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ABSTRAKT

NK bunky (z angl. ,,natural killer cells®, pfirozené zabijecské buiiky) jsou jednim
ze zdkladnich prvkii vrozené imunity. Hraji klicovou roli v obrané¢ proti virem
infikovanym, nadorovym nebo jinak stresovanym bunkam. NK builky maji na svém
povrchu aktivacni receptory spoustéjici cytotoxické mechanismy vedouci k apoptdze
cilové bunky a inhibi¢ni receptory zajiStujici bunécnou toleranci. Rovnovadha signala

NK bunéénych receptorii ur¢uje vyslednou reakci NK buiiky s cilovou burikou.

Mezi receptory podobné lektinim typu C patii aktivacni receptor NKp80 a jeho
ligand AICL. AICL je myeloidné specificky aktivaéni receptor exprimovany
na nadorovych buitkkach. Komplex NKp80:AICL podporujici cytolyzu malignich

myeloidnich bunék je studovan v souvislosti s imunoterapii nddorovych onemocnéni.

Tato bakalafska prace popisuje piipravu vektorti obsahujicich geny kodujici
expresni kostrukty AICL anaslednou produkci proteinti v linii lidskych embryonalnich
ledvinnych bunék (HEK293S GnTI'). Expresni konstrukty obsahuji ¢ast extraceluldrni
domény AICL, zdsahové misto pro TEV proteasu a Fc fragment. Byly pfipraveny dva

rizné konstrukty — jeden obsahujici nativni sekvenci AICL a druhy mutaci C87S.

(Prace je psand v ¢eském jazyce)

KLICOVA SLOVA
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ABSTRACT

Natural killer cells (NK cells) are one of the basic elements of innate immunity.
They play a key role in immune response against virus-infected, cancerous or otherwise
stressed cells. NK cells express surface activating and inhibitory receptors. Activating
receptors trigger cytotoxic mechanisms that lead to the target cell’s apoptosis. Inhibitory
receptors provide cellular tolerance. The balance between these receptor signals determines

the resultant NK cell response to the target cell.

C-type lectin-like receptors include the activating receptor NKp80 and its ligand
AICL. AICL is a myeloid-specific activating receptor expressed on tumor cells.
The NKp80:AICL complex that assists in the cytolysis of malignant myeloid cells is being

studied in the context of cancer immunotherapy.

This bachelor thesis describes the preparation of vectors containing genes encoding
AICL expression constructs, and the subsequent production of proteins in the human
embryonic renal cell line (HEK293S GnTI'). The expression constructs contain
the extracellular domain of AICL, TEV protease site and Fc fragment. Two different
constructs were prepared — one containing the native AICL sequence and the other

carrying C87S mutation.

(The thesis is written in Czech)
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1 TEORETICKY UVOD

1.1 IMUNITNI SYSTEM

Imunitni systém patii k zakladnim mechanismiim udrZzeni homeostazy a integrity
organismu tim, Ze ho chrani proti $kodlivinam zevniho i vnitiniho ptivodu'. Tato funkce
se projevuje jako obranyschopnost proti patogennim mikroorganismim a jejich
produktiim, autotolerance vici vlastni tkdni a imunitni dohled (pribézné odstraiiuje

poskozené nebo nékteré jinak pozménéné buiiky).

1.1.1 DRUHY IMUNITNICH MECHANISMU

Imunitni mechanismy je mozné rozdélit do dvou zakladnich kategorii, a to vrozené
(neadaptivni) a ziskané (adaptivni)®>. Ob& jsou reprezentovany jak bun&énymi,
tak humoralnimi slozkami.

Vrozené mechanismy jsou zalozené¢ na molekulach a bunkéch, které jsou u¢inné
proti riznym patogenim tim, ze reaguji na strukturni nebo funkcni rysy, které jsou
patogeniim spole¢né'.

Bunéeéné neadaptivni mechanismy jsou tvofeny predevSim fagocytujicimi butikami
(neutrofily, makrofagy) a cytotoxickymi pfirozenymi zabijeCskymi (NK, z angl. ,natural
killer”) buiikami’. Mezi humoralni slozky vrozené imunity patii komplementovy systém,
ktery je tvofen pfiblizné 20 bilkovinami, které jsou aktivovany riznymi cestami a mohou
pfimo nigit patogeny nebo je prezentovat jinym &stem imunitniho systému’.

Adaptivni mechanismy jsou antigenné specifické, reaguji na kazdou cizorodou
strukturu prostfednictvim vysoce specifickych molekul (protilatky, antigenné specifické
receptory T a B lymfocytt))'. Bun&éné mechanismy jsou zalozené na T a B lymfocytech,

humoralni na protilatkach.

1.2 PRIROZENE ZABIJECSKE BUNKY

NK buiiky jsou jednim ze zakladnich prvkl vrozené imunity, hraji klicovou roli
vobrang proti virem infikovanym nebo nadorovym buiikam'. NK buitky jsou
morfologicky velké granularni lymfocyty vyvijejici se v kostni dieni ze spolecného
lymfoidniho progenitoru, které na rozdil od T a B lymfocyti nemaji antigenné specifické

receptory.
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1.2.1 CYTOTOXICKE MECHANISMY PRIROZENYCH
ZABIJECSKYCH BUNEK

Hlavnimi cytotoxickymi nastroji NK buné€k jsou povrchové receptory FasL (z angl.
,first apoptosis signal receptor ligand“, ligand receptoru prvniho apoptického signalu)
a TRAIL (z angl. ,,TNF-related apoptosis-inducing ligand®, ligand souvisejici s TNF
vyvolavajici apoptozu), cytotoxické granule obsahujici perforin a granzymy a vylu¢ovani
prozanétlivych cytokind, jako je napf. interferon gama (IFN-y), podporujici dal$i obranné
mechanismy organismu®.

FasL a TRAIL zprostiedkovavaji zabijeni malignich bungk NK buiikami’. Zatimco
draha zprostfedkovana perforinem mize potencialné zabit jakoukoliv cilovou buriku, drahy
zprosttedkované FasL a TRAIL jsou zavislé na expresi jejich piislusSnych receptorii
na povrchu cilovych bundk?.

Perforin m4 schopnost zanofit se do membrany cilové buniky a tam spontanné
polymerovat, ¢imz vytvari v membrané por, ktery narusi jeji semipermeabilitu, coz vede
k bunééné smrti. Granzymy jsou proteolytické enzymy, které napomahaji pulsobeni
perforint a poskozuji d&je uvnitt cilové buiiky'.

IFN-y je pleiotropni cytokin diilezity pro imunitni dohled nad nadory, zlepSuje
imunogenicitu nadorovych bunck, snizuje jejich proliferaci, piimo indukuje
jejich apoptozu a inhibuje angiogenezi®. IFN-y také aktivuje makrofagy, ¢imz zvysuje
jejich mikrobicidni aktivitu a pomocné T lymfocyty regulujici dal§i imunitni odpovédi

organismu’.

1.3 RECEPTORY PRIROZENYCH ZABIJECSKYCH BUNEK

Receptory NK bunék se d&li na 2 zakladni typy, aktivaéni a inhibi¢ni®. Oba typy
jsou tvotfeny receptory, které se na zdklad¢ struktury déli na receptory imunoglobulinové
a receptory podobné lektinim typu C.

Aktivacni receptory rozeznavaji bunééné povrchové molekuly typicky exprimované
na buiikach infikovanych virem a intracelularnimi bakteriemi, stejn¢ jako buiiky stresované
poskozenim DNA a maligni transformaci’. Aktivagni receptory na NK buiikach maji
signalizacni podjednotky, které obsahuji v cytoplasmatickych fetézcich imunoreceptorové
tyrosinové aktivacni motivy (ITAM, z angl. ,immunoreceptor tyrosine-based activation

motif)®. ITAM se fosforyluji na tyrosinovych zbytcich, kdyz receptory rozpoznavaji
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jejich aktivacni ligandy. Fosforylované ITAM vazou cytoplasmatické proteinkinasy
a podporuji jejich aktivaci. Tyto enzymy fosforyluji a tim aktivuji jiné substraty v nékolika
dalSich signalizanich dréhach, piipadné vedou k exocytéze cytotoxickych granuli
a produkci IFN-y°.

Mezi stimula¢ni receptory patii i Fc receptor CD16 (z angl. ,cluster
of differentiation 16%, klastr diferenciace 16)'°. Setka-li se NK buiika s buiikou, ktera je
opsonizovana protilatkami ttidy IgG, navaze se prostfednictvim receptoru CD16 na jejich
Fc casti. To pak zpilisobi agregaci receptort a pieneseni signall, které aktivuji cytotoxické
mechanismy, coz je fenomén zvany bunécna cytotoxicita zavisla na protilatkach.

Inhibi¢ni receptory NK bunék, které blokuji signalizaci aktivacnich receptord,
jsou specifické pro MHC molekuly L. t¥idy, které jsou exprimovany na zdravych buiikach''.
Proto exprese MHC 1. tfidy s normalnim fenotypem chrani zdravé a télu vlastni buiky
pred nicenim NK buinikami. Inhibi¢ni receptory obsahuji ve svych cytoplasmatickych
doménach imunoreceptorové tyrosinové inhibi¢ni motivy (ITIM, z angl. ,,immunoreceptor
tyrosine-based inhibition motif*). Kdyz inhibi¢ni receptory vdzou molekuly MHC 1. tfidy,
dochazi k fosforylaci ITIM na jejich tyrosinovych zbytcich. Fosforylované ITIM vazou
cytoplasmatické proteinové tyrosin fosfatasy a podporuji jejich aktivaci. Tyto fosfatasy
odstranuji fosfatové skupiny z tyrosinovych zbytk riznych signaliza¢nich molekul,
¢imz pusobi proti ptisobeni ITAM a blokuji aktivaci NK bunék prostfednictvim aktivacnich
receptorti.

