UNIVERZITA KARLOVA
Prirodovédecka fakulta

Katedra biochemie

Studijni program: Biochemie

Studijni obor: Biochemie

J%—E‘.al\\sa;%

Q

s
:oov#:@

c}x&

)
TNNZ

Petra Kozojedova

Priprava reportérové bunécné linie pro ovéreni biologické aktivity

rekombinantnich proteina

Preparation of reporter cell line for validation of recombinant protein biological activity
BAKALARSKA PRACE
Vedouci bakalaiské prace: RNDr. Ondrej Vanék, Ph.D.

Konzultant: Mgr. Barbora Kalouskova

Praha 2021



Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem tuto bakaldfskou praci zpracovala samostatné a Ze jsem uvedla
vSechny pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla

pouzita k ziskéani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze, 21. 6. 2021 Podpis:



Podékovani

Dékuji svému Skoliteli RNDr. Ondfeji Vankovi Ph.D., za moZnost vypracovani této
bakalatské prace v laboratoti 204, za cenné rady a konzultace. Dale dékuji Mgr. Barbote
Kalouskové za velkou pomoc pii experimentalni praci, za pfedani mnoha cennych
zkuSenosti a za ochotu kdykoliv pomoci a poradit. Dékuji celému kolektivu laboratote
204 za vytvoteni piijemného a inspirativniho pracovniho prostfedi a za ochotu kdykoliv
poradit a pomoci. V neposledni fadé dékuji své rodin¢ a ptatelim za podporu v pribehu

celého studia.



Abstrakt

NK buiiky patfi mezi imunitni buiiky zprosttedkovavajici nespecifickou imunitni
odpovéd’ organismu. Exprimuji na svém povrchu fadu ligand-specifickych aktiva¢nich ¢i
inhibi¢nich receptorii, mezi které patii ptirozené cytotoxicky aktivacni receptor NKp30,
indukujici po interakci s ligandem cytotoxickou odpovéd’. Receptor NKp30 ma jednu
ligand vazebnou imunoglobulinu podobnou extracelularni doménu s kratkou ,,stalk*
doménou, ktera umoznuje oligomerizaci extracelularni domény receptoru NKp30, coz
vede k posileni interakce ligand-receptor a ovlivnéni signalizace vedouci k aktivaci
buiky.

Tato prace se zabyva ptipravou konstruktl inspirovanych technologii chimernich
antigennich receptorii nesoucich extraceluldarni doménu receptoru NKp30 se ,,stalk*
doménou ¢i pouze ligand vaznou doménu pro ovéteni biologické aktivity konstruktii po
expresi na bunééné membrané. Byly pfipraveny dva vektory pro expresi konstruktii
inspirovanych chimernimi antigennimi receptory s geny pro extracelularni doménu
receptoru NKp30. Pro ovéfeni biologické aktivity riznych konstrukti byla plasmidova

DNA kodujici pripravené konstrukty transientn¢ transfekovana do bun¢k Jurkat.

Kli¢ova slova: NK buiiky, NKp30, reportérovd bunécna linie, rekombinantni protein,

chimerni antigenni receptor



Abstract

Natural killer cells belong to immune cells mediating non-specific immune response. On
their surface, natural killer cells express many ligand-specific activation or inhibition
receptors, among which belongs natural cytotoxicity activation receptor NKp30, which
is able to trigger cytotoxic immune response upon interaction with its ligands. Natural
cytotoxicity receptor NKp30 comprises of one immunoglobulin-like ligand-binding
extracellular domain with short stalk domain, allowing the extracellular domain of
NKp30 receptor to form oligomers, which leads to strengthening of ligand-receptor
interaction. Furthermore, signalization leading to cell activation is affected by
oligomerization of the extracellular domain of NKp30 receptor.

This thesis focuses on preparation of constructs inspired by chimeric antigen
receptor theory that carry extracellular domain of NKp30 receptor with stalk domain or
only with ligand-binding domain and on validation of biological activity of prepared
constructs after expression on the cell membrane. Two vectors for expression of the
constructs inspired by chimeric antigen receptors carrying genes for extracellular domain
of NKp30 receptor were prepared and to validate their biological activity, they were

transfected into Jurkat cells.

Key words: NK cells, NKp30, reporter cell line, recombinant protein, chimeric antigen
receptor

(Thesis written in Czech)
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Seznam zkratek

APC
BCR
CAR
CAR-NK

CAR-T

CD
CILP

CLP

CTLRs

DCs
dH>O
DMSO
FBS
GFP
GMP

HLA
HSC
IFN
IFN-y
IgE
IgH

IgL

ILC

Antigen-prezentujici buiiky (z angl. antigen presenting cells)

B bunécny receptor (z angl. B cell receptor)

Chimerni antigenni receptor (z angl. chimeric antigen receptor)
Ptirozené zabijecské buiiky s chimernim antigennim receptorem (z
angl. chimeric antigen receptor natural killer cells)

T lymfocyty s chimernim antigennim receptorem (z angl. chimeric
antigen receptor T cells)

Diferencia¢ni skupina (z angl. cluster of differentiation)

Spole¢ny progenitor pfirozenych lymfoidnich bunék (z angl.
common innate lymphoid cell progenitor)

Spole¢ny progenitor lymfoidnich bun€k (z angl. common
lymphoid cell progenitor)

Receptory podobné lektinlim typu C (z angl. C-type lectin-like
receptors)

Dendritické bunky (z angl. dendritic cells)

Deionizovana voda

Dimethylsulfoxid

Fetélni hovézi sérum (z angl. fetal bovine serum)

Zeleny fluorescencni protein (z angl. green fluorescent protein)
Granulocytni/monocytni progenitorové buiiky (z angl.
granulocyte/monocytce progenitor cells)

Lidsky leukocytarni antigen (z angl. human leukocyte antigen)
Hematopoetické kmenové buniky (z angl. hematopoetic stem cells)
Interferon

Interferon y

Imunoglobulin E

Tezky tetézec imunoglobulinu (z angl. immunoglobulin heavy
chain)

Lehky fetézec imunoglobulinu (z angl. immunoglobulin light
chain)

Vrozené lymfoidni buiiky (z angl. innate lymphoid cells)



ITAM

KIRs

LTi

MDP

MCP

MHC I

MHC I

NCR

NF«B

NFAT

NKp30

NKp44

NKp46

PAMPs

PCR

PRRs

TCR
TNF

Aktivaéni motiv na bazi tyrosinu (z angl. immunoreceptor
tyrosine-based activation motif)

Zabijec¢ské imunoglobuliniim-podobné receptory (z angl. killer
immunoglobulin-like receptors)

Bunky indukujici tvorbu lymfoidnich tkani (z angl. lymphoid
tissue inducer)

Monocytni/dendritické progenitorové bunky (z angl.
monocyte/dendritic cell progenitors)

membranovy proximalni spojujici peptid (z angl.
membrane-proximal connecting peptide)

Molekula hlavniho histokompatibilniho komplexu I. tfidy (z angl.
main histocompatibility complex class I)

Molekula hlavniho histokompatibilniho komplexu II. tfidy (z angl.
main histocompatibility complex class II)

Receptor NK bunék (z angl. natural killer cell receptor)
Nuklearni transkripcni faktor kB

Nukledrni transkripéni faktor aktivovanych T lymfocyti
Receptor NK bunék o molekulové hmotnosti 30 kDa (z angl.
natural killer cell protein 30 kDa)

Receptor NK bun¢k o molekulové hmotnosti 44 kDa (z angl.
natural killer cell protein 44 kDa)

Receptor NK bunék o molekulové hmotnosti 46 kDa (z angl.
natural killer cell protein 46 kDa)

Molekularni motivy asociované s patogenem (z angl. pathogen
associated molecular patterns)

Polymerazova fetézcova reakce (z angl. polymerase chain
reaction)

Receptory rozpoznavajici vzory (z angl. pattern recognition
receptors)

T bunécny receptor (z angl. T cell receptor)

Faktor nadorové nekrézy (z angl. tumor necrosis factor)



1 Teoreticky ivod

1.1 Imunitni systém

Imunitni systém sestdva z lymfatickych tkani, imunitnich bunék a molekul tvoficich
vzdjemné se ovlivilyjici systém, jehoz hlavni funkci tvoii schopnost rozliSit mezi
slozkami télu vlastnimi a cizorodymi, vyvolavat imunitni odpovéd’ na cizorodé patogeny
a chranit tak organismus pfed nemocemi. Neméné diileZitou funkci imunitniho systému
je tolerance k vlastnim tkanim a latkim daného organismu, tedy neschopnost vyvolavat
vic¢i nim destruktivni imunitni odpovéd’. Na zaklad¢ odlisné rychlosti a specifity imunitni
odpovédi lze imunitu de€lit na vrozenou a ziskanou, jez mezi sebou interaguji [1, 2].
Vrozend, nespecifickd imunita je evolucné star$i a skladd se ze vSech imunitnich
mechanismi, které nejsou schopné imunitni paméti, imunitni odpovéd’ slozek vrozené
imunity se tedy neméni v zavislosti na setkani s patogenem [3]. Primarni mechanismus
nespecifické imunity tvofi vnéjsi télesné bariéry: kiize a sliznice [3]. Mechanismy
nespecifické imunity jsou =zaloZzeny na molekuldch (komplementovy systém,
interferony - IFN, lektiny a dal$i), fagocytujicich bunkach (neutrofilni a eozinofilni
granulocyty, makrofagy a dendritické buiiky), NK buiikach (piirozené zabijec¢ské bunky
z angl. natural killer cells) a dalSich bunkach, které jsou v organismu pfedem piipravené
a reaguji na mnoho ruznych patogent. Reakce mechanisml nespecifick¢é imunity na
mnoho riznych patogentl je umoznéna diky strukturnim ¢i funkénim rysiim spolecnym
pro tyto patogeny [5].

Ziskand, adaptivni imunita za vyuziti specializovanych bunck, T a B lymfocyti,
specificky rozpoznava patogen a vytvaii imunologickou pamét proti dané infekci.
Specificka imunitni odpovéd’ je spuSténa pokud neni infekce zniena mechanismy
nespecifické imunity [6]. Antigeny, struktury specifické pro dany patogen jsou
rozpoznavané bunikami specifické imunity a maji komplementarni strukturu k receptorim
na povrchu téchto bunck. Bunky specifické imunity maji schopnost produkovat
protilatky, které jsou klicové pro propojeni specifické a nespecifické imunitni odpovédi.
Struktura protilatek umozZiluje protilatkdm specificky se vazat na antigen pomoci
variabilni domény, a pomoci stabilni domény se vazat na komponenty nespecifické
imunity a aktivovat tak jeji funkce. Buniky specifické imunity maji také schopnost ptfimo

zabijet infikované bunky organismu, tj. bunéénou cytotoxicitu [7].
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1.2 Buiky imunitniho systému

Imunitni buiiky tvoii nedilnou soucast imunitniho systému, pficemz specifickd a
nespecifickd imunitni odpoveéd’ je zprostiedkovana urCitymi druhy buné€k, které mezi
sebou komunikuji a vzajemné spolupracuji. Imunitni systém je z podstatné ¢asti tvofen
riznymi druhy leukocytil pochézejicich z hematopoetickych kmenovych buné¢k (HSC, z
angl. hematopoetic stem cells) kostni dfené, které¢ diferencuji pravé na riizné typy
leukocytti. Tyto buiiky 1ze rozd¢lit do dvou zékladnich linii, lymfoidni a myeloidni. Mezi
buiiky imunitniho systému patii ale 1 buiky neptibuzné dfive zminénym bunkadm

pochazejicim z HSC, naptiklad folikularni dendritické bunky [5, 8].

1.2.1 Lymfoidni buné¢na linie

Mezi buiiky lymfoidni bunééné linie patii jak bunky podilejici se na specifické imunité,
tak buiiky podilejici se na adaptivni imunité. Prekurzorem vSech lymfoidnich buné¢k je
spole¢ny progenitor lymfoidnich bunék (CLP, z angl. common lymphoid cell progenitor),

ze kterého diferencuji prekursory jednotlivych bunéénych typt [9].

1.2.1.1  Vrozené lymfoidni buiikky a NK bunky

Vrozené lymfoidni buniky (ILC, z angl. innate lymphoid cells) tvoii skupinu lymfocyta
ucastnicich se nespecifické imunitni odpovédi. Diferencuji z CLP na nékolik skupin,
pricemz nomenklatura z roku 2013 délila ILC do tfi skupin [10]. Do prvni spadaly
cytotoxické NK bunky a ILC1 buiiky, do druhé pouze ILC2 bunky, do tfeti skupiny
spadaly buiiky indukujici tvorbu lymfoidnich tkéni (LTi, z angl. lymphoid tissue inducer)
a také populace bun¢k odlisnych od LTi, mezi které patiily buiiky nesouci receptor NK
bunék (NCR, z angl. natural killer cell receptor) o molekulové hmotnosti 46 kDa (NKp46,
z angl. natural killer cell protein 46 kDa), tzv. NCR'ILC3 buiiky, ale také ILC3 buiiky,
které nenesou NKp46, tzv. NCRILC3. Dalsi vyzkum ale ukazal, Ze vyvoj ILC z CLP
probiha ptes spolecny progenitor piirozenych lymfoidnich bun¢k (CILP, z angl. common
innate lymphoid cell progenitor) [11]. Pod vlivem urcitych faktorti je CILP schopen
diferenciovat na NK bunky, které stoji jako samostatna skupina ILC. Pod vlivem
odlisnych faktori mize CILP diferenciovat také na spole¢ny progenitor pomocnych
prirozenych lymfoidnich bunék, ktery mtze diferenciovat na LTi, jez lze také povazovat

za samostatnou skupinu ILC. D4l miiZze spoleény progenitor pomocnych pfirozenych
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lymfoidnich bunék diferenciovat na ILC1, ILC2 a ILC3, dalsi tfi samostatné skupiny, coz
znamena ze ILC dnes délime na pét samostatnych skupin [12].

Pokud nebereme v tvahu slabou cytotoxicitu ILC1, jsou NK buiky jediné
cytotoxické ILC. Pfirozené¢ zabijecské buiky hraji vyznamnou roli v protinddorové
imunité a celkové jako slozka nespecifické imunitni odpovédi. Aktivace NK bungk je
piisné regulovana signaly ptichdzejicimi do bunky skrz receptory exprimované na jejich
povrchu, které lze délit na aktivacni, rozpozndvajici naptiklad ligandy na nadorovych
buiikach, coz vede ke spusténi cytotoxické odpovédi, a inhibi¢ni. Mezi aktivacni
receptory patii naptiklad receptor NK bunék o molekulové hmotnosti 30 kDa (NKp30, z
angl. natural killer cell protein 30 kDa) a dalsi. Inhibi¢ni receptory NK bunck
rozpoznavaji predevsim molekuly hlavniho histokompatibilniho komplexu I. tfidy (MHC
I, z angl. main histocompatibility complex class 1) na zdravych buiikédch, nebo na
nadorovych buiikéach, které exprimuji MHC I a vyhybaji se tak cytotoxické odpovédi,
piicemz absence MHC I na povrchu bunék je jeden z faktorG vedouci k aktivaci
cytotoxické odpovédi NK bunck [13,14]. NK bunky a ILC1 sdili i pfes odlisny vyvoj
nekteré spole¢né charakteristiky, jako naptiklad produkci interferonu y (IFN-y) [12].

