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Abstrakt

Imunoterapie je nadéjny ptistup k bojovani proti rakoving, ktery k sobé behem
poslednich let zacal ptfitahovat vice pozornosti. Hlavni cilem imunoterapie je aktivace a
podpofieni vlastni imunitni odpoveédi organismu vi¢i maligné transformovanym bunkam.
Cytotoxické builky imunitniho systému jsou hlavnim zaméfenim vyzkumu pfi studiu a
navrhnuti novych zpisobil boje s rakovinou.

Jako priklad lze uvést NK bunky, coz jsou cytotoxické bunky vrozené imunitni
odpovédi. Mezi funkce, které tyto buiky plni v téle, patfi proces nazyvany imunitnim
dozorem neboli anglicky ,,immune surveillance”. NK buiiky neustale skenuji ostatni télni
buiikky a zauto¢i na infikované, poskozené nebo mutované buiiky. Pfi rozpoznani cilové
bunky, dostavd od ni NK burka aktivacni a inhibi¢ni signaly. V zavislosti na pievazeni
celkové intenzity jednoho z typil signald, dochazi bud’ k aktivaci NK buiiky nebo je cilova
buitka ponechdna neposkozena. Po aktivaci maji NK bunky k dispozici nékolik zptisobti
pusobeni na cilové buiiky: uvolnéni efektorovych molekul vedoucich k lyzi cilovych bun¢k
a interakce a modulace odpovédi ostatnich imunitnich bun¢k pomoci chemokind, cytokint
apod.

Diky tomu jsou NK buniky velmi uzitecné v ramci imunoterapie. Jeden ze zptisobu
jejich zapojeni do imunitni odpovédi je v tomto ptipadé pomoci bispecifickych faznich
proteint. Proteinové konstrukty, které jsou v dnesni dobé testovany, jsou skladany ze dvou
Casti: jeden fragment ma schopnost rozpoznat a navdzat se na specificky tumorovy
receptor, druhy fragment pak nastartuje cytotoxickou aktivitu NK buiky. Takové fazni
proteiny se uplatiiuji jako spojka mezi tumorovou buitkou a NK bunikou — to umoziuje
dostatecné piiblizeni NK buiiky k nddorové bunice, aby doslo k aktivaci NK bunky.

V ramci této bakalaiské prace jsem se pokusila o ptipravu dvou fuznich proteini a
jejich vyuziti k ovéteni transpeptidasové aktivity bakteridlniho enzymu sortasy A. Prvni
pfipraveny konstrukt byl sloZzen z aktiva¢niho ligandu pro NK builky (MICA) a signélni
sekvence pro rozpoznani sortasou A (sekvence aminokyselin LPETG). Druhy pfipraveny
konstrukt je bispecificky protein, ktery mimo aktiva¢niho ligandu pro NK buiiky (MICA) a
signalni sekvence pro rozpoznani sortasou A (sekvence aminokyselin LPETG) ma na
zacatku molekulu nanoprotilatky vii¢i nadorovému receptoru CD20 (antiCD20). Déle, diky
signalni sekvenci LPETG bylo mozné tyto proteinové konstrukty vyuzit jako substrat pro
liga¢ni reakce katalyzované sortasou A. Byla ovéfena moznost pouZiti sortasy jako nastroje
pfi znaeni proteinti a i€innost této reakce.

Klicova slova: MICA, sortasa A, transpeptidasova reakce, rekombinantni produkce
proteini, HEK293, kapalinova chromatografie, elektroforéza



Abstract

Immunotherapy is a promising tool to combat cancer, that has been attracting more
and more attention at itself in the recent years. Its main objective is activating and boosting
innate immune response towards malign cellular transformation and growth. This makes
cytotoxic cells of the immune system the main targets of research, when studying and
inventing new ways to combat cancer.

Such cells of interest are, for instance, NK cells, which are cytotoxic cells of the
innate immune response. Amongst their various functions is a process called ,,immune
surveillance”. NK cells constantly scan other body cells, destroying those that are infected,
defect or mutated. Upon finding a target cell, NK cell gets several activating and inhibiting
signals from said target cell. Depending on which type of signal outweighs in its overall
intensity, NK cell activates or leaves the target cell undamaged. When activated, NK cells
have several ways to affect the target cell at their disposal: releasing effecter molecules that
lead to lysis of the target cell and interacting and modulating other immune cells’ response
towards cancerous formations via chemokines, cytokines and such.

This makes NK cells quite useful in immunotherapy. One possibility how they can
be engaged is via certain bispecific fusion proteins. Protein constructs tested nowadays are
made up of two parts: first has an ability to recognize and bind to a specific tumor receptor
whereas the other activates NK cells’ cytotoxic response. These molecules act as a bridge
bringing a tumor cell and an NK cell close together, which triggers NK cell’s activation.

This bachelor work attempted at preparing two fusion proteins and their subsequent
use for the confirmation of transpeptidase activity of a bacterial enzyme sortase A. The first
protein construct consisted of an activating ligand for NK cells (MICA) and a signal
sequence of amino acids that is recognized by sortase A (sequence of amino acids LPETG).
The second prepared protein is a bispecific fusion protein, that, besides including an
activating ligand for NK cells (MICA) and a signal sequence of amino acids recognized by
sortase A (sequence of amino acids LPETG) in its structure, also has at its beginning a
nanobody against the tumor receptor CD20 (antiCD20). The signal sequence LPETG in the
structure of both fusion proteins made it possible to use them as substrates for a ligation
reaction catalyzed by sortase A. The possibility of sortase A usage as a tool when labeling
proteins was confirmed and the efficiency of the reaction was determined.

Keywords: MICA, sortase A, transpeptidase reaction, recombinant protein production,
HEK293, liquid chromatography, electrophoresis
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Seznam zkratek

ADCC

Amp
APC
APS
B7-H6

CBB
CD
CTL

Da

DC
dNTPs
DOL
FasL
Fc
FcR
hPRL-G129R
GzmB
HDAC
HPLC

IFN
IL
kb
KIR

LAK

IPEI
Ly49

bunécna cytotoxicita zavisla na protilatkdch (antibody-dependent cellular

cytotoxicity)

ampicilin

bunka prezentujici antigen (antigen presenting cell)
peroxodisiran amonny (ammonium persulfate)
nadorovy antigen, ligand pro aktiva¢ni receptor NKp30
par bazi, jednotka délky DNA (base pair)

modf Coomassie Brilliant (Coomassie Brilliant Blue)
diferencia¢ni skupina (cluster of differentiation)

cytotoxicky T-lymfocyt

jednotka molekulové hmotnosti, Dalton

dendritické buniky (dendritic cells)

smés deoxynukleotidtrifostatd (dAATP, dCTP, dGTP, dTTP)
mira znaceni (degree of labelling)

transmembranovy protein typu I z rodiny TNF cytokina
krystalizovatelny fragment protilatky (fragment crystallizable)
Fc receptor

antagonista lidského prolaktinu

granzym B, proteasa exprimovana T lymfocyty a NK buiikami
histondeacetylasa

vysokoucinna kapalinovd chromatografie (high-performance
chromatography)

interferon

interleukin

kilobéze, jednotka délky DNA (kilobase pair)

liquid

rodina receptorti podobnych imunoglobulinim exprimovanych na NK

bunkach (killer cell immunoglobulin-like receptor)

cytotoxické bunky aktivované pomoci lymfokini (lymphokine-activated

killer cells)
linedrni polyethylenimin

rodina membranovych receptorti podobnych lektinlim exprimovanych na

mySich NK bunkach

monoklondlni protilatka (monoclonal antibody)
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MHC-I/IT

MICA/MICB

NK
NKG2
NKG2D
NKp30

NKp44

NKp46

PAGE

PBS
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Prfl
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RAETI1
SDS
TAA
TAMRA
TEMED
TGF
TNF
TRAIL

Tris
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hlavni histokompatibilni komplex tfidy I / tfidy II (major histocompatibility
complex, class I/class II)

ligand NK bunééného receptoru NKG2D (MHC class I chain-related
molecule A/B)

piirozené zabijecské bunky (natural killer cells)

rodina receptord NK bunék (natural killer group 2)

aktivacni receptor NK bunék pattici do NKG2 rodiny receptort

receptor piirozené cytotoxicity o velikosti 30 kDa (natural killer protein 30
kDa)

receptor prirozené cytotoxicity o velikosti 44 kDa (natural killer protein 44
kDa)

receptor prirozené cytotoxicity o velikosti 46 kDa (natural killer protein 46
kDa)

elektroforéza v polyakrylamidovém  gelu  (polyacrylamide  gel
electrophoresis)

fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (phosphate buffered saline)
polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

perforin, protein produkovany T lymfocyty a NK buiikami

prolaktinovy receptor (prolactin receptor)

rodina ligandt pro aktivaci NK bunék (retinoic acid early transcript 1)
dodecylsulfat sodny (sodium dodecyl sulfate)

antigeny asociované s nadorem (tumor-associated antigens)
tetramethylrhodamin, Cervena fluorescenéni znacka
tetramethylethylendiamin

transformujici ristovy faktor (transforming growth factor)

faktor nekrotizujici nadory (tumor necrosis factor)

protein uplatiujici se pfi apoptose (tumor necrosis factor—related apoptosis-
inducing ligand)

tris(hydroxymethyl)aminomethan

nanoprotilatka, variabilni doména protilatky velbloudovitych



1 Uvod

1.1 Imunoterapie

Rakovina je stale jednim z na svété nejvic rozsifenych a vSude se vyskytujicich
onemocnéni [1,2]. Béhem né€kolika poslednich desitek let se imunologie stala novym
zaméfenim  ve vyzkumu novych zplGsobll bojovani s rakovinou, autoimunitnimi
onemocnénimi a jinymi zdravotnimi potizemi jako je naptiklad alergie. D4 se predpokladat,
ze takovy zdjem je podminén nadéjnymi vyhodami imunologie oproti tradicnim metodam.
Ackoliv chemoterapie a radioterapie se prokazaly u¢innymi v 1é€b¢ rakoviny, mira preziti
pacientll s malignimi nadory stale zlstava pomérné nizkou. Kromé toho zminéné metody
1é¢by jsou pomérné invazivni a maji za ndsledek mnozstvi vedlejsich ucinki [3-5].

Podstata imunoterapie spoc¢iva v zapojeni vlastniho imunitniho systému pacienta
pomoci uméle vpravenych latek do utoku na poskozené tkan€ aktivnim nebo pasivnim
zpusobem [6]. Béhem pasivni imunoterapie jsou pacientovi podany hotové imunoaktivni
buniky nebo latky, napfiklad imunoglobuliny, monoklonalni protilatky atd. Pfi aktivni
imunoterapii jsou pacientovi vpraveny latky, které se stavaji u¢innymi po aktivaci
v organismu nemocného tak, Ze se ptimo zapojuji do imunitnich pochodl nebo je nastartuji
[7]. Je v8ak dulezité¢ udrZeni urcité rovnovahy pii nastartovani imunitni odpovédi, aby
imunitni  systém dokazal eliminovat nadorové buiky a zaroveii nedoSlo

k nekontrolovatelnym zanétlivym autoimunitnim procesim [8].

1.1.1 Interakce imunitniho systému a tumorovych bunék

Podle mnoha provedenych studii interakci imunitniho systému a nadort, byly
identifikovany molekuly, které bud’ zprostiedkovavaji aktivaci imunitniho systému a utok
na maligné transformované buiiky, nebo jsou vyuzity tumorovymi bunkami k uniku.
Moderni metody imunoterapie jsou hlavn€ zaloZeny na principech pisobeni téchto molekul
a jejich vzajemnych interakci. Obrdzek 1 na strané 11 znazoriiuje jednotlivé kroky utoku
imunitniho systému na nadorové bunky.

Znazornénych sedm kroki je nezbytnych k odhaleni maligné transformované bunky
a jejimu naslednému odstranéni. Celkovy proces imunitni odpovédi je cyklicky a da se na
n¢j divat takto: tumorové buiiky exprimuji antigeny asociované s nddorem (anglicky tumor-
associated antigens, TAA), které jsou rozpozndny a zpracovany antigen prezentujicimi
bunikami (anglicky antigen-presenting cells, APC). APC aktivuji naivni T lymfocyty, které
se transformuji na cytotoxické T lymfocyty (anglicky cytotoxic T lymphocytes, CTL).
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Obrazek 1: Klicové kroky imunitni odpovédi, které mohou byt zacileny v ramci nadorové

f

imunoterapie [4].

Aktivované cytotoxické T lymfocyty jsou transportovany krevnim feciStém do
loZiska nadoru. CTL infiltruji tumorové mikroprostfedi, kde pomoci specifickych receptort
na povrchu T bun€k odhaluji tumorové buiiky a zahajuji na né cytotoxicky atak. Po zabiti
postizenych bunék vznikaji pamét'ové tumor-specifické T lymfocyty. V krevnim fecisti se
po cytolyze nadorovych bunék objevuji dalsi antigeny asociované s nadorem a cely proces
muze byt opakovan. Proto v rdmci imunoterapie je dulezit¢ podpofit, nahradit nebo opravit

jeden ¢i vice z téchto sedmi krokti pro uspésné 1éceni rakoviny [4].

1.1.2 Kli¢ové cytotoxické burky

Bunky podilejici se na imunitni odpovédi proti malignim buiikdm patii jak do
vrozené, tak 1 do adaptivni imunity. Mezi bunky, které jsou vyuzity v nékolika typech
imunoterapie jako aktivni latky nebo jsou v rédmci imunoterapie nepiimo ovlivnény
podanymi latkami, lze vyjmenovat dendritické bunky, NK buiky, aff T lymfocyty,
aktivované¢ T lymfocyty, cytotoxické T lymfocyty, y0 T lymfocyty a cytotoxické bunky

aktivované pomoci lymfokina (tzv. LAK, z angl. lymphokine-activated killer cells) [9].
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1.1.3 Typy imunoterapie

Dle mechanismu, na jehoz podpoteni je zaméfen jednotlivy typ imunoterapie, lze
vyjmenovat pét hlavnich skupin imunoterapie [4]: vakciny [10], cytokinova imunoterapie
[11,12], imunoterapie zabranujici deaktivaci imunoaktivnich cytotoxickych bunck (tzv.
immune checkpoint blockade terapie) [3,13], bunécna imunoterapie [14,15] a imunoterapie

malymi molekulami [16].

1.2 NK buinky

NK buiiky (z angl. natural killer cells), neboli, jak by se déalo pteloZzit do Cestiny,
pfirozeni zabijaci, jsou cytotoxické bunky vrozené imunity. NK bunky hraji dilezité role
jak pii zahdjeni vrozené imunitni odpovédi, tak i adaptivni imunitni odpovédi, a to diky
svym unikdtnim aktivaénim mechanismiim. Béhem ranych stadii obrany organismu vici
viriim ¢i nddordm NK bunky plni dvé hlavni funkce: cytotoxické zabiti poSkozenych bunék
zavislé na mezibunécném kontaktu a produkce cytokinli pro modulaci dal§i imunitni
odpovedi [17].

1.2.1 Lokalizace NK bunék v organismu a jejich rozdéleni na sub-populace

NK bunky lze najit v lymfoidnich i nelymfoidnich tkanich, ackoliv ve vétSiné tkani
NK buniky ptedstavuji minoritni frakci z celkové populace lymfocytl: u ¢lovéka NK bunky
tvoti 2 az 18 % bilych krvinek pfitomnych v perifernim krevnim fe€isti [18].

V lidském organismu byly odhaleny dva typy NK bunck. Ve vétSim poctu jsou
pfitomny CD56“™NK buriky, jejichz hlavni funkei je cytotoxicky ttok na poskozené buiky
prostfednictvim perforinu. Tento typ je zastoupen vyhradné v perifernim krevnim fecisti a
slezin€. Druhy typ tvofici populaci NK bunck v lymfoidnich uzlindch je oznacen jako
CD56¢" Tyto bunky postradaji perforin a podileji se na produkci Siroké $kaly Th-1
cytokini (jako je naptiklad IFN- y) pfi stimulaci interleukiny (IL)-12, IL-15 and IL-18
[19,20].

