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ABSTRAKT

NK bunky jsou pfirozené zabijecské bunky (z angl. natural killer cells) podilejici se na
protinadorové imunité. Tyto buiiky jsou schopny zabranit vzniku virové infekce c¢i
nadorového onemocnéni, a to bez predeslé senzitizace antigenem. Mechanismus aktivace
NK bunék je zalozen na principu snizené¢ exprese MHC gp I molekul na povrchu
nadorovych bunék. Na povrchu NK bun¢k jsou pfitomny receptory, které jsou schopny
rozli$it jak aktivacni, tak inhibi¢ni signaly, které rozhoduji o tom, zda dojde k aktivaci NK
bunék a zabiti cilové buiiky, ¢i nikoliv. NKp30 je transmembranovy receptor L. typu, ktery
rozeznava stresem indukovany bunéény ligand B7-H6. Interakce téchto proteinll je
signdlem pro imunitni systém k zahdjeni imunitni odpovédi.

Tato prace se zamétuje na pripravu bunééného ligandu B7-H6 s peptidovou coiled-coil
kotvou v liniich lidskych embryondalnich ledvinnych bunék HEK293S GnTI" a HEK293T.
Byl uspésné piipraven protein s coiled-coil kotvou na C-konci proteinu, coz bylo ovéfeno
hmotnostni spektrometrii. Rovnéz byla pomoci sedimentacni analyzy potvrzena interakce

ptipraveného proteinu s receptorem NKp30.

Kli¢ova slova: NK buiiky, rekombinantni exprese, B7-H6, HEK293, coiled-coil



ABSTRACT

Natural killer cells (NK cells) are part of innate antitumor immunity. These cells have
the capacity to prevent viral infection or malignant transformation without prior antigen
sensitization. Activation of NK cells consist of different recognition strategies. Mechanism
of activation is based on down-regulated expression of MHC gp I molecules on the cell
surface. NK cells possess both activation and inhibitory receptors that transmit activation
or inhibitory signals which determine if NK cells are activated or not, and thus whether the
target cell will be lysed or spared. NKp30 is a type I transmembrane receptor which
recognize the stress-induced cell surface ligand B7-H6. Interaction of these two proteins
leads to the initiation of immune response.

The main aim of this thesis is the preparation of cell ligand B7-H6 with coiled-coil
peptide tag in human embryonic kidney cell lines HEK293 GnTI" and HEK293T.
Successful preparation of B7-H6 with coiled-coil tag on its C-terminus was verified by
mass spectrometry. Its interaction with natural cytotoxicity receptor NKp30 was also

proven by sedimentation analysis.

Key words: NK cells, recombinant expression, B7-H6, HEK293, coiled-coil

(This thesis 1s written in Czech)
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1 TEORETICKY UVOD

1.1 Imunitni systém

Imunitni systém je vnimén jako efektorovy organ, jehoz hlavni funkci je udrzovani
stalého vnitiniho prostifedi organismu, ochrana pted patogeny a imunitni dohled [1,2]. Pro
jeho spravnou funkci je nutné, aby piijimal a spravné rozpoznal velké mnozstvi podnéti

(antigenll) z vng¢jSiho (exoantigeny) i vnitiniho prostfedi (autoantigeny) [3].

1.1.1 Buiiky imunitniho systému v protinadorové imunité

Protinadorova imunita je zajiSténa raznymi typy bunék, jedna se jak o buiky vrozené
imunity (ke své funkci vyuzivaji nespecifické mechanismy), zahrnujici makrofagy,
neutrofily, bazofily, eosinofily, zirné bunky, supresorové buiky, dendritické buniky a NK
buiky (z angl. natural killer cells, 1ze pielozit jako pfirozené zabijecské buiiky), pak o
buiiky adaptivni (vyuzivajici specifické mechanismy), kam jsou fazeny T a B lymfocyty.
Tyto buiikky mezi sebou komunikuji a brani tvorbé nddort bud’ pifimym kontaktem
s cilovymi patogennimi buitkami nebo za pomoci cytokint ¢i chemokint [4].

Bunky imunitniho systému jsou tedy teoreticky schopny rozeznat a ptipadné znicit
rakovinotvorné bunky pied vznikem nadorii, ale také béhem jejich vyvoje. Hypotéza
popisujici tuto jejich vlastnost je oznaCovana jako imunitni dohled. I pfes to miiZze u
nadorovych bunék dochazet k nekontrolovatelnému dé€leni, coz je zpusobeno jednak
imunitni toleranci, jednak unikem pfed imunitnim systémem (angl. tumor imunoescape)
[5,6]. Hypotéza imunitniho dohledu byla dale rozvinuta pojmem imunitni editace (z angl.
immunoediting), tedy vzdjemné ovliviiovani imunitniho systému a nadorovych bunék.
Imunitni systém tedy pouze nechrani organismus pfed maligni transformaci bungk, ale také
pfispiva ke zménam v imunogenicité nadoru. Proces imunoeditace se sklada ze tii fazi:
eliminace, rovnovédha a Unik. Faze eliminace probiha dle klasického konceptu imunitniho
dohledu, béhem rovnovéahy jsou butiky kontrolovany, nedochéazi vSak k jejich eliminaci.
MiiZe ovSem nastat situace, ze nadorové buiky zcela uniknou dohledu imunitniho systému,
coz vede k jejich nekontrolovatelnému mnoZeni a nemoc se tak projevi v celém svém
rozsahu [1,7]. Nadorové buiiky se mohou bud’ liSit od buné€k ,,normalnich* natolik malo, Ze
je imunitni systém nerozezna jako Skodlivé latky, nebo tyto buniky chrani mechanismy,
které znemozni imunitnimu systému spravné reagovat vytvoifenim imunosupresivniho

prostiedi [1].
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1.1.2 Biologie NK bunék

NK bunky hraji zdsadni roli pfi vrozené obrané organismu proti patogenim a jsou
rovnéz soucasti imunitniho dohledu pfi vzniku nadora a pfi prevenci nadorovych metastaz
[8]. Tyto bunky jsou schopny rozeznat virové a nddorové bunky, a to bez predesié
senzitizace. Na rozdil od T a B lymfocytd tyto buiiky ovSem na svém povrchu nemaji
receptory specifické pro antigeny, avSak jsou schopny zabranit virové infekci spusténim
neadaptivni imunitni odpovédi [1,9].

NK bunky se vyskytuji predevsim v periferni krvi, kostni dieni, lymfatickych uzlinach a
v dal$ich nelymfoidnich organech jako jsou plice, jatra, slinivka nebo déloha [8,10].
Mohou se piesunout ptimo do mista zanétu a sekundarnich lymfoidnich organti, kde tvofi
prvni linii pfi obrané proti patogentim, jelikoZ jsou schopné znicit virovou infekci nebo
transformované buiky za pomoci cilené bunécné lyzy, aktivace nespecifickych
hematopoetickych bunék, aktivace dendritickych bun¢k nebo primérnich adaptivnich
leukocytt jako jsou T a B lymfocyty [11]. Po aktivaci tyto buiiky uvoliuji cytokiny nebo
chemokiny, které indukuji odpovéd na zanéty, podporuji aktivaci a proliferaci
granulocytil, ¢imz zesiluji imunitni odpovéd’ na infekci a rovnéz stimuluji krvetvorbu [10].

NK bunky na svém povrchu exprimuji povrchové antigeny CD16 a CD56. Naprosta
vétsina téchto bunék je CD56%™, pravé ty vyvolavaji cytotoxicitu. Dale existuji NK buiiky
CDieht které #idi sekreci cytokint [12].

1.1.3 Aktivace NK bunék

NK buiiky jsou aktivovany cilovymi bunikami, které zaznamenaji zménu v expresi
MHC gp I molekul ( z angl. major histocompatibility complex glycoproteins class I) [13].
Timto zpisobem jsou tedy NK builkky schopny rozpoznat builky nadorové od bunéck
zdravych. Zdravé buiky totiZ exprimuji urcitou hladinu MHC gp I molekul, které jsou
receptory rozeznany a nedochazi tak k zabiti téchto bun€k imunitnim systémem. Naproti
tomu viroveé infek¢ni buniky stejné jako buiiky nddorové maji tuto expresi potlacenou a NK
buiiky tedy rozeznaji sniZenou hladinu MHC gp I molekul a nastartuji tak proces bunééné
lyzy [9].

Dal§im dulezitym mechanismem pifi niceni neZadoucich bun€k je rozeznani
stresovanych bun€k pomoci aktivacnich receptorl. Aby totiz nedoSlo k zabiti bunck
zdravych v aktiva¢ni ¢i proliferacni fazi vyvoléavajici stres, je udrzovana nebo i zvySena

povrchova exprese MHC gp I, kdezto bunky infikované virem nebo buiiky nadorové maji
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expresi ligandl rozpoznavanych aktivacnimi receptory doprovazenou ubytkem MHC gp 1.
V dusledku této skutecnosti neni pfi aktivaci NK bunck potlacena aktivita inhibi¢nich
receptort [8].

Efektorova funkce NK bunék je regulovdna rovnovahou mezi protichidnymi signaly
vysilanymi inhibi¢nimi receptory pro MHC gp I a aktivacnimi receptory odpovédnymi za
aktivaci NK bunék [14]. Tyto buiikky po ligaci aktivacnich receptori s molekulami na
povrchu membran okolnich tkani prochazi blastogenezi, tvorbou cytokinl, a migruji
k cilovym buiitkam [14]. Cytokiny poté zptisobuji proliferaci NK bun¢k a také napomahaji
spusténi cytotoxicity a produkci interferonu gama (IFN-y). IFN-y je cytokin, ktery hraje

zasadni roli pfi potlaceni vyskytu patogentl v pocatecnim stadiu infekce [9].

1.1.4 Receptory NK bunék

Na rozdil od T a B lymfocytii NK builky nemaji antigenné specifické receptory, ale
obsahuji soubor receptorti kodovany zarode¢nou linii (angl. germ-line encoded proteins),
které tidi jejich vyvoj a funkci. Tyto receptory zprosttedkovavaji aktivaéni nebo naopak
inhibi¢ni signaly, coz nésledn¢ urcuje, jakym zptisobem NK builka interaguje s cilovou
bunkou [15].

V lidském organismu existuji dvé hlavni tfidy inhibi¢nich receptorti. Do prvni tfidy
spadd CD94:NKG2A heterodimer. Ob¢ casti tohoto receptoru patii do superrodiny
receptorti podobnych lektiniim C-typu (angl. C-type lectin-like superfamily). Do druhé
ttidy patfi imunoglobulinové receptory KIR (z angl. killer-cell imunoglobulin-like
receptors). Tyto skupiny receptortt vyuzivaji rizné strategie pro rozpoznani MHC gp I,
kvili znaéné diverzité tohoto komplexu. Napiiklad CD94:NKG2A rozeznava zakladni
sekvence signalniho peptidu vétSiny HLA molekul tfidy I (z angl. human leukocyte antigen
class I). Tyto proteiny jsou poté vazany na HLA-E molekuly a tento komplex je tedy
samotnym ligandem CD94:NKG2A receptoru. Na druhou stranu KIR receptory vyuzivaji
pravé znacné diverzity MHC gp I tim, Ze vyvinuly vysoce variabilni systém, ktery je
srovnatelny s variabilitou syst¢ému MHC gp I a dokéaze tak rozeznat jeho rtizné polymorfni
molekuly. Rozpoznani jednotlivych molekul HLA tfidy I NK buiikami je zprostfedkovano
extracelularni ¢asti KIR. Intraceluldrni Cast zase zajiStuje pienos jak aktivacnich, tak
inhibi¢nich signdlli. V podstaté by tedy mélo byt mozné timto zplsobem analyzovat
kazdou expresi MHC molekul a tak zamezit Sifeni infekce zplisobené snizenou tvorbou

MHC gp I [16].
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Spoleénym znakem vSech inhibi¢nich receptori NK bunék pfitomnym v jejich
cytoplazmatické doméné je sekvence aminokyselin Ile/Val/Leu/Ser-x-Tyr-x-x-Leu/Val,
kde x muze nahradit jakdkoliv aminokyselina, neboli tzv. ITIM motiv (z angl.
immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif). Po navazani ligandu je tento motiv
fosforylovan [17].