Pii interakci s cilovymi buiikami exprimujicimi ligandy pro inhibi¢ni i aktivacni
receptory je vysledna reakce NK bunky s cilovou bunikou zavisld na tom, jestli prevazi
aktivaéni nebo inhibi¢ni signaly’. Také mnozstvi aktivacnich a inhibi¢nich receptort
na NK bunkach a mnozstvi ligandi na cilové bunce, stejné jako kvalitativni rozdily
v signalech, urcuji rozsah odezvy NK buné¢k. Selhani NK bunék reagovat na potencialni
cil, které také umoznuje tolerovat zdravé bunky neexprimujici molekuly MHC 1. tfidy
(jako naptiklad erytrocyty), miize byt zplisobeno bud’ aktivni inhibici zprostfedkovanou
inhibi¢nimi receptory, nebo alternativné nepiitomnosti aktivac¢nich signalti dostate¢nych

k iniciovani odpovédi (viz. Obr. 1, str. 13)®.
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.ﬂ MK burika Cilova burika
Inhibiéni receptor

ZADNA ODEZVA

Aktivacni receptor

ZADNA ODEZVA

NK BUNKA ATAKUJE
CiLOVOU BUNKU

MHC tfidy | VYSLEDEK URCENY
ROVNOVAHOU
SIGNALD

ligandy

Obr. 1: Grafické znazornéni setkani NK buiiky s potencialni cilovou buiikou a mozné vysledky této
interakce. V pfipadé A cilova buiika neexprimuje molekuly MHC 1. tfidy a ani zadné aktivacni ligandy,
proto uniké pozornosti NK bun¢k a nedochazi k nimi zprostfedkované imunitni odpovédi. V ptfipadé B cilova
bunka exprimuje molekuly MHC 1. tfidy, coz poskytuje inhibi¢ni signaly a k odezvé nedochazi. NK burika
atakuje cilovou buriku v pfipad¢ C, kdy aktivaéni ligandy zptsobi odpoveéd’ NK burky. V poslednim pfipade
D je vysledek interakce NK burky s cilovou buiikou dany rovnovdhou inhibi¢nich signalt zpiisobenych
pfiton;nosti molekul MHC 1. tfidy a aktivacnich signalti danych aktiva¢nimi ligandy pfitomnymi na cilové
bunce”.

1.4 RODINA RECEPTORU NKRPI

Mezi receptory podobné lektinim typu C (CTLR, z angl. ,,C-type lectin-like
receptor’) patii rodina NK bunéénych receptorovych proteinti 1 (NKRP1, z angl. ,,NK cell
receptor protein 1°), kterd reguluje NK-bunécnou funkci a je schopna rozpoznat ligandy
na nadorovych buiikich'?. Ze strukturniho hlediska jsou lidské NKRP1 receptory

transmembranové proteiny Il typu obsahujici N-termindlni cytoplasmatickou doménu,
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transmembranovou oblast a doménu podobnou lektinim typu C (CTLD, z angl. ,,C-type
lectin-like domain®), které je spojena stonkem s transmembranovym segmentem'. N&kolik
¢lent rodiny NKRP1 se na bunééném povrchu vyskytuje ve formé¢ homodimera vazanych
disulfidickym mistkem, ve kterych cysteiny v oblasti stonkli zprostiedkovavaji
intermolekularni disulfidické vazby'*.

Do rodiny NKRP1 patii napiiklad lidské receptory NKp80 (z angl. ,,NK cell protein
80 kDa*“, NK bunécny protein 80 kDa), NKp65 (z angl. ,,NK cell protein 65 kDa®,
NK bunéény protein 65 kDa) a NKRPI1A (z angl. ,NK cell receptor protein 1 A,
NK bunécny receptorovy protein 1 A). Jejich ligandy AICL (z angl. ,,activation-induced
C-type lectin®, aktivaci indukovany lektin typu C), KACL (z angl. ,.keratinocyte-associated
C-type lectin®, lektin typu C asociovany s keratinocytem) a LLT1 (z angl. ,lectin-like
transcript 1%, lektinu podobny transkript 1) jsou soucasti CLEC2 proteinové rodiny
(z angl. ,,C-type lectin receptor 2, C-lektinovy receptor 2). Receptory NKRPI rodiny,

jejich ligandy a vliv jejich vzajemné interakce na NK buniky jsou shrnuty v Tab. 1.

Tab. 1: Clenové rodiny receptori NKRP1, jejich ligandy a vliv na NK buiiky.

Receptor NKp80 NKp65 NKRP1A
KLRF1 KLRF?2 KLRBI
Gen (z angl. killer cell lectin-like (z angl. killer cell lectin-like (z angl. killer cell lectin-like
receptor subfamily F, receptor subfamily F, receptor subfamily B,
member 1) member 2) member 1)
Ligand AICL KACL LLT1
CLEC2B CLEC24 CLEC2D
Gen (cangl. Copeectindomain | (224 e |ty 3 momber D)
Vliv na NK buiiky AKTIVACE AKTIVACE INHIBICE




Receptory z NKRP1 rodiny a jejich ligandy jsou navzajem propojeny v geneticky
konzervované oblasti NK genového komplexu (NKC, zangl. ,,NK gene complex®)

na lidském chromozomu 12 (viz. Obr. 2)".

KLR B1ﬁ F1 F2
(NKp80) (NKp65)
mKrRPIANII 1[I O A
1L Il L L LRI
CLEC 2D2 2B 2A
(LLT1) (AICL) (KACL)

Obr. 2: Znazornéni lokalizace geni pro receptory z rodiny NKRP1 a jejich ligandy na lidském
chromozomu 12",

1.4.1 RECEPTOR-LIGANDOVY KOMPLEX NKp80:AICL

Jak NKp80, tak AICL jsou transmembranové homodimerni proteiny II. typu. Jejich
prislusné geny, KLRFI (z angl. ,killer cell lectin-like receptor F1% lektinu podobny
receptor F1 zabijeskych bun€k) a CLEC2B (z angl. ,,C-type lectin domain family 2,
member B*, ¢len B 2. rodiny domén lektinii C typu), jsou od sebe vzdaleny pouze 7 kb
v telomerickém regionu NKC na lidském chromozomu 12'°,

NKp80 je exprimovan prakticky na vSech lidskych NK bunkach, ale také
na podskupinach lidskych CDS (z angl. ,,cluster of differentiation 8, klastr diferenciace 8)
T bunék efektorové paméti, které se vyznacuji vysokou expresi cytotoxickych
efektorovych molekul, jako jsou perforin a granzymy a zvy3enou sekreci IFN-y'”. Narozdil
od bézné signalizacni drahy aktivacnich receptortt NKp80 signalizuje prostfednictvim tzv.
hemi-ITAM alternativni sekvence na N-konci své cytoplasmatické domény'®.

AICL je myeloidné specificky aktivacni receptor, ligand NKp80, exprimovany
na nadorovych bunéénych liniich hematopoetického a nehematopoetického plivodu
a primarnich lidskych jaternich karcinomech'’. AICL se také vyskytuje uNK bungk.
Vétsina NK-bunééného AICL je intracelularné kolokalizovana s giantinem, coz je protein
tvorici soucast Golgiho komplexu. Po expozici zanétlivym cytokinim NK buniky exprimuji
AICL na svém povrchu, coZ je &ini citlivajsimi vigi NKp80-zprostiedkované cytolyze®.

Vétsina CTLR a jejich ligandy obsahuje Sest cysteini v oblasti CTLD. Vyjimku
tvofi AICL, LLT1 a KACL. Béhem ptedchozi prace v nasi laboratoii bylo pozorovano,
ze sudy pocet cysteini zvySuje stabilitu proteini v disledku spravné tvorby

intracelularnich disulfidickych vazeb a usnadnuje sbaleni proteint, coz dokazali ve své
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praci Mgr. Jiti Novy pii praci s receptorem AICLY a Mgr. Jan Blaha, Ph.D. pfi praci
s receptorem LLTI1 se zavedenou mutaci H176C* (viz. Obr. 3). U receptoru KACL
parovani cysteinli neni narusovano, ale obsahuje pouze 2 disulfidické vazby. AICL
disponuje sedmi cysteiny v aminokyselinové sekvenci CTLD, a proto byla néaplni této

prace také manipulace s AICL se zavedenou mutaci C87S (viz. Obr. 4).

Obr. 3: Struktura receptoru LLT1. Receptor LLT1 (PDB kod struktury 4QKG) s vyzna¢enymi disulfidy
C75-C86, C103-C184 a C163-C176, C176 byl vytvoren cilenou mutaci H176>.

LLT1 49 | VCEMVAALSATRA ———————————— =~ ————— NCHQEPSVCLQAACFESW | 75
EACL 37 | IITIVCIIMIATWN-————————————————————————————— SEHAKP-———— VACSGDW | &2
ATCL 17 | TTHIITLIVELTR———————————— DE05S———————— LEFYDW | 35
WERP12 | 31 | LVLVVIGLSVSVISLIO-——————————- ESSIEECSVDIQOSENEITERPGLLHEEFIYW | 98
HEpas 44 | LIFIMTGIDLEFWNH-————----———————————— FEFMDFSQNVHVESLSGHNYLOFPNDW | 32

HEpSQ 58 | ILLVSOGVLLECORGSCSNATQYEDT GDLEVHNGTRRENI SNEDLCASRSADQTVLEQSEW | 118

LLT1 30 | IGFQRECFYFSDDTENWI SSQRFECDSQDADLACVESFOELNFLLE-YRG-FSDHNIGLSE | 137
EACL &3 | LGVREDECFYFSDDTRNWTASKIFCSLOFAELAQIDTOEDMEFLER-YAG-TOMHNIGLSE | 120
AICL 40 | IGFONECYYFSEEEGDWHNSSEYNCSTOHADLTIIDNIEEMNFLER-YFKC-S5DHWIGLEM | 97
NERF1A | 9% | QOLEEECLLFSHIVHNPWNNSLADESTEESSLLLIRDEDELIHTONLIRDEATLFWIGLNE | 153
HEpas 33 | LLHNEGECYWEF ST SFEIWEESQRDCTOLOAHLLVIONLDELEFIONSLEP-GHEFGWIGLYV | 141
NEpS0 | 115 | LEYOGROYWESHEME SWSDSYVYELERESHLLITHDQLEMAFTQRNLED - LNYVWNIGLNE | 178

LLT1 138 —EGGGPWKWIHG—TEWTRGFPILG———AGECEYLNDKGASSthYTERKWICSKSDIHV— 151
FACL 121 | -EOGDESWEWTHG-TTFHNGWEFEIIG——-HNGSFAFLEADGVHSSRGFIDIFKWICSKEPEYFL- | 174
AICL 93 | —AFNRTIGOWVDG-ATFTESFGHRG---SEGCAYLSDDGAATARCYTERKNICEFKRIH-—— | 145
NERP1A | 155 | SLEEFNWEWINGSFLNSHNDLEIRGDARKENSEISISOTSVYSEYCSTEIRWIGOKELTEVER | 1138
WEpas | 142 | TEQGNLWHWIDERFLVEPELFSVIGPTDDRSCAVITGHNWVISEDCSSTFEGICCRDATILTH | 201
NEpE0 | 178 | TSLEMIWIWVDGSFIDSEIFFIEGPARENSCAATKESEIFSETCSSVEEWICOY —————— 232

Obr. 4: Srovnani ¢asti aminokyselinovych sekvenci nékolika CTLR. Zvyraznény jsou konzervované
cysteiny, C87 proteinu AICL a - proteinu LLT1. Ke srovnani byl pouzit program ClustalW**, sekvence
proteinti byly ziskany z databdze UniProt® pod kody QOUHP7 (LLT1), 6UVWO9 (KACL), Q92478 (AICL),
Q12918 (NKRP1A), D3WOD1 (NKp65) A QINZS2 (NKp80).
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Interakce komplexu NKp80:AICL podporuje cytolyzu malignich myeloidnich
bunék zprostfedkovanou NK buiikami. Navic je zapojena do vzajemné aktivace NK bunék
a monocytli v pfitomnosti proinflamac¢nich cytokinii v mistech zanétu, coz naznacuje
moznou roli komplexu NKp80:AICL pii imunitnim dohledu nehematopoetickych

L1026
nadora™.

