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Souhrn

Bakalaiska prace se zabyva problematikou rekombinantnich molekul DNA od etap
vyvoje této technologie pres jeji aplikaci pfi tvorbé biologickych 1é¢iv. Soucasti této prace je
I prehled Sirokého vyuziti biologickych 1é¢iv v praxi. Tato prace také zasahuje do oblasti
schvalovani 1é¢iv veetné demonstrace rozdili schvaleni biosimilars (follow on biologics)
a generickych 1é¢iv. V neposledni fadé se prace zabyva zakladnimi piistupy procesu tvorby
rekombinantni DNA. Experimentalni ¢ast je zamétena na problematiku lymské boreliozy,
konkrétn¢ na purifikaci povrchovych antigeni OspC a OspA Borrelia burgdorferi
S odstranénou lipidizacni sekvenci na N-termindlnim konci. Oba proteiny byly uspésné
purifikovany a vysledky této prace piisp€ly k optimalizaci podminek purifikace téchto
proteini. Ustav imunologie Univerzity Palackého navazuje na tyto vysledky s cilem
potencialni moznosti vyvoje vakciny jak pro ucely veterinarni, tak nasledné¢ i humanni

mediciny.



Summary

The thesis deals with the issue of recombinant DNA molecules from the stages of the
development of this technology through its application in the biological drugs production.
A part of this thesis involves an overview of the wide use of biological drugs in practice. The
thesis, however, focuses also on the area of drug approval, including a demonstration of
differences in the approval of biosimilars (follow on biologics) and generic pharmaceuticals.
Last but not least, the thesis discusses the basic process approaches of the recombinant DNA
production. The experimental part focuses on the issue of Lyme borreliosis, specifically on
the purification of surface antigens OspC and OspA of Borrelia burgdorferi including the
removed lipid sequencing to the N-terminal end. Both proteins were successfully purified and
results of this thesis have contributed to the optimization of purification conditions of these
proteins. Moreover, the Department of Immunology at Palacky University followed up on
these results with an aim of a potential possibility for development of a vaccine both for

veterinary purposes and, consequently, human medicine.
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1. Uvod

Dnesni farmaceuticky prumysl vklada velké nadéje do biotechnologii, jez by mély
vyznamné rozs$ifit paletu terapeuticky aplikovatelnych 1é¢iv v nastavajicich letech (Cvak et
Fusek, 2004). Ustiedni postaveni pii feSeni této problematiky ziskaly molekuldrné biologické
pristupy v podobé tvorby rekombinantnich molekul DNA. Tato technologie prosla
rozmanitymi etapami vyvoje, které vyustily k transformaci hospodaiskych plodin a zvifat,
vyuziti v ramci diagnostickych pristupd, 1écby onemocnéni i vyroby 1ékd a vakcin. Na
farmaceutickém trhu hraji tedy biologicka 1é¢iva vyznamnou roli, ktera je do jisté miry
ovlivnéna patentovou politikou a obecnym procesem tvorby a schvaleni 1é¢iv. Na zaklad¢
téchto fakth nam vyvstavaji otazky tykajici se biosimilars a jejich aplikace, stejn¢ jako
specifikace ve srovnani s originalnim biologickym 1é¢ivem. V neposledni fadé se tato prace
zaméfuje na samotny proces tvorby rekombinantni DNA, ktery je ovSem tak $iroky, Ze tato

Experimentalni ¢ast této prace se potyka s problematikou lymské borelidzy,
konkrétné piivodcem Borrelia burgdorferi sensu stricto, ktery zptisobuje tuto infekei jak u lidi
v Evrop¢, tak v USA. Toto onemocnéni ma Sirokou Skalu piiznaki od téch pomérné banalnich
v podobé erythema migrans az k neurologickym poruchdm a zdvaznym formam artritidy
(Rudenko et al, 2011). Cilem laboratorni prace byla purifikace povrchovych antigeni OspC
a OspA Borrelia burgdorferi s odstranénou lipidiza¢ni sekvenci na N-terminalnim konci. Na
tuto praci oddéleni imunologie na Lékaiské fakulté Univerzity Palackého navazuje dalsi
kroky, jejichz vysledkem by mélo byt ziskani vakciny proti lymské borelidze, ktera by

slouzila nejen k veterinarnim Gceliim, ale pozdéji 1 k ucelim humanni mediciny.



2. Cile prace

Cile bakalaiské prace 1ze shrnout do téchto bodu:
1. Zvladnuti prace s odbornymi literarnimi databazemi,
2. Vypracovani literarni reSerSe soustfedéné na:
a) technologii ptipravy rekombinantnich proteinti a vyuzivané expresni systémy;
b) specifické pozadavky na kvalitu proteini a expresnich systémid z pohledu
klinickych aplikaci, predev§im imunologickych;
c) zakladni piehled klinicky schvalenych a pouzivanych ptipravkt dle mechanismu
ucinku a indikacnich skupin;
3. Zvladnuti exprese a purifikace OspC a OspA Borrelia burgdorferi rekombinantniho

antigenu a metod jeho identifikace a charakterizace.
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3. Soucasny stav iFeSené problematiky

3.1. Historie rekombinantnich proteini

Objevu tvorby a vyuziti rekombinantnich proteini ptredchdzelo mnoho krokd.
Dulezitou roli zde sehrala biotechnologie a jeji postupy. Biotechnologii Ize definovat jako
védu vyuzivajici ke zpracovani materialii biologickych Ciniteld za ucelem produkce nebo
modifikace vyrobku ¢i procesu (Glick et al, 2010). S prvnimi biotechnologickymi postupy
pfisli jiz Sumerové a Babylonané, kdyz pouzivali kvasinky k produkci alkoholu pfiblizné
7000 let pt. n. 1. Taktéz Egyptané si pred 4000 pf. n. 1. 0svojili biotechnologické metody,
napt. pii ptipravé kvaseného chleba. Lidé ve starovéku taktéz vyuzivali bakterie a plisné
k produkci octu a syru (Harzevili et al, 2015). Piestoze nas tedy biotechnologické ptistupy
provazely téméf od pocatku nasi civilizace, s terminem biotechnologie jsme se mohli setkat az
ve 20. stoleti. Za osobu, jez zavedla tento termin, je povazovan Karel Ereky, ktery tak ucinil
prostfednictvim stejnojmenné publikace v roce 1919. On sam také jiz uvaZzoval o spojeni mezi

biotechnologii a molekularni biologii (Fari. et al, 2006).

3.1.1. Pocatky molekularni biologie a biotechnologie

Prvni kroky za objevem rekombinantni technologie vedly ke snaze pochopit funkci
genl. Prace Beadlea a Tatuma s mutanty plisné Neurospora roku 1941 polozila zaklad teorie
jeden gen = jeden enzym. Tato studie se stala odrazecim mistkem ve studii funkce geni
a v prib¢hu let prodé€lala apravy znéni na jeden gen = jeden protein a nasledné na jeden gen =
polypeptid. Dnes jiz vime, Ze ani tento popis neni zcela spravny a ze naptiklad u eukaryot
vede jeden gen ke vzniku vice polypeptidd z divodu uspofadani exond a introni a jejich
sestiihu, a také vime, Ze nékteré geny nekoduji polypeptid vibec (Horowitz et al, 2004).
Klicovy okamzik ve sméru zrodu nové technologie maji na svédomi také Avery, Macleod
a McCarty, ktefi potvrdili roku 1944, ze DNA je nositelkou genetické informace (Avery et al,
1979). Jakmile byla pochopena tloha DNA, bylo nezbytné najit prostiednika pro pienos
genetické informace. Tim se stal pozdé&ji plazmid jakozto extrachromozomalni geneticka
Castice. Tento termin byl prvné pouzit pied 63 lety ve spojeni s objevem transdukce
(Lederberg, 1998). Objev plazmidu byl stejné¢ nezbytny ve sméru objevu rekombinantni
technologie jako popis struktury DNA, coz dokazali panové D. Watson a H. C. Crick (1953).
Prace Watsona a Cricka dokonce navrhuje princip semikonzervativni replikace DNA. Tento
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klicovy d¢&j ovSem prokazali az Meselson a Stahl svym experimentem roku 1958, ktery je
prezdivan také nejkrasnéjsim experimentem v biologii provedenym na E. coli. Principem
experimentu bylo zacClenéni izotopti tézkych kovli do DNA s naslednym sledovanim
distribuce DNA do potomstva pomoci centrifuga¢ni separace (Holmes, 2001). V tomtéz roce
také objevil A. Kornberg a jeho kolegové DNA polymerazu |., za coz mu rok po vydani
publikace byla udélena Nobelova cena za fyziologii a lékafstvi za objev mechanismu
biologické syntézy ribonukleovych a deoxyribonukleovych kyselin (Kresge et al, 2005).
Tento objev byl kli¢ovy pro naslednou syntézu DNA in vitro. V rozmezi let 1961 az 1966
nasledoval intenzivni vyzkum genetického kodu, ktery je slozen z mnoha stiipkd historickych
udalosti (Glick et al, 2010). Ty umoznily 1épe pochopit geneticky aparat bunky. Posledni
kroky vstiic nové technologii vedly ptes izolaci ligazy roku 1967 M. Gellertem a restrikéni
endonukleazy, o coz se zaslouzili Smith a Wilcox (Heinrichs, 2007). Nebyt téchto enzymt,

byla by cesta k rekombinantni technologii jesté dlouho uzaviena.

3.1.2. Rana éra genetického inzenvrstvi

Po prohloubeni znalosti z oblasti genetiky, biochemie a molekuldrni biologie
mikroorganismt mohli lidé zacit izolovat gen a pienaset ho z jednoho organismu do druhého,
jenz ucelné tvoti produkt na zakladé izolovaného genu. Tento proces oznacujeme jako
technologii rekombinantni DNA. U jeho zrozeni stali Jackson, Symons a Berg (1972), ktefi
jako prvni pfipravili rekombinantni molekulu DNA. Jako vektor pro cizorodou bunéénou
DNA pouzili DNA vir SV40. Za sviij védecky piinos v oblasti rekombinantni DNA obdrzel
Berg Nobelovu cenu za chemii roku 1980. Stalo se tak v tomtéZ roce, kdy byla vytvofena
prvni rekombinantni molekula. Stanley N. Cohen a Herbert Boyer s kolegy zapocali cestu
rekombinantni technologie plazmidovych vektoru (Jackson et al, 1972; Vondrejs, 2008),
ovSem k publikaci jejich dila doslo, aZ v roce 1973 (Cohen et al, 1973).

Nicméné k vyuziti pramyslového potencialu této technologie doslo az o Sest let
pozdéji, kdy védci z rodici se firmy Genetech vlozili gen pro lidsky inzulin do bakterialniho
plazmidu, ¢imz zajistili dostate¢nou produkci inzulinu pro trh a zamezili nezadoucim
imunitnim reakcim u pacient, které byly dfive zna¢nou komplikaci (www.med.uni-
giessen.de). Problémy inzulinu izolovaného ze =zvifeci slinivky spocivaly predevsim
V imunogenicité, coz mélo za nasledek imunologické reakce, které mohly znemoznit dalsi

aplikaci ptipravku (Rybka et al, 2006; Werner et al, 2011; www.med.uni-giessen.de).
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Po objeveni potencialu této technologie jsme stali na pocatku nové éry biotechnologii
a ta byla, stejné jako dnes, spjata s finanénim obratem. K zajisténi maximalniho vydélku
znov¢é objevené¢ho 1éCiva slouzi dnes firmam patentova ochrana, ktera zajisti vyrobku
jedinecnost na trhu, ¢imz dava firmam vlastnicim patentovou licenci moznost urcit si cenu
produktu a tim ziskat vynalozené investice na vyvoj 1éku zpét (Bains, 2007; Metys et Balog,
2006). Ovsem do roku 1980 tomu tak nebylo. Farmaceutické firmy v USA si mohly
patentovat metodiku vyroby, nicméné si nemohly patentovat mikrobialni kmeny, tedy zivé
objekty k tomu pouzivané. Tento fakt vyustil v nutnost patentovat geneticky modifikované
organismy, k ¢emuz doslo pravé roku 1980 prostiednictvim kauzy Diamond v. Chakrabarty
(Eisenberg, 2006). Hlavnim aktérem této kauzy byl Ananda Chakrabarty. Jednalo se o védce
pracujiciho pro firmu General Electric, ktery se pokousel patentovat sviij bakteridlni kmen,
ktery je schopen rozklddat ropné skvrny. Jeho Zadost byla zprvu zamitnuta americkym
patentovym ufadem (US Patent Office) v roce 1972. VSe dospélo az k nejvysSimu soudu
(Supreme Court of the United States), kdy zastupcem US Patent and Trademark Office
(USTO) byl Diamond, ¢imz se tato jména zapsala ve spojitosti s touto legendarni kauzou do
historie (Sateesh, 2008; Ede el al, 2012). Komer¢ni vyuziti rekombinantni technologie se poté
rozsitilo 1 na produkci vakcin. Prvni rekombinantni vakciny, ktera byla i licen¢né definovana
jako rekombinantni, jsme se dockali az v roce 1986. Jednalo se 0 vakcinu proti hepatitidé
typu B (Plotkin et al, 2004).

O otevfeni dalSiho cile vyuZiti této technologie se zaslouzil o tfi roky pozdé&ji
Rosenberg a kolektiv. Tito lidé se pokouseli 0 transdukci genu do lidskych nadorovych bunék
pomoci retroviru. Svou studii polozili zaklad genové terapii, ktera je i dnes velmi aktualnim
pfedmétem vyzkumu (Edelstein et al, 2004). Nasledné technologie rekombinantni DNA
nachazi vyuziti v rozdilnych oblastech primyslu. V roce 1990 pronikd do potravinaiského
pramyslu, a to prostfednictvim chymozinu pochazejiciho z Escherichia coli K-12, ktery byl
pouzit pro vyrobu mléénych vyrobki, pfedevsim syra (Olempska-Beer et al, 2006; Flamm,
1991). V tomto piipadé nam rekombinantni technologie umoznila izolovat chymozin nejen ve
vyssi koncentraci, ale také dosahnout vétsi Cistoty u jinak obtizné ziskavaného chymozinu
z teleciho slezu, ktery casto vykazoval proménlivé slozeni. Praktickym disledkem je, Ze
rekombinantné ptipraveny chymozin je identicky s chymozinem telecim, neobsahuje ovsem
pepsin a dalsi enzymy, které jinak vedou k predvidatelnosti koagulaéni reakce. DalSimi
benefity takto pfipraveného enzymu byla nizka vyrobni cena a specificka aktivita (Currell et
al, 1991; Ross et al, 2000; Rogelj et al, 2001). O c¢tyii roky pozdéji rekombinantni

technologie vyrazné demonstruje svij potencial v zemédélstvi uvedenim kultivaru rajcat
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FLAVR SAVR™ (Lycopersicon esculentum Mill.), u kterého byla ovlivnéna exprese
polygalakturonasy, coz je enzym ovliviiujici proces dozravani a s tim spojeny proces méknuti
rajc¢at. Takto modifikované rajce vykazovalo lepsi vini a déle trvajici Cerstvost (Kramer et al,
1994).

3.1.3. Pozdni éra genetického inZenyrstvi

Koncem dvacatého stoleti se rekombinantni technologie zacCaly jiz podstatné
vyraznéji uplathovat v zemédélstvi, a to pii snaze 0 tvorbu transgennich rostlin za ucelem
zvySeni vynosu ¢i vyzivovych hodnot. Piikladem byla tvorba zlaté ryze, do jejihoz genomu
byly vlozeny sekvence umoznujici biochemickym draham v endospermu syntézu provitaminu
A (Potrykus I., 2001). Byly vytvofeny programy se slozitymi algoritmy umoziujici sestaveni
kratkych sekvenci do vétSich celkli. Mezi prvnimi prukopniky byly programy Pherd, Phrap
a Consed (Gunter, 2007), které umoznily osekvenovani lidského genomu (McPherson et al,
2001). V roce 2009 byl v USA schvalen prvni 1ék pochézejici z geneticky modifikované kozy
(Glick et al, 2010). Jednalo se o lidsky antitrombin uréeny k 1é¢bé dédi¢né insuficience
antitrombinu (Hughes, 2010). Pii nepfitomnosti tohoto inhibitoru koagulace dochazi
v krevnim fecisti k tvorbé trombtll, coz miize vyustit k embolizaci uvolnéného trombu do
plicnice, zilni insuficienci az k tvorbé bércovych viedi (www.angisrevue.cz) Védci dnes
intenzivné usiluji nejen o prohloubeni védomosti tykajicich se bunééného cykKlu,
metabolizmu, vlastnosti vektord a jejich vlivu na znaky transgenniho organismu, ale také
usiluji o zabranéni nezddoucimu prenosu genetické informace, ¢imz ptispivaji k vytvofeni
bezpecnych GMO — genetically modified organism (Mandell et al, 2015).

