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1. UvOD

1.1. Glikozilacija proteina u endoplazmatskom retikulumu i Golgijevom aparatu

Mnogi proteini, posebice u eukariotskim stanicama, modificirani su dodatkom ugljikohidrata, u
procesu nazvanom glikozilacija. Proteini na koje je vezan ugljikohidratni lanac (tzv. glikoproteini)
uglavnom se izlucuju ili su smjesteni na stani¢noj povrsini, premda su mnogi jezgreni i citosolni
proteini takoder glikozilirani. Neke glikozilacijske reakcije odvijaju se u lumenu endoplazmatskog
retikula (ER), druge u cis-, medijalnom ili trans-Golgijevom aparatu. Ugljikohidratni dijelovi
glikoproteina imaju vaznu ulogu U smatanju proteina i njihovom usmjeravanju kroz ER i Golgijev

aparat.

Ovisno o mjestu vezanja ugljikohidratnog bo¢nog lanca, glikoproteini su podijeljeni na N-
vezane i O-vezane glikoproteine. Kod N-vezanih glikoproteina, ugljikohidrat je kovalentno vezan
na duSikov atom bocnog ogranka asparagina, unutar Asn-X-Ser/Thr slijeda (X je bilo koja
aminokiselina osim prolina). Kod O-vezanih glikoproteina, mjesto vezanja ugljikohidrata je kisikov
atom boénog ogranka serina ili treonina. Seéeri izravno vezani na te polozaje su N-
acetilglukozamin kod N-vezanih Secera i N-acetilgalaktozamin kod O-vezanih Secera (Cooper,
2009).

Razli¢ita struktura N- i O-vezanih oligosaharida odrazava se u razlikama njihovih biosintetskih
putova. O-vezani oligosaharidi nastaju dodavanjem jednog po jednog Secera, a svako dodavanje
Secera je katalizirano razli¢itim glikoziltransferazama te se oni najceSce sastoje od samo nekoliko
ostataka (Helenius & Aebi, 2004). Za razliku od biosinteze N-vezanih ugljikohidrata, koja pocinje
prijenosom osnovnog oligosaharida izgradenog od 14 Secernih ostataka (dva N acetilglukozamina,
tri glukoze i devet manoza) na asparagin rastu¢em polipeptidnom lancu. Tijekom daljnje dorade
osnovni se N-vezani oligosaharid modificira. Dok se glikoprotein nalazi u ER-u, uklanjanju se tri
glukozna ostatka, Sto je klju¢no za smatanje proteina. Oligosaharid se dodatno modificira u
Golgijevom aparatu u koji se glikoproteini prenose iz ER. N-vezani oligosaharidi razli¢itih
glikoproteina doraduju se u razli¢itoj mjeri, ovisno o enzimima koji su prisutni u razli¢itim
stanicama, kao i o dostupnosti oligosaharida enzimima koji kataliziraju ove modifikacije.
Glikoproteini s nedostupnim oligosaharidima ne dobivaju nove Secere u Golgijevom aparatu.

Suprotno tomu, glikoproteini s dostupnim oligosaharidima intezivno se procesiraju $to rezultira



stvaranjem raznolikih kompleksnih oligosaharida. Smatra se da glikozilacija citoplazmatskih i

jezgrenih proteina regulira njihovu aktivnost (Cooper 2009).

1.2. Glikozilacija imunoglobulina G

Ljudski imunoloski sustav ima sposobnost prepoznavanja velikog broja stranih molekula 1 na taj
naCin pruza zasStitu organizmu od infektivnih agensa. Na osnovi prirode imunoloskog odgovora,
imunoloski sustav mozemo podijeliti na humoralnu i stani¢nu imunost. Humoralnu imunost ¢ine
antitijela koja izluc¢uju B limfociti i cirkulirajuéi efektorski proteini, dok stani¢nu imunost ¢ine T
limfociti, fagociti i NK stanice. B limfociti izluuju imunoglobuline koji prepoznaju topljive
antigene, a T limfociti na povrSini nose odgovarajuce receptore. Sisavci Stvaraju pet izotipova
imunoglobulina; IgM, 19G, IgE, I1gD i IgA (Arnold i sur. 2007).

IgG antitijela su pronadena u svim tjelesnim teku¢inama. Ona su najzastupljeniji proteini u
krvnoj plazmi Covjeka, na koje otpada ukupno 10-20% svih plazmatskih proteina. Njihova
serumska koncentracija iznosi 10-15 mg/mL. Gradeni su od dva teSka lanca (y-lanci) koji se sastoje
od tri konstantne regije (CHl, Cn2 i Cn3) i jedne varijabilne regije (Vh). Svaki teski lanac je
povezan disulfidnom vezom s lakim lancem (A ili ) koji je graden od jedne konstantne Cy regije i

varijabilne V. regije (Arnold i sur. 2007).

IgG moze biti pocijepan na tri fragmenta od 50 kDa. Dva od tri fragmenta vezu antigen i oni su
nazvani F(ab)'2 (F oznacuje fragment; ab — eng. antigen binding, oznacuje vezanje antigena). Treci
fragment nazvan Fc, budu¢i da je sklon kristalizaciji (eng. fragment crystallyzable region), ne veze
antigen, ali ima druga vazna bioloska svojstva (tj. izvrsnu funkciju) koja uklju¢uju posredovanje
imunoloskog odgovora interakcijom s razli¢itim Fc receptorima. Smatra se da postoje Cetiri

podklase, 1gG1, 19G2, 1gG3 i 1gG4, koje su visoko konzervirane (Vidarsson i sur. 2014).
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Slika 1. (A) Kristalna struktura ljudskog IgGl antitijela, gledana iz dva razli¢ita kuta. (B) Pentasaharidna srz N-glikana (preuzeto i izmijenjeno iz
Vidarsson i sur. 2014)

Antitijela zahtijevaju kompleksnu stani¢nu masineriju za ispravno procesiranje. Potrebno je
formiranje disulfidnih veza i brojne posttranslacijske modifikacije, ukljucujuci i glikozilaciju.
Pravilna glikozilacija je neophodna za ispravno djelovanje antitijela kako bi se umanjila moguénost

potencijalne autoimunosne reaktivnosti antitijela (Vink i sur. 2013).

Fc domenu imunoglobulina G (IgG) prepoznaju IgG-Fc gama receptori (FcyR) na mijeloidnim i
prirodnoubilackim stanicama (eng. Natural Killer, NK) te na taj nain prepoznaju svoj cilj i
aktiviraju imunoloSke efektorske stanice. Dodatkom visokokonzerviranog glikana u Fc domenu na
poziciju 297, prestaju strukturalne promjene te je nastali glikan predodreden za vezanje odredenog
tipa FcyR. Suptilne razlike u glikanima na navedenom mjestu mogu utjecati na Fc strukturu, ¢ime
posljedi¢no mijenjaju interakcije sa FcyR. Fc glikan sadrzi sloZzenu biantenarnu strukturu i sastoji se
od N-acetilglukozamina (GIcNAc) i manoznih grupa. Srzna struktura moze biti produzena
dodatkom galaktoze, N-acetilneuramicne kiseline (sijalinske kiseline), fukoze i GlcNAc. Razlicita
zastupljenost razlicitih glikoformi varira medu pojedincima (Rademacher i sur. 1988). Ovisno o
vrstama, stani¢nom tipu 1 fizioloSkom statusu domacina koji proizvodi glikoproteine, uzorak
glikozilacije se moze znacajno razlikovati (Dicker & Strasser, 2015). Naime, dokazane su znacajne
razlike koje su povezane sa staroS¢u pojedinca, razli¢itim infekcijama 1 trudno¢om. Tip
glikozilacije ovisi o razini ekspresije glikoziltransferaza i glikozidaza u sekrecijskom putu B
plazma stanica koje proizvode antitijela, izuzevsi sijalizaciju koja ovisi o ekspresiji vanstani¢nih

sijaliltransferaza (Dekkers i sur. 2016).



Jos otprije je poznato da odsustvo fukoze u IgG-Fc srznoj strukturi znatno povecava vezanje na
FcyRIII, te bi ovo znanje moglo biti iskoriSteno u svrhu poboljsanja efikasnosti antitijela koriStenih
u terapeutske svrhe (Dekkers i sur. 2016). IgG proizveden u humanom imunolo§kom odgovoru
sadrzi visoki udio fukoze, pa smanjenje njenog udjela posljedicno moze izazvati alogeni¢ni
imunoloski odgovor koji je usmjeren protiv crvenih krvnih stanica i trombocita, $to u konacnici
izaziva bolest. No, imunoloSki odgovor sa smanjenom fukozilacijom u srzi IgG-a moze biti
direktno iskoristena u lijeCenju HIV-a, ali u kontroliranim uvjetima. O funkcionalnosti ostalih
glikozilacijskih karakteristika zna se mnogo manje. Primjerice, pridodavanjem bisekcijskog
GlcNAc na GO glikan moze povecati ADCC (engl. Antibody dependent cell mediated cytotoxicity)
(Dekkers i sur. 2016). U svrhu ispitivanja razli¢itih efekata glikozilacijskih osobina, razvijeno je

glikoinZenjerstvo za manipulaciju 19G Fc-glikana.

1.3. Proizvodnja i upotreba antitijela u molekularnoj biologiji

1.3.1. Monoklonska antitijela u terapiji

Monoklonska antitijela vazna su klasa terapeutskih agensa koja se danas koriste u svrhu
lijecenja Sirom rasprostranjenih bolesti, ukljucujuéi tumorska oboljenja, autoimune bolesti i neke
infektivne bolesti (Ohtusubo & Marth, 2006). Do sada je odobreno 20 razli¢itih monoklonskih
antitijela za terapijsku primjenu. Mnoge terapije koje su zasnovane na ovakvoj vrsti lijecenja
zahtijevaju ucestalu primjenu visokih doza monoklonskih antitijela (intravenoznom perfuzijom)
kako bi se postigla 1 odrZala njihova visoka razina u serumu za optimalnu klinicku efikasnost.
Metoda kojom bi se omogucio dugotrajni tretman monoklonskim antitijelima je in vivo ubacivanje
vektora, ¢ime bi se potakla proizvodnja Zeljenih antitijela u organizmu oboljelog (Fang i sur. 2007).
Na samim pocetcima humane genske terapije, bilo je mogucée provesti uspjeSnu terapiju koristeci
jedan transgen. Prva uspjesna genska terapija kod ljudi zabiljeZena je kod lijeCenja Cetverogodisnje
Ashanti DaSilva koja je bolovala od kombinirane imune deficijencije (eng. SCID), gdje je lezija
defektnog gena (adenozin deaminaza) zamijenjena funkcionalnom kopijom istog. Za gensku
terapiju humanih genetskih bolesti ¢esto je potrebno proizvesti terapeutske proteine na nacin da vise

razli¢itih gena bude istovremeno eksprimirano unutar iste stanice (Luke & Ryan, 2013).



1.3.2. GlikoinZenjerstvo

Glikoinzenjerstvo omogucava razvijanje glikoproteinskih terapeutika sa smanjenim
nuspojavama i povecanom aktivnos¢éu (Dicker & Strasser, 2015). Mnogi proteinski lijekovi su
glikozilirani i imaju pridodane glikanske strukture koje utjecu na terapeutska svojstva. Broj i sastav
glikana ima vaznu ulogu za smatanje proteina, njihovu topljivost i unutarstanicni transport. Stoga
glikozilacija ima veliku ulogu na biolo$ku aktivnost glikoproteina i upravo iz tog razloga treba biti
dobro kontrolirana tijekom proizvodnje kako bi se postigla optimizirana terapijska efikasnost.
Uslijed prepoznavanja vaznosti glikoproteina u terapiji, proteklih godina postignut je znatan
napredak za prevladavanje glikanske heterogenosti i uspostavljeno je in vivo i in vitro
glikoinzenjerstvo za efikasnu proizvodnju homogenih terapeutskih glikoproteina (Dicker &
Strasser, 2015).

Geneticka manipulacija glikoziltransferaza ili drugih gena ukljucenih u biosintezu glikana pruza
moguénost mijenjanja subpopulacije glikana u stanicama i organizmu. Razvijene su razlicite
metode glikoinZenjerstva; delecije gena ili knockout, knockdown pomo¢u RNAI ili upotreba
molekularnih alata baziranih na CRISPR/Cas sustavu za aktivaciju ili represiju transkripcije
(Griffin & Hsieh-Wilson, 2016).

1.3.3. Potreba za visokoucinkovitim sustavom proizvodnje IgG-a

Vaznost istovremene ekspresije vise od jednog proteina unutar iste stanice istaknuta je kod
proizvodnja antitijela. Naime, za pravilnu aktivnost imunoglobulina teski 1 laki lanac moraju
istovremeno biti eksprimirani unutar iste stanice. Ovisno o tome kakav produkt zelimo, tj. kakvu
kombinaciju teskog i lakog lanca trebamo, obje sekvence tih lanaca IgG-a se moraju naci u istoj
stanici. Ekspresija teSkog lanca u jednoj stanici, a lakog lanca u drugoj ne bi dala funkcionalni

produkt (Fang i sur. 2007).