Na proti tomu na nékterych aktivacnich receptorech NK bunék je mozné sledovat
spolecny motiv ITAM (z angl. immunoreceptor tyrosine-based activation motif). VyuZzivaji
tedy spole¢nou signalizacni cestu s T a B lymfocyty. ITAM ma také specifickou sekvenci
aminokyselin, a to Asp/Glu-x-x-Tyr-x-x-Leu/lle-x¢.s-Tyr-x-x-Leu/Ile, kde x opét znaci
jakoukoliv aminokyselinu [17].

Aktivaéni signaly jsou zprostiedkovany aktivaénimi receptory nékolika skupin jako
DNAM-1, NKG2 nebo NCR [18]. Aktivacni receptory jsou schopny rozeznat tzv. stresové
ligandy na virovych piipadné¢ maligné transformovanych bunkach. Piikladem takového
receptoru je NKG2D, ktery se vyskytuje na povrchu vSech NK bunék a je schopen
rozeznat dvé skupiny proteind, za prvé fetézce A a B podobné MHC gp I (MICA a MICB)
a dale proteiny zrodiny UL16. Existuji rovnéZ receptory pfirozené cytotoxicity jako

NKp30, NKp44 a NKp46, ty se vazi napriklad na virové ligandy nebo nadorové antigeny.

1.1.5 Aktivace NK bunék

Jednim z hlavnich mechanismi aktivace NK buné¢k je aktivace za pomoci Fc receptoru
CD16 na povrchu NK bun¢k. Tento proces je oznacovan jako bunétna cytotoxicita zavisla
na protilatkach (angl. antibody-dependent cellular cytotoxicity, ADCC). Pii ném dochézi
k stimulaci CD16 protilatkami, coz vyvold zvySeni hladiny vapnikovych ionti, produkci
cytokinti (IFN-y) a likvidaci bunék, na jejichz povrchu je dané protilatka navazana [15,19].

Zivotnost NK bunék neni piili§ vysoka, v periferni krvi ptezivaji maximalné 10 dnuL.
V organismu se tak neustale tvoii z kmenovych bunék buiiky nové, a tak je pfitomno velké
mnozstvi nezralych NK bun€k. Ty musi podstoupit proces zvany licencovani (angl.
licensing). Dozralé¢ buiky totiz musi byt schopné rozpoznat rozdil mezi bunikami télu
vlastnimi a buiikami cizimi.

V ptipadé, ze je hladina exprese MHC gp I receptorit normalni, je k NK bunikdm vyslan
inhibi¢ni signal, ktery tyto buiiky inaktivuje. Z toho vyplyva, Ze pokud je sniZena exprese

MHC gp [, inhibi¢ni signal je potlacen a NK burika je aktivovana [18].
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1.1.6 Receptory prirozené cytotoxicity

NCR je skupina transmembranovych receptorit NK bunék, aktivnich pfi protinddorové a
protivirové imunité. Jedinym vylucné aktivaénim receptorem z této rodiny je NKp46,
receptory NKp30 a NKp44 mohou byt jak aktivacni, tak inhibi¢ni, v zévislosti na
ligandech [20]. Zde je jako piiklad mozné uvést ligand PCNA (z angl. proliferating cell
nuclear antigen), ktery po navazédni na NKp44 inhibuje funkci NK bunék, naopak
aktivacnim ligandem je NKp44L (tabulka 1). Ligandy receptoru NKp46 jsou HPSG (z
angl. heparan sulfate proteoglykan), heparin a vimentin. Vementin je protein pouzivany
jako marker epitelidlnich bun€k prochéazejicich pfeménou na builkky mezenchymalni, coz
probiha napiiklad pfi tvorbé metastaz.

Aktivace NKp30 zavisi na prevladajici isoformé tohoto receptoru na povrchu NK
bunck. Mohou to byt jednak aktivaéni isoformy NKp30a,b nebo inhibi¢ni isoforma
NKp30c [21]. Tyto receptory se od sebe ovsem znacn¢ odlisuji, i pies to, ze patii do stejné
skupiny. Gen kodujici NKp46 (NCR1) obsahuje 2 extracelularni Ig domény, kdezto geny
pro receptory NKp30 a NKp44, tedy geny NCR2 a NCR3, maji pouze jednu extracelularni
doménu. Dalsi odlisnosti je fakt, Ze receptory NKp46 a NKp30 jsou exprimovany na vSech
NK bunkach, kdezto NKp44 je exprimovan pouze na aktivovanych cirkulujicich NK
bunkach. Tato aktivace probiha za pomoci cytokinu interleukinu 2 (IL-2). Povrchova
exprese NKp44 je zvySena i dal$Sim cytokinem, a to IL-15 [22].

Transmembranova oblast kazdého ztéchto receptorti je spojena s adaptorovymi
molekulami. Tyto molekuly po ligaci NCR s ligandem spousti aktivaéni signalizaci
pomoci aktivacnich motivii (ITAM) v ptipadé NKp30 a NKp44, piipadn¢ inhibi¢nich
motivl (ITIM) u receptoru NKp46 [22].

Tabulka 1: Receptory rodiny NCR spolu se svymi ligandy.

NKp30
Receptor NKp44 NKp46
NKp30a,b NKp30c
B7-H6, HPSG,
B7-He6,
Ligand BAG®, NKp44L PCNA heparin,
BAG6
BAT3 vimentin
Typ signalizace aktivacni inhibi¢ni aktivatni inhibiéni aktivacni
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1.1.7 B7-H6 a NKp30

B7-H6 je transmembranovy protein typu L. Jedna se o stresem indukovany bunéény
ligand patfici do rodiny B7, ktery je rozeznavan NCR receptorem NKp30. Tento ligand je
mozné nalézt pouze u nadorovych bunék ¢i jinak stresovanych buné€k, nikoliv vSak na
bunkach zdravych [23]. Spojeni B7-H6 s aktivacnim receptorem NKp30 je signalem pro
imunitni systém k zahajeni imunitni odpovédi [24,25].

Protein B7-H6, stejn¢ jako ostatni proteiny z rodiny B7, je slozen ze dvou Ig domén, jak
je mozné pozorovat na obr. 1 [26]. Extracelularni cast tohoto proteinu je slozena
z membranové distalni domény podobné pismenu V (V-like distal domain) a proximalni
domény podobné pismenu C (C-like proximal domain). Na téchto doménéch je spolecné
mozné nalézt Sest N-vazanych glykosyla¢nich mist (2 na V a 4 na C doméné) [23,24].

NKp30 je transmembranovy glykoprotein s jednou extraceluldrni doménou podobnou
imunoglobulinim (Ig-like extracellular domain), ktera je spojena transmembranovou ¢asti
s intracelularni doménou. Extracelularni doména se sklada ze dvouvrstvého f-sendvice.
Soucasné je také u tohoto receptoru mozné pozorovat struktury dvou a-helixti. Jeden

z téchto helixl, konkrétné a, je jedinecny praveé pro NKp30 (obr. 2, str. 16) [24].

Obrazek 1: Struktura B7-H6. Na tomto obrazku je mozné pozorovat dvé Ig domény. Fialovou
barvou je znazornén B-skladany list, svétle modrou a-helix a ¢asti spojujici tyto sktruktury jsou
vyznaceny oranzové. Obrazek byl vytvofen v programu MacPyMOL dle krystalové struktury
B7-H6 (PDB kod 3PV7 [24].
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Obr. 2: Struktura NKp30. Fialovou barvou je znazornén B-skladany list, svétle modrou a-helix a
Casti spojujici tyto sktruktury jsou vyznaCeny oranzové. Obrazek byl vytvofen v programu
MacPyMOL dle krystalové struktury NKp30 (PDB kod 3NOI)[27] .

1.2 Imunoterapie

Tento zplisob terapie funguje na principu podpory vlastniho imunitniho systému
pacienta pii boji a nasledném zni¢eni nddorovych bunék a zabranéni jejich rozvoji [28].
Jedna se o expresi naddorové specifickych povrchovych antigenti nadorovymi buiikami a
jejich rozeznani imunitnim systémem. Tyto antigeny se déli do dvou kategorii, a to
antigeny specifické pro nadory (angl. tumor-specific antigen, TSA) a antigeny asociované
snadory ( angl. tumor-associated antigen, TAA) [1]. Antigeny specifické pro nadory,
nékdy téz oznacované jako neoantigeny, jsou odvozeny od mutovanych proteinii typickych
pro jednotlivé nadory [29].

I ptes fakt, Ze by mél byt imunitni systém sdm schopen rozeznat patogenni buiky a
zni€it je, naddorové bunky jsou schopné uniknout jeho dohledu. Vyvinuly totiZz nékolik
mechanismu rezistence jako napiiklad indukci tolerance, systémové naruseni signalizace T
buné¢k nebo lokalni unik imunité [28].

Rovnéz i imunoterapie vyuZziva rzné pfistupy jako stimulaci efektorovych mechanismi
nebo potlaceni inhibi¢nich a supresorovych mechanismii. Pro aktivaci efektorovych
imunitnich bunék Ize vyuzit jednak k ockovani pacienta nddorovymi antigeny ¢i zvySeni
poctu antigent tak, aby imunitni systém pacienta sam vyvolal imunitni odpovéd'.

Jednim z pfistupli imunoterapie je tedy pfimé podani imunitnich bun¢k pacientovi, tzv.

adoptivni bunéénd terapie (adoptive cellular therapy, ACT) nebo podéni onkolytickych
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vird (oncolytic viruses, OV), které spusti systematickou protinddorovou imunitu. Déle 1ze
také vyuzit protilatky k zesileni signalii vedoucich k zvySeni aktivity T bunék [30].

Jak jiz bylo zminéno, cilem imunoterapie je nastartovat imunitni systém tak, aby byl
schopen rozpoznat a nasledné zabit naddorové bunky. Je ovSem nutné regulovat vysi

aktivace imunitniho systému, aby nedoslo k vzniku autoimunitnich reakci [31].

1.2.1 Vakciny

Vakciny patii k prvnim pouzivanym imunoterapeutikim, které se snazi aktivovat
hostitelské T bunky proti nddorovym antigenim. Vyuzivaji funkci dendritickych bunék, na
které je nutné zacilit vysoké mnozstvi antigenti. Pravé volba vhodnych antigenti je hlavnim
uskalim pfi vyvoji novych vakcin [32]. Vakciny by tedy mély obsahovat Sirokou Skalu
antigeni asociovanych snadorem ziskanych primo zrakovinnych bunék. Tato
terapeutika mivaji ovSem nizkou nadorovou specifitu. V pripadé idedlnich antigeni
by méla byt zajiSténa specifita tim, Ze by nemély byt pritomny v normalnich burikach
a mély by byt esencidlni pro rist a preziti rakovinnych bunék. Tim by se rovnéz
minimalizovalo riziko iniku imunitnimu systému z divodu sniZené regulace exprese
antigenu [33].

VySe zminéné dendritické bunky, patfici mezi antigen prezentujici buriky (antigen
presenting cells, APC), jsou v porovnani sjinymi bunitkami APC velmi ac¢inné pfi
vystaveni antigenu a indukci T bunék, proto jsou vyuZivany pfi vyvijeni terapeutik.
Dendritické buniky jsou izolovany zjednojadernych bunék periferni krve, poté jsou
k nim pridany cytokiny a antigeny, buriky jsou tak aktivovany a nasledné vraceny zpét

pacientovi [34,35].