Ze zde uvedenych milniki vyplyva, Ze rekombinantni technologie ma Sirokou
historickou zékladnu a je neustale rozvijena spolu s korespondujicimi objevy novych
technologii. Tato technologie ma dnes centrdlni postaveni v oblastti molekularni
biotechnologie. V soucasnosti je jeji potencial vyuzivan k diagnostice patologickych stavi,
vyrobé Sirokého spektra lécivych ptipravki véetné rekombinantnich hormont, enzymu
I vakcin, ale i pfi tvorbé hospodatsky vyuzivanych plodin ¢i k transformaci hospodaiskych

zvirat.
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3.2. Pozadavky na kvalitu biologickych 1éCiv

V Ceské republice nejsou presné kodifikovany terminy bioléGiva, biologika
a biologicka léciva. Tyto pojmy byvaji nejednotné vymezeny jednotlivymi autory ¢i dokonce
piekladany jako synonyma. Tento problém je zavinén nejednotnosti anglické literatury, ale
také pomalej$i tvorbou literatury domaci (Fusek et al, 2012). Vychazejme tedy z predpokladu,
kdy biologicka léciva definujeme jako produkty vzniklé Cinnosti biologickych systémd, kdy
geneticka informace pro jejich tvorbu byva do systému vnesena uméle v podobé genovych
konstrukti (Kifupka et al, 2014). Rozvoj farmaceutického prumyslu byl a stile je ovlivnén
patentovou politikou, coz vyustilo v poloviné osmdesatych let k vyrobé tzv. generickych
lé¢iv. Jedna se o léCiva, kterym vyprSela patentova ochrana. Tyto léky byvaji prodavany
generickymi vyrobci za nizs§i ceny (Cvak et Fusek, 2004). Generickym lé¢ivem (generikem)
rozumime nizkomolekuldrni ¢i syntetické latky. Farmaka, kterym téZ vyprSela patentova
ochrana, ale maji i makromolekularni strukturu, napiiklad peptidy, bilkoviny ¢i segmenty
nukleovych kyselin, oznacujeme pojmem biosimilars (Fusek et al, 2012). Rozdil mezi
konvenénim generikem a biosimilars (v Evropské unii oznacovany pod pojmem follow on
biologics = FOB) spociva také v procesu registrace, kdy u konvenénich generik neni nutné
dokladat studie prokazujici bezpe¢nost a ucinnost, zatimco u biosimilars tato povinnost je
(Kiupka et al, 2014; Roger et Goldsmith, 2008), viz kapitola Registrace biosimilars
a generickych 1éciv.

Vyvoj biologickych 1é¢iv je odlisny od klasickych nizkomolekularnich latek. Tato
odlisnost je zpusobena rozdilnym procesem vyroby a nestalymi vlastnostmi vychozich
produkta (Fusek et al, 2012). Nejenze se stejny protein vyuzivany jako 1é¢ivo muze liSit
v ramci ruznych firem, taktéz se mize liit v ramci jednotlivych Sarzi produktu. Pro pfipravu
biologickych 1é¢iv jsou pouzivany Zivé organismy, takze vysledny produkt je modifikovan
pfirozenymi procesy bunky. Jedna se naptiklad o proces glykosylace, kdy jakdkoliv zména
V navazani cukerné jednotky na nas produkt mize vést k rozdilné imunogenité nebo ucinnosti

produktu (Vetchy et Vetcha, 2010).
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3.2.1 Preklinicka faze vyvoje léCiv

Proces vyvoje 1éCiv mizeme rozdélit na preklinickou a klinickou cast. Preklinicka
studia zahrnuji v prvni fadé¢ objev nového 1éku. Pfi tomto procesu védci usiluji bud’
0 modifikaci chemické struktury jiz znamého 1é¢iva, provadéji screening novych piirodnich
latek, provéfuji potencial jiz znamych chemickych sloucenin, anebo ucelové navrhnou
strukturu 1éku dle biologického mechanizmu (tzv. 1ékovy design). Farmakologicky screening
je proces série testl zameétujici se na Siroké spektrum mechanizmii uc¢inku. Diky tomuto
pristupu je mozné odhalit dalsi u€inky. Testy jsou koncipovany na urovni molekularni (napf.
vazba ligandu na receptor), subcelularni a bunécné (zjistuje se napf. ucinnost 1éku ¢i
konkrétni mechanismus G¢inku, tedy zda je latka agonistou, antagonistou atd.). Pokud jsou
vysledky pozitivni a potencidlni 1€k vyhovuje specifickym parametriim, piejde se na uroven
organovou a systémovou. Tyto pokusy se provad¢ji na pokusném zvifeti s modelovym
onemocnénim a na zviteti zdravém.

Jelikoz nahodné screeningové testy jsou Casto zdlouhavé a vysledek se neda dopiedu
nijak pfedpokladat, piisli védci s piistupem racionalniho 1ékového designu. Lékovy design je
proces, pfi némz na zaklad¢ znalosti etiologie a patofyziologie choroby navrhnou védci 1é€ivo
s klicovou molekuldrni strukturou ovliviiujici dané onemocnéni. Vyuzivaji pfi tom nejnovejsi
programové vybaveni pro vypocetni techniku — ,,computer-assisted drug design“ neboli
CADD (Starobova et al, 2006). Do budoucna se zdaji byt zajimavé i vyhlidky
multidisciplinarniho racionalniho Iékového designu. Jedna se o kombinaci pfistupu
profilovani genové exprese, bioinformatickych metod a racionalniho 1ékového designu, kterou
by védci chtéli zacilit prevazné na eliminaci vedlejSich U¢inkd, zlepSeni imunitni reakce
a distribuce 1éku v organismu véetné snizeni vyrobni ceny a s tim spojeného usetfeni ¢asu na
vyvoj 1é¢iva. Genové profilovani vyuziva dva ptistupy, a to SAGE (serial analysis of gene
expression) a Microarray (MA). SAGE nam poskytuje uceleny profil genové exprese bez
zamétfeni na cilovou genetickou sekvenci, kdy vysledkem analyzy je identifikace novych
transkripth. MA nam nabizi fadu komercné dostupnych platforem, které ndm umoZni
vyhodnoceni ur€ité genové exprese. Bioinformacni nastroje nam pak umozni uspoiadat
expresni data do riznych drah a siti. Pfestoze ndm zaclenéni dat genové exprese spolecné
s daty navrhu struktury 1éku pomoci racionalniho designu poskytuje nové moznosti, je tieba si

uvédomit, Ze tento piistup potiebuje ¢as pro rozvoj sofistikovanéjsi metodiky (Mandal, 2009).

16



3.2.2 Klinicka faze vvvoje lé¢iv

Utelem klinické faze testovani je shromazdéni objektivnich vysledkd o G&innosti
1éCiva pro Cloveka a také o spektru moznych nezddoucich G¢inkl. Nicméné toto déleni je jiz
Castecn¢ zastaralé a nepfesné, nebot’” dochazi k prolinani jednotlivych celk. Objevuji se
napiiklad charakteristiky na zakladé¢ klinického zdméru nebo dle uspofadani
(oteviené/randomizované) studie (Suchy et al, 2009). Pojem randomizovana studie oznacuje
zcela ndhodny proces vybéru pacientli do jednotlivych skupin. Opakem je oteviena studie,
kdy je pacientim znama 1é¢ba. Tuto fazi muzeme rozdélit celkem do ¢tyf oddélenych celkd.
Prubé¢h klinické faze je preddefinovan na zaklade jasnych kritérii. Prvni ¢ast klinické faze je
zaméfena na studium farmakodynamického rozsahu déavkovani, farmakokinetickych
parametri a predev§im vyhodnoceni bezpecnosti. Davky podévané ¢lovéku odpovidaji jeste
mensi davce, nez byla u zvitat vyhodnocena jako pofad netoxicka (Suchy et al, 2009). Pocet
dobrovolnikti byva zhruba nékolik desitek (Starobova et al, 2006). Druha ¢ast ma dva
primarni cile, a to prokazani ucinnosti a bezpecnosti u skupiny kolem 200 pacientl
a hodnoceni u¢innosti davky léku. Cile tieti faze jsou stejné jako u druhé s tim rozdilem, Ze
zde jiz dochazi ke srovnani s aktualné pouzivanym lékem ¢i placebem (Suchy et al, 2009).
Placebem rozumime farmaceuticky preparat bez ucinku, ktery slouzi jako standard pro
srovnani (Martin, 2015). Vyzkum probiha az na tisicovkach pacientti. Za timto tcelem jsou
navrzeny ruzné designy studii tak, aby bylo zaji§téno rovnomérné rozlozeni prognostickych
faktorli pro zajiSténi srovnatelnosti obou skupin, napft. paralelni (zafazeni do odliSnych skupin
1é¢by), cross-over (vSechny hodnocené subjekty 1é¢by podstoupi vSechny srovnavané 1é¢by)
atd. Posledni, tedy ctvrta faze, probiha po registraci 1é¢iva. Pocet zkoumanych pacienti byva
v této Casti obvykle nejvétsi, zde dochdzi také k objevu velké Casti nezadoucich Uc¢inka
(Suchy et al, 2009).

Cely proces vyvoje nového 1é¢iva je ¢asové a finanéné naro¢ny, coz je dobie patrné

I z nasledujiciho schématu (Obr. 1).
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Vyvoj nové

Faze vyvoje molekuldrni Preklinicka Klinicka FDA review
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Obr. 1: Schéma modelu uspésného vyvoje nové molekuldrni entity demonstrujici primérnou
casovou a financni ndrocnost vcetné rozdeleni vyvojovych etap v USA (upraveno dle

Schuhmacher, 2016; Paul et al, 2010)

3.2.3  Proces registrace novych 1é¢iv v Ceské republice

Tento proces je piisn¢ kontrolovan néarodnimi, pfipadné nadnarodnimi organy.
V Ceské republice se jedna 0 organizaci SUKL (Statni ustav pro kontrolu 1é¢iv), jehoz
povoleni je nutné k distribuci a naslednému pouzivani 1éku na uzemi CR. Cinnost tohoto
organu je vymezena zakonnou normou ¢. 79/1997 Sb., o 1éCivu, ktera za pomoci novely
zakona ¢. 129/2003 Sh. transponuje evropskou smérnici 27/2004/EC. Registraci podléhaji
HVLP (hromadné vyrabéné 1é¢ivé pripravKy) spadajici pod zakon €. 79/1997 Sb. a vyhlasku
¢. 476 MZ. Léciva, ktera jsou dovazena pro védecké Ucely nebo se jednd o malé mnoZzstvi
uréené pro 1é¢bu jednoho pacienta, a také 1éciva, ktera jsou pripravovana v 1ékarné, tzv. IVLP
(individualn¢ vyrabéné 1éCivé pripravky), registraci nepodléhaji (MetyS et Balog, 2006;
Starobova et al, 2006). K usp&né registraci je nutné dolozit vysledky preklinického
a klinického vyzkumu véetné kompletni technické dokumentace obsahujici informace
0 vyrob¢ ptipravku a jeho kvalitativnich parametrech. Po zhodnoceni téchto parametrii
uvedenych v piislusné dokumentaci provede SUKL rozhodnuti o registraci, kdy souéasti

tohoto dokumentu je souhrn tdajt o ptipravku (SPC) a ptibalové informace (Starobova et al,
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2006). SUKL se také podili na piipravé Ceského 1ékopisu a provadi i piipravy k tvorbé
Evropského Iékopisu. Pod pojmem l€kopis se rozumi ustanoveni kvalitativnich pozadavki na
1é¢ivo, které musi byt splnény na tizemi dané zemé. Ministerstvo zdravotnictvi CR nese
odpovédnost za piipravu a zvefejnéni lékopisu na uzemi Ceského statu (MetyS et Balog,
2006). SUKL taktéz stanovuje, zda bude 1ék vydavan v 1ékarné na piedpis &i nikoliv, nebo
jestli bude zafazen mezi vyhrazena 1é¢iva, coz povoluje prodej produktu ve specialnich sitich
mimo lékarny. V ramci EU doslo ke standardizaci procesu registrace, Coz znamena, ze proces
registrace 1é¢iva muze probihat jak na narodni urovni, tedy registrace je omezena pouze na
stat, v némz prob¢hla, nebo mize dojit k procesu vzajemného uznavani, kdy stat, v némz
probéhla registrace 1éCiva, garantuje ostatnim statim, ze doslo ke splnéni standardii v ramci
EU. Registrace muze prob&hnout i prostiednictvim Evropské lékové agentury, ktera je
uznavana celou EU. Food and Drug Administration (FDA) je kontrolni ufad pro potraviny
a léky v USA (Starobova et al, 2006).

3.2.4 Registrace biosimilars a generickych 1é¢iv

Je tieba vzit v tvahu, Ze registrace biosimilars, tedy analogi biologickych 1éc¢iv,
molekuly, nez u molekul malych (Berkowitz et al, 2012). Obecné lIze fict, ze schvaleni
chemicky syntetizovanych generik je jednodussi nez registrace biosimilars. Pro registraci
klasického generika je potieba mnohem méné podkladovych dat, jelikoz vyrobce je schopen
zajistit chemickou identitu s originalnim pfipravkem. Jak jiz bylo naznaceno v tvodu,
problém biosimilars je predevSim jejich velikost a s tim spojend komplexita struktury
molekuly piipravku (Strojil, 2014). P#i registraci analogu malych peptidd (napf.
rekombinantniho inzulinu) lze pomérné snadno provést jejich charakterizaci analytickymi
pfistupy, ¢imZ dochazi k vyraznému zkraceni procesu registrace. U takovychto molekul je
mozné vychazet 1 z dat originalniho 1éku a v omezenych ptipadech i ¢asti dat klinickych
(Berkowitz et al, 2012). OvSem velkou c¢ast biologickych 1éCiv tvofi proteiny nebo
polypeptidy. Pii jejich registraci jsou v ptipad¢ Evropské unie vyzadovany studie prokazujici
kvalitu, Gi¢innost a bezpe¢nost podobnou originalnimu lé¢ivu (Vetchy et Vetcha, 2010).

EMA (Evropskd lékova agentura) podnikla prvni administrativni kroky jiz v roce
2005, ¢imz se stala EU proziravéjsi nez USA. Cilem této regulace schvalovani byla piedev§im
redukce opakovani klinickych hodnoceni. Pokud 1ék vykazuje stejné fyzikalné-chemické

vlastnosti jako original, neni nutny standardni schvalovaci proces. V roce 2012 EMA vydala
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ptedpis (EMA/CHMP/BMWP/403543/2010), ve kterém zdlraznuje nutnost individudlniho
pristupu vaci kazdému ptipravku a doporucuje co nejpiesnéjsi indikaci vychazejici
z originalniho lé¢iva. Odchylky od originalu by mély byt zdivodnény a dale hodnoceny
(Strojil, 2014). Nicmén¢ automatickd zaména biosimilars za originalni pfipravek je ve vétSiné
Evropy zakazana (Némecko, Francie, Spanélsko atd.), ¢imZ nam vyplyva potieba odlisit
original od generika (at’ chemicky vyrabéného nebo biotechnologicky = biosimilars). Jedna se
0 povinnost explicitné pouzivat obchodni nazvy, které nenaznacuji spojitost s originalnim
1é¢ivem (Svoboda, 2010).

V USA byl v roce 2009 vytvofen navrh zmocnujici organizaci Biologics Price
Competition and Innovation (BPCI) a FDA k tpravé procesu registrace biosimilars. Zakon,
ktery tento proces upravoval, nabyl ov§em platnosti az 9. dubna 2012 (Berkowitz et al, 2012).

Nyni stojime na prahu dlouho o¢ekavaného razantniho ptichodu biosimilars. V roce
2017 ma vyprset patentova ochrana 1éktiim s obratem vy$$im nez 70 miliard $ (Strojil, 2014).
Problémem biosimilars je vysoka cena, a to jak trzni, tak vyrobni. Taktéz jejich podobnost
ptirozenym ligandim mize zpiisobit nepfimefenou imunitni reakei (Vetchy et Vetchd, 2010).
V roce 2013 bylo na trhu ve Spojenych statech americkych a Evropské unii k dostani 425
produktti pfipravenych biotechnologickymi postupy, véetné¢ vice nez 140 rekombinantnich
proteind s prodejnim obratem vyss§im nez 100 mld. $ (Rader, 2013). Rust zisku z prodeje
téchto produkti muzete vidét na Obr. 2, z nichZ vSechny biologické piipravky patfily

Vv porovnavanych letech opakované k top 10 nejprodavangj$im 1é¢iviim svéta.
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Obr. 2: Graf vyvoje zisku v miliardach $ z prodeje vybranych biologickych léciv, z nichz
vSechny za zvolené casové obdobi patrily mezi TOP 10 nejprodavanéjsich léciv na celém svété

(upraveno dle www.pmlive.com)
3.3. Klinicky schvalené pripravky

Biologicka 1é¢iva hraji na farmakologickém trhu diilezitou roli. Jejich finan¢ni podil
na trhu by mél ¢init v pfistich letech vice nez 50 % (Svoboda, 2010). Tyto produkty zasahuji
do sirokého odvétvi klinické praxe, at’ uz se jedna 0 terapie vyuzivajici hormonalni produkty
ptes ptipravky ovlivitujici cytopenii ¢i homeostazu, pfes vyuziti enzymu pii insuficiencich
nebo onkologii, 1écbu virovych hepatitid a roztrousené sklerozy az k vakcinam. Vyhledové se
nam nabizi ,,antisence* oligonukleotidy a s tim spojena lé¢ba ptistupy genové terapie a DNA
vakcin (Fusek et al, 2012). Pro demonstraci $irokého spektra vyuziti téchto 1é¢iv jsem zvolila
piipravky jak s kratkou historii, tak i velmi uspé$né biologické ptipravky, které byly fazeny

mezi top 10 nejprodavanéjsich 1éku pro stanoveny rok.