1.5 PROTINADOROVA IMUNITA

K maligni transformaci buné¢k muze dojit v dasledku selhani riznych mechanismi
regulace bunécného déleni a chovani bunck. Imunitni editace nadoru je proces,
kdy imunitni systém a nador vzijemné interaguji a ovliviwji se’. Zahrnuje tii faze:
eliminaci, rovnovéhu a Unik. Béhem faze eliminace efektory z imunitniho systému neustale
odstranuji nové vyvijejici se nddorové bunky. Nékdy se vSak imunitnimu systému nepodaii
zcela zbavit vSech vzniklych transformovanych bunék a nastdva dynamicka rovnovaha,
kde nové klony nadorti pfenaseji mutace, které je ¢ini odolnéjSimi vii¢i imunitnimu ataku.
Proto béhem rovnovazné faze imunitni systém sice dokéze kontrolovat celkovy rast
nadoru, ale nedokaze jej zcela eliminovat. Vysledkem této faze miize byt dlouhodoba
dynamické rovnovaha mezi aktivni imunitni odpovédi a nadorovou populaci. Unikova faze
je stav, kdy je jiz imunitni systém zahlcen velmi agresivnimi nddory, které rostou

nekontrolované a dochézi k rozvoji onemocnéni-’.

1.5.1 MOZNOSTI PROTINADOROVE IMUNOTERAPIE
Cilem protinadorové terapie je vyuzit imunitni mechanismy ke spusténi,
znovunastoleni nebo posileni protinadorové imunitni reakce'. Cili také na inhibi¢ni

mechanismy nadorovych bun¢k.

1.5.2 ADOPTIVNI BUNECNA TERAPIE

Adoptivni bunécné terapie (ACT, z angl. ,,adoptive cell therapy*) je 1écba, kterad
vyuziva T lymfocyty pacienta s nddorovym onemocnénim. Tyto T lymfocyty vykazujici
protinddorovou aktivitu jsou expandované in vitro a zpatky podané pacientovi Casto spolu
s vhodnymi ristovymi faktory, které stimuluji pieziti a expanzi T lymfocyti®.

ACT vyuzivajici lymfocyty infiltrujici nador je v soucasné dobé nejucinngjsi 1écbou
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pacientll s metastatickym melanomem a muze zprostiedkovat regrese nador u 50%

pacienti®’

1.5.3 NADOROVA VAKCINACE

Jeden z prvnich pfistupti aktivace T bun€k proti tumorovym antigentim je nadorova
vakcinace™. T buiiky maji schopnost rozpoznat cilové antigeny ve form& peptidi
v komplexu s povrchovymi MHC molekulami. Protoze imunogenetické peptidy mohou byt
odvozeny z proteinll v kazdém bunééném kompartmentu, v podstaté jakykoliv protein ma
potencial byt rozpoznan T buiikami jako tumorspecificky antigen.

Mezi uspé&$né imunitni efektory patii CD4" (z angl. ,.cluster of differentiation 4,
klastr diferenciace 4) a CD8" T lymfocyty vyvolavajici silnou protinadorovou odezvu®'.
Dale se vyuzivaji dendritické buniky (DC, z angl. ,,dendritic cells*), které prostfednictvim
prezentace antigend interaguji s T lymfocyty’>. DC buiiky iniciuji a reguluji T bun&&nou
imunitu a jsou tak kli¢em k optimalizaci mnohych typli vakcin. Cilem DC vakcinace je
indukovat nadorové specifické efektorové T buiiky, které mohou snizit velikost nadoru
a indukovat imunologickou pamét pro zabranéni ndvratu tumorl. Nejprve dochazi
k dodani nadorové specifickych antigeni na DC buriky, a to kultivaci pacientovych DC

ex vivo s nadorové specifickym antigenem, a poté podani téchto bunék zpatky pacientovi.

1.5.4 INHIBICE KONTROLNIHO BODU

Dalsi zpiisob vyvolani protinddorové imunitni odpovédi je inhibice kontrolniho
bodu (z angl. ,,checkpoint inhibition‘), ktery spoc¢iva v namiieni monoklonélnich protilatek
proti inhibi¢nim receptoriim, pomoci kterych nadorové buinky negativné reguluji
T lymfocyty a unikaji jejich pozornosti*>.

Jednou z nejznamejSich molekul vyuZzivanych v této terapii je inhibi¢ni receptor
CTLA-4 (z angl. ,,cytotoxic T lymphocyte—associated antigen 4%, antigen 4 asociovany
s cytotoxickym T lymfocytem), ktery negatiné reguluje pocatecni fazi aktivace T bunék.
Podéavani protilatek proti CTLA-4 vede ke zruSeni inhibi¢ni signalizace a k potlaceni
nadort, které ma za nasledek vytvofeni imunity vi¢i sekundarni expozici nddorovym

buiikam>*.
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1.5.5 IMUNOTERAPIE ZALOZENA NA NK RECEPTORECH

Imunoterapie zaloZzena na manipulaci s NK bunéfnou cytotoxicitou predstavuje
slibny ptistup k 1é€bé rakoviny. Indukce cytotoxicity NK bun¢k Casto vyzaduje zapojeni
aktivagnich receptort®. V souladu s tim byly navrzeny potencialni terapeutické moznosti
pro zvyseni cytotoxicity NK bunc¢k bud’ snizenim inhibi¢nich, nebo zvySenim aktiva¢nich
signald.

Jednou zcest je zvySeni NK bunécné protinddorové cytotoxicity protilatkove
zprostiedkovanym maskovanim inhibi¢nich receptora®®, ale také pouzitim interferujicich
sekvenci RNA cilenych na transkripty inhibi¢nich receptorti, které negativné reguluji
jejich expresi®’.

Indukovana exprese ligandu receptoru NKp30 (z angl. ,,NK cell protein 30 kDa*,
NK bunéény protein 30 kDa), B7-H6 (z angl. ,,B7 homolog 6%), usnadiiuje eliminaci
stresovanych bunék NK builkkami. Fazni protein vytvofeny zektodomény B7-H6
a fragmentu protilatky 7D8 rozpoznévajici antigen CD20 (z angl. ,,cluster of differentiation
20, klastr diferenciace 20) exprimovany na povrchu CD20" B-bundénych lymfomu
a leukemickych bunkach, se soucasné¢ véaze na antigen CD20 a NKp30, ¢imz aktivuje
lidské NK buiiky a zptisobuje degranulaci. Fazni protein B7-H6_7DS8 indukuje zabijeni
bunéénych linii odvozenych z lymfomu, stejné jako Cerstvych nadorovych bunck
od pacientii s chronickou lymfocytarni leukemii’’.

Obdobné¢ pro cileni efektorovych T buniek byl vytvofeny chimérni protein na bazi
NKp30 obsahujici CD28 (z angl. ,cluster of differentiation 28%, klastr diferenciace 28)
signalizacni domény s transmembranovymi doménami z CD28. CD28 je exprimovany
na T buitkach a poskytuje kostimulacni signaly pro jejich aktivaci. Chimérni
NKp30 exprimujici T buiiky reaguji na B7-H6  nadorové buiky produkci IFN-y
(viz. 1.2.1, str. 11), ktery aktivuje dalSi imunitni mechanismy organismu, coz zpusobuje
zabijeni B7-H6  nadorovych bundk. ACT (viz. 1.5.2, str. 17) s vyuzitim chimérnich
T bundk exprimujicich NKp30 také inhibuje riist mysiho B7-H6" lymfomu in vivo®.

Pro zvyseni rozpoznani nddorovych bunék byly extraceluldrni domény liganda
aktivac¢nich NK receptort NKp30 a NKp80 (tj. B7-H6, AICL) fuzovany k rekombinantni
protilatce tvofené lehkym a tézkym fetézcem variabilni oblasti imunoglobulinu,
namifenému proti HER2 (z angl. ,,human epidermal growth factor receptor 2%, receptor 2

pro lidsky epidermdlni ristovy faktor), ktery je exprimovan riznymi nadory,
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napiiklad rakoviny prsu. Vzniklé komplexy spousti NK-bunééné zabijeni téchto
nadorovych bungk™.

Fuazni protein vytvoieny z receptoru NKp80 a Fc fragmentu protilatky, NKp80-Fc,
ucinn¢ zesiluje antileukemické uc¢inky NK bunék prostiednictvim indukce bunécné
cytotoxicity zavislé na protilaitkich a podporuje apoptéozu leukemickych bunck

v po&ateénim stadiu, ale také degranulaci a cytotoxicitu NK bun&k v pozdnim stadiu™.
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2 CILE PRACE

e Piiprava expresnich vektori pro produkci proteinu AICL ve fazi

s Fc fragmentem lidského IgG

e Produkce fuznich konstrukti AICL ve stabilné¢ transfekovanych liniich

HEK293S GnTT

e Stépeni fuznich konstruktii pro ziskani proteinu AICL
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3 MATERIAL

3.1 PRISTOJE A POMUCKY

Automatické pipety Discovery
Automatické pipety Pipetman
Centrifuga Allegra X-22R
Centrifuga EBA 12R

Centrifugacni zkumavky Oak Ridge

Elektroforeticka souprava pro agarosovou elektroforézu

Elektroforeticka souprava pro SDS-PAGE
Filtry pro sterilizaci 0,22 pum

Filtry centrifugacni 0,1 um Ultrafree-MC
Hemocytometr

HPLC systém AKTA basic

Inkubator, CO, MCO0-18 AIC

Inkubator IR 1500

Kahan Fuego SCS

Kolona HiTrap MabSelect SuRe (5 ml)
Kolona Superdex 200 10/300 GL
Koncentratory Amicon Ultra (MWCO 10000)
Léahve ¢tverhranné s prody$Snymi vicky
Laminarni box BIO 126

Mikrocentrifuga MiniStar silverline
Mikrovinna trouba OPTICOOK compact
Mikrozkumavka 200 pl