Necytotoxické ILC1, ILC2 a ILC3 pfipominaji pomocné T lymfocyty jak
funk¢né, tak transkripcni aktivitou, ackoli ILC nemaji T bunécny receptor [15]. Do tii
skupin jsou tyto ILC rozdéleny na zdklad¢ odliSnych transkripénich faktora potfebnych
pro vyvoj, expresi efektorovych cytokint a odlisSnych efektorovych funkci [14]. Posledni

skupinou ILC jsou LTi, které jsou aktivni hlavné v prenatdlnim stadiu vyvoje [9].

1.2.1.2 T a B lymfocyty

T lymfocyty, efektorové buiniky imunitni odpovédi, vznikaji z CLP, které opousti kostni
dien a putuji do brzliku, kde maturuji [15]. V brzliku dojde na thymocytech
diferencujicich z progenitorovych bun¢k k expresi receptort diferencia¢nich skupin (CD,
z angl. cluster of differentiation) CD4 a CD8, z nichZ po selekci zlistane na jedné butice
jen jeden z nich a také k expresi T bunécného receptoru (TCR, z angl. T cell receptor) s
potencidlem rozpoznavat rizné antigeny. Bunika majici tyto vlastnosti je povazovana za
maturovany, av§ak naivni CD4 pozitivni pomocny (stale schopny indukovat cytotoxicky
,program® [18]), ¢i CD8 pozitivni cytotoxicky T lymfocyt a opousti brzlik [19].

K aktivaci naivnich T lymfocytl dochédzi po rozpoznani antigenu prezentovaného pomoci
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antigen-presentujici buniky (APC, z angl. antigen presenting cell), na¢ez dochazi k
rychlému rastu, proliferaci a vzniku efektorovych a pamétovych T lymfocyta [20].

B lymfocyty jsou dilezité pro humoralni imunitu organismu, nebot maji
schopnost produkce protilatek. Jejich vyvoj probihd z HSC v kostni dfeni pies né€kolik
stadii, ktera jsou charakteristickd expresi specifickych povrchovych znakd, preskupenim
segmentl genl pro slozky imunoglobulinovych fetézcii a naslednou expresi prekursoru
pro B bunéény receptor. Pozdéji vznikaji naivni B lymfocyty, jeZ na svém povrchu nesou
B bunéény receptor (BCR, z angl. B cell receptor) a mohou migrovat do sleziny, kde
maturuji [19]. Po setkani s antigenem se mohou pifeménit na plazmatické bunky
produkujici specifické protilatky, nebo na pamétové B lymfocyty. Dlouho zijici
plazmatické bunky sekretuji protilatky po dlouhou dobu a stavaji se tak soucasti

pamétové B bunécné imunitni odpovédi. Mohou putovat zpét do kostni diené a v ni

ptezivat po mnoho let [20].

1.2.2 Myeloidni buné¢na linie
Buiiky myeloidni bunécné linie diferencuji z HSC sidlicich v kostni dfeni. Obdobné jako
u lymfocytti zde nachazime spoleény myeloidni progenitor. Diferenciace ze spole¢nych
myeloidnich progenitorovych bunék probiha na dvé subpopulace progenitorovych bunék,
granulocytni/monocytni progenitorové buiky (GMP, z angl. granulocyte/monocyte
progenitor cells), nebo monocytni/dendritické progenitorové bunky (MDP, z angl.
monocyte/dendritic cell progenitors), ze kterych vznikaji efektorové bunky [23].
Monocyty, vznikajici z GMP, se nachazi v krevnim fecisti a maji schopnost
fagocytozy, tedy schopnost pohlcovat rizné latky, buiiky a mikroorganismy. Pii uchyceni
ve tkdnich maturuji na makrofagy, které maji vétsi schopnost fagocytozy, hlavné po
aktivaci molekulami uvolilovanymi pfi imunitni odpovédi. Makrofagy a monocyty maji
funkei 1 jako APC. Nejefektivngjsi skupinou APC jsou vSak dendritické bunky (DCs, z
angl. dendritic cells) vznikajici z druhé skupiny progenitorovych bunék, MDP. Z MDP
diferenciuji na tii subtypy s odliSnou specializaci. Po aktivaci antigenem putuji do
lymfoidnich tkani, kde stimuluji naivni T lymfocyty samotnou prezentaci antigenu ale 1
sekreci cytokind indukujici proliferaci T lymfocytd. Specidlnim druhem DCs jsou
folikuldrni dendritické buiiky, které nefagocytuji, ale zdaji se byt vhodné pro jako APC
pro B lymfocyty [23].
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Granulocyty (nazyvané téZ polynuklearni myeloidni burky), vznikajici z GMP,
jsou specifickym druhem bilych krvinek se segmentovanym jaddrem a grany v
cytoplasmée, diky nimz jsou jednotlivé subpopulace granulocytl rozlisitelné. D¢Eli se na
tf1 skupiny, neutrofily, eosinofily a basofily [24]. Neutrofily tvofi nejpocetnéjsi skupinu
granulocyt v krvi a jejich hlavni funkei v imunitni odpovédi je fagocytdza. Migruji
krevnim feciStém a jejich aktivace zalind pii interakci s povrchovymi receptory
epitelialnich bunék adhezi neutrofilu, ktery miZe a nemusi projit mezi, nebo skrz bunky
epitelu k mistu infekce, coz zalezi na signalizaci mezi neutrofilem a intraceluldrni adhezni
molekulou 1. Eosinofily maji rizné funkce diky cytosolarnim granulim, které obsahuji
cytokiny, rtstové faktory a dalsi proteiny, a mohou byt vypousStény z bunck skrz
plazmatickou membranu. Eosinofily hraji dalezitou roli v imunitni regulaci, mohou
slouzit jako APC a podporovat proliferaci T lymfocyti. Basofily jsou nejméné
frekventované a nejméné prozkoumané leukocyty. Jsou to jediné granulocyty ucastnici
se specifické i nespecifické imunity. Stejn¢ jako zirné builky maji receptory pro
imunoglobulin E (IgE), pfi jehoz interakci s antigenem dojde k vypusténi granuli. Jsou
schopné produkovat cytokiny pomocnych T lymfocyti typu 2 a regulovat tak jejich
imunitni odpovéd’ [25].

Posledni skupinou imunitnich bun&k jsou Zirné buiiky. Zirné buiiky, pat¥ici také
mezi polynukledrni buiiky, diferencuji z HSC v kostni dfeni, ale nejsou povazovany za
pravé leukocyty [25]. V cytoplasmé maji mnoho sekre¢nich granuli obsahujicich
histamin, cytokiny (hlavn¢ faktor nadorové nekrdzy - TNF, z angl. tumor necrosis factor),
proteoglykany, lysosomalni enzymy a dal$i. Stimulované Zirné bunky také mohou
vypoustét produkty oxidace arachidonové kyseliny. Ve tkanich hraji dilezitou roli pii

alergickych reakcich. Také se ucastni obrany proti parazitim [26].

1.3 Mezibunécné interakce a regulace imunitni odpovédi

Imunitni bunky s cilem zajistit co nejlepsi ochranu organismu pied patogeny musi
navzajem interagovat, at’ uz jde o zajisténi nespecifické, ¢i specifické imunity. Interakce
imunitnich bun€k zahrnujici interakce mezi siti imunitnich bunék, imunitni odpovéd’ na
urovni jedné buiiky, spousténi bunécné signalizace jako vysledek interakce receptoru a
ligandu a mechanismy regulujici genovou expresi poskytuji organismu schopnost

komplexni imunitni odpovédi [27].

14



Mezi interakce na urovni bunééného kontaktu patii naptiklad prezentace antigenu
skrz imunitni buiiky. Prezentace antigenli pochéazejicich z intracelularnich patogent je
schopna vétSina bunéénych typt, ale prezentace extracelularnich patogent jsou schopné
pouze nékolik typt APC. Tteti cestou prezentace antigenu je tzv. ,.cross-prezentace
intracelularniho antigenu, ktera je unikétni pouze pro n¢kolik typtt APC. Proces klasické
prezentace antigenu z intracelularniho patogenu zacina produkci antigenovych peptida z
patogenu v proteasomu, nasleduje translokace do endoplasmatického retikula, kde jsou
tyto peptidy $tépeny aminopeptidasou, jsou napojeny na nové syntetizované MHC 1, a
tento komplex putuje na bunécny povrch k prezentaci cytotoxickym T lymfocytlim [28].
Prezentace extracelularnich patogent piimou cestou jsou schopné buiky exprimujici
molekulu hlavniho histokompatibilniho komplexu II. tfidy (MHC II, z angl. main
histocompatibility complex class 1) mezi které patii DCs, makrofagy, B lymfocyty a pfi
zanétlivych podminkach i nékteré epitelidlni a endotelidlni buiikky. Tyto buiky jsou
schopné internalizace extracelularnich patogent, které jsou v lysozomu rozloZeny a putuji
do kompartmentu obsahujiciho MHC II, ktery do tohoto kompartmentu putuje po tom,
co je syntetizovan. Po navazani antigent ze $tépeného patogenu na MHC II putuji vzniklé
komplexy na bunéfny povrch, kde dochdzi k prezentaci antigeni pomocnym
T lymfocytim [28,29]. Ttetiho zplisobu prezentace antigenu, ,,cross-prezentace jsou
schopné naptiklad DCs, pfi¢emz schopnost ,,cross-prezentace* se lisi napti¢ poddruhy
DCs. Extracelularni patogen piijaty fagocytézou muze putovat do proteasomu, kde je
Stépen, vzniklé antigeny potom do endoplasmatického retikula, kde jsou napojeny na
MHC I jako v prvnim piipadé. Mlze ale dochazet i k alternativnimu zpisobu, kdy je
fagocytovany patogen degradovany v potravni vakuole ve které byl pfijat a kde dojde i k
napojeni na MHC 1, vznikly komplex nasledné opousti potravni vakuolu a putuje k
bunéé¢nému povrchu [30].

K interakcim mezi imunitnimi butikami zprostfedkovanym chemickou cestou
patfi naptiklad komunikace ILC a myeloidnich bun¢k zaloZena na cytokinech. Monocyty,
makrofagy a DCs jsou schopny rozpozndvat patogeny, antigeny a signaly nebezpeci, a
pii takovéto stimulaci sekretuji cytokiny za ucelem aktivace rezidentnich ILC ve tkani.
Polynuklearni myeloidni buniky, konkrétné basofily, neutrofily, eosinofily a zirné bunky,
rozpoznavaji poSkozenou tkan, parasitické infekce ¢i komplexy antigenu a IgE protilatek.
Pti setkani s antigenem vypousti sekre¢ni granule s mediatory zadnétu (derivaty kyseliny
arachidonové) a dalsi chemikalie nasledované cytokiny, aby upozornily ostatni myeloidni

buiiky [31]. Mezi tyto interakce patifi i komunikace mezi NK builkami a DCs
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zprostfedkovanad pomoci cytokinil, jako napftiklad interleukinu 12 sekretovaného DCs
stimulujicimi NK bunky k sekreci IFN-y jako agens U¢inné protivirové obrany. Po
aktivaci skrz své aktivacni receptory NK bunky sekretuji velké mnozstvi TNF a IFN-y,
které mohou ovliviiovat maturaci DCs, pficemz TNF v rozpustné form¢ podporuje
expresi ko-stimula¢nich molekul na DCs a spolu s IFN-y podporuje produkei interleukinu
12. Po stimulaci interleukinem 12 a interleukinem 18 mohou NK bunky spole¢n¢ s DCs

indukovat diferenciaci pomocnych T lymfocyta [32].

1.4 Receptory bun€k imunitniho systému a jejich ligandy

Receptory imunitnich bun€k interaguji s patogeny, respektive s antigeny rtiznymi
nespecifickymi ¢i specifickymi interakcemi za ucelem spusténi imunitni odpovédi. Skrz
receptory imunitnich bun¢k mtize zaroven probihat kontrola, protoze naptiklad molekuly
MHC I jsou exprimované na povrchu témét vSech bunék v organismu, tudiz jejich absenci
na bunécném povrchu Ize povazovat za patologicky jev. Receptory nékterych imunitnich
bunék dokazou rozpoznat naptiklad stresové proteiny sekretované buiikami jako signal

abnormalnich procest [7].

1.4.1 Receptory aktivujici a inhibujici imunitni odpovéd

Buiiky nespecifické imunity, jako DCs, makrofagy a neutrofily jsou aktivovany skrz
receptory rozpoznavajici vzory (PRRs, z angl. pattern recognition receptors), které
rozpoznavaji molekuldrni motivy asociované s patogenem (PAMPs, z angl. pathogen-
associated molecular patterns), jeZ jsou esencidlni pro Zivotni cyklus patogenu, ale na
bunkach organismu se nevyskytuji, nebo jsou kompartmentalizované uvniti buiky.
Interakce PAMPs s PRRs vytstuje v indukci zadnétlivé imunitni odpovédi. Za PRRs se
dnes povazuji rozli¢né druhy receptorti, naptiklad receptory odvozené od Toll receptoru,
receptory podobné RIG receptortim, receptory podobné receptoriim s nukleotid-vaznou
oligomerizujici doménou a také cytosolarni receptory pro DNA [33]. Skupinou bunék,
které¢ nesou fadu aktivacnich a inhibi¢nich receptorii jsou NK buiiky. Jejich hlavnimi
aktivaénimi NCR jsou receptory pfirozené cytotoxicity a receptory podobné lektintim
typu C (CTLRs, z angl. C-type lectin-like receptors) patfici do rodiny NKG2, napf.
NKG2D. Ligandy téchto aktivacnich receptorti jsou elementy nadmérné exprimované
nebo syntetizované de novo jako nésledek bunééného stresu, infekce nebo transformaci

spojenych s nadorovym bujenim. Neméné dulezité jsou inhibi¢ni NK bunétné receptory
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zabrafujici autoreaktivit¢ NK bun€k a moznému poskozeni zdravych bunék, ke kterym
by pfi jejich absenci mohlo dochazet. Mezi inhibicni NCR se fadi také nekteré zabijecské
imunoglobulinim podobné receptory (KIRs, z angl. killer immunoglobulin-like

receptors) a NK bunééné CTLRs patiici do rodiny NKG2, napt. NKG2A [34].