1.2.2 OV imunoterapeutika

Jak jiZ bylo zminéno v kapitole 1.2, OV imunoterapie je zaloZena na principu infikovani
pacienta virem, ktery se zreplikuje v nddorové bunice a zni¢i ji. Imunitni odpovéd’ poté
probiha jednim ze dvou mechanismd, selektivni replikaci neoplastickych bun€k, coz pfimo
vede k lyze nadorovych buné€k, a spuSténim systémové protinadorové imunity pomoci T
bunék. Jakym z téchto mechanismi nakonec imunitni reakce prob&éhne zavisi na velkém
mnozstvi faktorti jako napftiklad typu rakovinnych bungk, typu virového vektoru, a druhu
interakce mezi mikroprostiedim nadorové buiiky, virem a imunitnim systémem [36].

Vyhodami této metody je, Ze je jednak velice specificka, kazdy nador je totiz mozné

vyuzit jako zdroj antigenil, coZ slouZzi k vyvolani vysoce specifické imunitni odpovédi, a
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také jelikoZ probiha replikace virt v nadorovych bunikach, minimalizuje se riziko toxicity
pro ostatni tkdné. Také je relativné snadna modifikace virového genomu, coz muze
napomoci ke snizeni patogenity a snazsi protinadorové aktivaci [37].

Hlavni ptekazkou této 1écby by mohla byt pfili§ rychld imunitni reakce hostitele na
virus, coz by mélo za nasledek zniceni viru jesté predtim, nez se staci v nadorové buiice
replikovat. Této reakci organismu je ovSem mozné piedejit naptiklad kovalentni konjugaci
virové Castice s polyethylenglykolem, coz zabrani navazani protilatek. Dalsim problémem
je nutnost injekéniho podéni viru piimo do zasazeného organu, jelikoz je k nékterym

organtim velmi tézké se injek¢ni cestou dostat [28].

4

1.2.3 Adoptivni bunéc¢na terapie

Tato imunoterapie vyuziva protinadorové vlastnosti lymfocytd jako je rozpoznani a
zniceni primarnich a metastatickych nadorovych bunék [38]. Lymfocyty jsou nejprve
izolovany z pacientovy periferni krve, zmnozeny, aktivovadny a nasledné¢ vraceny zpét.
Snahou této metody je odvraceni poskozeni nadorové specifickych T lymfocyti, které je
zpuisobeno imunosupresi prostfedi nddoru [28]. Nevyhodami jsou casova i financni

narocnost pti péstovani vhodné bunééné populace [39].

1.2.4 Blokace imunitniho kontrolniho bodu

DalS§i mozZnosti cilené protinddorové 1écby je blokace imunné-inhibi¢nich cest
aktivovanych nadorovymi bunikami. Nadorové bunky jsou totiz schopné vyvinout si
toleranci vii¢i nadorové specifickym T lymfocytiim a rovnéz mohou exprimovat ligandy,

v

které se navazi na inhibi¢ni receptory a utlumit tak funkci T bunck [28]. Hlavnim centrem

.....

a PD1 receptor, ktery inhibuje proliferaci T bunék, uvolnéni cytokini a cytotoxicitu [40].

1.2.5 Kombinovana terapie

BohuZel u nékterych pacientli nestaci k uplnému vyléfeni pouze jedna metoda
imunoterapie, ale je tfeba ji kombinovat s dalSimi pfistupy. Jako piiklad je mozné uvést
kombinaci terapie cilici jak na CTLA-4 inhibi¢ni receptory, tak také na PD1. Oba se sice
vyskytuji na povrchu T bunék, ovS§em kazdy vyuziva jinou signaliza¢ni cestu.

Imunoterapii Ize také kombinovat s néjakou z klasickych protinadorovych terapii jako
naptiklad s chemoterapii. Ta mlize usnadnit protinddorovou odpovéd’ uvolnénim ftady

nadorovych antigend, stejné tak jako eliminaci imunosupresivni aktivity nadoru [41].
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1.2.6 NK buiiky v imunoterapii

Adoptivni pfenos bunck lze kromé T lymfocyti (kapitola 1.2.3) provést také s NK

bunikami. I v tomto pfipad¢ se jedna o odebrani autolognich nebo allogenickych NK bun¢k,
jejich expanze ex vivo a néasledné podani téchto bunék zpét pacientovi, coz by mélo vyvolat
protinddorovou imunitni odpoveéd’.
Problémem autolognich NK bun¢k, tedy bunék odebranych piimo z pacientovy krve, je, ze
tyto buiiky jiz maji vyvinuty mechanismus uniku nadoru imunitnimu systému, jsou totiz
umlcovany po setkani s vlastnimi antigeny MHC gp I [42]. Rovnéz vykazuji nizsi
cytotoxicitu viac¢i nadoriim nez bunky odebrané ze zdravého jedince. Ukazuje se tedy, ze
slibn¢jsi vysledky by mohlo vykazovat pouziti ,,cizich® allogenickych NK bunék [43]. U
téch ovSem hrozi riziko nepfijeti ze strany imunitniho systému pacienta (tzv. reakce Stép
versus hostitel, vedouci k odvrzeni transplantované tkdn¢). Dal§i moznosti by mohlo byt
vyuziti embryondlnich télnich bun¢k nebo ziskani a imortalizace bunck z pacienta s NK
bunéénym lymfomem [42].

Bunécnd cytotoxicita zavisla na protilatkach (ADCC) vyvoland NK buiikami je naopak
jednou zvyhod jejich vyuziti v imunoterapii. NK buiikky exprimuji na svém povrchu
receptory CD16, které se vazi k Fc ¢asti IgG protilatek, pravé vazba k tomuto fragmentu
spousti cytotoxicitu téchto bunék a této vlastnosti je vyuzito pii [éCbe.

Tyto metody je rovnéZ vhodné kombinovat s dalSimi jednak imunoterapeutickymi
metodami jako je blokace imunitniho inhibi¢niho kontrolniho bodu, s monoklonalnimi

protilatkami, nebo se standardni 1écbou, naptiklad chemoterapii ¢i radioterapii [43].

1.3 Coiled-coil motiv

Coiled-coil motiv je superhelikalni proteinovy strukturni motiv, ktery se sklada ze 2 a
vice a-helikalnich peptidi. Ty se kolem sebe obtaci a tak tvofi superhelikdlni strukturu.
Primarni struktura tohoto motivu je sloZena z heptady opakujicich se aminokyselinovych
zbytkl (a-b-c-d-e-f-g)n, kde n znaci pocet opakovani. Pozice a a d jsou obvykle obsazeny
hydrofobnimi aminokyselinami tvoficimi hydrofobni jadro samotné coiled-coil struktury.

Na pozicich e a g se vyskytuji vétSinou aminokyseliny s nabitymi postrannimi fetézci,
které mohou vzijemné interagovat za vzniku stabilizujicich solnych mistkl mezi

jednotlivymi vlakny (obr. 3) [44].
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Obr. 3: Helikalni diagramy heptady coiled-coil motivi popisujici jejich vzajemné interakce.
Pismenem A je oznaCena struktura paralelniho coiled-coil dimeru, pismenem B antiparalelniho
coiled-coil dimeru, C paralelniho coiled-coil trimeru a D paralelniho coiled-coil tetrameru. Zahnuté
Sipky predstavuji solné mustky, zkiizené Sipky hydrofobni interakce. Pfevzato z [44].

Coiled-coil motiv je mozné vyuzit pro navrh a pripravu systému dorucujicich léky, tedy
pro nekovalentni spojeni dvou makromolekul [45]. Byla prokdzana moznost pouZiti
heterodimerni coiled-coil kotvy jako spojovaciho clanku mezi biologicky aktivnimi
proteiny a syntetickym polymernim nosi¢em. Této skutecnosti je mozné vyuzit ke zlepSeni
farmakokinetiky proteinti, prodlouzeni jeho vyskytu v krevnim obéhu, snizeni nezadouci
imunogenicity, zpomaleni proteolytické degradace nebo zvySeni akumulace
makromolekularnich terapeutik v nadorech [46].

V publikaci zroku 2011 je popsdn navrh a nasledna syntéza peptidi tvoticich
coiled-coil heterodimer ve vodném prostiedi pti ekvimolarni smési obou forem peptidi
popsanych nize [46]. Jednd se o peptid E (VAALEKE)4, ktery je pfimo napojen na
polymerni nosi¢ a peptid K (VAALKEK)4, ktery je mozné vlozit do struktury
rekombinantniho proteinu, jak je zndzornéno na obrazku 4, str. 21. Je nutné, aby byl
coiled-coil heterodimer stabilni za fyziologickych podminek, tedy aby nedoslo k spontanni
disociaci heterodimeru. Vlastnosti vzniklého komplexu muze rovnéz ovlivnit orientace
jednotlivych peptidovych fetézcl. Favorizovana je pfedevsim antiparalelni struktura oproti

struktufe paralelni vzhledem ke sterickym poZadavkim cilového ligandu a polymeru [45].
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Obr. 4: Pripojeni rekombinantniho proteinu na polymerni nosi¢ pomoci coiled-coil interakce.
Opacné nabité peptidy K — (VAALKEK)4 na rekombinantnim proteinu a peptid E — (VAALEKE)4
spolu po vzajemné interakci tvoii heterodimerni coiled-coil superhelikalni strukturu a umoziuji tak
stabilni nekovalentni pfipojeni proteinu na polymerni nosi¢ pouhym smisenim jejich dvou roztokt

[46].
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2 CILE PRACE

e Priprava proteinu mB7-H6 s coiled-coil kotvou na N- nebo C-konci

v expresnim systému HEK293

e Zkoumani interakce ptipraveného proteinu mB7-H6 s coiled-coil kotvou s NK

bunéénym receptorem NKp30
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3 MATERIAL

3.1 Pristroje a pomicky
Analyticka ultracentrifuga ProteomeLab XL-I
Autoklav Varioklav 400 E

Automatické pipety Discovery
Automatické pipety Pipetman
Centrifuga Allegra X-22R

Centrifuga EBA 12R

Centrifugacni zkumavky Oak Ridge
Elektroforeticka souprava Liberty 120
Filtry pro sterilizaci 0,22 pum

Fotoaparat Cyber-shot DSC W570
Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit
Hemocytometr

High-Speed Plasmid Mini Kit

HPLC systém AKTA basic

Inkubator CO, MCO0-18 AIC

Inkubator IR 1500

Kahan Fuego SCS

Kolona Superdex 200 10/300 GL
Kolona HiTrap Talon Crude 5 ml
Koncentrator Amicon Ultra (MWCO 10000)
Lahve ¢tverhranné s prodySnymi vicky
Laminarni box Labox BIO 126
MicroTrap

Mikrocentrifuga Ministar Silverline
NucleoBond Xtra Maxi Kit

Predvazky KB1200-2

SolariX XR

Souprava SDS-PAGE

Spektrofotometr DS-11+

Termoblok LS1

Termocykler T100

Ttepacka Celltron
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Beckman Coulter, USA

HP Labotechnik GmbH, Némecko

HTL, Polsko

Gilson, USA
Beckman Coulter, USA
Hettich, Némecko
Sigma, USA
Biokeystone, USA
TPP, Svycarsko
SONY, Japonsko
Geneaid, USA
Sigma-Aldrich, USA
Geneaid, USA

