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Abstrakt

Ptirozeni zabijaci zvani NK bunky (z angl. Natural Killers) jsou velmi podstatnou
soucasti imunitniho systému. Jsou to tzv. pfirozeni zabijeci, nesou na svém povrchu fadu
receptorti. Pro imunitni dohled jsou zésadni dva typy receptort dle funkce zvané inhibicni a
aktivacni. Inhibi¢ni receptory =zajistuji autotoleranci. Druhym typem jsou aktivacni
receptory, jejichz aktivace vede ke spusténi cytotoxické odpovédi, ptipadné k zapojeni
dalsich slozek imunitniho systému (napt. makrofagu).

Aktivaéni receptor NKp30 (oznacovany také jako NCR3 nebo CD337) je protein z
rodiny pfirozené cytotoxickych receptorti (NCR, z angl. Natural Cytotoxicity Receptors). Je
jednim z hlavnich lidskych NK-bunéénych aktivacnich receptorti s potencidlnim vyuzitim
v cilené protinddorové terapii.

Aktivaénim ligandem receptoru NKp30 je protein B7-H6, ktery se bézné nevyskytuje
na povrchu zdravych bunék. Vyskytuje se vyhradné na bunkach, které jsou vyrazné
stresované, tedy napf. na infikovanych nebo maligné transformovanych buiikédch. Nese-li
maligné transformovana bunka na svém povrchu B7-H6, dojde ve vétsing pripadu k jejimu
rozpoznani a eliminaci takika ihned pfi jejim vzniku. ProtoZe vSak ne vSechny nadorové
bunky jsou B7-H6 pozitivni, nabizi se moZznost jejich zviditelnéni pro imunitni systém prave
skrz dekoraci proteinem B7-H6. Takovy ligand navic mize byt upraven, aby zesiloval
imunitni odpovéd.

Tato prace vychazi z publikace Pekar L. ef al. (2020), ve které byly popsany mutace
vazebného mista B7-H6 pro NKp30, které zvysuji afinitu. Na zaklad¢ jejich vysledl jsme
pfipravili pét mutovanych forem celé extracelularni domény B7-H6 v lidské bunééné linii

HEK?293T a vazebnou afinitu oveérili izotermalnti titraéni kalorimetrii.

Klic¢ova slova: NK bunky, B7-H6, NKp30, HEK293T, ITC



Abstract

NK cells are an essential part of the immune system. They are the so-called natural
killers and carry several receptors on their surface. Two types of receptors are crucial for
immune surveillance, according to their function, called inhibitory and activating. Inhibitory
receptors provide auto-tolerance. The second type is activating receptors, whose activation
signals toward initiating a cytotoxic response or involving other immune system components
(e.g., macrophages).

The activating receptor NKp30 (also known as NCR3 or CD337) is a protein of the
Natural Cytotoxicity Receptors (NCR) family. It is one of the primary human NK cell
activating receptors with potential use in targeted anticancer therapy.

NKp30 has an activating ligand protein B7-H6, which is not found on the surface of
healthy cells. It is exclusively found on highly stressed cells, e.g., infected or malignantly
transformed cells. If a malignantly transformed cell carries B7-H6 on its surface, in most
cases, it is recognized and eliminated almost at its formation. Not all tumour cells are B7-H6
positive, so it is possible to visualize them to the immune system through surface decoration
with B7-H6. Moreover, such a ligand can be modified to amplify the immune response.

This work is based on Pekar L. ef al. (2020) publication, which described mutations
that increase the affinity of the B7-H6 binding site for NKp30. Based on their results, we
prepared five mutant forms of the entire extracellular domain of B7-H6 in the human cell

line HEK293T and measured binding affinity by isothermal titration calorimetry.

Keywords: NK cells, B7-H6, NKp30, HEK293T, ITC
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SEZNAM ZKRATEK

ACT Adoptivni bunécna terapie (z angl. Adoptive Cellular Therapy)

AIDS Syndrom ziskaného selhdni imunity (z angl. Acquired
Immunodeficiency Syndrome)

APC Antigen prezentujici bunka (z angl. Antigen Presenting Cell)

BAG-6 Athanogen 6 asociovany s B-bunéénym lymfomem (z angl. B-cell
Lymphoma 2 Associated Athanogen 6)

bp Pér bazi (z angl. Base Pair)

CD Diferenciacni skupina (z angl. Cluster of Differentiation)

CLR Receptor podobny lektinim C-typu (z angl. C-type Lectin-like
Receptor)

DNA Deoxyribonukleova kyselina (z angl. Deoxyribonucleic Acid)

EDTA Kyselina ethylendiamintetraoctova

Fab Fragment vazajici antigen (z angl. Fragment antigen binding)

Fc Cast protilatky — krystalizovatelny fragment (z angl. Fragment
Crystallizable)

fcEMP1 Plasmodium falciparum erytrocytovy membranovy protein 1 (z angl.
Plasmodium falciparum erythrocyte membrane protein-1)

GAG skupinové specificky antigen (z angl. Group-specific Antigen)

HEK293T Oznacenti linie lidskych embryonélnich ledvinnych bunék 293 (z
angl. Human Embryonic Kidney Cell Line 293)

HIV Virus lidské imunitni nedostatecnosti (z angl. Human
Immunodeficiency Virus)

HLA Lidsky leukocytarni antigen (z angl. Human Leukocyte Antigen)

HPLC Vysokoucinnd kapalinova chromatografie (z angl. High-Performance
Liquid Chromatography)

Ig Imunoglobulin

IL Interleukin

IFNy Interferon gama

ITAM Imunoreceptorovy aktivacni motiv tyrosinového typu (z angl.
Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif)

ITIM Imunoreceptorovy inhibi¢ni motiv tyrosinového typu (z angl.

Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif)


https://cs.wikipedia.org/wiki/Syndrom

IPEI
KIR

LB
LFC
MHC

NCR

NK bunky
PBS

PCNA

PCR
SDS-PAGE

SH-2/3
SOB
TAA
TAE
TSA

Linearni polyethylenimin

Inhibi¢ni receptor imunoglobulinové skupiny (z angl. Killer-Cell Ig-
Like Receptor)

Kultiva¢ni médium (z angl. Lysogeny Broth)

Klonovani nezavislé na ligase (z angl. Ligation-Free Cloning)
Hlavni histokompatibilni komplex (z angl. Major Histocompatibility
Complex)

Receptory piirozené cytotoxicity (z angl. Natural Cytotoxicity
Receptors)

Ptirozeni zabijeci (z angl. Natural Killers)

Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (z angl. Phosphate-Buffered
Saline)

Jaderny antigen proliferujici buiiky (z angl. Proliferating Cell
Nuclear Antigen)

Polymerasova fetézova reakce (z angl. Polymerase Chain Reaction)
Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v prostfedi dodecylsiranu
sodného (z angl. Sodium Dodecyl Sulphate — Polyacrylamide Gel
Electrophoresis)

Src-homologni doména 2/3 (z angl. Src Homology 2/3 domain)
Superoptimalni médium (z angl. Super Optimal Broth)

Antigen asociovany s nddorem (z angl. Tumour-Associated Antigen)
Pufr obsahujici Tris, kyselinu octovou a EDTA

Antigen specificky pro nador (z angl. Tumour-Specific Antigen)
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UvVOD

1 TEORETICKA CAST

1.1 Imunitni systém

Imunitni systém patii k zdkladnim mechanismim udrzujicim stalost vnitiniho
prostiedi v nasem organismu. Dokaze spravné rozpoznat Skodlivé od neskodného a chréni
tak organismus pfed exogennimi Skodlivinami, patogennimi organismy a jejich toxickymi
produkty.

Dulezitou funkei imunitniho systému je autotolerance, coz je tolerance viici vlastnim
buitkkdm a tkanim. Daéle také imunitni dohled, kdy imunitni systém rozpoznavéa endogenni
Skodliviny, napt. staré, nebo poSkozené (mutované) builky, coz mohou byt naptiklad

rakovinné buiiky, jeZ jsou imunitnim systémem priib&Zné odstrafiovany 2.

1.1.1 Vrozena imunita

Nespecifické imunitni mechanismy (pfirozené, neadaptivni) jsou vrozené a evolu¢né
star§i !. Vrozen4 imunita v zasadé funguje na principu molekul a buné&k jiz pfipravenych
v organismu pifedem. Ty mohou rychle reagovat na patogeny. Mechanismy vrozené imunity
jsou tvofeny humorélni a bun&énou slozkou .

Humoralni slozku nespecifické imunity tvoifi cytokiny a komplementovy systém.
Cytokiny obstardvaji komunikaci mezi buiikami a navad¢ji je do mist, kde je infekce,
stimuluji tvorbu protilatek a jinych proteint, které aktivuji komplementovy systém.
Nespecifické imunitni sloZky reaguji na pfitomnost antigenu béhem né€kolika minut ¢i hodin
13, Bunééna slozka je zastoupena fagocytujicimi buiikami (makrofagy a neutrofily), NK
buiikami, dendritickymi bunikami, Zirnymi buikami a basofilnimi 1 eosinofilnimi
granulocyty .

Fagocyty maji schopnost pohlcovat patogeny. Neutrofily maji ve své cytoplazmé
granula, které maji po vylouceni z buiikky antimikrobidlni funkci. Naopak makrofagy jsou
schopny dlouho piezivat a jsou také schopny nahradit roli antigen prezentujici buniky (APC,
z angl. antigen-presenting cell), jez umist'uji na svém povrchu fragmenty fagocytovaného
materidlu jako antigen pro dalSi imunitni bunky. NK buiikky maji cytotoxickou funkci a
uplatiiuji se zejména pii virovych infekcich ¢i protinddorové imunité. Dendritické buiky

maji schopnost fagocytozy a funguiji jako hlavni APC buiiky. Zirné buiiky a basofily jsou si
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pomérné hodné podobné. Oboje maji schopnost vyvolat zanétlivé procesy, obzvlasté pak
v souvislosti s alergickymi reakcemi a astmatem. Eosinofily maji také schopnost fagocytozy

a prosazuji se v imunitni reakci proti parazitim '

1.1.2 Adaptivni imunita

Mechanismy adaptivni (ziskané) imunity jsou evoluén¢ mladsi, antigenné specifické,
reaguji na patogeny prostifednictvim protilatek a antigenné specifickych receptori T
lymfocytti. Aktivuji se po setkani s antigenem !.

Béhem téchto reakci mize dojit ke vzniku tzv. imunologické paméti. Tento stav
umoznuje nasledné mnohem rychlej$i imunitni odpovéd’ v ptipadé¢ opakované infekce.
Adaptivni sloZzka imunity také mize v nékterych ptipadech nezddoucim zplisobem zaméfit
odpovéd’ na antigeny, které jsou organismu vlastni a kvili tomu dochazi

k rozvoji autoimunitnich onemocnéni !

1.2 Buiiky imunitniho systému v protinadorové imunité

K maligni transformaci buiiky dochézi mnoha odlisnymi zplsoby v disledku selhéni
mechanismil regulace bunééného déleni !. Protinadorovou imunitu zajist'uji buiiky vrozené
(nespecifické) imunity, tedy NK bunky, neutrofily, bazofily, eozinofily, makrofagy,
dendritické buriky a zirné buiiky '*. Vyznamnou roli hraji i adaptivni imunitni butiky (T a B
lymfocyty). Obé€ slozky mezi sebou komunikuji a brani tvorbé nadort, a to bud’ ptimou
interakci, nebo za pomoci cytokint ¢ chemokinti *. Buiiky imunitniho systému maji tedy
schopnost rozeznat a nasledné znicit rakovinotvorné buniky, nez dojde ke vzniku nadoru, ale

také béhem jeho vyvoje. Tato jejich vlastnost je oznaGovana jako imunitni dohled °.

