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Abstrakt

Jednou ze slozek nespecifického imunitniho dohledu organismu jsou NK bunky
(z angl. natural killer cells, pfirozené zabije¢ské buiiky). Ukolem NK bunék je vyvolat
apoptosu u cilovych bun¢k (naptiklad bun¢k rakovinnych ¢i virové infikovanych). Cilové
buniky jsou rozpoznavany pomoci povrchovych receptorti. NK bunky maji na svém
povrchu aktivaéni a inhibi¢ni receptory.

Mezi aktivaéni receptory patii receptor pfirozené cytotoxicity NKp46. Jednim
z n¢kolika dosud popsanych liganda tohoto receptoru je adhesin Epal (z angl. epithelial
adhesin 1) kvasinky Candida glabrata. Neschopnost téla spustit imunitni odpovéd
a branit se kvasinkové infekci zptisobuje vazné komplikace u pacientil s hematologickym
onemocnénim, tzv. invazivni kandidézy. NK buiiky se zacinaji vyuzivat také v ramci
imunoterapie nddort, konkrétné bispecifické fuzni proteiny, které se jednou casti vazi
na receptor NK buiiky a druhou ¢asti na nddorovy antigen.

Tato prace se zaméfuje na pripravu rekombinantniho proteinu NKp46. Pro studium
vlivu O-glykosylace na vazbu ligandu byl pfipraven mutant glykosylacniho mista NKp46
T225A. Proteiny byly produkovéany stabilné¢ transfekovanymi liniemi HEK293S GnTI™
a HEK293T.

Protein Epal byl produkovdn v expresnim systétmu E. coli a poté purifikovan.
Schopnost vazby proteinu Epal a laktosy byla ovéfena pomoci dvou méfeni v roztoku
(termoforézy aizotermalni kalorimetrie). Pro studium interakce proteinu NKp46
s proteinem Epal byly navrzeny bispecifické fuzni varianty ligandu Epal obsahujici
nanoprotilatku cilici na receptor HER2.

Vazba Epal a faznich proteinti Epal na povrch bunck byla ovéfovana pomoci
prutokové cytometrie. Pro studium vazby byly vyuzity transfekované linie HEK293T
produkujici receptor NKp46 a NKp46 T225A, bunécna linie NK92MI a bunécna linie
SK-BR3 produkujici receptor HER2 na svém povrchu. Specifickou vazbu variant

proteinu Epal na povrch bunék se nepodafilo naméfit.

Klic¢ova slova: NK bunika, NKp46, Epal, fuzni protein, nanoprotilatka, HER2, HEK293



Abstract

One of the key components of the innate immune system are natural killer (NK) cells.
The task of these cells is to induce apoptosis in target cells (e.g., cancer or virally infected
cells). The target cells are identified by their interaction with surface receptors
of the NK cells. On the surface of the NK cells, there are activating and inhibiting
receptors. One of the activating receptors is the natural cytotoxicity receptor NKp46.
Several ligands of this receptor have been identified, one of them being the epithelial
adhesin Epal of yeast Candida glabrata. The invasive candidiasis caused by
this yeast is a feared complication for patients with haematological diseases. The use
of the NK cells in immunotherapy includes bispecific fusion proteins which can bind
to the NK receptor with one part and to tumour antigen with the other part.

This work focuses on recombinant preparation of the NKp46 protein. To facilitate
a study of the effects of O-glycosylation on the binding of the ligands, a mutation of
the glycosylation site NKp46 T225A was prepared. A stably transfected HEK293S GnTI™
and HEK293T cells had been prepared and these proteins were then extracellularly
secreted.

The Epal protein had been produced in E. coli bacterial expression system
and purified. The binding ability of the Epal protein and lactose was verified by two
measurements
in solution (thermophoresis and isothermal titration calorimetry). Recombinant bispecific
fusion proteins (that consist of the Epal protein and a nanobody-targeting tumour antigen
HER2) were prepared to allow the study of the interactions of the NKp46 and the Epal
proteins.

The ability of the Epal and bispecific fusion proteins to bind to the surface of cells
was verified by flow cytometry. The following lines were used in the process:
the HEK293T transfected lines producing NKp46 and NKp46 T225A receptors,
the NK92MI cell line, and the SK-BR3 cell line producing the HER2 receptor.
Unfortunately, attempts to measure the specific binding of the Epal protein variants

on the surface of the cells were not successful.

Key words: NK cells, NKp46, Epal, fusion protein, nanobody, HER2, HEK293
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1 Uvod

1.1 Imunitni systém

Imunitni systém patii mezi regula¢ni mechanismy organismu. Hlavni funkci imunitniho
systému je obranyschopnost organismu, zahrnujici rozpoznani a ochranu pfed patogennimi
organismy a toxickymi latkami. DalSi funkci je autotolerance, ktera zarucuje rozpoznani
organismu vlastnich tkédni a toleranci systému vii¢i nim. Posledni funkci je imunitni dohled,
ktery rozpoznava vnitini Skodliviny, napi. staré, poskozené ¢i mutované bunky [1].
Rozpoznani je zprostiedkovano na zaklad¢ latek nazyvanych antigeny. Tyto latky mohou
byt rizného pivodu — cizorodé latky (exoantigeny) nebo antigeny vlastni organismu
(autoantigeny). Exogantigen, ktery spusti patologickou imunitni reakci se nazyvé alergen.
Z hlediska chemického sloZeni jsou antigeny nejcastéji makromolekuly, které jsou bud’
rozpustné nebo pfitomné na bunécném povrchu. Jedna se o proteiny, komplexni
polysacharidy, lipidy nebo lipoproteiny. Imunitnimu systému také poméahaji neimunitni
obranné mechanismy. Jedna se o mechanické (pohyb fasinek nebo tekutiny v mocovych
cestach), chemické (enzymy, mastné kyseliny nebo kyselé pH Zaludku) a mikrobidlni
(nepatogenni flora) mechanismy [1].

Imunitni systém reaguje na cizorodé nebo vlastni latky systémem mechanisma. Podle
evolu¢niho stafi a pfitomnosti v organismu se mechanismy dé€li na vrozené (neadaptivni)
a antigenn¢ specifické (adaptivni). Oba tyto mechanismy zahrnuji jak bunécné,

tak humoralni slozky [2].

1.1.1 Nespecifické imunitni mechanismy

Vrozené mechanismy jsou evolu¢né starSi a vyskytuji se v mensi ¢i vétsi mife u vSech
organismil. Mechanismus ucinku je postaven na ptitomnosti molekul a bun¢k, které reaguji
na antigeny podle strukturnich a funk¢nich rysti. Mezi bunééné zastupce vrozené imunity se
fadi fagocytujici bunky (dendritické bunky, neutrofilni granulocyty, makrofagy) a ptirozené
cytotoxické bunky (NK buiikky — zangl. natural killer cells). Humordlni slozky jsou
zastoupeny komplementovym systémem, interferony, lektiny ¢i sérovymi proteiny [1].
Bunky nespecifické imunity rozpoznavaji strukturni motivy na povrchu patogennich bunék
(napf. mikroorganismil). Tyto konzervované struktury se nazyvaji PAMP (z angl. pathogen
associated molecular pattern). Ptikladem téchto struktur miizou byt lipopolysacharidy,

peptidoglykany, glukany nebo manany. Dale umi bunky nespecifické imunity rozeznavat

12



molekuly, které jsou za normdlniho stavu uvniti bun€k, napt. ATP, kyselinu mocovou,
nukleotidy ¢i intracelularni molekuly. Tyto molekuly se do extracelularniho prostoru
dostavaji z poskozenych bunék zdivodu poskozeni membrany ¢i nekrdzy. Teémto
molekuldm se souhrnné fika DAMP (z angl. damage associated molecular pattern).
Pfi porovnani rychlosti zdsahu jsou vrozené mechanismy rychlejsi, reaguji v fadech

minut [1,3].

1.1.2 Specifické imunitni mechanismy

Antigenné specificka imunita je zndma u obratlovct a je evolu¢né mladsi. Mechanismus
reakci je zalozen na specifickych molekulach tzv. protilatkach. Tyto protilatky patii
do humoralnich mechanismi. Pro spusSténi adaptivnich mechanismil je tieba soucinnost
s vrozenymi mechanismy imunity, které po setkéni s ur€itym antigen iniciuji rozvoj téchto
mechanismi. Plny rozvoj adaptivni imunity je v fadu nékolika dni az tydnd, ale tyto
mechanismy poskytuji organismu imunitni pamét. Béhem této doby dojde k diferenciaci
imunitnich bun¢k pod pfimym vlivem antigenli, az vzniknou zralé¢ vysoce specifické
efektorové buiky [1].

Kooperace vrozené a adaptivni imunity je klicova pro rozvoj ucinnych mechanismti.
VétSina bunék imunitniho systému se tvofi z kmenovych bunék, které se po cely zZivot
v malém mnozstvi udrzuji v kostni dfeni. Naslednym délenim a diferenciaci vznikaji dvé
linie: myeloidni a lymfoidni. Z myeloidni linie diferenciaci dale vznikaji trombocyty,
dendritick¢ buiikky, makrofadgy, neutrofily, eozinofily a bazofily. Dendritické buiky,
monocyty a makrofagy, které jsou sou€asti nespecifické imunity jsou velmi dilezité jako
bunky prezentujici antigen (APC, z angl. antigen presenting cells) pro T-lymfocyty. Z druhé
linie lymfoidni vznikaji diferenciaci T a B lymfocyty a ILC bunky (z angl. innate lymphoid
cells), mezi které se fadi také NK buiiky [1,4].

Pro rozpoznani antigenu bufikami imunitniho systému jsou dualezit¢é molekuly,
které se nachazeji na povrchu bunck nebo jsou buitkami imunitniho systému sekretovany.
Napovrchu T a B lymfocytli se nachazeji antigenné specifické receptory (TCR, BCR).
Napovrchu bunck se nachazeji MHC glykoproteiny I a II. tfidy (z angl. major
histocompatibility complex), u ¢loveéka jsou konkrétnimi zastupci téchto glykoproteinu
molekuly HLA (z angl. human leukocyte antigen), dale se na povrchu bun¢k nachéze;ji
receptory pro koncovou ¢ast imunoglobulinu (Fc ¢ast) tzv. Fc receptory. Bunikami jsou déle

sekretovany kostimulacni molekuly, imunoglobuliny, cytokiny aj. [3,4].

13



1.1.3 Imunitni dohled nad bakteriemi, plisnémi a viry

Béhem evoluce jsou organismy ve stalém kontaktu s ostatnimi organismy. Zvlastni
skupinou jsou komenzalni nebo saprofytické organismy, které se béhem evoluce staly
soucasti organismu hostitele a zabezpeCuji v organismu vyzivu ¢i detoxikaci. Potencidlni
patogeny jsou pro organismu infekéni a mohou u jedince vyvolat onemocnéni.
Prinik patogent do organismu spousti nespecifické a pozdéji specifické mechanismy
imunity. Patogenni organismy mohou v organismu zpusobovat rizné¢ druhy infekci:
lokalizované ¢i diftizni, inaparentni, benigni az tézké, akutni nebo chronické. Prvni linii
obrany proti patogennim mikroorganismim jsou télesné povrchy pokryté slizni¢ni
imunitou [1,5].

Extracelularni bakterie jsou eliminovény opsonizaci slozkami komplementu, lektiny
a protilatkami. Diky pfitomnosti komplementu se k cilovym bakteriim dostavaji neutrofilni
granulocyty a makrofagy. Pohlcené bakterie jsou zlikvidovany mikrobicidnimi systémy,
napiiklad NADPH-oxidasami nebo lysozomalnimi peptidy. V pozdéjsi fazi jsou
stimulované také antigenné specifické slozky imunity, a to B lymfocyty. Do likvidace
patogenil se zapojuji také cytokiny (IL-2, IL-3 ¢i TNF), které indukuji zvySeni teploty
a spousti syntézu proteini akutni faze v hepatocytech. B a T lymfocyty produkuji celou fadu
protilatek, predevsim IgM a IgG1. Velky vyznam v boji proti bakteriim a plisnim ma IL-17,
ktery produkuji CD4" lymfocyty Thl7. Pii obrané proti intracelularnim parazitim
(mykobakteriim, kvasinkdm ¢i plisnim) makrofagy a dendritické buiky pii pohlceni
patogenu produkuji IL-12, ktery diferencuje prekurzory Th lymfocytl. Tyto lymfocyty
nasledné produkuji IFN-y. Cytokiny dale indukuji enzym iNOS (indukovatelnd syntetasa
oxidu dusnatého), ktery je zodpovédny za produkci oxidu dusnatého z argininu.
Oxid dusnaty plisobi baktericidné. Intracelularni paraziti jsou nebezpecni zejména pro osoby
s poruchami imunitniho systému [6].

Hlavni mechanismy pii boji s virovymi patogeny zaujimaji interferony a NK buriky.
Infikované bunky a dendritické bunky indukuji produkci INF-o a INF-B (souhrnné
interferony I), které inhibuji replikaci viru. Makrofagy pii kontaktu s viry zacinaji
produkovat IL-12, ktery je silnym aktivatorem NK bunék. Dal§imi mechanismy obrany jsou
protilatky IgA, které snizuji adhezi virli na epitel sliznic. Pfi proniknuti viru do krevniho
ob&hu jsou hlavni imunitni mechanismy zastoupeny neutraliza¢nimi protilatkami IgG a [gM.
Pro diferenciaci T lymfocyti jsou dulezit¢ fragmenty virovych c¢astic, které jsou

prezentovany na povrchu buiiky v komplexu s MHC gp 1 [6].
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Mikroorganismy pouzivaji mechanismy, jak uniknout imunitni odpovédi hostitelského
organismu. Jedna se predevsim o vstup do bun¢k a integrace do genomu. Takto schovani
dokazou patogeny v buiice piezivat dlouho dobu, v této dob¢ jsou latentni. Tuto strategii
vyzivaji naptiklad herpetické viry. Déale mohou patogeny ménit varianty povrchovych
molekul, potlacovat expresi MHC gp I, potlacovat prezentaci antigenu, potlacovat zanétlivé
reakce ¢i inhibovat komplement. Mohou také Stépit protilatky sIgA (sekrecni
imunoglobulin A) nebo vyuzivat cytokiny k vytvofeni optimalniho zivotniho prostiedi

pro replikaci [1].

1.1.4 Imunitni dohled nad nadory

Maligni transformace bunck je nejcastéji spojena s mutacemi onkogentl a anti-onkogentl.
Tyto geny ve zdravé bunce koduji proteiny zodpovédné za bunécnou signalizaci, regulaci
bunééné adhezivity, transkripéni faktory nebo jsou zodpovédné za apoptosu. Mutace
v téchto genech vede k abnormalnimu déleni bunék, uniku z tkanové lokalizace, coz vede
k rozsiteni do jinych tkdni. Tyto transformované buiiky jsou télu vlastni a jakdkoliv zména
by méla znamenat odpoveéd’ imunitniho systému, ptesto vSak tyto buitky mohou imunitnimu
systému uniknout - bud’ jsou ptili§ malo rozdilné od normélnich bun¢k nebo mohou aktivné

utoCit na imunitni systém a tim ho paralyzovat [7].

1.1.4.1 Protinadorové mechanismy

Na zacatku 20. stoleti jiz zacaly vznikat mySlenky o mechanismu rozpoznani nadorového
bujeni imunitnim systémem. Americky chirurg W. Coley pozoroval ustup nadorového
bujeni v pfitomnosti bakteridlniho onemocnéni. V padesatych letech vzrostl zdjem o studium
nadorového bujeni. S pomoci novych mySich modell s vyfazenymi (tzv. knock-out)
vybranymi geny byla potvrzena role vrozené imunity v boji s nddory (napiiklad absence
IFN-y nebo perforint zvySuje citlivost k chemicky indukovanym tumortim) [6]. Dale bylo
pozorovano, Ze pacienti se snizenou imunitou v disledku transplantaci nebo onemocnéni
AIDS maji vétsi incidenci nddort vyvolanych chemickym plisobenim.

V poslednich letech vyzkum prokazal dudlni roli imunitniho systému, kdy sehrava roli
eliminace nadorového bujeni, nicméné také podporuje nador pii rasth a Sifeni [8].

U pacientll s poruchami adaptivni imunity casto vzrstd riziko virové indukovaného
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nadorového bujeni nebo virovych onemocnéni, kterd posléze mohou vyustit v né€kterych

bunkach az k malignimu poskozeni bun¢k.

1.1.4.2 Imunitni editace

Imunitni editace shrnuje déje a mechanismy, pii kterych se dostava do kontaktu imunitni
systém s populaci nddorovych bun¢k. Nadorové buiiky s imunitnim systémem interaguji,
meéni svoje vlastnosti a ovliviuji se navzdjem. Diky interakci nadorovych bun¢k s imunitnim
systém miuiZze nastat stav, kdy maligni bunky ztraci imunogenicitu a tim se snizuje az uplné
mizi imunitni odpovéd’ organismu. Tato ztrita imunogenicity je ddna selek¢nim tlakem
imunitniho systému. Imunitni editace se déli na 3 faze: eliminaci, rovnovahu a tnik [1].

V prvni fazi jsou imunitni mechanismy schopné eliminovat maligni buiiky. Nadorové
builkky umiraji tzv. imunogenni bunécnou smrti, v disledku hypoxie nebo zvySené¢ho
vyskytu §patné syntetizovanych, poptipad€ Spatné poskladanych proteind. Na svém povrchu
zacCinaji exprimovat molekuly, které zejména dendritické bunky rozpoznaji jako nebezpecné
a imunitni systém tyto buinky =zlikviduje. Tyto molekuly mohou byt exprimovany
na bunécném povrchu, jednd se naptiklad o kalretikulin nebo proteiny teplotniho Soku,
popiipad¢ mohou byt tyto molekuly rozpustné a jsou uvoliiovany do okoli bunky (naptiklad
ATP nebo kyselina mocova). Po rozpoznani jsou aktivovany klasické mechanismy imunitni
odpovédi, jak nespecifické, tak specifické. Nadory exprimujici molekuly, na zadkladé kterych
mohou byt nadory v prvni fazi zlikvidovany, zplsobuji onemocnéni s ptiznivéjSim
pribéhem [7,8].

Druhd faze imunitni editace je spojena s ustanovenim rovnovdhy mezi nadorovymi
bunkami a imunitnim systémem. Imunitni systém dokéze omezené kontrolovat rast téchto
bun¢k. Z hlediska casu je tato faze nejdel$i, z klinického hlediska zlstavaji nadory
nediagnostikované. V této fazi mize v organismu nastat kompletni eliminace nadorovych
bunék, popiipad€ ustanoveni rovnovahy mezi populaci naddorovych bunék a imunitni
odezvou. Muze ale také nastat itlum imunitniho systému zptisobeny mutacemi nebo dalSimi
genetickymi zménami v nadorové tkani, oslabenim imunitniho systému ¢i starnutim
organismu a v tomto stddiu naddorové buiiky unikaji dozoru imunitniho systému a dochézi

k rozvoji onemocnéni.
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1.1.4.3 Nadorové antigeny

Imunitni systém rozpoznava maligni buniky na zaklad¢ antigend, které jsou vystavovany
na bunéfnych povrSich. Jednd se o antigeny specifické pro nadory (TSA,
z angl. tumour-specific antigens) a antigeny asociované s nadory (TAA, z angl. tumour-
associated antigens) [1].

Do skupiny TSA patii proteiny, které se na zdravych buinikdch nevyskytuji, jednéd se
napiiklad o komplexy MHC gp I s abnormalnimi fragmenty bunécnych proteini — mohou to
byt proteiny, které vznikly v bufice abnormalnim stépenim normalnich produktti nebo nové
proteiny, které bunika diky své malignité¢ produkuje (neoantigeny). Dalsi pfikladem TSA
mohou byt komplexy MHC gp I sfragmenty onkogennich viri,, tento typ proteini
se objevuje pii maligni transformaci zplisobené viry, jako naptiklad papilomaviry nebo
virem EBV. Bunky také tvofi abnormalné vypadajici glykoproteiny, takovou zménou
je naptiklad odlisna sialylace.

Narozdil od TSA se TAA antigeny na zdravych butikach vyskytuji, ale u malignich bun¢k
se méni jejich Cetnost, ¢asova ¢i misti exprese. Rozpustné formy antigenti mohou byt
stanovovany v krvi a tim se stavaji dllezitymi pomocnymi markery pii diagnostice
malignich onemocnéni. Nejznaméjsi TAA jsou onkofetdlni antigeny, které se u zdravych
bunék vyskytuji pouze v embryondlnim obdobi a jejich piitomnost v pozdéjsim véku
je znamkou malignich transformaci. Patfi sem a-fetoprotein, ktery je produkovan
pfi hepatoceluldrnim karcinomu nebo neoembryonélni antigen produkovany pii karcinomu
tlustého stfeva. Dalsi TAA protein je HER2/neu. Tento receptor rlstového faktoru
epitelialnich bunék je silné exprimovan pii nékterych karcinomech mlécné Zlazy. Mezi dalsi
zastupce TAA patii PSA (prostaticky specificky antigen), které je dilezitym markerem pro
screening karcinomu prostaty nebo melanomové antigeny, které jsou silné exprimovany

melanomovymi bunikami [7].
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1.1.4.4 Receptor lidského epidermalniho ristového faktoru 2

Receptor lidského epidermdlniho ristového faktoru 2 (HER2, z angl. human epidermal
growth factor receptor 2) je 185 kDa transmembranovy glykoprotein, ktery patii do rodiny
receptorti epidermalnich rastovych faktort (EGFR, z angl. epidermal growth factor receptor)
s tyrosin-kinasovou aktivitou. Gen pro HER2 receptor je umistén na 17 chromozomu
(17q12). Jedna se o protoonkogen, u kterého bylo pozorovano, ze hraje dilezitou roli
pti vyvoji a progresi agresivnich naddort prsu. Diky tomu se stal dilezitym onkologickym
markerem. Bylo pozorovéano, Ze receptor HER2 je nadmérné exprimovan u 10 — 35 %
prsnich karcinomua [9, 10]. Karcinomy prsu, které vykazuji zvySenou produkci HER2
receptoru patii mezi agresivnéj$i a maji horsi prognézu a vyssi mortalitu [11]. Vazbou
ligandu vznikaji homodimery a heterodimery (s ostatnimi HER receptory na membrang,
napt. HER1, HER3 nebo HER4) tohoto receptoru a spousti se signalizacni draha,
kterd ovliviiuje diferenciaci, bunécnou proliferaci ¢i inhibici apoptosy buiiky. V in vitro
podminkach bylo pozorovano, ze receptor HER2 zvysSuje produkci vaskularniho
endotelialniho rastového faktoru (VEGF), vyznamného angiogenniho faktoru, ktery hraje
roli pfi invazivité karcinomu [12].