GE Healthcare, USA
Sanyo, Japonsko
LABsystem Praha, CR
VERKON, CR

GE Healthcare, USA
GE Healthcare, USA
Milllipore, USA
P-Lab, CR

LABOX, CR

Optimize Technologies, USA

VWR, USA

Macherey-Nagel, Némecko

Kern, Némecko

Bruker Daltonics, USA
Bio-Rad, Némecko
DeNovix, USA

VLM, Némecko
Bio-Rad, Némecko
Infors HT, Svycarsko



Trepacka Multitron Cell

UV prosvécovaci lampa 300 nm
UV prosvécovaci lampa 312 nm
Vari¢

Vortexovy mixér

Zdroj deionizované vody Milli Q
Zdroj napéti EC 250-90 EC
Zorbax 300SB-C18 5 um

3.2 Chemikalie

100 bp DNA standard

1 kb DNA standard
Agarosa

Akrylamid

Ampicilin

APS

Combi PPP Master Mix
Coomassie Brilliant Blue R-250
dNTPS 10 mM

EDTA

GoodView II
Isopropanol

Kyselina valproova

IPEI 25 kDa

Pufr NEBI

PCR H,O

Standard pro SDS-PAGE
SDS

TEMED

3.3 Enzymy

Infusion enzym

Q5 DNA polymerasa
Age |

Kpn I
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Infors HT, Svycarsko
Ultra-Lum, USA

UVltec, UK

ETA, CR

VELP Scientifica, Italie
Millipore, USA

Apparatus Corporation, UK
Agilent Technologies, USA

New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
Sigma, USA

Sigma, USA

Biotika, SR

Serva, USA

Top-Bio, CR

Fluka Chemika, Svycarsko
Top-Bio, CR

Jersey Lab Supply, USA
Ecoli, Slovensko

Lach-Ner, CR

Sigma, USA

Polysciences, USA

New England Biolabs, USA
Top-Bio, CR

Thermo Scientific, USA
Jersey Lab Supply, USA
Serva, USA

Biotool, USA

New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA



RNAsa A Serva, USA

3.4 Bakterialni kmeny a bunééné linie

E, coli DH5-a Invitrogen, USA

HEK293S GnTTI ATCC, USA

HEK293T Dr. Radu Aricescu, University of Oxford, UK

3.5 Vektory

pTCCsecC Mgr. Barbora Kalouskova, Katedra biochemie PiF UK
pTCCsecN Mgr. Barbora Kalouskova, Katedra biochemie PiF UK
pTW5sec_ mB7-H6 Mgr. Samuel Pazicky, Katedra biochemie PiF UK

3.6 Oligonukleotidy pro PCR

mB7H6_C FW 5¢-TCTTGGAATTACCGGTGATCTGAAAGTA-3¢
mB7H6 C REV 5¢-TTCAGCGCTGCTACGGTACCGGTAAAGTTGCT-3¢
mB7H6 N FW 5‘-GAAAGAAAAAACCGGTGATCTGAAAGTAG-3¢
mB7H6 N REV 5-TGGTGGTGATGGTGGGTACCGGTAAAGTTGCT-3¢
pTT FW 5¢-TGATATTCACCTGGCCCGATCTG-3

pTW5seq REV 5¢-AAGCAGCGTATCCACATAGCG-3

3.7 Roztoky

Barvici smés pro SDS-PAGE: 45% methanol, 10% kyselina octova, 0,25% CBB R-250
Elektrodovy pufr pro SDS-PAGE 10x konc.: 0,25M Tris, 1,9M glycin, 1% (w/v) SDS, pH 8,3
Elu¢ni pufr pro TALON: 50mM Na,HPO4, 300mM NaCl, 10mM NaNj3, 0,25M imidazol, pH 7,0
MES pufr: 20mM MES, 100 mM NaCl, 10mM NaN3s, pH 5,0
HEPES pufr: 10mM HEPES, 150mM NaCl, 10mM NaNj3, pH 7,5
Odbarvovaci roztok na SDS-PAGE: 35% ethanol, 10% kyselina octova
PBS: 50mM Na,HPO4, 1M NaCl, 10mM NaNs, pH 7,5
PBS-TK: 10mM Na,HPO4, 150mM NaCl, 2mM KCl, 2mM KH,PO4, pH 7,0
Roztok AA pro SDS-PAGE: 29% akrylamid, 1% N,N" methylenbisakrylamid
Roztok IPEI: 10 mg/ml IPEI v PBS-TK
Roztoky pro izolaci zisobniho mnoZstvi plazmidu:
RES: 50mM Tris-HCl, 100 pg/ml RNAsa A, pH 8,0
LYS: 0,2M NaOH, 1% SDS
NEU: 3,IM CH;COOK, pH 5,5
EQ1: 0,1M CH3COONa, 0,6M NaCl, 0,15% Triton X-100, pH 5,0

25



Wash: 0,1M CH3COONa, 825mM NacCl, pH 5,0
ELU: 100mM Tris-HCI, 1,25M NaCl, pH 8,5
TAE pufr pro agarosovou elektroforézu: 40mM Tris, 20mM CH3COOH, 1mM EDTA
TES pufr: 10mM Tris, 2mM EDTA, 150mM NaCl, ImM NaN3, pH 8,0
Vzorkovy pufr pro agarosovou elektroforézu: 30% glycerol, bromfenolova modi v TAE
Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE 5% koncentrovany neredukujici: 31,5mM Tris, 10% (v/v)
glycerol, 1% (w/v) SDS, 0,005% (w/v) bromfenolova mod#, 10mM NaN3, pH 6.8
Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE 5% koncentrovany redukujici: k 900 ul 5x koncentrovaného
neredukujiciho vzorkového pufru bylo ptidano 100 pl 2-merkaptoethanolu

3.8 Kaultiva¢ni média

ExCELL 293: komeréni médium (Sigma, USA), pfed pouzitim doplnéno o L-glutamin o
vysledné 4mM koncentraci

LB médium: 1% trypton, 0,5% kvasni¢ny extrakt, 1% NaCl, pH 7,4

F17 médium: zakoupeno hotové médium (Gibco Invitrogen, USA) a pted pouzitim doplnéno

o L-glutamin (vysledna koncentrace 4 mM) a o Pluronic F-68 (vysledna koncentrace 0,1%)
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4 METODY

4.1 Izolace zasobniho mnozZstvi plazmidové DNA

Pro ptipravu zasobniho mnozstvi DNA byla zvolena komer¢ni souprava Nucleobond
Xtra Maxi (Macherey-Nagel, Némecko). Peleta byla nejprve resuspendovana v 18 ml RES
pufru s pfidanou RNAsou (0,1 mg/ml). Poté byl roztok rovnomérné rozdélen do dvou 30ml
kyvet typu Oak Ridge. Poté bylo pfiddno 9 ml Lys pufru, kyvety byly dikladné
promichdny a po 5 minutach inkubace pii pokojové teploté bylo piidano 9 ml
neutralizacniho pufru. Kyvety byly nasledn¢ promichany a centrifugovany 10 minut pii
20000 x g a 20°C. Mezitim byly ekvilibrovany kolony dle navodu, tedy nové kolony byly
promyty 2 x 25 ml ekvilibracniho pufru, kolony pouZité¢ byly promyty nejprve dH20, poté
15 ml eluéniho pufru, opét dH20 a nasledné€ rovnéz ekvilibrovany 2 x 25 ml ekvilibra¢niho
pufru. Na takto pfipravené kolony byl pfes sklddany filtr pfenesen supernatant po
centrifugaci. Kolona byla nasledné promyta 25 ml Wash roztoku. Plazmidova DNA byla
eluovana 15 ml elu¢niho pufru do Cistych Oak Ridge kyvet. K eluatu bylo ptidano 10,5 ml
isopropanolu o pokojové teploté. Tento roztok byl nasledné za pomoci 30 ml stikacky
pfeveden kapku po kapce ptfes mikrofiltr, aby doSlo k zachyceni plazmidové DNA.
Nasledné byl mikrofiltr promyt 4 ml 70% ethanolu a poté byl vysusen za pomoci proudu
vzduchu nasatého stfikackou asi desetkrat. Na zavér probchla eluce DNA do Cisté
mikrozkumavky 1 ml eluéniho pufru. Pro vyssi vytézek byla eluce provedena tikrat,

ovSem vzdy s pfedem ziskanym eludtem, aby celkovy objem ¢inil stale 1 ml.

4.2 Linearizace vektoru

Linearizace plazmidu byla provedena pomoci restrikénich endonukleas Age I a Kpn I.
Do reakéni smési o celkovém objemu 20 pl byly nejprve pridany 2 pl
10 x koncentrovaného NEB1 pufru a 2 pul BSA (10 pg/pl). Dale byl ptridan takovy
objem plazmidu, aby ho vysledné ve smési bylo ptritomno 2 pg. Dale bylo do 200 pl
mikrozkumavky pridano 2 pl reakéniho pufru CutSmart, obé endonukleasy a zbyly
objem do 20 pl byl doplnén dH20. Reakéni smés byla poté inkubovana 90 minut pii
37°C. Po uplynuti doby inkubace byl linearizovany plazmid nanesen na agarosovy gel pro

elektroforézu.
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4.3 Amplifikace inzertu pomoci PCR reakce

Pro zmnoZeni genu byla vyuzita metoda PCR (z angl. polymerase chain reaction,
polymerasova fetézova reakce). Do 200 pl mikrozkumavky byly ptfidany postupné
nasledujici roztoky dle tabulky 2, tedy dH20, QS5 reakéni pufr, templatova DNA, primery,
roztok obsahujici smés deoxynukleotidtrifosfatl a na zaveér polymerasa Q5. Templatové
DNA bylo pridano takové mnozstvi, aby jeji koncentrace ve vysledné smési o objemu
50 ul byla 100 ng. Primery byly ve smési v nadbytku, jejich koncentrace ve vysledném
roztoku Cinila 200nM. Nasledné byl vzorek centrifugovan na stolni centrifuze piiblizné
30 s, aby se odstranily bubliny.

Zkumavka byla poté umisténa do termocykleru, kde byly nastaveny jednotlivé teploty,
doba trvéani, po€et opakovani cykli a objem zkumavky (tabulka 3). Teplotu nasedani
primerd je mozné spocitat pomoci online kalkulatoru New England Biolabs [47]. Po
ukonceni posledniho cyklu byl vzorek uchovan pfi teplot¢ 4°C a nasledné analyzovan

agarosovou elektroforézou.

Tabulka 2: SloZzeni PCR reakce.

Templatova DNA 4 ul (100 ng)
Predni primer 5ul
Reverzni primer S5l

Pufr QS 0,5 pl

Smés dNTPs 1,5 ul

dH:0 25 ul

Tabulka 3: Prabéh PCR reakce. Po 4. kroku doslo k navraceni ke kroku 2. Takto probéhlo 30
opakovani tohoto cyklu a po 30. opakovani probéhl krok 5 a nasledné 6, ve kterém vzorky zdstaly
do doby vyzvednuti z termocykleru.

Krok cyklu Teplota [°C] Doba trvani [s]
1. 95 180
2. 95 30
3. 54 30
4, 72 60
6. 72 300
7. 4 00
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4.4 FElektroforéza v agarosovém gelu

Na agarosovou elektroforézu byl pfipraven 1% gel. Do Erlenmayerovy banky bylo
navazeno 0,65 g agarosy a pifevrstveno 65 ml TES pufru. Roztok byl nasledné kratce
povafen v mikrovinné troub€. Jakmile gel zchladl na teplotu, kdy bylo mozné na banku
pfilozit ruku, byly pfidany 3 pl barviva Good View. Gel byl poté prelit do predem
pripravené aparatury s hifebenem. Po ztuhnuti byl odebran hieben a gel byl
prevrstven 200 ml dH20 a do mist pro elektrody bylo priddno 60, resp. 180 ml TAE
pufru. Byly rovnéZ pripraveny jednotlivé vzorky smichanim 10 pl vzorku s 2 ul 6x
koncentrovaného vzorkového pufru. Poté byly vzorky naneseny na elektroforézu a
byly pridany 100 bp i 1 kb standardy velikosti DNA molekul, kazdy po 5 pl
Elektroforéza probihala 20 minut pfi stejnosmérném napéti 180 V. Nasledné byly

vzorky prohlédnuty pod UV lampou a byla provedena fotodokumentace.

