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ABSTRAKT

Rekombinantni proteiny patii mezi dulezité biofarmaceutické produkty pouzivané
v biomedicinském vyzkumu a pii lécbe lidskych nemoci. Rekombinantni proteiny lze
produkovat ve velkém mnozstvi stabilni transfekci nebo rychlejsi cestou prechodné transfekce
s menSimi vytézky. Pro zajiS§téni spravné biologické aktivity musi byt protein nalezité
poskladan a posttranslaéné¢ modifikovan. Jelikoz mize byt téchto modifikaci dosazeno pouze
expresi v sav¢ich bunikéch, staly se hlavnim hostitelem expresi komplexnich rekombinantnich
proteint. V této diplomové praci je popsana prechodna transfekce bunék HEK 293 EBNAI za
pouziti linedrnich polyethylenimint (PEI). Tyto buiiky byly pfedem adaptované na suspenzni
kultivaci v médiu bez séra. Buiiky byly transfekovany plasmidy pcDNA3.1, pCI, pEBSV],
pCEP4, pEAKS8 a pcDNAS/FRT/TO, vSechny nesly reporterovy gen SEAP. K porovnani
ucinnosti jednotlivych transfekci byly méfeny koncentrace exprimované alkalické fosfatazy
(SEAP) v bunécném supernatantu. DalSim faktorem, ktery byl optimalizovan, byl pouZity
pomér DNA:PEIL; rovnéz byly vzajemné srovnany ucinnosti transfekci pfi pouziti dvou
ruznych polyethylenimini. NejvyS$si dosaZzend exprese byla 50 mg/l SEAPu pii transfekci ve
24 jamkovych deskach za poméru DNA:PEI 1:5. Pfi porovndni vSech Sesti plasmidi mél
nejvyssi expresi plasmid pCEP4/SEAP a to 1 pfi pfevedeni transfekéniho systému do vétsiho
objemu.

ABSTRACT

Recombinant proteins belong to considerable biofarmaceutics products used in biomedical
research and in the treatment of human disease. Recombinant proteins can be produced by
stable transfection in big amount or by faster transient transfection in smaller amount. To
provide regular biological activity, it is necessary for the protein to be properly folded and
post-translationally modified. As these modifications can be accurately performed only in
mammalian cells, they have become the major host for complex r-protein expression. In this
thesis is described transient transfection HEK 293 EBNAI1 cells with linear
polyethylenimines. These cells has been adapted to suspension cultivation in serum free
medium. The cells were transfected with pcDNA3.1, pCI, pEBSV1, pCEP4, pEAKS a
pcDNAS/FRT/TO plasmids, everyone contained repoter gene SEAP. Concentration of SEAP
in cell culture supernatants were determined in order to compare efficiencies of individual
transfections. DNA:PEI ratio was another factor which was optimised and two different PEIs
were compared. Highest achieved expresion was 50 mg per litre with transfection in 24 well
plate when DNA:PEI ratio was 1:5. Comparison of six different plasmids give the biggest
expresion pCEP4/SEAP, in well plate as well as in scaled up system.

KLICOVA SLOVA

Buiiky HEK 293 EBNAI, ptechodna transfekce, polyethylenimin, sekretovana alkalicka
fosfataza, epizomalni replikace

KEYWORDS

HEK 293 EBNAI cells, transient transfection, polyethylenimine, secreted alkaline
phosphatase, episomal replication
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1. UVOD

Rozvoj biotechnologie a molekularni genetiky pfinesl krom¢ dalSich véci i nové moznosti
v 1écbe lidskych chorob. Genetické inzZenyrstvi a molekuldrni biologie nam umoZnily
pochopit samu podstatu nemoci. Jednim z meznikd tohoto vyvoje je rok 1973, kdy byly
poprvé popsany techniky rekombinantni DNA. VyuzZitim téchto technik Ize produkovat
rekombinantni proteiny. Prvnim uspéchem byla produkce lidského insulinu v buiikach
Escherichia coli.

Rekombinantni proteiny (r-proteiny) jsou dilezité biotechnologické produkty s Sirokou
Skalou vyuziti, zejména v lékatstvi a klinickém vyzkumu. Jejich spotieba je stale vétsi, rychla
a efektivni produkce r-proteind je i nadale velkou vyzvou pro biofarmaceutické spolecnosti.
Pro jejich spravnou biologickou aktivitu je nutné splnéni dvou podminek — spravné sbaleni
proteinu a posttranslacni modifikace. Protoze tyto zmény nejlépe zajistuji savci builky, staly
se nejvice pouzivanym produkénim systémem. Zejména v poslednich deseti letech se podatilo
dosdhnout vyznamného pokroku vsavéich expresnich systémech, takze se staly
atraktivnéj$imi i pro primyslové vyuZziti.

Bunééné linie sav€ich bun€k se staly dominantnim systémem produkce rekombinantnich
proteini  pro klinické aplikace. Kvalita takovych produktii je daleko vétsi nez u jinych
produk¢nich systémt, jako jsou bakterie, kvasinky nebo rostlinné buniky.

Pro zédkladni vyzkum a preklinické studie je vyhodnéjsi rychlé vyprodukovani mensiho
mnozstvi r-proteinti, nez zdlouhavé hleddni bunécné linie s vysokou produkci. Proto byly
vyvinuty techniky rychlé exprese daného proteinu pouzitim transientni transfekce.



2. CIL PRACE

vvvvvv

miligramt rekombinantniho proteinu v pritbéhu nékolika malo dni. Hlavnim cilem této prace
je optimalizace a porovnani dalSich parametra pfi transientni transfekci u suspenzni bunééné
kultury. Pfedevs$im plijde o vybér vhodného plasmidu a potvrzeni teorie epizomalni replikace
specifickych plasmidi. Transientni transfekce bude studovana v malém objemu jamky
v transfekéni desce (1 ml) i ve vétSim objemu tiepané lahve (25 ml).

Dil¢i cile této prace jsou adaptace bunék HEK 293 a HEK 293 EBNAI1 na bezsérovou
kultivaci tak, aby byly pfipraveny na transientni transfekci.

Dalsi cile jsou pfiprava a amplifikace riznych plasmidii pomoci PCR a jejich testovani
pouzitim gelové elektroforézy. Tyto plasmidy pak amplifikovat v bakteridlnich bunkach,
nasledné izolovat z bakterii a purifikovat plasmidovou DNA.
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3. TEORETICKA CAST

Pokroky v molekularni biologii a genetickém inzenyrstvi vedly k hlubSimu pochopeni
biomolekularnich pfi¢in lidskych nemoci. Vyvstala tedy potieba najit postupy a techniky jak
tyto pfi¢iny odstranit a 1é¢it tak pravou podstatu nemoci.

V roce 1973 Boyer a Cohen poprvé popsali techniky rekombinantni DNA (Cohen a kol.,
1973). Byli schopni pfipravit transgenni bakterie, izolovali a amplifikovali geny nebo jen ¢asti
DNA a nasledné je transformovali do jinych bunék. Dalsi velky krok kuptfedu znamenal objev
restrikénich endonukledz, za néjz obdrzeli Werner Arber, Daniel Nathans a Hamilton Smith
v roce 1978 Nobelovu cenu za l1ékatstvi.

DalSim milnikem byl rok 1982 a produkce lidského insulinu bakteriemi Escherichia coli.
Do bunék E. coli byla transformovana lidska DNA kédujici tento hormon. Dtive byl pro 1é¢bu
pouzivan zviteci insulin izolovany ze zvifeciho pankreatu, takovy insulin se ale samoziejmé
mirné lisil od lidského. Tato odlisnost pak vyvolavala u n€kterych pacientt alergickou reakci.
Roku 1986 byl uveden na trh prvni rekombinantni protein vyprodukovany v sav¢ich bunkach,
jednalo se o tkanovy plasminogenovy aktivator (Genentech).

Tento prilom vedl k masivnéjsi produkci a vyuzivani rekombinantnich proteint, zvlaste
v medicing€ a klinickém vyzkumu. Dnes lze jakykoliv gen nebo tisek DNA (i rekombinantni)
po izolaci a amplifikaci vlozit do hostitelskych bun¢k (bakterie, kvasinky, sav¢i bunky), které
jej exprimuji a vyprodukuji tak zddany rekombinantni protein.

3.1 Rekombinantni proteiny

Poprvé byl pojem ,,biotechnologie,, pouzit Karlem Erekym v roce 1917. Biotechnologie byla
definovana jako jakakoli technologie, kterd vyuziva biologické systémy, zivé organizmy nebo
jejich ¢asti k urcité vyrobé nebo jejich pfeméné ¢i jinému specifickému pouziti. Od té doby
prosla biotechnologie velkym vyvojem provazenym fadou vyznamnych objevi, napf. objev
mRNA, objev plasmidl, restrikénich endonukledz, ptipravou geneticky modifikovanych
organismi a dal$i. Dnes zasahuje biotechnologie do mnoha védnich obord a vyrobnich
oblasti.

Kdyz byly vynalezeny techniky rekombinantni DNA, piedpokladalo se, ze Siroké
spektrum lidskych terapeutik se bude takto syntetizovat a v dostate¢ném mnozstvi. Do dnesni
doby bylo testovano vice jak 1000 sekvenci DNA koédujicich proteiny potencidlné
vyuzitelnych pii 1écbé lidskych nemoci (Glick a Pasternak, 2003). VétSina téchto molekul
DNA byla exprimovana v hostitelskych bunkach, ptiblizné 750 postoupilo do dalSich
klinickych testli a na 80 latek uz bylo schvaleno jako 1é¢iva v USA 1 EU (Glick a Pasternak,
2003). Prosly tedy mnohaletym Sirokym testovanim jak na zvitatech, tak pozdéji i na lidech.

Hlavni vyhodou pouzivani rekombinantnich proteinli jako terapeutik je jejich vétsi
ucinnost a méné vedlejSich efektli narozdil od farmaceutickych produkti. Mohou byt vice
zaméfeny na skutecnou pfi¢inu nemoci a ne jen mirnit nebo odstranovat jeji symptomy.

Obrat na trhu s terapeutickymi proteiny ¢inil v roce 2006 57 miliard dolar a oc¢ekava se,
ze vroce 2010 uz pajde o castku okolo 90 miliard dolar. Nejvétsi ¢ast na trhu zaujimaji
monoklonalni protilatky a o¢ekava se jejich jesté vétsi posileni na trhu (Kysela, 2008). Zbytek
trhu zaujimaji takové produkty jako vakciny, antikoagulanty, erytropoetiny, interferony,
insulin, rGstové hormony a dalsi terapeutické enzymy a proteiny. Vsechny r-proteiny
exprimované v sav€ich buiikach jsou produkovany v trvale transfekovanych buiikach, coz je
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standardni pfistup pro komeréni vyrobu. V budoucnu mozna dojde k vétSimu rozsifeni
produkce u transientné¢ transfekovanych bunék.

3.1.1 Monoklonalni protilatky

Tato skupina r-proteint je nejrychleji rostoucim segmentem na trhu s r-proteiny, je druhou
trhu. Mezi nejvyznamnéj$i vyrobce protilaitek patii firmy jako Genentech, Amgen,
MedImmune, Novartis a mnoho dalsich.

Protilatky jsou wvysoce specifické molekuly rozpoznavajici a nicici antigeny -—
polysacharidy (toxiny) a proteiny na povrchu riznych patogennich organismii. Z chemického
hlediska se jedna o glykoproteiny, molekula mé tvar pismene Y (viz obrazek 2) a sklada se ze
dvou identickych lehkych (light) fetézct a dvou tézkych (heavy) fetézctl, které jsou navzijem
spojeny pomoci disulfidovych mustkid. V organismu jsou produkovany buikami lymfocytt,
které¢ je uvolnuji do krve a dalSich télnich tekutin, a zajiStuji tzv. humorilni imunitu
organismu. Protilatky jsou Siroce pouzivany v diagnostické, zobrazovaci, terapeutické a
analytické praxi. Diive se pouzivaly hlavné jako diagnostika in vitro pro stanoveni
téhotenstvi, pro méfeni poctu patogennich organismi, méfeni hladiny riznych 1é¢iv v krvi,
zjisStovani tkanové sndsenlivosti nebo detekci antigenii produkovanych tumorovymi buitkami.
Byly produkovany klasickou cestou izolace polyklondlnich protilatek pomoci laboratornich
zvitat (viz obrazek 1), tento proces vSak byl casové i finanéné ndro¢ny, také vice pracny.
Dnesni produkce monoklondlnich protilatek spoc¢iva v prostém vneseni cilového genu do
produk¢niho organismu a nésledné izolaci produktu.