Transfekcija stanica s viSe razli¢itih plazmidnih DNA (svaka kodira za razli€iti transgen) dovest
¢e do toga da samo mali broj individualnih stanica istovremeno ekspremira sve zeljene produkte.
Takoder, dugotrajna stabilna ekspresija zahtijeva ugradnju razli¢itih plazmidnih DNA u genom, a to
znaci da bi se integracija dogadala nasumi¢no po ¢itavom genomu. Dugoroc¢no bi to dovelo do
geneti¢ke nestabilnosti, a ¢ime bi doslo do gubitka Zeljenog fenotipa zbog prekida ekspresije jednog
ili viSe gena (Luke & Ryan, 2013).



Kako bi se poboljsala efikasnost istovremene ekspresije, razvijene su razliite strategije. Jedna
od strategija je ubacivanje vise gena na isti plazmid uz koriStenje viSe razlicitih ili zajednickih
promotora. Takoder, jedna od opcija je ulan¢avanje sekvenca kodirajucih proteina pomocu linkera
u jedinstveni ORF (eng. open reading frame). Ako je rije¢ o imunoglobulinu G, to bi znadilo
povezati teski i laki lanac sa 2A samocijepaju¢om sekvencom i mjestom cijepanja koje prepoznaje
furin (Fang i sur. 2007).

Za klinicku primjenu in vivo genske ekspresije imunoglobulina, postoji nekoliko stavki koje
treba primijeniti kako bi terapija bila uspjesna. Prvo, ekspresija antitijela iz originalnog vektora bi
trebala biti regulirana inducibilnim promotorom zato §to je u terapeutskoj primjeni visoko pozeljna
regulirana ekpresija; isto tako, trebalo bi biti moguce prekinuti ekspresijski sustav kad bi se postigla
idealna razina titra antitijela u serumu oboljelog. Drugo, teski lanac antitijela sadrzi dvije dodatne
aminokiseline na C-terminusu koje su ostatci furinskog cijepajuc¢eg mjesta (teski lanac + arginin i
alanin), §to potencijalno moze promijeniti aktivnost antitijela (Fang i sur. 2007). Stoga je potrebna
ekspresija nemodificiranog, nativhog monoklonskog antitijela za njegovu ispravnu aktivnost in vivo

¢ime bi se stvorila nova moguénost upotrebe terapeutskih antitijela u klinici putem genske terapije.



1.4. Koekspresijski sustav 1gG-a

Istovremena ekspresija vise gena vrijedna je metoda u brojnim eksperementalnim pristupima.
Znanstvenici su za tu svrhu razvili viSe pristupa, ukljucujuéi kotransfekciju dva ili viSe plazmida,
zatim kori$tenje viSe promotora ili promotora koji poticu transkripciju u dva smjera, ili stvaranjem
bicistronskih (multicistronskih) vektora. Za razliku od promotora, koji formiraju jedinstven mRNA
transkript za svaki gen koji se eksprimira, bicistronski i multicistronski vektori istovremeno
eksprimiraju dva ili viSe neovisna proteina iz iste mRNA (http://blog.addgene.org/plasmids-101-

multicistronic-vectors).

1.4.1. 2A samocijepajuéi peptid

Sustav istovremene ekspresije je razvijen po uzoru na RNA viruse. Omogucuje istovremenu
ekspresiju vise proteina koji se nalaze pod jednim, zajednickim promotorom (Luke & Ryan, 2013).
Dva najvise koriStena elementa u multicistronskim vektorima su IRES (eng. Internal Ribosome
Entry Site) elementi i 2A peptidi (Slika 2). IRES elementi su manje zastupljeni od 2A peptida u
takvim vektorima jer su veliki (500-600 pb). Takoder, pomocu IRES elemenata ne mogu se
dizajnirati vektori s vise od dva gena i znanstvenici su zabiljezili manju ekspresiju nizvodnog
cistrona. Za razliku od IRES-a, 2A peptidi imaju priblizno 20 aminokiselina
(http://blog.addgene.org/plasmids-101-multicistronic-vectors). ldentificirani su brojni 2A peptidi,
od kojih je najviSe istrazen F2A od virusa slinavke i Sapa (eng. foot and mouth disease virus) i
upravo njegov 2A peptid je iskoristen u svrhu ekspresije monoklonskih antitijela u stanicama
sisavaca i za in vivo gensku terapiju (Chng i sur. 2014). 2A peptidi se samostalno cijepaju izmedu
dvije posljednje aminokiseline — glicina i prolina. Dodatkom aminokiselinske sekvence koju
prepoznaje proteaza furin izmedu prvog gena i 2A sekvence, uspjesno se uklanjaju ostatci slijeda s
uzvodnog gena. Umetanjem GSG i SGS linkera, V5 (GKPUPNPLLGLDST) ili 3xFlag peptida,
moze se poboljsati efikasnost cijepanja 2A peptida (Chng i sur. 2014).



Single ORF

"-G—} Gene 1 n Gene?2 === poly-A

2A

l Translation

| Pownt || + | Poein2
2A

1 1

Slika 2. Sekvence pikornavirusa koje se koriste u koekspresiji. (A) Bicistronska mRNA s IRES elementom. Translacijom nastaje deset puta vise
proteina 1. (B) Bicistronska mRNA s ulananim genima u jedan ORF pomocu peptida 2A. Translacijom nastaju dva proteina u jednakom
ekvimolarnom omjeru. ™G: 7-metilgvanozinska kapa, poly A: poli-A-rep, ORF: eng. Open Reading Frame (Preuzeto i izmijenjeno iz Luke & Ryan,
2013).

Struktura genoma pikornavirusa, poput virusa FMDV, ima istu gradu kao staniéna mRNA; 5
nekodirajucu regiju, jedan ORF (koji kod pikornavirusa kodira za poliprotein), 3 nekodirajucu
regiju i poli-A-rep. Pikornavirusi istovremeno eksprimiraju kapsidne proteine, proteine ukljucene u
izmjenu stani¢ne makromolekularne strukture i metabolizma domacina, proteine za replikaciju
virusnog RNA genoma — sve iz jednog ORF-a. To je moguce zato §to virus kodira vlastite
proteinaze (takoder domene poliproteina) te na taj nain pocijepa poliprotein na specifiénim

mjestima kako bi procesirao pojedinacne produkte (Luke & Ryan, 2013).

Kotranslacijsko cijepanje FMDV poliproteina za pravilno procesiranje zahtijeva na C-
terminusu 2A sekvencu (dugu 18 aminokiselina). Analize rekombinantnog FMDV poliproteina
upucuju na to da se FMDV 2A oligopeptid pojavljuje kako bi posredovao u cijepanju poliproteina
bez prisustva ostalih proteina FMDV. Ova hipoteza kasnije je potvrdena na nacin da je umetnuta
sekvenca FMDV 2A u umjetno sinteizirani poliproteinski sustav te je tako dokazano da
oligopeptidna sekvenca FMDV 2A potpomaze cijepanje s visokom efikasnoscu (>90%). Peptid 2A
je prvo opisan u FMDV-u, iako je on prisutan i kod drugih pikornavirusa. 2A ekspresijski sustav

uspjesno je testiran na kvascima, biljkama, insektima i na stanicama sisavaca (Luke & Ryan, 2013).

Nedostatci 2A sustava su sljedeci: ovaj sistem ne funkcionira u prokariotskim stanicama, 2A

oligopeptidna sekvenca ostavlja na C-terminusu 18-25 aminokiselinskih ostataka te nizvodni



protein mora na N-terminusu imati rezidualni prolin. Zbog navedenih razloga 2A sustav je daleko

od idealnog, ali unato¢ tomu je koristan alat u biomedicini i biotehnologiji (Luke & Ryan, 2013).

1.4.2. Furin

Furin je stani¢na endoproteaza koja proteoliticki aktivira veliki broj prekursora proteina u
razli¢itim djelovima sekretornog puta (Thomas, 2002). Niz studija (Jostock i sur. 2010; Hans i sur.
2009; Tian i sur. 2011) je pokazalo kako se moze efikasno proizvesti monoklonsko antitijelo ¢ije se
sastavnice (teSki i laki lanac) nalaze u jednom ORF-u povezane s 2A samoprocesiraju¢om
sekvencom, koja je uzeta od virusa FMDV, i furinskim cijepajuéim mjestom. Smatra se da se u
sekretornom putu mnogi proteini inicijalno sintetiziraju kao inaktivni prekursori proteina te
proteolitickim cijepanjem tih prekursora, pomocu furina, nastaju bioloski aktivni proteini (Tian i

sur. 2011).

Fukcionalno, furin ima dvije glavne substani¢ne lokalizacije: u trans-Golgijevoj mrezi i na
stani¢noj povrsini. U trans-Golgijevoj mrezi, furin cijepa 1 aktivira brojne stani¢ne supstrate poput
izvanstani¢nih proteina matriksa, signalnih peptida, faktora rasta, serumskih proteina, stani¢nih
transmembranskih receptora i ionskih kanala. Na stani¢noj povrSini, furin cijepa brojne patogene
supstrate kao Sto su bakterijski toksini 1 viralni fuzijski peptidi. Brojni proteini koji postaju aktivni
cijepanjem furina ukljuceni su u Sirom rasprostranjene humane bolesti poput patogenih infekcija,
neuroloskih bolesti, u tumorigenezu, invaziju tumora, angiogenezu i metastaze tumora (Tian 1 sur.

2011).

Vazan korak kod cijepanja furinom je prepoznavanje specifi¢nog cijepaju¢eg mjesta (motiva)
koje predstavlja supstrat za furin. Furin cijepaju¢a sekvenca uzeta iz originalne kazete bila je
RAKR. Masenom spektrometrijom je dokazano kako teski lanac antitijela, nastao iz jednog ORF-a
u kojem su teski i laki lanac bili povezani s 2A samoprocesiraju¢om sekvencom i furinom, sadrzi
dva dodatna aminokiselinska ostatka (arginin i alanin) na C-terminusu. Brojnim sekretornim
proteinima se modificira C-terminus karboksipeptidazama na nacin da uklanjaju bazi¢ne
aminokiselinske ostatke (K i R) sa C-terminusa. Arginin i alanin, ostatci na teSkom lancu
imunoglobulina, nece biti uklonjeni od strane karboksipeptidaza zato Sto druga aminokiselina (A) u
furinskom cijepaju¢em mjestu (RAKR) nije bazicna (Fang i sur, 2007). No, konsenzus sekvence

furin cijepajuceg mjesta R-X-K/R-R daje mogucnost odabira aminokiseline na drugoj i trecoj



poziciji. Time bi se mogla poboljsati efikasnost procesiranja teSkog lanca imunoglobulina kako bi
se dobilo nemodificirano monoklonsko antitijelo. Fang i suradnici (2007) konstruirali su cetiri
ekspresijske kazete antitijela sa razli¢itim sekvencama furin cijepajuc¢eg mjesta kako bi usporedili
efikasnost procesiranja. Dizajnirane su sljedece kombinacije: RRRR, RKRR, RRKR, RKKR, a da
bi ispitali heterogenost posljednje aminokiseline teSkog lanca, oformili su jedan konstrukt koji je
sadrzavao sekvencu teSkog lanca s delecijom zadnjeg lizina, nakon Cega je uslijedila RKRR
furinska sekvenca, 2A sekvenca te laki lanac. Ovaj konstrukt je nazvan (AK)RKRR. Koristena je
sekvenca ljudskog imunoglobulina 1gG4 za sve kazete pod CAG promotorom i transfecirane su
jajne stanice kineskog hrcka (eng. Chinese hamster ovary cells, CHO). Antitijela su proc¢iséena iz
stani¢nog supernatanta te je masenom spektrometrijom utvrdeno da su proizvedena antitijela bez
aminokiselinskih ostataka na C-terminusu teskog lanca kod RRRR, RKRR i RRKR furin
cijepaju¢eg mjesta. Za razliku od njih, kazeta sa RKKR furin cijepajuéim mjestom imala je
aminokiselinske ostatke u 18.3% proteinskih produkata antitijela. Konstrukt sa (AK)RKRR je
takoder rezultirao potpunim uklanjanjem aminokiselinskih ostataka na teSkom lancu
imunoglobulina. Ovim istrazivanjem pokazano je kako furin-cijepaju¢a mjesta koja sadrzavaju sve
bazi¢ne aminokiseline olaksavaju ekspresiju homogenog, nativnog i cjelovitog antitijela in vitro

koristeci jedan ORF (Fang i sur. 2007).