3.3.1. Hormony

Mezi tyto 1éky patii jednozna¢né rekombinantné piipraveny inzulin, u kterého casto
dochazi k modifikaci primdrni struktury za ucfelem zmény farmakokinetiky. Témito
modifikacemi se vytvaii inzulin, ktery je schopny se velmi rychle vstiebat do krve a tim sniZzit

postprandialni hyperglykemii. Dostupny je i naopak pomalu a dlouhodobé pusobici inzulin
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s depotnim ucinkem. Mezi tyto piipravky patii i LANTUS, coz je inzulin nesouci modifikaci
aminokyselin v obou fetézcich. Vysledkem po subkutanni injekci tohoto ptipravku je
vytvofeni hexamerni struktury, kterd se pomalu vstiebava a tim je zarucena kontinualni
absorpce inzulinu v krevnim fecisti (Valla, 2010). EPOGEN je jednou z mnoha latek
pouzivanych pii 1éébé anémie. Jedna se 0 erytropoetin s antiapoptotickym ucinkem

vvvvvv

jelikoz mRNA pro tento hormon byla detekovana kromé ledvin a jater i v jinych tkanich.

(Mocini et al, 2007).

3.3.2. Enzymy

Krom hormonti miizeme poukézat na enzymové nadhrady pouzivajici se naptiklad pfi
riznych dédicné-metabolickych poruchéch. Napiiklad CEREZYME se pouziva pii 1écbé
Gaucherovy choroby, coz je onemocnéni zpisobené insuficienci lysozomalniho enzymu
glukocerebrosidazy (4.2.1.25; Grabowski, 2008; Fusek et al, 2012). Toto onemocnéni se

projevuje anémii, hepatomegalii, splenomegalii ¢i trombocytopenii (Masi et al; 2015)

3.3.3. Interferony

Dalsi velkou skupinou jsou interferony (IFN), které jsou souhrnné fazeny mezi
cytokoniny, coz jsou polypeptidy regulujici imunitni reakce. Naptiklad pod IFN prvniho typu
fadime INF-a, IFN-B, IFN-o, IFN-¢ a IFN-k (Klener et al, 2010; Kiupka et al, 2014). IFN
vyuzivame k 1écbé virovych hepatitid, myeloproliferativnich a lymfoprolyferativnich
onemocnéni €1 jako sou€ast 1écby roztrousené sklerdzy. Existuji jak konvencni (nativni forma;
vyznam spiSe historicky), tak konsenzualni (v téle se piirozené nevyskytuji; diive byl
o¢ekavan velky potencial, dnes maji okrajovy vyznam) formy IFN. Nejvice vyuzivany v praxi
jsou pegylované IFN. Jedna se 0 IFN, ke kterym byla navdzana molekula polyethylenglykolu,
ato predevsim za ucelem prodlouzeni biologického polo€asu za soucasného zachovani co
nejveétsi biologické aktivity (antivirové i imunoregulac¢ni). PEGASYS nam demonstruje tento
typ léciva. Proces vyroby je zalozen na vazbé IFN-a-2a a vétveného monometoxyPEGu.
Absorpéni polocas je zvySen az 7% oproti nativni formé& a sérovy polocas je dokonce delsi
10x. Zmény farmakokinetickych parametrii umoznuji aplikaci tohoto léku v jednotydennim

intervalu (Fusek et al, 2012).
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3.3.4. Terapeutické monoklonalni protilatky

Monoklonalni protilatky tvoii jednu samotnou dtilezitou kapitolu mezi biologickymi
je aktivace klasické drahy komplementu. Tuto vlastnost nemaji vSechny protilatky (u lidi se
jedna hlavné o IgGl). Dochazi zde k vazbé protilatky na cilovy subjekt (bakterialni,
eukaryotickd nebo transformovana nadorova builka), kdy vysledkem je atak slozek
komplementu C5-C9 za soucasného uvolnéni chemotaktickych fragmenti C3a a C5a. Tim
dochazi k usmrceni cilového subjektu komplementy penetrujicimi cytoplazmatickou
membranou bunky. Soucasné¢ dojde k uvolnéni chemoatraktantli, coz zplsobi kumulaci
leukocytll a iniciaci zanétlivé odpovédi. DalS§i mechanizmus vychdzi z funkce nékterych
leukocytl, které exprimuji Fc receptor a diky Fc konci protilatky rozpoznaji a nésledné
fagocytuji bunky. Jsou zde zprostfedkovateli umoziujicimi rozpoznani bunky s pozménénou
povrchovou strukturou (napf. buniky nddorové). Posledni mechanizmus vychazi z Jerneho
koncepce idiotypové a antiidiotypové sité. V praxi se jedna o vytvoreni protilatky proti jejimu
konkrétnimu idiotypu, jejimz vysledkem je antiidiotypova protilatka, kterd napodobuje
strukturu pivodniho antigenu (Cwiertka, 2004).

Jelikoz pivodni monoklonalni protilatky pfipravené hybridomovou technologii byly
mysi, dochazelo k imunitni odpovédi proti témto protilatkam. Tento fakt vedl k vyvoji
chimerickych (humannich/mys$ich) a humanizovanych protilatek (viz Obr. 3). V terapeutické
praxi jsou dnes pouZzivany i protiladtky konjugovany s riznymi efektorovymi slozkami, napf.
toxiny, cytostatika, radionuklidy (Cwiertka, 2004). Mezi tspésné piipravky z této kategorie
patii ENBREL, REMICADE, HUMIRA, které jsou vyuzivané k lécb¢é autoimunitnich ¢i
imunitné podminénych onemocnéni. Jedna se o nespecifické stfevni zanéty (ulcerdzni
kolitida, Crohnova choroba) revmatoidni (revmatoidni artritida, psoriaticka artritida atd.)
a dermatologické onemocnéni (psoridza). VSechny tyto ptipravky patfi mezi blokatory
cytokoninu TNF-a (anti-TNF protilatky), kdy vysledkem je potlaceni nadmérné imunitni
reakce (Fusek et al, 2012). ENBREL je dimericky fuzni protein sloZzeny z extracelularni ¢asti
lidského p75 receptoru, odvozeného od lidského TNF-a (TNFR2/p75), spojené s Fc doménou
lidského 1gG1 (Spencer-Green, 2015; Kiupka et al, 2014). REMICADE je chimericka
monoklondlni protilatka, ktera se s velkou afinitou a specificnosti vdze na membranové formy
TNF-a na povrchu zanétlivych bunék, ¢imz zptsobuje apoptdzu bunky (Wilhelm et al, 2008).
HUMIRA je ¢ist¢é humanni monoklonalni protilatka z tfidy IgGl. Mechanizmus G¢inku
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spoCiva ve vazb¢ 1éCiva na TNF-a, ¢imz dojde k blokaci p55 a p75 receptorit na povrchu

bun¢k (Www.centerwatch.com).

Myssi Chymerni Humanizovana Humanni

Snizujici se imunogenicita 4

Obr. 3: Schéma vyvoje terapeuticky vyuzZivanych monoklondlnich protilatek, mysi cast

barvena bézove, lidska zelene (upraveno dle www.studyblue.com)

Protilatky maji také dalezitou roli v onkologii, kde jsou pouzivany nekonjugované
I konjugované protilatky. RITUXIMAB je monoklonalni, humanizovana, nekonjugovana
protilatka anti-CD20. Mechanizmus u¢inku spociva ve vazbé na specificky receptor B-bunék,
¢imz dojde k apoptoze (Cwiertka, 2004). BRENTUXIMAB VEDOTIN je piikladem
protilatky konjugované s toxinem, vyuzivané v klinické praxi. Tato chimericka protilatka ma
uplatnéni pti 1é¢bé Hodgkinova lymfomu, kdy mechanizmus ucinku spocivd v inhibici
organizace mikrotubulti (Ruckova et al, 2015) konjugovanym monomethyl auristatinem
E (Younes et al, 2012). Konjugaty s radioaktivnim izotopem nam v této dobé& reprezentuje
pouze ptipravek IBRITUMOMAB TIUXETAN. Tyto ptipravky jsou zaméfeny na CD20
aurceny k 1é¢bé nehodgkinovych lymfomi. Jakousi nadskupinu nam vytvati biospecifické
protilatky, které rozpoznavaji od svych pfedchiidkyn dva rGzné antigeny. V praxi se jedna
napiiklad o CATUMAXOMAB, ktery se vaze na CD3 a EpCAM. Roku 2013 se dale na trhu
objevily protilatky tzv. druhé generace. U téchto protilatek doslo k modifikaci glykosylace
v oblasti Fc-fragmentu za Géelem posileni ADCC (antibody-dependent cytotoxicity). Do této
kategorie spada OBINUTUZUMAB, ktery je uréen k 1é¢b¢ chronické lymfatické leukemie, se
zacilenim na CD20 (Ruc¢kova et al, 2015).
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3.3.5. Antisenc oligonukleotidy a DNA vakciny

S rozvijejicimi védomostmi na poli genetiky dochazime k zavérim, ze fada
onemocnéni je spojena s chybnou funkci gend. Dnes$ni farmakologie se tedy pokousi
ovlivitovat chybnou DNA ¢i regulaci genové exprese (Fusek et al, 2012).

Princip DNA vakcin je vpraveni DNA prostiednictvim lipozomt nebo virt,, kdy
bunika organismu zprostiedkovdva sama vyrobu vakciny na zékladé¢ vlozené DNA. Tyto
vakciny tedy vychazi z plazmidové DNA technologie (Benes, 2007). Benefitem tohoto typu
vakcin je podminéni jak humoralni, tak bunééné imunitni odpovédi, & nemoznost navratu do
virulentniho stavu, jako je tomu u zivych vakcin. Taktéz je mozné je pomérné snadno a levné
vyrabét ve velkém meéfitku a dlouhodobé skladovat, ¢emuz napomahd fakt vyssi teplotni
stability, nez je tomu u béZznych vakcin. Hlavni nevyhodou je pomérné nizka imunogenicita
(Shedlock, 2000). V soucasnosti jsou jiz registrovany DNA vakciny pro veterinarni medicinu
(Kiupka et al, 2014)

Chybnou regulaci genid je mozno fesit pomoci interferujici RNA (RNAi), coz jsou
uméle vytvorené kratké useky RNA. Po jejich aplikaci do buiniky jsou tyto Useky RNA
schopny selektivné napomahat degradaci mRNA (Fusek et al, 2012), viz Obr. 4.

Antisence
oligonukleotid

/
s
7

Translace

Transkripce
e ] == 7\ o= FE—
mRNA % Aminokyseliny
DNA
Protein

Obr. 4: Princip regulace antisence RNA oligonukleotidy inhibujici translaci proteinu

w7

(upraveno dle Robinson, 2004)
3.4. Postup tvorby rekombinantnich proteina

Rekombinantni technologie neboli molekularni klonovani nevychéazi pfi procesu

pfenosu DNA fragmentii pouze z jednoho protokolu, coz je patrné jiz z Siroké Skaly
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soucasnych nabizenych vektord. Pfestoze neexistuje pouze jedna univerzalni metoda pro
tvorbu rekombinantnich DNA molekul, byva za ucelem exprese dodrzovan nejcastéji
nasledujici format (Obr. 5). DNA z donorového organismu je extrahovana, enzymaticky
vycisténa a pripojena ke klonovacimu vektoru. Vysledkem je DNA konstrukt (klonovaci
vektor + inzert). Nové vznikly konstrukt je pfenesen do hostitelské bunky. Nasledné dojde
k identifikaci a selekci transformovanych hostitelskych bunék. Pozadované bunky pak na
zéklad¢ vlozeného DNA konstruktu za¢nou produkovat vysledny protein, ktery je purifikovan
(Glick et al, 2010).

% _
Cilowy gen
Zd rujmré\
DNA / Selkwence pro

restrikéni

e = W

Ligace cilové DNA a klonovaciho vektoru

—

Vloienikonstruktu do buniky _—
lf"“" Izolace bunék s klonovanym genem

e

Produkce proteinu na zakladé
'-Lrh- p

vlozeného genu
O

Protein

P

Obr. 5. Schéma procesu tvorby rekombinantnich DNA ze zdrojové DNA a klonovaciho
vektoru procesem Stépeni odlisnymi restrikcnimi endonukleazami, naslednou ligaci, izolaci

bunék s klonovanym genem a vyslednou expresi (transkripce a translace) proteinu (upraveno
dle Glick et al, 2010)
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3.4.1. lzolace cilovych genu

Jak vyplyva jiz z Obr. 5, je nutné nejprve ziskat vychozi kddujici gen v dostate¢ném
mnozstvi. Zdrojovou DNA pro klonovani do vektoru volime dle cile. Muze se jednat
0 fragment predstavujici cely gen nebo jeho ¢&ast, pfipadné o sekvence celého genomu
organismu. Vyslednym vkladanym inzertem muZe byt nejen genomova DNA, ale i CDNA,
produkty polymerazové tfetézové reakce i chemicky syntetizované oligonukleotidy (Allison,
2007).

Pokud je nami zvoleny inzert prokaryotického pivodu, sta¢i nam prostiednictvim
genomovych knihoven a internetovych databazi vyhledat ptesnou sekvenci nami zvoleného
genu. Na zdklad¢ dohledanych informaci je navrzen vhodny primer pro syntézu
polymerdzovou fetézovou reakci (PCR). Pozor je tieba si dat v pfipad€, Ze nami zvoleny gen
je eukaryotického ptivodu. Pro expresi v prokaryotnim klonovacim vektoru musi byt tato
DNA piepsana do komplementarni DNA (CDNA) reverzni transkripci izolované mRNA
kodujici pozadovany gen. (Fusek et al, 2012). Reverzni transkriptaza nasyntetizuje na zakladé
komplementarity k mRNA molekulu DNA. Vysledny hybrid DNA:mRNA je pfepsan na
dsDNA diky DNA polymeraze, ktera syntetizuje novy DNA fetézec a RNazy H, které $tépi
kostru izolované mRNA (Clark et Pazdernik, 2009; Fusek et al, 2012). Vysledna cDNA
obsahuje pouze exprimované geny bez introni a regulacnich oblasti (Allison, 2007).

Za ¢elem izolace mRNA pro tvorbu cDNA vyuzivame pouze jedinou metodu, a to
afinitni chromatografii s imobilizovanym oligotymidinem. Ten je komplementarni
k polyadenylatovanym konciim eukaryotické mRNA (Clark et Pazdernik, 2009; Fusek et al,
2012).

Ovsem pro izolaci bunééné DNA, ktera je potiebna jak pro prubéh PCR, tak jako
inzert (viz vyse), mlzeme zvolit vice postupii. Prvnim krokem pfii izolaci DNA byva
rozruSeni bunécné stény s ohledem na typ bunky (napi. chemickou cestou plsobenim
lyzozymu na peptidoglykan v bunétné sténé bakterii). Pak se nejcastéji detergentem rozrusi
lipidova dvojvrstva tvofici cytoplazmatickou membranu. Jakmile dojde k wuvolnéni
intracelularnich struktur, je nutné jednotlivé komponenty separovat, coz se cCasto dé&je
chemickou extrakci nebo centrifugaci. Pfi chemické extrakci se bézné pouZiva fenol 60 az
70 % za Gicelem vymyti balastnich proteini. Fenol je nemisitelny s vodou, ve které se nachazi
vzorek DNA, a tudiz dojde k vytvoreni dvou fazi, pficemz proteiny zistanou rozpusténé ve
fenolové vrstvé, ktera je odstranéna centrifugaci. Centrifugace pracuje na principu

hmotnostniho gradientu, kdy castice vétsi molekulové hmotnosti sedimentuji rychleji nez ty
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snizsi. Je tfeba si uvédomit, ze intracelularni prostor bunky obsahuje nejen proteiny, ale
I molekuly RNA, které kontaminuji vzorek. Tyto molekuly odstranujeme plsobenim
ribonukleazy, ktera roz$tépi RNA na malé kousky ribonukleotidi. Pokud pfidime stejny
objem alkoholu, jako je vzorku, dojde k pfevodu velkych fragmentti DNA do alkoholové faze,

zatimco ribonukleotidy ztstanou ve fazi fenolové (Clark et Pazdernik, 2009).

3.4.2. Restrikéni endonukleazy

Po izolaci DNA je nutné ziskat pozadovany fragment DNA, k ¢emuz vyuzivame
restrikéni enzymy. Ty maji exo- ($t€pi DNA na koncich) nebo endonukledzovou aktivitu
(roz§tépi ji uvnitf), pficemz za ucelem tvorby rekombinantnich molekul vyuzivame ty, které
Stépi DNA uvniti (Glick et al, 2010). Tyto enzymy specificky rozpoznavaji sekvence na obou
vlaknech dvousroubovice a §tépi je. Na zakladé komplementarity bazi pak mize dojit
k parovani koncu Stépenych stejnou endonukledzou, c¢ehoz vyuzivame pii  tvorbé
rekombinantnich molekul (Clark et Pazdernik, 2009).

Za ucelem tvorby téchto fuznich molekul pouzivame Il. typ restrikénich endonukleéz.
Existuji, ale i typy I, I, IV, ty ovSem nespliuji potiebna kritéria. Naptiklad endonukleazy
I. typu maji mnohem mensi vyskyt nez Il. typu, které jsou velmi bézné. Taktéz jsou tvoieny
komplexem tfi podjednotek, které maji rozpoznavaci, endonukleazovou a methylacni aktivitu,
coZ je pro nas pfi procesu tvorby nevyhodné (u druhého typu je endonukledzova a methylaéni
aktivita oddélena). Ani schopnost rozpoznat specifické misto Stépeni neni optimalni. Rozptyl
je vetsi nez 1000 bp (Allison, 2007).

