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Abstrakt

NK bunky (z angl. natural killers — ,,pfirozeni zabijeci*) jsou dulezitou soucasti
ptirozené imunity. Na svém povrchu nesou komplexni skupinu receptort, které pouzivaji
ruzné signaliza¢ni motivy k aktivaci nebo k inhibici. NK buriky jsou schopny cilen¢ zabijet
aberantni bunky, tedy virové, infikované anadorové bunky, pomoci specidlnich
cytotoxickych mechanismu, kterymi vyvolaji apoptozu. Mezi aktivacni receptory patii také
receptory NKG2D, rozeznavajici ligand MICA, a NKp30, ktery rozeznava ligand B7-Hé.

Pro imunitni systém ¢lovéka je tedy piirozené, ze rakovinné buiiky jsou ni¢eny pomoci
NK bungk. Soucasné terapeutické cile v 1écbé nadorovych onemocnéni se zaméiuji
pfedev§im na posilovani vlastni pfirozené schopnosti téla bojovat proti rakoviné a je
k tomu vyuzivano pravé NK bunék.

Vedle NK bun¢k jsou také nejen k 1é¢bé rakoviny hojné vyuzivany protilatky. Z velké
casti se jedna o monoklondlni protilatky, avSak v soucasné dobé zacinaji byt hojné
vyuzivané také fragmenty protilatek.

Tato prace pojednava o ptipravé tii bifunkénich fuznich proteinti: B7-H6-L-aHER2,
MICA-L-aHER2 a aHER2-L-MICA, které¢ obsahuji imunoligandy aktivacnich receptorti
NK bunék a VHH fragment antiHER2 protilatky, v linii lidskych embryonélnich
ledvinnych bunék HEK293T. Proteiny byly usp&Sné piipraveny a dale byla ovéfena vazba

na NK buné¢ény receptor pomoci analytické gelové permeacni chromatografie.

Kli¢ova slova: NK buika, protilaitka, MICA, NKG2D, HER2, B7-H6, bifunkéni fizni
protein, HEK293T



Abstract

Natural killer cells (NK cells) are an important part of innate immunity. On their
surface they express a complex group of receptors that use different signalling motifs to
activate or inhibit NK cell cytotoxic activity. NK cells are capable to kill aberrant cells
(namely, viral, infected, and tumour cells) by using special cytotoxic mechanisms to
trigger apoptosis. The activating receptors recognize tumour or stress-induced ligands, e.g.,
NKG2D receptor recognizes the MICA ligand and NKp30 recognizes the B7-H6 ligand.

Therefore for human immune system it is only natural that cancer cells are destroyed
by NK cells. The current therapeutic goals in the treatment of cancer are primarily focused
on strengthening the body's own natural ability to fight with cancer and one possible way is
stimulation of NK cells to win this deadly fight.

In addition to NK cells, antibodies are also widely used for the treatment of cancer, as
well as other immune-related disorders. Most of them are monoclonal antibodies, but
antibody fragments are getting attention and are being tested more and more in recent
years.

This work describes the preparation of three bifunctional fusion proteins:
B7-H6-L-aHER2, MICA-L-aHER2, and aHER2-L-MICA, which contain immunoligands
for the activating receptors of NK cell and VHH fragment of antiHER2 antibody,
in the human embryonic kidney cell line HEK293T. The proteins were successfully
prepared and their binding to the NK cell receptor was verified by analytical gel

permeation chromatography.

Key words: NK cells, antibody, MICA, NKG2D, HER2, B7-H6, bifunctional fusion
protein, HEK293T

(The thesis is written in Czech)



Seznam zkratek

ADCC Cytotoxicka reakce zavisla na protilatkach, z angl. antibody-dependent
cell-mediated cytotoxicity

APS Peroxodisiran amonny, z angl. ammonium persulfate

B7-H6 Ligand pro NKp30 z rodiny B7

Cdoména  Konstantni doména protilatky

CDl16 Oznaceni pro FcRylIII receptor

CD56 Oznaceni pro neurdlni bunéénou adhezivni molekulu

CD94-NKG2A Heterodimer proteinit CD94 a NKG2A z rodiny receptortii

lektinového C-typu

cDNA DNA syntetizovana podle RNA v reakci katalyzované enzymem reverzni
transkriptazou

CDR Hypervariabilni oblasti variabilnich domén, z angl.
complementarity-determining region

DAP Adaptérovy protein, z angl. death associated protein

dH,0O Deionizovana voda

dNTPs Deoxynukleotidtrifosfaty

EDTA Kyselina ethylendiamintetraoctova

EGFR Receptor pro epidermalni ristovy faktor, z angl. epidermal growth factor
receptor

FASL Spole¢né s TRAIL se podili na indukci apoptdzy, z angl. Fas-ligand

Fc fragment

Fr

GM-CSF

H feté€zec

HAMA

Cast molekuly protilatky slozena z tézkych Fetézct, z angl. fragment
crystallizable

M¢éné variabilni oblasti variabilni domény, z angl. framework

Ristovy hormon pro granulocytarni fadu leukocytli a makrofagy, z angl.
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor

Tézky tetézec protilatky

Clovékem produkované anti-mysi protilatky, z angl. human anti-mouse
antibodies



HCADs Molekula imunoglobulinu velbloudt a lam, z angl. heavy chain-only
antibodies

HEK293T  Bunécna linie lidskych embryonalnich ledvinnych bunék 293, z angl. human
embryonic kidney 293, transformovana T antigenem viru SV40

HEPES N-2-hydroxyethylpiperazin-N"-2-ethansulfonova kyselina

HER2 Receptor 2 pro lidsky epidermalni ristovy faktor, z angl. human epidermal
growth factor receptor 2

HLA Lidsky leukocytarni antigen, z angl. human leukocyte antigen

HLA-E Molekula HLA tfidy I s omezenym polymorfismem

IFNy Cytokin interferon gama

Ig Imunoglobulin

IgG Imunoglobulinova protilatka tiidy G

IL-2 Cytokin interleukin 2

ILT2 Receptor pattici mezi KIR, z angl. human inhibitory receptors Ig-like

transcript 2

ITAM Imunoreceptorovy tyrosinovy aktivani motiv, z angl. immunoreceptor
tyrosine-based activation motif

ITIM Imunoreceptorovy tyrosinovy inhibi¢ni motiv, z angl. immunoreceptor
tyrosine-based inhibitory motif

KIR Inhibi¢ni imunoglobulinové receptory, z angl. killer-cell
immunoglobulin-like receptor

KRAS Gen, ktery ptlisobi jako ptfepina¢ v bunécné signalizaci, z angl. Kirsten rat
sarcoma 2 viral oncogene homologue

L fetézec Lehky fetézec protilatky

LB Kultiva¢ni médium, z angl. lysogeny broth

IPEI Linearni polyethylenimin

MES 2-(N-morfolino)ethansulfonova kyselina

MHC Hlavni histokompatibilni komplex, Major histocompatibility complex

MHC gp tiidy I Hlavni histokompatibilni glykoproteinovy komplex tfidy I, z angl.

major histocompatibility complex glycoprotein class |



MICA

NCR
NFAT
NK bunky
NKG2D

NKp30

NKp44

NKp46

NKR
PBS
PCR
RTK
scFv
SDS
SDS-PAGE
TAE
TEMED
TNF
TNFa

TRAIL

TRIS
V doména

VEGF

Stresem indukovany antigen, z angl. MHC class I polypeptide-related
sequence A

Receptory ptirozené cytotoxicity, z angl. natural cytotoxicity receptors
Proteinovy komplex, z angl. nuclear factor of activated T-cells
,Prirozen¢ zabijeCské* buiiky, z angl. natural killer cells
Homodimerni aktiva¢ni receptor, z angl. natural killer gene 2D

Receptor NK bun¢k o velikosti 30 kDa, z angl. natural killer cell protein
30 kDa

Receptor NK bunék o velikosti 44 kDa, z angl. natural killer cell protein
44 kDa

Receptor NK bunék o velikosti 46 kDa, z angl. natural killer cell protein
46 kDa

Receptory NK bunék, z angl. natural killer cell receptors

Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok, z angl. phosphate buffered saline
Polymerasova tetézova reakce, z angl. polymerase chain reaction
Receptor tyrosinova kinasa, z angl. receptor tyrosine kinase
Jednotetézcovy fragment protilatky, z angl. single-chain fragment variable
Dodecylsiran sodny, z angl. sodium dodecyl sulfate

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v prostfedi dodecylsiranu sodného
Tris-acetatovy pufr s EDTA
N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin

Cytokin z rodiny TNF, z angl. tumor necrosis factor
Faktor nekrdzy nadord, z angl. tumor necrosis factor alpha

Proteinovy ligand, ktery indukuje apoptozu, z angl. TNF-related apoptosis
inducing ligand

Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Variabilni doména protilatky

Vaskuldrni endotelidlni ristovy faktor, z angl. Vascular endothelial growth
factor



VH doména Variabilni oblast t€Zkych fetézcu
VHH Fragment protilatky

VL doména Variabilni oblast lehkych fetézci
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1 Teoreticky uvod

1.1 Imunitni systém
Imunitni systém je slozitd sit' specializovanych bunék, tkani, molekul a jejich

vzajemnych interakci, které¢ vznikly béhem fylogenetického vyvoje organismu. Jedna se
o jeden ze zakladnich homeostatickych mechanismii organismu, jehoz funkci je ochrana
proti latkam Skodlivym pro organismus, vnitiniho i zevniho ptivodu. Projevy této funkce
a chranit tak organismus proti patogennim organismiim a jejich toxickym produktim),
autotolerance (schopnost systému rozpoznat organismu vlastni tkané¢ a udrzovat toleranci
vicéi nim) a imunitni dohled (schopnost systému rozpoznat vnitini Skodlivé latky, systém
pribézné odstranuje staré, poSkozené a pozméneéné, mutované, buiiky) [1,2].

Mechanismy ucinku imunitniho systému lze rozd€lit na specifické (adaptivni)
a nespecifické (neadaptivni) [2]. Tyto mechanismy spolu vzajemné¢ kooperuji. Neadaptivni
mechanismy jsou evolucné star$i ajsou zajiStovany hlavné slozkami bunéénymi (NK
buiiky a fagocytujici bunky) a humoralnimi (komplementovy systém, lektiny, interferony a
sérové proteiny). Tyto mechanismy jsou uc¢inné proti mnoha riznym patogeniim a reaguji
na strukturni nebo funkéni rysy, které jsou jim spole¢né. Adaptivni mechanismy jsou
antigenné specifické, tedy identifikuji cizorodé latky pomoci vysoce specifickych molekul.
K tplnému rozvoji specifické imunitni reakce je tfeba nékolik dnli a charakteristikou
téchto reakci je imunologicka pamét. Naproti tomu nespecifické reakce probihaji téméf

okamzité. Specifickd imunita je zajiStovana predev§im T-lymfocyty a B-lymfocyty.

1.2 NK bunky
1.2.1 Biologie NK bunék

NK bunky (z angl. natural killer cells — ,,pfirozeni zabijec¢i®) jsou dilezitou soucasti
pfirozené imunity a tvofi jednu z hlavnich subpopulaci lymfocyti [2]. Morfologicky se
jedna o velké granularni lymfocyty, které na rozdil od T- a B-lymfocytli nemaji antigenné
specifické¢ receptory. NK buiiky jsou tedy schopny rychlé odpovédi bez piedchozi
senzitizace’. Aktivované NK buiiky produkuji fadu cytokintl a chemokind.

Cytokiny jsou zdkladni regulatory imunitniho systému, které plsobi pomoci
specifickych receptord na rizné bunky imunitniho systému i mimo néj [2]. VétSina
cytokintil ptisobi pleiotropné a Casto v kaskadé [3]. Lze je klasifikovat do nékolika skupin,

napf. na interleukiny, coz je heterogenni skupina, ktera reguluje piedevSim rozlicné
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aspekty vyvoje a aktivaci leukocyti. Dalsi skupinou jsou chemokiny. Jedna se o molekuly
s chemickou aktivitou. A dale interferony, které jsou dilezitou slozkou neadaptivnich
antivirovych obrannych mechanismt a reguldtor imunity. Chemokiny a cytokiny vedou
k autokrinni a parakrinni aktivaci bun€k podilejicich se na imunitni reakci. Takto mohou
NK buiiky regulovat pfirozenou i ziskanou imunitni odpovéd’. Ony samy jsou vSak také
pozitivné 1 negativné regulovany bunkami imunitniho systému a zaroven i1 posSkozenymi
nebo nddorovymi buitkami.