Chng 1 suradnici (2014) su pokazali da je za dobivanje pravilno procesiranih teSkih i lakih
lanaca imunoglobulina potrebno cijepanje na furinskom i na 2A mjestu. Nepotpunim cijepanjem
nastaju teski lanac-2A-laki lanac fuzijski proteini i teski ili laki lanci s rezidualnim ostatcima 2A.
GSG linker povecava efikasnost cijepanja i na furinu i na 2A mjestu. Osim toga, GSG omogucava
povecanje efikasnosti cijepanja na oba mjesta tako da olakSava formiranje povoljnih konformacija
povecanjem izlaganja furinskog mjesta na proteinsku povrsinu ¢ime prevenira inhibiciju cijepanja

2A peptida koji se nalazi uzvodno od njega (Chng i sur, 2014).
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1.4.3. Prolazni ekspresijski sustav za proizvodnju antitijela

Prolazna ekspresija u stanicama sisavaca postala je metoda izbora za proizvodnju antitijela.
Brzina i prinos antitijela u dostupnim prolaznim ekspresijskim sustavima i prirodne
posttranslacijske modifikacije favoriziraju ovaj sustav za ekspresiju u nizim eukariotima,
prokariotima 1 stabilnim stani¢nim linijama. Za takvu ekspresiju, pretezno se koriste stani¢ne linije
HEK-293 (eng. Human embryonic kidney 293) i CHO-K1 (eng. Chinese hamster ovary). Obje
stani¢ne linije se mogu prilagoditi za suspenzijsku stani¢nu kulturu i njihovi klonovi rastu u
kemijski definiranom mediju do visoke stani¢ne gustoce. Zbog lakoce transfekcije, visokog
ekspresijskog prinosa i nativne humane glikozilacije, HEK-293 najvise se koriste u ove svrhe.

Pokazalo se da u HEK-293 stanicama dolazi do jake transkripcijske aktivnosti koriStenjem
promotora humanog citomegalovirusa (CMV). Kotransfekcijom ekspresijskog pojacivackog
vektora te povecanjem vijabilnosti i broja stanica koekspresijom antiapopopti¢nih proteina, dodatno
se moze potaknuti proizvodnja proteina. Inhibitori stani¢nog ciklusa stabiliziraju stani¢nu liniju u
stani¢énom ciklusu koji je najpogodniji za proizvodnju proteina. Pratitelji proteina (eng. chaperones)
mogu poboljsati kvalitetu smatanja proteina, a brojni viralni proteini mogu pojacati razinu
proizvodnje (Vink 1 sur. 2014). Vink 1 suradnici posebno isti€u veliki T antigen SV40 virusa
(SVLT) kao snazan pojacivaé proizvodnje proteina. Oni su razvili visoko efikasan i jednostavan
prolazni ekspresijski sustav uvodenjem tri ekspresijska pojacivacka proteina — SVLT, p21 i p27,
odrediv$i idealan omjer antitijela 1 pojacivackih ekspresijskih vektora. Sustav koji su razvili
omogucava proizvodnju humanog IgG-a do 400 mg/ml skaliranjem volumena od 0,1 pa do 1200

ml.
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2. CILJEVI

Kloniranje teSkog i lakog lanca imunoglobulina G u plazmidne module koji ¢e omoguciti sklapanje

Golden Gate pristupom u finalne sustave za ekspresiju imunoglobulina G u stani¢noj kulturi.
Golden Gate sklapanje plazmidnih modula s teskim i lakim lancem IgG-a s plazmidnom okosnicom
I preostalim modulima finalnih sustava za ekspresiju 1gG-a; assembly-1gG-T2A sadrzavat e teski i
laki lanac IgG-a povezan s kratkim samocijepaju¢im peptidom T2A, §to ¢e omoguditi ekspresiju
bicistronskog transkripta. Konstrukt assembly-1gG-Dual sadrzavat ¢e dvije ekspresijske kazete — za
teSki i za laki lanac — pod zasebnim promotorima.

Transfekcija stani¢ne kulture HEK293 Freestyle s finalnim sustavima za ekspresiju IgG-a.

Prikupljanje stani¢nih supernatanata i njihova analiza dot blot metodom u svrhu provjere

izlu¢ivanja IgG-a.

Odabir najefikasnijeg sustava za ekspresiju 1gG-a za primjenu u daljnjim istraZivanjima.
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3. MATERIJAL | METODE
3.1. Materijal

Komercijalni setovi kemikalija:

EmeraldAmp MAX HS PCR Master Mix (Takara, Tokio, Japan); Herculase Il Fusion DNA
Polymerase (Agilent Technologies, SAD), QIAquick PCR Purification Kit (50) (Qiagen, Hilden,
Njemacka); Agilent Kit za mutagenezu (Santa Clara, SAD); Wizard Plus Minipreps DNA
Purification System (Promega, SAD); EmeraldAmp MAX PCR Master Mix (Takara, Tokio,
Japan).

Enzimi:

Xhol (New England Bio Labs, Ipswich, Massachusetts, SAD); Pstl (New England Bio Labs,
Ipswich, Massachusetts, SAD); Thermo ScientificFastAP Thermosensitive AlkalinePhosphatase
(Waltham, Massachusetts, SAD); T4 DNA ligaza 1 U/uL (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, SAD); Bsbl (Bpil) (New England Bio Labs, Ipswich, Massachusetts,
SAD);Egzonuclease V (10 000 U/mL, New England Bio Labs, Ipswich, Massachusetts, SAD); Pstl
(New England Bio Labs, Ipswich, Massachusetts, SAD); Sacl (New England Bio Labs, Ipswich,
Massachusetts, SAD); Ncol (New England Bio Labs, Ipswich, Massachusetts, SAD); Kasl (New
England Bio Labs, Ipswich, Massachusetts, SAD); Bsal (New England Bio Labs, Ipswich,
Massachusetts, SAD); Bsmbl (New England Bio Labs, Ipswich, Massachusetts, SAD); T4
Polynucleotide Kinase (Takara Bio, SAD).

Plazmidni vektori: pUK21gg, T2A modul, tNS-pPro-CBh, tNS-pTer-H, plazmidna osnovica
(pUC19BB_newBB+SV40 ori)

Boje i markeri molekulskih masa:

100 bp DNA Ladder Ready to Load (Solis Biodyne, Tartu, Estonija); etidij-bromid; Gel Loading
Dye Purple 6x (BioLabs, Inc); GelPilot DNA Loading Dye (Qiagen, Mainz, Njemacka); GeneRuler
DNA Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD); Mass Ruler DNA
Ladder Mix ready to use (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD).
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Ostalo:

10xNEBuffer 3.1, 2.1, 1.1 i 10xCutSmart (New England, Bio Labs); Luria-Bertani (LB) tekuci
medij (10 g/L ekstrat kvasca, 5 g/L BactoTrypton, 10 g/L NaCl); Luria-Bertani (LB) agar (5 g/L
ekstrat kvasca, 10 g/L BactoTryptone, 10 g/L NaCl, 15 g¢/L agar); destilirana voda;
pufer TAE (1 mM Tris, 1 mM octena kiselina,1 mM EDTA pH 8.0); agaroza (Sigma Aldrich,
Svicarska); Pocetnice (Macrogen, Seoul, Koreja); 50%-tni glicerol; T4 Ligation Buffer; T4
Polinukleotid Kinaza (Takara, Tokio, Japan), 10x Buffer G (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, SAD); 10x FastAP Buffer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
SAD); ATP (10mM); DTP (10mM); 10x Egzonuclease V Buffer (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, SAD); Oligo Pocetnice (100 uM) (Macrogen, Amsterdam, Nizozemska);
G Block Gene Fragments teskog lanca IgG-a (Integrated DNA Technologies, Coralville, lowa,
SAD); 293-Fectin, Invitrogen(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD); 293
ExpressionMedium, Invitrogen (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD); IPTG
(100uM); xGal (20 mg/mL); SYBR Safe DNA gel stain (10 000x concetrate in DMSO)
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD); kanamicin (50 mg/ml);
ampicilin (100 mg/ml); 6 well plate (CytoOne, Starlab, Velika Britanija); 1xPBS (100 ml/L
10xPBS); Nitrocellulose Blotting Membrane Premium 0,45 pm (Amersham Protan, Njemacka);
Milchpulver (Carl Roth, Austrija); PBST (1:1000 Tween u 1xPBS); antitijelo Ab97225 Goat anti-
human IgG-Fc (Abcam, Cambridge, Velika Britanija); Detection Reagent 1 (Luminol Enhancer
Solution) i 2 (Peroxide Solution) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD);

Carestream Kodak autoradiography GBX developer/replenisher (Sigma Aldrich, Svicarska);
Carestream Kodak autoradiography GBX fixer/replenisher (Sigma Aldrich, Svicarska); fotografski
papir (GE Healthcare Limited, Velika Britanija).

Bakterijski soj:
XL10-Gold, NEB Stable
Stani¢na linija:

HEK293 Freestyle
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3.2. Metode

3.2.1. Konstrukcija plazmidnih modula s genima za teski i laki lanac imunoglobulina G

Plazmid pUK21gg (2657 pb), 432 pb kraci oblik plazmida pUK21, iskoriSten je kao prijenosni
vektor za kloniranja (eng. shuttle vector). pUK21gg sluzi kao okosnica za kloniranje gena za teski

(1499 pb) i laki lanac (955 pb) u idu¢e module, te sadrzi biljeg za rezistenciju na kanamicin, KanR
(Slika 3).

Slika 3. Shematski prikaz prijenosnog vektora za kloniranje pUK21gg.

3.2.1.1. Konstrukcija modula s genom za laki lanac imunoglobulina G (eng. 1gG Light
Chain Kappa)

Iz laboratorija prof. Vidarssona (Sanquin, Amsterdam, Nizozemska) dobiven je gen za laki
lanac imunoglobulina G unutar klasi¢nog ekspresijskog plazmida pcDNA3.1. Za umnazanje
sekvence lakog lanca 1gG-a, dizajniran je par djelomi¢no komplementarnih oligonukleotida 1g-Pstl-
tNS-1-FW i corr-Igk-tNS-4-Xhol-RE, koji na svojim krajevima sadrze restrikcijska mjesta za
daljnje kloniranje u prijenosne i odredisne vektore (Tablica 1). Pomocu tih specifi¢nih pocetnica
PCR metodom je umnozen gen za laki lanac IgG-a. Koristen je Emerald Amp MAX HS PCR Master
Mix (Takara Bio, SAD), prema uputama proizvodaca. Tri tubice sa kalupom plazmidne DNA
postavljene su na razli¢itim temperaturama prianjanja pocetnica (60°C, 65°C i 70°C) zbog
optimizacije metode jer pri viSim temperaturama povecavamo specifi¢nost vezanja pocetnica, no

ove pocetnice sadrZze i1 velike nekompatibilne dijelove s dodatnim restrikcijskim mjestima, zbog
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Cega je potrebna optimizacija reakcije. Po zavrSetku PCR reakcije na 1%-tnom agaroznom gelu
potvrdena je uspjeSnost umnazanja sekvence lakog lanca IgG-a. Elektroforeza je trajala 40 minuta
uz jakost elektriénog polja od 10 V/cm, nakon ¢ega je gel obojan etidij-bromidom u svrhu
vizualizacije PCR produkta pod transiluminatorom s UV svjetlom.

Nakon potvrde da je umnozena Zeljena sekvenca, napravljena je PCR reakcija s polimerazom
visoke to¢nosti Herculase Il Fusion DNA Polymerase (Agilent, SAD), za daljnje postupke
kloniranja. PCR se odvijao pri sljede¢im uvjetima: 2 min pocetne denaturacije na 95°C; 30 ciklusa
od 20 s denaturacije na 95°C, 20 s prianjanja pocetnica na 60°C, 30 s elongacije na 72°C; 3 min
zavrsne elongacije na 72°C. PCR produkt je pro¢is¢en pomocu seta QIAquick PCR Purification Kit
(Qiagen, Njemacka) prema uputama proizvodaca te je koncentracija plazmidne DNA izmjerena na
NanoVue uredaju (GE Healthcare Life Sciences, SAD).

Napravljene su digestije shuttle vektora pUK21gg i PCR produkta lakog lanca sa restrikcijskim
endonukleazama Pstl i Xhol (New England Biolabs, SAD) kako bi se dobili kompatibilni krajevi.
Digestija je radena u puferu NEBuffer 3.1 (New England Biolabs, SAD) jer oba enzima imaju
najvecu aktivnost u njemu, dodano je po 200 ng svake DNA, 1 ul svakog enzima te destilirane vode
do 30 pl. Reakcija je postavljena u PCR uredaj na 37°C, 2 sata. Po zavrSetku digestije napravljena
je defosforilacija porezanog vektora alkalnom fosfatazom Thermo Scientific FastAP
Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Thermo Fisher Scientific, SAD) u 20 ul reakcijske smjese
sa 100 ng plazmidne DNA kako bi se umanjila mogu¢nost intramolekularne ligacije samog vektora.