Pro 1écbu HER2 pozitivniho karcinomu prsu se vyuzivd monoklonalni protilatka
trastuzumab (obchodni ndzev Herceptin), cilici na receptor HER2. Tato 1écba se stala
standardem u HER2 pozitivnich pacienti. V kombinaci s protilatkou trastuzumab
je podavana takeé protilatka pertuzumab, kterd blokuje tvorbu heterodimert s ostatnimi HER
receptory. Pro 1éCbu je také vyuZzivana mAb bevacizumab, kterd se vaze na VEGF a brani
tak jeho vazb¢ na receptory. Tim je potlacovana tvorba novych cév v blizkosti nadoru a tedy
moznost jeho riistu a tvorby metastaz [13].

Na zékladé poznatkli o tiniku nddorovych bunc¢k imunitnimu dohledu byly navrhnuty
ruzné fuzni proteiny, které by mohly pomoci pfi 1€€b€ nadort s pomoci cilené NK bunééné
cytotoxické odpovédi. Konkrétni vyuziti fOznich proteinli v imunoterapii je tvorba
bi-specifickych (BiKE, z angl. bi-specific killer engagers) nebo tri-specifickych protilatek
(TriKE, z angl. tri-specific killer engagers). Nejedna se o protilatky plné délky, ale jsou
to malé molekuly, které obsahuji jednu variabilni ¢ast (jeden tézky a jeden lehky fetézec),
ktera je spojena s jednou nebo dvéma variabilnimi ¢asti jiné protilatky [14]. BiKE obsahuji
fragment jedné protilatky rozeznavajici antigen a fragment druhé, ktera cili naptiklad
na receptor NK bunék. V minulosti byl jiz pfipraven napf. fuzni protein obsahujici B7-H6

ligand pro aktivacni receptor NKp30 (patiici do rodiny NCR receptoril) a jednotetézcovy
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variabilni fragment (scFv, z angl. single-chain fragment variable) protilatky proti receptoru
lidského epidermélniho rustového faktoru 2 (HER2), nebo fuzni protein s AICL, ligandem
pro receptor NKp80, opét s variabilnim fragmentem protilatky proti HER2. Tyto fuzni
proteiny aktivuji NK buiky atim napomadhajici eliminaci HER2-pozitivnch bunck
karcinomu prsu. V kombinaci s pouzivanymi protildtkami trastuzumab a cetuximab
a fuzniho proteinu B7-H6, byla pozorovdna zvySend ucinnost 1écby [15]. Dale byly
vyrobeny bispecifické protilatky obsahujici scFv doménu specifickou na receptor CD16
a druhou scFv cilici na antigen CD33, marker akutni myeloidni leukemie [16]. Pfikladem

TriKE je protilatka skladajici se z scFv proti CD19, CD22 a CD16 [17].

1.1.5 NK bunky

NK bunky (z angl. natural killer cells) jsou buiiky nespecifické imunity. Poprvé byly
pospany vroce 1975 jako lymfocyty, které umi spoustét cytotoxickou odpovéd bez
predchozi stimulace a ve velmi kratké dobé. Z hlediska jejich vyvoje se jedna o granularni
lymfocyty, které se diferencuji z kmenovych bunék z lymfoidni linie. Diferenciaci této linie
vznikaji B a T lymfocyty a ILC buiky, mezi které¢ patfi i NK bunky. Na rozdil od
B a T lymfocyti nemaji antigenné specifické receptory [18]. NK bunky jsou schopny
spoustét cytotoxickou odpoveéd’ bez predeslé aktivace. Sekretuji také celou fadu cytokint,
napf. IFN-y nebo TNF-a, maji tedy i imunomodulaéni funkeci.

NK buiiky zabijeji virové napadené bunky a nddorové bunky. Dulezita je také jejich role
v dobé¢ tehotenstvi, kdy jsou pfitomny v placent€ specialni NK bunky a ochranuji plod pred
infekcemi. Diky vlastnostem kombinujicim nespecifickou a specifickou imunitu
se NK bunky nékdy fadi na hranici mezi specifickou a nespecifickou imunitou [19,20].

Lidské NK buniky koluji v krvi okolo 2 tydnii, podobné doba byla pozorovana také u mysi
[21, 22]. Z hlediska zastoupeni mezi lymfocyty zaujimaji minoritni frakci, procentualni
zastoupeni velmi zavisi na typu tkané [23]. NK bunky se v lidském organismu vyskytuji
ve dvou subtypech CD569™ a CD56€ pricemz asi 90% NK buné&k jsou CD569™CD16",
které jsou cytotoxické a produkuji perforiny a IFN-y. Na povrchu tohoto subtypu se nachazi
vetsi mnozstvi NK receptorit imunoglobulinového typu a Fc-y receptor 111 (CD16). Oproti
druhému subtypu ale maji snizenou expresi CD56. Zbytek NK bunck, které se z velké Casti
nachézi v lymfatickych uzliniach a mandlich, jsou CD56*€"CD16". Tento subtyp ma nizsi

schopnost cytotoxicity (diky tomu se oznacuji CD16°), ale produkuje cytokiny [24].
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Oba subtypy na svém povrchu exprimuji receptor NKG2D, ktery rozpoznava stresem

indukované ligandy podobné MHC I gp, konkrétné MICA a MICB.

1.1.5.1 Mechanismus imunitniho dohledu NK bunék

Mechanismus rozpoznani poskozenych, virem napadenych ¢i nadorovych bunék
je zalozen na ptitomnosti MHC I gp na povrchu zdravych bunék. Tyto povrchové proteiny
jsou ligandy inhibi¢nich receptori na povrchu NK bunék, NK receptord. NK receptory se
de€li na dve zékladni skupiny, a to na aktivacni a inhibi¢ni. Spusténi cytotoxické odpoveédi
je siln¢ kontrolovano na zaklad¢ aktivacnich a inhibi¢nich signala [1, 24].

Zdrava bunka ma na svém povrchu MHC gp I s peptidovymi fragmenty, které jsou
produkovany zdravymi bunikami. Vystavovani peptidovych fragmentii na povrchu
je dilezité pro kontrolu imunitnim systémem [25]. Pii kontaktu NK bunky se zdravou
buiikou inhibi¢ni receptory vySlou signély k toleranci builkky a NK buiika nespousti
cytotoxickou odpovéd’ (Obr. 1A, str. 21) [26].

Snizeni po¢tu MHC gp I vyuzivaji nddorové a virové napadené buiiky pro unik pied
Tc lymfocyty. Snizeni poctu ligandii pro inhibi¢ni receptory vyvoléd stav ,,missing-self*
a dochazi k naruSeni rovnovdhy aktivacnich a inhibi¢nich signalt, prevazi aktivacni
a spousti se cytotoxické mechanismy (Obr. 1B, str. 21). Mlze ale nastat situace, kdy
aktivacni signaly pievazi inhibi¢ni, a to na zaklad¢ vyskytu aktivacnich ligandd na povrchu
kontrolované bunky, vtomto piipadé NK buiika spousti cytotoxicitu. ZvySend exprese
aktivacnich ligandi mliZe nastat v piipadé buné¢ného stresu nddorové ¢i infikované burky.
Tomuto stavu se tik4 ,,stress induced-self* (Obr. 1C, str. 21)

Presto Ze NK bunky patfi na zakladé své cytotoxické odpovédi mezi nespecifickou
imunitu, bylo popsano, Ze né€které buiikky mohou vyzadovat dalsi signaly pro efektivni
eliminaci malignich bunék. NK buiiky mohou byt stimulovany antigen prezentujicimi
buiikami, jako jsou dendritické buniky, monocyty nebo makrofagy. Dal§imi signdly pro
spusténi odpovédi je ptitomnost IFN-y nebo pifitomnost cytokini. Mezi cytokiny dilezité

pro diferenciaci a aktivaci NK bunégk, patii napt. IL-2, IL-12, IL-15, IL-18 a IL-21 [27].
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Zdrava buiika NK buiika
Inhibiéni ligand Inhibiéni receptor
-h
A —— Inhibice NK bunky
Aktivani ligand Aktivaéni receptor

Nepritomnost inhibi¢nich ligandi

Nadorova buirika NK buiika

p ===
B = Aktivace NK buiiky

Pritomnost aktiva¢nich liganda

Nadorova burika NK buiika

h
C Aktivace NK buiiky

Obr. 1 Schéma interakci receptori NK bunék s ligandy.

A) Nedochazi ke spusténi cytotoxické odpoveédi. Zdrava buitka ma na svém povrchu dostatek

MHC gp I. a diky tomu ptevladaji inhibi¢ni signaly.

B) Nadorova buika snizuje expresi MHC gp I, diky tomu ptevladaji aktivacni signaly a NK

buiika spousti cytotoxickou odpoved, jedna se o ,,missing-self** mechanismus.

C) NK bunka spousti cytotoxickou odpovéd’ diky prevaze aktivacnich signalt, diky pfitomnosti

aktivacnich ligandi na povrchu nadorové buiky, jednd se o ,stress induced-self*

mechanismus, pievzato a upraveno [28].
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1.1.6 Receptory NK bunék

NK bunééné receptory se déli na dvé zakladni skupiny: aktivacni a inhibi¢ni. Aktivacni
receptory jsou v intraceluldrni Casti asociovany s proteinkinasami, pii¢emz inhibicni
receptory rusi signaliza¢ni drahy vytvorené aktivacnimi receptory cytoplazmatickymi
fosfatasami. Ligandy inhibi¢nich receptorti jsou MHC gp 1. Na povrchu bunék se nenachazi
univerzalni receptor, ktery by dokazal vazat vSechny typy a alelické formy, ale vyskytuje se
zde vice inhibi¢nich receptorti, kdy kazdy zreceptorti vaze jiné strukturni skupiny.
Tyto receptory rozeznavaji polymorfni determinanty HLA-A, HLA-B a HLA-C. Diky témto
receptoraim dostdva NK buiika inhibi¢ni signaly a ostatni NK bunky toleruje, tomuto
mechanismu se fika licencovani NK bun¢k [28].

Na zéklad¢ molekularni struktury miizeme NK receptory délit na receptory C lektinového
a imunoglobulinové typu. Do kazdé ze skupin patii aktivacni i inhibi¢ni receptory. Geny pro
tyto receptory se nachazeji ve dvou velkych komplexech. Receptory C-lektinového typu jsou
kédovany v NKC (z angl. natural killer complex) na chromozomu 12pl13.1
a imunoglobulinové receptory v LRC (z angl. leukocyte receptor complex) na chromosomu
19q13.4 [29].

Mezi receptory C-lektinového typu patii receptory rodiny NKG2 (z angl. natural killer
group 2) napi. NKG2-A/C/E/F/H, receptory CD94, rodina receptord Ly49 nebo rodina
receptorid NKR-P1 [30].

Mezi imunoglobulinové receptory patii rodina receptort ptirozené cytotoxicity (NCR,
z angl. natural cytotoxicity receptor), kam patii receptory NKp30, NKp44 a NKp46. Déle
receptory skupiny KIR (z angl. killer-cell immunoglobulin-like receptor), naptiklad
KIR2DS1, KIR2DL2 nebo KIR3DL2 a receptory skupiny LIR (z angl. leukocyte Ig-like
receptors).

Dalsi receptory NK bunék zprostiedkovavaji a stimuluji cytotoxickou odpovéd'.
Mezi tyto stimulacni receptory patii naptiklad Fc receptor CD16, ktery vaze protilatky IgG,
které se vyskytuji na cilové burice. Na receptor CD16 se protilatky vazi svymi Fc ¢astmi
a po vazbé NK bunka spousti cytotoxické mechanismy. Takto spuStény mechanismus se
nazyva cytotoxickd odpovéd’ zavisld na protilatkach (ADCC, angl. antibody-dependent
cellular cytotoxicity) [31]. Skupina receptorti podobnych genu Toll (TLRs, z angl. toll-like
receptors) je skupina receptord, které upozornuji na piitomnost cizich poptipadé

nebezpecnych struktur. NK buiiky maji na svém povrchu receptory TLR3, TLR4 a TLRY,
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které rozpoznavaji virové nukleové kyseliny a bakterialni lipopolysacharidy. TLR receptory

nedokézi samy spustit NK bunéénou cytotoxickou odpovéd’, ale tvoii kostimulaéni signaly.

1.1.7 Receptory prirozené cytotoxicity

Mezi receptory podobné imunoglobuliniim patii rodina receptort pfirozené cytotoxicity
(NCR, z angl. natural cytotoxicity receptor). To této skupiny patii 3 membranové receptory
NKp30 (NCR3,CD337), NKp44 (NCR2, CD336) a NKp46 (NCR1, CD335). Tyto receptory
byly popsany jiz v 90. letech jako jedny z prvnich receptori, které nerozpoznavaji MHC
molekuly jako své ligandy. Jejich funkci je regulace cytotoxické odpovédi a sekrece
cytokinii. Tyto receptory se fadi mezi transmembranové proteiny typu I, maji C-konec
umistén intracelularné, jejich fetézec prochazi pres membranu pouze jednou.
V extracelularni ¢asti obsahuji jednu (NKp30 a NKp44), poptipadé 2 (NKp46)
imunoglobulinu podobné domény (Obr. 2, str. 24).

Transmembranova ¢ast obsahuje 1 nabitou aminokyselinu, kterd asociuje s aktivacnimi
motivy ITAM (imunoreceptorovy aktivacni motiv na bazi tyrosinu, z angl. immunoreceptor
tyrosine-based activation motif) v pfipadé receptoru NKp30, NKp46. Podobnym motivem
je signalni motiv ITIM (imunoreceptorovy inhibi¢ni motiv na bézi tyrosinu, z angl.
immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif), ktery mobilizuje tyrozinové a inositol-
lipidové fosfatasy a poskytuje inhibicni signaly [32, 33]. Motiv ITIM asociuje pres
aminokyselinu lysinu s receptorem NKp44.

V dalsich letech byl vyzkum sméfovan na identifikaci ligandt téchto receptort a popis
biologické role pfi imunitnim dohledu nad malignimi a infikovanymi buiikami v rtiznych
tkanovych mikroprostiedich. Ligandy téchto receptori mohou byt molekuly exprimované
na bunécném povrchu, sekretované molekuly, ale také molekuly zaclenéné do extracelularni
matrix. U receptoru NKp44 je popsano nékolik ligandl, mezi aktivacni patii napiiklad
hemaglutinin a neuraminidasa viru chiipky, viru Newcastleské nemoci a Sendai viru.
Mezi inhibi¢ni ligandy patfi napiiklad Syndecan-4. Receptor NKp30 ma také nékolik
popsanych ligandii, naptiklad hemaglutinin, ktery spousti inhibi¢ni signaly, nebo B7-H6 a

galectin-3, které jsou aktivacnimi ligandy [32].
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Obr. 2 Receptory prirozené cytotoxicity

Receptor NKp44 obsahuje jednu extracelularni doménu a ptes lysin asociuje v transmembranové
¢asti s motivem ITIM a pies aspartat asociuje s motivem ITAM obsazenym v signalizacnim adaptoru
molekul DAP12. Receptor NKp46 obsahuje dvé extracelularni domény a v transmembranové ¢asti
obsahuje arginin, ktery asociuje s aspartaitem motivu ITAM signaliza¢nich adaptorti jako jsou
molekuly CD3{ a FcRy. Receptor NKp30 obsahuje jednu extracelularni doménu a v intracelularni
¢asti pomoci argininu asociuje s motivy ITAM na stejnych signalizacnich adaptorech jako receptor
NKp46. Prevzato z [32].
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1.1.8 Receptor NKp46

Receptor NKp46 (také oznacovan NCRI1, z angl. natural cytotoxicity receptor 1) je
transmembranovy receptor o velikosti 46 kDa. Gen kddujici tento receptor se nachazi
v komplexu receptorti leukocytli, konkrétn€ na chromozomu 19q13.4. Jako jediny z rodiny
NCR receptort se vyskytuje i na povrchu NK bunék mysi, psti, Simpanzi, krav ¢i krys,
exprese NKp30 a NKp44 byla popsana pouze u ¢loveka. Mysi ortolog NCR1, se nachazi na
chromozomu 7 [34]. Receptor NKp46 je exprimovan na viech NK buiikich CD56%™CD16"
i na CD56¢"CD16, jak aktivovanych, tak neaktivovanych. Receptor je také exprimovéan
malignimi NK bunkami, NKT bunkami (pfirozené zabijacké T lymfocyty, z angl. natural
killer T cells) i T lymfocyty.

Receptor NKp46 ma nékolik identifikovanych ligandii, patii mezi né molekuly, které se
vyskytuji pfi virovych, bakterialnich a kvasinkovych onemocnénich. Mezi ligandy virovych
onemocnéni patii hemaglutinin viru chfipku a neStovic, hemagglutin-neuraminidasa
chiipkového viru, viru Newcastleské nemoci a Sendai viru. Dal§imi ligandy jsou (DBL)-1 a
doména membranového proteinu Cervenych krvinek prvoka Plasmodium falciparum nebo
vimentin produkovany Mycobacterium tuberculosis. Déle je popsdna interakce s dosud
neidentifikovanymi  ligandy  produkovanymi  Fusobacterium  nucleatum  nebo
pankreatickymi B buiitkami. Mezi jeho popsané ligandy patii také epitealnich adhesiny
produkované kvasinkou Candida glabrata. Vazba se vSemi dosud popsanymi ligandy

spousti aktivacéni signalizacni drahy NK bunky [32].

1.1.8.1 Struktura NKp46

Jedna se o transmembranovy protein, ktery ma 3 oblasti — intracelularni,
transmembranovou a extraceluldrni. Svoji strukturou je podobny imunoglobulinim a je
charakteristicky diky dvéma extracelularnim doméndm podobnym Ig-C2 doméndm
(cca 190 aminokyselin). Domény zaujimaji prostorovou konformaci do tvaru pismene
V svirajiciho tthel 85°. Tato konformace je velmi podobna konformacim DI1D2 domén
u receptort skupiny KIR a LILR (receptory leukocytli podobné imunoglobuliniim,
z angl. leukocyte Ig-like receptor), které jsou vzdalené¢ evoluéné piibuzné [35].
Obé¢ Ig-domény jsou tvofeny 2 antiparalelnimi B skladanymi listy. Mezi B skladanymi listy
se v obou Ig-doménach vyskytuji kratké alfa helixy (Obr. 3, str. 26) [36]. Extracelularni

domény jsou spojeny pomoci pfiblizné¢ 40 aminokyselin dlouhého flexibilniho krcku
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s transmembranovym usekem. Cytoplazmaticka ¢ast receptoru neobsahuje aktiva¢ni motiv,
ale receptor ve své transmembranové ¢asti obsahuje kladné nabity zbytek argininu, ktery
asociuje s negativné nabitym zbytkem aspartitu, nachdzejicim se v transmembranové
doméné signaliza¢nich molekul CD3( ¢i Fc receptoru y (FcRy) [32]. Ty hraji dtlezitou roli
v signalizaci aktivacni odpovédi NK bunék pomoci aktivace katalytické domény

rozpustnych tyrosinovych kinas.

Obr. 3 Extracelularni ¢ast receptoru NKp46. Zluté jsou vyznaéeny B-skladané listy, Servend
a-helixy a zelen€ jsou znazornény dalsi ¢asti fetézce. Struktura byla zobrazena pomoci programu
PyMol [37] podle struktury s PDB kédem 10LL [36].
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1.2 Adhesin Epal

Protein Epal je adhesin vyskytujici se na povrchu kvasinek Candida glabrata. Jedna
se o 112 kDa glykoprotein. C. glabrata patii do ttidy Saccharomycetes rodu Candida. Tento
rod kvasinek se v téle hostitele miize chovat jako komenzal, ale mize byt také plivodcem
kandidovych infekci [37]. Znaméjsi zastupce rodu Candida je Candida albicans, ktera
zpusobuje ustni a genitalni kvasinkové infekce. Kandidézy jsou castou komplikaci
u pacientdl se snizenou imunitou, napi. po transplantacich, chemoterapii, popiipade
ptiinfekci virem HIV. C. glabrata je druhym nejcastéjsSim plvodcem kandidoz
po C. albicans. Velky narast Cetnosti kandidéz a zvétSeni spektra druhli kvasinek
je pfisuzovan pouziti antifungélnich 1€kt a nartstu pocti transplantaci.

Prvnim krokem pfi kolonizaci dané tkané je adheze. Kvasinkova burka je schopna
zachytit se na povrsich, napt. epitelu a endotelu, nicméné jsou pozorovany také adheze na
nebiologicky material, jako naptiklad plast, cévni a mocové katetry a dal§i Iékatske
materidly. Tyto adheze patii mezi Casté komplikace béhem nemocni¢ni péce [38, 39].
Adheze je umoznéna diky pfitomnosti povrchovych proteind, tzv. adhesint, které jsou
schopny vazat sacharidové zbytky [40, 41].

Tyto adhesiny patii do skupiny proteini bunééné stény zavislych na
glykosylfosfatidylinositolu (GPI-CWP, z angl. glycosylphosphatidylinositol-dependent cell
wall proteins). N-koncova doména zajiStuje rozpoznavani a vazbu cukernych zbytki
a C-koncova cast, ktera je ke zbytku proteinu piipojena dlouhym fetézcem aminokyselin
bohatych na serin a threonin, je siln¢ glykosylovana [42, 43]. C-koncova Cast obsahuje
hydrofobni aminokyseliny, které jsou v endoplazmatickém retikulu nahrazeny GPI kotvou
[44]. Adhesin Epal patii do rodiny EPA (z angl. epithelial adhesion proteins), spole¢né
s dalSimi 22 adhesiny. Z této skupiny byly zatim nejvice popsany adhesiny Epal, Epa6
a Epa7. Ligand vézajici doména adhesinti této skupiny ma piiblizné 300 aminokyselin a byla
charakterizovana jako konzervovand doména antraxového ochranného antigenu (PA14).

Adheze je vyznamné snizena v pfitomnosti laktosy a N-acetyllaktosamidu [38].
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1.2.1 Struktura Epal

Struktura proteinu Epal je tvofena B-sandwich strukturou s antiparalelnimi 3-skladanymi
listy po 6 a 4 vlaknech. Tato struktura je u vSech adhesinit EPA konzervovana, ale lisi se
smyc¢kami, které maji riizné sekvence a délky. V struktuie je také aktivng zapojen ion Ca*",
ktery je vazan na postranni fetézce aspartatu (Obr. 4). Toto misto je velice konzervované a je
tvofeno povrchovou smyckou D cis D [45]. Ob¢ koncové ¢asti jsou propojeny disulfidovymi

mustky C50-C179 a C180-C262.