Mikrozkumavka 1,5 ml

Mrazici box Ultra-low UDF-U53V (-80 °C)
Nucleobond Xtra Maxi

NucleoSpin Gel and PCR Clean-up
NucleoSpin Plasmid (NoLid)

Plastik pro tkanové kultury

Predvazky KB1200-2
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HTL, PL

Gilson, US

Beckman Coulter, US
Hettich, DE

Sigma, US
Biokeystone, US
Bio-Rad, DE

TPP, CH

Millipore, US
Sigma-Aldrich, US
GE Healthcare, US
Sanyo, JP
LABsystem Praha, CZ
VERKON, CZ

GE Healthcare, US
GE Healthcare, US
Millipore, US

P-Lab, CZ

LABOX, CZ

VWR, US

Optimo Moulinex, FR
Eppendorf, US
Eppendorf, US
Sanyo, JP
Macherey-Nagel, DE
Macherey-Nagel, DE
Macherey-Nagel, DE
Sigma, US

Kern, DE



Quick-Fusion Cloning Kit
Spektrofotometr DS-11+
Termoblok LS1

Termocykler T100

Ttepacka Celltron

Ttepacka Multitron Cell
Vortexovy mixér

UV prosvécovaci lampa (312 nm)
Zdroj deionizované vody Milli Q
Zdroj napéti EC 250-90

3.2 CHEMIKALIE

2-merkaptoethanol
Agarosa

Akrylamid

Ampicilin (100 mg/ml)
APS

Azid sodny
Bromfenolova modf
Combi PPP Master Mix
Coomassie Brilliant Blue R-250
Cysteamine
Dithiothreitol
Doxycyklin

dNTPS (10 mM)
EDTA

Geneticin G416
Goodview II

IPEI (25 kDa)
Isopropanol

Kvasni¢ny extrakt

L-Glutathion redukovany
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Biotool, US

DeNovix, US

VLM, DE

Bio-Rad, DE

Infors HT, CH

Infors HT, CH

VELP Scientifica, IT
UVltec, UK

Millipore, US

Apparatus Corporation, UK

Sigma, US

Sigma, US

Sigma, US

Biotika, SK

Serva, US

Serva, US

Lachema, CZ
Top-Bio, CZ

Fluka Chemika, CH
Fluka Chemika, CH
Serva, US

Serva, US

Top-Bio, CZ

Jersey Lab Supply, US
Thermo Scientific, US
Ecoli, SK
Polysciences, US
Lach-Ner, CZ

Imuna Pharm, SK

Fluka Chemika, CH



PCR H,O Top-Bio, CZ

Puromycin Serva, US

SDS Jersey Lab Supply, US
Standard pro agarosovou DNA elektroforézu 1 kb New England Biolabs, US
Standard pro agarosovou DNA elektroforézu 100 bp New England Biolabs, US
Standard pro SDS-PAGE Thermo Fisher, US
TEMED Serva, US

Tris Sigma, US

Ostatni bézné chemikalie (nejméné Cistoty p.a.) Lach-Ner, CZ

3.3 ENZYMY

Infusion enzym a pufr Biotool, US

Polymerasa Q5 a pufr New England Biolabs, US
Restrikéni endonukleasa Nhel a Pmel New England Biolabs, US
RNAsa A Sigma, US

3.4 PUFRY A ROZTOKY

Barvici roztok pro SDS-PAGE (45% methanol, 10% kys. octova, 0,25% CBB R 250)
Cutsmart pufr pro stépeni plasmidii (50 mM octan draselny, 20 mM Tris acetat, 10 mM
octan hotecnaty, 100 pg/ml BSA, pH 7,9), New England Biolabs, US

Elektrodovy pufr (0,025 M Tris, 0,19 M glycin, 0,1% (w/v) SDS, pH 8§,3)

Elu¢ni citratovy pufr (0,1 M citrat sodny, 0,15 M NaCl, 10 mM NaNs, pH 3,0)
ExCell 293 (komer¢ni médium, pted pouzitim doplnéno o L-glutamin o vysledné
koncentraci 4 mM), Sigma-Aldrich, US

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

Mobilni faze pro gelovou permeacni chromatografii (10 mM HEPES, 150 mM NacCl,
10 mM NaNs, pH 7,5)

Odbarvovaci roztok pro SDS-PAGE (35% ethanol, 35% kys. octovd)

PBS pufr (50 mM Na,HPO4, 300 mM NacCl, 10 mM NaNj, pH 7,5)

PBS-TK (10 mM Na,HPOy,, 150 mM NacCl, 2 mM KCI, 2 mM KH,PO,, pH 7,0)
Roztok AA pro SDS-PAGE (29% akrylamid, 1% N,N" methylenbisakrylamid)
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Roztok IPEI (10 mg/ml IPEI v PBS-TK)

TAE pufr pro agarosovou elektroforézu (40 mM Tris, 20 mM kys. octovd, 1 mM EDTA)
TES pufr (10 mM Tris, 2 mM EDTA, 150 mM NaCl, 1 mM NaNs, pH 8,0)

Vzorkovy pufr pro agarosovou elektroforézu (30% glycerol, bromfenolova modi v TAE)
Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE 5x konc. neredukujici (31,5 mM Tris, 10% (v/v)
glycerol, 1% (w/v) SDS, 0,005% (w/v) bromfenolova modi, 10 mM NaN3s, pH 6,8)
Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE 5x konc. redukujici (vzorkovy pufr pro SDS-PAGE

5x koncentrovany nafedény desetinovym podilem 2-merkaptoethanolu)

3.5 KULTIVACNI MEDIA

ExCell 293 — komer¢ni médium (Sigma, US), pfed pouzitim doplnéno o L-glutamin
(vysledna koncentrace 4 mM)

Freestyle F17 — hotové komercni médium (Gibco Invitrogen, US), pied pouzitim doplnéno
o L-glutamin (do koncentrace 4 mM) a Pluronic F-68 (do koncentrace 0,1%)

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

3.6 VEKTORY

pUT7 Mgr. Jan Blaha, Ph.D. Katedra biochemie PfF UK
pYDS5 NI Mgr. Jan Blaha, Ph.D. Katedra biochemie PifF UK
Plasmid PBase a PB-RN Mgr. Barbora Kalouskova Katedra biochemie PiF UK

3.7 BUNECNE LINIE A BAKTERIALNI KMENY

E. coli DH5a Thermo Scientific, US
HEK?293S GnTT" ATCC, US

3.8 PCR A SEKVENCNI PRIMERY

pYCS5K FW 5" AGTTTGTACAGCTAGGCCACCATGGAGACAGAC 3
pYC5_REV 5’ CTGATCAGCGGGTTTTCGGGGGATCAGGTACC 3’
pCTSseq FW 5’ TCAGATCGCCTGGAGACG 3’

pCT5seq REV 5 GTGGGAGTGGCACCTTCC 3’
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4 METODY

4.1 PRIPRAVA EXPRESNIHO VEKTORU
4.1.1 LINEARIZACE VEKTORU

Linearizace vektoru (plasmidu) byla provedena pomoci restrikénich endonukleas
Nhel a Pmel. Reakéni smés o celkovém objemu 50 pl byla pfipravena tak, ze bylo piidano
10x koncentrované BSA, 10% koncentrovany reakéni pufr Cutsmart, 20U Pmel,
20 U Nhel a 5 pg plasmidu pUT7. Reakéni smés byla doplnéna dH,O do vysledného
objemu 50 ul a nasledné¢ inkubovdna 60 minut pii teplot¢ 37 °C. Po inkubaci bylo

nasStépeni plasmidu zkontrolovano agarosovou elektroforézou (viz. 4.1.3, str. 27).

4.1.2 AMPLIFIKACE TEMPLATU POMOCI PCR REAKCE

Templat byl amplifikovan metodou PCR (z angl. ,,polymerase chain reaction®,
polymerasova fetézova reakce). Do 200 pl mikrozkumavky bylo pfidano 40 ng templatu,
5% koncentrovany QS5 reakéni puft, 5x koncentrovany GC enhancer, 0,25 pl 10 mM smési
deoxynukleotidtrifosfatli, pfimy a reverzni primer o vysledné koncentraci 0,5 uM,
7 Wl dH,0 a nakonec 0,5 U Q5 DNA polymerasy. Nasledn¢ byla mikrozkumavka umisténa
do termocykleru, kde byly nastaveny teploty jednotlivych krokt reakce a pocet cykla
(viz. Tab. 2). Teplota nasedani primerii byla uréena pomoci online kalkulatoru New
England Biolabs*'. Po ukon&eni reakce byla velikost produktu ovéfena agarosovou

elektroforézou.

Tab. 2: Teplotni profil PCR reakce.

Program Teplota/ °C Cas/s Pocet cyklu
1 95 180 1
2 95 30 30
63 30
72 60
3 72 300 1
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4.1.3 ELEKTROFOREZA V AGAROSOVEM GELU

Do Erlenmayerovy banky bylo pifipraveno 65 ml agarosového gelu. Pro pfipravu
1% gelu bylo navazeno 0,65 g agarosy, ktera byla rozpusténa v 65 ml TAE pufru. Smés
byla minutu vafena v mikrovinné troub¢, dokud se agarosa zcela nerozpustila. Po mirném
vychladnuti roztoku byly pfiddny 3 pl barviva Good View II asmés byla vylita
do elektroforetické aparatury s hiebenem. Po ztuhnuti byl gel pievrstven 200 ml dH,O,
hieben vyjmut a do prostoru jednotlivych elektrod bylo pfidano 65 ml a 180 ml TAE pufru.
K PCR produktu byl pfidan 6% koncentrovany vzorkovy pufr a tato smés byla pipetovana
do jamky v gelu. Do dalsi jamky bylo pipetovano 5 pl standardu molekulovych hmotnosti.
Elektrody byly pfipojeny ke zdroji a elektroforéza probihala 20 minut pfi napéti 200 V.
Poté byl gel prosvicen UV lampou a vyfotografovan.

4.14 EXTRAKCE DNA Z AGAROSOVEHO GELU

K extrakci DNA z agarosového gelu byla pouzita komeréni sada PCR clean-up Gel
extraction’?. Prouzek v gelu byl vyfiznut a umistén do 1,5 ml mikrozkumavky. Gel byl
prevrstven roztokem NTI1 ainkubovan pii 50 °C pftiblizné 15 minut, dokud se zcela
nerozpustil. Smés byla nasledné pipetou pienesena na kolonku a centrifugovana 1 minutu
pii 11000x g a pokojové teploté. K promyti kolony bylo ptfidano 600 pul roztoku NT3
asmgs byla centrifugovana pfi stejnych podminkach. Tento krok byl opakovan jesté
jednou. Poté byla smés centrifugovana za stejnych podminek pro vysuseni kolonky. 20 pl
elucniho roztoku Tris pH 8,5 predehiatého na 50 °C bylo pipetovano na kolonku
a inkubovdno 1 minutu. Poté byl roztok centrifugovan pii 11000x g a pokojové teplote

1 minutu, a nakonec byla spektrofotometricky zméfena koncentrace DNA (viz. 4.1.5).