Reakcija je postavljena u termobloku 20 min na 37°C uz inaktivaciju enzima 5 min na 75°C.

Nakon restrikcije i defosforilacije, napravljena je ligacija porezanih vektora i inserta sa
kompatibilnim krajevima pomoc¢u T4 ligaze DNA (Takara Bio, SAD). Potrebna koli¢ina inserta je
izraCunata prema zadanoj formuli u 3:1 omjeru insert-vektor te je u reakciju dodano 54 ng DNA i
50 ng DNA vektora. Reakcijska smjesa je sadrzavala jos i 2 pl 10x T4 DNA Ligase Buffer, 0,5 pl
T4 Ligase (2,5U) i destiliranu vodu do ukupnog volumena od 20 pul. Pripremljene su dvije PCR
tubice; u jednoj je pripremljena reakcijska smjesa sa insertom i vektorom, a u drugu je dodan samo
porezani vektor (sluzi kao kontrola-recirkularizirani vektor). Reakcijske smjese su inkubirane na
22°C, 10 min.
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Ligacijska reakcija transformirana je u kemijski kompetentne bakterije XL10-Gold (Agilent,
SAD). Alikvoti kompentetnih bakterija su prebaceni sa -80°C na led (10 minuta), u svaki alikvot je
dodano po 5 pl ligacijske smjese. Ponovno je uslijedila inkubacija na ledu 10 minuta, nakon ¢ega
su bakterije transformirane u vodenoj kupelji 35s na 42°C. Oporavljane su na ledu 2 minute te je
dodan topli LB medij (450 ul) u svaki bakterijski alikvot. S obzirom da je koriStena kanamicinska
podloga za selekciju transformanata, bakterije su prije razmazivanja na plo¢e oporavljane na
tresilici 1 sat na 37 °C i 300 rpm. Po 100 pl alikvota transformiranih bakterija razmazano je na LB-

kanamicinske ploce, nakon ¢ega je uslijedila inkubacija na 37°C, 16 sati.

Odabrane su pocetnice za colony PCR pomocu Snapgene programa (GLS Biotech, SAD),
pUX21 segF i pUX21 seqR. Kalup za colony PCR je po jedna narasla kolonija sa kanamicinskih
plo¢a. Odabrano je nasumicno deset kolonija. PCR reakcija je slozena prema protokolu za Emerald
Amp MAX HS PCR Master Mix (Takara Bio, SAD) u ukupnom volumenu 25 pul, a nakon PCR
reakcije produkti su analizirani elektroforezom na 1%-tnom agaroznom gelu. Na gelu je uocena
oc¢ekivana veli¢ina produkta, ¢ime je potvrdena uspjesnost kloniranja. Nakon utvrdivanja pozitivnih
klonova, pripremljene su prekono¢ne kulture Cetiri klona i negativne kontrole u LB mediju sa

kanamicinom. Prekono¢ne kulture inkubirane su na tresilici, 16 sati na 37°C.

Nakon inkubacije prekono¢nih kultura odabranih bakterijskih klonova, pripremljeni su 25%-tni
glicerolski $tokovi za ¢uvanje plazmidnih DNA. Od svake prekono¢ne kulture uzeto je po 500 pl i
prebaceno u novu tubicu s ¢epom na navoj. U svaku tubicu dodano je po 500 pl 50%-tnog glicerola
i lagano izmije$ano. Pripremljen $tok je zamrznut na -80°C. Tako pripremljene plazmidne DNA

mogu se dugo Cuvati.

Prociscen je bakterijski lizat te je izolirana plazmidna DNA pomocu Wizard Plus Minipreps
DNA Purification System (Promega, SAD) prema protokolu proizvodaca, a koncentracije i ¢isto¢a
prociséenih plazmidnih DNA izmjerene su na NanoVue uredaju. Odabrana Cetiri klona poslana su
na sekvenciranje prije daljnjeg kloniranja. KoriStene su usluge servisa Macrogen (Amsterdam,
Nizozemska), te su uzorci za sekvenciranje razrijedeni i pripremljeni prema zadanim smjernicama

Sample Preparation Guide sa web stranice Macrogen-a.
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Ispravnost sekvenci rekombinantnih plazmida potvrdena je obradom rezultata sekvenciranja u
Snapgene programu. Odabran je jedan ispravan klon pUK21gg-LC, visoke koncentracije i Cistoce,

za daljnja kloniranja.

Sekvence svih oligonukleotida koristenih tijekom kloniranja navedene su u Tablici 1. Svi
oligonukleotidi sintetizirani su po narudzbi u Macrogen servisu za sintezu oligonukleotida (Seul,

Juzna Koreja).

Kako je za Golden Gate kloniranje potreban enzim Bsal, bilo je klju¢no ukloniti to
restrikcijsko mjesto iz sekvence introna unutar gena lakog lanca da bi se kasnije moglo uspjesno
izvesti Golden Gate kloniranje. U tu svrhu je napravljena mutageneza Bsal mjesta unutar introna
kao jedan pristup i izbacivanje introna iz sekvence gena pomocu hibridiziranih oligonukleotida kao

drugi pristup.

Mutageneza Bsal mjesta u intronu lakog lanca imunoglobulina G

Palindrom kojeg prepoznaje restrikcijski enzim Bsal je GGTCTC. U ovoj mutagenezi je
promjenjen drugi G u C da bi dobiveno mjesto izgledalo: GCTCTC, ¢ime bi bilo sprijeceno
prepoznavanje Bsal na tom mjestu u intronu gena lakog lanca. Koristeni su mutageni
oligonukleotidi LC_noBsal-S | LC_noBsal-A (Tablica 1).

Mutageneza je napravljena na odabranom ispravnom klonu pUK21gg-LC pomocu seta
QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent, SAD), prema protokolu
proizvodaca. Pripremljene su dvije reakcijske smjese; jedna s 50 ng DNA kalupa, a druga sa 100
ng. Uvjeti reakcije su postavljeni prema propisanom protokolu. Po zavrSetku mutageneze, u svaku
reakciju je dodano po 2 pl enzima Dnpl kako bi se pocijepao nemutagenizirani “roditeljski” kalup.
Postavljena je reakcija na 37°C, 10 min. Uslijedila je transformacija XL10-Gold kemijski
kompentetnih bakterija prema ve¢ navedenom protokolu, te razmazivanje bakterija na LB-
kanamicinske selektivne podloge. Sutradan je napravljen colony PCR pomoc¢u Emerald Amp MAX
HS PCR Master Mix (Takara Bio, SAD) i odabrani su pozitivni klonovi. Pripremljene su
prekonoéne kulture iz kojih su napravljeni glicerolski Stokovi 1 izolirana je plazmidna DNA
pomocu seta Wizard Plus Minipreps DNA Purification System (Promega, SAD) prema protokolu
proizvodaca, koncentracije su izmjerene na NanoVue uredaju. lzolirani klonovi pUK21gg-LC-

NoBsal su poslani na sekvenciranje s univerzalnim pocetnicama (M13F i M13R) u Macrogen
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servis za sekvenciranje (Amsterdam, Nizozemska). Analizom rezultata sekvenciranja je odabran

klon s odgovaraju¢om sekvencom za daljnja kloniranja.

Odabrani ispravni klon pUK21gg-LC-NoBsal spreman je kao gotovi modul za Golden Gate
Assembly 1gG-Dual-Int, a za potrebe Golden Gate Assembly-ja 1gG-T2A-Int potrebno je prenijeti

insert (laki lanac s mutiranim Bsal mjestom unutar introna) u T2A-modul plazmid.

PCR-om je umnoZzen insert s plazmida pUK21gg-LC-noBsal s pocetnicama LC-Bsal-2-Ncol-
FW i LC-Bsal-2-KasI-RE (Tablica 1). KoriStena je polimeraza visoke to¢nosti Herculase 11 Fusion
DNA Polymerase (Agilent, SAD). PCR se odvijao pri sljede¢im uvjetima: 2 min pocetne
denaturacije na 95°C; 30 ciklusa od 20 s denaturacije na 95°C, 20 s prianjanja pocetnica na 60°C i
na 55°C, 1 min elongacije na 72°C; 3 min zavr$ne elongacije na 72°C. Dobiven je PCR produkt
LC_INT_noBsal od 956 pb.

T2A-modul plazmid (Slika 4) porezan je s restrikcijskim enzimima Ncol i Kasl (New England
Biolabs, SAD), a PCR produkt LC_INT_noBsal porezan je s enzimom Bsal (New England Biolabs,
SAD). Ovakvim digestijama dobiveni su kompatibilni krajevi koji omogucuju ligaciju inserta
LC_INT_noBsal i vektora, T2A-modul plazmida.

aaaaaa

Slika 4. Shematski prikaz T2A-modula.
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Napravljena je ligacija porezanog T2A modula i LC_INT_noBsal u ukupnom volumenu od 20
pl. Molarni omjer inserta i vektora je 3:1. U reakciju je dodano 50 ng vektorske DNA. Reakcija je
postavljena 1 sat na 22°C. Uslijedila je transformacija kemijski kompentetnih bakterija s 3 pl

ligacijske smjese. Na LB-kanamicinske ploce je razmazano 100 ul alikvota bakterija.

Sutradan je napravljen colony PCR pomoc¢u Emerald Amp MAX HS PCR Master Mix (Takara
Bio, SAD) i pocetnica pUX21 seqF i pUX21 seqR, te su odabrana dva pozitivna klona T2A-
modul-LC_INT_noBsal koji su dali PCR produkt od 1191 pb. Pripremljene su prekonoéne kulture
tih klonova, iz kojih su napravljeni glicerolski Stokovi i izolirana je plazmidna DNA pomocu seta
Wizard Plus Minipreps DNA Purification System (Promega, SAD) prema protokolu proizvodaca.

Klonovi su poslani na provjeru sekvenciranjem u Macrogen servis.

Uklanjanje introna sa Bsal mjestom unutar lakog lanca imunoglobulina G

Prvo su pripremljeni oligonukleotidi za umetanje u sekvencu lakog lanca, umjesto introna sa
Bsal mjestom koje zelimo izbaciti. Oligonukleotidi LC-Bbsl_rm_Intron-S i LC-Bbsl_rm_Intron-A
sadrze po 65 nukleotida, a dizajnirani su tako da na krajevima sadrze Bbsl (Bpil) restrikcijska
mjesta pomocu kojih se ugraduju u sekvencu lakog lanca izmedu dva Bbsl (Bpil) restrikcijska

mjesta, Sto rezultira potpunim uklanjanjem sekvence introna iz lakog lanca (Tablica 1).

Napravljeno je sparivanje i fosforilacija oligonukleotida u smjesi od 10 pl. Dodano je 1 pl T4
ligacijskog pufera, 0,5 ul T4 polinukleotid kinaze, po 1 pl sense (100 uM) i antisense
oligonukleotida (100 puM) i 6,5 pl vode. Reakcija je postavljena na 37°C, 30 min nakon Cega je

slijedila inaktivacija enzima 5 min na 95°C i zatim postupno hladenje reakcije do 25°C.

Napravljena je ligacija u omjeru 5:1 (insert-vektor) sa 100 ng vektora i 9,17 ng sparenih
oligonukleotida od 65 pb (izracunato pomoc¢u NeBio kalkulatoru). Iz pripremljenog razrijedenja
43x (42 pl vode + 1 pl 10 uM dvolanéanih oligonukleotida) uzeto je 1 ul za reakciju uz 0,86 pl
pUK21gg vektora, 2 pl 10x Buffer G (New England Biolabs, SAD), po 1 ul 10 mM DTT i 10 mM
ATP, 1 ul Bbsl (Bpil) (New England Biolabs, SAD), 1 ul T4 DNA ligaze (Takara Bio, SAD) i 12,4
pl vode. Napravljena je i kontrolna reakcija po istom protokolu, samo bez inserta. Reakcije su

postavljene u PCR uredaj na 6 ciklusa; 5 min na 37°C te 5 min na 23°C.
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Na kraju se radio tretman S enzimom RecBCD (New England Biolabs,
SAD), kako bi se pocijepale sve linearne molekule DNA. Reakcija je ukljucivala 11 ul produkta
ligacijske reakcije, 1,5 pl 10x Exonuclease V Buffer (New England Biolabs, SAD), 1,5 pul 10 mM
ATP, 1 pl ExoV(RecBCD). Reakcija je postavljena na 37°C, 30 min.