Il. typ restrikénich endonukledz §tépi dvousroubovici DNA bud’ ve stejném misté,
Vv tom piipadé mluvime o tupych koncich (viz Obr. 6), nebo ji §tépi na odlisnych stranach
a vytvafi rizné velké pfesahy (viz Obr. 6), kdy vysledkem jsou takzvané lepivé ¢i ,,.kohezivni‘
konce. Specifické misto, kde dochazi ke §tépeni, nazyvame v tomto piipadé palindrom. Jedna
se 0 sekvenci nukleotidd, ktera se nachazi na obou fetézcich DNA, které, pokud Cteny se
stejnou polaritou (to jest 5¢ k 3°), maji identickou sekvenci (Clark et Pazdernik, 2009; Glick et
al, 2010).
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Obr. 6: Srovnani restrikcnich endonukledz stépicich specifickou sekvenci na tupé nebo lepivé

n
i

tn

konce (upraveno dle Clark et Pazdernik, 2009)

V praxi se muzeme setkat i se situaci, kdy kohezivni konce vytvaii asymetricky dlouhé
presahy. To pak znamena, ze specifické misto Stépeni neodpovida mistu (tedy sekvenci
nukleotidli), kde dojde ke spojeni koncii vzniklych S$tépenim timto typem restrikéni
endonukledzy. Napiiklad u BsmBI ma vyslednd sekvence po Stépeni na kodujicim fetézci
DNA piesah jednoho nukleotidu a na nekodujicim piresah pét nukleotida (viz Obr. 7), ¢imz je

zptisoben rozdil.

5 -CGTCTCN - 13-

1" - GCAGAGNNNNN- &7
Obr. 7: Specifické sekvence pro BsmBI restrikcéni endonukledzu demonstrujici Stépeni vidkna
5°—3%a 3'— 5% N znaci nukleotidy (A, T, C, G), které se komplementarne paruji: A-T, C-G
(upraveno dle Glick et al, 2010).
Prvni restrik¢éni endonukleazy, které byly objeveny, nazyvame prototypy. VSechny ostatni se
stejnou rozpoznavaci sekvenci ve stejném misté nazyvame ,,isoschizomerni“. Ty, které

rozpoznavaji stejnou specifickou sekvenci, ale Sté€pi ji v jiném misté, dale nazyvame

,,neoschizomerni®, viz Obr. 8 (Glick et al, 2010).
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Obr. 8: Neoschizomerni restrikcni endonukledzy, které rozpozndvaji stejnou specifickou

sekvenci, ale $tépi ji na odlisnych mistech (upraveno dle Glick et al, 2010)

3.4.3. Spojeni DNA fragmentu — ligace

Fragmenty DNA vytvofené pisobenim restrikéni endonukledzy nasledné spojujeme
DNA-ligazou, coz je enzym schopny katalyzovat fosfodiesterové vazby mezi fosfatem na
5¢ konci a hydroxylem na 3‘ konci vlakna (Allison, 2007).

V nasem pripad¢, pokud priddme fragment DNA (obsahujici pozadovany gen ¢i
geny), upraveny Stépenim dvou endonukleaz rozpoznavajicich odlisné sekvence, a plazmid,
ktery byl také Stépen stejnym parem endonukledz, ziskame za vhodnych podminek
rekombinantni molekulu. Vysledkem je tedy spojeni kohezivnich (lepivych) konci obou
fragmenti DNA, které se spoji na zdkladé¢ komplementarity bazi vodikovymi vazbami. Za
ucelem tvorby kovalentnich vazeb a cirkularniho konstruktu pfiddme jiz zminovanou DNA-
ligdzu vcetné kofaktoru v podobé ATP (viz Obr. 9). Ligdza je pouZzivana i ke spojovani
tupych konctli, ovSem s niz$i G€innosti. Z tohoto diivodu vystavujeme tupé konce plisobeni
terminalni deoxynukleotid-transferazy, ktera modifikuje tyto konce piidanim nukleotidu,
které jsou vzdjemné komplementarni, ¢imZ mezi témito konci mlzZe vzniknout vodikova

vazba (Allison, 2007; Raska et al, 2010).
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Obr. 9: Vyuziti dvou restrikénich endonukledz pri jednosmérném klonovani (upraveno dle

Raska et al, 2010)
3.4.4. Vektory

Vektorem v obecném smyslu rozumime ptipad, kdy rekombinantni molekuly tvotime
za ucelem prenosu DNA. Existuji ovSem 1 dalsi typy vektorii. Jestlize je naSim cilem nejen
vlozeni, ale 1 amplifikace, mluvime o tzv. klonovacim vektoru. Dal§im typem je poté expresni
vektor, ktery je urCen k syntéze proteinu (Ruckova et al, 2014; http://biologie.upol.cz).

Klonovacich vektord je velké mnozstvi a mnohé se od sebe 1isi riznymi principy
pouziti. V zasad¢ ovSem vSechny obsahuji nékolik nezbytnych sekvenci, mezi nimiz je
replika¢ni pocatek (ori), ktery umoziiuje nasednuti DNA polymerazy a naslednou replikaci,
dale polyklonovaci misto (multiple cloning site = MCS), jez obsahuje rizné sekvence pro
odli§né restrikéni endonukleazy. Casto se MCS nachazi v plazmidech jako soudast lac
operonu uvnitt genu lacZ (gen pro P-galaktozidazu), ktery je v nepfitomnosti induktoru
blokovan represorem (Raska et al, 2010; Fusek et al, 2012). Taktéz klonovaci vektory
obsahuji regula¢ni sekvence pro transkripci, to jest promotor, operator a terminator. Sekvence
zvyhodnujici rist bunék a zajistujici prenos do dalSi generace nazyvame selek¢éni markery.
Nejcastéji se jedna o rezistenci k antibiotikiim jako ampicilin nebo kanamycin, ktera pfi ristu

bunék v prostiedi s timto antibiotikem umoziuje jejich preziti. (Obr. 10).
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Obr. 10: Typicky bakterialni vektor (upraveno dle Clark et Pazdernik, 2009)

Za Ucelem purifikace lze také vytvatet fuzni proteiny s tzv. tagy (afinitni znacky),
diky nimz jsme schopni zvysit vytézek i Cistotu. Taktéz jsme schopni vybavit konstrukt
reportérovymi sekvencemi, které nam umozinuji pozorovat expresi proteinii v bufice in Vvivo
(Fusek et al, 2012; http://biologie.upol.cz; Ruckova et al, 2014).

Mezi zakladni klonovaci vektory patii plazmid, umélé bakterialni (BAC = bacterial
artificial chromosome), kvasinkové (YAC = yeast artificial chromosome), sav¢i chromozomy
(MAC = mammalian artificial chromosome), bakteriofag a kosmid (Allison, 2007).
vyuzivame pii amplifikaci veskerych plazmidd v E. coli (Fusek et al, 2012), nicméné
neupraveny plazmid ma pomérné malou kapacitu pro vkladany inzert, coZ nas pfi tvorbé
rekombinantni DNA znaé¢né limituje.

Tento problém byl odstranén pouzitim vektort virového ptivodu (napt. bakteriofag) i
tvorbou rekombinantnich virovych vektort (napt. kosmid, fasmid), které jiz maji kapacitu pro
vkladany inzert od 2045 kb. Rekombinantnim virovym vektorem rozumime plazmid, ktery
ma ¢ast genomu nahrazenou expresni kazetou, jeZ po transdukci do hostitelské buiiky zajisti
lepsi prostorovou organizaci velkych molekul DNA a tim i expresi genu (Rackova et al,
2014). Mezi vektory s velmi velkou kapacitou fadime BAC, YAC a MAC. YAC maji Casto
replikacni pocatky dvou riznych organizmt, tzv. ,,shuttle vector (Clark et Pazdernik, 2009).

Kromé¢ béznych klonovacich vektorii mizeme pouzit systémy zalozené na principu
restrikéniho Sté€peni a nasledné ligaci. Napftiklad systém Gateway ulehcuje klonovani gent

prostfednictvim mistné specifické rekombinace. Pokud jsme vytvofili tzv. vstupni klon, 1ze
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pfesunout inzert ohraniceny att sekvencemi do riznych cilovych vektort soucasné (napt. do
hmyziho a kvasinkového). Dal§imi systémy je TOPO nebo LIC klonovani = ligation

independent cloning (www.thermofisher.com; Ruc¢kova et al, 2014).

Tabulka 1: Pouziti a funkce odlisnych klonovacich vektorii (upravena dle Casali et al, 2003)

Vektor Bazalni informace \_/ellkost Preferované pouziti
Inzertu
Ptirozené¢ se vyskytujici cDNA klonovani,
Plazmid extrachromozomalni DNA 15kb testy expzese
proteinu
Klonovéni genomové
Fig Bakteriofag ) 5-20 kb DNA, cDNA
klonovani,
genomové knihovny
. Plazmid obsahujici cos Genomove
Kosmid sekvenci z bakteriofaga A 35-45kb knihovny
. BAC (bacterial F plazmid Escherichia Coli | 75-300 kb Analyza VeolkyCh
artificial chromosome) genomil
o . Analyza velkych
YAC (yeast artificial | Saccharomyces cerevisiae 100-1000 kb genomil, YAC
chromosome) centromera a telomera o
transgenni mysi
Vyvoj za ucelem
pouziti
MAC (mammalian Sav¢i centromera, telomera | 100 kb > 1 |v biotechnologickych
artificial chromosome) a pocatek replikace Mb metodach pracujicich
se zvifaty, lidska
genova terapie

3.4.5. Vneseni DNA do expresniho systému a selekce

Pokud mame vytvofeny pozadovany konstrukt (inzert — vektor), je nutné zvolit
vhodny expresni systém neboli buiku pro syntézu nami zvoleného genu. Pro proces vneseni
DNA do cilové hostitelské buiky rozliSujeme tfi terminy. Dle odborného Mosbyho slovniku
byly tyto terminy definovany nasledovné:

Transdukce — metoda genetické rekombinace, ve které je DNA pienaseno z jedné bunky do
druhé virdlnim vektorem. Riizné bakteriofagy ptendSeji DNA z jednoho druhu bakterie do
druhého.

Transfekce — proces, ve kterém je bakterialni buiika infikovana s purifikovanou DNA nebo
RNA, izolovanou z viru po specifické prediprave (predosetienim).

Transformace — integrace exogennich genti do chromozomu ve formé, ktera je rozpoznana

replikacnim a transkripénim aparatem hostitelské bunky (Anderson et al, 2002).
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Transformaci se rozumi v pravém slova smyslu pfenos DNA do bakteridlni buniky. Nicméné
molekularni biologové opomnéli vytvofit termin pro pfenos do kvasinek, hub, zvifat a rostlin,
tudiz se s timto terminem muzeme setkat i ve spojeni s t€émito organismy (Brown, 2016).

Bunky, které jsou schopné piijmout tuto cizi DNA (konstrukt), nazyvame
kompetentni. Tohoto stavu u hostitelskych bun¢k dosahneme inkubaci ve studeném roztoku
kationtll vapniku, pfi ¢emz dojde K ,,prodéravéni bunééné membrany, a naslednym tepelnym
Sokem, kdy za pomoci nahlé vyssi teploty dosdhneme pienosu konstruktu do buiky. Dalsi
¢astou metodou prenosu DNA do buiiky je elektroporace, kdy je DNA tlacena do bunky
silnym elektrickym proudem. Jakmile DNA piekona bariéry buiniky, musi byt hostitelska
bunka schopna uchovat DNA v intracelularnim prostoru. Toho je dosahnuto modifikaci
v podobg¢ inaktivace produkce endonukleaz, které by tuto cizi nemetylovanou DNA odstranily
(Allison, 2007; Glick et al, 2010).

Po pfenosu nami vytvoreného konstruktu do bunék je tfeba tyto bunky odlisit od téch,
kde proces prenosu nebyl uspésny. K tomu nam slouzi selekéni markery. Muze se jednat
0 geny udélujici rezistenci antibiotikiim. Nicmén¢ se tento systém prezentuje z dlouhodobého
hlediska jako rizikovy, tudiz se pfistupuje k vektorim s modifikaci esencialnich gent, jejichz
defekt znamena pro buiiku smrt, jedna se 0 tzv. nonantibiotic selection (Sodoyer, 2004; Glick
et al, 2010).

3.4.6. Expresni systémy

Hostitelské burky, jez jsou vyuzivany k ucelim exprese rekombinantnich proteind,
nazyvame expresni systémy. V korelaci se soucasnou technologii a Sirokym vybérem téchto
systéml musime pii tvorb&€ nami zvoleného proteinu zohlednit, zda je eukaryotického nebo
prokaryotického ptvodu, a z toho plynouci rizika. TaktéZ je nutné zvazit finan¢ni narocnost,
¢istotu purifikovaného proteinu a ¢asovou narocnost. U expresnich systému virového ptivodu
je nutné vénovat zvySenou pozornost také bezpe¢nostnim pozadavkim a legislativé (Rtckova

et al, 2014).

3.4.6.1 Prokaryotni expresni systémy

Ustiedni postaveni mezi prokaryotickymi mikroorganismy pouzivanym pro expresi
rekombinantnich proteint patii bakteriim. Zejména se jedna o E. coli (Fusek et al, 2012).
Piedevsim nase dobra znalost jeji genetiky, molekularni biologie, biochemie a fyziologie z ni
déla upiednostinovany bakterialni organismus (Glick et al, 2010). Taktéz vynika vysokou

vytéznosti v kratké generacni dobé a pomérné nizkou finan¢ni naro¢nosti na kultivaci (Fusek
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et al, 2012). V neposledni fadé nam umoznuje amplifikovat nejen malé plazmidy, ale i velké
bacmidy velikosti az nckolika stovek bazi. Nicméné disponuje omezenim posttranslacni
modifikace proteind (glykosylace), ktera u ni z divodu absence odpovidajicich enzymu neni
ptirozené mozna (Raska et al, 2010). V dnesni dob¢ je tento problém aktivné feSen zejména
N-glykosyla¢nim systémem pochazejicim z bakterie Campylobacter jejuni, kdy tento systém
je vlozen do E. coli a své uplatnéni nachazi naptiklad pii vyvoji vakcin (Nothaft et al, 2013;
Sodoyer, 2004). Problémy také nastavaji pii produkci proteind s disulfidickymi vazbami,
které¢ se tézko exprimuji. Zaporem je i1 produkce vyslednych proteinii kontaminovanych
bakteridlnimi s-endotoxiny ¢i jejich acetatovd forma, ktera plisobi toxicky na samotny
produk¢éni systém. V neposledni fadé miize byt komplikaci tohoto systému produkce proteinti
ve form¢ inkluznich télisek, coz jsou biologicky neaktivni, nerozpustné agregaty
s nadbyte¢nymi inter- nebo intramolekulovymi disulfidickymi vazbami (Demain et al, 2009).

Mezi Gspésné systémy patii dale Bacillus, coz je gram-pozitivni bakterie, z niz pro
expresi pouzivame druhy jako B. subtilis, B. licheniformis a B. brevis. Tyto systémy se staly
zajimavou alternativou E. coli zejména z duvodu moznosti vy$$i hustoty bakterii
v kultivaénim médiu. Taktéz tyto systémy nabizi Sirokou S8kalu silnych promotora
a Vv neposledni fadé¢ i TAT (Twin Arginine Translocation) sekrecni drahu, kterd umoziiuje
transport rekombinantnich proteint ptes bunéénou sténu (Demain et al, 2009; Sodoyer, 2004).

Potencial bakterii mlééného kvaSeni jiz byl vyuzit pro pfipravu vice nez 400
plazmidovych vektori. RUzné¢ modifikované plazmidy téchto gram-pozitivnich bakterii
umoziuji bezpecnou syntézu Siroké Skaly produktt, jako napf. odlisnych antigend proti
malarii nebo tzv. ,zivych slizniénich vakcin®“. K tvorbé téchto proteinii jsou pouzivany
odlisné druhy jako Bifidobacterium, Brevibacterium, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus atd. (Cui et al, 2015; Sodoyer, 2004; Wyszynska et al, 2015).

Plazmidy psychrofilnich a psychrotrofnich bakterii (pPSYCH) nam taktéz oteviraji
dvefe k novym moznostem V podob¢ exprese termolabilnich proteini a enzymu pfi nizkych
teplotach. Tyto plazmidy nesou geny napt. pro ,,cold shock proteiny umoznujici biologické
procesy v buiice pii nizké teploté, proteiny umoznujici opravy poruch DNA zptsobenych UV
zarenim atd. (Dziewit et al, 2014; Margesin et al, 2008). Duilio et al ptipravili prvni ,,replikon
za studena“ pomérné nedavno, v roce 2004 z gram-negativni bakterie Pseudoalteromonas
haloplanktis kmene TAC125 z Antarktidy, ktery byl schopny exprese enzymu za studena.