ﬁ Epitopy
- —
r‘l\::\(\{:'LQ \':‘-:“ . O Hybridizace () Selekce
&_."‘_’_&__—__:f:_::i"l Teolace @ * O 7 @
2152‘311:1;;:11 @ @) @ _ L i
Lolce _\@j \O,« \@L,: | 1' '. |
o Plasmat:isk_ré#b;;lky Myjal;ny Hybr;d;my Q: @$ @ @%:
| lwe | |
Ab-1 Ab-1 Ab-2 Ab-3 Ab-4
Ab-2
& | |7 | |
Ab-4
N N N N N
Polyldenaln antizénim Moncldonaln protilatlcy

Obrazek 1: Produkce monoklondlnich protilatek. Kazda protilatka vytvorena z plazmatickych
bunék je specificka viici jedinému epitopu, narozdil od polyklonalniho antiséra (Kysela 2008).
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Obrazek 2: Schématicky nakres imunoglobulinu (protilatky). Rozeznavame 4 domény
(oblasti) na molekule protilatky — variabilni lehky retézec (Vi), variabilni tezky retézec (Vi),
konstantni lehky retézec (Cr) a konstantni tézky retezec (Cy) Lehky retézec je dvou typii: k
nebo 1. Tézky retézec ma typii vice: a, 90, €, y a u. Zuzena oblast uprostred je bohata na prolin.
Zdroj: internet — www.gvm.vm.cz

3.2 Podminky transfekce

Pro transfekci jsou potieba ctyfi zdkladni véci — produkéni organismus, kultivaéni médium
pro tento organismus, vektor pro pienos a expresi cilové DNA v produkénim organismu a
transfek¢ni €inidlo zajist'ujici inkorporaci vektoru do produkéniho organismu.

Jako produkéni organismus lze pouzit celou fadu organismii — bakterie (E.coli), kvasinky,
rostlinné bunky nebo zivoci§né buniky. Pro produkci r-proteini pouzivanych v biofarmacii a
klinickém vyzkumu se pouzivaji sav¢i bunécné linie. Ty zajistuji spravné sbaleni proteinu i
vSechny posttranslacni modifikace.
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Kultivaéni médium musi zajistovat spravnou vyzivu kultivovanych bunék (zdroj uhliku,
dusiku, energie), dale ristové faktory (napf. esencialni aminokyseliny) a latky regulujici
bunécny cyklus.

Pro pienos DNA do bunék se pouzivaji rizné typy vektorli, v zavislosti na velikosti cilové
DNA a dalSich faktorech. Pro pfenos jednotlivych genli bézné velikosti jsou dobrym
vektorem plasmidy. Z pfirodnich plasmidi byly pomoci technik rekombinantni DNA
zkonstruovany vektory pouzitelné v riznych konkrétnich aplikacich.

Transfekéni Cinidla zajistuji pfenos DNA do bunék. Mezi zakladni pozadavky na tyto
¢inidla patfi jejich nizka cena a efektivita prenosu DNA do bunék.

3.2 Plasmidy

Plasmid je extra-chromozomalni kruhovd DNA schopnéd vlastni replikace, plasmidy se
nachdzi u vétSiny bakterii. Plasmidy obsahuji geny ovliviiujici metabolickou aktivitu a
umoznujici buitkam pteziti v nepfiznivém prostiedi, vétSinou se jedna o rezistenci bunék vici
antibiotikiim, bakteriofaglim a nékterym tézkym kovim.

Plasmidové vektory byly odvozeny z ptirodnich plasmidl pouzitim technik rekombinantni
DNA, pfitom byly odstranény nepotifebné sekvence a zachovany jen ty nezbytné nutné
(esencidlni). Dale byly plasmidy upravovany pro nejriznéjs$i aplikace a vyuZiti, nyni
predstavuji vyborné klonovaci a expresni vektory.

Kazdy savci expresni vektor obsahuje tfi dilezité casti:

e Prokaryotickd oblast — slouzi k amplifikaci plasmidu v bakteridlnich bunkach a k selekci
transfekovanych bunék. Tato oblast tak obsahuje pocatek replikace (zde nasedd DNA
polymeraza a za¢ina replikace) a selekéni marker (resistence na antibiotikum).

e Expresni oblast — obsahuje sekvence potiebné pro expresi cilové DNA. Sekvence regulujici
transkripci cilového genu pochédzi z ZivociSnych virh nebo ze sav¢ich gent (Glick a
Pasternak, 2003). Také obsahuje klonovaci misto, do kterého se vclenuje cilova DNA.
Klonovaci misto (MCS — multiple cloning site) je sekvence nukleotidli rozpoznavana
restrikénimi endonukleazami, které v daném misté specificky sté€pi vlakno DNA. Nékdy se
do expresni oblasti vkladaji i intronové sekvence, které zvySuji expresi cilové DNA.

e Eukaryotickd oblast — obsahuje geny pro resistenci na antibiotikum (vZzdy jiné nez
v prokaryotické oblasti) pro selekci transfekovanych bunck. Muze také obsahovat
eukaryoticky pocatek replikace pro epizomalni replikaci plasmidu v eukaryotickych
buikach (¢asto upraveny z zivocisnych virt).
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eukaryoticka oblast

Obrazek 3: Schéma plasmidu. Prokaryoticka oblast je dilezita pro selekci v bunikach E. coli,
obsahuje pocatek replikace E. coli ori a selekcni marker pro tyto buitky — gen pro resistenci
na ampicilin (Amp"). MCS (multiple clonning site) je klonovaci misto, obsahuje sekvence
rozpoznavané restrikcnimi endonukleazami, predchazi mu promotorova sekvence (misto
rozpoznavané DNA polymerdzou) a intronové oblasti. Plasmid dale obsahuje pocatek
replikace (OriP) a selekcni marker v savcich bunikach — gen pro resistenci na neomicin

(Neo').

3.3 Produkce v hostitelskych buiikach

Produkovat rekombinantni proteiny lze mnoha zptsoby. Hostitelské bunky lze rozdélit dle
typu buiiky na prokaryotické a eukaryotické. Pfenos DNA u prokaryotickych bun€k se nazyva
transformace, u eukaryotickych se jedna o transfekeci.

Z prokaryotickych organismil se daleko nejvice pouZziva bakterie Escherichia coli, kde je
produkce rekombinantnich proteinti dobfe prostudovana geneticky i fyziologicky (Baneyx,
1999; Glick a Pasternak, 2003). Tento systém ma mnoho vyhod — levna kultivace, snadné
genetické manipulace, kratkd generacni doba a velka expresni kapacita. Ma ale také své
nevyhody — exprimovany protein neni spravné sbalen, neni posttranslacné modifikovan (napf.
glykosylace) nebo ma malou rozpustnost (Clark, 2001).

Eukaryotické organismy pouzivané pro produkci r-proteind jsou rizné, napi. kvasinky,
hmy?zi, rostlinné a sav¢i buiiky.
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Typickym predstavitelem kvasinek, dulezitym z hlediska vyzkumu a vyvoje, je Saccha-
romyces cerevisiae. Vyhoda jejich pouziti spociva v rychlém rastu a také jsou dobie
geneticky manipulovatelné. Nevyhodou je, Ze provadi jen n€které posttranslaéni modifikace
proteint, takze nejsou pouzitelné pro farmaceutické ucely.

Hmyzi bunky jsou vétSinou transfekovany pomoci rekombinantnich bakuloviri. Vyhodou
je moznost jejich kultivace ve vysoké densité. Nevyhodou je skutecnost, ze r-protein je ¢asto
nerozpustny, nékdy tvoii agregaty uvnitf bunék (Kost a Condereay, 1999), cozZ ztéZuje izolaci
a purifikaci produktu. Hmyzi bunky také neobsahuji konvertdzy, proto je r-protein cCasto
inaktivni.

Vyhoda pouziti bunék rostlin je jejich snadna kultivace, nevyhoda Ze rostou pomalu.
Posttranslacni modifikace proteini jsou obdobné jako u sav€ich bun€k az na glykosylaci.
Ptesto jde o optimalni systém pro modelovani riznych podminek prosttedi a jejich dusledk.
Pro vylepSeni vlastnosti byly pfipraveny transgenni rostliny, které se pouzivaji v zeméd¢lstvi
a také pro produkci r-proteind.

Sav¢i bunky maji dvé velké nevyhody — rostou pomalu a jejich kultivace je finanéné
naro¢na. Zato ale produkuji proteiny spravné posttranslaén¢ modifikované i spravné sbalené,
rekombinantni proteiny produkované v sav¢ich bunikdch se pouzivaji ve farmacii a pro dalsi
preklinické studie.

3.3.1 Zivo&isné buiiky

Kultury zivoc¢isnych bunck jsou izolovany zurcité tkané zivoCicha a dale kultivovany
v laboratofi (in vitro). Podminky kultivace se snazi napodobit pfirozené prostiedi (in vivo),
proto jsou bunky inkubovany pfi teplot¢ 37 °C a v modifikované atmosféie (5% CO,).
Diilezita je podminka sterility a kontrolované prostiedi.

Nékteré bunky nerostou pfisedle, naptiklad krevni bunky. Vétsina vSak potiebuje pevny
povrch pro kultivaci (bunky z tkanf).

Pti pokracujici kultivaci buniky rostou a déli se, casem tak rychle zaplni povrch nebo dany
objem. Z toho vyplyva velka spotieba nutrientii Zivného média, hromadéni mrtvych bunck a
zastaveni dal$iho bunécného déleni. Pro omezeni téchto negativnich jevi se ziviné médium
vymeénuje a buiiky se presazuji.

Primarni buiiky jsou bunky kultivované oddélen¢ od ptivodce. Tyto buiky maji kratkou
sttedni délku Zivota, po urcitém poctu zdvojeni za¢nou buiiky starnout a prestanou se délit.
Proto se pouzivaji stalé bunécné linie. Ty lze ziskat ndhodnymi mutacemi nebo genetickymi
manipulacemi (napf. upraveni genu pro telomerdzu). Takto uz byla vytvotfeno cela tada
nesmrtelnych bunéénych linii pouzivanych ve vyzkumnych laboratofich i biofarmaceutickém
priamyslu.

Upravené zvifeci bunécné linie:

e CHO (Chinese Hamster ovary) — vaji¢ka kiecka ¢inského. Poprvé predstaveny v 60. 1étech
20. stoleti, dnes nejcastéji pouzivané savci buiiky pro produkci r-proteind v primyslovém
méftitku.

e 3T3 — fibroblasty z mysi Svycarské
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Upravené lidské bunééné linie:

e HEK 293 (human embryonal kidney) — epitelialni buiiky z lidskych ledvin. Siroce pouzi-
vané v preklinickém vyzkumu, zvySujici se vyznam pro produkci lidskych r-proteind.

e Hela (Henrietta Lacks) — epitelidlni buniky z rakovinnych bunék

3.3.1.1 Buniky HEK 293

Tyto buniky byly poprvé pfipraveny roku 1970 v laboratofi Alexe Van der Eba v Leidenu
v Holandsku. Byly ziskény ze zdravych potracenych lidskych plodd, poprvé kultivovany jako
primarni HEK buiiky. Pozdé&ji byly upraveny transformaci pomoci péti adenovirovych gent
(Graham a kol., 1977). Jedna se tedy o epitelidlni bunky z lidskych ledvin (human embryonal
kidney — HEK), ¢islo 293 znaci, ze se jednalo o 293. pokus pana Grahama.

Buniky HEK 293 se pouzivaji pro produkci rekombinantnich proteind, relativné jednoduse
se kultivuji 1 transfekuji. ProtoZe se jedna o lidské bunééné linie, zajist'uji tyto buniky naprosto
vSechny posttransla¢ni modifikace, které jsou pro dany r-protein potieba, pouzivaji se tedy
pro produkci lidskych terapeutik a pro klinicky vyzkum. Lze je také pomérné snadno prevést
do vétsiho produkéniho objemu, takze jsou zajimavé i pro pramyslovou produkei r-proteint.