NK buiiky se nachéazeji ve vSech télnich kompartmentech [3]. Jejich zastoupeni je
v riznych organech odlisné. ZvySené poclty mlzeme najit v lymfatickych organech
(az desetkrat vyssi hodnoty nez v periferni krvi), v jatrech, plicich nebo sleziné. NK bunky
v periferni krvi maji polocas zivota kratSi nez 10 dnt [4]. Jsou neustdle dopliiovany
diferenciaci z hematopoetickych kmenovych bunék. Béhem tohoto intervalu musi nezralé
NK buiiky absolvovat ,,vzd€lavaci proces, ktery vede ke schopnosti rozeznéavat a tolerovat
latky télu vlastni (,,self*), ale také rozeznat to, co je organismu nevlastni (,,non-self*).
Bunky se stavaji funkéné kompetentni az poté, co se setkaji s t€lu vlastnimi molekulami
HLA (napt. HLA-C1, -C2, -Bw4) béhem procesu ,licencovani* (,,licensing). Pfiblizné
10-20 % NK bunck zlstava ,nelicencovanych®. Tyto bunky neobsahuji receptory, které
rozpoznavaji vlastni MHC a maji tedy sniZenou reaktivitu, avSak mohou se aktivovat
pomoci endogennich cytokinti. Tento problém nastdva naptiiklad po transplantacich, kdy
dochazi k odmitnuti §tépu.

Na povrchu NK bunék lze najit fadu molekul, které plni funkci receptort pro cytokiny
a chemokiny a také adhezivnich molekul, podle kterych 1ze NK buiiku identifikovat a urcit,
do jaké subpopulace patii [3]. Podle toho, zda exprimuji CD56 (oznaceni pro neuralni
bunécnou adhezivni molekulu) nebo CD16 (oznaceni pro FcRyIII receptor), I1ze rozlisit dve
hlavni subpopulace NK bunék, a to subpopulace CD56"™CD16" a CD56™€"CD16%™".

+dim

Lisi se mirou cytotoxicity. Zatimco CDS56 vyvoléavaji cytotoxicitu, CD56™" fidi

sekreci cytokintl.
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1.2.2 Cytotoxické nastroje NK bunék
NK buiiky jsou schopny cilené zabijet aberantni bunky, tedy virové, infikované

anadorové buiky [4]. Buiikky jsou eliminovany v procesu apoptozy. Eliminace téchto
bunék probihd dvéma riznymi mechanismy, a to pomoci drahy ,,receptoru smrti“ a drahy
zavislé na cytotoxickych granulich [5].

V prvnim piipadé dochazi k aktivaci drahy pomoci TNF (z angl. tumour necrosis
factor), TRAIL (z angl. TNF-related apoptosis inducing ligand) a FasL (z angl. Fas ligand),
které jsou exprimovany na NK buiikach a interaguji s ligandy na cilovych bunkach [5].
Interakce s receptory umoziuje vytvofeni signalizace pomoci tzv. ,,death-inducing
signaling* komplexu, coz vede k apoptoze.

Ve druhém piipadé je eliminace zprostiedkovana cytotoxickymi molekulami
(perforiny a protedzami zvanymi granzymy), které jsou uloZeny v sekrecnich lysozomech
[4]. Jednd se o specializované exocytické organely, které jsou znamé také jako lytické
granule. Rozpoznani cilovych bunék indukuje tvorbu lytické imunologické synapse mezi
NK bunkou a cilovou bunkou. Dochazi k polarizované exocytdze sekrecnich lysozomi,
tedy uvolnéni cytotoxického obsahu v lytické synapsi, coz vede k apoptoze v cilové buiice.

Podstatna role, kterou hraje sekrecni lysozomalni exocytoza pii cytotoxické funkei NK
buné€k, je zdlraznéna imunitnimi poruchami [5]. Ty jsou zpusobeny mutaci kritickych
slozek exocytozy. Ztrata exocytické aktivity NK bunék ma hluboké imunologické

nasledky.

1.3 Receptory NK bunék
Receptory NK bunék (NKR, z angl. natural killer cell receptors) délime zejména na

inhibi¢ni a aktivacni [6]. Jedna se o komplexni skupinu receptoru, které pouzivaji riizné
signalizani motivy ke stimulaci aktivace nebo k inhibici. NK buiika musi ziistat tolerantni
ke zdravé tkani a naopak eliminovat nadorové ¢i stresované bunky, ¢ehoz je docileno prave
fizenim aktivity NK bunck pomoci aktiva¢nich a inhibi¢nich receptori. Schéma

dynamické rovnovahy mezi aktivaénimi receptory je uvedeno na Obr. 1, str. 16.

1.3.1 Inhibi¢ni receptory
Inhibi¢ni receptory rozeznavaji MHC gp tfidy I (z angl. major histocompatibility

complex glycoprotein class I) [2]. U cloveka je hlavnim histokompatibilnim systémem
komplex HLA (z angl. human leukocyte antigen). Jedna se o rozsdhly komplex gent, které
determinuji povrchové molekuly umisténé v plazmatické membrané bun¢k [6]. V dasledku

nedostatecné interakce receptori s molekulami MHC gp tifidy I, tedy nedostatecné
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inhibice, miize dojit k usmrceni cilovych bunék [7]. Toto mlze nastat, pokud cilové bunky
exprimuji nedostate¢né mnozstvi molekul MHC gp tfidy I, coz se stava Casto béhem
nadorové transformace nebo infekce urcitymi viry. Inhibici Ize popsat také jako toleranci
bunék télu vlastnich, tedy specifickou ztratu imunitni odpovédi na vlastni antigeny.

Z hlediska struktury jsou inhibi¢ni receptory déleny do dvou skupin. Prvni skupinou
jsou imunoglobulinové receptory, které se nazyvaji KIR (z angl. killer cell
immunoglobulin-like receptor) a druhou skupinou jsou receptory podobné lektinim C-typu
(CTLR, z angl. C-type lectin-like receptors) [7]. KIR rozpoznavaji rizné alelické skupiny
HLA-A , -B nebo -C molekul. Naptiklad ILT2 (pattici mezi KIR) je schopen rozpoznat
velké mnozstvi alel HLA tfidy I. Naproti tomu CD94-NKG2A (heterodimer, jehoZ obé
¢asti patfi do rodiny receptorti podobnych lektinim C-typu) rozpoznava HLA-E, coz je
molekula HLA tfidy I s omezenym polymorfismem. Spolecnou charakteristikou rtiznych
typtl inhibi¢nich receptort HLA tfidy I je to, Ze v cytoplazmatické Casti maji strukturni
motiv obsahujici konzervovanou sekvenci aminokyselin S/I/V/LxYxxI/V/L (kde x znaci
jakoukoliv aminokyselinu), neboli ITIM (z angl. immunoreceptor tyrosine-based inhibitory
motif), ktery je zodpovédny za aktivaci SHP-1 a SHP fosfatdz [7,8]. Tyto fosfatazy

deaktivuji aktivacni signaliza¢ni kaskadu iniciovanou aktiva¢nimi receptory.

1.3.2 Aktivacni receptory
NK buiky vybavené aktivacnimi receptory se piimo podileji nausmrcovani

transformovanych bun€k [9]. Z hlediska struktury je lze rozd€lit na imunoglobulinim
podobné receptory, kam patii receptory pfirozené cytotoxicity (NCR, zangl. natural
cytotoxicity receptors) a receptory podobné lektinim C-typu, kam patii naptiklad NKG2D.
Aktivaéni  NKR umoziuji NK buikdm reagovat na Skodlivé bunky bez predchozi
senzitizace antigenem.

Receptory pfirozené cytotoxicity rozpoznavaji struktury na povrchu nejriiznéjSich
bun¢k [10]. Mezi tyto receptory patii receptory NKp30, NKp44 a NKp46. Povrchova
hustota NCR koreluje s velikosti cytolytické aktivity proti cilovym buitkdm. Na rozdil od
NKp30 a NKp46, které jsou exprimovany na aktivovanych NK buiikach 1 NK bunikach
v klidovém stavu, je NKp44 selektivné exprimovan pouze aktivovanymi NK builkami
[11]. Exprese NKp44 je regulovana stimulaci nékterych NK bunék IL-2. IL-2 je cytokin ze
skupiny interleukinti, ktery je rastovym faktorem pro NK bunky, a také ma vliv ina
produkci IFNy. Timto lze ¢aste¢né vysvétlit zvySenou cytotoxicitu NK bunék vystavenych
pusobeni IL-2.
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Pro nékteré aktivacni receptory je charakteristicka sekvence aminokyselin
YxxL/Ixe-s)YxxL/I (kde x znac¢i jakoukoliv aminokyselinu), neboli ITAM (z angl.
immunoreceptor tyrosine-based activation motif) [9], ktery je ke krat$i intraceluldrni
doméné receptoru vazan nekovalentné v tzv. signalizacnim adaptoru DAP12 [11]. ITAM
se nachdzeji v koncovych sekvencich dilezitych bunécénych signalizaénich molekul.
Tyrosinové zbytky v téchto motivech jsou po interakci receptori s jejich ligandy
fosforylovany a tvofi vazebnd mista projiné proteiny zapojené do dané bunééné
signalizace.

Jeden z nejucinngjSich mechanismii aktivace NK bunék je stimulace pomoci Fc
fragmentu protilatky a receptoru CD16 v procesu nazyvaném bunécnd cytotoxicita zavisla
na protilatkdch (ADCC, z angl. antibody dependent cellular cytotoxicity). Protilatky se
vazou na povrchu bunky na receptor CD16 a vyvolavaji vzestup koncentrace
intracelularniho vapniku, aktivaci NFAT (z angl. nuclear factor of activated T-cells),

produkci cytokint (IFNy, GM-CSF) a naslednou degranulaci [11].

IFNo IL15 IL11L18 1IL2  TL21 IL12

~AAANA ANA

KIR2DL1/2/3 (HLA-C) — NK buiika — KIR2DS1/S2 (HLA-C)
KIR3DL1 (HLA-B) =} L KIR2DS4 (HLA-A, -C)
KIR3DL2 (HLA-A)e—— }—KIR2DL4 (HLA-G, HS)

—(D94/NKG2C (HLA-E)

—KIR3DL2 (CpG)

CD94/NKG2A (HLA-E
LIR-1 (HLA-A-G )
KILRG-1 (kadheriny
CEACAMI1 (CEACAMS )}

Inhibi¢ni Aktiva¢ni

—CD16 (IgG)
L__NKG2D (MIC,ULBP)

TIGIT (PVR, PVRL2 jume
(PVR, N CRs (B7-H6, NKp44L)

Koreceptory

. L DNAM-1 (PVR,Nectin-2
Siglec-3,-7,-9 (kys. sialova) LAIL-I (kﬂljgen) Nl!pSO (AICL) 2B4 (CD48) (PVRNectin-2)

CD300A (PS) NTBA (NTBA)

Obr. 1: Schéma dynamické rovnovahy mezi aktivaénimi a inhibi¢nimi receptory NK
bunék a zobrazeni jednotlivych receptorii s prisluSnymi ligandy. Po kontaktu bunék
NK s cilovymi buitkami NK buiiky integruji signaly z povrchovych receptorti. Reaktivita
NK buiiky je zavisla na rovnovaze aktivacnich a inhibi¢nich signali. Pievzato a upraveno

[12].
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1.3.2.1 Aktivacni receptor NKG2D
Jedna se o homodimerni receptor podobny lektinim C-typu [13]. Kazdy monomer

NKG2D je spojen s dimerem aktivacniho adaptoru DAP-10. Toto spojeni je zajistovano
iontovou interakci kladné nabitého argininu piitomného v transmembranovém segmentu
NKG2D a zaporn¢ nabitych asparagovych kyselin v obou transmembranovych oblastech
dimeru DAP-10 [14], ktery po navazéani ligandu ptfenasi signal do nitra bunky [15].
Signalizacni podjednotky DAP-10 jsou ve vyvoji vysoce konzervované a spojuji se
s velkou fadou receptorii v hematopoetickych bunkach. Receptory asociované s DAP-10
rozpoznavaji jak ligandy kodované hostitelem, tak ligandy kdédované mikrobidlnimi
patogeny, coz hraje dalezitou roli v nespecifickych imunitnich reakcich. Molekula NKG2D
rozpoznava nékolik riznych ligandii. Predpokladd se, Ze tato schopnost je zpusobena
jedinym vazebnym mistem v receptoru s postrannimi fetézci, které vykazuji omezenou
flexibilitu.

Jeden zligandi pro NKG2D je MICA (z angl. MHC class 1 polypeptide-related
chain A) [16]. Gen pro MICA je lokalizovan mezi geny pro TNFa a HLA-B a obsahuje
dlouhé oteviené ¢teci ramce pro molekuly MHC tfidy I se tfemi odliSnymi extracelularnimi
doménami (a 1, 2 a 3), transmembranovy segment a cytoplazmaticky usek, z ¢ehoz je
kazdy kodovany oddélenym exonem [17]. Proteinovym produktem je glykoprotein, ktery
je exprimovan na povrchu bunék a funguje jako stresem indukovany antigen. Krystalova

struktura lidského ligandu MICA v komplexu s receptorem NKG2D je uvedena na Obr. 2.