1.4.2 Antigen-specificke versus ligand-specificke receptory

B a T lymfocyty rozpoznavaji specifické antigeny pomoci receptorti na svém povrchu.
Zakladni rozdil ve schopnosti rozpoznavat antigeny skrz BCR a TCR se li§i v tom, Ze
BCR je diky imunoglobulinové extracelularni doméné¢ schopen rozpoznavat volné
antigeny, ale T lymfocyty pomoci TCR rozpoznavaji pouze antigeny prezentované na
MHC molekulach na povrchu APC [7]. B lymfocyty exprimuji repertoar riznych BCR
nesoucich ligand vazebnou imunoglobulinovou doménu s lehkymi (IgL, z angl.
immunoglobulin light chain) a tézkymi (IgH, z angl. immunoglobulin heavy chain)
fetézcei kodovanych geny pro BCR skladajicim se z ¢asti variabilni, diverzni a propojujici.
Rekombinace variabilni, diverzni a propojujici Casti genu zajistuje diverzitu
imunoglobulinu na BCR. Pii interakci s antigenem a aktivaci B lymfocytu dojde ke
dvéma procesim. Prvnim je proces ,,somatické hypermutace”, kdy dojde k bodovym
mutacim na IgL a IgH a expresi BCR s t¢émito mutovanymi IgL a IgH, coz umozni selekci
B lymfocyth produkujicich protilatku s vysokou afinitou k antigenu. Druhym procesem
je vyménna rekombinace jednoho typu IgH konstantni domény za jiny, coz umozni
expresi riznych druhii imunoglobulini [35]. Maturovany BCR nese membranovy
imunoglobulin M nebo imunoglobulin D napojeny na kratkou spojku nasledovanou
intracelularni doménou propojenou s heterodimerem Igo/IgB obsahujicim aktivacni
motiv na bazi tyrosinu (ITAM, z angl. immunoreceptor tyrosine-based activation motif).
V klidovém stavu se BCR vyskytuje jako monomer, pfi navazani antigenu vSak dochézi
ke zmén¢ konformace a oligomerizaci [36].

Naivni T lymfocyt nese heterodimery TCR kdédované stejné jako v piipadé BCR
genem s variabilni, diverzni a propojujici casti. Pro expresi TCR s riznou specifitou je
klicové alternativni poskladani hypervariabilnich regionti variabilnich, diverznich a
propojujicich segmenti genu, nedokonalosti pii tomto dé&ji a vkladani aditivnich
nukleotidi, coZ zajist'uje odliSnou antigenni specifitu TCR. Na rozdil od B lymfocytil zde

nemulZe po interakci s antigenem dochazet k mutacim gent pro TCR. Pfi efektivni
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interakci TCR naivniho T lymfocytu s antigenem prezentovanym APC dochazi k
maturaci T lymfocytu, klonalni expanzi a migraci do cilové tkané [37,38].

NK buiiky také nesou na svém povrchu fadu receptorti. Exprese NCR probiha
pfepisem z genetické informace pro aktivacni a inhibi¢ni receptory zakddované v genomu
buniky a nedochazi k alternativnimu skladani genetické informace, jako tomujeu T a B
lymfocytt [39].

Mezi aktivaéni NCR patii receptory pfirozené cytotoxicity, transmembranové
proteiny I. tfidy majici fadu extraceluldrnich a intracelularnich ligandd. Prvnim
identifikovanym receptorem piirozené cytotoxicity je NKp46, mezi jehoZ extracelularni
ligandy patii napfiklad hemaglutinin, nebo ligandy nachézejici se na melanocytech
[34,40]. Druhym receptorem piirozené cytotoxicity je receptor NK bunék o molekulové
hmotnosti 44 kDa (NKp44, natural killer cell protein 44 kDa), protein majici jednu
extracelularni imunoglobulinovou doménu napojenou pres ,stalk“ doménu na
transmembranovou doménu nasledovanou kratkou cytoplasmatickou doménou s
aminokyselinovou sekvenci reprezentujici inhibi¢ni motiv na bazi tyrosinkinasy, ktery je
funkéni pouze pfi interakci NKp44 s uréitymi ligandy. Intracelularni doména NKp44
interaguje t¢z s ITAM-obsahujicim adaptorovym proteinem pfenasejicim aktivacni
signdly. Mezi ligandy NKp44 patii hemaglutinin, komponenty M. tuberculosis, ale také
celularni antigeny jako naptiklad nuklearni antigen proliferujicich bunék. Posledni z
prirozené cytotoxickych receptorti je NKp30 [41].

Dalsi skupinou NCR jsou aktiva¢ni a inhibi¢ni CTLRs. Sem patii aktivacni
receptor NKp80 exprimovany téméf vSemi NK bunkami a nékterymi skupinami
cytotoxickych T lymfocyt. Ligandem NKp80 je aktivaci indukovany lektin typu C.
Cytotoxicka odpoved’ je u NKp80 spousténa skrz neobvykly sekvencni motiv hemITAM,
ktery viibec, nebo jen velmi slab¢, asociuje se Syk tyrosinkinasou, ktera je u dalSich
aktivacnich CTLRs NK buné¢k medidtorem signalizace. Dalsi z aktivacnich CTLRs,
exprimujicich tyto aktiva¢ni ligandy [42]. Mezi inhibi¢ni CTLRs patii NKG2A, jehoz
ligandy jsou lidské leukocytarni antigeny tfidy E (HLA, human leukocyte antigen),
jejichz navazanim na NKG2A dochazi k ptenosu inhibi¢nich signalti. Blokace NKG2A
muze zvysit efektivitu imunoterapie, protoze HLA-E je nadmérné exprimovan na
nekterych nadorovych buiikach [43].

Dalsi rodina NCR, KIRs, kterd pochazi z imunoglobulinové superrodiny, také

obsahuje inhibi¢ni i aktivaéni receptory nesouci na extracelularni doméné dvé nebo tfi

18



imunoglobulinu-podobné domény. Mezi inhibi¢ni KIRs se fadi napiiklad KIR2DL1
vazajici HLA-C C2, KIR2DL2 a KIR2DL3 vazajici téz nékteré z HLA-C molekul, ale 1
dalsi receptory vazajici molekuly z fad HLA, nebo receptory majici dosud neznamé
ligandy. Intraceluldrni doména KIRs nese inhibicni motivy na bazi tyrosinu
zprostfedkovavajici prenos inhibi¢nich signalt. Aktivacni KIRs tyto motivy neobsahuji,
signalizace je zprostfedkovana pies signalizani adaptorovy protein KARAP/DAP12,
ktery obsahuje ITAM. Zastupci aktivacnich KIRs jsou naptiklad KIR2DS1 vazici stejné
jako KIR2DL1 HLA-C C2 (s niz$i afinitou), KIR2DS2 rozpoznavajici HLA-C Cl,
HLA - A" 11:01 a také povrchovy protein n&kterych karcinogennich linii [44].

1.4.3 T-bunécny receptor

Povrchovy receptor T lymfocytii, TCR je zdsadni pro imunitni odpovéd’ T lymfocytl na
patogeny a nadorové antigeny. Na bunécné membrané se TCR vyskytuje v komplexu s
CD3 transmembranovymi doménami jako heterooktamer. Extraceluldrni doména je
tvofena antigen rozpoznavajicim aff TCR (popt. y0 u tzv. y0 T lymfocytd),
heterodimernimi podjednotkami nekovalentné asociujicimi s CD3 dimery CD3¢-CD3y,
CD3e-CD36 a homodimerem CD3(-CD3C, které zodpovidaji za transdukci aktivacnich
signalii T lymfocytu. o a B podjednotky extracelularni ¢asti TCR nesou kazda variabilni
a konstantni imunoglobulinovou doménu, membranovy proximdlni spojujici peptid
(MCP, z angl. membrane-proximal connecting peptide), jednu transmembranovou
doménu a kratkou cytoplasmatickou ¢ast. Podobné uspotadani zaujimaji i podjednotky
CD3e-CD3y a CD3e-CD39, kazda nesouci jednu imunoglobulinovou doménu, MCP,
jednu transmembranovou doménu a cytoplasmaticky ITAM. Naopak CD3C ma pouze
kratkou extraceluldrni c¢ast piipojenou k MCP a transmembranové doméné a
cytoplasmatickym regiontim [45]. Interakce s antigenem navazanym na MHC molekule
probiha skrz kli€¢ky komplementaritu urcujicich regiont o a B domén. Protoze afTCR
nema zadné signaliza¢ni podjednotky, je prenos signalu po interakci afTCR s antigenem
asociovanym s MHC molekulou zavisly na CD3 ¢, v,0 a { doménach obsahujicich ITAM.

Struktura TCR je na obrazku 1 na strané 20.
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Obrizek 1: Receptor T lymfocyti v komplexu s CD3 doménami. Struktura TCR v komplexu s CD3
doménami ziskana pomoci elektronové mikroskopie. Tyrkysové CD3{ doména, fuchsiové CD395, rizove

CD3g, sedé CD3y, fialové a podjednotka TCR a oranzové 3 podjednotka TCR. Vytvofeno v programu
PyMol [47]. PDB kod 6JXR [46].

1.4.4 Aktivaéni receptor NK bunck NKp30

Aktivaéni receptor NK bun¢k NKp30, ktery se podili na zprostiedkovani cytotoxické
imunitni odpovédi NK bun¢k, patii mezi imunoglobulinu podobné receptory. Receptor
se skladd z extraceluldrni domény tvofené jednou imunoglobulinu podobnou ligand
vazebnou doménou nasledovanou kratkou ,stalk® doménou nasedajici na
transmembranovou doménu propojenou s intracelularnim CD3C-CD3{ homodimerem.
Struktura extracelularni domény NKp30 ve stavu bez navazaného ligandu je na obrazku
2 na stran¢ 21 [48]. Ligand vazebnd doména NKp30 se mize vyskytovat jako monomer
¢i oligomer, coz dle in vitro studii zalezi na ptitomnosti ,,stalk” domény a N-glykosylaci.
Pokud neni NKp30 exprimovan se ,,stalk” doménou vyskytuje se pouze jako monomer,
v pritomnosti ,stalk domény se vyskytuje jako oligomer, ale pouze pokud je
N - glykosylovan. Oligomerizace ligand vazebné domény ma pozitivni vliv na interakci
s ligandem [49]. Mezi ligandy NKp30 patii mnoho molekul, které ne vzdy sdili stejné
strukturni motivy, napifiklad molekuly exprimované nadorovymi builkkami, virové a
parazitické proteiny. Piikladem dvou strukturné odlisnych ligandi NKp30 jsou proteiny
B7-H6 a BAT3. Piestoze se NKp30 fadi mezi aktivaéni NK bunécné receptory, neékteré
jeho ligandy zptisobuji opacny efekt. Mezi tyto ligandy patii hemaglutinin, ktery se pii
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vazbé na NKp30 chové jako antagonista, a protein lidského cytomegaloviru pp65, ktery
se na rozdil od hemaglutininu vaze na NKp30 tak, ze neblokuje interakci NKp30 s jeho
aktivacnimi ligandy, ale stdle dochdzi k potlaceni bunécné aktivace a cytotoxické
odpovédi NK bunék [50]. Dal$im inhibi¢nim ligandem je galektin-3, ¢len rodiny lektint
vazajici -galaktosidy ¢asto exprimovany nadorovymi buitkami. Navazani galektinu-3 na
NKp30 ma diilezitou roli v iniku nadoru imunitnimu dohledu, protoze se specificky vaze

na NKp30 a inhibuje cytotoxickou odpovéd’ [51].

N
Ut

Obrazek 2: Extracelularni doména NKp30. Struktura extracelularni domény NKp30 bez navazaného
ligandu ziskana rentgenostrukturni analyzou. Vytvotfeno v programu PyMol [47]. PDB ko6d 3NOI [48].

1.5 Buné¢na signalizace na urovni imunitnich bunék

Bunky vrozené imunity interaguji s patogeny pies PRRs, které vazi PAMPs. Mezi PRRs
patfi mimo PRRs zminéné v kapitole 1.4.1 na strané 16 také CTLRs, synthasa cyklického
adenosin a guanosin monofosfatu a stimulator interferonovych genti. Rozpoznavani
patogentl a spousténi nespecifické imunitni odpovédi se odehrava na Grovni interakce
PRRs s patogenem na povrchu buiiky, i na irovni rozpoznavani patogenti uvniti buiky.
V obou piipadech dochazi pii aktivaci PRRs ke spusténi intraceluldrni signaliza¢ni
kaskady vedouci k regulaci exprese gent pro zanétlivé cytokiny, IFN typu I a antivirdlni
proteiny [53]. Aktivované PRRs vyuzivaji spolu s receptory vazicimi cytokiny
signaliza¢ni drdhu vyuZzivajici komplex IKK kinasy, ktera umoziiuje translokaci
nukledrniho transkripcniho faktoru kB (NFkB) do bunécného jadra, kde iniciuje
transkripci gent pro zanétlivé cytokiny a dalsi vyse zminéné slozky humoralni imunity.
Signaliza¢ni draha vyuZivajici NFxB jako iniciator transkripce je vyuZzivana napiiklad 1

receptory pro TNF [53]. Signaliza¢ni drdhy pro aktivaci NK bunck skrz aktivaéni
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receptory vyuZzivaji rlznych adaptorovych cytoplasmatickych proteinii obsahujicich
ITAM, majicich schopnost signalizovat smérem k bunéénému jadru, coz vyustuje v
indukci exprese genti pro zanétlivé cytokiny a chemokiny. Nékteré signalizac¢ni drahy
aktivacnich receptort NK buné¢k maji spolecné znaky se signalizacnimi drahami
antigenné specifickych BCR a TCR, ale na rozdil od nich neni u NK bun¢k jedna
dominantni signaliza¢ni draha. Inhibicni NCR naopak pfes asociované adaptorové
proteiny, které¢ obsahuji inhibi¢ni motivy na bazi tyrosinu, indukuji inhibici imunitni
odpovédi NK buiiky [54]. Aktivace bunék adaptivni imunity B a T lymfocyty je izce
propojena. B lymfocyty vyZzaduji pro plnou aktivaci a moZnost diferenciace po
rozpoznani antigenu piijeti druhého signalu od antigen-specifickych pomocnych
T lymfocytl, coz vede k aktivaci buiiky. Vysledkem signaliza¢ni drahy aktivujici
B lymfocyt je zvySeni metabolické aktivity zahrnujici oxidacni fosforylaci a glykolyzu a
také diferenciaci B lymfocytd na plasmatické bunky [55]. Diferenciace T lymfocytl
zéavisi na TCR ale i na receptoru pro cytokiny, pficemz po interakci antigenu s TCR se
spousti signaliza¢ni kaskada vyuzivajici proteiny s ITAM, ale pfi interakci cytokinu s
receptorem pro cytokiny se spousti signaliza¢ni kaskada vyuzivajici Janus kinasy (kinasy

patfici do tyrosinkinasové superrodiny) [56].