Obr. 4 Struktura Epal. Zluté jsou vyzna¢eny B-skladané listy, Cervené a-helixy a zelend jsou
znazornény dalsi ¢asti fetézce. Oranzové jsou znazornény atomy Ca** a modfe galaktosa. Struktura
byla zobrazena pomoci programu PyMol [37] podle struktury s PDB kodem 4A3X [45].
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1.3 Interakce receptoru NKp46 a adhesinu Epal

Ligandem strukturné podobnych adhesinti Epal, Epa6 a Epa7, patticich do skupiny EPA,
jsou glykany obsahujici termindlni galaktosu. Epal véze laktosu a N-acetyllaktosamin,
ale nebyla pozorovana vazba dalSich cukernych zbytkd obsahujici glukosu nebo manosu.
S vyuzitim senzoru s 260 rliznymi imobilizovanymi glykany byla nejsilnéjsi vazba
pozorovana u glykanti majicich terminalni galaktosu vazanou pomoci $1-3 nebo 1-4 vazby,
a to konkrétné¢ N-acetylgalaktosamin (GalNAc) a N-acetylglukosamin (GIcNAc).
Byla pozorovéana také slabsi vazba u galaktosy vézané pomoci al-3 nebo al-4 vazby.
V ptipadé rozvétveného glykanu, ktery obsahuje zbytek fukosy nebyla vazba pozorovana.
Jednim z vysvétleni mize byt blokace pfistupu adhesinu Epal timto fukosovym zbytkem
[38, 46]. V dal$ich studiich bylo ukazano, Ze vazba na hemaglutinin je zavisla na sialové
kyseliné.

In vivo byla pozorovéna vazba rozpustné formy receptoru NKp46 a jeho mysiho ortologu
NCRI1 na buniky C. glabrata. U ostatnich kment Candida nebyla vazba pozorovéna [47].
Interakce receptoru NKp46 s ligandem na C. glabrata vede k sekreci IL-2 a ke spusténi
antifungalni aktivity NK bunék. DalSim experimentem bylo vytazeni (tzv. knock-out)
myS$iho NCRI receptoru (kmen mysi NCR17/7). Po kvantifikaci zivotaschopnych C. glabrata
bylo pozorovano vyrazné zvyseni poctu Zivotaschopnych kvasinek pfi infekci mysiho kmene
NCR17/. Pii porovnani byla zjiSt€éna vyznamné vysSi cytolyticka aktivita NK bunék
u piirozeného NCR1 oproti kmeni NCR17/". Dal§im znakem aktivace NK bunék byla
zvySend hladina exprese CD107 na povrchu bunék. CD107 je marker degranulace NK bun¢k

Dalsi studie popisuji vliv konkrétni O-glykosylace na vazbu receptoru NKp46 s ostatnimi
ligandy. Tato vazba probihd na vysoce konzervovaném threoninu na pozici 225 (T225)
nesoucim O-glykosylaci. Glykosylace na T225 je konzervovana i u mySiho NCRI1 [48].
Receptor NKp46 ma predikovany dvé O-vazané glykosylace na threoninech 125 a 225
ajednu N-vdzanou glykosylaci na asparaginu 216. VSechna tato mista se nachazi
na imunoglobulinové doméné bliz§i membran¢. Na threoninu 225 byla pozorovana
glykosylace NeuSAc-o(2,3)-Gal. Pii mutaci ostatnich glykosyla¢nich mist (threoninu 125 za
alanin a asparaginu 216 za alanin) nebyl pozorovan efekt na vazebnou interakci. Pii mutaci
threoninu 225 za alanin byl pozorovan pokles vazby na infikované bunky. Glykosylace na

threoninu 225 na NKp46 se tedy zda byt zdsadni pro vazbu hemaglutinin [49].
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2 Cile prace

e Piiprava proteinu NKp46 a ovéfeni jeho struktury

e Piiprava ligandu Epal a fuznich variant tohoto proteinu s nanoprotilatkou

e Ovéfeni vazby proteinu Epal na receptor NKp46 v zéavislosti na pfitomnosti

O-vézané glykosylace na T225
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3 Material

3.1 Pouzité chemikalie

100 bp DNA standard

1 kb DNA standard
2-merkaptoethanol

Agar

Agarosa

Akrylamid

AlexaFluor 647

Antibiotika (ampicilin, doxycyklin,
penicilin, streptomycin)

APS

Azid sodny

BDP 650/665 x NHS ester
Bromfenolova modf

BSA

Combi PPP Master Mix
Coomassie Brilliant Blue (R-250)
DNA vzorkovy pufr

dNTPs 10 mM

EDTA

Goodview I1

IPTG

Isopropanol

Kozi polyklonalni protilatka
konjugovana s alkalickou fosfatasou

Krali¢i polyklonalni protilatka

konjugovana s kienovou peroxidasou

Kvasni¢ny extrakt

Kyselina valproova

L-glutamin

IPEI

Mysi monokl. protilatka PentaHis
Mysi monokl. protilatka NKp46
Pluronic F-127

PMSEF v ethanolu 100 mM

SDS

Susené odtu¢néné mléko

New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Thermo Scientific, USA
Biotika, SR

Serva, USA
Serva, USA
Lumiprobe, USA
Lachema, CR
Sigma, USA
Top — Bio, CR
Fluka Chemika, Svycarsko

New England Biolabs, USA

Top — Bio, CR

Jersey Lab Supply, USA
Ecoli, SR

Sigma, USA

Lach — Ner, CR

Sigma, USA

Sigma, USA

Imuna Pharm, SR
Sigma, USA

Sigma, USA
Polysciences, USA
Qiagen, Némecko

R&D Systems, USA
NanoTemper, Némecko
Thermo Scientific, USA
Jersey Lab Supply, USA
Lactino, CR



TEMED

Tris

Trypanova modf
Trypton
Tween-20

Ostatni bézné chemikalie

3.2 Enzymy

Agel-HF

EmeraldAmp GT PCR MasterMix
Endo F1

Kpnl

Leupeptin 1 pg/ml

Lysozym 100 mg/ml

Ncol

Pepstatin 1 pg/ml

Pmel

Q5 Polymerasa, pufr, GC enhancer
Quick Fusion, pufr

RNAsa A 100 ng/ml

3.3 Pufry a roztoky

Serva, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Oxoid, UK
Sigma, USA
Lach-Ner, CR

New England Biolabs, USA
Takara Bio, USA

Laboratof 204, katedra biochemie PiF UK
New England Biolabs, USA
Sigma, USA

Sigma, USA

New England Biolabs, USA
Thermo Scientific, USA
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
Biotool, USA

Lach-Ner, CR

AP pufr (100 mM Tris, 150 mM NaCl, I mM MgCl,,10 mM NaN3s, pH 9,0)
Barvici roztok pro SDS-PAGE (45% methanol, 10% kys. octova, 0,25% CBB R 250)
Bikarbonatovy pufr (1M NaHCO;3, pH 8,5)

BCIP roztok (50 mg/ml v dimethylformamidu)

ECL1 (2,5 mM luminol, 0,4 mM p-kumarova kys., 100 mM Tris, pH 8,8)
ECL2 (5,4 mM H;0O», 100 mM Tris, pH 8,8)

Elektrodovy pufr (0,025 M Tris, 0,19 M glycin, 0,1% (w/v) SDS, pH 8,3)
Elektroprenosovy pufr (25 mM Tris, 150 mM glycin, 10% methanol, pH 8,3)
FACS barvici roztok (PBS TK, 0,1% Zelatina, 0,05% NaN3)

HEPES pufr (10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 10 mM NaNs, pH 7,5)
HEPES-TK pufr (10 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 7,5)

NBT roztok (50 mg/ml v 70% dimethylformamidu)

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

PBS pufr (50 mM Na;HPO4,300 mM NaCl, 10 mM NaNj3, pH 7,5)

PBS-TK (10 mM NaHPOs, 150 mM NacCl, 2 mM KCl, 2 mM KH>PO4, pH 7,0)
PBS pufr s 1M NaCl (50 mM NaxHPO4,1 M NaCl, 10 mM NaN3s, pH 7,0)
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Pufr 1 (50 mM Tris, 1 M NaCl, 10 mM CacCl,, 10 mM NaN3, pH 8,0)

Pufr 2 (50 mM Tris, 200 mM NaCl, 10 mM CacCl,, 10 mM NaN3, 200 mM laktosa, pH 8,0)
Roztok IPEI (10 mg/ml IPEI v PBS-TK)

Siran horec¢naty (100 mM, New England Biolabs, USA)

TAE pufr pro agarosovou elektroforézu (40 mM Tris, 20 mM kys. octovd, ] mM EDTA)
TBS pufr (10 mM Tris, 150 mM NaCl, 10 mM NaNj3 pH 7,5)

TBS-Tween/Triton (20 mM Tris, 500 mM NacCl, 0,05% Tween 20, 0,2% Triton X-100, pH 7,5)
TE pufru (50Mm Tris, pH 8,5)

TES pufr (10 mM Tris, 2 mM EDTA, 150 mM NaCl, 1 mM NaNj, pH 8,0)

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

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

Vzorkovy pufr pro agarosovou elektroforézu (30% glycerol, bromfenolova modi v TAE)

Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE 5x koncentrovany neredukujici (31,5 mM Tris, 10% (v/v)
glycerol, 1% (w/v) SDS, 0,005% (w/v) bromfenolova modf, 10 mM NaNj3, pH 6,8)

Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE 5x koncentrovany redukujici (vzorkovy pufr pro SDS-PAGE
5% koncentrovany natedény desetinovym podilem 2-merkaptoethanolu)

3.4 Pouzité pristroje

Analytické vahy AND HA — 180M A&D, Japonsko

Aparatura pro elektropienos Bio Rad, Némecko
Automatické pipety Pipetman Gilson, USA
Centrifuga EBA 12R Hettich, Némecko
Centrifuga Allegra X — 22R Beckman Coulter, USA
Elektroforeticka souprava pro agarosovou Biokeystone, USA
elektroforézu

Elektroforeticka souprava pro SDS-PAGE Bio — Rad, Némecko
Hemocytometr Sigma-Aldrich, USA
Inkubator IR 5000 LABsystem Praha, CR
Inkubator MCO0-18 AIC Sanyo, Japonsko

Kapilary Standard Monolith NT.LabelFree NanoTemper, Némecko
Monolith NT.115 Standard NanoTemper, Némecko
Kolona HiTrap desalting 5 ml GE Healthcare, USA
Kolona HisTrap Excel 5 ml GE Healthcare, USA
Kolona Lactose Sepharose Galab Technologies, Némecko
Kolona Superdex 200 10/300 GL GE Healthcare, USA
Kolona Talon 5 ml GE Healthcare, USA
Kolona ZORBAX Eclipse Plus Agilent Technologies, USA
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Koncentrator Amicon Ultra (MWCO 10000)
Lahve ¢tythranné s prodysnym vickem
Laminarni box Labox BIO 126
MicroCal iTC200

Mikrocentrifuga Ministar Silverline
Mikrofiltr o velikosti p6rt 0,22 pm
Mikroskop inverzni AE31
Mikrosttikacka HAMILTON
Mikrozkumavka 200 pl

Mikrozkumavka 1,5 ml

Mikrovinné trouba OPTICOOK compact
Monolith NT.115

Monolith NT.LabelFree

pH metr

Plastik pro tkanové kultury

Pritokovy cytometr BD LSR II

Rotac¢ni vakuové odparka CentriVap DNA
Slide-A-Lyzer G2 Dialysis Cassette
Spektrometr solariX XR 12T FT-ICE
Spektrofotometr DS-11

Termoblok LS1

Termocykler T100

Ttepacka Celltron

Ttepacka Multitron Pro

Ttepacka G24

Ultrazvukova sonda SONOPLUS
Vortexovy mixér

Zdroj napéti 251-2

3.5 Bunééné kmeny a linie

Escherichia coli TOP10
Escherichia coli DH5a
Escherichia coli SHuffle
HEK293S GnTI™
HEK293T

NK92MI

SK-BR3
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Millipore, USA

P-LAB, CR

LABOX, CR

Malvern Panalytical, USA
VWR, USA

TPP, Svycarsko

Motic, Némecko
Hamilton, USA
Eppendorf, US
Eppendorf, USA

Optimo Moulinex, Francie
NanoTemper, Némecko
NanoTemper, Némecko
Beckman Coulter, USA
Sigma, USA

BD Biosciences, USA
Labconco, USA

Thermo Scientific, USA
Bruker Daltonics, USA
DeNovix, US

VLM, Némecko

Bio — Rad, Némecko
Infors HT, Svycarsko
Infors HT, Svycarsko
New Brunswick Scientific, USA
Bandelin, Némecko

Velp Scientifica, Italie
Sigma, USA

Thermo Scientific, USA

Thermo Scientific, USA

Thermo Scientific, USA

CRL-3022", ATCC

CRL-3216", prof. Radu Aricescu, UK

Mgr. Jakub Rohlena, PhD., Biocev
Laboratof molekularni terapie, BTU AV CR



3.6 Kultiva¢ni média

alphaMEM (bez nukleotidi doplnény o suplementy (1,5 g/l NaHCO3, 2 mM L-Gln, 100 U/ml

penicilin, 100 pg/ml streptomycin, 0,3mM myoinositol, 0,1mM merkaptoethanol, 0,02mM

kyselina folova, 12,5% FBS — fetalni hovézi sérum, 12,5% HS — konské sérum).

DMEM High Glucose (komeréni médium — Sigma (USA) s 20% FBS, 2 mM L-glutaminem,

100 U/ml penicilinem, 100 pg/ml streptomycinem)

ExCell 293 (komeréni médium - Sigma (USA),pfed pouzitim doplnéno o L-glutamin

do vysledné koncentrace 4 mM)

LB médium (1% trypton, 0,5% kvasni¢ny extrakt, 1% NaCl, pH 7,4)
SOB médium (2% trypton, 0,5% kvasni¢ny extrakt, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 20 mM MgSOs)

3.7 Plasmidy

3.7.1 Vektory a kotransfekéni plasmidy

Plasmid pOPINE
Plasmid pTWS5sec
Plasmid pUT7
pTWS5 p27

pTWS5 _aFGF

3.7.2 Templaty pro PCR

NKp46 ORF

pOPINE Epal

pTW5sec NKp46 C48S
pTW5sec MLH

pTW5sec HLM

3.8 Oligonukleotidy

Laborator 204, katedra biochemie PfF UK
Laboratof 204, katedra biochemie PiF UK
Laboratof 204, katedra biochemie PiF UK
Laborator 204, katedra biochemie PiF UK
Laboratof 204, katedra biochemie PiF UK

Sino Biological, Cina, HG12302-G

Laborator 204, katedra biochemie PiF UK
Laborator 204, katedra biochemie PiF UK
Bc. Tereza Nepokojova, katedra biochemie
PiF UK [50]

Bc. Tereza Nepokojova, katedra biochemie

PiF UK [50]

Vsechny oligonukleotidové sekvence byly objednany u spolecnosti Sigma (USA).
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3.8.1 Primery pro PCR

aHER2 secC_FW: 5’-TCTTGGAATTACCGGTATGGCGGAAGTGC-3’

aHER2 secN_REV: 5’-TGGTGGTGATGGTGGGTACCGCTACTCACAGTTACCTG-3’
aHER2_ pOPINE_REV: 5’-TGATGGTGATGGTGATGTTTGCTACTCACAGTTAC-3’
Epal_linker FW: 5’-CTGATTAGCTATGATAGCAGTGGAGGCGGAGGAT-3’
Epal_linker REV: 5’-ATCCTCCGCCTCCACTGCTATCATAGCTAATCAG-3’
Epal_pTWSsec_REV: 5’-TGGTGGTGATGGTGGGTACCACTGCTATCATAGCT
AATCA-3

Epal_pOPINE_REV: 5’-TGATGGTGATGGTGATGTTTACTGCTATCATAGCT-3’
Linker_Epal_FW: 5’-GGTGGTGGTGGATCTACCAGCAGCAATGATATTA-3’
Linker_Epal REV:5-CTAATATCATTGCTGCTGGTAGATCCACCACCAC-3’
NKp46_full FW: 5’- AGTTTGTACAGCTAGGCCACCATGTCTTCCACACTCCC-3’
NKp46_full REV: 5’-CTGATCAGCGGGTTTTCAAAGAGTCTGTGTGTTCA-3’
NKp46_T225A_FW: 5’-CACCTGAAGACCCCGCCTTTCCTGACACTT-3’
NKp46_T225A_REV: 5’-AAGTGTCAGGAAAGGCGGGGTCTTCAGGTG-3’
pOPIN_Epal_FW: 5’>-GGAGATATACCATGG ACCAGCAGCAATGATATTAG-3’
pOPIN_aHER2_FW: 5’-GGAGATATACCATGGATGGCGGAAGTG-3’
pTW5sec_Epal FW: 5’-TCTTGGAATTACCGGTACTAGCAGCAATGATATTAGC-3’

3.8.2 Sekvenaéni primery

pCHKS5_FW: 5’-AGTTTGTACAGCTAGGCCACCATGGGGATCCTT-3’
pCH5_REV: 5’-CTGATCAGCGGGTTTTTAGTGATGGTGATGGTGGTG-3’
pCTSseq_ FW: 5°-TCAGATCGCCTGGAGACG-3’

pCTSseq_REV: 5°-GTGGGAGTGGCACCTTCC-3’

pOPINEF _seq_FW: 5’-GGACCGAAATTAATACGACTC-3’

pTT_REV: 5’>-TATGTCCTTCCGAGTGAGAG-3’

3.9 Soupravy

Nucleospin® gel and PCR clean-up Macherey — Nagel, Némecko
NucleoSpin® Plasmid Macherey — Nagel, Némecko
NucleoBond® Xtra Midi / Maxi Macherey — Nagel, Némecko
Mix & Go! E. coli Transformation Zymo Research, USA

Kit and Buffer Set
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4 Metody

4.1 Priprava rekombinantnich vektori

4.1.1 Stépeni restrikénimi enzymy

Stépeni probihalo ve 20 ul reakéni smési, ktera obsahovala 3 pg nenastépeného plasmidu,
2 ul 10x koncentrovaného reakéniho pufru NEBuffer 2.1 a pfislusné mnozstvi restrik¢nich
endonukleas. Na 1 pg plasmidu bylo pouzito 5 U restrikéni endonukleasy. Do celkového
mnozstvi 20 ul byla pipetovana dH>O. Reakéni smés byla inkubovana pii 37 °C ptes noc.

Vysledek stépeni byl ovéfen pomoci agarosové elektroforézy.

4.1.2 Elektroforéza v agarosovém gelu

Pro piipravu 1% agarosového gelu bylo navazeno 0,65 g agarosy. Agarosa byla
rozpus$téna v 65 ml TAE zahtatim v mikrovinné troubé. Po zchladnuti roztoku byly pfidany
3 ul barviva GoodView. Ptipraveny roztok byl nalit do elektroforetické aparatury a vlozen
hieben pro tvorbu jamek. Po ztuhnuti gelu byl gel pfevrstven 200 ml dH2O, prostor elektrod
byl naplnén TAE pufrem. Vzorky obsahujici DNA a 10x zfedény vzorkovy pufr byly
pipetovany do jamek. Do prvni jamky bylo pipetovano 3 pl standardu. Elektroforeticka
aparatura byla pfipojena ke zdroji napéti (200 V) a doba trvani elektroforézy byla 20 min.
Pomoci UV lampy byl ovéfen vysledek analyzy, v pfipad€ preparativni elektroforézy byl gel

prosvicen lampou s modrym svétlem.

4.1.3 Méreni koncentrace a Cistoty DNA

Méteni koncentrace a Cistoty DNA probihalo pfi 260 nm pomoci spektrofotometru.
Spektrofotometr pfi kazdém méfeni odecetl absorbanci slepého vzorku, pro vypocet
koncentrace byl vyuzit empiricky vztah, kdy absorbance 1,0 odpovidéa koncentraci 50 pg/ml
dvoufetézcové DNA. Pro urceni C(istoty byla zméfena absorbance i1 pifi 280 nm.

Pomér absorbanci pii 260 a 280 nm se u ¢isté DNA pohybuje mezi 1,8 — 2,0.
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4.1.4 Polymerasova retézova reakce

20 pl reakéni smés v 200pul mikrozkumavce pro PCR reakci obsahovala 40 ng DNA,
2 ul pfimého a zpétného primeru (o vysledné koncentraci 500 nM), déale obsahovala
0,5 ul smési deoxynukletotid trifostati (o vysledné koncentraci 0,125 mM), 4 ul reakéniho
pufru, 4 pl aditiva GC enhancer a 0,2 pl Q5 polymerasy (celkové 0,4 U) a dH-O
do celkového obejmu 20 pl. Reakéni smés byla 30 s centrifugovana a poté umisténa
do termocykleru. Casovy a teplotni program je uveden v Tab. 1. Teplota nasedani se pro
rizné primery liSila, byla vypocitana na zaklad¢ jejich nukleotidové sekvence dle doporuceni
vyrobce Q5 polymerasy [51]. Pro ovéteni velikosti PCR produktl byla pouzita agarosova

elektroforéza.

Tab. 1 Casovy a teplotni program PCR reakce

Krok Teplota Doba trvani
1. 95 °C 5 min
95°C 30s
2.
teplota nasedani primera 30s
(30 opakovani)
72 °C 1 min
3. 72 °C 8 min
4. 4°C

4.1.5 Polymerasova retézova reakce s komplementarnimi presahy

Pro spojeni vice fragmentiit DNA byla vyuzita PCR reakce s komplementarnimi piesahy,
umoziujici spojit nékolik fragment nebo vnést mutaci. Byly navrzeny dvé sady primert,
prvni nasedajici na zac¢atku a na konci DNA insertu, druha nasedajici v misté spojeni a tvotici
pfesah. Ve dvou oddélenych PCR reakcich byly nejprve amplifikovany jednotlivé
fragmenty, které byly nasledné isolovany z agarosového gelu. V nasledujici PCR reakci bylo
jako templat pouzito po 15 ng od kazdého z fragmentil a byly pouzity primery nasedajici
pouze na zacatku a na konci finalniho insertu. Takto spojeny insert DNA byl isolovéan z gelu

a vloZen do linearizovaného vektoru.
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4.1.6 Izolace z agarosového gelu

Izolace DNA zagarosového gelu byla provadéna pomoci komercni soupravy
Nucleospin® gel and PCR clean-up [52]. Z agarosového gelu byl vytiznut kousek obsahujici
pozadovanou DNA. K tomuto gelu byl pipetovan NT1 (na 100 mg gelu 200 ul roztoku).
Smés byla zahfivana pii 50 °C do Uplného rozpusSténi gelu. Roztok byl pipetovan
na centrifugacni kolonku a poté centrifugovan 30 s pfi 11000 x g. Filtrat byl odstranén
a kolonka byla promyta roztokem NT3. Nasledn¢ byla kolonka vysusena centrifugovanim
I min pii 11000 % g. Poté bylo pipetovano 30 ul ptredehiatého elu¢niho TE pufru
(5mM Tris, pH 8,5) na kolonku. Po 1 minuté inkubace byla kolonka centrifugovana 1 min

pti 11000 x g. Eludt byl jiman do ¢isté 1,5ml mikrozkumavky.

