Obrézek 24 na
strané 34).

3.3 4.2 5.3
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Obrazek 24: Imunodetekce mEXSTII v médiich. Jamky jsou oznaceny ndzvem klonu a pismeny
A, B, C, kde A: exprese proteinu bunkami 72 hodin, B: exprese proteinu butikami 96 hodin, C:
exprese proteinu bunkami 120 hodin. Symbol @ zna¢i médium z bunék transfekovanych plasmidem
pTTo-GPq (negativni kontrola). Vzorky byly naneseny v mnozstvi odpovidajicim 15 ul média. Pro
odhad velikosti je téz nanesen standard velikosti All blue.

Je vidét, ze pro kazdy klon plati, ze nejvétsi mnozstvi proteinu je ve vzorku C, tedy v médiich
sklizenych po 120 hodinach. Dalsi analysa byla provadéna jiz jen s témito vzorky. Zaroven je vidét,
ze v médiich z bunék transfekovanych plasmidy 3.3, 4.2, 5.3 a 6.4 je velké mnozstvi proteinu na
rozdil od bunék transfekovanych plasmidem 7. Protein produkovany z plasmidi 5.3 a 7 méa vyssi
hmotnost kvuli objemné Fc znacce.

Poté byl experiment proveden jesté jednou s desetkrat nizsi nanaskou média na gel, jiz jen
pro porovnani médii z bunék sklizenych po 120 hodinach. Z gelu byly proteiny opét preneseny
na nitrocelulosovou membranu a detekovany primérni protilatkou GCPII-04, sekundarni proti-
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latkou konjugovanou s kienovou peroxidasou a vyvolany soupravou West Femto (viz Obrazek 25
na strané 35)).

P1i tomto mnozstvi jiz mEXSTII z plasmidu 7 prakticky neni vidét, nejvice je mEXSTII
exprimovana z bunék transfekovanych plasmidem 6.4. V programu ImageJ byla pro jednotlivé
prouzky odpovidajici mEXSTII na membrané spocitdna suma hodnot pixelti pro odhad mnozstvi
proteinu v jednotlivych prouzcich. Na Obrézku 26 na strané 35 je porovnani relativniho mnozstvi
enzymu v jednotlivych prouzcich. Prolozenim kalibra¢ni fady pfimkou bylo vypocteno mnozstvi
mEXSTII na membrdné v ng a poté koncentrace mEXSTII v médiich — 3.3 (25,1 ng/ul), 4.2
(12,6 ng/ul), 5.3 (15,5 ng/ul), 6.4 (44,8 ng/ul), 7 (8,8 ng/ul). Hodnota pro plasmid 7 je velice
nepresnd, nebot mnozstvi mEXSTII bylo mimo kalibra¢ni fadu.

ng mEXSTII
kDa Al S E— All
blue 25 50 100 200 & 3.3 42 53 6.4 7 plye
150 & -
75 - ) *'"'z'!
37

Obrazek 25: Imunodetekce mEXSTII v médiich po 120 h. V prvni jamce je nanesen standard
velikosti proteintt All blue. Dals{ 4 jamky obsahuji koncentraéni fadu standardu mEXSTII (25 ng,
50 ng, 100 ng, 200 ng). V dalsich jamkdch jsou nanesena média oznacend ndzvy klonu z expresi
proteinu bunkami 120 hodin. Symbol @ znac¢i médium z bunék transfekovanych plasmidem pTTo—
GPq (negativni kontrola). Nanesen vzorek odpovidajici 1,5 pl média.
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Obrazek 26: Semikvantitativni stanoveni mnozstvi mEXSTII v médiich. Prvni ¢tyri vzorky na
vodorovné ose tvori kalibra¢ni fadu mEXSTII (25 ng, 50 ng, 100 ng, 200 ng), nasleduji vzorky
oznacené nazvy klonti. Na svislé ose je relativni mnozstvi proteinu vztazené ke vzorku s nejmensim
mnozstvim proteinu. (Hodnoty ziskané programem ImagelJ)