1.5.1 Signaliza¢ni draha aktiva¢niho receptoru NK bun¢k NKp30

Stejné jako ostatni receptory pfirozené toxicity NK bunék, aktivacni receptor NKp30
bunék postrada intracelularni signalizacni doménu a signaly pfendsi pres membranovy
nabity zbytek aminokyseliny na adaptorové proteiny s ITAM. Po interakci s nékterym z
aktivacnich ligand musi dojit k asociaci NKp30 s adaptorovymi proteiny obsahujicimi
ITAM, v tomto piipadé se jedna o homodimer CD3C-CD3(, a také na vysokoafinitni IgE
receptor y. Dal§im krokem je fosforylace ITAM Src kinasami, coz vede k zapojeni
proteinkinasy asociované s C fetézcem ZAP-70 a Syk kinas, které fosforyluji adaptorové
proteiny (LAT a NTAL) v membran¢. Fosforylace téchto adaptorovych membranovych
proteinit vede k aktivaci signalnich molekul jako je inositol-1,4,5-trifosfat, preskupeni
bunécného cytoskeletu a influxu vapenatych iontd, coz vyusti v aktivaci bunky, sekreci
cytokinit IFN-y a TNFa, a cytotoxickou odpovéd [57]. Signalizace NKp30 pies
adaptorové proteiny muze vést k cytotoxické odpovédi NK bunék skrz NFkB, ktery se v
NK bunice v klidovém stavu nachazi v cytosolu v neaktivni formé s navazanym

represorem. Po aktivaci NK bunky je represor fosforylovan, ubikvitinylovan a
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degradovan, NFkB je aktivovan a mtize byt translokovan do jadra, kde indukuje genovou

expresi vedouci k syntéze proteint a k imunitni odpovédi NK buiiky [58].

1.5.2 Signaliza¢ni draha antigenn¢ specifického receptoru T
lymfocytii

Po interakci TCR s antigenem prezentovanym T lymfocytu jako sou¢ast MHC na APC
dochazi k agregaci vice TCR v komplexu s CD3, ke spusténi signalizacni drahy smérem
k jadru a aktivaci T lymfocytu. Antigen se vaze na TCR a také na pomocné koreceptory
(u pomocnych T lymfocyti CD4, u cytotoxickych T lymfocytd CDS), které jsou
nepostradatelné pro navazani MHC s antigenem a také poskytuji TCR tyrosinkinasu Lck,
kterd je zodpoveédna za fosforylaci ITAM na CD3. Dalsi kinasa, ktera je fosforylovana
tyrosinkinasou Lck je ZAP-70, kterda je do signalizatni drahy zapojena pravé po
fosforylaci ITAM na CD3, a také adaptorovy protein LAT, jehoz fosforylace indukuje
sestaveni proximalniho komplexu obsahujiciho proteiny, které se vdzou na adaptor SLP-
76, jehoz podjednotky, pokud je SLP-76 fosforylovany ZAP-70 kinasou, mohou
interagovat s fosfatidylinositolem-3,4,5-trifosfatem [58]. Spolu s adaptorem SLP-76 je k
fosfatidylinositolu-3.,4,5-trifosfatu =~ pfivddéna 1 fosfolipasa  C-yl Stépici
fosfatidylinositol - 3,4,5-trifosfat na druhy posel inositol-1,4,5-trifosfat a diacylglycerol.
Inositol - 1,4,5- trifosfat spousti uvolilovani vapenatych iontli z bunécnych zasob, coz
zpusobuje nasledné otevieni kandlu pro influx vapenatych ionti do buiky z
extracelularniho prostoru. Vapenaté ionty jsou nepostradatelné pro aktivaci nukledrniho
transkripéniho faktoru aktivovanych T lymfocytd (NFAT) a NFxB [60]. Poté, co se
aktivovany NFAT translokuje do jadra, indukuje expresi interleukinu 2. Po translokaci
do jadra NFxB indukuje expresi gent pro proteiny dulezité pro preziti a udrZeni
homeostazy T lymfocytu. Vznikly diacylglycerol aktivuje kinasu Ras, potfebnou k
aktivaci mitogenem aktivovanych proteinkinas a extracelularnim signdlem regulované
kinasy 1 a 2. Kinasa Ras se také ucastni aktivace transkripniho komplexu aktiva¢niho

proteinu 1 a zvySeni exprese CD69 na povrchu bunék [61].
1.6 Chimerni antigenni receptor

Chimerni antigenni receptory (CAR, chimeric antigen receptor) jsou fuzni konstrukty,

nesouci extracelularni antigen-specifickou doménu, Casto tvofenou antigen
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rozpoznavajicim fragmentem monoklonalni protilatky. Fragment monoklonalni
protilatky byva nasledovan tisekem dodédvajicim extracelularni Casti vetsi flexibilitu, tzv.
»spacerem®. V membrané¢ je CAR ukotven pomoci transmembranové domény, ktera
propojuje cytosolarni ¢ast s Casti extracelularni. Transmembranovd doména je tvorena
hydrofobnim a-helixem (v soucasnosti je za nejvhodnéjsi povazovan CD28
transmembranovy protein) [62,63]. Transmembranovou doménu nasleduje v cytosolu
kostimula¢ni doména zajistujici plnou aktivaci intracelularni signaliza¢ni domény a
spusténi odpovedi bunky, kterd je modifikovana CAR. Kostimulaéni domény se pii
navrhu CAR zacaly pouzivat, nebot’ CAR bez kostimula¢ni domény vykazovaly nizkou
uroven pirenosu signalu a aktivace bunéck. Intracelularni signalizaéni doména musi byt
tvofena z elementi schopnych spoustét signalizac¢ni kaskadu zodpovédnou za indukci
aktivace pozadovanych bunéénych funkci. Dnes se vyuziva nejcastéji CD3( element
TCR, protoze hlavnim vyuzitim CAR je vkladani téchto konstrukti do imunitnich bun¢k

za cilem efektivni protinddorové terapie [64].

1.6.1 Vyuziti CAR v terapii

Hlavnim vyuzitim CAR je antigenné specifickd nddorova imunoterapie, spocivajici v
pouziti transgennich imunitnich lymfocytarnich bun€k exprimujicich CAR, jelikoz
vétsina nadorovych antigent je endogenniho piivodu a diky tomu nadorové buiiky unikaji
imunitnimu dohledu organismu. Pfi pouziti transgennich lymfocyti s antigenné
specifickym CAR v protinadorové imunoterapii Ize tomuto problému ptedejit, efektivné
cilit na nadorové antigeny a pomoci CAR spoustét cytotoxickou imunitni odpovéd'.
Buiikami nejcastéji modifikovanymi CAR jsou cytotoxické T lymfocyty a NK buiiky.
Hlavnim cilem takto upravenych bunck je spoustét imunitni odpovéd’ proti endogennim
nadorovym antigentim, ale pouziti CAR modifikovanych bunék by mohlo mit potenciél
1 pro 1écbu autoimunitnich onemocnéni [63]. Nyni pouzivané imunoterapie zaloZzené na
T lymfocytech s chimernim antigennim receptorem (CAR-T, chimeric antigen receptor
T cells) cili pouze na hematologické malignity. DalSim krokem ve vyvoji téchto 1éCiv je
tedy navrzeni konstruktt cilicich na pevné nadory. Imunoterapie vyuzivajici CAR-T, jez
je schvélend a pouzivana cili na povrchovy znak CD19 na nadorovych buiikach pomoci
fragmentu monoklondlni protilatky na extracelularni doméné CAR. Nevyhodou je
neurotoxicita CAR-T terapie a také syndrom uvolnéni cytokinli v ndvaznosti na CAR-T

terapii [65].
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Vyuziti modifikovanych NK bun€k s chimernim antigennim receptorem
(CAR - NK, chimeric antigen receptor NK cells) pro nddorovou imunoterapii slibuje nizsi
neurotoxicitu a zadny/minimalni syndrom uvolnéni cytokinti diky rozdilnému spektru
sekretovanych cytokinti neZ u CAR-T. Dalsi vyhodou CAR-NK by mohl byt fakt, ze NK
buiiky jsou cytotoxické vi¢i nadorovym bunkdm i antigenné nespecificky, tudiz
CAR - NK by mohly vykazovat cytotoxicitu vi¢i nadorovym bunkam specificky diky
CAR a zéaroven nespecificky svymi vlastnimi mechanismy. Oproti CAR-T jsou CAR-NK
jednoduseji ziskatelné, jelikoz je pro modifikaci mozné vyuzit jak NK buiiky z periferni
krve, tak NK buiiky derivované od indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék, NK
bunécnou linii NK-92 nebo i NK buiiky z pupecnikové krve [66]. Pouziti bunécné linie
NK-92 by umoziovalo sice rychlejsi piipravu CAR-NK bez nutnosti buiikky nejprve
pacientovi odebrat, ale jelikoz se jedna o buné¢nou linii derivovanou od NK bunééného
lymfomu vyvstava otazka, zda je pouziti linie NK-92 pro CAR-NK terapii bezpecné. Jako
CAR konstrukty pro CAR-NK jsou vétSinou pouzivané konstrukty optimalizované pro
aktivaci T lymfocyti, které casto obsahuji ,,hinge* (CD8a) a transmembranovou doménu
(CD28 transmembranovy protein) nepfirozenou pro NK bunky. Tento fakt musi byt bran
v potaz pii navrhu CAR konstruktd pro NK bunky [67]. Zadna CAR-NK neni nyni
vyuzivana v klinické praxi, ale probiha nékolik klinickych studii testujicich CAR-NK
zacilenych na lymfomy a leukémie, ale i na pevné nadory. Mezi testované CAR-NK patii
napiiklad CAR-NK s CAR cilicim na CD33, znak akutni myeloidni leukémie, klinicky
testované na pacientech s recidivou akutni myeloidni leukémie s pouzitim linie NK-92 i
primarnich NK bunék [67,68], a ddle CAR-NK s CAR cilicim na ligandy NKG2D,

testované téz s pouzitim linie NK-92 i primarnich NK bunék [69].

1.7 Vyuziti reportérovych genti pro studium biologické aktivity a
funkce proteinti

Monitorovani ¢innosti bunky jako je naptiklad genova exprese nebo ptrenos signalu je v
bunécnych kulturach, ale i ve zvifecich a rostlinnych modelovych organismech mozZné za
pomoci tzv. reportérovych genti. Reportérové geny jsou vyuzivany, protoze vykazuji po
expresi v buiice lehce méfitelné vlastnosti, jako naptiklad fluorescenci nebo luminiscenci.
Pro tyto ucely se pouziva naptiklad zeleny fluorescencni protein (GFP, green fluorescent
protein), ktery pfi vystaveni ultrafialovému zateni zelené fluoreskuje, enzym luciferasa

katalyzujici reakci s proteinem luciferinem produkujici viditelné svétlo, ale 1 napiiklad

25



[ - galaktosidasa detekovatelnd pomoci modrého zbarveni bakteridlnich kolonii pfi
kultivaci s  5-bromo-4-chloro-3-indoyl-B-D-galaktopyranosidem (chromogenicky
substrat pro B - galaktosidasu). Pokud je reportérovy gen vhodné zvoleny, je mozné
kvantitativné monitorovat expresi cilového genu. Reportérové geny jsou vétSinou
vpravovany do bunck jako DNA sekvence, Casto kruhové DNA v podob¢ plasmidu, spolu
s DNA sekvenci pro cilovy gen a spole¢né s nim jsou v buiice exprimovany, nebo jsou
pomoci nastrojii genetického inZenyrstvi umistovany pied promotorovou sekvenci
daného genu, aby dochazelo ke spole¢né expresi cilového genu a reportérového genu.
Reportérové geny jsou Siroce pouzivané ve vyzkumu technik genové terapie a
biomedicinského vyzkumu obecné, ale i v molekularni biologii a biochemii. Gen pro
reportérovy protein mize byt inkorporovan do chromosomalni DNA (vyuzivano napf. pfi
studiu technik genové terapie), ale mize byt umistén 1 v sekvenci DNA nachazejici se
mimo genom buiiky [70].

Prikladem vyuZiti reportérového genu je studium bun€k bunécné linie Jurkat
(imortalizovand buné¢na linie odvozena od lymfocytti) modifikovanych CD19 a ROR1
specifickym CAR konstruktem za G¢elem zjisténi, zda CAR konstrukt aktivuje NFAT a
NF«B. Tyto nuklearni transkripéni faktory byly opatteny reportérovymi geny pro GFP a
tyrkysovy fluorescencni protein. Aktivaéni studie téchto reportérovych bunék
inkubovanych s nddorovymi bunéénymi liniemi nebo s tetradecanoylphorbol acetdtem a
ionomycinem produkovaly specificky signal pies reportérové geny detekovatelny pomoci
pratokové cytometrie, potvrzujici, ze NFAT a NFkB jsou v téchto reportérovych buikach
aktivni soucasti signaliza¢ni drahy [70].