U konacnici su transformirane kompentetne baketrije XL10-Gold prema ve¢ opisanom
protokolu. Nakon oporavka, bakterijski alikvot je razmazan na kanamicinske LB ploce te su
postavljene preko noc¢i u inkubator. Pozitivni klonovi su selektirani colony PCR-om s poc¢etnicama
pUX21_seqF i pUX21_seqR i setom Emerald Amp MAX HS PCR Master Mix (Takara Bio, SAD)
te su pripremljene prekono¢ne kulture iz kojih su napravljeni glicerolski Stokovi i izolirana
plazmidna DNA prema protokolu Wizard Plus Minipreps DNA Purification System (Promega,
SAD). lzolirani konstrukti pUK21gg-LC-NoINT su poslani na sekvenciranje sa univerzalnim

pocetnicama (M13F i M13R) u Macrogen servis.

Odabrani ispravni klon pUK21gg-LC-NoINT spreman je kao gotovi modul za Golden Gate
Assembly lgG-Dual-noint, a za potrebe Golden Gate Assemblyja IgG-T2A-NoINT potrebno je
prenijeti insert (laki lanac s uklonjenim intronom) u T2A-modul plazmid.

PCR-om je umnozen gen za laki lanac bez introna s plazmida pUK21gg. KoriStena je
polimeraza visoke to¢nosti Herculase Il Fusion DNA Polymerase (Agilent, SAD) i par pocetnica
koje sadrze restrikcijsko mjesto za enzime Ncol i Kasl, LC-Bsal-2-Ncol-FW i LC-Bsal-2-Kasl-RE
(Tablica 1). PCR se odvijao pri sljede¢im uvjetima: 2 min pocetne denaturacije na 95°C; 30 ciklusa
od 20 s denaturacije na 95°C, 20 s prianjanja pocetnica na 60°C i na 55°C, 1 min elongacije na

72°C; 3 min zavrs$ne elongacije na 72°C. Naziv PCR produkta: LC_noINT (750 pb).

PCR produkt LC noINT prociséen je pomoé¢u QIlAquick PCR Purification Kit (50) (Qiagen,
Njemacka), izmjerena je koncentracija na NanoVue uredaju te je napravljena digestija pro¢is¢enog
produkta s enzimom Bsal prema protokolu, s 300 ng DNA i u puferu 10x NEB Buffer Cut Smart
(New England Biolabs, SAD). Reakcija je postavljena preko no¢i na 37°C nakon ¢ega je uslijedila
inaktivacija 20 min na 65°C. T2A-modul plazmid porezan je s restrikcijskim enzimima Ncol i Kasl
(New England Biolabs, SAD). Ovakvim digestijama dobiveni su kompatibilni krajevi koji
omogucuju ligaciju inserta LC _noINT i vektora, T2A-modul plazmida. Napravljena je ligacija

porezanog T2A modula i LC_noINT u ukupnom volumenu od 20 pl. Molarni omjer inserta i
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vektora je 3:1. U reakciju je dodano 50 ng vektorske DNA. Reakcija je postavljena 1 sat na 22°C.
Uslijedila je transformacija kemijski kompentetnih bakterija s 3 pl ligacijske smjese. Na LB-

kanamicinske ploce je razmazano 100 pl alikvota bakterija.

Sutradan je napravljen colony PCR pomoc¢u Emerald Amp MAX HS PCR Master Mix (Takara
Bio, SAD) i pocetnica pUX21 seqF i pUX21 seqR, te su odabrana dva pozitivna klona T2A-
modul-LC_noINT. Pripremljene su prekonoéne kulture tih klonova, iz kojih su napravljeni
glicerolski Stokovi i izolirana je plazmidna DNA pomoc¢u seta Wizard Plus Minipreps DNA
Purification System (Promega, SAD) prema protokolu proizvodaca. Klonovi su poslani na provjeru

sekvenciranjem u Macrogen servis.
3.2.1.2. Konstrukcija modula s genom za teski lanac imunoglobulina G

Za kloniranja teSkog lanca unutar razli¢itih modula potrebnih za ovaj eksperiment, narucen je
sintetizirani gotovi dvolanéani fragment DNA, tzv. gBlock (Integrated DNA Technologies, SAD)

zeljene sekvence od 1499 pb, te je otopljen prema uputama proizvodaca.

Priprema modula pHC 1-f3 s teSkim lancem IgG-a za potrebe Assembly-ja 1gG-T2A-Int i 1gG-
T2A-Nolnt

Napravljena je digestija gBlock-a s enzimima Pstl i Sacl (New England Biolabs, SAD) u 20 pl
reakcijske smjese. Dodano je 10 ng kalupa, 2 pl Neb Buffer 1.1, po 1 pl Pstl I i Sacl (New
England Biolabs, SAD) te vode do punog volumena. U drugoj PCR tubici je napravljena digestija
shuttle vektora pUK21gg s 200 ng DNA kalupa te istim koli¢inama pufera i enzima. Reakcije su

postavljene na 37°C, 2 sata, nakon ¢ega je uslijedila inaktivacija enzima 20 min na 80°C.

Nakon digestije napravljena je ligacija uz molarni omjer inserta i vektora 3:1 pUK21gg i
teSkog lanca IgG-a u 20 ul reakcijske smjese te je postavljena reakcija u PCR uredaj 1 sat na 22°C.
Transformirane su bakterije XL10-Gold s 3 pl ligacijske smjese. Selektirani transformanti na
kanamicinsku rezistenciju - sutradan su provjereni pomocu colony PCR-a na prisutnost inserta u
pravilnoj orijentaciji, pomocu pocetnica FW_MB_1gG1_seq i pUX21 seqR (Tablica 1) te seta
Emerald Amp MAX HS PCR Master Mix (Takara Bio, SAD). Ispravnost sekvence dobivenog
konstrukta pHC_1-f3 (4101 pb) potvrdena je sekvenciranjem (Macrogen, Amsterdam,

Nizozemska).
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Priprema modula pHC 1-4 s teSkim lancem IgG-a za potrebe Assembly-ja 1gG-Dual-Int i 1gG-

Dual-nolnt

Sekvenca teskog lanca IgG-a umnozena je PCR reakcijom polimerazom visoke to¢nosti
Herculase Il Fusion DNA Polymerase (Agilent, SAD) s parom pocetnica alt Ig PstI-tNS-1-FW i
new_IgG_Sacl-tNS-4-RE (Tablica 1) koje sadrZe restrikcijska mjesta za Sacl i Pstl ¢ime je dobiven
PCR produkt IgG1-HC 1 4 (1460 pb) pogodan za daljnje manipulacije. Reakcija je postavljena
prema pripadaju¢em protokolu u 50 pl reakcije. PCR se odvijao pri sljede¢im uvjetima: 2 min
pocetne denaturacije na 95°C; 30 ciklusa od 20 s denaturacije na 95°C, 20 s prianjanja pocetnica na
60°C i na 55°C, 1 min elongacije na 72°C; 3 min zavr$ne elongacije na 72°C. PCR produkti su

analizirani na 1%-tnom agaroznom gelu obojanom etidij-bromidom.

Napravljena je digestija pUK21gg i PCR produkta IgG1-HC 1 4 s restrikcijskim enzimima
Sacl i Pstl (New England Biolabs, SAD) u NEBuffer 1.1 (New England Biolabs, SAD) prema
protokolu. Reakcija je postavljena na 37°C, 16 sati te 80°C, 20 min. Uslijedila je defosforilacija
porezanog vektora pomocu temperaturno osjetljive alkalne fosfataze Thermo Scientific FastAP
Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Thermo Fisher Scientfic, SAD) na 37°C, 20 min i

inaktivacija enzima na 75°C, 5 min.

Napravljena je ligacijska smjesa porezanog i defosforiliranog vektora pUK21lgg i PCR
produkta I1gG1-HC_1 4. Selektirani su pozitivni klonovi na LB-kanamicinskim plo¢ama,
napravljen je colony PCR pomoc¢u seta Emerald Amp MAX HS PCR Master Mix (Takara Bio, SAD)
i pocetnica FW_MB_IgG1_seq i pUX21_segR (Tablica 1) te su pozitivni klonovi izolirani pomocu
seta Wizard Plus Minipreps DNA Purification System (Promega, SAD) prema protokolu
proizvodaca. Klonovi su poslani na provjeru sekvenciranjem u Macrogen servis. Odabran je jedan
klon pHC_1-4 ispravne sekvence i visoke koncentracije, koji ¢e biti iskoriSten za sklapanje finalnog

konstrukta.
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3.2.2. Golden Gate Assembly-ji plazmidne okosnice i konstruiranih modula s teSkim i lakim
lancima IgG-a te modula s promotorom i terminatorom za dobivanje finalnog konstrukta za
ekspresiju 1gG-a

3.2.2.1. Assembly 1gG-T2A-int

Za T2A assembly spareni su oligonukleotidi Ig_B_dualS i IgG_dualA duzine 46 pb (Tablica
1). Oligonukleotidi su spareni i fosforilirani u 1 pl 10x T4 Ligation Buffer s dodatkom 0,5 pl T4
Polynucleotide Kinase (Takara Bio, SAD) i 6,5 pl vode. Uvjeti reakcije su postavljeni na 37°C 30

min; na 95°C 5 min te postupno ohladeni do 25°C.

Sklopljen je assembly od pet modula i plazmidne okoshice sa 20 ng vektora u molarnom
omjeru vektora i inserta 3:1. Koli¢ine koje su dodane u reakciju su odredene skaliranjem
koncentracije inserta prema formuli f (x) = [duljina inserta (pb)/duljina vektora (pb)] x
koncentracija (ng/ul). U reakciju je dodana plazmidna okosnica pBB-Cl (2533 pb) koja sadrzi
biljeg za rezistenciju na ampicilin AmpR, spareni oligonukleotidi (oligo-lg_B_A-dual, 46 pb),
modul s promotorom tNS-pPro-cBh (3909 pb), modul s terminatorom tNS-pTer-H (3299 pb),
modul s teskim lancem IgG-a pHC_1-f3 (4101 pb) i gen za laki lanac 19gG-a s intronom pLC-int-
T2A (3908 pb), 10x Cut Smart Buffer (New England Biolabs, SAD), ATP (10mM), Bsal (New
England Biolabs, SAD), T4 DNA Ligase (Takara Bio, SAD) i voda u ukupnom volumenu od 20 pl.
Reakcija se odvijala prema sljede¢im uvjetima: 10 ciklusa od 10 min na 37°C i 10 min na 16°C;

zatim inkubacija 5 min na 50°C, te inkubacija od 10 min na 80°C.

Po zavrSetku ligacije, u tubice je dodana egzonukleaza RecBCD (New England Biolabs, SAD)
i ATP (10 mM) te je reakcija postavljena na 37°C, 30 min kako bi se pocijepala preostala linerarna

DNA 1 pospijesila uspjeSnost transformacije kemijski kompentetnih bakterija.

Plazmidna okosnica pBB-Cl sadrzi gen lacZ koji kodira za B-galaktozidazu. U prisustvu
analoga laktoze IPTG-a i kromogenog supstrata X Gal-a, do¢i ¢e do plavog obojenja kolonije ako je
R-galaktozidaza aktivna. Sklapanjem assembly-ja, dolazi do ugradnje jednog od modula unutar lacZ
mjesta pa nece nastati funkcionalna B-galaktozidaza. Kolonije koje sadrze finalni konstrukt nece
biti plavo obojene jer ne mogu razgraditi X Gal u podlozi pa ostaju bijele. Stoga su klonovi
selektirani na LB-ampicilinskim podlogama sa 100mM IPTG-om i X Gal-om (20 mg/ml), pomocu

plavo-bijele selekcije. Na tako pripremljene podloge, razmazano je 100 pul alikvota bakterija. Nakon
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Sto su porasle bakterije napravljen je colony PCR s bijelim kolonijama u svrhu provjere pozitivnih
klonova koji su dalje postavljeni u prekono¢ne kulture u LB medij s ampicilinom. Sutradan su
procis¢eni bakterijski lizati uz pomo¢ seta Wizard Plus Minipreps DNA Purification System
(Promega, SAD) prema protokolu proizvodaca. Konstrukti su analizirani PCR-om i restrikcijom
(Kasl i Ncol) na 1%-tnom agaroznom gelu koji je obojan sa SYBR Safe DNA interkaliraju¢om

bojom.
3.2.2.2. Assembly 1gG-T2A-Nolnt

Sklopljen je assembly od pet modula i plazmidne okosnice sa 20 ng vektora u molarnom
omjeru vektora i inserta 3:1. Koli¢ine dodane u reakciju su odredene na prethodno opisan nacin. U
reakciju je dodana plazmidna okosnica pBB-Cl (2533 pb) koja sadrzi biljeg za rezistenciju na
ampicilin AmpR, spareni oligonukleotidi (oligo-lg_B_A-dual, 46 pb), modul s promotorom tNS-
pPro-cBh (3909 pb), modul s terminatorom tNS-pTer-H (3299 pb), modul s teskim lancem IgG-a
pHC_1-f3 (4101 pb) i gen za laki lanac IgG-a bez introna pLC-Nolnt-T2A (3702 pb), 10x Cut
Smart Buffer (New England Biolabs, SAD), ATP (10mM), Bsal (New England Biolabs, SAD), T4
DNA Ligase (Takara Bio, SAD) i voda u ukupnom volumenu od 20 pl. Reakcija se odvijala prema

ve¢ opisanom protokolu. Napravljeni su selekcija i procis¢avanje kao i kod Assembly 1gG-T2A-int.
3.2.2.3. Assembly IgG-Dual-int

Dual assembly se radio u dva koraka. Cilj je bio napraviti dva finalna konstrukta koja se
razlikuju u lakom lancu; jedan konstrukt bi sadrzavao laki lanac bez introna (LC_nolINT ) a drugi

laki lanac s intronom u kojem je mutirano Bsal mjesto (LC_INT_noBsal).