1.2.2 Mechanismus ptisobeni NK bunék

Teorie vysvétlujici, jakym zptasobem dokdazou NK buiiky rozpoznat poSkozenou
bunku od zdravé té€lu vlastni navrhnuta Kérrem, byla oznacena anglicky jako ,,missing-self
hypothesis® [21]. NK bunky rozpoznavaji a itoci na bunky se snizenou expresi nékterych
ligandti nebo postradajici urcité ligandy na svém povrchu. Mezi takovymi nejdilezitéjSimi

ligandy patfi t€lu vlastni hlavni histokompatibilni komplex I. tfidy (anglicky major
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histocompatibility complex class I, MHC I). MHC I ligandy jsou rozpoznany ptisluSnymi
inhibi¢nimi receptory na povrchu NK bunék [9]. Dalsi regulace cytotoxické aktivity NK
bun¢k je zprosttedkovédna pfitomnosti urcitych aktivacnich ligandii na povrchu cilenych
bunék.

K aktivaci NK bunék dochazi, pokud aktiva¢ni signaly pfevazi nad inhibi¢nimi. Na
obrazku 2 na stran¢ 13 jsou zndzornény mozné nasledky interakce NK bunék s ostatnimi

buitkami organismu.

HLA molckuly Ltfidy
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Obrdzek 2: Tti hlavni scénare interakce NK burtiky a télni bunky a) tolerance — inhibi¢ni signaly
pfevazuji nad aktivacnimi; b) aktivace cytolytické aktivity NK buiiky — aktivacni signaly
prevazuji nad inhibi¢nimi; c) aktivace cytolytické aktivity NK buiiky — na povrhu cilové bunky
bud’ nejsou pfitomny inhibi¢ni ligandy nebo jejich exprese je snizena.

Po aktivaci NK buiky uvoliiuji cytotoxické granule obsahujici perforin (Prfl) a granzym
(GzmB), a dale také uvoliiuji cytokiny typu Thl a chemokiny [22].

Hlavni cytotoxickd odpovéd je umoznéna prostiednictvim dvou cytotoxickych
proteini perforinu (Prfl) nebo granzymu (GzmB). Tyto proteiny jsou v NK buiikéch
skladovany v cytotoxickych sekre¢nich granulich. Po rozpoznani poskozené buiky jsou
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sekretovany ven z NK buiikky a jejich obsah se dostavd do jejiho tésného okoli. Prfl
umoziuje vstup GzmB do nitra cilové burky, coz nésledné vede k apoptose [9,17].
1.2.2.1 Aktivacni a inhibicni receptory

Aktivacni receptory poskytuji pozitivni signaly NK bufice a tim nastartuji
cytotoxickou reakci a produkei cytokinti. Mezi aktivacni receptory patii NKG2D, NKp46,
NKp30 a NKp44 receptory. Za normdlnich podminek nejsou jejich pfislusné ligandy,
MICA/B, RAET]1 skupina ligandii nebo B7-H6, ptitomny na povrchu bunék nebo jsou
exprimovany v malém mnozstvi. To naznacuje, ze jejich zvySena produkce signalizuje
virovou infekci nebo karcinogenni pochod v postizené bunce [17,19].

Inhibi¢ni receptory na povrchu NK bunck plisobi antagonisticky vaci aktivaénim
signaliim. Typickymi inhibi¢nimi receptory jsou KIR (anglicky killer cell immunoglobulin-
like receptors), které potlacuji aktivaci NK buné¢k tim, ze inhibuji reakéni drahy ptsobici
stimulacng. KIR interaguji s MHC I ligandy na povrchu cilovych buné¢k, které prezentu;ji
buiice vlastni proteiny [17,23]. Jiné dva receptory, které se hlavné uplatiiuji pfi rozpoznani
MHC I ligandt, patii do Ly49 a CD94/NKG?2 rodin receptorti [24].

Pro uspéSnou aktivitu NK bunc€k je nutnd pfitomnost nejen urcitého poméru
aktivacnich a inhibi¢nich ligand na povrchu cilovych bunék, ale zalezi i na poctu
ptislusnych receptort, které jsou exprimované NK bunikami. Diky Siroké Skale para ligand-
receptor, které se podileji na modulaci cytotoxické aktivity NK bunék, jsou NK buiky
ucinny nastroj kontroly stavu télnich tkani [24,25]. Virem infikované nebo nadorové buiky
se snizenou nebo chybéjici expresi MHC I jsou obvykle tispésné eliminovany NK buiikami,

ptestoze dokazou uniknout ataku CTL.

1.2.2.2 Ligandy TRAIL a FasL

Dalsi zptsob, jak NK bunky poskozuji odhalené poskozené buiky, je pomoci
exprese ligandl, které¢ zahajuji apoptosu. Ptikladem takového ligandu je TRAIL (tumor
necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand) nebo FasL [19]. Jejich ptisobeni vede ke
vzniku signalniho komplexu, ktery nasledné spousti apoptosu cilové builky aktivaci
vnitrobunéénych kaspas [9,17].

1.2.2.3 ADCC

NK bunky exprimujici Fc receptor CD16 se podobné jako leukocyty mohou
zucCastnit bunécného cytotoxického mechanismu zavislého na protilatkdch (antibody-
dependent cellular cytotoxicity, ADCC) a zautoCit na protilatkami oznacené buiky
(obrazek 3, strana 15). CD16 je malo specificky aktivaéni Fc receptor, ktery interaguje
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s velkym mnozstvim antigen-specifickych protilatek. CD16 je mimo NK bunky
exprimovan i monocyty, makrofagy a granulocyty [19,26].

Tento zplsob imunitni odpovédi se uplatiiuje pfi monoklonalni protilatkové terapii,
s vyuzitim takovych 1éka jako trastuzumab (Herceptin®), rituximab (Rituxan®), ¢i anti-
EGF mAbs [19].

Antigen

Lyza nadorové
buiiky

Nadorova
i buiika ——

Obrazek 3: Pii imunitni odpovédi typu ADCC odhali buniky imunitniho systému maligné
transformované nebo infikované buiky, které jsou oznaceny protilatkami. NK buriky nesou FcR
receptor, ktery dokaze rozpoznat konstantni fragment protilatky [27].

1.2.3 Faktory ovliviiujici aktivitu NK bunék

Cytokiny jsou dulezit¢ molekuly proliferace, vyvoje, aktivace a nastartovani
efektorovych procestt béhem imunitni odpovédi. NK bunky nejsou vyjimkou a jsou
regulovany piitomnosti riznych cytokinl. Intenzita a uc¢innost jejich cytotoxické ¢innosti a
vlastni cytokinova sekrece je zavisla na cytokinovém mikroprostiedi, v kterém se NK
buiiky nachazeji. Mezi cytokiny pusobici na NK buiky stimulaéné se uvadéji IFN-y, IL-2,
IL-12, IL-18 a IL-15. IL-15 je znam jako klicova molekula pii aktivaci zralych NK bunék.
IL-2 podporuje proliferaci, cytotoxickou aktivitu a ovliviiuje sekreci dalSich cytokint [20].

1.2.4 Interakce NK bunék s jinymi buiikami imunitniho systému

Jina dulezitd funkce NK bunck je propojeni vrozené a adaptivni imunitni odpovédi.
Obrazek 4 na stran¢ 16 shrnuje zplisoby, jak se urcité buniky imunitniho systému navzajem
ovliviiyji prostfednictvim chemickych latek.

NK bunky maji schopnost ovlivitovat imunitni odpovéd’ skrz vzajemné interakce
s dendritickymi bunikami [28]. Dendritické buniky (anglicky dendritic cells, DC), coZ jsou
antigen-prezentujici bunky, se pak uplatiuji béhem zahéjeni antigen-specifické imunitni
odpovédi a pti maturaci T lymfocytt [27]. Na jedné stran¢ aktivované NK buiky produkuji
cytokiny typu Thl, naptiklad IFN-y a TNF-a, které stimuluji maturaci a naslednou aktivaci
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DC. Mimo jin¢ho, produkce téchto modula¢nich molekul vede k piesunu efektorové
imunitni odpovédi z vrozené na adaptivni imunitu. Na druhé strané, zralé DC produkuji
interleukiny IL-2 a IL-12, které nastartuji produkci IFN-y NK builkami, coZ pozitivni
zpétnou vazbou ovlivni pfitomné DC [9,15,20].

Pfitomnost jinych bun¢k imunitniho systému, jako jsou T lymfocyty a makrofagy,
ma také potencial ovlivnit aktivitu NK bunék. V lidském organismu v lymfoidnich uzlinach
dochazi kinterakci CD4" T lymfocyti s NK bunkami. Pravdépodobné zde dochazi
k povzbuzujicimu pusobeni IL-2, ktery je produkovan CD4" T lymfocyty, na NK bunky
[29,30].

Aktivovany makrofig

Aktivovani DC

Typ 1 INF
IL-15,IL-12, IL-18

Makrofag
Dendriticka buiika (DC)

T lymfocyt T lymfocyt
Obrdazek 4: Regulace imunitnich pochodit NK buiikami. Zelené Sipky — priming NK bunék
v krvi rozpusténymi chemickymi faktory. Cervené Sipky — NK buiiky podporuji maturaci DC,
makrofagh a T lymfocytl pomoci interakce povrchovych receptord a cytokini. Modré Sipky -
NK buiiky zabiji nezralé DC, aktivované CD4" T lymfocyty a hyperaktivované makrofagy.
Regulac¢ni funkce NK bunék jsou kontrolovany télu vlastnimi povrchovymi ligandy (napft.
MHC 1), inhibi¢nimi receptory (napf. lidsky inhibi¢ni receptor KIR, mysi Ly94, lidsky a mysi
CD94-NKG2A) [20].

1.3 Imunitni dozor

V roce 1957 byla Thomasem a Burnetem navrhnuta teorie imunitniho dozoru. Podle
ni hraji lymfocyty role jakychsi strazci majicich za kol rozpoznat a zbavit se bunék, které
z n¢jakych diivodu zmutovaly nebo se jinak staly odliSnymi od oby¢ejnych bunék. V ramci

jedince jsou imunitni systém a nddorové builky v stalém kontaktu. A tak stejné jako se
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buniky imunitniho systému snazi odhalit a zabit postizené bunky, maligné transformované
bunky vyvinuly riizné strategie uniknuti imunitnimu dozoru [31,32].

Mezi zplsoby uniku, které vyuzivaji nadory, lze vyjmenovat ,shedding” —
proteolytické odstépeni potencidlnich antigent z bunééného povrchu a imunoeditaci — kdy
imunitni systém nechténé vytvaii specifické podminky, které zpiisobi a podporuji vyvoj
nadord.

1.3.1 Shedding

Béhem mnoha studii nadorovych bunék bylo zjisténo, ze exprese MHC I molekul
nebo jim podobnych ligandl je u téchto bun€k sniZena nebo vitbec potlacena [33,34]. Stoji
za zminéni, Ze ztrata nebo snizeni exprese (anglicky se tomuto procesu fika
,downregulation®) MHC I molekul se uplatiiuje ¢astéji u tumoru ve fazi metastaze, nez u

primarné vyvinutych tumort [19]. O tomto procesu bude vice diskutovano v odstavci 1.5.2.

1.3.2 Imunoeditace

Dunn and Schreiber navrhli koncept nadorové imunoeditace (angl. immunoediting)
[31], ktera se sklada ze tii fazi. Behem eliminacni faze jsou tumorové bunky atakovany NK
bunkami, CD4" a CD8" cytotoxickymi bunkami. Pak nasleduje faze rovnovahy mezi
imunitnim systémem a tumorovymi buiikami. Tteti taze, faze uniknuti, je charakterizovana
selekci nadorti, které dokdzou uniknout imunitni destrukci pomoci snizeni nebo ztraty
exprese tumorovych antigenil, zvySeni exprese genu pro preziti a uplatnéni rezistence vici

cytotoxicité. To vse vede ke vzniku imunosupresivniho tumorového mikroprostiedi [35,36].

1.3.3 DalSi zpusoby potlaceni aktivity NK bunék

Tumorové bunky dokazou vyuzit t€lni bunky s imunosupresivnimi funkcemi pro
potlaceni aktivace NK bunék. Mezi takové regulacni buiiky fadime s tumorem asociované
makrofagy, myeloidni supresorové buiiky a regulacni T lymfocyty. Jind cesta vedouci
k tniku pted dozorem NK bunék je vytvofeni hypoxického tumorového mikroprostiedi,
které indukuje produkci rozpustnych supresivnich faktorti [37-39].

1.4 Vyuziti NK bunék v imunoterapii

Hlavni funkce NK bunék je pfimy cytotoxicky utok na postizené buiky. Kromé
schopnosti pfimo atakovat nadorové bunky, vykazuji NK bunky né€kolik dalSich vyhod pii
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vyuziti béhem imunoterapie. NK buiiky jsou schopné nejen plisobit jako soucast vrozené
imunity, ale 1 aktivovat adaptivni imunitni odpovéd’. NK buiiky jsou zaroven ucinné vuci
virovym onemocnénim, coZ by bylo vyhodné v pfipadech malignich transformaci jako
disledek virovych infekei. A NK buiiky jsou téZ schopny zni¢it tumorové kmenové bunky
a jejich loZiska a tim zabranit vzniku rezistence vic¢i chemoterapii a radioterapii [9].

NK buiiky maji potencial byt vyuzity béhem imunoterapie diky jejich schopnosti
rozpoznat a zahdjit 1yzi velkého mnozstvi tumorovych bunék i bez ptedchoziho setkani
s timto nebo jinym typem nadord [40]. Vzhledem k tomu, ze NK builky se primarné
nachdzeji v krvi, imunoterapie s jejich vyuzitim byla dosud nejvic ucinnd proti
hematopoetickym malignim transformacim, napiiklad proti leukemiim.

Imunoterapie zamétena na vyuziti NK bunék se obecné sklada ze dvou etap. Béhem
prvni etapy se provadi in vitro zmnozeni a aktivace NK bunék, s cilem ziskat dostatecné
mnozstvi NK bunék pro u¢innou dédvku. Druhd etapa spociva ve zvétSeni cytotoxicity NK

bunék vici nadortm in vivo a ex vivo [41,42].

1.4.1 Chemoterapie a NK buriky

Prestoze se imunoterapie rychle rozviji [43], chemoterapeutické 1é¢eni rakoviny
stale pfevazuje. Chemoterapeutika se hlavné uplatiiuji pfi zachdzeni s pokroc¢ilymi stadii
rakoviny vcetné tumorlt vestavu metastase. Pozoruhodné je to, Ze né&ktera
chemoterapeutika dokazou podpofit efektivnost NK bunééné¢ imunoterapie. Obecny
mechanismus spoluprace spociva v indukci specifické nebo obecné bunétné stresové
odpovédi podanymi latkami [44]. Jako ptiklad jednoho z takovych 1€k, ktery pozitivné
ucinkuje na cytotoxickou aktivitu NK bunék, 1ze uvést 5-fluoruracil [45]. V roce 2015 bylo
zjisténo, Ze vorinostat (Zolinza®), 1ék inhibujici histondeacetylasy (HDAC), zvétSuje
expresi nddorovych ligandi MICA/B tak, Ze usnadiiuje genové specifickou acetylaci [46].
Nadéjné je, ze pii podani nizké netoxické davky Iéku bude mozné se vyhnout systematické
toxicit¢ nebo nezddoucim vedlejsim UCinktim, které obecné doprovazi konvencni

chemoterapii.