Obr. 2: Krystalova struktura lidského ligandu MICA v komplexu s receptorem
NKG2D. Modfe je vyznacen dimerni NKG2D receptor, riizovou je oznaen jeho ligand

MICA. Obr. byl vytvofen v programu PyMol (PDB kod 1HYR).
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1.3.2.2 Aktivacni receptor NKp30
NKp30 je tfazen mezi imunoglobulinim (Ig) podobné receptory [18]. Jedna se

o transmembranovy glykoprotein typu I slozeny z extracelularni Ig-podobné domény, ktera
je spojena kratkou oblasti, slozenou ze Sesti zbytkl, s transmembranovym segmentem
a cytoplazmatickou doménou. Ig-podobnd doména NKp30 je tvoiena dvouvrstvym
B-sendvi¢em. Dale tento receptor obsahuje dva a-helixy (al a 02).

Ligandem pro NKp30 je protein B7-H6, ktery je Clenem rodiny B7 [18]. Spole¢nym
znakem této rodiny je, ze extracelularni ¢ast tvoii vzhledem k membrané distalni doména
podobna Ig typu V a k membrané proximalni doména podobna Ig typu C. B7-H6 je
exprimovan na nadorovych, nikoliv vSak na zdravych buikéach. Krystalova struktura

NKp30 navazana na ligand B7-H6 je uvedena na Obr. 3.

Obr. 3: Krystalova struktura komplexu receptoru NKp30 a jeho ligandu B7-H6.
Modfe je vyznacen receptor NKp30, rizovou je oznacen jeho ligand B7-H6. Obr. byl
vytvotfen v programu PyMol (PDB kod 3PV6).

1.4 Vyuziti protilatek v klinické praxi
Protilatky a jim ptfibuzné proteiny jsou jednou nejvétSich a nejrychleji rostoucich tiid

proteinovych 1éCiv [19]. Z velké vétSiny se jednd o monoklondlni protilatky, avSak
v soucasné dobé zacinaji byt hojné vyuzivané také fragmenty protilatek. Fragmenty
protilatek maji riznou strukturu. Jsou mensi nez nativni protilatky a postradaji Fc

fragment. Jejich mensi velikost mtize zlepsit jejich prostup do tkani a jejich roztoky nejsou
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tolik viskozni. Vzhledem ke strukturnim, fyziologickym a farmakologickym vlastnostem

poskytuji fragmenty protilatek nové biofarmaceutické prilezitosti.

1.4.1 Imunoglobulin G, IgG
Molekula imunoglobulinu je tvofena jednotkou ve tvaru pismena Y [19]. Sklada se ze dvou

lehkych (L) fetézcti a dvou tézkych (H) fetézch spojenych pomoci disulfidovych vazeb,
coz umoznuje flexibilitu celé molekuly. Kazdy fetézec L obsahuje jednu variabilni (V)
a jednu konstantni (C) doménu, zatimco kazdy H fetézec obsahuje jednu doménu V a tii C
domény. Variabilni domény protilatky, které se nachazi na N-termindlnich koncich
fetézcl, jsou zodpovédné za vazbu k antigenu. Diky tomu, Ze se 1i§i sloZenim
aminokyselin, zajist'uji variabilitu a specifitu protilatek. Molekuly imunoglobulinu jsou
tedy bivalentni molekuly schopné vazat dva podobné antigeny. VSechny VH a VL domény
obsahuji tfi ,,hypervariabilni“ oblasti tvofici smycky, tzv. CDR (z angl. complementarity
determining region), které vykazuji vyssi proménlivost sekvenci. Zbyvajici oblasti domén
VH a VL jsou mén¢ variabilni a zahrnuji Fr oblasti (z angl. framework), které strukturné

podporuji CDR smycky [19,20]. Schéma struktury IgG je znazornéno na Obr. 4.

NH, NH,
NH,

VARIABILNI
DOMENY
L+H

VARIABILNI
DOMENY
L+H

KONSTANTNI
DOMENY
L+H

KONSTANTN
DOMENY
L+H

Zavésova
oblast

Fab Fab

Lehky fetézec ¥y onNSTANTNI

DOMENY
TEZKYCH
RETEZCU

Fc

KONSTANTNI
DOMENY
TEZKYCH
RETEZCU

Tézky fetezec

COOH COOH

STRUKTURA MONOMERU IMUNOGLOBULINU

Obr. 4: Struktura molekuly imunoglobulinu [21].
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1.4.2 Fragment protilatky scFv
Fragment protilatky nazyvany scFv (z angl. single-chain fragment variable), je tvofen

z variabilnich oblasti tézkych (VH) a lehkych (VL) fetézct, které jsou spojeny dohromady
flexibilni peptidovou spojkou [22]. Délka flexibilni spojky pouZité pro spojeni obou domén
je rozhodujici pro spravné skladani polypeptidového fetézce. Neméla by ovliviiovat
schopnosti domén se skladat a nesmi poskodit misto vazajici antigen. Spravna délka spojky
byla odhadnuta na 3.5nm (35A). Kromé délky spojky hraje také roli sekvence
aminokyselin. Spojka musi obsahovat hydrofilni sekvenci, aby se zabranilo interakcim
uvnitt peptidu nebo mezi variabilnimi doménami v prubéhu skladani proteinu. V dnes$ni
dob¢ se nejcastéji pouzivaji konstrukty obsahujici glycinové a serinové zbytky, které
zajistuji linkeru pruznost, spole¢né se zbytky kyseliny glutamové a lysinovymi zbytky,

které zajiSt'uji zvyseni rozpustnosti. Schéma struktury scFv je zndzornéno na Obr. 5.

ScFv
VH-linker-VL

Obr. 5: Struktura molekuly scFv [23].

1.4.3 Fragment lami protilatky VHH
Fragment protilatky VHH (,,single domain antibody* ¢i ,,nanobody*) je inspirovan

protilatkami velbloudl alam [24]. Struktura molekuly imunoglobulinu (oznacované
HCADs, zangl. heavy chain-only antibodies) se u téchto zvifat od klasick¢ molekuly
imunoglobulinu li§i tim, ze vedle konzervovaného Fc fragmentu obsahuje pouze tézké
fetézce slozené zjedné variabilni domény (VH). Fragment protilatky VHH je tvofen
variabilni oblasti t€zkého fetézce (VH) [25]. Jakozto molekula s jednou doménou je VHH
protilatka exprimovana v butice bez nutnosti uspofadani do sloZzité kvartérni struktury. Na
rozdil od uplného HCAbs imunoglobulinu je VHH protiladtka stabiln¢jsi a odolnéjsi.
Schéma struktury HCAbs a VHH je zndzornéno na Obr. 6, str. 21.
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Obr. 6: Schéma struktury molekuly HCAb a VHH. Prevzato a upraveno [26].

1.4.4 VyuZiti monoklonalnich protilatek v onkologii
Vyhoda vyuziti monoklondlnich protilatek v 1écbé onkologickych onemocnéni je v

zacileni na cilovou strukturu, coZ umoznuje zamezit poSkozeni okolni zdravé tkadné [27].
Terapeutické vyuziti protilatek bylo podminéno snizenim jejich imunogenicity. Soucasna
onkologie vyuziva jak nekonjugované protilatky zaméfené proti cilovému proteinu, tak
1 konjugované systémy. Protilatky Ize konjugovat s efektorovymi sloZzkami (napf. toxiny,
cytokiny, cytostatiky, radionuklidy) a pouZit je jako transportni systém k cilové burce.
Mezi farmakologické vlastnosti monoklonélnich a rekombinantnich protilatek patii vysoka
specifita pro nadorové antigeny, nizka zkiizend reaktivita s normalnimi somatickymi
bunikami, vysokd Cistota a ekonomicky schidnd velkoobjemovéa produkce, moZnost
predurcit antigenni specifitu, ovlivnéni efektorové funkce protildtky a moZnost navazani
toxinu, cytostatika, radionuklidu nebo cytokinu. Mikroprostitedi nadoru a jeho
vaskularizace vytvafeji pomérné vyznamnou bariéru pro prostup neporusenych
diivodli byla provedena tada studii na chemicky nebo geneticky pfipravenych fragmentech
protilatek.

V pocate¢nich studiich byly vyuZivany monoklondlni protilatky (imunoglobuliny),
které¢ byly produkované hybridomovou technologii [27]. Tyto proteiny byly cizorodé
(ziskané z mysi). Disledkem aplikace mySich monoklonélnich protilatek nemocnému bylo
vyvolani imunitni odpovédi a produkce anti-mySich protilatek, nazyvanych HAMA (z
angl. human anti-mouse antibodies). Tvorba lidskych protilatek a imunokomplext

znemoziovala vazbu na nadorovy antigen. Tim dochézelo k urychleni eliminace 1éCiva z
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krevniho obéhu a mohlo dochdzet k anafylaxi €i sérové nemoci. Z téchto divodi bylo
vénovano rozsahlé usili na piipravu lidskych monoklonalnich a chimernich ¢i
humanizovanych mysSich protilatek. Princip pfipravy chimernich protildtek spociva
v propojeni hybridomové a DNA rekombinantni technologie, kdy se nejprve ziska
hybridomovou technologii mysi monoklonalni protilatka proti nddorovému antigenu,
anasledn¢ se z hybridomové linie produkujici protilatku s ptislusnou specifitou pfipravi
RNA a z ni reverzni transkripci cDNA. Dale jsou amplifikovany useky genii mysiho
imunoglobulinu, které koduji hypervariabilni domény. Tato cast genetické informace
nahradi hypervariabilni domény lidského imunoglobulinu. Geny, které koduji
humanizovanou monoklondlni protilatku, jsou poté vlozeny do vhodné sav¢i buiky, ve
které jsou rekombinantné exprimovany. Vysledna protilatka tedy obsahuje variabilni tsek
kodujici antigenni specifitu z mysi monoklonalni protilatky a konstantni useky z lidského

imunoglobulinu.

1.4.4.1 Priklady protilatek vyuZivanych k lé¢bé nadorovych onemocnéni

1.4.4.1.1 Bevacizumab
K 1écbé nadorovych onemocnéni se pouziva napiiklad bevacizumab, coz je

humanizovand myS$i monoklondlni protildtka typu IgGl cilena proti vaskularnimu
endotelidlnimu ristovému faktoru (VEGF) [28]. Piasobi tedy jako inhibitor angiogeneze,
tvorby cév nebo cévam podobnych ttvarti v nadoru. VSechny druhy rakovinné tkané
pottebuji zasobovani krvi, aby mohly pfezit a rist [29]. Pokud neni nadorova tkan
dostatecné zasobena krvi, rlst se zastavuje a naddor odumira. Angiogeneze u dospélych
jedinct probiha pouze u nadorovych onemocnéni nebo jinych patologickych jevii. Z tohoto
divodu je inhibice angiogeneze vhodnym mechanismem 1é¢by nadort a 1éciva, ktera takto

pusobi, neposkozuji okolni zdravé tkané.

1.4.4.1.2 Cetuximab
Cetuximab je chimerni mySi monoklondlni protilatka typu IgGl, kterd je cilena proti

receptoru EGFR/HER-1 [28]. Aktivaci tohoto receptoru dochdzi také k aktivaci KRAS
(z angl. Kirsten rat sarcoma 2 viral oncogene homologue), coz je kratky peptid vazici GTP,
ktery se ucastni transdukce signalu v buiice a stimuluje fadu dalSich intracelularnich
proteinil, coz vyvolava proliferaci, potlaceni apoptdzy a angiogenezi. Afinita cetuximabu

na EGFR receptor je az 10x vys$i nez u endogennich ligandli a jeho vazbou dochazi
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k inhibici receptoru. Studie ukazaly, ze cetuximab nefunguje u lidi, jejichz rakovinné

buiiky tlustého stfeva maji genetickou k-ras mutaci (pfiblizné 40 % pacientit) [30].

1.4.4.1.3 Trastuzumab
Trastuzumab je humanizovand mysi monoklonalni protilatka proti receptoru podtypu

HER-2 [28]. HER-2 je transmembranovy glykoprotein patficiho do rodiny receptort
epidermalniho rastového faktoru (EGFR/HER). Obsahuje doménu vazajici extracelularni
ligand a intraceluldrni receptorovou tyrosinkinasovou (RTK) doménu. ZvySeni jeho
exprese nebo konstitutivni aktivace muze spustit proces nadorového bujeni vcetné
angiogeneze a tvorby metastdz. Trastuzumab se vaze na HER-2, ¢imz zastavi rlst a déleni
rakovinnych bunék [31]. Touto protilatkou se 1€¢i €asné rakoviny prsu, pokrocilé rakoviny

prsu a pokrocilé rakoviny zaludku.

1.4.4.1.4 Rituximab
Dalsi casto terapeuticky pouzivanou protilatkou je rituximab, coz je chimerni mysi

monoklonalni protilatka typu IgGl [28]. Vaze se na receptor CD20, coz je
transmembranovy neglykosylovany fosfoprotein, ktery je exprimovan na povrchu
B-lymfocytli a také na aktivovanych, pamétovych a nadorovych B bunikach (avSak
nevyskytuje se na plazmatickych B lymfocytech). Protilatka se vaZe na vSechny receptory
CD20, které¢ touto vazbou ,,0znaci* pro buniky imunitniho systému, které je poté najdou
a zabiji [32]. Nizkd exprese povrchovych molekul CD20 je spojovana s chronickou
lymfocytarni leukémii. Naproti tomu vysokéd genova exprese povrchové molekuly CD20 je

béZna u tzv. non-Hodgkin lymfomu (rakovina lymfatickych uzlin).