U prvom koraku ovog assembly-ja koristeni su ve¢ pripremljeni spareni oligonukleotidi oligo-
IgG_B-A dual (46 pb) uz plazmidnu okosnicu pBB-Cl (2533 pb) s biljegom na ampicilinsku
rezistenciju AmpR, promotor tNS-pPro-cBh (3909 pb), terminator tNS-pTer-H (3299 pb) te gen za
teSki lanac 1gG-a pHC_1-4 (4084 pb). U reakciju je dodan 10x Cut Smart Buffer (New England
Biolabs, SAD), ATP (10mM), Bsal (New England Biolabs, SAD), T4 DNA Ligase (Takara, SAD) i
voda u ukupnom volumenu od 20 pl. Skalirana je koncentracija inserta kao i kod T2A assembly-ja.
Uvjeti reakcije su takoder ponovljeni. Nakon ligacije je dodano u tubicu 2ul ATP-a (10mM) i 1pl
enzima RecBCD (New England Biolabs, SAD). Takva smjesa je inkubirana na 37°C, 30 min.
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Transformirane su bakterije, selektirane na AmpR te je napravljena analiza konstrukata

Assembly Dual-STEP1 s colony PCR-om i restrikcijom (Xbal) prije drugog koraka.

Nakon prvog koraka, napravljen je i drugi korak assembly-ja. U pripremljenu tubicu je dodano
0,5ul Assembly Dual-STEP1 (4681 pb) iz radne otopine 100 ng/ul uz 0,56 pl promotora tNS-pPro-
cBh (3909 pb), 0,51 ul terminatora tNS-pTer-H (3299 pb), 0,99 pl pLC_INT_noBsal (3545 pb),
10x Cut Smart Buffer (New England Biolabs, SAD), ATP (10mM), Bsal (New England Biolabs,
SAD), BsmBI (Thermo Scientific, SAD), T4 DNA Ligase (Takara, SAD) i voda u ukupnom
volumenu od 20 pl. Reakcija je postavljena u PCR uredaj pri sljede¢im uvjetima: 10 ciklusa 37°C,
10 min i 16°C, 10 min; 50°C 5 min, 80°C 10 min. Nakon reakcije ligacije, dodano je u tubice po 2
pl ATP (10mM) i 1 pl egzonukleaze RecBCD (New England Biolabs, SAD). Reakcija je
inkubirana na 37°C, 30 min. Napravljena je transformacija kemijski kompentetnih bakterija koje su
razmazane na ampicilinskim plo¢ama te su sutradan selektirane narasle kolonije pomoc¢u colony
PCR-a. Pozitivni klonovi su procis¢eni pomo¢ seta Wizard Plus Minipreps DNA Purification

System (Promega, SAD) i podvrgnuti su restrikciji kao metodi dodatne provijere.

3.2.2.4. Assembly 1gG-Dual-nolnt

Postavljen je assembly od tri modula i plazmidne okosnice sa 50 ng vektora u molarnom
omjeru vektora i inserta 3:1. Koli¢ine dodane u reakciju su odredene na prethodno opisan nacin. U
reakciju je dodana plazmidna okosnica Assembly Dual-STEP1 (4681 pb) koja sadrzi biljeg za
rezistenciju na ampicilin AmpR, modul s promotorom tNS-pPro-cBh (3909 pb), modul s
terminatorom tNS-pTer-H (3299 pb) i modul s laki lancem 1gG-a bez introna pLC-Nolnt (3339
pb), 10x Cut Smart Buffer (New England Biolabs, SAD), ATP (10mM), Bsal (New England
Biolabs, SAD), Bsmbl (New England Biolabs, SAD), T4 DNA Ligase (Takara Bio, SAD) i voda u
ukupnom volumenu od 20 pl. Reakcija se odvijala prema ve¢ opisanom protokolu. Napravljeni su

selekcija i prociscavanje kao i kod Assembly 1gG-T2A-int.
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Tablica 1.0Oligonukleotidi koristeni prilikom konstrukcije vektora.

INEVALY
Ig-Pstl-tNS-1-FW

Sekvenca (5" - 3")

ATTTCTGCAGATGGTCTCTCCATGGCATGCC

CTGGCTTCCTG

corr-1gk-tNS-4-Xhol-
RE

ATTTCTCGAGGTCTCTAGCGCCTCTAACACT
CTCCCCTGTTGAAGCTCTTTG

Primjena

Umnazanje i restrikcijsko
kloniranje lakog lanca 19G-a u
shuttle vektor pUK21gg

pUX21 seqR (M13R)

AGCGGATAACAATTTCACACAGG

pUX21 seqF (M13F)

GTAAAACGACGGCCAGT

Univerzalne pocetnice za
sekvenciranje i colony PCR

LC-Bbsl_rm_Intron-
S (65-mer)

TTTGGAGTCTTCCATTCACGTTCGGCTCGGG
GACCAAGCTCGAGATAAAACGTACGGTGGC

TGCA

LC-Bbsl_rm_Intron-
A (65-mer)

ATGGTGCAGCCACCGTACGTTTTATCTCGAG
CTTGGTCCCCGAGCCGAACGTGAATGGAAG

ACTC

Oligonukleotidi za hibridizaciju
i uklanjanje introna unutar
lakog lanca s Bsal mjestom

alt_Ig_Pstl.tNS-1-FW

ATTTCTGCAGGGTCTCTCCATGGCCTGTCCT

GGATTTCTG

new_lgG-Sacl-tNS-4-

ATTTGAGCTCGGTCTCAAGCGCTCACTTTCC

RE TGGGCTAAGGGAGAGGG
HC_block-FW CAACAGCGACTGCAGGGTCTC
C9_seq?2 ATCCTGACCTTCCGCATCCC

PCR i colony PCR gBlock-a

Fw_MB_lgG1_seq

CGGAGGGACTATACTTATGAAAAGG

BGH_rev_primer

CCTCGACTGTGCCTTCTA

Colony PCR teskog lanca IgG-a
ukloniranog u pUK21gg i
colony PCR assembly-1gG-T2A

LC-Bsal-2-Kasl-RE

TAATGGTACCGGTCTCTGCGCCCCTCTAACA
CTCTCCCCTGTTGAAGCTCTTTG

LC-Bsal-2-Ncol-FW

GCGTCTGCAGATGGTCTCTCATGGCATGCCC

Umnazanje i restrikcija
pLC-int-noBsal

TGGCTTCCTGTGG

Ig_B-A_dual-S TGACACCTGGAGACGGTCGCTGTTGTCGGGG
(46-mer) TTCACGTCTCTTACC

Ig_B-A_dual-A TACCGGTAAGAGACGTGAACCCCGACAACA
(46-mer) GCGACCGTCTCCAGGT

Hibridizacija oligonukleotida za
Assembly_Dual-STEP1
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3.2.3. Transfekcija

3.2.3.1. Odrzavanje stanica u kulturi

Alikvot suspenzijskih stanica HEK293 Freestyle izvaden je iz spremnika s teku¢im dusikom i
odmrznut kratkom inkubacijom u kupelji na 37°C, nakon c¢ega je 1 ml odmrznute stani¢ne
suspenzije prenesen u 29 ml toplog hranjivog medija baz seruma 293 FreeStyle Expression
Medium (Thermo Fischer Scientific, SAD). Stanice su uzgajane u konusnoj tikvici na 37°C u
inkubatoru s 8%-tnim udjelom CO2 u atmosferi na orbitalnoj tresilici s konstantnim mije$anjem na
140 rpm. Napravljeno je pet pasaza prije transfekcije. Broj stanica u kulturi je svo vrijeme odrzavan

na 0,2 x 10°st/ml uklanjanjem dijela stani¢ne suspenzije i dodavanjem svjezeg medija.
3.2.3.2. Transfekcija stanica

Stanice HEK293 Freestyle rasporedene su na plocice za staniénu kulturu sa $est jazica (2x10°
st/jazici) i odmah transfecirane pomocu transfekcijskog reagensa 293-Fectin (Thermo Fischer

Scientific, SAD) sa ukupno 2 pg DNA po jazici.

Prije transfekcije, stanice su prebrojane i odredena im je vijabilnost pomocu Burker-ove
komorice i tripanskog modrila te je pripremljena staniéna suspenzija koncentracije 1x10° st/ml. U

svaku jazicu je dodano po 2 ml pripremljene suspenzije.

Prema Vink i sur. (2013) odredene su koli¢ine svakog pojedina¢nog vektora za transfekciju. Za
pojacanu ekspresiju plazmida s antitijelima potrebno je izvrSiti istovremenu transfekciju s
p33SVLT plazmidom, p21 i p27 u sljede¢em masenom omjeru: 0,69/0,01/0,05/0,25 (plazmid s
antitijelom/p33SVLT/pORF-hp21l/pORF-hp27). Prema tome je odredeno da po tranfekciji ide
1,41g/20ng/100ng/500ng plazmida kako bi u konacnici bilo ukupno 2 pg DNA po transfekciji.
Pripremljene su mjeSavine plazmida koje su sadrzavale navedene konstrukte DNA prema izracunu,
u Opti-MEM mediju (Thermo Fischer Scientific, SAD). Razrijedeno je po 4 ul 293Fectin-a u 76 pl
Opti-MEM-a, sve je promijesano i inkubirano 5 min. MjeSavina 293-Fectin-a i Opti-MEM medija
je dodana dokapavanjem u tubicu sa DNA (dok se vorteksirala). Uslijedila je inkubacija 20 min na
sobnoj temperature te je dodana transfekcijska mjeSavina na stanice u jazicama. Dvije jazice su
sadrzavale UTF kao kontrolu. U tim jazicama su bile stanice i medij bez transfekcijske mjesavine.

Supernatant iz transfekcije HEK293 Freestyle konstruktima za ekspresiju teskog i lakog lanca IgG-
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a skupljen je nakon tri i pet dana. Ukupni volume supernatanta od 2 ml skupljen je iz svake jazice,
centrifugiran na 4 000 g, 5 min, nakon Cega je prenesen u Cistu tubicu i smrznut na -20°C do analize

dot blot metodom.
3.2.4. Dot Blot

Dot blot je metoda za detekciju, analizu i identifikaciju proteina. Nalikuje Western blot metodi,
a razlikuje ih to Sto se kod Westerna proteini separiraju elektroforetski a kod dot blot-a toc¢kaju u
kruznom obliku, direktno na membrani. Koncentracija proteina se moze odrediti semikvantitativno
pomocu specificnog antitijela na procis¢eni protein usporedujuéi uzorke sa standardima poznate

koncentracije.

Koristenjem dot blot metode u ovom eksperimentu, provjereno je ima li 1gG-a u
supernatantima transfeciranih HEK293 Freestyle i priblizno je procijenjena koli¢ina izlu¢enog IgG-

a.

Napravljena je shema (raspored) kapanja uzoraka na nitroceluloznu membranu (Amersham
Protan, Njemacka). Membrana je polozena u plasti¢énu posudicu i prekrivena je s 1xPBS-om koji je
nakon namakanja membrane izliven, a membrana i posudica su osuseni papirom. Membrana je
vraena u plasti¢nu posudicu te su na nju naneSeni uzorci, kontrole i standardi (2x po 2ul). Dok se
membrane suSila, pripremljen je svjezi PBST (1:1000 razrijeden detdZzent Tween u 1xPBS).
Pripremljeno je 5%-tno mlijeko u PBST-u; 1,259 praha Milchpulver (Carl Roth, Austrija) dodano
je u 25 ml PBST-a. Membrana je blokirana 30 min prekrivanjem s pripremljenim mlijekom na
tresilici, na 4°C. Napravljeno je 1:2000 razrjedenje primarnog antitijela na ljudski Fc fragment IgG-
a obiljezeno peroksidazom iz hrena (Ab97225, goat anti-human IgG-Fc, HRP, Abcam, UK) u
mlijeku te je takva smjesa dodana na membranu nakon zavrSetka blokiranja s mlijekom. Posudica s
membranom je prekriven aluminijskom folijom i inkubirana na tresilici 1 sat na 4°C. Nakon
inkubacije razrijedeno antitijelo je izliveno te je membrane kratko isprana dva puta sa svjezim

PBST-om a treci put je prelivena sa 30 ml PBST-a i inkubirana 45 min na tresilici, na 4°C.