1.4.2 Indukce aktivity NK bunék v pacientech

Interleukin-2 (IL-2) je Siroce zndmy a jeden z nejvic studovanych rozpustnych
podplrnych faktort imunitni odpovédi. Hlavni funkce IL-2 zahrnuji promoci ristu a
proliferaci mnoha imunitnich bunék véetné NK bunék a T lymfocytl [47]. V imunoterapii
ma IL-2 své uplatnéni od devadesatych let minulého stoleti ve form¢ administrace NK

bun€k spolu s rizné velkymi davkami IL-2, samostatné nebo s dalSimi aktivovanymi
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lymfocyty nebo purifikovanymi NK buitkami [45,48]. Dalsi studii prokézala, ze IL-2
aktivuje NK bunky u pacientli po intenzivni chemoterapii nebo u pacientli postizenych

akutni myeloidni leukemii [49,50].

1.5 MICA/B

Do skupiny lidskych NKG2D aktivujicich ligandid patti MICA (major
histocompatibility complex class 1 polypeptide-related sequence A) a MICB (major
histocompatibility complex class I polypeptide-related sequence B) [51]. Na povrchu
malign¢ transformovanych bunék se vyskytuji ligandy, jejichz exprese je fizena bunéénymi
stresovymi drahami, napfiiklad pii posSkozeni DNA [52,53]. Stav hypoxie, ktery je
charakteristicky pro tumorové mikroprostiedi, je dal$i moznou pfiinou snizené exprese
MICA/B [54]. Obrazek 5 zndzornuje interakci buiiky, kterda exprimuje MICA/B ligand, a
NK buiiky. Na obrazku 6 na stran¢ 20 je zobrazend proteinova struktura komplexu ligandu
MICA a dimeru receptoru NKG2D.

Tumorogeneze
J NK buiika

Po¥kozeni DNA MICA/B
2 == NKG2D

Zdravé télni \ ——> O
buiiky P / Ob)

PoSkozeni DNA Mrtvi buiika

@/ !

Karcinogeny,
Radiace,
Poruchy bunééného
metabolismu

Nemocna/poskozena buiika

Obrdazek 5: Tlustrace situace, kdy dochazi k expresi povrchovych ligandi MICA/B. Ligand
MICA/B aktivuje NKG2D receptory na povrchu NK buriky a tim ji aktivuje. Aktivovana NK
bunka pak cytolyticky zabije poskozenou bunku [53].

1.5.1 Struktura ligandu MICA/B

MICA/B je transmembranovy protein s extraceluldrni doménou, kterd je tvofena
ttemi podjednotkami [55]. MICA/B jsou homology klasickych MHC 1 ligandi,

neprezentuji vSak antigeny a nevazou [2-mikroglobulin. Tii podjednotky tvoftici
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ektodoménu ligandu jsou pojmenovany alfa 1, alfa 2 a alfa 3 (podjednotky jsou vyznaceny
na obrazku 6, na stran¢ 20) [56].

Podjednotky alfa 1 a alfa 2 jsou zodpovédné za zprostiedkovani aktivace NK bunék.
Alfa 3 se nachazi pomérn¢ blizko bunééné membrany a praveé alfa 3 podjednotka je cilem

pro ,,shedding*.

Obrdazek 6: Ligand MICA v komplexu s dimerem receptoru NKG2D, MICA je oznacen
¢ervenou barvou, receptor NKG2D je oznacen zelenou barvou (PDB ID 1HYR, PyMOL 2.5.2)
[56].

1.5.2 Role ligandu MICA/B v uniknuti imunitnimu dozoru

Tumorové buiilky vyvinuly n€kolik zplisobli uniknuti imunitnimu dozoru NK bunék,
naptiklad snizenim povrchové exprese MICA/B ligandl nebo proteolytickym odstépenim
(shedding) téchto signalnich molekul ze svého povrchu [57,58].

Proteolytické odstépeni MICA/B je zahdjeno disulfidickou isomerasou ERPS, ktera
zpuisobuje konformacni zménu molekulového komplexu MICA/B a odhaleni cilovych mist
pro dalsi proteolytické Stépeni (obrazek 7, strana 21) [59]. Po odstépeni z bunééné
membrany se stavaji MICA/B rozpustnymi proteiny, které nejsou za normalnich okolnosti
u zdravych lidi detekovatelné v krevnim séru. Pfedpokladd se, Zze jiny zpiisob, jak se
tumorové buniky mohou vyhnout cytotoxickému zabijeni NK buinikami, je vylouceni casti
cytoplazmatické membrany spolu s aktivaénimi ligandy MICA/B v podobé exosomt [60].

Takovéto procesy vedou k tomu, Ze u pacientll postizenych rakovinou se prokazatelné
zvySuje koncentrace rozpustného proteinu MICA/B v krevnim fecisti [61]. ZvySena
koncentrace rozpustnych forem MICA/B nejen hraje roli markerti nékterych typi

epitelidlnich karcinomt, jako jsou karcinomy plic, prsu, ledvin, ovaria, prostaty a tlustého
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stfeva [62], ale 1 vede ke snizeni exprese NKG2D liganda a naslednému zhorseni odpovédi

tumorove specifickych efektorovych bunek imunitniho systému [63,64].

Povrchovi forma
MICA/B

Proteasa

Rozpustna forma

4 MICA/B

' NK buiika

Obrdzek 7: llustrace odstépeni ligandu MICA/B z povrchu mutované buiky s vyzna¢enymi
enzymy, které se podileji na tomto procesu. Vedle je znadzornéna interakce rozpustné formy
MICA/B a NK bunky [57].

1.5.3 Uplatnéni ligandu MICA/B v imunoterapii

Tumorové buiiky shazuji MICA/B ligandy nebo brani jejich expresi a tim se
vyhybaji rozpoznani NK bunkami. Vzhledem k tomu, Ze nékterd chemoterapeutika
zpusobuji bunécny stres, ktery je podminkou exprese ligandu MICA/B, stoji za ovéteni,
jestli tyto 1éky mohou indukovat zvySenou expresi MICA/B. Jak bylo zminéno v odstavci
1.4.1, jednim ze zpisobu indukce je inhibice histondeacetylasy [46,65].

Jiny pfistup spociva v inhibici odStépeni téchto nddorovych ligandd. Protilatky
specifické vuci proteolytickym mistim MICA/B ligandi zabranuji jejich sheddingu
[60,66]. Latky potlacujici vylouceni exosomill z bunéénych membréan jsou také zkoumany
jako potencialni léky. Sulfisoxazol, ketotifen, manumycin A a dalsi latky, jejichZ hlavni
funkce je stabilizace bunéénych membran a inhibice tvorby exosomt, jsou jiz schvélené
k 1éCeni rakoviny. V soucasnosti je testovano jejich mozné vyuziti jako soucast NK
bunécné imunoterapie [60,67].

Nadorové ligandy MICA/B by také mohly byt soucasti bispecifickych faznich
proteinii pro aktivaci NK buné¢k. V roce 2016 tym Southern Wesleyan University a
Clemson University ptipravil fuzni protein, ktery obsahoval extracelularni doménu MICA
ligandu a IL-12. Tymem bylo navrzeno, ze takovy protein by mohl aktivovat lidské¢ NK
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bunky a dalsi cytotoxické buniky skrz NKG2D receptor a ¢ast nesouci IL-12 by podpofila
cytotoxickou aktivitu NK buné¢k [68].

Jiny design zahrnujici MICA ligand do fazniho proteinu byl tvofen extracelularni
doménou MICA ligandu a hPRL-G129R, coz je antagonista lidského prolaktinu. Takovéto
sloZzeni proteinového konstruktu bylo navrhnuto kvili tomu, Ze buiky rakoviny prsu
vyuzivaji prolaktinovy receptor (PRLR) a jeho agonistu prolaktin jako rtstovy faktor.
MICA ligand, stejné¢ jako v pfedchozim piipad¢, by se navazal na pfislusny receptor
NKG2D. Aktivované NK burky by zautoc¢ily na PRLR pozitivni nddorové buiiky [69].

1.6 Transpeptidasa sortasa A

Sortasa je bakteridlni enzym patiici do skupiny transpeptidas a je hojné vyuzivana
gram-pozitivnimi bakteriemi. Bakterie vyuzivaji sortasu pro kovalentni pfipojeni riznych
proteinit k povrchu své bunétné stény (obrazek 8), coz pfispivd k jejich virulenci a
napomadha pfi jejich interakcich s vnéjSim prostiedim, naptiklad pti adhezi nebo hlidani
nutri¢nich faktord [70]. V soucasné dobé je popsano 3300 sekvenci genil sortasy kddujicich
rizné homology tohoto enzymu u 1098 typi bakterii. Dle jejich primarnich sekvenci jsou
enzymy déleny do 6 tiid A az F [71].

h
Povrchovy
_ protein

h
Povrchovy

Obrazek 8: Schéma znazoriiuyjici uplatnéni zakotvené do cytplazmatické membrany sortasy pri
budovani bakterialni peptidoglykanové vrstvy ¢i jeji rozvétvovani. Sortasa rozpoznava
sekvence LPXTG na C-termindlnim konci povrchového proteinu, ktery je zakotven
v membrané pomoci své hydrofobni ¢asti (Cerny Ctverec). Sortasa katalyzuje $tépeni mezi
threoninem a glycinem a pak pfipojuje k pentaglycinovému zbytku jiného membranového
proteinu. Bakterie vyuzivaji soratsu k zabudovani potfebnych protein (napr. zvysujicich jejich
patogenitu) do své bunéné stény (NAM N-acetylmuramova kyselina, NAG N-
acetylglukosamin) [72].
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Urcité charakteristické rysy v primarni sekvenci sortas jsou zachovany ve vsSech
tiidach. Lze vyjmenovat tii: N-terminalni sekvenci, ktera je zodpovédna za transport
enzymu pres cytoplazmatickou membranu za pomoci Sec translokonu, nepolarni segment,
ktery ukotvuje enzym v dvojvrstv€é membrany a hydrofilni C-termindlni katalytickou
doménu, jejiz aktivni centrum je tvofeno sekvenci His—Cys—Arg. V celku konzervovany
kanonicky tvar sortasy je tvofen osmi B-sklddanymi listy v zakrytové konformaci [73]. Na

obrazku 9 na stran¢ 23 je zobrazena struktura tohoto enzymu.

Obrazek 9: Struktura sortasy postradajici membranovou kotvu z modelového organizmu
Escherichia coli zjisténa pomoci metody NMR. Gen pro rekombinantni vyrobu enzymu
pochazi z bakterie Staphylococcus aureus. Aminokyseliny tvorici katalytické centrum jsou
vyznaceny odliSnymi barvami: His120 zelené, Cys184 modie a Argl97 zlut¢ (PDB ID 11JA,
PyMOL 2.5.2) [74].

1.6.1 Vyuziti sortasy v biotechnologickém priumyslu

V biotechnologickém primyslu méa vyznam schopnost bakterialni sortasy vytvofit
kovalentni vazbu mezi proteiny. Sortasa je vyuZzivana v biologickém inzenyrstvi
k provedeni ligaci s i¢elem modifikace proteint, napiiklad protilatek, in vitro oznaceni
proteinli, oznaceni a modifikace proteinli na povrchu bunéénych membran [72]. Tento
enzym je povazovan za velice robustni a specificky.

Modifikace proteinii bunéénych membran se uplatituje pii studiu mezibunéénych
interakci, interakci bun€k s okolim a funkci a specifity membranové vdzanych proteind.
V laboratofich jsou dnes vyuzivany hlavné tfi zplsoby oznaceni a modifikace
cytoplazmatickych membran: geneticky, chemicky a enzymaticky [75]. Mezi vyhodami

vyuziti sortasy pii chemoenzymatickém oznaceni 1ze mimo jiné vyjmenovat jeji komercni
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dostupnost, moznost produkce s pomérné rozumnymi vytézky a Sirokou paletu reakci, které
se da s jeji pomoci uskutecnit (obrazek 10, strana 24) [76].

Schopnost enzymu typu sortasa provadét in vitro ligace byla studovéna vyzkumnym
tymem H. Mao spolu s kolegy. Sortasa A se prokdzala jako vice robustni, spolehliva a méla
vetsi substratovou specifitu. Béhem studia byly provedeny ligace typu peptid-peptid,
protein-peptid a protein-protein [77].

Enzym
b Burika
Robustni a vykonny zptisob
—— — Funguje v mirnych podminkach

° Znacka
4

¥

Substrat pro enzymovou
modifikaci

Obrazek 10: Schematické zobrazeni modifikace cytoplazmatické membrany za vyuziti
enzymatického zpisobu. Enzymy jsou schopny rozpoznat specifickou sekvenci ve struktuie

substratu a poskytnout pomoc pii pfipojeni molekul k bunéénému povrchu [75].

1.6.2 Mechanismus liga¢ni reakce

Sortasa dokaze rozstépit peptidovou vazbu v urcitém misté¢ a nasledné vytvotit
novou za inkorporaci ptichazejiciho nukleofilu. Na obrazku 11, str. 25 je uvedeno schéma
této reakce. Substraty jsou rozpoznany sortasou diky motivu LPXTG na C-terminalnim
konci (v ptipadé Staphylococcus aureus, jiné typy sortas z riznych bakterii rozpoznavaji
stejné nebo velice podobné signalni sekvence). Enzym po rozpoznani LPXTG motivu §tépi
peptidovou vazbu mezi threoninovym a glycinovym zbytkem tohoto pentapeptidu,
cysteinovy zbytek Cys184 hraje roli katalytického centra. Vznikly thioacylovy intermediat
je pak spojen s N-termindlnim oligoglycinovym koncem nukleofilu, coz vede ke vzniku
nové peptidové vazby [78]. Popsany princip se uplatiiuje jak pii zabudovani potiebnych
proteinit do peptidoglykanové bunétné stény, tak i pii zapojeni sortasy do ligacniho

procesu in vitro [79].
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Nukleofil
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Odstupujici skupina

Obrazek 11: Schematické znazornéni mechanismu reakce katalyzované sortasou [72].

Jiné uplatnéni sortasy v biotechnologickém primyslu spociva ve vyuziti tohoto
enzymu pfi purifikaci proteinti v jednom kroku.