Taktéz se mizeme setkat s bakterialnimi systémy Pseudomonas riznych druhti jako
P. fluorescens, P. aeruginosa, a P. putida, které dosahuji v né€kterych piipadech i vyssi

exprese nez E. coli (Chen, 2012). Gram-pozitivni bakterie rodu Streptomyces jsou pro védce
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taktéz zajimavé, zejména kvuli produkci proteind piimo do kultivaéniho média. Hlavni
problém feseny u tohoto systému je vytéznost. Preferovanym druhem je systém Streptomyces
lividans (Chen, 2012; Vrancken et Anné, 2009). Koryneformni gram-pozitivni bakterie, jako
Corynebacterium glutamicum a Corynebacterium ammoniagenes, jsou Vv biotechnologii
pouzivany za G¢elem produkce aminokyselin a nukleotidi. Védci Itaya a Kikuchi ovsem ve
své praci ukazuji jejich expresni potencial v podobé TAT sekrecni drahy (Itaya et Kikuchi,
2008). Caulobacter crescentus je gram-negativni bakterie, jejiz I. typ sekreéni drahy, ktery
umoziuje transport proteinti na povrch bunky, z ni déla dalsiho adepta pro volbu expresniho
systému (Terpe, 2006; Chen, 2012). Jako expresni vektory byly pouzity i Methylobacterium
extorquens (Gutiérrez et al, 2005), nepatogenni gram-pozitivni bakterie Staphylococcus
carnosus (Hansson et al, 2002) nebo cyanobakterie Anabaena sp. (Desplancq et al, 2005).
Jako expresni vektor pro expresi heterolognich proteinii by v principu mohly byt
pouzity vSechny bakterie. Nicméné limitujicim faktorem, pro¢ tomu tak v praxi neni, jsou
nase védomosti o téchto systémech (Terpe, 2006). Do budoucna ov§em mizeme ocekavat, ze

i tyto alternativni systémy najdou své uplatnéni po boku s vylepsenymi verzemi E. coli (Chen,
2012).

3.4.6.2 Eukaryotické expresni systémy
Kvasinky

Tyto jednobunééné eukaryotické organismy, které jsou fazeny mezi houby, hraji
dulezitou roli v pramyslu, Zivotnim prostiedi i 1ékafstvi (Schaechter, 2009). Jsou pouzivany
I jako expresni systémy pro pfipravu rekombinantnich proteinii, a to zejména z divodu
schopnosti posttranslacnich modifikaci. Samoziejmé tyto systémy disponuji i dalsimi
vyhodami, bohuzel i véetné fady nevyhod, viz Tabulka 2 (Demain et al, 2009).

Tabulka 2: Vyhody a nevyhody kvasinkovych expresnich systémii (upraveno dle Demain et al,
2009; Clark et Pazdernik, 2009)

Vyhody Nevyhody

Odolnost Ztrata plazmidu pti kultivaci ve velkych
bioreaktorech

Snadnéjsi a levnéjsi kultivace, nez je tomu | Sekrece proteinu  do periplasmatického

U hmyzich ¢i sav€ich bunék prostoru

Vysoka hustota rastu v médiu Hyperglykosylace, coz zpusobuje ztratu
biologické aktivity proteinu

Vysoka exprese Glykosylované proteiny jsou pouze ty, které

jsou sekretovany do média

Proces tvorby proteint je podobny savéim
buitkam
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Geneticka stabilita produkénich kment

Vhodny k produkci S-S bohatych proteint

Glykosylace proteint (O-glykosylace)

Snadnéjsi  purifikace, pokud je protein
sekretovan do média

Nejpouzivangj$im, prvnim a zaroven nejlépe charakterizovanym systémem tohoto
druhu je Saccharomyces cerevisiae. Je oznacen jako GRAS (generally recognized as safe),
coz z né&j déla bezpecného producenta farmaceutickych latek (Celik et Calik, 2012; Fusek et
al, 2012). Tento systém je pouzivan napf. pro vyrobu inzulinu, rustovych faktord, proteint
a pro vyrobu vakcin, kde mezi ptiklady patii povrchovy antigen hepatitidy typu B (Clark et
Pazdernik, 2009; Demain et al, 2009). Pro pramyslové vyuziti byly vytvofeny kmeny
s omezenou produkci protedz a zvySenou genetickou stabilitou. Plazmidy kvasinek obsahuji
podobné sekvence jako bakteridlni (specificky promotor, polyklonovaci misto atd.). Nicméné
je tieba principialné odlisovat kvasinkovy integra¢ni plazmid (YIp-Yeast integrative plasmid),
jehoz cilem je integrace do chromozomu hostitelské buriky, a replikacni plazmid (YRp- Yeast
replicative plasmid), ktery ma schopnost autonomni replikace (Fusek et al, 2012).

Na trhu se kromé dominantné zastoupené S. cerevisiae mizeme setkat s kvasinkou
Kluyveromyces lactis, jejiz vyznam na poli biotechnologii i genetického inzenyrstvi
V poslednich letech vyrazné stoupd. Za poslednich 25 let byl tento systém pouzit k piiprave
vice nez 100 rekombinantnich proteinti a z toho 20 % bylo ptipraveno v poslednich dvou
ma ekonomické i1 ekologické vyhody (Spohner et al, 2016). Taktéz se muzeme setkat
s kvasinkami se schopnosti metabolizovat methanol jako zdroj uhliku a energie. Do této
skupiny fadime Pichia pastoris a Hansenula polymorpha. Dalsi, Schizosaccharomyces
pombe, se stala tfetim eukaryotickym organismem s kompletné znamym proteomem a Sestym
kompletn¢ osekvenovanym eukaryotickym organismem. Nicmén¢ v praxi tento organismus
neni pfili§ vyuZivan. Jako posledni vyznamné alternativy bych chtéla zminit dimorfni
kvasinky Arxula adeninivorans a Yarrowia lipolytica (Celik et Calik, 2012). Dimorfni
kvasinky mohou zit jak ve formé kvasinky tak i mycelia. A. adeninivorans je halotolerantni,
coz V praxi znamena, ze muze rust v médiu obsahujicim vice nez 20% NaCl. Termostabilita je
taktéz jeji prednosti, kmen LS3 muze rust bez ptedchozi adaptace pii 48°C (Wartmann et al,
2000). Veédci doufaji, ze by Yarrowia lipolytica mohla byt klicem k vyfeseni
hypermanosylace proteinti, a tudiz bychom byli o krok bliz k tvorbé lidského typu
glykosylaéniho systému (Callewaert et al, 2001; Celik et Calik, 2012).
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Hmyzi expresni (bakulovirové) systémy

Hmyzi expresni vektory vytvaii jakousi spojnici mezi prokaryotnimi a eukaryotnimi
systémy. Jako jejich preferencni prednost fadime schopnost glykosylace proteint, které jsou
pak vice podobné sav¢im, ale také schopnost ristu na méné naro¢ném médiu, nez je tomu
u savéich bunék (Clark et Pazdernik, 2009; Raska et al, 2010). Tyto systémy nam ovSem
nabizi dalsi vyhody v¢etné jistych omezeni, viz Tabulka 3.

Tabulka 3: Vyhody a nevyhody hmyzich expresnich systémii (upraveno dle Demain et al,
2009; Raska et al, 2010, Kost et Condreay, 2002)

Vyhody Nevyhody

Posttransla¢ni modifikace Chybna posttranslaéni modifikace
e N-glykosylace
e 0O-glykosylace

Vysoké exprese proteinu bez endotoxinil Néro¢nd priprava, ovéfeni a udrZovani

Uginné §tépeni signalniho peptidu infekénich ~ virovych  ¢&astic  (nejsou-li
koupeny komeréné dostupné linie)

Spravné skladani proteinli véetné S-S mustkli | Nesprdvné sloZzeni => intracelularni shluky

Vysoka hustota ristu v médiu Proces exprese a posttranslaéni modifikace
musi byt empiricky stanoven pro kazdy
konstrukt

Simultanni exprese gentl

Bezpecnost

Stabilita velkych inzerta (38 kb)

Nereplikuje se v sav€ich bunkdch

Bakuloviry jsou viry infikujici specificky Antropoda vcetné dalsich hmyzich druhd.
Nejprozkoumanéj$im a nejpouzivanéjSim virem za ucelem tvorby rekombinantnich proteina
je Autographa californica multiple nuclear polyhedrosis virus => AcMNPV, coZ je obaleny
dsDNA virus s cirkularnim genomem o velikosti ~130 kb. (Kost et Condreay, 2002; Glick
et al, 2010). Jako hostitelské buiiky jsou nejéastéji pouzivané bunétné linie Sf9 a Sf21AE,
pochazejici z larev miry Spodoptera frugiperda, a BTI-Tn-5B1-4 linie znama také jako ,,High
5 cells®, pochazejici z vajicek miry Trichoplusia ni (Ikonomou et al, 2002; Kost et Condreay,
2002). Mén¢ pouzivany je virus Bombyx mori, coz je polyedricky virus, u kterého vyuzivame
jako hostitelské butiky larvy bource morusového (Glick et al, 2010)

Pii tvorbé bakulovirového expresniho systému vychazime ze schopnosti viru vytvaret
polyedrickou ¢astici, tedy Castici tvofenou polyhedrinem (proteinem), ktera umozni viru
prezit i po umrti hostitelské buniky. Promotor pro tvorbu polyhedrinu je velmi silny. Zajistuje

transkripci vice nez 25% mRNA v bunce infikované virem. My tento promotor vyuzivame
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pro expresi naseho rekombinantniho proteinu, kdy namisto genu pro polyhedrin vkladame ve
formé cDNA na$ protein prostfednictvim donorového plazmidu, viz Obr. 11 (Clark et
Pazdernik, 2009; Glick et al, 2010).

Transformace do E.Coli,
ve které dojde k lzolace DNA
dvojitému crossoveru

Polyhedrin Polyhedrin
Promotor Terminator

Rekombinant
- F< » AcMNPV

Homologni Homologni
lisek lsek

Gen pro polyhedrin

AcMNPV

genom

- Transfekce do hmyzich bunék

Produkee proteinu
o, 0 0
o @
® o

Transfekované buﬁil;;_p_rodujifzaifa’aovam} protein
Obr. 11: Schématické zndzornéni procesu tvorby bakulovirového expresniho vektoru

S naslednou produkci pozadovaného proteinu transfekovanymi bunkami (upraveno dle Clark

et Pazdernik, 2009)

Dalsi moznosti je kombinace plazmidu E. coli a viru napadajiciho hmyzi buiky.
Vysledkem je tzv. bacmid. Bacmid je slozen primarné z baculovirové DNA, ale obsahuje
bakterialni replikac¢ni pocatek, MCS a geny majici funkci selekénich markert. Tyto sekvence
umoziuji prezit konstruktu v E. coli, odkud je konstrukt purifikovan a nasledn¢ transfekovan
do hmyzich bungk, kde se replikuje (Clark et Pazdernik, 2009).

Savci tkanové systémy

Sav¢i systémy se staly dominantni v produkci rekombinantnich proteint pro klinické
ucely, zejména diky jejich moznostem posttranslaéni modifikace proteinti. V soucasné dobé
jsou tyto systémy pouzivany k produkci vice nez 60 % terapeutickych rekombinantnich
proteind (Wurm, 2004). Stejné jako ostatni systémy disponuji ty savéi jistymi omezenimi, viz
Tabulka 4.
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Tabulka 4: Vyhody a nevyhody savcich expresnich systéemii (Fusek et al, 2012, Demain et al,
2009)

Vyhody Nevyhody

Pozitivni determinace farmakokinetickych | Riziko kontaminace
a farmakodynamickych vlastnosti

Pii spravném slozeni proteinu neni nutné | Cena médii pro kultivaci
protein renaturovat

Nutnost péstovat v atmosfére s 5% CO»

Pomaly riist

Za ucCelem syntézy proteinl jsou nejcastéji produkovany liniemi vajecniku kiecka
¢inského (CHO — Chinese hamster ovary), ale také se mlzeme setkat s liniemi mysiho
myelomu NSO a Sp2/0-Agl4, které jsou urCeny piedevS§im pro produkci chimernich
humanizovanych protilatek. Taktéz se mizeme setkat s embryonalnimi bunkami lidskych
ledvin (HEK-293), buikami BHK (baby hamster kidney) a Vero (endotelové buriky z opicich
ledvin), které jsou nejbéznéji pouzivany pro produkci rekombinantnich vakcin (Wurm, 2004;
Fusek et al, 2012).

Tyto linie mohou byt kultivovany ve dvou formach. Bud’ jako adherentni bunééné linie, anebo
v podobé bunééné suspenze (Wurm, 2004).

Procesem optimalizace sav¢ich systému bylo dosazeno vytézku v fadu grami na litr.
Vysledné produkéni bunky vcetné vektord, kultivacnich podminek a médii jsou casto
predmétem utajeni firem (Fusek et al, 2012). Zakladni produkéni schéma se sklada z vektoru
zalozeného na bazi virl infikujicich sav¢i buiiky. Tento vektor ma silny promotor (nejcastéji
virovy, napf. SV40), selekéni marker (napi. dihydrofosfat reduktaza — DHFR, glutamin
syntaza — GS), kdy v piipadé téchto markert dojde ke smrti bunky, pokud neni
transformovana, a regulacni elementy pro transkripci jako enhancery transkripce nebo
promotorové proximalni elementy (Wurm, 2004; Fusek et al, 2012).

Za Ucelem zvySeni exprese proteinu byly vyvinuty rizné konstrukty. Jsou jimi jak
konstrukty s dvéma oddélenymi geny, tak plazmidy se sekvenci IRES (internal ribosomal
entry sites), které umoziuji nasednuti ribozomu a translaci dvou genu zaroven, viz Obr. 12.
Zvyseni exprese lze dosahnout i mistné specifickou rekombinaci transkripéné aktivnich
oblasti ¢i housekeeping geny, které zajist'uji snadny piistup pro RNA polymerazu (Fusek et
al, 2012; Clark et Pazdernik, 2009).
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Obr. 12: Expresni vektor koduji dva polypeptidy, z nichz ten se sekvenci IRES umoziiuje
translaci obou polypeptidii v ramci jedné mRNA (upraveno dle Clark et Pazdernik, 2009)

Transgenni rostliny

Dalsi typem expresnich systému jsou transgenni rostliny vcetné rostlinnych pletiv
z ruznych druh a odrid brambor, semen ryze, fazoli, kukutice, tabaku, jahod, kotfenové
zeleniny, rajéat a vodnich plevell. Muzeme se také setkat i s kofenovymi, listovymi
i stonkovymi kulturami, s jednobunéénymi kulturami fas Chlorella a Chlamydomonas nebo
transformovanymi chloroplasty (Ganapathy, 2016). Nedavné vyzkumy ukazuji, ze transgenni
rostliny disponuji mnoha benefity. | zde je nutné ovSem poukéazat na jista rizika a vyhody, viz
Tabulka 5. Tyto systémy jiz byly usp&$né pouzity k produkci fady proteint pro terapeutické
nebo diagnostické pouziti (Ma et al, 2005).

Tabulka 5: Vyhody a nevyhody transgennich rostlin (upraveno dle Ma et al, 2003; Demain et
al, 2009)

Vyhody Nevyhody

Absence lidskych patogent Moznost kontaminace rostlin  pesticidy,
herbicidy

Nizka produkéni cena Toxické metabolity rostliny

Relativné nizké naro¢nost purifikace

Posttransla¢ni modifikace

Spravné slozeni proteinii a tedy zachovani
biologické aktivity (vyuziti hlavn€ pro tvorbu
protilatek)
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Linie téchto rostlin ziskavame obecné tfemi hlavnimi zptsoby. Prvni zplisob vyuziva
Ti plazmid z Agrobacterium tumefaciens (viz Obr. 13). Druhy zpisob spociva v ptimé
aplikaci DNA ve formé mikroprojektili do rostlinné tkan¢. Dalsi zpusoby jako elektroporace
a transformace protoplasti nejsou pouzivany ve velkém méfitku, tedy mj. nikoliv pro
zemédelské ucely (Ma et al, 2003). Pti vyuziti vektoru na bazi Ti plazmidu je transgen dédén
az od naslednych generaci rostlin. Toto ndhodné zaclefiovani do genomu se muze projevit
| opakovanym vloZenim inzertu a naslednou nestabilitou transgenu, uml¢enim genu nebo
nizkou expresi (Shih et Doran, 2009). Mezi dalsi zpusob transformace fadime vektory na
virové bazi, kdy jako vychozi nebunéény organismus nam muze poslouzit virus mozaiky
kvétaku (CaMV — Cauliflower mosaic virus), virus mozaiky tabaku ¢i geminivirus. Tyto
vektory nesou sva omezeni. N¢které jiz byly vyfeSeny (nizka kapacita vkladaného inzertu
u CaMV), jiné (napt. omezeny pocet hostitelskych rostlin CaMV) se stale musi fesit (Brown,
2016; Shih et Doran, 2009).

Inkubace s rekombinannti
A. tumefaciens

N\ —— Bakterie
V- \ {
’/ a Prenos na
_) J - pevné médium Prenos na médium s

odlisnou koncentraci Prenos do

rustovych hormony

A\ Y. \aaaiiks
[ : :| Rostlinnd burika

Suspenze Tvorba transformovanych

kalus® Transformovana rostlina
rostlinnych bunék alusu

Obr. 13: Transformace suspenze rostlinnych bunék rekombinantnim A. tumefaciens, kdy

vysledkem je transformace vsech konecnych rostlin (upraveno dle Brown, 2016)

Transgen muze byt zaclenén bud’ do jaderného genomu nebo do chloroplastového
genomu. Transformace chloroplastového genomu je mozZzna pouze v piipadé, Ze vkladany
inzert je ohranien sekvencemi o velikosti 500 bp nebo delsi, Které jsou homologni
k chloroplastové DNA, a tudiz zde muze dojit k homologni rekombinaci (Brown, 2016).
Tento zpusob transformace zcela omezuje riziko nechténého pienosu rekombinantnich geni
do pfirody, jelikoz transgen nemuize byt pienesen pylem (Ganapathy, 2016). Vzhledem
k tomu, Ze genom chloroplasti je polyploidni, je mozné do genomu transformovat tisice kopii

a tim dosahnout vysoké hladiny exprese. Tento systém disponuje mnoha dal§imi vyhodami ve
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srovnani s transgennimi rostlinami a zda se byt lepsi alternativou pro produkci jedlych vakcin
(Daniell et al, 2002).