4.1.7 Vneseni genu do linearizovaného plasmidu

Do 200ul mikrozkumavky bylo pipetovano 10 pl reakéni smési. Reakéni smés
obsahovala 100 ng linearizovaného vektoru a takové mnozstvi DNA insertu, aby molarni
pomér byl 1:2 (vektor : insert). Dale bylo pfiddno 0,5 pl enzymu QuickFusion,
2 pl 5x koncentrovaného pufru pro tento enzym a dH>O do celkového objemu 10 pl.
Reak¢éni smés byla inkubovana pii 37 °C 1 hodinu. Tato smés byla poté pouzita

k transformaci kompetentnich bun¢k.

4.1.8 Transformace kompetentnich bunék

V ptipadé pouziti Z — kompetentnich buné¢k, které byly piedptipraveny pomoci soupravy
Mix & Go! E. coli Transformation Kit and Buffer Set [53] bylo k 50 pl suspenze
pozadovaného kmene E. coli ptidano 100 — 1000 ng poZadovaného plasmidu, smés byla
inkubovana 10 min na ledu a poté pipetovana na pfedehiatou bakteriologickou kultivacni
misku s 1% agarem v LB médiu s ampicilinem o koncentraci 100 pg/ml a rozetfena
bakteriologickou hokejkou.

Pti nizké efektivité transformace byl do protokolu ptidan tzv. teplotni Sok. Bunky byly
nejprve inkubovany s plasmidovou DNA 10 min na ledu, poté 45 s pfi 42 °C v termobloku
a opét 5 min na ledu. Ke smési bylo pfidano 1 ml nahtdtého LB médi a celd smés byla
inkubovéna 1 hodinu pti 37 °C. Nésledné byla smés centrifugovana 1 min pii 4000 x g
a20°C. Vétsina supernatantu byla odstranéna a ve zbylém byla bunétnd peleta

resuspendovana. Tato suspenze byla poté pipetovana na piedehiatou bakteriologickou
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kultivaéni misku s 1% agarem v LB médiu s ampicilinem o koncentraci 100 pg/ml

a rozetfena hokejkou. Misky byly inkubovany pies noc pti 37 °C.

4.1.9 PCR z kolonii

Kolonie narostlé na bakteriologické kultivaéni misce byly pomoci Spicky setfeny
a resuspendovany v 6 pl sterilni dH>O ve 200ul mikrozkumavce, nasledné bylo Spickou
ockovano 5 ml LB média s ampicilinem o koncentraci 100 pg/ml. K 6 pl sterilni dH>O bylo
pridano 10 pl reakéni smési Combi PPP Master Mix a 2 ul pfimého a 2 ul zpétného primeru,
které odpovidaji danému templatu a vektoru. Koncentrace primerti ve smeési byla 500 nM.
Mikrozkumavka byla centrifugovana na stolni centrifuze 20s a poté umisténa
do termocykleru. Teplotni schéma odpovida schématu PCR reakce (viz 4.1.4, str. 38), pouze
na pocatku byl pfidan krok 5 minut pii 95 °C a druhy krok byl opakovan pouze 20x. Teplota
nasedani primerti byla zvolena podle pouzitych primerd. Po PCR reakci byla tspéSnost

ovéfena pomoci agarosové elektroforézy.

4.1.10 Nizkoobjemova izolace plasmidové DNA

Zaockovana 50ml zkumavka s 5 ml LB média a ampicilinem byla uzaviena vickem,
ale nebylo dotazeno, aby mohlo dochazet k vyméné plynti. Zkumavka byla inkubovéna ptes
noc pfi 37°C a 200 ot./min. Plasmidovda DNA byla izolovdna pomoci soupravy
NucleoSpin® Plasmid [54]. Pfes noc narostla kultura byla centrifugovana 5 min pti 3900 x g
pii 20 °C. Supernatant byl odstranén a peleta byla resuspendovéana v 250 pl Al pufru
s pfidanou RNAsou. K suspenzi bylo ptidano 250 pl pufru A2. Smés byla inkubovéana 5 min
pfi laboratorni teploté. Ke smési bylo pfidano 300 ul A3 pufru. Roztok byl centrifugovan
Smin pifi 11000 x g pii 20 °C. Supernatant byl pipetovan na kolonku, kterd byla
centrifugovdna 1 min pfi 11000 x g. Filtrat byl odstranén, na kolonku bylo pipetovano
500 ul AW pufru a byla opét centrifugovana za stejnych podminek. Filtrat byl odstranén,
na kolonku bylo pipetovano 600 ul A4 pufru a opét centrifugovan za stejnych podminek.
Poté byl filtrat odstranén a kolonka byla centrifugovdna 2 min pii 11000 x g a 20 °C.
Plasmidova DNA byla eluovana 50 pl elu¢niho AE pufru (SmM Tris, pH 8,5) piedehiatého
na 70 °C a centrifugaci 2 min pfi 11000 x g a 20 °C. Pted eluci byla kolonka pienesena

do cisté 1,5ml mikrozkumavky.
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4.1.11 Sekvenace DNA

Sekvenace byly provedeny v Laboratoii sekvenace DNA ve vyzkumném centru
BIOCEYV. Pro jednotlivé plasmidy byly vzdy ptipraveny 2 vzorky, kazdy obsahoval 300 ng
plasmidu, 1 pl jednoho odpovidajiciho primeru a dH>O do celkového objemu 8 pul. Vysledek

sekvenace byl porovnan s ptredpokladanou sekvenci.

4.1.12 Velkoobjemova izolace plasmidové DNA

Nejprve byla provedena transformace kompetentnich bunck (viz 4.1.8, str. 39).
Nésledujici den byly narostlé bakteridlni kolonie na bakteriologické kultivacni misce
resuspendovany v2 ml LB médiu a touto suspenzi bylo ockovano 500 ml LB média
v 2 1 Erlenmayerové bance. K médiu byl pfidan ampicilin o vysledné koncentraci 100 pg/ml.
Erlenmayerova banka byla umisténa na tfepacku a zde byla smés inkubovéana pies noc
pfi 37 °C a 200 ot./min. Nasledujici den byla bakterialni kultura centrifugovana 20 min
pti 3900 % g a 20 °C. Supernatant byl odstranén a peleta byla resuspendovana v 20 ml TES
pufru a dale centrifugovana 10 min pii 3900 x g a 20° C. Supernatant byl odstran¢n
a plasmidova DNA byla z pelety izolovana pomoci soupravy NucleoBond® Xtra Maxi [55].

Peleta byla resuspendovana v 18 ml RES pufru s RNAsou o vysledné koncentraci
100 pg/ml. Poté bylo pfidano 9 ml LYS pufru a smés byla promichéna a inkubovana 5 min
pii laboratorni teploté. Po inkubaci bylo pfidano 9 ml NEU pufru a opét byla smeés
promichédna. Mezitim byla ekvilibrovana pfilozend kolonka 25 ml EQI1 pufru.
Neutralizovany bunécny lysat byl piefiltrovan pies skladany filtra¢ni papir a filtrat poté
nanesen na ekvilibrovanou kolonku. Po proteceni filtratu kolonou byla kolonka promyta
20 ml WASH pufru. Eluce plasmidové DNA byla provedena 15 ml ELU pufru do Cisté
zkumavky. DNA byla ptecisténa precipitaci pfidanim 10,5 ml vychlazeného isopropanolu.
Roztok byl centrifugovan 30 min pii 20000 x g a 4 °C. Supernatant byl odstranén a peleta
byla oplachnuta 4 ml 70% ethanolu. Nasledné byl roztok centrifugovan 5 min pti 20000 % g
a4 °C. Peleta DNA byla vysuSena a poté resuspendovana v 1 ml TE pufru.
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4.2 Produkce proteinii v bakteridlnim expresnim systému

Plasmidovou DNA byl transformovan kmen kompetentnich bun¢k E. coli SHuffle
(viz4.1.8, str. 39). Nasledn¢ byly bunky natfeny na bakteriologickou kultivacni misku
s LB médiem a ampicilinem (100 pg/ml) a poté inkubovany pii 37 °C ptes noc. Druhy den
byla v laminarnim boxu setfena z bakteriologické misky Spickou jedna kolonie a Spicka byla
vhozena do pfipravené 50ml zkumavky s5 ml LB média a ampicilinem o vysledné
koncentraci 100 pg/ml. Tato bunécnd kultura byla inkubovédna pies noc pii 37 °C
a 200 ot./min. Dalsi den bylo 1 ml této bunétné kultury ockovano 500 ml LB média
v 2 1 Erlenmayerové barice s ampicilinem o vysledné koncentraci 100 pg/ml. Erlenmayerova
barika byla pfesunuta na tfepacku, kde byla inkubovana pii 37 °C a 200 ot./min. Kazdou
hodinu byly odebirany vzorky a spektrofotometricky métena opticka hustota pii 600 nm
proti ¢istému LB médiu. Inkubace probihala do doby, nez méla kultura optimalni optickou
hustotu (dle samostatné predchozi optimalizace 2,0 v piipadé proteinu Epal, 0,6 v pfipadé
faznich proteini). Poté bylo k bunééné kultute pipetovano indukéni cinidlo IPTG
(isopropyl-beta-D-thiogalaktopyranosid) do vysledné koncentrace 300 uM. Protein Epal byl
produkovan 48 hodin pfi teploté 12 °C. Flzni proteiny byly produkovany pti 25 °C pies noc.
Buné¢na kultura byla sklizena centrifugovanim pii 3900 x g 20 min a 20 °C. Supernatant
byl odstranén, peleta byla resuspendovana v TES pufru a poté centrifugovana pti 3900 x g,
10 min a 20°C. Supernatant byl op€t odstranén a peleta byla zamrazena pti -20 °C.

Pro izolaci proteinu byla peleta resuspendovana v 40 ml resuspendacniho pufru pro dany
protein, dale bylo pfidano 25 pl 100 mg/ml lysozymu, 40 pl 1 pg/ml pepstatinu, 1 pg/ml
40 pul leupeptinu, 40 pl 10 pg/ml RNasy, 2 pul 100 mM MgCl,. Poté byla bunééné suspenze
homogenizovana za pomoci ultrazvukové sondy. Sonikace probihala po dobu 4 x 1 minuty
pii vykonu 40 W. Po kazdé sonikaci byla bunéénd kultura chlazena na ledu.
Homogenizovana suspenze byla centrifugovéana pii 28000 % g, 20 min a 20 °C. Supernatant
byl nasledné filtrovan pomoci 0,22 pm filtru. Vysledny roztok byl 1:1 zfedén
resuspendac¢nim pufrem a nanesen na pfisluSnou kolonu pro purifikaci proteinu (viz 4.4.2,

str. 46).
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4.3 Prace s bunéénou linii HEK293S GnTl™ a HEK293T

Pro praci byly vybrany linie odvozené od lidskych embryondlnich ledvinnych buné¢k
HEK293T (linie exprimujici proteiny s komplexni glykosylaci) a HEK293S GnTIl
(linie exprimujici proteiny s homogenni glykosylaci manosového typu). Prace s bunécnymi
liniemi probihala ve specialni striktné asepticka mistnosti, a kde probihala prace pouze
s tkanovymi kulturami. Samotnd manipulace s bunécnymi kulturami byla provadéna
v laminarnim boxu. Kultivace probihala ve ¢tverhrannych lahvich s prodySnym vickem

umisténych na tfepacce pii 135 ot./min v inkubétoru (37°C, atmosféra obohacena 5% COy).

4.3.1 Urcéovani bunééné hustoty

Pro urceni bunééné hustoty bylo ze ¢tverhranné lahve s narostlou bunécnou kulturou
odebrano 20 pl bunécné suspenze do sterilni mikrozkumavky. K suspenzi ptidano 160 pl
roztoku 0,4% trypanové modii v PBS-TK. Smés byla pomoci pipety promichana a poté byl
roztok pipetovan mezi sklicka hemocytometru. Pod mikroskopem byly spocitany vSechny
bunky ve vyznac¢eném prostoru a nasledné byl jejich pocet vynasoben objemovym faktorem
10000 (faktor vychazi z objemu pocitaci komurky) a fedicim faktorem 9x. Takto urena
bunécna hustota odpovida poctu miliont bun€k v ml suspenze. Dale byl ur€en podil Zivych

a mrtvych bunék.

4.3.2 Kaultivace bunéénych linii

Kultivace buné€nych linii probihala v komerénim médiu ExCELL293 s pfidanym 4 mM
L-glutaminem. Subkultivace probihala kazdé 3—4 dny a to odebranim casti bunécné
suspenze do Cisté Ctverhranné ldhve a doplnénim cCerstvym ExCELL293 médiem
na bunécnou hustotu 0,3 miliond bun€k/ml. K dostate¢nému provzdusnénd bunécné

suspenze byly ¢tyrthranné 1dhve naplnény pouze do 40 % celkového objemu.

4.3.3 Transientni transfekce linie HEK293

HEK?293 bunky byly ve vysoké hustoté chemicky transfekovany 25kDa linedrnim
polyethyleniminem (IPEI). Pted transfekci byl pfisluSny objem bunééné kultury
centrifugovan pfi 95 x g, Smin a 20 °C. Supernatant byl odstranén a peleta byla

resuspendovana v Cerstvém ExCELL293 médiu, tak aby vysledna hustota byla 20 milioni
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bun¢k/ml. Transfekéni mix byl pfipraven vyfedénim DNA (1 ng DNA na 1 milion bunék)
do PBS-TK pufru, obsahoval 88 % (w/w) expresniho plasmidu, 10 % (w/w) plasmidu
pTWS5 p27, ktery nese gen pro inhibitor cyklin dependentnich kinas p27, a 2 % (w/w)
plasmidu pTW5 aFGF, ktery nese gen pro aFGF (kysely rlstovy faktor fibroblasti).
Tyto dva pomocné plasmidy poméhaji prodlouzit produkci proteinu zpomalenim bunécného
déleni a zvySenim viability kultury.

Transfekéni mix byl steriln¢ zfiltrovan a poté piidan k bunécné suspenzi. Dale byl
pipetovan roztok 1PEI tak, aby hmotnostni pomér DNA:IPEI byl 1:4 pro HEK293S GnTI™
a 1:3 pro HEK293T. Smés byla inkubovana 1,5 hodiny pii 37 °C a 135 ot./min. Po inkubaci
byla bunécna suspenze 10x zfedéna Cerstvym kultivaénim médiem. Dale byl k suspenzi
pipetovan roztok kyseliny valproové do vysledné 2 mM koncentrace a 100x koncertovany

roztok antibiotik (zdsobni koncentrace 6 mg/ml penicilinu, 1 mg/ml streptomycinu).

4.3.4 Priprava stabilné transfekovanych linii HEK293

Transfekce bunécné linie byla provedena s pouzitim piggyBac systému [56]. Bunécna
linie HEK293S GnTI" byla transfekovana 3 plasmidy — produkénim plasmidem, PB-RN
a PBase. Bunécna suspenze obsahujici 30 milioni bunék byla centrifugovana v 50ml
zkumavkach 5 min pii 95 x g a 20 °C. Bunécna peleta byla resuspendovana v 1,2 ml média
ExCELL293, vysledna bunéc¢na hustota byla 23,5 milionli bun¢k/ml. Bunécéna suspenze byla
pfenesena do jamky 12 jamkové mikrokultivacni desticky. K bunééné suspenzi bylo pfidan
DNA transfekéni mix, ktery obsahoval 30 pg DNA — 24 pg produkéniho plasmidu,
3 ug PB-RN a 3 pg PBase. Poté byl pfidan IPEI v hmotnostnim poméru DNA:IPEI 1:4.
Desticka byla umisténa do inkubatoru a inkubovéana na tifepacce 1,5 hodiny pii 37 °C,
135 ot./min a 5 % COaz. Po 4 hodinach byla bunééna suspenze pienesena do ctyfhranné lahve
0 objemu 100 ml a suspenze byla nafedéna do vysledného objemu 30 ml ¢erstvym médiem
ExCELL293. Bunécna suspenze byla inkubovéna 48 hodin na tfepacce pii 37 °C,
135ot./min a 5% CO;. Po inkubaci byla k bunééné suspenzi pipetovana selekéni
antibiotika — puromycin o vysledné koncentraci 5 pg/ml a G418 o vysledné koncentraci
50 pg/ml.

V ptipadé transfekce bunécné linie HEK293T byly buiky transfekovany
3 plasmidy - produkénim plasmidem, PB-RB a PBase. IPEI byl pfiddn v hmotnostnim
poméru DNA:IPEI 1:3. Postup transfekce byl shodny s pfedeslou transfekci. Lisil se pouze

pfidanim selek¢nich antibiotik. K bunééné suspenzi byl pipetovan puromycin o vysledné
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koncentraci 5 pug/ml a blasticidin o vysledné koncentraci 5 pg/ml. Stabilni linie byly
kultivovany za stejnych podminek, jako matefské linie. Kazdé tfi dny byly buniky spocitany
(viz 4.3.1, str. 43), centrifugovany 5 min pii 95 x g a 20 °C. Supernatant byl odstranén
a peleta byla resuspendovana v cerstvém ExCELL293 médiu do vysledného objemu 30 ml
a k bunécné suspenzi byla pipetovana selekéni antibiotika. Ve chvili, kdy buniky opét ve fazi
rustu a jejich viabilita opét dosahla 100 %, byla bunécné suspenze rozdélena na nékolik

alikvott, které byly zmrazZeny s piidavkem 10% DMSO pfii -80 °C.

4.3.5 Produkce proteint ve stabilnich liniich

Linie byly dale subkultivovany ve vétSich objemech, Kdyz bunécna suspenze dosahla
hustoty 3—5 miliontt bunck/ml v 300 ml média bylo k suspenzi pipetovano indukéni
antibiotikum doxycyklin o vysledné¢ koncentraci 1 pg/ml. Kultura byla po indukci
kultivovéana dalsich 5 dnti a poté sklizena. . Pokud byl protein produkovan do média, byla
bunécna suspenze centrifugovana pii 20000 x g 30 min a 18 °C. Supernatant byl poté
filtrovan pomoci filtru s pdry o velikosti 0,22 um. V piipadé pozdéjsi izolace proteinu byl
filtrat zmrazen pii -20 °C. V ptipadé proteinu, ktery byl produkovan intracelularné, byla
bunétna suspenze centrifugovana pii 100 X g 10 min. Supernatant byl opatrné odstranén

apeleta byla zamraZzena pii -20 °C pro pozdéjsi izolaci. Izolace probihala stejné jako

v pripad¢ bakterialni produkce proteinu (viz. 4.2, str. 42).

4.4 Purifikace proteini

4.4.1 Chelata¢ni afinitni chromatografie

Proteiny nesouci na svém C-konci histidinovou kotvu byly purifikovdny pomoci
chelata¢ni afinitni chromatografie. Pro purifikaci byly vyuzity kolonky obsahujici kobaltnaté
ionty — HiTrap Talon crude 5 ml (GE Healthcare, USA) poptipad¢ nikelnaté ionty — HisTrap
Excel 5ml (GE Healthcare, USA) a HPLC systém AKTA. Eluce probihala zvysenou
vloZen pied eluci jesté krok tzv. predeluce, kdy byla pouzita nizsi koncentraci imidazolu
k uvolnéni nespecificky vazanych proteind.

Kolonky byly nejprve ekvilibrovany PBS pufrem a poté byl na kolonku nanesen roztok

proteint, ktery byl fedén 1:1 PBS pufrem. Ekvilibrace 1 nanéseni vzorku probihalo rychlosti
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5 ml/min. Po naneseni vzorku byla kolona proplachnuta PBS pufrem a poté byl protein
eluovén isokraticky pufrem s imidazolem rychlosti 2,5 ml/min. Priibéh eluce byl sledovan

pomoci méefeni absorbance pti 280 nm a vodivosti.

4.4.2 Afinitni chromatografie na laktosové koloné

Pro purifikaci proteinu Epal vézajiciho laktosu, byla vyuzita kolona s imobilizovanou
laktosou (Galab Technologies, Némecko). Kolona byla pfipojena k HPLC systému AKTA.
Kolona byla ekvilibrovana pufrem 1, poté byl na kolonu nanesen roztok proteinu.
Ekvilibrace inanaseni vzorku probihalo rychlosti 5 ml/min. Poté byla kolona promyta
pufrem 1 aprotein byl isokraticky eluovan pufrem 2, ktery obsahoval laktosu rychlosti

2,5 ml/min. Priibéh eluce byl sledovan pomoci méteni absorbance pti 280 nm a vodivosti.

4.4.3 Koncentrovani proteint

Pro koncentrovani proteinii byly vyuzity koncentratory Amicon Ultra (MWCO 10 000,
Merck Millipore, USA). Koncentrator byl naplnén roztokem proteinu a poté centrifugovan
pti 3900 x g, dokud nebylo dosazeno poZzadované koncentrace €i sniZzeni objemu. Béhem
centrifugace byl roztok nékolikrat promichén, abychom se ptedeSli sraZeni proteinu
ve vzniklém koncentra¢nim gradientu. Roztok proteinu byl néasledné centrifugovan v Cisté

mikrozkumavce 10 min pfi 20000 x g.