H. Mao byl jednim z prvnich, kdo dokazal demonstrovat vyhody sortasy jako
biotechnologického nastroje. Proteinovy konstrukt byl exprimovan pomoci pET15b
plazmidového vektoru (Novagen) v E. coli. Flzni protein obsahoval N-termindlni Hise
znacku, SrtA, LPETG sekvence a cilovy protein. K purifikaci byla zvolena metoda
chelatacni afinitni chromatografie neboli anglicky immobilized metal ion affinity
chromatography (IMAC). Po zachyceni proteinového konstruktu byly pfidany ionty Ca*",
které vyvolavaji $tépeni amidové vazby sortasou v motivu LPETG a jako dusledek byl
cilovy protein uvolnén z kolony s jednim glycinem navic. Mao aplikoval uvedeny zptsob
purifikace na tfi dalsi proteiny (emGFP, p21 and Cre) a ve vSech tfech ptipadech fuze se
SrtA prokazatelné¢ zvysSila vytézek proteinu pii expresi a mira purifikace Cinila 98 %.
Takovy fuzni konstrukt se prokdzal jako relativné levné 1 robustné vylepSeni k technologii
IMAC [80].
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2 Cile prace

* Piiprava expresnich vektort dvou rekombinantnich proteinti:
* Upravené rozpustné¢ formy nddorového ligandu MICA obsahujici sekvenci
aminokyselin LPETG
* Flzniho proteinu slozené¢ho z antiCD20 nanoprotilatky, upravené rozpustné
formy nadorového ligandu MICA a sekvence aminokyselin LPETG
* Produkce téchto dvou proteinovych konstruktii v lidské bunécné liniit HEK293T a
jejich purifikace

* Ovéfeni a kvantifikace transpeptidasové aktivity sortasy A
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3 Material

3.1 Chemikalie

100 bp DNA standard (New England Biolabs, USA)
1 kb DNA standard (New England Biolabs, USA)
2-merkaptoethanol (Sigma, USA)

Agar (Sigma, USA)

Agarosa (Sigma, USA)

Akrylamid (Sigma, USA)

Ampicilin (Roth, Némecko)

APS (Serva, USA)

Azid sodny (Serva, USA)

Coomassie Brilliant Blue R-250 (Fluka Chemika, Svycarsko)
DMSO (Sigma, USA)

GGGK-TAMRA (Thermo Scientific, USA)

dNTPs (Sigma, USA)

GoodView Nucleic Acid Stain (Ecoli, Slovensko)
Kyselina valproova (Sigma, USA)

IPEI 25 kDa (Polysciences, USA)
N,N’-methylenbisakrylamid (Serva, USA)

Penicilin (Sigma, USA)

SDS (Jersey Lab Supply, USA)

Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo Scientific, USA)
Streptomycin (Sigma, USA)

TEMED (Serva, USA)

Tris (Roth, Némecko)

Trypanova modf (Sigma, USA)

Ostatni bézné chemikalie (Lach-Ner, CR)

3.2 Roztoky a pufry

AA (30 % akrylamid, 1 % N,N’"-methylenbisakrylamid)
Barvici roztok pro SDS-PAGE (45 % methanol, 10 % kyselina octova, 0,25 %
Coomassie Brilliant Blue R-250)
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Elektrodovy pufr pro SDS-PAGE 10x koncentrovany (0,25 M Tris, 1,9 M glycin, 1
% SDS, pH 8§,3)

Eluéni pufr pfi izolaci DNA z agarosového gelu (5 mM Tris, pH 8,5)

Elu¢ni pufr pro Ni-NTA 1 (50 mM Na,HPO,4, 300 mM NaCl, 10 mM NaNj3, 20 mM
imidazol, pH 7,0)

Elu¢ni pufr pro Ni-NTA 2 (50 mM Na,HPO,, 300 mM NaCl, 10 mM NaN3, 250
mM imidazol, pH 7,0)

HEPES pufr (10 mM HEPES, 150 mM NacCl, 10 mM NaNs, pH 7,5)

Odbarvovaci roztok pro SDS-PAGE (35 % ethanol, 10 % kyselina octova)

PBS puftr (50 mM Na,HPO,, 300 mM NaCl, 10 mM NaNj3, pH 7,5)

PBS-TK pufr (10 mM Na,HPO,, 150 mM NacCl, 2 mM KCI, 2 mM KH,PO,, pH
7,0)

TAE pufr (40 mM Tris, 20 mM kyselina octova, 1 mM EDTA)

Tris pufr o pH 6,8 (1,5 M Tris, pH upraveno HCI)

Tris pufr o pH 8,8 (1,5 M Tris, pH upraveno HCI)

Vzorkovy pufr pro agarosovou elektroforézu 6x koncentrovany (30 % glycerol,
bromfenolova modi v TAE pufru)

Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE neredukujici 5x koncentrovany (31,5 mM Tris, 10
% glycerol, 1 % SDS, 0,005 % bromfenolova modf, 10 mM NaN3, pH 6,8)
Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE redukujici 5% koncentrovany (vzorkovy pufr pro
SDS-PAGE neredukujici 5% koncentrovany s desetinovym objemovym podilem 2-

merkaptoethanolu)

3.3 Kultiva¢ni média a misky

ExCELL293 médium (Sigma, USA)

LB médium (1 % trypton, 0,5 % kvasni¢ny extrakt, 1 % NaCl, pH 7.4)

SOB medium (2 % trypton, 0,5 % kvasni¢ny extrakt, 0,058 % NacCl, 0,019 % KCI,
0,2034 % MgCl,-6H,0, 0,2464 % MgSO,-7TH,O, pH 7,0)

Kultiva¢ni misky s LB médiem (LB médium, 1,5 % agar, 100 pg/ml Amp)
Kultiva¢ni misky s SOB médiem (SOB médium, 1,5 % agar, 100 pg/ml Amp)

3.4 Primery a vektory

Sekvenaéni primer pTT FW
5-“TGATATTCACCTGGCCCGATCTG-3*
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Sekvenacni primer pTW5seq REV
5‘-AAGCAGCGTATCCACATAGCG-3°

PCR primer MICA E24 pTCCsecC
5-TCTTGGAATTACCGGTGAGCCCCACAGTC-3¢

PCR primer VHH secC_FW
5*-TCTTGGAATTACCGGTATGGCCG-3*

PCR primer MICA K299 srt REV
5¢-
TGGTGGTGATGGTGGGTACCTGTTTCTGGCAGTTTCCCAGAGGGC-3*

PCR templat pTWSsec MICA

PCR templat pTWS5sec aCD20 1 MICA

Plazmid pTW5sec_B7-H6 2 (laboratot 204, katedra biochemie, PfF UK)
Plazmid pTW5sec_p27 (laboratot 204, katedra biochemie, PiF UK)
Plazmid PTW5sec aFGF (laboratoi 204, katedra biochemie, PfF UK)

3.5 Enzymy a prislusné pufry

Combi PPP MasterMix (Top-Bio, CR)

CutSmart pufr (New England Biolabs, USA)

EmeraldAmp GT PCR MasterMix (Takara Bio, Japonsko)

Sortasa A F1 (laboratot 204, katedra biochemie, PfF UK)

Q5 DNA polymerasa (New England Biolabs, USA)

Q5 GC enhancer (New England Biolabs, USA)

Q5 reakeéni pufr (New England Biolabs, USA)

Restrik¢éni endonukleasa Agel-HF (laboratot 204, katedra biochemie, PiF UK)
Restrikéni endonukleasa Kpnl-HF (laboratoi 204, katedra biochemie, PF UK)

3.6 Bunécné kultury a linie

Escherichia coli DH5a (laboratot 204, katedra biochemie, PfF UK)
Escherichia coli Top10 (laboratot 204, katedra biochemie, PfF UK)
HEK293T (laboratot 204, katedra biochemie, PfF UK)
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3.7 Pristroje, pomiicky a soupravy

Automatické pipety (Discovery HTL, Polsko)

Automatické pipety (Pipetman Gilson, USA)

Centrifuga Allegra X-30R (Beckman Coulter, USA)

Centrifuga Avanti JXN-26 (Beckman Coulter, USA)

Centrifuga EBA 12R (Hettich, Némecko )

Centrifuga Universal 320R (Hettich, Némecko)

Centrifugacni zkumavky Falcon (VWR, USA)

Centrifuga¢ni zkumavky Oak Ridge (Sigma, USA)

Cytometr Corning (CytoSMART Technologies B.V., Nizozemsko)
Filtry pro sterilizaci 0,22 pm (TPP, Svycarsko)

Sterilni box (Schoeller Instruments, s.r.0., Némecko)

HPLC systém AKTA basic (GE Healthcare, USA)

Inkubator IR 5000 (LAB system, Praha, CR)

Inkubator MCO-18 AIC (Sanyo, Japonsko)

Kahan Fuego SCS (VERKON,CR)

Kolona Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare, USA)

Kolona HiTrap Ni-NTA 5 ml (GE Healthcare, USA)
Koncentratory Amicon Ultra, MWCO 10000 (Millipore, USA)
Lahve &tverhranné s prodysnymi vicky (P-Lab, CR)

Mikroskop inverzni AE31 (Motic, Némecko)

Mikrostiikacka HAMILTON (Hamilton, USA)

Mikrozkumavka 200 pl (Eppendorf, USA)

Mikrozkumavka 1,5 ml (Eppendorf, USA)

Mix & Go! E. coli Transformation Kit and Buffer Set (Zymo Research, USA)
NucleoBond® Xtra Midi/Maxi Plus (Macherey-Nagel, Némecko )
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Némecko )
NucleoSpin® Plasmid Miniprep Kit (Macherey-Nagel, Némecko )
pH metr $200 (Beckman Coulter, USA)

Pipetovaci nédstavec Pipetus (Hirschmann, Némecko)

Plastik pro tkanové kultury (VWR, USA)

Predvazky KB1200-2 (Kern, Némecko)

Souprava pro agarosovou elektroforézu Liberty 120 (Biokeystone, USA)
Souprava pro SDS-PAGE (Bio-Rad, Némecko)

Spektrofotometr DS-11+ (DeNovix, USA)
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Spektrofotometru Cary 60 UV-VIS (Agilent Technologies)
Stericup vakuovy filtra¢ni nastavec 0,22 um (Millipore, USA)
Stolni centrifuga MiniStar Silverline (VWR, USA)

Termoblok LS1 (VLM, Némecko)

Termocykler T100 (Bio-Rad, Némecko)

Ttepacka Celltron (Infors HT, Svycarsko)

Tiepacka Multitron Cell (Infors HT, Svycarsko)

Ttepacka G24 (New Brunswick Scientific, USA)

Biomolekularni skener Typhoon FLA 7000 (GE Healthcare, USA)
Vodni lazein WNB 29 (Memmert, Némecko)

Vortexovy mixer (VELP Scientifica, Italie)

Zobrazovaci systém Alliance Q9 (UVlItec, UK)

Zdroj deionizované vody Milli Q (Millipore, USA)

Zdroj stejnosmérného napéti PS 251-2 (E-C Apparatus Corporation)
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4 Metody

4.1 Priprava expresniho vektoru

4.1.1 Restrikéni Stépeni a linearizace plazmidu

Jako vektor pro InFusion reakce byl vyuzit plazmid pTW5sec B7-H6 2. Plazmid
byl nejdiiv St€pen pomoci restrikénich endonukleas Agel-HF a Kpnl-HF. Tim byl plazmid
linearizovéan a zaroven byl zbaven inzertu B7-H6 2. Reakéni smés a kontrolni vzorek o
objemu 50 pl byly pfipraveny dle tabulky 1. Vzorky byly kratce odstfedény na stolni
centrifuze a inkubovany dvé hodiny pii 37 °C.

Tabulka 1: SloZeni reakéni smési pro restrikéni Stépeni plazmidu.

Zasobni koncentrace | Pfidany objem (pl)
Reakéni smés
pTW5sec B7-H6 2 | 0,92 mg/ml 5,5
Pufr CutSmart 10x koncentrovany
Agel-HF 20 pg/ml 1
Kpnl-HF 20 pg/ml 1
dH,O - 37,5
Kontrolni reakce
pTW5sec B7-H6 2 | 0,92 mg/ml 5,5
dH,O - 44,5

4.1.2 Amplifikace DNA inzertii metodou PCR

Pomoci polymerasové fetézcové reakce (PCR) byly amplifikovany tGseky DNA,
kter¢ pak byly nasledné¢ vyuzity jako inzerty pii InFusion reakci pro vytvoieni
pozadovanych konstrukti. Vhodné sekvence primerti byly navrhnuty Dr. B. Kalouskovou.
Byly piipraveny dva inzerty (tabulka 2), reak¢éni smési o objemu 20 pl byly piipraveny dle

tabulky 3, str. 33.
Tabulka 2: Ptehled ptipravenych inzerti DNA.

Templatova DNA Ptedni primer Zadni primer
pTWS5sec MICA (vzorek MICA) | MICA E24 pTCCsecC | MICA K299 srt REV
pTW5sec aCD20 1 MICA(vzore | VHH secC FW MICA_ K299 srt REV
k CLM)
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Tabulka 3: SloZeni reakéni smési pro PCR.

Zasobni koncentrace Ptidané mnozstvi (ul)
Templatova DNA 40 ng/pl 1
Ptedni primer 5 ul/ml 2
Zadni primer 5 ul/ml 2
Sm¢és deoxynukleotidii | 10 mM 0,4
dNTPs
Q5 DNA polymerasa 5% koncentrovany 0,2
Q5 GC enhancer 5% koncentrovany
Q5 reakeni pufr 5% koncentrovany
dH,O - 6,4

Reakéni smési byly kratce odstfedény na stolni centrifuze. Samotna polymeraéni
reakce probéhla v termocykleru dle protokolu pro Q5 DNA polymerasu (tabulka 4).
Celkovy ¢as provedeni PCR ¢inil ptiblizné 1 hodinu 40 minut.

Tabulka 4: Shrnuti prubéhu PCR.

Krok cyklu Teplota (°C) Cas

1 95 3 min
2 95 30s
3 54 30s
4 72 1 min

30x opakovani kroki 2-4

5 72 5 min
6 4

4.1.3 Elektroforéza v agarosovém gelu

Stépeny plazmid a produkty PCR reakce byly nasledn& déleny pomoci elektroforézy
v agarosovém gelu. V ptipad¢ vzorku plazmidu byly pfi separaci v agarosovém gelu od
sebe oddéleny samotny plazmid pTW3Ssec a inzert B7-H6 2. Pro ptipravu 0,75 %
agarosového gelu bylo navézeno 0,46 g agarosy a pak rozpusténo v 65 ml TAE pufru. Smés
byla kratce povarena v mikrovinné troubé béhem 1,5 min a po zchladnuti do ni bylo
pfidano 3 pl barviva GoodView pro zviditelnéni DNA. Smés byla ptelita do pifedem
pfipravené aparatury pro agarosovou elektroforézu. Po ztuhnuti byl gel pfevrstven dH,O,
do elektrodovych prostori byl nalit TAE pufr. K vzorkiim plazmidu a produktim PCR byl
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piidan 6x koncentrovany vzorkovy pufr. Pfipravené vzorky a molekulové standardy DNA
byly naneseny do jamek v gelu dle tabulky 5.

Tabulka 5: Potadi vzorkl aplikovanych na agarosovy gel.

Molekulovy | Stépeny | Stépeny X Kontrolni | Molekulov | PCR 1 PCR 2
standard plazmid | plazmid reakce y standard | (vzorek (vzorek
100 bp 1 kb MICA) CLM)

Elektroforéza probihala 20 min pii napéti 180 V. Poté byla DNA vizualizovdna
modrym svétlem pomoci snimkovaciho systému Alliance Q9. Potfebné prouzky DNA byly

opatrn¢ vyfiznuty pro jejich naslednou izolaci z gelu.

4.1.4 1zolace DNA z agarosového gelu

Pro izolaci DNA z agarosového gelu byla vyuzita komeréni souprava NucleoSpin
Gel and PCR Clean-up. Kazdy vytiznuty prouzek gelu byl pfenesen do mikrozkumavky a
prevrstven pufrem NT1. Vzorky byly zahtaty v termobloku pfi teploté 55 °C az se roztavil
gel. Pak byly vzorky pfeneseny do 2 ml mikrozkumavek s kolonkami vazajicimi DNA a
centrifugovany 1 min pfi 11000x g. Supernatant byl odstranén. Poté kolonky s navazanou
DNA byly promyty. Nejdiiv bylo na kolonky naneseno 600 ul pufru NT3 a vzorky byly
znovu centrifugovany 1 min pifi 11000x g. Promyti vzorkd 600 pl pufru NT3 a centrifugace
byly provedeny celkem dvakrat. Tieti promyti bylo provedeno 600 pl 70 % ethanolu,
vzorky byly znovu centrifugovany 1 min pii 11000x g. D4l byly mikrozkumavky
s kolonkami suSeny pomoci centrifugace s otevienymi vi¢ky 2 min pti 11000% g. Kolonky
byly piemistény do cistych 1,5 mikrozkumavek do kterych byla provedena eluce DNA
pomoci 30 ul ptredehfatého elucniho pufru AE. Vzorky byly kratce inkubovany pii
pokojové teploté a nasledné odstfedény 1 min pii 11000% g. Pomoci spektrofotometru
DS-11+ byla stanovena koncentrace DNA v tiech ziskanych vzorcich: linearizovany
plazmid pTWS5sec, PCR produkty vzorek CLM a vzorek MICA.