4.5 Extrakce DNA z agarosového gelu

Aby nedoslo k poskozeni vzorku DNA, byla sniZena doba pozorovani gelu pod UV
lampou na minimum. Ksamotné extrakci byla vyuzita komeréni souprava Gel/PCR
DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid, USA). Pruh gelu, ktery poctem pard bazi
odpovidal Zddané DNA (v pripadé necistot byly na elektroforéze piitomny jesté slabsi
prouzky) byl vyfiznut tésné u okrajli, aby nedoSlo kzaneseni necistot, ovSem
soucasné aby bylo ziskdno co nejvétsi mnozstvi DNA. Ziskany vzorek gelu byl zvaZen
na analytickych vahach a nasledné byl umistén do mikrozkumavky. Poté k nému bylo
ptridano 500 pl DF pufru, roztok byl inkubovan 10 minut pti 60°C. Kazdé 2-3 minuty
byl vzorek promichan, dokud se zcela nerozpustil.

Pro navazani DNA byla pouZita kolonka umisténad do mikrozkumavky a na membranu
byl pipetovan rozpustény gel a centrifugovan 30 s pii 16000 x g. Nasledné bylo pfidano
400 wl W1 pufru, aby doslo k promyti kolonky, a opét probé&hla centrifugace za stejnych
podminek. Kolonka byla promyta jest¢ 600 ul Wash pufru a opét centrifugovana 30 s pfi
16000 x g. Poté byla membrana vysuSena centrifugaci pii 16000 % g po dobu 1 minuty.
Poslednim krokem byla eluce DNA zkolonky spouzitim 30 pl eluéniho pufru
(ptedehiatého na 60 °C), minutovou inkubaci pfi pokojové teplot€¢ a centrifugaci pii

16000 x g také 1 minutu.
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4.6 Infusion reakce

Tato reakce slouzi k vneseni inzertu (genu) do daného vektoru (plazmidu). Do 200 pl
mikrozkumavky byl pridan takovy objem roztoku plazmidu, aby byla jeho celkova
hmotnost v reakéni smési 100 ng. Poté bylo pridano mnoZstvi inzertu vypocitané dle
rovnic (1) a (2) Dale bylo pridano 2 pl Infusion reakéniho pufru a 0,5 pl Infusion
enzymu a reakéni smés byla doplnéna dH20 do vysledného objemu 10 pl. Tato
reak¢ni smés byla nasledné 30 minut inkubovana pfri teploté 37°C a poté byla
transformovana do kompetentnich bunék E. coli DH5-a

2 X bpinsert —

- &
Pvektor
V této rovnici bp;,sere 0Znacuje pocet pari bazi insertu, bpyekror pPocet part bazi vektoru a
x oznacuje pomger.

insert = x X vektor (2)

4.7 Transformace plazmidové DNA a jeji velkoobjemova produkce

Pro transformaci byly vyuzity kompetentni buniky E. coli DH5-a, které byly skladovany
pfi —80°C. Pfiblizn€¢ 50 pl téchto bun€k bylo na ledu smichano s 20-100 ng plazmidové
DNA a inkubovano na ledu asi 30 minut. Po inkubaci byla buné¢nd suspenze rozetfena na
pfedem pfipravené agaroveé misky s ampicilinem o vysledné koncentraci tohoto antibiotika
100 pg/ml. Petriho misky byly inkubovéany ptes noc pti 37°C.

Po inkubaci byly narostlé kolonie resuspendovany 2 ml LB média a nasledné byla tato
suspenze pienesena do 2 1 Erlenmayerovych banck s 500 ml LB média s ptfidanym
ampicilinem (100 pg/ml). Baniky byly tfepany na tfepacce pii 220 ot./min a 37°C pfes noc.

Bunécna suspenze byla stocena na centrifuze ve dvou 250ml centrifugaénich kyvetach.
Centrifugace probihala pii 3900 x g pii 20°C po 30 minut. Pelety byly nasledné
resuspendovany ve 20 ml TES pufru na vortexovém mixéru, spojeny do jedné kyvety a
centrifugovany pii stejnych otackach a teplot¢ 10 minut. Vznikla peleta byla nésledné

pouzita pro izolaci zasobniho mnoZstvi plazmidové DNA nebo byla uchovéna piti -20°C.

4.8 Nizkoobjemova priprava plazmidové DNA

Nejprve bylo nutné izolovat jednotlivé kolonie. Ty byly odebrany pomoci sterilni
Spicky v laminarnim boxu. Kazda Spic¢ka byla nejprve 2-3x promyta v mikrozkumavce
s 6 ul sterilni dH20 a poté umisténa do 50 ml zkumavky Falcon, ktera obsahovala 5 ml

LB média s pridanym ampicilinem (100 pg/ml). Tato suspenze v LB médiu byla poté
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inkubovana pfres noc na trepacce pri 37°C. Suspenze v mikrozkumavkach byla
nasledné pouzita pro PCR z kolonii.

Pro nizkoobjemovou pfipravu plazmidové DNA byla pouzita komeréni souprava High-
Speed Plasmid Mini Kit a postup byl proveden dle ptiloZeného navodu. Suspenze
vznikla z inkubace jednotlivych kolonii v LB médiu byla nejprve centrifugovana 1 min
pfi 16000 x g. Vznikla peleta byla dale resuspendovana ve 200 pl RES pufru (PD1
pufr) s pridanou RNAsou, smés byla poté promichdna na vortexovém mixéru a
suspenze byla poté prenesena pomoci automatické pipety do 1,5 ml mikrozkumavky.
Pro lyzu bunék bylo pridano 200 ul PD2 pufru a smés byla promichana opakovanym
otoCenim zkumavky dnem vzhtiru a ponechana stat 2 min p¥i pokojové teploté. Poté
bylo pipetovano 300 pl PD3 pufru pro neutralizaci smési a promichano opét pouze
otaCenim zkumavky. Nasledné byla suspenze centrifugovana 3 min pti 16000 x g a
supernatant byl prenesen na kolonku, kterd byla umisténa do 2ml sbérnych
zkumavek a supernatant byl centrifugovan 30 s pri 16000 x g. Pro precisténi DNA
bylo na membranu piidano 600 pl Wash pufru a centrifugovano opét 30s pri
15000 x g. SuSeni membrany bylo provedeno centrifugaci pri 16000 x g po dobu
3 minut. Pro eluci DNA byly kolonky umistény do cistych mikrozkumavek a bylo
piidano 50 pl elu¢niho pufru piredehiatého na 70°C a ponechano stat pii pokojové
teploté alesponl 2 minuty. Nasledné probéhla centrifugace za stejnych podminek jako

pfi suSeni. Poté byla zmérena koncentrace DNA.

4.9 Stanoveni koncentrace DNA

Stanoveni koncentrace DNA bylo provedeno spektrofotometricky. Jako slepy vzorek
byl obvykle volen elu¢ni puft, ve kterém byla dana DNA uchovéavana. Koncentrace DNA
byla vypocitdna spektrofotometrem na zdklad¢ srovnani s empirickym vztahem, podle
kterého ma dvouvlaknova DNA o koncentraci 50 pg/ml absorbanci rovnou 1. VSechny
vzorky byly proméreny trikrat za sebou pro minimalizaci chyby zplsobenou Sumem
méteni. Cistota vzorki byla stanovena z poméru absorbanci pii 260 a 280 nm. Cista

DNA ma totiz obvykle hodnotu poméru Aze0/Azs0 priblizné 1,8.

4.10 Sekvenovani DNA

Vzorky pro sekvenaci byly pfipraveny smichanim takového objemu DNA, které

odpovidalo mnozstvi 200 ng plazmidové DNA, jednoho ze dvou primert (do kazdé
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zkumavky bud’ pfimy nebo zpétny primer) a smés byla doplnéna do vysledného objemu
8 ul dH20. Sekvenace vzorkli DNA probéhla v Laboratoti sekvenace DNA ve vyzkumném
ustavu BIOCEV.

4.11 PCR z kolonii

Pro ovéfeni pozitivnich kolonii bylo nejprve nutné izolovat jednotlivé klony. Proto byly
jednotlivé kolonie odebrany stejnym zplisobem, jak bylo zminéno v kapitole 4.8.

Pro piipravu vzorkli na PCR bylo do mikrozkumavek s 6 pl bunécné suspenze piidano
po 2 ul od kazdého primeru a 10 pl roztoku Combi PPP Master Mix. Smés byla
promichana a centrifugovana na stolni centrifuze ptiblizné 20 s. Poté byly zkumavky
umistény do termocykleru a byl spustén program, jehoZ priibéh je uveden v tabulce 4.

Nasledné byly vzorky analyzovany elektroforeticky v agarosovém gelu.

Tabulka 4: Prubéh PCR reakce z bakterialnich kolonii.

Krok cyklu Teplota [°C] Doba trvani [s]
1. 95 180
2. 95 30
3. 54 30
4, 72 60
6. 72 300
7. 4 o0

4.12 Kultivace bunécnych linii HEK293S GnTI- a HEK293T

Kultivace bun¢k probihala ve ¢tverhrannych lahvich s prodySnym vickem, které byly
umistény na ttepacce Celltron pii 135 ot./min v inkubatoru pii 37 °C a 5% COa..
Subkultivace probihala jednou za 3-4 dny. Jako kultivaéni médium byla pouZivana smeés
média ExCELL293 a Freestyle F17 v poméru 1:1. Byla provadéna kontrola bunécné
hustoty pomoci hemocytometru a kontrolovana ptipadnd kontaminace. K ¢asti bunécné
suspenze bylo nasledné pfidano Cerstvé kultivacni médium, aby bylo dosazeno vysledné
hustoty bunék 0,2-10%-0,3-10° bunék/ml. Pokud piivodni suspenze zabirala vice nez 10 %
objemu lahve, byla centrifugovana 5 minut pii 95 x g a 21 °C. Poté byla v médiu
resuspendovana vznikla peleta. Objem suspenze vSak nikdy nepiesahoval 40 % celkového

objemu lahve, aby bylo zajisténo dostatecné provzdusnéni.
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4.13 Transfekce buné¢né linie HEK293S GnTI

Nejprve probéhla centrifugace bunécné suspenze HEK293S GnTI pii 95 x g, 20°C po
dobu 5 min. Poté byla pfevedena do ExCELL293 média o vysledné hustoté 23,5-10°
bun¢k/ml. Do média byla nasledné ptidana transfekéni smés PBS-TK a DNA o takovém
objemu, aby byla vysledna hustota 20-10° bunék/ml. Bylo pfidano takové mnozstvi DNA,
aby 1 ug odpovidal 1-10° bunék. Déle byl pfidan IPEI v poméru DNA:IPEI 1:3. Suspenze
byla poté vloZena na trepacCku v inkubatoru pti 135 ot./min, 37°C a 5% COz2, kde byla
ponechana 4 hodiny. Nasledné byl pridan takovy objem ExCELL293 média, aby byla
vysledna hustota bunééné suspenze 1-10° bunék/ml (pfi tranzientni expresi byla bunéénd
hustota 2:10° bun&k/ml a byla pfiddna kyselina valproova do vysledné 2mM koncentrace).

Produkce nésledné probihala 1 tyden.

4.14 Sklizeni produkci

Produkce zadaného proteinu v buitkaich HEK293S GnTI byla nejprve rozd€lena do
centrifugacnich kyvet Oak Ridge a nésledn¢ centrifugovana pti 20000 x g po dobu
10 minut, nasledné¢ byla =zfiltrovina a ulozena do lednice v pfipad¢ purifikace
v nasledujicich dnech. V ptipadé, Ze byla purifikace provedena po delsi dobé, byly vzorky

uchovavany v mraznicce pii -20°C.