3.3.1.2 Buiiky HEK 293 EBNAI

Techniky rekombinantni DNA umoziuji mj. i upravovani hostitelskych bun¢k, vylepSeni
jejich vlastnosti nebo ptidani uplné novych. Bunky HEK 293 EBNA1 jsou vylepsené buiiky,
do jejich genomu byl zaclenén gen z Epstein-Barr viru. Tento gen je exprimovan jako jaderny
antigen EBNA1 (Epstein-Barr virus nuclear antigene), ktery umoziuje epizomalni replikaci
specifickych plasmidi (Aiyar a kol., 2009). Takovy plasmid musi v eukaryotickém pocatku
replikace obsahovat sekvence vazajici se na EBNAI1. Pfi transientni transfekci s plasmidy
neobsahujici EBNA1 sekvence se tyto v bufice nereplikuji, jejich pocet v bunkach tak jen
klesa v dusledku bunécného déleni. Plasmidy bez EBNAT1 sekvenci se nepfenasi na dcefinné
buiiky. Ale u bunck obsahujicich EBNAT1 a pfi pouziti specifickych plasmidii by dochazelo
k replikaci téchto plasmidi, takze jejich pocet by se zvySoval. EBNA1 antigen také umoznuje
pfenos plasmidii do dcefinnych bunék pti bunééném déleni. To vSe vede k vétsi expresi
cilového genu a vétsi produkei rekombinantniho proteinu (Pham a kol., 2003). Lze tak
dosahnout produkce 10 az 20 mg/1 v objemu vice jak 100 I (Girard a kol., 2002). Buitkky HEK
293 EBNAI1 jsou vdnes$ni dobé nejvice pouzivané bunééné linie pro velkoobjemovou
transientni expresi (Pham, 2006).

3.4 Pienos DNA do bunék

Ptenos prost¢ DNA do bun€k je proces velmi neefektivni. Jde o proces, ktery probiha
1 v ptirodé, napt. prenos béhem bakterialni konjugace nebo pii virové infekci. Modifikované
virové Castice se pouzivaji i v laboratorni a technologické praxi (virové vektory), ale jejich
pouziti vyzaduje specificky pristup a naro¢né vybaveni.

Proto se pouzivaji daleko vice nonvirdlni metody transfekce, které se déli na fyzikalni
(mechanické) a chemické (nemechanické) metody.
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1. Fyzikélni metody:

e Elektroporace — pisobenim vysokého napéti (kratkého pulsu) dochazi k reverzibilni
permeabilizaci bunék, v cytoplazmatické membrané se tvoii hydrofilni kanalky, coz znaéné
urychluje prenos DNA do bunék (aplikace vné&jsiho elektrického pole tedy neni podminkou
pfenosu DNA). Molekuly jsou transportovany pies pory difuzi, elektrickym driftem a
elektroosmozou. Pouziva se pro neadherujici bunééné linie a mensi produkeni systémy.

e Mikroinjekce — vpraveni DNA do jednotlivych bun€k pomoci miniaturni injekce, touto
transfekéni technikou lze vytvofit 1 transgenni zvitata — ptivodni jadro buiiky se odsaje a
nahradi se jadrem s rekombinantné¢ upravenym genomem. Jednd se o nejlepsi metodu
pfenosu genll, ale jen pro transfekci malého poctu bunék, pro vétsi pocet bunck
nevhodna (pfili§ pracné, zdlouhavé).

2. Chemické metody:

e CaPi precipitace — zaloZeno na koprecipitaci DNA s fosfore¢nanem vapenatym, vytvoreny
komplex pak adheruje na povrchu buné¢k, 5 % CaPi/DNA precipitdtu se dostava do bunck
fagocytdzou (Batard a kol., 2001). Technika pfenosu DNA pomoci CaPi byla vyvinuta
Grahamem a Van der Ebem v roce 1973. Pro zvyseni absorpce DNA do bunck se vyuziva
glycerolovy ¢i dimethylsulfoxidovy Sok. Pro svou jednoduchost a malou finan¢ni naro¢nost
je CaP1 Siroce pouzivané pro transfekci, zvlasté ve velkych objemech.

e Lipofekce — pozitivné nabité lipidy tvoii elektrostatické interakce s negativni pateti DNA,
vznikaji kondenzované agregéty, kde kladny naboj a lipofilie pozitivn€ nabitych lipidi
umoznuje interakci se zapornou a hydrofobni bunéé¢nou membranou a nasledny vstup do
cilové bunky. Lipidy ve vod¢ tvofi lipozomy - nekovalentni duté sférické struktury s
primérem 100 — 400 nm. K dispozici jsou komerc¢né dostupné lipidy (LipofectAMINE,
FuGENE, 293fectin a dal$i), pouZzivaji se vSak castéji pro mensi transfek¢ni systémy. Pro
velké objemy nejsou prilis vhodné kvili jejich vyssi cené.

e Syntetické komplexy DNA-ligand — kondenzace DNA s polykationtem (napi. PEI nebo
DEAE-dextran), vhodnd metoda pro transientni transfekce diky jednoduchosti a relativné
nizké cené.

Nonvirdlni transfekéni techniky maji vyhodu proti virovym vektorim ve vétsi flexibilité co se

tyce velikosti 1 poctu gent, které Ize vpravit do buitky. Nemechanické metody jsou zalozeny

na stejném principu — utvaieni kladn¢ nabitych nanocastic, které se pak vazi na zaporné nabity
povrch bungk a dostavaji se dovniti pomoci endozémi (viz obrazek 5). Uvnitf buiiky se DNA

uvolnuje z endozému do cytoplazmy a vstupuje do jadra. Mechanismy téchto procesti se u

jednotlivych typa transfekci 1isi. Znacna ¢ast molekul DNA je ale degradovana diive nez

dosahne jadra (Godbey a kol., 2000).

Efektivita pfenosu DNA do bun¢k souvisi s bunéénym cyklem (viz obrazek 4; Lechardeur

a kol., 1999; Brunner a kol., 2002; Mannisto a kol., 2005). Transfekce s pouzitim lipozoémi

nebo rozvétveného PEI je vice efektivni u bunck v pozdni S fazi (Grosjean a kol., 2002).

Pravdépodobné dochézi k lepSimu pfechodu plasmidové DNA pfes jadernou membranu pfi

mitotickém d¢leni bunék, kdy je jaderna membrana naruSend. Presny mechanismus téchto

pochodl neni znam.
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Obrazek 4: Bunécny cyklus a jeho jednotlivé faze, zdroj internet - http://www.apsu.edu

3.5 Transientni transfekce

Pti trvalé transfekci je tfeba izolovat, charakterizovat a expandovat vysoce produkéni bunééné
linie. Jsou produkovany fadové kilogramy rekombinantniho proteinu, ale hleddni bunécné
linie s vysokou expresi je velmi zdlouhavé (fddoveé roky) a narocné. Pro nekteré aplikace je
tteba rychlé vyprodukovéni r-proteinti, napiiklad pii hledani vhodné varianty konkrétniho
proteinu nebo posuzovani efektivity rliznych proteinti. U takovych aplikaci sta¢i i mensi
mnozstvi, hlavni je zde rychlost produkce. Slibnou metodou se tak stava transientni
transfekce.

Rozdil mezi pfechodnou (transientni) a trvalou transfekci spociva v tom, ze pii prechodné
se cilovd DNA nezacleiuje do genomu hostitelskych bunék. K expresi cilové DNA dochazi
hned po jejim proniknuti do jadra, rychle nésleduje i syntéza rekombinantniho proteinu. Jiz
par hodin po transfekci je r-protein detekovatelny . DNA se nemulze pfendSet pfi mitdze na
dcefinné builky. To znamena, ze exprese cilového genu je Casové dosti omezend. Vypro-
dukované mnozstvi rekombinantniho proteinu je proto malé, fadové miligramy az gramy.
Toto nemusi byt nevyhodou, protoze pro ucely dalSich vyzkumt napf. ve farmacii,
diagnostice nebo individualni 1écbé (Pereira a kol., 2004; Muller-Zellenberg a Muller, 2005)
nejsou tieba velkd mnozstvi rekombinantniho proteinu, ale rychla produkce. Pro tyto aplikace
byly vyvinuty rychlé transientni techniky transfekce v sav€ich buiikdch (Wurm a Bernard
1999). Pouzitim levnych transfekénich agens, jako je fosforeCnan vapenaty (Jordan a kol.,
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1996) nebo PEI (Ehrhardt a kol., 2005), ptfi pfechodné transfekci sav€ich bunék byly
kultivovany v objemech od nékolika mililitri az po stovky litri. Byly tak produkovany
rekombinantni proteiny v mnozstvi né€kolika miligramt az graml po dobu 5 az 10 dni po
transfekci (Durocher a kol. 2002; Girard a kol., 2002; Pham a kol., 2003; Derouazi a kol.,
2004; Baldi a kol., 2005).
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Obrazek 5: Schéma prenosu DNA pomoci lipozomu, uvniti bunky se cast celkovée DNA
dostava az do jadra bunky, cast je degradovana nukledzami v lysozomu. Zdroj internet —
WWw.expertreviews.org

3.6 Poly(ethylenimin)

Poly(ethylenimin) — PEI — je polymer vyskytujici se ve dvou formach, linearni a rozvétveny
(viz obrazky 6 a 7). Zatimco linearni forma je pii pokojové teploté v pevném stavu,
rozvétvend je tekutd. Pouzivaji se molekuly sriznym stupném polymerace a riznou
molekulovou hmotnosti. Ob& formy (linearni i rozvétvend) se pouZivaji jako transfekcni
agens. Poprvé pouzil PEI jako transfekcni ¢inidlo v roce 1995 Boussif a kol.

Atomy dusiku, které tvoii vrozvétvené formé& primarni, sekundarni a tercidrni aminy,
mohou byt protonovany, coz udili molekule PEI pufrovaci schopnosti. Tato schopnost stoupa
s velikosti polymerni molekuly (vice atomil dusiku). Informace o celkové pufrovaci kapaciteé
PEI je pro bunky mirn¢ toxicky, hlavné jeho volné Eastice (nezformované do komplexu
s DNA).

Pted transfekci pomoci PEI se nejprve smichaji roztoky DNA a PEI, dojde tak ke
kondenzaci molekul DNA, vytvareni komplexiit DNA/PEI na zékladé hydrofobnich interakci
(Bertschinger a kol. 2006) a agregaci komplext do kladné nabitych nanocastic. Ty se, po
pridani smési k buitkdm, navazi na zaporné nabité glykoproteiny a proteoglykany na povrchu
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bun¢k (Lungwitz a kol., 2005) a endocytézou se dostavaji dovnitf. Uvnitf bun¢k napomaha
PEI uvolnéni DNA z endozdému tim, Ze absorbuje protony (pufrovaci schopnosti aminti — viz
vyse) pii acidifikaci endozomu — tzv. houbovy protonovy efekt (Behr, 1994). Toto
nahromadéni kladného naboje zptsobi influx chloridovych ionti a vody do endozému, coz
vede k nabobtnani, osmotickému napéti na membrané endozému a nésledné k prasknuti
endozému (Lindel a kol., 2004). PEI caste¢né¢ brani spojeni endozému uvniti bunky s
lysozomem, chrani tak DNA pted degradaci lysozomalnimi nukledzami.

Této hypotéze ale odporuje fakt, ze ve smési DNA/PEI je asi 85 % molekul PEI volnych
(Clamme a kol., 2003), a také pKa PEI je pfiblizn¢ 8,4 (von Harpe, 2000), takZe pti nizkém
pH v endozému (po acidifikaci — pozdni endozom) ma PEI jen malou pufrovaci kapacitu.
Z téchto divodu je pak nepravdépodobné, aby osmotické pnuti hrdlo vyznamnou roli pfi
prasknuti endozomu (Clamme a kol., 2003).

Komplex DNA/PEI v cytoplasmé je transportovan pomoci aktinovych vldken a
mikrotubuli do oblasti blizko jadra, kde se ¢ast téchto komplexi rozpada. Na rozpad
komplexu DNA/PEI mé velky vliv pfitomnost RNA, protoZze RNA ma v¢tsi afinitu k PEI nez
DNA (Bertschinger a kol. 2006). Samostatné pak ptechazi pies jadernou membranu (Cast
pfechazi v komplexu a rozpada se az v jadie plisobenim rRNA). V jadie se importovand DNA
zaClenuje do chromozomalni DNA. Mechanismus téchto pochodl neni zcela objasnén (lida a
kol., 2007; Clamme a kol., 2003).