4.1.5 Transformace kompetentnich bunék

Transformace kompetentnich bun¢k byla provedena pomoci InFusion reakce, ktera
slouzi k vneseni inzertu DNA do plazmidového vektoru. Pro provedeni reakce byla vyuzita
komeré¢ni souprava Ligation-Free Cloning Kit. Byly pfipraveny dvé reakéni smési: jedna
pro inzert kédujici MICA a druha pro inzert kodujici fuzni protein aCD20 1 MICA.
Reakéni smési byly smichany tak, Zze pomér plazmidového vektoru ku inzertu byl 1:4. Do
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kazdé InFusion reakce bylo pfidano 100 pl st€peného plazmidu pTWS5sec. Mnozstvi
inzertu, které bylo ptfiddno do jednotlivych reakci, bylo spocitdno s korekci na odliSnou
velikost inzertii oproti vektoru (tabulka 6).

Tabulka 6: SloZeni reakéni smési pro InFusion reakce.

MICA CLM
Zasobni konc. | Pfidané Zasobni konc. | Pfidané
(ng/ul) mnozstvi (ul) (ng/ul) mnozstvi (ul)
pTWS5sec 28,515 3,5 28,515 3,5
inzert 19,356 3,8 13,72 7
InFusion enzym | 5x 4 5x 4
dH,O - 5,5 - 5,5

InFusion reakce byly inkubovany 30 min pfi pokojové teploté. Pro transformaci
byly vyuzity kompetentni bunky E. coli TOP 10, které byly pfipraveny dle protokolu
k soupravé ,,Mix & Go! E. coli Transformation Kit and Buffer Set*. Kompetentni bunky
byly k dispozici v mrazdku. Do kazdé zkumavky s InFusion reakci bylo ptidano 100 pl
bakterii, smési byly pak inkubovény 15 min na ledové lazni. Po uplynuti doby inkubace
byly smési pipetovany na kultiva¢ni misky (SOB + Amp). Misky byly inkubovany ptes noc
pfi teploté 37 °C.

4.1.6 PCR z kolonii

Pro amplifikaci DNA obsazené v bakteridlnich koloniich byla provedena PCR
reakce. Vybrané kolonie na miskach byly vyznaceny M1 az M6 pro vzorek MICA a C1 az
C3 pro vzorek CLM. Reak¢ni smési o objemu 20 pl byly smichdny v 9 mikrozkumavkach.
Do kazdé zkumavky bylo pfidano 10 pl 2x koncentrované reakéni smési Combi PPP
MasterMix (smés polymerasy, nukleotidl a pufru), 2 pl ptedniho (pTT FW) a 2 pul zadniho
(pTW5seq REV) sekvenacniho primeru a 6 pl dH,O. Templat byl ptfidan tak, ze Spi¢kou
automatické pipety byla odebrana jedna kolonie bakterii a opakovanym nasavanim byla
resuspendovana v reakéni smési. PCR byla provedena v termocykleru dle protokolu
CPCR 204 (tabulka 7) béhem ptiblizné 80 minut.

Tabulka 7: Pribéh PCR reakce.

Krok cyklu Teplota (°C) Cas

1 95 3 min
2 95 30s
3 54 30s
4 72 1 min

20x opakovani krokl 2-4

5 72 5 min
6 4
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4.1.7 Elektroforéza produkti PCR z kolonii
PCR zkolonii a nésledna elektroforéza produkti této PCR byla provedena pro

ovéfeni pfitomnosti inzertu v plazmidu, tj. GspéSnosti InFusion reakce. Pro elektroforézu
byl ptipraven 1 % agarosovy gel stejnym zpisobem jak bylo popsano v kapitole 4.1.3. Do
vzorkl vSak nebylo pfidano barvivo vzhledem k tomu, Ze pouzity Combi PPP MasterMix
Jiz obsahuje barvici slozku. Po probéhnuti elektroforézy byly prouzky DNA vizualizovany

pomoci UV lampy.

4.1.8 Nizkoobjemova izolace plazmidové DNA

Pro provedeni nizkoobjemové produkce plazmidové DNA byly vybrany kolonie M1
a M2 pro plazmid nesouci MICA a kolonie Cl1 a C2 pro plazmid nesouci konstrukt
aCD20 MICA.
Nejdiiv byl pfipraven zasobni roztok média smiSenim 20 ml SOB a 20 pl roztoku
ampicilinu o koncentraci 100 mg/ml, pak byl roztok pipetovan do Etyt 50 ml zkumavek tak,
ze v kazdé bylo 5 ml roztoku. Vybrané kolonie byly odebrany Spi¢kou automatické pipety a
Spicky byly vlozeny do média ve zkumavkach. Zkumavky byly inkubovany pfes noc pii
teploté 37 °C a 200 ot./min.

Nasledujici den byly odstranény Spicky ze zkumavek. Bunécné suspenze byly
v centrifuze EBA 12R odstfedény 15 min pii 4500% g. Pro izolaci plazmidové DNA byla
vyuzita komeréni souprava NuceloSpin Plasmid Miniprep Kit. Supernatant byl vylit a
bunécna peleta byla resuspendovana v 250 ul pufru Al s pfidanou RNAsou. Dale bylo
pridano 250 pl lyza¢niho pufru A2 a zkumavky byly opatrné¢ promichany pfevracenim a
ponechdny stat pii pokojové teploté cca 5 min. Nasledné bylo ptfidano 300 pl
neutralizacniho pufru a kazd4d zkumavka byla zase opatrné pievracena az doslo k vymizeni
modré barvy. Zkumavky byly centrifugovany 5 min pii 11000x g. Vznikly supernatant byl
pienesen do novych mikrozkumavek s kolonkou a centrifugovan 1 min pii 11000x g. Na
membranu kolonky snavazanou DNA bylo poté pipetovano 500 pul AW pufru,
piedehiatého na 50 °C a kolonka byla centrifugovana 1 min pii 11000x g. Druhé promyti
bylo provedeno pomoci 600 ul pufru A4, kolonky byly centrifugovany 1 min pii 11000 g.
Po odstranéni filtratu byly kolonky suseny centrifugaci s otevienymi vicky béhem 2 min pfi
11000 g. Kolonky byly pfemistény do €istych 1,5 ml mikrozkumavek, kam byla nasledné
eluovana DNA piidanim 50 pl pufru AE. Zkumavky byly centrifugovany 1 min pii 11000x
g. V eluovanych roztocich DNA byla na spektrofotometru DS-11+ zméfena koncentrace
DNA, jako reference byl pouzit elu¢ni pufr. Zméfena koncentrace je uvedena v tabulce 8,
str. 37.
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4.1.9 Sekvenace DNA

Pro kazdy klon byly pfipraveny dvé smeési pro sekvenacni reakci. Do jedné
zkumavky z kazdého paru byl ptidan 1 pl ptedniho primeru pTT FW, do druhé zkumavky
byl pfidan 1 pl zadniho primeru pTW5seq REV. Do zkumavek bylo pfidano 200 ng
piislusného vzorku plazmidu. Objem kazdé reakéni smési byl doplnén dH,O na 8 pl. Pro tfi
plazmidy bylo ptipraveno celkem 6 reakénich smési (tabulka 8). Vzorky byly odeslany do
Laboratoie sekvenace DNA PiF UK. Vysledky sekvenace byly vyhodnoceny pomoci

programu SnapGene.

Tabulka 8: Koncentrace plazmidové DNA z nizkoobjemové izolace a piislusné objemy vzorkli DNA ptfidané

do sekvenacnich reakci.

Plazmidova DNA Koncentrace vzorku (ng/ul) | Pfidané mnozstvi (pl)
pTW5sec. MICA (vzorek M1) 126,00 1,6
pTWS5sec MICA (vzorek M2) 154,85 1,3
pTWS5sec aCD20 1 MICA (vzorek C1) | 58,72 3,4

4.1.10 Velkoobjemova izolace plazmidové DNA

Na zaklad¢ vysledki sekvenace byly pro velkoobjemovou produkci plazmidové
DNA vybrany vzorky M1 pro produkci plazmidu pTW5sec MICA a C1 pro produkci
plazmidu pTWS5sec aCD20 1 MICA.

Pro transformaci byly pouzity kompetentni buniky E. coli DH5a. K 45 pl bunééné
suspenze bylo pfidano 200 ng plazmidové DNA, sm¢s byla inkubovéana v ledové 1dzni 10
min. Dalsi postup transformace byl proveden stejnym zpiisobem jak je popséano v kapitole
4.1.6. Nasledujici den byly odebrany sterilnimi Spickami kolonie z kultivacnich misek. Do
1 1 LB media byl pfidan 1 ml roztoku ampicilinu o koncentraci 100 mg/ml. Médium bylo
nalito do dvou 1 1 Erlenmayerovych ban¢k po 500 ml a bylo zaockovano odebranymi
vzorky bakterii. Suspenze byly tfepany pfes noc na tfepacce pii 200 ot./min a 37 °C. Pro
provedeni velkoobjemové izolace plazmidové DNA byla vyuzitd komeréni souprava
NucleoBond Xtra Maxi Plus.

Po 12 hod kultivace na tiepacce byly bunécné suspenze centrifugovéany pii 4 °C po
15 min, 4500% g. Supernatant byl odstranén, bunécéna peleta byla resuspendovana piidanim
15 ml zchlazeného RES pufru do kazdé zkumavky. Do vzorku pak bylo pfidano 15 ml LY'S
pufru, suspenze byly opatrné promichany a kratce inkubovany pii pokojové teploté. Poté

bylo pfiddno 15 ml neutralizatniho NEU pufru a vzorky byly promichdny otdenim
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zkumavek do vymizeni modré barvy. Po ekvilibraci kolon s filtry pomoci 25 ml EQU pufru
na né¢ byly naneseny roztoky bunécénych lyzati. Po prokapani vzorka byly kolony s filtry
promyty 15 ml EQU pufru a filtry byly z kolon odstranény. Kolony byly promyty 25 ml
WASH pufru, pak byla do ¢istych centrifuganich zkumavek eluovana DNA 15 ml ELU
pufru. Do kazdé zkumavky bylo pfiddno 10,5 ml zchlazeného isopropanolu a nasledné¢ byla
DNA centrifugovana 30 min pfi 15000x g a 4 °C. Po odstranéni supernatantu byla
vysrazena DNA omyta 4 ml 70 % ethanolu a centrifugovana 5 min pii 15000x g a 4 °C.
Supernatant byl slit, DNA byla vysusena a poté rozpusténa v 1,5 ml elu¢niho AE pufru
z komer¢ni soupravy NucleoSpin Plasmid Miniprep Kit a prenesena do Eistych
mikrozkumavek. Koncentrace DNA ve vzorcich byly zméfeny na spektrofotometru
DS-11+, jako reference byl vyuzit elu¢ni puft.

4.2 Exprese proteini

4.2.1 Kultivace bunéc¢né linie HEK293T

Kultivace bunécné linie HEK293T byla provedena za asistence Bc. Gabriely Chytré
a Mgr. Ondieje Skotepy, Ph.D. Bunécnd linie HEK293T je uchovavéna v mrazaku pfti
teploté -80 °C jako bunééna suspenze o objemu 1 ml a bunééné hustoté 5x10° bunék/ml.
Soucasti bunécné suspenze jsou bunky dané bunééné linie a medium ExCELL293
s ptidavkem 10 % DMSO.

Bunécna suspenze byla rozmrazena na vodni 1azni o teploté 37 °C a pfenesena do
10 ml media ExCELL293. Poté byla buné¢nd suspenze 5 min centrifugovana pii 95x g,
supernatant byl odstranén a bunécna peleta byla resuspendovana v 10 ml ExCELL293.
Vznikla suspenze byla pfenesena na kultivacni misku, ktera byla inkubovana pii teploté
37 °C za 5 % nasyceni CO,.

Bunky byly pfeneseny do ctverhrannych lahvi s praidusnymi vicky poté, co se
zacaly délit, a byly ponechany rist v inkubatoru s tfepackou pii 37 °C, 5 % nasyceni CO, a
135 ot./min. Kazdé 3-4 dny byla provedena subkultivace. Cast bunééné suspenze byla
odebrana a pfenesena do jiné ctverhranné lahve s takovym objemem cerstvého media
ExCELL293, aby buné¢na hustota byla piiblizné 0,3x10° bunék/ml. Celkovy objem
bunécné suspenze tvoril 40 % objemu pouzité ldhve pro zajisténi dostate¢ného
provzdusnéni bunéfné kultury. Kultivace bun&tné kultury probihala dokud nebylo
dosazeno pottebného poctu bun€k pro tranzientni transfekci.
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4.2.2 Tranzientni transfekce

Z lahve s bunécnou kulturou HEK293T bylo odebrano malé mnozstvi suspenze pro
zjisténi poctu bunck. Ke vzorku bunécné suspenze byla pfidana trypanovd modi v poméru
1:1. Vznikly roztok byl pipetovan do Biirkerovy komirky a pomoci cytometru Corning
bylo spocitano mnozstvi bun€k a zjisténa jejich viabilita, ktera je vyjadiena pomérem poctu
zivych buné¢k (zivé buiiky se neobarvi trypanovou modii, zatimco mrtvé se jevi modie) ku
celkovému poctu bunék.

o . oCet bunék v komtrce x fedéni
bunééna hustota = P x 10*

pocet velkych ¢tvrct

Byla provedena tranzientni transfekce plazmidy nesoucimi geny dvou proteinovych
konstrukt, MICA-Srt a CLM-Srt. Z buné¢né kultury HEK293T bylo odebrano takové
mnozstvi suspenze, aby obsahovalo 600 milioni bunék. Bunécnd suspenze byla
centrifugovdna 5 min pii 100x g. Supernatant byl odstranén a buné&cnd peleta byla
resuspendovana v takovém objemu ExCELL293 média, aby po pfidani transfekéni smési
byla vysledna bunééna hustota béhem transfekce 20x10° bunék/ml. Resuspendované buiky
byly nality do ¢tverhrannych lahvi vhodného objemu a bylo pfiddno potfebné mnozstvi
transfekcni smési. Kazda z transfekénich smési byla pfipravena nasledujicim zpisobem: na
I milion bun¢k byl pouzit celkem 1 pg plazmidové DNA (z toho 88 % produkéniho
plazmidu, 10 % plazmidu pTWS5 p27 a 2 % plazmidu pTWS5 aFGF). Na celkovy
pozadovany objem byla smés doplnéna pufrem PBS-TK, sterilizovéna filtraci pies 0,22 um
membranu a piidana k bunééné suspenzi, k niz bylo nasledné piidano tolik zasobniho
10 mg/ml roztoku IPEI, aby hmotnostni pomér plazmidové DNA ku IPEI byl roven 1:3 az
1:4. Optimalni pomér DNA: IPEI pro transientni transfekci MICA-Srt byl navrhnout Mgr.
Barborou Kalouskovou, Ph.D. Optimalni pomé DNA: IPEI pro transientni transfekci
antiCD20-1-MICA-Srt navrhla Mgr. Celeste Abreu. V tabulce 9 jsou shrnuty vSechny
pipetované objemy pro tranzientni transfekci obou konstruktii kyzenych rekombinantnich

proteintl.
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Tabulka 9: Piehled pridanych chemikalii a jejich potiebné objemy pro provedeni tranzientni transfekce

proteinovych konstrukti MICA-Srt a antiCD20-1-MICA-Srt.

MICA-Srt antiCD20-1-MICA-Srt
Vysledny produkéni objem (ml) | 400 200
Desetinovy objem pro tranzientni | 40 20
transfekci (ml)
VExcELL293 (ml) 34 17
V ansfekeni smes (1) 6 3
DNA produk¢éniho 379 166,4
plazmidu (pl)
pTWS p27 (ul) 216 8,4
pTWS5 aFGF (ul) 3,3 2,6
VExcELL293 (ml) 5,4 2,8
Vipe (ml) 0,32 0,12
(pomér DNAC:IPEI 1:4) (pomér DNA:IPEI 1:3)
Vypa (ml) 1,6 0,8
Vars (ml) 4 2

Vzorky byly inkubovany 2 hod na tfepacce pii 37 °C, 5 % nasyceni CO, a
135 ot./min. Po inkubaci byly vzorky doplnény médiem ExCELL293 na pozadovany
celkovy objem, bylo piiddno takové mnozstvi kyseliny valproové (zasobni koncentrace
0,5 M), aby vyslednd koncentrace byla 2 mM, odpovidajici mnozstvi smési
100x koncentrovaného zasobniho roztoku antibiotik (streptomycin a penicilin). Poté byly
bunééné kultury ponechany v inkubdtoru na tiepacce pii 37 °C, 5 % nasyceni CO, a
135 ot./min.