1.4.4.1.5 Ofatumumab
Dalsi protilatka rozeznavajici CD20, kterd se rovnéZ vyuziva k 1écbé chronické

lymfocytarni leukémie a non-Hodgkin lymfom, je ofatumumab [28]. Jednd se o plné
lidskou protilatku typu IgGl. VéazZe proximalni membranovy epitop molekuly CD20
a indukuje aktivaci metabolickych cest, které vedou k cytotoxicité zavislé na komplementu
anasledné lyze nadorovych bunc¢k. Ofatumumab indukuje lyzu buné€k, které vykazuji
vysokou 1 nizkou expresi CD20 a také buné€k, které vykazuji vysokou hladinu exprese
ochrannych molekul komplementu. Vazba ofatumumabu také umoZziuje aktivaci NK

bunék a navozeni bunééné smrti prostiednictvim ADCC.
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1.4.4.1.6 Ibritumomab tiuxetan
Ibritumomab tiuxetan je piikladem konjugované mysSi monoklonalni protilatky [28].

Jde o rituximab konjugovany s chelatem radioaktivniho *°Y [33]. VaZe se na antigen
CD20, ktery se nachazi na B buiikach. Vyuziva se k 1écbé nékterych typti non-Hodgkin
lymfomu [34]. Jedna se tedy o radioterapeutikum, které je diky konjugaci se specifickou

protilatkou cilené distribuovano do nadoru.

1.5 Imunoterapie pomoci NK bunék
Pribéhu historie 1écby rakoviny dominovaly pfedevSim cytotoxické léky

a chemoterapie [35]. Tyto tradicni zplsoby 1écby rakoviny jsou uspé$né v zabijeni
rakovinnych bunék, avSak zpisobuji také poSkozeni zdravé tkan€ a maji tim padem vazné
vedlejsi €inky. Pro imunitni systém ¢loveéka je prfirozené, ze rakovinné bunky jsou niceny
pomoci NK bunék. Soucasné imunoterapeutické metody se zaméiuji predevsim na
posilovani vlastni pfirozené schopnosti téla bojovat proti nemocem a rakoving.

Ve vétsing pripadl jsou NK buiiky pacientim podévané infuzi [5]. NK bunky jsou
aktivovany in vitro a/nebo in vivo pomoci IL-2. Nemoci pacienti, stav choroby, infuze NK
bunék a pocet infuzi NK bunéck se 1i8i studii od studie. Avsak veskeré publikované studie
se shoduji, ze infuze NK bunék jsou bezpecné a dobie sndSené. Zatimco pro myeloidni
malignity jsou ve vétSiné studii uzivané NK buiiky od haploidentickych darct s ohledem
na soulad KIR-HLA-I, u nemyeloidnich malignit jsou pouZivané NK buiiky bud’ autologni,
nebo alogenni a jsou expandovany in vitro.

Rozvoj biotechnologie umoznil vytvofeni riznych rekombinantnich fiznich proteint
jako nové tfidy bioterapeutik [36]. Jedinecnost fuznich proteinli spociva v jejich schopnosti
spojit dvé nebo vice proteinovych domén, coz poskytuje ptilezitosti k vytvareni novych
kombinaci funkci. Bifunkéni fuzni proteiny, které jsou konstruované fizovanim genil dvou
proteinit dohromady, kombinuji funkce rodicovskych proteinli, aby se zlepSily jejich
farmakokinetické¢ a farmakodynamické vlastnosti, nebo kvilli zavedeni novych piistupii
k poskytovani nebo cileni 1é€ivych piipravki. V ¢lanku, ktery byl publikovan v roce 2015,
je popsan navrh a nasledna syntéza bifunkénich faznich proteini B7-H6:HER2-scFv
a AICL:HER2-scFv (kde znak : znaci glycin-serinovou spojku) [37]. Uvedené proteiny
obsahuji imunoligandy aktiva¢nich receptortit NK bun¢k a fragmenty protilatek scFv, které
se vazi na HER-2. Tyto bifunkéni proteiny maji zvysit rozpozndvani nadorovych bunck,

aktivaci NK bunécnych receptort a spusténi degranulace.
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2 Cile prace
e Piiprava expresnich vektori pro fazni proteiny B7-H6-L-aHER2,
MICA-L-aHER?2 a aHER2-L-MICA.
e Exprese danych fuznich proteini v bunkdch HEK293T.

e Studium interakce fuznich proteini a NK bunécnych receptorti.
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3 Material a metody

3.1 Material
3.1.1 Pomiicky a pristroje
e Automatické pipety Pipetman, Gilson, USA
e Centrifuga Allegra X-22R, Beckman Coulter, USA
e Centrifuga EBA 12R, Hettich, Némecko
e Centrifugac¢ni zkumavky Oak Ridge, Sigma, USA
o Elektroforeticka souprava Liberty 120, Biokeystone, USA
e Filtry pro sterilizaci 0,22 um, TPP, Svycarsko
e Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit, Geneaid, USA
e High-Speed Plasmid Mini Kit, Geneaid, USA
e HPLC systém Agilent 1200, Agilent, USA
e HPLC systém AKTA basic, GE Healthcare, USA
e Inkubitor CO, MCO0-18 AIC, Sanyo, Japonsko
e Inkubator IR 1500, LABsystem Praha, CR
e Kahan Fuego SCS, VERKON, CR
e Kolona Superdex 200 10/300 GL, GE Healthcare, USA
e Kolona Superdex 200 Increase 3.2/300, GE Healthcare, USA
e Kolona HiTrap Talon Crude 5 ml, GE Healthcare, USA
e Koncentrator Amicon Ultra (MWCO 10000), Milllipore, USA
e Lahve &tverhranné s prody$nymi vicky, P-Lab, CR
e Laminarni box Labox BIO 126, LABOX, CR
e Mikrocentrifuga Ministar Silverline, VWR, USA
e NucleoBond Xtra Maxi Kit, Macherey-Nagel, Némecko
e Predvazky KB1200-2 Kern, Némecko
e Souprava SDS-PAGE, Bio-Rad, Némecko
e Spektrofotometr DS-11+, DeNovix, USA
e Termoblok LS1, VLM, Némecko
e Termocykler T100, Bio-Rad, Némecko
e Tiepacka Celltron, Infors HT, Svycarsko
e Tiepacka Multitron Cell, Infors HT, Svycarsko
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UV prosvécovaci lampa 300 nm, Ultra-Lum, USA
UV prosvécovaci lampa 312 nm, UVItec, UK
Vortexovy mixér, VELP Scientifica, Italie

Zdroj deionizované vody Milli Q, Millipore, USA
Zdroj napéti EC 250-90, EC Apparatus Corporation, UK
Chemikalie

100 bp DNA standard, New England Biolabs, USA
1 kb DNA standard, New England Biolabs, USA
Agarosa, Sigma, USA

Akrylamid, Sigma, USA

Ampicilin, Biotika, SR

APS, Serva, USA

Combi PPP Master Mix, Top-Bio, CR

Coomassie Brilliant Blue R-250, Fluka Chemika, §V}'Icarsko
dNTPS 10 mM, Top-Bio, CR

EDTA, Jersey Lab Supply, USA

GoodView II, Ecoli, Slovensko

Isopropanol, Lach-Ner, CR

Kyselina valproova, Sigma, USA

IPEI 25 kDa, Polysciences, USA

Pufr NEB1, New England Biolabs, USA

PCR H,O0, Top-Bio, CR

Standard pro SDS-PAGE, Thermo Scientific, USA
SDS, Jersey Lab Supply, USA

TEMED, Serva, USA

Bakterialni kmeny a bunécné linie
E. coli DHS-a, Invitrogen, USA

HEK293T, Dr. Radu Aricescu, University of Oxford, UK

Vektory
pTW5sec AICL, Mgr. Barbora Kalouskova, Katedra biochemie PfF UK
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3.1.5

3.1.6

PCR primery
B7H6 linker REV

5'CCGCCAGATCCTCCGCCTCCCAGGGTAAAGTTGCTCCTCAAG3’
mB7H6 C FW

S'TCTTGGAATTACCGGTGATCTGAAAGTA3’

aHER2 linker FW
5'GTTCTGGTGGTGGTGGATCTATGGCGGAAGTGCA3’
aHER2 secN REV

5" TGGTGGTGATGGTGGGTACCGCTACTCACAGTTACCTG3’
MICA_linker REV
5'CCGCCAGATCCTCCGCCTCCTTTCCCAGAGGGCAC3’
MICA E24 pTCCsecC_FW
5'TCTTGGAATTACCGGTGAGCCCCACAGTC3’
MICA_linker FW
5'GTTCTGGTGGTGGTGGATCTGAGCCCCACAGTCT3’

MICA K299 pTCCsecN REV
5'TGGTGGTGATGGTGGGTACCTTTCCCAGAGGGCA3’
aHER2 linker REV

5'CCGCCAGATCCTCCGCCTCCGCTACTCACAGTTACCTG3’
aHER2 secC_ FW
S'TCTTGGAATTACCGGTATGGCGGAAGTGCA3’

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 NaN;, 0,25M
imidazol, pH 7,0

MES puftr: 20mM MES, 100 mM NaCl, 10mM NaN3, 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,HPOy4, 150mM NacCl, 2mM KCI, 2mM KH,PO,, pH 7,0
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3.1.7

Roztok AA pro SDS-PAGE: 29% akrylamid, 1% N,N methylenbisakrylamid
Roztok IPEI: 10 mg/ml IPEI v PBS-TK
Roztoky pro izolaci zdsobniho mnozstvi plazmidu:

o Resuspendacni pufr: 50mM Tris-HCI, 100 pg/ml RNAsa A, pH 8,0

o Lyzacni pufr: 0,2M NaOH, 1% SDS

o Neutraliza¢ni puftr: 3,1M CH3;COOK, pH 5,5

o Ekvilibra¢ni pufr: 0,1M CH3;COONa, 0,6M NaCl, 0,15% Triton X-100,

pH 5,0

o Promyvaci pufr: 0,1M CH3COONa, 825mM NaCl, pH 5,0

o Elucni pufr: 100mM Tris-HCI, 1,25M NaCl, pH 8,5
TAE pufr pro agarosovou elektroforézu: 40mM Tris, 20mM CH3;COOH,
ImM 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 5x koncentrovany neredukujici: 31,5mM Tris, 10%
(v/v) glycerol, 1% (w/v) SDS, 0,005% (w/v) bromfenolovd modf, 10mM NaNj3,
pH 6,8
Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE 5x koncentrovany redukujici: k 900 pl
5% koncentrovaného neredukujiciho vzorkového pufru bylo ptfiddno 100 pl
2-merkaptoethanolu
Kultiva¢ni média
ExCELL 293: komer¢ni médium (Sigma, USA), pfed pouzitim doplnéno
o L-glutamin do vysledné 4mM koncentrace

LB médium: 1% trypton, 0,5% kvasni¢ny extrakt, 1% NaCl, pH 7,4
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3.2 Metody
3.2.1 Linearizace vektoru

K linearizaci vektoru byly pouzity restrikéni endonukleasy Kpnl a Agel. Do reakéni
smési o celkovém objemu 50 pl bylo pipetovano 36,2 ul dH,O, 5 ul pufru NEB1 a 5 pl
BSA (10 pg/ul). Dale bylo pipetovano takové mnozstvi plazmidu, aby jeho celkové
mnozstvi ve smési bylo 5 pg. Poté byly piidany ob¢ endonukleasy, a to 2 pl Kpnl (10 U/ul)
a1 ul Agel (20 U/ul). Reakeni smés byla poté inkubovéna 1 hodinu pii 37 °C.

3.2.2 Amplifikace inzerti pomoci PCR reakce
K namnozeni inzerth DNA byla pouzita metoda PCR (z angl. polymerase chain

reaction, polymerasova fetézova reakce). Do mikrozkumavky byly pipetovany roztoky, jak
je uvedeno v Tab. 1. Do kazdé zkumavky byla pipetovand dH,O, reakéni pufr, templatova
DNA, pfislusné primery (vyslednd koncentrace 500 nM), roztok smési dNTPs
a polymerasa Q5. Pipetované mnozstvi templatové DNA ve smési bylo vzdy 40 ng. Po
smichani byly vzorky centrifugovany na stolni minicentrifuze pfiblizné 20 sekund,
aby nebyly ve vzorku pfitomné bubliny. Zkumavky se vzorky byly poté umistény
do termocykleru, na kterém byly nastaveny délky, opakovani, teploty jednotlivych cykla
a objem zkumavky (uvedeno v Tab. 2, str. 31). Po poslednim cyklu byly mikrozkumavky

se vzorky vyjmuty a byla s nimi provedena elektroforéza v agarosovém gelu.