4.4.4 Gelova permeacni chromatografie

Dalsim krokem purifikace proteinti byla gelova permeacni chromatografie. K HPLC
systému AKTA basic byla ptipojena kolona Superdex 200 10/300 (GE Healthcare, USA).
Kolona byla ekvilibrovana HEPES pufrem. Stejnym pufrem byla také promyta
2ml nastfikova smycka. Koncentrovany vzorek proteini byl pomoci mikrostiikacky
a Sesticestného ventilu nanesen na kolonu. Chromatografie probihala za konstantniho
pritoku 0,5 ml/min. Pribéh eluce byl sledovan pomoci méfeni absorbance pfi 280 nm
a vodivosti. Jednotlivé frakce byly sbirdny pomoci automatického sbérace frakei do Cistych

mikrozkumavek.
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4.4.5 Dialyza

Pro dialyzu vzorkG po afinitni chromatografii byla pouzita dialyzacni kazeta
Slide-A-Lyzer G2 Dialysis Cassette (Thermo Scientific, USA) o objemu 8 ml. Eluovany
vzorek byl pipetovan do kazety. Kazeta byla umisténa do 1,81 dialyzacniho pufru
a inkubovéna pii laboratorni teplot¢ za stdlého michani. Dialyza¢ni roztok byl dvakrat
vyménén, vZzdy po dvou hodinéch a po posledni vyméné byla dialyzaéni kazeta inkubovéana

pies noc pfi teploté 4 °C.

4.4.6 Vyména pufru

Vymeéna pufru probihala pomoci kolony HiTrap desalting 5 ml (GE Healthcare, USA),
ktera byla ptipojena k HPLC systému AKTA. Kolona byla ekvilibrovana finalnim pufrem
pfi pratoku 5 ml/min. Stejnym pufrem byla také promyta 2ml néstfikova smycka. Roztok
proteinu byl pomoci mikrostiikacky a Sesticestného ventilu nanesen na kolonu. Eluované

frakce byly jimany po 1 ml.

4.4.7 Méreni koncentrace proteinii

Koncentrace proteinii byla métena spektrofotometricky pii 280 nm. Pro méfeni bylo
pouzito 2 ul vzorku proti slepému vzorku pufru. Pro vypocteni koncentrace byla
do spektrofotometru DS-11 (DeNovix, USA) zaddna hodnota teoretického extinkéniho
koeficientu pii 280 nm a molekulovd hmotnost spocitand na zakladé primarni sekvence

nastrojem ProtParam [57].

4.4.8 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Pro kontrolu ¢istoty proteinovych frakci byla vyuZita elektroforéza v polyakrylamidovém
gelu v ptitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS PAGE). Pro kontrolu proteinti o molekulové
hmotnosti vétsi nez 40 kDa byl pfipraven 10% rozdélovaci gel, pro mensi proteiny byl

ptipraven 12,5% gel. SloZeni jednotlivych gelil je uvedeno v Tab. 2, str. 48.
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Tab. 2 Ptiprava geli pro SDS polyakrylamidovou elektroforézu

Mnozstvi pro 10% Mnozstvi pro 12,5% MnozZstvi pro
rozdélovaci gel (ul) rozdélovaci gel (ul) zaostiovaci gel (ul)
dH:O 1600 1265 700
30% AA 1330 1675 250
Tris (pH 8,8) 1000 1000 -
Tris (pH 6,8) - - 125
10% SDS 40 40 10
10% APS 40 40 10
TEMED 2 2 1,5

Roztok rozdélovaciho gelu byl pipetovan mezi dvé skla elektroforetické soupravy a poté
prevrstven vodou. Po ztuhnuti byl gel prevrstven zaostfovacim gelem, do kterého byl vlozen
hieben. Po ztuhnuti zaostfovaciho gelu byla skla ptenesena do elektroforetické soupravy pro
SDS elektroforézu. Vzorky proteint byly pfipraveny pipetovanim 12-20 pl roztoku proteinu
a prislusného mnozstvi 5x koncentrované¢ho vzorkového pufru (neredukujiciho nebo
redukujiciho). Vzorky byly zahtivany v termobloku po dobu 10 minut pti 95 °C. Poté byly
centrifugovany 2 min pii 20000 x g. Do prvni jamky bylo pipetovano 5 pl standardu
molekulovych hmotnosti a poté byly do jednotlivych jamek pipetovany vzorky proteint.
Elektroforeticka souprava byla ptipojena ke zdroji napéti, elektroforéza probihala 45-60 min
pii 200 V. Elektroforéza byla ukoncena, kdyZz bylo elektroforetické ¢elo 0,5 cm pred koncem
gelu. Po skonceni elektroforézy byl gel vyjmut ze skel a barven pfes noc barvicim roztokem.
Druhy den byl odbarvovan odbarvovacim roztokem. Po Uplném odbarveni byl gel

naskenovan.

4.4.9 Elektroprenos proteini

Elektroptenos probihal v aparatute, ktera byla sloZzena ze dvou elektrod, mezi kterymi
bylo vlozeno 10 obdélnikad filtracniho papiru, dale nitrocelulosovd membrana,
polyakrylamidovy gel a dalSich 10 obdélnikt filtracniho papiru. Filtracni papiry byly
smoceny v prenosovém pufru. Elektroptenos probihal 15 min pii 25 V aaz 2,5 A. Po pfenosu

probihala imunodetekce.
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4.4.10 Imunodetekce

Membrana byla po elektropfenosu vyjmuta z aparatury a ptes noc blokovana roztokem
1% BSA v TBS pufru. Druhy den byla 2x oplachnuta roztokem TBS-Tween/Triton
a 1x TBS pufrem. Poté byla membréna prenesena do 50ml zkumavky s 10 ml 1% BSA
v TBS-pufru. Do roztoku bylo pfiddno 2 pl mySi monoklonalni protilatky proti histidinové
kotve. Zkumavka byla inkubovana 1 hodinu pii laboratorni teploté¢ v rotatoru. Po inkubaci
byla membrana ve zkumavce oplachnuta stejnym zptisobem jako po blokaci a pfenesena do
¢isté 50ml zkumavky. Bylo pfidano 10 ml 10% suSeného odtuénéného mléka v TBS pufru
s2 ul kréali¢ci polyklondlni protilatky proti mySimu IgG konjugované s kienovou
peroxidasou. Inkubace probihala 1 hodinu za stejnych podminek. Po inkubaci byla
membrana 3x oplachnuta TBS pufrem a byla provedena kolorimetrickd detekce.
K membrané bylo pfidano 20 ml AP pufru s 66 pl NBT a 33 ul BCIP. Po prob&hnuti reakce

byla membrana oplachnuta dH>O a ponechéna oschnout a naskenovana.

4.5 Studium struktury proteini a jejich interakci v roztoku

4.5.1 Hmotnostni spektrometrie

Analyzu zapojeni disulfidickych mistkt provedl RNDr. Tomas Je¢men, PhD. z Katedry
biochemie =~ PfF UK. Pro analyzu disulfidickych  mastki  byly  proteiny
nejdiive deglykosylovany ENDO F1 a nasledné¢ separovany pomoci elektroforézy
v polyakrylamidovém gelu za neredukujicich podminek, pro kazdy vzorek vzdy dvé drahy.
Byly vytiznuty odpovidajici prouzky, jeden z dvojice byl pfed modifikaci cysteini znacen
jodacetamidem a Stépen trypsinem a redukovan pomoci TCEP, druhy nikoliv. Smés peptid
byla analyzovéna budto pfimo pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie nebo
po odsoleni a separaci na analytické kolon¢ s reverzni fazi ZORBAX Eclipse Plus C18
(Agilent Technologies, USA) nebo pomoci ESI-qTOFtandemové hmotnostni spektrometrie.
Data byla zpracovana softwarem DataAnalysis 4.4 [58].

4.5.2 Izotermalni mikrotitra¢ni kalorimetrie

Pro studium interakce proteinu Epal s laktosou bylo pouZito meéfeni izotermalni
mikrotitracni kalorimetrie v Centru molekuldrni struktury BIOCEV s odbornym dohledem

Tatsiany Charnavets, PhD. na pfistroji MiroCal iTC200 (Malvern Panalytical, USA). Méfeni
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probihalo v pufru HEPES TK pH 7,5 s 10 mM CaCl,. Nejprve bylo provedeno kontrolni
méfeni tepelného piidavku pufr-pufr a ligand (laktosa)-pufr. Pro méfeni interakce bylo
pouzito 220 ul 120 uM roztoku Epal, které bylo titrovano 40 pl 1,2 mM roztoku laktosy.
Prvni ptidavek 0,4 pl nasledovalo 18 pfidavk o objemu 2 ul, trvajicich 4 s a s ¢asovym
odstupem 150 s. Méteni probihalo pii 25 °C a za stalého michani 750 ot./min. Vyhodnoceni
dat provedl Mgr. Ondfej Skofepa v programech Nitpic [59], Sedphat [60] a data byla

vizualizovana pomoci programu Gussi [61].

4.5.3 Termoforéza s vyuzitim vnitini fluorescence proteinii

Pro studium schopnosti proteinu Epal vazat laktosu byla vyuzita termoforéza s vyuzitim
vnitini fluorescence proteini. M¢feni probihalo na pfistroji Monolith NT.LabelFree
(NanoTemper, Némecko) v Centru molekularni struktury BIOCEV za pomoci Mgr. Celeste
de Sousa Santos Abreu. Pied pfipravou vzorkd byly roztoky proteinu Epal, laktosy
a vSechny pouzité pufry centrifugovany 5 min pii 10 000 X g a 4 °C. Do patnacti PCR
mikrozkumavek bylo pipetovdno 10 pl HEPES TK pufru s 0,1 % (v/v) polymeru
Pluronic F-127. Mikrozkumavka ¢islo 1 obsahovala pouze 10 pl 20 mM roztoku laktosy
v HEPES pufru. Do druhé mikrozkumavky s 10 ul HEPES TK pufru s 0,1 % (v/v)
polymeru Pluronic F-127 bylo pipetovano 10 ul 20 mM roztoku laktosy v HEPES pufru.
Roztok byl promichan a poté bylo 10 pl roztoku pipetovano do tfeti mikrozkumavky.
Timto zpisoben bylo pokratovano az do 16. mikrozkumavky. 10 pul z posledni
mikrozkumavky bylo odstranéno. Do vSech mikrozkumavek bylo pipetovano 10 pul roztoku
20 uM proteinu Epal a poté byly mikrozkumavky centrifugovény za stejnych podminek.
Nasledné¢ byly naplnény termoforetické kapilary Standard Monolith NT.LabelFree
(NanoTemper, Némecko) a vloZeny do pfistroje. Pfed méfenim interakce bylo provedeno
méfeni vnitini fluorescence proteinu Epal, roztoku laktosy a pufru. M¢éfeni interakce
probihalo pi1 40% MST vykonu a 30% LED sile excitace fluoroforu.

Pro sbér dat byl pouzit program NT.Control Software [61] a analyzu dat provedla
Mgr. Celeste de Sousa Santos Abreu v programu PALMIST [63].
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4.5.4 Termoforéza pro analyzu interakce NKp46 s Epal

Studium interakce proteinu NKp46 a Epal v roztoku byly studovdno pomoci
termoforézy. Protein NKp46WT byl znacen fluorescentni znackou AlexaFluor 647.
K roztoku proteinu NKp46 o koncentraci 1 mg/ml byl pfidan bikarbonatovy pufr (pH 8,5)
v poméru 1:9 (pufr : roztok proteinu) a poté byla ptidana fluorescenéni znacka AlexaFluor
647 NHS ester v molarnim poméru 1:2 (roztok proteinu : AlexaFluor 647). Smés byla
inkubovéna 1 hodinu pii laboratorni teploté za stalého michani na tiepacce pii 50 ot./min
ve tm¢. PieCisténi roztoku proteinu probihalo na odsolovaci koloné¢ HiTrap
(GE Healthcare, USA).

Mg¢fteni probihalo na pfistroji Monolith NT.115 (NanoTemper, Némecko) v Centru
molekularni struktury BIOCEV za pomoci Mgr. Celeste de Sousa Santos Abreu.
Pted ptipravou vzorkil byly vSechny roztoky proteinu a pouzité pufry centrifugovany 5 min
pii 10 000 x g a 4 °C. Mikrozkumavka ¢islo 1 obsahovala 10 pul 100 uM roztoku proteinu
Epal. Do patnacti PCR mikrozkumavek bylo pipetovano 10 ul HEPES TK pufru
$ 0,05% (v/v) Tween-20. Do druh¢é mikrozkumavky s 10 ul HEPES TK pufru s 0,05% (v/v)
Tween-20 bylo pipetovano 10 pl 100 uM roztoku proteinu Epal. Roztok byl promichan
apoté bylo 10 ul roztoku pipetovano do treti mikrozkumavky. Timto zplsoben bylo
pokracovano az do 16. mikrozkumavky. 10 pl z posledni mikrozkumavky bylo odstranéno.
Do vSech mikrozkumavek bylo pipetovano 10 pl roztoku 200 nM znaceného proteinu
NKp46 a poté byly mikrozkumavky centrifugovany za stejnych podminek. Nasledné byly
naplnény termoforetické kapilary Monolith NT.115 Standard (NanoTemper, Némecko).
Meéfeni interakce probihalo pii 30% MST vykonu a 20% sile excitace fluoroforu.

Pro sbér dat byl pouZit program NT.Control Software [62] a analyzu dat provedla
Mgr. Celeste de Sousa Santos Abreu v programu PALMIST [63].

4.6 Studium vazby proteinii na bunéény povrch

4.6.1 Priprava linii exprimujicich na svém povrchu NKp46

Pro pfipravu stabilné transfekovanych linii HEK293T byl pouzit systém piggyBac
a stejny postup jako pro ptipravu linii pro sekretované proteiny (viz 4.3.4, str. 44), plasmid
pUT7 nesouci expresni konstrukt obsahoval gen pro receptor NKp46 v celé jeho ptirozené

délce, a to ve varianté s mutaci T225A nebo bez ni. Kazdé 3 dny byly buniky subkultivovany
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do Cerstvého média s antibiotiky. Exprese receptorii na bunééném povrchu byla indukovana
doxycyklinem. Pro stanoveni optimalni koncentrace doxycyklinu bylo provedeno kontrolni

méieni pratokovou cytometrii.

4.6.2 Kultivace linie NK92MI1

Bunky linie NK92MI byly kultivovany suspenzné v 5 ml média v lahvich pro tkanové
kultury splochou dna 25 cm? Lahve byly uzaviené prodySnym vickem a umisténé
v inkubatoru MCO 18 AIC pii 37 °C a 5% CO,. Zékladem kultivacniho média byl
alphaMEM. Kazdé¢ 3-4 dny byla vyménéna polovina média. Lahev byla postavena
vzpiimené tak, aby shluky zivych bun¢k mohly klesnout na dno a mohlo byt odpipetovano
svrchni médium. Nasledné byla kultura doplnéna pfisluSnym objemem cerstvého
kompletniho média. V ptipad¢ potieby byly buniky kultivovany v 15 ml média v lahvich s

plochou dna 75 cm?.

4.6.3 Kultivace linie SK-BR3

SK-BR3 buiiky jsou adherentni linii. Kultivace buné&¢nych liniich probihala v 5 ml média
DMEM High Glucose v kultivacnich lahvich s modifikovanym povrchem uréenych pro
tkatiové kultury s plochou dna 25 cm?. Lahve byly uzaviené prody$nym vickem a inkubace
probihala v inkubatoru pii 37 °C a 5% CO.. Subkultivace probihala kazdé 3—4 dny nebo
pti dosazeni 80% konfluence. Z kultivacni lahve bylo odebrano médium a buiiky byly
oplachnuty 0,5 ml trypsiniza¢niho roztoku. Poté byl k buiitkdm pfidan 1 ml trypsiniza¢niho
roztoku na dobu 5 min pro uvolnéni bun¢k ode dna lahve. Suspenze bun¢k byla poté
neutralizovana 5 ml kompletniho média a centrifugovana v 15ml zkumavce 5 min pti 95 x g
a 20 °C. Supernatant byl z vétSiny odstranén a peleta byla resuspendovana v jeho zbylém
objemu. Do 5 ml Cerstvého média bylo poté pfidano takové mnozstvi resuspendovanych

bungk, aby pocatecni konfluence byla 20-30 %.

4.6.4 Priitokova cytometrie

Pro studium interakce proteinu Epal a imunoligandii Epal antiHER?2 a antiHER2 Epal
byly tyto proteiny znaceny fluorescencni znackou BDP 650/665 NHS. Tato fluorescen¢ni
znacka obsahuje reaktivni skupinu N-hydroxysukcinimid, ktera reaguje s primarnimi aminy.

K roztoku proteinu o koncentraci 2,5 mg/ml byl pfidan bikarbonatovy pufr (pH 8,5)
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v poméru 1:9 (pufr : roztok proteinu) a poté byla piidana fluorescenéni znacka BDP 650/665
NHS v molarnim poméru 1:8 (roztok proteinu : BDP 650/665). Smés byla inkubovana 4 hod
pii laboratorni teploté za stalého michéani na tfepacce pi1 50 ot./min. Piecisténi roztoku
proteinu probihalo na odsolovaci kolon¢ HiTrap (GE Healthcare, USA). Poté byla zmé&iena
koncentrace proteinu (pfi 280 nm) a koncentrace fluorescencni znacky (pfi 650 nm).
Pomérem koncentraci byl vypocitan stupeit znaceni.

Oveéreni pritomnosti receptoru NKp46 na povrchu bunéénych linii bylo provedeno
pomoci meéteni prutokové cytometrie. Stabilné transfekované linie byly pipetovany
do 6jamkové desticky po 1 ml bunécné suspenze. K bunécéné suspenzi byl pipetovan roztok
doxycyklinu v dané koncentraci podle provadéného experimentu. DestiCka byla umisténa
do inkubatoru a inkubovana ptes noc pii 37 °C, 135 ot./min a 5 % COz. Druhy den byla
bunécénd suspenze pipetovana do 1,5ml zkumavky a centrifugovana 5 min pii 300 x g.
Supernatant byl odstranén a peleta byla resuspendovdna v 1 ml FACS barvicim pufru.
Suspenze byla opét centrifugovana stejnym zptusobem. Poté byl oplach opakovan jesté
jednou. Po druhém oplachu byla peleta resuspendovéana ve 40 pl pufru. K kazdé bunécné
suspenzi byla pipetovan 1 pl mysSi monoklondlni protilatky proti NKp46. Smés byla
inkubovéna 30 minut na ledu. Po inkubaci byla suspenze 2 opladchnuta stejnym zpisobem.
Po posledni oplachu byla peleta resuspendovdna v 300 pul FACS barviciho pufru.
Jako negativni kontrola byla pouZita netransfekovana linie bunék HEK293T.

Mgéfteni probihalo v Laboratofi cytometrie PfF UK na pfistroji BD LSDR II s excitacnim
laserem 637 nm a emisnim filtrem 670/30 nm a bylo provedeno Mgr. Denisem Cmuntem.

Indukované stabilnég transfekované linie HEK293T byly centrifugovany 5 min pii 95 X g.
Buné¢na peleta byla resuspendovana v FACS barvicim pufru a pipetovany na 96jamkovou
desticku s kulatym dnem. K bunééné suspenzi byly pipetovany fluorescenéné znacené
proteiny o vysledné koncentraci 5-100 pg/ml. Inkubace probihala 1 hodinu na ledu. Poté
byly buniky 3% oplachnuty FACS barvicim pufrem a poté resuspendovany v 100 pl pufru.
Me¢fteni probihalo v Laboratofi cytometrie PftF UK na pfistroji BD LSDR 1II s excita¢nim
laserem 637 nm a emisnim filtrem 670/30 nm a bylo provedeno Mgr. Barborou

Kalouskovou. Ziskan4 data byla vyhodnocena v programu FlowJo [64].
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5 Vysledky

5.1 Priprava expresnich vektori

5.1.1 Priprava plasmidu pro expresi rozpustného NKp46WT a NKp46M

Tato prace navazuje na bakalafskou praci Bc. Jany Houserové [65], ktera popisuje
produkci kratSiho konstruktu extraceluldrni c¢asti proteinu NKp46 (Q22 — G213).
Na obrazku 5 na stran¢ 55 je uvedena aminokyselinovd sekvence receptoru NKp46.
Pii produkci proteinu nebyl vytézek dostacujici, proto byl konstrukt prodlouzen
(Q22 —R258) a vnesena mutace lichého cysteinu 48 za serin (pro vétsi stabilitu).
Tuto mutaci provedl Mgr. Stépan Herynek a vysledny konstrukt klonoval do plasmidu
pTW5sec umoziujici extracelularni produkci proteinu v liniich HEK293. Produkce méla
nizké vytézky, proto byl konstrukt klonovan do vektoru pHLsecFcHis, obsahujici
Fc fragment na C-konec. Na obrazku 6 na stran¢ 55 je schéma konstruktu a na obrazku 7 na
strané 55 je uvedena jeho aminokyselinovd sekvence. Konstrukt obsahuje pied
Fc fragmentem misto pro Stépeni 3C proteasou. Vytézky nebyly stale dostatecné, tak bylo
pfistoupeno ke zméné expresniho systému za expresi ve stabilné transfekovanych liniich za
pomoci systému piggyBac.

Gen pro konstrukt NKp46 (Q22 — R258) byl véetné Fc fragmentu IgG amplifikovan
z plasmidu pHLsecFcHis s pomoci primert pCHKS FW a pCHS5 REV nesoucich pfesahy
umoziujici jeho nasledné vloZeni do vektoru pUT?7. Plasmid pUT7 byl linearizovan pomoci
restrikénich endonukleas Nhel a Pmel. Amplifikovany insert a linearizovany vektor byly
spojeny pomoci tzv. QuickFusion reakce (tento konstrukt je v dal$im textu uveden jako
NKp46WT). Pro studium vlivu O-glykosylace na threoninu 225 byla provedena mutace
threoninu za alanin (tento konstrukt je v dal$im textu uveden jako NKp46M). Tato mutace
byla provedena PCR s komplementarnimi piesahy (viz 4.1.5, str. 38) za pomoci mutacnich
primerd NKp46 T225A FW a NKp46 T225A REV a pCHKS FW a pCHS REV.
Vysledny plasmid byl vlozen pomoci QuickFusion reakce do linearizovaného plasmidu
pUT?7. Pfitomnost mutace a sekvenace plasmidi byla kontrolovana pomoci sekvenace DNA.
Plasmidem byly transformovany bakterie E. coli TOP10. Dale byla provedena PCR z kolonii
a z pozitivnich klonti byla pfipravena nizkoobjemové produkce DNA. Kazdy konstrukt byl
pouzit pro velkoobjemovou produkci plasmidové DNA (Tab. 3, str. 56).
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OOQTLPKPFIWAEPHFMVPKEKQVTICCOGNYGAVEYQLHFEGSL
FAVDRPKPPERINKVKEYIPDMNSRMAGQYSCIYRVGELWSEPSNLLDLVVTEMYDTPTLSVHPGP
EVISGEKVTEFYCRLDTATSMFLLLKEGRSSHVOQRGYGKVQAEFPLGPVTTAHRGTYRCFGSYNNHA
WSFPSEPVKLLVTGDIENTSLAPEDPTFPADTWGTYLLTTETGLOKDHALWDHTAQONLLR

RKRTRERASRASTWEGRRRLNTQTL

Obr. 5 Aminokyselinova sekvence receptoru NKp46. Oranzovym pismem je zvyraznéna signalni
¢ast, Cernym pismem je zvyraznéna extracelularni c¢ast, zelenym pismem je vyznacena
transmembranova ¢ast a modie je zvyraznéna intracelularni ast. Cervené jsou vyznadeny cysteiny,
které jsou zapojeny do disulfidickych mustkt 49 — 98 a 144 — 190. Tyrkysovée jsou podbarvené
aminokyseliny, které byly mutovany, lichy cystein 48 a v konstruktu NKp46M 1 threonin 225.
Potrzeny jsou dvé imunoglobulinové domény 34 — 118 a 129 — 211. Zluté je vyznacena sekvence
expresniho konstruktu.

b 7 \r\r

o A NKp46

A S« spojka

[4)

NKp46 3C Fc HisTag
B [TV Tz ] [ I

Obr. 6 Schéma konstruktu NKp46 s Fc fragmentem.