Proces prasknuti endozoému a uvolnéni DNA je siln¢ zavisly na poméru DNA ku PEI. Také
celkova efektivita transfekce je zavisla na tomto poméru (Kyseld; 2008), také je zavisla na
pouzitém kultivaénim médiu.

Castice DNA — PEI byly studovany pomoci AFM (atomic force microscopy), byla tak
urcena jejich velikost: 20 az 40 nm. Pocet plasmidu v téchto ¢asticich ale stale neni znam.

Mnoho typti bun€k bylo s uspéchem transfekovano pomoci PEIL, at’ uz v pfitomnosti séra
nebo bez néj. Byly popsany transfekce v rtiznych usporddanich a rGznych pracovnich
objemech (Boussif a kol., 1995; Durocher a kol., 2002; Derouazi a kol., 2004).
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Obrazek 6: Syntéza rozvétveného polyethyleniminu — kysele katalyzovand polymerace
arizidinu ve vodném roztoku, vpravo schéma rozvétveného PEI. Zdroj Lungwitz a kol.; 2005
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Obrazek 7: Syntéza linearniho PEI, vychazi se z polymeracni reakce 2-ethyl-2-oxazolinu
s methyl-p-toluensulfondtem, v silné kyseléem prostredi pak vznika linearni molekula PEI (A)
Zdroj Lungwitz a kol.; 2005

3.7 Kultiva¢ni média

Kazdé kultivacni médium musi obsahovat vhodny a snadno utilizovatelny zdroj energie, dale
rustové faktory a latky regulujici bunécny cyklus. Médium muze, ale nemusi obsahovat
sérum, v minulosti bylo sérum esencidlni soucdsti médii. V dneSni dobé je snaha
minimalizovat pouzivani séra, proto jsou kultivatni média upravovana tak, aby i bez séra
zajiStovala dobry rist bunck.

Pti postupné adaptaci bun¢k na bezsérovou kultivaci byla pouzita séra FCS — fetal calf
serum a pozdéji HS — horse serum. Sérum obsahuje rtizné nutrienty, hormony, rstové
faktory a dal$i nedefinované komponenty, podporujici rast bunék. Nevyhody spojené s
pouzivani sér jsou chemickd nespecificnost, vysokd cena a slozité separacni postupy pfi
purifikaci rekombinantniho proteinu. V posledni dobé se klade vétsi daraz na etiku pfi
ziskdvani sér, coz vede k omezovani pouzivani vSude tam, kde je to mozné (Kysela, 2008).

3.8 SEAP — sekretovana alkalicka fosfataza

Alkalickd fosfatdza (AP) patii do skupiny hydroldz (EC 3.1.3.1), katalyzuje hydrolytické
Stépeni estert kyseliny fosfore¢né pii alkalickém pH (in vitro pH 10), tento proces se nazyva
defosforylace. Mezi tfi hlavni izoenzymy patii placentarni, stfevni a tkanoveé nespecificka AP,
zahrnujici izoformy jaterni, kostni a ledvinnou. Jsou popsany i dalSi, tzv. onkogenni
izoenzymy produkované nadorovymi bunikami. Izoformy jsou kodovany stejnym genem, lisi
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se pouze riznym obsahem sacharidd. Lisi se tak svymi fyzikdlné-chemickymi vlastnostmi,
coz umoznuje jejich laboratorni odliSeni a separaci.

Strukturné se jedna o glykoprotein, ve své molekule totiz obsahuje 1 sacharidické slozky,
vcetné kyseliny sialové. Pro svou aktivitu vyzaduje pfitomnost zine¢natych ionti v aktivnim
centru, je tedy metaloproteinem, zinek slouzi jako kofaktor. V séru vSak pisobi ptidavek
zineCnatych soli vzdy inhibi¢né. Mezi nespecifické inhibitory AP, které vazi zinek do
siln€jSiho komplexu nez je vazba s enzymem, patii napt. EDTA, KCN, cystein, o-fenantrolin
a kyselina 8-hydroxychinolin-5-sulfonova. AP je aktivovana hofecnatymi, kobaltnatymi a
manganatymi ionty.

Placentarni AP je nejstabilnéj$im izoenzymem, biologicky polocas rozpadu je 7 dni.
Vyskytuje se pouze u vyssich primath. Pfirodni forma je vdzana na membranu, rekombinantni
je upravena tak, ze je sekretovana do extracelularniho prostoru. Rekombinantni AP (resp. gen
pro AP) se pro tyto jedinecné vlastnosti pouziva jako reporterovy gen pro kinetickou analyzu
genové exprese a promotorové aktivity u bunéénych linii.

N-konec C-konec

Obrazek 8: Model molekuly alkalické fosfatazy. N-konec je naznacen modre, C-konec
Cervené. Vpravo aktivni centrum s atomy zinku (fialové zbarveny) vazanymi na fosfatovou
skupinu (oranZova), zluté je naznacen atom horciku, ktery aktivuje AP, zdroj internet —
www.umich.edu a www.wikimedia.org
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4. MATERIAL A METODY

4.1 Chemikalie

Tabulka 1: Pouzité chemikalie

Chemikalie Vyrobce
DMEM/F-12 médium Cambrex (Lonza)
BV293s médium

Pro293S médium Cambrex (Lonza)
FCS Cambrex (Lonza)

HS Cambrex (Lonza)
Glukéza Sigma-Aldrich
L-glutamin Applichem

DMSO Sigma-Aldrich
Polyethylenimin PEIL, PEI-MAX Polysciences

Trypsin Cambrex (Lonza)

Kit na stanoveni alkalické fosfatazy BioVendor — Laboratorni medicina
Kit na purifikaci plasmidové DNA Genomed
Fyziologicky roztok

Restrikéni endonukleazy Xhol, Nhel, Notl New England Biolads
Polymeraza Phusion Hotstart Finnzymes

sterilni destilovand voda, isopropanol, ethanol, NaCl, agardza, tryptofanova modf, ethidium
bromid

4.2 Pristroje a material

sterilni box tfidy II biohazardu (Esco Labculture)

spektrofotometr EL 808 (Biotek) a Thermo Fisher ND-1000 (Scientific Nanodrop)
centrifuga 6K15 (Sigma) a Spectrofuge 16M (Labnet)

termostatované orbitalni tfepacky Lab-Therm (Kiihner Switzerland) a Infors HT (Labotron)
termostat Kendra Heracell 240 (Heraeus)

thermocycler PTC-150HB MJ (Research)

kryosystém Cryostorage Rack System (Taylor-Wharton)

kahan Ultra Fire (Orange Scientific)

vortex Bio Vortex V1 (Biosan)

zatizeni pro gelovou elektroforézu (Owl Scientific)

kity pro purifikaci plasmidové DNA (Genomed)

svételny mikroskop
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mikropipety, Spicky na mikropipety, zkumavky Eppendorf, Petriho misky, Biirkerova
komirka, ¢tverhranné sklenéné lahve 100 ml a 250 ml (Schott Duran), 24ti jamkové desticky
(Orange Scientific), kryovialky, centrifugacni zkumavky 10 ml a 50 ml, plastové lahve pro
tkatiovou kultivaci OrFlasks T-75 cm? (Orange Scientific)

4.3 Buiiky

4.3.1 Kultivace bunék

V kryogennim boxu (teplota -195 °C) uchovavané buiiky HEK 293 a HEK 293 EBNAI byly
rozmrazeny a dany do kultivatniho média DMEM/F-12 v lahvich T-75. Médium bylo
obohaceno 10 % fetalniho bovinniho séra FCS (fetal calf serum). Druhy den bylo odsato staré
médium obsahujici zbytky dimethylsulfoxidu (DMSO), ktery se pouziva pfi zamrazovani
bunék jako kryoprotektivni agens, a pfidano 20 ml ¢erstvého média DMEM/F-12 s 10 % FCS
(tj. 18 ml média a 2 ml séra). U bunck HEK 293 EBNA1 bylo do média piiddno 50 pul
antibiotika hygromycin, takze vysledné koncentrace ¢inila 0,5 pg/ml.

Po dosazeni zhruba 90 % konfluence byly buiiky oddéleny od povrchu lahvi pomoci
0,25% roztoku trypsinu a byly dany do ¢erstvého média BV293s s 2 % koniského séra (tfetina
puvodniho objemu).

4.3.2 Adaptace bunék na bezsérovou kultivaci

Narostlé¢ bunky kultivované adherentné v BV293s médiu s2 % HS byly setfepany (bez
pouziti trypsinu), z 20 ml ptivodniho objemu bylo 17 ml suspenze ptevedeno do ¢tyfhrannych
sklenénych lahvi (objem 250 ml) a doplnéno Cerstvym BV293s médiem na objem 50 ml.
Podil séra se tak sniZil z 2 % na hodnotu 0,7 %. Lahve byly umistény na orbitalni tfepacku
v termostatu s CO, atmosférou (37 °C, rel. vlhkost 95 %). Po narGstu bunék na hodnotu
pfiblizng 2.10°ml™ (4. po 3 aZ 5 dnech od prevodu bungk do lahvi) byly buiky
zcentrifugovany a dany do Cerstvého BV293s média bez séra. Pteslo se tak na bezsérovou
kultivaci.

4.3.2 Suspenzni kultivace

Bunécnd suspenze adaptovana na bezsérovou kultivaci byla pfepasdzovana kazdych 3 az 5 dni
kvili vyméné média. Neékdy byla suspenze fedéna tak, ze byl odebran a odstranén urcity
objem suspenze a zbytek doplnén cerstvym BV293s médiem (bez séra). Takto bylo
postupovano pii velkém rdstu bunék. Objem média s bunikami byl udrzovan na hodnoté
50 ml. Lahve byly umistény na orbitdlni tfepacku (200 rpm), kultivace probihala
v modifikované atmosféte (5 % CO, ) pii teploté 37 °C a relativni vlhkosti 95 %. Sroubovaci
uzavéry na lahvich byly otevieny o ¢tvrtinu jedné otacky.

Pocet bunék byl zjistovan pomoci Biirkerovy komirky, viabilita bun¢k byla stanovena
pomoci barveni tryptofanovou modii, kdy mrtvé buiikky se obarvi na modro, zatimco Zivé
zustavaji bezbarvé.
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4.3.3 Zamrazovani bunék

Zamrazuji se buniky narostlé v médiu DMEM/F-12 s 10 % FCS o konfluenci asi 90 %. Bunky
byly odd¢leny od povrchu kultivaéni lahve pomoci trypsinu. Trypsinizace byla poté ukoncena
ptidavkem plného média (tj. média se sérem) a buiky zcentrifugovany. Bunécny pelet byl
resuspendovan v zamrazovacim médiu (4ml DMEM/F-12; 0,5 ml FCS; 0,5 ml DMSO). Do
kryovialek pak byly pipetovany alikvoty, kryovialky byly zamotiny do gazy a alobalu a
umistény do mrazaku s teplotou -80 °C na né€kolik dni. Poté byly skladovany v kryogennim
systému s naplni tekutého dusiku.

4.4 Plasmidova DNA

4.4.1 Priprava

Plasmidy pcDNA /SEAP byly ptipraveny amplifikaci PCR produktu SEAP pomoci Phusion
HotStart polymerazy zklonu ¢cDNA (MGC: 104591, IMAGE: 30330997) s ptisluSnymi
primery.

Vznikly PCR produkt byl nastépen restrikénimi enzymy a v¢lenén pomoci T4 ligazy do
vektoru plasmidu, ktery byl také naStépen stejnymi restrikénimi enzymy.

Kmen E. coli TOP 10F byl transformovan vzniklou liga¢ni smési a byl vyset na LB agaru
s ampicilinem, jeho koncentrace ¢inila 100 pg/ml. Narostlé resistentni kolonie byly testovany
elektroforézou pomoci vektor-insert specifickych primerii na pfitomnost plasmidu ve svych
bunkach.

Spravnost klonovani byla na zavér ovéfena sekvenovanim DNA (MWG Biotech,
Némecko).

4.4.1.1 Plasmid pcDNAS5/FRT/TO/SEAP

U plasmidu pcDNAS/FRT/TO byly pouZity tyto primery:

5" - CGTAAAGCTTGCCACCATGGTGCTGCTGCTGCTGCTGCTG -3’ (zvyraznéna cast
je sekvence rozpoznédvana restrikéni endonukledzou HindlIII)
5’-GCATCTCGAGTCAACCCGGGTGCGCGGCGTCG -3’ (zvyraznéna cast je sekvence
rozpoznavana restrikéni endonukleazou Xhol)

Plasmidovy vektor i SEAP byly stépeny restrikénimi endonukledzami HindIII a Xhol.