1.3 NK burky

NK bunky hraji velmi vyznamnou roli ve vrozené obrané proti patogeniim, predevs§im
proti virim a nadorim. Jsou to velké granularni lymfocyty schopné produkovat zanétlivé
cytokiny a spontanné zabijet maligni, infikované nebo stresované buiiky, a to bez predeslé
senzitizace 6.

Maji schopnost okamzité cytotoxicity, ¢asné produkce cytokinl (faktor nadorové
nekrdzy a interferon-y) a chemokini, které pomahaji vytvaret a udrzovat zanétlivé prostredi.
NK buiiky se vyskytuji piedevsim v periferni krvi, kostni dieni, lymfatickych uzlinach a
v dal8ich nelymfoidnich organech — v plicich, jatrech, d&loze nebo slinivce ®’. Mohou se

pfesunout rovnou do mista zanétu a sekundarnich lymfoidnich organt, kde tvoti prvni linii
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pfi obrané proti patogentim, jelikoz jsou schopné pfimo eliminovat viry infikované nebo
transformované bunky prostfednictvim Fas ligandu, perforinu a granzymi. Dale umi
aktivovat nespecifické hematopoetické builkky (neutrofily a makrofagy), aktivovat
dendritick¢ buinky nebo primarni adaptivni leukocyty jako jsou T a B lymfocyty,
uvoliiovanim rozpustnych zesilujicich faktor ’.

NK buiiky maji na svém povrchu povrchové antigeny diferenciacni skupiny CD16 (z
angl. Cluster of Differentiation) a CD56. Piiblizné 90 % téchto bungk je CD569™, jez
vyvolavaji cytotoxicitu. Dale existuji NK buiiky CD56€" které se nachazeji prevazné

v lymfoidnich organech a #di sekreci cytokinti ®.

1.3.1 Aktivace NK bunék

NK buiiky jsou aktivovdny po detekci chybéjici nebo zménéné exprese
histokompatibilnich MHC glykoproteint I. tfidy (z angl. Major Histocompatibility Complex
Glycoproteins Class I)°.

Aktivace NK bunck muize probihat nékolika mechanismy. Jeden z hlavnich
mechanismu je detekce Fc (z angl. Fragment Crystallizable) ¢asti protilatek 1gG (z angl.
Immunoglobulin G) na bunikach skrz receptor CD16. Dale je to detekce molekul, které se
nevyskytuji na povrchu zdravych bunck, a detekce zanétlivého prostfedi bohatého na
cytokiny (jako jsou napf. interleukin-12 nebo interferon typul)®. Cytotoxicita vici
infikovanym nebo transformovanym buikdm a produkce cytokind jsou hlavnimi
efektorovymi funkcemi NK bunék °.

Takto jsou NK buiiky schopny rozpoznat buiikky nadorové od bunc€k zdravych. Na
rozdil od nadorovych bunék zdravé buiiky exprimuji jistou hladinu MHC gp I molekul, jez
jsou nasledné rozeznany inhibi¢nimi receptory, které zajiStuji autotoleranci. Naopak
infikované ¢i nddorové builkky maji tuto expresi potlacenou, NK buiiky rozeznaji snizenou
hladinu MHC gp I molekul a spusti proces bunééné lyzy, resp. apoptosy °. Dalsim
mechanismem detekce nezddoucich bunék je rozpoznani stresovanych bunék pomoci
aktivacnich receptorii. Aby vSak nedoSlo ke znieni zdravych bunck v aktivacni nebo
proliferacni fazi, jez vyvolavaji stres, je udrZzovana nebo dokonce i zvySena povrchova
exprese MHC gp I, a zdravé buiiky jsou chranény pred usmrcenim . Na druhou stranu, v
pfipad¢ nadorovych nebo virem infikovanych bunék je exprese ligandii rozpoznavanych
aktiva¢nimi receptory doprovéazena ztratou MHC gp 1. V disledku toho neni aktivace NK
bunék potladena aktivitou inhibi¢nich receptord ®. Tyto dva mechanismy piedstavuji velmi

diileZité kontrolni body v fizeni aktivace a funkce NK bunék °.
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Efektorova funkce NK bunék je regulovana rovnovdhou mezi protichidnymi signaly
vysilanymi aktivaénimi receptory odpovédnymi za aktivaci NK bun€k a inhibi¢nimi
receptory pro MHC gp 1. tfidy. Interakce aktivac¢nich receptort NK buiiky s membranové
vazanymi molekulami na okolnich tkdnich mtze vyustit v blastogenezi, produkci cytokinil,
cytotoxicitu a migraci k cilovym buiikdm. Cytokiny nasledné zptsobuji proliferaci bunék
imunitniho systému a téZ pomahaji spustit cytotoxicitu a tvorbu interferonu gama (IFN-y),

coZ je cytokin hrajici zdsadni roli pii potlaovani patogent v pocate¢nim stadiu infekce *!°.

1.3.2 Receptory NK bunék

Na rozdil od T nebo B lymfocyti, NK buiiky obsahuji sadu receptori kodovanou
zarodecnou linii, které¢ tidi jejich vyvoj a jejich funkci. Tyto receptory ptenasSeji bud’
aktivacni, nebo inhibi¢ni signaly. Integrace vSech téchto navazujicich signalnich drah urcuje,
jakym zptisobem bude NK buiika interagovat s cilovou buiikou .

V lidském organismu existuji dvé hlavni kategorie NK bunécnych inhibi¢nich
receptortl. Do prvni tiidy se fadi heterodimer CD94:NKG2A 2. Ob¢ slozky receptoru patii
do superrodiny proteini podobnych lektinim typu C (CLR, angl. C-type Lectin-like
Receptor). Do druhé tiidy patfi imunoglobulinové receptory KIR (z angl. Killer-cell
Immunoglobulin-like Receptors), vyskytujici se na povrchu lidskych NK bunék a v malém
mnozstvi také T lymfocytii 2. Tyto dvé skupiny receptorii pouZivaji rozdilné postupy pro
rozpoznani MHC gp I. tfidy. Molekula CD94:NKG2A rozpoznava sekvenéni prvek
signalniho peptidu, ktery je konzervovany napti¢ vétSinou molekul lidského leukocytarniho
antigenu tiidy I (HLA, angl. Human Leukocyte Antigen class I) *"'°. Peptidy obsahujici
tento prvek jsou pak vazany HLA-E a tento komplex je ligandem pro receptor
CD94:NKG2A. Oproti tomu KIR rozpoznavaji MHC gp 1 v jejich rozmanitosti diky vlastni
vysok¢ variabilité a polymorfismu. Systém KIR ma totiz diverzitu srovnatelnou s diverzitou
MHC gp L. tiidy '7. Rozpoznani samostatnych molekul HLA tfidy I NK burikami je zajisténo
extracelularni ¢asti KIR. Intracelularni ¢ast naopak zajiStuje pifenos aktivacnich ¢i
inhibi¢nich signalt '2.

Spole¢ny znak inhibi€nich receptorit NK bunck nachazejicich se v jejich cytoplazmé
je sekvence aminokyselin Ile/Val/Leu/Ser-X-Tyr-X-X-Leu/Val, kde X miize nahradit
jakékoliv aminokyselina, ¢ili tzv. ITIM motiv (z angl. Immunoreceptor Tyrosine-based
Inhibitory Motif). Navazanim ligandu je nasledné tento motiv fosforylovan '®.

Oproti inhibi¢nim receptoriim, na nékterych aktivac¢nich receptorech NK bunék je

mozné sledovat spole¢ny aktivacni motiv ITAM (z angl. Immunoreceptor Tyrosine-based


https://cs.wikipedia.org/wiki/NK_bu%C5%88ka
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Activation Motif), kdy receptory uzivaji spolecnou signaliza¢ni cestu s T a B lymfocyty.
ITAM ma také specifickou sekvenci aminokyselin — Asp/Glu-X-X-Tyr-X-X-Leu/Ile-Xe.-s-
Tyr-X-X-Leu/lIle, kde X miiZze opét nahradit jakakoliv aminokyselina '

Dal$im mechanismem, kterym se NK bunky aktivuji, je interakce nizkoafinitniho
aktivacniho receptoru FcyRIlla (CD16a) na NK buikdch s buiikami opsonizovanymi
protilatkami IgG, ptipadné bispecifickymi protildtkami v rAmci cilené imunoterapie !’

O tom, jestli se NK buiika aktivuje, ve vysledku rozhoduje rovnovaha aktivacnich a
inhibi¢nich signali. NK buriky jako takové maji endogenni schopnost odlisit zdravou tkan
od nemocné ¥

Aktivacni signdly jsou zprostiedkovany aktiva¢nimi receptory nékolika skupin jako
NKG2D, NCR (NKp30, NKp44 a NKp46, viz obr. 1) nebo DNAM-1. Aktivacni receptory

umi rozeznat tzv. stresové ligandy na infikovanych & nadorovych buitkach 12

NKp30 + B7H6

NKp46
(1P6F)
NKpa4
(1HKF) NKp30
(3n01)
-
” FS-‘fl IS":'I 5
K DI [D][R] DI[D

J ;meiz o3 |1 LTJMRIY cmsww éJ
i
.

Obrazek 1: Schematické znazornéni usporadani domén lidskych NCR: NKp30, NKp44
a NKp46. Vsechny NCR jsou transmembranové proteiny typu [. NKp44 obsahuje
v cytoplazmatické ¢asti jeden inhibi¢ni motiv ITIM, ktery vSak nemusi byt Gplné funkéni
(bily obdélnik na cytosolické sekvenci NKp44). Pro signalizaci se NCR spojuji s
adaptorovymi proteiny prostiednictvim kontaktu s opaénym nabojem v pfisluSnych
transmembranovych segmentech (kontaktni aminokyseliny v jednopismenném kodu).
Intracelularni aktivaéni motivy ITAM adaptorovych molekul jsou oznaceny jako ramecky.
U NKp30 jsou zobrazeny struktury nenavazané extracelularni domény podobné
imunoglobulinu a komplexu s ektodoménou jeho bunécného ligandu B7-H6. U NKp44 a
NKp46 jsou zobrazeny struktury nenavdzanych imunoglobulinovych extracelularnich
domén ¢
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1.3.3 Receptory prirozené cytotoxicity

Skupinu receptori pfirozené cytotoxicity NCR tvoii proteiny NK buné¢k NKp30,
NKp44, NKp46. Vsechny tfi strukturou patii do rodiny receptori podobnych
imunoglobulintim. Mimo strukturni podobnost byly seskupeny pro svou schopnost aktivovat
NK buiiky k cytotoxické odpovédi. VSechny tfi jsou transmembranové proteiny typu I, které
se skladaji z jedné nebo dvou imunoglobulinovych extracelularnich domén,
transmembranového a-helixu s kladné nabitou aminokyselinou umoznujici interakci se
signdlnim adaptorovym proteinem a kratké C-koncové domény 2°.