A) Schéma dimeru konstruktu, V1 a V2 jsou dvé extracelularni domény proteinu NKp46 (zeleng),
modfe vyznaceny dvé domény Fc fragmentu IgG.

B) Schéma monomeru konstruktu NKp46WT

ETGOOOTLPKPFIWAEPHFMVPKEKQVTISCOGNYGAVEYQLHFEGSLFAVDRPKPPERINKVKEY
IPDMNSRMAGQYSCIYRVGELWSEPSNLLDLVVTEMYDTPTLSVHPGPEVISGEKVTFYCRLDTAT
SMEFLLLKEGRSSHVQORGYGKVQAEFPLGPVTTAHRGTYRCFGSYNNHAWSFPSEPVKLLVTGDIEN
TSLAPEDPTFPDTWGTYLLTTETGLOKDHALWDHTAQONLLRGTLEVLFOQGPKSCDKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS
TYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGOQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVS
LTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOPENNYKATPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSPGKHHHHHHH

Obr. 7 Aminokyselinova sekvence expresniho konstruktu NKp46 s Fc fragmentem. Zlut& je
zvyraznéna extracelularni ¢ast receptoru NKp46, zelenym pismem je sekvence rozpoznavana
3C proteasou, modrym pismem je vyznacena sekvence Fc fragmentu. Pro purifikaci proteinu
sekvenace obsahuje sekvenci 8 histidinii, podbarveno zelené. Tyrkysové jsou podbarvena mista
mutaci, cystein 48 byl nahrazen serinem a v konstruktu NKp46M je threonin 225 nahrazen alaninem.
Cervené jsou vyznadeny cysteiny, které jsou zapojeny do disulfidickych mastkd. Bez zvyraznéni
jsou pozistatky sekre¢niho signalu a klonovacich mist.
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Tab. 3 Koncentrace plasmidové DNA z velkoobjemové produkce plasmidi NKp46

Plasmid Koncentrace (ng/ul)
pUT7 NKp46WT 514
pUT7 _NKp46M 730

5.1.2 Priprava plasmidi pro vytvoreni linii exprimujicich na svém
povrchu NKp46WT a NKp46M

Pro ptipravu celého receptoru NKp46 byl vyuzit komeréni plasmid NKp46 OREF.
Tento plasmid obsahuje gen pro cely receptor NKp46, ktery byl amplifikovan pomoci PCR
avlozen do vektoru pUT?7, ktery byl linearizovan pomoci endonukleas Nhel a Pmel.
Dale byl pfipraven mutant receptoru NKp46 T225A pomoci PCR s komplementarnimi
pfesahy za pomoci mutacnich primerit NKp46 T225A FW a NKp46 T225A REV
apCHKS5 FW a pCHS5 REV. Amplifikované inserty byly pomoci QuickFusion reakce
vlozeny do linearizovaného vektoru pUT7 a plasmidem byly transformovany bakterie
E. coli TOP10. Dale byla provedena PCR z kolonii a z pozitivnich klonl byla izolovana
plasmidova DNA. Po ovéfeni spravnosti vloZenych genli pomoci sekvenace DNA, byly

zvolené klony pouzity k velkoobjemové produkci plasmidové DNA (Tab. 4)

Tab. 4 Koncentrace plasmidové DNA z velkoobjemové produkce plasmidi NKp46 ORF

Plasmid Koncentrace (ng/pl)
pUT7 _NKp46WT ORF 530
pUT7 NKp46M ORF 660

5.1.3 Priprava vektoru pro expresi fiiznich proteini Epal

Pro ptipravu faznich proteinli Epal s antiHER2 nanoprotilatkou byl vyuzit plasmid
pOPINE Epal, ktery byl pfipraven béhem bakalaiské prace Bc. Jany Houserové [65].
Na obrazku 8 na strané¢ 57 je uvedena aminokyselinova sekvence proteinu Epal a na

obrazku 9 na stran€ 57 je uvedena aminokyselinova sekvence expresniho konstruktu Epal.
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Nanoprotilatka proti nddorovému antigenu HER2 byla izolovana pomoci fagového displeje
v laboratofi docenta Aria de Marca na univerzit¢ Nova Gorica ve Slovinsku a nasledné
sekvenovana [66]. Flazni proteiny byly pfipraveny ve dvou uspotadanich — protein Epal
na N-konci a antiHER2 nanoprotilditka na C-konci fizniho proteinu (konstrukt ELH)
a obracen¢ (konstrukt HLE). Protein a nanoprotilatka byly spojeny glycin-serinovou
spojkou. Oba konstrukty obsahovaly na C-konci histidinovou kotvu. Aminokyselinové

sekvence obou konstruktii jsou uvedeny na obrazcich 10 a 11 na stranach 57 a 58.

MILNPALFLNKCVCIYTTLILLLLTNGGYATSSNDISLASKDPTTEFPLGCSPDITTPKKGLSMELY
SYDFRKKGSYPCWDAAYLDPNYPRTGYKSHRLLAKVDGVTGNINEFYYHATKGCTPOQLGHLPASYNY
PKPLTMTNFTMLLYGYFRPKVTGFHTFTISADDLLEVNEFGAGNAFDCCRRDSSADHEGNYQAYATIW
GSKTAKDELTVHLDAGVYYPIRLEYNNREYDGALSETFKTESNENTVSDESEYFEFSLDDTEEGCPG
LISYDSSCASVKTSKIIGIDYHTETPNENLVPITKTIYHLGIPCTGTTTTPLCGSGEYDPLANKCV
TINTSSTSSVTIKTTSHTTSKEVSFHSSISSOKTLIPKSIPSPYGPIKSQOSIPTEMETSSEISSSEY
AFSDVISTPSHSPYTKKHSSLNSSSYTSTVIHSLTSYSISQGIFSTSLSEQNITSKSSTDKESTAT
SMSNNITQSSIIISQFSTNNENYTTTSMHTSSDKISTETLNNSISTTTSILESNSSTILKNNTTITI
SSDKDTHYHPVNPTIVCSTNKTEIICASITQPSISNSNNHWSSSVLKENSTTVRSTLPSSAGSNET
SINVPESSSTESNTSTSSTSTSNSKMVRSTLPSSAGSNETSISVPEFSSSTESNTSTSSTSTSNSKM
VRSTLPSSAGSNETSINVPESSSTESNTSTSSTSTSNSKTVRSTPESSAGIIMTSLSQRNNKSASS
YASSNSKCYNTADSCRKVHSTPSYLLTSSYTSEGVDYDCSLVSTKLKINDTNCVNNKHTTKSCLKT
SVTTTIPTLEIKTARKSSSNTIGLHSYPTSSPNKSISSAPIIGYISSEFKTIKTASPSYQTSDLTTI
TTITSLNNPGSTAVENTHESNDKSRKTSSNDISSKHSVIKETKDAVESSNKSHQTNTLKCSSIIIA
SSSHNSYESLGGTTLTLTLSKVYSPONNDTLPFLEISEVNPSRTVLPESSKMMQYLTSTEERNKTA
RNTIATNIVSISTFHFEGEGNAIRMGYTQLLLMLIGIIVMNIGT

Obr. 8 Aminokyselinova sekvence proteinu Epal. Cervenym pismem je zvyraznéna signalni ¢ést,
¢erné je vyznacen fetézec Epal. Zluté je podbarvena ¢ast odpovidajici expresnimu konstruktu.

MTSSNDISLASKDPTTFPLGCSPDITTPKKGLSMELYSYDFRKKGSYPCWDAAYLDPNYPRTGYKS
HRLLAKVDGVTGNINFYYHATKGCTPQLGHLPASYNYPKPLTMTNEFTMLLYGYFRPKVTGFHTFTI
SADDLLEFVNFGAGNAFDCCRRDSSADHFGNYQAYAIWGSKTAKDELTVHLDAGVYYPIRLEYNNRE
YDGALSFTFKTESNENTVSDFSEYFFSLDDTEEGCPGLISYDSSKHHHHHH

Obr. 9 Aminokyselinova sekvence expresniho konstruktu Epal. Zluté je ozna¢en za¢atek a konec
sekvence (threonin 31 —serin 271), kter4 je shodna s genem Epal. Cervené jsou zvyraznény cysteiny,
které jsou zapojeny do disulfidickych mustki 50 — 179, 78 — 119 a 180 — 262. Pro purifikaci proteinu
sekvenace obsahuje sekvenci 6 histidint, podbarveno zelené.

ETGTSSNDISLASKDPTTFPLGCSPDITTPKKGLSMELYSYDFRKKGSYPCWDAAYLDPNYPRTGY
KSHRLLAKVDGVTGNINFYYHATKGCTPQLGHLPASYNYPKPLTMTNFTMLLYGYFRPKVTGFHTF
TISADDLLEVNEFGAGNAFDCCRRDSSADHEGNYQAYATIWGSKTAKDELTVHLDAGVYYPIRLEYNN
REYDGALSEFTFKTESNENTVSDESEYFEFSLDDTEEGCPGLISYDSS

MAEVQLQASGGGEFVQPGGSLRLSCAASGATSNISNMGWFRQAPGKEREFVSAISRAESRPLYYADS
VKGRFTISRDNSKNTVYLQOMNSLRAEDTATYYCAYMPLVRHKAYWGQGTQVTV S SGT S

Obr. 10 Aminokyselinova sekvence expresniho konstruktu ELH produkovaného
v linii HEK293. Zluté je vyznadena expresni ast proteinu Epal shodna s genem Epal. Zelené je
vyznacena Gly-Ser spojka a modie antiHER2 nanoprotilatka. Pro purifikaci proteinu sekvence
obsahuje 8 histidinti, podbarveno zelen€, bez zvyraznéni jsou pozustatky sekre¢niho signalu
a klonovacich mist.
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ETGMAEVQLOASGGGEVQPGGSLRLSCAASGATSNISNMGWFRQAPGKEREFVSATISRAESRPLYY
ADSVKGREFTISRDNSKNTVYLOMNSLRAEDTATYYCAYMPLVRHKAYWGQGTQVTVSS
TSSNDISLASKDPTTEFPLGCSPDITTPKKGLSMELYSYDEFRKKGSYPCWDAAYL
DPNYPRTGYKSHRLLAKVDGVTGNINEFYYHATKGCTPQLGHLPASYNYPKPLTMTNFTMLLYGYER
PKVTGFHTFTISADDLLEVNEFGAGNAFDCCRRDSSADHEGNYQAYATIWGSKTAKDELTVHLDAGVY
YPIRLEYNNREYDGALSEFTFKTESNENTVSDFSEYFEFSLDDTEEGCPGLISYDSSGTHHARAAHEH

Obr.11 Aminokyselinova sekvence expresniho konstruktu HLE produkovaného
v linii HEK293. Modie je vyzna¢ena antiHER2 nanoprotilatka a zelené Gly-Ser spojka. Zluté je
vyznacena expresni ¢ast proteinu Epal shodna s genem Epal. Pro purifikaci proteinu sekvenace
obsahuje 8 histidini, podbarveno zelen€, bez zvyraznéni jsou pozlstatky sekrecniho signalu
a klonovacich mist.

5.1.3.1 Priprava expresnich vektori pro produkci Epal faznich proteini

v savéim expresnim systému HEK?293

Fuzni proteiny byly klonovany do vektoru pTWS5sec umoziujicim sekretovanou expresi
bunikami HEK293T. Plasmid pOPINE Epal, ktery byl jiZ pfipraven v rdmci bakalaiské
prace, byl pouzit pro amplifikaci insertu do vektori pTWS5sec, konkrétné
primery pTW5sec Epal FW a Epal spojka REV (insert 1) a spojka Epal FW
aEpal pTW5sec REV ~ (insert 2). Fuzni proteiny se spojkou  (obsahujici
4x sekvenci GGGGGS) a antiHER2 nanoprotilatkou byly v laboratofi pfipraveny jiz dfive
[50], proto pro amplifikaci plasmidu spojka antiHER2 a antiHER2 spojka byl pouZit
plasmid pTWS5sec MICA_spojka antiHER2 a pTWsec _antiHER2 spojka MICA.

Pro amplifikaci byl pouzity primery Epal spojka FW a antiHER2 pTWS5sec REV
(insert 3) a pTW5sec aHER2 FW a  spojka Epal REV (insert 4). Poté byly spojeny
inserty 1 a 3 adale 2 a 4 pomoci PCR s komplementarnimi ptesahy. Takto vzniklé inserty
Epal spojka antiHER2 (dale ELH) a antiHER2 spojka Epal (dale HLE) byly vloZeny
do linearizovaného plasmidu pTWS5sec, ktery byl linearizovan restrikénimi endonukleasami
Agel a Kpnl. Plasmidem byly transformovany bakterie E. coli TOP10. Déle byla provedena
PCR z kolonii a z pozitivnich klontli byla izolovana plasmidova DNA.

Po ovéteni spravnosti vlozenych gent pomoci sekvenace DNA byly zvolené klony
pouzity k velkoobjemové produkci plasmidové DNA (Tab. 5, str. 59). Na zéklad¢ vysledk
pokusti na jinych faznich proteinech s protilaitkou antiHER2 pribézné€ probihajicich
v laboratofi 204, bylo pfistoupeno k mutaci na antiHER2, konkrétn¢ asparaginu 32 za
glutamin, kdy tato mutace rusi glykosyla¢ni misto a tim zlepSuje afinitu nanoprotilatky.

Tyto mutované plasmidy jsou oznacovany jako ELHmut, resp. HLEmut.
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Tab. 5 Koncentrace plasmidové DNA z velkoobjemové produkce plasmida fuznich

konstrukta Epal
Plasmid Koncentrace (ng/nl)
pTw5sec ELH 0,5
pTw5sec HLE 0,5
pTw5sec ELHmut 2,2
pTwSsec HLEmut 1,9

5.1.3.2 Priprava expresnich vektori pro produkci Epal fuznich proteini

v E. coli nebo intracelularné v savéich bunikach HEK293

Protein Epal byl standardné produkovan v expresnim systému E. coli, z toho divodu
byly plasmidy faznich proteini vlozeny také do vektoru pOPINE, ktery umoziuje
bakterialni expresi, ale i intracelularni expresi bunikami HEK293T. Pro amplifikaci byly
vyuzity jiz ptipravené plasmidy pro fizni proteiny Epal pTWS5sec Epal spojka antiHER2
apTWS5sec antiHER2 spojka Epal. Pro vlozeni do linearizovaného vektoru pOPINE byly
amplifikovany inserty s presahy shodnymi s vektorem pOPINE.

Konkrétné se jednalo o primery pOPINE Epal FW anti HER2 pOPINE REYV (insert 5)
a pOPINE antiHER2 FW a Epal pOPINE REV (insert 6). Takto amplifikované inserty
byly vloZeny do linearizovaného vektoru pOPINE, ktery byl linearizovan restrikénimi
endonukleasami Ncol a Pmel. Plasmidem byly transformovany bakterie E. coli TOP10.
Déale byla provedena PCR z kolonii a z pozitivnich kloni byla izolovana plasmidova DNA.
Po ovéfeni spravnosti vloZenych genli pomoci sekvenace DNA byly zvolené klony pouZzity

k velkoobjemové produkci plasmidové DNA (Tab. 6).

Tab. 6 Koncentrace plasmidové DNA z velkoobjemové produkce plasmidi fuznich proteini
Epal pro bakterialni produkci

Plasmid Koncentrace (ng/pl)

pOPINE_ELH 365
pOPINE_HLE 493

59



5.2 Produkce proteini

5.2.1 Produkce NKp46WT a NKp46M

Pro produkci extracelularni ¢asti receptoru NKp46 byl zvolen saveéi expresni systém
HEK293. Z divodu malych vytézkl pii pouziti transientnich expresi bylo pfistoupeno
k ptipravé stabiln¢ transfekovanych linii. Proteiny byly produkovany v linii
HEK293S GnTI™ a liniit HEK293T. Pro transfekce byl pouzit systém piggyBac (viz 4.3.4,
str. 44). Po indukci doxycyklinem byly buiiky kultivovany 5 dnti a poté byly sklizeny.
Ob¢ varianty proteini maji na svém N-konci sekrecni signal a byly tedy sekretovany
do média. Médium bylo centrifugovano a filtrovano. Pro purifikaci proteinti bylo médium
fedéno 1:1 PBS pufrem. Prvnim krokem purifikace byla afinitni chromatografie na kolon¢
HisTrap Excel (GE Healthcare, USA). Pii purifikacich se protein v prosttedi 200 mM
imidazolu srdzel, proto byl eluat ihned odsolen. Poté byl roztok proteinu koncentrovan
na objem 500 pl a nanesen na kolonu Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare, USA).
Mobilni fazi byl pufr HEPES TK a priitok nastaven na 0,5 ml/min. Prvni testovaci purifikace
probihala z produkce NKp46WT z linie HEK293S GnTI o objemu 100 ml (Obr. 12, str. 61).
Cistota jednotlivych frakci byla ovéfena pomoci SDS elektroforézy (Obr. 13, str. 61). Dalsi
varianty proteinii byly produkovany v objemu 300 ml. Purifikace probihaly za stejnych
podminek. Pribéh gelové permeacni chromatografie jednotlivych proteinli je na
obrazku 14 na strané 62.

Produkované proteiny se b&hem purifikace casteCné srazely. V chromatogramech
se vyskytoval eluéni vrchol v objemu 13 ml, coz odpovida dimeru daného proteinu. Proteinu
NKp46WT produkovany v linii HEK293S GnTl™ mél znatelny i druhy elu¢ni vrchol
v eluénim objemu 16 ml. U ostatnich variant proteinu se tento vrchol neobjevoval.
Pro kontrolu ¢istoty frakci byla provedena u kazdé varianty protein SDS elektroforéza vSech
frakci. Na obrazku 15 na strané 62 je souhrnna elektroforéza vSech variant proteinu.

Molekulova hmotnost a extinkéni koeficient byly spo€itdny pomoci online kalkulatoru
ProtParam [57]. Molekulovd hmotnost proteinu NKp46 je 54867,15 Da a extinkcni
koeficient je 79925 M cm™. Molekulova hmotnost proteinu NKp46 T225A je 54837,13 Da
a extinkéni koeficient je stejny. Pii porovnani jednotlivych chromatogramil je zfejmé,
Ze ptirozené varianty proteind se 1épe produkovaly. Jednotlivé vytézky ptepocitané na 1 litr

produktového média jsou uvedeny v tabulce Tab. 7 na stran¢ 63.
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Obr. 12 Gelova permeaéni chromatografie zkuSebni produkce proteinu NKp46WT. Produkce
ze 100 ml kultury HEK293S GnTI .Kolona Superdex 200 10/300 GL, sbirany frakce 11-17 ml.
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Obr. 13 SDS elektroforéza frakei z gelové permeacni chromatografie po zkuSebni produkci
NKp46WT. 12,5% gel, o¢ekavana velikost monomeru proteinu NKp46WT je 54,9 kDa a dimeru
109,8 kDa (bez glykosylace).
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Obr. 14 Gelové permeacni chromatografie proteini NKp46WT a NKp46M z produkei v liniich
HEK293S GnTI' a HEK293T. Produkce proteinti v objemu média 300 ml. Kolona Superdex
200 10/300 GL, sbirany frakce 12-16 ml.
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Obr. 15 SDS elektroforéza proteini NKp46 z gelovych permeacni chromatografii. 10% gel,
oc¢ekavané velikosti monomerit proteinu NKp46 jsou 54,9 kDa a dimeru 109,8 kDa (bez
glykosylace). Poradi vzorki:

(1) NKp46WT z HEK293S GnTI, (2) NKp46M z HEK293S GnTT,

(3) NKp46WT z HEK293T, (4) NKp46M z HEK293T.
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Tab. 7 VytézKky purifikace proteinii NKp46 a NKp46M

Protein MnozZstvi v 1 litru média (mg)
NKp46WT z HEK293S GnTI 9
NKp46M z HEK293S GnTI™ 2,4
NKp46WT z HEK293T 8,3
NKp46M z HEK293T 2,2

Vytezky pro protein NKp46WT se zdaji byt relativné vysoké, je tieba si v§ak uvédomit,
ze 2/3 hmotnosti proteinu tvoii Fc fragment a nikoliv extracelularni doména NKp46.
Z tohoto diivodu je potieba expresi, ale predevsim purifikaci jesté dale optimalizovat a aby

byl protein stabilni a findlni vytézky byla dostatecné pro dalsi méteni.

5.2.2 Vybér produkéniho systému pro fuzni protein Epal

Protein Epal je standardné produkovan v expresnim systému E. coli SHuffle, produkce
v HEK293T linii nebyla uspé$na . Fuzni protein vS§ak miize mit jiné vlastnosti, proto byl
vyzkousen jak expresni systém HEK293T pro intracelularné produkovany i sekretovany
protein, tak 1 E. coli SHuffle. Konstrukty ELH a HLE byly proto vlozeny do vektoru
pTWSsec, ktery umoziuje extracelularni produkci v HEK293T a dale do vektoru pOPINE,
ktery umoznuje produkci v bakteridlnich buikach E. coli, ale také intracelularni produkci
v HEK293T. Pifi produkci v E. coli SHuffle bylo postupovéno stejné¢ jako v piipadé
produkce proteinu Epal (viz 4.2, str. 42), produkce byla provedena ve 40 ml média.

Plasmidem pOPINE ELH/HLE a pTWS5sec ELH/HLE byly transfekovany buiky
HEK?293T a po 6 dnech byly produkce sklizeny (viz 4.3.3, str. 43). Produkce v HEK293T
mély také objem 40 ml média.