5.9 Stanoveni aktivity mEXSTII s pouzitim radioaktivné znac¢eného sub-
stratu BCG

V médiich z bunék sklizenych po 120 hodinach byla méfena aktivita mEXSTII stépenim
radioaktivné znadeného specifického substratu GCPIII — 3[H|BCG3 (viz 1.2.2.4 na strané 12. Po

3[3H]BCG znagdeny tritiem na uhlikatém skeletu glutamatu na t¥etim a ctvrtém uhliku (C3, C4)
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hodinové inkubaci médii se substratem pii 37 °C byla reakce zastavena piiddanim stopovaciho pufru
a ionexovou chromatografii byl oddélen odstépeny radioaktivni glutamat. Ten byl smichan se scin-
tilaénim roztokem a scintilace smési byla zméfena na piistroji Tri-Carb 2900TR (Perkin Elmer).
Pomoci znamé hodnoty scintilace vzorkii s kompletné rozstépenym 3[H|BCG byly vypocteny
konverse substratu, tedy mira, do které byl preménén v produkt. Nejprve byla méfena aktivita
v 10 pl média, kde mEXSTII z bunék transfekovanych plasmidy 3.3, 4.2, 5.3 a 6.4 dosahovala
aktivity odpovidajici maximalnimu rozstépeni, mEXSTII z bunék trasfekovanych plasmidem 7 mélo
vyrazné snizenou aktivitu. Poté byla nandska média 1000x sniZena a experiment byl opakovén (viz
Obréazek 27 na strané 36). Protein s nejvyssi aktivitou produkovaly plasmidy 3.3 a 5.3, nizsi aktivitu
vykazoval protein z plasmidu 4.3, vyrazné snizend byla aktivita u mEXSTII z plasmidu 6.4. Pti
tomto fedéni jiz mEXSTII z bunék transfekovanych plasmidem 7 nevykazoval zadnou aktivitu.
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Obrazek 27: Graf konverse substratu BCG rekombinantnim extracelularnim GCPIII exprimova-
nym do média. Prvnich pét vzorku tvorii kalibracni fadu (Stépeni purifikovanym rekombinantnim
extracelularnim GCPIII, pfipravenym v hmyzich burikach), poté nasleduji média z bunék transfe-
kovanych plasmidy 3.3, 4.2, 5.3, 6.4 a 7, posledni vzorek oznaceny symbolem & je médium z bunék
transfekovanych plasmidem pTTo-GFPq (negativni kontrola). Aktivita byla méfena v 1 pl 100x
fedéného média.
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6 Diskuse

Pro pripravu mEXSTII v savéim expresnim systému bylo tieba nejprve zavést kultivaci
suspenznich HEK 293-6E a nésledné optimalizovat transfek¢ni podminky.

Transfekce byla provadéna pomoci linedrniho polyethyleniminu (IPEI). Dle doporuceni by
pomér DNA:PEI mél byt mezi 1:2 az 1:3. Pro nalezeni{ vhodného poméru DNA:PEI byl pouzit
plasmid pTTo-GFPq. Burky exprimujici GFP byly poté detekovany prutokovou cytometrii. Pii
prvnim pokusu byly zvoleny poméry DNA:PEI 1:2, 2:5 a 1:3. Jelikoz uc¢innost transfekce rostla
se zvétsujicim se mnozstvim PEI, byl navrzen dalsi experiment s poméry DNA:PEI 1:2, 1:3, 1:4,
1:5, 1:6, 1:7, 1:8, 1:9 a 1:10. Zohlednénim jednak tc¢innosti transfekce, dale také mnozstvim zivych
bunék a prumérem hodnot fluorescence GFP byl vybrdan pomér DNA:PEI pro transfekci HEK
293-6E 1:7.