Jedinym vyhradné aktivacnim receptorem z této skupiny je NKp46. Receptory NKp30
a NKp44 mohou byt jak aktivaéni, tak inhibic¢ni, a to v zavislosti na ligandu a isoformé.
Ptikladem je ligand PCNA (z angl. Proliferating Cell Nuclear Antigen), jez po navazani na
NKp44 inhibuje funkci NK bungk, naopak ligand NKp44L aktivuje NK buiiky %!,

1.4 Receptor NKp30

NK-bunéény protein 30 (NKp30, NCR3 ataké CD337) je aktivacni receptor NK bunck
podobny imunoglobulinu, ktery byl objeven v roce 1999. Spolu s NKp44 a NKp46 je NKp30

¢lenem rodiny receptorii piirozené cytotoxicity 2.

1.4.1 Struktura NKp30

NKp30 je transmembranovy glykoprotein typu 1. Skladd se z N-koncové
imunoglobulinové domény, kratké 15-aminokyselinové domény, kterd je oznaCovana jako
»stalk doména, dale z transmembranového a-helixu a C-koncové cytoplazmatické domény.
Strukturné je NKp30 soucasti rodiny proteinti CD28 2223,

Vsechny proteiny z rodiny CD28 maji N-koncovou signalni sekvenci, jez se odstépuje
béhem transportu proteinu, dale jednu transmembranovou doménu, jednu
imunoglobulinovou doménu typu IgV a jednu nebo dvé intracelularni domény. Pomérné
zajimaveé je to, Ze ¢lenové rodiny CD28 se vazi na proteiny rodiny B7, coz plati i pro NKp30
23

Struktura NKp30 byla vyfeSena pomoci rentgenové krystalografie jak pro volné

NKp30 %%, tak i v komplexu s ligandem B7-H6 2°-°,
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1.4.2 Genetika a isoformy

U ¢lovéka je NKp30 kodovan genem umisténym na 6. chromozomu 22, Zde je
kédovano znacné mnozstvi imunologicky vyznamnych molekul, jako jsou molekuly
komplementu, cytokiny a proteiny tepelného $oku 2. Rliznym sestfihovanim mohou vznikat
odlisné isoformy NKp30, jez jsou odlisné tvarem imunoglobulinové domény (IgC, IgV) a
délkou svého C-konce (tii varianty)?’.

Naéslednou kombinaci vznika Sest raznych isoforem, které jsou oznacovany NKP30x.
Pismeno x oznacuje piesnou isoformu. NKp30a-c maji doménu IgV a NKp30d-f ma;ji
doménu IgC. Mezi isoformami typu IgV jsou funkéni rozdily: NKp30a i NKp30b zesiluji
produkci IFNy a interleukinu 2 (IL-2) po stimulaci NK bunék ex vivo, zatimco NKp30c
nikoli 2. Né&co podobného se dé&je také po inkubaci s nddorovymi buitkami exprimujicimi
B7-H6, kdy NK bunky transfekované NKp30c nevykazovaly Zadné projevy aktivace ve
srovnani s ostatnimi NK buiikami. Na druhou stranu NKp30c-transfekované buiky po
stimulaci produkovaly inhibi¢ni interleukin IL-10. Tyto rozdily ve vysledné funkci jsou
zpusobeny slabym spojenim NKp30c s jeho adaptorovou signalni molekulou CD3C(. Je také
znamo, ze lidé s gastrointestindlnim sarkomem maji horsi terapeutickou progndzu, pokud je

hladina exprese NKp30c pomérné vyssi 2.

1.4.3 Ligandy NKp30

Nejdiive bylo identifikovano jen n&kolik nebunéénych ligandi NKp30 2%: heparin a
heparan sulfat piisobici jako koligandy se vaZou pouze na glykosylovany NKp30 %, dale
membranovy protein fcEMP1 (z angl. Plasmodium falciparum erythrocyte membrane
protein-1) 233 A¢koli tyto ligandy maji aktiva¢ni Gi¢inky vii¢i NK butikim, jiné nebun&¢né
ligandy maji inhibi¢ni ucinek — virové ligandy hemaglutinin viru ektromélie a protein pp65
uvolnény z lidského cytomegaloviru 28,

Pozdgji byly identifikovany tii specifické bunééné ligandy NKp30 2%, Prvni byl
athanogen 6 asociovany s B-bunéénym lymfomem (BAG6, z angl. B-cell Lymphoma 2
Associated Athanogen 6). Déale membranovy protein B7-H6, ktery je konstitutivné
exprimovén na nékterych nidorovych bunéénych liniich a nadorovych buiikach 3!, Nejnovéji
objevenym ligandem je galektin-3, ktery téméF zcela blokuje cytotoxicitu NK bunék *.
Vsechny se nachazeji na povrchu ¢i v okoli nadort, ale zatimco BAG6 a B7-H6 vétSinou

aktivuji cytotoxicitu NK bunék, galektin-3 ji zcela blokuje 253133,
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1.5 B7-H6

Protein B7-H6 byl objeven jako vazebny partner NKp30 v roce 2009 3!. B7-H6 je
transmembranovy protein typu I podobny imunoglobulinu. Jedna se o stresem indukovany
bunéény ligand, ktery patii do rodiny B7, ktery je rozezndvan receptorem pfirozené
cytotoxicity NKp30. Je pozoruhodné, ze konstitutivni exprese B7-H6 nebyla zaregistrovana
u zadnych zdravych bunék, avSak byla zjisténa u n¢kolika nadorovych bunécnych linii jak
ex vivo, tak 1 in vivo, coz z B7-H6 ¢ini ukazkového adepta na marker pro rozpoznani
nadoru **. Spojeni proteinu B7-H6 s aktivaénim receptorem NKp30 je signalem pro imunitni
systém k zahajeni imunitni odpovédi '°.

B7-H6 obsahuje Sest potencidlnich N-vdzanych glykosyla¢nich mist. Jeho
extracelularni Cast se skladd z membranové distdlni domény podobné IgV a membranové
proximalni domény podobné IgC a kratké C-terminalni sekvence homologni se skupinové
specifickym antigenem (GAG, z angl. Group-specific Antigen) (viz obr. 2, str. 18). Na
zaklad¢ struktury se ptredpokladd, Ze cytoplazmatickd doména B7-H6 obsahuje rtizné
signalni motivy, jako je naptiklad ITIM, dale vazebnd doména homologni se Src proteinem
2 a3 (SH-2, -3, z angl. Src Homology 3 / 2 Domain) ¥>-¢,

Dle publikace Pekar L. et al. (2021) byly popsany mutace vazebného mista B7-H6 pro
NKp30, které zvysuji afinitu. Za G€elem zesileni vazby na NKp30 byla vazebna doména IgV
B7-H6 podrobena afinitni maturaci na kvasinkdch metodou tzv. ,)yeast surface display*.
Zapojeni afinitné maturovanych liganda pro receptory, které aktivuji NK buiiky (zde B7-H6
a NKp30), by mohlo byt pomérné efektivni strategii pro tvorbu u¢innych terapeutickych
proteinti se specifickymi efektorovymi funkcemi v imunoterapii rakoviny '°. Ze zminéné
publikace jsou pro tuto praci dulezité varianty B7-H6 s vysokou afinitou k NKp30 (haB7-
H6): S60I, F82W, L129Y (Kp= 1,24 x 10 M); S60I, F82Y, L129Y (Kp= 1,49 x 10 M);
S60W, F82Y, L129Y (Kp = 6,52 x 10® M). Nejvétsi afinita byla naméfena pro variantu
S60Y, F82W, L129Y (Kp= 9,06 x 10 M) !? a ta je dale diskutovana v kapitole 6, Diskuse.

1.6 Klinicky vyznam NKp30 a B7-H6

Exprese B7-H6 byla zjisténa u astrocytomu *” nebo také u karcinomu zaludku 3. V
téchto ptipadech vyse exprese nesouvisela s patologickym stavem pacienta nebo s velikosti
nadoru, ale souvisela s diferenciaci nadorovych bun&k 3°. Také bylo zjisténo, Ze exprese
B7-H6 souvisi s progresi nadoru a pak také s piezitim u karcinomu vaje¢niku *°, dile ze

B7-H6 je exprimovan na slinnych epitelidlnich buiikach pacienti se Sjogrenovym
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syndromem, autoimunitnim onemocnénim postihujicim drobné slinné zlazy. NK buiky se
zde hromadi a pravdépodobné zplisobuji zanét v zavislosti na vazbé NKp30/B7-H6 *.
Exprese NKp30 na NK buiikach také negativné koreluje s vyskytem syndromu ziskané
imunodeficience (AIDS) u pacientii infikovanych HIV “°. Dale je exprese NKp30 zvysena
také u pacientll s akutnim nechronickym selhanim jater a u pacientii s virem hepatitidy B.

Naopak pacienti, kteif maji virus hepatitidy C 2, maji expresi NKp30 snizenou *'42,

A i C-konec B C-konec

NKp30

v~ C-konec

Obrazek 2: Dva pohledy na komplex NKp30-B7-H6. Extraceluldrni doménu
NKp30 tvoti prevazné antiparalelni beta struktura (oznacena pismeny) a dva kratké
a-helixy oznacené a-1 a a-2. Tyto obrazky jsou zaloZeny na struktuie deponované
v proteinové databance (PDB; Protein Data Bank) pod ¢islem 3PV6. Pohled
vpravo je po otoceni o 45° kolem svislé osy *>.

Stale ovSem plati, Ze pomér Grovni exprese riiznych isoforem NKp30 je dilezity u
nekterych patologickych stavii. Naptiklad u pacienti, ktefi maji vysoce rizikovy
neuroblastom, byly snizeny aktiva¢ni isoformy NKp30a a NKp30b, nikoli vSak inhibi¢ni
NKp30c*.
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1.7 Imunoterapie

Imunoterapie funguje na principu podpory imunitniho systému pacienta pii

rozpoznavani a ni¢eni nadorovych bun&k a zabratuje jejich vzniku *.

Smyslem
imunoterapie je spustit imunitni systém tak, aby byl schopen rozpoznat a nasledné zabit
nadorové buiiky 4***. Nadorové buiiky ¢asto exprimuji specifické povrchové antigeny, které
mohou byt rozeznany imunitnim systémem. Tyto povrchové antigeny délime do dvou skupin
— antigeny asociované¢ s nadory (TAA, angl. Tumour-Associated Antigen) a antigeny
specifické pro nadory (TSA, angl. Tumour-Specific Antigen). Antigeny specifické pro
nadory mohou byt nékdy téZ oznadované jako neoantigeny 7.

Bohuzel se mize stat, Ze se nddorové bunky vyhnou dohledu imunitniho systému i
pfesto, Ze by mél sam rozeznat vSechny patogenni buiiky a nasledné je znicit. Existuje
nékolik mechanismi rezistence — systémové narusSeni signalizace T bunck, indukce tolerance
nebo lokalni tnik imunité 44,

Imunoterapie vyuzivd rGzné piistupy: potlaceni inhibi¢nich a supresorovych
mechanismi nebo aktivaci efektorovych mechanismi. Pro stimulaci efektorovych
imunitnich bunék se da pouzit bud’ o€kovani pacienta nadorovymi antigeny anebo zvyseni
poctu antigend, a to tim zptisobem, aby imunitni systém sam vyvolal imunitni odpovéd’.

Jednou z pokro€ilych variant imunoterapie je piimé podani imunitnich bunék
pacientovi, tzv. adoptivni bunécna terapie (ACT, z angl. Adoptive Cellular Therapy) nebo
podani onkolytickych virdl. Ty nasledné spusti systematickou protinadorovou odpoveéd +.