U rostlin je taktéz mozné vyuzit kultivaci bunék in vitro, ¢imz dosahujeme jednak
vysoké exprese produktu, jednak také nizké vyrobni ceny (Ganapathy, 2016). Tyto bunky
jsou taktéz nezavislé na environmentalnich podminkach narozdil od péstovanych rostlin.
TaktéZ u nich neni mozna kontaminace herbicidy, pesticidy nebo mykotoxiny a je zde i méné
vedlejsich produktu (oleje, vosky atd.). Velkym plusem je snadna purifikace, jelikoz produkty
jsou sekretovany do média (Hellwig et al, 2004). Negativem rostlinnych kultur je
extracelularni absorpce proteinit v médiu nebo post-syntetické intracelularni degradace
rostlinnymi proteazami (Shih et Doran, 2009). Nyni se ukazuje, ze tyto systémy budou
schopné konkurence béznym expresnim systémiim, napt. Zaludecni lipdza firmy Meristem

Therapeutics z Francie vstoupila do klinické faze testovani (Ganapathy, 2016).
Transgenni Zivocichové

Zejména financni naro¢nost pfipravy rekombinantnich proteini v dostatecné kvalité vedla
K vyuziti transgennich rostlin a zivocichd jako ,,bioreaktort™ pro jejich piipravu (Larrick et
Thomas, 2001).

Proces vyroby proteinti vyuzivajici transgenni zivocCichy je stale nedokonaly a je
nutné jej optimalizovat pro specifické ucely produkce proteinli. Nejbéznéji se vyuziva sekrece
pozadovaného proteinu do mléka. Nicméné se miizeme setkat i se systémy sekrece proteinu
do krve, vaje¢ného bilku, moci, hedvabné zlazy, hemolymfy larev hmyzu nebo spermatu
(Houdebine, 2009; Larrick et Thomas, 2001). Tento systém disponuje preferen¢ni vyhodou
V podobé¢ posttranslacni modifikace (stejné jako sav¢i systém), ale dosahuje vétSich vytézku.
Nevyhodou zivoci$nych transgennich systémii mize byt riziko prionové infekce, proto je
tteba zvolit vhodny systém — napf. kralik nevykazuje citlivost k prionovym infekcim, ale
oproti kravé dosahuje nizSich vytézka proteinu za rok pii extrakci z mléka (0,02/40 kg za
rok), ovSem krava je zase citlivd na prionové onemocnéni (Houdebine, 2009). DalSim
parametrem, ktery musi byt pfi produkci posouzen, je délka chovu — naptf. my$ je schopna
produkce po 3,5 mésicich, zatimco u kravy ¢ini doba vyvoje v dospélého jedince 32 mésict

(Demain et al, 2009).
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Ostatni

Vlaknité houby jsou v dnesni dobé fazeny mezi systémy, jejichz produkty nachazeji
uplatnéni na ekonomickém trhu. Mtizeme Se setkat s jednoduchymi organickymi kyselinami,
ale 1 slozitymi sekundarnimi metabolity jako penicilin ¢i cyklosporin. V soucasné dob¢é jsou
tyto produkty vyrabény predevsim z Aspergillus niger, A. oryzae a Trichoderma reesei, jiné
kmeny jsou aktualn¢ ve vyvoji (Meyer, 2008).

Jako dal$i z mozZnych alternativ se muZzeme sectkat se zastupci protozoa jako je
trypanosoma (Leishmania tarentolae). Z této autonomni formy zivota byl vytvofen
nepatogenni kmen, ktery dle Breitling et al dosahuje exprese 30 mg/l kultury. Vyhodou
pouziti tohoto systému je stabilni a pfesnd integrace do genomu a snadné péstovani v médiu
0 vysoké hustoté bunék (Breitling et al, 2002; Demain et al, 2009).

Bezbunécné expresni systémy oproti tradicnim systémim na bdzi bunék nabizi
vyhody v podobé¢ syntézy proteint, jejichz produkce je v buiice fyziologicky omezena (napf.
toxické, nestabilni nebo proteolyticky citlivé proteiny), snadné regulace reak¢énich podminek,
snizeni doby exprese ¢i umoznéni syntézy vice typu proteini dle piedlohy (Katzen et al,
2005; Jackson et al, 2004). Ve své jednodussi formé se mize tento systém skladat ze
surového lyzatu dané¢ho organismu v kombinaci s pifidanou mMRNA produktu, aminokyselin
a davky energie prostfednictvim hydrolyzy trifosfatt — ATP a GTP (Katzen et al, 2005;
Jermutus et al, 1998). Jako zdroj lyzatu je nejCastéji pouzivana E. coli, krali¢i retikulocyty
nebo pSeni¢né klicky (Jackson et al, 2004). Tento systém ma ovSem velké prostory pro
zlepSovani — napt. koncentrace 1 g/ml nestaci na veSkeré aplikace, nalezeni efektivniho
energetického zdroje (recyklace ADP), atd. (Katzen et al, 2005; Schwarz et al, 2008).
Bezbunécné expresni systémy v soucasnosti lakd pozornost védci napf. pro syntézu
membranovych proteinii (Schwarz et al, 2008), ale i pro aplikace funk¢ni a strukturni
proteomiky (Katzen et al, 2005).

3.4.7. Purifikace

Purifikace je nedilnou soucésti tvorby rekombinantnich proteinti. Predtim, nez
zvolime vhodny zplsob purifikace, musime vzit v Givahu rozpustnost, konformaci proteinu,
jeho stabilitu a strukturalni flexibilitu, jakoz i nizké purifikacni vytézky ¢i toxicitu hostitelské
bunky (Young et al, 2012). Systém afinitni chromatografie, u kterého vyuzivame tyto tagy,
nam umoznuje specifickou interakci mezi dvéma druhy latek: antigen — protilatka, enzym —

substrat, enzym — koenzym nebo protein — specificky ligand (Raska et al, 2010). Proteiny,
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u kterych doslo ke specifické interakci, jsou odmyty a nasledné jsou navadzané proteiny
uvolnény zménou pH, polarity ¢i iontové sily nebo specificky pfidanim kompetitivniho
ligandu (Ruckova et al, 2014).

Na trhu se muZzeme setkat s vektory obsahujicimi celou fadu afinitnich znacek
umoznujicich  purifikaci, detekci, zvySujicich nebo snizujicich rozpustnost, taga
s autokatalytickou doménou, kterda umozni odstranéni tagu od produktu, ¢i tagi se
sekvencemi, které jsou cilené St€peny pomoci proteaz, ¢imz opét ziskdme samotny produkt

bez znacky (viz Tabulka 6).

Tabulka 6. Peptidové, proteinové a doménové znacky urcené k purifikaci rekombinantnich

proteinii
Znacka Velikost | Stézejni funkce Reference
(kDa)
Poly Arg-tag 0,80 Optimalizace pro purifikaci | (Young et al, 2012);
za riznych podminek (Terpe, 2003)
Poly His-tag 0,84 Metaloafinitni (Young et al, 2012);
chromatografie (Terpe, 2003)
3x FLAG 2,73 Purifikace protilatek; (Maroux et al, 1971);
odstranéni enterokinazou (Terpe, 2003)
Chitin-binding | 5,59 Purifika¢ni dvouslozkovy (Szweda et al, 2001);
domain tag (chitin vazajici doména | (Terpe, 2003)
+ autokatalytickd doména)
KSI 13,00 SnizZuje rozpustnost (Young et al, 2012)
(ketosteroid
isomerase)
TAP (tandem 21,00 Purifikace (Gloeckner et al, 2007)
affinity multiproteinovych
purification) komplexii
Glutathione S- | 26,00 Obecné zvysuje rozpustnost | (Frangioni et Neel, 1993);
transferease (Smyth et al, 2003)
Maltose 40,00 Zvysuje rozpustnost (Fox et Waugh, 2003);
binding protein (Terpe, 2003)

Bohuzel pro purifikaci proteinii neexistuje univerzalni protokol. Dle souhrnného
review Griaslunda et al, 2008, vyplyva, ze nejpouzivanéjsim purifikaénim systémem je IMAC
(immobilized metal affinity chromatography). Taktéz je tfeba si uvédomit, ze 60 %
rekombinantné pfipravenych proteind pro strukturni studie neslo poly His-tag afinitni znacku
(Derewenda 2004). Z téchto dat vyplyva, Ze zplisob purifikace proteinti vyuzivajici poly His-
tag sekvenci, ktera vykazuje afinitu k imobilizovanému iontu pifechodného kovu, ma

V soucasné praxi dominantni postaveni.
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Principem afinitni chromatografie IMAC je tedy chelata¢ni vazba iont ptrechodnych
kovi k imobilizované chromatografické matrici (agaroze). Chelatacni vazba iontl je
zprostfedkovana bud’ Kyselinou iminodioctovou (IDA), ktera tvoii chelaty s Ni%*, Co?*, Zn?*
aCu®", ale ma k dispozici pouze tii vazebné elektronové pary (Zouhar, 1999), anebo
kyselinou nitrilotrioctovou, ktera vaze iont Ni?* &tyfmi vazbami, ¢imz je zabranéno jeho
uvolnéni z agar6zové matrice. Takto vazany iont ma pak jest¢ dvé volna vazebna mista
umoziujici interakci s polyhistidinovym peptidem, viz Obr. 14 (Hochuli, 1989; Zouhar,
1999).
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Obr. 14: Interakce mezi Ni-NTA4 a 6x His-tag protein (prevzato z manudlu Ni-NTA Agarose
firmy Qiagen, 2003)

V ramci IMAC se tedy setkavame s $irokou $kalou pryskyfic lisicich se ve vazebné kapacité
a sile vazby. Pfikladem mize byt afinitni chromatografie firmy Clontech nebo Qiagen, viz
Obr. 15 (Clontech Laboratories, 2012; QIAexpressionist, 2003; Graslund et al, 2008). Velmi
dulezitou vlastnosti této chromatografie je také moznost prubéhu jak za nativnich, tak
denatura¢nich podminek, coZ v praxi znamena moznost purifikovat i nerozpustné proteinové

agregaty a také moznost opétovného ziskani nativni formy napft. dialyzou (Zouhar, 1999).
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Purifikace s Ni-NTA agarozou

Nativai podminky o "',j-'( % Denaturaéni podminky
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Cisty protein s 6=His tag

Obr. 15: Schéma purifikace za nativnich a denaturacnich podminek (upraveno dle manudlu

Ni-NTA Agarose firmy Qiagen, 2003)

Pokud neni pfi afinitni purifikaci dosazeno dostateéné Cistoty, je mozné ji doplnit
metodami, které separuji proteiny podle specifickych vlastnosti. Jedna se o gelovou filtraci,
ktera separuje molekuly na zaklad¢é velikosti, nebo iontové vyménné chromatografie, pfti
kterych dochazi k separaci dle povrchového néboje. Déle také mlizZzeme pouzit hydrofobni
interakéni chromatografii ¢i reverzné¢ fdzovou chromatografii, které vyuZzivaji rozdilné
hydrofobicity (Ruckova et al, 2014). Dnes je kromé klasické jednokrokové purifikace mozné

Cistit 1 proteinové komplexy v dvoukrokové purifikaci pomoci specialnich tagi (Gloeckner et
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4. Material a vybaveni

4.1. Biologicky material

Pracovala jsem s transformovanymi kmeny E. coli, které obsahovaly sekvence OspC a OspA
druhu Borrelia burgdorferi. Tyto geny byly izolovany na Ustavu Imunologie Univerzity
Palackého v Olomouci prostiednictvim ¢cDNA technologie (Bélakova et al, 2005; Kiupka et
al 2005). Vkladany gen pro OspC B. burgdorferi neobsahoval na N-terminalnim konci
lipidiza¢ni sekvenci a C-konec byl volny, bez pfidanych vektorem kédovanych aminokyselin.
Tato varianta byla zkonstruovana kvili pfedpokladané lepsi dostupnosti C-terminalniho
imunodominantniho epitopu. Sekvence pro gen OspA byla upravena do podoby spojenych
fragmentd dvou antigennich verzi a opét neobsahovala na N-terminalnim konci lipidiza¢ni
sekvenci. Od této varianty se ocekava vyvolani imunitni odpoveédi vici obéma obsazenym,
antigenné odliSnym variantdm. Vysledné sekvence pro OspC i OspA nesly na N-terminalnim

konci poly His-tag.

OspC Borrelia burgdorferi

Bakterie: Escherichia coli BL21 Star™ (DE3) (Thermo Fisher scientific)
Genotyp: F— ompT hsdSB (rB—, mB-) gal dcm rnel31 (DE3)

Plasmid: pET 200 (Thermo Fisher scientific)

OspA Borrelia burgdorferi

Bakterie: Escherichia coli BL21 Star™ (DE3) (Thermo Fisher scientific)
Genotyp: F-ompT hsdSB (rB—, mB-) gal dcm rnel131 (DE3)

Plasmid: pET 200 (Thermo Fisher scientific)

4.2. Chemikalie

Precision Plus Protein™ Dual Xtra Standards (Bio Rad)

Page Ruler TM Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific)
Akrylamid-bisakrylamid — 30% roztok (Serva)
N,N,N’,N"-tetramethylethylendiamin, TEMED (Serva)

PBS Dulbecco w/o Ca+,w/o Mg2+ low endotoxin (Biochrom GmbH)
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LB Medium Powder (Serva)

Butan-1-ol (Lach-Ner)

Methanol (Sigma Aldrich)

SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (kit) (Thermo Fisher Scientific)
Dodecylsulfat sodny, SDS (Merck)
Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat (Lach-Ner)
Coomassie Brilliant Blue R-250 (Serva)

Chlorid sodny (Lach-Ner)

Chlorid draselny (Lach-Ner)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner)

Glycerol (Sigma Aldrich)

2-merkaptoethanol (Lach-Ner)

Glycin (Lach-Ner)

Kyselina octova 99,8 % (Lach-Ner)

Isopropanol (Lach-Ner)

Hovézi sérovy albumin, BSA (Calbiochem)

Developer G150, ,,vyvojka“ (AGFA)

Manul fixing bath G354, ,,ustalovac¢” (AGFA)

HisPur™ Ni-NTA Superflow agarose (Thermo Fisher Scientific)
Kyselina chlorovodikova (Lach-Ner)

Triton™ X-100 (Sigma Aldrich)

Kanamycin sulfate from Streptomyces kanamyceticus, K4000 (Sigma Aldrich)
Phenylmethylsulfonylfluoride (Serva)

Tween-20 (Calbiochem)

Urea (Serva)

Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid, IPTG (OmniPur)
Lysozym (Serva)

Hydroxid sodny (Penta)

Ethanol 96 % (VWR)

Imidazol (SIGMA)

Leupeptin (Serva)

Aprotinin (Serva)

Kyselina ethylendiamintetraoctova, EDTA (Sigma)

Peroxodisiran amonny (OmniPur)
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TRIS (hydroxymethyl) aminomethane (OmniPur)

Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat (Lach-Ner)

Protilatky
Penta His HRP Conjugate (QIAGEN)
Anti-V5-HRP (Thermo Fisher Scientific)

4.3. Priprava roztoku

Lyzacni pufr N
(pro purifikaci za nativnich podminek)

zakladni roztok (100 ml)
e 0,780 g NaH2PO4-2H.0 (50 mM)
e 1,754 g NaCl (300 mM)
e 0,068 g Imidazol (10 mM)

Po rozpusténi doplnit na 100 ml.

pridavky na 10 ml ziakladniho roztoku
e 20 ul phenylmethylsulfonylfluoride
(Mr 174,2 g/mol) v ethanol (11,14
9/250 ml (250 mM))
4 ul leupeptin
5,25 ul aprotinin
10 pl triton X100
5 mg lysozym
10 pl EDTA (0,1 M)

Upravit na pH 8 (na 1 g bun¢k pouzit 8 ml
roztoku).

Wash pufr N

(pro purifikaci za nativnich podminek)

zakladni roztok (100 ml)
e 0,780 g NaH2PO4-2H20 (50 mM)
e 1,754 g NaCl (300 mM)
e 0,136 g imidazol (20 mM)

Po rozpusténi doplnit na 100 ml.

pridavky na 10 ml zakladniho roztoku
e 20 ul phenylmethylsulfonylfluoride
e 4 ulleupeptin
e 5,25 ul aprotinin

Upravit na pH 8.

Elucni pufr N
(pro purifikaci za nativnich podminek)

zakladni roztok (100 ml)
e 0,780 g NaH2PO4-2H20 (50 mM)
e 1,754 g NaCl (300 mM)
e 3,4 gimidazol (500 mM)

Po rozpusténi doplnit na 100 ml.

pridavky na 10 ml zakladniho roztoku
e 20 ul phenylmethylsulfonylfluoride
e 4 ulleupeptin
e 5,25 ul aprotinin

Upravit na pH 8.

PBS pufr

240 g NaCl

6 g KCI

40 g Na2HPO4 12 H20
6 g KH2POq4

Upravit na pH 7,4.
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PBST (PBS s Tween-20)

Do 1 1 PBS puftru piidat 0,5 ml Tween-20.