K purifikaci proteinit byl pouzit 1 ml média, pfipadné peleta ziskand z 1 ml média.
Purifikace proteinli probihala pomoci afinitni chromatografie na magnetickych kulickach
s imobilizovanymi ionty Ni**. Proteiny byly eluovany pufrem PBS s 200 mM imidazolem.
Pro kontrolu byla provedena také izolace zbunécné pelety extracelularni produkce.
S eluovanymi proteiny byla provedena SDS elektroforéza, poté elektropienos

a imunodetekce histidinové kotvy (Obr. 16, str. 64).
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Zkusebni produkce mély stejny objem, proto Ize vysledky imunodetekce piimo porovnat.
Na zékladé tohoto pokusu bylo rozhodnuto o produkci fuznich proteini extracelularné

v HEK293T. Molekulova hmotnost fiznich proteinti je 42850,38 Da a extink¢ni koeficient
je 62730 M cm! [57].
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Obr. 16 Imunodetekce testovacich produkei fiznich proteinid ELH a HLE.
Ocekavana velikost fuznich proteint je 42,9 kDa (bez glykosylace)

(1) ELH z E. coli; (2) HLE z E. coli

(3) ELH intracelularni HEK293T; (4) HLE intracelularni HEK293T

(5) ELH peleta extracelularni HEK293T; (6) HLE peleta extracelularni HEK293T

(7) ELH médium extracelularni HEK293T; (8) HLE médium extracelularni HEK293T
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5.2.3 Produkce faznich proteini Epal

Na zakladé porovnani vytézku produkci z jednotlivych expresnich systému byl vybran
expresni syst¢ém HEK293T. Pro dalsi produkce byly pouzity plasmidy s mutovanou
antiHER?2 nanoprotilatkou. Plasmidem pTW5sec  ELHmut, resp. pTWsS5sec HLEmut, byly
transfekovany bunky HEK293T. Po 6 dnech produkce bylo 400 ml média sklizeno
centrifugaci. Prvnim purifikaénim krokem byla chelata¢ni afinitni chromatografie na koloné
HiTrap Excel (GE Healthcare, USA). Pii purifikacich se protein v prostiedi 200 mM
imidazolu srazel, proto byl eludt ihned odsolovan. Odsoleny eluat byl koncentrovan na
objem 500 pl a poté nanesen na kolonu Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare, USA).
Frakce byly sbirany po 1 ml. Frakce odpovidajici elu¢nimu objemu proteinu byly spojeny,
koncentrovany a naneseny na kolonu Superdex Increase 200 10/300 GL (GE Healthcare,
USA, Obr. 17, str. 65 a Obr. 19, str. 66). Frakce byly sbirdny po 0,5 ml. U proteinu ELHmut
se vyskytoval elu¢ni vrchol v objemu 16 ml, coz odpovida velikosti daného proteinu a maly
vrchol v objemu 13 ml. U proteinu HLEmut se vyskytoval mensi elu¢ni vrchol v objemu
16 ml, coz odpovida velikosti danému proteinu a vétsi vrchol v objemu 12,5 ml. Kontrola
Cistoty frakci byla provedena pomoci SDS elektroforézy (Obr. 18, str. 66 a Obr. 20, str. 67).
Na zékladé SDS elektroforézy lze pfedpokladat, Ze elucni vrchol pii 12,5 ml, respektive
13 ml, miZe odpovidat kovalentnimu dimeru. Molekulova hmotnost fuznich proteinti

je 42850,38 Da a extinkéni koeficient je 62730 M em™ [57].
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Obr. 17 Gelova permeacni chromatografie proteinu ELHmut. Kolona Superdex Increase 200
10/300 GL, sbirany frakce 11 — 17 ml.
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Obr. 18 SDS elektroforéza frakci z gelové permeacni chromatografie proteinu ELHmut.
12,5% gel, ocekavana velikost proteinu ELHmut je 42,9 kDa (bez glykosylace)
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Obr. 19 Gelova permeacni chromatografie proteinu HLEmut. Kolona Superdex Increase
200 10/300 GL, sbirany frakce 11 — 18 ml.
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Obr. 20 SDS elektroforéza frakci z gelové permeacni chromatografie proteinu HLEmut.
12,5% gel, ocekavana velikost proteinu HLEmut je 42,9 kDa (bez glykosylace).
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5.2.4 Produkce Epal

Vybér expresniho kmene E. coli byl optimalizovan v ramci bakalafské prace Bc. Jany
Houserové [65]. Pro produkci byl vybran kmen E. coli SHuffle, ktery dokaze 1épe skladat
proteiny s vice disulfidickymi vazbami. Bunky E. coli SHuffle byly transformovany
plasmidem pOPINE Epal, produkce proteinu probihala za snizené teploty (viz 4.2, str. 42).
Prvnim purifikaénim krokem byla afinitni chromatografie na laktosové koloné. Ztedéné
medium bylo naneseno na kolonu pritokem 5 ml/min a poté eluovano pufrem s 200 mM
laktosou. Nasledujici kroky mély za cil odstranit navazanou laktosu vyvazanim Ca?" iontl
ptfidavkem EDTA a pomoci gelové filtrace prevést protein do findlniho pufru (HEPES
s 10 mM CaCl,, Obr. 21, str. 69). Z gelové filtrace byly sbirany frakce po 1 ml. Pro kontrolu
Cistoty frakci byla provedena SDS elektroforéza (Obr. 22, str. 69). Na zéklad¢ dat z ITC
poukazujicich na nizké mnozstvi kompetentni frakce proteinu Epal (interakce s laktosou
nebyla viibec pozorovana, data tedy nejsou prezentovana) byl pozménén purifikacni postup
a po afinitni chromatografii na kolon¢ s imobilizovanou laktosou nésledovala dialyza
(viz4.4.5, str. 47). Dialyzovany roztok proteinu byl koncentrovan a nanesen na kolonu
Superdex Increase 200 10/300 GL a byla provedena gelova permeacni chromatografie
(Obr. 23, str. 70). Mobilni fazi byl HEPES TK z dtivodu nasledujicich planovanych pokust
na bunéénych liniich. Pro kontrolu Cistoty frakci byla provedena SDS elektroforéza
(Obr. 24, str. 70). Molekulova hmotnost Epal je 28189,33 Da a extinkéni koeficient
je 41175 M em™ [57].
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Obr. 21 Gelova permeacni chromatografie proteinu Epal. Kolona Superdex 200 10/300 GL,
sbirany frakce 16—20 ml.
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Obr. 22 SDS elektroforéza frakcei z gelové permeacni chromatografie. 12,5% gel, ocekavana
velikost proteinu Epal je 28,2 kDa
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Obr. 23 Gelova permeacni chromatografie proteinu Epal po dialyze. Kolona Superdex Increase
200 10/300 GL, sbirany frakce 17 — 21 ml.
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Obr. 24 SDS elektroforéza frakci z gelové permeac¢ni chromatografie po dialyze. Nanaska
2,5 ug proteinu, 12,5% gel. O¢ekavana velikost proteinu Epal je 28,2 kDa
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5.3 Studium struktury a interakce proteinii v roztoku

5.3.1 Hmotnostni spektrometrie

Mapovani disulfidickych mistki pomoci hmotnostni spektrometrie proved]
RNDr. Tomas Je¢men, Ph.D. z Katedry biochemie PiF UK. Frakce proteinu NKp46WT
produkovaného v linit HEK293S GnTI ptecisténa gelovou filtraci byla nejprve separovana
SDS elektroforézou, prouzky obsahujici protein byly nésledné vyfiznuty a zpracovany.
Protein byl $tépen trypsinem, tryptické $t€py byly preciStény na koloné s reverzni fazi,
separovany, ionizovany elektrosprejem a analyzovany hmotnostnim spektrometrem.
Z fragmentacniho spektra byly identifikovany fragmenty spojené disulfidovou vazbou.
Naobrazku 25 jsou wuvedené¢ disulfidové mistky vsekvenci proteinu a na

obrazku 26 je zndzornéno schéma téchto zapojeni.

ETGOOOTLPKPFIWAEPHFMVPKEKQVTI S.QGNYGAVEYQLHFEGSLFAVDRPKPPERINKVKF
YI PDMNSRMAGQYS.IYRVGELWSE PSNLLDLVVTEMYDTPTLSVHPGPEVISGEKVTFYC3RLDT
ATSMFLLLKEGRSSHVQRGYGKVQAEFPLGPVTTAHRGTYRC,FGSYNNHAWSFPSEPVKLLVTGD
IENTSLAPEDPTFPDTWGTYLLTTETGLOKDHALWDHTAQNLLRGTLEVLFQGPKSCsDKTHTCgPP
C,PAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT PEVT.\/V\/D\/SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK.KVSNKALPAP IEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDEL
TKNQVSLT-LVKGFYPSDIAVEWE SNGOPENNYKATPPVLDSDGSEFEFLYSKLTVDKSRWOOGNVE
S-SVMHEALHNHYTQKSLSLS PGKHHHHHHH

Obr. 25 Mapovini disulfidickych miistkii proteinu NKp46WT s Fc fragmentem. Zluté je
zvyraznéna extracelularni ¢ast receptoru NKp46, zelenym pismem je sekvence rozpozndvana
3C proteasou, modrym pismem je vyznacena sekvence Fc fragmentu a zelen¢ je podbarvena
sekvence histidinové kotvy. Cervené jsou vyznageny cysteiny, které mohou tvofit intramolekularni
vazby. Stejnymi barvami jsou podbarveny cysteiny spojené disulfidovym mustkem.

NKp46_Fc
NKp46 E& Fc ﬁ-ri@
v I7T vz [T CH2 [T CH3
THEG 000 O 6
)OO 00

Obr. 26 Schématické znazornéni zapojenych disulfidu ve struktuie proteinu NKp46WT
s Fc fragmentem. V1 a V2 jsou extracelularni domény proteinu NKp46. CH2 a CH3 jsou domény
Fc fragmentu. 3C je misto pro Stépeni 3C proteasou.
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Ve fragmentacnim spektru se podafilo pifimo identifikovat peptidy vzniklé spojenim
C3-C4, Cg-Co a C10-Ci11. Ty odpovidaji zapojeni disulfidii v imunoglobulinovych doménach.
Zapojeni disulfidu Ci-C> se nepodafilo potvrdit pfimo, protoze hmota odpovidajiciho
peptidu byla nad rozsah méfeni. Zaroven vSak nebyly piitomné peptidy odpovidajici
zapojeni s jinymi cysteiny (Cs, Cs nebo C7), proto lze toto zapojeni nepiimo potvrdit.
Cysteiny Cs, C¢ a C7 se nachazi v tzv. pantové oblasti molekuly IgG a jsou zodpovédné

za tvorbu kovalentniho dimeru celého konstruktu s Fc fragmentem IgG.

5.3.2 Izotermalni mikrotitraéni kalorimetrie

Pomoci izotermalni mikrotitra¢ni kalorimetrie (ITC, z angl. isothermal microtitration
calorimetry) byla ovéfena schopnost proteinu Epal véazat laktosu. Timto méfenim byla
ovéfovana schopnost adhesinu véazat laktosu po rizné zvolenych purifikacnich krocich.
V prvnim purifikaénim kroku byl vyuzit roztok laktosy k eluci proteinu z laktosové kolony
(viz 4.4.2, str. 46). K eluovanému proteinu byl pfidan roztok EDTA o vysledné koncentraci
10 mM k vyvézani vapenatych iontl z aktivniho mista proteinu, a tim uvolnéni navazané
laktosy. Po gelové permeaéni chromatografii byl protein koncentrovan. S koncentrovanym
proteinem probéhlo métfeni ITC. Z vysledkd bylo ziejmé, ze pridanim roztoku EDTA se
nepodafilo vazanou laktosu z aktivniho mista odstranit. Na zaklad¢ téchto méfeni byl
zménén purifikaéni postup a po eluci roztokem laktosy byl roztok proteinu dialyzovan proti
pufru bez laktosy. S takto dialyzovanym roztokem proteinu bylo opét provedeno méteni
ITC. Pro méfeni bylo pouzito 300 ul 120 uM roztoku Epal (odpovidd koncentraci
3,4 mg/ml) a 60 pul 1,2 mM roztoku laktosy. Vysledek méteni je na obrdzku 27 na strané 73.
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Obr. 27 Izotermalni mikrotitraéni kalorimetrie interakce Epal a laktosy. Titrace 120 pM
roztoku proteinu Epal pomoci 1,2 mM roztoku laktosy.

Naméfend hodnota disociaéni konstanty 12,6 uM je pouze ptiblizn4, titra¢ni kiivka neni
uplna a proto nelze data spolehlivé vyhodnotit. K namé&feni celé kiivky by bylo nutné protein
Epal vice zkoncentrovat, coz bylo kviili srdzeni problematické. Interakci Epal s laktosou
vSak lze potvrdit a naméfena piiblizna hodnota disocia¢ni konstanty v mikromolarnim fadu

je v souladu s o¢ekavanim.
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5.3.3 Termoforéza s detekci vnitini fluorescence tryptofanu

Pomoci termoforézy s detekci vnitini fluorescence tryptofanu byla ovéfena schopnost
proteinu Epal vazat laktosu. Pro tuto metodu nebylo zapotiebi protein fluorescenéné znacit.
Protein Epal obsahuje ve své struktufe dvé aromatické aminokyseliny, konkrétné dva
tryptofany. Nejprve byl naméten tzv. cap scan k overeni tirovné fluorescence vSech kapilar,
meéfeni interakce probihalo celkem v 16 kapilarach. Koncentrace proteinu Epal byla
10 uM, koncentrace laktosy se pohybovala v fedici fadé¢ od 10 mM az po 305,2 nM.
Ke vS§em vzorkiim byl pfiddn HEPES pufr TK s 0,1% (v/v) polymerem Pluronic F-127.
K méfeni byl nastaven 40% MST vykon a 30% LED sila excitace fluoroforu. Vysledky

méfeni jsou na obrazku 28.
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Obr. 28 Termoforéza s detekei vnitini fluorescence tryptofanu proteinu Epal a jeho ligandu
laktosy. Koncentrace proteinu Epal byla 10 pM.

A. Pribéh MST méfeni interakce proteinu s ligandem laktosou. Méfeni probihalo s 40% MST
vykonem a 30% LED silou excitace fluoroforu.

B. Zavislost podilu normalizovanych hodnot fluorescence na koncentraci laktosy.
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5.3.4 Termoforéza pro analyzu interakce NKp46 s Epal

Pro studium interakce proteinu NKp46WT a Epal bylo vyuzito méteni termoforézy.
Protein NKp46 byl fluorescencné znacen a protein Epal byl titrovan. Pocate¢ni koncentrace
byly 200 nM roztok znacené¢ho proteinu Nkp46 fluorescencni znaCkou AlexaFluor 647
a 100 uM roztok proteinu Epal. Mé&feni interakce probihalo v 16 kapilarach. K vSem
vzorklim byl pfidan HEPES pufr TK s 0,05% (v/v) Tween-20. K méfeni byl nastaven
30% MST vykon a 20% sila excitace fluoroforu. Vysledky méfeni jsou na obrazku 29.
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Obr. 29 Termoforéza interakce proteinu NKp46 a proteinu Epal.

Koncentrace proteinu NKp46 byla 200 nM.

A. Pribéh MST méfeni interakce proteinu s ligandem laktosou. NKp46 s proteinem Epal. Méteni
probihalo s 30% MST vykonem a 20% LED silou excitace fluoroforu.

B. Zavislost podilu normalizovanych hodnot fluorescence na koncentraci Epal.

75



5.4 Studium vazby proteinii na bunéény povrch

5.4.1 Priprava linii exprimujicich na svém povrchu receptor NKp46

Pratokovou cytometrii bylo provedeno ovéfeni piitomnosti receptoru NKp46WT
a NKp46M na povrchu stabilné transfekované bunééné linie HEK293T (viz 4.6.1, str. 51).
Stabilni bunécné linie byly den pfed analyzou inkubovany s induk¢énim ¢inidlem
doxycyklinem o vysledné koncentraci 20, 100 a 200 ng/ml. Pfitomnost receptoru byla
ovéfena vazbou mysi monoklondlni protilatky proti NKp46 znacené fluoroforem APC.

Vysledky pratokové cytometrie jsou na obrazku 30.
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Obr. 30 Ovéieni pritomnosti receptoru NKp46 na povrchu bunécéné linie HEK293T pii
riznych koncentracich indukéniho €inidla doxycyklinu. Pfitomnost receptoru NKp46 na povrchu
bun¢k byla ovéfena primarni antiNKp46 protilatkou znacenou APC, ¢ervena znaci linii s pfirozenou
variantou NKp46, modrou je vyzna¢en mutant. A — 0 ng/ml, B — 20 ng/ml,

C - 100 ng/ml, D — 200 ng/ml

Pii porovnani vysledkl pratokové cytometrie je ziejmé, Ze pii vysSich koncentraci
doxycyklinu se zvySuje granularita bunék a zaroven se zmenSuje jejich velikost

(Obr. 31, str. 77). Pro dalsi méfeni byly bunky indukovany doxycyklinem o koncentraci
20 ng/ml.
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Obr. 31 Analyza velikosti bunék a jejich granularity pomoci pritokové cytometrie. Levy
sloupec HEK293T NKp46WT indukovano doxycyklinem v koncentracich 0, 20 a 200 ng/ml. Pravy
sloupec HEK293T NKp46M indukovano doxycyklinem v koncentracich 0, 20 a 200 ng/ml. FSC-A
(z angl. forward scatter area) znaci velikost bun¢k a SSC-A (z angl. side scatter area) znaci

granularitu bunék.

Kazda z linii exprimovala receptor v jiné mife. Mutovana varianta se exprimovala htife,

coz je v souladu s daty ziskanymi pro sekretovany protein. Pro porovnani vazby proteinu

Epal na linie exprimujici receptor NKp46 by bylo nutné bud’to indukovat kazdou z linii

jinou koncentraci

doxycyklinu, nebo signal normalizovat na zastoupeni NKp46

na bunééném povrchu ovéreném protilatkou antiNKp46.
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5.4.2 Studium vlivu O-vazané glykosylace NKp46 na threoninu 225

na vazbu Epal

Pomoci pratokové cytometrie byla oveéfovana schopnost proteinu Epal vazat
se na bunécnou linit HEK293T s receptorem NKp46WT a NKp46M na bunééném povrchu.
Pro studium interakce byly stabilni bunécné linie indukovany doxycyklinem o vysledné
koncentraci 20 ng/ml. Protein Epal byl znacen fluorescen¢ni znackou BDP 650/665, stupen
znaceni byl 0,8. Negativni kontrolou byla netransfekovand bunécnd linie HEK293T.
Pti pokusu byly builky inkubovény s fluorescenéné znacenym proteinem o koncentracich

20 pg/ml a 50 png/ml (Obr. 32).
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Obr. 32 Vazba znaceného proteinu Epal na buné¢né linie méfena priitokovou cytometrie.
Graf ukazuje distribuci poctu bunek v zavislosti na intenzit¢ fluorescence.
A —20 pg/ml, B - 50 pg/ml

Z porovnani histogramt intenzit fluorescence vazby znaceného proteinu Epal na povrch
bun¢k HEK293T je zfejmé, Ze protein se vaze jak na linie exprimujici ob€ varianty receptoru
NKp46 (tedy receptor bez mutace a s mutovanym threoninem 225), tak i na samotnou
netransfekovanou linii HEK293T, ktera receptor NKp46 neexprimuje. Tento vysledek lze
nejspiSe pficist schopnosti lektinli, mezi které Epal patii, vazat sacharidy na povrchu bunék.
Schopnost specificky rozeznavat receptor NKp46 na povrchu bunék se nam tak

pro rekombinantni fluorescenéné znaceny protein Epal prokazat nepodafilo.
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5.4.3 Vazba proteinu Epal na receptor NKp46 vyskytujici se na povrchu
NK bunééné linie NK92MI

Pro ovéfeni vazby na pfirozené se vyskytujici receptor NKp46 byla vyuzita bunééna linie
NKO92MI, na jejiz povrchu je receptor NKp46 ptitomen (ovéfeno antiNKp46 protilatkou,
data nejsou prezentovana). Bunky NK92MI byly inkubovany s fluorescen¢n¢ znacenym
proteinem Epal o koncentraci 20 pg/ml a dale v ptitomnosti ¢i bez pfitomnosti rozpustné
varianty receptoru NKp46WT. Pfi pokusu blokace proteinu Epal rozpustnym proteinem
NKp46WT produkovanym v bunééné linii HEK293T byly pouzity molarni poméry
(Epal : NKp46) 1:1 a 1:10 (Obr. 33).
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Obr. 33 Vazba znaceného proteinu Epal na bunéénou linii NK92MI mérena priitokovou
cytometrii v pritomnosti rozpustného proteinu NKp46WT. Graf ukazuje distribuci po¢tu bunék
v zévislosti na intenzité fluorescence.

Z obrazku 33 je ziejmé, Ze k blokaci vazby Epal na bunécny povrch rozpustnym
receptorem NKp46WT nedochazi. Neni tak zfejmé, zda je signdl specificky a Epal
se ve vSech podminkach véze na receptor NKp46 na povrchu NK92MI nebo se jedna

o vazbu na sacharidy pfitomné na povrchu bunky.
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5.4.4 Interakce Epal fuznich proteini s linii exprimujici HER2 receptor

Dale byla ovéfovana schopnost vazby fuznich proteinii Epal antiHER2mut
(ELHmut) a antiHER2 Epalmut (HLEmut) na HER2" bunéénou linii SK-BR3. Flzni
proteiny byly znaceny fluorescencni znackou BDP 650/665, stupen znaceni byl pro oba fuzni
proteiny roven 1,0. Buiiky byly inkubovany s fiznimi proteiny o koncentracich 5 a 20 pg/ml.