Tab. 1: SloZeni reakce pro PCR

1) B7H6-L 2) L- aHER2 3) MIC-A-L 4) L- MIC-A 5) aHER2-L
pTwsTs Z‘c“prfém o | 1w Tempéa_t PETH 04 | Templat 4l Templat 4l | Templét pET | 04 ul
5 (4 ng) tag aHER2 (40ng) | MICA_ORF | (40ng)| MICA ORF | (40ng) | C-tag aHER2 | (40 ng)
Predni — I P
Predni primer primer Pfedni primer Piedni primer Predni primer
- 2 ul - 2wl ) 2 ul T 2wl - 2wl
. MICA E24 p MICA _linker aHER2 secC
mB7H6 C FW aHER2 link TCCsecC FW W FW
er FW - _
Reverzni Reverzni . Reverzni
Reverzni primer - primer - primer - Reyerzm primer -
B7H6 linker REV | 2M | aHER2 sec | 2™ | MICA linker | ¥ N MU GHERD Tinke | 2M
N REV REV — r REV
Q5 0,25 pl Q5 0,25 pl Q5 0,25 pl Q5 0,25 ul Q5 0,25 ul
Pufr 4 ul Pufr 4ul Pufr 4 ul Pufr 4 ul Pufr 4 ul
dNTPs 0,25 pl dNTPs 0,25 pl dNTPs 0,25 pl dNTPs 0,25 pl dNTPs 0,25 pl
dH,O 6,5 pl dH,0 6,5 pl dH,O 6,5 pl dH,O 6,5 ul dH,O 6,5 pul
Enhancer 4ul Enhancer 4ul Enhancer 4ul Enhancer 4l Enhancer 4l
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Tab. 2: Priibéh PCR reakce v termocykleru

VZOREK 1) VZORKY 2)-5)
krok cyklu |  Teplota/ °C Cas/s | krok cyklu | Teplota/ °C Cas/s
1 95 300 1 95 300
2 95 30 2 95 30
3 65 30 3 54 30
4 72 60 4 72 60
5 30 x opakovani kroku 2 -4 5 30 x opakovani kroku 2 -4
6 72 600 6 72 600
7 4 oo} 7 4 oo}

3.2.3 Elektroforéza v agarosovém gelu
V Erlenmayerové baice byl pfipraven 1,5% agarosovy gel, a to rozpusténim 0,98 g

agarosy v 65 ml TAE pufru kratkym povafenim v mikrovinné troubé. Poté, co gel zchladl
natolik, Ze na bance bylo mozné udrzZet ruku, byly pfidany 3 pl barvy Good View. Gel byl
nalit do pfipravené elektroforetické aparatury a byl vlozen hieben. Po ztuhnuti gelu byl
vyjmut hi'eben a gel byl prevrstven 200 ml dH,O. Do mist pro elektrody bylo nalito 180 ml
TAE pufru. Vzorky pro elektroforézu byly pfipraveny pifidanim ptisluSného mnozZstvi 6x
koncentrované barvy Gel Loading Dye k plazmidu, 3 pl k linearizovanému plazmidu a 4 pl
k vzorkiim po PCR reakci. Vzorky byly naneseny do jamek gelu. Rovnéz bylo pipetovano
do jamek také 5 pl 100 bp a 1 kb standardi velikosti DNA molekul. Elektroforéza
probihala po dobu 20 minut pfi 200 V. Po probéhnuti elektroforézy byl gel vlozen na UV

prosvétlovaci lampu a vyfotografovan.

3.2.4 Extrakce DNA z agarosového gelu
Pod slabou UV lampou byly dané prouzky fragmentd DNA vyfiznuty z gelu a vlozeny

do mikrozkumavek. K extrakci byla pouzita komercéni souprava NucleoSpin® Gel and
PCR clean-up. Do mikrozkumavky bylo k danému fragmentu DNA pipetovano 500 pl
Binding pufru a roztoky byly inkubovany pii 50 °C po dobu 10 minut (dokud se
nerozpustila veskera agarosa). Poté byl vesSkery objem rozpusténého gelu pipetovan
do kolonek umisténych do mikrozkumavek a ty byly centrifugovany 30 sekund pfti 24 °C
a 11000 x g. Dale bylo do kolonky pipetovano 600 pl Wash pufru a mikrozkumavky byly
opét centrifugovany 30 sekund pii 24 °C a 11000 x g. Tento krok byl proveden 2x. Poté
byla provedena centrifugace 1 minutu pii 24 °C a 11000 x g bez ptidavani jakéhokoliv
roztoku, aby membrana vyschla. Na zavér byla provedena eluce pomoci 20 pl Tris pufru

o pH 8,0, ktery byl pfedem piedehiaty na 60 °C. Mikrozkumavky byly centrifugovany
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1 minutu pii 24 °C a 11000 x g. V eluatech byla spektrofotometricky zmétena koncentrace

DNA.

3.2.5 Vneseni genu do linearizovaného plazmidu
Vneseni genu do linearizovaného plazmidu se provadi tzv. Infusion reakci. Molarni

pomér komponent insert : Stépeny plazmid : glycin-serinova spojka v reakéni smési byl
2:1:10. Byly spocitiny baze v jednotlivych fragmentech DNA a pfepocitany
na hmotnosti. Z téchto udaji a proméfenych koncentraci bylo zjiSténo, jaké bude
piipravované slozeni reakéni smési. Slozeni pipetovanych smési je uvedeno v Tab. 3.

Reakéni smési byly inkubovany 2 hodiny pii 37 °C. Poté byla provedena transformace do
Z-kompetentnich bunék E. coli DH5-a [38].

Tab. 3: SloZeni reak¢nich smési pro Infusion reakei.

A) B7TH6-L-aHER2 + p* B) MICA-L-aHER?2 +p* C) aHER2-L-MICA +p*
1) B7H6_linker REV | 2,2 ul (28 ng) | 3) MICA_linker REV | 1,4 ul (35 ng) | 5) aHER2_linker REV | 0,53 ul (16 ng)
L (Spojka) 1,2 ul (1,2 ng) L (Spojka) 1,2 ul (1,2 ng) L (Spojka) 1,2 ul (1,2 ng)
2) aHER2_linker FW | 0,4 ul (16 ng) | 2) aHER2 linker FW | 0,4 pl (16 ng) | 4) MICA_linker FW 5 ul (35 ng)
p* (Sté€peny plazmid) | 5 pul (100 ng) | p* (St€peny plazmid) | 5 ul (100 ng) | p* (St€peny plazmid) 5 ul (100 ng)
dH,O 6,2 pl dH,0 7ul dH,O 3,27 ul
Infusion reakéni pufr 4l Infusion reakéni pufr 4l Infusion reakéni pufr 4l
Infusion enzym 1l Infusion enzym 1wl Infusion enzym 1 ul

3.2.6 Transformace plazmidové DNA
Jako kompetentni buniky pro transformaci byly pouzity buniky E. coli DH5-a. Alikvot

bakterii byl ponechan 10 minut pfi 0 °C, aby rozmrzl, jelikoz byl skladovan hluboce
zamrazen (teplota pfiblizné -80°C). 30-100 pl bakteridlniho alikvotu bylo smichano
s plazmidovou DNA, ziskanou pomoci Infusion reakce a inkubovano na ledu asi 10 minut.
Poté byla bakteridlni suspenze rozetfena na misky s ampicilinem (koncentrace 100 pg/ml).
Misky byly ptes noc inkubovany piti 37 °C.
3.2.7 Nizkoobjemova piiprava plazmidové DNA a PCR z Kolonii

Byly vybrany 4 kolonie z kazdé misky a opatrné nabrany na sterilni $picku. Kazda
Spicka byla promyta 6 pl dH,O do sterilni mikrozkumavky a poté byla umisténa do 50 ml
zkumavky. Do zkumavky se Spickou bylo pfidano 5 ml LB media 5 pl ampicilinu
o koncentraci 100 mg/ml. Poté byly zkumavky ponechany 12 hodin na tfepacce pfi
200 ot./min a 37 °C. Do mikrozkumavek s vodou a oplachem ze Spicky bylo ptidano 10 pl
EmeraldAmp GT PCR Master Mixu, 2 ul pfedniho primeru pTT FW a 2 ul reverzniho
primeru pTW5sec REV. Poté byly vzorky vloZzeny do termocykleru a byly nastaveny
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jednotlivé cykly tak, jak je uvedeno v Tab. 4. Dale byl pfipraven 1,5% agarosovy gel
stejnym zplusobem, jako je uvedeno v podkapitole 3.2.3, str. 31. Jelikoz EmeraldAmp GT
PCR Master Mix jiz obsahuje barvu, bylo vzdy 20 pl vzorku rovnou pipetovano do jamek
gelu. Dale bylo do gelu rovnéz pipetovano 5 pl 100 bp standardu molekulovych hmotnosti.
Elektroforéza probihala po dobu 20 minut pii 200 V. Po probéhnuti elektroforézy byl gel
vlozen na UV prosvétlovaci lampu a vyfotografovan. Pomoci PCR z kolonii bylo zjisténo,

jestli bylo vlozeni fragmentd do plazmidu tspés$né.

Tab. 4: Pribéh PCR reakce v termocykleru

krok cyklu | Teplota/ °C Cas/s
1 95 300
2 95 30
3 54 30
4 72 60
5 20 x opakovani kroku 2 -4
6 72 600
7 4 @

Poté, co byly zkumavky ponechany ptes noc na ttepacce, z nich byly vyjmuty Spic¢ky
a suspenze byla centrifugovana po dobu 5 minut pii 4500 % g. Timto zpiisobem byla
ziskéana bakteridlni peleta. K nizkoobjemové izolaci DNA byla pouzita komercni souprava
NucleoSpin® Plasmid Miniprep kit. Peleta byla resuspendovana ve 250 pl
resuspendacniho pufru Al, ktery obsahuje RNAsu. Pomoci automatické pipety byla
vznikla suspenze pienesena do sterilni 1,5 ml mikrozkumavky. Poté bylo pfidano 250 ul
lyza¢niho pufru A2, ktery zpisobil alkalickou lyzu. Mikrozkumavka byla jemné
promichéna otaCenim a poté byla ponechdna stat pifi laboratorni teploté 2-3 minuty. Dale
bylo pipetovano 300 pl neutralizacniho pufru A3. Suspenze byla velmi opatrné
promichana. Poté byly suspenze centrifugovany 5 minut pfi 24 °C a 20000 x g.
Supernatanty byly pfeneseny na kolonky, které byly vloZzeny do 2 ml sbérnych zkumavek,
a vSe bylo centrifugovano 1 minutu pii 24 °C a 11000 x g. Poté bylo ptidano 600 pul Wash
pufru a zkumavky s kolonkami byly centrifugovany 1 minutu pii 24 °C a 11000 x g.
Kolonky byly prosuseny tim, ze byly centrifugovany naprazdno 2 minuty pii 24°C
a 11000 x g. Poté, co byly kolonky piendany do Cistych mikrozkumavek, bylo ptfidano 20
ul Elution pufru AE a vSe bylo centrifugovano 1 minutu pii 24 °C a 11000 x g. Dalsim

krokem bylo proméfeni koncentraci DNA.
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3.2.8 Sekvenovani DNA
Bylo pfipraveno 12 vzorki na sekvenaci, vzdy ctyfi vzorky pro jeden konstrukt.

K jednotlivym vzorkiim byl vzdy ptidan bud’ 1 pl pfimého primeru pTT FW nebo 1 pl
reverzniho primeru pTW5sec REV. Dale byl kazdy vzorek zfedén vodou tak, aby se
koncentrace DNA pohybovala kolem 200 ng v daném vzorku. Celkovy objem reakce byl
8 ul. Vzorky byly odeslany na sekvenaci do Laboratofe sekvenace DNA ve vyzkumném

centru BIOCEV.