26



Pme |
Afl I
Hind 1
Asp718 |
Kpn |
BamH |
BstX |
EcoRV
BstX |
Not |
Xho |
Eco0109 |
Apa l
Pme |

PUC ori
Obrazek 9: Mapa plasmidu pcDNAS5S/FRT/TO, zdroj Invitrogen

4.4.1.2 Plasmid pCI/SEAP

U plasmidu pCI byly pouzity tyto primery:

5’- ATATGGATCCTCTGCTAGCGCCACCATGGTGCTGCTGCTGCTGCTGCTG -3° —
zvyraznéna ¢ast je sekvence rozpoznavana restrikénim enzymem Nhel

5’-  GCATCTCGAGTCAACCCGGGTGCGCGGCGTCG -3 — zvyraznéno misto
rozpoznavané restrikénim enzymem Xhol.

Plasmidovy vektor i SEAP byly Stépeny restrikénimi endonukledzami Nhel a Xhol.

Bl

ChV L. E.

Enhancar/Promotear Bstua |

17 1
Nha | |1052
Xho | |1058
pCl Intron EcoR | 1063
Vector Mgl (1082
(4008bP)  £y40 Late Kpn ! (1079
poly{A) 2all  |1087
Acc| 088
Smal |10
BstZ| 1008
Not| |1008

Obrazek 10: Mapa plasmidu pCI, zdroj Invitrogen
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4.4.1.3 Plasmid pcDNA3.1/SEAP

U plasmidu pcDNA3.1 byly pouzity tyto primery:

5’- CGTAAAGCTTGCCACCATGGTGCTGCTGCTGCTGCTGCTG -3’ — zvyraznéné misto
rozpoznavano restrikénim enzymem HindIII

5’- GCATCTCGAGTCAACCCGGGTGCGCGGCGTCG -3 — zvyraznéné misto je
rozpoznavano enzymem Xhol

Plasmidovy vektor i SEAP byly $tépeny restrikénimi endonukledzami HindIII a Xhol.

— e m T L ———=—
-I— mg—gqcté Xeow mg
SE=SFs3888¥882888
( )|m SoII<XanUia=XXa<q |
> 75 =
( ) sersnonxEExERT=2
sEf oSS0 o s nasSw s
l SaoIxx=aUlaa<eTa |

pcDNA3.1 (+/-)
1 5428/5427 bp

Obrazek 11: Mapa plasmidu pcDNA3. 1, zdroj Invitrogen

4.4.1.4 Plasmid pCEP4/SEAP

U plasmidu pCEP4 byly pouzity tyto primery:

5’- GATCAAGCTTGCTAGCCACCATGGTGCTGCTGCTGCTGCT -3° — zvyrazné€no
misto rozpoznavané restrikénim enzymem Nhel

5’- CTGTCTCGAGGCGGCCGCTACGTACGTATCAGTCGGTGGTGCCGGCGGGGG -3’
— zvyraznéné misto je rozpoznavano enzymem Xhol

Plasmidovy vektor i SEAP byly Stépeny restrikénimi endonukledzami Nhel a Xhol.
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pCEP4

10.2 kb
/ #

Nru |

-

'4:
Obrazek 12: Mapa plasmidu pCEP4, zdroj Invitrogen

4.4.1.5 Plasmid pEBSV1/SEAP

U plasmidu pEBSV1 byly pouzity tyto primery:

5’-  ATATGGATCCTCTGCTAGCGCCACCATGGTGCTGCTGCTGCTGCTGCTG -3’
zvyraznéno misto rozpoznavané restrikénim enzymem Nhel

5’-  TATCGGATCCTCGAGCGGCCGCTAGCTCAACCCGGGTGCGCGGCGTCGG -3’
zvyraznéno misto, které rozpoznava restrikéni endonukleaza Xhol

Plasmidovy vektor i SEAP byly stépeny restrikénimi endonukleazami Nhel a Xhol.

ampicillin Kl (550

HSW-TI promoater
¥nal (5716

hygramycin

HEW-TH polys
HindIIT (7164)

Xhal (7143

SWA0 polyd early

Sva0 pokyd late

EamiHI (#0000

HimdTIT (#eddesy

intron 165 mREMA of 340 WP
5'UTR of 2v40 late redion

Ynml (4412

part of 340 small t-antigen

SWVA0 or
sS40 early promoter
S0 late promoter

Obrazek 13: Mapa plasmidu pEBSV 1, zdroj Invitrogen
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4.4.1.6 Plasmid pEAKS8/SEAP

U plasmidu pEAKS byly pouzity tyto primery:

5’- GATCAAGCTTGCTAGCCACCATGGTGCTGCTGCTGCTGCT -3° — zvyraznéné
misto je rozpoznavano restrikénim enzymem HindIII

5’- CTGTCTCGAGGCGGCCGCTACGTACGTTATCAGTCGGTGGTGCCGGCGGGG -3’
— zvyraznéno misto, které rozpoznava enzym Notl

Plasmidovy vektor i SEAP byly §tépeny restrikénimi endonukledzami HindIII a Notl.

SV40 ori
EBV ori pME ori

PEAKS
6164 bp

thk promoter
EF-1 alpha

Puromycin

AseI IB91
EcoRV 1902
PmlT 2909
BuaX 1 2920
S5e8387 I 1938
NoeI 2541

Obrazek 14: Mapa plasmidu pEAKS, zdroj Invitrogen

4.4.1.7 Srovnani jednotlivych vektori

Jednotlivé vektory pouzité na piipravu expresnich plasmidi se 1iSi v mnoha ohledech —
velikosti vektoru, rlznymi expresnimi promotory, pfitomnosti intront atd. Z hlediska
epizomalni replikace v buitkach HEK293 EBNAI je lze rozdélit do dvou skupin — vektory
obsahujici sekvence EBNA a EBNA ori, které vyuzivaji potencialu epizomalni replikace, a
vektory, které neobsahuji tyto sekvence a nejsou proto schopny se v bunikach replikovat.

Tabulka 2: Srovndni nékterych viastnosti pouzitych expresnich vektoru

Vektor expresni promotor intron EBNA ori EBNA
pEAKS EF-1 ne ano ano
pEBSV1 SV40 late, SV40 early SV40 VP1 ano ano
pCEP4 CMV ne ano ano
pcDNA 3.1 CMV ne ne ne
pClI CMV chimericky ne ne
pcDNAS/FRT/TO CMV ne ne ne
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4.4.2 1zolace a purifikace plasmidové DNA

Izolace byla provedena pomoci kitu pro izolaci
plasmidové DNA (Genomed).

Z Petriho misky byla pomoci vyZzihané klicky
odebrana jedna kolonie a resuspendovana v 1,5 ml
LB média sampicilinem. Tato suspenze byla
inkubovana pies noc pfi teploté 37 °C na tiepacce
(220 rpm) — startovaci kultura.

Dalsi den bylo zao¢kovano 100 ml LB média
pomoci 200 pl startovaci kultury a kultivovano
pres noc na tiepacce pii 37 °C.

Bunky pak byly zcentrifugovany pii 6 000 g a
4 °C po dobu 15 minut. Takto pfipraveny bunécny
pelet byl bud’ ihned dale pouzit pro izolaci
plasmidové DNA nebo byl zamrazen pfti -20 °C a
uchovén pro pozd¢jsi zpracovani.

Bakterialni pelet byl resuspendovan v 10 ml E1
pufru (pfesné slozeni jednotlivych pufri viz
ptilohy) obsahujici RNazu A, poté ptidan pufr E2
a celd smés jemné promichdna obracenim tuby v
ruce. Po 5 minutach byl pfidan E3 pufr a smés
byla ihned jemné promichdna stejnym zplisobem.
Tim doslo k permeabilizaci a dezintegraci bunck.
K separaci tohoto lyzatu byla smés centrifugovana
pti 10 000 g a 4 °C po dobu 15 minut. Supernatant
byl poté zfiltrovan.

Kolona byla ekvilibrovana 10 ml E4 pufru a
nechdna volné¢ vykapat. Poté byl na kolonu
davkovan preciStény supernatant, na sorbentu
v pryskyfiéném lozi kolony se tak zachytila DNA.
Po uplném vykapani byla kolona promyta 30 ml
ES5 pufru a poté byla zachycend DNA eluovana
pomoci 15 ml E6 pufru. K precipitaci DNA bylo
ptiddno 10,5 ml isopropanolu. Po promichéni byla
sm¢s centrifugovana pii 5 000 g a 4 °C po dobu 60
minut. Supernatant byl opatrné dekantovan.

DNA pelet byl promyt 5 ml 70% ethanolu a
centrifugovan pii 15000g a 4°C po dobu 10
minut. Supernatant byl opét opatrné dekantovan a
pelet DNA byl vysusen v proudu vzduchu. DNA
byla pak resuspendovana ve 200 pl TE pufru.

Bakterialni pelet

Lyze
bunék

Navazani
na kolonu

Promyti

Eluce

Supercista
DNA

U

Obrazek 15: Purifikace plasmidové
DNA (zdroj Qiagen)
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Koncentrace a cCistota plasmidové DNA byla méfena pomoci spektrofotometru. Pro dalsi
pouziti byly brany pouze vzorky u nichz ¢istota plasmidové DNA byla vétsi nez 1,8. Roztok
DNA pak byl natedén na koncentraci 1 pg/ul a filtrovan ptes sterilni filtr. Roztok DNA byl
alikvotovan a skladovan v mrazaku pfi teplot¢ -20 °C.

4.5 Transfekce

4.5.1 Transfekéni agens

Byly pouzity dva typy transfekénich agens — PEI (linedrni polyethylenimin s molekulovou
hmotnosti 25 kDa) a PEI-MAX (linearni vysokokapacitni polyethylenimin s molekulovou
hmotnosti 40 kDa). Oba byly pfipraveny ve vodném roztoku v kone¢né koncentraci 1 mg/ml,
pH bylo upraveno na hodnotu 8,0. Roztoky byly sterilizovany filtraci pies sterilni filtr
(0,22 um) a rozplnény po 1 ml alikvotech. Pfipraveny PEI (PEI-MAX) byl uchovavéan pii
teploté -20 °C.

4.5.2 Proces transfekce

Den pied vlastni transfekci byly buiiky zcentrifugovany (5 minut pii 1 000 g), supernatant byl
odsat a buniky byly resuspendovany v 50 ml Cerstvého BV293s média, byla tak zachovana
puvodni densita bun¢k. Bunécnad suspenze byla poté kultivovana pfes noc v termostatu
(37 °C) na orbitalni tfepacce.

4.5.2.1 Transfekce v 24ti jamkovych destickdach
Byly pouzity buiiky kultivované v densité 2.10° mI™ (A) a v densité 6.10° ml™" (B). Nejprve
byly spocitany bunky, poté byl odebran pfislusSny objem suspenze tak, aby byl ziskan
dostate¢ny pocet bunck pro transfekci. Tyto odebrané¢ builkky byly zcentrifugovany a
resuspendovany v 12 ml BV293s média, vznikla tak bunééna suspenze v densité 2.10° ml™.
Poté bylo do kazdé jamky ddno 0,5 ml této nové suspenze.

Byly pfipraveny sterilni roztoky DNA (plasmid pcDNAS/SEAP) s 150 mM NaCl a PEI
(resp. PEI-MAX) také s 150 mM NaCl. Pomér DNA a PEI (PEI-MAX) byl 1:5 a 1:6 dle
tabulky 3, finalni koncentrace DNA byla 2,5 pg/ml média.

Tabulka 3: Priprava transfekcnich smési, objem pro 3 jamky

pomér DNA:PEI 1:5 1:6
PEI 18,8 ul 24,8 ul
150 mM NacCl 63,8 ul 57,8 ul
DNA 4,13 ul
150 mM NaCl 82,5 ul
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Poté byly pfidany jednotlivé roztoky PEI (PEI-MAX)/NaCl do zkumavek s DNA/NaCl,
mirné protiepany na vortexu, nechany inkubovat 10 minut a pak bylo 50 pl transfekéni smési
napipetovano do ptislusné jamky 24 jamkové desky (pracovalo se s triplikaty).

24ti jamkova deska byla umisténa na orbitdlni tfepacku (200rpm) v termostatu a
kultivovéna pfi teploté 37 °C a 5 % CO,.