4.2.3 Purifikace proteinu

Expresni plazmidy, které byly vyuzity k tranzientni transfekci proteinovych
konstrukti obsahuji ve svoji nukleotidové sekvenci sekrecni signal. Diky tomu byly
produkované proteiny buitkami sekretovany do média. Bunééné kultury byly sklizeny Sesty
den po transfekci a nasledné centrifugovany 30 min pifi 20000x g. Supernatant byl
zfiltrovan pied 0,22 pum filtr a natedén PBS pufrem 1:1. Produkované proteiny byly poté z

takto pfipravenych vzorkil izolovany.
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4.2.4 Chelatacni afinitni chromatografie

Vyrobené proteiny obsahuji ve svoji sekvenci histidinovou kotvu. K jejich izolaci ze
smési lze vyuZit chelatacni afinitni chromatografii. V tomto pfipad¢ byla vyuzita kolona
obsahujici chromatograficky nosi¢ Ni-NTA Excel s chelatovanymi ionty niklu. Kolona byla
pripojena k HPLC systému AKTA basic.

Nejdfiv byla kolona promyta takovym mnozstvim 20 % EtOH, aby jeho objem
ptiblizné odpovidal pétinasobku objemu kolony. Nasledné byla kolona ekvilibrovana PBS
pufrem pfi prutoku 5 ml/min. Na kolonu byl nanesen vzorek proteinu a poté byla kolona
promyta PBS pufrem pfi stejném pritoku. Eluce proteinu byla provedena ve dvou etapach.
Nejdiiv byla provedena preeluce s vyuzitim PBS pufru obsahujicim 20 mM imidazol. Pro
samotnou eluci byl pouzit PBS pufr obsahujici 250 mM imidazol a eluce probéhla pfi
priatoku 0,5 ml/min. Po odebrani eluatu obsahujiciho protein byla kolona promyta PBS

pufrem pfi pratoku 5 ml/min a uchovana v 20 % EtOH.

4.2.5 Koncentrovani proteini

Eluat byl koncentrovan pomoci koncentratori Amicon Ultra (MWCO 10000).
Vzorek byl pipetovan do koncentratoru a centrifugovan 10 min pii 4000x g. Centrifugace
byla zopakovana dokud nebylo celé mnozstvi eludtu naneseno na koncentrator a vysledny
objem vzorku nedosahl 250-500 pl. Ziskany vzorek byl ptfenesen do mikrozkumavky a

centrifugovan pti 20000 g 10 min.

4.2.6 Gelova permeacni chromatografie

Pro ptecisténi vzorku proteinu byla provedena gelova permeacni chromatografie na
kolon& Superdex 200 10/300 GL, ktera byla ptipojena k HPLC systému AKTA basic.
Nejdiiv byla kolona ekvilibrovana pufrem HEPES pii pritoku 0,6 ml/min. Nastiikova
smycka byla promyta 5 ml pufru HEPES. Zkoncentrovany vzorek proteinu byl nanesen na
kolonu pomoci injekéni stfikaCky Hamilton. Chromatografie probéhla pii pritokoveé
rychlosti 0,5 ml/min. Protein detekovany pomoci méfeni absorbance pii 280 nm byl jiman
automatickym sbéracem po 1 ml frakcich.

Koncentrace jednotlivych frakci byla zmétena na spektrofotometru DS-11+ pti 280
nm. Pro vypocet koncentrace byl vyuzit teoreticky extinkéni koeficient a molekulova
hmotnost proteinu, které¢ byly vypocteny na zdkladé aminokyselinové sekvence pomoci

nastroje ProtParam (dostupné online https://web.expasy.org/protparam/).
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4.2.7 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Za ucelem kontroly Cistoty ziskanych frakci byla provedena elektroforéza v uvedena
mnozstvi chemikalii potfebna pro ptipravu dvou 12,5 % rozdélovacich gell a zaostfovacich

gelt.

Tabulka 10: Chemikalie potfebné pro piipravu dvou 12,5 % rozdé€lovacich a zaostfovacich gelt.

12,5 % rozdé¢lovaci gel zaostifovaci gel
dH20 2,53 ml 2,1 ml
AA 3,36 ml 0,75 ml
TRIS 2 ml (TRIS 8,8) 0,375 ml (TRIS 6,8)
SDS 80 ul 30 ul
TEMED 4ul 4ul
APS 80 ul 30 ul

Rozdé€lovaci gel o tloust’ce 0,75 mm byl pipetovan mezi dvé sklicka a pievrstven
destilovanou vodou. Po ztuhnuti gelu byla voda slita a na povrch rozdélovaciho gelu byl
pipetovan zaostiovaci gel, do kterého byl vlozen hieben. Po ztuhnuti zaostfovaciho gelu byl
gel vlozen do predem pfipravené aparatury pro elektroforézu, kterd byla naplnéna
elektrodovym pufrem. Hieben byl vyjmut ze zaostfovaciho gelu a do jamek byly
pipetovany piedem piipravené vzorky proteinu a 5 ul standardu Spectra Multicolor. Vzorky
byly pfipraveny tak, Ze kazdy obsahoval 1-3 pg proteinu a bylo pfidano takové mnoZstvi
redukujiciho pufru, aby byl 1x koncentrovany. Vzorky pak byly 10 min inkubovany v
termobloku pii 95 °C a kratce centrifugovany pti 20000% g. Elektroforéza probihala 50
min pii napéti 180 V. Gely byly obarveny pomoci barviciho roztoku Coomassie Brilliant
Blue R-250. Nasledujici den byl gel odbarven a vyfocen pomoci zobrazovaciho zatizeni
Alliance Q9.

4.3 Ovéreni aktivity sortasy A

4.3.1 Priprava reak¢ni smési

Béhem této prace byly vyuZity reakéni podminky a molarni pomér proteinovych
substratli a enzymu, které byly jiz dfive optimalizovany MSc. Shivou Nejadebrahim. Pro
provedeni reakce s cilem ovéfeni transpeptidasové aktivity sortasy A tak byl zvolen molarni
pomér reaktant 1:1:5 protein-LPETG : enzym SrtA : GGGK-TAMRA, pfi ¢emz reakcni
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smés musela obsahovat 5 pg proteinu znaceného signalni znackou pro rozpoznani sortasou.

V tabulce 11 jsou uvedeny vypoctené objemy jednotlivych slozek reakéni smési.

Tabulka 11: Slozeni reak¢nich smési pro reakce katalyzované sortasou A.

MICA SrtA TAMRA CLM SrtA TAMRA
n (mol) 1 1 5 1 1 5
c (ng/ul) 2,7 0,897 1,239 0,897
M (Da) 33495 17700 729,88 47264 17700 729,88
V (ul) 1,85 2,95 3,73 4,04 2,09 2,64

Zasobni roztok fluorescencni znatky GGGK-TAMRA o koncentraci 10 mM byl
poskytnut Mgr. Ondfejem Skotfepou, Ph.D. Roztok byl pfed pouZzitim nafedén na pracovni
koncentraci 200 uM. Do mikrozkumavek bylo pipetovano potiebné mnozstvi reaktantd,
které¢ bylo doplnéno HEPES pufrem na celkovy objem 10 pl. Reakéni smési byly
inkubovany pfi 4 °C pies noc.

4.3.2 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Ptiprava gelu a aparatury pro elektroforézu byla provedena stejnym zptisobem, jak
je popsano v odstavci 4.2.7. Vzorky proteinll a enzymu pro kontrolu byly pfipraveny tak, ze
kazdy obsahoval 5 pg proteinu a bylo pfidano takové mnozstvi redukujiciho ¢i
neredukujiciho pufru, aby byl 1x koncentrovany. Vzorky byly inkubovany 10 min v
termobloku pfi 95 °C a kratce centrifugovany pii 20000x g. Kontrolni vzorky byly na gel
aplikovany v takovém objemu, aby na gel bylo naneseno 5 pg proteini. Vzorky obsahujici
produkt liga¢ni reakce byly naneseny na gel v celém objemu. Elektroforéza probihala pti
napéti 180 V po dobu asi 60-80 min, dokud veSkery vzorkovy pufr nevyputoval z gelu.
Ptipravené vzorky a standard molekulovych hmotnosti Spectra Multicolor byly naneseny
do jamek v gelu v poradi uvedeném v tabulce 12.

Tabulka 12: Poradi aplikovanych na gel vzorkd.

Standard Srt A Protein- Reak¢éni x| x| SrtA Protein- | Reak¢ni
Spectra neredukujic | LPETG smes redukujici | LPETG smés
Multicolor | i neredukujici | neredukujici redukujici | redukujici

Nasledné byly gely zafixovany v odbarvujicim roztoku (doba inkubace 5 min). Po

zméteni fluorescenéni odezvy pomoci laserového skeneru Typhoon FLA 7000 byly gely

43




nabarveny pomoci barviciho roztoku Coomassie Brilliant Blue R-250. Nasledujici den byly

gely odbarveny a vyfoceny pomoci zobrazovaciho zatizeni Alliance Q9.

4.3.3 Zobrazeni fluorescencniho znaceni proteinovych konstrukti

5-Karboxytetramethylrhodamin neboli TAMRA se vyuziva k oznaceni nukleovych
kyselin, peptidl a proteint. Znacka TAMRA m4 excitacni maximum pii 552 nm a emituje
fluorescencni zafeni s maximem v 578 nm. V této praci byla vyuzita modifikovana varianta
fluorescencni znacky, ktera se skladd z oligopeptidu GGGK a samotné fluorescenéni
znaCky TAMRA. Polyglycinovy motiv zajistuje, Ze TAMRA se stava substratem pro
ligaéni reakci katalyzovanou transpeptidasou sortasou A. Zachyceni fluorescencniho
signdlu liga¢niho produktu bylo uskute¢néno pomoci laserového skeneru Typhoon FLA
7000 (laboratot 004 chemické sekce PfF UK). Pro excitaci bylo vyuzito zafeni o vlnové
délce 532 nm.

4.4 Kvantifikace ucinnosti znaceni pomoci enzymu sortasy

4.4.1 Priprava reakci a izolace proteinii z reakénich smési

Za ucelem stanoveni u¢innosti reakce sortasy A byly pfipraveny dvé reakéni smési
se stejnym molarnim pomérem reaktantdl, ale s vétSim mnozstvim proteini. Do kazdé
reakéni smési bylo pfidano 100 pg proteind. V tabulce 13 jsou uvedeny vypoctené objemy

jednotlivych slozek reakéni smési.

Tabulka 13: Slozeni reakénich smési pro reakce katalyzované sortasou A.

MICA SrtA TAMRA CLM SrtA TAMRA
n (mol) 1 1 5 1 1 5
c (ug/ul) 2,7 0,897 1,239 0,897
M (Da) 33495 17700 729,88 47264 17700 729,88
V (uh) 37,04 58,91 74,64 80,71 52,89 52,89

Na celkovy objem 200 pl byly reakéni smési doplnény HEPES pufrem. Reakce byly
jinak pfipraveny stejnym zplsobem, jak je popsano v odstavci 4.3.2. Reakéni smési byly
inkubovany pii 4 °C pfes noc. Nasledujici den byly proteiny oddé€leny z reakéni smési
pomoci gelové permeacni chromatografie na koloné Superdex 200 Increase 10/300 GL,
kterd byla pfipojena k HPLC systému AKTA basic. Nejdiive byla kolona pii priitoku
0,6 ml/min ekvilibrovana HEPES pufrem. Néastfikova smycka byla promyta 5 ml HEPES
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pufru. Reak¢éni smési byly naneseny na kolonu pomoci injekéni stiikacky Hamilton.
Chromatografie prob¢hla pti pritokové rychlosti 0,75 ml/min. Proteiny detekované pomoci

méteni absorbance pii 280 nm byly jimény do mikrozkumavek po 1 ml frakcich.

4.4.2 Stanoveni miry znaceni proteini

V ziskanych frakcich proteint byla zméfena absorbance na spektrofotometru Cary
60 UV-VIS pii vlnovych délkach 552 nm (excitaéni maximum fluorescencéni znacky
TAMRA) a 280 nm (absorpéni maximum proteinil) v kiemenné kyveté s optickou drahou 1
cm. Jako reference byl vyuzit HEPES pufr. Na zaklad¢ zjisténych hodnot absorbance,
teoretickych extinkénich koeficientli proteinii a znacky TAMRA byl vypocten tzv. DOL
(z anglického ,,degree of labelling®, neboli mira znaceni) pro kazdou reakci.

Teoreticky extinkéni koeficient znacky TAMRA pro 280 nm, ktery byl vyuzit pfi
vypoctu DOL, byl zjiStén experimentalné. Na pifipravu vzorkli na méfeni byl vyuZit piedem
piipraveny pracovni roztok GGGK-TAMRA o koncentraci 200 pM. Redénim vychoziho
pracovniho vzorku 32x a 100x byly pfipraveny vzorky na métfeni absorbance GGGK-
TAMRA o znamych koncentracich. Na spektrofotometru Cary 60 UV-VIS byla poté
zméfena jejich absorbance v oblasti UV-VIS v kiemenné kyveté s optickou drdhou 1 cm.
Ze ziskanych hodnot byl vypocten extinkéni koeficient GGGK-TAMRA pro 280 nm.
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5 Vysledky

5.1 Priprava rekombinantnich vektoru

Jednim z cild této prace byla pfiprava expresnich vektord pro konstrukty oznacené
signalni sekvenci pro transpeptidasu sortasu A. Prvni pfipravovany konstrukt je tvotfen
z ligandu pro aktivaéni receptor NK bunék NKG2D, nadorového proteinu MICA se
signalni sekvenci pro sortasu A. Druhy konstrukt obsahuje navic ve své struktuie antiCD20
VHH nanoprotilatku. Ligand MICA a nanoprotildtka jsou propojeny pomoci glycin-
serinove spojky. Teoretické molekulové hmotnosti byly vypocteny pomoci on-line nastroje
ProtParam. Na obrdzku 12 je ukdzano schematické znazornéni kyzenych rekombinantnich

proteinti a jejich prepokladané molekulové hmotnosti.