3.2.9 Velkoobjemova produkce plazmidové DNA
Po sekvenaci, kdy bylo zjisténo, zda se fragmenty DNA spravné vlozily do plazmidu,

byl vzdy vybran jeden vzorek, tedy A B a C. Byla provedena transformace
do Z-kompetentnich bun¢k E. coli DH5-a (viz podkapitola 3.2.6). Do 2 1 Erlenmayerovych
ban¢k bylo pfipraveno 0,5 1 LB média a smichano s 0,5 ml ampicilinu o koncentraci
100 mg/ml. Poté byla vybrana 1 kolonie z kazdé misky, kterd byla opatrné¢ nabrana
na sterilni $pi¢ku. Spi¢ka byla vhozena do 2l Erlenmayerovy baiky. Baiiky byly
ponechdny na tfepacce pres noc pii 37 °C a 200 otacek/min. Poté byly suspenze
centrifugovany 20 minut pti 20°C a 3900 x g. Pelety byly resuspendovany ve 20 ml TES
pufru pomoci vortexového mixéru. Vzniklad suspenze byla centrifugovana 10 minut pfi
20 °C a 3900 x g. K izolaci plazmidi byla pouzita komer¢ni souprava NucleoBond Xtra
Plasmid Midiprep, resp. Maxiprep. Peleta byla resuspendovana na vortexovém mixéru
v 9 ml resuspendaéniho pufru, ktery byl predem smichan s 90 pul RNAsy (koncentrace
60 pg/ml). Poté bylo ptfiddno 9 ml lyzaéniho pufru a suspenze byla opatrné promichana
a inkubovéana 5 minut pfi laboratorni teploté. Dale bylo ptidano 9 ml neutraliza¢niho pufru
a suspenze byla opét opatrné promichana (dokud se neodbarvila) a centrifugovdna 5 minut
pii 20 °C a 3900 x g. Kolona byla smoc¢ena 25 ml ekvilibraéniho pufru. Supernatant byl
smichan s 9 ml ekvilibracniho pufru, prefiltrovan ptes dvojity sklddany filtr a poté nanesen
na kolonu. Poté, co veSkery roztok prokapal, byla kolona promyta 25 ml promyvaciho
pufru. Do 50 ml zkumavky byla provedena eluce 15 ml elu¢niho pufru a k eludtu bylo
pfidano 10,5 ml isopropanolu. Roztok byl promichdn na vortexovém mixéru. Poté byl
roztok natazen do injek¢ni stiikacky a pomalu protlacen pres NucleoBond Finalizer filtr.
Filtr byl promyt 4 ml 70% ethanolu. Dale byl filtr suSen protlacovanim vzduchu pomoci
injekéni stiikacky. Eluce byla provedena pomoci elu¢niho pufru, ktery byl nataZzen do
injekent stiikacky a protlaen 5 x ptes filtr. Poté bylo provedeno méfeni koncentrace DNA

pro nefedény a pro 100x zfedény vzorek.
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3.2.10 Kultivace bunéc¢né linie HEK293T
Kultivace i1 nasledna transfekce bun¢k byla provadéna pod dohledem Mgr. Barbory

Kalouskové v mistnosti pro tkanové kultury. Bunécné kultury byly uchovavany
v kryozkumavkach pfi teploté -80 °C. Takto zmrazené alikvotni podily bunécné suspenze
oobjemu 1 ml mé&ly bunéénou hustotu 5-10°b/ml. Suspenze byla co nejrychleji
rozmrazena ve vodni lazni piedehiaté na 37 °C a prenesena do 10 ml média ExCELL 293
s L-glutaminem. Centrifugaci (5 minut pii 95 x g a 21 °C) byly buiiky oplachnuty od
supernatantu  obsahujiciho kryoprotektant (10% DMSO). Bunécna peleta byla
resuspendovana v 10 ml kultivaéniho média a pfenesena na 10 cm Petriho misku. Bunky
byly kultivovany v inkubatoru MCO0-18 AIC (Sanyo, Japonsko) pii 37 °C v 5% CO,. Poté,
co se bunky zacaly délit, byly pfeneseny do 30 ml ¢tverhranné lahve a umistény na
ttepacku Celltron v inkubdatoru. Dale probihala kultivace pti 37 °C, 135 ot./min v 5% CO..
Jednou za 3-4 dny probihala subkultivace. Pomoci hemocytometru byla provadéna
kontrola bund¢né hustoty a nepiitomnosti kontaminaci. Cast bunééné suspenze byla
doplnéna kultivaénim médiem tak, aby vysledn4 hustota bunck c¢inila 0,2~106 - 0,3-106
bun¢k/ml a zarovenl objem plivodni suspenze ¢inil maximalné 10 % vysledného objemu
kultury. Pokud doslo k piekroceni této hodnoty, suspenze byla centrifugovana 5 minut pfi
95 x g a 21 °C a peleta byla nasledné resuspendovana v kultivatnim médiu. Z divodu
dostatecného provzdusnéni tvofila suspenze vzdy maximalné 40 % objemu ctverhranné
lahve. Takto byly bunky kultivovany az do dosaZeni plné viability a potfebného poctu

bunék pro transfekei.

3.2.11 Produkce proteinti v tranzientné transfekovanych buiikach HEK293T
Buné¢na suspenze HEK293T byla centrifugaci (5 minut pii 95 x g a 21 °C) pfevedena

do Cerstvého média. Bunky byly resuspendovany v takovém objemu cerstvého média, aby
vysledna koncentrace po ptidani DNA transfekéniho mixu byla 20-10° b/ml. Transfek&ni
mix obsahoval 88 % plazmidu pTW5sec s vlozenym fiznim proteinem, 10 % plazmidu
pTW5 p27 a 2 % plazmidu pTW5_aFGF rozpuiténych v PBS TK. Na 1-10° b/ml byl
pouzit 1 pg DNA. Transfekéni mix byl zfiltrovan pres 0,22 pm filtr k bunééné suspenzi.
Na zavér byl pfidan IPEI v poméru 4:1 k DNA. Lahev byla umisténa na 4 hodiny na
ttepacku v inkubatoru (135 ot./min, 37 °C a 5 % CO;). Poté byla bunécna suspenze
zfedéna médiem na hustotu 2-10° b/ml, byly piidany antibiotika (do koncentrace 60 pg/ml

penicilinu a 10 pg/ml streptomycinu) a kyselina valproova (vysledna koncentrace 2 mM).
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3.2.12 Sklizeni produkce
Bunky byly sklizeny centrifugaci Sesty den po transfekci nebo kdyz klesla viabilita

kultury pod 40 %. Medium s proteiny produkovanymi buitkami HEK293T bylo
centrifugovano 30 minut pii 15°C a 11000 x g a nasledné bylo zfiltrovano ptes filtr
o velikosti port 0,22 pum. Poté byl filtrdt zamrazen (-20 °C), protoze purifikace byla

provedena az v nasledujicich dnech.

3.2.13 Afinitni chromatografie
Afinitni chromatografie byla provadéna nakolondch Talon, které byly nabité

kobaltnatymi ionty. Protein se na kolonu vazal pomoci histidinové kotvy. Kolona byla
ekvilibrovana do PBS pufru a pritok byl nastaven na 5 ml/min. Poté, co byl nanesen
vzorek kultivatniho média ziedéného 1:1 s PBS pufrem a kolona byla promyta PBS
pufrem, byl pritok nastaven na 2,5 ml/min. Proteiny byly eluovany pomoci PBS pufru
s 250mM imidazolem a frakce byly sbirdny do zkumavek. Poté, co byla ukoncena eluce,

byla kolona promyta MES pufrem, PBS, dH,0 a pievedena do 20% ethanolu.

3.2.14 Zkoncentrovani proteint a gelova permeacni chromatografie
Proteiny byly zkoncentrovany pomoci koncentratort Amicon ultra (velikost pora 10

kDa). Membrana kolonky koncentratoru byla nejprve smocena 2 ml PBS. Poté byly do
kolonek nandseny vzorky. Koncentratory s nanesenymi ¢astmi vzorki byly centrifugovany
5 minut pfi 15 °C a 4000 x g. Toto bylo opakovano, dokud nebyl nanesen cely objem
vzorku a objem v kolonce koncentratoru nebyl snizen pod 500 pl.

Gelova permeacni chromatografie byla provadéna na koloné Superdex 200 10/300
GL. Kolona byla ekvilibrovana HEPES pufrem, kterym byla promyta i nastfikova smycka.
Pomoci injekéni stiikacky byl do néstfikového ventilu nanesen vzorek a pratok byl
nastaven na 0,6 ml/min. Frakce byly jimdny do pfedem pfipravenych sterilnich
mikrozkumavek. Poté, co probéhla chromatografie, byla kolona promyta 0,5M hydroxidem

sodnym a 1M kyselinou octovou a poté prevedena do dH,O a 20% ethanolu.

3.2.15 SDS-PAGE
Pomoci SDS elektroforézy v 12,5% polyakrylamidovém gelu byla ovéfena Cistota

ziskanych proteint. Byly piipraveny 3 gely, pro kazdy protein jeden. Slozeni gelu je
uvedeno v Tab. 5, str. 37. Nejprve byl pfipravovan separacni gel. Gely byly pipetovany

mezi pfedem pfipravena skla upevnéna ve stojancich a pfevrstveny dH,O. Poté,
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co separacni gely ztuhly, byla dH,O slita ze separacnich gelti a na gely byl pipetovan
zaosttovaci gel, do n¢jz byl vlozen hieben.

Ze sbiranych frakci bylo vybrano 7 frakci o nejvyssi koncentraci proteinu a z téch byly
pfipraveny vzorky pro SDS elektroforézu. Vzorek kazdé frakce byl pfipraven jak
v redukujicim, tak v neredukujicim vzorkovém pufru. Slozeni vzorki pro SDS
elektroforézu je uvedeno v Tab. 6. Takto piipravené vzorky byly inkubovany 10 minut pfi
100°C a poté byly centrifugovany 4 minuty pii 23 °C a 20000 x g.

Do jamek gelu bylo vzdy pipetovano 5 pl standardu a do dalSich jamek 10 pl vzorku.
Elektroforéza probihala 50 minut pfi napéti 200 V. Po ukonceni elektroforézy byly gely
vlozeny do barviciho roztoku Coomassie Brilliant Blue R-250 a ponechény pfes noc

na michacce. Dal$i den byly gely odbarveny pomoci odbarvovaciho roztoku.

Tab. 5: SloZeni geli pro SDS elektroforézu — mnoZstvi na 3 gely

Zaosttovaci gel Separaéni gel — 12,5%
dH,O 0,75 ml dH,O 3,8 ml
AA 0,375 ml AA 5,03 ml

pufr (pH 6,8) | 30 ul | pufr (pH 8,8) 3ml

SDS 30 pul SDS 120 pl
APS 30 pl APS 120 pl
TEMED 4l TEMED 6 pl

Tab. 6: SloZeni vzorku pro SDS elektroforézu

A) B) 0
Frakce (9 - 15) 1l Frakce (9 - 15) 1,5 Frakce (11-17) 1 ul
HEPES pufr 9ul HEPES pufr 8,5 ul HEPES pufr 9ul
5 x konc. redukujici/neredukujici 5 x konc. redukujici/neredukujici 5 x konc. redukujici/neredukujici
Sul Sul Sul
pufr pufr pufr

3.2.16 Analyticka gelova permeacni chromatografie
Me¢éfeni analytickych profili gelové permeacni chromatografie provedl Nikul Khunti,

PhD. na HLPC systému Agilent 1200 s pouzitim kolony Supredex 200 Increase 3.2/300
na synchrotronu Diamond ve Velké Britanii. Jako mobilni fdze byl pouzit HEPES puft.
Proteiny NKG2D a NKp30 byly jiz dfive pfipraveny v laboratofi RNDr. Ondfeje Vaiika,
Ph.D. Bezprostiedné po chromatografii nasledovalo jest¢ meéteni rozptylu rentgenového
zateni do malych uhlia (SAXS, zangl. small-angle X-ray scattering; vysledky nejsou

soucasti této prace). Na kolonu bylo nanaSeno vzdy 50 pl vzorku. Vzorky byly pfipraveny,
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jak je uvedeno v Tab. 7 (vzorky imunoliganda s NK receptory byly pfipraveny v molarnim

poméru 1:1).

Tab. 7: SloZeni vzorki pro analytickou gelovou permeacni chromatografii

¢. | oznaceni popis Celkova koncentrace proteinu
1 BLH B7-Hé6-linker-aHER2 5 mg/ml
2 BLHL B7-H6-linker-aHER2 + NKp30 (molarné 1:1) 10 mg/ml
3 LBD NKp30 5 mg/ml
4 MLH MICA-linker-aHER2 5 mg/ml
5 HLM aHER2-linker-MICA 5 mg/ml
6 | MLHN | MICA-linker-aHER2 + NKG2D (molarné 1:1) 10 mg/ml
7 | HLMN | aHER2-linker-MICA + NKG2D (molarné 1:1) 10 mg/ml
8 NKG NKG2D 5 mg/ml
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4 Vysledky

4.1 Sekvence pripravovanych faznich proteint
Konstrukty pfipravovanych fuznich proteinii B7-H6-L-aHER2, MICA-L-aHER2

a aHER2-L-MICA (kde L znaci glycin-serinovou spojku a aHER2 zna¢i fragment
antiHER?2 protilatky) byly navrzeny obdobn¢ jako v publikacich z roku 2012 [39] a 2015
[37], avSak s obménou fragmentu protilatky. Zatimco v téchto publikacich byly vyuzity
fragmenty scFv, pfipravované konstrukty obsahovaly fragment VHH [40]. Konstrukty
proteinti byly zdroven navrzeny tak, aby na svém C-konci nesly histidinovou kotvu.
Obecné schéma konstruktu je uvedeno na Obr. 7. V tabulkach 8 — 11 pod Obrazkem 7 jsou
uvedeny konkrétni sekvence ligandl, protilatek a glycin-serinové spojky ve fuznich

proteinech.

ITG A Gl}’Fin - serinova B GTHHHHHHHHG
spojka

Obr. 7: Schéma pripravovanych konstrukti. A znaci sekvenci ligandu nebo protilatky,
ktera se nachazi na N-konci proteinu. B znaci sekvenci ligandu nebo protilatky, ktera se
nachazi na C-konci proteinu. Cerné I znazoriuje pozistatek po sekvenci sekre¢niho
signdlu, Cerven¢ jsou vyznaCeny sekvence restrikénich mist a modie je znazornéna

sekvence histidinové kotvy, zelen¢ je zndzornén glycin.