Pres veliky potencial, ktery imunoterapie nabizi, je nutné mit na paméti moZnou
vysokou toxicitu (napf. pfi pouziti interleukinu-2 pro stimulaci lymfocyti), ¢i autoreaktivitu

souvisejici s rozvojem autoimunitnich onemocnéni #°.

1.7.1 NK buiiky v imunoterapii

NK buniky byvaji obcas opomijeny, protoze prezentuji "pouze" cca 12 % krevnich
lymfocyti 8. Avsak stale vice vyzkumnikii se domniva, ze NK buiiky ziskané z periferni
krve pacienta (autologni) nebo zdravého darce (alogenni), mohou piedstavovat bezpecnéjsi
efektorové buiiky pro cilenou bunéénou terapii nadorovych onemocnéni nez T lymfocyty .
Maji jedine¢nou schopnost rychle identifikovat a eliminovat transformované nebo
stresované buniky. Aplikace krevnich NK bunék vSak narazi na biologické, logistické a
finan¢ni problémy. Problémem je, Ze autologni NK buiiky obvykle nejsou pfili§ ucinné,
protoze jsou funk¢né utlumeny po setkani s vlastnimi antigeny MHC gp 1, a jsou také Casto

ohrozeny samotnym onemocnénim a jeho 1é&bou *°. Také projevuji nizsi cytotoxicitu vii¢i
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nadorim nez buiikky odebrané ze zdravého jedince. Je tedy lepsi pouzit ,,cizi* alogenni NK
buiiky, protoZe jejich pouziti by mohlo vykazovat slibngjsi vysledky *°. Avsak u alogennich
bunék hrozi, ze imunitni systém pacienta je nepiijme a dojde tedy k odvrzeni transplantované
tkané 4%, Mezi dal$i moZnosti by se dalo zafadit vyuZiti kmenovych bunék nebo pienos

linie imortalizovanych cytotoxickych NK bun&k odvozenych z NK bunééného lymfomu #°.
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CIiLE PRACE

Ptiprava plazmida pro expresi péti variant proteinu B7-H6 s mutacemi pro zvySenou

afinitu vici receptoru NKp30.

Rekombinantni exprese péti mutovanych forem proteinu B7-H6 v lidské bunécné linii

HEK?293T.

Purifikace mutovanych forem B7-H6 pomoci afinitni chromatografie a gelové

permeacni chromatografie.

Charakterizace vazby mutovanych variant B7-H6 na NKp30 izotermalni titracni

kalorimetrii.



3 MATERIALY

3.1 Pristroje a pomiicky
Analytické vahy

Automatické pipety Pipetman
Automaticky sbérac¢ frakci
Centrifuga Allegra X-22R
Centrifuga Avanti JXN-26
Centrifuga EBA 12R

Centrifugacni kyvety 85 ml
Centrifugacni kyvety 250 ml PPCO

Centrifugacni zkumavky Oak Ridge 30 ml

Elektroforetickd souprava pro SDS-PAGE

Erlenmeyerovy banky 21

Filtry pro sterilizaci 0,22 pm

HPLC systém AKTA basic
Inkubator IR 5000

Inkubator MCO0-18 AIC

Kahan Fuego SCS

Kolona Superdex 200 10/300 GL
Kolona INDIGO-Ni

Koncentrator Amicon Ultra

Koénické zkumavky 50 ml a 15 ml
Lahve ¢tverhranné s prodysnymi vicky
Lahve 11, 500 ml, 100 ml
Mikrokalorimetr MicroCal PEAQ-ITC
Mikrocentrifuga MiniStar Silverline
Mikrofiltr o velikosti pora 0,22 pm

Mikrostiikacka Hamilton
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AND, USA

Gilson, USA

GE Healthcare, USA
Beckman Coulter, USA
Beckman Coulter, USA
Hettich, Némecko
Nalgene, USA
Nalgene, USA
Sigma-Aldrich, USA
Bio-Rad, USA

Simax, CSR

TPP, Svycarsko

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

GE Healthcare, USA
Cube Biotech, USA
Millipore, USA

VWR, USA

VWR, USA

P-Lab, CR

Malvern Panalytical, UK
P-LAB, CR

TPP, Svycarsko

P-LAB, CR



Mikrovlnna trouba

Mikrozkumavka 1,5 ml
Mikrozkumavka 200 pl
Mikrozkumavky pro PCR 500 pl
Mrazici box Ultra-low UDF-U53V (-80 °C)
Odsolovaci kolona HyPrep 26/10

PBS pro tkanové kultury

Petriho misky

pH metr @ 200

Pocitacka bunék CytoSMART
Predvazky KB1200-2

Souprava pro agarosovou elektroforézu
Spektrofotometr DS-11+

Sttikackovy mikrofiltr o velikosti pori 0,22 pym
Termoblok LS1

Termocykler T100

Ttepacka Celltron

Ttepacka Multitron Pro

UV prosvécovaci lampa 312 nm
Vortexovy mixér

Zdroj deionizované vody Milli Q

Zdroj stejnosmérného napéti EC250-90

Zobrazovaci zatizeni Alliance Q9

3.2 Chemikalie
1 kb DNA standard

100 bp DNA standard
2-merkaptoethanol

Agar

Optimo Moulinex, Francie
Axygen, USA

Axygen, USA

Axygen, USA

Sanyo, Japonsko
Cytiva, USA

Cytiva, USA

Corning, Némecko
Beckman Coulter, USA
Corning, USA

Kern, Némecko
Biokeystone, USA
DeNovix, USA

Carl Roth, Némecko
VLM, Némecko
Bio-Rad, USA

Infors HT, Svycarsko
Infors HT, Svycarsko
UVltec, UK

Velp Scientifica, Italie

Millipore, USA

E-C Apparatus Corporation, UK

UVltec, UK

New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA

Sigma, USA
Oxoid, Anglie
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Agarosa

Ampicilin

APS

Azid sodny

Bromfenolova modf

Coomassie Brilliant Blue R-250
Dihydrogenfosforec¢nan draselny
Dihydrogenfosfore¢nan sodny
dNTPs, 10 mM

EDTA

Ethanol

Ethanol denaturovany
GoodView II

HEPES

Hydrogenfosfore¢nan sodny
Hydroxid sodny

Chlorid draselny

Chlorid hotfe¢naty

Chlorid sodny

Imidazol

Isopropanol

Kvasni¢ny extrakt

Kyselina chlorovodikova
Kyselina octova

Kyselina valproova

L-glycin

Lineérni polyethylenimin, 25 kDa
N,N'-methylenbisakrylamid
NucleoBond Xtra Maxi Kit
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Sigma, USA

Biotika, SR

Serva, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, CR

Fluka Chemika, Svycarsko
Lach-Ner, CR
Lach-Ner, CR
Top-Bio, CR
Sigma-Aldrich, USA
Lach-Ner, CR
Lach-Ner, CR

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

Penta, CR

Lach-Ner, CR
Lach-Ner, CR
Lach-Ner, CR

Carl Roth, Némecko
Lach-Ner, CR
Duchefa, Nizozemsko
Lach-Ner, CR
Lach-Ner, CR
Sigma-Aldrich, USA
Lach-Ner, CR
Polysciences, Kanada
Serva, USA

Macherey-Nagel, Némecko
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NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Macherey-Nagel, Némecko
NucleoSpin Plazmid Miniprep Kit Macherey-Nagel, Némecko
Octan sodny Sigma-Aldrich, USA
Penicilin Carl Roth, Némecko

PCR H.O Top-Bio, CR

SDS Jersey Lab Supply, USA
Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder Thermo Scientific. USA
Streptomycin Carl Roth, Némecko
TEMED Serva, USA

Trypton Duchefa, Nizozemsko
Trypanovéa modf Sigma, USA

Ostatni bézné chemikalie Lach-Ner, CR

3.3 Roztoky, pufry a kultiva¢ni média
Barvici roztok pro SDS-PAGE (45 % methanol, 10 % kys. octova, 0,25 % CBB R-250)

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

ExCELL 293 (komeréni médium, pfed pouzitim doplnéno o L-glutamin do vysledné
koncentrace 4 mM; Sigma-Aldrich, USA)

20 mM imidazol (v PBS)

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

Octanovy pufr (20 mM octan sodny, 150 mM NaCl, 10 mM NaNj3, pH 4)

Odbarvovaci roztok pro SDS-PAGE (35 % ethanol, 10 % kys. octova)

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

PBS-TK (10 mM Na;HPO4, 150 mM NacCl, 2 mM KCI, 2 mM KH>POs4, pH 7,0)

Roztok AA pro SDS-PAGE (29 % akrylamid, 1 % N,N-methylenbisakrylamid)

Roztok trypanové modii (0,4 % trypanova modi v PBS-TK)

TAE pufr pro agarosovou elektroforézu (40 mM Tris, 20 mM kys. octova, 1 mM EDTA)
Roztok ampicilinu o koncentraci 100 mg/ml

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

Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE 5x koncentrovany neredukujici (31,5 mM Tris, 10 % (v/v)
glycerol, 1 % (w/v) SDS, 0,005 % (w/v) bromfenolovd modf, 10 mM NaNj3, pH 6,8)
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Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE 5% koncentrovany redukujici (vzorkovy pufr pro SDS-PAGE
5x koncentrovany nafedény desetinovym podilem 2-merkaptoethanolu)

3.4 Enzymy, proteiny
CutSmart pufr

Combi PPP Master Mix
Ligation-free cloning kit

Q5 enhancer

Q5 reakéni pufr

Restrikéni endonukleasa Age [
Restrikéni endonukleasa Kpn 1
T4 ligasa

Pufr pro T4 ligasu, 10x koncentrovany

Protein NKp30

3.5 Bakterialni kmeny a bunécné linie

Escherichia coli TOP10
Escherichia coli DH5a
HEK?293T

3.6 Vektory

pTWS5sec mB7-H6
pTW5sec S4B6
pTWS5 p27

pTW5_aFGF

Syntetické geny

New England Biolabs, USA
Top-Bio, CR

ABM, USA

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

Mgr. Ondiej Skotfepa, Ph.D., PiF
UK, Katedra biochemie

New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA

prof. Radu Aricescu, UK

Mgr. Samuel Pazicky, Ph.D., PtF
UK, Katedra biochemie

Mgr. Ondrej Skotepa, Ph.D., PtF
UK, Katedra biochemie

Mgr. Edita Polachové, PfF UK,
Katedra biochemie

Mgr. Edita Polachova, PiF UK,
Katedra biochemie

Thermo Fisher Scientific, USA
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3.7 Oligonukleotidy pro PCR

pTT FW 5¢-TGATATTCACCTGGCCCGATCTG-3*
pTW5seq REV 5-AAGCAGCGTATCCACATAGCG-3¢
mB7H6 C FW 5¢-TCTTGGAATTACCGGTGATCTGAAAGTA-3¢

mB7H6 1246 REV 5-‘TGGTGGTGATGGTGGGTACCCAGGGTAAAGTTGCTC-3¢
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4 METODY

4.1 Stépeni plazmidu restrikénimi endonukleasami Age I a Kpn I

Do reakéni smési celkového objemu 20 pl bylo pfidano 3,8 pg plazmidu
pTW3Ssec S4B6 (zde 1 ul), 2 pl reakéniho pufru CutSmart a restrikéni endonukleasy Age |
(0,5 ul) a Kpn I (1 pl). Zbytek do celkového objemu byl doplnén 15,5 ul PCR H>O. Cela
tato smes byla inkubovana ptes noc pti 37 °C. Po uplynuti doby inkubace byl linearizovany
plazmid nanesen na agarosovy gel pro elektroforézu. Podobnym zpisobem byl stépen i PCR

produkt haB7-H6 IWY (viz kapitola 4.7).