N’-ITG-- LPETG T - His,G - C’ M =335 kDa
N-17G - anticp20 GO MICAT LPETG  T-HisG-C  M=473kDa

Obrdazek 12: Schematické zndzornéni pfipravovanych proteini s kratkym popisem jejich
jednotlivych soucésti: MICA - aktivaéni ligand pro NKG2D receptor NK bunék, antiCD20 -
nanoprotilatka proti  CD20 receptoru B lymfocytli, LPETG - sekvence aminokyselin, kterou
rozpoznava sortasa A, HisgG - histidinova kotva tvofend 8 histidinovymi zbytky, ukoncend
glycinem

V aminokyselinové sekvenci kazdého proteinového konstruktu je na jeho N-konci
pfitomna signalni sekvence, diky které jsou proteiny sekretovany do média. Signdlni
sekvence je pii tomto procesu bunikou odStépena, na N-konci vysledného proteinu vSak
zlstanou tfi aminokyseliny ITG. Kazdy protein ma také na svém C-konci histidinovou
kotvu zakoncCenou glycinem, coZ umoznuje izolaci proteinii z média pomoci chelatacni
afinitni chromatografie. Na obrazku 13 na nasledujici stran¢ jsou uvedeny aminokyselinové

sekvence obou proteind, které jsou pfedmétem této bakalaiské prace.
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N’- ITG- antiCD20-linker-MICA-Srt_kotva-GTHHHHHHHHG-C’

I
TGMAEVQLQASGGGLVQAGGSLRLSCAASGISFSASVMGWYRQAPGKOQRELVAYITSGGSTNFADS
VKGREFTISRDNAKNTMYLOMNSLKAEDTGVYFCNRPGREISWGQGTQVTVSSGRGGGGSGGGGSGG
GGSGGGGSEPHSLRYNLTVLSWDGSVQSGEFLTEVHLDGQPFLRCDRQKCRAKPQGOWAEDVLGNKT
WDRETRDLTGNGKDLRMTLAHIKDQKEGLHSLOEIRVCEIHEDNSTRSSQHFYYDGELFLSQNLET
EEWTMPQSSRAQTLAMNVRNEFLKEDAMKTKTHYHAMHADCLOELRRYLKSGVVLRRTVPPMVNVTR
SEASEGNITVTCRASGEFYPWNITLSWRODGVSLSHDTQQWGDVLPDGNGTYQTWVATRICQGEEQR
FTCYMEHSGNHSTHPVPSGKLPETGTHHHHHHHHG

N’- ITG -MICA-Srt_kotva-GTHHHHHHHHG-C’

I
TGEPHSLRYNLTVLSWDGSVQSGFLTEVHLDGOPFLRCDROKCRAKPOQGOWAEDVLGNKTWDRETR
DLTGNGKDLRMTLAHIKDOQKEGLHSLQETIRVCEIHEDNSTRSSQHEFYYDGELFLSOQNLETEEWTMP
QOSSRAQTLAMNVRNEFLKEDAMKTKTHYHAMHADCLOQELRRYLKSGVVLRRTVPPMVNVTRSEASEG
NITVTCRASGEFYPWNITLSWRQDGVSLSHDTQOWGDVLPDGNGTYQTWVATRICQGEEQRFTCYME
HSGNHSTHPVPSGKLPETGTHHHHHHHHG

Obrazek 13: Pripravované proteinové konstrukty a piislusné aminokyselinové sekvence.
Modrou barvou jsou vyznacena predikovana mista N-glykosylace, izoleucin (vyznaceny zelen¢)
je pozistatek sekre¢niho signalu, TG je zbytek §tépiciho mista pro restrikéni endonukleasu
Agel-HF (vyznaceno oranzoveé), GT je zbytek Stépictho mista pro restrikéni endonukleasu
Kpnl-HF (vyznaceno cerveng). Histidinova kotva ukonéena glycinem je vyznaCena fialové.
Zluté je zvyraznéna signdlni sekvence rozpoznavana sortasou A. Sedé je vyznaGena glycin-

serinova spojka.

5.1.1 Linearizace plazmidu

Plazmid pTW5sec B7-H6 2 vyuzity k vlozeni genti obou pfipravovanych proteinil
byl poskytnut Mgr. Ondfejem Skotepou, Ph.D. Plazmid pTW5sec_ B7-H6 2 byl restrikéné
Stépen pomoci endonukleas Agel-HF a Kpnl-HF. Linearizovany plazmid a inzert B7-H6 2
byly poté od sebe odd€leny pomoci agarosové elektroforézy v 0,75 % gelu. Jako kontrola
pii elektroforéze byl vyuzit neStépeny plazmid pTWSsec B7-H6 2. Vysledky
elektroforézy jsou uvedeny na obrazku 14 na strané 48. Linearizovany plazmid byl pak

izolovan z gelu a byla zmétena jeho koncentrace (tabulka 6, strana 35).
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Linearizovany
st 100 bp plazmid Kontrola st1 kb

Obrazek  14: Vysledek  agarosové
elektroforézy  po  Stépeni  plazmidu
pTW5sec B7-H6 2. Elektroforéza v 0,75 %
gelu probihala po dobu 20 min pfi napéti

180 V. Pofadi vzorkd nanesenych na gel:
standard molekulovych hmotnosti (100 bp),
linearizovany plazmid pTWS5sec B7-H6 2

(k 50 pl vzorku bylo pfidano 10 pl 6X

1,5 kbp . , . ..
12 kbp koncentrovaného vzorkového pufru; pfi
1,0 kb rw ’ , . 9
" nanaSeni na gel byl celkovy objem rozdélen
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp
100 bp

do dvou drah po 30 pl), kontrolni vzorek
nestépeného plazmidu, a standard molekulo-
vych hmotnosti (1 kb).

5.1.2 Priprava inzerti DNA

Inzerty DNA byly amplifikovany pomoci PCR. Prvni koduje protein skladajici se z
ligandu MICA a peptidové signalni sekvence pro sortasu A, druhy kéduje fuzni protein
obsahujici antiCD20 nanoprotilatku, glycin-serinovou spojku, ligand MICA a signalni
sekvence pro sortasu A. Pii amplifikaci byly pouzity takové primery, které zéaroven
vytvorily vhodné ptesahy pro nasledujici InFusion reakci. Produkty PCR byly déleny
pomoci agarosové elektroforézy v 0,75 % gelu. Vysledky elektroforézy jsou uvedeny na
obrazku 15. Inzerty byly poté izolovany z gelu a byla zmétena jejich koncentrace (tabulka
6, strana 35).

Obrazek 15: Vysledek agarosové elektroforézy produktl
PCR amplifikace DNA inzerti. Elektroforéza v 0,75 %
gelu probihala po dobu 20 min pii napéti 180 V. Poradi
vzorkli nanesenych na gel: standard molekulovych
hmotnosti (100 bp), DNA inzert kodujici fuzni protein
aCD20 1 MICA Srt (o¢ekavana velikost 1296 bp), DNA
inzert kodujici protein MICA-Srt (ocekdvana velikost
882 bp).

1,5 kbp
1,2 kbp
1,0 kbp

500 bp
400 bp
300 bp
200 bp
100 bp
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5.1.3 PCR z kolonii a nizkoobjemova produkce plazmidové DNA

Pro spojeni amplifikovanych inzertti konstruktdt MICA-Srt a antiCD20_1 MICA-Srt
a linearizovaného plazmidového vektoru pTWSsec byla vyuZita InFusion reakce. Byla
provedena transformace bakterii, jako selekéni marker byl vyuzit ampicilin. Nasledujici den
byly odebrany vzorky z kazdé kolonie a pomoci PCR byla provedena kontrola délky
vlozenych konstruktti. Produkty reakce pak byly déleny pomoci agarosové elektroforézy
v 1 % gelu (obrazek 16).

MICA 1 MICA 2 MICA 3 MICA 4 MICASMICA6 CLM 1 CLM 2 CLM3 st 100 bp
LY

_— e s e, ——— e B——— B

Obrazek 16: Vysledek agarosové elektroforézy produktii PCR z kolonii. Elektroforéza v 1 %
gelu probihala po dobu 20 min pfi napéti 180 V. Potadi vzorkd nanesenych na gel: Sest vzorkl
z kolonii pro konstrukt MICA-Srt (ocekavana velikost PCR produktu 1296 bp), tii vzorky
z kolonii pro konstrukt antiCD20 1 MICA-Srt (o¢ekavana velikost PCR produktu 882 bp) a
standard molekulovych hmotnosti (100 bp).

Pro nizkoobjemovou produkci plazmidové DNA byl odebran material z kolonii M1,
M2 a Cl. Kazdy vzorek byl inkubovan v 5 ml Zivného media s pfidanym ampicilinem,
nasledujici den byla znarostlych bakteridlnich kultur izolovana plazmidova DNA.

V tabulce 14 je uvedena zméfend koncentrace.

Tabulka 14: Koncentrace plazmidové DNA z nizkoobjemové produkce.

Plazmidova DNA Koncentrace vzorku (ng/ul)
pTW5sec MICA-Srt (vzorek M1) 126,00

pTWS5sec MICA-Srt (vzorek M2) 154,85

pTWSsec aCD20 1 MICA-Srt (vzorek C1) | 58,72
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5.1.4 Velkoobjemova produkce plazmidové DNA

Za vyuziti plazmidové DNA vzorki M1 a Cl byla nasledné provedena
velkoobjemova produkce DNA v 500 ml LB media s ampicilinem. V tabulce 15 je uvedena

zmérena koncentrace.

Tabulka 15: Koncentrace plazmidové DNA z velkoobjemové produkce.

Plazmidova DNA Koncentrace vzorku (mg/ml)
pTW5sec MICA-Srt (vzorek M1) 1,86
pTW5sec aCD20 1 MICA-Srt (vzorek C1) | 2,12

5.2 Produkce proteinii

Plazmidy ziskané po velkoobjemové produkci byly vyuzity na transfekci bunécné
linie HEK293T, ktera dokaze produkovat potfebné proteiny. Proteiny maji na svém N-
konci signalni sekvenci, diky ¢emuZz jsou exprimovany do média. Sklizeni bunék probihalo
na Sesty den po transfekci. Bunééné suspenze byly centrifugovany, supernatant obsahujici
produkovany protein byl zfiltrovan a dvakrat zfedén PBS pufrem. Nejdiive byla provedena
chelatacni afinitni chromatografie, ziskané vzorky pak byly zkoncentrovany a nasledné

precistény pomoci gelové permeacni chromatografie.

5.2.1 Gelové permea¢ni chromatografie

Gelova permeacéni chromatografie byla provedena na kolon¢ Superdex 200 10/300
GL, s pritokem mobilni faze 0,6 ml/min. Frakce, v kterych byl pfitomen cilovy protein,
byly sbirdny automatickym sbéracem dle prab&hu absorbance pii 280 nm, ktery je
znazornén na nasledujici strané pro oba produkované proteiny (obrazek 16 a 17, strana 51).
Na chromatogramech je vidét dva elu¢nich piky. Prvni v objemu 8-10 ml se nachazi
témét v mrtvém objemu kolony a pravdépodobné odpovidd agregovanym molekulam
proteini. Druhy, hlavni pik pfi 15 ml pak odpovida kyzenym proteinim v nativnim stavu.
Eluované frakce odpovidajici obou pikiim byly odebrany (vyznaceno na chromatogramech,
obrazek 16 a 17, strana 51), poté byla zméfena koncentrace proteint v téchto frakcich a
pomoci SDS-PAGE bylo zkontrolovédno, jestli je v téchto frakcich pfitomen potiebny
produkovany protein a byla zkontrolovana cCistota frakci.
Pti porovnani obou chromatogrami, které maji stejné métitko absorbance pii 280 nm,

je vidét rozdilnou ucinnost produkce jednotlivych proteinovych konstrukti bunkami
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HEK293T (byt je tieba zvazit, ze produkéni objem média pro konstrukt aCD20 1 MICA-
Srt byl polovi¢ni oproti proteinu MICA-Srt).

0,18
0,16
0,14

0,12

Azgo

0,10
0,08
0,06
0,04
0,02

0 113 112 13415 16 17 18 19 20
5 10 15 20
V, (ml)

Obrazek 16: Eluéni chromatogram proteinového konstruktu MICA-Srt. Modrou ¢arou je
zobrazen pribéh eluce. Svislymi ¢arkovanymi ¢arami jsou zobrazeny frakce proteinu (objem
jednotlivé frakce — 0,5 ml), v kterych byla nasledné pfi 280 nm zméfena koncentrace proteinu.

0,18
0,16
0,14

0,12

0,08
0,06
0,04

0,02

V, (ml)

Obrazek 17: Eluéni chromatogram proteinového konstruktu aCD20 1 MICA-Srt. Modrou
¢arou je zobrazen pribéh eluce. Svislymi ¢arkovanymi ¢arami jsou zobrazeny frakce proteinu
(objem jednotlivé frakce — 1 ml), v kterych byla nasledné pii 280 nm zmeéfena koncentrace
proteinu.
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5.2.2 Vytézek produkce proteini

Koncentrace proteinti v jednotlivych frakcich odebranych béhem gelové permeacéni
chromatografie byla zméfena pii 280 nm na spektrofotometru DS-11+. Absorbance vzorkl
byla zméfena oproti pufru HEPES, ktery byl vyuzit jako mobilni faze pii gelové permeacéni
chromatografii. Teoreticky extink¢éni koeficient a molekulovd hmotnost proteind byly
vypocteny na zakladé aminokyselinové sekvence pomoci online ndstroje ProtParam.
Celkové vytézky jednotlivych proteinit s ptislusSnymi produkénimi objemy a vytézky

pfepocitané na litr média jsou uvedeny v tabulce 16.

Tabulka 16: Vytézky purifikovanych proteint.

Protein Ziskané mnoZzstvi Produké¢ni objem | Mnozstvi proteinu v
(mg) (ml) litru média (mg)

MICA-Srt 2,042 400 5,105

antiCD20 1 MICA-Srt | 0,495 200 2,475

Cistota ziskanych frakci byla zkontrolovana pomoci elektroforézy v 12,5 %
polyakrylamidovém gelu v prostfedi dodecylsiranu sodného, SDS-PAGE. Mnozstvi
proteinu naneseného na gel ¢inilo 1-3 pg, ke kazdému vzorku bylo pfiddno potiebné
mnozstvi 5% koncentrovaného redukujiciho pufru. Vysledky elektroforézy v 12,5 %

polyakrylamidovém gelu v redukujicim prostfedi jsou uvedeny na obrazku 18 a 19 na
strané 52-53.

Obrazek 18: SDS-PAGE vybranych frakei
proteinového konstruktu MICA-Srt.
Elektroforéza v 12,5% redukujicim poly-
akrylamidovém gelu probihala po dobu
50 min pifi napéti 180 V. Poradi vzorka
ukazanych na gelu: st — standard mole-
kulovych hmotnosti, frakce 3, 12, 13, 14,
17,18, 19.

Teoretickd molekulovd hmotnost bez
glykosylace - 33,5 kDa.
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Obrazek 19: SDS-PAGE vybranych frakci
proteinového konstruktu aCD20 1 MICA-
Srt.

Elektroforéza v 12,5%  redukujicim
polyakrylamidovém gelu probihala po
dobu 50 min pfi napéti 180 V. Poradi
vzorkd ukazanych na gelu: st — standard
moleku-lovych hmotnosti a frakce 1, 2, 7,
8,9, 10.

Teoreticka molekulovda hmotnost bez
glykosylace - 47,3 kDa.

Enzym sortasa A rozpoznava signalni sekvenci LPETG na C-terminalnim konci

jednoho z reakénich partnert a polyglycinovou sekvenci na N-konci druhého. Po rozstépeni

peptidové vazby mezi threoninovym a glycinovym zbytkem v sekvenci LPETG vytvofi

sortasa novou kovalentni vazbu mezi vzniklym LPET-zbytkem a glycinem z polyglycinové

sekvence druhého proteinu.
V ramce této bakalafské prace byly pripraveny dva proteinové konstrukty nesouci

v sobé signalni sekvenci LPETG. Jako druhy substrat pro transpeptidasovou reakci byl
zvolen fluorescencné znaceny peptid GGGK-TAMRA, ktery mé excitaéni maximum kolem

552 nm.
Nejdiive byly vybrané frakce ziskané po gelové permeacni chromatografii

opakované¢ zkoncentrovany na koncentraci vhodnou pro provedeni reakce (tabulka 17).

Tabulka 17: Ptehled frakei proteinti vybranych ke zkoncentrovani a vysledné koncentrace ziskanych vzorkt.

Koncentrace byla zméfena na spektrofotometru DS-11+ pii 280 nm.