DalSim piikladem vyuziti reportérovych gentl je studium dalSich funkci IFN mimo
jejich funkce antivirové aktivity, jako napiiklad inhibici bunééné proliferace, regulace
bunéénych funkci, diferenciace a imunomodulace. Byly vytvofeny hybridni DNA
sekvence nesouci IFN-responzivni geny propojené¢ s geny pro jednoduse meéfitelné
enzymy. Tento model byl pouzit pro studium lidské glioblastomalni bunécéné linie
stabiln€¢ transfekované promotorem glidlniho fibridlnitho proteinu napojené¢ho na
reportérovy gen pro [-galaktosidasu bakterie E. coli. Glidlni fibridlni protein je za
normalnich okolnosti exprimovan na transfekovanych bunikach konstitutivné a IFN zde

funguje jako inhibitor 3-galaktosidasové aktivity [72].
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Cile

Pfipravit univerzalni vektor pro piipravu reportérovych bunéénych linii
inspirovanych CAR technologii

Ptipravit vektor pro expresi CAR s extracelularni doménou NKp30 (NKp30
CAR)

Kultivace a chemicka transfekce bunécné linie Jurkat NKp30 CAR konstrukty
Ove¢éteni biologického modelu, tedy zda je mozné takto métit miru signalizace pies

receptor NKp30 CAR
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3 Material

3.1 Pfistroje a pomiicky

0,22 pum filtry

Aparatura pro elektroforézu v agarosovém gelu
Automatické pipety

Centrifuga Allegra X —22R

Centrifuga EBA 12R

Hemocytometr

Inkubétor IR 5000

Inkubéator MCO-18 AIC

Kultiva¢ni lahve hranaté s prodysSnym vickem

Laminarni box

Mikroskop inverzni AE31

Mikrovlnna trouba OPTICOOK compact
Mikrozkumavka 1,5 ml

Mikrozkumavka 200 ul

Mrazici kontejner CoolCell LX

pH metr ¢200

Pipetovaci nastavec Hirschmann® Pipetus®
Pritokovy cytometr BD LSR 11
Spektrofotometr DS-11+

Stolni minicentrifuga Ministar Silverline
Termoblok LS1

Termocykler T100

Transiluminator s modrym svétlem runVIEW MINI
Ttepacka Multitron Pro

Ttepacka na 50ml zkumavky

UV lampa
Vafi¢

Vortexovy mixér
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TPP, Svycarsko
Biokeystone, USA
Pipetman Gilson, USA
Beckman Coulter, USA
Hettich, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
LABsystem Praha, CR
Sanyo, Japonsko

P-LAB, CR

Clean Air Techniek B. V.,
Nizozemsko

Motic, Némecko

Optimo Moulinex, Francie
Eppendorf, USA
Eppendorf, USA

Corning, USA

Beckman Coulter, USA
Sigma-Aldrich, USA

BD Biosciences, USA
DeNovix, USA

VWR, USA

VLM, Némecko

Bio-Rad, Némecko
Cleaver Scientific, UK
Infors HT, Svycarsko
Hangzhou Miu Instruments
Co., Ltd, Cina
Cambridge, UK

ETA, CR

Velp Scientifica, Italie



Zdroj stejnosmérného napéti 251-2
Zkumavka 15 ml
Zkumavka 50 ml

3.2 Enzymy a pfislusné pufry
Combi PPP Master Mix

CutSmart Buffer

EcoRI

Kpnl-HF

Ligation-free cloning master mix

NEB 1.0 pufr

QS5 polymerasa

Q5 reakeni pufr

3.3 Chemikalie a komercni soupravy

3.3.1 Chemikalie

1 kb DNA standard
100 bp DNA standard
Agar

Agarosa

Ampicilin

BSA

GoodView 11
DMSO

Gel loading dye
dNTPs

Ethanol

Fetalni hovézi sérum
Isopropanol
Kvasni¢ny extrakt
L-glutamin

PCR dHO

Penicilin
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Sigma-Aldrich, USA
Eppendorf, USA
Eppendorf, USA

Top-Bio, CR

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

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

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

Sigma, USA

Biotika, SR

Sigma, USA

Ecoli, SR

Sigma, USA

New England Biolabs, USA
Top-Bio, CR

Lach-Ner, CR
Sigma-Aldrich, USA
Lach-Ner, CR

Imuna Pharm, SR

Sigma, USA

Top-Bio, CR

Sigma, USA



Streptomycin Sigma, USA

Trypanova modi Sigma, USA
Trypton Oxoid, UK
XtremeGENE™ 360 Transfection Reagent Sigma-Aldrich, USA

3.3.2 Komerc¢ni soupravy

Kit and Buffer Set

Mix & Go! E. coli Transformation Zymo Research, USA

NucleoBond® Xtra Maxi Kit MACHENERY-NAGEL,
Némecko

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up MACHENERY-NAGEL,
Némecko

NucleoSpin® Plasmid MACHENERY-NAGEL,
Némecko

3.4 Pufry

PBS — 10 mM Na;HPOy4, 150 mM NacCl, 2 mM KCl, 2 mM KH;PO4, pH 7,0

TAE — 40 mM Tris, 20 mM CH3;COOH, 1 mM EDTA

TES — 10 mM Tris, 2 mM EDTA, 150 mM NaCl, 1 mM NaN3, pH 8,0

3.5 Kultiva¢ni média

LB agar — LB médium s ptidavkem 1,5 % agaru a ampicilinu ve vysledné koncentraci
100 pg/ml

LB médium — 1 % trypton (w/v), 0,5 % kvasni¢ny extrakt (w/v), 1 %NaCl (w/v), pH 7.4
RPMI - komeréni médium RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, USA) s ptidavkem penicilinu
ve vysledné koncentraci 100 U/ml, streptomycinu ve vysledné koncentraci 100 mg/ml a
2 mM L-Glutaminu

SOB agar — SOB médium s ptidavkem 1,5 % (w/v) agaru a ampicilinu ve vysledné
koncentraci 100 pg/ml

SOB médium — 2 % trypton (w/v), 0,5 % kvasni¢ny extrakt (w/v), 10 mM NacCl, 2,5 mM
KCI, 20 mM MgSOg4
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3.6 Bakterialni kmeny a buné¢né linie

E. coli DH5a Thermo Scientific, USA

E. coli TOP10 Thermo Scientific, USA

Jurkat Mgr. Karel Valis, Ph. D.,
BIOCEV

3.7 Primery pro PCR

Vsechny sekvence jsou uvedeny ve sméru 5'-3'

pNKCAR Hinge FW: ATTCAAGTAACAGGAGAATTCGGTACCACCACAACG
pNKCAR Hinge REV: AAAGGGCTTAGAAGGATCACAGGCGAAGTC
pNKCAR NKp30 L19 FW: CAAGTAACAGGAATTCTCTGGGTGTCCCAG
pNKCAR NKp30 E130 REV:
GCGGGCGTTGTGGTGCCTTCTTTCTCCACCACCAG

pNKCAR NKp30 R143 REV: GCGGGCGTTGTGGTGCCCCGAAGGAGGAGGAC
pNKCAR Bbsl lin FW: CCTTCTAAGCCCTTTTGGGTGCTGG
pNKCAR Bbsl lin REV:
TCCTGTTACTTGAATTGAAGGGAATAAGTTGAGAGCCAA
pNKCAR seq FW: GGGTGGGGGAGAACCGTATATAAG

pTWSseq REV: AAGCAGCGTATCCACATAGCG

3.8 Plasmidy

pSLCAR_CD19 28z addgene plasmid ¢.135991
pTTo-GFPq prof. Y. Durocher, University of
Montreal, Kanada

NKp30 cDNA OREF clone Sino Biological, Cina, HG10480-UT
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4  Metody

4.1 Ptiprava CAR konstrukti
4.1.1 Amplifikace DNA inserta

Inserty DNA potiebné pro ptipravu CAR konstrukti byly amplifikovany za pouziti
polymeréazové fetézcové reakce (PCR, z angl. polymerase chain reaction). Piechled
amplifikovanych templatovych DNA je uveden v tabulce 1 spolu s pouZzitymi primery.
Reakce probihala v celkovém objemu 20 pl. Pipetované objemy jednotlivych komponent
jsou uvedeny v tabulce 2 na stran¢ 33. Reakéni smés byla po pfipraveni kratce
centrifugovéna ve stolni centrifuze a umisténa do termocykleru. Reakce probehla podle
schématu v tabulce 3 na stran¢ 33. Teplota nasedéani se liSila pro rizné primery a byla
vypocitana pomoci on-line nastroje Tm Calculator vyrobce Q5 polymerasy [74]. Po

probéhnuti reakce byly vysledky ovéfeny pomoci elektroforézy v agarosovém gelu.

Tabulka 1: Prehled amplifikovanych useki DNA

Amplifikovany | Templat Ptedni primer Zpétny primer
usek DNA

CD8 Hinge pSLCAR CD19 | pNKCAR Hinge | pNKCAR Hinge REV

28z FW

NKp30 Stalk | NKp30 cDNA | pNKCAR NKp30 | pNKCAR NKp30 R143
ORF clone L19 FW REV

NKp30 LBD | NKp30 cDNA | pNKCAR NKp30 | pNKCAR NKp30 E130
ORF clone L19 FW REV
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Tabulka 2: Pipetované objemy jednotlivych komponent pro PCR amplifikaci

doplnéno dH>O na objem | Koncentrace  zédsobniho | Pipetovany objem
20 pl roztoku
Templatova DNA 40 ng/pl 1 ul
Ptedni primer 5uM 2 ul
Zpétny primer 5uM 2ul
dNTPs 10 mM 0,4 pul
Q5 DNA polymerasa 2000 U/ml 0,2 pl
Q5 reakéni pufr S5x 4 ul
Q5 GC enhancer 5% 4 ul
Tabulka 3: Casovy a teplotni priibéh PCR reakce
Krok Teplota [°C] Doba trvani
1 95 30s
95 30s
2 .
(opakovéni 30 %) Teplota nasedani primeru | 30 s
72 1 min
3 72 8 min
4 4 -

4.1.2 Elektroforéza v agarosovém gelu a extrakce DNA z gelu

Ptislusné mnozstvi agarosy (0,33 g pro 0,5% gel) bylo rozpusténo v 65 ml pufru TAE
kratkym povafenim v mikrovlnné troub€. Po zchladnuti byly do smési ptidany 3 pl
detekéni barvy pro DNA GoodView. Smés byla nalita do elektroforetické soupravy. Po
zatuhnuti byl gel pfevrstven dH>O a do prostoru elektrod byl nalit pufr TAE. Ke vzorkim
bylo pfidano pfislusné mnozstvi DNA vzorkového pufru ,,Gel Loading Dye* ze 6 X
koncentrovaného zasobniho roztoku. Takto pfipravené vzorky byly naneseny do jamek v
gelu. Do jedné z jamek bylo naneseno 5 ul DNA standardu (100 bp ¢i 1 kb). Elektroforéza
probihala za plisobeni stejnosmérného elektrického proudu po dobu 20 minut pfi napéti

180 V. Po probéhnuti elektroforézy byl gel prosvicen transiluminatorem, produkty o

spravné velikosti byly vyfiznuty a umistény do mikrozkumavky.
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DNA byla z agarosového gelu izolovana pomoci soupravy NucleoSpin® Gel and
PCR Clean-up [75]. Do mikrozkumavky bylo pfidano ke kazdym asi 100 mg gelu 200 pl
pufru NTI a vzorek byl inkubovan 10 minut pti 50 °C za ob¢asného promichéani na
vortexu. Po rozpusténi veskerého gelu byl roztok nanesen na kolonku umisténou ve
sbérné zkumavce a kolonka s roztokem byla centrifugovana 1 minutu pfi 11000 x g.
Kolonka byla nasledn¢ dvakrat promyta 700 pl pufru NT3 centrifugaci 1 minutu pfi
11000 % g. SuSeni kolonky bylo provedeno centrifugaci 1 minutu pii 11000 X g a
naslednym suSenim po dobu 5 minut pti 70 °C. DNA byla z kolonky eluovana 30 ul pufru
NE ptedehiatého na 70 °C, se kterym byla inkubovana 5 minut pti 70 °C. Samotna eluce
byla poté provedena centrifugaci po dobu 1 minuty pti 11000 x g. Koncentrace produktu

byla zméfena na spektrofotometru DS-11+ oproti elu¢nimu pufru.

4.1.3 Linearizace plasmidu pomoci celoplasmidové PCR

Komeréni plasmid pSLCAR _CD19 28z byl linearizovan za pouziti celoplasmidové
PCR. Jako ptedni primer byl pro celoplasmidovou PCR pouzit pPNKAR Bbsl lin FW a
jako zpétny pNKAR Bbsl lin REV. Reakéni smés byla pfipravena stejné jako v kapitole

4.1.1 na strané 32 a reakce probéhla podle reakéniho schématu uvedeného v tabulce 4.

Tabulka 4: Casovy a teplotni priibéh celoplasmidové PCR

Krok Teplota [°C] Doba trvani
1 98 3 min
98 30s

2
(opakovéni 35 %) 65 30s
opakovani 35 x

P 72 30s
3 72 7 min
4 8 -

4.1.4 Linearizace plasmidu pomoci restrikénich endonukleas

Pro vlozeni dalsiho insertu na specifické misto v sekvenci plasmidu byl plasmid $tépen
restrikénimi endonukleasami EcoRI a Kpnl-HF. Linearizace pomoci restrikénich
endonukleas byla provedena nasledovné: K 8 pg nesStépeného plasmidu

pSLCAR CD19 28z bylo pfidano 100 U enzymu EcoRI (zasobni koncentrace
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20000 U/ml), 5 pl NEB 1.0 pufru (10 x koncentrovany zasobni roztok), 0,5 pl hovéziho
sérového albuminu (100 x koncentrovany zasobni roztok), smés byla doplnéna na 50 pl
PCR dH;O a hodinu a pil inkubovéana pifi 37 °C. Poté byl enzym EcoRI tepelné
inaktivovan zahtatim na 65 °C po dobu 20 minut a $tépeni bylo ovéfeno pomoci
elektroforézy v agarosovém gelu oproti neStépenému plasmidu. Plasmidovd DNA byla
izolovana z gelu pomoci soupravy NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up podle postupu
uvedeného v kapitole 4.1.2 na strance 33. Byla zmétena koncentrace DNA, bylo ptidano
ptislusné mnozstvi enzymu Kpnl-HF, pufru CutSmart (10 x koncentrovany zdsobni

roztok), smes byla doplnéna na 50 pul PCR dH>O a inkubovana 1 a pal hodiny pii 37 °C.

4.1.5 Vlozeni insertu do linearizovaného vektoru

Do komerc¢niho plasmidu pSLCAR-CD19-28z byla (po vysStépeni nckterych
nesouvisejicich ptivodnich sekvenci) nejdiive vnasena ,hinge* doména CD8h, do takto
vzniklého plasmidu pak NKp30 Stalk nebo NKp30 LBD, vSechny jako produkty PCR
amplifikace. Do celkového objemu 20 pl bylo k 100 ng plasmidové DNA pipetovano
takové mnozstvi DNA insertil, aby bylo dosazeno pozadovaného poméru koncentraci.
Pipetované objemy jsou uvedeny v tabulce 5. Do smési bylo pfiddno 4 ul roztoku
»Ligation-free cloning master mix“ a smés byla doplnéna na 20 ul PCR dH>O. Smés byla
ponechana 1 hodinu pii 0 °C. Takto ptfipravené vzorky byly pouZity pro transformaci

kompetentnich bakteridlnich bunék.

Tabulka 5: Pipetované objemy DNA insertu vkladanych do linearizovaného vektoru

Ptipravovany konstrukt Insert Zasobni koncentrace | Pipetovany
[ng/ul] objem [pl]
pNKCAR CDS8h CD8h 17 0,6
pNKCAR NKp30 Stalk | NKp30 Stalk | 9 2,2
pNKCAR NKp30 LBD | NKp30 LBD |33 0,7

4.1.6 Transformace bakterii plasmidovou DNA

Plasmidovd DNA ziskand pomoci postupu uvedené¢ho v kapitole 4.1.5 byla
transformovéana do kompetentnich bakterii E. coli TOP10 pfipravenych pomoci soupravy
Mix & Go Competent E. coli Cells [76]. Alikvot kompetentnich bakterii byl vyjmut z

mraziciho boxu (-80 °C) a ponechén asi 10 minut pfi 0 °C, aby obsah rozmrzl. Néasledné
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byl cely objem alikvotu (100 pl) smichén s pfipravenou plasmidovou DNA a smés byla
10 minut inkubovéna pii 0 °C. Po uplynuti této doby byla smés rozetiena na Petriho misky
se SOB agarem sterilni sklenénou hokejkou. Misky s bakteriemi byly inkubovany pies

noc v inkubatoru piti 37 °C.