Po ¢tyfech hodinach bylo pfidano do kazdé jamky 0,5 ml BV293s média. Odbér vzorkt
probihal vzdy tieti, Sesty a desaty den po transfekci, bylo odebrano 50 pul média z kazdé
jamky. U vzorkll byla hned métena aktivita SEAP pomoci spektrofotometru nebo byly
zamrazeny pii teploté -20 °C.

V dal$im pribéhu byl na zakladé¢ vysledki vybran jako transfekéni agens PEI a jediny pomér
DNA:PEI — 1:5. Také byly dale pouzivany pouze buiiky kultivované ve vysoké densité — cca

6.10° ml™". Pfiprava transfek&nich smési se pak fidila dle tabulky 4.

Tabulka 4: Priprava transfekcnich smési, objem pro 4 jamky

pomér DNA:PEI 1:5
PEI 27,5 pl DNA 5,5 ul
150 mM NaCl 82,5 ul 150 mM NaCl 104,5 ul

Byly pouzity plasmidy pcDNAS, pcDNA3.1, pCIl, pEBSVI1, pCEP4 a PEAKS, vSechny
s reporterovym genem SEAP. Postup piipravy byl stejny (viz vyse).

4.5.2.2 Transfekce v ¢tyfhrannych lahvich
Bunky byly spocitany, poté odebran ptisluSny objem média s buiitkami (25 milionti bun¢k na
jednu ladhev), zcentrifugovan a bunéény pelet byl resuspendovan v cerstvém BV293s médiu.
Vznikla suspenze byla rozplnéna po 12,5 ml do 6 lahvi s densitou bungk 2.10° ml™,

Jako transfek¢ni agens byl pouzit PEI, pomér DNA:PEI byl 1:5. Byly pfipraveny do
Eppendorfek roztoky DNA/NaCl a PEI/NaCl dle tabulky 5.

Tabulka 5: Priprava transfekcnich smési, objem na jednu lahev

pomér DNA:PEI 1:5
PEI 172 ul DNA 34,4 ul
150 mM NaCl 516 pl 150 mM NaCl 653 ul

Po smichani PEI a DNA byla smés vortexovana a nechana inkubovat 10 minut. Poté bylo
pipetovano 1250 pl smési do sklenéné lahve s bunécnou suspenzi. Lahve byly umistény na
orbitalni tfepacku a burniky byly inkubovany pfi standardnich podminkach (37 °C, 5 % CO,).
Po 4 hodinach bylo ptfidano do kazdé lahve 12,5 ml Cerstvého BV293s média, celkovy objem
tak ¢inil 25 ml.

Treti, Sesty a desaty den po transfekci byly odebirany 100 ul vzorky pro méteni aktivity
AP. Vzorky byly ihned méteny nebo byly zamrazeny pii teploté -20 °C.
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4.6 Stanoveni exprese reporterového genu

Aktivita SEAP byla zjistovana pomoci kitu pro stanoveni alkalické fosfatdzy. Reakéni smés —
substrat pro alkalickou fosfatdzu — byla ptipravena smisenim roztoku R1 (0,90 M 2-amino-2-
methyl-1-propanol, pH 10,4; 1,6 mM magnesium acetat, 0,4 mM siran zine¢naty; 2,0 mM
HEDTA) a roztoku R2 (16,0 mM nitrofenylfosfat) v poméru 4:1. Tato smés byla uchovavana
pfti teploté 4 °C, pted pouzitim byla vzdy ptedehiata na teplotu 37 °C.
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Obrazek 16: Princip stanoveni alkalické fosfatazy — AP odstépuje fosfatovou skupinu z 4-
nitrofenylfosfatu a vznika tak 4-nitrofenolat, ktery ma zlutou barvu (mereni absorbance pri
405 nm — vinova délka zluté barvy). zdroj - www.public.asu.edu

Z odebran¢ho vzorku bylo pipetovano 4 ul do 96ti jamkové desky a poté ptiddno 200 pl
reakéni smési. Po minutové inkubaci byla méfena absorbance roztoku pii vinové délce
405 nm v ¢asech 0, 1, 2 a 3 minuty. Pokud absorbance ptekrocila hodnotu 4 v kterykoliv ¢as
méteni (dale je uz kiivka zéavislosti absorbance na ¢ase nelineédrni), byly vzorky natedény dle
potieby. Data byla shromazd’ovana pomoci pocitaového programu Gen5 (BioTek).

Koncentrace exprimovaného proteinu byla vypocitana pomoci kalibra¢ni ktivky, ta byla
ziskdna méfenim absorbance roztoki standardu (ProspecBio, ENZ-333) ve vychozi
koncentraci 11,5 g/l. Pro jeho pouziti musel byt roztok standardu natfedén 2000krat, 4000krat,
6000krat a 8000krat. Pro fedéni standardu byl pouzit pufr 50 mM tris-acetat, pH 7,5; 1 mM
EDTA a 20 % glycerol. Vyslednd koncentrace standardi tak byla 5,76 mg/l (2000x);
2,88 mg/l (4000x); 1,92 mg/l (6000x) a 1,44 mg/l (8000x). Kalibra¢ni kiivka byla stanovena
pii kazdém spektrofotometrickém stanoveni aktivity AP.

4.7 Zpracovani vysledki

Nameétené vysledky byly zpracovany pomoci pocitatového programu Microsoft Office Excel
a statistického programu R.

5. VYSLEDKY

Cilem prace byla optimalizace parametrii prechodné transfekce u bunék HEK 293 EBNAL.
Déle byl sledovan vliv kultivaénich podminek ptfed vlastni transfekci. Nejprve byl
optimalizovan pomér DNA:PEIL, déle pouzity typ PEI a také buiiky — kultivované v nizké
(2.10° ml™") nebo vysoké densité (6.10°ml"). V dalsi &asti experimentdi byl na zakladg
vysledkt vybran jediny PEI, pomér DNA:PEI i buiiky a byly testovany riizné plasmidy.
Plasmidy se liSily velikosti, konstrukci i specifickymi sekvencemi interagujicimi s antigeny
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v pouzitych HEK 293 EBNAI1 buiikach. Transfekce probihaly ve 24ti jamkovych deskach
vobjemu 1 ml na jamku. Proces s testovanim plasmidi byl pozdéji ptreveden do vétsiho
objemu (25 ml) v tfepanych lahvich. Transfekéni desky i tfepané lahve byly umistény na
ttepacce a inkubovany pfi teploté 37 °C v atmosféie 5 % CO,.

5.1 Uvodni testovani

V této fazi prace byly testovany dva polyethyleniminy (PEI a PEI-MAX), dva poméry
DNA:PEI (1:5 a 1:6) a vliv kultiva¢nich podminek na buiiky pted transfekci. Byl pouzit
plasmid pcDNAS/SEAP. Nasledujici grafy jsou vysledkem jednoho experimentu. Pri
zpracovani dat byly vyfazeny extrémné odlehlé hodnoty (celkové timto zplisobem byla
vyfazena jedna hodnota) a také zdporné hodnoty (vytazeny dvé hodnoty). Data byla testovana
vicerozmérnou ANOVA.

celkové vysledky 1. faze experimentu
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Obrazek 17: Graf celkovych vysledkii ziskanych v prvni fazi prace. Kazdy sloupec je
prumérem hodnot exprese ze tri opakovani.

5.1.1 Porovnani Gcinnosti dvou riznych polyethylenimini

Cilem bylo urcit a vybrat pro pozdé¢jsi experimenty jeden typ polyethyleniminu. K dispozici
byly dva polyethyleniminy — PEI (25 kDa) a PEI-MAX (40 kDa).
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Obrazek 18: Boxplot - Porovnani ucinnosti transfekce pri pouziti PEI (25 kDa) a PEI-MAX
(40 kDa). Osa y (c.1.2) udava odmocninu z hodnoty koncentrace SEAPu (mg/l). Rozdil v
koncentraci SEAP byl statisticky vyznamny (p=0,0048). Graf shrnuje data dvou opakovani
experimentu a celkem 36 nezavislych méreni.

Statistickd analyza prokdzala rozdil mezi témito dvéma PEI, vys§i exprese byla dosaZena

pomoci polyethyleniminu s molekulovou hmotnosti 25 kDa (PEI) — 4 mg/l, exprese u PEI-
MAX byla 3,6 mg/l. Proto byl také v dalsi fazi experimentt vybran PEI.
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5.1.2 Porovnani exprese v rizné dny odbéru vzorku

Vzorky byly odebirdny vzdy 3., 6. a 10. den po transfekeci.
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Obrazek 19: Boxplot - viiv dne odbéru na velikost exprese SEAPu. Osa x: dny odbéru vzorkii
— 3., 6. a 10. den po transfekci. Osa y (c.1.2) udava odmocninu z hodnoty koncentrace SEAPu
(mg/l). Rozdil v koncentraci SEAP byl statisticky vyznamny (p=2.10"°). Graf shrnuje data ti
opakovani experimentu a celkem 72 nezavislych méreni.

Graf i statistickd analyza namétenych dat prokazaly rozdily mezi expresi v jednotlivych dnech

cwwvr

transfekcei — 6,2 mg/1.
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5.1.3 Vliv density bunék na produkci SEAPu

Byl zkouman vliv kultiva¢nich podminek na buniky pted vlastni transfekci. Byly kultivovany
butiky A) v densité 2.10°ml” a buiiky B) v densité 6.10°ml”. Koncentrace bundk pfi
transfekci byla 2.10° mlI™.
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Obrazek 20: Boxplot - VIiv kultivacnich podminek pred transfekci na produkci SEAPu. Osa
x: a) buiitky byly kultivovany v densité 2.10° mI'™" b) v densité 6.10° mlI'". Osa y (c.1.2) uddva
odmocninu z koncentrace SEAPu (mg/l). Rozdil v koncentraci SEAP nebyl statisticky
vyznamny (p>0,05). Graf shrnuje data ti'i opakovani experimentu a celkem 36 nezavislych
mérent.

Statistickd analyza ukazala, Ze neni rozdil mezi builkkami kultivovanymi v niz§i a vyssi
densité.
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5.1.4 Porovnani ruznych poméri DNA:PEI

Na zékladé ptredchozi prace a dat v ni prezentovanych byly jesté dale testovany dva poméry
DNA:PEI — 1:5 a 1:6 — protoze pii vySSich pomérech se uz déale nezvySovala produkce
SEAPu.
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Obrazek 21: Boxplot — viiv poméru DNA:PEI na produkci SEAPu. Osa x: 5 znaci pomer
DNA:PEI 1:5 a 6 znaci pomér 1:6. Osa y (c.1.2) udava odmocninu z koncentrace SEAPu
(mg/l). Rozdil v koncentraci SEAP nebyl statisticky vyznamny (p>0,05). Graf shrnuje data tii
opakovani experimentu a celkem 36 nezavislych méreni.

Statistickd analyza namétenych dat neprokdzala rozdil mezi pomérem DNA:PEI 1:5 a 1:6.
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5.2 Porovnani 6 plasmidi

Cilem bylo srovnani exprese jednotlivych plasmidi za stejnych podminek. V této fazi
experimentl byl pouzit jediny polyethylenimin (PEI), pomér DNA:PEI (1:5) a bunky
kultivované ve vysoké densité (6.10°ml"). Bylo porovnavano 6 plasmidd —
pcDNA3.1/SEAP, pcDNAS/SEAP, pCI/SEAP, pEBSVI/SEAP, pCEP4/SEAP a
pEAKS/SEAP. Pti zpracovani dat byly vyfazeny zaporné hodnoty (vyfazeno 13 hodnot).
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Obrazek 22: Boxplot — velikost exprese riiznych plasmidii. Na ose x: FRT (pcDNAS5/SEAP),
pcDNA (pcDNA3.1/SEAP), pCEP (pCEP4/SEAP), pCI (pCI/SEAP) a pEAK (pEAKS/SEAP).
Osa y (c.1.2) udava odmocninu z koncentrace SEAPu (mg/l). Rozdil v koncentraci SEAP byl
statisticky vyznamny (p=2.10"°). Graf shrnuje data t\i opakovani experimentu a celkem 12
nezavislych méreni.