4.1.5 STANOVENI KONCENTRACE A CISTOTY DNA

Koncentrace byla stanovovéana spektrofotometricky pii260 nm. Jako referen¢ni
vzorek byl pouzit roztok Tris pH 8,5. Spektrofotometr stanovil koncentraci na zaklad¢
empirického vztahu, podle kterého mé dvouvlaknovd DNA o koncentraci 50 pg/ml
pii 260 nm absorbanci 1. Cistota DNA byla stanovena jako pomér absorbanci pii 260
a 280 nm, ktery ma za piedpokladu, Ze je DNA ¢ist4, hodnotu pfiblizné 1,8-2,0.
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4.1.6 SPOJENI AMPLIFIKOVANEHO GENU A LINEARIZOVANEHO
PLASMIDU

Spojeni genu a plasmidu bylo provadéno pomoci tzv. Infusion reakce®. Do 500 pl
mikrozkumavky bylo pfidano 100 ng plasmidu a takové mnozstvi insertu, aby byl molarni
pomer vektor:insert 1:2. MnoZstvi insertu bylo vypocteno podle vztahu:

2(délkaI/délka VYym((V) = m(I) (1)

kde délkal je délka insertu [kb], délkaV délka vektoru [kb], m(V) hmotnost
vektoru [ng] a m(I) hmotnost insertu [ng]. Poté byl pfidan 5x koncentrovany Infusion
pufr, 0,5 ul Infusion enzymu aroztok byl doplnén dH,O do celkového objemu 10 pl.

Nésledné byla smés inkubovana 30 minut pii teploté 50 °C.

4.1.7 TRANSFORMACE BUNEK PLASMIDOVOU DNA

Na transformaci byly vyuzity kompetentni buniky E. coli kmene DHS5-a, které byly
uchovavany pii -80 °C. Pfed transformaci byly inkubovany 10 minut na ledu. K 20-100 ng
plasmidové DNA bylo pfidano 30-100 pl alikvotu kompetentnich bunék a smés byla
inkubovéna na ledu po dobu 15 minut. Nasledn¢ byla smés natfena na predem piipravené
agarosové misky, obsahujici ampicilin o koncentraci 100 pg/ml. Misky byly inkubovéany

ptes noc pii 37 °C.

4.1.8 PCR Z KOLONII

Pro ptipravu vzork na PCR z kolonii bylo do 200 pl mikrozkumavek pipetovano
6 ul dH,0. Z agarosové misky byla odebrana Spickou kolonie, ktera byla resuspendovana
vdH,O aSspicka byla odhozena do50ml zkumavky obsahujici 5ml LB média
s ampicilinem o vysledné koncentraci 100 pug/ml. Zaockované médium bylo pouzito
pro nizkoobjemovou produkci plasmidové DNA. Do mikrozkumavky byl néasledné ptidan
2x koncentrovany Combi PPP Master Mix a pfimy areverzni primer o vysledné
koncentraci 0,5 pM. Mikrozkumavka byla umisténa do termocykleru, kde byly nastaveny
jednotlivé teplotni cykly (viz. Tab. 3, str. 29). Produkt PCR z kolonii byl analyzovan

agarosovou elektroforézou (viz. 4.1.3, str. 27).
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Tab. 3: Teplotni profil PCR z Kkolonii.

Program Teplota/ °C Cas/s Pocet cyklu
1 95 180 1
2 95 30 20
54 30
72 60
3 72 300 1

4.1.9 NiZKOOBJEMOVA PRODUKCE A IZOLACE PLASMIDOVE DNA

Z agarosového gelu byla setiena Spickou kolonie, ktera byla resuspendovana
v destilované vod¢ a Spicka byla odhozena do 50 ml zkumavky obsahujici 5 ml LB média
s ampicilinem o vysledné koncentraci 100 pg/ml, kterd byla inkubovéna pies noc
na tfepacce pii 37 °C. Proizolaci plasmidové DNA byla pouzita komeréni souprava
Plasmid DNA purification®. Bun&tna suspenze byla centrifugovana pii3900% g
a pokojové teploté¢ po dobu 5 minut, vznikla peleta byla resuspendovana v 250 ul roztoku
Al aptenesena do 1,5 ml zkumavky. Nasledn¢ bylo pfidano 250 pl roztoku A2, ktery
umoznil lyzaci bunék. Smés byla inkubovéna 5 minut pfi pokojové teploté. Poté bylo
piidano 300 pl roztoku A3 neutralizujiciho lyzat. Vznikla smés byla centrifugovéna
10 minut pfi 11000x g a pokojové teploté a nasledné byl supernatant nanesen na kolonku
a centrifugovan 1 minutu pfi stejnych podminkach. Pro promyti bylo na kolonku ptidano
500 ul AW roztoku, inkubovéno 1 minutu pii 50 °C, poté centrifugovano pii 11000x g
a pokojové teplot¢ 1 minutu, a nakonec bylo na kolonku pipetovano 600 ul roztoku A4
a centrifugovano pii stejnych podminkéach. Na zavér bylo pfidano 50 pl elu¢niho roztoku
AE (5 mM Tris/HCI, pH 8,5), inkubovano 1 minutu pii pokojové teploté a centrifugovano
1 minutu pii 11000x g do ¢cist¢ 1,5ml zkumavky. Koncentrace plasmidové DNA

ve vysledné smési byla zmétena spektrofotometricky (viz. 4.1.5, str. 27).

4.1.10 SEKVENOVANI DNA

Do 200 pl mikrozkumavky bylo pipetovano 200 ng DNA, piimy a reverzni primer
o vysledné koncentraci 0,5 uM a smés byla doplnéna dH,O do celkového objemu 8 pl.
Sekvenace vzorki DNA prob¢hla v Laboratoti sekvenace DNA PiF UK.
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4.1.11 VELKOOBJEMOVA PRODUKCE A IZOLACE ZASOBNIHO
MNOZSTVIi PLASMIDOVE DNA

Nejprve byla provedena transformace kompetentnich bunc¢k plasmidovou DNA
(viz. 4.1.7, str. 28). Narostlé¢ kolonie byly resuspendovany v 2 ml LB média a smés byla
pienesena do Erlenmayerovych ban¢k o objemu 21 s 500 ml LB média s ampicilinem
o vysledné koncentraci 100 ug/ml. Banky byly tfepany na tiepacce piiblizné¢ 16 hodin
pti 37 °C. Druhy den byl obsah bangk pftelit do kyvet a centrifugovan 30 minut pii 3900x g
a pokojové teploté. Pelety byly resuspendovany v TES pufru na vortexové michacce,
pieneseny do 50 ml zkumavek a centrifugovany 10 minut pii 4 °C a 3900x g. K izolaci
plasmidové DNA byla pouZita komeréni sada Plasmid DNA purification®. Peleta byla
resuspendovana v 9 ml RES pufru s RNasou A o vysledné koncentraci 66,7 mg/l a smés
byla opét michana na vortexové michacce. Poté bylo pfidano 9 ml lyza¢niho roztoku LY'S
asmés byla inkubovana 5 minut pii pokojové teploté. Mezitim byla kolona s filtrem
ekvilibrovana 25 ml ekvilibra¢niho roztoku EQU. Po 5 minutach bylo ke smési pfidano
9 ml neutralizacniho roztoku NEU a smés byla nalita na kolonu. Po proteeni smési byl
filtr odstranén a kolona byla dvakrat promyta 25 ml promyvaciho roztoku WASH. Nakonec
byla pod kolonu umisténa 50 ml zkumavka a na kolonu bylo pfivedeno 15 ml elu¢niho
roztoku ELU. DNA byla piecisténa precipitaci. K eluatu bylo pipetovano 10,5 ml
isopropanolu o pokojové teploté a vysledna smés byla promichéna na vortexové michacce
apomoci stiikacky o objemu 30 ml pfevedena po kapkach ptes polypropylénovy filtr,
ktery zachytil plasmidovou DNA. Pomoci stiikacky byl filtr promyt 4 ml 70% ethanolu
apak vysuSen opakovanym prohnanim vzduchu. Z filtru byla DNA eluovana
do 1,5 ml zkumavky 1 ml elu¢niho roztoku (5 mM Tris/HCL, pH 8,5) pomoci stfikacky
oobjemu 1 ml. Koncentrace plasmidové DNA byla stanovena spektrofotometricky

(viz. 4.1.5, str. 27).

4.2 KULTIVACE A TRANSFEKCE BUNECNE LINIE HEK293S
GnTT

Kultivaci a transfekci bunééné linie HEK293S GnTI' provadéla Mgr. Barbora
Kalouskova. Kultivace bunééné linie HEK293S GnTI probihala ve ¢verhrannych lahvich
s prodySnym vickem pii 37 °C a tfepani 135 ot./min v atmosféte 5% CO,. Jako kultivacni

médium byl pouzit ExCELL293. Jednou za 3-4 dny probihala subkultivace. Pomoci
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hemocytometru byla provadéna kontrola bun&né hustoty a pfipadné kontaminace. Cast
bunécéné suspenze byla doplnéna kultivacnim médiem tak, aby vyslednd hustota bunck
&inila 0,2:10° - 0,3-10° bun&k/ml. Objem piivodni suspenze ¢inil maximalne 10% objemu.
Pro dostate¢né provzdusnéni tvofila suspenze maximalné 40% objemu ¢tverhranné lahve.

Pro produkci proteinii byl vyuzit tzv. piggyBac systém, ktery umoziuje ptipravit
stabiln¢ transfekované bunky obsahujici tetracyklinovy transaktivator, ktery se po pfidani
doxycyklinu jako induktoru vaZe na promotor a indukuje expresi cilového genu®.

Bunécna linie HEK293S GnTI byla kotransfekovana tfemi plasmidy, a to pUT7
(nositel rezistence na puromycin obsahujici nami vkladany gen), PB-RN (nositel rezistence
na geneticin a induktoru tetracyklinového transaktivatoru) a pomocny plasmid PBase
obsahujici gen pro piggyBac transposasu zprostfedkovavajici integraci danych gent
do chromosomu.