4.2 Agarosova elektroforéza

Na agarosovou elektroforézu byl ptipraven 1 % gel. V Erlenmeyerové baiice bylo
rozpusténo 0,65 g agarosy v 65 ml TAE pufru. Roztok byl nasledné kratce povatren v
mikrovlnné troubé cca 1 min. Jakmile gel zchladl na teplotu pfiblizné 40 °C, byly pfidany
3 pl barviva GoodView. Toto barvivo slouZi k zvyraznéni DNA v modrém a UV svétle. Gel
byl nasledné nalit do pfedem piipravené aparatury a do jeste teplého gelu byl umistén hieben
k vytvoteni jamek. K elektrodam byl nalit TAE pufr, po ztuhnuti byl odebran hieben a cely
gel byl nakonec pievrstven dH>O.

Ke vzorklim byl ptidan vzorkovy pufr (6x koncentrovany). Do prvnich dvou jamek
byly nejdiive po 5 pl pipetovany 100 bp a 1 kb standardy. Jako kontrola, zda byl plazmid
linearizovan, byl mezi vzorky 1 vychozi nestépeny plazmid pTWS5sec_S4B6 (1,5 pg celkem)
v objemu 11 pl. Do dalSich jamek bylo pipetovano 22 ul §t€épeného plazmidu *pTWSsec a
PCR produktu.

Elektroforéza probihala 20 minut pfi stejnosmérném napéti 180 V. Nasledné byly
vzorky prohlédnuty s UV prosvécovaci lampou a byla provedena fotodokumentace.
Nasledné¢ byla provedena extrakce z gelu s pomoci soupravy NucleoSpin Gel and PCR

Clean-up podle navodu vyrobce.

4.3 Klonovani nezavislé na ligase

Klonovani nezavislé na ligase (LFC, z angl. Ligation-Free Cloning) slouzi k vneseni
inzertu (genu) do daného vektoru (plazmidu). Reakce byla provedena na ledové 1adzni pfi

0 °C ve 200pul mikrozkumavkach. Do celkového objemu 20 ul bylo jako prvni pipetovano
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10,6 pul PCR H>O, 40 ng inzertu (4 pl zdsobniho roztoku), nasledné 100 ng linearizovaného
vektoru (1,4 ul roztoku plazmidu *pTWS5sec Stépeného restrikénimi endonukleasami),
nakonec byla smés doplnéna 4 ul LFC enzymového mixu. Smés byla inkubovana 40 min na

ledové lazni. Nasledovala transformace kompetentnich bakterii £. coli TOP10.

4.4 Ligace T4 DNA ligasou

Pro ligaci bylo do mikrozkumavky pipetovano do celkového objemu 20 ul nejprve
100 ng stépené¢ho *pTWS5sec plazmidu. K tomu bylo ptidano 40 ng sté¢peného PCR produktu
haB7-H6 IWY avoda pro PCR. Déle byl piidan T4 DNA ligasovy pufr (10x koncentrovany).
Ke smési byla na zavér ptiddna T4 DNA ligasa (1 pl). Tato smés byla inkubovana 10 min

pii pokojové teploté. Nasledovala transformace kompetentnich bakterii E. coli TOP10.

4.5 Transformace bakterii E. coli TOP10

Pro transformaci bylo vyuzito 50 pl bunécné suspenze bakterii Escherichia coli
TOP10. Do LFC reakéni smési (viz kapitola 4.3), ptipadné do ligacni smési (viz kapitola
4.4) v mikrozkumavce bylo pfidano 50 pl bunécné suspenze a smés byla inkubovéana
20 minut na ledové 1azni. Poté byl proveden teplotni Sok v termobloku pii 42 °C po 1 min.
Po teplotnim Soku byla mikrozkumavka vlozena zpét do ledové ldzn€ na 5 minut. Po
skonCeni inkubace byla suspenze rozetfena na agarovou misku obsahujici ampicilin o

koncentraci 100 pg/ml a inkubovana pies noc pii 37 °C.

4.6 Polymerasova retézova reakce z kolonii

Po transformaci (viz kapitola 4.5) narostly na agarové misce kolonie bakterii. PCR
z narostlych kolonii primarné slouzila k ovéteni, zda byl pozadovany gen uspésné vlozen do
plazmidu, kterym byly bakterie E. coli TOP10 transformovany.

Do PCR mikrozkumavky bylo pipetovano do celkového objemu 20 pl nejprve 6 pl
PCR H20, 2 pl ptimého primeru mB7H6 C FW, 2 pul zpétného primeru mB7-
H6 1246 REV al0 pl smési Combi PPP Master Mix (reakéni pufr obsahujici i DNA
polymerasu). Do mikrozkumavky s reakéni smési byla vloZena Spicka s vypichnutou kolonii
z inkubované kultiva¢ni plotny a bakterie byly ve smési resuspendovany. Poté byl nastaven
program na termocykleru pro PCR reakci: 3 min pii 95 °C, nésledné 20 cykla, kazdy cyklus
30 s pii 95 °C, 30 s pii 54 °C, 1 min pii 72 °C, poté 5 min pti 72 °C a nésledné byla teplota
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termocykleru udrzovana az do vyjmuti na 12 °C. Vysledky byly nasledné zobrazeny pomoci
agarosov¢ elektroforézy.

Spi¢ka s vypichnutou kolonii byla vloZena do 50ml zkumavky obsahujici 5 ml SOB
média a 5 ul ampicilinu (100 mg/ml). Bakterie byly inkubovéany pies noc na tiepacce pii

37 °C a 200 ot./min.

4.7 Polymerasova retézova reakce genu pro haB7-H6 IWY

Do PCR mikrozkumavky bylo pipetovano do celkového objemu 20 ul nejprve 6 pl
PCR HxO, 2 ul ptimého primeru mB7H6 C FW, 2 pul zpétného primeru
mB7-H6 1.246 REV, 4 pl QS5 reakéniho pufru, 4 ul Q5 enhanceru, 1 pl (100 ng)
syntetické¢ho genu pro haB7-H6 IWY a 1 pl smési deoxyribonukleosidtrifosfatii (ANTPs).
Na zéavér byl ptidan 0,5 pl Q5 polymerasy. Poté byl nastaven program na termocykleru pro
PCR reakci: 3 min pti 95 °C, nasledné 30 cykli, kazdy cyklus 30 s pti 95 °C, 30 s pii 54 °C,
1 min pii 72 °C, poté 5 min pti 72 °C a néasledné byla teplota termocykleru udrzovana az do

vyjmuti na 12 °C. Vysledky byly nasledné zobrazeny pomoci agarosové elektroforézy.

4.8 Nizkoobjemova izolace plazmidové DNA

Pro nizkoobjemovou izolaci plazmidové DNA z bakterii byla pouZita komer¢ni
souprava NucleoSpin Plasmid Miniprep Kit a postup byl proveden dle pfilozeného navodu
vyrobce. Zkumavka s narostlou kulturou v LB médiu byla nejprve centrifugovana pfti
11000 x g, 1 min. Supernatant byl odlit a ziskana peleta resuspendovéana v 250 pl pufru Al
obsahujicim RNAsu. Suspenze byla nasledné pienesena do nové 1,5ml zkumavky, do které
byl pfidan lyzacni pufr A2 (modry) o objemu 250 ul. Zkumavka byla opatrné promichana
pouze lehkym pfevracenim a nasledné€ inkubovéna po dobu 5 min pii pokojové teploté. Déle
bylo pfidano 300 pl neutralizaéniho pufru A3. Zkumavka byla opét nckolikrat lehce
promichana ptfevracenim, dokud nezmizela vSechna modra barva a vznikla bila suspenze,
ktera byla centrifugovana 5 min pti 11000 x g.

Poté bylo pfeneseno 600 pl supernatantu na kolonku vézajici DNA, kterd byla
umisténa do 2ml sbérnych zkumavek a supernatant byl centrifugovan 1 min pii 11000 x g.
Filtrat byl odlit pry¢ a kolonka dvakrat promyta AW pufrem o objemu 500 pl (centrifugace
1 min, 11000 x g). Pro ptecisténi DNA bylo na membranu pfidano 600 pul Wash pufru A4,
kolonka byla centrifugovana opét stejnym zptisobem. Po odstranéni filtratu byla kolonka

vysusena centrifugaci 2 min, 11000 x g.
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Pro eluci DNA byla kolonka umisténa do ¢isté zkumavky, nasledné bylo ptidano 50 pl
elu¢niho pufru AE ptedehtatého na 50 °C. Inkubace probihala pti pokojové teploté ptiblizné
1 min. Poté byla centrifugovana za stejnych podminek. Na zavér byla zmétena koncentrace

ziskanych vzorki DNA na spektrofotometru DS-11+ (DeNovix).

4.9 Priprava vzorku pro sekvenovani DNA

Vzorky pro sekvenaci byly pfipraveny vzdy do dvou mikrozkumavek. Celkovy objem
vzorku tvoril 8 ul. Zkumavky obsahovaly plazmidovou DNA po 200 ng. Do jedné zkumavky
se vzorkem byl pfidan pfimy primer pTT FW a do druhé zkumavky zpétny primer
pTWS5seq REV ato po 1 ul. Zbytek objemu byl doplnén PCR H-O.

Sekvenace vzorki DNA probéhla v Laboratofi sekvenace DNA PiF UK ve
vyzkumném ustavu BIOCEV. Po ziskani vysledki byla sekvenace vyhodnocena v programu

SnapGene.

4.10 Transformace bakterii E. coli DH5a

Transformace bakterii E. coli DH5a probihala stejnym zptlisobem, jako transformace
bakterii E. coli TOP10 (viz. kap. 4.5). Tento kmen bakterii byl pouzit z diivodu vétsich
vytézkl plazmidové DNA, coz je vhodné pro velkoobjemovou produkci plazmidu.

Do mikrozkumavky s 50 ul rozmrazené bunécné suspenze byly pipetovany 2 pul
plazmidové DNA. Tato smés byla inkubovana 20 min na ledové lazni. Dale byl proveden
tepelny Sok po dobu 1 min pfi 42 °C. Nasledné byla sm&s umisténa zpét na ledovou lazen
na5 min. Po inkubaci byla smés pipetovana a rozetfena na SOB agarovou misku s
ampicilinem o koncentraci 100 pg/ml a inkubovana pies noc pii 37 °C.

Nasledujici den byly kolonie pomoci Spi¢ky preneseny do baiiky s 0,5 1 LB média a s
ampicilinem o koncentraci 100 pg/ml. V této baiice byly inkubovany pftiblizn€ 12 hod na

ttepacce pii 37 °C a 200 ot./min.

4.11 Velkoobjemova priprava plazmidové DNA

Narostld bakterialni kultura o objemu 0,5 1 byla pfenesena do dvou 250 ml kyvet a
nasledné centrifugovana v centrifuze pfedchlazené na 4 °C po dobu 15 min pii 4000 x g. Pro
izolaci plazmidové DNA byla pouzita komercni souprava NucleoBond Xtra Maxi dle
navodu vyrobce. Po 15 min centrifugace bunécné kultury byl supernatant opatrné odlit a
peleta resuspendovana RES pufrem o objemu 12 ml a promichana na orbitalni tfepacce.