Radi vizualizacije rezultata, napravljeno je razvijanje filma. PomijeSani su reagensi za
detekciju (Sigma Aldrich, Svicarska) u omjeru 1:1 (500 pl Detection Reagent 1 + 500 pl Detection
Reagent 2). S pripremljenom smjesom reagenasa, membrana je ravnomjerno prelijevana 2 min

nakon ¢ega je ocijedena na papiru. Potom je umetnuta izmedu dvije folije u kazetu.

29



Postupak je nastavljen u tamnoj komori uz crvenu lampu. PaZljivo su pripremljena dva komada
fotografskog papira (GE Healthcare Limited, Velika Britanija) i poloZena su u kut kazete (to¢no
iznad membrane). Kazeta je zatvorena 1 min, potom je izvaden fotografski papir i prenesen kroz
seriju otopina; razvija¢ — destilirana voda — fiksir — ispiranje vodom. Nakon ispiranja pod

mlazom vode, fotografski papir je dobro osuSen u inkubator na 15 min.

30



4. REZULTATI

4.1. Konstrukcija sustava za proizvodnju imunoglobulina G

Prvi pristup, temeljen na bicistronskoj ekspresiji teSkog i lakog lanca IgG-a povezanih
samocijepaju¢im peptidom T2A uspjesno je dizajniran (Assembly 19G-T2A). Drugi konstrukt s
dvije ekspresijske kazete (za teski i laki lanac) pod zasebnim promotorima nije dobiven u okviru
vremena predvidenog za izradu ovog rada (Assembly IgG-Dual). Cilj je bio u oba assembly-ja
napraviti konstrukt s lakim lancem s intronom (u kojem je mutirano Bsal mjesto) i konstrukt s

lakim lancem bez tog istog introna (Slika 5). Teski lanac je ostao isti u svim finalnim konstruktima.

Hide Erase ~
pUK21gg-LC-noInt
3339 bp
INSERT
FRAGMENT | Raplaca Insert
Bpil (608) — Bpil (879) Start (0) — End (65)
Pst1
- Bpil Bbsl(Bpil) Bbsl(Bpil)

<Start> <End=

- LC-BbsI_rm_Intron
Xhol &5 bp

pUK21gg-LC

‘3545 bp
Slika 5. Shema prikazuje plazmid pUK21gg-LC s naznaenim restrikcijska mjesta Bbsl (Bpil) u kojemu se nalazi laki lanac 1gG-a s intronom

(isprekidana crta u svijetlo plavoj kazeti) i sparene oligonukleotide koji na krajevima sadrze Bbsl (Bpil) mjesta. Nakon ugradnje oligonukleotida na
mjesto introna dobiven je prikazani plazmid pUK21gg-LC-nolint (3339 pb).
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Konstrukcija assembly-1gG-T2A

Nakon §to su porasle kolonije na plo¢ama, pomocu rezistencije na ampicilin i plavo-bijele
selekcije odabrano je nekoliko klonova za colony PCR kako bi selektirali pozitivne klonove (Slika
6). Kod konstrukta s intronom oc¢ekivani fragment je 2114 pb, a kod konstrukta bez introna 1908
pb. Za provjeru konstrukcije assembly-ja digestijom odabrani su restrikcijski enzimi Kasl i Ncol.
Pomocu Snapgene programa utvrdeni su ocekivani fragmenti na 1%-tnom agaroznom gelu. Nakon
digestije assembly-1gG-T2A-int (5705 pb) sa odabranim enzimima na gelu bi trebali biti vidljivi
fragmenti od 2744 pb, 1449 pb, 859 pb, 539 pb i dva od 57 pb, ¢ime bi potvrdili uspjesnost
konstrukcije, dok bi digestijom assembly-lgG-T2A-noInt (5499 pb) trebali nastati fragmenti
veli¢ine 2744 pb, 1449 pb, 653 pb, 539 pb 1 dva od 57 pb. Fragmenti od 57 pb su iscurili iz gela, ali
prisutnost ostalih fragmenata na gelu potvrdila je uspjesno dizajnirane T2A assembly-je (Slika 7).
Slika 8 prikazuje shemu finalnih T2A konstrukata. Odabrani su klonovi assembly-1gG-T2A-int i
assembly-1gG-T2A-nolInt ispravne sekvence i visoke koncentracije za transfekciju HEK293

Freestyle.

3000 pb
2000 pb
1500 pb

3000 pb
2000 pb
1500 pb

Slika 6. Agarozna gel elektroforeza PCR produkata umnoZzene odabrane regije assembly-1gG-T2A. 100 bp ladder-ljestvicasti uzorak markera 100 bp
DNA Ladder Ready to Load (Solis Biodyne, Estonija). INT1-INT18; odabrani bakterijski klonovi transformirani s konstruktom assembly-1gG-T2A-
int, NOINT1-15; odabrani bakterijski klonovi transformirani s konstruktom assembly-1gG-T2A-nolnt. NK-negativna kontrola. Klonovi zaokruzeni

crveno odabrani su za pro¢iS¢avanje plazmidne DNA i provjeru digestijom.
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500 pb

Slika 7. Provjera digestijom T2A assembly-ja s restrikcijskim enzimima Ncol i Kasl. 100 bp ladder — ljestvicasti uzorak markera 100 bp DNA
Ladder Ready to Load. INT1-INT16; pocijepane plazmidne DNA assembly-1gG-T2A-int. MassRuler Mix — ljestvi¢ast uzorak markera MassRuler
DNA Ladder Mix, ready-to-use (Thermo Scientific, SAD). NOINT2-NOINT15; pocijepane plazmidne DNA assembly-1gG-T2A-noInt. ZaokruZeni
uzorci su odabrani za transfekciju HEK293 Freestyle stanica.
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Slika 8. Struktura finalnog vektora Assembly-1gG-T2A-int (a) i Assembly-IgG-T2A-nolInt (b). Hibridizirani oligonukleotidi (46 pb, od B do A),
CMV pojacivaé iz humanog citomegalo virusa, promotor cBh; hibridni oblik promotora beta-aktina kokosi, IgG Heavy Chain; gen za teski lanac
lgG-a, T2A; samocijepajuci peptid 2A iz kapsidnog proteina virusa Thosea asigna, GSG; aminokiselinski ostatci koji povecavaju efikasnost
cijepanja na T2A i Furin Recognition Seq (furinsko cijepaju¢e mjesto), 1gG laki lanac (od eng. Immunoglobulin kappa) sa intronom s mutiranim

Bsal mjesto (a) i 1gG laki lanac bez introna (b), BGH poly (A) signal; terminacijska sekvenca gena govedeg hormona rasta, ORI ishodiste
replikacije, AmpR rezistencija na ampicilin, SV40 ori ishodiste replikacije velikog T antigena virusa SV40 (od engl. Simian virus 40).
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Konstrukcija assembly-1gG-dual

U drugom pristupu se konstrukti razlikuju od prvog po tome $to su teski i laki lanac pod
zasebnim promotorima. Cilj je bio sintetizirati dva takva konstrukta koji se razlikuju u lakom lancu;
jedan sadrzi laki lanac s intronom u kojem je mutirano Bsal mjesto (Assembly IgG-Dual-int), a
drugi sadrzi laki lanac u kojem je taj isti intron izbacen i umjesto njega su ubaceni hibridizirani
oligonukleotidi (Assembly IgG-Dual-nolnt). Teski lanac je u oba konstrukta ostao isti. Takoder
drugi pristup je raden u dva koraka za razliku od T2A-assembly-ja koji je konstruiran u jednom
koraku. Prvo je postavljena reakcijska smjesa samo s teskim lancem (pHC 1-4), promotorom CBh,
terminatorom pTer, hibridiziranim oligonukleotidima i plazmidnom okosnicom pBB-Cl, ¢ime je
dobiven plazmidni konstrukt nazvan assembly Dual-STEP1 (4681 pb) (Slika 10). Nakon odabira
pozitivnog klona pomo¢u colony PCR-a i provjere digestijom (Slika 9), odreden je dobar klon s

kojim se i8lo u drugi korak dual assembly-ja.

3000 pb
2000 pb
1500 pb
1000 pb

b.
Slika 9. Rezultati provjere Assembly_Dual-STEP1(4681 pb). a. Agarozna gel elektroforeza umnoZzenog fragmenta prvog koraka dual-

a.

assembly-ja. O¢ekivani PCR produkt je 1090 pb. Zaokruzeni klonovi su podvrgnuti pro¢is¢avanju plazmidne DNA i provijeri digestijom (b) s
enzimom Xbal. Ocekivani fragmenti nakon digestije su: 2210 pb, 1654 pb i 817 pb. Zaokruzeni uzorak je odabran za drugi korak dual-

assembly-ja.
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Slika 10. Shematski prikaz konstrukta Assembly_Dual-STEP1 (4681 pb). Hibridizirani oligonukleotidi (45 pb, od A do B), SV40

(od eng. Simian virus 40), CMV pojac¢iva¢ iz humanog citomegalo virusa, promotor cBh; hibridni oblik promotora beta-aktina kokosi, 1gG
Heavy Chain; gen za teski lanac IgG-a, BGH poly (A) signal; terminacijska sekvenca gena govedeg hormona rasta, ori; ishodiste replikacije,
AmMpR,; rezistencija na ampicilin (B-laktamaza), Esp31; mjesto digestije restrikcijskog enzima Esp31(Bsmbl), koje ¢e biti koristeno u drugom

koraku dual assembly-ja.

U drugom koraku dual-assembly-ja postavljene su dvije reakcije: jedna s Assembly Dual-
STEP1, pLC-INT (pUK21gg + laki lanac s mutiranim Bsal mjestom unutar introna),
plazmidni vektor s promotorom CBh i plazmidni vektor s terminatorom (Slika 11a). Ovom
reakcijom je trebao biti konstruiran assembly-1gG-Dual-int (6620 pb). Druga reakcija je
postavljena s Assembly Dual-STEP1, pUK21gg-LC-nolInt (pUK21gg + laki lanac s izba¢enim
intronom koji je sadrzavao Bsal mjesto), plazmidni vektor s promotorom CBh i plazmidni
vektor s terminatorom za dobivanje assembly-IgG-Dual (Slika 11b). Napravljena je analiza i
provjera, te nisu utvrdeni pozitivni rezultati za 1gG-Dual assembly. Stoga s ovim konstruktima

nisu transfecirane HEK293 Freestyle stanice.
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Slika 11. Struktura finalnih vektora Assembly 1gG-Dual-int (a) i Assembly IgG-Dual-nolnt (b). CMV poejaciva¢ iz humanog citomegalo virusa,
promotor cBh; hibridni oblik promotora beta-aktina kokosi, IgG teski lanac (eng. IgG Heavy Chain), IgG laki lanac (eng. Immunoglobulin kappa)
sa intronom s mutiranim Bsal mjesto (a) i 1gG laki lanac bez introna (b), BGH poly (A) signal; terminacijska sekvenca gena govedeg hormona

rasta, ORI ishodiste replikacije, AmpR rezistencija na ampicilin, SV40 ori ishodiste replikacije velikog T antigena virusa SV40 (od engl. Simian
virus 40).
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4.2. Transfekcija HEK293 Freestyle i dot blot

Napravljena je transfekcija HEK293 Freestyle stanica s assembly 1gG-T2A-int i assembly
IgG-T2A-nolInt. Dvije jazice su sadrzavale negativnu kontrolu UTF. Stanice su skupljene treéi i peti
dan te su centrifugirane na 4000 g, 5 min. Stani¢ni supernatant je prebacen u novu tubicu i
zamrznut do dot blot-a. Za svaki konstrukt su napravljene bioloske replike (A i B) za svaki dan
skupljanja. Prema ve¢ opisanom protokolu napravljen je dot blot. Po 1 pl uzorka je nakapano na
membranu prema prethodno odredenoj shemi (Tablica 2). Kao pozitivna kontrola koristeni su
stani¢ni supernatanti U kojima je dokazana prisutnost 1gG-a, a dobiven je kotransfekcijom teskog i
lakog lanca na zasebnim plazmidima u stanice HEK293 Freestyle. Za negativnu kontrolu uzet je
BSA (1 mg/ml), stani¢ni supernatant netransfeciranih HEK293 Freestyle stanica (UTF) 1 svjezi 293
Expression Medium koji je koriSten za odrzavanje stanica. Standardi su razrijedeni od pocetne

koncentracije 1gG-a 1 mg/ml (Slika 12).