Bunééna suspenze HEK293S GnTT byla centrifugaci po dobu 5 minut pii 95x g
a pokojové teploté prevedena do Cerstvého media ExCELL293 o vysledném objemu
1,2 ml, pfiemZ vysledna koncentrace byla 23,5 - 10° bungk/ml. K této bun&éné suspenzi,
ktera byla umistnéna do jedné jamky na 12-jamkové desticce bylo ptidano 300 pl sterilniho
DNA transfek¢niho mixu v PBS-TK (obsahujiciho 24 pg pUT7 AICLWT/ pUT7_AICLA,
3 ug PB-RN a 3 pg PBase) a IPEI v poméru DNA:IPEI 1:4. Buné¢né suspenze na desti¢ce
byla inkubovéana po dobu 4 hodin pii 37°C atfepani 135 ot./min v atmosféfe 5% CO..
Po inkubaci byla suspenze pievedena do 100 ml ¢tverhranné lahve s prodySnym vickem
a doplnéna médiem ExCELL293 na 30 ml a ponechana v inkubétoru pii 37°C a tiepani
135 ot./min v atmosfére 5% CO,.

Pro selekci stabilnich linii byl 48 hodin po transfekci pfidan puromycin o vysledné
koncentraci 5 pg/ml a geneticin o vysledné koncentraci 50 pg/ml. Kazdy tfeti den byly
bunky pfepocitany a centrifugaci po dobu 5 minut pii 95x g a pokojové teploté prevedeny
do cCerstvého média ExCELL293 s opétovnym piidanim antibiotik o stejné vysledné
koncentraci. Po obnoveni ristu a viability bun¢k byla rezistentni stabilné transfekovana
polyklonalni linie rozpéstovana do objemu 300 ml suspenze. Po dosazeni bunééné hustoty
3-10°- 5-10° bungk/ml byl pfidan doxycyklin o vysledné koncentraci 1 pg/ml. Paty den
po indukci nebo kdyz klesla viabilita pod 40% byla produkce sklizena centrifugaci po dobu
30 minut pii 10000x g a pokojové teploté, zfiltrovana ptes 0,22 pum filtr a uchovéana
pti -20°C.
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4.3 PURIFIKACE PROTEINU
4.3.1 AFINITNI CHROMATOGRAFIE

Jako prvni krok purifikace byla provadéna afinitni chromatografie pomoci HPLC
systému AKTAbasic’’ a kolony HiTrap MabSelect SuRe* o objemu 5 ml obsahujici
imobilizovany protein A, ktery vykazuje afinitu k Fc fragmentu purifikovaného proteinu.
Médium bylo zfiltrovdno a poté 2x vyiedéno PBS pufrem. Nasledné byla kolona
ekvilibrovana PBS pufrem. Poté bylo vyfedéné médium nanaSeno na kolonu rychlosti
4,5 ml/min. Nasledn¢ byla kolona promyta PBS pufrem anavazany protein eluovan
citritovym pufrem o pH 3,0 rychlosti 2,5 ml/min. Eluat byl neutralizovan ptfidavkem
100 pl 1,5 M roztoku Tris pH 8,8 na 1 ml eluatu. Vysledné pH bylo zkontrolovano pH
papirkem. Nakonec byla kolona regenerovana 0,5 M roztokem NaOH a pievedena

do 20% ethanolu, ve kterém byla uchovavana.

4.3.2 ZKONCENTROVANI PROTEINU

Po afinitni chromatografii byl eludt centrifugovan v koncentratoru Amicon Ultra
(MWCO 10000) pii 3900x g a 18 °C opakované¢ po dobu 3-8 minut, dokud objem
zkoncentrované smeési nebyl mensi nez 500 pl. Aby se predeSlo srazeni, byl
mezi jednotlivymi  centrifugacemi  zkoncentrovany roztok promichan  pipetou.
Takto pfipraveny vzorek byl centrifugovan v 1,5 ml zkumavce 5 minut pfi 30000x g

a nasledné vyuzit na gelovou permeacni chromatografii.

4.3.3 GELOVA PERMEACNI CHROMATOGRAFIE

Gelovda  permeacni  chromatografie byla provadéna pomoci  kolony
Superdex 200 10/300 GL* aHPLC systému AKTAbasic'’. Nejprve byla kolona
ekvilibrovana HEPES pufrem. Nasledné byla nastfikova smycka o objemu 1 ml promyta
také HEPES pufrem. Vzorek byl nanesen do néstfikové smycky. Chromatografie probihala
pfi pritoku 0,5 ml/min. Eluét byl sbiran v 0,5 ml frakcich. Nakonec byla kolona promyta
IM AcOH, 0,5M NaOH a poté pievedena do 20% ethanolu. Koncentrace proteinu
v jednotlivych frakcich byla stanovena spektrofotometricky (viz. 4.3.4, str. 33).
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4.3.4 STANOVENI KONCENTRACE PROTEINU

Koncentrace proteini byla stanovovana spektrofotometricky pifi 280 nm.
Jako referen¢ni vzorek byl pouzit HEPES pufr. Pro vypocet koncentrace byl zadan

teoreticky extinéni koeficient a molekulova hmotnost daného proteinu.

4.3.5 SDS-PAGE

Cistota proteind byla uréovana pomoci elektroforézy v 12,5% polyakrylamidovém
gelu za pritomnosti dodecylsulfatu sodného. Nejprve byl piipraven rozdélovaci gel, ktery
byl nasledné pievrstven dH,O. Po zatuhnuti byla voda odstranéna a rozdélovaci gel byl
prevrstven zaostiovacim gelem, do kterého byl zasunut hieben. Gely pro elektroforézu
byly pfipraveny podle Tab. 4. Z kazd¢ chromatografické frakce daného proteinu bylo
odebrano vzdy 15 ul do 1,5 ml zkumavky, pfi¢emz do kazdé byl ptidan 5x koncentrovany
redukujici nebo 5% koncentrovany neredukujici vzorkovy pufr. Takto pfipravené vzorky
byly umistény do vrouci lazn€¢ na 10 minut a nésledné centrifugovany pti 20000x g
3 minuty. Gely byly umistnény do elektroforetické aparatury naplnéné elektrodovym
pufrem. Vzorky astandard molekulovych hmotnosti byly pipetovany do jamek gelu.
Elektroforéza probihala pti napéti 200 V, dokud se Celo elektroforézy nedostalo na konec
gelu. Nasledné byly gely barveny barvicim roztokem minimalné 30 minut, poté nékolikrat

promyty odbarvovacim roztokem do odbarveni pozadi, a nakonec naskenovany.

Tab. 4: SloZeni roztoki pro pripravu jednoho gelu pro SDS elektroforézu.

Slozeni gelil 12,5% Rozdélovaci gel | Zaostirovaci gel
AA (30%) /ml 1,675 0,25

dH;O /ml 1,265 0,7

10% SDS /ul 40 10

10% APS /ul 40 10

TEMED /pl 2 1,5

TRIS pH 8,8 /ml 1 X

TRIS pH 6,8 /ml X 0,125
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4.3.6 STEPENI TEV PROTEASOU

Pro =ziskéni Ccistého proteinu bez Fc fragmentu bylo provedeno Stépeni
TEV proteasou v hmotnostnich pomérech TEV proteasa:protein 1:10, 1:30 nebo 1:100,
které probihalo pti 30°C po dobu 3 hodin v prostfedi riznych redukcnich Cinidel (DTT,
cysteamin, L-glutathion) o rtizné koncetraci (pro zjiSténi optimalnich podminek Stépeni).

Jednotlivé vzorky byly nasledné analyzovany pomoci SDS-PAGE (viz. 4.3.5, str. 33).
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5 VYSLEDKY

5.1 SEKVENCE EXPRESNICH KONSTRUKTU
Obsahem této prace je ptiprava proteinu AICL, obsahujicitho C87 (dale AICLWT)

a také proteinu AICLA, obsahujictho mutaci C87S. Dlivodem pfipravy mutované formy
AICLA je zvySena stabilita proteinu obsahujiciho sudy pocet cysteinti, které mohou
vytvaret intracelularni disulfidické vazby se spravnym zapojenim CTLD (viz. 1.4.1,
str. 15). Naproti tomu AICLWT mitiZze navic vytvaiet kovalentni homodimer, diky lichému
systeinu C87. Ptitomnost Fc fragmentu o molekulové hmotnosti 26 kDa v expresni kazet¢
je vyuzita pii purifikaci proteinu, jelikoz Fc fragment vykazuje afinitu k proteinu A,
ktery je imobilizovan na afinitni koloné (viz. 4.3.1, str. 32). Stdpici misto
pro TEV proteasu umoznuje ziskat Ccisty protein AICL (S31-H149) o ocekavané
molekulové hmotnosti 14 kDa (viz. Obr. 5 a 6). Pfedpokladana molekulova hmotnost obou
proteinovych konstruktt AICL (Fc AICLWT, Fc AICLA) je pro monomer 41 kDa.
Uvedené molekulové hmotnosti jsou pouze orientacni, jelikoz skuteCna molekulova

hmotnost mize byt vétsi kviili predikované N-glykosylaci.

HM:KEHKCF:IVG?LITTNIITLIVKLTRDSQSLCPYDWIGFQHKCYYFSKEEGDWISSKY.CSTQHRDLTIIDN
IEEMNFLRRYKCSSDHWIGLKHAKIRTGQW?DGAIFTKSFGMRGSEGCAYLSDDGRATARCYTERKWICRKRIH

Obr. 5: Aminokyselinova sekvence receptoru AICL. Znazornéna je cytoplasmatickda domeéna,
transmembranova Gast, extracelularni &ast, Cysteiny a predikovand mista [NEGIYKOSYIAEE. Aminokyselinovéa
sekvence byla ziskana z databaze UniProt pod kodem Q92478 .

HETD RN N R G S TG . S THT CPPCPAPELLGGESVEFLFFPFEPEDT LMISRT PEVI CVVVDVSHEDPEVE
FHWYVDGVEVHNAR TR PREEQYNSTYRVV SVLTVLHODWLNGEEYECEVSNEALPAPIERT ISKAKGOPREPOVY
TLEFPSRDELTENOVS LI CLVEGFYPSDIAVEWE SHGOPENNYETTPEVLDSDGSFFLY SELTVDESENQOGNVES
CEVMHEALHNHEYTOFSLELEPGEASGAGSTTENLYFOGT GSOSLCEYDN T GEONKCY Y FSKEE GDWNSSEKYRCST
QHADLTIIDNIEEHNFLRRYKISSDHWIGLKHAKNRTGQWvDGATFTKSFGHRGSEGCHYLSDDGHETRRCYTER
EWICRERTHGT

Obr. 6: Aminokyselinova sekvence konstruktu obsahujiciho AICL. Znazornény je sekrecni signal,
Fc fragment navazany na N-konci AICL, Sté€pici misto pro TEV proteasu, AICL (S31-H149). Zvyraznény
je cystein -, ktery je obsazen pouze v konstruktu AICLWT. Konstrukt AICLA obsahuje mutaci C87S.
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5.2 PRIPRAVA EXPRESNICH VEKTORU

Vektor pUT7 byl nejprve linearizovan pomoci Stépeni restrikénimi endonukleasami
Pmel a Nhel. Uspé&$nost linearizace byla ovéfena agarosovou elektroforézou (viz. Obr. 7),
na zéklad¢ které byla potvrzena ofekavana velikost linearizované¢ho plasmidu, ktera Cini

piiblizné 6 kb.