Déle bylo pfipraveno 5 plasmidi obsahujicich znacky pro afinitni chromatografii (His, Fc)
na N— ¢i C—konci s extracelularni ¢asti mysi GCPIII (viz Obrazek 12 na strané 28). Sekvenaci bylo
zjisténo, ze v plasmidu pYD5 neni zaclenény insert, byl tedy pfipraven znovu.

P1i druhém pokusu o ptipravu pYD5-mEXSTII byl insert klonovan do TOPO vektoru, z néj
teprve stépen a nasledné ligovan do rozstépeného vektoru. Jelikoz ani timto zptisobem nebyl ziskan
spravné klonovany plasmid, byl insert klonovany do TOPO vektoru sekvenovan. Sekvenace odhalila
chybné amplifikované misto rozeznavané restrikéni endonukleasou, insert tedy nemohl byt spravné
stépen. Insert byl tedy pripraven znovu metodou PCR, opét klonovan do TOPO vektoru, stépen
a tentokrat jiz aspésné ligovan do plasmidu.

VSemi péti pripravenymi plasmidy byly nésledné transfekovany bunky HEK 293-6E. Do-
porucend doba exprese byla 3 az 5 dni. Proto byly bunky sklizeny postupné, a to 72, 96 a 120
hodin od transfekce. Imunodetekci bylo zjisténo, Ze pro vSechny plasmidy bylo nejvice proteinu
obsazeno v médiich z bunék sklizenych 120 hodin od transfekce. Obsah mEXSTII byl poté po-
rovnavan jiz jen v téchto médiich. Zaroven byla nanesena i kalibra¢ni rada standardu mEXSTTI
pro semikvantitativni stanoveni mEXSTII v médiich. Jelikoz u proteinti nezélezi jen na celkovém
mnozstvi proteinu, ale na mnozstvi aktivniho proteinu, byly v médiich méreny i aktivity Stépenim
specifického substratu GCPIII BCG.

Protein se znackou His nebo Fc na C—konci vykazuje snizenou aktivitu, v pripadé velké
Fc znacky byla vyrazné snizena i exprese. Konstrukty se znackou na N—konci jsou exprimovany
dobfe a zachovavaji i aktivitu. V pripadé znacky pripojené bezprostfedné k proteinu, byla exprese
i aktivita mirné snizena. Citlivost na pripojeni znacky na C—konec odpovida diive publikovanym
vysledktim [46].

Déle bude mozné produkovat mEXSTII ve velkém objemu z plasmid obsahujicich znacku
na N-konci oddélenou peptidovou sekvenci pro stépeni TEV proteasou. Poté bude mEXSTII pu-
rifikovana a jeji fyzikalné—chemické vlastnosti mohou byt porovnany s mEXSTII z S2 bunék.
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Zavér

Byla uspésné zavedena metoda kultivace suspenznich savéich bunék HEK 293-6E a byly
optimalizovany podminky pro transfekci pro produkci rekombinantnich proteint.

Idedlni pomér DNA a polyethyleniminu PEI pro transfekce byl stanoven jako 1:7 pro bunky
transfekované kontrolnim plasmidem exprimujicim zeleny fluorescen¢ni protein.

Uspésné bylo piipraveno pét plasmidi obsahujicich gen pro extracelularni ¢ast mysi GCPIII
s riznymi afinitnimi znackami pro purifikaci proteinu.

Témito plasmidy byly transfekovany bunky HEK 293-6E. Mnozstvi a aktivita exprimované
mEXSTII byla ve vsech pripadech otestovana a porovnana. Koncentrace proteinu v médiich dosahla
maximéaln{ hodnoty 25 ng/ul.

Bylo zjisténo, Ze umisténi afinitnich znacek na C—konci (zejména stericky naro¢né Fc znacky)
vede k nizsi aktivité vysledného proteinu, pravdépodobné vinou chybného slozeni fizniho proteinu
v roztoku. Umisténi znacek na N—konci proteinu nemélo na produkci vliv.
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