1gG-T2A-int 1gG-T2A-int 1gG-T2A-nolnt 1gG-T2A-nolnt Standardi
3.dan 5. dan 3.dan 5. dan (mg/ml)
X (A) X (B) X (A) X (B) X (A) X (B) X (A) X (B) X 0,250 X 0,250
X (A) X (B) X (A) X (B) X (A) X (B) X (A) X (B) X 0,125 X0,125
3. dan 5.dan 3. dan 5. dan X 0,0625 X 0,0625
+(A) +(B) +(A) +(B) UTFUTF UTFUTF X0,3125 X 0,3125
+(A) +(B) +(A)+(B) X 0,015625 X 0,015625
BSA BSA Exp.M. Exp.M. X 0,0078125 X 0,0078125
3.dan 5.dan 3.dan 5.dan

Assembly_IgG-T2A_int

Assembly_IgG-T2A _int

Assembly_IgG-T2A_no_int Assembly_IgG-T2A_no_int

1gG standardi

Slika 12. a) Raspored kapanja uzoraka na nitroceluloznu membranu (crveno - pozitivne kontrole, plavo - negativne kontrole). b) Prikaz dot blot

membrane i redoslijed nanesenih uzoraka, kontrola i standarda.
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Koristenjem specificnog antitijela na ljudski Fc fragment IgG-a, dokazana je prisutnost
antitijela u staniénim supernatantima transfeciranih stanica (Slika 12). Rezultat dot blot-a je
analiziran u programu ImageJ (Rasband, W.S., ImageJ, U. S. National Institutes of Health, USA,
https://imagej.nih.gov/ij/) mjerenjem integrirane opticke gustoce tocaka (OD) nakon automatskog
uklanjanja pozadinskog signala. U Tablici 2. je prikaz odredenih opti¢kih gusto¢a koriStenih

standarda.

Tablica 2. Prikaz vrijednosti izmjerenih optickih gustoca toaka (OD) za pripremljene standarde.

IgG standardi Opticka gustoca tocaka
[ng/ui]
250,000 44833000
125,000 43607000
62,500 42711000
31,250 31591000
15,625 18153500
7,813 4166500

Napravljene su dvije tehnicke replike za svaku biolosku repliku te su uzete njihove srednje
vrijednosti u svrhu mjerenja logaritamske koli¢ine 1gG standarda u ovisnosti o optickoj gustoci
tocaka (Slika 13). Linearnom regresijom ispitana je ovisnost te dvije veli¢ine te je dobivena

funkcija koriStena za preracunavanje opticke gustoce uzoraka u koli¢inu IgG proteina.
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26299000
16093750
27511750
26659000
21684500
33474250

14,9512
9,848575
15,557575
15,1312
12,64395
18,538825

Slika 13. Prikaz ovisnosti logaritamske koli¢ine IgG standarda o izmjerenoj opti¢koj gusto¢i (OD) kalibracijskih uzoraka. U svrhu aproksimacije i

preracunavanja opticke gustoce uzorka u koli¢inu IgG proteina, ovisnost te dvije veli¢ine ispitana je linearnom regresijom. Primjecen je linearni

trend uzoraka s niZim koncentracijama IgG standarda, odnosno u rasponu od 7,8 do 62,5 ng pa su oni analizirani. Postotak objasnjene varijance (R?)

za linearnu vrijednost iznosi 99,74 %.
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Detekcijom IgG-a utvrdena je veéa koli¢ina proteina peti dan nakon transfekcije u odnosu

na tre¢i dan. Konstrukt assembly IgG-T2A-int je dao veci intezitet [gG-a od assembly 1gG-T2A-

nolnt. Pozitivne kontrole (kotransfekcija s lakim i teskim lancem) dale su najintezivniji signal u

obje vremenske to¢ke mjerenja (Slika 14).

e e O S~ N
o N B O © O

Koli¢ina IgG-a

o N B~ O

T2A s intronom T2A bez introna

Kotransfekcija HC i LC

3.dan

m 5.dan

Slika 14. Graficki prikaz analize dot blot membrane. Kotransfekcija teskog i lakog lanca (HC i LC od eng. heavy chain i light chain) dala je

intezivnije signale od assembly T2A.
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5. RASPRAVA

HEK?293 Freestyle su transfecirane konstruktima IgG-T2A i s tri dodatna plazmida —
p33SVLT, pORF-hp21 i pORF-hp27. p33SVLT, tj. SVLT pojacava ekspresiju proteina na nacin da
ima funkciju proteina pratitelja (eng. chaperone protein), inhibira mehanizam PERK i sluzi kao
transaktivator CMV promotora (Moens i sur. 2001). KoriStenjem inhibitora stani¢nog ciklusa,
takoder se moze pojacati ekspresija proteina u prolaznom ekspresijskom sustavu. U tu svrhu
koriStena je kombinacija p21 i p27 proteina. Njihova uloga je zaustaviti stani¢ni ciklus u G2/M jer

je to faza za optimalnu proizvodnju proteina (Vink i sur. 2013).

U nasem eksperimentu je napravljena prolazna transfekcija koja je omogucila u kratkom
vremenskom periodu proizvodnju IgG-a u dostatnoj koli¢ini za usporedbu efikasnosti proizvodnje.
lako se prolaznom transfekcijom moze posti¢i velika proizvodnja proteina, u industrijskoj
proizvodnji se ¢eSce koristi stabilna transfekcija jer se dugoro¢no postizu veci prinosi (Ho i sur.

2013).

Nakon transfekcije HEK293 Freestyle stanica s assembly 1gG-T2A-Int i assembly 19G-T2A-
nolnt, dot blot metodom je dokazano da stanice uspjesno proizvode IgG. Detekcijom IgG-a
potvrden je uspjesno dizajniran konstrukt te da se nastali poliprotein uspjesno procesira
zahvaljuju¢i T2A samocijepaju¢em peptidu. Postavljanjem teskog 1 lakog lanca na jedan
ekspresijski vektor postignuta je podjednaka ekspresija obje komponente imunoglobulina G. Ovaj
pristup omogucéava svakoj stanici, koja primi ovakav konstrukt da se svaka komponenta
poliproteina (u ovom slucaju teski i laki lanac) eksprimira u jednakom omjeru. Na taj nacin je
povecana efikasnost proizvodnje IgG-a. Vink i suradnici (2013) navode da razina ekspresije moze
varirati izmedu razli¢itih izotipova IgG-a, ovisno 0 tome kakvu varijabilnu regiju sadrze.
Upotrebom ovakvih sustava mogu se proizvoditi antitjela za eksperimentalni razvoj novih
glikoformi, za ispitivanje interakcija antitijela s efektorskim stanicama ili za proizvodnju antitijela s
povecéanom efektorskom funkcijom (Vink i sur. 2013). Stanice sisavaca su trenutno jako dobar
sustav za proizvodnju velikih koli¢ina antitijela koja po biokemijskim svojstvima nalikuju ljudskim
imunoglobulinima. Efikasnija proizvodnja postignuta je upotrebom razli¢itih metoda genetickog
inzenjerstva U stanicama sisavaca, pa tako i kod HEK293 Freestyle, ¢ime je doslo do povecanja

kvalitete i prinosa antitijela (Ho i sur. 2013).
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Transfekcija HEK293 Freestyle s konstruktima assembly IgG-Dual nije napravljena jer
nakon provjere digestijom nisu utvrdeni fragmenti koji bi potvrdili dobro dizajniran konstrukt.
Smatra se da je glavni problem to $to se radi o konstruktu s dva promotora i dva terminatora sto je
idealno za rekombinaciju unutar bakterija. Napravljeno je nekoliko optimizacija metode. Jedan od
pristupa je bila transformacija kemijski kompententnih bakterija E. coli NEB Stable s assembly-
jem. Navedene bakterije imaju smanjenu aktivnost rekombinacijskog enzima recAl pa se
preporucavaju za transformaciju i izolaciju plazmidne DNA koja sadrzi ponavljajué¢e elemente
(England Bio Labs, SAD). Unato¢ tome, nisu dobiveni konstrukti assembly 1gG-Dual-Int i
assembly 1gG-Dual-nolnt.

lako su naSe analize ukazivale na dobro dizajniran assembly Dual-STEP1, u kona¢nici smo
pozitivne klonove navedenog konstrukta poslali na sekvenciranje ¢ime su utvrdene brojne mutacije
unutar plazmidne DNA u svim klonovima. Stoga predlazemo da se konstrukcija assembly 1gG-Dual
pokusa napraviti tako da se od samog pocetka rade kloniranja u kemijski kompetentnim stanicama

E. coli NEB Stable kako bi se umanjila moguénost rekombinacije.

U nasem istrazivanju dokazali smo da stanice transfecirane s assembly IgG-T2A-Int i
assembly 19G-T2A-nolnt uspjesno proizvode IgG. U negativnim kontrolama nije detektiran IgG
¢ime smo potvrdili da je koristeno antitijelo u dot blot-u visoke specifi¢nosti (izostao je signal na
BSA), 293 Expression Medium nije bio kontaminiran 1gG-om te da same stanice (netransfecirane)
ne proizvode IgG (UTF kontrola). Rezultati pokazuju da je koli¢ina proteina vecéa peti dan nego
tre¢i dan i da je assembly 1gG-T2A-Dual-Int dao veéi intenzitet signala u odnosu na konstrukt bez
introna, assembly 1gG-T2A-nolnt (Slika 14). U pozitivnim kontrolama je dokazana prisutnost IgG-a
i one su dale najjaci signal tre¢i i peti dan. Takav rezultat se ne moze prihvatiti sa sigurnoscu S
obzirom da bi transfekcija s jednim plazmidom trebala biti efikasnija u kontekstu proizvodnje 19G-
a. Za procjenu koli¢ine izlu¢enog IgG-a po transfeciranoj stanici trebalo bi napraviti optimizaciju
transfekcije HEK293 Freestyle stanica na nacin da se normalizira broj transfeciranih stanica. U
nasem pristupu to nije bilo moguce jer je potrebno uvesti dodatni marker za selekciju transfeciranih

stanica, $to se moze napraviti uvodenjem kazete GFP reporter gena na isti vektor.

Lentivirusi se sve viSe koriste u istrazivackim laboratorijima 1 postaju snazan alat za
dostavljanje gena u stanice sisavaca. Viralni RNA genom se reverzno transkribira i na taj nacin

nastaje DNA koja se stabilno integrira u genom domacdina pomocu virusne integraze (prema:
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Protocol for Lentiviral Transduction of Human Cells, Ibidi GmbH, Njemacka). Kod lentiviralne
dostave najbitnija je proizvodnja po stabilnoj transfeciranoj liniji. Za selekciju stabilnih stanica,
antibiotik (npr. puromicin) se dodaje u medij a fluorescencijskim signalom se mogu nadgledati
stabilno transducirane stanice. Ovaj sustav je obecavaju¢ za 2A samocijepajuce peptide zbog
normalizacije broja transfeciranih stanica pa se ocekuje jo$ bolji prinos IgG-a. Primjenom ovog
pristupa, T2A sustav bi bio usporediv s kotransfekcijom ¢ime bismo dobili relevantnije rezultate u

ispitivanju koli¢ine izlu¢enog IgG-a.
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6. ZAKLJUCAK

e Uspjesno je konstruiran sustav za ekspresiju imunoglobulina G assembly 1gG-T2A s
intronom u lakom lancu u kojem je mutirano Bsal mjesto i s lakim lancem bez tog introna.

e Assembly za koekspresiju teskog i lakog lanca s jednog vektora (IgG-Dual) nije uspjesno
sintetiziran unutar vremenskog perioda predvidenog za izradu ovog diplomskog rada.

e Odabrani su konstrukti s ispravnom sekvencom assembly 1gG-T2A-Int (s intronom u lakom
lancu) i assembly IgG-T2A-nolnt (bez introna u lakom lancu).

e Stanice HEK293 Freestyle su uspjesno transfecirane dobivenim plazmidnim konstruktima.

e Skupljanjem stani¢nog supernatanta treci i peti dan, provjerena je ekspresija izlu¢enog 1gG-
a pomocu specifi¢nog antitijela za Fc fragment ljudskog IgG-a metodom dot blot.

e Analizom rezultata dot blot-a utvrdena je veca ekspresija IgG-a peti dan.

e Konstrukt s intronom (assembly 1gG-T2A-int) pokazao je veci intenzitet signala 1gG-a od
konstrukta bez introna (assembly 1gG-T2A-nolnt). U supernatantima stanica, koje su bile
kotransfecirne s lakim i teskim lancem, uocen je intenzivniji signal u odnosu na T2A
assembly-je u obje vremenske to¢ke mjerenja.

e Za usporedbu efikasnosti proizvodnje 1gG-a po transfeciranoj stanici, $to je bitno za
planiranu primjenu lentiviralnom dostavom, potrebno je koli¢inu izlu¢enog IgG-a
normalizirati na broj transfeciranih stanica.

e Bicistronska ekspresija koriStenjem samocijepaju¢eg peptida T2A pokazala se

obecavajucim sustavom.
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