Protein Frakce Vysledna koncentrace (ng/ pl)
MICA-Srt 15-18 2,7
antiCD20 1 MICA-Srt 7-10 1,4

Reakce byly provedeny s molarnim pomérem protein-LPETG : sortasa A : GGGK-

TAMRA 1 : 1 : 5. Do mikrozkumavek bylo pipetovano potiebné mnozstvi slozek reakce a
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celkovy objem byl doplnén na 10 pul HEPES pufrem. Reakce byly inkubovany pies noc
vlednici ptfi 4 °C. Nasledujici den byla provedena -elektroforéza v 12,5 %
polyakrylamidovém gelu v prostiedi dodecylsiranu sodného, v neredukujicim a redukujicim
prostiedi (obrazek 20a a 21a na stran¢ 54-55). Mnozstvi proteinu naneseného na gel ¢inilo
5 pg; ke kazdému vzorku bylo pfidano potfebné mnozstvi 5x koncentrovaného
neredukujiciho ¢i redukujiciho pufru. Na gel bylo aplikovano celé mnozstvi reakéni smési.
Elektroforéza probihala tak dlouho, pokud vzorkovy pufr a znatka GGGK-TAMRA
nespotiebovand béhem reakce neprosly celym gelem.

Nejdiiv byl gel fixovan pomoci odbarvovaciho roztoku a vyfocen pomoci
laserového skeneru Typhoon FLA 7000. Pomoci skeneru byla zachycena fluorescence
emitovand znackou TAMRA. K excitaci fluorescencni znacky byla vyuzita metoda Cyp3,
ktera byla zalozena v ovladacim programu Typhoon FLA 7000. Pii této metod¢ se vyuziva
excitacni zafeni o vlnové délce 532 nm, coZ byla hodnota nejblizsi k excitaénimu maximu
znacky TAMRA. Odezva fluorescencné¢ oznacenych proteinl je znazornéna na obrazku 20b
a 21b na stran¢ 54-55.

Neredukujici prostfedi Redukujici prostredi Neredukujici prostFedi Redukujici prostiedi
T ——— -

| -
st SrtA —
|kDa] St SrtA MICA_Reak:e SrtA MICA- Reakce [kDa] MICA. Reakee SrtA MICA- Reakee

40 Srt Srt

140 Srt Srt

Obrdazek 20: Ovéieni aktivity sortasy A pro MICA-Srt. Elektroforéza v 12,5 %
polyakrylamidovém gelu probihala pfiblizné¢ po dobu 80 min pfi napéti 180 V. Poradi
nanesenych vzorku: st - standard molekulovych hmotnosti, SrtA - sortasa A, protein MICA-Srt
(MICA-LPETG), reakéni smés MICA-LPETG + SrtA + GGGK-TAMRA, vzorky v
neredukujicim prostiedi vlevo, v redukujicim vpravo. a) Gel obarveny modii Coomassie
Brilliant Blue R-250. ) Obrazek zachycujici fluorescencni signal znacky TAMRA z
proteinového konstruktu MICA-Srt ozna¢eného znatkou GGGK-TAMRA.
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nanesenych vzorki: st - standard molekulovych hmotnosti, SrtA — sortasa A, fizni protein
antiCD20 1 MICA-Srt (CLM-LPETG), reakéni smés CLM-LPETG + SrtA + GGGK-TAMRA,
vzorky v neredukujicim prostfedi vlevo, v redukujicim vpravo. a) Gel obarveny modrfi

Coomassie Brilliant Blue R-250. ) Obrazek zachycujici fluorescencni signal znacky TAMRA
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st

b)
Obrazek 21: Ovéfeni aktivity sortasy A pro antiCD20 1 MICA-Srt. Elektroforéza v 12,5 %
polyakrylamidovém gelu probihala pfiblizné po dobu 80 min pii napéti 180 V. Poradi

Neredukujici prostiedi

CLM-
SrtA Srt Reakee

Redukujici prostiedi
CLM- B
srtA STt Reakce

-

z proteinového konstruktu CLM-LPETG oznaceného znackou GGGK-TAMRA.

5.4 Kvantifikace uc¢innosti znaceni pomoci sortasy A

labelling = mira znaceni). Obecné DOL vyjadtuje, kolik znacek je navazano na protein.
V ptipadé¢ mnou pfipravenych proteinti k nim muiize byt sortasou A pfipojena pouze jedna
znacka. To znamend, pokud DOL = 1, vSechny proteiny byly oznaceny. Pokud je

Utinnost znadeni proteinii byla vyjadiena pomoci DOL (z anglického degree of

vypoctené ¢islo mensi nez 1, jisté mnozstvi proteinti zistalo neoznaceno.

permeacni chromatografie na kolon¢€ Superdex 200 Increase 10/300 GL pii pritoku mobilni

faze 0,75 ml/min. Na obrazku 22a) a 22b) na strané 56 je zndzornén prib¢h separace slozek

Proteiny nejdiiv byly oddéleny od sortasy a volné znacky TAMRA pomoci gelové

pro kazdou reakei.
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Obrdazek 22: a) Elucni
chromatogram reakéni smési
MICA-Srt + SrtA + GGGK-
TAMRA.

Modrou c¢arou je zobrazen
pribéh eluce jako absorbance
pti 280 nm. Cernymi Sipkami
jsou ukadzany separované
slozky reakce: proteinovy
konstrukt, enzym a volna
znacka. Prvni pik odpovida
eluénimu objemu proteinu
MICA-Srt  a  jeho verzi
znacené TAMRA.

b)  Eluéni  chromatogram
reak¢ni smeési CLM-Srt + SrtA
+ GGGK-TAMRA.

Modrou c¢arou je zobrazen
pribéh eluce jako absorbance
pfi 280 nm. Cernymi §ipkami
jsou ukdzany separované
slozky reakce: proteinovy
konstrukt, enzym a volna
znacka. Prvni pik odpovida
eluénimu objemu proteinu
CLM-Srt a jeho verzi znacené
TAMRA.

Na chromatogramech je vidét tfi rozdilné piky. To napovidé, ze diky dostatecné

rozdilné molekulové hmotnosti byly proteiny dobfe separovany.

5.4.1 Vypocet stupné znaceni

V sebranych frakcich proteint byla zmétena absorbance na spektrofotometru Cary

60 UV-VIS v rozsahu vinovych délek 200-800 nm v kiemenné kyveté o optické draze

I cm. V tabulce 18 jsou shrnuty namétfené absorbance pii 280 nm (oblast absorbance
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proteinil) a 552 nm (excitatni maximum fluorescenéni znacky TAMRA), pftislusné

extink¢ni koeficienty pro rizné vinové délky a vypoctené koncentrace.

Tabulka 18: Ptehled namétenych absorbanci pfi 280 nm a 552 nm.

MICA_Srt TAMRA

CLM_Srt TAMRA

TAMRA volna
fedéni 33 x

TAMRA volna

fedéni 100x

Ang, celkova | 0,13 0,12 0,19 0,06
Asg, protein | 0,11 0,10 - -

Assy 0,05 0,04 0,54 0,14
€280 56295 73380 31500 31500
€552 - - 90000 90000
Cproteins WM 2,01 1,45 - -
CTaMRA, UM 0,56 0,44 6 2

K hodnoté¢ absorbance znacené¢ho proteinu pii 280 nm prfispiva hlavné protein, ale

pfi 280 nm absorbuje i znacka TAMRA (viz tabulka 18). Proto byl nejdiive vypocten

prispévek znacky a ten byl pak odecten od celkové absorbance pii 280 nm. Ze vzniklé

hodnoty byla vypoctena koncentrace proteinu. Mira znaceni je pak vyjadiena jako pomér

molarni koncentrace fluorescenéni znacky vypoctené z absorbance pii 552 ku molarni

koncentraci proteinu vypoctené z jeho absorbance pii 280 nm (po odectu prispévku od

samotn¢ znacky).

DOL (MICA_Srt TAMRA) = 0,28

DOL (CLM_Srt TAMRA) = 0,30
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6 Diskuze

Ve své bakalaiské praci jsem se vénovala ptipravé expresnich vektort a produkci
dvou proteinovych konstrukti, MICA-Srt a antiCD20 1 MICA-Srt. S vyuZitim téchto
proteinti jsem nasledné ovetila ligaéni aktivitu bakteridlni transpeptidasy sortasy A.

Oba proteinové konstrukty obsahuji ve své struktufe ligand pro aktivaéni NK
bunécny receptor NKG2D, protein MICA, ktery se typicky vyskytuje na povrchu bunék
jako signal poSkozeni DNA nebo kvili jinym pfi¢indm vedoucim k maligni transformaci.
Dale nasleduje sekvence z péti aminokyselin LPETG, coz je signélni sekvence, kterou na
cilovém proteinu rozpoznava sortasa A. Proteinovy konstrukt antiCD20 1 MICA-Srt navic
na zacatku obsahuje antiCD20 nanoprotilatku, cilici na CD20 receptor na povrchu
leukemickych B lymfocytt. Protilatka proti CD20 receptoru B lymfocytl rituximab je jiz
uspésné€ vyuzivana pii léceni non-Hodgkinovych lymfomii.

Druhy proteinovy konstrukt je tak vlastné bispecificky fuzni protein, pficemz jeho
jedna ¢ast ptitahuje pozornost NK bunék a ptispiva k jejich aktivaci (ligand MICA) a druha
cast cili na ptisluSny komplementarni receptor na povrchu maligné transformované buiky.
Takovy fuzni protein ma potencial k vyuziti pfi imunoterapeutickém piistupu k 1éCeni
rakoviny. A to tak, ze by shromazdéni bispecifickych faznich proteinii na jednom misté
fungovalo jako jakysi majak pro cytotoxické buiikky imunitniho systému pomoci
amplifikace stresovych signalll jiz pfitomnych na tumorové buiice. Navic ne vSechny
nadorové buinky maji na svych povrSich piesné definované znaky upozornujici imunitni
systém na poskozeni a kvili tomu jsou v téle t€Zko rozpoznatelné. V tomto piipadé by
bispecificky protein tvofeny podobnymi soucastmi (MICA a antiCD20) dovolil bunkam
imunitniho systému odhalit nadorové buniky navzdory nepfitomnosti potiebnych signalnich
molekul.

Vlozeni geni pro konstrukty obou kyzenych proteini do vhodného expresniho
plazmidu bylo provedeno v bakteridlnim systému. Jelikoz se ligand MICA za jistych
okolnosti vyskytuje v lidském organismu a ve své struktute obsahuje n¢kolik disulfidickych
mistkii a sedm mist N-glykosylace, bakteridlni systém neni k rekombinantni produkci
tohoto proteinu piili§ vhodny. K expresi proteinovych konstrukt byla proto vyuzita lidska
bunécna linie HEK293T, ktera dokaze poskytnout spravnou glykosylaci i sbaleni proteind.
Z chromatogramli lze také odvodit, Ze se oba proteinové konstrukty podafilo ziskat s
relativné nizkym vytézkem. V diplomové praci Denise Cmuta byly popsany vytézky pro
produkeci proteinového konstruktu antiCD20 1 MICA. Vytézek tohoto fuzniho proteinu pii

produkénim objemu 100 ml ¢inil 54 mg/l, coz je 20x  vysSi vytézek nez bylo
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vyprodukovano proteinu antiCD20 1 MICA-Srt (vytézek je uveden v tabulce 16 na strance
52) [81].

Ptipravené fuzni konstrukty byly vyuzity k ovéfeni transpeptidasové aktivity sortasy
A. Jako druhy substrat byl vyuzit peptid obsahujici na za¢atku sekvenci tfi glycint a lysinu,
ktery je modifikovan tak, Ze nese fluorescencni znatku TAMRA. Reakce byly provedeny v
molarnim poméru protein : enzym : GGGK-TAMRA rovném 1:1:5. K zobrazeni vysledka
reakci byla vyuzita elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v redukujicim a neredukujicim
prostiedi (obrazek 20 a 21, strana 54-55). Na obrazku 20b) a 21b) je zachycena
fluorescencni odezva poskytnutd znackou TAMRA. Na obou obrazcich v drahach
oznacenych jako ,reakce™ je pfitomen prouzek v oblasti kolem 45 kDa pro konstrukt
MICA-Srt, resp. 60 kDa pro konstrukt antiCD20 1 MICA-Srt, coz prokazuje, ze reakce
probéhla a tyto proteiny diky transpeptidasové aktivité sortasy A nyni nesou znacku
TAMRA. V piipad¢ potieby by Slo znacené proteiny z reakéni smeési oddélit s pomoci
chelatacni afinitni chromatografie, nebot’ jak sortasa A, tak ptipadné nezreagované vychozi
nebot’ od nich byla odstépena v priabéhu transpeptidasové reakce.

Po ovéfeni, ze ligatni reakce probé&hla tspésné, byla kvantifikovdna ucinnost této
reakce. Reakce byly provedeny ve stejném molarnim poméru za stejnych reakcnich
podminek, ale s vyuzitim vétSitho mnozstvi vychozich proteinti. Slozky reakéni smési byly
nasledné rozdéleny pomoci gelové permeacni chromatografie. Na obrdzku 22a) a 22b) na
stran¢ 56 jsou uvedeny chromatogramy zobrazujici vysledky separace pro ob¢ reakce. Prvni
pik na obou chromatogramech odpovidda smési znaceného a volného proteinu. Eluéni
objemy obou proteinovych konstrukti odpovidaji elu¢nim objemim ziskanym béhem jejich
purifikace (obrazek 16 a 17, strana 51). Druhy pik zfejmé odpovida sortase A. Posledni pik
odpovida volnému peptidu se znackou TAMRA, ktery nebyl navdzan na protein a do
reakce byl pfidan v nadbytku. Z chromatogrami je také patrné, ze reaktanty vyuzité pro
tuto ligacni reakci se 1i8i svou molekulovou hmotnosti natolik, aby doslo k jejich uplnému
rozdéleni pomoci gelové permeacni chromatografie.

U frakci obsahujicich smés oznacenych a volnych proteinovych konstrukti byla
zmeiena absorbance pii 280 nm (zafeni této vinové délky absorbuji priméarné proteiny, ale
k celkové absorbanci pfispiva i znacka TAMRA) a pfi 552 nm (pfi této vlnové délce
absorbuje pouze znacka TAMRA). Vzhledem k tomu, Ze pfipravované proteiny obsahuji
ve své struktufe pouze jednu signalni sekvenci LPETG, mohou byt sortasou oznaceny
pouze jednou znackou TAMRA. Z vypoctenych hodnot DOL (,,degree of labelling* — mira
znaceni) uvedenych na strané 57 je vidét, jak velka Cast proteini byla oznacena béhem

reakce. Hodnota DOL pro fuzni protein antiCD20 1 MICA-Srt je mirné vyS$i oproti

59



hodnot¢ DOL pro MICA-Srt, v obou ptipadech vSak mira znaceni dosahuje jen zhruba
30 %. To sice pro transpeptidasovou reakci se sortasou A neni nijak neobvykly vysledek,
pfesto jsme 1 na zdkladé predchozi prace a optimalizace provedené MSc. Shivou
Nejadebrahim o¢ekavali vyssi t€innost reakce. Pro lepsi vytézek znaCeného proteinu by tak
zfejm¢ bylo zapotiebi pouZzit do reakce vyS$i mnozstvi sortasy ¢i jest€¢ vyS$i molarni
piebytek znaceného peptidu, resp. akceptoru nesouciho na svém N-konci polyglycinovou
sekvenci. Nicméné i tak je zfejmé, Ze pfipravené proteiny a sortasu bude mozné vyuzit pro

ptipravu rozliénych konjugétii, at’ jiz s dal§imi proteiny nebo napt. polymernim nosi¢em.
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7 Zavér

Podafilo se pfipravit expresni vektory pro proteinové konstrukty MICA-Srt a
antiCD20 1 MICA-Srt

* Proteinové konstrukty byly produkovany v lidské bunécné linit HEK293T a ispéSné

purifikovany
* Ligacni aktivita transpeptidasy sortasy A byla ovéfena provedenim reakce
s vyuzitim pfipravenych fuznich proteint a fluorescencné znaceného peptidu

GGGK-TAMRA

o Utinnost reakce pro oba proteiny dosahla zhruba 30 %.
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