Standard Nestépeny Nastépeny plasmid
1kb plasmid (puUT7) (pUT7%*)

Obr. 7: Agarosova elektroforéza S$tépeni plasmidu pUT7. Predpokladand velikost linearizovaného
plasmidu byla 6 kb.

Pro amplifikaci insertu PCR reakci byl pouzit plasmid pYDS5 IIWT obsahujici
expresni kazetu s genem pro AICLWT aplasmid pYDS5 I1A s genem pro AICLA,
které byly jiz dfive pfipraveny, QS5 polymerasa a primery pYC5 REV apYC5K FW.
Ptitomnost produktii PCR reakce byla ovéfena agarosovou elektroforézou (viz. Obr. 8,
str. 37). Amplifikované inserty aplasmid byly nasledné¢ vyfiznuty a extrahovany
z agarosového gelu (viz. 4.1.4, str. 27) do 20 pl elu¢niho pufru. Nasledné¢ byla zmétena
koncentrace DNA v jednotlivych eluatech (viz. 4.1.5, str. 27) a vysledky jsou shrnuty
v Tab. 5, str. 37.
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Standard Standard Nesouvisejici
100bp 1kb vzorek AICLWT AICLA

Obr. 8: Agarosova elektroforéza PCR reakce s templitem pYDS5 obsahujicim gen pro AICLWT
a stejnym plasmidem s genem pro AICLA. Pfedpokladana velikost amplifikovanych kostruktd byla 1,1 kb.

Tab. 5: Koncentrace DNA vzorku extrahovanych z agarosového gelu.

Vzorek Koncentrace DNA / ng/pl
Nastépeny plasmid pUT7* | 65,6
Insert AICLWT 11,5
Insert AICLA 30,8

Na vneseni inserti do plasmidii byla vyuzita Infusion reakce (viz. 4.1.6, str. 28),
ktera byla provedena vzdy s 100 ng plasmidu a 36 ng insertu (na zéklad¢ vztahu (1),
str. 28). Produkty Infusion reakce byly transformovany do kompetentnich bunék
E. coli DH5a, které byly rozetieny na agarosové misky s ampicilinem a inkubovéany
pies noc pii 37 °C (viz. 4.1.7, str. 28). K selekci klonti obsahujicich vektor s insertem byla
provedena PCR zkolonii (viz. 4.1.8, str. 28) za pouziti primerd pCT5seq REV
a pCT5seq FW. Po provedeni reakce byly vzorky analyzovany agarosovou elektroforézou
(viz. 4.1.3, str. 27). Obr. 9, str. Chyba! Zalozka neni definovana.8 ukazuje, ze v piipade
plasmidu obsahujiciho gen pro AICLWT byly obé analyzované kolonie pozitivni a pro

plasmid s genem pro AICLA byla jedna analyzovana kolonie taky pozitivni.
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Standard Standard

100bp 1kb AICLA,1

AICLA,2 AICLWT

Obr. 9: Agarosova elektroforéza PCR z kolonii. Na obrazku jsou kolonie odebrané po transformaci bunék
E. coli DH5a plasmidem pUT7_ AICLWT apUT7_AICLA. VSechny kolonie analyzované PCR z kolonii
jsou pozitivni.

Ze vsech pozitivnich kolonii byla provedena nizkoobjemova produkce a izolace
plasmidové DNA (viz. 4.1.9, str. 29). Koncentrace DNA v jednotlivych vzorcich je
uvedena v Tab. 6. Pro ovéfeni spravnosti konstruktl byla provedena sekvenace DNA, ktera

potvrdila spravné vloZeni inserti do plasmidi (viz. 4.1.10, str. 29).

Tab. 6: Koncentrace plasmidové DNA ziskané nizkoobjemovou produkci a izolaci.

Vzorek Koncentrace DNA / ng/pl A0/ A2s0
pUT7 _AICLWT 139,5 2,10
pUT7 AICLA1 137,3 2,25
pUT7_AICLA2 125,1 1,88

Po transformaci kompetentnich bunék E. coli DH5a (viz. 4.1.7, str. 28) byla

z jednoho vzorku pro kazdy konstrukt provedena velkoobjemova produkce a izolace

plasmidové DNA (viz. 4.1.11, str. 30). Namétené koncentrace a Cistotu plasmidové DNA

shrnuje Tab. 7.

Tab. 7: Koncentrace plasmidové DNA ziskané velkoobjemovou produkci a izolaci.

Vzorek Koncentrace DNA / pg/nl A0/ A2s0
pUT7_AICLWT 1,47 1,91
pUT7_AICLA 2,84 1,99
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5.3 PRODUKCE A PURIFIKACE KONSTRUKTU AICL

Pro produkci obou konstruktii AICL byla pouzita bunééna linie HEK293S GnTT.
Tato linie umoziiuje tvorbu proteinti s jednotnou homogenni manosovou glykosylaci typu
GlcNAc,Mans™. ProtoZe predchozi produkee stejnych proteinovych konstruktd s vyuzitim
transientni transfekce nebyla uspésnd, byly konstrukty vlozeny do plasmidu pUT7
umoznujiciho tvorbu stabilnich linii v systému piggyBac.

Po transfekci sadou plasmidi pro systém piggyBac byly buiiky selektovany smési
antibitotik (geneticin, 50 pg/ml a puromycin, 5 pg/ml). Po selekci byly buiky
expandovany do vétsich objemi (300 ml) a vyssich bun&énych hustot (3-10°-
5-10° bun&k/ml). Produkce proteint byla indukovana piidanim doxycyclinu do koncentrace
1 pg/ml. Po 5 dnech byly produkce sklizeny a purifikovany pomoci afinitni chromatografie
(viz. 4.3.1, str. 32), s pouzitim kolony HiTrap MabSelect SuRe* obsahujici imobilizovany
protein A vykazujici afinitu k Fc fragmentu, ktery je obsazen v expresni kazeté¢ obou
konstrukti AICL. FEluaty zkoncentrované na pftiblizné 250 upl byly v dalSim kroku
purifikovany pomoci gelové permeacni chromatografie (viz. 4.3.3, str. 32) na koloné¢
Superdex 200 10/300 GL*. Priab&h gelové permeaéni chromatografie pro oba konstrukty je

znazornén na Obr. 10.

1,2

1,0

08 Fc_AICLWT

Fc_AICLA
0,6

A280

0,4

0,2

0,0 J

0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0
Vmi]

Obr. 10: Gelova permeacni chromatografie AICL po afinitni chromatografii. Kolona
Superdex 200 10/300 GL. Nesrazeny proteinovy konstrukt ma absorpéni maximum pii eluénim objemu
ptiblizné 14 ml, ¢emuz odpovida druhy vrchol u obou konstrukti AICL.
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Vsechny ziskané frakce obou konstruktli byly analyzovany pomoci SDS-PAGE
(viz. 4.3.5, str. 33) v redukujicim a neredukujicim prostiedi (viz. Obr. 11 pro AICLWT
aviz. Obr. 12 pro AICLA). Jednotlivé frakce nesrazeného proteinu (frakce 9-14
u AICLWT viz. Obr. 11 afrakce 10-14 u AICLA viz. Obr. 12) byly smichany
a zkoncentrovany (hodnoty koncentrace proteinit po zkoncentrovani jsou uvedeny

v Tab. 8§, str.41).
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Obr. 11: SDS-PAGE konstruktu AICLWT. 12,5% gel, v prvni draze je standard molekulovych hmotnosti,
nalevo se nachazi gel s frakcemi v neredukujicim prostfedi (N1-N14), napravo gel s frakcemi v redukujicim
prostfedi (R1-R14). U obou gelt frakce 1-8 predstavuji srazeny proteinovy konstrukt vychazejici v mrtvém
objemu kolony, frakce 9-14 predstavuji zadany konstrukt Fc AICLWT o ofekavané velikosti monomeru
41 kDa a dimeru 82 kDa.
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Obr. 12: SDS-PAGE konstruktu AICLA. 12,5% gel, v prvni draze je standard molekulovych hmotnosti,
nalevo se nachazi gel s frakcemi v neredukujicim prostfedi (N1-N14), napravo gel s frakcemi v redukujicim
prostfedi (R1-R14). U obou gelt frakce 1-9 predstavuji srazeny proteinovy konstrukt vychazejici v mrtvém
objemu kolony, frakce 10-14 predstavuji zadany konstrukt Fc_ AICLA o ofekavané velikosti monomeru
41 kDa a dimeru 82 kDa.
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Tab. 8: Koncentrace zkoncentrovanych proteinovych konstrukti po gelové permeacni chromatografii.

Vzorek Koncentrace proteinu/ mg/ml | Objem/ ml MnoZstvi/ mg
Konstrukt AICLWT | 1,20 0,66 0,79
Konstrukt AICLA 1,35 0,56 0,76

Po zkoncentrovani nesrazenych frakci bylo provedeno §té€peni nové piipravenou
TEV proteasou obsahujici 0,5mM DTT v pomérech TEV:protein 1:20 a 1:50 pro ovéfeni
aktivity TEV proteasy a odStépeni Fc fragmentu od konstruktu AICL. Jak ukazuje zdznam
SDS elektroforézy, u obou konstruktl byla ziskdna monomerni forma AICL (viz. Obr. 13).
Jelikoz bylo potieba ptfipravit AICL bez Fc fragmentu v neredukujicim prostiedi (DTT
pfitomné v roztoku TEV proteasy by zredukovalo intramolekuldrni i intermolekularni
disulfidy v AICL a informace o struktuie by nebyla kompletni), byla provedena
optimalizace Stépeni AICLWT s TEV proteasou bez redukéniho c¢inidla v pomérech
TEV:protein 1:20 a 1:100 po dobu 2 az 24 hodin, pro zjisténi optimalni doby Stépeni
a mnozstvi TEV proteasy. Jak ukazuje Obr. 14, str. 42, doba St€peni neméla vliv na ziskané
mnozstvi AICL. NeStépeny vzorek obsahuje malé mnozstvi AICL srovnatelné
se Stépenymi vzorky, coz znaci, ze TEV proteasa nebyla schopna postépit konstrukty

bez pridavku reduk¢niho ¢inidla.