Vzorky byly odebirany 6. den po transfekci. V experimentech byly pouzity plasmidy
uchovavané 3 mésice v mrazdku pii teplot¢ -20 °C. Nejvyssi exprese byla u plasmidu
pCEP4/SEAP — 1,5 mg/l. Exprese u plasmidu pEBSV1/SEAP byla nulova, proto nebyl
zahrnut do statistického vyhodnoceni experimentdlnich dat. TukeyHSD test prokazal
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signifikantni rozdily mezi expresi plasmidu pCEP4/SEAP a vSemi ostatnimi plasmidy
(p<0,05).

Experiment porovnani plasmidt byl proveden i s Cerstvé piipravenymi plasmidy.

Porovnani exprese 6 plasmidt v bunkach HEK 293 EBNA1
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Obrazek 23: Porovnani riznych plasmidii a priibéh jejich exprese v riizné dny odbéru
vzorkii. Tento experiment nebyl opakovan, kazdy sloupec reprezentuje prumer tetraplikatu na
jedné transfekcni desce. Byl pouzit PEI a pomeér DNA:PEI 1:5. Byly pouzity cerstvé
pripravené plasmidy.

Nejvyssi exprese byla u plasmidu pCEP4/SEAP - 50 mg/l, exprese u plasmidu

pEBSV1/SEAP byla nulova. Exprese u pCEP4/SEAP ziistala konstantni 1 12. den po
transfekci, zatimco u ostatnich plasmidu exprese klesla po 6. dnu.

41



5.3 Scale-up transfekéniho systému

Cilem experimentu bylo porovnat expresi plasmidil v transfekéni desce a ve vEétSim objemu
ttepanych lahvi. Transfekéni systém byl pfeveden z malého objemu jamek transfekéni desky
(1 ml) do vétsiho objemu tfepanych lahvi (25 ml). Byl zachovan pomér DNA:PEI — 1:5 — a
byly pouzity buiiky kultivované ve vysoké densité. Mnozstvi chemikalii se zvétSilo stejné
jako se zvétsil objem, tj. 25krat.

porovnani exprese na desce a v lahvi u pCEP4
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Obrazek 24: Srovnani exprese plasmidu pCEP4 v transfekcni desce a trepanych lahvich.
V pripade desky predstavuje kazdy sloupec prumeér tetraplikatu, u lahvi predstavuje priumer
duplikatu.

Timto zplsobem byly srovndvany kromé plasmidu pCEP4/SEAP jesté plasmidy pCI/SEAP a

pcDNAS/SEAP. Exprese v systému tfepanych lahvi byla u kazdého plasmidu vzdy vyssi nez
v transfek¢ni desce, exprese plasmidu pCEP4/SEAP byla v obou ptipadech nejvyssi.
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6. DISKUSE

V prvni ¢asti experimentl byly testovany tfi parametry: vliv kultivace bunék pied vlastni
transfekci, druh polyethyleniminu a pomér DNA:PEIL. Experimenty probihaly za stejnych
podminek jako v praci Kyselé z roku 2008 (pfedevsim stejné kultivacni médium;), proto bylo
mozno vychdzet ze zavérl v této diivejsi praci uvedenych. Pomér DNA:PEI byl podrobnéji
studovan jiz diive (Kysela, 2008), proto byly testovany jen dva poméry DNA:PEI.

V dalsi ¢asti experimentll bylo cilem porovnat exprese u riznych plasmidd, které lze
rozd¢lit na dvé skupiny — obsahujici EBNAT antigen a plasmidy neobsahujici tento antigen.

6.1 Vliv kultiva¢nich podminek pred transfekci na produkci SEAPu

Byl studovan vliv kultiva¢nich podminek na bunky pted vlastni transfekci, predevsim jejich
densita. Buiiky byly kultivovany v densit& 2.10° ml™ resp. 6.10° ml™, transfekce probihala pii
stejné densité bungk — 2.10° mI”. Zakladnim piedpokladem bylo, Ze buiiky kultivované ve
vy$si densité budou produkovat vétsi mnozstvi r-proteinu. Prestoze predchozi prace (Kysela,
2008) naznacila, ze bunky kultivované ve vyssi densité produkuji signifikantné vétsi mnozstvi
SEAPu, v této praci se to neprokazalo. Rozdil v expresi byl pii zpracovani tii opakovani
statisticky nevyznamny (p<0,01). Pfesto byly v dalSich experimentech pouzivany bunky
kultivované ve vysoké densité.

6.2 Porovnani riiznych poméria DNA:PEI

Podrobn¢jsi a rozséahlejsi testovani tohoto parametru za stejnych podminek bylo provedeno
kultiva¢niho média Ex-Cell 293 CDM byl optimalni pomér 1:11 (Muller, 2005). Na zaklad¢
téchto predchozich praci byly jesté dale testovany dva poméry DNA:PEI — 1:5 a 1:6 — protoze
pii vySSich pomérech se uz dale nezvySovala produkce SEAPu. Pokud by se produkce
v téchto pomérech statisticky nelisila, bylo by z hlediska ekonomic¢nosti 1 toxicity PEI
pouzivani niz§iho mnozstvi PEI (tj. pomér DNA:PEI 1:5) vyhodnéjsi.

Vysledky ukézaly statisticky nevyznamny (p<0,01) rozdil mezi poméry DNA:PEI 1:5 a
1:6, proto byl v dalsich experimentech pouzivan pomér 1:5. Nejvyssi exprese byla v obou
pripadech 15 mg/l.

6.3 Porovnani dvou polyethyleniminii

Tento vliv na efektivitu transfekce jiz byl také studovan (Kysela, 2008). K dispozici byly dva
polyethyleniminy — PEI (25 kDa) a PEI-MAX (40 kDa), oba zakoupeny ve stejné firme
(Polyscience). V piedchozi praci nebyl prokazan rozdil mezi témito polyethyleniminy, resp.
rozdil byl statisticky nevyznamny. V této praci byl rozdil statisticky vyznamny (p>0,01),
lepSim transfek¢nim cCinidlem byl PEI V dalSich experimentech byl proto pouzivén tento
polyethylenimin.
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6.4 Porovnani riznych plasmidi

V této fazi experimentli byl vybran jeden transfekéni agens (PEI), jeden pomér DNA:PEI
(1:5) a pouZivany buiky kultivované ve vysoké densité (6.10° ml™). Cilem bylo porovnat
exprese SEAPu u plasmidii obsahujicich specifické sekvence umoziujici epizomalni replikaci
v bunikkdach HEK 293 EBNAI1 s plasmidy, které tyto sekvence neobsahuji. Byly pfipraveny tii
plasmidy obsahujici EBNA1 antigen — pCEP4/SEAP, pEBSV1/SEAP a pEAKS/SEAP — a tfi
plasmidy bez EBNAI1 sekvenci — pCI/SEAP, pcDNA 3.1/SEAP a pcDNAS/SEAP.
Predpokladem byla vétsi exprese u plasmidi s EBNA1 sekvencemi.

Vysledky castecné potvrdily predpokladanou nejvyssi expresi SEAPu u plasmidu
pCEP4/SEAP, pii pouziti Cerstvé pripraven¢ho plasmidu dosahovala exprese 50 mg/l.
Exprese plasmidu pEBSV1/SEAP byla ve vSech experimentech nulova, pravdépodobné doslo
k chybé pii izolaci a purifikaci tohoto plasmidu. Pfedpoklad se nenaplnil u plasmidu
pEAKS/SEAP. Jeho exprese byla srovnatelna s plasmidy neobsahujicimi EBNAT sekvence,
hodnoty expresi téchto plasmidi odpovidaly nejvyssi dosazené expresi plasmidu
pcDNAS/SEAP pouzitého v predchozi praci (Kyseld, 2008). Experiment byl tfikrat opakovan
s 3 mésice starymi plasmidy (uchovavany pii -20 °C), exprese pak byla fadové nizsi (5 mg/l).
Je mozné, ze tyto vysledky byly ovlivnény zptasobem skladovani pii -20 °C. Piesto byla
exprese plasmidu pCEP4/SEAP stéle nejvyssi.

6.5 Prevod do vétSiho objemu

Experiment s porovnavanim plasmidii byl nakonec pfeveden do vétsiho objemu (25 ml)
ttepanych lahvi. Zde byly srovnavany exprese u plasmidi pCEP4/SEAP, pcDNAS/SEAP a
pCI/SEAP. Paraleln¢ byl provadén experiment v 24ti jamkové desce. Predpokladem byla
vyssi exprese SEAPu ve vétSim pracovnim objemu, protoze kultivace v titepané lahvi zajistuje
bunkam lepsi podminky nez maly objem v jamce transfekcni desky.

Experiment nebyl opakovan, takze vysledky nejsou pfili§ relevantni, Ize je ale srovnavat
s vysledky zjinych praci (Kysela, 2008; Muller, 2005; Pham a kol., 2005). Byl potvrzen
predpoklad vyssi exprese pii transfekcei v ttepanych lahvich. Exprese v tiepanych lahvich byla
témétr dvojnasobna oproti expresi v transfekéni desce. Zaroven se potvrdila nejvyssi exprese
plasmidu pCEP4/SEAP. Potvrdil se tedy fakt, Ze transfek¢ni systém lze s uspéchem pievést
do vyssiho objemu (Muller, 2005), ¢ehoz se d& v budoucnu vyuzit i v primyslovém méftitku.
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7. ZAVER

Produkce rekombinantnich proteind v sav¢ich bunkach je vybornym zpisobem piipravy
biofarmaceutickych latek a lidskych terapeutik. Protoze transientni techniky exprese zatim
neposkytuji velkd mnozstvi r-proteind, jsou pro svou rychlost vyuzivany v preklinickych
studiich a zdkladnim vyzkumu. Je velkou vyzvou do budoucna, aby byly transientni techniky
vyuzivany prumyslové pro produkovani velkych mnozstvi r-proteinti. Tomuto cili méla
napomoci tato prace.

V této praci byly optimalizovany nékteré parametry transientni transfekce bunék HEK 293
EBNAIL. V prvni fazi §lo o kultiva¢ni podminky pted transfekci, byly srovnavany hodnoty
exprese u bun¢k kultivovanych v niz§i a vyssi densité. Déle byly porovnavany ucinnosti
transfekce u dvou riznych polyethyleniminti — PEI (25 kDa) a PEI-MAX (40 kDa). Déle byl
porovnavan rizny pomér DNA:PEIL

V dalsi fazi byly porovnavany exprese u Sesti riznych plasmidd, pfiCemz tii obsahovaly
specifické EBNA sekvence a tfi neobsahovaly. VSechny plasmidy byly pifedem piipraveny
pomoci PCR produktu SEAPu a konkrétnich plasmidovych vektort. Cerstvé piipravené
plasmidy byly pouzity jen jednou, tento experiment poskytl nejvétsi exprese vSech plasmidi,
u plasmidu pCEP4/SEAP byla exprese az 50 mg/1.

Nakonec byl transfekéni systém pifeveden do vétsiho objemu tfepanych lahvi (25 ml) a
byla srovnavéana exprese s malym objemem v transfekéni desce.