4.15 Afinitni chromatografie

Pro chelataéni afinitni chromatografii byly pouZity kolony Talon nabité kobaltnatymi
ionty a piistroj AKTA basic. Na konstruktu mB7-H6CC je pfitomna histidinova kotva,
ktera je schopna se béhem purifikace navazat na kobaltnaté ionty a dochazi tak k precisténi
proteinu. Médium, ve kterém se protein nachazel, bylo nejprve zfiltrovano pifes 0,22 um
filtr a natedéno v poméru 1:1 PBS pufrem o pH 7,0 a nasledné bylo naneseno na kolonu
rovnéZ ekvilibrované v PBS pfi pritoku 5 ml/min. Po naneseni veskerého objemu vzorku
byla kolona promyta PBS pufrem o a nasledné byl sniZen pritok na 2 ml/min a nastala
eluce PBS pufrem s imidazolem o 250mM koncentraci. Frakce byly sbirany do 50 ml
zkumavek typu Falcon. Kolona byla nasledné¢ promyta MES pufrem, PBS, dH,O a 20%

ethanolem, ve kterém byla uchovavéana.

4.16 Zkoncentrovani proteint po afinitni chromatografii
Pro naneseni proteinu na gelovou permeacni chromatografii bylo nutné vzorek

zkoncentrovat na objem maximalné 300 pl. Tento proces byl proveden za pouziti

33



koncentratoru Amicon Ultra (MWCO 10000, Milllipore, USA) centrifugaci pri 3900 x g
a 20°C opakované vzdy po dobu 5-10 minut. Mezi kazdym piidanim vzorku byl
koncentrovany protein promichan pomoci pipety. Takto se pokracovalo az do
poZzadovaného objemu maximalné 200 pl, ktery byl nasledné pouZit ke gelové

permeacni chromatografii.

4.17 Gelova permeacni chromatografie

Tato chromatografie byla provdadéna na kolon¢ Superdex 200 10/300 GL na pfistroji
AKTA basic. Kolona uchovavana ve 20% ethanolu byla nejprve ekvilibrovina HEPES
pufrem. Jakmile se ustalily hladiny konduktivity a absorbance pfi 280 nm doslo k promyti
nastfikové smycky o objemu 1 ml HEPES pufrem. Nasledné¢ byl do smycky nanesen
vzorek pomoci stiikacky s jehlou s tupym koncem. Pritok byl nastaven na 0,5 ml/min,
tlakovy limit na 1,5 MPa. Jednotlivé frakce, které byly sledovany na pocitaci jakozto
kiivka absorbance pii 280 nm, byly jimadny do mikrozkumavek a kolona byla po pribéhu

chromatografie opét pievedena do 20% ethanolu.

4.18 Stanoveni koncentrace proteini

Koncentrace proteint byla stanovena na pfistroji DeNovix. Jako slepy vzorek byl pouzit
pufr, kterym byl protein eluovan, tedy HEPES. Jednotlivé frakce byly proméfeny vzdy 3%
za sebou, aby se zredukovala chyba zplisobena pfistrojem a vyslednd koncentrace byla
zvolena jako pramér téchto hodnot. Samotné urceni koncentrace bylo provedeno
pfistrojem na zdkladé¢ zadaného teoretického extinkéniho koeficientu a molekulové

hmotnosti proteinu.

4.19 SDS-PAGE

Cistota ziskanych proteini byla zkouméana pomoci elektroforézy v 12,5%
polyakrylamidovém gelu. Nejprve bylo tedy nutné vyrobit gely. Oba gely byly piipraveny
smichanim roztokt podle tabulky 5, str. 35, APS bylo pfidano jako posledni a poté byl gel
rovnou pipetovan do predem pripravené elektroforetické aparatury a prevrstven dH20, aby
doslo k vytvoteni rovného okraje gelu. Gel zaostfovaci byl pfipraven rovnéz podle tabulky
5 a byl pipetovan na gel rozdélovaci po jeho ztuhnuti. Nasledné byl do n&j umistén hieben.

Z kazdé frakce bylo odebrano 2 x 10 pl vzorku do samostatnych mikrozkumavek a
k jednomu z nich bylo priddno 2,5 pl 5x koncentrovaného redukujiciho vzorkového

pufru a ke druhému stejny objem neredukujiciho vzorkového pufru. Tyto vzorky byly
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nasledné na 10 minut umistény do vrouci vodni 1dzné a poté centrifugovany pri
15000 x g, 20°C po 3 minuty. Vzorky byly naneseny na gel spolu s 5 pl standardu.
Napéti bylo nastaveno na 200 V a elektroforéza probihala ptiblizné 50 minut,

respektive dokud se Celo nedostalo asi 0,5 cm od spodniho okraje gelu.

Tabulka 5: SloZeni gelii pro SDS-PAGE. Uvedené objemy slouZi k ptipravé 1 gelu.

Zaostiovaci gel Rozdélovaci 12,5% gel
dH.O 0,7 ml dH;O 1,3 ml
Akrylamid 30% 0,25 ml Akrylamid 30% 1,7 ml
;ﬁM Tris pufr o pH 125 ul 2\;[ Tris pufr o pH 1 ml
SDS 10 ul SDS 40 pl
TEMED 1,5 ul TEMED 2 ul
APS 10 wl APS 40 pl

4.20 Sedimentacni analyza

Sedimentacni analyza byla provedena na analytické ultracentrifuze ProteomeLab XL-I
(Beckman Coulter, USA) v rotoru An50-Ti metodou sedimentacni rychlosti [48]. Vlastni
meéfeni 1 vyhodnoceni provedl RNDr. Ondiej Vanék, Ph.D. Jako vzorek byly pouzity
proteiny mB7-H6CC a NKp30 po gelové permeaéni chromatografii, jako reference byl
pouzit pufr pro gelovou permeacni chromatografii. Do centrifuga¢nich kyvet bylo
pipetovano 400 pl roztokli proteini o 20 uM koncentraci zvIlast' 1 ve smési (celkova
koncentrace smésného vzorku tedy byla 40 uM) a 400 pl reference. Data byla sbirana pfi
48000 ot./min a 20 °C, bylo sniméano 158 snimkii po 4 min s pomoci absorban¢ni detekce
pfi vinové délce 280 nm a s pomoci interferen¢ni detekce. Hustota a viskozita referencniho
pufru a parcidlni specificky objem proteinu byly predikovany pomoci programu Sednterp
[49] a sedimentacni data byla vyhodnocena pomoci programu Sedfit [50] metodou

kontinualni distribuce sedimenta¢niho koeficientu c(s).

4.21 Hmotnostni spektrometrie

Mnozstvi 300 pmol deglykosylovaného proteinu bylo redukovano 10 minut pii 60°C
v 50 mM TCEP. Nasledn¢ bylo veskeré mnozstvi okyseleno 1M glycinovym pufrem na
vyslednou koncentraci 3 M a naneseno na kolonu s imobilizovanou proteasou pepsin, kde

doslo k nespecifickému §tépeni. Vznikajici peptidy byly zachyceny a odsoleny na koloné s
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reverzni fazi (peptidovy MicroTrap, Optimize Technologies). Peptidy byly poté
separovany béhem 16 minut pomoci analytické kolony s reverzni fazi (Zorbax 300SB-C18
5 um, 0.5 x 35 mm, Agilent Technologies) gradientem acetonitrilu od 10 do 25%. Vystup
analytické kolony byl pfimo spojen s elekrosprejovym zdrojem 15T FT-ICR hmotnostniho
spektrometru SolariX XR (Bruker Daltonics) operujicim v positivnim data-dependentnim
MS-MS modu. Kolizni data byla prohleddna pomoci algoritmu MASCOT proti
mB7-H6CC C sekvencni databazi. Jako variabilni modifikace byly uvazovany oxidace

methioninu, HexNAc N-glykosylace asparaginu a dehydrogenace cysteinu.
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5 VYSLEDKY

5.1 Sekvence expresnich konstrukti

Prvnim cilem prace bylo pfipravit v rozpustné formé vazebnou doménu nddorového
ligandu B7-H6 stzv. coiled-coil kotvou. Tato peptidova kotva umoziuje diky
heterodimerni nekovalentni interakci s komplementarni peptidovou sekvenci nesouci
opacny naboj pfipojeni takto oznacené¢ho proteinu na synteticky polymerni nosi¢, mize
tedy slouzit jako spojovaci ¢lanek mezi proteiny a napft. syntetickou polymerni nanocastici
[46]. Samotny protein B7-H6 byl jiz v laboratofi Uspé$né pripraven diive a pro jeho
stabilni expresi se osvédcilo zavést bodovou mutaci cysteinu na pozici 212 za serin [51].
Pro rekombinantni expresi proteint s coiled-coil kotvou bylo nejprve nutno navrhnout a
pripravit vhodné expresni vektory, které by umoznovaly ptipojeni coiled-coil kotvy na N- i
C-konci proteinu. Tyto vektory byly jiz diive pfipraveny Mgr. Barborou Kalouskovou,
jejich zakladem je plazmid pTWS5sec a byly oznaceny jako pTCCsecN a pTCCsecC.

Pro produkcei proteinu mB7-H6 s coiled-coil kotvou byly navrzeny expresni konstrukty
pTCCsecN_mB7-H6 a pTCCsecC_mB7-H6. Aminokyselinova sekvence celého proteinu
B7-H6 je znazornéna na obrazku 5. Tento protein se tedy skladd z extracelularni,
transmembranové a intraceluldrni casti. Expresni konstrukty mB7-H6 zahrnuji pouze
extracelularni ¢ast tohoto proteinu, jelikoz tato cast postacuje pro nasledné zkoumani
interakce NK bunécného receptoru s timto ligandem. Jejich sekvence jsou znazornény na

obrazku 6, str. 38 pficemz cystein v pozici 212 je mutovany na serin (mB7-H6).

DLKVEMMAGGTQITPLNDNVTIFCNIFYSQ
PLNITSMGITWFWKSLTFDKEVKVFEFFGDHQEAFRPGAIVSPWRLKSGDASLR
LPGIQLEEAGEYRCEVVVTPLKAQGTVQLEVVASPASRLLLDQVGMKENEDKY
MCESSGFYPEAINITWEKQTQKFPHPIEISEDVITGPTIKNMDGTFNVTSCLKLNS
SQEDPGTVYQCVVRHASLHTPLRSNFTLTAARHSLSETEKTDNFSIHWWPISFI
GVGLVLLIVLIPWKKICNKSSSAYTPLKCILKHWNSFDTQTLKKEHLIFFCTRAWP
SYQLQDGEAWPPEGSVNINTIQQLDVFCRQEGKWSEVPYVQAFFALRDNPDLC
QCCRIDPALLTVTSGKSIDDNSTKSEKQTPREHSDAVPDAPILPVSPIWEPPPATT
STTPVLSSQPPTLLLPLQ

Obr. 5: Primarni sekvence proteinu B7-H6. V této sekvenci jsou zvyraznény ,
expresni konstrukt, extracelularni ¢ast, transmembranova ¢ast a intraceluldrni ¢ast.
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Konstrukt mB7-H6 s coiled-coil kotvou na N-konci:

IVAALKEKVAALKEKVAALKEKVAALKEKTGDLKV
EMMAGGTQITPLNDlVTIFCNIFYSQPLlITSMGITWFWKSLTFDKEVKVFEFFG
DHQEAFRPGAIVSPWRLKSGDASLRLPGIQLEEAGEYRCEVVVTPLKAQGTVQ
LEWASPASRLLLDQVGMKENEDKYMCESSGFYPEAI.ITWEKQTQKFPHPIEI
SEDVITGPTIKNMDGTF.VTSSLKL.SSQEDPGTVYQCVVRHASLHTPLRS.FT
LGTHHHHHHHH

Konstrukt mB7-H6 s coiled-coil kotvou na C-konci:

ITGDLKVEMMAGGTQITPLNDNVTIFCNIFYSQPLHNI
TSMGITWFWKSLTFDKEVKVFEFFGDHQEAFRPGAIVSPWRLKSGDASLRLPGI
QLEEAGEYRCEVVVTPLKAQGTVQLEVVASPASRLLLDQVGMKENEDKYMCE
SSGFYPEAINITWEKQTQKFPHPIEISEDVITGPTIKNMDGTFNVTSSLKLNSSQE
DPGTVYQCVVRHASLHTPLRSNFTLGTVAALKEKVAALKEKVAALKEKVAALK
EKHHHHHHHH

Obr. 6: Sekvence konstrukti mB7-H6 s coiled-coil kotvou na N- a C-konci. ,
ktery je odstépen béhem produkce, expresni konstrukt mB7-H6 s coiled-coil kotvou a
histidinovou kotvou, mutace C212S, cysteiny tvofici disulfidické mustky, predikovand mista
piipojeni M-glykosylace.