Vysledky méfeni jsou na obrazku 34.
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Obr. 34 Vazba znacenych proteini Epal, ELHmut a HLEmut na bunéénou linii SK-RB3
méfena prutokovou cytometrie. Graf ukazuje distribuci poctu bun€k v zavislosti na intenzité
fluorescence. A —5 pg/ml, B — 20 pg/ml

Z histogramu intenzit fluorescence na obrazku 34 je patrné€, Ze na linii SK-BR3 se vaze
1 samotna Epal, jde patrn¢ o nespecifickou interakci s bunéénym povrchem, protoZe Epal
je lektin. Fuzni varianty proteinu Epal se vSak nevazi na buné¢ny povrch 1épe, coz by
odpovidalo vazb¢ nanoprotilatky antiHER2 na HER2 receptor ve velké mife exprimovany

na linii SK-BR3 [67].
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6 Diskuse

Cilem této prace byla ptiprava proteinu NKp46 a jeho ligandu Epal, ovéfeni jejich
vzajemné specifické interakce. Optimalizaci expresniho konstruktu NKp46 bylo vénovano
znacen¢ Usili, protoze pro strukturni studie je potieba ziskat protein v dostatecném mnozstvi
a Cistot¢. Protein byl produkovan v expresnim systému lidskych ledvinnych embryonalnich
bun¢k HEK293S GnTT, proteiny produkované v tomto systému maji homogenni N-vazanou
glykosylaci manosového typu, kterou lze v pfipadé potieby odstépit. Protein si tedy
zachovava glykosylaci (v extracelularni ¢asti NKp46 je jedno predikované misto pro
N-vazanou glykosylaci), ale je 1 zaroveit vhodny pro strukturni studie. Pivodni konstrukt
Q22-G212, produkovany béhem bakalarské prace Be. Jany Houserové [65], byl prodlouzen
na Q22-R258, lichy cystein 48 byl vyménén za serin a konstrukt byl rozsiten o Fc fragment
na C-konci, pfipojeny $tépicim mistem pro 3C proteasu. Fc fragment ma stabiliza¢ni funkci
a také tvofi kovalentni dimer, coz reprezentuje pravdépodobné uspotadani na bunééném
povrchu [68, 69]. Vytézky transientnich produkei v linit HEK293S GnTI™ tohoto konstruktu
NKp46 vsak stale nebyly dostatecné, proto byl tento konstrukt NKp46 s Fc fragment
(NKp46WT) vloZzen do expresniho vektoru pUT7 umoziujiciho tvorbu stabilné
transfekované linie. To vedlo ke zvySeni vytéZku produkce rozpustné formy NKp46.
Interakce NKp46 a Epal byla popsédna jako =zavisld na O-vazané glykosylaci
na threoninu 225 [48]. Pro studium vlivu O-glykosylace na threoninu 225 byl pfipraven
konstrukt NKp46M obsahujici mutaci na misté threoninu 225 za alanin. Oba tyto konstrukty
byly pouZity pro transfekci linie HEK293S GnTI™ i linie HEK293T exprimujici proteiny
s ptirozenou komplexni glykosylaci. Celkem tedy byly pfipraveny 4 stabiln¢ transfekované
linie produkujici varianty receptoru NKp46 s Fc fragmentem, pfirozend forma proteinu
(NKp46WT), protein s mutaci T225A (NKp46M), ob¢ varianty v HEK293 linii jak
s pfirozenou, tak i s homogenni glykosylaci.

Béhem purifikace vSak dochazelo ke sraZeni proteintl, a to u vSech konstruktii. Proteiny
byly purifikovdn pomoci histidinové kotvy. Purifikace byla &aste¢n€ optimalizovana
odsolenim eluovanych roztok ihned po chelatacni afinitni chromatografii, ¢imz byl
odstranén imidazol pfitomny po eluci v roztoku. Toto odsoleni ¢astecné snizilo podil
srazeného proteinu v celkovém mnozstvi purifikovaného proteinu, coz bylo dostacujici pro
naslednou praci.

Srazeni proteinu mohlo byt zplisobeno také pouzitym pufrem. K optimalizaci by bylo

vhodné pozménit slozeni pufrt, naptiklad zvysit pH pufru, poptipadé zvolit jiny typ kolony
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chelata¢ni chromatografie, kdy je protein eluovan pifi niz§i koncentraci imidazolu
(naptiklad vymeénit kolonu s nikelnatymi ionty za kolonu Talon s ionty kobaltnatymi).
Déle by bylo mozné vyuzit ptitomnost Fc fragmentu pro afinitni purifikaci na kolon¢
obsahujici vazany protein A. Pfi této chromatografii je vSak protein eluovan kyselym pH,
coz také mlze narusit stabilitu purifikovaného proteinu.

Pti porovnani celkovych vytézkl je ziejmé, Ze nemutovand varianta proteinu se Iépe
produkuje jak v liniit HEK293S GnT1™ tak i HEK293T (Obr. 14, str. 62). Produkce mutované
varianty mohla byt ovlivnéna mutaci, ktera zasédhla do nativni struktury proteinu. Mutaci byl
nahrazen threonin za alanin, liSici se o jeden uhlik a OH skupinu. Pravé chybéjici hydrofilni
aminokyselina mohla zpiisobit nizsi stabilitu proteinu. Vytézky danych variant proteinu
z obou linii HEK293 jsou srovnatelné (Tab. 7, str. 63).

Béhem testovaci produkce proteinu NKp46WT v linii HEK293S GnTI byly
na chromatogramu pozorovany elu¢ni vrcholy v objemu 13 ml a 16 ml. Kontrola ¢istoty
frakei byla provedena pomoci SDS elektroforézy. Frakce odpovidajici prvnimu piku mély
v neredukujicim prostfedi velikost odpovidajici kovalentnimu dimeru (cca 110 kDa)
a v redukujicim prostfedi mély velikost odpovidajici monomeru (cca 55 kDa). Frakce
odpovidajici druhému piku mély v neredukujicim 1 v redukujicim prostiedi stejnou velikost
(cca 43 kDa), kterd ale neodpovidala velikosti monomeru proteinu NKp46 (Obr. 12, str. 61).
Dalsi varianty proteinu byly produkovany v objemu 300 ml. U ostatnich variant nebyl druhy
pik v 16 ml na chromatogramu zfetelny. V ptipadé¢ testovaci produkce proteinu NKp46WT
se tedy mohlo jednat o degradacni proteolyticky fragment proteinu NKp46WT.

Pomoci 3C proteasy bylo provedeno §tépeni konstruktu s cilem odStépeni Fc fragmentu.
Stépeni viak nebylo usp&sné. Stépeni 3C proteasou mohlo byt neuspésné diky pozici
Fc fragmentu v blizkosti kr€ku proteinu NKp46. Toto $tépici misto mohlo byt pro
3C proteasu nepfistupné. Pro dalsi experimenty byl tedy Fc fragment na proteinu NKp46
ponechan. Kvuli pfitomnosti srazeniny a problémim pii Stépeni 3C proteasou bylo
hmotnostni spektrometrii ovéfeno zapojeni disulfidickych mistkii. Konstrukt NKp46WT
obsahuje celkem 11 cysteind, prvni Ctyfi jsou v sekvenci NKp46 a jsou zapojeny v ramci
dvou imunoglobulinovych domén (Obr. 26, str. 71). Tfi cysteiny jsou v pantové casti
Fc fragmentu a mély by byt zodpovédné za spojeni kovalentniho dimeru celého expresniho
konstruktu. Posledni Ctyfi jsou v zapojeny ve dvou imunoglobulinovych doménach

Fc fragmentu. Zapojeni cysteini v imunoglobulinovych doménach bylo potvrzeno,
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zbyvajici tfi cysteiny v pantové oblasti jsou zodpovédné za tvorbu intermolekuldrnich
dimert (Obr. 25, str. 71).

Pro studium interakce proteinu NKp46 s proteinem Epal byly navrzeny také bispecifické
fhzni varianty ligandu Epal. Na zaklad¢ zkuSenosti z laboratote bylo pfistoupeno k ptiprave
fazniho proteinu s nanoprotilatkou cilici receptor HER2 a tona N i C konci Epal (konstrukty
oznacené jako ELH a HLE). Protein Epal byl v ramci bakalarské prace Bc. Jana Houseroveé
produkovan v expresnim systému E. coli, produkce v savéim expresnim systému
poskytovala jen velmi nizké vytézky. Proto byl konstrukt vlozen do n€kolika vektori a na
zaklad¢ expresniho testu byly vybrany jako nejleps$i expresni systém linie HEK293T
sekretujici proteiny do média (Obr. 16, str. 64). Toto poznani bylo pomérné piekvapivé,
protoze samotny protein Epal se v syst¢ému HEK293 produkoval velice $patné. Konstrukt
byl jesté modifikovan o mutaci v sekvenci nanoprotilatky, kterd rusi nezddouci glykosyla¢ni
motiv a zvySuje afinitu k receptoru HER2 (konstrukty oznacené jako ELHmut a HLEmut).
Nanoprotilatka antiHER2 tedy zvySuje rozpustnost Epal v savéim expresnim systému.

Spravné sbaleni a biologickou aktivitu Epal v rdmci fiznich proteint by bylo potieba
ovéfit napt. izotermdlni termoforézou, kdy by byla zmétena disociani konstanta pro
interakci s laktosou a tato hodnota by byla porovnana s hodnotami pro samotnou Epal.

Béhem purifikace proteind opét dochéazelo k ¢aste¢nému srazeni proteind, coz bylo znovu
vyfeseno pifidanim odsolovaciho purifikaéniho kroku po afinitni chromatografii. Vytézky
obou produkci ELHmut i HLEmut jsou srovnatelné. Pii produkci jinych proteint
obsahujicich protilatku antiHER?2 se ukazalo, ze se 1épe produkovaly proteiny s protilatkou
na N-konci [67]. Tento trend nebyl v pfipadé¢ fuznich proteinu Epal pozorovan.
Na chromatogramu ELHmut je pozorovan hlavni pik v eluénim objemu 16 ml. Hlavnimi
piku predchazi mensi pik v objemu 14 ml (Obr. 17, str. 65). Na SDS elektroforéze odpovida
velikost vSech frakci v neredukujicim prostiedi proteinu ELHmut (42,9 kDa) s riznym
poctem glykosylaci. V redukujicim prostiedi prouzky odpovidaji vétsi velikosti, nez
je ocekavana velikost proteinu. Tento posun je pravdépodobné zpiisoben nizsi pohyblivosti
proteinu diky rozvolnéni disulfidickych mistka (Obr. 18, str. 66) a nepiimo tak dokazuje,
ze disulfidické mistky jsou v produkovaném proteinu uzavieny. Chromatogram HLEmut
je opét tvoien 2 piky s elu¢nimi objemy 13 a 16 ml. Na SDS elektroforéze se opét jevi jako
jeden protein s velikosti odpovidajici HLEmut (42,9 kDa). Piky v men§im elu¢nim objemu

mohou znamenat, ze protein tvoii kovalentni dimer. Tvorba dimeru nebyla pro samotny
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protein Epal v roztoku pozorovana, respektive byla, ale pouze v jeho krystalové struktufe,
kde byla popséana jako artefakt a pouhy krystalovy kontakt [45].

Produkce samotného proteinu Epal byla optimalizovana oproti bakalaiské praci Bc. Jany
Houserové [65]. Pro zvyseni vytézku probihala indukce exprese v buiikach E. coli pti vyssi
optické hustote, konkrétn¢ 2,0. Produkce probihala 2 dny pii 12 °C. Nésledna purifikace
proteinu probihala na afinitni laktosové kolong. Protein byl eluovan roztokem laktosy.
Laktosa pouzita pro eluci vSak ziistavala navazana na protein, coz byl problém pro nasledna
méieni. Laktosa tedy byla vyvazana ptidanim EDTA (odstranéni vapenatych ionti, které
jsou nezbytné pro vazbu laktosy) a naslednym odsolenim. Pro kontrolu zachovani schopnosti
proteinu Epal vazat laktosu i po procesu odstranéni a znovu navazani vapenatych, bylo
provedeno méfeni pomoci izotermdlni mikrotitracni kalorimetrie, kdy byl roztok Epal
titrovan ptidavky laktosy. Vysledek méteni ukézal, Ze pouze 10% proteinu Epal je schopno
ve svém aktivni misté vazat laktosu. Toto zjiSténi ukazuje, ze po purifikacnich krocich stale
vétSina proteinu Epal obsahuje v misté vazby navazanou laktosu.

Na zéklad¢ tohoto méteni bylo pfistoupeno ke zméné purifikaéniho procesu. Po afinitni
chromatografii byl protein intenzivné dialyzovan. K dialyze byl pouzit HEPES TK pufr bez
laktosy a vapenatych iontl. Dalsi méfeni kalorimetrie ukazalo zvySeni kompetentni frakce
proteinu Epal a potvrdilo schopnost produkovaného proteinu vazat cukerné zbytky. BohuZzel
se nepodafilo naméfit celou interakéni kiivku. ProtoZe publikovana afinita proteinu Epal
a laktosy je nizkd (cca 32 pM [45]), bylo potieba provadét méfeni s koncentrovanym
proteinem, Epal se vSak pfi koncentracich nad 7 mg/ml sraZi. Z naméfenych dat lze
disocia¢ni konstantu pouze hrubé odhadnout, jako ptiblizné 13 uM (Obr. 27, str. 73).

Nasledné byla interakce Epal s laktosou ovéfovana pomoci termoforézy s detekei vnitini
fluorescence proteinll. Tato metoda nepotiebuje fluorescenéné znacené proteiny, vyuziva
fluorescence aromatickych aminokyselin. Zaroven neni tfeba mit protein ve vysoké
koncentraci, takZze odpada problém se sraZenim Epal ve vysSich koncentracich. Naméfena
disocia¢ni konstanta byla vSak fadove nizsi, pouze 160 uM (Obr. 28, str. 74).

Fluorescencné znacené proteiny Epal, ELHmut a HLEmut byly pouZity pro studium
vazby proteinu Epal, poptipad¢ fuznich proteinii na povrch bunek. Pro studium interakce
proteinu Epal s receptorem NKp46 na povrchu bunék byly pfipraveny dvé stabilné
transfekované linie HEK293T produkujici receptor NKp46WT plné délky a jeho T225A
mutovanou verzi. Produkce proteinu byla indukovana doxycyklinem. K uréeni optimalni

koncentrace indukéniho ¢inidla byla provedena titrace doxycyklinu a nésledné byla
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pfitomnost receptoru NKp46 ovéfena vazbou antiNKp46 protilatky s fluorescen¢ni znackou.
Bylo pozorovano, ze pti vysSich koncentracich doxycyklinu se zvySuje mnozstvi receptoru
NKp46 na povrchu bun¢k (Obr. 30, str. 76), ale tim se také méni velikost a granularita bunék
(Obr. 31, str. 77). Zména velikosti a rast granularity znaci, ze buiniky nebyly zcela zdravé
a zvySené mnozstvi receptoru na jejich povrchu mohlo ovlivnit jejich stav. Méfeni vazby
byla tedy provedena na bunkach indukovanych nizkou koncentraci doxycyklinu a zaroven
tedy i relativné nizkym, 1 kdyz detekovatelnym, mnozstvim NKp46.

Pro detekci specifity vazby proteinu Epal by bylo vhodné mit buné¢nou linii, kterd ma
na svém povrchu receptor NKp46 ve vyrazném nadbytku, jelikoz Epal se jako lektin vaze
na povrchu bun¢k a signal specifické vazby se mize ztratit ve vysokém pozadi. K témto
pokusiim by bylo moZzné pfipravit jinou stabilné transfekovanou linii bunék napf. bunék
HeLa. Jind buné¢na linie by mohla 1épe snaSet vétsi mnozstvi receptoru NKp46 na povrchu.

Pro dalsi pokusy byly bunécéné linie HEK293T indukovany nejniz$i koncentraci
doxycyklinu (20 ng/ml). Pfi téchto koncentracich bylo mnozstvi ,.zdravych® bunck
dostatec¢né a zaroven byl na jejich povrchu receptor stale detekovany.

Vyhodou stabilnich linii je v tomto pfipad€ snadnéj$i manipulace, transfekce se provadi
pouze jednou a po selekci jsou bunky k dispozici pro jednotliva méteni. Pti pouziti systému
piggyBac je navic exprese indukovatelna doxycyklinem a potfebné mnoZzstvi proteinu na
povrchu bunék lze titrovat dle potieby.

Pro ovéfeni vazby proteinu Epal na receptor NKp46 byl vyuzit fluorescencné znaceny
protein Epal a indukovana linie HEK293T NKp46WT a NKp46M. Pti porovnani vysledkt
meéfenych pratokovou cytometrii (Obr. 32, str. 78) je zifejmé, ze se protein Epal vaze na
vSechny studované linie. Epal se vaZe i1 na linii bun¢k HEK293T, kterd receptor NKp46
neexprimuje. Epal je tedy aktivni lektin, ktery vaze sacharidy na povrchu bunék a nelze
proto fici, zda také vaze NKp46 ¢i nikoliv. Na zékladé tohoto vysledku tedy nelze porovnat
vliv O-glykosylace na vazbu Epal na receptor obsahuji O-glykosylaci a na mutovany
receptor. Nelze vSak ani vyloucit, Ze ke specifické vazbé Epal na receptor NKp46 dochazi,
protoze muze byt pouze piekryta vysokym signdlem nespecifickych interakci.

Vazba na povrch NK bunék byla ovéfovana na linii NK92MI, kterd na svém povrchu
receptor NKp46 exprimuje. Pro urceni specifity vazby byl navrzen pokus, kdy rozpustna
forma NKp46 v nadbytku méla vyvazat ptidavany protein Epal. Experiment byl navrzen
v uspotfadani s pouze proteinem Epal, s Epal a rozpustnym NKp46WT (v molarnim

poméru 1:1) as Epal a rozpustnym NKp46WT (v molarnim poméru 1:10) (Obr. 33, str. 79).
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Predpokladand kompetice se nepotvrdila. Rozpustnd forma NKp46 mohla byt
nekompetentni k vazbé Epal nebo se mohla vazat na povrch bunék také, a to Fc fragmentem
na receptor CD16. Vazba na jiny receptor mohla zkreslit vysledek tohoto pokusu.
Pro blokaci vazby Epal na receptor NKp46 by bylo mozné pouzit znacenou protilatku, ktera
by po vazbé¢ na receptor branila vazbé Epal. Zaroven vsak také nelze vyloucit, ze Epal ma
vys$si afinitu k cukernym zbytkaim, neZ k samotnému receptoru. Urovei nespecifické
interakce s bunéénym povrchem proto muze byt ve vSech podminkach silnd, avsak pouze
specificka interakce s receptorem NKp46 spousti odpovéd’ NK bun¢k.

K ovéteni vazby fuznich proteint proteinu Epal byla vyuzita bunécné linie SK-BR3.
Tato bunécna linie karcinomu prsu je HER2 pozitivni, tj. exprimuje na svém povrchu velké
mnozstvi receptoru HER2. Buiiky byly inkubovéany s fluorescencné znacenymi fuznimi
proteiny ELHmut a HLEmut a samotnym znacenym proteinem Epal. Pfi porovnani intenzity
fluorescence bylo patrné, ze vSechny proteiny se vazaly s podobnym signalem jako samotny
Epal, ktery neobsahuje nanoprotildtku proti HER2 (Obr. 34, str. 80). V signalu nebyla
detekovatelna vazba na HER2 nad ramec nespecifické vazby Epal na povrch bunék.
Tato specifickd vazba mohla byt skryta v signalu nespecifické interakce s bunénym
povrchem.

Béhem diplomové prace byly uspéSné piipraveny vSechny varianty receptoru NKp46
s Fc fragmentem, pfirozend forma proteinu (NKp46WT), protein s mutaci T225A
(NKp46M), ob¢ varianty jak s pfirozenou tak i s homogenni glykosylaci. Pro dalsi
experimenty by bylo vhodné ovéfit pfitomnost O-glykosylace na pfirozené formé proteinu
naptiklad diferen¢ni hmotnostni spektrometrii — v ¢asovém ramci diplomového projektu se
vSak jiz tyto vysledky ziskat nepodafilo.

Pro studium interakce rozpustné formy proteini NKp46 a Epal bylo provedeno
méfeni termoforézy (Obr. 29, str. 75). Méfeni byla nékolikrat opakovéna se stejnym
vysledkem, pii pouziti vySSich koncentraci Epal neni prabéh termoforézy standardni
a dochazi k nartstu fluorescence (oranzové a ¢ervené kiivky, Obr. 29A, str. 75).

Ziskanymi daty se podafilo proloZit interakéni kiivku a orienta¢né urcit hodnotu disocia¢ni
konstanty. B€hem méteni se ménila intenzita fluorescence, coz naznacuje, ze se v prubehu

vazby méni konformace proteinu (Obr. 35, str. 87).
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Tato zména fluorescence miize byt ale také spojena s tvorbou oligomerti. Tvorba dimerti
a nasledné¢ i klastri proteinu NKp46 na bunééném povrchu jiz byla popsana [68, 69] a toto
chovani je moznym vysvétlenim, pro¢ selhalo standardni vyhodnoceni dat z termoforézy,
tedy z divodu velké komplexity vzorku, kdy je doména NKp46 navic vazdna na
Fc fragment, tvofi dimer a navic mlze jeSt€¢ meénit konformaci (naptiklad pfi interakci

se soudnimi dimery).

300

Fluorescence

B

200

Cas [s]

Obr. 35 Zména fluorescence v ¢ase béhem méreni termoforézy interakce proteinu NKp46
a proteinu Epal. 30% MST vykonem a 20% LED silou excitace fluoroforu.

Toto méfeni budou nasledovat dalsi experimenty s cilem vysvétlit, k ¢emu pii interakci
dochdzi a nasledné ov¢fit vliv O-glykosylace na vazbu v roztoku.

Produkci a purifikaci proteinu Epal se podaftilo optimalizovat a vytéZzek 7 mg z jednoho
litru bakterialni produkce je pro dalsi experimenty dostacujici. Schopnost vazby laktosy byla
potvrzena pomoci dvou meéteni interakei v roztoku (termoforéza a izotermalni mikrotitracni
kalorimetrie). Dalsi experimenty budou smétovat k popisu vazby Epal na povrch bunék.
Bude pfipravena stabilné transfekovana linie bunék HelLa a pro blokaci vazby Epal

na receptor bude vyuzita fluorescencné znacena antiNKp46 monoklondlni protilatka.
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7 Zavér

e Podafilo se pfipravit expresni konstrukty proteinu NKp46 v pfirozené formé

a proteinu NKp46 s mutaci T225A.

e Pro obé¢ varianty proteinu byly pfipraveny stabilné transfekované linie HEK293S

GnTI" a HEK293T, a v§echny varianty proteinu byly produkovany.

e Podafilo se optimalizovat produkci a purifikaci proteinu Epal, a ovéfit jeho
schopnost vazby laktosy v roztoku pomoci izotermalni mikrotitracni kalorimetrie

a termoforézy s vyuzitim vnitini fluorescence tohoto proteinu.

e Byly pfipraveny expresni vektory pro pifipravu fuznich proteini Epal s antiHER2

nanoprotilatkou, a oba fuzni proteiny byly uspésné produkovany.

e Specifickou vazbu variant proteinu Epal na povrch bunék exprimujicich pfirozenou

¢1 mutovanou formu receptoru NKp46 se nepodaftilo ovéfit.
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