Tab. 8: Sekvence ligandu B7-H6

A: B7-H6 D25-L.246, C212S

GATCTGAAAGTAGAGATGATGGCAGGGGGGACTCAGATCACACCCCTGAATGACAATGTCACCA
TATTCTGCAATATCTTTTATTCCCAACCCCTCAACATCACGTCTATGGGTATCACCTGGTTTTGGA
AGAGTCTGACGTTTGACAAAGAAGTCAAAGTCTTTGAATTTTTTGGAGATCACCAAGAGGCATTC
CGACCTGGAGCCATTGTGTCTCCATGGAGGCTGAAGAGTGGGGACGCCTCACTGCGGCTGCCTG

GAATCCAGCTGGAGGAAGCAGGAGAGTACCGATGTGAGGTGGTGGTCACCCCTCTGAAGGCACA
Sekvence nukleotidi | GGGAACAGTCCAGCTTGAAGTTGTGGCTTCCCCAGCCAGCAGATTGTTGCTGGATCAAGTGGGCA
TGAAAGAGAATGAAGACAAATATATGTGTGAGTCAAGTGGGTTCTACCCAGAGGCTATTAATAT
AACATGGGAGAAGCAGACCCAGAAGTTTCCCCATCCCATAGAGATTTCTGAGGATGTCATCACT

GGTCCCACCATCAAGAATATGGATGGCACATTTAATGTCACTAGCAGCTTGAAGCTGAACTCCTC
TCAGGAAGACCCTGGGACTGTCTACCAGTGTGTGGTACGGCATGCGTCCTTGCATACCCCCTTGA

GGAGCAACTTTACCCTG
Sekvence DLKVEMMAGGTQITPLNDNVTIFCNIFY SQPLNITSMGITWFWKSLTFDKEVKVFEFFGDHQEAFRPG
aminokyselin AIVSPWRLKSGDASLRLPGIQLEEAGEYRCEVVVTPLKAQGTVQLEVVASPASRLLLDQVGMKENED
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KYMCESSGFYPEAINITWEKQTQKFPHPIEISEDVITGPTIKNMDGTFNVTSSLKLNSSQEDPGTVYQC
VVRHASLHTPLRSNFTL

Tab. 9: Sekvence ligandu MICA

A, B: MICA E24-K299; K148E

Sekvence nukleotidi

GAGCCCCACAGTCTTCGTTATAACCTCACGGTGCTGTCCTGGGATGGATCTGTGCAGTCAGGGTT
TCTCACTGAGGTACATCTGGATGGTCAGCCCTTCCTGCGCTGTGACAGGCAGAAATGCAGGGCAA
AGCCCCAGGGACAGTGGGCAGAAGATGTCCTGGGAAATAAGACATGGGACAGAGAGACCAGAG
ACTTGACAGGGAACGGAAAGGACCTCAGGATGACCCTGGCTCATATCAAGGACCAGAAAGAAG
GCTTGCATTCCCTCCAGGAGATTAGGGTCTGTGAGATCCATGAAGACAACAGCACCAGGAGCTC
CCAGCATTTCTACTACGATGGGGAGCTCTTCCTCTCCCAAAACCTGGAGACTGAGGAATGGACAA
TGCCCCAGTCCTCCAGAGCTCAGACCTTGGCCATGAACGTCAGGAATTTCTTGAAGGAAGATGCC
ATGAAGACCAAGACACACTATCACGCTATGCATGCAGACTGCCTGCAGGAACTACGGCGATATC
TAAAATCCGGCGTAGTCCTGAGGAGAACAGTGCCCCCCATGGTGAATGTCACCCGCAGCGAGGC
CTCAGAGGGCAACATTACCGTGACATGCAGGGCTTCTGGCTTCTATCCCTGGAATATCACACTGA
GCTGGCGTCAGGATGGGGTATCTTTGAGCCACGACACCCAGCAGTGGGGGGATGTCCTGCCTGA
TGGGAATGGAACCTACCAGACCTGGGTGGCCACCAGGATTTGCCAAGGAGAGGAGCAGAGGTTC
ACCTGCTACATGGAACACAGCGGGAATCACAGCACTCACCCTGTGCCCTCTGGGAAA

Sekvence

aminokyselin

EPHSLRYNLTVLSWDGSVQSGFLTEVHLDGQPFLRCDRQKCRAKPQGQWAEDVLGNKTWDRETRD

LTGNGKDLRMTLAHIKDQKEGLHSLQEIRVCEIHEDNSTRSSQHFYYDGELFLSQNLETEEWTMPQSS

RAQTLAMNVRNFLKEDAMKTKTHYHAMHADCLQELRRYLKSGVVLRRTVPPMVNVTRSEASEGNI

TVTCRASGFYPWNITLSWRQDGVSLSHDTQQWGDVLPDGNGTYQTWVATRICQGEEQRFTCYMEH
SGNHSTHPVPSGK

Tab. 10: Sekvence VHH fragmentu antiHER2 protilatky

A, B: aHER2

Sekvence nukleotidi

ATGGCGGAAGTGCAGCTGCAGGCTTCCGGGGGAGGATTTGTGCAGCCGGGGGGGTCATTGCGAC
TGAGCTGCGCCGCATCCGGAGCAACATCAAACATCAGTAACATGGGCTGGTTTCGTCAGGCCCCT
GGCAAGGAGAGAGAGTTCGTTTCCGCCATCTCCCGTGCAGAATCGCGTCCTCTGTATTACGCTGA
CAGCGTAAAGGGAAGATTTACAATTAGCCGGGATAACTCCAAAAACACGGTCTATCTCCAGATG
AACAGCCTCAGGGCCGAGGACACAGCTACGTATTACTGTGCATATATGCCTCTGGTTCGTCACAA
GGCATACTGGGGACAGGGGACGCAGGTAACTGTGAGTAGC

Sekvence

aminokyselin

MAEVQLQASGGGFVQPGGSLRLSCAASGATSNISNMGWFRQAPGKEREFVSAISRAESRPLYYADSV
KGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRAEDTATYYCAYMPLVRHKAYWGQGTQVTVSS

Tab. 11: Sekvence glycin-serinové spojky

Glycin-serinova spojka

Sekvence nukleotid

GGTGGTGGTGGTTCTGGTGGTGGTGGTTCTGGCGGCGGCGGCTCCGGTGGTGGTGGATCC

Sekvence

aminokyselin

GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
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4.2 Priprava expresnich vektoru
K linearizaci plazmidu pTW5sec AICL byly pouzity endonukleasy Kpnl a Agel. Zda

linearizace probchla Uspésné, bylo zjiSténo pomoci elektroforézy v agarosovém gelu.

Vysledek elektroforézy je uveden na Obr. 8, str. 41.

1 kb P |

Obr. 8: Agarosova elektroforéza linearizovaného plazmidu. V prvni draze zleva je
mozné pozorovat lkb standard. V draze oznacené P je mozné pozorovat nestépeny

plazmid pTWS5sec_AICL a v drahach oznacenych P* linearizovany plazmid.

4.3 PCRreakce pro inserty
Dale byly zmnoZeny jednotlivé geny pro dané Casti fznich proteinii pomoci PCR

reakce. SloZeni reakénich smési pro dané PCR reakce je popsano v Tab. 1, str. 30. Velikost
fragmentil byla rovnéZ ovétena elektroforézou v agarosovém gelu. Vysledek elektroforézy

je uveden na Obr. 9.

100 bp 4 3 A ) 1

B 100 bp 5
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Obr. 9: Agarosova elektroforéza PCR produkti. Na obrazku A (vlevo) je zleva mozné
pozorovat 100 bp standard, dale v draze oznacené Cislem 1 PCR produkt L-aHER2, v draze
oznacené Cislem 2 MICA-L, v draze oznacené Cislem 3 L-MICA a v draze oznacené
¢islem 4 aHER2-L. Na obrazku B (vlevo) je zleva mozné pozorovat 100 bp standard a dale

v draze oznacené Cislem 5 PCR produkt B7-H6-L.

Poté byly tyto zmnozené useky DNA extrahovany z gelu a byla zméfena jejich
koncentrace, aby mohla byt ve spravném pomeéru namichana smés pro ligacni reakei.

Koncentrace jsou uvedeny v Tab. 12.

Tab. 12: Koncentrace PCR produkti po extrakci z gelu. Jako referen¢ni roztok byl
pouzit elucni pufr.

Meteny vzorek Koncentrace / ng.ul”
Linearizovany plazmid 20
B7-H6-L 13
L-aHER2 41
MICA-L 26
L-MICA 7
aHER2-L 30

4.4 Vneseni genu do linearizovaného plazmidu a PCR z kolonii
Pro vneseni genu do plazmidu byla zvolena metoda komplementarnich ptesah.

Vsechny DNA inserty mély konce navrzené tak, aby po ptfidani Infusion enzymu vznikly
jednovlaknové komplementarni ptesahy. Takto spojeny plazmid byl vloZen do bakterie,
kterd DNA opravi a namnozi.

Pro tuto reakci bylo dilezité zvolit vhodny molarni pomér. Pro smés inzert : glycin-
serinova spojka : linearizovany plazmid byl zvolen pomér 2 : 10 : 1. Pomoci zméfenych
koncentraci a znalosti velikosti jednotlivych komponent byly spocitany pipetované
objemy. Piepocty jsou uvedeny v Tab. 13. Poté byly do reakéni smési pipetovany 2 ul
Infusion enzymu, 4 pl Infusion pufru a vSe bylo doplnéno na objem 20 pl. Ligacni reakce

probihala 2 hodiny pfi teploté 37 °C.

Tab. 13: Rizné vyjadieni poméri jednotlivych komponent liga¢ni reakce

Velikost v parech Molarni Pomér ve Pomeér Pipetovany
Komponenta )
bazi pomér femtomolech v nanogramech objem
Linearizovany
. 5000 bp 1 31 fmol 100,00 ng 5,0l
plazmid
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B7-H6-L 703 bp 2 62 fmol 28,29 ng 22 ul
MICA-L 868 bp 2 62 fmol 34,93 ng 1,4 ul
L-MICA 868 bp 2 62 fmol 34,93 ng 5,0 ul
L-aHER2 403 bp 2 62 fmol 16,22 ng 0,4 ul
aHER2-L 403 bp 2 62 fmol 16,22 ng 0,53 ul

L 60 bp 10 310 fmol 12,07 ng 1,2 ul

Cely objem ligacni smési byl transformovan do Z-kompetentnich bunék E. coli DH5-a
a vznikla suspenze byla natfena na misky s LB agarem, ktery obsahoval antibiotikum
ampicilin. Misky byly inkubovany ptes noc pii 37°C. Poté byly na kazdé¢ misce vybrany
4 kolonie a byla provedena PCR z kolonii (viz podkapitola 3.2.7, str. 32). Byly pouzity
specifické primery pTT FW a pTWS5sec REV. Vzorky byly posléze vyhodnoceny pomoci

elektroforézy v agarosovém gelu. Vysledek elektroforézy je uveden na Obr. 10.

1kb Al A2 A3 A4 B1 B2 B3 B4 C1 C2 C3 C4

Obr. 10: Agarosova elektroforéza PCR z kolonii. V prvni draze zleva je 1 kb standard.
Pismeno A zna¢i konstrukt B7-H6-L-aHER2, pismeno B konstrukt MICA-L-aHER2
a pismeno C konstrukt aHER2-L-MICA. Dale jsou za pismeny vzdy uvedena cisla, ktera

znaci Cislo kolonie odebrané po transformaci bunék E. coli DH5-a.

Vzdy byly vybrany dvé pozitivni kolonie, ze kterych byla provedena nizkoobjemova
ptiprava plazmidové DNA (viz podkapitola 3.2.7, str. 32). Poté byly proméifeny
koncentrace jednotlivych pfipravenych DNA konstruktd. Vysledky méfeni koncentraci

jsou uvedeny v Tab. 14.

Tab. 14: Koncentrace jednotlivych DNA konstrukti po nizkoobjemové piipravé
plazmidové DNA. Jako referen¢ni roztok byl pouzit elu¢ni puft.
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Mgfeny vzorek | Koncentrace / ng.pl™
BLH1 960
BLH3 860
MLH2 574
MLH4 840
HLM2 790
HLM3 660

Ze ziskanych vzorkd DNA konstruktii byly pfipraveny vzorky na sekvenaci, ¢imz bylo

oveieno, zda se jednotlivé komponenty spravné vlozily do plazmidu.

4.5 Velkoobjemova produkce plazmidové DNA
Poté, co bylo pomoci sekvenace ovéteno, ze se konstrukty do plazmidu vlozily

spravné, byl vybran vzdy jeden vzorek kazdého konstruktu, se kterym byla provedena
velkoobjemova produkce (viz podkapitola 3.2.9, str. 34). Poté byla zmétena koncentrace
DNA v jednotlivych vzorcich (méfeno proti elu¢nimu pufru). Vysledky méfeni koncentraci

jsou uvedeny v Tab. 15.

Tab. 15: Koncentrace jednotlivych DNA konstrukti po velkoobjemoové piiravé

plazmidové DNA. Jako referencni roztok byl pouZit elu¢ni pufr.