Sekvence expresnich kazet plazmidi pTCCsecN a pTCCsecC, do nichz byla vkladana
sekvence kodujici konstrukt mB7-H6, jsou zndzornény na obrazku 7. Tato sekvence DNA
byla nasledné€ i s vlozenym inzertem piekladana do aminokyselinové sekvence vysledného

proteinu, béhem jehoz sekrece do média doslo k odstépeni sekrecniho signalu.

pTCCsecN:

ATTGTAGCAGCGCTGAAAGAGAAGGTCGCGGCCTTAAAGGAAAAAG
TGGCCGCTTTAAAGGAAAAGGTTGCTGCATTGAAAGAAAAAACCGGTTATACT
AGATCATATGATAGATTAGGTACC TGA

pTCCsecC:

ATTACCGGTTATACTAGATCATATGATAGATTAGGTACCGTAGCAGC
GCTGAAAGAGAAGGTCGCGGCCTTAAAGGAAAAAGTGGCCGCTTTAAAGGAA
AAGGTTGCTGCATTGAAAGAAAAA TGA

Obr. 7: Expresni kazeta plazmidi pTCCsecN a pTCCsecC. Barevné jsou oznacena tato mista:
, restrikéni misto pro Age I, misto pro vlozeni inzertu, restrikéni misto pro Kpn [,
coiled-coil kotva, , terminacni kodon.

5.2 Priprava expresnich vektori

Vektory pTCCsecN 1 pTCCsecC byly nejprve linearizovany pomoci restrikénich

endonukleas Age I a Kpn I. Uspd$nost linearizace byla ovéiena elektroforeticky
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v agarosovém gelu zndzornéném na obrazku 8. Ocekavana velikost linearizovaného
plazmidu byla pfiblizné 5 kb. Linearizované plazmidy byly déale pouzity pro Infusion
inzerci pozadovaného genu mB7-H6.

Pro amplifikaci inzertu byl pouzit jiz diive pfipraveny plazmid pTW5sec mB7-H6
obsahujici gen pro mB7-H6.[51] Amplifikace inzertu probéhla PCR reakci (viz kapitola
4.3) za pouziti Q5 polymerasy, primert mB7-H6 C FW, mB7-H6 C REV pro inzert
nasledné vkladany do plazmidu pTCCsecC a mB7-H6 N FW, mB7-H6 N REV pro
inzert nasledné¢ vklddany do plazmidu pTCCsecN. PCR produkty byly rovnéz
vyhodnoceny pomoci agarosové elektroforézy (Obr. 8) a nasledné z gelu extrahovany a
precistény. Takto piipravené inzerty byly déle vlozeny do linearizovanych vektord reakci

Infusion.

100bp T ~ 2 IKE G

10 000— «

Obr. 8: Agarosova elektroforéza PCR produkti a Stépenych vektord. Zleva je mozné
pozorovat 100 bp standard, v drdze 1 a 2 PCR produkty mB7-H6 C a mB7-H6 N, 1 kb standard,
v drahdch C a N plazmidy pTCCsecC a pTCCsecN, hvézdickou jsou oznaceny linearizované formy
plazmidt. Ocekavana velikost linearizovanych plazmida byla 5 kb, PCR produkti mB7-H6 723 bp.

Reakéni smési byly transformovany buiiky E. coli DHS5-a a vznikla suspenze byla poté
nanesena na misku s LB agarem obsahujicim antibiotikum ampicilin. Po inkubaci pfes noc
bylo odebrano z kazdé misky 5 kolonii. K selekci klond, které obsahuji vektor s vlozenym
inzertem, byla vyuzita metoda PCR z kolonii (viz kapitola 4.11). K této reakci byly pouzity
primery pouzit¢ pro predchozi amplifikaci navrzenych konstrukti. Vzorky byly poté
analyzovana elektroforeticky (Obr. 9, str. 40). Z obrazku je patrné, ze v piipad¢ plazmidu
pTCCsecN_mB7-H6 byly vSechny odebrané kolonie pozitivni, zatimco pro plazmid
pTCCsecC_mB7-H6 byly 4 kolonie pozitivni a jedna negativni. Z pozitivnich kolonii byla

nasledn¢ provedena nizkoobjemova izolace DNA (viz kapitola 4.8) a sekvence byla
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ovéfena sekvenaci DNA. Spravnost sekvenci vloZzenych inzerti byla potvrzena

porovnanim se znamou nukleotidovou sekvenci ligandu mB7-H6.

Obr. 9: Agarosova elektroforéza PCR z kolonii. Na obrazku je pismenem S oznacen 1 kb
standard. Pismenem C jsou oznaceny jednotlivé kolonie odebrané po transformaci bunék E. coli
DH5-a plazmidem pTCCsecC_mB7-H6, pismenem N kolonie odebrané po transformaci
plazmidem pTCCsecN_mB7-H6.

Nasledné byla provedena velkoobjemova piiprava expresnich vektori a zméfena
koncentrace plazmidové DNA (viz kapitoly 4.1 a 4.9). Vysledné hodnoty jsou uvedeny

v tabulce 6.

Tabulka 6: Koncentrace plazmidové DNA ziskané z velkoobjemové izolace.

Vzorek ¢ [pg/pl] Az60/Azgo
pTCCsecC_mB7-H6 2,5 1,8
pTCCsecN_mB7-H6 2,7 1.8

5.3 Produkce mB7-H6 s coiled-coil kotvou v linii HEK293S GnTI"

Pro produkci obou konstrukti mB7-H6 byla zvolena tranzientni transfekce bun&tné
linie HEK293S GnTTI. Tato bunécnd linie se vyznacuje tim, ze ma potla¢enou aktivitu
N-acetylglukosaminyltransferasy 1 (GnTI’), coz znemoziiuje tvorbu komplexnich
N-vazanych oligosacharidovych fetézcii. VSechny proteiny produkované touto bunécnou
linii maji jednotnou homogenni manosovou glykosylaci typu GlcNAc2Mans [52].

Tato linie byla transfekovana expresnimi vektory mB7-H6 s coiled-coil kotvou

umisténou na N- i na C-konci proteinu (pTCCsecN_mB7-H6 a pTCCsecC_mB7-H6), aby
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bylo mozné srovnat uspésnost produkce obou proteinti a rozhodnout, ktery z nich bude
dale pouzivan pro sledovani jeho interakce s receptorem NKp30 a s polymernim nosi¢em.
Po tydenni inkubaci v objemu 75 ml byly produkce sklizeny a purifikovany pomoci
afinitni chromatografie na kolonach HiTrap Talon Crude na zéklad¢ koordinac¢ni vazby
histidinové kotvy na ionty Co?", které jsou na tomto nosi¢i chelatovany. Ziskany eluat byl
zkoncentrovan na objem pfiblizné¢ 200 pl a nasledné purifikovan pomoci gelové permeacni
chromatografie na kolon¢ Superdex 200 10/300 GL. Vysledny zaznam prubéhu gelové

permeacni chromatografie z obou produkci je zndzornén na obrazcich 10 a 11.
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Obrazek 10: Priibéh gelové permeacni chromatografie mB7-H6CC_N produkovaném v linii
HEK?293S GnTI". Kolona Superdex 200 10/300 GL.
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Obr. 11: Pribéh gelové permea¢ni chromatografie mB7-H6CC_C produkovaném v linii
HEK?293S GnTT. Kolona Superdex 200 10/300 GL, bylo ziskano 5 frakci po 0,5 ml.
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Ze srovnani prubéhu gelové permeacni chromatografie mB7-H6CC N a mB7-H6CC_C
je patrné, ze k uspéSné produkci proteinu doSlo pouze v druhém pripad€é. Protein
s coiled-coil kotvou umisténou na N-konci byl tedy pro dalsi pouziti zavrhnut a nasledné
pokusy byly provadény pouze s mB7-H6CC C.

Z gelové permeacni chromatografie tohoto proteinu bylo odebrano 5 frakci po 0,5 ml, u
kterych byla zmétena koncentrace proteinu a rovnéz provedena SDS elektroforéza v 12,5%
polyakrylamidovém gelu v redukujicim i1 neredukujicim prosttedi (tabulka 7, obrazek 12).
Frakce 1 a 2 byly ziskany mezi 7. a 8. ml elu¢niho objemu a frakce 3-5 od elu¢niho

objemu 12 ml do 13,5 ml.

Tabulka 7. Koncentrace mB7-H6CC_C produkovaného v linii HEK293S GnTI
v jednotlivych frakcich ziskanych z gelové permeacni chromatografie.

Frakce Koncentrace [mg/ml] Vytézek [mg]
1 0,347 0,173
2 0,377 0,188
3 0,402 0,201
4 0,782 0,391
5 0,655 0,327

72 kDa
52 kDa

34 kDa
26 kDa

17 kDa

M 1R 2R 3R4R5R 1IN 2N 3N 4N 5N

Obr. 12: SDS elektroforéza proteinu mB7-H6CC_C produkovaném v linii HEK293S GnTT".
12,5% polyakrylamidovy gel, M — standard, R — vzorky frakci 1-5 zgelové permeacni
chromatografie v redukujicim vzorkovém pufru, N — v neredukujicim vzorkovém pufru.

5.4 Produkce mB7-H6CC_C v linii HEK293T
Tato buné&cna linie exprimuje T-antigen viru SV40. Ten umoziuje episomalni replikaci
plazmidd, které obsahuji replikacni pocatek SV40 [53]. Od linie HEK293S GnTT se vSak

li$i predev§im tim, Ze proteiny vni produkované maji piirozenou N-glykosylaci
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komplexniho typu, coz je vyhodné pro v budoucnu zamyslené pokusy zahrnujici zivé NK
buiikky. Naopak homogenni N-glykosylace poskytovand HEK293S GnTT linii je vhodna
nejen pro vyzkum struktury, ale i pro charakterizaci pfipravenych proteind, protoze takto
piipravené proteiny Ize deglykosylovat a tim snizit komplexitu charakterizovanych vzork,
coz je dualezité napf. pro hmotnostni spektrometrii.

Produkce proteinu mB7-H6CC_C, ktery se podafilo pfipravit v bunééné linii HEK293S
GnTI, byla tedy provedena rovnéz v expresnim systému HEK293T. Bylo transfekovano
300 ml bunécné kultury a po tydenni inkubaci byly bunky sklizeny za stejnych podminek
jako pfi produkei proteinu v bunééné linii HEK293S GnTI. Nasledné byla provedena
afinitni chromatografie, eluat byl opét zkoncentrovan na 200 pl a nanesen na kolonu
Superdex 200 10/300 GL pro gelovou permeacni chromatografii. Bylo ziskano 17 frakci
po 0,5 ml. Prvni frakce byla odebrdna v objemu 8,5 ml. Zdznam chromatografie je uveden

na obrazku 13.
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Obr. 13: Pribéh gelové permeacni chromatografie mB7-H6CC_C produkovaném v linii
HEK?293T. Kolona Superdex 200 10/300 GL, bylo ziskano 17 frakei po 0,5 ml od elu¢niho objemu
8,5 ml.