2x vzorkovaci pufr (redukujici)

0,755 g TRIS
7,95 ml glycerol
2,39 SDS

1% BSA/PBST
(blokovaci pufr)

Do 500 ml PBST pufru piidat 5 g BSA.

5 ml 2-merkaptoethanol
37,5 ml dd H20

Upravit na pH 6,8 (pozn.: bez ptidavku 2-
merkaptoethanolu se jedna o neredukujici
vzorkovaci pufr).

Roztok 10% peroxodisiranu amonné¢ho,
APS:
e | gperoxodisiranu amonného
(NHa4)2S20g rozpustit v 10 ml
deionizované vody

Uchovavat v chladniéce.

Tobwinuv roztok
e 9,099 TRIS
e 43,2gglycinu
e 600 ml methanolu

Doplnit na 3 1dd H20.

Odbarvovaci roztok na 3 |
e 150 ml methanolu
e 210 ml kyseliny octové
e 2640 ml dd H20O

Fixacni roztok na 3 I:
e 750 ml isopropanolu
¢ 300 ml kyseliny octové
e 1950 dd H.0

5xSDSna3l
e 453¢gTRIS
e 2,69Glycinu
e 159gSDS

Doplnit na 3 1 dd H20.

Elektrodovy pufr = 1x SDS
e 1600 ml dd H.O
e 400 ml 5x SDS

4x TRIS pufr, pH 8.8
e 4559 TRIS
e 19gSDS
e 150 mldd HxO

Upravit na pH 8,8.

4x TRIS pufr, pH 6.8
e 15125gTRIS
e 19gSDS
e 150 mldd HxO

Upravit na pH 6,8.
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Lyza¢ni pufr D
(pro purifikaci za denatura¢nich podminek)

e 13,8 g NaH2PO4-H20 (100 mM)
e 1,2 gTris'Cl (10 mM)
e 480,59 urea (8 M)

Upravit na pH 8 pouzitim NaOH.

Wash pufr D
(pro purifikaci za denatura¢nich podminek)

e 13,8 g NaH2PO4-H20 (100 mM)
e 1,2 gTris-CI (10 mM)
e 480,59 urea (8 M)

Upravit na pH 6,3 pouzitim HCI.

Eluéni pufr D:
(pro purifikaci za denatura¢nich podminek)

e 13,8 g NaH2PO4-H20 (100 mM)
e 1,2 gTris'Cl (10 mM)
e 480,59 urea (8 M)

Upravit na pH 5,9 pouzitim HCI.

Elucni pufr D2
(pro purifikaci za denatura¢nich podminek)

e 13,8 g NaH2PO4-H20 (100 mM)
e 1,2 ¢gTris'Cl (10 mM)
e 480,5gurea (8 M)

Upravit na pH 4,5 pouzitim HCI.

Barvici roztok
e 10% kyselina octova
e 70 mM Coomassie Brilliant Blue R-
250

4.4, OQOstatni material

PVDF membrana (Bio Rad)
Blotovaci papiry (Bio Rad)
Polypropylene Columns (1 ml) (QIAGEN)

VIVASPIN 6 a 20 ml (sartorius stedim, Biotech)
Slide-A-Lyzer ®Dialysis Cassetle, Dialyza¢ni kazeta (3—12 ml) (Thermo Fisher Scientific)

Fotograficky papir, CL-XPosure™ Film (Thermo Fisher Scientific)

Liquid chromatography columns 18 ml (Sigma Aldrich)

4.5. Laboratorni vybaveni

Centrifuga, mikro 22 R (Hettich)

Mikropipety 100 pl az 1000 ml (Thermo Fisher Scientific)
Mikropipety 20 pl az 200 ml (Thermo Fisher Scientific)

Mikropipety 5 pl az 50 pl (Thermo Fisher Scientific)

Mikropipety 2 pl az 20 pl (Thermo Fisher Scientific)

Mikropipety 0,2 pl az 2 pl (Thermo Fisher Scientific)
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Laboratorni vaha 440-33N (Kern)

Ttepacka véetné inkubatoru TH30 + SM30 (Edmund Biihler)
Elektroforeticky zdroj POWER PAC 3000 (Bio Rad)

Termoblok SBH130D (Stuart)

Laboratorni drti¢ ledu (WARING COMMERCIAL)

Vyrobnik ledu (BREMA Ice Makers)

Sterilizator DX-90 (Systec)

Cetrifuga KR25i (Jouan)

Ttepacka KS 130 basic (IKA)

Tank elektroforeticky horizontélni s nalévaci vanickou (BioRad)

Blotovaci jednotka Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell 221BR (BioRad)
Zdroj napéti 2197 pro Trans-Blot (LKB Bromma)

Susic¢ gelt (Major science)

Sonikator UP200S (Hielscher)

Centrifuga 232 HK (Hermle Labortechnik)

Ttepacka rolovaci SRT6D (Stuart)

Jednomistna michacka bez ohievu (IKA)

Kazeta pro expozici chemiluminiscen¢niho signalu na film (Eastman Kodak)
Svéarecka folii Electronic (ETA)

pH metr Jenway 3310 se sklenénou elektrodou (Hanna Instruments)

5. Metodika

5.1. Kultivace bakterii

Priprava zivného média

Do kultivaéni lahve o0 objemu 21 bylo ptfidano 20 g LB Media Powder
a 1l deionizované vody. Lahev se uzaviela gumovou zatkou, ktera se z boku zajistila
hlinikovym krouzkem. Do gumové zatky byla zapichnuta injekéni jehla, aby z ldhve pfi

sterilizaci mohl odchazet vzduch a nedoslo vlivem vysokého tlaku k roztrzeni.

Sterilizace

Sterilizaci zivnych médii a laboratorniho vybaveni provedl vedouci bakalaiské prace.
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Kultivace bakterii

Do 1 1 zivného média pokojové teploty byl pfiddn 1 ml kanamycinu. Z takto
pripraven¢ho roztoku byl pfipraven startovaci roztok smichanim transformovanych bakterii
a kultiva¢niho média v poméru 1:100. Nasledovala 24-hodinova inkubace startovaci kultury
ptfi 37 °C v inkubdtoru s tfepackou pii 200 rpm. Pak bylo startovaci médium ptidano do
zbylého mmnozstvi kultivacniho média s kanamycinem. Kultivace probihala za stejnych
podminek do okamziku, kdy byla na spektrofotometru naméfena absorbance pii 600 nm
v rozmezi 0,6-0,8 proti blanku (LB médium s kanamycinem).

Pti piipravé mensich objemt byl analogicky pfipraven startovaci roztok za stejnych
podminek, viz vySe. Startovaci roztok byl ovSem po inkubaci pielit do ndmi zvolené¢ho

objemu média a kultivovan do optimalni hustoty.

Centrifugace kultivovanvch bakterii

Suspenze s nakultivovanymi bakteriemi o odpovidajici hustoté byla pielita do dvou
centrifugaénich zkumavek o objemu 250 ml. Tyto zkumavky byly pak vyvazeny. Nasledoval
proces centrifugace pii 10 000 rpm po dobu 10 min pti 4 °C. Supernatant byl slit do odpadu
a do centrifugacnich zkumavek byla dolita dalsi nezcentrifugovana bakterialni suspenze. Cely
proces se analogicky opakoval, dokud nebyl sto¢en cely objem bakterialni suspenze.

Nahromadény pelet byl rozsuspendovan v 1xXPBS, a to v poméru 1 g peletu na 9 ml
1xPBS. Bakterialni suspenze v PBS byla vZdy rozdélena dle mnozstvi do 50 ml plastovych
zkumavek. Takto vznikly roztok byl jedenkrat centrifugovan pii 9000 rpm po dobu 10 min pfi
4 °C. Vysledny pelet byl zamrazen pro dalsi pouziti.

5.2. Indukce exprese proteini

Pfed indukci byly odebrany 2 ml nakultivované bakterialni suspenze 0 objemu 150
ml. Do zbylé suspenze bylo ptidano 1,5 ml IPTG stimulujiciho indukci genu, aby vysledna
koncentrace roztoku byla 100 puM. Nasledoval odbér tii bakterialnich vzorkd po 2 ml

s odstupem 1 hod.
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5.3. Purifikace rekombinantnich proteint

Lvza transformovanvch bakterii E. coli

Zamrazeny pelet byl rozmrazen pii pokojové teploté. Nasledn¢ byl zvazen a dle
hmotnosti byl k peletu pfidan lyza¢ni pufr bud’ pro purifikaci za nativnich, nebo
denatura¢nich podminek, viz piiprava roztok.

U lyzaéniho pufru k purifikaci za nativnich podminek bylo na 1 g peletu pfidano 8 ml
lyza¢niho pufru. K piedem pfipravenému zakladnimu roztoku lyza¢niho pufru byly
pipetovany jednotlivé piidavky az bezprosttedné pied sonikaci. Vysledny roztok byl dikladné
promichan.

U lyzacniho pufru za denaturac¢nich podminek bylo taktéz pipetovano 8 ml pufru na

1 g peletu.

Sonikace

Veskera dezintegrace biomasy probéhla na sonikatoru béhem cyklu 1 pti 100%
amplitud¢. Sonika¢ni nastavec byl nejprve omyt destilovanou vodou a osusen buni¢inou. Do
vzorku v plastové zkumavce (bakterialni pelet + lyzaéni pufr dle volby) byl poté ponoten
sonika¢ni nastavec. Sonikator vzdy bézel 10 s a pak byla sonikace na 1 min ukoncéena. Cely
cyklus se 10x opakoval.

V ptipadg, Ze se jednalo o vzorek v nativnim lyza¢nim pufru, byl vzorek v dobé, kdy
neprobihala sonikace, chlazen v kadince s ledem. Pokud se jednalo 0 vzorek v denatura¢nim

lyza¢nim pufru, bylo chlazeni nezadouci z divodu snizeni rozpustnosti urey pfi nizsi teplote.

Purifikace za nativnich podminek

Po ukon¢eni sonikace byl vysledny lyzat stocen v cetrifuze po dobu 30 min pii 8800
rpm a 16 °C. Supernatant byl slit z 50ml plastové zkumavky do 15ml zkumavky a pelet byl
vyhozen do odpadu. V této fazi bylo odebrano 50 ul pro SDS-PAGE (krok proveden pouze
u OspC). K supernatantu bylo ptidana Ni-NTA agardza v poméru 1:10. Vysledny roztok byl
30 min promichavan v chladovce na rolovaci tiepacce. Mezitim byla piipravena kolona, ktera
byla promyta deionizovanou vodou. Po uplynuti doby promichavani v chladovce byl roztok
supernatantu s Ni-NTA agar6zou nalit do kolony. Po proteceni veskerého roztoku byl odebran

vzorek o objemu 50 pl pro SDS-PAGE (krok proveden pouze u OspA).
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Pak byla kolona promyvana 2x wash pufrem N, jehoz mnozstvi pro jednotlivé
promyti odpovidalo trojnasobku objemu pouzitého lyza¢niho pufru N. Nésledné byla kolona
promyta 5x elu¢nim pufrem N, jehoz objem pro jednu frakci byl roven 1/2 objemu pouzité
agardzy. Pocet frakci byl stanoven na zéklad¢ pfedchozi laboratorni optimalizace. Na zavér
byla kolona promyta EDTou (krok proveden pouze u OspC). Ze vsech jednotlivych frakci
bylo odebrano 50 ul pro SDS-PAGE.

Purifikace za denaturujicich podminek

Proces ptipravy purifikace za denaturujicich podminek byl téméf stejny jako za
podminek nativnich, viz prvni odstavec purifikace za nativnich podminek. Rozdil spocival
Vv pouziti lyza¢niho pufru, ve kterém probihala sonikace. Ten m¢l denaturaéni ucinky (lyzacéni
pufr D).

Po proteceni supernatantu s Ni-NTA agar6zou kolonou byla jedenkrat promyta
lyza¢nim pufrem D a poté wash pufrem D, jehoz mnozstvi odpovidalo dvojnasobku objemu
lyzaéniho pufru, ktery byl pouzit pfi sonikaci. Na zavér byla kolona 1x promyta elu¢nim

pufrem D1 a 4x elu¢nim pufrem Dy, jejichz mnozstvi odpovidalo 1/2 objemu agardzy.
5.4. Dialyza

Frakce, které byly pfipraveny za denaturujicich a nativnich podminek, byly kazda
zvlast slity do jedné zkumavky. Pro oba roztoky bylo pfipraveno vlastni dialyza¢ni okénko
0 objemu 3-12 ml, které separovalo ¢astice mensi nez 3,5 kDa. To bylo nejprve 2 minuty
hydratovano v deionizované vodg. Nasledné bylo naplnéno roztokem s frakci pomoci injekéni
stiikacky tak, aby nedoSlo k probodnuti membrany. Po naplnéni byl z okénka odsaty
piebytecny vzduch. Na okénko byl umistén plovak, se kterym bylo okénko umisténo do
kadinky s 11 1xTRIS a ta byla poté seshora piikryta alobalem. Dialyza probihala 24 hodin
a pak byl 1xTRIS vyménén za stejné mnozstvi pufru. Nasledné probihala dialyza jesté dalSich
6 hodin. Po ukonceni procesu byly vzorky pomoci injekéni stiikacky premistény do

zkumavky. Z téchto vzorki byly ptipraveny vzorky pro SDS-PAGE.

Zakoncentrovani dialvzovaného roztoku

Koncentrator byl nejprve promyt deionizovanou vodou a centrifugovan pii 3000 rpm
po dobu 10 min pii 21 °C. VSechna voda pak byla odstranéna. Nasledné bylo do

koncentratoru napipetovano maximalni mnozstvi vzorku (6 ml) a nasledoval proces
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centrifugace za stejnych podminek. Permeat byl po ukonceni centrifugace odstranén, retentat
byl prelit do oznacené zkumavky a cely proces se opakoval az do zakoncentrovani veskerého

vzorku.

5.5. SDS-PAGE - Gelova elektroforéza za denaturujicich

podminek

Priprava vzorku pro SDS-PAGE

Pfiprava vzorku po indukci

Vzorky o objemu 2 ml, které byly odebrany b&hem indukce, byly stofeny na
centrifuze pfi 13000 rpm po dobu 10 min pfi 21 °C. Supernatant byl slit do odpadu a pelet byl
rozsuspendovan v 0,5 ml PBS a 0,5 ml SDS. Takto pfipravené vzorky byly 10 min povafeny
v termobloku pii 97 °C.

Piiprava vzorkt z purifikace

Ze vsech ostatnich vzorkti bylo pouze odebrano 50 pl. K tomuto mnozstvi bylo
pridano 50 pl SDS, aby byl vysledny vzorek fedén v poméru 1:1. Pfipravené vzorky byly

10 min povaieny v termobloku pii 97 °C.

Priprava 12% polvakrylamidového gelu

Nejprve byla pripravena podlozni skla se spacery 0,75 mm a kryci skla. Skla byla
odmasténa etanolem a pak do sucha vysusSena buni¢inou. Takto pfipravena skla byla umisténa
do svéraciho drzaku a ten pak do stojanu opatieného zespodu gumou, ktera zabraniovala tniku
gelu. Pfed nalitim bylo testovano té€snéni nalitim deionizované vody mezi skla. Pokud
nedochazelo k uniku, byla tekutina vyklepana do umyvadla a zbyla voda byla odsata
filtra¢nim papirem. V opacném piipadé byla celd sestava rozloZena, sloZena a opét testovana.

Ptiprava 12% gelu spocivala v napipetovani jednotlivych reagencii v daném potadi
a mnozstvi, viz Tabulka 7. TEMED, ptisobici jako akcelerator reakce, a persiran amonny, jenz
byl zdrojem volnych radikalti, byly pipetovany Upln€ nakonec, aby nedoslo k predcasné
polymerizaci. Smés byla promichana a napipetovana do pripravenych skel do 2/3. Gel byl

ptrevrstven n-butanolem, aby se odstranily ptipadné vzduchové bubliny a nerovnomérnosti.
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Tabulka 7. Deélici gel

Roztok 12%
30% H20 roztok akrylamid-bisakrylamid 6 ml
4x Tris pufr pH 8,8 3,75 ml
deionizovana H,O 5,25 ml
10% H20 roztok persiranu amonného 75 ul
TEMED 15 pl

Po ztuhnuti déliciho gelu (cca 30 min za pokojové teploty) byl filtracnim papirem
odsat n-butanol na povrchu. Nasledné byla piipravena smés zaostfovaciho gelu, Vviz
Tabulka 8. TEMED a persiran amonny byly opét pipetovany nakonec. Smés byla lehce
promichana nasatim do pipety a opétovnym vypuzenim. Nasledné byla napipetovana mezi
skla. Do tohoto gelu byly pak umistény bud’ 10-, anebo 15-jamkové hiebinky 0 tloust'ce

0,75 mm. Zaosttovaci gel polymerizoval cca 25 min pfi pokojové teploté.