Nasledné byla suspenze pienesena do nové 50ml zkumavky, do které bylo pipetovano 12 ml
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lyza¢niho LYS pufru (modry). Roztok byl opatrné promichan pfevracenim a inkubovéan
5 min pfi pokojové teploté. Béhem inkubace byly do stojanku pfipraveny kolonky s filtry,
které bylo potieba promyt 25 ml EQU pufru. Po inkubaci bylo do 50ml zkumavky ptidano
12 ml neutralizacniho NEU pufru a roztok byl opét opatrné promichan pievracenim, dokud
nezmizela modra barva. Poté byl cely roztok pfeveden na filtracni kolonku, aby prokapal.
Kdyz se vSechen roztok piefiltroval, byl cely filtr kolony promyt 15 ml EQU pufru. Poté byl
filtr z kolony odstranén a kolona byla promyta 25 ml WASH pufru. Nasledné byl roztok
eluovan do Cisté zkumavky 15 ml ELU pufru. K tomu bylo pfidano 10,5 ml isopropanolu
predchlazeného na -20 °C. Zkumavka byla promichdna na orbitalni tfepacce a suspenze
srazené plazmidové DNA centrifugovana v centrifuze pfedchlazené na 4 °C, 15000 x g,
30 min. VSechen supernatant byl odstranén a peleta oplachnuta 4 ml 70% etanolu
predchlazeného na -20 °C. Nasledovala centrifugace 25 min pii 4 °C a 15000 x g.
Supernatant byl odstranén a zkumavka vysusena ve vakuové odparce 5 min pii 60 °C.
VysuSena peleta plazmidové DNA byla rozpusténa v 1 ml sterilni pfefiltrované dH>O.
Roztok plazmidu byl pfenesen do Cist¢ mikrozkumavky. Poté byla zméfena koncentrace

DNA ve vzorku pomoci spektrofotometru.

4.12 Rozmrazeni a kultivace bunééné linie HEK293T

Prace s bun&¢nou linii probihala vzdy pouze ve sterilnim prostfedi laminarniho boxu.
Buné¢na suspenze HEK293T byla uchovavana v 1 ml alikvotech s pfidavkem 10 % DMSO
pii -80 °C. Alikvot byl rozmrazen a bunécna suspenze pienesena do 10 ml ¢istého ExCELL
293 média piedehiatého na 37 °C v plastové zkumavce. Suspenze byla centrifugovana 5 min
pfi 100 x g. Supernatant byl odstranén a peleta byla resuspendovana v 10 ml ExCELL 293
média a pfenesena pipetou na sterilni Petrtho misku. Po c¢tyfech dnech byla kultura
resuspendovana sérologickou pipetou. Ze suspenze byl odebran 1 ml a ziedén 9 ml cerstvého
média ExCELL 293 na nové misce. Po dvou subkultivacich na misce byla kultura pienesena
do 100ml lahve s ¢tvercovym dnem do 30 ml média. Kultivace bunék probihala v téchto
lahvich s prodySnym vickem, které byly umistény na tftepacku v inkubatoru pii 135 ot./min,
37 °C a5 % COz. Subkultivace dale probihaly jednou za 3 — 4 dny.

Bunky pro transfekci byly rozriistdny rovnéz ve ¢tvercovych lahvich. Celkovy objem
kultury v médiu ExCELL 293 byl 200 nebo 400 ml. Kulturu byla v n€¢kolika nasledujicich

dnech pravideln¢ kontrolovana pod mikroskopem (koncentrace bunék a jejich viabilita).
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4.13 Transientni transfekce linie HEK293T

Pted transfekci byly buiiky HEK293T péstovany ve vétsim objemu (200 nebo 400 ml)
média, aby bylo dosazeno dostatecného mnozstvi bunc¢k. Objem média, ktery obsahoval 800
milionti bun€k, byl pfeveden do 50ml zkumavek a odstred’ovan po dobu 5 minut pti 100 x g.
Supernatant byl odstranén a buiiky resuspendovany v 34 ml média ExCELL 293 a pfeneseny
do cisté sklenéné ¢tvercové lahve. Transfekce byla provadéna v poméru 1 ug DNA na 1 mil.
bunck. Smé&s DNA pro transfekci tvotfilo 88 hm% expresniho plazmidu pTW5sec s danym
genem pro vysokoafinitni B7-H6, 10 hm% plazmidu pTW5 _p27 a 2 hm% pTW5_aFGF.

DNA v roztoku PBS pro tkanové kultury byla filtrovana pies 0,22um filtr do banky s
buitkami. Nasledné byl pfidan linearni 25 kDa polyethylenimin (IPEIL, 10 mg/ml), aby bylo
dosazeno poméru DNA:IPEI 1:3. Buiiky byly inkubovany na tfepacce v inkubatoru po dobu
90 minut pii 37 °C a poté bylo ptidano 1,6 ml 0,5 M kyseliny valproové, 4 ml roztoku
antibiotik (penicilin a streptomycin) a médium ExCELL 293 do objemu 400 ml. Bunky byly

sklizeny ptiblizné€ po sedmi dnech produkce.

4.14 Sklizeni bunécné kultury

Bunééna suspenze po produkci zadaného proteinu byla rozdélena do 250 ml
centrifugacnich kyvet a poté centrifugovana 10 min pfi 100 x g. Supernatant byl prelit do
¢istych kyvet a nasledné centrifugovan pii 25000 x g, 15 °C, po dobu 30 — 60 min. Poté byl
zfiltrovan pres 0,22um filtr, zfedén pufrem PBS a zpracovan nebo uloZen do lednice v
ptipad¢ purifikace v nasledujicim dnu. V piipadé, kdy by purifikace méla byt provedena az

po delsi dobé¢, bylo zfiltrované médium uchovavano v mrazaku pii -20 °C.

4.15 Afinitni chromatografie a odsoleni

Rekombinantni proteiny byly vyrobeny s histidinovou kotvou, coz umoznilo purifikaci
proteinli pomoci afinitni chromatografie s chelaty kovi. Pro afinitni chromatografii byla
vyuzita kolona INDIGO-Ni piipojena k HPLC systému AKTA basic. Nez byla kolona
pouzita, byl nastaven tlakovy limit 0,5 MPa a maximalni pratok na 10 ml/min.

Kolona byla nejprve ekvilibrovana 50 ml PBS. Nasledné byl nanesen filtrovany vzorek
média a kolona byla promyta PBS pufrem. Byla provedena pfedeluce 20mM imidazolem
v PBS. Za afinitni kolonku byla pfipojena 50ml odsolovaci kolona HiPrep 26/10
ekvilibrovand v HEPES pufru. Cilovy protein byl eluovan 250mM imidazolem v PBS. Pii

nartistu absorbance pii 280 nm byly sbirdny frakce do 50ml zkumavek, dokud se kiivka
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absorbance opét neustalila. Kolona byla nasledné promyta octanovym pufrem, PBS, dH>O,
20% ethanolem a ulozena v lednici. Odsolovaci kolona byla promyta dH>O a 20%

ethanolem.

4.16 Koncentrovani proteint

Ke koncentrovani proteint byly pouzity koncentratory Amicon Ultra (MWCO 10000),
které byly naplnény roztokem proteinu a centrifugovany pii 4000 x g, 10 °C, 10 min. Filtrat
byl odstranén a zbyly roztok proteinu byl doplnén a opét centrifugovan. Cely postup se
opakoval nékolikrat, dokud nebyl v koncentratoru zkoncentrovan cely roztok proteinu a
objem se nesnizil na 200 — 250 pl. Pied nastfikem na kolonu v dal§im kroku byl vzorek

prenesen do mikrozkumavky a centrifugovan 5 min pii 20000 x g.

4.17 Gelova permeacni chromatografie

Gelova permeacni chromatografie byla provadéna na koloné Superdex 200 10/300 GL,
piipojené k HPLC systému AKTA basic. Pfed purifikaci byla kolona ekvilibrovana mobilni
fazi (HEPES pufr). Mobilni fazi byla také promyta injekéni smycka na 1 ml vzorku a
odstfedény vzorek byl nastiiknut na kolonu. Vzorek byl na koloné€ separovan a jednotlivé
frakce byly sbirany do mikrozkumavek po 1 ml. Po skoneni gelové permeacni

chromatografie byla koncentrace proteinu ve frakcich stanovena spektrofotometricky.

4.18 Stanoveni koncentrace proteini

Koncentrace proteinit byla métena spektrofotometricky jako absorbance pii 280 nm
na pfistroji spektrofotometru DS-11+ (DeNovix). Molarni extinkéni koeficienty a
molekulova hmotnost proteini byly vypoclteny z aminokyselinové sekvence a na

zaklad¢ téchto hodnot a zmétené absorbance byla vypoctena koncentrace proteinu.

4.19 SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Pro zobrazeni jednotlivych frakci z preparativni chromatografie byl pouzit 15 jamkovy
10% polyakrylamidovy gel se zaostfovaci a rozdé€lovaci ¢asti. Pro ovéfeni Cistoty a
homogenity vzorku bylo pro polyakrylamidovou gelovou elektroforézu pouzito dvakrat 5 pl
kazdé frakce, jednou v redukujicim a jednou v neredukujicim prostiedi.

Rozd€lovaci i zaostiovaci gely byly ptipraveny podle rozpisu uvedeného v tabulce 1,
str. 34. Nejprve byl smichan rozdé€lovaci gel a po polymeraci byl nad néj ptidan zaostiovaci

gel. Do gelu byl vloZen hieben na vzorky, ktery vytvofil jamky, do kterych byly posléze
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pipetovany vzorky. Polymerizované gely byly umistény do aparatury. Vzorky byly
ptfipraveny ve dvou formach — s redukujicim a s neredukujicim vzorkovym pufrem. 5 pl
redukujiciho / neredukujiciho vzorkového pufru bylo smichéno s 20 pl vzorku. Vzorky byly
5 min zahfivany v termobloku pii teplot¢ 95 °C, nasledné centrifugovany 1 min pfii
11000 x g a pipetovany do jamek polyakrylamidového gelu. Kvili odliSnym koncentracim
vzorkll byly pro elektroforézu na gely naneseny rtzné objemy (viz tabulka 2) tak, aby
celkové mnozstvi proteinu bylo 5 pg. Nakonec byl do jedné jamky vlozen proteinovy
standard.

Elektroforéza trvala cca 70 minut pfi 220 V. Na zavér byly gely obarveny barvicim

roztokem (nejméné 20 min) a odbarveny (dvakrat 60 min) a nasledné vyfoceny.

Tabulka 1: Pfiprava geli pro SDS polyakrylamidovou elektroforézu.

SLOZKY GELU ROZDELOVACI GEL ZAOSTRROVACI GEL
dH->O 1,6 ml 0,7 ml
30% AA 1,33 ml 0,25 ml
Tris (pH 8,8) 1,0 ml -
Tris (pH 6,8) - 125 ul
10% SDS 40 ul 10 ul
10% APS 40 ul 10 ul
TEMED 2ul 1,5 ul

Tabulka 2: Objemy vzorki pro SDS polyakrylamidovou elektroforézu.

Vzorek Objem
WWY 2x 10wl
WYY 2x4ul
YYY 2x35ul
IWY 2x35ul
IYY 3ul,2pul
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4.20 Izotermalni titra¢ni kalorimetrie

Pro méteni termodynamickych parametriit vazby NKp30:B7-H6 byl pouzit kalorimetr
MicroCal PEAQ-ITC. Méfeni byla provedena ve spolupraci s Dr. Tatsianou Charnavets
v Centru molekularni struktury ve vyzkumném tustavu BIOCEV. Protein NKp30 LBD
poskytl pro méfeni Dr. Ondiej Skofepa a jeho piiprava je popsana jinde 26.