4.1.7 PCR z bakterialnich kolonii

Z kolonii narostlych na Petriho miskach bylo vybrano 6, u nichz bylo ovéfeno vlozeni
pozadovaného DNA konstruktu. Tyto kolonie byly nabrany sterilnimi Spickami, které
byly nésledné promyty v 6 pul PCR dH>O. K 6 pl PCR dH>O s bakterialni DNA bylo
pfidano 10 pl roztoku ,,Combi PPP Master Mix*, 2 pl pfedniho a 2 pl zpétného primeru
podle tabulky 6. Vzorky byly vlozeny do termocykleru a probéhla PCR podle schématu
v tabulce 7. Po ukonceni PCR reakce byla provedena elektroforéza na 0,5% agarosovém
gelu stejnym zplisobem jak je uvedeno v kapitole 4.1.2 na strané¢ 33. Do jamek byl
pipetovan cely objem vzorku a také 5 pul 100 bp DNA standardu. Produkty PCR reakce
byly po probéhnuti elektroforézy vizualizovany UV lampou a ptitomnost DNA

konstruktu byla ovétena porovnanim délky produktu s jeho o¢ekavanou délkou.

Tabulka 6: PouZité primery pro PCR z bakterialnich kolonii pro jednotlivé DNA konstrukty

DNA konstrukt Ptedni primer Zpétny primer
pNKCAR CD8h pNKCAR Hinge FW pTWS5seq REV
pNKCAR NKp30 Stalk pNKCAR seq FW pNKp30 R143 REV
pNKCAR NKp30 LBD pNKCAR seq FW pNKp30 E130 REV

Tabulka 7: Teplotni a ¢asovy priibéh PCR z bakteridlnich kolonii

Krok Teplota [°C] Doba trvani
1 95 3 min

95 30s
2

54 30s
(opakovani 20 x)

72 1 min
3 72 5 min
4 4 -
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4.1.8 Nizkoobjemova produkce plasmidové DNA a sekvenace
Spicky pouzité k nabrani téch kolonii, jejichz PCR produkt byl pozitivni byly umistény
do 50ml zkumavky, bylo pfidano 5 ml LB média a 5 pul ampicilinu (vysledna koncentrace
100 pg/ml). Takto ptipravené vzorky byly inkubovany ptes noc na ttepacce pii 37 °C pii
rychlosti otac¢eni 175 ot./min.

Nasledujici den byly zkumavky vyjmuty z tfepaCky a bunécnd suspenze byla
centrifugovdna 5 minut na 4500 X g pfi laboratorni teploté. Supernatant byl slit, byla
vyjmuta $picka a z bun&éné pelety byla pomoci soupravy NucleoSpin® Plasmid [77]
izolovana plasmidovd DNA. Bunécna peleta byla resuspendovana v 250 pl pufru Al s
pfidanou RNAsou a roztok byl pfemistén do mikrozkumavky. Nésledné bylo pridano
250 pl lyza¢niho pufru A2, ktery obsahuje SDS, hydroxid sodny a barevny pH indikator.
Smés byla opatrné promichana pieklapénim mikrozkumavky a 5 minut inkubovana pfti
laboratorni teploté. Bylo pfidano 300 pl neutralizaéniho pufru A3 obsahujiciho octan
draselny a roztok byl promichavan preklapénim mikrozkumavky, dokud nedoslo k
neutralizaci indikované ztratou modré barvy vzorku. Nasledné byl roztok centrifugovan
10 minut pfi 20000 % g. Supernatant byl nanesen na kolonku umisténou ve sbérné
zkumavce a centrifugovan 1 minutu pii 11000 x g. Kolonka byla promyta 500 pul pufru
AW piedehiatého na 50 °C centrifugaci 1 minutu pfi 11 000 x g. Déle bylo pfidano 600 pl
promyvaciho pufru A4 a kolonka byla promyta centrifugaci po dobu 1 minuty pii
11000 x g. Nasledn¢ byla kolonka susena centrifugaci pti 11 000 X g po dobu 2 minut.
Eluce plasmidové DNA byla provedena do ¢isté mikrozkumavky 50 pl pufru AE se
kterym byla DNA inkubovana po dobu 1 minuty. Po inkubaci byla DNA eluovana
centrifugaci pti 11000 x g po 1 minutu. Koncentrace byla zméfena na spektrofotometru
DS-11+, jako blank byl pouZit elu¢ni puft.

Pro sekvenacni reakci bylo michano do celkového objemu 8 pl 200 ng plasmidové
DNA, 1 pl primeru a na 8 ul byl objem doplnén dH>O. Podle délky sekvenovaného tiseku
DNA (v bp) byl pro dany vzorek zvolen pouze piedni nebo pouze zpétny primer, nebo
byly ptipraveny dvé smési, pficemz do jedné byl piidan ptedni a do druhé zpétny primer.
Primery pouzité pro piislusné vzorky jsou uvedeny v tabulce 8 na strané 38. Takto
ptipravené vzorky byly odeslany do Laboratofe sekvenace DNA Ptirodovédecké fakulty
UK. Vysledky byly vyhodnocovany v programu SnapGene [78].
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Tabulka 8: Pouzité primery pro jednotlivé plasmidové DNA konstrukty

Plasmidovda DNA | Pipetovan | Zas. Ptedni primer Zpénty primer

y  objem | koncentrace

[ul] [ng/pl]
pNKCAR CD8h 0,27 718 pNKCAR seq F | —

W

pNKCAR NKp30 | 0,34 581 pNKCAR seq F | pNKCAR Hinge R
_Stalk W EV
pNKCAR NKp30 | 0,33 606 pNKCAR seq F | pNKCAR Hinge R
_LBD W EV

4.1.9 Vysokoobjemova produkce plasmidové DNA

Plasmidovd DNA, jejiz sekvence byla ovétena sekvenaci, byla pouZita pro transformaci
kompetentnich bakterii E. coli DH5a.. Alikvot bunééné suspenze byl vyjmut z mraziciho
boxu chladiciho na -80 °C, ponechan 10 minut pii 0 °C a poté bylo pfidano 100 ng DNA
k 50-100 pl bunééné suspenze. Po inkubaci na ledu po dobu 10 minut byla smés natfena
na Petriho misku s LB agarem sterilni hokejkou. Misky byly ponechany v inkubatoru pii
37 °C ptes noc. Nasledujici den byla vybréna 1 kolonie, ktera byla z Petriho misky setiena
sterilni Spickou a naoCkovana do 21 Erlenmayerovy baiiky s 500 ml LB média s 500 pl
ampicilinu (o zasobni koncentraci 100 mg/ml) a baiikka byla inkubovéna pfes noc
(14 - 16 h) na ttepacce pii 37 °C a rychlosti 175 ot./min.

Nasledujici den byla bunécna suspenze centrifugovana po dobu 30 minut pfi
4500 x g za laboratorni teploty. Supernatant byl slit. Buné¢na peleta byla oplachnuta od
LB média resuspendaci v 40 ml TES pufru a nésledn¢ byla suspenze centrifugovana po
dobu 10 minut pii 4500 x g. Supernatant byl slit a plasmidovd DNA byla izolovana
pomoci soupravy Nucleobond® Xtra Maxi Kit [79]. Peleta byla resuspendovana v 15 ml
resuspendacniho pufru s RNAsou A s vyslednou koncentraci 60 pg/ml. Bylo pfidano
15 ml lyza¢niho pufru s modrym indikatorem pH, smés byla promichana pfevracenim
zkumavky a 5 minut inkubovana pii laboratorni teploté. Nasledn¢ bylo ptfidano 15 ml
neutraliza¢niho pufru a smés byla promichdvana ptfevracenim do ztraty modré barvy
indikatoru. Filtr a kolona byly promyty 15 ml ekvilibratniho pufru. Po proteCeni
ekvilibra¢niho pufru byl na kolonu nanesen bunécny lyzat a po proteceni veskeré tekutiny

byl filtr promyt 15 ml ekvilibraéniho pufru a poté byl odstranén. Kolona byla promyta
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25 ml promyvaciho pufru a poté byla provedena eluce 15 ml elu¢niho pufru. Eluovana
DNA byla srazena smichanim s 10,5 ml isopropanolu, michdna na vortexu a ponechana
2 minuty inkubovat. Eluat s isopropanolem byl nabran do injek¢ni stiikacky a protlacen
ptes filtr NucleoBond Finalizer Large, na ktery se navazala plasmidova DNA. Filtr byl
promyt 4 ml 70% ethanolu a nésledné vysusen protla¢ovanim vzduchu pies filtr pomoci
injek¢ni stiikacky. Eluce DNA z filtru byla provedena pomoci 1 ml elu¢niho pufru AE,
ktery byl natazen do Cisté injek¢ni sttikacky a nékolikrat protlacen pies filtr. Poté byla

zmétena koncentrace eluované DNA na spektrofotometru DS-11+ oproti elucnimu pufru.

4.2 Prace s buné¢nou linii Jurkat

K praci byla vybrana bunécna linie Jurkat, imortalizovand buné¢na linie odvozena od
T lymfocytl. Veskera prace probihala v mistnosti uréené pouze pro praci s tkdnovymi
kulturami. Manipulace s bunécnou linii byla provadéna v aseptickych podminkach v

laminarnim boxu.

4.2.1 Rozmrazovani

Alikvot bunééné suspenze (1x10° bunék v 1 ml média) uchovavany v kryozkumavce pii
teplot¢ -80 °C byl vyjmut z chladiciho boxu a umistén do vodni l4zn¢ vyhtivané na 37 °C,
ve které byla suspenze rozmrazena. Nasledné byla bunécné suspenze pienesena do 10 ml
média RPMI vytemperovaného téz na 37 °C a centrifugovdna 5 minut na 100 x g pfi
20°C za ucelem oplachnuti 10% dimethylsulfoxidu (DMSO) pouzivan¢ho jako
kdyoprotektivni ¢inidlo. Bunécna peleta byla néasledné resuspendovéna v 5 ml média
RPMI s 10 % (v/v) tepelné inaktivovaného fetalniho hovéziho séra (FBS, z angl. fetal
bovine serum) do hranaté kultivac¢ni lahve vhodné pro kultivaci suspenznich bunék s

filtrem na vicku a umisténa do inkubatoru (37 °C, 5% nasyceni CO»).

4.2.2 Kultivace

Bunky linie Jurkat byly kultivovany v komerénim médiu RPMI v inkubétoru pii 37 °C a
5% nasyceni CO,. Kazd¢ 3 az 4 dny byly bunky fedény na vyslednou bunécnou hustotu
0,15x10° bun&k/ml odebranim ¢4sti buné¢né suspenze a pridanim erstvého média RPMI
s 10 % (v/v) FBS. Vypocet bunééné hustoty byl provadén nasledovné: Z kultivaéni lahve
bylo odebrano 20 pl bunécné suspenze, ke kterym bylo ptidano 20 pl 0,4% roztoku

trypanové modfi, suspenze tak byla 2 x zfedéna. Takto ptipraveny vzorek byl pipetovan
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mezi sklicka hemocytometru a pod mikroskopem byly buiiky spocitdny. Buné¢nd hustota

byla poté vypocitana podle vzorce:

pocet bunék x redéni

buné¢na hustota = 10%,

pocet velkych ¢tverct

kde 10* vyjadiuje objemovy faktor vychazejici z objemu komiirky hemocytometru.

4.2.3 Zmrazovani

Takovy objem média, jenz obsahoval potfebny pocet bunck, byl centrifugovan 5 minut
pfi 100 x g a 20 °C. Vznikla bunécnd peleta byla resuspendovana v takovém objemu
cerstvého RPMI média s ptidavkem 10 % (v/v) FBS a 10 % (v/v) DMSO, aby vysledna
koncentrace byla 2x10° b/ml. Suspenze byla pipetovana po 1 ml do kryozkumavek, které
byly umistény do mraziciho kontejneru CoolCell LX a umistény do chladiciho boxu s

teplotou -80 °C.

4.3 Optimalizace transfekce bunécné linie Jurkat

Jurkat buniky kultivované podle postupu uvedeného v kapitole 4.2.2 byly transientné
transfekovany plasmidovymi DNA pNKCAR NKp30 Stalk a pTTo-GFPq (plasmid
nesouci gen pro GFP exprimované do cytosolu) za 12 riiznych transfekénich podminek.
Ve viech ptipadech bylo transfekovano 0,5 x10° bunék 500 ng plasmidové DNA.
Plasmidova DNA byla fedéna na koncentraci 100 ng/pul PBS pufrem a v lamindrnim boxu
prefiltrovana pfes sterilni 0,22 pum filtr. Jako transfekéni cCinidlo bylo pouzito
XtremeGENE™ 360 Transfection Reagent. 5 ul DNA (zasobni koncentrace 100 ng/ul)
bylo smichano s 50 ul PBS pufru nebo s 50ul RPMI média a bylo pfidano transfekéni
¢inidlo v hmotnostnim poméru DNA:transfekéni ¢inidlo 1:1, 1:3 a 1:6 podle tabulky 9 na
stran¢ 41, smés byla promichdna a takto pfipraveny transfekéni mix byl 30 minut
inkubovan pii laboratorni teploté. Potfebny objem bunécéné suspenze byl 5 minut
centrifugovan pii 100 x g a 20 °C, supernatant byl slit a buniky byly resuspendovany v
takovém objemu média RPMI s 10 % (v/v) FBS a RPMI média bez ptidaného FBS, aby
vysledna koncentrace byla 0,5x10° bungk/ml a pienesené do 24-jamkové desticky s
plochym dnem. Na 1 ml bunécné suspenze byl nakapan pfipraveny transfekéni mix a

smés byla promichdna. Jako kontroly byly pouzity Jurkat buiiky v médiu RPMI bez FBS,
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Jurkat buiikky v médiu RPMI s 10 % (v/v) FBS, Jurkat buitkky s pNKCAR NKp30_ Stalk
DNA bez transfekéniho €inidla, Jurkat bunky bez ptfidané DNA v médiu RPMI s 10 %
(v/v) FBS s objemem transfekéniho ¢inidla odpovidajicim nejvys$Simu hmotnostnimu
poméru DNA:transfekéni ¢inidlo. Transfekované buiiky a kontroly byly poté dva dny
inkubovany pii 37 °C a 5 % nasycenim COx. Ideélni transfek¢ni podminky byly vybrany

za pouziti pratokové cytometrie.