Tabulka 8: Zaostrovaci gel

Roztok 4%

30% H>0 roztok akrylamid-bisakrylamid 1,3 ml
4x Tris pufr pH 6,8 2,5ml
deionizovana H>O 6,2 ml
10% H20 roztok persiranu amonného 50 pl
TEMED 10 pl

Priprava vzorku pro elektroforetickou separaci, nanaseni a separace

Dva pfipravené polyakrylamidové gely se skly byly umistény do elektroforetické
komurky hiebinkem smérem nahoru. Nasledné byly gely upevnény pomoci fixac¢nich panti.
Po vytazeni hiebinkt byla elektroforeticka komora zalita elektrodovym pufrem. Vzorky byly
nanaseny do jednotlivych jamek dle jejich kapacity. U 10jamkového gelu bylo pipetovano 15
ul a u 15jamkového 10 ul vzorku. Marker molekulové hmotnosti byl vzdy pipetovan po 2 pl
nejméné do jedné jamky na kazdém gelu. Poté byla elektroforetickd komirka uzaviena vikem
s elektrodami, které byly pfipojeny ke zdroji stejnosmérného elektrického proudu dle navodu

stanového vyrobcem. JakoZzto vychozi hodnota pro separaci bylo nastaveno napéti 150 V.
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Po doputovani bromfenolové modri tésné nad konec gelu (6075 min) byla separace
ukonc¢ena odpojenim od zdroje. Elektrodovy pufr byl vylit a skla s gely byla vyjmuta. Pomoci
Spachtle doslo k odd¢€leni podlozniho skla se spacery od kryciho a odstranéni zaostfovaciho
gelu. Podle nasledné metody byl gel bud’ umistén do fixa¢niho roztoku (v pfipad¢ barveni)

nebo Tobwinova roztoku (semi-dry blotting).
5.6. Barveni pomoci Coomassie Brilliant Blue R-250

Gel po elektroforetické separaci byl umistén po 20 min v misce obsahujici fixa¢ni
roztok. Tato miska byla mirné promichavana ve stanoveném ¢ase na tifepacce. Nasledné byl
fixa¢ni roztok slit a na gel byl nalit barvici roztok. Gel a roztok byl opét lehce promichévan na
tiepacce. Po 3040 minutach byl barvici roztok z gelu taktéz slit a na gel byl nalit
odbarvovaci roztok, ktery byl obvykle 3x vyménén po 30 minutach (pozn.: nékdy trvalo

kvalitni odbarveni gelu i pfes noc).
5.7. Semi-dry blotting

Pfi této metodé¢ byl gel po elektroforetické separaci umistén do nadoby
s Tobwinovym roztokem stejn¢ jako blotovaci papiry. Piiprava PVDF spocivala v hydrataci
methanolem po dobu 1 min a nasledném oplachnuti v deionizované vod¢. Takto pfipravena
membrana byla umisténa do Tobwinova roztoku. Do Transfer Cell 221BR (Semi-dry blotting)
byly sendvicovité skladany jednotlivé komponenty v nasledujicim potadi: blotovaci papir,
membrana, gel, blotovaci papir.

Gel byl na membranu umistén tak, aby mezi nim a membranou nebyly vzduchové
bubliny. Nakonec byla na pfistroj umisténa katoda, ktera byla kryta vikem. Pfistroj byl
pfipojen ke zdroji stejnosmérného elektrického napéti v souladu s navodem stanovenym
vyrobcem. Na zdroji byly nastaveny vychozi hodnoty 120 mA a napéti 20 V s ¢asem pienosu

60 min. Po ukonceni pienosu byla membrana pfipravena k imunochemické detekei.
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5.8. Imunochemicka detekce

Membrana s preblotovanymi proteiny byla umisténa do 1% BSA/PBST, poté na
1 hodinu na tfepacku za ucelem tzv. zablokovani membrany a tim sniZeni nespecifické vazby
protilatky. Po uplynuti tohoto intervalu byl BSA/PBST slit a na membranu byly napipetovany
protilatky s BSA/PBST v odpovidajicim fedéni (Anti-V5-HRP 1:5000; Penta His HRP
Conjugate 1:10000). Inkubace s protilatkami probihala za mirného tfepani 1 hodinu pii
pokojové teploté. Pak byly protilatky odstranény a membrana byla promyvana v PBST po
20 min. Toto promyvani se opakovalo 4x. Nasledné byla membrana 2x promyvana v PBS po
15 min.

Na takto pripravenou membranu byl nanesen chemiluminiscencni substrat
SuperSignal West Pico (jednotlivé reagencie toho Kitu se aplikuji v poméru 1:1). Po 5-
minutové inkubaci byla membrana zatavena do plastové folie a pienesena do fotografické
kazety pro expozici. Na membranu v kazeté byl poloZen fotograficky papir a cela kazeta byla
uzaviena. Veskera manipulace s fotografickym papirem do jeho vyvolani probihala bez
piitomnosti viditelného svétla.

Expozi¢ni ¢asy byly do jisté miry individualni (dle sily signalu), nej¢astéji se jednalo
0 30 s nebo 15 min. Fotograficky papir byl po uplynuti expozi¢niho ¢asu nejprve umistén na
cca 3 min do vyvojky, pak byl oplachnut v deionizované vod¢ a pienesen do ustalovace, poté

opét oplachnut v deionizované vodé a ususen.

6. Vysledky

6.1. OspC Borrelia burgdorferi

Do expresniho systému E. coli BL21 Star™ (DE3) byl vlozen upraveny gen pro
OspC B. burgdorferi prostfednictvim vektoru pET 200. Za ucelem indukce genu u takto
transformovanych buné¢k byl pouzit IPTG. Vysledkem méla byt syntéza T7-RNA polymerazy,
ktera méla ptepisovat OspC, jenz byl vlozen pod T7 promotorem. Piedpokladana molekulova
hmotnost naseho produktu byla ~ 23,96 kDa.

Vzorky pro detekci indukce byly odebrany pied pfidanim IPTG a pak vzdy
s odstupem 1 hod. Celkovy cas sledovani byl 3 hod. Vysledna detekce byla provedena

prostiednictvim SDS-PAGE s naslednym western blotem, viz Obr. 16. K imunochemické
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detekci byla pouzita protilatka Penta His HRP Conjugate (1:10000), ktera se méla specificky

navazat na 6xHis tag, ktery byl na N terminalnim konci OspC.
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Obr. 16: Transformovany kmen E. coli s inzertem OspC Borrelia burgdorferi pred a po
indukci pomoci western blottingu po 5min expozici; M — marker molekulové hmotnosti; 1 —
vzorek pred indukci; 2 —vzorek po 1 hod indukce; 3 — vzorek po 2 hod indukce; 4 — vzorek po
3 hod indukce

Z vysledk screeningu indukce exprese je patrné, Ze dochazelo pravdépodobné
k bazalni expresi proteinu, jelikoz jeho pfitomnost byla detekovana i ve vzorku pied
samotnym zahajenim indukce. Protoze produkt genu nebyl pro buiky letalni, nebylo nutné
tuto bazalni expresi potlacit napt. pouzitim plazmidu pET s pLysS nebo pLysL, exprimujiciho
lysozym, ktery ptisobi jako pfirodni inhibitor T7 RNA polymerazy (Studier; 1991). Taktéz
velikost produktu pfiblizné odpovidala piedpokladu.

Purifikace OspC tedy prob¢hla s vychozim inzertem za nativnich podminek
prostiednictvim Ni-NTA agardzy vazajici His-tag. Po proteCeni bakterialniho lyzatu
s agarozovou Kkolonou byla sedimentovana agardza promyta 2x wash pufrem, 5x elu¢nim
pufrem a 1x EDTou.

Vysledky purifikace byly nejprve detekovany pomoci SDS-PAGE a poté naslednym
barvenim 12% gelu za Gcelem zjisténi, zda byla purifikace uspésna ¢i nikoliv, viz Obr. 17 A.
Nasledné pro ovéfeni, ze se nejedna o balastni proteiny, byl gel po SDS-PAGE se vzorky po
purifikaci blotovan a nasledné detekovan pomoci penta His HRP Conjugate a SuperSignal
West Pico.
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Obr. 17: A) Vizualizace frakci po purifikaci za nativnich podminek pomoci barviciho roztoku
s Coomassie Brilliant Blue R-250, B) Vizualizace pomoci Semi-Dry Transfer Cell 221BR
a nasledné chemiluminiscencni detekce po 5s expozici; M — marker molekulové hmotnosti,
L — lyzat; 1 — frakce po prvnim promyti wash pufrem N; 2 — frakce po druhém promyti wash
pufrem N; 3—7 — frakce po promyti elucnim pufrem N, 8 — frakce po promyti EDTOU

Na vyvolaném negativu po 5s expozici (viz Obr. 17 B) je detekovan protein OspC jak
v oblasti 27 kDa tak v oblasti 55 kDa. Tento fakt je pravdépodobné zpisoben nedostate¢nou
denaturaci, jelikoz OspC ma schopnost vytvaret dimery (Kumaran et al, 2001).

6.2. OspA Borrelia burgdorferi

Upraveny gen OspA B. burgdorferi byl vlozen do stejného vektoru a typu bunék jako
OspC. U tohoto genu nebyla provedena indukce, jelikoz byla provedena jiz diive vedoucim
bakalaiské prace.

Za ucelem optimalizace podminek pro extrakci daného proteinu byla provedena
purifikace za nativnich i1 denaturacnich podminek. Pfedpokladana molekulova hmotnost
produktu byla 62 kDa. Pro ovéfeni GispéSnosti obou purifikaci byla provedena SDS-PAGE

s naslednym barvenim gelti, viz Obr. 18 a 19.
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Obr. 18: Vizualizace frakci po purifikaci za denaturacnich podminek pomoci barviciho
roztoku s Coomassie Brilliant Blue R-250; M — marker molekulové hmotnosti; L — lyzat; 1 —
frakce po prvnim promyti lyzacnim pufrem D; 2 — frakce po promyti wash pufrem D; 3 —
frakce po promyti elucnim pufrem D1; 47 — frakce po promyti elucnim pufrem D>
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Obr. 19: Vizualizace frakci po purifikaci za nativnich podminek pomoci barviciho roztoku
s Coomassie Brilliant Blue R-250; M — marker molekulové hmotnosti; L — lyzat;, W1 — frakce
po prvanim promyti wash pufrem N; Wz — frakce po druhém promyti wash pufrem N; 1-5 —
frakce po promyti elucnim pufrem N

Jelikoz bylo nutné vyvratit moznost, Ze protein v oblasti 55 kDa je balast, byla
provedena specificka detekce pomoci SDS-PAGE a western blotu s imunochemickou detekci

s protilatkami Anti-V5-HRP a SuperSignal West Pico.
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Obr. 20: Vizualizace frakci po purifikaci za denaturacnich podminek pomoci Semi-Dry
Transfer Cell 221BR a nasledné chemiluminiscencni detekce A) po 30s expozici B) po 15min
expozici; M — marker molekulové hmotnosti; L — lyzat; 1 — frakce po prvaim promyti lyzacnim
pufrem D; 2 — frakce po promyti wash pufrem D; 3 — frakce po promyti elucnim pufrem D1,
4-7 — frakce po promyti elucnim pufrem D>
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Obr. 21: Vizualizace frakci po purifikaci za nativnich podminek pomoci Semi-Dry Transfer
Cell 221BR a ndsledné chemiluminiscencni detekce po 30s expozici; M — marker molekulové
hmotnosti; L — lyzat; W1 — frakce po prvnim promyti wash pufrem N; Wo — frakce po druhém
promyti wash pufrem N; 1-5 — frakce po promyti elucnim pufrem N

Z vysledku je patrné, ze pii purifikaci za denatura¢nich podminek (Obr. 20) bylo dosahnuto
mnohem vé&tsi ¢istoty proteinu, nez za podminek nativnich (Obr. 21). Bylo tedy nutné zjistit,
zda je OspA schopno refoldingu, tedy zda protein neztratil schopnost poskladani se do nativni
podoby. Proto byla provedena dialyza smési frakci po purifikaci za denatura¢nich podminek.
Dialyza frakci po purifikaci za nativnich podminek méla odstranit predev§im imidazol

Z elu¢niho pufru.
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Obr. 22: Vizualizace vzorkii po purifikaci za nativnich a denaturacnich podminek pred a po
zakoncentrovani pomoci barviciho roztoku s Coomassie Brilliant Blue R-250; M — marker
molekulové hmotnosti; D1 — OspA B. burgdorferi po denaturacni purifikaci pred
zakoncentrovanim; D> — OspA B. burgdorferi po denaturacni purifikaci po zakoncentrovani;
N1 — OspA B. burgdorferi po nativni purifikaci pred zakoncentrovanim; N2 — OSpA

B. burgdorferi po nativni purifikaci po zakoncentrovani

Vysledky byly detekovany pomoci barveni 12% gelu (Obr. 22). Z vysledki je patrné,
ze OspA ma schopnost renaturace. Z toho vyplyva, ze denaturacni podminky jsou optimalni

pro purifikaci. Dialyza nativnich frakci byla taktéz Gispésna.

7. Diskuze

Lymska borelidza je zpusobena spirochetami Borrelia burgdorferi sensu lato. Tento
komplex ma nékolik druhti, jako napiiklad B. burgdorferi sensu stricto, B. afzelii, B. garinii,
lisicich se celosvétovym vyskytem (Murray et al, 2010). B. burgdorferi sensu stricto
zpusobuje lymskou borelidzu u lidi jak v USA, tak Evropé. Tento druh zpisobuje Sirokou
Skalu ptiznaki od drobnych koznich projevl (erythema migrans) az k zdvaznym formam
artritidy a neurologickych poruch (Rudenko et al, 2011). Je dulezité zaméfit se na ur€ity druh,
protoze kazdy ma odlisné vlastnosti projevu infekce, kde u B. burgdorferi sensu stricto je
ptedpoklad vzniku artritidy, zatimco B. garinii je asociovana piedev§im s neurologickymi
poruchami (Murray et al, 2010). Biologicky cyklus téchto bakterii zahrnuje ptaci i savéi
hostitele vcetné klistat rodu Ixodes, ktera jsou v soucasnosti jedinym znamym patogennim

vektorem.
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Humanni infekce je spojena schopnosti B. burgdorferi exprimovat riizné povrchové
proteiny (Osp). OspA je exprimovan v obdobi podzimu a zimy, kdy jsou spirochety
V zazivacim traktu nymf. Po otepleni a pfisati dochazi k inhibici OspA a expresi OspC
(Bartin¢k et al, 2013), které hraje roli v migraci a infek¢nosti spirochet (Murray et al, 2010).
OspA 1 OspC jsou povazovany za dilezité antigeny pro tvorbu vakciny.

Pfirozené se vyskytujici antigen OspC ma lipidiza¢ni sekvenci na N-termindlnim
konci, ktera je dulezita pro integraci proteinu do membrany (Kfupka et al, 2016). Stejn¢ tak
i OspA ma na N-terminalnim konci lipidickou strukturu, pficemz pii jejim odstranéni dochazi
ke snizeni imunogenicity (Erdile et al, 1993).

Lipidizovany protein se tézko exprimuje ¢i izoluje ve vysoké kvalité a Cistoté
potfebné pro imunizaci zvifat. Nelipidizovany OspC se na rozdil od plivodni varianty snadno
exprimuje, avsak je malo imunogenni (Kfupka et al, 2012). Volny C-terminalni konec OspC
se zda byt zasadni pro vyvolani imunitni odpovédi (Kifupka et al, 2016), proto nas upraveny
gen OspC neobsahoval na tomto konci zadné dalsi aminokyseliny.

Cilem mé prace bylo purifikovat nelipidizované proteiny OspC a OspA
B. burgdorferi v piipad¢, Zze dochazelo k jejich expresi na zakladé vlozenych inzert, a to
prostiednictvim afinitni chromatografie s Ni-NTA agarézou vazajici His-tag, ktery byl
umistén na N-terminalnim konci obou proteind. K expresi proteinu OspC dochazelo a taktéz
purifikace OspC za nativnich podminek byla tGspésna. OspA byl purifikovan za nativnich
Nelipidizovany OspA ma taktéz schopnost renaturace, coz je dilezité pro naslednou praci za
ucelem vyvoje vakciny, jelikoz protein s touto vlastnosti miva schopnost opakované se
rozpoustét v riznych pufrech (Raska et al, 2010).

S OspC bylo jiz dale pracovano, kdy se sledovala imunogenicita v zavislosti na pozici
His-tag sekvence. Vysledky ukazuji, ze OspC s His-Tag sekvenci na N-terminalni ¢asti
dosahuji spolecné s adjuvans MPLA nebo MTO06 vétsi imunitni reakce nez ty, u kterych byl
His-tag na C-konci (Ktupka et al, 2016).
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8. Zavér

Prvni cast této prace je vénovéna historii rekombinantnich proteind, biologickym
lécivim a pozadavkim na jejich kvalitu veetné struéného prehledu aktualné schvalenych
vyznamnych biologickych 1é¢iv. Samotny zavér této cCasti je vénovan postupu tvorby
rekombinantnich proteint.

Experimentalni ¢ast dokazuje expresi genu OspC a OspA Borrelia burgdorferi
v systémech Escherichia coli BL21 Star™ (DE3), kdy jako klonovaci vektor byl pouzit pET
200. Protein OspA Borrelia burgdorferi byl purifikovan jak za nativnich tak i denatura¢nich
TaktéZ u n¢j byla zachovana schopnost refoldingu a tedy ziskani aktivni formy. Bunky
Escherichia coli s inzertem OspC Borrelia burgdorferi vykazovaly bazalni expresi.
Translatovany gen ovSem nebyl pro buiiky toxicky, tudiz nebyla nutna dal§i manipulace.
OspC byl tspésné purifikovan za podminek nativnich. Vysledky této prace byly pouzity
k optimalizaci podminek purifikace téchto proteini a nasledné praci za ucelem vyvoje

potencialni zviteci ¢i humanni vakciny proti lymské borelioze.
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