Konstrukt AICLWT Konstrukt AICLA

RTEV RTEV NTEV NTEV RTEV RTEV N TEV NTEV
ko3 RWT 1:10 1:50 NTEV NWT 1:10 1:50 kpa RA 1:10 1:50 NTEV Na 110 1:50
260 — 260 N !
140 140
100 o 1 -
70 70
50 - —_— — 50 - ' =
. - - . -
35 35

- -~
25 25
15 — 15 — o~ —

Obr. 13: SDS-page konstruktiic AICLWT a AICLA po $tépeni TEV proteasou s pridavkem 0,5 mM
DTT. 12,5% gel, v prvni draze je standard molekulovych hmotnosti, ke vzorkim v 3.-5. draze byl pfidan
redukujici vzorkovy pufr a ke vzorkiim v 6.-9. draze neredukujici vzorkovy pufr. V 3. a 7. draze se nachazi
nestépeny vzorek, v6. TEV proteasa av ostatnich drahach Stépené konstrukty srliznymi pomeéry
TEV proteasy. Ve vSech §tépenych vzorcich pozorujeme monomerni AICL o velikosti 14 kDa a odstépeny
Fc fragment o velikosti 26 kDa.
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Obr. 14: SDS-PAGE konstruktu AICLWT po Stépeni TEV proteasou. 12,5% gel, v prvni draze je
standard molekulovych hmotnosti, ke viem vzorkiim byl p¥idan redukujici vzorkovy pufr. Stépeni probihalo
bez pridavku redukéniho ¢inidla k TEV protease v pomérech TEV:protein 1:20 a 1:100 po dobu 2 az
24 hodin. V posledni draze se nachazi nestépeny vzorek AICL.

Jelikoz stépeni s TEV proteasou bez ptidavku redukcniho ¢inidla nebylo Gspésné,
byly ke vzorkim na S$té€peni pfidany riizné koncentrace nékolika redukcnich cinidel,
aby bylo zjisténo, jaka nejmensi koncentrace redukéniho Cinidla je potfebna pro uspésné
Stépeni TEV proteasou. Cilem bylo stépit ve slabé redukénim prostredi, aby se Fc fuzni
kostrukt nastépil, ale nedoslo k rozpojeni vsech disulfidi.

K jednotlivym vzorkiim obsahujicim TEV proteasu a proteinovy konstrukt
vpoméru 1:30 byla pfiddna redukéni cCinidla dithiothreitol (DTT), cysteamin (cys.)
aredukovany L-glutathion (GSH) v riznych koncentracich. Po S$tépeni, které probihalo
3 hodiny pifi 30°C, byla pro analyzu vzniklych produkti provedena -elektroforéza
v prosttedi SDS (viz. 4.3.5, str. 33), jejiz zdznam je zobrazen na Obr. 15, str. 43.
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Obr. 15: SDS-PAGE proteinovych konstrukti AICL v pritomnosti redukénich ¢inidel. 12,5% gely,
v prvni draze je standard molekulovych hmotnosti, ke v§em vzorkiim obsahujicim 5 pg proteinu byl ptidan
neredukujici vzorkovy pufr. U obou gell je ve 2. draze nestépeny proteinovy konstrukt AICL, ve 3. draze
proteinovy konstrukt AICL pouze s TEV proteasou av dalSich drahach proteinovy konstrukt AICL
s TEV proteasou a piislusnym redukénim ¢inidlem o dané koncentraci v mM.

Z SDS elektroforézy (viz. Obr. 15) je zfejmé, ze se zvySujici se koncentraci
redukénich Cinidel se dafi protein Stépit a mizeme pozorovat stdle patrnéjsi prouzek
o velikosti 14 kDa, ktery pfedstavuje protein AICL. Zaroven je patrné, Ze protein
pii skladovani ve 4 °C postupné degraduje a nékteré ¢asti fuzniho konstruktu se rozpadaji,
coz je vidét porovnanim zdznamu SDS elektroforéz hned po zkoncentrovani proteinovych
konstruktii (viz. Obr. 13, str.41) a po delSi dobé pii optimalizaci podminek Stépeni

TEV proteasou s ptidavkem redukénich ¢inidel (viz. Obr. 15), coz také svédci o nestabilité

konstruktu.
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6 DISKUZE

Cilem této prace byla piiprava mutované a nemutované formy proteinu AICL.
Geny kodujici proteiny AICLWT a AICLA ve fazi s lidskym IgG byly amplifikovany
a vlozeny do plasmidu, kterymi byly nasledné transformovany bakterie E. coli pro piipravi
zésobniho mnozstvi plasmidt. Dale byla pomoci systému piggyBac vytvorena stabilni linie
odvozena od linie HEK293S GnTT, ktera indukovateln¢ produkovala tyto proteiny.

Na priabehu gelové permeacni chromatografie obou proteint (viz. Obr. 10, str. 39)
je mozné pozorovat 2 vrcholy, pficemz prvni se nachazi v mrtvém objemu kolony,
coZ naznacuje, Ze se pravdepodobné jedné o srazeny, resp. $patné sbaleny protein. Cistota
a kvalita jednotlivych frakci byla zkontrolovana pomoci SDS-PAGE v redukujicim
a neredukujicim prostfedi (viz. Obr. 11 a 12, str. 40). Zaznam z SDS-PAGE pro frakce
z prvniho vrcholu ukazuje, ze ¢ast proteinu v neredukujicim prostfedi ani nezaputovala
do gelu, coz potvrzuje predpoklad o srazeném proteinu. Druhy vrchol odpovidd svym
elucnim objemem kovalentnimu dimeru konstruktu Fc_ AICL o ptiblizné velikosti 82 kDa,
jehoz ptitomnost potvrzuje také SDS-PAGE v neredukujicim prostfedi. Kovalentni dimer
je tvofen v dusledku fuze s Fc fragmentem, ktery obsahuje cysteiny pfirozené se podilejici
na tvorbé tohoto kovalentniho dimeru v lidském IgG. VSechny zredukované frakce obou
vrcholid ukazuji pritomnost monomeru Fc_ AICL o oc¢ekavané velikosti 41 kDa.

Zkoncentrované frakce obou nesrazenych proteint skladované pii 4°C byly smési
agregatu o velikosti pfiblizné¢ 120 kDa, kovalentniho dimeru Fc AICL (82 kDa)
a monomeru Fc AICL (41 kDa) u mutované i nemutované formy, pfi€emz nemutovana
forma obsahovala navic od§tépeny Fc fragment (viz. Obr. 15, str. 43). Stépeni
proteinovych konstrukti TEV proteasou bylo provedeno s pfidavkem 0,5 mM DTT, ¢imz
se podafilo Fc AICL nastépit a ziskat monomerni AICL o velikosti 14 kDa jak
v mutované, tak v nemutované formé (viz. Obr. 13, str.41). Jelikoz bylo potieba ziskat
AICL s pfirozenym zapojenim disulfidl, dal$i Stépeni bylo provadéno bez redukéniho
¢inidla, a to rtizn¢ dlouhou dobu pro optimalizaci doby Stépeni. Zaznam SDS elektroforézy
(viz. Obr. 14, str. 42) provedené po Stépeni ukazuje, ze se proteinovy konstrukt AICL
za danych podminek nastépit nepodafilo, a proto byla provedela optimalizace mnoZstvi
redukéniho ¢inidla pottebného k nastépeni konstruktt (viz. Obr. 15, str. 43). Samotny
protein byl ziskan jenom v pfitomnosti vysSich koncentraci redukénich ¢inidel. Na zakladé

ziskanych vysledki je pravdépodobné, ze doSlo ke Spatnému zapojeni disulfidickych
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vazeb, a to mezi cysteiny Fc fragmentu a AICL. Tak mohlo dojit ke znepfistupnéni
Stépiciho mista pro TEV proteasu, kterd neni schopna dany konstrukt $tépit bez piidavku
redukéniho Cinidla. V redukujicim prostiedi, kde dochazi ke Stépeni vSech disulfidickych
vazeb, je Stépici misto pro TEV proteasu pfistupné, a je tedy mozné ziskat Cisty protein
AICL.

Pro Spatné zapojeni disulfidl svéd¢i i fakt, Ze se protein srdzel a béhem gelové
permeacni chromatografie vychazel zkolony v mrtvém objemu (viz. Obr. 10, str.39)
a pii delsim skladovéani postupné degradoval arozpadal se (viz. rozdil drah obsahujici
pouze vzorek konstruktu AICL hned po purifikaci - Obr. 13, str. 41 apo skladovani
pii 4 °C - Obr. 15, str. 43). Ani mutace C87S, ktera pfinesla zlepSeni stability proteinu
v systétmu E. coli, zlepSeni stability u produktd sav¢éi bunééné linie nepfinesla
(nepozorujeme vyrazngjsi rozdil v chovani obou konstrukti).

Pfipojéni Fc fragmentu zvysilo vytézek produkce proteinového konstruktu (coz
bylo zjisténo na zéklad¢ zkuSenosti s expresi proteinu AICL v na$i laboratofi), ale je
potieba pocitat s tim, ze pouze 1/3 hmotnosti Fc  AICL je skute¢né¢ AICL, jelikoz zbytek je
tvoten Fc fragmentem.

Dalsi moznosti pro ptipravu AICL je pravdépodobné pouze uprava expresniho
konstruktu. Pokud by byl zachovan koncept fizniho proteinu, protoZe pfipojeni
Fc fragmentu vytézek opravdu zvysilo, bylo by nutné vybrat jinou znacku. Moznosti
by bylo naptiklad umistnit modifikovany Fc fragment na C-konec AICL s deleci cysteinti
v pantové oblasti. Tato oblast by byla blizko samotného konstruktu AICL, a proto
by se cysteiny Fc fragmentu mohly teoreticky pfi oxidaci zapojovat s cysteiny AICL. Jako
jind znacka se nabizi naptiklad manosu vazajici protein, glutathion S-transferasa, zeleny

fluorescencni protein a dalsi.
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7 ZAVER

e Byly pfipraveny expresni vektory pro mutovanou inemutovanou formu
proteinu AICL ve fuzi s Fc fragmentem IgG

e Ve stabilni linii HEK293S GnTT se podafilo produkovat oba fuzni konstrukty
AICL

e Pii Stépeni TEV proteasou bylo zjiSténo pravdépodobné nespravné zapojeni
disulfidii v konstruktech

e Podafilo se nalézt podminky pro Stépeni fuznich konstrukti AICL pomoci

TEV proteasy v redukujicim prostiedi
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