Tabulka 9: Pipetované objemy transfekéniho ¢inidla XtremeGENE™ 360 a plazmidové DNA

Molarni pomér Pipetovany objem Pipetovany objem DNA

transfekéni ¢inidlo:DNA XtremeGENE™ 360 (zasobni koncentrace 100

[ul] ng/ul) [pl]
1:1 0,5 5
1:3 1,5 5
1:6 3,0 5

4.3.1 Ptiprava vzorkl pro métfeni na pritokovém cytometru

Z pouzitych transfekénich podminek pro transientni transfekci pNKCAR NKp30_ Stalk
a pTTo-GFPq do bunécéné linie Jurkat byla vybirdna nejvhodnéjsi podminka pomoci
pritokové cytometrie. Po dvou dnech inkubace ve 24-jamkové desticce s plochym dnem
byly vzorky transfekovanych bunck a kontrol pipetovany po 200 ul do 96-jamkové
desticky, bylo pfidano téz 200 pl Jurkat bunck z kultivacni lahve. Vzorky byly 5 minut
centrifugovany pii 300 x g a 4 °C, supernatant byl slit a vzorky byly resuspendovany ve
150 pl PBS pufru. Suspenze byla znovu centrifugovéana za stejnych podminek a poté byly
vzorky resuspenovany ve 120 pl PBS pufru. Takto ptipravené vzorky byly pouzity pro
méfeni na pritokovém cytometru. Méfeni bylo provedeno v Laboratofi pratokové
cytometrie PfF UK na pfistroji BD LSR II, méfeni provedla Mgr. Barbora Kalouskova.

Cilem méfteni bylo ur¢it mnozstvi zivych GFP pozitivnich bunék.
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5  Vysledky

5.1 Ptiprava CAR konstrukti

Konstrukty CAR  byly pfipravovany za pouziti komercniho plasmidu
pSLCAR_CD19 28z, ktery byl poskytnut laboratofi profesora Scotta McComba [73].
Komer¢ni plasmid pSLCAR CD19 28z, jehoz mapa je na obrazku 3, nese geny pro
cytosolarni domény CAR (kostimula¢ni doménu CD28 a signalizaéni doménu CD3(),
transmembranovou doménu CAR (CD28 tm), CD8 ,hinge* doménu a signalni peptid

CD28. Dale nese gen pro GFP, ktery se pti expresi odpojuje od CAR konstruktu a zlistava
v cytosolu. Plasmid pSLCAR CD19 28z nese rezistenci na ampicilin.
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Obrazek 3: Mapa vychoziho plasmidu pSLCAR_CD19_28z

Plasmid nese geny pro zeleny fluorescen¢ni protein (EGFP), CD3¢ (CD3zeta), kostimulacni doménu
CD28 (CD28 co-stim), transmembranovou doménu CD28 (CD28 tm), ,,hinge* doménu CD8 (CD8 hinge),

signalni peptid (CD28 sp) a gen pro rezistenci na ampicilin (AmpR). Vytvoteno v programu SnapGene
[78].

Plasmid pSLCAR_CD19 28z byl pouzit pro piipravu universalniho vektoru a
dvou CAR konstrukt nesoucich geny pro extracelularni doménu receptoru NKp30 se

,»stalk doménou nebo bez ni, urenych pro transientni transfekci bunécné linie Jurkat.
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Schéma pripravenych CAR konstruktl exprimovanych na bunééné membrané je uvedeno
na obrazku 4. Aminokyselinové sekvence receptoru NKp30 se ,,stalk doménou nebo

pouze s ligand vazebnou doménou jsou na obrazku 5.

NKp30
(LBD/stalk)

Hinge (CD8)

Transmembranova doména
(CD28)

Ko-stimulacni domeéna
(CD28)
Doména aktivujici signalizaci
(CD3zeta)

Cytosol

C@ Zeleny fluorescencni protein

Obrizek 4: Schéma CAR konstruktu exprimovaného na bunééné membrané. Zeleny fluorescencni
protein (EGFP) se pii expresi odpojuje od CAR konstruktu, zistava v cytosolu a mize tak slouzit jako
indikator trovné exprese CAR na bunécné membrané. Interakce extracelularni domény CAR konstruktu
(NKp30 LBD/Stalk) s ligandy ¢i specifickou protilatkou by méla vést ke spusténi intracelularni signaliza¢ni
drahy ptes CD3¢ doménu CAR indukujici expresi povrchového znaku CD69, jehoz pfitomnost lze ovefit
pomoci prutokové cytometrie. Timto zpisobem Ize sledovat biologickou aktivitu ligandt receptoru NKp30.

NKp30 stalk:

LVWSQPPEI RTLEGSSAFLPCSFNASQGRLAI GSVTWFRDEVVPGKEVRNGT PEFRGRLAPLASSRFL
HDHQAELHI RDVRGHDASI YVCRVEVL GLGVGT GNGTRLVVEKEHPQL GAGTVLLLRAGFYAVSFLSV
AVGSTVYYQGKCL TWKGPRRAL PAVVPAPL PPPCGSSAHL L PPVPGG

NKp30 LBD:

LVW/SQPPEI RTLEGSSAFLPCSFNASQGRLAI GSVTWFRDEVVPGKEVRNGTPEFRGRLAPLASSRFL
HDHQAELHI RDVRGHDAS! YVCRVEVL GLGVGTGNGTRL WEAGF YAVSFL SVAVGSTVYYQGKCLTW
KGPRRQLPAVVPAPL PPPCGSSAHLL PPVPGG

Obrazek 5: Aminokyselinova sekvence receptoru NKp30

Aminokyselinova sekvence receptoru NKp30 se ,,stalk doménou (NKp30 stalk), aminokyselinova
sekvence proteinu NKp30 pouze s ligand vazebnou doménou, (NKp30 LBD). Cervené ligand vazebna
doména, modfe ,,stalk” doména, zelen¢ transmembranova doména, fialov¢ intracelularni doména.
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5.1.1 Ptiprava DNA insertl

DNA insert byla amplifikovana pomoci PCR. Pouzité primery vnesly na konce
amplifikovanych tsektit DNA ptesahy pro vloZeni do linearizovaného vektoru. Po PCR
reakci byla pfitomnost produktu ovéfovana pomoci elektroforézy v 0,5% agarosovém
gelu. Produkty o spravné velikosti byly izolovany podle postupu uvedeného v kapitole

4.1.2 na stran¢ 33 a byla zméfena jejich koncentrace, jeZ je uvedena v tabulce 10.

Tabulka 10: Vysledné koncentrace tuseki DNA po PCR amplifikaci a extrakci z agarosového gelu

Amplifikovany isek DNA Koncentrace [ng/pl]
CD8h 17

NKp30_Stalk 9

NKp30 LBD 33

5.1.2 Pfiprava universalniho vektoru

Vychozi plasmid pSLCAR-CD19-28z byl linearizovan pomoci celoplasmidové PCR
podle postupu uvedeného v kapitole 4.1.3 na strané 34. Primery pro celoplasmidovou
PCR pNKCAR Bbsl lin FW apNKCAR Bbsl lin REV byly navrzeny tak, aby ptedni
primer nasedal v misté transmembranové domény CD28 tm a zpétny primer nasedal v
misté signalniho peptidu CD28 sp, byly tak vynechany nékteré nesouvisejici pivodni
sekvence a pivodni sekvence CD8 ,,hinge™ domény. Do linearizovaného plasmidu byla
vlozena amplifikovand CD8 hinge doména. Schéma sekvenci vychoziho plasmidu a
universalniho vektoru lze vidét na obrazku 6 na strané 45. Pfitomnost produktu o spravné
velikosti byla ovéfena pomoci agarosové elektoforézy v 0,5% gelu, jak je vidét na
obrazku 7 na stran€ 45. Byla amplifikovana oblast plasmidu nesouci geny pro CAR
konstrukt bez ptivodni ,hinge* domény CD8h. DNA linearizovaného plasmidu byla
extrahovédna z gelu, koncentrace byla 11 ng/ul. Pfi PCR amplifikaci byly na plasmidu
vytvofeny komplementarni ptesahy pro vlozeni amplifikované CD8h domény, ktera byla
do linearizovaného plasmidu vlozena podle postupu uvedeného v kapitole 4.1.5 na strané
35. Takto pfipraveny konstrukt byl transformovan do kompetentnich bakterii E. coli
TOP10. Byla provedena PCR z bakteridlnich kolonii, z pozitivnich kolonii byla
pfipravena nizkoobjemova produkce DNA. Spravnost sekvence DNA byla ovéfena

pomoci sekvenace a poté byla provedena vysokoobjemova produkce plasmidu

44



pSLCAR CD19 28z s CD8h doménou (dile jako pNKCAR CD8h). Koncentrace
plasmidové DNA pNKCAR CD8h z vysokoobjemové produkce byla 2,6 pg/ul.

NKAR_BbsI_lin_REV |I(pr|I ID_NKAR Bbs1_lin_FW
) _[ — — )
- 3000 3500 30007 35007 5000
3XFLAG D8 hinge P2 £GP
D28 sp CD28tm  CD2E co-stim
PSLCAR-CD19-28z
B) 8856 bp
(2614) Kpnl
(2804) EcoRI NKAR_BbsI_lin_FW (2951 .. 2075)
(2765 .. 2803) pNKAR_Bbs[_\In_REV\{ E €028 co-stim
ves “es
3000 T 55007 7600

TR )

CD28sp CDB hinge €D28 tm P2A EGFP

PNKCAR_CD8h
8044 bp

Obrazek 6: Schéma sekvenci vychoziho plasmidu a universalniho vektoru.
A) Schéma mist nasedani primertt pNKCAR BbsI lin FW a pNKCAR BbslI lin REV na DNA plasmidu

pSLCAR _CD19 28z pro tcely celoplasmidové PCR. B) Schéma vysledné DNA sekvence universalniho
vektoru pPNKCAR CDS8h. Vytvofeno v programu SnapGene [78].
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Obriazek 7: Elektroforéza v agarosovém gelu linearizovaného plasmidu pSLCAR_CD19_28z po
celoplasmidové PCR. V prvni draze zleva 1 kb DNA standard (1 kb) ve tfeti draze linearizovany plasmid
pSLCAR CD19 28z (P*), 0,5% agarosovy gel, ocekavana velikost PCR produktu je 7897 bp.

5.1.3 Piiprava CAR konstruktii s receptorem NKp30

Pro ptipravu CAR konstruktii byla pouzita plasmidova DNA universalniho konstruktu
pNKCAR CD8h a DNA kodujici extracelularni doménu receptoru NKp30. Plasmid
pNKCAR_CD8h byl §tépen pomoci restrikénich endonukleas EcoRI a KpnI-HF a byly
tak vytvofeny komplementarni ptesahy pro DNA NKp30, kterd byla amplifikovana s
regionem kodujicim stalk doménu receptoru NKp30 nebo bez tak, aby méla
komplementarni presahy pro vneseni do linearizovaného vektoru pNKCAR CD&8h.

Stépeni plasmidu restrikéni endonukleasou EcoRI bylo ovéfeno pomoci elektroforézy v
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0,5% agarosovém gelu oproti neStépenému plasmidu, vysledek elektroforézy je na
obrazku 8. Vektor s vnesenym insertem byl transformovan do kompetentnich bakterii E.
coli TOP10, které byly naneseny na Petriho misky se SOB médiem s ampicilinem jako
antibiotikem selektujicim pozitivni klony. Pro ovéfeni pfitomnosti insertu byla provedena
PCR z bakterialnich kolonii a elektroforéza v 0,5% agarosovém gelu s produkty PCR,
vysledky elektroforézy jsou na obrazku 9 a 10 na strané 47. Pozitivni klony byly pouzity
pro piipravu nizkoobjemové produkce DNA. Spravnost sekvence byla ovéfena sekvenaci
a byla pfipravena vysokoobjemova produkce DNA. Byly tak vytvoreny dva vektory
nesouci geny pro CAR, pNKCAR NKp30 LBD a pNKCAR NKp30 Stalk.
Koncentrace DNA z vysokoobjemovych produkci jsou uvedeny v tabulce 11 na stran¢ 48

a mapy plasmidli nesouci geny pro vysledné CAR konstrukty na obrazku 11 na stran¢ 48.

1kb P P P

Obrazek 8: Elektroforéza plasmidu pNKCAR_CD8h §tépeného restrik¢éni endonukleasou EcoRI. 1
kb standard (1 kb), zleva v draze 3 a 4 $tépeny plasmid (P*), v draze 7 kontrola-nestépeny plasmid (P),
0,5% agarosovy gel, o¢ekavana velikost produktu je 8044 bp.
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100bp 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 " 12

Obrazek 9: Elektroforéza PCR z bakterialnich kolonii konstruktu pPNKCAR _NKp30 LBD. 100 bp
standard (100 bp), 0,5% agarosovy gel, ocekavana velikost PCR produktu je 514 bp. Jako pozitivni byly
vyhodnoceny vzorky v draze 4, 6 a 12.

100bp 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Obrazek 10: Elektroforéza v agarosovém gelu PCR z bakteridlnich kolonii konstruktu
pNKCAR_NKp30_Stalk. 0,5% agarosovy gel, ocekavana velikost PCR produktu je 553 bp. Jako pozitivni
byl vyhodnocen vzorek v draze 2.
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Tabulka 11: Koncentrace vysokoobjemové produkce plasmidové DNA pNKCAR_NKp30 LBD a
NKp30_Stalk

DNA koncentrace [pug/pl]
pNKCAR NKp30 LBD 2,6
pNKCAR NKp30 Stalk 2,9

A) EcoRI (2802) (CD28 co-stim|

=
30001 35001 40001 45001

D EETEETE ) ) D TR (1)

CD28 sp CD8 hinge CD28 tm P2A EGFP

pNKCAR_NKp30_Stalk
8413 bp

B)

EcoRI (CD28 co-stim]

i

30007 35001 40007 45

B BT S B BT )

CD28 sp CDB hinge CD28 tm P2A EGFP

PNKCAR_NKp30_LBD
8374 bp

Obrazek 11: Mapy plasmidi nesoucich geny pro CAR konstrukt. A) pNKCAR NKp30 Stalk. B)
pNKCAR NKp30 LBD. Konstrukty se lisi pouze pfitomnosti ,,stalk” domény. Vytvofeno v programu
SnapGene [78].