Mgieny vzorek | Koncentrace / ngxpl”

BLH1 3486
MLH4 1488
HLM2 3035

4.6 Produkce fuznich proteinti v linii HEK293T
K produkei proteinil byla zvolena bunécna linie HEK293T. Tato bunécné linie byla

transfekovdna piipravenymi expresnimi vektory. Poté byly transfekované bunky tyden
inkubovany v objemu 200 ml pii 37 °C. Produkce byly sklizeny a purifikovany pomoci
afinitni chromatografie na kolonach Talon na zékladé koordinac¢ni vazby histidinové kotvy
na Co”" jonty. Eluat byl zkoncentrovan piiblizn na 500 pl a byla provedena gelova
permeacni chromatografie. Byla pouzita kolona Superdex 200 10/300 GL. Prab¢h

chromatografie je pro jednotlivé proteiny znazornén na Obr. 11, str. 45.
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Obr. 11: Pribéh gelové permeac¢ni chromatografie pro proteiny produkované v
bunikich HEK293T. Zelené¢ je zn4zornén eluc¢ni vrchol pro protein B7-H6-L-aHER2
(BLH), modfe je zndzornén elucni vrchol pro protein MICA-L-aHER2 (MLH) a ¢ervené je
znazornén eluéni vrchol pro protein aHER2-L-MICA (HLM). Kolona Superdex 200
10/300 GL.

Z kazdé gelové permeacni chromatografie bylo sebrano 9 frakei po 0,5 ml, v nichz
byla spektrofotometricky pii 280 nm zméfena koncentrace. Koncentrace jsou uvedeny

v Tab. 16.

Tab. 16: Koncentrace purifikovanych fiznich proteini. Jako referencni roztok byl
pouzit HEPES puft.

Koncentrace proteinu/ ng.ul™
Frakce

BLH MLH HLM

1 0,216 | 0,139 0,250

2 0,420 | 0,319 0,417

3 112 | 0,772 1,570

4 2384 | 1,897 | 4321

5 3,419 | 2,818 6,613

6 3,559 | 2,745 6,349

7 2236 | 1,689 | 4444

8 1,097 0,810 2,189

9 0,458 | 0,333 0,958
Celkem mg | 7,451 5,761 13,556
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Bylo vybrano 7 nejkoncentrovanéjSich frakci a byla provedena SDS elektroforéza
v 12,5% polyakrylamidovém gelu. Vzorky pro SDS elektroforézu byly ptipraveny jak
v redukujicim, tak neredukujicim pufru. Vysledek elektroforézy pro jednotlivé fuzni

proteiny je zndzornén na Obr. 12, Obr. 13 a Obr. 14, str. 47.

M AIR A2R A3R A4R ASR AGR A7TR  AIN A2N AN A4N ASN AGN A7TN

140 kDa
95 kDa

72 kDa

52 kDa "...l. ol 1 b

42 kDa
34 kDa

26 kDa

17 kDa F\/

10 kDa

Obr. 12: SDS elektroforéza proteinu B7-H6-L-aHER2 (A) produkovaného v buiikach
HEK293T. V prvni draze zleva je mozné vidét standard, ktery je oznaCen pismenem M.
Do prvnich sedmi drah zleva byly pipetovany vzorky v redukujicim (R) pufru a ve zbylych

sedmi byly pipetovany vzorky v neredukujicim (N) pufru. Cislo znagi sbiranou frakci.

M BIR B2R B3R B4R BSR B6R B7R BIR B2R B3R B4R B5R B6R B7R

140 kDa
95 kDa

72 kDa -.-
52 kDa “u“' » “d

42 kDa
34 kDa

26 kDa
17 kDa

10 kDa

Obr. 13: SDS elektroforéza proteinu MICA-L-aHER2 (B) produkovaného v buiikach
HEK?293T. V prvni draze zleva je mozné vidét standard, ktery je oznacen pismenem M.
Do prvnich sedmi drah zleva byly pipetovany vzorky v redukujicim (R) pufru a ve zbylych

sedmi byly pipetovany vzorky v neredukujicim (N) pufru. Cislo znaéi sbiranou frakei.
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Obr. 14: SDS elektroforéza proteinu aHER2-L-MICA (C) produkovaného v buiikach
HEK?293T. V prvni draze zleva je mozné vidét standard, ktery je oznafen pismenem M.
Do prvnich sedmi drah zleva byly pipetovany vzorky v redukujicim (R) pufru a ve zbylych

sedmi byly pipetovany vzorky v neredukujicim (N) pufru. Cislo znaéi sbiranou frakci.

4.7 Studium interakce fiznich proteinii a NK bunéc¢nych receptorti
Interakce pfipravenych proteinii a NK bunécnych receptort byla zkoumana pomoci

analytické gelové permeaéni chromatografie. Chromatografie byla provadéna na koloné
Superdex 200 Increase 3.2/300. Vzdy byla nejprve provedena chromatografie s NK
bunéénym receptorem, poté s fuznim proteinem a nakonec s fuznim proteinem
interagujicim s NK bunécnym receptorem. Na zaklad¢ porovnani elu¢nich objemt a tvarii
eluénich vrcholll lze usuzovat, zda dany fuzni protein s NK bunéénym receptorem
interaguje. Chromatogramy pro jednotlivé proteiny jsou uvedeny na Obr. 15, str. 48, na

Obr. 16, str. 48 a na Obr. 17, str. 49. V Tab. 17, str. 49 jsou uvedené predikované

molekulové hmotnosti.
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Obr. 15: Srovnani elucnich profili z gelové permeacni chromatografie proteinu
B7-H6-L-aHER2, NK bunécného receptoru NKp30 a jejich smési. Modfe je vyznacen
eluéni vrchol pro fuzni protein, zelené pro receptor NKp30 a cervené pro jejich

ekvimolarni smes.
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Obr. 16: Srovnani elu¢nich profila z gelové permeacni chromatografie proteinu
MICA-L-aHER2, NK buné¢ného receptoru NKG2D a jejich smési. Modie je vyznacen
elucéni vrchol pro fuzni protein, zelené pro NK bunéény receptor a Cervené pro jejich

ekvimolarni smés.
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Obr. 17: Srovnani elucnich profili z gelové permeacni chromatografie proteinu

aHER2-L-MICA, NK bunécného receptoru NKG2D a jejich smési. Modre je vyznaen

elucni vrchol pro fazni protein, zelené¢ pro NK bunéény receptor a Cervené pro jejich

ekvimolarni smés.

Tab. 17: Tab. s predikovanymi molekulovymi hmotnostmi

¢. oznaceni popis Predikovana molekulova hmotnost
1 BLH mB7H6-linker-aHER2 40,9 kD
2 BLHL mB7H6-linker-aHER2 + NKp30 (molarné 1:1) 54,1 kDa
3 LBD NKp30 17,5 kDa
4 MLH MICA-linker-aHER2 47,8 kDa
5 HLM aHER2-linker-MICA 47,8 kDa
6 MLHN MICA-linker-aHER2 + NKG2D (molarné 1:1) 65,3 kDa
7 HLMN aHER2-linker-MICA + NKG2D (molarné 1:1) 65,3 kDa
8 NKG NKG2D 17,4 kDa
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5 Diskuse

Ugelem této prace byla piiprava fuznich proteini B7-H6-L-aHER2, MICA-L-aHER?2
a aHER2-L-MICA v bunééné linii HEK293T a nasledné zkoumani interakce téchto
flznich proteint a piislusnych NK bunéénych receptort.

Vsechny tfi geny se povedlo vlozit do plazmidi a poté byly vSechny proteiny Gspésné
produkovany v bunécné linii HEK293T. Jak si je mozné vSimnout na chromatogramu na
Obr. 11, str. 45, protein B7-H6-L-aHER2 a MICA-L-aHER2 se produkovaly ve
srovnatelné mife, zatimco protein aHER2-L-MICA, ktery mad NK bunécny ligand na
C-konci proteinu, byl produkovan v daleko vétsi mite.

Interakce pfipravenych proteinti a NK bunécénych receptort byla zkoumana pomoci
analytické gelové permeacni chromatografie. V kazdém chromatogramu je viditelny
samostatny nastfik pro dany fuzni protein, pro dany NK bunécny receptor a pro smés
fazniho proteinu s NK bunéénym receptorem. Moldrni pomér mezi NK bunénym
receptorem a danym proteinem byl vzdy 1:1. Pro protein v interakci s danym NK
bunécnym receptorem by mél byt viditelny eluc¢ni vrchol s niz§im retenénim ¢asem, jelikoz
velikost komplexu je vétsi nez velikost jednotlivych slozek.

Na chromatogramu pro protein B7-H6-L-aHER2 (Obr. 15, str. 48) je pro protein v
interakci s NK bunéénym receptorem vidét symetricky vrchol, ktery ma nizsi retencni Cas
nez vrcholy pro NKp30 a samostatny fuzni protein. Lze tedy usuzovat, Ze tento protein
velmi dobfe interaguje s NK bunéénym receptorem. Na chromatogramu pro protein
MICA-L-aHER2 (Obr. 16, str. 48) je vrchol pro protein v interakci s NK bunécnym
receptorem jiz nesymetricky. OvSem lze usuzovat, Ze vétSina proteinu s NK bunéénym
receptorem reagovala. ZvInéni vrcholu v ¢asti, kterd se prekryva s vrcholem pro
samostatny fizni protein, poukazuje na nenavdzany protein. AZ po prohlédnuti tohoto
chromatogramu jsme si uvédomily, Ze vzorky, které obsahovaly NK bunécny ligand MICA
a jeho receptor NKG2D, byly namichany ve Spatném stechiometrickém poméru, jelikoz
NKG2D tvotfi homodimery a s MICA interaguje jako cely homodimer (Obr. 2, str. 17).
Spravny stechiometricky pomér by tedy mél byt 1:2 (fuzni protein : monomer NKG2D).
Na chromatogramu pro protein aHER2-L-MICA (Obr. 17, str. 49) je vrchol pro fuzni
protein v interakci s NK bunéénym receptorem rovné€z nesymetricky a jeho velkd Cast
vcetné vrcholu se piekryva s vrcholem pro samostatny fizni protein. V predni ¢asti vrcholu

je viditelné mirné zvinéni, z ¢ehoz lze usuzovat, Ze se jednd o fizni protein tvofici

50



komplex s NK bunécnym receptorem. Naproti tomu zvIinéni druhé ¢asti piku poukazuje
na nenavazany NK bunécny receptor. Jelikoz je zde obdobny problém se stechiometrickym
pomérem (pomér fuzni protein : monomerni NK buné¢ny receptor byl 1:1 namisto 1:2), 1ze
tvrdit, Ze tento fuzni protein s NK bunécnym receptorem interaguje opravdu Spatn¢.

Z téchto ziskanych informaci lze vyvozovat, ze nativnéjsi struktura fuzniho proteinu,
ktery obsahuje NK bunécny ligand MICA a fragment VHH antiHER2 protilatky, bude
v pripad¢, pokud se NK bunécny ligand nachazi na N-konci proteinu a fragment protilatky
na C-konci proteinu. Vysvétlenim muze byt, z2 MICA je na C-konci zanofeny do
membrany a pfirozen¢ asociuje s proteiny v cytoplazmé. Proto neni vazba na NK bunécny
receptor narusena, pokud je na C-konci pfipojen na glycin-serinovou spojku.

Zajimavé je, ze 1 kdyz byl protein aHER2-L-MICA produkovan buiikami v daleko
vétsim  mnozstvi, ucinngji interagoval sNK bunénym receptorem protein
MICA-L-aHER2. Lze tedy usuzovat, Ze je tento konstrukt stabilng&s$i, avSak stabilita
v tomto piipad€ nekoreluje se schopnosti proteinu se vdzat na dany NK bunécny receptor.
Proto, i kdyz se protein produkuje v menSim mnozstvi, pro dal§i praci bude vyuzit
konstrukt MICA-L-aHER2, jelikoz je pro dané ucely rozhodujici pravé schopnost
interagovat s NK bun&¢nym receptorem. Pozorovani u¢inénd s pomoci gelové permeacni
chromatografie budou déale ovéfovdna piimym méfenim afinity jednotlivych fuznich
proteini k danym receptorim, napt. pomoci metody rezonance povrchového plazmonu.

V této praci je popsana piiprava danych konstrukti a ovéfeni vazby na ptislusny NK
bunéény receptor. Dalsim krokem bude ovéfeni vazby z druhé strany, tedy na HER2"
bunécnou linii. Predmétem dal§i prace s pfipravenymi konstrukty bude jejich dalsi

charakterizace a budou vyuZivany jako kontrolni molekuly.
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6 Zaver

e Byly Gspésné ptipraveny expresni vektory pro fuzni proteiny B7-H6-L-aHER2,
MICA-L-aHER?2 a aHER2-L-MICA.

e Dané fuzni proteiny byly uspésné produkovany v buitkach HEK293T.

e Pomoci analytické gelové permeacni chromatografie byla ovéfena interakce

fhznich proteind a NK bunéénych receptora.
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