Jako prvni bylo stanoveno kontrolni teplo pomoci 19 vstikti 2 pl pufru HEPES ze
sttikacky do stejného pufru v cele. Pro méfeni vazby proteinii bylo pouzito 16,2 uM
haB7-H6 v cele a 16,2 mM NKp30 LBD ve stiikacce. Po pocatecnim vstiiku 0,4 ul NKp30
nasledovaly vsttiky po 1,8 pl NKp30. Doba trvani vstiiku trvala 3,6 s a rozestupy mezi
dal$imi vstfiky 150 s. Data byla vyhodnocena pomoci programt NITPIC °!2, SEDPHAT >3
a GUSSI >,
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5 VYSLEDKY

V této praci bylo pfipraveno pét mutovanych forem celé extracelularni domény
haB7-H6 v lidské bunééné linit HEK293T. Vazebna afinita byla ovétena izotermalni titracni

kalorimetrii.

5.1 Navrh konstruktu afinitné maturovaného B7-H6

Obrazek 3 znazoriiuje vychozi sekvenci konstruktu proteinu B7-H6 zahrnujici jeho
extracelularni ¢ast v rozmezi aminokyselin D25-L245. Konstrukt obsahuje mutaci C212S,
ktera zabranuje vzniku kovalentniho dimeru skrz lichy cystein a zaroven zvysuje vytézky

exprese v linit HEK293.

ITGDLKVEMMAGGTQITPLNDNVTIFCNIFYSQPLNITSMGITWFWKSLTFDKEVK
VFEFFGDHQEAFRPGAIVSPWRLKSGDASLRLPGIQLEEAGEYRCEVVVTPLKA
QGTVQLEVVASPASRLLLDQVGMKENEDKYMCESSGFYPEAINITWEKQTQKF
PHPIEISEDVITGPTIKNMDGTFNVTSSLKLNSSQEDPGTVYQCVVRHASLHTPL
RSNFTLGTHHHHHHHHG

Obrazek 3: Aminokyselinova sekvence pouZitého konstruktu proteinu B7-H6.
Pocatecni cerny usek zndzoriiuje zbytek sekrecniho signalu a zbytek po Stépeni restrikéni
endonukledzou. Zelen& je znizornéna sekvence D25-L245 B7-H6. Cerné vyznatené GT
znazoriuje restrikéni misto a poté histidinovou kotvu. Zlutym podbarvenim jsou vyznacené
cysteiny, které jsou zapojeny do disulfidickych mistki C48-C122 a C136-C228. Cervené je
oznaceno Sest asparaginli, na kterych byla potvrzena pfitomnost N-vazané glykosylace.
Modte je ozna¢eno misto mutace C212S.

Cela extracelularni ¢ast B7-H6 je sestavena ze dvou domén podobnych Ig. Kazda
doména podobna Ig obsahuje jeden disulfidicky mistek. Prvni disulfid je tvofen Cys48 a
Cys122, druhy Cys136 a Cys228 (viz obr. 3, znacené zlut€). Asn43, 57, 148, 208, 216 a 242
tvoii potvrzené N-vazané glykosylace (viz obr. 3, znacené Cerveng). C-koncova doména
obsahuje jeden lichy cysteinovy zbytek (Cys212). Tento lichy cystein, ktery pfi expresi tvoii
nezadouci kovalentni dimer B7-H6, byl jiZ dfive mutovan na serin. Vznikla tedy mutovana
forma mB7-H6 C212S. Tato mutace vedla ke zvySeni exprese B7-H6, kdy byl podpofen jeho
vytézek az na 50 mg na litr bunééné kultury.

Do tohoto konstruktu mB7-H6 byly v ramci této prace vlozeny mutace, které na
zaklad¢ predchozi publikace Pekar L. et al. (2021) mély zvysit afinitu vic¢i NKp30.
Mutovana mista v této sekvenci se tykala vzdy S60, F82, L129. Jednotlivi mutanti haB7-H6

a mutované useky jsou uvedeny v tabulce 3, str. 38.
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Tabulka 3: Pét vysokoafinitnich mutanti B7-H6. V levém sloupci jsou jednotlivi mutanti
haB7-H6, v pravém sloupci jsou uvedeny mutované useky, vcetné oznaceni pouzitém
v publikaci Pekar L. et al. (2021).

MUTANT TYP MUTACE
B-IWY Klon 3 _15; S60I, F82W, L129Y
B-IYY Klon 3 24; S601, F82Y, L129Y
B-WYY Klon 3 25; S60W, F82Y, L129Y
B-YYY Tato prace; S60Y, F82Y, L129Y
B-WWY Tato prace; S60OW, F82W, L129Y

5.2 Molekularni klonovani

5.2.1 Stépeni plazmidu pTW5sec_S4B6

Plazmid pTWS5sec _S4B6 byl $tépen pomoci restrikénich endonukleas Age I a Kpn L.
Plazmid pTWS5sec_S4B6 byl poskytnut Dr. Ondiejem Skotepou, av§ak mimo Sté€peni s touto
praci nesouvisi. Pro potvrzeni linearizace plazmidu byla provedena agarosova elektroforéza
(obr. 4). Byl vystépen fragment odpovidajici 1200 — 1500 bp, coZ odpovida genu pro S4B6.
Pro kontrolu byl do posledni drahy elektroforézy ptidan nestépeny plazmid pTW5sec S4B6.

8000 pb
6000 pb
S 3000 pb

1500 pb
1200 pb

500 pb

Obrazek 4: Linearizace plazmidu pTWS5sec_S4B6. Agarosova elektroforéza, v prvni
pozici zleva se nachazi 1 kb standard, v druhé 100 bp standard. Ve tfeti a Ctvrté jamce je
Stépeny plazmid pTW35sec_S4B6 (*pTWSsec). Vyjmuty fragment (gen S4B6) ma velikost
1200 — 1500 bp. V posledni draze je pro kontrolu vychozi neStépeny plazmid
pTW5sec _S4B6 (k. pTWS5sec).
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Po kontrole agarosovou elektroforézou byla provedena extrakce z gelu. Vysledna

koncentrace stépené¢ho plazmidu *pTWS5sec byla 72 ng/ul.

5.2.2 Klonovani nezavislé na ligase

Pro vSech pét variant haB7-H6 byly objednany syntetické geny. Ty mély ptesahy 15 bp
od restrikénich mist ve vektoru, aby mohly byt pouzity pro klonovéani nezavislé na ligase.
Objednané syntetické geny byly dodany ve vysusené formé a byly rozpusStény na koncentraci
100 ng/ul.

Syntetické geny slouzily jako vstupni material do LFC reakce (viz kap. 4.3). Avsak
zaklonovat se touto metodou se podatilo pouze Ctyti z péti gent. Z toho diivodu byl gen IWY
do plazmidu vlozen klasickym klonovanim pomoci T4 DNA ligasy (viz kapitola 5.2.3).

Po provedeni LCF a nasledujici transformaci bakterii E. coli TOP10 (viz kap. 4.4) byla
celd suspense nanesena na agarovou plotnu s ampicilinem. Plazmid pTW5sec jako soucast
své genetické informace obsahuje také gen pro rezistenci na ampicilin. Dikazem, ze byla
LFC i transformace bakterii zdarn€ provedena, byly kolonie narostlé 1 v pfitomnosti tohoto
antibiotika. Poté byla provedena PCR z kolonii (viz kap. 4.6), abychom si ové&fili, zda byl
gen vloZen do plazmidu. Na obrazku 5 je vysledek reprezentativni agarosové elektroforézy

cPCR pTW5sec. WYY, pro ostatni geny vypadal vysledek analogicky.

pTW5sec_ haB7-H6 WYY

100 bp cPCR cPCR cPCR cPCR cPCR cPCR cPCR cPCR cPCR cPCR

1000 pb

700 pb
500 pb

Obrazek 5: PCR z kolonii pro konstrukt pTW5sec_WYY. V prvni jamce se nachazi 100 bp
standard, ve druhé az jedenacté jamce jsou produkty PCR z kolonii (cPCR) nesouci DNA
plazmidu pTWS5sec_haB7-H6_WYY. Postup reakce viz kap. 4.6. Pfredpokladany usek mél mit
velikost 699 bp, cemuz odpovida vysledek elektroforézy.

Z pozitivnich kolonii byla nasledné provedena nizkoobjemova izolace plazmidové

DNA (viz kap. 4.6). Vysledné koncentrace jsou zobrazeny v tabulce 4, str. 40.
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Tabulka 4: Vysledné koncentrace po nizkoobjemové izolaci plazmidové DNA.

VZOREK

pTWSsIfeIc6_haB7- K()Vl\??CS]{:JlE]l“)RN;&CE

YYY 384 ng/ul

460 ng/pl

IYY 401 ng/ul
WYY 342 ng/pl

449 ng/ul

WWY 427 ng/ul

402 ng/pul

Nasledné byly vzorky pfipraveny na sekvenaci DNA (viz kap. 4.7). Spravnost
sekvence byla potvrzena porovnanim se znamou nukleotidovou sekvenci plazmidu
pTW5sec_haB7-H6. Nasledovana velkoobjemové ptipravou plazmidové DNA. Vysledné

koncentrace plazmidu po velkoobjemové piipraveé plazmidu jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6: Vysledné koncentrace po velkoobjemové izolaci plazmidové DNA.

VZOREK VYSLEDNA
pIWssce hab7" KONCENTRACE
YYY 2582 ng/ul
IYY 1250 ng/pul
WYY 2759 ng/ul
WWwWYy 1624 ng/ul

5.2.3 Ligace T4 DNA ligasou

Vzhledem k omezenému mnozstvi syntetického genu pro haB7-H6 IWY, byl tento gen
nejprve amplifikovan PCR (obr. 6, str. 41). Produkt byl nasledné Stépen restrik¢nimi
endonukleasami Age I a Kpn I (viz kap. 4.1).
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1000 bp

= —
500 bp

Obrazek 6: PCR amplifikace genu haB7-H6_IWY. Agarosova elektroforéza, zleva
v prvni jamce PCR produkt amplifikace insertu haB7-H6 IWY, nésleduje 1 kb a 100 bp
DNA standard. Pfedpokladand velikost produktu méla byt 699 bp, ¢emuz odpovida
nejsilngjsi pruh v analyzovaném vzorku.

Dale byla provedena extrakce z gelu. Nasledovala ligace S$tépeného plazmidu
pTWS5sec a Stépeného insertu haB7-H6 IWY pomoci T4 DNA ligasy (viz kap. 4.4),
transformace, PCR z kolonii, extrakce DNA, sekvenace a velkoobjemova extrakce DNA
analogicky jako tomu bylo u klonovani nezévislého na ligase. Vyslednd koncentrace

velkoobjemové extrakce DNA haB7-H6 IWY byla 3 536 ng/ul.

5.3 Produkce a purifikace proteinu haB7-Hé6

Pro produkci konstrukt haB7-H6 byla zvolena tranzientni transfekce bunécéné linie
HEK293T. Bylo transfekovano 400 ml bunééné kultury (viz kap. 4.11) a po sedmidenni
inkubaci byly buiiky sklizeny (viz kap. 4.12).