5.2 Transfekce bunécné linie Jurkat a priitokova cytometrie

Buniky linie Jurkat byly transientné transfekovany pomoci XtremeGENE™ 360
Transfection Reagent. Optimaliza¢ni transfekce byla provedena pouze s konstruktem
pNKCAR NKp30 Stalk a kontrolnim plasmidem pTTo-GFPq pii 12 rlznych
podminkach. Oba plasmidy nesou gen pro GFP, kter¢ je exprimovano do cytosolu a slouzi
jako indikator urovné exprese. Nejvhodnéjsi transfekéni podminka byla ur€ovana pomoci
pratokové cytometrie a byla vybrana ta podminka, ze které byl ziskan nejvyssi primér
intenzity fluorescence GFP. Transfekéni podminky a podminky kultivace kontrolnich
vzorkl jsou uvedeny v spolu s priiméry intenzit fluorescence GFP transfekovanych bunck
a kontrolnich vzorkii netransfekovanych bunék ziskanych z méfeni pomoci pratokové
cytometrie na obrazku 12 na stran¢ 49. Histogramy intenzit fluorescence GFP z méfeni
pomoci priatokové cytometrie vybranych vzorki jsou na obrazku 13 na stran¢ 49. Jako
nejvhodnéjsi se jevila podminka D2 (viz obrazek 13), ale vzhledem k nizkym rozdiliim
prumérné intenzity fluorescence GFP mezi jednotlivymi zvolenymi podminkami pro
transfekci a primérnych intenzit fluorescence kontrolnich vzorkd netransfekovanych

bunék lze soudit, ze transfekce se pfili§ nezdafila.
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Obrazek 13: Graf priméru intenzit fluorescence GFP v buiikach linie Jurkat transfekovanych
plasmidovymi DNA pTTo-GFP a pNKCAR NKp30 Stalk. Transfekéni mix byl pfipraven v
hmotnostnich pomérech DNA:Transfek¢ni ¢inidlo 1:1, 1:3 a 1:6. Jurkat buiiky transfekované transfekénim
mixem s plasmidovou DNA uvedenou v kolonce "DNA" fedénou spolu s transfekénim ¢inidlem do média
RPMI nebo do pufru PBS (viz kolonka "Diluent") a po transfekci inkubovany za odlisnych podminek (viz
kolonka "Médium"). Kontrolni vzorky netransfekovanych bunék (A1-AS).
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Obrazek 12: Porovnani intenzity fluorescence GFP v transfekovanych buiikach linie Jurkat.
A) Porovnani bungk kultivovanych v RPMI médiu s pPNKCAR _NKp30_ Stalk DNA bez transfekéniho
¢inidla (Cervend) a bunék transfekovanych pNKCAR NKp30 Stalk pomoci XtremeGENE™ 360

M7 v

Transfection Reagent v hmotnostnim poméru DNA:transfekéni ¢inilo 1:6 kultivovanych v RPMI médiu
(modra).
B) Porovnani intenzity fluorescence GFP v bunikach transfekovanych XtremeGENE™ 360 Transfection
Reagent (t. ¢.) v riiznych hmotnostnich pomérech DNA:transfekéni ¢inidlo — 1:1 (Eervena), 1:3 (modréa),
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6 Diskuse

Cilem této bakalatské prace byla ptiprava expresnich vektort kodujici geny sekvenci
elementli CAR s extracelularni doménou pfirozené cytotoxického receptoru NK bunék
NKp30 se ,,stalk* doménou nebo pouze s ligand vazebnou doménou a ovéteni biologické
aktivity téchto konstruktll na bunééné membrané pomoci funkénich studii na bunikach
linie Jurkat transfekovanych piipravenymi konstrukty. Pro métfeni i€innosti transfekce
bylo vyuzito GFP vnesené spolu s vektory jakozto reportérovy gen a pro ovéteni aktivity
biologického konstruktu mel byt pouzit povrchovy znak CD69 exprimovany na povrchu
bunék po aktivaci buiiky po interakci NKp30 CAR s ligandem.

Pro tyto ucely byl zakoupen komeréné dostupny plasmid pSLCAR _CD19 28z jiz
kodujici optimalizovany CAR konstrukt (viz obrazek 3 na strané 42). Z komerc¢niho
plasmidu pSLCAR _CD19 28z byl ptipraven universalni vektor vystépenim ptvodni
sekvence CD8h pomoci celoplasmidové PCR. Celoplasmidova PCR byla pro pfipravu
universalniho vektoru zvolena z divodu neobvyklych Stépicich mist pro restrikéni
endonukleasy na plasmidu pSLCAR CD19 28z, pro které nebyly v laboratofti k dispozici
restikéni endonukleasy a bylo ekonomictéjsi zvolit celoplasmidovou PCR, pfestoze jeji
vzhledem k vkladanému mnozstvi plasmidové DNA do jedné PCR reakce. Diky
vhodnému navrzeni primerti byla do DNA sekvence mezi CD8h a signalni peptid CD28
sp vlozena sekvence pro restrikéni endonukleasu EcoRI pobliz jiz ptitomného
restrikéniho mista pro endonukleasu Kpnl, coz zjednodusilo vkladani dal$ich inserti do
vzniklého universalniho vektoru pPNKCAR CDS8h.

Dalsi inserty vkladané do universalniho vektoru byly geny pro extraceluldrni
doménu receptoru NKp30 amplifikované pomoci PCR z genu pro cely receptor NKp30
se ,,stalk doménu nebo pouze s ligand vazebnou doménou, které byly do universalniho
vektoru pNKCAR CD8h tspésné vlozeny a byly pfipraveny dva expresni konstrukty
pNKCAR NKp30 Stalk a pNKCAR NKp30 LBD. Tento pfistup byl zvolen z diivodu
ocekavanych odlisnych intenzit interakci CAR konstrukti exprimovanych na membrané
bunék s ligandy NKp30, vyuastujici v odlisSnou miru signalizace a aktivace bungk, jelikoz
,»stalk doména receptoru NKp30 podporuje homooligomerizaci extracelularni domény
vedouci k silngj$im interakcim s ligandy diky vyssi avidité oligomerniho komplexu [80].

»Stalk® doména téZ pozitivné ovliviiuje signalizaci receptoru NKp30 pres CD3E doménu
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a ptimo se podili na vazbé ligandi [81]. Pfedpoklada se, Ze diky témto vlastnostem ,,stalk*
domény receptoru NKp30 se receptor NKp30 exprimovany bez ,stalk“ domény
vyskytuje na membrané pouze jako monomer ¢i dimer, naopak NKp30 exprimovany se
»stalk® doménou na bunécné membrané oligomerizuje. DileZitou roli v interakci
receptoru NKp30 s ligandem hraje téz N - glykosylace na ligand vazebné doméné [49].
Zkoumani schopnosti receptoru NKp30 vazat ligandy v zavislosti na N-glykosylaci
nebylo pfedmétem této bakalarské prace.

Bunééna linie Jurkat byla jako modelova zvolena, jelikoZ je to bunétné linie
odvozena od lymfocytl a disponuje obdobnymi vlastnostmi jako NK buiky (naptiklad
signalizaci vedouci k aktivaci buniky skrz CD3C doménu a expresi povrchového znaku
CD69 po aktivaci bun€k), ale neexprimuje na svém povrchu receptor NKp30, coz se
podatilo ovéfit pomoci méfeni na pratokovém cytometru s Jurkat buitkami inkubovanymi
s anti-NKp30 monoklondlni protilatkou (data nejsou soucasti této prace). Zaroven mayji
vSechny buiiky této linie stejné vlastnosti, protoze se jedna o imortalizovanou buné¢nou
linii. Pro praci mohl byt pouzit 1 jiny druh bunék, naptiklad primarni T lymfocyty
izolované z krve darcd, jejichz izolace je ale ¢asoveé naroc¢na a kvalita imunitnich bun¢k
déarct je proménlivd. Mohla byt zvolena i nékterd z NK-bunéénych linii, coz by pro
méfeni exprese NKp30 CAR na bunéné membrané vyzadovalo vytazeni genu pro
NKp30, protoze NK buiiky bézn¢ exprimuji receptor NKp30.

Vektory byly do bun€k linie Jurkat vnaSeny pomoci transientni chemické
transfekce. Transientni transfekce je vyhodna z diivoda uspory casu, jelikoz vysledky
jsou znamy b&hem nékolika dni, zaroven pokud je jeji UspéSnost nizka nelze selektovat
pozitivni klony selekénim tlakem, kdy je nésledné populace transfekovanych buné¢k
expandovana, protoze vnesend DNA neni sou¢asti genomu burky a nepiendsi se na dalsi
generace. Pro transfekci bylo zvoleno transfekéni ¢inidlo na bazi kationickych lipidd,
XtremeGENE™ 360 Transfection Reagent. Pfestoze vyrobce deklaruje vysokou ti¢innost
transfekce bunék linie Jurkat timto ¢inidlem, byla uc€innost transfekce, jez byla méfena
pomoci prutokové cytometrie skrz intenzitu fluorescence GFP exprimovaného do
cytosolu, nizka. Rozdily v primérech intenzity fluorescence GFP, dle kterych byla
ucinnost transfekce vyhodnocovéana napii¢ zvolenymi podminkami pro optimalizacni
transfekci konstruktem pNKCAR NKp30 Stalk, kontrolnim plasmidem pTTo-GFPq a
netransfekovanymi buitkami byly nizké (viz obrazek 12 na strané 49). Méfeni rusila 1
vysoka autofluorescence Jurkat bunék v oblasti vinovych délek emise fluorescence GFP.

Byla provedena dalSi transfekce s obéma pfipravovanymi konstrukty pouze v
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podminkach, které byly pii optimaliza¢ni transfekci stanovené jako nejvhodné;si, bohuZzel
s obdobnym vysledkem pro oba konstrukty. Pfi¢inou nizké Gc¢innosti transfekci mohlo
byt nevhodné médium ¢i pufr ve kterém byl pfipravovan transfekéni mix, roli mohlo hrat
1 stafi transfekEniho ¢inidla. Negativni vliv na GispeSnost transfekce mohla mit antibiotika,
ktera byla pfitomna v médiu a dal§im faktorem, ktery mohl negativné ovlivnit transfekci,
mohla byt i doba inkubace, jejiz zkraceni ¢i prodlouzeni mohlo téz ovlivnit vysledky. Pii
provadénych experimentech byly bunky inkubovéany s transfekénim ¢inidlem vZzdy po
dobu 48 hodin bez vymény média. Pouziti jiného typu chemického transfekcniho ¢inidla
by mohlo téZ zlepsit vytézek transfekce. Z provedenych méteni se zaroven zjistilo, Ze je
vhodné;jsi pripravovat transfek¢ni mix do pufru, neni potteba ptidavat do média ve kterém
jsou transfekované buiiky inkubovany transfek¢nim mixem FBS a minimalni hmotnostni
pomér DNA:transfekéni ¢inidlo by mél byt alespon 1:3.

Pro dal§i experimenty za ucelem ovéteni biologické aktivity NKp30 CAR
konstruktlh na bunééné membrané byla zvolena stabilni chemicka transfekce bunécné
linie Jurkat vektory s NKp30 CAR receptory. Principem stabilni transfekce je
inkorporace genu pro cilovy protein do buné¢ného chromozomu, diky ¢emuz dalsi
generace bun¢k tento gen dédi, gen miize byt stabiln¢ exprimovan, a i pti nizké ucinnosti
transfekce 1ze ziskat velké mnozstvi pozitivnich bunék selekei a expanzi pozitivni
populace. Stabilni transfekci lze provést mnoha zpisoby, napiiklad pomoci lentivirové
infekce, coz je metoda uspesna jak u jednoduse transfekovatelnych bunék, tak u obtizné
transfekovatelnych bunék (mezi které patii bunky linie Jurkat a lymfocyty obecné).
Lentivirova infekce vSak pfinasi jista uskali, protoze soucasti procesu je prace s infekénim
materidlem. Z tohoto diivodu byl pro stabilni transfekci z dostupnych moznosti vybran
systém piggyBac, nevirdlni transpozonovy kotransfekéni systém umoziujici indukci
exprese proteinu na povrchu builkky pomoci indukce doxycyklinem, coz zajisti
dostate¢nou expresi proteinu na povrchu bunék.

Kotransfekce pomoci systému piggyBac se provadi pomoci tfi plasmidd, dvou
nesoucich geny rozpoznavané transposasou a tfeti nesouci gen pro transposasu. Prvni
plasmid se sekvencemi rozpozndvanymi transposasou (modifikovany PB-T-PAF) koduje
gen pro puromycinovou rezistenci, promotor reagujici na tetracyklin (nebo jeho derivaty)
pod ktery je vlozen gen pro cilovy protein (zde NKp30 CAR). Druhy plasmid opét
obsahuje sekvence rozpozndvané transposasou (PB-RB) koduje blasticidinovou
rezistenci a reversni tetracyklinovy transaktivaéni induktor, ktery v pfitomnosti

doxycyklinu indukuje expresi cilového proteinu. Geny, které nesou tyto dva plasmidy
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jsou inkorporovany do chromozomu bun€k pomoci transposasy (PBasa), kterd je
kodovana na tfetim plasmidu (PBase), ktery je transfekovan pouze transientné.
Transposasa vnasi sekvence z plasmidti PB-T-PAF a PB-RB ohranic¢ené transposony do
bunécného chromozomu. Bunky, do jejichz chromosoml byla DNA Uspésné vlozZena,
jsou nasledné selektovany pomoci kultivace s neomycinem a blasticidinem. Po selekei je
mozné indukovat expresi proteinu doxycyklinem a uroven exprese je mozné upravovat
pfidanim rizného mnoZstvi doxycyklinu [82]. Schéma transfekce je uvedeno na obrazku
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Obrazek 14: Schéma kotransfekce pomoci Kkotransfekéniho systému piggyBac s expresi
indukovatelnou pomoci doxycyklinu. Plasmid PBase nese transposasu (Pbasa), plasmid PB-T-AF nese
DNA sekvence pro NKp30 CAR, puromycinovou rezistenci (PuroR) a promotor reagujici na tetracyklin
(TRE) ohranic¢ené transposnoy. Plasmid PB-RB nese sekvence pro blasticidinovou rezistenci (BlaR) a
reversni tetracyklinovy transaktivacni induktor (rtTA).Vytvoteno pomoci on-line nastroje Biorender [83].

Z ptipravenych vektorit pNKCAR NKp30 Stalk a pNKCAR NKp30 LBD byly
NKp30 CAR konstrukty amplifikovany pomoci PCR a vlozeny do linearizovaného
vektoru PB-T-PAF, byly ptipraveny nizkoobjemové produkce a spravnost sekvenci byla
ovétena sekvenacni reakci. Dal$im krokem bude stabilni transfekce pomoci piggyBac
kotransfekéniho systému, selekce pozitivnich klonti, nasledné bude ovéfena pfitomnost

NKp30 CAR konstrukti na membrané a schopnost aktivace bun¢k skrz NKp30 CAR po
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interakci s ligandy pfes expresi CD69 na bunécné membrang, které budou ovéfeny
znac¢enim monoklonalnimi protilatkami anti-NKp30 a anti-CD69 s fluorescen¢ni znackou

pomoci méfeni na prutokovém cytometru.
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7

Zaver

Podafilo se pfipravit universadlni vektor pro piipravu reportérovych linii
inspirovanych CAR technologii

Podatilo se ptipravit vektory nesouci DNA sekvence kodujici CAR s extracelularni
ligand vazebnou doménou NKp30 se ,,stalk® doménou nebo pouze s ligand vazebnou
doménou

Nepodarilo se chemicky transientné transfekovat Jurkat bunky

Podafilo se pfipravit vektory kodujici NKp 30 CAR konstrukty pro transfekei pomoci
piggyBac kotransfekéniho systému
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