Na zavér je tfeba zminit i neuspéchy. Nepodafilo se nakultivovat bunky HEK 293, které
mély byt srovnavany s vylepSenymi bunkami HEK 293 EBNAI, jejich adaptace na
bezsérovou kultivaci stale provazely potize. Tyto se nepodafilo do konce prace odstranit,
takZe se pracovalo jen s buitkami HEK 293 EBNAI.
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9. ZKRATKY
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10. PRILOHY

10.1 SloZeni média DMEM/F-12
Tabulka 6: Slozeni DMEM/F-12 média

Komponenta koncentrace
CaCl; (anhyd.) 116,00 mg/1
Fe(N03)3°9H20 0,05 mg/l
FeSO4+7H,0 0,42 mg/I
KClI 311,83 mg/l
MgCl,*6H,0 61,00 mg/1
MgSO4+7H,0 100,00 mg/1
NaCl 6,99950 mg/1
NaHCO; 1,20000 g/1
Na2H2P04'7H20 134,00 mg/l
NaH2P04-H20 62,50 mg/l
ZnS0O4+7H,0 0,43 mg/l
Glucose 3,15100 g/
HEPES 3,57450 g/1
Hypoxanthine 2,04 mg/1
Linoleic Acid 0,04 mg/1
Lipoic Acid 0,10 mg/1
Phenol Red*Na 8,00 mg/1
Putrescine2HCI 0,08 mg/1
Sodium Pyruvate 110,00 mg/I
Thymidine 0,36 mg/I
L-Alanine 4,46 mg/l
L-ArgininesHCl 147,35 mg/
L-Asparagine*H,0 7,50 mg/1
L-Aspartic Acid 6,66 mg/l
L-CysteinesHCl*H,0 17,56 mg/1
L-Cystine 24,00 mg/1
L-Glutamic Acid 7,36 mg/l
L-Glutamine 365,10 mg/1
L-Alanyl-L-Glutamine (UltraGlutamine 1) 868,00 mg/1
Glycine 18,76 mg/l
L-HistidinesHCl*H,0 31,48 mg/l
L-Isoleucine 54,37 mg/1
L-Leucine 58,96 mg/1
L-Lysine*HCl 91,37 mg/l
L-Methionine 17,24 mg/1
L-Phenylalanine 35,48 mg/l
L-Proline 17,27 mg/1
L-Serine 26,26 mg/l
L-Threonine 53,56 mg/l
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10.2 SloZeni média BV293s

Tabulka 7: Médium BV293s — slozeni

slozka koncentrace
DMEM/F-12 1 litr
pantotenat vapenaty 4 mg/l
Pluronic F-68 1 g/l
diethanolamin 3 g/l
fyton Difco select 2 g/l
pepton z laktalbuminu 2g/1
lipidovy koncentrat 1 mg/l
insulin lidsky 5¢g/1
transferrin ATF lidsky 5¢g/1

10.3 SloZeni LB média

Tabulka 8: SloZeni LB média
slozka koncentrace
trypton 10 g/l
kvasnicny extrakt 5¢g/l
NaCl 10 g/l
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10.4 SloZeni pufri z purifika¢niho kitu Genomed

Tabulka 9: SloZeni pufru pro purifikaci plasmidovée DNA (Genomed). K E1 pufru je jesté
treba pridat 100 ug/ml RNazy A.

Solution E1 (Cell Resuspending) Store at RT
50 mM Tris
10 m EDTA

HCl ad pH 8.0

The RNase-containing solution E1 must be stored at 4°C.

Solution E2 (Cell Lysis) Store at RT

200 mh MNaOH
1.0 % SDS (wiv)

Solution E3 (Neutralization) Store at RT

3.1 M potassium acetate
acetic acid ad pH 5.5

Solution E4 (Column Equilibration) Store at RT

B00 m MNaCl
100 mi sodium acetate
015 % Tritonx-100

acetic acid ad pH 5.0

Solution E5 (Column Washing) Store at RT

800 mM MNaCl
100 m sodium acetate
acetic acid ad pH 5.0

Solution E6 (DNA Elution) Store at RT
1250mM  NaCl
100mM  Tris
HCI ad pH 8.5 RT = room temperature

10.5 Statistiky

10.5.1 Statisticky program R

R program verze 2.9.0 (2009-04-17) © The R Foundation for Statistical Computing, vefejné
dostupny software s otevienym kdédem (open source). Byl vylepsen o balicek Remdr (grafické
rozhrani), zaloZen na balicku tcltk.
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10.5.2 Uvodni testovani

Shapiro-Wilk normality test:

data: expl23bec.1.2

W =0.9872, p-value = 0.06354

Multiway ANOVA:

multiway AnovaModel. <- (Im(c.1.2 ~ cells*day*exp*ratio, data=exp123b)

cells

day

exp

ratio

cells:day
cells:exp
day:exp
cells:ratio
day:ratio
exp:ratio
cells:day:exp
cells:day:ratio
cells:exp:ratio
day:exp:ratio

cells:day:exp:ratio

Residuals

Sum Sq DfF value  Pr(>F)

0.1931 0.6651 0.41592
50.440 2 86.7027 <2.2e-16 ***
10.4382 17.9417 8.668e-08 ***
0.0611 0.2093 0.64790
0.0772 0.1318 0.87656
6.7262 11.5622 1.974e-05 ***
9.0704 7.7953 8.707e-06 ***
0.6991 2.4024 0.12303
0.2102 0.3614 0.69721
7.1622 12.3101 1.026e-05 ***
0.0934 0.0802 0.98833
0.0692 0.1181 0.88865
2.6212 4.5053 0.01242 *
0.5914 0.5082 0.72977
0.1134 0.0972 0.98323
48.868 168

Signif. codes: 0 '***'(0.001 "**'0.01 "*' 0.05"'0.1"'"1
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Multiway ANOVA:

multiway AnovaModel. <- (Im(c.1.2 ~ cells*day*exp*pei*ratio, data=exp12b))

Sum Sq DfF value  Pr(>F)
cells 0.56071 2.0701 0.153570
day 27.92342 51.5498 8.596e-16 ***
exp 2.64891 9.7805 0.002355 **
pei 2.25641 8.3311 0.004845 **
ratio 2.96061 10.9313 0.001345 **
cells:day 0.05682 0.1049 0.900526
cells:exp 6.47101 23.8926 4.240e-06 ***
day:exp 5.61492 10.3657 8.630e-05 ***
cells:pei 1.00601 3.7144 0.056998 .
day:pei 0.97312 1.7965 0.171593
exp:pei 0.42571 1.5718 0.213086
cells:ratio 0.10481 0.3869 0.535442
day:ratio 0.35452 0.6545 0.522059
exp:ratio 1.50361 5.5515 0.020564 *
pei:ratio 1.99831 7.3782 0.007872 **
cells:day:exp 0.06482 0.1196 0.887402
cells:day:pei 0.19962 0.3684 0.692843
cells:exp:pet 1.10501 4.0799 0.046274 *
day:exp:pei 1.66212 3.0684 0.051229 .
cells:day:ratio 0.25312 0.4673 0.628183
cells:exp:ratio 0.28561 1.0547 0.307101
day:exp:ratio 0.00232 0.0042 0.995762
cells:pei:ratio 0.42501 1.5691 0.213480
day:pei:ratio 0.32562 0.6012 0.550289
exp:pei:ratio 0.08921 0.3295 0.567327
cells:day:exp:pei 0.35342 0.6533 0.522682
cells:day:exp:ratio  0.06322 0.1166 0.890060
cells:day:pei:ratio  0.59952 1.1068 0.334920
cells:exp:pei:ratio  0.15301 0.5648 0.454228
day:exp:pei:ratio 1.13672 2.0984 0.128419
cells:day:exp:pei:ratio 0.3872 0.7144 0.492150
Residuals 25.1880 93

Signif. codes: 0 '***'(0.001 "**'0.01 "*' 0.05"'0.1"'"1



10.5.3 Porovnani plasmidi

Shapiro-Wilk normality test:

data: exp678c.1.2
W =0.989, p-value = 0.2185

Multiway ANOVA:

multiway AnovaModel. <- (Im(c.1.2 ~ day*exp*plasmid, data=exp678))

Sum Sq Df Fvalue Pr(>F)

day 7.62182 236.7752 <2.2e-16 ***
exp 3.90642 121.3539 <2.2e-16 ***
plasmid 2.45654 38.1569 <2.2e-16 ***
day:exp 0.55074 8.5533 4.058e-06 ***
day:plasmid 1.36678 10.6145 3.121e-11 ***
exp:plasmid 0.83988 6.5220 4.643e-07 ***
day:exp:plasmid 2.098216 8.1478 5.892¢-13 ***
Residuals 1.9636 122

Signif. codes: 0 '***'(0.001 "**'0.01 "*' 0.05"'.'0.1"'"1

> TukeyHSD(fm1, "plasmid", ordered = TRUE)

Tukey multiple comparisons of means

95% family-wise confidence level

factor levels have been ordered

Fit: aov(formula = c¢.1.2 ~ day * exp * plasmid, data = exp678d)

$plasmid
diff lwr upr p adj

3-5  0.05103250 -0.03504158 0.1371066  0.4739349
1-5  0.14412128 0.05804720 0.2301954  0.0000868
4-5  0.17454269 0.08457418 0.2645112  0.0000037
2-5  0.34546763 0.25823008 0.4327052  0.0000000
1-3  0.09308878 0.01028869 0.1758889  0.0192145
4-3  0.12351019 0.03666872 0.2103517  0.0012744
2-3  0.29443513 0.21042621 0.3784440  0.0000000
4-1 0.03042141 -0.05642006 0.1172629  0.8681337
2-1  0.20134635 0.11733743 0.2853553  0.0000000
2-4  0.17092494 0.08293015 0.2589197  0.0000036

1 = pCI/SEAP, 2 = pCEP4/SEAP, 3 = pcDNA3.1/SEAP, 4 = pEAKS/SEAP,
5 = pcDNAS5/SEAP
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95% family-wise confidence level
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Differences in mean levels of plasmid

Obrazek 25: Graficke vyjadreni Tukeyho srovnavaciho testu. Na ose y: 1 = pCI/SEAP, 2 =
pCEP4/SEAP, 3 = pcDNA3.1/SEAP, 4 = pEAKS/SEAP, 5 = pcDNAS5/SEAP

57



	titulní list.pdf
	BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY
	ÚSTAV  
	INSTITUTE OF
	 
	TITLE
	DIPLOMOVÁ PRÁCE
	MASTER’S THESIS
	AUTOR PRÁCE   BC. JIŘÍ ŠMÍD
	VEDOUCÍ PRÁCE  MGR. MOJMÍR ŠEVČÍK PH.D.
	BRNO 2007  







	zadání diplomky.pdf
	Diplomová práce.pdf
	ABSTRAKT
	ABSTRACT
	KLÍČOVÁ SLOVA
	KEYWORDS
	PROHLÁŠENÍ
	Poděkování

	OBSAH
	1. ÚVOD
	2. CÍL PRÁCE
	3. TEORETICKÁ ČÁST
	3.1 Rekombinantní proteiny
	3.1.1 Monoklonální protilátky

	3.2 Podmínky transfekce
	3.2 Plasmidy
	3.3 Produkce v hostitelských buňkách
	3.3.1 Živočišné buňky
	3.3.1.1 Buňky HEK 293 
	3.3.1.2 Buňky HEK 293 EBNA1


	3.4 Přenos DNA do buněk
	3.5 Transientní transfekce
	3.6 Poly(ethylenimin)
	3.7 Kultivační média
	3.8 SEAP – sekretovaná alkalická fosfatáza

	4. MATERIÁL A METODY
	4.1 Chemikálie
	4.2 Přístroje a materiál
	4.3 Buňky 
	4.3.1 Kultivace buněk
	4.3.2 Adaptace buněk na bezsérovou kultivaci     
	4.3.2 Suspenzní kultivace
	4.3.3 Zamrazování buněk

	4.4 Plasmidová DNA
	4.4.1 Příprava
	4.4.1.1 Plasmid pcDNA5/FRT/TO/SEAP
	4.4.1.2 Plasmid pCI/SEAP
	4.4.1.3 Plasmid pcDNA3.1/SEAP
	4.4.1.4 Plasmid pCEP4/SEAP
	4.4.1.5 Plasmid pEBSV1/SEAP
	4.4.1.6 Plasmid pEAK8/SEAP
	4.4.1.7 Srovnání jednotlivých vektorů

	4.4.2 Izolace a purifikace plasmidové DNA

	4.5 Transfekce
	4.5.1 Transfekční agens
	4.5.2 Proces transfekce
	4.5.2.1 Transfekce v 24ti jamkových destičkách
	4.5.2.2 Transfekce v čtyřhranných lahvích


	4.6 Stanovení exprese reporterového genu
	4.7 Zpracování výsledků

	5. VÝSLEDKY
	5.1 Úvodní testování
	5.1.1 Porovnání účinnosti dvou různých polyethyleniminů
	5.1.2 Porovnání exprese v různé dny odběru vzorku
	5.1.3 Vliv density buněk na produkci SEAPu
	5.1.4 Porovnání různých poměrů DNA:PEI

	5.2 Porovnání 6 plasmidů 
	5.3 Scale-up transfekčního systému 

	6. DISKUSE
	6.1 Vliv kultivačních podmínek před transfekcí na produkci SEAPu
	6.2 Porovnání různých poměrů DNA:PEI
	6.3 Porovnání dvou polyethyleniminů
	6.4 Porovnání různých plasmidů 
	6.5 Převod do většího objemu

	7. ZÁVĚR
	8. LITERATURA
	9. ZKRATKY
	10. PŘÍLOHY
	10.1 Složení média DMEM/F-12
	10.2 Složení média BV293s
	10.3 Složení LB média
	10.4 Složení pufrů z purifikačního kitu Genomed
	10.5 Statistiky
	10.5.1 Statistický program R
	10.5.2 Úvodní testování
	10.5.3 Porovnání plasmidů