U vSech vzorkl byla nasledné zméfena koncentrace (tabulka 8, str. 44) a s frakcemi
7-17 byla provedena SDS elektroforéza ve 12,5% gelu v redukujicim i neredukujicim

prostiedi (Obr. 14 a 15, str. 44-45).
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Tabulka 8: Koncentrace proteinu mB7-H6CC_C produkovaného v linii HEK293T ve
frakcich ziskanych z gelové permeacni chromatografie.

frakce Koncentrace [mg/ml] Vytézek [mg]

2 0,00 0,00

4 0,05 0,03

6 0,14 0,70

8 0,20 0,10

10 0,26 0,13

12 1,65 0,825

14 2,20 1,10

16 0,7 0,35

26 kDA RTINS

17 kDa ‘

T4 M 7R 8R 9R 10R 11R 7N 8N 9N 10N 11N

Obr. 14: SDS elektroforéza proteinu mB7-H6CC_C produkovaném v linii HEK293T. 12,5%
polyakrylamidovy gel, M — standard, R — vzorky frakci 7-10 z gelové permeacni chromatografie
v redukujicim vzorkovém pufru, N — v neredukujicim vzorkovém pufru.
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L? kDa
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Obr. 15: SDS elektroforéza proteinu mB7-H6CC_C produkovaném v linii HEK293T. 12,5%
polyakrylamidovy gel, M — standard, R — vzorky frakci 12-17 z gelové permeacni chromatografie
v redukujicim vzorkovém pufru, N — v neredukujicim vzorkovém pufru.

5.5 Sedimenta¢ni analyza vazby mB7-H6CC_C na NKp30

Sedimenta¢ni analyza byla provedena metodou sedimentacni rychlosti [48]. Tato
analyza nam poskytuje udaje o velikosti €astic a o jejich zastoupeni v roztoku. Na
makromolekuly v roztoku plsobi velka odstfediva sila, diky které se za¢nou pohybovat
smérem ke dnu kyvety. Vroztoku se tak vytvofi rozhrani mezi roztokem
s makromolekulami a Cistym pufrem. Pohyb rozhrani je sledovan sérii snimki a lze tak
urcit sedimentacni koeficient (a dale pak velikost) dané makromolekuly.

Sedimentacni analyzu provedl na analytické ultracentrifuze ProteomeLab XL-I
(Beckman Coulter, USA) RNDr. Ondfej Van€k, Ph.D. Proteiny byly analyzovany pii
20 uM koncentraci, v piipadé smésného vzorku byla tedy celkova koncentrace proteind
40 uM. Byly analyzovany proteiny NKp30, mB7-H6CC_C (produkovany bunécnou linii
HEK293S GnTT) a pro srovnani i mB7-H6 (bez coiled-coil kotvy), a ekvimolarni smés
NKp30 s mB7-H6CC_C. Normalizovanou distribuci sedimentacnich koeficienti zobrazuje
obrazek 16, str. 46. Protein NKp30 ma pozorovanou hodnotu sedimenta¢niho koeficientu
pfepoctenou na standardni podminky (20 °C, ¢ista voda) s2ow = 1,77 S, pro protein mB7-
H6 pozorujeme sxw=2,51S. Na =zakladé¢ srovndni naméfeného sedimentacniho
koeficientu a teoretick¢é hodnoty odpovidajici sedimentaci Céstice tvaru koule o stejné
molekulové hmotnosti 1ze odvodit, Ze oba proteiny se vroztoku nachazi ve formé

monomerd mirné protdhlého tvaru, coz odpovida ocekavani i vlaboratofti jiz drive

naméfenym vysledkim.
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Pro protein mB7-H6CC_C pak pozorujeme dvé castice, prvni sedimentujici pri
hodnoté szow = 2,67 S odpovidajici opét monomernimu proteinu, a druhou pfi
hodnoté s2ow = 3,90 S, kterd s nejvétsi pravdépodobnosti odpovidd homodimeru
mB7-H6CC_C. Tvorba takovéhoto dimeru zpiisobend vzajemnou interakci retézct
coiled-coil kotvy byla pro stejnou sekvenci této kotvy pozorovana jiz drive [46]. Sila
této interakce je ovSem slabSi neZ pri tvorbé coiled-coil paru s komplementarni
sekvenci nesouci opacny naboj [46]. Pro smés obou proteinli pozorujeme tvorbu
Castice odpovidajici komplexu NKp30 s mB7-H6CC_C. V distribuci sedimentujicich
castic (na obrazku 16 modra krivka) lze rozeznat tfi vrcholy - prvni pfi s2ow = 1,86 S
odpovidda  zbytkovému volnému NKp30, druhy pri 3,35 S odpovida
monomeru mB7-H6CC_C v komplexu s NKp30, a treti pii 4,44 S pak dimeru
mB7-H6CC_C s navazanym NKp30. Dochazi tedy ke vzniku kyzeného komplexu mezi

receptorem a jeho modifikovanym ligandem.
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Obr. 16: Sedimentac¢ni analyza vazby proteinu mB7-H6CC_C na NKp30. Graf zobrazuje
normalizovanou distribuci sedimentac¢niho koeficientu ¢astic pfitomnych v analyzovanych vzorcich
pozorovanou pomoci absorbanéni detekce pii 280 nm.
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5.6 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni analyzu provedl Mgr. Michal Rostlek (Centrum molekularni struktury,
BIOCEV, MBU AV CR) za G¢elem ovéfeni piitomnosti coiled-coil kotvy v piipraveném
proteinu mB7-H6CC_C. Bylo provedeno srovnani sekvence konstruktu mB7-H6CC C

s identifikovanymi peptidy. Toto sekvencni pokryti je zndzornéno na obr. 17.

1 ITGDLKVEMM AGGTQITPLN DNVTIFCNIF YSQPLNITSM GITWFWKSLT
51 FDKEVKVFEF FGDHQEAFRP GAIVSPWRLK SGDASLRLPG IQLEEAGEYR
101 CEVVVTPLKA QGTVQLEVVA SPASRLLLDQ VGMKENEDKY MCESSGFYPE
151 AINITWEKQT QKFPHPIEIS EDVITGPTIK NMDGTFNVTS SLKLNSSQED
201 PGTVYQCVVR HASLHTPLRS NFTLGTVAAL KEKVAALKEK VAALKEKVAA
251 LKEKHHHHHH HH

Obr. 17: Sekven¢ni pokryti mB7-H6CC_C pii jeho analyze hmotnostni spektrometrii. Je
znazornéna cela sekvence konstruktu, ¢ervené jsou zvyraznény identifikované peptidy. Sekvencni
pokryti je 54%. Cela oblast C-konce proteinu s coiled-coil kotvou byla dobfe pokryta.

Dale byla pfitomnost samotné coiled-coil kotvy vyhodnocena pomoci tandemové
hmotnostni spektrometrie, kdy bylo =ziskdno fragmentaéni hmotnostni spektrum
C-koncového peptidu, které je znazornéno na obrazku 18. Ze ziskaného fragmentac¢niho

spektra je zfejma pritomnost peptidu z coiled-coil kotvy.

LKEKVAALKEKVAALKEKVAALKEKHHHHHHHH
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Obr. 18: Fragmenty peptidu z coiled-coil kotvy ziskané hmotnostni spektrometrii. Nahote je
vyznacena sekvence coiled-coil kotvy. Na ose x je m/z, kde m je hmotnost iontu a z je pocet
elementarnich naboji. Na osach y je zaznamenan iontovy proud a procenta zakladniho signalu.
Signaly odpovidaji identifikovanym fragmenttim a ¢islo v zavorce udava potadi fragmentu.
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6 DISKUZE

Ugelem této prace byla piiprava proteinu mB7-H6 s coiled-coil kotvou v bunééné linii
HEK293 a nasledné testovani vazby tohoto ligandu s NK bunécnym receptorem NKp30.
Bylo rovnéz nutno rozhodnout, zdali bude pro dalsi pouziti vybran mB7-H6 s coiled-coil
kotvou na N- ¢i C-konci proteinu na zakladé porovnani uspesnosti jejich produkce.

Bunéénd linie HEK293S GnTI™ byla transfekovana plazmidy obsahujicimi gen pro
mB7-H6 s coiled-coil kotvou na N- i C-konci. Po purifikaci ziskanych proteinii bylo
evidentni, ze k uspé€sné produkci doslo pouze v piipadé mB7-H6CC C, a tak byl tento
expresni konstrukt pouzit pro dalsi préci.

Na priibéhu gelové permeacni chromatografie tohoto proteinu je mozné pozorovat dva
vrcholy. Prvni mensi vrchol odpovidéa svou pozici mrtvému objemu kolony a jednd se tedy
nejspiSe o srazeny protein. Hlavni vrchol svou pozici odpovidd homodimerni formé tohoto
proteinu, ktera je pravdépodobné tvorena interakci mezi coiled-coil motivy dvou proteinti.

Produkce proteinu mB7-H6CC_C bunéénou linii HEK293T byla rovnéz uspésna. Na
obrazku 19 str. 49 je moZzné pozorovat srovnani zdznaml z gelové permeacni
chromatografie z produkci proteini v obou bunéénych liniich. Transfekci bunééné linie
HEK?293T byl ziskan vyssi vytézek pozadovaného proteinu, ovSem je tfeba mit na paméti,
ze produkce probihala v 300 ml oproti 75 ml, jako tomu bylo v ptfipadé produkce
v HEK293S GnTT linii. Na pribéhu chromatografie je ovSem ziejmé, Ze oproti produkci
v HEK293S GnTT je u proteinu z produkce v HEK293T niZsi vrchol homodimerni formy,
coz mize souviset s rozdilem v glykosylaci obou proteinti, kterd je u mB7-H6 pomérné
znacného rozsahu a muze tedy ovlivnit 1 chovani coiled-coil kotvy. Dalo by se tedy
usuzovat, Ze v tomto expresnim systému je produkce Zadaného proteinu vyhodné;jsi.

Z vyhodnoceni sedimentacni analyzy je moZné usuzovat, ze protein mB7-H6CC C
produkovany buné¢nou liniit HEK293S GnTT tvofi v roztoku homodimer prostfednictvim
vzajemné vazby coiled-coil kotvy dvou proteinli. Tento jev byl pozorovén jiz diive pii
pribéhu gelové permeacni chromatografie. Ze srovndni produkce proteinu v obou
bunéénych liniich (obr. 19, str. 49) je moZzné usuzovat, ze v piipad¢ analyzy proteinu
ziskaného zlinie HEK293T by bylo pozorovdno menSi mnozstvi homodimeru. Byla
rovnéz prokazana tvorba komplexu NKp30 a mB7-H6CC _C v monomerni i dimerni formeé

ligandu.
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Predmétem dal§tho badani v tomto projektu by mélo byt zkoumadani interakce
ptipraveného ligandu s coiled-coil kotvou (produkovaného v bunééné linii HEK293T) na
polymerni nosi¢, coz by mohlo vést k pfipravé nové skupiny ucinnych protinadorovych

imunoterapeutik.

0,45 -

0,4 1 e=——=mB7H6CC_C
0,35 - HEK293T

03 1  —mB7-H6CC.C
2025 - HEK293S GnTI-
=<}
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Obr. 19: Srovnani priubéhu gelové permeacni chromatografie proteinu mB7-H6CC_C
produkovaného v bunéénych liniich HEK293S GnTI" a HEK293T. Ob¢ produkce vSak byly
provadény v riiznych objemech, 75 ml v ptfipad¢ linie HEK293S GnTI a 300 ml u HEK293T.
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7 ZAVER

e Bunécny ligand mB7-H6CC byl produkovéan v bunéénych liniich HEK293S
GnTI- a HEK293T.

e Produkce proteinu mB7-H6CC_C byla oproti mB7-H6CC N urcena jako
vhodnéjsi pro dalsi praci.

¢ Hmotnostni spektrometrii byla ovéiena uspésna produkce proteinu
mB7-H6CC_C.

e Pomoci sedimentacni analyzy byla potvrzena interakce mezi bunéénym

receptorem NKp30 a jeho ligandem mB7-H6 s coiled-coil kotvou.
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