Nasledn¢ byla provedena chelatacni afinitni chromatografie na koloné¢ INDIGO-Ni s
pomoci HPLC systému AKTA basic. Eluat byl zkoncentrovan na 150-200 pl a nanesen na
kolonu Superdex 200 10/300 GL pro gelovou permeacni chromatografii (viz kap. 4.15).
Chromatogramy jsou uvedeny na obrazku 7, str. 42.

Od kazdého proteinu byly sbirany frakce po 1 ml, avSak byly ponechany pouze 4
frakce o nejvyssi koncentraci. Vysledné koncentrace proteinti byly spektrofotometricky

zmé&feny a jsou uvedeny v tabulce 7, str. 42.
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Obrazek 7: Prubéh gelové permeacni chromatografie konstrukti haB7-H6. Kolona
Superdex 200 10/300 GL. Na chromatogramu jsou zobrazeny Ctyfi konstrukty haB7-H6 z péti.
Elu¢ni objemy jednotlivych konstrukti: ¢erné¢ IWY = 16,05 ml; cervené¢ WWY = 15,57 ml;
modie WYY = 15,89 ml; zelené¢ YYY = 16,11 ml. U posledniho konstruktu IYY nedoslo
k ulozeni v programu, piestoZze byl rovnéZz purifikovan; chromatogram mél vSak obdobny
pribéh. Avsak koncentrace vSech péti jsou znazornény v tabulce 7 nize.

Tabulka 7: Koncentrace frakei pro jednotlivé konstrukty haB7-H6. Zvyraznéné frakce
byly pouzity pro analyzu SDS-PAGE.

WWY WYY IYY YYY IWY
0,23 mg/ml 0,45 mg/ml 1,30 mg/ml 2,06 mg/ml 0,67 mg/ml
0,84 mg/ml 1,94 mg/ml 3,85 mg/ml 3,36 mg/ml 2,74 mg/ml
0,88 mg/ml 2,61 mg/ml 5,07 mg/ml 2,94 mg/ml 3,24 mg/ml
0,22 mg/ml 0,71 mg/ml 1,32 mg/ml 0,67 mg/ml 1,02 mg/ml

Celkovy vytézek na litr média ¢inil pro haB7-H6 WWY: 5,4 mg; haB7-H6 WYY:

14,3 mg; haB7-H6 1YY: 28,9 mg; haB7-H6 _YYY: 22,6 mg; haB7-H6 IWY: 19,2 mg.
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Dve¢ frakce s nejvyssi koncentraci byly nésledné pouzity pro vizualizaci pomoci SDS-PAGE
(obr. 8). Predpokladand velikost proteinli predikovana z aminokyselinové sekvence
odpovida 26,5 kDa, pozorovana velikost je ovSem vysSi diky pfitomnosti Sesti fetézch

N-vazané glykosylace komplexniho typu.

1IN 2N 3N 4N 56N 6N M 1R 2R 3R 4R 5R 6R
i

Obrazek 8: SDS-PAGE konstrukti haB7-H6 po gelové permeacni chromatografii.

N — neredukujici prostiedi, R — redukujici prostiedi, M — standard molekulovych hmotnosti.
Drahy 1 a 2: haB7-H6 WWY, 3 a 4: haB7-H6 WYY, 5 a 6: haB7-H6_YYY, 7 a 8: haB7-
H6 TWY,9a10: haB7-H6_1YY. Pfedpokladana molekulova hmotnost proteini je 26,5 kDa,
pozorovand velikost je ovSem vys$si diky ptritomnosti Sesti fetézcli N-vazané glykosylace
komplexniho typu.
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5.4 Izotermalni titra¢ni kalorimetrie

Izotermalni titracni kalorimetrie (ITC, z angl. isothermal titration calorimetry) byla
meéfena v Centru molekularni struktury ve vyzkumném ustavu BIOCEV ve spolupraci s Dr.
Tatsianou Charnavets. Pro méfeni termodynamickych parametrGi touto metodou byly
pouzity tii varianty vysokoafinitniho B7-H6 (YYY, WWY a WYY) a jako ligand rozpustna
ektodoména NKp30 (L19-E128) produkovana v linii HEK293T, kterou pro méteni poskytl
Dr. Ondiej Skotepa (obr. 9).

B7-H6 YYY - NKp20 B7-HE WWY - NKp30 B7-HB WYY - NKp30
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Obrazek 9: Izotermalni titracni Kkalorimetrie interakce NKp30 s haB7-H6_YYY,
WWY a WYY. Na obrazku jsou zobrazeny termogramy haB7-H6_YYY (Cerveng), WWY
(modie) a WYY (fialoveé). Zakladni hodnota tzv. ,baseline* byla stanovena pomoci
programu NITPIC, data reakéniho tepla vynesena v zavislosti na molarnim poméru NKp30
a B7-H6 v programu SEDPHAT, kde byla fitovana na binarni interakci A+B => AB.
Obrazky byly vytvoteny v programu GUSSI. Hodnoty disociacnich konstant Kp jsou pro
haB7-H6_YYY: 88,6 nM; haB7-H6_ WWY: 50,9 nM; haB7-H6 WYY: 79 nM.

Vysledkem byly predevsim zmétené disociacni konstanty Kp, jejichz hodnoty jsou

pro haB7-H6_ WYY: 79 nM; haB7-H6_YY'Y: 88,6 nM; haB7-H6  WWY: 50,9 nM.
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6 DISKUZE

Podstatnou casti této prace byla piiprava dostateéného mnozstvi péti variant
vysokoafinitniho proteinu B7-H6. Konstrukty s vysokou afinitou k NKp30 byly
analyzovany z toho diivodu, aby bylo mozné posoudit, zda diive popsané mutace skutecné
zvySuji afinitu B7-H6 vic¢i NKp30. Podaiilo se zaklonovat vSech pét vybranych
vysokoafinitnich mutanti B7-H6 do plazmidu pTWS5sec, ktery je uzptsobeny pro tranzientni
rekombinantni expresi v sav¢ich bunéénych liniich. Plazmid pTW5sec haB7-H6 IWY bylo
potieba pfipravit ligaci, na rozdil od ostatnich ¢tyf plazmidu, které se podatilo zaklonovat
nezavisle na ligase. Na viné byl pravdépodobné Spatné syntetizovany gen (ze sekvenace
falesné pozitivnich kolonii bylo ziejmé, ze obsahuje zkracenou ¢ast, ktera by v proteinu
odpovidala C-koncové¢ histidinové kotve), coz se podarilo vytesit amplifikaci PCR za pouziti
primeru, ktery nasedal jesté pted problematickou sekvenci, kterou béhem PCR opravil. Tti
z péti navrzenych konstruktli vychazi z publikace Pekar L. et al. (2021). Jedna se o mutanty
haB7-H6 IWY, IYY, WYY. Dalsi dvé varianty byly navrZzeny zcela novée tak, aby logicky
doplnily chybé&jici varianty na stejnych mistech v sekvenci, tedy haB7-H6_ YYY a WWY.

Produkce probihala v 400 ml média. Celkovy vytéZzek piepoCteny na litr média
jednotlivych proteinti byl pro haB7-H6  WWY: 5,4 mg; haB7-H6  WYY: 14,3 mg; haB7-
H6 1YY: 28,9 mg; haB7-H6 _YYY: 22,6 mg; haB7-H6 IWY: 19,2 mg. Ve srovnani s
publikovanou hodnotou nativniho B7-H6 (C212S), kterd byla az 50 mg/l ve stejném
produkénim systému 26, jsou tyto hodnoty pomérné nizsi, oviem stale dostatecné pro veskeré
dalsi experimenty, v¢etné ITC, kterd mé vysoké naroky na mnozstvi vzorku.

V publikaci Pekar L. et al. (2021) mé nejvyssi afinitu viici NKp30 B7-H6 s mutacemi
S60Y, F82W, L129Y (YWY) a to 9,06 nM. Tato varianta byla v nasi laboratofi jiz diive
rovnéz piipravena a analyzovana pomoci ITC a vysledkem byla namétena hodnota 115 nM,
jez byla i publikovana (Kalouskova B. et al. (2021)) >°. Tento konstrukt jsme tedy jiZz znovu
nem¢fili, avSak pro porovnani s jinymi mutanty je vhodny. Parametry disociacni konstanty
Kp naméfené pro vysokoafinitni varianty B7-H6 interagujici s NKp30 v nasi ITC analyze
byly pro haB7-H6 WYY: 79 nM; haB7-H6_YYY: 88,6 nM; haB7-H6  WWY: 50,9 nM.
Dosud tedy byly méfeny tii varianty z péti a dal§i budou nésledovat. Zajimavé je, Ze
v publikaci Pekar L. et al. (2021) je afinita konstruktu WYY (65,2 nM) podobnad nami
zmétené (79 nM), zatimco u nejslibnéjsi varianty YWY byl v méfenych afinitach vyznamny
rozdil (9,06 nM vs. 115 nM). To mohlo byt pravdépodobné zptisobeno tim, Ze ve studii Pekar

L. et al. (2021) pouzivali proteinovy konstrukt, ktery obsahoval pouze afinitné¢ maturovanou
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N-koncovou IgV doménu B7-H6, jez byla pfipojena namisto jednoho Fab fragmentu na
terapeutickou protilatku. Ostatni domény takového proteinu tedy mohou alterovat interakci
s NKp30, zaroven je cely konstrukt dimerni, coz muze vést k zesileni vazby, a to zvlasté
s ohledem na jimi pouzitou metodu stanoveni afinity interakce. Tou byla ve zminéné
publikaci interferometrie na biologickych vrstvach (tzv. ,biolayer interferometry, BLI),
kterd vyuzivda NKp30 vazané k povrchu sondy, ¢imz je méné vhodna kviili potencialni
oligomerizaci NKp30, a tedy méfeni aviditniho pfispévku oligomeru k vazbé ligandu.
Naproti tomu ITC jakozto metoda métici interakci molekul obou proteinii ve volném stavu
pfimo v roztoku mtze poskytnout nezkreslend data o skutecné vzdjemné afinité a jejich
zménach zpisobenych vnesenymi mutacemi. Z tohoto hlediska se zatim jevi jako nejlepsi
varianta pro dal§i experimenty na NK buiitkdch ndmi navrzena a dosud nepublikovana
varianta haB7-H6 . WWY, ovSem aZ poté, co budou pomoci ITC dométeny zbyvajici dvé
varianty, a stavajici vysledky budou také validovany opakovanim méteni ¢i 1 jinou vhodnou

biofyzikalni metodou, napiiklad analytickou ultracentrifugace ¢i termoforézou.
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7 ZAVER
Byly pfipraveny plazmidy pTWS5sec haB7-H6 pro expresi péti riznych variant
proteinu B7-H6 s mutacemi pro zvysSenou afinitu vi¢i receptoru NKp30. Vsech pét
mutovanych forem proteinu B7-H6 bylo exprimovano v lidské buné¢né liniit HEK293T. Po
transientni transfekci byla provedena purifikace mutovanych forem B7-H6 pomoci afinitni
chromatografie a gelové permeacni chromatografie. Bylo ziskdno dostate¢né mnozstvi
proteinli (vytézky v rozmezi 10 — 20 mg na litr produkéni kultury) pro dalsi experimenty
vcetné izotermalni titrani kalorimetrie, ktera ma vysokou spottebu analyzovanych proteind.
S pomoci izotermalni titraéni kalorimetrie byla zmétfena afinita pro zatim tfi z péti

vysokoafinitnich konstruktt a potvrdila ptiblizn¢ desetkrat vyssi afinitu haB7-H6 k NKp30

vuci nemutované formé B7-H6.
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